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摘 要:从南方红豆杉 Taxus 阳llichiαna var. mα~re~ 的新鲜嫩叶中提取基因组 DNA 作为模板，利用三组特异引

物进行 PCR 扩增，然后克隆测序得到紫杉烧 7ß 一起基化酶的基因全长。该基因编码区起始密码子为 ATG，终止

密码子为 TGA，全长 1 692 bp; 碱基组成为 490 A (29.0%) , 351 C (20.7%) , 362 G (21. 4% )和 489 T 

(28.9% )。将紫杉;民币…起基化酶基因全长序列与细胞色素凹50 基因家族的其它三个成员进行比对，发现它

与紫杉炕 2α 一起基化酶基因、紫杉皖 10白…起基化酶基因及紫杉娩 13α 一起基化酶基因的一致性分别为 74% 、

68%及 76% 。它们的外显子和内含子的连接区均具保守的 GT-AG 结构，内含子区的变异性明显高于外显子区。

进一步以红豆杉属的 13 个紫杉烧起基化酶基因家族成员为对象，利用位点问可变 ω(非同义替换率 dN 和同义

替换率 dS 的比值)模型对该基因家族的适应性进化进行分析。分支模型、位点模型以及分支一位点模型的分析

表明:紫杉烧起基化酶基因家族的少数分支处于正选择压力下 (ω> 1) ，但未检测到正选择位点;而绝大部分位

点受强烈的负选择作用 (ω< 1) 。
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lected sites are identified; and most of the sites in this gene family are under negative selection with ω< 1. 

words: 1;αxus wαllichiαnαvar. mairei; taxoid 7 -beta-hydroxylase gene; positive selection; nega­

