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翼首草鲨烯合酶（PhSQS2）全长克隆、表达特性分析及蛋白功能验证 1 
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摘  要：目的  从匙叶翼首草 Pterocephalus hookeri 转录组中挖掘参与三萜合成的鲨烯合酶（squalene synthase，SQS）并研

究其作用机制。方法  以翼首草基原植物匙叶翼首草为研究对象，基于前期转录组数据筛选克隆 PhSQS2 基因，并进行生

物信息学分析；通过烟草瞬时转化实验观察 PhSQS2 亚细胞定位情况，利用实时荧光定量 PCR 分析 PhSQS2 在不同器官中

的表达特征；构建原核表达载体经体外酶促反应鉴定 PhSQS2 功能。结果  PhSQS2 基因开放阅读框（open reading frame，
ORF）区域全长 1242 bp 编码 414 个氨基酸，蛋白相对分子质量为 47 400，理论等电点为 6.57，总平均疏水性为−0.075，为

不稳定蛋白。PhSQS2主要定位在细胞核和细胞质中；组织分布具有特异性，在根和叶中均有表达，叶中表达量显著高于根

中。体外酶促实验证明 PhSQS2 催化法尼基焦磷酸生成鲨烯。结论  PhSQS2 的功能鉴定为解析翼首草中萜类物质生物合成

途径，提高三萜皂苷类成分含量及优质种质资源筛选培育提供了前期理论基础。 
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Cloning, expression pattern and functional analysis of squalene synthase 
(PhSQS2) in Pterocephali Herba 
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Abstract: Objective  To explore the squalene synthase (SQS) from the transcriptome of Pterocephalus hookeri and investigate its 
mechanism of action. Methods  Taking P. hookeri as research object , the PhSQS2 gene was cloned and bioinformatically analyzed 
based on preliminary transcriptome data;  The subcellular localization of PhSQS2 was observed by transient transformation 
experiments in tobacco, and the expression characteristics of PhSQS2 in different organs were analyzed by real-time fluorescence 
quantitative PCR; Finally, the prokaryotic expression vector was constructed to identify the function of PhSQS2 by enzymatic 
reaction in vitro. Results  The PhSQS2 gene was screened with the length of open reading frames 1242 bp, encoding proteins 414 
amino acids. Bioinformatics analysis showed that it was an unstable hydrophobic protein with a relative molecular weight of 47 400, 
a theoretical PI of 6.57 and an average hydrophobicity of −0.075.  PhSQS2 was mainly localized in nucleus and cytoplasm; Its 
tissue distribution was specific, and it was expressed in both roots and leaves, and the expression in leaves were significantly higher 
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than those in roots. In vitro enzymatic reactions proved that as a squalene synthase, PhSQS2 catalysed the production of squalene 
from farnesyl pyrophosphate. Conclusion  The functional identification of PhSQS2 provides a theoretical basis for the further 
analysis of the terpenoid biosynthesis pathway and the improvement of triterpenoid saponins from P. hookeri, as well as for in-depth 
research on the screening and cultivation of high-quality germplasm resources.  
Key words: Pterocephalus hookeri (C.B.Clarke) Höeck; Pterocephali Herba; squalene synthase (PhSQS2); bioinformatics analysis; 
expression pattern; gene function

