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葫芦巴环阿屯醇合酶基因的分离
及其对薯蓣皂素合成的影响
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摘　 要: 以薯蓣皂素合成植物葫芦巴(Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ｆｏｅｎｕｍ￣ｇｒａｅｃｕｍ Ｌ.)为材料ꎬ 从中分离了环阿屯醇合酶基因

ＴｆＣＡＳꎬ 并对其序列特征、 基因的表达及其对葫芦巴薯蓣皂素生物合成的影响进行了分析ꎮ 结果显示ꎬ 该基因全

长 ２２７１ ｂｐꎬ 共编码 ７５６ 个氨基酸ꎻ 其氨基酸序列与蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ Ｇａｅｒｔｎ.)、 豌豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａ￣

ｔｉｖｕｍ Ｌ.)及百脉根(Ｌｏｔｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ Ｌ.)环阿屯醇合酶氨基酸序列的同源性分别为 ９４％、 ９１％和 ８９％ꎮ 利用酵母

表达系统对 ＴｆＣＡＳ 蛋白的生物化学功能进行了验证ꎬ 结果表明该蛋白能够催化环阿屯醇的合成ꎮ 进一步利用葫

芦巴发根遗传转化体系在葫芦巴中过量表达 ＴｆＣＡＳ 基因ꎬ 发现该基因的过量表达大幅提高了ＴｆＣＡＳ 的表达ꎬ 且

促进了葫芦巴中 β－谷甾醇和薯蓣皂素的生物合成ꎬ 但与对照相比差异不显著ꎮ 研究结果表明 ＴｆＣＡＳ 基因参与了

葫芦巴薯蓣皂素的生物合成ꎬ 但其并非为该合成途径中的限速酶ꎮ
关键词: 薯蓣皂素ꎻ 葫芦巴ꎻ 环阿屯醇合酶ꎻ 发根
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　 　 薯蓣皂素(Ｄｉｏｓｇｅｎｉｎ)ꎬ 又称薯蓣皂苷元(或
薯蓣皂甙元)ꎬ 具有抑制肿瘤生长、 抗真菌、 免疫

调节及抗病毒等多种药用活性[１－６]ꎮ 此外ꎬ 该化合

物还是 ２００ 多种甾体激素类药物的合成前体[７]ꎮ
甾体激素类药物是仅次于抗生素的世界第二大类药

物ꎬ 因此薯蓣皂素的合成、 制备在一定程度影响了

生物医药产业链的发展ꎮ 目前ꎬ 薯蓣皂素的来源主

要是从植物中进行分离、 纯化ꎬ 公开报道的薯蓣皂

素合成植物主要有盾叶薯蓣(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｚｉｎｇｉｂｅ￣
ｒｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｈ. Ｗｒｉｇｈｔ)、 穿龙薯蓣(Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｎｉｐ￣
ｐｏｎｉｃａ Ｍａｋｉｎｏ) 以及葫芦巴 ( Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ｆｏｅｎｕｍ￣
ｇｒａｅｃｕｍ Ｌ.)等ꎮ

薯蓣皂素生源途径至今尚未完全解析ꎬ 据报道

它的合成前体主要是胆固醇[８－１０]ꎬ 但 β－谷甾醇也

有可能是薯蓣皂素的合成前体[１１]ꎮ 研究表明ꎬ 植

物中谷甾醇可由环阿屯醇合成[１２]ꎬ 而胆固醇则可

以由环阿屯醇和羊毛甾醇分别合成得到[１３]ꎮ 因此ꎬ
无论薯蓣皂素的合成是源于胆固醇还是 β－谷甾醇ꎬ
环阿屯醇很可能是薯蓣皂素合成的必经中间体ꎮ 环

阿屯醇合酶(ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ＣＡＳ)是氧化

鲨烯环化酶(ｏｘｉｄｏｓｑｕａｌｅｎｅ ｃｙｃｌａｓｅꎬ ＯＳＣ)家族

中的一个成员ꎬ 主要参与植物中甾醇和类甾醇物质

的生物合成ꎬ 负责催化 ２ꎬ３￣氧化鲨烯至环阿屯醇

的转化反应ꎮ 目前ꎬ ＣＡＳ 基因已从豌豆 (Ｐｉｓｕｍ
ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.) [１４]、 白桦(Ｂｅｔｕｌａ ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ Ｓｕｋ.) [１５]

