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女贞糖基转移酶基因(ＬｌＵＧＴ)的克隆、
生物信息学分析及原核表达

申甲一ꎬ 周洛兵ꎬ 吴文妹ꎬ 谭朝阳①ꎬ 徐德宏①

(湖南中医药大学药学院 生物工程实验室ꎬ 湖南 长沙 ４１０２０８)

摘要: 根据前期女贞(Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｌｕｃｉｄｕｍ Ａｉｔ.)转录组分析结果ꎬ利用 ｃＤＮＡ 末端快速扩增(ＲＡＣＥ)技术从叶片中克

隆到 １ 个编码糖基转移酶的基因ꎬ命名为 ＬｌＵＧＴꎮ 该基因 ｃＤＮＡ 全长 １ ６２１ ｂｐꎬ由 ４７ ｂｐ 的 ５′非翻译区、１ ４７３ ｂｐ 的

开放阅读框(ＯＲＦ)和１０１ ｂｐ的 ３′非翻译区组成ꎬ其 ＯＲＦ 编码 １ 个含 ４９０ 个氨基酸残基的蛋白(ＬｌＵＧＴ)ꎬ该蛋白的理

论相对分子质量和理论等电点分别为 ５５ ３６５.６８ 和 ｐＩ ６.２６ꎮ 生物信息学分析结果表明:ＬｌＵＧＴ 的氨基酸序列中含

有 １ 段糖基转移酶高度保守的区域ꎬ即 ＰＳＰＧ 盒ꎮ ＬｌＵＧＴ 的二级结构含有 α－螺旋(４１.０２％)、β－折叠(１０.４１％)和无

规卷曲(４８.５７％)ꎬ三级结构中由肽链折叠形成２ 个正对的 α / β / α类 Ｒｏｓｓｍａｎｎ 折叠区域ꎬ并且二者之间夹着 １ 个底

物结合口袋ꎮ 氨基酸序列比对和系统发育分析结果显示:ＬｌＵＧＴ 与拟南芥〔Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.〕
ＵＧＴ７４Ｆ２ 的亲缘关系最近ꎬ氨基酸序列一致性为 ４７％ꎬ且二者具有相同功能的氨基酸残基ꎬ故推测 ＬｌＵＧＴ 与

ＵＧＴ７４Ｆ２ 功能相似ꎮ ＬｌＵＧＴ 与水杨酸的分子对接实验结果显示:ＬｌＵＧＴ 中的 Ｈｉｓ５１ 一方面与水杨酸羧基形成氢键ꎬ
另一方面与 Ａｓｐ１４３ 形成氢键ꎬ这与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的对接结果相同ꎬ故推测 ＬｌＵＧＴ 与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 相同ꎬ也是专一催化水杨

酸生成糖酯的酶ꎮ 此外ꎬ通过基因工程技术成功在大肠杆菌体内获得 ＬｌＵＧＴ 蛋白ꎮ 综上所述ꎬ本研究首次从女贞

叶片中克隆到 １ 个编码糖基转移酶的基因ꎬ经理论预测其编码蛋白是 １ 种催化水杨酸生成糖酯的酶ꎮ

关键词: 女贞ꎻ 糖基转移酶ꎻ 基因克隆ꎻ 生物信息学分析ꎻ 原核表达
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Ｄｅｈｏｎｇ① ( Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙꎬ Ｈｕｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｃｈａｎｇｓｈａ ４１０２０８ꎬ Ｃｈｉｎａ)ꎬ Ｊ. Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｏｕｒ. ＆ Ｅｎｖｉｒｏｎ.ꎬ ２０２３ꎬ ３２(２): ４７－５５

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｌｕｃｉｄｕｍ Ａｉｔ.ꎬ ａ ｇｅｎｅ
ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｐｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃＤＮＡ ｅｎｄｓ (ＲＡＣＥ) ａｎｄ ｎａｍｅｄ ＬｌＵＧＴ. Ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃＤＮＡ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｉｓ １ ６２１ ｂｐꎬ ｉｔ ｃｏｎｓｉｓｔｓ ｏｆ
４７ ｂｐ ５′￣ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ １ ４７３ ｂｐ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ (ＯＲＦ) ａｎｄ １０１ ｂｐ ３′￣ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ＯＲＦ ｅｎｃｏｄｅｓ ａ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＬｌＵＧＴ) ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ４９０ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ａｎｄ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ５５ ３６５. ６８ ａｎｄ ｐＩ ６.２６ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＬｌＵＴＧ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ＰＳＰＧ ｂｏｘ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ｃｏｎｔａｉｎｓ α￣ｈｅｌｉｘ
(４１.０２％)ꎬ β￣ｓｈｅｅｔ (１０.４１％) ａｎｄ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ (４８.５７％)ꎬ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｔｗｏ ｆａｃｅ￣ｔｏ￣
ｆａｃｅ α / β / α Ｒｏｓｓｍａｎｎ ｆｏｌｄｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｒｅ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｆｏｌｄｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅ ｃｈａｉｎｓꎬ ｗｉｔｈ ａ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
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ｐｏｃｋｅｔ ｓａｎｄｗｉｃｈｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｍ. Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＬｌＵＧＴ ｈａｓ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＵＧＴ７４Ｆ２ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.)
Ｈｅｙｎｈ.ꎬ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ４７％ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｈａｖｅ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ｓｏ ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ｉｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ＵＧＴ７４Ｆ２. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ Ｈｉｓ５１ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ｆｏｒｍｓ ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｂｏｎｄｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃａｒｂｏｘｙｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｏｎｅ ｈａｎｄꎬ ａｎｄ ｗｉｔｈ Ａｓｐ１４３ ｏｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｈａｎｄꎬ ｗｈｉｃｈ
ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＵＧＴ７４Ｆ２ꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｉｔ ｉｓ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈａｔ ＬｌＵＧＴ ｉｓ ａｌｓｏ
ａｎ ｅｎｚｙｍｅ ｔｈａｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｃａｔａｌｙｚｅｓ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒ ｅｓｔｅｒｓ ｆｒｏｍ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ｌｉｋｅ ＵＧＴ７４Ｆ２. Ｉｎ
ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＬｌＵＧＴ ｉｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ. Ｉｎ
ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ａ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｉｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｌ. ｌｕｃｉｄｕｍ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｌｙ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｓ ａｎ ｅｎｚｙｍｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｃａｔａｌｙｚｅ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ
ａｃｉｄ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｓｕｇａｒ ｅｓｔｅｒｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｌｕｃｉｄｕｍ Ａｉｔ.ꎻ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎻ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎻ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 女 贞 ( Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｌｕｃｉｄｕｍ Ａｉｔ.) 为 木 犀 科

