
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(7): 2015 −2024

西藏大花红景天RcUDPGTs基因克隆与表达分析

王宏鹏, 成璐路, 滕彦娇, 陈成彬, 张力鹏*

(南开大学生命科学学院, 天津 300071)

摘要: 以西藏大花红景天为研究材料, 利用生物信息学和实时荧光定量 PCR 技术对 RcUDPGTs基因家族中

18个成员的序列和表达模式进行分析, 并构建RcUDPGT (JX228125.1) 的诱饵载体以筛选拟南芥酵母文库中互作

蛋白。结果表明, RcUDPGTs基因核苷酸序列长度为 1 400 bp左右, 编码 452～498个氨基酸。一级结构中N端序列

保守性较低, C端的保守性较高, 均含有尿苷二磷酸葡萄糖结合结构域 (PSPG盒)。蛋白质三级结构均呈现一定相

似性, 具有 UDP 糖供体识别中心, 且含有多个可磷酸化位点。qRT-PCR 结果显示 RcUDPGTs基因在根、茎、叶三

个器官中均有表达, 且其表达量能够受到低温/紫外和多种植物激素 (脱落酸、生长素、茉莉酸甲酯)的调控, 但表达

模式差异较大。与阴性对照相比, RcUDPGT基因没有自激活活性和细胞毒性, 并筛选到两个互作明显的拟南芥基

因AtKCR1 (AT1G67730.1) 与AtSNL4 (AT1G70060)。以上结果丰富了RcUDPGTs基因的研究成果, 为了解大花红景

天与高原环境的适应性机制, 同时为深入研究根部次生代谢产物的合成和积累提供一定理论基础。
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Cloning and expression analysis of RcUDPGTs genes in

Tibetan Rhodiola crenulata

WANG Hong-peng, CHENG Lu-lu, TENG Yan-jiao, CHEN Cheng-bin, ZHANG Li-peng*
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Abstract: UDP glucosyltransferase (UDPGT) catalyzes the synthesis of secondary metabolites and plant

hormones to regulate plant growth and development, pathogen defense and environmental adaptability. In this

study 18 members of the RcUDPGT gene family were cloned from Tibetan Rhodiola crenulata and analyzed using

bioinformatics. The tissue-specific expression, abiotic stresses and plant hormones (abscisic acid, auxin, methyl

jasmonate) induced expression patterns were identified by real-time quantitative PCR. The bait vector of RcUDPGT

(JX228125.1) was constructed to select interacting proteins from an Arabidopsis yeast library. The results of the

bioinformatics analysis revealed that RcUDPGT nucleotide sequences were about 1 400 bp and encoded 452-

498 amino acids. In the primary protein sequences, C-terminal sequences were more conserved compared with

N-terminal regions, which held a PSPG (plant secondary product glycosyltransferase) domain. In the tertiary

structures, RcUDPGTs contained a UDP sugar donor recognition binding site. In addition, all genes had multiple

phosphorylation sites. The results of qRT-PCR showed that RcUDPGTs genes were expressed in root, stem and

leaf. The expression levels were regulated by low temperature/ultraviolet light and various plant hormones

(ABA, IAA, MeJA), but the expression patterns were quite different among them. For example, RcUDPGT6,

RcUDPGT11, and RcUDPGT17 had the highest expression in leaves and were induced by all three hormones,

suggesting that the functions of these genes might be to respond to environmental changes. RcUDPGT9,

RcUDPGT10, RcUDPGT14 were most abundantly expressed in roots and were significantly induced by ABA and
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MeJA hormones, indicating that these genes may be involved in the synthesis and accumulation of salidroside.

