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摘  要：根据已经获得的鱼腥草UGT75C1转录本序列设计 1对引物，采用RT-PCR方法获得UGT75C1

基因 cDNA 序列，并对 UGT75C1 蛋白进行理化性质分析，并预测该蛋白功能；利用实时荧光定量 PCR

方法检测了 UGT75C1 基因在鱼腥草的地下茎、地上茎、叶、花中的表达情况，将克隆得到的 UGT75C1

基因完整开放阅读框连接到原核表达载体 pGEX4T-1 上，转化大肠杆菌 E. coli BL21（DE3），通过 IPTG

诱导表达，SDS-PAGE 检测表达产物。克隆获得的 UGT75C1 基因长为 1 787 bp，开放阅读框 1 461 bp，

编码 486 个氨基酸。生物信息学预测UGT75C1 蛋白含跨膜区，不含信号肽，具有糖基转移酶的 PSPG motif。

UGT75C1 在鱼腥草的叶片中表达丰度最高，其他器官中表达量相对较低，花中表达量最低；该基因原核

表达产物与预期大小一致，显示原核表达成功，为下一步研究其功能奠定了基础。 
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Abstract：To clone the anthocyanidin 3-O-glucoside 5-O-glucosyltransferase（UGT75C1） gene from 

Houttuynia cordata and analyse the prokaryotic expression. The cloning primers were designed based on 

the transcriptome dataset of H. cordata，one unique sequence encoding UGT75C1 was discovered. The 

sequence of UGT75C1 was cloned from H. cordata by RT-PCR. The physical and chemical properties，

secondary structure and three-dimensional structure of the UGT75C1 protein were forecasted and 

analyzed，and its structure and function were predicted. And the different expression levels of UGT75C1 

gene in rhizome，stems，leaves，and flowers of Houttuynia cordata were analyzed by fluorescent 

quantitative PCR. And then the cloned opening reading frame of UGT75C1 gene was inserted into vector  
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pGEX4T-1. The recombinant plasmid pGEX4T- UGT75C1 was expressed in a prokaryotic expression 

system after they were transformed into E. coli BL21（DE3）. The fusion proteins were analyzed by 

SDS-PAGE. The cDNA contains a 1 461bp open reading frame and encodes a predicted protein of 486 

amino acids. Transmembrane regions and no signal peptide were presented in UGT75C1. The PSPG motif 

domain of glycosyltransferases was presented in UGT75C1. Relative real-time PCR analysis indicated that 

UGT75C1 showed the highest transcript abundance in the leaves，moderate level in the stems and 

rhizomes，and the lowest level in the flowers. The UGT75C1 gene was expressed in a prokaryotic 

expression system. This study cloned the UGT75C1 gene from H. cordata for the first time. It will provide 

a foundation for studying the function of the UGT75C1，and it provide a scientific basis for functional 

genomics research of H. cordata and mechanism research of flavonoids biosynthesis. 

Key words：Houttuynia cordata；anthocyanidin 3-O-glucoside 5-O-glucosyltransferase；clone；

prokaryotic expression 

 