(Ｏｌｅａｃｅａｅ)女贞属( Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ Ｌｉｎｎ.)植物ꎬ不仅果实

(女贞子)可入药[１－２]ꎬ而且叶片也有多种药用活性ꎬ
民间常用于治疗头目晕痛、风热赤眼、疮肿溃烂

等[３－４]ꎮ 近年来ꎬ一些研究者对女贞叶片化学成分进

行了研究ꎬ结果显示女贞叶片主要含有萜类、黄酮类、
苯丙素类等成分[５－７]ꎬ而且多以糖苷形式存在ꎬ例如

女贞苷、毛蕊花糖苷、熊果苷等[３ꎬ８－９]ꎮ 因此ꎬ在对女

贞叶片的化学成分进行研究时ꎬ所含的糖苷类成分及

其糖基化过程是一个值得重点关注的研究方向ꎮ
糖基转移酶(ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＧＴ)是一类广泛

存在于自然界中ꎬ并能将特定的糖基和受体催化形成

糖苷键的酶类ꎮ 截至 ２０２２ 年 １１ 月ꎬ Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ￣
Ａｃｔｉｖｅ ｅｎＺＹｍｅｓ 数据库(ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｃａｚｙ.ｏｒｇ)将糖基

转移酶划分为 １１６ 个家族[１０]ꎬ其中 ＧＴ１ 家族包含的

糖基转移酶数量最多ꎬ该家族的糖基转移酶常以尿苷

二磷酸－单糖作为糖基供体ꎬ故被称为尿苷二磷酸糖

基 转 移 酶 ( ｕｒｉｄｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
ＵＧＴ) [１１－１２]ꎮ 研究发现ꎬ植物细胞内多种次级代谢产

物的糖基化过程由 ＵＧＴ 介导ꎬ并很大程度影响次级

代谢产物的稳定性、可溶性乃至生物活性[１３]ꎮ 目前ꎬ
研究人员已从多种植物中发现 ＵＧＴ 及其编码基因ꎬ
并对 ＵＧＴ 活性进行了研究[１４－１８]ꎬ但具有药用价值的

女贞在 ＵＧＴ 的基因挖掘、结构与功能研究等方面存

在诸多缺陷ꎬ如尚未发现来自女贞的 ＵＧＴꎬ更无相关

催化底物和分子机制的研究报道ꎬ因而ꎬ有必要开展

相关工作进行探究ꎮ
本研究根据前期女贞转录组分析结果[１９]ꎬ设计

特异性引物并利用 ｃＤＮＡ 末端快速扩增 ( ｒａｐｉｄ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ ｅｎｄｓꎬ ＲＡＣＥ)技术从女贞叶片

中克隆到 １ 个编码 ＵＧＴ 的基因ꎬ并对其进行生物信

息学分析和原核表达ꎬ以期为进一步开展基因体外功

能检测和开发应用研究奠定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试女贞生长于湖南中医药大学东塘校区ꎬ经本

校刘塔斯教授鉴定ꎮ 在秋季果实成熟时ꎬ从 ３ 株女贞

树上各采摘 ４ 或 ５ 枚无病虫害的成熟叶ꎬ置于－８０ ℃
冰箱中保存、备用ꎮ

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＳＭＡＲＴｅｒ® ＲＡＣＥ ５′ / ３′ Ｋｉｔ、２００ ｂｐ ＤＮＡ
ｌａｄｄｅｒ (Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ)、克隆载体 ｐＭＤ１９－Ｔ 购自宝日医生

物技术(北京)有限公司ꎻ２００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、植物总

ＲＮＡ 提取试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、蛋
白质 ｍａｒｋｅｒ(ＭＰ２０６)、质粒提取试剂盒购自天根生化

科技(北京)有限公司ꎻＮｈｅⅠ和 ＸｈｏⅠ限制性内切酶、
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自赛默飞世尔科技(中国)有限公

司ꎻＳＤＳ－ＰＡＧＥ 试剂盒、异丙基硫代半乳糖苷(ＩＰＴＧ)
购自生工生物工程(上海)股份有限公司ꎻ氨苄青霉

素、卡那霉素购自合肥博美生物科技有限责任公司ꎻ
ＬＢ 肉汤、ＬＢ 琼脂购自青岛高科技工业园海博生物技

术有限公司ꎻ表达载体 ｐＥＴ－２８ａ、ＤＨ５α 感受态细胞、
ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞由湖南中医药大学生物工程

