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摘  要：苔藓植物芽胞角苔(Anthoceros angustus Steph.)中含有丰富的迷迭香酸等酚酸类化合物。苯

丙氨酸解氨酶(phenylalanine ammonia-lyase, PAL)是植物苯丙烷代谢途径的入口酶，对迷迭香酸的生

物合成具有重要作用。为研究芽胞角苔 PAL 对迷迭香酸合成的重要作用，从芽胞角苔中克隆到 2 个

苯丙氨酸解氨酶基因 AanPAL1 和 AanPAL2，分别编码 755 个和 753 个氨基酸，均包含 PAL 保守结

构域和核心活性氨基酸残基 Ala-Ser-Gly。在系统进化树上与苔藓、蕨类植物 PALs 聚在一个分支，

与小立碗藓的进化距离最近。实时荧光定量 PCR 分析表明，AanPAL1 和 AanPAL2 基因的表达受外

源茉莉酸甲酯的诱导。高效液相色谱分析显示，迷迭香酸的含量在茉莉酸甲酯处理后也显著增加。

利用大肠杆菌进行异源表达，纯化后进行功能表征发现，AanPALs 可高效催化 L-苯丙氨酸

(L-phenylalanine, L-Phe)生成反式肉桂酸，最适温度和 pH 分别为 50 ℃、pH 8.0。AanPAL1 和 AanPAL2
的 Km、kcat 分别为 0.062 mmol/L、4.35 s–1 和 0.198 mmol/L、14.48 s–1；比酶活分别为 2.61 U/mg 和    
8.76 U/mg。两者热稳定性较差，但 pH 稳定性较好。全细胞催化结果显示，AanPAL2 在 10 h 内可催

化 1 g/L 的 L-Phe 转化成反式肉桂酸。本研究结果为深入分析 AanPAL 在芽胞角苔迷迭香酸生物合成

中的调控作用奠定了基础，同时为生物合成肉桂酸提供了重要的候选酶基因。 
关键词：芽胞角苔；苯丙氨酸解氨酶；迷迭香酸；基因克隆；表达分析；酶动力学分析；全细胞       
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Cloning and functional analysis of the phenylalanine ammonia-lyase 
gene from Anthoceros angustus 

YU Haina#, MO Jian#, YANG Jiayi, QIN Xiaochun* 

School of Biological Science and Technology, University of Jinan, Jinan 250022, Shandong, China 
 
Abstract: Anthoceros angustus Steph. is rich in phenolic acids such as rosmarinic acid (RA). 
Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) is an entry enzyme in the phenylpropanoid pathway of plants, 
playing an important role in the biosynthesis of RA. To investigate the important role of PAL in 
rosmarinic acid synthesis, two PAL genes (designated as AanPAL1 and AanPAL2) were cloned 
from A. angustus, encoding 755 and 753 amino acid residues, respectively. The AanPAL deduced 
amino acid sequences contain the conserved domains of PAL and the core active amino acid 
residues Ala-Ser-Gly. The phylogenetic analysis indicated that AanPAL1 and AanPAL2 were 
clustered with PALs from bryophytes and ferns and had the shortest evolutionary distance with the 
PALs from Physcomitrella patens. Quantitative real-time PCR results showed that the expression of 
AanPAL1 and AanPAL2 was induced by exogenous methyl jasmonate (MeJA). HPLC results 
showed that the MeJA treatment significantly increased the accumulation of RA. AanPAL1 and 
AanPAL2 were expressed in Escherichia coli and purified by histidine-tag affinity chromatography. 
The recombinant proteins catalyzed the conversion of L-phenylalanine to generate trans-cinnamic 
acid with high efficiency, with the best performance at 50 °C and pH 8.0. The Km and kcat of 
AanPAL1 were 0.062 mmol/L and 4.35 s–1, and those of AanPAL2 were 0.198 mmol/L and 14.48 s–1, 
respectively. The specific activities of AanPAL1 and AanPAL2 were 2.61 U/mg and 8.76 U/mg, 
respectively. The two enzymes had relatively poor thermostability but good pH stability. The high 
activity of AanPAL2 was further confirmed via whole-cell catalysis with recombinant E. coli, 
which could convert 1 g/L L-phenylalanine into trans-cinnamic acid with a yield of 100% within 10 
h. These results give insights into the regulatory role of AanPAL in the biosynthesis of RA in A. 
angustus and provide candidate enzymes for the biosynthesis of cinnamic acid.  
Keywords: Anthoceros angustus; phenylalanine ammonia-lyase; rosmarinic acid; gene cloning; 
expression analysis; kinetics analysis of enzymes; whole-cell catalysis 

 
苯丙氨酸解氨酶 (phenylalanine ammonia- 

lyase, PAL, EC 4.3.1.5)是植物苯丙烷代谢途径

的第一个酶，催化 L-苯丙氨酸(L-phenylalanine, 
L-Phe) 生 成 反 式 肉 桂 酸 (trans-cinnamic acid, 
t-CA)，再进一步代谢生成一系列苯丙烷类化合

物，包括类黄酮、木质素、酚酸类等[1-2]。PAL
普遍存在于高等植物中，某些植物还具有苯丙

氨酸 /酪氨酸解氨酶双功能酶 (phenylalanine/ 
tyrosine ammonia-lyases, PTAL)[3]，例如单子叶

植物二穗短柄草、玉米[4]、毛竹[5]和苔藓植物田

园角苔[6]等。自 1961 年研究人员首次在大麦中

发现 PAL 基因后[7]，陆续从多种植物组织器官中

分离到 PAL 基因[3-10]。目前，在多种植物中针对

PAL 的结构、功能和表达调控均从多个维度进

行了研究。PAL 基因在植物中通常以基因家族

形式存在，其数量在不同物种中差异较大，而

且 PAL 基因的表达具有组织特异性。例如，拟

南芥中有 4 个 PAL 基因[8]，银杏中鉴定出 11 个
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PAL 基因[9]，苔藓植物地钱基因组有 10 个 PAL
基因[10]，田园角苔中鉴定出 2 个 PAL 基因[6]。

