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滇重楼环阿屯醇合酶基因的克隆及序列分析 

袁梦求，丁春邦，陶  亮，陈泓翰，陈  惠，吴  琦* 
四川农业大学生命科学与理学院，四川 雅安  625014 

摘  要：目的  获取滇重楼甾体皂苷合成途径关键酶环阿屯醇合酶基因（PpCAS）的全长 cDNA 序列，并进行序列分析。

方法  利用同源克隆和 RT-PCR 技术获得 PpCAS 基因保守片段，采用 RACE 技术获得 PpCAS 基因的 3’及 5’末端序列，并

采用生物信息学方法进行序列分析。结果  PpCAS 基因全长 cDNA 为 2 309 bp，其开放阅读框（ORF）为 2 283 bp，可编码

760 个氨基酸的蛋白质；PpCAS 推导的蛋白质相对分子质量为 8.69×104，等电点（pI）为 6.54；其氨基酸序列与 GenBank
中其他植物 CAS 的同源性在 60%～83% PpCAS 蛋白。结论  从滇重楼中首次获得 PpCAS 基因 cDNA 全长序列，该基因具

有 CAS 同源基因的典型特征。 
关键词：滇重楼；环阿屯醇合酶；基因克隆；序列分析；开放阅读框（ORF） 
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Cloning and sequence analysis of cycloartenol synthase gene  
from Paris polyphylla var. yunnanensis 

YUAN Meng-qiu, DING Chun-bang, TAO Liang, CHEN Hong-han, CHEN Hui, WU Qi 
College of Life and Basic Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China 

Abstract: Objective  To clone and analyze the full-length cDNA sequences of cycloartenol synthase gene from Paris polyphylla var. 
yunnanensis (PpCAS). Methods  Using homology cloning and RT-PCR techniques, conserved fragments of PpCAS gene were 
obtained. RACE technology was used to obtain 3’ and 5’ end sequences of PpCAS and sequence analysis was done by bioinformatics 
method. Results  The full-length cDNA of PpCAS was 2 309 bp, which contained an open reading frame (ORF) of 2 283 bp. Sequence 
analysis indicated that PpCAS could encod protein with 760 amino acids, with a predicted relative molecular weight of 8.69 × 104  and an 
isoelectric point (pI) of 6.54. Sequence analysis and homology modeling suggested that amino acid sequence of PpCAS showed high 
homology (60%―83%) with CAS of other plants. Conclusion  The full-length cDNA sequence of PpCAS is first obtained and it has 
the typical characteristics of the homologous genes. 
Key words: Paris polyphylla var. yunnanensis (Franch.) Hand. - Mazz.; cycloartenol synthase (CAS); gene cloning; sequence analysis; 
open reading frame (ORF) 

 
传统药材重楼 Rhizoma Paridis 来源于百合科重

楼属多种植物，以蚤休之名首载于《神农本草经》。

重楼属植物在全世界共有 24 种，分布于我国的重楼

有 19 种[1-2]。《中国药典》2010 年版收载了滇重楼

Paris polyphylla Smith var. yunnanensis (Franch.) 
Hand. -Mazz.和华重楼 P. polyphylla Smith var. 
chinensis (Franch.) Hara，以干燥根茎入药。《本草纲

目》记载重楼味苦、性微寒、有小毒、归肝经，具

有清热解毒、消肿止痛、凉肝定惊之功效[3]。现代研

究发现，滇重楼的主要活性成分为甾体皂苷，其苷

元主要为异螺甾烷醇类（isospirastanols）的薯蓣皂苷

（dioscin）和偏诺皂苷（pennogenin）[4]。 
植物中，甾醇皂苷由异戊二烯途径合成。鲨烯合

酶（squalene synthase，SS）及鲨烯环氧酶（squalene 
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epoxidase，SE）分别催化法呢酯焦磷酸生成鲨烯并