实验室自行保存ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 叶片总 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成　 取女贞叶片

１００ ｍｇꎬ于液氮中研磨ꎬ按照植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒

８４
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说明书中的方法进行操作ꎬ得到的产物先用质量体积

分数 １. ５％的琼脂糖凝胶电泳判断完整性ꎬ再利用

ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 核酸蛋白测定仪(德国艾本德股份公

司)进行浓度和纯度测定ꎮ 按照 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＳＭＡＲＴｅｒ®

ＲＡＣＥ ５′ / ３′ Ｋｉｔ 使用说明ꎬ将提取的叶片总 ＲＮＡ 逆

转录为 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２　 ＬｌＵＧＴ基因的克隆　 本课题组前期通过转录

组测序发现 １ 个长度为 １ ３５８ ｂｐ 且编码糖基转移酶

的 ｕｎｉｇｅｎｅꎬ但该 ｕｎｉｇｅｎｅ 的核苷酸序列不完整ꎬ
故根据其核苷酸序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软

件设计 ３′ ＲＡＣＥ 基因克隆外引物 ( ５′ － ＣＴＴＴＣＡ
ＧＡＧＡＧＴＧＡＧＴＴＴＴＴＧＡＴＴＣＣＧ－ ３′)、３′ＲＡＣＥ 基因克

隆内引物 ( ５′ － ＧＧＣＡＧＡＣＴＧＧＣＴＡＣＴＴＴＴＣＡＡＣＡＣＣ
ＴＴＣ－３′)、５′ＲＡＣＥ 基因克隆外引物(５′－ＣＴＴＣＣＡＴＴＴ
ＧＣＴＣＴＴＴＴＣＣＴＡＡＣＴＣ－３′)和 ５′ＲＡＣＥ 基因克隆内引

物(５′－ＣＡＴＣＣＡＡＴＣＡＡＴＣＡＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡ－３′)ꎬ并
按以下步骤进行巢式 ＰＣＲ 反应ꎮ 第 １ 轮反应体系总

体积 ５０. ０ μＬꎬ包括 ＰＣＲ －Ｇｒａｄｅ Ｈ２Ｏ １５. ５ μＬ、２ ×
ＳｅｑＡｍｐ Ｂｕｆｆｅｒ ２５.０ μＬ、ＳｅｑＡｍｐ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(来
自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＳＭＡＲＴｅｒ® ＲＡＣＥ ５′ / ３′ Ｋｉｔ)１.０ μＬ、ｃＤＮＡ
２.５ μＬ、１０×ＵＰＭ ５.０ μＬ、３′或 ５′ＲＡＣＥ 基因克隆外引

物 １.０ μＬꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性

３０ ｓ、６８ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ共循环 ２０ 次ꎻ
７２ ℃终延伸 ５ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 第 ２ 轮反应体系总体

积 ５０.０ μＬꎬ包括 ＰＣＲ－Ｇｒａｄｅ Ｈ２Ｏ １５.５ μＬ、２×ＳｅｑＡｍｐ
Ｂｕｆｆｅｒ ２５.０ μＬ、ＳｅｑＡｍｐ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １.０ μＬ、３′－
或 ５′－ＲＡＣＥ ＰＣＲ 第 １ 轮反应扩增产物２.５ μＬ、１０×
ＵＰＭ ｓｈｏｒｔ ５. ０ μＬ、３′或 ５′ ＲＡＣＥ 基因克隆内引物

１.０ μＬꎮ 反应程序:９４ ℃变性 ３０ ｓ、６８ ℃退火 ３０ ｓ、
７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ共循环 ３０ 次ꎮ 扩增产物均用琼脂

糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒回收纯化ꎬ然后连接到

ｐＭＤ１９－Ｔ 载体中ꎬ转化至 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ在含

有１００ ｍｇＬ－１氨苄青霉素的抗性平板中筛选阳性克

隆ꎬ用质粒提取试剂盒提取质粒后交金开瑞生物工程

有限公司(武汉)进行测序ꎮ 测序结果显示 ３′ＲＡＣＥ
片段 ５′端和 ５′ＲＡＣＥ 片段 ３′端有重叠区ꎬ将二者拼接

构成完整的基因序列ꎬ命名为 ＬｌＵＧＴꎮ
１.２. ３ 　 生物信息学分析 　 在 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ
(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )上输入克

隆得到的核苷酸序列ꎬ找到开放阅读框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)、 ５′ 非翻译区 ( ５′￣ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ
５′￣ＵＴＲ) 和 ３′非翻译区 ( ３′￣ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎬ ３′￣

ＵＴＲ)ꎮ 利用 ＤＮＡｍａｎ ｖ９.０.１ 软件根据 ＯＲＦ 序列推

导出氨基酸序列ꎬ并使用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ 中的

ＰｒｏｔＰａｒａｍ 工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｅｂ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ)分
析 ＬｌＵＧＴ 的理论相对分子质量、理论等电点和亲水

