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摘   要 : 白藜芦醇是一种天然植保素，且具有特殊的药理和保健功能，芪合酶 (Stilbene synthase，STS) 是该

化合物生物合成的关键酶和限速酶。白藜芦醇存在于有限几种植物且含量差异很大，虎杖中白藜芦醇含量比葡

萄、花生高 1 000 倍以上，推测不同 STS 的催化能力有可能是白藜芦醇含量差异的原因之一。为验证上述推测，

文中通过 overlap PCR 技术从葡萄叶片基因组 DNA 中克隆得到葡萄 STS 基因，连同前期工作中获得的虎杖 STS

基因 (PcPKS5)，进行了原核表达分析。诱导表达产物经过 Ni2+亲和柱纯化和 PD-10 柱脱盐后，均得到分子量

约 43 kDa 的可溶性纯化蛋白。酶促产物分析结果表明，两种酶催化产物均为白藜芦醇。酶动力学分析表明，

虎杖 STS 催化效率 (Kcat/Km) 是葡萄 STS 的 2.4 倍。文中从植物类型Ⅲ聚酮化合物合酶 (Polyketide synthase, 

PKS) 超家族催化活性位点和保守位点角度分析了造成上述两种酶活性产生差异可能存在的原因。 

关键词 : 葡萄，虎杖，芪合酶，基因克隆，原核表达，功能分析  

生物技术与方法 
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Abstract:  Resveratrol is a natural phytoalexin with special pharmacological and health functions. Stilbene synthase (STS) is a 

key and rate-limiting enzyme in the biosynthesis of resveratrol that is present only in a limited number of plants. The content of 

resveratrol from Polygonum cuspidatum is more than 1 000 times higher than grapes and peanuts. We speculate that the catalytic 

ability of different STS may be one of the reasons causing differences in the content of resveratrol. To verify the above 

speculation, Vitis vinifera stilbene synthase gene (VvSTS) was amplified according to overlap PCR protocol with genomic DNA as 

template. VvSTS and PcSTS (PcPKS5) were analyzed through heterologous expression in Escherichia coli. The expression 

products were purified with Ni-NTA sepharose affinity chromatography and desalted through PD-10 column. The molecular 

weight of the two fusion proteins was about 43 kDa. Enzyme reaction and product analysis showed that the two products were 

resveratrol. The enzyme kinetic analysis showed that the catalyze efficiency (Kcat/Km) of PcPKS5 was 2.4 times of the VvSTS.  

Our findings confirms that STS from certain plants has much higher catalytic capability. 

Keywords:  Vitis vinifera, Polygonum cuspidatum, stilbene synthase, gene cloning, prokaryotic expression, functional analysis 