氧化生成 2, 3-氧鲨烯（2, 3-oxidosqualene），SE 是

植物甾醇和三萜类物质生物合成的分支点，不同的

氧鲨烯环化酶类（oxidosqalene cyclases，OSCs）将

SE 环化得到植物甾醇和三萜类骨架，其代谢流向

取决于各种氧化鲨烯合成酶的活性强弱[5-7]。环阿

屯醇合酶（cycloartenol synthase，CAS）所催化的

反应正处于异戊二烯代谢途径的分支点，将 SE 催

化成为环阿屯醇是进一步合成甾醇皂苷的必经步

骤，在高等植物的固醇及三萜类合成途径中处于关

键位置[8]。在动物及微生物中，该分支则是由羊毛

甾醇合酶（lanosterol synthase，LAS）将 SE 催化生

成羊毛甾醇（lanosterol）。 
近年来，重楼的药用价值日益受到重视，重楼

的使用显著增加，造成野生重楼资源缺乏[9]。重楼

块根生长缓慢，种植周期长和种苗繁育存在问题等

原因[10]，很大程度上影响了重楼的商业化种植和品

质的提高。因此，基于植物组培技术的快速繁育，

成为提高重楼产量的重要途径。近年来在滇重楼组

培上取得了一定的突破，利用次生代谢工程的方法，

提高重楼有效成分的量，对重楼资源进行开发具有

了可行性[11]。本研究拟以滇重楼为材料，克隆其皂

苷合成代谢途径中的滇重楼环阿屯醇合酶

（PpCAS）基因，并对其进行序列分析，为进一步

研究重楼皂苷合成代谢机制和利用次生代谢工程的

手段提高重楼品质奠定基础。 
1  材料 

滇重楼 Paris polyphylla Smith var. yunnanensis 
(Franch.) Hand. -Mazz. 种植于四川农业大学实验

田，于 2010 年 8 月采样，由四川农业大学植物学教

研室丁春邦教授鉴定。大肠杆菌 Escherichia- 
coliDH5α由本实验室保存。 

RNA 提取试剂植物 RNAout试剂盒购自绵阳高新

区天泽基因工程有限公司；逆转录试剂盒RevertAidTM 
First Strand cDNA Synthesis Kit 购自 Fermentas 公司；

胶回收试剂盒、质粒 DNA 提取试剂盒 t 购自

Fermentas 公司；pMD 19-T Simple Vector 克隆载体、

Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶购自 Takara 公司；

其他化学药品为进口或国产分析纯试剂。 
2  方法 
2.1  总 RNA 的提取及 cDNA 第 1 链的合成 

采用植物 RNAout 试剂盒提取重楼新鲜叶片总

RNA，并以其为模板使用 RevertAidTM First Strand 
cDNA Synthesis Kit 试剂盒，以 Oligo-dT 为引物通

过 RT-PCR 逆转录制备 cDNA 第 1 链。 
2.2  保守区的克隆 

根据浙贝母 Fritillaria thunbergii Miq.、盾叶薯

蓣 Dioscorea zingiberensis C. H. Wright、二穗短柄草

Brachypodium distachyon (L.) Beauv、黑升麻 Actaea 
racemosa (Roxb.) Buch. -Ham 及高粱 Sorghum 
bicolor (L.) Moench 的 CAS 基因保守区域，设计一

对兼并引物（表 1），以 cDNA 为模板进行 PCR，

反应参数为：94 ℃、50 s，53 ℃、45 s，72 ℃、1 
min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经

琼脂糖凝胶电泳检测、回收纯化后连接 pMD19-T
克隆载体，挑选阳性克隆测序。 
2.3  CAS 基因全长 cDNA 的克隆 

根据“2.2”项获得的 PpCAS 基因保守片段的

测序结果，采用Takara公司的3’-Full RACE Core Set 
Ver. 2.0 设计 3 条特异性引物以 cDNA 为模板进行 

表 1  引物序列及用途 
Table 1  Primer sequences and application 

引物名称 引物序列 引物用途 
Cdf 5’-GG(G/T/A)GATTATGG(A/T/G)GG(T/C)CC(T/C/A)ATGTT-3’ 
Cdr 5’-AT(G/T)CCATCTTC(A/T)GC(A/T)A(C/A/T/G)CCA-3’ 

保守片段扩增 

C3-1 5’-AGATTCGCCGATACCTCTACAACC-3’ 
C3-2 5’-CTTGGAGTATTTGACTGGTCTGGCA-3’ 
C3-3 5’-GAGAAGGCTCTGACTACTGCCATACA-3’ 

3’RACE 

C5-1 5’-AAGCCAGGCATAAGGAACATAGGACCCC-3’ 
C5-2 5’-AATCCACTTCCGCCCTTTCTGCATAGCC-3’ 
C5-3 5’-CCACGATGTTATAGCAGTTGCCCCACCA-3’ 

5’RACE 

Cf 5’-GCTATCCCTCTTGGCTGGTAATGTG-3’ 
Cr 5’-GCGAGCTCACTGTTTGTGGGAAGGG-3’ 

全长扩增 
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PCR。第 1 轮反应参数：94 ℃、50 s，55 ℃、45 s，
72 ℃、2 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。第 2
轮：94 ℃、50 s，58 ℃、45 s，72 ℃、2 min，30
个循环；72 ℃延伸 10 min。第 3 轮：94 ℃、50 s，
60 ℃、45 s，72 ℃、2 min，30 个循环；72 ℃延

