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摘 � 要: 根据 GeneBank 中公布的 GGPPS基因保守区设计特异引物,克隆南方红豆杉 GGPPS 基

因的 DNA和 cDNA 序列,并通过生物信息学方法对其核苷酸序列和蛋白质结构进行分析预测。

结果表明, GGPPS 基因 DNA 和 cDNA 序列都为 1 182 bp, DNA 序列中无内含子, cDNA 序列为

一个编码 393个氨基酸残基的开放式阅读框; GGPPS 的理论相对分子质量为 42 590, 等电点为

5� 68。核苷酸同源性分析显示,它与 T ax us canad ensi s ( AF081514)同源性为 98� 8%; 推导出的氨
基酸序列与 T axus canad ensi s ( AAD16018 ) 同源性达 99� 0%。利用 Protpar am、SignalP、

Pr otScale、SOPMA、Sw iss-M odeling、Scan Prosite 和 MEGA4� 0等生物信息学工具分别对其理化
性质、信号肽、疏水性、亲水性、二级结构、三级结构和进化树进行分析, 为其功能研究和生物合成

紫杉醇研究提供分子基础。
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Abstract: In this study , the DNA sequence and cDNA sequence of g gpps w ere cloned from T axus

w al l ichiana var� Mairei� Results show ed that the length of both DNA and cDNA sequences is
1182 bp, w ithout int rons, contained an opening reading f rame of 1182 bp, w hich coded for 393

amino acid residues; theoret ical molecular w eight is 42� 59kDa, and iso elect ric po int is 5� 68�
Alignment show ed that cDNA sequence exhibited 98� 8 % sim ilarity to the ggp p s gene o f T axus

canadensi s ( AF081514) w hich has been reported in NCBI, and its pro tein sequence has 99� 0 %
sim ilarity to GGPPS of T ax us canadensis ( AAD16018)� T he bio informat ics of GGPPS, including



phy sical and chem ical pr opert ies, the signal peptide, hydrophobicity, hydrophilicity , secondary

st ructure, ter tiary st ructur e, and phylog enet ic t rees, w er e analyzed w ith bioinfo rmat ics

so ftw ares and database, such as Protpar am , SignalP, ProtScale, SOPMA, Sw iss-M odeling,

Scan Prosite, M EGA4� 0 and so on.
Key words: T ax us w al l ichiana var� Mairei; GGPPS; gene cloning ; sequence analysis

� � 紫杉醇是从红豆杉属植物中分离出的一种二
萜类生物碱,因具有广谱的抗癌活性和独特的抗癌

机制而受人青睐。自紫杉醇的抗癌功效和作用机

制被确定以来, 尤其是获得批准用于临床治疗卵巢

癌和乳腺癌等治疗中, 人们就希望通过研究紫杉醇

生物合成过程的某些关键性酶的发现、克隆和高效

表达,实现紫杉醇高效、稳定生产。紫杉醇的合成

首先是通过= 牛儿基 = 牛儿基焦磷酸 ( Ger-

anyhlgerany pyr ophosphate, GGPP)的环化建立紫

杉烷类物质的骨架结构 taxa-4( 5) , 11( 12)-diene,然

后进一步经过氧化修饰和侧链添加,最终得到具有

活性的紫杉醇 [ 1]。而 GGPP 是由= 牛儿基= 牛儿

基焦磷酸合酶( Geranyhlgerany pyrophosphate sy s-

thase, GGPPS) ( EC: 2� 5� 1� 29)催化异戊烯焦磷酸
与甲基丙烯基焦磷酸生成的。Gr eg roy 等 [ 2]研究发

现, GGPPS活性和紫杉醇生成量具有线性相关性。

GGPPS虽不是催化紫杉醇生物合成过程中的限速

步骤,但它在紫杉醇生物合成代谢中的功能仍十分

重要,因为维持高水平的 GGPP 供应能力将会为位

于此酶下游的限速酶提供充足的底物, 因而 GG-

PPS 被认为是红豆杉生物合成紫杉醇过程中的关

键酶之一[ 3] 。

GGPPS的克隆和表达特征的分析对于阐明紫

杉醇生物合成机理及其基因工程的应用非常重要。

作者通过在 GenBank数据库进行同源比对,并通过

CLU STX软件分析, 获得保守性区域, 然后以 9 年

生南方红豆杉( T axus w all i chiana var� Mairei)植
株为材料, 提取其 DNA 和 RNA 作为模板, 采用

primer 5软件设计引物, 经 PCR获得 GGPPS 基因

全长序列, 并对其 DNA 序列和氨基酸序列进行了

分析,为进一步阐明紫杉醇生物合成途径中的分子

调控机理以及构建高产紫杉醇的转基因菌株奠定

了基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 供试材料
9年生南方红豆杉 ( Taxus w al l ichiana var�

