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青阳参 Ｃ２１甾体类生物合成关键基因挖掘

耿应敏，周兴乾，吴丽丽，张体操，郑兰平
（云南中医药大学中药学院，昆明 ６５０５００）

摘要：目的　解析青阳参Ｃ２１甾体类化合物的生物合成途径。方法　本研究利用代谢组学和转录组学技术，比较分析青阳参
根、茎、叶中Ｃ２１甾体类化合物的相对含量，再通过京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据库注释，筛选与 Ｃ２１甾体类生物合
成相关的基因。最后通过实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）对部分差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）进行基因表达验证。结果　青阳参苷元在根中显著上调，且在根中的相对含量约为叶中的７３１０
倍，约为茎中的１９０５倍。转录组学分析发现，青阳参中有２６９条ＤＥＧｓ注释到了Ｃ２１甾体类生物合成相关通路。通过分析各
比较组间注释到的ＤＥＧｓ，在Ｃ２１甾体类相关合成通路中筛选出了１８个关键酶，且由８７条基因编码，其中ＡＡＣＴ等酶是其生物
合成途径上游阶段的关键酶。进一步对其中８条 ＤＥＧｓ进行 ｑＲＴＰＣＲ验证，其表达趋势与对应的转录组数据结果一致。
结论　本研究系统解析了青阳参中Ｃ２１甾体类化合物的生物合成途径，筛选出多个关键酶及编码基因，丰富了青阳参的组学
数据。这些发现为进一步研究青阳参Ｃ２１甾体类化合物的生物合成机制奠定了基础。
关键词：青阳参；青阳参苷元；代谢组学；转录组学；生物合成途径
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　　青阳参（ＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍＳｃｈｎｅｉｄ．）是鹅绒
藤属（ＣｙｎａｎｃｈｕｍＬｉｎｎ．）多年生草质藤本植物，又名
千年生、白药、闹狗药、奶浆藤、青洋参等，主要分布于

我国云南、四川、贵州和湖南等省区［１］。该种虽分布

区较广，但均呈散在分布，长期采挖造成了野生资源

的极大破坏，资源量逐年减少［２］。为缓解资源短缺的

问题，从现代中药学角度解析药效成分合成机制，挖

掘重要功能基因，用于分子育种或体外合成药效成

分，将有利于该物种资源的保护和利用。青阳参以根

入药，名为青阳参，始载于清代，曾先后记载于《云南

中草药选》《丽江中草药》《昆明民间常用草药》及《云

南省药品标准》，在云南具有悠久的用药历史，且是我

国独具特色的民族中药材，在白族、纳西族、彝族等少

数民族均有用药历史［２３］。另外，青阳参也是中成药
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青阳参片的原料药［３］。据《彝药志》和《滇南本草》记

载，青阳参具有益肾强筋、祛风除湿、驱虫等功效，在

民间用其治疗风湿关节炎、风湿冷痛、腰肌劳损等［４］。

现代药理学研究表明，青阳参具有丰富的药理作用。

首先，青阳参在治疗脑部疾病方面效果显著，多项研

究表明青阳参总苷具有显著的抗抑郁作用，并且是很

有前途的抗癫痫中药材［５８］。最近的研究结果也表明

青阳参里的 Ｃ２１甾体苷元具有显著的抗肿瘤作
用［９１０］，此外，青阳参也具有较高的抗人类免疫缺陷

病毒１型（ＨＩＶ１）活性［１１］，其在抗肝炎和免疫调节等

方面也具有显著效果［１２１３］。化学研究表明，青阳参主

要含有Ｃ２１甾体类、苯乙酮类、有机酸类等化学成分，
其中Ｃ２１甾体皂苷是其主要活性成分

［１４］。在青阳参

中，构成 Ｃ２１甾体皂苷的苷元主要有青阳参苷元
（ｑｉｎｇｙａｎｇｓｈｅｎｇｅｎｉｎ）、告达亭（ｃａｕｄａｔｉｎ）、去乙酰萝摩
苷元（ｄｅａｃｙｌｍｅｔａｐｌｅｘｉｇｅｎｉｎ）等多个类型，但形成糖苷
的主要是青阳参苷元和告达亭［１４１６］。Ｃ２１甾体类是含
有２１个碳原子的甾体衍生物，具有抗炎、抗肿瘤、抗
生育等作用，是重要的次生代谢产物，常作为甾体药

物的前体在临床上广泛应用［１７］。而甾体皂苷类化合

物的上游合成途径主要有甲羟戊酸（ｍｅｖａｌｏｎａｔｅｐａｔｈ
ｗａｙ，ＭＶＡ）和 ２Ｃ甲基Ｄ赤藓糖醇４磷酸（２Ｃ
ｍｅｔｈｙｌＤｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＭＥＰ）两条途径，其主
要涉及萜类化合物骨架合成、倍半萜和三萜生物合成

以及类固醇类化合物合成［１８１９］。

关于青阳参的已有研究主要集中在化学成分的

提取分离及其药理活性方面，目前未见组学相关的

研究报道，且其Ｃ２１甾体类化合物的生物合成及调控
的分子机制尚不清楚。随着高通量测序技术的发

展，代谢组学和转录组学已广泛应用于中药活性成

分生物合成途径中关键酶基因的挖掘［２０］。因此，本

研究基于广泛靶向代谢组学从总体分析青阳参化学

成分的组成特点以及筛选其药效成分，并联合转录

组学技术筛选Ｃ２１甾体类生物合成途径相关的酶基
因，初步探究Ｃ２１甾体类化合物积累的分子机制，为
后续关键基因的鉴定及功能验证研究奠定基础，并

为以后该种资源的合理开发和利用提供理论基础。

１　材料与方法
１１　材料

青阳参植株采集于云南省丽江市拉市海

（２６°５２３３０′Ｎ，１００°９４９４′Ｅ），经云南中医药大学
杨从卫老师鉴定确认。选取青阳参长势一致且健康

的新鲜植株，用超纯水洗净泥土，并用滤纸吸干表面

水分后，将植株的根、茎、叶分别放入液氮中速冻，

１ｈ后保存至 －８０℃的冰箱中备用，不同部位样品
均设置３个生物学重复。
１２　样品提取及代谢组分析
１２１　样品提取　将不同组织部位样品分别放置
于冻干机（Ｓｃｉｅｎｔｚ１００Ｆ）中真空冷冻干燥后，使用研
磨仪（ＭＭ４００，Ｒｅｔｓｃｈ）将其研磨至粉末状；分别称
取５０ｍｇ样品，并加入１２ｍＬ在 －２０℃预冷后的
体积分数７０％甲醇；每３０ｍｉｎ涡旋１次，共涡旋６
次；离心后吸取上清，用微孔滤膜（０２２μｍｐｏｒｅ
ｓｉｚｅ）过滤后，将样品保存于进样瓶中。
１２２　仪器分析　数据采集仪器系统主要包括超高
效液相色谱（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＵＰＬＣ）和串联质谱（ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＳ／
ＭＳ）。

