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摘要：［目的］鉴定与山鸡椒精油合成关键酶香叶基二磷酸合酶（ＬｃＧＰＰＳ）的互作蛋白，为揭示山鸡椒精油主要成分
单萜物质的合成机理奠定基础。［方法］通过本地 Ｂｌａｓｔ搜索山鸡椒果实转录组数据库，采用 ＲＴＰＣＲ克隆山鸡椒
ＧＰＰＳ基因（编码异质 ＧＰＰＳ小亚基的 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１）和山鸡椒 ＧＧＰＰＳ基因（ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧＧＰＰＳ３）；利用 ｑＲＴ
ＰＣＲ分析其组织特异性表达模式，通过蛋白互作预测和酵母双杂实验验证ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１分别与ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧ
ＰＰＳ３的互作关系。［结果］克隆得到ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３３条基因序列，基因表达模式分析表明，
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１特异性地在花和果实中高水平表达；蛋白结构互作预测结果显示，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１可以分别与 ＬｃＧＧ
ＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３互作形成异质二聚体；经过酵母双杂交实验验证发现，仅 ＬｃＧＧＰＰＳ３能与 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１发生互
作。［结论］ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１通过与ＬｃＧＧＰＰＳ３蛋白发生互作从而在山鸡椒萜类合成途径中发挥作用，为深入研究山
鸡椒萜类合成机制提供参考。
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第６期 曹　佩，等：山鸡椒ＬｃＧＰＰＳ表达模式及其与ＬｃＧＧＰＰＳ蛋白互作分析

　　香叶基焦磷酸合酶（ＧＰＰＳ）是调控萜类化合物
生物合成途径中调控节点行使作用的关键酶，催化

底物Ｃ５前体异戊烯基二磷酸酯（ＩＰＰ）及其异构体二
甲基烯丙基二磷酸酯（ＤＭＡＰＰ）合成单萜前体香叶
基焦磷酸ＧＰＰ，竞争性地将底物流导向单萜合成，为
单萜的合成提供了基本的碳骨架，也为后续各种化

合物的形成提供了基础［１］。ＧＰＰＳ在单萜合成过程
中起着关键作用，参与防御反应、吸引传粉等生理生

化过程，在植物生长发育中不可或缺［２］。

ＧＰＰＳ在自然界中以异质二聚体和同质二聚体
的形式存在，均以催化合成 ＧＰＰ为唯一产物［３］。同

质二聚体ＧＰＰＳ由２个相同亚基，由ＧＰＰＳ基因编码
组成，在自然界中广泛存在［４］，目前已从裸子植物和

被子植物中分离、鉴定出 ＧＰＰＳ基因［５－６］；而异质二

聚体ＧＰＰＳ则由一大一小２个亚基组成，分别由大亚
基ＧＰＰＳ．ＬＳＵ和小亚基 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ编码。ＧＰＰＳ．
ＬＳＵ是一类异戊烯基转移酶类似蛋白（ｐｒｅｎｙｌｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＰＴＳｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ），通常与负责催化合成二萜
化合物前体香叶基香叶基焦磷酸（ＧＧＰＰ）的香叶基
香叶基焦磷酸合酶（ＧＧＰＰＳ）有 ７０％的序列相似
性［７－８］，同时，ＧＧＰＰＳ也可以充当大亚基搭档，与小
亚基形成异质二聚体 ＧＰＰＳ，催化生成 ＧＰＰ，从而调
节代谢底物转向单萜物质的合成［９］。目前，ＧＰＰＳ．
ＬＳＵ的研究主要是观察其单独表达是否有活性，能
否与ＧＰＰＳ．ＳＳＵ互作，以及与 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ共表达后
的催化活性。文献报道仅从少数几种植物中克隆出

ＧＰＰＳ．ＬＳＵ，包括薄荷（ＭｅｎｔｈａｐｉｐｅｒｉｔａＬ．）ＭｐＧＰＰＳ．
ＬＳＵ、啤酒花（ＨｕｍｕｌｕｓｌｕｐｕｌｕｓＬ．）ＨｌＧＰＰＳ．ＬＳＵ、金鱼
草（ＡｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓＬ．）ＡｍＧＰＰＳ．ＬＳＵ和长春花
（Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ（Ｌ．）Ｇ．Ｄｏｎ．）ＣｒＧＰＰＳ．ＬＳＵ
等，其中，ＭｐＧＰＰＳ．ＬＳＵ和 ＨｌＧＰＰＳ．ＬＳＵ单独表达时
均没有活性，ＡｍＧＰＰＳ．ＬＳＵ单独表达时具有 ＧＧＰＰＳ
催化活性，ＣｒＧＰＰＳ．ＬＳＵ单独表达时具有 ＧＰＰＳ和
ＧＧＰＰＳ的双催化活性［６－７，９－１０］。

山鸡椒（Ｌｉｔｓｅａｃｕｂｅｂａ（Ｌｏｕｒ．）Ｐｅｒｓ．）又名山苍
子、木姜子，多年生落叶小乔木，属樟科（Ｌａｕｒａｃｅａｅ）
木姜子属（ＬｉｔｓｅａＬａｍ．），广泛分布于我国长江以南，
资源丰富。山苍子的根、叶和果实中均含有精油，其

中以果实中含量最高，高达 ８５％左右［１１－１２］。精油

中的成分主要是单萜和倍半萜化合物，其主要成分

柠檬醛更是合成紫罗兰酮系列名贵香料的主料［１３］；

然而，目前我国的山鸡椒主要以野生资源为主，精油

产量和品质受环境影响较大［１２］，为培育优良品种，

提高山鸡椒精油产量，改善精油品质，迫切需要探究

山鸡椒体内单萜合成的调控机制。目前，关于山鸡

椒体内萜类合成途径的研究甚少，仅有 ＬｃＤＸＲ、
ＬｃＴＰＳ１、ＬｃＴＰＳ２和 ＬｃＴＰＳ３被克隆验证［１４－１５］，而

ＧＰＰＳ作为单萜合成途径的关键节点，在山鸡椒中尚
无文献报道。因此，本研究以山鸡椒的幼果以及各

组织为试验材料，分析了ＬｃＧＰＰＳｓ与ＬｃＧＧＰＰＳｓ的表
达模式，并克隆了 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧ
ＧＰＰＳ３基因，对蛋白之间的互作进行探索验证，以期
为山鸡椒果实中单萜的形成和调控机制研究提供理

