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表１　试管鳞茎直径的大小对移栽成活率的影响

试管鳞茎直径

（ｍｍ）
成活率

（％） 生长状况

３～＜５ ６４ 长势较弱，叶片黄绿色

５～＜８ ８３ 长势一般，叶片绿色

≥８ ９６ 长势较强，叶片浓绿
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　　摘要：三尖杉是我国特有植物，主要含有生物碱、黄酮及萜类等生物活性物质。以篦子三尖杉为试验材料，根据同
源克隆的方法扩增三尖杉?牛儿基?牛儿基焦磷酸合酶（ＧＧＰＰＳ）基因，并通过生物信息的方法对该基因进行鉴定和
分析。结果表明，篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ基因全长１２１７ｂｐ，含有１个完整的１１８２ｂｐ开放阅读框（ＯＲＦ），编码３９３个氨
基酸的蛋白序列，ＧＧＰＰＳ蛋白相对分子量为４３．０４２ｋｕ，理论等电点（ｐＩ）为６．５７，其二级结构主要由α－螺旋和无规则
卷曲组成；蛋白质同源分析表明，三尖杉ＧＧＰＰＳ含有多聚异戊二烯基合成酶家族中保守的５个特征性结构和２个富
含天冬氨酸的区域；同源模建分析显示，三尖杉ＧＧＰＰＳ具有ＧＧＰＰＳ蛋白典型的三维结构，特别与薄荷 ＧＧＰＰＳ蛋白的
三维结构及活性位点极其相似；系统进化分析表明，三尖杉ＧＧＰＰＳ蛋白归属植物进化支，且与加拿大红豆杉、曼地亚
红豆杉、海南粗榧的ＧＧＰＰＳ蛋白归为同一分支。
　　关键词：篦子三尖杉；萜类化合物；?牛儿基?牛儿基焦磷酸合酶（ＧＧＰＰＳ）；克隆；序列分析；同源模建；系统进化
　　中图分类号：Ｓ１８８；Ｑ７８５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１６）０４－００７９－０４

收稿日期：２０１５－０９－０８
基金项目：国家自然科学基金（编号：３１２０１２４２）；湖北省自然科学基
金（编号：２０１５ＣＦＢ５０８）；植物抗癌活性物质提纯与应用湖北省重
点实验室开放课题（编号：ＨＬＰＡＩ２０１４００４）。

作者简介：齐小琼（１９８１—），女，山东昌邑人，博士，讲师，主要从事分
子进化研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１０８８１６５６４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　萜类化合物是植物代谢中数量最多的一类代谢物，以异
戊二烯为结构单元，在植物的光合作用、呼吸作用、生长、发

育、繁殖、信号转导和防御中发挥重要作用。植物中存在的某

些萜类具有重要的经济价值和药用价值，如红豆杉（Ｔａｘｕｓ）中
的二萜紫杉醇［１］、银杏（Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ）中的二萜银杏内酯和
倍半萜白果内酯［２－３］、青蒿（Ａｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａ）中的倍半萜青蒿
素［４］等。三尖杉属（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓ）植物主要含有生物碱、黄酮
类化学成分，其中的三尖杉酯类生物碱由于具有明显的抗癌

活性得到了深入研究，关于黄酮类成分的研究较少。除此之

外还含有一些萜类化合物，如二萜类的海松酸、柳杉酚等，初

步研究表明，该类化合物对微生物有抑制作用［５］。?牛儿基

?牛儿基焦磷酸（ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＧＧＰＰ）是包括紫
杉醇、银杏内酯、海松酸、柳杉酚在内的所有二萜类化合物的

共同前体，由?牛儿基?牛儿基焦磷酸合成酶（ｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＧＧＰＰＳ）催化，通过类异戊二烯合成途
径生成。在该反应途径中，ＧＧＰＰＳ催化１５Ｃ的法呢基焦磷酸
（ｆａｒｎｅｓｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＦＰＰ）与５Ｃ的异戊烯焦磷酸（ｉｓｏｐｅｎｔｅ
ｎｙｌａｌｌｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰＰ）缩合生成 ＧＧＰＰ［６－７］。因此，ＧＧＰＰＳ
是红豆杉植物合成紫杉醇、银杏合成银杏内酯、三尖杉属植物