多数植物的 PAL 序列具有较高的同源性。PAL
的活性形式通常是同源四聚体蛋白，蛋白亚基

分子量约为 70–80 kDa，每个亚基包含 1 个 MIO
基团，MIO 基团由邻近的 3 个氨基酸残基(即
Ala-Ser-Gly)自身环化形成，是 PAL 蛋白的反应

中心[1,11]。目前，已经获得了多种 PAL 蛋白的

晶体结构，以伞形科植物欧芹的 PAL 晶体结构

最具代表性[12]。晶体结构为四聚体，PAL 亚基

主要由 α 螺旋(占比 50%以上)和不规则卷曲

(30%以上)组成，包括 3 个结构域：MIO 结构域、

屏蔽区和核心结构域。此外，PAL 在生物工程

和生物医学领域具有重要的应用价值。例如，

Boros 等[13]使用固定化的 PAL 蛋白合成多种高

价值的 L-苯丙氨酸类似物。PAL 被美国食品药

品监督管理局和欧洲药品管理局批准作为酶替

代疗法用于成人苯丙酮尿症患者的治疗[14]。另

外，由于癌细胞不能合成苯丙氨酸，也不能利

用苯丙酮酸作为生长的替代品，PAL 可以通过

耗尽癌细胞中苯丙氨酸的供给来抑制肿瘤生

长，从而用于癌症治疗[15]。 
PAL 处于植物初级代谢与次级代谢的关键

节点，是植物参与应激反应的关键酶，PAL 基

因的表达受到各种刺激因子的调控，通过调控

PAL 的活性可对下游次级产物的生物合成产生

调控作用[2]。例如，玉米丝黑穗病菌导致玉米

PAL 的活性增加[16]；机械损伤导致地钱 PALs
表达量增加，几种主要的多酚类物质合成增   
加 [10]；外源喷施植物激素茉莉酸甲酯 (methyl 
jasmonate, MeJA)导致水稻 PAL表达量和活性增

加，而且显著提高了酚类物质的积累[17]。 
迷迭香酸(rosmarinic acid, RA)是一种水溶

性的天然酚酸类化合物，具有抗炎、抗氧化、

抗菌、抗肿瘤活性以及对创伤后应激障碍的治

疗作用等。RA 主要分布于唇形科、紫草科、葫

芦科、椴树科和伞形科等多种植物中，传统中

药如紫苏、丹参和冬凌草中含量较丰富[18]，而

且角苔属植物也含有丰富的迷迭香酸及其衍生

物[6,19]。RA 由苯丙烷代谢和酪氨酸代谢途径这

2 个分支产生的前体物质再经过一系列的酶促

反应合成。其中，PAL 催化 L-Phe 生成 t-CA，

t-CA再通过 2步酶促反应生成 4-香豆酰辅酶 A，

进入 RA 合成通路。RA 的合成与苯丙烷代谢途

径密切相关，受环境因子、病原菌和激素等因

素的调节。其中，病原菌、臭氧、植物激素    
(如水杨酸、脱落酸、MeJA)等均能诱导 RA 的

合成[20]。例如，MeJA 处理显著提高了藿香细

胞培养物的 RA 合成[21]。  
苔藓植物包括苔类、藓类和角苔类这 3 个

分支，是现存最早的陆生植物。苯丙烷代谢途

径是与植物的登陆进程密切相关的标志性途

径，其产生的苯丙烷类物质在植物适应陆生环

境过程中具有重要的作用[2]。芽胞角苔(Anthoceros 
angustus)属于角苔植物，其叶状体含有丰富的

羟基肉桂酸衍生物，包括 RA 及其糖苷衍生物

等。2020 年，Zhang 等[22]发布了芽胞角苔的高

质量全基因组，为深入解析芽胞角苔适应陆生

环境的调控机制提供了基础。由于 PAL 在苯丙

烷代谢途径中具有关键作用，本研究从芽孢角

苔叶状体分离到 2 个 PAL 基因，对其响应植物

激素的表达特征及体外酶促反应特征进行了探

究，以期为进一步研究 PAL 在苯丙烷代谢途径

中的调控作用及应用提供参考依据。 

1  材料与方法  
1.1  材料  
1.1.1  植物材料、菌株和质粒 

植物材料为芽胞角苔的配子体，其为叶状

体，边缘呈锯齿状，由中国科学院植物研究所

陈之端教授惠赠。采用 KnopⅡ液体培养基浇灌

灭菌的蛭石作为培养基质，剪刀分段扦插至基

质进行培养，每个培养盒种植 16 株。培养条件：

光照强度 30 μmol/(m2·s)，温度(22±1) ℃，湿度

40%，光照周期 16 h 光照/8 h 黑暗。 
大肠杆菌 DH5α、BL21(DE3)感受态细胞和
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pEASY-Blunt 克隆载体均购自北京全式金生物

技术股份有限公司。pET32a(+)质粒为本实验室

保存。引物合成和测序委托北京擎科生物科技

股份有限公司完成，本研究所用引物见表 1。 
1.1.2  主要试剂 

植物总 RNA 提取试剂盒、ReScriptTMⅡ RT 
All-in-One Mix 反转录试剂盒购自诺贝莱生物

科技有限公司；2×Primer STAR Max 高保真

DNA 聚合酶购自宝生物工程(大连)有限公司；

限制性核酸内切酶 BamH I、Xho I 和色谱纯甲

醇、乙腈、乙酸均为 Thermo Fisher 产品；

ClonExperss® Ⅱ无缝克隆试剂盒购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司；DNA、蛋白分子量

