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基于转录组挖掘球药隔重楼螺甾烷型重楼皂苷生物合成相关基因1 
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摘  要：目的  以球药隔重楼 Paris fargesii 根茎、茎和叶为材料，探究螺甾烷型重楼皂苷的生物合成基因。方法  采用 HPLC

分析 6 个螺甾烷型重楼皂苷含量，进一步利用 Illumina HiSeq X Ten 平台进行转录组测序，结合定量和转录组数据进行生信

分析。结果  6 个螺甾烷型重楼皂苷在球药隔重楼根茎、茎和叶中的含量具有显著差异。Illumina 转录组测序共获得 61 755

条非冗余 unigenes，其中 30 263 条（49.0%）被成功注释。催化生成薯蓣皂苷元的 31 个关键基因均被成功鉴定，且基因表

达模式与皂苷的积累水平总体一致，其中 IDI、8,7SI-4、CYP90G4、SMO2-2、C5-SD1、CYP51G、C14-R-2、HMGCR、CPI-5、

CYP94D108、CAS、HMGCS、SMO1-3、SSR1-3、SQS、ispH 和 DXR 等基因与重楼皂苷的积累呈显著正相关。共获得了 61

条尿苷二磷酸糖基转移酶（UGT）基因，其中 30 条潜在参与重楼皂苷的糖基化修饰。结论  球药隔重楼根茎、茎和叶中皂

苷合成基因表达模式与皂苷积累规律存在一致性，鉴定的基因可指导该类活性产物的生物合成途径解析。 
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Abstract: Objective  To investigate the biosynthetic genes of spirostane-type polyphyllins of Paris fargesii. Methods  Based on 

the rhizome, stem and leaf materials of P. fargesii, the contents of six spirostane-type polyphyllins were analyzed by HPLC. The 

transcriptome sequencing was performed using Illumina HiSeq X Ten platform. The quantitative data and transcriptome data were 

combined for bioinformatics analysis. Results  The content of six spirostane-type polyphyllins had significant differences in the 

rhizome, stem and leaf of P. fargesii. A total of 61755 non-redundant unigenes were obtained by Illumina sequencing, of which 

30263 (49.0%) were successfully annotated. Thirty-one key genes in the biosynthesis pathway of diosgenin had been successfully 

identified, and the gene expression pattern was generally consistent with the accumulation level of spirostane-type polyphyllins. The 

accumulation level of spirostane-type polyphyllins were positively correlated with IDI, 8,7SI-4, CYP90G4, SMO2-2, C5-SD1, 
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CYP51G, C14-R-2, HMGCR, CPI-5, CYP94D108, CAS, HMGCS, SMO1-3, SSR1-3, SQS and ispH. A total of 61 uridine diphosphate 

glycosyltransferase (UGT) genes were obtained, of which 30 were potentially involved in the glycosylation modification of 

spirostane-type polyphyllins. Conclusion  There was a consistency between the expression pattern of genes involved in the 

biosynthesis pathway of polyphyllins and the accumulation level of polyphyllins in the rhizome, stems and leaves of P. fargesii. The 

genes identified in this study can help to elucidate the biosynthetic pathway of this kinds of active products. 

Key words: Paris fargesii Franch.; transcriptome; spirostane-type polyphyllins; biosynthesis pathway; uridine diphosphate 