论参考，为提高精油产量和品质的遗传育种奠定

基础。

１　材料与方法
１．１　植物材料

所采用的山鸡椒植株新鲜组织（花、花芽、叶芽、

嫩叶、茎、果实和根等），采自浙江杭州市富阳区中国

林科院亚热带林业研究所黄公望森林公园内，采后

迅速置于液氮中，带回实验室保存在 －８０℃冰箱，留
于后续实验。

１．２　数据来源
由于ＧＰＰＳ．ＬＳＵ已鉴定的物种较少，且与 ＧＧ

ＰＰＳ具有较高的相似性，为了获得更全面的序列，作
者在山鸡椒的果实转录组数据库（ＮＣＢＩ登录号：
ＳＲＡ０８０２８６）中分别利用拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ
（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．）ＧＧＰＰＳ１１（ＮＭ＿１１３８６９）和薄荷 ＭｐＧ
ＰＰＳ．ＬＳＵ（ＡＡＦ０８７９２）核苷酸序列，以１×１０－５为临
界值，搜索相似序列，将得到的候选序列经过寻找编

码框（ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ，ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／），翻译成氨基酸序列后经 ＢＬＡＳＴＰ分析
（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ），保守域
分析验证（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ），共得到１０条目的序列。
１．３　山鸡椒总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ合成

采集山鸡椒的花、花芽、叶芽、嫩叶、茎、果实和

根等组织，总 ＲＮＡ提取采用 ＥＡＳＹｐｉｎＰｌｕｓ植物
ＲＮＡ快速提取试剂盒（北京艾德莱生物科技有限公
司）。利用美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司反转录试剂盒 Ｓｕｐｅｒ
ＳｃｒｉｐｔⅢⅠｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成第一链ｃＤＮＡ，用于后
续ｑＲＴＰＣＲ分析和基因克隆实验。
１．４　ＬｃＧＰＰＳｓ和ＬｃＧＧＰＰＳｓ的表达分析

采用ｑＲＴＰＣＲ分析ＬｃＧＰＰＳｓ和 ＬｃＧＧＰＰＳｓ基因

１５０１
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在正常生长的山鸡椒不同组织间和果实发育过程中

的表达模式。在４条序列的保守区域至非保守区域
设计引物，测序验证，以微管蛋白α基因（ＴＵＡ）为内
参基因，检测山鸡椒不同部位这１０个基因的表达水
平，具体操作步骤按ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａ
Ｒａ，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）说明书进行。以灭菌双蒸水为模

板作为空白对照，在 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＰｒｉｓｍ７３００
仪器（ＡＢＩ，美国）上进行，目的基因相对表达水平利
用２－△△Ｃｔ方法计算，所有反应均为２次生物学重复，
４次技术性重复。ｑＲＴＰＣＲ程序如下：９５℃ ３０ｓ１
个循环，９５℃ ５ｓ、６０℃ ３１ｓ，３５个循环。用于这１０
条基因的ｑＲＴＰＣＲ引物见表１。

表１　用于表达模式分析的１０条基因的ｑＲＴＰＣＲ引物及登录号
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｑＲＴＰＣＲｏｆｔｅｎｇｅｎｅｓａｎｄｔｈｅｉｒａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓ
ｉｎＧｅｎＢａｎｋ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓ
序列（５′－３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）
扩增长度

ＡｍｐｌｉｃｏｎｓＬｅｎｇｔｈ／ｂｐ

ＫＸ８４３６８６ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１Ｆ ＴＴＧＧＴＡＧＡＧＧＣＡＣＡＧＴＡＣＡＴＧＡＡＧ ２２８
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１Ｒ ＣＧＣＣＴＴＣＴＣＴＧＣＣＡＡＣＡＣＣＡＴＣＣＡＡＣ

ＫＸ８４３６８７ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ２ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ２Ｆ ＧＴＡＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＴＡＴＣＡＴＣＣＡＣ １０３
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ２Ｒ ＧＣＡＴＣＴＴＧＧＧＣＧＧＴＧＧＡＴＣＧＧＡ

ＫＸ８４３６８８ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ３ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ３Ｆ ＡＴＧＴＣＣＡＴＡＣＣＣＧＡＡＴＣＡＧＴＴＧＣＴＧ １１８
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ３Ｒ ＧＡＡＧＡＡＧＧＣＴＴＧＣＡＡＣＡＴＧＡＡＴＣ

ＫＸ８４３６９１ ＬｃＧＧＰＰＳ１ ＬｃＧＧＰＰＳ１Ｆ ＡＧＡＴＣＣＡＣＧＡＧＧＣＧＡＴＧＣＧＣＴＡＣＴＣ ２４７
ＬｃＧＧＰＰＳ１Ｒ ＧＣＧＡＧＧＡＣＧＧＣＧＡＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＧ

ＫＸ８４３６９２ ＬｃＧＧＰＰＳ２ ＬｃＧＧＰＰＳ２Ｆ ＡＴＣＴＴＣＧＧＡＴＡＣＧＴＣＡＣＣＴＴＣＴＣ １０９
ＬｃＧＧＰＰＳ２Ｒ ＴＧＣＧＡＧＧＴＧＴＡＴＡＧＧＧＣＴＧＣＴＧＴ

ＫＸ８４３６９３ ＬｃＧＧＰＰＳ３ ＬｃＧＧＰＰＳ３Ｆ ＧＣＣＣＡＴＧＣＧＣＴＡＣＴＣＣＣＴＣＴＴＣＧ ２２９
ＬｃＧＧＰＰＳ３Ｒ ＧＧＣＧＧＣＧＧＴＣＴＣＧＣＣＧＡＡＧＧＣＣＴＴ

ＫＸ８４３６９４ ＬｃＧＧＰＰＳ４ ＬｃＧＧＰＰＳ４Ｆ ＧＴＣＣＴＧＴＴＧＧＡＡＧＧＡＧＣＡＧＴＴＧＴＧＡ １７７
ＬｃＧＧＰＰＳ４Ｒ ＡＧＡＧＧＣＧＣＴＧＣＣＴＴＡＴＴＧＧＧＡＴＣ

ＫＸ８４３６９５ ＬｃＧＧＰＰＳ５ ＬｃＧＧＰＰＳ５Ｆ ＴＴＧＧＴＧＡＧＧＡＴＡＴＴＧＣＣＧＴＣＣＴＣＧ １３２
ＬｃＧＧＰＰＳ５Ｒ ＣＡＡＣＣＧＣＣＴＴＧＧＡＣＡＧＣＡＣＣＧ

ＫＸ８４３６９６ ＬｃＧＧＰＰＳ６ ＬｃＧＧＰＰＳ６Ｆ ＴＣＴＡＡＣＴＴＧＴＣＡＡＧＴＧＧＡＴＣＧＡＡＡＴＣ ３０４
ＬｃＧＧＰＰＳ６Ｒ ＧＡＡＣＡＧＣＴＣＴＧＴＣＴＡＧＡＧＣＣＴＧＡＴ

ＫＸ８４３６９７ ＬｃＧＧＰＰＳ７ ＬｃＧＧＰＰＳ７Ｆ ＴＴＣＴＧＴＴＣＴＧＧＴＴＴＣＣＣＴＧＴＴＧＣＣ １５３
ＬｃＧＧＰＰＳ７Ｒ ＧＧＴＴＣＣＴＣＡＡＣＣＧＣＡＧＡＧＣＴＴＣ

１．５　ＬｃＧＰＰＳ和ＬｃＧＧＰＰＳｓ基因的克隆
根据ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧＧＰＰＳ３的

序列信息，分别在其开放阅读框上、下游设计特异性

引物，采用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｍｉｘ
（ＴａｋａＲａ）扩增 ｃＤＮＡ序列。将获得的 ＰＣＲ产物连
接于ｐＣｌｏｎｅ００７载体上，并送到测序公司（北京擎科
新业生物技术有限公司，杭州）进行测序。用于扩增

这３条基因的引物见表２。
１．６　ＬｃＧＰＰＳ和 ＬｃＧＧＰＰＳｓ的序列分析、进化分析
以及结构预测

　　利用ＥｘＰａＳｙＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）在线计算蛋白质的分子质量和理论等电
点等基本信息，运用 ＩＴＡＳＳＥＲｖ４．３对 ＬｃＧＰＰＳ和
ＬｃＧＧＰＰＳｓ的高级结构进行预测与分析［１６］，多序列

比对使用Ｃｌｕｓｔａｌｘ、ＤＮＡＭＡＮ、Ｂｉｏｅｄｉｔ等软件；采用邻
接算法（ＮＪ），使用 ＭＥＧＡ４．０软件构建进化树，

ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检测设置重复为１０００次。
１．７　诱饵质粒与捕获质粒的构建

根据ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧＧＰＰＳ３序
列分别设计上、下游带质粒酶切位点引物（表 ２）
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ酶用于 ＰＣＲ扩增，
ＰＣＲ反应程序：９８℃预变性 ２ｍｉｎ；９８℃变性 １０ｓ，
５５℃退火１５ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３３个循环；７２℃延伸５
ｍｉｎ；４℃保存。产物用１％的琼脂糖凝胶电泳检测，
切胶回收目的片段。同时分别用 ＥｃｏＲＩ／ＰｓｔＩ双酶
切ｐＧＢＫＴ７载体，ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ、ＮｃｏＩ／ＢａｍＨＩ双酶
切ｐＧＡＤＴ７载体，３７℃孵育２ｈ，酶切结束后１％的琼
脂糖凝胶电泳，切胶回收，利用无缝克隆，连接酶切

后的载体和目的片段，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，分别经
卡那霉素抗性和氨苄霉素抗性筛选，挑选阳性转

化子，提取质粒，ＰＣＲ酶切验证后，由公司测序
验证。
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表２　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３的登录号和引物
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１ａｎｄＬｃＧＧＰＰＳ３

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓ
ｉｎＧｅｎＢａｎｋ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅｓ
序列（５′－３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

ＫＸ８４３６８６ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１ ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１Ｆ ＧＣＴＧＣＣＡＴＣＣＴＡＡＡＣＣＡＴＴＴＣＡ
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１Ｒ ＣＴＧＴＡＣＡＣＡＧＣＧＡＧＴＧＧＴＡＴＣ
ＥｃｏＲＩＳＳＵ１Ｆ ＣＡＴＡＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＧＴＧＧＣＴＧＣＣＡＴＣＣＴＡＡＡＣＣＡＴＴ
ＰｓｔＩＳＳＵ１Ｒ ＴＧＣＴＡＧＴＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＧＴＡＣＡＣＡＧＣＧＡＧＴＧＧＴＡＴＣ

ＫＸ８４３６９１ ＬｃＧＧＰＰＳ１ ＬｃＧＧＰＰＳ１Ｆ ＧＣＴＴＣＴＴＴＣＧＣＴＴＴＧＡＴＴＣＣＴ
ＬｃＧＧＰＰＳ１Ｒ ＧＴＴＣＴＧＴＣＴＧＴＡＡＧＣＡＡＴＧＴ
ＥｃｏＲＩＧＰＳ１Ｆ ＡＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡＧＧＣＣＡＧＴＧＴＧＧＣＴＴＣＴＴＴＣＧＣＴＴＴＧＡＴＴＣＣ
ＢａｍＨＩＧＰＳ１Ｒ ＴＧＣＡＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＧＡＴＧＧＡＴＣＧＴＴＣＴＧＴＣＴＧＴＡＡＧＣＡＡＴＧＴ

