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摘要　目的：单加氧酶（Ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＭＯ）是一类通过在底物上加一个氧原子的加氧酶，在动植物体内参与多种代谢途
径。本实验致力于从雷公藤转录组数据中克隆得到单加氧酶基因ｃＤＮＡ全长，并对克隆得到的ＭＯ基因进行初步的功能
分析。方法：通过对雷公藤转录组数据中筛选得到ＭＯ基因片段设计特异性引物，克隆 ＭＯ基因 ｃＤＮＡ全长，通过生物信
息学方法对得到的ＭＯ基因进行分析，主要包括多重序列比对，蛋白结构预测和构建进化树分析等。结果：根据分析结果
ＴｗＭＯ基因全长为２１９３ｂｐ，共编码５０７个氨基酸，等电点为８８４，相对分子质量为５５２０ｋＤａ，多重序列比对显示它与其
他植物的ＭＯ基因具有较高的同源性。雷公藤悬浮细胞经外源茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）诱导后，实时荧光定量结果显示，Ｔｗ
ＭＯ的表达量明显增加，并在４８ｈ达到最高，提示ＴｗＭＯ基因与雷公藤的次生代谢产物的生成有关。结论：本研究首次从
雷公藤悬浮细胞中克隆得到ＭＯ基因，为进一步研究该基因的功能奠定基础。
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　　雷公藤（ＴｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍｗｉｌｆｏｒｄｉｉＨｏｏｋｆ）为卫矛
科（Ｃｅｌａｓｔｒａｃｅａｅ）雷公藤属植物，其干燥根或根的木
质部作为中药雷公藤使用。中药雷公藤在我国具有

悠久的用药历史［１］，其具有祛风除湿、通络止痛、解

毒杀虫、消肿散结等功效［２］。雷公藤中的活性成分

主要分为萜类和生物碱类，现代药理研究表明雷公

藤中的有效成分如雷公藤甲素和雷公藤红素等具有

抗肿瘤［３］，抗炎抗风湿［４］和神经营养活性［５］等作

用，另有研究报道雷公藤红素可以使正常肥胖小鼠

体质量下降４５％，从而达到减肥的作用［６］。雷公藤

红素和雷公藤甲素与青蒿素、辣椒素和姜黄素被列

为最有可能被开发成为现代药物的５种传统天然药
用化合物［７］。

加氧酶属于氧化还原酶类，可以分为双加氧酶

和单加氧酶。单加氧酶也称作羟化酶或羟氧酶，可

以使底物和一个氧原子结合，而另一氧原子在氢供

体（ＮＡＤＰＨ等）的作用下生成水［８］。细胞色素 Ｐ４５０
属于单加氧酶中的一类，它参与多种体内代谢过程，

与药物和毒物的代谢密切关系。此外，Ｐ４５０家族基
因对中药中的活性成分的合成起着关键的作用，参
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与多种中药活性成分的生物合成过程［９１０］。鲨烯环

氧化酶也属于单加氧酶，它是三萜和甾醇生物合成

上的关键酶基因，它的活性和功能影响着三萜和甾

醇的生物合成。鲨烯在鲨烯环氧化酶和其辅酶细胞

色素 Ｐ４５０还原酶 （ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，
ＣＰＲ）的作用下生成环氧鲨烯［１１］，环氧鲨烯再进一

步转化为三萜或甾醇类物质。在植物中，鲨烯环氧

化酶通过影响植物的甾醇和三萜类活性成分的合成

进一步影响植物的生长和发育以及应对生物和非生

物的压力。研究表明在拟南芥中发现的环氧鲨烯酶

ＳＥ１基因影响着拟南芥的根和种子的发育而 ＳＥ３基
因影响胚芽的发育和大小［１２１３］。

鉴于单加氧酶对药用植物的生长发育和中药活

性成分生物合成的重要性，本研究首次从雷公藤悬

浮细胞中克隆得到一条 ＭＯ基因，该基因全长２１９３
ｂｐ，具有完整的开放阅读框，共编码５０７个氨基酸。
通过生物信息学分析，初步分析了该基因编码蛋白

的生物学功能。此外，本文研究了 ＴｗＭＯ基因在茉
莉酸甲酯诱导下的表达方式，为进一步研究 ＴｗＭＯ
基因在雷公藤中的作用奠定基础。

１　仪器与试药
１１　仪器　２１６Ｋ型低温冷冻离心机（Ｓｉｇｍａ公
司），ＭＭ４００型混合型球磨仪（Ｒｅｔｓｃｈ公司），ＶｅｒｉｔｉＴＭ

９６孔梯度 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公司），ＧＢＯＸＨＲ型紫外凝
胶成像分析仪（Ｓｙｎｇｅｎｅ公司），ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ公司）等。
１２　试剂　琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ
公司生产），ＦａｓｔＱｕａｎｔｃＤＮＡ第一链合成试剂盒、快
速小提质粒试剂盒和ＲＮＡ纯化试剂盒（天根生化科
技（北京）有限公司生产），Ｅａｓｙｔａｑ酶（北京全式金
生物技术公司生产），Ｅａｓｔｅｐ Ｓｕｐｅｒ总 ＲＮＡ提取
试剂盒（上海普洛麦格生物产品有限公司生产），

