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摘要： 目的　 从茅苍术中克隆萜类化合物生物合成途径中的甲羟戊酸⁃５⁃磷酸激酶 （ＰＭＫ） 基因， 并对其进行序列分

析、 原核表达及基因表达分析。 方法　 基于茅苍术转录组数据， 采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法克隆获得茅苍术的 ２ 条甲羟戊酸⁃５⁃
磷酸激酶基因的全长序列， 命名为 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２， 使用生物信息学软件预测 ＡｌＰＭＫ１， ＡｌＰＭＫ２ 编码蛋白的特征；
利用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 软件构建系统进化树； 构建原核表达载体， 在大肠杆菌中诱导表达； 运用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测该基因在不

同产地茅苍术中的相对表达及经不同时间茉莉酸甲酯诱导后的表达情况。 结果　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因的 ＯＲＦ 长度分

别为 １ ５１２、 １ ５９０ ｂｐ， 分别编码 ５０３ ａａ、 ５２９ ａａ。 ２ 个基因的二级结构中 α 螺旋和无规则卷曲占比最高， 均属不稳定的

酸性蛋白； 结构功能域分析证明 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 分别在 ４～ ４９０ ａａ， ４０ ～ ５２７ ａａ 处包含甲羟戊酸激酶的保守结构域；
跨膜结构域分析预测， 两者均为膜外蛋白； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果显示， 分别在 ５５、 ５８ ｋＤａ 处有清晰的目的蛋白表达。 基因

表达结果显示， 在不同时间的茉莉酸甲酯诱导下 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的基因表达分别在 ４８、 ２４ ｈ 达到最高值， 且均在

３ ｈ表达最低。 不同产地的茅苍术 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因具有组织特异性， 两者均在岳西茅苍术的叶中表达量最高。
结论　 本研究首次克隆 ２ 条茅苍术 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因， 并对其进行表达分析， 为进一步探究茅苍术萜类生物合成

途径奠定基础。
关键词： 茅苍术； 甲羟戊酸⁃５⁃磷酸激酶； 基因克隆； 原核表达； 表达分析
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　 　 茅苍术 Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ （Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ． 是菊科苍术属

多年生草本植物， 始载于 《神农本草经》， 具有燥湿健脾、
祛风散寒、 明目等功效［１］ ， 其有效成分是挥发油形式的萜

类化合物， 如茅术醇、 苍术酮、 β⁃桉叶醇等。 现代药理学

研究显示， β⁃桉叶醇具有抗肿瘤活性， 通过部分抑制 ＥＲＫ
信号通路对血管生成产生抑制作用， 证实 β⁃桉叶醇可以作

为治疗血管生成疾病的候选药物。 同时它也被认为对组胺

刺激的胃分泌有抑制作用， 可以有效预防胃溃疡。 茅术醇

被证实对癌细胞具有细胞毒作用及抗炎活性。 苍术酮通过

抑制肥大细胞脱粒或稳定肥大细胞， 改善肥大细胞介导的

过敏反应， 且 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 苍术酮可减少甲型流感病毒诱导的

肺损伤［２⁃３］ 。
萜类化合物的生物合成途径主要有 ２ 条， 分别为存在

于细胞质中的甲羟戊酸 （ＭＶＡ） 途径和存在于质体中的 ２⁃
甲基⁃Ｄ⁃赤藓糖醇⁃４⁃磷酸 （ＭＥＰ） 途径。 在 ＭＶＡ 途径中，
有 ３ 个连续依赖 ＡＴＰ 的限速反应， ＰＭＫ 催化第 ２ 个限速反

