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3 种瞬时表达体系研究 1 个白木香倍半萜合酶的亚细胞定位 
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摘  要：目的  研究 1 个白木香倍半萜合酶（ASS）的亚细胞定位，确定其功能区域，并比较 3 种瞬时表达体系在亚细胞定

位研究中的优劣。方法  从白木香愈伤组织中提取总 RNA，采用特异引物 RT-PCR 方法克隆倍半萜合酶 ASS 基因，并连接

于 pEZS-NL 载体和 pFGC5941GFP 改造载体上，分别构建 pFGC5941-GFP-ASS、pEZS-NL-ASS-GFP 2 种植物表达载体，分

别利用根癌农杆菌侵染烟草叶片、基因枪轰击洋葱表皮细胞、PEG 转化白木香原生质体 3 种技术进行瞬时转化表达，激光

共聚焦显微镜下观察表达出的绿色荧光蛋白（GFP）融合蛋白的亚细胞定位。结果  在烟草叶片表皮细胞、洋葱表皮细胞及

白木香原生质体中，融合蛋白绿色荧光均能被观察到。ASS 基因与 GFP 的融合蛋白产物在烟草叶片中定位于胞质，在洋葱

表皮中定位于胞质和细胞核，白木香原生质体中定位于胞质和质体。结论  ASS 基因在白木香原生质体胞质及质体定位；对

3 种体系的结果比较表明，应用不同体系研究蛋白的亚细胞定位可能出现不同的结果，这可能与同源或异源表达的植物细胞

的特性有关。 
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Subcellular localization of a sesquiterpene synthase from Aquilaria sinensis 
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Abstract: Objective  To investigate the subcellular localization of a sesquiterpene synthase from Aquilaria sinensis (ASS) and 
compare three transient expression systems in the subcellular localization study. Methods  An ASS gene was amplified by RT-PCR 
using specific primers and cloned into the pEZS-NL and pFGC5941GFP to generate two plant expression vectors: pEZS-NL-ASS- 
GFP and p5941-GFP-ASS. Three transient expression systems, agroinfiltration of tobacco leaves, particle bombardment of onion 
epidermal cells, and PEG transformation of protoplasts isolated from ASS calli were adopted and compared. The expression of the GFP 
fusion proteins were observed by a confocal laser scanning microscopy. Results  The green fluorescence could be observed in all the 
three systems. However, the results were comparatively different. The cytoplasm and plastid localization of the GFP fusion protein 
observed in protoplasts was comparatively clear and was consistent with the studies in other plant species. Conclusion  The results  
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demonstrate that the ASS is located in the cytoplasm and plastid in the ASS protoplasts and the different locations in three systems 
might be caused by the distinct characters of the heterologous or homologous cells. 
Key words: Aquilaria sinensis (Lour.); sesquiterpene synthase; subcellular localization; transient expression technology; RT-PCR 

 
沉香是中国、日本、印度以及其他东南亚国家

的传统名贵药材和天然香料[1]，因独有一种龙涎香

与檀香混合的香味，这种混合香味目前仍无法人工

合成，因而更显得其稀有珍贵，在世界上已有几百

年的应用及文化史。沉香属植物具有受到外界伤害

才结香的特点，导致沉香资源急剧减少。沉香形成

分子机制的研究对于保护沉香资源、促进沉香产品

的可持续供应意义重大，本课题组前期已经进行了

部分探索性研究[2-3]。沉香的主要成分之一是倍半

萜[4-5]，它在植物体内的生物合成途径属于类异戊二

烯代谢途径中的倍半萜类分支途径。倍半萜合酶是

合成倍半萜类次生代谢最终产物的关键酶，催化前

体底物法呢基焦磷酸（farnesyl diphosphate，FPP）
形成倍半萜[6]。Kumeta 等[4]从沉香属 Aquilaria Lam.
的越南沉香 Aquilaria crassna Pierre. cDNA 文库中

