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管花肉苁蓉蔗糖合酶基因的克隆鉴定、蛋白结构及表达分析
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摘要: 蔗糖合酶是植物糖代谢途径中的关键酶, 能催化糖基供体尿苷二磷酸 (uridine diphosphate, UDP)-葡萄糖

的生成。本研究通过转录组数据分析从富含糖苷类化合物的传统中药管花肉苁蓉中克隆获得一个蔗糖合酶基因并

命名为CtSus。该基因开放阅读框长2 418 bp, 编码蛋白含805个氨基酸, 序列分析显示, 该蛋白包含植物蔗糖合酶保

守结构域, 与同目植物中的蔗糖合酶具有密切的亲缘进化关系。将CtSus与已鉴定功能的糖基转移酶UGT71BD1

协同进行体外全细胞转化, 结果显示, CtSus的引入能显著提高UGT71BD1催化糖基化反应的转化率。利用pColdTM 

TF表达载体实现了CtSus在大肠杆菌中的可溶性表达, 并通过体外酶促反应验证了CtSus在UDP存在的情况下催

化蔗糖分解生成UDP-葡萄糖的活性。实时荧光定量 PCR结果显示CtSus基因在管花肉苁蓉不同部位及干旱胁迫

后肉苁蓉悬浮细胞中的表达模式与苯乙醇苷类化合物积累模式一致。进一步通过蛋白三维结构预测及分子对接探

讨了该酶与底物结合的关键氨基酸及其相互作用。本研究鉴定获得了肉苁蓉中一个新的蔗糖合酶基因, 为活性糖

基供体的体外酶法合成提供了新的途径, 亦为肉苁蓉糖苷类化合物生物合成工程菌的构建提供了新的基因元件。
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Abstract: Sucrose synthase plays a crucial role in the plant sugar metabolism pathway by catalyzing the 

production of uridine diphosphate (UDP)-glucose, which serves as a bioactive glycosyl donor for various metabolic 

processes. In this study, a sucrose synthase gene named CtSus was cloned from Cistanche tubulosa, a traditional 
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Chinese medicine known for its rich content of diverse glycosides, based on transcriptome analysis results. The 

open reading frame of CtSus was 2 418 bp long encoding 805 amino acids. Sequence analysis revealed conserved 

domains associated with the plant sucrose synthase family at both the N-terminal and C-terminal regions of CtSus 

protein. Phylogenetic analysis demonstrated that CtSus shares a close evolutionary relationship with sucrose 

synthases from other plants within the same order. Functional identification of CtSus was performed through 

whole-cell catalysis coupling with UGT71BD1, a characterized glycosyltransferase enzyme. The results showed 

that the introduction of CtSus significantly enhanced the conversion rate of glycosylation catalyzed by 

UGT71BD1. The soluble expression of CtSus in Escherichia coli was further achieved using the pColdTM TF 

expression vector. In vitro enzymatic assay indicated the activity of CtSus to catalyze the formation of UDP-

glucose in the presence of sucrose and UDP. Real-time quantitative-polymerase chain reaction results showed that 

the expression patterns of CtSus gene in different parts of C. tubulosa and the suspension cell cultures of 

C. tubulosa under drought stress correlated with the accumulation patterns observed for phenylethanol glycosides, 

respectively. Furthermore, key amino acids and their interactions between enzyme and substrate were explored 

based on protein structure prediction and molecular docking results. Overall, our findings identify a sucrose 

synthase CtSus responsible for the supply of the active glycosyl donor UDP-glucose during the biosynthesis of 

glycoside products in C. tubulosa and have also provided a gene element that can be utilized in engineering strain 

construction for glycoside products production.
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管花肉苁蓉 Cistanche tubulosa (Schenk) R. Wight

