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摘  要：目的  克隆山茱萸 Cornus officinalis G10H1 基因（CoG10H1），并进行相关的生物信息学分析、表达分析和亚细胞

定位研究。方法  基于山茱萸转录组数据筛选并克隆 CoG10H1 基因，并对其 CoG10H1 及其编码蛋白的理化性质、二级结

构、三级结构等进行分析。利用实时荧光定量聚合酶链式反应 PCR（real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，

qRT-PCR）对 CoG10H1 进行组织特异性表达分析。构建 pCAMBIA1300-CoG10H1-GFP 融合表达载体并侵染烟草叶片，激光

共聚焦显微镜观察 CoG10H1 蛋白的亚细胞定位。结果  CoG10H1 的 cDNA 长度为 1 497 bp，编码 499 个氨基酸，有 1 个信

号肽，在茎中表达量稍高，果实和叶片中次之，激光共聚焦显微镜下观察到 CoG10H1 蛋白定位于内质网中。结论  CoG10H1

蛋白属于细胞色素 P450 蛋白家族，可能在马钱苷合成通路中的发挥关键作用，为后续研究 CoG10H1 基因在马钱苷合成通

路调控中的作用研究提供参考。 
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Abstract: Objective  The CoG10H1 gene was cloned from Cornus officinalis and analyzed by bioinformatics, expressionand 

subcellular localization. Methods  The CoG10H1 gene was screened and cloned based on the transcriptome data of C. officinalis, and 

the physicochemical properties, secondary structure, and tertiary structure of CoG10H1 and its encoded protein were analyzed. The 

tissue-specific expression analysis of CoG10H1 was conducted by real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (qRT-

PCR). The pCAMBIA1300-CoG10H1-GFP fusion expression vector was constructed and infected with tobacco leaves, and the 

subcellular localization of the CoG10H1 protein was observed using a laser confocal microscope. Results  The cDNA length of 

CoG10H1 was 149 7 bp, encoding 499 amino acids, with one signal peptide. The expression level was slightly higher in the stem, 

followed by the fruit and the leaf. The CoG10H1 protein was observed to be located in the endoplasmic reticulum under the laser 

confocal microscope. Conclusion  The CoG10H1 protein belongs to the Cytochrome P450 protein family and may play a crucial role 

in the synthesis pathway of loganin, providing a reference for subsequent studies on the role of the CoG10H1 gene in the regulation of 

the loganin synthesis pathway. 
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山茱萸 Cornus officinalis Sieb. et Zucc.是落叶