筛选并鉴定了 4 个倍半萜合酶，但并未揭示其在细

胞中的功能区域。 
蛋白亚细胞定位研究是分析蛋白质正确行使其

功能的前提，是系统理解植物形态建成、生长发育以

及对逆境的耐受性和抵抗性不可缺少的环节，也是研

究者初步推断蛋白质生物学功能的重要信息的重要

措施之一，是确保应用该基因对植物进行遗传改造成

功的不可或缺的研究基础。但是沉香属倍半萜合酶基

因的亚细胞定位研究却未见报道。本研究从白木香中

克隆了 1 个白木香倍半萜合成酶（ASS）基因，首次

利用 3 种方法对该倍半萜合酶的亚细胞定位进行研

究，以揭示其在细胞中的功能区域，为探讨白木香结

香的分子机制和认识相关倍半萜合酶基因在白木香

结香过程中的作用以及后续应用建立基础。 
1  材料 
1.1  植物材料   

白木香 Aquilaria sinensis (Lour.) 由中国医学科

学院药用植物研究所魏建和教授鉴定，愈伤组织为

中国医学科学院药用植物研究所药用植物基因资源

与分子育种实验室培养，烟草为人工气候箱培养，

洋葱购自市场。 
1.2  质粒、菌株和试剂   

大肠杆菌 Escherichia coli Theodor Escherich 菌

株 DH5α 购自北京天根生化科技有限公司，根癌农

杆菌 Agrobacterium tumefaciens 菌株 EHA105 由

GRAMBL-80 ℃ 冰 箱 保 存 。 瞬 时 表 达 载 体

pEZS-NL由中国农业大学果树系贾文锁教授惠赠，

pFGC5941GFP 改造载体为 GRAMBL 保存。反转

录酶 M-MLV、RNA 酶抑制剂购自 Promega（美国）

公司，内切酶 SacⅡ、AvrⅡ购自 NEB（北京）有

限公司，引物 Oligo dT、  Prime STAR MAX 
Premix、SalI、SmaI、pMD18-T simple vector、dNTP、
DNA Marker、T4 DNA Ligase 购自 TaKaRa 公司，

E. Z. N. A.® Plant RNA Kit 购自美国 Omega 生物技

术公司，氨苄青霉素、卡那霉素、利福平和普通质

粒小量提取试剂盒、无内毒素质粒大量提取试剂

盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京天根生化科技

有限公司，所用引物由北京三博远志生物技术有限

责任公司合成。 
1.3  仪器   

PDS1000/He 型基因枪（Bio-Rad），激光共聚

焦显微镜（OLYMPUS CONFOCAL FV1000），
Olympus—BX51 显微镜，Thermo 公司的 NanoDrop 
2000 紫外可见光分光光度计。 
2  方法 
2.1  ASS 基因的克隆   

根据 OMEGA 植物总 RNA 提取试剂盒说明书提

取白木香愈伤组织总 RNA。以 mRNA 为模板合成

cDNA，mRNA 1.0 μg、引物 Oligo dT 1.0 μg，70 ℃温

浴 5 min，冰上冷却 2 min 后，加入 5×缓冲液 5 μL、
Rnase Inhibitor 0.6 μL、dNTP 1.25 μL、M-MLV 1 μL，
混匀后 70 ℃温浴 1 h；参考引物[3]扩增，反应体系为

20 μL：cDNA 2 μL，20 μmoL/L 的引物各 0.5 μL、Prime 
STAR MAX Premix 10 μL。反应参数为 98 ℃预变性 5 
min，98 ℃、10 s，53 ℃、15 s，72 ℃、2 min，35
个循环。琼脂糖凝胶电泳检测后回收产物进行加 A 程

序（30 μL）：Taq DNA Polymerase 0.75 μL、10×Taq 缓
冲液 3 μL、dATP 0.3 μL、胶回收产物 26 μL，混匀后

置于 72 ℃ 温浴 1 h，琼脂糖凝胶电泳检测后回收目

标片段，连入 pMD18-T simple vector，转化大肠杆菌

后测序。 
2.2  亚细胞定位载体的构建   

将 ASS 基因使用加入酶切位点后的引物（表 1）
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扩增，并连入 pMD18-T simple vector，转化大肠杆

菌后测序。酶切后连入 pEZS-NL 载体 SacII、SalI
酶切位点和 pFGC5941GFP 改造载体的 AvrII、SmaI
酶切位点，T4 DNA 连接酶分别连接到 pEZS-NL 和

pFGC5941GFP 改造载体，转入 DH5α，PCR、酶切

筛选阳性克隆，并对阳性克隆进行测序验证，分别

得到 GFP 与 GFP 和 ASS 基因融合蛋白的植物瞬时

表达载体和双元表达载体（图 1）。 

表 1  载体构建所用引物序列 
Table 1  Primers used in vector construction 

引物名称 序列 (5’–3’) 大小 / bp 载体 

ASSshunshi-f GTCGACATGTCTTCGGCAAAAC 22 

ASSshunshi-r CCGCGGGATTTCAATAGCAT 20 

pEZS-NL 

ASS-5941l CCCGGGGATTTCAATAGCAT 20 

ASS-5941u CCTAGGATGTCTTCGGCAAAACTA 24 

pFGC5941GFP 

下划线为添加的酶切位点，GTCGAC 为 Sal I、CCGCGG 为 SacII、CCCGGG 为 SmaI、CCTAGG 为 Avr II 
Underlined sequences are the enzyme digest sites. Sal I  GTCGAC, Sac II  CCGCGG, SmaI: CCCGGG  Avr II: CCTAGG 

