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走马胎三萜皂苷合成相关基因表达分析

雷宇阳１ꎬ２ꎬ 李　 霁２ꎬ３ꎬ 赵丽云１ꎬ３ꎬ 罗　 鸣１ꎬ３ꎬ 陈红锋１ꎬ３∗

( １. 中国科学院华南植物园ꎬ 中国科学院植物资源保护与可持续利用重点实验室ꎬ 广州 ５１０６５０ꎻ
２. 中国科学院大学ꎬ 北京 １０００４９ꎻ ３. 广东省应用植物重点实验室ꎬ 广州 ５１０６５０ )

摘　 要: 走马胎是我国华南地区重要的民族药物ꎬ其体内的次生代谢物三萜皂苷具有多种药用功效ꎮ 为了

解三萜皂苷含量变化以及生物合成通路相关基因的调控规律ꎬ该研究对走马胎在不同组织部位以及不同外

源激素处理下所呈现的表达模式进行了比较分析ꎮ 结果表明:(１)三萜皂苷含量在不同组织部位间和外源

激素处理下均存在显著差异ꎬ具体表现为根部组织的含量显著高于叶部组织的ꎬ而用外源水杨酸(ＳＡ)与茉

莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)喷施处理后其含量低于对照组(ＣＫ)ꎮ (２)对这两个差异比较组进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析结果

显示ꎬ相比叶部组织ꎬ在根部组织中 ＡｋＰＭＤ、ＡｋＨＤＳ、ＡｋＳＳ、ＡｋＳＭ 以及与三萜皂苷合成相关的走马胎 Ｐ４５０ 家

族、ＵＧＴ 家族基因皆有不同程度的上调ꎻ外源 ＳＡ 与 ＭｅＪＡ 处理会导致合成途径上游的 ＡｋＰＭＤ、ＡｋＨＤＳ、
ＡｋＳＳ、ＡｋＳＭ 上调ꎬ而下游的 Ｐ４５０ 家族、ＵＧＴ 家族基因则有所下调ꎮ 因此ꎬ通过对不同组织部位和不同外源

激素处理这两种差异表达模式的比较研究ꎬ可推测在这两种表达模式下走马胎三萜皂苷的合成更多地与下

游特异化修饰的酶相关ꎮ
关键词: 走马胎ꎬ 三萜皂苷ꎬ 生物合成ꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ 基因表达
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　 　 走马胎(Ａｒｄｉｓｉａ ｇｉｇａｎｔｉｆｏｌｉａ)在 ＡＰＧⅢ系统中

隶属于报春花科紫金牛属植物ꎬ其作为民族药应

用已久ꎬ最早见之于 «陆川本草» 及 «岭南采药

录»ꎬ记录了其治疗风湿骨痛、跌打损伤及止痛等

功效ꎬ是黎族、瑶族等少数民族的常用药材ꎬ有祛

风补血、活血散瘀、消肿止痛的效用 (周泽建ꎬ
２０１７)ꎮ 现代科学研究确认了走马胎的药用价值ꎬ
报道了其药效成分主要为三萜类、甾醇类、酚类、
醌类等次生代谢物(戴卫波等ꎬ２０１７)ꎻ走马胎全株