为列当科肉苁蓉属多年生草本寄生植物, 是一种传统

珍稀名贵中药材, 原产于新疆、内蒙古等地区, 性甘、咸

而温, 具有补肾阳、益精血、润肠通便等功能, 素有“沙

漠人参”之美誉[1]。现代研究发现管花肉苁蓉含有苯

乙醇苷类、环烯醚萜及其苷类、木脂素及其苷类、寡糖

酯类、多糖类、多元醇、寡糖类、甾醇及其苷类、单萜苷

类、糖类、氨基酸类和挥发油类等多种化学成分[2,3], 尤

其以糖苷类化合物为其最主要活性成分。其中苯乙醇

苷类化合物在原药材中含量最高, 具有神经保护、抗衰

老等广泛的药理活性[4]。上述糖苷类化合物的生物合

成过程中涉及多步糖基化反应 , 植物体内由糖基转

移酶催化完成 , 而活性糖基供体的提供是这一过程

中必不可少的。生物体内常见的活性糖供体形式包

括尿苷二磷酸 (uridine diphosphate, UDP) 糖、胸苷二

磷酸 (thymidine diphosphate, TDP) 糖以及鸟苷二磷酸 

(guanosine diphosphate, GDP) 糖。其中UDP-葡萄糖为

植物中最常见的活性糖基供体, 其不仅可被葡萄糖基

转移酶直接识别催化葡萄糖基转移反应, 同时也可作

为前体参与其他类型糖基供体的合成, 如以UDP-葡萄

糖为底物, 在 4,6-脱水酶、3,5-异构酶和 4-还原酶的催

化下, 可生成UDP-鼠李糖[5]; 以UDP-葡萄糖为底物经

UDP-葡萄糖脱氢酶和 UDP-木糖合酶可催化合成

UDP-木糖; UDP-木糖再经UDP-木糖差向异构酶催化

可生成UDP-阿拉伯糖[6]; UDP-葡萄糖与UDP-半乳糖

互为差向异构体 , 可通过差向异构酶进行相互转

化[7,8]。因此, UDP-葡萄糖的合成对于植物体内活性糖

基供体的供给以及次级代谢产物的糖基化修饰具有重

要的影响。

植物体内UDP-葡萄糖的合成可通过合酶途径、磷

酸化酶途径和激酶途径实现。其中, 蔗糖合酶可以直

接催化 UDP和蔗糖反应生成 UDP-葡萄糖和果糖, 及

其逆向反应[9]。从广义上讲, 蔗糖合酶属于糖基转移

酶-4亚家族, 该家族包括多种糖基转移酶, 例如蔗糖合

成磷酸酶、海藻糖合成酶和海藻糖磷酸化酶[10]。蔗糖

合酶首次在小麦胚芽中被鉴定[11], 之后研究人员陆续从

多种植物如绿豆 (Vigna radiata)、水稻 (Oryza sativa)、

玉米 (Zea mays)、大豆 (Glycine max) 和桃子 (Amygdalus 

persica) 中鉴定了上百个蔗糖合酶基因, 它们参与植物

体内多个代谢过程, 包括蔗糖的运输和分配、淀粉合

成、纤维素合成及细胞壁的组成、生物及非生物逆境

等, 在植物碳源分配中起到关键的调控作用[12]。此外, 

在生理功能研究的基础上, 研究人员还将获得的蔗糖

合酶作为基因元件用于糖苷类化合物的酶法合成, 取

得了理想的结果。如 Masada 等[13]将来源于拟南芥 

(Arabidopsis thaliana) 的蔗糖合酶基因AtSus-1与来源

于长春花的 (Catharanthus roseus) 糖基转移酶基因

CaUGT2进行体外共表达, 利用一锅双酶体系催化姜

黄素进行糖基化反应 , 使姜黄素糖苷的产量提高了

7倍, 与此同时UDP-葡萄糖供体的使用量仅为初始的

十分之一。Bungaruang等[14]利用来源于大豆的蔗糖合

酶GmSuSy与水稻的糖基转移酶OsUGT构建偶联催化

体系, 仅通过添加少量的 UDP (1.0 mmol·L-1) 及蔗糖, 

即实现了对 nothofagin的糖基化修饰, 相比于 OsUGT
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的单酶催化, 其糖基化产物的生成提高了三个数量级, 

从μmol·L-1提升至mmol·L-1。

管花肉苁蓉中糖苷类化合物的丰富性及多样性提

示其体内应含有功能强大的、与次级代谢产物糖基化

修饰相关的蔗糖合酶, 但该酶在肉苁蓉属植物中尚未

见报道。本文以药典收录药材管花肉苁蓉为材料, 通

过转录组及不同部位比较转录组分析, 利用分子生物

学技术挖掘鉴定了 1条蔗糖合酶基因CtSus, 并对其进

行了生物信息学分析、全细胞生物转化、原核表达与纯

化、体外酶催化活性分析及在管花肉苁蓉不同部位及

干旱胁迫的植物组织培养体系中的基因表达分析, 以

探究CtSus的功能及其与管花肉苁蓉糖苷类化合物生

物合成的相关性, 为管花肉苁蓉糖苷类化合物生物合

成途径的研究奠定基础。

材料与方法

材料 新鲜的管花肉苁蓉植株采自中国新疆维吾

尔自治区和田市, 并经由北京大学屠鹏飞教授进行生

物学鉴定; 管花肉苁蓉悬浮细胞培养体系为本课题组

前期建立[15]; 大肠杆菌E. coli Fast-T1购自南京诺唯赞

生物科技股份有限公司; E. coli BL21 (DE3) 购自北京

全式金生物技术股份有限公司; pColdTM I、pColdTM TF

载体购自宝日医生物技术 (北京) 有限公司; UDP-葡萄

糖对照品购自西安齐岳生物科技有限公司, 秦皮乙素、

白藜芦醇底物购自上海源叶生物科技有限公司。

RNA 提取与 cDNA 合成 按照 OMEGA RNA 

Plant Kit 试剂盒 (Cat R6827-01, Omega Bio-Tek 公司) 

的使用说明进行RNA的提取。利用琼脂糖凝胶电泳、

Nanodrop 2000 分光光度计检测 RNA 的纯度、浓度

以及完整性。检测合格的 RNA 样品利用反转录试

剂盒 TransScript® One-Step gDNA Removal and cDNA 

Synthesis SuperMix (Cat AT311-02, 北京全式金生物技

术有限公司) 进行反转录操作合成 cDNA第一条链。

蔗糖合酶基因的挖掘与CtSus基因克隆 以已鉴

定功能的拟南芥蔗糖合酶 AtSus1 (GenBank accession 

number: AED92894.1)[16]的氨基酸序列为模板, 通过本

地 Blastp 序列比对 , 结合转录组基因注释、FPKM 

(fragments per kilobase of exon model per million 

mapped reads) 基因表达丰度分析以及比较转录组数

据分析, 从管花肉苁蓉转录组数据中筛选蔗糖合酶基

因。根据管花肉苁蓉二代转录组数据提供的候选基因

序列信息设计特异性引物 (表 1), 以管花肉苁蓉 cDNA

为模板, 利用高保真PCR酶 (Cat P505-d1, 南京诺唯赞

生物科技股份有限公司) 进行目的基因的 PCR扩增。

利用 FastPure Gel DNA Extraction Mini Kit 试剂盒 

(Cat DC201-01, 南京诺唯赞生物科技股份有限公司) 

对 PCR 扩增产物进行纯化 , 后按照快速克隆试剂盒 

(Cat C112-01, 南京诺唯赞生物科技股份有限公司) 的

操作说明与pCE2 TA/Blunt-Zero克隆载体进行连接, 转

入Fast-T1感受态细胞, 37 ℃过夜培养后提取质粒提交

北京六合华大基因科技有限公司进行测序鉴定。

管花肉苁蓉蔗糖合酶CtSus生物信息学分析 利用

在线软件ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) 

