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摘  要：目的  获得菊花脑芳樟醇合酶基因，并对其进行分析和功能验证。方法  根据菊花脑基因组信息，预测并克隆了菊花脑萜烯类化合物生物合成途径中的关键基因CnTPS2，分别通过原核表达和烟草瞬时表达获取代谢产物并利用GC-MS技术检测其代谢产物。结果  挖掘并克隆出片段长为1785 bp的基因CnTPS2；GC-MS数据分析表明CnTPS2基因原核表达产物及烟草瞬时表达产物均含芳樟醇。结论  CnTPS2基因可以促进菊花脑芳樟醇的合成积累，该基因为菊花脑芳樟醇合酶基因。
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Full-Length Cloning and Functional Verification of Linalool Synthase Gene（CnTPS2） in Chrysanthemum Nankingense
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Abstract: Objective  To obtain the linalool synthase gene of Chrysanthemum nankingense, and to analyze and verify its function. Methods  CnTPS2, a key gene in the biosynthesis pathway of terpenes in C. nankingense, was predicted and cloned based on the genomic information of C. nankingense. The metabolites were obtained by prokaryotic expression and transient expression in tobacco, respectively, and detected by GC-MS. Results  The gene CnTPS2 with a fragment length of 1785bp was extracted and cloned. GC-MS data analysis showed that both the prokaryotic expression products of CnTPS2 gene and the transient expression products of tobacco contained linalool. Conclusion  CnTPS2 gene, which is the gene of linalool synthase, can promote the synthesis and accumulation of linalool in C. nankingense.
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花香是通过低分子量挥发性物质的多方面混合决定的，这些物质属于三大类：萜类、苯类/苯丙类和脂肪酸衍生物[1]，其中萜类是植物中最大、功能和结构最多样的次生代谢物。它们不仅对许多基本的植物过程至关重要，如光合作用、呼吸作用、生长和发育，而且对植物的适应度也至关重要[2, -3]。从营养组织中释放的挥发性萜类化合物保护植物免受食草动物和病原体的攻击，并保护活性氧的攻击，而从花中释放的它们则促进了植物-传粉者的相互作用[4]。迄今为止，在许多植物的花香中已鉴定出556 种挥发性萜类，其中单萜代表最丰富的成分，其次是倍半萜、不规则萜类和二萜[5]。
所有萜类化合物都来源于两种可相互转化的异戊二烯（C5）-异戊烯基焦磷酸酯（I(iso
pentenyl diphosphate, ，IPP）)及其烯丙基异构体二甲基丙烯基焦磷酸酯(（Ddimeth
