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基于多组学的丹参活性成分生物合成与调控研究进展

詹忠根*

(浙江经贸职业技术学院生物制药教研室, 浙江 杭州 310018)

摘要: 中药丹参 (Salvia miltiorrhiza Bge.) 具有很高的药用价值, 对心血管疾病、肝硬化、慢性肾功能衰竭、阿尔

茨海默病、心绞痛、心肌缺血、肝病、糖尿病、肾病具有治疗作用。近年来, 随着丹参基原植物野生资源的短缺和栽培

种质质量不稳定等问题的突显, 其主要活性成分生物合成与调控机制研究成为国际关注的热点。而多组学技术在

丹参研究中的应用和发展, 为分子层面揭示丹参遗传信息及活性成分合成与调控机制研究提供了可能。本文在系

统总结丹参基因组、转录组、蛋白质组和代谢组研究进展的基础上, 归纳了丹参活性成分生物合成、调控及相关功能

基因的研究概况, 并提出未来亟待深入研究的科学问题, 旨在为进一步发挥丹参在药用植物研究方面的模式作用提

供参考。
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Advances in biosynthesis and regulation of the active ingredient of
Salvia miltiorrhiza based on multi-omics approach

ZHAN Zhong-gen*

(Biopharmaceutical Laboratory, Zhejiang Institute of Economics and Trade, Hangzhou 310018, China)

Abstract: Salvia miltiorrhiza Bge. is one of the most important traditional Chinese medicinal plants and is

used for a variety of diseases and disorders, including cardiovascular diseases, hepatocirrhosis, chronic renal

failure, Alzheimer's disease, angina pectoris, myocardial ischemia, liver diseases, and diabetic nephropathy. In

recent years, with the shortage of uncultivated resources and uneven product quality of cultivated germplasm, the

biosynthesis and regulation of its main active ingredient has become a topic of interest. The use of a multi-omics

approach with Salvia miltiorrhiza may provide genetic information as well as insights into the synthesis and

regulation of the active ingredient at the molecular level. The paper presented a systematic review of the genomics,

transcriptomics, proteomics and metabolomics associated with Salvia miltiorrhiza, summarized the advances in

biosynthesis, regulation and related functional genes, and also put forward some scientific problems of Salvia

miltiorrhiza that need to be further studied in the future.
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中药丹参 (Salvia miltiorrhiza Bge.) 具有活血化

瘀、消肿止痛、养心安神等功效, 在心血管疾病、肝硬

化、慢性肾功能衰竭、阿尔茨海默病、心绞痛、心肌缺

血、肝病、糖尿病、肾病等治疗中作用显著[1], 其基原植

物生态适应能力强、世代周期短、基因组小、染色体数

目少、繁殖方式多样, 是理想的中药研究模式生物。近

年来, 随着丹参基因组、转录组、蛋白质组学及代谢组

学信息的逐步丰富以及毛状根可控研究模型的建立,

许多功能基因或基因家族得到详细研究, 主要活性成

分生源途径被逐步解析, 对丹参的遗传转化体系构建、

优良品种培育、活性成分调控机制研究和阐明中药道
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地性实质等诸多方面的研究发挥了重要作用, 其作为