glycosyltransferase 

螺甾烷型重楼皂苷是著名中药材“重楼”的主

要活性成分，具有显著的抗肿瘤、抗菌、止血等药

理活性，该类皂苷也是历版《中国药典》重楼项下

的质控成分[1-3]。据螺甾烷型皂苷元 C-17 位上有无

-OH，又分为薯蓣皂苷和偏诺皂苷，而偏诺皂苷又

可在其 C-23、C-24 和 C-27 位加上-OH；除苷元母

核的差异外，各皂苷结构的差异主要来自于苷元母

核上连接的寡糖基[3]。进一步的药理研究表明，螺

甾烷型重楼皂苷元的结构修饰，对其抗肿瘤、抗菌、

止血等药理活性有显著影响，如糖基化后形成的重

楼皂苷 I、II、Ⅲ、VII、H，抗菌活性显著增强，其

中重楼皂苷 H 的止血活性亦显著增强[3-5]。遗憾的

是，自然界中，螺甾烷型重楼皂苷在重楼属植物中

含量极低，外加重楼属植物生长缓慢，限制了该类

化合物的开发利用[6-7]。因此，研究该类化合物在重

楼属植物中的合成代谢，对该药材的药效形成机制

和品质提升等具有重要意义。 

螺甾烷型重楼皂苷的生物合成途径复杂。首

先通过细胞质中的甲羟戊酸途径（mevalonate）和

质 体 中 的 甲 基 赤 藓 糖 醇 -4- 磷 酸 途 径

（methylerythritol 4-phosphate）合成法尼基焦磷酸

（farnesyl pyrophosphate，FPP）[8-9]。FPP 在角鲨

烯合成酶（SQS）[10]、角鲨烯单氧化酶（SQE）[11]、

环阿屯醇合成酶（CAS）[12]、甾醇-4α-甲基氧化酶

（SMO1-3 和 SMO2-2）[13-14]、环桉烯醇环异构酶

（CPI-5）[14-15]、甾醇-14α-去甲基酶（CYP51G）[14-16]、

甾醇-C14-还原酶 （C14-R-2）[14,17]、胆甾烯醇 δ-异构酶

（8,7SI-4）[14,18]、甾醇C-5(6)去饱和酶（C5-SD1）[14,19]、

7-脱氢胆甾烯醇还原酶（7-DR1）[14,20]和 δ(24)-甾醇

还原酶（SSR1-3）[14,21]的催化下，形成胆甾烯醇。

目前，从重楼中鉴定了 3 种不同的 CYP 基因组合

（CYP90G4/ CYP94D108、CYP90G4/CYP94D109、

CYP90G4/ CYP94D72A616），可催化胆甾烯醇形成

螺甾烷型皂苷元 [22]。皂苷元最终在糖基转移酶

（Uridine diphosphate glycosyltransferases，UGTs）的

糖基化下，主要在 C3-OH 上连接不同种类（主要为

葡萄糖基、鼠李糖基、阿拉伯糖基）、不同数量（主

要为单糖、二糖、三糖和四糖）和不同位置（主要

为 C-2、C-3 和 C-4 位的-OH）的糖基，从而形成不

同的螺甾烷型重楼皂苷，糖基化步骤中报道了葡糖

基化皂苷元 C3-OH 的 UGT73CR1、UGT80A40 和

UGT80A41，2′-O-鼠李糖基化的 UGT73CE1，以及

6′-O-葡萄糖基化的UGT91AH1和UGT91AH2[12,23]，

而其他糖基化步骤的 UGTs 尚无研究报道。 

球药隔重楼 Paris fargesii Franch.为重楼属

Paris L.多年生草本植物，为川渝地区珍稀品种，相

较重楼属其他物种，其同时富含薯蓣型和偏诺型重

楼皂苷，是探究螺甾烷型重楼皂苷生物合成相关基

因的理想材料[24-25]。目前，关于螺甾烷型重楼皂苷

的分子水平研究主要基于资源丰富的云南重楼

Paris polyphylla Smith var. yunnanensis (Franch.) 

Hand. -Mazz.或七叶一枝花 P. polyphylla Smith var. 

chinensis (Franch.) Hara [12,26]。2022 年，Hou 等[27]

利用 Illumina NovaSeq 6000 平台对七叶一枝花、云

南重楼、球药隔重楼、狭叶重楼 P. polyphylla var. 

stenophylla Franch.和毛重楼 P. mairei H. Léveillé的

根茎和叶分别做了转录组测序，以云南重楼为参照，

在叶中检测到了14 815个球药隔重楼特异性表达的

基因，是其他 3 组中最多的，且在根茎中也检测到

了 6030 个特异性表达基因，这说明球药隔重楼相比

其他重楼品种，有着自身独特的遗传背景。 

因此，本研究利用前期繁育的 7 年生球药隔重

楼，基于 RNA-Seq 技术对其根茎、茎、叶进行转录

组分析，进一步结合根茎、茎、叶中螺甾烷型重楼

皂苷的含量数据，鉴定该类皂苷生物合成途径基因，

为该类皂苷生物合成途径解析和优良重楼品种的分

子育种提供科学支撑。 

1  材料 

1.1  植物和取样 

通常重楼皂苷在重楼中的积累于 7～8 年时丰

度最高[28]，故本研究选择 7 年生无病害的球药隔重

楼，于 2022 年 8 月采自四川省阿坝藏族羌族自治州
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汶川县水磨镇西南民族大学药材繁育试验基地，由