ylallyl diphosphate, ，DMAPP）)，这两种异构体是通过两种交替但隔室分离的途径衍生的[6]。甲基赤藓醇磷酸盐途径（M(methylerythritol-4-phosphate pathway，MEP)）在质体中进行，甲羟戊酸途径（M(mevalonate pathway，MVA）)在细胞质、过氧化物酶体和内质网中散布[7, -8]。在质体中，IPP通过MEP途径由甘油醛-3-磷酸和丙酮酸合成[9]，而在细胞质中，IPP通过MVA途径由乙酰辅酶a合成。这两种途径在它们的区隔中都是独立运作的，但在拟南芥、番茄和烟草的代谢工程的帮助下，它们之间的““代谢交叉对话”代谢交叉对话”被揭示出来，表明细胞质中存在小的牻牛儿基焦磷酸（Ggeranyl diphosphate, ，GPP）库，质体中存在小的法尼基焦磷酸（Ffarnesyl diphosphate, ，FPP）库[10-12]，特别是从质体到细胞质[13, -14]。IPP和DMAPP在戊烯基转移酶存在下的连续首尾缩聚在细胞质中产生萜烯的前体FPP，在质体中产生GPP和香叶基二磷酸（G(geranylgeranyl diphosphate,，GGPP)。之后，萜烯合成酶(（Terpene synthase，TPS）terpene synthase，TPS)将GPP、GGPP和FPP分别转化为无环和环单萜烯(（C10）C10)、二萜烯(（C20）C20)和倍半萜烯(（C15）C15)[15, -16]。
芳樟醇是一种重要的花香单萜类物质，有研究表明，超过70%的萜类花香是芳樟醇[17]。芳樟醇通过吸引食草动物的天敌，参与了传粉者吸引和植物对食草性的防御之间的复杂相互作用[18, -19]。芳樟醇的生物合成途径已经在植物中得到了很好的研究。TPSs是以GPP为底物催化单萜芳樟醇形成的重要末端酶[20]。与芳樟醇合成相关的TPSs已从多种植物中分离出来，包括红果木[21]、乳香[22]、姜黄[23]、猕猴桃[24]、石斛[25]、小苍兰[26]等。
[bookmark: _GoBack]菊花植物因其具有抗氧化、抗炎、抗菌等药理作用，在世界范围内被广泛用作保健食品和药物[27]。共享丰富的化合物，特别是萜类、酚酸和类黄酮被认为是其药理作用的主要因素[28]。在众多的菊花分类群中，菊花脑(（Chrysanthemum nankingense）Chrysanthemum nankingense)是与野菊（C. indicum）(C. indicum)密切相关的一种，野菊是一种多年生草本植物，因其具有抗炎、治疗高血压和呼吸系统疾病的功能而被列入《中华人民共和国药典》。由于菊花脑的二倍体特性，它已被用作基因组分析和基因功能探索的模型，并发布了一个草图基因组[29-32]。在中国南方地区，菊花脑也是当地人食用的一种野菜，因为它具有与萜烯等活性化学物质有关的特殊味道和气味。目前关于菊花脑萜类合酶的研究主要集中于本研究团队，本研究团队一共克隆到四个萜类合酶基因且均为多功能酶[33, -34]。本研究在菊花脑组学数据基础上[32]，又挖掘到一个萜烯类合酶基因并进行体内外功能验证，旨在系统阐明菊花脑中萜烯类化合物的生物合成分子机制，为该领域的深入研究提供理论支撑。

1 材料与方法
1.1 材料
本研究所用的菊花脑均采自湖北中医药大学野菊种质资源保存圃（北纬30.71°，东经114.26°）。菊花脑的正式鉴定由浙江农林大学赵洪波教授完成。盛花期时随机选择3 株，取舌状花、管状花、根、茎和叶等五个组织，经液氮速冻后，-80 ℃冰箱保存备用。25 天左右的本氏烟草用于瞬时表达实验。
1.2 总RNA提取与cDNA合成
使用百泰克多糖多酚植物总RNA快速提取试剂盒（BioTeke Pplant RNA Eextraction Kkit）提取菊花脑不同组织（叶、茎、根、舌状花和管状花）的总RNA。采用NanoDropTM2000c超微量分光光度计和1 %琼脂糖凝胶电泳仪测定总RNA的含量和纯度。以RNA为模板，根据反转录试剂盒PrimeScriptTM ⅡⅡ 1st Strand cDNA Synthesis Kit说明书进行cDNA第一链的合成，置于-20 ℃冰箱保存。
1.3 菊花脑CnTPS2基因全长扩增
基于菊花脑CnTPS2基因的开放阅读框序列，采用SnapGene 软件设计跨外显子连接区的特异性引物(（CnTPS2-F:：ATGGCTTCAATAGTTTTGTTCTTTTC;；CnTPS2-R:：TTAAACCCCTTGAATAGGATTAAAAAACA）)。以管状花组织cDNA为模板，使用TransStart® FastPfu DNA Polymerase进行高保真PCR扩增。扩增产物经1.0 %琼脂糖凝胶（含GoldView核酸染料）在120 V恒定电压下电泳25 min，切取约1.8 kb目的条带，采用E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit按制造商标准流程纯化。纯化产物通过TA克隆策略与pEASY®-Blunt Cloning Vector在16 ℃下连接16 h，选取3 个独立阳性克隆送至上海生工生物工程股份有限公司，所得序列通过Clustal Omega与参考序列进行100 %覆盖度比对。
1.4 菊花脑CnTPS2基因生物信息学分析
