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红豆杉细胞非甲羟戊酸途径关键酶基因 !"# 的克隆与分析

郑清平 余龙江" 刘 智 李默怡 向 福 杨 秦
（华中科技大学生命科学与技术学院生物工程系，武汉 #-""$#）

摘 要 近几年的研究表明，非甲羟戊酸途径可能是紫杉醇合成的主要途径，通过对各种不同来源的非甲羟戊酸

途径关键酶 0.磷酸脱氧木酮糖还原异构酶（EFG）基因同源区域进行比较，设计出简并引物，利用 G5.H3G技术从中
国红豆杉（3+4)& 0"#$%$&#&）悬浮细胞中扩增出 0-0IJ的基因片段。同源序列比对发现，推断的蛋白质序列与 5*+6#7
8(9&#& /"+,#+$+（K1F7L1）、:%$/"+ 4 9#9%*#/+（K1F:L"）、;2$%0"(0(00)& %,($1+/)&（K4EM-"）、;2$%0"(02&/#& @J( H33 24"-
（K0022-）、<(&/(0 @J( H33 $/!"（K4NH#1）、;2$%0"(0(00)& ,%(9(,#%$&#&（K1GM5/）的一致性分别达到 10O、1#O、4"O、
$4O、$4O和 $-O。结合蛋白质保守区、特征区以及进化树分析，证实该基因确为 84* 基因，首次报道从裸子植物中
克隆到非甲羟戊酸途径关键酶的基因片段。
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萜类是一大类植物次生代谢产物，结构复杂、种

类繁多。许多具有特殊生物活性萜类如赤霉素、脱

落酸、胡萝卜素、类胡萝卜素、棉酚、青蒿素、紫杉醇

等都被开发成为非常有价值的商品。

萜类是以异戊二烯为基本单元构建的，异戊烯

焦磷酸（QHH）是合成萜类的重要前体。长期以来，
QHH一直被认为是经甲羟戊酸途径合成的，该反应
的限速步骤是 -.羟基.-.甲基戊二酰辅酶 P（RST.
3&P）在还原酶（RSTG）的作用下生成甲羟戊酸
（S%P）。因此，该途径被称为甲羟戊酸途径，一直被
认为是萜类合成的经典途径［/］（图 /P）。但近年来，
经/-3标记对植物和微生物萜类生物合成途径进行
研究却发现许多与甲羟戊酸途径不一致的实验结

果，并导致了新的类异戊二烯合成途径的发现［!］。

新途径以 /.脱氧.E.木酮糖.0.磷酸作为反应起始，因
此该途径又称为磷酸木酮糖途径或非甲羟戊酸途

径［!］，该途径的主要反应步骤如图 /U所示。
目前非甲羟戊酸途径中的一些酶已在部分植物

和微生物中得到克隆。0.磷酸脱氧木酮糖还原异构
酶（ /.B6&9,.E.9,’+’&@6.0.J?&@J?8A6 V6B+CA&<@&;6V8@6@，
EFG）是该途径中的关键酶，参与该途径的第二步反

应，催化直链的五碳糖形成带有支链的异戊酸前

体［-］。目前已相继在薄荷（:%$/"+ 9#9%*/#+）［#］、胡椒
（=#9%* W(）［0］、长春花（!+/"+*+$/")& *(&%)&）［2］、拟南芥
（5*+6#8(9&#& /"+,#+$+）［$］和 ;2$%0"(0(00)& ,%(9(,#%$&#&［4］

