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铁皮石斛尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶基因的克隆与分析 *
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摘要 目的：研究尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶（UGPase）在铁皮石斛不同组织中的表达情况，探讨其与石斛多糖累积的关系。方
法：根据铁皮石斛原球茎转录组数据中的 DoUGPase1序列设计引物，并利用 RACE技术克隆该基因；用生信分析软件预测其蛋
白结构，并进行系统发育分析；利用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)技术研究该基因在铁皮石斛不同年份，不同组织中的表达。结
果：通过 RACE技术得到 1个 3054 bp基因，命名为 DoUGPase1，其 ORF长 1530 bp，编码 510个氨基酸残基，与油棕(Elaeis
guineensis)和波斯枣(Phoenix dactylifera)有一定的同源性，且 DoUGPase1在 3年生的植株中相对表达量整体较高(P<0.05)。结论：

我们预测在铁皮石斛的生长发育过程中 DoUGPase1基因与多糖累积的活跃程度成正比例。
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Cloning and Expression Analysis of UGPase Gene in Dendrobium Officinale
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To observe the expression of UGPase in Dendrobium, and investigate its relationship with Dendrobium
polysaccharide accumulation. The primers were designed according to the transcriptomic UGPase1 unigene sequence of proto-
corm in D. officinale, then DoUGPase1 transcription factors were cloned by RACE techniques. Through bioinformatics analysis and phy-
logenesis analysis, the protein structure was predicted, and its affinity was obstained. The relative expression of D.officinale in different
years and different tissues was analyzed through Roche Light circle 96 real-time fluorescent quantitative PCR (RT-qPCR) experiment.

By RACE technique, a new 1530 bp long gene named DoUGPase1 was obstained. Its ORF (Open reading frame) was 1530 bp
encoding 510 amino acids. The DoUGPase1 had the relatives with Elaeis guineensis and Phoenix dactylifera. The DoUGPase1 expres-
sion in 3 years plant was the biggest（P<0.05）. The expression level of DoUGPase1gene might be a positive proportion with
active degree of dendrobium polysaccharide accumulation in the growth and development of dendrobium officinale.
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前言

尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 (UDP-Glucose Pyrophos-

phorylase，UGPase)在植物、动物、微生物中都有广泛分布，是植

物糖代谢的主要酶类之一，它催化反应尿苷三磷酸（Uridine
triphosphate，UTP）+ 葡萄糖 -1-P圮UDP-葡萄糖 + 焦磷酸（Py-

rophosphoric acid，PPi），而尿苷二磷酸葡萄糖（Uridine diphos-

phate glucose，UDPG）是高等植物中主要活化糖的形式，是糖合

成通路中的重要一员，也是葡萄糖基供体，参与多糖类物质的

合成代谢 [1,2]。UGPase还与细胞液中的 AGPas相偶联，形成
ADPG，参与造粉体淀粉的合成[3,4]。目前的研究显示，已经获得

的酶基因片段长度大都介于 1.4～ 1.6 kb之间，利用 NCBI Blast

同源性分析比较可知，在与马铃薯、沙梨、大麦的植物之间进行

同源性分析发现，其亲缘性大约在 70 %以上，而与其他物种之

间的基因同源性相差较大，甚至无同源性[5]。植物的各个组织

中，由于生物功能的不同，UGPase催化的反应方向也不同。在

植物的叶片中，UGPase主要功能是参与蔗糖的合成，将已经催

化生成的 UDPG提供给 SPS(蔗糖磷酸合成酶)或 SS(蔗糖合成

酶)，进一步合成蔗糖；而在植物的其它的非光合作用组织中，

例如芽尖或者茎干中，蔗糖的降解过程同样也有 UGPase的参
与，将 UGPD转化为 G1c-1-P[6]。在植物的储藏组织中，例如：种

子胚乳及块茎，UGPase能够与细胞液中 AGPase 相偶联形成
ADPG，参与造粉体中淀粉的合成过程[6,7]。其他研究发现，黄芪

的多糖积累量和 UGPase活性之间有正比例的关系[7]。铁皮石

斛多糖代谢是一个复杂的过程，UGPase又处于糖代谢途径中

交叉点的核心位置，因此在糖代谢中起着至关重要的作用，所
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以，对铁皮石斛 UGPase进行研究对了解铁皮石斛糖代谢及糖