中药翼首草系藏族习用药材，为川续断科植物

匙叶翼首草Pterocephalus hookeri (C. B. Clarke) Höeck
的干燥全草[1]，具有解毒除瘟、清热止痢、祛风通痹

等功效。作为藏医药常用药材之一，是二十五味余

甘子丸、十二味翼首散等中药的组方药，多用于瘟

病时疫、痢疾、热病发烧、风湿性关节炎等疾病的

治疗[2]。富含皂苷类成分是川续断科植物的一大特

点，化学成分研究发现翼首草活性成分主要包括五

环三萜类皂苷、环烯醚萜苷等萜类成分[3]，目前已

分离出齐墩果酸、熊果苷酸、匙叶翼首草苷 A～D
等五环三萜类化合物[4-5]，马钱苷等环烯醚萜苷类化

合物[6-7]。其中三萜总皂苷具有抗肿瘤、护肝、抗

炎、调节免疫等药理活性[8]，环烯醚萜苷化合物的药

理活性研究发现其具有抗氧化、抗病毒等作用[9]。 
萜类化合物是植物体内广泛存在的重要次生代

谢产物，由异戊二烯结构单元构成基本骨架，主要

通过异戊二烯首尾相接以及环化 2 种方式合成。植

物胞质中的甲羟戊酸（mevalonate，MVA）和质体

中 的 甲 基 赤 藓 醇 -4- 磷 酸 （ methylerythritol- 
4-phosphate，DXP/MEP）2 种生物合成途径[10]催化

生 成 萜 类 物 质 的 基 本 单 元 异 戊 烯 焦 磷 酸

（isopentenyl diphosphate，IPP）及其同分异构体二

甲基烯丙基焦磷酸酯（dimethylallyl diphosphate，
DMAPP）。IPP 和 DMAPP 在异戊烯基转移酶作用

下合成萜类前体异戊二烯焦磷酸链，包括单萜前体

香叶基焦磷酸（geranyl pyrophosphate，GPP）、倍

半萜前体法尼基焦磷酸（farnesyl pyrophosphate，
FPP ） 和 二 萜 前 体 香 叶 基 香 叶 基 焦 磷 酸

（geranylgeranyl pyrophosphate，GGPP）；其中 2 个

FPP 在鲨烯合酶（squalene synthase，SQS）作用

下缩合生成三萜前体鲨烯。单萜、二萜、三萜等

前体在萜类合酶的作用下生成各种萜类骨架，进

一步经氧化、酰基化及糖基化等化学修饰最后形成

一系列复杂萜类化合物[11]。目前已从黄花蒿[12]、

刺五加[13]、三七[14]、丹参[15]、白花丹参[16]、雷公

藤 [17]、黄芪 [18]等多种药用植物中成功筛选克隆

SQS 基因。三七中鲨烯合酶基因表达量同三萜总皂

苷含量进行共分析发现两者存在正相关关系[14]，

提高刺五加中鲨烯合酶基因表达量可以促进总皂苷

的积累[13]，而体外重组蛋白酶促反应直接证明黄

花蒿鲨烯合酶可以催化 FPP 转化生成鲨烯[12]，由

此看出鲨烯合酶是决定着法尼基焦磷酸流向的关键

酶，是开启植物三萜皂苷类生物合成途径的重要开

关。迄今，有关翼首草三萜皂苷类物质生物合成途

径解析的研究尚未有所报道，因此发现并证明翼首

草中鲨烯合酶功能对于解析五环三萜皂苷类物质的

生物合成途径（图 1），提高三萜皂苷类等活性成

分含量具有重要意义。 
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图 1  植物五环三萜生物合成途径[19-20] 
Fig. 1  Biosynthesis pathway of pentacyclic triterpenoid in 
plant[19-20] 

课题组前期从翼首草转录组数据中挖掘到 1
条鲨烯合酶基因 PhSQS2[21]，通过并对其进行克

隆、生物信息学分析、表达模式分析、蛋白诱导

表达及基因功能验证等研究，证明 PhSQS2 具有

鲨烯合酶的功能，为翼首草三萜皂苷类活性成分
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生物合成途径解析及提高三萜总皂苷类物质的含

量奠定了基础。 
1  材料 

匙叶翼首草完整植株采于西藏自治区林芝市巴

宜区，经西藏农牧学院兰小中教授鉴定为川续断科

植物匙叶翼首草P. hookeri (C. B. Clarke) Höeck。样

品洗净后分别收集根和叶，于液氮速冻后保存至

−80 ℃冰箱。 
2  方法 
2.1  翼首草总 RNA 提取及 cDNA 合成 

采用 TransZol Up（全式金公司，中国）法提取翼

首草样品 RNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳和 NanoDrop 
2000c 超微量分光光度计测定 RNA 纯度和浓度。而

