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紫杉醇（E8F)9?8G5)，商品名为 48G()）是存在于红豆杉属
（3+4)& HI*）植物中的一种四环二萜酰胺类化合物，因其具有
广谱强效的抗癌活性和独特的抗癌机理而倍受人们关注。

然而，紫杉醇天然资源十分有限，自 !11$年美国食品与药物
管理局（JKB）批准紫杉醇用于癌症的临床治疗以来，其供需
矛盾日益尖锐［!］。目前，普遍认为采用红豆杉细胞悬浮培养

生产紫杉醇是解决其药源紧缺问题的最佳途径之一。迄今

为止，在红豆杉细胞的代谢规律和培养方面均取得一定成

果，但前景仍不容乐观，离工业化大规模生产还有相当大的

距离，主要原因在于缺乏紫杉醇生物合成的基础研究［$］。因

此，详尽了解紫杉醇生物合成的分子基础和遗传调控机制，

从而在分子水平实现对紫杉醇合成代谢的人工调控，将是发

展先进的生物工艺大量生产紫杉醇的前提。紫杉醇合成动

力学研究［0］表明，细胞培养法生产紫杉醇可分为两个阶段：

非紫杉醇合成期和紫杉醇合成期。前者处于细胞生长周期

中的延迟期；后者处于对数期和稳定期，在这一时期可检测

出培养物中紫杉醇的产生和积累。作为次生代谢产物，紫杉

醇的合成必然涉及到一系列的生化和分子事件，通过系统地

比较红豆杉细胞在紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因表

达差异，将有助于阐明紫杉醇合成代谢的分子机理和遗传调

控规律。本实验以悬浮培养的中国红豆杉细胞为材料，运用

7A+B差异显示技术对红豆杉细胞紫杉醇合成期与非紫杉
醇合成期基因的表达差异进行了初步分析。

! 材料与方法

!"! 试剂
K+8H9=、L/L-M’ 逆转录酶购自 NMO3P/OAM 公司，无

A+8H5的 K+8H5 Q、48R酶购自 ES(75;8公司。锚定引物为 A!：

@T44444444444430T、A$：@T444444444444N0T，随机引物为 M!：

@TNN4B34BBNN0T、M$：@TNNBN3B43N30T，以上引物由 U8=;(=

公司合成。

!"# 细胞株
实验中所用细胞为中国红豆杉（ 3+4)& 0"#$%$&#&）胚性细

胞株系 6$，由本实验室提供。

!"$ 培养基及培养条件
培养基为含蔗糖 $%;VM的改良 O@培养基，在灭菌前将

其 IW值调整到 @D"。取培养至对数生长期的悬浮细胞，无
菌抽滤后以 !$X（5V6）的接种密度接种于 $@%7M的锥形瓶
中，培养基装量为 @%7MV瓶，置 $#Y、黑暗条件下以 !$%SV79=
转速进行振荡培养，每隔 0Z取样。
!"% 紫杉醇含量的测定
参照文献［#］的方法进行。采用 N9)H(=全自动高效液相

色谱仪进行含量检测，色谱柱为 [S(78H9) 3!" 柱（%D#2 \
$@F7，@!），流动相配比为甲醇 ]乙腈 ]水 ^ $@ ] 0% ] 0%（6V6V6），
流速为 !D%7MV79=，检测波长为 $$&=7，样品中紫杉醇含量以
外标法计算。

!"& 红豆杉细胞总 ’()的提取和残存 *()的去除
采用改良的异硫氰酸胍一步法［@］提取红豆杉细胞总

A+B。取约 @%!; 的总 A+B 于 %D@7M 离心管中，加入 !%-
K+8H9=、!%-无 A+8H5的 K+8H5 Q，于 &%!M反应体系中 0&Y温
育 0%79=，酚、氯仿抽提，无水乙醇沉淀回收 A+B。测定 A+B
$2%、$"%、$0%=7波长的吸光度（7）值，并经甲醛变性凝胶电
泳检测其完整性。

