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基于转录组分析的细叶十大功劳叶去分化过程中药根碱高效积累的分

子机制研究
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摘要：目的　建立细叶十大功劳去分化愈伤组织培养体系；筛选参与药根碱生物合成的关键基因。方法　采用高效液相色谱
（ＨＰＬＣ）法测定细叶十大功劳不同去分化阶段愈伤组织中苄基异喹啉类生物碱含量；采用转录组测序技术分析细叶十大功劳
不同去分化阶段愈伤组织基因表达谱，鉴定差异表达基因；通过分析生物碱含量变化差异与差异表达基因的相关性，筛选参

与药根碱生物合成的关键基因。结果　细叶十大功劳叶去分化时期非洲防己碱、药根碱、巴马汀和小檗碱含量均有不同程度
提升，其中药根碱的含量提升显著；通过对细叶十大功劳叶片和不同去分化期样品的转录本两两比较分析，筛选出了叶片组

织对比不同去分化期样品组织间的差异表达基因，进一步通过ＫＥＧＧ富集分析、聚类分析等，注释到了２５个参与药根碱生物
合成途径中的差异表达基因，其中ＮＣＳ、７ＯＭＴ、ＣＮＭＴ、ＢＢＥ、ＣＡＳ、ＳＴＯＸ等基因可能为参与药根碱生物合成的潜在关键基因。
结论　细叶十大功劳去分化时期非洲防己碱、药根碱、巴马汀和小檗碱含量均上升，其中药根碱的含量提升最大；细叶十大功
劳愈伤组织培养可以作为生产药根碱等苄基异喹啉类生物碱的一种方式。
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　　细叶十大功劳［Ｍａｈｏｎｉａｆｏｒｔｕｎｅｉ（Ｌｉｎｄｌ．）
Ｆｅｄｄｅ］是中药“功劳木”的药材基源之一，全株均可

药用，以干燥的茎入药作功劳木使用，具有清热燥

湿、泻火解毒的功效，临床广泛用于湿热泻痢、黄疸、
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目赤肿痛、痈肿等症的治疗［１］。细叶十大功劳的

根、茎、叶均含有苄基异喹啉类生物碱（ｂｅｎｚｙｌｉｓｏ
ｑｕｉｎｏｌｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＢＩＡｓ）特征活性物质，包括小檗
碱、巴马汀、非洲防己碱和药根碱等，其中小檗碱在

药材中的含量往往较高、药根碱的含量往往最低。

现代药理学证明，药根碱具有显著的抗菌、抗肿瘤等

活性，其降血糖作用在相同剂量下甚至强于小檗

碱［２］。但药根碱在细叶十大功劳及其他药用植物

中含量极低，很大程度上限制了药根碱的开发利用。

药用植物的愈伤组织培养是快速高效生产活性

天然产物的一种生物技术方法，对保护药用植物种

质资源也是一种行之有效的技术手段［３］。愈伤组

织培养技术成熟、工业化生产可行性高，同时不受季

节和产地等自然条件的影响，因此，采用愈伤组织生

产重要的次生代谢产物应用前景广阔［４］。本研究

整合运用细叶十大功劳组织培养技术和转录组测序

技术，通过分析细叶十大功劳不同去分化阶段愈伤

组织中苄基异喹啉类生物碱含量与差异表达基因的

相关性，筛选出了若干参与药根碱生物合成的潜在

关键基因。该研究为采用愈伤组织生产药根碱等细

叶十大功劳中的活性成分奠定了理论基础。

１　仪器与材料
１１　植物材料

细叶十大功劳的幼嫩叶片（ｆｒｅｓｈｌｅａｆ，ＦＬ），经愈
伤诱导去分化培养１０、２０、３０、１００ｄ的愈伤组织样
品分别标记为ＤＤ＿１０，ＤＤ＿２０，ＤＤ＿３０，ＤＤ＿１００。
１２　色谱条件

Ｗａｔｅｒｓ２６９５高效液相色谱仪、２９９８ＰＤＡ检测器、
Ｅｍｐｏｗｅｒ工作站（美国沃特世公司）；色谱柱：安捷
伦ＲＰＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）（美国安捷伦
公司）；流动相：００５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液（ｐＨ
值３０）和乙腈（色谱纯）梯度洗脱。