应， 在下游途径中消耗 １ 个 ＡＴＰ， 催化 ５⁃磷酸⁃甲羟戊酸生

成甲羟戊酸⁃５⁃二磷酸 （ＭＶＡＰＰ） ［４］ ， 在萜类代谢途径中起

重要作用。 研究表明， 植物中 ＰＭＫ 基因表达量同萜类化合

物含量密切相关， 对下游产物的生成也存在显著影响［５］ 。
Ｙｕａｎ 等［６］分析了芍药生物合成途径中关键酶基因的表达量

与其化合物成分的相关性， 发现 ＰＭＫ 基因表达同芍药苷和

苯甲酰芍药苷的积累存在相关性。 因此， 开展茅苍术萜类

合成途径关键酶 ＰＭＫ 的基因克隆及表达分析研究对其萜类

物质的合成具有重要意义。
如今， ＭＶＡ 途径合成相关酶在各个物种中均进行深入

研究， 如山茱萸［７］ 、 紫草［８］ 、 杜仲［９］ 、 茅苍术［１０⁃１１］ 等。 与

动物和细菌相比， 植物的 ＰＭＫ 基因报道较少， 至今仍仅限

于阳春砂［１２］ 、 橡胶树［１３］ 、 茉莉花［１４］等， 而茅苍术 ＰＭＫ 基

因的分子特性、 表达模式尚不清楚。 本研究以药用植物茅

苍术为材料， 首次克隆 ２ 条 ＭＶＡ 途径的关键酶 ＡｌＰＭＫ１、
ＡｌＰＭＫ２ 基因的 ｃＤＮＡ 序列， 通过生物信息学分析、 原核表

达对其进行研究， 并采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 技术检测其在不同组织

和不同产地中的 ＰＭＫ 基因特异性表达及 ＭｅＪＡ 诱导下的基

因表达模式， 以期为深入研究 ＰＭＫ 基因在茅苍术中的萜类

成分生物合成中的分子机制奠定基础。
１　 材料

茅苍术样品采自江苏南京及安徽岳西， 经中国中医科

学院彭华胜教授鉴定为菊科植物茅苍术 Ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｌａｎｃｅａ
（Ｔｈｕｎｂ．） ＤＣ．， 经鉴定后样品按照各个组织分为根状茎、
茎、 叶。 茅苍术种子购自于湖北十堰， 经 １ ／ ２ＭＳ 培养基培

养 ５ 个月后用 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 茉莉酸甲酯 （ＭｅＪＡ） 诱导处理，
分别在处理 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 时取样。 样品处理

后保存于－８０ ℃冰箱， 凭证标本保存于安徽中医药大学。
大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１ 感受态细胞及 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表达感

受态细胞均购于北京全式金生物技术股份有限公司。 引物

均由生工生物工程 （上海） 股份有限公司合成。 其他试剂

均为国产分析纯。
２　 方法

２􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成　 使用超快速植物 ＲＮＡ 提

取试剂盒说明书提取茅苍术根状茎、 茎、 叶中的总 ＲＮＡ，
用 ＴａＫａＲａ 反转录试剂盒进行反转录， 将所得茅苍术 ｃＤＮＡ
置于－２０ ℃冰箱备用。
２􀆰 ２　 ＡｌＰＭＫ１， ＡｌＰＭＫ２ 基因 ｃＤＮＡ 克隆 　 以反转录后的茅

苍术 ｃＤＮＡ 为模板， 设计并使用以下基因特异性引物进行

ＰＣＲ 扩 增。 上 游 引 物 ＡｌＰＭＫ１⁃Ｆ ５′⁃ＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴ
ＴＧＣＡＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧ⁃３′， ＡｌＰＭＫ２⁃Ｆ ５′⁃ＡＴＧＧＧＧＧＴＧＴＴＣＴＣＴＣ
ＣＣＣＡＴＣＴＴＣ⁃３′； 下游引物 ＡｌＰＭＫ１⁃Ｒ ５′⁃ＴＣＡＣＣＣＡＡＴＣＣＴＡ
ＡＴＴＧＡＡＧＡＡＡＴＡ⁃３′， ＡｌＰＭＫ２⁃Ｒ ５′⁃ＴＣＡＣＴＴＧＧＣＣＣＧＡＧＧ
ＡＴＣＡＴＣＡＣＴＣ⁃３′。 ＰＣＲ 扩增产物经电泳检测、 切胶回收并