后依次使用 TransScript First-Strand cDNA Synthesis 
SuperMix（全式金公司，中国）和Advantage 2 PCR Kit
（Clonetech 公司，美国）完成双链 cDNA 扩增，最终

构建翼首草 cDNA 文库，于−80 ℃冰箱保存备用。 
2.2  PhSQS2 基因序列数据挖掘及克隆 

从翼首草转录组数据库中获得 PhSQS2 基因序列

全长[21]，通过 Primer 在线软件设计扩增引物，引物

序列见表 1。翼首草 RNA 反转录后获得的 cDNA 作

为模板，进行普通PCR扩增完成PhSQS2基因克隆。

表 1  引物序列 
Table 1  Primers sequences 

引物名称 序列（5′→3′） 用途 
PhSQS2-F ATGGGAGGTATGGGAGAAATTTTGA 克隆 
PhSQS2-R GAAAGCTAACCATGTGTTATGTGAT 克隆 
PhSQS2-Q-F TTGGCCTCGTGAAATTTGGG qRT-PCR 
PhSQS2-Q-R CCAATTGCCATGACCTGAGG qRT-PCR 
PhSQS2-sub-F GACGAGCTGTACAAGGGATCCATGGGAGGTATGGGAGAAATTTTGA 亚细胞定位 
PhSQS2-sub-R CTAGAGGATCAATTCGAGCTCGAAAGCTAACCATGTGTTATGTGAT 亚细胞定位 
PhSQS2-pET-F GGATCCGAATTCGAGCTCATGGGAGGTATGGGAGAAATTTTGA 原核表达 
PhSQS2-pET-R GAGTGCGGCCGCAAGCTTGAAAGCTAACCATGTGTTATGTGAT 原核表达 

2.3  PhSQS2 生物信息学分析 
用 ProtParam（http://web.expasy.org/compute）

在线软件分析 PhSQS2 蛋白基本理化性质；通过

ProtScale（https://web.expasy.org/protscale）在线软

件对 PhSQS2 进行亲疏水性预测；利用 Pfam32.0 
（ http://pfam.xfam.org/search ） 和 NCBI 数 据 库

BLAST （CD-Search）（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Structure/cdd/wrpsb.cgi）在线软件对 PhSQS2 蛋白进

行功能域的预测；依赖 Swiss-Model （ http:// 
www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL. html）在

