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薄荷非特异性脂质转运蛋白 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与
单萜类化合物的亲和力分析
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摘要: 为探究薄荷(Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.)中非特异性脂质转运蛋白 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 是否具有单萜类化合物亲和能

力ꎬ对去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９(ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ)进行蛋白质结构分析ꎻ根据以往研究结果ꎬ选取薄荷醇、薄荷酮、
芳樟醇、胡薄荷酮、柠檬烯、α－蒎烯 ６ 种单萜类化合物进行分子对接预测ꎬ并进行体外结合活性验证ꎮ 结果显示:
ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 包含核心的 ｎｓＬＴＰⅡ结构域ꎬ三级结构主要由 α 螺旋与 ｌｏｏｐ 区构成ꎬ且 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 蛋白结构

合理ꎬ可用于后续分析ꎮ 分子对接预测结果表明:ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与 ６ 种单萜类化合物均具有结合作用ꎬ其中与芳

樟醇和 α－蒎烯的亲和力较为突出ꎬ且 Ｌｅｕ８、Ｌｅｕ４５、Ｐｈｅ４８、Ｉｌｅ４９ 可能为重要的氨基酸结合位点ꎮ 体外结合活性实验

结果表明:ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与上述单萜类化合物均能结合ꎬ并且结合能力由大到小的顺序与分子对接亲和力预测

结果基本一致ꎬ依次为芳樟醇、薄荷醇、α－蒎烯、薄荷酮、柠檬烯、胡薄荷酮ꎮ 综合分析表明:ＭｃＬＴＰⅡ.９ 能够结合单

萜类化合物ꎬ具有潜在的转运功能ꎮ
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ｍｅｎｔｈｏｎｅꎬ ｌｉｍｏｎｅｎｅꎬ ｐｕｌｅｇｏｎｅ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ＭｃＬＴＰ Ⅱ. ９ ｉｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ.
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ｄｏｃｋｉｎｇꎻ ａｆｆｉｎｉｔｙꎻ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

　 　 非 特 异 性 脂 质 转 运 蛋 白 ( ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ｎｓＬＴＰｓ)是一种小分子可溶性碱性

蛋白(相对分子质量为 ６ ５００ ~ １０ ５００)ꎬ广泛存在于

高等植物中ꎬ对植物的生命活动起到重要作用[１]ꎮ
１９７５ 年ꎬ研究人员首次在马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ
Ｌｉｎｎ.)块茎中发现了植物脂质转运蛋白的相关组

分[２]ꎮ １９８４ 年ꎬＫａｄｅｒ 等[３] 从菠菜( Ｓｐｉｎａｃｉａ ｏｌｅｒａｃｅａ
Ｌｉｎｎ.)叶片中成功提纯并鉴定出 １ 个完整的 ｎｓＬＴＰꎬ
体外实验证实该蛋白可促进磷脂在微粒体与线粒体

之间的交换ꎮ 因此ꎬ该蛋白在当时被命名为磷脂转运

蛋白ꎮ 后来研究者发现该类蛋白还能结合和转运脂

肪酸、脂酰辅酶 Ａ、磷脂、糖脂和角质单体等疏水性分

子ꎬ其脂质转移活性具有广泛性和不确定性ꎬ因此ꎬ被
更名为非特异性脂质转运蛋白[４－５]ꎮ

从结构上看ꎬｎｓＬＴＰｓ 包含 ８ 个保守的半胱氨酸

残基保守基序ꎬ由 ４ 个二硫键连接ꎬ其结构模型为

Ｃｙｓ１－Ｘｎ－Ｃｙｓ２－Ｘｎ－Ｃｙｓ３－Ｃｙｓ４－Ｘｎ－Ｃｙｓ５－Ｃｙｓ６－Ｘｎ－
Ｃｙｓ７－Ｘｎ－Ｃｙｓ８[６]ꎬ内部含有具有脂质结合位点的疏

水腔ꎬ这种结构使得 ｎｓＬＴＰｓ 具有高度的稳定性和亲

脂性ꎬ大量的分子内氢键增加了 ｎｓＬＴＰｓ 的热稳定性

和水解抗性ꎬ使其在体外可以与脂肪酸、磷脂、糖脂、
芳香衍生物、角蛋白单体等各种疏水分子可逆结

合[７]ꎮ 绝大多数的 ｎｓＬＴＰｓ 含有 １ 个由 ２１ ~ ２９ 个氨

基酸构成的 Ｎ 端信号肽ꎬ有研究推断该蛋白可能具

有引导蛋白质分泌到质体外空间、参与胞外脂类形成

的作用[８]ꎮ ｎｓＬＴＰｓ 主要分为 １０ 类ꎬ其中 ｎｓＬＴＰⅠ和

ｎｓＬＴＰⅡ最常见[９]ꎬ二者的二硫键配对方式不同ꎬ
ｎｓＬＴＰⅠ在 Ｃｙｓ１－Ｃｙｓ６ 和 Ｃｙｓ５－Ｃｙｓ８ 配对ꎬｎｓＬＴＰⅡ在

Ｃｙｓ１－Ｃｙｓ５ 和 Ｃｙｓ６－Ｃｙｓ８ 配对[１０]ꎻ且 ｎｓＬＴＰⅠ具有长

隧道状空腔ꎬ而 ｎｓＬＴＰⅡ具有 ２ 个相邻的疏水腔ꎮ
ｎｓＬＴＰⅡ亚家族因上述的结构特征而具有更高的脂

质转运能力[１１]ꎮ
近些年ꎬ多个研究表明 ｎｓＬＴＰｓ 在烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ

ｔａｂａｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)、 黄 花 蒿 ( Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ Ｌｉｎｎ.)、
Ｍｅｎｔｈａ × ｐｉｐｅｒｉｔａ ｆ. ｃｉｔｒａｔａ 等植物毛状体中表达较高ꎬ
部分 ｎｓＬＴＰｓ 能够影响植物腺毛中代谢产物的产生ꎬ
参与腺毛中脂质分泌物的分泌和次生代谢产物的积