 

图 1  ASS 亚细胞定位研究载体构建方法 
Fig. 1  Strategies of vector construction for subcellular localization study of ASS

2.3  农杆菌法转化烟草叶片   
CaCl2 法制备农杆菌 EHA105 感受态细胞，把

1 μL pFGC5941-GFP 与 pFGC941-GFP-ASS 2 种质粒

各加入 50 μL 农杆菌感受态菌液中，冻融法进行转

化；挑取农杆菌单菌落分别置于含相应抗生素的

YEB 液体培养基中，于摇床中 28  200 r℃ /min 过夜

摇培 24～36 h；取摇好的菌液进行 PCR 检测。取 PCR
验证的农杆菌单菌液培养至 A600＝0.8～1.0，10 000 
r/min 离心 1 min，弃上清液收集菌体，用悬浊液（10 
mmol/L MES-KOH，10 mmol/L MgCl2，0.1 mmol/L；
acetosyringone）重悬，调节 A600＝1.0，室温静置 4 h，
农杆菌注射法侵染生长状态良好，健壮的烟草叶片；

重悬菌体，用没有针头的 1 mL 注射器吸取菌液；避

开叶脉，用注射器针在叶片上开小孔后，用装有菌

液的注射器压住小孔，慢慢用力，将菌液注射入叶

片中，3～5 d 后观察。 
2.4  基因枪法转化洋葱表皮细胞 

取金粉悬液 8.5 μL（0.06 mg/L），加入 8.5 μL 
CaCl2（2.5 mol/L）、3.5 μL 亚精胺（0.1 mol/L）和 5 μg
的 pEZS-NL-ASS-GFP 质粒振荡混匀，室温静置 10 
min，10 000 r/min 离心 20 s，弃上清液，无水乙醇洗

涤沉淀 2 次，重新悬浮沉淀于 10 μL 无水乙醇中。将

幼嫩的洋葱表皮摆放在 1/2 MS 培养基上，选用 7.58 
MPa 的压力膜，将 10 μL 金粉 DNA 混合物点在轰击
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膜中央，基因枪轰击，轰击距离 6 cm，真空度 0.083 
mPa。后于 25 ℃暗培养 16～20 h，激光共聚焦显微

镜下观察。 
2.5  PEG 法转化白木香原生质体   

无内毒素质粒 DNA 提取：将转化后的 pEZS- 
NL-ASS-GFP 菌液离心收集，按照天根生化科技有

限公司提供的无内毒素质粒大提试剂盒说明书进行

质粒提取，酶切，PCR 验证质粒，并利用紫外分光

光度计检测质粒浓度。 
游离白木香原生质体：取长势较好的白色松嫩

的白木香愈伤组织置于酶液[（9%纤维素酶、2%离

析酶、1.5%半纤维素酶、0.01%果胶酶、0.4 mol/L
甘露醇、0.02 mol/L KCl、0.02 mol/L 2-N-吗啡啉乙

磺酸缓冲液 （MES）、0.1 mol/L CaCl2、0.1% 牛血

清蛋白）]中；上下颠倒混匀离心管，置于 30 ℃、

100 r/min 的摇床上进行酶解。6 h 后取出酶解液用

300 目的纱网过滤酶解液到新的 10 mL 离心管中，

每管各 3 mL。将过滤好的酶解液于离心机中 100×
g 离心 3 min 后，去掉少量上清液；向离心管中加

入 3 mL W5 漂洗液（154 mmol/L NaCl，125 mmol/L 
CaCl2，5 mmol/L KCl，2 mmol/L MES），上下混匀

后，于离心机中 200×g 离心 3 min，去掉上清液，

重复 1 次。将 3 管合为 1 管后于离心机中 200×g
离心 3 min，尽量去除上清液，显微镜观察原生质

体产量约 150～200 个/μL； 
PEG 转化：向原生质体中加入 200 moL/μL Mg

溶液 [0.4 mol/L mannitol，15 mmol/L MgCl2，4 
mmol/L MES（pH 5.7）] 重悬。准备两个 2 mL 离心

管，向两管中各加入 150 μL 原生质体，然后加 20 μL
重组载体（pEZS-NL-ASS-GFP），再各加入 170 μL 
40%的 PEG 溶液（40% PEG4000，0.2 mol/L mannitol，
0.1 mol/L CaCl2），温和地上下颠倒混匀，室温静置

