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摘要:通过全基因组序列测定和RACE技术,从青蒿(ArtemisiaannuaL.)克隆出了3条编码 HMGR 的cDNA序

列:AaHMGR1,AaHMGR2和AaHMGR3,并对3条基因进行生物信息学分析.结果表明:3条序列与其他物种的

HMGR 具有高度相似性但基因组结构不一致;组织表达分析中,AaHMGR1在茎中表达量最高,而AaHMGR2和

AaHMGR3在花中表达量较高;外源茉莉酸甲酯(MeJA)诱导处理后AaHMGR1的表达在0.5h时达到最大值,

AaHMGR2和AaHMGR3则轻微响应;机械损伤3h后 能 够 使 AaHMGR1的 表 达 量 上 调 约700倍,而 AaH-

MGR2,AaHMGR3上调幅度却不大.综上研究结果表明,AaHMGR1基因可能在青蒿素的生物合成中起着更为重

要的作用.
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青蒿素是从青蒿(ArtemisiaannuaL.)中分离的一种含有过氧桥基团结构的新型倍半萜内酯[1],对于

治疗脑型疟疾和抗氯喹恶性疟疾有特效[2].青蒿素联合治疗法(ArtemisininCombinationTherapies,

ATCs)是世界卫生组织(WHO)唯一推荐使用的基于青蒿素治疗疟疾的最有效的治疗方法[2].青蒿中青蒿

素含量很低,从天然青蒿中提取青蒿素远不能满足巨大市场需求[3],提高青蒿素产量成为一项迫切任务.
目前,通过代谢工程提高青蒿素产量主要在两方面开展研究:采用合成生物学在酵母中合成青蒿酸并进而

光氧化形成青蒿素[4];采用代谢工程技术培育青蒿素超高产青蒿新品种[5].Keasling团队[6]在酵母中成功

的实现了青蒿素的部分合成,但是其现有的年产量有限且成本较高,无法满足巨大市场需求.培育青蒿素

超高产青蒿新品种仍然是很有前景的研究方向.开展青蒿素合成途径分子生物学研究是实现青蒿代谢工程

育种的前体.甲瓦龙酸途径(MVA途径)为青蒿素生物合成提供基本5碳前体,3 羟基 3 甲基戊二酰辅

酶A还原酶(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoAreductase,HMGR)催化3 羟基 3甲基戊二酰辅酶A形成

甲羟戊酸.在植物中,HMGR 基因以家族形式存在,提高HMGR 表达能促进萜类积累[7].在青蒿中超量表
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达外源 HMGR 基因能显著提高青蒿素含量[8].然而,关于青蒿 HMGR 家族研究未见报道,各家族成员在

青蒿素生物合成中的具体贡献也不清楚.
本研究以青蒿为研究对象,根据我们和上海交通大学联合测定的青蒿全基因组序列(未公开),结合

RACE技术克隆青蒿HMGR 家族基因,并对其进行了生物信息学分析.通过实时荧光定量PCR技术,对3
条 HMGR 基因进行了组织表达特异性分析,以及 MeJA和损伤诱导的表达模式分析.通过不同层面的实

验数据以及分析,解析青蒿 HMGR 家族成员不同功能.

1 材料与方法

1.1 植物材料以及处理

材料为具有相同遗传背景青蒿快繁幼苗(Xiangetal)[10].参照 Wang等[12]和Liu等[13]的方法进行 Me-
JA和损伤处理.将实验材料用液氮研磨,提取RNA后反转录合成cDNA用于后续实验,提取RNA和反

转录方法参考Liu[13]等的方法.
1.2 基因克隆

根据青蒿全基因组、trichOMEDatabase、NCBI上已经报道的青蒿 HMGR 基因片段,利用 Vector
NTIsuite11.5软件进行拼接与比对找到3条不同的青蒿HMGR 序列,根据这3条序列分别设计3􀆳RACE
巢式PCR引物(表1),利用引物、dNTP和 HiFi酶等按巢式PCR程序扩增获得AaHMGRs的3􀆳RACE,

利用拼接结果设计5􀆳RACE巢式PCR引物(表1),按照同样程序获得AaHMGRs的5􀆳RACE,并拼接获得

AaHMGRs的电子全长,用PCR扩增获得AaHMGRs的物理全长.
表1 基因克隆相关引物

引物名称 类型 引物序列 (5􀆳-3􀆳)