采用NCBI ORF Finder在线平台（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/）对CnTPS2基因序列进行开放阅读框（Open reading frame，ORF）的完整性分析。通过NCBI BLAST工具组进行多维度序列比对：(a) ①应用BLASTP算法将推导的CnTPS2氨基酸序列与数据库进行相似性比对；(b) ②采用BLASTX程序对核苷酸序列进行六框翻译同源比对。基于ExPASy ProtParam工具（https://web.expasy.org/protparam/）对CnTPS2编码蛋白的分子量、等电点、氨基酸组成等基本理化参数进行系统计算。二级结构预测：通过SOPMA服务器（https://npsa-prabi.ibcp.fr/）分析α-螺旋、β-折叠等元件分布；三级结构建模：采用SwissModel同源建模平台（http://swissmodel.expasy.org/）构建空间结构模型。运用CDD保守域数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi）识别特征性功能域，结合TMHMM跨膜区预测系统（http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）检测潜在跨膜拓扑结构。基于PSORT IIⅡ算法（https://psort.hgc.jp/form2.html）对蛋白质的亚细胞分布进行概率模拟预测。构建进化关系模型：(a) ①使用ClustalW进行多物种TPS蛋白多序列比对；(b) ②采用MEGAX软件通过邻接法（Neighbor-joining）构建系统进化树，设置1000 次Bootstrap重复检验拓扑结构可靠性。
1.5 CnTPS2 实时荧光定量 PCR 分析
采用PrimeScriptTM RT Reagent Kit with gDNA Eraser（Perfect Rreal Ttime）进行基因组DNA去除及cDNA合成，所得产物于-20 ℃长期保存。依据TB Green® Premix Ex TaqTM ⅡⅡ标准化操作流程，在实时荧光定量PCR仪上检测CnTPS2基因的组织特异性表达模式。以菊花脑β-actin基因为内参(（β-actin-F:：AGCCGTTCTTTCCCTGTATG,，β-actin-R:：GAATACCCACGCTCTGTAAGG;；qPCR-CnTPS2-F:：CCGCAAAACGAGTATCGTG,，qPCR-CnTPS2-R:：GTCTTAGTAGTCGAAAGCCAAG)），采用2−ΔΔCt法对目标基因表达量进行标准化校正。实验设计包含三重质量控制系统：3 个独立生物学重复（不同个体取样）、3 次技术重复（同一样本平行检测）及阴性对照，确保数据可靠性。
1.6 原核表达载体的构建与验证
根据pET-28a载体多克隆位点特征，设计携带EcoR IⅠ/Hind ⅢⅢ同源臂的特异性引物（pET-28a-CnTPS2-F：GCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCATGGCTTCAATAGTTTTGTTCTTTTC，pET-28a-CnTPS2-R：AAGCTTGTCGACGGAGCTCGAATTCTTAAACCCCTTGAATAGGATTAAAAAACA），以Blunt-CnTPS2重组质粒为模板，通过高保真PCR扩增两端含载体同源序列的CnTPS2靶基因片段。采用EcoR ⅠI和Hind ⅢⅢ双酶切系统对pET-28a载体进行定向切割并回收线性化载体片段。通过MultiF Seamless Assembly Mix试剂盒实现目的基因与线性载体的无缝定向连接，构建重组表达质粒pET-28a-CnTPS2。利用SnapGene软件比对测序结果与目标序列一致性，筛选无移码突变的正确重组质粒。将验证成功的菌株于含30 %甘油的LB培养基中-80 ℃长期保种，同时扩大培养并通过质粒小提试剂盒获取高纯度重组质粒用于后续蛋白表达实验。
1.7 原核蛋白表达及SDS-PAGE电泳检测
将pET-28a空载体与重组质粒pET-28a-CnTPS2分别转化至BL21(（DE3）DE3)感受态细胞，阳性克隆37 ℃震振荡培养至OD600=＝0.5-0.6时，加入终浓度0.1 mmol·L-1M 的IPTG，于16 ℃诱导表达20 h。
样品分级制备：
①（1）全菌蛋白：取1 mL诱导前菌液（未诱导对照）及诱导后菌液，8000 rpm离心5 min收集菌体，重悬于250 μL Tris-HCl裂解液（pH 8.0），4℃保存备用。