ＵＰＬＣ检测条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８柱
（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ）；流动相：Ａ相为０１％
甲酸水，Ｂ相为乙腈（加入０１％的甲酸）；洗脱梯度：
０ｍｉｎＢ相比例为５％，９ｍｉｎ内Ｂ相比例线性增加到
９５％，并维持在９５％１ｍｉｎ，１０～１１１０ｍｉｎ，Ｂ相比例降
为５％，并以５％平衡至１４ｍｉｎ；流速０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温４０℃；进样量２μＬ。

ＭＳ／ＭＳ检测条件：电喷雾离子源温度为５５０℃；
离子喷雾电压在正离子模式和负离子模式下分别为

５５００Ｖ和－４５００Ｖ；离子源气体Ⅰ、气体Ⅱ和气帘气分
别设置为３４４７４、４１３６９和１７２３７ｋＰａ，碰撞诱导电
离参数设置为高。三重四极杆扫描使用多反应监测

模式（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ），并将碰撞
气体设置为中等，再进一步优化去簇电压和碰撞能。

最后根据每个时期内洗脱的代谢物，在每个时期监测

一组特定的多反应监测模式离子对。

根据二级谱信息进行物质定性，分析时去除同位

素信号，含 Ｋ＋离子、Ｎａ＋离子、ＮＨ４
＋离子的重复信

号，以及本身是其他更大分子量物质的碎片离子的重

复信号。利用三重四级杆质谱的 ＭＲＭ对代谢物进
行定量。最终获得不同样本的代谢物质谱分析数据

后，对所有物质色谱峰进行峰面积积分，并对其中同

一代谢物在不同样本中的质谱出峰进行校正［２１］。

１２３　数据处理与统计分析　将最终的代谢物数
据进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＰＣＡ）、正交偏最小二乘法判别分析（ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒ
ｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＯＰＬＳＤＡ）等。
以变量重要性投影（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｉｎｐｒｏｊｅｃ
ｔｉｏｎ，ＶＩＰ）大于１，且差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）≥２
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或ＦＣ≤０５为条件筛选差异代谢物。
１３　转录组测序和分析
１３１　总 ＲＮＡ提取、测序及注释　使用 ＲＮＡ提
取试剂盒（ＭａｇＺｏｌＴＭＲｅａｇｅｎｔＰｌｕｓＫｉｔ）对样品进行总
ＲＮＡ的提取。使用 ＰａｃＢｉｏ测序仪对合格的文库进
行全长转录组测序，得到干净数据后，进行聚类去冗

余，最终得到全长转录本序列用于后续分析以及作

为二代数据比对的参考转录本序列。通过 ＤＩＡ
ＭＯＮＤＢＬＡＳＴＸ和ＨＭＭＥＲ软件将序列比对到七大
功能数据库（ＫＥＧＧ、Ｎｒ、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＧＯ、ＫＯＧ、ＴｒＥＭ
ＢＬ、Ｐｆａｍ），最后得到数据库注释信息和蛋白结构域
的注释结果［２２］。

１３２　基因表达量与差异分析　采用每千个碱基
的转录每百万映射读取的片段（ＦＰＫＭ）作为衡量基
因表达水平的指标，使用软件 ＲＳＥＭ［２３］和 Ｂｏｗ
ｔｉｅ２［２４］计算青阳参３个组织部位的基因表达水平。
使用ＤＥＳｅｑ２［２５２６］进行样品组间的差异表达分析，获
得３个组织部位之间的差异表达基因集（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ
ａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），并对 ＤＥＧｓ进行功能注
释和分析。ＤＥＧｓ的筛选条件为｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１，且错
误发现率ＦＤＲ＜００５。
１４　Ｃ２１甾体类生物合成相关基因的筛选和分析

筛选与 Ｃ２１甾体类生物合成通路相关的显著
ＤＥＧｓ，并将Ｃ２１甾体类差异代谢物的相对定量数据和相
关ＤＥＧｓ的表达定量数据进行相关性网络分析，皮尔逊
相关系数阈值设置为０８０，同时设置Ｐ＜００５，以建立
Ｃ２１甾体类化合物与差异基因的关联性。
１５　ｑＲＴＰＣＲ分析

随机挑选８条在 Ｃ２１甾体类生物合成途径上的
ＤＥＧｓ，并根据基因序列设计了特异性引物（表１），
且以ＧＡＰＤＨ作为内参基因进行ｑＲＴＰＣＲ验证。每
个样品中每个基因的检测设置３个复孔，共进行３
次生物学重复。将３次生物学重复得到的数据利用
公式Ｒ＝２－ΔΔＣｔ计算其相对表达量，并绘制箱线图。

２　结果与分析
２１　青阳参代谢组结果
２１１　代谢物总体分析和 ＰＣＡ分析　在青阳参
根、茎、叶中共检测到１３８５个代谢物，其中氨基酸
及其衍生物类占比最多，其次是酚酸类，脂类、黄酮

类及其他类代谢物的数量依次降低（图１Ａ）。ＰＣＡ
结果显示（图 １Ｂ），第一主成分（ＰＣ１）的解释率为
５０４０％，第二主成分（ＰＣ２）的解释率为 ３４６９％。
在这两个维度上，不同组织部位之间有明显的

　　　　表１　本研究用于实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ
ＰＣＲ）的引物序列
Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒｑＲＴＰＣＲｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ　　　　　　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）　　

