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金线吊乌龟乌药碱-O-甲基转移酶 (ScOMT26) 基因的克隆与功能表征
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摘要: 氧甲基转移酶 (O-methyltransferase, OMT) 是参与苄基异喹啉生物碱甲基化修饰的关键酶, 其功能研究有

助于揭示苄基异喹啉生物碱合成的分子机制。该研究从金线吊乌龟植物中成功克隆 1条OMT基因, 并进行生物信

息学分析及体外功能验证。ScOMT26基因的CDS序列全长为 1 092 bp, 编码蛋白的氨基酸残基数量为 363个, 该蛋

白分子式C1827H2879N467O543S18, 属于稳定疏水性蛋白。体外酶促反应结果表明, ScOMT26能体外催化乌药碱的C4′位

羟基甲基化生成 4′-甲基乌药碱, 该酶的最适反应条件为 pH 7.0, 50 mmol·L-1磷酸钾缓冲液, 25 ℃。该研究首次从金

线吊乌龟中获得氧甲基转移酶并完成其功能鉴定, 为更深入了解OMT基因在苄基异喹啉生物碱合成途径中的功能

提供了参考。
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Abstract: O-Methyltransferases (OMTs) are key enzymes involved in the methylation modification of 

benzylisoquinoline alkaloids (BIAs), and their functional studies contribute to elucidating the molecular 

mechanisms underlying BIA biosynthesis. In this study, a novel OMT gene was successfully cloned from Stephania 

cephalantha and subjected to bioinformatics analysis and in vitro functional characterization. The coding sequence 

(CDS) of ScOMT26 is 1 092 bp in length, encoding a protein of 363 amino acids with a molecular formula of 

C1827H2879N467O543S18, classified as a stable hydrophobic protein. In vitro enzymatic assays demonstrated that 

ScOMT26 catalyzes the methylation of the C4′-hydroxyl group of coclaurine to produce 4′-methylcoclaurine. The 

optimal reaction conditions were identified as pH 7.0 in 50 mmol·L-1 potassium phosphate buffer at 25 ℃ . This 

study represents the first report of cloning and functional characterization of an OMT from S. cephalantha, 

providing critical insights into the role of OMT genes in the biosynthetic pathway of benzylisoquinoline alkaloids.
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金线吊乌龟 (Stephania cepharantha Hayata) 为防