２　实验方法
２１　去分化诱导处理

称量ＭＳ培养基４７４ｇ，蔗糖３０ｇ，２，４二氯苯氧乙
酸（２，４Ｄｉｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，２，４Ｄ）１５ｍｇ，呋喃
氨基嘌呤（ｋｉｎｅｔｉｎ，ＫＴ）０２５ｍｇ，加适量纯水充分溶解
后，加入琼脂１０ｇ，纯水定容至１Ｌ，调 ｐＨ至５８；
１２０℃高温灭菌２０ｍｉｎ，待冷却后倾倒于培养基平
板，至完全冷却凝固。在无菌室内倒置３ｄ后，无菌
落生长即可使用。

剪取细叶十大功劳生长１０ｄ左右幼嫩但完全

展开的叶片为外植体，流动自来水冲洗数次并吸干

水分后转移至超净工作台，无菌水反复冲洗后再依

次用体积分数 ７５％乙醇冲洗 ２０ｓ、体积分数
１％ＮａＣｌＯ冲洗３ｍｉｎ、无菌水冲洗 ５次。剪去叶片
边缘后剪成１ｃｍ２左右块状，接种到ＭＳ培养基上。

在避光条件下培养５ｄ后，转为每天光照与黑
暗交替１２ｈ培养，培养计划天数后，取出植物组织
液氮冷冻，－８０℃冰箱保存，备用。
２２　不同去分化期组织中生物碱含量的测定

细叶十大功劳叶片和不同分化期组织样品

１０５℃烘干、粉碎，过４０目药筛。精确称量０１ｇ样
品粉末置于５ｍＬ离心管中，加入３ｍＬ盐酸甲醇溶
液（１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸甲醇 ＝１∶１００），称重。超声提
取４５ｍｉｎ，补重。８０００ｒ·ｍｉｎ－１室温离心２０ｍｉｎ，
上清液过０４５μｍ有机系滤膜，进行ＨＰＬＣ分析。

分别精确称取非洲防己碱、药根碱、巴马汀、小

檗碱标准品各１ｍｇ，盐酸甲醇溶液溶解并分别定容
至１ｍＬ量瓶，配成约１ｍｇ·ｍＬ－１的标准品母液。
精密移取非洲防己碱母液、药根碱母液、巴马汀母

液、小檗碱母液配置成分别含有 ５００４１、５０３３２、
５０１８９、１００００８７μｇ·ｍＬ－１对应标准品的混合标
准品母液，梯度稀释，制作标准曲线。

ＨＰＬＣ分析条件：流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：
３０℃；检测波长：２６５ｎｍ；进样量：２０μＬ；ＨＰＬＣ程序
见表１。

表１　四种生物碱的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法分析程序
Ｔａｂ１　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｇｒａｍｏｆｆｏｕｒａｌｋａｌｏｉｄｓ

ｔ／ｍｉｎ Ａ（ＮａＨ２ＰＯ４）／％ Ｂ（Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ）／％

０ ８０ ２０

１０ ７３ ２７

２０ ７１ ２９

３０ ５ ９５

３８ ５ ９５

４３ ８０ ２０

５０ ８０ ２０

２３　ＲＮＡ提取及测序
使用植物ＲＮＡ提取试剂盒提取叶片或３个不

同去分化时期的样品中的总 ＲＮＡ，用１％的琼脂糖
凝胶电泳检测和ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００分光光度计检测其
质量和浓度。使用ＵｍＲＮＡｓｅｑＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐ试剂盒
对ｍＲＮＡ进行片段化处理，用ＳｍａｒｔＲＴ酶将ｍＲＮＡ
片段逆转录成双链 ｃＤＮＡ，通过磁珠法进行纯化。
接着通过 ＰＣＲ对文库进行扩增，使其达到上机浓
度。最后需要通过 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００和荧光定量聚合酶
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链式反应（ｑＰＣＲ）对文库大小和浓度进行检测，质
检合格后使用 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａｓｅｑ６０００上机测序。使
用 Ｔｒｉｎｉｔｙｖ２１１０软件进行从头组装，然后使用
Ｋａｌｌｙｓｔｏ软件估计组装转录本的表达丰度。每个样
本重复３次。
２４　差异基因筛选及分析

基于综合数据库 ｅｇｇＮＯＧ，使用 ｅｍａｐｐｅｒ２１６
软件将组装的单基因数据库与 ＧＯ、ＫＥＧＧ和 ＰＦＡＭ
注释进行比较，获得单基因的功能注释。利用

ＲＳＥＭ软件对转录本的表达量水平进行估计，采用
ＦＰＫＭ值作为衡量转录本或基因表达水平的指标。
差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）
的筛选使用 ＤＥｓｅｑ２软件，筛选标准为差异倍数 ＞１
和Ｐ＜００５。通过ＢＬＡＳＴ软件将基因序列比对到京