ＧＡＰＤＨＦ ＣＡＧＡＴＣＡＡＧＴＣＡＡＣＣＡＣＡＣＧＧＧ

ＧＡＰＤＨＲ ＴＡＡＡＣＴＣＡＡＧＧＧＡＡＴＣＣＴＣＧＧＧ

ＡＡＣＴ＿４２８９１Ｆ ＧＣＴＣＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＣＣＡＴＡＣＡ

ＡＡＣＴ＿４２８９１Ｒ ＣＡＴＣＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＴＣＴＴＴＣＡＴ

ＡＡＣＴ＿３０９６４Ｆ ＧＣＴＣＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＣＣＡＴＡＣＡ

ＡＡＣＴ＿３０９６４Ｒ ＣＡＴＣＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＴＣＴＴＴＣＡＴ

ＭＶＤ＿３９０６４Ｆ ＴＣＧＧＡＧＴＣＴＡＴＡＴＧＧＴＧＧＴＴＴＴＧＴＣ

ＭＶＤ＿３９０６４Ｒ ＴＧＣＴＡＧＴＴＴＣＴＴＴＣＴＧＣＣＧＴＧＡＧ
ＩＰＰＩ＿５３０７１Ｆ ＣＡＡＴＡＡＧＧＣＧＡＡＡＣＣＴＧＧＣＡＴＣ
ＩＰＰＩ＿５３０７１Ｒ ＧＡＡＧＡＡＣＡＣＣＡＴＣＡＡＣＧＣＡＡＧＣ
ＣＹＰ５１＿３９０６９Ｆ ＡＴＣＡＣＣＴＧＣＴＴＴＣＧＣＣＡＡＣＣ
ＣＹＰ５１＿３９０６９Ｒ ＡＣＡＴＣＣＡＴＧＣＣＴＧＣＣＴＣＣＡＣ
ＣＹＰ５１＿４０３８Ｆ ＧＡＡＡＧＧＧＡＴＧＧＧＴＴＣＴＧＧＴＧＡＴ
ＣＹＰ５１＿４０３８Ｒ ＴＣＣＴＧＡＧＡＣＴＧＴＣＧＡＧＧＴＧＴＧＣ
ＧＧＰＰ＿４３０３２Ｆ ＧＧＧＡＡＧＡＡＴＣＣＡＣＣＧＣＣＡＴＣ
ＧＧＰＰ＿４３０３２Ｒ ＡＣＡＧＣＣＡＣＡＴＣＣＴＣＧＣＣＡＴＡＡ
ＧＣＰＥ＿２９２６４Ｆ ＡＧＴＧＴＣＴＣＴＴＡＣＴＧＡＡＣＣＣＣＣＧ
ＧＣＰＥ＿２９２６４Ｒ ＴＣＣＴＧＣＧＴＴＧＧＡＡＡＴＣＡＡＡＡＴＡ

分离，表明青阳参在根、茎、叶中的代谢物存在明显

差异，质控样本（ＱＣ）的聚类结果也表明实验结果可
靠（图１Ｂ）。
２１２　差异代谢物筛选 在根和叶的比较组（ｌｅａｆ
ｖｓｒｏｏｔ）中，共鉴定出９５５种差异代谢物，其中有５９１
种在根中下调，３６４种在根中上调，且有３２种是根
和叶比较组中特有的差异代谢物；在叶和茎的比较

组（ｓｔｅｍｖｓｌｅａｆ）中，共鉴定出８５６种差异代谢物，其
中有４３７种在叶中上调，４１９种在叶中下调，且有５９
种是叶和茎比较组中特有的差异代谢物；在根和茎

的比较组（ｓｔｅｍｖｓｒｏｏｔ）中，共鉴定出８３４种差异代
谢物，其中有５２７种在根中下调，３０７种在根上调，
且有５３种是根和茎的比较组中特有的差异代谢物
（图２）。在上述３个比较组中，从根和叶比较组中
筛选出的差异代谢物数量最多，其余两组筛选出的

差异代谢物数量相近，且有４１７种代谢物是３个比
较组所共有的差异代谢物（图２Ｂ）。

在各对比组差异显著的代谢物中，根和叶比较

组中主要是苯丙氨酰缬氨酰苯丙氨酸等氨基酸及
其衍生物；叶和茎比较组中主要是Ｌ天冬酰胺Ｌ色
氨酸等氨基酸及其衍生物及东莨菪内酯７Ｏ木糖
基（１→６）葡糖苷等木脂素和香豆素；根和茎比较组
中主要是苯丙氨酰酪氨酰异亮氨酸等氨基酸及其
衍生物。对差异代谢物中的甾体类代谢物分析发

现，共有１０个甾体类代谢物在各组织部位均有分
布，其中３个代谢物属于甾体皂苷类，分别为杠柳苷
Ｅ、杠柳苷Ｂ和青阳参苷元。
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图１　青阳参总体样本代谢物类别组成饼状图（Ａ）和青阳参各组样品质控样品质谱数据的主成分分析（ＰＣＡ）得分图（Ｂ）
Ｆｉｇ１　Ｐｉｅｃｈａｒｔｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｃｌａｓｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｏｖｅｒａｌｌｓａｍｐｌｅｓ（Ａ）ａｎｄＰＣＡｓｃｏｒｅｓｏｆｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｄａｔａｏｆｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ
ｓａｍｐｌｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｓａｍｐｌｅｓ（Ｂ）ｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ．

Ａ－差异代谢物柱状图；Ｂ－差异代谢物韦恩图。

Ａ－ｔｈｅｂａｒｃｈａｒｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；Ｂ－ｔｈｅＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ．

图２　青阳参各对比组间差异代谢物数量
Ｆｉｇ２　ＮｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｍｏｎｇｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ．

　　由于青阳参苷元是青阳参中构成Ｃ２１甾体皂苷的
重要苷元，因此对青阳参苷元进一步分析发现，在根

和叶比较组中，青阳参苷元在根中显著上调，且在根

中的相对含量约为叶的７３１０倍；在根和茎比较组
中，青阳参苷元也在根中显著上调，且在根中的相对

含量约为茎的１９０５倍；在叶和茎比较组中，青阳参
苷元在叶中显著下调，且在叶中的相对含量约为茎中

的０２６倍。表明青阳参苷元在根和茎中含量较高，
且在根中的相对含量最高。而次生代谢产物含量的

差异是由基因表达差异造成的，即青阳参苷元在３个
比较组中，均在根和茎中显著上调，可进一步对其进

行转录组学分析，挖掘造成此差异的关键酶基因。

３　结　果
３１　转录组测序结果

通过 ＰａｃＢｉｏ对青阳参进行３代全长转录组测
序，共获得７４６９Ｇｂ数据，去除低质量序列和接头
序列后，共获得了７２１１Ｇｂ数据，最终生成４２９１３

条Ｉｓｏｆｏｒｍｓ，平均长度为２３５８ｂｐ，Ｎ５０长度为２６５８
ｂｐ（表２）。将三代去冗余之后的转录本作为参考序
列，并将每个二代测序样品的 ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ比对到三
代全长转录本序列。