中找到了该基因同源区，并作了描述。

但在萜类物质合成旺盛的针叶类植物中却未见

对该基因及非甲羟戊酸途径的研究报道，为了证实

红豆杉中是否也存在非甲羟戊酸途径，以便更深入

研究紫杉醇生物合成途径及其分子调控机理，本文

根据已发现的该途径中的关键酶 EFG的基因进行
同源序列的比对，然后进行简并引物的设计，并以红

豆杉为材料，对该基因片段进行了克隆和序列分析。

! 材料与方法

!"! 材料
本实验以中国红豆杉悬浮细胞（ 3+4)& 0"#$%$&#&

@+@J6D@<&D C6’’@）为材料，来源于胚芽经愈伤组织诱
导和驯化培养获得的悬浮细胞系，已经经过 0年的
继代培养，由本实验室保存。

!"# 细胞培养与继代
基本培养基为改良 SL 培养基附加 )PP



图 ! 异戊烯焦磷酸合成途径（"）为甲羟戊酸途径
（#）为非甲羟戊酸途径
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FBA4&GH、I#" FBA4&GH、D，JK9 FBD4&GH、蔗糖 CF &GH，
6LABM。每 DAF 4H三角瓶装 NA4H培养基，鲜细胞接
种量为 !FF&GH，在 !DF =G4%+，DCO下摇瓶暗室培养。
每隔 !A8继代 !次。
!"# 总 $%&提取及 ’$%&纯化
参照一步法异硫氰酸胍法［P］进行改良，提取中

国红豆杉细胞的总 QR"。取 A&新鲜细胞放入研钵
中，加入液氮，迅速研磨成均匀的粉末，转入预冷的

AF4H离心管中。向离心管中加入 !A4H变性液，于
涡旋混合器上振荡均匀。将离心管放置于冰上，加

入 !BA4H D4(5GH的 R3"<（6LJBF），!A4H水饱和酚和
C4H氯仿G异戊醇，混合均匀，冰浴放置 !A4%+。JO，
!A FFF=G4%+离心 CF4%+，转移上层水相至另一干净的
离心管中，加入等体积的异丙醇，混匀，S DFO放置
!-。JO !C FFF=G4%+离心 DA4%+，去除上清，沉淀溶
于 A4H变性液中。加入 A4H水饱和酚和 D4H氯仿G
异戊醇，冰浴 !F4%+，JO !C FFF=G4%+离心 CF4%+。转
移上清至另一干净的离心管中，加入 IFF!H D4(5GH
的 R3"<（6LJBF）和等体积的异丙醇，S DFO放置
CF4%+。JO !C FFF=G4%+离心 DF4%+，沉淀用 NAT乙
醇清洗 D遍，晾干后溶于适量体积的 9?1@（焦碳酸
二乙酯）处理水中。经紫外检测和甲醛变性凝胶电

泳检测后分装，S NFO保存。4QR"纯化采用磁珠
分离法（1=(4.&3公司）。
!"( !"# 基因引物的设计
在 U.+#3+V 搜索植物来源的 9:Q 序列，选取

!"#$%&’&( ())*( （ "$!MDDMN）、+(#,("()#,*’ "-’$*’
（"$DAFDCA）、!"(.&/-0’&’ #,(1&()(（"$!JMMAD）、23)$4
5,-53’#&’ )6’ 1@@ IMFC（WAAIIC）、6$)#,( 7 0&0$"&#(
（""9DJNIMB!）进行了同源性比较（@5>),: !BM!）。通
过比对，发现其氨基酸序列中有 N处较大的保守区
域，从 RK端 至 @K端 依 次 为 UX;UX0U;W;H90Y，
YY;U0YU@"U， "UZ90"H"RZ?;H0"U， H1"9X?LK
X"0$W@， 00H;"XUU"$Q9， ZUH?Y0?"L[H$U， XYK
H"WHU \19]QH1，采用 6=%4.= 6=.4%.= A软件分析，
运行结果表明 0区和 Y00区比较适合设计引物，依据
上述信息设计 1@Q 简并扩增引物（引物 !）。其中
X.+). 6=%4.=：A^UU（"，;，U，@）"@; @"U "@（"，;，U，
@）（@，;）;（"，;，U，@）U"（;，@）";C^；"+,%).+).
6=%4.=：A^ "@U @"; ";@（";U@）UU @@"（";U@）@@
C^。
!") $*+,-$反应体系及反应条件

