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RNAi介导珠子参PjCAS基因沉默
对皂苷合成的影响

江 敏,姜 森,曲 媛,崔秀明,刘迪秋,葛 锋*

(昆明理工大学
 

生命科学与技术学院,云南省三七资源可持续利用重点实验室,昆明
 

650500)

摘 要:该研究利用Gateway技术构建珠子参环阿屯醇合成酶基因(Panax
 

japonicus
 

cycloartenol
 

synthase,Pj-
CAS)的RNAi表达载体,利用农杆菌介导转化在珠子参细胞中成功实现了PjCAS

 

的RNA干扰;采用实时荧光定

量PCR分析珠子参皂苷生物合成途径中关键酶基因的表达情况,同时检测转基因细胞中皂苷和植物甾醇含量的

变化,探讨PjCAS 基因对珠子参皂苷合成的调控作用。结果表明:(1)成功获得PjCAS 基因的RNAi片段,并成

功构建了PjCAS 基因RNAi载体pHellsgate-PjCAS。(2)经农杆菌遗传转化,获得6株实现PjCAS 基因RNA
干扰的转基因阳性细胞系。(3)与普通细胞系相比,转基因细胞系中PjCAS 基因的表达量大约下降了85%,同时

与珠子参皂苷合成直接相关的关键酶基因PjDS、PjAS 表达量最高分别上调了90%和150%。(4)转基因细胞系

中6种单体皂苷的含量均显著高于对照组,其中达玛烷型单体皂苷Re、Rb1、Rd和齐墩果烷型单体皂苷R0、IV、

IVa的平均含量比普通珠子参细胞系分别提高了28%、49%、40%、36%、59%、50%。说明珠子参皂苷含量的变化

受PjCAS 基因的间接调控。(5)6株转基因细胞系中植物甾醇含量较对照显著降低了53%~73%。研究发现,沉
默PjCAS 基因可促进珠子参皂苷合成的关键酶基因PjDS、PjAS 显著上调表达,并提高转PjCAS 基因细胞系中

单体皂苷的含量,从而促进了珠子参皂苷合成量的显著增加,证明通过抑制植物甾醇合成通路关键基因PjCAS 的

表达可以有效降低植物甾醇合成支路的代谢通量,使更多的代谢流朝着珠子参皂苷合成方向流动,最终促进了珠

子参皂苷的生物合成。
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Abstract:
 

RNAi
 

expression
 

vector
 

of
 

cycloartenol
 

synthase
 

gene
 

(PjCAS)
 

from
 

Panax
 

japonicus
 

was
 

con-
structed

 

by
 

Gateway
 

technology
 

in
 

this
 

study,
 

and
 

Agrobacterium-mediated
 

transformation
 

was
 

used
 

to
 

re-
alize

 

RNAi
 

of
 

PjCAS
 

in
 

P.
 

japonicus
 

cells
 

successfully.
 

Real-time
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

enzyme
 

genes
 

involved
 

in
 

the
 

biosynthetic
 

pathway
 

of
 

P.
 

japonicus
 

saponins
 

(PJS),
 

the
 

changes
 

of
 

saponins
 

and
 

phytosterols
 

in
 

transgenic
 

cells
 

were
 

also
 

determined,
 

and
 

the
 

regulation
 

effect
 



of
 

PjCAS
 

on
 

the
 

synthesis
 

of
 

PJS
 

was
 

discussed.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

the
 

RNAi
 

fragment
 

of
 

PjCAS
 

was
 

amplified,
 

and
 

the
 

PjCAS
 

RNAi
 

vector
 

pHellsgate-PjCAS
 

was
 

successfully
 

constructed.
 

(2)
 

Six
 

pos-
itive

 

transgenic
 

cell
 

lines
 

with
 

PjCAS
 

interferance
 

were
 

obtained
 

by
 

Agrobacterium
 

transformation.
 

(3)
 

Compared
 

with
 

the
 

ordinary
 

cell
 

line,
 

the
 

expression
 

of
 

PjCAS
 

in
 

transgenic
 

cell
 

lines
 

was
 

approximately
 

decreased
 

by
 

85%,
 

and
 

the
 

highest
 

expression
 

levels
 

of
 

key
 

enzyme
 

genes
 

PjDS
 

and
 

PjAS
 

directly
 

related
 

to
 

saponins
 

synthesis
 

were
 

up-regulated
 

by
 

90%
 

and
 

150%,
 

respectively.
 

