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摘　 要: 基于中国红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｗａｌｌｉｃｈｉａｎａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ(Ｐｉｌｇｅｒ) Ｆｌｏｒｉｎ)转录组序列ꎬ 从中扩增到 １ 个新的

Ｐ４５０ 羟化酶基因 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ꎬ 并对其进行了克隆、 表达及功能分析ꎮ 生物信息学分析结果显示: 该基因编

码区长 １５００ ｂｐꎬ 共编码 ４９９ 个氨基酸ꎻ 编码蛋白无信号肽ꎬ 包含 １ 个跨膜区ꎬ 具有催化活性中心结构域ꎮ
进一步将该基因在酿酒酵母 ＷＡＴ１１ 中进行异源表达功能研究ꎬ 蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)实验结果表

明ꎬ 目的蛋白 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 可在 ＷＡＴ１１ 中成功表达ꎻ 液相色谱￣质谱联用(ＬＣ￣ＭＳ)分析结果显示ꎬ 羟化酶

ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 对底物紫杉素表现出催化活性ꎮ 依据质谱结果及反应底物紫杉素的分子结构ꎬ 判断其催化产物可

能为添加了 ２ 个羟基的紫杉烷新衍生物ꎮ
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　 　 紫杉醇(Ｔａｘｏｌ)为红豆杉属(Ｔａｘｕｓ)植物合成

的一种二萜类化合物ꎬ 能促进微管的形成和稳定ꎬ
并阻止其解聚ꎬ 从而达到阻止癌细胞分裂的目的ꎬ
对乳腺癌、 卵巢癌、 黑色素瘤等都具有明显疗效ꎬ
其需求量在抗肿瘤药物中居于首位[１]ꎮ 由于紫杉

醇在红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ (Ｐｉｌｇｅｒ) Ｒｅｈｄ.)中

含量极低ꎬ 且红豆杉属植物资源稀缺ꎬ 故天然提取

的紫杉醇远远无法满足临床需求[２ꎬ ３]ꎮ 为此ꎬ 国内

外研究者在筛选高产紫杉醇红豆杉品种、 细胞培

养、 化学半全合成及全合成、 微生物生产等方面做

了大量探索ꎬ 获得了一定的进展ꎬ 但离根本解决紫

杉醇的供需问题尚有很大差距[４－８]ꎮ
合成生物学技术的发展将是解决紫杉醇供需矛

盾的重要途径ꎮ 近年来ꎬ 青蒿素、 人参皂甙等重要

次生代谢产物已成功实现异源大量合成[９－１１]ꎮ 围

绕解析紫杉醇合成途径的分子机制ꎬ 并利用代谢工

程手段合成紫杉醇的研究日益成为科学研究的热

点[１２－１４]ꎮ 解析紫杉醇生物合成途径的分子机理具

有重要科学意义ꎬ 可为利用合成生物学技术大规

模、 低成本地生产紫杉醇提供理论依据ꎮ
目前ꎬ 紫杉醇生物合成路径中的大部分酶基因

已被确认ꎬ 但细胞色素 Ｐ４５０ 羟化酶基因及其功能

尚未完全解析ꎬ 尤其是紫杉醇母核上 Ｃ１、 Ｃ４ 和

Ｃ９ 位对应的细胞色素 Ｐ４５０ 羟化酶基因尚未被发

现ꎬ 这是目前研究紫杉醇合成生物学技术的热点和

难点ꎮ 本研究基于前期中国红豆杉((Ｔ. ｗａｌｌｉｃｈｉ￣
ａｎａ ｖａｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ(Ｐｉｌｇｅｒ) Ｆｌｏｒｉｎ))转录组序列数

据ꎬ 分析得到的 １ 个 Ｐ４５０ 羟化酶新基因 ＴｃＣ￣
ＹＰ７２５Ａ２２ [１５]ꎬ 并对其进行了克隆、 表达及功能

分析ꎬ 旨在为后续进一步解析紫杉醇的生物合成途

径奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料和试剂

中国红豆杉细胞系由其嫩茎诱导的愈伤组织

建立ꎬ 于华中科技大学资源生物学与生物技术研

究所保存ꎮ 在 ６２＃培养基中[１６]ꎬ ２５℃下黑暗传代

培养ꎮ 大肠杆菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈ ｃｏｌｉ)ＤＨ５α、 酿酒酵母

(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)ＷＡＴ１１ 均由本实验

室保存ꎻ 酵母表达载体 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 购于 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司 ( Ａｇｉｌｅｎｔꎬ ＵＳＡ )ꎮ ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ￣Ｎｅｏ 酶 购 于