灌木或乔木，药用部位是其干燥成熟果肉，又名山

萸肉、枣皮、药枣等，味酸涩，性微温，是我国的

传统药材和临床常用的名贵中药，记载于（《神农本

草经》[1-3]。山茱萸共分离出 300 余种化学成分，包

括环烯醚萜类、鞣质、有机酸、挥发油类等[4-5]。其

中含量最高的化学成分是环烯醚萜苷类，主要包括

马钱苷、莫诺苷、山茱萸新苷、獐芽菜苷等化合物，

马钱苷和莫诺苷的含量最高[6]。 

环 烯 醚 萜 合 成 途 径 主 要 有 甲 羟 戊 酸

（（mevalonate，MVA）途径和 2-甲基-4-磷酸-D-赤藓

糖醇（2C-methyl-D-erythrito1-4-phosphate，MEP）

途径 [7] 。研究表明，香叶基焦磷酸（ geranyl 

pyrophosphate，GPP）是不同萜类的重要分界点，多

种萜类通过 GPP 传递至生物碱、单萜、二/三萜等

合成途径[8-10]。在马钱苷合成途径中，GPP 先去磷

酸化反应，之后在香叶醇合酶（geraniol synthase，

GES）催化下转化为香叶醇，接下来在香叶醇-10-羟

化酶（（geraniol 10-hydroxylase，G10H）作用下在 C-

10 位置精准发生羟基化反应，进而生成 10-羟基-香

叶醇。这个羟基化反应不只是马钱苷合成途径中第

一个限速环节，更是决定了流向马钱苷途径的碳通

量的关键步骤。 

G10H 属于细胞色素 P450 家族（cytochrome 

P450，CYP450）[11]，是一个很大的植物超基因家

族[12]，因其与 CO 结合后在 450 nm 处有特异吸收

峰而得名[13]，CYP450 蛋白可以参与催化苯丙烷

类、萜类等物质的合成[14]。CrG10H 基因首次从

长春花中克隆得到，并且在长春花和酵母中进行

体内、体外验证得出 CrG10H 蛋白存在特定的酶

活性，在环烯醚萜类物质合成途径中起到重要的

调控作用[15-16]。G10H 蛋白属于 CYP450 单加氧

酶的 CYP76 亚家族成员，已经在长春花中筛选鉴

定的 CYP76B6 和在鼠耳芥、烟草中筛选鉴定的

CYP76C4 都是 G10H 蛋白[16-17]。目前，长春花[16]、

喜树[18]、短小蛇根草[19]、川西獐芽菜[20]、荆芥[21]

等 22 个物种中的 G10H 基因已经被研究报道，这

充分说明了 G10H 基因在植物体内发挥着重要的

调控作用[22]。 

本实验基于全长转录组数据，筛选并克隆

CoG10H1 基因，并进行生物信息学分析和组织特异

性表达分析，探究 CoG10H1 蛋白的亚细胞定位，

为研究 CoG10H 基因的功能提供参考。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

山茱萸材料种植于河南科技大学农场，经河南科

技大学戴攀峰副教授鉴定为山茱萸科山茱萸属植物山

茱萸C. officinalis Sieb. et Zucc.。取山茱萸的茎、叶和

果实迅速放入液氮速冻，储存于−80 ℃超低温冰箱。 

1.2  仪器 

JY04S-3D 型凝胶成像分析系统（君意电泳有限公

司）、NanoDrop 2000 型超微量分光光度计、FV3000 型

激光扫描共聚焦显微镜（Olympus 有限公司）、

Lightcycler96 型实时荧光定量 PCR 仪（Roche 有限公

司）。 

2  方法 

2.1  总 RNA 提取与 cDNA 合成 

取适量山茱萸叶片和果实，置于液氮中快速研

磨成粉末，称量 70.0 mg 粉末混合物，按照 RNA 快

速提取试剂盒说明书提取山茱萸总 RNA，进行

1.0%琼脂糖凝胶电泳确认 RNA 无降解情况后，用

微量分光光度计测定 RNA 浓度，按照 First Strand 

cDNA Synthesis Kit（（+gDNA clearer）试剂盒步骤进

行反转录，得到 cDNA 后储存于−20 ℃。 

2.2  CoG10H1 基因的克隆与鉴定 

根据本课题组的山茱萸转录组数据筛选出

CoG10H1 ，使用 Primer Premier 5.0 软件设计

CoG10H1 基因的特异性引物 CoG10H1-F: 5’-

CACTACACACAGCCTAACA-3’；CoG10H1-R：5’-

CTGAATATTACAATATTGCTTGC-3’ 。以山茱萸

cDNA 为模板进行 RT-PCR 扩增，体系 1.0 μL KOD-

Plus-Neo，5.0 μL10×PCR Buffer，25 mmol/L MgSO4 

3.0 μL ， 2 mmol/L dNTPs 5.0 μL ， 10 μmol/L 

CoG10H1-F 1.5 μL，10 μmol/L CoG10H1-R 1.5 μL，

2.0 μL cDNA，31.0 μL RNase-free ddH2O；反应程序

为 94 ℃，5 min；94 ℃，30 s；50 ℃，30 s；72 ℃，

1 min，40 s；33 个循环；72 ℃，5 min。之后将纯化

产物与 pMD18-T 载体连接，转化入大肠杆菌 DH5α

感受态细胞中，挑取阳性单克隆送公司测序，测序结

果与转录组数据进行比对，比对成功的菌液加入等体

积的 50%甘油，储存于−80 ℃超低温冰箱中。 

2.3  CoG10H1 基因的生物信息学分析 

通 过 InterPro [23] （ https://www.ebi.ac.uk/ 

interpro/）以及 ProtParam 和 ProtScale 在线软件[24]

（（https://www.expasy.org/resources/protparam、https:// 

web. expasy.org/protscale/）对 CoG10H1 蛋白的结构
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域和理化性质进行分析；采用 Cell-Ploc 2.0

（（http://www. csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/）和

TMHMM 在线软件[25]（https://services. healthtech. 