伸 10 min。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测、回收

纯化后连接 pMD19-T 克隆载体，挑选阳性克隆测

序完成。 
采用 5’-Full RACE Kit 试剂盒的方法，设计 3 条

特异引物（表 1）以 cDNA 为模板进行 PCR，第 1
轮：94 ℃、50 s，68 ℃、45 s，72 ℃、1 min，5 个

循环，94 ℃、50 s，66 ℃、45 s，72 ℃、1 min，5
个循环，94 ℃、50 s，64 ℃、45 s，72 ℃、1 min，
30 个循环；72 ℃延伸 10 min。第 2 轮：94 ℃、50 s，
62 ℃、45 s，72 ℃、1 min，30 个循环；72 ℃延伸

10 min。第 3 轮：94 ℃、50 s，60 ℃、45 s，72 ℃、

1 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。 
由以上实验扩增得到该基因 3’及 5’端获得

PpCAS 的全长 cDNA。拼接测序结果，设计特异引物

（表 1），以 cDNA 为模版，扩增 PpCAS 基因开放阅

读框架（open reading frame，ORF）序列，反应参数

为：94 ℃、50 s，60 ℃、45 s，72 ℃、130 s，30 个

循环；72 ℃延伸 10 min。 
2.4  序列分析   

使用 NCBI 在线工具 BLAST 进行 CAS 核苷酸

序列和蛋白质序列的同源性分析，利用 DNAMAN7
将所得 ORF 推导为氨基酸序列并进行多重序列比

对。采用 Sompa 对 PpCAS 推导的氨基酸序列的二

级结构进行预测，采用 Swiss-Model 进行蛋白质三

维结构同源建模，采用 MEGA 5.0 软件构建其系统

发育进化树。 
3  结果与分析 
3.1  滇重楼 RNA 提取及 PpCAS 保守片段克隆 

滇重楼总 RNA 的电泳检测结果见图 1。各泳道

可清晰观察到 28 S、18 S 和 5.8 S RNA 3 条区带，且

28 S 与 18 S 亮度比约为 2∶1，表明提取的 RNA 较为

完整，质量较高，可用于 RT-PCR。 
以 cDNA 第一链为模板，使用兼并引物 Cdf 及

Cdr 进行 PCR 扩增，得到 1 条约 800 bp 的特异条带，

结果见图 2。测序结果表明，该片段长 869 bp，经

Blast 比对，该片段与小麦 CAS 基因有 78%的相似

性，与糙伏毛燕麦有 77%的相似性，表明克隆到重

楼 CAS 基因的保守片段。 

 
1～3-滇重楼总 RNA  M-Marker 

1—3-total RNA extracted from P. polyphylla var. yunnanensis  M-Marker 

图 1  滇重楼总 RNA 的电泳 
Fig. 1  Electrophoresis of total RNA from P. polyphylla 

 var. yunnanensis 

 
1-CAS 保守片段 PCR 产物  M-Marker 

1-conserved fragment PCR product of PpCAS  M-Marker 

图 2  滇重楼 CAS 保守片段的扩增 

Fig. 2  Amplification of PpCAS conserved fragments 

3.2  PpCAS 基因 cDNA 全长扩增 
使用特异引物 C3-1、C3-2、C3-3 对 PpCAS 基

因进行 3’RACE，第 3 轮后得到 1 条约 2 000 bp 的

特异条带，见图 3。测序结果表明，该条带长 1 963 
bp，并含有终止密码 TGA，含 208 bp 的 3’-UTR 及

多聚 A 尾结构，其多聚 A 尾含有 17 个 A 残基。表

明已获得该基因的 3’端。 
使用特异引物 C5-1、C5-2、C5-3 进行 5’RACE，

第 3 轮 PCR 后得到一条约 600 bp 的特异条带，见图

4。测序结果表明，该条带长 615 bp，含有起码 ATG
以及含 145 bp 的 5’-UTR。表明获得了该基因 5’端。 
3.3  PpCAS 基因 ORF 序列扩增 

使用一对特异引物 Cf 和 Cr 扩增 PpCAS 的 ORF
序列，经 PCR后获得 1条长约 2 500 bp 的特异条带，

见图 5。结果表明，该片段长 2 309 bp，包含 1 个 

M         1 

7 000 bp
5 500 bp
3 500 bp
2 000 bp

1 000bp

500 bp

1   2    3    M 

28 S

18 S

5.8 S
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1-3’ RACE 第 1 轮产物  2、3-3’ RACE 第 2 轮产物 
4-3’ RACE 第 3 轮产物  M-Marker 