植物糖基转移酶（glycosyltransferases，GTs）催化体内小分子化合物的糖基化（Claire et al.，2005），

该过程既是植物细胞维持代谢平衡的主要机制之一（Weis et al.，2008），也是植物自身防御反应的

一个重要部分（Thomas & Patrik，2000）。糖基转移酶改变植物小分子化合物（次级代谢物、激素、

植物内外源毒性物质以及病原菌浸染物）的理化性质，还能降低或除去内源外源物质的毒性（Lim & 

Bowle，2004），参与植物激素平衡（Fujioka & Yokota，2003）、防御反应（Martin et al.，1999）、脱

毒反应（Kristensen et al.，2005）、次生代谢（Tohge et al.，2005）、信号转导（O’Donnell et al.，1998）

等等。Jackson 等（2002）在拟南芥中过表达糖基转移酶基因 UGT84B1，发现植株表现出生长素缺

陷；Poppenberger 等（2005）在拟南芥中过表达糖基转移酶基因 M773C5，发现植物表现出固醇类

激素油菜素内酯（brassinosteroid）的缺陷；Martin 等（2001）将糖基转移酶 TOGT 基因在烟草中过

表达，发现烟草对马铃薯 Y 病毒的抗性增加；Yamazaki 等（2002）成功获得矮牵牛黄酮类物质合成

相关的糖基转移酶基因；Achnine 等（2005）和 Naoumkina 等（2010）成功克隆了疾藜苜蓿糖基转

移酶基因并验证了其功能；马凌波等（2002）成功克隆了一个甜菊糖基转移酶基因并验证了其功能；

邢爱佳等（2013）克隆了罗汉果葡萄糖基转移酶基因 SgUDPGl 和 SgUDPG2；张传丽等（2012）成

功克隆银杏类黄酮基因，沈丹红等（2014）对糖基转移酶酶活性进行分析，发现叶用银杏雄株 9 月

份采叶可获得较高的黄酮糖苷含量。UGT75C1（anthocyanidin 3-O-glucoside 5-O-glucosyltransferase）

基因是参与类黄酮代谢的糖基转移酶基因（Tohge et al.，2005），在类黄酮合成代谢途径中发挥重要

作用。而类黄酮类化合物是药用植物鱼腥草的主要药用活性成分之一，具有保护心血管、防动脉硬

化、扩张毛细血管、疏通微循环、抗氧化、抗衰老、活化大脑及其它脏器细胞的功能（伍贤进，2011）。

类黄酮在生物体内存在两种状态，即自由态和结合态，糖苷是其最主要的存在形式（Bhattacharya & 

Sen-Mandi，2011），类黄酮糖苷主要是由类黄酮糖基转移酶（UDP-glycose：Flavonoidglycosyl- 

transferase，UFGT）催化生成的（Masada et al.，2009）。研究鱼腥草糖基转移酶基因 UGT75C1 对于

进一步研究类黄酮类化合物生物合成及生物活性具有重要意义。 

本研究中拟应用 RT-PCR 方法克隆鱼腥草 UGT75C1 基因 cDNA 片段，对其推导的氨基酸序列

进行理化性质分析和结构预测，检测该基因在不同组织器官中的差异表达，构建原核表达载体，进

行原核表达，以期为构建该基因的过表达载体和遗传转化体系，进一步有效利用该基因及合理开发

鱼腥草的药用价值奠定理论基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鱼腥草（Houttuynia cordata Thunb.）样品经中央民族大学龙春林教授鉴定，种植于怀化学院鱼

