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山楂果实转录组分析及三萜合成关键酶基因SQE的克隆与生信分析
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摘要: 山楂为我国传统中药, 含有机酸和三萜酸类等活性成分, 具有重要的药用和食用价值。为研究山楂不同

发育时期的基因表达差异并挖掘山楂有效成分生物合成的基因, 本研究利用 Illumina Hiseq 2000高通量测序技术

对同一产地不同发育时期的山楂果实进行转录组测序和生物信息学分析。经 Trinity 软件组装后获得 78 496 条

Unigenes, 平均长度为 941 nt, 其中 58 395 条 Unigenes 能被 NR、NT、Swiss-Prot、KEGG、COG、GO 等公共数据库注

释。对注释得到的Unigenes进行KEGG代谢通路分析, 有 52条Unigenes编码 15个关键酶参与柠檬酸循环, 有 62条

Unigenes参与山楂的三萜合成通路。同时, 本研究克隆获得了 2个鲨烯环氧酶基因CpSQE1、CpSQE2并进行了生

物信息学分析, 结果表明CpSQE1和CpSQE2 ORF全长分别为 1 594 bp、1 597 bp, 分别编码 530、531个氨基酸, 蛋白

质分子质量为 57.6 kDa、57.5 kDa, 生物信息学分析表明 CpSQE1 和 CpSQE2 蛋白保守区都含有一个 PLN02985

superfamily保守结构域, 均属于鲨烯单加氧酶超家族, 系统进化树显示CpSQE1、CpSQE2均与其他植物中具有鲨烯

环氧酶功能的SQE聚为一支。该研究为进一步挖掘山楂有效成分生物合成过程中的关键基因, 解析调控其有效成

分生物合成途径提供研究基础。
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Abstract: Crataegus pinnatifida is a traditional Chinese medicine, which contains organic acids, triterpenoid

acids and other active components, has important medicinal and edible value. In order to study the difference of

gene expression level in different developmental stages of hawthorn and explore the genes of active ingredient
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biosynthesis in Crataegus pinnatifida, high-throughput Illumina HiSeq 2000 technology were used to conduct tran‐

scriptome sequencing and bioinformatics analysis on Crataegus pinnatifida fruits from the same origin at different

developmental stages. 78 496 Unigenes with an average length of 941 nt were obtained by Trinity software. Among

them, 58 395 Unigenes can be annotated by NR, NT, Swiss prot, KEGG, COG, GO and other public databases.

KEGG pathway analysis showed that 52 Unigenes encoding 15 key enzymes involved in the citric acid cycle.

There are 62 Unigenes were involved in the triterpene biosynthesis pathway of Crataegus pinnatifida. Two key

enzymes SQE of triterpenoid metabolism pathway in Crataegus pinnatifida were cloned and performed bioinfor‐

matic analysis. The results showed that ORF of CpSQE1 and CpSQE2 were 1 594 bp and 1 597 bp, respectively,

encoding 530 and 531 amino acids. The molecular weight of proteins was 57.6 kDa and 57.5 kDa. Bioinformatics

analysis showed that both CpSQE1 and CpSQE2 proteins have a PLN02985 superfamily conserved domain,

belonging to the squalene monooxygenase superfamily. The phylogenetic tree shows that CpSQE1 and CpSQE2

are clustered together with SQE with squalene epoxidase function in other plants. This study provides a research

basis for further exploring the key genes in the biosynthesis process of hawthorn active ingredients and analyzing

the regulation pathway of its active ingredient biosynthesis.
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山楂始载于《本草纲目》[1], 2020版《中国药典》中

记载为蔷薇科植物山里红Crataegus pinnatifida Bge. var.

