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摘　 要： 葫芦素类是主要分布于葫芦科植物中具有多种医药活性的四环三萜类化合物，目前药用葫芦素原料

主要从甜瓜蒂中提取。 该研究从甜瓜中克隆葫芦素类合成关键酶———鲨烯合酶（ＳＱＳ）的基因，并对其序列进

行了生物信息学分析。 结果表明：ＤＮＡ 测序和 ＢＬＡＳＴ ＲｅｆＳｅｑＧｅｎｅ 分析表明，克隆的甜瓜 ＳＱＳ 基因片段具有完

整的该酶基因开放阅读框架（ＯＲＦ）序列。 ＯＲＦ 分析显示，甜瓜 ＳＱＳ 由 ４１７ 氨基酸残基构成，等电点为 ７．５６。
对推衍的甜瓜 ＳＱＳ 氨基酸序列分析结果提示，该酶二级结构以 α 螺旋为主。 结构域预测结果表明，ＳＱＳ 属于

异戊二烯合酶家族，具有法呢酰基二磷酸及镁离子的结合位点。 三级结构预测提示，甜瓜 ＳＱＳ 为单体酶，其活

性中心主要由几个 α 螺旋围绕形成的穴状结构。 磷酸化位点分析显示，Ｓ４８处于酶活性中心相关４７ＶＳＲＳＦ５２的

模体中，而 Ｓ１９６是正选择位点，提示这两处磷酸化位点可能是甜瓜 ＳＱＳ 酶活性调节的关键部位。 以甜瓜 ＳＱＳ
基因 ＯＲＦ 序列构建系统发生树的系统发生分类结果与形态学分类结果一致。 该研究结果为葫芦素类的生物

合成调控研究提供了新的线索和实验依据。
关键词： 甜瓜， 鲨烯合酶， 基因克隆， 序列分析
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　 　 葫芦素类（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｉｎｓ， Ｃｕｓ）为一类主要分布

于葫芦科植物中的四环三萜化合物，其抗炎、抗肿瘤

和免疫调节活性具有重要医学价值（王莉梅和姚

铭，２０１５）。 植物体内包括 Ｃｕｓ 在内的三萜化合物主

要通 过 甲 羟 戊 酸 途 径 （ ｍｅｖａｌｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｐａｔｈｗａｙ，
ＭＶＡ）合成。 该途径以乙酰 ＣｏＡ 为原料，经过一系

列酶促反应生成金合欢基焦磷酸或法尼基焦磷酸

（ｆａｒｎｅｓｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＦＰＰ）。 ２ 分子 ＦＰＰ 在鲨烯合

酶（ｓｑｕａｌｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ， ＳＱＳ）催化下以尾尾方式连接

生成鲨烯，后者经不同途径环合生成三萜化合物

（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ，２０１１）。 ＳＱＳ 处于萜类代谢途径中的

ＦＰＰ 到其它产物的分支点上，是生物合成三萜化合

物的一个关键酶。 ＳＱＳ 的含量和活性直接影响到鲨

烯的生物合成量，进而影响到三萜化合物的生物合

成（吴耀生等， ２００７）。
目前，三七、人参和红花栝楼等多种药用植物的

ＳＱＳ 基因已被克隆 （吴耀生等， ２００７；张明哲等，
２０１０；陶晨陈等，２０１５）。 然而，尽管药用葫芦素原

料主要从甜瓜蒂中提取，但甜瓜 ＳＱＳ 基因序列及酶

分子结构尚未见文献报道。 本研究从甜瓜叶中克隆

了 ＳＱＳ 基因开放阅读框架 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ，
ＯＲＦ）及其 ３′末端序列，并对推衍的甜瓜 ＳＱＳ 氨基

酸序列进行了生物信息学分析。

１　 材料与方法

１．１ 材料

甜瓜种为购自驻马店市志海种业有限公司

２０１４ 年 ３ 月的甜瓜一代大田用种，将种子种于温室

发芽至 １０ ｃｍ 后，取其叶片保存至液氮中备用。 Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自大连宝生物公

司，３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ
购自日本 ＴａＫａＲａ 公司，２×Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、核酸

电泳 Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、质粒小提试剂盒和大肠杆菌

ＤＨ５α 购自于天根生化科技有限公司，异硫氰酸胍

粉剂、Ｘ⁃ｇａｌ、ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒及引

物购自上海生物工程股份有限公司，ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ
Ｖｅｃｔｏｒ 连接试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司。 克隆测