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（宝生物工
程（大连）有限公司生产），２ｘＰｈｕｓｉｏｎＨＦＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＮＥＢ公司生产），ＫＡＰＡＳＹＢＲ ＦＡＳＴｑＰＣＲ
ＫｉｔＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２Ｘ）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ试剂盒（Ｋａｐａｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司生产）。菌株和质粒：Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感受态细胞、
ｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＺｅｒｏｖｅｃｔｏｒ（北京全式金生物技术有
限公司生产）。

１３　分析样品　雷公藤悬浮细胞由本实验室继代
保存［１４］。

２　方法与结果
２１　雷公藤总ＲＮＡ的提取和精制　将雷公藤悬浮
细胞加入茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）诱导（终浓度为 ５０

μＭ），分别于诱导后１２、２４、４８ｈ取材，液氮速冻后
存于－８０℃冰箱。取各诱导时间点雷公藤悬浮细
胞０４～０６ｇ，液氮环境下研磨粉碎。采用 Ｅａｓｔｅｐ
 Ｓｕｐｅｒ总ＲＮＡ提取试剂盒提取３个时间点悬浮细
胞的总ＲＮＡ，用 ＲＮＡ纯化试剂盒对提取的总 ＲＮＡ
进行精制。通过凝胶电泳检测ＲＮＡ的质量。
２２　ＴｗＭＯｃＤＮＡ全长克隆　ｃＤＮＡ第一链以精制
后的总 ＲＮＡ为模板，通过 ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲａｃｅｃＤＮＡ，
ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒反转录后得到。根据雷公藤
转录组数据注释，筛选出 ＭＯ基因片段，对 ＭＯ基因
片段设计特异性扩增引物。见表１。以获得的 ｃＤ
ＮＡ第一链为模板，在ＶｅｒｉｔｉＴＭ９６孔梯度ＰＣＲ仪上进
行全长扩增。５０μＬ的反应体系：１μＬ模板ＤＮＡ、２５
μＬ的２ｘＰｈｕｓｉｏｎＨＦＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、２５μＬ的正向
引物、２５μＬ的反向引物、ｄｄＨ２Ｏ补足至 ５０μＬ。
ＰＣＲ反应条件为：９８℃ ３０ｓ；９８℃ １０ｓ，５５℃ １５ｓ，
７２℃ ９０ｓ，３５个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物通过
凝胶电泳分离后，目标条带用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收
试剂盒进行回收，取１μＬｐＥＡＳＹＢｌｕｎｔＺｅｒｏ载体
与４μＬ回收产物在ＰＣＲ仪中２５℃反应１５ｍｉｎ后，
将连接产物与５０μＬ的Ｔｒａｎｓ１Ｔ１感受态细胞混合，
冰浴３０ｍｉｎ后，４２℃水浴４５ｓ，冰浴２ｍｉｎ后加入
５００μＬ的ＬＢ培养基，３７℃，１８０转培养１ｈ，涂布于
ＬＢ＋氨苄培养基上３７℃培养过夜。单克隆菌经菌
液ＰＣＲ鉴定后，阳性克隆送公司测序（北京睿博兴
科生物技术有限公司生产），由测序结果获得 ＴｗＭＯ
ｃＤＮＡ全长序列。
２３　雷公藤ＴｗＭＯ基因生物信息学分析　将测序
得 到 的 ＴｗＭＯ 序 列 结 果 在 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）上Ｂｌａｓｔ搜索蛋白质和核苷
酸 数 据 库， 并 在 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ （ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆｈｔｍｌ）上查找开放
阅读框（ＯＲＦ）和翻译成氨基酸序列。主要采用一些
网上软件包进行生物信息学分析［１５］，如采用 Ｉｎｔｅｒ
ｐｒｏ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｅｂｉａｃｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ／）进
行结构域比对，ＥｘＰＡＳｙ在线服务器的 ＣｏｍｐｕｔｅＰＩ／
Ｍｗ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂｅｘｐａｓｙｏｒｇ／ｃｏｍｐｕｔｅ＿ｐｉ／）预测理论
等电点与相对分子量，ＴＲＭＨＭＭｓｅｒｖｅｒｖ２０（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗｃｂｓｄｔｕｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ２０／）进行跨膜
域 分 析， ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ （ ｈｔｔｐ：／／
ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌｅｘｐａｓｙｏｒｇ／）进行三维同源建模。用
ＤＮＡＭＡＮ软件、ＣｌｕｓｔａｌＷ软件和 ＭＥＧＡ６软件分别
对ＴｗＭＯ基因所编码的氨基酸序列进行多重比对，
与其他来源的 ＭＯ氨基酸序列进行比较和构建
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Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ系统进化树。
２４　雷公藤ＴｗＭＯ基因的表达分析　雷公藤悬浮
细胞经茉莉酸甲酯诱导后，取不同诱导时间点（０，４，
１２，２４，４８，７２ｈ）的雷公藤悬浮细胞，采用 ＲＮＡ提取
试剂盒提取不同处理时间点的悬浮细胞的总 ＲＮＡ。
用ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ试剂盒反转录成 ｃＤＮＡ，以雷公
藤ａｃｔｉｎ基因作为内参，进行ＴｗＭＯ基因相对表达检
测，引物设计。见表 １。反应体系：２×ＦａｓｔｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，正反引物（１０ｍｍｏｌ／
Ｌ）各０４μＬ，ＰＣＲｇｒａｄｅｗａｔｅｒ７８μＬ，５０×ＲｏｘＨｉｇｈ
０４μＬ。反应程序为：９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ３ｓ，６０℃
３０ｓ，４０个循环：６５～９５℃做溶解曲线分析。反应结
束后对荧光值扩增曲线和融解曲线进行分析。生物