分析蛋白的理化性质; 利用在线软件TMHMM (https://

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

蛋白的跨膜结构; 利用在线软件 SOPMA (https://npsa-

prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.

html) 预测蛋白的二级结构 ; 利用在线软件 SMART 

(http://smart.embl.de/) 预测蛋白质氨基酸序列保守结

构域 ; 利用软件 DANMAN 将 CtSus 与其他物种的蔗

糖合酶的氨基酸序列进行同源性比对 ; 利用软件

MEGA11 运用邻接法 (neighbor joining method) 进行

Table 1　Nucleotide sequence of primers used in this study. qPCR: Real-time quantitative-polymerase chain reaction

Primer usage

Gene amplification

qPCR

Expression

Vector

pET-24b

pET-28a

pColdTM I

pColdTM TF

Primer name

CtSus-F

CtSus-R

DNAj-F

DNAj-R

CtSus-F

CtSus-R

CtSus-EcoR I-F

CtSus-Hind III-R

CtSus-EcoR I-F

CtSus-Hind III-R

CtSus-Nde I-F

CtSus-Sal I-R

CtSus-BamH I-F

CtSus-Hind III-R

Primer sequence (5′-3′)

ATGGCGGAACGTGTCCTGAC

TTACTCAACAGCCAATGGAA

GTTAGCAAGGCGTTCAAGTG

GTCTTCTCCTACCCTGATACTG

GGAGTTGAGTTCTTGAATAGGC

CTTGCCCTTGTAGTTGTGC

AATGGGTCGGGATCCGAATTCATGGCGGAACGTGTCCTGA

CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTACTCAACAGCCAATGGAACAGC

ATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGCGGAACGTGTCCTGA

CTCGAGTGCGGCCGCAAGCTTTTACTCAACAGCCAATGGAACAGC

CATATCGAAGGTAGGCATATGATGGCGGAACGTGTCCTGA

CTATCTAGACTGCAGGTCGACCTCAACAGCCAATGGAACAGC

CTCGGTACCCTCGAGGGATCCATGGCGGAACGTGTCCTGA

AGACTGCAGGTCGACAAGCTTTTACTCAACAGCCAATGGAACAGC
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聚类分析构建系统发育进化树, bootstrap重复次数为

1 000次。

管花肉苁蓉不同部位与干旱胁迫诱导下CtSus的

表达分析 利用DNAMAN软件设计CtSus及内参基因

DNAj的实时荧光定量 PCR引物[17] (表 1), 通过实时荧

光定量PCR检测分析管花肉苁蓉不同部位与干旱胁迫

诱导条件下管花肉苁蓉悬浮细胞中CtSus基因的相对表

达量。利用TransStart® Top Green qPCR SuperMix试剂

盒 (Cat AQ131-01, 北京全式金生物技术有限公司) 进

行实时荧光定量PCR分析, 扩增程序采用两步法: 94 ℃ 

30 s; 94 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 重复 40个循环; 在 Bio-Rad 

CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection System (Bio-

Rad Laboratory, Hercules, CA, USA) 上运行 , 以 2–ΔΔCT

法来分析CtSus基因在不同实验组中的相对表达量, 使

用GraphPad Prism 9进行显著性分析并绘制柱状图。

CtSus基因原核表达载体的构建及异源表达 根

据基因测序结果设计含有载体同源臂和酶切位点的

特异性引物 (表 1) 进行 PCR 扩增 , 使用 ClonExpress 

Ultra One Step Cloning Kit (CatC115-01, 南京诺唯赞生

物科技股份有限公司) 利用无缝克隆技术将目的基因

CtSus分别构建到pET-28a、pET-24b、pColdTM I和pColdTM 

TF表达载体。对成功构建的重组表达载体进行质粒

提取并转入大肠杆菌表达感受态 Transetta (DE3) 中。

分别利用含 50 µg·mL-1硫酸卡那霉素 (以 pET-28a 和

pET-24b 为表达载体) 或 100 µg·mL-1氨苄青霉素 (以

pColdTM I 和 pColdTM TF 为表达载体) 和 50 μg·mL-1氯

霉素的 LB液体培养基, 37 ℃、200 r·min-1振荡培养至

菌液A600值为 0.4～0.6。加入终浓度为 0.5 mmol·L-1的

异丙基硫代半乳糖苷 (isopropyl-beta-D-thiogalactopy‐

ranoside, IPTG) 对蛋白进行诱导表达 , 在恒温摇床

23 ℃ (以 pET-28a和 pET-24b为表达载体) 或 15 ℃ (以

pColdTM I 和 pColdTM TF 为表达载体), 180 r·min-1诱导

培养 16 h (以 pET-28a和 pET-24b为表达载体) 或 24 h 

(以 pColdTM I和 pColdTM TF为表达载体) 后离心收集菌

体。加入裂解缓冲液 (20 mmol·L-1 NaH2PO4-Na2HPO4, 

0.5 mol·L-1 NaCl, 20 mmol·L-1咪唑, 3%甘油, 100 mmol·L-1

苯甲磺酰氟, 1 mg·mL-1溶菌酶, pH 7.4), 破碎 8 min后

离心, 分别取上清液与沉淀, 上清液经装有Ni Sepharose 

6 Fast Flow 填料的 HisTrap FF 亲和柱 (Cat 17531901, 

Cytiva公司) 吸附含His标签的目的蛋白, 经不同浓度

咪唑洗脱后, 取各流分进行SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 检测, 合并含

有目的蛋白的流分, 经超滤管 (Millipore公司) 离心浓

缩并脱盐后 , 保存于缓冲液 [含 50 mmol·L-1 Tris-HCl 

(pH 7.5)、0.2 mol·L-1 NaCl、1 mmol·L-1二硫苏糖醇、3%

甘油] 用于后续体外酶促催化反应。

CtSus全细胞催化 将 pColdTM I-CtSus质粒与课

题组前期已经鉴定活性的糖基转移酶 UGT71BD1 的

表达质粒 pET-28a-UGT71BD1[18]同时转入大肠杆菌表

达感受态 Transetta (DE3) 中 , 筛选同时含有 CtSus 和

UGT71BD1基因的阳性重组菌, 按 1∶100 (V/V) 的比例

接种到含 50 μg·mL-1硫酸卡那霉素、100 µg·mL-1氨苄

青霉素和 50 μg·mL-1氯霉素抗性的LB培养基 (生长培

养基) 中 , 在 37 °C 下培养至菌液 A600值为 0.4～0.6 时

加入终浓度为 1 mmol·L-1 IPTG, 15 ℃、180 r·min-1继续

振荡培养 24 h; 4 ℃、4 000 r·min-1离心, 收集菌体。将

收集的菌体按照每克菌40 mL培养基的比例接种到M9

培养基 (发酵培养基) 中 , 并设计反应组别分别加入

75 μmol·L-1蔗糖及 25 μmol·L-1秦皮乙素 (1) 或白藜芦

醇 (2) 底物, 继续振荡培养 24 h后 4 000 ×g, 4 ℃离心

30 min, 沉淀加甲醇超声破碎, 上清液加入 2倍体积甲

醇, 分别在 4 000 ×g、4 ℃条件下离心 30 min, 取上清合

并, 减压蒸干溶剂, 甲醇复溶, 经0.22 μm滤膜过滤后利

用Agilent 1260高效液相色谱仪对反应产物进行检测。

以 CAPCELL PAK C18 COLUMN (250 mm × 4.6 mm, 

5 µm) 为分析柱, 以0.1%甲酸水 (A) 和甲醇 (B) 为流动

相 , 洗脱梯度 : 0～25 min, 30%～90% B; 25～27 min, 

90%～100% B; 27～33 min, 100% B。质谱条件参数分

别为正、负离子模式, 自动多级MS1、MS2、MS3全扫描。

CtSus体外酶催化活性检测 利用Factor Xa对上

述HisTrap FF柱亲和色谱获得的重组蛋白进行N末端

标签切除。酶切体系如下 : 将重组蛋白调至浓度为

1 mg·mL-1, 按照 50 µL重组蛋白加入 1 µL Factor Xa的

比例 , 在 20 mmol·L-1 Tris-HCl (pH 8.0)、100 mmol·L-1 

NaCl 和 2 mmol·L-1 CaCl2的缓冲液中 , 23 ℃反应 6 h, 

反应体系为 100 µL。酶切体系产物经HisTrap FF亲和

层析进行二次蛋白分离获得标签切除的目的蛋白用于

后续体外酶催化反应。酶反应体系如下: 10 mmol·L-1 

UDP, 100 mmol·L-1 蔗糖 , 50 mmol·L-1 MgCl2, 60 μg 

CtSus 蛋白 , Tris-HCl (pH 7.0) 补充到 100 μL, 30 ℃水

浴反应 6 h, 后处理及HPLC分析方法参考文献[19]所述

进行。

CtSus蛋白三维结构预测及分子对接分析 利用

AlphaFold2对 CtSus进行蛋白三维结构预测[20]。利用

AutoDock Tools 1.5.6软件对配体分子进行加氢以及加

电荷处理。底物结合口袋通过与模板蛋白 AtSus1 

(PDBID 3S28) 比对获得。活性空腔周围的氨基酸残基

侧链设置为柔性。格点box设置为40 × 40 × 40 Å3, 格点

间距 0.375 Å。分子对接在 AutoDock Vina 中进行[21]。

采用 PyMOL 2.0 软件对亲和力 (kcat·mol-1) 最佳的模
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型进行可视化分析。

统计学分析 使用GraphPad Prism 9进行统计学

分析, 实验数据以均值 ± 标准差表示, 两组间比较采

用 t检验, 多组间比较采用单因素方差分析, P < 0.05 

时认为差异有统计学意义。

结果与分析

1　管花肉苁蓉蔗糖合酶基因的挖掘与CtSus基因克隆

利用已鉴定功能的拟南芥蔗糖合酶 AtSus1 的氨

基酸序列为模板[16], 通过本地 Blastp在管花肉苁蓉转

录组数据库中进行序列比对, 同时结合转录组基因注

释及基因表达丰度数据共筛选到两条 FPKM 值大于

10的蔗糖合酶基因序列, 分别命名为CtSus和CtSus1。

进一步对肉苁蓉不同部位 (吸器、地下部分和地上部

分) 的比较转录组数据进行分析。肉苁蓉属植物的化

学成分在不同部位的分布已有深入研究, 结果表明肉

苁蓉中以苯乙醇苷为代表的糖苷类化合物主要存在于

其地下部分, 以吸器中含量为最高[22]。本研究前期对

不同部位比较转录组测序所用植物材料中的苯乙醇苷

类化合物含量也进行了测定, 证实管花肉苁蓉中苯乙

醇苷类化合物在不同部位中的含量差异表现为 : 吸

器 > 地下部分 >> 地上部分。

因此将初筛得到的 2条候选蔗糖合酶基因在管花

肉苁蓉不同部位转录组数据中的表达水平FPKM值经

Z-Score 进行归一化处理 , 并进行差异分析 (图 1A)。

结果显示 CtSus基因在吸器中表达水平最高, 在地下

部分的表达水平高于地上部分的表达水平, 与管花肉

苁蓉不同部位糖苷类化合物积累模式一致, 而CtSus1

基因在吸器中的表达水平较低, 故综合以上结果选择

CtSus基因进行后续的序列扩增、外源表达与功能鉴定

工作。以管花肉苁蓉 cDNA 为模板 , PCR 扩增后于

~2 500 bp处得到单一条带产物 (图 1B)。将 PCR产物

胶回收后连接至克隆载体, 测序获得目的基因编码区

全长, CtSus序列长度为2 418 bp。

2　CtSus基因及其编码蛋白的生物信息学分析

2.1 CtSus 的理化性质分析及跨膜域结构预测 利

用 ProtParam 在线软件对 CtSus 编码蛋白的理化性

质进行分析。该蛋白含有 805 个氨基酸 , 分子式为

C4189H6548N1104O1187S28, 相对分子质量为 92 266.44; 理论

等电点为 6.00; 不稳定系数 II为 35.45, 属于稳定蛋白; 