组织均有三萜皂苷的存在(魏蓉等ꎬ２０１５)ꎮ 穆丽

华等(２０１１)、Ｍｕ 等(２０１３)在走马胎中提取了 ７
种三萜皂苷类化合物ꎬ其中有 １ 种是首次从紫金

牛属植物体内获得ꎬ并且发现其对 ６ 类肿瘤细胞

株有一定程度的抑制作用ꎮ 迄今为止ꎬ有关走马

胎药用成分的调控过程及相关分子基础的研究尚

未见有报道ꎮ
三萜皂苷种类多、结构复杂ꎬ母核的结构修饰

以及调控包含了许多步骤ꎬ涉及多种不同的酶促反

应ꎬ至今仍存在许多不明之处ꎮ 由于走马胎遗传背

景的长期缺失ꎬ功能基因组方面研究进展缓慢ꎬ限
制了走马胎三萜皂苷合成分子基础研究的深入ꎬ目
前其药效成分的调控途径尚不清晰ꎮ 实时荧光定

量 ＰＣＲ 技术相比传统 ＰＣＲ 反应具有准确定量以及

不易交叉污染的优点ꎬ自 １９９２ 年 Ｈｉｇｕｃｈｉ 提出以来ꎬ
广泛运用于研究基因表达以及克隆新基因的重要

技术等领域(樊庆鲁和肖国樱ꎬ２０１０)ꎮ
在植物中ꎬ皂苷是一类种类多样的次生代谢

物ꎬ其 功 能 是 抵 御 微 生 物、 病 菌 和 其 他 虫 害

(Ｐａｐａｄｏｐｏｕｌｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)ꎮ 因此ꎬ植物的根往往

含有更多的此类次生代谢物ꎬ相比其他组织ꎬ根所

处的土壤环境复杂ꎬ土壤－根系－微生物三者相互

作用ꎬ需要抵御病虫害的侵蚀从而刺激相关防御

基因高表达导致次生代谢的生成( Ｊｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ
Ｒａｓｍａｎｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 同时ꎬ植物的防御反应是

通过与环境相互作用刺激信号转导来诱导的ꎬ而
信号转导通常是由植物激素来完成的ꎮ 在植物激

素中ꎬ茉莉酸甲酯(ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓｍｏｎａｔｅꎬ ＭｅＪＡ)和水

杨酸(ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬ ＳＡ)是参与防御相关信号转导

的内源植物激素ꎬ特别是次级代谢产物的产生

(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 当利用 ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 进行外

源性应用时ꎬ它们已被证明可诱导三萜皂苷生物

合成相关基因的上调(常越等ꎬ２０１６)ꎮ
本研究以走马胎为材料ꎬ通过比较根、叶不同

组织部位及 ＳＡ、ＭｅＪＡ 激素处理后的三萜皂苷含量

的变化ꎬ并利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术分析了三萜皂苷合

成通路上相关基因表达差异ꎮ 尝试从分子水平阐

释走马胎三萜皂苷合成通路关键基因变化ꎬ为后

续相应的功能基因的验证以及合成生物学研究提

供参考ꎬ从而在分子水平上更好推动走马胎这种

珍贵的民族药的保护和开发利用ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试材料为统一播种生长 ２ ａ 的盆栽走马胎

植株ꎬ来源于中国科学院华南植物园岭南中药材

保护品种种质资源圃ꎬ走马胎幼苗的种子均产自

广东省南雄市ꎮ 经中国科学院华南植物园植物科

４７４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷
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属植物走马胎(Ａｒｄｉｓｉａ ｇｉｇａｎｔｉｆｏｌｉａ)ꎮ
１.２ 栽培处理

选取生长状况相似的走马胎苗分为 ３ 个实验

组:水杨酸处理组、茉莉酸甲酯处理组以及对照

组ꎬ每组各 ３ 株作为 ３ 次生物学重复ꎮ ＳＡ 与 ＭｅＪＡ
浓度皆为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ꎬ喷施叶面至有液滴滴下ꎬ每
天 ８:００、１２:００、１８:００ 各处理 １ 次ꎬ共处理 ７ ｄꎮ
对照组在相同的时间里进行蒸馏水喷施处理ꎮ 经

过 ７ ｄ 栽培处理之后ꎬ对 ３ 个组分别进行统一采

样ꎬ叶片采样剔除叶脉部分ꎬ根部采样只选取须根

部分ꎬ把 采 集 到 的 材 料 用 液 氮 速 冻 后 保 存 于

－８０ ℃冰箱中ꎮ
１.３ 三萜皂苷含量测定

总三萜皂苷含量测定参考徐睿庸(２００７)的方

法并加以改进ꎮ 精密移取 ０.１１６ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１的齐墩

果酸标准液 １、２、３、４、５ ｍＬ 蒸干溶剂后ꎬ加 ０.２ ｍＬ
现配的 ５％香草醛－冰醋酸溶液和 ０.８ ｍＬ 高氯酸

溶液ꎮ 在 ８０ ℃ 水浴中反应 １５ ｍｉｎꎬ冰浴冷却后ꎬ
各加 ５ ｍＬ 乙酸乙酯ꎬ在 ５５０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ以
质量浓度 ρ(ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)对吸光度值( Ａ)进行线性

