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创新性说明 

拟南芥 CTS（Comatose）蛋白是一种定位于过氧化物酶体膜上的 ATP 结合

盒式（ATP-bingding cassette，ABC）转运蛋白，负责将一系列不同的底物从细胞

质基质转运到过氧化物酶体中进行 β 氧化，包括脂肪酸、生长素吲哚乙酸（3-

indoleacetic acid，IAA）前体吲哚丁酸（indole-3-butyric acid，IBA）、茉莉酸

（jasmonic acid，JA）前体 12-氧代植物二烯酸（12-oxophytodienoic acid，OPDA）

及除草剂 2,4-二氯苯氧丁酸（2,4-dichlorophenoxy butyric acid，2,4-DB）等。 

本研究首次表达及大量纯化拟南芥 CTS 蛋白，不同长度的脂肪酰基辅酶 A

可以显著提高 CTS 蛋白的 ATPase 活性。此外，辅酶 A 修饰的 IBA （IBA-CoA）

以及 2,4-DB （2,4-DB-CoA）可以显著提高 CTS 的 ATPase 活性，这表明 CTS 的

生理底物是 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA。 

基于生化实验，本研究首次解析了无配体状态、C12:0-CoA 结合、IBA-CoA

结合、2,4-DB-CoA 结合以及 ATP 结合的 CTS 结构。结构分析表明，三个底物分

子均折叠成 “U”形结合在相同的两亲性口袋，通过广泛的极性以及疏水相互作

用，底物结合口袋可以高特异性地识别 CoA 基团，并且同时容纳一系列酰基链，

包括不同长度及饱和度的脂肪酸以及激素前体。具体而言，CoA 基团的嘌呤环与

Thr350、Asn784 以及 Ser806 形成氢键；核糖的 3′-磷酸与 Lys345 和 Arg773 形成

盐桥，此外还与 Tyr346、Ser777 形成氢键；二磷酸基团除了与 Arg1035 形成盐

桥，还与 Ser1039 形成氢键相互作用。此外，连接 3′-磷酸 ADP 与酰基链的泛酸

和半胱胺在 Phe134 与 Trp1007 形成的弓形疏水腔处向后弯曲，使得酰基链结合

在一个由异亮氨酸簇（I356、I381 以及 I389）形成的大疏水腔中。这些与底物相

互作用的氨基酸残基在油料植物中高度保守，暗示着 CTS 转运底物的分子机制

也是保守的。在此基础上，本研究推测 ODPA-CoA 分子将以相同的方式结合在

底物口袋，并且利用分子动力学模拟证明 OPDA-CoA 可以稳定结合在该口袋。

生化实验以及拟南芥生理实验揭示了底物转运过程中的关键残基，当 Lys345、

Tyr346、Arg382、Arg773、Ser810 及 Arg1035 发生突变时，拟南芥种子的萌发被

抑制，幼苗无法正常生长，对 IBA 的响应降低，以及对 2,4-DB 的抗性增加。 

本研究的成果阐释了 CTS 识别及转运广谱性底物的分子机制，为理解植物

脂质代谢与激素稳态调控过程提供了帮助。 
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摘 要 

β 氧化是一种发生在过氧化物酶体与线粒体中的代谢分解过程，通过将脂肪

酸进行分解从而为机体提供能量。在植物中，β 氧化只发生在过氧化物酶体，为

多个重要的生理过程提供碳骨架以及能量。 

拟南芥 CTS（Comatose）蛋白定位于过氧化物酶体膜上，是一种 ATP 结合

盒式（ATP-bingding cassette，ABC）转运蛋白，属于 ABCD 亚家族的成员。利

用水解 ATP 的能量，CTS 可以将一系列不同的底物分子从细胞质基质转运到过

氧化物酶体中进行 β 氧化，包括脂肪酸、生长素吲哚乙酸（indole-3-acetic acid，

IAA）前体吲哚丁酸（indole-3-butyric acid，IBA）、茉莉酸（jasmonic acid，JA）

前体 12-氧代植物二烯酸（12-oxophytodienoic acid，OPDA）。此外，CTS 也可以

转运选择性除草剂 2,4-二氯苯氧丁酸（2,4-dichlorophenoxy butyric acid，2,4-DB）

进入过氧化物酶体进行 β 氧化代谢为活性成分 2,4-二氯苯氧乙酸（2,4-

dichlorophenoxy acetic acid，2,4-D）。当 CTS 功能缺陷时，植物将出现种子休眠、

发芽受损、侧根减少以及黑暗条件下叶片坏死等多种不同的生长发育缺陷表型。

然而，目前 CTS 蛋白的结构并未被解析，其识别底物的分子基础以及转运机制

仍未被揭示。 

本研究首先将CTS蛋白表达于哺乳动物细胞系中，生化实验证明纯化的CTS

蛋白具有活性。ATPase 活性实验表明，生理底物脂肪酰辅酶 A 可以显著提高 CTS

的 ATPase 活性；IBA 与 2,4-DB 不能显著增强 CTS 的 ATPase 活性，这说明二者

不是 CTS 的底物。随后，本研究化学合成了辅酶 A 修饰的 IBA（IBA-CoA）以

及 2,4-DB（2,4-DB-CoA），二者可以显著增强 CTS 的 ATPase 活性，且该增强效

果呈现底物浓度依赖性。为了获得足够量的 CTS 蛋白以进行结构解析，本研究

构建了表达量更高的线虫-拟南芥嵌合体 CTS 蛋白（chimeric CTS，chCTS），通

过优化纯化与制样条件，获得了高均一性、颗粒分布均匀的冷冻电镜样品。利用

冷冻电镜单颗粒技术，本研究解析了无配体状态、ATP 结合的 chCTS 结构，分

辨率均为 3.2 Å，以及三种底物包括 C12:0-CoA、IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 结

合的 chCTS 结构，分辨率分别为 3.4 Å、3.2 Å 以及 3.5 Å。由于在解析的所有结

构中线虫嵌合部分的结构因柔性摆动而缺失，因此本研究解析的 chCTS 结构是

拟南芥 CTS 蛋白的核心结构。 

CTS 蛋白是一种全转运体 ABC 转运蛋白，由两个跨膜结构域（transmembrane 

domain，TMD）以及两个核酸结合结构域（nucleotide-binding domain，NBD）组

成。CTS 是一种Ⅳ型 ABC 转运蛋白，两个 TMD 发生跨膜螺旋（transmembrane 
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helix，TM）交换。无配体状态 CTS 呈现向内封闭（inward-occluded）构象，TM3-

5 与 TM9-11 相互靠近，使得底物的易位腔（Translocation cavity）闭合，两个 NBD

也相互靠近却并未发生二聚化。C12:0-CoA、IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 结合的

CTS 均呈现向内开口（inward-facing）构象，位于 TMDs 之间的底物转运通道打

开，使得底物结合口袋向细胞质基质开放。每个底物分子均结合在相同的两亲性

口袋，其中 CoA 部分主要通过氢键和盐桥被特异性识别，而酰基链主要通过疏

水相互作用以不特异的方式结合。生化实验表明，与 CoA 相互作用的氨基酸残

基突变会显著降低CTS的ATPase活性。拟南芥生理实验表明，关键残基Lys345、

Arg382、Arg773 及 Arg1035 发生突变会影响种子的萌发与幼苗的生长发育，降

低植株对 IBA 及 2,4-DB 的敏感性。ATP 结合的 CTS 呈现为向过氧化物酶体侧

闭合（outward-occluded）的中间构象，ATP 的结合引起 NBDs 二聚化，接着耦合

螺旋将 NBDs 的构象变化传递给 TMDs，从而引起 TMDs 相互靠近，最终使得底

物的结合口袋被挤压，底物被释放进入过氧化物酶体，过氧化物酶体基质侧的底

物易位通道阀门部分关闭。 

基于不同构象下的 CTS 蛋白结构，结合 CTS 单点突变体的 ATPase 活性实

验及拟南芥生理实验，本研究阐释了拟南芥 CTS 蛋白识别底物的分子机制并提

出了 CTS 独特的底物结合模式。本研究的成果不仅揭示了 CTS 在植物脂质与激

素代谢中的重要作用，还为理解 CTS 转运底物的分子机制提供结构基础，以及

为新型生长调节剂的开发提供了理论依据。 

 

关键词：脂肪酸；β 氧化；IBA；2,4-DB；OPDA；拟南芥 CTS；chCTS；冷冻

电镜
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ABSTRACT 

The β-oxidation is a catabolic process taking place in mitochondria and 

peroxisome by which fatty acids are broken down to generate energy. In plants, the β-

oxidation is executed in the peroxisomes, which provides the carbon skeletons and 

energy for multiple important physiological processes. 

Arabidopsis thaliana CTS (Comatose) is located on the peroxisomal membrane, 

which belongs to the D subfamily of ATP-binding cassette (ABC) transporter. Utilizing 

the energy from ATP hydrolysis, CTS transport a series of various substrates from the 

cytoplasm matrix into peroxisome for β-oxidation, including fatty acids, indole-3-

butyric acid (IBA) and 12-oxo-phytodienoic (OPDA), the precursor of indole-3-acetic 

acid (IAA) and jasmonic acid (JA), respectively. Moreover, CTS could also transport 

the selective herbicide 2,4-dichlorophenoxy butyric acid (2,4-DB) into peroxisomes for 

β-oxidation to metabolized into the active component 2,4-dichlorophenoxy acetic acid 

(2,4-D). When CTS function is deficient, plants will exhibit various defects in growth 

and development, such as seed dormancy, damaged germination, reduced lateral roots, 

and leaf necrosis under dark conditions. However, the structure of the CTS has not yet 

been resolved, and the molecular basis for substrate recognition and transport 

mechanism remains to be elucidated. 

In this study, we first expressed the full-length CTS in mammalian cell lines and 

demonstrated that our purified CTS protein has activity through biochemical 

experiments. The ATPase activity experiments showed that the physiological substrate 

fatty acyl-CoAs can stimulate the ATPase activity of CTS but IBA and 2,4-DB not, 

indicating that IBA and 2,4-DB are not substrates of CTS. Next, we prepared CoA 

modified IBA (IBA-CoA) and 2,4-DB (2,4-DB-CoA) through chemical synthesis, 

which could significantly enhance the ATPase activity of CTS in a concentration 

dependent manner. To obtain a sufficient amount of CTS protein for structural 

determination, we constructed a chimeric protein named chCTS with higher expression 

level. By optimizing the conditions of purification and sample preparation, we obtained 

a cryo-electron microscopy (cryo-EM) sample with high homogeneity and uniform 

distribution. Utilizing single-particle cryo-EM, we determined the apo-form and ATP-

bound chCTS structures both at 3.2 Å, and three substrate-bound structures including 

C12-CoA-bound at 3.4 Å, IBA-CoA-bound at 3.2 Å, and 2,4-DB-CoA-bound at 3.5 Å, 
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respectively. The fused N-terminal segment of PMP-4 is missing in all these structures 

because of its high flexibility. Therefore, these structures indeed represent the core 

structure of A. thaliana CTS. 

CTS is a full-length ABC transporter and consists of two transmembrane domains 

(TMDs) and two nucleic acid binding domains (NBD). CTS is a typical type-IV ABC 

transporters with the swapped transmembrane helix (TM) between two TMDs. The apo-

form CTS adopts an inward-occluded conformation and TM3-5 from TMD1 

approaches TM 9-11 from TMD2, resulting in the closure of the translocation cavity 

while NBDs are not dimerized yet. The CTS bound to C12:0-CoA, IBA-CoA, and 2,4-

DB-CoA all adopt an inward-facing conformation with the opening translocation 

channel for substrate between TMDs, allowing the substrate-binding pocket to access 

to the cytoplasmic matrix. Each substrate binds to the same amphiphilic pocket, where 

the CoA is specifically recognized mainly via hydrogen bonds and salt bridges, while 

the acyl chain is embraced mainly by hydrophobic interactions in a less specific manner. 

Biochemical experiments have shown that the mutations of the amino acid residue that 

interact with CoA significantly reduce the ATPase activity of CTS. The physiological 

experiments in Arabidopsis have shown that mutations of the key residues Lys345, 

Arg382, Arg 773 and Arg1035 could affect seed germination, seedling development, 

reduce the sensitivity to IBA and 2,4-DB in Arabidopsis. The ATP-bound CTS adopts 

an outward-occluded transient intermediate conformation. ATP binding induced the 

dimerization of NBDs, and the coupling helix transmitted the conformational changes 

from NBDs to TMDs, causing them to approach each other. The substrate-binding 

pocket was extruded to release the substrate into the peroxisome and translocation 

cavity gate towards the peroxisomal matrix was partly closed. 

Based on CTS structures in three different conformations, ATPase activity and 

physiological experiments of mutants, our study explains the molecular mechanism of 

substrate recognition by A. thaliana CTS and proposes a unique substrate binding mode 

of CTS. Our results of this study not only reveal the important role of CTS in plant lipid 

and hormone metabolism, but also provide a structural basis for understanding the 

molecular mechanism of CTS substrate transport and a theoretical basis for the 

development of new growth regulators. 

 

KEY WORDS: Fatty acids, β-oxidation, IBA, 2,4-DB, OPDA, Arabidopsis thaliana 

CTS, chCTS, Cryo-EM 
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13-LOX 13-Lipoxygenase 13-脂氧合酶 

2,4-D 2,4-Dichlorophenoxy acetic acid 2,4-二氯苯氧乙酸 

2,4-DB 2,4-Dichlorophenoxy butyric acid 2,4-二氯苯氧丁酸 

3-HPOT (13S)-Hydroperoxyoctadecatrienoic 

acid 

13-羟基十八碳三烯酸 

4-Cl-IAA 4-Chloroindole-3-acetic acid 4-氯吲哚-3-乙酸 

4ME C16 Phytanic acid 植烷酸 

ABA Abscisic acid 脱落酸 

ABC ATP-bingding cassette ATP 结合盒式 

ACC Acetyl-CoA carboxylase 乙酰辅酶 A 羧化酶 

ACC 1-Aminoacyclopropane-1-carboxylate 1-氨基环丙烷-1-羧酸 

ACN2 Acetate non-utilization 2 不利用乙酸蛋白 2 

ACO Aconitase 顺乌头酸酶 

ACS Acyl-CoA synthetase 酰基辅酶 A 合成酶 

ACX Acyl-CoA oxidase 酰基辅酶 A 氧化酶 
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AOC Allene oxide cyclase 环氧丙烷环化酶 
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ARF Auxin response factor 生长素响应因子 

ASK Suppressor of kinetochore protein 拟南芥 SKP 亚基 

AT ACP transacylase ACP 转酰基酶 

ATGL Adipose triglyceride lipase 脂肪组织甘油三酯脂

肪酶 

BC Biotin carboxylase 生物素羧化酶 

BCCP Biotin carboxyl carrier protein 生物素羧基载体蛋白 

BR Brassinosteroid 油菜素内酯 
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CGI-58 Comparative Gene Identificaiton-

58 

比较基因鉴定蛋白-58 

CH Coupling helix 耦合螺旋 

chCTS Chimeric CTS 嵌合体 CTS 

CMC Critical micelle concentration 临界胶束浓度 

COI1  Coronatine insensitive 1 冠菌素不敏感蛋白 1 

CTF Contrast transfer function 衬度传递函数 

CTK Cytokinin  细胞分裂素 

CTS Comatose 脂肪酸转运蛋白 

CUL1 Cullin 1 支架蛋白 1 

DDM N-dodecyl β-D-maltoside N-十二烷基 β-D-麦芽

糖苷 

DGAT Diacylglycerol: acyl-coa 

acyltransferase 

酰基辅酶 A 酰基转移

酶 

DHCA Di-hydroxycholesterol 二羟基胆固醇 

ECF Energy-coupling factor 能量耦合因子 

ECH2 Enoyl-coa hydratase 2 烯酰基辅酶 A 水解酶

2 

ER Enoyl-ACP reductase 烯基-ACP 还原酶 

ET Ethylene 乙烯 

FA Fatty acid 脂肪酸 

FAc Fluoroacetic acid 氟乙酸 

FAD FA desaturase 脂肪酸去饱和酶 

FAD Flavin adenine dinucleotide 黄素腺嘌呤二核苷酸 

FAE FA elongase 脂肪酸延伸酶 
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FOM Fluorinated octyl-maltoside 氟化辛基麦芽糖苷 

G3P Glycerol-3-phosphate 甘油-3-磷酸 

GA Gibberellin 赤霉素 

GDN Glyco-diosgenin 糖薯蓣皂苷元 

HD β-Hydroxyacyl-ACP dehydrase β-羟基酰基-ACP 脱氢

酶 

HDA Histone deacetylase 6 组蛋白去乙酰化酶 6 

HEK293F Human embryonic kidney 293f 人胚胎肾细胞 

HUGO Human genome organization 人类基因组组织 

IAA Indole-3-acetic acid 吲哚乙酸 

IAH IAA amidohydrolase 酰胺水解酶 

IAM Indoleacetamide 吲哚乙酰胺 

IAOx Indole-3-acetaldoxime 吲哚-3-乙醛肟 

IBA Indole-3-butyric acid 吲哚丁酸 

IBR1 Indole-3-butyric acid response 1 短链脱氢酶/还原酶 

ICL Isocitrate lyase 异柠檬酸裂解酶 

IF Inward-facing  向内构象 

IPyA Indole-3-pyruvic acid 吲哚-3-丙酮酸 

JA Jasmonic acid 茉莉酸 

JAR1 JA-amino acid synthetase JA-Ile 合成酶 

JAs Jasmonates 茉莉酸盐 

JAT1 JA-Ile transporter 1 JA-Ile 转运蛋白 1 

JAZ Jasmonate zinc-finger inflorescence 

domain 

茉莉酸锌指花序结构

域 

JMT JA methyltransferase JA 甲基转移酶 

KAS β-Ketoacyl-ACP-synthases β-酮酰基-ACP 合酶 

KAT 3-Ketoacyl-coa thiolase 3-酮酰基辅酶 A 硫解

酶 

KR β-Ketoacyl-ACP reductase β-酮酰基-ACP 还原酶 
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LACS Long-chain acyl-coenzyme A 

synthetase 

长链酰基合成酶 

LB Luria-bertani  大肠杆菌培养基 

LCFA Long chain fatty acids 长链脂肪酸 

LD Lipid droplet 脂滴 

LDAO Lauryldimethylamine oxide 月桂基二甲胺-N-氧化

物 

LH Linker helix 连接螺旋 

LMNG Lauryl maltose neopentyl glycol 月桂基麦芽糖新戊二

醇 

LRR Leucine-rich repeat 富含亮氨酸重复序列

结构域 

MAH1 Midchain alkane hydroxylase 中链烷烃羟化酶 

MBP Maltose-binding protein 麦芽糖结合蛋白 

MCFA Medium chain fatty acids 中长链脂肪酸 

MED25 Mediator 25 中介体蛋白 25 

MeJA Methyl jasmonate 茉莉酸甲酯 

MFP Multifunctional protein 多功能蛋白 

MS Malate synthase 苹果酸合酶 

MUFA Monounsaturated fatty acids 单不饱和脂肪酸 

NAD+ Nicotinamide adenine dinucleotide 烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸 

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate 

还原型烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸 

NBD Nucleotide-binding domain 核酸结合结构域 

NBS Nucleotide-binding site 核酸结合位点 

NINJA Novel interactor of JAZ JAZ 新型相互作用因

子 

NS Negative staining 负染色 

OF Outward-facing 向外构象 
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OG Octyl glucoside 辛基葡萄糖苷 

OPC-8 3-Oxo-2-(cis-2-pentenyl)-

cyclopentane-1-octanoic acid 

3-氧-2（顺-2-戊烯

基）-环戊烷-1-辛酸 

OPDA 12-Oxophytodienoic acid 12-氧代植物二烯酸 

OPR3 OPDA reductase 3 OPDA 还原酶 3 

PAA Phenylacetic acid 苯基乙酸 

PCR Polymerase chain reation 聚合酶链式反应 

PDAT Phospholipid: diacylglycerol 

acyltransferase 

二酰甘油酰基转移酶 

PED3 Peroxisome defective 3 过氧化物酶体缺陷蛋

白 3 

PEI Poly ethylene imine 聚乙烯亚胺 

PEP Phosphoenolpyruvate 磷酸烯醇式丙酮酸 

PGIP Polygalacturonase inhibiting protein 多聚半乳糖醛酸酶抑

制蛋白 

PhA Pheophorbide a 脱镁叶绿酸 a 

PLA1 Phospholipase A1 磷脂酶 A1 

PLD Peroplasmic domain 周质结构域 

PMP Peroxisome membrane protein 过氧化物酶体膜蛋白 

POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-

PC 

1-棕榈酰基-2-油酰基

卵磷脂 

PTS Peroxisomal targeting signal 过氧化物酶体靶向信

号 

PUFA Polyunsaturated fatty acids 多不饱和脂肪酸 

PXA1 Peroxisomal ABC transporter 1 过氧化物酶体 ABC

转运蛋白 1 

RBX1 Ring box 1 CUL1 调节蛋白 

ROS Reactive oxygen species 活性氧 

SA Salicylic acid 水杨酸 

SACPD Stearoyl-ACP desaturases 硬脂酰-ACP 去饱和
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酶 

SBP Substrate-binding protein 底物结合蛋白 

SCFA Short chain fatty acids 短链脂肪酸 

sf9 Spodoptera frugiperda cell 昆虫卵巢细胞 

SFA Saturated fatty acids 饱和脂肪酸 

SL Strigolactone 独角金内酯 

SRP Signal recognition particle 信号识别颗粒 

ST2A 12-OH-JA sulfotransferase 12-OH-JA 磺基转移

酶 

TAA Trp aminotransferase of Arabidopsis 拟南芥色氨酸氨基转

移酶 

TAG Triacylglycerols 三酰甘油 

TCA Tricarboxylic acid cycle 三羧酸循环 

TF Transcription factor 转录因子 

THCA Tri-hydroxycholesterol 三羟基胆固醇 

TIR1 Transport inhibitor response 1 IAA 受体 

TM Transmembrane helix 跨膜螺旋 

TMD Transmembrane domain 跨膜结构域 

TPL Topless 转录辅抑制因子 

Ub Ubiquitin 泛素 

VLCFA Very long chain fatty acids 超长链脂肪酸 

α-LeA α-Linolenic acid α-亚麻酸 
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第 1 章 研究背景 

1.1 ABC 转运蛋白 

ABC 转运蛋白（ATP-binding cassette transporters）是一类古老的膜蛋白质超

家族，广泛存在于各种生物中。利用 ATP 水解释放的能量，ABC 转运蛋白将不

同种类的底物分子进行跨膜运输，包括脂质、糖类、氨基酸、多肽以及药物分子

等[1]。 

1.1.1 ABC 转运蛋白概述 

ABC 转运蛋白由四个核心结构域组成，包括两个嵌入膜双层的跨膜结构域

（ transmembrane domains，TMDs）以及两个位于细胞质的核酸结合结构域

（nucleotide-binding domains，NBDs）[2] （图 1.1A）。根据底物转运方向的不同，

将 ABC 转运蛋白分为向内转运蛋白（importer）以及向外转运蛋白（exporter）。

在细菌等原核生物中，四个核心结构域通常在不同的肽链中，需要形成异源多聚

体才能发挥功能；在真核生物中，两个 TMD 和两个 NBD 融合成一条肽链形成

全转运体（full transporter），或者一个 TMD 与一个 NBD 融合成一条肽链形成半

转运体（half-transporter），最终二聚化形成完整的转运蛋白。此外，一些原核生

物向内转运的ABC转运蛋白还需要底物结合蛋白（substrate-binding protein，SBP）

来帮助结合底物，如营养物质和微量元素[3,4]。 

ABC 转运蛋白的 NBD 在结构与序列上高度保守，由 RecA 型的 ATP 结合核

心、ABC 转运蛋白特有的三股反平行 β 片结构（ABCβ）以及 α 螺旋结构（ABCα）

组成[5-7]（图 1.1B）。RecA 型的 ATP 结合核心由六股 β 片环绕四个 α 螺旋组成，

形成 Walker A 基序、Walker B 基序、D 环（D-loop）、Q 环（Q-loop）以及 H 开

关（H-switch）等结构元件；ABCα 包含 ABC 转运蛋白的特征基序（Signature 

motif）；ABCβ 包含 A 环（A-loop）[8-10] （图 1.1C、D）。A 环与 Walker A 基序中

保守序列 GxxGxGK （S/T）形成的 P 环（P-loop）共同介导核酸分子结合，其中

核酸碱基与 A 环中的芳香族残基形成 π-π 堆叠，β 磷酸与 γ 磷酸与 P 环中赖氨酸

主链的酰胺 NH 基团以及侧链的 ε 氨基结合。P 环中的丝氨酸/苏氨酸、Walker B

基序中的天冬氨酸、Q 环中保守的谷氨酰胺以及负责亲和攻击的水分子共同参与

Mg2+的配位。当 ATP 水解时，D 环对处于攻击状态的水分子进行定位，Walker B

基序中保守的谷氨酸则负责将攻击的水分子极化[11]。H 开关中的组氨酸在稳定催

化过渡状态中起核心作用。特征基序由保守的 LSGGQ 序列组成，在 ATP 结合时

诱导 NBD 二聚化。当 NBD 二聚化时，两个核酸结合位点（nucleotide-binding site，
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NBS）呈中心对称，每个 NBS 由一个 NBD 的 Walker A 基序、Walker B 基序、A

环、D 环、Q 环、H 开关以及另一个 NBD 的特征基序构成。当 ATP 水解后，磷

酸根被释放，伴随着 NBD 二聚化解离，耦合螺旋（Coupling helix，CH）将 NBD

的构象改变传递给 TMD[12,13]，使得 TMD 在向内（inward-facing，IF）与向外

（outward-facing，OF）构象之间进行转换，将底物分子进行跨膜易位[1]。 

 

图 1.1 ABC 转运蛋白的结构[1,2] 

图注：A. ABC 转运蛋白结构域的排列。两个 NBD 之间的红色半圆与虚线分别表示

Walker A 基序中的 P 环与特征基序。B. 左图为来自麦芽糖转运蛋白 MalFGK2
（PDB：3RLF）的 NBD 结构，ATP 类似物腺苷酰亚胺二磷酸盐（adenylyl-
imidodiphosphate，AMP-PNP）和 Mg2+以棒状结构和绿色球体展示；右图为 NBD
的结构简图。C. NBD 中各结构元件的氨基酸序列排列。ф 表示疏水残基，x 表

示任意残基。D. MalFGK2 蛋白 NBD 二聚化界面。参与 ATP 结合与水解过程

的残基以棒状表示，虚线表示与 Mg2+的相互作用。 

与 NBD 不同，TMD 的折叠方式具有多样性[14-20]。根据 TMD 的折叠方式与

序列同源性，ABC 转运蛋白可分为七种类型（Ⅰ-Ⅶ）（图 1.2）[1,21]。 

Ⅰ型和Ⅱ型 ABC 转运蛋白通常都是向内转运蛋白，其中Ⅰ型 ABC 转运蛋白每

个 TMD 至少由五个跨膜螺旋（transmembrane helix，TM）组成（图 1.2A），负
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责摄取糖和氨基酸等代谢物，如大肠杆菌麦芽糖转运蛋白 MalFGK2；Ⅱ型 ABC

转运蛋白每个 TMD 由十个跨膜螺旋组成（图 1.2B），负责摄取维生素 B12 和血

红素等微量营养素，如大肠杆菌维生素 B12 转运蛋白 BtuC2D2。两者都通过耦合

螺旋来进行 TMD 和 NBD 之间的构象传递。此外，这两种 ABC 转运蛋白都需要

SBP 将底物传递给 TMD，一些 SBP 可以结合多种的底物，一些 ABC 转运蛋白

可以识别多种 SBP[22,23]。 

Ⅲ型 ABC 转运蛋白是一种能量耦合因子（energy-coupling factor，ECF）向

内转运蛋白，与Ⅱ型类似，参与摄取微量营养素的吸收，如金属离子 Ni2+、Co2+

以及色氨酸[24]。与其它 ABC 转运蛋白不同，Ⅲ型 ABC 转运蛋白的两个 TMD 在

结构和功能上有很大差异：保守性差的跨膜亚基 EcfT 由四至八个跨膜螺旋以及

两个长交叉的耦合螺旋组成 （图 1.2C），后者介导 EcfT 与两个核酸结合蛋白 EcfA

之间的相互作用；结构保守的底物结合蛋白 EcfS 由六个呈圆柱形排列的 α 螺旋

组成[25]。许多 ECF 转运蛋白可以通过 EcfT 中的长交叉耦合螺旋介导与多种 EcfS

结合[1]。 

Ⅳ型和Ⅴ型 ABC 转运蛋白多数是向外转运蛋白。这两种 ABC 转运蛋白的

TMD 在结构上十分保守，每个 TMD 由六个跨膜螺旋组成，在 TMD 的 N 末端

都具有一个短的肘螺旋（elbow helix），其功能可能是稳定蛋白的结构（图 1.2D、

E）。不同的是，Ⅳ型 ABC 转运蛋白的 TMD 有两个跨膜螺旋交换到另一个 TMD。

因此，在Ⅳ型 ABC 转运蛋白中有两种耦合螺旋，耦合螺旋 CH1 可以与同侧的

NBD 或者两个 NBD 相互作用，耦合螺旋 CH2 只与对面的 NBD 相互作用（图

1.2D）；Ⅴ型 ABC 转运蛋白只含有一个耦合螺旋，与同侧的 NBD 相互作用（图

1.2E）。此外，Ⅳ型 ABC 转运蛋白的跨膜螺旋更长，延伸至细胞质中，使得 NBD

以及耦合螺旋与膜双层的距离更远[1]。 

Ⅵ型以及Ⅶ型 ABC 转运蛋白通常不单独发挥功能，而是参与形成动态的超

分子复合物。Ⅵ型 ABC 转运蛋白是多层膜组分外排系统的组成部分（图 1.2F），

TMD 的折叠方式与Ⅴ型类似，不同的是其 N 末端无肘螺旋并且在 TM5 与 TM6

之间没有胞外螺旋，但在 TM3 与 TM4 之间具有位于周质的 β-果冻结构域（β-

jellyroll domain）。Ⅶ型 ABC 转运蛋白参与形成跨周质空间的机械信号转导复合

物，如大肠杆菌中的抗生素外排泵 MacAB[26]。这类 ABC 转运蛋白的特点是具有

大的周质结构域（peroplasmic domain，PLD），TMD 由四个跨膜螺旋组成，TMD

与 NBD 之间的构象变化信息由两个耦合螺旋进行传递（图 1.2G）。与Ⅳ型 ABC

转运蛋白不同，Ⅶ型的两个耦合螺旋均与同一侧的 NBD 相互作用。 
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图 1.2 ABC 转运蛋白的分类[1] 

图注：红色箭头表示底物的主要转运方向。A. 大肠杆菌（Escherichia coli）中麦芽

糖向内转运蛋白 MalFGK2与麦芽糖结合蛋白（maltose-binding protein，MBP）
复合物的晶体结构。B. 大肠杆菌（E. coli）中维生素 B12向内转运蛋白 BtuC2D2

与底物结合蛋白 BtuF 复合物的晶体结构。C. 短乳杆菌（Lactobacillus brevis）
中叶酸能量耦合因子向内转运蛋白的晶体结构。D. 大肠杆菌（E. coli）中脂多

糖转位酶 MsbA 的冷冻电镜结构。E. 超嗜热菌（Aquifex aeolicus）O-抗原翻转

通道蛋白 Wzm-Wzt 的晶体结构。WztN 为 Wzt 的 N 端，缺少碳水化合物结合

结构域。F. 铜绿假单包菌（Pseudomonas aeruginosa）脂多糖外排蛋白 LptB2FG
的晶体结构。G. 伴放线菌聚集菌（Aggregatibacter actinomycetemcomitans）外

排蛋白 MacB 的晶体结构。 
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1.1.2 ABC 转运蛋白亚家族分类 

为了统一动物与植物的命名系统，按照人类基因组组织（Human Genome 

Organization，HUGO）提供的亚家族分类，对比 NBD 的氨基酸序列并进行系统

发育分析，将真核生物 ABC 蛋白分为八大类（A-H），对于植物而言，进一步将

大多数动物基因组中不存在的原核生物来源的 ABC 转运蛋白分为 I 亚家族[27]

（图 1.3）。 

 

图 1.3 拟南芥 ABC 蛋白亚家族分类[28] 

图注：对 NBD 的氨基酸序列进行系统发育分析并绘制进化树，将拟南芥 ABC 转

运蛋白分为 8 个亚家族，包括亚家族 A-G 及亚家族 I。 
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人类 ABC 转运蛋白家族有 49 个成员，属于 A-G 七个亚家族[29]，其中 A 与

G 亚家族属于Ⅴ型 ABC 转运蛋白，B-D 亚家族属于Ⅳ型 ABC 转运蛋白。E 与 F

亚家族无 TMD，不参与转运过程而是参与 mRNA 的翻译调控[30]。陆生植物比高

等动物拥有更多的 ABC 转运蛋白，这可能是在进化过程中发生了基因复制与功

能多样化事件从而使植物能够适应陆地环境[31]。在模式生物拟南芥中有 130 种

ABC 转运蛋白，按照结构域排列以及系统发育关系将拟南芥 ABC 转运蛋白分为

A-G 以及 I 八个亚家族[27] （图 1.3）。A-D 亚家族具有“正向”的结构域排列即 TMD-

NBD；G 亚家族的结构域排列相反，为 NBD-TMD；E 与 F 亚家族无 TMD，由

两个 NBD 组成；I 家族基因编码单个 TMD 或 NBD 的结构域，最终组装形成多

亚基 ABC 转运蛋白，类似于原核生物。这些 ABC 转运蛋白参与植物表面角质层

的分泌、防御信号分子的转运、细胞器间次级代谢物的运输、激素分子的运输、

外源物质在液泡内的隔离以及种子萌发的控制。 

1.1.3 ABCD 亚家族概述 

ABCD 亚家族蛋白几乎存在于所有真核生物中。目前，人类 ABCD 亚家族

已经鉴定出 4 个成员 （图 1.4），分别是 ABCD1 （ALDP）[32]、ABCD2 （ALDRP）
[33]、ABCD3（PMP70）[34]以及 ABCD4（P70R）[35]。 

 

图 1.4 人类 ABCD 亚家族转运蛋白的底物特异性[36] 

图注：LCFA，长链脂肪酸（long-chain fatty acid）；DHCA，二羟基胆固醇（di-
hydroxycholesterol）；THCA，三羟基胆固醇（tri-hydroxycholesterol）。 

ABCD1-4 均是半转运蛋白，需要形成同源二聚体才能发挥功能，其中

ABCD1、ABCD2 以及 ABCD3 均定位于过氧化物酶体，ABCD4 定位于溶酶体

（图 1.4）。由于它们的亚细胞定位不同，功能也不同。ABCD1 和 ABCD2 均参

与长链以及超长链脂肪酰基辅酶 A（LCFA-CoA 和 VLCFA-CoA）向过氧化物酶
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体转运，ABCD2 还负责转运多不饱和超长链脂肪酰基辅酶 A[37,38]；ABCD3 负责

转运支链脂肪酰基辅酶 A、胆汁酸中间体二羟基胆甾酰辅酶 A （DHCA-CoA）以

及三羟基胆甾酰辅酶 A（THCA-CoA）进入过氧化物酶体[39]；ABCD4 负责将维

生素 B12 从溶酶体转运到细胞质中[40,41]。 

酿酒酵母 （Saccharomyces cerevisiae）中 ABCD 亚家族存在 2 个成员，分别

为 Pxa1p 与 Pxa2p，二者需要形成异源二聚体才能发挥转运长链脂肪酸进入过氧

化物酶体的功能[42,43]（图 1.5）。此外，秀丽隐杆线虫（Caenorhabditis elegans）

ABCD 亚家族存在 5 个成员，包括 PMP-1、PMP-2、PMP-3、PMP-4 以及 PMP-

5，均为半转运蛋白。其中 PMP-1、PMP-2 以及 PMP-4 定位于过氧化物酶体，

PMP-5 定位于内质网上，PMP-3 的亚细胞定位还未被确定[44]。 

 
图 1.5 过氧化物酶体 ABC 转运蛋白的拓扑结构以及底物特异性[45] 