累[１２－１４]ꎮ 薄荷(Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ Ｌｉｎｎ.)隶属于唇形

科(Ｌａｍｉａｃｅａｅ)薄荷属(Ｍｅｎｔｈａ Ｌｉｎｎ.)ꎬ植株表面具有

大量盾状腺毛ꎬ能够产生丰富的挥发油ꎮ 薄荷的挥发

油主要由单萜类化合物组成(包括薄荷醇、薄荷酮、
胡薄荷酮、桉叶油醇、芳樟醇等[１５])ꎬ通常在盾状腺毛

分泌细胞中合成并运输到分泌细胞外的贮存腔中ꎮ
相较于植物单萜类化合物的生物合成途径ꎬ研究人员

对其转运机制知之甚少ꎮ 尽管有研究认为小分子的

单萜类化合物可能直接穿过生物膜的磷脂双分子

层[１６]ꎬ但亲脂性分子易在膜内积累破坏膜完整

性[１７]ꎬ因此不排除可能有促进单萜类化合物转运的

转运体存在ꎮ 已有研究表明:ｎｓＬＴＰｓ 可协助挥发性

化合物跨越亲水性细胞壁ꎬ如矮牵牛 ( Ｐｅｔｕｎｉａ ×
ｈｙｂｒｉｄａ ｈｏｒｔ. ｅｘ Ｖｉｌｍ.ꎬ已修订为 Ｐｅｔｕｎｉａ × ａｔｋｉｎｓｉａｎａ
Ｄ. Ｄｏｎ ｅｘ Ｌｏｕｄｏｎ)中 ＰｈｎｓＬＴＰ３ 有助于挥发性有机化

合物( ｖｏｌａｔｉｌｅ ｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓꎬＶＯＣｓ)通过细胞壁

运输到角质层[１８]ꎻ荧光蝴蝶兰〔Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｂｅｌｌｉｎａ
(Ｒｃｈｂ. ｆ.) Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｏｎ〕 中 ＡＴＰ 结合盒转运蛋白

(ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬＡＢＣＧ)ＰｂＡＢＣＧ１ 和

ＰｂＡＢＣＧ２ 可能与香叶醇的运输相关[１９]ꎮ 目前关于

单萜类化合物转运的研究还比较匮乏ꎬ解析其转运机

制是阐明植物特化代谢调控网络的关键环节ꎬ对挖掘

代谢工程靶点具有重要意义ꎮ
项目组在前期研究中筛选并克隆到ＭｃＬＴＰⅡ.９

基因ꎬ并且发现过表达ＭｃＬＴＰⅡ.９ 基因的椒样薄荷

(Ｍｅｎｔｈａ × ｐｉｐｅｒｉｔａ Ｌｉｎｎ.)挥发油总相对含量相较于野

生型略有增加ꎬ其中 α－蒎烯、香桧烯、β－蒎烯、α－月
桂烯、桉叶油醇、α－罗勒烯、芳樟醇、薄荷酮含量皆有

所增加ꎬ而薄荷醇、乙酸薄荷酯、柠檬烯含量有所降

低[２０]ꎮ 虽然前期研究表明 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与单萜类化合

物积累相关ꎬ但该蛋白是否参与薄荷中单萜类化合物

的转运ꎬ证据还不够充分ꎮ 为此ꎬ本研究利用分子对

接技术对 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 和候选单萜类化合物进行了亲

和力预测ꎬ并通过体外实验进一步验证该蛋白与单萜

类化合物的结合潜力ꎬ以期丰富单萜类化合物在植物

中的运输和积累机制ꎬ为探究薄荷中 ｎｓＬＴＰｓ 的生物

学功能提供理论基础ꎮ

３３
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１　 材料和方法

１.１　 材料

供试薄荷来源于江苏省中国科学院植物研究所

薄荷种质资源圃(北纬 ３２°０３′３３″、东经 １１８°４９′５０″)ꎮ
２０２５ 年 ７ 月ꎬ随机选取 ３ 株株龄约 ６ 个月且生长状态

基本一致的薄荷ꎬ并选取从上至下第 ３ 叶位健康的成

熟叶片ꎬ混匀后迅速用液氮速冻ꎬ于 － ８０ ℃ 保存、
备用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 蛋白质三维结构预测　 依据已知 ＭｃＬＴＰⅡ.９
序列去除 Ｎ 端信号肽ꎬ将去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９
统一缩写为 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰꎮ 利用 ＮＣＢＩ Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
Ｄｏｍａｉｎ Ｓｅａｒｃｈ 在线工具( ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ.
ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ / ｗｒｐｓｂ.ｃｇｉ) 预测 ＭｃＬＴＰⅡ. ９ －ΔＳＰ
的结构域及关键氨基酸位点[２１]ꎬ并用 Ｓｗｉｓｓ－Ｍｏｄｅｌ 在
线工具(ｈｔｔｐｓ:∥ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ.ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ)构建该蛋白的

三维结构[２２]ꎬ采用拉氏图分析蛋白质结构ꎬ并下载

ＰＤＢ 文件ꎮ
１.２. ２ 　 分子对接预测 　 根据实验室过往研究成

果[２０]ꎬ选取过表达ＭｃＬＴＰⅡ.９ 转基因椒样薄荷中含

量变化明显的薄荷醇(ＣＡＳ 号 ２２１６－５１－５)、薄荷酮

(ＣＡＳ 号 １０４５８－１４－７)、α－蒎烯(ＣＡＳ 号 ８０－５６－８)、
芳樟醇(ＣＡＳ 号 ７８－７０－６)、胡薄荷酮(ＣＡＳ 号 ８９－
８２－７)、柠檬烯(ＣＡＳ 号 ５９８９－２７－５)共 ６ 种单萜类化

合物为配体ꎬ并以 ＭｃＬＴＰ Ⅱ. ９ － ΔＳＰ 为受体ꎬ使用

ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软 件 进 行 分 子 对 接 预 测ꎮ 使 用

ＰＤＢＦｉｘｅｒ ｖ２.５.０ 软件将下载的受体蛋白 ＰＤＢ 文件进

行预处理ꎬ移除结晶水分子、缓冲离子及杂原子ꎬ并通

过 Ｏｐｅｎ Ｂａｂｅｌ 软件将处理后的蛋白质结构文件转换

为 ＰＤＢＱＴ 格式ꎬ移除非极性氢ꎬ同时分配 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ
部分电荷[２３]ꎮ 从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库(ｈｔｔｐｓ:∥ｐｕｂｃｈｅｍ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )获取上述 ６ 个单萜类化合物的 ３Ｄ
结构文件( ＳＤＦ 格式)ꎬ利用 ＭＧＬＴｏｏｌｓ 软件完成加

氢、添加 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ 电荷及能量最小化预处理[２４]ꎮ 最

后ꎬ使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ 软件进行分子对接ꎬ将输出结

果中每个配体－受体复合物的最低结合能作为亲和

力的评价指标[２５]ꎮ 最低结合能可反映配体与受体最

真实、最稳定的结合状态ꎬ通常数值越小ꎬ结合越容

易ꎬ结合的构象越稳定ꎮ 以－２０.９２ ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１为阈值ꎬ
最低结合能低于此值表明配体与蛋白质具有潜在的

