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山桃醇腈酶基因 ＰｄＨＮＬ１的克隆、序列分析与原核表达
傅江燕，徐　晟，夏　冰，汪　仁

（江苏省中国科学院植物研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：以山桃叶片为材料提取ＲＮＡ，反转录后得到ｃＤＮＡ，通过ＰＣＲ扩增得到１个山桃醇腈酶基因全长编码序列，
并命名为ＰｄＨＮＬ１。ＰｄＨＮＬ１的开放阅读框为１７３７ｂｐ，预测编码蛋白包含５３９个氨基酸。氨基酸序列比对结果表明，
ＰｄＨＮＬ１编码的蛋白具有葡萄糖甲醇胆碱氧化还原酶的序列特征，与黑樱桃醇腈酶 ＰｓＨＮＬ４蛋白相似度为９２％，与桃
假定的ＨＮＬ蛋白相似度为 ７７％。通过将 ＰｄＨＮＬ１基因连接到原核表达载体 ｐＥＴ２８（ａ）上，并转化大肠杆菌
ＢＬ２１（ＤＥ３）后，成功构建了原核表达重组菌株。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果显示，重组蛋白受ＩＰＴＧ诱导表达，分子量大小
约为６２．４ｋｕ，与已报道的其他蔷薇科植物的醇腈酶蛋白大小基本一致。
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　　利用酶作为催化剂用于合成单一对映体或直接分离特定
手性异构体，被广泛应用于不对称合成领域。醇腈酶作为一

种不对称催化手性反应的酶，自２０世纪初在扁桃中发现以
来，受到愈来愈多的关注［１］。它可逆地催化 ＨＣＮ和醛／酮类

化合物反应生成手性氰醇［２］，进而转化成为羟基化合物等多

种手性中间体，并用于合成多种手性药物，从而克服了为得到

纯手性化合物而采用光学拆分所带来的生产工序复杂、成本

高等一系列问题［３－４］。此外，在植物体内，醇腈酶可催化氰基

糖苷类化合物，反应生成羰基化合物和 ＨＣＮ，而后者在植物
防御草食类动物摄食或其他致病菌感染中起到作用，即植物

的生氰作用［５－６］。

ＨＮＬ在自然界中是广泛存在的。据统计，有 ３０００～
１２０００种植物内含有ＨＮＬ。ＨＮＬ主要分为两大类：Ｒ构型和
Ｓ构型。目前，已分离纯化并进行酶活分析的Ｒ型ＨＮＬ多来
自于蔷薇科植物［７］，如扁桃、黑樱桃、梅、枇杷、西番莲

等［８－１３］；而Ｓ型 ＨＮＬ多来自于木薯、橡胶树、海檀木与高
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粱［１４－１７］。笔者所在研究组根据前期公布的桃的基因组数

据［１８］，通过序列同源比对分析，发现其中有３条序列为编码
推测的ＨＮＬ蛋白。此外，山桃、桃与扁桃同属于蔷薇科桃属，
目前有关山桃中ＨＮＬ的研究并未报道。因此，本研究采用生
物信息学结合ＰＣＲ的方法，克隆得到１个山桃 ＨＮＬ基因，并
对其进行了相关的生物信息学分析与原核表达研究。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
山桃［Ｐｒｕｎｕｓｄａｖｉｄｉａｎａ（Ｃａｒｒ．）Ｃ．］叶片取自江苏省中

国科学院植物研究所，采集后迅速放入液氮中冷冻，于

－８０℃ 保存备用。
高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒购自北京百泰克生物技术

有限公司，表达载体 ｐＥＴ２８（ａ）购自 Ｎｏｖａｇｅｎ公司，ｒＴａｑＤＮＡ
聚合酶、克隆载体ｐＭＤ１９－Ｔ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８、ＤＮＡＭａｒｋｅｒｓ、限
制性内切酶和反转录酶Ｍ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ—）等购自大连宝
生物工程有限公司；胰蛋白胨、酵母提取物购自 Ｏｘｏｉｄ公司；
其他化学试剂均为国产分析纯。大肠杆菌 ＤＨ５α、ＴＯＰ１０和
ＢＬ２１（ＤＥ３）菌株为笔者所在实验室保存，引物合成和测序工
作分别委托北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司与上海美吉