图注：酿酒酵母、人类和拟南芥过氧化物酶体 ABCD 亚家族蛋白的拓扑结构。偏

好性底物在每个转运蛋白下面标示。 

在拟南芥中，ABCD 亚家族已经鉴定出 2 个成员，包括 CTS（也称为

AtABCD1/PED3/PXA1/ACN2）[46-48]以及 AtABCD2 （也称为 PMP1）[49]。CTS 定

位于过氧化物酶体[47,50]，可以将脂肪酰基辅酶 A 转运到过氧化物酶体中进行 β 氧

化，从而为种子萌发以及幼苗生长提供能量[47,48,50,51]。当 CTS 蛋白功能缺陷时，
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种子萌发以及幼苗生长受到抑制，呈现出“休眠”的状态[46-48,50]。此外，CTS 还参

与生长素 IAA 以及茉莉酸 JA 的生物合成[52]，调控植物生长发育。AtABCD2 定

位于叶绿体，蓝藻中存在其同源物，目前对 AtABCD2 的研究较少，暂不清楚其

生理功能[53]。值得注意的是，人类的 ABCD1-3 以及酵母的 Pxa1p 和 Pxa2p，每

条肽链上只包含一个 NBD 和一个 TMD，必须形成同源或异源二聚体才能发挥

功能；CTS 是全长转运蛋白，四个结构域位于一条肽链上，形成“TMD1-NBD1-

TMD2-NBD2”形式的拓扑结构[45] （图 1.5）。这种拓扑结构上的不同可能暗示着

底物结合以及转运方式的不同。 

随着冷冻电镜技术的发展，越来越多的膜蛋白结构被解析。2022 年，陈志鹏

等人解析了人类 ABCD1 在生理底物超长链脂酰辅酶 A（C22:0-CoA）结合、内

源脂质磷脂酰乙醇胺 （PE）结合以及 ATP 结合构象的结构[54] （图 1.6A），此外也

有课题组解析了人类 ABCD1 无配体结合的 apo 构象、生理底物油酸酰基辅酶 A

（Oleoyl-CoA）结合以及内源脂质磷脂酰胆碱 （PC）结合的结构[55-58] （图 1.6A）。

2024 年，李阳等人解析了人类 ABCD3 在生理底物支链脂酰辅酶 A （4ME C16:0-

CoA）结合以及 ATP 结合构象下的结构[59] （图 1.6A）。从结构上看，无配体结合

的 hABCD1 apo 构象向细胞质侧开口，展现可以与底物结合的口袋；hABCD1 需

要形成同源二聚体来行使功能，因此可以对称结合两分子底物，如 C22:0-CoA、

Oleoyl-CoA。类似地，hABCD3 也结合两分子 4ME C16:0-CoA；此外，类似于脂

肪酰辅酶 A 的两亲性脂质 PC 以及 PE 也可以对称结合在底物结合口袋。在 ATP

结合的构象中，hABCD1 开口朝向过氧化物酶体侧，转运空腔在细胞质侧闭合，

处于 ATP 结合后底物释放的状态。 

结合 hABCD1 在不同状态下结构及活性实验结果，陈志鹏等人提出了

hABCD1 介导 VLCFA-CoA 的转运模型[54]（图 1.6B）。在静息状态下，hABCD1

采用向细胞质侧开口构象，通过 C 端交叉螺旋调控两个 NBD 维持在适当的距离；

底物结合时，两个 TMD 相互靠近，形成一个狭窄的内向转运空腔，并伴随着 C

端交叉螺旋的解离，因此两个 NBD 相互靠近，在 ATP 结合后二聚化；随后

hABCD1 开口向过氧化物酶体侧，导致底物结合口袋塌陷，使得底物被释放到过

氧化物酶体基质中；最后，伴随着 ATP 水解为 ADP 并释放磷酸 Pi，hABCD1 发

生构象变化重新回到静息状态，进入另一个转运周期。 
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图 1.6 人类 ABCD 家族蛋白的冷冻电镜结构[54-59]以及 ABCD1 转运机制[54] 

图注：A. 人类 ABCD1 和 ABCD3 的冷冻电镜结构，结合的配体以及 PDB 号均在

下方标识，其中配体用黄色棒状形式展现。B. ABCD1 介导脂酰辅酶 A 转运的

机制模型。脂酰辅酶 A 的辅酶 A 部分和脂肪酰基链部分分别用绿色椭圆和棕

色曲线表示。 

1.2 CTS 的鉴定与亚细胞定位 

CTS 最早在 1998 年被 Makoto Hayashi 等人鉴定与拟南芥过氧化物酶体脂肪

酸 β 氧化过程有关[48]。在高等植物中，2,4-DB 可以在过氧化物酶体中通过 β 氧

化代谢为除草剂 2,4-D[60]，因此作者在 2,4-DB 毒性浓度条件下筛选具有 β 氧化

缺陷的拟南芥幼苗突变体，发现一些突变体需要添加蔗糖才能在发芽后生长（图

1.7）。由于脂肪酸 β 氧化的作用是在幼苗生长阶段将储存的脂质转化为蔗糖[61]，

因此这些突变体在脂肪酸 β氧化方面存在缺陷。通过遗传分析，这些突变体 （LR43

与 LR81）在 cts 基因发生突变。此后，科学家们对 CTS 的功能进行了大量研究。 
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图 1.7 蔗糖对野生型和突变体幼苗生长的影响[48] 

图注：WT 为野生型幼苗，LR40、LR43、LR47 以及 LR81 为不同突变体幼苗，其

中 LR40 幼苗为 ped1 突变体，ped1 编码 3-酮酰辅酶 A 硫醇酶，参与脂肪酸的

β 氧化；LR47 为 ped2 突变体，ped2 编码 PEX14 蛋白，参与过氧化物酶体蛋

白靶向的膜蛋白；LR43 与 LR81 为 ped3 突变体，ped3 编码 CTS 蛋白。 

2002 年，Makoto Hayashi 等人对 CTS 的氨基酸序列进行测定[50]，发现 CTS

由 1337 个氨基酸残基组成，分子量约 149 kD，且与哺乳动物中过氧化物酶体膜

蛋白 ABCD1 以及 ABCD3 具有显著的序列相似性，表明 CTS 是一种 ABC 转运

蛋白。同年，Steven Footitt 等人通过对拟南芥莲座叶细胞进行蔗糖梯度离心与免

疫印迹分析证明拟南芥 CTS 是过氧化物酶体膜蛋白[47]。 

由于过氧化物酶体不含 DNA，所有过氧化物酶体基质蛋白以及膜蛋白都由

细胞核 DNA 编码，在翻译后进入过氧化物酶体。对于基质蛋白而言，通常含有

两种过氧化物酶体靶向信号（peroxisomal targeting signal，PTS）：PTS1 以及 PTS2。

PTS1 位于蛋白 C 端，PTS2 位于蛋白 N 端，分别被受体蛋白 Pex5 与 Pex7 识别。

Pex7 可被 Pex5L （Pex5 的另一种 mRNA 剪切亚型）识别，最终结合了基质蛋白

的 Pex5/Pex5L 蛋白被膜上受体 Pex13 以及 Pex14 识别并易位到过氧化物酶体腔

内[62]。对于过氧化物酶体膜蛋白 （peroxisome membrane protein，PMP）而言，靶

向过氧化物酶体的机制是这些蛋白具有膜 PTS （mPTS）,可以被 Pex19 蛋白识别

[63]，进而与过氧化物酶体膜上的受体 Pex3/Pex16 相互作用，最终正确定位（图

1.8）。研究表明，定位于过氧化物酶体的 ABCD 亚家族成员氨基末端具有疏水的

H0 基序[44]，该 H0 基序在真核生物中十分保守。对于人类 ABCD 亚家族而言，

ABCD1-3 具有 H0 基序，可以被定位过氧化物酶体，而 ABCD4 缺乏 H0 基序，

无法与 Pex19p 相互作用，因而被某些信号识别颗粒（signal recognition particle，

SRP）识别并整合到内质网中，最终定位于溶酶体[36]。在拟南芥中，CTS 具有 H0

基序，定位于过氧化物酶体，这也与上述亚细胞定位研究结果一致 [47,50]；
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AtABCD2 则缺乏 H0 基序因而定位于叶绿体。此外，酿酒酵母 Pxa1p 和 Pxa2p 以

及秀丽隐杆线虫 PMP-1、PMP-2 和 PMP-4 的氨基末端也具有 H0 基序[44]，因此

也定位于过氧化物酶体。 

 

图 1.8 过氧化物酶体膜蛋白输入机制示意图[64] 

图注：Pex19 是一种可溶性分子伴侣，它可以结合过氧化物酶体膜蛋白 PMP
（peroxisome membrane protein），通过与复合物 Pex3/Pex16 相互作用将过 PMP
转运到过氧化物酶体膜上。随着 PMP 正确定位于过氧化物膜上，Pex19 被回

收到胞质中重新利用。 

1.3 CTS 参与脂肪酸代谢 

脂肪酸（fatty acid，FA）是通过天然脂肪的水解获得的脂肪族单羧酸。它们

由碳、氢、氧组成，是中性脂肪酸、磷脂以和糖脂的主要成分。在氧气充足时，

脂肪酸可被完全氧化并分解为 CO2 和 H2O，释放出大量能量，因此成为生物体的

主要能量来源之一。 

1.3.1 脂肪酸的分类 

绝大多数天然存在的脂肪酸是偶数直链脂肪酸，植物中约有 400 种脂肪酸存

在[65]。根据国际纯粹与应用化学联合会（IUPAC）的命名规则，通常使用三种方

法对脂肪酸进行命名，即简写法、俗名法以及系统命名法[66]。根据碳链长度不同，

脂肪酸通常分为短链脂肪酸（short chain fatty acids，SCFA，C2～C4）、中长链脂

肪酸（medium chain fatty acids，MCFA，C6～C12）、长链脂肪酸（long chain fatty 

acids，LCFA，C14～C20）以及超长链脂肪酸（very long chain fatty acids，VLCFA，

C＞20）。生物体内的脂肪酸通常含有偶数个碳原子，含有奇数个碳原子的脂肪酸

仅存在于植物、海洋生物、反刍动物、以及石油酵母。 
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根据碳链饱和度不同，脂肪酸可以分为三类：饱和脂肪酸（saturated fatty acids，

SFA），在碳链中不存在不饱和键；单不饱和脂肪酸（monounsaturated fatty acids，

MUFA），也称为油酸，在碳链中存在一个不饱和键；多不饱和脂肪酸

（polyunsaturated fatty acids，PUFA），在碳链中存在两个或两个以上不饱和键。

动物只能合成饱和以及单不饱和脂肪酸，无法合成多不饱和脂肪酸，因此只能从

植物中获取，这类脂肪酸称为必需脂肪酸，常见的有亚麻酸、亚油酸。 

1.3.2 脂肪酸的合成 

在植物中，脂肪酸的生物合成仅发生在质体中，由乙酰辅酶 A 羧化酶（acetyl-

CoA carboxylase，ACC）和脂肪酸合成酶（FA synthase，FAS）催化合成。 

ACC 是一种包含生物素的酶，催化脂肪酸生物合成的第一步反应。自然界中 ACC

有异质和同质两种形式，两者都包含四种组分：生物素羧基载体蛋白（biotin 

carboxyl carrier protein，BCCP）、生物素羧化酶（biotin carboxylase，BC）、羧基

转移酶（carboxyltransferase）的 α 亚基以及 β 亚基[67]。对于异质 ACC 而言，四

种酶组分作为单个亚基表达，最终结合形成多酶复合物[68]，主要存在于原核生物

以及藻类、苔藓植物、蕨类植物、裸子植物、非禾本科单子叶植物和双子叶植物

的质体中[68-70]。对于同质 ACC 而言，四种酶组分表达在一条肽链上，存在于动

物和真菌细胞质以及禾本科单子叶植物的质体中。此外，所有植物的胞质中也存

在一种同质 ACC 亚型，其作用是为脂肪酸延伸、聚酮生物合成、丙二酰化反应

以及其他特殊代谢过程提供丙二酰辅酶 A[71]。ACC 利用碳酸氢盐、ATP、乙酰辅

酶 A 以及辅因子生物素来生成丙二酰辅酶 A[72,73]。首先，生物素与生物素羧基载

体蛋白结合，随后生物素羧化酶利用 ATP 作为能量来源、HCO3
-
作为原料，将生

物素羧化，接着在羧基转移酶作用下，将活化的羧基基团转移到乙酰辅酶 A 上

生成丙二酰辅酶 A[74]（图 1.9）。 

 
图 1.9 乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC 的反应机制[74] 

图注：乙酰辅酶 A 羧化酶 ACC 以乙酰辅酶 A、HCO3
-为原料合成丙二酰辅酶 A 的

过程。BCCP，生物素羧基载体蛋白（biotin carboxyl carrier protein）。 
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植物脂肪酸合成酶 FAS 是一种多酶复合物，参与酰基转移、碳链增加以及

反应终止过程，每个循环连续转移两个碳，最终合成不同长度的脂肪酸[75]（图

1.10）。首先，ACP 转酰基酶（ACP transacylase，AT）催化乙酰基或者丙二酰基

从 CoA 转移到 ACP，生成乙酰基-ACP 或者丙二酰基-ACP[76]。三种 β-酮酰基-

ACP 合酶（β-ketoacyl-ACP-synthases，KASs）催化丙二酰-ACP 延伸成脂肪酸[77]：

KAS Ⅲ催化初始缩合反应生成丁酰基-ACP；KAS Ⅰ催化 C4-ACP 缩合成 C16-ACP；

KAS Ⅱ催化 C14-ACP 以及 C16-ACP 与丙二酰-ACP 缩合。乙酰基-ACP 与丙二酰

基-ACP 在 KAS Ⅲ催化下缩合生成 β-酮酰基-ACP，随后在 β-酮酰基-ACP 还原酶

（β-ketoacyl-ACP reductase，KR）作用下还原成 β-羟基酰基-ACP，接着在 β-羟

基酰基-ACP 脱氢酶（β-Hydroxyacyl-ACP dehydrase，HD）作用下去除一个水分

子生成烯基-ACP，最后在烯基-ACP 还原酶（enoyl-ACP reductase，ER）作用下

生成丁酰基-ACP。丁酰基-ACP 通过 6 轮延伸反应生成 C16-ACP[76]，随后在脂肪

酸硫酯酶（FA thioesterases，FAT）作用下水解 ACP 与酰基之间的硫酯键来催化

链终止反应，其中，FATA 负责水解不饱和酰基-ACP （C18:1-ACP），FATB 负责

水解饱和酰基-ACP（C16:0/C18:0-ACP）[78]（图 1.10）。游离脂肪酸被酰基辅酶

A 合成酶（acyl-CoA synthetase，ACS）激活为辅酶 A 酯，进而被转运到细胞质

中，随后进入内质网开始真核途径的脂质生物合成[76,79]。 

在质体基质中，不饱和脂肪酸的生成由硬脂酰-ACP 去饱和酶（stearoyl-ACP 

desaturases，SACPD）催化，在酰基-ACP 的第 9 位碳上引入顺式双键[80,81]，从而

生成单不饱和脂肪酸油酸（C18:1）以及棕榈油酸（C16:1）[82,83] （图 1.10）。生成

的 C18:1-ACP 通过裂解释放 ACP，生成的游离 C18:1 可以被辅酶 A 修饰以 C18:1-

CoA 形式转出质体，也可以与甘油-3-磷酸（glycerol-3-phosphate，G3P）发生反

应，通过叶绿体原核途径开始脂质生物合成。对于膜脂质中的脂肪酸而言，不饱

和化是由膜结合的脂肪酸去饱和酶（FA desaturase，FAD）催化。此外，脂肪酸

碳链的延伸发生在内质网中，以丙二酰辅酶 A 作为碳链供体，C16-CoA 和 C18-

CoA 在脂肪酸延伸酶（FA elongase，FAE）催化形成超长链脂肪酸（VLCFA） （图

1.10）。超长链脂酰辅酶 A 随后在超长链醛脱羰酶 CER4 作用下转化为伯醇，或

者在 CER1/2/3/8/19 作用下转化为醛，随后在 CER1/3 作用下转化为烷烃，最终

在中链烷烃羟化酶（midchain alkane hydroxylase，MAH1）作用下转化为仲醇和

酮。这些超长链疏水化合物后续参与形成植物的蜡层（图 1.10）。C16:0 和 C18:1

还可以在细胞色素 P450 单加氧酶 CYP86A 催化发生 ω-羟基化，并在长链酰基合

成酶（long-chain acyl-coenzyme A synthetase，LACS）作用下转化为 ω-OH C16:0-

CoA，用于二酸以及 ω-羟基酰基甘油的生成，最终转移到植物角质层。 
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图 1.10 脂肪酸合成示意图[75] 

图注：乙酰辅酶 A 羧化酶（ACC）和脂肪酸合成酶（FAS）合成脂肪酸的过程。初

始缩合反应由 KAS Ⅲ （β-酮酰基-ACP 合酶）催化，接下来的六个缩合反应由

KASⅠ催化生成 C16:0-ACP，随后通过 KASⅡ延伸得到 C18:0-ACP，最终通过

脂肪酸硫酯酶 FAT 作用下水解为游离脂肪酸。ACP，乙酰载体蛋白（acyl carrier 
protein）；ACS，酰基辅酶 A 合成酶（acyl-CoA synthase）；AT，ACP 转酰基酶

（ ACP transacylase）；ER，烯基-ACP 还原酶（enoyl-ACP reductase）；CER，
超长链醛脱羰酶（very-long-chain aldehyde decarbonylase）；GPAT，甘油-3-磷酸

酰基转移酶（G3P acyltransferase）；HD，β-羟基酰基-ACP 脱氢酶（β-Hydroxyacyl-
ACP dehydrase）；KAS，β-酮酰基-ACP 合酶（β-ketoacyl-ACP-synthase）；KR，
β-酮酰基-ACP 还原酶（β-ketoacyl-ACP reductase）；LACS，超长链酰基合成酶

（long-chain acyl-coenzyme A synthase）；MAH1，中链烷烃羟化酶（midchain 
alkane hydroxylase）；SACPD，硬脂酰-ACP 去饱和酶（stearoyl-ACP desaturases）。 

1.3.3 三酰甘油的生物合成 

三酰甘油（triacylglycerols，TAG）又称甘油三酯、油脂，是甘油的三个羟基

分别与三个脂肪酸分子脱水缩合后形成的甘油酯，是一种中性脂肪。在向日葵、

油菜、大豆和棉花等油料作物种子中，TAG 是一种重要的能量储备，在种子萌发

以及幼苗建立过程中提供脂肪酸用于产生能量以及合成碳水化合物[84,85]。 

TAG 合成的主要场所在内质网，以内质网中生成的 DAG 作为前体（图 1.11）。

在植物中，TAG 合成也发生在质体。在大多数种子中，TAG 合成所需的 DAG 主
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要由 PC 转化而来[86]；在拟南芥叶片中，TAG 合成所需的 DAG 则主要由 PA 去

磷酸化生成[87]。在植物和酵母中，DAG 酯化生成 TAG 通过酰基辅酶 A 依赖性

以及非依赖性两种途径进行[86,88,89]。酰基辅酶 A 依赖性的 TAG 合成由二酰基甘

油：酰基辅酶 A 酰基转移酶（diacylglycerol: acyl-CoA acyltransferase，DGAT）催

化，以酰基辅酶 A 和 DAG 为底物合成 TAG。酰基辅酶 A 非依赖途径则是由磷

脂：二酰甘油酰基转移酶（phospholipid: diacylglycerol acyltransferase，PDAT）催

化，以磷脂作为酰基供体、DAG 作为酰基受体，生成 TAG 和溶血磷脂

（lysophospholipid）。 

 

图 1.11 叶肉细胞中 TAG 代谢通路示意图[90] 

图注：参与 TAG 代谢的蛋白用绿色字体表示。CoA，辅酶 A （coenzyme A）；LD，

脂滴（lipid droplet）；DGAT1，二酰甘油：酰基辅酶 A 酰基转移酶 1 （diacylglycerol: 
acyl-CoA acyltransferase）；LPC，溶血磷脂酰胆碱（lysophosphatidylcholine）；
PDAT1，磷脂：二酰甘油酰基转移酶（phospholipid: diacylglycerol acyltransferase）；
LPCAT，溶血磷脂酰胆碱酰基转移酶（lysophosphatidylcholine acyltransferase）。 

由于缺乏极性头部基团，合成的 TAG 首先被隔离在内质网膜内外小叶之间

的疏水区域，从而导致内质网膜双分子层膨胀，最终包含 TAG 的脂滴（lipid 

droplets，LDs）以出芽的方式从内质网进入细胞质[91,92]。脂滴表面镶嵌一组特定

的疏水蛋白，包括油酸素（oleosins）、钙素（caleosins）以及甾醇素（steroleosins）

等[90]。油酸素存在于种子中，对于稳定和调节 LD 大小十分重要[93,94]。钙素和甾
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醇素表达在营养组织中。在病理状态下，钙素参与形成抗真菌化合物植物抗菌素

（phytoalexin），在植物防御病原体方面起重要功能[95]。甾醇素则参与油菜素内

酯的生物合成以及信号转导过程[96]。 

1.3.4 脂肪酸 β 氧化 

过氧化物酶体是一种形态和代谢高度动态的细胞器，存在于真核细胞中，其

核心功能之一是对长链脂肪酸、支链脂肪酸以及芳香族羧酸进行 β 氧化（β 

oxidation）[45]。在哺乳动物细胞中，短链、中长链、长链脂肪酸的 β 氧化发生在

线粒体中[97]，超长链脂肪酸、支链脂肪酸以及双羧酸的 β 氧化则发生在过氧化物

酶体中；而在植物和真菌中，脂肪酸的 β 氧化只发生在过氧化物酶体[64]。在高等

植物中，过氧化物酶体至少分化为三种不同的类别：乙醛酸酶体、叶过氧化物酶

体以及非特化过氧化物酶体[98]。每种过氧化物酶体中都包含一组独特的酶，发挥

特殊的功能。叶过氧化物酶体广泛存在于光合器官的细胞中，包含一些参与光呼

吸过程的酶。根、茎等其他器官的细胞中含有功能未鉴定的非特化过氧化物酶体

[99]。乙醛酸酶体存在于贮藏器官的细胞中，如油籽植物发芽后生长期间的胚乳和

子叶，以及衰老器官中[99]。乙醛酸酶体包含脂肪酸 β 氧化和乙醛酸循环的酶，在

脂质转化为蔗糖的过程中起重要作用。 

脂肪酸 β 氧化是指在一列酶的作用下，脂肪酸在 α 碳原子和 β 碳原子之间

断裂，β 碳原子被氧化成酰基，生成乙酰辅酶 A 和少两个碳原子的脂肪酰基辅酶

A，因此称为 β 氧化（图 1.12）。首先脂肪酸在胞质中被活化，游离脂肪酸具有化

学惰性，因此需要在脂酰辅酶 A 合成酶催化下被辅酶 A 修饰，转化为相应的脂

酰辅酶 A，随后被转运进入过氧化物酶体。在过氧化物酶体中，直链饱和脂酰辅

酶 A 经历氧化、水合、氧化和硫解这四步反应生成乙酰辅酶 A[100] （图 1.12）。首

先，以黄素腺嘌呤二核苷酸（flavin adenine dinucleotide，FAD）为辅因子，在酰

基辅酶 A 氧化酶（acyl-CoA oxidase，ACX）作用下[101]，脂酰辅酶 A 在 α 碳原子

和 β 碳原子处脱氢生成双键，产生反式-2-烯酰基辅酶 A （trans-2-enoyl-CoA）与

FADH2，生成的 FADH2 被黄素蛋白脱氢酶氧化为 H2O2；随后在多功能蛋白

（multifunctional protein，MFP）作用下，在反式双键处加入一个水分子转化为 β-

羟基酰基辅酶 A，然后以烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，

NAD+
）辅因子，β-羟基酰基辅酶 A 脱氢生成 3-酮酰基辅酶 A（3-ketoacyl-CoA）

并产生 NADH 与 H+
；最后在硫解酶（3-ketoacyl-CoA thiolase，KAT）作用下进行

硫解，生成乙酰辅酶 A 和少两个碳原子的脂肪酰基辅酶 A。生成的乙酰辅酶 A

可以进入线粒体呼吸链或者乙醛酸循环[52]。然而，TAG 中的脂肪酸多数是不饱

和的，这些不饱和键是顺式构型，不能直接加水生成 β-羟基酰基辅酶 A。因此，
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对于不饱和脂肪酸而言，还需要异构酶与还原酶将其转化为 β 氧化的底物[100]。

对于奇数脂肪酸而言，β 氧化生成的丙酰辅酶 A 需要通过丙酰辅酶 A 羧化酶引

入 HCO3
-
生成甲基丙二酰辅酶 A，随后在差向异构酶以及维生素 B12 作用下转化

为琥珀酰辅酶 A，从而进入三羧酸循环被利用[100]。 

 

图 1.12 植物直链饱和脂肪酸的 β 氧化过程[52,100] 

图注：脂肪酸 β 氧化包括四步反应，分别是氧化、水合、氧化和硫解，从而生成乙

酰辅酶 A 以及少两个碳原子的酰基辅酶 A。参与脂肪酸 β 氧化的酶用蓝色字

体标出。通过 β 氧化减少的碳原子用橙色背景标出。ACX，酰基辅酶 A 氧化

酶（acyl-CoA oxidase）；MFP，多功能蛋白（multifunctional protein）；KAT，硫

解酶（3-ketoacyl-CoA thiolase）。 

乙醛酸循环 （glyoxylate cycle）最早在假单胞菌和大肠杆菌等微生物[102]以及

发芽的蓖麻籽[103]中发现，它能够将醋酸盐、乙醇等二碳化合物转化为细胞所需

的成分，为细胞提供生长所需的碳源。乙醛酸循环包含两种专用酶：异柠檬酸裂

解酶（isocitrate lyase，ICL）和苹果酸合酶（malate synthase，MS），通常被认为
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是三羧酸循环（tricarboxylic acid cycle，TCA）的辅助途径。ICL 催化异柠檬酸的

羟醛裂解为琥珀酸盐和乙醛酸盐，随后 MS 催化乙醛酸和乙酰辅酶 A 合成苹果

酸盐，接着苹果酸在苹果酸脱氢酶作用下转化为草酰乙酸，生成的草酰乙酸与乙

酰辅酶 A 在柠檬酸合酶作用下转化为柠檬酸，最后顺乌头酸酶将柠檬酸转化为

异柠檬酸 （图 1.13）。通过乙醛酸循环，两个乙酰辅酶 A 分子可以转化为一个琥

珀酸盐，从而绕过了 TCA 循环的氧化脱羧步骤，保留了碳骨架用于生物合成[104]。 

 

图 1.13 乙醛酸循环示意图[104] 

图注：乙醛酸循环由浅蓝色的粗箭头表示。乙酰辅酶 A 与乙醛酸在苹果酸合酶催

化下转化为苹果酸，随后在苹果酸脱氢酶作用下转化为草酰乙酸，接着与乙酰

辅酶 A 在柠檬酸合酶催化下转化为柠檬酸，然后顺乌头酸酶将柠檬酸转化为

异柠檬酸，最后在异柠檬酸裂解酶作用下裂解为乙醛酸和琥珀酸。ICL，异柠

檬酸裂解酶（isocitrate lyase）；MS，苹果酸合酶（malate synthase）；ICD，异

柠檬酸脱氢酶（isocitrate dehydrogenase）。 

通过脂肪酸 β 氧化和乙醛酸循环，植物可以将储存的脂质转化为蔗糖用于种

子萌发以及幼苗生长的能量来源（图 1.14）。储存在脂滴中的三酰甘油在脂肪酶

SDP1 催化下水解并释放脂肪酸[105]；随后，脂肪酸被活化，在脂酰辅酶 A 合成

酶催化下被辅酶 A 修饰，转化为相应的脂酰辅酶 A，进而被转运进入过氧化物

酶体；在过氧化物酶体中，脂酰辅酶 A 进行 β 氧化生成乙酰辅酶 A，乙酰辅酶 A

进入乙醛酸循环转化为琥珀酸；接着，琥珀酸从过氧化物酶体进入线粒体，通过

三羧酸循环转化为苹果酸，然后被转运到细胞质中；随后，苹果酸在苹果酸脱氢
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酶作用下转化为草酰乙酸，磷酸烯醇式丙酮酸（phosphoenolpyruvate，PEP）羧基

酶催化草酰乙酸转化为 PEP，最终通过糖异生途径生成已糖，用于细胞壁生物合

成或者转化为蔗糖被转运到生长中的幼苗组织，在植物进行光合自养前提供能量

来源[84,106]。 

 

图 1.14 油料种子萌发后异养生长的代谢过程[106] 

图注：数字表示酶或酶催化的反应。1，三酰甘油脂肪酶（triacylglycerol lipase）；
2，脂肪酸 β 氧化；3，柠檬酸合成酶（citrate synthase）；4，顺乌头酸酶（aconitase）；
5，异柠檬酸裂解酶（isocitrate lyase）；6，苹果酸合成酶（malate synthase）；7，
苹果酸脱氢酶（malate dehydrogenase）； 8，磷酸烯醇式丙酮酸羧基酶

（phosphoenolpyruvate carboxykinase）；9，糖异生（gluconeogenesis）。 

1.3.5 CTS 转运脂肪酸进入过氧化物酶体进行 β 氧化 

CTS 最早鉴定与过氧化物酶体中脂肪酸 β 氧化过程有关[48]，其突变体幼苗

在添加蔗糖后才能正常生长。野生型种子在萌发后迅速降解储备的脂质，而 cts

突变体种子中仍保留大量的脂质[47,50]。此外，免疫印迹实验表明拟南芥子叶中

CTS 的表达量在萌发后上升，而随着幼苗生长子叶留在土中即持续黑暗的条件

下，表达量逐渐下降。然而，cts 突变体的过氧化物酶体形态上是正常的，呈现为

圆形或椭圆形，与野生型无差别[50]。 

为了进一步探究 cts 突变体中脂质分解阻滞的原因以及 CTS 蛋白的功能，

Steven Footitt 等人测量了 cts 突变体和相应野生型 WT 中三酰基甘油(TAG)和酰
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基辅酶 A 的水平[47]（图 1.15）。 

 
图 1.15 野生型与 cts 突变体中 TAG 衍生的脂肪酸以及脂酰辅酶 A 水平的变化[47] 

图注：A 与 D. 野生型 Ler、WS 和突变体 cts-1、cts-2 的种子和幼苗中 TAG 衍生的

脂肪酸 （A）以及酰基辅酶 A （D）含量对比。B 与 C. 野生型和突变体种子 （B）
以及 5 日龄幼苗（C）中 TAG 衍生的不同链长脂肪酸的含量。E 与 F. 野生型

和突变体种子（E）以及 5 日龄幼苗（F）中不同链长酰基辅酶 A 的含量。所

有种子播种在含有 1%蔗糖的培养基上，在 4°C 下保存 4 天，然后转移到萌发

条件。cts 突变体的种皮被破坏以允许发芽。幼苗处于相似的形态发育阶段。 

发芽后，野生型幼苗中脂肪酸含量显著减少，而在突变体中脂肪酸含量下降

程度较小（图 1.15A）。在萌发 5 天后，野生型 Ler 与 WS 中所有 TAG 衍生的不

同长度脂肪酸均被动员降解，而突变体 cts-1、cts-2 仍保留高水平的脂肪酸（图

1.15B、C）。此外，在发芽 5 天内，所有植株的酰基辅酶 A 总量都有所增加，在

突变体 cts-1、cts-2 中更显著（图 1.15D）。在第 5 天，突变体相较于野生型积累

了大量的酰基辅酶 A，其中最显著的是 C20:1-CoA、C20:0-CoA 以及 C22:1-CoA

（图 1.15E、F），C20 脂肪酸在拟南芥非储存脂质中含量很少，因此突变体中这

些积累的 C20-CoA 来源于储存的 TAG。这些数据表明，cts 突变体中脂肪酸 β 氧

化缺陷导致 TAG 来源的长链酰基辅酶 A 积累。短链脂肪酸可以扩散穿过过氧化
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物酶体膜，因此作者在培养基中添加短链脂肪酸丙酸和丁酸，大大提高了 cts-1

种子的萌发率，这表明 cts-1 突变体中过氧化物酶体的 β 氧化具有正常功能。因

此在 cts-1 突变体中 TAG 衍生的长链脂肪酸与酰基辅酶 A 的积累以及代谢失败

是由于跨膜转运到过氧化物酶体这一过程缺陷导致，这表明 CTS 介导脂肪酸转

运到过氧化物酶体。 

为了探究 CTS 的转运底物，Yvonne Nyathi 等人建立了生化表征系统[51]，将

CTS 异源表达在其同源蛋白 PXA1/PXA2 敲除的酿酒酵母（记为 pxa1 pxa2Δ）

中。通过提取过氧化物酶体进行 ATPase 活性实验，作者发现 CTS 的表达使得活

性增加，且活性被金属氟化物 AlFx 抑制。随后作者测定了表达 CTS 的酵母细胞

代谢不同链长和饱和度的脂肪酸的能力，结果显示，CTS 的表达提高了酵母细胞

对棕榈酸（C16:0）以及更长碳链的脂肪酸，包括硬脂酸（C18:0）、油酸（C18:1）、

亚油酸（C18:2）、白石酸（C22:0）、二十二碳六烯酸（C22:6）以及木脂酸（C24:0）

的 β 氧化能力，接近于 WT 水平。与对照组空载相比，Walker A 基序突变体 CTS 

K487A 没有恢复 β 氧化能力。这些结果表明，CTS 可以转运不同链长以及不同

饱和度的脂肪酸进入过氧化物酶体进行 β 氧化。然而，这些细胞水平的活性测量

受到酵母代谢不同脂肪酸的能力的限制，只能为底物特异性提供间接证据。 

许多 ABC 转运蛋白的 ATPase 活性在底物结合后提高[107-109]。基于此结论，

Yvonne Nyathi 等人纯化了表达 CTS 的酵母细胞过氧化物酶体，测试脂肪酸和脂

肪酰基辅酶 A 对 CTS 的 ATPase 活性影响[51]。CTS 具有 ATP 酶活性，当加入酰

基辅酶 A 时，CTS 的 ATP 酶活性明显增加，而加入脂肪酸时变化不明显（图

1.16A）。游离的辅酶 A（CoASH）对 CTS 的 ATP 酶活性没有影响，但由不可水

解的醚键连接的 C14 辅酶 A 醚（CoAether）增加了 CTS 的 ATP 酶活性，这表明

脂酰辅酶 A 刺激的 ATP 酶活性不是由于水解释放 FA 产生的。IBA 和 2,4-DB 都

被认为是 CTS 的底物[46,50]，作者测试了两者对 CTS 的 ATP 酶活性影响，发现这

些化合物不会刺激 ATP 酶活性，然而由于没有相应的 CoA 酯售卖，无法进行 ATP

酶活性实验。为了更直观精确地评估不同化合物的刺激效果，作者计算了每个潜

在底物的刺激倍数（图 1.16B）。脂酰辅酶 A 对 CTS 的 ATP 酶活性刺激更高，而

脂肪酸刺激较弱。这些结果表明，脂酰辅酶 A 是 CTS 的底物。然而，并非所有

ABC 转运蛋白的底物都刺激 ATP 水解，并非所有刺激 ATP 酶活性的化合物都是

底物[107,110-114]，不能排除脂肪酸作为潜在底物的可能性。因此使用重组表达以及

纯化的 CTS 蛋白进行转运试验对于明确其底物至关重要。 
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图 1.16 脂肪酸和脂肪酰基辅酶 A 对 CTS 的 ATP 酶活性的影响[51] 

图注：在 10 μM、100 μM 脂肪酸或者脂酰辅酶 A 存在下测量从转化了 CTS 质粒或

者空载质粒酵母细胞分离的过氧化物酶体的 ATPase 活性。A. 存在或不存在

10 μM 脂肪酸或者脂肪酰基辅酶 A 时测量的 ATP 酶活性，其中黑色代表 CTS
质粒，白色代表空载质粒。B. 从 A 中获得的 ATP 酶活性数据或者使用底物浓

