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胡椒去甲乌药碱合酶基因编码蛋白质的生物信息学分析 
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【摘要】胡椒中含有一种 β受体激动剂类物质—去甲乌药碱，具有误食而发生兴奋剂阳性事件的风险。

本研究基于胡椒基因组 blast，发现胡椒中存在三个去甲乌药碱合酶（PnNCS）基因。首先利用生物信息学方

法对三个 PnNCS 的氨基酸序列进行了理化性质分析。随后，PnNCS 的系统发育地位分析结果表明去甲乌药

碱合酶分为八个进化分支，胡椒的三种去甲乌药碱合酶分属在不同的两个进化分支中。保守基序分析结果显

示共具有三种保守基序，分别为： YGQAFVVSEDQKLDWGMLFLJTLPVELRNMRFWPTNPPSF 、

FTKVDNEKMVKETEVVEGGYLDFGFTLYRVRFEI 以及 KLHLACKEWGFFQLINHGVPE。胡椒 NCS：
APF31815.1 和 AS075045.1 具有一致的保守基序（FTKVDNEKMVKETEVVEGGYLDFGFTLYRVRFEI），

胡椒 NCS：WDS62667.1 无明确保守基序。修饰位点分析结果显示胡椒 NCS 蛋白具有多个磷酸化、糖基化

以及氧化还原修饰位点。顺式作用元件分析结果显示 NCS 的启动区含有应答环境胁迫与多种植物激素的顺

式作用元件。本研究提供了胡椒 NCS 氨基酸的基础信息，为后续探究遗传特性提供了参考。 
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【Abstract】There is a β-agonist substance in pepper - noraconine, which has the risk of positive stimulant 
events due to ingestion. In this study, based on the pepper genome blast, we found three normonine synthase (PnNCS) 
genes in pepper. Firstly, the amino acid sequences of three PnNCS were analyzed by bioinformatics method. 
Subsequently, phylogenetic status analysis of PnNCS showed that noraconitine synthases were divided into eight 
evolutionary clades, and the three noraconitine synthases of pepper belonged to two different evolutionary clades. 
The results of conservative motifs analysis showed that there were three kinds of conservative motifs, which were: 
YGQAFVVSEDQKLDWGMLFLJTLPVELRNMRFWPTNPPSF, FTKVDNEKMVKETEVVEGGYLDFGFTLYR 
VRFEI and KLHLACKEWGFFQLINHGVPE. Pepper replication: APF31815.1 and AS075045.1 conservative base 
with a consistent sequence (FTKVDNEKMVKETEVVEGGYLDFGFTLYRVRFEI), pepper replication: 
WDS62667.1 no clearly conservative motif. The analysis of modification sites showed that the NCS protein had 
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multiple phosphorylation, glycosylation and REDOX modification sites. The analysis of cis-acting elements showed 
that the initiation region of NCS contains cis-acting elements in response to environmental stress and various plant 
hormones. This study provided the basic information of NCS amino acids of pepper, and provided a reference for 
further investigation of genetic characteristics. 

