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摘  要 : 植物类型Ⅲ聚酮合酶超家族 (PKSs)，又称查尔酮合酶 (Chalcone synthase，CHS) 超家族，催化合成

多种植物次生代谢产物的分子骨架。苯亚甲基丙酮合酶 (Benzalacetone synthase，BAS) 催化 4-香豆酰辅酶 A

与丙二酰辅酶 A 通过一步脱羧缩合反应生成苯亚甲基丙酮，是一系列具有重要生物学活性苯丁烷类化合物及

其衍生物的前体化合物。前期工作从虎杖中分离出苯亚甲基丙酮合酶 BAS (PcPKS2) 和 1 个具有 CHS 和 BAS

活性的双功能酶 (PcPKS1)。两者与超家族其他成员序列经比较，在包括门卫氨基酸 Phe215 和 Phe265 在内的

重要氨基酸序列存在一定差异。已有蛋白晶体学研究结果表明，PKSs 家族不同成员的功能多样性来自于酶催

化位点的非常微小的构象变化。为了能够从结构上比较 PcPKS2 和 PcPKS1 双功能酶活性差异可能产生的机制，

以确定其高效 BAS 活性的分子机理，研究利用了大肠杆菌原核表达系统过量表达了 C-端融合有 His6 标签的重

组蛋白，经纯化得到了高纯度蛋白。经过对其晶体生长条件进行摸索和优化，得到了能用于 X-射线衍射的单

晶，为其结构解析、催化机理研究、了解虎杖聚酮类化合物生物合成机制和该类酶在基因工程中的应用提供了

基础。 

关键词 : 虎杖，苯亚甲基丙酮合酶，晶体生长 

生物技术与方法 
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Abstract:  The chalcone synthase (CHS) superfamily of the type III polyketide synthases (PKSs) generates backbones of a 

variety of plant secondary metabolites. Benzalacetone synthase (BAS) catalyzes a condensation reaction of decarboxylation 

between the substrates of 4-coumaric coenzyme A and malonyl coenzyme A to generate benzylidene acetone, whose 

derivatives are series of compounds with various biological activities. A BAS gene Pcpks2 and a bifunctional CHS/BAS 

PcPKS1 were isolated from medicinal plant P. cuspidatum. Crystallographic and structure-based mutagenesis studies 

indicate that the functional diversity of the CHS-superfamily enzymes is principally derived from small modifications of 

the active site architecture. In order to obtain an understanding of the biosynthesis of polyketides in P. cuspidatum, which 

has been poorly described, as well as of its activation mechanism, PcPKS2 was overexpressed in Escherichia coli as a 

C-terminally poly-His-tagged fusion protein, purified to homogeneity and crystallized, which is helpful for the clarification 

of the catalytic mechanism of the enzyme and lays the foundation for its genetic engineering manipulation. 

Keywords:  Polygonum cuspidatum, benzalacetone synthase, protein crystallization 

植物类型Ⅲ聚酮合酶超家族 (PKSs)，又称

查尔酮合酶 (Chalcone synthase, CHS) 超家族，

催化合成多种植物次生代谢产物的分子骨架，

主要包括酚类、芪类以及类黄酮化合物等[1-2]。

其中，众多化合物具有其抗肿瘤、心血管保护、

抗氧化功能。目前，来源于聚酮化合物的药物

每年销售额已超过 100 亿美元。由于生物合成

途径及机制复杂多变，从而使该类化合物具有

显著多样的生物学活性。 

目前，已经从苔藓、蕨类、裸子和被子植

物中分离了 14种植物类型Ⅲ PKS基因[3]。CHS

是家族中第一个被发现研究较深入的成员，催

化来自丙二酰辅酶 A (Malonyl-CoA) (延伸底物) 

的 3 个乙酰集团通过连续的缩合反应连接到  

4-香豆酰辅酶 A (p-Coumaroyl-CoA) (起始底物) 

分子上，之后通过克莱森 (Claisen) 型环化反应

生 成 芳 香 族 聚 酮 化 合 物 柚 皮 素 查 尔 酮 

(Naringenin chalcone)，其为类黄酮化合物生物

合成的前体[4-9](图 1)。家族中的另一个成员，苯

亚甲基丙酮合酶 (Benzalacetone synthase，BAS) 