性平均系数ꎮ 运用在线软件 Ｓｉｇｎａｌ Ｐ４. １ ( ｈｔｔｐｓ:∥
ｓｅｒｖｉｃｅｓ.ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ.ｄｔｕ.ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅ.ｐｈｐ? ＳｉｇｎａｌＰ－４.１ / )、
ＴＭＨＭＭ２. ０ ( ｈｔｔｐｓ: ∥ ｓｅｒｖｉｃｅｓ. ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ. ｄｔｕ. ｄｋ /
ｓｅｒｖｉｃｅ.％２０ｐｈｐ? ＴＭＨＭＭ－２.０)和 ＰＳＯＲＴ Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ.ｈｇｃ. ｊｐ / )分别对 ＬｌＵＧＴ 的信号肽、
跨膜结构域和亚细胞定位进行分析ꎮ 使用 ＰＳＩＰＲＥＤ
软件(ｈｔｔｐ:∥ｂｉｏｉｎｆ. ｃｓ.ｕｃｌ. ａｃ.ｕｋ / ｐｓｉｐｒｅｄ / )和 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ 软件 ( ｈｔｔｐ:∥ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ) 预测

ＬｌＵＧＴ 的二级结构和三级结构ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 蛋白质

数据库( ｈｔｔｐ:∥ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ)ꎬ将
搜索物种选为拟南芥进行 ＢＬＡＳＴｐ 搜索ꎬ获得与

ＬｌＵＧＴ 氨基酸序列一致性最高的序列ꎮ 选取拟南芥

ＧＴ１ 家族 １４ 个功能组中典型的 ＵＧＴ 与 ＬｌＵＧＴ 进行

氨基酸序列比对ꎬ并在 ＭＥＧＡ ｖ５.１ 软件的辅助下采用

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法构建 ＬｌＵＧＴ 与拟南芥 ＵＧＴ 的系

统发育树ꎮ 根据 ＢＬＡＳＴｐ 搜索和系统发育树结果推测

催化底物ꎬ运用 Ａｕｔｏｄｏｃｋ ４.２.６ 软件进行分子对接模拟

实验ꎬ预测 ＬｌＵＧＴ 和底物间相互作用的关键残基ꎮ
１.２.４　 原核表达载体的构建　 根据得到的 ＬｌＵＧＴ 基

因序列ꎬ设计含有酶切位点的 ＬｌＵＧＴ－表达引物－Ｆ
(５′－ＣＴＡＧＣＴＡＧＣＧＣＡＧＡＧＴＡＣＡＴＧＧＧＧＡＧＡＡＣ－３′ꎬ
下划线为 ＮｈｅⅠ酶切位点)和 ＬｌＵＧＴ－表达引物－Ｒ
(５′ －ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＣＴＡＣＴＣＡＡＴＴＴＴＴＴＡＡＴＣＡＧ － ３′ꎬ
下划线为 ＸｈｏⅠ酶切位点)ꎬ利用这对引物进行 ＰＣＲ
扩增后获得 ＬｌＵＧＴ基因的 ＯＲＦꎮ ＰＣＲ 产物经 Ｎｈｅ Ⅰ
和 Ｘｈｏ Ⅰ限制性核酸内切酶处理后ꎬ由 Ｔ４ ＤＮＡ 连接

酶连接到 ｐＥＴ － ２８ａ 表达载体上ꎬ将重组载体转入

ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞中ꎬ在含有 １００ ｍｇＬ－１卡那

霉素的 ＬＢ 平板中筛选出抗性菌株ꎬ测序无误后ꎬ命
名为 ＬｌＵＧＴ－ｐＥＴ－２８ａ 菌株ꎮ
１.２.５　 ＬｌＵＧＴ 原核表达　 将 ＬｌＵＧＴ－ｐＥＴ－２８ａ 菌株接

种到含 １００ ｍｇＬ－１卡那霉素的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ
在 ３７ ℃ 条件下 ２２５ ｒ  ｍｉｎ－１ 振荡培养ꎬ次日取

１ ｍＬ 菌液加入到 ５０ ｍＬ 新配制的 ＬＢ 液体培养基中ꎬ
在 ３７ ℃条件下 ２２５ ｒｍｉｎ－１振荡培养至菌液 ＯＤ６００值

为 ０.６ ~ ０.８ꎮ 然后ꎬ向菌液中加入 ＩＰＴＧꎬ使其浓度为

０.５ ｍｍｏｌＬ－１ꎬ并于 １５ ℃条件下进行诱导培养(诱
导组)ꎬ以未插入目的片段的 ｐＥＴ－２８ａ(空载体组)为

９４
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阴性对照ꎮ 分别在诱导 ０ 和 ５ ｈ 收集空载体组和诱

导组菌体ꎬ室温 ５ ０００ ｒｍｉｎ－１离心５ ｍｉｎꎬ沉淀用蛋

白质上样缓冲液重悬ꎬ沸水浴中煮１０ ｍｉｎꎬ冷却后进

行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳ꎬ分析重组蛋白表达情况ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＬｌＵＧＴ 基因的克隆

ＬｌＵＧＴ基因的克隆结果(图 １)显示:经质量体积

分数 １.５％的琼脂糖凝胶电泳鉴定ꎬ提取的女贞叶片

总 ＲＮＡ 完整性好、纯度高 (图 １ －Ａ)ꎬ质量浓度为

２１.３ ｍｇＬ－１ꎮ 以逆转录获得的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用

特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到长度分别为 ８８５ 和

７９７ ｂｐ 的 ３′ＲＡＣＥ 和 ５′ＲＡＣＥ 扩增产物(图 １－ＢꎬＣ)ꎮ
将 ２ 个片段测序后进行拼接ꎬ得到全长为 １ ６２１ ｂｐ 的

完整 ｃＤＮＡ 序列ꎮ 对其进行全长验证ꎬ在 １ ６００ ｂｐ 左

右位置检测到 １ 条明亮的条带(图 １－Ｄ)ꎬ将条带回

收、克隆及测序ꎬ测序结果与拼接序列一致ꎮ

Ｍ１: ２００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｍ２: ２００ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ (Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ) . Ａ: 叶片总 ＲＮＡ 电泳结果 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｏｆ ｌｅａｖｅｓꎻ Ｂ: ３′ＲＡＣＥ 扩增产物
电泳结果 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ３′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ Ｃ: ５′ＲＡＣＥ 扩增产物电泳结果 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ５′ＲＡＣＥ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔꎻ Ｄ: ＬｌＵＧＴ全长序
列电泳结果 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