药用模式植物的条件更为成熟, 提供其他中药材研究

与开发的模式作用也更为明显, 如利用基因工程方法

增强丹参酮合成关键酶活性进行高产品种的培育方

法, 可为通过甲羟戊酸 (mevalonate pathway, MVA) 途

径合成活性成分的药用植物提供借鉴[2]。为进一步发

挥丹参在药用植物研究方面的模式作用, 本文基于丹

参多组学研究进展, 对其活性成分的合成与调控机制

作一梳理。

1 丹参主要活性成分及其分布

丹参中主要活性成分包括丹参酮Ⅰ、丹参酮ⅡA、丹

参酮ⅡB、二氢丹参酮Ⅰ、隐丹参酮等脂溶性二萜醌类化

合物和丹酚酸A、丹酚酸B、咖啡酸、丹参素、迷迭香酸

等水溶性酚酸类成分。其中丹参酮类化合物为心脑血

管疾病治疗的主要活性物质, 主要分布于丹参根及根

茎周皮木栓层, 其次是韧皮部, 且周皮木栓层细胞的颜

色分布与其含量正相关, 即木栓层细胞红色强度越强

的部位, 丹参酮类成分含量越高[3]。而木质部细胞的

颜色与丹参酮类成分分布没有直接相关性, 木质部是

丹酚酸类化合物的主要分布场所, 其次是韧皮部, 木栓

层中丹酚酸含量很低[4]。近年来的研究表明, 丹参地

上茎叶及花序也具有与根及根茎类似的药理作用, 丹

酚酸类化合物的含量在生长旺盛期明显高于地下根及

根茎[5]。因此, 对丹参茎叶的合理开发利用, 可有效减

少资源浪费、扩大药源。

2 丹参多组学研究

2.1 基因组研究

2.1.1 核基因组 2010年, 一张覆盖 92%的基因组序

列和 96% 的基因编码区的基因组框架图 (数据未发

表) 的完成开启了丹参全基因组测序的序幕, 但丹参

基因组杂合度和重复序列较高, 组装难度大, 随着长读

长测序技术的应用才有效提高了其拼接效果。利用该

技术 Zhang 等[6]测得丹参基因组全长 641 Mb, Contig

N50 = 82.8 kb, Scaffold N50 = 1.2 Mb, 重复序列占

53.58%, 含有 34 598 个蛋白质编码基因和 1 644 个特

异基因。Xu等[7]测得基因组全长 538 Mb, 重复序列占

54.44%, 2.76个 SNP/1Kb, 蛋白质编码基因 30 478个。

两者测序结果虽然略有差异, 但丹参基因组的成功测

定为其次生代谢产物的合成与调控机制研究发挥了很

大作用, 如在基因组中注释了 1 602个转录因子、82个

萜类合酶和 437 个细胞色素 P450 (cytochromes P450,

CYPs) 蛋白编码基因, 并鉴定了包括参与丹参酮合成

相关酶基因 SmCPS1、SmCPS2、CYP76AH1、CYP76AH3

和CYP76AK1及参与赤霉素代谢必需因子 SmCPS5在

内的CPS1、CPS2、CPS5和CPS7等 4对CPS/CYP相连

的基因簇, 发现 SmCPS1基因簇和 SmCPS2基因簇可能

来自同一个CPS/CYP76AH基因对的扩张, 编码萜类、

芪类、二苯基庚烷类和姜辣素类化合物的基因家族可

能与丹参酮、丹酚酸类化合物的合成均存在一定的相

关性等。当然, 如需进一步提升基因组在丹参遗传资

源的挖掘及利用中的作用, 还要借助遗传图谱、物理图

谱及其他组学数据提高基因组组装的精密度和基因的

注释能力。

2.1.2 叶绿体和线粒体基因组 丹参叶绿体基因组

(chloroplast DNA, cpDNA) 的结构、基因顺序、GC 含

量和密码子使用与典型被子植物的 cpDNA 相似 , 全

长 151 328 bp, 在大、小两个单拷贝区之间由一对反向

重复序列隔开, 呈典型的四段式结构。含有 80个蛋白

编码基因、30个 tRNA基因和 4个 rRNA基因, 并含有

4 对正向、3 对反向的散在重复序列和 7 对串联重复

序列[8]。单分子实时 (single molecule real time, SMRT)

测序技术结合链特异性 (strand-specific RNA-Seq,

RNA-Seq) 技术分析表明, 丹参 cpDNA共有 19个多顺

反子, 其中 pc1为新发现的多顺反子, pc3为连续多顺

反子, 除 pc17上含有已用于载体构建的基因插入位点

trnⅠ-GAU/trnA-UGC 外 , pc8 上的 psaA/psaB 和 pc9 上

的 ndhK/ndhC也是潜在的外源基因插入位点。同时,

丹参 cpDNA 的非编码序列中还含有大量的 ncRNAs

(136 个), 其中反义 ncRNA 的数量及其位置将影响

cRNA的表达丰度。此外, DNA修饰 (检测到 2 687个

位 点) 在 丹 参 cpDNA 中 也 普 遍 存 在 , 尤 其 是

TATANNNATNA 和 WNYANTGAW 基序的修饰现象

更为明显, 分别有 36.1%和 24.7%的位点被修饰, 修饰

后的 TATANNNATNA基序能显著提高其下游距离小

于400 bp的ncRNA基因表达丰度[9]。

丹参线粒体基因组全长 499 236 bp, 编码 69个基

因 (蛋白编码基因 44个、tRNA基因 22个、rRNA基因

3个), 基因组中含有 22个分布于 11个蛋白编码基因的

内含子 (18个顺式、4个反式); 在 57对重复序列中检

测到可能具有组织特异性的重组事件 18 对; 检测到

1 123个、12种类型的RNA编辑位点 (575个位点位于

正链、548 个位点位于负链), 其中“C 到 U”的编辑类

型最多; 在蛋白质编辑区的 225 个“C 到 U”编辑位点

中, 202个编辑位点会引起mRNA密码子的改变, 另有

115个位点存在RNA对称编辑的现象[10]。

可见, 相较于叶绿体基因组, 丹参线粒体基因组的

基因数量较少、重组事件增多, 所缺少的部分编码基因

需要由叶绿体迁移而来方可进行蛋白合成 (如编码

Ala、Arg、Thr的 tRNA基因), 但与大多数迁移基因“到

达即死 (dead on arrival)”不同的是, 丹参叶绿体基因迁
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移到线粒体后可与基因组进行整合并进行转录[11]。通

