
　 Ｇｕｉｈａｉａ　 Ｍａｙ ２０１９ꎬ ３９(５): ６２４－６３２ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｕｉｈａｉａ－ｊｏｕｒｎａｌ.ｃｏｍ

ＤＯＩ: １０.１１９３１ / ｇｕｉｈａｉａ.ｇｘｚｗ２０１８１１０１６

引文格式: 曾祥玲ꎬ 邹晶晶ꎬ 王彩云. 桂花萜烯合酶(ＴＰＳ)的生物信息学与原核表达分析 [Ｊ] . 广西植物ꎬ ２０１９ꎬ ３９(５): ６２４－６３２.
ＺＥＮＧ ＸＬꎬ ＺＯＵ ＪＪꎬ ＷＡＮＧ ＣＹ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｅｒｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ (ＴＰＳ) ｆｒｏｍ Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ [Ｊ] .
Ｇｕｉｈａｉａꎬ ２０１９ꎬ ３９(５): ６２４－６３２.

桂花萜烯合酶(ＴＰＳ)的生物信息学与原核表达分析
曾祥玲１ꎬ２ꎬ 邹晶晶１ꎬ２ꎬ 王彩云２∗

( １. 湖北科技学院 核技术与化学生物学院ꎬ 湖北 咸宁 ４３７１００ꎻ ２. 华中农业大学 园艺植物生物学教育部重点实验室ꎬ 武汉 ４３００７０ )

摘　 要: 挥发性萜烯类化合物是植物花和果实中重要的香气活性物质ꎬ萜烯合酶(ＴＰＳ)的种类和功能决定物

种中萜烯类物质的多样性ꎮ 桂花作为重要的香花植物ꎬ萜烯类物质是其花香的重要成分ꎬ但有关桂花萜烯合

酶的研究却并不多ꎮ 为揭示桂花萜烯类物质的生物合成机理ꎬ该研究利用生物信息学分析了 ４ 个 ＴＰＳ 蛋白的

理化性质、亚细胞定位及其结构ꎬ在原核表达系统中进行 ４ 个 ＴＰＳ 蛋白的体外表达ꎬ并对可溶性的 ＴＰＳ４ 重组

蛋白进行了体外酶反应功能分析ꎮ 结果表明:(１)４ 个 ＴＰＳ 蛋白的理化性质差异较小ꎬ但仅有 ＴＰＳ４ 蛋白定位

于其他靶向ꎬ不含信号肽ꎬ延伸链的比例较低ꎬ在靠近氨基端的区域内不含延伸链ꎮ (２)４ 个 ＴＰＳ 蛋白在原核

系统中均可成功表达ꎬ但仅有 ＴＰＳ４ 获得了可溶性重组蛋白ꎮ (３)将纯化的 ＴＰＳ４ 重组蛋白分别与 ＧＰＰ、ＮＤＰ
和 ＦＰＰ 进行反应ꎬ均只检测到一种产物ꎬ分别为反式￣β￣罗勒烯、β￣水芹烯和 α￣法呢烯ꎮ 这为揭示植物萜烯类

物质生物合成的分子机理提供了参考ꎬ对从蛋白水平研究桂花花香基因功能奠定了基础ꎮ
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　 　 萜烯类化合物是植物中重要的挥发性物质ꎬ也
是花和果实香味形成的重要活性物质ꎬ主要包含单
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分和含量差异很大ꎬ熊敏等(２０１２)分析蜡梅花挥发

油成分主要为倍半萜ꎻ蕙兰鲜花中主要是单萜类物

质(张莹等ꎬ２０１３)ꎻ梅花的挥发性成分中萜烯类物

质含量很少(赵印泉等ꎬ２０１０)ꎮ 物种内不同品种间

在物质成分和含量上存在一定差异ꎮ 杜永芹等

(２０１３)比较不同品种蜡梅花精油成分发现ꎬ‘古蜡

梅’中石竹烯占比较高ꎬ‘扬州黄’主要为 β￣荜澄茄

油萜ꎮ 由于萜烯类化合物在物种间或品种间的多

样性ꎬ近年来已成为科学研究的热点ꎮ 植物萜烯类

化合物有两种合成途径:２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣赤藓糖醇￣４￣磷
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是作用于萜烯物质合成最后一步的反应酶ꎬ将 ＭＥＰ
途径产生的牻牛儿焦磷酸(Ｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ
ＧＰＰ)或 ＭＶＡ 途径产生的法泥基焦磷酸(Ｆａｒｎｅｓｙｌ
ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＦＰＰ)进一步催化成各种萜烯类化合
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种的 ＴＰＳ 可催化 ＧＰＰ 和 ＦＰＰ 的顺式异构体橙花基

二磷酸(Ｎｅｒｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ＮＤＰ)和 ＺꎬＺ￣ＦＰＰ 产生

新的化合物(Ｂｌｅｅｋｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ ＴＰＳ 的种类和

功能往往决定物种中萜烯物质的多样性ꎬ不同物种

中萜烯合酶的种类和作用功能有很大的不同(Ｔｈｏｌｌ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｇａｒｍｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ Ｍａｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１０)ꎮ 目前关于萜烯合酶的挖掘和功能分析仅在