线软件进行蛋白的三级结构预测，并用 PyMOL 实

现 PhSQS2 三维结构可视化。 
2.4  PhSQS2 实时荧光定量 PCR 分析 

选取翼首草 actin 基因作为内参基因[22]，使用

NovoScript® SYBR One-Step qRT-PCR Kit（近岸公

司，上海）试剂盒进行 qRT-PCR，使用 2−ΔΔCt 法进

行处理，实验设置 3 组生物学重复，数据使用平均

值和标准差，并且相对定量时将目的基因在根中的

表达量设为“1”。 
2.5  PhSQS2 亚细胞定位载体构建 

选择 BamH I 和 Sac I 作为酶切位点设计引物构

建 PhSQS2- pCAMBIA1301-YFP 亚细胞定位载体，

测序正确后将重组定位载体转化 GV3101 农杆菌用

作后续亚细胞定位实验。pCAMBIA1301-YFP 载体

经相同处理转化 GV3101 农杆菌作为阴性对照。 
2.6  PhSQS2 亚细胞定位分析 

取 200 µL 已转入目的基因的农杆菌加入 5 mL 
YEB（50 mg/L Rif＋50 mg/L Kan）液体培养基中，

28 ℃，220 r/min，振荡培养 16 h；5000 r/min，离

心 10 min，去上清。MS 溶液重悬菌体，待菌液值

约为 0.6 时加入终浓度为 10 mmol/L 吗啉乙磺酸和

100 µmol/L 乙酰丁香酮，室温静置 3 h；缓慢匀速

注射于本氏烟草叶片背面，暗培养植株2～3 d后通

过激光共聚焦显微镜观察结果。 
2.7  PhSQS2 原核表达载体构建及转化 

选择 Sac I和Hind III作为酶切位点设计引物构

建 PhSQS2-pET-32a+原核表达载体，测序正确后将

重组表达载体转化 BL21（DE3）感受态细胞用作后

续蛋白表达。pET-32a+载体经相同处理转化 BL21
（DE3）感受态细胞后作为阴性对照。 

2.8  PhSQS2 重组蛋白诱导表达 
取含有PhSQS2-pET-32a+和 pET-32a+阳性克隆

的菌液各 10 µL 加入 1 mL 含有 LB（100 mg/L Amp）
液体培养基中，37 ℃振荡培养 2 h。取 500 µL 活
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化后菌液加入 1000 mL 乳酸杆菌（100 mg/L 磷酸

腺苷）液体培养基培养到 A600 为 0.6 加入终浓度为

1 mmol/L 的 IPTG，80 r/min，16 ℃过夜培养；

4 ℃离心收集菌体，5 mL 1×PBS 缓冲液重悬菌

体；冰上超声（功率 25%，超声 5 s，间隔 5 s）破

碎 20 min；4 ℃离心收集上清液；使用 SDS-PAGE
电泳检测上清液中是否存在目的蛋白表达。 
2.9  PhSQS2 体外酶促实验及产物检测 

使用 Bio-ScaleTM Mini ProfinityTM IMAC 
Cartridges 纯化柱进行蛋白纯化，根据重组蛋白

内含有 His 标签与相应抗体特异性结合的原理经

Western blotting 实验检测是否表达最终目的蛋

白，使用 Bradford Protein Assay Kit（碧云天）测

定蛋白浓度。 
PhSQS2 催化反应体系（300 µL）：50 µmol/L 

FPP； 20 mmol/L MgCl2 ； 1 mmol/L DTT； 2% 
Glycine；3 mmol/L NADPH；5 μg 纯化蛋白；50 
mmol/L Tris-HCl 补齐。30 ℃，300 r/min 反应过

夜；结束后加入 400 µL 正己烷淬灭反应，400 µL
正己烷萃取 3 次，合并上层有机相氮吹挥干浓缩，

200 µL 正己烷复溶，进行 GC-MS 检测。 
3  结果与分析 
3.1  PhSQS2 克隆及序列分析 

以翼首草 cDNA 文库为模板进行 PCR 扩

增，产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示

在约 1200 bp 处出现一特异片段（图 2），与PhSQS2 

 
M-Marker  1-PhSQS2 基因克隆条带 

M-Marker  1-PhSQS2 gene PCR amplification band 

图 2  翼首草 SQS2 基因序列全长克隆 
Fig. 2  PCR amplification of SQS2 gene from P. hookeri 

基因全长预期结果一致。 
克隆结果测序后证实与翼首草转录组数据中所

获序列全长完全相同。利用开放阅读框（open 
reading frame ， ORF ） Finder （ https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/orffinder）在线软件对序列进行信息分

析，发现 PhSQS2 基因 ORF 序列全长 1242 bp，编

码 414 个氨基酸。利用 DNAMAN 软件将其与其他

相似度较高的植物氨基酸序列进行多重比对（图

3），分析结果显示 PhSQS2 氨基酸序列与丹参

Salvia miltiorrhiza Bunge、黄花蒿 Artemisia annua 
L.相似度均达到 80%以上。 

 

 