过基因组测定, 有利于利用叶绿体基因组相对稳定的

基因组结构和相对缓慢的变异速度, 为丹参系统发育

研究提供更为可靠的方法选择, 而线粒体基因组的高

变异率, 则为开发更为有效的丹参种质鉴定、物种划分

相关的分子标记提供了可能。

2.2 转录组分析

近 10年来, 丹参活性物质相关的转录组研究取得

长足进展, 自崔光红等[12]利用 cDNA芯片获得 4 354条

ESTs和 52个与毛状根发育相关的新基因以来 , 已从

不同平台测定了20多个转录组序列, 并构建了丹参转录

资源数据库 (DsTRD)[13]。具体来说, 为阐明诱导子促

进丹参酮和丹酚酸合成的分子机制, 利用转录组数据,

发现酵母提取物 (yeast extract, YE) 对丹参酮合成相关

酶基因的激活作用较茉莉酸甲酯 (methyl jasmaonate,

MeJA) 更强 , 但与 MeJA 不同的是, YE对丹酚酸合成

相关的酶基因无激活作用[14]。在水杨酸 (salicylic acid,

SA) 诱导下, 349个PPR (pentatricopeptide repeat) 基因

上调表达, 其中 23个与丹酚酸合成相关的酶基因共表

达, 而在YE和银离子 (Ag+) 组合诱导下, 183个PPR基

因表达上调, 其中 16个与丹参酮合成相关的酶基因共

表达[15]。为发掘丹参活性成分合成的关键基因, 利用

DNA芯片克隆了 5条丹参酮合成相关酶基因[16]; 基于

SmCPS1、SmKSL1和 SmRAS等基因共表达从 122个差

异表达基因中筛选出 3个参与萜类生物合成, 4个参

与酚酸类合成相关的 CYP450 候选基因[17]; 基于 EST

鉴定了 10个二萜类生物合成基因和 26个酚酸生物合

成基因[18]; 随后又分别扩大到 29条序列 (编码 11个关

键酶) 和 27条序列 (编码 15个关键酶)[19]。此外, 通过

Illumina测序, 挖掘了包括参与苯丙烷类和萜类化合物

生物合成途径在内的 5 个主要次级代谢物途径的全

部基因及 686个转录因子[20]。为阐明丹参酮、丹酚酸

积累的特异性空间分布机制, 从基因表达谱中发现参

与丹参酮合成的关键酶基因具有根优先表达模式[21],

如 SmDXS2、SmDXR、SmHDS、SmHDR1、SmHDR3、

SmIPI1、SmGGPPS1、SmCPS1、SmCPS5、SmKSL1、

SmKSL7等与丹参酮合成相关的酶基因在周皮中高度

表达[22], 而与迷迭香酸合成有关的 SmPAL1、SmPAL3、

sm4H1、Sm4CL3、Sm4CL-like 1、Sm4CL-like 4、SmTAT1、

SmHPPR3、SmRAS和 SmCYP98A78等基因在韧皮部和

木质部中表达丰度更高[23]。

转录组的测定, 为了解丹参特定发育或生理阶段

下特定器官或组织细胞的基因差异表达、发现与特定

生理功能相关的基因、推测未知基因编码蛋白的生理

功能等奠定了基础。目前, 丹参转录组相关研究, 在方

向上, 主要集中在阐明诱导效应、发掘活性成分生物合

成关键酶基因、调控因子及其空间表达等方面, 对胁迫

应答、选择性剪接等还缺乏深入研究; 在技术上, 主要

利用二代、三代或二代三代结合技术进行转录组测序,

还未见单细胞转录组测序技术 (scRNA-seq) 的应用 ,

而在单细胞水平上揭示丹参全基因组范围的基因表达

对于研究细胞间的表达异质性非常有利。

2.3 蛋白质组研究

转录水平的基因表达变化并不总能精确地反映在

蛋白质水平上, 对诱导子效应的蛋白质组学研究有助

于进一步了解植物抗逆和次生代谢产生的分子机制,

优化药材品种, 提高药材质量。Wang等[24]采用双向凝

胶电泳和MALDI-TOF-MS对受YE、Ag+诱导的丹参毛

状根蛋白质组进行分析, 共鉴定出 64种差异蛋白。结

果表明: 在YE、Ag+诱导下, 将激活活性氧和Ca2+/钙调

素信号通路, 免疫抑制蛋白表达增加, 表皮细胞经历程

序性细胞死亡, 能量代谢增强, 碳代谢转向有利于木质

素、丹参酮和丹酚酸等次生代谢产物的合成, 同时丹参

酮和丹酚酸沉积在塌陷的表皮细胞上形成物理化学屏

障, 与其他防御蛋白共同增强抗逆性。Contreras等[25]

利用LC-MS/MS对不同诱导子组合诱导下的丹参毛状

根差异蛋白变化情况作进一步研究, 共鉴定出2 650个

差异蛋白, 其中 893个相对丰度与对照相比有显著变

化 (P<0.05)。在上调的蛋白中, 主要功能类别为代谢

(47%)、应激防御 (18%) 和氧化还原稳态 (10%)。而

Wang等[26]则利用同位素相对标记与绝对定量 (isotope

tagging for relative and absolute protein quantitation,

iTRAQ) 技术对雄性不育突变型 (MT) 和野生型 (WT)

进行蛋白质组学分析, 共发现 639个差异蛋白, 其中与

雄性不育相关的差异蛋白主要参与碳水化合物和能量

代谢以及蛋白质的合成和降解。

中药材蛋白质组学研究的目标之一是通过比较不

同植株或器官的蛋白差异, 以评价活性成分与蛋白质

组之间的相关性, 从而揭示其生物合成的分子机制, 是

一种比基因表达谱更可靠、更准确反映活性成分生物

合成关键酶表达水平的研究方法。目前, 关于丹参蛋

白质组的相关研究还处于起步阶段, 值得更为深入的

研究。

2.4 代谢组研究

生物信息从基因组到代谢组的传递实现了遗传物

质和环境因素对个体生长、发育、衰老的调控。Jiang

等[27]为筛选丹参地理标志物, 从 4个主要产区的丹参

核磁共振指纹图谱中鉴定出 26 种代谢产物 , 结合稀

疏偏最小二乘判别分析 (sparse partial-least-squares

discriminant analysis, sPLS-DA) 及丙二酸和琥珀酸盐
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对植物根呼吸速率的调节, 认为这两种代谢物可作为区

