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摘要： 目的　 对皱皮木瓜三萜生物合成途径中法尼基焦磷酸合酶基因进行克隆及生物信息学、 原核表达分析， 并考察

其在皱皮木瓜果实中的表达规律。 方法　 通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法进行扩增， 从皱皮木瓜果实中克隆获得 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 基

因。 采用生物信息学软件预测编码蛋白的特征， 通过 ＤＮＡｍａｎ 和 Ｍｅｇａ ６ 软件进行同源氨基酸比对和系统进化树的绘

制， 构建原核表达载体并转化至大肠杆菌中诱导表达， 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法分析基因表达模式。 结果　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２
基因的 ＯＲＦ 长度分别为 １ １８２、 １ ０２９ ｂｐ， 分别编码 ３９３、 ３４２ 个氨基酸。 两者均为稳定的酸性蛋白， 无跨膜结构， 二

级结构显示其均由 α⁃螺旋结构占主导。 皱皮木瓜的 ＣｓＦＰＳ１ 蛋白与苹果的 ＦＰＳ 蛋白单独聚成一支， ＣｓＦＰＳ２ 蛋白与黄龙

胆的 ＦＰＳ 蛋白亲缘关系较高。 荧光定量分析结果表明， ２ 条 ＣｓＦＰＳ 基因的表达都随果实发育而呈下降趋势， ＣｓＦＰＳ１
基因具有更高表达。 重组蛋白 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＣｓＦＰＳ１ 经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析， 在 ４２ ｋＤａ 处出现蛋白条带。 结论　 本研究首

次从皱皮木瓜中克隆 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 基因， 成功构建 ＣｓＦＰＳ１ 重组蛋白的大肠杆菌原核表达体系， 为皱皮木瓜三萜生

物合成途径中 ＦＰＳ 基因的功能验证奠定基础。
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　 　 木 瓜 是 蔷 薇 科 植 物 皱 皮 木 瓜 Ｃｈｅｎｏｍｅｌｅｓ ｓｐｅｃｉｏｓａ
（Ｓｗｅｅｔ） Ｎａｋａｉ 的干燥近成熟果实， 具有舒经活络、 和胃化