ＴＯＹＯＢＯ 公司(Ｊａｐａｎ)ꎻ 山梨醇(Ｓｏｒｂｉｔｏｌ)、 半乳

糖(Ｇａｌａｃｔｏｓｅ)、 氨苄青霉素 ( Ａｍｐ) 购于 Ｂｉｏ￣
ｓｈａｒｐ 公司(中国)ꎻ 酿酒酵母营养缺陷型选择培养

基 ＳＣ￣ｔｒｐ(ＦｕｎＧｅｎｏｍｅꎬ Ｃｈｉｎａ)ꎻ 用于蛋白质免

疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测的一抗Ｍｙｃ￣Ｔａｇ Ｒａｂｂｉｔ
ｍＡｂ 与二抗Ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ(ＨＲＰ￣ｌｉｎｋｅｄ Ａｎｔｉｂｏｄ￣
ｙ)均购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司(ＵＳＡ)ꎮ
１􀆰 ２　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２基因的克隆

根据中国红豆杉转录组序列信息ꎬ 设计特异性

引物(Ｆ: ５′－ＣＧＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣＡＡＡＴＣＧＡＡＡＴＧ￣
ＧＡＴＡＣＣＴ－３′ꎻ Ｒ: ５′－ＣＣＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＡ ＡＧＴＣＴ￣
ＧＧＧＡＡＡＡＡＧＴＴＴＴＡＴ －３′)ꎮ 提 取 中 国 红 豆 杉 总

ＲＮＡꎬ 反转录为 ｃＤＮＡꎮ 以单链 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ 用

ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ￣Ｎｅｏ 酶进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ２０ μＬ 反应体系

包含: ＫＯＤ￣Ｐｌｕｓ￣Ｎｅｏ ０􀆰５ μＬ、 １０ × ＫＯＤ Ｂｕｆｆｅｒ
２ μＬ、 上、 下游引物各 ０􀆰８ μＬ (１０ μｍｏｌ / Ｌ)、 Ｍｇ２＋

ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ、 ｄＮＴＰ 混合物 ２ μＬ(２􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ)、 模

板适量ꎮ 反应程序为: ９４℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ ９８℃变

性 ３０ ｓꎬ ５５℃退火 ３０ ｓꎬ ６８℃延伸 １ ｍｉｎꎻ 共 ３４
个循环ꎬ 最后 ６８℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物回收、
接连后转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ 阳性

克隆鉴定后送测序ꎮ
１􀆰 ３　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２编码蛋白特征分析

利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 ＧｅｎｅＤｏｃ 程序进行蛋白

质多序列比对ꎻ 目的蛋白的信号肽使用 ＳｉｇｎａｌＰ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 进

行预测ꎻ 蛋白的跨膜结构采用 ＴＭＨＭＭ２􀆰０ Ｓｅｒｖｅｒ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｃｂｓ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ / )进

行预测ꎻ 利用 ＳＯＰＭＡ 工具预测蛋白的二级结构ꎮ
１􀆰 ４　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２蛋白在酵母中的异源表达

分别 将 质 粒 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 和 目 的 基 因 Ｔｃ￣
ＣＹＰ７２５Ａ２２用限制性内切酶 ＸｈｏⅠ、 ＮｈｅⅠ 于

３７℃双酶切 １０ ｍｉｎꎮ 酶切产物经分离、 回收目的

片段ꎬ 经 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶于 ４℃ 连接过夜ꎮ 将连接

产物热激转化到大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ 选

取阳性克隆扩大培养后提取重组质粒 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣
ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 并进行双酶切鉴定ꎮ

利用 ＬｉＡｃ / ｓｓＤＮＡ/ ＰＥＧ法制备酿酒酵母 ＷＡＴ１１
感受态细胞ꎬ 并进行上述 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２
重组质粒的转化ꎮ ＰＣＲ 检验阳性转化子ꎮ 挑取阳

性酵母转化子于 １０ ｍＬ 含有 ２％ 葡萄糖的 ＳＣ￣ｔｒｐ
液体培养基中ꎬ ３０℃、 ２００ ｒ / ｍｉｎ 培养至 ＯＤ６００ ＝
１􀆰５ ~ ２􀆰０ꎮ 离心收集菌体ꎬ 用无菌水清洗 ３ 次ꎬ
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取适量菌体接种于 １０ ｍＬ 含 ２％半乳糖的 ＳＣ￣ｔｒｐ
培养基中ꎬ 使菌体的初始浓度为 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰６ ~
０􀆰８ꎬ 再于 ３０℃、 ２５０ ｒ / ｍｉｎ 诱导培养至 ＯＤ６００ ＝
３􀆰５ ~ ４􀆰５ꎮ 离心收集菌体ꎬ 经直径 ０􀆰５ ｍｍ 的玻

