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(54)发明名称

一个太子参环肽HB前体蛋白基因及其应用

(57)摘要

本发明公开一个太子参环肽HB前体蛋白基

因PhHB的序列、克隆方法及其应用。该基因核苷

酸序列长477bp，其中，编码区(CDS)为108bp(编

码35个氨基酸)，含有172bp的5′非编码区(5′

UTR)及197bp的3′非编码区(3′UTR)。该基因具有

典型的植物环肽前体蛋白基因的结构，蛋白序列

中含有的太子参环肽H B线性肽p r e P h H B

(IFGGLPPP)经人工合成后，通过环化反应可以生

成太子参环肽HB。这一发明为基于太子参环肽HB

前体蛋白基因表达水平的应用，以及采用生物技

术或化学技术合成太子参环肽HB，提供科学依

据。
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1.太子参环肽HB的合成方法，其特征在于，太子参环肽HB的线性肽prePhHB氨基酸序列

如序列表中SEQ  ID  No.4所示，合成线性肽prePhHB后，通过粗酶环化反应获取太子参环肽

HB。
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一个太子参环肽HB前体蛋白基因及其应用

技术领域：

[0001] 本发明属于中药材功能基因技术领域。具体涉及一个太子参环肽HB前体蛋白基因

及其编码的多肽的应用。

技术背景：

[0002] 中药太子参为石竹科植物孩儿参Pseudostellaria  heterophylla(Miq.)Pax的干

燥块根，具有益气健脾、生津润肺的功效。太子参因药性温和，为药食两用中药材。随着太子

参在保健食品、化妆品产业用量的逐年增多，市场需求量增大，刺激了太子参种植产业的迅

速扩大。以贵州省为例，十余个县市行政区拟以发展太子参种植作为改善农业产业结构和

推动地方经济发展的手段之一。

[0003] 目前已从太子参中分离得到约16种环肽类成分，其广泛的生理活性是医药领域研

究的新热点。现代研究表明，太子参环肽类成分具有酪氨酸酶抑制活性，有抗皮肤黑色素生

成的作用，与将太子参作为保健药品、化妆品进行研制开发的定位理念相得宜彰，尤其太子

参环肽HB(Heterophyllin  B，HB)曾被《中国药典》(2005年版、2010年版)收录为太子参含量

测定的成分。

[0004] 现代研究证明，植物环肽的生物合成路径主要由三部分组成：环肽前体蛋白基因

转录并表达成环肽前体蛋白，经蛋白酶剪切生成线性肽，在环化酶的作用下生成环肽蛋白。

其中，环肽前体蛋白基因的转录和表达是合成的第一步，也是关键步骤。本发明为基于太子

参环肽HB前体蛋白基因的应用，如太子参中太子参环肽HB前体蛋白基因表达水平的检测，

以及采用生物技术或化学技术合成太子参环肽HB等方面奠定了坚实的基础。

发明内容：

[0005] 本发明的目的在于提供太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB的核苷酸序列、太子参环

肽HB前体蛋白基因PhHB的CDS序列、太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB编码的氨基酸序列、太

子参环肽HB线性肽prePhHB的氨基酸序列、太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB  CDS序列全长

的扩增引物，太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB表达水平的检测引物，以及在此序列基础上

进行密码子优化或点突变所产生的与原始序列相似度90％以上的序列。

[0006] 本发明所述的太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB(如序列表中SEQ  ID  No.1所示)，

其特征在于，太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB序列的应用。该基因的核苷酸序列长477bp，

含有172bp的5′非编码区(5′UTR)及197bp的3′非编码区(3′UTR)，其中，CDS为108bp，编码35

个氨基酸。该基因具有典型的植物环肽前体蛋白基因的结构。

[0007] 本发明所述的太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB克隆方法，其特征在于，以SEQ  ID 

No.1序列设计引物，以太子参cDNA为模板扩增太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB的全长CDS，

连接转化后，挑选阳性克隆。

[0008] 本发明提供了太子参环肽HB线性肽prePhHB的应用，如：根据本发明提供的基因的

氨基酸序列，合成太子参环肽HB线性肽prePhHB，进而采用生物技术或化学技术合成太子参
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环肽HB。

[0009] 本发明提供太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB的核苷酸序列在太子参相关研究中

