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山茱萸萜类甲羟戊酸合成途径关键酶 CoHMGS 基因的克隆与分析3 
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摘  要：目的  克隆得到山茱萸 Cornus officinalis 萜类合成途径的关键酶 CoHMGS 基因的 cDNA 序列，并进行相应的生物

信息学分析，为深入研究 CoHMGS 基因的功能奠定基础。方法  以山茱萸转录组筛选出的 c102453_g2 序列为参考序列设计

特异引物，以山茱萸叶片总 RNA，通过 RT-PCR 扩增获得 CoHMGS 基因序列，序列纯化回收后连接到 pTOPO-T 载体上，

转化至大肠杆菌 DH10B，选取阳性克隆测序。利用生物信息学软件预测 CoHMGS 基因及其编码蛋白质的功能。结果  克隆

得到长度为 1645 bp 的 CoHMGS 序列，包含 1413 bp 的完整开放阅读框，编码 470 个氨基酸。蛋白整体带负电荷，为不稳定

亲水性蛋白，定位于细胞质内，不含跨膜结构。结论  首次克隆得到山茱萸 CoHMGS 基因，对其编码蛋白质进行了初步的

分析和预测，为深入揭示 CoHMGS 基因在山茱萸萜类物质合成途径中的功能奠定了基础。 
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Abstract: Objective  To clone the cDNA sequence of the key enzyme CoHMGS gene in the terpene synthesis pathway of Cornus 

officinalis and analyze its physical and chemical properties. Methods  Specific primers were designed based on the >c102453_g2 

sequence screened from the transcriptome. The template was the cDNA obtained by reverse transcription of the total RNA of leaves. 

The CoHMGS gene sequence was amplified by RT-PCR, and the amplified gene sequence was purified and recovered and then 

connected to the pTOPO-T vector, transforming into E. coli DH10B, and selecting positive clones for sequencing. The relevant 

bioinformatics software was used to predict the function of CoHMGS gene and its encoded protein. Results  A 1645 bp CoHMGS 

sequence was cloned, containing a complete open reading frame of 1413 bp, encoding 470 amino acids. The protein was an unstable 

hydrophilic protein. It was predicted that its sub-cells were located in the cytoplasm, did not contain transmembrane structures, and 

were extra-membrane proteins. Conclusion  The HMGS gene of C. officinalis was cloned for the first time, and a preliminary 

analysis and prediction of its encoded protein was made, which provided basic information for further revealing the synthesis 

pathway of terpenoids in C. officinalis. 
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山 茱 萸 为 山 茱 萸 科 植 物 山 茱 萸 Cornus 