ＫＸ８４３６９３ ＬｃＧＧＰＰＳ３ ＬｃＧＧＰＰＳ３Ｆ ＡＧＴＴＣＴＴＣＡＧＴＧＣＡＴＣＴＡＧＣＴＴ
ＬｃＧＧＰＰＳ３Ｒ ＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＣＡＡＧＣＡＡＴＧ
ＮｃｏＩＧＰＳ３Ｆ ＣＣＡＧＡＴＴＡＣＧＣＴＣＡＴＡＴＧＧＣＣＡＴＧＡＧＴＴＣＴＴＣＡＧＴＧＣＡＴＣＴＡＧＣＴＴ
ＢａｍＨＩＧＰＳ３Ｒ ＴＧＣＡＧＣＴＣＧＡＧＣＴＣＧＡＴＧＧＡＴＣＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＣＡＡＧＣＡＡＴＧＡＡＡＴＣ

１．８　诱饵质粒的毒性和自活性验证以及捕获质粒
的假阳性检测

将构建好的ｐＧＢＫＴ７ＳＵ１转化到酵母 Ｙ２ＨＧｏｌｄ
菌株中，同时在 ＳＤ／Ｔｒｐ、ＳＤ／Ｔｒｐ／Ｘ、ＳＤ／Ｔｒｐ／Ｘ／Ａ
固体培养基上培养３ ５ｄ后观察，比较菌落生长情
况，确定蛋白是否有自激活作用和菌体毒性。ｐＧ
ＢＫＴ７原型质粒分别与 ｐＧＡＤＴ７Ｌ１和 ｐＧＡＤＴ７Ｌ３
共转化 Ｙ２ＨＧｏｌｄ，涂布于 ＤＤＯ／Ｘ、ＤＤＯ／Ｘ／Ａ、ＱＤＯ／
Ｘ／Ａ固体培养基上，培养３ ５ｄ后观察，比较菌落
生长情况，进行假阳性验证。

１．９　酵母共转化及阳性克隆的鉴定
以共转化 ｐＧＢＫＴ７５３质粒和 ｐＧＡＤＴ７Ｔ到

Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株作阳性对照实验，共转化 ｐＧＢＫＴ７
Ｌａｍ质粒和ｐＧＡＤＴ７Ｔ到Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株中做阴性对
照实验，将 ｐＧＡＤＴ７Ｌ１质粒、ｐＧＡＤＴ７Ｌ３质粒分别
和ｐＧＢＫＴ７ＳＵｌ质粒共转化到 Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株中，分
别在ＤＤＯ／Ｘ、ＤＤＯ／Ｘ／Ａ、ＱＤＯ／Ｘ／Ａ固体培养基上
培养，观察菌落的生长情况。

２　结果与分析

２．１　ＬｃＧＰＰＳｓ和ＬｃＧＧＰＰＳｓ家族基因成员的克隆
与表达模式分析

　　在山鸡椒的果实转录组数据库中，共搜索得到１０
条目标序列，其中，３条ＬｃＧＰＰＳＳＳＵ序列，分别命名
为 ＬｃＧＰＰＳＳＳＵ１、ＬｃＧＰＰＳＳＳＵ２和 ＬｃＧＰＰＳＳＳＵ３；７
条ＬｃＧＰＰＳＬＳＵ序列，由于其与ＬｃＧＰＰＳＳＳＵ蛋白的互
作关系未知，暂且命名为 ＬｃＧＧＰＰＳ１７。萜类物质是
植物重要的次生代谢物，尤其是单萜物质更是植物与

环境交流的媒介，为了探寻ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ及其可能的

搭档在山鸡椒体内的作用，利用荧光定量 ＰＣＲ，对
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓ与 ＬｃＧＧＰＰＳｓ在山鸡椒果实发育过程
和不同组织中的表达模式进行了探究，结果见图１、
２。来自 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓ家族的３个基因展现了２种
表达模式，其中，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ２和 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ３具
有相似的表达模式，在山鸡椒果实的发育过程中，不

仅在前中期呈现了一个表达高峰，而且在果实发育

后期表达量又有提升，而且两基因在不同组织中也

表现出相似的特征，都在幼果中具有较高的表达，其

次是花和花蕾，然后是叶芽和根，在茎中的表达量最

少，不同的是 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ２整体表达量较高，ＬｃＧ
ＰＰＳ．ＳＳＵ３在花中的特异性更加明显。ＬｃＧＰＰＳ．
ＳＳＵ１拥有不同的表达模式，特异性地在花、花蕾和
果实中表达，而且在果实发育前中期呈现了一个显

著的表达高峰，其最高表达量达到 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ２的
５倍，达到ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ３最高表达量的４０倍；所以，
在ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓ基因家族中，作者挑选表达量最高
且特异性表达的ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１作为研究对象。

来自ＬｃＧＧＰＰＳｓ家族的７条基因表达模式各不
相同，在山鸡椒果实发育过程中，ＬｃＧＧＰＰＳ２、ＬｃＧＧ
ＰＰＳ４和ＬｃＧＧＰＰＳ５在前中期出现了表达高峰，ＬｃＧ
ＧＰＰＳ３和ＬｃＧＧＰＰＳ７的表达高峰则出现在果实发育
后期，而ＬｃＧＧＰＰＳ１在前中期和后期都出现了表达
高峰，ＬｃＧＧＰＰＳ６在过程中无明显规律。在不同组织
中的表达显示，ＬｃＧＧＰＰＳ３７虽然表达量各不相同，
但在花和花蕾中的表达量都显著高于其它组织，

ＬｃＧＧＰＰＳ１除了在茎中表达量较低外，在其它组织中
的表达量相差不大，ＬｃＧＧＰＰＳ２则显示了在果实、根、
花和花蕾中的特异性，说明在 ＬｃＧＧＰＰＳｓ家族中，
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ＬｃＧＧＰＰＳ１参与较多组织中萜类物质的生成，ＬｃＧＧ
ＰＰＳ２主要在果实、根与花中发挥作用，而 ＬｃＧＧ
ＰＰＳ３７主要在花发育过程中参与萜类物质的合成，

在其它部位作用较少。作者挑选分别代表２种表达
模式的 ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧＧＰＰＳ３，探究可能与 ＬｃＧ
ＰＰＳ．ＳＳＵ１的大亚基搭档。

ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１的表达量位于左边主坐标轴上，其余９条基因的表达量位于次坐标轴上。

ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１ｗａｓｅｘｈｉｂｉｔｅｄｉｎｐｒｉｍｅｒａｘｉｓ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｔｇｅｎｅｓｗｅｒｅｅｘｈｉｂｉｔｅｄｉｎｓｅｃｏｎｄａｘｉｓ．

图１　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓ和ＬｃＧＧＰＰＳｓ在山鸡椒果实发育过程中的表达模式

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓａｎｄＬｃＧＧＰＰＳｓｉｎｆｒｕｉｔｓｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

图中共包含９条基因，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１由于表达量过高，未在图中

显示；ＦＢ：花芽；ＬＧ：叶芽；Ｆ：花；Ｓ：茎；Ｒ：根；ＦＬ：幼果。

ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１ｗａｓａｂｓｅｎｔｂｅｃａｕｓｅｏｆｅｘｔｒｅｍｅｌｙｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖ

ｅｌ．Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｔｅｓｔｅｄｉｎｃｌｕｄｅｓｆｌｏｗｅｒｂｕｄ（ＦＢ），ｌｅａｆｂｕｄ（ＬＢ），

ｆｌｏｗｅｒ（Ｆ），ｓｔｅａｍ（Ｓ），ｒｏｏｔ（Ｒ）ａｎｄｆｒｕｉｔｌｅｔ（ＦＬ）．

图２　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓ和ＬｃＧＧＰＰＳｓ在山鸡椒不同组织中的

表达模式

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵｓａｎｄＬｃＧＧＰＰＳｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｉｎＬ．ｃｕｂｅｂａ

２．２　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧＧＰＰＳ３的
克隆

　　利用ＰＣＲ对ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧ
ＰＰＳ３进行扩增，ＰＣＲ产物经过１％ 的琼脂糖电泳之

后，分别检测到３条不同大小的条带（图３），序列测
序结果与转录组电子序列一致。在 ＮＣＢＩ中
ＢＬＡＳＴＰ结果显示，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１与来自芍药（Ｐａｅｏ
ｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａ，ＡＫＪ２６３０３）的 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ具有 ５０％的
相似性，ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３分别与来自欧洲榛
（Ｃｏｒｙｌｕｓａｖｅｌｌａｎａ，ＡＢＷ０６９６０．１）和葡萄（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆ
ｅｒａ，ＸＰ＿００２２７３７８９．１）的ＧＧＰＰＳ展现７３％与６０％的
相似性。分别将以上３条基因提交至ＮＣＢＩ数据库。
登录号与所用引物见表２。

图３　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３家族

基因ＯＲＦ扩增产物

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＯＲＦｏｆ

ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧＧＰＰＳ１ａｎｄＬｃＧＧＰＰＳ３

４５０１



第６期 曹　佩，等：山鸡椒ＬｃＧＰＰＳ表达模式及其与ＬｃＧＧＰＰＳ蛋白互作分析

２．３　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１分别与 ＬｃＧＧＰＰＳ１和 ＬｃＧＧ
ＰＰＳ３的互作探究
　　在单萜的合成过程中，异质二聚体 ＧＰＰＳ起着
显著的作用，在金鱼草和啤酒花里，ＧＰＰＳ．ＳＳＵ的表
达量与单萜的释放紧密相关［６，１０］，异质二聚体结构

里的大亚基通常由特定的 ＬＳＵ或者一些 ＧＧＰＰＳ蛋
白来扮演，但并不是所有的 ＧＧＰＰＳ都能充当大亚
基［７］。目前，ＬＳＵ与ＧＧＰＰＳ的界定只能通过催化活
性的有无及能否与 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ互作来鉴别，通过氨
基酸序列以及三维结构上关键位点来判别，目前只

在少数物种中实现，尚未在大多数物种中得到验证。

作者利用三维结构预测和酵母双杂互作验证对山鸡

椒ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３能否与ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１互
作进行了探索。

２．３．１　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１和 ＬｃＧＧＰＰＳｓ蛋白结构及互
作预测　以薄荷异质 ＧＰＰＳ晶体结构（ＰＤＢｅｎｔｒｙ：
３ＫＲＯ）为参照，作者利用 ＩＴＡＳＳＥＲｖ４．３对 ＬｃＧ
ＰＰＳ．ＳＳＵ１分别与ＬｃＧＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３的晶体互
作结构进行了互作预测。ＬｃＧＧＰＰＳ１／３与 ＬｃＧＰＰＳ．
ＳＳＵ１的三维模型主要由α螺旋组成，以无规则卷曲
和转角等连接，ＬｃＧＧＰＰＳ１／３与 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１能分
别覆盖到薄荷异质二聚体大小亚基的三维结构上，

也就是说晶体结构预测 ＬｃＧＧＰＰＳ１与 ＬｃＧＧＰＰＳ３都
能与ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１互作，构成异质二聚体 ＧＰＰＳ，由
于ＬｃＧＧＰＰＳ１与 ＬｃＧＧＰＰＳ３的结构相似，图 ４中以
ＬｃＧＧＰＰＳ１与ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１的互作结构为例。
２．３．２　酵母双杂验证ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１的互作蛋白
２．３．２．１　诱饵质粒的毒性和自活性验证以及捕获
质粒的假阳性检测　Ｙ２ＨＧｏｌｄｐＧＢＫＴ７ＳＵ１在ＳＤ／