合成海松酸和柳杉酚的关键酶之一。在三尖杉中克隆该基因

并分析其序列的结构特征和进化模式，将为后续的功能研究和

基因工程、代谢工程等技术手段大量获得有用产物奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　植物材料　篦子三尖杉（Ｃｅｐｈａｌｏｔａｘｕｓｏｌｉｖｅｒｉ）摘采于
中国科学院武汉植物园，取其嫩叶立即置于液氮中保存备用。

１．１．２　主要分子生物学试剂　普通 ＴａｑＤＮＡ聚合酶、高保
真 ＬＡＴａｑ酶、ｄＮＴＰ等试剂，购自 ＴａＫａＲａ；ＤＮＡ凝胶纯化回
收试剂盒，购于Ａｘｙｇｅｎ生物技术有限公司。
１．２　试验方法
１．２．１　篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ基因的克隆
１．２．１．１　引物的设计　用加拿大红豆杉 （Ｔａｘｕｓｃａｎａｄｅｎｓｉｓ）
ＧＧＰＰＳ蛋白（登录号：ＡＡＤｌ６０１８）作为查询序列，进行Ｂｌａｓｔｐ相
似性搜索，在三尖杉属植物海南粗榧（Ｃ．ｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ）中得到１
条同目标序列相似性较高的序列 （登录号：ＧＢＨＱ１００３９．１）。
根据这条序列设计３对特异引物（分别位于中部和左右端
部），详见表１。

表１　３对特异引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）
Ｆ１－１ ＧＴＡＧＣＣＡＧＴＴＡＴＡＧＧＣＡＡＴＡＧＡ
Ｒ１－２ ＧＡＡＧＡＣＣＴＴＡＴＧＡＴＴＴＧＴＧＧＧ
Ｆ２－１ ＡＴＡＡＧＧＣＡＣＴＡＧＡＴＡＡＡＧＣＡＡＴＣＣ
Ｒ２－２ ＡＴＣＧＴＣＣＴＣＴＧＴＡＧＣＡＣＣＡＣＣ
Ｆ３－１ ＣＴＧＡＴＡＧＧＡＣＴＴＴＧＡＧＧＧＴＧＡ
Ｒ３－２ ＣＡＴＴＧＧＴＡＴＴＧＡＡＧＣＣＴＴＴＧＴＡ

１．２．１．２　篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ基因的分段扩增　以提取的篦
子三尖杉总ＤＮＡ为模板，分别以 Ｆ１－１、Ｒ１－２，Ｆ２－１、Ｒ２－
２，Ｆ３－１、Ｒ３－２为引物进行 ＰＣＲ扩增。扩增体系为２５μＬ，
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包含２．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ），２μＬｄＮＴＰ混合物
（每种２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），各１μＬ引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬＥｘ－
Ｔａｑ（２Ｕ／μＬ），１μＬＤＮＡ模板（２５ｎｇ／μＬ），补加１７μＬ的水。
反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，５３℃ １ｍｉｎ，７２℃
１ｍｉｎ，３６个循环；７２℃延伸８ｍｉｎ。

ＰＣＲ结束后，进行ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳，对扩增的 ＤＮＡ
进行检测。

１．２．２　产物回收、测序　扩增片段的凝胶回收按照试剂盒说
明书进行操作，将回收的目的片段送华大基因测序。

１．３　数据分析方法
采用ＢｉｏＥｄｉｔ（ＮｏｒｔｈＣａｒｏｌｉｎａＳｔａｔｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）软件对克隆

测序得到的片段进行拼接。采用ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ进行开放阅读框
确定。运用ＤＮＡｓｔａｒ软件推测氨基酸序列，运用分析蛋白质
物理化学的 ＥｘｐａｓｙＰｒｏｔｐａｒａｍ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析蛋白质的分子量、理论等电点、氨基酸组成。
查询Ｐｒｏｓｉｔｅ数据库查找蛋白质含有的序列模式和功能域，使
用在线软件ＳＯＰＭＡ程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－
ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预测蛋白质二
级结构并计算各种二级结构所占百分比。使用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ服务器［８－１０］（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／），基于
同源建模的原理，进行篦子三尖杉 ＧＧＰＰＳ三级结构的预测，

