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五味子2-酮戊二酸依赖性双加氧酶基因的克隆及表达分析
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摘要: 2-酮戊二酸依赖性双加氧酶 (2-oxoglutarate-dependent dioxygenase, 2-ODD) 是芳基萘类木脂素-鬼臼毒素

合成途径的关键酶。为深入解析 Sc2-ODD基因的表达及其功能, 本研究克隆了五味子 Sc2-ODD基因, 并进行生物

信息学分析、果实发育期基因表达特征分析、原核表达载体构建、蛋白诱导与纯化研究。五味子 Sc2-ODD基因ORF

全长 1 077 bp, 编码 358个氨基酸, 蛋白分子质量 40.16 kD, 具 2OG-FeII_Oxy结构域; 系统进化显示 Sc2-ODD与长蒴

黄麻 2-ODD亲缘关系较近; qRT-PCR结果显示 Sc2-ODD表达量呈现果实膨大期快速增加而进入着色期迅速降低的

变化趋势; 将 Sc2-ODD基因插入到原核表达载体, 并构建 pGS21T-Sc2-ODD重组表达载体, 转化Rosetta (DE3), 经诱

导表达获得大量融合蛋白, 利用GST融合蛋白纯化技术对融合蛋白进行纯化, 获得高纯度可溶性重组蛋白。研究

结果为进一步研究 Sc2-ODD基因在五味子芳基萘类木脂素代谢中的分子调控机制提供依据, 从而为利用基因工程

提高五味子芳基萘类木脂素含量并最终提升五味子药材品质奠定基础。
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Abstract: The 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase (2-ODD) gene is regarded as the key enzyme gene

involved with aryl naphthalene lignan-podophyllotoxin synthesis. To study the expression pattern and function of

the Sc2-ODD gene, a full-length cDNA of the gene was cloned. Bioinformatic analysis, the expression pattern, and

prokaryotic expression and purification were implemented. The open reading frame of Sc2-ODD gene was 1 077 bp

and encoded 358 amino acids with a molecular weight of 40.16 kD. The Sc2-ODD protein contained the conserved

2OG-FeII-oxy sequence of the 2-ODD protein. The results of phylogenetic analysis revealed that Sc2-ODD is most

closely related to Corchorus olitorius 2-ODD. qRT-PCR results showed that Sc2-ODD expression displayed

obvious up-regulation at the fruit-swelling stage, then down-regulation in the fruit-coloring period. The Sc2-ODD

gene was cloned into the bacterial expression vector pGS21T, the recombinant Sc2-ODD protein was expressed

in Escherichia coli Rosetta (DE3) cells and the fusion protein was obtained and purified by GST fusion protein

purification technology. This study will lay a foundation for further research on the function and expressional

regulation of the Sc2-ODD gene in the aryl naphthalene lignans biosynthesis pathway, and also provides a scientific

basis for improving the lignan content and the medicinal quality of Schisandra chinensis using plant genetic engi‐

neering.
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五味子 Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.为五味