白藜芦醇 (Resveratrol) 化学名为3,4’,5-三羟 

基-1,2-二苯乙烯，是一种含有芪类结构的非黄酮

类多酚化合物，在葡萄、虎杖、藜芦、决明子和

花生等有限几种天然植物中存在。它是植物受到

病原性进攻和环境恶化时产生的一种植保素，对

真菌性病害有明显拮抗作用。天然的白藜芦醇有

顺、反两种结构，自然界中主要以反式结构存在[1]。

白藜芦醇具有众多的药理和保健功能：抗肿瘤[2]、

抗氧化[3]、调节血脂[4]、保护脑和神经[5]，延缓衰

老、延长寿命、防止老年痴呆[6]等。白藜芦醇是红

葡萄酒中的功效成分，法国人在高脂肪、高蛋白、

高能量饮食习惯下，心血管疾病的发病率远低于

其他欧美国家，就是得益于经常饮用红葡萄酒。 

白藜芦醇来源于苯丙烷代谢途径[7]，其生物

合成途径为：苯丙氨酸在苯丙氨酸解氨酶 

(Phenylalanine ammonia-lyase，PAL) 作用下裂解

成反式肉桂酸，肉桂酸在肉桂酸 -4-羟基化酶 

(Cinnamate-4-hydroxylase，C4H) 的催化作用下生

成 4-香豆酸，之后在 4-香豆酸辅酶A连接酶 

(4-Coumarate-CoA ligase，4CL) 的作用下合成  

4-香豆酰辅酶A，最后，芪合酶 (Stilbene synthase，

STS) 催化1分子的4-香豆酰辅酶A和3分子的丙二

酰辅酶A生成白藜芦醇 (图1)。芪合酶是该合成途

径中最后一个关键酶，也是关键的限速酶[8]。 

白藜芦醇在有限的植物种类中的含量差异

很大，虎杖根茎中的白藜芦醇含量比葡萄、花

生高 1 000 倍以上[9]，我们推测不同 STS 的催化

能力是造成白藜芦醇在不同植物中含量差异的 
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图1  白藜芦醇生物合成途径[10] 

Fig. 1  The metabolic pathway of resveratrol[10]. The reactions for the conversion of 4-coumaroyl-CoA and malonyl-CoA 
to p-hydroxybenzalacetone by the benzalacetone synthase (BAS), and to resveratrol by stilbene synthase (STS), and to 
naringenin by chalcone synthase (CHS). Polyketide pyrones, bis-noryangonin (BNY), and 4-coumaroyltriacetic acid 

lactone (CTAL) are derailment side products of the type Ⅲ PKS reactions in vitro when the reaction mixtures are 

acidified before extraction. 
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原因之一。因此，对比和筛选来源于不同植物

的STS，对于后续白藜芦醇的生物合成及调控研

究具有现实意义。 

本研究通过引物悬挂PCR (Overlap PCR) 

技术克隆得到葡萄STS基因  (VvSTS)，构建了

pET30a-VvSTS原核表达载体，连同前期工作中

构建的虎杖STS基因  (PcPKS5) 原核表达载体

pET30a-PcPKS5[10]，分别对葡萄、虎杖STS基因

进行原核表达、蛋白纯化，在相同反应条件下

对比来源于葡萄、虎杖STS的催化活性、酶学特

性以及酶动力学参数，筛选高活性STS，以期为

白藜芦醇生物合成提供关键基因元件。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物材料 

京玉葡萄叶片取自中国科学院植物研究所，

叶片用液氮速冻后80 ℃保存。 

1.1.2  主要试剂 

pMD18-T Vector、DNA Ladder Marker、限

制性内切酶 EcoRⅠ、Hind Ⅲ及相应缓冲液、

T4 DNA 连接酶、LA Taq 聚合酶、dNTP Mixture、

X-Gal、IPTG 均购于宝生物工程 (大连) 有限 

公司。 

TransStartTM FastPfu DNA 聚合酶、Blue 

PlusTMⅡProtein Marker、ProteinRluerTMⅢ购于

北京全式金生物技术有限公司。 

高纯度质粒小提取试剂盒为康为世纪生物

科技有限公司产品；DNA 凝胶回收试剂盒为

OMEGA Bio-Tek 公司产品。 

考马斯亮蓝 R-250、溶菌酶 Lysozyme、咪

唑 Imidazole、DTT、EDTA、甘氨酸、巯基乙醇、

丙烯酰胺储存液、溴酚蓝、SDS、甘油、甲醇、

冰醋酸等用于蛋白纯化及电泳试验。 

1.1.3  引物 

根据 GenBank 中已登录的葡萄芪合酶基因

序列 (登录号：DQ459351) 设计两个外显子的

特异引物，引物序列如表 1 所示。 

以上引物的合成及克隆基因的测序由上海

生工生物工程技术服务有限公司完成。 

1.2  方法 

1.2.1  基因组 DNA 的提取 

参照徐美隆等[11]改良的 CTAB 法提取葡萄

叶片基因组 DNA。 

1.2.2  DNA 的酶切与连接 

酶切体系 (20 μL)：重组质粒≤1 ng，10×

酶切缓冲液 2 μL，限制性内切酶 10–15 U，ddH2O

补足体积至 20 μL，37 ℃反应 2 h。
 
 
 

表 1  Overlap PCR 引物序列 

Table 1  Nucleotide sequences of primers used in overlap PCR 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

