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摘 要 为认识葫芦科植物中葫芦素生物合成途径所需鲨烯合酶基因结构特征，克隆白皮黄瓜鲨烯合酶(squalene synthase, 

SS)基因 cDNA 并进行生物信息学分析。根据葫芦科植物绞股蓝、罗汉果、红花栝楼等的鲨烯合酶基因 cDNA 序列，设计白

皮黄瓜鲨烯合酶引物，分别采用 3'RACE 和 5'RACE 技术扩增鲨烯合酶基因 3'端和 5'端。获得白皮黄瓜鲨烯合酶基因的两个

cDNA 克隆，命名为 CsSS1 和 CsSS2，其 cDNA 序列全长分别为 1 627 bp 和 1 534 bp，都编码 417 个氨基酸残基，分子质量

为 47.6 kD。成功克隆得到白皮黄瓜鲨烯合酶基因全长 cDNA 序列并对其进行序列分析，后续可用于葫芦素生物合成途径所

需鲨烯合酶基因正选择位点功能分析。 
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Abstract We cloned the full length cDNA encoding squalene synthase (SS) from white cucumber and did bioinformatic analysis, 

in order to get more insight into the structural characteristics of SS involved in cucurbitacine biosynthesis pathway of Cucurbitaceae. 

According to the cDNA sequence of SS gene from Cucurbitaceae including Gynostemma pentaphyllum, Siraitia grosvenorii, 

Trichosanthes rubriflos and so on, primers of squalene synthase of white Cucumber were designed to amplify 3'-terminal and 

5'-terminal sequence of SS by 3'-RACE and 5'RACE respectively. Two cDNAs of SS of white cucumber were obtained, named 

CsSS1 (1 627 bp) and CsSS2 (1 534 bp) respectively, all coding a polypeptide containing 417 amino acid residues with molecular 

weight of 47.6 kD. We successfully cloned the full length cDNA sequence of white cucumber squalene synthase gene and did 

bioinformatic analysis. Furthermore, these two cDNA clones will be utilized for the analysis of the positive selection site of squalene 

synthase involved in cucurbitacine biosynthesis pathway. 

Keywords White cucumber; Squalene synthase; RACE; Gene cloning; Bioinformatic analysi

鲨烯合酶(squalene synthase, SS, EC2.5.1.21)

是植物甾醇和三萜生物合成过程中的一个关键

酶，催化两分子法呢酯焦磷酸缩合生成鲨烯，在

2,3-氧化鲨烯环化酶催化下，鲨烯转化为 2,3-环

氧化鲨烯(Beytia et al., 1973)。三萜皂苷是一类重
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要的植物次生代谢产物，有研究表明具有降低胆