20 min。向离心管中分别加入 680 μL W5 溶液，温和

地上下颠倒混匀，之后 200×g 离心 3 min，尽量吸

除上清液，去除 PEG。向管中各加入 1 mL W5 溶液，

重悬原生质体。将转化后的原生质体置于室温下暗

处培养 15～20 h，于激光共聚焦显微镜下观察。 
3  结果及分析 
3.1  ASS 基因的克隆与序列分析 

参考研究选用的引物 [5]，采用逆转录 PCR
（RT-PCR）的方法克隆得到了白木香的一个倍半萜

合酶基因 ASS，测序结果表明，其氨基酸序列与越

南沉香中的倍半萜合酶 C1、C2、C3、C4 高度相似

（图 2），可用于后续定位研究。对该 ASS 基因的序

列应用 SignalP 4.1（http://www.cbs.dtu.dk/services/- 
SignalP/）进行信号肽分析，未发现信号肽，故未能

预测其可能的亚细胞定位位点。 
3.2  ASS 基因在烟草叶片细胞内的定位 

利 用 根 癌 农 杆 菌 EHA105 将 空 载 体

（pFGC5941-GFP）与绿色荧光蛋白与 ASS 基因的融

合表达载体（pFGC5941-GFP-ASS）转化到烟草叶

片中，获得高效瞬时表达。绿色荧光蛋白在 475 nm
蓝光激发下产生 509 nm 的绿色荧光。结果表明，

ASS 与 GFP 的融合蛋白在胞质中产生绿色荧光（图

3-A），对照没有注射的烟草表皮细胞所呈现的显微

图像没有明显的荧光，只是一些微弱的自发荧光（图

3-B），对照 GFP 则可经过核孔复合物扩散进入细胞

核，从而在细胞核内和胞质中都可以观察到的 GFP
的绿色荧光信号（图 3-C）。但由于烟草本身细胞

结构比较模糊，如胞质与细胞膜界限不清，只能观

察到一些粗略的结果，不能够较清晰地分辨融合蛋

白定位的细节，需通过染色或其他进一步的实验来

验证。 
3.3  ASS 基因在洋葱表皮细胞内的分布 

将 ASS 基因 ORF 分别插入到 35 S 启动子和绿

色荧光蛋白基因之间，获得融合表达载体

（pEZS-NL-ASS-GFP）。利用基因枪法将该载体转化

到洋葱表皮细胞中，由于洋葱细胞结构较清晰，可

观察到融合蛋白在胞质和细胞核中均发出绿色荧光

（图 4-A）。而对照没有注射的洋葱表皮细胞所呈现

的显微图像没有明显的荧光，只能观察到细胞壁所

发微弱的自发荧光（图 4-B）。 
3.4  ASS 基因在白木香原生质体内的分布 

通 过 PEG 转 化 法 将 融 合 表 达 载 体

（pEZS-NL-ASS-GFP）转化到白木香原生质体中。

融合蛋白在白木香原生质体中的胞质及质体定位，

且较清晰（图 5-A）。对照没有进行 PEG 转化的白

木香原生质体中没有明显的荧光，只能观察到一些

特别微弱的自发荧光（图 5-B）。 
4  讨论 

在植物细胞中，各种萜类合成高度区隔化，各

种萜类合酶的亚细胞定位与其底物的分布关系密

切，且与其能否充分发挥催化功能密切相关[7]。传

统的观点认为，倍半萜合酶催化 FPP 合成各种倍半

萜，倍半萜在胞质中合成，相应的倍半萜合酶也定

位于胞质中[8]。且对植物中的倍半萜合酶的序列分 
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C1～C4 为越南沉香中鉴定到的 4 个倍半萜合酶[5] 

C1—C4 are four sesquiterpene synthases identified from A. crassna[5] 

