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摘要: 通过分析忽地笑〔Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ (Ｌ􀆳Ｈéｒ.) Ｈｅｒｂ.〕比较转录组数据ꎬ采用 ｃＤＮＡ 末端快速扩增(ＲＡＣＥ)技术克隆

到 １ 个 ＡＢＣ 转运蛋白基因 ＬａＡＢＣＧ５ꎮ ＬａＡＢＣＧ５ 基因全长 １ ８９６ ｂｐꎬ编码 ６３１ 个氨基酸ꎮ ＬａＡＢＣＧ５ 的理论相对分子

质量为 ７０ ４５１ꎬ理论等电点为 ｐＩ ８.３７ꎮ ＬａＡＢＣＧ５ 的二级结构中ꎬα－螺旋、延伸链、β－转角和无规则卷曲的氨基酸所

占比例分别为 ４８.８１％、１３.４７％、５.０７％和 ３２. ６５％ꎮ 聚类分析结果显示:ＬａＡＢＣＧ５ 与拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ
(Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白的亲缘关系最近ꎮ ＬａＡＢＣＧ５ 与海枣 (Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)、油棕 (Ｅｌａｅｉｓ
ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.)、番木瓜(Ｃａｒｉｃａ ｐａｐａｙａ Ｌｉｎｎ.)、毛果杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ｇｒａｙ)和银白杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ａｌｂａ
Ｌｉｎｎ.)的 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白的同源性在 ６２％~６７％之间ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 检测结果显示:ＬａＡＢＣＧ５ 基因在忽地笑的根、鳞
茎、叶片、花瓣和雌蕊中均有表达ꎬ其中ꎬ在叶片和雌蕊中的相对表达量显著高于其他组织ꎻ１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｅＪＡ 处

理后 ６ ｈꎬ忽地笑叶片中 ＬａＡＢＣＧ５ 基因的相对表达量显著高于对照(ＤＭＳＯ 处理后 ６ ｈ)ꎮ 跨膜结构域和亚细胞定位

结果显示:ＬａＡＢＣＧ５ 定位于细胞膜ꎮ 研究结果显示:ＬａＡＢＣＧ５ 基因的表达具有组织特异性ꎬ且受 ＭｅＪＡ 调控ꎻ
ＬａＡＢＣＧ５ 的定位与其功能相吻合ꎮ
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ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｅａｆ ａｎｄ ｐｉｓｔｉｌ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
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ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ａｆｔｅｒ ＤＭＳＯ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ６ ｈ). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５ ｇｅｎｅ ｓｈｏｗｓ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＭｅＪＡꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ＬａＡＢＣＧ５ ｉｓ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ ( Ｌ􀆳Ｈｅｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ
ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　 　 忽地笑〔Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ (Ｌ􀆳Ｈéｒ.) Ｈｅｒｂ.〕隶属于石

蒜科(Ａｍａｒｙｌｌｉｄａｃｅａｅ)ꎬ是国内常见的多年生草本植

物ꎬ全 株 含 有 丰 富 的 生 物 碱ꎬ 包 括 水 仙 环 素

(ｎａｒｃｉｃｌａｓｉｎｅ)、加兰他敏 ( ｇａｌａｎｔｈａｍｉｎｅ) 和石蒜碱

(ｌｙｃｏｒｉｎｅ)等ꎬ其中石蒜碱和水仙环素被用于治疗白

血病ꎬ还作为抗肿瘤药物[１－２]ꎬ而加兰他敏是治疗小

儿麻痹症、重症肌无力和阿尔茨海默症等疾病的关键

药物[３]ꎮ 目前ꎬ加兰他敏的主要获取方式是从石蒜

科植物中提取ꎬ但其含量仅在 ０.０８％左右[３]ꎮ 加兰他

敏的生物合成途径最早由 Ｂａｒｔｏｎ 等[４] 提出ꎬ其中部

分关键酶已经明确ꎮ 在合成途径的上游ꎬ酪氨酸脱羧

酶 ＬａＴＹＤＣ１ 将酪氨酸转化为酪胺同 ３ꎬ４－二羟基苯

甲醛合成异喹啉类生物碱的前体骨架降孤挺花

啶[５]ꎮ Ｋｉｌｇｏｒｅ 等[６－７] 在 黄 水 仙 ( Ｎａｒｃｉｓｓｕｓ
ｐｓｅｕｄｏｎａｒｃｉｓｓｕｓ Ｌｉｎｎ.)的鳞茎中先后发现 ２ 个关键酶ꎬ
即 ４ －Ｏ －甲基转移酶 ＮｐＮ４ＯＭＴ 和细胞色素 Ｐ４５０
ＮｐＣＹＰ９６Ｔ１ꎮ Ｓｕｎ 等[８] 发现 Ｏ－甲基转移酶 ＬａＯＭＴ１
参与加兰他敏的合成ꎬ且加兰他敏在忽地笑的花、鳞
茎和叶片中含量较高ꎮ 通过分析加兰他敏合成途径