西南民族大学刘圆教授和张绍山博士鉴定为球药隔

重楼 P. fargesii Franch.。将植株均分为 3 份，每份 4

株，取每份植株的根茎、茎、叶，按组织部位混匀

后，一半 40 ℃烘干，粉碎，过 40 目筛，干燥器保

存，用于螺甾烷型重楼皂苷含量分析；一半装于洁

净的离心管中，迅速用液氮固定，−80 ℃保存，用

于转录组分析。 

1.2  试药 

对照品重楼皂苷 I（批号 RP200523）、重楼皂

苷 II（批号 RP190315）、重楼皂苷 H（批号

RP190528）、重楼皂苷 V（批号 RP191217）、重楼

皂苷 VI（批号 RP220807）购自成都麦德生科技有

限公司，重楼皂苷 VII（批号 MUST-18062201）购

自成都曼斯特生物有限公司。色谱级甲醇和乙腈均

购于赛默非世尔科技有限公司；水为屈臣氏蒸馏水；

其余试剂为分析纯。 

2  方法 

2.1  螺甾烷型重楼皂苷含量测定 

2.1.1  色谱条件  Agilent 1260 Infinity II 色谱仪；

Diamonsil-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相乙腈（A）-水（B），梯度洗脱：0～20 min，

30%～40% A；20～45 min，40%～60% A；体积流

量 1 mL/min；柱温 30 ℃；进样体积 10 μL；检测

波长 203 nm。 

2.1.2  对照品溶液的制备  分别精密称取重楼皂

苷 I、II、V、VI、VII 和 H 对照品适量，加色谱甲

醇制成含重楼皂苷 I 0.478 mg/mL、重楼苷 II 0.285 

mg/mL、重楼皂苷 V 0.500 mg/mL、重楼皂苷 VI 

0.514 mg/mL、重楼皂苷 VII 0.240 mg/mL 和重楼皂

苷 H 0.375 mg/mL 的混合对照品溶液，摇匀后经

0.45 μm 滤膜滤过。 

2.1.3  供试品溶液的制备  取不同部位球药隔重楼

样品粉末约 0.5 g，精密称定，按料液比 1∶25 精密

加入甲醇，密封，称定质量，超声 60 min（功率 500 

W，频率 40 kHz），放冷至室温，再称定质量，加

甲醇补足减失的质量，摇匀后经 0.45 μm 滤膜滤过。 

2.1.4  线性方程的绘制  取对照品适量，配制成重

楼皂苷 I 、重楼皂苷 II、重楼楼甙 V、重楼皂苷 VI、

重楼皂苷 VII、重楼皂苷 H 的对照品储备液，使其

质量浓度分别为 0.478、0.285、0.500、0.514、0.240、 

0.375 mg/mL，取混合对照品溶液 0.1、0.5、1.0、

1.5、2.0、2.5 mL 于 5 mL 量瓶中加甲醇定容至刻

度，按上述梯度洗脱条件，分别精密吸取供试品溶

液各 10 μL，注入液相色谱仪，测定，即得。以 6

种甾体皂苷的进样浓度为横坐标（X），相应峰面积

为纵坐标（Y），绘制标准曲线，计算回归方程，对

应的对照品重楼皂苷 I、重楼皂苷 II、重楼皂苷 H、

重楼皂苷 V、重楼皂苷 VI、重楼皂苷 VII 的线性方

程分别为 Y＝3 333.6 X＋72.454、Y＝3 003.1 X＋

3.740 4、Y＝3 051.7 X＋5.760 4、Y＝3 500.8 X＋

169.78、Y＝3 575.3 X＋26.1、Y＝10 330 X＋31.919；

对应的线性范围分别为 0.015～0.478、0.009 5～

0.285 0、0.012～0.375、0.016～0.500、0.017～0.514、

0.008～0.240 mg/mL；R2 分别为 0.999 9、0.999 9、

1.000 0、0.994 3、0.999 9、0.999 9。结果表明各成

分在相应范围内呈良好的线性关系。 

2.1.5  精密度试验  精密称取“2.1.2”项下混合对

照品一份，按“2.1.1”项下色谱条件连续进样 6 针，

测得各指标成分色谱峰的峰面积，结果表明样品中

6 种指标成分峰面积 RSD 值在 0.98%～1.70%。 

2.1.6  重复性试验  精密称取球药隔重楼样品粉

末，按“2.1.3”项下方法制备 6 份供试品溶液，按

“2.1.1”项下色谱条件进样 10 μL，测得各指标成分

色谱峰的峰面积，结果表明样品中 6 种指标成分质

量分数的 RSD 值在 1.01%～1.92%。 

2.1.7  稳定性试验  精密吸取同一份球药隔重楼

样品粉末供试品溶液，按“2.1.1”项下色谱条件分

别于制样后 0、2、6、8、12、24 h 进样，测得各指

标成分色谱峰的峰面积，结果表明样品中 6 种指标

成分峰面积的 RSD 值在 1.05%～1.74 %，表明供试

品溶液在制备后 24 h 内稳定。 

2.1.8  加样回收率试验  精密称取球药隔重楼样品

粉末 0.25 g，精密加入等量的对照品，按“2.1.3”项

下供试品溶液制备方法平行制备 6 份样品溶液，测定

6 个指标性成分的含量，计算加样回收率，加样回收

率均在 95.72%～110.20%，RSD 为 0.99%～1.82%，

符合定量分析要求。 

2.1.9  样品含量测定  将“2.1.3”项下制得的 9 批

（每个组织部位 3 个生物学重复）供试品溶液，按

“2.1.1”项下色谱条件测定。 

2.2  转录组测序和分析 

2.2.1  文库构建和测序   利用 mirVana miRNA 

Isolation Kit（Cat. AM1561，InVItrogen，Thermo 

Fisher Scientific Inc.，美国）分别提取根茎、茎和叶

的总 RNA。RNA 用琼脂糖凝胶电泳检测降解和污
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染情况，NanoDrop 2000 spectrophotometer（Thermo 