重复和技术重复各３次，采用２－△△ＣＴ法分析结果。

表１　引物序列

反应名称 引物 引物序列（５′３′） 产物长度／ｂｐ

ＬＣＰＣＲ ＴｗＭＯＦ ＡＡＴＧＣＴＣＴＡＡＧＣＣＴＣＧＣＡＴ ２１９３
ＴｗＭＯＲ ＧＧＡＡＡＡＡＴＣＡＡＴＣＣＡＣＣＡＧＴＡ

ＲＴＰＣＲ ＴｗＭＯＦ ＧＴＴＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＧＣＣＧ １９７
ＴｗＭＯＲ ＣＧＡＴＧＴＴＧＣＴＡＡＡＣＴＴＧＴＣＣＣ
ａｃｔｉｎＦ ＡＧＧＡＡＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡ ２８９
ａｃｔｉｎＲ ＧＧＴＧＣＣＣＴＧＡＧＧＴＣＣＴＧＴＴ

２５　结果
２５１　雷公藤 ＴｗＭＯ全长 ｃＤＮＡ的获得　由雷公
藤转录组数据通过全长 ＰＣＲ克隆得到 ＴｗＭＯ基因
的ｃＤＮＡ全长序列为一条２１９３ｂｐ的 ｃＤＮＡ特异性
片段，结果。见图１。

图１　雷公藤ＴｗＭＯ基因全长ｃＤＮＡ电泳检测
　　注：ＭＴｒａｎｓ２ＫｐｌｕｓＭａｒｋｅｒ；ＭＯ目的基因条带；单位为ｂｐ

２５２　雷公藤 ＭＯ基因序列分析　通过 ＯＲＦＦｉｎｄ
在线软件对 ＴｗＭＯ基因全长 ｃＤＮＡ序列进行分析，
预测其共编码５０７个氨基酸，且含有完整开放阅读
框（Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），位于 ２４３～１７６６ｂｐ
区域；序列的１～２４３ｂｐ为５ＵＲＴ，１７６６～２１９３ｂｐ
为３ＵＲＴ。Ｂｌａｓｔ的结果显示 ＴｗＭＯ与毛果杨 Ｐｏｐｕ
ｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａ８１％相似，与甜橙 Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ７９％
相似，与胡桃 Ｊｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａ７７％相似，与麻风树 Ｊａｔ

ｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓ７５％相似，与没药叶天竺葵 Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍ
ｍｙｒｒｈｉｆｏｌｉｕｍ７５％相似等。Ｉｎｔｅｒｐｒｏ结构域分析结果
显示 ＴｗＭＯ有与 ＦＡＤ结合有关的 ＦＡＤ／ＮＡＤ（Ｐ）
ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ（５３～３２６，３７４～４５１）功能域。见图
２。ＤＡＮＭＡＮ对没药叶天竺葵（ＡＫＦ４３２６４）、长果种
麻黄 Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓｏｌｉｔｏｒｉｕｓ（ＯＭＯ８８３１６）、土瓶草 Ｃｅｐｈａ
ｌｏｔｕｓｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｉｓ（ＧＡＶ６７５５８）、桃蝶木天竺葵 Ｐｅｌａｒｇｏ
ｎｉｕｍｔｅｔｒａｇｏｎｕｍ（ＡＫＦ４３２６６）、天竺葵 Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍｘ
ｈｏｒｔｏｒｕｍ（ＡＫＦ４３２６８）、马德拉老鹳草 Ｇｅｒａｎｉｕｍｍａ
ｄｅｒｅｎｓｅ（ＡＫＦ４３２５０）、暗花老鹳草 Ｇｅｒａｎｉｕｍｐｈａｅｕｍ
（ＡＫＦ４３２５１）和野大豆Ｇｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ（ＫＨＮ１０９３６）的氨
基酸序列进行多重序列比对，结果表明 ＴｗＭＯ与其
他植物的 ＭＯ氨基酸序列具有较大的相似性，平均
为８２４６％。见图３。

图２　ＴｗＭＯ氨基酸序列保守功能域

图３　雷公藤ＴｗＭＯ氨基酸序列与其他植物
ＭＯ氨基酸序列多重序列比对

２５３　ＴｗＭＯ氨基酸序列的系统进化分析　将雷
公藤 ＭＯ氨基酸序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中其他３０种生物
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的ＭＯ氨基酸序列进行比对分析，在软件ＭＥＧＡ６中
采用相邻连接法构建系统进化树，进行聚类分析。

见图４。ＴｗＭＯ在本文所选蛋白中与土瓶草的 ＭＯ
基因亲缘关系较近。

图４　ＭＯ系统进化树

２５４　ＴｗＭＯ理化性质和 ３Ｄ结构预测　ＥｓＰＡＳｙ
在线软件对ＴｗＭＯ氨基酸序列的理化性质分析，结
果为ＴｗＭＯ的蛋白质分子质量为５５２ｋＤａ，等电点
为８８４。跨膜域分析结果显示其为膜蛋白。见图
５。ＴｗＭＯ三维同源模型以４ｎ９ｘ１Ａ蛋白为模板构
建ＴｗＭＯ蛋白的三级结构，该蛋白三级结构预测模
型。见图６。

图５　雷公藤ＴｗＭＯ蛋白跨膜分析

２５５　ＴｗＭＯ诱导表达分析　ＭｅＪＡ是一种广泛存
在于植物中的防御激素，已有研究报道外源添加

ＭｅＪＡ可以激发植物防御基因的表达，可以诱导植物
次生代谢产物合成相关酶基因的表达，进而提高次

生代谢产物在植物体中的产量［１６１７］，使植物应对外

界坏境的胁迫。根据实时荧光定量 ＰＣＲ检测诱导
后ＴｗＭＯ基因表达实验的数据，采用２－△△ＣＴ相对定
量表达分析。见图７。实验发现，经 ＭｅＪＡ诱导后，

雷公藤ＴｗＭＯ基因表达量迅速上调，在４８ｈ达到最
大，提示该基因与雷公藤中的活性成分的生物合成

相关。

图６　ＴｗＭＯ蛋白三级结构预测模型

图７　ＭｅＪＡ诱导ＴｗＭＯ不同时间相对表达量

３　讨论
由于单加氧酶基因不仅对植物的生长发育起着

重要的作用，同时也参与了中药活性成分的生物合

成过程。研究单加氧酶的生化功能有助于通过分子

水平揭示药用植物中活性成分的生物合成机制。本

研究首次从雷公藤悬浮细胞中克隆得到一条 ＭＯ基
因。为了能进一步研究其具体的生化功能，本研究

通过生物信息学分析方法对其核苷酸和氨基酸序列

了进行分析，结果显示 ＴｗＭＯ与已报道的 ＭＯ基因
具有很高的相似性，并且 ＴｗＭＯ具有 ＭＯｓ所共有的
与 ＦＡＤ结合有关的 ＦＡＤ／ＮＡＤ（Ｐ）ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ
功能域。此外，外源的 ＭｅＪＡ激素诱导雷公藤悬浮
细胞后，实时荧光定量对 ＴｗＭＯ基因的表达分析结
果表明，ＴｗＭＯ在诱导后呈上升的趋势，表明其受到
外源ＭｅＪＡ的调控，可能与植物的次生代谢产物合
成有关。本研究克隆了ＴｗＭＯ的ｃＤＮＡ全长序列并
对其理化性质和具体的生化功能进行的初步预测，

为进一步研究该基因的功能奠定了基础。
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（上接第２５８页）
等植物次生代谢产物生物合成途径功能基因的挖掘

和功能研究中。
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