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铁皮石斛可溶性酸性转化酶基因克隆与表达分析

孟衡玲，张　薇，卢丙越，苏一兰，薛春丽
（云南省高校农作物优质高效栽培与安全控制重点实验室／红河学院 生命科学与技术学院，云南 蒙自 ６６１１００）

摘要：【目的】克隆铁皮石斛Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ可溶性酸性转化酶基因ＳＡＩ，分析该基因生物学信息及时空表达特
异性。【方法】基于同源序列克隆铁皮石斛ＳＡＩ基因ｃＤＮＡ全长，采用生物信息学方法进行序列分析，并采用 ｑＲＴ
ＰＣＲ进行组织特异性表达分析。【结果】铁皮石斛ＳＡＩ基因全长为１５９５ｂｐ，ｃＤＮＡ编码区１３６８ｂｐ，Ｇｅｎｂａｎｋ登录号
为ＫＵ５９８８５２。该基因编码４５５个氨基酸，蛋白相对分子质量为５０７００。ＮＣＢＩＢＬＡＳＴｘ分析表明，该基因氨基酸序
列与柑橘Ｃｉｔｒｕｓｕｎｓｈｉｕ酸性转化酶基因、甜橙Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ酸性β呋喃果糖苷酶基因序列相似性最高，达７７％，与其他
植物酸性转化酶基因的相似性均高于６８％。聚类分析表明，铁皮石斛ＳＡＩ基因与玉米Ｚｅａｍａｙｓ液泡转化酶基因、
甘蔗ＳａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍＳＡＩ基因亲缘关系最近。该基因编码的蛋白质属于非跨膜结构的亲水性热稳定蛋白，定
位于液泡中。ＳＡＩ基因在２年生铁皮石斛的茎中表达量最高，３年生的叶中表达量最低。【结论】成功克隆铁皮石
斛液泡酸性转化酶基因，该基因在铁皮石斛不同组织不同生育时期的表达量差异较大。
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　　铁皮石斛 Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ为中国九大仙草
之一，具有抗肿瘤、抗衰老、增强人体免疫力的作

用［１］。其主要活性成分为石斛多糖，其水解为单糖

后，葡萄糖所占的比例最高［２］。转化酶（Ｉｎｖｅｒｔａｓｅ，
ＩＶＲ，Ｅ．Ｃ．３２１２６）又称为蔗糖酶或 β－Ｄ－呋喃
果糖苷酶，在植物体中催化蔗糖降解为果糖和葡萄

糖，是蔗糖代谢的关键酶之一，包括酸性转化酶

（Ａｃｉｄｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＡＩ）和中性转化酶（Ｎｅｕｔｒａｌｉｎｖｅｒｔａｓｅ，
ＮＩ），高活性的ＡＩ与植物幼嫩组织的快速生长、贮藏
器官的迅速膨大有关［３４］，且与蔗糖积累呈显著的负

相关关系［５］。前期研究表明，铁皮石斛酸性转化酶

的活性与蔗糖积累呈负相关关系，但与还原糖及可

溶性多糖呈显著正相关关系，说明酸性转化酶对多

糖的积累有重要的贡献作用，可能是由于 ＡＩ催化蔗
糖降解形成葡萄糖和果糖，为多糖的合成提供碳

源［６］。Ｗｅｉ等［７］也认为霍山石斛 Ｄ．ｈｕｏｓｈａｎｅｎｓｅ多
糖含量与细胞内还原糖的浓度有关；王博［８］认为霍

山石斛类原球茎中还原糖和可溶性多糖含量与蔗糖

转化酶及蔗糖合成酶活性相关。对多糖的研究主要

集中于含量测定、化学成分分析及药理作用，关于多

糖的代谢途径尚不清楚，本研究克隆了铁皮石斛可

溶性酸性转化酶（Ｓｏｌｕｂｌｅａｃｉｄｉｎｖｅｒｔａｓｅ，ＳＡＩ）基因
ＳＡＩ，并进行实时定量表达分析，为进一步研究该基
因表达调控和功能奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