Marker、qRT-PCR DNA 聚合酶、2×M5 HiPer 
SYBR Premix EsTaq 购自北京聚合美生物科技

有限公司；MeJA 为 Sigma-Aldrich 产品；异丙

基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷 (isopropyl-β-D- 
thiogalactopyranoside, IPTG)购自生工生物工程

(上海)股份有限公司；Ni Bestarose FF 购自浙江

博格隆生物技术有限公司；超滤浓缩管为

Millipore 产品；化合物标准品 L-Phe、反式肉桂

酸、迷迭香酸等均购自北京索莱宝科技有限公

司；其他常用生化试剂购自国药试剂。 

1.2  方法  
1.2.1  芽胞角苔 PAL 基因的克隆 

取温室培养的角苔叶状体，用液氮研磨成粉

末，取约 0.1 g 用于总 RNA 提取。采用反转录试剂

盒合成 cDNA 作为模板。通过查询角苔基因组和转

录组(SRA 数据库编号：SRR9662965)，以拟南芥

PAL 蛋白序列为参考，筛选到 2 个注释为苯丙氨酸

解氨酶(PAL)的序列，命名为 AanPAL1、AanPAL2。
设计扩增全长的引物 AanPALs-F/R (表 1)，利用高

保真酶，以角苔 cDNA 为模板扩增全长。PCR 产

物经琼脂糖凝胶电泳检测、切胶、试剂盒纯化后，

连接至 pEASY-Blunt 载体，转化大肠杆菌 DH5α
感受态细胞，经阳性筛选及菌液 PCR 检测后，送

至北京擎科生物科技股份有限公司测序。 
1.2.2  芽胞角苔 PAL 基因生物信息学预测

分析 
采用 DNAMAN 软件进行同源蛋白序列比

对；采用 MEGA 7.1 软件以邻接 (neighbor- 
joining, NJ)法构建系统进化树；采用 SWISS- 
MODEL 在线工具预测蛋白质的三级结构，以

PyMOL 软件对预测的结构进行可视化分析；采

用 Expasy 在线工具 ProtParam 和 ProtScale 预测

蛋白质的理化性质和疏水性/亲水性。 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer names Primer sequences (5′→3′) 
AanPAL1-F ATGGTGGCCAACAAGCGCGTC 
AanPAL1-R TCATTGCTCGAACGGGCCAG 
AanPAL1-petF GCCATGGCTGATATCGGATCCATGGTGGCCAACAAGCGC 
AanPAL1-petR GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCATTGCTCGAACGGGCC 
AanPAL1-RTF AAGCTTGGACTACGGCTTCA 
AanPAL1-RTR TCCTCCAGATGCCTCAAATC 
AanPAL2-F ATGATGAGCAATAAGCGGGTG 
AanPAL2-R TCAACCAGTAAAGGGGCCAG 
AanPAL2-petF GCCATGGCTGATATCGGATCCATGATGAGCAATAAGCGGGTG 
AanPAL2-petR GTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCAACCAGTAAAGGGGCCAG 
AanPAL2-RTF ACTTACCTGGTGGCCTTGTG 
AanPAL2-RTR CAACTCCTTCTCGCAGAACC 
AaEF1A-F AGGCAGCAAACTTTACCAGC 
AaEF1A-R ACCTGCATCTCCGTTCTTCA 
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1.2.3  AanPALs 实时荧光定量表达分析 
芽胞角苔在温室培养 8 周，采用 500 μmol/L

的 MeJA 喷洒处理，以喷洒溶剂的芽胞角苔作

为对照；处理后在 0、6、12、24 和 48 h 取样。

提取对照组和处理组植物材料的总 RNA，反转

录合成 cDNA，并进行实时荧光定量 PCR 
(quantitative real-time PCR, qRT-PCR)，每个样

品设 3 个重复。根据 AanPAL1、AanPAL2 基因

的编码区序列(coding sequence, CDS)，用 Primer 3
的 Web 版设计引物(AanPALs-RTF/R)，以芽胞

角苔延伸因子 AanEF1A (GenBank 登录号：

PP033753)作为内参基因。使用 Bio-Rad CFX96
实时荧光定量 PCR 仪进行扩增检测，根据

2–△△Ct法分析基因的相对表达量，采用 GraphPad 
Prism 5.01 软件分析显著性并绘图。 
1.2.4  芽胞角苔中迷迭香酸含量测定 

参考 Saltas 等[23]提取 RA 的方法，提取芽

胞角苔的 RA。取温室培养的芽胞角苔约 0.1 g，
样品经过液氮速冻、使用组织研磨机研磨成粉

末，加入 0.5 mL 80%甲醇，超声浴中孵育 30 min，
3 000×g 离心 10 min 后，取出 0.4 mL 上清液获

得 RA 提取物；上清液使用 50%甲醇/50%水(含
0.01% H3PO4)按照 1:10 稀释后用 0.22 μm 有机

系滤膜过滤。迷迭香酸的检测根据 Soriano 等[24]

的方法加以改进，采用 HPLC 进行定性定量测

定。使用 YMC-Triart C18 反式色谱柱(5 μm,  
4.6 mm×250 mm)，流动相为 50%的甲醇溶液  
和 50%水(含 0.01% H3PO4)溶液，流速设置为