major N. E. Br.或山楂 Crataegus pinnatifida Bge.的干

燥成熟果实, 具有消食健胃、行气散瘀、化浊降脂等功

效, 用于肉食积滞、胃脘胀满等症[2]。山楂广泛分布于

我国南北地区, 黑龙江、内蒙古、河北、河南、山东、陕

西、江苏等地均有生产[3], 是我国传统的药食两用中药

材品种之一[4]。三萜和有机酸是山楂的主要化学成

分, 2020版《中国药典》[2]中收录的山楂药材项将枸橼

酸 (柠檬酸) 作为对照品, 通过测定枸橼酸在山楂果实

中的含量对山楂的质量进行控制, 并且以熊果酸为对

照品鉴别山楂真伪。迄今为止 , 已从山楂中鉴定出

150多种化学成分, 包括黄酮、三萜、甾体、木脂素、有

机酸等多种成分[5,6], 熊果酸、齐墩果酸和山楂酸等三

萜类化合物在人体内可表现出明显的生物活性, 例如

抗癌、抗炎、抗菌、抗病毒和抗氧化等特性[7-9]。

目前对柠檬酸代谢途径的研究多集中于含有机酸

的药用植物, 如榔梅[10]、柑橘[11]等。对三萜代谢途径研

究较为深入的有甘草[12]、人参[13]、罗汉果[14]、秦艽[15]、三

七[16]等药用植物 , 鲨烯环氧酶 (squalene eposidases,

SQE) 被认为是三萜生物合成途径中的一个关键调控

酶。鲨烯环氧酶在甲羟戊酸 (mevalonic acid, MVA) 途

径中催化鲨烯生成甾醇及三萜类物质的前体物质 2,3-

氧化鲨烯, 鲨烯环氧酶的活性和含量与药用植物三萜

类活性成分的产量直接相关[17]。在枇杷中克隆得到两

个鲨烯环氧酶基因 EjSQE1和 EjSQE2, 且鲨烯环氧酶

基因的表达量与枇杷悬浮培养细胞中的熊果酸含量呈

正相关[18]。将拟南芥的 3个 SQE和酿酒酵母ERG1等

4个SQE基因与羽扇豆醇合成酶基因LUS整合至工程

菌株NK2-SQ09的染色体上, 发现拟南芥的AtSQE2能

显著提高下游中间体羊毛甾醇的产量, 进一步通过调

控达玛烯二醇Ⅱ合酶基因的表达和发酵工艺优化等策

略, 创建出产量能达到 15 g·L-1人参皂苷前体达玛烯二

醇Ⅱ的高效酵母细胞工厂[19]。因此, 在三萜代谢途径

中SQE的作用至关重要。

转录组测序 (RNA-seq) 是利用高通量测序技术将细

胞或组织中全部或部分mRNA、small RNA和no-coding

RNA进行测序分析的技术[20]。转录组分析不仅可以高

通量地获得与基因表达RNA水平的有关信息, 还可以

揭示基因表达与生命现象之间的内在联系, 表征生命

体生理活动的规律, 确定其代谢特性[21]。药用植物的

药效成分通常为次生代谢产物, 转录组测序技术可以挖

掘与药用植物药效成分生物合成相关的转录本和关键

酶序列, 探索其生物合成途径及调控机制, 从而提高药

用植物有效成分的含量[22]。

目前对山楂的转录组报道较少, 项目组前期建立

了一种适用于不同发育期山楂果实总RNA提取的方

法[23], 同时对山楂的 2个鲨烯合酶进行了克隆和原核

表达研究[24], 在此基础上本研究利用 Illumina Hiseq

2000高通量测序技术对不同发育时期的山楂果实进

行转录组测序, 以期筛选出三萜和柠檬酸生物合成途

径相关的基因, 并获得在山楂果实成熟期时相关基因

的表达变化规律, 为初步阐明山楂三萜和柠檬酸生物

合成途径奠定基础。

材料与方法

材料与试剂 本研究样品采自北京怀柔山区, 选定

3株山楂树作为研究对象, 根据山楂果实的不同发育时

期, 按照 8月上旬 (S1)、8月下旬 (S2) 和 10月上旬 (S3)

取样, 经中国中医科学院中药资源中心彭华胜研究员
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鉴定。所有样品经鉴定后保存于-80 ℃冰箱, 凭证标