拟南芥、葡萄、猕猴桃等少数物种中比较全面ꎬ其他

物种还有待研究ꎮ
桂花(Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ)是著名香花植物ꎬ鲜

花及精油在高端香水、香料和化妆品行业需求广

泛ꎮ 桂花花朵中的挥发性成分主要有萜烯类、芳
香族类和酯类等物质(曹慧等ꎬ２００９ꎻ杨秀莲等ꎬ
２０１５)ꎮ 萜烯类化合物是其主要成分ꎬ也是重要的

香味活性物质ꎬ主要成分为单萜和不规则萜类

(Ｘｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻＣａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 不同桂花品

种萜烯类物质的成分和含量差异大ꎮ Ｃａｉ ｅｔ ａｌ.
(２０１４)的研究发现ꎬ‘厚瓣银桂’中反式￣β￣罗勒烯

最多ꎬ‘柳叶金桂’中 β￣紫罗兰酮最多ꎬ而‘镉橙丹

桂’中芳樟醇最多ꎮ Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１５)进一步研究

发现ꎬＴＰＳ 是造成不同品种间萜烯类香气成分差

异的关键基因ꎬ从中克隆了 ４ 个 ＴＰＳ 基因成员ꎬ并
在烟草中进行了初步的功能验证ꎮ 本研究在课题

组前期研究的基础上ꎬ对 ４ 个 ＴＰＳ 蛋白的理化性

质、亚细胞定位和结构进行生物信息分析ꎬ构建原

核表达载体在大肠杆菌中进行体外表达ꎬ并纯化

可溶性重组蛋白进行体外酶功能的验证ꎬ为揭示

桂花萜烯类物质生物合成的分子机理提供参考ꎬ
有助于将来提高和改善其他物种的香气ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

所用植物材料为华中农业大学校园苗圃内光

照均匀且无病虫害的健康植株桂花品种‘柳叶金

桂’(Ｏｓｍａｎｔｈｕｓ ｆｒａｇｒａｎｓ ‘ Ｌｉｕｙｅ ｊｉｎｇｕｉ’)ꎮ 对取样

材料称重后立即置于液氮中速冻ꎬ尽快转移至－８０
℃冰箱保存备用ꎮ
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１.２ 方法

１.２.１ 基因编码区序列获得 　 利用课题组前期克

隆并已上传 ＮＣＢＩ 基因数据库的结果 [ＧｅｎｅＢａｎｋ
ｎｏ. ＫＴ５９１１８０(ＴＰＳ１)、ＫＴ５９１１８１(ＴＰＳ２)、ＫＴ５９１１８２

(ＴＰＳ３)和 ＫＴ５９１１８３(ＴＰＳ４)]ꎮ
１.２.２ 蛋白生物信息学分析 　 利用生物信息学分

析网站(表 １)预测编码蛋白理化性质、亚细胞定

位、转运肽及蛋白质二级结构ꎬ 为原核表达载体构

表 １　 生物信息学分析网站与功能预测
Ｔａｂｌｅ １　 Ｗｅｂｓｉｔｅ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

网站
Ｗｅｂｓｉｔｅ

功能预测
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＰｒｏｔＰａｒａｍ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )

理化性质分析
Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / )

信号肽预测
Ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＴａｒｇｅｔＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴａｒｇｅｔＰ / )

亚细胞定位预测
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＣｈｌｏｒｏＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＣｈｌｏｒｏＰ / )

转运肽预测
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｐｅｐｔｉｄｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＳＰＯＭＡ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)

二级结构预测
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

建和体外蛋白功能解析提供依据ꎮ
１.２.３ 原核表达载体的构建 　 根据基因编码序列

设计引物ꎬ上游引物不含 ＡＴＧ 起始密码子和 Ｎ－端
信号肽序列ꎬ以 Ｓｔｕ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 为双酶切位点ꎬ引物

序列见表 ２ꎮ 以实验室保存的 ＴＡ－克隆载体为模

板ꎬ将目的片段连接到 ｐＥＴ６ｘＨＮ( Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司)
原核表达载体上ꎬ挑取阳性克隆送公司测序ꎮ 测

序完全正确的原核表达载体转化 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ(ＤＥ３)
(全式金公司)感受态细胞ꎮ
１.２.４ 重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达及 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析 　 挑取阳性的 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ( ＤＥ３)菌株单