中关键酶的组织定位发现ꎬ加兰他敏主要在鳞茎中合

成[６－７]ꎬ推测加兰他敏在合成部位与储存部位之间有

特异转运蛋白ꎬ参与了加兰他敏的跨膜转运和长距离

运输ꎮ
ＡＢＣ(ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ)转运蛋白是一类跨膜

蛋白ꎬ全称为腺苷三磷酸结合盒转运蛋白ꎬ这类转运

蛋白通过水解 ＡＴＰ 释放能量实现底物的跨膜转

运[９]ꎮ ＡＢＣ 转运蛋白广泛存在于原核和真核生物体

内ꎬ参与激素转运、脂质分泌、有毒物质集中和次生代

谢物转运等生理生化过程[１０]ꎬ在植物生长发育中发

挥关键作用ꎮ ＡＢＣ 转运蛋白结构主要包含 ２ 个部

分ꎬ分别是水解 ＡＴＰ 的核苷酸结合结构域 ( ＮＢＤꎬ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ)和提供转运途径的含有多

个 α － 螺 旋 的 跨 膜 结 构 域 ( ＴＭＤꎬ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ
ｄｏｍａｉｎ) [１１]ꎮ ＮＢＤ 位于膜的胞质面ꎬ通过结合和水解

ＡＴＰ 产生能量为转运底物提供动力ꎮ ＴＭＤ 则是利用

ＮＢＤ 释放的能量选择底物并进行跨膜运输ꎮ 两者相

辅相成共同实现了 ＡＢＣ 转运蛋白的转运功能[１２]ꎮ

根据蛋白质结构域的不同ꎬ可以将大多数真核生物的

ＡＢＣ 转运蛋白分为 ８ 个主要亚家族(Ａ 至 Ｈ)ꎬ其中ꎬ
ＡＢＣＧ 转运蛋白是 ＡＢＣ 家族中体系最大的亚家族ꎬ
ＡＢＣＧ 亚家族具有结构域类型为 ＮＢＤ－ＴＭＤ 的反向

序列ꎬ与其他亚家族相区别[１３－１４]ꎮ
植物中 ＡＢＣ 转运蛋白参与多种次生代谢产物的

运输ꎬ如日本黄连(Ｃｏｐｔｉｓ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｍａｋｉｎｏ)中转运蛋

白 ＣｊＭＤＲ１ 参 与 由 胞 外 向 胞 内 转 运 小 檗 碱

(ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ) 的 运 输 过 程[１５]ꎬ 拟 南 芥 〔 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕中转运蛋白 ＡｔＡＢＣＧ１４ 参与

细胞分裂素由胞内向胞外的运输[１６]ꎬＰｈｙｓｃｏｍｉｔｒｅｌｌａ
ｐａｔｅｎｓ ( Ｈｅｄｗ.) Ｂｒｕｃｈ ｅｔ Ｓｃｈｉｍｐ. 中 转 运 蛋 白

ＰｐＡＢＣＧ７ 参与蜡质由胞内向胞外的分泌过程[１７]ꎮ
本研究通过对茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡꎬｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ)
处理忽地笑比较转录组数据的分析ꎬ结合加兰他敏在

忽地笑体内的分布和积累特性ꎬ报道了１ 个可能参与

加兰他敏转运和积累过程的 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白基因ꎬ
通过生物信息学分析、激光扫描共聚焦显微镜及实时

荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ－ＰＣＲ)技术ꎬ确定了该转运蛋白

的三级结构、跨膜结构域和亚细胞定位ꎬ并对该转运

蛋白基因的表达特性进行分析ꎬ以期为石蒜科植物生

物碱积累与转运的研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

忽地笑的花于 ２０１８ 年 ８ 月采自江苏省中国科学

院植物研究所药用植物资源苗圃ꎬ根、鳞茎和叶片等

于同年 １０ 月采自同一苗圃ꎮ 所有样品于 － ８０ ℃
保存ꎮ

实验使用的大肠杆菌感受态菌株 ＴＯＰ１０ 和拟南

芥原 生 质 体 载 体 ｐＡＮ５８０ 为 本 实 验 室 保 存ꎻ
ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自美国

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司ꎻ ＲＮＡｉｓｏ 试 剂 盒、 Ｔ４ ＤＮＡ 连 接 酶、
ｐＭＤ１９－ Ｔ 载体和 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ
ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ (Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)反转录试剂盒购自