和盾 叶 薯 蓣 ( Ｄｉｏｓｃｏｒｅａ ｚｉｎｇｉｂｅｒｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｈ.
Ｗｒｉｇｈｔ) [１６]等多种植物中分离获得ꎬ 且部分 ＣＡＳ
基因的功能也得到了鉴定ꎮ 如在烟草悬浮细胞中抑

制 ＣＡＳ 的表达明显抑制了植物甾醇的合成和积

累[１７]ꎻ 醉茄(Ｗｉｔｈａｎｉａ ｓｏｍｎｉｆｅｒａ ( Ｌ.) Ｄｕｎａｌ) 中

ＣＡＳ 基因的表达水平高低显著影响了醉茄内酯化

合物的合成[１８]ꎮ 由此可见ꎬ ＣＡＳ 的表达可能是植

物甾醇或甾体激素类化合物合成的调控靶点ꎬ 但是

ＣＡＳ 是否为薯蓣皂素生物合成的转录调控位点尚

不清楚ꎮ
葫芦巴又名香豆、 香草等ꎬ 是豆科蝶形花亚科

的一年生草本植物[１９]ꎮ 薯蓣皂素是葫芦巴中一种

重要的化学成分ꎮ 本研究前期开展了葫芦巴的转录

组学研究ꎬ 从中检测到了葫芦巴 ＣＡＳ 基因的表达ꎬ
但我们在葫芦巴转录组文库中并未检测到羊毛甾醇

合酶基因的表达ꎬ 提示植物中薯蓣皂素的合成途经

了环阿屯醇ꎮ 因此ꎬ 本研究从葫芦巴中分离获得全

长 ＴｆＣＡＳ 基因ꎬ 并利用酵母表达系统对其生化功

能进行确认ꎻ 并进一步利用葫芦巴发根遗传转化体

系ꎬ 在葫芦巴中过量表达该基因ꎬ 研究其过量表达

对薯蓣皂素生物合成的影响ꎬ 以期为薯蓣皂素生物

合成途径的解析奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

本研究以葫芦巴组培苗为实验材料ꎮ 组培苗的

制备参考李晓华等[２０] 的方法ꎮ 葫芦巴种子经消毒

后培养于含 ３％蔗糖的 ＭＳ 固体培养基上[２１]ꎮ
１􀆰 ２　 葫芦巴 ＣＡＳ基因的克隆

利用本实验室前期建立的葫芦巴转录组文库ꎬ
通过 Ｂｌａｓｔ 分析筛选出一条具有完整开放阅读框

(ＯＲＦ)的 ＣＡＳ 基因序列ꎬ 设计扩增引物 ＣＡＳ￣１Ｆ
和 ＣＡＳ￣１Ｒ(表 １)ꎮ 利用常规 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法扩增葫

芦巴 ＴｆＣＡＳ 基因的 ＯＲＦ 全长序列ꎬ 扩增产物回收

后连接至 ｐＥＡＳＹ ｂｌｕｎｔ ｓｉｍｐｌｅ 载体ꎬ 经转化后挑

取阳性克隆送测序ꎮ 测序正确的单菌落进行扩大培

养ꎬ 提取质粒ꎮ
１􀆰 ３　 酵母表达体系验证 ＴｆＣＡＳ基因的生化功能

１􀆰 ３􀆰 １　 ＴｆＣＡＳ基因在酵母细胞中的表达

采用内切酶 ＢｇｌⅡ和 ＳｐｅⅠ将带有 ＴｆＣＡＳ 基因

的质粒与酵母表达载体 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 进行双酶切ꎬ
利用 Ｔ４ 连接酶将 ＴｆＣＡＳ 基因插入 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ 载

体ꎬ 获得酵母表达载体 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣ＴｆＣＡＳꎮ 采用醋
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表 １　 引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′－３′)

ＣＡＳ￣１Ｆ ＣＧＧＡＣＴＡＧＴＡＴＧＴＧＧＡＡＧＣＴＧＡＡＡＧＴＴＧＣ

ＣＡＳ￣１Ｒ ＧＧＡＡＧＡＴＣＴＴＣＡＧＧＣＣＴＧＣＡＡＴＡＣＡＴＧＡＣＧＡ

ＣＡＳ￣２Ｆ ＡＣＴＣＴＴＧＡＣＣＡＴＧＧＴＡＧＡＴＣＴＧＡＴＧＴＧ￣
ＧＡＡＧＣＴＧＡＡＡＧＴＴＧＣ

ＣＡＳ￣２Ｒ ＡＡＧＴＴＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＡＣＴＡＧＴＧＧＣＣＴＧ￣
ＣＡＡＴＡＣＡＴＧＡＣＧＡＣ

