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摘= =要：目的= =分析研究黄花蒿 PJ羟基JPJ甲基戊二酰辅酶 A还原酶（ejdo）启动子的活性表达及其核心序列。方法= =以
βJ葡萄糖苷酸酶（drp）基因作为报告基因，通过构建包括 ejdo 启动子全长序列在内的 R 个不同长度表达载体，并采用

农杆菌介导法转化烟草以及对转化烟草进行 drp染色。结果= =转 ejdo启动子烟草的根、茎、叶、花、果荚均发现蓝色；

脱水和高温胁迫会降低该启动子的表达，低温胁迫对其影响不明显；启动子片段 A~dmuN、A~dmuO 和 A~dmuP 具有驱动

drp报告基因表达的功能，而 A~dmuQ和 A~dmuR则未有此功能。结论= = ejdo启动子在烟草整个生长期内均能够稳定表

达；该启动子对低温不敏感，而对高温和脱水条件敏感；该启动子的核心序列在 mJejdoJP区域，而 A~dmuO与 A~dmuP
片段的非重叠区则存在与 ejdo启动子活性强弱相关的调控元件。=
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AbstractW=lbjective= = qo=~n~lyze=the=expression=ch~r~cterI=screen=the=core=sequence=of=PJhydroxyJPJmethyl=glut~ryl=coenzyme=A=
EejdoF=promoter=from=Artemisia=annuaI=~nd=provide=~=theoretic~l=b~sis=for=the=efficient=biosynthesis=of=~rtemisininK=jethods= = fn=
this study, βJglucoside=~cid=enzyme=EdrpF=gene=w~s=used=~s=the=report=gene=~nd=constructed=five=different=length=expression=vectorsI=
including= the= whole= length= of= ejdo= promoterI= b~sed= on= the= cloned= ejdo= promoter= sequencesI= ~nd= successfully= obt~ined=
tr~nsgenic=pl~nts=by=the=method=of=~grob~cterium=medi~tion=tr~nsform=tob~ccoI=then=the=tob~cco= w~s= st~ined= by= drpK=oesults= =
qhe=drp=st~ining=showed=th~t=the=blue=color=could=detect=in=the=rootsI=stemsI=le~vesI=flowersI=~nd=fruit=podsK=And=the=le~ves=in=the=
lower=p~rt=could=e~sily=get=the=blue=color=th~n=the=le~ves=in=the=top=p~rtI=this=m~y=due=to=th~t=the=~ccumul~tion=of=ejdo=met~bolite=
product=is=more=~nd=the=perme~bility=in=le~ves=is=better=in=the=m~ture=le~vesK=qhe=results=~lso=showed=th~t=the=color=showed=sh~llow=
in=he~t=~nd=drought=stressesI=~nd=with= no=signific~nt=difference= in=cold=stressI=the=tob~cco=le~ves=with=p~r~gr~ph=of=mJejdoJNI=
mJejdoJOI= ~nd= mJejdoJP= showed= blue= color= but= did= not= find= blue= in= le~ves= with= p~r~gr~ph= of= mJejdoJQI= mJejdoJRK=
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青蒿素（~rtemisinin）是一种含有过氧基团的