Yeast two-hybrid results showed that RcUDPGT did not exhibit autoactivation and cell toxicity, and two significant

interactional genes were identified, AtKCR1 (AT1G67730.1) and AtSNL4 (AT1G70060). The AtKCR1 gene encodes

a β -ketoacyl reductase (KCR) involved in synthesis of very long chain fatty acids. The AtSNL4 gene encodes a

homolog of the transcriptional repressor SIN3, which could participate in the ABA hormone signaling pathway and

enhance the transcriptional repression of AP2/EREBP class factors in Arabidopsis. These results suggest that the

accumulation of the secondary metabolite salidroside in Rhodiola crenulata might be affected by several regulatory

mechanisms. The above results may lay the foundation for understanding the adaptive mechanism of Rhodiola

crenulata in a high altitude environment and stimulate an in-depth study of the synthesis and accumulation of

secondary metabolites in this species.
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糖 基 化 是 由 糖 基 转 移 酶 (glycosyltransferase

enzyme, GT) 催化, 在某些大分子合成过程中将供体的

糖基添加到受体的羟基或其他功能基团上的细胞

修饰反应[1]。GT基因是一类序列上高度进化、功能上

高度分歧的多基因家族。因其利用尿苷二磷酸的 5'端

糖基作为供体而被称为 UDPGT (UDP-糖基转移酶 ,

UDP-glucosyltransferase)[2,3]。UDPGT可以参与多种糖

基受体的生物合成, 包括次生代谢产物如类黄酮、萜

类、甾醇等[4-6]和植物激素如脱落酸、生长素、细胞分裂

素、水杨酸等[7,8], 以调控植物的生长发育、病原防御和

与生长环境的适应性[9]。这些基因序列的N端变异较

大被认为是特异性结合苷元底物的区域, C端包含一

个由 44个氨基酸组成的较为保守区域 PSPG (植物次

生代谢产物糖基转移酶, plant secondary product glyco‐

syltransferase) 作为糖基识别中心。

目前已有研究报道了拟南芥 (Arabidopsis thaliana)

的UDPGT基因家族成员为 107个, 水稻 (Oryza sativa)

为 180 个 , 以及其他 100 多种二倍体植物如碧桃

(Prunus persica)、甘蓝 (Brassica oleracea)、玉米 (Zea

mays)、葡萄 (Vitis vinifera)、大豆 (Glycine max) 等[10-12]。

而大花红景天及红景天属其他物种多分布于海拔较

高 (3 500～5 000 m) 的山区、丘陵一带, 使得对其采集

和研究工作均十分困难, 关于红景天 UDPGT 的报道

较少[13, 14]。截止到 2020 年 , NCBI 中收录的红景天属

不同种UDPGT序列数量依然较少[15], Ma等[16]成功克

隆了库叶红景天 (Rhodiola sachalinensis) RsUGT73B6

基因 (AY547304), 并证明过表达该基因能够提高根

部活性成分红景天苷的积累。常凯等[17]利用 hiTAIR-

PCR 技术获得了大花红景天 (Rhodiola crenulata)