度为 100 μM 进行相同实验获得的 ATP 酶活性数据，用于计算相对于基础酶活

性的 ATP 酶活性刺激倍数。其中黑色代表 100 μM 底物，白色代表 10 μM 底

物。 

除了长链脂肪酸，CTS 蛋白还参与短链脂肪酸的转运。在种子萌发与幼苗生

长期间，乙醛酸循环可将脂肪酸 β 氧化生成的乙酰辅酶 A 转化为琥珀酸，最终

通过糖异生途径转化成蔗糖作为能量来源[106]。氟乙酸（fluoroacetic acid，FAc）

常被用作鼠药以及农药，其毒性作用在于抑制了顺乌头酸酶（aconitase，ACO）

的活性[115]，即 FAc 可与辅酶 A 结合生成氟乙酰辅酶 A[116]，接着与草酰乙酸反

应转化为氟柠檬酸盐，不可逆地与 ACO 结合，使得底物柠檬酸不能与 ACO 结

合，从而中断了乙醛酸循环，抑制植物根系生长。因此，阻止 FAc 进入乙醛酸循

环将导致植物对 FAc 的耐受性增强。2007 年，Hooks MA 等人发现 cts 突变体对

FAc 的抗性增加[117]。与野生型相比，cts 突变体（acn2/pxa1/cts1）的子叶正常扩

张，根系正常生长（图 1.17A），表现出 FAc 抗性；当 cts 突变体被回补时，FAc

抗性消失，根系生长被抑制，与野生型类似。这些结果表明 CTS 在介导 FAc 敏

感性中发挥作用。此外，作者通过 14C 标记乙酸盐的喂养实验发现，cts 突变体

（acn2/cts-1）中可溶性碳水化物（CHO）的放射性 14C 含量与野生型相比显著减

少，说明 cts 突变体中乙酸转化为碳水化合物的能力降低。这些结果表明，CTS

可能参与转运乙酸盐进入过氧化物酶体。 
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图 1.17 野生型与 cts 突变体的 FAc 抗性以及对外源 14C 乙酸盐利用率的比较[117] 

图注：cts 突变体（acn2/pxa1/cts1）均进行破坏种皮处理；野生型 （CoI-0/Ler）以及

突变型回补植株均未处理。所有种子接种到含有 20 mM 蔗糖以及相应浓度 FAc
的培养基上，生长 8 日后进行拍照。 

CTS 介导的脂肪酸 β 氧化也在长时间黑暗下的叶片代谢中发挥作用[118]。黑

暗诱导 CTS 表达上调[119]。在长时间黑暗条件下，叶片细胞中的淀粉消耗殆尽，

叶绿体膜被水解并释放游离脂肪酸，这些脂肪酸被 CTS 蛋白转运至过氧化物酶

体进行 β 氧化产生能量，多余的则转化为 TAG 被储存起来 （图 1.18A）。当 CTS

功能缺陷时，游离脂肪酸积累过多，使得类囊体与包膜解体，叶片薄壁细胞塌陷

且细胞区室消失；叶绿素分解，细胞中积累高浓度的脱镁叶绿酸 a （pheophorbide 

a，PhA），叶片坏死，呈蓝绿色且出现斑点，即使恢复光照也无法恢复表型[118]。

此外，CTS 介导的脂肪酸 β 氧化也为叶片气孔开放提供能量来源[120]。在光诱导

的气孔开放过程中，储存于保卫细胞脂滴（lipid droplet，LD）中的三酰甘油 TAG

被脂肪酶 SDP1 水解从而提供脂肪酸，随后脂肪酸通过 CTS 蛋白转运进入过氧

化物酶体进行 β 氧化最终产生气孔开放所需的 ATP（图 1.18B）。当 CTS 发生突

变时，气孔开放程度显著降低，脂肪酸利用率降低，脂滴体积几乎没有变化[120]。 
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图 1.18 CTS 介导脂肪酸 β 氧化在叶片组织中的作用[118,120] 

图注：A. 长时间黑暗下 CTS 转运叶绿体膜脂来源的脂肪酸进入过氧化物酶体进行

β 氧化提供能量。B. 光诱导的气孔开放过程中 CTS 转运 TAG 来源的脂肪酸进

入过氧化物酶体进行 β 氧化提供能量。 

除了营养器官，CTS 介导的脂肪酸 β 氧化在生殖器官中也发挥重要功能[121]。

开花植物的受精是一个多步骤过程，需要将花粉精子细胞运输到位于花朵底部的

胚珠[122]。随着花药开裂，花粉落在柱头，接着发芽长出花粉管并穿过柱头的细

胞壁形成精子传播管道。由于花粉通常过多，花粉管必须争夺胚珠，因此快速生

长是雄性生殖成功的关键[123]。成熟花粉会积累脂质并以 TAG 的形式储存，为花

粉管生长提供能量来源。在 cts 纯合突变体中，脂肪酸无法进入过氧化物酶体通

过 β 氧化提供能量，花粉管生长受损，使得花粉粒中的精子以及其他内容物无法

进入胚珠，导致 cts 突变体出现生育缺陷，胚珠受精减少以及胚胎流产，生成的

角果变短。

1.4 CTS 参与生长素 IAA 合成 

生长素（auxin）是一类含有一个双杂环和一个羧基侧链的植物内源激素，参

与调节植物生长和形态发生。生长素生物学的主要假设之一认为生长素是一种形

态发生素，生长素梯度决定了发育结果[124-127]。外源生长素处理对植物生长发育

的影响与浓度有关：低浓度的生长素通常会促进生长，高浓度的外源生长素会抑

制生长[128,129]。最常见的生长素包括吲哚乙酸（3-indoleacetic acid，IAA）、吲哚

丁酸（indole-3-butyric acid，IBA）、4-氯吲哚-3-乙酸（4-chloroindole-3-acetic acid，

4-Cl-IAA）以及苯基乙酸（phenylacetic acid，PAA）（图 1.19），其中 IAA 是植物

中最丰富的生长素。生长素作为一种植物激素，即使在低浓度条件下也可以调控

特定的基因表达从而对环境做出应答，因此将细胞中活性生长素维持在适当的浓
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度对于调节植物生长发育十分重要。细胞生长素水平可以通过从头生物合成、运

输以及前体和修饰的生长素相互转化来改变。 

 
图 1.19 植物中天然生长素的化学结构 

1.4.1 生长素 IAA 的生物合成 

IAA 是研究最广泛的天然活性生长素，主要合成部位在幼嫩的芽、叶、根尖

以及发育的种子中[130]。在拟南芥中，IAA 的生物合成主要通过两种方式：色氨

酸（Trp）依赖方式以及非色氨酸依赖方式[131]，其中色氨酸依赖方式包括吲哚-3-

乙醛肟（indole-3-acetaldoxime，IAOx）途径、吲哚-3-丙酮酸（indole-3-pyruvic acid，

IPyA）途径、吲哚乙酰胺（indoleacetamide，IAM）途径（图 1.20）。其中，IPyA

途径是 IAA 的主要合成途径，也是研究最透彻的一种途径，在整个植物界中高

度保守，包括拟南芥[132,133]、水稻[134,135]、玉米[136,137]、牵牛花[138]以及地钱[139]等。

该途径包含两步酶催化的反应[133]。首先，色氨酸在拟南芥色氨酸氨基转移酶（Trp 

aminotransferase of Arabidopsis，TAA）作用下将氨基转移至丙酮酸或 α-酮戊二酸

从而生成 IPyA[140]；随后在还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate，NADPH）以及氧分子存在下，黄素单加氧酶

YUCCA将 IPyA氧化脱羧转化为 IAA[132,141]，这一步也是 IPyA途径的限速步骤。

IAA 生物合成受到严格监管，当 IPyA 水平升高时，另一种氨基转移酶 VAS1 则

会将 IPyA 转化为 Trp[142]。生成的 IAA 可以在 IAA-氨基酸合成酶 （Indole-3-acetic 

acid-amido synthetase）GH3 作用下与氨基酸（如丙氨酸 Ala、亮氨酸 Leu 等）偶

联，也可以在 UDP 糖基转移酶（UDP glucosyltransferase）UGT84B1 作用下与葡

萄糖偶联，还可以在 IAA 羧甲基转移酶（IAA carboxymethyl transferase）IAMT1

作用下被甲基修饰形成 IAA 甲酯（MeIAA）[143]。通过这些偶联修饰，IAA 可以

转化成非活性形式（图 1.20），后续在酰胺水解酶（IAA amidohydrolase，IAH）

的作用下，这些偶联修饰的 IAA 可以重新转化为具有活性的游离 IAA。值得注

意的是，当 IAA 在 GH3 作用下与天冬氨酸 Asp 以及谷氨酸 Glu 偶联后，IAA-

Asp以及 IAA-Glu将不可水解为游离 IAA，并且可以转化为氧化 IAA-Asp （oxIAA-

Asp）最终进入分解代谢途径。此外，IAA 也可以转化为非活性的前体 IBA[144]储

存。这些以非活性形式存在的生长素在特定条件下可以通过水解或者 β 氧化转化

为 IAA，从而调节生长素稳态，将生长素维持在适当的浓度。 
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图 1.20 IAA 及其衍生物的生物合成通路示意图[143] 

图注：合成通路中各反应用箭头表示。实线代表参与该反应的酶被鉴定，虚线代表

参与该反应的酶未被鉴定。IAR3、ILR1 均为 IAA-氨基酸水解酶。TSB，色氨

酸合成酶 B 亚基（tryptophan synthase subunit B）；CYP79B，细胞色素 P450 单

加氧酶 79B （cytochrome P450 monooxygenase 79B）；IAMI1，酰胺酶（amidase 
1）；NIT，腈酶（nitrilase）。 

1.4.2 IAA 信号通路 

生长素是植物生长发育的核心调节因子。IAA 是天然存在的主要生长素，可

以通过调控细胞分裂与伸长从而调节多种发育事件，如胚胎极化、维管束分化、

向光性生长以及顶端优势等[131]。生长素之所以可以调控这些发育事件的原因在
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于其能够调控成百上千个基因的表达，这种转录调控的核心是生长素可以增强泛

素介导的转录抑制蛋白 Aux/IAA 的降解[131]（图 1.21）。 

 

图 1.21 生长素信号传导模型[145,146] 

图注：IAA 通过增强转录抑制蛋白 Aux/IAA 与受体 TIR1 的相互作用，促进 Aux/IAA
蛋白降解，从而恢复生长素响应因子 ARF 的活性，促进早期生长素反应基因

转录。TIR1，IAA 受体 （Transport inhibitor response 1）；ASK，拟南芥 SKP 亚

基（Suppressor of kinetochore protein）；RBX1，E3 泛素连接酶复合物 SCF 的

组成亚基（RING box1）；FBP，F-box 蛋白（F-box protein）；ARF，生长素响

应因子（Auxin response factor）。 

研究表明，TIR1（Transport inhibitor response 1）与 AFB（Additional F box 

protein）蛋白是生长素受体[147-149]，均以生长素依赖性方式与 Aux/IAA 蛋白相互

作用。TIR1 是一种 F-box 蛋白，作为 E3 泛素连接酶复合物 SCFTIR1 的一个组分。

E3 泛素连接酶负责催化靶蛋白的泛素化，从而导致 26S 蛋白酶体中靶蛋白的快

速降解。SCF 型 E3 泛素连接酶由四个组分组成（图 1.21），包括 SKP 亚基

（Suppressor of kinetochore protein，拟南芥中称为 ASK 蛋白）、Cullin 亚基、RBX1

亚基（RING box1）以及 FBP（F-box 蛋白）亚基[146]，其中 Cullin 亚基与 RBX1

亚基构成 SCF 复合物的核心，可与不同的 SKP-FBP 亚复合物结合并募集 E2 泛

素偶联酶[145]。在拟南芥中，生长素受体 TIR1 通过富含亮氨酸重复序列结构域

LRR（Leucine-rich repeat）与靶蛋白 Aux/IAA 结构域Ⅱ内一个短的“degron”基序

相互作用[150]。生长素在这个过程中充当“分子胶”的功能，当生长素与受体 TIR1
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结合时可以增强 TIR1 与靶蛋白 Aux/IAA 的相互作用，使得 SCFTIR1-生长素-

Aux/IAA 复合物成为调控基因表达去抑制的枢纽，即当生长素水平较低时，转录

抑制蛋白 Aux/IAA 稳定存在，与生长素响应因子 ARF（Auxin response factor）

结合形成非活化的异源二聚体，抑制早期基因的转录；随着生长素水平升高，生

长素介导 Aux/IAA 与 E3 泛素连接酶 SCFTIR1 相互作用，促进 Aux/IAA 蛋白被降

解，使得 ARF 恢复活性，促进了早期生长素反应基因的转录（图 1.21）。 

1.4.3 IBA 通过 β 氧化转化为 IAA 

除了通过 IPyA 途径从头合成 IAA 之外，活性生长素的水平还可以通过储存

的前体 IBA 转化而来。研究表明拟南芥以及玉米等植物可以利用 ATP 作为能量

来源，将 IAA 与乙酰辅酶 A 转化为 IBA[151]。IBA 最早作为一种合成化合物被发

现，外源施加 IBA 可以促进植物根生成、茎弯曲以及叶伸长等类似的生长素反

应[152]，因此常用于诱导茎插条繁殖中不定根的生成。后续的实验结果证明，IBA

是一种内源性生长素，存在于多种植物中，包括拟南芥[153]、玉米[154]、胡萝卜[155]、

烟草[156]、豌豆[157]、马铃薯[158]、金莲花[159]等，这也表明 IBA 在生长素稳态中具

有保守作用。 

在拟南芥中，IBA 的浓度低于 IAA[153]。与 IAA 类似，IBA 也可以被氨基酸

以及葡萄糖偶联[143]（图 1.22），且大多数被偶联修饰的 IBA 作为非活性形式储

存，只有少部分以游离形式存在[153]。IBA 的化学结构与 IAA 相似，不同之处在

于 IAA 羧基侧链只有两个碳原子，而 IBA 羧基侧链有四个碳原子（图 1.19）。正

是由于这种延长的侧链，使得 IBA 无法和 IAA 一样结合生长素受体 TIR1[160]，

需要转化为 IAA 才能发挥生长素的功能。除此之外，IBA 与 IAA 羧基侧链长度

的差异也使得二者通过不同的载体蛋白进行转运。具体而言，AUX/LAX 蛋白家

族向细胞内转运 IAA[161]，PIN 家族以及 ABCB 家族蛋白介导 IAA 的细胞外排

[162,163]；然而，IBA 外排主要由 ABCG36 以及 ABCG37 蛋白介导[164,165]，向细胞

内转运 IBA 的载体蛋白研究较少，目前还未被鉴定。 

遗传学证据表明，拟南芥 IBA 的生长素活性很可能依赖类似于过氧化物酶

体中脂肪酸 β 氧化过程转化为 IAA[166,167] （图 1.22）。与脂肪酸 β 氧化不同，一些

特异性的酶参与 IBA 转化为 IAA 的 β 氧化过程，包括短链脱氢酶/还原酶 IBR1

（Indole-3-butyric acid response 1）[168]、酰基辅酶 A 脱氢酶 IBR3[169]、烯酰基辅

酶 A 水合酶 IBR10[168]以及 ECH2（Enoyl-CoA hydratase 2）[170]。当编码这些酶

的基因发生突变时，拟南芥的脂肪酸 β 氧化过程不受影响，但根尖中 IAA 水平

降低，子叶面积减小，子叶维管的形态发育异常，表皮细胞变小且形状异常，叶

脉分叉变少[170]。此外，突变体的根毛发育出现缺陷，其根毛比野生型植株更短
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[167]；幼苗顶端钩弯曲也存在缺陷，弯曲率降低，存在时间变短[170]；高温下诱导

下胚轴伸长的能力也降低[170]。不仅如此，与野生型相比，突变体的侧根数量减

少，即使外源添加 IBA，其侧根数量也远少于野生型[170]；突变体的根尖分生组

织与野生型相比也变短，根的宽度也减小，整个根尖分生组织变小[170]。这些现

象表明，IBA 衍生而来的 IAA 对拟南芥的生长发育过程十分重要。 

 

图 1.22 IBA 通过 β 氧化生成 IAA 的潜在通路示意图[143] 

图注：合成通路中各反应用箭头表示。实线表示参与该反应的酶被鉴定，虚线表示

参与该反应的酶未被鉴定。问号表示该通路已通过遗传性手段鉴定但尚未通过

生化方法证实。TaIR3，小麦 IBA-氨基酸水解酶；UGT74E2，UDP 糖基转移

酶；PED1，3-酮酰基辅酶 A 硫醇酶 2。 

1.4.4 除草剂 2,4-DB 的作用机制 

2,4-二氯苯氧丁酸（2,4-dichlorophenoxy butyric acid，2,4-DB）是一种合成的
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生长素类激素，于 1947 年被发现，随后在农业生产中作为一种选择性除草剂被

广泛用[171]。将 2,4-DB 喷洒于植物叶面可控制许多一年生以及多年生阔叶双子叶

杂草，可以用于花生、大豆、紫花苜蓿以及春大麦（播种前使用）的种植。施用

后，2,4-DB 很容易被叶子与根吸收，并在植物体内转运。 

2,4-DB 的选择性在于敏感的阔叶植物可以将其转运并迅速通过 β 氧化转化

为活性成分 2,4-二氯苯氧乙酸 2,4-D （2,4-dichlorophenoxy acetic acid）[60]。2,4-D

与天然生长素 IAA 结构相像（图 1.23），且具有相似的作用模式，可与生长素受

体 TIR1 结合从而引发生长素反应[150]。然而，天然生长素通常在 IAA-氨基酸偶

联酶 GH3 的作用下转化为 IAA-Ala、IAA-Leu 等非活性形式，或者转化为 IAA-

Asp、IAA-Glu 进入降解途径[172]。GH3 催化 Asp 以及 Glu 偶联 2,4-D 的活性远低

于 IAA，且合成的 2,4-D-Asp 以及 2,4-D-Glu 可以再水解为游离的 2,4-D，这使得

2,4-D 在植物体内具有很高的稳定性，从而导致生长素反应不受控制，引起敏感

植物不规则生长[173]、气孔关闭、活性氧积累等现象，最终导致植物组织坏死[174]。

此外，过量积累的 2,4-D 通过诱导生长素反应基因的表达，从而诱导乙烯的生物

合成以及脱落酸 ABA 的产生，乙烯与 ABA 均抑制细胞分裂并刺激叶片衰老，

从而抑制生长并伴随组织损伤，最终导致植物死亡[175] （图 1.23）。值得注意的是，

豆科植物由于氧化速率缓慢，产生的代谢物 2,4-D未达到有毒剂量因而不被影响。 

 

图 1.23 除草剂 2,4-DB 对目标杂草的作用机制[175] 

图注：ACC，1-氨基环丙烷-1-羧酸（1-aminoacyclopropane-1-carboxylate）；ABA，

脱落酸（abscisic acid）；ROS，活性氧（reactive oxygen species）。 

1.4.5 CTS 转运 IBA 进入过氧化物酶体生成 IAA 

生长素影响植物的生长发育，包括根伸长、侧根生长、器官发育[176]。IBA 被
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证明与 IAA 一样，都是植物中天然存在的生长素[153,154]。用同位素标记生长素进

行的实验表明，许多植物可以将 IBA 转化为 IAA，包括苹果[177]、橄榄[178]、葡萄

[178]、梨[179]、豌豆[180]、豆类[181]和玉米[182]。由于 IAA 侧链比 IBA 少两个碳，人

们认为 IBA 到 IAA 的转化类似于脂肪酸 β 氧化过程。 

IBA 具有诱导生根的作用，在农业中应用广泛。高水平的外源生长素抑制主

根伸长。为了探究这种内源性生长素在植物体内的作用，2000 年 Bethany K. 

Zolman 等人在研究 IBA 功能时发现 CTS 突变后不再响应 IBA，即突变体植株在

添加 IBA 时对根伸长的抑制作用具有抗性[46,166]。野生型 CoI-0 在高浓度 IBA 以

及 IAA 作用下主根伸长受到抑制，cts 突变体在一定浓度范围内都能抵抗 IBA 对

主根伸长的抑制（图 1.24A），但 IAA 仍然能抑制主根伸长（图 1.24B），这表明

在 cts 突变体中 IBA 转化为 IAA 过程出现缺陷。此外，cts 突变体在侧根形成方

面也存在缺陷。在未添加生长素的培养基上，野生型 CoI-0 形成的侧根很少，cts

突变体无侧根生成。当培养基中加入 IBA 以及 IAA 时，野生型 CoI-0 的侧根变

多，cts 突变体仍然没有侧根生成，对 IBA 具有抗性；然而在培养基中添加 IAA

时，cts 突变体会生成与野生型类似数目的侧根（图 1.24C）。即使将生长期延长，

添加 IBA 能强烈地刺激野生型生成侧根，而 cts 突变体在在 IBA 处理下没有产

生额外的侧根（图 1.24C）。 

 

图 1.24 cts 突变体对 IBA 具有抗性[46] 

图注：A. IBA 对主根伸长的影响。测量在添加指定浓度 IBA 的培养基上生长的 8
日龄野生型 CoI-0 和 cts 突变体幼苗主根的长度。B. IAA 对主根伸长的影响。

测定方法于 A 相同。C. cts 突变体在侧根形成方面缺陷。野生型和 cts 突变体

幼苗在无激素培养基中生长 4 或 6 天，然后转移到无激素、5 μM IBA 以及 50 
nM IAA 培养基中。8 或 12 天后计算侧根的数量。 

为了证实这种表型是由 cts 的突变导致，作者将野生型 cts 构建到 p35S 载

体，随后转化到突变体植株中。回补后的植株在没有添加蔗糖的培养基上正常发

育，恢复了脂肪酸 β 氧化的能力。此外，回补后的植株在添加 IBA 时主根伸长
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受到抑制，并且恢复了形成侧根的能力。这些结果表明，CTS 参与 IBA 至 IAA

的转化，即转运 IBA 进入过氧化物酶体进行 β 氧化。类比脂肪酸以辅酶 A 修饰

的形式被 CTS 转运进入过氧化物酶体，IBA 可能也以辅酶 A 修饰的形式被 CTS

转运。 

除了根系发育，CTS 介导 IBA 至 IAA 的转化也参与雄蕊发育。在 cts 突变

体中，花的形态正常，但花丝伸展与野生型相比较为延迟[121]。在第 13 阶段花期

时，cts 突变体的长雄蕊与雌蕊长度之比低于野生型（图 1.25A），将野生型 cts 基

因回补可以恢复该比例。外源喷洒茉莉酸 JA 并不能改善花丝延迟伸展的表型，

但合成生长素类似物 1-萘乙酸（NAA）以及 IAA 可恢复花丝的延伸，与野生型

类似（图 1.25B）。这些结果表明，cts 突变体中花丝延伸延迟是由于缺少 IAA 导

致。 

 

图 1.25 cts 突变体的花丝表型[121] 

图注：A. 拟南芥野生型 Ler 以及突变体 cts-1 初级花序的花蕊照片。B. 野生型

Ler/Ws、突变体 cts-1/2 以及 10 μM NAA 处理的突变体的花蕊照片。 

1.5 CTS 参与茉莉酸的生物合成 

植物生长在千变万化的自然环境中，面临着很多不利于生长以及生存的挑战

[183]，如致病性细菌、昆虫、食草动物等生物压力因素，以及干旱、盐碱、极端温

度等非生物压力因素[184,185]。作为无法移动的生物体，植物进化出了复杂的反应

机制来抵抗、减轻这些挑战带来的影响[186]。植物激素作为一种重要的调节因子，

参与对各种环境信号的感知、传递以及随后的防御反应。到目前为止，人们已经

发现九大类天然植物激素，分别是生长素（auxin）、细胞分裂素（cytokinin，CTK）、

赤霉素（gibberellin，GA）、脱落酸（abscisic acid，ABA）、乙烯（ethylene，ET）、

油菜素内酯（brassinosteroid，BR）、茉莉酸（jasmonic acid，JA）、水杨酸（salicylic 

acid，SA）以及独角金内酯（strigolactone，SL）[187]。在这些激素中，茉莉酸广
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泛存在于高等植物中，在响应逆境与防御机制领域受到了广泛关注。 

1.5.1 茉莉酸的生物合成 

茉莉酸 JA 属于化学结构多样化的氧合脂肪酸家族，氧合脂肪酸也称为氧脂

素（oxylipins），由多不饱和脂肪酸自氧化或者酶催化氧化产生。茉莉酸及衍生物

茉莉酸甲酯（methyl jasmonate，MeJA）、异亮氨酸缀合物（JA-Ile）等，统称为

茉莉酸盐 （jasmonates，JAs）[188]。1962 年，Demole E 等人首次在大花茉莉精油

中分离出 MeJA[189]，随后在 1971 年，Aldridge D.C 等人在甘蔗的培养液中检测

到游离 JA，并且首次报道了 JA 具有抑制植物生长的作用[190]。JAs 在高等植物

中普遍存在，其中生殖组织以及花中 JA 含量较高，成熟的叶以及根中含量非常

低[191,192]。JAs 在植物生长发育过程中发挥着多种调控作用，例如调控胚胎发生

过程中的轴伸长、花发育、叶片衰老、根生成以及气孔开放等[193]。此外，许多研

究表明在不利的环境条件下，JAs 通过一系列信号通路来提高植物的抗逆性。 

茉莉酸的生物合成是通过十八烷（来源于 C18:3）或者十六烷（来源于 C16:3）

途径进行的，拟南芥存在这两种途径[194,195]，而马铃薯以及许多其他植物不含

C16:3，因此只利用十八烷烃途径进行茉莉酸生物合成[75]。在拟南芥中，茉莉酸

的从头合成发生叶绿体和过氧化物酶体（图 1.26）。当拟南芥受到机械损伤或病

原体感染时，一种多肽信号分子前体蛋白 PROPEP1 （由 92 个氨基酸组成）将被

水解为具有活性的小肽 PEP1 （由 23 个氨基酸组成）[196]。随后 PEP1 与质膜上的

受体 PEPR1 以及 PEPR2 结合 [197,198]，最终激活叶绿体膜上的磷脂酶 A1

（phospholipase A1，PLA1）水解叶绿体类囊体膜上的半乳糖苷脂并释放 α-亚麻

酸（α-linolenic acid，α-LeA）[199] （图 1.26）。在叶绿体中，α-LeA 在 13-脂氧合酶

（ 13-lipoxygenase ， 13-LOX ）作用下生成 13- 羟基十八碳三烯酸（ 13-

hydroperoxyoctadecatrienoic，13-HPOT）。接着，13-HPOT 在氧化丙烯合成酶（allene 

oxide synthase ，AOS ）催化下转化为 12,13- 环氧十八碳三烯酸（ 12,13-

epoxyoctadecatrienoic acid，12,13-EOT），然后在环氧丙烷环化酶（allene oxide 

cyclase，AOC）作用下生成茉莉酸前体 12-氧代植物二烯酸（12-oxophytodienoic 

acid，OPDA）。随后，OPDA 被叶绿体内膜转运蛋白 OPDAT1[200]以及外膜蛋白

JASSY[201]转运出叶绿体。大部分 OPDA 通过过氧化物酶体膜上的 CTS 蛋白转运

进入过氧化物酶体，部分 OPDA 可能以游离酸形式渗透进入过氧化物酶体[202]。

在进入过氧化物酶体后，OPDA 在 OPDA 还原酶 3（OPDA reductase 3，OPR3）

作用下转化为 3-氧代-2（顺式-2’-戊烯基）-环戊烷-1-辛酸【3-oxo-2-(cis-2’-

pentenyl)-cyclopentane-1-octanoic acid，OPC-8】。随后 OPC-8 经过三轮 β 氧化反

应，在酰基辅酶 A 氧化酶（acyl-CoA oxidase，ACX）、多功能蛋白（multifunctional 
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protein，MFP）以及 3-酮酰基辅酶 A 硫解酶（3-ketoacyl-CoA thiolase，KAT）催

化下转化为 JA。接下来，JA 被输出到细胞质中，在 JA-Ile 合成酶（JA-amino acid 

synthetase，JAR1）催化下与 Ile 结合生成具有生物活性的 JA-Ile，最后被 JA-Ile

转运蛋白 1（JA-Ile transporter 1，JAT1）转运进入细胞核并激活下游信号通路[203]。 

 

图 1.26 茉莉酸 JA 及 JA-Ile 的生物合成过程[204] 

图注：参与 JA生物合成的酶用橙色突出显示，对应的基因用红色字体表示。α-LeA，

α-亚麻酸（α-linolenic acid）；PLA1，磷脂酶 A1 （phospholipase A1）；3-HPOT，
13-羟基十八碳三烯酸【(13S)- hydroperoxyoctadecatrienoic acid】；13-LOX，13-
脂氧合酶（13-lipoxygenase）；AOS，氧化丙烯合成酶（allene oxide synthase）；
AOC，环氧丙烷环化酶（allene oxide cyclase）；cis-(+)-OPDA，顺式-(+)-12-氧
-植物二烯酸【cis-(+)-12-oxo-phytodienoic acid】；OPR3，OPDA 还原酶 3 （OPDA 
reductase 3）；OPC-8，3-氧-2（顺-2-戊烯基）-环戊烷-1-辛酸【3-oxo-2-(cis-2-
pentenyl)-cyclopentane-1-octanoic acid】；ACX，酰基辅酶 A 氧化酶（acyl-CoA 
oxidase）；MFP，多功能蛋白（multifunctional protein）；KAT，3-酮酰基辅酶 A
硫解酶（3-ketoacyl-CoA thiolase）； JAR1， JA-Ile 合成酶（ JA-amino acid 
synthetase）；JAT1，JA-Ile 转运蛋白 1（JA-Ile transporter 1，JAT1）。

1.5.2 茉莉酸代谢 

JA 与 JA-Ile 合成后可以通过至少 12 种代谢途径，包括氨基酸偶联、脱羧、

磺化、羟基化、羧化、O-糖基化、甲基化、酯化以及内酯化生成多种衍生物（图

1.27）。具体而言，JA 可以甲基化形成 MeJA，糖基化生成 JA 糖基酯，脱羧生成

12-OH-JA。此外，JA 也可以与氨基酸偶联，如与 Ile 形成 JA-Ile。JAs 失活可以

通过羟基化完成，即 JA 与 JA-Ile 分别羟基化生成无活性的 12-OH-JA 与 12-OH-

JA-Ile，这些产物可以继续被磺化以及羧化为其他形式的非活性 JAs。 
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图 1.27 JA 代谢生成的茉莉酸盐[204] 

图注：参与这些转化过程的酶用红色突出显示。具有生物活性的化合物用紫色背景

表示；无活性的化合物用虚线框表示；部分活性的化合物用橙色背景表示；未

知的化合物用灰色背景表示。CYP94B3，JA-Ile-12 羟化酶；CYP94C1，12-OH-
JA-Ile 羧化酶；IAR3 与 ILL6 均为酰胺水解酶。JAR1，JA-Ile 合成酶（jasmonyl 
isoleucine synthetase）；JMT，JA 甲基转移酶（JA methyltransferase）；ST2A，

12-OH-JA 磺基转移酶（12-OH-JA sulfotransferase）。 

1.5.3 茉莉酸信号通路 

JA 信号通路存在两种模式：正常条件下处于抑制状态以及压力条件下处于

激活状态（图 1.28）。当胞质中 JA-Ile 浓度非常低时，JA 信号通路处于抑制状态，

参与 JA 生物合成的基因处于失活状态[205]。在这种状态下，与基因启动子结合的

各种转录因子（transcription factor，TF）被一系列转录抑制因子 JAZ （jasmonate 

zinc-finger inflorescence domain）蛋白抑制。JAZ 招募 topless （TPL）蛋白以及 JAZ

新型相互作用因子 （novel interactor of JAZ，NINJA），形成 JAZ 转录抑制因子封

闭复合物（JAZ-NINJA-TPL 复合物）[206]，该复合物进一步募集组蛋白去乙酰化

酶 6 （histone deacetylase 6，HDA6）以及组蛋白去乙酰化酶 19 （HDA19），从而

阻止 JA 反应基因的激活[205,207-209] （图 1.28）。当处于压力条件下时，胞质中 JA-

Ile 高浓度积累，随后通过核膜上 JA 转运蛋白 JAT1（也称为 ABCG16）转入细

胞核[205]。在细胞核中，SCF 复合物 （COI1-ASK1-CUL1-RBX1）作为 E3 泛素连
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接酶介导 JA 反应。首先，进入细胞核的 JA-Ile 被 SCF 复合物中的 F-box 蛋白

COI1 识别，随后共受体 JAZ 识别 JA-Ile，促进 JAZ 与 COI1 之间的相互作用

[210,211]。接着 JAZ 被泛素化，最终被 26S 蛋白酶体降解。随着 JAZ 降解，转录因

子被激活，此时可与 G-box 元件结合并招募中介体蛋白 25 （mediator 25，MED25），

最终激活 JA 反应基因表达[208]。 

 

图 1.28 茉莉酸信号转导示意图[204] 

图注：在压力条件下，JA-Ile 促进 JAZ 与 SCF 复合物中的 COI1 相互作用，使得

JAZ 被蛋白酶体降解，转录因子被激活，促进 JA 反应基因表达。JAZ，茉莉

酸锌指花序结构域[jasmonate zinc-finger inflorescence(ZIM) domain]；NINJA，

JAZ 新型相互作用因子（novel interactor of JAZ）；HDA6 与 HDA19，组蛋白去

乙酰化酶（histone deacetylase）；Ub，泛素（ubiquitin）；E2，泛素-结合酶（ubiquitin-
conjugating enzymes）；CUL1，支架蛋白 1 （cullin 1）；ASK1，拟南芥动粒蛋白

1（Arabidopsis kinetochore protein 1）；COI1，冠菌素不敏感蛋白（coronatine 
insensitive 1）；MED25，中介体蛋白 25 （mediator 25）；TPL，转录辅抑制因子

（topless）；RBX1，CUL1 调节蛋白（ring box 1）。 

1.5.4 CTS 转运 OPDA 进入过氧化物酶体生成 JA 

茉莉酸 JA 及其甲酯 JA-Me 是具有生物活性的脂质衍生物，在植物防御、代

谢和发育中起着重要作用[193]。JA 生物合成发生在叶绿体和过氧化物酶体中。在

叶绿体中，亚麻酸在脂加氧酶 13-LOX、氧化烯合酶 AOS、氧化烯环化酶 AOC

作用下转化为前体 OPDA；随后，OPDA 进入过氧化物酶体被还原为 OPC:8，经

过三轮 β 氧化反应生成 JA。由于 OPDA 与脂肪酸的结构相似，通常认为 OPDA
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通过膜渗透自由进入过氧化物酶体，但由于 OPDA 本身就是一种重要的信号分

子[212,213]，在亚细胞区室之间运输可能受到高度调节[214]，因此 OPDA 从叶绿体

到过氧化物酶体的过程可能涉及膜上的转运蛋白。 

早期的研究表明 CTS 介导脂肪酸以及 IAA 前体 IBA 转运到过氧化物酶体进

行 β 氧化[46,47]，Theodoulou Frederica.L 等人猜测 CTS 可能也转运 OPDA 进入过

氧化物酶体，从而参与 JA 的生物合成[202]。作者通过液相色谱-质谱法测定了两

个 cts 突变体及其各自的野生型中 JA 和氧化脂质中间体的含量（图 1.29）。突变

体 cts1 和 cts2 中 JA 含量明显低于野生型。cts1 突变体中 OPDA 含量与野生型

Ler 含量相似，但 cts2 中 OPDA 的含量与野生型 Ws 相比显著增加，这表明 JA

通路的调控可能存在与 CTS 无关的生态特异性差异。值得注意的是，在 cts2 突

变体中，13-羟基-12-氧-十八烯二烯酸（α-酮醇）和 9-羟基-12-氧-十八烯二烯酸

（γ-酮醇）的含量相对于野生型 Ws 显著升高，这些化合物是由不稳定的烯氧化

物非酶水解形成[215]。此外，拟南芥在 dnOPDA（十六烷酸 C16:3 的 JA 合成途

径）处理后 α-酮醇含量增加[195]。因此，cts2 突变体中酮醇含量增加可能反映了

该突变体中 OPDA 含量的升高。 

 
图 1.29 野生型以及 cts 突变体中 JA 以及氧化脂质中间体的含量测定[202] 

图注：野生型以及突变体植株在 22°C 下生长 13 天后，分别取 200 mg 莲座叶测定

JA 以及氧化脂质中间体的含量。数值为 8 个独立样本的平均值，且每个样本

都进行了重复分析。 

Theodoulou Frederica.L 等人还研究了 CTS 在伤口诱导 JA 形成中的作用[202]。

野生型 Ws 和突变体 cts2 的基础 JA 含量相差不多，然而两者在叶片受到损伤后

出现了明显的差异：在野生型叶片中，伤口诱导 JA 含量增加；cts2 突变体叶片
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损伤后 JA 含量虽然有所增加，但反应较慢，且明显低于野生型。这些结果表明