倍半萜内酯抗疟药物，主要由我国菊科艾属植物

黄花蒿 Artemisia=annua= iK=中提制而来xNJQz。青蒿

素在黄花蒿中的生物合成可分为 P 个阶段：首先

是从乙酰 CoA经异戊烯基焦磷酸（fmm）、二甲基

烯丙基焦磷酸（ajAmm）、法呢基焦磷酸到合成

紫穗槐JQINNJ二烯，然后是从紫穗槐JQINNJ二烯到

合成双氢青蒿酸，最后是从双氢青蒿酸到合成青

蒿素xRJSz。第一阶段 fmm的形成是萜类化合物生物

合成的共有途径，青蒿素生物合成前体 fmm 的形

成主要通过甲羟戊酸（jsA）途径xTz，其过程为：

O 个乙酰 CoA 硫解后再与 N 个乙酰 CoA 在

ejdJCoA 合酶的作用下生成 PJ羟基JPJ甲基戊二

单酰 CoA（ejd=CoA），再经 ejd=CoA还原酶

（ejdo）催化 ejdJCoA形成甲羟戊酸，甲羟戊

酸经焦磷酸化及脱羧脱水作用形成 fmmxUz。由于

jsA的形成是一个不可逆过程，因而= ejdo被

认为是青蒿素生物合成中最先起作用的关键酶xVz。

研究证实，ejdo的活性与青蒿素的生物合成量

密切相关xNMz，如 A~quil 等xNNz过表达 ejdo 基因

获得了青蒿素量比野生型高 OOKRB的黄花蒿植

株，k~fis 等xNOz通过组成型表达 ejdo 基因获得

了青蒿素量高于野生型 PUKVB的植株等，但目前

尚未见有关 ejdo 启动子活性及其核心序列的

研究报道。本研究以 βJ葡萄糖苷酸酶（drp）基

因为报告基因，通过构建 ejdo启动子不同长度

表达载体，以及农杆菌介导法转化烟草 drp染色

等方法，分析了黄花蒿 ejdo启动子的活性表达

及核心序列，以期为黄花蒿青蒿素的高效生物合

成提供科学依据。=
N= =材料与方法=
NKN= =材料=

黄花蒿 Artemisia= annua= iK= 和野生型烟草

kicotiana= tobacum= iK= 由湖南农业大学朱卫平副

教授惠赠并鉴定，大肠杆菌 bscherichia= coli=
aeRα、根瘤农杆菌 dsPNMN、不含 PR=p启动子且

含 drp报告基因的质粒 mCuJdrpJm由湖南农业

大学国家植物功能成分利用工程技术研究中心实

验室提供；限制性内切酶、连接酶试剂盒均购自

qhermo=pcientific公司；培养基购自 auchef~公司；

各种抗生素和激素购自上海生工生物工程有限公

司；质粒提取试剂盒、琼脂凝胶 akA回收试剂盒

购自北京全式金生物技术有限公司；引物合成与

akA测序由生工生物工程（上海）股份有限公司

完成。RJ溴JQJ氯JPJ吲哚葡萄糖苷酸（uJgluc）购

自 pigm~JAldrich公司；其他化学药品均为国产分

析纯。=
NKO= = ejdo 启动子系列缺失片段的获得及重组质

粒的构建=
根据 ejdo 启动子序列，采用 R’端系列缺失

方法xNPz，设计 R对特异引物（引物序列见表 N），以

黄花蒿 akA为模版分别进行 mCo，反应扩增序列，

反应条件如下：VQ=℃、R=min，VQ=℃、QM=s，RR=℃、

N=min，TO=℃、N=min，共 PM个循环；TO=℃、NM=min。
MKTRB琼脂糖凝胶电泳回收纯化目标片段。再根据

试剂盒方法将目标片段与经过 ucm= f 酶切的

mCuJdrpJm质粒在 NS=℃下用qQ连接酶连接过夜，

构建重组质粒。采用热激法xNQz将重组质粒转化大肠

杆菌aeRα。固体 i_=xNMM=mgLi卡那霉素z=PT=℃倒

置培养过夜。挑取单菌落进行 mCo验证，扩增引物

为eybc（R’JqdqCCqdCdddqAAAqAdCJP’），eybo
（R’JdqCCAqCACAdqqqdCCA= dqJP’）。挑取 mCo
验证的阳性克隆进行测序分析，测序所用引物为

drpmJseqc（R’JACCAdACdqqdCCCdCAqAAJP’），
drpmJseqo（R’JdCAAddCdAqqAAdqqdddqJP’）。=

表 N= = ejdo启动子不同长度片段引物序列及大小=
qable= N= = mrimer= sequence= and= size= of= different= length=
fragment=of=ejdo=promoter=