湿的功效［１］ 。 皱皮木瓜果实中含有黄酮、 三萜、 有机酸、
多酚、 多糖等成分［２⁃４］ ， 其中三萜类是皱皮木瓜的主要药效

成分。 木瓜三萜类成分具有抗炎、 治疗胃癌、 胃溃疡、 腹

泻、 急性肝损伤、 免疫性肝损伤， 抗病毒等作用［５⁃８］ ， 在临

床中应用广泛。
植物三萜类化合物的生物合成主要有 ３ 个过程［９⁃１０］ ，

起始阶段由甲羟戊酸和甲基赤藓糖醇磷酸化这 ２ 条独立途

径组成， 分别形成异戊烯焦磷酸酯和二甲基烯丙基焦磷酸

酯； 两者在牻牛儿基焦磷酸合酶作用下生成牻牛儿基焦磷

酸， 所得产物在法尼基焦磷酸合酶 （ＦＰＳ） 催化下经过两

步缩合反应生成法尼基焦磷酸， 随后在鲨烯合酶、 鲨烯环

氧化酶的作用下经过一系列的氧化还原反应得到 ２， ３⁃氧化

鲨烯； ２， ３⁃氧化鲨烯是多数植物三萜成分的骨架结构， 再

通过 Ｐ４５０、 糖苷酶、 氧化鲨烯环化酶等一系列结构修饰得

到不同类型的三萜皂苷化合物［１１］ 。 由此可知， ＦＰＳ 是三萜

代谢途径中重要的关键限速酶之一。
近年来， ＦＰＳ 基因已经在刺五加［１２］ 、 三七［１３］ 、 洋甘

菊［１４］ 、 黄檀［１５］等药用植物中进行功能验证。 但目前对皱

皮木瓜的三萜类成分研究多集中在提取、 鉴定、 活性研究

上， 而其代谢途径及相关限速酶基因的调控研究尚未见报

道。 课题组基于前期研究基础， 得到 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 萜

类合成途径关键酶基因［１６⁃１８］ 。 本研究以皱皮木瓜果实的

ｃＤＮＡ 为模板， 成功克隆 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 基因并进行生物

信息学分析， 以 ｐＥＴ⁃２８ａ 大肠杆菌为载体构建木瓜 ＣｓＦＰＳ１
原核表达体系， 以期为皱皮木瓜法尼基焦磷酸合酶基因的

功能验证奠定前期基础。
１　 材料

皱皮木瓜果实采自安徽宣城新田镇， 经安徽中医药大

学彭华胜教授鉴定为正品， 切下果肉， 液氮速冻处理， 保

存于－８０ ℃冰箱中。
ＲＮＡ ｓｉｍｐｌｅ 提取试剂盒购自北京华越洋生物科技有限

公司； ｃＤＮＡ 反转录试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ 公司； ｐＥＡＳＹ⁃
Ｂｌｕｎｔ Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 克隆载体试剂盒、 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ
Ｆｌｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 热启动超高保真 ＤＮＡ 聚合酶、 ＥａｓｙＰｕｒｅ
Ｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 回收试剂盒、 大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ Ｔ１ 感

受态细胞、 原核表达感受态 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 细胞、 无缝拼接

试剂盒 ｐＥＡＳＹ Ｕｎｉ Ｓｅａｍｌｅｓｓ Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ Ａｓｓｅｍｂｌｙ Ｋｉｔ 均购自

北京全式金生物技术股份有限公司； 异丙基硫代半乳糖苷

（ＩＰＴＧ） （纯度≥９９􀆰 ０％ ） 购自北京索莱宝科技有限公司；
ｐＥＴ⁃２８ａ 大肠杆菌表达载体购自武汉淼灵生物科技有限公

司； ＢａｍＨ Ⅰ内切酶购自美国 ＮＥＢ 公司。 所有引物合成及

测序服务技术均由上海生工生物有限公司提供。
２　 方法

２􀆰 １　 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 取皱皮木瓜果实适量， 严格
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按照相关试剂盒说明书操作提取总 ＲＮＡ， 采用 ＤＮａｓｅ Ｉ 酶
清除 ＲＮＡ 中残留的 ＤＮＡ， １％ 琼脂糖凝胶电泳检测条带完

整性。 双链 ｃＤＮＡ 的合成以 ＲＮＡ 为模板， 严格按照反转录

试剂盒说明书操作， 制得的 ｃＤＮＡ 保存于－２０ ℃冰箱中。
２􀆰 ２　 皱皮木瓜 ＣｓＦＰＳ 基因克隆　 皱皮木瓜 ＣｓＦＰＳ 的转录本

源自课题组 ｄｅ ｎｏｖｏ 从头组装的转录组数据。 对比 ＮＣＢＩ 中
其他物种中已知功能的法尼基焦磷酸合酶基因， 共筛选出

２ 条 ＦＰＳ 基因序列， 通过 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件， 设计特

异 性 引 物 对。 其 中， ＣｓＦＰＳ１ 正 向 引 物 ５′⁃
ＡＴＧＧＣＡＴＴＴＡＡＡＧＡＣＣＣＡＡＣＧＣＣＴＣ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃
ＴＴＡＣＴＴＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＴＡＴＡＴＣＴＴＴ⁃３′； ＣｓＦＰＳ２ 正向引物 ５′⁃
ＡＴＧＧＣＧＧＡＴＣＴＣＡＡＧＧＣＡＡＡＧＴＴＴＣ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃
ＣＴＡＴＴＴＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＴＡＡＡＴＣＴＴＧ⁃３′。 以反转录后的 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 经琼脂糖凝胶电泳检测， 将纯化产

物连接 ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 载体， 转化至大肠杆菌

Ｔｒａｎｓ Ｔ１ 感受态细胞。 在 ３７ ℃下过夜扩大培养后采用菌液

ＰＣＲ 验证， 将阳性菌液进行测序。
２􀆰 ３　 ＣｓＦＰＳ 基因的序列及编码蛋白分析 　 通过 ＮＣＢＩ 在线

工具进行蛋白质和核苷酸序列 ＢＬＡＳＴ 比对、 分析和基因开

放阅读框 （ＯＲＦ） 的获取。 ＦＰＳ 基因编码蛋白的相对分子

量、 氨基酸数目、 等电点等理化性质由专业蛋白质分析系

统 （ＥｘＰＡＳｙ） 预测评估。 ＣｓＦＰＳ 蛋白质的二、 三级结构通

过在线网站 ＳＰＯＭＡ 和 Ｓｗｉｓｓ Ｍｏｄｅｌ 分析完成。 采用 ＮＣＢＩ 的
Ｃｏｎｃｓｅｒｖｅｄ Ｄｏｍａｉｎ 预测 ＣｓＦＰＳ 蛋白结构域， ＴＭＨＭＭ 进行