璃珠破壁ꎬ ５０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎꎬ 吸取上清液进

行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 以转入 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 空载体

的 ＷＡＴ１１ 菌株作为对照ꎮ
１􀆰 ５　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２蛋白的功能分析

将酵母阳性转化子接种到 ５ ｍＬ 含 ２％ 葡萄糖

的 ＳＣ￣ｔｒｐ 液体培养基中ꎬ 于 ３０℃、 ２００ ｒ / ｍｉｎ 培

养过夜ꎬ 再转接于 １０ ｍＬ 培养基中培养至 ＯＤ６００ ＝
０􀆰８ꎬ 于 ４℃、 ７０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ
等体积 ｄｄＨ２Ｏ 冲洗 ３ 次后用 １０ ｍＬ 的含 ２％半乳

糖的 ＳＣ￣ｔｒｐ 培养基重悬ꎬ 同时加入终浓度为

１００ μｍｏｌ / Ｌ 的紫杉素(Ｔａｘｕｓｉｎ)作为反应底物ꎬ 重

复 ３ 次ꎮ 再于 ３０℃、 ２００ ｒ / ｍｉｎ 诱导培养 ４８ ｈꎮ 以

转入 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 空载体的 ＷＡＴ１１ 菌株及不添加反

应底物的实验组作为对照ꎮ 将诱导培养后的菌液使

用等体积正己烷 ∶乙酸乙酯(Ｖ ∶ Ｖ ＝ ４ ∶ １)抽提 ２
次ꎬ 合并抽提液ꎬ 自然吹干后用 ５００ μＬ 的乙腈溶

解ꎬ 于 ０􀆰２２ μｍ 滤膜后用于液相色谱￣质谱联用

(ＬＣ￣ＭＳ)分析ꎮ
ＬＣ￣ＭＳ 检测条件为: 液质联用仪 １１００ ＬＣ /

ＭＳＤ ＸＣＤ Ｔｒａｐ(安捷伦)进行产物检测ꎻ 色谱柱为

Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ￣Ｐｈｅｎｙｌ(４􀆰６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ ×
５ μｍ)ꎻ 流动相为乙腈和水ꎬ 梯度设置为(乙腈含

量)５％ ~ １００％、 ５０ ｍｉｎ、 流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎻ 进

样量 ２０ μＬ、 柱温 ３０℃ꎻ 紫外检测器的波长设置为

２１０ ｎｍꎮ 质谱分析为 ＥＳＩ 源ꎬ 正离子模式ꎮ

２　 结果和分析

２􀆰 １　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２基因的克隆

以中国红豆杉 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ ＰＣＲ 扩增结果

显示ꎬ １５００ ｂｐ 处有明显的条带(图 １)ꎬ 与预期大

小相符ꎬ 目的条带测序结果与转录组数据一致ꎬ 说

明基因克隆成功ꎮ 经同源性分析后将其命名为 Ｔｃ￣
ＣＹＰ７２５Ａ２２(ＮＣＢＩ 登录号: ＭＦ４４８６４６􀆰１)ꎬ 其编

码区长 １５００ ｂｐꎬ 具有完整的开放阅读框ꎬ 编码

４９９ 个氨基酸ꎬ 编码蛋白分子量为 ５７􀆰２４ ｋＤꎬ 等

电点为 ８􀆰７７ꎮ

　 　 　 　 Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ⅲꎻ １: ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２.

图 １　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 基因 ＰＣＲ扩增电泳检测
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２

ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

２􀆰 ２　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２编码蛋白特征分析

本研究将 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 氨基酸序列与中国红

豆杉中已知的紫杉烷羟化酶ꎬ 包括: 紫杉烷 ２α￣羟
化酶(Ｔ２ＯＨ)、 紫杉烷 ５α￣羟化酶(Ｔ５ＯＨ)、 紫杉烷

７β￣羟化酶(Ｔ７ＯＨ)、 紫杉烷 １０β￣羟化酶(Ｔ１０ＯＨ)
和紫杉烷 １３α￣羟化酶(Ｔ１３ＯＨ)氨基酸序列进行比

对分析ꎮ 结果显示(图 ２)ꎬ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 与已知

的紫杉烷 Ｐ４５０ 羟化酶序列相似ꎬ 都具有典型的

ＰＳＲＦ、 ＥＸＸＲ 和 ＰＦＧ 等结构域ꎮ
蛋白信号肽的预测结果显示ꎬ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２

