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摘要 ［目的］对类黄酮异戊烯转移酶基因在酿酒酵母中的表达进行研究。［方法］以粗毛淫羊藿为材料，对其类黄酮异戊烯转移酶基
因( EaPT1) 进行克隆，并构建重组质粒，将其转化至酿酒酵母 INVSc1 中表达，进行黄酮类底物粗酶检测。［结果］获得了大小约 1 200 bp
的 EaPT1 基因; 经 SDS-PAGE 检测，重组质粒转化后的酵母菌有疑似 EaPT1 的表达产物; 粗酶检测中未能检测到 EaPT1 酶活性。［结
论］为粗毛淫羊藿植物次生代谢，特别是类黄酮生物合成途径的解析奠定基础。
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Abstract ［Objective］The aim was to study the expression of flavonoid prenyltransferase-like genes in Saccharomyces cerevisia． ［Method］U-
sing the Epimedium acuminatum as material，the flavonoid prenyltransferase-like gene ( EaPT1) was cloned，and with the construction of re-
combinant plasmid which expressed in Saccharomyces cerevisia，the crude enzyme was detected by flavonoid substrate． ［Result］ An about
1 200 bp EaPT1 gene was obtained; through the SDS-PAGE detection，the Saccharomyces cerevisia which had be transformed in recombinant
plasmid had as if EaPT1’s expression product; there was no EaPT1 enzymatic activity in the crude enzyme detection． ［Conclusion］ It pre-
pared the ground for the analysis of secondary metabolism of Epimedium acuminatum，specially the synthetic route of flavonoid organism．
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传统中草药粗毛淫羊藿为淫羊藿属植物，富含异戊烯黄

酮类化合物［1］，如淫羊藿苷和淫羊藿定等，具有增加免疫和

调节内分泌的作用［2 －3］。催化异戊烯单元转移到黄酮类化

合物的酶称为类黄酮异戊烯转移酶( Flavonoid Prenyltrans-
ferase) ，属膜结合型芳香族异戊烯转移酶［4］。目前已有较多

有关类黄酮异戊烯转移酶的研究［4 －5］。
据研究，植物异戊烯转移酶有在大肠杆菌中表达成功

的，也有在酵母中表达成功的，陈倩倩等在试验中首先选择

了大肠杆菌表达体系和表达载体 pET32a( + ) ，但无论怎样

变换诱导条件，始终没有在 SDS-PAGE 电泳中检测到可溶的

或包涵体形式的目标条带，之后更换表达载体 pColdTFDNA
和 pGEX-4T-1，仍 不 见 目 标 蛋 白 表 达［5］。这 可 能 是 由 于

EaPT1 含有 9 个跨膜区，属典型的跨膜蛋白，难以在大肠杆

菌表达体系实现异源表达［5］。而酿酒酵母细胞具有一定的

后修饰系统，因此可选用酿酒酵母以 pYES2 为表达载体的真

核表达体系进一步对 EaPT1 进行表达研究。酿酒酵母是最

安全的基因工程表达受体，已广泛用于功能基因的表达［6］，

且酿酒酵母表达的重组蛋白质具有较好的活性和稳定性［7］，

其在食品工业中有着几百年的应用历史，属安全型基因工程

受体系统［8］。大豆 GmG4DT 的异戊烯转移酶催化活性，即是

通过酵母表达体系才得以鉴定的［9］。
该试验以粗毛淫羊藿为试验材料，根据植物芳香族异戊

烯转移酶保守序列设计简并引物，通过相似性的同源克隆策

略及其 RACE 技术获得一条全长基因并命名为 EaPT1。将

EaPT1 与酵母表达载体 pYES2 重组，获得 pYES2 /EaPT1 重

组体并转化至酵母中表达，进行体外功能鉴定，旨在发现一

类新的类黄酮异戊烯转移酶，为粗毛淫羊藿植物次生代谢，

特别是类黄酮生物合成途径的解析奠定基础。
1 材料与方法

1． 1 材料 重组质粒 PMD18-T /EaPT1( 由实验室其他成员

完成) ; 宿主载体 pYES2; 酵母菌 INVSc1( Invitrogen 公司) ; LB
培养基; YPD 培 养 基; SC-U 培 养 基; P-buffer1［50 mmol /L
Tris-Cl( pH 7． 5 ) ，10 mmol /L MgSO4，1 mmol /L EDTA，10
mmol /L 乙酸钾，1 mmol /L DTT，1 mmol /L PMSF］; P-buffer2
［0． 5% KH2PO4，3． 68% CaCl2·2H2O，5． 73% TES buffer( pH
7． 2) ］; Lysis buffer［50 mmol /L Tris-Cl ( pH 7． 5) ，10 mmol /L
MgSO4，1 mmol /L EDTA，10 mmol /L potassium acetate，1
mmol /L DTT，1 mmol /L phenylmethylsulfonyl fluoride］; Zy-
molyase buffer［50 mmol /L Tris-Cl ( pH 7． 5 ) ，10 mmol /L
MgCl2 ) ; 蜗牛酶( 上海生物工程有限公司) ; 融菌酶; 非 EB 胶