引物= 序列E5’→3’F=
启动子片段=

长度Lbp=

mJejdoJN= AAqdCAqqdqqqdCCqqdAqd= N=PRT=

mJejdoJO= ACAddAAAACqqAqqCACddqdq= VOO=

mJejdoJP= dqqqqACACAqAqCqqCqqCdddA= QNP=

mJejdoJQ= qCAAACACCdqCqCAACCdq= OQV=

mJejdoJR= ACAAACAqAAACAAAACAACCACd= NTQ=

mJejdoJo=CqqAqdAqAqdAqAqdqqqqAqAAAAJ

Cqqqqd=

=

=
NKP= =表达载体的构建=

根据质粒提取试剂盒提供的方法将测序正确的

重组质粒从大肠杆菌 aeRα 中提取出来，分别转入

农杆菌 dsPNMNxNRz。于固体 i_培养基（RM=mgLi利

福平、OR=mgLi庆大霉素、NMM=mgLi卡那霉素）上，

OU=℃黑暗培养 O=d，直至长出清晰可见的单菌落。

挑取单菌落进行 mCo 扩增验证，扩增引物为

mJejdoJN～R与 drpmJseqc。=
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NKQ= =表达载体转化烟草=
将 mCo 扩增验证正确的农杆菌采用农杆菌介

导法xNSz转化烟草，转化烟草置于固体jp培养基中

OR=℃暗培养 O=d，转入再生培养基= xN=mgLi=SJ_A、
MKNR=mgLi吲哚乙酸（kAA）、PM=mgLi潮霉素（eyg）、
QMM=mgLi头孢霉素z、OR=℃，NS=h光/U=h暗进行筛