本保存于中国中医科学院中药资源中心。TransStart

FastPfu Fly DNA Polymerase高保真酶、凝胶回收试剂

盒、感受态细胞Trans-T1购自于北京全式金生物技术

有限公司; pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司。所需引

物由上海生工生物有限公司合成; 其他试剂均为国产

分析纯。

总RNA提取及 cDNA的合成 称取 100 mg左右

新鲜的山楂果实, 加液氮置于球磨机上研磨, 采用改良

CTAB法从新鲜的山楂果实中提取总RNA[23], 1%的琼

脂糖凝胶电泳用于评价RNA的质量。ND2000测定总

RNA的A260和A280值, 选择A260/A280为1.8～2.0的总RNA

进行反转录。用所提取的总RNA经TaKaRa反转录试

剂盒 (Takara Prime ScriptTM 1st Strand cDNA Synthesis

Kit) 反转录成 cDNA。

cDNA文库构建与序列组装 将采自同一时期的

3份山楂RNA样品等量混合, 由深圳华大基因科技服

务有限公司构建测序文库 , 使用 Illumina HiSeq 2000

测序平台进行转录组双末端测序。

Unigenes的功能注释 去除原始序列数据中含有

接头及低质量的序列后, 得到Clean reads。使用Trinity

软件将 Clean reads组装成 Contig, 然后使用序列聚类

软件 TGICL 做进一步序列拼接和去冗余处理 , 得到

Unigenes。不同发育时期山楂样品的Unigenes进一步

序列拼接和去冗余处理 , 得到尽可能长的非冗余的

Unigenes。将 Unigenes 序列与蛋白数据库 Nr、Swiss-

Prot、KEGG、COG 和 GO 做 BLASTX 比 对 (e 值 <

0.000 01), 得到Unigenes的蛋白功能注释信息。

山楂转录组三萜和柠檬酸代谢途径基因筛选及热

图分析 参考文献中柠檬酸化合物[10]和萜类[13]的生物

合成代谢通路 , 结合 7 个数据库注释结果 , 筛选出本

转录组中与三萜和柠檬酸合成相关的Unigenes, 以常

用的基因表达水平估算方法中 FPKM (fragments per

kilobase million) 值进行表达量统计。运用 TBtools软

件对基因表达进行热图分析, 分析不同合成途径筛选

出的基因在山楂不同发育时期的表达模式。

CpSQE1 和 CpSQE2 基因 cDNA 的克隆 山楂鲨

烯环氧酶CpSQE1和CpSQE2的基因来源于山楂转录

组数据库, 用Primer Premier 5.0软件设计特异性引物。

上游引物: CpSQE1-F: 5'-ATGGATTACCAGTATGTTC

TTGGTG-3', CpSQE2-F: 5'-ATGGCGGCAACTGTGG

TTGTTCATC-3'; 下游引物 : CpSQE1-R: 5'-TCACTGA

AGAGGAGGAGCTCTGTAA-3', CpSQE2-R: 5'-TTAC

TCGGCAGGAGGAGCTCTATGA-3', 以反转录后的

cDNA为模板进行PCR扩增, 用 1%的琼脂糖凝胶电泳

初步判断目的基因是否存在 , 取阳性 PCR 的样品与

pMD18-T载体进行连接, 并在连接产物中加入 Trans-

T1 感受态细胞进行转化 , 取转化后的沉淀物均匀涂

在含氨苄抗性的 LB 培养板上 , 12～16 h 后挑菌并进

行菌液 PCR检测, 取阳性 PCR样品进行测序, 将测序

结果的序列及其翻译的氨基酸序列与山楂转录组数

据进行比对, 判断目的片段是否与 pMD18-T载体连接

成功。

CpSQE1和CpSQE2基因的生物信息学分析 将

测序获得的序列结果使用 ORF Finder (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 查找开放阅读框 (ORF)。

利用在线工具 ExPASy (https://web. expasy. org/prot‐

param/) 预测 CpSQE 基因编码蛋白的分子质量、氨基

酸数目、等电点、不稳定系数、脂肪指数和编码区全长

等理化性质 ; 利用在线工具 PDBsum (http://www.ebi.

ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/ Generate.html) 进

行蛋白质二级结构分析 ; 利用 Swiss Model (http://

swissmodel.expasy.org/) 程序和PyMOL软件, 根据SQE

氨基酸序列进行建模, 预测蛋白质的三级结构; 通过

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi进

行蛋白质结构域分析; 利用在线工具TMHMM (http://

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/? tdsourcetag=s_

pctim_aiomsg) 进行蛋白序列的跨膜结构域分析; 运用

ClustalW软件及Bioedit软件与其他植物进行同源氨基

酸序列比对; 用MEGA 6.06软件构建Neighbor-joining

系统进化树, bootstrap重复次数为1 000次。

结果与分析

1 山楂转录组的测序和组装

山楂进行转录组测序后共获得 54 475 600条 raw

reads, 过滤掉接头污染及低质量reads后, 得到49 370 732

条 clean reads, Q20比例为 97.53%, GC含量为 46.93%,

以上数据证明本次测序质量较好。通过 Illumina

Hiseq 2000平台测序, 总计产出14 518 598 800 nt数据。

组装结果总Unigenes 78 496条, 总长 49 538 667 nt, 平

均长度 941 nt, N50 达到 1 373 nt。Unigenes长度分布

显示 , 35 042 条 Unigenes 长度大于 500 nt, 占总数的

60.2%; 17 949条Unigenes长度大于 1 000 nt, 占总数的

30.9%; 5 108 条序列大于 2 000 nt, 占总数的 8.7%;

1 203 条 Unigenes 长度大于 3 000 nt, 占总数的 2.1%。

对山楂编码序列进行预测, 获取 52 570条Unigenes作

为 CDS。30 605 条 CDS 长度大于 500 nt, 占总数的

58.2%; 16 288 条 CDS 长度大于 1 000 nt, 占总数的

30.9%; 3 510条序列大于 2 000 nt, 占总数的 6.7%; 703

条CDS长度大于3 000 nt, 占总数的1.3% (表1)。
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2 Unigenes的注释结果统计