(4)
 

The
 

contents
 

of
 

six
 

mono-
meric

 

saponin
 

in
 

the
 

transgenic
 

cell
 

lines
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

control,
 

among
 

them,
 

the
 

average
 

contents
 

of
 

dammarane-type
 

monomeric
 

saponin
 

Re,
 

Rb1,
 

Rd
 

and
 

oleanane-type
 

monomeric
 

sapo-
nin

 

R0,
 

IV,
 

IVa
 

were
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

normal
 

P.
 

japonicus
 

cells,
 

increased
 

by
 

28%,
 

49%,
 

40%,
 

36%,
 

59%,
 

and
 

50%,
 

respectively.
 

The
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

change
 

of
 

PJS
 

content
 

is
 

indirectly
 

reg-
ulated

 

by
 

PjCAS
 

gene.
 

(5)
 

The
 

phytosterol
 

content
 

in
 

six
 

transgenic
 

cell
 

lines
 

decreased
 

by
 

53%-73%
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group.
 

Studies
 

have
 

found
 

that
 

silencing
 

PjCAS
 

gene
 

can
 

significantly
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

enzyme
 

genes
 

PjDS
 

and
 

PjAS
 

related
 

to
 

the
 

synthesis
 

of
 

PJS,
 

and
 

increase
 

the
 

content
 

of
 

monomeric
 

saponin
 

in
 

the
 

cell
 

lines
 

with
 

PjCAS,
 

thus
 

promote
 

the
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

synthesis
 

of
 

PJS.
 

The
 

results
 

prove
 

that
 

the
 

metabolic
 

flux
 

of
 

the
 

branch
 

of
 

phytosterol
 

synthesis
 

could
 

be
 

decreased
 

by
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

PjCAS,
 

the
 

key
 

gene
 

in
 

the
 

biosynthetic
 

pathway
 

of
 

phytosterols.
 

As
 

a
 

re-
sult

 

of
 

it,
 

more
 

metabolic
 

flux
 

flowed
 

towards
 

the
 

synthesis
 

of
 

PJS
 

and
 

the
 

biosynthsis
 

of
 

PJS
 

was
 

promoted.
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  珠子参(Panax
 

japonicus)为五加科人参属植

物,其根茎入药,呈串珠状,为中国传统中药材,具有

悠久的药用历史[1]。中国的云南和陕西为珠子参药

材的主要产地,其中以云南产珠子参品质较好[2-3]。
三萜皂苷为珠子参的主要活性成分,药理学研究表

明珠子参皂苷在抗炎[4]、抗肿瘤[5]、镇静镇痛[6]、保
护肝脏[7]和心脑血管系统[8-9]等方面功效显著。

珠子参药材为多年生草本,一般需要生长4~6
年,方能入药,较长的生长周期,导致其药用资源供

需矛盾突出,价格较高。因此,有必要开展珠子参皂

苷的生物合成及调控研究,为借助现代生物技术解

决药用资源问题提供理论依据和技术策略。珠子参

皂苷主要通过甲羟戊酸(mevalonic
 

acid,MVA)途
径合成[10],如图1所示。该途径中的2,3-氧化鲨烯

(2,3-oxidosqualene)为植物甾醇和三萜皂苷合成的

共同前体。2,3-氧化鲨烯经环阿屯醇合成酶(cyclo-
artenol

 

synthase,CAS)催化,进入植物甾醇合成途

径,经达玛烯二醇合成酶(dammarenedion-Ⅱ
 

syn-
thase,DS)和β-香树脂合成酶(β-amyrin

 