图 １　 女贞叶片总 ＲＮＡ 和 ＬｌＵＧＴ 基因的电泳结果
Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ａｎｄ ＬｌＵＧＴ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｌｉｇｕｓｔｒｕｍ ｌｕｃｉｄｕｍ Ａｉｔ.

２.２　 ＬｌＵＧＴ 的生物信息学分析

２.２.１　 ＬｌＵＧＴ基因和编码氨基酸序列分析　 将得到

的 ＬｌＵＧＴ基因序列上传至 ＮＣＢＩ 数据库ꎬ获得登录号

为 ＯＮ９３１６１７ꎮ 利用 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 对基因全长序列进行

分析ꎬＬｌＵＧＴ的基因全长 ｃＤＮＡ 序列和编码氨基酸序

列见图 ２ꎮ 结果显示:ＬｌＵＧＴ 基因全长 ｃＤＮＡ 序列由

４７ ｂｐ 的 ５′－ＵＴＲ、１０１ ｂｐ 的 ３′－ＵＴＲ 和 １ ４７３ ｂｐ 的

ＯＲＦ 构成ꎬ其中 ３′－ＵＴＲ 含有真核生物特有结构———
ｐｏｌｙ(Ａ)尾ꎬＯＲＦ 编码 １ 个含 ４９０ 个氨基酸残基的蛋

白(ＬｌＵＧＴ)ꎮ 从推导出的氨基酸序列可以看出ꎬ其中

存在 １ 段糖基转移酶高度保守的区域ꎬ被称为植物

次级 产物糖基转移酶盒 ( ｐｌａｎｔ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔ
ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｂｏｘꎬ ＰＳＰＧ ｂｏｘ)ꎬ该区域含 ４４ 个氨

基酸ꎮ
２.２.２　 ＬｌＵＧＴ 的理化性质分析　 通过在线软件预测ꎬ

ＬｌＵＧＴ 的理论相对分子质量为 ５５ ３６５.６８ꎬ理论等电

点为 ｐＩ ６.２６ꎬ亲水性平均系数为－０.２３７ꎬ为亲水性蛋

白ꎮ 亚细胞定位分析推测该蛋白存在于叶绿体中ꎮ
经蛋白跨膜结构预测ꎬ该蛋白位于膜外ꎬ不具备跨膜

区域ꎮ 信号肽预测分析结果显示该蛋白无信号肽序

列ꎬ因此推测该蛋白为非分泌蛋白ꎮ
２.２.３　 ＬｌＵＧＴ 的空间结构分析 　 ＬｌＵＧＴ 的二级结构

见图 ２ꎮ 结果显示:α－螺旋占比为 ４１.０２％ꎬβ－折叠占

比为 １０.４１％ꎬ无规卷曲占比为 ４８.５７％ꎮ 通过同源建

模方法预测 ＬｌＵＧＴ 的三级结构ꎬ结果显示:ＬｌＵＧＴ 与

模板分子(ＳＭＴＬ ｉｄ ＝ ５ｕ６ｎ.２.Ａꎬ即 ＵＧＴ７４Ｆ２)的氨基

酸序列相似性为 ５２. １４％ꎬ说明模板分子可用于

ＬｌＵＧＴ 三级结构的构建ꎮ 预测的 ＬｌＵＧＴ 三级结构

(图 ３)显示:ＬｌＵＧＴ 由 Ｎ 端结构域、底物结合口袋和

Ｃ 端结构域组成ꎬ其中 Ｎ 端结构域和 Ｃ 端结构域由
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黑色方框代表 ５′－ＵＴＲ 和 ３′－ＵＴＲ Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｂｏｘｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ５′￣ＵＴＲ ａｎｄ ３′￣ＵＴＲꎻ 下划线代表 ｐｏｌｙ(Ａ) Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｓｃｏｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｏｌｙ(Ａ)ꎻ 黑色阴影
区域代表 ＰＳＰＧ 盒 Ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｓｈａｄｏｗ ａｒｅａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＰＳＰＧ ｂｏｘꎻ 绿色圆柱代表 α－螺旋 Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ ｃｏｌｕｍｎｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ α￣ｈｅｌｉｘｅｓꎻ 黄色箭头代表 β－折叠
Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ａｒｒｏｗｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ β￣ｓｈｅｅｔｓꎻ 灰色细线代表无规卷曲 Ｔｈｅ ｇｒａｙ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌｓ.

