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　 　 摘要:　 醇酰基转移酶(ＡＡＴ)可以催化乙酰辅酶 Ａ 与萜烯醇类物质的结合ꎬ生成各类乙酸酯类化合物ꎮ 为探

明薰衣草 ＡＡＴ 基因在酯类化合物合成中的调控作用ꎬ本研究以薰衣草品系杂花叶片为供试材料ꎬ利用反转录 ＰＣＲ
技术克隆薰衣草 ＡＡＴ 基因的 ｃＤＮＡ 序列ꎬ该 ｃＤＮＡ 序列长度为１ ３４４ ｂｐꎬ其编码蛋白质由 ４４７ 个氨基酸组成ꎬ是非跨

膜亲水性蛋白质ꎬ属于 ＰＬＮ０２４８１ 超级家族ꎻ薰衣草 ＡＡＴ 与黄色猴面花 ＥｇＡＡＴ 亲缘关系最近ꎬ相似度为 ６０􀆰 ８７％ꎮ
ＡＡＴ 基因在苞叶中的表达量最低ꎬ在花瓣中的表达量最高ꎻ在花冠不同发育时期ꎬ该基因在盛开期表达量到达峰

值ꎮ 构建原核表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡＡＴꎬ筛选了重组蛋白在大肠杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ(ＤＥ３)中的最适诱导表达条件ꎬ诱导后

获得的重组蛋白质相对分子质量为５.０２６×１０４ꎬ重组蛋白以包涵体形式存在ꎬ具有将芳樟醇催化合成乙酸芳樟酯的

生物活性ꎮ 本研究结果为进一步验证薰衣草 ＡＡＴ 基因在酯类化合物合成过程中的功能提供了基础ꎮ
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　 　 薰衣草为唇形科薰衣草属ꎬ是一种珍贵的天然香

料植物[１]ꎬ不仅具有良好的观赏价值ꎬ其花穗中提取

的精油也被广泛用于美容、烹饪和香料工业以及医药

保健领域[２]ꎮ 薰衣草精油主要由乙酸芳樟酯、芳樟醇

等萜类物质组成[３￣４]ꎬ乙酸芳樟酯是一种挥发性的芳

香族单萜类化合物ꎬ具有清新、芳香的香气以及抗菌

镇静等功效ꎬ是多种名贵植物精油的主要成分之

一[５￣６]ꎮ 高等植物中大部分萜类物质来源于异戊烯二

磷酸(Ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＩＰＰ)和二甲丙烯二

磷酸(Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＤＭＡＰＰ)两个前体

物质ꎬ它们主要通过细胞质途径(Ｍｅｖａｌｏｎｉｃ ｐａｔｈｗａｙꎬ
ＭＶＡ) 和质体途径 (２￣Ｃ￣Ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ￣４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｐａｔｈｗａｙꎬＭＥＰ)合成[７]ꎮ ＩＰＰ 和 ＤＭＡＰＰ 可以在醇酰

基转移酶(ＡＡＴ)的催化作用下合成各种类型的萜类

化合物ꎮ 醇酰基转移酶不仅可以催化异戊二烯和异

戊烯醇的转化以及乙酰辅酶 Ａ 与萜烯醇类物质的结

合ꎬ还可以催化萜类化合物中的羟基和羧基等官能团

的转化ꎬ从而生成异戊烯醇酯和各类乙酸酯类化合

物ꎬ并调节萜类化合物的结构和生物活性[８￣１１]ꎮ
近年来ꎬ国内外对植物 ＡＡＴ 基因展开了广泛研

究ꎬ例如已从月季[１２￣１３]、山木瓜[１４]、草莓[１５]、苹果[１６]