图４　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１（红色）与ＬｃＧＧＰＰＳ１

（橙色）的二聚体结构

Ｆｉｇ．４　ＤｉｍｅｒｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１（ｒｅｄ）

ａｎｄＬｃＧＧＰＰＳ１（ｏｒａｎｇｅ）

Ｔｒｐ、ＳＤ／Ｔｒｐ／Ｘ、ＳＤ／Ｔｒｐ／Ｘ／Ａ固体培养基上的观察
结果（图５）显示：该菌株没有自激活，没有毒性，说
明 ｐＧＢＫＴ７ＳＵ１可以作为诱饵蛋白用于互作验证。
ｐＧＢＫＴ７原型质粒与 ｐＧＡＤＴ７Ｌ１共转化 Ｙ２ＨＧｏｌｄ，
在ＤＤＯ／Ｘ、ＤＤＯ／Ｘ／Ａ、ＱＤＯ／Ｘ／Ａ上的培养结果显
示：ｐＧＡＤＴ７Ｌ１质粒没有发生自激活，没有产生假阳
性。ｐＧＢＫＴ７原型质粒与ｐＧＡＤＴ７Ｌ３的共转化培养
结果显示：ｐＧＡＤＴ７Ｌ３也没有发生自激活和假阳性。
２．３．２．２　 ｐＧＢＫＴ７ＳＵ１分别与 ｐＧＡＤＴ７Ｌ１和
ｐＧＡＤＴ７Ｌ３的酵母双杂结果　以共转化ｐＧＢＫＴ７５３
质粒和 ｐＧＡＤＴ７Ｔ到 Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌株作阳性对照，共
转化ｐＧＢＫＴ７Ｌａｍ质粒和ｐＧＡＤＴ７Ｔ到Ｙ２ＨＧｏｌｄ菌
株中做阴性对照，将 ｐＧＢＫＴ７ＳＵ１和 ｐＧＡＤＴ７Ｌ１共
转化Ｙ２ＨＧｏｌｄ。培养结果（图６）显示：在ＤＤＯ／Ｘ平
板上出现明显蓝色菌落，说明编码 ａ半乳糖苷酶的
ＭＥＬ１报告基因已被激活，其分泌的ａ半乳糖苷酶能
与培养基中的Ｘａｇａｌ相互作用而使菌落呈现明显

Ａ：Ｙ２ＨＧｏｌｄｐＧＢＫＴ７ＳＵ１菌株自激活及毒性检测；Ｂ：ｐＧＡＤＴ７Ｌ１质粒假阳性验证；

Ｃ：ｐＧＡＤＴ７Ｌ３质粒假阳性验证。

Ａ：ＴｅｓｔｉｎｇＢａｉｔＹ２ＨＧｏｌｄｐＧＢＫＴ７ＳＵ１ｆｏｒａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙ；Ｂ：ＥｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆｐＧＡＤＴ７Ｌ１；

Ｃ：ＥｌｉｍｉｎａｔｉｎｇｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆｐＧＡＤＴ７Ｌ３．

图５　诱饵质粒自激活验证及捕获质粒假阳性验证

Ｆｉｇ．５　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＹ２ＨＧｏｌｄｐＧＢＫＴ７ＳＵ１ｆｏｒａｕｔｏａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｐＧＡＤＴ７Ｌ１ａｎｄｐＧＡＤＴ７Ｌ３
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图６　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１分别和ＬｃＧＧＰＰＳ１与ＬｃＧＧＰＰＳ３

的蛋白互作验证以及阴性和阳性对照

Ｆｉｇ．６　ＶｅｒｉｆｙｉｎｇｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎＬｃＧＰＰＳ．

ＳＳＵ１ａｎｄＬｃＧＧＰＰＳ１／３ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

的蓝色，但是在 ＤＤＯ／Ｘ／Ａ和 ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板上并
没有长出菌落，说明二者表达的蛋白之间没有互作，

转化菌株没有获得 ＡｂＡ抗性。ｐＧＢＫＴ７ＳＵ１与
ｐＧＡＤＴ７Ｌ３共转化Ｙ２ＨＧｏｌｄ，培养结果（图６）显示：
在３种平板上都长有菌落，但与阳性克隆在相同平
板上的表现相比，长出的菌落较少且着色较浅，说明

ｐＧＢＫＴ７ＳＵ１与ｐＧＡＤＴ７Ｌ３质粒表达的蛋白虽然存
在互作，但作用强度较弱。

２．４　ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１与 ＬｃＧＧＰＰＳｓ的系统进化
分析

　　编码ＧＰＰＳ和ＧＧＰＰＳ关键酶的基因已经从数十
种植物中分离出来，利用邻接法（ＮＪ），对山鸡椒
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１和 ＬｃＧＧＰＰＳｓ及一些植物 ＧＰＰＳ／ＧＧ
ＰＰＳ蛋白进行系统进化分析。图７表明：４３条蛋白
序列清楚地分成３类（图中所包含的序列及登录号
见表３），其中：ＳＳＵＩＩ与 ＧＧＰＰＳ聚成一大类，说明
ＳＳＵＩＩ与 ＧＧＰＰＳ的相似性更高；ＳＳＵＩ单独聚成一小
类，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１聚类到 ＳＳＵＩ里，同在这一类的多
来自芳香植物，其中包含来自丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉ
ｚａＢｇｅ．）的ＳｍＧＰＰＳ．ＳＳＵＩ，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１的表达模
式也与ＳＳＵＩ的特征相同，主要表达在单萜的储藏与

释放器官［６，９］。在 ＳＳＵＩＩ分类中，包含拟南芥的 Ａｔ
ＳＳＵ（即ＡｔＧＧＰＰＳ１２）和来自丹参的 ＳｍＧＰＰＳ．ＳＳＵＩＩ１
和ＳｍＧＰＰＳ．ＳＳＵＩＩ２，说明一个物种中可能同时含有
两类 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ，其分类可能与功能的分化有关，而
不是之前报道的根据物种分类。在 ＧＧＰＰＳ这一类
中，可以看到主要包括两大类，分别由来自被子植物

和裸子植物的 ＧＧＰＰＳ蛋白组成，其中，裸子植物分
类中含有２条来自被子植物的蛋白序列，分别是丹
参和麻风树（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．）；在被子植物分类
中，又分出若干小的类别，而已克隆并鉴定活性的４
条ＬＳＵ序列聚成一个小类，说明 ＬＳＵ起源于 ＧＧ
ＰＰＳ，并且已经进化出了特定的功能，与其它的 ＧＧ
ＰＰＳ亲缘关系较远，ＬｃＧＧＰＰＳ３不仅没有聚到ＬＳＵ分
类中，还与ＳｍＧＧＰＰＳ３一起聚类到裸子植物与被子
植物的ＧＧＰＰＳ之外，说明其与大多数的 ＧＧＰＰＳ蛋