synthase,

β-AS)作用,分别进入达玛烷型皂苷和齐墩果烷型

皂苷合成支路[11]。因此,尽管CAS不参与三萜皂

苷的生物合成,但其催化作用可直接导致2,3-氧化

鲨烯流向植物甾醇合成途径,间接降低了三萜皂苷

的合成代谢流,表明CAS有可能间接负调控三萜皂

苷的合成。

RNAi技术能够诱导同源 mRNA高效特异性

降解并使其转录后基因沉默[12-14],抑制目标基因表

达,可将其用于调控药用植物次生代谢物合成途径,
成为调控天然代谢产物合成的有效手段。目前,

RNAi已被广泛应用到基因功能研究和代谢途径调

控等方面[15-17]。例如在雷公藤中沉默TwHMGR 基

因,使雷公藤甲素和碱的生物合成量显著减少[18]。
在棉花中构建细胞色素P450基因CYP82D109的

RNAi载体,降低了转基因棉花中半纤维素和棉酚的

合成[19]。在谷物中,SSIIIa-RNAi明显改变了谷物

淀粉成分和支链淀粉分布,同时增强了谷物垩白对

高温的敏感性,但对谷物重量、淀粉含量和淀粉颗粒

形态几乎没有影响[20]。本研究通过构建珠子参

PjCAS 基因的 RNAi载体,将其导入珠子参细胞

中,探究抑制PjCAS 基因表达对珠子参皂苷生物

合成的影响,明确PjCAS 基因在皂苷合成中的调

控作用,丰富皂苷生物合成途径的调控手段和策略。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

珠子参细胞为本实验室已有培养物;RNAi表

达载体pHellsgate
 

2为本实验室所有;荧光定量试

剂盒GoTaq􀳏
 

qPCR
 

Master
 

Mix和反转录试剂盒

GoScriptTM
 

Reverse
 

Transcription
 

System购自美国
 

Promega公司;Gateway􀳏
 

BP
 

ClonaseTM
 

Ⅱ
 

Enzyme
 

Mix
 

购自美国Thermo公司;各单体皂苷标准品均

购于中国食品药品检定研究院。
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ACCT.
 

乙酰辅酶A酰基转移酶;
 

HMGS.
 

3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶A合成酶;
 

HMGR.
 

3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶A还原酶;
 

IDI.
 

异戊烯基焦磷酸异构酶;GPS.
 

牻牛儿基焦磷酸合成酶;
 

FPS.
 

法呢烯焦磷酸合成酶;
 

SS.
 

鲨烯合成酶;
 

SE.
 

鲨烯环氧酶;
 

DS.
 

达玛烯二醇合成酶;
 

β-AS.
 

β-香树脂合成酶;
 

CAS.
 

环阿屯醇合成酶;
 

P450.
 

细胞色素P450;
 

UGT.
 

葡萄糖基转移酶

图1 珠子参皂苷及植物甾醇生物合成途径

ACCT.
 

Acetyl-CoA
 

acyltransferase;
 

HMGS.
 

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
 

synthase;
 

HMGR.
 

3-hydroxy-3-methylglutaryl
 

CoA
 

reductase;
 

IDI.
 

Isopentenyl
 

pyrophosphate
 

isomerase;
 

GPS.
 

Geranyl
 

pyrophosphate
 

synthase;
 

FPS.
 

Farnesene
 

pyrophosphate
 

synthase;
 

SS.
 

Squalene
 

synthase;
 

SE.
 

Squalene
 

epoxidase;
 

DS.
 

Dammarenediol-II
 

synthase;
 

β-AS.
 

β-Amyrin
 

synthase;
 

CAS.
 

Cycloartenol
 

synthase;
 

P450.
 

Cytochromes
 

P450;
 

UGT.
 

Glucosyl
 

transferase

Fig.1 The
 

biosynthetic
 

pathway
 

of
 

saponins
 

and
 

phytosterols
 

in
 

P.
 

japonicas

1.2 方 法

1.2.1 珠子参总RNA提取和cDNA合成 取新鲜

珠子参愈伤组织细胞,液氮研磨,利用优化的苯酚-
氯仿抽提法提取组织细胞总RNA[21],紫外-可见分

光光度计和琼脂糖凝胶电泳分别测定RNA浓度和

完整性。按照反转录试剂盒 GoScriptTM
 

Reverse
 

Transcription
 

System 将其逆转录成cDNA,放于

-20
 

℃备用。

1.2.2 PjCAS 基因 RNAi片段克隆 根据 Gen-
Bank上公布的PjCAS(KP890783.1)基因全长序

列,设计特异性引物 PjCAS-F(5'-GGCTCAAT-
GATTTTTTGTGGCT-3')和 PjCAS-R(5'-CCA-
TGTGCCATAGGTGAAGC-3')。以珠子参cDNA
为模板进行PCR扩增,回收PCR产物。将回收的

目的片段与pMD18-T 载体连接后导入大肠杆菌

DH5α,挑取阳性菌液测序。提取测序正确的菌液

质粒 作 模 板,依 据 GatewayTM 技 术 原 理[22],在

RNAi片段两端加上attB重组位点,使目的片段与

干扰载体以同源重组方式连接,设计引物BP-CASF
(5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG-
CTGGCTCAATGATTTTTTGTGGCT-3')和 BP-
CASR(5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC-