表２　青阳参转录组原始数据统计

Ｔａｂ２　Ｒａｗｄａｔａｆｒｏｍｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆ

Ｃｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ．

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　　
Ｂａｓｅｓ

／Ｇｂ
Ｎｕｍｂｅｒ

Ａｖｅｒａｇｅ

ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
Ｎ５０

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｒｅａｄｓ ７４６９ ８２５５２８ ９０１５０ １４８６４１

Ｓｕｂｒｅａｄｓ ７２１１ ３４５９２４４６ ２０８５ ２５３１

Ｃｉｒｃｕｌａｒｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ １６０ ６６２４１３ ２４１８ ２７２２

Ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｎｏｎｃｈｉｍｅｒｉｃ １３１ ５５１９１７ ２３８３ ２６８７

Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ ０１３ ５３８１４ ２３６６ ２６５８

Ｉｓｏｆｏｒｍｓ ０１０ ４２９１３ ２３５８ ２６５８

青阳参不同样本间的皮尔逊相关分析和主成分

分析见图３，样本相关热图显示，各生物学重复之间
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具有高度相关性，主成分分析显示，９个样本被有效
分为３个组别，与皮尔逊相关分析的结果一致。相
同组织部位的３个生物学重复样本间的聚类显著高

于不同组织部位间的样本，证实了相同组织部位样

本生物重复间的相关性和不同组织部位样本之间存

在差异性。

ＰＣ１－第一主成分；ＰＣ２－第二主成分；百分比表示该主成分对数据集的解释率；图中的每个点表示一个样品；同一个组的样品使用同一种颜色表示。

ＰＣ１－ｔｈｅｆｉｒｓｔｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；ＰＣ２－ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ；ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｅａｃｈｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎｔｈｅｄａｔａｓｅｔ；Ｅａｃｈ

ｐｏｉｎｔｉｎｔｈｅｐｌｏｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｓａｍｐｌｅ；Ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｔｈｅｓａｍｅｇｒｏｕｐａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｂｙｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｏｒ．

图３　青阳参不同组织部位９个转录本的相关性分析（Ａ）与ＰＣＡ（Ｂ）
Ｆｉｇ３　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ（Ａ）ａｎｄＰＣＡ（Ｂ）ｏｆｎｉｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｉｔｅｓｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ．

３２　基因功能注释
将最终比对后获得的序列与 ＫＥＧＧ、Ｎｒ、Ｓｗｉｓ

ｓＰｒｏｔ、ＴｒＥＭＢＬ、ＫＯＧ、ＧＯ和 Ｐｆａｍ七大公共数据库进
行比对。结果显示，有４２２７７（９８５２％）条基因序列
被七大数据库中的任意一个数据库注释，其中３８０３６
（８８６４％）条序列被注释到了Ｐｆａｍ数据库（表３）。

表３　青阳参七大公共数据库注释结果
Ｔａｂ３　ＳｅｖｅｎｐｕｂｌｉｃｄａｔａｂａｓｅｓａｎｎｏｔａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣｙｎａｎ
ｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ．

Ｄａｔａｂａｓｅｓ　　　 Ｎｕｍｂｅｒｓ Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ／％

ＫＥＧＧ ３４９５６ ８１４６

Ｎｒ ４２０３８ ９７９６

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ ３４９０１ ８１３３

ＴｒＥＭＢＬ ４１８７７ ９７５９

ＫＯＧ ２８６３３ ６６７２

ＧＯ ３８５８５ ８９９１

Ｐｆａｍ ３８０３６ ８８６４

ＡｎｎｏｔａｔｅｄｉｎａｔｌｅａｓｔｏｎｅＤａｔａｂａｓｅ ４２２７７ ９８５２

Ｔｏｔａｌ ４２９１３ １００

３２１　ＮＣＢＩ非冗余蛋白数据库（Ｎｒ）注释　有
４２０３８条序列被注释到Ｎｒ数据库，占９７９６％，是七
大数据库中注释最多的一个数据库（表３）。结果显
示（图４Ａ），青阳参与夹竹桃科长春花属（Ｃａｔｈａｒａｎ
ｔｈｕｓＧＤｏｎ）长春花（Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ）的相似序
列匹配度最高，共有２９５６７条序列比对到长春花，

占比７０３３％，表明在已公布基因数据库的植物中，
青阳参与长春花的同源关系最近。

３２２　基因本体论（ＧＯ）功能分类　将序列进一
步比对到ＧＯ数据库中，有３８５８５条序列获得注释，
主要分为生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、分子功
能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）和细胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）３个大类。在生物过程中，有２８２４４
条序列聚集于细胞过程（ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓ），２３７５７条
序列聚集于代谢过程（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）；在分子功
能中，有１９４８０条序列具有催化活性（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃ
ｔｉｖｉｔｙ），２４２２９条序列具有结合（ｂｉｎｄｉｎｇ）功能；而在
细胞组成中，有３３８２５条序列聚集于细胞解剖实体
（ｃｅｌｌｕｌａｒａｎａｔｏｍｉｃａｌｅｎｔｉｔｙ），７１２８条序列聚集于含
蛋白复合物（ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ）。
３２３　通过 ＫＥＧＧ分析鉴定 Ｃ２１甾体类生物合成
通路相关基因　青阳参转录组中分别有３４９５６条
序列被注释到了ＫＥＧＧ数据库中，涉及１４７条通路，
主要包括 ５个大的类别，且以新陈代谢（ｍｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍ）为主。其中，萜类化合物骨架生物合成（ｓｋｅｌｅ
ｔｏｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ）、类固醇生物合成
（ｓｔｅｒｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、倍半萜和三萜的生物合成
（ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄａｎｄｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）是 Ｃ２１
甾体类生物合成的主要３条代谢途径，且以萜类化
合物骨架生物合成和类固醇生物合成为主。通过对

·１５４·
中国药学杂志２０２５年３月第６０卷第５期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ｍａｒｃｈ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ５