铁皮石斛由云南红河州巨峰石斛种植有限公司

提供，以１年生幼嫩叶片为材料进行 ＳＡＩ基因克隆。
以１年生、２年生和３年生的根、茎、叶为材料分析铁
皮石斛不同年龄和不同组织中ＳＡＩ基因的表达。

大肠埃希菌 ＤＨ５α，ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００Ｐｌｕｓ购于北
京全式金生物公司，ｐＭＤ１９Ｔ（Ｄ１０２Ａ）载体、５′
ＲＡＣＥ试剂盒（编号 Ｄ３１５）、３′ＲＡＣＥ试剂盒（编号
Ｄ３１４）购于ＴａＫａＲａ公司，总 ＲＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ
消化试剂盒、反转录酶 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩＩＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ及 ｑＰＣＲ反应试剂 ＰｏｗｅｒＵｐ
ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于美国ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司。ＰＣＲ反应试剂浓度为 ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ ５
Ｕ· μＬ－１、４种ｄＮＴＰ各２５ｍｍｏｌ· Ｌ－１、常规引物
１０μｍｏｌ· Ｌ－１、ＲＴＰＣＲ引物 ２０μｍｏｌ·Ｌ－１。ＰＣＲ

产物用１２ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测。
１．２　铁皮石斛ＳＡＩ基因克隆

用ＲＮＡ提取试剂盒提取铁皮石斛总ＲＮＡ，ＲＮＡ
纯度采用ＭｅｒｉｎｔｏｎＳＭＡ４０００超微量分光光度计（北
京普莱恒通科技有限公司）测定。用 ＤＮＡ消化试剂
盒及反转录试剂盒进行消化及反转录。根据 Ｇｅｎ
ｂａｎｋ中ＳＡＩ基因的保守区域，设计铁皮石斛 ＳＡＩ基
因的特异性扩增引物 ＳＡＩＦ１（５′ＧＧＣＡＣＧＧＧＴＡＴＧＴ
ＧＧＧＡＧＴＧ３′）和ＳＡＩＲ１（５′ＧＧＴＣＡＴＡＡＡＡＴＧＴＣＴＴＴ
ＧＡＴＧＣ３′），以ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，反应体
系（５０μＬ）为：ｃＤＮＡ２μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ ０５
μＬ，１０×ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒＩＩ（含 Ｍｇ２＋）５μＬ，ｄＮＴＰ８
μＬ，ＳＡＩＦ１和ＳＡＩＲ１各２μＬ，灭菌水：３０５μＬ。反应
程序为９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５１℃ ４５ｓ，７２℃ １
ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。将扩增获得片段克隆
到ｐＭＤ１９Ｔ载体上，送上海生工测序。
１．３　铁皮石斛ＳＡＩ基因３′端克隆

根据“１２”获得的ＳＡＩ基因部分序列，设计２条
上游特异引物 ＳＡＩＦ２（５′ＡＡＴＧＡＧＡＡＣＡＡＧＴＧＧＧＴＧ
３′）和 ＳＡＩＦ３（５′ＧＣＡＴＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＴＴＡＴＧＡＣＣ
３′）。采用３′ＲＡＣＥ试剂盒进行巢式ＰＣＲ扩增，以引
物ＳＡＩＦ２及试剂盒中的 ＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ进行第 １轮
ＰＣＲ扩增，反应体系（５０μＬ）为：反转录反应液１μＬ，
１×ｃＤＮＡＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒＩＩ８μＬ，ＳＡＩＦ２引物１μＬ，３′
ＲＡＣＥＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ０２５μＬ，
１０×ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒＩＩ（含Ｍｇ２＋）５μＬ，灭菌水３３７５
μＬ。反应程序为：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５０℃ ３０
ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，２０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。以第１次
ＰＣＲ产物为模板，以ＳＡＩＦ３及 ＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ为引物进
行第２轮ＰＣＲ扩增，反应体系（５０μＬ）为：ＯｕｔｅｒＰＣＲ
产物 １μＬ，ｄＮＴＰ８μＬ，ＳＡＩＦ３引物 １μＬ，３′ＲＡＣＥ
ＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ ０２５μＬ，１０×
ＬＡＰＣＲＢｕｆｆｅｒＩＩ（含 Ｍｇ２＋）５μＬ，灭菌水 ３３７５μＬ。
反应程序为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５１℃３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。将扩增获得片段克隆
到ｐＭＤ１９Ｔ载体上，送上海生工测序。
１．４　铁皮石斛ＳＡＩ基因５′端克隆