图７　山鸡椒与其它物种ＧＰＰＳ／ＧＧＰＰＳ系统进化分析

Ｆｉｇ．７　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＬ．ｃｕｂｅｂａａｎｄｏｔｈｅｒ

ｐｌａｎｔｓＧＰＰＳ／ＧＧＰＰＳｆａｍｉｌｉｅｓ
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表３　进化树中所有序列物种来源及登录号
Ｔａｂｌｅ３　ｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｃｌｕｄｅｄｉｎｔｈｅｔｒｅｅａｎｄｔｈｅｉｒａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｉｎＮＣＢＩ

序号

Ｎｏ．

缩写

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
ｉｎｔｈｅｔｒｅｅ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

序号

Ｎｏ．

缩写

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
ｉｎｔｈｅｔｒｅｅ

物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

１ ＥｕＧＧＰＰＳ Ｅｌａｅａｇｎｕｓｕｍｂｅｌｌａｔａ ＡＣＯ５９９０５ ２１ ＬｉＳＳＵ Ｌａｖａｎｄｕｌａｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ ＡＧＨ３３８９１．１
２ ＴｋＧＧＰＰＳ Ｔａｒａｘａｃｕｍｋｏｋｓａｇｈｙｚ ＡＬＪ３０１４６．１ ２２ ＡｔＳＳＵ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ ＡＡＧ４００１３．１
３ ＰｂＧＧＰＰＳ Ｐｌｅｃｔｒａｎｔｈｕｓｂａｒｂａｔｕｓ ＡＬＥ１９９５９．１ ２３ ＧｍＳＳＵ Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ ＮＰ＿００１２３８６１３．１
４ ＰｍＧＧＰＰＳ Ｐｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａ ＡＧＵ４３７６１．１ ２４ ＭｓＳＳＵ Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ ＡＥＬ２９５７３．１
５ ＪｃＧＧＰＰＳ Ｊａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ ＮＰ＿００１２９５７１５．１ ２５ ＶｖＳＳＵ Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ ＸＰ＿００２２７８０２３
６ ＣａＧＧＰＰＳ Ｃｏｒｙｌｕｓａｖｅｌｌａｎａ ＡＢＷ０６９６０．１ ２６ ＯｓＳＳＵ Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ ＥＡＹ８７００７．１
７ ＴｃＧＧＰＰＳ Ｔａｘｕｓｃａｎａｄｅｎｓｉｓ ＡＡＤ１６０１８．１ ２７ ＨｂＳＳＵ Ｈｅｖｅａｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ ＢＡＦ９８３００
８ ＭｔＧＧＰＰＳ Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ ＸＰ＿００３６２９４８８．１ ２８ ＡｇＧＰＰＳ２ Ａｂｉｅｓｇｒａｎｄｉｓ ＡＡＮ０１１３４．１
９ ＭｓＧＧＰＰＳ Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ ＡＤＧ０１８４１ ２９ ＡｇＧＰＰＳ１ Ａｂｉｅｓｇｒａｎｄｉｓ ＡＡＮ０１１３３．１
１０ ＧｂＧＧＰＰＳ Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ ＡＡＱ７２７８６．１ ３０ ＡｇＧＰＰＳ３ Ａｂｉｅｓｇｒａｎｄｉｓ ＡＡＮ０１１３５．１
１１ ＮａＧＧＰＰＳ Ｎｉｃｏｔｉａｎａａｔｔｅｎｕａｔａ ＡＢＱ５３９３５．１ ３１ ＳｍＧＰＰＳ．ＳＳＵＩ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＪＮ８３１１０８
１２ ＣｒＧＰＰＳ．ＬＳＵ Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ ＡＧＬ９１６４５．１ ３２ ＳｍＧＰＰＳ．ＳＳＵＩＩ．１ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＪＮ８３１１０９
１３ ＭｐＧＰＰＳ．ＬＳＵ Ｍｅｎｔｈａｐｉｐｅｒｉｔａ ＡＡＦ０８７９３．１ ３３ ＳｍＧＰＰＳ．ＳＳＵＩＩ．２ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＪＮ８３１１１０
１４ ＡｍＧＰＰＳ．ＬＳＵ Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ ＡＡＳ８２８６０．１ ３４ ＳｍＧＧＰＰＳ１ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＦＪ６４３６１７
１５ ＳｍＧＰＰＳ．ＬＳＵ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＡＥＺ５５６８１．１ ３５ ＳｍＧＧＰＰＳ２ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＪＮ８３１１１２
１６ ＭｐＳＳＵ Ｍｅｎｔｈａｘｐｉｐｅｒｉｔａ ＡＡＦ０８７９２．１ ３６ ＳｍＧＧＰＰＳ３ Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ＪＮ８３１１１３
１７ ＨｌＳＳＵ Ｈｕｍｕｌｕｓｌｕｐｕｌｕｓ ＡＣＱ９０６８１．１ ３７ ＡｔＧＧＰＰＳ２ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ ＮＭ＿１２７９４３．２
１８ ＬｃＳＳＵ Ｌｅｕｃｏｓｃｅｐｔｒｕｍｃａｎｕｍ ＡＬＴ０７９５６．１ ３８ ＡｔＧＧＰＰＳ１１ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ ＮＭ＿１１３８６９．１
１９ ＣｂＳＳＵ Ｃｌａｒｋｉａｂｒｅｗｅｒｉ ＡＡＳ８２８７０．１ ３９ ＣｓＧＧＰＰＳ Ｃｒｏｔｏｎｓｕｂｌｙｒａｔｕｓ ＢＡＡ８６２８４．１
２０ ＡｍＳＳＵ Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ ＡＡＳ８２８５９．１ ４０ ＡｇＧＧＰＰＳ Ａｂｉｅｓｇｒａｎｄｉｓ ＡＡＬ１７６１４．２