图 ２　 ＬｌＵＧＴ 的全长 ｃＤＮＡ 序列、推导的氨基酸序列和二级结构
Ｆｉｇ. ２　 Ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＬｌＵＧＴ

图 ３　 ＬｌＵＧＴ 的三级结构预测

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＬｌＵＧＴ

α / β / α类 Ｒｏｓｓｍａｎｎ 折叠组成ꎬ二者以正对的方式位

于底物结合口袋的两侧ꎮ
２.２.４　 ＬｌＵＧＴ 的氨基酸序列比对和系统发育分析

将在拟南芥 ＧＴ１ 家族 １４ 个功能组中选取的典型

ＵＧＴ 与 ＬＩＵＧＴ 进行氨基酸序列比对ꎬ 一致性为

２０％~４７％ꎬ其中 ＬｌＵＧＴ 和 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的氨基酸序列一

致性最高ꎮ 由图 ４ 可见:二者具有相同功能的氨基酸

残基ꎬ如与 ＵＤＰ 相互作用的氨基酸残基、与水杨酸结

合并参与空间定向的氨基酸残基、催化水杨酸糖基化

的氨基酸残基ꎮ
系统发育分析结果(图 ５)显示 ＬｌＵＧＴ 与拟南芥

ＵＧＴ７４Ｆ２ 在系统发育树上关系最近ꎮ 经文献查询ꎬ
拟南芥 ＵＧＴ７４Ｆ２ 可催化水杨酸形成水杨酸葡萄糖
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酯ꎬ结合氨基酸序列比对结果推测 ＬｌＵＧＴ 也有类似

的催化功能ꎮ
２.２.５　 ＬｌＵＧＴ 与水杨酸的分子对接分析　 分子对接

模拟实验结果(图 ６)显示:ＬｌＵＧＴ 中 Ｈｉｓ５１ 的 Ｒ 基团

　 　 　

: 与 ＵＤＰ 相互作用的氨基酸残基 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ
ＵＤＰꎻ : 与水杨酸结合并参与空间定向的氨基酸残基 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｎｇ ｉｎ ｓｐａｔｉａｌ ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎꎻ :
催化水杨酸 糖 基 化 的 氨 基 酸 残 基 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｃａｔａｌｙｚｉｎｇ
ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ.

图 ４　 ＬｌＵＧＴ 和拟南芥 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ａｎｄ ＵＧＴ７４Ｆ２

Ａ－Ｎ: 拟南芥 ＧＴ１ 家族的 １４ 个功能组 Ｆｏｕｒｔｅｅｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ
ＧＴ１ ｆａｍｉｌｙ ｆｒｏｍ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

图 ５　 ＬｌＵＧＴ 和拟南芥 ＵＧＴ 家族成员的系统发育树
Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ａｎｄ ＵＧＴ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ (Ｌｉｎｎ.) Ｈｅｙｎｈ.

通过 １ 个氢键与水杨酸的羧基氧发生作用ꎬ同时

Ａｓｐ１４３ 的 Ｒ 基团也与 ＬｌＵＧＴ 中 Ｈｉｓ５１ 的 Ｒ 基团通过

氢键相互作用ꎬ因此推测 Ｈｉｓ５１ 可能是 ＬｌＵＧＴ 催化水

杨酸发生糖基化的关键残基ꎮ

黄色虚线代表氢键 Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓꎻ Ａｓｐ１４３ 和 ＳＡ 连接氢键部分是羧基基团 Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ａｓｐ１４３ ａｎｄ ＳＡ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄｓ ａｒｅ ｃａｒｂｏｘｙｌ ｇｒｏｕｐｓꎻ Ｈｉｓ５１ 连接氢键部分是咪唑基团 Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ｈｉｓ５１ ｃｏｎｎｅｃｔｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｂｏｎｄ ｉｓ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｇｒｏｕｐ.

图 ６　 ＬｌＵＧＴ 与水杨酸的分子对接
Ｆｉｇ. ６　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ＬｌＵＧＴ ａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ
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２.３　 ＬｌＵＧＴ 重组载体的构建和原核表达

利用 ＬｌＵＧＴ基因的扩增引物ꎬ以重组载体为模板

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ同时对重组载体进行双酶切ꎮ ＰＣＲ
产物和双酶切产物的琼脂糖凝胶电泳结果(图 ７)显
示:２ 个实验均获得 １ 条长度约 １ ５００ ｂｐ 的条带ꎬ与
ＬｌＵＧＴ基因的 ＯＲＦ 长度一致ꎬ表明 ＬｌＵＧＴ 基因被成

功连接到载体中ꎮ 将重组载体转化到 ＢＬ２１(ＤＥ３)感
受态细胞中ꎬ诱导表达结果(图 ８)显示:ＬｌＵＧＴ 基因

能在 ＢＬ２１(ＤＥ３)感受态细胞中成功表达ꎬ其表达得

到的蛋白相对分子质量约为 ５５ ０００ꎮ

Ｍ: ２００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

图 ７　 ＬｌＵＧＴ 重组载体的 ＰＣＲ(Ａ)和双酶切(Ｂ)结果
Ｆｉｇ. ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ (Ａ) ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ
ＬｌＵＧＴ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ

Ｍ: 蛋白质 ｍａｒｋｅｒ Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. １: ｐＥＴ－２８ａ 空载体经 ＩＰＴＧ 诱导 ０ ｈ
ｐＥＴ￣２８ａ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ０ ｈꎻ ２: ｐＥＴ－２８ａ 空载体经 ＩＰＴＧ 诱
导 ５ ｈ ｐＥＴ￣２８ａ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ５ ｈꎻ ３: ＬｌＵＧＴ－ｐＥＴ－２８ａ 载体
经 ＩＰＴＧ 诱导 ０ ｈ ＬｌＵＧＴ￣ｐＥＴ￣２８ａ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ０ ｈꎻ ４:
ＬｌＵＧＴ －ｐＥＴ－２８ａ 载体经 ＩＰＴＧ 诱导 ５ ｈ ＬｌＵＧＴ￣ｐＥＴ￣２８ａ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ＩＰＴＧ ｆｏｒ ５ ｈ. 箭头示 ＬｌＵＧＴ 蛋白条带 Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｓｈｏｗｓ ＬｌＵＧＴ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｂａｎｄ.