Fisher Scientific，Waltham，MA，美国）检测 RNA

的纯度和浓度，Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent 

Technologies，Santa Clara，CA，美国）评估 RNA

的完整性。符合高通量测序质量要求后，委托上海

欧易生物医学科技有限公司采用 Illumina HiSeq X 

Ten platform（Illumina，美国）进行测序，文库的

构建采用 TruSeq Stranded mRNA LTSample Prep Kit

（Illumina，美国）试剂盒。 

2.2.2 数据质量控制与 de novo 组装  首先使用

Trimmomatic 软件进行质控并去除接头，在此基础上

过滤掉低质量碱基以及 N 碱基，最终得到高质量的

clean reads。使用 Trinity（version：2.4）软件 paired-end

的拼接方法，将 clean reads 拼接得到 transcript 序列，

根据序列相似性及长度，挑选出最长的 1 条作为

unigene。最终，利用 CD-HIT（identify＝98%）软件

聚类去冗余得到非冗余的 unigenes。 

2.2.3  Unigenes 功能注释和定量分析   利用

diamond 软件将 unigenes 的蛋白序列比对到 NR、

KOG、GO、Swiss-Prot、eggNOG、KEGG 数据库，

以及利用 HMMER 软件比对到 Pfam 数据库，对

unigenes 进行功能注释分析。使用软件 bowtie2 获

取每个样本中比对到 unigenes 上的 reads 数，同时

使用 eXpress 软件来计算 unigenes 在各样本中的基

因表达量（fragments per kilobase of exon model per 

million mapped fragments，FPKM）值。 

2.2.4  差异基因分析  利用 DESeq2 R package 软

件包筛选各样本间的差异基因（ differentially 

expressed genes，DEGs），筛选差异的条件为 P＜0.05

且差异倍数（foldchange）＞2，对差异表达基因做

KEGG 通路显著性分析。 

2.3  螺甾烷型重楼皂苷生物合成相关基因的筛选

和分析 

以 unigene 序列集为数据库，利用已发表三萜甾

体皂苷生物合成途径基因序列，进行 blast 检索，鉴

定球药隔重楼中的同源基因，采用 pearson 相关性算

法，计算上述同源基因与螺甾烷型重楼皂苷积累水

平的关系。对尚未解析皂苷母核糖基修饰的 UGTs，

首先依据 UGT 的隐马尔可夫模型（HMM）文件

（PF00201）进行 UGT 基因家族鉴定和功能分析，结

合上游已鉴定基因的表达模式和重楼皂苷定量分析

结果，筛选参与皂苷母核糖基修饰的候选 UGTs。运

用 TBtools 绘制基因不同组织相对表达量热图；运用

MEGA7 软件，选取 neighbor-joining 方法，bootstrap

为 1000 个重复，构建 UGTs 的系统发育进化树。 

2.4  qRT-PCR 

利用 RNA 提取试剂盒“FastPure® Universal Plant 

Total RNA Isolation kit（Vazyme，China）”从 9 份