!"+ ,’()差异显示
参照 O8-5S等人［2］的方法进行 7A+B反转录和 E3A扩

增 FK+B。首先以鉴定完好的总 A+B $!;为模板，在 L/L-M’
逆转录酶作用下合成 FK+B第一链。反应体系为 $%!M，#$Y
下反应 !:，1@Y、@79=终止反应。产物经 !]!%稀释后，取 $!M
用于 E3A反应。在 $%!M E3A反应体系中，加入 ! \ E3A反应
缓冲液，!D@77()VM L;3)$，锚定引物 $D@!7()VM，随机引物



!"#!$%&’(，)!!!$%&’(*+,-，./ ,01 酶，扩增条件为：-23456
7&$23 -89 :;<=2$ )>!!上 ?>@ A$56，>!@ )$56，B)@ .$56，.
个循环；?>@ ##<，>!@ )$56，B)@ .$56，AC个循环；?>@ ##<，
>!@ )$56，B)@ #$56，.个循环。取 .!!( -89扩增产物，加
)!( ?CD去离子甲酰胺（含 .!$$%&’( 7E,F GHC"! !"!)#D二
甲苯青 II，!"!)#D溴酚蓝），混匀，?#@变性 )$56 ，于 JD的
尿素变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离，以银染法［B］显带。

! 结果与讨论

!"# 中国红豆杉细胞紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期的确定
鉴于不同细胞株系在不同的培养条件下进入紫杉醇合

成期的时间有所差异，为了确保后续实验取样的准确性，我

们考察了 7) 细胞株合成紫杉醇的动力学特征。如图 . 所

示，在最初的传代培养物中可检测出较低的紫杉醇含量，在

随后的 .)*时间内，紫杉醇含量呈下降趋势，导致这一现象
产生的原因是在此阶段中细胞尚未合成紫杉醇，而来自种子

细胞的紫杉醇却逐渐降解。培养至第 .)天后，紫杉醇开始
积累，至第 )> 天达到峰值（C!C!K’(）。由此可见，7) 细胞株

在摇瓶培养过程中于继代后的第 .)天进入紫杉醇合成期，
这一时间与加拿大红豆杉合成紫杉醇的起始时间一致［A］。

根据上述结果，我们分别取第 ?天和第 .C天的细胞作为非
紫杉醇合成期和紫杉醇合成期实验材料。

图 . 摇瓶培养过程中中国红豆杉细胞紫杉醇合成动力学曲线
I5KL. M562=5N< %O ,0P%& G3%*/N=5%6 56 <Q042 O&0<4<

!"! 红豆杉细胞总 $%&质量分析
使用改良的异硫氰酸胍一步法所提取的红豆杉细胞总

9+F的 !)J! ’!)C!值为 ."B?，!)J! ’!)A!值为 )"!)；这些数据均为

典型的 9+F紫外吸收值比值，表明所获得的 9+F样品纯度
已达到要求。甲醛变性凝胶电泳结果见图 )。从图 )可以看
出，每一泳道上的 )C: 39+F和 .C: 39+F两条带型均明晰完
整。因此，实验中所获取的 9+F样品在纯度和完整性方面
均符合要求，用这样的 9+F样品可以顺利进行后续的 9,R
-89工作。

图 ) 红豆杉细胞总 9+F电泳图谱
I5KL) 7&2N=3%GQ23%K30$ %O =%=0& 9+F %6 0K03%<2’O%3$0&*2Q;*2 K2&

:，+ S232 =%=0& 9+F O3%$ N2&&< */356K ,0P%&R<;6=Q2<5< GQ0<2 06* =Q%<2
*/356K 6%6R,0P%&R<;6=Q2<5< GQ0<2，32<G2N=5T2&;

!"’ 红豆杉细胞紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因表达
的差异显示

利用 )种单碱基锚定引物（,.) 8、,.) U）与 )种十聚随机

引物组合对两类红豆杉细胞总 $9+F中的亚群体进行 9,R
-89扩增，获得 >组聚丙烯酰胺凝胶电泳展示的 NE+F图谱，
共约 A!!余个条带（图 A）。由图 A可见，引物 () 与 9. 组合

和 (. 与 9) 组合扩增的 NE+F条带相对丰富，而引物 (. 与 9.