己科千金藤属植物, 是我国传统的药用植物。其块根

作为民间常用药材, 在《中华本草》中明确记载具有清

热解毒、凉血止血、消肿散结的功效, 常用于治疗咽喉

肿痛和风湿痹痛等疾病。现代研究表明, 该药材的主

要活性成分为双苄基异喹啉生物碱类化合物 (bisben‐

zylisoquinoline alkaloids, bisBIAs), 如千金藤素、异粉

防己碱和轮环藤宁等[1-3]。药理学研究进一步证实, 千

金藤素在抗炎、抗肿瘤、抗病毒和调节免疫等展现出显

著的生物活性[4]。然而, 当前千金藤素主要依赖从金

线吊乌龟、云南地不容等相关植物中提取, 提取工艺复

杂且提取率较低, 导致其资源短缺。近年来, 合成生物

学技术为重要中药活性成分的高效合成提供了新策

略, 但实现异源合成的必要前提是完整解析生物合成

途径和鉴定基因元件[5-7]。

双苄基异喹啉类生物碱作为一类重要的天然二聚

生物碱, 由两个苄基异喹啉单元通过一个氧桥连接而

成[8]。其结构的丰富多样性, 源于氧桥数目 (单/双/三醚

键型)、连接位点 (C-O/C-C偶联) 及取代基修饰 (甲基化/

羟基化) 等差异[9,10]。尽管bisBIAs在防己科、毛茛科、小

檗科等植物中广泛分布, 但目前对其生物合成机制的

研究仍处于起步阶段[11]。迄今为止，多种双苄基异喹

啉生物碱生物合成途径中涉及O-甲基化、N-甲基化及

羟基化等修饰过程的关键酶，仍有待发掘与功能鉴定。

仅个别单醚键型 bisBIAs骨架的形成过程被阐明[12,13]。

例如, BsCYP80A1能催化两分子 (R)-N-甲基乌药碱发

生氧化偶联, 生成蝙蝠葛新林碱 (C3′-O-C4′偶联) 化合

物[14]。值得注意的是, 甲基化修饰对苄基异喹啉生物

碱 (benzylisoquinoline alkaloids, BIAs) 的结构多样性

和药理活性起着决定性作用[15,16]。其中, 氧甲基转移

酶广泛参与BIAs生物合成过程, 通过催化羟基或羧基

的甲基化反应, 显著拓展了该类化合物的化学结构多

样性[17,18]。目前 , 科研人员已从罂粟 (Papaver som‐

niferum)、日本黄连 (Coptis japonica) 等模式植物中, 成

功鉴定出 6-OMT、4′-OMT、3′-OMT 等 7 种类型的

OMT[19-21]。然而, 针对金线吊乌龟这一重要药用植物

中OMT基因的功能研究, 至今仍处于空白状态。

基于本团队构建的金线吊乌龟全基因组图谱, 通

过系统的生物信息学分析, 成功鉴定出 54个 OMT基

因家族成员。根据其在染色体上的物理位置先后顺

序 , 依次命名为 ScOMT1 至 ScOMT54。为探究 OMTs

基因功能 , 本研究选择在金线吊乌龟根中高表达的

ScOMT26基因作为研究对象。本研究成功克隆出 1条

ScOMT26基因, 对其进行生物信息学分析; 借助原核

表达体系和体外酶活分析表征其催化功能, 并探究其

酶学性质。本研究丰富了氧甲基转移酶工具库, 为苄

基异喹啉生物碱的异源合成提供基因资源。

材料与方法

实验菌株、载体以及主要试剂 本实验所用的

FastPure EndoFree Plasmid Mini Plus Kit (Lot: DC204-

01)、FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit (Lot: 

DC301-01)、ClonExpress® II One Step Cloning Kit (Lot: 

C112)、2×Phanta Flash Master Mix (Dye Plus, Lot: 

P520-02)、DL15000 DNA marker (Lot: MD103-01)、

DL5000 DNA marker (Lot: MD102-01) 均为诺唯赞生

物科技有限公司产品 ; 2×NG PCR Master Mix (Lot: 

NG001S) 购自惠凌生物技术有限公司。SDS-PAGE凝

胶制备试剂 (Lot: P1200)、异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

(IPTG, Lot: NO. I18070)、S- 腺 苷 甲 硫 氨 酸 (SAM, 

S9990)、卡那霉素 (Lot: S52641) 等生化试剂, 均由索莱

宝生物科技有限公司供应。色谱级乙腈 (Lot: A9554)、

色谱级甲醇 (Lot: A4564)、色谱级甲酸 (Lot: A11750)、

Sal I和 Bam HⅠ限制性内切酶 (Lot: ER0641、ER0051), 

均购自赛默飞世尔科技公司。HyPurTNi-NTA6FF 

(His-Tag) 预装重力柱纯化试剂盒 (Lot: C600332-0001) 

由生工生物工程有限公司提供; 双色预染蛋白marker 

(Lot: WJ101) 购自上海雅酶生物医药科技有限公司。

大肠杆菌DH5α感受态细胞 (Lot: DL1001M) 购自唯地

生物科技有限公司, BL21(DE3) 感受态细胞 (Lot: NO.

B528414) 则来源于生工生物工程有限公司 , pET-30a

载体由本实验室保存并提供。(S)-乌药碱标准品 (Lot: 

WKQ-0003249) 来源于四川省维克奇生物科技有限

公司。

主要仪器设备 SimpliAmpTM梯度型基因扩增仪

和Nanodrop one超微量分光光度计 (赛默飞世尔科技

有限公司); DYY-6C 凝胶电泳仪 (北京六一生物科技

有限公司); MiNiSpace 2000电泳凝胶成像仪 (上海天

能生命科学有限公司); STAB S2TD双层控温摇床 (上

海润度生物科技有限公司); DL-CJ-2NDI 洁净工作台 

(北京东联哈尔仪器制造有限公司); TGL-21M高速冷

冻离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有限公司); DK-8D

电热恒温水浴锅 (上海森信实验仪器有限公司); JN-

Mini Pro超高压低温连续流细胞破碎仪 (广州聚能纳

米生物科技有限公司); PowerPac Basic 蛋白电泳仪 

(伯乐生命医学产品有限公司); TS-100脱色摇床 (海门

市其林贝尔仪器制造有限公司); 超高效液相串联三重

四极杆质谱联用仪 (Agilent 6475 LC/TQ) 和 Agilent-

ZORBAX-300SB-C18柱 (150 mm × 4.6 mm, 5 μm), 美

国安捷伦科技有限公司。
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ScOMT26基因克隆与原核表达载体的构建 基