催化 4-香豆酰辅酶 A与丙二酰辅酶 A通过一步

脱羧缩合反应生成苯亚甲基丙酮[10-13]，苯亚甲

基丙酮是一系列具有重要生物学活性苯丁烷类

化合物及其衍生物的前体化合物[14-15]。目前这

些苯丁烷类化合物主要包括大黄中的林氏莲花

掌素甙  (Glucoside lindleyin)、生姜中的姜酚 

(Gingerol) 和姜黄 (Curcumin)，以及覆盆子果

实中一种独特的芳香物质覆盆子酮 (Raspberry 

ketone)。覆盆子酮及其衍生物具有多种生物学

活性，如对流感、心肌收缩力衰弱、糖尿病、
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减肥具有明显功效，可作为植物源农药等[16-17]。 

蓼 科 植 物 虎 杖 Polygonum cuspidatum 

(Japanese knotweed, Polygonaceae) 是一种富含

聚酮化合物的药用植物，然而虎杖中聚酮化合

物的生物合成机制却鲜有了解。最近，从虎杖

中分离出第一个苯亚甲基丙酮合酶 BAS 

(PcPKS2) [18]和 1个具有 CHS和 BAS活性的双

功能酶 (PcPKS1) [19]。PcPKS1和 PcPKS2主要

表达部位位于虎杖根茎，该器官是虎杖主要功

能次生代谢产物合成的主要部位，提示植物中

苯亚甲基丙酮的生物合成可能由 BAS 和

CHS/BAS双功能酶共同承担。 

Austin and Noel 认为紫花苜蓿 Medicago 

sativa CHS2“门卫”Phe215和 Phe265可能调节类

型Ⅲ PKS 活性位点与辅酶 A (CoA) 结合通道

之间的空间结构 [20] (图 2)。掌叶大黄 Rheum 

Palmatum BAS 一个显著特点是 Phe215 (Ms 

CHS2顺序) 被 Leu取代，这个位置上的取代对

于该酶的 BAS 活性是必需的 [11]。RpBAS 的

Phe265 (Ms CHS2顺序) 与 CHS2相比其侧链构

象更加靠近 Leu215并形成疏水相互作用。两个

门卫氨基酸 Leu215和 Phe 265的构象变化导致

了 BAS活性腔的入口扩大为 CHS2的两倍，影

响了其底物专一性[22]。在 PcPKS2序列中 Phe215

和 Phe265双双缺失，分别被 Leu和 Cys取代[18]。

PcPKS1是一个同时拥有 CHS和 BAS活性的双

功能酶，且 PcPKS1 的 BAS 活性催化效率 

(Kcat/Km) 比 PcPKS2 高 70 倍[19]。有趣的是，

在 PcPKS1序列中，Phe215和 Phe265保守存在，

预示PcPKS1须采用区别于PcPKS2特异的重要氨

基酸序列决定 BAS活性。 

蛋白晶体学研究以及基于结构的突变研究 

 

 
 

图 1  CHS 和 BAS 催化反应过程 

Fig. 1  Enzyme reactions of CHS and BAS. 
 

 

 
 

图 2  不同种属 CHS、BAS 重要氨基酸序列比较 

Fig. 2  Sequence alignment of crutial amino acids of CHSs and BASs. The sequences of AmCHS2, RpBAS, PcPKS1, 
PcPKS2 and RiPKS4 are numbered from Ms CHS2. 
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表明，PKSs家族不同成员的功能多样性来自于