无信 号 肽ꎮ 采 用 ＴＭＨＭＭ 在 线 工 具 进 行 Ｔｃ￣
ＣＹＰ７２５Ａ２２的跨膜区预测ꎬ 发现该蛋白只有 １ 个

跨膜区(２１ ~４３ ａａ)ꎬ 在此之前的区域位于膜内

(１ ~ ２０ ａａ)ꎬ 之后的区域位于膜外(４４ ~ ４９９ ａａ)
(图 ３)ꎮ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 蛋白二级结构预测结果表

明ꎬ 蛋白 序 列 中 α 螺 旋 占 ４８􀆰５０％、 β 转 角 占

４􀆰０１％、 扩展束占 １２􀆰６３％、 无规则卷曲占 ３４􀆰８７％ꎮ
２􀆰 ３　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２的酵母异源表达与检测

本研究将选择的高拷贝、 诱导型酿酒酵母表达

载体 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 和构建好的重组质粒 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣
ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ꎬ 分别转化到 ＷＡＴ１１ 菌株中ꎬ 选取

阳性克隆子进行诱导表达ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

显示(图 ４)ꎬ 目的蛋白在约 ５５ ｋＤ 处出现明显的单

一条带ꎬ 而阴性对照 (ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 空载体转化菌

株)无条带出现ꎬ 表明目的蛋白在酿酒酵母 ＷＡＴ１１
菌株中成功表达ꎮ
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图 ２　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 与其他已知紫杉烷羟化酶的多序列比对
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ ｏｆ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ ｗｉｔｈ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｔａｘｏｉｄ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｓ

图 ３　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 的跨膜区预测
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２

Ｍ: 蛋白预染 ＭａｒｋｅｒⅢꎻ ＣＫ: 含 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 空载体菌株ꎻ １: 含 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣
ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 的菌株ꎮ
Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｅ￣ｓｔａｉｎｅｄ ＭａｒｋｅｒⅢꎻ ＣＫ: Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ ｖｅｃｔｏｒꎻ
１: Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ ｖｅｃｔｏｒ.

图 ４　 重组蛋白 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 的Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ
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２􀆰 ４　 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２基因的功能分析

本研究以紫杉素为底物ꎬ 分别对 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２
重组蛋白、 空载体表达蛋白和不添加底物对照组的

催化反应情况进行测定ꎬ 并对提取反应后的产物进

行 ＬＣ￣ＭＳ 检测ꎮ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 蛋白催化紫杉素

转化反应的总离子流峰图显示ꎬ 与空载体相比ꎬ 实

验组在 ３１􀆰７ ｍｉｎ 出现了新的色谱峰 １(图 ５: Ａ)ꎬ
该组分的一级质谱出现了 １ 个主要的 ５５８􀆰７ ｍ / ｚ
的分子离子峰(图 ５: Ｂ)ꎬ 且不添加底物的对照组

在此处无特征峰ꎮ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 重组蛋白催化转

化反应前底物在此 ＬＣ￣ＭＳ 条件下呈现[Ｍ ＋ Ｎａ] ＋
峰(５０４ ＋ ２３)ꎮ 因此ꎬ 推测 ５５８􀆰７ ｍ / ｚ 可能是

[５３６ ＋ Ｎａ]的分子离子峰ꎮ 因此ꎬ 峰 １ 的分子量

推测为 ５３６ꎮ 依据反应底物紫杉素的分子结构(图
５: Ｃ)ꎬ 推测分子量为 ５３６ 的紫杉烷可能为添加

了 ２ 个羟基的紫杉烷新衍生物(图 ５: Ｄ)ꎮ 以上

结果表明ꎬ 通过酵母真核表达的 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２
羟化酶在酵母体内具有反应活性ꎬ 但其羟基在紫

杉烷母核上的具体位置尚需通过核磁共振等方法

进一步确认ꎮ

Ａ: 反应后总离子流图ꎬ １ 为 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 催化紫杉素反应后出现的新峰ꎻ Ｂ: ３１􀆰７ ｍｉｎ 出现的色谱峰组分的一级质谱图ꎻ Ｃ:
底物紫杉素结构图ꎻ Ｄ: 推测催化加 ２ 个羟基产物结构之一ꎮ
Ａ: Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｍａｐ ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｐｅａｋ １ ｉｓ ａ ｎｅｗ ｐｅａｋ ａｆｔｅｒ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｔａｘｕｓｉｎꎻ Ｂ: Ｐｒｉｍａｒｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ￣
ｔｒａ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｐｐｅａｒｉｎｇ ａｔ ３１􀆰７ ｍｉｎꎻ Ｃ: Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔａｘｕｓｉｎꎻ Ｄ: Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｗｉｔｈ
ｔｗｏ ｈｙｄｒｏｘｙｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｄｄｅｄ ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｔｉｏｎ.