固醇、抗炎、抗凝血、保肝护肝等药理作用，同

时具有抗菌和抗虫害的作用(许晓双等, 2014)。SS

在鲨烯后续生物合成支路中处于关键地位，其含

量和活性决定了后续产物的合成，如诱导银柴胡

(Kim et al., 2011b)、刺五加(Seo et al., 2005)、睡茄

(Patel et al., 2015)等鲨烯合酶的表达，能够提高其

三萜皂苷和植物甾醇的含量；抑制人参鲨烯合酶

的表达则可降低其三萜皂苷的生成量(Han et al., 

2010; 何闪等, 2013)。 

黄瓜(Cucumis sativus L.)是葫芦科黄瓜属一

年生草本蔓生攀缘植物，白皮黄瓜是它的一个品

种。黄瓜果实中除含丰富的维生素 A、C、E 和

大量对人体有益的矿物质，还含有丙醇二酸，能

抑制糖类转化为脂肪。葫芦素(cucurbitacins)为葫

芦烷型四环三萜类化合物，近年来研究发现对急

性肝损伤及酒精肝具有保护作用(昌友权, 2006)，

同时具有抗炎(乔静等, 2012)、抗肿瘤(张延亭等, 

2012)等多种生物活性作用。葫芦素 C 是黄瓜植株

中的苦味成分，在鲜嫩叶子中的含量最高，但是

随着叶变枯萎而下降，而葫芦素 C 单体化合物在

室温或者甲醇溶液中均能稳定存在(卿志星等 , 

2014)。黄瓜转录组学研究表明，葫芦素 C 是由黄

瓜的 9 种基因参与的 4 步催化反应生成而得。转

录因子 Bl 和 Bt 分别调节叶子和果实通路，基因

组信号追踪提示在培育过程中加强Bt的选择可从

苦味黄瓜亲代中产生无苦味黄瓜 (Shang et al., 

2014)。葫芦素 C 在自然界中很少被发现，目前仅

发现存在于葫芦科黄瓜属植物黄瓜。葫芦素 C 与

葫芦素 B 具有相似的结构，葫芦素 B 已经被开发

成为抗肝癌药物——葫芦素片。因此，葫芦素 C

具有潜在的药用价值。鲨烯合酶作为催化萜烯类

物质生物合成的第 1 个关键酶，因而，其研究倍

受重视，目前很多物种的 SS 基因被克隆及功能分

析，如甘草(荣齐仙等, 2011)、北柴胡(隋春等, 

2010)、刺五加(龙月红等, 2012)、茯苓(Wang et al., 

2014)、金铁锁(戴住波等, 2008)，而 GenBank 登

载的陆生植物 SS 基因已有 50 多种，但对白皮黄

瓜 SS 基因的相关研究尚未见有报道。 

 

作为三萜合成通路关键酶，鲨烯合酶 SS 基因

的克隆使植物内萜类物质代谢调控机制和植物抗

病机理研究深入到分子水平，为在分子水平上探

讨三萜皂苷生物合成机理及其在药用植物中的应

用具有重要意义。本研究采用 RACE 技术克隆白

皮黄瓜 SS 基因的 cDNA 序列，并进行生物信息学

分析，为揭示鲨烯合酶在白皮黄瓜三萜生物合成

中的作用及生物工程中的应用奠定基础。 

1 结果与分析 

1.1 白皮黄瓜总 RNA 提取 

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA，28S与18S

的亮度比约为 2:1，说明所提的白皮黄瓜总 RNA

较完整。经蛋白核酸分析仪检测，A260/A280 比值

为 1.91，说明所提取的 RNA 纯度高，可用于下一

步实验(图 1)。 

1.2 白皮黄瓜 SS 基因 3'RACE 及 5'RACE 扩增 

通过 3'RACE 扩增得到片段长度为 1 200 bp

左右的特异条带，5'RACE 扩增得到片段长度为

500 bp 左右的特异条带(图 2)。 

1.3 白皮黄瓜 SS 基因核苷酸序列分析 

利用Vector NTI Suite 6.0软件拼接及人工校

对后，得到两条CsSS基因cDNA序列，其长度分别

为1 627 bp和1 534 bp，两者ORF完全相同, 差异位

于编码区外的3’UTR (CsSS1比CsSS2多82个碱基) 

(图3)。翻译起始点位于第3个碱基处，终止密码子

为TGA，位于第1 253个碱基处，包含了一个1 251 

bp的完整开放阅读框ORF，编码417个氨基酸残

基。使用NCBI Blast比对，与葫芦科植物绞股蓝、

罗汉果等植物的核苷酸序列同源性分别达到87%

和92%；氨基酸序列的同源性则为88%和95%。 

 

 

图1白皮黄瓜总RNA电泳检测 

注: M: Marker; 1, 2: 总RNA 

Figure 1 Electrophoresis detection of total RNA of white 

cucumber 

Note: M: Marker; 1, 2: Total RNA 

 

 
图2白皮黄瓜3'RACE和5'RACE的PCR产物凝胶电泳 

注: M: Marker; 1: 3'RACE产物; 2: 5'RACE产物 

Figure 2 Electrophoretogram of 3’RACE and 5’RACE PCR 

product of SS from white cucumber 

M: Marker; 1: PCR result of 3’RACE; 2: PCR result of 

5’RACE 

1.4白皮黄瓜SS基因氨基酸序列分析及蛋白质结

构预测 

利用Mega4.0软件分析表明，白皮黄瓜SS基因

编码417个氨基酸残基，经NCBI Blast比对，白皮
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黄瓜氨基酸序列与葫芦科植物绞股蓝、罗汉果的