officinalis Sieb. et Zucc.的干燥果肉，是我国传统名

贵药材，具有补益肝肾、收涩固脱等功效[1]。山茱

萸的主要成分有环烯醚萜类、鞣质类、黄酮类、三

萜类、苯丙素类等，还包含多种对人体有益的其他

物质[2]。现代药理学研究认为山茱萸具有抗肿瘤[3]、

抗氧化[4]、抗炎症[5]、护肝[6]、降血糖[7]等生物学活

性，具有较好的开发应用前景。 

植物体内的萜类有 2 条合成途径：1 条是甲羟

戊酸途径，在细胞质中发挥作用；另 1 条是发现较

晚的甲基-D-赤藓醇-4-磷酸途径，定位在质体[8]。3-

羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合酶（HMGS）是甲羟戊

酸途径的关键酶，作用于该途径的第 2 步反应，催

化一分子乙酰乙酰辅酶A和一分子乙酰辅酶A缩合

生成 3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A[9]，接着进行后续

反应生成相应的萜类物质。HMGS 对萜类物质的生

物合成至关重要，备受关注，近年来在银杏[10]、牛

樟芝[11]、桑黄[12]、陆英[13]、灵芝[14]和丹参[15]等药

用植物上均有研究，但在山茱萸中未见报道。 

在山茱萸转录组中，通过分析目前只发现了

c102453_g2[16]这 1 个 HMGS 基因，利用 primer 

premier 5.0 软件设计引物，采用 RT-PCR 技术扩增

CoHMGS 基因，通过生物信息学分析软件初步探讨

CoHMGS 编码蛋白质的特征信息，为进一步研究山

茱萸体内甲羟戊酸生物合成途径奠定基础。 

1  材料与试剂 

1.1  材料 

植物材料经河南科技大学农学院侯典云教授鉴

定为山茱萸 C. officinalis Sieb. et Zucc.植株。采集山

茱萸树上完整无病虫害且生长状态基本一致的叶片

和果实若干，摘下后立即用蒸馏水冲洗干净，放进

事先准备的 1.5 mL 离心管内，置于液氮速冻，最后

转移到−80 ℃冰箱保存。 

1.2  试剂 

RNA 提取试剂盒（北京天根有限公司，编号：

DP441）；cDNA 反转录试剂盒、2×Long Taq Master 

Mix、零背景 pTOPO-TA 克隆载体购自艾德莱生物

科技公司；DNA 纯化回收试剂盒（南京诺维赞有限

公司）；感受态的大肠杆菌 DH10B（自制）。 

2  方法 

2.1  引物合成   

根据 c102453_g2 序列设计山茱萸 HMGS 基因

的扩增引物，引物具体序列为 CoHMGS-F：

5’-GGAGCTAGTGACAGAAAGA-3’ 和 CoHMGS- 

R：5’-CTGGCAGAATGAGGAACA-3’。 

2.2  山茱萸 RNA 的提取和 cDNA 的合成   

山茱萸叶片用液氮研磨，根据 RNA 提取试剂

盒说明书操作，获得山茱萸总 RNA。通过 1%的琼

脂糖凝胶电泳和NanoDrop检测RNA的提取质量和

浓度。 

2.3  CoHMGS 基因克隆与测序   

以山茱萸总RNA 反转录得到的 cDNA 为模板，

设置 25 μL PCR 扩增体系：1 μL CoHMGS-F 引物、

1 μL CoHMGS-R 引物、1.5 μL cDNA、12.5 μL 2×

Long Taq Master Mix、9 μL ddH2O；CoHMGS 基因

PCR 扩增程序为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性

30 s、56 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 2 min，32 个循环；

72 ℃终延伸 10 min。电泳观察扩增结果，切胶纯

化回收目的片段，连接到 pTOPO-T 载体上形成重

组质粒，再通过热激法将重组质粒转化进大肠杆菌

DH10B 中，加入无菌液体 LB（Luria-Bertani）培养

基振荡培养 60 min 左右，浓缩菌液涂布于氨苄抗性

的 LB 平板，选取单菌落摇菌 6 h 以上，菌液 PCR

挑选条带正确的菌液送公司测序。 

2.4  生物信息学分析 

在 NCBI 数据库对 CoHMGS 基因进行 Blast 和

保守结构域分析，通过 Cell-Ploc 2.0 在线预测

CoHMGS 基因编码蛋白质在细胞内的具体位置，利

用 ExPASY analysis 分析 CoHMGS 基因编码氨基酸

的特征，使用 TMHMM Server 推测蛋白质的跨膜结

构信息，用 MEGA 5.0 软件对山茱萸 HMGS 编码的

蛋白质进行聚类分析，构建系统发育树。 

3  结果与分析 

3.1  CoHMGS 基因克隆与测序 

CoHMGS 基因的 PCR 反应产物电泳检测结果

表明：PCR 扩增获得一条单一亮带（图 1）。回收纯 

 
M-Marker  1,2-PCR 产物 

M-Marker  1,2-PCR product 

图 1  CoHMGS 的 PCR 扩增 

Fig. 1  PCR amplification of CoHMGS 

2000 bp 
1000 bp 
750 bp 
500 bp 
250 bp 
100 bp 

M  1  2 

CoHMGS 



·5718· 中草药 2021 年 9 月 第 52 卷 第 18 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2021 September Vol. 52 No. 18 

   