选，经 Q周左右再生出烟草幼苗，将幼苗转入生根

培养基（MKNR=mgLi=kAA、NR=mgLi=eyg、OMM=mgLi=
Cef）待其生根后移入土壤中。经 O～P周去除农杆

菌影响后采用 CqA_ 法xNRz提取抗性株叶片 akA，
进行 mCo扩增，扩增引物为 eybc（o）。鉴定转化

烟草。=
NKR= = ejdo 启动子在转化烟草中不同部位的活性

表达=
分别对 mCo鉴定阳性的 mJejdoJNJmCu转化

烟草上部叶片、下部叶片、根、茎、花、果荚等不

同部位进行 drp染色，考察 ejdo启动子在烟草

中的表达情况。drp染色液配方：MKO=molLi磷酸缓

冲液（pe=T），NR=mi；MKR=molLi=baqA（pe=U），SMM=
μi；OM=mmolLi铁氰化钾，TRM=μi；OM=mmolLi亚铁

氰化钾 TRM=μi；OM=mmolLi=uJgluc= NKR=mi；qriton=
uJNMM=PM=μi；补充蒸馏水至 PM=mi。将烟草浸泡于

染色液中 PT=℃水浴过夜，再经酒精脱色xNTz。=
NKS= =胁迫条件对 ejdo启动子的影响=

挑选经过 drp 组化染色鉴定且表达稳定的

mJejdoJNJmCu烟草转化苗，进行继代培养，待其

生根后（OR=℃，NS=h光LU=h暗），取生长状况和大

小相近的植株按以下条件进行处理。（N）脱水处理：

将烟草从培养基中取出，置于干净滤纸上，OR=℃，

分别光培养 S=h、NS=h光LU=h暗中培养，脱水处理后

进行 drp染色。（O）热处理：将烟草置于 PR=℃，

NS=h光/U=h暗中培养，热处理后进行 drp染色。（P）
冷处理：将烟草置于 Q=℃，NS=h光LU=h暗中培养，

冷处理后进行 drp染色xNUJOMz。=
NKT= = ejdo启动子核心序列的筛选=

分别选取含有 R 个 ejdo 启动子片段的转化

烟草的相同部位叶片同时进行 drp 染色xONz。观察

染色情况，分析 ejdo启动子核心序列所在区域。=
O= =结果与分析=
OKN= = ejdo 启动子系列缺失片段的获得及重组质

粒的构建=
图 N显示，经 mCo扩增后，得到了 R个大小不

同的 ejdo 启动子系列缺失片段，分别命名为

mJejdoJN、mJejdoJO、mJejdoJP、mJejdoJQ
和 mJejdoJR，图中 N号引物 mCo得出两条亮带，

根据 ejdo启动子序列小于 N=RMM=bp，切取较小片

段与质粒酶切片段 mCuJdrpJm 连接。各片段连接

产物转化大肠杆菌后，菌落 mCo结果见图 O。挑取

阳性单菌落进行测序验证，测序得到 R个片段长度

分别为 N=PRT、VOO、QNP、OQV、NTQ=bp，与 mCo扩

增电泳结果一致，说明重组质粒已成功构建。=

=
NJmJejdoJN= = OJmJejdoJO= = PJmJejdoJP= = QJmJejdoJQ=
RJmJejdoJR= = SJmCuJdrpJm= = jJm~rker=

图 N= = ejdo 启动子系列缺失片段的 mCo 扩增结果及

mCuJdrpJm的 ucmf酶切鉴定=
cigK= N= = mCo= amplification= of= different= ejdo= promoter=
deletion=fragments=and=verification=of=mCuJdrpJm=by=ucmf=
enzyme=digestion=

=

NJmJejdoJNJmCu= = OJmJejdoJOJmCu= = PJmJejdoJPJmCu= = =
QJmJejdoJQJmCu= = RJmJejdoJRJmCu= = jJm~rker=

图 O= =携带 ejdo 启动子系列重组质粒的大肠杆菌克隆子

mCo检测=
cigK= O= = mCo= detection= of= b. coli= with= recombinant= coli=
carrying=ejdo=promoter=deletion=fragments=

OKO= =重组质粒转化农杆菌dsPNMN的菌落 mCo检测=
将测序正确的克隆子提取质粒，转化农杆菌

dsPNMN 感受态，分别命名为 mJejdoJNJmCud、
mJejdoJOJmCud、mJejdoJPJmCud、mJejdoJQJ=
mCud 和 mJejdoJRJmCud，挑取单菌落进行菌落

mCo检测，电泳结果如图 P所示，因 mCo所用引=

R= = = = = = = Q= = = = = = = P= = = = = = = = O= = = = = = = = N= = = = = = j= =
=

N=MMM=bp=

RMM=bp=
=

NMM=bp=

R= = = Q= = = P= = = N= = = S= = j= = = = = = = = = = = = = = = = = O= = = = S= = j= =
=

P=MMM=bp= =
=

N=MMM=bp= =

RMM=bp= = =
=

NMM=bp= = =
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NJmJejdoJNJmCud= = OJmJejdoJOJmCud= = PJmJejdoJPJmCud=
QJmJejdoJQJmCud= = RJmJejdoJRJmCud= = jJm~rker=

图 P= =携带 ejdo 启动子系列片段表达载体的农杆菌克隆

子 mCo检测=
cigK=P= =mCo=detection=of=A. tumefaciens transformants=with=
expression= vectors= carrying= ejdo= promoter= deletion=
fragments=

物为 mJejdoJN～R 与 drpmJseqc，所得电泳结果

比各片段原本长度大 OMM= bp 左右，与各片段 mCo
电泳结果一致，表明携带 R个片段的重组质粒已分

别成功转化到农杆菌 dsPNMN中。=
OKP= =转基因烟草 mCo检测=

经生根培养，每个启动子片段分别得到 Q～S
株 转 基 因 烟 草 ， 各 片 段 烟 草 分 别 命 名 为

mJejdoJNJmCuad 、 mJejdoJOJmCuad 、

mJejdoJPJmCuad 、 mJejdoJQJmCuad 、

mJejdoJRJmCuad 将从抗性株叶片中提取的

akA 进行 mCo 扩增，从图 Q 可以看出，各片段

株系均有一条特异扩增条带而野生型烟草作为对

照的泳道没有扩增条带，表明从筛选培养基上筛

选出的阳性株系的确为转基因株系。R个启动子=
=

=

NJmJejdoJNJmCuad= = OJmJejdoJOJmCuad= = PJmJejdoJPJmCuad=
QJmJejdoJQJmCuad= = RJmJejdoJRJmCuad= = =jJm~rker=