（2）②超声破碎分级：取4 mL诱导后菌液离心收集菌体，加入1 mL裂解液进行冰浴超声破碎（功率300 W，工作3 s/间隔5 s，总时长10 min）。取500 μL破碎液作为全菌裂解样品保存；剩余样品经4 ℃高速离心（8000 rpm/5 min）分离上清（可溶组分）与沉淀（包涵体），沉淀经500 μL裂解液重悬。
（3）③SDS-PAGE电泳检测：将未诱导对照、空载体诱导、重组菌诱导全菌裂解液、上清及包涵体样品各取40 μL，与10 μL 5××上样缓冲液混合，100 ℃煮沸10 min。采用12 %分离胶与5%浓缩胶系统进行电泳，以溴酚蓝迁移至胶底端为终止标志。
（4）④染色与成像标准化流程：电泳胶体经去离子水漂洗15 min后，使用考马斯亮蓝染色液染色30 min，经去离子水脱色至背景透明。凝胶成像系统进行图像采集，对比预期分子量分析目标蛋白表达特性。
1.8 CnTPS2 体外酶促实验及产物检测
[bookmark: _Hlk98353762][bookmark: _Hlk98445234]在2.0 mL离心管中配置反应体系（500 μL粗酶溶液，12.5 μmol·L-1M GPP，25 mmol·L-1M HEPES buffer，10 mmol·L-1M MgCl2和10 μmol·L-1M MnCl2），以失活酶和空载粗酶为对照，配置好的反应液加入300 μL正己烷进行覆盖，30 ℃孵育1.5 h，45 ℃培养15 min，涡旋2 min，10000 rmp离心10 min，吸取上层正己烷萃取有机相通过气相质谱联用（gGas chromatography-mass spectrometry，GC-MS）技术对催化产物进行分析。国家标准与技术研究所质谱数据库（NIST14.L）用于鉴定化合物的质谱。
1.9 菊花脑CnTPS2基因在烟草中的瞬时表达
[bookmark: _Hlk98436162][bookmark: _Hlk98436206][bookmark: _Hlk98436195]根据瞬时表达载体pCAMBIA1301，分别在NcoIⅠ、BstEIIⅡ酶切位点设计含有pCAMBIA1301载体同源序列的上下游引物（pCAMBIA1301-CnTPS-F:：GAACACGGGGGACTCTTGACCATGGATGGCTTCAATAGTTTTGTTCTTTTC，pCAMBIA1301-CnTPS-R:：TCGGGGAAATTCGAGCTGGTCACCTTTAAACCCCTTGAATAGGATTAAAAAACA），以重组质粒Blunt-CnTPS2为模板，扩增两端含有pCAMBIA1301载体同源序列的CnTPS2目的片段，采用MultiF Seamless Assembly Mix试剂盒构建重组瞬时表达载体pCAMBIA1301-CnTPS2。通过热激法将测序正确的瞬时表达重组载体pCAMBIA1301-CnTPS2转至农杆菌GV3101感受态细胞转化，以空载作为对照，并在25 天左右的烟草叶片瞬时表达，16 h光照/8 h黑暗的环境下培养5-7 天。
摘取叶片，取1.500 g剪碎的样品，加2 g氯化钠，2 mL水，再加10 mL正己烷，涡旋混匀，超声提取30 min，取正己烷层用无水硫酸钠除水后，氮吹至0.2 mL，通过GC-MS技术对催化产物进行检测。国家标准与技术研究所质谱数据库（NIST14.L）用于鉴定化合物的质谱。
2 结果与分析
2.1 CnTPS2基因克隆
PCR扩增产物约在1800 bp处有一条清晰的特异条带（图1）。测序结果与菊花脑基因组中长1785 bp的CDS序列完全一致，并具有一个完整的开放阅读框，共编码594 个氨基酸，将其命名为CnTPS2（GenBank登入号：PV788692）。

[image: 图1]
图 1  CnTPS2基因PCR产物凝胶电泳图
Fig. 1  Gel electrophoresis diagram of PCR products of the CnTPS2 gene
（注：M:：RB2000DNA分子标记；1:：PCR扩增产物）

2.2 CnTPS2 生物信息学分析
[bookmark: _Hlk98437766]借助 ExPASy在线生物信息学平台，对菊花脑CnTPS2基因编码的氨基酸序列进行全面的理化性质分析，结果表明：编码594 个氨基酸，蛋白分子量大小为68.58 kDa，理论等电点为5.66，脂肪指数为87.53，不稳定指数为44.31，亲水性平均系数为-0.309，具有良好的亲水性，表明其为亲水蛋白。
基于UniProtKB/Swiss-Prot数据库，利用NCBI的BLASTP功能进行序列对比，发现CnTPS2与已功能验证的植物芳樟醇合酶具有较高的同源性，结构域分析显示该蛋白质包含典型萜类环化酶特征性结构域Terpene_cyclase_plant_C1（图2A），依据InterPro数据库分类归属Isoprenoid_Biosyn_C1超家族。进一步采用TMHMM 2.0服务器进行跨膜拓扑结构预测，发现CnTPS2无跨膜结构，为膜外蛋白（图2C）。利用在线程序ProtComp 9.0进行亚细胞定位预测，结果显示其大概率定位于质体中。