于本实验室的金线吊乌龟基因组数据库获得ScOMT26

基因的 ORF 序列, 采用 Snap gene 软件设计 ScOMT26

基因的特异性扩增引物 (表1), 以金线吊乌龟块根cDNA

为模板 , 利用 2 × Phanta Flash Master Mix (Dye Plus) 

扩增 ScOMT26基因序列。使用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测扩增产物, 选取符合预期大小的条带进行切胶回收获

得纯化后的 PCR扩增产物。接着, 使用 SalI和BamHⅠ

限制性内切酶对 pET-30a空载质粒进行双酶切, 通过

胶回收试剂盒获得线性化载体。通过同源重组方法将

ScOMT26片段与线性化pET-30a载体连接, 构建pET30a-

ScOMT26重组质粒并经热激法转化至大肠杆菌DH5α

感受态细胞。挑取单菌落进行菌液 PCR, 所用引物为

30a-ScOMT26-BamHIF 和 T7ter, 筛选阳性克隆并送

Sanger测序验证序列正确性。提取阳性菌液质粒, 并

转化BL21(DE3) 感受态细胞, 涂布于卡那霉素 (Kana) 

抗性LB平板, 37 ℃培养 12 h后挑取单菌落, 再次通过

菌液PCR筛选阳性克隆。

ScOMT26的生物信息学分析 利用 ProtParam工

具 (https://web. expasy. org/protparam/) 分析 ScOMT26

蛋白的理化性质和 SOPMA 在线工具 (https://npsa.

lyon. inserm. fr/cgi-bin/npsa_automat. pl? page=/NPSA/

npsa_sopma. html) 预测 ScOMT26 蛋白的二级结构。

通过 Swiss model在线网站 (https://swissmodel.expasy.

org/) 上选取整体模型质量估计 (GMQE) 值较高的草

莓 (Fragaria ananassa) O-甲基转移酶与 S-腺苷同型

半胱氨酸和原儿茶醛复合物的 O-甲基转移酶为模板

进行建模。采用SignalP-6.0 (https://services.healthtech.

dtu. dk/services/SignalP-6.0/) 和 TMHMM-2.0 (https://

services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) 分别

预测 ScOMT26 蛋白的信号肽和跨膜结构域。使用

Clustalw 进行 ScOMT26 与其他氧甲基转移酶的氨基

酸序列比对 , 并通过 ESPript 在线工具 (https://espript.