子科五味子属多年生落叶木质藤本植物, 主要分布于

辽宁、吉林、黑龙江等地, 是我国温带针阔叶混交林和

暖温带针叶阔叶林区域, 经历第四纪冰川时期后保留

下来的第三纪古老植物种之一。其皮肉甘酸, 核中辛

苦, 甘、酸、辛、苦、咸五味俱有, 故名“五味子”。五味子

是临床常用中药, 具有收敛固涩、益气生津、补肾宁心

的功效, 用于久嗽虚喘、梦遗滑精、遗尿尿频、久泻不

止、自汗盗汗、津伤口渴、内热消渴、心悸失眠等症的治

疗[1-3]。目前国内外学者已从五味子中分离出 100多种

木脂素类化合物[4-7], 近期课题组发现五味子中亦含有

芳基萘类木脂素—鬼臼毒素类化合物。现代药理研究

表明鬼臼毒素可以通过抑制微管蛋白的聚合、阻断中

期相细胞分裂, 或者抑制DNA拓扑异构酶活性, 从而

起到显著的抗尖锐湿疣、抗艾滋病毒、抗肿瘤等作

用[8-11]。鬼臼毒素经过化学修饰后, 获得的高效低毒的

半合成衍生物GP7、VP-16、VM-26、NK611等对小细胞

肺癌、淋巴癌、子宫癌、皮肤癌、乳腺癌等多种肿瘤疾病

均有很好的疗效, 具有广阔的应用前景[12,13]。然而, 目

前鬼臼毒素的传统和主要来源是从资源稀少或濒危的

鬼臼类植物中提取, 且含量很低, 期望通过寻找可替代

植物, 并通过基因工程手段提高植物中鬼臼毒素含量,

或利用异源生物反应器生产鬼臼毒素, 是解决资源短

缺问题的可行途径。五味子果实中鬼臼毒素的发现给

鬼臼毒素的研究和利用开辟了新的方向。

2-酮戊二酸依赖性双加氧酶 (2-oxoglutarate-de‐

pendent dioxygenase, 2-ODD) 催化 Yatein 合成去氧鬼

臼毒素, 是鬼臼毒素合成途径的关键酶[14]。2-ODD基

因家族是含铁非血红素氧激活酶超级家族中的最大亚

家族, 广泛分布在病毒、细菌、真菌、植物、动物包括人

类中, 催化包括羟基化、卤化、去饱和、差向异构、扩环、

环氧化在内的各种反应, 其底物包括氨基酸、苯丙素类

化合物、黄酮类化合物、生物碱、糖、非核糖体肽、聚酮

和生物大分子, 如蛋白质、脂质、DNA和RNA等, 在催

化复杂反应方面表现出明显的多功能性[15]。目前研究

表明 2-ODD 基因家族成员的序列保守性约为 17%～

75%, 参与不同代谢的基因保守性有一定差异, 因而不

同的 2-ODD蛋白具有不同的生物活性, 2-ODD家族基

因在赤霉素和黄酮类化合物的合成途径研究比较清

楚, 如赤霉素合酶 (gibberellin 20 oxidase, GA20 ox)、黄

酮合酶 (flavonol synthase, FLS)、黄烷酮羟化酶 (flava‐

none 3-hydroxylase, F3H)、花青素合成酶 (anthocyani‐

din synthase, ANS)[16-21]。目前对五味子 Sc2-ODD基因

的相关研究还未见报道, 对五味子 Sc2-ODD基因的研

究有助于阐明五味子芳基萘类木脂素代谢途径。本研

究克隆得到了五味子 Sc2-ODD 基因的全长 cDNA 序

列, 构建原核表达载体诱导重组蛋白大量表达, 并对该

蛋白进行纯化, 为进一步深入研究五味子 Sc2-ODD基

因功能及其酶促动力学等奠定基础。

材料与方法

材料 供试五味子叶片及果实采自沈阳农业大学

五味子种质资源圃。五味子展叶期采集五味子幼嫩叶

片, 用去离子水冲洗干净, 滤纸吸干水分后放于液氮

中, 带回实验室置于-80 ℃超低温冰箱保存, 用于后续

克隆及定量分析。五味子进入结果期时 , 即花后 20

天 , 每隔 30 天定期采摘五味子不同发育阶段的果实

(图 1), 去离子水冲洗干净, 滤纸吸干水分后放入液氮

中, 带回实验室, 放入-80 ℃冰箱中保存备用。

试剂 LB培养基购自北京拜尔迪生物技术有限

公司; 凝胶回收试剂盒、克隆载体 pMDTM 18-T、大肠杆

菌 DH5α菌株、感受态细胞 TOP10、Rosetta (DE3)、2×

Figure 1 The four periods (F1, F2, F3 and F4) for fruit development of Schisandra chinensis
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SuperReal PreMix Plus购自天根生化科技有限公司; 柱

式植物 RNAout 试剂盒 (CAT#: 71203-50) 购自天泽基

因有限公司; pGS21T、pET32T、T4 DNA Ligase、2×Taq

Master Mix、PCR 产物回收试剂盒、胶回收试剂盒、

DL2000 bp Marker、DL5000 bp Marker、中分子量蛋白

Marker、6XHis标签蛋白纯化试剂盒 (Ni-IDA)、BCA蛋

白浓度测定试剂盒、GST 融合蛋白纯化试剂盒购自

ProbeGene公司; 十二烷基硫酸钠 (SDS) 购自Amresco

公司; 异丙基硫代 β-D-半乳糖苷 (IPTG)、氨苄青霉素

(Amp)、三羟甲基氨基甲烷 (Tris) 购自Sigma公司; 其他

常规试剂购自国药集团。引物由苏州金唯智生物科技有

限公司合成。测序工作由上海生工生物工程公司完成。

Sc2-ODD 基因克隆 根据五味子果实 SMRT 转

录组测序结果获得的全长 Sc2-ODD序列, 利用 Primer

软件设计特异性引物, 引物序列见表1。采用Trizol法[22]