ＣｓＦＰＳ 蛋白序列的跨膜结构域分析， Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 软件进行氨

基酸多序列比对， Ｍｅｇａ ６􀆰 ０ 软件邻接法 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 建

立系统进化树。
２􀆰 ４　 ＣｓＦＰＳ 的表达量分析 　 以 ＧＡＰＤＨ 基因为内参校正，
采用目的基因相对表达量比较阈值法 （２－ΔΔＣｔ）， 对 ３ 个时

期皱皮木瓜果实中 ＣｓＦＰＳ 转录的 ｍＲＮＡ 丰度进行定量监

测。 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ５􀆰 ０ 设计荧光定量引物， ＣｓＦＰＳ１ 正

向引 物 ５′⁃ＧＴＴＧＣＴＡＡＴＧＧＣＡＧＧＣＧＡＡ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃
ＧＴＣＣＣＡＡＣＣＴＴＴＣＣＴＡＴＣＡＣＴＴＣ⁃３′； ＣｓＦＰＳ２ 正 向 引 物 ５′⁃
ＡＡＴＧＴＧＣＣＴＧＧＡＧＧＧＡＡＧＣ⁃３′， 反 向 引 物 ５′⁃ＴＣＧＡ
ＴＧＣＡＣＣＡＡＣＣＧＡＧＡ⁃３′。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系为 ２ × Ｒｅａｌａｂ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｆａｓｔ Ｍｉｘｔｕｒｅ １０ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， 模板

ｃＤＮＡ １ μＬ， 补充灭菌超纯水至 ２０ μＬ 体系。 ＰＣＲ 程序为

９５ ℃预变性 ３００ ｓ， ９５ ℃变性 １５ ｓ， ６０ ℃退火 ６０ ｓ， ７２ ℃
延伸 ３０ ｓ， 共 ４０ 个循环， 重复 ３ 次， 计算 ＣｓＦＰＳ 基因

表达。
２􀆰 ５　 ＣｓＦＰＳ１ 基因的原核表达　 对测序成功后的序列进行

分析， 以 ＢａｍＨ Ｉ 限制性内切酶设计酶切位点， 其中 ＢａｍＨ
Ｉ⁃ＣｓＦＰＳ１ 正 向 引 物 ５′⁃ＧＡＣＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＧＧＡＡＴＧＧ
ＣＡＴＴＴＡＡＡＧＡＣＣＣＡＡＣＧＣＣＴＣ⁃３′， 反向引物 ５′⁃ＣＧＡＣＧＧＡＧ
ＣＴＣＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＴＡＣＴＴＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＴＡＴＡＴＣＴＴＴ⁃３′。 重组

质粒进行 ＰＣＲ 扩大培养， 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测

后切胶回收， 同时对表达载体 ｐＥＴ⁃２８ａ 质粒进行 ＢａｍＨ Ｉ 酶
切处理， 连接目的基因片段和载体片段 （３０ ｍｉｎ， ５０ ℃），

产物转化至大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１ 感受态细胞中。 ＰＣＲ 验证载

体构建成功后， 将质粒转化到表达宿主菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表

达感受态中， 转化表达菌液按照 １ ∶ １００ 的比例加到 ＬＢ
（含卡纳抗生素） 培养基中， ３７ ℃振荡 （２００ ｒ ／ ｍｉｎ） 培养

至 Ａ６００ 值 为 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６， 以 ＩＰＴＧ （ 终 浓 度 为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
１６ ℃） 低温诱导培养。 取菌体， 用 ＰＢＳ 重悬、 洗涤、 离

心， 重组蛋白进行 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分析检测表达情况，
以空质粒 ｐＥＴ⁃２８ａ 转化 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表达菌作为对照。
３　 结果

３􀆰 １　 ＣｓＦＰＳ 基因的克隆　 根据皱皮木瓜果实不同发育时期

的转录组文库， 通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 对 ２ 条 ＣｓＦＰＳ 基因序列进

行分析， 预测 ２ 个基因编码区分别有 １ １８２、 １ ０２９ ｂｐ， 见

图 １。 利用特异性引物进行全长扩增， 将产物构建入

ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 载体中， 对单菌落进行 ＰＣＲ，
选择阳性菌开展测序、 比对， 发现与转录组中预设的 ２ 个