１３０２￣Ｆ ＡＡＴＣＴＴＣＧＴＣＡＡＣＡＴＧＧＴＧＧ

１３０２￣Ｒ ＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＣＴＣＴＣＣＡＣＴ

ＣＡＳ￣Ｒ ＧＣＡＣＧＡＧＴＧＧＧＴＧＡＧＧＡＴＡＧ

ＣＡＳ￣Ｆ ＣＴＴＧＧＡＧＴＧＴＴＴＧＡＡＴＧＧＴＣＴＧ

ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＧＣＧＧＧＡＴＧＧＴＡＴＴＧＡＡＣＴＴＴＧＴＡＣ

ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＡＴＣＣＴＧＡＡＡＣＴＣＡＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＡＡ

酸锂转化法ꎬ 将 ｐＥＳＣ￣ＴＲＰ￣ＴｆＣＡＳ 转化进本实验

室前期构建的氧化鲨烯高产酵母菌株ꎬ 以 ｐＥＳＣ￣
ＴＲＰ 空载体为对照ꎮ 将转基因酵母细胞置于 ５ ｍＬ
色氨酸缺陷型培养基中(含 ２％葡萄糖)ꎬ 于 ３０℃、
２５０ ｒ / ｍｉｎ 条件下过夜培养ꎻ 次日将培养基稀释 １０
倍后转接于 ２０ ｍＬ 新鲜培养基中继续培养至 ＯＤ６００

值为 ２􀆰５ꎬ 离心收集菌体ꎬ 无菌水漂洗 ２ 次ꎬ 重悬

菌体至 １００ ｍＬ 酵母诱导缺陷型培养基(含 ２％半乳

糖)中培养 ３ ｄꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 产物的提取与检测

将上述酵母培养液离心后分开收集酵母细胞菌

体和培养基ꎬ 合并源于菌体与培养基中的代谢提取

物用于气相色谱￣质谱(ＧＣ￣ＭＳ)分析ꎮ 菌体代谢物

提取方法为: 菌体经超纯水漂洗后重悬于丙酮中ꎻ
采用高通量组织碾磨器进行酵母细胞破碎ꎬ 离心获

得上清丙酮提取物ꎬ 重复 ３ 次ꎻ 提取物挥发后溶于

８５ μＬ 氯仿ꎮ 培养基中的代谢物提取方法为: 采用

等体积的乙酸乙酯进行 ２ 次抽提ꎬ 提取物蒸干后溶

于氯仿ꎮ 合并源于酵母菌体与培养液的提取物ꎬ 离

心获得上清氯仿溶解液ꎬ 用于 ＧＣ￣ＭＳ 分析ꎮ
采用安捷伦 ７８９０Ｂ / ７０００Ｃ 进行 ＧＣ￣ＭＳ 分

析ꎮ 色谱柱为 ＨＰ￣５ｍｓꎻ 载气流速 １ ｍＬ / ｍｉｎ、 进

样量１ ~ ５ μＬ、 进样口温度 ２５０℃ꎮ 分析程序如

下: 柱温箱 ８０℃保持 １ ｍｉｎꎻ 然后以 ２０℃/ ｍｉｎ 加

热至 ３１０℃ꎬ 保持 １５ ｍｉｎꎻ 质谱扫描范围为 ４５ ~
７００ ｍ / ｚꎮ

１􀆰 ４　 ＴｆＣＡＳ基因过量表达后薯蓣皂素含量检测

１􀆰 ４􀆰 １　 ＴｆＣＡＳ基因在葫芦巴中的过量表达

利用引物 ＣＡＳ￣２Ｆ 和 ＣＡＳ￣２Ｒ(表 １)扩增葫芦

巴 ＴｆＣＡＳ 基因序列ꎬ 通过一步克隆法将其克隆到

表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ 中ꎬ 获得植物表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ＴｆＣＡＳꎮ 采 用 冻 融 法 将 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０２￣ＴｆＣＡＳ 质粒与空对照分别转化进发根农