tive selection 

紫杉醇是从红豆杉属 Tαxus L.植物中分离得

到的一种次生代谢物 因它能与微管蛋白作用抑制

细胞有丝分裂，故被用作抗癌药。因为紫杉醇在红

豆杉中的含量极低，且红豆杉属植物生长缓慢?这

就导致紫杉醇的生产原料供应短缺，无法满足临床

治疗需求。现在在技术上尽管日可通过化学合成法

或细胞组织培养法来制备紫杉醇?但这些方法的成

本过高?产量也很低，未能得到广泛应用[140 近

来，利用生物技术手段提高紫杉醇产量一直是颇受

关注的课题。 深入了解紫杉醇合成途径，特别是参

与各合成反应的酶及其编码基因的功能和调控，可

为通过基因工程途径调节紫杉醇的合成代谢奠定基
础 [3] 。

紫杉醇合成反应从最初的共同前体 GGPP (咙

牛儿基拢牛儿基焦磷酸)到合成出紫杉醇共经历

约 19 步酶促反应[45]9 其中有 8 次反应是由细胞

P450 基因家族成员参与催化的紫杉皖核心骨

架 C 的起基化。根据作用在各个功能位点的

炕代谢物的相对丰度?预测出的紫杉娩核心骨架上

C 的起基化顺序依次是 C5 、 C10 、 C2 、 C9 、 C13 ，

C7 及 C1 [3] 。在细胞色素 P450 基因家族成员中，

目前已被克隆的有紫杉皖 2α 一、 5α 一、 13α 一、

市一及 10户一短基化酶基因?它们的 cDNA 序列具

高度一致性[6] 。

C7户一起基是紫杉烧核心骨架上最易反应和最

易受影响的瓷基 此功能基已被用来开发生物活性

光合性探针和可解离的水溶性衍生物。另外 9 C7-

methyltl山rr削hyl 类似物还被用作第二代紫杉烧药

物[7 -12] 0 Chau 等 [3] 从东北红豆杉 Tαxus cuspidα的

Sied. et ZUCC. 中克隆到紫杉皖 7户一起基化酶的

cDNA 序列，长度为 1 503 bp ，编码 501 个氨基酸，

并计算出相对分子质量为 56000。将含有此基因的

载体导人酵母中进行功能鉴定?发现其编码产物能

将 taxa 一 (20) ， 11 (12) dien - 5α ， 9α ， 10 户，

13α田tetraol tetraacetate 转变成相应的程化物[3] 。

虽然对紫杉醇合成酶的 cDNA 克隆已有一些报

道?但对相关基因的全长、外显子和内含子构成以

及它们所属的细胞色素 P450 基因家族的分子进化

研究得却很少。为此，本文首先从南方红豆杉

Tαxus wallichiana var. mαirei (Pilg. ) Florin 克隆得

到紫杉皖 7扫一起基化酶基因的全长序列?随后分

析了该基因的外显子和内含子区域，并同 P450 家

族其它成员的同源、序列进行了比对。在此基础上，

又利用已知的 P450 基因家族成员编码区序列重建出

基因树、展开进化分析，以检测它们在进化过程中所

受的选择作用，确定是否存在正选择或负选择位点。

1 材料与方法

1. 1 材料和试剂

1. 1. 1 材料南方红豆杉 Tαxus wαllichiαna var. 

mα~re~ 的嫩叶采自中国科学院武汉植物园。

1. 1. 2 试剂 Tαq DNA 聚合酶 9 dNTP 和 Mg2 + 购

自上海申能博彩生物公司 9 PMD19 - T 载体购自大

连 TaKaRa 公司，胶回收试剂盒购自北京天根生物

公司?引物由上海英骏公司合成。

2 方法

1. 2. 基因纽 DNA 的才是取 取南方红豆杉的幼嫩

叶片液氮速冻后研磨成粉末。用改良的 CTAB

取总 DNA，然后进行紫外分光光度计检测?

旷A280值在 8 ~2. 0 的样品于一 20 0C 保存备用。

2. 南方红豆杉的紫杉炕 7户一务基化酶基因的

PCR 扩增 参照已发表的东北红豆杉紫杉烧 7ß 一

起基化酶的 cDNA 序列( AY307951 ) ，用软件

Primer 设计一对引物 (A1/A2) 扩增基因的中间序

列，然后再设计两对引物( B1/挝、 C1/C2)分别

扩增基因的两端序列。寻|物序列如下:

A1: 5 - GTGCTCCTCGTCATCACTTCTA - 3 5j2口

A2: 5 卢 TTCCACTTTTGCGTATTCCCAT -3 , 

B 1: 5 ATGGATGCCCTTτCTCTTGTAA 3:;阳

B2: 5 - GAACTCTAAAGTCTCGCCAATG - 3 9 

C1: 5 TCAGGATCTGGCGATAAGT口T 卢 3 和

C2 ~ 5 AGAGGAAGATGGGCATTTGGAT 3 

以南方红豆杉 DNA 为模板进行 PCR 扩增 O

PCR 反应体系含:模板 DNA 100 ng 9 10)< 缓冲液 2

, + 37.5μmol，引物各 5 nmol , dNTP 

μmol ，日q DNA 聚合酶 1 U 9 ddH2 0 12. 9 μL，总

计20μPCR 反应程序为: 94 0C 预变性 5 min \ 

94 0C 变性 40 s ，引物 B1 和 B260 oC 复性 35 s 而引

物 C1 和 C2 56 oC 复性 30 飞引物 B1 和 B2 72 OC 延

伸 1 min 30 s ，但引物 C1 和 C2 延伸 2 日11n ，共 36

个循环;最后 72 OC 延伸 8 min。扩增产物进行 ω

1%琼脂糖凝胶电泳分析。
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1.2.3 扩增片段的回收与克隆 将含有目的片段