ＣｓＦＰＳ 序列结果相一致， 说明克隆成功， 分别命名为

ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 基因。 ＧｅｎＢａｎｋ 网站 ＢＬＡＳＴ 结果显示，
ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 氨基酸序列与苹果 （ ＸＰ ＿００８３４４７２２􀆰 １）
的相似性分别为 ９５􀆰 ６０％ 、 ９８􀆰 ２５％ ， 与欧洲甜樱 （ＸＰ ＿
０２１８１８００８􀆰 １） 的相似性分别为 ９２􀆰 １１％ 、 ９２􀆰 ９８％ ， 与桃

（ＸＰ＿００７２０５４８８􀆰 １） 的相似性分别为 ９０􀆰 ９４％ 、 ９２􀆰 ６９％ ， 表

明所获得的基因属于法尼烯合酶基因家族。

图 １　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 基因克隆图

３􀆰 ２　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 生物信息学分析

３􀆰 ２􀆰 １　 蛋白理化性质和二、 三级结构　 由 ＥｘＰＡＳｙ 在线预

测， ＣｓＦＰＳ １、 ＣｓＦＰＳ ２ 分别编码氨基酸 ３９３、 ３４２ 个， 蛋白

理论等电点分别为 ６􀆰 ２８、 ５􀆰 ６１， 相对分子质量分别为

４４ ７０３􀆰 ５３、 ３９ ５４５􀆰 ４４， 不稳定系数 （Ⅱ） 分别为 ３６􀆰 ０４、
３９􀆰 ７， 可初步判断 ２ 个法尼基焦磷酸合酶为稳定的酸性蛋

白。 依据 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 的氨基酸序列预测皱皮木瓜

ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 二级结构， 见图 ２Ａ ～ ２Ｂ。 由此可知，
ＣｓＦＰＳ１ 的 α⁃螺旋在多肽链中共有 ２３６ 个 （占比 ６０􀆰 ０５％ ），
β⁃转角共有 １２ 个 （ ３􀆰 ０５％ ）， 延伸链共有 ３２ 个 （占比

８􀆰 １４％ ）， 无规则卷曲共有 １１３ 个 （占比 ２８􀆰 ７５％ ）； ＣｓＦＰＳ２
的 α⁃螺旋共有 ２２３ 个 （占比 ６５􀆰 ２％ ）， 延伸链共有 ２５ 个

（占比 ７􀆰 ３１％ ）， β⁃转角共有 １０ 个 （占比 ２􀆰 ９２％ ）， 无规则

卷曲共有 ８４ 个 （占比 ２４􀆰 ５６％ ）。 ２ 个基因的二级结构元件
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注： Ａ 为 ＣｓＦＰＳ１ 二级结构， Ｂ 为 ＣｓＦＰＳ２ 二级结构， Ｃ 为 ＣｓＦＰＳ１ 三级结构， Ｄ 为 ＣｓＦＰＳ２ 三级结构。

图 ２　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 蛋白二级、 三级结构

均是 α⁃螺旋结构占主导， 其次是无规则卷曲、 延伸链和 β⁃
转角结构。

利用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 构建 ＣｓＦＰＳ 三维空间模型， 见图

２Ｃ～２Ｄ， 提示 ２ 个蛋白的三维结构较为类似。 经过 ＥｘＰＡｓｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ 程序评测推导得出， ＣｓＦＰＳ１ 蛋白模型

４ｋｋ２􀆰 １． Ａ 得分为 ０􀆰 ７３， 蛋白序列的相似性为 ７８􀆰 ２４％ ；
ＣｓＦＰＳ２ 蛋白模型 ４ｋｋ２􀆰 １． Ａ 得分为 ０􀆰 ８７， 蛋白序列的相似

性为 ８０􀆰 １２％ 。
３􀆰 ２􀆰 ２　 结构功能域与跨膜结构域分析 　 利用 ＮＣＢＩ 的

　 　 　 　 　 　

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ 功能预测 ２ 条 ＣｓＦＰＳ 蛋白质的保守结构

域， 见图 ３Ａ ～ ３Ｂ， 表明蛋白含有底物结合位点、 催化位

点、 天冬氨酸富集区 １、 ２ 等 ７ 个结构域， ２ 个基因的保守

功能域分别在 １００～８９４、 ９７～８９１ 序列区间， 特定匹配都为

聚丙烯合成酶， 属于 Ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ⁃Ｂｉｏｓｙｎ⁃Ｃ１ 超基因家族。 利