回收试剂盒( 上海华舜生物技术有限公司) ; BIO-RADSDS 蛋

白电泳装置等。
1． 2 方法

1． 2． 1 EaPT1 基因的获得。以重组质粒 PMD18-T /EaPT1
为模板，加入上游引物( 5'-CGGGATCCAAAATGGATTCTCTA-
3') 及下游引物( 5'-GGAATTCTCATCTGACCAAT-3') ，经 PCR
扩增获得 EaPT1 基因的特异性条带。
1． 2． 2 构建对酵母的转化质粒及其表达。将目的片段回收

并与 pYES2 连接得到 pYES2 /EaPT1，将构建好的表达载体

pYES2 /EaPT1 转化到酿酒酵母尿嘧啶缺陷型菌种 INVSc1，

在 SC-U 选择培养基上筛选转化子。参照 Invitrogen 公司 pY-
ES2 操作手册制备其感受态细胞，并进行化学转化和重组蛋

白的表达。
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1． 2． 3 酵母细胞的破碎。
( 1) Vortex 方法。重悬菌体于 P-buffer1，4 ℃离心; 弃上

清，P-buffer1 重悬菌体，使 OD600达 50 ～100，加入等体积 acid-
washed glass beads，混匀 30 s，冰上放置 30 s，重复 10 ～20 次;

最大转速离心 10 min，取全菌和上清分别进行 SDS-PAGE 蛋

白电泳。
( 2) 蜗牛酶方法。称量菌体的重量，重悬菌体于 2 至 4

个体积的冰浴水中( 1 个体积当作1 L BJ926 OD600 = 1． 0 时产

2 ～3 ml 菌体) ，4 ℃离心，弃上清; 重悬菌体于1 个体积的 Zy-
molyase buffer，室温放置 15 min; 4 ℃ 离心，3 倍体积的 Zy-
molyase buffer 重悬，同时加入蜗牛酶( 20 ～40 mg 每克细胞) ，

30 ℃下 50 r /min 振荡 1 h; 4 ℃离心原生质体，去上清; 清洗

原生质体，轻柔地用 2 个体积的冰浴 Zymolyase buffer 重悬，

1 500 g 离心 5 min; 重复该步骤 2 次; 轻柔地将原生质体重悬

于 2 个体积的 Lysis buffer，1 500 g 离心10 min; 将原生质体重

悬于 1 个体积的 Lysis buffer; 超声 3 min，1 500 g 离心 15 s，取

全菌和上清分别进行蛋白电泳。
( 3) 融菌酶方法。菌体重悬在 1 ml 冰浴去离子水中，4

℃离心，去上清; 用 1 ml 10． 3% 冰浴蔗糖重悬菌体，4 ℃ 离

心，去上清; 菌体用 1 ml 冰浴 P-Buffer2 重悬，4 ℃离心，去上

清，重复 1 次; 菌体用 P-Buffer2 重悬，同时加入融菌酶 100 μl
( 50 mg /ml) ，30 ℃下 50 r /min 振荡 1 h; 离心原生质体，去上

清; 1 ml 冰浴 P-Buffer2 清洗 3 次，4 ℃离心，去上清; 超声 3
min，1 500 g 离心 15 s，取全菌和上清分别进行蛋白电泳。
1． 2． 4 粗酶活性的检测。利用 Vortex 方法破碎半乳糖诱导

的酵母细胞后，4 ℃离心，取上清进行反应，反应体系为:

10 μg DMAPP +2 mmol /L naringenin + 5%甘油 +400 μl
上清 +2 mmol /L DTT +5 mmol /L MgCl2