HMGR1-3 3􀆳-RACE 1-ACTGGTGATAATGATGATGGTA 2-ACAGATCAAGCAGAGACATGTC
HMGR2-3 3􀆳-RACE 1-CAGTCACCATGCCTTCAATC 2-CAACTACTTCTGTTCCTCTCC
HMGR3-3 3􀆳-RACE 1-TAGATTGTGAGTCAGATGTGGTC 2-TCTTGATGGTTTGCCTCTAGAG
HMGR1-5 5􀆳-RACE 1-GATCTTGTCGCGCCATCTGTGA 2-GTAATGGTAATGCGTCTGAGGCT
HMGR2-5 5􀆳-RACE 1-CGAGTTTCGCCATTCATGGATGT 2-CGAGTTTCGCCATTCATGGATGT
HMGR3-5 5􀆳-RACE 1-CCAAGCTTGGATTCCAACGAGT 2-CCACAAGAGCTCACACGACTGT
M13 3􀆳-RACE GTTTTCCCAGTCACGAC

UPM/NUP 5􀆳-RACE U-CTAATACGACTCACTATAGGGC N-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAG

1.3 生物信息学分析

通过VectorNTIsuite11.5软件进行CDS的查找和翻译,在NCBI网站的BLAST进行核酸和氨基酸

序列比对;用ClustalX软件进行氨基酸序列多重比对,用 MEGA4.1的Neighbor-joining进行进化树的构

建.蛋白质的基本性质在ExPASy网站在线分析.
1.4 表达分析

根据获得的AaHMGRs利用Beacondesigner软件设计荧光定量特异性引物(表2),EF1α为内参基因,用

染料iTaqTMUniversalSYBR􀆿GreenSupermix通过iQ5cycler荧光定量PCR仪反应并根据2-ΔΔCt方法计算得到

AaHMGRs的相对表达量,反应的条件为:预熔解95℃2min,熔解95℃15s,退火58.2℃20s,72℃延伸

20s,循环40次,熔解曲线,55~95℃,80个循环,每循环升温0.5℃(Liuetal).
表2 基因表达分析引物

引物名称 引物序列 (5􀆳-3􀆳)F 引物序列 (5􀆳-3􀆳)R

HMGR1RT ACTGGTGATAATGATGATGGTA TATCTTAGCCGCTCTATAACAA
HMGR2RT CAATCTATCATCCGTTCTTC AGAGATAATGTGAGGAATCA
HMGR3RT ATACAACCGCTCCACCAG ACCAGAAGAAGAACAAGAACAC
EF1α GACCTACTCTCCTTGAAG GTTCCAATACCACCAATC
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2 结果与分析

2.1 AaHMGRs全长cDNA克隆

本研究克隆获得3条青蒿HMGR 基因全长cDNA,结果显示:AaHMGR1全长2053bp,包含268bp
的3􀆳UTR,81bp的5􀆳UTR和1704bp的CDS,编码1个568个氨基酸残基的多肽;AaHMGR2全长

2285bp,包含467bp的3􀆳UTR,63bp的5􀆳UTR和1755bp的CDS,编码585个氨基酸残基的多肽;

AaHMGR3全长2116bp,包含247bp的3􀆳UTR,132bp的5􀆳UTR和1737bp的CDS,编码579个氨基

酸残基的多肽.AaHMGR1和AaHMGR2的cDNA相似度为62.4%,AaHMGR1和AaHMGR3的cD-
NA相似度为61.1%,而AaHMGR2和AaHMGR3的cDNA相似度为66.1%,说明这3条AaHMGR 是

不同的序列.再将其cDNA与青蒿基因组对比后发现这3条AaHMGR 均能够找到对应的基因组序列,它

们编码区的基因组结构不同(图1).AaHMGR1和AaHMGR2结构相似,都具有4个外显子和3个内含

子,但是外显子长度略有差异.AaHMGR3只有1个外显和2个内含子.这3条 AaHMGR 在cDNA的

3􀆳UTR,5􀆳UTR、编码区和基因组序列上均有较大差异,表明是3条不同的 HMGR 基因.