178F GGGGGAATTCATGGCTTCAGTCGAGGAATTTAGAAACG 38 

178R TGGATTTGTCACATATGCGATTGAACTTCTTC 32 

998F TCAATCGCATATGTGACAAATCCATGATCAAG 32 

998R GGGGAAGCTTATTTGTAACCATAGGAATGCTATGTAACACAAC 43 

Note: The underline in primer 178F showed endonuclease EcoRⅠ, the underline in primer 998R showed endonuclease Hind Ⅲ.  
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连接体系 (20 μL)：外源 DNA 片段 200 ng，

载体片段 100 ng，10×连接缓冲液 2 μL，T4 DNA 

连接酶 1 U，ddH2O 补足体积至 20 μL，16 ℃连

接过夜。 

1.2.3  目的基因的诱导表达 

将含有重组质粒 pET30a-PcPKS5 (实验室

保存) 和本次构建的 pET30a-VvSTS 的 Rosetta

阳性菌株过夜培养，次日，菌液以 1∶100 稀释

于含有 50 μg/mL卡那霉素和 25 μg/mL氯霉素的

LB 液态培养基中，37 ℃进一步培养至 OD600 为

0.6 左右，分别以不同浓度 IPTG (0.2、0.5、    

1.0 mmol/L) 和不同时间 (2、4、6、8、10、22 h) 