ibcp. fr/ESPript/cgi-bin/ESPript. cgi) 对结果进行可视

化。运用 MEGA6.0软件, 基于邻接法 (neighbor-join‐

ing, NJ) 模型构建 ScOMT26与其他OMTs的系统进化

树, bootstrap设置为1 000次。

ScOMT26 原核表达与蛋白纯化 挑取 pET-30a-

ScOMT26-BL21 单菌落 , 接种于含 50 μg·mL-1 Kana 的

5 mL LB培养基中, 37 ℃、200 r·min-1条件下过夜培养。

菌液以1∶100的比例扩大培养至OD600约为0.6, 随后加

入终浓度为 0.1 mmol·L-1的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

(IPTG), 在 16 ℃下继续培养 16 h以诱导蛋白表达。通

过4 ℃、12 000 r·min-1离心10 min收集菌体, 并将其重悬

于 20 mL buffer A (50 mmol·L-1 Tris-HCl, 300 mmol·L-1 

NaCl, 15 mmol·L-1咪唑, 10%甘油, pH 8.0) 中, 随后用

高压细胞破碎仪破碎细胞。接着, 4 ℃、12 000 r·min-1

离心 15 min, 取其上清液并经 0.22 μm水系滤膜过滤, 

准备进行纯化。使用HyPurTNi-NTA6FF (His-Tag) 预装

重力柱纯化上清样品, 借助 2 mL buffer B (50 mmol·L-1 

Tris-HCl, 300 mmol·L-1 NaCl, 500 mmol·L-1 咪唑 , 10% 

甘油, pH 8.0) 洗脱柱上结合的组氨酸标签蛋白得到纯化

的OMT重组目标蛋白。使用Amicon® Ultra离心超滤

管 10 kDa MWCO (Merck) 将重组蛋白置换到 storage 

buffer 缓冲液 (100 mmol·L-1 NaH2PO4, 10% 甘油 , pH 

7.2)。通过SDS-PAGE电泳检测目的蛋白纯化效果, 并

采用Bradford法测定纯化蛋白的浓度。

ScOMT26 体外酶促反应及产物鉴定 为检测

ScOMT26蛋白的催化活性, 本实验选取 (S)-乌药碱作

为底物。以空载 (pET-30a) 粗酶液作为阴性对照 , 每

个反应均设置 3个重复。体外酶促反应包含 100 μg纯

化蛋白、5 μL浓度为 10 mmol·L-1 的 SAM、2 μL 浓度为

5 mmol·L-1 (S) -乌药碱 , 并用 100 mmol·L-1、pH 7.2 的

PBS 缓冲液补足至 100 μL。实验组与对照组均在

30 ℃、200 r·min-1的条件下反应 16 h, 随后加入 100 μL

分析甲醇终止反应。反应液在 12 000 r·min-1的转速下

离心10 min, 取上清液过滤后, 用于LC-MS/MS检测。

LC-MS/MS 检测液相条件 : 以 Agilent-ZORBAX-

300SB-C18柱 (150 mm × 4.6 mm, 5 μm) 为固定相, 以

含有 0.1%甲酸的超纯水 (A相) 和色谱乙腈 (B相) 为

流动相 , 线性梯度洗脱 , 洗脱梯度程序为 0～0.3 min, 

溶液B为 5%; 0.3～3.5 min, 溶液B为 5%～45%; 3.5～

5.5 min, 溶液 B为 45%～95%; 5.5～7.0 min, 溶液 B为

95%; 7.0～7.1 min, 溶液 B 为 95%～5%; 7.1～8.0 min, 

溶液B为 5%。柱温设定为 40 ℃, 进样量为 5 μL, 流速

为 0.6 mL·min-1。质谱仪的参数设置如下: 检测离子对

为 (S) -乌药碱 286.2→107.1、4′-甲基乌药碱 300.2→
121.1、去甲亚美罂粟碱 300.2→107.1, 碰撞能量分别为

28、20和 30 V, 碎裂电压均设置 140 V; 采用ESI正离子

模式, 鞘气温度为 375 ℃, 毛细管电压为 2 500 V, 干燥

气温度为 250 ℃, 鞘气流速为 11 L·min-1, 干燥气流速

Table 1　Primer sequences used in this study

Primer name
ScOMT26-KF
ScOMT26-KR
30a-ScOMT26-BamHIF

30a-ScOMT26-SalIR

T7
T7ter

Primer sequences (5′-3′)
ATGGATTTCAGTAGTATTCGTGACA
TTATTTGAGAAACTCAATAACCCAG
gccatggctgatatcggatccATGGATTTCAGTA

GTATTCGTGACA
tgcggccgcaagcttgtcgacTTATTTGAGAAA

CTCAATAACCCAG
TAATACGACTCACTATAGGG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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为 7 L·min-1, 雾化器压力为 241.32 kPa, 使用 MRM 和

Product ion模式上机检测。

ScOMT26 酶学性质研究 pH 对 ScOMT26 酶活

性的影响: 以 (S)-乌药碱为底物, 测定OMTs在 30 ℃的

条件下, pH所用梯度为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、

11.0的相对酶活性。根据缓冲液的有效缓冲范围, 选

择三种缓冲液: pH 4.0～5.0使用 50 mmol·L-1柠檬酸−
柠檬酸钠缓冲液; pH 6.0～8.0使用 50 mmol·L-1磷酸钾

缓冲液; pH 9.0～10.0使用 100 mmol·L-1甘氨酸−氢氧

化钠缓冲液; pH 11.0 使用 100 mmol·L-1磷酸氢二钠−
氢氧化钠缓冲液。每个 pH设置 3个重复, 酶活反应体

系和检测条件同上。温度对ScOMT26酶活性的影响: 