同源性分别达到88%和95%。通过Protparam软件

分析，得到白皮黄瓜氨基酸序列相对分子质量为

47.6 kD，等电点为7.90，带正电残基(Arg+Lys)为

51, 负电残基(Asp+Glu)为49。其不稳定系数为

40.87, 脂肪系数为97.99,总平均亲水性(GRAVY)

为-0.034。由此可知，初步预测白皮黄瓜SS蛋白为

亲水性蛋白。 

利用Protscale对该蛋白质亲水性与疏水性进

一步预测，结果显示，最小值为-2.300, 最大值为

3.422，数值大于0表示疏水性，小于0表示亲水性。

介于0.5~-0.5之间的主要为两性氨基酸，其中Ile

分值为4.5，疏水性最强，而Arg分值为-4.5，亲水

性最强(图4)。 

 
图3白皮黄瓜SS cDNA序列及推导的氨基酸序列 

注: 黑体ATG为起始密码子, 黑体加下划线TGA为终止密

码子; 大写字母表示编码区, 小写字母表示5′和3′端非翻

译区; 上行为核苷酸序列, 下行为氨基酸序列; 小写字母

加下划线为两条序列不同之处 

Figure 3 cDNA sequence and deduced amino acid sequence 

for SS gene from white cucumber 

Note: ATG is initiation codon in bold, TGA is termination 

codon in bold and underlined; Capital letters represent 

encoding regions, lowercase letters represent 5’ and 3’ 

untranslated regions; Up rows indicate nucleotide sequence, 

down rows indicate amino acid sequence; Lowercase letters 
underlined is difference between the two sequences 

在 线 网 站
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html

预测白皮黄瓜 SS 跨膜区域。结果表明，此蛋白包

含 3 个跨膜区，其在氨基酸序列上分别位于

169~187、285~301 和 389~408 位之间，与葫芦科

植物红花栝楼预测的结果一致性较高(图 5)。 

 
图4白皮黄瓜SS基因疏水性与亲水性预测 

Figure 4 Hydrophobicity and hydrophilicity prediction of SS 

from white cucumber 

 

 
图5白皮黄瓜SS基因跨膜区预测 

Figure 5 Transmembrane segment prediction of SS gene from 

white cucumber 

 

对白皮黄瓜 SS 基因的蛋白二级结构进行预

测，结果显示其二级结构中含 α螺旋(alpha helix) 

65.71%，β转角(beta turn) 6.71%，扩展链(extended 

strand) 10.07%，无规卷曲(random coil) 17.51%。

由 SWISS-MODEL Workspace 在线分析软件建立

CsSS 三维结构模型(图 6)。利用在线软件 Signal P 

4.0 Server 分析表明，白皮黄瓜鲨烯合酶 SS 蛋白

结构中无信号肽，是一种非分泌蛋白，其亚细胞

定位于质膜上。 

 
图 6 白皮黄瓜 SS 基因三维结构预测 

Figure 6 Three dimensional models prediction of SS gene 

from white cucumber 



计算分子生物学(网络版) 

Jisuan Fenzi Shengwuxue (Online) 

Copyright © 2016 BioPublisher                                            Jisuan Fenzi Shengwuxue | Vol.5 | No.1 | 1–7 