进行诱导。收集各条件下等量菌体，加入 SDS

样品缓冲液裂解，SDS-PAGE 分离检测。 

1.2.4  蛋白纯化、脱盐与浓缩 

以筛选的最佳条件诱导表达蛋白，离心收

集细胞，加入抑制剂和溶菌酶后，超声破碎，

10 000 r/min离心10 min，将上清过Ni-NTA亲和

树脂层析柱纯化重组蛋白，用含咪唑的洗脱液洗

脱目的蛋白，收集各部分进行SDS-PAGE检测。 

纯化后的蛋白过PD-10柱脱盐，用截留分子

量 (MWCO) 10 000的滤膜浓缩蛋白。 

1.2.5  酶催化反应与产物检测 

250 μL体外酶促反应体系含有50 μmol/L  

p-香豆酰辅酶A、100 μmol/L丙二酰辅酶A、    

0.1 mol/L磷酸钾缓冲液以及2.0 μg纯化蛋白。反

应体系于一定温度下反应60 min后，加入终浓度

5%的乙酸，然后用250 μL的乙酸乙酯萃取，   

10 000 r/min离心10 min，取上清，挥干后，用

50 μL 50%色谱甲醇溶解。 

酶促反应产物经 SunfireTM C18 反相柱 

(5.0 μm，4.6 mm×150 mm) 的Waters HPLC检

测。流动相为甲醇  (A) 和水  (B)，流速为    

0.8 mL/min，梯度洗脱条件：10%–70% A 30 min、

70% A 10 min。白藜芦醇最大吸收波长为306 nm。 

1.2.6  酶动力学分析 

酶动力学常数的测定是在一个底物浓度饱

和的情况下，用另一个底物介于其 Km 的 0.2–6.0

范围内的 5 个浓度值进行计算获得的。试验使用

250 μL 0.1 mol/L 磷酸钾缓冲液反应体系。常数参

数的测定在其主产物的最适反应温度和最适 pH

条件下完成。Km 和 Kcat 值由 Lineweaver-Burke 曲

线的结果得出。 

2  结果 

2.1  葡萄芪合酶基因 VvSTS 的克隆 

以提取的葡萄叶片 gDNA 为模板进行 PCR

反应，扩增两个外显子 178 bp 和 998 bp。PCR

扩 增 体 系 ： 5×TransStartTM FastPfu 缓 冲 液    

10 μL，2.5 mmol/L dNTPs 5 μL，100 ng/μL 

gDNA 1 μL，10 μmol/L 上下游引物各 1 μL，

TransStartTM FastPfu DNA 聚合酶 1 μL，ddH2O

补足体积至 50 μL。PCR 反应条件为：95 ℃预

变性 2 min；95  20 s℃ ，62  20 s℃ ，72  3℃ 0 s，

共循环 35 次；72 ℃延伸 5 min。PCR 产物用琼

脂糖凝胶电泳分析，将两个外显子条带回收，

按一定比例 (178 bp∶998 bp=1∶3) 混合后作

模板，178F、998R 为引物，Overlap PCR 扩增

带有酶切位点的 VvSTS，基因全长 1 176 bp。 

2.2  序列分析 

4 种植物类型Ⅲ PKS 家族基因氨基酸序列：

紫花苜蓿 Medicago sativa MsCHS2[12]、圆叶大黄 

Rheum tataricum RtSTS[13] 、 虎 杖 Polygonum 

cuspidatum PcPKS5[10]以及本文中克隆的葡萄 

Vitis vinifera VvSTS，比较如图 2 所示。多序列的

比对由 DNAMAN 软件分析得出。 
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图 2  四个植物类型 Ⅲ PKSs 家族基因氨基酸序列比较 

Fig. 2  Amino acid sequence comparison of four type Ⅲ PKSs of plant origin. Note: Black shading shows amino acid 

identities. The active site residues conserved in the type Ⅲ PKSs (Cys164, His303 and Asn336, M. sativa CHS2 

numbering) are marked with hash symbols, and residues for CoA binding are marked with crosses. CHS active site 
residues are marked with filled inverted triangle. The abbreviations for species and accession numbers are: MsCHS2 
(Medicago sativa P30074), RtSTS (Rheum tataricum AAP13782), PcPKS5 (Polygonum cuspidatum ACC76753), VvSTS 
(amino acid sequence isolated in this work). 
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VvSTS开放读码框大小为1 176 bp，编码392