UDPGT基因, 并利用生物信息学对其编码区和启动子

进行了分析。以上结果对于深入开展红景天UDPGT

基因功能研究还相差甚远, 特别是大花红景天, 作为红

景天属的药用植物之一, 也是中国药典规定的唯一入

药种, 当前研究还十分薄弱[18, 19]。

因此, 本研究以西藏大花红景天为研究对象, 成功

克隆了RcUDPGTs家族基因的 18个成员, 对其氨基酸

序列进行分析 , 并利用 qRT-PCR 对其组织表达特异

性、非生物胁迫和植物激素诱导表达模式进行鉴定, 同

时构建RcUDPGT的酵母双杂交诱饵载体筛选互作蛋

白, 以期进一步了解大花红景天RcUDPGTs家族, 为深

入开展基因功能研究奠定基础。

材料与方法

实验材料 本研究以西藏大花红景天 (Rhodiola

crenulata) 为材料, 于 2015年 7月采集自西藏地区米拉

山山脉 , 其海拔 4 868.4 m, 经度 92.34°, 纬度 29.78°。

经南开大学宋文芹教授鉴定为景天科药用植物大花红

景天。部分材料经液氮速冻后保存于-80 ℃; 其余材

料以叶片为外植体进行组织培养, 利用无菌再生苗进

行非生物胁迫诱导实验。

基因序列来源 RcUDPGTs基因序列来源于本实

验室已完成的转录组数据库 , 基于 de novo 拼接的

unigene 注释信息 , 以 UDP-glucosyltransferase/UDPGT

为关键词对数据库进行检索, 获得RcUDPGTs序列。

RNA 提取与 cDNA 第一条链的合成 大花红景

天不同组织的总RNA提取依照改良CTAB-异丙醇法

进行[20]。cDNA 第一条链的合成利用 M-MLV 反转录

酶 (TaKaRa, Japan) 进行, 产物用无核酸酶无菌 dd H2O

稀释10倍后, -20 ℃保存。

生物信息学分析 利用生物信息学在线网站对获

得的 RcUDPGTs 基因氨基酸序列进行分析。利用

blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blastx) 进行序列

验证 ; 利用 ORF Finder (http://www.bioinformatics.org/

sms2/orf_find. html) 获得编码框 ; 利用 blastp (https://

blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blastp) 获得同源基因 ; 利用

DANMAN计算RcUDPGTs与各自同源基因的同源性
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比值 ; 利用 MEGA 7.0 中 Clustal W 对大花红景天、红

景天和拟南芥 UDPGT 序列进行比对 , 构建 N-J 进化

树; 利用在线软件TMHMM sever v.2.0 (http://www.cbs.

dtu. dk/services/TMHMM/) 和 Procomp (http://linux1.

softberry.com) 分析跨膜结构域和亚细胞位置 ; 利用

ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/) 分析蛋白质

分子量、等电点、稳定性、脂肪系数、亲水系数和磷酸化

位点 ; 利用 MEME (http://meme-suite. org/tools/meme)