的条带切出?用凝胶回收试剂盒对 PCR 产物进行

回收和纯化。纯化的 DNA 片段连接到 PMD19 T 

载体，连接产物转化大肠杆菌。在含有 AMP+ 的

LB 琼脂平板上筛选阳性克隆。先接菌培养 8 h ，然

后提取质粒，送上海英骏公司用 ABI - 3730XL 测

序仪测序。

1.2.4 基因全长的拼接及序列分析 将测得的部

分中间序列和两端序列使用 DNASTAR 拼接成完整

的基因全长序列，然后用 DNAMAN 软件分析全长

序列的碱基含量和相对分子质量?通过 http: / / 

genes. mit. edu/GENSCAN. html 在线分析紫杉皖 7扫

一边基化酶基因全长序列的内含子、外显子区域，

预测其编码的氨基酸残基。使用 PROSITE 软件

( http://us. expasy. orgl prosite/) 预测氨基酸序列

中的保守结构域。用 SOPMA 软件预测蛋白质二级

结构。通过 http: / /帆伺机配bi. nl日1. nih. gov/网站的

BLAST 分析得出紫杉烧 7户一起基化酶氨基酸之间

的同源性。

1. 2. 5 序列比对 利用 ClustalX 软件比对紫杉烧

瓷基化酶基因家族成员的全长序列?分析其内含子

和外显子区域的碱基相似性和差异性。

1. 2. 6 分子进化分析 由于红豆杉属细胞色

P450 家族成员基因全长序列的缺乏?为了进一步

验证南方红豆杉紫杉烧 7户一起基化酶与其它家族

成员之间的进化关系?我们截取南方红豆杉紫杉皖

7户一起基化酶基囚的编码区?然后又选取中国红

豆杉 T. chinensis (Pilg.) Rehd. ，东北红豆杉 R

cuspidαtα，加拿大红豆杉 T. cαnαdensis Marsh. 及

曼地亚红豆杉旦 x media Rehd. 起基化酶基因的

共计 13 个编码区序列。使用 Clustal W 软件[ 13] 进

行序列比对，然后对结果施行手工校正，得到每条

序列包含 1 440 碱基的数据矩阵。运行 Modelt­

est3.7 软件[ 14] 选取核昔酸进化模型。采用 Mr­

Bayes3. 1.2 软件[15]经贝叶斯途径构建基因树。采

用 PAML4 软件的分支模型、位点模型及分支一位

点模型进行分子进化分析[叫。

2 结果

2.1 7 启一

扩增

以南方红豆杉基因组 DNA 为模板 9 用 A1/A2

引物进行 PCR 扩增?在 'w = 1 %的琼脂糖凝胶中电

泳 9 经 EB 染色罗在 1 500 bp 处观察到一条亮带?

测序确定该 DNA 片段长度为 1 443 bp。再用 Bl/

B2 及 C1/C2 引物分别扩增南方红豆杉基因组

DNA; 电泳检测发现?在 250 bp 附近各有一条亮

带，测序知道它们的长度分别为 207 bp 和 230 bpo 

2.2 南方红豆杉紫杉院 7扫一经基化酶基因

刑的分析

将扩增出的目的片段测序、拼接获得南方红豆

杉紫杉烧币一起基化酶基因的全长序列?序列递

交 GenBank，登录号为町469576。该基因从起始密

码子 ATG 到终止密码子 TGA 全长 1 692 bp ，相

应的碱基组成为 490 A (29. 0% )、 351 C 

(20.7% )、 362 G (21. 4%) 和 489 T (28.9%) 。

单链 DNA (ssDNA) 相对分子质量 522 560 ，双链

DNA (dsDNA) 相对分子质量 1 042 990。三个外

显子区域分别为: 1 - 1006 , 1099 一 1286 和 1384 一

1692。外显子和内含子在连接区具有典型的保守

GT … AG 组成。所编码的酶含 500 个氨基酸残基，

与东北红豆杉的紫杉烧币一起基化酶氨基酸的同

源性高达 99% 。同时还发现，在氨基酸水平上?