Mairei) : 购自广东省韶关市金山地红豆杉科技有

限公司; E� col i Top10:由华南农业大学生物质能研
究所保藏。

1� 2 � 酶与试剂
ExT aq 酶、dNT P、T aq DNA、PrimeScript

TM

RT-PCR Kit、EcoR �限制性内切酶:购自大连宝生
物工程有限公司; DNA 凝胶回收试剂盒:购自北京

天跟生物公司; pGEM-T Easy 载体: 购自 Promega

公司; P lant RNAout 提取试剂盒:购自北京天恩泽

基因科技有限公司; PCR 引物: 由上海生物工程公

司合成; DNA测序: 由华大基因完成; 其他试剂: 均

为国产分析纯。上游引物 ( P 1 ) : 5�-GACTAGT-

CAT GGCT TACACGGC AATGGCAG-3� ; 下游引
物 ( P2 ) : 5 �-CA TGTACAT CAGT T TT GCCT-

GAAT GCAA TGTAA TC-3� 。

1� 3 � 实验方法
1� 3� 1 � 南方红豆杉总 DNA 和RNA 的提取 � 取南
方红豆杉的幼嫩叶片, 液氮迅速冷冻后研磨成粉

末, 用改良的 CTAB 法提取总 DNA [ 4] , 参照天泽基

因的 Plant RNA out 试剂盒说明书提取总 RNA。

用微量紫外分光光度计测定 DNA 和 RNA 浓度,选

取 A 260 / A 280值在 1� 8~ 2� 0的样品于- 20 � 保存备
用。

1� 3� 2 � GGPPS 全长序列的克隆 � 以南方红豆杉
的总 DNA为模板进行 PCR 扩增。PCR反应体系

含有: 10 � buffer 5 �L, 200 �mol/ L dN TPs, 2� 0
mmol/ L M gCl2 , Taq酶 2� 5 U, P 1 10 � 10- 9 mo l, P2
10 � 10- 9mol, DNA 模板 100 ng, 最后用无菌超纯

水补足至 50 �L。扩增程序为: 94 � 预变性 5 min,

94 � 40 s, 55 � 45 s, 72 � 2 min, 35 个循环, 72
� 10 min。PCR扩增后, 产物经 1� 0 g / dL 琼脂糖
凝胶电泳检测。

以南方红豆杉的总 RNA 为模板, 参照 Pr ime-

Script RT-PCR kit 的说明书, 反转录合成 cDNA

后, 用设计的特异引物 P1 和 P2, 进行 RT-PCR。

RT-PCR反应体系: 10 � PCR buf fer � 5 �L, 400

�mol/ L dNT Ps, T aK aRa Ex Taq H S 2� 5 U , P1 10
� 10- 9 mol, P 2 10 � 10- 9 mo l, cDNA 模板 5 �L, 最

后用无菌超纯水补足至 50 �L。扩增程序为: 94 �
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预变性 5 m in, 94 � 40 s, 55 � 45 s, 72 � 2 m in,

进行 35个循环, 72 � 10 m in。RT-PCR扩增后, 产

物经 1� 0 g / dL 琼脂糖凝胶电泳检测。
1� 3� 3 � 目的片段的回收、连接和转化 � 采用胶回
收试剂盒回收 PCR扩增中的特异条带, 将 PCR 产

物与 pGEM-T Vector 连接, 连接反应条件参见

pGEM-T Vector 操作手册。然后将连接产物转化

E� col i T op10感受态细胞。
1� 3� 4 � 重组质粒的鉴定与序列测定 � 分别挑选白
色单菌落,接种于 LB/ Amp液体培养基中, 37 � 剧