与克隆载体 ｐＥＡＳＹ⁃Ｂｌｕｎｔ Ｚｅｒｏ 相连接， 选取菌液 ＰＣＲ 中阳

性克隆菌液由苏州金唯智生物科技有限公司测序。
２􀆰 ３　 ＡｌＰＭＫ 基因的生物信息学分析　 所涉及的生物信息学

网站见表 １， 并使用软件 ＰｙＭＯＬ 进行三维结构建模； 通过

软件 ＤＮＡＭＡＮ 进行同源氨基酸比对； 软件 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 用

以构建 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ 系统进化树， ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复次数为

１ ０００次。

表 １　 在线分析功能网站及网址

网站 功能 网址链接

ＮＣＢＩ 相似性比对分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／

ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 查找基因开放阅读框 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ． ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ ／

ＥｘＰＡＳｙ 预测蛋白理化性质 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／

ＮＰＳ 预测蛋白质二级结构 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｎｐｓａ⁃ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ ／ ｃｇｉ⁃ｂｉｎ ／ ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｇｏｒ４．ｈｔｍｌ

ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 三级结构预测 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ ／

ＣＤＤ 蛋白质结构域分析 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ／ ｃｄｄ ／ ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ

ＴＭＨＭＭ 蛋白序列的跨膜结构域分析 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ ／

２􀆰 ４　 ＡｌＰＭＫ 原核表达载体构建及诱导表达　 对测序正确的

ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因序列进行分析， 以 ＢａｍＨ Ⅰ作为酶切

位点设计上下游引物， 上游引物 ＢａｍＨ Ｉ⁃ＡｌＰＭＫ１⁃Ｆ ５′⁃
ＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＡＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＴＧＣＡＴＣＴＧＣＴＣ
ＣＴＧ⁃３′， ＢａｍＨ Ｉ⁃ＡｌＰＭＫ２⁃Ｆ ５′⁃ＡＧＣＴＣＧＧＴＡＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＡ

ＡＴＧＧＧＧＧＴＧＴ ＴＣＴＣＴＣＣＣＣＡＴＣＴＴＣ⁃３′； 下游引物 ＢａｍＨ Ｉ⁃
ＡｌＰＭＫ１⁃Ｒ ５′⁃ＴＣＧＡＣＡＡＧＣＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＡＣＣＣＡＡＴＣＣＴＡ
ＡＴＴ ＧＡＡ ＧＡＡＡＴＡ⁃３′， ＢａｍＨ Ｉ⁃ＡｌＰＭＫ２⁃Ｒ ５′⁃ＴＣＧＡＣＡＡＧ
ＣＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＡＣＴＴＧＣＣＣＧＡＧＧＡＴＣＡＴＣＣＡＣＴＣ⁃３′， 以

重组质粒作为模板， ＰＣＲ 扩增后切胶回收， 将目的基因片
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段与酶切的原核表达载体拼接后转化至大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ１⁃Ｔ１
感受态细胞， 菌液 ＰＣＲ 后， 送阳性菌液测序并提取质粒，
将测序正确的载体重组质粒 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ⁃ＡｌＰＭＫ１ 和 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ⁃
ＡｌＰＭＫ２ 转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表达感受态中， 构建

原核表达宿主菌， 以 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ空载体转入 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 表

达感受态作为阴性对照。 菌液在 ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 下振荡培

养， 待 ＯＤ６００达 ０􀆰 ４ ～ ０􀆰 ６ 时加入终浓度为 ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 异丙

基⁃β⁃Ｄ⁃硫代半乳糖苷 （ＩＰＴＧ）， 于 １６ ℃低温诱导过夜， 收

集得到 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 全菌。
２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法分析不同产地茅苍术的组织表达模式　 对