1.5 SS基因序列比较及进化树分析 

利用Vector NTI Suite 6.0将得到的白皮黄瓜

SS与GenBank登载的植物SS的氨基酸序列进行多

重比对，以藻类植物等的SS作为外类群构建系统

发育进化树(图7)。结果显示，白皮黄瓜与葫芦科

植物罗汉果、红花栝楼、绞股蓝的亲缘关系最近。

经NCBI Blast比对，白皮黄瓜SS基因的氨基酸序

列与已知植物SS的同源性为80%~95%，核苷酸序

列同源性为78%~92%。保守区域预测结果表明，

白皮黄瓜SS保守序列位于N端和中间。 

 
白皮黄瓜  White Cucumber SS

罗汉果  Siraitia grosvenorii AEM42980.1

红花栝楼  Trichosanthes rubriflos SS

绞股蓝  Gynostemma pentaphyllum ACQ90302.1

金铁锁  Psammosilene tunicoides ABQ96265.1

布朗葡萄藻  Botryococcus braunii AAF20201.1

蛇足石杉  Huperzia serrata AEX58673.1

香鳞毛蕨   Dryopteris fragrans KJ728647

东北红豆杉  Taxus cuspidata ABI14439.1

马尾松  Pinus massoniana AHI96421.1

滇重楼  Paris polyphylla var. yunnanensis AGW25489.1

浙贝母  Fritillaria thunbergii AHB20141.2

盾叶薯蓣  Dioscorea zingiberensis AGN32410.1

水稻  Oryza sativa Japonica Group BAA22557.1

玉米  Zea mays BAA22558.1

铁皮石斛  Dendrobium officinale AGI56082.1

泽泻  Alisma plantago-aquatica AFY63035.1

吊兰  Chlorophytum comosum AFN61199.1

拟南芥  Arabidopsis thaliana BAA06103.1

陆地棉  Gossypium hirsutum ABX10442.1

树棉  Gossypium arboreum KHG01756.1

远志  Polygala tenuifolia Willd ABG66304.1

北柴胡  Bupleurum chinense ACX42423.1

银柴胡  Bupleurum falcatum AAY46017.1

刺五加  Acanthopanax senticosus AER23670.1

辽东楤木  Aralia elata ADC32654.1

三七  Panax pseudoginseng AIK21786.1

西洋参  American Ginseng AED99863.1

积雪草  Centella asiatica AAV58897.1

人参  Panax ginseng ACV88718.1

青蒿素  Arteannuin AAG14896.2

洋甘菊  Matricaria recutita AIX97193.1

百脉根  Lotus corniculatus BAC56854.1

膜荚黄耆  Astragalus membranaceus ADW27427.1

菜豆  Phaseolus vulgaris AHA84150.1

大豆  Glycine max BAA22559.1

野生大豆  Glycine soja KHN25422.1

乌拉尔甘草  Glycyrrhiza uralensis ADG36722.1

蒺藜苜蓿  Medicago truncatula XP_003607040.1

光果甘草  Glycyrrhiza glabra BAA13083.1

苹果  Malus domestica AGS78117.1

枇杷  Eriobotrya japonica AFI33135.3

柿树  Diospyros kaki ACN69082.1

油茶  Camellia oleifera AGB05603.1

大戟  Euphorbia pekinensis AFT92039.1

绿玉树  Euphorbia tirucalli BAH23428.1

毛果杨  Populus trichocarpa XP_002313765.1

木榄  Bruguiera gymnorhiza ADD54645.1

本氏烟  Nicotiana benthamiana AAA87048.1

烟草  Nicotiana tabacum AAB08578.1

龙葵  Solanum nigrum AGS57530.1

马铃薯  Solanum tuberosum BAA82093.1

西红柿  Solanum lycopersicum ACY25092.1

南非醉茄  Withania somnifera ADC95435.1

甜椒  Capsicum annuum AAD20626.1

丹参  Salvia miltiorrhiza ACR57219.1

假马齿苋  Bacopa monnieri ADX01171.1

印度苦楝树  Azadirachta indica AFJ15526.1

图 7 不同植物 SS 氨基酸序列进化树 

Figure 7 Phylogenetic tree based on amino acid sequence of SS from different plants 
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2 讨论 