图 Q= =转基因烟草 mCo检测=
cigK=Q= =mCo=detection=of=transgenic=tobacco=

片段各获得 P～R个阳性株系。=
OKQ= = ejdo 启动子在转化烟草中不同部位的活性

表达=
选取 mJejdoJNJmCuad 片段转烟草稳定表

达阳性株 P 号进行继代培养，图 R 显示，

mJejdoJNJmCuad在转化烟草的根、茎、花、果

荚中都观察到蓝色，说明 ejdo启动子序列基因

已通过农杆菌整合至烟草 akA中，且能在根、茎、

叶、花、果荚中稳定表达，并参与烟草整个生长

周期的代谢活动。同时，下部叶片比上部叶片更

容易染色，这可能与成熟叶片的代谢积累较多及

通透性较好有关。此外，在花中的染色主要表现

在花药和柱头上。=
OKR= =胁迫条件对 ejdo启动子活性的影响=

图 S 显示，mJejdoJNJmCuad 在 S=h 和 OQ=
h 脱水条件的染色均明显变浅，且经 OQ= h 脱水

处理的颜色变浅程度大于经 S= h 脱水处理的颜

色；在高温处理中，染色也变浅，而在低温处

理中染色未见明显变化。由此可见，脱水能降

低 ejdo 启动子活性且脱水时间越长对启动子

活性影响越大；高温也能使启动子活性降低，

但低温处理对启动子活性的影响不明显，说明

该启动子对低温处理不敏感，对高温和脱水条

件的影响较敏感。 =
OKS= = ejdo启动子核心序列分析=

对含有 ejdo 不同启动子片段的烟草叶片染

色结果（图 T）可以看出，mJejdoJNJmCuad、
mJejdoJOJmCuad和 mJejdoJPJmCuad的烟草

叶 片 呈 现 蓝 色 ， 而 mJejdoJQJmCuad 、

mJejdoJRJmCuad和对照的烟草叶片中没有观察

到蓝色，说明启动子片段 A~dmuN、A~dmuO 和

A~dmuP 具有驱动 drp 报告基因表达的功能，而

A~dmuQ和A~dmuR不能驱动drp报告基因表达。

由此推断 ejdo 启动子的核心序列在 mJejdoJP
区域。根据叶片切口的颜色还可以看出，

mJejdoJOJmCuad与 mJejdoJNJmCuad颜色深

浅 相 近 ， mJejdoJPJmCuad 颜 色 较

mJejdoJNJmCuad浅，说明 A~dmuO片段的启动

子活性与 A~dmuN 启动子活性相当，而 A~dmuP
片段具有部分启动子活性，推测 A~dmuO 片段与

A~dmuP 片段的非重叠区存在与 ejdo 启动子活

性强弱相关的调控元件，但不是该启动子表达的必

需元件。=

P=MMM=bp= =
=

N=MMM=bp= =

RMM=bp= = = =

PR= = = = = = = Q= = = = = = = P= = = = = = = = O= = = = = = N= = = j=
=

SMM=bp= =
QMM=bp= = = =

Pj= = = = N= = = = = O= = = = = P= = = = = Q= = = = = R= = =对照= = = = = = = = = = = = = = = =
=
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=
NJ上部叶片= = OJ下部叶片= = QJ果荚= = SJ根、茎、叶= = UJ花= = P、R、T、VJ对照=

NJle~ves=ne~r=top= = OJle~ves=ne~r=root= = QJfriut=pods= = SJrootsI=stemsI=~nd=le~ves= = UJflowers= = PI=RI=TI=VJcontrols=

图 R= = drp在转基因烟草中不同部位的表达=
cigK=R= =bxpression=of=drp=in=different=parts=of=transgenic=tobacco=leaves=

=
N、Q、T、NMJmJejdoJNJmCuad正常组= = OJmJejdoJNJmCuad脱水处理 S=h= = RJmJejdoJNJmCuad脱水处理 OQ=h= = UJmJejdoJNJmCuad高