酶催化位点的非常微小的构象变化[17]。在前期

研究中已经获得了 PcPKS1 的晶体[23]。但是，

为了能够比较 PcPKS2和 PcPKS1双功能酶活性

差异可能产生的机制，以确定其高效 BAS活性

的分子机理，需要对 PcPKS2 以及双功能酶

PcPKS1进行三维结构比较。在本研究中，利用

原核表达并纯化了 PcPKS2，并在此基础上进行

了结晶条件的摸索，获得了蛋白晶体，为其结

构解析、催化机理研究和该类酶在基因工程中

的应用提供了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

pET30a 质粒，克隆菌株 DH5α，表达菌株

BL21 (DE3) pLysS为本实验室保存。质粒提取

试剂盒，胶回收试剂盒购自北京全式金生物技

术有限公司。PFU DNA聚合酶，T4 DNA连接

酶购自 TaKaRa 公司。限制性内切酶购自 NEB 

Biorad公司。分子量 Marker、亲和 Ni树脂购自

鼎国昌盛公司。分子筛层析柱 Superdex 200 

10/300 GL和纯化系统 Purifier 10购自 GE公司。

晶体筛选试剂盒购自 Hampton Research公司。

引物合成和测序由上海生工生物工程有限公司

完成，上游 NdeⅠ酶切位点引物为：TATACATA 

TGGCGGCTTCAATTGAGGAG，下游 SalⅠ酶

切位点引物为：TATAGTCGACATGAATGATGG 

GCACGCTG。 

1.2  PcPKS2 在大肠杆菌中的表达 

目标基因经 PCR扩增及胶回收后，用 NdeⅠ

和 SalⅠ限制性双酶切，插入经同样酶切后的原

核表达载体  pET30(a) (Novagen) 中，从而使

PcPKS2 以 C-端融合有 His6标签的重组形式表

达。经菌液 PCR和酶切鉴定阳性克隆，经过测

序 公 司 测 序 确 定 插 入 序 列 的 正 确 性 ，

pET30-PCPKS2质粒被转化至E. coli BL21 (DE3) 

pLysS，小试检测可溶性表达。 

1.3  PcPKS2 大量表达纯化  

从重组质粒转化 BL21 (DE3) pLysS平板上

挑取单菌落接入 50 mL 含卡那霉素和氯霉素的

LB培养基中，37 ℃、200 r/min振荡培养过夜；

按照 1∶100比例将菌液接入 1 L LB培养基 (补

充卡那霉素至终浓度 50 mg/mL，氯霉素终浓度

34 mg/mL)，200 r/min、37 ℃培养。600 nm光

吸收 (A600) 至 0.6–0.8，加入诱导剂 IPTG 至终

浓度为 0.5 mmol/L。在 25 ℃和 180 r/min条件

下诱导 6 h，6 000×g离心 20 min收集菌体。 

1 L 重组大肠杆菌培养物用于纯化，使用  

40 mL裂解缓冲液 (20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5，

300 mmol/L NaCl，20 mmol/L咪唑，1 mmol/L 苯

甲基磺酰氟，8 μg/mL亮抑酶肽，4 μg/mL抑酶

肽)。细胞破碎采用超声方法，使用 400 W功率

超声 15 s 3次 (JY92-IIDN，宁波新芝)。裂解物

经高速离心 (10 000×g，12 min)，将离心得到的

上清与 5 mL Ni-Agarose 结合 2 h，进一步装柱，

与树脂结合的 PcPKS2 在 20 mmol/L Tris-HCl  

(pH 7.5)、300 mmol/L NaCl、150 mmol/L 咪唑

条件下被洗脱。浓缩洗脱下来的目的蛋白至体

积约为 2.0 mL，加样至 Superdex 200 10/300 GL

进行凝胶层析。使用缓冲液为 20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)、50 mmol/L NaCl、1 mmol/L 

EDTA、1 mmol/L DTT。收集主要目标蛋白峰，

SDS-PAGE检测纯度。 
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1.4  蛋白晶体生长条件筛选和优化 