本研究从白皮黄瓜中克隆得到萜类合成途径

中的关键酶鲨烯合酶基因 CsSS 两个 cDNA 克隆，

并对其 cDNA 序列进行了生物信息学分析。目前

GenBank 登载葫芦科植物的 SS 基因序列只有罗

汉果和绞股蓝及预测得到的黄瓜、香瓜等。而本

研究克隆得到的白皮黄瓜及前期得到的红花栝楼

(陶晨陈等, 2015) SS 基因序列，有助于在分子水

平上对葫芦科三萜皂苷生物合成途径关键酶基因

功能研究的深入，有利于进一步了解葫芦科植物

的生物特性，并为 SS 的正选择位点与功能的关联

性分析奠定基础。 

 

本研究利用 3’RACE 技术和简并引物扩增技

术，首次从白皮黄瓜中克隆获得长度为 1 627 bp

和 1 534 bp 的两条 cDNA 序列，都编码 417 个氨

基酸。由于 5’端采用简并引物扩增的方法，根据

葫芦科罗汉果的序列预测白皮黄瓜 SS 基因的 5’

末端大约有 350 bp 尚未扩增出来，但所得到的

cDNA序列包含了白皮黄瓜 SS基因完整的读码框

和主要的功能区域；并且得到的两条序列中，其

编码序列相同，并没有影响其编码鲨烯合酶蛋白。

今后将进一步研究得到白皮黄瓜 5’末端序列，并

进行原核表达分析其功能区域是否与预测一致。 

 

随着人们对鲨烯合酶基因研究的深入，越来

越多植物鲨烯合酶发现有两个或两个以上的拷贝

数，例如人参(Kim et al., 2011a)、拟南芥(Busquets 

et al., 2008)、丹参(马艺沔等, 2014)等，这些植物

中三萜量较为丰富，具有多个不同表达模式的鲨

烯合酶基因。本研究得到的白皮黄瓜 2 个鲨烯合

酶克隆，进一步证明了一个基因具有多个拷贝的

事实。根据基因序列结构比较分析，这 2 个基因

编码的蛋白相同，很可能是通过基因平行复制而

来的平行同源基因。由于鲨烯合酶是以 FPP 作为

底物来合成三萜，诱导 SS 的表达能增加植物甾醇

及三萜类化合物的生成量，而抑制 SS 的表达则促

进倍半萜、类胡萝卜素等的生物合成，因而通过

调节鲨烯合酶的含量和活性可以提高相关物质的

产量(蒋东等, 2014; 张萍等, 2014)。 

 

如人参的 3 个鲨烯合酶基因都能够编码有活

性的鲨烯合酶(Kim et al., 2011a)，而拟南芥 2 个鲨

烯合酶基因中，只有一个基因能够编码有活性的

鲨烯合酶(Busquets et al., 2008)，因此有利于人参

特异的三萜皂苷的生成。本研究中克隆的 2 个白

皮黄瓜鲨烯合酶基因也可能在黄瓜甾醇和三萜生

物合成中具有不同调节作用，而这两个平行同源

基因之间是如何相互配合调节？是否和人参 SS

一样也具有多种不同表达模式？在黄瓜的基因组

中，这两个 SS 的分布有什么特征？还有待于进一

步研究。 

3 材料与方法 

3.1 植物材料 

白皮黄瓜种子购于柳州市兴旺蔬菜良种经营

部，于 2015 年 3 月中旬种植于广西医科大学校园

内，6 月份采集生长旺盛植株的新鲜叶子，清洗

干净，立即放入液氮，做好记录，转存于-80℃超

低温冰箱贮存，作为样本材料。 

 

3.2 试剂 

Total RNA 提取试剂盒、3'-Full RACE Core 

Set with Prime Script
TM

 RTase、柱式胶回收试剂

盒、LA Taq DNA 聚合酶、限制性内切酶等购买于

TaKaRa 公司；pEASY-T1 Cloning Kit、Transl-T1

感受态细胞为全式金公司产品；质粒提取试剂盒

为天根公司产品，其他试剂均为国产分析纯产品。 

 

3.3 白皮黄瓜总 RNA 提取 

按照TaKaRa公司的Total RNA提取试剂盒方

法提取白皮黄瓜总 RNA，经 1.5%琼脂糖凝胶电泳

检测总RNA的完整性，并用DNA/Protein Analyzer

检测总 RNA 的质量和浓度。 

 