TGGGTCTGTATTTCTTCTCTGCGGTGGT-3',
下划线为attB序列)进行attB-PCR扩增,即得到引

入attB重组位点的PjCAS 片段。

1.2.3 PjCAS基因RNAi表达载体的构建及阳性

细胞系的抗性筛选 利用Gateway􀳏
 

BP
 

ClonaseTM
 

Ⅱ
 

Enzyme
 

Mix试 剂 盒 将 pHellsgate
 

2 载 体 与

attB-PCR胶回收产物连接,连接产物转化大肠杆菌

感受态细胞,挑取单克隆进行扩大培养后提取质粒,
将重组质粒pHellsgate-PjCAS 分别用限制性内切

酶
 

XbaⅠ和XhoⅠ进行单酶切以检测PjCAS 基因

RNAi载体是否构建成功。采用CaCl2 冻融法将获

得的重组质粒导入农杆菌EHA105感受态细胞,将
菌液PCR鉴定为阳性的农杆菌菌液侵染珠子参细

胞,在含有卡那霉素的 MS培养基上筛选数代以获

得具有卡那霉素抗性的转基因细胞系。
采用CTAB法提取转基因珠子参细胞系基因

组DNA[23],由于农杆菌介导的遗传转化法可以将

含有目的基因的T-DNA片段转入珠子参细胞并整

合到基因组DNA中,因此根据T-DNA上卡那霉素

抗性基因nptⅡ序列设计上下游引物npt-F(CT-
CTGATGCCGCCGTGTT)和npt-R(CCCTGAT-
GCTCTTCGTCCA),以珠子参基因组 DNA 为模
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板进行PCR检测,筛选具有PjCAS 基因的珠子参

细胞系。

1.2.4 珠子参皂苷生物合成途径关键酶基因的表

达分析 提取普通珠子参细胞系和转基因珠子参细

胞系的RNA并逆转录成cDNA,以此cDNA为模

板,由珠子参中PjCAS、
 

PjAS
 

、PjDS 关键酶基因

的序列以及18SrRNA内参基因序列设计实时荧光

定量PCR(Real-time
 

quantitative
 

PCR,qRT-PCR)
的特异性引物(表1)。根据qRT-PCR试剂盒的要

求使用体系为:cDNA模板4.0
 

μL,10
 

μmol/L上下

游引物各0.5
 

μL,2×qRT-PCR
 

Mix
 

10.0
 

μL,无核

酸水5.0
 

μL。混匀体系后进行扩增,反应程序设置

为:95
 

℃预变性2
 

min;95
 

℃变性15
 

s,57
 

℃退火

30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,40个循环。采用2-ΔΔCt 法分

析样品的qRT-PCR结果。

1.2.5 转基因珠子参细胞系中皂苷含量测定 采

用高效液相色谱(High
 

Performance
 

Liquid
 

Chro-
matography,HPLC)法测定普通珠子参细胞系和转

基因珠子参细胞系中具有代表性的单体皂苷 Rd、

Rb1、Re、R0、IV和IVa的含量。实验使用 Waters
 

XTerra
 

MS
 

C18(5
 

μm,4.6
 

mm
 

×
 

250
 

mm),以乙

腈和磷酸水作为流动相进行梯度洗脱,流速1.0
 

mL/min,柱温30
 

℃,检测波长203
 

nm。最后通过

各单体皂苷的标准曲线计算出每个样品中6种单体

皂苷的含量[24-25]。

1.2.6 转基因珠子参细胞系中植物甾醇含量测定

 收集普通珠子参细胞系与转基因细胞系烘至恒重

于研钵中研磨成粉末,称取1.0
 

g样品粉末放于索

氏提取仪,以乙醚作为溶剂,经过氢氧化钾-乙醇的

皂化反应,得到皂化液。然后用正已烷萃取,由无水

硫酸钠干燥正己烷提取液,最后在旋转蒸发仪中蒸

干液体即得到植物甾醇粗提物。再经过乙醇纯化后,
表1 实时荧光定量PCR引物序列

Table
 

1 The
 

primer
 

sequences
 

of
 

qPCR

引物名称
Primer

 

name
引物序列

Primer
 

sequence(5'→3')