烈振荡过夜。质粒提取方法参照天跟的碱裂解法

小量制备质粒 DNA 说明书。以重组质粒 DNA 为

模板, P1和 P2为引物, 进行 PCR鉴定; 用 EcoR �单

酶切对重组质粒进行酶切鉴定。将阳性质粒提交

华大基因公司进行序列测定。

1� 3� 5 � 序列分析 � 利用 DNA ST AR软件中 Edit-

Seq查找 GGPPS 基因的 ORF, 并推测出氨基酸序

列;利用 Blast工具分别对获得的核苷酸序列和推

测的氨基酸序列进行比对,并利用 Spidey 工具分析

该基因的内含子和外显子。用 Protpar am 分析蛋

白质的一级结构及其等电点、相对分子质量和半衰

期;用 SignalP 工具进行信号肽预测; 用 T argetP 进

行导肽分析;用 ProtScale 进行蛋白的疏水性分析;

用 SOPMA 和 Predictprotein 预测其二级结构; 用

SWISS-MODEL 工具自动建模分析预测其三维结

构;用 MEGA 4软件将推导的氨基酸序列与其他不

同物种来源的 GGPPS 序列进行多重比对, 并构建

系统进化树,预测进化关系。

2 � 结果与分析

2� 1 � 南方红豆杉总 DNA和 RNA的提取 �

CT AB法提取南方红豆杉基因组 DNA 的结果

见图 1。从图 1a 中可以看出, 南方红豆杉基因组

DNA 序列大于 23 kb, 提取的基因组 DNA 条带清

晰,无严重拖尾降解,蛋白质及杂质含量较少, A 260 /

A 280值在 1� 8~ 2� 0之间,该样品纯度较高。
用 RNAout 抽提试剂盒抽提南方红豆杉总

RNA(图 1b) , 28S 和 18S 的 RNA 条带清晰, 比例

适当,没有明显的降解痕迹,说明 RNA样品完整性

良好。A 260 / A 280值> 1� 9, RN A纯度较高。因此,所
获得的 DNA 和 RNA 在纯度和完整性方面均符合

要求,可用于后继试验。

2� 2 � GGPPS 基因全长序列的克隆
以南方红豆杉嫩叶中提取总 DNA 和总 RNA

为模板,用设计的引物 P1和 P2进行 PCR/ RT-PCR

扩增,经凝胶电泳可见 PCR 产物均接近 1 200 bp,

见图 2。其片断大小与预期特异条带相符,且 PCR

扩增产物纯度较高,无其它非特异条带。

� � � � � ( a)

� � � � � ( b)

1: DNA; 2: RNA

图 1 � 南方红豆杉总 DNA( a)和 RNA( b)的电泳分析

Fig. 1 � Electrophoresis analysis of DNA and RNA of

Taxus chinensis var� mairei

1: ggp p s gene segmen t; 2: gg p ps cDNA segment

图 2 � 南方红豆杉 ggpps 的 RCP 扩增和 RT-PCR 扩增

Fig. 2 � Products of PCR and RT-PCR of ggpps from

Taxus chinensis var� mairei� M: Molecular

mass standards

2� 3 � 阳性克隆质粒的鉴定
将 PCR 产物和 RT-PCR 产物分别回收纯化

后,与 pGEM-T Easy 载体连接,转化 E� coli Top10
感受态细胞, 利用蓝白斑菌落筛选阳性重组克隆

pGEM-ggpps 和 pGEM-ggppsc。阳性克隆质粒经

EcoR �单酶切鉴定,都出现一条带约 1 200 bp, 另

一条约为 3 000 bp, 见图 3。对阳性克隆的质粒

PCR鉴定,扩增片段约为 1 200 bp。
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M: M olecu lar mass s tandards; 1� Recombinant plasm id

pGEM-ggpps diges ted with EcoR � ; 2. Recombinant plasm id

pGEM-ggppsc digested w ith EcoR � ; 3, 4: PCR pr odu cts of

pGEM-ggpps; 5, 6: PCR products of pGEM-ggppsc.