分析保守结构域 ; 利用 SWISS-MODEL (https://swiss‐

model.expasy.org/interactive) 预测三级结构模型[21]。

表达模式分析 组织特异性表达模式分析, 以组

培再生苗的根、茎、叶为材料。低温、紫外、植物激素诱

导表达模式均以整株的无性繁殖苗为材料。选择处于

同一生长状态的再生苗, 置于 0 ℃的冰水混合物中, 保

持 0、3、7天以模拟低温胁迫; 置于 234 nm的紫外灯管

下模拟紫外胁迫, 光周期为紫外处理 16 h, 黑暗 8 h; 置

于含有 50 μmol·L-1 脱落酸 (ABA)、100 μmol·L-1 生长

素 (IAA)、100 μmol·L-1茉莉酸甲酯 (MeJA) 的 1/4 MS

液体培养基中, 24 ℃、60 r·min-1振荡 6 h以模拟ABA、

IAA和MeJA。将上述处理后的材料用无菌水洗净, 液

氮速冻过夜, -80 ℃超低温保存。不同胁迫处理材料

的叶片用以提取 RNA。以上处理均含有 3 个生物学

重复[22]。

实时定量 PCR 利用 Bio-RAD 公司的 iQ5 完成

实时定量 PCR (qRT-PCR)。反应体系为 20 μL, 包含

10 ng cDNA、10 μL SYBRGreen (TaKaRa, Japan)、各

0.8 μL 上下游引物, 以RcGAPDH为内参基因, 每个样

品包含3个生物学重复[23]。

RcUDPGT自激活鉴定与互作蛋白筛选 酵母双

杂交拟南芥文库的筛选方法依 Clontech 公司 Match‐

maker Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual 说

明书进行。首先构建载体, 以NCBI中公布的RcUDPGT

基因 (JX228125.1) 为参照, 利用无缝克隆技术连入诱

饵载体 pGBKT7 载体 , 并通过 LiTE/PEG 法转化 Y2H

Gold菌株。对诱饵载体进行自激活和毒性验证, 以排

除基因本身对杂交结果的影响。然后进行文库筛选,

将诱饵载体与文库混合后涂布于 SD/-Trp-Leu-His 培

养基进行初筛, 7 d后挑选阳性克隆滴于SD/-Trp-Leu+

β-gal 培养基 , 并挑选蓝斑菌落摇菌提取质粒。利用

T7/3'AD进行扩增和测序, 根据测序结果确定互作基因。

第三, 互作蛋白验证。根据上述测序结果合成该基因

引物并依无缝克隆法连入 pGADT7载体, 与 pGBKT7-

RcUDPGT诱饵载体共同转化Y2H Gold, 并以pGBKT7-

RcUDPGT+pGADT7、pGBKT7-53+pGADT7-T 作为阴

阳性对照。将阳性菌液分别培养至OD = 0.5, 取6 μL分

别滴于 SD/-Trp-Leu、SD/-Trp-Leu+β-gal、SD/-Trp-Leu-

His培养基, 30 ℃培养3 d后拍照。

结果与分析

1 大花红景天RcUDPGTs基因序列分析

通过筛选转录组注释数据库共得到 75 条编码

UDP-glucosyltransferase/UDPGT 基因的 unigene 序列 ,

去除表达丰度较低且不具有完整开放阅读框的序列,

最终获得 18 条序列信息并已提交到 NCBI Genbank,

分 别 命 名 为 RcUDPGT1～RcUDPGT18, 登 录 号 为

MW579350～MW579367。RcUDPGTs 基因核苷酸序

列长度均为 1 400 bp 左右 , 编码 452～498 个氨基酸。

利用 Blastp 检索到其同源基因主要为双子叶植物如

Rhodiola rosea、Rhodiola sachalinensis、Quercus sube、

Theobroma cacao、Vitis vinifera等。RcUDPGTs基因中

仅 4条与已公布的Rhodiola rosea UDPGT同源性较高

在 92% 以上, 其余基因的同源性较低为 55% 左右, 如

表 1。说明大花红景天RcUDPGTs基因的氨基酸序列

变异程度较大。

2 大花红景天RcUDPGTs基因生物信息学分析

利用Mega 7.0构建大花红景天、红景天和拟南芥

UDPGT基因的N-J进化树, 结果显示红景天 (Rhodiola

rosea) RrUDPGTs基因主要集中于第一亚组, 大花红景

天 (Rhodiola crenulata) RcUDPGTs 聚类较为分散 , 分

属于 7个亚组, 其中仅第 5组的两对基因 (RcUDPGT8

与RcUDPGT9、RcUDPGT10与RcUDPGT11) 遗传距离

最近, 见图1。ExPASy在线分析结果显示RcUDPGTs基

因编码的蛋白质大小为 5.0 kDa左右, 其中RcUDPGT5

最小约为 4.8 kDa, RcUDPGT14最大约为 5.6 kDa。等

电点主要集中于5.5～6.1之间, 其中RcUDPGT14最高为

Figure 1 Phylogenetic tree of RcUDPGTs proteins sequences
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6.26, RcUDPGT12 最低为 4.97。RcUDPGTs 基因中仅