18SrRNA-F AGCAAGCCTACGCTCTGGATAC

18SrRNA-R TGACTATGAAATACGAATGCCCC

PjCAS-F GAACAGAGATGGTGGGTGGGGT

PjCAS-R CCAGAATCCATTGACGCCCT

PjAS-F CGCTACATTTACTGTCATCAGAACG

Pj
 

AS-R TGCTTCCTGACCAATCGAATAAG

PjDS-F TGGGAGTTTCAGCCCGATG

PjDS-R GGGGAGGTGTATAAAGTAAAGAGCC

利用乙酸酐-浓硫酸的显色反应,在650
 

nm波长处

测定溶液的吸光值,最后根据已获得的植物甾醇标

准曲线计算出不同样品中的植物甾醇浓度[26]。

2 结果与分析

2.1 PjCAS基因RNAi载体的构建及检测

以珠子参cDNA为模板,PjCAS-F和PjCAS-
R为引物进行PCR扩增得到PjCAS 基因的RNAi
片段。PCR产物经凝胶电泳后在581

 

bp处检测到

一条明亮的特异性条带,其长度与预期目的基因大

小一致(图2)。
使用BP重组的方法,需要在RNAi片段两端

加上大小为29
 

bp的attB重组位点才能使目的片

段与干扰载体连接。本研究中以引物BP-CASF 与
 

BP-CASR 进行attB-PCR扩增,扩增条带约为640
 

bp,符合attB重组位点加入 RNAi片段之后的大

小。随 后 将 PjCAS 基 因 RNAi片 段 与 载 体

pHellsgate
 

2进行连接转入 DH5α,筛选阳性单克

隆,提取重组质粒pHellsgate-PjCAS,根据重组质

粒的结构特点(图3),用限制性内切酶 XbaⅠ与

XhoⅠ分别进行酶切,酶切结果(图4)显示两种酶

酶切片段大小相同,其中大小约为640
 

bp的条带与

目标条带大小一致,表明已成功构建PjCAS 基因

RNAi载体。

2.2 PjCAS 基因 RNAi转基因珠子参细胞系的

获得

  利用农杆菌介导的遗传转化法将目的基因的

RNAi片段转化到珠子参细胞基因组DNA中,卡那

霉素抗性筛选4~5代,初步获得具有抗性的转基因

珠子参细胞系。提取生长状况较好的6株转基因细

胞系基因组DNA,以此为模板,根据卡那霉素nptⅡ

M.
 

DL
 

2000;
 

1.
 

RNAi
 

片段

图2 PjCAS 基因
 

RNAi
 

片段扩增产物

M.
 

DL
 

2000;
 

1.
 

RNAi
 

fragment

Fig.2 RNAi
 

amplification
 

product
 

of
 

PjCAS
 

gene
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LB.
 

左边界;
 

T
 

nos.
 

NOS终止子;
 

P
 

nos.
 

NOS启动子;
 

T
 

ocs.
 

OCS终止子;
 

P
 

35S.
 

35S启动子;
 

RB.
 

右边界;
 

将CAS
 

RNAi片段通过反向重复插入pHellsgate2的XbaⅠ位点和XhoⅠ位点

图3 重组质粒pHellsgate-PjCAS 的结构

LB.
 

Left
 

border;
 

T
 

nos.
 

NOS
 

terminator;
 

P
 

nos.
 

NOS
 

promoter;
 

T
 

ocs.
 

OCS
 

terminator;
 

P
 

35S,
 

35S
 

promoter;
 

B.
 

Right
 

border;
 

The
 

CAS
 

RNAi
 

fragment
 

was
 

inserted
 

into
 

the
 

XbaⅠ
 

sites
 

and
 

the
 

XhoⅠ
 

sites
 

of
 

the
 

pHellsgate2
 

by
 

means
 

of
 

inverted
 

repeats

Fig.3 Structure
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pHellsgate-PjCAS

M.
 

DL15000;
 

1.
 

XbaⅠ单酶切;
 

2.
 

XhoⅠ单酶切

图4 重组载体pHellsgate-PjCAS
 

酶切验证

M.
 

DL15000;
 

1.
 

Single
 

XbaⅠenzyme
 

digestion;
 

2.
 

Single
 

XhoⅠenzyme
 

digestion

Fig.4 Enzyme
 

digestion
 

verification
 

of
 

recombinant
 

vector
 

pHellsgate-PjCAS

0.
 