【Keywords】Pepper; Noraconine synthase; Bioinformatics prediction 
 
胡椒是一种具有重要经济和生态意义的作物。

由于其在世界范围内的广泛消费，它被称为香料之

王。胡椒中含有一种 β 受体激动剂类物质—去甲乌

药碱，因此具有误食而发生兴奋剂阳性事件的风险。 
去甲乌药碱合酶  （Norcoclaurine synthase， 

NCS）是催化合成去甲乌药碱的关键酶。最初被认为

是将多巴胺和 3，4-二羟基苯乙醛转化为四羟基生物

碱。自 2001 年起，不同植物中的去甲乌药碱合酶被

鉴定表征。Samanani 和 Facchini 在罂粟和 Thalictrum 
flavumssp. glaucum 中分离纯化出去甲乌药碱合酶。

对该蛋白体外表征结果显示PsNCS对 4-羟基苯基乙

醛表现出双曲饱和动力学而对多巴胺表现出 S 型饱

和动力学，表明 NCS 在底物结合位点之间表现出正

向的协同性。这类酶通常催化代谢中的调节或限速

步骤， 表明 NCS 在控制苄基异喹啉生物碱生物合

成中的通量方面发挥作用[1-3]。黄连（Coptis japonica）
中 NCS 蛋白功能研究显示 CjNCS 的催化反应不依

赖于 2-酮戊二酸而需要亚铁离子[4]。Luk 的研究结

果显示 NCS 催化多巴胺和 4-羟基苯乙醛的不对称

Pictet-Spengler 缩合反应生成去甲乌药碱[5]。随后，

研究者们优化了NCS体外重组蛋白纯化的方法并解

析了多个 NCS 蛋白的晶体结构[6-10]。对 NCS 体内的

研究表明 PsNCS 定位与罂粟韧皮部的筛网元件

（Sieve elements），并通过病毒诱导基因沉默（virus-
induced gene silencing， VIGS）体系实现了对 NCS
基因沉默，通过保守结构域比较分析发现 NCS 属于

PR10/Bet v1 蛋白家族[11]，这项研究提供了 NCS 催

化生成去甲乌药碱的体内证据。Li 在构造高产苄基

异喹啉生物碱的工程菌的过程中发现， 在罂粟科中

编码 NCS 的基因以串联融合的形式存在 [12]。

Vimolmangkang 对莲花 （Sacred lotus）中 NCS 基因

进行了系统发育分析并测定了 SlNCS 在不同组织中

的表达水平和不同组织中的去甲乌药碱含量，结果

显示不同组织的 SlNCS 基因转录水平与去甲乌药碱

含量水平并不都具有正相关性[13]。Vimolmangkang
的结果暗示了NCS可能在转录后或翻译阶段被某些

元件调控。在 2017 年，高通量测序技术被用来探究

药用植物中苄基异喹啉生物碱代谢。Yang 等人利用

数字基因表达技术鉴定了两个生物碱含量不同的莲

藕在四个叶片发育阶段的差异表达基因[14]。Chen 等

人通过比较黄连（Coptis chinensis）与祖先毛茛目的

基因组发现 NCS 基因家族的扩张[15]。Hao 等人利用

转录组学和代谢组学技术分析了五种中国特有的毛

莨科药用植物的生物碱代谢相关的基因表达和产物

含量，发现代谢产物含量和基因表达之间具有广泛

的相关性，这支持了产生不同专门代谢产物所必须

的各种基因的共同进化[16]。在最新的研究中，Feng
等人测定了药用植物延胡索不同组织中去甲乌药碱

合酶的转录水平并预测了该基因启动子区域结合的

顺式作用元件[17]。这些研究加深了对植物生成苄基

异喹啉生物碱的遗传基础和相关基因家族进化历程

的理解，然而关于胡椒 NCS 家族的系统发育地位、

编码蛋白质的结构及生物信息学预测方面还有待研

究。 
本研究通过对胡椒去甲乌药碱合酶基因编码蛋

白质的理化特性、系统发育地位、保守基序以及调

控元件分析，以期为通过遗传育种手段改善植物源

性食品中去甲乌药碱含量提供理论基础。 
1 结果 
1.1 胡椒去甲乌药碱合酶基因的开放阅读框和

编码蛋白的理化性质 
由表 1 可知，3 个 PnNCS 基因的起始密码子均

位于第 1 个核苷酸，终止密码子位于第 381-576 个

核苷酸。PnNCS 蛋白共编码 127-191 个氨基酸，分

子量为 13954-21999.26，等电点 5.52-8.94，不稳定

系数 20.06-32.55，亲水性总平均值-0.388 至-0.05，
表明 3 个 PnNCS 蛋白均为稳定的亲水性蛋白。 

1.2 植物去甲乌药碱合酶的系统发育 
本研究在 NCBI 中收集到注释为 NCS 的 319 条

氨基酸序列，包括罂粟（Medicago truncatula）、大

麻（Cannabis sativa）、咖啡（Coffea arabica）、莲

藕（Nelumbo nucifera）、玉米（Zea mays）、水稻 
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（Oryza glaberrima）、葡萄（Vitis vinifera）、向日