等植物中获得了 ＡＡＴ 基因ꎬ并对其调控功能开展了大

量研究ꎮ Ｓｈａｌｉｔ 等[１２] 从月季中获得的第一个 ＡＡＴ 基

因ꎬ可将月季中香叶醇、香茅醇等不同醇类底物催化

合成对应的酯类化合物ꎬ该基因在月季花器官及盛开

前期的转录水平达到最高峰值ꎮ 李晋华[１３]验证了月

季 ＲｃＡＡＴ 基因主要参与了乙酸香叶酯的合成ꎮ Ｃｒｉｓ￣
ｔｉａｎ 等[１４]确定了山木瓜 ＶｐＡＡＴ１ 基因参与了木瓜香

气的形成ꎮ 董静等[１５] 发现转草莓 ＦｖＡＡＴＷ２ 基因的

烟草可在发育早期合成酯类物质ꎬ转基因草莓果实中

挥发酯含量显著提高ꎮ Ｌｉ 等[１６]发现苹果 ＭｄＡＡＴ２ 基

因参与了苹果酯类物质的合成ꎮ 因此ꎬＡＡＴ 基因对植

物香气成分的合成具有一定的调控作用ꎮ
目前关于薰衣草醇酰基转移酶基因的研究未见

报道ꎮ 本研究以高油薰衣草品系杂花叶片为材料ꎬ
克隆并分析了薰衣草醇酰基转移酶基因 ＡＡＴ 的脱

氧核糖核酸 ( Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ
ｃＤＮＡ)序列ꎬ分析了该基因在薰衣草花器官中不同

组织以及花冠不同发育时期中的表达情况ꎬ筛选了

目的基因的原核表达条件ꎬ并进行了蛋白质的体外

酶活性检测ꎬ以期为进一步研究 ＡＡＴ 基因在薰衣草

酯类物质合成中的作用奠定了基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料

以新疆农业大学农学院薰衣草试验地的杂花品

系叶片为克隆模板材料ꎬ以新疆维吾尔自治区伊犁

哈萨克族自治州伊宁县薰衣草品系杂花为表达分析

材料ꎬ花香检测用新鲜样品ꎬ其余样品于－８０ ℃超低

温冰箱保存备用ꎮ
１.２　 试验试剂

ｐＥＴ￣２８ａ 载体由本实验室提供ꎬ实时荧光定量

ＰＣＲ 试剂盒ꎬＴｒａｎｓＺｏｌ ＵｐꎬｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ５ 载体ꎬ大肠杆

菌 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ农杆菌 ＧＶ３１０１ 感受态细胞ꎬ胶
回收试剂盒ꎬ肉汤培养基(Ｌｕｒｉａ￣ＢｅｒｔａｎｉꎬＬＢ)ꎬ酵母提

取物牛肉提取物(Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔꎬＹＥＢ)液体

培养基ꎬＬＢ、ＹＥＢ 固体培养基ꎬ卡那霉素ꎬ利福平ꎬ乙
醇ꎬ三氯甲烷ꎬ异丙醇ꎬ限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ、Ｈｉｎｄ Ⅲꎬ
ＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ 􀅺 ＩꎬＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ 􀅺 ＩＩꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白

上样缓冲液(变性)粉末ꎬ１０％ＳｕｒｅＰＡＧＥＴＭꎬＮｉ￣ＮＴＡ 蛋

白纯化试剂盒ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶ꎬ乙酰辅酶 Ａ 和芳樟

醇ꎬ磷酸缓冲盐水(Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅꎬＰＢＳ)缓
冲液粉末ꎬ大肠杆菌 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ(ＤＥ３)感受态细胞ꎬ氯
霉素ꎬ质粒小提试剂盒ꎮ
１.３　 薰衣草 ＡＡＴ 基因的克隆

采用 ＴｒａｎｓＺｏｌ Ｕｐ 试剂盒提取薰衣草总核糖核

酸(Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬＲＮＡ)ꎬ用反转录试剂盒将其合

成 ｃＤＮＡꎮ 根据 ＮＣＢＩ 上公布的薰衣草醇酰基转移

酶核苷酸序列(登录号:ＫＭ２７５３４３.１)设计特异性引

物 ＡＡＴ￣Ｆ 和 ＡＡＴ￣Ｒ(表 １)ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增

目的片段ꎮ 反应体系:上游引物 １ μｌꎬ下游引物 １
μｌꎬ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ ５ μｌꎬ１０×ＥａｓｙＰｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌꎬ
ＥａｓｙＰｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μｌꎬ ｃＤＮＡ １ μｌꎬ水 ３６
μｌ[１７]ꎮ 反应程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 ４０
ｓꎬ５９ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ７２ ℃
延伸 １０ ｍｉｎꎮ 将回收的目的 ＤＮＡ 片段连接到

ｐＥＡＳＹ￣Ｔ５ 载体ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ经菌液 ＰＣＲ
鉴定后的阳性克隆进行 ＤＮＡ 测序ꎮ
１.４　 生物信息学分析