积累机制具有重要意义[8]。本研究选择 UGPase1基因作为研究
对象，通过荧光实时定量 PCR分析其表达特性，发现该基因在

不同组织中的表达量差异，这将对铁皮石斛生长发育分子机理

研究提供更多依据。

1 材料与方法

1.1 材料

铁皮石斛取自四川省成都市双流镇高饭店村万安石斛产

业开发有限公司。分别选取大小相当，生长状况相当石斛，年龄

分别为 1年，3年，6年。从公司取回后按照上中下切割，以根部

为下部（3个节），芽端为上部（3个节），再从中间选取 3节。每

个材料均有 3个生物学重复，以保证具有普遍性。

铁皮石斛试管苗均来自实验室的组培苗，在 1/2MS培养

基中培养，16小时光照，8小时黑暗。
1.2 方法
1.2.1 RNA的提取和 cDNA的制备 将铁皮石斛根、茎、叶组

织和不同年份的茎干在液氮中研磨成粉末，用 RNAprep pure

植物总 RNA提取试剂盒（TIANGEN）分别提取铁皮石斛不同

组织的 RNA，提取过程中用 DNAase1处理去除 DNA污染，用

琼脂糖凝胶电泳及 OD260/280 进行总 RNA 质量检测；用

M-MLV Reverse Transcriptase it（TAKARA）将符合质量要求的

总 RNA逆转录成 cDNA，并将 cDNA保存于 -20 ℃冰箱留用。
1.2.2 DoUGPase1基因的克隆 根据铁皮石斛原球茎转录组

数据中的序列，利用 primer Primer 5.0设计 PCR的引物，引物

见表(1)，由于 DoUGPase1的序列较长所以将序列分为三段克

隆，最后将三段拼接成为一段完成的序列。以 cDNA为模板，使

用 EasyTaq DNA聚合酶(TAKARA)分别进行 PCR扩增。扩增

体系为 25 滋L：EasyTaq 酶 0.25 滋L；EasyTaq Buffer 2.5 滋L；cD-

NA 1 滋L；上、下游引物各 1 滋L；dNTP Mixture 4 滋L；dd H2O

16.25 滋L。扩增条件为 94 ℃ 3 min；35个循环（94 ℃ 30 s；58 ℃
30 s；72 ℃ 1 min）；72 ℃ 5 min；4 ℃保存。经 DNA连接酶连接

到 pGEM-T载体上，16 ℃ 10 h；4 ℃保存。转化到 DH5琢大肠
杆菌后增殖，涂板后 37 ℃培养 12 h，在平板上进行蓝白斑挑

选，培养后经过 PCR扩增，电泳检测看到单一明亮的条带，将

单克隆抗体的菌液送由生工(中国上海)进行测序。

1.2.3 DoUGPase1基因的生物信息分析 使用在线软件 http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html，找出 DoUGPase1基因的

开放阅读框(open reading frame, ORF)，并获得其编码蛋白质序

列；使用在线软件 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi，将结果

与 NCBI中已登录的类似物种进行对比分析；使用软件 MEGA

4.0 将结果相似性达 70 %以上的物种 DoUGPase1 构建进化

树；亚细胞定位采用WOLF PSORT。使用在线软件 http://web.

expasy.org/protparam/，分析其编码蛋白质序列的一级结构。运

用 SOPMA 软件 http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?

page=npsa.sopma.html 预测铁皮石斛 DoUGPase1 蛋白的二级

结构。使用 SWISS-MODEL 软件 http://swiss-model. expasy.

org/workspace/对其三级结构进行分析。

1.2.4 不同组织中 DoUGPase1基因的表达 根据克隆得到的

DoUGPase1 核苷酸序列，利用 primer 5.0软件设计定量引物
5'-TTTTGAACAGCCGATGGTG -3'和 5'-CTCAGCCTCAAAC-