分丹参地理来源的关键标志物。Zhao等[28]采用LC/MS

技术对生长在 3个不同地点的同一基因型丹参及在同

一地点生长的 4种基因型丹参进行代谢组测定, 经多

元统计分析后发现其代谢组存在显著差异, 并通过隐

式结构的正交投影判别分析 (orthogonal projection to

latent structure with discriminant analysis, OPLS-DA) 鉴

定出 16个次级代谢产物可作为丹参潜在的位置特异

性标记, 14个次级代谢产物可作为丹参潜在的基因型

特异性标记。但生物发育过程复杂多变, 基因调控网

络复杂, 将转录组测序获得的差异表达基因与代谢组

测定得到的差异代谢物进行关联分析, 从原因和结果

两个层面分析丹参代谢产物的通路变化, 构建核心调

控网络成为研究重点。如, Gao等[29]对YE和Ag+组合

诱导的丹参毛状根的转录组和代谢组单独分析后进行

联合讨论, 发现 2-C-甲基-D-赤藓糖醇-4-磷酸途径 (2-

C-methyl-D-erythritol-4-phosphate pathway, MEP) 是异

戊烯基焦磷酸 (isopentenyl diphosphate, IPP) 的主要来

源, 但在真菌诱导下, MVA途径成为 IPP的主要合成路

径[30]。从 YE和 Ag+诱导后 SmFPS、SmSQS、SmGGPS、

SmKSL表达上调, SmGPS的表达没有显著变化, 单萜

环化酶基因 (SmMS) 表达显著下调的现象表明, 丹参

萜类代谢对诱导反应是双向的, 早期诱导倍半萜和三

萜类的合成, 后期诱导二萜类丹参酮的合成, 且诱导效

应更持久[29]。Zhan等[31]通过丹参正常品系和橙色根品

系转录组和代谢组的相互验证, 发现橙色根丹参品系

的表型改变和质量下降并不是由于相关脱氢酶基因表

达下降, 而是由于催化C15-C16脱氢酶的错误折叠和内

质网的降解致使隐丹参酮和二氢丹参酮Ⅰ脱氢生成丹

参酮Ⅱa和丹参酮Ⅰ型减少所致。Liu等[32]利用该策略

揭示MeJA主要通过促进咖啡酸和 4-羟基苯乳酸生成

迷迭香酸 (rosmarinic acid, RA) 以实现丹酚酸累积的

增加。而 Ge等[33]则通过 MeJA 处理后丹参全株植物

的代谢组与转录组分析, 联合锁定茉莉酸信号通路中

JAZs抑制因子进行新功能验证, 揭示了 JAZ基因在次

生代谢物积累中的作用, 并确认了 SmJAZ8是丹参 JA

信号通路中的转录调节因子。可见, 代谢组学对于研究

基因或环境对植物代谢的影响或揭示活性成分的合成

机制, 有着不可或缺的优势, 是丹参研究仍需关注的热点。

3 活性成分生物合成、调控及相关功能基因研究

3.1 活性成分生物合成及相关功能基因

丹参主要活性物质的生物合成与调控机制的研究

广受关注。尤其是高通量测序技术的快速发展及丹参

全基因组和转录组的相继测定, 为丹参活性成分的合

成及调控机制研究开启了快速通道。

3.1.1 丹参酮生物合成及相关功能基因 丹参酮的生

物合成大致分为 3个阶段。第一阶段, 以MEP途径为

主, MVA途径为辅生成 IPP; 第二阶段, IPP依次转化为

牻牛儿基二磷酸 (geranyl diphosphate, GPP)、法尼基二

磷酸 (farnesyl diphosphate, FPP) 和牻牛儿基牻牛儿基

焦磷酸 (geranylgeranyl diphosphate, GGPP); 第三阶段,

GGPP通过逐步电离和环异构化反应生成二萜类化合

物 (图1)。

在前人通过分子克隆获得 13个丹参酮合成相关

基因的基础上[34-39], 基于丹参基因组框架图获得 27个

新基因 , 分属 19 个基因家族 , 编码所有参与 IPP、

DMAPP生成及两个参与二萜合成的酶基因[40]。基于

丹参转录组又获得 7个基因家族的 23个新基因, 并在

根周皮中检测到 11个与丹参酮合成相关的基因高度

表达[22]。经组织特异性表达和对MeJA诱导的不同反

应 , 推测第一阶段的 MEP 途径主要有 SmDXS2、

SmDXR、SmMCT、SmCMK、SmMDS、SmHDS 和 SmH‐

DR2 等基因参与 , MVA 途径主要有 SmAACT1、SmH‐

MGS、SmHMGR1、SmHMGR2、SmHMGR3、SmMK、

SmPMK和SmMDC等基因参与; 第二阶段的关键酶基因

是 SmIDI1和 SmGGPPS1, 过表达 SmGGPPS、SmDXSII

的毛状根中丹参酮含量可达到 12.93 mg·g-1 (干重)[41];