使用 ＮＣＢＩ 上的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ.
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ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｇｏｒｆ / ｏｒｆｉｇ.ｃｇｉ)工具分析基因序列的ＯＲＦꎬ
确定克隆得到的薰衣草 ＡＡＴ 基因序列是否具有编码

蛋白质的潜力ꎮ 使用 ＳｉｇｎａｌＰ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ.
ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ)对薰衣草 ＡＡＴ 进行信号肽预测ꎮ
使 用 ＣＯＩＬＳ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｈ. ｅｍｂｎｅｔ. ｏｒｇ / ｓｏｆｔｗａｒｅ /
ＣＯＩＬＳ＿ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)预测薰衣草 ＡＡＴ 的卷曲螺旋结构ꎮ
使用 ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭ￣
ＨＭＭ￣２.０)分析薰衣草 ＡＡＴ 的可能跨膜区ꎮ 使用

ＭＥＧＡ５ 对薰衣草 ＡＡＴ 氨基酸序列进行比对ꎬ使用

ＤＮＡＭＡＮ 构建薰衣草 ＡＡＴ 蛋白的系统进化树ꎮ
１.５　 表达模式分析

提取薰衣草品系杂花花器官不同发育时期以及

不同组织部位总 ＲＮＡꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎬ根据 ＡＡＴ
基因序列设计实时荧光定量聚合酶链式反应

( Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ)引物 ｑＡＡＴ￣Ｆ 和 ｑＡＡＴ￣Ｒꎬ内参基因使用 β￣
ａｃｔｉｎ￣Ｆ 和 β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ[１７](表 １)ꎬ以提取的薰衣草 ｃＤ￣
ＮＡ 为模板进行荧光定量 ＰＣＲꎮ 每个样品设置 ３ 次

重复ꎬ用 ２－△△Ｃｔ法分析荧光定量数据[１８]ꎮ
１.６　 ＡＡＴ 重组蛋白的表达条件优化

载体使用本实验室保存的 ｐＥＴ￣２８ａꎮ 以从薰衣

草叶片中克隆的 ｐＥＡＳＹ 􀅺￣Ｔ５￣ＡＡＴ 重组质粒为模板

选择 ＥｃｏＲⅠ和 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切位点ꎬ设计特异性引物

ｐＡＡＴ￣Ｆ 和 ｐＡＡＴ￣Ｒ 引物进行扩增(表 １)ꎮ 对酶切产

物所需片段进行胶回收ꎬ纯化目的基因及线性载体ꎬ
用 Ｔ４ 连接酶连接后转化大肠杆菌 ＤＨ５αꎬ将测序正

确的菌液进行 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡＡＴ 质粒提取ꎬ转化 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ
(ＤＥ３)ꎬ菌液培养至光密度(Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)６００
值为０.４~０􀆰 ６ꎬ异丙基 β￣Ｄ￣硫代半乳糖苷(Ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣
Ｄ￣１￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅꎬＩＰＴＧ) 诱导浓度分别为 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ８
ｍｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ诱导时间分别为 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６
ｈ、８ ｈ、１０ ｈꎬ诱导温度分别为 ２５ ℃、２８ ℃、３７ ℃ꎬ筛选

最佳诱导剂浓度、诱导时间和培养温度[１９]ꎮ
１.７　 ＡＡＴ 重组蛋白体外酶活性检测

采用筛选获得的最佳诱导条件诱导薰衣草

ＡＡＴ 蛋白表达ꎮ 按照 Ｎｉ￣ＮＴＡ 琼酯糖纯化树脂说明

书进行蛋白纯化ꎮ 蛋白体外酶活性测定参照曹香

梅[２０]应用的方法ꎬ在含 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ乙酰辅酶 Ａ 和 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ芳樟醇的三羟甲基氨基甲烷盐酸盐缓冲液

[１００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴｒｉｓꎬｐＨ ７􀆰 ５ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 二硫苏糖醇

( Ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌꎬ ＤＴＴ )] 中ꎬ 添 加 重 组 蛋 白 ( ５００