序由上海生物工程公司完成。
１．２ 方法

１．２．１ 总 ＲＮＡ 提取及逆转录　 在陶晨陈等（２０１５）方
法的基础上改进异硫氰酸胍法提取甜瓜叶片中的总

ＲＮＡ。 取 ０．０１～０．０２ ｇ 叶片，剪成碎片置于 ２ ｍＬ 冻存

管中，放入液氮罐，过夜。 次日取出冻存管，立即加入

异硫氰酸胍提取缓冲液（４ ｍｏｌ·Ｌ⁃１异硫氰酸胍，２５
ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１柠檬酸钠 ｐＨ７．０，０．５％ 十二烷基肌氨酸钠，
用前加 β⁃巯基乙醇至总浓度 ２％），用 Ｓ１０ 高速匀浆

机（手提式高速分散器）匀浆。 加入 １００ μＬ ２ ｍｏｌ·
Ｌ⁃１ ＮａＡｃ （ｐＨ４．０）， ８００ μＬ 饱和酚，２００ μＬ 氯仿，漩涡

振荡混匀，冰浴 ５ ｍｉｎ，４ ℃ １５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 １０
ｍｉｎ。 将上层水相转移入另一 １．５ ｍＬ 离心管中，加入

２ ／ ３ 体积的 ５ ｍｏｌ·Ｌ⁃１的 ＫＡｃ，混匀，冰浴 ５ ｍｉｎ ，４ ℃
１５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 １０ ｍｉｎ。 将上层水相转移入另一

１．５ ｍＬ 离心管中，加入等体积的异丙醇，混匀。 －２０
℃冰浴 ５～１０ ｍｉｎ，４ ℃ １５ ０００ ｒ·ｍｉｎ⁃１离心 １０ ｍｉｎ。
弃上清，７０ ％的乙醇洗沉淀后加入无 ＲＮＡ 酶水溶解

沉淀，－８０ ℃保存备用。 取 １ μｇ 总 ＲＮＡ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
反转录后作为扩增甜瓜 ＳＱＳ 的 ＯＲＦ 的模板。 取 １ μｇ
总 ＲＮＡ，按 ３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴａｓｅ 说明书操作，反转录后用于扩增甜瓜 ＳＱＳ 基因

的 ３′末端序列。
１．２．２ 甜瓜 ＳＱＳ 基因部分片段的扩增及 ３′端序列的

扩增 　 参照 ＮＣＢＩ 上 ＧｅｎＢａｎｋ 中其它葫芦科植物

ＳＱＳ 序列中的高度保守序列， 设计引物 Ｐ１： ５′⁃
ＡＣＡＡＣＡＡＣＧＴＴＧＡＡＧＴＣＴＴＣＡＧＧＧＧ⁃３′， Ｐ２： ５′⁃ＣＧ⁃
ＧＴＡＡＣＣＧＴＴＴＧＧＣＡＧＡＧＡ⁃３′，扩增甜瓜 ＳＱＳ 基因部

分片段，扩增长度为 ３００ ｂｐ，扩增条件：９４ ℃预变性

１０ ｍｉｎ， 然后 ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃
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图 １　 甜瓜 ＳＱＳ 基因与其它植物 ＳＱＳ 基因序列比对构建的系统进化树
Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳＱＳ ｆｒｏｍ

Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＳＱＳ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ
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图 ２　 甜瓜与其它葫芦科植物 ＳＱＳ 氨基酸序列的比对分析
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＱＳ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅｏｕｓ ｐｌａｎｔｓ

延伸 ３０ ｓ，运行 ４０ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 将扩

增产物直接送上海生物工程有限公司测序证实所获

序列为甜瓜 ＳＱＳ 基因部分序列。 根据测序结果设

计甜瓜 ＳＱＳ 基因 ３′末端内部特异性引物 Ｐ３： ５′⁃
ＧＧＴＣＡＡＣＡＧＴＧＡＴＣＣＴＡＡＴＧＣ⁃３′及外部特异性引

物 Ｐ４： ５′⁃ＣＧＡＴＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＴＡＴＧＧＡＧＣ⁃３′。 按

３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴａｓｅ 说明
书操作并克隆甜瓜 ＳＱＳ 基因 ３′末端，将克隆菌液送

上海生物工程有限公司测序证实所获序列为甜瓜

ＳＱＳ 基因 ３′末端序列。
１．２．３ 甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ 的克隆 　 鉴于 ＳＱＳ 基因

５′末端高度保守，因此根据 ＮＣＢＩ 上 ＧｅｎＢａｎｋ 中其
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图 ３　 甜瓜 ＳＱＳ 磷酸化位点分析
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＳＱＳ ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ

图 ４　 甜瓜 ＳＱＳ 二级结构和结构域预测分析　 Ａ． 二级结构分析结果； Ｂ．结构域分析结果。
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＱＳ ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ

Ａ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ； Ｂ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｏｍａｉｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
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图 ５　 甜瓜 ＳＱＳ 三级结构预测分析　
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ

ｔｈｅ ＳＱＳ ｆｒｏｍ Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ　

它葫芦科植物 ＳＱＳ 基因序列及上述操作获得的甜

瓜 ＳＱＳ 基因 ３′末端序列设计了扩增甜瓜 ＳＱＳ 基因

ＯＲＦ 的引物 Ｐ５： ５′⁃ＧＡＴＴＧＡＧＡＧＣＧＡＧＡＡＡＴＧＧＧ⁃
３′；Ｐ６：５′⁃ＴＣＡＴＡＣＡＧＡＴＴＧＧＴＴＧＧＣＴＧ⁃３′，扩增条件

为 ９４ ℃预变性 １０ ｍｉｎ；９４ ℃ ６０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
９０ ｓ，３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 ４ ｍｉｎ。 将扩增产物

胶回收后，按美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 ｐＧＥＭ⁃Ｔ Ｅａｓｙ
Ｖｅｃｔｏｒ 试剂盒克隆甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ，将获得的质

粒送上海生物工程有限公司测序。
１．２．４ 生物信息学分析　 将获得的甜瓜 ＳＱＳ 基因序列

置 ＮＣＢＩ 上，以 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）寻找 ＯＲＦ，应用 ＤＮＡＳＴＡＲ 将

获得的 ＯＲＦ 序列翻译为氨基酸序列，以 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ）及 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析甜

瓜 ＳＱＳ 蛋白的疏水性 ／亲水性，ＮｅｔＰｈｏｓ ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＮｅｔＰｈｏｓ ／ ）对蛋白质磷

酸化位点进行预测。 以 ＤＮＡＳＴＡＲＴ 软件中的 ｐｒｏｔｅａｎ
以及在线网站 ＮＰＳ＠ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃
ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ ＿ ａｕｔｏｍａｔ． ｐｌ？ ｐａｇｅ ＝ ／ ＮＰＳＡ ／ ｎｐｓａ ＿ ｓｅｃｃｏｎｓ．

ｈｔｍ）分析其二级结构；结构域预测在 ＮＣＢＩ ＣＤ⁃Ｓｅａｒｃｈ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／
ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）网站上进行。 以 ＴＭＨＭＭ Ｓｅｒｖｅｒ ｖ． ２．０ 分

析其跨膜区。
通过 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ 软件对甜瓜 ＳＱＳ 蛋白质

的三级结构进行预测，用 ＲＡＳＴＯＰ ２．０ 软件编辑。
从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载植物 ＳＱＳ 基因，布朗葡萄藻

为 ｏｕｔｇｒｏｕｐ，以 ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８ 对已报道的绞股蓝、香瓜、
黄瓜、人参、丹参、拟南芥、甘草、番茄、马铃薯、烟草、
玉米等物种的 ＳＱＳ 氨基酸序列进行比对分析，并构

建了系统进化树， 在 ＭＥＧＡ５．０ 软件上进行 ＵＰＧＭＡ
算法，并进行１ ０００次的 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 测试。

２　 结果与分析

２．１ 甜瓜总 ＲＮＡ 提取结果

提取的甜瓜叶子总 ＲＮＡ 用紫外分光光度计检

测的 Ａ２６０ ／ ２８０值均在 １．８～２．０ 之间，Ａ２６０ ／ ２３０值也都大于

２．０，且琼脂糖凝胶电泳显示，２８ＳｒＲＮＡ 与 １８ＳｒＲＮＡ
的亮度接近 ２ ∶ １，提示所提取的总 ＲＮＡ 质量良好。
２．２ 甜瓜 ＳＱＳ 基因的扩增结果

参照 ＮＣＢＩ 上 ＧｅｎＢａｎｋ 中其它葫芦科植物 ＳＱＳ
基因序列中的高度保守序列，设计引物了 Ｐ１ 及 Ｐ２，
扩增了甜瓜 ＳＱＳ 基因部分片段，扩增长度与预期相

符，测序列结果在 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ ＲｅｆＳｅｑＧｅｎｅ 上比

对提示获得 ＳＱＳ 基因部分序列。 按 ３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ
Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ ｗｉｔｈ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴａｓｅ 说明书克隆甜瓜