Q;K1@Q采用 ;3Z3Q3公司生产的 Q;K1@Q试剂
盒，<9R" 链合成反应总体积为 DF!H，其中4QR"
!F+&，DA44(5GH ]&@5D J!H，!F _ QR" 1@Q E>//.=
D!H，8R;1 ]%‘,>=.（!F44(5GH .3<-）D!H，QR3). 0+-%EK
%,(= FBA!H，Q.2.=). ;=3+)<=%6,3). !!H，a5%&3 8;K"836,(=
6=%4.= !!H反应程序为 JAO CF4%+，PPO A4%+终止反
应。<9R"合成结束后，在体系中继续添加 DA44(5G
H ]&@5D I!H，!F _ QR" 1@Q E>//.= M!H ;3Z3Q3 ;3b
聚合酶 FBA!H，DA44(5GH上下游引物各 !!H，总体积
!FF!H，1@Q扩增程序为 PAO 预变性A4%+，接着进行
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! 个循环的扩增（"#$ %&’(，#)$ %&’(，*+$
%&’(），然后再进行 ,) 个循环（"#$ %&’(，#!$
%&’(，*+$ %&’(），最后 *+$温育%)&’(。
!"# $%&产物回收、克隆

-./产物经胶纯化回收 0’1（2&345 公司）纯化，
溶解于 +)!6 %)&&7896 :;（<=>?)）中，取 *!6 与
<@;AB: ;5CD E3F17G（-G7&345）在 # $连接 %H I以上，
将连接产物转化 ! J "#$% K=!"感受态细胞，感受态
细胞制备参照文献［%)］。取 +))!6 转化产物涂布于
含 L-:@和 MB458的 N&<（H)&496）6O平板，,*$培养
过夜，白斑菌落即为阳性克隆。

!"’ 重组克隆的验证及序列测定
随机挑选 !个左右白斑菌落，接种于含 N&<（H)

&496）的 6O液体培养基中，使用质粒提取 P’1（2&345
公司），提取质粒，与空载体环化质粒（蓝斑菌落中含

有的质粒）进行 )?*Q琼脂糖电泳比较，挑选其中分
子量增大的质粒，采用上文中的 &’( 简并引物进行
扩增，扩增结果与 /:B-./相同的质粒为验证的阳
性质粒，提交上海申友公司进行序列测定。

!"( 序列比较和软件分析
将克隆得到的 &’( 片段核苷酸序列在 @3(O5(P

中进行同源搜索，然后根据推断得到的蛋白质序列，

运用 O85C1 - 软件进行同源分析比较。用 -/2RL:;
软件在线分析该蛋白质的基本结构域。用 .8SC158 M
（%?>%）将其氨基酸序列与其他不同物种来源的 KM/
进行多序列同源比较，找出该序列中存在的保守结

构域。

同时采用 -ID8’<（E3GC’7( ,?H 58<I5）软件包对选
取的 %"种不同物种来源的蛋白质进行分析，作出进
化上相互关系的预测。

!") !"# 基因来源验证
根据测序得到的 &’( 序列，采用 <G’&3G <G3&’3G !

软件设计特异性引物（引物 +），其中 R3(C3 <G’&3G：!T
:@@ N@N NN. :@N N@@ N@@ :N,T；N(1’C3(C3 <G’&3G：
!T.:: N:: @NN .N@ @@: @@.,T。从中国红豆杉
&/UN中通过 /:B-./扩增序列（条件同 %?!），测序
后比较获得的特异性片段的序列与先前获得的 &’(
序列的同源性。

* 结果与分析

*"! &+,提取
中国红豆杉总 /UN的甲醛变性凝胶的电泳结

果如图 +，从图中可以清晰地看出 , 条 G/UN 条带
（!R G/UN、%>R G/UN、+>R G/UN），其中 +>R G/UN条带

的亮度大约为 %>R G/UN的 + 倍，说明了总 /UN良
好的完整性。

图 + 总 /UN电泳
V’4J+ :7158 /UN 438 383F1G7<I7G3C’C

图 , &’( 基因克隆的电泳分析
V’4J, N(58DC’C 7W 1I3 F87(3X &’( 43(3 YD 438 383F1G7<I7G3C’C

%：<@;AB: ;5CD；+：<@;AB: ;5CD Z &’(；

,：-./ <G7XSF1 7W <@;AB: ;5CD Z &’(（<G’&3G %）；

#：/:B-./ <G7XSF1 7W )*’+, "-%./.,%, F388C（<G’&3G %）；

!：-./ <G7XSF1 7W <@;AB: ;5CD Z &’(（<G’&3G +）；

H：/:B-./ <G7XSF1 7W )*’+, "-%./.,%, F388C（<G’&3G +）；

*：K6+))) KUN &5GP3G

进一步通过紫外分光光度法测得吸光值 0+,)、

0+H)、0+>) 分别为 )?,)>、)?H++、)?,,H，0+H) 90+,) 为

+?)+，0+H) 90+>)为 %?>!。0+H) 90+>)比值介于 %?*到 +?)
之间，0+H) 90+,)比值大于 +?)，为典型的 /UN吸收值，
说明酚类、蛋白质和无机盐等杂质已排除。异硫氰