结合活性ꎮ 将配体－受体复合物导入 ＰＬＩＰ 数据库

(ｈｔｔｐｓ:∥ｐｌｉｐ￣ｔｏｏｌ. ｂｉｏｔｅｃ. ｔｕ￣ｄｒｅｓｄｅｎ. ｄｅ / )ꎬ进行配体－
受体化学作用力分析和可视化ꎬ导出 ３Ｄ 图形式的互

作分析结果ꎮ
１.２.３　 基因克隆　 利用 Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取

试剂盒(上海普洛麦格生物产品有限公司)提取薄荷

叶片总 ＲＮＡꎬ并用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ 试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)
反转录为 ｃＤＮＡꎮ

以薄荷 ｃＤＮＡ 为模板ꎬＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ－Ｆ(序列

为 ５′ － ＧＴＧＡＣＧＴＧＣＧＡＣＣＣＧＧＴＧ － ３′) 和ＭｃＬＴＰⅡ.９ －
ΔＳＰ－Ｒ(序列为 ５′－ＧＣＡＣＴＴＡＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＧＴＧＡＣ
Ａ－３′)为引物ꎬ利用 Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)ꎬ扩
增得到ＭｃＬＴＰⅡ.９ －ΔＳＰ 片段ꎬ扩增体系总体积 ５０
μＬ:上游和下游引物各 ２ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘ １ μＬ、ｃＤＮＡ
模板 １ μＬ、Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
１ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ １８ μＬ、２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ ２５ μＬꎮ 扩

增程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 １５ ｓ、５８ ℃退火

３０ ｓ、７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ３５ 个循环ꎮ 采用质量体积分数

１％琼脂糖凝胶电泳对 ＰＣＲ 扩增产物进行分离与检

测ꎬ使用 ＳａｎＰｒｅｐ 柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒〔生工生物

工程(上海)股份有限公司〕对目的条带进行切胶回

收与纯化ꎬ通过 ５ ｍｉｎ ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ－Ｚｅｒｏ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ(南
京诺唯赞生物科技股份有限公司)将纯化后的目的

片段与 ｐＣＥ２ ＴＡ / Ｂｌｕｎｔ－ＺｅｒｏＴＡ / Ｂｌｕｎｔ 载体进行连接ꎬ
随后转化至大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α(北京擎科生

物科技股份有限公司)ꎬ并在含 ５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素

的 ＬＢ 固体培养基中倒置培养过夜ꎮ 利用 ２ ×Ｈｉｅｆｆ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍａｘ〔翌圣生物科技(上海)股份有限公

司〕进行菌落 ＰＣＲ 验证ꎬ扩增体系总体积 ２０ μＬ:上
游和下游引物各 １ μＬ、２ ×Ｈｉｅｆｆ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍａｘ １０
μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬꎮ 扩增程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃
变性 １５ ｓ、５８ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ３５ 个循环ꎮ
选取阳性单克隆送至生工生物工程(上海)股份有限

公司ꎬ使用通用引物 Ｍ１３－Ｆ(序列为 ５′－ＣＡＧＧＧＴＴＴＴ
ＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧ－３′)和 Ｍ１３－Ｒ(序列为 ５′－ＧＡＧＣＧＧ
ＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣ－３′)完成测序ꎮ
１.２.４　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 蛋白的异源表达　 利用限制

性内切酶 ＥｃｏＲ Ⅰ对 ｐＣｏｌｄ Ⅰ载体进行线性化ꎬ利用

特异性引物ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ－ｐＣｏｌｄⅠ－Ｆ(序列为 ５′－
ＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＧＴＧＡＣＧＴＧＣＧＡＣＣＣＧＧ

４３
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ＴＧ－３′)和ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ－ｐＣｏｌｄ Ⅰ－Ｒ(序列为 ５′－
ＣＴＡＴＣＴＡＧＡＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣＧＣＡＣＴＴＡＧＧＧＴＡＴＧＧＡ
ＡＴＧＴＧＡＣＡ－３′)克隆ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 序列ꎬ扩增方

法同上ꎬ将克隆获得的目的片段与线性化的 ｐＣｏｌｄ Ⅰ
载体连接ꎬ将构建正确的ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ－ｐＣｏｌｄ Ⅰ
重组质粒转化至大肠杆菌感受态细胞 ＢＬ２１(北京擎

科生物科技股份有限公司)ꎮ 将阳性单克隆在含 １００
ｍｇ􀅰Ｌ－１氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中 ３７ ℃振荡

培养至 ＯＤ６００值 ０.４~０.５ꎬ于 １５ ℃条件下冷却 ３０ ｍｉｎꎬ
添加异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷( ＩＰＴＧꎬ终浓度 ０.１
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ１５ ℃振荡培养 ２４ ｈ 后ꎬ于 ４ ℃下 ８ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎮ 采用 Ｈｉｇｈ Ａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｎｉ－Ｃｈａｒｇｅｄ Ｒｅｓｉｎ ＦＦ 镍柱填料(金斯瑞生物科技股份

有限公司)ꎬ按说明书中步骤进行蛋白纯化ꎬ将洗脱

的目的蛋白使用 ＵＦＣ９００３ 超滤管 (德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司)ꎬ结合 １×磷酸盐缓冲溶液(１×ＰＢＳ 溶液ꎬｐＨ ７.４)
进行脱盐与浓缩ꎬ获得带 Ｈｉｓ 标签的 ＭｃＬＴＰⅡ. ９ －
ΔＳＰ 蛋白ꎬ置于－８０ ℃超低温冰箱保存ꎮ

取 ４０ μＬ 纯化后的蛋白样品ꎬ与 １０ μＬ ５×Ｏｍｎｉ－
ＥａｓｙＴＭ速溶型蛋白上样缓冲液(上海雅酶生物医药科

技有限公司)充分混匀ꎬ１００ ℃金属浴加热 ５ ｍｉｎꎬ使
蛋白质变性ꎮ 采用质量体积分数 １５％十二烷基硫酸

钠－聚丙烯酰胺凝胶(上海雅酶生物医药科技有限公

司)在 １００ Ｖ 恒压条件下电泳 ８５ ｍｉｎꎬ随后于冰浴中

８０ Ｖ 恒压转膜〔聚偏二氟乙烯(ＰＶＤＦ)膜〕４５ ｍｉｎꎻ转
膜完毕后ꎬ将 ＰＶＤＦ 膜置于 ４ ℃条件下封闭过夜ꎬ加
入稀释 ２ ０００ 倍的 ＴＨＥＴＭ Ｈｉｓ Ｔａｇ Ａｎｔｉｂｏｄｙ [ＨＲＰ]
(ｍＡｂꎬＭｏｕｓｅ)(金斯瑞生物科技股份有限公司)ꎬ室
温孵育 ２ ~ ３ ｈꎬ之后用 ＴＢＳＴ 缓冲液 (含体积分数