宝生物工程(大连)有限公司ꎻＰｈａｎｔａ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ

９
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ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＡｃｅＱ® ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、２ ×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ) 和 ＤＬ２０００ ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻＡｘｙＰｒｅｐ

ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒购自天津子涵生物科技有限公

司ꎮ 实验中所有引物(表 １)合成及核酸序列测序均

由生工生物工程(上海)股份有限公司完成ꎮ

表 １　 供试引物序列及用途
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｕｓａｇｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｔｅｓｔｅｄ

引物 Ｐｒｉｍｅｒ 序列(５′→３′) Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) 用途 Ｕｓａｇｅ

ＬａＡＢＣＧ５－５３ ＣＣＡＴＣＴＧＣＡＴＡＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧ ５′－ＲＡＣＥ
ＬａＡＢＣＧ５－１０１ ＡＴＧＧＣＡＧＴＡＣＣＧＧＴＴＣＣＴＴＣＧＡＴＣＴＴＴＣ ５′－ＲＡＣＥ
ＬａＡＢＣＧ５－４７１ ＧＡＡＧＧＧＴＡＣＧＡＡＡＡＣＴＡＧＴＧＣＡＴＴＧＧＣＧ ３′－ＲＡＣＥ
ＬａＡＢＣＧ５－５４７ ＡＧＡＡＴＧＣＧＴＣＴＡＧＡＣＴＣＧＧＡＴＴＧＡＧＴＣＣ ３′－ＲＡＣＥ
ＬａＡＢＣＧ５－Ｆ ＣＴＴＣＴＡＡＡＡＴＧＡＡＧＧＡＡＡＴＡＧＡＡＧＧＴ 克隆全长 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ
ＬａＡＢＣＧ５－Ｒ ＣＣＴＣＡＴＡＴＴＡＡＡＧＡＡＣＴＡＴＡＣＴＴＣＣＡ 克隆全长 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ
ＬａＡＢＣＧ５－ＲＴ－Ｆ ＣＧＣＡＧＧＴＴＡＡＴＧＴＣＧＴＣＧＡＧ 实时荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ＬａＡＢＣＧ５－ＲＴ－Ｒ ＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＴＡＴ 实时荧光定量 ＰＣＲ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ＬａＴＩＰ４１Ｆ ＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡＡＧＴＴＴＡＡＣＴＧＣＴ 实时荧光定量 ＰＣＲ 内参 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＬａＴＩＰ４１Ｒ ＡＡＴＧＴＧＣＡＡＧＣＡＧＧＧＣＴＡＧＴＡＡ 实时荧光定量 ＰＣＲ 内参 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＬａＡＢＣＧ５－ｐＡＮ５８０－Ｆ ＡＴＧＡＡＴＧＡＴＴＡＣＧＣＣＡＧＣＴＴＧＣＡＴＧ 亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ＬａＡＢＣＧ５－ｐＡＮ５８０－Ｒ ＡＣＣＴＡＴＧＡＣＡＴＡＡＧＡＴＧＴＣＡＡＣ 亚细胞定位 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

１.２　 方法

１.２.１　 基因的克隆及序列比对

１.２.１.１　 ＲＮＡ 提取　 参照 ＲＮＡｉｓｏ 试剂盒操作手册ꎬ
称取约 ０.１ ｇ 植物组织ꎬ液氮速冻后均匀研磨ꎬ加入

ＲＮＡｉｓｏ ｒｅａｇｅｎｔ １ ｍＬꎬ振荡混匀后室温静置 ５ ｍｉｎꎬ再
加入三氯甲烷 ２００ μＬꎬ振荡混匀后室温静置 ５ ｍｉｎꎬ
１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎻ取上层水相ꎬ加入等体

积异 丙 醇ꎬ 轻 柔 混 匀ꎬ 室 温 静 置 １０ ｍｉｎꎬ １２ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎻ去上清液ꎬ用体积分数 ７５％乙

醇洗涤沉淀ꎬ１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心１０ ｍｉｎꎬ去上清液ꎻ
待乙醇挥发后ꎬ沉淀用 ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ 水溶解ꎮ
１.２.１.２　 基因全长克隆　 根据 ｃＤＮＡ 已知的基因片

段 ７５５ ｂｐ 设计 ＲＡＣＥ 特异性引物(引物序列见表

１)ꎬ进行 ５′ － ＲＡＣＥ 和 ３′ － ＲＡＣＥ 巢式 ＰＣＲ 反应ꎮ
ＰＣＲ 扩增体系总体积为 ５０.０ μＬꎬ包含 ５×ＳＦ Ｂｕｆｆｅｒ
１０.０ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １. ０ μＬ、Ｐｈａｎｔａ® Ｓｕｐｅｒ － Ｆｉｄｅｌｉｔｙ
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒｅ １.０ μＬ、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１正向和反向引物