7 个成员的不稳定系数小于 40, 说明这些 RcUDPGTs

蛋白质结构较稳定。脂肪系数主要集中在 85～95之

间, 亲水系数为 0.0左右, 说明RcUDPGTs一级结构的

亲水性、疏水性差异不是特别显著, 仅 RcUDPGT2 的

差异较大, 脂肪系数为 77.01、亲水系数为-0.329, 说明

其为疏水蛋白。对RcUDPGTs蛋白磷酸化位点进行预

测, 结果显示均含有 28个位点以上, 说明这些蛋白可

能受到磷酸化酶或去磷酸化酶的修饰, 见表 2。此外,

TMHMM 和 Procomp 预测结果显示, 18 个 RcUDPGTs

的 11个成员具有跨膜结构域, 亚细胞位置主要定位于

细胞膜或细胞器膜。说明一些成员为膜结合蛋白 (如

RcUDPGT1、RcUDPGT2、RcUDPGT10、RcUDPGT11、

RcUDPGT15、RcUDPGT18)。一些成员为跨膜蛋白 ,

仅RcUDPGT12以游离蛋白质的形式存在 (表1)。

利用在线 MEME 预测 RcUDPGTs 基因的保守

motif。结果显示 N端的保守性较低, C端呈现 3个保

守结构域, 不同基因间保守motif存在的位置相似, 这

些 motif的氨基酸序列与其他物种报道的 PSPG motif

一致, 表现为 Rossmann 折叠的特征结构 α/β/α (图 2)。

SIWSS-MODEL预测的蛋白质三级结构显示, RcUDPGTs

蛋白中心具有相同的UDP糖供体识别结合位点, 该区

域主要由C端的结构域残基构成, PSPG的Cα3、Cβ4和

Cα5 的 N 末端残基都指向 UDP 供体。N 端的变异较

Table 1 RcUDPGTs genes information in Rhodiola crenulata

Gene name

RcUDPGT1
RcUDPGT2
RcUDPGT3
RcUDPGT4
RcUDPGT5
RcUDPGT6
RcUDPGT7
RcUDPGT8
RcUDPGT9
RcUDPGT10
RcUDPGT11
RcUDPGT12
RcUDPGT13
RcUDPGT14
RcUDPGT15
RcUDPGT16
RcUDPGT17
RcUDPGT18

Nucleotide

1 473
1 458
1 461
1 359
1 338
1 425
1 473
1 488
1 488
1 479
1 497
1 401
1 443
1 542
1 425
1 416
1 431
1 377

Amino

acid

490
485
486
452
445
474
490
495
495
492
498
466
480
513
474
471
476
458

Homologous species

Rhodiola rosea
Rhodiola rosea
Quercus suber
Rhodiola sachalinensis
Rhodiola rosea
Rhodiola rosea
Theobroma cacao
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Gossypium arboreum
Citrus clementina
Quercus suber
Citrus sinensis
Vitis vinifera
Citrus sinensis
Herrania umbratica
Hevea brasiliensis
Theobroma cacao

Homologous

gene

AUI41141.1
AUI41118.1
XP_023877832.1
ABP49574.1
AUI41138.1
AUI41126.1
EOX91168.1
XP_019077179.1
XP_019077179.1
XP_017617398.1
XP_006423816.1
XP_023883929.1
XP_006493646.2
XP_010650424.1
XP_006484269.1
XP_021286417.1
XP_021665291.1
XP_007025500.2

Identity

96.53%
96.08%
60.91%
53.46%
97.77%
92.83%
45.29%
55.62%
55.62%
51.09%
50.99%
53.02%
50.35%
58.61%
54.60%
53.46%
57.77%
61.30%

Transmembrane

domain

No
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
No
No
Yes
Yes
No
Yes
Yes
No

Subcellular localization

Mitochondrial membrane
Mitochondrial membrane
Cytoplasm
Mitochondrial membrane
Mitochondrial membrane
Cytoplasm
Golgi membranes
Cell membrane
Cell membrane
Cell membrane
Cell membrane
Cytoplasm
Cell membrane
Peroxisome membrane
Mitochondrial membrane
Golgi membranes
Cell membrane
Cell membrane

Table 2 The result of RcUDPGTs proteins physical and chemical properties

Gene name

RcUDPGT1
RcUDPGT2
RcUDPGT3
RcUDPGT4
RcUDPGT5
RcUDPGT6
RcUDPGT7
RcUDPGT8
RcUDPGT9
RcUDPGT10
RcUDPGT11
RcUDPGT12
RcUDPGT13
RcUDPGT14
RcUDPGT15
RcUDPGT16
RcUDPGT17
RcUDPGT18

Molecular

weight/D

55 290.39
54 677.44
54 507.44
51 188.33
48 024.12
52 733.83
55 070.49
55 001.79
54 887.48
55 192.07
55 294.65
51 388.18
53 270.02
56 393.68
52 512.42
52 180.84
54 137.04
51 334.48

Isoelectric

point

5.91
5.52
6.17
6.09
5.73
5.23
6.36
5.8
5.61
5.76
5.59
4.97
6.02
6.26
6.09
5.8
5.55
6.08

Instability

index

46.73
42.53
35.1
33.24
32.52
43.03
37.54
47.03
47.85
36.49
32.84
46.0
43.38
55.03
31.16
40.71
42.93
45.7

Stability

No
No
Yes
Yes
Yes
No
Yes
No
No
Yes
Yes
No
No
No
Yes
No
No
No

Aliphatic

index

88.31
77.01
94.4
86.62
97.3
90.32
93.94
97.64
96.67
94.49
92.19
85.52
85.35
86.55
88.4
91.27
87.02
90.68