化，然后连接到克隆载体 pTOPO-T 上，转化感受

态细胞 DH10B，经菌落 PCR 鉴定，挑选阳性菌液

送公司测序，获得长度为 1645 bp 的序列，经比对

确认为 CoHMGS 的 cDNA 序列。 

3.2  CoHMGS 保守结构域分析 

对测序得到的 DNA 序列在 NCBI 数据库进行

Blast 分析，结果显示山茱萸 CoHMGS 基因序列和

喜树、人参、三七和杜仲等植物的 HMGS 基因序列

相似程度均在 90%以上。结果表明，山茱萸

CoHMGS 蛋白属于 PLNO2577 超家族，是羟甲基戊

二酰辅酶 A 合酶（图 2）。 

3.3  CoHMGS 亚细胞定位预测 

利用相应工具确定 CoHMGS 的开放阅读框和

编码的氨基酸序列。通过 Cell-Ploc 2.0 在线软件进

行亚细胞定位预测结果显示：CoHMGS 基因编码蛋

白质定位于细胞质内（图 3）。 

 

图 2  CoHMGS 蛋白的保守结构域 

Fig. 2  Conserved domains of CoHMGS protein

 

图 3  CoHMGS 蛋白亚细胞定位预测 

Fig. 3  Prediction of CoHMGS protein subcellular location

3.4  山茱萸 CoHMGS 编码蛋白的特性分析 

ExPASy在线分析结果表明CoHMGS编码蛋白的相

对分子质量为51 875.8，分子式为C2304H3555N605O705S27，

理论等电点 6.13；丝氨酸数量最多，占比 9.8%，负电

荷氨基酸共 52 个，正电荷氨基酸共 46 个，蛋白整体

带负电荷；预测是不稳定亲水性蛋白。TMHMM 

Server 在线分析结果显示：山茱萸 CoHMGS 蛋白没

有跨膜结构，是一个膜外蛋白（图 4）。 

3.5  山茱萸 CoHMGS 蛋白的结构预测 

通过 SOPMA 在线预测山茱萸 CoHMGS 蛋白

的二级结构（图 5），包括 α-螺旋占 43.62%，无规

则卷曲占 40.64%，自由延伸占 12.55%，β-转角占

3.19%。由 SWISS-MODEL 预测得到该蛋白的三级

结构模型（图 6）。 

3.6  山茱萸 CoHMGS 氨基酸序列同源分析 

多序列比对分析结果表明山茱萸 CoHMGS 序

列与山梨猕猴桃 Actinidia rufa Planch.的 HMGS 序

列一致性为 90.45%、中华猕猴桃 Actinidia chinensis 

Planch.为 90.02%、三七 Panax notoginseng (Burkill) 

F. H. Chen ex C. H.为 90.43%、茶 Camellia sinensis 

Plant-mPLoc: Predicting subcellular localization of plant 
proteins including those with multiple sites 

Read Me   Date   Citation 

Plant – mPLoc Computation Result 

Your input sequence (470aa) is: 

Query protein  Predicted location (s) 

CoHMGS        Cytoplasm. 

Home Page 

Query seq. 

Specific hits 

Superfamilies 

PLN02577 

PLN02577 superfamily 

1            75            150            225           300           375          450 470 

Search for similar domain architectures        Refine search 

List of domain hits 

heme   Accession 

PLN02577 PLN02577 

 

Description Interval E-value 

hydroxymethrylglutaryl-CoA synthase 6-470  0e+00 
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图 4  CoHMGS 蛋白跨膜结构域预测 

Fig. 4  CoHMGS protein transmembrane domain prediction

 

蓝色为 α-螺旋；紫色为无规则卷曲；红色为自由延伸；绿色为 β-转角 

Blue: α-helix; purple: random curl; red: free extension; green: β-turn 

图 5  CoHMGS 蛋白二级结构 

Fig. 5  Secondary structure of CoHMGS protein

 

图 6  CoHMGS 蛋白三级结构 

Fig. 6  Tertiary structure of CoHMGS protein 

 (L.) O. Ktze. 为 90.23% 、 喜 树 Camptotheca 

acuminate Decne.为 88.75%、人参 Panax ginseng C. 

