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苹果叶绿素合成关键酶基因
ＭｄＨＥＭＡ１ 生物信息学和表达分析
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　 　 摘要:ＨＥＭＡ１ 编码谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶(ＧｌｕＴＲ)的合成ꎬ是叶绿素生物合成的关键酶基因ꎮ 本研究利用 ＲＡＣＥ 技术从苹

果叶片中克隆 ＧｌｕＴＲ 的编码基因ꎬ将其命名为 ＭｄＨＥＭＡ１ꎮ 生物信息学分析表明:ＭｄＨＥＭＡ１ 基因位于苹果 ８ 号染色体上ꎬ其
ＣＤＳ 长 １６３８ ｂｐꎬ编码 ５４５ 个氨基酸残基ꎬ蛋白分子量为 ５９２７９ ４ Ｄａꎬ等电点为 ８ ４５ꎮ 蛋白序列及结构分析显示该蛋白包含保

守的谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶的 Ｎ 端结构域、莽草酸 / 奎尼酸脱氢酶结构域及谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶二聚结构域ꎮ 进化树分析显示

ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白与白梨(Ｐｙｒｕｓ × ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ)ＰｂＨＥＭＡ１ 亲缘关系最近ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 在根、茎、叶、花、果实

各组织器官中均有表达ꎬ但光合组织(茎、叶、果实)中的表达水平较高ꎻ该基因在叶片和果实不同发育期表达存在差异ꎬ表达

量与叶片和果实内叶绿素含量变化趋势一致ꎻ而且干旱胁迫能够诱导该基因表达ꎮ 启动子分析显示 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因启动子区

域含有多种非生物胁迫相关的顺式作用元件ꎮ
关键词:苹果ꎻＭｄＨＥＭＡ１ꎻ表达分析ꎻ启动子

收稿日期:２０１５￣０４￣１５　 　 修回日期:２０１５￣０６￣１７　 　 网络出版日期:２０１６￣０１￣２８
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１６０１２８. １５２１. ０１２. ｈｔｍｌ
基金项目:国家现代农业产业技术体系建设专项(ＣＡＲＳ￣２８)ꎻ中央级公益性科研院所基本科研业务费专项(００３２０１５０１９)
第一作者研究方向为果树栽培生理与生物技术ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｘｄｚｈ０８２７＠ １６３. ｃｏｍ
通信作者:安秀红ꎬ研究方向为果树栽培生理与生物技术ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ａｎｘｉｕｈｏｎｇ２００７＠ １２６. ｃｏｍ

程存刚ꎬ研究方向为果树栽培生理ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｃｃｕｎｇａｎｇ＠ ｓｏｈｕ. ｃｏｍ

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１
Ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｅｎｚｙｍｅ ｆｏｒ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ａｐｐｌｅ

ＺＨＡＮＧ Ｘｉｕ￣ｄｅꎬＡＮ Ｘｉｕ￣ｈｏｎｇꎬＬＩ ＺｈｕａｎｇꎬＬＩ ＭｉｎꎬＬＩ Ｅｎ￣ｍａｏꎬＣＨＥＮＧ Ｃｕｎ￣ｇａｎｇ
( Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＰｏｍｏｌｏｇｙꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ / Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｆｒｕｉｔ Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬＭｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬＸｉｎｇｃｈｅｎｇ Ｌｉａｏｎｉｎｇ １２５１００)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:ＧｌｕＴＲ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＨＥＭＡ１ ｉｓ ｔｈｅ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ
ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒｏｍ ａｐｐｌｅ ｌｅａｖｅｓ ｂｙ ＲＡＣＥ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｄｅｓｉｇｎａｔｅｄ ａｓ ＭｄＨＥＭＡ１. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔ￣
ｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＭｄＨＥＭＡ１ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ８ ｏｆ ａｐｐｌｅ ｇｅｎｏｍｅꎬｗｉｔｈ ａ ＣＤＳ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ １６３８ ｂｐ
ａｎｄ ｅｎｃｏｄｅｄ ５４５ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｔｈｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｗａｓ ５９２７９ ４ Ｄａ ｗｉｔｈ ａｎ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ ｏｆ
８ ４５. Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭｄＨＥＭＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ３ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ. ＭｄＨＥＭＡ１ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ
ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｓｔ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ＰｂＨＥＭＡ１ ｆｒｏｍ Ｐｙｒｕｓ × ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ. ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ
ＭｄＨＥＭＡ１ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｂｅ￣
ｓｉｄｅｓꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１ ｖａｒｉｅｄ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｆｒｕｉｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｄｒｏｕｇｈｔ ｓｔｒｅｓｓ. Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＭｄＨＥＭＡ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅ￣
ｍｅｎｔｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｂｉｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ａｐｐｌｅꎻＭｄＨＥＭＡ１ꎻｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎻｐｒｏｍｏｔｅｒ



　 ２ 期 张修德等:苹果叶绿素合成关键酶基因 ＭｄＨＥＭＡ１ 生物信息学和表达分析

叶绿素能够吸收光能并将其传递下去进行其他

形式的转换ꎬ在植物光合作用中起着巨大的作

用[１]ꎮ 通过光合作用ꎬ叶绿素能够影响植物体内

糖、淀粉、有机酸等有机物质的合成ꎬ进而影响果实

内在品质ꎮ 苹果是我国的主产水果ꎬ果实总产量和

种植总面积都位列世界首位[２]ꎮ 近几年ꎬ我国苹果

产业发展迅速ꎬ苹果品质得到很大提高ꎬ尤其是外观

品质(果形、大小、色泽、果面光洁度等)已经明显得

到了改善ꎬ但内在品质低下问题仍然表现明显[３]ꎮ
研究苹果叶绿素生物合成途径及分子机理有助于进

一步提高苹果的内在品质ꎮ
植物叶绿素生物合成途径是一个非常复杂的过

程ꎬ有多种生物酶参与其中ꎬ目前已经从模式植物拟

南芥中找到这些生物酶并且分离出编码这些酶的基

因[４￣６]ꎮ 在植物中ꎬ叶绿素生物合成的初始底物是

Ｌ￣谷氨酰￣ｔＲＮＡꎬ由 Ｌ￣谷氨酰￣ｔＲＮＡ 到 ５￣氨基乙酰丙

酸(ＡＬＡ)的生物合成过程是整个叶绿素合成的重

要组成部分[４￣６]ꎬＡＬＡ 的合成被证明是植物叶绿素

合成途径的限速步骤ꎬ在叶绿素合成途径中起着主

导作用ꎬ对植物的发育是至关重要的[７￣８]ꎮ ＡＬＡ 的

合成需要 ２ 步反应ꎬ谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶(ＧｌｕＴＲ)
催化 Ｌ￣谷氨酰￣ｔＲＮＡ 生成谷氨酸酯￣１￣半醛(ＧＳＡ)ꎬ
ＧＳＡ 再 经 谷 氨 酸 酯￣１￣半 醛￣２ꎬ １￣氨 基 转 位 酶

(ＧＳＡＴ)的催化生成 ＡＬＡꎮ ＧｌｕＴＲ 是叶绿素生物合

成的中心控制者[９]ꎬ该酶由 ＨＥＭＡ 基因编码ꎬ因此

ＨＥＭＡ 是调控叶绿素合成途径的关键酶基因[１０￣１１]ꎮ
相比之下ꎬＧＳＡＴ 在 ＡＬＡ 合成过程中只是催化氨基

的转位ꎬ所起的作用就小一些[１２]ꎮ ＨＥＭＡ 是一个基

因家族ꎬ包含多个成员ꎬ不同植物 ＨＥＭＡ 成员数目

可能有一定差异ꎮ 模式植物拟南芥中有 ３ 个ꎬ分别

是 ＨＥＭＡ１、ＨＥＭＡ２、ＨＥＭＡ３[１２￣１４]ꎬ而黄瓜中只有 ＨＥ￣
ＭＡ１ 和 ＨＥＭＡ２ 两个基因[１５]ꎮ 研究发现ꎬＨＥＭＡ 基

因家族成员之间有一定的差异ꎮ ＨＥＭＡ１ 基因受光

诱导[１４]ꎬ在所有组织中都能表达ꎬ并且在光合组织

中的表达量明显高于其他组织[１４￣１５]ꎬ其表达活性受

激素[１６]、生物钟[１７]及质体信号等[１４ꎬ１８]调节ꎻＨＥＭＡ２
基因不受光诱导ꎬ仅在根和花中表达[１３]ꎻ而 ＨＥＭＡ３
基因在大多条件下不表达ꎬＲ. Ｔｓｎａｌａ 等[１９] 曾在 Ｈｏｒ￣
ｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ 的根组织中发现 ＨＥＭＡ３ꎮ Ａ. Ｍ. Ｋｕｍａｒ
等[２０]发现在 ＨＥＭＡ１ 基因表达沉默的植株中ꎬＡＬＡ
含量和叶绿素含量都不同程度下降ꎬ而 ＧｌｕＴＲ 蛋白