提取五味子 RNA, 并用 DNAase去除 DNA污染, 然后

按照 SMART RACE cDNA Amplification Kit 试剂盒

(Clontech公司) 实验操作步骤反转录为 cDNA, 以此为

模板, 按照下列体系对五味子Sc2-ODD进行PCR扩增:

2 μL dNTP (2.5 mmol·L-1), 上、下游引物各 1 μL, 2.5 μL

10×PCR Buffer, 0.2 μL Taq DNA 聚合酶 (5 U· μL-1),

ddH2O 17.3 μL, 1 µL模板 cDNA, 终反应体系为 25 µL。

PCR 扩增条件 : 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 30 s,

58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min, 35个循环; 72 ℃延伸

10 min。用回收试剂盒纯化回收 PCR产物, 纯化后与

pMD18-T载体过夜连接, 然后转化DH5α感受态, 在含

氨苄青霉素的 LB培养基上培养, 并进行蓝白斑筛选,

将含有目的产物的阳性克隆测序。

生物信息学分析 利用 NCBI 中的 ORF Finder

(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/projects/gorf/) 在线分析

开放阅读框 ; 采用 ExPASy 中 ProtParam (http://web.

expasy.org/compute_pi/) 分析 Sc2-ODD 氨基酸的组成

及理化性质; SignalP 5.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/) 分析Sc2-ODD蛋白信号肽; ProtScale

(http://web.expasy.org/protscale/) 预测Sc2-ODD蛋白水性;

TMpred (http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_

form.html) 和TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/

TMHMM/) 分析 Sc2-ODD 蛋白的跨膜结构域; NCBI-

CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structu-re/cdd/wrpsb.

cgi) 预测 Sc2-ODD蛋白的保守结构域; Sc2-ODD蛋白

二级结构和三级结构由 SOPMA (http://npsa-pbil.ibcp.

fr/cgi-bin/npsa_automat. pl? page=/NPSA/npsa_sopma. html)

和Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/) 在线完成。

WoLF PSORT (https://www.genscript.com/wolf-psort.html)

和 SoftBerry ProtComp 9.0 (http://www. softberry. com/

berry. phtml? topic=protcomppl&group=programs&sub-

group=pro-loc) 进行亚细胞定位预测 ; 利用 NCBI 的

protein blastp 检索 Sc2-ODD 的同源蛋白 , 选取与 Sc2-

ODD 基因编码的蛋白相似度较高的其他植物的 2-

ODD蛋白的氨基酸序列, 利用Mega7.0软件构建五味

子 Sc2-ODD和其他物种 2-ODD的Neighbor-joining系

统进化树, 进化距离的计算采用泊松校正法。

五味子 Sc2-ODD的 qRT-PCR表达分析 五味子

不同发育时期果实总RNA提取参照柱式植物 RNAout

试剂盒 (CAT#: 71203-50) 说明书进行。选用 GAPDH

基因作为目标基因定量表达的内参基因 , 测定 Sc2-

ODD 的相对表达量。内参基因的引物序列、扩增所

用引物序列见表 1。PCR 反应体系 : 2×SYBR Green

qPCR Master Mix 5 μL, 上、下游引物各 0.1 μL, 模板

10 μL, 用超纯水补至终体积 20 μL。PCR反应在Gene

9600 实时荧光定量 PCR 仪上运行。反应程序为 :