而 SmKSL1、SmCPS1、SmCYP76AH1、SmCYP76AH3、

SmCYP76AK1等酶基因主要参与第三阶段的合成[40]。

自CPS和KSL被确认为是GGPP生成次丹参酮二

烯 (miltiradiene) 的关键酶后, 在丹参基因组中注释了

12 个 SmCPS 和 9 个 SmKSL, 其中 SmCPS1 和 SmKSL1

在周皮中表达程度最高, 以此构建的酵母工程菌中次

丹参酮二烯的产量达到了 365 mg·L-1, 优化改造后次

丹参酮二烯的产量可提高到 488 mg·L-1 [42]。在体外 ,

将 SmCPS2和 SmKSL1组合, 可催化生成次丹参酮二

烯 ; 将 SmCPS5 和 SmKSL2 组合 , 则产生赤霉素前

体[43]。RNAi干扰 SmCPS1, 丹参酮ⅡA和丹参酮Ⅰ显著

下降; RNAi干扰 SmCPS5, 植株出现叶片短窄、花变小

等性状[44]。通过检测 7个丹参地方品种的 SmCPS1和

SmKSL1编码区域单核苷酸多态性 (cSNPs), 发现 38个

SmCPS1的 cSNPs和42个SmKSL1的 cSNP与丹参酮合

成相关 , 品种间的丹参酮含量变化是由 SmCPS1 和

SmKSL1编码区域的 cSNP变异产生的[45]。由此可见,

SmKSL1、SmCPS1在 GGPP生成次丹参酮二烯过程起

关键作用, SmCPS5、SmKSL2则参与赤霉素的合成。

至于次丹参酮二烯修饰生成各种丹参酮类化合物

的分子机制, 目前仍不十分清楚, 仅明确SmCYP76AH1

可催化次丹参酮二烯羟基化为铁锈醇 (ferruginol), 在工

程菌中引入CYP76AH1基因后将铁锈醇的产量提高到
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10.5 mg·L-1, 然后由SmCYP76AH3催化铁锈醇生成11-

羟基铁锈醇 (11-hydroxyl ferruginol)、柳杉酚 (sugiol) 和

11-羟基柳杉酚 (11-hydroxy sugiol), 再由SmCYP76AK1

催化生成11,20-二羟基铁锈醇 (11,20-hydroxyl ferruginol)

和 11,20-二羟基柳杉酚 (11,20-dihydroxy sugiol)[46-48]。

实际上, 次丹参酮二烯转化为丹参酮需要经过氧化、杂

环化、芳构化和去甲基等多步反应, 除 2-酮戊二酸依赖

性双加氧酶 (2-oxoglutarate-dependent dioxygenases,

2OGD)、短链醇脱氢酶 (short-chain alcohol dehydroge‐

nases, SDRs) 等参与外 , 这些反应大多由 CYPs 介

导[22,49,50]。目前已利用454 GS FLX技术从丹参根中的转

录组数据中鉴定了70个可能编码CYP450的unigene[19],

利用 RNA-Seq 技术从毛状根中鉴定出约 300 个

CYP450基因[46]。发现 85个CYP450在YE和Ag+诱导

的毛状根转录组中基因差异表达, 其中CYP71家族基

因表达上调幅度最大, 在该家族中已鉴定出 8个参与

丹参酮合成的 CYP450基因[29]。鉴定了 16条 CYP450

基因在周皮中特异表达[22], 分别有119个、13个和16个

SmCYP450 基因与 SmKSL、SmCPS1、CYP76AH1 共表

达[14], SmCYP76AK2、SmCYP716D25 和 SmCYP728D17

可能参与萜类合成[48], 并基于MeJA诱导表达, 又新鉴

定出可能参与丹参酮合成的CYP450 4个[51]。

然而, 植物基因组中CYPs非常丰富, 编码庞大的

CYPs酶超家族。CYPs与97%以上的萜类生物合成相

关, 除催化典型的区域性和立体特异性羟基化反应外,

还参与许多机制更为复杂的多底物酶催化反应[50,52]。

CYPs基因的丰富性和CYPs催化反应的复杂性在产生

萜类物质结构多样性的同时, 也为鉴定特定天然产物

生物合成相关的CYPs提出了巨大的挑战, 即便在模式

植物拟南芥中, 仍有 70%以上的CYPs/CYPs没有明确

具体功能[53]。因此, 阐明丹参酮生物合成途径的关键

在于相关CYPs的功能鉴定, 明晰CYPs的功能有利于

为通过基因工程或合成生物学方法改善丹参酮获取途

径扫清障碍。

3.1.2 丹酚酸生物合成及相关功能基因 目前认为,

起源于苯丙烷代谢途径两条平行支路的丹酚酸前体迷

迭香酸 (RA) 有 3种可能合成途径 (图 2), 即以 4-香豆

酰CoA和 4-羟基苯乳酸为底物的传统途径, 以咖啡酰

CoA和 4-羟基苯乳酸为底物的主要途径及以丹参素与

4-香豆酰CoA为底物的衍生途径[54-56]。

为阐明上述合成途径的分子机制 , 在 SmRAS 和

SmCYP98A78等10个基因的克隆鉴定基础上[56-63], Wang

等[64]从全基因组中获得19个丹酚酸合成相关的新基因,

分属9个基因家族。在总共29个基因中, 编码苯丙烷途

Figure 1 Schematic tanshinone biosynthetic pathway and the major branch pathways in Salvia miltiorrhiza. MEP: 2-C-Methyl-D-erythritol-