2.1 序列功能注释 将 78 496 条 Unigenes 序列分别

与 NR、NT、Swiss-Prot、KEGG、COG、GO 库进行比对

注释 , 其中以 NR 数据库注释最多 , 为 53 972 条 , 占

68.8%; 51 237 条 Unigenes (65.3%) 在 NT 数据库比对

成功得到注释, 在Swiss-Prot中注释 34 557个 (44.0%),

在KEGG、GO等数据库获得注释的Unigenes数目依次

为 31 043 (39.5%)、35 051 (44.7%), COG数据库注释最

少, 20 624条 (26.3%), 有 58 395条 Unigenes同时在所

有数据库中注释 (表2)。

以NR数据库进行比对, 得到与注释信息相关的同

源物种信息如图 1所示, 在相似序列匹配度较高的物

种中, 山楂与桃 Amygdalus persica的同源性序列比例

最高, 达 71.7%; 其次为野草莓Fragaria vesca (11.7%)、

苹果 Malus domestica (3.6%)、葡萄 Vitis vinifera (1.9%)

和大叶钻天杨 Populus balsamifera (1.1%)。这些物种

为山楂的序列注释提供了参考。

2.2 COG 分类 为预测 Unigenes可能的功能, 将获

得的Unigenes与COG数据库进行比对, 根据比对结果

对Unigenes的功能分类并统计 (图2)。在COG 25个类

别中, 一般功能基因的所占比例最大, 为 16.67%; 其次

为转录功能, 占 9.76%, 复制、重组和修饰比例为7.66%,

翻译后修饰、蛋白质折叠和分子伴侣占 7.29%, 翻译、核

糖体结构与生物合成比例为 7.07%。而核结构和细胞

外结构的功能基因最少, 分别为 17个 (0.04%) 和 5个

(0.01%)。此外有 2 289个未确定其准确的生物学功能,

占所有功能注释信息的5.55%。

2.3 GO 分类和 KEGG 代谢通路分析 通过对

Unigenes 的 GO 功能分析 , 山楂转录组的 Unigenes 可

分为 3大类别, 包括生物过程、细胞组分和分子功能。

生物过程类别中包括 23 个分组 , 其中“细胞过程”和

“发展过程”所占比例最高, 分别为 20.39%、20.36%; 细

胞组分中, 细胞、细胞部分所占的比例相同且最多, 为

25.32%, 其次为细胞类脂质为 19.03%; 分子功能中, 占

比最多的为结合43.57%和催化活性39.78% (图3)。

山楂转录组数据中有42 881条Unigenes注释到了

KEGG数据库中, 并被定位到 128个代谢途径。其中,

细胞过程共注释到 2 118条 Unigenes (4.94%), 环境信

息过程注释到 2 090条 Unigenes (4.87%), 遗传信息过

程注释到 9 286条Unigenes (21.66%), 新陈代谢注释到

26 922条Unigenes (62.78%), 生物系统注释到 2 465条

Unigenes (5.75%)。

3 柠檬酸合成途径基因及关键酶分析

柠檬酸是山楂的有效成分之一, 本研究从山楂转

录组中柠檬酸的生物合成通路中鉴定了 15种酶 52条

基因, 分别为丙酮酸脱氢酶 E1组分 α亚单位 (AceE)、

丙酮酸脱氢酶 E2组分 (DLAT)、二氢硫辛酰胺脱氢酶

(DLD)、柠檬酸合酶 (CS)、柠檬酸ATP裂解酶 (ACLY)、

乌头酸酶 (Aco)、异柠檬酸脱氢酶 (IDH1)、异柠檬酸脱

氢酶 (IDH3)、酮戊二酸脱氢酶 (OGDH)、二氢硫辛酰琥

珀酰转移酶 (DLST)、琥珀酰辅酶 A 合成酶 α亚基

(LSC1)、琥珀酰辅酶A合成酶 β亚基 (LSC2)、琥珀酸脱

氢酶 (泛醌) 铁硫亚基 (SDHA)、富马酸水合酶 (fumA)、

苹果酸脱氢酶 (MDH1) (图4, 表3)。在山楂3个不同发

育时期, ACO3、IDH3、1个 fumA和1个SDHA基因的表

达量从 8月初至 8月底先上调表达, 在 10月份呈明显

的下调表达; 1个 IDH3、2个 IDH1、MDH1和 2个DLST

基因的表达量从 8 月至 10 月呈降低趋势; 1 个 SDHA

Table 1 Summary of length distribution from Crataegus pinnatifida Unigenes

Species
C. pinnatifida Unigenes

CDS

Number
78 496
52 570

≥500 nt
35 042
30 605

≥1 000 nt
17 949
16 288

≥2 000 nt
5 108
3 501

≥3 000 nt
1 203

703

Table 2 The functional annotation statistics of Crataegus pinnati‐

fida Unigenes in public databases

Database

NR

NT

Swiss-Prot

KEGG

COG

GO

ALL

78 496 Unigenes

Number annotated

53 972

51 237

34 557

31 043

20 624

35 051

58 395

Annotated unigenes ratio

68.8%

65.3%

44.0%

39.5%

26.3%

44.7%

74.4%

Figure 1 Species distribution of transcriptomic Unigenes against

NR database
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和 1个DLST从 8月初至 8月底先下调表达, 从 8月底