CTACTCC-3'，引物选在靠近 3'端的 CDS区域中。两个引物形

成一个长度为 247 bp的 PCR产物。内参基因选用 Tcp1酌[9,10]和

Cwc22[11-15]这一对基因，选用从万安公司取回的铁皮石斛，分别

将 1年，3年，6年的茎干分成上中下三个部分，随后进行荧光

定量 PCR分析。

1.2.5 统计学方法 运用 2-△△Ct[15-18]的方法进行 DoUGPase1基

因的相对表达量方差分析。P<0.05为差异显著，有统计学意义。

2 结果

2.1 DoUGPase1的克隆及序列分析

利用 3 对引物的克隆，在菌液 PCR时，发现菌液 PCR 的

电泳条带大小与两轮 PCR产物电泳条带大小基本一致，所以

可认为转化大肠杆菌成功，随后将大肠杆菌送去生工生物公

司，进行测序。一共克隆出 4个片段，其中包括完整的 3'端，5'

端和 CDS序列，随后利用克隆序列重复的区域，将四段序列拼

接起来得到一个全场为 3054 bp的序列。在其全长序列当中，

包含一个长度为 1530 bp的开放阅读框如（图 1）所示，编码了

510个氨基酸，Protparam分析结果预测，DoUGPase1编码的蛋

白质序列分子量为 51.7 kDa；理论 pI为 5.94；氨基酸组成方面

亮氨酸含量（Leu）为最高，达 12.4 %，其次为甘氨酸（Gly）、缬氨

酸（Val）和谷氨酸（Glu）分别占 9.4 %、7.9 %和 7.3 %；不稳定系

数（Instability index，Ⅱ）为 44.01，表明其稳定性较差；疏水性平

均值（Grand average of hydropathicity，GRAVY）为 -0.097，表明

其为亲水性蛋白。

2.2 DoUGPase1基因生物信息学的分析
2.2.1 进化树的建立 利用 MEGA 4.0软件对 DoUGPase1基

因氨基酸序列与其他物种之间对比分子，包括葡萄、香蕉亚种、

麻疯树等。从（图 2）中可以看出 DoUGPase1蛋白与其他物种

的 UGPase没有较高的同源性。仅仅与油棕(Elaeis guineensis)

和波斯枣(Phoenix dacty lifera)有一定的同源性，与其他物种中

的 UGPase序列关系不是很密切。

2.2.2 蛋白质二级结构及三级预测 利用 SOPMA软件预测

石斛 DoUGPase1蛋白质二维结构占 38.76 %的 琢螺旋，无规卷
曲 30.19 %，延伸链占 22.48 %。如（图 3A），其中蓝色代表 琢螺
旋，红色代表旋转，绿色代表茁延伸，紫色表示环绕。利用
Swiss-model软件可以预测 DoUGPase1蛋白质三维结构如（图

3B）。

表 1 在 PCR反应中所用到的引物序列

Table 1 The primer used in degenerate and RACE PCR reactions

Primer Sequence 5'-3'

1 CCTCAGTCCCTATCGTTCTC

2 GGACGGGATTTGTTTTCGCT

3 CTCCGTCACCTCAGTCCCT

4 CTGTCCATCTTCACTCTGCTTC

5 CATCTTGGGATTCAGCACAG

6 AAGGAGACGGGTTACTTCATC
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2.2.3 DoUGPase1 基因的亚细胞定位预测 利用 wolf psort

软件对 DoUGPase1基因的亚细胞定位预测，预测蛋白详细情

为 nucl: 4.5，chlo: 4，cysk_nucl: 3，vacu: 2，cyto: 1，plas: 1。
2.3 不同年份，不同组织铁皮石斛中的 DoUGPase1基因地相

对表达量的测定

2.3.1 根茎叶之间 DoUGPase1基因表达量的差异 在数据处

理计算中，将叶片的表达量作为参考量，所以叶片中 DoUG-

Pase1基因的相对表达量为 1，茎干中的基因表达量是叶片中

的 126倍，根部是叶片中的 168倍。
2.3.2 不同年份，不同组织 DoUGPase1 基因表达量的差异

取回来的铁皮石斛材料一共有 3个年份的材料，分别为 1年

生，3年生和 6年生（图 5），又将材料分为上中下 3个部分（图

图 1 DoUGPase1基因的 CDS序列以及所编码的氨基酸序列

Fig. 1 The CDS sequence of DoUGPase1 gene and the encoded amino acid sequence

图 2 不同植物的 DoUGPase1进化树分析

Fig.2 DoUGPase1 phylogenetic tree analysis of different plants
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图 4 试管苗之间不同部位 DoUGPase1基因表达量

Fig.4 The expression of DoUGPase1 in different parts of test tube seedling

Note: *P<0.05;** P<0.01, compared with group leaves.