０.１％吐温 ２０ 的 １×ＰＢＳ 溶液)洗涤 ５ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ
最后ꎬ使用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒(上海碧云天生物技

术股份有限公司)进行显色ꎬ通过 Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ
全自动化学发光成像系统(上海天能生命科学有限

公司)采集并记录实验结果ꎮ
１.２.５　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白的 ２－对甲苯氨基－
６－萘磺酸(ＴＮＳ)结合活性　 ＴＮＳ 是一种疏水性荧光

探针ꎬ在水溶液中荧光信号极弱ꎬ与蛋白质疏水腔结

合后荧光强度显著增强ꎮ 通过检测 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ
重组蛋白与 ＴＮＳ 结合后荧光信号的强弱是否变化ꎬ
判断其是否具有 ＴＮＳ 结合活性ꎮ 按照 Ｌｉａｏ 等[１８] 的

方法设置 ４ 个处理ꎬ即仅含 ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＴＮＳ 的缓冲

液ꎬ含 １ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｃＬＴＰ Ⅱ. ９ － ΔＳＰ 重组蛋白和

３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳ 的缓冲液ꎬ含 １ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 煮沸的

ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白和 ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＴＮＳ 的缓

冲液ꎬ含 １ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１煮沸的 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋

白、２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１二硫苏糖醇(ＤＴＴ)和 ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＴＮＳ 的缓冲液ꎮ 缓冲液配方为 １７５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 甘露

醇、０. ５ ｍｍｏｌ􀅰 Ｌ－１ Ｋ２ＳＯ４、 ０. ５ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＣａＣｌ２ 和

５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ２－吗啉乙磺酸(ＭＥＳ)ꎬｐＨ ６.５ꎮ 在黑色

９６ 孔酶标板中加入 ２００ μＬ 各处理溶液ꎬ在 ２５ ℃下

孵育 ５ ｍｉｎ 后ꎬ使用 Ｔｅｃａｎ Ｓｐａｒｋ Ｍｕｌｔｉｍｏｄｅ Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ
Ｒｅａｄｅｒ 酶标仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)(激发波长 ３２０ ｎｍꎬ
发射波长 ４３７ ｎｍ)读取荧光值ꎮ
１.２.６　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白 ＴＮＳ 置换实验　 在

配体竞争置换实验中ꎬ向 ＴＮＳ－蛋白质体系中加入待

测配体后ꎬ若配体能竞争性占据蛋白质疏水结合位点

并将 ＴＮＳ 置换出来ꎬ则荧光信号随配体浓度升高而

逐渐降低ꎬ其下降幅度越大ꎬ表明配体与蛋白质的结

合能力越强ꎮ 将目标配体薄荷醇、薄荷酮、芳樟醇、胡
薄荷酮、柠檬烯和 α－蒎烯 ６ 种配体分别溶解于二甲

基亚砜(ＤＭＳＯ)中ꎬ配制成相应工作浓度 １００ 倍的母

液ꎮ 根据 Ｌｉａｏ 等[１８]的实验步骤ꎬ通过配置仅含 ＴＮＳꎬ
含 ＴＮＳ 和ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 蛋白ꎬ含配体和 ＴＮＳꎬ含配

体、ＴＮＳ 和 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 蛋白的反应液ꎬ使用酶标

仪进行荧光测定ꎬ校准荧光后计算荧光猝灭百分率ꎻ
采用米氏方程(Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ￣Ｍｅｎｔｅｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ)对荧光猝

灭百分率与配体终浓度进行非线性回归拟合ꎬ得到相

应的解离常数(Ｋｄ)ꎬＫｄ值越小则亲和力越强ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 蛋白结构分析

对去除信号肽(２６ 个氨基酸)的 ＭｃＬＴＰⅡ.９(６８
个氨基酸)进行蛋白质结构域和关键氨基酸分析预

测ꎬ结果(图 １－Ａ)显示:ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 包含核心的

ｎｓＬＴＰⅡ结构域ꎬ关键氨基酸有 Ｌｅｕ８、Ｌｅｕ３６、Ｌｙｓ４１、
Ｐｈｅ４３、Ｌｅｕ４５、Ｐｈｅ４８、 Ｉｌｅ４９、Ａｓｐ５０、Ｔｙｒ６５、Ｌｙｓ６７ꎮ 三

维结构预测结果(图 １－Ｂ)显示 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 蛋

白的主要结构是 α 螺旋与 ｌｏｏｐ 区ꎮ 通过拉氏图验证

蛋白质结构合理性ꎬ结果(图 １－Ｃ)显示:其氨基酸残

基基本分布于最优构象区ꎬ表明该结构主链构象合

理、空间位阻适宜、立体化学质量优良ꎬ无明显不合理

折叠与空间冲突ꎬ可满足后续分子对接及相关机制研

究需求ꎮ
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Ａ: 氨基酸序列及结构域 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｏｍａｉｎꎻ Ｂ: 三级结构 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎻ Ｃ: 拉氏图 Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ ｐｌｏｔ.

图 １　 去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 蛋白结构分析
Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ＭｃＬＴＰⅡ.９

２.２　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与单萜类化合物的分子对接

预测分析

ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与薄荷醇、薄荷酮、芳樟醇、胡
薄荷酮、柠檬烯、α－蒎烯的分子对接预测结果(图 ２
和表 １)显示:６ 种单萜类化合物均嵌入 ＭｃＬＴＰⅡ.９－
ΔＳＰ α 螺旋围成的疏水腔中ꎬ与腔内壁氨基酸残基之

间主要存在疏水作用ꎬ 即烷基和 π － 烷基作用ꎮ
ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与这 ６ 种化合物的最低结合能均小

于－２０.９２ ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１ꎬ说明 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与候选单

萜类化合物均具有结合活性ꎮ 其中ꎬＭｃＬＴＰⅡ. ９ －
ΔＳＰ 与芳樟醇的最低结合能为－２５.４４ ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１ꎬ亲
和力 最 高ꎻ 与 α － 蒎 烯 的 最 低 结 合 能 为－２４.８９
ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１ꎬ亲和力也较为突出ꎻ与胡薄荷酮的结合相

对较弱ꎬ最低结合能为－２１.８０ ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１ꎮ 在结合位

点互作残基中发现 ４ 个关键且出现次数较多的氨基

酸:Ｌｅｕ４５、Ｐｈｅ４８、Ｉｌｅ４９、Ｌｅｕ８ꎮ 其中ꎬＬｅｕ４５ 与 ６ 种化

合物均有结合ꎬ且与薄荷酮、芳樟醇、α－蒎烯可能存

在 ２ 或 ３ 处位点结合ꎻＰｈｅ４８ 与 ５ 种化合物有结合ꎬ
与胡薄荷酮、α－蒎烯可能有 ３ 或 ４ 处位点结合ꎻＩｌｅ４９
可与 ４ 种化合物结合ꎬ且与 α－蒎烯可能存在 ２ 处位