用 ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０ 在线工具对皱皮木瓜 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 进行

跨膜结构区域预测， ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 中各序列膜外概率均

接近 １， 无跨膜区， 不属于跨膜蛋白， 见图 ３Ｃ～３Ｄ。

注： Ａ 为 ＣｓＦＰＳ１ 结构功能阈， Ｂ 为 ＣｓＦＰＳ２ 结构功能阈， Ｃ 为 ＣｓＦＰＳ１ 跨膜结构域， Ｄ 为 ＣｓＦＰＳ２ 跨膜结构域。

图 ３　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 的结构功能域和跨膜结构分析

３􀆰 ３　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 的 同 源 氨 基 酸 序 列 比 对 　 采用

ＤＮＡＭＡＮ 软 件 对 ＣｓＦＰＳ 氨 基 酸 序 列 与 苹 果 ＭｄＦＰＳ
（ＲＸＨ８５１０８􀆰 １）、 白梨 ＰｂＦＰＳ （ ＸＰ ＿ ００９３６７２５７􀆰 １）、 扁桃

ＰｄＦＰＳ （ＸＰ＿０３４２２０８０６）、 黄龙胆 ＧｌＦＰＳ （ＢＡＡ８８８４４􀆰 １） 和

日本樱花 ＰｙＦＰＳ （ＰＱＱ２０３３０􀆰 １） 序列进行同源性比对， 见

图 ４。 由此可知， 它们的氨基酸序列同源性为 ７９􀆰 ０６％ ， 都

有 ５ 个保守结构域， 分别在结构域Ⅱ和Ⅴ中含 ２ 个天冬氨

酸富集区， 即保守域中的 ＤＤＸＸＤ （Ｘ 代表任意氨基酸），
这些氨基酸在参与酶与底物结合、 催化中具有重要功能。
３􀆰 ４　 ＣｓＦＰＳ１ 和 ＣｓＦＰＳ２ 的系统进化分析 　 用 Ｍｅｇａ 软件的

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 模式进行皱皮木瓜 ＣｓＦＰＳ 等 １８ 种植物的

ＦＰＳ 蛋白序列比对， 见图 ５。 由此可知， ２ 个皱皮木瓜 ＦＰＳ
蛋白都与其他双子叶植物法尼基焦磷酸合酶蛋白聚为一大

类， 其中皱皮木瓜的 ＣｓＦＰＳ１ 蛋白与苹果的 ＦＰＳ 单独聚成一

支， 支持度 ５８， 且与其他蔷薇科植物相接近； ＣｓＦＰＳ２ 基因

与黄龙胆的 ＦＰＳ 亲缘关系较高， 证实两者与其他植物法尼

基焦磷酸合酶的同源性。
３􀆰 ５　 皱皮木瓜 ＣｓＦＰＳ 基因表达分析　 为了解皱皮木瓜中不

同发育阶段 ２ 条 ＣｓＦＰＳ 基因的表达模式， 以未成熟 （ ６
月）、 成熟 （７ 月）、 过成熟 （８ 月） 的果实 ｃＤＮＡ 为模板，
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图 ４　 皱皮木瓜、 苹果、 日本樱花、 白梨、 黄龙胆、 扁桃法尼基焦磷酸合酶氨基酸序列多源比对

图 ５　 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 氨基酸序列的系统进化树分析

进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验， 测定不同发育阶段 ＣｓＦＰＳ 基因的表达

差异， 见图 ６。 由此可知， ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２ 基因随着发育

进程， 均表现下降趋势， 而在不同阶段样品中前者表达量

更高。 因此， 本研究选择 ＣｓＦＰＳ１ 作为候选基因继续进行原

核表达分析。
３􀆰 ６　 ＣｓＦＰＳ１ 基因的原核表达　 分别用 ＢａｍＨ Ｉ 酶切基因编

码区质粒和载体质粒， 回收， 连接， 构建 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＣｓＦＰＳ１

转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表达感受态中， 菌液 ＰＣＲ 检

验结果为阳性， 比对测序结果表明成功构建 ＣｓＦＰＳ１ 基因的

原核表达载体。 将重组菌株接种于 ＬＢ 液体培养基扩大培

养， 经过 ＩＰＴＧ 诱导后， 收集菌体并裂解， 上清液进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分析。 结果发现， 融合蛋白 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＣｓＦＰＳ１ 的