1.0 mL/min，检测波长设为 333 nm。利用 RA
标准品制作标准曲线定量 RA 的含量。按照

1.2.3 的方法，采用 MeJA 处理芽胞角苔后，在

不同时间点称取植物样品，提取并测定 RA 的

含量。每个时间点设置 3 个生物学重复。 
1.2.5  芽胞角苔PAL重组蛋白的表达和纯化 

采用重组连接的方式构建表达载体。设计

引物 AanPALs-petF/R，扩增得到 AanPALs 基因

全长片段，表达载体 pET32a(+)用 BamH Ⅰ和
Xho Ⅰ双酶切，无缝重组连接，转化大肠杆菌

DH5α，挑选阳性克隆并测序验证。将测序正确

的重组质粒分别转入大肠杆菌 BL21(DE3)进行诱

导表达。挑取单菌落接种到 10 mL 含有 100 μg/mL
氨苄青霉素的 LB 培养基中，在 37 ℃、220 r/min
的摇床中培养过夜，次日按照 1:100的比例转接，

继续培养至OD600值为 0.6左右，添加 0.5 mmol/L
的 IPTG，18 ℃诱导 16 h。诱导结束后，4 000×g
离心 15 min 收集菌体。 

以下蛋白纯化步骤均在低温条件下进行。

菌体用结合缓冲液[50 mmol/L Tris-HC1，pH 8.0，
500 mmol/L NaCl，5 mmol/L 咪唑和 5%甘油(体
积比)]重悬，采用高压均质机(功率 1 500 bar)
破菌，将细胞裂解液以 10 000×g 离心 30 min
获得上清液。采用 Ni Bestarose FF 填料进行蛋

白亲和层析纯化，其中洗涤缓冲液、洗脱缓冲

液分别在结合缓冲液中添加 50 mmol/L 咪唑和

250 mmol/L 咪唑。最后使用超滤浓缩管换液脱

盐，获得不含咪唑的蛋白溶液。将细胞破碎后

的上清和纯化后的蛋白使用 SDS-PAGE 检测蛋

白表达情况及纯度。 
1.2.6  芽胞角苔 PAL 重组蛋白的酶活性

测定 
PAL 蛋白的酶活检测根据 Yu 等[25]的方法加

以改进，标准反应体系包括：1 mL 的硼酸缓冲

液(50 mmol/L 硼酸，1 mmol/L EDTA，5 mmol/L 
β-巯基乙醇，pH 8.5)、0.5 mL 的 20 mmol/L L-Phe
底物 (溶解于硼酸缓冲液 )，纯化的重组蛋白

5–10 μg。将上述各个组分混合均匀后，35 ℃温

浴 30 min 后，加入 150 μL 25%的三氯乙酸终止

反应。反应液 14 000×g 离心 10 min，取上清液，

用紫外分光光度计测定 290 nm 处的紫外吸收

值，通过标准曲线确定生成 t-CA 的量计算 PAL
酶活。以纯化的含有空载体菌株表达的蛋白作

为空白对照。苯丙氨酸解氨酶活力单位(U)定义

为：1 min 转化 L-Phe 生成 1 μmol t-CA 所需的

酶量。另外，为探究 AanPAL 重组蛋白能否催

化 L-酪氨酸(L-tyrosine, L-Tyr)生成对香豆酸，按

照标准反应体系进行酶活反应，乙酸乙酯萃取
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2 次后，合并上清，吹干后用甲醇溶解，HPLC
检测是否有对香豆酸生成。 

在 pH 8.5 的条件下，测定 40–60 ℃范围内

苯丙氨酸解氨酶的酶活，将测得的最高酶活作

为 100%，比较其他温度下的相对酶活，确定最

适反应温度。然后在最适温度下，测定 pH 
7.0–10.5 范围内重组蛋白的酶活，确定酶催化的最

适 pH。在 50 mmol/L 硼酸缓冲液(pH 8.0)中，加入

不同浓度的 L-Phe (终浓度 0.005–6.400 mmol/L)底
物、1 μg 重组蛋白，50 ℃反应 10 min，测其初

始反应速率。利用 GraphPad Prism 5.01 软件，

根据 Michaelis-Menten 方程进行非线性回归分

析，获得 Km 和 Vmax 值，并计算出 kcat 和 kcat/Km

值。以上反应均进行 3 组平行实验。 
1.2.7  芽胞角苔 PAL 重组蛋白稳定性分析 

将纯化的芽胞角苔 PAL 重组蛋白酶液用

pH 8.0 的硼酸溶液稀释至 0.1 μg/μL，分别置梯

度温度(40–70 ℃，间隔 10 ℃，以 4 ℃作为对照)
孵育 2 h；同时将 PAL 重组蛋白采用不同梯度

pH 缓冲液稀释(7.0–11.0，间隔 1.0)，置于 4 ℃
处理 2 h；然后分别在最适反应条件(50 ℃, pH 
8.0)下按标准反应体系测定酶活，以分析 PAL
的热稳定性和 pH 稳定性。 
1.2.8  全细胞催化 

参考黄雅文等 [26] 的实验方法，用含有

AanPAL 基因的重组大肠杆菌 BL21(DE3)作为全

细胞催化剂生产 t-CA。诱导、收集菌体后，用

50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.5)清洗菌体   
2 次，置于–20 ℃冰箱冷冻 24 h；接着，用 50 mmol/L
硼酸缓冲液(pH 8.0)洗涤、重悬菌体，调节 OD600