ｎｇ / μｌ)ꎬ３０ ℃水浴 １ ｈꎬ使用气相色谱￣质谱联用仪

(Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＧＣ￣ＭＳ) 检

测生成的产物ꎮ

表 １　 试验中所用 ＡＡＴ 基因引物

Ｔａｂｌｅ １　 ＡＡＴ ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

引物名称　 核苷酸序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　

ＡＡＴ￣Ｆ ＡＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＡＡＣＣＣＴＧＡＣ

ＡＡＴ￣Ｒ ＴＣＡＣＡＡＴＧＣＴＧＡＡＡＧＡＴＴＧＡＧＡＧＴＣＣ

ｑＡＡＴ￣Ｆ ＣＣＴＣＣＣＣＣＧＡＴＡＴＣＴＣＣＡＡ

ｑＡＡＴ￣Ｒ ＣＧＣＡＧＧＣＴＧＣＣＡＣＧＡＴ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＣＧＡＡＡＴＧＣＧＡＴＡＣＴＴＧＧＴＧ

β￣ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＣＡＡＣＴＴＧＣＧＴＴＣＡＡＡＧＡＣＴＣＧ

ｐＡＡＴ￣Ｆ ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＣＡＣＣＡＡＡＡＣＣＣＴＧＡＣ

ｐＡＡＴ￣Ｒ ＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＡＴＧＣＴＧＡＡＡＧＡＴＴＧＡＧＡＧＴＣＣ

２　 结果与分析

２.１　 薰衣草醇酰基转移酶基因 ＡＡＴ 的克隆和序列

分析

　 　 以薰衣草品系杂花的叶片 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增

获得 ＡＡＴ 基因(图 １)ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 分
析 ＡＡＴ 基因序列ꎬ该基因碱基序列长度为１ ３４４ ｂｐꎬ
其编码的蛋白质由 ４４７ 个氨基酸组成ꎬ相对分子质

量为５.０２６×１０４ꎬ等电点为 ８􀆰 ６１ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ Ⅶꎻ１:ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 薰衣草 ＡＡＴ 基因全长序列的扩增结果

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＡＡＴ
ｇｅｎｅ ｉｎ ｌａｖｅｎｄｅｒ

　 　 在线程序预测发现ꎬＡＡＴ 蛋白无信号肽结构域ꎬ多
肽链位于细胞膜外ꎬ无跨膜结构域存在ꎬ属于 ＰＬＮ０２４８１
蛋白超级家族ꎬ４１０ 位甘氨酸(ＧｌｙｃｉｎｅꎬＧｌｙ)分值最小ꎬ
为－２.９８９ꎬ亲水性最强ꎻ３０９ 位脯氨酸(ＰｒｏｌｉｎｅꎬＰｒｏ)分值

最大ꎬ为 ２􀆰 １１１ꎬ亲水性最弱ꎬ预测该蛋白质为亲水性蛋

白质ꎮ ＡＡＴ 蛋白的二级结构包含 １２ 个 α￣螺旋、１６ 个

β￣折叠和 ２９ 个无规则卷曲ꎻ蛋白质的三级结构中无规

１０６廖　 燕等:薰衣草醇酰基转移酶基因(ＡＡＴ)的克隆和表达分析



则卷曲较多ꎬ其结构与 ＰＬＮ０２４８１￣２ｓｕｐｅｒ 家族蛋白质的

三级结构相似ꎬ推测该蛋白质和 ＰＬＮ０２４８１￣２ｓｕｐｅｒ 家族

蛋白质的功能相似ꎮ
２.２　 薰衣草 ＡＡＴ 蛋白氨基酸序列的多重比较和进

化树分析

　 　 薰衣草 ＡＡＴ 蛋白与克莱门氏小柑橘、甜橙、旋
蒴苣苔、黄色猴面花、山荆子、苹果、杨梅、荷花、烟

草、芝麻等 １０ 个物种 ＡＡＴ 同源蛋白的氨基酸序列

比对结果表明ꎬ这些序列均具有植物酰基转移酶

(ＢＡＨＤ)家族特有的高度保守结构域 ＨＸＸＸＤ(１６５￣
１６９ 氨基酸残基)活性位点和附加的 ＤＦＧＷＧ(３７８￣
３８２ 氨基酸残基)结构域ꎬ同时也具有 ＢＡＨＤ 家族的

保守结构域 ＬＸＸＹＹＰＬＡＧＲ(７４￣８３ 氨基酸残基)(图
２)ꎮ 因此ꎬ薰衣草 ＡＡＴ 基因属于 ＢＡＨＤ 基因家族ꎮ

Ｃｃ.克莱门氏小柑橘(ＸＰ＿００６４３７４０８.１)ꎻＣｓ.甜橙(ＸＰ＿００６４８４６９４.１)ꎻＤｈ.旋蒴苣苔(ＫＺＶ５３８０２.１)ꎻＥＧ.黄色猴面花(ＥＹＵ４１３８９.１)ꎻＭＢ. 山荆