图 ８　 ＬｌＵＧＴ 原核表达结果
Ｆｉｇ. ８　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＬｌＵＧＴ

３　 讨论和结论

本研究从女贞叶片中克隆到 １ 个编码糖基转移

酶的基因 ＬｌＵＧＴꎬ其编码的氨基酸序列具有糖基转移

酶的典型特征ꎬ即 Ｃ 端含有１ 段由 ４４ 个氨基酸组成

的 ＰＳＰＧ 盒ꎮ 在空间结构方面ꎬ本研究获得的 ＬｌＵＧＴ
属于植物糖基转移酶中的 ＧＴ－Ｂ 型[２０－２１]ꎬ该类型含

有 ２ 个正对的结构域ꎬ其中一个为 Ｎ 端结构域ꎬ另一

个为 Ｃ 端 结 构 域ꎬ 每 个 结 构 域 都 由 α / β / α 类

Ｒｏｓｓｍａｎｎ 折叠区域构成ꎬ而且在 ２ 个结构域之间有

１ 个底物结合口袋ꎬ主要用于结合并催化底物分子ꎮ
糖基转移酶作用的底物一般有 ２ 种ꎬ一种是糖基

供体ꎬ另一种是糖基受体ꎮ 糖基供体的常见类型有

ＡＤＰ－糖基和 ＵＤＰ－糖基ꎬＬｌＵＧＴ 因含 ＰＳＰＧ 盒ꎬ故属

于 ＧＴ１ 家族ꎬ该家族成员常以 ＵＤＰ－糖基作为供体ꎮ
当糖基转移酶以 ＵＤＰ －糖基作为供体时ꎬ其与 ＵＤＰ
相互作用的氨基酸残基高度保守ꎬ例如:对 ＵＧＴ７４Ｆ２
与 ＵＤＰ 结合物进行晶体结构分析时发现ꎬ该酶的

Ｓｅｒ２７３、Ｔｒｐ３２４、Ｈｉｓ３４２、Ａｓｎ３４６、Ｓｅｒ３４７ 和 Ｇｌｕ３５０ 是

糖基转移酶与 ＵＤＰ 相互作用的关键残基[２２]ꎬ在此基

础上对 ＬｌＵＧＴ 与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的氨基酸序列进行比对ꎬ
结果显示 ＬｌＵＧＴ 与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 在相应位置含有的氨基

酸残基基本一致ꎬ因而进一步确定 ＬｌＵＧＴ 以 ＵＤＰ－糖
基作为供体ꎮ 在植物体内ꎬ葡萄糖、半乳糖、葡萄糖醛

酸等单糖都可与 ＵＤＰ 结合形成糖基供体ꎬ但不同的

糖基转移酶使用的单糖类型ꎬ主要取决于 ＰＳＰＧ 盒中

第 ２２、２３ 和 ４４ 位氨基酸残基的种类[２３－２５]ꎮ ＰＳＰＧ 盒

中第 ２２ 位是 Ｔｒｐ 的糖基转移酶ꎬ常以 ＵＤＰ－葡萄糖为

供体ꎬ但如果是 Ａｒｇ 则很可能以 ＵＤＰ－葡萄糖醛酸为

供体ꎬ而且此时第 ２３ 位的氨基酸以 Ｓｅｒ 最为常见ꎮ
另外ꎬ以半乳糖或葡萄糖作为供体的糖基转移酶ꎬ其
ＰＳＰＧ 盒中第 ４４ 位的氨基酸残基一般为 Ｈｉｓ 或 Ｇｌｎꎮ
根据以上分析ꎬ并结合 ＬｌＵＧＴ 所含 ＰＳＰＧ 盒的氨基酸

残基种类(第 ２２、２３ 和 ４４ 位分别为 Ｔｒｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ)ꎬ
推测 ＬｌＵＧＴ 的糖基供体应该为 ＵＤＰ－葡萄糖ꎬ而且这

一推测还可被 ＵＧＴ７４Ｆ２ 进一步验证ꎬ因为该酶的底

物之一正是 ＵＤＰ－葡萄糖ꎬ其 ＰＳＰＧ 盒相应位置的氨

基酸残基与 ＬｌＵＧＴ 一致ꎮ
研究表明:ＧＴ１ 家族的糖基转移酶包含 ２ 个结构

域ꎬＣ 端结构域一般高度保守ꎬ负责识别和结合

ＵＤＰ－糖基ꎬ而 Ｎ 端结构域则高度可变ꎬ导致其识别
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和结合的糖基受体各不相同[２６－２７]ꎮ 系统发育分析发

现ꎬＬｌＵＧＴ 在进化上归属于拟南芥 ＧＴ１ 家族的 Ｌ 组ꎬ
该组涉及的糖基转移酶在功能上主要负责黄酮类、萜
类和苯丙素类成分的糖基化[２８－３０]ꎮ 从系统发育树中

还可以看出ꎬＬｌＵＧＴ 与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 在亲缘关系上最近ꎬ
因而推测 ＬｌＵＧＴ 的 Ｎ 端结构域主要识别和结合黄酮