图 3� 重组质粒的酶切鉴定

Fig. 3 � Digestion and identification of recombinant

plasmid

2� 4 � ggp ps序列比对
测序结果表明, ggp p s基因全长为 1 182 bp, 见

图 4。经 BLAST 比对, 其与公布的 ggp p s 基因

( GenBank Accession No: AF081514)的同源性是

98� 8%,共有 14个碱基存在差异, 其中 4个碱基影

响其蛋白质编码。克隆的 ggp p s 基因包含一个开

放式阅读框( ORF) , 编码含有 393个氨基酸残基的

蛋白质(含起始 Met)。将推测的氨基酸序列进行

BLAST ,结果显示与其它红豆杉品种的 GGPPS 序

列高 度同 源, 其 中 与 Genbank 中 的 GGPPS

( AAD16018)序列的同源性为 99� 0%。克隆的 gg-

p p s DNA序列和 cDNA 序列经 Spidey 工具分析发

现, 克隆的南方红豆杉 ggp p s 基因内部无内含子。

2� 5 � GGPPS的生物信息学分析
2� 5� 1 � 理化性质预测 � Pro tParam工具预测表明:
GGPPS蛋白质的等电点和相对分子质量大小分别

为 5 680和 42 590,半衰期理论值为 30 h, 不稳定参

数为 41� 65,属于不稳定蛋白质,这也许可能使是功
能尚不完全明确的原因之一。

图 4� ggpps cDNA 序列及其推导的氨基酸序列

Fig. 4 � ggpp s nucleotide sequences and its deduced amino acid sequence

2� 5� 2 � 信号肽预测和分析 � 分泌蛋白质及细胞膜
蛋白质均以前体物质多肽的形式合成,其 N 末端含

有作为通过膜时信号的氨基酸序列,这种氨基酸序

列称信号肽或信号序列。由 15~ 25 个氨基酸组

成。用 SignaIP 3� 0 Serv er 分析此蛋白质, 信号肽
可能性值为 0� 041, 信号结合可能性值为 0, 得知

ggp p s基因表达的蛋白质不是分泌蛋白质。

2� 5� 3 � 亚细胞定位和分析 � 在核糖体上合成的蛋
白质或者留在细胞质中, 或者运送到其他细胞器

中, 并形成有功能的空间构象后才能发挥其功能。

导肽是一段引导新合成的肽链进入细胞器的识别

序列。因此, 预测和分析导肽, 对正确认识蛋白质

的亚细胞定位和功能作用的途径与机制有一定的

意义。为此,利用 T argetP 工具预测此蛋白质的亚

细胞定位结果表明:此蛋白质为叶绿体转运蛋白质

(分值为 0� 174)和分泌蛋白质(分值为 0� 046,这与
信号肽分析结果一致)的可能性较小, 推测该蛋白

质可能为定位于线粒体内(分值为 0� 276)。
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2� 5� 4 � 疏水性和亲水性的预测与分析 � 氨基酸是
蛋白质的构件分子, 其亲水性、疏水性在形成和保