子(ＴＱＥ０８０００.１)ꎻＭｄ.苹果(ＲＸＨ８１４０６.１)ꎻＭｒ.杨梅(ＫＡＢ１２０５２７３.１)ꎻＮｎ.荷花(ＸＰ＿０１０２７５１７２.１)ꎻＮｔ.烟草(ＸＰ＿０１６４５１５７５.１)ꎻＳｉ.芝麻(ＸＰ＿
０１１０８５８９５.２)ꎮ

图 ２　 薰衣草 ＡＡＴ 蛋白的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＡＡＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌａｖｅｎｄｅｒ
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　 　 构建薰衣草(Ｌａｖａｎｄｕｌａ ｘ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ)与 １０ 个物

种 ＡＡＴ 蛋白的系统进化树ꎬ发现薰衣草 ＡＡＴ 与黄

色猴面花、旋蒴苣苔、芝麻、甜橙、克莱门氏小柑橘、
杨梅、荷花、烟草、苹果、山荆子 ＡＡＴ 的同源性分别

为 ６０􀆰 ８７％、 ６０􀆰 ０５％、 ５９􀆰 ６４％、 ５９􀆰 ４９％、 ５９􀆰 ７２％、
５９􀆰 ７７％、５７􀆰 ３７％、５７􀆰 ４％、５４􀆰 ７１％、５６􀆰 ０１％ꎬ其中薰

衣草 ＡＡＴ 蛋白与黄色猴面花的蛋白相似性最高ꎬ为
６０􀆰 ８７％(图 ３)ꎬ推测两者具有相似的分子功能ꎮ

图 ３　 薰衣草 ＡＡＴ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｌａｖｅｎｄｅｒ ＡＡＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

２.３　 薰衣草 ＡＡＴ 基因的表达模式分析

分析 ＡＡＴ 基因在不同组织和花冠不同发育时

期的相对表达量(图 ４)ꎬ该基因在花瓣中的表达量

最高ꎬ其次是花萼、雄蕊、叶片、雌蕊、苞叶ꎻ该基因在

花冠花蕾期和初开期的表达量较低ꎬ半开期其表达

量迅速上升ꎬ盛开期其表达量达到峰值ꎬ衰败期其表

达量降低ꎮ

２.４　 薰衣草 ＡＡＴ 基因原核表达载体的构建及鉴定

用 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切 ｐＥＴ￣２８ａ 载体和

ＡＡＴ 基因ꎬ将回收的 ＡＡＴ 基因片段与载体 ＤＮＡ 片段

连接构建重组载体 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡＡＴꎮ 双酶切电泳结果

表明ꎬ酶切获取的小片段与 ＡＡＴ 基因大小一致ꎬ大
片段与 ｐＥＴ￣２８ａ 载体大小一致(图 ５)ꎬ表明表达载

体构建成功ꎮ

图 ４　 薰衣草 ＡＡＴ 基因的时空表达

Ｆｉｇ.４　 Ｓｐａｔｉａｌ ａｎｄ ｔｅｍｐｏｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌａｖｅｎｄｅｒ ＡＡＴ ｇｅｎｅ

２.５　 薰衣草 ＡＡＴ 重组蛋白的表达条件优化及可溶

性鉴定

　 　 将重组表达载体 ｐＥＴ￣２８ａ￣ＡＡＴ 进行诱导表达ꎮ
重组蛋白在 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ、０􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ、
０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ、１􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ５ 个 ＩＰＴＧ 浓度下均能表

达ꎬ当 ＩＰＴＧ 终浓度为０􀆰 ６~ ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ时重组蛋白

表达量最高(图 ６Ａ)ꎻ在 ２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１０ ｈ 的诱

导时长下均能表达ꎬ并且 ＡＡＴ 蛋白的表达量与诱导

时长呈负相关(诱导时间越长ꎬ表达量越低)ꎬ当诱

导时间为 ２ ｈ 时表达量达到最高(图 ６Ｂ)ꎻ在 ２５ ℃、
２８ ℃、３７ ℃不同温度下均能诱导目标蛋白表达ꎬ当
温度为 ３７ ℃ꎬ在０􀆰 ６~ ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＩＰＴＧ 和 ２ ｈ 条