dtu.dk/ services/ TMHMM-2.0/）预测 CoG10H1 蛋白

的亚细胞定位和利用和跨膜结构域；基于在线平台

SOPMA （ http://npsa-prabi.ibcp.fr ） 和 SWISS-

MODEL [26]（http://swissmodel.expasy.org/）分析预

测 CoG10H1 蛋白的二级结构和三级结构；使用

MEGA 7.0 软件构建 CoG10H1 蛋白的系统发育树。 

2.4  CoG10H1 基因的表达分析 

从山茱萸的茎、叶、果实样品中提取 total RNA，

经反转录获得 cDNA。设计 qPCR 的引物序列（表 1），

以 cDNA 为模板进行 qRT-PCR 反应，反应体系见表 2，

每个反应设计 3 个重复，通过 2–ΔΔCt方法对 CoG10H1

基因在山茱萸不同组织的表达量进行计算，从而检测

CoG10H1 基因在山茱萸茎、叶、果实中的表达分布情

况，最后用GraphPad Prism 绘制实时表达量图。 

2.5  山茱萸 G10H1 蛋白亚细胞定位分析 

选择 BamH Ⅰ和 Sac Ⅰ作为双酶切位点，对

pCAMBIA 1300-GFP 载体进行双酶切，使用在线网 

表 1  CoG10H1 基因 qRT-PCR 扩增引物 

Table 1  qRT-PCR amplification primers of CoG10H1 gene 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

q-CoG10H1-F GGCAGCCTGGTACAAGAATCA 

q-CoG10H1-R CCTCGCAAAGTTGATGCCA 

q-CoGAPDH-F 

q-CoGAPDH-R 

TATCAAGGAGGAGTCAGAGG 

CCATTCGTTGTCATACCAGG q-CoGAPDH-R CCATTCGTTGTCATACCAGG 

表 2  qRT-PCR 反应体系 

Table 2  qRT-PCR reaction system 

试剂 体积/μL 

2×Ultra SYBR Green qPCR Mix 5.0 

q-CoG10H1-F/ q-CoGAPDH-F（10 μmol·L−1） 0.5 

q-CoG10H1-R/ q-CoGAPDH-R（10 μmol·L−1） 0.5 

cDNA 1.0 

RNase-free ddH2O 3.0 

站 （ https://crm.vazyme.com/cetool/single-fragment. 

html）设计 CoG10H1 基因的同源重组引物（（表 3），

以 pMD18-T-CoG10H1 质粒为模板扩增目的片段，

通过无缝克隆试剂盒连接，转入大肠杆菌感受态

DH5α 中。挑取单克隆菌株送测，将测序正确的菌

液扩繁，提取质粒 

pCAMBIA 1300-CoG10H1-GFP，转入农杆菌感

受态 GV3101 中，将含有内质网标记 ER-HDEL 和

含有重组质粒的侵染液 1∶1 混匀后注射到本氏烟

草叶片下表皮，黑暗培养 2～3 d 后用激光扫描共聚

焦显微镜观察结果。其中 GFP 绿色荧光蛋白激发波

长为 488 nm，内质网标记蛋白带有 RFP 红色荧光

蛋白，其激发波长为 587 nm。 

3  结果与分析 

3.1  CoG10H1 基因的克隆与鉴定 

从本课题组的全长转录组数据中筛选得到

CoG10H1 基因，根据该序列设计特异性引物，以

cDNA 为模板，PCR 扩增得到约 1 500 bp 片段（图

1），CoG10H1 基因与 pMD18-T 载体连接后转入大

肠杆菌 DH5α，菌液 PCR 检测阳性后送测（图 2）， 

表 3  亚细胞定位扩增引物 

Table 3  Amplification primers for subcellular localization 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

pCAMBIA 1300-CoG10H1-F catgtcgactctagaggatccATGGATTTCTTGAGCGTTGTACTATG 

pCAMBIA 1300-CoG10H1-R agaacacgggggactgagctcCGCATGGACAGGGACAGCA 

pCAMBIA 1300-Seq-F CCGCTGACGTAAGGGATGACG 

pCAMBIA 1300-Seq-R CCGTCCAGCTCGACCAGGATG 

 

图 1  CoG10H1 基因的克隆结果 

Fig. 1  Cloning results of CoG10H1 gene 

 