杆菌 Ｋ５９９ 中ꎬ 鉴定阳性菌落ꎮ 将阳性菌落置于

５ ｍＬ 的 ＬＢ(含链霉素和卡那霉素)培养基中ꎬ 于

２８℃、 ２２０ ｒ / ｍｉｎ 过夜培养ꎻ 次日转接于 １００ ｍＬ
新鲜培养基中ꎬ 至 ＯＤ６００值达到 ０􀆰８ ~ １􀆰２ 时ꎬ 取

２０ ｍＬ 菌液进行离心ꎬ 弃上清ꎮ 菌体用 ５ ｍＬ 的

ＭＳ 液体培养基悬浮ꎬ 作为发根农杆菌侵染菌液ꎮ
以培养 １５ ｄ 的葫芦巴组培苗茎段为外植体ꎬ

浸泡于上述农杆菌悬浮液中 ５ ｍｉｎꎬ 再于 １ / ２ ＭＳ
固体培养基(含 ３％蔗糖ꎬ １００ μｍｏｌ / Ｌ 乙酰丁香

酮)上培养 ３ ~ ５ ｄꎬ 然后转移至 ＭＳ 除菌培养基

(含 ３％蔗糖ꎬ ４００ ｍｇ / Ｌ 头孢霉素)中培养至无菌

斑出现ꎮ 约 １２ ｄ 后侵染茎段出现白点ꎬ 发根开始

生长ꎮ 发根生长约 ２ 个月后用于基因转化的阳性鉴

定ꎮ 方法如下: 剪取 １ ｃｍ 的发根ꎬ 采用 ＳＤＳ 法

提取 ＤＮＡꎬ 进行 ＰＣＲ 鉴定ꎮ ＰＣＲ 鉴定采用的引物

为 １３０２￣Ｆ 与 ＣＡＳ￣Ｒꎬ 鉴定转化空载体的引物为

１３０２￣Ｆ 和 １３０２￣Ｒ(表 １)ꎮ
本实验共获得 ＴｆＣＡＳ 基因转化的阳性发根 １８

根ꎬ 获得空载体转化的阳性发根 １５ 条ꎮ 将上述转

化 ＴｆＣＡＳ 基因与空载体对照的阳性发根各分为 ３
组ꎬ 经液氮速冻、 磨碎后保存于－８０℃ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 代谢物含量的检测

采用荧光定量 ＰＣＲ 仪 ７５００ＦＡＳＴ 检测阳性发

根中 ＴｆＣＡＳ 基因的表达量ꎬ 以 ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ
ＴｆＣＡＳ 基因转录本采用引物 ＣＡＳ￣Ｆ 和 ＣＡＳ￣Ｒ(表 １)
扩增ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 程序为: ９５℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ
９５℃变性 １５ ｓꎬ ６０℃退火 １ ｍｉｎꎻ 共 ４０ 个循环ꎮ

β￣谷甾醇和环阿屯醇代谢物的提取参考汪波

等[２２]的方法ꎮ 采用氯仿进行提取ꎬ 以 ６０ μｇ 熊果

酸为内标ꎬ 提取上清液用于 ＨＰＬＣ 分析ꎮ 薯蓣皂

素的提取需进行酸化处理ꎬ 过程如下: 上清提取液

蒸干后重悬于 ２ ｍＬ 的 １􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４中ꎬ 然后

于 １００℃下反应 ４ ｈꎻ 反应体系冷却后加入 ２ ｍＬ
正己烷抽提ꎬ 重复 ３ 次ꎻ 合并正己烷提取物并加入

９８　 第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 　 刘梦迪等: 葫芦巴环阿屯醇合酶基因的分离及其对薯蓣皂素合成的影响



２ ｍＬ １％的 ＮａＨＣＯ３洗涤ꎬ 再经过 ２ 次 ｄｄＨ２Ｏ 冲

洗ꎬ 离心收集正己烷提取物上清ꎬ 挥发后溶于

９０％的乙腈ꎬ 取 ２０ ~ ２５ μＬ 用于 ＨＰＬＣ 检测ꎮ 液

相色谱分析仪为岛津 ＬＣ￣２０ＡＴꎬ 色谱柱为岛津

Ｃ１８(５ μｍꎬ ４􀆰６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ)ꎮ β￣谷甾醇含量

分析条件如下: 流动相 １００％甲醇、 柱箱 ３０℃、 流

速 ０􀆰６ ｍＬ / ｍｉｎ、 检测波长 ２１０ ｎｍꎻ 分析程序为

０ ~ ５５ ｍｉｎ １００％甲醇ꎮ 薯蓣皂素 ＨＰＬＣ 分析条件

如下: 流动相 ０􀆰１％磷酸水(Ａ)与 １００％甲醇(Ｂ)、
柱箱 ３０℃、 流速 ０􀆰６ ｍＬ / ｍｉｎ、 检测波长 ２０３ ｎｍꎻ
分析程序为: ０ ~ ２５ ｍｉｎ ９５％ Ｂꎻ ３０ ~ ６０ ｍｉｎ
１００％ Ｂꎻ ６０􀆰０１ ~ ６３ ｍｉｎ ９５％ Ｂꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 葫芦巴 ＴｆＣＡＳ基因的分离