图 3 预测 DoUGPase1蛋白质结构

Fig. 3 Prediction of the DoUGPase1 protein structure

Note: A is the second structure of protein, B is the third structure of

protein.

6）。在数据处理计算时，将 1年生的铁皮石斛上部作为参考量，

所以其表达量为 1，其他样品的相对表达量均与其对比而得

到。图 7是各个样品在内参基因 Tcp1酌和 Cwc22对比下的相

对表达量。

图 5 不同年份的铁皮石斛

Fig. 5 Dendrobium candidum of different years

在图 7中，所有的数据都已 1年的上部为基准量 1。可以

清楚地观察到在植物的上部，3 年的材料中 DoUGPase1 基因

表达量最为突出，是所有样品中最高的，为参照样的 7.01 倍，

在中部是 1年的材料中 DoUGPase1基因表达量最高，为参照

样的 5.09倍，在植物下部中 1年，3年的表达量一致为参照样
的 2.75。从整体角度看来，3 年生植物的 DoUGPase1基因较

高，而 6年生植物中的 DoUGPase1基因表达量整体水平较低。

3 讨论

到目前为止，DoUGPase1 的酶动力学特征已经研究的较

为彻底，但是在基因方面还需要将进一步的研究。虽然众多研

究已经克隆出了大量的 UGPase，但主要还是以动物为主，植物

中的数量很少，仅有马铃薯，甘蔗，黄芪，水稻等，且在 BLAST

比对时发现，已知植物中的 UGPase核苷酸序列，相似度都不

大，亲缘关系较远，对实验室的研究需要来说没有太多的利用

价值。铁皮石斛是一种以多糖为重要成分的名贵中药，通过实

验我们希望了解，DoUGPase1基因的表达量与铁皮石斛内多

糖的形成，累积和铁皮石斛生长发育的关系。

本次实验通过 RACE方法，通过已有转录组数据设计引
物，克隆得到完整的 DoUGPase1的核苷酸序列。发现铁皮石斛
DoUGPase1基因，全长为 3054 bp，得到一个完整开放阅读框，
编码了 510 个氨基酸，编码的蛋白质序列分子量约为 51.7
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kDa；再通过同源性比对，选择有一定同源的基因，进行进化树

分析。发现克隆出的 DoUGPase1 基因仅与油棕 (Elaeis
guineensis)和波斯枣(Phoenix dacty lifera)中的基因有一定的相
似度，且亲缘关系不是很密切。

通过定量 PCR分析发现，DoUGPase1基因在石斛不同组
织中的表达量也存在着较大的差异，在对铁皮石斛的根、茎、

叶，进行实验后，可以发现根和茎中的表达量较为接近，且远远

高于叶中的含量。根和茎中的表达量是因为铁皮石斛根可以被

认为是一种延伸茎，所以根和茎中的表达量基本一致。叶片中

含量低的原因有可能是因为在幼嫩的叶片细胞中含有大量的

水分，稀释了基因的浓度。在不同年份与不同组织的比较中，我

们可以发现 1年，3年的整体表达情况好于 6年。说明了在 1

年，3年植物中的糖分累积情况和生长情况都处于一个相对活
跃的状态，而 6年的植物材料，通过图片和文献资料可以了解
到，其组织开始出现木质化和糖分累积基本停止，所以 DoUG-
Pase1基因在其任何部分的表达量都不高。

本次实验成功克隆出了 DoUGPase1的全长序列，以不同

年份的铁皮石斛为对象，主要研究和探索了 DoUGPase1基因

在不同组织之间的相对表达量。分析了铁皮石斛 DoUGPase1

的生物信息学内容，通过利用定量 PCR得到了在不同时期，不
同组织中 DoUGPase1基因的相对表达量，为之后能够明确
DoUGPase1基因在各个时期和组织中对于多糖成分合成与累
积的影响，也为之后将 DoUGPase1基因转入铁皮石斛中奠定
了基础研究。
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