回归ꎬ得到标准曲线ꎮ
采集各组走马胎鲜叶和鲜根ꎬ冲去泥沙ꎬ挑选

并除去杂质ꎬ尽量避免水浸ꎮ 放至烘箱ꎬ５０ ℃恒温

烘干到恒重ꎬ取出后移至粉碎机ꎬ打碎后即得粗

粉ꎮ 取粗粉约 ０.２ ｇꎬ精密称定ꎬ加入 ５０％乙醇 ５０
ｍＬꎬ室温下超声波提取 ３０ ｍｉｎ(功率为 ２４０ Ｗ)ꎬ过
滤ꎬ滤渣与锥形瓶用 ５０％乙醇 ２０ ｍＬ 分数次洗涤ꎬ
合并滤液和洗液于 ２５０ ｍＬ 茄形瓶中ꎬ减压回收溶

剂至无醇味(约 １５ ｍＬ)ꎮ 定量转移至分液漏斗

中ꎬ加入等体积水饱和石油醚(约 ２５ ｍＬ)萃取 ３
次ꎬ每次振摇 ２ ｍｉｎꎬ静置使分层ꎬ弃去石油醚层ꎬ
水层定量转移至 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ用乙醇稀释至

刻度ꎮ 精密移取走马胎叶提取液 ０.５ ｍＬ 以及根提

取液 １.０ ｍＬ 于 ２０ ｍＬ 具塞试管中ꎬ空气吹干ꎬ精确

加入 ０.２ ｍＬ 现配的 ５％香草醛－冰醋酸及 ０.８ ｍＬ
高氯酸ꎬ涡旋混匀ꎬ８０ ℃水浴 １０ ｍｉｎꎬ紧接着进行

５ ｍｉｎ 冷却ꎬ之后加入 ５ ｍＬ 乙酸乙酯ꎬ混匀ꎬ测定

其在 ５５０ ｎｍ 下的吸光度ꎮ
三萜皂苷含量(ｍｇ􀅰ｇ￣１)＝ (ρＶ) / ｍꎮ
式中:ρ 为根据吸光度以及标准曲线算出的三

萜皂苷质量浓度(ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)ꎻＶ 为提取液体积ꎻｍ
为样品粉末质量ꎮ

１.４ ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 文库的合成

走马胎的根部和叶部总 ＲＮＡ 提取按照 Ｅａｓｔｅｐ®

Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒( ＬＳ１０４０ꎬＰｒｏｍｅｇａ)建议

的流程进行操作ꎬ并根据实验的效果进行适当优

化ꎬ延长金属浴裂解样品时间以提高提取质量ꎮ 在

提取后使用 １. ０％ ( ｍ / Ｖ) 的琼脂糖凝胶电泳ꎬ
ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 分光光度计和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 生物分

析仪评估总 ＲＮＡ 的质量、纯度和完整性ꎮ 反转录

ＲＮＡ 采用 Ｇｏ Ｓｃｒｉｐ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＭｉｘꎬＯｌｉｇｏ
(ｄＴ)(Ａ２７９０ꎬＰｒｏｍｅｇａ)反应体系ꎬ按照制造商建议

的流程进行反转录合成 ｃＤＮＡꎮ
１.５ 荧光定量 ＰＣＲ 分析

根据本课题组前期对走马胎转录组测序的结

果(Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２２)ꎬ以目前研究已鉴定与三萜皂

苷合成各个环节相关的蛋白为对象ꎬ进行 ＢＬＡＳＴＰ
比对ꎬ获得走马胎三萜皂苷合成所涉及到的一系

列基因ꎬ分别编码的是 ２ 个 ５￣二磷酸月桂酸脱羧酶

(５￣ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｍｅｖａｌｏｎａｔｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬＰＭＤꎬＭＶＡ 途

径)、１ 个 ４￣羟基￣３ ￣甲基丁￣２ ￣烯基二磷酸合成酶

(４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣３￣ｍｅｔｈｙｌｂｕｔ￣２￣ｅｎｏｙｌ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ＨＤＳꎬＭＥＰ 途径)、１ 个鲨烯合酶(ｓｑｕａｌｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ＳＳ)、２ 个鲨烯单加氧酶 ( ｓｑｕａｌｅｎｅ ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬ
ＳＭ)、 ５ 个 细 胞 色 素 Ｐ４５０ ( ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ꎬ
ＣＹＰ４５０)家族蛋白以及 ４ 个尿苷二磷酸葡萄糖醛

酸基转移酶(ＵＤＰ￣ｇｌｕｃｕｒｏｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＵＧＴ)家族

蛋白ꎬ并以走马胎肌动蛋白基因 β￣ａｃｔｉｎ 为此次实

验的内参基因ꎮ 将以上基因通过 ＮＣＢＩ ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ
工具进行开放读码框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)预
测ꎬ 利 用 ＢＬＡＳＴＰ 确 定 编 码 区 序 列 ( ｃｏｄｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬ ＣＤＳ)ꎬ根据各个基因的 ＣＤＳ 序列通过

ＮＣＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ￣ＢＬＡＳＴ 进行引物设计ꎮ
利用普通 ＰＣＲ 来检验引物的特异性以及

ｃＤＮＡ 文库的可用性ꎮ ＰＣＲ 的程序:９５ ℃ 变性 ５
ｍｉｎꎻ９５ ℃ １ ｍｉｎꎬ５５ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循

环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的程序:９５ ℃预变

性 ３０ ｓꎻ循环反应 ９５ ℃ １０ ｓꎻ６０ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循

环ꎻ熔解曲线 ９５ ℃ １５ ｓꎻ６０ ℃ ６０ ｓꎻ９５ ℃ １５ ｓꎮ
ＰＣＲ 扩增在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ Ｘ５０ｈ 上进行ꎬ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 反应在罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 仪

上进行ꎮ
１.６ 数据分析

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行数据整理ꎬ
用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２２ 软件对数据进行单因素方差分析ꎮ

５７４１９ 期 雷宇阳等: 走马胎三萜皂苷合成相关基因表达分析



表 １　 走马胎三萜皂苷合成相关基因引物序列
Ｔａｂｌｅ１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ａ. ｇｉｇａｎｔｉｆｏｌｉａ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列 (５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列 (５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

ＡｋＰＭＤ１ Ｆ: ＧＣＴＧＧＡＴＴＴＧＣＧＴＧＣＣＴＴＡＴ ＡｋＣＹＰ３ Ｆ: ＴＧＣＡＣＣＧＣＴＴＴＡＧＣＡＡＧＧＴＡ

Ｒ: ＡＣＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＣＡＣＴＴＣＣ Ｒ: ＣＧＡＧＴＴＣＡＧＡＧＣＣＣＴＣＴＴＧＧ

ＡｋＰＭＤ２ Ｆ: ＴＴＴＧＡＴＧＣＴＧＧＧＣＣＡＡＡＴＧＣ ＡｋＣＹＰ４ Ｆ: ＣＡＣＡＡＧＴＡＣＧＴＡＡＧＧＧＧＣＧＴ

Ｒ: ＧＧＧＣＣＡＡＡＧＣＴＴＣＣＡＣＡＴＣＴ Ｒ: ＡＧＣＡＡＣＣＡＴＡＧＴＧＧＡＡＧＣＧＧ

ＡｋＨＤＳ Ｆ: ＡＧＣＡＡＴＣＣＧＧＴＴＧＴＣＡＴＧＧＴ ＡｋＣＹＰ５ Ｆ: ＡＴＧＣＡＡＴＧＴＧＣＧＡＣＡＴＧＣＴＧ

Ｒ: ＡＧＧＴＴＣＴＧＴＧＡＧＣＧＡＡＡＣＣＣ Ｒ: ＴＣＣＴＧＣＧＡＣＧＡＧＣＡＡＴＣＡＴＣ

ＡｋＳＳ Ｆ: ＣＣＴＧＡＣＡＴＡＣＡＴＧＴＣＧＧＣＣＴ ＡｋＵＧＴ１ Ｆ: ＴＧＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＣＣＣＡＡＴＣＣ

Ｒ: ＧＣＧＧＧＣＡＡＴＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＧ Ｒ: ＡＡＴＣＧＴＣＧＡＧＴＴＣＣＡＣＣＣＡＣ

ＡｋＳＭ１ Ｆ: ＡＡＴＴＴＧＣＧＣＣＧＣＴＣＴＣＴＴＴＧ ＡｋＵＧＴ２ Ｆ: ＧＣＧＡＧＣＴＡＴＧＧＣＧＴＴＣＴＡＧＴ

Ｒ: ＴＧＧＡＡＧＧＧＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＣＧ Ｒ: ＴＧＧＣＴＧＣＣＧＡＴＴＴＡＣＣＴＣＴＣ

ＡｋＳＭ２ Ｆ: ＧＧＡＣＧＴＧＣＣＡＴＣＴＴＧＣＴＴＴＧ ＡｋＵＧＴ３ Ｆ: ＣＣＣＧＧＡＧＡＴＴＣＴＴＣＣＣＡＴＣＧ

Ｒ: ＴＧＣＴＴＧＧＣＴＡＧＴＴＣＡＣＣＧＴＴ Ｒ: ＴＴＣＧＡＧＣＣＣＡＡＡＣＧＣＴＡＧＴＴ

ＡｋＣＹＰ１ Ｆ: ＧＧＴＴＡＡＧＧＧＴＴＴＧＧＴＧＧＣＣＴ ＡｋＵＧＴ４ Ｆ: ＴＣＣＣＧＡＡＡＧＴＡＧＡＣＧＧＴＧＴＣ

Ｒ: ＡＡＣＣＴＣＣＣＡＴＣＡＡＣＧＡＧＡＧＣ Ｒ: ＴＡＡＧＣＣＡＴＴＣＴＴＧＧＣＧＧＴＧＴ

ＡｋＣＹＰ２ Ｆ: ＡＴＣＴＣＧＴＣＧＡＡＴＧＡＧＧＴＧＧＣ β￣ａｃｔｉｎ Ｆ: ＣＡＴＡＡＣＣＡＴＴＧＧＣＧＣＧＧＡＧＡ

Ｒ: ＣＣＴＣＣＴＣＡＡＣＡＴＣＣＧＣＣＡＡＴ Ｒ: ＣＡＴＡＧＴＣＧＡＡＣＣＡＣＣＧＣＴＣＡ

所有数据均为 ３ 次生物学重复以及 ３ 次技术重复

的平均值ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 处理对走马胎根、叶中三萜皂苷

含量的影响

将前期分组培养的走马胎利用分光光度法进

行总三萜皂苷的含量的测定(图 １)ꎮ 由图 １ 可知ꎬ
３ 个处理组(ＣＫ、ＳＡ、ＭｅＪＡ)根部组织的三萜皂苷

含量分别为 ０.５６、０.５３、０.５２ ｍｇ􀅰ｇ￣１ꎬ相应的叶部

组织三萜皂苷含量分别为 ０. ３１、０. ２５、０. ２５ ｍｇ􀅰
ｇ￣１ꎮ 这表明在各个处理组内ꎬ走马胎根部组织的

三萜皂苷含量皆远高于叶部组织的ꎬ证实了组织

之间三萜皂苷的含量存在差异ꎮ 通过组间比较发

现ꎬ无论是叶部组织还是根部组织ꎬ２ 个处理组相

比于 ＣＫ 组三萜皂苷含量皆显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.２ 三萜皂苷合成相关基因在走马胎根和叶中的

表达差异

为了解在不同组织部位之间ꎬ三萜皂苷合成相

关基因的具体表达情况ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 分析的方法

对 ＣＫ 组的叶与根中 １５ 个基因的表达情况进行了

柱上不同字母代表差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<
０.０５).