4-phosphate; MVA: Mevalonate; DXS: 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase; DXR: 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase;

MCT: 2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase; CMK: 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase; MDS: 2-C-

Methyl-D-erythritol 2, 4-cyclodiphosphate synthase; HDS: 4-Hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase; HDR: 4-Hydroxy-3-

methylbut-2-enyl diphosphate reductase; AACT: Acetyl-CoA acetyltransferase; HMGS: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase;

HMGR: 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; MK: Mevalonate kinase; PMK: 5-Phosphomevalonate kinase; MDC: Mevalonate-5-

pyrophosphate decarboxylase; GGPPS: Geranylgeranyl diphosphate synthase; CPS: Copalyl diphosphate synthase; KSL: Kaurene synthase-

like cyclase
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径酶基因15个、酪氨酸途径酶基因 7个、羟基肉桂酰转

移酶基因 6个以及 1个 CYP98A78基因 (SmCYP98A78

是 SmCYP98A14的等位基因变体, 其编码蛋白可引入

3-羟基形成RA[56])。经组织特异性表达和MeJA诱导

反应分析 , 推断 SmPAL1、SmPAL3、SmC4H1、Sm4CL2、

Sm4CL3、SmTAT1、SmTAT3、SmHPPR1、SmRAS 和

SmCYP98A78基因可能参与迷迭香酸的生物合成。

在丹酚酸生物合成中 , CYPs 也发挥着重要作

用 , 已发现与 SmTAT1、SmHPPR1、SmRAS1 共表达的

SmCYP450基因分别达15、9和7个, 另有4个SmCYP450

同时与 SmHPPR1 和 SmRAS1 共表达 , SmCYP98A78

是 SmCYP98A14 的等位基因变体 , 通过引入 3-羟基

形成 RA[14,56]。鉴定了 SmCYP73A120、SmCYP98A75、

SmCYP98A76和 SmCYP98A77分别编码肉桂酸-4-羟化

酶 (cinnamate-4-hydroxylase, C4H)、β -香豆酰辅酶 A

3'-羟化酶 (β-coumaryl-CoA 3'-hydroxylase, CS3'H)、β-

香豆酰基莽草酸酯 3'-羟化酶 (β-coumaroyl shikimate

3'-hydroxylase, CS'3H) 和 β-香豆酸酯 3-羟化酶 (β-cou‐

marate 3-hydroxylase, C3H) 等与RA、丹酚酸B累积直

接相关的酶[65]。

相对于 RA的合成, 丹酚酸下游生源途径还没有

完全明确, 丹酚酸B可能在漆酶 (lactase, LAC) 等氧化

酶催化下直接生成或经丹酚酸E转化而成, 也可能由

咖啡酸与RA结合后生成紫草酸, 然后由紫草酸与丹

参素自发酯化而成[66-70]。通过对丹参基因组数据中注

释的 80个 SmLACs综合分析及 29个候选基因的功能

鉴定, 发现 7个 SmLAC受miR397的负调控, SmLAC7/

8/20/27/28 等 5 个基因参与丹酚酸的下游合成 , 其中

SmLAC7、SmLAC20 作用最为重要 , 当该基因被沉默

时 , 丹酚酸的含量分别下降 29.6% 和 87%, 而过表达

时, 丹酚酸的含量则分别提高 5.61和 5.45倍[66]。丹酚

酸是丹参活血化瘀功效的主要物质基础, 具有抗氧化、

抗凝、抗血栓等多种药理活性, 部分组分已作为心脑血

管保护剂候选药物进行开发[71], 需求量很大, 但即便是

含量最为丰富的丹酚酸B在丹参药材中也仅约 3%[72]。

因此, 明晰丹酚酸下游生物合成途径, 对提升丹酚酸获

取途径研究至关重要。

3.2 活性成分生物合成的调控机制及相关功能基因

研究

3.2.1 转录因子对活性成分合成的调控研究 生物及

非生物诱导子对丹参酮、丹酚酸类化合物的诱导作用

机制之一是通过转录因子调控关键酶基因实现的。研

究表明, 丹参转录因子对丹参酮、丹酚酸类化合物的转

录调控作用广泛而复杂 , 如 YE 和/或 MeJA 介导的转

录组中检测到 59 个 WRKY、28 个 AP2-EREBP、38 个

MYB、2个GRAS和 51个 bHLH转录因子的基因表达上

调 , 其中 23个 WRKY、6个 AP2-EREBP、4个 MYB、1个

GRAS和 7个BHLHH仅被YE诱导上调; 8个WRKY、13

个AP2-EREBP、15个MYB、1个GRAS和 41个 bHLH仅

由MeJA诱导上调[14]。

Figure 2 Schematic phenolic biosynthetic pathway and the major branch pathways in Salvia miltiorrhiza. TAT: Tyrosine aminotransferase;

HPPR: Hydroxyphenylpyruvate reductase; PAL: Phenylalanine ammonialyase; C4H: Cinnamate-4-hydroxylase; 4CL: Hydroxycinnamate-