克隆接种到 ２ ｍＬ ＬＢ(１００ ｍｇＬ￣１ Ａｍｐ)培养基

中ꎬ３７ ℃ ２００ ｒｍｉｎ￣１振荡培养 １２ ｈ 后ꎬ将菌液按

１ ∶ ５０ 的比例扩大培养ꎬ３７ ℃ ２００ ｒｍｉｎ￣１振荡培

养至 ＯＤ６００ ｎｍ为 ０.６ ~ ０.８ 时ꎬ加入 ＩＰＴＧ 至终浓度为

０.２ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬ在 １８ ℃ １５０ ｒｍｉｎ￣１的条件下诱导

表达 １４ ~ １６ ｈ 后收集菌液ꎮ 以不含目的基因的

ｐＥＴ６ｘＨＮ￣空载转化的 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ (ＤＥ３)大肠杆菌为

阴性对照ꎮ 取收集的菌块加入 １ / １０ 原菌液体积

的 １ × ＰＢＳ 缓冲液ꎬ加入溶菌酶至终浓度 ０. ７５
ｍｇｍＬ￣１ꎬ并加入 ＤＮａｓｅ Ｉ 至 １ＵｍＬ￣１ꎬ重悬ꎬ超声

波 ３ 次ꎬ每次 １０ ｓꎬ期间在冰上放置 ３０ ｓꎮ 先 ４ ℃
１０ ０００ ×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ取上清至干净的离心管

中ꎬ 再用 １ / １０ 原菌液体积的 １× ＰＢＳ 缓冲液重悬

表 ２　 ＯｆＴＰＳｓ 原核表达载体构建所用引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＯｆＴＰＳｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＴＰＳ１￣Ｙ￣Ｆ
ＴＰＳ１￣Ｙ￣Ｒ

５′￣ＧＡＡＧＧＣＣＴＣＴＴＣＧＣＣＴＡＧＴＧＴＡＡＣＧＣ￣３′
５′￣ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＡＴＴＡＡＴＡＧＧＡＧＴＧＡＡＧＡＡＣＡ￣３′

ＴＰＳ２￣Ｙ￣Ｆ
ＴＰＳ２￣Ｙ￣Ｒ

５′￣ＧＡＡＧＧＣＣＴＣＴＧＣＡＧＴＣＴＡＣＡＡＧＡＧＡＴＣＣ￣３′
５′￣ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＴＧＧＡＣＧＧＴＧＣＡＣＣＡＡＧ￣３′

ＴＰＳ３￣Ｙ￣Ｆ
ＴＰＳ３￣Ｙ￣Ｒ

５′￣ＧＡＡＧＧＣＣＴＣＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴＧＡＡＣＧＡＡＣ￣３′
５′￣ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＡＴＧＧＣＴＧＴＧＴＣＡＡＴＴＧＡＡＴＧ￣３′

ＴＰＳ４￣Ｙ￣Ｆ
ＴＰＳ４￣Ｙ￣Ｒ

５′￣ＧＡＡＧＧＣＣＴＣＴＧＡＧＡＴＡＴＣＡＧＧＴＧＡＴＣＡ￣３′
５′￣ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＡＡＴＴＡＧＡＧＧＡＡＡＧＧＧＣＴＣ￣３′

ｐＥＴ￣Ｆ
ｐＥＴ￣Ｒ

５′￣ＴＣＧＡＴＣＣＣＧＣＧＡＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣ￣３′
５′￣ＡＧＣＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＧ￣３′

沉淀ꎮ 在得到的上清和沉淀悬浮液中分别加入等

体积的 ２ ×ＳＤＳ 上样缓冲液混匀ꎬ９５ ℃ 加热 ３ ~ ５
ｍｉｎꎬ１０ ０００ × ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎬ上样进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
(５ ％浓缩胶ꎬ１２ ％分离胶)ꎬ检测蛋白表达结果ꎮ
１.２.５ 重组蛋白的分离纯化及体外酶活性分析　 取

重组蛋白表达稳定而且可溶性较好的剩余菌液沉

淀ꎬ按 １ ｍｇ 菌体沉淀加入 ２０ μＬ 菌体裂解液的比

例加入 ＨｉｓＴＡＬＯＮ ｘＴｒａｃｔｏｒ Ｂｕｆｆｅｒꎬ重悬沉淀ꎮ 向每

２ ｍＬ ＨｉｓＴＡＬＯＮ ｘＴｒａｃｔｏｒ Ｂｕｆｆｅｒ 中加入 １ μＬ ＤＮＡｓｅ
(１ＵμＬ￣１)ꎬ轻轻混匀ꎬ冰浴 １５ ｍｉｎꎬ间歇性混合ꎬ
４ ℃ １０ ０００ ×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ小心收集干净的上清

６２６ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



液ꎬ用 ０.４５ μｍ 的滤膜进行抽滤ꎮ 参考说明书利

用 ＨｉｓＴＡＬＯＮＴＭ 重力柱(Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司)对重组蛋

白进行纯化ꎮ 用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 方法检测重组蛋白质的

浓度ꎬ并将纯化过程中收集的各组分进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 分析ꎮ 为了后续研究不受影响ꎬ通过 ＰＤ￣１０
柱(ＧＥ 公司)过滤去除纯化后蛋白溶液中过量的