腥草种植园，并于 2013 年 6 月采集同一株鱼腥草的地下茎、地上茎、叶片、花等器官，洗净后经乙

醇擦拭及焦碳酸二乙酯（DEPC）水处理，放入液氮中保存，带回实验室，于–80 ℃冰箱保存备用。 

RNA 提取试剂盒、cDNA 合成试剂盒、高保真 TaqDNA 聚合酶、克隆载体 pMD 18-T Vector、

荧光定量试剂盒 SYBR Prime ScriptTM RT-PCR Kit，均购自 TaKaRa 公司。原核表达载体 pGEX4T-1

购自上海北诺生物科技有限公司、E. coli BL21（DE3）为本实验室保存，DNA 回收纯化试剂盒、质

粒提取试剂盒、蛋白质分子量标记、T4 DNA 连接酶、菌种 JM109、DNA 相对分子质量标记等其他

试剂购自生工生物工程（上海）股份公司。 

1.2  基因克隆与检测 

鱼腥草各器官 RNA 提取均按照 RNA 提取试剂盒说明书进行，提取后进行电泳检测和纯度及浓

度测定；并于–80 ℃保存备用。根据试剂盒说明书进行，反转录合成 cDNA 链，分离纯化后置于

–20 ℃保存备用。通过分析鱼腥草转录组数据，发现一个被注释为 UGT75C1（anthocyanidin 

3-O-glucoside 5-O-glucosyltransferase）的转录本（CL3072）。利用在线软件预测其含有一个完整的开

放阅读框，在开放阅读框序列两端设计引物。UGT75C1-F：5′-GGATCTGCCCGGATCTGCTGG-3′；

UGT75C1-R：5′-CTTCTCCGTGGACGTGACGTAC-3′[由生工生物工程（上海）股份公司合成]。 

PCR 扩增反应体系和反应条件参照付明等（2013）的方法，其中退火温度为 58 ℃。利用 DNA

回收纯化试剂盒对 PCR产物进行回收（严格按照试剂盒说明书进行操作），将纯化产物连接载体 pMD 

18-T Vector，转化感受态细胞 JM109，经蓝白筛选后，过夜培养，提取质粒并经 PCR 鉴定后，送生

工生物工程（上海）股份公司测序。采用 DNAStar 软件包对测序结果进行分析与处理，在 NCBI 网

站上 Blast 比对确定为 UGT75C1 基因后，应用 BioEdit 软件进行分析。采用 ExPASy Proteomics Server

提供的在线工具对鱼腥草 UGT75C1 基因编码蛋白的理化性质、结构及功能进行预测。 

利用实时荧光定量 PCR 的方法检测 UGT75C1 基因在鱼腥草地下茎、地上茎、叶、花等 4 个器

官中的相对表达量。上游引物 qUGT75C1-F 序列为：5′-GAGCGACGAATACGACACCT-3′，下游引

物 qUGT75C1-R 序列为：5′-CCTTATGACCCACATGAACG-3′。用 ABI7500 实时 PCR 检测系统，反

应体系如下：10 μL 2× SYBR® PremixEx TaqTM，正反向引物均为 0.4 μL，cDNA 模板 2 μL；加 ddH2O

至 25 μL。反应程序：95 ℃ 3 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 30 s，35 个循环，实时 PCR

反应以鱼腥草 18S rDNA 为内参，18S rDNA 序列设计引物 18S-F：5′-CCTCCGGCGTTGTTACTTTG-3′

和 18S-R：5′-CCCGACTGTCCCTGTAATCA-3′。每个反应重复 3 次。 

1.3  原核表达载体的构建和表达 

根据克隆测序结果，运用 Oligo 6.0 软件设计特异引物：F：5′-AATGGATCCATGTCATCTCCTC 

CTCCTCAG-3′（含 BamHⅠ酶切位点），R：5′-CTAGTCGACCTCATCCTTTGCATTCATGCAC-3′（含

SalⅠ酶切位点）；PCR 扩增产物经 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切后，与经同样酶切后的质粒载体 pGEX4T-1

重组，重组子转化 E.coli BL21（DE3），构建重组表达载体 pGEX4T-UGT75C1，经 IPTG 诱导 4 h 后，

用 SDS-PAGE（15%）检测目的蛋白的表达情况，以空载体为参照。 
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图 1  鱼腥草 UGT75C1 的 PCR 扩增 

Fig. 1  PCR amplification of UGT75C1 of H. cordata 

2  结果与分析 

2.1  鱼腥草 UGT75C1 基因克隆 

以 cDNA 为模板，用引物 UGT75C1-F 和

UGT75C1-R 进行 PCR 扩增。产物经电泳发现

约在 1 800 bp 处有 1 条亮带（图 1）。将此片段

回收纯化，与 pMD 18-T Vector 连接，转化筛

选检测后进行测序，所获得序列经 NCBI 的

ORF Finder 预测该序列含有一个完整的开放阅

读框，长 1 461 bp，推测编码 486 个氨基酸（图

2）。 

 
图 2  鱼腥草 UGT75C1 基因的核苷酸序列及推测的氨基酸序列 

* 表示终止密码子，下划线表示 PSPG-box motif。 

Fig. 2  Nucleic acid sequence and supposed amino acid sequence of UGT75C1 gene fragment of H. cordata 

Termination codon is indicated by an asterisk，PSPG-box motif segment was marked with underline. 

2.2  鱼腥草 UGT75C1 编码蛋白特性与功能 

利用 ExPASy 的在线软件对鱼腥草 UGT75C1 蛋白的理化性质进行预测分析，推测其分子式为

C2373H3740N638O714S17，相对分子量为 53176.6，等电点 pI 为 5.22，为典型的不稳定蛋白，不稳定系

数为 54.81。脂肪系数为 93.09，GRAVY（平均疏水系数）为–0.07。预测 UGT75C1 蛋白的二级结

构中 α–螺旋占 38.48%、β–折叠占 7.82%、无规则卷曲占 37.65%、自由延伸 16.05%。应用 Prosite

软件预测该蛋白含有一段 44 个氨基酸功能区 PSPG motif：WCSQVQVLGHPSVGCFVTHCGW 

NSTSEGLASGVPMVGMPQWTDQ（344 ~ 378 位），确定为糖基转移酶家族成员。由 SWISS-MODEL
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图 5  鱼腥草不同组织中 UGT75C1 

基因的相对表达量 

Fig. 5  Relative expression quantity of UGT75C1 in  

different organs 

图 6  pGEX4T-UGT75C1 在大肠杆菌中表达蛋白 SDS-PAGE 分析

1、3：未诱导；2、4：诱导 4 h。 

Fig. 6  SDS-PAGE analysis of products expressed 

pGEX4T-UGT75C1 vector in E. coli 

1，3：Uninduced；2，4：Induced by IPTG for 4 h. 