图 ５　 羟化酶 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 催化紫杉素反应结果
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｏ ｔａｘｕｓｉｎ
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３　 讨论

紫杉醇是红豆杉中的重要活性成分ꎬ 具有很好

的抗肿瘤作用ꎮ 紫杉醇的生物合成途径较为复杂ꎬ
需经历不少于 ２０ 步酶的催化反应ꎬ 其中多步为

ＣＹＰ４５０ 酶介导的氧化反应[１７]ꎮ 紫杉醇母核紫杉

二烯发生了 ８ 个位点的有效羟基化ꎬ 即位点 Ｃ１、
Ｃ２、 Ｃ４、 Ｃ５、 Ｃ７、 Ｃ９、 Ｃ１０ 和 Ｃ１３[１８]ꎮ 目前ꎬ
已鉴定出位点 Ｃ２、 Ｃ５、 Ｃ７、 Ｃ１０ 和 Ｃ１３ 对应的

１ 个或多个羟化酶基因[１９－２３]ꎮ 但母核上尚有较多

的 ＣＹＰ４５０ 羟化酶基因功能未被确认ꎬ 尤其是 Ｃ１、
Ｃ４ 和 Ｃ９ 位对应的 ＣＹＰ４５０ 羟化酶基因尚未被发

现ꎬ 这些已成为彻底解析紫杉醇生物合成途径的主

要瓶颈[２４]ꎮ 因此ꎬ 挖掘红豆杉中新的羟化酶基因

具有重要意义ꎮ 本研究以中国红豆杉为材料ꎬ 克隆

新的 Ｐ４５０ 羟化酶基因 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ꎬ 并首次在

酵母中进行表达和功能研究ꎬ 实验结果显示ꎬ 表达

后 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 蛋白能将底物紫杉素催化形成添

加了 ２ 个羟基的新紫杉烷衍生物ꎬ 具有明显的生物

学活性ꎮ 而从底物紫杉素的结构上来看ꎬ 其母核上

保留有 Ｃ１、 Ｃ２ 和 Ｃ７ ３ 个未被氧化修饰的位点ꎬ
因此 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 可能在其中的 ２ 个位点上具有

羟化作用ꎮ
Ｅｉｓｅｎｒｅｉｃ 等[２５]的研究表明ꎬ 紫杉烷母核上所

有羟基氧化反应均由细胞色素 Ｐ４５０ 氧化酶类催化

完成ꎮ 至今在红豆杉中鉴定出的与紫杉醇生物合成

相关的 Ｐ４５０ 羟化酶基因均属于 ＣＹＰ７２５Ａ 亚家

族[１９－２３]ꎮ ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 也属 ＣＹＰ７２５Ａ 亚家族蛋

白ꎬ 序列比对分析结果发现ꎬ 该蛋白与已知的 Ｃ１０
位羟化酶相似性最高ꎬ 达到 ７１％ꎬ 且其序列中具

有 ＰＳＲＦ、 ＥＸＸＲ 和 ＰＦＧ 等 Ｐ４５０ 典型的保守结构

域ꎮ 因此 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ 极有可能参与紫杉醇的生

物合成ꎮ
在紫杉醇的生物合成途径中ꎬ 紫杉二烯合酶催

化形成三环二萜的基本骨架结构紫杉 ４(５)ꎬ１１(１２)
二烯后ꎬ 需要进行一系列羟基化、 酰基化等的修

饰ꎮ 而酰基化反应的原理是将酰化酶催化、 活化的

乙酰基结合到其配基底物的羟基上ꎬ 因此ꎬ 有效的

羟基化是酰化合成紫杉醇的前提[２６ꎬ ２７]ꎮ 本研究获

得了具有催化活性的羟化酶基因 ＴｃＣＹＰ７２５Ａ２２ꎬ
对最终彻底解析紫杉醇的生物合成途径具有重要
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