至 10 月份呈上调表达 ; 柠檬酸合成途径中的 AceE、

DLAT等大部分基因表达量均从 8月份至 10月份呈上

升趋势, 即在山楂果实成熟期的10月份达到最高。

4 三萜合成途径基因及关键酶分析

三萜化合物是一类重要的植物次生代谢物, 熊果

酸、齐墩果酸和山楂酸是山楂的主要活性成分, 其生物

合成过程主要包括甲羟戊酸途径 (MVA) 和 2-C-甲基-

D-赤藓醇 -4-磷酸 (2-C-methyl-D-erythritol-4-phospate,

MEP) 途径以及五环三萜碳环系统合成后的修饰过

程。对山楂转录组数据库进行分析, 整条三萜代谢途径

中各个环节的酶的 62条编码基因均可被检测并注释,

分别为乙酰辅酶A酰基转移酶 (AACT)、HMG-CoA合

成酶 (HMGS)、HMG-CoA 还原酶 (HMGR)、甲羟戊酸

激酶 (MK)、磷酸甲羟戊酸激酶 (PMK)、5-焦磷酸甲羟

戊酸脱羧酶 (PMD)、DXP 合成酶 (DXS)、DXP 还原异

构酶 (DXR)、CDP-ME 合成酶 (MCT)、CDP-ME 激酶

(CMK)、2-C-甲基 -D-赤藓糖醇 -2,4-环二磷酸合成酶

(MDS)、HMBPP合成酶 (HDS)、HMBPP还原酶 (HDR)、

IPP 异构酶 (IDI)、GPP 合成酶 (GPPS)、FPP 合成酶

Figure 2 COG functional annotation distribution of Unigenes of transcriptome for Crataegus pinnatifida

Figure 3 Functional classification of Crataegus pinnatifida using GO database
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(FPPS)、鲨烯合成酶 (SQS)、鲨烯环氧酶 (SQE)、β-香树

脂醇 (β-amyrin) 和α-香树脂醇 (α-amyrin) (表 4)。为了

更加清晰展示山楂三萜代谢途径关键酶基因在山楂

不同生育时期的表达模式, 采用 FPKM值对不同时期

山楂关键酶基因表达量进行作图。从图 5可以看出, 2

个 AACT、2 个 HMGS、1 个 HMGR、MK、PMK、PMD、

CMK、GPPS、SQS、2个HDR、2个 FPPS、1个 SQE、1个

α-AS、1个 β-AS的表达从 8月初至 10月呈逐渐上升趋

势; DXS、2个 MCT、1个 MDS、1个 SQE的表达从 8月

至 10 月呈降低趋势 , 即在 10 月份的表达量最低 ;

Figure 4 Citric acid biosynthesis pathway in Crataegus pinnatifida. S1, S2 and S3 correspond to early August, late August and October,

respectively; red and green represent high and low expression levels, respectively

Table 3 Key enzyme genes involved in citric acid biosynthesis

Key enzyme

Pyruvate dehydrogenase E1 component
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex
Dihydrolipoyl dehydrogenase
Citrate synthase
ATP-citrate synthase
Aconitate hydratase
Isocitrate dehydrogenase
Isocitrate dehydrogenase (NAD+)
2-Oxoglutarate dehydrogenase
Dihydrolipoamide succinyltransferase
Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit alpha
Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta
Succinate dehydrogenase
Fumarate hydratase class I
Malate dehydrogenase

Abbreviation

AceE
DLAT
DLD
CS
ACLY
Aco
IDH1
IDH3
OGDH
DLST
LSC1
LSC2
SDHA
fumA
MDH1

EC number

EC:1.2.4.1
EC:2.3.1.12
EC:1.8.1.4
EC:2.3.3.1
EC:2.3.3.8
EC:4.2.1.3
EC:1.1.1.42
EC:1.1.1.41
EC:1.2.4.2
EC:2.3.1.61
EC:6.2.1.4
EC:6.2.1.5
EC:1.3.5.1
EC:4.2.1.2
EC:1.1.1.37

Number of

genes

6
3
3
2
4
3
4
4
2
5
2
1
4
3
6
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DXR、1个MCT、3个MDS、HDS、1个HDR、2个 α-AS、