南京、 岳西茅苍术的 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 进行组织表达模式

分析， 使用外源激素 ＭｅＪＡ 对湖北十堰茅苍术的根状茎进行

胁迫处理， 对 ０、 ３、 ６、 ９、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 后的 ＡｌＰＭＫ１、
ＡｌＰＭＫ２ 基因表达模式进行监测。 以茅苍术内参基因 ＵＢＱ２
（ＧｅｎＢａｎｋ Ｎｏ． ＫＹ＿ ４１１９６５） 作为实验中 ＡｌＰＭＫ１， ＡｌＰＭＫ２
转录的拷贝数据的校正， 设计内参基因引物为 ＡｌＵＢＱ２⁃Ｆ ５′⁃
ＧＧＴＴＧＡＧＧＧＧＡＧＧＡＡＴＧＣ⁃３′， ＡｌＵＢＱ２⁃Ｒ ５′⁃ＡＧＡＣＧＡＡＧＧ
ＡＣＡＡＧＧＴＧＡ⁃３′。 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计茅苍术

ＡＩＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基 因 的 荧 光 定 量 引 物。 上 游 引 物 ｑ⁃
ＡｌＰＭＫ１⁃Ｆ ５′⁃ＣＡＴＣＴＡＴＧＧＴＴＧＧＴＧＣＴＧ ＡＣＡ⁃３′， ｑ⁃ＡｌＰＭＫ２⁃Ｆ
５′⁃ＧＣＴＧＣＴＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＡＣＣＴＴＧＧＧ⁃３′； 下 游 引 物 ｑ⁃
ＡｌＰＭＫ１⁃Ｒ ５′⁃ＧＡＣＡＣＣＴＣＴＡＴＡＣＧＴＴＴＣＣＣＡＡＴ⁃３′， ｑ⁃ＡｌＰＭＫ２⁃
Ｒ ５′⁃ＣＡＡＡＣＣＣＡＣＴＧＣＣＡＡＣＴＴＴＣＣ⁃３′。 按照 ２×Ｒｅａｌａｂ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲ Ｆａｓｔ ｍｉｘｔｕｒｅ 试剂盒说明书配置反应体系并设置扩增条

件。 样品设定 ３ 个重复， 采用 ２－ΔΔＣｔ法进行分析。
３　 结果

３􀆰 １　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因的克隆及序列分析 　 基于茅苍

术转录组数据得到 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的 ｃＤＮＡ 作为模板，
使用特异性引物对其进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增， 见图 １。 所得测序

结果与在线软件 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 中对 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因序

　 　 　 　

列的预测结果相一致， ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的 ＯＲＦ 长度分别

为 １ ５１２、 １ ５９０ ｂｐ。

注： Ｍ 为 ＤＬ ２０００ ＤＮＡ ｍａｋｅｒ， １ 为 ＡｌＰＭＫ１ 基因扩增产

物， ２ 为 ＡｌＰＭＫ２ 基因扩增产物。

图 １　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因克隆

ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 蛋白序列使用 ＢＬＡＳＴ 进行序列比

对， 结果显示， ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已注册植

物 ＰＭＫ 氨基酸序列之间存在较高的同源性， 其中 ＡｌＰＭＫ１
与刺苞菜蓟 ＰＭＫ （ＸＰ＿ ０２４９９７０３０􀆰 １） 的氨基酸序列相似

度为 ９２􀆰 ０３％ ， 与向日葵 ＰＭＫ （ＸＰ＿ ０２２０２９０２８􀆰 １） 的氨基

酸序列相似度为 ８８􀆰 ６５％ ， 与莴苣 ＰＭＫ （ＸＰ＿ ０２３７３９４６５􀆰 １）
的氨基酸序列相似度为 ８８􀆰 ２１％ ； ＡｌＰＭＫ２ 与黄花蒿 ＰＭＫ
（ＰＷＡ７５４９８􀆰 １） 的氨基酸序列相似度为 ８８􀆰 ２４％ ， 与除虫菊