组合和 () 与 9) 组合扩增的 NE+F条带相对稀少；并且不同

引物组合在两类细胞中，扩增的 $9+F亚群的种类及条带数
目不同。造成此类现象的原因与引物和模板的碱基组成相

关。比较 NE+F群体的带型，可以发现红豆杉细胞在紫杉醇
合成期与非紫杉醇合成期所表达的 $9+F大部分相同，这些
相似表达的基因与维持红豆杉细胞的基本生理活动相关；但

约有 )!D左右的 NE+F带型存在差异，这些差异主要表现为
两类细胞中 $9+F的质和量发生了变化，即既有新增的条
带，也有消失的条带，既有增强的条带，也有减弱的条带，表

明红豆杉细胞在紫杉醇合成期所表达的基因类型及表达强

度均不同于非紫杉醇合成期，而这些差异表达的基因则可能

参与了紫杉醇合成。

图 A 紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期红豆杉细胞基因

表达的差异显示图谱

I5KLA EOO2326=50& *5<G&0; G0==236< %O $9+F O3%$ N2&&< */356K

,0P%&R<;6=Q2<5< GQ0<2 06* =Q%<2 */356K 6%6R,0P%&R<;6=Q2<5< GQ0<2

+L :=06* O%3 N2&&< 56 =Q2 6%6R,0P%&R<;6=Q2<5< GQ0<2；:L :=06* O%3 N2&&< 56

=Q2 ,0P%&R<;6=Q2<5< GQ0<2

!"( 红豆杉细胞紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因差异
表达的类型

分析 >组 9,R-89扩增引物的扩增结果，发现红豆杉细
胞在紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因表达差异具有多

向性，表现为以下 > 种类型，即紫杉醇合成期特异表达（图
>F）、紫杉醇合成期增强表达（图 >V）、紫杉醇合成期减弱表
达（图 >8）和紫杉醇合成期不表达（图 >E）。紫杉醇合成期特

A.#>期 胡国斌等：中国红豆杉细胞紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因表达差异初步分析



异表达的基因极有可能与紫杉醇合成代谢密切相关，紫杉醇

合成酶类的编码基因以及相关的调控蛋白的编码基因必定

存在于这一基因群中；因此，阐明这类基因结构和功能以及

它们的表达调控规律是紫杉醇生物合成分子生物学研究的

重要内容。紫杉醇合成期增强表达和减弱表达的基因也是

需要予以关注的两类基因群，尽管产生这一现象的原因十分

复杂，但是这些基因在紫杉醇合成期的表达发生了改变，提

示它们可能涉及紫杉醇合成代谢。最后一种类型的基因是

紫杉醇合成期不表达的基因，推测此类基因群与初生代谢关

系密切，它们在延迟期后期活跃表达，此时细胞开始大量合

成核酸、蛋白质等物质，以满足对数期迅速生长和增殖的需

要，导致这类基因不表达的原因可能来自细胞的生长、增殖

甚至分化的调控，亦可能来自环境条件的变化，如营养基质

的消耗，代谢废物的积累等等。同时，这些因素也深刻影响

着前三种类型的基因差异表达。先前的研究［!］表明紫杉醇

是红豆杉细胞在特定的生长时期所出现的一种具有细胞毒

性的次生代谢产物，在正常生理条件下细胞不会大量合成

它，只有当环境胁迫因素作用时才会大量合成。我们的研究

则从基因表达变化角度揭示紫杉醇合成代谢与细胞的生长

和环境因素的相关性，以及代谢规律的复杂性。程宁辉

等［"，#$］曾报道玉米和水稻杂种一代与亲本基因表达差异也

具有以上 %种类型，指出杂种优势的形成是一个涉及两亲本
遗传体系中众多基因相互作用的复杂过程。毫无疑问，红豆

杉细胞在紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因表达差异的

多向性表明紫杉醇生物合成的分子基础及调控机制十分复

杂，它至少涉及到以下 &个方面：（#）红豆杉细胞发育过程中
基因表达的时序调控，（’）环境条件与红豆杉细胞自身遗传
体系相互作用，这一作用过程包括紫杉醇合成信号的诱导、