个氨基酸，蛋白分子量为43.1 kDa。本文克隆的

VvSTS氨基酸序列与登录号DQ459351的氨基酸

序列比较，发现有一个氨基酸改变，Phe39改变

为Tyr。Phe和Tyr均为芳香族类氨基酸，且不在

Ⅲ型PKS家族酶的催化活性位点处，对VvSTS

活性不构成影响。 

氨基酸序列比对结果发现，即使具有相似

的功能，不同植物来源的STS同源性并不高，如

葡萄VvSTS氨基酸序列与M. sativa CHS2[12]、  

R. tataricum STS[13]氨基酸序列的同源性分别为

71%和 65%。PcPKS5氨基酸序列与M. sativa 

CHS2、R. tataricum STS氨基酸序列同源性分别

为67%和87%。而VvSTS氨基酸序列与PcPKS5

氨基酸序列的同源性为67%。 

从图2可以看出，植物类型Ⅲ PKS家族的酶

催化活性中心  (三联体活性中心 ) Cys164、

His303和Asn336 (紫花苜蓿氨基酸序列顺序) 在

VvSTS中依旧是保守的，且VvSTS包含85% CoA

结合位点和93% CHS活性位点残基，唯一发生改

变的活性位点残基是Val98被Ile取代。PcPKS5也

有三联体活性中心，它包括69%的CoA结合位点

和64% CHS活性位点[10]，其中有5个活性位点残

基改变，Val98、Thr132、Ser133、Val196和Thr197

分别被Gln、Ile、Ala、Ile和Cys取代。 

2.3  原核表达载体的构建与诱导表达 

将Overlap PCR产物回收，与pMD18-T载体

连接，转化TOP10感受态细胞，用含有氨苄青霉

素的X-Gal/IPTG/LB平板筛选阳性克隆菌，扩大

培养，提取重组质粒pMD18-T-VvSTS，测序分

析VvSTS序列。分别用内切酶EcoRⅠ、Hind Ⅲ

双 酶 切 重 组 质 粒 pMD18-T-VvSTS 和 质 粒

pET30a，回收VvSTS片段和线性 pET30a，T4 

DNA连接酶连接片段与载体，构建原核表达载

体pET30a-VvSTS，转入TOP10感受态细胞中，

用含有卡那霉素的LB平板筛选。挑取单菌落扩

大培养，提取重组质粒，用EcoRⅠ/Hind Ⅲ双

酶切鉴定。 

将构建成功的原核表达载体pET30a-VvSTS

转化表达菌株Rosetta，经含有卡那霉素和氯霉

素的LB平板筛选，得到阳性克隆。通过对比不

同IPTG加量和不同诱导时间下表达量的差异，

选出最佳表达条件为：OD600为0.6左右时加入终

浓度1.0 mmol/L的IPTG，25 ℃下诱导4 h，进行

大量表达。经Ni-NTA琼脂糖亲和层析纯化蛋白，

得 到 带 有 His 标 签 的 VvSTS 重 组 蛋 白 ，

SDS-PAGE电泳图如图3所示，其分子量大小约

为43 kDa，与预期大小相符。PD-10柱脱盐后

SDS-PAGE电泳图如图4所示。经过截留分子量 

(MWCO) 10 000的滤膜浓缩后，得VvSTS蛋白终

浓度为1 mg/mL。 

 

 
 

图 3  VvSTS 蛋白 Ni2+树脂纯化后 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of VvSTS stained with 
Coomassie brilliant blue. M: protein molecular weight 
standard; 1: total protein from Rosetta cells harboring 
the His-tagged VvSTS construct after induction with 
IPTG for 4 h at 25 ℃; 2: soluble fraction; 3: insoluble 
fraction; 4: unbound protein after Ni-NTA sepharose 
adsorption; 5: washing with elution buffer of low 
concentration of imidazole; 6,7: recombinant VvSTS 
after Ni-NTA sepharose affinity chromatography. 
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图 4  VvSTS 蛋白 PD-10 柱脱盐后 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 4  SDS-PAGE analysis of VvSTS after desalting 
through PD-10 colume. M: protein molecular weight 
standard; 1–3: recombinant VvSTS after desalting 
through PD-10 colume. 
 

虎杖芪合酶基因 (PcPKS5) 的原核表达载体

已于实验室前期工作中构建成功 [10]。通过对

PcPKS5在不同诱导剂加量、不同诱导时间下表达

量的比较，选出最优表达条件为：OD600为0.6左

右时加入终浓度0.8 mmol/L的IPTG，25 ℃下，诱

导6 h，做大量表达。经Ni-NTA琼脂糖亲和层析纯

化后，SDS-PAGE电泳图如图5所示，纯化蛋白分

子量大小与预期相符。PD-10柱脱盐后电泳图如图

6所示。经过截留分子量 (MWCO) 10 000的滤膜

浓缩后，得PcPKS5蛋白终浓度为2 mg/mL。 

2.4  功能鉴定与酶学性质分析 

白藜芦醇标准品高效液相色谱 (HPLC) 图谱

如 图 7A 所 示 。 VvSTS 催 化 p- 香 豆 酰 辅 酶 A 

(p-coumaroyl-CoA) 和丙二酰辅酶A (malonyl-CoA) 

反应产物的HPLC图谱如图7B所示。标准品和催化

产物的共色谱图如图7C所示，进一步证实了

VvSTS在以p-香豆酰辅酶A和丙二酰辅酶A为底物

时能有效催化白藜芦醇的合成。PcPKS5的功能及

酶学性质见本实验室前期工作[10]。 

2.5  VvSTS 与 PcPKS5 的酶动力学分析 

双倒数法  (Lineweaver-Burk) 测定VvSTS

和PcPKS5酶动力学参数值，如表2所示。在同一

体外酶促反应体系下，VvSTS与PcPKS5分别在

各自的最适反应条件 (VvSTS：pH 7.0，50 ℃；

PcPKS5：pH 7.0，40 ) ℃ 下催化p-香豆酰辅酶A

和丙二酰辅酶A，生成白藜芦醇。从Km值可以看

出，两种酶对p-香豆酰辅酶A均表现出更高的底

物亲和力；而在整体催化效率  (Kcat/Km) 上，

PcPKS5为VvSTS的2.4倍。 

 