图 2  DH5α-pMD18-T-CoG10H1 菌液 PCR 结果 

Fig. 2  PCR results of DH5α-pMD18-T-CoG10H1 bacterial 

solution 

1 497 bp 

CoG10H1 

1 000 bp 

Marker 

1 000 bp 
1 497 bp 

 

Marker 
 

菌液 DH5α-pMD18-T-CoG10H1 
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测序结果与转录组数据一致，cDNA 序列长度为

1 497 bp。 

3.2  CoG10H1 蛋白质理化性质预测与跨膜结构域

分析  

从等电点、亲疏水性等方面对 CoG10H1 蛋白

进行预测，结果表明，CoG10H1 基因编码 499 个氨

基酸，理论等电点为 6.71，总亲水性均值为−0.063，

不稳定系数为 51.51。 

CoG10H1蛋白属于Cytochrome P450蛋白家族

（（图 3-a），不存在跨膜结构域（图 3-b），具有 1 个

信号肽（（图 3-c），为疏水性蛋白（（图 3-d），亚细胞

定位预测为内质网（图 3-f）。 

3.3  CoG10H1 蛋白的高级结构预测与分析 

蛋 CoG10H1 蛋白的二级结构预测见图 3-e，包

括 49.70% α-螺旋、6.41% β-转角、12.22%自由延伸

和31.66%无规则卷曲，由此可见α-螺旋是CoG10H1

蛋白最主要的二级结构。 

使用 SWISS-MODEL 在线网站对 CoG10H1

蛋白的三级结构进行预测分析（图 3-g），用

A0A5J4ZU75.1.A 为模板，蛋白覆盖率为 79.64%。 

3.4  CoG10H1 氨基酸序列的系统进化分析 

构建山茱萸 CoG10H1 与其他物种的系统发育

树（图 4）。结果显示山茱萸 CoG10H1 蛋白与喜树

聚集在同一支上，与楝、陆地棉、可可聚集在一个 

 

a-CoG10H1 蛋白家族；b-CoG10H1 蛋白跨膜结构域；c-CoG10H1 蛋白信号肽；d-CoG10H1 蛋白疏水性；e-CoG10H1 蛋白二级结构；f-CoG10H1 蛋白

亚细胞定位；g-CoG10H1 蛋白三级结构。 

a-CoG10H1 protein family; b-transmembrane domain of CoG10H1 protein; c-CoG10H1 protein signal peptide; d-CoG10H1 protein hydrophobicity; e-secondary 

structure of CoG10H1 protein; f-subcellular localization of CoG10H1 protein; g-tertiary structure of CoG10H1 protein. 

图 3  CoG10H1 蛋白生物信息学分析 

Fig. 3  Bioinformatics analysis of CoG10H1 protein 
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图 4  山茱萸 CoG10H1 系统进化树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of CoG10H1 in C. officinalis 

较大的分支上，山茱萸 CoG10H1 蛋白与大花四照

花、蓝果树、中华猕猴桃、大花窄叶油茶、喜树的

序列同源性较高，为 90.87%、79.48%、71.23%、

70.42%、73.96%，而与长春花、蛇根木等分支较远

的序列同源性相对较低。 

3.5  CoG10H1 基因的组织特异性表达分析 

通过 Primer Premier 5.0 软件设计 CoG10H1 的

qRT-PCR 特异性引物，并分析 CoG10H1 基因在不

同组织中的表达，结果表明，CoG10H1 基因在茎

中的表达量稍高，在果实和叶片中的表达量次之

（图 5）。 

3.6  CoG10H1 蛋白的亚细胞定位分析 

在激光共聚焦显微镜下观察烟草叶片下表皮

的亚细胞定位分析（（图 6），结果表明，把内质网标

记 ER-HDEL 和 pCAMBIA 1300-GFP 空载作为双对

照时，pCAMBIA 1300-GFP 空载在细胞质和细胞核 

 

图 5  CoG10H1 基因在不同组织的表达水平 

Fig. 5  CoG10H1 gene expression levels in different tissues 

of C. officinalis 

中均发出绿色荧光，而 ER-HDEL 标记仅在内质网

上发出红色荧光。试验组中 CoG10H1 蛋白发出的

绿色荧光与 ER-HDEL 标记发出的红色荧光存在重

合，并且在重合区域为黄色荧光，这充分说明了

CoG10H1 蛋白是在内质网上表达，与生物信息学分

析中的亚细胞定位预测结果符合。 

 