酸胍法经过改良，可以从中国红豆杉细胞中提取出

完整和高纯度的 /UN，总 /UN得率达到每克新鲜细
胞含 +?!&4 /UN。
*"* !"# 基因克隆与序列分析
通过 /:B-./，从中国红豆杉细胞培养物 &/UN

中成功地克隆到了一条片段，大小在 #!)Y<左右，符
合引物设计推断的片段大小。-./片段纯化后，:N
克隆到 <@;A :B35CD 载体上，蓝白斑筛选获得阳性
转化子，进一步提取质粒，验证转化子大小，然后将

分子量明显增大的重组质粒作为模板，用原引物进

行 -./扩增，验证重组质粒插入的片段的大小，表
明重组质粒中插入的片段为 /:B-./克隆得到的片
段。测序后，根据测得的结果，设计特异性引物（引

物 +），又从中国红豆杉细胞培养物的 &/UN中扩增
到一个特异性小片段（%#"Y<）。通过序列分析比较，
发现特异性引物（引物 +）扩增得到小片段的序列与
简并性引物（引物 %）扩增得到的具有 %))Q的同源
性，从而证明了扩增得到的 &’( 基因来源于中国红

)!! 生 物 工 程 学 报 +)卷



豆杉细胞培养物。目前正在利用引物 ! 作为定量
"#$的引物，通过实时定量 "#$来研究 !"# 基因在
中国红豆杉中的表达特征。该序列已经提交 %&’(
)*’+（,--&../0’ ’123&4：,5667879）。
!"# 推断的 $%&蛋白的同源比较、功能域及结构
特征分析

通过 ):*.; "在线比较，结果显示中国红豆杉推
断的 <=$ 蛋白与 $#%&’!()*’* +,%-’%.%（>?=@A?）、
/0.+,% " )’)0#’+%（>?=BAC）、12.03,(3(334* 0-(.5%+4*
（>D<EFC）、 12.03,(32*+’* .GH "## 8DCF（>7788F）、
6(*+(3 .GH "## I9!C（>D5"6?）、12.03,(3(334* -0()(7
-’0.*’*（>?$EJ9）的一致性分别达到 ?7K、?6K、
DCK、IDK、IDK和 IFK。
用 "$LAMJB软件在线分析（N;;G：OO1. H &PG*.Q H 04RO

G40./;&O），在推导的 <=$氨基酸序列发现了下列特
征位点（图 6）。

图 6 <=$蛋白 G40./;&分析结果
@/RH6 ,’*:Q./. 0S <=$ T&T1-&T G40;&/’ 3Q G40./;&

-,U"( *’T -%U"(T&G&’T&’; G40;&/’ +/’*.& GN0.GN04Q:*;/0’ ./;&：9CI(

99C E+/J（VMM）；

"40;&/’ +/’*.& # GN0.GN04Q:*;/0’ ./;&：DC(D! AS$（V）；

#*.&/’ +/’*.& MM GN0.GN04Q:*;/0’ ./;&：DC(DF AS4<（MV）；96?(97! A2WB
（VMMM）；

X(2Q4/.;0Q:*;/0’ ./;&：9(8 %/WR#,（M）；I(9! %V+GJV（MM）；8F(8D %:G&%,
（MMM）；

,2/T*;/0’ ./;&：9C7(9CD 2%EE（VM）

同时分析了上面提到的不同来源 <=$蛋白质
序列的结构特点，发现它们同样拥有这些结构特点。

进一步用 #:1.;*: = 9YD9 软件对推断的中国红豆杉
<=$和上述 8个 <=$进行多序列同源比较，发现中
国红豆杉 <=$蛋白具有 <=$家族中的保守区域。
!"’ 推断的 $%&蛋白的进化分析
从 %&’)*’+上选取 9D个不同来源的 <=$蛋白