CTS 转运 JA 前体 OPDA 进入过氧化物酶体。值得注意的是，cts 突变体中仍存

在低水平 JA，这可能是因为 OPDA 作为一种弱酸，可以以阴离子的形式被动扩

散到过氧化物酶体从而产生少量 JA。 

CTS 功能缺陷引起的 OPDA 积累不仅降低了 JA 的产生，还抑制了种子萌

发。2000 年，Russell L 等人发现 cts 突变会使得拟南芥种子一直处于“休眠

（comatose）”状态，种子发芽被严重抑制，发芽率很低（图 1.30A），即使添加

促进萌发的赤霉素也不能改善突变体的休眠状态[216]。然而，破坏种皮可以促进

cts 突变体种子的萌发[217]，这表明 cts 基因突变可能影响种子萌发过程中种皮的

水解。研究表明，cts 突变体种子中含有高水平 OPDA 积累，使得转录因子 ABI5

的表达上升[218]。作为一种转录因子，ABI5 进一步诱导多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋

白（polygalacturonase inhibiting protein，PGIP）的表达，从而抑制种皮中果胶的

降解（图 1.30B），最终导致胚根无法从种皮破出，抑制萌发[219]。 

 
图 1.30 CTS 突变导致种子萌发被抑制[216,219] 

图注：A. 野生型与 cts 突变体种子储存一个月后的萌发率。B. 使用钉红染液对吸

胀种子的种皮粘液进行染色观察，其中 PGIP1-OX 为 PGIP1 过表达植株。 

1.6 研究目的与意义 

自从 1998 年 Makoto Hayashi 等人鉴定拟南芥 CTS 蛋白与脂肪酸 β 氧化过

程有关以来，科学家们对 CTS 亚细胞定位、组织表达、生理功能以及底物转运

机制的研究越来越多。CTS 定位于过氧化物酶体膜，脂肪酸、生长素 IAA 前体

IBA 及茉莉酸 JA 前体 OPDA 转运到过氧化物酶体进行β氧化，参与脂质代谢与

激素稳态的维持。当 CTS 功能缺陷时，植物将出现种子休眠、发芽受损、侧根

减少、花丝伸长延迟、花粉管发育受损以及黑暗条件下叶片坏死等多种生长发育
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缺陷表型。 

尽管同源蛋白人类 ABCD1 的结构以及底物结合复合物结构已被解析[54-58]，

但 CTS 与人类 ABCD1 在结构组成与功能上存在差异。首先，人类 ABCD1 是半

转运蛋白，需要形成同源二聚体才能发挥功能；拟南芥 CTS 不需要同源二聚化，

单独的 CTS 蛋白即可完成转运底物的功能，因此 CTS 识别结合底物的方式可能

与人类 ABCD1 不同，转运底物的分子机制也不同。其次，CTS 与人类 ABCD1

的底物偏好性不同，人类 ABCD1 转运饱和以及单不饱和的超长直链脂肪酸，而

CTS 可以转运不同长度、不同饱和度的脂肪酸以及芳香族羧酸。拟南芥回补实验

也表明，即使将人类 ABCD1 回补到 cts 突变体植株中也无法挽救脂肪酸 β 氧化

功能的缺陷[220]，这表明 CTS 在蛋白结构上具有特殊性，使得其相比于人类

ABCD1 具有更广谱的底物特异性。因此，人类 ABCD1 的结构对于 CTS 结构与

功能研究的参考意义十分有限。然而，目前 CTS 蛋白的结构并未被解析，其识

别广谱底物的分子基础以及转运机制仍未被揭示。 

本研究将对 CTS 蛋白进行表达与纯化，利用 ATPase 活性实验及蛋白脂质体

转运实验探索 CTS 的底物。此外，本研究将利用冷冻电镜单颗粒技术解析转运

循环中各个阶段的 CTS 结构及不同底物结合 CTS 的复合物结构，结合 ATPase

活性实验、蛋白脂质体转运实验以及拟南芥生理实验，探究底物转运过程的关键

残基，阐明 CTS 广谱底物特异性的分子基础以及底物转运机制。 

植物 CTS 蛋白的结构与功能研究具有多种科学意义。首先，通过解析 CTS

与生理底物结合的复合物结构，并结合突变体的生化实验有助于了解 CTS 识别

底物的分子机制。其次，CTS 可以转运不同形状的底物，通过解析 CTS 与多种

不同底物的复合物结构，有助于揭示 CTS 广谱底物特异性的分子基础。此外，

解析不同构象下的 CTS 结构可以为阐明 CTS 转运底物的分子机制提供结构基

础。另外，基于 CTS 的结构还可以进行植物生长调节剂的筛选，在提高农业生

产方面具有重要的应用前景。
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第 2 章 实验材料、仪器设备与方法 

2.1 实验材料 

2.1.1 质粒、菌株和细胞系 

质粒：哺乳动物细胞表达系统的质粒为 pCAG 与 pcDNA，其中 pCAG 空载

质粒由中国科学技术大学孙林峰教授惠赠。昆虫杆状病毒表达系统的质粒为

pFastBac。 

菌株：大肠杆菌 TOP10，用来构建 pCAG 质粒和扩增。大肠杆菌 DH10Bac，

用来构建昆虫表达系统转染所需的杆状病毒。大肠杆菌 DH5α，用于构建植物生

理实验质粒 pDONR 与 PENTR。 

细胞系：人胚胎肾细胞 HEK293F（Human Embryonic Kidney 293F）以及昆

虫卵巢细胞 sf9（Spodoptera frugiperda cell）。 

2.1.2 实验仪器设备 

本研究所使用的仪器如表 2.1 所示。 

表 2.1 主要仪器设备 

仪器设备 型号 厂家 

PCR 仪 S1000 BIO-RAD 

Superose 6 Increase 层析柱 29091596 Cytiva 

蛋白纯化仪 29383015 AKTA 

振荡培养箱 ZCZY-CS8V 知楚 

冷冻制样机 Vitrobot Mark Ⅳ 赛默飞 

200 kV 冷冻透射电镜 Glacios 2 赛默飞 

300 kV 冷冻透射电镜 Titan Krios G3i 赛默飞 

落地式超速离心机 XPN-100 贝克曼 

多功能酶标仪 SpectraMax iD5 Molecular Devices 

高速冷冻离心机 CR22G 日立 

台式离心机 5417R 艾本德 
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2.1.3 实验试剂与耗材 

本研究所使用的试剂与耗材如表 2.2 所示。 

表 2.2 主要试剂与耗材 

名称 货号 品牌 

限制性核酸内切酶 KpnI 1068S Takara 

限制性核酸内切酶 XhoI 1094S Takara 

限制性内切酶 DpnI FD1704 赛默飞 

DNA 聚合酶 Phanta P515-01 诺唯赞 

DNA 聚合酶 Taq P112-01 诺唯赞 

双片段同源重组酶 Exnase II C112-02-AB 诺唯赞 

多片段同源重组酶 Exnase MultiS C113-02 诺唯赞 

PEI（MW 40,000） 40816ES03 翌圣 

DNA marker MD104 Biomed 

三色预染蛋白 marker 20350ES72 翌圣 

彩虹 245 广谱蛋白 marker PR1920 索莱宝 

HEK293F 细胞培养基 M293TII 义翘 

Luria-Bertani 244620 美国 BD 公司 

蛋白酶抑制剂 C0001 陶术 

LMNG NG310 Antrance 

DDM D310A Antrance 

CHS CH210 Antrance 

GDN GDN101 Antrance 

Digitonin BID3301 APOLLO scientific 

抗 FLAG M2 凝胶 A2220 默克 

FLAG 肽 499312 吉尔生化 

浓缩管（50kD 截留） UFC9050 默克 

DNA 纯化回收试剂盒 DP214 天根 

质粒小提试剂盒 DP103 天根 

质粒大提试剂盒 CW2104M 康为世纪 

铜网 Cu 1.2/1.3 N1-C14nCu30-01 Quantifoil 
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2.2 实验方法 

为了探究 CTS 转运多种脂肪酸以及激素前体的分子机制，本研究将合成拟

南芥 CTS 基因并在体外异源表达 CTS 蛋白，利用冷冻电镜单颗粒技术解析不同

状态下 CTS 的结构（图 2.1），结合生化以及生理实验，探究 CTS 转运底物的分

子基础。 

 

图 2.1 冷冻电镜单颗粒技术解析蛋白结构流程简图[221] 

2.2.1 重组质粒构建 

2.2.1.1 拟南芥 CTS 重组质粒的构建 

HEK293F 细胞表达系统中常用的表达载体有 pCAG 以及 pcDNA，本研究中

使用的这两种载体均分别有两种纯化标签，包括氨基（N）端 Flag 标签（记为

pCAG-NF、pcDNA-NF）以及羧基（C）端 Flag 标签（记为 pCAG-CF、pcDNA-

CF）。使用同源重组法，将拟南芥 cts 基因构建于这四种载体上，得到的重组质

粒记为 pCAG-NF-CTS、pCAG-CF-CTS、pcDNA-NF-CTS 以及 pcDNA-CF-CTS。

具体步骤如下： 

（1）在数据库 Uniprot 中搜索拟南芥 CTS （Uniprot entry：Q94FB9）的蛋白

质序列（见附录 A），全长蛋白由 1337 个氨基酸组成。对拟南芥 cts 基因进行哺

乳动物细胞及昆虫细胞表达体系的密码子优化，随后由上海生工公司合成并构建

在 pUC 载体上。 

（2）pCAG 载体线性化：由于 pCAG 载体具有二级结构，无法通过聚合酶

链式反应（Polymerase Chain Reation，PCR）线性化，因此选择通过限制性核酸

内切酶进行线性化。载体 pCAG-NF/CF 均有 KpnI 和 XhoI 酶切位点，使用限制
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性核酸内切酶 KpnI 和 XhoI 对载体在 37℃过夜酶切，随后切胶回收线性化的载

体。酶切体系如表 2.3 所示。 

表 2.3 双酶切体系（100 μL） 

组分名称 体积（μL） 

KpnI 5 

XhoI 5 

10×M buffer 80 

载体 pCAG 80 

（3）cts 基因线性化：通过 PCR 从 pUC 载体扩增线性化的带有载体同源臂

的 cts 基因，随后通过切胶回收获得目的片段。PCR 体系如表 2.4 所示。 

表 2.4 PCR 体系（50 μL） 

反应组分 体积（μL） 

上游引物 2 

下游引物 2 

基因模板 1 

Phanta 酶 1 

2×buffer 25 

dNTP 2 

ddH2O 17 

（4）同源重组：使用诺唯赞同源重组酶 Exnase Ⅱ对载体和基因进行同源重

组，37℃水浴 30 min。双片段同源重组体系如表 2.5 所示。其原理是通过在载体

与基因片段两端加上同源臂序列，在同源重组酶 Exnase Ⅱ的作用下，将两个线性

化片段转化为环形质粒（图 2.2）。 

表 2.5 双片段同源重组体系（20 μL） 

组分名称 体系 

载体 （0.02×载体 bp 数）ng 

基因 （0.04×基因 bp 数）ng 

Exnase Ⅱ 2 μL 

5×CE Ⅱ buffer 4 μL 

ddH2O 补至 20 μL 
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图 2.2 同源重组流程图 

图注：图片来自于诺唯赞官网（https://bio.vazyme.com/product/81.html）。数字表示

不同的实验步骤。1，通过酶切将载体线性化；2，通过 PCR 将目的基因线性

化并加入载体的同源臂序列；3，将线性化的载体及目的基因同源重组，将重

组的质粒转化到感受态细胞中；4，将转化后的菌液涂板与培养，生成的菌落

包含阳性菌落。 

（5）转化涂板：将重组产物转化到感受态 TOP10 中，加入 600 μl 无抗性的

液体 LB （Luria-Bertani）培养基，放置于 37℃摇床培养 50 min，随后接种到含有

氨苄青霉素 Ampicillin （Amp，浓度为 30 μg/ml）的固体平涂板并 37℃过夜培养。

次日挑选单克隆菌落于液体 LB 培养基 （Amp）中 37℃培养 6 h，再进行菌液 PCR

挑选有阳性条带的单克隆进行测序验证。测序验证重组质粒构建成功后使用试剂

盒进行质粒小提。 

表 2.6 菌液 PCR 体系（10 μL） 

组分名称 体积（10 μL） 

上游引物 1 

下游引物 1 

菌液 1 

2×Taq Master Mix 5 

ddH2O 2 
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类似地，通过同源重组法构建 pcDNA-NF/CF-CTS 重组质粒以及昆虫杆状病

毒表达系统的重组质粒 pFastBac-NF/CF-CTS。 

单点突变的 pCAG 重组质粒通过多片段同源重组法构建。首先，在点突变处

将 cts 基因分为两部分进行 PCR 扩增，片段 1 为 cts 的 N 端至突变位点（记为

cts-N），在下游引物中引入点突变；片段 2 为突变位点至 cts 的 C 端（记为 cts-

C），在上游引物中引入点突变。接着将 cts-N、cts-C 以及载体片段通过多片段同

源重组构建突变体质粒。多片段同源重组体系如表 2.7 所示。 

表 2.7 多片段同源重组体系（20 μL） 

组分名称 体系 

cts-N （0.04×载体 bp 数）ng 

cts-C （0.04×基因 bp 数）ng 

载体 pCAG-NF （0.02×基因 bp 数）ng 

Exnase MultiS 2 μL 

5×CE MultiS buffer 4 μL 

ddH2O 补至 20 μL 

2.2.1.2 拟南芥-线虫 CTS 嵌合体重组质粒的构建 

研究表明，拟南芥 CTS 蛋白在哺乳动物细胞 CHO （中国仓鼠卵巢细胞）中

的表达量较低，秀丽隐杆线虫 PMP-1、PMP-2、PMP-4 均可在 CHO 细胞中表达

并且可以正确定位[44]。此外，将秀丽隐杆线虫 PMP-4、PMP-2 的 N 端 H0 基序

分别嵌合到人类 ABCD1 与 ABCD3 的 N 端可以明显提高 ABCD1 以及 ABCD3

的表达量[54,59]，因此本研究尝试将 CTS 蛋白的 N 端 H0 基序替换为线虫 PMP2

以及 PMP-4 的 H0 基序，观察是否能提高 CTS 蛋白在 HEK293F 细胞中的表达

量。秀丽隐杆线虫 cePMP-2 （Uniprot entry：Q18598）由 661 个氨基酸组成，cePMP4

（Uniprot entry：O45730）由 734 个氨基酸组成 （见附录 B）。本研究尝试了三种

嵌合体重组质粒，即将 cePMP-2 的 N 端 49 个氨基酸（记为 cePMP-2-49）替换

CTS 的 N 端 70 个氨基酸，cePMP-2 的 N 端 58 个氨基酸（记为 cePMP-2-58）、

cePMP-4 的 N 端 64 个氨基酸（记为 cePMP-4-64）替换 CTS 的 N 端 79 个氨基

酸，并构建于 pCAG-NF 载体，重组质粒分别记为 pCAG-2-49-CTS、pCAG-2-58-

CTS、pCAG-4-64-CTS。步骤如下： 

（1）cePMP-2 以及 cePMP-4 的基因由上海生工公司合成。 

（2）通过 PCR 将重组片段扩增：首先设计引物将 cePMP-2-49、cePMP-2-

58、cePMP-4-64 片段，以及 CTS 去除 N 端 70 个氨基酸、79 个氨基酸（记为

CTSΔ70、CTSΔ79）的片段扩增。扩增 cePMP-2-49、cePMP-2-58、cePMP-4-64 片
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段的引物 N 端带有载体 pCAG-NF 的 N 端序列，C 端带有 CTSΔ70/79 的 N 端序

列；扩增 CTSΔ70/79 片段的引物 C 端带有载体 pCAG-NF 的 C 端序列。随后通

过 PCR 扩增上述片段并且切胶回收。 

（4）使用多片段重组酶进行三片段重组 （体系如表 2.7 所示），随后 37℃水

浴 30 min。 

后续转化、涂板、测序步骤与构建拟南芥 CTS 重组质粒的类似。测序验证

嵌合体重组质粒构建成功后使用试剂盒进行质粒小提。 

2.2.1.3 重组杆状病毒的制备 

首先通过同源重组法将密码子优化后的 cts 基因连接到 pFastBac 载体上，构

建质粒 pFastBac-NF-CTS（N 末端 FLAG 标签）以及 pFastBac-NF-CTS（C 末端

FLAG 标签）。随后将重组质粒转化到感受态 DH10Bac 中，加入 700 μL 无抗 LB

培养基，然后放置于 37℃摇床 200 rpm 培养 5 h。接着取 70 μL 菌液接种于三抗

性平板（卡那霉素 50 μg/mL，四环素 10 μg/mL，庆大霉素 7 μg/mL），需要注意

的是在菌液接种前需将 40 μL IPTG（异丙基-β-D-硫代半乳糖苷，浓度为 0.6 M）

以及 100 μL X-gal（5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷，浓度为 20 mg/mL）均匀涂

在三抗性平板表面。随后用锡纸包裹接种的平板并放置于 37℃恒温箱培养 48 h，

挑选白色菌落，放于 5 mL 三抗性 LB 培养基中 37℃培养 14-16 h，3,200 g 离心

20 min 以便收集细菌沉淀。 

使用天根质粒小提试剂盒抽提 bacmid。具体步骤如下：取 300 μL P1 将细菌

沉淀重悬，加入 300 μL E2 进行裂解并温和混匀，再加入 300 μL E3 并温和混匀

沉淀，随后 13,680 g 离心 10 min，将上清转移到新的 EP 管并向其中加入 550 μL

异丙醇混匀，于-20℃放置 3.5 h，接着将该混合液在 18,630 g 转速下离心 15 min，

去除上清。然后加入 800 μL 预冷的 70%乙醇，18,630 g 离心 5 min，去除上清，

重复此步骤。加入 1 mL 预冷的 100%乙醇后 18,630 g 离心 5 min，去除上清后将

EP 管放在超净台晾干，最后加入 50 μL 灭菌的 ddH2O 溶解 bacmid 并分装。由于

bacmid 较长，操作不当时容易断裂，通常需要通过 PCR 验证 bacmid 的完整性。 

在提取 bacmid 后将其转染到昆虫细胞 sf9 中即可获得杆状病毒。具体步骤

如下：取 2×106 个 sf9 细胞放置于直径 60 mm 的平板中，静置 30 min 使 sf9 细胞

贴壁。此时可以利用这 30 min 时间配制转染液。取干净的 EP 管 1，加入 100 μL

培养基以及 10 μL bacmid 并混匀；取干净的 EP 管 2，加入 100 μL 培养基及 6 μL 

cellfectin 并混匀。随后将 EP 管 2 中的液体加入 EP 管 1，混匀后静置 30 min，然

后加入 800 μL 培养基混匀即得到转染液。在细胞贴壁结束后，将平板中的培养

基吸出，加入 2 mL 新鲜的培养基洗去未贴壁的细胞并吸出，接着加入转染液，



第 2 章  实验材料、仪器设备与方法 

47 
 

将平板置于 28℃培养箱中静置培养 6 h。随后将培养基吸出，加入 3 mL 双抗性

（青霉素及链霉素）的培养基，继续在 28℃培养箱中培养 6 天。6 天后，观察平

板中是否出现悬浮的细胞，若出现则说明有病毒产生，随后吸取培养基，200 g 离

心 10 min，收集上清即可得到 P0 代病毒。通常 P0 代病毒滴度较低，不适用于大

量细胞转染，因此需要将病毒扩增 2 至 3 代。取 50 mL 双抗性培养基于 10 cm 直

径的平板中，加入 10×106 个 sf9 细胞，静置 30 min 使细胞贴壁，接着加入 2 mL 

P0 代病毒，28℃培养 6 天，离心取上清即可获得 P1 代病毒。类似地，重复以上

步骤即可得到 P2、P3 代病毒。当 sf9 细胞的密度达到 2×106 个细胞/mL 时进行转

染，每升细胞加入 25 mL P3 代病毒，28℃培养箱 200 rpm 转速下培养 48 h 后进

行细胞收集。 

2.2.2 重组质粒的大量提取、转染以及表达 

HEK293F 悬浮细胞是一种常见的表达系统，通过将重组质粒在细胞中瞬时

转染，可以快速地获得高产量的目的蛋白。每 800 mL 细胞转染所需的质粒用量

为 1.5～2 mg，因此需要准备大量的重组质粒。本研究使用康为的质粒大提试剂

盒进行重组质粒的大量提取。步骤如下： 

（1）将重组质粒转化到感受态 TOP10 中，加入 600 μL 无抗性的液体 LB 培

养基，放置于 37℃摇床培养 50 min，随后接种到 4 mL 含有 Amp 抗性的液体 LB

培养基并 37℃培养 6～8 h 至菌液浑浊。接着将菌液接种到 400 mL 液体 LB 培养

基中过夜培养。次日待菌液 OD600 至 1.8 时收菌，8000 g 离心 3 min，去除上清

保留细菌沉淀。 

（2）取 12 mL 已加入 RNase A 的 buffer P1 重悬细菌沉淀，并转移到干净的

50 mL 离心管中。随后加入 12 mL buffer E2，立即温和地上下混匀，放置 5 min

直至细菌完全裂解，液体变得澄清。接着加入 12 mL buffer E3，温和地上下混匀，

此时液体变得透明且出现白色不溶物。使用落地冷冻离心机 14000 g 离心 10 min，

将上清液转移至干净的 50 mL 离心管中，加入 12 mL 异丙醇，随后于-20℃放置

2 h。 

（3）取新的吸附柱，加入 2 ml buffer PS，室温放置 2 min 后使用台式离心

机 3130 g 离心 2 min。随后将加入了异丙醇的混合液体于吸附柱中，3130 g 离心

5 min，去除下槽液。向吸附柱中加入 10 mL 加入了 200 mL 乙醇的 buffer PW 进

行洗杂，3130 g 离心 2 min 去除下槽液，随后重复此步骤一次。接着加入 10 mL 

endo-free PW 去除内毒素，3130 g 离心 2 min 后去除下槽液。然后 3130 g 空柱离

心 10 min，取吸附柱于超净台吹风放置 5 min 以去除乙醇。最后加入 3 mL 65℃

水浴过的 buffer EB 进行洗脱，孵育 5 min 使得质粒充分溶解，随后 14,000 g 离
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心 3 min 得到下槽液，将其转移到无菌的 15 mL 离心管中，测量浓度后于-20℃

冰箱保存。通常 400 mL 菌液大提质粒所得的量可达 6 mg。 

HEK293F 细胞在 37℃、5% CO2、130 rpm 转速的恒温培养箱中进行培养。

当细胞密度达到 2.0～3.0×106 个细胞/mL 时进行转染。本研究使用的转染试剂

是水溶性较高的聚乙烯亚胺（Poly ethylene imine，PEI），这是一种带有正电荷的

阳离子聚合物，丰富的氨基使得 PEI 可以与带负电的核酸分子结合,形成整体带

正电荷的复合物，随后与细胞膜表面带负电荷的蛋白多糖结合，通过胞吞作用进

入细胞[222]（图 2.3）。 

 

图 2.3 PEI 转染原理图[222] 

图注：PEI 是一种带正电荷的阳离子聚合物，与 DNA 分子结合后形成整体带负电

的复合物，可通过胞吞作用进入细胞。PEI，聚乙烯亚胺（Poly ethylene imine）。 

正确的 DNA 浓度、PEI/DNA 的比例以及 PEI/DNA 复合物的形成是成功转

染的关键。过量的 PEI 会引起细胞毒性。本研究中重组质粒与 PEI 的质量比为

1:2 至 1:3，每 800 mL 细胞加入 4 mg PEI 与 2 mg 重组质粒进行转染。具体步骤

如下：首先取 45 mL 培养基于无菌的 50 mL 离心管中，加入 2 mg 重组质粒后混

匀，随后加入 4 mg PEI，充分混匀后静置 15 min；将上述混合物加入细胞液中，

并补加 50 mL 培养基，充分混匀后静置 15 min。转染后的细胞可以在 37℃摇床

培养 2 天后收集；也可以在 37℃摇床培养 8～12 h 后加入丁酸钠（每 800 mL 细

胞加入 2.5 mL 2M 丁酸钠），随后继续在 30℃摇床培养 2 天后收集。 

表达了目的蛋白的 HEK293F 细胞使用日立落地离心机进行收集，5000 g 离

心 6 min 后去除上清，每 800 mL 细胞加入 15 mL buffer A [150 mM NaCl，25 mM 

Tris-HCl，pH 7.5，20% （v/v）甘油]将细胞沉淀重悬，并转移到干净的 50 mL 离

心管中，补加 buffer A 至总体积为 35 mL，随后使用液氮进行速冻，将细胞冻存
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于-80℃冰箱。 

对于昆虫 sf9 细胞而言，当细胞密度达到 2×106 个细胞/mL 时，可以进行转

染，每升细胞加入 25 mL P3 代病毒，于 28℃摇床培养 2 天后进行细胞收集，收

集步骤与 HEK293F 细胞完全相同。 

2.2.3 重组蛋白的纯化 

膜蛋白存在于细胞或细胞器膜中，是细胞功能的核心组成部分，广泛参与细

胞信号转导、物质跨膜转运以及能量转化等至关重要的生物学过程，因此也成为

主要的药物研究靶点。为了了解膜蛋白的工作原理，纯化膜蛋白用于结构研究以

及生化表征非常重要。 

与可溶蛋白相比，膜蛋白的纯化十分困难。一方面是因为膜蛋白内源表达量

相对较低，通常可以外源表达目的蛋白来提高表达量，但翻译后修饰的差异会影

响蛋白的活性，因此需要尝试不同的表达系统或者点突变修饰位点。另一方面是

膜蛋白具有较强的疏水性，需要高浓度的去垢剂从天然膜中溶解并保持其结构与

功能的完整性[223]。与磷脂类似，去垢剂是一种两亲性小分子，具有亲水性头部

以及疏水性尾巴[224]（图 2.4）。 

 

图 2.4 去垢剂溶解膜蛋白的示意图[224] 

图注：CMC，临界胶束浓度（critical micelle concentration）。 

在低浓度时，去垢剂插入脂质双分子层并破坏膜的稳定性；当浓度达到临界

胶束浓度（critical micelle concentration，CMC）时，膜脂质双分子层被破坏，形

成脂质-去垢剂以及蛋白-去垢剂的混合胶束，去垢剂的疏水链包裹在蛋白质的疏

水区域[225]。为了有效地将膜蛋白从膜中溶解，去垢剂的使用浓度通常是几倍

CMC,但太高浓度的去垢剂会使得蛋白质变性[226]。当蛋白浓度为 1～5 mg/ml 时，

有效提取的去垢剂浓度通常为蛋白浓度的 0.5%～2%；当蛋白浓度更高或者样品
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体积较小时，去垢剂与蛋白的浓度比例需要进行调整。对于层析分离过程，去垢

剂的浓度应该降低至两到三倍 CMC，从而可以避免与蛋白紧密结合的脂质被剥

离[226]。此外，在溶解膜蛋白时可以加入高浓度的甘油，如 10%～20%（v/v）。甘

油作为一种渗透调节剂，可以帮助维持蛋白的活跃构象、提高蛋白活性，在蛋白

重构为蛋白脂质体过程中也至关重要[227]。 

使用去垢剂时通常需要考虑其物理化学性质。头部基团通常对去垢剂与蛋白

质的相互作用有很大的影响，烷基链的长度决定了 CMC 和聚集数。根据极性头

部基团的性质，去垢剂可分为离子型、非离子型和两性离子型（图 2.5）。非离子

型去垢剂是一类温和的去垢剂，可以溶解膜蛋白而不改变重要的结构特征[225,228]，

常见的有葡萄糖苷系列、麦芽糖苷系列以及洋地黄皂苷（digitonin）。两性离子去

垢剂的溶解效果比非离子型去垢剂更强，但更可能使蛋白质失活[229]，如十二烷

基二甲胺氧化物（lauryldimethylamine oxide，LDAO）和 CHAPSO。LDAO 常用

于晶体学，CHAPSO 可以用来改善冷冻电镜样品的取向优势问题。离子型去垢剂

是一种有效的溶解剂，容易使蛋白变性，常见的有十二烷基硫酸钠（sodium 

dodecyl sulfate，SDS），通常被用于聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel 

electrophoresis，PAGE）。目前，大多数用于膜蛋白纯化和结构测定的去垢剂是非

离子型去垢剂以及新戊二醇类去垢剂，如月桂基麦芽糖新戊二醇（lauryl maltose 

neopentyl glycol，LMNG）[226,230,231]，其中 LMNG 比烷基糖苷类去垢剂具有更低

的 CMC 值[232,233]。此外，在真核膜蛋白纯化时添加胆固醇半琥珀酸酯（cholesteryl 

hemisuccunate，CHS）可以增加膜蛋白的稳定性[234]。值得注意的是，糖薯蓣皂苷

元（glyco-diosgenin，GDN）也常被同于冷冻电镜单颗粒结构解析[235]。GDN 于

2012 年首次表征，疏水性的类固醇基团与亲水性的二麦芽糖头部基团相连[236]，

由于成本以及质量可变性的原因，GDN 作为 digitonin 的替代品而被广泛使用。 
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图 2.5 膜蛋白结构测定中常用去垢剂[237] 

图注：DDM，N-十二烷基 β-D-麦芽糖苷（N-dodecyl β-D-maltoside）；OG，辛基葡

萄糖苷（octyl glucoside）；LMNG，月桂基麦芽糖新戊二醇（lauryl maltose 
neopentyl glycol）；LDAO，月桂基二甲胺-N-氧化物（lauryldimethylamine oxide）；
digitonin，洋地黄皂苷；GDN，糖薯蓣皂苷元（glyco-diosgenin）；FOM，氟化

辛基麦芽糖苷（fluorinated octyl-maltoside）；FF8，氟化 fos-胆碱-8 （fluorinated 
fos-choline-8）。 

对于膜蛋白而言，从膜中溶解提取的最佳条件可能不是结构解析与生化表征

的最佳条件，通常在溶解后的纯化过程中需要更换去垢剂。高 CMC 的去垢剂有

利于结晶；低 CMC 去垢剂纯化的蛋白更适用于冷冻电镜，如 GDN 和 LMNG，

可以在降低冷冻电镜成像中背景噪音的同时又能减少蛋白变性，更有利于数据处

理中颗粒的提取、分类以及对齐[237]。在本研究中，从膜中溶解蛋白的去垢剂包

括 DDM 与 LMNG，CMC 分别为 0.0087% （w/v）与 0.001% （w/v），使用的终浓

度均为1% （w/v）；亲和层析以及尺寸排阻层析使用的去垢剂包括GDN与digitonin，

CMC 分别为 0.0021% （w/v）与 0.06% （w/v），使用的终浓度分别为 0.02% （w/v）

以及 0.06%（w/v）。目的蛋白的纯化过程如下： 

（1）配制去垢剂母液：溶解膜的去垢剂母液为 10% （w/v）LMNG-1% （w/v）

CHS。首先使用 pH7.5 的 200 mM Tris-HCl 溶解 LMNG 粉末，待 LMNG 完全溶
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解后加入 CHS 粉末，这样可以促进 CHS 更快溶解。类似的步骤配制 10% （w/v）

DDM-1%（w/v）CHS 母液。GDN 与 digitonin 均用抽滤过的 ddH2O 配制，母液

浓度分别为 10% （w/v）与 5% （w/v），其中 digitonin 在配制时需将 ddH2O 加热，

促进粉末溶解。 

（2）溶解膜：将冻存的细胞解冻并震荡至无明显块状沉淀，随后加入去垢

剂母液、蛋白酶抑制剂 Cocktail、ATP/Mg2+，至终浓度为 1% （w/v）LMNG，0.1%

（w/v）CHS，5 mM ATP/Mg2+以及 1×Cocktail，总体积为 40 mL。将该体系放置

于旋转混合仪，转速为 25 rpm，6℃孵育 2 小时。 

（3）超速离心：将膜溶解后的体系进行超速离心，4℃下 200,000 g 离心 45 

min 去除不溶物质以及细胞碎片。 

（4）亲和层析：本研究使用抗 FLAG M2 亲和凝胶重力柱对重组目的蛋白

进行亲和纯化 （图 2.6）。抗 FLAG M2 亲和凝胶与小鼠单克隆抗体共价连接，可

与融合在目的蛋白 N 末端以及 C 末端的 FLAG 肽结合。首先使用 25 mL buffer B

（150 mM NaCl，25 mM Tris-HCl，pH 7.5）预处理抗 FLAG M2 亲和凝胶重力柱，

接着将超速离心后的上清与抗 FLAG M2 亲和凝胶孵育 1 小时，随后将液体流穿。

加入 25 mL buffer C [150 mM NaCl，25 mM Tris-HCl，pH 7.5，5%（v/v）甘油，

0.02%（w/v）GDN，0.5 mM ATP/Mg2+]进行洗杂。随后加入 6 mL buffer D [150 

mM NaCl，25 mM Tris-HCl，pH 7.5，0.02% （w/v）GDN，0.5 mM ATP/Mg2+，5%

（v/v）甘油，200 μg/mL FLAG 肽]孵育 15 min，然后收集流穿的洗脱液。 

 
图 2.6 抗 FLAG M2 凝胶亲和层析过程 

图注：目的蛋白融合的 Flag 标签与凝胶表面的抗体结合，通过流穿可以将目的蛋

白富集；FLAG 肽与凝胶表面的抗体竞争性结合，使得目的蛋白与凝胶解离。 

（5）尺寸排阻层析：本研究使用 Superose 6 increase 10/300 （下文简称为 S6）

色谱柱对目的蛋白进行纯化。尺寸排阻层析色谱柱由多孔琼脂糖微珠填充，使用
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生物流体作为多孔固定相的流动相，以与分子大小成反比的速度对分子进行差异

洗脱[238]。当混合物样品进入色谱柱时，大尺寸的分子无法进入微珠，直接通过

微珠间隙最先被洗脱下来；小尺寸的分子可以进入多孔微珠，洗脱时间更长 （图

2.7）。使用 buffer E [150 mM NaCl，25 mM Tris-HCl，pH 7.5，0.02% （w/v）GDN]

平衡 S6 色谱柱，流速为 0.4 mL/min。对于进行尺寸排阻层析的蛋白样品而言，

体积小于或者等于色谱柱体积 5%时分离效果最佳，因此需要将亲和层析的洗脱

液进行浓缩。使用截流 50 kD分子量的浓缩管进行浓缩，4℃下 800 g离心 10 min，

吹吸上槽液体，防止局部的蛋白以及去垢剂浓度过高而导致蛋白聚集沉淀，重复

此步骤，使得上槽液体体积小于或者等于 1 mL。随后取出上槽液体，在 4℃条件

下 15,300 g 离心 15 min 以去除沉淀的蛋白。使用针头注射器吸取离心后的蛋白

样品注射到蛋白纯化仪的样品环中，以 0.4 mL/min 的流速对样品中的目的蛋白

进行分离纯化。通常结果峰图中会出现核酸、目的蛋白以及 FLAG 肽的峰。随后

取目的蛋白峰对应的样品进行 SDS-PAGE，判断目的蛋白的纯度，取纯度较高的

样品浓缩以进行后续的冷冻电镜样品制备以及 ATPase 活性实验。 

 

图 2.7 尺寸排阻层析原理[238] 

图注：尺寸排阻层析色谱柱由多孔琼脂糖微珠填充，当混合物样品进入色谱柱时，

大尺寸的分子无法进入微珠，最先被洗脱下来；小尺寸的分子可以进入多孔微

珠，洗脱时间更长。 

2.2.4 常温负染样品的制备 

负染色（Negative staining，NS）是指使用重金属盐染料对载网上的样品进行

染色，整个载网涂上一层薄薄的重金属盐染色层，在样品颗粒处无染料堆积 （图

2.8）。在电镜下观察时，由于样品与染料周围重金属原子之间存在电子密度差，

电子束可以穿过电子密度低的样品而无法穿过重金属原子，最终呈现样品颗粒明
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亮而背景黑暗的负对比度状态，从而允许对样品形态进行观察[239,240]。负染色对