研究结 果 表 明ꎬ 葫 芦 巴 ＴｆＣＡＳ 基 因 全 长

２２７１ ｂｐꎬ 共编码 ７５６ 个氨基酸(ＧｅｎＢａｎｋ 登陆

号: ＫＸ１４８４７５􀆰 １) ꎮ 序列分析结果显示ꎬ 该基因

与来源于其它植物的 ＣＡＳ 具有一定同源性ꎬ 其中

与蒺藜苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ Ｇａｅｒｔｎ.)ꎬ 豌豆

(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.)及百脉根(Ｌｏｔｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ Ｌ.)
ＣＡＳ 基因的同源性分别为 ９５％、 ９１％和 ９０％ꎮ 酵

母表达实验结果发现ꎬ 转入葫芦巴 ＴｆＣＡＳ 的转基

因酵母较对照(转空载体的酵母)生成了一个新的

产物ꎬ 该产物与环阿屯醇标样出峰保留时间一致

(图 １: Ａ)ꎮ 进一步的质谱分析结果显示ꎬ 该产物

的碎片断裂模式与环阿屯醇标样高度相似(图 １:
Ｂ)ꎮ 说明本研究分离的葫芦巴 ＴｆＣＡＳ 基因的编码

蛋白具有环阿屯醇合酶的活性ꎮ
２􀆰 ２　 葫芦巴 ＴｆＣＡＳ基因过量表达对薯蓣皂素生物

合成的影响

为进一步研究 ＣＡＳ 基因是否为薯蓣皂素生物

合成调控的限速靶点ꎬ 本研究将 ＴｆＣＡＳ 基因在葫

芦巴发根中进行过量表达ꎬ 采用空载体为对照进行

转化ꎮ 发根农杆菌侵染茎段长出的发根经 ＰＣＲ 鉴

定ꎬ 结果显示阳性发根转化率约为 ５０％(图 ２)ꎬ 相

比对照ꎬ 过量表达 ＴｆＣＡＳ 基因促进了葫芦巴发根

的生长ꎬ 说明 ＴｆＣＡＳ 基因的过量表达干扰了发根

的发育ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 分析结果表明ꎬ 过量表达

ＴｆＣＡＳ 显著上调了该基因在葫芦巴发根中的表达

(图 ３)ꎮ

　 　 ＨＰＬＣ 分析结果显示ꎬ ＴｆＣＡＳ 基因过量表达根

系中的薯蓣皂素与 β￣谷甾醇ꎬ 相比对照分别提高

了 ２４％与 １３％(图 ４)ꎬ 但差异未达到显著水平(Ｐ >
０􀆰０５)ꎮ

!
"

#
$

Io
n 

co
un

ts

%&'(

)1

%&'(*+

TfCAS

,-

)1

A

B
./ Time (min)

0
1

(×
10

)6

In
te

ns
ity

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

60

60

120

120

180

180

240

240

300

300

360

360

420

420

234 m/z

234 m/z

%&'(

0
1

(×
10

)6

In
te

ns
ity

69.1

135.0
173.0

206.9

280.9
365.1

393.1

69.1
135.0

173.0

206.9

286.2
365.1

393.1

1.6

1.6

1.2

1.2

0.8

0.8

0.4

0.4

0

0

Ａ: 抽提质荷比为 ４２６ 与 ３６５􀆰１ 的离子色谱图ꎻ Ｂ: 峰 １ 与环阿
屯醇的离子碎片图ꎮ
Ａ: Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｔ ｉｏｎｓ ｏｆ ｍ / ｚ ４２６ ａｎｄ ３６５􀆰１ꎻ
Ｂ: Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｏｌ ａｎｄ ｐｅａｋ １.