3.4 白皮黄瓜 cDNA 第一链的合成与 3'RACE 扩

增 

根据 GenBank 登载的绞股蓝、罗汉果等 SS

基因 cDNA 序列以及本课题组前期克隆的红花栝

楼 SS cDNA 序列，设计引物 hgss01 和 hgss02 (表

2)扩增 3'端序列，引物由上海生工合成。以白皮

黄瓜总 RNA 为模板，按试剂盒 3'-Full RACE Core 

Set with Prime Script
TM

 RTase 说明书操作反转录

合成 cDNA 第一链。 

 
以白皮黄瓜反转录产物得到的 cDNA 第一链

为模板，分别以 Hgss01、Hgss02 与试剂盒中的

3'RACE Outer Primer、3'RACE Inner Primer 为引

物，采用巢式 PCR 的方法扩增。第 1 轮 PCR 反

应条件为 94℃预变性 3 min，94℃变性 30 s、

55℃~52℃退火 30 s、72℃延伸 90 s，退火温度每

降 1℃运行 5 个循环，总共 20 个循环，最后 72℃

延伸 10 min。以第 1 轮 PCR 产物为模板进行第 2

轮巢式 PCR。第 2 轮 PCR 反应条件为 94℃预变

性 3 min，然后以 94℃变性 30 s、54℃退火 30 s、

72℃延伸 90 s 运行 30 个循环，最后 72℃延伸 10 

min (陶晨陈等, 2015)。 

 

琼脂糖凝胶电泳检测并对目的片段进行胶回

收，连接到 pEASY-T1 载体，转化到 Transl-T1 感

受态细胞中，挑取单一阳性克隆扩大培养，菌落
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PCR 鉴定及提取质粒并进行双酶切鉴定，将阳性

克隆送到上海生工测序。 

3.5 5'RACE 扩增 

根据白皮黄瓜 3'端克隆测序的结果，设计下

游特异引物 Hgss03 和 Hgss04。上游引物则是根

据 Genbank 已有的鲨烯合酶序列，设计简并引物

ssjbf2 和 ssjbf5 (表 2)。PCR 扩增方法与 3'RACE

相同。以 cDNA 第一链为模板，进行巢式 PCR，

扩增产物回收后连接到 pEASY-T1 载体，转化到

Transl-T1 感受态细胞中，挑取阳性克隆进行菌落

PCR 鉴定并提取质粒双酶切鉴定，将阳性克隆送

到上海生工测序。 
3.6 信息学分析 

将 3'RACE 和 5'RACE 扩增得到的序列用

Vector NTI 6.0 软件进行人工拼接得到白皮黄瓜

SS 基因全长 cDNA 序列。利用 Mega4.0 软件分析

白皮黄瓜 SS 基因 cDNA 全长序列性质，利用在线

软件对其二级结构、三维结构进行预测分析。用

Vector NTI Suite 6.0 软件对白皮黄瓜与 Genbank

登载的植物 SS 氨基酸序列进行相似性比对，构建

SS 基因系统进化树。

 
表1 SS基因克隆引物 

Table 1 Primers designed for SS gene cloning  

引物名称 

Primer name 

引物序列(5’-3’) 

Primer sequence (5’-3’) 

碱基数(bp) 

base number (bp) 

Hgss01 GGAAAGGGTATCAGGAGGC 19 

Hgss02 TCATTTGCCAAGAGGTAGAGAC 22 

3'RACE Outer Primer TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT 23 

3'RACE Inner Primer CGCGGATCCTCCACTAGTGATTTCACTATAGG 32 

Hgss03 TCGTCAACTGTCTCTACCTCT 21 

Hgss04 ATTCCAGCACCCATTCGT 18 

ssjbf2 ATATWKAGAGVSAGAAATGGGCA 23 

ssjbf5 ATATGGGCAGTTTGGGGGCGAT   22 
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