持蛋白质的三级结构上起作用。通过了解肽链中

不同肽段的疏水性,还可以对蛋白质的跨膜结构域

进行预测。因此,疏水性、亲水性的预测和分析, 为

蛋白质次级结构的预测及功能分析提供理论参考。

采用 ProtScale分析此蛋白质的疏水性、亲水性, 结

果见图 5。第 195 位的脯氨酸残基的亲水性最强

(分值为-2� 911) ,第 151位的丙氨酸残基的疏水性

最强(分值为 2� 722)。总体来看, 亲水性氨基酸较
为均匀的分布在整个肽链中,且略多于疏水性氨基

酸中。因此, 除了局部的疏水区域, 整个肽链表现

为弱亲水性,由此,可推测是此酶是亲水蛋白质。

图 5 � ggp ps 基因编码蛋白氨基酸序列的疏水性/亲水

性预测

Fig. 5 � Predicted hydrophobicity and hydrophilicity of

the amino acid sequence of GGPPS

2� 5� 5 � 二级结构的预测和分析 � 多肽链借助氢键
排列成沿一维方向而呈现有规则的重复构象的二

级结构,是氨基酸顺序与三维构象之间的桥梁。二

级结构借助范德华力、氢键、静电和疏水等相互作

用形成蛋白质的三级结构,从而发挥正常的生物学

功能。用 SOPMA 对此蛋白质的二级结构预测见

图 6。此蛋白质 �-螺旋占 60� 05%, �-折叠占

4� 07%, �-转角占 6� 11% , 无规则卷曲占 29� 77% ,
和延伸链占 21� 71%。

图 6 � 南方红豆杉 ggpp s 基因编码蛋白的二级结构预

测

Fig. 6 � Protein secondary structure prediction of the a-

mino acid sequence of GGPPS

2� 5� 6 � 三级结构预测与分析 � 利用 SWISS-MOD-

EL 同源建模,得到南方红豆杉 GGPPS氨基酸序列

的预测三级结构, 见图 7。与预测蛋白质三级结匹

配度最高的是薄荷的 GGPPS( Parent PDB: Chain:

D) , 相似度为 67� 80%。从图 7 中可以更直观的看

出, 预测结构中含有较多的 �-螺旋和无规则卷曲,

这与用二级结构的预测结果一致。

图 7 � GGPPS蛋白三级结构预测图

Fig. 7� Three-dimensional structure of the putative GGPPS

2� 5� 7 � 结构域分析 � 将序列提交至 Scan Pr osite

数据库 ( ht tp: / / www�Expasy� org / scanprosite ) ,
进行蛋白质结构域分析预测, 结果显示: 它含有多

个与蛋白质的修饰作用有关的活性位点,包括 9处

蛋白激酶 C 的磷酸化位点( 26-28, 73-75, 76-78, 89-

91, 131-133, 225-227, 231-233, 234-236, 341-343) ; 1

处酪蛋白激酶位点( 127-134) ; 7处 N 豆蔻酰化位点

( 41-46, 50-55, 153-158, 249-254, 290-295, 291-

296, 351-356) , 5 处为酪蛋白激酶 �磷酸化位点

( 20-23; 260-263; 297-300; 327-330; 371-374) ; 1处酰

胺化位点 ( 139-142)。同时, 利用 Sanger 中心的

Pfam 同源蛋白家族数据库分析,此蛋白质中含有 2

个结构域( 128-385和 129-375) , 属于聚戊烯合成酶

家族。

2� 6 � 同源性和分子进化分析
在序列比对的基础上, 采用 MEGA4� 0软件的

NJ( neighbo r- joining )法构建系统进化树, 以确定南

方红豆杉 GGPPS 在系统进化中的地位,见图8。由

NJ法构建的系统树[ 5] , 枝长代表分歧度, 枝上的数

字为 Bootst rap 10000次的支持率。中可以看出,克

隆的南方红豆杉与其它的红豆杉属植物聚为一小

类( �) , 与云杉属和冷杉属物种的 GGPPS 相似性

较近。红豆杉属、云杉属和冷杉属中不同物种的

GGPPS在进化上具有较近的亲缘关系, 这可以为 3

个属种的其它物种的 GGPPS 克隆与后续研究提供

有价值的参考。
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图 8 � GGPPS氨基酸与相似蛋白的同源树

Fig. 8 � Homology phylogeny tree about amino acid se-

quences from ggpps and some similar protein se-

quences

3 � 结 � 语

GGPPS属异戊烯基转移酶, 催化 FPP 与 IPP

发生亲电子耦合形成 GGPP。虽然该酶促反应并非

紫杉醇生物合成的限速步骤,但它合成了紫杉烷类

的共同前体物 GGPP,并成为二萜和四萜生物合成

途径中的分支点, 而且启动了紫杉醇的生物合成。

因此,研究 GGPPS 对于阐明南方红豆杉产生紫杉

醇的机理具有重要意义。作者以南方红豆杉为材

料, 克隆获得了其 GGPPS 基因的全长序列,用推断

的蛋白质序列作同源比较, 结果显示它与不同物种

来源的 GGPPS 都有同源性, 尤其是与 NCBI 中公

布的加拿大红豆杉 GGPPS的同源性高达 99� 0%。
本研究还发现, 南方红豆杉的 GGPPS 基因中没有

插入序列,这与一些报道的曼地亚红豆杉研究结果

相同
[ 6]
,但与其他报道的红豆杉属、云杉属和冷杉

属植物的 GGPPS基因则不同
[ 7- 9]

, 这说明对南方

红豆杉中 GGPPS基因的研究还需进一步深入。
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