总平均亲水性 (GRAVY) 为−0.187, 属于亲水蛋白。采

用TMHMM 2.0预测蔗糖合酶CtSus的跨膜结构域, 结

果表明该基因编码蛋白无跨膜结构域。

2.2 CtSus保守结构预测及序列比对 利用在线软件

SMART预测CtSus蛋白的保守结构域 (图 1C), 该蛋白

含有 2个保守结构域, N端 (8～553位氨基酸) 为蔗糖

合酶结构域, 其能够催化 UDP与蔗糖生成 UDP-葡萄

糖和D-果糖的可逆反应; C端 (557～739位氨基酸) 属

于糖基转移酶结构域 (图1D)。运用DNAMAN软件将

CtSus蛋白序列与 NCBI数据库中的蔗糖合酶氨基酸

序列进行比对 (表 2), 结果发现, CtSus氨基酸序列与

其他植物来源的蔗糖合酶序列表现出较高的相似性, 

其中 CtSus 与芝麻 (Sesamum indicum) 中的蔗糖合酶

序列相似度最高, 为 94.78%, 与其余植物中的蔗糖合

酶序列相似度也均在 65%以上, 说明植物来源的蔗糖

合酶具有高度的序列保守性。

2.3 系统进化分析 利用MEGA软件构建系统发育

进化树对管花肉苁蓉蔗糖合酶CtSus与其他植物来源

蔗糖合酶的系统进化关系进行分析 , 结果如图 1E 所

示。植物来源的蔗糖合酶在双子叶植物 (区域 I和 II) 

及单子叶植物 (区域 III) 中表现出明显不同的进化分

支。而CtSus处于双子叶植物的分支, 且其中与CtSus亲

缘关系较近的序列均来自唇形目植物 (肉苁蓉为唇形

目列当科植物), 而另一个分支主要以茄目植物为主, 

这也进一步表明了植物来源蔗糖合酶基因在同目植物

中进化的高度保守性及同源性。其中 , 列当科植物

Phelipanche ramosa中的蔗糖合酶PrSus (AEN79500.1) 

与CtSus的亲缘关系最为接近。

3　CtSus的外源表达与活性分析

3.1 CtSus基因的外源表达 将测序验证的 pET-28a-

CtSus, pET-24b-CtSus及 pColdTM I-CtSus质粒转入大肠

杆菌表达感受态 Transetta (DE3) 中, 通过菌落 PCR筛

Table 2　Amino acid sequence similarities between CtSus and sucrose synthases identified from other plant

Species
Sesamum indicum
Phelipanche ramosa
Catalpa fargesii
Andrographis paniculata
Perilla frutescens var. hirtella
Striga asiatica
Olea europaea var. sylvestris
Salvia hispanica
Nicotiana tabacum

Accession No.
XP_011093886.1
AEN79500.1
AYK02542.1
XP_051150193.1
KAH6779186.1
GER41738.1
XP_022883072.1
XP_047941784.1
AHL84158.1

Similarity
94.78%
94.53%
94.29%
93.91%
93.17%
92.67%
92.80%
91.80%
89.81%

Species
Ipomoea batatas
Lycium ferocissimum
Coffea eugenioides
Solanum tuberosum
Solanum dulcamara
Solanum verrucosum
Capsicum annuum
Arabidopsis thaliana
Albuca bracteata

Accession No.
GMD30336.1
XP_059283540.1
XP_027175646.1
NP_001274911.1
XP_055824125.1
XP_049370499.1
XP_016540310.2
AED92894.1
AMN16537.1

Similarity
89.81%
89.81%
89.57%
89.32%
89.32%
89.32%
88.70%
77.35%
69.48%
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选阳性克隆进行测序验证, 获得的重组表达菌株通过

IPTG低温诱导蛋白表达, 离心收集菌体, 加入裂解缓

冲液破碎菌体获得上清液与沉淀, 进行 SDS-PAGE检

测。结果表明以 pET-28a 和 pET-24b 为表达载体时 , 

CtSus 未在大肠杆菌中实现表达, 而以 pColdTM I 为表

达载体时, 在~100 kDa区域检测到明显的 CtSus重组

蛋白条带, 与其理论预测相对分子质量 92.2 kDa相符 

(图1F)。

3.2 全细胞转化 为了初步验证 CtSus的催化功能, 

构建了CtSus与糖基转移酶基因UGT71BD1的共表达

菌株。UGT71BD1 是自管花肉苁蓉中克隆鉴定的一

个可广泛接受苯乙醇苷、不同类型的黄酮、二苯乙烯及

香豆素等芳香类化合物为受体, 以UDP-葡萄糖为糖供

体, 催化底物酚羟基发生葡萄糖基化反应的UDP-葡萄

糖基转移酶[18]。CtSus的引入理论上可为UGT71BD1

催化的葡萄糖基化反应提供更充足的糖基供体UDP-

葡萄糖, 从而促进反应平衡向糖基化产物生成的方向

移动, 进而提高糖基化产物的产率。将pColdTM I-CtSus

质粒与 pET-28a-UGT71BD1质粒同时转入大肠杆菌表

达感受态 Transetta (DE3) 中, 经菌落 PCR筛选同时含

有两个重组质粒的单克隆, 并分别经测序验证获得阳

性重组表达菌株 (图 1G)。体外诱导双基因共表达, 以

pET-28a-UGT71BD1 单基因表达菌株作为对照组 , 通

过全细胞转化的方式初步验证 CtSus 催化 UDP-葡萄

Figure 1　Gene exploring and cloning of CtSus from C. tubulosa and bioinformatic analysis of its encoded protein. A: Expression levels of 

the CtSus and CtSus1 genes in different parts of C. tubulosa normalized as Z-Scores based on their FPKM values; B: Gene amplification of 