背景进行染色，与普通染色（正染色，对样品染色）的方法不同，因此又称阴性

染色。常用的负染色染料包括醋酸铀和磷酸钨[240]。本研究在前期的实验中通过

制备目的蛋白的负染样品来观察蛋白的形态以及聚集状态。实验步骤如下： 

（1）由于铜网表面的碳膜疏水，不利于蛋白样品吸附，因此需要先使用 Gatan

等离子清洗机对铜网进行亲水化处理 10 s。亲水化原理是通过将氢气与氧气辉光

放电产生等离子体，使得铜网表面亲水化。 

（2）取纯化后的峰尖蛋白样品，将样品进行稀释至浓度 0.1 mg/mL，随后在

15,300 g 转速下离心 10 min。取 3.5 μL 蛋白滴于铜网上，孵育 1 min，随后用滤

纸吸取多余液体。 

（3）接着取 3.5 μL 醋酸铀滴于铜网上，目的是洗去蛋白样品中的缓冲液成

分，随后用滤纸吸去醋酸铀染液。重复一次清洗。 

（4）最后取 3.5 μL 醋酸铀滴于铜网上，孵育 1 min，随后吸去染液，风干至

染液完全蒸发，将负染样品保存于样品盒中，在 120 kV 透射电镜下观察蛋白状

态。 

 

图 2.8 负染色原理 

图注：图片来自网站 https://myscope.training，展示了负染色的原理，样品颗粒在重

金属染料的深色背景下呈现为浅色。 

2.2.5 冷冻电镜样品制备 

为了使获得的冷冻电镜照片中蛋白颗粒数最大化，通常将纯化的膜蛋白样品

浓缩至 5 mg/mL 以上，使得有更多的蛋白进入铜网的样品孔。随后将浓缩的蛋
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白以 15,300 g 转速离心 10 min 去除浓缩过程中产生的蛋白沉淀，取上清进行冷

冻制样。在三种底物结合以及 ATP/Mg2+结合的 chCTS 冷冻电镜样品制备时，浓

缩后的蛋白先与底物或者 ATP/Mg2+孵育 30 min，再进行离心与冷冻制样。使用

Vitrobot 冷冻制样机进行冷冻制样（图 2.9）。本研究使用圆形多孔碳膜铜网，规

格为 1.2/1.3，其中孔径大小为 1.2 μm，孔间距 1.3 μm。首先将铜网进行亲水化

10 s，冷冻制样温度设置为 8℃，湿度设置为 100%。取 3.5 μL 蛋白样品放置于铜

网上，等待 5 秒以便蛋白吸附在铜网上，接着用滤纸吸去多余的液体并快速地将

铜网投放于液态乙烷（-188℃）中，以免形成冰晶而破坏样品的完整性。最后将

铜网从液态乙烷快速转移到液氮中，小心地将其放置于载网样品盒（grid box）

中保存。 

 
图 2.9 冷冻电镜样品制备流程[241] 

图注：A. 具有不规则孔径以及具有确定孔径和间距的电镜载网示例。B. 蛋白样品

冷冻在玻璃冰中。C. 自动切入式冷冻机器将样品玻璃化的过程。 

2.2.6 冷冻电镜样品观察 

在进行大量数据收集之前使用 200 kV Glacios 冷冻透射电镜对冷冻样品进行

检查，观察蛋白颗粒分布是否均一无聚集、冰层厚度是否合适。使用 EPU 软件

检查样品以及收集数据。 
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（1）首先，打开分子泵，关闭镜筒阀，点击需要检查的样品编号，autoloader

机械手自动将样品放进镜筒中。为了减少震动，检查样品时可将分子泵关闭。 

（2）选择“Atlas”放大倍数下检查整个铜网的透光情况。打开镜筒阀，插

入荧光屏，选择一个透光的 square 将其移动到屏幕中心，接着撤出荧光屏，选择

“Preview”拍摄一张低倍的局部铜网照片。 

（3）选择“Square”放大倍数，将鼠标置于 square 中心，点击“Preview”

拍摄一张整个 square 的照片，观察 square 中大致可收数据的孔数以及碳膜是否

破裂。 

（4）选择“Hole/Eucentric Height”放大倍数，在此倍数下调节 z 轴高度。

将鼠标置于 square 中心的碳膜上，点击 square 中心的碳膜，点击“Preview”拍

摄一张照片，此时可粗略观察孔中的蛋白状态。在“Auto Function”中选择“Auto-

eucentric by beam tilt”自动调节 z 轴高度。接着选择“Autofocus”自动调节焦距，

此时可点击“Preview”拍摄一张调节过 z 轴高度和焦距的照片，观察冰层的厚

度，一般选择像水滴般立体的孔。冰层太薄则表明孔中央无蛋白，冰层太厚则会

出现蛋白颗粒叠加重合的状况。 

（5）将鼠标置于孔中心，在“Data Acquisition”倍数下拍摄一张照片，观察

孔中的蛋白颗粒是否分布均匀无聚集，此外还需注意孔中蛋白颗粒数目以调整下

次制样时的蛋白浓度。若蛋白状态良好，可继续拍摄 Atlas 大地图，观察整个铜

网中可用来收集数据的 square 是否足够。若足够，可将此样品进行回收冻存于液

氮中，用于 300 kV 冷冻透射电镜数据收集。 

2.2.7 冷冻电镜数据收集与处理 

使用 Titan Krios G3i 300 kV 冷冻透射电镜进行数据收集（图 2.10）。首先在

EPU 中拍摄 Atlas 地图，结束后会对每个 square 的冰层厚度进行评估，冰层厚度

相似的 square 会被相同的颜色标记。随后建立 EPU 数据收集任务，选择照片格

式为无损压 Tiff 形式。接着挑选冰层合适的 square，通常邻近的 square 冰层厚度

类似，尽量选取冰层较薄、面积较大的 square 进行数据收集，可以减少相机移动

的时间且避免出现颗粒叠加的情况。随后进行选孔，在确定选择前最好在 Data 

Acquisition 倍数下观察孔中是否有蛋白颗粒，避免收集空白照片。在选好孔后，

调节光斑大小与孔相同，同时将相机的成像范围定位于孔中央，Autofocus 范围

定位于碳膜中央，将漂移区域与 Autofocus 范围重合，设置每个拍摄位置的

Autofocus 值为-2.3，-2.2，-2.1，-2.0，-1.9，-1.8，-1.7，-1.6，-1.5。接着，试运

行设置的收集数据模板是否能正常运行。最后进行调光以及测定电子剂量，在超

分辨率（Superresolution）模式下进行数据收集的任务。在本研究中，数据收集时
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的放大倍数为 81K，像素大小为 1.07 Å，球差系数为 2.7 mm，无配体状态、C12:0-

CoA 结合以及 ATP/Mg2+结合的 chCTS 结构总电子剂量为 55 e-/Å2，IBA-CoA 以

及 2,4-DB-CoA 结合的 chCTS 结构的总电子剂量为 50 e-/Å2。 

 
图 2.10 EPU 数据收集流程图 

在数据收集完成后，将数据拷贝至机械硬盘中，在实验室的服务器中利用

cryoSPARC 进行数据处理（图 2.11）。首先将 fractions.tiff 与 gain.tiff 文件导入，

随后进行漂移校正（Motion Correction）以及衬度传递函数（Contrast Transfer 

Function，CTF）估计与校正。接着进行颗粒挑选，通过斑点挑选（Blob picker）

自动选取直径范围在 150 Å 至 220 Å 之间的颗粒，然后以 400 像素将这些颗粒提

取，设置提取后的颗粒尺寸为 200 像素。随后进行二维分类（2D Classification），

将提取的这些颗粒分成 100 个类别，一共进行 40 次迭代，每个类别每次迭代使

用 200 个颗粒，最终选择具有明显结构特征（如有两个 NBD 等）的类别。通常

重复 2~3 次二维分类，将明显不是蛋白颗粒的类别去除，保留目的蛋白颗粒的类

别。接着以二维分类的结果为模板进行颗粒挑选，选取直径为 180 Å 的颗粒，以

256 像素将这些颗粒提取，设置提取后的颗粒尺寸为 128 像素，进行两轮二维分

类，随后去除非蛋白颗粒的类别。在剩下类别的颗粒中取 200,000 颗粒进行三维

模型重构（Ab-Initio Reconstruction），设置生成四类密度图模型，接着将选取的

二维分类的所有颗粒对这些密度图异质修正（Heterogenous Refinement），取分辨

率高的密度图的颗粒继续进行三维模型重构，设置生成三类密度图模型然后再异

质修正。随后将分辨率较高的密度图颗粒以 280 像素进行提取，重新进行三维模

型重构与异质修正，此时可以下载各类别的密度图，在 Chimera 中观察这些密度

图的构象是否相同，将相似的密度图进行同质修正（Homogeneous Refinement）。

接着进一步对密度图进行细化，包括非均匀修正（Non-uniform Refinement）、全

局 CTF 修正（Global CTF Refinement）以及局部修正（Local Refinement），最终

建立EPU任务

Square Selection

Hole Selection

Template Definition Template执行

收数据前调光

测电子剂量

运行收数据任务
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得到较高分辨率的电镜密度图。 

 
图 2.11 cryoSPARC 数据处理流程图 

图注：图片来自于网站 https://www.exxactcorp.com/category/CryoSPARC-Optimized-
GPU-Solutions。 

2.2.8 蛋白质结构模型搭建 

通过 cryoSPARC 对不同状态下 chCTS 的照片数据进行处理，分别得到了无

配体、C12:0-CoA 结合、IBA-CoA 结合、2,4-DB-CoA 结合以及 ATP/Mg2+结合的

chCTS 较高分辨率的电镜密度图，随后对这些密度图进行原子模型搭建。 

（1）初始模型构建：Alphafold2 是一种用于预测蛋白质结构的机器学习算

法，目前已获得数十万个蛋白质结构模型[242]。首先在 Alphafold 数据库中搜索拟

南芥 CTS 的预测结构模型（标识符为 AF-Q94FB9-F1-v4，记为 CTSAF）。由于预

测的 CTSAF 结构模型构象与无配体 chCTS 密度图构象差异较大，因此选择分开

截取 CTSAF 的 TMDs 以及 NBDs，并在 UCSF Chimera 1.15 软件中将其分别安置

于无配体 chCTS 的密度图中，从而得到无配体 chCTS 密度图的初始结构模型。

对于三种底物结合的 chCTS密度图而言，初始结构模型为CTSAF；对于ATP/Mg2+

结合的 chCTS 密度图而言，初始结构模型为已解析的无配体 chCTS 结构。 

（2）结构修正与细化：首先将密度图与初始模型在 Phenix 1.20.1 软件中进

行初步的实空间修正（Real-space refinement），随后在 WinCoot 软件中检查每个
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残基位置与键角是否正确，若不正确的话可手动进行实空间修正（Real Space 

Refine Zone）与旋转异构修正（Rotamers Select），确保每个氨基酸残基的二面角

ψ 和 φ 在拉式图（Ramachandran Plot）中处于合理区域。对于小分子的结构模型

而言，若收录于 PDB 数据库中，如 C12:0-CoA 分子，通过复制其 SMILES 号在

Phenix 1.20.1 中利用 eLBOW 功能生成 pdb 文件以及 cif 文件；若未收录于 PDB

数据库，如本研究中化学合成的 IBA-CoA以及 2,4-DB-CoA分子，则首先在COOT

软件中绘制其结构式并生成 SMILES 号，再通过 Phenix 1.20.1 生成 pdb 文件以

及 cif 文件。 

（3）结构模型评估：在 Phenix 1.20.1 软件中对搭建的结构原子模型进行全

面验证（Comprehensive validation），观察冲突数值（Clash score）、旋转异构异常

值（Rotamer outliers）是否处于相对合理的范围内。对于 Clash score 较高的模型，

则需要在 WinCoot 中继续对产生冲突的残基进行修正与调节。本论文中的结构

图均通过 UCSF Chimera 1.15 以及 PYMOL 2.5.5 进行绘制。 

2.2.9 ATPase 活性实验 

ABC 转运蛋白在将底物进行跨膜转运时会伴随着 ATP 的结合、水解以及磷

酸根的释放[1]，这意味着底物可以刺激 ABC 转运蛋白的 ATPase 活性，ATPase 活

性可以侧面反映蛋白转运底物的能力。本研究使用孔雀石绿-磷钼酸分光光度法

测定 CTS 水解 ATP 时所释放的游离磷酸根[243,244]，其原理是在酸性条件下，磷

酸根与钼酸铵反应生成磷钼酸，磷钼酸进一步转化为杂多酸阴离子，随后与孔雀

石绿阳离子发生离子缔合反应生成离子缔合物，这种缔合物在酸性条件下十分稳

定，呈现蓝绿色且颜色的深浅与磷酸盐的含量成正比，可在 630 nm 波长处测定

吸收值。在此方法中，首先需要测定磷酸根的标准曲线，接着将反应后测定的 630 

nm 吸收值代入标准曲线即可获得反应体系中磷酸根的含量。 

本研究中 ATPase 活性实验的反应总体积为 90 μL，蛋白终浓度为 0.05 μM，

反应 buffer 为 50 mM KCl，50 mM Tris-HCl，pH 7.5，2 mM MgCl2，0.02% （w/v）

GDN。每组实验进行三次重复。在进行反应前准备以下试剂： 

（1）纯化后的蛋白进行浓缩至 3.33 μM（即 0.5 mg/mL）。 

（2）500 mM ATP：使用抽滤过的 ddH2O 溶解 ATP 粉末，使用 NaOH 调至

中性 pH。不同浓度 ATP 母液使用 buffer B 进行稀释。 

（3）底物分子母液：短链、中长链以及长链脂肪酰基辅酶 A、IBA-CoA、

2,4-DB-CoA 均使用 buffer B 溶解，超长链脂肪酰基辅酶 A 使用 5%（w/v）β 环

糊精溶解，均使用 NaOH 调节至中性 pH。 

（4）显色液 Mix：由孔雀石绿母液、钼酸铵母液以及 Tween-20 按 100: 25: 
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2 的体积比配制而成。孔雀石绿母液由 0.44 g 孔雀石绿粉末溶于 360 mL 1.5M 

H2SO4 配制而成；钼酸铵母液由 0.1 g 四水合钼酸铵粉末在 90℃下溶于 1.25 mL 

ddH2O 配制而成，现配现用。 

在进行 ATP 浓度依赖的 ATPase 活性实验时，向每个体系中依次加入 1.5×反

应 buffer、ddH2O、蛋白以及对应浓度的 ATP，混匀后 37℃水浴反应 20 min，随

后将整个反应体系在 4℃下 15,300 g 离心 5 min，混匀后取 75 μL 加到 25 μL 显

色液中，显色 2 min 后加入 10 μL 5% （w/v）草酸终止反应，室温避光放置 1 h 后

测量 630 nm 处的吸收值。在进行底物浓度依赖的 ATPase 活性实验时，ATP 的终

浓度为 2 mM，加入反应 buffer、ddH2O、蛋白以及底物后混匀，冰上孵育 10 min，

再加入 ATP 进行后续的反应。 

使用多功能酶标仪 ID5 测量 630 nm 处的吸收值，根据标准曲线将这些吸收

值换算为每个反应体系中磷酸根含量。通过减去 ATP 自水解产生的磷酸根，可

以得到由 CTS 蛋白水解 ATP 产生的磷酸根含量，再除以时间与蛋白含量则可得

到 CTS 水解 ATP 的速率。将加入底物实验组水解 ATP 的速率除以 CTS 水解 ATP

基础速率（不加底物）即可得到底物刺激的相对 ATPase 活性。使用 GraphPad 

Prism 软件进行 ATPase 活性曲线以及柱状图的绘制。 

表 2.8 CTS 的 ATPase 活性实验体系 

分组 自水解（μL） 基础水解（μL） 底物刺激（μL） 

1.5×反应 buffer 60 60 60 

3.3 μM 蛋白 0 1.3 1.3 

100×底物 0 0 0.9 

100×ATP 0.9 0.9 0.9 
ddH2O 29.1 27.8 26.9 

表注：100×底物是指体系中底物终浓度的 100 倍；100×ATP 是指体系中 ATP 终浓

度的 100 倍。 

2.2.10 拟南芥生理实验 

为了深入理解 CTS 转运底物的分子机制，本研究构建了野生型以及单点突

变的 cts 基因回补质粒，并将这些质粒回补 cts 突变体植株 （本研究使用的是 pxa1-

2 突变体[245]，SALK_019334，下文简称 cts 突变体），进而检测 CTS 单个氨基酸

残基的突变是否影响种子的萌发以及对脂肪酸、IBA 与 2,4-DB 的转运能力（图

2.12）。 
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图 2.12 拟南芥回补实验流程 

首先构建野生型以及单点突变的 cts 基因回补质粒。以拟南芥幼苗提取的

cDNA 及基因组为模板，通过 PCR 分别扩增 cts 基因编码区及启动子 （promoter）

片段。利用同源重组的方法，将 cts 基因及 promoter 片段分别构建于 pENTR 以

及 pDONR 载体，重组质粒分别记为 pENTR-CTS、pDONR-promoter。为了鉴定

回补的 CTS 蛋白是否正确定位，在其 C 端融合荧光蛋白 Venus。利用 LR 克隆

酶，将中间载体 pDONR-promoter、pENTR-CTS、pDONR-Venus 与目的载体 p35S

进行重组，构建终载回补质粒 p35S-promoter-CTS-Venus（下文简称为 p35S-CTS）。

终载质粒 p35S 具有草铵膦（Basta）抗性基因，用于后续筛选回补成功的植株。 

接下来利用农杆菌侵染花序法对 cts 突变体进行遗传操作。将回补质粒 p35S-

CTS 电转化到农杆菌中，制备侵染的农杆菌悬浮液，使用移液枪将农杆菌悬浮液

滴在拟南芥的花序上，待植株成熟后得到的种子即为 T0 代种子。接着将 T0 代

种子播种到抗性平板上，挑选正常生长的幼苗转移到土壤中继续生长。待幼苗长

大后采集叶片并提取基因组，通过 PCR 验证目的基因是否成功转化到 cts 突变体

中。对于点突变的植株，还需将 PCR 产物进行测序验证。待植株成熟后收获种

子，即为 T1 代种子。对于种子萌发实验，将 T1 代种子灭菌后播种于植物琼脂

平板（Basta）上，冷处理 2 天后转移至 16 h 光照/8 h 黑暗光周期的 22℃温室生
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长 7 天，观察各基因型种子是否萌发。在测定拟南芥植株转运脂肪酸能力的实验

中，将 T1 代种子灭菌后播种于添加蔗糖及不加蔗糖的平板（均添加 Basta）上，

观察 7 天后幼苗的生长情况。在测定拟南芥植株转运 2,4-DB 能力的实验中，将

T1 代种子灭菌后播种于加蔗糖的平板（Basta）平板上，生长 4 天后将幼苗转移

到 1 μM 2,4-DB 平板上，继续生长 7 天后观察幼苗根系的生长情况。类似地，在

测定拟南芥植株转运 IBA 能力的实验中，将生长 7 天后的幼苗转移到 5 μM IBA

平板上，7 天后观察幼苗侧根的数量。对于不萌发的种子，需用针头破坏种皮后

才能正常生长幼苗。此部分实验与彭亚坤博士一起完成。 

2.2.11 分子动力学模拟实验 

本研究采用显式溶剂模型进行全原子分子动力学模拟，以探究 OPDA-CoA

分子与 chCTS 蛋白的结合稳定性。此部分实验由李勃锐博士完成。 

首先，将 OPDA-CoA 分子的结构对接（docking）在 chCTS 与 C12:0-CoA 复

合物电镜密度图 C12:0-CoA 对应的密度中。使用 CHARMM-GUI 网站进行蛋白

质包埋、溶剂化、力场生成等操作。小分子力场使用 CGenFF 生成。chCTS 蛋白

包埋在双层磷脂 POPC 中，并使用 TIP3P 水模型及 50 mM KCl 进行溶剂化，box

尺寸为 107 Å×107 Å×195 Å。使用 GROMACS 2024.3 在温度 300K 下进行模拟。

首先进行能量最小化消除不合理结构，进行短暂的 125 ps 的 NVT 平衡模拟。接

下来进行 3 次 100 ns 的 NPT production 模拟，监测 chCTS 蛋白与 OPDA-CoA 分

子随时间变化的 RMSD 来验证平衡。使用 GROMACS 软件对 OPDA-CoA 分子

相对于 chCTS 蛋白 Cα 原子的 RMSD 进行计算，每 0.1 ns 统计一次 RMSD，使

用 Matplotlib 绘制 RMSD 的统计图。通过 GROMACS 软件的 cluster 功能对模拟

轨迹进行聚类，设定 RMSD 截止距离设为 3 Å，统计一共出现的聚类数（簇）。

选取最大簇的代表构象作为蛋白-小分子复合物的结合模式。
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第 3 章 实验结果 

3.1 拟南芥 CTS 蛋白的表达与纯化 

在对蛋白进行结构解析与生化表征前需要获取足够表达量的高纯度目的蛋

白，从拟南芥内源提取 CTS 蛋白耗时长且蛋白量低，因此首先尝试在人胚胎肾

细胞 HEK293F 中重组表达 CTS 蛋白。 

3.1.1 表达载体的筛选 

常见的哺乳细胞表达载体有 pcDNA 与 pCAG，其中 pcDNA 载体使用巨细

胞病毒（Cytomegalovirus，CMV）强启动子，pCAG 载体则是在 pcDNA3.1 载体

的基础上将 CMV 启动子换成 CAG 强启动子。CAG 启动子是一种人工启动子，

由 CMV 的增强子序列、鸡 β-肌动蛋白（chicken β-actin）启动子以及兔 β-珠蛋白

（rabbit β-globin）组成，其转录能力与 CMV 类似，但表达谱更广，且能在多种

细胞中促进基因表达而不被沉默。 

首先通过同源重组将 cts 基因构建到 pcDNA-NF、pcDNA-CF、pCAG-NF 以

及 pCAG-CF 载体，随后大提质粒并转染到 400 mL HEK293F 细胞中，37℃表达

两天后收集细胞进行表达检测。使用去垢剂 1% DDM-0.1% CHS 溶解 CTS 蛋白，

使用 0.02% GDN 进行 FLAG 凝胶亲和层析，将洗脱的蛋白样品进行浓缩并通过

SDS-PAGE 检测蛋白是否表达（图 3.1）。 

 
图 3.1 不同载体表达拟南芥 CTS 蛋白的 SDS-PAGE 结果 

图注：上清泳道指超速离心后的上清取样；流穿泳道指上清在 FLAG 凝胶中孵育 1 
h 后流穿的样品；洗脱泳道指 FLAG 凝胶亲和层析的洗脱液；浓缩泳道指浓缩

后的洗脱液样品。M 指蛋白 marker。红色方框内是拟南芥 CTS 的条带。 

结果显示，四种重组质粒表达后的蛋白纯化样品中均有 CTS 的条带（149 kD）

（图 3.1），表明 CTS 蛋白可以在 HEK293F 细胞中表达；然而 CTS 的蛋白条带
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太浅，蛋白表达量低，若需要冷冻制样，则需转染更多的细胞来表达蛋白，对于

去垢剂与培养基的需求较高。此外，在 70 kD 处有明显的杂蛋白条带，猜测可能

是热激蛋白，这表明 CTS 的表达状态不好，蛋白可能未完全折叠。 

从 SDS-PAGE 结果初步判断 pCAG-NF 表达的蛋白量最高，条带最粗，因此

将浓缩后的样品进行尺寸排阻层析，使用 Superose 200 increase 10/300 层析柱 （下

文简称 S200）对洗脱液进行分离纯化，评估 CTS 的表达量。从尺寸排阻层析的

结果看（图 3.2A），主要在 10 mL 以及 19 mL 出现了两个样品峰。根据标定分子

量计算公式（y=0.2109*x+4.9531，其中 x 为出峰位置/mL，y 为分子量大小/kD），

19 mL 的样品为洗脱液中 FLAG 肽，10 mL 的样品可能是 CTS，因此选取出峰位

置为 10 mL 的样品进行 SDS-PAGE。SDS-PAGE 显示有 CTS 的条带（图 3.2B），

表明该峰为目的蛋白 CTS 的峰，但样品中除了目的蛋白还有 75 kD 大小的杂蛋

白未能分离。 

 
图 3.2 pCAG-NF-CTS 纯化结果 

图注：A. 尺寸排阻层析结果。CTS 蛋白在 10 mL 出峰。B. CTS 蛋白峰样品的 SDS-
PAGE 结果。红色箭头处为 CTS 的条带。M 指蛋白 marker。9-16 表示峰尖对

应的样品管序号。 

综上，CTS 在 pCAG-NF 载体中的表达量最高，但得到的蛋白远不足用于冷

冻电镜制样，且蛋白峰形不够对称尖锐，纯化效果不好。 

3.1.2 表达条件以及纯化去垢剂筛选 

去垢剂的选择对于膜蛋白的纯化十分重要，不同的去垢剂纯化效率可能不同，

因此需筛选不同的去垢剂组合，溶解膜去垢 剂为 DDM 或者 LMNG，纯化去垢

剂为 GDN 或者 digitonin，观察对蛋白纯化得率是否有所提高。此外，由于 37℃

表达条件下蛋白样品中杂蛋白较多，因此尝试在转染后加丁酸钠 30℃表达两天，

并且在纯化过程中加入 ATP 以去除热激蛋白。结果显示（图 3.3A），30℃表达以

及纯化时加入 ATP 可有效地去除大部分杂蛋白，目的蛋白的纯度大大提高。此

外，从 SDS-PAGE 结果看，不同去垢剂组合纯化的蛋白量无明显区别。后续使用
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S6 层析柱对浓缩后的洗脱液进行分离纯化。结果显示（图 3.3B），30℃表达的蛋

白峰更对称，且 LMNG-GDN 组合纯化的蛋白量最高。 

 
图 3.3 不同去垢剂组合纯化 pCAG-NF-CTS 的结果 

图注：A. 不同去垢剂组合纯化 CTS 蛋白的 SDS-PAGE 结果。红色箭头处为 CTS
的条带。M 指蛋白 marker。B. 尺寸排阻层析结果。C. 使用 120 kV 透射电镜

在 45,000×放大倍数下拍摄不同去垢剂组合纯化 CTS 蛋白负染样品的电镜照

片。 

此外，为了观察不同去垢剂纯化 CTS 蛋白的聚集状态，取峰尖的蛋白样品

进行负染制样，使用 120 kV 透射电子显微镜观察负染样品。结果显示，DDM-

GDN、DDM-digitonin 以及 LMNG-GDN 纯化的蛋白负染样品中目的蛋白均分散

均匀，呈现单颗粒状态（图 3.3C）；而 LMNG-digitonin 纯化的蛋白负染样品中颗
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粒不均一，表明此条件去垢剂不适合纯化目的蛋白。此外，使用 LMNG-GDN 纯

化的蛋白负染样品，蛋白颗粒大小均一性更高，蛋白的状态更好。 

综合纯化以及负染的结果，后续蛋白均在 30℃表达且使用 LMNG-GDN 去

垢剂纯化。 

3.1.3 表达体系的筛选 

真核蛋白常用的表达体系包括酵母细胞、昆虫细胞以及哺乳动物细胞[246]。

昆虫细胞膜的成分与哺乳动物细胞不同，其胆固醇含量较低，细胞膜的流动性高，

有助于膜蛋白插入与定位，因此多用于动植物膜蛋白的异源表达。本研究也尝试

在昆虫细胞中表达 CTS 蛋白，使用 400 mL sf9 细胞进行表达检测，观察蛋白表

达量。使用 1% LMNG-0.1% CHS 溶解 CTS 蛋白，0.02% GDN 进行后续纯化，

实验条件及操作与纯化在 HEK293F 细胞中表达的 CTS 蛋白完全相同。结果显

示，CTS 在昆虫细胞体系中表达，且 N 端 FLAG 的 CTS 条带比 C 端 FLAG 的更

深，说明表达量更高（图 3.4A），这与在哺乳动物 HEK293F 中表达结果类似；

取 NF-CTS 样品进行尺寸排阻层析，结果显示（图 3.4B），在昆虫细胞中 CTS 的

表达量比在 HEK293F 中表达的更高，但对于冷冻电镜样品制备而言蛋白表达量

仍然不够。此外 CTS 的峰形不对称，说明蛋白出现聚集，状态较差。 

 
图 3.4 昆虫细胞中 NF-CTS 的纯化结果 

图注：A. CTS 在昆虫细胞体系中表达的 SDS-PAGE 结果。红色箭头处为 CTS 的条

带。M 指蛋白 marker。B. NF-CTS 的尺寸排阻层析结果。 

综合以上表达载体、纯化条件以及表达体系优化的结果，最终选择在 30℃

条件下于 HEK293F 细胞中表达全长拟南芥 CTS 蛋白（pCAG-NF-CTS），纯化蛋

白时使用去垢剂 LMNG-CHS 进行膜溶解以及 GDN 进行层析分离，所得的蛋白

用于后续 ATPase 活性实验。 
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3.2 拟南芥-线虫 CTS 嵌合体蛋白的表达与纯化 

前期的实验结果表明纯化的 CTS 蛋白量不足以用于制备冷冻电镜样品，且

将秀丽隐杆线虫 PMP-4、PMP-2 的 N 端 H0 基序分别嵌合到人类 ABCD1 与

ABCD3 的 N 端可以明显提高 ABCD1 以及 ABCD3 的表达量[54,59]，因此本研究

尝试将 CTS 蛋白的 N 端 H0 基序替换为线虫 PMP2 以及 PMP-4 的 H0 基序，观

察是否能提高 CTS 蛋白在 HEK293F 细胞中的表达量。将纯化标签 FLAG 融合

在 CTS 的 N 末端以及使用 pCAG 载体时蛋白的表达量更高，因此构建拟南芥-线

虫嵌合 CTS 蛋白时也将 FLAG 标签融合在 N 端，一同构建于 pCAG 载体。将三

种重组质粒 pCAG-NF-2-49-CTS、pCAG-NF-2-58-CTS、pCAG-NF-4-64-CTS 转染

于 400 mL HKE293F 细胞中，30℃表达两天，随后收集细胞进行表达检测。使用

1%LMNG-0.1%CHS 溶解蛋白，0.02%GDN 进行后续纯化，实验条件及操作与纯

化拟南芥全长 CTS 蛋白完全相同。SDS-PAGE 结果显示，拟南芥-线虫嵌合的 CTS

蛋白均有表达，其中 NF-4-64-CTS 以及 NF-2-58-CTS 的条带更粗，蛋白表达量

更高（图 3.5）。 

 
图 3.5 拟南芥-线虫嵌合 CTS 蛋白的纯化结果 

图注：四种拟南芥-线虫嵌合 CTS蛋白在 HEK293F细胞中表达的 SDS-PAGE 结果。

红色箭头处为嵌合 CTS 的条带。M 指蛋白 marker。NF 表示 FLAG 融合于 N
端；CF 表示 FLAG 融合于 C 端。 

为了进一步评估蛋白表达量，将浓缩后的蛋白样品进行尺寸排阻层析。结果

显示，线虫 PMP-4 与 CTS 的嵌合体 NF-4-64-CTS 的表达量最高 （图 3.6），峰高

约为拟南芥全长 CTS 峰高的 2 倍，而线虫 PMP-2 与 CTS 的两种嵌合体 NF-2-49-

CTS、NF-2-58-CTS 峰高与拟南芥全长 CTS 峰高无明显区别。此外，嵌合体 NF-

4-64-CTS 的峰形比全长 CTS 更加尖锐更加对称，表明嵌合体的蛋白状态更好。 
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图 3.6 三种拟南芥-线虫嵌合 CTS 蛋白的尺寸排阻层析结果 

图注：横坐标表示蛋白的出峰位置，纵坐标表示 280 nm 处的 UV 吸收峰。 

为了观察不同版本拟南芥-线虫嵌合体 CTS 蛋白的状态，分别取峰尖的蛋白

样品进行负染制样，使用 120 kV 透射电子显微镜观察负染样品。结果显示，三

种嵌合体蛋白均分散均匀且呈现单颗粒状态（图 3.7）。然而综合纯化获得的蛋白

量考虑，后续主要对嵌合体 NF-4-64-CTS（下文将 NF-4-64-CTS 称为 chimeric 

CTS，简称 chCTS）进行生化表征，观察其与拟南芥全长 CTS 生化活性的差别。 

 
图 3.7 不同版本拟南芥-线虫嵌合体 CTS 蛋白的负染样品结果 

图注：使用 120 kV 透射电镜在 45,000×放大倍数下拍摄的蛋白负染样品的电镜照

片。 

3.3 拟南芥 CTS 的 ATPase 活性检测 

ABC 转运蛋白通过 NBD 结合、水解 ATP 以及释放磷酸根，驱动 TMD 发生

构象变化从而使得底物分子进行跨膜易位[2]。因此底物可以刺激 ABC 转运蛋白

的 ATPase 活性，ATPase 活性可以侧面反映蛋白转运底物的能力。 
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为了检验纯化所得的拟南芥全长 CTS 蛋白是否具有活性，首先对全长 CTS

蛋白进行 ATPase 活性检测，观察其是否具有水解 ATP 的能力。结果显示，全长

CTS 蛋白可以水解 ATP，具有 ATPase 活性且活性随 ATP 浓度的增加而增加，在

ATP 浓度达到 4 mM 时反应达到最大速率 （图 3.8A）。使用米氏方程对全长 CTS

蛋白水解 ATP 的活性曲线进行拟合，计算得出 Km 值为 2.26 mM，最大速率 Vmax

为 35.96 mol Pi min-1 mol-1。ABC 转运蛋白 NBD 结构域 H 开关中的组氨酸负责

稳定催化过度状态[1]。对 CTS 蛋白的 NBD 进行多序列比对 （图 3.8B），发现 NBD2

结构域中 H 开关的组氨酸退化为谷氨酰胺 （Q1305），这表明 CTS 蛋白只存在一

个 ATPase 活性位点。因此，将 CTS 蛋白 NBD1 中负责极化水分子的谷氨酸突变

成谷氨酰胺（记为 E607Q 突变）后，CTS 蛋白的 ATPase 活性几乎完全丧失（图

3.8A）。 

 
图 3.8 拟南芥 CTS 蛋白的 ATPase 活性 

图注：A. 拟南芥 CTS 蛋白野生型（WT）以及 E607Q 突变体的 ATPase 活性测定，

其中 WT 的 ATPase 活性曲线使用米氏方程进行拟合。B. 拟南芥 CTS 蛋白

NBDs 中结合以及水解 ATP 基序的序列比对结果。 

遗传学生理实验表明，CTS 蛋白功能缺陷将导致幼苗中积累脂肪酸以及脂酰

辅酶 A[47]。体外生化实验表明，脂肪酰辅酶 A 而非脂肪酸可以明显刺激 CTS 蛋

白的 ATPase 活性[51]。为了探究使用去垢剂纯化在 HEK293F 细胞中表达的 CTS

蛋白的 ATPase 活性是否响应底物的刺激，将不同长度脂肪酸以及脂酰辅酶 A （图

3.9A）加入 ATPase 活性体系，观察 CTS 水解 ATP 的速率是否增加。结果表明，

加入游离脂肪酸 C8:0、C12:0 的 ATPase 活性与基础 ATPase 活性（不加底物）没

有明显差异，表明 C8:0 与 C12:0 不刺激 CTS 蛋白的 ATPase 活性 （图 3.9B）。类

似地，生长素 IBA 以及除草剂 2,4-DB 也不刺激 CTS 蛋白的 ATPase 活性。相反，

C8:0-CoA 以及 C12:0-CoA 可以明显刺激 CTS 的 ATPase 活性，约为基础 ATPase
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活性的 7 倍 （图 3.9B）。这些结果表明，辅酶 A 修饰的脂肪酸才是 CTS 的底物。

此外，长链（C16）、超长链（C22、C24、C26）以及支链（4ME C16，phytanic 

acid）脂酰辅酶A均能明显刺激全长CTS蛋白的ATPase 活性，分别为基础ATPase

活性的 6.4 倍、4.6 倍、4.8 倍、3.7 倍以及 4.7 倍（图 3.9B）。本研究还测试了短

链脂酰辅酶 A（C2:0-CoA）对 CTS 蛋白 ATPase 活性的影响，结果显示，C2:0-

CoA 也能刺激 CTS 的 ATPase 活性，约为基础 ATPase 活性的 1.8 倍（图 3.9B）。

这些结果表明，不同长度的脂酰辅酶 A，从短链 C2 至超长链 C26，均能刺激 CTS

的 ATPase 活性，其中 C8:0-CoA、C12:0-CoA 以及 C16:0-CoA 对 CTS 的 ATPase

活性刺激效果更显著。 

 
图 3.9 拟南芥 CTS 蛋白在底物刺激下的 ATPase 活性 

图注：A. 不同长度脂肪酰基辅酶 A 的结构式。B. 拟南芥 CTS 蛋白在不同长度脂

肪酸以及脂酰辅酶 A 刺激下的 ATPase 活性测定，蛋白浓度均为 0.05 μM，ATP
浓度为 2 mM，各底物的浓度均为 5 μM。使用 one-way ANOVA 进行显著性分