 
 

图 5  PcPKS5 蛋白纯化 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 5  SDS-PAGE analysis of PcPKS5 stained with 
Coomassie brilliant blue. M: protein molecular weight 
standard; 1: total protein from Rosetta cells harboring 
the His-tagged PcPKS5 construct after induction with 
IPTG for 6 h at 25 ℃; 2: soluble fraction; 3: insoluble 
fraction; 4: unbound protein after Ni-NTA sepharose 
adsorption; 5: washing with elution buffer of low 
concentration of imidazole; 6,7: recombinant PcPKS5 
after Ni-NTA sepharose affinity chromatography. 

 

 
 

图 6  PcPKS5 蛋白 PD-10 柱脱盐后 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 6  SDS-PAGE analysis of PcPKS5 after desalting 
through PD-10 colume. M: protein molecular weight 
standard; 1–7: recombinant PcPKS5 after desalting 
through PD-10 colume. 
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图 7  高效液相色谱 (HPLC) 检测图谱 

Fig. 7  HPLC elution profiles. (A) HPLC elution profiles of resveratrol standard. (B) HPLC elution profiles of 
VvSTS enzyme in vitro reaction product. (C) HPLC elution profiles of resveratrol standard and VvSTS enzyme in 
vitro reaction product. 
 

表 2  VvSTS 和 PcPKS5 酶动力学参数 

Table 2  Steady-state kinetic parameters for VvSTS and PcPKS5 

Enzyme 
p-Coumaroyl-CoA Malonyl-CoA 

Kcat (min–1) Km (μmol/L) Kcat/Km (M–1s–1) Kcat (min–1) Km (μmol/L) Kcat/Km (M–1s–1)

VvSTS 2.4 7.0 5 807 5.1 58.4 1 462 

PcPKS5 3.7 4.4 13 910 3.9 23.2 2 836 
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3  讨论 

STS 是 植 物 类 型 Ⅲ 聚 酮 合 酶 超 家 族 

(Plant-specific type Ⅲ polyketide synthases 

superfamily) 成员之一，其基因及蛋白一级结构

序列具有较高的同源性，是白藜芦醇生物合成

的关键酶和限速酶。 

大量研究结果表明，白藜芦醇既对人类健

康有保护作用，又是一种植物抗毒素，对植物

病害有拮抗作用。白藜芦醇及其衍生物具有抗

氧化、抗癌细胞增殖的活性[12-13]，在肝脏保护、

调节血脂、延长寿命等方面具有重要意义[14]。

白藜芦醇植物基因工程研究是证明其在植物抗

病中作用的重要方法，葡萄STS基因转化烟草 

Nicotiana tabacum ， 提 高 了 烟 草 对 灰 霉 病 

Botrytis cinerea 的抗病能力[15]。1976年白藜芦

醇作为植物抗毒素在葡萄 Vitis vinifera 中被发

现[16]，葡萄及其相关产品被认为是人类食品中

白藜芦醇最主要的来源。虎杖  Polygonum 

cuspidatum 的主要功效成分包括白藜芦醇，其

含量是检测中药虎杖质量的重要指标之一，它

也是目前发现的白藜芦醇含量较高的物种。不

同植物或同种植物不同组织部位中白藜芦醇的

积累有明显差异[17]。葡萄STS转化烟草，在烟草

叶片中表达，生成鲜重300 μg/g的白藜芦醇[15]。

Beekwilder 等 [18]利用4CL和葡萄STS融合基因

外源转化4-香豆酸合成白藜芦醇，取得在重组大

肠杆菌培养系统中白藜芦醇含量为16 mg/L，在

重组酵母中为6 mg/L的研究结果。上述研究使

用的均为葡萄STS，是否存在活性更好、效率更

高的STS引起我们的兴趣。虎杖根茎中白藜芦醇

的含量远高于葡萄中的含量[9]。推测不同STS的

催化能力是造成白藜芦醇在不同植物中含量差

异的原因之一，虎杖中有可能存在催化效率更

高的STS。 

1984年Schoppner研究证明STS对底物具有

高度的专一性，p-香豆酰辅酶A (Km=2 μmol/L) 