生物医药科技有限公司完成。

１．２　方法
１．２．１　总 ＲＮＡ提取及 ｃＤＮＡ的合成　按照高纯总 ＲＮＡ快
速提取试剂盒的操作说明，提取山桃叶片的 ＲＮＡ，通过琼脂
糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ纯度与完整性，并以此为模板，根据
ＴａＫａＲａ公司的反转录试剂盒说明书反转录得到山桃ｃＤＮＡ。
１．２．２　ＰｄＨＮＬ１基因的克隆及生物信息学分析　根据桃基
因组测序组公布的序列，通过比对搜索出编码假定醇腈酶蛋

白的基因序列，并根据这些序列设计特异引物，上游引物为

Ｆ０：５′－ＡＴＧＧＴＧＡＡＡＴＣＡＡＣＡＡＴＧＴＣ－３′，下游引物为 Ｒ０：
５′－ＡＧＴＡＴＣＡＡＡＣＧＣＡＡＡＧＧＡＴ－３′。以 反 转 录 得 到 的
ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，扩增反应程序为：９４℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个循
环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳后切
胶回收，纯化后的产物连接到 ｐＭＤ１９Ｔ载体上，转入大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞，挑取克隆进行ＰＣＲ与质粒酶切检测，鉴定
结果均为阳性的重组子送交公司测序。

测序结果通过ＮＣＢＩ的ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ在线软件查找该序列
的开放阅读框，得到其编码的氨基酸序列，将该序列使用

ＢｌａｓｔＰ进行比对，选择与ＰｄＨＮＬ同源的其他植物的醇腈酶蛋
白序列，进一步利用ＤＮＡｍａｎ软件进行多重序列比对并使用
ＭＥＧＡ５构建系统进化树；使用ＥｘＰＡＳｙ的ＣｏｍｐｕｔｅｐＩ／ＭＷ计
算蛋白的等电点与分子量；用 ＴＭＨＭＭ预测跨膜结构；用
ＳｉｇｎａｌＰ４．１预测信号肽；用ＰＲＯＳＩＴＥ数据库进行功能结构预
测；用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测三级结构并建模。
１．２．３　ＰｄＨＮＬ１基因的载体构建与原核表达　根据获得的
ＰｄＨＮＬ１基因与ｐＥＴ２８（ａ）载体图谱，分析并设计带有酶切位
点ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ的引物ＰｄＨＮＬ１－ｐＥＴＦ和ＰｄＨＮＬ１－ｐＥＴＲ
（表１），使用ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增。

将ｐＭＤ１９Ｔ－ＰｄＨＮＬ１重组质粒与ｐＥＴ２８（ａ）载体质粒同
时进行ＥｃｏＲⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切，回收并纯化目的片段，并使用
Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜，随后转化大肠杆菌 ＴＯＰ１０感
受态细胞，重组质粒经卡那霉素筛选，ＰＣＲ扩增并进行质粒
双酶切验证后，最后挑去阳性克隆子进行测序。将测序正确

的重组质粒ｐＥＴ２８（ａ）－ＰｄＨＮＬ１和空载体 ｐＥＴ２８（ａ）分别转
入表达宿主菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中，挑取克隆并使用 Ｔ７通用引物
进行ＰＣＲ，筛选阳性菌株。
１．２．４　原核表达及 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测　将 ＰＣＲ验证正
确的重组菌株与对照菌株分别接种于 ５０ｍＬ的 ＬＢ培养基
中，３７℃振荡培养至Ｄ６００ｎｍ约为０．８，加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ
的ＩＰＴＧ于１６℃进行低温诱导；分别在诱导后的０、３、６、１８、
２４ｈ时取菌液１ｍＬ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收集菌体，制备
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳样品；按照《蛋白质技术手册》配制蛋白胶，
并进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析。

表１　山桃ＰｄＨＮＬ１基因克隆和表达分析引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′） 用途

Ｆ０ ＡＴＧＧＴＧＡＡＡＴＣＡＡＣＡＡＴＧＴＣ 基因克隆

Ｒ０ ＡＧＴＡＴＣＡＡＡＣＧＣＡＡＡＧＧＡＴ
ＰｄＨＮＬ１－ｐＥＴＦ ＴＡＧＡＧＡＡＴＴＣＧＴＣＡＡＴＡＣＴＴＣＴＴＣＴＧＡＧ 原核表达载体构建

ＰｄＨＮＬ１－ｐＥＴＲ ＣＴＡＡＧＣＧＧＣＣＧＣＡＧＴＡＴＣＡＡＡＣＧＣＡＡＡＧＧＡＴ

２　结果与分析

２．１　提取的ＲＮＡ质量
取提取的山桃叶片总ＲＮＡ２．５μＬ进行琼脂糖凝胶电泳

检测。结果显示，其２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ条带清晰可见，
５ＳｒＲＮＡ呈现一条较弱的条带（图１），表明提取的 ＲＮＡ浓度
比较高且完整性较好，可以用于进一步的基因克隆试验。