Hydrophilic

index

-0.133
-0.329
-0.088
-0.255

0.101
0.098

-0.099
-0.009
-0.076
-0.059
-0.132
-0.079
-0.072
-0.179
-0.172
-0.042
-0.282
-0.065

Phosphorylation

site

41
34
43
39
35
52
42
33
32
28
33
36
39
47
24
47
42
29
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大, 具有对结合苷元底物识别的特异性。RcUDPGTs

蛋白质三级结构均存在特异性, 说明了其所发挥的生

物学功能是多样的。

3 RcUDPGTs组织特异性表达模式

基因发挥功能的主要场所, 决定了其在不同组织

内表达模式的特异性[24]。因此 , 利用 qRT-PCR 对

RcUDPGTs在大花红景天营养生长过程中主要器官根、

茎、叶的表达水平进行了鉴定。结果显示 RcUDPGTs

基因在 3个不同器官中均有表达, 10个 RcUDPGTs基

因在叶片中的表达量明显高于茎和根, 3个基因在根中

的表达量明显高于叶和茎 (RcUDPGT9、RcUDPGT10、

RcUDPGT14), 2 个基因在茎中高表达 (RcUDPGT5、

RcUDPGT11), 3 个基因在不同组织内均有较高水

平的 表 达 , 差 异 较 小 (RcUDPGT8、RcUDPGT12、

RcUDPGT13)。对于遗传距离最近的 RcUDPGT8 和

RcUDPGT9具有相似的表达模式, 说明了这两个基因

在功能上可能存在互补 (图3)。

4 RcUDPGTs响应非生物胁迫诱导表达模式

由于大花红景天的生长环境极为特殊, 在其生活

史中持续的面临低温、低氧、强紫外线等非生物胁迫。

因此, 对RcUDPGTs基因在低温、紫外胁迫下的表达模

式进行了分析, 以进一步了解其在大花红景天生命过程

中的意义。结果显示, 低温胁迫能够影响 RcUDPGTs

基因的表达量 , 除 RcUDPGT12 外 , 其他基因的表达

水平均出现显著的变化。随着胁迫时间的延长, 4个

基因的表达量持续下降 (RcUDPGT1、RcUDPGT4、

Figure 2 Conserve motif prediction of RcUDPGTs. A: Conserved domains; B: Motif sequences; C: Sugar donor region; D: PSPG region

sequence

Figure 3 The figure of RcUDPGTs tissue-specific expression. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control. Note: Repeat 3 samples, each for 3 times
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RcUDPGT13、RcUDPGT15); 5基因的表达量持续上升

(RcUDPGT8、RcUDPGT9、RcUDPGT10、RcUDPGT11、

RcUDPGT14); 2 个基因的表达水平先下调再上调

(RcUDPGT3、RcUDPGT18); 其余基因的表达水平表现

为先上调然后下调的趋势 (图4)。相比于低温胁迫, 紫

外处理对RcUDPGTs表达量的影响更为显著, 并且均呈

现上调表达模式。8个基因在胁迫第 3天即出现最高

表达水平, 随后出现下调; 10个基因在胁迫第 5天出现

最高表达水平, 其中6个基因表现为先下调再上调的表

达模式, 即在胁迫第 3天时表达量有所降低, 胁迫第 5

天时显著提高 (RcUDPGT2、RcUDPGT3、RcUDPGT4、

RcUDPGT5、RcUDPGT15、RcUDPGT18) (图5)。

5 RcUDPGTs响应植物激素胁迫诱导表达模式

植物激素是一种重要的信号分子, 是机体应对外

界环境变化、调控生长发育的重要手段。UDPGT对于

许多内源激素的合成与降解具有不可替代的作用。因

此, 为了进一步分析RcUDPGTs与植物激素之间的关

系, 对其在ABA、IAA和MeJA胁迫下的表达量进行了

鉴定。结果显示大部分基因都可以受到外源激素的诱

导表达 , 但也出现抑制表达的情况如 RcUDPGT2、

RcUDPGT3和 RcUDPGT18。并且同一基因在不同激

素处理下的表达模式不同如RcUDPGT5、RcUDPGT7、

Figure 5 The expression levels of RcUDPGTs under UV treatment condition by qRT-PCR. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control. Note: Repeat 3

samples, each for 3 times

Figure 4 The expression levels of RcUDPGTs under cold treatment condition by qRT-PCR. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control. Note: Repeat