图 １　 酵母产物分析
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

A B
Ａ: 转 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ 空载体的葫芦巴发根ꎻ Ｂ: 转 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３０２￣ＴｆＣＡＳ 载体的葫芦巴发根ꎮ
Ａ: Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓꎻ Ｂ:
ＴｆＣＡＳ￣ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ.

图 ２　 转基因发根的诱导
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ

０９ 植 物 科 学 学 报 第 ３７ 卷　



!
"

#
$

%
R

el
at

iv
e 

ge
ne

 e
xp

re
ss

io
n

&'()*
Biological repeats

15

10

5

0
1 2 3

empty
TfCAS

**

**
**

Ｅｍｐｔｙ: 转空载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２ 发根中 ＴｆＣＡＳ 的表达量ꎻ
ＴｆＣＡＳ: 过表达后发根中 ＴｆＣＡＳ 的表达量ꎻ ∗∗表示在 Ｐ <
０􀆰０１ 水平上差异极显著ꎮ
Ｅｍｐｔｙ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴｆＣＡＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐＣＡＭＢＩＡ１３０２￣
ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓꎻ ＴｆＣＡＳ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴｆＣＡＳ
ｇｅｎｅ ｉｎ ＴｆＣＡＳ￣ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓꎻ ∗∗: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ｔｈｅ ０􀆰０１ ｌｅｖｅｌ.

图 ３　 葫芦巴转基因发根中 ＴｆＣＡＳ基因的表达量
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴｆＣＡＳ ｇｅｎｅ

!
"

#
$

%
&

(m
g/

g)
C

on
te

nt
 o

f d
io

sg
en

in
β-

(m
g/

g)
'

(
)

%
&

C
on

te
nt

 o
f β

-s
ito

st
er

ol

*+
Control

,-./0
Transgenic

*+
Control

,-./0
Transgenic

2

2

1

1

0

0

图 ４　 阳性发根中产物的含量
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ

３　 讨论

研究发现ꎬ 薯蓣皂素具有很好的抗癌功效[１－３]ꎬ
是 ２００ 多种甾体激素类药物的前体物质[７]ꎬ 具有

重要的药用价值ꎮ 目前已报道的薯蓣皂素合成植物

主要有盾叶薯蓣、 穿龙薯蓣以及葫芦巴等植物[２３]ꎮ
薯蓣皂素在植物中的生物合成机制至今尚未完全解

析ꎬ 如植物中薯蓣皂素前体物质胆固醇或谷甾醇的

生物合成是途径环阿屯醇还是羊毛甾醇尚无定论ꎮ
本研究前期以葫芦巴为薯蓣皂素合成植物ꎬ 对葫芦

巴进行转录组学分析ꎬ 结果发现葫芦巴转录组中并

未检测到羊毛甾醇合酶基因ꎬ 而环阿屯醇合酶基因

的表达较为明显ꎬ 这一结果与盾叶薯蓣和穿龙薯蓣

转录组学研究中的结论相似[２４ꎬ ２５]ꎬ 表明薯蓣皂素

前体物质胆固醇很可能是途经环阿屯醇ꎮ
研究表明ꎬ 盾叶薯蓣皂素含量的增加伴随着环

阿屯醇合酶基因表达量的上调[２６]ꎬ 说明环阿屯醇

合酶有可能是调控薯蓣皂素合成的关键位点ꎮ 本研

究从薯蓣皂素合成植物葫芦巴中分离了环阿屯醇合

酶基因ꎬ 通过酵母表达系统ꎬ 证实本实验分离的葫

芦巴环阿屯醇合酶基因能够表达有催化活性的环阿

屯醇合酶ꎮ 为揭示环阿屯醇合酶是否为葫芦巴薯蓣

皂素生物合成的调控限速酶ꎬ 本研究进一步利用葫

芦巴发根遗传转化体系ꎬ 在葫芦巴中过量表达环阿

屯醇合酶基因ꎬ 结果显示过量表达该基因上调了薯

蓣皂素与谷甾醇的合成ꎬ 但整体上调比例不大ꎬ 与

对照差异不显著ꎮ 因此ꎬ 本研究结果表明环阿屯醇

合酶参与了薯蓣皂素的生物合成ꎬ 过量表达环阿屯

醇合酶基因能够促进终产物薯蓣皂素的生物合成ꎻ
葫芦巴中环阿屯醇合酶可能不是薯蓣皂素合成途径

中的限速酶ꎬ 且不同薯蓣皂素合成植物的生物合成

调控位点可能有所差异ꎮ
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