使用 10 kDa 截留量的超滤浓缩管，将

PcPKS2 浓缩至 20 mg/mL。使用溶液为       

20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)、150 mmol/L NaCl、

1 mmol/L EDTA、1 mmol/L DTT。结晶采用悬滴

式气相扩散法。蛋白溶液与沉淀剂溶液 1∶1等

量混合，置于 Linbro 24 孔结晶板，池液 500 µL。

初次筛选为 Hampton Crystal Screen & II的 96

个结晶条件，经过 22 ℃培养 24 h后显微镜下观

察。单独的 PcPKS2或其与催化产物 (苯亚甲基

丙酮，终浓度为 1 mmol/L) 复合物进行蛋白晶

体生长条件的尝试。 

1.5  X-射线衍射鉴定蛋白晶体 

晶体长出后约 72 h被快速冷冻，防冻液为

30% PEG 8000，5%甘油，利用取样环将晶体快

速转至数据收集系统的液氮气流中上样。X-射

线衍射利用了 FR-E X-射线光源 (日本理学公

司，Riguka)，收集面探系统为 RAXIS4++ (Area 

Detector Systems Corporation)。收集距离为  

160 mm，波长为 1.5418 Å。数据初步分析采用

了 MOSFLM软件 (Collaborative Computational 

Project, Number 4，1994)[24-25]。 

2  结果 

2.1  pET30a-PCPKS2 重组子的鉴定 

利用已有 PCPKS2 基因为模板，PCR 扩增

得到片段，纯化回收后将其连接在 pET30a载体

上。菌液 PCR鉴定的阳性菌落，提取质粒后用

NdeⅠ和 SalⅠ进行酶切鉴定。切出片段符合预

期 1 167 bp (图 3)，经上海生工生物工程有限公

司测序确认插入正确无突变。 

 
 

图 3  PCPKS2 基因 PCR 扩增及重组质粒双酶切鉴定 

Fig. 3  PCR amplification of PCPKS2 gene and 
double enzymatic digestion of the recombinant plasmid. 
(A) PCR amplification of PCPKS2. M: DNA ladder; 1: 
PCR product of PCPKS2. (B) Double enzymatic 
digestion of the recombinant plasmid. M: DNA ladder; 

2: digested with NdeⅠand SalⅠ.  
 

2.2  蛋白表达与纯化 

利用大肠杆菌 BL21 (DE3) pLysS菌株进行

了小量表达以优化表达量和可溶性成分的比

例。尝试了利用不同的温度 18 ℃、25 ℃和 37 ℃

下，不同的诱导剂浓度 (0.2 mmol/L、0.5 mmol/L

和 1.0 mmol/L IPTG) 进行诱导，在不同的诱导

时间留样 (2、4、6 和 16 h)，进行 SDS-PAGE

电泳分析确定最佳诱导条件。最终确定了最佳

表达条件为 25 ℃，0.5 mmol/L IPTG诱导 6 h，

在这样的条件下，PcPKS2表达量高并大部分呈

可溶性。 

大肠杆菌经裂解后通过 5 mL Ni2+金属螯合

柱进行纯化，C-端连有 His6的 PcPKS2 与树脂

结合，并在 150 mmol/L咪唑浓度条件下被洗脱。

蛋白样品经 SDS-PAGE 分析呈现主要条带，分

子量约为 43 kDa，与 PcPKS2 分子量相符，以

及几条弱的杂蛋白条带 (图 4)。 

样品进一步进行了分子筛层析纯化，出现
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单一洗脱峰，其洗脱收集液经进行电泳分析。

与亲和层析结果比较表明 Superdex 200 凝胶层

析对几种高分子量杂蛋白的除去效果不明显，

但低分子量杂蛋白进一步被去除，使蛋白达到较

高的纯度 (图 5)。纯化后蛋白被浓缩至 20 mg/mL

用于蛋白结晶。 

2.3  蛋白晶体生长条件筛选和优化 

对 PcPKS2进行蛋白晶体生长条件的初筛。

在初筛约 24 h后，在几个结晶条件下可以看到

出现晶状沉淀或微晶，其中在 Crystal Screen试

剂盒的条件 15有一些成蔟生长的针状或片状结

晶产物 (30% PEG 8 000，100 mmol/L 三水二

甲砷酸钠，Hepes pH 6.5，0.2 mol/L (NH4)2SO4) 

(图 6)。初筛时的蛋白晶体个体较小，形状不规

则，很多小晶体混杂生长在一起。利用实验室

自配的聚乙二醇 8 000 作为沉淀剂溶液进行实 
 

 
图 4  SDS-PAGE 检测 PcPKS2 亲和层析纯化结果 (考马斯亮蓝染色) 

Fig. 4  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of recombinant PcPKS2 over the affinity chromatography, stained 
with Coomassie Blue. (A) PcPKS2 solubility analysis after the cell lysis. M: molecular mass standards; 1: whole cell 
of E. coli BL21(DE3)pLysS; 2: soluble fraction of the lysate; 3: insoluble fraction of the lysate; 4–5: unbound 
fraction to the column. (B) Purification over the Ni column. M: molecular mass standards; 1–7: eluted fractions. 