各 ２. ０ μＬ、模板 ｃＤＮＡ １. ０ μＬ 及 ｄｄＨ２ Ｏ ３３. ０ μＬꎮ
ＰＣＲ 扩增程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓ、
５６ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ共 ３２ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 使用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒回

收目的条带ꎮ 回收的核酸片段与 ｐＭＤ１９－Ｔ 载体连

接ꎬ转化大肠杆菌感受态菌株 ＴＯＰ１０ꎬ阳性菌落送生

工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ
１.２.１.３　 生物信息学分析　 使用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ(ｈｔｔｐｓ:∥

ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )分析并确定忽地笑

ＡＢＣＧ５ 基因的开放阅读框ꎻ通过 ＢＬＡＳＴｐ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)进行氨基酸序列比对

分析ꎻ利用 ＭＥＧＡ ７.０ 中 ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)方法构

建系统进化树ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ 进行同源序列比对ꎻ通
过 ＥｘＰＡＳｙ ( ｈｔｔｐ: ∥ ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｃｇｉ － ｂｉｎ /
ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ)在线分析蛋白质的理化性质ꎻ通
过 ＳＯＰＭＡ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｎｐｓａ － ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ / ｃｇｉ － ｂｉｎ /
ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ. ｐｌ)在线分析蛋白质二级结构ꎻ通过

ＳＷＩＳＳ(ｈｔｔｐ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ)模拟

蛋白质三级结构ꎻ通过 ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ－ ２. ０ / ? ｔｄｓｏｕｒｃｅｔａｇ ＝ ｓ ＿ ｐｃｑｑ ＿
ａｉｏｍｓｇ)在线分析蛋白质跨膜结构域ꎮ
１.２.２　 基因相对表达量的比较

１.２.２.１　 ＭｅＪＡ 处理　 将成熟度较高的忽地笑种子播

种于灭菌蛭石中ꎬ置于光照时间 １６ ｈ􀅰ｄ－１、光照强度

１００ μｍｏｌ􀅰ｓ－１􀅰ｍ－２、温度 ２２ ℃的光照培养箱中ꎬ用
１ / ４ ＭＳ 溶液浇灌ꎬ每隔 ３ 周更换 １ 次蛭石ꎬ培养 ９ 个

月ꎮ 用一定量二甲基亚砜(ＤＭＳＯꎬｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ)
助溶 ＭｅＪＡꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 配制终浓度 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＭｅＪＡ 溶液ꎮ 用 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｅＪＡ 溶液喷施幼苗叶

片ꎬ对照组用等体积 ＤＭＳＯ 水溶液喷施ꎬ分别在喷施后

０、６、１２、２４ 和 ３６ ｈ 取叶片ꎮ 所有样品于－８０ ℃保存ꎮ
１.２.２.２　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析　 以忽地笑的 ＬａＴＩＰ４１ 基因

作为内参基因[１８]ꎮ ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应体系的总体积为

０１
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２０.０ μＬꎬ包含 ＡｃｅＱ® ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ® ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
１０.０ μＬ、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１正向和反向引物各 ０.５ μＬ、模
板 ｃＤＮＡ １.０ μＬ 及 ｄｄＨ２Ｏ ８.０ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １５ ｓ、５６ ℃退火 １５ ｓ、
７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法[８]计算基

因的相对表达量ꎮ
１.２. ３ 　 亚 细 胞 定 位 　 首先利用在线软件 ＷｏＬＦ
ＰＳＯＲＴ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ / ) 预 测 忽 地 笑

ＡＢＣＧ５ 转 运 蛋 白 的 亚 细 胞 定 位ꎬ 然 后 用 引 物

ＬａＡＢＣＧ５－ｐＡＮ５８０－Ｆ 和 ＬａＡＢＣＧ５－ｐＡＮ５８０－Ｒ 克隆

获得不含终止密码子的 ＬａＡＢＣＧ５ 片段ꎬ并将其构建

到 ｐＡＮ５８０ 载体中与绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)标签融合

表达ꎮ 根据 Ｙｏｏ 等[１９] 的方法ꎬ将构建的 ｐＡＮ５８０ －
ＬａＡＢＣＧ５－ＧＦＰ 与本实验室构建的膜定位标记载体

ｐＡＮ５８０－ＰＩＰ２Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙ 同时转化拟南芥原生质体ꎬ
避光孵育 １２~１６ ｈꎬ用 Ｚｅｉｓｓ ＬＳＭ７８０ 激光扫描共聚焦

