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党参 CpPMI 基因的克隆与表达分析 
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摘要：磷酸甘露糖异构酶 1(phosphomannose isomerase,PMI1)催化果糖-6-磷酸（Fru-6-P）与甘露糖-6-磷酸（Man-6-P）
之间的转化反应，参与党参多糖合成前体物质 GDP-甘露糖的合成，在多糖合成中发挥重要作用。本研究依据党参 Codonopsis 
pilosula 转录组数据中 PMI1 基因序列信息，设计特异性引物，克隆得到了党参 PMI1 基因全长，命名为 CpPMI1。通过生
物信息学、原核表达以及 qRT-PCR 技术分析 CpPMI1 基因的表达与党参多糖合成之间的相关性。结果显示，CpPMI1 基因
包含 1371 bp 的开放阅读框（ORF），编码 456 个氨基酸。蛋白理化性质分析预测其为疏水性非跨膜蛋白，有信号肽，含多
个糖基化位点，结合蛋白保守结构域预测分析，该蛋白属于 cupin 超家族，且亚细胞定位于细胞质中。通过氨基酸序列比对及
系统进化树分析，发现党参 PMI1 与其他物种的 PMI1 具有高度相似性，且同茄科植物番茄（Solanum lycopersicum）具
有高度同源性。原核表达研究显示，CpPMI1 融合蛋白大小约为 50 kDa，同预测结果相近，目的蛋白为包涵体；qRT-PCR
结果表明，CpPMI1 基因具有时空表达特异性，从拉蔓期到花铃期、花期、结果期 CpPMI1 基因表达量呈逐渐降低趋势，差
异显著（P<0.05），采挖期基因表达量显著升高，但是与花铃期相比，差异不显著，且均显著低于拉蔓期（P <0.05）。本文
从党参中克隆得到 CpPMI1 基因，其表达水平与党参多糖含量高度相关，为进一步研究 CpPMI1 基因功能及药用植物中多糖
类化合物生物合成途径的解析奠定了基础。 
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1 方法 

1.1 CpPMI1 基因全长 cDNA 的扩增 
1.1.1 党参总 RNA 提取及 cDNA第一链合成 

按照康为世纪 Trizol 总 RNA 提取试剂说明书进行党参
根系总 RNA 的提取，并反转录合成 cDNA。依据转录组文库中
CpPMI 的基因序列分析，利用 Primer premier5.0 设计相关
特异性引物并送生工合成。 

1.1.2 CpPMI1 基因的克隆 
以采挖期党参根系 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，配置反应

体系：Ex Taq0.1μL，10×Ex Taq Buffer 2.0μL，dNTP 

Mixture 1.6μL，10μmol·L-1CpPMI（F）0.5μL，10μ
mol·L-1CpPMI（R）0.5μL，根系 cDNA 模板 1.0μL，ddH2O 

14.3μL。扩增程序：95℃，5min；94 ℃，1 min；55℃，1 min；
72℃，2 min；72℃，10min；35 个循环；10℃保存。产物经
1%琼脂糖凝胶电泳分离后，利用胶回收试剂盒纯化回收目的
条带。 

1.1.3 CpPMI1 基因的 TA 克隆及鉴定 
将上述目的片段连接至 pMDTM18-T 载体，所得重组质粒

转化至大肠杆菌 DH5α感受态细胞，涂布在含有 100 mg·L-1

氨苄青霉素的 LB固体培养基上，37℃倒置黑暗培养 13~16h。
挑取单菌落，经菌液 PCR 和质粒 PCR 双重鉴定均为阳性后，
将阳性菌液及质粒送至北京六合华大基因科技股份有限公司
进行双向测序。 

2 讨论 

PMI 催化可逆反应 D-Fru-6-P ⇋ D-Man-6-P，其中，
D-Fru-6-P 由糖酵解产生，D-Man-6-P 经一系列反应可生成党
参多糖前体物质 GDP-甘露糖，从而进入多糖合成调控网络，
因而 PMI 连接了糖酵解和多糖合成过程。此外，GDP-D-甘露
糖还参与植物抗坏血酸（AsA) 、细胞壁、糖基化蛋白、脂蛋
白、糖基磷脂酰肌醇锚蛋白等的生物合成，PMI1 是这些合成
通路中第一个重要的酶。目前已在甜橙（XP_006482242.1）、
胡 杨 （ XP_011035071.1 ）、 桃 （ AGH25529.1 ）、 甜 瓜

（ XP_008457018.1 ）、 小 豆 （ BAT82985.1 ）、 番 茄
(XP_004233489.1)、白菜（AEJ89929.1）、拟南芥（BAD44244.1）
等植物中发现，而在党参中尚未见报道。 

本文从潞党参中首次克隆得到 CpPMI1 基因，全长 1534bp，
包含 1371bp 的 ORF，编码 456个氨基酸，预测编码蛋白的相
对分子质量为 50.2kDa。 

通过对 CpPMI1 进行生物信息学分析发现，CpPMI1 蛋白
具有保守的 PMI1 催化位点，属于类 cupin 家族。Dunwell、
Hewitson 等报道 PMI 属于 cupin family，进一步说明所克隆
序列为 PMI1 基因。PMI 有三种,第一种类型为依赖于 Zn2+的
单功能酶，第二种类型为双功能酶，除具有 type 1的功能外，
同时还具有 GDP-甘露糖焦磷酸化酶的活性，能利用 Zn2+、
Co2+、Mg2+、Ca2+、Ni2+等作金属辅因子；第三种类型与前
两种几乎没有同源性，是单功能酶植物中多为 PMI1，本文克
隆出的 PMI 有 PMI1 活性位点，三维结构预测以依赖于 Zn2+

的 PMI1 为模型，证明克隆得到的为 type1PMI 基因。 
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