质的含量也明显降低ꎬ首次直接证实 ＨＥＭＡ１ 在高

等植物中的作用ꎮ
本研究克隆了 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因及启动子序

列ꎮ 利用生物信息学对 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因的序列特

征、基因结构、蛋白功能域、系统发育、启动子序

列进行分析ꎬ然后利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术检测 Ｍｄ￣
ＨＥＭＡ１ 在苹果不同组织器官、不同发育时期以

及 ＰＥＧ 诱 导 下 的 表 达 情 况ꎬ 为 深 入 研 究 Ｍｄ￣
ＨＥＭＡ１ 功能ꎬ探讨苹果叶绿素合成的分子机理

以及利用分子手段提高苹果果实内在品质提供

理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料和试剂

本研究所使用的植物材料来自中国农业科学

院果树研究所农业部园艺作物种质资源利用重点

实验室保存的嘎啦组培苗以及研究所试验基地种

植的 ９ 年生嘎啦苹果树ꎮ 植物 ＲＮＡ 提取试剂盒购

自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎬ反转录试剂盒、ｐＭＤ１８￣Ｔ 克

隆载体、Ｔ４ 连接酶、ＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 等试剂购自宝生物( ＴａＫａＲａ)公司ꎬ
ＰＣＲ 反应所需试剂、大肠杆菌(Ｅ. ｃｏｌｉ)ＤＨ５α、提取

质粒试剂盒等购自全式金( ＴｒａｎｓＧｅｎ)生物技术有

限公司ꎮ
１ ２　 苹果总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

取 ３ ~ ４ 片嘎啦组培苗叶片ꎬ利用 ＲＮｅａｓｙ Ｐｌａｎｔ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ(ＱＩＡＧＥＮ)试剂盒提取苹果总 ＲＮＡꎮ 经过

琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 完整性ꎬ并用分光光度

计测定 ＲＮＡ 浓度ꎮ 以苹果总 ＲＮＡ 为模板ꎬ参照反

转录试剂盒 Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤ￣
ＮＡ Ｅｒａｓｅｒ(Ｔａｋａｒａ)反转录得到 ｃＤＮＡ 第 １ 条链ꎬ用
于基因克隆与定量分析ꎮ 本文所用引物序列见

表 １ꎮ
１ ３　 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因克隆

在 ＴＡＩＲ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ. ｏｒｇ / )上搜索

拟南芥叶绿素合成关键酶基因 ＡｔＨＥＭＡ１ꎬ通过在苹

果基因组数据库( ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｒｅｓｅａｒｃｈ. ｉａｓｍａ.
ｉｔ / ｂｌａｓｔ / ｂｌａｓｔ. ｈｔｍｌ) 中进行比对ꎬ获得苹果的 Ｍｄ￣
ＨＥＭＡ１ 基因序列ꎮ 设计特异引物 ＭｄＨＥＭＡ１￣Ｆ 和

ＭｄＨＥＭＡ１￣ＲꎬＰＣＲ 扩增该基因ꎮ ＰＣＲ 反应程序:
９５℃ ５ ｍｉｎꎻ９５℃ ４０ ｓꎬ５５℃ ４０ ｓꎬ７２℃ ７０ ｓꎬ３４ 个循

环ꎻ７２℃ １０ ｍｉｎꎻ４℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物经 １ ５％ 的琼

脂糖凝胶电泳ꎬ切取目的片段凝胶ꎬ用 ＤＮＡ 凝胶试

剂盒回收ꎮ 回收产物连接克隆载体 ｐＭＤ１８￣Ｔꎬ转化

到大肠杆菌感受态 ＤＨ５αꎬ３７℃过夜培养ꎬ筛选出阳

性克隆ꎬ摇菌进行测序鉴定ꎮ 测序由北京三博远志

生物技术有限责任公司完成ꎮ

９４３
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表 １　 所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ

用途

Ｕｓｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
序列(５′￣３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ＯＲＦ 扩增

Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＭｄＨＥＭＡ１￣Ｆ ＧＡＴＧＴＣＧＡＣＣＡＧＴＴＴＣＧＣＣ

ＭｄＨＥＭＡ１￣Ｒ ＴＴＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＴＴＧＴＴＣＣ

３′端 ＲＡＣＥ
３′￣ｅｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＨＥＭＡ１￣Ｆ１: ＣＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＧＣＴＣＧＡＣ

ＨＥＭＡ１￣Ｆ２: ＡＴＧＧＴＣＣＧＡＴＧＣＡＧＣＡＣＴＴ

Ｂ２６ ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

Ｂ２５ ＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＣＧＡ

荧光定量 ＰＣＲ
ＲＴ￣ＰＣＲ

ＭｄＨＥＭＡ１(ＲＴ)￣Ｆ ＧＡＡＣＡＴＧＣＡＣＧＣＴＣＴＴＡＡＣ

ＭｄＨＥＭＡ１(ＲＴ)￣Ｒ ＣＧＡＧＴＴＧＡＡＧＡＴＴＡＣＡＣＣＡＧ

扩增启动子

Ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ＭｄＨＥＭＡ１(Ｐ)￣Ｆ ＣＡＣＧＴＡＧＧＡＣＴＴＡＡＴＴＴＧＡＡＡＣＣ

ＭｄＨＥＭＡ１(Ｐ)￣Ｒ ＴＧＡＣＣＣＡＡＡＣＣＡＧＡＣＧＧＣＧＴＴＴ

利用 ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｗｅｂ. ｅｘ￣
ｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / )预测苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白的

基本信息ꎬ包括蛋白质的长度、分子量以及等电

点[２１]ꎮ 利用 Ｐｆａｍ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｓａｎｇｅｒ. ａｃ. ｕｋ / ) 在

线分析 ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白保守结构域ꎮ 利用 Ｃｌｕｓｔａｌ
１ ８ １ 软件结合 ＭＥＧＡ ５ ０ 软件对 ＭｄＨＥＭＡ１ 与拟

南芥等其他植物 ＨＥＭＡ 蛋白进行系统发生分析ꎬ构
建系统发育进化树ꎮ
１ ４　 荧光定量 ＰＣＲ 分析

提取嘎啦苹果树的根、茎、叶、花、果实的 ＲＮＡꎬ
反转录得到 ｃＤＮＡꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 对 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因在不

同组织器官中的表达情况进行分析ꎮ 取叶龄为 ５ ~
１０ ｄ(幼叶)、２０ ~ ２５ ｄ(展开叶)、４０ ~ ４５ ｄ(成熟叶)
的叶片ꎬ提取叶片 ＲＮＡꎬ反转录得到 ｃＤＮＡꎬ检测

ＭｄＨＥＭＡ１ 基因在不同发育状态叶片的表达情况ꎮ
从花后 ６０ ｄ 开始ꎬ到花后 １２０ ｄ 果实成熟ꎬ每隔 ３０ ｄ
取一次果实ꎬ分 ３ 次同时摘取套袋与未套袋的果实ꎬ
分别提取果皮 ＲＮＡꎬ反转录得到 ｃＤＮＡꎬ检测 Ｍｄ￣
ＨＥＭＡ１ 基因在果实不同发育期的表达ꎮ

选取生长状态一致的嘎啦组培苗ꎬ用 ２０％ ＰＥＧ
模拟干旱进行处理ꎮ 分别在处理后 ０ ｈ、１ ｈ、３ ｈ、
６ ｈ、１２ ｈ 时取样ꎬ液氮保存ꎮ 然后分别提取总