图 １　 各组别走马胎不同部位三萜皂苷的含量
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａ. ｇｉｇａｎｔｉｆｏｌｉａ ｇｒｏｕｐｓ

比较ꎮ 实验前对走马胎根部组织与叶部组织的总

ＲＮＡ 质量进行了评估ꎬＲＮＡ 完整值(ＲＩＮ)表明 ＲＮＡ
降解程度较轻ꎬＡ２６０ / Ａ２８０值与 Ａ２６０ / Ａ２３０值皆在 ２.０ 左

右ꎮ 这说明 ＲＮＡ 受到较小的蛋白污染以及碳水化

６７４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



合物污染(表 ２)ꎮ 根部组织各基因相对于叶部组织

的相对表达量如图 ２ 所示ꎬ在根部组织中ꎬ１５ 个三

萜皂苷合成相关基因皆有不同程度的上调ꎮ 将三

萜皂苷含量较低的叶部组织各基因表达量设为 １ꎬ
这 １５ 个基因在根中的相对表达量分别为 ＡｋＰＭＤ１
(２４１. ３ )、 ＡｋＰＭＤ２ ( ２ ４６０.０ )、 ＡｋＨＤＳ ( １ ８３４.４ )、
ＡｋＳＭ１ ( ４８８.１ )、 ＡｋＳＭ２ ( ７８.５ )、 ＡｋＳＳ ( ４ ７０８.７ )、
ＡｋＣＹＰ１ ( ４ ４７５.３ )、 ＡｋＣＹＰ２ ( １３５.４ )、 ＡｋＣＹＰ３
(５２４.４)、ＡｋＣＹＰ４ (４８５.９)、ＡｋＣＹＰ５ (６９.６)、ＡｋＵＧＴ１
( ２ ２４２.８ )、 ＡｋＵＧＴ２ ( １２６.６ )、 ＡｋＵＧＴ３ ( ３６.０ )、
ＡｋＵＧＴ４(８.６)ꎮ 走马胎根部组织三萜皂苷合成相关

基因的表达情况与三萜皂苷在不同组织中的含量

差异趋势保持一致ꎮ

表 ２　 走马胎根与叶总 ＲＮＡ 质量检测结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

Ａ. ｇｉｇａｎｔｉｆｏｌｉａ ｒｏｏｔｓ ａｎｄ ｌｅａｖｅｓ

序号
Ｎｏ.

样本名称
Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｎｇ􀅰μＬ ￣１)