1-first-round product of 3’ RACE  2 and 3-second-round product 
of 3’ RACE  4-third-round product of 3’ RACE  M-Marker 

图 3  PpCAS 基因的 3’ RACE 
Fig. 3  3’ RACE of PpCAS gene 

 

1-5’RACE第1轮产物  2-5’RACE第3轮产物  3-5’RACE第2轮产物  M-Marker 
1-first-round product of 5’ RACE  2-third-round product 
of 5’ RACE  3-second-round product of 5’ RACE  M-Marker 

图 4  PpCAS 基因的 5’ RACE 
Fig. 4  5’ RACE of PpCAS gene 

 
1-PpCAS 全长 PCR 产物  M-Marker 

1-PpCAS full-length PCR product  M-Marker 

图 5  PpCAS 基因全长扩增产物 
Fig. 5  Amplification of full-length of PpCAS gene 

2 283 bp 的完整 ORF。BLAST 比对表明该基因属

CAS 基因。 
3.4  PpCAS 基因序列分析及结构预测 
3.4.1  PpCAS 基因进化树分析  利用 MEGA5.05
软件将 CAS 基因对应的氨基酸序列进行比对，并采

用邻接法构建系统发育进化树（图 6）。结果表明，

滇重楼与其他植物 CAS 的氨基酸序列同源在

60%～83%，与同为百合科的浙贝母同源最高为

83%，与其他单子叶植物纲同位于进化树的簇 II。
而蒺藜苜和蓿拟南芥等双子叶植物的 CAS 则归于

进化树的簇 I。可见，CAS 在进化上与经典植物分

类学相一致。 

 
图 6  基于氨基酸序列的植物 CAS 进化树 

Fig. 6  CAS phylogenetic tree based 
on amino acid sequences 

3.4.2  PpCAS 基因序列分析及二级结构预测  利
用 DNAman 软件分析 PpCAS 基因编码的蛋白表明， 
PpCAS 由 760 个氨基酸组成，相对分子质量 8.69×
104，等电点（pI）为 6.54，不含信号肽，为膜蛋白。

它和其他植物的 CAS 均含有 4 个 QW-基序，该基

序可使肽链在二级结构上形成转角结构，对蛋白

质空间结构有一定的重要性。此外，PpCAS 含有

Tyr118、His257、Cys258、Tyr262、Phe472、Asp483、

Cys484、Tyr532、Ile553、Cys562、Trp610和 Phe726 等保

守氨基酸，其中 Asp483、Cys484、Cys562、Tyr118、

His257 和 Tyr532 可能与该酶催化活性有关[12-13]。

SOMPA 二级结构预测表明（图 7），PpCAS 中 α
螺旋为 42.24%，无规则卷曲为 39.34%，β 折叠为

11.71%，β 转角为 6.71%。 
3.4.3  PpCAS 基因三级结构预测  Swiss-Model
三维建模表明，PpCAS 蛋白含有 2 个由多个外周

α-螺旋构成的结构域，以及一个中央活性口袋结构

（图 8-A）。结构域 1 中 α-螺旋每 6 个为一组，构成 

M    1     2     3    4 

7 000 bp
5 500 bp
3 500 bp
2 000 bp

1 000 bp

500 bp

M      1      2      3 

7 000 bp
5 500 bp
3 500 bp
2 000 bp

1 000 bp

500 bp

1        M 

7 000 bp
5 500 bp
3 500 bp
2 000 bp

1 000 bp

500 bp

蒺藜苜蓿 XP 003610947 
积雪草 AAS01524 
白桦 BAB83088.1 
拟南芥 NP 178722 
西红柿 NP 001233784 
落地生根 ADK35127 
黑升麻 ADC84220.1 
葡萄 XP 00270611 
三角叶杨 XP 002310905 
薤白 BAA84693 
玉蜀黍 BT018875.1 
盾叶薯蓣 CAM91422.1 
浙贝母 AEO27878.1 
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 α-螺旋   β-折叠   预测功能位点   QW-基序  黑色为保守氨基酸，灰色为不完全保守氨基酸 
VvCAS-葡萄 CAS  AtCAS-拟南芥 CAS  HsOSC-人类 OSC 

 α-helix   β-strand   predicted functional sites   QW-motif  Black means conserved amino acid, grey means  

incomplete conserved amino acid  VvCAS-Vitis vinifera CAS  AtCAS-Arabidopsis thaliana CAS  HsOSC-Homo sapiens OSC 