类、萜类和苯丙素类成分ꎬ而且催化的具体成分应与

ＵＧＴ７４Ｆ２ 高度相似ꎮ 相关实验已证实ꎬＵＧＴ７４Ｆ２ 能

专一性催化水杨酸的羧基发生糖基化生成相应的糖

酯[３１]ꎬ且晶体结构分析揭示ꎬＵＧＴ７４Ｆ２ 催化该反应的

关键残基包括 Ｔｈｒ１５、Ｈｉｓ１８、Ａｓｐ１１１、Ｔｙｒ１８０、Ｍｅｔ２７４
和 Ｔｈｒ３６５[２２]ꎬ其中 Ｔｙｒ１８０ 和 Ｍｅｔ２７４ 仅涉及水杨酸

与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的结合和定向ꎬ不直接催化糖酯形成ꎬ而
Ｔｈｒ１５、Ｈｉｓ１８、Ａｓｐ１１１ 和 Ｔｈｒ３６５ 组成 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的催

化中心ꎬ负责参与催化过程并决定底物的专一性ꎮ 氨

基酸序列比对发现ꎬＬｌＵＧＴ 与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 在相应位置

的氨基酸残基基本一致ꎬ 例如 ＬｌＵＧＴ 的 Ｈｉｓ５１、
Ａｓｐ１４３、 Ｍｅｔ３１０ 和 Ｔｈｒ４０２ 与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的 Ｈｉｓ１８、
Ａｓｐ１１１、Ｍｅｔ２７４ 和 Ｔｈｒ３６５ 完全对应ꎬ但也有 ２ 个氨基

酸残基不同ꎬ即 ＬｌＵＧＴ 的 Ｉｌｅ４８ 和 Ｌｅｕ２１７ 分别对应

ＵＧＴ７４Ｆ２ 的 Ｔｈｒ１５ 和 Ｔｙｒ１８０ꎮ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ 等[２２]研究发

现 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的 Ｈｉｓ１８ 是酶活性最主要的决定因子ꎬ
一旦将其突变成 Ａｌａꎬ酶活性几乎完全丧失ꎬ由此推

测 ＬｌＵＧＴ 是一个有催 化 活 性 的 酶 蛋 白ꎮ 同 时ꎬ
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ 等[２２] 还发现 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的 Ｔｈｒ１５ 是决定酶

专一性的关键残基ꎬ如果将其突变成侧链基团比 Ｔｈｒ
小的 Ａｌａ 或 ＳｅｒꎬＵＧＴ７４Ｆ２ 的专一性减弱ꎬ可将水杨酸

苯环羟基糖基化形成相应的糖苷ꎬ但如果将其突变成

侧链基团与 Ｔｈｒ 相当的 ＶａｌꎬＵＧＴ７４Ｆ２ 的专一性不

变ꎬ由此推断侧链基团越小ꎬ糖苷酶活性越高ꎮ 本研

究中 ＬｌＵＧＴ 的相应位置是 Ｉｌｅꎬ其侧链基团比 Ｖａｌ 和
Ｔｈｒ 的侧链基团大ꎬ而且分子对接实验结果显示:
Ｈｉｓ５１ 一方面与水杨酸羧基形成氢键ꎬ另一方面与

Ａｓｐ１４３ 形成氢键ꎬ与 ＵＧＴ７４Ｆ２ 的对接结果相同ꎬ故
推测 ＬｌＵＧＴ 也是专一催化水杨酸形成糖酯的酶ꎮ

本研究还对 ＬｌＵＧＴ 进行了大肠杆菌体外表达实

验ꎬ结果显示ꎬＬｌＵＧＴ 得到有效表达ꎬ但表达量不高ꎬ
因此后续应从表达菌株、密码子种类、启动子类型等

方面优化 ＬｌＵＧＴ 的表达[３２]ꎬ为进一步开展 ＬｌＵＧＴ 的

结构与功能、酶学性质、生物合成等研究奠定基础ꎮ
本研究首次从女贞叶片中克隆到 １ 个编码糖基

转移酶的 ＬｌＵＧＴ基因ꎬ其编码的蛋白与已知功能的拟

南芥 ＵＧＴ７４Ｆ２ 高度相似ꎬ因而推测 ＬｌＵＧＴ 是 １ 种催

化水杨酸生成糖酯的酶ꎮ 在此基础上ꎬ成功实现

ＬｌＵＧＴ 在大肠杆菌体内异源表达ꎮ
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公益宣传: 世界知识产权日

世界知识产权日(Ｔｈｅ Ｗｏｒｌｄ Ｉｎｔｅｌｌｅｃｔｕａｌ Ｐｒｏｐｅｒｔｙ Ｄａｙ)为每年的 ４ 月 ２６ 日ꎬ由世界知识产权组织于 ２００１ 年 ４ 月 ２６ 日设立ꎬ目
的是在世界范围内树立尊重知识、崇尚科学和保护知识产权的意识ꎬ营造鼓励知识创新的法律环境ꎮ 世界知识产权日的确立有

助于突出知识产权在所有国家的经济、文化和社会发展中的作用和贡献ꎬ并提高人们对知识产权的认识和理解ꎮ
２０２３ 年世界知识产权日的主题为“女性和知识产权: 加速创新创造”ꎬ旨在让女性融入知识产权制度ꎬ加速女性的创新创造ꎬ

共同推动建设更加包容和多元化的生态系统ꎬ造福全人类ꎮ

５５