3 samples, each for 3 times
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RcUDPGT15、RcUDPGT16, ABA 处理后上调表达

MeJA处理后下调表达。此外, 外源ABA会诱导 15个

RcUDPGTs基因表达, 而抑制 3个RcUDPGTs基因的表

达量; IAA能够显著提高RcUDPGT10、RcUDPGT11基

因的表达水平; MeJA 除对 RcUDPGT1 基因的表达水

平影响不明显外, 能够显著诱导 10个RcUDPGTs基因

表达 (图6)。

6 RcUDPGT互作蛋白的筛选

为了进一步研究RcUDPGTs基因功能, 对前人已报

道的, 直接参与红景天苷合成代谢途径的 RcUDPGTs

家族成员RcUDPGT (JX228125.1) 进行克隆, 并筛选拟

南芥文库。首先验证其自激活活性和细胞毒性。如图7

所示, 转化 pGBKT7-RcUDPGT的酵母细胞在 SD/-Trp

培养基上能正常生长, 但在SD/-Trp-His培养基上无法

生长, 阴性对照 pGBKT7在 SD/-Trp-His培养基上无法

生长, 阳性对照在 SD/-Trp-His培养基上正常生长, 表

明RcUDPGT蛋白没有自主激活活性和细胞毒性。

通过拟南芥酵母文库筛选和点对点滴板验证, 如图8

所示, 筛选到了2个与RcUDPGT互作明显的蛋白, 分别

为 AtKCR1 (AT1G67730.1) 和 AtSNL4 (AT1G70060)。

根据拟南芥文库数据库收录的基因功能描述可知 ,

AtKCR1编码 β-酮酰还原酶 (KCR), 在超长链脂肪酸延

伸过程中催化第一次还原反应。AtSNL4则编码转录

抑制因子 SIN3的同源物, 该基因可参与 ABA激素信

号调控途径, 并增强拟南芥AP2/EREBP类因子的转录

抑制活性。说明RcUDPGT基因能够参与大花红景天

的生长发育和植物激素调控途径, 其体内次生代谢产

物红景天苷的积累, 可能受到多种调控机制的影响。

Figure 7 Transcription activity and toxicity detection of RcUDPGT

Figure 6 The expression levels of RcUDPGTs under plant hormones treatment conditions. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control. Note: Repeat 3

samples, each for 3 times
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讨论