1个 β-AS在 8月初至 8月底先上调表达, 在 10月份呈

明显的下调表达; 2个AACT、2个HMGS、3个HMGR、

2 个 FPPS、1 个 β-AS 从 8 月初至 8 月底呈降低趋势, 8

月底表达量最低, 10月份呈逐渐上升趋势。

5 CpSQE1 和 CpSQE2 的基因克隆和基因结构特征

分析

5.1 CpSQE的基因克隆 依据山楂转录组数据获得

CpSQE1和CpSQE2的cDNA, 利用DNAMAN软件结合

ORF Finder在线软件对CpSQE1和CpSQE2基因 cDNA

序列进行分析, 预测CpSQE1含1 594 bp完整的开放阅读

框, CpSQE2含1 597 bp完整的开放阅读框, 通过设计特

异性引物进行RT-PCR反应, 并将其重组入pMD18-T载

体中, PCR及测序结果与预测结果相一致 (图 6)。将 2

个基因提交到 GenBank 网站应用 BLASTX 进行序列

比对 , 比对结果显示 CpSQE 蛋白与 GenBank 中已注

Table 4 Key enzyme genes involved in triterpene biosynthesis

Key enzyme

Acetyl-CoAc-acetyltransferase

Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase

Mevalonate kinase

Phosphomevalonate kinase

Mevalonate 5-diphosphosphate decarboxylase

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase

1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase

2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase

2-C-Methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase

4-(Cytidine-5-diphospho)-2-C-methylerythritol kinase

4-Hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase

4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase

Isopentenyl-diphosphate delta-isomerase

Geranyl diphosphate synthase

Farnesyl diphosphate synthase

Squalene synthase

Squalene epoxidase

α-Amyrin synthase

β-Amyrin synthase

Abbreviation

AACT

HMGS

HMGR

MK

PMK

MPD

DXS

DXR

MCT

MDS

CMK

HDS

HDR

IDI

GPPS

FPPS

SQS

SQE

α-AS

β-AS

EC number

EC:2.3.1.9

EC:2.3.3.10

EC:1.1.1.34

EC:2.7.1.36

EC:2.7.4.2

EC:4.1.1.33

EC:2.2.1.7

EC:1.1.1.267

EC:2.7.7.60

EC:4.6.1.12

EC:2.7.1.148

EC:1.17.7.1

EC:1.17.1.2

EC:5.3.3.2

EC:2.5.1.1 2.5.1.10 2.5.1.29

EC:2.5.1.1 2.5.1.10

EC:2.5.1.21

EC:1.14.13.132

EC:5.4.99.40

EC:5.4.99.39

Number of genes

4

4

4

3

2

4

5

2

3

4

1

3

3

1

3

4

3

2

4

3

Figure 5 Triterpene biosynthesis pathway in Crataegus pinnatifida. S1, S2 and S3 correspond to early August, late August and early

October, respectively; red and green represent high and low expression levels, respectively
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册植物 SQE 蛋白有较高的同源性 , 其中 CpSQE1 和

CpSQE2与山荆子MbSQE (TQE12093.1) 相似度分别为

95.4%、69.30%, 与枇杷 EjSQE (AFI33133.2) 相似度

分别为91.54%、68.38%, 和桃PpSQE (XP_007199788.1)

相似度分别为 87.13%、69.30%, 与苹果 MdSQE (XP_

028948392.1) 相似度分别为 58.16%、94.77%。比对

结果表明所获两条基因属于鲨烯环氧酶家族, 将该基

因命名为 CpSQE1 (GenBank 注册号为 MW915483)、

CpSQE2 (GenBank注册号为MW915484)。

5.2 蛋白理化性质分析 利用 ExPASy 在线软件对

CpSQE1、CpSQE2基因编码蛋白质的理化性质进行分

析 , 结果显示 CpSQE1、CpSQE2 基因分别编码 530 和

531个氨基酸; 蛋白分子质量分别为57.6 kDa、57.5 kDa;

蛋白理论等电点 (PI) 分别为 8.71、8.88; CpSQE1带负

电残基 (Asp + Glu) 为47, 带正电残基 (Arg + Lys) 为54,

不稳定系数为 40.96, 属于不稳定蛋白; CpSQE2 带负

电残基 (Asp + Glu) 为45, 带正电残基 (Arg + Lys) 为53,

不稳定系数为42.45, 属于不稳定蛋白。

5.3 结构功能域与跨膜结构域分析 利用 NCBI 的

Conserved domains在线工具测定分析CpSQE1、CpSQE2

的功能结构域 (图 7), CpSQE1、CpSQE2 蛋白分别在

79～526 aa、42～527 aa 处保守区含有一个 PLN02985

superfamily保守结构域, 均属于鲨烯单加氧酶超家族。

在线软件 TMHMM 预测结果显示 , CpSQE1、CpSQE2

均有 1段跨膜结构域, 其中CpSQE1和CpSQE2蛋白N

末端 4 aa均位于膜内, 5～27 aa均处于跨膜螺旋结构,

而 CpSQE1 的 28～530 aa 位于膜外 , CpSQE2 的 28～

531 aa位于膜外。

5.4 二级结构和三级结构预测 PDBsum 预测表明,

CpSQE1、CpSQE2 蛋白二级结构都由 α螺旋 (alpha

helix)、延 伸 链 (extended strand) 和 无 规 则 卷 曲

(random coil) 组成。其中CpSQE1的α-螺旋为20.75%、

延伸链23.77%、无规则卷曲为55.47%; CpSQE 2的α-螺

旋为 26.37%、延伸链 20.90%、无规则卷曲为 52.73%。

Figure 7 Structural functional domains and transmembrane domains of CpSQE1, CpSQE2. A: The predicted conserved domains of