点结合ꎻＬｅｕ８ 与 ５ 种化合物有结合ꎬ且与胡薄荷酮可

能存在 ２ 处位点结合ꎮ
分子对接实验还显示:薄荷醇与 Ｌｅｕ４５ 的堆叠距

离为 ０.３４２ ｎｍꎬ薄荷酮与 Ｌｅｕ４５ 的堆叠距离为 ０.３６０
和 ０.３９５ ｎｍꎬ芳樟醇与 Ｌｅｕ４５ 的堆叠距离为 ０.３６３ 和

０.３３６ ｎｍꎬ胡薄荷酮与 Ｌｅｕ４５ 的堆叠距离为 ０. ３６５
　 　 　

Ａ: 薄荷醇Ｍｅｎｔｈｏｌꎻ Ｂ: 薄荷酮Ｍｅｎｔｈｏｎｅꎻ Ｃ: 芳樟醇 Ｌｉｎａｌｏｏｌꎻ Ｄ: 胡薄
荷酮 Ｐｕｌｅｇｏｎｅꎻ Ｅ: 柠檬烯 Ｌｉｍｏｎｅｎｅꎻ Ｆ: α－蒎烯 α￣ｐｉｎｅｎｅ.

橙色棍状结构为配体分子ꎬ蓝绿色棍状结构为发生相互作用的氨基酸
残基侧链ꎬ灰色虚线示疏水相互作用(烷基和 π－烷基作用) Ｏｒａｎｇｅ
ｓｔｉｃｋｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬ ｂｌｕｅ￣ｇｒｅｅｎ ｓｔｉｃｋｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｉｄｅ
ｃｈａｉｎｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄꎬ ａｎｄ ｇｒａｙ ｄａｓｈｅｄ
ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ (ａｌｋｙｌ ａｎｄ π￣ａｌｋｙｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ) .

图 ２　 去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与 ６ 种单萜类化合物的分子对接三
维图
Ｆｉｇ. ２ 　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ
ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ＭｃＬＴＰⅡ.９ ｗｉｔｈ ｓｉｘ ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ
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表 １　 去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与 ６ 种单萜类化合物的最低结合能和结合位点互作残基
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ＭｃＬＴＰⅡ.９ ｗｉｔｈ ｓｉｘ ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

最低结合能 / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１)
Ｍｉｎｉｍｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｅｒｇｙ

结合位点互作残基１)

Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ１)

薄荷醇 Ｍｅｎｔｈｏｌ －２４.３５ Ｐｒｏ５(１)ꎬＴｙｒ３９(１)ꎬＬｅｕ４５(１)ꎬＰｈｅ４８(１)ꎬＩｌｅ４９(１)
薄荷酮 Ｍｅｎｔｈｏｎｅ －２３.８９ Ｐｒｏ５(１)ꎬＬｅｕ８(１)ꎬＩｌｅ１５(１)ꎬＴｙｒ３９(１)ꎬＬｅｕ４５(２)ꎬＰｈｅ４８(１)
芳樟醇 Ｌｉｎａｌｏｏｌ －２５.４４ Ｐｒｏ５(１)ꎬＬｅｕ８(１)ꎬＩｌｅ１５(１)ꎬＴｙｒ３９(１)ꎬＬｅｕ４５(２)ꎬＰｈｅ４８(１)ꎬＩｌｅ４９(１)
胡薄荷酮 Ｐｕｌｅｇｏｎｅ －２１.８０ Ｐｒｏ５(１)ꎬＬｅｕ８(２)ꎬＡｌａ１２(１)ꎬＩｌｅ１５(１)ꎬＬｅｕ４５(１)ꎬＰｈｅ４８(４)ꎬＩｌｅ４９(１)
柠檬烯 Ｌｉｍｏｎｅｎｅ －２３.７７ Ｐｒｏ５(１)ꎬＬｅｕ８(１)ꎬＬｅｕ４５(１)
α－蒎烯 α￣ｐｉｎｅｎｅ －２４.８９ Ｐｒｏ５(１)ꎬＬｅｕ８(１)ꎬＩｌｅ１５(１)ꎬＴｙｒ３９(１)ꎬＬｅｕ４５(３)ꎬＰｈｅ４８(３)ꎬＩｌｅ４９(２)

　 １)括号内数字为互作残基数 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ.

ｎｍꎬ柠檬烯与 Ｌｅｕ４５ 的堆叠距离为 ０. ３６６ 和 ０. ３９１
ｎｍ、α－蒎烯与 Ｌｅｕ４５ 的堆叠距离为 ０.３６３、０.３７３ 和

０.３９２ ｎｍꎬ均在有效疏水堆叠范围内 (小于 ０. ４００
ｎｍ)ꎮ 其中ꎬ芳樟醇与 Ｌｅｕ４５ 的最短堆叠距离在 ６ 种

化合物中最小ꎬ结合最为稳定ꎬ其次是薄荷醇ꎮ
２.３　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白的 ＴＮＳ 结合活性

分析

ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与 Ｈｉｓ 标签融合后的重组蛋白

氨基酸数量为 ９５ꎬ相对分子质量约 １０ ４５０ꎮ 重组蛋

白的 ＴＮＳ 体外结合实验结果(图 ３)显示:相对于仅含

ＴＮＳ 的处理ꎬ加入 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白后荧光

值显著(Ｐ<０.０５)增加ꎬ而加入煮沸的 ＭｃＬＴＰⅡ.９－
ΔＳＰ 重组蛋白以及含 ２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＴＴ 的煮沸

ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白后ꎬ荧光值增加幅度较小ꎬ
　 　 　

柱子上方不同小写字母表示差异显著(Ｐ< ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ
ａｂｏｖｅ ｃｏｌｕｍｎｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

Ｔ１: 仅含 ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳ Ｏｎｌｙ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳꎻ Ｔ２: 含
ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白和 ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳ Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＭｃＬＴＰ Ⅱ. ９￣ΔＳＰ ａｎｄ ３ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＴＮＳꎻ Ｔ３: 含 煮 沸 的
ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ重 组 蛋 白 和 ３ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＴＮＳ Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｏｉｌｅｄ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭｃＬＴＰⅡ.９￣ΔＳＰ ａｎｄ ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳꎻ Ｔ４: 含煮沸
的 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白、２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１二硫苏糖醇(ＤＴＴ)和 ３
μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳ Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｂｏｉｌｅｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭｃＬＴＰⅡ.９￣ΔＳＰꎬ
２００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ (ＤＴＴ)ꎬ ａｎｄ ３ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＴＮＳ.