图1 AaHMGRs基因DNA结构

2.2 青蒿HMGR 生物信息学分析

BLASTP分析结果表明这3条AaHMGR 报道的HMGR 具有较高相似性,属于HMGR类蛋白质.这

3条AaHMGR 在氨基酸序列上高度相似,且具有十分接近的分子量和等电点(表3).在3条 AaHMGR
中,均能够找到2个HMG-CoA结合基序和两个NADP(H)结合基序.氨基酸序列多重比对结果(图2)显
示:本研 究 克 隆 获 得 的 AaHMGRs 与 其 他 物 种 的 HMGR 具 有 较 高 同 源 性,AaHMGR1 与 杜 仲

(AAV54051)、胡黄连(ABC74565)的相似性分别为73.3%,75%,AaHMGR2与长春花(AAT52222)的相

似性为71.3%,AaHMGR3与穿心莲(AAL28015)的相似性为68.1%,该结果与之前的研究结果相一

致[9].从氨基酸的多重比对结果可以确认本研究所克隆的3条序列均为HMGR.利用MEGA4.0Neighbor-

joining方法构建进化树.结果显示:在进化关系上,AaHMGRs属于植物HMGR 家族,AaHMGR1单独

被分在一支,与已报道的青蒿的 HMGR(AAD47596)属于同一条[8],这个结果与氨基酸的多重比对结果一

致,而AaHMGR2,AaHMGR3则位于进化树的同一分支上,与AaHMGR1的亲缘关系较远(图3).
表3 HMGR 生物信息学分析

蛋白 分子量 等电点pI HMG-CoA结合基序 NADP(H)结合基序

AaHMGR1 61.1kDa 6.52

AaHMGR2 62.9kDa 6.58 EMPIGYVQIPTTEGCLVA DAMGMNMGTVGGGT

AaHMGR3 62.4kDa 6.08

2.3 AaHMGRs表达分析

虽然基因家族不同成员编码同一类蛋白质而具有相同的蛋白质功能,但是家族成员可以通过基因表达

的不同时空特异性进行分工.我们采用qPCR分析了这3个AaHMGR 组织表达谱、对 MeJA和机械损伤

的响应,从而初步探讨它们的不同分工.
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图2 AaHMGRs和其他物种的氨基酸序列多重比对图

分析3个 HMGR 在青蒿的组织中相对表达量,结果显示:AaHMGR1只在青蒿地上部分表达,在根

中不表达,在茎中表达量高于叶和花中表达量.而AaHMGR2和AaHMGR3在花中相对表达量最高(图

4).结果表明,AaHMGR1,AaHMGR2,AaHMGR3在植物组织中表达模式有差异,推测3条 HMGR 在

青蒿中的功能不一样.
分析 MeJA处理后青蒿的3个 HMGR 的表达水平,结果表明:3个AaHMGR 对 MeJA处理均有响

应,但其响应模式存在较大的差异.AaHMGR1对 MeJA处理响应比较迅速,处理后0.5h其表达量就

达到最大值,其后逐渐下降.而且0.5h和1h时基因表达量上调,且对照相比均呈现差异有统计学意义

(p<0.01),是对照的12.95倍和10.02倍.这个结果与已报道的研究结果相符[10].用 MeJA处理青蒿

并检测 HMGR(AF142473)的表达量及青蒿素的含量,结果显示 HMGR 的表达量在处理1h后显著提

高,并且青蒿素的含量在1h后也相应提高,暗示 HMGR 可能参与青蒿素的合成.AaHMGR2在 MeJA
处理后,相对表达量整体呈现逐渐上升的趋势,但是其响应的时间则没有AaHMGR1迅速,6h时其表

达量的上调幅度与对照相比差异达到统计学意义(p<0.01).AaHMGR3在 MeJA处理后,相对表达量

整体轻微响应,3h时达到最大值,是对照的2.71倍(p<0.01)(图5).结果表明,AaHMGR1,AaH-
MGR2,AaHMGR3均受 MeJA的诱导,但AaHMGR1的响应更强烈迅速,因此推测AaHMGR1可能直