显微镜(德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司)在激发光波长 ４８８ ｎｍ、
发射光波长 ５０５~５３０ ｎｍ 条件下进行观察ꎮ
１.３　 数据统计

利用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件对实验数据进行统计ꎬ采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ－Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓａ 方法进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＬａＡＢＣＧ５基因全长克隆

根据前期忽地笑比较转录组数据库中 ＬａＡＢＣＧ５
基因的部分序列信息设计引物ꎬ结合 ＲＡＣＥ 克隆技

术ꎬ分别获得已知片段 ５′端长度为 １ ０５２ ｂｐ 和 ３′端长

度为 ７８０ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ再设计引物获得长度为

２ １３５ ｂｐ 的序列ꎮ 经 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 分析 ＬａＡＢＣＧ５ 基因

的开放阅读框ꎬ编码区长度为 １ ８９６ ｂｐ(图 １)ꎬ编码

６３１ 个氨基酸ꎮ
２.２　 系统进化树与同源序列比对分析

将 ＬａＡＢＣＧ５ 的氨基酸序列与其他植物 ＡＢＣ 转

运蛋白的氨基酸序列进行聚类分析ꎬ结果(图 ２)表

明:ＬａＡＢＣＧ５ 与拟南芥 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＯＡＰ１０４０１.１)的同源性最高ꎬ然后与烟草

(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)ＡＢＣＧ１０－ｌｉｋｅ 和 ＡＢＣＧ２３－
ｌｉｋｅ 转 运 蛋 白 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 分 别 为 ＸＰ ＿
０１６４３７０２７. １ 和 ＸＰ ＿ ０１６４３３３６１. １ ) 聚 为 一 支ꎮ
ＬａＡＢＣＧ５ 与拟南芥 ＡＢＣＧ１ 和 ＡＢＣＧ１６ 转运蛋白

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为 ＯＡＰ１１７１３.１ 和ＯＡＰ０４４７０.１)

图 １　 ＬａＡＢＣＧ５ 基因的 ＰＣＲ 扩增图谱
Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５ ｇｅｎｅ

ＬａＡＢＣＧ５: 忽地笑 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｌｙｃｏｒｉｓ
ａｕｒｅａ ( Ｌ􀆳Ｈéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ ＡｔＡＢＣＧ５ꎬ ＡｔＡＢＣＧ１６ꎬ ＡｔＡＢＣＧ１ꎬ ＡｔＡＢＣＧ７ꎬ
ＡｔＡＢＣＧ１４ꎬＡｔＡＢＣＧ２５ꎬＡｔＡＢＣＧ１２: 分别为拟南芥中 ＡＢＣＧ５、ＡＢＣＧ１６、
ＡＢＣＧ１、ＡＢＣＧ７、ＡＢＣＧ１４、ＡＢＣＧ２５ 和 ＡＢＣＧ１２ 转运蛋白 Ｒｅｓｐｅｃｔｉｎｇ
ＡＢＣＧ５ꎬ ＡＢＣＧ１６ꎬ ＡＢＣＧ１ꎬ ＡＢＣＧ７ꎬ ＡＢＣＧ１４ꎬ ＡＢＣＧ２５ꎬ ａｎｄ ＡＢＣＧ１２
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ
ＮｔＡＢＣＧ１０－ ｌｉｋｅꎬ ＮｔＡＢＣＧ２３ － ｌｉｋｅꎬ ＮｔＡＢＣＧ３５ － ｌｉｋｅ: 分别为烟草中
ＡＢＣＧ１０－ ｌｉｋｅ、 ＡＢＣＧ２３ － ｌｉｋｅ 和 ＡＢＣＧ３５ － ｌｉｋｅ 转运蛋白 Ｒｅｓｐｅｃｔｉｎｇ
ＡＢＣＧ１０￣ｌｉｋｅꎬ ＡＢＣＧ２３￣ｌｉｋｅꎬ ａｎｄ ＡＢＣＧ３５￣ｌｉｋｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｆｒｏｍ
Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ＮｐＰＤＲ１: 皱叶烟草 ＰＤＲ 转运蛋
白 ＰＤＲ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｐｌｕｍｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａ Ｖｉｖ.ꎻ ＣｊＭＤＲ１: 日本
黄连 ＭＤＲ 转运蛋白 ＭＤＲ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｃｏｐｔｉｓ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｍａｋｉｎｏ.