值为 1，加入 1 g/L (6.054 mmol/L) L-Phe；将上

述混合物置于 37 ℃、220 r/min 的摇床中孵育，

在 1、2、4、6、8、10 h 取样，以上反应进行       
3 组平行实验。取 20 μL 样品，加入 980 μL 二

甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)，充分混

匀，0.22 μm 有机滤膜过滤后，HPLC 检测 t-CA
的产量。计算转化率：转化率(%)=生成反式肉

桂酸浓度/初始 L-Phe 浓度×100%。 

2  结果与分析 
2.1  芽胞角苔 PAL 基因的克隆和序列

分析 
以芽胞角苔 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，

获得 AanPAL1、AanPAL2 的全长 CDS 序列

(GenBank 登录号分别为 PQ818233 和 PQ818234)。
AanPAL1 基因 CDS 长度为 2 268 bp，编码 755 个

氨基酸；AanPAL2 基因 CDS 长度为 2 262 bp，
编码 753 个氨基酸；AanPAL1 和 AanPAL2 的氨

基酸序列相似度为 81%。根据 ProtParam 软件

预测结果，AanPAL1 和 AanPAL2 的蛋白质理论

分子量分别为 82.22 kDa 和 81.42 kDa；理论等

电点分别为 5.82、5.89，均为酸性蛋白；总亲

水性平均值为分别为–0.133、–0.067，表明两者

均为亲水性蛋白；不稳定系数分别为 32.83、
34.22，表明 2 个蛋白均为稳定蛋白。 

通过 SOPMA 预测发现， AanPAL1 和

AanPAL2 蛋白的二级结构主要由 α-螺旋(分别

为 54.17%、54.18%)和无规则卷曲 (39.60%、

38.91%)组成，另外一种结构元件延伸 β 链仅分别

占比 6.23%和 8.91%。选择欧芹 (Petroselinum 
crispum) PAL 的晶体结构(PDB 登录号：1W27)
作为模板，使用 SWISS-MODEL 在线工具对芽

胞角苔 PAL 蛋白进行同源建模，得到 AanPAL1
和 AanPAL2 蛋白的三级结构模型(图 1)。以

AanPAL1 的结构模型为例：AanPAL1 的结构模

型呈现出类似 PcPAL 的 X-射线衍射结构，为同

源四聚体结构，覆盖 62–754 位氨基酸序列，每

个单体包括 3 个主要结构域：MIO 结构域

(62–298 位残基 ) 、核心结构域 (299–560 和

688–754 位残基)和屏蔽结构域(561–687 位残基)。 
2.2  芽胞角苔 PAL 蛋白的多重序列比

对与进化树分析 
使用 DNAMAN 软件，将芽胞角苔 PAL 蛋

白序列和钝鳞紫背苔、小立碗藓、欧芹和玉米

的 PAL 序列进行多重比较，结果显示，AanPALs
与这些 PALs 的相似度在 60%–70%之间；N-端序 
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图 1  芽胞角苔 PAL 蛋白三维结构预测 
Figure 1  Deduced protein structures of AanPAL1 
and AanPAL2. A, C: Monomer of AanPAL1 and 
AanPAL2. The chains corresponding to the three 
domains are labeled with different colors. The MIO 
domain with magenta, core domain with cyan and 
the shielding domain with orange. The MIO 
residues are colored as blue. B, D: The 
three-dimensional structures of AanPAL1 and 
AanPAL2, the four monomers are shown in 
different colors. The structural models were built 
using the SWISS MODEL server[27], and visualized 
with PyMOL software (DeLano Scientific).  