件下重组蛋白表达量最高(图 ６Ｃ)ꎻ因此ꎬ选择 ＩＰＴＧ
浓度为 ０􀆰 ６~０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ、诱导时间为 ２ ｈ、培养温度

３０６廖　 燕等:薰衣草醇酰基转移酶基因(ＡＡＴ)的克隆和表达分析



Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ １５０００ꎻ１:重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ ( ＋)￣ＡＡＴꎻ２:重组质粒

ｐＥＴ￣２８ａ(＋)￣ＡＡＴꎮ
图 ５　 重组质粒 ｐＥＴ￣２８ａ(＋) ￣ＡＡＴ 的双酶切鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ￣２８ａ ( ＋) ￣
ＡＡＴ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

为 ３７ ℃作为该重组蛋白的最佳诱导表达条件ꎮ 采

用以上条件诱导获得的重组蛋白与目标蛋白相对分

子质量大小一致(５.０２６×１０４ꎬ图 ７)ꎬ该蛋白质以包

涵体形式存在ꎮ
２.６　 薰衣草 ＡＡＴ 蛋白的酶活性验证

将纯化后的 ＡＡＴ 蛋白和芳樟醇混合后进行酶

活性检测ꎬ当酶促反应进行至 ２５􀆰 ５８３ ｍｉｎ 时检测到

了乙酸芳樟酯(图 ８)ꎬ表明薰衣草 ＡＡＴ 蛋白具有催

化芳樟醇合成乙酸芳樟酯的生物活性ꎮ

Ａ 中ꎬＭ:ＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ 􀅺 ＩＩꎻ１~６ 分别为 ＩＰＴＧ 浓度 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、０.２ ｍｍｏｌ / Ｌ、０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ、０.６ ｍｍｏｌ / Ｌ、０.８ ｍｍｏｌ / Ｌ、１.０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ Ｂ 中ꎬＭ:Ｐｒｏｔｅｉｎ￣
Ｒｕｌｅｒ 􀅺 ＩＩꎻ１~５ 分别为诱导时间 ０ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈꎮ Ｃ 中ꎬＭ:ＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ 􀅺 ＩＩꎻ１~３ 分别为诱导温度 ２５ ℃、２８ ℃、３７ ℃ꎮ

图 ６　 重组表达质粒 ｐＥＴ２８ａ￣ＡＡＴ 诱导条件筛选结果

Ｆｉｇ.６　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＴ２８ａ￣ＡＡＴ

Ａ 中ꎬＭ:ＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ 􀅺 Ｉꎻ１~５ 分别为 ｐＥＴ￣２８ａ 空载全蛋白、ｐＥＴ￣２８ａ 空载诱导后蛋白、ＡＡＴ 重组全蛋白、ＡＡＴ 重组诱导蛋白、ＡＡＴ 重组蛋白未

诱导ꎮ Ｂ 中ꎬＭ:ＰｒｏｔｅｉｎＲｕｌｅｒ 􀅺 Ｉꎻ１~６ 分别为 ｐＥＴ￣２８ａ 空载全蛋白、ｐＥＴ￣２８ａ 空载诱导后蛋白、ＡＡＴ 重组全蛋白、ＡＡＴ 重组诱导蛋白、ＡＡＴ 重组

蛋白诱导后破碎上清、ＡＡＴ 重组蛋白诱导后破碎沉淀ꎮ
图 ７　 薰衣草 ＡＡＴ 重组蛋白原核表达及可溶性鉴定

Ｆｉｇ.７　 Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｖｅｎｄｅｒ ＡＡＴ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ

３　 讨 论

挥发性酯类化合物作为贡献薰衣草香气的重要

组分ꎬ在薰衣草发育过程中不断积累ꎬ对于薰衣草精

油的品质以及薰衣草相关产业的发展具有重要意

义ꎮ 本研究采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术首次克隆了薰衣草
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图 ８　 薰衣草 ＡＡＴ 酶活性验证

Ｆｉｇ.８　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｖｅｎｄｅｒ ＡＡＴ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ＡＡＴ 基因的全长 ｃＤＮＡꎮ ＢＡＨＤ 酰基转移酶家族中