图 7  PpCAS 与其他 CAS 和 OSC 氨基酸序列比对及二级结构预测 
Fig. 7  Comparison on amino acid sequences of PpCAS and other CAS with OSC and prediction of secondary structure 

两个同心圆状的 α6-α6 筒状结构，而结构域 2 中的

α 螺旋则构成一个 α-α 筒状结构[14]。位于两结构

域之间的 N 端 β-折叠结构可能与两结构域方向维

持有关[12]。两结构域间的活性口袋入口处周围氨

基酸具有一定的疏水性，形成一个表面非极性区。

有研究表明，在其他物种中，该类蛋白的活性口

袋入口处非极性区域可与膜结合，并从膜中获取

底物[12-13]。其中，Asp483、Cys484 和 Cys562 等催化活

性位点位于活性口袋顶部，而 His257和 Tyr532则位于

活性口袋底部（图 8-B）。此外，His257、Phe472、Tyr532、 

MWKLKIAEGGS.QWLRTNNKHVGRQTWEFDPNLGTPEEIEAVEKARREFTEYRFEKKHSADLLMRMRFAKE
MWKLKIAEGGS.PWLRTTNNHVGRQFWEFDPNLGTPEDLAAVEEARKSFSDNRFVQKHSADLLMRLQFSRE
MWRLKVADGGNDPYMYSTNNFVGRQIWEFDADYGTPEERAEVEAARENFWKNRFPVKPSCDLLWRMQFARE
MTEGTCLRRRGGPYKTEPATDLGR..WRLNCERGR........QTWTYLQDERAGREQTGLEAYALGLDTK
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图 8  PpCAS 蛋白三级结构 (A) 及其功能位点相对位置 (B) 
Fig. 8  Tertiary structure of PpCAS protein (A) and relative location of functional sites (B) 

Trp610和 Phe726等保守氨基酸残基分布于活性口袋内

壁，Cys258、Tyr262和 Ile553等则位于进入活性口袋的

通道处（图 8-B）[12]。以上特征与 Wendt 等[13]对同

属 异 戊 烯 转 移 酶 的 酸 热 脂 环 酸 芽 孢 杆 菌

（Alicyclobacillus acidocaldarius）鲨烯-藿烯环化酶

（squalene-hopene cyclase）和 Thoma 等[12]对人类 OSC
蛋白的研究结果相似。 
4  讨论 

CAS 是氧化鲨烯环化酶的一种，将 SE 催化

成为环阿屯醇，是甾醇及甾体类物质生物合成的

第一个关键酶。该蛋白具有多个由 QW-基序相连

接的表面 α-螺旋结构，可吸收大量反应放能，起

到防止蛋白结构被破坏的作用，该特征也是该类

蛋白所共有的[12]。位于活性口袋顶部的 Asp483、

Cys484 和 Cys562 等氨基酸负责反应起始时的底物

SE，而位于活性口袋底部的 His257 和 Tyr532 则通

过对底物去质子化来终止反应，最终形成环阿屯

醇。此外，活性口袋内壁存在大量芳香族氨基酸，

其侧链的 π 电子参与维持中间产物的稳定，而位

于入口通道中的 Cys258、Tyr262 及 Ile553 则可能参

与了对底物、产物进出活性位点的控制[15-16]。值

得一提的是，CAS 蛋白通过活性口袋入口处的疏

水区域固定于膜上，且其开口亦埋于膜中，故该

酶可能从膜中获取底物 SE。 
CAS 蛋白所属 OSC 类蛋白处于皂苷合成的分

支处，不同的 OSC 蛋白参与同种类的皂苷合成。若

其中一种分支酶出现缺陷，则可能导致 SE 的积累

及各下游产物比例的变化[6]。OSC 参与合成的各类

皂苷是生物膜的重要组成成分且可能承担重要的生

物学功能。有研究表明植物 CAS 与植物中叶绿体类

囊体膜形成及内质网膜各组分平衡有关[15]，而如果

植物中 CAS 基因发生变异，导致 CAS 缺陷，则可

能使植物出现白化等现象，在缺陷较为严重时可能

致死[14-15]。 
由于环阿屯醇在植物次生代谢中的重要性，其

基因克隆受到了重视。现有 20 多种植物的 CAS 
cDNA 序列已登录到 GenBank，有的植物的 CAS 
cDNA 功能还得到了验证。如拟南芥的 CAS 已被克

隆且在酵母 LAS 缺陷种中得到表达[16]，对拟南芥

CAS 缺陷种进行了研究分析[14-15]。 
本研究以富含皂苷类化合物的滇重楼为材料，

克隆其 CAS 基因，为进一步研究滇重楼的皂苷合成

代谢途径奠定基础。 
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