ＳＱＳ 基因 ３′末端，扩增结果与预期相符。
２．３ 甜瓜 ＳＱＳ 基因的克隆

根据获得的序列设计扩增甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ
的引物 Ｐ５ 和 Ｐ６ 扩增出甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ 片段，
结果与预期相符。 将 ＰＣＲ 产物克隆入 ｐＧＥＭ⁃Ｔ
Ｅａｓｙ 载 体 中， 测 序 结 果 在 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ
ＲｅｆＳｅｑＧｅｎｅ 上比对提示获得甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ
序列。
２．４ 生物信息学分析

２．４．１ 甜瓜 ＳＱＳ 核苷酸序列分析　 将获得的甜瓜基

因序列上传至 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）
Ａｎａｌｙｚ 中的 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 工具对甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ
核苷酸序列进行分析，结果提示甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ
编码 ４１７ 个氨基酸，等电点为 ７．５６。 将甜瓜 ＳＱＳ 基

因 ＯＲＦ 与其它植物 ＳＱＳ 基因进行核苷酸序列比对

构建系统树，显示系统发生分类结果与形态学分类
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结果一致（图 １）。
２．４．２ 甜瓜 ＳＱＳ 氨基酸序列分析 　 结合 ＮＣＢＩ 中的

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 工具以及 ＤＮＡＳＴＡＲＴ 软件将甜瓜 ＳＱＳ
基因 ＯＲＦ 核苷酸序列推衍出其氨基酸序列，甜瓜

ＳＱＳ 与葫芦科其它植物氨基酸序列比对。 图 ２ 显

示，与酶活性中心相关的４７ ＶＳＲＳＦ５２、 Ｙ７０、 Ｒ７４、 Ｒ７７

ＤＴＶＥＤ８１、Ｙ１６４、Ｇ２０２、Ｌ２０５、２１２ ＲＤＹＬＥＤ２１７、Ｒ２２５ 均高度

保守。 ＮｅｔＰｈｏｓ２．０ Ｓｅｒｖｅｒ 分析提示甜瓜 ＳＱＳ 共有 １７
个磷酸化位点，其中丝氨酸磷酸化位点 ６ 个，分别为

Ｓ４８、Ｓ１９６、Ｓ２４９、Ｓ２８１、Ｓ３５８、Ｓ４０７。 苏氨酸磷酸化位点 ６
个，分别为 Ｔ７８、Ｔ８３、Ｔ１４４、Ｔ１６１、Ｔ３１８、Ｔ３２７。 酪氨酸磷酸

化位点 ５ 个，分别为 Ｙ１６５、Ｙ２３６、Ｙ２４５、Ｙ２７３、Ｙ３８７。 Ｐｒｏｔ⁃
Ｐａｒａｍ 分析结果提示，甜瓜 ＳＱＳ 为亲水性蛋白，多肽

链中包含 ５０ 个碱性氨基酸、４９ 个酸性氨基酸。 极

性氨基酸 １００ 个，疏水性氨基酸 １５９ 个，ＧＲＡＶＹ 值

为－０．０６５。
２．４．３ 甜瓜 ＳＱＳ 蛋白质结构生物信息学分析　 二级

结构分析提示，该蛋白的二级结构中 α 螺旋占

６４．９９％，延伸主链占 ７．１９％，无规则卷曲占 ２７．８２％，
甜瓜 ＳＱＳ 主要由 α 螺旋构成（图 ４：Ａ）。 结构域预

测结果提示，甜瓜 ＳＱＳ 氨蛋白质属于异戊二烯合酶

家族，具结合法呢酰基二磷酸及镁离子的结合位点，
以及富含天冬氨酸模体（图 ４：Ｂ）。 跨膜区分析提

示，甜瓜 ＳＱＳ 具两个跨膜区，分别为 ２８２ 到 ３０４ 氨基

酸之间及 ３８６ 到 ４０８ 氨基酸之间，１ 到 ２８１ 氨基酸及

４０９ 到 ４１７ 氨基酸位于膜外侧，３０５ 到 ３８５ 氨基酸位

于膜内侧。
三级结构预测提示，甜瓜 ＳＱＳ 为单体蛋白结构

（图 ５）， 结合文献 （ Ｐａｎｄｉｔ ｅｔ ａｌ， ２０００； 侯嵘等，
２０１１），其活性中心主要由几个 α 螺旋围绕形成一

穴状活性中心结构，其 １７ 个磷酸化位点均位于蛋白

质的表面。

３　 讨论

ＳＱＳ 是葫芦科植物 Ｃｕｓ 生物合成的关键酶，其
细胞定位于内质网膜 （ Ｐａｎｄｉｔ ｅｔ ａｌ； 殷秀梅等，
２０１２）。 尽管药用 Ｃｕｓ 原料主要来自甜瓜，但目前对