用５′ＲＡＣＥ试剂盒克隆 ＳＡＩ基因的５′端序列，
根据“１２”获得的 ＳＡＩ基因部分序列设计２条特异
性下游引物 ＳＡＩＲ２（５′ＡＴＣＡＡＣＧＣＴＴＡＣＡＧＧＡＡＡ
３′）和 ＳＡＩＲ３（５′ＣＡＣＣＣＡＣＴＴＧＴＴＣＴＣＡＴＴ３′）。以
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引物ＳＡＩＲ２及ＯｕｔｅｒＰｒｉｍｅｒ进行第１轮ＰＣＲ反应，反
应体系（５０μＬ）为：反转录反应液２μＬ，１×ｃＤＮＡＤｉ
ｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒＩＩ８μＬ，ＳＡＩＲ２引物１μＬ，５′ＲＡＣＥＯｕｔｅｒ
Ｐｒｉｍｅｒ１μＬ，ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ ０２５μＬ，１０×ＬＡ
ＰＣＲＢｕｆｆｅｒＩＩ（含Ｍｇ２＋）５μＬ，灭菌水３２７５μＬ。反
应程序为：９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５２℃３０ｓ，７２℃２
ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。以第１次ＰＣＲ产物为
模板进行第２轮ＰＣＲ反应，反应体系同“１３”中第２
轮ＰＣＲ的反应体系（引物替换为 ＳＡＩＲ３和５′ＲＡＣＥ
ＩｎｎｅｒＰｒｉｍｅｒ）。反应程序为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。将
扩增获得片段克隆到 ｐＭＤ１９Ｔ载体上，送上海生工
测序。用ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列拼接。
１．５　铁皮石斛ＳＡＩ基因的全长扩增

根据拼接序列设计特异引物 ＳＡＩＦ４（５′ＧＣＡＴ
ＧＣＴＣＴＡＣＡＣＣＧＧＴＴＣＣＡＣＣＡＡ３′）和ＳＡＩＲ４（５′ＧＣＴ
ＴＡＴＧＡＧＡＡＴＴＧＧＴＡＴＧＣＧＴＧ３′）扩增铁皮石斛 ＯＲＦ
全长。反应体系参照“１２”。反应程序为：９４℃５
ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５３℃ ４５ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃ １０ｍｉｎ。将扩增获得片段克隆到 ｐＭＤ１９Ｔ载
体上，送上海生工测序。

１．６　铁皮石斛ＳＡＩ基因的生物信息学分析
采用ＣｏｍｐｕｔｅｒｐＩ／ＭｗＴｏｏｌ在线软件进行蛋白分

析，使用 ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍＴｏｏｌ预测蛋白质的理化性
质，利用 ＴＭＨＭＭ的 ＴｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎＳｅｒｖｅｒ
预测跨膜结构域，使用 Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ进行二级结构预
测和结构域分析。

１．７　铁皮石斛ＳＡＩ基因的ｑＲＴＰＣＲ分析
根据已经获得的铁皮石斛 ＳＡＩ基因序列，设计

ＲＴＰＣＲ扩增引物 ＳＡＩＦ５（５′ＧＣＴＧＧＧＣＴＴＧＡＣＡ
ＣＡＴＣＧＧ３′）和 ＳＡＩＲ５（５′ＣＣＡＣＴＴＧＴＴＣＴＣＡＴＴＡＧ
ＣＡＴＣＡＴＡＣＣ３′），目的片段１２３ｂｐ。根据金钗石斛
Ｄ．ｎｏｂｉｌｅ内参基因 ＧＡＰＤＨ（ＧＱ２５００４９１）设计内参
引 物 ＧＡＰＤＨＦ（５′ＧＴＧＣＣＡＡＧＡＡＧＧＴＴＡＴＣＡＴＣＴ
ＣＴＧ３′）和 ＧＡＰＤＨＲ（５′ＣＴＣＡＴＧＣＴＣＡＴＴＡＡＣＡＣ
ＣＡＡＣＡＡＣ３′），目的片段７４ｂｐ。使用ＡＢＩ７５００荧光
定量ＰＣＲ仪进行实时定量分析，每个样本重复３次，
反应体系（２０μＬ）为：ｃＤＮＡ５μＬ，ＰｏｗｅｒＵｐ ＳＹＢＲ
 ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，正向引物０２μＬ，反向引
物 ０２μＬ，５０×ＲＯＸ００４μＬ，灭菌水 ４５６μＬ。反
应程序为：９５℃ ２ｍｉｎ；９５℃ １０ｓ，６０℃３４ｓ，７２℃
３０ｓ，４５个循环；循环结束后从６０℃升高到９８℃获
取熔解曲线。采用 ＳＰＳＳ１７０软件 ＬＳＤ多重比较进
行显著差异分析。