以 (S)-乌药碱为底物, 在最适 pH条件下测定OMTs在

4、15、25、30、37和 45 ℃反应条件下的相对酶活性, 每

个温度设置3个重复, 酶活反应体系和检测条件同上。

结果与分析

1　金线吊乌龟 ScOMT26基因克隆、重组表达载体构

建与菌液PCR验证

基于本实验室的金线吊乌龟基因组数据 , 通过

PCR方法扩增 ScOMT26基因 cDNA全长序列。经 1%

琼脂糖凝胶电泳验证, 扩增产物可见单一清晰条带, 大

小约 1 092 bp, 与目标基因理论长度基本一致 (图 1)。

Sanger测序结果显示, 该基因编码区全长 1 092 bp, 可

编码 363个氨基酸。根据图 1可知, 可表明 pET-30a载

体经双酶切, 成功获得线性化载体。利用同源重组的

方法构建 pET-30a-ScOMT26原核表达载体, 通过菌液

PCR对转化的大肠杆菌DH5α菌株进行阳性鉴定 (图

1), 在 1 500 bp 附近观察到单一亮带 , 可初步判定

ScOMT26基因成功与载体 pET-30a连接。最后, 将对

应有条带的菌液送Sanger测序, 序列比对显示, 其与金

线吊乌龟基因组中 ScOMT26基因编码区完全一致, 表

明本研究成功构建 pET-30a-ScOMT26重组质粒, 为后

续体外异源表达及酶功能研究奠定基础。

2　ScOMT26蛋白质序列和结构分析

利用 Protparam 在线软件分析 ScOMT26 蛋白

序 列 , 结果表明 , ScOMT26 编码蛋白的分子式为

C1827H2879N467O543S18, 理论分子质量为 40.65 kDa, 理论

等电点为 5.28, 带正电荷的残基数 (Asp + Glu) 为 46, 

带负电荷的残基数 (Arg + Lys) 为 36, 不稳定系数为

38.82, 脂肪系数为 93.99, 疏水性平均值 (GRAVY) 为 

 −0.105, 属于稳定的亲水性蛋白。ScOMT26蛋白的二

级结构主要由 α-螺旋、延伸链和无规则卷曲三部分组

成 , 其中蛋白质中 α -螺旋占比 48.48%, 延伸链占比

13.77%, 无规则卷曲占比 37.74% (图 2A)。蛋白同源

建模显示 ScOMT26 蛋白与 6i73 蛋白序列一致性为

50.00%, 建模范围涵盖 15～362位氨基酸, GMQE值为

0.79 (图 2B)。ScOMT26蛋白的跨膜结构域预测由图

2C可知, 构成 ScOMT26蛋白的氨基酸位于细胞膜外, 

不存在跨膜结构域, 属于膜外蛋白。信号肽预测由图

2D可知, ScOMT26蛋白质中无信号肽切割位点。

3　ScOMT26蛋白的系统发育和序列分析

为进一步了解金线吊乌龟 ScOMT26蛋白的功能

和系统进化关系, 选取其他植物中已功能表征的OMT

蛋白和 ScOMT26 序列构建系统发育进化树。如图 3

所示, 金线吊乌龟ScOMT26蛋白和罂粟PsSOMT1、延

胡索CyOMT6聚为一枝, 说明它们之间亲缘关系较近, 

均属于 I 类 OMT 亚家族。此外 , 多重序列比对表明 , 

ScOMT26蛋白具有O-甲基转移酶家族的保守结构域。

4　ScOMT26重组蛋白原核诱导表达及纯化

通过在 IPTG 浓度为 1.0 mmol·L-1、温度为 16 ℃、

诱导时间为 16 h条件下, 对目标蛋白进行体外大量表

达。接着使用 His标签亲和色谱柱进行蛋白纯化, 并

使用浓度为 250 mmol·L-1 咪唑洗脱组分 , 随后进行

Figure 1　PCR amplification of the ScOMTT26 gene and verification of ScOMT26 recombinant pET-30a. Lane 1 showed the amplification 

product of ScOMT26. Lane 2 contained the empty pET-30a vector. Lane 3 displayed the linearized pET-30a vector. Lanes 4−11 exhibited 

agarose gel electrophoresis analysis of positive clones of pET-30a-ScOMT26-BL21. M: DNA marker
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Figure 2　Secondary structure (A), tertiary structure (B), transmembrane domain (C), and signal peptide prediction (D) of ScOMT26