CpSQE1; B: The predicted conserved domains of CpSQE2; C: The predicted transmembrane regions of CpSQE1; D: The predicted trans‐

membrane regions of CpSQE2

Figure 6 Cloning of CpSQE1 and CpSQE2. A: Product of pMD-18T-CpSQE1 digested by enzyme BamHI and SalI; B: Product of

pMD-18T-CpSQE2 digested by enzyme BamHI and SalI
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利用SWISS-MODEL和PyMOL对CpSQE进行同源建

模 , 得到了山楂鲨烯环氧酶的三维空间模型 , 如图 8

所示。

5.5 氨基酸序列比对和系统进化树 CpSQE1 和

CpSQE2基因编码的蛋白序列的一致性为 70.52%, 二

者在前 70 aa序列相似性较低, 具有较高的特异性。利

用DNAMAN软件对山楂鲨烯环氧酶基因的氨基酸序

列与其他植物的氨基酸序列进行比对, 与同属植物苹

果的MdSQE的同源性为 86.82%; CpSQE1和CpSQE2

与芒柄花 OsSQE1、OsSQE2同源性为 81.40%; 与苜蓿

MtSQE1、MtSQE2比对, 同源性为 80.96%。比对结果

显示 , 山楂鲨烯环氧酶 CpSQE1 和 CpSQE2 均具有

NAD(P) 结合区和底物结合区。根据山楂SQE氨基酸

序列与来源于不同物种 SQE基因家族的氨基酸序列,

采用邻接法 (neighbor-joining) 构建系统进化树 (图 9),

结果表明 , 山楂的 CpSQE1 和 CpSQE2 与拟南芥的

AtSQE1、AtSQE2、AtSQE3 以及人参、雷公藤和芒柄

花中的 SQEs 聚为一支 , 拟南芥的 AtSQE4, AtSQE5,

AtSQE6聚成另外一支。

讨论

山楂是我国传统的药材, 位列于 2017年国家卫生

健康委员会公布的 101种药食同源中药名单中, 其化

学成分多样, 主要包括萜类、有机酸类、黄酮类、多糖类

等。山楂中的有机酸主要有枸橼酸、苹果酸、亚麻酸

等, 而三萜类化合物包括乌苏烷型、环阿屯烷型、齐墩

果烷型、羊毛脂烷型和羽扇豆烷型等 5种类型[25]。山

楂果实的采收时间是影响山楂药用品质的重要因素之

一, 采收时间过早导致产量低、山楂品质不达标, 采收

时间过晚会影响山楂的储藏和加工[26]。山楂果实性

状、药效成分在不同发育时期都呈现变化, 多位学者综

合性状[27]和有机酸成分[28]的相关性研究确定山楂果实

最佳采收期为 10月份。目前对山楂不同发育时期中

花色苷含量和相关合成基因也有相关研究[29], 如对不

同发育期山楂果实中原花青素B2、金丝桃苷、异槲皮

苷等成分进行了含量测定, 发现花色苷含量在果实成

熟时达到最大值, 同时对花色苷生物合成途径 28个基

因的表达模式进行分析, 结果显示Cp4CL2、CpCHI1和

Cp3OGT等 15个基因与花色苷成分呈正相关, 推测以

Figure 9 Alignment of amino acid sequences and phylogenetic tree analysis. A: Alignment of amino acid sequences of CpSQE1, CpSQE2

and other plant SQEs; B: Phylogenetic tree of SQE proteins

Figure 8 Secondary structure and tertiary structure model of CpSQE1 and CpSQE2. A: The predicted secondary structure of CpSQE1; B:

The secondary tertiary structure of CpSQE2; C: The predicted tertiary structure of CpSQE1; D: The predicted tertiary structure of CpSQE2
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上基因可能是参与山楂果实花色苷生物合成的关键酶