全菌、 上清液和沉淀均在 ４２ ｋＤａ 处出现目的蛋白条带， 见

图 ７， 其中 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＣｓＦＰＳ１ 的上清液有明显的表达， 表明

０２３

２０２３ 年 １ 月

第 ４５ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． １



图 ６　 皱皮木瓜不同生长期果实中 ２ 条 ＦＰＳ 基因表达

已获得可溶性蛋白。

注： Ｍ 为 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为空载 ｐＥＴ⁃２８ａ， ２ 为未诱导的 ＣｓＦＰＳ
全菌， ３ 为诱导的 ＣｓＦＰＳ 全菌， ４ 为诱导的 ＣｓＦＰＳ 上清液， ５ 为

诱导的 ＣｓＦＰＳ 沉淀。

图 ７　 ＣｓＦＰＳ１ 重组蛋白表达产物的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳图

４　 讨论

三萜皂苷类化合物是皱皮木瓜重要的活性成分， 其合

成包括甲羟戊酸途径、 甲基赤藓糖醇磷酸化途径及下游关

键酶基因合成途径。 其中， 由异戊烯焦磷酸酯和 ＦＰＳ 生成

法尼基焦磷酸是三萜皂苷生物合成的关键步骤， ＦＰＳ 是处

于类异戊二烯代谢通路的首个分枝点， 是萜类化合物生物

合成通路过程中的关键酶， 参与不同萜类化合物重要前体

的产生， 其变化直接影响下游产物的积累， 目前已经从不

同类型生物体［１９⁃２１］中纯化出来。 ＦＰＳｓ 在植物生长发育过程

中呈现广泛保守性和多样性［２２］ ， 研究表明， 在 ４ 个大戟科

的植物中发现了 １０ 种 ＦＰＳ， 它们具有相似的外显子 ／内含子

结构［２３］ 。 本研究首次从皱皮木瓜果实中克隆 ２ 条法尼基焦

磷酸合酶 ＣｓＦＰＳ１、 ＣｓＦＰＳ２， 它们具有与其他植物 ＦＰＳ 一样

的 ５ 个保守结构域和具有 ２ 个天冬氨酸富集区［２４］ ， 同源氨

基酸比对显示， 两者与蔷薇科植物苹果 ＭｄＦＰＳ 和白梨

ＰｂＦＰＳ 的相似性较高， 表明法尼基焦磷酸合酶的同源性。
皱皮木瓜的 ２ 条 ＦＰＳ 基因存在 ６５ 个变异位点， 系统进化分

析表明， ＣｓＦＰＳ１ 蛋白与苹果的 ＦＰＳ 单独聚成一支， ＣｓＦＰＳ２
蛋白与黄龙胆的 ＦＰＳ 亲缘关系更近， 这也说明法尼基焦磷

酸合酶在进化过程中存在突变。
研究表明， 白桦树 ＦＰＳ 的表达能够促进白桦酸、 齐墩

果酸、 白桦素的含量增加［２５］ ； 通过农杆菌介导法将重组子

ｐＣＡＭＢＩＡ２３００⁃３５Ｓ⁃ＴＫＦＰＳ 转化至野生橡胶草叶盘中， 并对

不同生长时期橡胶草转基因植物和野生植株中 ＦＰＳ 基因的

表达进行比较， 结果表明转基因体系的产胶量和基因表达

较野生型明显提高［２６］ 。 同时， ＦＰＳ 已在三七［１３］ 、 浙贝

母［２７］ 、 千里光［２８］ 、 灵芝［２９］等药用植物中进行深入的研究，
这可为 ＣｓＦＰＳ 的进一步研究提供借鉴。

皱皮木瓜是药食同源的常用中药， 关于其种质资

源［３０⁃３３］ 、 栽培种植［３４］ 、 采收加工［３５］ 、 质量评价［３６］ 等方面

已有广泛研究， 但对三萜代谢生物合成途径的挖掘尚未开

展。 本研究从皱皮木瓜果实中克隆了 ２ 条 ＦＰＳ 基因， 并成

功构建了 ｐＥＴ⁃２８ａ⁃ＣｓＦＰＳ１ 原核表达载体， 为皱皮木瓜的

ＣｓＦＰＳ 基因功能验证奠定了基础， 也弥补了蔷薇科皱皮木

瓜 ＦＰＳ 基因研究的空缺。
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ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｆｕｎｃｔ， ２０２０， １１（１）： ６６２⁃６７９．