温处理 OQ=h= = NNJmJejdoJNJmCuad低温处理 OQ=h= = P、S、V、NOJ对照=
NIQITINMJnorm~l=group=of=mJejdoJNJmCuad= = OJmJejdoJNJmCuad=dew~ter=tre~tment=for=S=h= = RJmJejdoJNJmCuad=dew~ter=tre~tment=for=OQ=h= =
= UJmJejdoJNJmCuad=high=temper~ture=tre~tment=for=OQ=h= = NNJmJejdoJNJmCuad=low=temper~ture=tre~tment=for=OQh= = PI=SI=VI=NOJcontrols=

图 S= =胁迫条件对 ejdo启动子活性的影响=
cigK=S= =bffect=of=stress=on=activity=of=ejdo=promoter=

=
NJmJejdoJNJmCuad= = OJmJejdoJOJmCuad= = PJmJejdoJPJmCuad= = QJmJejdoJQJmCuad= = RJmJejdoJRJmCuad= = SJ对照=
NJmJejdoJNJmCuad= = OJmJejdoJOJmCuad= = PJmJejdoJPJmCuad= = QJmJejdoJQJmCuad= = RJmJejdoJRJmCuad= = SJcontrol=

图 T= = drp在转基因烟草中的表达=
cigK=T= =bxpression=of=drp=in=transgenic=tobacco=leaves=

N= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = = = = = = = = P= =
=
=
=
=
=

==
Q= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = R= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = S= =

N= = = = = = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = = = P= = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = = R= = = = = = = = = = = = = = S= =
=
=
=
=
=
=
=
=
=
==

T= = = = = = = = = U= = = = = = = = = = = = = = V= = = = = = = = = = = = = = = = = NM= = = = = = = = = = = = = = NN= = = = = = = = = = NO= =

N= = = = = = = = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = = = = = = = = P= = = = = = = = = = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = R= =
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=

= = = = = = = = = = = = S= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = T= = = = = = = = = = = = = = = = = U= = = = = = = = = = = = = V=
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P= =讨论=
世界上大部分具有提取价值的野生黄花蒿来自

我国南方地区，因此，我国青蒿素产业有着重要的国

际影响力。除品种差异外，外界环境对青蒿素生物合

成的影响也极其显著xOOz，相关探索也有很多，在花蕾

期采收xOPz、种植期间喷施水杨酸和脱落酸xOQz、控制光

照时间xOPz等栽培措施都有利于促进青蒿素的生物积

累，但其在黄花蒿中的水平仍然较低的事实严重影响

了青蒿素的低成本生产。本研究在对 ejdo 启动子

的活性分析中发现该启动子对低温不敏感，可能有

较好的抗寒性，这与低温能诱导青蒿素生物合成的

研究结果相符xORz，还发现该启动子在脱水条件下活

性明显降低的现象也与黄花蒿喜潮湿环境的研究结

果相近xOOz，这些活性与有利于青蒿素生物产量积累的

外界条件相似。该启动子在光照等更多条件下的表达

特性和具体的变化水平及其与青蒿素生物合成的相

关性还有待于进一步的探索。=
同时，经drp染色分析，推断ejdo启动子的

核心序列在 mJejdoJP区域内，而该启动子还有相关

调控元件在 mJejdoJO 与 A~dmuP 片段的非重叠区

内，该部分相关调控元件的具体作用还需要进一步的

研究证明。ejdo启动子核心序列的分析也有助于后

续对该启动子相关调控元件的进一步研究。=
青蒿素的生物合成是黄花蒿体内众多代谢活动

中的一条分支，在相同条件下，充足的 fmm底物将有

利于青蒿素的生物合成。因此 ejdo 启动子的研究

可对 fmm的生物合成提供合适的外界条件，通过调节

关键酶的活性来增加 fmm的供给量，有助于促进青蒿

素的积累，进而显著提高黄花蒿中青蒿素的量，为青

蒿素的工业化生产提供优异原料。=
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