预测结果用ＰｙＭＯＬ软件展示和编辑。
以篦子三尖杉 ＧＧＰＰＳ蛋白作为查询序列，运用 Ｂｌａｓｔ工

具（ｈｔｔｐ／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行序列相似性
搜索，并选取相似性较高的序列用ＭＥＧＡ６软件［１１］中的邻接

算法进行进化树的构建，其中多重序列比对使用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ软
件进行。

２　结果与分析

２．１　篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ序列的获得与分析
采用改良的ＣＴＡＢ法获取篦子三尖杉总 ＤＮＡ，并通过电

泳进行纯度检测，结果见图 １。用引物 Ｆ２－１、Ｒ２－２进行
ＰＣＲ扩增，最终获得５６０ｂｐ左右的三尖杉 ＧＧＰＰＳ的中间片
段（图１－Ａ）。分别以引物Ｆ１－１、Ｒ１－２，Ｆ３－１、Ｒ３－２进行
ＰＣＲ扩增，最终分别获得７００、７５０ｂｐ左右的上、下游片段（图
１－Ｂ、１－Ｃ）。产物经回收纯化和测序，用ＢｉｏＥｄｉｔｏｒ软件进行
拼接，获得 １条总长为 １２１７ｂｐ的 ＧＧＰＰＳＤＮＡ序列。用
ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ软件预测开放阅读框（ＯＲＦ），结果显示：该 ＤＮＡ
序列包含１段１１８２ｂｐ的完整编码区，编码３９３个氨基酸。
将获得的基因组ＤＮＡ序列与已报道的海南粗榧 ｍＲＮＡ进行
比对发现，篦子三尖杉 ＧＧＰＰＳ基因不含有内含子，与大多数
植物一样，在外显子－内含子的进化上是保守的。

２．２　篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ蛋白质序列结构特征分析
篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ基因完整的开放阅读框（ＯＲＦ）长为

１１８２ｂｐ，编码 ３９３个氨基酸（图 ２），相对分子质量约为
４３．０４２ｋｕ，理论等电点为６．５７。在氨基酸序列中，含量最高
的为丙氨酸（Ａｌａ，３９个）、亮氨酸（Ｌｅｕ，３９个），均占９．９２％；
其次是赖氨酸（Ｌｙｓ，３３个，占８．４０％）、天门冬氨酸（Ａｓｐ，２９
个，占７．２８％）、苏氨酸（Ｔｈｒ，２７个，占６．８７％）、缬氨酸（Ｖａｌ，
２７个，６．８７％）。酸性氨基酸［天门冬氨酸（Ａｓｐ）、谷氨酸
（Ｇｌｕ）］总数 ５２个，碱性氨基酸［精氨酸（Ａｒｇ）、赖氨酸
（Ｌｙｓ）］５０个；总亲水性平均系数为 －０．１４７。Ｐｒｏｓｉｔｅ数据库
比对发现，三尖杉ＧＧＰＰＳ蛋白序列的１７７～１９３氨基酸位（氨
基酸序列：ＬＩｈＤＤｌｐｃｍＤｎｄｄｆＲＲＧ）和３１１～３２３氨基酸位（氨基
酸序列：ＶＧｌｌＦＱＶｖＤＤＩｌＤ）分别是２个多聚异戊二烯基合成酶
的特异序列（图３）。
　　ＳＯＰＭＡ分析表明，α－螺旋（ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ，Ｈｈ）、无规则卷
曲（ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ，Ｃｃ）是三尖杉ＧＧＰＰＳ蛋白质二级结构的主要
成分，组成α－螺旋、无规则卷曲、延伸链氨基酸比例分别为
４５．８０％、４１．４８％、１２．７２％，不含其他结构。蛋白质三级结构

是在二级结构的基础上进一步盘绕、折叠形成的，决定了蛋白

质的功能。在 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ服务器上预测篦子三尖杉
ＧＧＰＰＳ蛋白的三维结构，结果显示，与薄荷（Ｍｅｎｔｈａｘｐｉｐｅｒｉｔａ）
ＧＧＰＰＳ蛋白同源性最高（ＰＤＢＩＤ：３ｋｒｐ．２．Ａ），为 ６８．３７％。
以此结构为模型构建篦子三尖杉的三级结构，发现该蛋白具