的应用，如：根据基因序列设计特异引物，通过PCR技术检测和分析太子参环肽HB前体蛋白

基因在不同太子参材料中的表达水平。

[0010] 发明人进行了一系列实验，以探明本发明提供的太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB

及其编码的多肽，通过实验验证prePhHB为太子参环肽HB的线性肽，以说明本发明的有效

性。具体如下：

[0011] 一、构建太子参转录组数据库

[0012] 提取太子参的总RNA，利用第二代高通量测序技术，通过Illumina  HiSeq  2500测

序平台进行转录组测序，对测序数据进行富集、拼接、注释，构建太子参转录组数据库。

[0013] 二、分析太子参转录组数据库

[0014] 使用muscle  3.6、BioEdit、Genetyx_version  7等多款生物信息软件综合分析太

子参的转录组数据库，得到一条基因序列(其序列如序列表中SEQ  ID  No.1所示)，本发明将

其命名为PhHB。所述PhHB基因具有典型的植物环肽前体蛋白基因结构，其编码的氨基酸序

列中包含太子参环肽HB的线性肽(本发明命名为prePhHB，其氨基酸序列如序列表中SEQ  ID 

No.4所示)，因此，推测PhHB基因为太子参环肽HB的前体蛋白基因。

[0015] 三、验证

[0016] (1)扩增PhHB的全长CDS根据PhHB的核苷酸序列(如序列表中SEQ  ID  No.1所示)信

息，设计全长CDS扩增引物(其上、下游引物序列分别如序列表中SEQ  ID  No.5、SEQ  ID  No.6

所示)。以太子参块根cDNA第一链为模板，通过PCR扩增及克隆测序，所得核苷酸序列与序列

表中SEQ  ID  No.2完全一致，说明前述扩增引物可以扩增太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB

的全长CDS。

[0017] (2)太子参环肽HB环化反应以化学方法合成的线性肽prePhHB(氨基酸序列如序列

表中SEQ  ID  No.4所示)为底物，经缓冲液(pH＝8.5)提取的太子参块根粗酶催化可生成环

肽HB，说明prePhHB是形成太子参环肽HB的前体蛋白。

[0018] (3)太子参PhHB基因表达分析太子参材料可分为太子参环肽HB含量较高、较低两

类。根据太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB设计特异引物(其上、下游引物序列分别如序列表

中SEQ  ID  No.7、SEQ  ID  No.8所示)，以不同Heterophyllin  B含量的太子参的块根cDNA第

一链为模板，分别进行PCR反应。以2.0％的琼脂糖凝胶电泳后条带的明暗程度判定PhHB基

因的表达水平。结果说明PhHB的表达量与太子参中环肽HB的含量呈正相关，结合前述(1)、

(2)的验证结果，进一步说明PhHB是形成太子参环肽HB的前体蛋白基因。

附图说明：

[0019] 图1为太子参环肽HB的化学分子结构式。

[0020] 图2为太子参环肽HB前体基因PhHB全长CDS扩增电泳检测图谱；M：Marker(TaKaRa 

DL500)；1～2：太子参环肽HB前体基因。

[0021] 图3为太子参环肽HB标准品的HPLC图谱。

[0022] 图4为环化反应的太子参环肽HB的HPLC图谱；CK－：环化反应中未加粗酶。

[0023] 图5为环化反应的太子参环肽HB的HPLC图谱；CK+环化反应中未加prePhHB。
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[0024] 图6为环化反应的太子参环肽HB的HPLC图谱；环化反应中同时加prePhHB和粗酶。