都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据库，鉴定差异
基因参与的代谢过程。聚类分析使用ＭｅＶ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｖｉｅｗｅｒ）软件中的Ｋ均值聚类算法。
２５　实时荧光定量ＰＣＲ分析

筛选出的苄基异喹啉生物碱（ｂｅｎｚｙｌｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ
ａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＢＩＡｓ）生物合成途径中的ＤＥＧｓ，以 ａｃｔｉｎ基
因作为内参，使用反转录试剂盒将从 ＦＬ、ＤＤ＿１０、
ＤＤ＿２０、ＤＤ＿３０样品提出的总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。
根据得到的转录组数据设计引物（表２），使用定量试
剂盒荧光定量试剂盒ＱｕａｎｔｉＦａｓｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＫｉｔ
（武汉艾瑞科生物科技有限公司）制备ｑＲＴＰＣＲ反应
体系，在荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００）上进行测定，反
应程序为９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环，
２－ΔΔＣＴ法计算处理。

表２　实时荧光定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂ２　ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ＧｅｎｅＩＤ　　　　　　　　　 Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）　 Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（３′５′）　

Ａｃｔｉｎ（ＡＴ１Ｇ４９２４０） ＧＧＡＧＣＴＧＡＧＡＧＡＴＴＣＣＧＴＴＧ ＧＡＡＴＴＣＣＴＧＣＡＧＣＴＴＣＣＡＴＣ

ＮＣＳ（ＤＮ１１３００＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ１１） ＧＧＡＡＡＴＧＡＴＴＧＡＡＧＧＡＧＧ ＣＡＡＣＧＧＡＡＣＡＧＴＡＧＴＧＡＴＡＡＧ

６ＯＭＴ（ＤＮ１３０３＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ５） ＡＡＡＴＧＡＴＴＧＡＡＧＧＡＧＧＧＴ ＧＡＡＣＡＧＴＡＧＴＧＡＴＡＡＧＡＧＧＣ

７ＯＭＴ（ＤＮ１３０３＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ５） ＴＧＴＴＴＡＣＣＣＴＧＡＡＡＴＣＧＣ ＣＣＴＴＣＣＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＣＧ

ＣＮＭＴＡ（ＤＮ３７９５＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ２０） ＴＧＧＡＧＧＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＴＣ ＧＴＴＧＡＴＧＧＧＴＧＧＧＴＴＴＧＴ

ＣＮＭＴＢ（ＤＮ７８８７＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ１４） ＴＧＴＴＣＴＴＧＡＴＣＴＡＧＧＧＴＧＴ ＴＴＡＴＧＴＣＴＧＣＧＡＧＧＡＧＴＡ

ＮＭＣＨ（ＤＮ１０５６２＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ２） ＡＣＧＡＡＴＣＡＡＧＧＧＣＴＡＴＧＴ ＧＡＡＡＣＣＣＡＡＣＣＡＡＣＴＣＣＡ

ＢＢＥ（ＤＮ１２４７＿ｃ０＿ｇ１＿ｉ２） ＡＴＡＧＴＴＡＣＧＡＡＧＧＧＴＴＧＴＣ ＡＣＣＴＡＧＡＧＴＣＧＣＡＣＣＡＧＡ

ＣＡＳ（ＤＮ９７７２＿ｃ０＿ｇ２＿ｉ４） ＡＡＧＴＴＧＧＣＧＡＣＣＡＧＴＴＡＴ ＡＧＧＣＡＴＧＴＣＡＣＧＡＧＣＡＧＡ

ＳＴＯＸ（ＤＮ４９０８＿ｃ１＿ｇ１＿ｉ５） ＴＡＧＴＧＡＡＣＧＣＴＧＡＴＧＧＡＧ ＧＧＴＡＧＧＴＧＧＡＡＣＡＧＧＡＡＣ

３　实验结果
３１　细叶十大功劳去分化过程中生物碱的含量
测定

测定外植体（ＦＬ）、不同去分化时期的愈伤组织

中四种主要ＢＩＡｓ含量，结果显示细叶十大功劳去分
化时期非洲防己碱、药根碱、巴马汀和小檗碱含量均

有不同程度提升，其中药根碱的含量提升极其显著。

结果见表３、图１。

表３　细叶十大功劳不同去分化期生物碱含量测定结果。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｌｋａｌｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｓｔａｇｅｓｏｆＭａｈｏｎｉａｆｏｒｔｕｎｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ａｌｋａｌｏｉｄ　　