ＲＮＡꎬ反转录成 ｃＤＮＡꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＭｄＨＥＭＡ１ 在

干旱胁迫条件下的表达特性ꎮ
设计 ＭｄＨＥＭＡ１ 定量引物ꎬ以苹果 Ａｃｔｉｎ 为内参

基因ꎬ参考 ＴａＫａＲａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 说明书设置

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应程序ꎬ所有反应均进行 ３ 次重复ꎮ 配制

成 ２０ μＬ 反应体系:ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬ正反

向引物(５ μｍｏｌ / Ｌ)各 １ μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎮ

基因相对表达量采用 ２ － ΔΔＣＴ公式进行计算分析ꎮ
１ ５　 叶绿素含量的测定

分别称取苹果叶片和果皮 ０ ５ ｇ 左右ꎬ切碎ꎬ装
入 ２５ ｍＬ 的三角瓶中ꎬ精确加入 １∶ １ 的 ８０％的丙酮

和 ９５％的乙醇混合液 ２０ ｍＬꎬ使材料完全浸入提取

液中ꎬ密封ꎬ然后将其放入暗环境下震荡ꎮ 当材料完

全变白时ꎬ将浸提液倒入比色皿ꎬ同时用 １ ∶ １ 的

８０％丙酮和 ９５％的乙醇混合液作为参比ꎬ在 ６６３ ｎｍ、
６４５ ｎｍ 波长下测其 ＯＤ 值ꎮ 参照下列公式计算材料

中叶绿素含量(ｍｇ / ｇ) [２２]:
Ｃａ ＝ (１２ ２１ × ＯＤ６６３ －２ ８１ × ＯＤ６４５) × Ｖ / (Ｗ ×１０００)
Ｃｂ ＝ (２０ １３ × ＯＤ６４５ －５ ０３ × ＯＤ６６３) × Ｖ / (Ｗ ×１０００)
Ｃｈｌ ＝ Ｃａ ＋ Ｃｂ
式中 Ｃａ:叶绿素 ａ 浓度ꎻＣｂ:叶绿素 ｂ 浓度ꎻＶ:叶绿

素提取液总体积(ｍＬ)ꎻＷ:材料鲜重(ｇ)ꎮ
１ ６　 ＭｄＨＥＭＡ１ 上游启动子的克隆

根据得到的 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因ꎬ在 ＧＤＲ 数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｏｓａｃｅａｅ. ｏｒｇ)中进行搜索ꎬ找到 Ｍｄ￣
ＨＥＭＡ１ 基因的启动子序列ꎬ设计引物并进行测序ꎮ
利用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ ( ｈｔｔｐ: / / ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ. ｐｓｂ. ｕｇｅｎｔ.
ｂｅ / ｗｅｂｔｏｏｌｓ / ｐｌａｎｔｃａｒ ｅ / ｈｔｍｌ / ) 在线分析 ＭｄＨＥＭＡ１
启动子序列中的顺式作用元件ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因克隆及基因结构分析

以拟南芥叶绿素合成关键酶基因 ＡｔＨＥＭＡ１ 为

探针ꎬ在 ＧＤＲ 数据库中进行比对ꎬ获得一条同源性

较高的序列ꎬ命名为 ＭｄＨＥＭＡ１ꎮ 设计引物扩增该

序列ꎬ同时利用 ３′端特异引物 ＨＥＭＡ１￣Ｆ１、ＨＥＭＡ１￣

０５３
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Ｆ２ 和 Ｂ２６、Ｂ２５ 扩增得到 ３６６ ｂｐ 长度的 ３′ＵＴＲ 序列

(图 １)ꎮ
ＭｄＨＥＭＡ１ 基因位于苹果 ８ 号染色体上ꎬ开放阅

读框长度为 １６３８ ｂｐꎬ编码 ５４５ 个氨基酸ꎮ 该基因的

ＤＮＡ 序列分析表明该基因的结构比较简单ꎬ只含有

３ 个外显子和 ２ 个内含子(图 ２)ꎮ 外显子长度分别

为 ２６５ ｂｐ、２４２ ｂｐ 和 １１３１ ｂｐꎬ内含子长度分别为

４７１ ｂｐ 和 ２７３ ｂｐꎮ ＥｘＰＡＳｙ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ Ｓｅｒｖｅｒ 工具显

示ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋 白 分 子 量 为 ５９２７９ ４ Ｄａꎬ 等 电 点

为 ８ ４５ꎮ

图 １　 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因序列

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１ ｇｅｎｅ

图 ２　 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因结构分析

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１ ｇｅｎｅ

２ ２　 苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 保守结构域分析

ＭｄＨＥＭＡ１ 基因编码 ５４５ 个氨基酸残基ꎮ 利用

蛋白结构分析软件 Ｐｆａｍ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｆａｍ. ｓａｎｇｅｒ. ａｃ.
ｕｋ / )进行分析ꎬ结果显示 ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白含有 ３ 个

重要保守结构域:ＧｌｕｔＲ＿Ｎ、Ｓｈｉｋｉｍａｔｅ＿ＤＨ 和 ＧｌｕｔＲ＿
ｄｉｍｅｒꎮ ＧｌｕｔＲ＿Ｎ 是谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶 Ｎ 端功能