图 ３　 去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与 ＴＮＳ 的结合活性
Ｆｉｇ. ３ 　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ＭｃＬＴＰⅡ. ９
ｗｉｔｈ ＴＮＳ

以上结果表明 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白具有 ＴＮＳ
结合活性ꎬ可进行后续 ＴＮＳ 体外置换实验ꎮ
２.４　 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白与单萜类化合物的

体外结合活性分析

结果(图 ４)显示:ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 重组蛋白可

在体外与薄荷醇、薄荷酮、芳樟醇、胡薄荷酮、柠檬烯

和 α－蒎烯结合ꎮ 由拟合曲线计算得出ꎬ此 ６ 种单萜

　 　 　

图 ４　 去除信号肽的 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与单萜类化合物的体外结合动力学
曲线
Ｆｉｇ. ４ 　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｂｉｎｄｉｎｇ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｉｇｎａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ￣ｔｒｕｎｃａｔｅｄ
ＭｃＬＴＰⅡ.９ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ

７３
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类化合物与该重组蛋白的亲和力由高到低排序为芳

樟醇(Ｋｄ ＝ ０.１８５ ３ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、薄荷醇(Ｋｄ ＝ ０.２９５ １
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、α－蒎烯(Ｋｄ ＝ ０.３４７ ４ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、薄荷

酮(Ｋｄ ＝ ０.３５７ ６ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、柠檬烯(Ｋｄ ＝ ０. ６３９ ７
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、胡薄荷酮(Ｋｄ ＝ ０.７２３ １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ表
明 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 具有转运单萜类化合物的功能ꎮ

３　 讨论和结论

与多数 ｎｓＬＴＰｓ 类似ꎬＭｃＬＴＰⅡ. ９ 的 Ｎ 端存在

１ 个含有２６ 个氨基酸的信号肽ꎬ该信号肽具有疏水性

跨膜域ꎬ由于 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 定位在质膜上[２０]ꎬ因此推测

其功能是引导蛋白质转运至细胞膜ꎬ而体外结合实验

无需信号肽发挥定位功能[７]ꎬ且其疏水性可能干扰

蛋白质可溶性表达及疏水空腔的正确折叠[２６]ꎬ异源

表达时去除信号肽可避免目的蛋白质在原核表达系

统中被错误切割、转运或降解ꎬ有效提高蛋白质的可

溶性表达水平与表达量ꎮ 例如:水稻 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
Ｌｉｎｎ.)ＯｓＬＴＰ１ 在切除 Ｎ 端 ２７ 个氨基酸信号肽后才

能得到成熟蛋白质ꎬ通过结构解析ꎬ去除信号肽后该

蛋白结构完整、内部存在疏水空腔ꎬ为脂质结合提供

结构基础[２７]ꎮ 因此ꎬ本研究在分子对接和体外配体

亲和性验证中应用的是去除信号肽后的 ＭｃＬＴＰⅡ.９ꎬ
还通过蛋白质结构分析、拉氏图分析等方式证实该截

短蛋白主链构象合理ꎬ内部含有完整的疏水空腔ꎬ可
用于后续分子对接和体外活性验证ꎮ

分子对接通常以最低结合能作为评价配体与蛋

白质结合能力的核心指标ꎮ 目前ꎬ该方法已广泛用于

ｎｓＬＴＰｓ 与疏水小分子互作机制研究ꎮ 例如:茴香

(Ｆｏｅｎｉｃｕｌｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ Ｍｉｌｌ.)ｎｓＬＴＰ１ 与亚油酸、亚麻酸、
硬脂酸、棕榈酸等脂肪酸的结合能力不同ꎬ与不同脂

质的最低结合能存在明显差异ꎬ且结果与体外脂质结

合实验趋势一致[２３]ꎬ证实最低结合能可有效评价

ｎｓＬＴＰ 与脂质的亲和能力ꎮ 黄花蒿 ＡａＬＴＰＧ１ 蛋白与

萜类化合物及其前体的相互作用ꎬ通过最低结合能筛

选出优势结合构象并阐释结合模式ꎬ为其在植物体内

促进萜类积累的生物学功能提供了直接的结构证

据[２８]ꎮ 分子对接结果显示:ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与 ６ 种

候选单萜类化合物都有潜在结合能力ꎮ 配体－受体

互作分析表明:二者结合主要依赖疏水作用ꎬ这与

ｎｓＬＴＰｓ 通过疏水腔结合配体的经典机制一致[６－７]ꎬ
Ｌｅｕ８、Ｌｅｕ４５、 Ｐｈｅ４８、 Ｉｌｅ４９ 为关键结合残基ꎬ 其中

Ｌｅｕ４５ 与 ６ 种单萜类化合物均发生相互作用ꎬ且结合

位点数最多ꎬ可能与其异丁基侧链可与单萜类化合物

的烃基骨架形成有效的烷基－烷基疏水堆叠有关ꎻ
Ｌｅｕ４５ 与 ６ 种单萜类化合物的堆叠距离介于 ０.３３６ ~
０.３９５ ｎｍ 之间ꎬ处于典型疏水堆叠范围(小于 ０.４００
ｎｍ)ꎬＬｅｕ４５ 位于 ｎｓＬＴＰ 疏水腔内壁ꎬ是构成疏水腔

的关键残基之一ꎬ故推测 Ｌｅｕ４５ 为 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ
结合单萜类化合物的最关键氨基酸位点ꎬ也为后续通

过基因定点突变优化蛋白结合能力提供了明确靶点ꎮ
植物 ｎｓＬＴＰ 的功能机制研究中ꎬ定点突变是解析关键

残基作用的核心手段ꎬ不同物种 ｎｓＬＴＰ 的关键位点与

突变效应存在明显差异ꎮ 例如:在小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ
ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌｉｎｎ.)ｎｓＬＴＰ１ 研究中ꎬ通过序列保守性与结

构模型分析ꎬ筛选出 Ｈｉｓ５、Ｔｙｒ１６、Ｇｌｎ４５、Ｔｙｒ７９ 为潜在

关键位点ꎬ并通过定点突变及大肠杆菌重组表达体

系ꎬ发现只有 Ｔｙｒ７９ 突变为 Ａｌａ 后ꎬ脂质结合相关荧

光信号未增强ꎬ但是依然检测到脂质结合活性[２９]ꎬ说
明 Ｔｙｒ７９ 并非结合所必需ꎬ而是负责脂质结合后影响

荧光变化的核心残基ꎮ 水稻 ｎｓＬＴＰ２ 的研究则揭示了

疏水腔残基的功能分化ꎬ如 Ｌｅｕ８、Ｐｈｅ３６、Ｖａｌ４９ 为结

构核心残基ꎬ Ｔｙｒ４５ 是配体结合关键芳香族残基ꎬ
Ｔｙｒ４８ 特异性影响甾醇结合[３０]ꎬ反映出水稻 ｎｓＬＴＰ２
疏水腔残基在结构维持、配体结合、转运调控中的差