CoA ligase; RAS: Rosmarinicacid synthase
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具有来说 (图 3、4), 丹参中 9个 SmJAZ基因的编码

蛋白均负调控丹酚酸 B 合成 , 而对丹参酮合成而言 ,

SmJAZ3/4/8起负调控作用, SmJAZ1/2/5/6/9起正调控作

用[73]。在已注释的 127条 SmbHLH转录因子基因中[74],

其编码蛋白SmMYC2能激活SmTAT1、SmPAL1、SmC4H

和 SmCYP98A14 等丹酚酸合成相关基因的转录[75],

SmbHLH10 能激活转录丹参酮合成关键酶 SmDXS2、

SmCPS1、SmCPS5 基因[76], SmbHLH7 则与 JAZ3L 结

合, 负调控丹酚酸而正调控丹参酮合成基因的转录[77],

SmbHLH37 能与 SmJAZ3/8 结合 , 负调控 SmTAT1、

SmPAL1基因[17], 而 SmbHLH51和 SmbHLH148丹酚酸

类物质合成均有正向调节作用。111个丹参R2R3-MYB

转录因子基因中 , S3、S4、S5、S6、S7、S13、S20、S21 亚

族的基因编码蛋白对丹参酮和丹酚酸类化合物的合成

具有调控作用, 如SmMYB4通过抑制丹酚酸上游苯丙

烷代谢途径的 SmPAL1和 SmC4H基因和丹参酮合成途

径下游关键酶基因 SmGGPPS3转录, 起负调控作用[78],

SmMYB98b、SmMYB9a 和 SmMYB9b 能 激 活 MEP

途径中 SmDXS2、SmDXR、SmGGPPS 和 SmKSL1 转录 ,

起正调控作用[79,80], 而 SmMYB98 则对 SmGGPPS1、

SmPAL1、SmRAS1等丹参酮和丹酚酸合成途径的酶基

因均起激活作用[81]。69条SmWRKYs基因中, 42条能响

应MeJA和Ag+胁迫[82,83], 如SmWRKY1[84]、SmWRKY2[85]、

SmWRKY54[86]、SmWRKY3和 SmWRKY70[87]等能正调控

丹参酮的合成, 其中, SmWRKY1能使丹参酮产量增加

5倍, SmWRKY9正调控 SmRAS1和 SmCYP98A14的转

录, 促进迷迭香酸的合成[84,88]。在 34个 SmGRAS转录

因子基因中有 4个属于 SmDELLA亚家族, 其编码蛋白

Figure 4 Major transcriptional regulation of phenolic acid biosynthesis pathway in Salvia miltiorrhiza

Figure 3 Major transcriptional regulation of tanshinone biosynthesis pathway in Salvia miltiorrhiza
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能与 SmJAZ1、SmJAZ3、SmMYB36、SmMYC2 等转

录因子互作, 产生调控作用[89]。170个 ERF转录因子

中 , SmERF2 和 SmERF1L1 可激活 SmDXR、SmDXS2、

SmHMGS和 SmKSL转录[90,91], SmERF6可识别 SmCPS1

和 SmKSL1 启动子区的乙烯反应元件 GCC-box [92],

SmERF128 可激活 SmCPS1、SmKSL1 和 SmCYP76AH1

等丹参酮类合成相关基因表达[93]。而SmERF115能直

接结合 SmRAS1 启动子激活表达[94], SmO3L3 可激活

Sm4CL1、SmRAS等丹酚酸类合成相关基因的表达[90]。

在 51个丹参 SmLBD中, SmLBD9/13/21/50等基因的编

码蛋白与丹酚酸化合物的合成关系密切, SmLBD44的

编码蛋白与丹参酮的合成调控相关[95]。

可见, 丹参中转录因子众多, 每类转录因子的家族

成员数量庞大, 功能相似或相左, 以及家族成员之间、

不同家族的转录因子之间往往相互作用 (如SmTTG1-

SmMYB111-SmbHLH51转录复合体对丹酚酸的正向

合成调控), 共同响应多种信号途径、调控多个合成途

径, 厘清各转录因子的调控机制, 特别是筛选与丹参活

性成分生物合成与积累相关的转录因子并进行功能机

制研究应作为今后转录因子调控研究的重点。

3.2.2 非编码RNA对活性成分合成的调控研究 在

丹参基因组中分离到 452个miRNAs, 其中仅在根、茎、

叶、花中表达的 miRNAs分别为 62、95、19、7个 , 尤其

是miR156和miR167在花和叶中高度表达, miR164和

miR166在 4种组织中表达丰度均很高, 且花中表达更

为丰富。通过降解组分析鉴定了25个miRNAs的69个

靶点, 其中miR5072通过酰基转移酶基因靶点调控丹

参酮合成[96]。miR156/157 通过 SmSPL (SQUAMOSA

promoter binding protein-like) 靶点正调控丹酚酸合

成 , miR172则起负调控作用[97]。miR160和 miR167分

别负调控生长素响应因子 SmARF1/12/13/14/15/16 和

SmARF8/10/19/24/25[98]。同时, 选择性剪接可能对丹参

酮生物的合成调控更为广泛, 如 SmKSL1、MEP途径的

SmHDR3 和 MVA 途径的 SmAACT3、SmHMGR、SmMK

和 SmPMK 都有选择性剪接现象 , 特别是 SmKSL1、

SmHDR3 和 SmPMK 有多个剪接异构体 (FPKM>10),

且只有其中一种可能编码催化活性酶[22]。SmKFB

(Kelch repeat F-box) 1/2/5可能参与丹酚酸合成酶的翻译

后修饰[99]。有1 904个mlncRNAs (mRNA-1ike ncRNAs)