利用在线软件SOPMA分析其二级结构，结果表明由65.82 %的α-螺旋、26.43 %的无规则卷曲、5.05 %的延伸链和2.69 %的β-转角组成（图2B）。通过SWISS-MODEL在线服务器进行三级结构建模，匹配最佳模型，最终以5uv0.1.A为其最佳模型构建其三级结构（图2D），得分和相似性分别为0.74和48.15 %。
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图2  CnTPS2 的生物信息学分析
Fig. 2  Bioinformatics analysis of CnTPS2
（注：A .CnTPS2 功能结构域；B. CnTPS2 二级结构；C. CnTPS2 跨膜结构域；D. CnTPS2 三级结构）
基于UniProtKB/Swiss-Prot数据库，采用Clustal Omega多序列比对工具对菊花脑CnTPS2蛋白氨基酸序列与已功能注释的植物TPSs进行系统进化分析。结果表明，CnTPS2与黄花蒿（Artemisia annua）R-芳樟醇合酶QH1和QH5分别呈现63.95 %和61.78 %的全局序列一致性，且保守结构域分析显示三者均完整保留萜烯合酶特征性的DDxxD金属结合基序。利用MEGAX软件采用邻接法对CnTPS2氨基酸序列与其他物种萜烯合酶间的亲缘关系构建系统进化树（图3），结果表明CnTPS2与黄花蒿的芳樟醇合酶聚为同一簇，且之前挖掘到的CnTPS1也聚在这一簇内。推测CnTPS2极为可能为芳樟醇合酶。
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图3  CnTPS2与其他物种萜烯合酶的系统发育进化树
Fig. 3  The phylogenetic evolutionary tree of CnTPS2 and terpene synthases of other species
2.3 CnTPS2基因的表达模式分析
采用菊花脑β-actin为内参基因，通过RT-qPCR技术对盛花期各器官中CnTPS2基因的表达模式进行分析。如图4显示，该基因在营养器官与生殖器官间呈现显著表达差异：其转录本在管状花中分别与根茎叶三个组织有显著性差异（*P<＜0.05，**P<＜0.01）。这一表达模式也与转录组测序结果中FPKM值的组织分布趋势高度吻合。值得注意的是，CnTPS2基因在花器官与营养器官间的表达差异达到数十倍，其组织特异性表达特征可能与该基因编码的萜类合酶所催化的单萜类次生代谢产物在不同器官中的特异性积累相关。





[image: Data 10-20250608]
图 4  不同组织中 CnTPS2 基因表达水平
Fig. 4  The expression level of the CnTPS2 gene in different tissues
（注：与管状花相比，*P<0.05，**P<0.01）
2.4 CnTPS2 重组蛋白诱导表达
[bookmark: _Hlk95497922]将重组质粒pET-28a-CnTPS2转到大肠杆菌BL21（DE3）中，阳性克隆加入IPTG诱导表达。诱导后收集大肠杆菌超声破碎离心后分为全菌、上清和沉淀三个部分，并进行 SDS-PAGE蛋白电泳验证。结果显示（图5），pET-28a-CnTPS2重组蛋白只在70 kDa左右沉淀中有一定表达，而在上清中几乎不表达，且其大小符合预期的68.58 kDa。说明成功表达了pET-28a-CnTPS2重组蛋白，但该蛋白质属于包涵体，后续实验更适合用总蛋白和底物反应。

[image: 图5]
图5  CnTPS2 重组蛋白的 SDS-PAGE 电泳图
Fig. 5  SDS-PAGE electrophoresis diagram of the CnTPS2 recombinant protein
（注：M.. protein marker；1. .空载 pET-28a；2. .未诱导的 pET-28a-CnTPS2 全菌；3. . 诱导的pET-28a-CnTPS2 全菌；4. . 诱导的 pET-28a-CnTPS2 上清；5. .诱导的 pET-28a-CnTPS2 沉淀 ）

2.5 CnTPS2 体外酶促产物检测