２　结果与分析
２．１　铁皮石斛ＳＡＩ基因全长扩增与同源性分析

经ＳＭＡ４０００超微量分光光度计测定，各样本总
ＲＮＡ纯度高、完整性好。以铁皮石斛 ｃＤＮＡ为模板，
ＳＡＩＦ１及ＳＡＩＲ１为引物，ＰＣＲ扩增获得１条清晰、特
异性好的条带，将扩增产物纯化后连接到 ｐＭＤ１９Ｔ
载体上，筛选阳性质粒、测序。将测序结果进行

ＢＬＡＳＴｘ比对，结果显示其与柑橘 Ｃｉｔｒｕｓｕｎｓｈｉｕ酸性
转化酶基因序列、甜橙 Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ酸性 β－呋喃果糖
苷酶基因序列相似性最高，达７７％，与其他植物酸性
转化酶基因序列相似性均高于６８％。

根据已获得的片段设计特异引物，采用 ＲＡＣＥ
试剂盒进行３′端和５′端扩增，３′端扩增获得９３０ｂｐ
左右的片段，５′端获得４５０ｂｐ左右的片段，测序后进
行ＮＣＢＩＢＬＡＳＴｘ比对。ＤＡＮＭＡＮ软件拼接后获得
１５９５ｂｐ的序列，利用ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ查找完整的开放阅
读框，其 ＯＲＦ包含 １３６８个碱基，编码 ４５５个氨基
酸，５′端非编码区有１１１ｂｐ，３′端非编码区有１１６ｂｐ。
根据ＯＲＦ设计引物（ＳＡＩＦ４／ＳＡＩＲ４）扩增编码区，获
得了 １条特异性较好的条带，大小为 １３６８ｂｐ
（图１）。

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００Ｐｌｕｓ。

图１　铁皮石斛ＳＡＩ基因全长扩增
Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆＳＡＩｇｅｎｅｏｆＤｅｎｄｒｏｂｉ

ｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ

２．２　铁皮石斛ＳＡＩ基因的生物信息学分析
采用在线软件ＣｏｍｐｕｔｅｒｐＩ／ＭＷＴｏｏｌ对ＳＡＩ基因

进行蛋白分析，该序列相对分子质量为５０７０００，理
论等电点５３２。使用在线软件ＥｘＰＡＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍＴｏｏｌ
分析ＳＡＩ基因的氨基酸组成，该序列编码的氨基酸
中丙氨酸所占的比例最大，占８１％。其不稳定系数
为３７８，无信号肽，基因编码的蛋白是非跨膜结构的
亲水性热稳定蛋白，完全在细胞内起作用，定位于液

泡中。ＢＬＡＳＴｘ预测该蛋白功能结构域，发现该蛋白
含有多个功能结构域和保守结构，其中包括糖基转

化酶家族３２的保守结构域（图２）。
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图２　铁皮石斛ＳＡＩ基因保守结构域
Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｏｍａｉｎｓｏｆＳＡＩｇｅｎｅｏｆＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ

　　采用ＭＥＧＡ５软件ＵＰＧＭＡ法对Ｇｅｎｂａｎｋ中部分
植物的酸性转化酶基因氨基酸序列进行聚类分析，

从图３可以看出，铁皮石斛ＳＡＩ基因氨基酸序列与玉

米Ｚｅａｍａｙｓ液泡转化酶基因、甘蔗 Ｓａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉ
ｎａｒｕｍＳＡＩ基因的亲缘关系最近，三者聚为一类。

图３　植物酸性转化酶基因氨基酸序列的系统进化树
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｌａｎｔａｃｉｄｉｎｖｅｒｔａｓｅｇｅｎｅｓ