序列，包括动物、植物、细菌、螺旋体、衣原体、放线

菌，连同本研究中推断的中国红豆杉 <=$蛋白序列
一起进行进化上的分析。通过 "NQ:/G V&4./0’ FY8（*:(
GN*）自展法（300.;4*G）运算 9CCC次，结果（图 7）表明，
<=$蛋白质具有明显的种族特异性，植物、细菌来
源的 <=$蛋白序列在进化上属于不同的分支，螺旋
体来源的 <=$ 位于两者之间，放线菌和衣原体的
<=$亲缘性高，可以划分为同一分支，同样位于植

物与细菌之间。细菌来源的 <=$还可以划分为两
个差异明显的分支，一支包括 8,#(9(&%3+0#’49 :’(-%7
3049 ,J## 9!6I!（X"(?C9DI!Y9），6’+#(*(9(.%* 04#(7
)%0% ,J## 9?I9D（ #,<D78!FY9），;*3,0#’3,’% 3(-’
L97I：ZI（X"(FCD!C!Y9），<*04!(9(.%* )4+’!% EJ!66C
（X"(I6FI76Y9）；另外一支包括 =%3’--4* *4&+’-’* .13.GH
.13;/:/. .;4 H 98D（#,)9F7!DY9），8-(*+#’!’49 )0#>#’.50.*
（ X"(78!89CY9 ）， ?,0#9(%.%0#(&%3+0# +0.53(.50.*’*
（,,U!68!6Y9）。值得注意的是，前一支细菌都属于
%[细菌，而后一分支则属于 %\ 细菌。来源于疟原

虫的 <=$蛋白与 %\ 来源的 <=$亲缘关系近。推
断的中国红豆杉 <=$属于植物支，靠近螺旋体和细
菌分支。

图 7 9?个物种 <=$蛋白在进化上的关系
@/RH7 "NQ:0R&’;/- 4&:*;/0’.N/G *20’R <=$ G40;&/’.

/’ 9? T/SS&4&’; .G&-/&.
,’/2*:： <-%*9(!’49 >%-3’)%#49（,,<CFIF?Y9）；":*’;： $#%&’!()*’*

+,%-’%.%（X"(!C9CD7Y9），8’*+4* ’.3%.4* .13.GH 3#0+’34*（,,"78!8CY9），

@(#*2+,’% " ’.+0#90!’%（,,U7F?76Y9），A#2B% *%+’:%（,,]FI78CY9），

8%+,%#%.+,4* #(*04*（,,@87976Y9），C0% 9%2*（#,#CF7D9Y9），$#+09’*7

’% %..4%（,,<78F?9Y!）；)*-;&4/*：8,#(9(&%3+0#’49 :’(-%3049 ,J##

9!6I!（ X"(?C9DI!Y9），=%3’--4* *4&+’-’* .13.GH .13;/:/. .;4 H 98D
（#,)9F7!DY9），6’+#(*(9(.%* 04#()%0% ,J## 9?I9D（#,<D78!FY9），

8-(*+#’!’49 )0#>#’.50.*（X"(78!89CY9），<*04!(9(.%* )4+’!% EJ!66C
（X"(I6FI76Y9），;*3,0#’3,’% 3(-’ L97I：ZI（X"(FCD!C!Y9），?,0#9(7

%.%0#(&%3+0# +0.53(.50.*’*（,,U!68!6Y9）；AG/40-N*&;*：D0)+(*)’#% ’.+0#7

#(5%.* *0#(:%# :*/ .;4 H 788C9（,,X7C6?CY9）；#N:*2QT/*：8,-%92!’% 947

#’!%#49（,,@F?!C6Y9）；A;4&G;02Q-&.：1+#0)+(9230* 3(0-’3(-(# ,F（!）（X"(
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! 讨 论
目前，在细菌、真菌、古细菌、藻类、高等植物和