咪唑ꎬ并将原有的洗脱缓冲液替换成反应缓冲液

[１５ ｍｍｏｌＬ￣１ＭＯＰＳＯꎬ１２.５ ％(ｖ / ｖ)甘油ꎬ１ｍｍｏｌ
Ｌ￣１抗坏血酸ꎬ１ μＬｍＬ￣１吐温 ２０ꎬ１ ｍｍｏｌＬ￣１氯化

镁ꎬ２ ｍｍｏｌＬ￣１ ＤＴＴꎬｐＨ ７.０]ꎮ 向 ５ ｍＬ 可密封的反

应瓶中加入 ５０ μｇ 重组蛋白(以 １００ ℃ 加热 ５ ｍｉｎ
的 ５０ μｇ 重组蛋白为对照)和终浓度为 １０ μｍｏｌ
Ｌ￣１的底物 ＧＰＰ、ＦＰＰ 或 ＮＤＰꎬ补加反应缓冲液至 ２
ｍＬꎬ混合均匀ꎬ密封ꎮ 置于 ２８ ℃ 的摇床ꎬ转速 １２５
ｒｍｉｎ￣１ꎬ反应 ４０ ｍｉｎꎮ 然后将固相微萃取(ＳＰＭＥ)
萃取头插入反应瓶内ꎬ静置萃取 ４０ ｍｉｎꎮ 萃取完成

之后ꎬ进行 ＧＣ￣ＭＳ 分析ꎮ
１.２.６ ＧＣ￣ＭＳ 分析　 用 ３０ ｍ × ０.２５ ｍｍ × ０.２５ μｍ
ＨＰ￣５ＭＳ毛细管柱 (Ｊ ＆ Ｗ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)进行色谱

分离ꎬ以高纯度氦气(９９.９９９％)为载气ꎬ流速为 １.２
ｍＬｍｉｎ￣１ꎮ 色谱分析条件:起始柱温 ４０ ℃ꎬ维持 ３
ｍｉｎꎻ以 ３ ℃ｍｉｎ￣１的速度升至 ７３ ℃ꎬ保持 ３ ｍｉｎꎻ以
５ ℃ｍｉｎ￣１升至 ２２０ ℃ꎬ维持 ２ ｍｉｎꎮ 结合 ＨＰ５９７５Ｂ
四极质谱(Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司) 进行质谱分

析ꎬ质谱条件如下:传输线温度为 ２５０ ℃ꎻ离子源温

度为 ２２０ ℃ꎻＥＩ 电离模式ꎻ电子能量为 ７０ ｅＶꎻ扫描

的质谱范围 ４５~４５０ ａｍｕꎮ 在相同的条件下ꎬ对 Ｃ８－
Ｃ４０ 的正构烷烃标样 (每个化合物浓度为 ０. ００５
μＬｍＬ￣１)(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司) 进行 ＧＣ￣ＭＳ 分析ꎬ
计算目标物质的保留指数(ＲＩ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 蛋白质理化性质分析

登录 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 分析四个 ＴＰＳ 蛋白氨基酸理

化性质ꎬ结果见表 ３ꎮ ＴＰＳ１ 蛋白由 ５８１ 个氨基酸

组成ꎬ相对分子量 ６７.２７ꎬ理论等电点为 ５.４９ꎬ负电

荷残基 Ａｓｐ＋Ｇｌｕ ８２ꎬ正电荷残基 Ａｒｇ＋Ｌｙｓ ６９ꎬ半衰

期为 ３０ ｈꎬ不稳定系数 ５５.６０(不稳定系数<４０ 时

稳定)ꎬ属于不稳定蛋白ꎬ脂肪系数 ９２.１９ꎬ平均疏

水性为－０.２７４ꎬ为亲水蛋白ꎮ ＴＰＳ２ 蛋白由 ５５５ 个

氨基酸组成ꎬ相对分子量 ６３. ６８ꎬ理论等电点为

６.０８ꎬ负电荷残基 Ａｓｐ＋Ｇｌｕ ７４ꎬ正电荷残基 Ａｒｇ＋
Ｌｙｓ ６５ꎬ半衰期为 ３０ ｈꎬ不稳定系数 ３５.０３ꎬ属于稳

定蛋白ꎬ脂肪系数 ８７.３５ꎬ平均疏水性为－０.３５０ꎬ为
亲水蛋白ꎮ ＴＰＳ３ 蛋白由 ５９１ 个氨基酸组成ꎬ相对

分子量 ６８.２７ꎬ理论等电点为 ６.０７ꎬ负电荷残基 Ａｓｐ＋
Ｇｌｕ ７４ꎬ正电荷残基 Ａｒｇ＋Ｌｙｓ ６７ꎬ半衰期为 ３０ ｈꎬ不
稳定 系 数 ４８. ０１ꎬ 属 于 不 稳 定 蛋 白ꎬ 脂 肪 系 数

８８.９７ꎬ平均疏水性为－ ０. ２９９ꎬ为亲水蛋白ꎮ ＴＰＳ４
蛋白由 ５４８ 个氨基酸组成ꎬ相对分子量 ６３.５３ꎬ理
论等电点为 ５.２３ꎬ负电荷残基 Ａｓｐ＋Ｇｌｕ ７５ꎬ正电荷