葵（helianthus annuus）、胡椒（Piper nigrum） 等植

物。系统发育分析结果显示 319 条氨基酸序列被分

为八个进化分支（图 1）。其中，在胡椒基因组中查

询到存在三个 NCS，这三个 NCS 分属于两个进化分

支。 
1.3 保守基序 
在八个进化分支中随机挑选一条氨基酸序列， 

共 52 条氨基酸序列以进行保守结构域分析。结果显

示处于同一簇的基因具有相同的保守基序模块。分

别为无保守基序、存在一种保守基序 （蓝/红）、存

在两种保守基序（绿和红）（图 2 和 3）。三种保守

基序分别为：红：YGQAFVVSEDQKLDWGMLFL 
JTLPVELRNMRFWPTNPPSF、蓝：FTKVDNEKMV 
KETEVVEGGYLDFGFTLYRVRFEI 以 及 绿 ：

KLHLACKEWGFFQLINHGVPE。 
1.4 蛋白修饰与调控元件分析 
3 个 PnNCS 的蛋白质翻译修饰位点情况如表 2

所示。磷酸化修饰位点分别有 19、24、26 个，糖基

化修饰位点分别有 16、21、16 个，氧化还原修饰位

点（半胱氨酸残基）分别有 1、1、2 个。 
本研究选择与胡椒 NCS 进化距离近的咖啡

（Coffea arabica）和柳杉（Cryptomeria japonica）的

NCS 启动子区域进行了调控元件结合位点分析。结

果显示，NCS 的启动子区含有应答环境胁迫与多种

植物激素的顺式作用元件。参与植物激素合成和信

号转导，调控细胞增值、分化、形态建成、细胞壁发

育等生物过程的 TCP；调控种子萌发、植物光合作

用的 Dof 转录因子；植物体内参与生长发育及植物

抗逆的 C2H2、GATA 和 bZIP 转录因子等（图 4）。 
表 1  胡椒 PnNCS 基因的开放阅读框和编码蛋白的理化性质 

登录号 分子式 氨基酸数 蛋白分子量 
开放阅读框 等电点 

不稳定系数 亲水性平均值 
起始 结束  

AS075045 C628H994N160O190S4 127 13954 1 381 5.49 32.55 -0.101 

APF31815.1 C785H1245N201O238S5 161 17467.02 1 483 5.52 31.08 -0.05 

WDS62667.1 C1009H1550N266O279S4 191 21999.26 1 576 8.94 20.06 -0.388 

 
图 1  植物去甲乌药碱合成酶系统发育分析 
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图 2  代表进化分支的去甲乌药碱合成酶的保守基序分析 

 

图 3  代表进化分支的去甲乌药碱合成酶的保守基序 

表 2  三个 pnNCS 蛋白质翻译后修饰位点统计 

登录号 
磷酸化修饰位点 

糖基化修饰位点 氧化还原修饰位点 
丝氨酸 苏氨酸 酪氨酸 

AS075045 7 9 3 16 1 

APF31815.1 12 9 3 21 1 

WDS62667.1 10 6 10 16 2 
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图 4  启动子调控元件结合基序分析 