特有的 ＨＸＸＸＤ 基序直接参与酶活性位点的催化作

用ꎬ而 ＤＦＧＷＧ 基序与蛋白质的稳定性、互动能力和

信号转导过程相关[２１￣２２]ꎬ推测薰衣草 ＡＡＴ 蛋白也具

有类似功能ꎮ ＡＡＴ 基因在植物中具有组织表达差异

性ꎮ 薰衣草 ＡＡＴ 基因在花瓣中表达量最高ꎬ该结果

与月季 ＲｈＡＡＴ１[１２]、桂花 ＯｆＡＡＴ１ 及柿子 ＤＫＡＡＴ１ 的

表达情况相似[２３￣２４]ꎮ ＡＡＴ 基因在薰衣草花冠各个发

育时期的表达量也不同ꎮ 梅花 ＰｍＣＦＡＴ１ 基因表达

量随开花进程逐渐上升ꎬ在盛花期其表达量达到最

高[２５]ꎮ 玫瑰 ＲｒＡＡＴ 基因在半开期的表达量达到最

高ꎬ自盛花期逐渐下降[２６]ꎮ 薰衣草 ＡＡＴ 基因在盛开

期其表达量达到峰值ꎮ 薰衣草 ＡＡＴ 基因在花器官

不同发育时期的表达趋势与梅花 ＰｍＣＦＡＴ１[２５] 的表

达趋势一致ꎬ均为在盛开期表达量达到最高ꎬ和玫瑰

ＲｒＡＡＴ[２６]自盛开期后下降的趋势一致ꎮ
通过体外酶活性试验鉴定目标蛋白的生物学功

能ꎬ是确定相关基因是否参与调控酯类化合物合成

的有效途径ꎬ而建立高效诱导表达体系则是该途径

的前提条件ꎮ 曹颖等[２７] 采用优化后的表达条件在

大肠杆菌中高效表达了番茄 ＳｌＡＡＴ１ꎬ体外酶活性试

验结果表明该蛋白质具有醇酰基转移酶活性ꎮ 在细

胞裂解过程中蛋白质很容易降解ꎬ但采用本身缺少

蛋白质水解酶的 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ(ＤＥ３)感受态细胞作为表

达受体ꎬ则可保证重组蛋白不会被降解[２８]ꎮ 本研究

采用优化后的表达条件在 Ｔｒａｎｓｅｔｔａ(ＤＥ３)细胞中诱

导表达了以包涵体形式存在目的蛋白ꎬ出现表达的

目的蛋白以包涵体形式存在的原因可能是大肠杆菌

作为一种原核生物缺乏真核生物所具有的许多复杂

的折叠和翻译后的加工机制ꎬ这些机制包括蛋白质

转运、拆分和修复错误的二硫键等ꎬ由于缺乏这些机

制ꎬ大肠杆菌中表达的目标蛋白常常会有错配的二

硫键产生ꎬ而这种二硫键可能会导致蛋白质在细胞

内无法正确定位或功能失调ꎬ从而导致目的蛋白形

成包涵体[２９￣３０]ꎮ 对纯化后的目标蛋白进行体外酶

活性检测ꎬ发现 ＡＡＴ 蛋白具有催化芳樟醇合成乙酸

芳樟酯的生物活性ꎮ

４　 结 论

本研究从薰衣草杂花品系叶片中克隆得到醇酰

基转移酶基因 ＡＡＴꎬ全长１ ３４４ ｂｐꎬ编码 ４４７ 个氨基

酸ꎻ对 ＡＡＴ 蛋白氨基酸序列进行多序列比对结果显

示ꎬ该序列属于 ＢＡＨＤ 家族ꎬ系统进化树分析结果

表明 ＡＡＴ 蛋白与黄色猴面花 ＡＡＴ 亲缘关系最近ꎮ
ＡＡＴ 基因在苞叶中的表达量较低ꎬ在花瓣中的表达

量相对较高ꎬ在花器官不同发育时期ꎬＡＡＴ 基因的表

达呈先升高后降低的趋势ꎮ 重组蛋白表达最适诱导

条件为:ＩＰＴＧ 浓度０.６~ ０􀆰 ８ ｍｍｏｌ / Ｌ、诱导时间 ２ ｈ、
培养温度 ３７ ℃ꎬ对包涵体蛋白进行纯化复性发现其

具有催化芳樟醇合成乙酸芳樟酯的生物活性ꎮ 本试

验结果为进一步验证 ＡＡＴ 基因在薰衣草酯类物质

合成中的作用奠定了基础ꎬ为今后利用基因工程手

段培育精油产量高、品质优的薰衣草新品种提供了

候选基因ꎮ
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