是STS的最适底物[19]，若换成其他结构类似物则

无白藜芦醇生成。近年来，关于葡萄STS[20]和虎

杖STS[10]动力学参数的测定均有报道。由于各自

的反应体系和反应条件有所不同，导致两者动

力学参数及催化效率没有可比性。为了筛选出

更高活性芪合酶基因，本研究在同一催化体系

和试验批次下，同时比较了两种不同植物来源

STS ， 即 来 源 于 葡 萄 VvSTS 和 来 源 于 虎 杖

PcPKS5的催化活性，测定了各自在最适反应条

件下的酶动力学参数。结果表明，VvSTS和

PcPKS5均对p-香豆酰辅酶A具有高度的选择性。

两者对p-香豆酰辅酶A的催化效率 (Kcat/Km) 测

定结果显示，PcPKS5的活性为VvSTS的2.4倍，

进一步证明了不同来源STS催化活性确实存在

差异，STS活性的差异是造成了白藜芦醇在植物

体内含量不同的原因之一。 

迄 今 为 止 ， 查 尔 酮 合 成 酶 (Chalcone 

synthase，CHS)是高等植物中最共同和分布最广

泛的类型Ⅲ PKS，所有已经得到功能验证的植

物类型Ⅲ PKS 超家族其他成员 (包括 STS) 都

来自于 CHS 广泛重复和后续的遗传变异[21]。基

因重复和功能分化一直被看作是新基因起源的

主要途径[22]。来自不同类群植物的 STS 基因在

分子系统树上并不形成一个独立的分支，而是

分别于同一科植物的 CHS 基因结合在一起[23]。

因此，同为蓼科的 PcPKS5 与 RtSTS 具有高达

87%的同源性，且活性位点残基完全一致，而同
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具有 STS 活性的 VvSTS 与 PcPKS5 的同源性仅

为 67%。在 CHS 活性位点残基中 VvSTS 只有 1

个改变，Val98 被 Ile 取代，而 PcPKS5 改变了 5

个，Val98、Thr132、Ser133、Val196 和 Thr197

分别被 Gln、Ile、Ala、Ile 和 Cys 取代。VvSTS

和 PcPKS5 与 MsCHS2 的同源性分别为 71%和

67%。这些氨基酸的改变可能造成了不同的空间

结构，替代的氨基酸极有可能与酶活性有关。

早先就有实验证明只需突变 CHS 中少数几个氨

基酸，就可使其具有 STS 活性[23]。植物类型Ⅲ

PKS 家族内其他成员酶功能的多样性均来自其

原型酶——CHS 活性位点的小的修饰，这些小

的变动影响了该类酶活性中心空间构象，这种

空间变化极大改变了酶分子的起始底物选择

性、链延伸长度和环化反应机制[24]。有实验证

明 STS 功能的获得主要是由于催化位点附近少

数氨基酸的替换改变了活性中心的氢键骨架，

从而导致环化反应的特性发生改变 [21,25]。STS

和 CHS 利用相同的底物，即 p-香豆酰辅酶 A 和

丙二酰辅酶 A 形成相同的丁烯酮中间体。在后

续反应中 STS 通过催化 C2/C7 aldol 环化生成白

藜芦醇，而 CHS 通过催化 C6/C1 克莱森环化生

成柚皮素查尔酮(图 1)。Thr132 在 STS 和 CHS

不同的环化机制中发挥着至关重要的作用[25]。

Thr132位置的移动改变了围绕催化 Cys164形成

了“aldol-switch”硫酯酶样氢键网络，从而使

STS 形成了与 CHS 不同的环化机制[26]。VvSTS

中 Thr132 是保守的，而在 PcPKS5 中 Thr132 被

Ile 替代，且两者催化产物均为白藜芦醇。为了

进一步确定活性差异产生的原因，氨基酸定点

突变和蛋白晶体学分析等相关研究为我们下一

步工作的重点。 
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