ＰＭＫ （ＧＥＶ３５９４０􀆰 １） 的氨基酸序列相似度为 ８２􀆰 ７６％ ， 与银

白杨 ＰＭＫ （ＸＰ ＿ ０３４８８８２６１􀆰 １） 的氨基酸序列相似度为

７５􀆰 ７６％ 。 将两条基因命名为 ＡｌＰＭＫ１ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为

ＯＭ２８３２７１）， ＡｌＰＭＫ２ （ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＯＭ２８３２７２）。
３􀆰 ２　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的生物信息学分析

３􀆰 ２􀆰 １　 蛋白质理化性质分析 　 使用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ 对茅

苍术 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的氨基酸序列进行理化性质分析，
见表 ２， 并由此初步预测这 ２ 个甲羟戊酸激酶为不稳定的酸

性蛋白。

表 ２　 茅苍术 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的氨基酸序列理化性质

名称 氨基酸数目 相对分子质量 ／ ｋＤａ 理论 ｐＩ 不稳定系数 脂肪指数

ＡｌＰＭＫ１ ５０３ ５４ ４２７􀆰 １０ ５􀆰 ９１ ４０􀆰 ３７ ９０􀆰 ６０
ＡｌＰＭＫ２ ５２９ ５７ ８０２􀆰 １６ ６􀆰 ２９ ４１􀆰 ０６ ８９􀆰 ９６

３􀆰 ２􀆰 ２　 结构功能域与跨膜结构域分析 　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２
的蛋白结构域经 ＮＣＢＩ 中的 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ 在线工具分析

可知， ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 分别在 ４ ～ ４９０ ａａ、 ４０ ～ ５２７ ａａ 包

含甲羟戊酸激酶的保守结构域， 见图 ２Ａ ～ ２Ｂ， 均属于

ＧＨＭＰ 激酶超家族成员。 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的跨膜结构区

域通过在线软件 ＴＭＨＭＭ２􀆰 ０ 进行预测分析见图 ２Ｃ～２Ｄ， 结

果表明， ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 氨基酸中均无跨膜结构存在，
两者属于膜外蛋白。
３􀆰 ２􀆰 ３　 二级和三级结构预测 　 ＮＰＳ 在线生物学工具分析，
见图 ３Ａ～ ３Ｂ， 结果显示， ＡｌＰＭＫ１ 在多肽链中包含 ２０７ 个

α⁃螺旋、 ２０ 个 β⁃转角、 ７２ 个延伸链、 ２０４ 个无规则卷曲分

别占比 ４１􀆰 １５％ 、 ３􀆰 ９８％ 、 １４􀆰 ３１％ 、 ４０􀆰 ５６％ ； ＡｌＰＭＫ２ 在多

肽链中包含了 ２０２ 个 α⁃螺旋、 ２５ 个 β⁃转角、 ７０ 个延伸链及

２２１ 个无规则卷曲， 分别占比 ４０􀆰 ０８％ 、 ４􀆰 ７３％ 、 １３􀆰 ４２％ 、

４１􀆰 ７８％ 。 由此可知， ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的二级结构主要由

α⁃螺旋及无规则卷曲组成。 使用在线服务器 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ
结合 ＰｙＭＯＬ 软件完成茅苍术 ＡｌＰＭＫ１， ＡｌＰＭＫ２ 的蛋白建模

并构建其三维空间模型， 见图 ３Ｃ～ ３Ｄ， 结果表明， 两者蛋

白的三维结构具有一定的区别。
３􀆰 ３　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 与其他物种的同源氨基酸序列比对

　 首先将茅苍术 ＡｌＰＭＫ１ 和 ＡｌＰＭＫ２ 的氨基酸序列通过软件

ＤＮＡＭＡＮ 对进行序列比对， 一致性为 ７０􀆰 １１％ ， 说明两者

之间存在一定差异。 利用 ＧｅｎＢａｎｋ 下载不同植物的 ＰＭＫ 氨

基酸 序 列， 将 茅 苍 术 的 ２ 条 序 列 与 玉 米 ＺｍＰＭＫ１
（ＡＦＷ８８９５３􀆰 １）、 玉米 ＺｍＰＭＫ２ （ＤＡＡ４４４１９􀆰 １）、 向日葵