CtSus; M: DNA marker; C: Conservative domain of CtSus protein predicted by SMART; D: Multiple sequence alignment of CtSus and 

sucrose synthases identified from other plants including Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum and Albuca bracteata. The sucrose synthesis 

domain and sugar transfer domain are represented by red and blue boxes, respectively; E: Phylogenetic analysis of CtSus and sucrose 

synthases from other plants; F: SDS-PAGE analysis of the heterologous expression of CtSus using pColdTM I vector in E. coli. Lane 1: 

Protein marker; Lane 2: Supernatant fraction; Lane 3: Precipitate fraction. The red arrow shows the CtSus protein. G: Colony PCR of a 

single clone containing both two recombinant plasmids. M: DNA marker; 1: pET-28a-UGT71BD1; 2: pColdTM I-CtSus
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糖供体生成的活性。经高效液相及高分辨质谱分析, 

结果发现, 当以秦皮乙素1和白藜芦醇2为底物进行全

细胞转化反应, 转化 24 h后检测到明显糖基化产物的

生成, 结果如图2所示。

当以 1 (m/z 179.034 4 [M+H]+, 分子式 C9H6O4) 为

底物时, 在 5.39 min检测到与底物及对照组产物紫外

吸收一致的产物色谱峰 1a (m/z 341.087 2 [M+H]+, 预

测分子式C15H16O9) 生成, 同时 1a的MS2图谱中检测到

m/z 179.033 4 [M+H]+的碎片峰, 为 1a丢失一分子葡萄

糖基 (162 Da) 产生, 由此表明 1a为底物 1连接一分子

葡萄糖的产物。通过积分峰面积计算其转化率发现, 

UGT71BD1 全细胞催化底物 1 生成糖基化产物 1a 的

转化率为 71.87%, 而 CtSus的加入将该反应的转化率

提高到了 95.84%, 为对照组的 1.3倍; 当底物为化合物

2 (m/z 227.072 5 [M−H]−, 分子式C14H12O3) 时, 在 10.32

和 6.52 min分别检测到与底物及对照组产物特征紫外

吸收一致的产物色谱峰 2a (m/z 389.123 4 [M−H]−, 预
测分子式C20H22O8) 和 2b (m/z 575.175 9 [M+Na]+, 预测

分子式 C26H32O13), 产物 2a 在 m/z 227.071 3 [M−H]−处
检测到碎片峰, 为丢失一分子葡萄糖基 (162 Da) 产生, 

表明 2a为底物 2连接一分子葡萄糖的产物。通过与文

献[18]数据比对以及质谱预测信息, 确定产物 2b为底物

2连接两分子葡萄糖的产物, 利用积分峰面积计算其

转化率发现, CtSus的加入能将底物 2的糖基化反应的

转化率从 64.01% 提升到 78.51%, 其中单糖苷产物 2a

的得率由 45.09% 提升到 63.58%, 双糖苷产物 2b的得

率由18.92%变为14.93%。

3.3 CtSus重组蛋白纯化及体外酶催化活性鉴定 全

细胞转化实验结果提示CtSus具有催化活性葡萄糖供

体UDP-葡萄糖生成的活性。为了进一步通过体外酶

促催化反应对此催化活性进行直接验证, 对 CtSus基

因在 pColdTM表达体系下的融合蛋白进行了亲和层析

分离纯化, 结果发现, 以 pColdTM I为表达载体时, 重组

蛋白虽有大量表达 , 但多在沉淀部分。而以 pColdTM 

TF为表达载体时, CtSus基因在大肠杆菌中实现了大

量可溶性表达 (图 3A)。经 HisTrap FF 亲和层析纯化

获得融合蛋白进行体外酶促催化反应, 结果如图 3B所

示, 当以蔗糖和UDP为底物时, 与阴性对照组对比, 在

10.32 min检测到一个新的产物峰, 其保留时间和紫外

吸收与UDP-葡萄糖一致, 通过与标准品进行对照证明

产物为UDP-葡萄糖。但由于 pColdTM TF表达载体所

表达的融合蛋白含有较大的 trigger factor可溶性标签 

(标签蛋白大小为 48 kDa), 会对蛋白的催化活性产生

较大影响, 故进一步利用Factor Xa酶对融合蛋白进行

了标签切割, 纯化获得了不含外源标签的 CtSus蛋白 

(图 3A)。将该蛋白进行体外酶促催化反应, 结果发现

UDP-葡萄糖的产率由 3.53% 提高至 10.66% (图 3B)。

以上结果通过体外酶促催化反应证实了 CtSus 催化

UDP-葡萄糖生成的活性, 同时也说明较大的亲和标签

的存在虽有利于实现 CtSus的可溶表达, 但也会明显

Figure 2　Whole-cell biotransformation of substrate 1 or 2 by recombinant strain harboring UGT71BD1 or recombinant strain harboring 

UGT71BD1 coupling with CtSus, respectively. A: HPLC chromatograms of the whole-cell biotransformation of substrate 1. The detection 

wavelength was 360 nm; B: HRESI-MS and MS2 spectra of product 1a; C: HPLC chromatograms of the whole-cell biotransformation of 

substrate 2; The detection wavelength was 330 nm. D: HRESI-MS spectra of products 2a and 2b
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影响酶的体外催化活性。