［ ８ ］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ Ｊ， Ｊｉｎ Ｄ Ｎ， Ｚｈｏｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ｏｆ
Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓ ｓｐｅｃｉｏｓａ ａｇａｉｎｓｔ ｍｉｃｒｏｂｅｓ： ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ＬＣ⁃
ＭＳ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ， ２０２１， ６９
（１６）： ４６８６⁃４６９６．

［ ９ ］ 　 罗祖良， 张凯伦， 马小军， 等． 三萜皂苷的合成生物学研

究进展［Ｊ］ ． 中草药， ２０１６， ４７（１０）： １８０６⁃１８１４．
［１０］ 　 Ｓａｗａｉ Ｓ， Ｓａｉｔｏ Ｋ． Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ

ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉ， ２０１１， ２： ２５．
［１１］ 　 徐圆圆， 陈　 仲， 贾黎明， 等． 植物三萜皂苷生物合成途
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径及调控机制研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国科学 （ 生命科学），
２０２１， ５１（５）： ５２５⁃５５５．

［１２］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ， Ｇｕｏ Ｈ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｔ， ｅｔ ａｌ． ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ｓｑｕａｌｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ａｎｄ
ｓｑｕａｌｅｎｅ ｅｐｏｘｉｄａｓｅ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｐｏｎｉｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｅｌｅｕｔｈｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｅｎｔｉｃｏｓｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｏｒｅｓｔｓ， ２０１９， １０
（１２）： １０５３．

［１３］ 　 Ｙａｎｇ Ｙ， Ｇｅ Ｆ， Ｓｕｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｉｎｇ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ
ｓａｐｏｎｉｎｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｂｙ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｒｎｅｓｙｌ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ
ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ．
Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１７， ２２（４）： ５８１．

［１４］ 　 Ｓｕ Ｓ Ｓ， Ｚｈａｎｇ Ｈ Ｍ， Ｌｉｕ Ｘ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ
Ｍａｔｒｉｃａｒｉａ ｒｅｃｕｔｉｔａ Ｌ． ａｎｄ ｉｔｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅ
［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｔ Ｍｏｌ Ｒｅｓ， ２０１５， １４（１）： ３４９⁃３６１．

［１５］ 　 Ｇｕｏ Ｌ， Ｋｏｎｇ Ｊ Ｑ． ｃＤＮＡ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ Ｏｒｎｉｔｈｏｇａｌｕｍ ｓａｕｎｄｅｒｓｉａｅ
［Ｊ］ ． Ｚ Ｎａｔｕｒｆｏｒｓｃｈ Ｃ Ｊ Ｂｉｏｓｃｉ， ２０１４， ６９（５⁃６）： ２５９⁃２７０．

［１６］ 　 刘梦丽， 余函纹， 单婷玉， 等． 天麻中糖基转移酶基因

ＧｅＧＴ１ 的克隆及原核表达分析 ［ Ｊ］ ． 中草药， ２０２１， ５２
（１４）： ４３２７⁃４３３３．

［１７］ 　 徐　 睿， 单婷玉， 吴君贤， 等． 茅苍术硫解酶 ＡＩＫＡＴ 基因

的克隆及原核表达分析 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２１， ４６
（１９）： ４９５０⁃４９５８．

［１８］ 　 单婷玉， 于大庆， 韩晓静， 等． 山楂鲨烯合酶 ＣｐＳＱＳ１，
ＣｐＳＱＳ２ 的基因克隆及原核表达分析［ Ｊ］ ． 中国中药杂志，
２０２０， ４５（６）： １３３４⁃１３４１．

［１９］ 　 原晓龙， 李云琴， 王　 毅． 牛樟芝 ＡｃＦＰＳ 基因的克隆及最

佳表达培养基筛选［Ｊ］ ． 基因组学与应用生物学， ２０２０， ３９
（１１）： ５２４０⁃５２４６．

［２０］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ Ｔ， Ｓｕｎ Ｔ Ｔ， Ｓｕｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ，
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｒｎｅｓｙｌ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ Ｓａｎｇｈｕａｎｇｐｏｒｕｓ ｂａｕｍｉｉ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０２０， ６２（２）： １３２⁃１４１．

［２１］ 　 Ｚｈａｏ Ｙ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｒｏｍ
Ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｗｉｌｆｏｒｄｉｉ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１５， １０（５）： ｅ０１２５４１５．