439 -448 处存在一段保守序列。

预测的蛋白质二级结构显示:α 一!螺旋 (α阳helix)

占 52.00% ，延伸主链 (Extended stra时)占

10.40% ，而随机卷曲( Random 为 37.60% 0 

2. 3 轩百材属将某位酶基因

从 GenBank 获得红豆杉属植物细胞色素 P450

基因家族已知成员的序列信息?然后对其全长序列

进行比对?注意到它们彼此间存在较高相似性。紫

杉烧 7ß 一起基化酶基因与紫杉皖 13α 一起基化酶

基因、紫杉烧 2α …起基化酶基因及紫杉烧 10ß 一

起基化酶基因的一致性分别为 769毛、 74% 和 68% 。

这四个基因都以 ATG 为起始密码子?外显子和内

含子的连接区均具保守的 GT 卢 AG 组成。内含子和

外显子在基因中的分布十分相似，而且第二、第三

外显子区的长度均间为 188 bp 和 309 bpo 但在两

个内含子区四个基因的差异却很显著，紫杉烧 13α

一起基化酶基因的内含子长度更是明显长于其它三

个家族成员。

2.4 P450 基因

利用贝叶斯法基于红豆杉属细胞色素 P450 基

因家族成员编码区序列数据构建了基因树(图 1) , 

并计算出不同分子进化模型相应的对数似然值和参

数估计值(表 1 )。

单比率模型假定所有的分支都有同样 ω 值?涉及

参数 25 个。在该模型下?似然值 eo 工一 7 749. 呢?
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估测的 ω。= 0.346 79 (表 1) ;分支模型中，自由

比率模型假定每个分支都有独立的 ω 值，包括参

数 47 个，似然值.f1 =一 7 730.07。因为自由比率

模型比单比率模型多了 22 个参数 9 所以 2fl.f = 2 

( .f l-.fO ) = 39. 82 进行自由度 df = 22 的/比

较?结果显示自由比率模型显著优于单比率模型

(P <0. 05) 。在该模型中罗分支 A ， B, C, D (图

1) 的 ω 值均> 1 (的 =999.0000 ，的= 1. 334 0 , 

ωc = 1.4027 ，的工1. 577 4) ，提示这些分支有正

选择发生;而其它分支 ω 值均< 1 0 

clIspitl，αta 

xllletlia 

ciM i s t 2 8 2 .u t ,,, c qS HH 
nn 

71-1-1: IiIllrimei 

.Llli!. 7H-1: clI.\pidlllα 

中 callac!ClIsis

Cl/spidu阳

cllíneflsis 

ClIspid，削"

图 1 基于红豆杉属植物 P450 基因家族成员的

cDNA 序列利用贝叶斯法柑建的基因树

Fig. 1 Bayesian tree constmcted from the cDNA sequences 

of P450 family members in the ~αxus plants 

(分支上给出的为后验概率值;加粗的分支表示 ω> 1 

的分支 A 、 B 、 C 、 D)

缩写: 5日-T. chinensis (~ωus chinensis taxadiene 5 -alpha 

hydroxylase) , 5H-T. cuspidα的 ( Ta见山 cuspidαtα taxa­

diene 5 -alpha hydroxylase) , 14日-T. cuspidαtα( ~α元m

cω;pidαtαtaxane 14b-hydroxylase) , lOH-T. cuspidαtα 

( TIωusc旧:pidαtα5-alpl阶taxadienol-10-beta-hydroxylase) , 

lOH-T. chinensis (Taxus chinensis 5-alpha-taxadienol-l。由

beta-hydroxylase) , 10 六 H-T. c山;pidαtα ( TIα克山 Cω:pidαtα 

taxoid 10-beta hydroxylase) , 10日『巨 x media (~α见削 × 

mediα5-alpha-taxadienol-1O同beta-hydroxylase ), 13日-T.

cuspidatα (Taxus cuspidαtαtaxane 13-alpha-hydroxylase) , 

13H- T. X mediα ( Ta冗μs X mediαtaxane 13-alpha­

hydroxylase) , 2日-T. cαnadensis (Ta.元旧 Cαnadensis taxoid 

2-alpha七ydroxylase ) , 日同巨 chinensis (TIαxus chinensis 

hydroxylase) , 7日-T. cuspidα的 ( Ta必us cuspidαtαtaxoid 7-

beta-hydroxylase) , and 7日-T. mairei ( ~α必削阳llichiαm

var. mairei taxoid 叫eta-hyd叫rlase)