有植物ＧＧＰＰＳ蛋白典型的三维结构，说明功能也非常类似，
该蛋白在进化上很保守 （图４）。
２．３　ＧＧＰＰＳ蛋白质同源性分析与系统进化树构建

Ｂｌａｓｔ比对结果显示，三尖杉 ＧＧＰＰＳ蛋白质序列与已报
道的海南粗榧（Ｃ．ｈａｉｎａｎｅｎｓｉｓ）、加拿大红豆杉（Ｔ．Ｃａｎａｄｅｎ
ｓｉｓ）、曼地亚红豆杉（Ｔａｘｕｓｘｍｅｄｉａ）、挪威云杉（Ｐｉｃｅａａｂｉｅｓ）、
银杏（Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ）、烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）、北美冷杉
（Ａｂｉｅｓｇｒａｎｄｉｓ）、马尾松（Ｐｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａ）、橡胶树（Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）、巴豆（Ｃｒｏｔｏｎｓｕｂｌｙｒａｔｕｓ）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）、美
花烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓ）等１２种高等植物 ＧＧＰＰＳ蛋白质
的一致性分别为 ９８．９％、８９．５％、８８．８％、７０．４％、７０．１％、
５４．３％、６９．４％、６７．６％、５４．０％、５４．５％、５４．４％、５４．５％。多
序列同源比对分析结果表明，不同植物来源的ＧＧＰＰＳ蛋白质
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的Ｎ末端差异很大，Ｃ末端保守性强。ＧＧＰＰＳ蛋白在结构和
功能上属于多聚异戊二烯合成酶家族，该家族具有５个保守
功能域（Ⅰ～Ⅴ），５个保守区域中包含２个富含天冬氨酸区

域：ＤＤＸＸＸＸＤ、ＤＤＸＸＤ。在篦子三尖杉 ＧＧＰＰＳ氨基酸序列
中存在这样的５个保守结构域，结构域Ⅱ、结构域Ⅴ中也分别
发现富含天冬氨酸的基序ＤＤＬＰＣＭＤ、ＤＤＩＬＤ（图５）。
　　采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ算法，在 ＭＥＧＡ６软件平台上构
建植物ＧＧＰＰＳ的分子系统进化树（图６）。对比植物 ＧＧＰＰＳ
分子系统进化树，三尖杉 ＧＧＰＰＳ蛋白归属于裸子植物进化
支，且与海南粗榧、加拿大红豆杉、挪威云杉、北美冷杉、马尾

松的ＧＧＰＰＳ蛋白归为同一小分支（图６）。被子植物、裸子植
物ＧＧＰＰＳ各形成独立的分支，两者形成姊妹关系，说明这两
大分支从同一祖先平行分化而来；该基因树与物种树基本吻

合，说明该基因的进化与物种的分化基本一致。

３　结论

通过ＰＣＲ技术克隆获得的篦子三尖杉ＧＧＰＰＳＤＮＡ序列
长度为１２１７ｂｐ，含有１１８２ｂｐ的完整开放阅读框。三维结
构模拟表明：该蛋白具有 ＧＧＰＰＳ蛋白典型的三维结构；多重
序列比对显示，三尖杉ＧＧＰＰＳ蛋白与其他物种来源的ＧＧＰＰＳ
蛋白相似性较高，尤其是与海南粗榧、加拿大红豆杉、曼地亚
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红豆杉的ＧＧＰＰＳ相似性高达８８％以上，它们都包含多聚异戊
二烯合成酶家族的５个保守性结构域（图５）。在三尖杉ＧＧ
ＰＰＳ蛋白的氨基酸序列的１７７～１９３、３１１～３２３位分别是２个
多聚异戊二烯基合成酶的特异序列 ＬＩｈＤＤｌｐｃｍＤｎｄｄｆＲＲＧ、
ＶＧｌｌＦＱＶｖＤＤＩｌＤ（图３），这２个保守的富含天冬氨酸的区域位
于酶的催化活性位点，与 ＩＰＰ、烯丙基底物的结合有关。从结
构到功能预测都显示，克隆的基因具有典型的ＧＧＰＰＳ特征，因
此克隆的篦子三尖杉ＧＧＰＰＳ编码蛋白很可能参与或调节了三
尖杉二萜类等物质的生物合成，但完全阐明三尖杉萜类化合物

的生物合成和调控机制还需要进行进一步试验验证。
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