 

 
图 5  PcPKS2 分子筛层析纯化结果 

Fig. 5  Gel filtration chromatography analysis of PcPKS2. (A) SDS-PAGE of Superdex 200 column elutions of 
PcPKS2. (B) Gel filtration profile of PcPKS2 through Superdex 200. 
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图 6  PcPKS2 晶体图片 

Fig. 6  Photographs of PcPKS2 crystals. (A) Microcrystals 
grown in 30% PEG 8 000, 100 mmol/L sodium 
cacodylate trihydrate Na Hepes pH 6.5, 0.2 mol/L 
(NH4)2SO4. (B) Plate-shaped single PcPKS2 crystals 
grown with the additive of 3% (W/V) sorbitol. 

 

验，同样获得了重复出现的微晶。进一步对该

条件进行添加剂条件优化，利用添加剂试剂盒 

(Additive Screen conditions，Hampton Research) 

进行搜索。其中山梨糖醇明显改善了晶体生长。

最终用于结晶的沉淀剂溶液为 100 mmol/L Tris 

(pH 8.0)、17% PEG 8 000、10 mmol/L DTT、3% 

(W/V) 山梨糖醇。最后经培养约 3 d的片状单晶

体，利用 X-射线衍射鉴定证实为蛋白的单晶。 

2.4  X-射线衍射鉴定蛋白晶体 

晶体经衍射鉴定为蛋白晶体，分辨率至最

少为 3.5 Å (图 7)。初步处理显示空间群为 P222，

晶胞参数为 a=82.23，b=83.11，c=119.7 Å。实

验中得到的片状晶体因为较薄，还无法用于衍

射数据的收集。 
 

 
图 7  PcPKS2 蛋白晶体经 X-射线衍射的图片 

Fig. 7  Typical X-ray diffraction pattern of PcPKS2 
crystal. 

3  讨论 

虎杖因其富含聚酮化合物是一种被广为应

用的药用植物，然而其体内聚酮化合物的生物

合成机制却鲜有报道。PcPKS2是第一个被报道

的虎杖中发现的 BAS。我们针对 PcPKS2 所具

有 BAS催化活性的机理展开研究。在原核系统

中表达的 PcPKS2具有良好的可溶性，使我们能

够进行蛋白结晶的研究。 

前期工作中，我们在原核生物中超量表达

了 PcPKS2的全长蛋白。PcPKS2首先被插入到

pET30(a) 表达载体 BamHⅠ和 SalⅠ位点之间，

以具有 N-端 His6标签序列的形式融合表达，然

而在后续的结晶实验中，蛋白晶体出现多晶、

镶嵌生长的现象，质量差难以优化。在经过序

列分析后，后期工作重新构建表达载体，

PCPKS2 被插入到 NdeⅠ和 SalⅠ位点之间，从

而去除了融合蛋白中 N-末端的约 50 氨基酸表

达载体序列，PcPKS2 表达为 C-端具有 His6 标

签的融合蛋白。这种改变在后续的结晶实验中

被证实有效，因为减少融合蛋白的柔韧性从而

增加了 PcPKS2蛋白的结构上的均一性，对于蛋

白晶体改善是关键的一步。通过尝试不同的沉

淀剂和添加剂，最终得到了蛋白的单晶体。  

实验中得到的片状单晶体因为较薄，还无

法用于衍射数据的收集，因此，今后本研究的

工作重点将集中在晶体生长条件的优化上。通

过进一步降低晶体生长速度，使晶体内部原子

排列更为有序，以及尝试不同的添加剂的组合

等优化手段，提高晶体的质量。本研究为其结

构功能关系研究以及基于结构的药物设计提供

了基础，从而为该类酶在基因工程中的应用奠

定基础。 
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