图 ２　 ＬａＡＢＣＧ５ 与其他植物 ＡＢＣ 转运蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５ ａｎｄ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｆｒｏｍ
ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

的同源性也较高ꎬ与拟南芥其他 ＡＢＣＧ 转运蛋白也有

一定程度的同源性ꎮ
采用 ＢＬＡＳＴｐ 对 ＬａＡＢＣＧ５ 与其他植物 ＡＢＣＧ５

转运蛋白的氨基酸序列进行多重比对ꎬ结果(图 ３)显
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ＬａＡＢＣＧ５: 忽地笑 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ (Ｌ􀆳Ｈéｒ.) Ｈｅｒｂ.ꎻ ＥｇＡＢＣＧ５: 油棕 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ
Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.ꎻ ＰｔＡＢＣＧ５: 毛果杨 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ｇｒａｙꎻ ＰｄＡＢＣＧ５: 海枣 ＡＢＣＧ５ 转运蛋
白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.ꎻ ＣｐＡＢＣＧ５: 番木瓜 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｃａｒｉｃａ ｐａｐａｙａ Ｌｉｎｎ.ꎻ ＰａＡＢＣＧ５: 银
白杨 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白 ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆｒｏｍ Ｐｏｐｕｌｕｓ ａｌｂａ Ｌｉｎｎ.

图 ３　 ＬａＡＢＣＧ５ 与其他植物 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白氨基酸序列的多重比对
Ｆｉｇ. ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＬａＡＢＣＧ５ ａｎｄ ＡＢＣＧ５ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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第 ２ 期 刘彦彤ꎬ 等: 忽地笑 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白基因(ＬａＡＢＣＧ５)的克隆和表达分析

示:ＬａＡＢＣＧ５ 与海枣(Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)和油

棕 ( Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.) 的 ＡＢＣＧ５ 转 运 蛋 白

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为 ＸＰ ＿００８８１０９２１. １ 和 ＸＰ ＿
０１０９１１４９２.２)的同源性分别为 ６６.８７％和 ６６.５７％ꎬ与
番木 瓜 ( Ｃａｒｉｃａ ｐａｐａｙａ Ｌｉｎｎ.) 和 毛 果 杨 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ Ｔｏｒｒ. ｅｔ Ｇｒａｙ ) 的 ＡＢＣＧ５ 转 运 蛋 白

(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为 ＸＰ ＿０２１８９９８８３. １ 和 ＸＰ ＿
００２３０９９２１.２)的同源性分别为 ６２.９１％和 ６２.８３％ꎬ与银

白杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ａｌｂａ Ｌｉｎｎ.)ＡＢＣＧ５ 转运蛋白(ＧｅｎＢａｎｋ
登录号为 ＴＫＲ７９２７４.１)的同源性为 ６２.２０％ꎮ
２.３　 ＬａＡＢＣＧ５ 的蛋白质结构和跨膜结构域预测

ＬａＡＢＣＧ５ 的蛋白质理化性质分析结果表明:
ＬａＡＢＣＧ５ 的理论相对分子质量为 ７０ ４５１ꎬ理论等电

点为 ｐＩ ８. ３７ꎮ 蛋白质二级结构预测结果显示:
ＬａＡＢＣＧ５ 的氨基酸序列中 α－螺旋有 ３０８ 个氨基酸ꎬ
所占比例为 ４８.８１％ꎻ延伸链有 ８５ 个氨基酸ꎬ所占比

例为 １３. ４７％ꎻβ－转角有 ３２ 个氨基酸ꎬ所占比例为

５.０７％ꎻ无规则卷曲有 ２０６ 个氨基酸ꎬ所占比例为

３２.６５％ꎮ 根据同源建模原理ꎬＰＤＢ 数据库中已存在

的 ＡＢＣＧ２ 与 ＬａＡＢＣＧ５ 的氨基酸序列的同源性达到

３１.３６％ꎬ预测结果较好ꎮ 使用 ＡＢＣＧ２ 的蛋白质结构

作为模板ꎬ对 ＬａＡＢＣＧ５ 的三级结构进行建模ꎬ结果见

图 ４ꎮ
蛋白质跨膜结构域的分析结果(图 ５)显示:膜内

氨基酸为 １~３８５、４４２~４６１ 和 ５１９ ~ ５２４ 位ꎬ膜外氨基

图 ４　 ＬａＡＢＣＧ５ 的三级结构
Ｆｉｇ. ４　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５

酸为 ４０９~４１８、４８２~４９５ 和 ５４８ ~ ６１２ 位ꎬ跨膜区域氨

基酸为 ３８６~４０８、４１０~４４１、４６２~４８１、４９６~５１８、５２５~
５４７ 和 ６１３ ~ ６３０ 位ꎬ表明 ＬａＡＢＣＧ５ 是一个膜定位的

蛋白ꎬ与转运蛋白的功能吻合ꎮ

: 膜内 Ｉｎｓｉｄｅ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ : 膜外 Ｏｕｔｓｉｄｅ ｍｅｍｂｒａｎｅꎻ : 跨膜
区 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｒｅｇｉｏｎ.

图 ５　 ＬａＡＢＣＧ５ 的跨膜结构域
Ｆｉｇ. ５　 Ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５

２.４　 不同组织中 ＬａＡＢＣＧ５ 基因的表达特性分析

结果(图 ６)显示:ＬａＡＢＣＧ５ 基因在忽地笑的根、
鳞茎、叶片、花瓣和雌蕊中均有表达ꎬ其中ꎬ在叶片和

雌蕊中相对表达量较高ꎬ显著高于其他组织ꎬ而在鳞

茎中相对表达量最低ꎮ 说明 ＬａＡＢＣＧ５ 基因在忽地笑

中有组织表达特异性ꎮ

图 ６　 忽地笑不同组织中 ＬａＡＢＣＧ５ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ. ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
Ｌｙｃｏｒｉｓ ａｕｒｅａ (Ｌ􀆳Ｈéｒ.) Ｈｅｒｂ.

２.５　 ＭｅＪＡ 处理后 ＬａＡＢＣＧ５ 基因的表达特性分析

结果(图 ７)显示:１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｅＪＡ 处理后

６ ｈꎬＬａＡＢＣＧ５ 基因相对表达量为对照(ＤＭＳＯ 处理后

６ ｈ)的 ８.１６ 倍ꎬ二者间存在显著差异ꎻ１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＭｅＪＡ 处理后 １２ ｈꎬＬａＡＢＣＧ５ 基因的相对表达量均与

对照(ＤＭＳＯ 处理后 １２ ｈ)无显著差异ꎮ
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图 ７　 ＭｅＪＡ 处理后忽地笑叶片中 ＬａＡＢＣＧ５ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ. ７ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｌｅａｆ ｏｆ Ｌｙｃｏｒｉｓ
ａｕｒｅａ (Ｌ􀆳Ｈéｒ.) Ｈｅｒｂ. ａｆｔｅｒ ＭｅＪＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２.６　 ＬａＡＢＣＧ５ 的亚细胞定位分析

通 过 在 线 软 件 ＷｏＬＦ ＰＳＯＲＴ 预 测 分 析ꎬ
ＬａＡＢＣＧ５ 可能定位于细胞膜ꎮ 为了进一步明确

ＬａＡＢＣＧ５ 的功能及亚细胞定位ꎬ构建 ＬａＡＢＣＧ５－ＧＦＰ
融合蛋白用于拟南芥原生质体表达ꎬ并通过激光扫描

共聚焦显微镜进行观察ꎬ结果(图 ８)显示:ＬａＡＢＣＧ５－
ＧＦＰ 融合蛋白在细胞膜上有明显的表达ꎬ且与共同

转化表达的定位于细胞膜的 ＰＩＰ２Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙ 标记蛋

白有较好的重合ꎮ 说明在亚细胞水平上ꎬＬａＡＢＣＧ５
主要定位于细胞膜ꎮ

１: 表达 ＬａＡＢＣＧ５－ＧＦＰ(绿色)的原生质体 Ａ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＬａＡＢＣＧ５￣ＧＦＰ (ｇｒｅｅｎ)ꎻ ２: 表达 ＰＩＰ２Ａ－ｍＣｈｅｒｒｙ(红色)的原生质体 Ａ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＰＩＰ２Ａ￣ｍＣｈｅｒｒｙ (ｒｅｄ)ꎻ ３: 原生质体的叶绿素(蓝色)Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ (ｂｌｕｅ) ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔꎻ ４: １、２ 和 ３ 的叠加图像 Ｍｅｒｇｅｄ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ １ꎬ ２ꎬ
ａｎｄ ３ꎻ ５ꎬ６ꎬ７: 表达 ｐＡＮ５８０－ＧＦＰ 空载体的原生质体 Ａ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐＡＮ５８０￣ＧＦＰ ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ.