２．２　ＰｄＨＮＬ１基因的克隆与生物信息学分析
通过 ＰＣＲ方法扩增 ＰｄＨＮＬ１目标基因的全长 ｃＤＮＡ的

ＯＲＦ序列，将其命名为ＰｄＨＮＬ１，软件分析发现该基因编码区
（ＣＤＳ）长度为１７３７ｂｐ，编码５７９个氨基酸，理论分子量为
６２４ｋｕ，理论等电点为４．９８，预测的半衰期为３０ｈ，不稳定系

数为２９．３６，属于稳定蛋白，不含跨膜区。疏水性分析结果显
示ＰｄＨＮＬ１属于亲水性蛋白（图２）；信号肽预测分析结果显
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示，该蛋白 Ｎ端有一段信号肽序列。ＰｄＨＮＬ１蛋白序列的二
级结构预测结果显示，无规则卷曲是山桃 ＰｄＨＮＬ１的主要结
构元件；统计结果表明，ＰｄＨＮＬ１蛋白的二级结构包含
１６７２％ α－螺旋、１７．５５％β－折叠和 ６５．７３％无规则卷曲。
此外，结构功能分析结果还表明，ＰｄＨＮＬ１蛋白有类似葡萄糖
甲醇胆碱氧化还原酶的序列特征 （图３）。氨基酸多重序列
比对结果显示ＰｄＨＮＬ１与黑樱桃ＰｓＨＮＬ４同源性较高（图４）。
　　从ＧｅｎＢａｎｋ上获得多个植物 ＨＮＬ同源基因编码蛋白的
氨基酸序列。利用进化分析 ＭＥＧＡ５．０，采用中邻位相接算
法构建系统进化树（图５）。分析结果显示，山桃 ＰｄＨＮＬ１与
同为蔷薇科的黑樱桃ＰｓＨＮＬ４进化关系最近；与其他蔷薇科

植物的 ＨＮＬ蛋白遗传距离也比较接近，同在一个进化分
支上。

　　使用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ对 ＰｄＨＮＬ１蛋白的三级结构进行
预测，软件自动选择ＰＤＢ数据库中的梅的 ＰｍＨＮＬｉｓｏｚｙｍｅ－１
蛋白为模板 （同源性为７７．６５％），对 ＰｄＨＮＬ１蛋白进行建模
（图６）。结果表明，ＰｄＨＮＬ１结构主要为无规则卷曲，这与二
级结构预测结果相符。

２．３　ＰｄＨＮＬ１基因的原核表达
对ＰｄＨＮＬ１进行信号肽预测分析发现，该蛋白Ｎ端具有１

段信号肽序列。因此，设计去除该信号肽的引物，对 ＰｄＨＮＬ１
的成熟蛋白进行原核表达。将 ｐＭＤ１９Ｔ－ＰｄＨＮＬ１与 ｐＥＴ２８

（ａ）质粒使用ＥｃｏＲⅠ与ＮｏｔⅠ双酶切（图７－Ａ、图７－Ｂ），分
别纯化回收后，使用Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行连接，并转化大肠杆
菌ＤＨ５α感受态细胞。菌液 ＰＣＲ和质粒双酶切试验结果显
示，ＰｄＨＮＬ１成功连接到原核表达载体 ｐＥＴ２８（ａ）（图７－Ｃ、
图７－Ｄ）。提取重组质粒 ｐＥＴ２８（ａ）－ＰｄＨＮＬ１并转入大肠
杆菌表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３），菌液 ＰＣＲ检测结果表明获得了
用于原核标的重组菌 （图７－Ｅ）。
　　将含有重组质粒 ｐＥＴ２８（ａ）－ＰｄＨＮＬ１的阳性菌株和含
空载体ｐＥＴ２８（ａ）的对照菌株培养至 Ｄ６００ｎｍ为０．５，随后加入
终浓度为０．８ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ进行诱导表达；分别于ＩＰＴＧ诱导
后的０、３、６、１８、２４ｈ取样，并制备ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测样品。
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ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果显示，含ｐＥＴ２８（ａ）－ＰｄＨＮＬ１的宿主菌
经ＩＰＴＧ诱导后，在６２ｋｕ左右有１条清晰的目的条带，且随
着时间的延长，该目的条带表达量增加（图８）。这与ＰｄＨＮＬ１
预测的分子量相一致，表明山桃 ｐＥＴ２８（ａ）－ＰｄＨＮＬ１重组质
粒在大肠杆菌中成功表达。