域ꎬ由 ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白上第 １００ ~ ２５１ 之间共 １５２ 个

氨基酸残基组成ꎻＳｈｉｋｉｍａｔｅ＿ＤＨ 是莽草酸 /奎尼酸

脱氢酶ꎬ由第 ２６５ ~ ４０７ 之间共 １４３ 个氨基酸残基组

成ꎬ该功能域负责谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶的氧化还原ꎻ
ＧｌｕｔＲ＿ｄｉｍｅｒ 是谷氨酰￣ｔＲＮＡ 还原酶二聚化结构域ꎬ
由第 ４２０ ~ ５２６ 之间共 １０７ 个氨基酸残基组成ꎮ
２ ３　 苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 系统进化分析

为了探索 ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白与其他物种 ＨＥＭＡ
蛋白的同源性ꎬ在 ＮＣＢＩ 上进行 ＢＬＡＳＴ 程序操作

(Ｅ￣ｖａｌｕｅ ＝ ｅ － ４５)ꎮ ＢＬＡＳＴ 结果表明 ＭｄＨＥＭＡ１ 与

多种植物 ＨＥＭＡ 氨基酸序列都有比较高的同源

性ꎬ其中与白梨 ＰｂＨＥＭＡ１ 和梅 ＰｍＨＥＭＡ１ 的蛋白

１５３
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序 列 同 源 性 分 别 高 达 ９６％ 和 ９３％ ꎮ 使 用

ＭＥＧＡ５ ０ 采用邻接法 ( ＮＪꎬｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ) 构建

系统发育进化树[２３] ꎬＢｏｏｔｓｔｒａｐ 重复 １０００ 次ꎮ 进化

树结果显示ꎬ苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 与同为蔷薇科物种

的白梨 ＰｂＨＥＭＡ１ 和梅 ＰｍＨＥＭＡ１ 同源性最高ꎬ亲
缘关系最近(图 ３)ꎮ

图 ３　 苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 蛋白与其他植物 ＨＥＭＡ 蛋白系统进化分析

Ｆｉｇ ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ＨＥＭＡ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ａｐｐｌｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

２ ４　 ＭｄＨＥＭＡ１ 在苹果各组织中的表达分析

本研究利用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术分别对苹

果的根、茎、叶、花、果实等不同组织中 ＭｄＨＥＭＡ１
的表达进行检测ꎮ 结果表明ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 在嘎啦苹

果的不同组织器官都能够表达ꎬ但是表达水平存

在差异ꎮ 该基因在叶、茎、果实等存在叶绿素的器

官中表达量较高ꎬ而在根和花中表达量相对低一

些(图 ４)ꎮ

图 ４　 ＭｄＨＥＭＡ１ 在苹果不同组织中的表达

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ａｐｐｌｅ

２ ５　 苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 在不同发育状态叶片中的表

达分析

分别对苹果幼叶、展开叶、成熟叶 ３ 个不同发育

状态的叶片进行叶绿素含量检测与 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因

的表达分析ꎮ 结果表明(图 ５)ꎬ苹果叶片在由幼叶

到成熟叶的发育过程中叶绿素含量不断增加ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 基因在 ３ 种不

同发育状态叶片中均有表达ꎬ且随着叶片发育逐渐

升高ꎬ与叶绿素含量变化趋势相一致ꎮ
２ ６　 ＭｄＨＥＭＡ１ 在苹果果实不同发育期的表达分析

为了检测 ＭｄＨＥＭＡ１ 在苹果果实中不同发育期

的表达情况ꎬ分别取花后不同时期未套袋的嘎啦苹

果果实ꎬ取果皮进行表达量检测ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显

示(图 ６):不同时期ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 的表达量差距很大ꎬ
从花后 ６０ ｄ 到花后 １２０ ｄꎬ果皮中该基因的表达呈

下降趋势ꎬ在花后 ６０ ｄ 时表达量最高ꎬ成熟期(花后

１２０ ｄ)表达量最低ꎮ 同时ꎬ也检测了不同时期套袋

果皮中 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因的表达ꎬ其表达量低于相同

时期未套袋果皮中 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因的表达ꎬ而且表

达量也随着果实的发育不断减少ꎮ

２５３
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图 ５　 不同发育状态叶片中叶绿素含量和 ＭｄＨＥＭＡ１ 的表达分析