 
2 讨论 
胡椒，是享誉世界的一种调味品。因其去甲乌

药碱含量高，运动员在参赛过程中被禁止食用含胡

椒的食物。NCS 是去甲乌药碱合成的关键酶，也是

苄基异喹啉生物碱合成的第一步限速酶。之前对

NCS 的研究主要集中于药用植物，对胡椒 NCS 的研

究较少。本研究通过系统分析胡椒基因组数据，共

鉴定出 3 个胡椒 NCS 基因。对 3 个 PnNCS 编码蛋

白的理化特性进行预测，结果显示 PnNCS 蛋白均为

稳定的亲水性蛋白，表明 NCS 能够很好的发挥催化

特性。 
在植物中，PR10 蛋白家族[18]分为五个主要分

支。典型的 PR10 （例如，欧芹 PR1 和桦树 Bet V1）
属于在一个“双子叶植物”分支中。下一个大型分支

包括三个子分支：“单子叶植物 PR10 I 型和 II 型”和
一个“针叶树”分支。最后一个分支是一组植物激素

结合蛋白（PhBP），包括几种细胞分裂素特异性结

合 PR10s 和去甲乌药碱合成酶（NCS）。NCS 是第

一个被公认具有真正生物合成活性的 PR10 家族蛋

白[18]。然而，胡椒 NCS 系统发育地位还未鉴定。本

研究结果表明，3 个 PnNCS 分属于两个进化分支。

APF31815.1 和 AS075045.1 具有一致的保守基序

（ FTKVDNEKMVKETEVVEGGYLDFGFTLYRVR
FEI），与咖啡、月季花、大麻、灰籽南瓜、树棉、

莲子的 NCS 同源、胡椒 NCS：WDS62667.1 无明确

保守基序，但与柳杉、猕猴桃、长柔毛野豌豆、向日

癸的 NCS 同源。在保守区域的发现表明，这些区域

可能在蛋白质的结构稳定性或功能中发挥关键作

用。这些发现与在罂粟等植物中[1-3]的研究结果一

致，进一步支持了其在生物学功能中的重要性。 
蛋白质翻译后修饰是许多细胞信号转导事件的

核心，其深刻影响蛋白质功能。磷酸化、糖基化以及

氧化还原修饰是调控和控制蛋白质活力和功能最基

本、最普遍的机制[19-21]。本研究预测了 3 个 PnNCS
的三种修饰位点。WDS62667.1 具有最多的磷酸化位

点和氧化还原修饰位点，APF31815.1 具有最多的糖

基化修饰位点，这说明 PnNCS 在行使催化功能中受

到多种翻译后修饰的调节。由于在 NCBI 胡椒基因

组中未提供 3 个 PnNCS 启动子的序列，因此选择了

与胡椒 NCS 进化距离近的咖啡和柳杉 NCS 启动子

区域进行了调控元件结合位点分析。结果显示，NCS
的启动子区含有应答环境胁迫与多种植物激素的顺

式作用元件。本研究为进一步研究胡椒 NCS 蛋白质

的翻译后修饰和调控提供了基础信息，填补了 NCS
在胡椒中的研究。 

3 材料与方法 
3.1 试验材料 
在 NCBI 依据胡椒基因组 blast，查询胡椒 NCS

氨基酸序列。 
3.2 生物信息学分析 
3.2.1 NCS 基因开放阅读框的确定 
本研究使用了以下生物信息学工具：BLAST 用

于序列比对，ORF finder 用于分析查找序列中的

ORF 区，ExPASy 用于对氨基酸序列的理化特性进

行分析，ClustalW 用于进行序列比对，fasttree 用于

构建系统发育树，iTOL 用于对系统发育树的美化处

理，MEME 常用于基因家族分析或者展示一个序列

集合的保守区域，NetPhos3.1 用于氨基酸序列磷酸

化修饰位点的预测，NetOGlyc4.0 用于氨基酸序列糖

基化位点的预测，Scratch Protein Predictior 用于氨基

酸序列氧化还原修饰位点的预测，plantPAN4.0 用于

启动子调控元件结合基序的预测。选择这些工具是

基于它们在各自领域的广泛应用和高精度性能。 
首先使用 BLAST 对目标序列进行同源序列比

对，查询到胡椒 NCS 氨基酸序列。接着，利用 ORF 
finder确定序列中的ORF区，并使用ExPASy对NCS
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理化特性进行分析，以了解三个氨基酸序列的基本

信息。随后，在 NCBI 中查询到 319 条不同物种的

NCS 氨基酸序列，使用 ClustalW 进行多序列比对，

fasttree 工具构建基于比对结果的系统发育树，探索

胡椒 NCS 的家族分布和进化关系，使用 iTOL 对系

统发育树中的序列进行标注。接着，使用 MEME 对

不同家族的代表氨基酸序列的保守基序进行了分

析，最后使用 NetPhos3.1、NetOGlyc4.0、Scratch 
Protein Predictior 对 3 个 PnNCS 的磷酸化、糖基化

以及氧化还原修饰位点进行预测。使用 plantPAN4.0
启动子调控元件结合基序，以探究 3 个胡椒 NCS 在

蛋白质翻译后修饰以及转录调控方面的潜在作用。 
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