残基 Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ ５４ꎬ半衰期为 ３０ ｈꎬ不稳定系数

５２.０４ꎬ属于不稳定蛋白ꎬ脂肪系数 ９７.１２ꎬ平均疏

水性为－０.２４７ꎬ为亲水蛋白ꎮ
２.２ 蛋白亚细胞定位和信号肽预测

利用常用在线工具 ＴａｒｇｅｔＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ 对 ＴＰＳ
蛋白进行亚细胞定位预测ꎬ结果见表 ４ꎮ ＴＰＳ１ 定

位在叶绿体中的概率为 ０.８３１ꎬ线粒体为 ０.１３１ꎬ为
分泌蛋白的可能性 ０.０２８ꎬ其他的可能性为 ０.０６７ꎬ
因此定位于叶绿体的可信度最高ꎮ ＴＰＳ２ 位于叶绿

体的概率为 ０.２２６ꎬ线粒体为 ０.５３０ꎬ为分泌蛋白的

可能性 ０.０２８ꎬ其他的可能性为 ０.１９６ꎬ因此有可能

定位于线粒体ꎮ ＴＰＳ３ 定位于叶绿体的概率为

０.４０９ꎬ线粒体为 ０. ２２２ꎬ为分泌蛋白的可能性

０.０７１ꎬ其他的可能性为 ０.２４５ꎬ因此可能定位于叶

绿体ꎮ ＴＰＳ４ 位于叶绿体的概率为 ０. １４５ꎬ线粒体

为 ０.１４７ꎬ为分泌蛋白的可能性 ０.１００ꎬ其他的可能

性为 ０.８０４ꎮ ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ Ｓｅｒｖｅｒ 分析 ４ 个 ＴＰＳ 蛋白

未出现明显的信号肽和信号肽剪切位点ꎬ结果未

列出ꎮ ＣｈｌｏｒｏＰ １.１ Ｓｅｒｖｅｒ 分析 ＴＰＳ１ 和 ＴＰＳ３ 的转

运肽长度分别为 ４７ 个和 ３８ 个氨基酸ꎮ
２.３ ＴＰＳ 蛋白二级结构预测

运用 ＳＰＯＭＡ 预测 ＴＰＳ 二级结构ꎬ结果如表 ５
和图 １ꎮ ＴＰＳ１ 蛋白中 ３９１ 个氨基酸形成 α￣螺旋ꎬ
占比最多ꎬ为 ６７.３０％ꎻ３２ 个氨基酸形成延伸链ꎬ占
比 ５.５１％ꎻ２１ 个氨基酸形成 β￣转角ꎬ占比 ３.６１％ꎻ
还有 １３７ 个形成无规则卷曲ꎬ占整条链 ２３. ５８％ꎮ
ＴＰＳ２ 蛋白中 ３６９ 个氨基酸形成 α￣螺旋ꎬ占比最多ꎬ
为 ６６.４９％ꎻ ２３ 个氨基酸形成延伸链ꎬ 占比４.１４％ꎻ
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表 ３　 ＯｆＴＰＳ 蛋白的一级结构预测结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＯｆＴＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

一级结构特性
Ｐｒｉｍａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｔｒａｉｔ

预测结果 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

ＴＰＳ１ ＴＰＳ２ ＴＰＳ３ ＴＰＳ４

氨基酸数目 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ５８１ ５５５ ５９１ ５４８

分子量 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ (ｋＤａ) ６７.２７ ６３.６８ ６８.２７ ６３.５３

等电点 ＰＩ ５.４９ ６.０８ ６.０７ ５.２３

负电荷残基 Ａｓｐ＋Ｇｌｕ Ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ Ａｓｐ＋Ｇｌｕ ８２ ７４ ７４ ７５

正电荷残基 Ａｒｇ＋Ｌｙｓ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｈａｒｇｅｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ Ａｒｇ＋Ｌｙｓ ６９ ６５ ６７ ５４

半衰期 Ｈａｌｆ￣ｌｉｆｅ (ｈ) ３０ ３０ ３０ ３０

不稳定系数 Ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ５５.６０ ３５.０３ ４８.０１ ５２.０４

脂肪系数 Ａｌｉｐｈａｔｉｃ ｉｎｄｅｘ ９２.１９ ８７.３５ ８８.９７ ９７.１２

平均疏水性 Ｇｒａｎｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ －０.２７４ －０.３５０ －０.２９９ －０.２４７

表 ４　 ＯｆＴＰＳ 蛋白的亚细胞定位预测结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｆＴＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