异化功能ꎮ 后续可以基于 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 已确定的关键

结合位点ꎬ通过定点突变技术构建突变体ꎬ结合体外

结合实验和突变体过表达材料的表型分析ꎬ验证关键

结合位点在化合物结合及转运功能中的关键作用ꎮ
分子对接结果仅仅是基于静态结构和经验打分

函数的理论预测ꎬ无法模拟蛋白质的动态变化、水分

子的介导作用以及真实的结合热力学ꎮ 为此ꎬ采用体

外 ＴＮＳ 荧光实验进一步验证 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与单

萜类化合物的结合活性ꎮ ６ 种单萜类化合物与该蛋

白的结合均具有剂量依赖性ꎬＫｄ 值范围为 ０.１８５ ３ ~
０.７２３ １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ亲和力由高到低依次为芳樟醇、
薄荷醇、α－蒎烯、薄荷酮、柠檬烯、胡薄荷酮ꎮ 这一排

序与分子对接结果基本一致ꎬ仅薄荷醇与 α－蒎烯的

排序略有差异ꎮ 这种差异可能源于分子对接的固有

局限性———虚拟模拟未充分考虑蛋白质构象柔性变

化及溶剂效应[２９]ꎬ而体外实验更能直观地体现目标

蛋白质与不同浓度配体的动态结合变化ꎮ 总体来说ꎬ
二者互补验证了 ＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 对单萜类化合物的

结合偏好性ꎬ也进一步支撑了其潜在的转运功能ꎮ

８３
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然而ꎬ对比过表达 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 和野生型椒样薄

荷挥发油成分含量差异[２０]ꎬ发现 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 与候选

单萜类化合物的亲和能力与其在挥发油中含量不一

定呈正比ꎮ 例如:过表达椒样薄荷中芳樟醇和 α－蒎
烯含量明显比野生型增加ꎬ而柠檬烯和薄荷醇含量却

明显降低ꎬ提示 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 对单萜类成分含量的调

控并非简单地由分子亲和力所决定ꎮ 植物体内的单

萜类成分合成是一个复杂的网络ꎬ各成分共享相同的

前体ꎬ然后由不同的萜类合成酶催化流向不同的分

支[２５]ꎬ因此ꎬ推测 ＭｃＬＴＰⅡ.９ 在细胞中的转运活动可

能会间接影响萜类合成酶的表达ꎬ从而产生代谢通量

的变化ꎮ 虽然本研究体外实验证实了 ＭｃＬＴＰⅡ.９－
ΔＳＰ 与单萜类化合物的结合活性ꎬ但结合后如何完成

转运、转运至何处、是否与其他蛋白质协同等问题尚

不清楚ꎮ 而单萜类作为小分子挥发性次生代谢产物ꎬ
其跨膜转运机制长期以来未被充分关注ꎬ单萜类转运

研究还属于起步阶段ꎬ成果较少ꎬ后续可以借助酵母

突变体、非洲爪蟾(Ｘｅｎｏｐｕｓ ｌａｅｖｉｓ Ｄａｕｄｉｎ)卵母细胞等

体系进行植物单萜转运蛋白的转运验证、转运协同互

作蛋白筛选ꎬ以及应用最新的同位素标记联合质谱成

像技术在植物体内进行转运路径的示踪分析等完善

基因功能研究[３１－３２]ꎮ
综上ꎬＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 包含完整的 ｎｓＬＴＰⅡ结

构域ꎬ并且ꎬＭｃＬＴＰⅡ.９－ΔＳＰ 与 ６ 种单萜类化合物均

能结合ꎬ结合能力由强到弱依次为芳樟醇、薄荷醇、
α－蒎烯、薄荷酮、柠檬烯、胡薄荷酮ꎬ与分子对接预测

结果基本一致ꎮ
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[８] 　 ＤｅＢｏｎｏ Ａꎬ Ｙｅａｔｓ Ｔ Ｈꎬ Ｒｏｓｅ Ｊ Ｋ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ＬＴＰＧ ｉｓ ａ
ｇｌｙｃｏｓｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ￣ａｎｃｈｏｒｅｄ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｑｕｉｒｅｄ
ｆｏｒ ｅｘｐｏｒｔ ｏｆ ｌｉｐｉｄｓ ｔｏ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｓｕｒｆａｃｅ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ ２００９ꎬ
２１: １２３０－１２３８.

[９] 　 Ｆｉｎｋｉｎａ Ｅ Ｉꎬ Ｂｏｇｄａｎｏｖ Ｉ Ｖꎬ Ｏｖｃｈｉｎｎｉｋｏｖａ Ｔ Ｖ. Ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ:
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ａｃｔａ Ｎａｔｕｒａｅꎬ ２０１６ꎬ ８
(２): ４７－６１.

[１０] 　 Ｋａｌｌａ Ｒꎬ Ｓｈｉｍａｍｏｔｏ Ｋꎬ Ｐｏｔｔｅｒ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｒｌｅｙ
ａｌｅｕｒｏｎｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ７ ｋＤａ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｆｅｒｓ ａｌｅｕｒｏｎｅ ｃｅｌｌ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ
[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ １９９４ꎬ ６(６): ８４９－８６０.

[１１] 　 Ｈｏｈ Ｆꎬ Ｐｏｎｓ Ｊ￣Ｌꎬ Ｇａｕｔｉｅｒ Ｍ￣Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ａ ｌｉｇａｎｄｅｄ ｔｙｐｅ
２ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ￣ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｗｈｅａｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｂａｓｉｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ [ Ｊ ] . Ａｃｔａ Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃａ Ｓｅｃｔｉｏｎ Ｄ:
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙꎬ ２００５ꎬ Ｄ６１: ３９７－４０６.

[１２] 　 Ｃｈｏｉ Ｙ Ｅꎬ Ｌｉｍ Ｓꎬ Ｋｉｍ Ｈ￣Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｂａｃｃｏ ＮｔＬＴＰ１ꎬ ａ ｇｌａｎｄｕｌａｒ￣
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｌｉｐｉｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１２ꎬ ７０: ４８０－４９１.

[１３] 　 Ａｄｈｉｋａｒｉ Ｐ Ｂꎬ Ｈａｎ Ｊ Ｙꎬ Ａａｎ Ｃ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
(ＡａＬＴＰ３ ａｎｄ ＡａＬＴＰ４ ) ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｅ ｌａｃｔｏｎｅ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅｓ ｉｎ Ａｒｔｅｍｉｓｉａ ａｎｎｕａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ６０(１２): ２８２６－２８３６.