大花红景天是一种常见的药用植物, 应用于传统

中医与藏医已有数千年的历史。据晶珠本草、藏医图

鉴和本草纲目等记载, 大花红景天干燥根具有祛邪恶

气、补诸不足的功效。现代药理学证明其具有抗衰老、

抗疲劳、抗辐射、预防高原反应等作用, 因此也被称为

高原人参[25,26]。近年来, 随着对药用产品和保健产品

的开发, 其需求量也与日俱增, 据统计每年需求红景天

干燥根达 1 000吨之多。由于目前仍无法进行人工栽

培只能开采野生资源 , 长此以往必然造成资源的枯

竭[27]。另外相关研究报道也较少, 这极大阻碍了大花

红景天的利用和可持续发展[28]。本研究通过对 18个

RcUDPGTs基因序列进行分析, 丰富了该基因家族的

研究成果, 为了解大花红景天与高原环境的适应性机

制, 同时为深入研究其次生代谢产物红景天苷的合成

积累提供一定理论基础。

UDPGT基因的分离是研究其生物学功能的前提,

但是该家族成员的氨基酸序列相似性很低, 即使是认

为较为保守的C端 PSGP序列也只有 43%～78%的相

似性, 其他区域的同源性更低。另一方面, UDPGT主

要参与次生代谢途径, 而植物的次生代谢产物多由环

境诱导合成, 在植物体内负责其生物合成关键基因的

表达丰度常常较低, 因此通过同源扩增的方式获得基

因序列存在一定困难[29]。基于 de novo拼接技术可以

快速获得基因序列 , 避免同源扩增和 race 的繁琐[30]。

本研究获得的 18条RcUDPGTs基因序列, 仅 4条与已

公布的 33条 Rhodiola rosea的 UDPGT基因序列相似,

在构建的 N-J 进化树中 , 与拟南芥 AtUDGPTs 相比 ,

RcUDPGTs 和 RrUDPGTs 也并不是明显聚为一类 , 说

明这些基因的遗传距离比较远, 是大花红景天特异的

UDPGT基因序列。

RcUDPGTs 也可以受到植物激素 ABA、IAA 和

MeJA 的诱导表达, 一方面说明了其可能参与上述激

素的合成或分解代谢, 另一方面也说明了这些基因启

动子区可能存在特定激素识别的信号元件。基因的组

织特异性和胁迫 (低温/紫外) 诱导表达模式说明该家

族的成员能够广泛的参与生长发育, 并在调节大花红

景天应对高原气候的过程中扮演举足轻重的角色[31]。

如 RcUDPGT6、RcUDPGT11、RcUDPGT17 基因在叶

片中表达量最高 , 且能够受到 3 种激素的诱导表达 ,

说明其基因功能可能与响应外界环境变化有直接联

系。此外, 大花红景天根部次生代谢产物为红景天苷, 该

类物质的合成途径最后一步反应是由RcUDPGTs催化

酪醇和UDP合成[32,33]。因此RcUDPGTs是红景天苷合

成的关键基因。本研究中, RcUDPGT9、RcUDPGT10、

RcUDPGT14 在根中表达量最高 , 且能够明显受到

ABA、MeJA激素诱导, 说明这些基因可能与红景天苷

的合成与积累有关。

β-酮酰还原酶 (KCR) 参与合成的超长链脂肪酸

(VLCFAs) 对真核生物的生存至关重要。有研究表明,

VLCFAs参与植物体内三酰基甘油、磷脂、蜡和鞘脂等

的合成[34]。且植物能够通过增加这些脂质中极低分子

量VLCFAs的含量增强对干旱、缺氧、紫外线辐射和病

原体感染等各种环境胁迫的抗性[35,36]。此外, 转录抑

制因子 SNL4 (SIN3-LIKE4) 对植物的生存也很重要。

研究表明 SIN2/3/4、HDA19和 HDC1突变体在长日照

条件下开花晚于野生型或与野生型相似, 短日照条件

下开花早于野生型[37]。AtSIN3 通过与 APETALA2/

Figure 8 Validation of interaction proteins for RcUDPGT
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EREBP型转录抑制因子AtERF7相互作用导致过表达

AtERF7的拟南芥植株对 ABA 的敏感性减弱, 对干旱

胁迫的耐受性降低 ; 而降低 AtERF7 表达的植株对

ABA的敏感性增加、促进种子萌发和幼苗生长[38]。以

上结果说明 RcUDPGT能够与 KCR 或 SIN3同源物相

互作用, 合成多种脂肪酸并参与ABA信号途径, 进而

增强大花红景天对低温、低氧和强紫外线等高原环境

的适应性。这与常凯等[17]分析发现RcUDPGT基因启

动子区域存在植物发育、激素响应、光响应、厌氧响应、

低温响应和压力与防御响应等元件的结果一致。以上

结果进一步证实了RcUDPGTs家族成员能够广泛的参

与生长发育, 并在调节大花红景天应对高原气候的过

程中扮演举足轻重的角色。同时说明大花红景天体内

次生代谢产物红景天苷的积累, 可能受到多种调控机

制的影响。在后续的研究中, 可以利用转基因技术改

变RcUDPGTs基因的表达量, 以进一步了解其生物学

功能, 为人工合成红景天苷提供一定理论基础。

作者贡献: 通讯作者张力鹏负责实验设计、数据分析及

论文修改 , 同时负责完成了 RcUDPGTs 基因家族成员的克

隆、生物信息学分析和不同胁迫下的表达分析实验; 第一作

者王宏鹏负责构建RcUDPGT (JX228125.1) 的诱饵载体以及
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