基因。目前对山楂的研究多集中于有效成分含量测定

和花色形成相关基因、转录因子[30]等方面, 对于山楂次

生代谢途径相关基因报道较少。因此本研究采用了

Illumina Hiseq 2000高通量测序技术对同一产地不同

发育时期的山楂果实进行转录组测序和生物信息学分

析, 共获得 78 496条Unigenes, 其中 58 395条Unigenes

能被公共数据库注释 , KEGG 数据库中 42 881 条

Unigenes定位到了 128 个代谢途径中, 主要集中在遗

传信息过程、新陈代谢等途径。同时本研究对药效成

分有机酸合成途径和三萜合成途径相关基因进行了筛

选和表达模式的分析, 为山楂次生代谢化合物的研究

奠定基础。

柠檬酸 (citric acid), 又称枸橼酸, 药典中规定柠檬

酸是山楂含量测定的指标成分。山楂中柠檬酸的积累

与其生长发育阶段的关系十分密切, 山楂果实整个发

育过程可分为 3个时期: 幼果速长期、缓慢生长期和果

实速长期。山楂处于幼果时含酸较少, 9月份有机酸

开始迅速增加[31]。本研究对山楂果实 8月上旬、8月下

旬和 10月上旬 3个时期柠檬酸生物合成途径中 15个

代谢酶的 52条Unigenes进行鉴定, 这些代谢酶参与柠

檬酸生物合成的各个关键过程。柠檬酸生物合成过程

中, MDH1、FumA和CS是参与柠檬酸生物合成的主要

酶[32], 在山楂转录组数据中鉴定 6 条 Unigenes 编码

MDH1, 3 条在 8 月上旬高表达 ; 2 条 Unigenes 编码

FUM, 2 条在 10月上旬高表达; 2条Unigenes编码CS,

均在 10月上旬高表达, 为研究这些酶调控有机酸类化

合物的合成提供了基因信息。

三萜化合物是山楂中的另一类药效成分, 山楂中

已发现的萜类化合物主要为四环三萜和五环三萜, 如

山楂酸、科罗索酸、齐墩果酸、熊果酸等[33]。课题组前

期研究发现, 熊果酸含量在山楂不同发育时期具有明

显的差异, 其中 S1时期最高, 在 S2时期下降, S3时期

最低[29], 这与李建中[34]对不同时期山楂测定的熊果酸

含量变化趋势一致。本研究开展了山楂三萜生物合成

途径中关键基因的挖掘与分析, 筛选出了 62条 20个关

键酶基因, 其中DXS、2个MCT、1个MDS、1个 SQE的

表达从 8月至 10月呈降低趋势, 在 10月份的表达量最

低, 这与熊果酸含量变化一致。鲨烯环氧酶基因在三

萜生物合成途径中起着重要作用, 法尼基焦磷酸在鲨

烯合酶的催化下生成鲨烯 , 鲨烯在鲨烯环氧化酶

(SQE) 催化下形成三萜和植物甾醇合成的共同前体

2,3-氧化鲨烯[35]。本研究对山楂三萜代谢途径的 2个

关键酶 SQE进行了克隆及生物信息学分析, 生物信息

学分析表明CpSQE1和CpSQE2均属于鲨烯单加氧酶

超家族。系统进化树中选取的序列为山楂CpSQE1和

CpSQE2编码的氨基酸序列以及来源于其他植物中的

SQE氨基酸序列, 结果分为了2支: 一支为已经验证没有

鲨烯环氧酶功能的基因 , 包括拟南芥中的 AtSQE4、

AtSQE5、AtSQE6, 另一支为已经鉴定出具有鲨烯环氧

酶的功能的基因, 包括拟南芥[36,37]的AtSQE1、AtSQE2、

AtSQE3和雷公藤[38]中的SQEs, 以及人参[39]和芒柄花[40]

中的SQEs。从图9明显看出, 山楂CpSQE1和CpSQE2

蛋白与有鲨烯环氧酶功能的基因聚在一起, 因此, 初步

推测本研究中克隆的 2个CpSQE基因很可能具有鲨烯

环氧酶功能。

不同的 SQE 基因在植物中参与不同的次生代谢

途径[41], 罗汉果中的 2 个 SQE 基因在果实中均有表

达, 其中 SgSQE2 表达较为稳定, 而 SgSQE1 在 15 d 表

达丰度最高, 与罗汉果中三萜合成途径关键酶 SgCS基

因具有完全一致的共表达模式, 推测 SgSQE1 更可能

参与了甜苷的生物合成。通过对不同时期山楂关键酶基

因表达量的 FPKM热图分析发现, CpSQE1和CpSQE2

在不同时期山楂果实中同样具有不同的表达模式 ,

CpSQE2 从 S1 期到 S3 期表达量呈现递减趋势 , 这与

山楂中的三萜化合物熊果酸含量变化一致 , 推测

CpSQE2很可能参与了熊果酸的生物合成; 而CpSQE1

的基因表达模式与CpSQE2完全相反, 推测CpSQE1有

可能参与非三萜类成分如胆固醇类、甾醇类的合成或

参与三萜类的另一分支——齐墩果酸、山楂酸等化合

物的形成。

根据本研究获得的不同时期山楂转录组数据的注

释结果, 共有52条Unigenes编码15个关键酶参与柠檬

酸循环, 62条Unigenes编码 20个关键酶参与山楂的三

萜合成通路, 并对 2条 SQE基因进行了克隆和表达分

析, 为深入研究山楂生长发育和次生代谢等生物学过

程功能基因的发掘提供了支持。
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