ｔｙｐｅ　　
Ｆｒｅｓｈｌｅａｆ／ｍｇ·ｇ－１ ＤＤ＿１０／ｍｇ·ｇ－１ ＤＤ＿２０／ｍｇ·ｇ－１ ＤＤ＿３０／ｍｇ·ｇ－１ ＤＤ＿１００／ｍｇ·ｇ－１

Ｃｏｌｕｍｂａｍｉｎｅ ０１４４±００７１ １３８２±０１６０ １１７０±０１２２ １３８１±０１４５ ０７９５±００７５

Ｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ ００４１±００２９ １３８６５±５１９１ ２４４８５±６１０２ ２４８９０±１７９５ １８３１８±４０４９

Ｐａｌｍａｔｉｎｅ ０１３６±００７１ １７４３±０４２７ １４１６±０２３４ １３９３±０１７２ ０６１４±０１００

Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ８５３０±０３８１ ７０１７±１６２０ １０５９６±１３８８ ９６２２±１６８３ ２４５０±０６９６

３２　转录组测序及功能注释结果
采集样品ＦＬ、ＤＤ＿１０、ＤＤ＿２０、ＤＤ＿３０进行转录组

测序，每个样品３个重复，分别平均产生７０９３４、６３
９７６、６４４９３和６７９７６个转录本，１２个样品的ＧＣ含量
约为４５％。去除低质量的读序后的ｃｌｅａｎｄａｔａ，测定
Ｑ２０百分比（＞９７０９％）和Ｑ３０百分比（＞９２８６％），

这些数据表明测序质量较高，达到了后续数据组装分

析的要求（表４）。经Ｄｅｎｏｖｏ拼接后，最终组装获得
转录本总共１６９３６４个 ｒｅａｄｓ。所有样品的 ｍａｐｐｉｎｇ
率达到８３６６％以上，ＢＵＳＣＯ评估中，Ｃ率为８７３％，
组装的完整性较好。转录组数据基于 ＧＯ、ＫＥＧＧ、
ＰＦＡＭ、ＮＲ、ＫＯＧ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ和ＴｒＥＭＢＬ等７大数据库

·３３９１·
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对基因进行功能注释见图２。共有６１６６个ｕｎｉｇｅｎｅｓ
在７个数据库中都有功能注释。

Ａ－不同阶段的非洲防己碱含量图；Ｂ－不同阶段的药根碱含量图；Ｃ－不同阶

段的巴马汀含量图；Ｄ－不同阶段的小檗碱含量图；与ＦＬ组相比，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ｆｉｇｕｒｅｏｆｃｏｌｕｍｂａｍｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ；Ｂ－ｆｉｇｕｒｅｏｆｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ

ｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ；Ｃ－ｆｉｇｕｒｅｏｆｐａｌｍａｔｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ；Ｄ－

ｆｉｇｕｒｅｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓ；１）Ｐ＜００５，ｖｓＦＬｇｒｏｕｐ．

图１　十大功劳叶片去分化过程中不同阶段的生物碱含量。
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　 Ｔｈｅａｌｋａｌｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｌｅａｆ
ｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＭ．ｆｏｒｔｕｎｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

ＧＯ－基因本体论；ＫＥＧＧ－京都基因与基因组百科全书；ＰＦＡＭ－蛋白质家族

数据库；ＮＲ－非冗余蛋白序列数据库；ＫＯＧ－真核生物同源组；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ－经

过注释的蛋白质数据库；ＴｒＥＭＢＬ－源于欧洲分子生物学实验室的蛋白质序列

数据库。

ＧＯ－ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ；ＫＥＧＧ－ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ；

ＰＦＡＭ－ＰｒｏｔｅｉｎＦａｍｉｌｙＤａｔａｂａｓｅ；ＮＲ－ｎｏｎｒｅｄｕｎｄａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｔａｂａｓｅ；

ＫＯＧ－ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｇｒｏｕｐ；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ－ａｎｎｏｔａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａｂａｓｅ；

ＴｒＥＭＢＬ－ｏｒｉｇｉｎａｔｅｓｆｒｏｍｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｔａｂａｓｅｏｆｔｈｅＥｕｒｏｐｅａｎＭｏｌｅｃｕｌａｒ

ＢｉｏｌｏｇｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙ．

图２　细叶十大功劳在不同数据库间基因注释数量的韦
恩图

Ｆｉｇ２　ＴｈｅＷａｙｎｅｄｉａｇｒａｍｏｆｇｅｎｅａｎｎｏｔａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｆｏｒ
Ｍ．ｆｏｒｔｕｎｅｉｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｔａｂａｓｅｓ

表４　细叶十大功劳转录组测序结果Ｃｌｅａｎｄａｔａ统计
Ｔａｂ４　ＣｌｅａｎｄａｔａｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＭ．ｆｏｒｔｕｎｅｉｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

Ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ Ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ Ｃｌｅａｎｂａｓｅｓ／ｂｐ Ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｒｅａｄｓ Ｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎｒｅａｄｓｒａｔｅ／％ Ｄａｔａｕｓｅｒａｔｅ／％ Ｑ２０／％ Ｑ３０／％

Ａ＿１ ５４１４６３３０ ８０２０３１１３４５ ９２９６６６ ２９７４ ９７８６ ９７５５ ９３１６

Ａ＿２ ５６２８６７５０ ８３２４４４８６８６ ８３２３６８ ２７５５ ９８１９ ９７５６ ９３１８

Ａ＿３ ５３７９２５５０ ７９５４４１０３３０ ７５８６６２ ２７３５ ９８３１ ９７５２ ９３０３

Ｂ＿１ ５２２８０４３６ ７７２９８７４６５９ ８４１３６８ ２６９４ ９８０８ ９７４６ ９２８９

Ｂ＿２ ４９０９７３１４ ７２５６３９８５７５ ７９１０５４ ２６２４ ９７９１ ９７７６ ９３６４

Ｂ＿３ ５１９７６０３２ ７６９０２３７８５５ ７４４３３０ ２６６ ９８２３ ９７７ ９３４７

Ｃ＿１ ５３４５４１９８ ７９２４９９８３１７ １０３２９３２ ２９３４ ９７７２ ９７４ ９２７１

Ｃ＿２ ５１９８１１３２ ７６８９１７１３７０ １２７３９９４ ２８８６ ９７０９ ９７４５ ９２８６

Ｃ＿３ ４９１２８４３２ ７２８１３６９０５１ ７４４３４２ ２７１２ ９８１８ ９７７５ ９３５４

Ｄ＿１ ５４４７６４６２ ８０３５４１３９１７ ６６１００２ ２６３６ ９８５９ ９７６３ ９３３３

Ｄ＿２ ４７５８５２７０ ７０４８９５６５０４ ６７９９８８ ２６７３ ９８３ ９７４７ ９２９

Ｄ＿３ ４９７１０８３６ ７３８２５２６１２０ ７４１５３０ ２７４ ９８２５ ９７４９ ９２９４

３３　细叶十大功劳叶片和愈伤组织间差异基因
分析

将细叶十大功劳叶片和不同去分化期样品

的转 录 本 两 两 比 较 分 析，以 ｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１、
Ｐ＜００５为标准，筛选出 ＤＥＧｓ。结果显示，ＦＬ对
比不同去分化期样品（ＤＤ＿１０、ＤＤ＿２０、ＤＤ＿３０）

组织间的基因表达差异最为显著，其中，ＦＬ对比
ＤＤ＿１０共有 ５８７３个 ＤＥＧｓ，上调基因１３１３个，
下调基因４５６０个；ＦＬ对比 ＤＤ＿２０的 ＤＥＧｓ共有
７９５２个，上调基因 ２０２４个，下调基因５９２８个；
ＦＬ对比 ＤＤ＿３０的 ＤＥＧｓ共有 １２７个，上调基因
７７个，下调基因５０个（图３）。
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图３　细叶十大功劳幼嫩叶片和不同去分化天数的差异表达基因
Ｆｉｇ３　ＤＥＧｓｉｎｆｒｅｓｈｌｅａｆａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｄａｙｓｏｆ
Ｍ．ｆｏｒｔｕｎｅｉ

３４　差异表达基因的ＫＥＧＧ富集分析
对得到的 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧ代谢通路富集分

析，从ＫＥＧＧ注释基因簇中筛选与药根碱生物合成
相关的 ＤＥＧｓ，并将富集程度显著前十名的
ＫＥＧＧｔｅｒｍ进行可视化分析（图 ４）。其中，ＤＤ＿１０
对比ＤＤ＿３０的ＤＥＧｓ中显著富集到了 ＢＩＡｓ生物合
成代谢通路，推测可能参与药根碱的生物合成。除