亚细胞定位
Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

预测结果 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ

ＴＰＳ１ ＴＰＳ２ ＴＰＳ３ ＴＰＳ４

叶绿体转运肽 ｃＴＰ ０.８３１ ０.２２６ ０.４０９ ０.１４５

线粒体靶向肽 ｍＴＰ ０.１３１ ０.５３０ ０.２２２ ０.１４７

分泌途径信号肽 ＳＰ ０.０２８ ０.０４８ ０.０７１ ０.１００

其他靶向肽 Ｏｔｈｅｒ ＴＰ ０.０６７ ０.１９６ ０.２４５ ０.８０４

预测位置 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｃ Ｍ Ｃ —

可信度 Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｃｌａｓｓ ２ ４ ５ ２

转运肽长度 ｃＴＰ￣ｌｅｎｇｔｈ ４７ — ３８ —

２１ 个氨基酸形成 β￣转角ꎬ占比 ３.７８％ꎻ还有 １４２ 个

形成无规则卷曲ꎬ占整条链 ２５.５９％ꎮ ＴＰＳ３ 蛋白中

３９９ 个氨基酸形成 α￣螺旋ꎬ占比最多ꎬ为 ６７.５１％ꎻ２５
个氨基酸形成延伸链ꎬ占比４.２３％ꎻ１７ 个氨基酸形成

β￣转角ꎬ占比 ２.８８％ꎻ还有 １５０ 个形成无规则卷曲ꎬ
占整条链 ２５.３８％ꎮ ＴＰＳ４ 蛋白中 ３７９ 个氨基酸形成

α￣螺旋ꎬ占比最多ꎬ为 ６９.１６％ꎻ２０ 个氨基酸形成延

伸链ꎬ占比３.６５％ꎻ１９ 个氨基酸形成 β￣转角ꎬ占比

３.４７％ꎻ还有 １３０ 个形成无规则卷曲ꎬ占整条链

２３.７２％ꎮ 从图 １ 可以看出ꎬＴＰＳ１、ＴＰＳ２、ＴＰＳ３ 蛋白

在 Ｎ 端均存在延伸链ꎬＴＰＳ１ 的延伸链密度最大ꎬ
ＴＰＳ３ 次之ꎬＴＰＳ２ 较少ꎮ ＴＰＳ４ 的 Ｎ 基端没有延伸

链ꎮ ＴＰＳ１ 的 Ｎ 端延伸链涵盖 ５９ 个氨基酸的区域

内ꎬＴＰＳ２ 涉及 ４２ 个氨基酸的区域ꎬＴＰＳ３ 涉及 ４６ 个

氨基酸的区域ꎮ
２.４ ＴＰＳ 重组蛋白的原核表达分析

原核表达载体的构建过程中ꎬＴＰＳ１ 和 ＴＰＳ３
分别去掉了 ４７ 和 ３８ 个氨基酸的转运肽ꎬ四个蛋白

的 Ｎ 端均增加了 ２４ 个氨基酸的组蛋白标签ꎬ经
ＰｒｏｔＰａｒａｍ 预测的重组蛋白分子量分别为 ６５、６６、
６７、６６ ｋＤａꎮ 构建正确的原核表达载体转化至大肠

杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ ＤＥ３ 中ꎬ经过诱导ꎬ４ 个重组蛋白都

能够在大肠杆菌中顺利地表达ꎬ表达蛋白的分子

量介于 ５０ ~ ７０ ｋＤａ 之间ꎬ说明与预期的蛋白大小

一致(图 ２:Ａ)ꎮ 对表达的重组蛋白进行溶解度分

析ꎬ结果只有 ＴＰＳ４ 蛋白在上清液中有表达ꎬ其他

三个重组蛋白在上清液中几乎检测不到 (图 ２:
Ｂ)ꎮ 将 ＴＰＳ４ 蛋白进行进一步的蛋白分离与纯化ꎬ

８２６ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



表 ５　 ＯｆＴＰＳ 蛋白的二级结构预测结果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＯｆＴＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

二级结构
Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

预测结果 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

ＴＰＳ１

个数
Ｎｕｍｂｅｒ

占比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

ＴＰＳ２

个数
Ｎｕｍｂｅｒ

占比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

ＴＰＳ３

个数
Ｎｕｍｂｅｒ

占比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

ＴＰＳ４

个数
Ｎｕｍｂｅｒ

占比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

α￣螺旋 α￣ｈｅｌｉｃｅｓ ３９１ ６７.３０ ３６９ ６６.４９ ３９９ ６７.５１ ３７９ ６９.１６

延伸链 Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ ３２ ５.５１ ２３ ４.１４ ２５ ４.２３ ２０ ３.６５

β￣转角 β￣ｔｕｒｎ ２１ ３.６１ ２１ ３.７８ １７ ２.８８ １９ ３.４７

无规则卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ １３７ ２３.５８ １４２ ２５.５９ １５０ ２５.３８ １３０ ２３.７２

图 １　 ＯｆＴＰＳ 蛋白的二级结构
Ｆｉｇ. １　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＯｆＴＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

整个蛋白的分离纯化过程如图 ２:Ｃ 所示ꎬ最终能

够得到较好完整性和较高纯度的 ＴＰＳ４ 重组蛋白ꎬ
可用于进一步的蛋白功能分析ꎮ
２.５ ＴＰＳ４ 重组蛋白的功能分析

将纯化的 ＴＰＳ４ 重组蛋白与底物 ＧＰＰ、ＦＰＰ 和

ＮＤＰ 分别在反应缓冲液中进行反应ꎬ反应产物用

ＳＰＭＥ￣ＧＣ￣ＭＳ 方法进行产物检测(图 ３)ꎮ 由图 ３ 可

知ꎬ与经过高温加热失活后的 ＴＰＳ 重组蛋白(ＣＫ)
相比ꎬ未加热蛋白与 ＧＰＰ 反应后ꎬ在保留时间(ＲＴ)
１６.９５ ｍｉｎ 的位置出现明显特征峰ꎬ经过质谱特征和