分别以GPP和FPP为催化底物进行体外酶促反应，并用GC-MS检测挥发性萜烯类产物。如图6所示，空载与两个底物反应无任何萜烯类物质产生，热失活蛋白反应结果与空载一致。样品总离子流图显示，以GPP为底物时，样品在保留时间为13.994 min和16.979 min存在到特征峰，经NIST14.L数据库检索和标准品比对，发现13.994 min对应的化合物为芳樟醇，16.979 min对应的化合物为香叶醇。然而有趣的是，以FPP为底物是时，样品在保留时间为24.326 min存在到特征峰，经NIST14.L数据库检索和标准品比对，发现对应的化合物为金合欢醇。由此可见，pET-28a-CnTPS2体外既能催化单萜底物GPP产生单萜类物质芳樟醇和香叶醇，又能催化倍半萜底物FPP产生倍半萜类物质金合欢醇，说明CnTPS2基因编码生成的酶是一种多功能酶基因。


[image: 图6]
[bookmark: OLE_LINK1]图6  原核表达产物GC-MS图
Fig. 6  GC-MS diagram of prokaryotic expression products	Comment by 陈力通: 排版：1.图文中3处“m/z”均改为斜体
2.图文中A/B图中纵坐标“×105”中“×”改为乘号“×”
（注：A. 底物GPP与CnTPS2蛋白反应产物的总离子流图；B. 底物FPP与CnTPS2蛋白反应产物的总离子流图；C. 产物质谱图）
6 烟草瞬时表达
[bookmark: _Hlk98355704][bookmark: _Hlk98445397][bookmark: _Hlk98444433][bookmark: _Hlk98445406]收集注射5-7 天的烟草叶片，经正己烷超声萃取，浓缩，氮吹等前处理后进行GC-MS分析，检测其萜烯类成分。样品总离子流图（图7）显示样品在保留时间为12.441 min和13.991 min存在到特征峰，经NIST14.L数据库检索和标准品比对，发现12.441 min对应的化合物为D-柠檬烯，13.994 min对应的化合物为芳樟醇。空载中也有鉴定到少量D-柠檬烯产物。由此可见，CnTPS2基因在烟草瞬时表达生成单萜类物质D-柠檬烯和芳樟醇的双功能酶基因。综合CnTPS2基因原核表达和烟草瞬时表达结果，可以确定CnTPS2基因能编码芳樟醇合酶。
[image: 图7]
图７  烟草瞬时表达叶片的GC-MS图	Comment by 陈力通: 排版：1.图文中2处“m/z”均改为斜体
2.图文中A图中纵坐标“×105”中“×”改为乘号“×”
3.图中两处“D-柠檬”中的“D”改为斜体
Fig. 7  GC-MS map of tobacco transient expression leaves
（注：A. 烟草叶片的总离子流图；B. 产物的质谱图）


3 讨论
香气是菊花脑的重要品质特征，而萜烯类物质是主要的呈香物质，在菊花脑的生长发育和生态适应过程中发挥着关键作用。研究表明菊花脑挥发性萜烯类物质主要为单萜类和倍半萜类物质[33]。芳樟醇作为一种重要的单萜类物质，具有浓烈的香甜味，其在菊花脑香气构成中占据重要地位。本研究继之前克隆了一个菊花脑萜类合酶基因CnTPS1后[34]，又克隆了一个芳樟醇合酶基因CnTPS2，这为深入解析菊花脑萜烯类物质的生物合成机制提供了新的视角。
原核异源表达实验证实，CnTPS2蛋白具有双底物催化活性，能够分别介导单萜前体GPP和FPP的环化反应。该发现与近年报道的萜类合酶多功能催化现象相契合：猕猴桃AcNES1通过催化GPP和FPP分别生成芳樟醇和橙花叔醇[35]；金鱼草中高度同源的双功能萜类合酶AmNES/LIS-1和AmNES/LIS-2分别催化FPP和GPP生成橙花叔醇与芳樟醇，其底物偏好性（AmNES/LIS-1偏向FPP，AmNES/LIS-2无显著偏好）由亚细胞定位（胞质与质体）及底物区室化共同调控[36]；杜鹃的RoTPS059、RoTPS065和RoTPS072催化GPP和FPP，分别产生丰富多样的萜烯类物质[37]。这可能与萜类物质的形成机制有关。萜类合酶的多功能性与其三维结构特征密切相关，特别是催化口袋的拓扑柔性。根据环化反应起始机制，萜类合酶可分为两类：IⅠ类酶依赖Mg2+稳定的DDxxD基序（位于α-螺旋J区域）通过二磷酸基团解离启动环化；IIⅡ类酶则通过DxDD基序（位于β-结构域）的酸性残基质子化异戊二烯链引发反应[38]。结构分析表明，CnTPS2具有典型的IⅠ类萜类合酶特征，其α结构域包含保守的NSE基序（Asn-Ser-Glu），且β-γ结构域交界处存在功能性RxR基序（Arg-x-Arg），这些结构域共同构成双底物结合的分子基础[39]。系统进化研究显示，该酶与蔷薇目植物中具有GPP/FPP双底物活性的TPS-b亚家族成员聚为一支，提示其催化多态性的进化保守性。