白亲缘关系较远，其起源可能要早于裸子植物与被

子植物的分化。

３　讨论
根据文献报道，Ｃｈａｎｇ等［７］为验证异质ＭｐＧＰＰＳ

的催化活性，在底物结合与催化区域挑选３个氨基
酸残基，构建了［ＬＳＵ（Ｄ８３Ａ／Ｄ８４Ａ／Ｄ８９Ａ）·ＳＳＵ］２
突变体，发现突变体完全没有活性，证实异质 ＧＰＰＳ
的催化活性是由ＭｐＬＳＵ大亚基行使；而通过晶体结
构解析发现，ＭｐＳＳＵ通过Ｒｌｏｏｐ限制住ＭｐＬＳＵ的移
动，并通过催化活性腔构象的改变影响底物的结合

以及产物的变化，从而改变催化的特异性，说明异质

二聚体ＧＰＰＳ中，ＬＳＵ负责催化，ＳＳＵ负责调节。在
金鱼草和薄荷中，其单萜释放量与 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ组织
时空表达水平呈相关，与ＧＰＰＳ．ＬＳＵ表达无相关性，
说明 ＳＳＵ在单萜的合成过程中可能起关键的作
用［７，１０］，Ｏｒｌｏｖａ等［１７］将本身不具有催化活性的金鱼

草ＡｍＳＳＵ在烟草中超表达，结果也获得了单萜释放
量增加，提示外源ＡｍＳＳＵ可以与系统进化上较远的
烟草ＧＧＰＰＳ互作，并改变了其催化特异性，调节底
物转向单萜合成方向。此外，早期研究发现，茉莉酸

甲酯处理能够通过刺激转录因子进而调控萜类积累

相关的酶基因的表达［１８］。Ａｖａｎｉｓｈ等［９］用茉莉酸甲

酯处理长春花的叶子，结果发现显著诱导了 ＣｒＧＧ

ＰＰＳ．ＳＳＵ的表达，说明 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ能够通过转录因
子响应外界刺激，找到能与之互作的 ＧＧＰＰＳ并改变
其催化活性从而改变代谢底物转向单萜合成，生成

与防御、化感以及繁殖相关的单萜物质。

系统进化分析结果显示，ＧＰＰＳ．ＬＳＵ起源于ＧＧ
ＰＰＳ，已经与ＧＧＰＰＳ蛋白展现出一定的遗传距离，聚
成一个单独的类别，说明在与 ＧＰＰＳ．ＳＳＵ的互作过
程中，ＧＰＰＳ．ＬＳＵ出现了选择性进化。结合山鸡椒
中３条序列的系统进化分析，ＬｃＧＧＰＰＳ３不仅不属于
ＬＳＵ类别，且与大部分 ＧＧＰＰＳ和 ＬＳＵ蛋白距离较
远，但 ＬｃＧＧＰＰＳ３能与 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１互作，说明
ＧＰＰＳ．ＳＳＵ不仅能与 ＬＳＵ互作，也能与部分 ＧＧＰＰＳ
互作，但这部分ＧＧＰＰＳ作者通过系统进化分析并不
能辨别。

Ｃｈａｎｇ等［７］从晶体结构角度对大小亚基之间的

互作进行解析，根据薄荷 ＧＰＰＳ，（ＬＳＵ·ＳＳＵ）２异四
聚体的晶体结构，比较来自白芥（ＳｉｎａｐｉｓａｌｂａＬ．）同
型二聚体ＧＧＰＰＳ与ＭｐＧＰＰＳ．ＬＳＵ的序列发现，在大
小亚基互作界面Ａ上存在４个氨基酸残基与二聚体
形成的性质有关，在 ＳａＧＧＰＰＳ结构里，这４个氨基
酸通过与另一个相同亚基氨基酸之间的作用力来稳

定结构，但在ＭｐＧＰＰＳ．ＬＳＵ结构里，这４个氨基酸被
替换，当 ＭｐＧＰＰＳ．ＬＳＵ形成同型二聚体时，相互之

７５０１
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间的作用力消失或者产生相排斥的力，造成同型二

聚体结构不够稳定，认为这可能是 ＭｐＧＰＰＳ．ＬＳＵ更
倾向于形成异质二聚体而不是同型二聚体的原因，

但通过对比到山鸡椒ＬｃＧＧＰＰＳ３，作者发现这一规律
并不完全符合，而来自金鱼草的 ＡｍＧＰＰＳ．ＬＳＵ不仅
能与ＡｍＧＰＰＳ．ＳＳＵ互作，而且单独表达时还具有
ＧＧＰＰＳ催化活性，说明ＧＧＰＰＳ与ＬＳＵ蛋白之间的界
定并不是严格的非此即彼，结合 Ｍｐ异四聚体的晶
体结构，作者发现上面讨论的４个关键氨基酸只是
位于互作界面的一条螺旋结构上，互作界面还包括

另外３条螺旋结构，说明界面上还存在更多的氨基
酸残基之间的作用力来维持稳定的结构。

作者的实验结果表明，ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１与 ＬｃＧＧ
ＰＰＳ３二者在山鸡椒果实成熟过程中也呈现相似的
表达模式，并且 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１通过与 ＬｃＧＧＰＰＳ３蛋
白互作从而在山鸡椒精油单萜合成中发挥作用。另

外，ＬｃＧＧＰＰＳ３虽然能与ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１互作，但实验
显示互作不是很强，提示可能还存在其它的 ＧＧＰＰＳ
或特定的 ＬＳＵ能与 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１互作，也就是说
ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１可能互作的搭档不止一个。在 ＬｃＧＧ
ＰＰＳ家族中，每一条基因的表达模式都不相同，但具
体分工还需要试验的进一步验证。ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１与
ＬｃＧＧＰＰＳ３的互作为研究山鸡椒精油中单萜合成的
机制提供了基础。

４　结论
本研究中，分离克隆得到了 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１、ＬｃＧ

ＧＰＰＳ１和ＬｃＧＧＰＰＳ３基因，其中 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１特异
性地在山鸡椒花和果实中呈现高表达水平，在山鸡

椒果实发育过程中，ＬｃＧＧＰＰＳ３呈现出与 ＬｃＧＰＰＳ．
ＳＳＵ１相似的表达趋势，酵母双杂交实验证实，ＬｃＧＧ
ＰＰＳ３可以与 ＬｃＧＰＰＳ．ＳＳＵ１互作，从而在山鸡椒精
油单萜合成中发挥作用。
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