传递和效应发挥等，（&）初生代谢与次生代谢之间，以及次生
代谢内部物质和能量的分配调节。

图 % 紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期红豆杉细胞

基因差异表达的类型

()*+% ,-./0 12 3)22/4/56/ )5 */5/ /7.4/00)15 8/9://5 6/;;0 3<4)5*

,=71;>0-59?/0)0 .?=0/ =53 9?10/ 3<4)5* 515>,=71;>0-59?/0)0 .?=0/

@+ A9=53 214 6/;;0 )5 9?/ 515>,=71;>0-59?/0)0 .?=0/；A+ A9=53 214 6/;;0 )5

9?/ ,=71;>0-59?/0)0 .?=0/

鉴于红豆细胞的生理代谢、生长及增殖调控的复杂性，

因此，在紫杉醇合成期所出现的特异表达基因中，除了部分

与紫杉醇合成代谢相关外，其他部分可能涉及红豆杉细胞在

这一时期的另外一些生命活动过程，如细胞周期的调控、其

他代谢产物的合成等。即使如此，此项工作的意义仍然十分

重大。因为若回收这些差异条带，并以此制备探针，则有可

能分离出紫杉醇生物合成相关基因，包括关键酶的编码基

因。当前已有报道［## B #&］利用逆向遗传克隆策略和同源 CDE
克隆策略，分离出数种紫杉醇合成酶类的编码基因，但由于

第一种方法不易获得足量的酶蛋白用于氨基酸测序，第二种

方法不能分离紫杉醇合成代谢中特有的全新基因，故采用这

两种方法分离的基因种类有限，亦未能获得关键酶基因克

隆，我们所开展的研究则可在很大的程度上弥补上述不足。

在获得酶基因，特别是关键酶基因的基础上，一方面可研究

它们的表达调控规律，另一方面可借助重组酶，研究酶自身

的活性调节规律；从而可利用这些规律，在分子水平对紫杉

醇合成代谢进行有效调控，达到大幅度提高紫杉醇产量的目

的。
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嗜极生物中的嗜高压生物

在美国有报道说，研究人员选育出了一种既耐高温、耐高压，又能降低原油粘性和净化石油杂质（如硫、氮等）的细菌，将

其制成菌剂，为优质石油的开采发挥重要作用。在日本，研究者发现一种熊虫（(#CHH长），生活在石缝中；它在 &亿 Y,的压力
下安然无恙，这一压力是大气压力的 & (((倍，它能承受如此巨大的压力而不影响其生存；它还具有对温度（ \ ’CJ] ) $C$]）
高而广的适应范围，实为罕见。目前，美国地球物理研究所一研究小组发现 ’种耐高压（超过 $(亿 Y,的压力，相当于海平面
大气压力的 $#&万倍）的微生物，它们是：人们较为熟悉的一种大肠杆菌（*+,’(-#,’#. ,$%#）和曾报道具有产强力粘着物质的希瓦
氏菌属（6’(F.:(%%.）!的菌 6’(F.:(%%. $:(#5(:+#+；后者能耐受超过 $(亿 Y,的高压，与大肠杆菌一样能在相当于地壳下 J(.H处或
海面下 $((.H处的压力下和冰冻态高压下生存，且能进行代谢活动，如能将甲酸盐转化为 :D’ 和 N’，它们不仅在这种高压下

生存和维持代谢功能，而且同时在极端温度环境下生存和繁衍。然而，常规地球生物在这样的高压、高温下是难以适应生存

的。因此，人们在思考着，为什么这些嗜极生物能在这种特殊环境中生存，并维持其生命的代谢呢？它们具有什么样的机制

以适应生存的本领呢？同时也可以看出，这些发现预示着，向其他星球的表层、里层乃至深处寻找地球外存在生命体的可能

性，这些均需要进行深入探究。

!产粘着物质的考氏希瓦氏菌（6 # ,$%F(%%#.:.）系海洋细菌，产生一种叫多糖粘性外聚物（Y9^R），已研制成产品，广泛应用
于各个行业。该菌是否耐高压，待究。

（柯为 供稿）

C$C*期 胡国斌等：中国红豆杉细胞紫杉醇合成期与非紫杉醇合成期基因表达差异初步分析