［２２］ 　 Ｙｕａｎ Ｋ Ｊ， Ｈｕａｎｇ Ｌ Ｘ， Ａｉ Ｃ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｉｃ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ａ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｇｅｎｅ ｉｎ ａｐｐｌｅｓ （Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ Ｂｏｒｋｈ．） ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ａｇｒｉｃ
Ｃｈｉｎａ， ２０１１， ５（２）： ２０９⁃２１４．

［２３］ 　 Ｇｕｏ Ｄ， Ｌｉ Ｈ Ｌ， Ｐｅｎｇ Ｓ Ｑ． Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ

Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１５， １６ （ ９ ）：
２２４０２⁃２２４１４．

［２４］ 　 Ｓｚｋｏｐｉńｓｋａ Ａ， Ｐłｏｃｈｏｃｋａ Ｄ． Ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ：
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｐｏｌ， ２００５，
５２（１）： ４５⁃５５．

［２５］ 　 Ｙｉｎ Ｊ， Ｌｉ Ｙ， Ｌｉ Ｃ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｏｎｉｎｇ， ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａ ｎｅｗ ＦＰＳ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｂｉｒｃｈ （Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ
ｓｕｋ．） ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［ Ｊ］ ．
Ｉｎｄ Ｃｒｏｐｓ Ｐｒｏｄ， ２０２０， １５４： １１２５９１．

［２６］ 　 曹新文， 王秀珍， 李永梅， 等． 橡胶草法尼基焦磷酸合酶

基因的克隆与功能分析 ［ Ｊ］ ． 中国农业科学， ２０１６， ４９
（６）： １０３４⁃１０４６．

［２７］ 　 吴秋丽， 嵇元烨， 董莉莉， 等． 不同产地浙贝母生物碱含

量及其合成相关基因表达研究［ Ｊ］ ． 广西植物， ２０２０， ４０
（１２）： １７５５⁃１７６３．

［２８］ 　 王丽平， 谌琴琴， 梁 　 瑾， 等． 千里光法尼基焦磷酸合酶

基因的克隆及功能鉴定 ［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２０， ４５
（２３）： ５６７７⁃５６８５．

［２９］ 　 Ｆｅｉ Ｙ， Ｌｉ Ｎ， Ｚｈａｎｇ Ｄ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄｓ ｂｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｆａｒｎｅｓｙｌ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｎｄ ｋｉｎｅｔｉｃ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ｇａｎｏｄｅｒｉｃ ａｃｉｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔ， ２０１９，
１８（１）： １１５．

［３０］ 　 李　 慧， 徐瑞瑞， 刘东超， 等． 皱皮木瓜品种的遗传多样

性和 ＳＳＲ 指纹图谱分析 ［ Ｊ］ ． 分子植物育种， ２０２１， １９
（２２）： ７５１９⁃７５２９．

［３１］ 　 马凯旋， 沈汝波， 丰 　 震， 等． 皱皮木瓜种质药用成分含

量及性状变异研究［ Ｊ］ ． 山东农业大学学报 （自然科学

版）， ２０２０， ５１（４）： ５９３⁃５９７．
［３２］ 　 陈亚楠， 毛运芝， 冉 　 慧， 等． 不同地方品种皱皮木瓜有

机酸检测与差异分析 ［ Ｊ］ ． 果树学报， ２０１９， ３６ （ ９ ）：
１１７１⁃１１８４．

［３３］ 　 马凯旋． 皱皮木瓜种质药用成分对遮荫和套袋技术的响应

及转录组学分析［Ｄ］． 泰安： 山东农业大学， ２０１９．
［３４］ 　 岳华峰， 王玉忠， 张 　 宁， 等． 中国果用木瓜栽培育种技

术研究及其综合开发利用新进展 ［ Ｊ］ ． 世界林业研究，
２０２０， ３３（４）： ８８⁃９３．

［３５］ 　 Ｆａｎｇ Ｑ Ｙ， Ｙｉｎ Ｍ Ｚ， Ｃｈｕ Ｓ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ， ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ， ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓ ｆｒｕｉｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ
［Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｏｇｎ Ｍａｇ， ２０２１， １７（７６）： ６５７⁃６６５．

［３６］ 　 张靖年， 毕晓黎， 李养学， 等． 基于 ＨＰＬＣ 指纹图谱结合

多元统计分析的木瓜鉴别研究 ［ Ｊ］ ． 中药材， ２０２１， ４４
（９）： ２１３７⁃２１４１．
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