图 2  白木香倍半萜合酶与越南沉香倍半萜合酶氨基酸序列比对 
Fig. 2  Comparison on amino acid sequences of ASS and other sesquiterpene synthases from A. crassna 

 

A-转化 pFGC5941-GFP-ASS 载体后的烟草表皮细胞  
B-未转任何载体的烟草表皮细胞   
C-转化 pFGC5941-GFP 载体后的烟草表皮细胞 
A-tobacco cell transformed with pFGC5941-GFP-ASS   
B-control cell without transformation   
C-tobacco cell transformed with pFGC5941-GFP 

图 3  ASS 基因在烟草表皮细胞中的瞬时表达 
Fig. 3  Transient expression of ASS gene in tobacco 

epidermal cells 

 
A-转化 pEZS-NL-ASS-GFP 载体后的洋葱表皮细胞 
B-未转任何载体的洋葱表皮细胞 

A-onion epidermal cell transformed with pEZS-NL-ASS-GFP 
B-onion epidermal cells without transformation 

图 4  ASS 基因在洋葱表皮细胞中的瞬时表达 
Fig. 4  Transient expression of ASS gene in onion  

epidermal cells 
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A-转化 pEZS-NL-ASS-GFP 载体后的白木香愈伤原生质体   
B-未转任何载体的白木香愈伤原生质体 
A-protoplast of ASS transformed with pEZS-NL-ASS-GFP 
B-protoplast without transformation 

图 5  ASS 基因在白木香愈伤原生质体中的瞬时表达 
Fig. 5  Transient expression of ASS gene in protoplasts 

isolated from ASS calli 

析发现它们普遍缺乏 N 端信号肽，所以早期观点认

为倍半萜合酶定位于胞质，但 Shen 等[9]通过突变体

鉴定到一个玉米倍半萜合酶，蛋白序列分析表明该

酶含一个 N 端信号肽，并可能定位于叶绿体。ASS
同大多数倍半萜合酶一样，不含信号肽。近年来，

开展了对于倍半萜合酶亚细胞定位的实验，利用烟

草或拟南芥系统的研究显示金鱼草、草莓、猕猴桃

中的倍半萜合酶定位在胞质中[10-12]。但也有例外，

如最近利用烟草原生质体瞬时转化表明野生型番茄

中分离出的倍半萜合酶定位于质体中[13]。本实验结

果显示 ASS 在白木香原生质体中定位于胞质和质

体，由于该 ASS 不含亚细胞定位信号肽，所以其亚

细胞定位可能受到其底物库位置的影响，即反映出

在白木香愈伤组织原生质体中，倍半萜前体（FPP）
库可能主要分布在胞质和质体中。 

农杆菌注射烟草叶片、基因枪转化洋葱表皮、

PEG 法转化原生质体为植物中常用的 3 种瞬时转化

方法，但其在蛋白亚细胞定位研究中应用的比较尚

未有报道。本研究利用这 3 种体系对白木香结香的

关键酶倍半萜合酶的亚细胞定位的研究结果表明，

ASS 基因与 GFP 的融合蛋白产物在烟草叶片中定

位于胞质，在洋葱表皮中定位于胞质和细胞核，白

木香原生质体中定位于胞质和质体。3 种体系的比

较表明，农杆菌注射烟草叶片转化效率最高，常可

获得大片的阳性细胞，但烟草细胞结构模糊，不宜

进行定位研究，更适于开展蛋白互作等需要高转化

率的实验。洋葱表皮细胞结构清晰，是常用的进行

植物蛋白亚细胞定位的材料，但在本研究中出现了

理论推测与前人研究未出现的结果，有可能是应用

异源植物细胞产生的偏差结果。由于不含信号肽的 

萜类合酶的分布受到其底物的影响[7]，故具体原因

即这 3 种植物细胞中倍半萜合酶底物 FPP 的量与分

布可能不同。如在萜类合酶转基因研究中，由于其

成熟的转基因技术，烟草是一个常用的植物载体，

用于研究目标萜类物质的生产，而烟草细胞 FPP 量

不稳定，单一转化倍半萜合酶难以获得高水平目标

倍半萜[14-16]。本研究中，ASS 在烟草细胞中定位于

胞质，可能由于烟草细胞不同区域中 FPP 量均低，

故蛋白仅在其合成部位表达。 
通过研究 ASS 的亚细胞定位，可以使沉香的结

香机制逐步走向可视化，为通过精确定位诱导 ASS
的产生最终达到高效结香的目的奠定了基础。 
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