[0025] 图7为环化反应的太子参环肽HB量比较柱形图；K－：环化反应中未加粗酶；CK+环

化反应中未加prePhHB；prePhHB：同时加线性肽prePhHB和粗酶。100：环化反应中加入粗酶

的量为100μL；150：环化反应中加入粗酶的量为150μL；200：环化反应中加入粗酶的量为200

μL。

[0026] 图8为不同太子参环肽HB含量的太子参材料中PhHB前体基因表达的电泳检测图

谱；M：Marker(TaKaRa  DL500)；1～6：太子参环肽HB含量高的太子参；7～12：太子参环肽HB

含量极低的太子参。

具体实施方式：

[0027] 以下结合实施例子来进一步解释本发明，以使本领域普通技术人员参阅本说明书

后能够据以实施，但实施例并不对本发明做任何形式的限定。

[0028] 实施例一：

[0029] 以贵州施秉太子参块根为材料，提取总RNA，以反转录cDNA的第一链作为模板，进

行PCR扩增反应。25μL反应体系，包括：0.125μL  TaKaRa  Ex  Taq(5U·μL‑1)，2.5μL  10×Ex 

Taq  Buffer(Mg2+Plus)，2μL  dNTP  Mixture(各2.5mmol·L‑1)，1μL  SEQ  ID  No.5所示引物

(10μmol·L‑1)、1μL  SEQ  ID  No.6所示引物所示引物(10μmol·L‑1)，1μL  cDNA模板，ddH2O补

至25μL；反应程序为：95℃预变性4min，95℃变性30s，51℃退火30s，72℃延伸45s，35个循环

后，72℃后延伸7min。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳，切取目的条带，回收，所得产物直接与

pMD19‑T载体连接，转化大肠杆菌DH5α，挑取阳性克隆测序，去除pMD19‑T载体序列后，所得

核苷酸序列与序列表中SEQ  ID  NO.2一致，其编码的氨基酸序列与前述PhHB基因编码的氨

基酸序列(序列表中SEQ  ID  NO.3所示)相同。

[0030] 实施例二：

[0031] 取贵州施秉县太子参块根适量，经过提取、纯化、浓缩，得粗酶。在30℃恒温条件下

环化5h，其反应体系(1000μL)为：15mM·L‑1Tris(pH  8.5)，100mM·L‑1NaCl，5mM·L‑1DTT，

0.2mg·L‑1BSA，15μg·L‑1prePhHB(金斯瑞生物科技有限公司合成，纯度为99％)以及粗酶

(设100μL，150μL，200μL三个梯度)，ddH2O补至1000μL。以不加入prePhHB或不加粗酶作为对

照组，每组3个平行。反应完成后加入9倍体积甲醇终止反应，置蒸发皿中，水浴加热浓缩至

干，残渣加色谱纯甲醇溶解，转移至2mL容量瓶中，加甲醇定容至刻度，摇匀，经0.45μm滤膜，

取续滤液，按2010年版《中国药典》太子参项下含量测定条件，检测环化反应生成的太子参

环肽HB的量。结果显示：加入100μL、150μL和200μL三个梯度的粗酶均能与prePhHB反应，形

成太子参环肽HB，其含量随着粗酶用量的增加而增加；未加prePhHB对照组中太子参环肽HB

含量明显低于实验组，而未加粗酶的对照组中太子参环肽HB的含量低于检测限。

[0032] 实施例三：

[0033] 参照2010版《中国药典》太子参项下太子参环肽HB的含量测定方法，测定太子参块

根中太子参环肽HB的含量。根据检测结果，把太子参材料分为太子参环肽HB含量较高(测定

为0.0256±0.0049％)、太子参环肽HB含量极低(测定为0.0000±0.0002％)两类。分别提取

块根总RNA，将等量总RNA反转录为cDNA。根据太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB的核苷酸序

列设计引物(上、下游引物序列如序列表中SEQ  ID  No.7、SEQ  ID  No.8所示)，分别以前述
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cDNA为模板进行PCR扩增。反应体系(25μL)为：0.125μL  TaKaRa  Ex  Taq(5U·μL‑1)，2.5μL 

10×Ex  Taq  Buffer(Mg2+Plus)，2μL  dNTP  Mixture(各2.5mM)，前述上、下游引物各1μL(10μ

mol·L‑1)，cDNA模板1μL，ddH2O补至25μL。反应程序：95℃预变性4min，95℃变性30s，68℃退

火30s，72℃延伸45s，30个循环后，72℃延伸7min。PCR扩增产物经EB染色后的2.0％的琼脂

糖凝胶电泳后，于凝胶成像系统观察、拍照、保存。以2.0％的琼脂糖凝胶电泳后条带的明暗

程度判定PhHB基因的表达水平。结果表明太子参环肽HB前体蛋白基因PhHB的表达量与太子

参环肽HB含量呈正相关(附图8)。太子参环肽HB含量较高的条带清晰明亮，说明PhHB基因有

较高的表达量，而太子参环肽HB含量极低的太子参类型没有明显的条带，说明PhHB基因的

表达量极低。
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