ＲＩＮ
Ａ２６０ /
Ａ２８０

Ａ２６０ /
Ａ２３０

１ ＣＫＬ１ １９２ ６.１０ ２.０５ １.９７

２ ＣＫＬ２ １９９ ６.００ ２.１１ ２.２４

３ ＣＫＬ３ ２１２ ６.９０ ２.１２ ２.０６

４ ＣＫＲ１ ４４１ ８.１０ ２.２３ ２.２５

５ ＣＫＲ２ ４２５ ７.６０ ２.２２ ２.２１

６ ＣＫＲ３ １４６ ８.６０ ２.１０ ２.１１

２.３ ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 处理对走马胎三萜皂苷合成相关

基因表达的影响

ＳＡ 和 ＭｅＪＡ 作为植物激素以及信号传导小分

子ꎬ可以诱导植物进行防御反应从而产生次生代

谢物ꎮ 本研究在对走马胎进行 ＳＡ 以及 ＭｅＪＡ 外源

喷施处理之后ꎬ将 ３ 组植株的叶作为材料进行基

因表达量的比较ꎮ 由表 ３ 可知ꎬＲＮＡ 提取结果质

量良好ꎮ 在上游合成步骤中ꎬ２ 个处理组与对照组

相比ꎬ由异戊二烯单元到合成 ２ꎬ３￣环氧鲨烯过程

中所涉及到的基因ꎬ除 ＳＡ 组别的 ＡｋＳＭ１ 以外ꎬ其
他基因(如 ＡｋＰＭＤ１ꎬＡｋＰＭＤ２ 以及 ＡｋＳＭ２ 等)皆有

不同程度的上调ꎻ而在下游合成步骤中ꎬ由 ２ꎬ３￣环
氧鲨烯到最终合成三萜皂苷的母核的结构修饰以

及糖基化的这 ２ 个过程所涉及到的 Ｐ４５０ 家族以

及 ＵＧＴ 家族ꎬ除 ＳＡ 组别的 ＡｋＣＹＰ３ 以外ꎬ其他的

叶中各基因的表达量设为 １ꎬ数据为根相对叶的表达量ꎮ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅａｆ ｉｓ ｓｅｔ ｔｏ １ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄａｔａ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ
ｌｅａｆ.

图 ２　 不同组织间三萜皂苷合成相关基因的表达分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ

ｓａｐｏｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

都呈现下调的趋势(图 ３)ꎮ

表 ３　 两种激素处理后走马胎叶总 ＲＮＡ 质量检测结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａ. ｇｉｇａｎｔｉｆｏｌｉａ

ｌｅａｖｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｈｏｒｍｏｎｅｓ

序号
Ｎｏ.

样本名称
Ｓａｍｐｌｅ
ｎａｍｅ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｎｇ􀅰μＬ ￣１)

ＲＩＮ
Ａ２６０ /
Ａ２８０

Ａ２６０ /
Ａ２３０

１ ＳＡＬ１ ３４１ ７.２０ ２.１５ ２.１５

２ ＳＡＬ２ ４５２ ６.３０ ２.０１ ２.１４

３ ＳＡＬ３ ４３３ ６.９０ ２.０７ ２.２６

４ ＭＪＬ１ ４０７ ８.６０ ２.１２ ２.１７

５ ＭＪＬ２ ４２５ ７.６０ ２.０３ ２.２０

６ ＭＪＬ３ ４４６ ８.１０ ２.１０ ２.０８

３　 讨论与结论

本研究利用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术发现ꎬ走马胎的根

部组织相对于叶部组织ꎬ三萜皂苷合成相关基因

皆有不同程度的上调ꎮ 这代表植物自主调控时在

不同组织中三萜皂苷合成相关基因存在不同的表

达模式ꎬ从而导致在走马胎根部组织内三萜皂苷

的含量显著高于叶部组织ꎮ Ｂａｅｔｚ 等(２０１４)研究

表明ꎬ植物的根可能是最后的三萜皂苷的生物合

成和储存器官ꎮ 在药用植物人参中ꎬＣＹＰ４５０ 家族

在根茎中表达较多ꎬ而 ＵＧＴｓ 在根中表达较多ꎮ 这

２ 个器官可能分别是三萜皂苷生物合成的中间位

７７４１９ 期 雷宇阳等: 走马胎三萜皂苷合成相关基因表达分析



ＣＫ 组中各基因的表达量设为 １ꎬ数据为 ＳＡ、ＭｅＪＡ 组各基因

相对 ＣＫ 组的表达量ꎮ 柱上不同字母代表差异显著(Ｐ<
０.０５)ꎮ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ＣＫ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｓｅｔ ｔｏ １ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｇｕｒｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ＳＡ
ａｎｄ ＭｅＪＡ ｇｒｏｕｐｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｔｈｅ ＣＫ ｇｒｏｕｐ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｂｏｖｅ
ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５).