普通细胞系;
 

1~6.
 

转基因细胞系;
 

M.
 

DL2000
图5 转基因珠子参nptⅡ基因PCR检测

0.
 

Common
 

cell
 

lines;
 

1-6.
 

Transgenic
 

cell
 

lines;
 

M.
 

DL
 

2000
 

Fig.5 PCR
 

detection
 

of
 

nptⅡgene
 

in
 

transgenic
 

P.
 

japonicus

基因序列设计引物进行PCR检测。结果如图5所

示,与普通细胞系相比,6株转基因细胞系中均扩增

出一条大小为430
 

bp的特异性条带,测序结果与卡

那霉素nptⅡ基因序列比对一致,表明PjCAS 基因

WT.
 

普通细胞系;
 

T1~T6.
 

转基因细胞系;
 

**
 

表示转基因

株系与 WT间存在显著差异(P<0.01);下同

图6 珠子参细胞系中PjCAS 基因相对表达量

WT.
 

Common
 

cell
 

line;
 

T1-T6.
 

Transgenic
 

cell
 

lines;
 

**
 

indicated
 

significant
 

difference
 

between
 

transgenic
 

line
 

and
 

WT
 

(P<0.01).
 

The
 

same
 

as
 

below

Fig.6 Relative
 

expression
 

level
 

of
 

PjCAS
 

in
 

P.
 

japonicus
 

cell
 

lines

RNAi片段已经导入这6株细胞系中。

2.3 PjCAS基因RNAi细胞系中珠子参皂苷合成

途径重要酶基因的表达分析

  将6株阳性细胞系编号为T1~T6,普通细胞系

为 WT。通过qRT-PCR检测PjCAS 基因的表达

情况(图6),与对照组(WT)相比,6株转基因细胞

系中PjCAS 基因的表达都受到不同程度抑制,其
中T5 组PjCAS 基因表达量较低,与对照组相比,
表达量下降了85%。而表达量最高的 T1 组,其
PjCAS 表达量也下降了67%。说明PjCAS

 

基因
 

RNAi片段已经成功整合到珠子参基因组中且对

PjCAS 基因的表达具有明显的抑制作用。
为进一步明确在珠子参皂苷合成过程中,抑制

PjCAS 基因表达是否会对皂苷合成关键酶基因

PjDS 和PjAS 的表达产生影响,故进一步对上述2
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个关键酶基因进行了qRT-PCR检测(图7)。结果

表明,6株RNAi细胞系中,PjDS 和PjAS 基因表

达量均高于对照组,其中 T5 组关键酶基因表达量

最高,PjDS 和PjAS 基因表达量分别比普通细胞

系上调了约90%和150%。表明珠子参细胞中Pj-
CAS 基因的沉默间接促进了达玛烷型皂苷合成关

键酶基因PjDS 以及齐墩果烷型皂苷合成关键酶基

因PjAS 的表达。初步说明当抑制PjCAS 基因表

达时,合成植物甾醇与皂苷的共同前体2,3-氧化鲨

烯的代谢流可能更多地流向皂苷合成途径,进而促

进了珠子参三萜皂苷的合成。接下来,将进一步分

析皂苷和植物甾醇的合成情况,明确PjCAS 基因

的RNAi对皂苷以及甾醇合成代谢流的影响。

2.4 PjCAS基因
 

RNAi对皂苷和植物甾醇生物合

成的影响

  为明确PjCAS
 

基因
 

RNAi是否影响珠子参皂

苷的生物合成,本研究检测了各个细胞系中重要单

体皂苷(Rd、Rb1、Re、R0、IV和IVa)的含量,结果如

图8所示。转基因细胞系中6种单体皂苷的含量均

图7 珠子参细胞系中关键酶基因PjDS 和

PjAS 相对表达量

Fig.7 Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PjDS
 

and
 

PjAS
 

in
 

P.
 