Figure 3　Phylogenetic tree (A) and homology alignment (B) of ScOMT26 and other OMT proteins
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SDS-PAGE检测。SDS-PAGE结果表明, 成功获得了 1

条纯度较高的可溶性ScOMT26重组蛋白, 分子质量为

40～55 kDa, 与目标蛋白的大小基本符合 (图4)。

5　ScOMT26蛋白的体外功能表征

通过异源表达体系和体外酶促反应对 ScOMT26

功能进行表征 , LC-MS/MS 检测的总离子流 (TIC) 图

表明, ScOMT26蛋白能够接受 (S)-乌药碱为底物, 在保

留时间 5.45 min处产生 1个新化合物峰。二级质谱图

显示该新化合物峰的母离子为 [M+H]+ m/z 300.1 (图

5D), 观察到新的羟基苄基碎片离子m/z为 121.2, 其质

荷比相对 (S)-乌药碱的碎片离子m/z 107.1增加 14 Da, 

表明在底物的C4′位添加了一个甲基 (图 5)。上述LC-

MS/MS 数据与延胡索 CyOMT2 催化 (S)-乌药碱生成

的化合物质谱图相同[19], 产物被进一步鉴定为 4′-甲基

乌药碱。结果表明, ScOMT26 对 (S)-乌药碱的 C4′位

进行甲基化形成4′-甲基乌药碱。

6　ScOMT26蛋白的酶学性质

以 (S)-乌药碱为底物, SAM作为甲基供体, 进行不

同 pH 值 (4.0～11.0) 条件下对 ScOMT26 催化活性的

研究。结果表明, pH在 4.0和 5.0条件下, 该重组酶对 

(S)-乌药碱几乎没有活性; pH 7.0条件下, ScOMT26展

现出相对最高的酶活性; 随着 pH的升高, 产物量逐渐

减少; pH达到 10或 11时, 酶活性微弱。为探究温度对

ScOMT26活性的影响, 通过检测不同温度 (4～45 ℃) 

下催化产物生成量, 结果发现该酶在 25 ℃条件下具有

相对最高的活性, 随着温度的升高, ScOMT26酶活性

逐渐降低, 在45 ℃时, 酶活性较弱。

讨论

O-甲基转移酶是含有甲氧基的天然化合物生物合

成途径中关键的后修饰酶, 能催化生物碱、黄酮类、植

物激素等很多小分子的羟基发生甲氧基化反应[22,23]。依

据分子量大小、金属离子依赖性等特征, 将植物OMTs

细分为两类 (class I和 II)。前者以 CCoAOMT蛋白为

代表, 分子质量一般为23～29 kDa, 具有金属二价离子

依赖性; 后者又称咖啡酸-O-氧甲基转移酶 (COMT), 

蛋白分子质量较大, 约为38～42 kDa, 活性不依赖于金

属阳离子的参与[24,25]。研究表明, BIAs生物合成途径中

的OMTs都属于Ⅱ型O-甲基转移酶, 依赖 SAM作为甲

基供体[26,27]。目前, 已克隆到了催化 (S)-去甲乌药碱、

3-羟基-N-甲基乌药碱、牛心果碱、异莲心碱等化合物

甲基化反应的OMT基因[28,29], 但这些研究主要集中于

毛茛科植物及莲等植物中, 金线吊乌龟作为产千金藤

素的防己科藤本植物, 尚未有OMT相关的研究报道。

本研究首次从金线吊乌龟中克隆得到 1 条 OMT

基因, 生物信息学分析发现ScOMT26蛋白氨基酸序列

Figure 5　 In vitro enzyme reaction and LC-MS/MS detection. A: Schematic representation of the chemical reaction catalyzed by 

ScOMT26; B: Total ion chromatogram (TIC) of the enzymatic product analyzed by LC-MS/MS; C: MS/MS spectrum of (S)-coclaurine stan‐

dard; D: MS/MS spectrum of the enzymatic product synthesized by ScOMT26-catalyzed reaction with (S)-coclaurine

Figure 4　Purification analysis of ScOMT26 protein
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具有保守的 S-腺苷甲硫氨酸转移酶结构域。系统发育