4　CtSus 在管花肉苁蓉不同部位及干旱胁迫处理细

胞培养体系中的表达分析

4.1　CtSus在管花肉苁蓉不同部位表达分析 体外全

细胞转化实验及酶促催化反应实验均证实CtSus基因

编码蛋白具备催化UDP-葡萄糖合成的能力。为进一

步探究该基因在管花肉苁蓉体内与糖苷类化合物生物

合成的相关性, 对该基因在管花肉苁蓉不同部位的表

达量进行了分析。

松果菊苷为管花肉苁蓉中最具代表性的糖苷类化

合物, 其含量可达管花肉苁蓉植物干重的30%以上[23]。

课题组前期对管花肉苁蓉植株不同部位的松果菊苷含

量进行了测定, 具体表现为: 松果菊苷在不同组织间的

含量为吸器 > 地下部分 >> 地上部分; 其中, 吸器中松

果菊苷含量最高。以管花肉苁蓉不同部位的 cDNA为

模板进行实时荧光定量 PCR 检测, 通过 2–ΔΔCT法分析

结果, 并进行差异分析。结果如图 4A所示, CtSus基因

在吸器中的表达量最高, 是地上部分的 1.5倍, 地下部

分的表达量显著高于地上部分的表达量, 这与以松果

菊苷为代表的苯乙醇苷类化合物在管花肉苁蓉不同部

位中的积累模式一致。

4.2　干旱胁迫条件下管花肉苁蓉悬浮细胞中CtSus的

表达分析 课题前期研究表明, PEG6000诱导的干旱

胁迫能显著提升管花肉苁蓉悬浮细胞苯乙醇苷类化合

物的积累。诱导后 3～9天, 松果菊苷含量出现显著提

高, 第 12～15天, 松果菊苷含量增长速率放缓, 并于第

15天达到最大值, 之后随培养时间的延长, 松果菊苷

含量逐渐下降[24]。在此研究基础上, 本文以未处理的

管花肉苁蓉悬浮细胞和经 PEG6000 诱导的管花肉苁

蓉悬浮细胞的 cDNA为模板, 进行实时荧光定量 PCR

检测, 考察了 CtSus基因在干旱胁迫条件下肉苁蓉悬

浮细胞中的表达量变化。结果如图 4B 所示 , 在经

PEG6000诱导处理的管花肉苁蓉悬浮细胞中, CtSus的

表达量在诱导后第6天表现出明显升高, 并在第9天达

Figure 3　 Heterologous expression and functional identification of CtSus. A: SDS-PAGE analysis of CtSus proteins. Lane 1: Protein 

marker; Lane 2: Recombinant CtSus with trigger factor; Lane 3: Trigger factor tag cleavage using Factor Xa protease to give the CtSus 

protein labeled by the red arrow. B: In vitro enzymatic assays using fusion protein and trigger factor-free CtSus proteins to catalyze the 

synthesis of UDP-glucose in the presence of sucrose and UDP, respectively, with reference standard UDP-glucose. Boiled protein was used 

as a control group under the same conditions. The detection wavelength was 260 nm

Figure 4　Relative expression levels of CtSus in different parts of C. tubulosa and in suspension cells treated by PEG6000. A: Relative 

expression level of CtSus in different parts of C. tubulosa; B: Relative expression level of CtSus in C. tubulosa suspension cells treated by 

PEG6000 at different time points. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001
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到最高值, 之后回落到与对照组相同的水平。以上结

果显示, 干旱胁迫能显著提高 CtSus基因在管花肉苁

蓉悬浮细胞系中的表达量, 与松果菊苷在干旱胁迫下

的积累模式一致。但CtSus基因的表达量峰值的出现

早于松果菊苷含量峰值, 由于 CtSus催化合成的活性

糖基供体是后续松果菊苷生物合成途径中多步糖基化

反应所需的重要前体, 因此推测生物体在受到干旱胁

迫后会优先调动与初级代谢相关的基因实现活性供体

的积累, 继而实现重要次级代谢产物的积累。

5　CtSus蛋白三维结构研究及关键活性位点分析

基于CtSus催化糖基供体UDP-葡萄糖生成的功能, 

进一步对CtSus催化活性的结构基础进行了研究。运用

在线工具 SOPMA预测蛋白二级结构, 结果表明CtSus

的二级结构包含 55.28%的 α-螺旋 (α-helices)、25.47%

的随机卷曲 (random coil)、12.80%的延伸链 (extended 

strand) 和 6.46%的 β-折叠 (β-turn) (图 5A), 说明 CtSus

蛋白中 α-螺旋是最主要的二级结构单元, 其次随机卷

曲也在蛋白中占了大量比例, 延伸链和β-折叠分布于整

个蛋白。根据已有研究, 蔗糖合酶通常以四聚体的形式

存在, 被认为是其发挥活性的存在形式。因此, 本文进

一步利用 AlphaFold2 对 CtSus 蛋白进行了结构预测 , 

得到了其蛋白四聚体三维结构。PDB (Protein Data 

Bank) 数据库比对发现, 拟南芥中的蔗糖合酶 AtSus1 

(PDBID 3S28) 与 CtSus 序列相似度可达 77.93%。将

预测的 CtSus结构与 AtSus1三维结构进行比对, 蛋白

叠合后均方根偏差RMSD (root-mean square deviation) 