注释到的相关 ＫＥＧＧ通路进行整理后发现（图
４Ｂ），青阳参中有２６９条序列注释到了上述的３条
通路，且从注释到的基因数量来看，主要为萜类化合

物骨架生物合成和类固醇生物合成。其中有１１７条

序列注释到了萜类化合物骨架生物合成途径，有３０
条序列注释到了倍半萜和三萜的生物合成途径，还

有１２２条基因序列注释到了类固醇生物合成途径
（图４Ｂ）。

图４　青阳参同源序列物种比对（Ａ）和青阳参中基因序列的ＫＥＧＧ注释（Ｂ）
Ｆｉｇ４　ＳｐｅｃｉｅｓｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｎｏｔａｔｅｄｉｎｔｈｅＮＲｄａｔａｂａｓｅｆｏｒＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（Ａ）ａｎｄＫＥＧＧａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎ
Ｃｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（Ｂ）

３３　差异表达基因分析
对青阳参各比较组间上下调相关的差异表达

基因进行了数量统计分析，结果见图５Ａ。在３个
比较组中，根和叶比较组的差异表达基因数量最

多，表明根和叶的差异较大，有１９２１７条基因序列
存在显著差异，其中有１１８３５条基因序列在根中
的表达量较低，７３８２条基因序列在根中的表达量
较高。在叶和茎比较组中，有１２４８０条基因序列
存在显著差异，其中有４６０３条基因序列在叶中的
表达量低，７８７７条基因序列在叶中的表达量高。
此外，在根和茎比较组的 ＤＥＧｓ数量最少，且与叶

和茎（Ｓｔｅｍｖｓｌｅａｆ）比较组的 ＤＥＧｓ数量接近，其中
有１０１２１条基因存在显著差异，且有 ６２５１条基
因在根中的表达量较低，有３８７０条基因在根中的
表达量较高。

使用韦恩图对上述３个比较组的 ＤＥＧｓ进行了
分析，在根和叶比较组中，鉴定出了３７９３条特有的
ＤＥＧｓ，在叶和茎比较组中，鉴定出了１１２７条特有的
ＤＥＧｓ，在根和茎比较组中，鉴定出了１２５３条特有的
ＤＥＧｓ。此外，有３３７７条基因序列的表达水平在３
个比较组中均存在显著差异，是其共有的 ＤＥＧｓ。
见图５Ｂ。

图５　青阳参不同组织部位差异表达基因的分布图（Ａ）和韦恩图（Ｂ）
Ｆｉｇ５　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ（Ａ）ａｎｄＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍ（Ｂ）

　　利用ＫＥＧＧ数据库对ＤＥＧｓ的生物学功能进行
注释后发现，在根和叶比较组中，有１４５条 ＤＥＧｓ注
释到了Ｃ２１甾体类相关生物合成途径，其中有６４条
ＤＥＧｓ注释到了萜类化合物骨架生物合成，有２０条

ＤＥＧｓ注释到了倍半萜和三萜生物合成，还有６１条
ＤＥＧｓ注释到了类固醇生物合成，且在根和叶比较
组中，共有１９条ＤＥＧｓ在根中上调（图６）。在叶和
茎比较组中，有１１７条ＤＥＧｓ涉及Ｃ２１甾体类相关生
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物合成途径，分别有４４、２３和５０条 ＤＥＧｓ注释到了
萜类化合物骨架生物合成、倍半萜和三萜生物合成以

及类固醇生物合成，且在叶和茎比较组中，共有１０３
条ＤＥＧｓ在叶中上调（图６）。在根和茎比较组中，有
９６条ＤＥＧｓ涉及Ｃ２１甾体类生物合成，分别有４１、１５、
４０条ＤＥＧｓ注释到了萜类化合物骨架生物合成、倍半
萜和三萜生物合成以及类固醇生物合成，且在根和茎

比较组中，共有２３条ＤＥＧｓ在根中上调（图６）。

Ａ－根和叶比较组；Ｂ－叶和茎比较组；Ｃ－根和茎比较组；红色－上调；绿色－

下调。

Ａ－ｌｅａｆｖｓｒｏｏｔｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｓｔｅｍｖｓｌｅａｆｇｒｏｕｐ；Ｃ－ｓｔｅｍｖｓｒｏｏｔｇｒｏｕｐ；Ｒｅｄ－ｕｐｒｅｇ

ｕｌａｔｉｏｎ；Ｇｒｅｅｎ－ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．

图６　青阳参不同比较组中Ｃ２１甾体类生物合成途径中差异
表达基因的数量

Ｆｉｇ６　ＮｕｍｂｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅＣ２１ｓｔｅｒ
ｏｉｄｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｔｈｗａｙａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐｓｏｆ

Ｃｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ

３４　生物合成途径中编码关键酶的基因分析
在青阳参的整个 Ｃ２１甾体类的相关合成通路

中共筛选出了８７条相关的 ＤＥＧｓ，编码１８个代谢
酶，其中有４３条是在萜类化合物骨架合成途径中
筛选出的ＤＥＧｓ，涉及１１个代谢酶，有４４条是在类
固醇生物合成途径中的筛选出的 ＤＥＧｓ，涉及７个
代谢酶（表 ４）。分析发现，在 ＭＶＡ途径中，编码
ＡＡＣＴ、ＨＭＧＲ、ＭＶＤ以及 ＩＰＰＩ酶的 ＤＥＧｓ分别有

２、８、２和 ２条。而在 ＭＥＰ途径中，编码 ＤＸＳ、
ＤＸＲ、ＭＣＴ、ＭＤＳ、ＨＤＳ以及 ＨＤＲ酶的 ＤＥＧｓ分别
有４、２、１、２、６和７条。且在 ＭＶＡ和 ＭＥＰ两条途
径的交汇处，有７条 ＤＥＧｓ编码 ＦＰＰＳ酶。此外，青
阳参在类固醇生物合成途径中，分别有７、４、２２、２、
２、４和３条 ＤＥＧｓ编码 ＳＳ、ＳＭ、ＣＹＰ５１、ＦＫ、ＤＷＦ１、
ＳＣ５ＤＬ以及 ＤＷＦ５酶。

表４　青阳参中Ｃ２１甾体类相关生物合成通路中关键酶编码
基因数量

Ｔａｂ４　ＮｕｍｂｅｒｏｆｋｅｙｅｎｚｙｍｅｇｅｎｅｓｉｎｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣ２１
ｓｔｅｒｏｉｄｉｎＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ

Ｅｎｚｙｍｅ（ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ）　　　　 ＥＣｎｕｍｂｅｒＮｕｍｂｅｒ

ＡｃｅｔｏａｃｅｔｙｌＣｏＡｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＡＣＴ） ２３１９ ２

３Ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＨＭＧＲ） １１１３４ ８

Ｍｅｖａｌｏｎａｔｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ（ＭＶＤ） ４１１３３ ２

１ＤｅｏｘｙＤｘｙｌｕｌｏｓｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＤＸＳ） ２２１７ ４

１ＤｅｏｘｙＤｘｙｌｕｌｏｓｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔｏｉｓｏｍｅｒａｓｅ（ＤＸＲ） １１１２６７ ２

２ＣＭｅｔｈｙｌＤｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅｃｙｔｉｄｙｌｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＭＣＴ） ２７７６０ １

２ＣＭｅｔｈｙｌＤｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ２，４ｃｙｃｌｏｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＭＤＳ） ４６１１２ ２

４Ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｂｕｔ２ｅｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＨＤＳ） １１７７１ ６

４Ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｂｕｔ２ｅｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＨＤＲ） １１７７４ ７

Ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ（ＩＰＰＩ） ５３３２ ２

Ｆａｒｎｅｓｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＦＰＰＳ） ２５１１０ ７

Ｓｑｕａｌｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＳＳ） ２５１２１ ７

Ｓｑｕａｌｅｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ（ＳＭ） １１４１４１７ ４

Ｓｔｅｒｏｌ１４αｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ（ＣＹＰ５１） １１４１５３６ ２２

δ１４Ｓｔｅｒｏｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＦＫ） １３１７０ ２

δ２４Ｓｔｅｒｏｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＤＷＦ１） １３１７２ ２

δ７Ｓｔｅｒｏｌ５ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ（ＳＣ５ＤＬ） １１４１９２０ ４

７Ｄｅｈｙｄｒｏｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＤＷＦ５） １３１２１ ３

上述各代谢酶的编码基因在青阳参３个组织部
位的相对表达水平以聚类热图的形式展现（图７），
从总体上看，编码代谢酶的 ＤＥＧｓ的相对表达量在
叶中比较高。且通过差异代谢物与差异表达基因的

关联分析发现，在青阳参中有３７个 ＤＥＧｓ与青阳参
苷元相关联，其中正相关和负相关的 ＤＥＧｓ分别有
１０和２７个（图８）。其中编码ＡＡＣＴ、ＭＶＤ、ＩＰＰＩ、ＦＫ
和ＤＷＦ１的 ＤＥＧｓ分别有２、１、１、１和２个，且都与
青阳参苷元呈正相关，编码 ＳＳ、ＳＭ、ＤＸＳ、ＤＸＲ、
ＭＤＳ、ＨＤＲ、ＧＣＰＥ和ＳＣ５ＤＬ的ＤＥＧｓ分别有２、１、２、
２、１、４、２和 ２个，且均是与青阳参苷元呈负相关。
而编码ＦＰＰＳ和 ＣＹＰ５１的 ＤＥＧｓ分别有４和１０个，
其中编码ＦＰＰＳ的 ＤＥＧｓ中有２个与青阳参苷元呈
正相关，２个与之呈负相关，编码ＣＹＰ５１的 ＤＥＧｓ中
有１个与青阳参苷元呈正相关，另外９个与之呈负
相关。

·３５４·
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图７　青阳参Ｃ２１甾体类物质生物合成途径
Ｆｉｇ７　ＰｒｏｐｏｓｅｄｐａｔｈｗａｙｓｆｏｒＣ２１ｓｔｅｒｏｉｄｅｓｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ

红色－正相关；蓝色－负相关。

Ｒｅｄ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ；Ｗｈｉｌｅｂｌｕｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．

图８　青阳参基因与代谢物的相关性

Ｆｉｇ８　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｅｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎＣｙｎａｎ

ｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ

４　ｑＲＴＰＣＲ结果
ｑＲＴＰＣＲ实验结果显示（图９），在挑选出的８

条ＤＥＧｓ中，其中有５条基因序列能与代谢物青阳
参苷元关联上，且都为正相关基因，分别为 ＡＡＣＴ＿
４２８９１、ＡＡＣＴ＿３０９６４、ＭＶＤ＿３９０６４、ＩＰＰＩ＿５３０７１和
ＣＹＰ５１＿３９０６９基因，且它们均在根中的表达量较高。
而ＧＧＰＰ＿４３０３２和ＧＣＰＥ＿２９２６４基因在叶中的表达
量较高，ＣＹＰ５１＿４０３８基因在茎中的表达量较高。上
述８条基因的表达趋势均与对应转录组的ＦＰＫＭ值
结果一致，说明该转录组学数据的基因表达定量较

为准确，筛选出的关键酶基因可供后续实验使用。

５　讨　论
青阳参作为云南省重要天然药物之一，其药用

历史虽较为悠久，但除了化学成分和药理作用之外，

我们对其知之甚少，其遗传资料甚为匮乏，对青阳参

药效成分生物合成途径相关功能基因挖掘的研究也

未见报道［２，２７］。为了增加青阳参的遗传资料并解析
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Ｒ－根；Ｓ－茎；Ｌ－叶。

Ｒ－ｒｏｏｔ；Ｓ－ｓｔｅｍ；Ｌ－ｌｅａｆ．

图９　８个基因在青阳参不同组织部位中的相对表达量
Ｆｉｇ９　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ８ｇｅｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓ
ｓｕｅｐａｒｔｓｏｆＣｙｎａｎｃｈｕｍｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ

其药效成分合成途径，本研究首次通过高通量测序

技术获得了青阳参的转录组数据，对其进行注释、差

异基因分析并挖掘了 Ｃ２１甾体类相关生物合成途径
的代谢酶基因。通过对青阳参的转录本进行注释后

发现，其注释到Ｎｒ数据库的序列最多的，且在已公
布的植物中，青阳参与长春花的同源关系最近。青

阳参中有３４９５６条基因序列注释到了 ＫＥＧＧ数据
库，涉及１４７条通路，以新陈代谢为主。其中有２６９
条基因序列注释到了甾体皂苷类化合物生物合成途

径中的萜类化合物骨架合成、倍半萜和三萜生物合

成以及类固醇类化合物合成这３条通路上。通过对
上述３条通路的 ＤＥＧｓ进一步分析，从中筛选出了
８７条与Ｃ２１甾体类生物合成相关的ＤＥＧｓ，共编码１８
个相关的代谢酶。