95 ℃预变性 30 s; 定量分析 (95 ℃ 15 s→60 ℃ 30 s)×

40; 熔解曲线: (95 ℃ 15 s→60 ℃ 60 s)×1; 降温 50 ℃

30 s。采用2-ΔΔCt法进行相对定量分析。

原核表达载体的构建 根据原核表达载体

pGS21T的序列信息和测序所得 Sc2-ODD基因序列设

计带NcoI和XhoI双酶切位点的特异引物 (表 1), 扩增

Sc2-ODD 基因 (accession No. MT812948) 完整 cDNA

序列。利用 NcoI 和 XhoI 对 PCR 产物和 pGS21T 原核

表达载体分别进行双酶切, 酶切体系 50 μL。按 1∶2量

比 (载体-目的基因) 过夜连接, 42 ℃热激法转化至感

受态细胞TOP10, 涂布于含卡那霉素的LB固体培养基

上, 挑选单菌落生长后用T7通用引物PCR扩增筛选阳

性克隆, 提取质粒测序, 将构建正确的表达载体命名为

Table 1 Primer sequence

Primer usage
Sequence amplification

Construction of prokaryotic expression vector

qRT-PCR amplification

Reference gene

Primer name
Sc2-ODD-1
Sc2-ODD-2
Sc2-ODD-NcoI
Sc2-ODD-XhoI
Sc2-ODD-F
Sc2-ODD-R
GAPDH-F
GAPDH-R

Primer sequence (5′-3′)
ATGGCCACCCCAGCTGT
TCAAAGTCTGAAAGCGTCTACATAA
CATGCCATGGCCACCCCAGCTGTGTCAT
CATGAAGCTTTCAAAGTCTGAAAGCGTCTACATAAGA
TGGGGCATCTTCCAGGTC
CTTTGTCGTCGGTTGTTCGT
CAGTTGTTGATTTGACGGTGAG
CAGAGCAATGCCAGCCTTAG
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pGS21T-Sc2-ODD。

融合蛋白的诱导表达 将 pGS21T-Sc2-ODD 质

粒转化Rosetta (DE3) 感受态细胞, 从转化平板中挑取

单克隆接种至 LB液体培养基 (含 50 mg·L-1的氨苄青

霉素), 37 ℃培养至 OD600 为 0.6 左右 , 加入终浓度为

0.5 mmol·L-1的 IPTG诱导 LHB-pGS21T的表达, 37 ℃

诱导 2 h后收集菌液, 提取细菌总蛋白进行SDS-PAGE

分析。

Sc2-ODD融合蛋白的纯化 取含有 pGS21T-Sc2-

ODD 重组质粒的 Rosetta (DE3) 菌株 , 接种于 LB 液

体培养基中放大培养 , 收集细胞用冰浴的 Buffer D

(20 mmol·L-1 Tris-HCl pH 8.0, 50 mmol·L-1 NaCl, 0.1%

Triton-100) 35 mL 重悬 , 600～800 W 超声裂解细胞

30 min, 10 000 r·min-1离心 15 min后取上清过GST柱,

用GST融合蛋白纯化试剂盒对融合蛋白进行纯化, 并

用SDS-PAGE电泳检测融合表达蛋白的纯化效果。

结果与分析

1 Sc2-ODD克隆及序列分析

基因序列分析表明 , Sc2-ODD 基因 cDNA 全长

1 085 bp, 利用NCBI的ORF Finder发现该序列含有完

整的全长为 1 077 bp的ORF, 共编码 358个氨基酸 (图

2)。通过NCBI数据库对该基因进行功能结构域预测,

结果表明 Sc2-ODD是 2-oxoglutarate (2OG) and Fe(II)-

dependent oxygenase超家族蛋白。

2 Sc2-ODD编码蛋白理化分析

ProtParam分析预测 Sc2-ODD基因编码蛋白的分

子质量约 40.16 kD, 理论等电点 5.37, 正电荷残基 36

个 , 负电荷残基 47 个 , 总共 5 626 个原子 , 分子式为

C1812H2790N476O539S9, 脂肪指数为 84.13, 不稳定指数为

35.18, ProtScale分析显示Sc2-ODD中亲水性氨基酸多

于疏水性氨基酸 , 均匀分布在肽链中 , 亲水性指数

(GRAVY) 的平均水平为-0.246, 由此推断该蛋白属于

稳定性亲水蛋白 (图3)。

Figure 3 Hydrophilic and hydrophobic analysis of Sc2-ODD pro‐

tein

Figure 2 Nucleotide and amino acid sequence of Sc2-ODD

·· 2229



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(9): 2226 −2233

3 Sc2-ODD编码蛋白的结构预测

SignalP5.0在线预测显示 Sc2-ODD蛋白无明显信

号肽序列, 是一种非分泌蛋白。TMHMM2.0在线预测

Sc2-ODD蛋白无明显跨膜结构域。SMART结构域分

析显示其含有 1个具 2-酮戊二酸/Fe (II) 依赖性双加氧

酶活性蛋白的高度保守N端区域、1个 2OG-FeII_Oxy

结构域和1个低复杂区域。

利用 SOMPA预测 Sc2-ODD蛋白质二级结构 (图

4), 其中 α-螺旋 (H) 所占比例最大, 为 39.11%, 无规卷

曲 (C) 为 38.55%, 延伸链 (E) 为 17.04%, β-转角 (T) 为

5.31%, 由此可见, Sc2-ODD为混合型蛋白, α-螺旋 (H)