图 ３　 植物激素处理后三萜皂苷合成相关基因的表达分析
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣

ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

点和 最 终 位 点 ( Ｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｒａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)ꎬ而在走马胎的根中也出现了类似的表达模

式ꎮ 总的来说ꎬ植物根系经常积累高含量的次生

代谢产物ꎬ如三萜皂苷ꎮ 这可能是由于土壤环境

的复杂性ꎬ根在土壤被迫密切接触有害微生物和

害虫ꎬ因此需要进行一系列防御反应从而合成次

生代谢物(苏文华等ꎬ２００５)ꎮ
水杨酸(ＳＡ)与茉莉酸甲酯(ＭｅＪＡ)皆是一种

植物内源激素以及信号传递分子ꎬ在植物抗环境

胁迫中的信号传导作用受到广泛关注ꎮ 前人在对

ＳＡ、ＭｅＪＡ 进行外源应用时发现ꎬ这些信号分子能

够激发相关防御基因的表达ꎬ诱导植物次生代谢

物的生物合成(常越等ꎬ２０１６ꎻ曹伍林等ꎬ２０１５)ꎮ
本研究发现ꎬ相比于对照组ꎬ对走马胎进行外源 ＳＡ
和 ＭｅＪＡ 激素喷施处理后的总三萜皂苷含量会下

降ꎮ 这与积雪草(Ｃｅｎｔｅｌｌａ ａｓｉａｔｉｃａ) (Ｍａｎｇａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)以及黑种草 (Ｎｉｇｅｌｌａ ｓａｔｉｖａ) ( Ｅｌｙａｓｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)的研究结果有所不同ꎮ 进一步进行本研究

表明ꎬ２ 个处理组相比于对照组ꎬ三萜皂苷合成前

期萜类化合物通用步骤相关基因上调ꎬ后期特异

化修饰的相关基因下调ꎮ 这可能代表 ＳＡ 和 ＭｅＪＡ
等信号传递分子虽然能刺激走马胎进行防御反应

从而提高萜类化合物含量ꎬ但无法使修饰合成三

萜皂苷的 Ｐ４５０ 家族以及 ＵＧＴ 家族进行高表达从

而精确地对走马胎三萜皂苷的含量进行提升ꎮ
对不同组织间以及不同激素处理间基因表达

模式的差异进行分析ꎬ合成途径上游的基因皆上

调ꎬ而下游基因表达模式的不同造成了三萜皂苷

含量变化的差异ꎮ 由此推断ꎬ三萜皂苷含量的提

高最有可能是与 Ｐ４５０ 家族以及 ＵＧＴ 家族相关基

因的表达密切相关ꎬ走马胎三萜皂苷的合成可能

更多地与下游特异化修饰的酶相关ꎮ 对三萜皂苷

合成路径进行分析发现ꎬ两种表达模式产生差异

的节点是上下游合成途径的分界点鲨烯ꎬ考虑到

鲨烯为三萜皂苷和甾醇共同的前体物质ꎬ可能跟

代谢流分流相关ꎬ外源激素的喷施处理可能更多

地刺激走马胎的代谢流流向植物甾醇方向参与维

持细胞膜的稳定性ꎮ 虽然有学者试图通过过表达

鲨烯合酶基因以提高人参皂苷和柴胡皂苷的含

量ꎬ但没有达到预期效果ꎬ更多地增加了植物甾醇

的含量ꎬ这与本研究中走马胎外源激素处理后的

表达模式类似(Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻＫｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ
综上所述ꎬ不同组织中的特异性积累以及植

物信号分子的诱导都会导致走马胎三萜皂苷含量

的变化ꎮ 这些差异与三萜皂苷合成相关基因的表

达密切相关ꎮ 通过植物信号分子诱导虽然能使萜

类化合物合成上游相关基因进行高表达ꎬ但对某

一特定目标产物如三萜皂苷可能达不到预期效

果ꎬ在实际生产中需要精确对参与修饰三萜皂苷

的 Ｐ４５０ 家族以及 ＵＧＴ 家族进行调控ꎮ 此外ꎬ在根

部三萜皂苷的高积累以及整个合成步骤相关基因

的高表达表明ꎬ三萜皂苷的产生可能是在转录水

平上受到调控的ꎮ 因此ꎬ对于实际应用生产ꎬ除了

引入多种生物合成酶基因外ꎬ转录因子工程改造

可能是一种修饰生物合成途径的有前途的方法ꎮ
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