进化树分析表明, 它跟前期报道参与BIAs生物合成途

径的 OMTs功能蛋白一致, 隶属于 COMT家族[17]。通

过原核表达体系和体外酶活检测对其功能进行表征, 

研究发现ScOMT26能催化(S)-乌药碱的羟基发生甲基

化, 形成 4′-甲基乌药碱。此外, 酶学性质的结果表明

ScOMT26 重组酶的最适反应条件为 25 ℃和 pH 7.0。

迄今为止, 越来越多的OMT蛋白表现出底物杂泛性和

交叉区域的选择性[26,30], 例如CyOMT5能够使用 3′-羟

基-N-甲基乌药碱为底物 , 产生一个 7-O 甲基化的产

物 , 而且 CyOMT5 在三种 BIA 中表现出在特定位置 

(异喹啉的 C6和 C7位点) 具有高效的甲基化活性[19]。

然而, ScOMT26蛋白底物杂泛性和酶动力学参数还需

要进一步研究。总之, 本研究首次成功克隆并功能鉴

定了金线吊乌龟中的O-甲基转移酶基因 ScOMT26, 证

实其催化 (S)-乌药碱羟基发生甲基化, 为进一步解析

千金藤素生物合成奠定理论基础, 也为未来异源合成

苄基异喹啉类生物碱提供了基因资源。

作者贡献: 唐汀薇、蔡玲负责实验设计、实验过程的操

作、文章撰写和数据分析; 刘柏梅、彭红英负责实验指导和文

章修改; 王灿指导文章撰写和论文修改。

利益冲突: 所有作者均声明不存在利益冲突。

References

[1] Xiao J, Song JY, Lin B, et al. Amide-iminoate isomerism in 

antineuroinflammatory isoquinoline alkaloids from Stephania 

cepharantha [J]. J Nat Prod, 2020, 83: 864-872.

[2] Liu S, Dou XT, Liu Y, et al. Chemical constituents of Stephania 

cephalantha [J]. Chin Tradit Pat Med (中成药), 2020, 42: 1498-

1503.

[3] Zhang H, Wang X, Guo Y, et al. Thirteen bisbenzylisoquinoline 

alkaloids in five Chinese medicinal plants: botany, traditional 

uses, phytochemistry, pharmacokinetic and toxicity studies [J]. J 

Ethnopharmacol, 2021, 268: 113566.

[4] Leng L, Xu Z, Hong B, et al. Cepharanthine analogs mining and 

genomes of Stephania accelerate anti-coronavirus drug discovery 

[J]. Nat Commun, 2024, 15: 1537.

[5] Wang J, Dai ZB. Heterologous biomimetic synthesis of active 

ingredients in traditional Chinese medicine: a new mode for 

protection and development of traditional Chinese medicine 

resources [J]. China J Chin Mater Med (中国中药杂志), 2023, 

48: 2284-2297.

[6] Pyne ME, Kevvai K, Grewal PS, et al. A yeast platform for 

high-level synthesis of tetrahydroisoquinoline alkaloids [J]. Nat 

Commun, 2020, 11: 3337.

[7] Liu X, Zhang P, Zhao Q, et al. Making small molecules in plants: 

a chassis for synthetic biology-based production of plant natural 

products [J]. J Integr Plant Biol, 2023, 65: 417-443.

[8] Tian Y, Kong L, Li Q, et al. Structural diversity, evolutionary 

origin, and metabolic engineering of plant specialized benzyliso‐

quinoline alkaloids [J]. Nat Prod Rep, 2024, 41: 1787-1810.

[9] Meng XL, Li C, Wang S, et al. Research advances on the 

pharmacological effects of bisbenzy-lisoquinoline alkaloids [J]. J 

Liaoning Univ (Nat Sci Edit) (辽宁大学学报·自然科学版), 

2016, 43: 243-247.

[10] Weber C, Opatz T. Bisbenzylisoquinoline alkaloids [J]. Alkaloids 

Chem Biol, 2019, 81: 1-114.

[11] Nguyen VK, Kou K. The biology and total syntheses of 

bisbenzylisoquinoline alkaloids [J]. Org Biomol Chem, 2021, 

19: 7535-7543.

[12] An Z, Gao R, Chen S, et al. Lineage-specific CYP80 expansion 

and benzylisoquinoline alkaloid diversity in early-diverging 

eudicots [J]. Adv Sci (Weinh), 2024, 11: e2309990.