Ｃ２１甾体皂苷类化合物是青阳参的主要活性成
分，是一类甾体衍生物，具有多种生物活性［１５，２８］，

常作为甾体药物的前体在临床上广泛应用［１７１８］。

甾体皂苷类化合物的生物合成途径主要有 ＭＶＡ
和 ＭＥＰ两条途径［１９］，青阳参中的 Ｃ２１甾体皂苷类
是甾体衍生物，其骨架合成也主要通过 ＭＶＡ和
ＭＥＰ两条途径合成［１８］。ＭＶＡ途径的起始物质是
乙酰辅酶 Ａ，经 ＡＡＣＴ等酶催化形成 ３羟基３甲
基戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧＣｏＡ），ＨＭＧＣｏＡ被 ＨＭＧ
ＣｏＡ还原酶（ＨＭＧＲ）催化，转化为甲羟戊二酸
（ＭＶＡ），ＭＶＡ经 ＭＶＤ、ＦＰＰＳ、ＳＳ、ＳＭ、ＣＹＰ５１、ＦＫ
等一系列酶的催化作用生成 １４去甲基鲨烯醇
（１４Ｄｅｍｅｔｈｙｌｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ），再通过后续的酶催化反应

和修饰，形成 Ｃ２１甾体类化合物
［２９］。ＭＥＰ途径是

由８个酶连续反应来合成异戊烯基二磷酸（ＩＰＰ）
和二甲烯丙基二磷酸（ＤＭＡＰＰ），第一个反应是由
脱氧木桐糖５磷酸合成酶（ＤＸＳ）催化丙酮酸和甘
油醛３磷酸生成１脱氧木酮糖５磷酸（ＤＸＰ），也
是第一个限速步骤，后续再在 ＤＸＲ、ＭＣＴ、ＭＤＳ、
ＨＤＳ等酶催化下合成 ＩＰＰ和 ＤＭＡＰＰ，最终经过一
系列的酶催化反应，形成类固醇类化合物和 Ｃ２１甾
体类化合物［３０］。

本研究发现青阳参的重要成分青阳参苷元主

要在根中积累，在 Ｃ２１甾体皂苷类化合物生物合成
途径中与青阳参苷元呈正相关的基因中，编码

ＡＡＣＴ和 ＤＷＦ１酶的基因也在根中高表达，二者应
对青阳参苷元合成具有重要的调控作用。ＡＡＣＴ
属于Ⅱ型硫解酶家族，是 ＭＶＡ途径中的第一个关
键酶［３１］，具有重要研究价值，目前已有学者对滇龙

胆、茅苍术、垂序商陆等药用植物中 ＡＡＣＴ基因进
行了克隆与表达分析［３２３４］。有研究发现 ＡＡＣＴ基
因在滇龙胆的茎和根中高表达［３３］，这与本研究中

ＡＡＣＴ基因在青阳参根中表达量高的结果相一致，
可以看出，ＡＡＣＴ酶作为 ＭＶＡ途径中的六大重要
酶之一［３５］，对该途径下游青阳参苷元的合成确实

具有重要调控作用。ＤＷＦ１是一种双功能蛋白，既
可以催化 Δ２４异构化反应以及随后进行的 Δ２４（２５）还
原反应，又在将 ２４亚甲基胆甾醇（２４ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ）转化为菜油甾醇（ｃａｍｐｅｓｔｅｒｏｌ）以及将
异岩藻甾醇转化为谷甾醇（ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ）的过程中发
挥着重要作用［３６］。对睡茄（Ｗｉｔｈａｎｉａｓｏｍｎｉｆｅｒａ）
ＤＷＦ１的研究表明，ＤＷＦ１与植物甾醇合成呈正相
关关系［３７］。本研究首次发现了 ＤＷＦ１酶与青阳参
苷元呈正相关，其应对青阳参苷元的合成具有重

要调控作用，将来可对该酶在青阳参药效成分合

成过程中的功能给予进一步研究。ＦＰＰＳ是植物萜
类化合物合成的一个关键酶，可催化形成法尼基

焦磷酸（ＦＰＰ），ＦＰＰ是植物体内多条代谢途径的重
要中间产物［３８］。青阳参苷元的合成通路上游共用

萜类化合物合成通路，因此，ＦＰＰＳ对青阳参苷元的
合成具有重要影响。ＣＹＰ５１作为生物甾醇合成过
程中的关键酶［３９］，也是青阳参苷元合成途径中的

关键基因。除此之外，在与青阳参苷元正相关的

基因中，ＭＶＤ、ＩＰＰＩ以及 ＦＫ基因也应对青阳参苷
元的合成具有重要的影响，但目前对其研究较少，

将来可在青阳参的药效成分合成研究中给予进一

步关注。对于通路上与 Ｃ２１甾体皂苷类合成相关
·５５４·
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的其他差异显著基因中，ＨＭＧＲ是 ＭＶＡ途径中的
限速酶，在不同的物种中有不同的表达模式，编码

ＨＭＧＲ的基因在青阳参叶中高表达，其在滇龙胆
叶中的表达量也最高，本研究结果与之一致［４０］。

ＤＸＳ是 ＭＥＰ途径中的第一个限速酶，ＤＸＳ基因
在青阳参茎、叶中高表达，ＤＸＳ在滇龙胆中叶中
的表达远高于根，本研究结果与 ＤＸＳ基因在滇龙
胆中的表达模式较为一致［４１］。本研究筛选出的

负相关基因 ＤＸＳ、ＤＸＲ、ＭＤＳ、ＨＤＲ是 ＭＥＰ途径
中的重要酶基因［３５］，应与植物甾体皂苷以 ＭＶＡ
途径为主相关［１９］。以上基因均为本次研究首次

发现与青阳参成分合成相关的基因，过去的研究

表明它们是甾体类生物合成过程相关的酶，但其

在青阳参苷元合成过程中的具体功能还有待于

进一步研究。

综上，本研究通过对青阳参的转录组数据进行

了分析及ＤＥＧｓ的注释分析，筛选出了与Ｃ２１甾体类
生物合成相关的代谢酶，并对其通路进行了简单解

析。分析发现，注释得到的关键酶主要是上游通路

相关的酶，这与目前关于Ｃ２１甾体类的相关生物合成
研究较为缺乏有关。就甾体皂苷而言，下游具体途

径和涉及的基因功能验证相关研究也较少，下游生

物合成途径还有待阐明［４２］。所以，还需深入研究其

下游途径，但在此之前，对其上游相关途径进行更多

解析也将为未来的研究提供数据支持和奠定理论

基础。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＥｄｉｔｏｒｉａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｆＦｌｏｒａｏｆＣｈｉｎａ．ＦｌｏｒａｏｆＣｈｉｎａ（中国植