接参与青蒿素的合成.
青蒿的 HMGR 家族基因在损伤处理后的基因表达情况显示:青蒿的3条 HMGR 均对损伤处理有不

同程度的响应.AaHMGR1在损伤处理后,在3h时达到最大值,是对照的724倍(p<0.01),其后在6h
时表达量有所下降,这个结果与先前的研究Liu等[13]结果相似.而AaHMGR2和AaHMGR3基因在损伤

处理后表达模式基本一致,呈现波动式的变化.仅从最大表达量来看3个基因具有一致性,都是在3h达到

最大值,但是上调幅度却不同,AaHMGR1上调幅度较大.由此可知,AaHMGR1,AaHMGR2,AaH-
MGR3均受损伤诱导,但是AaHMGR1的响应更强烈(图6).因此推测AaHMGR1可能在青蒿素的生物

合成途径中起着更为重要的作用.
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图3 相关物种HMGRs的进化树

3 讨 论

本研究获得的AaHMGR1,AaHMGR2,AaHMGR3与其它已经报道的植物 HMGR 具有高度同源性,

且均包含有 HMGR 所特有的 HMG-CoA和NADP(H)保守结构域[9].3条 HMGR 的DNA结构不相同,

且在组织中表达中 AaHMGR1在茎中表达最高,而 AaHMGR2和 AaHMGR3在花中表达最高,说明

AaHMGR2和AaHMGR3的本底水平表达比 AaHMGR1高,更近一步说明可能在激素或损伤诱导时

AaHMGR1更有利于青蒿素生物合成.实验结果显示在 MeJA和损伤处理后AaHMGRs基因的响应模式

确有统计学差异,AaHMGRs基因受 MeJA和损伤诱导,特别是受损伤诱导,与先前的研究结果一致:Liu
等[13]用损伤处理青蒿后检测 HMGR(AF142473)的表达量及青蒿素含量,在处理后 HMGR 基因表达量在

2h达到最大值,青蒿素含量在2h后显著提高并在4h时达到最大值.可利用损伤青蒿作为提高青蒿素的有

效方法之一.MeJA在短时间处理后,AaHMGR1的表达量显著提高,结果与Xiang[10]的研究结果相一致,

可考虑尝试利用AaHMGR1来提高青蒿素的生物合成.青蒿素的含量在 MeJA处理后也得到显著提高,这

可能是 MeJA的处理,激活了参与信号转导同时参与青蒿素合成的转录因子的表达,从而进一步引起下游

参与青蒿素合成的基因的表达,最终导致青蒿素含量的提高.目前研究发现很多转录因子均参与 MeJA的

信号转导,并启动下游基因的表达[11].损伤处理后,AaHMGR1的表达量和青蒿素的含量显著提高,这可

能是处理后,诱导了参与损伤信号转导同时也参与青蒿素合成的转录因子表达,从而进一步引起下游参与

青蒿素合成的基因的表达,最终导致青蒿素含量的提高.但是关于损伤所涉及的转录因子的研究还较少,

因此这方面的研究还需要再深入,探寻其提高青蒿素含量的分子机制.
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图4 AaHMGRs在组织中相对表达量

图5 青蒿的AaHMGRs在 MeJA诱导的相对表达量
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图6 青蒿的AaHMGRs在 Wounding诱导的相对表达量
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Abstract:Threefull-lengthcDNAofHMGR,i.e.AaHMGR1,AaHMGR2andAaHMGR3,werecloned
fromArtemisiaannua.BioinformaticandphylogeneticanalysesrevealedthatallthethreeAaHMGRs
sharedextensivehomologywithotherplantspeciesandbelongedtotheplantHMGRfamily;however,the
correspondingcodingregionofthegenomestructurewasdifferent.TheexpressionofAaHMGR1wasthe
highestinthestem,whiletheexpressionofAaHMGR2andAaHMGR3wasrelativelyhighintheflower.
TheexpressionofAaHMGR1reachedthemaximumat0.5hafterMeJAinduction,andthendecreased

gradually,whileAaHMGR2andAaHMGR3respondedbutslightly.TheexpressionofAaHMGR1in-
creasedbyabout700timesat3haftermechanicalinjury,whilethatofAaHMGR2andAaHMGR3was
notsignificant.TheaboveresultssuggestedthatAaHMGR1mayplayacrucialroleinartemisininbiosyn-
thesis.
Keywords:Artemisiaannua;HMGR;MeJA;wound;artemisinin
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