和无规卷曲 (C) 是其主要的结构元件。运用Phyre2数

据库预测分析Sc2-ODD蛋白质三级结构, 三级结构预

测结果与二级结构相符 (图5)。

利用 SoftBerry ProtComp 9.0 对 Sc2-ODD 蛋白进

行亚细胞定位预测, 结果显示该蛋白定位在细胞质的

预测数值最高, 为 8.64, 其次是叶绿体、液泡, 预测数值

分别为 0.57、0.39。采用 WoLF PSORT 在线对 Sc2-

ODD蛋白亚细胞定位进一步预测, Sc2-ODD蛋白同样

主要定位于细胞质, 推测其为细胞质蛋白。

4 Sc2-ODD系统发育分析

利用 NCBI的 blastp功能将 Sc2-ODD的氨基酸序

列与 nr非冗余数据库进行比对, 将Sc2-ODD蛋白序列

与其他物种进行同源性比较得知 , Sc2-ODD 与桃儿

七、扁桃、长蒴黄麻、豇豆等物种的 2-ODD序列同源性

较高, 序列一致性在 50%～58%之间。用MEGA7.0的

邻接法 (neighbour-joining, NJ) 对五味子、桃儿七等 16

个物种的 2-ODD蛋白的氨基酸序列构建系统进化树

(图 6), 结果表明整个进化树分成两大分支 , 五味子

Sc2-ODD 与红花、黄花蒿、桃儿七、独脚金、博落回等

12个物种共聚一支, 与长蒴黄麻、扁桃、豇豆的 2-ODD

的亲缘关系相对较近。

5 五味子Sc2-ODD的qRT-PCR表达分析

利用 qRT-PCR 分析 Sc2-ODD 在五味子果实不同

发育阶段的表达特性, 结果显示, Sc2-ODD 在五味子

果实发育的不同阶段均有表达, Sc2-ODD表达量呈现

Figure 4 Predicted secondary structure of Sc2-ODD protein

Figure 6 Phylogenetic tree of 2-ODD protein from Schisandra chinensis and other plants

Figure 5 Predicted tertiary structure of Sc2-ODD protein
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先增加后降低的变化趋势 (图 7)。五味子完成授粉受

精后, 子房逐渐膨大成绿色幼果, 花后 20天 (5月下旬)