在酵母和Ag+处理后丹参转录组中差异表达, 参与胁

迫反应和活性物质的调节[100], 而这些小 RNA的合成

受相关 AGOs (Argonaute) 和 RDRs (RNA-dependent

RNA polymerases) 等基因的调控[101,102]。

丹参活性成分生物合成过程中特异表达的miRNAs、

选择性剪接研究表明, 转录后调控对活性成分生物合

成影响较大, 继续深入开展miRNAs功能、选择性剪接

机制研究以及利用RNAi干扰等技术全面揭示丹参活性

成分合成的转录后调控机制, 有利于促进丹参活性成

分的进一步积累, 而一些新型非编码RNAs的发现和

功能解析, 将会丰富对丹参活性成分调控机制的认识。

3.3 活性成分合成的调控网络研究

丹参次生代谢除丹参酮、丹酚酸类化合物外, 还有

木质素、赤霉素、黄酮类等多种化合物, 这些产物与丹

参酮、丹酚酸化合物的合成共用部分途径 (图 2、3), 其

基因表达情况也将影响丹参酮、丹酚酸化合物的合成。

如上游苯丙烷途径的相关基因表达对下游次级代谢的

合成起调控作用, 其表达下调将激发丹酚酸合成的竞

争途径--木质素的合成加速[103]。在赤霉素代谢中, 其

上游合成也通过MVA和MEP途径完成, 其下游途径

的 SmKOv1、SmGA20ox3v 和 SmGA2ox11v1 和丹参酮

合成相关基因 SmCPS1和 SmKSL1均受GA3的诱导表

达[104]。过表达 SmGASA4 (gibberellic acid-stimulated

Arabidopsis), 能有效提高丹酚酸合成酶基因的上调表

达, 但对丹参酮合成酶基因的表达则起抑制作用[105]。

黄酮类化合物和酚酸类化合物共享苯丙烷代谢上游途

径 , 从丹参基因组中注释到的 26 个黄酮生物合成相

关的酶基因中可能有 14个有编码功能, 在MeJA诱导

下, 不同的 SmCHS、SmCHI、SmF3H、SmF30H和 SmFLS

成员时空表达有所差异[106]。过表达 SmF3'H 或沉默

SmF3'H将降低或提高总酚酸的含量, 却能提高某些株

系的 RA和丹酚酸 B含量, 表明对类黄酮下游合成基

因对丹酚酸途径具有调控效应[107]。

丹参次生代谢是一个复杂的过程, 不同类型的次

生代谢产物既有各自相对独立的合成与降解途径, 又

存在相互交叉、互相影响, 是一个非常复杂的代谢和调

控网络。丹参体内异戊二烯类化合物种类众多, 在初

生代谢和次生代谢中均有存在, 研究其合成、调控机制

不仅有其自身的重要科研意义, 而且还有极大的应用

价值, 一直是该领域植物学研究的热点。

4 总结与展望

丹参作为传统中药材已有相当长的历史, 其产品

已远销日本、美国、欧洲等地作为临床使用, 但受限于

其活性成分含量低、生长周期长等因素, 丹参产品已不

能满足日益增长的市场需求。而丹参多组学研究的快

速推进及萜类和酚酸生物合成基因、参与RNA沉默基

因、转录因子基因及microRNAs和长非编码RNAs等

研究, 为丹参活性成分的合成与调控机制研究和模式作

用发挥奠定了坚实的基础。但是仍存在不足, 一是尽

管丹参活性成分生物合成及调控机制研究取得了很大

进展, 但仍有许多相关功能未得到鉴定, 调控机制未完
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全解晰, 需要进一步深入研究。二是关于microRNAs

和长非编码RNAs的研究还处于起步阶段, 研究结论

还有待进一步验证。如叶绿体 asRNA和DNA修饰对

基因表达的调控相当复杂 , 然而要验证由 SMRT、

RNA-Seq技术获得的检测结论仍存在技术上的困难,

主要是 asRNA表达水平偏低, 很难用 northern杂交、原

位杂交等经典技术进行验证; 正义链和反义链之间关

系复杂, 转录本的相互干扰, 将影响采用基因敲除/敲

入等方法对其生物学功能的验证; 另外, 叶绿体作为细

胞器有其特殊性, 且与核基因间存在互作关系, 也给叶

绿体中 asRNA和DNA修饰的功能验证带来困难。三

是关于丹参活性成分功能基因网络的研究还有待进一

步深化。目前仅对木质素、黄酮类和赤霉素途径进行

了初步研究, 还比较粗浅, 而且其他初级代谢和次级代

谢的研究也很少涉及。但植物的代谢是一个系统工

程, 对其他代谢途径的研究及其与丹参活性成分合成

之间的协同或互斥关系研究, 有利于加快全面揭示丹

参活性成分合成与调控机制的步伐。

作者贡献: 詹忠根调研文献, 总结, 撰写文稿并校对。
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