A. Meye.为 90.21%、榴莲 Durio zibethinus Murr.为

90.32%、可可树 Theobroma cacao L.为 89.46%、阿

育 魏 实 Trachyspermum ammi (L.) Sprague. 为

88.82%、杜仲 Eucommia ulmoides Oliver.为 90.39%。

使用 MEGA 5.0 软件构建山茱萸 CoHMGS 与其近

缘物种的系统进化树（图 7），说明山茱萸 HMGS

与喜树、杜仲、山梨猕猴桃和中华猕猴桃的同源

性较近，三七、人参等植物的 HMGS 与山茱萸同

源性较远。 

4  讨论 

近年来，随着研究的深入，许多萜类物质及其 

 

图 7  CoHMGS 蛋白的 NJ 系统进化树 

Fig. 7  NJ phylogenetic tree of CoHMGS protein 

衍生物的活性被解析，成为治疗诸多疾病的关键成

分之一，如能够有效治疗肿瘤的紫杉醇，被誉为天

然抗癌药物，是一种二萜生物碱类化合物[17]；可以

抑制疟疾的青蒿素，是目前为止发现的治疗疟疾耐

药性最好的药物，属于倍半萜内酯化合物[18]；明显

减轻心绞痛，长期服用无明显不良反应，有效缓解

冠心病症状的丹参酮[19]等。这些天然的中药活性物

质成分安全，对人体危害性小，是不可多得的健康

药物，但是植物的次生代谢产物往往具有种类丰富、

产量偏低的特点。因此，通过解析萜类物质的生物

合成途径，从分子水平定向改造植物来提高特定次

生代谢产物含量是十分必要的。 
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甲羟戊酸途径（MVA pathway）是植物生成萜类物

质的重要途径，主要生成倍半萜和三萜类物质[20]。

HMGS 广泛存在于高等植物体内，是 MVA 途径中

的第 2 种酶，在有些植物体内 HMGS 有多个家族成

员，Alex 等[21]于 2000 年发现了存在于芥菜中的 4

个 HMGS 基因，随后有研究者发现在巴西橡胶树内

存在 2 个 HMGS 基因[22]。研究表明，HMGS 基因在

植物的不同部位以及发育的不同时期的表达具有

明显的差异性，并且作为 MVA 途径中的关键酶，

影响多种植物发育模式的改变和次生代谢产物的

生成[23]。将 HMGS 在雷公藤悬浮细胞中的差异表

达，结果表明：过表达 TmHMGS 可提高 MVA 途径

和 MEP 途径下游基因的表达量和二萜类化合物雷

公藤甲素的含量，RNA 干扰会降低 MVA 途径和

MEP 途径下游的基因表达量[24]。外源激素处理银杏

叶片，发现在合适的激素浓度和处理时间下水杨酸、

茉莉酸甲酯、乙烯都能不同程度地提高 GbHMGS

的表达量，同时也提高了银杏叶片中萜烯三内酯

的总含量[10]。通过在番茄幼苗中过表达芥菜 HMGS

基因（BjHMGS1），可以明显地提高萜类物质合成

途径 MVA 途径中 HMGS 上下游基因的表达量，并

且也会影响 MEP 途径中相关基因的表达，从而提

高转基因番茄果实中萜类物质（类胡萝卜素、角

鲨烯）、α-生育酚以及一些植物甾醇的含量[25]。上

述研究均表明 HMGS 基因在植物体内合成萜类物

质的重要性。 

山茱萸作为重要的中药材，其经济价值、生长

习性和活性因子等方面得到了很大程度的开发，以

山茱萸作为主要成分的中成药和保健品种类丰富，

然而从分子水平上探究山茱萸活性成分生物合成途

经的研究较少。本研究在高通量转录组测序的基础

上，首次克隆出山茱萸 HMGS 基因的全长 cDNA 序

列，并对山茱萸 HMGS 蛋白的基本特征和功能分析

预测，为进一步揭示山茱萸萜类物质生物合成途径

的分子机制奠定了基础。 
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