Sc2-ODD表达量较低; 花后 20～50天 (5月下旬至 6月

下旬) 果穗、果粒迅速生长, Sc2-ODD的表达量也随之

大幅提高, 花后 50天其表达量达到整个发育时期的最

高值; 花后 50～80天 (6月下旬至 7月下旬) 果粒进一

步膨大, Sc2-ODD表达量较花后 50天降低 73.4 %; 花

后 80 天 (7 月下旬) 果实生长基本停止 , 进入着色期 ,

Sc2-ODD表达量继续下降。

6 五味子Sc2-ODD基因原核表达载体的构建

本研究采用 pGS21T 为载体, 利用双酶切的方法

构建了 pGS21T-Sc2-ODD 的原核表达载体, 表达载体

pGS21T-Sc2-ODD 双酶切鉴定表明, 目的基因已经成

功连接到pGS21T载体上 (图8)。

7 五味子Sc2-ODD融合蛋白的诱导表达

用已经构建好的原核表达载体 pGS21T-Sc2-

ODD, 转化Rosetta (DE3) 菌株, 挑取单克隆 37 ℃培养

至OD600为 0.6左右, 加入 IPTG诱导表达。SDS-PAGE

电泳检测表明 , 经 IPTG 诱导后 , pGS21T-Sc2-ODD 在

66 kD处存在明显的特异蛋白质条带 (图 9), Sc2-ODD

生物信息学预测的分子质量约为 40 kD, 加上 GST标

签后约为 66 kD, 据此判断其为诱导表达的 Sc2-ODD

重组蛋白。

8 五味子Sc2-ODD融合蛋白的纯化

对五味子 Sc2-ODD 融合蛋白进行大量表达 , 重

悬、超声裂解、离心后分别收集上清和沉淀进行 SDS-

PAGE电泳分析, 发现沉淀和上清中都有蛋白特异条

带, 表明该重组蛋白一部分以包涵体形式存在, 一部分

以可溶蛋白形式存在。取上清用 GST融合蛋白纯化

试剂盒对 Sc2-ODD蛋白进行纯化, 在 66 kD处检测到

很亮的蛋白纯化条带 (图10)。但由于纯化后蛋白有轻

微降解, 在理论分子质量附近出现了两条分子质量相

近的蛋白条带。Sc2-ODD 目的蛋白的获得为进一步

深入研究该基因功能及表达调控等奠定了基础。

讨论

2-ODD 家族中多数蛋白都是参与次生代谢物合

成的下游关键酶, 且对植物响应非生物胁迫具有重要

的作用, 目前已在拟南芥、丹参、毛曼陀罗、蓖麻、红花、

毛果杨、南极黄丝瓜藓、黄花红砂等植物中分离并进行

了功能验证, 现有研究表明不同 2-ODD蛋白在高级结

构和功能上存在一定差异, 在不同物种细胞中的分布

Figure 7 qRT-PCR expression analysis of Sc2-ODD at different

development stages of S. chinensis fruits

Figure 8 Double digestion and identification of induced protein

of recombined vector pGS21T-Sc2-ODD by agarose gel electro‐

phoresis

Figure 9 SDS-PAGE analysis of the recombinant plasmid-in‐

duced protein of Sc2-ODD. M: Medium molecular weight protein

marker; 0: Non-induced proteins; 1, 2: Induced proteins
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亦存在差异[16-21]。2-ODD基因在五味子芳基萘类木脂

素合成中的功能尚未明确, 为此, 本实验首次克隆了

Sc2-ODD的 cDNA序列, 并对其蛋白进行了生物信息

学分析, Sc2-ODD蛋白的分子质量约 40 kD, 理论等电

点 5.37, 是一稳定性亲水蛋白, 主要定位于细胞质, 且

具有 2-ODD的基本功能保守结构域。通过比对发现,

Sc2-ODD与桃儿七、扁桃、长蒴黄麻、豇豆等物种的 2-

ODD 序列同源性较高, 在 50%～58% 之间, 不同植物

中的 2-ODD蛋白大小有一定差异, 这意味着五味子中

Sc2-ODD蛋白与其他植物的 2-ODD蛋白可能存在结

构或功能上的差异。

基因表达模式的分析可为基因功能研究提供线

索, 不同植物中 2-ODD 表达模式不同[17,21,23]。本研究

中 Sc2-ODD 在五味子果实发育不同阶段其表达量呈

现先增加后降低的变化趋势, 与五味子芳基萘类木脂

素代谢途径中关键酶基因PLR的表达模式类似, 这为

进一步深入研究该基因在五味子芳基萘类木脂素生物

合成中的功能及表达调控提供了理论依据。

原核表达系统具有遗传背景清楚、表达水平高、稳

定性好、成本低及周期短等优势, 是目前科学研究中酶

活性体外表达及功能研究的重要方法, 已经广泛应用

于生命科学、中药学等领域[23-25]。为了探究 Sc2-ODD

在五味子芳基萘类木脂素代谢途径中的作用, 本研究

首次从五味子中分离出 Sc2-ODD基因, 构建了其原核

表达载体, 在 DE3宿主菌株中可以表达目的蛋白, 并

对融合蛋白进行了纯化, Sc2-ODD目的蛋白的获得为

进一步深入研究该基因功能及表达调控等奠定了重要

的物质基础。

总之, 本研究通过克隆五味子 Sc2-ODD 基因, 构

建 Sc2-ODD 基因的原核表达载体 , 诱导并纯化 Sc2-

ODD目的蛋白, 为进一步揭示 Sc2-ODD在五味子芳基

萘类木脂素合成中的作用机制及其基因的调控与表达

奠定基础, 也为未来利用植物基因工程提高五味子活

性成分含量、改善药材品质提供科学依据。
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