 
列变异程度较高，AanPALs 具有较长的 N-端。

这些序列在功能区域非常保守，酶活性中心位

点序列高度一致，均为 RGTITASGDLVPLSY 
[LI]AG (AanPAL1 的 234–251 位，其中 ASG 代

表催化三联体氨基酸，[LI]表示此位点为 L 或

I)，都包含形成 MIO 基团的 Ala-Ser-Gly 催化三

联体；与酶活性和稳定性相关的氨基酸残基，

包括 Y147、N296、Q384、Y387、R390、N420、
F436 和 E520、N523、Q524 等都非常保守；另

外，据报道，决定底物特异性的 F174L175 残基在

PAL 单功能酶中是保守的，而在 PATL 双功能

酶中变为 HL (例如 ZmPAL)[12,28] (图 2)。此外，

Thr549 (按照 PcPAL 序列编号)参与翻译后磷酸

化并对 PAL 活性有一定调控作用，在高等植物

的 PALs 中这个氨基酸比较保守，例如欧芹和玉

米的 PAL 蛋白中都是苏氨酸(threonine, Thr)，
但是在苔藓植物钝鳞紫背苔和小立碗藓的 PAL
蛋白中被 Phe 取代，在芽胞角苔中被丝氨酸

(serine, Ser)取代。这也从一定程度上提示在不

同物种中 PAL 的活性调控存在不同之处[12]。 
从GenBank数据库中收集 22条完整的 PAL

氨基酸序列，分别来自被子植物、裸子植物、

苔藓植物、蕨类植物等，并包括 1 条来自轮藻

克里藻(Klebsormidium nitens)的 PAL 序列作为

进化树的外群。应用 MEGA 7.1 软件构建系统

进化树，结果显示，PALs 序列聚成 2 大分支，

第 1 个分支包括被子植物，又进一步分为单子

叶植物和双子叶植物分支；第 2 个分支包括裸

子植物、苔藓植物及蕨类植物的序列，其中，

裸子植物的序列单独聚成 1 个分支，而苔类植物

与蕨类植物的 PALs聚类，角苔植物的AanPAL1、
AanPAL2 与藓类植物的 PALs 距离更近(图 3)。 

2.3  芽胞角苔PAL基因响应MeJA的表

达分析 
利用 qRT-PCR 技术，以角苔 AaEF1A 作为

内参，对 AanPALs 在 MeJA 喷洒后的表达变化

进行分析(图 4)。结果表明，AanPAL1 和 AanPAL2
基因的表达都受到 MeJA 的诱导。其中，

AanPAL1 基因的表达呈现先升高后降低的趋

势，在 6 h 其表达水平约为 0 h 的 4 倍，在 12 h
达到最高值，约为 0 h 的 8 倍；然后在 24 h 约

为 0 h的 4倍，在 48 h降低至 0 h的 2倍。AanPAL2
的表达在 6 h 时先下降到最低，约为 0 h 的 30%；

之后开始迅速上升，在 24 h 时达到最高表达量，

约为 0 h 的 8 倍，之后开始下降，到 48 h 时约

为 0 h 的 6 倍。 
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图 2  芽胞角苔与其他植物 PAL 氨基酸序列的多重比较 
Figure 2  Sequence alignment of Anthoceros angustus PALs with other characterized plant PALs. PaPAL: 
Plagiochasma appendiculatum PAL (GenBank accession number: AIU99853); PpPAL: Physcomitrium patens 
PAL (GenBank accession number: XP_024394373); PcPAL: Petroselinum crispum PAL (GenBank accession 
number: CAA68938); ZmPAL: Zea mays PAL (GenBank accession number: AAL40137). Black background 
shows amino acid identities, red and blue shading show different amino acid similarity. The conserved 
catalytic domain is marked with a red square and the ASG triplet is indicated by triangles (∆). The other 
conserved catalytic residues are marked with asterisk (⁎). The phosphorylation site identified in P. crispum 
PAL is indicated with a red circle (●).  
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图 3  芽胞角苔与其他植物 PALs 的进化树 
Figure 3  The phylogenetic tree of A. angustus PALs and PAL from other plants. The tree was constructed 
using the MEGA 7.1 program using the neighbor-joining method. The A. angustus PALs are indicated with a 
triangle (▲). The bootstrap values (%) are shown at the branch points. 

图 4  MeJA 处理对 AanPAL1 (A)和 AanPAL2 (B)基因表达水平的影响 
Figure 4  Expression pattern of AanPAL1 (A) and AanPAL2 (B) at different time points (0, 6, 12, 24 and 48 h) 
relative to corresponding controls in response to MeJA. The expression value at 0 h was set to 1.0. The 
results are shown as the mean of three replicates with standard deviations. The asterisk represents statistically 
significant differences compared to the corresponding controls (**: P<0.01). 
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2.4  芽胞角苔叶状体中迷迭香酸含量

测定分析 
提取芽胞角苔叶状体的 RA，利用 HPLC

检测分析。结果如图 5 所示，通过与 RA 标准

品保留时间、紫外吸收光谱比较，确定芽胞角

苔 RA 的分析条件。同时，根据绘制的 RA 标准

曲线，计算芽胞角苔中 RA 的含量。生长至 8 周

的芽胞角苔每 g 鲜重约含 RA 0.88 mg。采用

MeJA 处理后，芽胞角苔中 RA 的积累增加，在

处理后 24 h 达到最高值，约为 1.10 mg/g 鲜重，

但在 48 h 后 RA 含量略有降低，约为 0.85 mg/g 
(图 5E)。 
2.5  芽胞角苔 PAL 重组蛋白的表达和

纯化结果 
将角苔 AanPAL1 和 AanPAL2 在大肠杆菌

BL21(DE3)中表达，采用 pET32a(+)作为表达载

体，融合表达 Trx-S-6×His 标签蛋白，表达的重

组蛋白分子量分别为 99.93 kDa 和 99.13 kDa。

利用亲和层析纯化得到重组蛋白，并通过

SDS-PAGE 分析重组蛋白的表达情况(图 6)。结

果显示，AanPAL1 和 AanPAL2 在大肠杆菌中可

溶性表达，且条带大小接近 100 kDa，与理论分

子量一致。纯化后的样品中，重组蛋白约占 90%
以上，说明纯化效果较好。 
2.6  芽胞角苔 PAL 重组蛋白的活性鉴

定及酶学性质分析 
将纯化的 PAL 重组蛋白用于酶活性检测，

通过测定 290 nm 处吸收值变化对酶活性进行

定量检测。另外，体外酶活检测结果表明，

AanPAL 重组蛋白不能催化 L-Tyr 生成对香豆酸

(图 7)。为探究 AanPAL 重组蛋白催化反应的最

适条件，在 40–60 ℃范围内间隔 5 ℃选取 5 个

温度测定酶活，并在 pH 7.0–10.5 范围内设置  
7 个点，分别测定重组蛋白的酶活。结果显示，

AanPAL1 和 AanPAL2 的酶活性随温度变化的

趋势类似：温度在 40–50 ℃之间时，两者活性 
 

 
 

图 5  芽胞角苔迷迭香酸的检测 
Figure 5  Analysis of rosmarinic acid (RA) in A. angustus. Representative HPLC-UV chromatograms of RA 
standard (A) and 2-month-old A. angustus thallus crude extracts (B). The UV absorption spectrums of RA 
standard (C) and RA in the crude extracts (D). E: RA content analysis after MeJA treatment. The RA content 
is expressed as milligrams per gram of fresh weight (mg/g FW). Error bars represent the mean±SD of three 
biological replicates. Significance is indicated by ** (P<0.01) and * (P<0.05). 
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图 6  SDS-PAGE 分析 AanPAL 重组蛋白的表达

及纯化 
Figure 6  SDS-PAGE analysis of expression and 
purification of AanPAL proteins. A: AanPAL1; B: 
AanPAL2. M: Protein molecular weight standards; 
Lane 1: Soluble fractions; Lane 2: Purified 
recombinant AanPAL protein. 
 