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

图 ６　 ＭｄＨＥＭＡ１ 在苹果果皮中的相对表达分析

Ｆｉｇ ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１ ｉｎ ａｐｐｌｅ ｓｋｉｎ

此外ꎬ对未套袋与套袋果实果皮中叶绿素的含

量进行了测定ꎬ结果显示ꎬ随着果实发育ꎬ果皮中叶

绿素含量逐渐减少ꎬ而且未套袋果皮中的叶绿素含

量均高于同一时期套袋果皮中的含量(图 ７)ꎬ这一

变化趋势与 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因的表达相一致ꎮ

图 ７　 苹果不同发育期果皮中叶绿素含量

Ｆｉｇ ７　 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｐｐｌｅ ｓｋｉｎ
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ

２ ７　 ＰＥＧ 诱导条件下的表达分析

利用荧光定量 ＰＣＲ 检测苹果在 ＰＥＧ 模拟干

旱条件下的 ＭｄＨＥＭＡ１ 的表达量ꎮ 结果表明ꎬ
ＰＥＧ 处理后ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 基因的表达上调ꎮ 在处

理 １ｈ 时表达量最高ꎬ随着时间的推移ꎬ表达量逐

渐下降(图 ８) ꎬ表明 ＭｄＨＥＭＡ１ 表达受干旱胁迫

诱导ꎮ

图 ８　 ＰＥＧ 处理条件下 ＭｄＨＥＭＡ１ 的表达

Ｆｉｇ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭｄＨＥＭＡ１
ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ＰＥＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２ ８　 苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 启动子序列分析

以 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因起始密码子上游 １５００ ｂｐ
碱基序列作为启动子ꎬ对该序列进行克隆、测序、
序列比对后再经 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件分析ꎬ发现该序

列中含有光、植物激素、生物钟等非生物因素响应

元件以及低温、抗旱诱导等胁迫响应元件(表 ２)ꎬ
这些结果说明 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因的转录可能受到植

物光照、激素等非生物因素以及低温、干旱等逆境

胁迫的诱导ꎮ
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表 ２　 ＭｄＨＥＭＡ１ 上游顺式作用元件分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭｄＨＥＭＡ１

元件

Ｍｏｔｉｆ
与起始密码子的距离(ｂｐ)

Ｄｉｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ＡＴＧ
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＡＢＲＥ ４２５ ＣＧＣＡＣＧＴＧＴＣ ＡＢＡ 响应元件

ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

Ｇ￣Ｂｏｘ ４２３
１１９７

ＣＡＣＧＴＴ 光响应元件

ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＧＡＲＥ￣ｍｏｔｉｆ １３５５ ＡＡＡＣＡＧＡ ＧＡ 响应元件

ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ￣ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＧＴ１￣ｍｏｔｉｆ ８５０ ＧＧＴＴＡＡＴ 光响应元件

ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＬＴＲ ５９８
１１２４

ＣＣＧＡＡＡ 低温响应元件

ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｌｏｗ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

ＭＢＳ １２７８ ＣＡＡＣＴＧ 抗旱诱导的 ＭＹＢ 结合位点

ＭＹＢ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｄｒｏｕｇｈｔ￣ｉｎｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