ＨａＰＭＫ１ （ＸＰ ＿ ０２２０２９０２８􀆰 １）、 向日葵 ＨａＰＭＫ２ （ ＸＰ ＿
０２１９７０１３７􀆰 １）、 莴苣 ＬｓＰＭＫ１ （ ＸＰ ＿ ０２３７３９４６５􀆰 １）、 莴苣

ＬｓＰＭＫ２ （ＰＬＹ８７８５４􀆰 １） 进行多序列比对分析， 见图 ４。 将
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注： Ａ 为 ＡｌＰＭＫ１ 结构功能域， Ｂ 为 ＡｌＰＭＫ２ 结构功能域， Ｃ 为 ＡｌＰＭＫ１ 跨膜结构域， Ｄ 为 ＡｌＰＭＫ２ 跨膜结构域。

图 ２　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的结构功能域与跨膜结构域

注： Ａ 为 ＡｌＰＭＫ１ 二级结构， Ｂ 为 ＡｌＰＭＫ２ 二级结构， Ｃ 为

ＡｌＰＭＫ１ 三级结构， Ｄ 为 ＡｌＰＭＫ２ 三级结构。

图 ３　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的二级结构和三级结构

　 　 　 　 　

３ 种植物的 ＰＭＫ 与 ＡｌＰＭＫ 的氨基酸序列进行多重序列比对

后， 结果显示， 茅苍术与这 ３ 种植物的 ＰＭＫ 基因同源性为

７４􀆰 ６６％ ， 氨基酸序列相似度较高， 同时发现 ＡｌＰＭＫ 在 ４５～
５３ 位 氨 基 酸 “ ＧＫＶＬＬＡＧＧＹ ”、 ２２２ ～ ２２８ 位 氨 基 酸

“ＧＬＧＳＳＡ”、 ４８２～４９０ 位氨基酸 “ＧＧＧＶＰＧＡＧＧ” 分别具有

３ 个特征 ｍｏｔｉｆ 及 １ 个 ＡＴＰ 结合位点。
３􀆰 ４　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的系统进化树分析　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 中

选取已注册的 １９ 种 ＰＭＫ 氨基酸序列， 来源于不同物种的

蛋白在系统进化树中被聚集为 ６ 大类型， 分别为双子叶植

物、 单子叶植物、 裸子植物、 藻类、 细菌和真菌， 采用邻

接法通过 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 软件构建系统进化树， 见图 ５。 结果

显示， 其中茅苍术 ＡｌＰＭＫ１ 与刺苞菜蓟 ＣｃＰＭＫ 序列被聚为

同一分支， 显示其具有较近的亲缘关系， 证实了菊科植物

ＰＭＫ 基因的同源性， 但茅苍术 ＡｌＰＭＫ２ 单独聚为一支， 推

测 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 可能存在功能差异。

图 ４　 茅苍术、 玉米、 向日葵、 莴苣 ＰＭＫ 氨基酸序列同源性比对
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图 ５　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 与其他物种 ＰＭＫ 氨基酸序列的系统进化树分析

３􀆰 ５　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 原核 表 达 载体 构 建 及诱 导 表 达

分析　 将构建好的重组质粒 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ⁃ＡｌＰＭＫ１、 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ⁃
ＡｌＰＭＫ２ 转化至大肠杆菌 ＢＬ２１ （ＤＥ３） 中， 并利用 ＩＰＴＧ 诱

导重组蛋白， 进行 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳验证， 见图 ６。 结果

显示， ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ⁃ＡｌＰＭＫ１、 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ⁃ＡｌＰＭＫ２ 分别在 ５５、 ５８
ｋＤａ 处出现明显的特异蛋白条带， 皆与预测的结果相一致。