保留指数 ( ＲＩ ＝ １ ０４７) 鉴定为反式￣β￣罗勒烯ꎻ与

ＦＰＰ 反应后ꎬ在保留时间(ＲＴ ＝ １ ５０５)３３.３０ ｍｉｎ 的

位置出现特征峰ꎬ鉴定为 α￣法呢烯ꎻ与 ＮＤＰ 反应

后ꎬ在保留时间(ＲＴ ＝ １ ０２１)１６.９０ ｍｉｎ 的位置出现

微弱特征峰ꎬ鉴定为 β￣水芹烯ꎮ 该蛋白与 ３ 种底物

分别进行反应ꎬ都只产生一种化合物ꎮ

３　 讨论

大肠杆菌原核表达系统具有遗传背景清楚、
培养简单、应用广泛等特点ꎬ可用于蛋白功能验

证、酶活性分析、抗体制备等多个领域 (Ｃａｂｒｉｔａ ＆
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注: Ａ. ＯｆＴＰＳ 蛋白在大肠杆菌中表达的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎻ
Ｂ. ＯｆＴＰＳ 蛋白表达的溶解度分析ꎻ Ｃ. ＯｆＴＰＳ４ 蛋白分离纯
化过程的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分析ꎮ 图(Ａ)和(Ｂ)中 １ 为 ＯｆＴＰＳ１ꎬ２
为 ＯｆＴＰＳ２ꎬ３ 为 ＯｆＴＰＳ３ꎬ４ 为 ＯｆＴＰＳ４ꎬＣＫ 为空白对照ꎮ 图
(Ｃ)中的 ｃ１ 为纯化之前的上清液ꎬｃ２ 为经过纯化柱之后的
上清液ꎬｃ３ 为经过平衡缓冲液洗脱后溶液ꎬｃ４ 为经过含 １０
ｍｏｌＬ￣１咪唑的平衡缓冲液洗脱后溶液ꎬｃ５￣７ 为经过含 １５０
ｍｏｌＬ￣１咪唑的洗脱液洗脱后的 ＯｆＴＰＳ４ 蛋白溶液ꎮ Ｍ 为蛋
白标准分子量ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｆＴＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ Ｂ. Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｆＴＰＳ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎꎻ Ｃ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｆＴＰＳ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ. Ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ (Ａ) ａｎｄ (Ｂ)ꎬ １ ｍｅａｎｓ ＯｆＴＰＳ１ꎬ ２ ｍｅａｎｓ
ＯｆＴＰＳ２ꎬ ３ ｍｅａｎｓ ＯｆＴＰＳ３ꎬ４ ｍｅａｎｓ ＯｆＴＰＳ４ꎬ ＣＫ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ (Ｃ)ꎬ ｃ１ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｂｅｆｏｒｅ ｐｕｒｉｆｉｃａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｃ２ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｃｏｌｕｍｎꎬ ｃ３ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒꎬ ｃ４ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｙ ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ
ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １０ ｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅꎬ ｃ５￣７ ｍｅａｎ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｅｌｕ￣
ｔｉｏｎ ｂｙ ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ １５０ ｍｏｌＬ￣１ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ. Ｍ ｒｅｐｒｅ￣
ｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ.

图 ２　 ＯｆＴＰＳ 蛋白的原核表达及分离纯化结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＯｆＴＰＳ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ Ｔｒａｎｓｅｔｔａ ＤＥ３

Ｂｏｔｔｏｍｌｅｙꎬ ２００４ꎻＴｅｒｐｅꎬ ２００６)ꎮ 获得产量高且以

可溶形式表达的外源重组蛋白是实际应用的关

键ꎮ 但是ꎬ蛋白可溶性与自身氨基酸组成、蛋白亲

水性、等电点等有一定关系ꎬ在原核系统中表达的

真核蛋白往往以不可溶性的包涵体形式存在ꎬ不
具备生物学活性(Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ ＆ Ｈａｒｒｉｓｏｎꎬ １９９１ꎻＳｈｉ￣
ｍａｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ 本研究将 ４ 个桂花 ＴＰＳ 蛋白