此之外，还富集到几类重要的次生代谢通路，包括苯

丙素生物合成、黄酮生物合成、吲哚生物碱生物合

成、姜辣素生物合成和苯丙氨酸代谢。

富集图展示５个实验组差异基因的ＫＥＧＧ富集的前１０个条目，橙色半圆中的数字代表上调的基因数目，蓝色半圆中的数字代表下调的基因数目，红色标记部分是

与药根碱生物合成相关的条目。

Ｔｈｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｐｌｏｔｄｉｓｐｌａｙｓｔｈｅｔｏｐ１０ＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｅｄｔｅｒｍｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｆｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓＮｕｍｂｅｒｓｉｎｏｒａｎｇｅｓｅｍｉｃｉｒｃｌｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅｓａｎｄｎｕｍｂｅｒｓｉｎｂｌｕｅｓｅｍｉｃｉｒｃｌｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓＴｈｅｒｅｄｍａｒｋｅｄａｒｅａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｔｅｒｍｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｊａｔｒｏｒｒｈｉｚｉｎｅ．

图４　差异表达基因的ＫＥＧＧ富集图
Ｆｉｇ４　ＥｎｒｉｃｈｅｄＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ
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３５　去分化过程中次生代谢相关差异基因的聚类分析
进一步，对富集到次生代谢途径的ＤＥＧｓ进行表

达模式的聚类分析，通过Ｋ均值聚类算法生成聚类图
见图５，４个簇（Ｃ１Ｃ４）代表了去分化过程中的不同的
基因表达趋势。根据次生代谢通路、聚类分析簇、基

因数目绘制了三维图（图６），清晰地表现出了各个次
生代谢途径基因在去分化过程中表达趋势。聚类到

Ｃ３和Ｃ４簇的基因表达水平分别在ＤＤ＿１０和ＤＤ＿２０
期表现为上调，参与ＢＩＡｓ生物合成的 ＤＥＧｓ，７６％分
布于Ｃ３和Ｃ４；此外，聚类到 Ｃ３和Ｃ４中的ＤＥＧｓ表
达模式与药根碱含量变化具有相关性，推测可能在去

分化过程中参与药根碱的生物合成。

对ＤＥＧｓ进行聚类，并使用 ＭｆｕｚｚＲ包可视化。
４个集群被分组，ｘ轴 －Ｍｆｏｒｔｕｎｅ样品去分化过程
中的时间点，包括 ＦＬ、ＤＤ＿１０、ＤＤ＿２０和 ＤＤ＿３０。ｙ
轴－ＤＥＧｓ表达水平的标准化数值。线条的颜色深
浅－聚类的显著性程度。

Ｃ１～Ｃ４－聚类分析中不同基因表达趋势的聚类分组。

Ｃ１－Ｃ４－ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｇｒｏｕｐｉｎｇｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄｓｉｎｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ．

图５　富集于关键次生代谢基因的差异表达基因的聚类
分析

Ｆｉｇ５　ＣｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＥＧｓｅｎｒｉｃｈｅｄｔｏｋｅｙｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅ
ｔａｂｏｌｉｓｍ

Ａ－ＦＬ到ＤＤ＿３０时期基因表达趋势聚类序号，基因表达先降低后上升，ＤＤ＿１０到ＤＤ＿２０为平台期；Ｂ－ＦＬ到ＤＤ＿３０时期基因表达趋势聚类序号，基因表达先降低

后上升，ＤＤ＿１０到ＤＤ＿２０呈下降趋势；Ｃ－ＦＬ到ＤＤ＿３０时期基因表达趋势聚类序号，基因表达先上升后降低，ＤＤ＿１０时达到峰值；Ｄ－ＦＬ到ＤＤ＿３０时期基因表达

趋势聚类序号，基因表达先上升后降低，ＤＤ＿２０时达到峰值。

Ａ－ｃｌｕｓｔｅｒ１ｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄｓｆｒｏｍＦＬｔｏＤＤ＿３０：Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｉｒｓｔｄｅｃｒｅａｓｅｓａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｓ，ｗｉｔｈＤＤ＿１０ｔｏＤＤ＿２０ｂｅｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｅａｕｐｅｒｉｏｄ；Ｂ－ｃｌｕｓｔｅｒ２

ｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄｓｆｒｏｍＦＬｔｏＤＤ＿３０：Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｉｒｓｔｄｅｃｒｅａｓｅｓａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｓ，ｗｉｔｈＤＤ＿１０ｔｏＤＤ＿２０ｓｈｏｗｓａｄｅｃｒｅａｓｉｎｇｔｒｅｎｄ；Ｃ－ｃｌｕｓｔｅｒ３ｏｆｇｅｎｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄｓｆｒｏｍＦＬｔｏＤＤ＿３０：Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｉｒｓｔｉｎｃｒｅａｓｅｓａｎｄｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｓ，ｒｅａｃｈｉｎｇｉｔｓｐｅａｋａｔＤＤ＿１０；Ｄ－ｃｌｕｓｔｅｒ４ｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｒｅｎｄｓｆｒｏｍＦＬｔｏＤＤ＿３０：

Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｆｉｒｓｔｉｎｃｒｅａｓｅｓａｎｄｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｓ，ｒｅａｃｈｉｎｇｉｔｓｐｅａｋａｔＤＤ＿２０．

图６　富集于关键次生代谢基因的差异表达基因的聚类分析
Ｆｉｇ６　ＥｎｒｉｃｈｅｄＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

３６　细叶十大功劳中苄基异喹啉生物碱生物合成
相关基因分析

在日本黄连的苄基异喹啉生物碱（ＢＩＡｓ）合成途
径中已经被证实，（Ｓ）去甲基乌药碱合酶［（Ｓ）ｎｏｒ
ｃｏｃｌａｕｒｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＣＳ］催化Ｌ酪氨酸（Ｃ９Ｈ１１ＮＯ３）
转化而来的多巴胺（Ｃ８Ｈ１１ＮＯ２）和４羟基苯乙醛（Ｃ８

Ｈ８Ｏ２）缩合成异喹啉类生物碱的前体物质（Ｓ）去甲
基乌药碱（Ｃ１６Ｈ１７ＮＯ３），随后在其他酶的作用下形成
（Ｓ）番荔枝碱（Ｃ１９Ｈ２３ＮＯ４）和（Ｓ）金黄紫堇碱（Ｃ１９
Ｈ２１ＮＯ４）等重要前体物质；（Ｓ）金黄紫堇碱在（Ｓ）氢
化小檗碱合成酶［（Ｓ）ｃａｎａｄｉｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＡＳ］和
（Ｓ）四氢原小檗碱氧化酶［（Ｓ）ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｒｏｔｏｂｅｒｂｅｒ
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ｉｎｅｏｘｉｄａｓｅ，ＳＴＯＸ］的催化下生成小檗碱［５］。

在细叶十大功劳中，注释到了２５个参与药根碱
（Ｃ２０Ｈ２０ＮＯ４）生物合成途径中的 ＤＥＧｓ，包括２个编
码ＮＣＳ的 ＤＥＧｓ；７个编码去甲衡州乌药碱６Ｏ甲
基 转 移 酶 （ｎｏｒｃｏｃｌａｕｒｉｎｅ ６Ｏｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
６ＯＭＴ）的ＤＥＧｓ；１个编码去甲衡州乌药碱７Ｏ甲基
转移酶（ｎｏｒｃｏｃｌａｕｒｉｎｅ７Ｏｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，７ＯＭＴ）
的ＤＥＧｓ；５个编码（Ｓ）去甲衡州乌药碱Ｎ甲基转
移酶［（Ｓ）ｃｏｃｌａｕｒｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＣＮＭＴ］的
ＤＥＧｓ；１个编码 Ｎ甲基衡州乌药碱３羟化酶
（Ｎｍｅｔｈｙｌｃｏｃｌａｕｒｉｎｅ ３ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ， ＮＭＣＨ） 的
ＤＥＧｓ；１个编码 ３′羟基Ｎ甲基（Ｓ）乌药碱４′Ｏ
甲基转移酶 （３′ｈｙｄｒｏｘｙＮｍｅｔｈｙｌｃｏｃｌａｕｒｉｎｅ４′Ｏ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，４ＯＭＴ）的 ＤＥＧｓ；５个编码小檗碱
桥酶（ｂｅｒｂｅｒｉｎｅｂｒｉｄｇｅｅｎｚｙｍｅ，ＢＢＥ）的 ＤＥＧｓ；１个
编码ＣＡＳ的ＤＥＧｓ；２个编码ＳＴＯＸ的ＤＥＧｓ，见图７。
根据ＤＥＧｓ表达模式与药根碱含量变化的相关性推
测出，可能的药根碱合成途径一是通过小檗碱的开

环反应，二是通过 Ｃ７位特异性的 Ｏ甲基转移酶
（７ＯＭＴ）催化（Ｓ）去甲衡州乌药碱生成（Ｓ）异乌药
碱（Ｃ１７Ｈ１９ＮＯ３），随后通过与小檗碱生物合成相似
的合成过程最终生成药根碱。

为了进一步验证转录组数据分析结果的准确

性，选取代表性 ＤＥＧｓ进行 ＲＴｑＰＣＲ分析，见图８。
结果表明，ＮＣＳ、７ＯＭＴ、ＣＮＭＴ、ＢＢＥ、ＣＡＳ、ＳＴＯＸ基因
在ＤＤ＿１０期表达量最高，６ＯＭＴ基因在ＤＤ＿２０期表
达量最高，该趋势与聚类分析中的 Ｃ３和 Ｃ４聚类趋
势相同。说明这些ＤＥＧｓ极有可能为参与药根碱生
物合成的潜在关键基因。