值为1.11 Å, 说明两者空间结构一致性较好 (图5B)。

进一步利用已报道的拟南芥AtSus1与UDP及果

糖的蛋白−配体晶体复合物结构 (PDBID 3S29) 为模

板[16], 对CtSus与UDP及果糖的结合模式进行了分析。

分子对接结果如图 5C 所示 , 可以观察到 AtSus1 与

CtSus的底物结合口袋从氨基酸类型及空间分布与构

型来看, 两者都极为相似, 重叠度较高, 证明蔗糖合酶

的序列在植物中是高度保守的。两个配体—UDP 与

果糖在蛋白底物结合口袋中的构象如图 5D所示, 其中

UDP 与 CtSus 的分子对接最优势构象与 AtSus1-UDP

晶体复合物中UDP的构象重叠度较好, 证明了分子对

接结果的准确性。UDP与蛋白底物结合口袋中关键

Figure 5　Structural investigation of CtSus. A: Predicted secondary structure of CtSus using SOPMA. Blue: α helix; Purple: Random coil; 

Red: Extended strand; Green: β sheet. B: Three-dimensional structure alignment of AtSus1 (in blue color) and CtSus (in green color). Both 

were shown as tetramer. C: Key residues in the substrate binding pocket of AtSus1 (in blue color) and CtSus (in green color with labeled 

residues); D: Binding conformations alignment of UDP and fructose in AtSus1 (in blue color) and CtSus (in green color); E: Interactions 

between UDP and CtSus shown in 2D diagram analyzed by Discovery Studio Client
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氨基酸残基的相互作用如图 5E所示, UDP与CtSus间

主要通过氢键及疏水相互作用结合在一起, 底物结合

口袋中的关键氨基酸残基包括 : Leu294、Gly301、

Met576、Arg578、Lys583、Gln646、Asn652、Leu677、

Thr678、Glu681。

讨论

糖基化修饰是一种改善天然产物或药物前体物理

性质与生物活性的重要手段之一。与传统化学方法相

比, 酶法糖基化修饰具有反应条件温和、选择性强以及

环境友好型等优点。但是糖基转移酶的糖基化反应需

要大量的UDP-糖供体, 而糖基供体价格昂贵, 不易获

得, 导致糖基转移酶不能够广泛运用到工业生产中。

而蔗糖合酶能催化可逆反应: 蔗糖 + UDP ⇌ UDP-葡

萄糖 + 果糖, 能通过与糖基转移酶的偶联反应, 形成

可再生的UDP-葡萄糖循环。管花肉苁蓉富含以苯乙

醇苷类化合物为代表的多种不同结构类型的糖苷类化

合物, 提示其体内由蔗糖合酶参与的活性糖基供体合

成通路代谢较强, 但苁蓉属植物来源的相关蔗糖合酶

仍未见报道。本研究首次从管花肉苁蓉中克隆获得一

个蔗糖合酶基因CtSus, 该基因编码蛋白含有植物蔗糖

合酶的保守结构域; 通过与其他植物中的蔗糖合酶进

行序列比对, 发现其与同目植物中的蔗糖合酶氨基酸

序列相似度达 90%以上, 显示出植物来源蔗糖合酶的

高度序列保守性。分子进化分析显示CtSus属于双子

叶植物蔗糖合酶分支, 与列当科植物P. ramosa中的蔗

糖合酶PrSus的亲缘关系最为接近。

为了探究 CtSus的催化活性, 本研究结合课题组

前期已经验证活性的糖基转移酶UGT71BD1, 构建了

双质粒共表达体系, 通过全细胞催化实验, 实现了在不

额外添加UDP-糖供体的条件下对香豆素类化合物秦

皮乙素和二苯乙烯类化合物白藜芦醇的糖基化反应。

且与对照组相比, CtSus的加入显著提高了UGT71BD

1催化两者糖基化反应的转化率。在此基础上, 本研

究进一步构建了 pColdTM TF-CtSus 重组表达质粒 , 并

在大肠杆菌中实现了重组蛋白的可溶性表达。体外酶

促催化反应显示, 在蔗糖和UDP存在的情况下, CtSus

能够催化UDP-葡萄糖的生成, 且将重组蛋白中所含有

的 trigger factor亲和标签切除后, CtSus催化UDP-葡萄

糖生成的产物得率有了明显提高。全细胞转化及体外

酶促催化反应结果证实了CtSus作为蔗糖合酶催化活

性糖基供体UDP-葡萄糖生成的活性。为进一步探究

CtSus基因与管花肉苁蓉糖苷类化合物生物合成的相

关性, 通过实时荧光定量 PCR实验对 CtSus在管花肉

苁蓉不同部位中的表达情况进行了分析, 结果显示该

基因在管花肉苁蓉吸器中表达量最高。管花肉苁蓉为

寄生植物, 无法通过光合作用获得生长发育所需的营

养, 故需要寄生在宿主植物的根部依赖寄主植物获取

营养物质以维持生长。植物体内多是由蔗糖提供能量

与碳源供体[12], 但是蔗糖并不能被细胞直接使用, 需要

进一步被分解, 而吸器是连接肉苁蓉和寄主植物的桥

梁, 在其寄生过程中发挥着至关重要的作用[25], 因此管

花肉苁蓉吸器中蔗糖合酶的高表达具有合理性。

CtSus在吸器中的高表达也与苯乙醇苷类化合物在吸

器中大量的积累模式一致。此外, 通过对干旱胁迫下

不同时间点管花肉苁蓉悬浮细胞中CtSus基因表达水

平变化的荧光定量 PCR分析发现, 干旱胁迫能显著提

高 CtSus基因在悬浮细胞系中的表达量, 与松果菊苷

在干旱胁迫下悬浮细胞系中的积累模式一致, 以上结

果提示CtSus在体内参与了管花肉苁蓉中以松果菊苷

为代表的苯乙醇苷类化合物的生物合成途径, 为其生

物合成途径中多步糖基化反应提供了活性糖基供体

UDP-葡萄糖。总之, 本研究鉴定获得了肉苁蓉中一个

新的蔗糖合酶基因, 实现了活性糖基供体的体外酶法

合成, 亦为肉苁蓉糖苷类化合物的生物合成工程菌的

构建提供了新的基因元件。
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