２．３　铁皮石斛ＳＡＩ基因的表达分析
使用２－ΔΔＣｔ分析方法［９］，将１年生铁皮石斛根的

ＳＡＩ基因表达量设为对照，即２－ΔΔＣｔ值定义为１。从
图４可以看出，ＳＡＩ基因在铁皮石斛不同发育阶段不
同组织的表达量差异较大。在２年生茎中的表达量
最高，是１年生和３年生茎的表达量的２４倍左右，
差异显著（Ｐ＜００５），但在１年生和３年生茎中基因
表达量无显著差异。在根中，ＳＡＩ基因的表达量随生
育年限的增加呈逐年增加的趋势，但变化幅度较小，

１年生与３年生间存在显著差异。在叶中，１年生
的表达量最高，显著高于 ２年生和 ３年生叶的表
达量。

　柱子上凡具有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞００５，
ＬＳＤ法）。

图４　铁皮石斛ＳＡＩ基因表达的时空特异性分析
Ｆｉｇ．４　ＳｐａｔｉｏｔｅｍｐｏｒａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＡＩｇｅｎｅｉｎ

Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ
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３　讨论与结论
酸性转化酶是催化蔗糖不可逆降解的关键酶之

一，在植物的生长发育和形态建成过程中具有重要

作用。酸性转化酶是由１个多基因家族编码的蛋白
质［１０１１］，分为细胞壁酸性转化酶亚家族和液泡酸性

转化酶亚家族，在不同种植物或同一种植物的不同

部位的多基因家族的不同成员间的相对分子质量不

同，从５００００到８００００不等，为单体或二聚体。液
泡酸性转化酶在多数植物中至少有 ２个同工酶，以
可溶性蛋白积累于液泡的酸性区域。

本研究克隆了铁皮石斛 ＳＡＩ基因 ｃＤＮＡ全长为
１５９５ｂｐ，ＯＲＦ编码区为１３６８ｂｐ，共编码４５５个氨基
酸，其蛋白相对分子质量为５０７００。与其他植物液
泡酸性转化酶基因的氨基酸进行同源分析，相似性

最高为７７％，最低也在６８％以上。该基因编码的蛋白
具有糖基转化酶家族３２的保守结构域，靠近Ｎ－末端
含有１个β－呋喃果糖苷酶的特征序列，即五肽ＮＤ
ＰＮＧ／Ａ保守结构，靠近 Ｃ－末端还有１个半胱氨酸
（Ｃｙｓ）残基及其 ＭＷＥＣＶ／Ｐ结构域，这些均为酸性转
化酶的催化和功能结构域［１２］，因此，初步鉴定本研究

克隆的基因为铁皮石斛液泡酸性转化酶基因。

在植物生长发育的不同阶段以及不同的器官组

织中，酸性转化酶基因的表达具有时间与空间上的

差异［１３１４］。本研究表明，ＳＡＩ基因在１年生铁皮石斛
根、茎、叶中的表达量较高，主要促进植物的生长发

育和形态建成［１５］。ＳＡＩ基因在２年生铁皮石斛茎中
的表达量最高，主要促进蔗糖分解成葡萄糖和果糖，

为多糖的积累提供基础，这与诸燕等［１６］观点一致，认

为２年生铁皮石斛可溶性多糖的积累最快，进一步
证实铁皮石斛酸性转化酶活性与可溶性多糖的积累

有直接关系，可溶性多糖的合成是以葡萄糖、果糖等

单糖为起点的。

在甘蔗、胡萝卜等植物中均发现有２个可溶性
酸性转化酶基因，甘蔗中ＡＩ的２个同工酶相对分子
质量为６１１００和７４４００，在胡萝卜中的相对分子质
量分别为６１０００和４９０００［１７１８］。酸性转化酶基因反
义转入马铃薯中，使马铃薯中还原糖和淀粉含量降

低［１９］，转入甜瓜中，使葡萄糖、果糖含量降低，蔗糖含

量升高［２０］。因此，下一步需进行铁皮石斛 ＳＡＩ基因
的遗传转化研究，为铁皮石斛 ＳＡＩ基因功能研究以
及分子育种和遗传改良奠定基础。
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