[１４] 　 Ｈｗａｎｇ Ｈ￣Ｓꎬ Ａｄｈｉｋａｒｉ Ｐ Ｂꎬ Ｊｏ Ｈ￣Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｅ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｏｒａｎｇｅ ｍｉｎｔ (Ｍｅｎｔｈａ × ｐｉｐｅｒｉｔａ ｆ. ｃｉｔｒａｔａ)
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ａ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＮｔＬＴＰ１ ) [ Ｊ ] .
Ｐｌａｎｔａꎬ ２０２０ꎬ ２５２: ４４.

[１５] 　 Ｄｏｎｇ Ｗｅｎｊｉａｎｇꎬ Ｎｉ Ｙｏｎｇｎｉａｎꎬ Ｋｏｋｏｔ Ｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｔ
(Ｍｅｎｔｈａ ｈａｐｌｏｃａｌｙｘ Ｂｒｉｑ.) ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｕｓｉｎｇ
ｇａｓ ａｎｄ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０１５ꎬ ３８(３): ４０２－４０９.

[１６] 　 Ｌｉ Ｙａｊｉｎｇꎬ Ｃｈｅｎ Ｊｕｎｆｅｎｇꎬ Ｚｈｉ Ｊｉｎｇｙｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ＳｍＡＢＣＧ１ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅｓ ｅｘｐｏｒｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｉｄｅｒｍｉｃ ｃｅｌｌｓ ｏｆ
Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ ｒｏｏｔ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０２５ꎬ ６７(１): １３５－１４９.

[１７] 　 Ｌｉｎ Ｇｕｙｉｎꎬ Ｌｉ Ｐｉｒｕｉꎬ Ｌｉ Ｌｉｎｗｅｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ＥｌＡＢＣＧ３９: ａ
ｋｅｙ ｐｌａｙｅｒ ｉｎ ｉｎｇｅｎｏｌ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｅｆｆｌｕｘ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ｉｎ Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｌａｔｈｙｒｉｓ Ｌ.
[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２４ꎬ ４３: ２７４.

[１８] 　 Ｌｉａｏ Ｐａｎꎬ Ｍａｏｚ Ｉꎬ Ｓｈｉｈ Ｍ￣Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｖｏｌａｔｉｌｅｓ ｉｓ
ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ￣ｗａｌｌ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ [ Ｊ ] .
Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓꎬ ２０２３ꎬ １４: ３３０.

９３
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[１９]　 Ｃｈａｎｇ Ｙａｌａｎꎬ Ｈｕａｎｇ Ｌｉｍｉｎꎬ Ｋｕｏ Ｘｕａｎｚｈｏｕꎬ ｅｔ ａｌ. ＰｂＡＢＣＧ１ ａｎｄ
ＰｂＡＢＣＧ２ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ａｒｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ
ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｅｓ ｉｎ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｂｅｌｌｉｎａ [ Ｊ ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ
２０２３ꎬ １１４: ２７９－２９２.

[２０] 　 Ｃｈｅｎ Ｑｉｕｔｏｎｇꎬ Ｌｉ Ｌｉꎬ Ｑｉ Ｘｉｗｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＭｃＬＴＰⅡ. ９ ｏｆ Ｍｅｎｔｈａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｐｅｌｔａｔｅ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ｔｒｉｃｈｏｍｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｖｏｌａｔｉｌｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２３ꎬ １４: １１８８９２２.

[２１] 　 Ｙａｎｇ Ｍｉｎｇｚｈａｎｇꎬ Ｄｅｒｂｙｓｈｉｒｅ Ｍ Ｋꎬ Ｙａｍａｓｈｉｔａ Ｒ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＣＢＩ􀆳ｓ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ
[Ｊ] . Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２０２０ꎬ ６９: ｅ９０.

[２２] 　 Ｗａｔｅｒｈｏｕｓｅ Ａꎬ Ｂｅｒｔｏｎｉ Ｍꎬ Ｂｉｅｎｅｒｔ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ:
ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｍｏｄｅｌｌｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ [ Ｊ ] .
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１８ꎬ ４６(Ｗ１): Ｗ２９６－Ｗ３０３.

[２３] 　 Ｍｅｇｅｒｅｓｓａ Ｍꎬ Ｓｉｒａｊ Ｂꎬ Ｚａｒｉｎａ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｌｉｐｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ｎｓＬＴＰ１) ｆｒｏｍ ｆｅｎｎｅｌ (Ｆｏｅｎｉｃｕｌｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ) ｓｅｅｄｓ[ Ｊ] .
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０２０ꎬ １０: ２１２４３.

[２４] 　 Ｅｌ￣Ｈａｃｈｅｍ Ｎꎬ Ｈａｉｂｅ￣Ｋａｉｎｓ Ｂꎬ Ｋｈａｌｉｌ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＡｕｔｏＤｏｃｋ ａｎｄ
ＡｕｔｏＤｏｃｋＴｏｏｌｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｌｉｇａｎｄ ｄｏｃｋｉｎｇ: ｂｅｔａ￣ｓｉｔｅ ａｍｙｌｏｉｄ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｌｅａｖｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ １ ( ＢＡＣＥ１) ａｓ ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ
[Ｍ]∥Ｋｏｂｅｉｓｓｙ Ｆ Ｈꎬ Ｓｔｅｖｅｎｓ Ｓ Ｍ Ｊｒ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｂｉｏｌｏｇｙ: ｖｏｌ. １５９８. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ: Ｈｕｍａｎａ Ｐｒｅｓｓꎬ ２０１７: ３９１－４０３.

[２５] 　 Ａｈａｒｏｎｉ Ａꎬ Ｇｉｒｉ Ａ Ｐꎬ Ｄｅｕｅｒｌｅｉｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ
ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｃｅｌｌꎬ
２００３ꎬ １５: ２８６６－２８８４.

[２６] 　 Ｄｏｕｌｉｅｚ Ｊ Ｐꎬ Ｍｉｃｈｏｎ Ｔꎬ Ｅｌｍｏｒｊａｎｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｎｉ ｒｅｖｉｅｗ:

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｎｄｏｌｉｎｅｓꎬ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｌｉｐｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｃｅｒｅａｌ
ｋｅｒｎｅｌｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｒｅａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０００ꎬ ３２(１): １－２０.

[２７] 　 Ｃｈｅｎｇ Ｈｕｉｃｈｕｎꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｐꎬ Ｐｅｎｇ Ｐｅｉｙｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎ ｒｉｃｅ
ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ ｌｉｐｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ￣１ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｆｒｏｍ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ
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