甜瓜 ＳＱＳ 的结构与功能仍不清楚。 本研究基于克

隆的甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ 推导出甜瓜 ＳＱＳ 氨基酸序

列。 序列分析结果提示，甜瓜 ＳＱＳ 是由 ４１７ 氨基酸

残基构成的单体酶，二级结构以 α 螺旋占为主。 其

活性中心为主要由几个 α 螺旋围绕形成的穴状结

构。 该酶有两段跨膜区，分别位于 ２８２ 到 ３０４ 及 ３８６
到 ４０８ 氨基酸残基之间，是酶蛋白锚定于内质网膜

上的肽段。 １ 到 ２８１ 及 ４０９ 到 ４１７ 氨基酸残基的肽

段位于酶蛋白的内质网膜外侧，其中包括与酶活性

中心相关的４７ ＶＳＲＳＦ５２、 Ｙ７０、 Ｒ７４、７７ ＤＴＶＥＤ８１、 Ｙ１６４、
Ｇ２０２、Ｌ２０５、２１２ＲＤＹＬＥＤ２１７和 Ｒ２２５等保守序列。 这些肽

段和氨基酸残基的分布特点应与酶的催化功能相

适应。
序列分析发现，一些磷酸化位点可能是甜瓜

ＳＱＳ 活性调节的关键部位。 该酶共有 １７ 个磷酸化

位点，均位于蛋白质的表面。 其中 Ｓ４８、 Ｓ１９６、 Ｓ２４９、
Ｓ２８１、Ｔ７８、Ｔ８３、Ｔ１４４、Ｔ１６１，Ｙ１６５、Ｙ２３６、Ｙ２４５和 Ｙ２７３ １２ 个磷

酸化位点位于酶蛋白的内质网膜外侧，Ｓ３５８、Ｔ３１８ 和

Ｔ３２７ ３ 个磷酸化位点位于酶蛋白的内质网内侧，Ｓ４０７

和 Ｙ３８７ ２ 个磷酸化位点位于酶蛋白的跨膜区。 位于

酶蛋白的内质网外侧的 １２ 个磷酸化位点可能参与

酶的活性调节。 特别是 Ｓ４８恰好位于与酶活性中心

相关４７ＶＳＲＳＦ５２模体中，因而提示其可能是酶活性调

节的一个关键性磷酸化位点。 此外，在陆生 ＳＱＳ 中

目前已发现 ２１ 个正选择位点，分别为 Ｑ３３、Ｑ５９、Ｅ１３３、
Ｓ１８９、Ｓ１９４、Ｓ１９６、Ｉ２６５、Ｋ２７８、Ｖ３８１、Ｒ３８２、Ｓ３８３、Ｅ３８４、Ｐ ３８５、Ｉ３８６、
Ｐ ３８９、Ｔ３９０、Ａ４０８、Ｒ４１０、Ｆ４１１、Ｐ ４１２和 Ｎ４１４（刘墉等，２０１３）。
其中 Ｓ１９６分布于甜瓜 ＳＱＳ 表面并位于酶蛋白的内质

网膜外侧，因此，正选择位点 Ｓ１９６可能是该酶活性调

节的另一个关键性磷酸化位点。
以甜瓜 ＳＱＳ 基因 ＯＲＦ 序列构建系统发生树得

到系统发生分类结果与形态学分类结果一致，表明

甜瓜等陆生植物的 ＳＱＳ 基因构建系统发生树可以

较好地反映不同物种间的亲缘关系。 推衍的甜瓜

ＳＱＳ 氨基酸序列与其它植物比对结果显示，该酶不

具备特征性的氨基酸位点。 葫芦科植物 ＳＱＳ 与其

他植物 ＳＱＳ 的氨基酸序列比对显示，葫芦科植物

ＳＱＳ 氨基酸序列也不具备特征性的氨基酸位点。
总之，本研究克隆了葫芦科植物甜瓜 ＳＱＳ 基

因，并应用生物信息学方法分析甜瓜 ＳＱＳ 分子结构

特点，发现该酶磷酸化位点 Ｓ４８和 Ｓ１９６可能是酶活性

调节的关键位点。 这些结果为 ＳＱＳ 酶活性和 Ｃｕｓ
生物合成调节研究提供了新的线索和实验依据。
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