逐渐升高；在 50 ℃达到最高值；温度高于 50 ℃
时，酶活性逐渐降低(图 8A、8B)。AanPAL1 和

AanPAL 的酶活性在 pH 为 7.0–10.5 范围内先迅

速升高，后逐渐下降；当 pH 为 8.0 时，催化活

性最高，即为最适 pH (图 8C、8D)。 
分别在最适反应温度和 pH 条件下，测定

AanPAL1 和 AanPAL2 对 L-Phe 的酶动力学参数 
(图 8E、8F)。AanPAL1 对 L-Phe 的 Km 值    
(0.062 mmol/L)小于 AanPAL2 对 L-Phe 的 Km 值

(0.198 mmol/L)，即 AanPAL1 对苯丙氨酸具有

较高的亲和力。AanPAL1 和 AanPAL2 的 kcat 值

分别是 4.35 s–1 和 14.48 s–1，AanPAL2 催化速率

高于 AanPAL1 (表 2)。同时，在最适反应条件

下，AanPAL1 和 AanPAL2 蛋白的比酶活分别为 
2.61 U/mg 和 8.76 U/mg。 
2.7  芽胞角苔 PAL 重组蛋白在不同温度

和 pH 条件下的稳定性分析结果 
将 AanPAL1 和 AanPAL2 重组蛋白分别用不

同温度和 pH 处理 2 h，并在最适反应条件下测

定酶活。结果发现，在设置的温度处理条件下，

2 种重组蛋白的酶活随温度升高而降低，其中

40 ℃时稳定性最好，分别为对照组(4 ℃)酶活的

86%、89%，在 50 ℃时分别保持对照组的 50%
以上，而 60 ℃时下降至各自对照组的 11%和

36%，到 70 ℃时均低于检测值(图 9A、9B)。 
在设置的 pH 处理范围内，pH 8.0 时酶活达

到各自相对酶活的最大值，此时两者的稳定性

最好，这与两者最适反应温度一致。pH 7.0 时

仅为各自最大值的 24%、30%；pH 9.0 时两者

酶活约为各自最大值的 80%、70%以上，在   
pH 10.0 时下降至 60%、55%，到 pH 11.0 时均

下降至 30%以下(图 9C、9D)。以上结果说明，

AanPALs 蛋白对高温较为敏感，其中 AanPAL2
蛋白热稳定性优于 AanPAL1；而 2 种蛋白在 pH 
8.0–10.0 范围内稳定性较好，对碱性环境偏好

度较高。 
2.8  芽胞角苔 PAL 全细胞催化结果分析 

从以上研究结果可以看出，AanPAL1 和

AanPAL2 的催化底物特异性高，而且酶活力较

高，特别是 AanPAL2 蛋白具有较高的酶活力(比 
 

 
 

图 7  AanPAL 重组蛋白体外酶活反应 
Figure 7  Enzyme activities of recombinant AanPAL proteins in vitro. Representative HPLC chromatograms 
of in vitro PAL assays with L-Phe (A) and L-Tyr (B).  
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图 8  AanPAL 催化反应的性质 
Figure 8  The catalytic properties of the recombinant AanPAL proteins. Effects of temperature (A, B) and 
pH (C, D) on recombinant AanPAL1 and AanPAL2. E, F: Michaelis-Menten curves for the velocity of 
AanPAL1 and AanPAL2. The results are presented as the mean of three replicates with standard deviations.  

 

表 2  不同植物 PALs 的酶学动力学参数比较 
Table 2  The catalytic parameters of PALs in different plants 
Plant Enzyme Km (mmol/L) kcat (s−1) kcat/Km (L/(mmol·s)) Specific activity (U/mg) References 
Anthoceros angustus AanPAL1 0.062  4.35 72.56 2.61 This study 

AanPAL2 0.198 14.48 73.27 8.76 
Anthoceros agrestis AaPAL1 0.039  0.35  9.05 0.25 [6] 

AaPAL2 0.018  0.29 16.01 0.20 
Schisandra chinensis ScPAL1 0.174  0.85  4.87 0.66 [29] 

ScPAL2 0.253  0.67  2.65 0.52 
ScPAL3 0.212  0.99  4.65 0.77 

Bambusa oldhamii BoPAL1 0.230 16.29 70.83 – [30] 
BoPAL1 0.993 21.30 21.45 – 
BoPAL4 2.072 16.32  7.88 – 

Camellia sinensis CsPALc 0.128  0.32  2.48 0.25 [31] 
CsPALd 0.084  0.17  3.15 0.13 

Pinellia ternate PtPAL 0.890  6.56  7.37 3.84 [32] 
The specific activity was carried out at 50 ℃, pH 8.0. Enzyme activity unit (U) was defined as the amount of enzyme required 
to convert L-Phe to 1 μmol t-CA in 1 min.  

 

酶活 8.76 U/mg)。接下来，利用 AanPAL 重组

蛋白表达菌株进行全细胞催化的探究，探求更

方便高效的体外催化体系，为应用于高效生产

t-CA 提供有效的候选酶基因和催化条件。根据

酶反应性质的测定结果，选用 pH 8.0 的反应缓

冲液将大肠杆菌的浓度调至 OD600 为 1，选择较

温和的反应温度(37 ℃)进行反应。结果发现，

含有 AanPAL2 的重组大肠杆菌在反应 1 h 后，

反式肉桂酸产率即可达到 60%，反应 10 h 后，

能将 1 g/L 的 L-Phe 完全转化为反式肉桂酸；

AanPAL1 重组大肠杆菌反应速度较缓慢，反应

10 h 后反式肉桂酸产率仅为 38%左右(图 10)。 
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图 9  AanPAL 重组蛋白的温度和 pH 稳定性分析 
Figure 9  The stability of AanPAL1 and AanPAL2. A, B: Thermostability was determined by the changes of 
AanPAL1 and AanPAL2 activity with temperature. C, D: pH-stability was evaluated by the changes of 
AanPAL1 and AanPAL2 activity with pH. The data are presented as the means of three replicates with 
standard deviations. 
 