预测 UGT75C1 的三级结构如图 3。应用在线软件分析结果表明鱼腥草 UGT75C1 不含信号肽，属于

跨膜蛋白（图 4）。对该蛋白的亚细胞定位预测表明，其在细胞质的定位系数为 0.65，线粒体基质的

定位系数为 0.1，叶绿体类囊体膜的定位系数为 0.1，微体的定位系数为 0.05。 

 
图 3  UGT75C1 蛋白三级结构预测图                              图 4  UGT75C1 蛋白跨膜预测图 

Fig. 3  Three-dimensional model prediction of UGT75C1 protein       Fig. 4  Transmembrane prediction of UGT75C1 protein 

2.3  鱼腥草 UGT75C1 的表达分析 

经实时荧光定量 PCR 检测 UGT75C1 基因在鱼腥草地下茎、地上茎、叶、花中的表达量，结果

表明在叶中的表达量最高，其它器官表达量相对较低，花中的表达量最低（图 5）。 

2.4  鱼腥草 UGT75C1 编码产物的原核表达 

将含重组质粒 pGEX4T-UGT75C1 或空质粒 pGEX4T-1 的大肠杆菌 E. coli BL21（DE3）分别进

行诱导与未诱导，对其裂解产物 SDS-PAGE 电泳分析（图 6），其中泳道 2 为含有 pGEX4T-1 的菌体

诱导 4 h，泳道 4 为含有 pGEX4T-UGT75C1 的菌体诱导 4 h，分别发现在大约 26 kD 和 79 kD 处有

明显的蛋白带；泳道 1 为含有 pGEX4T-1 的菌体未诱导，泳道 3 为含有 pGEX4T-UGT75C1 的菌体

未诱导，特异条带不明显。已知 GST 表达标签为 26 kD，UGT75C1 的预测分子量为 53.176 kD，诱

导后含有 pGEX4T-UGT75C1/BL21 的菌体裂解产物电泳后明显出现 1 条大小约为 79 kD 的蛋白带。

表明糖基转移酶 UGT75C1 基因在大肠杆菌中已成功表达。 
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3  讨论 

植物体中糖基转移酶能从有活性的供体转移一个糖基到受体分子，能积极参与植物生长发育多

个过程（王军和侯丙凯，2008）。糖基转移酶基因大都以基因家族的形式存在，不同的糖基转移酶虽

然同源性不明显，却具有相似的结构域——PSPG motif，能与底物（尿苷二磷酸葡萄糖或尿苷二磷

酸半乳糖）结合，以便发挥其催化功能。作为多基因家族蛋白的糖基转移酶虽然在植物体中广泛存

在，但是糖基转移酶基因在植物中被成功克隆的不多。鉴于糖基转移酶具有多种功能和生物学活性，

对其进行广泛而深入的研究，十分必要。 

本研究中利用 RT-PCR 技术首次克隆了鱼腥草糖基转移酶基因 UGT75C1 的全长 cDNA 序列。

其完整的开放阅读框（ORF）为 1 461 bp，编码 486 个氨基酸。对推导的氨基酸序列进行生物信息

学分析，发现其没有信号肽序列，有多次跨膜区域；具有糖基转移酶家族特征，含有一段 44 个氨基

酸的 PSPG motif，亚细胞定位显示其分布于细胞质和细胞器中，这可能与其广泛参与植物生命活动，

便于发挥其多种功能和生物学活性有关。 

糖基化是植物次生代谢产物的修饰方式之一，这种修饰方式往往在最后一步进行（Haralampidis 

et al.，2002）。对于次生代谢产物的最终形成，糖基转移酶的作用特别重要。随着对糖基转移酶研究

的不断深入，克隆其基因，验证其产物的生物学活性，是有效认识和全面掌握糖基转移酶基因在植

株中作用的前提条件，本研究首次成功克隆了鱼腥草 UGT75C1 基因 cDNA 序列，构建了原核表达

载体，并实现了成功表达，结果将为构建其过表达载体和遗传转化体系，通过转基因植株进一步验

证 UGT75C1 功能直接提供理论依据，有助于更好地利用其生物功能，进行药用植物的遗传改良和

品种培育。 
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