japonicus
 

cell
 

lines

显著高于对照组,其中T5 组中的竹节参皂苷IV含

量高达19.08
 

mg/g。达玛烷型单体皂苷Re、Rb1、

Rd和齐墩果烷型单体皂苷R0、IV、IVa的平均含量

比普通珠子参细胞系分别提高了28%、49%、40%、

36%、59%、50%。说明珠子参皂苷含量的变化受

PjCAS 基因的间接调控,沉默PjCAS 基因可以促

进珠子参皂苷的合成量。
进一步研究表明,PjCAS 基因RNAi直接弱化

了植物甾醇合成代谢流,导致转基因珠子参细胞中

植物甾醇含量与对照组相比明显降低(图9),其中

T5 细胞系中的植物甾醇含量下降了73%。研究结

果证明干扰PjCAS 基因表达,确实可以抑制植物

甾醇的合成,从而使代谢流更多地流向皂苷合成支

路,达到间接促进珠子参皂苷合成的目的。

3 讨 论

RNA沉默的效率与启动子的强弱和目的片段

的大小有直接关系[27-28],本研究克隆到的 PjCAS
基因干扰片段长度为581

 

bp,研究表明RNAi片段

在98~853
 

bp是基因沉默效率较高的区间[29]。从

珠子参皂苷的合成途径可知,以2,3-氧化鲨烯为共同

图9 珠子参细胞系中植物甾醇含量

Fig.9 Content
 

of
 

phytosterol
 

in
 

P.
 

japonicus
 

cell
 

lines

图8 珠子参细胞系中单体皂苷含量

Fig.8 Contents
 

of
 

monomer
 

saponins
 

in
 

P.
 

japonicus
 

cell
 

lines
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前体出现了3条合成支路:植物甾醇合成支路、齐墩

果烷型皂苷合成支路、达玛烷型皂苷合成支路。进

入以上3条支路的关键酶分别为PjCAS、PjAS、

PjDS,3个关键酶竞争性催化同一前体物质2,3-氧
化鲨烯,从而进入各自的合成支路。在珠子参皂苷

的合成过程中,植物甾醇属于副产物,甾醇的合成分

流了皂苷合成的前体2,3-氧化鲨烯,本研究通过抑

制甾醇合成途径的第一个关键酶基因PjCAS 的表

达,成功弱化了植物甾醇合成分支的代谢流,进而促

进了珠子参皂苷的生物合成。
本研 究 对 PjCAS 基 因 进 行 了 RNAi,未 对

PjDS 和PjAS 两个基因的表达进行人为干预,但
结果 表 明,PjCAS 表 达 下 降,伴 随 着 PjDS 和

PjAS 的表达增强,这可能是由于甾醇合成支路被

抑制后,有更多的代谢流导入皂苷合成的2条支路,
为了催化处理增加的代谢流,由此引起达玛烷型、齐
墩果烷型皂苷合成支路的第一个关键酶基因PjDS
和PjAS 表达上调。进一步的研究证明了上述假

设,PjCAS 基因的表达被RNAi后,植物甾醇的合

成显著降低,同时,珠子参中主要的三萜皂苷合成量

均出现增加。我们的前期研究表明,过表达珠子参

皂苷生物合成途径的关键酶基因可以有效增加皂苷

的生物合成[30-31],这样的调控方式属于正向调控;
本研究采用反向思维,通过抑制副产物支路的代谢

流,间接增加目标代谢流,也成功实现了提高皂苷合

成量的目的。
植物转基因过程由于载体的导入,抗性筛选等

操作,有可能影响植物的正常生理状态。我们曾经

把未携带目的基因的植物表达载体导入珠子参细胞

中,观察转基因操作对细胞的影响。结果表明,无论

从细胞形态、生长状况,还是皂苷合成,与野生型相

比,均未出现明显变化。类似情况,同样出现在三七

细胞的转基因操作中,转空载体的细胞与野生型无

异[32]。出现这种情况的原因在于,阳性细胞系筛选

过程中,那些可能影响细胞正常生理生化状态的基

因插入,通常表现出较差的细胞生长情况,进而被淘

汰,通过几轮筛选,最终用于基因表达分析和生化分

析的阳性株系均为生长情况与野生型无明显差异的

细胞,由此基本避免了转基因操作对研究结果的

影响。
植物次生代谢调控方式,大致分为3个层面:一

是影响合成目标代谢物的关键酶基因表达(正向调

控);二是通过调控副产物支路的代谢流,间接增加

目标产物的合成流量(反向调控);三是对控制生物

合成途径关键酶基因表达的转录因子进行调控,从
更高的层面影响代谢物的合成(全面调控)。本研究

采用了反向调控方式影响珠子参皂苷的合成,未来

的研究工作可将两种或多种调控方式结合起来,建
立更加高效的珠子参皂苷调控策略,为最终通过合

成生物学技术规模化获取天然皂苷提供技术参考。
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