析，***表示 P 值小于 0.0001，NS 表示无显著性差异。 
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3.4 拟南芥-线虫 CTS 嵌合体的 ATPase 活性检测 

为了探究嵌合体 chCTS 蛋白与全长 CTS 蛋白的生化活性是否有差异，首先

对嵌合体 chCTS 蛋白进行基础 ATPase 活性测定。结果显示，ATP 浓度为 2 mM

的条件下，CTS 蛋白水解 ATP 的速率为 18.45 mol Pi min-1 mol-1，chCTS 蛋白水

解 ATP 的速率为 67.19 mol Pi min-1 mol-1，chCTS 蛋白的基础 ATPase 活性为 CTS

蛋白的 3.6 倍（图 3.10A）。 

 
图 3.10 拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 蛋白的 ATPase 活性 

图注：A. 拟南芥全长 CTS 与拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 蛋白的基础 ATPase 活性测

定。B. 拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 蛋白在不同长度脂肪酸以及脂酰辅酶 A 刺

激下的 ATPase 活性测定，蛋白浓度均为 0.05 μM，ATP 浓度为 2 mM，各底物

的浓度均为 5 μM。使用 one-way ANOVA 进行显著性分析，***表示 P 值小于

0.0001。 

此外，将不同长度脂肪酸以及脂酰辅酶 A 加入 ATPase 活性体系，观察这些

底物对 chCTS 蛋白 ATPase 活性的刺激效果。结果显示，与拟南芥 CTS 类似，

C8:0、C12:0、IBA 以及 2,4-DB 均不刺激嵌合体 chCTS 的 ATPase 活性；脂酰辅

酶 A 均能明显刺激嵌合体 chCTS 蛋白的 ATPase 活性（图 3.10B）。其中，C2:0-

CoA、C8:0-CoA、C12:0-CoA、C16:0-CoA、4ME C16:0-CoA、C22:0-CoA、C24:0-

CoA 以及 C26:0-CoA 存在下的的 ATPase 活性分别为 chCTS 基础（不加底物）

ATPase 活性的 1.7 倍、6.4 倍、6 倍、5.5 倍、4.4 倍、4.3 倍、4.3 倍以及 3.2 倍

（图 3.10B）。通过比较，不同长度脂酰辅酶 A 对拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 蛋白

与全长 CTS 蛋白 ATPase 活性的刺激效果相差不多。因此，尽管嵌合体 chCTS 蛋

白的基础 ATPase 活性为全长 CTS 的 3.6 倍，但两者响应底物刺激时水解 ATP 的

能力相似，生化活性也相似。 
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除了生化活性，本研究还比较了全长 CTS 蛋白与嵌合体 chCTS 蛋白的冷冻

电镜样品状态。为了观察冷冻电镜样品中拟南芥全长 CTS 蛋白以及拟南芥-线虫

嵌合体 chCTS 蛋白的状态，分别纯化 2 L 表达了目的蛋白的 HEK293F 细胞，取

峰尖样品进行浓缩，其中全长 CTS 蛋白浓缩至 2.5 mg/mL、嵌合体 chCTS 蛋白

浓缩至 5 mg/mL，随后进行冷冻制样。结果显示 （图 3.11），尽管拟南芥全长 CTS

蛋白浓度较低，但蛋白颗粒分散不均一，出现聚集状态；拟南芥-线虫嵌合体

chCTS 蛋白颗粒分散均匀，呈现单颗粒状态。因此推测嵌合体 chCTS 蛋白比全

长 CTS 蛋白的基础 ATPase 活性更高可能是因为纯化的嵌合体 chCTS 蛋白状态

更好。 

 
图 3.11 全长 CTS 蛋白及嵌合体 chCTS 蛋白的冷冻电镜样品状态 

图注：使用 200 kV Glacios 透射电镜在 120,000×放大倍数下拍摄的蛋白冷冻电镜照

片。其中 CTS 蛋白浓度为 2.5 mg/mL，chCTS 蛋白浓度为 5 mg/mL。 

综上，拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 与拟南芥全长 CTS 的生化活性相似，底物

对两者的 ATPase 活性刺激程度相似，但 chCTS 蛋白表达量更高且冷冻电镜样品

中蛋白颗粒分布更均匀。在人类 ABCD1 以及 ABCD3 的解析结构过程中，尽管

作者将蛋白 N 端 H0 基序替换为线虫同源蛋白的 H0 基序，但在解析的结构中，

替代的线虫同源蛋白 H0 基序因柔性摆动使得该部分结构未被解析，整体解析的

结构为 ABCD1 以及 ABCD3 的核心结构[54,59]。因此推测在拟南芥-线虫嵌合体

chCTS 中 H0 基序可能也会摆动，使得该部分结构不可解析。基于以上实验，本

研究后续使用拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 蛋白进行冷冻电镜结构解析，同时使用

拟南芥全长 CTS 蛋白进行生化实验（特别说明除外）。 

3.5 拟南芥 CTS 底物浓度依赖的 ATPase 活性 

前期的研究结果表明，脂酰辅酶 A 均能明显刺激全长 CTS 蛋白的 ATPase 活
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性，其中 C8:0-CoA 以及 C12:0-CoA 的刺激倍数最高 （图 3.9B）。因此选择 C12:0-

CoA 与嵌合体蛋白 chCTS 孵育并制备复合物的冷冻电镜样品，通过解析 chCTS

与 C12:0-CoA 复合物结构并结合生化实验探究底物识别的分子机制。为了评估

冷冻电镜制样时添加C12:0-CoA的浓度，首先测定拟南芥CTS蛋白在不同C12:0-

CoA 浓度下水解 ATP 的速率。在 GraphPad Prism 软件中使用 S 型变构调节曲线

（Allosteric sigmoidal）对数据进行拟合。结果表明，CTS 水解 ATP 的速率随着

底物 C12:0-CoA 浓度的增加而增加，并且在底物 C12:0-CoA 浓度为 2 μM 时达到

最大反应速率，为 124.6 mol Pi min-1 mol-1，底物 C12:0-CoA 的 EC50 为 0.26 μM，

表明底物 C12:0-CoA 与蛋白的亲和力较高（图 3.12）。 

 
图 3.12 C12:0-CoA 浓度依赖性的 ATPase 活性曲线 

图注：拟南芥 CTS 蛋白对 C12:0-CoA 浓度依赖的 ATPase 活性曲线。反应体系加入

的是拟南芥全长 CTS 蛋白，每个底物浓度均进行 3 组重复实验。图片使用

GraphPad Prism软件进行绘制，并使用S型变构调节曲线（Allosteric sigmoidal）
对数据进行拟合，R 方为 0.9815。 

为了获得 chCTS 蛋白与 C12:0-CoA 复合物的冷冻样品，首先尝试在制备冷

冻电镜样品前将嵌合体蛋白 chCTS 与 500 μM C12:0-CoA 孵育 30 min。使用 200 

kV Glacios 透射电镜观察样品中蛋白状态（图 3.13），发现蛋白出现部分聚集，且

进孔较少，与单独 chCTS 蛋白冷冻样品中单颗粒的状态不同（图 3.11），这可能

是加入的 C12:0-CoA 浓度太高导致，样品状态不适合大量的数据收集。因此后续

将 C12:0-CoA 的浓度降低至 300 μM 并进行冷冻制样，复合物样品状态明显改

善，蛋白分散均匀，呈现单颗粒状态（图 3.13），表明该浓度下的样品适合大量

数据收集。 
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图 3.13 chCTS 蛋白与 C12:0-CoA 复合物的冷冻样品照片 

图注：嵌合体 chCTS 蛋白与不同浓度 C12:0-CoA 孵育后的冷冻电镜样品照片。比

例尺表示 50 nm。 

IBA 是一种内源性生长素前体，可以通过 β 氧化转化为 IAA 从而调节植物

生长发育。2,4-DB 是一种合成的生长素类似物，被广泛用作一些敏感植物的除草

剂，可以作为“选择性”除草剂用于控制许多一年生和多年生阔叶双子叶杂草。

遗传学生理实验结果显示，CTS 参与转运 IBA 以及 2,4-DB 进入过氧化物酶体的

过程[46]。前期的生化实验表明（图 3.9B），IBA 与 2,4-DB 均不能刺激 CTS 的

ATPase 活性，表明两者并不是 CTS 的底物。鉴于脂酰辅酶 A 是 CTS 的转运底

物，可以明显刺激 CTS 的 ATPase 活性，因此推测 CTS 可能转运辅酶 A 修饰的

IBA（IBA-CoA）以及 2,4-DB（2,4-DB-CoA）。然而目前市场上没有 IBA-CoA 与

2,4-DB-CoA 出售，因此在中国科学技术大学郑基深老师的帮助下通过化学合成

获得了 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 分子（图 3.14），合成前体为 IBA/2,4-DB 以及

CoA-SH。 

 
图 3.14 化学合成 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 分子的质谱结果 

图注：使用电喷雾正离子质谱（ESI-MS）对合成的 IBA-CoA （A）与 2,4-DB-CoA
（B）进行结构鉴定。理论计算质量与实测质量均在图中标注。 
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在获得 IBA-CoA 分子后进行底物刺激的 ATPase 活性预实验。结果显示，

IBA-CoA 分子可以显著刺激 CTS 蛋白的 ATPase 活性，约为基础 ATPase 活性的

2.5 倍（图 3.15A），这表明 IBA-CoA 才是转运底物，即 CTS 转运辅酶 A 修饰的

IBA。后续测定 CTS 蛋白在不同 IBA-CoA 浓度下水解 ATP 的速率，在 GraphPad 

Prism 软件中使用 S 型变构调节曲线对数据进行拟合。结果表明，CTS 水解 ATP

的速率随着 IBA-CoA 浓度的增加而增加，IBA-CoA 的 EC50 为 0.24 μM，最大反

应速率为 69.2 mol Pi min-1 mol-1（图 3.15B）。类似地，本研究也合测定了 CTS 蛋

白对于 2,4-DB-CoA 浓度依赖的 ATPase 活性曲线，计算得出 2,4-DB-CoA 的 EC50

为 0.64 μM，最大反应速率为 115.4 mol Pi min-1 mol-1（图 3.15B）。 

 
图 3.15 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 浓度依赖性的 ATPase 活性 

图注：A. 拟南芥 CTS 蛋白在不同小分子刺激下的 ATPase 活性。各反应体系中 CTS
蛋白浓度均为 0.05 μM，ATP 浓度为 2 mM，小分子终浓度均为 5 μM。使用

one-way ANOVA 进行显著性分析，IBA 组的 P 值为 0.0192，IBA-CoA 组的 P
值小于 0.0001。***表示 P 值小于 0.001，*表示 P 值小于 0.05，每组实验均重

复 3 次。B. 拟南芥 CTS 蛋白对 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 浓度依赖的 ATPase
活性曲线。各反应体系中 CTS 蛋白浓度均为 0.05 μM，ATP 浓度为 2 mM，每

组实验均重复 3 次。使用 S 型变构调节曲线对数据进行拟合，R 方分别为 0.9814
（IBA-CoA）与 0.9816（2,4-DB-CoA）。 

由于 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 的 EC50 与 C12:0-CoA 的 EC50（0.26 μM）

相近，因此参考冷冻电镜制样时添加 C12:0-CoA 的浓度，将嵌合体蛋白 chCTS

分别与 300 μM IBA-CoA 以及 300μM 2,4-DB-CoA 孵育 30 min 后再制备冷冻电

镜样品。在 200 kV Glacios 透射电镜下观察样品中蛋白状态（图 3.16），发现蛋

白分散均匀，呈现单颗粒状态，表明该浓度下的样品适合大量收集数据。 
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图 3.16 嵌合体 chCTS 与 IBA-CoA、2,4-DB-CoA 复合物的冷冻电镜样品照片 

图注：嵌合体 chCTS 蛋白与 IBA-CoA 或者 2,4-DB-CoA 孵育后的冷冻电镜样品照

片。底物终浓度均为 300 μM。比例尺表示 50 nm。 

3.6 CTS 蛋白的冷冻电镜结构解析与整体结构分析 

随着透射电子显微镜、探测器以及自动化程序技术的发展，结合对用户友好

的图像处理软件和不断增长的计算能力，单颗粒冷冻电子显微镜（single-particle 

cryo-electron microscopy）已经成为解析生物大分子三维结构的强大方法，尤其是

可以解析无法结晶的大分子复合物结构[247]。CTS 具有广谱的底物特异性，能够

转运不同长度、不同饱和度的脂肪酸以及芳香族羧酸的酰基辅酶 A 进入过氧化

物酶体进行 β-氧化，调控植物生长发育。由于缺少高分辨率的蛋白质结构，目前

其底物识别和转运的分子机制尚未被阐明。本研究利用单颗粒冷冻电镜技术，解

析表达量提高版的嵌合体 chCTS 在底物转运循环中的各个阶段不同构象的蛋白

质结构以及不同底物结合的复合物结构，鉴定底物结合位点和转运通道，比较底

物结合和转运过程中的蛋白质构象变化，从而探究 CTS 的广谱底物特异性的分

子基础以及底物转运机制。 

3.6.1 CTS 蛋白的冷冻电镜结构解析 

通过前期的实验摸索了拟南芥-线虫嵌合体 chCTS 蛋白表达纯化以及制备冷

冻电镜样品的条件，因此重新纯化新鲜的蛋白并制备冷冻电镜样品。在 200 kV 

Glacios 冷冻透射电镜下观察样品，选取透光区域大、冰层厚度合适且蛋白状态

良好的冷冻电镜样品（图 3.17B）进行回收，随后在 Titan Krios G3i 300 kV 冷冻

透射电镜下，使用 EPU 软件在超分辨率（Superresolution）模式下收集了 2,786

张照片（图 3.17A）。数据收集时的放大倍数为 81K，像素大小为 1.07 Å，球差系

数为 2.7 mm，总电子剂量为 55 e-/Å2。 
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本研究使用 cryoSPARC 软件对收集的电镜照片进行处理。首先将 2,786 张

电镜照片导入 cryoSPARC，随后进行漂移校正（Motion Correction）以及衬度传

递函数（Contrast Transfer Function，CTF）估计与校正，使用斑点挑选（Blob picker）

自动选取 1,547,372 个颗粒，直径范围在 150 Å 至 220 Å 之间。接着以 400 像素

将这些颗粒提取，设置提取后的颗粒尺寸为 200 像素，共提取 1,271,848 个颗粒。

随后将这些颗粒进行二维分类（2D Classification），设置分成 100 个类别，手动

去除非蛋白颗粒的类别，剩下的颗粒再进行二维分类，保留具有明显结构特征（如

有两个 NBD 等）的类别。随后以二维分类的结果为模板 （Template picker）重新

挑选 4,060,769 个颗粒。选取直径在 150 Å 以内的颗粒，以 256 像素将这些颗粒

提取，设置提取后的颗粒尺寸为 128 像素，一共提取 3,692,980 个颗粒。接着将

这些颗粒进行两轮二维分类，此时可以在一些类别中观察到跨膜螺旋的骨架（图

3.17C），选取不同视角以及具有结构特征的类别，共 2,122,456 个颗粒。随后从

这些颗粒中选取 100,000 个进行三维模型重构（Ab-Initio Reconstruction），设置

生成四类密度图模型，接着将选取的二维分类所有颗粒对这些密度图异质修正

（Heterogenous Refinement）。结果显示，第一类密度图呈长条形（灰色密度图），

没有 NBD 结构域，可能是去垢剂胶束 （图 3.17A）；第二类（绿色密度图）与第

三类（紫色密度图）仅出现一个 NBD，另一个 NBD 可能因为柔性摆动而无法对

齐颗粒；第四类密度图（黄色密度图）具有两个完整的 NBD，且该密度图分辨率

最高，因此取该密度图的颗粒继续进行三维模型重构，设置生成三类密度图模型

然后再异质修正。随后以 256 像素提取分辨率最高的密度图颗粒（共 702,696 个

颗粒），重新进行三维模型重构与异质修正，选取分辨率最高的密度图（439,713

个颗粒）进行同质修正（Homogeneous Refinement）。接着进一步对密度图进行细

化，包括非均匀修正（Non-uniform Refinement）、全局 CTF 修正（Global CTF 

Refinement）以及局部修正（Local Refinement），最终得到整体分辨率为 3.2 Å 的

电镜密度图（图 3.17），其中 TMDs 以及 NBDs 大部分区域分辨率达到 3 Å，达

到搭建结构模型的条件。 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



第 3 章 实验结果 

78 
 

 

 
图 3.17 CTS 蛋白无配体状态下的冷冻电镜结构解析过程 

图注：A. 使用 cryoSPARC 软件对收集的冷冻电镜数据照片处理的流程图。在

cryoSPARC 中对最终的电镜密度图进行局部分辨率计算，随后在 ChimeraX 中

进行染色。数字为对应的颜色代表的分辨率（Å）。B. 来自本数据集的冷冻电

镜照片，比例尺为 20 nm。C. 计算本数据集的二维分类结果。D. 本数据集蛋

白颗粒的 FSC 曲线以及欧拉角分布图。E. 部分二维分类结果，这些类别中缺

失一个 NBD。 

3.6.2 CTS 蛋白的结构模型搭建 

在通过 cryoSPARC 计算得到最终密度图后对该密度图进行蛋白结构模型搭

建。首先在 Alphafold 数据库中搜索拟南芥 CTS 的预测结构模型 CTSAF （标识符

为 AF-Q94FB9-F1-v4），在 Chimera 软件中通过“fit in map”功能将 CTSAF 模型

放置于密度图中，发现 CTSAF 模型 TMD 之间开口更大，无法很好地与密度图匹

配。因此选择将两个 TMD 以及两个 NBD 截断，分别放置于密度图中，最后在

COOT 软件中使用“Merge molecules”功能再将 TMDs 以及 NBDs 连接起来，从
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而得到嵌合体 chCTS 密度图的初始结构模型。通过多次使用 COOT 软件手动修

正以及 Phenix 软件自动修正最终得到高度匹配的 chCTS 结构模型（表 3.1），最

终 1,178 个氨基酸氨基可以搭建在电镜密度图中，包括 Gly85-Gly427、Glu444-

Asp664、Gln711-Gly1081 以及 Asp1092-Gln1334。 

值得注意的是，在搭建结构模型过程中，N 末端 84 个氨基酸残基的电镜密

度缺失，可能是由于该部分出现柔性摆动从而无法对齐，类似于通过嵌合线虫同

源蛋白 H0 基序的方法解析的人类 ABCD1 以及 ABCD3 结构[54,59]。由于嵌合体

chCTS 蛋白是将拟南芥 CTS 蛋白 N 末端 79 个残基替换成线虫 PMP-4 的 N 末端

64 个残基，因此本研究搭建的 chCTS 结构模型实际上是拟南芥 CTS 的核心区域

结构模型，在后续结构分析中，该蛋白及结构直接称为 CTS 蛋白及结构。图 3.18

展示了跨膜螺旋以及 NBDs 的电镜密度。此外，在蛋白结构模型搭建完成后，在

TMDs 以及 NBDs 中均没有额外的电镜密度，因此认为本数据集解析的 CTS 蛋

白处于无配体（apo-form）状态。 

 
图 3.18 无配体状态下 CTS 跨膜螺旋以及 NBDs 的电镜密度 

图注：TM10 的等高线（contour level）为 3 σ，NBD1 中 Walker A 的等高线为 4 σ，
其余跨膜螺旋 TM1-9、TM11-TM12 以及 NBDs 的等高线为 5 σ。  
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表 3.1 无配体状态 CTS 蛋白冷冻电镜数据处理与结构模型的参数 

 Apo-form 

Data collection and processing  

Voltage (kV) 300 

Electron exposure (e-/Å2) 55 

Magnification 81,000 

Pixel size (Å) 1.07 

Defocus range (μm) -2.0 to -1.2 

Initial particles images (no.) 2,122,456 

Final particles images (no.) 439,713 

Map resolution (Å) 3.2 

Map resolution range (Å) 2.8-5.2 

FSC threshold 0.143 

Refinement  

Model resolution 3.2 

Map sharpening B factor (Å) -118.2 

Protein residues 1178 

Non-hydrogen atoms 9319 

B factors (Å2)  

Protein 45.45 

R.m.s.deviations  

Bond lengths (Å) 0.003 

Bond angles (°) 0.782 

Validation  

Molprobity score 1.98 

Clashscore 10.75 

Poor rotamers (%) 0.89 

Ramachandran plot  

Favored (%) 93.42 

Allowed (%) 6.58 

Disallowed (%) 0 

3.6.3 CTS 蛋白的整体结构分析 

CTS 蛋白是全转运体 ABC 转运蛋白，两个跨膜结构域 TMDs 以及两个核酸

结合结构域 NBDs 位于一条肽链上，形成“TMD1-NBD1-TMD2-NBD2”形式的
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拓扑结构（图 3.19A）。CTS 由 12 个跨膜螺旋（transmembrane helix，TM）组成，

TMD1 由 TM1 至 TM6 组成，TMD2 由 TM7-TM12 组成，其中 TM4 以及 TM10

均发生部分解旋，分成 a、b 两部分（图 3.19A）。每个 TMD 前面均有一个短的

轴螺旋（Elbow helix，EH），位于过氧化物酶体膜的外小叶。值得注意的是，CTS

是一种典型的Ⅳ型 ABC 转运蛋白[1]，来自 TMD1 的 TM4、TM5 与来自 TMD2

的 TM10、TM11 发生了结构域交换 （图 3.19C）。CTS 含有 4 个耦合螺旋 （Coupling 

helix，CH），TM2 与 TM3 之间的 CH1 以及 TM8 与 TM9 之间的 CH3 均嵌入同

侧 NBD 的凹槽中，TM4 与 TM5 之间的 CH2 以及 TM10 与 TM11 之间的 CH4 均

由于发生结构域交换而嵌入对侧 NBD 的凹槽中 （图 3.19B），这四个 CH 一起传

递 TMDs 与 NBDs 之间的构象变化。此外，CTS 还具有典型的Ⅳ型 ABC 转运蛋

白的特点，即除了 TM1 以及 TM7，其它 TM 较长，均延伸至细胞质，使得 NBDs

远离过氧化物酶体膜。 

 
图 3.19 无配体状态 CTS 蛋白的整体结构 

图注：A. CTS 的拓扑结构图，TMD1 以及 NBD1 用蓝色（lanthanum）表示，TMD2
以及 NBD2 用绿色（promethium）表示，过氧化物酶体膜平面用灰色矩形表示。

未解析的结构用虚线表示。B. 无配体状态 CTS 蛋白的卡通模式结构图。灰色

线条表示过氧化物酶体膜。C. 无配体状态 CTS 中 TMD 从过氧化物酶体膜内

小叶视角的俯视图（Top view）。 

无配体状态 CTS 处于向内封闭（inward-occluded）构象，类似于之前报道过

的 McjD 无配体状态结构[248]。McjD 也是一种典型的Ⅳ型 ABC 转运蛋白，在大
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肠杆菌中负责外排抗菌肽 MccJ25[248]。在 CTS 这种向内封闭的构象中，来自

TMD1 的 TM3-5 与来自 TMD2 的 TM9-11 相互靠近，使得底物的易位腔

（Translocation cavity）闭合（图 3.19B），NBDs 也相互靠近然而却并未发生二聚

化（图 3.20A）。人类 ABCD1 在无配体状态（PDB：7RRA）处于向内开口（inward-

facing）的构象[56]，其 TMD 之间的开口与 CTS 相比更大，且 NBDs 之间的距离

也更远（图 3.20B）。将无配体状态的 CTS 与 ABCD1 进行三维结构比对，1,034

个 α 碳原子产生 9.9 Å 的均方根偏差（root-mean-square-deviation，RMSD），这表

明无配体状态下 CTS 与 ABCD1 的三维结构之间存在巨大的构象差异。尽管本

研究中解析的 CTS 无配体状态处于向内封闭构象，TMD 闭合，开口较小，但在

数据处理过程中有一些类别的颗粒缺失一个 NBD（图 3.17E），猜测该 NBD 处于

柔性摆动中，这种 NBD 摆动使得底物从细胞质一侧进入底物结合口袋从而完成

跨膜转运。因此本研究认为解析所得的这种构象是 CTS 蛋白处于能量最低的稳

定状态。 

 
图 3.20 拟南芥 CTS 与人类 ABCD1 在无配体状态下的结构比对 

图注：A. 无配体状态 CTS 蛋白 NBDs 之间的距离，通常指一个 NBD 中 Walk A 基

序第一个 Gly 与另一个 NBD 特征基序中 Ser 的 α 碳原子的距离。B. 无配体状

态的 CTS 与人类 ABCD1 （PDB：7RRA）的三维结构比对结果，1,034 个 α 碳

原子产生的 RMSD 为 9.9 Å。 

3.7 CTS 与底物复合物的冷冻电镜结构解析与整体结构分析 

为了探究 CTS 蛋白识别以及转运底物的分子机制，本研究解析了多个不同

底物 （C12:0-CoA、IBA-CoA、2,4-DB-CoA）结合的 CTS 复合物结构，通过结构

比对以及底物结合位点的鉴定，提出了 CTS 的广谱底物特异性的分子基础以及

底物转运机制。 

3.7.1 CTS 与 C12:0-CoA 复合物冷冻电镜结构解析与结构模型搭建 

将 chCTS 蛋白与 300 μM C12:0-CoA 孵育 30 min 后进行冷冻样品制备。在
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收集了 2,931 张电镜照片后将其导入 cryoSPARC 进行处理，计算的步骤与解析

无配体 CTS 结果类似，最终通过 353,872 个颗粒解析得到整体分辨率为 3.4 Å 的

电镜密度图（图 3.21A）。其中 TMDs 的分辨率达到 3 Å，允许搭建结构模型；而

NBD1 分辨率较低，可能是由于柔性摆动导致。 

 
图 3.21 CTS 蛋白与 C12:0-CoA 复合物的冷冻电镜结构解析过程 

图注：A. 使用 cryoSPARC 软件对收集的冷冻电镜数据照片处理的流程图。在

cryoSPARC 中对最终的电镜密度图进行局部分辨率计算，随后在 ChimeraX 中

进行染色。数字为对应的颜色代表的分辨率（Å）。B. 来自本数据集的冷冻电

镜照片，比例尺为 20 nm。C. 计算本数据集的二维分类结果。D.本数据集蛋白

颗粒的 FSC 曲线以及欧拉角分布图。 

将无配体状态 CTS 的密度图与本数据集解析所得的密度图进行比对，发现

此次的密度图 TMD 开口更大，蛋白处于一种新的构象，这暗示着底物 C12:0-CoA

可能与 CTS 蛋白结合。因此将无配体状态 CTS 的结构分成 N 端（TMD1 以及

NBD1）与 C 端（TMD2 以及 NBD2）两部分，分别放置于密度图中，最后在 COOT
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软件中使用“Merge molecules”功能再将 N 端与 C 端合并，从而得到 CTS 与

C12:0-CoA 复合物密度图的初始结构模型。类似地，多次使用 COOT 软件手动修

正以及 Phenix 软件自动修正最终得到高度匹配的 CTS 蛋白结构模型（表 3.2），

最终 1,190 个氨基酸氨基可以搭建在电镜密度图中 （图 3.22），包括 Gly86-Gly427、

Glu444-Asp664 以及 Gln711-Gln1337。 

 
图 3.22 C12:0-CoA 结合的 CTS 结构中跨膜螺旋、NBDs 以及底物分子的电镜密度 

图注：NBD1 的等高线（contour level）为 3 σ，其余跨膜螺旋、NBD2、C12:0-CoA
以及 CHS 的等高线为 5 σ。 

在整体蛋白结构模型搭建完成后，在 TMD 区域存在额外的环形电镜密度。

由于 chCTS 蛋白的纯化条件相同，此次只额外添加了底物 C12:0-CoA，因此推

测该密度可能是C12:0-CoA的密度。从 PDB数据库中下载C12:0-CoA的 SMILES

号（三字母化学 ID 为 DCC），利用 Phenix 软件生成 PDB 文件以及 cif 文件，随

后将 C12:0-CoA 的结构放置于该密度中，发现 C12:0-CoA 分子可以很好地匹配

该密度（图3.22），因此本数据集解析的结构为C12:0-CoA结合（C12:0-CoA bound）

的 CTS 结构。此外，在脂肪酰基的烃链末端还发现了一个长条形状的电镜密度。

由于在溶解膜蛋白时加入了 CHS，因此首先将 CHS 分子放置于该密度中，CHS

分子也可以很好地匹配该密度（图 3.22）。 
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表 3.2 CTS 与 C12:0-CoA 复合物冷冻电镜数据处理与结构模型的各项参数 

 C12:0-CoA bound 

Data collection and processing  

Voltage (kV) 300 

Electron exposure (e-/Å2) 55 

Magnification 81,000 

Pixel size (Å) 1.07 

Defocus range (μm) -2.0 to -1.2 

Initial particles images (no.) 1,602,492 

Final particles images (no.) 463,288 

Map resolution (Å) 3.4 

Map resolution range (Å) 2.8-5.2 

FSC threshold 0.143 

Refinement  

Model resolution 3.4 

Map sharpening B factor (Å) -142.2 

Protein residues 1190 

Non-hydrogen atoms 9512 

Ligand A C12:0-CoA molecule 

B factors (Å2)  

Protein 66.01 

Ligand 48.68 

R.m.s.deviations  

Bond lengths (Å) 0.004 

Bond angles (°) 0.732 

Validation  

Molprobity score 1.94 

Clashscore 11.26 

Poor rotamers (%) 0.68 

Ramachandran plot  

Favored (%) 94.51 

Allowed (%) 5.49 

Disallowed (%) 0 
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3.7.2 CTS 与 C12:0-CoA 复合物的整体结构分析 

C12:0-CoA结合的CTS蛋白呈现向内开口（inward-facing）的构象（图3.23A），

其中 C12:0-CoA 分子结合在 TMD1 和 TMD2 之间的两亲性空腔中（图 3.23C），

位于过氧化物酶体基质侧膜小叶且更靠近 TMD2（图 3.23B）。在脂肪酸 C12 末

端，一个 CHS 分子紧接着结合在疏水口袋（图 3.23C），可能为 C12:0-CoA 提供

另外的疏水作用界面。 

 
图 3.23 C12:0-CoA 结合的 CTS 蛋白整体结构 

图注：A. CTS 与 C12:0-CoA 复合物的卡通模式结构图。C12:0-CoA 分子与 CHS 分

子分别以黄色、灰色球体（sphere）显示。B. CTS 与 C12:0-CoA 复合物 TMD
的俯视图（从过氧化物酶体膜内小叶）。C12:0-CoA 分子与 CHS 分子分别以黄

色、灰色棒状显示，电镜密度以黑色网格显示。C. C12:0-CoA 结合口袋表面电

势，设置的电势范围为-100 Kt/e（红色）至 100 Kt/e（蓝色）。 

将 C12:0-CoA 结合的 CTS 与无配体状态 CTS 进行三维结构比对，1,077 个

α 碳原子产生的 RMSD 为 4.96 Å，这表明在 C12:0-CoA 分子结合后蛋白发生了

明显的构象变化。具体而言，C12:0-CoA 结合的 CTS 蛋白 TMD 开口更大（图

3.24A），其中 TM1-2、TM4-5、TM7、TM9、TM11-12 均向两侧移动 4-5 Å（图

3.24B），TM3、TM6、TM8 及 TM10 向两侧移动距离更大，约 6-8 Å （图 3.24B），

为底物 C12:0-CoA 的结合提供足够的空间。此外，NBD1 也发生了明显的构象变
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化，向后移动约 11 Å（图 3.24C），NBD2 整体摆动很小，因此猜测 NBD1 的相

对摆动为底物进入 TMD 提供了入口。 

 
图 3.24 C12:0-CoA 结合的 CTS 与无配体状态 CTS 的结构比对 

图注：A. 无配体状态 CTS 与 C12:0-CoA 结合的 chCTS 整体结构比对结果。B. TMDs
在 C12:0-CoA 结合后发生的构象变化。C. C12:0-CoA 结合的 CTS 结构中 NBDs
之间的距离。 

对底物结合口袋进行分析，CoA 的 3′-磷酸 ADP 部分被包埋在主要由极性残

基形成的亲水口袋中。具体而言（图 3.25），嘌呤环与 TM5 的 Thr350、TM7 的

Asn784、TM8 的 Ser806 以及 TM5 的 Tyr346 主链形成氢键而被稳定；核糖的 3′-

磷酸与 TM5 的 Lys345 和 TM7 的 Arg773 形成盐桥，此外还与 TM5 的 Tyr346、

TM7 的 Ser777 及 TM12 的 Gln1043 形成氢键；二磷酸基团除了与 TM12 的

Arg1035 形成盐桥，还与 Ser1039 及 Ser1042 形成氢键相互作用；酰基链与 Thr385

形成氢键。此外，连接 3′-磷酸 ADP 和脂肪酰基链的泛酸和半胱胺在由 TM1 的

Phe134 与 TM11 的 Trp1007 形成的弓形疏水腔处向后弯曲，整个分子折叠成“U”

型，使得脂肪酰基的烃链指向细胞质并结合在一个由异亮氨酸簇（I356、I381 以

及 I389）形成的疏水腔中（图 3.25A）。 
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图 3.25 底物 C12:0-CoA 结合口袋分析 

图注：A. 底物 C12:0-CoA 分子的结合口袋。C12:0-CoA 以黄色球体棒状形式展示，

与底物相互作用的残基以棒状展示。氢键以黑色虚线展示，盐桥以粉色虚线展

示。B. 使用 LigPlot+软件分析得出 C12:0-CoA 与 chCTS 蛋白相互作用网络。

C. 油料种子植物 CTS 同源蛋白的 TMDs 序列比对结果。各物种 CTS 蛋白的

Uniprot 编号：Arabidopsis thaliana （拟南芥），Q94FB9；Brassica napus （油菜），

A0A816N9V8；Ricinus communis （蓖麻），B9RQ07；Arachis hypogaea （花生），

A0A444X104；Nicotiana sylvestris （烟草），A0A1U7VWC1；Sesamum indicum
（芝麻），A0A6I9US45；Triticum aestivum （小麦），A0A3B6EV19；Prunus persica
（桃树），A0A251QD25。与 C12:0-CoA 分子相互作用的残基用椭圆标记，其

中极性残基为蓝色，疏水残基为洋红色。 

此外，多序列比对结果显示，所有与 3′-磷酸 ADP 部分形成极性相互作用的

残基在这些油料种子植物中均高度保守（图 3.25C），如 K345、Y346、T350、R773、

N784 以及 R1035；在泛酸部分提供疏水作用的 F134 以及 W1007 也是高度保守
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的；为脂肪酰基烃链提供疏水环境的 I356 以及 I389 高度保守，I381 虽然不是保