注： Ｍ 为 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ｐＣｏｌｄ⁃Ⅰ， ２ 为 ＰＭＫ１ 未诱导的全菌， ３ 为 ＰＭＫ１ 诱导的全

菌， ４ 为 ＰＭＫ２ 未诱导的全菌， ５ 为 ＰＭＫ２ 诱导的全菌。

图 ６　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 重组蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳图

３􀆰 ６　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 的茉莉酸甲酯诱导表达分析 　 使用

荧光定量 ＰＣＲ 检测外源茉 莉 酸 甲 酯 诱 导 对 ＡｌＰＭＫ１、
ＡｌＰＭＫ２ 基因表达量的影响， 见图 ７。 ＭｅＪＡ 处理 ０～４８ ｈ 后，
以 ０ ｈ 作为对照， ＡｌＰＭＫ１ 的基因表达量呈现先降低后升高、
再降低最后升高的趋势， 在处理 ４８ ｈ 后， ＡｌＰＭＫ１ 的基因表

达量最高， 为对照组的 １􀆰 １８ 倍。 ＡｌＰＭＫ２ 的基因表达量则

表现为先降低， ３ ～ ９ ｈ 基因表达量升高， １２ ｈ 后降低， 当

ＭｅＪＡ 处理 ２４ ｈ 时， ＡｌＰＭＫ２ 的基因表达量达到峰值， 是对

照组的 ３􀆰 ４３ 倍， 在 ４８ ｈ 表达量降低， 且低于对照组。 总体

来说， ＭｅＪＡ 处理后 ＡｌＰＭＫ２ 的基因表达量高于 ＡｌＰＭＫ１。 由

此推测这 ２ 个基因对 ＭｅＪＡ 的响应具有一定差异， 茅苍术

ＡｌＰＭＫ２ 表现出较强的信号应答反应。
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图 ７　 茉莉酸甲酯处理下 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 相对表达量

３􀆰 ７　 不同产地、 不同组织茅苍术 ＡｌＰＭＫ１， ＡｌＰＭＫ２ 的基因

表达 差 异 分 析 　 采用实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 对 ＡｌＰＭＫ１、
ＡｌＰＭＫ２ 组织表达模式进行分析， 见图 ８。 南京及岳西茅苍