[13] Pyne ME, Gold ND, Martin VJJ. Pathway elucidation and 

microbial synthesis of proaporphine and bis-benzylisoquinoline 

alkaloids from sacred lotus (Nelumbo nucifera) [J]. Metab Eng, 

2023, 77: 162-173.

[14] Payne JT, Valentic TR, Smolke CD. Complete biosynthesis of 

the bisbenzylisoquinoline alkaloids guattegaumerine and berba‐

munine in yeast [J]. Proc Natl Acad Sci U S A, 2021, 118: 

e2112520118.

[15] Wang K, Zhang Z, Hang J, et al. Microbial-host-isozyme 

analyses reveal microbial DPP4 as a potential antidiabetic target 

[J]. Science, 2023, 381: eadd5787.

[16] Xie L, Shi S, Cheng L, et al. Dauricine interferes with SARS-

CoV-2 variants infection by blocking the interface between RBD 

and ACE2 [J]. Int J Biol Macromol, 2023, 253: 127344.

[17] Lee S, Park NI, Park Y, et al. O- and N-Methyltransferases 

in benzylisoquinoline alkaloid producing plants [J]. Genes 

Genomics, 2024, 46: 367-378.

[18] Xu Z, Tian Y, Wang J, et al. Convergent evolution of berberine 

biosynthesis [J]. Sci Adv, 2024, 10: eads3596.

[19] Bu J, Zhang X, Li Q, et al. Catalytic promiscuity of O-methyl‐

transferases from Corydalis yanhusuo leading to the structural 

diversity of benzylisoquinoline alkaloids [J]. Hortic Res, 2022, 

9: uhac152.

[20] Robin AY, Giustini C, Graindorge M, et al. Crystal structure of 

norcoclaurine-6-O-methyltransferase, a key rate-limiting step in 

the synthesis of benzylisoquinoline alkaloids [J]. Plant J, 2016, 

87: 641-653.

[21] Zhang Y, Yang P, Tian C, et al. Functional characterization and 

regioselectivity manipulation of two benzylisoquinoline alkaloids 

O-methyltransferases from Stephania yunnanensis [J]. Bioorg 

Chem, 2025, 157: 108238.

[22] Peng Z, Song L, Chen M, et al. Neofunctionalization of an OMT 

cluster dominates polymethoxyflavone biosynthesis associated 

with the domestication of citrus [J]. Proc Natl Acad Sci U S A, 

·· 3533



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(11): 3527−3534

2024, 121: e1973352175.

[23] Wen J, Wang Y, Lu X, et al. An integrated multi-omics approach 

reveals polymethoxylated flavonoid biosynthesis in Citrus 

reticulata cv. Chachiensis [J]. Nat Commun, 2024, 15: 3991.

[24] Lashley A, Miller R, Provenzano S, et al. Functional diversifica‐

tion and structural origins of plant natural product methyltrans‐

ferases [J]. Molecules, 2022, 28: 43.

[25] Morris JS, Facchini PJ. Molecular origins of functional diversity 

in benzylisoquinoline alkaloid methyltransferases [J]. Front 

Plant Sci, 2019, 10: 1058.

[26] Wang Z, Li K, Mao J, et al. Functional characterization and 

protein engineering of a O-methyltransferase involved in 

benzylisoquinoline alkaloid biosynthesis of Stephania tetrandra 

[J]. Int J Biol Macromol, 2025, 296: 139744.

[27] Yu Y, Liu Y, Dong G, et al. Functional characterization and key 

residues engineering of a regiopromiscuity O-methyltransferase 

involved in benzylisoquinoline alkaloid biosynthesis in Nelumbo 

nucifera [J]. Hortic Res, 2023, 10: uhac276.

[28] Gan J, Shi W, Li Q, et al. Identification and characterization of 

two Se6OMTs from Stephania epigaea offer novel insights into 

the biosynthetic pathway of cepharanthine [J]. Metabolites, 

2025, 15: 92.

[29] Park MR, Chen X, Lang DE, et al. Heterodimeric O-methyltrans‐

ferases involved in the biosynthesis of noscapine in opium 

poppy [J]. Plant J, 2018, 95: 252-267.

[30] Chang L, Hagel JM, Facchini PJ. Isolation and characterization 

of O-methyltransferases involved in the biosynthesis of glaucine 

in Glaucium flavum [J]. Plant Physiol, 2015, 169: 1127-1140.

·· 3534