 

 
 

图 10  重组 AanPAL1 和 AanPAL2 大肠杆菌全

细胞催化 
Figure 10  Whole-cell catalysis of recombinant 
Escherichia coli with AanPAL1 and AanPAL2 at 
different reaction time points.  

3  讨论与结论 
苯丙烷代谢途径伴随植物登陆过程起源，

产生的一系列酚类物质在植物适应陆生环境过

程中发挥着重要作用，例如抵御 UV 辐射、抗

氧化、增加植物机械支撑、适应干旱环境及响

应生物与非生物胁迫等[2]。植物苯丙烷合成途

径上的关键酶基因(包括 PAL、C4H、4CL 等重

要酶基因)的表达受到非生物与生物胁迫因子

的调控，进而影响植物苯丙烷类物质的合成[2]。

其中，PAL 基因作为苯丙烷途径的入口酶基因，

其表达水平受多种刺激因子的调控，表现出不

同的表达模式。例如，外源添加 MeJA 导致西

蓝花菜 PAL 基因的表达升高，并且酚类物质积

累显著提高[33]；用 SA 处理猕猴桃后，增强了
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PAL 基因的表达和活性并导致其体内酚含量增

加，帮助其减少冷害的胁迫[34]。另一方面，Sang
等[35]利用脱落酸(abscisic acid, ABA)处理冬枣，

抑制了 PAL 的活性，从而使冬枣的软化和红化

变慢，延缓了冬枣的成熟和衰老，用以保证冬

枣的贮藏品质。迷迭香酸是苯丙烷代谢途径产

生的酚类物质，PAL 作为 RA 合成的关键酶，

通过对 PAL 基因的表达调控，对 RA 的合成和

积累产生调控作用。例如，Kim 等[21]用 MeJA
处理藿香细胞培养物后，PAL 基因的表达水平

迅速增加，在 6 h 时达到对照组的 8 倍，而且

RA 的含量也显著提高；另外 ABA 处理导致柠

檬香蜂草中的迷迭香酸含量显著提高[36]。本研

究采用 MeJA 喷洒芽胞角苔后，AanPAL1 和

AanPAL2 基因的表达量显著增加，而且芽胞角

苔叶状体中 RA 的含量也增加(图 5)。 
近些年，基因组学和转录组学发展迅速，

对苔藓植物的 PAL 基因的研究也逐步增多。苔

藓植物的 3 个类群中都已证明有 PAL 基因的存

在，例如小立碗藓、地钱和田园角苔等[6,10-11]。本

研究发现，芽胞角苔的 PAL 基因与已报道的其

他物种 PAL 基因具有较高的同源性，具有 PAL
蛋白的核心结构域和保守残基[12,28]，基于同源

建模获得的蛋白三维结构与欧芹的 PAL 晶体结

构类似，而且具有 PAL 家族成员的结构特征，

表明 PAL 蛋白在进化时非常保守。另外，系统

进化分析发现，不同来源的 PAL 的进化关系大

致符合分类学关系，角苔的 PAL 与苔藓植物聚在

一个分支，与小立碗藓的 PAL 亲缘关系最近。 
大多数植物的 PAL 是单功能酶，仅能催化

L-Phe 生成 t-CA，少数植物具有 PTAL 双功能

酶，如田园角苔、玉米等的 PAL 能高效催化

L-Phe 和 L-Tyr 的脱氨基反应[4,6]。本研究中芽胞

角苔的 PAL 蛋白能够高效地催化 L-Phe 生成

t-CA，但不能催化 L-Tyr 生成对香豆酸。

AanPAL1和 AanPAL2的最适催化温度为 50 ℃，

与其他植物的 PAL 蛋白接近。例如，五味子的

ScPAL3[29]、绿竹的 BoPAL4[30]、山茶的 6 个 PAL

蛋白[31]等的最适反应温度都是 50 ℃，而低于玉

米[4]、半夏[32]、钝鳞紫背苔[25]与田园角苔[6]等植

物的最适温度(55–60 ℃)。另外，AanPAL1 和

AanPAL2 蛋白的热稳定性较差(图 9A、9B)，在

最适反应温度 50 ℃处理后，酶活性下降至原来

的 50%。因此，在应用过程中，需充分考虑酶的催

化效率与稳定性的平衡，设置合适的反应条件。

此外，AanPAL1 和 AanPAL2 催化反应的最适 pH
为 8.0。而且，AanPAL1 和 AanPAL2 蛋白的 pH
稳定性较好，在 pH 8.0–10.0 的范围内，能保持接

近 60%的酶活力。酶动力学分析表明，AanPAL1
和 AanPAL2 的 Km分别为 0.062、0.198 mmol/L，
对底物 L-Phe 的亲和力较高，高于已报道的半

夏 PtPAL 和绿竹 BoPAL4，但低于田园角苔的

AaPAL1 和 AaPAL2。从 kcat/Km 来看，AanPAL1
和 AanPAL2 对 L-Phe 的催化效率较高，显著高

于田园角苔、半夏、五味子(ScPAL1、ScPAL2
和 ScPAL3)等植物的 PAL，与绿竹的 BoPAL1
的催化效率接近。而且，AanPAL1 和 AanPAL2
具有较高的比酶活，高于大多数已报道的 PAL
活性(表 2)。通过全细胞催化的方法对 2 个蛋白

的催化效率进行了进一步探究，其中，AanPAL2
重组菌株表现出较高的催化效率，t-CA 的产率

接近 100%。因此，本研究获得的芽胞角苔 PAL
蛋白是具有高底物特异性、较高催化效率的苯

丙氨酸解氨酶，可以作为生物合成 t-CA 及其衍

生物的理想候选酶基因。 
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