Ｓｐ１ １４５
１６５
２７６

ＣＣ(Ｇ / Ａ)ＣＣＣ 光响应元件

ｌｉｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ

ＴＣＡ￣ｅｌｅｍｅｎｔ ２３９ ＣＡＧＡＡＡＡＧＧＡ ＳＡ 响应元件

ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ

Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ４０２
１２２０
１３０２

ＣＡＡＮＮＮＮＡＴＣ 生物钟控制元件

ｃｉｓ￣ａｃｔｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

３　 讨论

植物的光合作用需要叶绿素的参与ꎬ负责吸收

和转化太阳能ꎬ在细胞电子传递和能量转化过程中

起着十分重要的作用ꎬ因此ꎬ叶绿素对植物的生长发

育、果实品质及产量的提高都是极其重要的[ ２４￣２６ ]ꎮ
苹果果实中叶绿素的含量多少不仅对其外观品质

(果皮着色)产生影响[２７￣２８]ꎬ也会对其内在品质造成

一定的影响ꎮ 研究发现ꎬ苹果的绿色果皮也能进行

光合作用ꎬ其碳同化能力能够达到叶片的 １ / １０ꎬ而
且光合产物可以直接贮于果实中用于自身品质的

形成[２９]ꎮ
叶绿素生物合成关键酶的编码基因可能会由于

某些原因发生变异ꎬ这将会引起生物酶活性的降低

甚至丧失ꎬ叶绿素的生成量也会随之降低[３０]ꎮ ＨＥ￣
ＭＡ１ 是叶绿素生物合成的关键酶基因ꎬ控制着植物

体内叶绿素的含量ꎮ Ｒ. Ｔｓｎａｌａ 等[１５] 发现黄瓜细胞

中ꎬＨＥＭＡ１ 基因的表达与叶绿素的生物合成有关ꎮ
张治平等[３１￣３２]研究表明ꎬ在烟草中异位表达酿酒酵

母 ＡＬＡ 合成酶基因 Ｈｅｍ１ꎬ其转基因植株在光照条

件下过量合成 ＡＬＡꎬ叶片的光合作用明显增强ꎮ 本

研究中ꎬ不同发育时期苹果果皮中的叶绿素含量与

ＭｄＨＥＭＡ１ 的表达具有相似的变化趋势ꎬ暗示了 Ｍｄ￣
ＨＥＭＡ１ 很可能与 ＡｔＨＥＭＡ１ 功能相似ꎬ在叶绿素合

成过程中发挥重要作用ꎮ
Ｌ. Ｌ. Ｉｌａｇ 等[９]证明在自然光照射下ꎬＨＥＭＡ１ 基

因在成熟的绿色植物体内强烈表达ꎬ而把这些植物

移到暗处时ꎬＨＥＭＡ１ 基因表达会相应的下调ꎮ Ａ.
Ｃ. ＭｃＣｏｒｍａｃ 等[１４ꎬ１８] 证明拟南芥 ＡｔＨＥＭＡ１ 基因受

光诱导ꎬ而且在不同的光质下其表达量也不同ꎬ在红

光、远红光、蓝光和白光照射下其表达量明显增加ꎮ
Ｊ. Ｓｃｈｍｉｅｄ 等[３３] 分别在拟南芥和烟草中证明 ＨＥ￣
ＭＡ１ 基因受光照调节ꎮ 本研究检测了不同时期套

袋与未套袋苹果果皮中的 ＭｄＨＥＭＡ１ 表达ꎬ发现套

袋果皮中的表达均明显低于未套袋果皮中的表达ꎬ
可能是套袋导致光照减弱ꎬ进而抑制了 ＭｄＨＥＭＡ１
的表达ꎮ 此外ꎬＭｄＨＥＭＡ１ 启动子上含有多个光响

应元件(表 ２)ꎬ以上结果均暗示 ＭｄＨＥＭＡ１ 表达可

能受到光照的调节ꎮ 除包含光响应元件外ꎬＭｄ￣
ＨＥＭＡ１ 启动子上还包含多个激素响应、低温响应及

４５３
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干旱响应等元件(表 ２)ꎬ暗示 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因可能

参与到激素响应以及逆境响应等途径ꎮ 本研究中检

测了 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因在 ＰＥＧ 模拟干旱诱导下的表

达ꎬ结果显示ꎬ该基因受 ＰＥＧ 诱导表达上调ꎬ这与启

动子分析相一致ꎮ 研究表明ꎬ植物在遭受干旱、高盐

等非生物胁迫时会导致细胞脱水ꎬ使得相应调控基

因表达量上调[３４]ꎮ
目前ꎬＨＥＭＡ 基因的研究主要集中在拟南芥及

烟草等模式植物上ꎬ苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 的研究尚无报

道ꎮ 果实品质和产量是苹果研究的一个重点方向ꎬ
而品质这一特殊性状在拟南芥、烟草等模式植物中

很难研究ꎮ 基于拟南芥中 ＡｔＨＥＭＡ１ 所具有的功能ꎬ
确定 ＭｄＨＥＭＡ１ 是否能够在提高苹果品质上发挥作

用ꎬ这将是本研究的最终目标ꎮ 本研究以苹果全基

因组序列为研究背景ꎬ完成了苹果 ＭｄＨＥＭＡ１ 基因

的生物信息学和表达分析ꎬ也为进一步鉴定其功能

奠定了基础ꎮ
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