图 3  不同物种 SQS 氨基酸序列多重比对 
Fig. 3  Multiple sequences alignment of SQS proteins from different species
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3.2  PhSQS2 生物信息学分析 
PhSQS2基因ORF区域编码 414个氨基酸，蛋白

相对分子质量为47 400，理论等电点为6.57，蛋白总

平均疏水性为−0.075，属于不稳定蛋白。采用

ProtScale在线分析软件对翼首草PhSQS2亲水性/疏水

性进行预测与分析，其中 PhSQS2 多肽链第 248 位氨

基酸分值最低，亲水性最强；第398位氨基酸分值最

高，疏水性最强，结果同时可以看出蛋白疏水区域

大于亲水区域，故 PhSQS2 属于疏水蛋白（图 4-A）。 
利用 Pfam 32.0 及 BLAST（CD-Search）在线软

件预测分析翼首草 PhSQS2 蛋白构域，结果显示，

PhSQS2 含有关键的 SQS_PSY 功能域和 PLN02632
保守域（图 4-C），采用 SWISS-MODEL 在线软件

以 TcSQS（PDB：3wca）作为模板经同源建模预测

PhSQS2 蛋白三级结构，经 PyMOL 可视化后结果

见图 4-B。

 
图 4  翼首草 SQS2 蛋白亲水性/疏水性 (A)、蛋白三级结构预测 (B)、蛋白保守结构域 (C) 

Fig. 4  Prediction of protein hydrophilicity/hydrophobicity (A) and three-dimensional structure of PhSQS2 (B), conversed 
domain (C) of PhSQS2 protein

3.3  PhSQS2 组织表达特异性 
使用 qRT-PCR 检测 PhSQS2 在翼首草不同组织

（根、茎）中的分布情况。结果（图 5）显示 PhSQS2
在根、叶中的表达量具有显著差异，叶中的表达量

约为根中的 12.5 倍。 
3.4  PhSQS2 亚细胞定位特征 

构建 PhSQS2-YFP 融合表达载体并转染本氏烟

草，通过激光共聚焦显微镜扫描 YFP 黄色荧光信号

（514 nm）观察 PhSQS2 在烟草中亚细胞定位结果。

结果显示 YFP 对照组信号（图 6-A～C）分布在细胞

核和细胞质；PhSQS2-YFP 融合蛋白荧光信号（图

6-D～F）在细胞核和细胞质中均有存在，据此判断

PhSQS2-YFP 融合蛋白定位在细胞核和细胞质中。 
3.5  PhSQS2 重组蛋白诱导表达 

经 IPTG 诱导 BL21（DE3）菌株表达后由

SDS-PAGE 检测重组蛋白表达情况。如图 7-A 所

示 ， 含 有 重 组 质 粒 PhSQS2-pET-32a+ 的 菌 株

（PhSQS2目的蛋白相对分子质量约为47 400）在65 000 

 
**P＜0.01 

图 5  PhSQS2 组织特异性表达 
Fig. 5  Expression pattern of PhSQS2 in different tissues  
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图 6  PhSQS2 在烟草表皮中的亚细胞定位 

Fig. 6  Subcellular localization of PhSQS2 in epidermal cells of tobacco leaves

 
1-Marker  2、4-pET-32a+空载  3、5-PhSQS2 重组蛋白 

1-Marker  2, 4-pET-32a+  3, 5-PhSQS2 recombinant protein 

图 7  PhSQS2 重组蛋白 SDS-PAGE (A) 及 Western 
blotting (B) 检测 
Fig. 7  SDS-PAGE (A) and Western blotting (B) detection of 
PhSQS2 recombinant protein 