术中的 ＡｌＰＭＫ１ 在不同组织中的基因表达水平略高于

ＡｌＰＭＫ２。 其中， 岳西茅苍术中 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 及南京茅

苍术中 ＡｌＰＭＫ１ 的基因表达模式一致， 表达量大小依次为叶

＞根状茎＞茎， 而南京茅苍术中 ＡｌＰＭＫ２ 在根状茎中的表达

量略大于叶， 表达量大小依次为根状茎＞叶＞茎。 由此说明，
２ 种茅苍术 ＰＭＫ 基因的表达模式在不同组织及生长环境的

影响下会存在显著差异。

图 ８　 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因在茅苍术不同组织中的表达

４　 讨论

茅苍术作为一种著名的传统中药材， 迄今为止已有大

量涉及其临床应用、 制备工艺、 药理作用及生物活性的相

关报道［１５⁃１７］ 。 茅苍术中的化学成分主要包括倍半萜、 烯炔

类、 三萜等［１８］ ， 倍半萜化合物作为苍术属植物主要活性成

分之一， 合成于 ＭＶＡ 途径， 前期已有关于茅苍术 ＭＶＡ 途

径中的 ＡＡＣＴ［１０］ 、 ＭＶＫ［１９］ ， ＭＥＰ 途径中 ＭＣＴ［２０］ 、 ＣＭＫ［２１］

及三萜合成途径中 ＳＱＳ［２２］ 等基因克隆及功能鉴定的相关研

究， ＰＭＫ 作为整个萜类合成途径中的重要调节位点之一，
具有重要的研究价值， 梅利那［２３］ 研究表明， 当马尾松的转

录因子 ＰｍＮＡＣ 采用农杆菌介导法成功转入烟草后， 会增长

转基因植株的株高、 茎粗、 叶宽、 叶长， 也能够提升叶绿

素 ａ 和总叶绿素的含量， 其中的 ＴｂＰＭＫ 基因的表达量同转

基因株系中萜类化合物 Ｌ⁃α⁃松油醇等的相对含量也均有提

升。 本研究首次从茅苍术中克隆获得 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基

因， 利用生物信息学方法分析可知， ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 不

具有跨膜结构， 属于膜外蛋白。 系统进化树分析显示

ＡｌＰＭＫ１ 与刺苞菜蓟 ＣｃＰＭＫ 聚为一支， 而 ＡｌＰＭＫ２ 单独为

一支， 表明 ＡｌＰＭＫ１ 和 ＡｌＰＭＫ２ 之间的亲缘关系较远， 因此

推测 ＡｌＰＭＫ１ 与 ＡｌＰＭＫ２ 可能具有酶活或功能上的差异［２４］ 。
ＭｅＪＡ 作为一类广泛存在于植物中的抗损伤相关信号分

子， 现已应用于多种药用植物次生代谢产物关键酶基因的

调控。 Ｎｉｕ 等［２５］ 发现， 檀香的不同组织经 ＭｅＪＡ 处理后，
ＭＶＡ 途径中的关键酶基因 ＳａＭＫ、 ＳａＰＭＫ 具有明显的升高

响应。 茅苍术中 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 分别在 ＭｅＪＡ 处理 ４８、
２４ ｈ 基因表达量提高， 且 ＡｌＰＭＫ２ 对 ＭｅＪＡ 的响应程度较

ＡｌＰＭＫ１ 更高。 由此推断， ＭｅＪＡ 可能会对不同类型的 ＰＭＫ
基因具有不同的诱导作用。 郑汉等［２６］ 研究发现， 香樟根、
枝、 叶中 ＣｃＰＭＫ 基因的表达模式各异， 表明香樟精油中主

要化合物含量的积累与 ＣｃＰＭＫ 的表达水平相关联， 说明

ＣｃＰＭＫ 基因在香樟精油生物合成途径中发挥重要作用。 杨

恩泽等［１２］分析 ＡｖＰＭＫ 基因在阳春砂叶、 茎、 根中的表达模

式， 发现 ＰＭＫ 基因在阳春砂的叶片中表达量最高， 从而推

断出叶是阳春砂萜类物质的主要合成场所。 本研究通过

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析南京及岳西茅苍术中 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 基因

的组织表达模式， 发现 ＡｌＰＭＫ１ 和 ＡｌＰＭＫ２ 均在岳西茅苍术
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的叶中有较高的表达， 而在根状茎及茎中的表达量低， 在

南京茅苍术的 ３ 个组织中 ＰＭＫ 表达量均较低。 表明 ２ 个

ＰＭＫ 基因在茅苍术中具有组织表达特异性。
本研究对茅苍术中克隆的基因 ＡｌＰＭＫ１、 ＡｌＰＭＫ２ 进行

生物信息学及表达分析， 弥补菊科药用植物茅苍术 ＰＭＫ 基

因相关领域的空缺， 有助于在分子水平上深入了解药用植

物萜类物质的合成， 也为进一步认知甲羟戊酸激酶基因提

供理论基础。
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ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｖａｌｏｎａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｍｅｖａｌｏｎａｔｅ ｋｉｎａｓｅ
ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＶＡ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｓａｎｔａｌｕｍ ａｌｂｕｍ［Ｊ］ ．
Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０２１， １１（１）： １６９１３．

［２６］ 　 郑　 汉， 虞慕瑶， 濮春娟， 等． 香樟甲羟戊酸⁃５⁃磷酸激酶

基因 ＣｃＰＭＫ 的克隆和表达分析［ Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２０２０，
４５（１）： ７８⁃８４．
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