位点模型的结果表明 P 不同位点之间所受的选

择压力不同?但 M2a 和 M8 模型均未检测到正向选

择位点(表 1 )。在该基因家族成员的 450 个氨基

酸位点中，有 136 个位点的后验平均 ω 值小于

0.2 ，说明大多数位点都处于负选择压力下。虽然

利用分支模型在分支A 、 B 、 C 及 D 中发现正选择，

但应用分支一位点模型未能进一步检测到正选择

位点。

3 讨论

本研究以南方红豆杉为材料，获得了其紫杉皖

7户一起基化酶基因的全长序列。该基因编码的氨

基酸序列在 C 末端存在着一段保守序列

FGgGRRTCPG; 这同细胞色素 P450 典型的高度保

守结构域 FxxGxRxCxG 相一致，是鉴别细胞色素

P450 的主要特征[17 -叫。将紫杉烧 7户一起基化酶

基因与其它已知的三个家族成员进行比对?发现它

们之间的相似性较高?但内含子的变异性明显高于

外显子。

基因家族的形成通常是基因复制的结果[ω] 。

推测红豆杉类细胞色素 P450 基因家族的各成员起

源于一个共同前体?通过基因复制和分化进而进化

出各种作用于紫杉烧核J心骨架、对底物具有区域和

空间选择性的资基化酶[6J 。对红豆杉属细胞色

P450 基因家族成员作进化分析后发现?该家族的

成员所受选择压力各异;并且多数分支 ω1 ，提

示在进化过程中负选择起主导作用。利用 M8 模型

鉴定出 136 个受到强烈负选择的位点 (ω<0.2) , 

它们当中包括细胞色素 P450 基因中保守的 PERF

元件[l71 高度保守的血红素结合元件以及

保守的能提供血红素铁配体的半肮氨酸位点[川。

这些负选择位点对维持起基化酶的正常功能至关重

要?一旦发生突变即被清除。对于功能尚不明确的

负选择位点，分子进化的分析结果有着更加重要的

意义，提示以后的实验验证应该优先针对它们展

开。

另外?在红豆杉类细胞色素 P450 基因家族成

员的少数分支上也检测到正选择(仙> 1) (图 lL

显示有适应性进化发生;但在接下来的分支一位点

模型中未能检测到正选择位点。由于细胞

P450 基因家族是一个古老的基因超家族[20]? 所以

对于红豆杉类?该基因家族的适应性进化可能发生

在早期并早已被固定下来或是被掩盖于其他替换

中，仅靠目前的模型还不能准确鉴定出相关的正选

择位点。
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表 l 红豆杉属细月色色素 P450 基因家族成员在不同模型下的参数估计值和对数似然值

Table 1 Paramete1' estimates and log-likelihood values fo1' P450 family members of Taxus under different models 

模型 参数个数 P f 值 参数估计值 正选择位点

MO: 单比率 25 一 7 749.98 ωo = 0.346 79 None 

自由比值 47 一 7 730.07 ωA = YYY. UUUυ ， ωB 二1. jj4υ? None 

M1a: 近中性 26 7 688.44 PO =0.739 38 , PI 0.26062 Not allowed 

M2a: 选择 28 一 7 688.44 None 

M3: 离散 29 一 7 669.00 PO =0.21397 , PI =0.69729 , P2 =0.08874 , 195 S 

ω1 =0.00000 ， ω2 O. 383 80 , W 3 = 1. 375 43 206 G 

M7: (beta) 26 一 7676.45

M8: (beta 和 ω) 28 7674.28 

A 28 一 7 687.96 

B 28 一 7 687.97 

C 28 一 7 686.81 

D 28 7 688.33 
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