图 ８　 ＬａＡＢＣＧ５ 的亚细胞定位
Ｆｉｇ. ８　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＬａＡＢＣＧ５

３　 讨　 　 论

植物生长过程中会产生各种用于减少胁迫和自

我保护且不参与生长和发育的物质ꎬ称为次生代谢产

物ꎬ常见的植物次生代谢产物包括萜类、生物碱、芥子

油和糖类等[２０]ꎮ 许多次生代谢产物有较高的药用价

值ꎬ如青蒿素、紫杉醇和小檗碱等[２１]ꎮ 次生代谢产物

的合成和代谢长期以来一直备受关注ꎬ有关其转运和

积累的运输过程也是研究人员的关注点之一ꎮ 目前ꎬ
植物中 ＡＢＣ 转运蛋白被认为在次生代谢产物的运输

转导过程中承担了重要的角色[２２－２４]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[２５] 定

义了第 １ 个 ＡＢＣ 转运蛋白家庭成员是参与细胞的药

物外排和促进多药耐药机制形成的多耐性(ＭＤＲꎬ

ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ)转运蛋白ꎬ将其归类于 ＡＢＣＢ 亚

家族的一类转运蛋白ꎮ Ｓｈｉｔａｎ 等[２６] 根据小檗碱主要

特异性存储于日本黄连的根中ꎬ在日本黄连根中发现

了有转运小檗碱功能的 ＣｊＭＤＲ１ 转运蛋白ꎮ 已有研

究结果显示:加兰他敏在忽地笑的花、鳞茎和叶片中

含量较高[８]ꎬ且在 ＭｅＪＡ 处理下中国石蒜 ( Ｌｙｃｏｒｉｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｔｒａｕｂ)中加兰他敏含量会显著增加[２７]ꎮ 作

者在 ＭｅＪＡ 处理忽地笑比较转录组数据库中发掘到

一个在 ＭｅＪＡ 处理下相对表达量升高的 ＡＢＣ 转运蛋

白基因ꎬ通过 ＮＣＢＩ 验证发现其与拟南芥中 ＡｔＡＢＣＧ５
基因有较高的相似度ꎬ故命名为 ＬａＡＢＣＧ５ꎮ ＬａＡＢＣＧ５
基因全长 １ ８９６ ｂｐꎬ编码 ６３１ 个氨基酸ꎮ 生物信息学

分析结构显示:ＬａＡＢＣＧ５ 含有 ６ 个跨膜区域ꎮ ｑＲＴ－
ＰＣＲ 结果显示:ＬａＡＢＣＧ５ 基因在雌蕊和叶片中相对
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第 ２ 期 刘彦彤ꎬ 等: 忽地笑 ＡＢＣＧ５ 转运蛋白基因(ＬａＡＢＣＧ５)的克隆和表达分析

表达量较高ꎬ与加兰他敏的积累组织[８] 部分重合ꎻ在
１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＭｅＪＡ 处理后 ６ ｈꎬＬａＡＢＣＧ５ 基因的相

对表达量较对照显著增加ꎬ与加兰他敏含量在 ＭｅＪＡ
处理 后 的 变 化[２７] 也 吻 合ꎮ 在 亚 细 胞 水 平 上ꎬ
ＬａＡＢＣＧ５ 定位于细胞膜ꎮ 这些证据都体现了该基因

的组织特异性和表达模式与其承担的功能有紧密

联系ꎮ
Ｓｈｉｔａｎ 等[１５ꎬ２６]研究认为ꎬ日本黄连中 ＣｊＭＤＲ１ 基

因主要在其根状茎、叶柄和花中表达ꎬ而 ＣｊＡＢＣＢ２ 基

因则相对集中在根状茎的木质部表达ꎬ二者组织定位

不同ꎬ但是在不同的组织部位同样承担着小檗碱从胞

外向胞内运输的转运功能ꎬＣｊＭＤＲ１ 可能在小檗碱含

量不 高 的 组 织 中 起 到 积 累 小 檗 碱 的 作 用ꎬ 而

ＣｊＡＢＣＢ２ 则与小檗碱由根到根状茎的长距离转运相

关ꎮ 韩小康等[２８]的研究结果显示:ＭｅＪＡ 处理后 ６ ｈꎬ
忽地笑 ＬａＡＢＣＧ３ 基因的表达水平升高了近 ４ 倍ꎮ
ＬａＡＢＣＧ３ 基因主要集中在花瓣和种子中表达[２８]ꎬ
ＬａＡＢＣＧ５ 基因主要集中在雌蕊和叶片中表达ꎬ２ 个基

因的组织定位有明显的差异ꎬ推测在其承担的功能上

可能有较好的互补ꎮ 王晓燕等[２９] 研究认为ꎬ在忽地

笑不同器官中加兰他敏的亚细胞积累模式存在差异ꎬ
这也暗示可能有多种转运蛋白在加兰他敏的转运过

程中 协 同 合 作ꎬ 共 同 完 成ꎮ 本 研 究 新 发 现 的

ＬａＡＢＣＧ５ 为忽地笑体内次生代谢产物的跨膜转运和

积累机制提供了候选研究对象ꎬ但其具体的转运功能

仍待进一步深入研究ꎮ
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