原生动物中均发现有非甲羟戊酸途径的存在。在高

等被子植物中，如拟南芥、长春花、薄荷中已找到非

甲羟戊酸的关键酶类。在这些植物中，甲羟戊酸途

径与非甲羟戊酸途径同时存在。甲羟戊酸途径存在

于胞质和线粒体中，主要与甾类、倍半萜类和泛醌的

合成有关；质体中类异戊二烯（半萜、单萜、二萜和类

胡萝卜素）的合成则主要依赖非甲羟戊酸途径［!!］。

红豆杉细胞可产生种类丰富的萜类物质，包括

具有抗肿瘤活性的药物紫杉醇。紫杉醇及紫杉烷类

属于二萜类，因此，极有可能以来自于非甲羟戊酸途

径的类异戊二烯作为合成前体。!""#年，$%&’()’%*+
等将!,-.葡萄糖和!, -.乙酸加入到红豆杉培养细胞，
发现!,-标记进入紫杉烷中，因此推断类异戊二烯合
成的另一途径———非甲羟戊酸途径在紫杉类植物的

存在［/］。本文实验结果首次从针叶类植物中扩增出

非甲羟戊酸途径的关键酶基因 !"#，通过同源性比
较、保守性区域比较以及蛋白特征性位点分析，发现

与已经报道的 012蛋白特性非常相似，因此可以推
断克隆得到的片段就是中国红豆杉细胞 012酶的
*034片段。本文首次报道了从裸子植物中得到非
甲羟戊酸途径关键酶的片段，而且证实了红豆杉植

物中确实存在非甲羟戊酸途径，这为萜类物质，特别

是紫杉醇的生物合成途径及分子调控机理的研究和

应用奠定了坚实的基础。
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第八届世界生物传感器大会在格拉纳达召开

第八届世界生物传感器大会于 <OO?年 A月 <?日至 <T日在西班牙格拉纳达会展中心召开。这次会议由 N%’+0,+9和 H,$’+)1
’$9’ Y H,$+%+6!9$),6’杂志共同组织、承办，大会主席是世界著名生物传感专家 E)!*$)( G L 849)+9教授。本届会议可以说是世界
生物分析系统领域的一次大的盛会，邀请了一批国际知名学者就当前分析化学和分析生物技术发展的前沿与热点问题作了

大会报告及专题报告。归纳起来，具有如下两个特点：

@7 与会代表数和发表论文数为历史最高。共有 SOO余名来自世界各地的学者参加了本届大会，经过组委会评议，从 TAS
篇申报论文中选出 A?O篇作为会议论文，其中大会报告 A篇，口头报告 @OI篇，墙报 ?<T篇。

<7 涉及领域内容空前广泛，对 I个专题进行了分组讨论。包括：核酸传感器和 >FE芯片、免疫传感器、酶传感器、组织和
全细胞传感器、用于生物传感器的天然与合成受体、新的信号转导技术、系统整合Z蛋白质组学Z单细胞分析、生物电化学Z生物
燃料Z微分析系统、商业发展和市场。其中，单分子Z细胞分析和生物印迹生物传感器由于它们良好的发展态势及在生命科学
研究中的重要位置成为与会学者讨论的热点问题，最为引人注目。

大会组委会从 TAS篇投稿中评选出 @O篇原创性研究论文作为本届大会的关键性报告（Q+()$!+ ’2++6*），同时授予论文作者
H,$’+)’$9’ Y H,$+%+6!9$),6’奖。其中，来自多伦多大学的 8*$/2’$)教授撰写的“卡尔文纳米探针非标记检测蛋白质、核酸和细胞
微阵列的研究”获得本届大会的一等奖。

我国学者在本届会议上共发表论文 R<篇，其中中国大陆 P篇，台湾 <O篇，香港 ?篇。中国科学院武汉病毒研究所张先恩
博士和周亚凤博士分别作了“基因技术：生物传感器发展的契机”和“[4!M蛋白介导的基因突变检测生物芯片”的口头报告，其
它为墙报。

我国学者多年来一直建议能在中国召开世界生物传感器大会。在本届会议期间，我们再次向大会组委会成员详细介绍

了中国在生物传感方面的发展现状和趋势，分析了在中国召开该会的优势，希望能在 <OOP年在中国召开世界生物传感器学术
大会。最后，大会组委会有关成员倾向于考虑我方这一建议。我们相信，如果能够实现，将为我国学者创造很好的与世界各

国知名学者交流的机会，从而推动我国分析生物化学、分析生物技术及生物电子学等相关领域的发展。

（中国科学院武汉病毒研究所 周亚凤 文继开 张先恩）
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