对比CnTPS2基因在烟草瞬时表达和体外原核表达的结果，可以发现两者存在一定差异。在烟草瞬时表达中，CnTPS2基因能生成单萜类物质D-柠檬烯和芳樟醇；而体外原核表达时，除了芳樟醇，还检测到香叶醇和金合欢醇。这种差异可能是由多种因素导致的。一方面，植物和微生物表达系统的生化条件存在显著差异[40-, 41]。植物细胞内具有复杂的代谢环境和精细的调控机制，与微生物表达系统中的简单环境不同，这可能影响了酶的活性和底物的选择性。另一方面，基因在烟草叶片中表达会经历翻译后加工过程，如糖基化、磷酸化等修饰，这些修饰可能改变酶的结构和功能，进而影响催化产物的种类和产量[42]。翻译后修饰可以调节酶的稳定性、定位以及与底物的亲和力，使得在植物体内的催化反应更加复杂和多样化。
CnTPS2基因在菊花脑舌状花、管状花、叶、茎及根组织中均呈现基础转录活性，但不同组织间存在显著表达梯度，其中管状花组织的相对表达量较其他组织高，表明其表达模式具有严格的组织特异性调控特征。因在体内外均能产生芳樟醇可以明确其具有芳樟醇合成酶活性，该基因可能在菊花脑花香气的形成并用以吸引传粉者昆虫中起到关键作用[43-45]。CnTPS2基因产生不同的萜烯物质可能与不同组织挥发性萜烯参与生物／非生物胁迫、防御病虫害以及吸引传粉者有关[46, -47]。本研究证实CnTPS2是一个芳樟醇合酶基因，推测其是菊花脑吸引食草动物的天敌，是参与了传粉者吸引和植物对食草性的防御之间的复杂相互作用的关键基因，为解析菊花脑挥发性次生代谢产物生物合成途径奠定基础。
然而，仍有许多问题有待进一步探索。例如，CnTPS2基因的表达调控机制尚不明确，其在植物体内是如何响应外界环境信号和内部发育信号进行表达调控的，需要进一步深入研究。此外，虽然确定了CnTPS2基因编码的酶具有催化活性，但该酶在细胞内的具体作用机制以及与其他代谢途径的相互关系还不清楚。未来，可以通过基因编辑技术，如CRISPR/Cas9系统，对CnTPS2基因进行敲除或过表达，研究其对菊花脑萜烯类物质合成和植株表型的影响；利用蛋白质组学和代谢组学技术，全面分析基因表达变化后蛋白质和代谢产物的变化情况，深入揭示CnTPS2基因在菊花脑生长发育和生态适应中的作用机制，为菊花脑的遗传改良和品质提升提供理论依据。




Full-length cloning and functional verification of linalool synthase gene（CnTPS2） in Chrysanthemum nankingense
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Abstract: Objective To obtain the linalool synthase gene of Chrysanthemum nankingense, and to analyze and verify its function. Methods CnTPS2, a key gene in the biosynthesis pathway of terpenes in C. nankingense, was predicted and cloned based on the genomic information of C. nankingense. The metabolites were obtained by prokaryotic expression and transient expression in tobacco, respectively, and detected by GC-MS. Results The gene CnTPS2 with a fragment length of 1785bp was extracted and cloned. GC-MS data analysis showed that both the prokaryotic expression products of CnTPS2 gene and the transient expression products of tobacco contained linalool. Conclusion CnTPS2 gene, which is the gene of linalool synthase, can promote the synthesis and accumulation of linalool in C. nankingense.
Key words: Chrysanthemum nankingense, linalool synthase, bioinformatics, prokaryotic expression, function verification
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