守的，但其它植物中的 L381 提供的疏水性与 I381 类似，因此异亮氨酸簇的疏水

性是保守的。总体而言，与 C12:0-CoA 分子相互作用残基保守，暗示着这些油料

种子植物的 CTS 蛋白将脂肪酰基辅酶 A 从细胞质转运进入过氧化物酶体的方式

可能也是保守的。 

为了进一步探究底物 C12:0-CoA 结合的关键残基，将与 C12:0-CoA 相互作

用的氨基酸残基进行突变并测定底物刺激下的 ATPase 活性。结果表明，与野生

型 WT 相比，与 3′-磷酸 ADP 部分形成极性相互作用的氨基酸残基发生突变（如

K345A、Y346A、T350A、R773A、N784A、S806A 以及 R1035A）均会降低底物

刺激的 ATPase 活性 （图 3.26），其中，K345A、R773A 以及 N784A 的 ATPase 活

性降低最为明显，分别为 WT 的 31.2%、38.7%以及 38.4%，说明 K345、R773 以

及 N784 对于底物 C12:0-CoA 的结合至关重要。值得注意的是，当残基 R1035 以

及 S810 发生突变时，植物降解种子储存脂质的功能存在缺陷，幼苗无法正常生

长[50]。突变体的 ATPase 活性实验显示，R1035A 突变体的 ATPase 活性降低为

WT 的 55%，S810N 突变体的 ATPase 活性更是降为 WT 的 33.4% （图 3.26）。对

底物结合的 CTS 结构进行分析，R1035 突变的植株功能缺陷可能是其影响了底

物的识别与结合，使得底物刺激的 ATPase 活性降低；S810 虽然与 C12:0-CoA 没

有直接的相互作用，但其位于 C12:0-CoA 分子附近，推测在底物转运过程的其它

构象状态中，S810 可能对底物分子的结合发挥关键作用。此外，突变体 F134A

以及 W1007A 底物刺激的 ATPase 活性也降低至 WT 的 50%（图 3.26），表明该

残基与泛酸之间的相互作用对于 C12:0-CoA 的结合也十分重要。 

 
图 3.26 C12:0-CoA 相互作用残基突变体的 ATPase 活性 

图注：底物结合口袋相互作用残基突变体在底物刺激下的 ATPase 活性，每组实验

重复 3 次，误差条表示平均值±标准差。使用 One-way ANOVA 进行显著性分

析，***表示 P 值<0.001。 
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3.7.3 CTS 与 IBA-CoA 复合物的冷冻电镜结构解析与结构模型搭建 

将收集的 2,524 张电镜照片导入 cryoSPARC 进行计算，数据处理过程与前

文解析 C12:0-CoA 结合的 CTS 复合物结构类似，最终 353,872 个颗粒计算得到

整体分辨率为 3.2 Å 的电镜密度图（图 3.27）。对密度图进行局部分辨率计算，

TMDs 的分辨率达到 3 Å，允许搭建结构模型，而 NBD1 由于柔性摆动所以分辨

率较低。 

 
图 3.27 CTS 蛋白与 IBA-CoA 复合物的冷冻电镜结构解析过程 

图注：A. 使用 cryoSPARC 软件对收集的冷冻电镜数据照片处理的流程图。在

cryoSPARC 中对最终的电镜密度图进行局部分辨率计算，随后在 ChimeraX 中

进行染色。数字为对应的颜色代表的分辨率（Å）。B. 来自本数据集的冷冻电

镜照片，比例尺为 20 nm。C. 计算本数据集的二维分类结果。D.本数据集蛋白

颗粒的 FSC 曲线以及欧拉角分布图。 
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将此次计算得到的密度图与无配体状态 CTS 的密度图进行比较，发现两者

的构象不同，此次获得的密度图开口更大，因此猜测 IBA-CoA 分子可能与蛋白

结合。随后将此次的密度图与 C12:0-CoA 结合 chCTS 的密度图进行比对，发现

两者构象大致相同，TMD 开口大小类似，这也暗示 IBA-CoA 可能与蛋白结合。

因此，取 C12:0-CoA 结合的 CTS 结构为初始结构模型，通过多次手动修正以及

自动修正得到高度匹配的 chCTS 蛋白结构模型（表 3.3），最终 1190 个氨基酸氨

基可以搭建在电镜密度图中（图 3.28），包括 Gly86-Gly427、Glu444-Asp664 以

及 Gln711-Gln1337。 

与解析 C12:0-CoA 结合的 CTS 结构类似，TMD 区域也存在额外的环形电镜

密度，因此推测可能是 IBA-CoA 的密度。首先，利用 COOT 生成 IBA-CoA 的

SMILES 号，再通过 Phenix 生成 pdb 文件以及 cif 文件。随后将 IBA-CoA 的结构

放置于该密度中，发现 IBA-CoA 分子可以很好地匹配该密度（图 3.28），因此本

数据集解析的结构为 IBA-CoA 结合（IBA-CoA bound）的 CTS 结构。此外，在

IBA 部分的腺苷头部也发现了一个长条形状的电镜密度，基于前面解析 CTS 与

C12:0-CoA 复合物结构的经验，认为该密度是 CHS 的密度。随后将 CHS 分子放

置于该密度中，CHS 分子可以很好地匹配该密度（图 3.28）。 

 
图 3.28 CTS 与 IBA-CoA 复合物结构中跨膜螺旋、NBDs 以及底物分子的电镜密度 

图注：NBD1 的等高线（contour level）为 3 σ，其余跨膜螺旋、NBD2、IBA-CoA 以

及 CHS 的等高线为 5 σ。 
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表 3.3 CTS 与 IBA-CoA 复合物冷冻电镜数据处理与结构模型的各项参数 

 IBA-CoA bound 

Data collection and processing  

Voltage (kV) 300 

Electron exposure (e-/Å2) 55 

Magnification 81,000 

Pixel size (Å) 1.07 

Defocus range (μm) -2.0 to -1.2 

Initial particles images (no.) 1,164,878 

Final particles images (no.) 353,872 

Map resolution (Å) 3.2 

Map resolution range (Å) 2.8-5.2 

FSC threshold 0.143 

Refinement  

Model resolution 3.2 

Map sharpening B factor (Å) -109.3 

Protein residues 1190 

Non-hydrogen atoms 9515 

Ligands An IBA-CoA molecule 

B factors (Å2)  

Protein 40.2 

Ligand 16.29 

R.m.s.deviations  

Bond lengths (Å) 0.003 

Bond angles (°) 0.691 

Validation  

Molprobity score 1.97 

Clashscore 10.77 

Poor rotamers (%) 0.58 

Ramachandran plot  

Favored (%) 93.58 

Allowed (%) 6.42 

Disallowed (%) 0 
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3.7.4 CTS 与 2,4-DB-CoA 复合物的冷冻电镜结构解析与结构模型搭建 

将收集的 3,981 张电镜照片导入 cryoSPARC 进行计算，数据处理过程与前

文解析 C12:0-CoA 结合的 CTS 复合物结构类似，最终 572,683 个颗粒计算得到

整体分辨率为 3.5 Å 的电镜密度图（图 3.29）。对密度图进行局部分辨率计算，

TMDs 的分辨率达到 3 Å，允许搭建结构模型，而 NBD1 由于柔性摆动所以分辨

率较低。 

 
图 3.29 CTS 蛋白与 2,4-DB-CoA 复合物的冷冻电镜结构解析过程 

图注：A. 使用 cryoSPARC 软件对收集的冷冻电镜数据照片处理的流程图。在

cryoSPARC 中对最终的电镜密度图进行局部分辨率计算，随后在 ChimeraX 中

进行染色。数字为对应的颜色代表的分辨率（Å）。B. 来自本数据集的冷冻电

镜照片，比例尺为 20 nm。C. 计算本数据集的二维分类结果。D. 本数据集蛋

白颗粒的 FSC 曲线以及欧拉角分布图。 
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通过比较发现，此次计算得到的密度图与无配体状态 CTS 的密度图相比开

口更大；与 C12:0-CoA 结合、IBA-CoA 结合的 CTS 密度图进行比对，三者构象

大致相同，TMD 开口大小相同，因此推测 2,4-DB-CoA 分子可能与蛋白结合。类

似地，将 C12:0-CoA 结合的 CTS 结构作为初始结构模型，通过多次手动修正以

及自动修正得到高度匹配的 CTS 蛋白结构模型（表 3.4）。最终 1,191 个氨基酸氨

基可以搭建在电镜密度图中，包括 Gly86-Asp428、Glu444-Asp664 以及 Gln711-

Gln1337 （图 3.30）。此外，在 TMD 也发现了额外的密度，推测为 2,4-DB-CoA，

利用 COOT 生成 2,4-DB-CoA 的 SMILES 号，再通过 Phenix 生成 pdb 文件以及

cif 文件。将 2,4-DB-CoA 分子搭建到该密度中，发现可以很好地匹配（图 3.30）。

类似地，在 2,4-DB 头部也发现了 CHS 的密度（图 3.30）。 

 
图 3.30 CTS 与 2,4-DB-CoA 复合物结构跨膜螺旋、NBDs 以及底物分子的电镜密度 

图注：NBD1 以及 CHS 的等高线（contour level）为 3 σ，其余跨膜螺旋、NBD2 的

等高线为 5 σ。 
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表 3.4 CTS 与 2,4-DB-CoA 复合物冷冻电镜数据处理与结构模型的各项参数 

 2,4-DB-CoA bound 

Data collection and processing  

Voltage (kV) 300 

Electron exposure (e-/Å2) 55 

Magnification 81,000 

Pixel size (Å) 1.07 

Defocus range (μm) -2.0 to -1.2 

Initial particles images (no.) 1,922,576 

Final particles images (no.) 572,683 

Map resolution (Å) 3.5 

Map resolution range (Å) 2.8-5.2 

FSC threshold 0.143 

Refinement  

Model resolution 3.5 

Map sharpening B factor (Å2) -121.2 

Non-hydrogen atoms 9523 

Protein residues 1191 

Ligands A 2,4-DB-CoA molecule 

B factors (Å2)  

Protein 49.78 

Ligand 28.05 

R.m.s.deviations  

Bond lengths (Å) 0.003 

Bond angles (°) 0.876 

Validation  

Molprobity score 2.04 

Clashscore 11.39 

Poor rotamers (%) 0.19 

Ramachandran plot  

Favored (%) 92.49 

Allowed (%) 7.51 

Disallowed (%) 0 
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3.7.5 CTS 与 IBA-CoA 复合物、2,4-DB-CoA 复合物的整体结构分析 

IBA-CoA 结合的 CTS 蛋白与 2,4-DB-CoA 结合的蛋白均为向内开口的构象

（图 3.31A、C），与 C12:0-CoA 结合的 CTS 类似，且开口比无配体状态 CTS 大。

IBA-CoA 分子与 2,4-DB-CoA 分子均结合在 TMD1 与 TMD2 之间的空腔，且更

靠近 TMD2 一侧 （图 3.31B、D）。此外，与 CTS 与 C12:0-CoA 复合物结构类似，

IBA-CoA 结合的 CTS 以及 2,4-DB-CoA 结合的 CTS 结构中酰基链末端均发现一

个 CHS 分子，CHS 位于过氧化物酶体膜内外小叶之间，而底物 IBA-CoA 以及

2,4-DB-CoA 更靠近内小叶（图 3.31A、C）。 

 
图 3.31 IBA-CoA 结合以及 2,4-DB-CoA 结合的 CTS 蛋白整体结构 

图注：A 与 C 分别为 CTS 与 IBA-CoA 复合物（A）、与 2,4-DB-CoA 复合物（C）
的卡通模式结构图。IBA-CoA 分子、2,4-DB-CoA 分子以及 CHS 分子分别以粉

红色（salmon）、蓝灰色（slate）以及灰色球体显示。B 与 D 分别为 CTS 与 IBA-
CoA 复合物以及与 2,4-DB-CoA 复合物中 TMD 的俯视图。IBA-CoA 分子、2,4-
DB-CoA 分子以及 CHS 分子分别以粉红色、蓝灰色以及灰色棒状显示，电镜

密度以黑色网格显示。 

与 C12:0-CoA 类似，IBA-CoA 及 2,4-DB-CoA 结合后，CTS 发生了明显的构

象变化，TMD 开口变大（图 3.32A、D），其中 TM1-2、TM4-5、TM7、TM9、

TM11-12 均向两侧移动 4-5 Å（图 3.32B、E），TM3、TM6、TM8 及 TM10 向两

侧移动距离更大，约 6-8 Å （图 3.32B、E），为底物分子的结合提供足够的空间。
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此外，NBD1 也发生了明显的构象变化，向后移动约 10 Å （图 3.32C、F），NBD2

整体摆动很小。 

 
图 3.32 IBA-CoA 及 2,4-DB-CoA 结合的 CTS 与无配体状态 CTS 的结构比对 

图注：A 与 D. IBA-CoA（A）及 2,4-DB-CoA（D）结合的 CTS 分别与无配体状态

CTS 进行三维结构比对，产生的 RMSD 分别为 5.28 Å （1,174 个 α 碳原子）及

5.21 Å（1,159 个 α 碳原子）。B 与 E. TMDs 在 IBA-CoA（B）及 2,4-DB-CoA
（E）结合后发生的构象变化。C 与 F. IBA-CoA（C）及 2,4-DB-CoA（F）结

合的 CTS 结构中 NBDs 之间的距离。 

IBA-CoA 分子与 2,4-DB-CoA 分子均结合在 TMDs 之间的两亲性空腔（图

3.33），其中，辅酶 A 头部与 IBA、2,4-DB 均结合在疏水口袋，核糖 3'-磷酸以及

ADP 二磷酸结合在碱性表面，与 C12:0-CoA 分子类似。此外，CHS 分子结合在

酰基链末端，可能为底物的稳定结合提供疏水作用界面（图 3.33）。 

 
图 3.33 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 结合口袋电势 

图注：设置的电势范围为-100 Kt/e（红色）至 100 Kt/e（蓝色）。 
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对底物 IBA-CoA、2,4-DB-CoA 相互作用残基进行分析（图 3.34），辅酶 A 头

部的腺苷环与 Thr350、Asn784 以及 Ser806 形成氢键从而嵌入一个疏水口袋；核

糖 3'-磷酸除了与 Lys345、Arg773 形成盐桥，还与 Tyr346、Ser777 以及 Gln1043

形成氢键；ADP 的二磷酸部分与 Arg1035 形成盐桥，与 Ser1039、Ser1042 形成

氢键。此外，IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 的泛酸部分均与来自 TM6 的 Arg382 形

成氢键，且 2,4-DB-CoA 的泛酸部分还与来自 TM11 的 T1006 形成氢键，这在

C12:0-CoA 结合口袋中并没有观察到。IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 分子的半胱胺

部分也在 F134、W1007 形成的弓形疏水腔出向后弯曲。末尾的酰基链与 C12 类

似，被周围疏水的的异亮氨酸簇包围，整个分子呈现一个未闭合的环状结构。多

序列比对结果表明，R382以及T1006在油料种子植物中也是高度保守（图 3.25），

表明这些植物中转运 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 的方式可能也是保守的。 

 
图 3.34 物 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 的结合口袋分析 

图注：A 与 B. 底物 IBA-CoA （A）以及 2,4-DB-CoA （B）的结合口袋。IBA-CoA
与 2,4-DB-CoA 分别以粉色与蓝灰色球体棒状形式展示，与底物相互作用的残

基以棒状展示。氢键以及盐桥以黑色虚线展示。C 与 D. 使用 LigPlot+软件分

析得出 IBA-CoA（C）、2,4-DB-CoA（D）与 CTS 蛋白相互作用网络。 



第 3 章 实验结果 

99 
 

此外，突变体的 ATPase 活性实验结果显示，与野生型 WT 相比，与辅酶 A

部分形成极性相互作用的氨基酸残基发生突变均会降低底物 IBA-CoA与2,4-DB-

CoA 刺激的 ATPase 活性 （图 3.35），如 K345A、Y346A、T350A、R382A、R773A、

N784A 以及 R1035A；突变体 F134A 以及 W1007A 底物刺激的 ATPase 活性也严

重降低，表明该残基提供的疏水界面对于 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 的结合也十

分重要。 

 
图 3.35 底物相互作用残基突变体的 ATPase 活性 

图注：对 IBA-CoA （A）与 2,4-DB-CoA （B）底物结合口袋相互作用残基突变体在

底物刺激下的 ATPase 活性，每组实验重复 3 次，误差条表示平均值±标准差。

使用 One-way ANOVA 进行显著性分析，***表示 P 值<0.001，**表示 P 值＜

0.01。 

3.7.6 CTS 与不同酰基辅酶 A 结合复合物的整体比对 

对本研究解析的三种底物结合的 CTS 复合物结构进行三维结构比对，结果

显示（图 3.36A），这三种底物结合的 CTS 处于相同的向内开口构象，且 TMDs

之间的开口大小相同，NBD2也处于相同位置，NBD1存在小幅度摆动（图3.36A）。

底物分子C12:0-CoA、IBA-CoA以及 2,4-DB-CoA结合在同一个口袋（图 3.36B），

辅酶 A 的腺苷以及二磷酸部分几乎完全重合，来自 TM5/7/12 的极性残基负责固

定 CoA 头部，TM5/6/11 的疏水残基负责结合酰基链。值得注意的是，酰基链在

TM1/11 的疏水界面折叠，使得整个底物分子呈现“U”形结合在两亲性口袋。此

外，在底物分子酰基链末端均有一个 CHS 分子结合，并且随着酰基链长度变化，

CHS 的相对位置也不同（图 3.36C），对于短链酰基辅酶 A，CHS 会进入部分底

物结合口袋的疏水腔；对于长链酰基辅酶 A，CHS 则会退出该疏水腔将空间留给

酰基链。 
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图 3.36 不同底物结合的 CTS 复合物结构比对 

图注：A. CTS 与 C12:0-CoA 复合物（黄色）、IBA-CoA 复合物（粉色）以及 2,4-DB-
CoA 复合物（灰蓝色）的整体结构比对，底物 C12:0-CoA、IBA-CoA、2,4-DB-
CoA 以及 CHS 均以球体展示。B. 底物结合口袋处三种底物分子的位置比对。

C12:0-CoA（黄色）、IBA-CoA（粉色）以及 2,4-DB-CoA（灰蓝色）以棒状形

式展示。C. 底物分子与 CHS 相对位置比对。其中，C12:0-CoA、IBA-CoA 以

及 2,4-DB-CoA分别展示为黄色、粉色以及蓝灰色棒状，CHS展示为灰色棒状。 

3.8 CTS 与核苷酸复合物的冷冻电镜结构解析与整体结构分析 

3.8.1 CTS 与核苷酸复合物的冷冻电镜结构解析与结构模型搭建 

ABC 转运蛋白通过 NBD 结合、水解 ATP 以及释放磷酸根，驱动 TMD 发生

构象变化从而使得底物分子进行跨膜易位[2]。为了更好地理解 CTS 转运底物的

过程，本研究尝试解析转运循环中不同阶段的构象结构。 

多序列比对结果显示，CTS 蛋白 NBD2 结构域中 H 开关的组氨酸退化为谷

氨酰胺 （Q1305） （图 3.8B），这表明 CTS 蛋白只存在一个 ATPase 活性位点。当

NBD1 中负责极化水分子的谷氨酸突变成谷氨酰胺（记为 E607Q 突变）后，CTS

的 ATPase 活性几乎完全丧失（图 3.8A），推测此时 ATP 可以结合在 NBD 二聚

化界面但无法被水解为 ADP 与 Pi。因此，本研究在制备冷冻电镜样品时加入 300 

μM C12:0-CoA 以及 10 mM ATP/Mg2+与 chCTS 突变体 E607Q （记为 chCTSE607Q）
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孵育，期望得到底物转运后的构象结构。后续收集了 2,577 张电镜照片，通过

cryoSPARC 软件进行数据处理，最终通过 298,382 个颗粒重构得到整体分辨率为

3.2 Å 的电镜密度图（图 3.37）。 

 
图 3.37 嵌合体 chCTS 蛋白与 ATP 复合物的冷冻电镜结构解析过程 

图注：A. 使用 cryoSPARC 软件对收集的冷冻电镜数据照片处理的流程图。在

cryoSPARC 中对最终的电镜密度图进行局部分辨率计算，随后在 ChimeraX 中

进行染色。数字为对应的颜色代表的分辨率（Å）。B. 来自本数据集的冷冻电

镜照片，比例尺为 20 nm。C. 计算本数据集的二维分类结果。D.本数据集蛋白

颗粒的 FSC 曲线以及欧拉角分布图。 

观察本次计算得到的电镜密度图，发现其 TMD 开口较小，与底物结合的构

象明显不同；随后将其与无配体状态 CTS 的电镜密度图进行比对，发现两者开

口大致相似，因此取无配体状态 CTS 结构作为初始模型，利用 COOT 以及 phenix

软件进行修正，最终 1,210 个氨基酸氨基可以搭建在电镜密度图中，包括 Gly85-

Asp428、Ser443-Asp663、Asp680- Gly1081 以及 Asp1092-Gln1334 （图 3.38）。在

搭建完蛋白的结构后，发现在 NBD 二聚化界面有额外的电镜密度，考虑到在制
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备冷冻电镜样品时加入 ATP/Mg2+，尝试将 ATP/Mg2+放置于该密度中，发现能很

好地匹配，因此此次数据解析的为 CTS 与 ATP 结合复合物的结构。 

 
图 3.38 CTS 与 ATP 复合物结构中跨膜螺旋、NBDs 以及 ATP/Mg2+的电镜密度 

图注：TM10 的等高线（contour level）为 3 σ，其余跨膜螺旋、NBDs 以及 ATP/Mg2+

的等高线为 5 σ。 
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表 3.5 CTS 与 ATP 复合物冷冻电镜数据处理与结构模型的各项参数 

 ATP-bound 

Data collection and processing  

Voltage (kV) 300 

Electron exposure (e-/Å2) 55 

Magnification 81,000 

Pixel size (Å) 1.07 

Defocus range (μm) -2.0 to -1.2 

Initial particles images (no.) 1,602,492 

Final particles images (no.) 463,288 

Map resolution (Å) 3.2 

Map resolution range (Å) 2.8-5.2 

FSC threshold 0.143 

Refinement  

Initial mode used  

Model resolution 3.2 

Map sharpening B factor (Å2) -125.7 

Non-hydrogen atoms 9628 

Protein residues 1210 

Ligands Two ATP molecules and two Mg2+ 

B factors (Å2)  

Protein 82.53 

Ligand 83.42 

R.m.s.deviations  

Bond lengths (Å) 0.003 

Bond angles (°) 0.602 

Validation  

Molprobity score 1.87 

Clashscore 10.18 

Poor rotamers (%) 0.1 

Ramachandran plot  

Favored (%) 95.01 

Allowed (%) 4.99 

Disallowed (%) 0 
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3.8.2 CTS 与核苷酸复合物的整体结构分析 

在 ATP 结合的 CTS 蛋白结构中，ATP 结合在 NBDs 二聚化界面，耦合螺旋

将 NBDs 的构象变化传递给 TMDs 使得 TMDs 相互靠近，底物的结合口袋被挤

压使得底物被释放进入过氧化物酶体，朝向过氧化物酶体基质的底物易位通道阀

门部分关闭（图 3.39A），整体结构呈现为向外闭合（outward-occluded）的瞬时

中间构象，类似于以前报道的 McjD 与 AMP-PMP 复合物结构[248]以及 TmrAB 与

ATP 复合物结构[249]。由于两个 ATP 水解位点发生突变，因此两个 ATP 分子尚未

发生水解，只对称结合在核酸结合位点（nucleotide-binding site，NBS）（图3.39C）。

将 ATP 结合的 CTS 与 ATP 结合的 hABCD1 （PDB：7VX8）进行三维结构比对，

777 个 α 碳原子产生的 RMSD 为 1.08 Å，表明两者具有明显的构象差异。这种构

象差异主要是由位于过氧化物酶体内小叶侧的 TMD 开口大小不同引起的，其中

hABCD1 的 TMD 向过氧化物酶体开放，底物被释放进入过氧化物酶体；CTS 的

TMD 在底物释放后 TMD 闭合，蛋白即将恢复向细胞质侧开口的中间状态。 

 
图 3.39 CTS 与 ATP 复合物的整体结构 

图注：A. CTS 与 ATP 复合物的卡通模式结构图，ATP 分子以黄色棒状显示，镁离

子以绿色球体显示。B. CTS 与 ATP 复合物二聚化界面。ATP 与镁离子的电镜

密度以黑色网格显示。C. 每个核酸结合位点处 ATP 的结合口袋。与 ATP 相互

作用的保守基序已在图中标注。D. ATP 结合的 CTS 及 hABCD1 （PDB:7VX8）
结构比对结果，777 个 α 碳原子产生的 RMSD 为 1.08 Å。 
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将 ATP 结合的 CTS 结构与无配体状态 CTS 结构进行比对，912 个 α 碳原子

产生的 RMSD 为 0.69 Å，这表明两个结构的构象差异较小（图 3.40A）。通过结

构比对发现，在 CTS 与 ATP 复合物结构中，连接 NBD1 与 TMD2 的连接螺旋

（linker helix，LH）结构可以被搭建（图 3.40B、C），而在无配体状态 CTS 结构

中 LH 结构由于柔性摆动使得电镜密度不可见。序列比对结果显示（图 3.40D），

LH 与 hABCD1 的 C 端交叉螺旋 （crossover）具有序列相似性，hABCD1 交叉螺

旋对 NBDs 二聚化具有重要功能，缺失时会显著降低 ATPase 活性[54]，因此猜测

拟南芥 CTS 的连接螺旋 LH 可能具有类似的调节 NBDs 二聚化功能。此外通过

结构分析，尽管无配体 CTS 与 ATP 结合的 CTS 构象差异小，但 ATP 结合的 CTS

结构中 NBDs 之间的距离与无配体 CTS 相比明显缩短，约为 6 Å （图 3.40E）。在

NBD1 中的核酸结合位点处，A 环中的 F458、Q 环中的 Q532 以及 Walker B 基

序明显向外移动，为 ATP 的结合提供足够空间，类似的残基移动在 NBD2 中也

存在（图 3.40F）。 

 
图 3.40 ATP 结合的 CTS 与无配体 CTS 的结构比对 

图注：A. ATP 结合的 CTS 与无配体 CTS 的整体结构比对，连接螺旋 LH 以橙色表

示。B. ATP 结合的 CTS 复合物中 LH 从细胞质侧内小叶视角的仰视图。LH 结

合在 NBD1 与 NBD2 之间。C. ATP 结合的 CTS 结构中 LH 的电镜密度，等高

线为 2.5 σ。D. LH 的多序列比对结果，各物种缩写与图 3.25 相同。E. 无配体

状态 chCTS 与 ATP 结合的 CTS 结构中 NBDs 之间的距离。F. ATP 结合的 CTS
与无配体 CTS 结构中 ATP 的结合口袋变化。灰色为无配体 CTS 结构，蓝色为

ATP 结合的 CTS。 

将 ATP 结合的 CTS 分别与 C12:0-CoA 结合、IBA-CoA 结合以及 2,4-DB-

CoA 结合的 CTS 进行三维结构比对，产生的 RMSD 分别为 5.35 Å（1075 个 α 碳

原子）、5.6 Å（1161 个 α 碳原子）、5.66 Å（1174 个 α 碳原子），表明 ATP 结合后
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CTS 结构发生明显的构象变化。与底物结合的 CTS 结构相比，ATP 结合的 CTS

结构中跨膜螺旋均相互靠近，其中两个肘螺旋、TM1-3、TM6、TM8-10 发生明

显的移动（图 3.41A）；此外，NBDs 也相互靠近，S583 与 G1133 之间的距离缩

短了约 14 Å，G484 与 S1254 之间的距离缩短了约 8 Å（图 3.41B）。 

 
图 3.41 ATP 结合的 CTS 与底物结合的 CTS 结构比对 

图注：A. ATP 结合的 CTS 与底物结合的 CTS 结构中 TMD 的构象变化。B. ATP 结

合的 CTS 与底物结合的 CTS 结构中 NBDs 之间距离的变化。 

3.9 分子动力学模拟预测 OPDA-CoA 结合模式 

除了将活性生长素的前体 IBA转运进入过氧化物酶体进行β氧化生成 IAA，

拟南芥 CTS 还参与转运茉莉酸 JA 前体 OPDA 进入过氧化物酶体进行 β 氧化。

前期的生化实验表明底物 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 可以明显提高 CTS 的 ATPase

活性，因此本研究推测辅酶 A 修饰的 OPDA 即 OPDA-CoA 才是 CTS 的生理底

物。由于市场并无 OPDA-CoA 在售，本研究期望利用前体 OPDA 与 CoASH，通

过化学合成获得 OPDA-CoA。然而由于 OPDA 分子的甲基端含有活性基团碳碳

双键，在化学合成时产生大量的副产物，因此本研究未能得到 OPDA-CoA 分子，

也未能通过生化证明 OPDA-CoA 是 CTS 的底物。 

基于对三种底物结合 CTS 复合物结构的分析，本研究推测 OPDA-CoA 也将

结合在相同的底物口袋。由于 OPDA 比 C12 更长，猜测 OPDA 酰基链将占据

CHS 所在的疏水口袋。因此将 OPDA-CoA 分子的结构对接（docking）在 CTS 与

C12:0-CoA 复合物电镜密度图 C12:0-CoA 对应的密度中（图 3.42A）。为了验证

这个猜想，本研究使用显式溶剂模型中的全原子分子动力学模拟来预测 OPDA-

CoA 分子是否能稳定结合在该口袋。此部分分子动力学模拟由李勃锐博士完成。

在模拟过程中，OPDA-CoA 与 CTS 的结合出现了 8 种可能的构象（簇），按照



第 3 章 实验结果 

107 
 

出现频率从高到低将这些构象命名为 1 至 8，其中构象 1 至 3 出现的频率较高

（图 3.42C、D），分别为 32.79%、29.16%以及 22.83%。RMSD 通常用来评估模

拟过程中 OPDA-CoA 分子相对于 CTS 结构的偏差。RMSD 小提琴图显示（图

3.42B），整体 OPDA-CoA 分子相对于 CTS 的移动较小（小于 10 Å），然而其

结合形式并不单一，出现多个峰，说明存在不同的结合构象。 

 
图 3.42 CTS 与 OPDA-CoA 的分子动力学模拟结果 

图注：A. OPDA-CoA 对接于 C12:0-CoA 电镜密度的结果。左图为 C12:0-CoA 与

CHS 的电镜密度。电镜密度以黑色网格显示。B. 只添加 OPDA-CoA 与添加

OPDA-CoA 及 CHS 进行分子动力学模拟的 RMSD 结果。使用 t 检验进行显著

性分析，***表示 P 值＜0.001。C 与 E. 只添加 OPDA-CoA （C）与添加 OPDA-
CoA 及 CHS （E）分子动力学模拟过程中各构象出现的频率扇形图。D 与 F.只
添加 OPDA-CoA （D）与添加 OPDA-CoA 及 CHS （F）模拟过程中出现频率较

高的两个构象中 OPDA-CoA 的结合模式。Cluster1 代表构象 1，cluster2 代表

构象 2。OPDA-CoA 分子按照局部波动性染色，红色表示波动最大，白色表示

波动最小。 

考虑到在底物结合口袋中，酰基链末端均结合了一个 CHS 分子，猜测 OPDA-

CoA 结合不稳定的原因可能是在模拟计算时未添加 CHS 分子，因此重新将 CHS

分子放置于 OPDA 烃链末端，重新进行分子动力学模拟计算。添加 CHS 分子之
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后的分子动力学模拟过程出现了 11 种可能的构象，其中构象 1 至 3 出现的频率

较高 （图 3.42E、F），分别为 29.69%、28.69%以及 23.36%。此次结果的 RMSD

均比未加 CHS 的更小（图 3.42B），几乎在 4 Å 以内，说明 OPDA-CoA 分子相

对于 CTS 偏移程度更小，OPDA-CoA 分子可以稳定地结合在该口袋。这也侧面

说明，CHS 的加入可以稳定底物分子的结合。然而，分子动力学模拟及生理实验

只能大致预测 OPDA-CoA 分子可以结合在该口袋，是否具有其它的结合口袋以

及真正的结合模式还需要通过结构生物学手段来确定。 

3.10 拟南芥生理实验揭示底物转运的关键残基 

为了进一步探究 CTS 转运底物酰基辅酶 A 的关键残基，本研究通过农杆菌

花序侵染法，将野生型及单点突变的 cts 基因转化到 cts 突变体中，观察单点突

变对拟南芥种子萌发、幼苗生长、IBA 存在下侧根生成以及 2,4-DB 存在下主根

生长等过程的影响，从而评估 CTS 对脂肪酸、IBA、2,4-DB 及 OPDA 的转运能

力。 

荧光定位结果显示，野生型及单点突变的 CTS 蛋白均成功靶向过氧化物酶

体（见附录 C）。cts 突变体种子无法萌发。当在培养基中添加蔗糖时，cts 种子不

萌发，幼苗仍然无法生长，没有绿色的子叶及伸长的主根出现（图 3.43A）。当野

生型 CTS 回补时，种子可以正常萌发，幼苗正常生长，与 CoI-0 类似。当残基

F134、T350、N784、S806、T1006 及 W1007 发生突变时，拟南芥种子萌发及幼

苗生长不受影响，与 CoI-0 表型类似（图 3.43A）。然而，当 S810 突变时，拟南

芥种子能正常萌发，胚根突破种皮，但子叶和主根的发育生长受损；外源补充蔗

糖时，S810N 幼苗可以正常生长，与 CoI-0 类似（图 3.43B），这些结果表明这两

个突变体的种子将脂质转化为蔗糖的功能受损，S810 突变影响 CTS 对脂肪酸的

转运能力。值得注意的是，K345A、Y346、R382A、R773A 以及 R1035A 突变对

CTS 功能影响最大，这些残基突变后 CTS 蛋白失去功能，单点突变体种子与 cts

突变体类似，种子无法正常萌发，胚根无法突破种皮 （图 3.43A），即使外源添加

蔗糖也无法改善这种表型 （图 3.43B）。研究显示，在种子发育过程中，CTS 功能

缺陷会导致种子积累高水平的 OPDA，最终抑制种子萌发[218]。因此，K345A、

R382A、R773A 及 R1035A 突变体的表型是 CTS 转运 OPDA 功能缺陷导致的，

细胞质中积累 OPDA，抑制了突变体的种子萌发。当人工去除 K345A、R382A、

R773A 及 R1035A 突变体种子的种皮时，胚根可以生长发育，但子叶与主根不能

正常生长发育，与 cts 突变体类似 （图 3.43C）；当外源补充蔗糖时，K345A、R382A、

R773A 及 R1035A 突变体幼苗可以正常生长，出现绿色的的子叶及伸长的主根

（图 3.43D），这表明当 K345、R382、R773 及 R1035 突变时，CTS 转运脂酰辅
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酶 A 的能力降低，种子无法将脂质代谢转化为蔗糖用于幼苗生长发育。以上结

果表明，K345、Y346、R382、R773、S810 及 R1035 对 CTS 转运脂肪酸的功能

至关重要。 

 
图 3.43 野生型及单点突变 CTS 回补植株种子萌发以及幼苗生长的结果 

图注：A 与 B. 各基因型植株种子在不添加（A）及添加（B）蔗糖时的萌发结果。

C 与 D. 各基因型植株种子破坏种皮后在不添加（C）及添加（D）蔗糖时的生

长结果。所有种子在 MS 培养基上生长 7 天。比例尺表示 1 cm。n 表示幼苗

数。误差条表示平均值±标准差。使用 One-way ANOVA 进行显著性分析，***
表示 P 值<0.001，ns 表示无显著性差异。 
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外源施加 IBA 促进侧根生成[152]。为了鉴定 CTS 转运 IBA 的关键残基，本

研究在培养基中添加 IBA，观察 CTS 不同点突变回补植株幼苗的侧根发育情况。

结果显示，外源施加 IBA 促进 CoI-0 侧根生成（图 3.44A），平均侧根数为 18；

cts 突变体不响应 IBA，侧根数目很少，平均侧根数为 3；野生型 CTS 回补 cts 突

变体后，侧根数目明显增加，平均侧根数为 15 （图 3.44B）。当残基 F134、T350、

S806 及 W1007 发生突变，植株生成的侧根数与野生型 CTS 回补的植株类似（图

3.44B），表明这些突变体将 IBA 转化为 IAA 的功能不受影响，CTS 仍具备转运

IBA 的能力。然而，当 K345、Y346、R382、R773、S810 及 R1035 发生突变时，

植株生成的侧根数明显减少，平均侧根数分别为 11、5、7、6、4、3 （图 3.44B），

这些结果表明突变体植株中 CTS 转运 IBA 的能力明显降低，K345、Y346、R382、

R773、S810 及 R1035 对 CTS 转运 IBA 十分重要。 

 
图 3.44 野生型及单点突变 CTS 回补植株在 IBA 存在下的侧根发育结果 

图注：A. 各基因型植株响应 IBA 的侧根发育照片。所有幼苗在含有 5 μM IBA 的

培养基上生长 10 天。比例尺表示 1 cm。B. 对应于 A 图各植株的侧根数目。n
表示幼苗数。误差条表示平均值±标准差。使用 One-way ANOVA 进行显著性

分析，***表示 P 值<0.001，ns 表示无显著性差异。 
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类似地，为了鉴定 CTS 转运除草剂 2,4-DB 的关键残基，本研究在培养基中