３　结论与讨论

ＨＮＬｓ是合成纯光学氰醇类化合物的重要的酶催化剂，
其在植物体内催化分解氰基糖苷类化合物生成氰化物，从而

起到保护植物的作用［１９］。自１９９７年就已经有研究者在植物
体内筛选可能的ＨＮＬ［２０］；此后，Ａｓａｎｏ等采用ＨＰＬＣ方法检测

了１６３种产氰植物的ＨＮＬ活性及其催化产生手性醇氰的能
力，发现桃ＨＮＬ具有 Ｒ型 ＨＮＬ活性［５］。桃与山桃同属于蔷

薇科李亚科桃属，亲缘关系相近。本研究通过筛选桃基因组

数据库，ＰＣＲ扩增得到山桃中克隆得到醇腈酶ｃＤＮＡ序列，生
物信息学与分析发现其核苷酸长度、编码蛋白的分子量等与

已报道的蔷薇科ＨＮＬ蛋白相似；进一步的二级结构预测也发
现，该蛋白含有大量无规则卷曲和少量 α－螺旋与 β－折叠，
除Ｎ端信号肽外，无明显跨膜螺旋区域，表明同科的 ＨＮＬ具

有较高的保守性。

先前的研究表明，Ｒ型 ＨＮＬ主要具有氧化还原酶活性，
而Ｓ型ＨＮＬ具有α／β水解酶活性。拟南芥ＨＮＬ则是第１个
从非产氰植物中发现的具有 α／β水解酶活性的 Ｒ型
ＨＮＬ［２１］。另一方面，ＨＮＬ蛋白依据是否含有 ＦＡＤ辅基分为
ＦＡＤ－ＨＮＬｓ与非ＦＡＤ－ＨＮＬｓ。本研究中对包括 ＰｄＨＮＬ１在
内的１１种植物的１７个ＨＮＬ蛋白进行聚类分析，发现蔷薇科
Ｒ型ＨＮＬ在一个进化分支，且均为ＦＡＤ－ＨＮＬｓ，推测蔷薇科
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ＨＮＬ在进化过程中具有高度的保守性。山桃同属蔷薇科且
ＰｄＨＮＬ１与蔷薇科其他物种的 ＨＮＬ在同一个进化分支上，暗
示其可能属于 Ｒ型 ＨＮＬ。蛋白比对分析结果同样显示，
ＰｄＨＮＬ１与同属于的蔷薇科的梅、黑樱桃、扁桃的 ＨＮＬ蛋白
序列相似度较高，均达７５％以上。结构功能分析结果显示，
ＰｄＨＮＬ１属于葡萄糖甲醇胆碱氧化还原酶家族，且 ＰｄＨＮＬ１
氨基酸序列中具有蔷薇科植物 ＨＮＬ推测的保守氨基酸序列
ＹＷＨＹＨＧＧ。此外，拟南芥和亚麻 ＨＮＬ虽属于 Ｒ型 ＨＮＬ，但
与Ｓ型醇腈酶亲缘关系较近，归为一个进化分支。

本研究还将 ＰｄＨＮＬ１基因连接到原核表达载体
ｐＥＴ２８（ａ）上，通过转化大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）进行融合蛋白
的诱导表达，成功获得了重组菌种。上述结果为进一步纯化

目标蛋白，并进行ＰｄＨＮＬ１催化活性研究奠定了基础。另外，
本研究对山桃醇腈酶ＰｄＨＮＬ１基因进行的序列分析与原核表
达，还丰富了植物ＨＮＬ基因的来源，并为推进手性醇腈的酶
法制备奠定了基础。
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