37 ℃空气浴 18 h 后，用乙酸乙酯萃取，挥发干后，用 100
μl 甲醇溶解，LC /MS 检测，LC /MS 条件参照文献［10］。
2 结果与分析

2． 1 EaPT1 基因的获得 从重组质粒 PMD18-T /EaPT1 中

以 PCR 的方法得到了目的基因 EaPT1。由图 1 可知，目的基

因片段分子量约为 1 200 bp，与相应其他植物的 EaPT1 大小

相当。
2． 2 EaPT1 的表达 首先，对构建的载体质粒 pYES2 /EaPT1
进行了测序，证实了 EaPT1 序列是正确的。然后，通过化学

转化将pYES2 /EaPT1质粒转入酿酒酵母，在营养缺陷型培

注: M． DNA Marker; 1． EaPT1 基因。

图 1 EaPT1 的 PCR 扩增电泳图谱

养基 SC-U 平板上筛选出了转化成功的克隆。将克隆扩大培

养后进行酵母菌细胞破碎，用酵母菌细胞破碎提取液进行

SDS-PAGE 检测( 图 2) ，结果显示有疑似 EaPT1 的表达产物

( 蜗牛酶方法裂解、溶菌酶方法裂解及 Vortex 方法裂解的酿

酒酵母有共同的蛋白质条带，并与预测的表达载体pYES2 /
EaPT1 表达蛋白 45 609． 3 Da 基本一致。

注: pET 为空载体裂解蛋白; qsn、sn 分别为蜗牛酶方法裂解酿酒酵

母的全菌和上清; qly、ly 分别为溶菌酶方法裂解酿酒酵母的全

菌和上清; snailase、lysis 分别为蜗牛酶和溶菌酶本身的蛋白;

qVt、Vt 为方法 Vortex 方法裂解酿酒酵母的全菌和上清。

图 2 酿酒酵母细胞及细胞破碎后的 SDS-PAGE 图谱

2． 3 活性检测 采用 Vortex 方法来破碎酵母细胞来进行粗

酶检 测。以 黄 酮 类 Naringenin 为 底 物，进 行 酶 反 应 检 测

EaTP1 酶活性，预计产物应该如图 3 所示。但通过 LC-MS 检

测，未能检测到预计的产物峰。

图 3 Naringenin 的预计产物
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功能相关性的研究较多，如在猕猴桃和番茄等果实的软化过

程中，XTH 的活性增强，且表达量增加，说明 XTH 基因参与

了果实的成熟与软化［9 －10］。王文泉等研究发现，XTH 基因在

芝麻和小麦的根中受厌氧诱导表达，是新的与结构适应相关

的耐渍基因［11］。此外，XTH 基因的表达与组织膨大也有很

强的相关性［12］。近年的研究还表明，XTH 基因是一种植物

的细胞程序性死亡相关基因，而且与花瓣衰老也有密切的关

系［13 －14］。该研究克隆得到了菊花花瓣 XTH 基因的 cDNA 序

列，并通过序列分析和信息生物学方法鉴定了分离基因的正

确性，该结果为进一步研究 XTH 基因的结构与生物学功能

以及菊花花瓣的生长发育机制奠定了基础。
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3 讨论

由于其他植物异戊烯转移酶在大肠杆菌及酵母中表达

获得了成功，笔者首先选择了大肠杆菌表达体系和表达载体

pET32a( + ) ，使用许多方法，却始终未在 SDS-PAGE 电泳中

检测到可溶的或包涵体形式的目标条带。考虑到 EaPT1 含

有 9 个跨膜区，属典型的跨膜蛋白，故可能难以在大肠杆菌

表达体系实现异源表达。由于酿酒酵母细胞具有一定的后

修饰系统，文中选用酿酒酵母以 pYES2 为表达载体的真核表

达体系进一步对 EaPT1 进行表达研究，在 SDS-PAGE 检测中

显示有疑似 EaPT1 的表达产物，但在活性检测中未检测出活

性。这可能是由于: ①已经表达了有活性的酶蛋白，但检测

体系有问题;②表达产物是酶蛋白，在提取过程中失活;③只

表达了酶蛋白的部分片段;④酶蛋白就是不能表达。
酵母细胞有细胞壁，难以破碎，文中对酵母细胞的破碎

采取了 3 种方法。图 2 比较了应用溶菌酶、蜗牛酶和 Vortex
方法裂解酵母的效果，从图中不难看出，融菌酶方法、蜗牛酶

方法对酵母细胞破碎不完全，不能够较好的将酵母细胞内的

蛋白释放出来，Vortex 方法破碎酵母细胞的效果最好，破碎

完全，后续可采用 Vortex 方法来破碎酵母细胞来进行粗酶检

测试验。
该试验中，基因 EaPT1 在原核大肠杆菌表达系统和真核

酿酒酵母表达系统中，以 naringenin 为底物进行粗酶检测，未

检测到活性，从而进一步确认该基因如陈倩倩等［5］预测的一

样，是参与维生素 E 合成的异戊烯转移酶基因。
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