４　结论与讨论
药用植物组织培养技术的发展远落后于农业栽

培品种，很大程度限制了药用植物遗传转化体系的

建立，以及天然产物生物合成的发展。筛选药用植

物愈伤组织培养体系是成功建立组培体系的基础，

同时，也可以为采用愈伤组织生产具有活性的次生

代谢产物提供思路。本研究首次优化建立了细叶十

大功劳愈伤组织培养体系，同时发现，在细叶十大功

劳去分化过程存在低含量有效成分药根碱高效积累

的生物现象。

转录组测序分析技术可以快速获得同物种在不

同生理状态下的基因表达情况［５］。本研究中使用

ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００测序平台获得了细叶十大功
劳去分化诱导过程中的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，经过校正后的

　　　　

图７　注释异喹啉生物碱生物合成转录本的基因表达量热图
Ｆｉｇ７　 Ｈｅａｔｍａｐｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｆｏｒａｎｎｏｔａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｏｆｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

转录组数据质量较高，ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ的 Ｑ２０均达到
９７４％以上。本文为了分析叶片到愈伤组织形成的
去分化过程中药根碱高效积累分子机制，选择了

ＦＬ、ＤＤ＿１０、ＤＤ＿２０和ＤＤ＿３０的取样时间点，并对测
序结果进行了多个数据库的功能注释。本研究中细

叶十大功劳去分化过程中的转录组测序和结果分析

为后续研究去分化诱导药根碱等次生代谢生物合成

研究提供了较完整的转录组数据库。

在本研究中，愈伤组织形成去分化过程中的

ＤＥＧｓ显著富集到了次生代谢生物合成途径中，相
应的，该过程中次生代谢产物的合成量发生了显著

的变化［６］。尤其是，ＦＬ对比 ＤＤ＿１０、ＤＤ＿２０过程的
ＤＥＧｓ数目显著高于 ＦＬ对比 ＤＤ＿３０时的 ＤＥＧｓ，提
示去分化初期伴随着活跃的生理变化。对 ＤＥＧｓ进
行了ＫＥＧＧ富集分析，注释到了苯丙素生物合成、
黄酮生物合成、异喹啉生物碱生物合成等多个次生

代谢过程，并且通过 Ｋｍｅａｎｓ算法生成了这些参与
次生代谢过程基因的表达趋势聚类图，可以清晰地

获得次生代谢生物合成在去分化过程中的基因表达

趋势。在去分化过程中，参与异喹啉生物碱生物合

成的基因的９０％表达上调，与药根碱的含量积累呈
正相关；参与苯丙类生物合成和黄酮生物合成的基

因的７８％表达下调。生物碱和黄酮生物合成都起
始于氨基酸类化合物，是否会在生物合成过程中竞

争共同的前体物质，从而在同一组织中存在相反的

积累趋势有待进一步探讨［７］。筛选出的２５个参与
药根碱生物合成途径中的 ＤＥＧｓ，在 ＢＩＡｓ生物合成
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注：与ＦＬ组相比，１）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓＦＬｇｒｏｕｐ．

图８　细叶十大功劳中９个异喹啉生物碱生物合成途径中酶基因的相对表达水平。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓｉｎ９ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｔｈｗａｙｓｏｆＭ．ｆｏｒｔｕｎｅｉ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

途径中催化多种不同反应：ＮＣＳ催化多巴胺和４羟
基苯乙醛的缩合；７ＯＭＴ催化（Ｓ）去甲衡州乌药碱
的Ｃ７位的 Ｏ甲基化；ＣＮＭＴ催化（Ｓ）衡州乌药碱
的 Ｎ甲基化；ＢＢＥ催化（Ｓ）金黄紫堇碱的成环反
应；ＳＴＯＸ催化（Ｓ）四氢原小檗碱的双键形成
等［８１１］。该研究对理解细叶十大功劳中药根碱生物

合成机制具有重要意义。

细叶十大功劳中 ＢＩＡｓ生物合成途径还未被报
道，而黄连属和罂粟属中的一些生物碱的生物合成已

经有相关报道，如日本黄连中的小檗碱、花菱草中的

血根碱、罂粟中的吗啡等［１２１３］，这些研究为揭示细叶

十大功劳中药根碱生物合成分子机制奠定了基础。
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