在大肠杆菌原核系统中实现了表达ꎬ但只有 ＴＰＳ４
获得了可溶性蛋白ꎬ另外 ３ 个的重组蛋白均以包

涵体形式存在ꎮ 比较它们的理化性质发现ꎬ４ 个

ＴＰＳ 蛋白均为亲水性蛋白ꎻＴＰＳ４ 蛋白与其他三个

蛋白的理化性质相差不大ꎬ仅 ＴＰＳ４ 等电点和正电

荷残基略低ꎬ脂肪系数略高ꎮ 亚细胞定位和信号

肽预测发现ꎬＴＰＳ１ 和 ＴＰＳ３ 定位于质体ꎬ在蛋白的

氨基端分别具有明显的 ４７ 和 ３８ 个氨基酸的转运

肽ꎮ 去除预测转运肽之后的 ＴＰＳ１ 蛋白等电点为

５.２２ꎬ脂肪系数 ９５.１９ꎬ正电荷残基 ６３ꎬ与 ＴＰＳ４ 蛋

白相差不大(结果未列出)ꎮ 可见ꎬ蛋白理化性质

并不是引起其他三个 ＴＰＳ 形成包涵体的主要原

因ꎮ 有研究发现ꎬ信号肽可导致原核表达系统中

包涵体的形成 ( Ｂｏｈｌｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８ꎻＣｒｏｗｅｌｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 本研究只有 ＴＰＳ１ 和 ＴＰＳ３ 预测到明

显的转运肽ꎬ比较 ４ 个 ＴＰＳ 蛋白的二级结构ꎬ结果

发现ꎬＴＰＳ４ 中的 α￣螺旋比例高于另外三个ꎬ而延

伸链比例低于另外三个蛋白ꎮ 在 ＴＰＳ１、ＴＰＳ２ 和

ＴＰＳ３ 靠近氨基端的区域内均有延伸链的存在ꎬ而
ＴＰＳ４ 的氨基端不存在延伸链ꎻ而且 ＴＰＳ１、ＴＰＳ２ 和

ＴＰＳ３ 的氨基端延伸链覆盖区域长于转运肽预测长

度ꎬ说明它们实际的信号肽长度可能大于预测值ꎮ
由此说明ꎬ蛋白质二级结构延伸链的比率和存在

区域很可能影响蛋白在原核系统表达的溶解度ꎮ
萜烯合酶是一个中等规模的蛋白家族ꎬ大多

萜烯合酶都具有催化 ＧＰＰ 和 ＦＰＰ 的双重功能ꎬ分
别产生不同种类的萜烯类化合物 ( Ｔｈｏｌｌꎬ ２００６ꎻ
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 我们前期发现ꎬ在烟草中表达

４ 个 ＴＰＳ 基因均只能检测到一种产物ꎬＴＰＳ４ 基因

的产物是一种倍半萜物质 α￣法呢烯( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 本研究将可溶性的 ＴＰＳ４ 蛋白分别与 ＧＰＰ、
ＦＰＰ 和 ＮＤＰ 反应ꎬ分别检测到一种底物ꎮ 相同体系

下ꎬ将 ＴＰＳ４ 蛋白与 ＧＰＰ 反应产生反式￣β￣罗勒烯ꎬ

０３６ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



注: Ａ. 重组 ＯｆＴＰＳ４ 蛋白与底物(ＧＰＰ、ＦＰＰ 和 ＮＤＰ)反应产物的 ＧＣ 图ꎻ Ｂ. 目标产物的 ＭＳ 图ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. ＧＣ ｔｒａｃｅ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＯｆＴＰＳ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ (ＧＰＰꎬ ＦＰＰ ａｎｄ ＮＤＰ)ꎻ Ｂ. Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.

图 ３　 ＯｆＴＰＳ４ 蛋白体外酶活性分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＯｆＴＰＳ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

ＴＰＳ４ 蛋白与 ＦＰＰ 反应产生大量的 α￣法呢烯ꎬ与
ＮＤＰ 反应只检测到少量 β￣水芹烯ꎬ说明 ＴＰＳ４ 蛋白

催化底物 ＦＰＰ 的活性最高ꎬ虽可催化 ＧＰＰ 的顺式

异构体 ＮＤＰꎬ但效率不高ꎮ 我们前期也发现ꎬＴＰＳ３
基因在烟草中表达同样产生反式￣β￣罗勒烯ꎬ而且

ＴＰＳ３ 和 ＴＰＳ４ 同聚为 ＴＰＳ￣ｂ 亚家族( Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 由此说明ꎬ桂花中的 ＴＰＳ４ 具有催化 ＧＰＰ
和 ＦＰＰ 的双重功能ꎻ与 ＴＰＳ３ 不仅起源较近ꎬ而且

催化相同的反应ꎬ应属同工酶ꎮ 虽然ꎬ烟草中的基

因表达和体外酶活性分析都证明从花瓣中获得的

ＴＰＳ４ 可产生倍半萜 α￣法呢烯(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ
但研究发现ꎬ桂花的花瓣挥发物中很少含有倍半

萜类物质ꎬ也未曾检测到 α￣法呢烯的存在(曹慧

等ꎬ２００９ꎻＸｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ杨秀莲等ꎬ２０１５)ꎮ 这可

能是由两方面的原因造成的:一是由于 ＴＰＳ４ 在桂

花花瓣中的基因表达丰度太低ꎻ二是因为桂花花

瓣中存在的 ＦＰＰ 底物不足ꎮ 本研究结果为揭示桂

花萜烯类物质生物合成的机理提供参考ꎬ也为从

１３６５ 期 曾祥玲等: 桂花萜烯合酶(ＴＰＳ)的生物信息学与原核表达分析
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