图 6  CoG10H1 蛋白在烟草叶片下表皮细胞中的亚细胞定位 

Fig. 6  Subcellular localization of CoG10H1 protein in lower epidermal cells of tobacco leaves 
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4  讨论 

山茱萸是我国的大宗中药材，被国家卫生部在

2002 年列为可用于保健食品的物品之一，还是 2023

年国家拟新增的 9 种药食兼用物质之一。山茱萸的

主要活性成分是环烯醚萜苷类物质，包括马钱苷、

莫诺苷、7-脱氢马钱素、马鞭草苷、獐牙菜苷及山

茱萸新苷等，这些统称为山茱萸环烯醚萜总苷[5]，

其中马钱苷和莫诺苷是（《中国药典》2020 年版规定

的主要活性成分。 

香叶醇-10-羟化酶（（G10H）属于细胞色素 P450

家族中单加氧酶家族的 C YP76B 亚家族，它可以催

化香叶醇的 C-10 加羟基反应进而生成 10-羟基香叶

醇[26-27]。研究表明 G10H 在长春花生物碱的合成过程

中发挥重要作用[28-30]，将 orca3/g10 h 基因共转入长春

花毛状根中可以提高萜类吲哚生物碱（TIAs）量[31]，

在川西樟牙菜中过表达 SmG10H 可以提高环烯醚萜

类物质的积累[20]，GrG10H 在滇龙胆的根中表达量最

高，与其药用部位一致[32]，总的来说，G10H 蛋白在

环烯醚萜类和吲哚生物碱的合成过程中起关键调控

作用。从香叶醇开始，G10H 已经被证明是在马钱苷

合成途径中的第一个关键酶基因[16]。 

本研究从山茱萸的全长转录组数据中筛选并

克隆出 CoG10H1 基因，长度为 1 497 bp，编码 499

个氨基酸，保守结构域分析显示 CoG10H1 蛋白属

于细胞色素 P450 蛋白家族。构建山茱萸 CoG10H1

基因与其他物种的氨基酸序列系统发育树，可以看

出 CoG10H1 蛋白序列与蓝果树科喜树的蛋白序列

更接近同源，这大概是因为它们都属于山茱萸目。

从进化关系上看，山茱萸目的山茱萸与茶、猕猴桃

等杜鹃花目表现出来的树形结构与 APG Ⅳ系统[33]

所认为的进化关系相符合。本研究发现CoG10H1基

因在山茱萸茎中的表达量稍高，在果实和叶片中的

表达量次之，这与滇龙胆[34]、秦艽[35]、蜘蛛香[36]、

广藿香[27]中的研究结果不完全一致，可能是因为不

同中药品种的药用活性部位不同。 

蛋 白 质 亚 细 胞 定 位 （ protein subcellular 

localization）是研究蛋白质生物学功能的基础，对蛋

白质组学研究具有重要意义[37]。亚细胞定位分析通

常分为两部分，先通过生物信息学预测蛋白质的亚

细胞定位，之后通过试验检测预测结果。CoG10H1

蛋白的亚细胞定位预测为内质网，之后通过在烟草

叶片中的瞬时表达检测到其定位在内质网中，这与

滇龙胆 GrG10H1 和 GrG10H2 的亚细胞定位预测结

果一致[34]，而在广藿香中 PcG10H1 的亚细胞定位

预测为叶绿体[27]，在秦艽中 GmG10H 的亚细胞定

位预测为细胞质[35]，这可能是因为物种不同导致亚

细胞定位结果不一致。 

本研究通过提取山茱萸叶片的总 RNA，经过

RT-PCR 扩增得到目的基因 CoG10H1 的 cDNA 序

列，并进行生物信息学分析。组织特异性表达分析

结果表明 CoG10H1 在茎中表达量稍高，果实和叶

片中次之。通过构建融合表达载体 pCAMBIA 1300-

CoG10H1-GFP 进行亚细胞定位分析，结果表明

CoG10H1 蛋白定位在内质网上，与预测结果一致。 

这些结果表明 CoG10H1 基因可能在马钱苷合

成通路中的发挥关键作用，有利于对山茱萸马钱

苷、莫诺苷合成途径分子机制的进一步研究，为后

续研究 CoG10H1 基因在马钱苷合成通路中的调控

作用提供参考。 
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