物志）［Ｍ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＳｃｉｅｎｃｅＰｒｅｓｓ，１９７７：３７７．
［２］　ＺＨＵＺＹ．ＹｕｎｎａｎＩｍｐｏｒｔａｎｔＮａｔｕｒａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ（云南重要天然

药物）［Ｍ］．Ｋｕｎｍｉｎｇ：ＹｕｎｎａｎＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｅｓｓ，
２００６：２４６２５２．

［３］　ＬＩＷＬ，ＨＥＪ，ＨＥＪ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ
ＱｉｎｇｙａｎｇｓｈｅｎＤｉｓｐｅｒｓｉｂｌｅＴａｂｌｅｔｓ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍ（中国药
房），２００９，２０（１５）：１１５３１１５５．

［４］　ＱＩＡＮＸＣ，ＹＡＮＧＣ，ＱＩＳＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｃｈｅｍ
ｉｃａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆＱｉｎｇｙａｎｇｓｈｅｎ
［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＰａｔＭｅｄ（中成药），２０２２，４４（５）：１５５３
１５６２．

［５］　ＨＥＺＹ，ＬＩＹ，ＸＩＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．ＡｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃＥｆｆｉｃａｃｙｏｆ
ＱｉｎｇｙａｎｇｓｈｅｎＳａｐｏｎｉｎｓＢａｓｅｄｏｎＳｅｍｉｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔＰｈａｒｍａｃｏｋｉ
ｎｅｔｉｃＰｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃＭｏｄｅｌ［Ｊ］．ＪＫｕｎｍｉｎｇＵｎｉｖＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ
（ＮａｔＳｃｉ）（昆明理工大学学报 自然科学版），２０２３，４８（１）：
１３１１４１．

［６］　ＬＯＮＧＸ，ＤＡＩＦＣ，ＸＩＡＯＸＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｏｔｏｐｈｙｌｌｕｍ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｒｉｇｈｔｂｒａｉｎｄａｍｇｅｓｅｉｚｕｒｅｓｎｅｕｒｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅ［Ｊ］．
ＪｉｌｉｎＭｅｄＪ（吉林医学），２０１４，３５（１９）：４１３５４１３７．
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［３５］　ＬＩＡＯＰ，ＨＥＭＭＥＲＬＩＮＡ，ＢＡＣＨＴＪ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆ
ｔｈｅｍｅｖａｌｏｎａｔｅｐａｔｈｗａｙｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＡｄｖ，２０１６，３４（５）：６９７７１３．

［３６］　ＫＬＡＨＲＥＵ，ＮＯＧＵＣＨＩＴ，ＦＵＪＩＯＫＡＳ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ＤＩＭＩＮＵＴＯ／ＤＷＡＲＦ１ｇｅｎｅｅｎｃｏｄｅｓａｐｒｏｔｅｉｎｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｓｔｅｒｏｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９８，１０（１０）：１６７７１６９０．

［３７］　ＲＡＺＤＡＮＳ，ＢＨＡＴＷＷ，ＤＨＡＲＮ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎｏｆＤＷＦ１ｆｒｏｍＷｉｔｈａｎｉａｓｏｍｎｉｆｅｒａ（Ｌ．）Ｄｕｎａｌ：ｉｔｓｉｍｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓｉｎｗｉｔｈａｎｏｌｉｄｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＰｌａｎｔＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ，２０１７，２６（１）：５２６３．

［３８］　ＬＩＱ．ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅＦＰＰＳｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍｅｄｉｃｉｎａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｉｎＡｌｉｓｍａｔｉｓＲｈｉｚｏｍａ［Ｄ］．
Ｆｕｚｈｏｕ：ＦｕｊｉａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＦｏｒｅｓｔｒｙＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１４．

［３９］　ＬＩＵＸ，ＤＵＨＸ，ＺＵＯＮ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｂｔｕｓｉｆｏｌｉｏｌ
１４αｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅｇｅｎｅＴａＣＹＰ５１Ｈ６ｄｆｒｏｍｗｈｅａｔａｎｄｉｔｓｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｔｏｐｒｏｐｉｏｎａｚｏｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌＪ（植物生理学报），
２０２１，５７（１０）：２０３３２０４２．

［４０］　ＸＵＹＹ，ＳＵＮＹＹ，ＸＵＲ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ３ｈｙ
ｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡｒｅｄｕｃｔａｓｅＰｐＨＭＧＲｇｅｎｅｉｎ
Ｐａｒｉｓｐｏｌｙｐｈｙｌｌａｖａｒ．ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ（Ｆｒａｎｃｈ．）Ｈａｎｄ．Ｍａｚｚ．
［Ｊ］．ＭｏｌＰｌａｎｔＢｒｅｅｄ（分子植物育种），２０１９，１７（１４）：
４６１０４６１６．

［４１］　ＺＨＡＮＧＨＣ，ＬＩＣＸ，ＷＡＮＧＹＺ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇ１ｄｅｏｘｙｄｘｙｌｕｌｏｓｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅｉｎＧｅｎｔｉａｎａｒｉｇｅｓｃｅｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＢｕｌｌ（生物技术通
报），２０１６，３２（４）：１２８１３６．

［４２］　ＹＩＮＹ，ＧＵＡＮＨＹ，ＺＨＡＮＧＸＮ．ＲｅｖｉｅｗｏｎＥｎｚｙｍｅｓａｎｄ
ＧｅｎｅｓＲｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＢｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＳｔｅｒｏｉｄａｌＳａｐｏｎｉｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔ
ＰｒｏｄＲｅｓＤｅｖ（天然产物研究与开发），２０１６，２８（８）：１３３２
１３３６．

（收稿日期：２０２４０６２６）
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