附近有蛋白条带；而pET-32a+空载体对照组菌株在

相同位置无蛋白表达，仅在 18 000 附近表达

His-Tag标签蛋白，以上结果表明PhSQS2在大肠杆

菌 BL21（DE3）中成功表达。 
进一步利用Western blotting 检测所得蛋白是否为

目的蛋白。结果如图 7-B 所示，与空载体对照组相

比，检测到 PhSQS2-pET-32a+表达信号，且条带单

一、纯度良好。采用 Bradford 准曲线法对 PhSQS2- 
pET-32a+融合蛋白进行浓度测定，最后获得质量浓度为

3.60 mg/mL的PhSQS2重组蛋白用作后续酶活实验。 
3.6  PhSQS2 体外酶促产物检测 

对纯化后的PhSQS2酶促反应产物进行GC-MS

检测，结果见图 8。以 pET32a+空载表达的未纯化

蛋白作为阴性对照组，鲨烯对照品作为阳性对照，

气相色谱结果显示 PhSQS2 酶促反应产物和鲨烯对

照品在保留时间 9.87 min 处出现相同的色谱峰，对

该色谱峰进行质谱分析，特征离子一致，说明

PhSQS2 酶促反应生成了鲨烯，PhSQS2 具有鲨烯

合酶的功能。 
4  讨论 

翼首草作为常用传统藏药材，在西藏民间具有

悠久的用药史，其需求逐年增长，但因基原植物匙

叶翼首草主要生长在西藏、云南、四川等海拔

3000 m 以上的草地、林间、林缘、高山草甸[23]，

严苛的生长环境制约了其后续应用，目前药材来源

主要以野生采挖为主，长期野生采挖使翼首草的野

生资源濒临灭绝[24]。近些年对于翼首草的研究主

要集中在基原植物匙叶翼首草的人工栽培[25]，翼

首草中活性成分生物合成途径解析、活性成分调

控，以及优良种质资源的培育等方向。生物合成途

径中的关键酶活性影响活性成分的产量，因此调控

植物中关键酶基因的表达是提高活性成分产量、改

善中药材品质的重要手段。对于翼首草萜类物质途

径解析，本研究主要聚焦于 SQS 的克隆以及相关

功能研究。体外蛋白功能验证 PhSQS2 具有鲨烯合

酶的功能，可催化鲨烯生成。后续构建 PhSQS2 过

表达载体或通过激素诱导提高植物体内基因表达

量，使法尼基焦磷酸更多地流向三萜类物质合成，

将有利于三萜皂苷类成分的积累。组织特异性表达 
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A-鲨烯对照品  B-PhSQS2  C-pET-32a+  D-峰 1 质谱图  E-峰 2 质谱图 

A-squalene standard  B, C-GC chromatograms for production of PhSQS2 and pET-32a+  D, E-MS fragmentation patterns of peaks 1 and 2 

图 8  PhSQS2 酶促反应产物 GC-MS 检测 
Fig. 8  GC-MS for production of PhSQS2 with squalene as substrate

结果表明 PhSQS2 在根和叶中均有分布，叶中表

达量显著高于根中。但已有报道的翼首草三萜总

皂苷代谢数据与上述转录数据并不一致，比较翼首

草不同部位的总皂苷含量，发现根和叶中均含有丰

富的总皂苷类物质，但根中含量要高于叶中[26-27]。

类似的结果在三七中也被检测到，SQS 在根中的

表达量要高于芦头和茎中，但芦头中总皂苷含量

最高[14]。分析造成转录代谢分布不一致的原因，

认为可能是因为 SQS 位于三萜合成途径上游，下

游其他关键酶如环氧酶、环化酶、单加氧酶等在

翼首草叶中的表达影响了皂苷的合成；或是三萜

合成途径中存在着中间体的定向转运影响了终产物

的分布。但可以明确的是提高鲨烯合酶的表达量可

以提高植物中三萜皂苷的含量[13]，鲨烯合酶在三萜

生物合成途径中具有重要作用。挖掘到翼首草中的

鲨烯合酶对于提高三萜皂苷类物质含量以及筛选培

育翼首草优质种质资源具有重要意义。 
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