添加 2,4-DB，观察 CTS 不同点突变回补植株幼苗的主根生长情况。2,4-DB 抑制

CoI-0 幼苗主根生长；cts 突变体失去转运 2,4-DB 的能力，使得 2,4-DB 无法通过

β 氧化转化为 2,4-D，因此对 2,4-DB 具有抗性，幼苗的主根正常生长；当野生型

CTS 回补 cts 突变体时，幼苗恢复了转运 2,4-DB 的功能，主根生长被抑制（图

3.45A）。当 K345、Y346、R773、N784、S810 以及 R1035 发生突变时，拟南芥

幼苗也对 2,4-DB 表现出抗性，幼苗的主根正常生长（图 3.45），与 cts 突变体表

型类似；然而，其他残基如 F134、T350、S806、T1006 及 W1007 等发生突变时，

幼苗的主根生长被明显抑制（图 3.45B），类似于 CoI-0。这些结果表明，K345、

Y346、R773、N784、S810 以及 R1035 对于转运 2,4-DB 十分重要，当这些残基

位点发生突变，CTS 丧失了转运 2,4-DB-CoA 的能力。 

 
图 3.45 野生型及单点突变 CTS 回补植株在 2,4-DB 存在下的主根生长结果 

图注：A. CoI-0、cts 突变体、野生型 CTS 及单点突变体植株在 2,4-DB 存在下的主

根生长照片。所有幼苗在含有 1 μM 2,4-DB 的培养基上生长 10 天。比例尺表

示 2 cm。B. 对应于 A 图各植株的主根长度。n 表示幼苗数。误差条表示平均

值±标准差。使用 One-way ANOVA 进行显著性分析，***表示 P 值<0.001，ns
表示无显著性差异。 
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3.11 拟南芥 CTS 与人类 ABCD1/3 不同的底物结合模式 

人类 ABCD 家族有三个成员，分别为 ABCD1、ABCD2 及 ABCD3，其中

ABCD1 与 ABCD2 转运长链及超长链脂酰辅酶 A，ABCD2 还转运多不饱和超长

链脂酰辅酶 A；ABCD3 转运支链脂酰辅酶 A 与胆汁酸中间体胆甾酰辅酶 A。这

三个蛋白均是半转运蛋白（half transporter），需要形成同源二聚体来发挥转运底

物的功能，每条肽链由一个 TMD 与一个 NBD 组成[45]。在过去几年的研究中，

人类 ABCD1 以及 ABCD3 的冷冻电镜结构陆续被报道[54-59]。结构显示，人类

ABCD1 及 ABCD3 同源二聚体具有对称的底物结合模式，TMD 存在一对重复的

结合口袋，均结合两个底物分子（图 3.46A）。这种结合模式要求每个 TMD 同

时协调辅酶 A 和酰基链的结合。在人类 ABCD1 结合超长链脂肪酸 C22:0-CoA 的

结构中，每个 TMD 必须在两个不同的位置提供两个结合位点，一个用于结合一

个底物的 CoA 部分，另一个用于结合另一个底物的酰基链。此外，每个 C22:0-

CoA 分子都必须穿过两个 TMD，这样长链才能被易位腔很好地容纳。相比之下，

在本研究所解析的底物结合 CTS 复合物结构中，CTS 蛋白采用不同于人类

ABCD1/3 的底物结合模式。CTS 的 TMD 只结合一个底物，其中 CoA 主要通过

氢键和盐桥被特异性识别，而酰基链主要通过疏水相互作用以较不特异的方式结

合。 

将 C12:0-CoA 结合的 CTS 与 C22:0-CoA 结合的 hABCD1（PDB：7VZB）、

oleoyl-CoA 结合的 hABCD1 （PDB：7SHN）以及 4ME C16:0-CoA 结合的 hABCD3

（PDB：8Z9X）进行三维结构比对 （图 3.46），结果显示底物结合的 CTS 结构与人

类 ABCD1、ABCD3 底物复合物结构具有明显的构象差异。首先，这四个脂酰辅酶 A

与蛋白的复合物均呈现向内开口的构象，C22:0-CoA 结合的 hABCD1 与 CTS 的

TMD 开口大小相似，而 oleoyl-CoA 结合的 hABCD1 以及 4ME C16:0-CoA 结合

的 hABCD3 的 TMD 开口更大。其次，结合的底物分子个数不同：hABCD1 以及

hABCD3 为同源二聚体，具有两个底物结合位点，因此结合了两个脂酰辅酶 A 分

子，而 CTS 作为全长转运蛋白，只结合一个 C12:0-CoA 分子。此外，底物分子

的结合方式不同：在脂酰辅酶 A 结合的 hABCD1 以及 hABCD3 结构中，脂酰辅

酶 A 分子对称地交叉结合在 TM 之间，脂肪酰基的烃链均指向过氧化物酶体基

质；在 C12:0-CoA 结合的 CTS 结构中，C12:0-CoA 分子结合在 TMD1 与 TMD2

之间的空腔，辅酶 A 部分靠近 TMD2，脂肪酰基的烃链在过氧化物酶体膜内小

叶处弯曲回折并指向细胞质。 
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图 3.46 脂酰辅酶 A 结合的 CTS 与 hABCD1/3 复合物结构的比对 

图注：A. C12:0-CoA 结合的 CTS 与 C22:0-CoA 结合的 hABCD1 （PDB：7VZB）结

构比对，814 个 α 碳原子的 RMSD 为 3.96 Å。B. 左图为 A 图 TMD 放大视角，

右图为左图的俯视图视角。C. C12:0-CoA 结合的 CTS 与 oleoyl-CoA 结合的

hABCD1（PDB：7SHN）结构比对，846 个 α 碳原子的 RMSD 为 8.08 Å。D. 
左图为 C 图 TMD 放大视角，右图为左图的俯视图视角。E. C12:0-CoA 结合的

CTS 与 4ME C16:0-CoA 结合的 hABCD3（PDB：8Z9X）结构比对，871 个 α
碳原子的 RMSD 为 5.48 Å。F. 左图为 E 图 TMD 放大视角，右图为左图的俯

视图视角。 

此外，hABCD1 及 CTS 与底物相互作用的氨基酸残基在序列以及位置上也

并不完全保守（图 3.47）。C22:0-CoA 的腺苷头部除了与极性残基 S213 相互作

用，还和带电的 K217 形成氢键；而 C12:0-CoA 的腺苷头部主要与不带电的极性

残基形成氢键作用（T350、N784 以及 S806）。C22:0-CoA 与 C12:0-CoA 的 3'-磷
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酸部分均与正电残基R以及K形成盐桥，C12:0-CoA的 3'-磷酸还与Y346、S777、

Q1043 形成氢键。C22:0-CoA 的双磷酸部分与多个正电残基相互作用，包括 R104、

K336'以及 R337'；C12:0-CoA 的双磷酸不仅与正电残基 R1035 形成盐桥，还与极

性残基 S1039、S1042 形成氢键。此外，C22:0-CoA 的酰基链部分与多种疏水残

基相互作用，包括亮氨酸以及缬氨酸；而 C12:0-CoA 的酰基链部分主要与异亮氨

酸残基（I356、I381 以及 I389）产生疏水相互作用。 

 
图 3.47 拟南芥 CTS 与人类 ABCD1 底物结合模式[54] 

图注：A 与 B 分别为底物 C12:0-CoA （C）与 C22:0-CoA （D）的结合口袋。C12:0-
CoA 与 C22:0-CoA 以黄色球体棒状形式展示，与底物相互作用的残基以棒状

展示。氢键以及盐桥以黑色虚线展示。 
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第 4 章 讨论与展望 

4.1 拟南芥 CTS 蛋白的研究总结与讨论 

拟南芥 CTS 蛋白是一种 ATP 结合盒式（ABC）转运蛋白，属于 ABCD 亚家

族的成员。CTS 定位于过氧化物酶体膜上，可以将一系列不同的底物从细胞质基

质转运到过氧化物酶体中进行 β 氧化，包括脂肪酸与某些激素前体，如生长素前

体 IBA 以及茉莉酸前体 OPDA 等。当 CTS 功能缺陷时，植物将出现种子休眠、

发芽受损、侧根减少以及黑暗条件下叶片坏死等多种生长发育缺陷表型。 

本研究首先在哺乳细胞 HEK293F 中表达拟南芥 CTS 蛋白，通过优化表达及

纯化条件，本研究获得了纯度较高的 CTS 蛋白。ATPase 活性实验显示，纯化的

CTS 蛋白具有活性，且生理底物脂酰辅酶 A （Fatty acyl-CoA，FA-CoA）可以显

著提高 CTS 的 ATPase 活性。然而，游离的 IBA 与 2,4-DB 不能提高 CTS 的

ATPase 活性，这说明二者不是 CTS 的底物。随后，本研究化学合成了辅酶 A 修

饰的 IBA （IBA-CoA）以及 2,4-DB （2,4-DB-CoA），二者可以显著增强 CTS 的

ATPase 活性，且该增强效果呈现底物浓度依赖性。 

为了探究 CTS 转运多种底物的分子机制，本研究期望通过冷冻电镜技术解

析 CTS 及其与不同底物复合物的结构。然而，CTS 蛋白的表达量远不足以用于

冷冻电镜结构解析。为了获得足够表达量的蛋白，本研究构建了线虫-拟南芥嵌

合蛋白 chCTS，其表达量约为 CTS 的 2 倍。ATPase 活性实验显示，chCTS 蛋白

同样具有活性，脂酰辅酶 A 对 chCTS 蛋白 ATPase 活性的刺激程度与 CTS 相似，

表明嵌合体 chCTS 识别及转运底物的功能与 CTS 相似。 

通过优化制样条件，本研究获得了状态良好的冷冻电镜样品。利用冷冻电镜

单颗粒技术，本研究解析了无配体状态、ATP 结合的 chCTS 结构，分辨率均为

3.2 Å，以及三种底物包括 C12:0-CoA、IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 结合的 chCTS

结构，分辨率分别为 3.4 Å、3.2 Å 以及 3.5 Å。由于在解析的所有结构中线虫嵌

合部分的结构因柔性摆动而缺失，因此本研究解析的结构是拟南芥 CTS 蛋白的

核心结构。 

CTS 蛋白是全转运体 ABC 转运蛋白，由 12 个跨膜螺旋（TM）组成，TMD1

由 TM1 至 TM6 组成，TMD2 由 TM7-TM12 组成，两个跨膜结构域 TMDs 以及

两个核酸结合结构域 NBDs 位于一条肽链上。无配体状态下，CTS 处于向细胞质

侧封闭（inward-occluded）构象，来自 TMD1 的 TM3-5 与来自 TMD2 的 TM9-11

相互靠近，使得底物的易位腔闭合，NBDs 也相互靠近然而却并未发生二聚化。

本研究解析的无配体 CTS 结构处于能量最低状态，部分 CTS 蛋白颗粒的 NBD1
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及连接螺旋 LH 处于柔性摆动状态，从而为底物的结合打开通道。在 ATP 结合

时，连接螺旋 LH 结合在 NBD 二聚化界面，底物进入通道关闭，使得底物分子

被有序地转运进入过氧化物酶体。 

底物 C12:0-CoA、IBA-CoA 及 2,4-DB-CoA 结合的 CTS 均处于向细胞质侧

开放（inward-facing）构象，三种底物分子均折叠成“U”形结合在 TMDs 之间的

两亲性空腔中，与 CTS 蛋白形成广泛的极性相互作用。三维结构比对显示，C12:0-

CoA、IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 分子 CoA 的腺苷以及二磷酸部分几乎完全重

合，酰基链结合在同一个大的疏水腔。具体而言，腺苷头部嵌入疏水口袋，与来

自 TM5 的 Thr350、来自 TM7 的 Asn784 以及来自 TM8 的 Ser806 形成氢键；

ADP 的 3'磷酸结合在碱性表面，不仅与来自 TM5 的 Lys345、来自 TM7 的 Arg773

形成盐桥，还与来自 TM5 的 Tyr346、来自 TM7 的 Ser777 形成氢键；ADP 的双

磷酸与来自 TM12 的 Arg1035 形成盐桥，与 Ser1039 形成氢键；泛酸以及半胱胺

在由 TM1 的 Phe134 及 TM11 的 Trp1007 形成的弓形疏水腔处向后弯曲，使得酰

基链指向细胞质，脂肪酸C12:0、IBA及 2,4-DB结合在由异亮氨酸 Ile356、Ile381、

Ile389 形成的疏水口袋。此外，在 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 结合的 CTS 结构

中，半胱胺还与来自 TM6 的 Arg382 形成氢键。值得注意的是，当氨基酸残基

Lys345、Arg382、Arg773 以及 Arg1035 发生突变，拟南芥种子萌发被抑制，幼

苗无法正常生长，植株对 IBA 与 2,4-DB 的敏感性降低。这些形成底物结合口袋

的氨基酸残基在油料植物中高度保守，暗示着 CTS 转运底物分子的方式也是保

守的。由于无法通过化学合成获得 OPDA-CoA 分子，本研究将 OPDA-CoA 分子

对接（docking）于底物结合口袋。分子动力学模拟的结果显示，OPDA-CoA 分

子可以稳定地结合在该口袋，较长的 OPDA 酰基链占据了部分 CHS 的位置。通

过广泛的极性以及疏水相互作用，底物结合口袋可以高特异性地识别 CoA 基团，

并且同时容纳一系列酰基链，包括不同长度及饱和度的脂肪酸以及激素前体。 

拟南芥 CTS 蛋白具有独特的底物结合模式。人类 ABCD1/2/3 具有不同的底

物偏好性，共同负责转运不同的脂肪酸进入过氧化物酶体[36]。在已解析的人类

ABCD1 结构中，两分子超长链脂酰辅酶 A （C22:0-CoA）对称地结合在转运易位

腔[54]。每个 C22:0-CoA 与两个 TMD 均产生相互作用，CoA 基团与一个 TMD 形

成极性相互作用，末端酰基链 C22:0 结合于另一个 TMD。然而，拟南芥 CTS 的

底物转运口袋只结合一分子底物，底物分子呈“U”形构象。CTS 的底物结合口袋

可以分成两部分：亲水部分负责识别及稳定 CoA 基团，疏水部分负责稳定酰基

链。这种相对较大的底物结合口袋使得 CTS 容纳多种具有较短或较长酰基链的

底物，包括不同的脂肪酸以及衍生的激素，从而使得 CTS 在植物生长发育的多

个阶段发挥关键作用（图 4.1）。在种子萌发阶段，OPDA 通过 CTS 转运进入过
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氧化物酶体，当 CTS 功能缺陷，种子积累高水平 OPDA，抑制种子的萌发；随

后，在幼苗生长阶段，脂肪酸通过 CTS 转运进入过氧化物酶体进行 β 氧化生成

乙酰辅酶 A，用于提供能量以及碳骨架；在营养生长阶段，CTS 将 IBA 转运到

过氧化物酶体中，促进 IBA 转为为活性 IAA，调控生长素的稳态平衡并促进侧

根发育；在花粉发育阶段以及响应外界压迫过程中，CTS 将 OPDA 转运进入过

氧化物酶体以便生成 JA。此外，广泛应用于农业的选择性除草剂 2,4-DB 也通过

CTS 转运进入过氧化物酶体代谢为活性 2,4-D，从而抑制主根生长。 

 
图 4.1 CTS 在植物生长发育过程的作用 

图注：CTS 通过运输不同底物在多个植物生长发育阶段的协调作用的示意图。CTS
介导多种辅酶 A 修饰的脂肪酸及衍生物进入过氧化物酶体，包括 OPDA、脂

肪酸 FA、IBA 以及 2,4-DB，随后通过 β 氧化代谢为茉莉酸 JA、乙酰辅酶 A、

IAA 以及活性除草剂成分 2,4-D。这些代谢产物调节关键的发育过程，包括种

子发芽、幼苗建立、侧根生长和花粉发育。 

本研究从结构、生化以及生理水平阐释了 CTS 转运广谱性底物酰基辅酶 A

的分子机制，并提出了 CTS 独特的底物结合模式。CTS 作为过氧化物酶体代谢

的“门户”蛋白，调控植物脂质代谢与激素稳态，参与植物根系发育及外源环境

响应等关键生命过程。 
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4.2 CTS 转运酰基辅酶 A 的分子机制 

基于对 CTS 蛋白结构与功能的研究，本研究提出 CTS 蛋白转运底物酰基辅

酶 A 的潜在分子机制（图 4.2）。 

 
图 4.2 CTS 转运底物的分子机制 

图注：潜在的 CTS 转运循环示意图。本研究未解析的构象用灰色虚线边框标注。

其中 TMD1 与 NBD1 结构域用蓝色展示，TMD2 与 NBD2 结构域用绿色展示。 

静息状态下，CTS 处于向细胞质侧封闭（inward-occluded）构象，此时蛋白

处于能量最低状态；伴随着 NBD1 的柔性摆动，细胞质侧的底物进入通道暴露，

使得底物分子有机会进入结合口袋。当 CTS 识别底物分子时，蛋白整体呈现向

细胞质侧开放（inward-facing）构象，TMD 打开，底物分子呈“U”形结合在两

亲性口袋。随着 ATP 结合，NBDs 二聚化，耦合螺旋将 NBDs 的构象变化传递到

TMDs，细胞质侧底物进入通道关闭，过氧化物酶体侧底物通道打开，使得整个

蛋白呈现向过氧化物酶体基质侧开放（outward-facing）构象，这种构象改变使得

底物结合口袋被破坏，底物分子被释放到过氧化物酶体中；随着底物释放，过氧
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化物酶体侧底物通道关闭，CTS 蛋白呈现向细胞质侧闭合（outward-occluded）构

象。接着，ATP 在水分子的攻击下被水解为 ADP 及磷酸根 Pi，Pi 被释放；由于

CTS 只具有一个活性 ATP 水解位点，因此此时将出现结合一个 ADP 以及一个

ATP 的瞬时周转（transient turnover）构象。最后，随着 ADP 与 ATP 分子的释放，

NBDs 解二聚化并相互分离，蛋白回到向细胞质侧闭合（inward-occuled）构象，

进入下一个转运循环。 

4.3 未来展望 

尽管本研究解析了 CTS 蛋白在无配体状态下、与 ATP 结合以及与不同底物

结合的复合物结构，但是关于拟南芥CTS的结构与功能仍有很多问题等待解决。 

首先，本研究中用于测定生化活性的蛋白是表达于 HEK293F 细胞中的拟南

芥全长 CTS 蛋白，具有水解 ATP 的活性。然而人类 HEK293F 细胞的膜组成与

植物拟南芥细胞的膜组成存在差异，这种差异或许会影响蛋白的组装与活性。为

了消除这种差异带来的影响，后续研究可以构建携带纯化标签的 CTS 过表达拟

南芥植株，尝试原位纯化拟南芥的 CTS 蛋白来进行生化活性测定，或者使用拟

南芥 T87 悬浮细胞系表达全长 CTS 蛋白，其结果会更接近于真实情况。此外，

本研究用于结构解析的蛋白是表达于 HEK293F 细胞中的线虫-拟南芥嵌合蛋白

chCTS，虽然解析的结构中被线虫替代的 N 端 H0 基序结构不可见，所获得的结

构为拟南芥 CTS 的核心结构，但 H0 基序对于蛋白正确定位于过氧化物酶体膜

具有重要功能，因此为了观察细胞内部完整的 CTS 蛋白结构，后续可以考虑使

用冷冻电镜断层成像技术（cryo-electron tomography，cryo-ET）来解析不同生理

状态下 CTS 的原位结构，或者使用拟南芥 T87 悬浮细胞系表达的全长 CTS 蛋白

以及原位纯化拟南芥的 CTS 蛋白用于结构解析。 

第二，尽管本研究解析了 C12/IBA/2,4-DB-CoA 结合的 CTS 结构，但这三种

底物属于中长链脂肪酸及芳香族羧酸，对于超长链脂肪酸辅酶 A 及茉莉酸前体

OPDA-CoA 的结合方式仍需要实验验证。对于超长链脂酰辅酶 A，后续可以使用

原位纯化的 CTS 蛋白与其孵育以获得复合物样品从而进行结构解析；对于

OPDA-CoA，可以外源给予拟南芥植株一些环境压力，如昆虫及机械损伤，使得

植株产生 JA，则有可能获得 OPDA 结合的 CTS 蛋白。 

第三，在本研究解析的底物结合复合物结构中，酰基链末端均有一分子 CHS

结合。CHS 是一种胆固醇类似物，常用于膜蛋白的纯化。在分子动力学模拟中，

CHS 可以提供额外的疏水界面，以便 OPDA-CoA 的稳定结合。那么，在植物体

内，CTS 转运底物酰基辅酶 A 是否也需要甾醇的参与？后续研究或许可以在纯

化 CTS 蛋白时不添加 CHS 或者组装纳米盘以去除 CHS，观察底物刺激的 ATPase



第 4 章 讨论与展望 

120 
 

活性是否改变；也可以在植物细胞水平进行底物转运实验，通过使用 β 环糊精去

除植物细胞中的甾醇，比较 CTS 转运底物的能力是否改变。此外，ATP 结合的

CTS 结构中，连接螺旋 LH 结合在 NBD 二聚化界面，使得底物进入通道关闭；

在无配体状态以及底物结合的结构中，LH 却处于柔性摆动中。那么 LH 在转运

循环中的功能是什么？多序列比对结果显示 LH 含有较多保守的带电残基，无配

体状态下 LH 是否具有识别底物的功能？解决这些问题将有助于理解 CTS 的转

运循环机制。后续实验可以截短 LH 或者将这些残基突变，观察底物的结合与转

运过程是否受影响。 

第四，早期遗传学方法证明 CTS 介导脂肪酸转运进入过氧化物酶体，本研

究通过 ATPase 活性实验以及结构解析证明脂酰辅酶 A 是 CTS 的底物，但后续

还需要通过转运实验更加直接地证明 CTS 蛋白转运脂酰辅酶 A。本研究早期尝

试将 CTS 蛋白组装到脂质体中，测量其对荧光基团硝基苯-2-氧杂-1,3 二唑

（Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole，NBD）标记的 C16:0-CoA 的转运实验。然而，由

于这种长链脂酰辅酶 A 可以通过自由扩散穿过脂质双层，CTS 蛋白脂质体并未

展现明显的转运效率。因此，后续实验或许可以尝试提取过氧化物酶体进行荧光

基团或同位素标记的脂酰辅酶 A 的转运实验。类似的，早期的生理实验证明 CTS

负责将 IBA 以及 2,4-DB 转运进入过氧化物酶体，本研究的 ATPase 活性实验也

证明 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA 可以刺激 CTS 的 ATPase 活性，但后续仍需进

行转运实验更加直接地证明 CTS 转运 IBA-CoA 以及 2,4-DB-CoA。由于放射性

3H 标记的 IBA 价格昂贵，无法购买足够量的放射性 IBA 来合成 IBA-CoA，后续

若存在荧光基团 NBD 标记的 IBA-CoA 与 2,4-DB-CoA 或许可以尝试进行转运实

验。此外，在细胞水平，也可以尝试在培养基中添加放射性 3H 标记的脂肪酸（如

C18）、IBA 及 2,4-DB，测量幼苗中 3H 标记的糖类、IAA 及 2,4-D 的含量，从而

计算 CTS 的转运效率。 

第五，在底物结合 CTS 的复合物结构中，Ser810 位于底物结合口袋附近。

尽管 Ser810 未与底物分子直接产生相互作用，但 Ser810 突变会显著降低底物对

CTS 蛋白 ATPase 活性的刺激，并且降低 CTS 转运脂肪酸、IBA 以及 2,4-DB 的

能力，使得拟南芥幼苗无法正常生长，对 IBA、2,4-DB 的敏感性降低。这可能是

在底物转运的其他过程中，底物与 Ser810 可能产生相互作用，Ser810 参与底物

的转运。值得注意的是，Carine De Marcos Lousa 等人使用表达了 CTS 蛋白的昆

虫细胞膜囊泡进行实验发现 CTS 具有硫酯酶活性，在转运酰基辅酶 A 进入过氧

化物酶体过程中 CTS 将其水解为游离脂肪酸以及辅酶 A[250]。此外，作者还鉴定

了硫酯酶活性位点 S810，当 S810 突变为 N，CTS 的硫酯酶活性降为野生型的

40%。人类 ABCD1 也被报道具有硫酯酶活性[251]。在本研究所解析的结构中，未
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能捕捉到 CTS 水解酰基辅酶 A 的中间状态，并且在底物结合的复合物结构中，

S810 位于酰基辅酶 A 的腺苷头部附近，与硫酯键的距离较远。若 S810 参与水解

酰基辅酶A，那么在ATP结合后底物发生翻转的中间状态中可能与硫酯键靠近。

因此获取这种中间状态构象的结构对理解 CTS 硫酯酶催化机制至关重要。后续

的研究也可尝试使用纯化的 CTS 蛋白进行硫酯酶活性实验，结合结构探究 CTS

水解脂酰辅酶 A 的分子机制。 

第六，尽管本研究通过解析结构以及生化生理实验探究了 CTS 识别及转运

底物分子的分子机制，但 CTS 转运底物的调控机制仍是未知的。比较基因鉴定

蛋白 58 （Comparative Gene Identificaiton-58，CGI58）是一种 α/β 水解酶型蛋白，

参与调节哺乳动物及植物的三酰甘油稳态[252,253]。CGI-58 是一种可溶蛋白，在一

定条件下可以与脂滴表面的周脂素 （Perilipin）相互作用[254]，在肾上腺素刺激下，

周脂素被磷酸化并释放 CGI-58[255]，随后 CGI-58 与脂肪组织甘油三酯脂肪酶

（Adipose triglyceride lipase，ATGL）相互作用，促进 ATGL 降解 TAG 以产生脂

肪酸[256]。在拟南芥中，CGI-58 通过与 CTS 蛋白 NBD2 的 Walker B 基序相互作

用可定位于过氧化物酶体表面[257]。在此基础上，CGI-58 通过调节 CTS 的转运活

性，进而参与调控 JA 与 IAA 的生成。此外，CGI-58 突变将导致 CTS 活性降低，

使得叶肉细胞中 TAG 含量增加[257]。为了探究 CGI-58 调控 CTS 的分子机制，后

续可以将 CGI-58 与 CTS 共表达与纯化或者纯化后共孵育，以获得复合物进行结

构解析。值得注意的是，CTS 底物口袋有多个 Ser/Thr，后续也可以通过质谱鉴

定这些位点是否会磷酸化，并且通过点突变判断磷酸化位点是否会影响 CTS 的

活性。此外，后续还可以通过免疫共沉淀筛选其它的 CTS 互作蛋白，观察互作

蛋白突变体的表型以探究其对 CTS 活性的具体调控作用。 

第七，CTS 将底物转运进入过氧化物酶体是一个连续动态的过程，尽管本研

究解析了三种构象下较为稳定的 chCTS 结构，包括无配体状态、底物结合状态

以及底物释放后 ATP 未发生水解状态，但转运循环中其它高能中间态构象还未

被揭示。后续研究可以利用 cryo-ET 技术捕获在无配体状态下 TMD 开口打开、

NBD 不同程度摆动的中间态构象，这将有助于进一步理解底物如何被识别、是

否具有其它蛋白参与调控的动态过程。在本研究解析的底物结合 CTS 复合物结

构中，底物几乎位于过氧化物酶体膜内小叶，这或许有助于 ATP 结合后底物的

快速释放。然而，底物在被 CTS 蛋白识别后如何进入结合口袋、ATP 结合如何

调控 TMD 的构象变化、底物如何被释放出去以及 ATP 水解后 CTS 如何恢复静

息状态等问题还未被解决。这些过程通常在毫秒级的时间内发生，将蛋白与底物

分子孵育后再制样等传统的制样方法对于捕捉这些中间构象而言十分困难。因此

后续研究或许可以尝试时间分辨率冷冻电镜技术（Time-resolved cryo-EM，
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TRCEM）[258]，在蛋白与底物混合后的某个时间点将其放入乙烷进行快速冷冻，

再通过常规的制样方法进行制样，或许可以在体外获得转运循环的各种中间态构

象。不仅如此，后续也可以利用 cryo-ET 技术原位捕捉各种中间构象，观察在酰

基辅酶 A 转运过程中，是否有其他蛋白参与调节 CTS 的活性。 

拟南芥 CTS 以辅酶 A 修饰的形式将各种不同形状和大小的底物从细胞质转

运进入过氧化物酶体进行 β 氧化，包括脂肪酸以及植物激素前体，这使得 CTS

蛋白成为植物从生长到繁殖整个生命周期的重要门户蛋白。早前的研究表明，农

药单氟乙酸 FAc 可通过 CTS 转运进入过氧化物酶体，通过抑制乙醛酸循环中的

顺乌头酸酶 Aco 的活性，从而抑制幼苗生长，达到除草的效果[117]。基于此，后

续可以针对在过氧化物酶体中发挥功能的蛋白靶点进行药物设计，如添加羧基侧

链，利用 CTS 将其运送至过氧化物酶体中，通过 β 氧化转化为活性形式，从而

作用于靶点蛋白。此外，类似于除草剂 2,4-DB，后续研究还可以将现有的除草剂

小分子添加羧基侧链，制备无活性的除草剂前体，基于 CTS 蛋白的保守性，使

得不同物种CTS蛋白对除草剂前体的转运效率不同而具有选择性，具有保守CTS

的杂草将前体转运进入过氧化物酶体并生成活性除草剂，从而实现选择性抑制杂

草生长的目的。未来还可以筛选 CTS 的激动剂加速转运脂肪酸的速率，使得农

作物生长速度加快，降低时间成本。 
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附录 A  拟南芥 CTS 蛋白的氨基酸序列 

>CTS 

MPSLQLLQLTERGRGLVASRRKSILLAAGIVAAGGTAVYLKSRVASRRPDSSRL

CNGQSDDDETLEKLTATDQNAKITTKKKKGGGLKSLQVLTAILLSQMGKMGA

RDLLALVATVVFRTALSNRLAKVQGFLFRAAFLRRAPLFLRLISENIMLCFMLS

TLHSTSKYITGALSLRFRKILTKIIHSHYFENMVYYKISHVDGRITHPEQRIASD

VPRFSSELSDLILDDLTAVTDGILYAWRLCSYASPKYIFWILAYVLGAGTAIRNF

SPSFGKLMSKEQQLEGEYRQLHSRLRTHSESIAFYGGETREESHIQQKFKNLVS

HMSHVLHDHWWFGMIQDFLLKYLGATVAVILIIEPFFSGHLRPDDSTLGRAEM

LSNIRYHTSVIISLFQALGTLSISSRRLNRLSGYADRIHELMAVSRELSGDDKSSF

QRNRSRNYLSEANYVEFSDVKVVTPTGNVLVEDLTLRVEQGSNLLITGPNGSG

KSSLFRVLGGLWPLVSGHIVKPGVGSDLNKEIFYVPQRPYMAVGTLRDQLIYP

LTSGQESELLTEIGMVELLKNVDLEYLLDRYQPEKEVNWGDELSLGEQQRLG

MARLFYHKPKFAILDECTSAVTTDMEERFAAKVRAMGTSCITISHRPALVAFH

DVVLSLDGEGGWSVHYKRDDSALLTDAEIDSVKSSDTDRQNDAMVVQRAFA

AARKESATNSKAQSYQTQLIARSPVVDKSVVLPRFPQPQTSQRALPSRVAAML

NVLIPTIFDKQGAQLLAVACLVVSRTLISDRIASLNGTTVKYVLEQDKAAFVRL

IGLSVLQSGASSIIAPSLRHLTQRLALGWRIRLTQHLLRNYLRNNAFYKVFHMS

GNSIDADQRLTRDLEKLTADLSGLLTGMVKPSVDILWFTWRMKLLTGQRGVAI

LYTYMLLGLGFLRRVAPDFGDLAGEEQQLEGKFRFMHERLNTHAESIAFFGG

GAREKAMVDKKFRALLDHSLMLLRKKWLYGILDDFVTKQLPNNVTWGLSLL

YALEHKGDRALVSTQGELAHALRYLASVVSQSFMAFGDILELHKKFLELSGGI

NRIFELDEFLDASQSGVTSENQTSRLDSQDLLSFSEVDIITPAQKLMASKLSCEI

VSGKSLLVTGPNGSGKTSVFRVLRDIWPTVCGRLTKPSLDIKELGSGNGMFFV

PQRPYTCLGTLRDQIIYPLSKEEAEKRAAKLYTSGESSTEAGSILDSHLKTILEN

VRLVYLLERDVGGWDATTNWEDILSLGEQQRLGMARLFFHRPKFGVLDECT

NATSVDVEEQLYRVARDMGVTFITSSQRPALIPFHSLELRLIDGEGNWELRSIEQ

TTE 
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附录 B  秀丽隐杆线虫 PMP-2/4 蛋白的氨基酸序列 

>PMP-2 

MAVFSKLQLLGQAIPPKQYAPGVVGMLAVFALIKLYKQDIRGTKHLVAKTKKD

GSKGQKAHVDGVFLGKLARILKILIPGFFSKESFYLILIAVSLLCRTYADVYMII

TSTKIEASIIDRNPLLFALEAFKYVLNLPAISVTNAILKFGIAELKLRFRERLSTH

LYSQYLKGFTFYKMSNLDTRIQNADQLLTQDVDRFCDGIVELYSNLSKPILDV

FLYLFRLGTSLGFSSPSILFSYLLFTGVGLTYLRRPIGRLTVEEQALEGEYRYVN

SRLIMNSEEIAFYQGNQSEKETIMSTFASLVQHLRKIILFRFSIGFVDNIVAKYLA

TVVGWYAVGSSFFDKQHKPFIGMSRNQLMQEYYNSGRMMYKMAEALGRLA

LAGRDMTRLSGFTSRVDTLLNVLDDVNSGNYKRTMVGEKEESSALIKSELVA

GSGNLRVQDNVIRFDNVPLVTPNGDVLIERLNFEVPSGTNVLVCGPNGCGKSS

LFRVLGELWPLFGGTLTKPAKGKLFYVPQRPYMTLGTLRDQIIYPDRPLDMIR

KGVSDSDLEQMLENVQLTHILEREGGWSAVQDWMDVLSGGEKQRIAMARLF

YHKPQFAILDECTSAVSVDVEGAMYRLCREKNITLFTVSHRKSLWKYHEYSLY

MDGRGSYRFEQIDDQSDQFGS 

 

>PMP-4 

MSVQSKFLETGIDPEKRKKALLVGAAGVAAVAVAHWVSLRKSQKSHHKMEK

EDSVASDGTPKKNKKKAFDPQFLKQLKELLKIMIPGVFSKEAGIIGMHSIILICR

TFLTIFVAQLEGSMVQAIVEKNVLQFVLHLVKWILVALPATFVNSMIRFFESYL

GLAFRTRLTKHAYKQYFSDQYYAVSNLDTRLQNADQCLTEDITMFSQSVAHLY

SHLTKPVLDVALITFTLIKLAIQRGTGRSTFLPSCMAIMAVSLTAKILRAVSPRFG

HMVAEEARRKGHLRYLHSRIITNSEEIAFYGGHQAEYKQLDGAFNSLYQQMM

LIFKKRIPYIMIEQFLMKYVWSGTGMVMIALPILATEYADDEKSTKLEDLPDRG

VSERTRGYATAKTLLFNSADAVERLMTSYKEVTELAGYTGRVHEMFQVFDDA

KKGIYQRQTVSAGAEQGQRGERFDTSKIEGIITDSEADEIILNSVPIVTPNGDVV

VKNMTLTISPGMHVLITGPNGCGKSSLFRILGGLWPVYRGHLEKPTSDRMYYI

PQRPYMTLGTLRDQVIYPDTTIQMRRQGITDQDLMTMLRIVHLEHIVEREGG

WDAQNDWMDVLSGGEKQRMGMARVFYHRPKYALLDECTSAVSIDVEGSIY

QAIKDSGITLLTVTHRPSLWKFHTHLLQYDGEGGYKVSSLNEKTIGERMSYSE

EKQQLEKQLAEVPRWKERLEEVCQLLGGNEDHLNMTIDTDDSE
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附录 C  拟南芥各突变体 CTS 蛋白的荧光定位结果 

 
图注：使用激光扫描共聚焦显微镜（CLSM）对 7 日龄野生型及点突变 CTS-Venus

转基因系的拟南芥幼苗进行荧光定位检测。野生型及点突变的 CTS-Venus 蛋

白均能正确定位于过氧化物酶体（呈点状分布）。比例尺表示 50 μm。
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