RNA-seq 材料中提取 RNA，质量经检测符合要求后，

利用 HiScript® II Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA 

wiper) KitRNA 反转录试剂盒获取 cDNA，Primer6.0

软件设计引物，RT-PCR 检查引物特异性。qRT-PCR

实验采用 2×Taq Pro Universal SYBR qPCR Master 

Mix kit（Vazyme）试剂盒，具体操作按说明书进行。

qRT-PCR 体系为 10.0 μL：2×Taq Pro Universal SYBR 

qPCR Master Mix 5.0 μL，上游引物 0.20 μL，下游引

物 0.20 μL，cDNA 1.0 μL，ddH2O 3.6 μL，配制过程

在冰上完成。PCR 扩增程序为 95 ℃、30 s；95 ℃、

5 s，53 ℃、30 s，共 40 个循环；95 ℃、15 s，60 ℃、

60 s，95 ℃、15 s。以 actin 为内参基因，每个样品设

置 3 个生物学重复和 3 个技术重复。 

3  结果 

3.1  不同组织部位 6 个螺甾烷型重楼皂苷含量

测定 

经对建立的高效液相色谱（High-performance 

liquid chromatography，HPLC）方法学考察，结果

表明各方法学均符合要求，方法可用于相关重楼皂

苷的定量分析。含量测定结果表明，球药隔重楼中

含有薯蓣皂苷（重楼皂苷 I、II 和 V）和偏诺皂苷（重

楼皂苷 H、VI 和 VII）；重楼皂苷 I 在茎中没有检测

到；重楼皂苷 II 和 V 仅在根茎中检测到；重楼皂苷

H、VI 和 VII 在 3 个组织部位均检测到，重楼皂苷

H 在根茎中的质量分数超过了 30.0 mg/g，除重楼皂

苷 H 在茎和叶中差异不显著外，其余皂苷在各组织

部位间的含量差异显著（P＜0.05）；此外，除重楼

皂苷 VII 在叶中含量最高外，其余皂苷均在根茎中

积累水平最丰富（图 1）。以上结果表明球药隔重楼

的根茎、茎和叶是揭示螺甾烷型重楼皂苷生物合成

通路的理想材料。 

3.2  转录组测序和 de novo 组装 

球药隔重楼根茎、茎和叶的 9 个 cDNA 文库经

Illumina HiSeq X Ten 平台测序，获得了 66.78 Gb raw 

reads（数据 NCBI 查询号：PRJNA915171），质控后

得到 64.15 Gb clean reads，所有文库 raw_bases 中

Q phred 数值大于 30（Q30）的碱基数占总碱基的

百分比均超过 93%，表明所有样本文库均获得了高 
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 不同字母表示差异显著，P＜0.05 

Different letters indicate significant differences, P < 0.05 

图 1  6 个螺甾烷型重楼皂苷在球药隔重楼根茎、茎和叶中的含量 

Fig. 1  Total content of six spirostane-type polyphyllins in rhizome, stem and leaf tissues of P. fargesii

质量的 raw reads。由于缺乏参考基因组，数据经 de 

novo 拼接和去冗余后，最终获得 61 755 条非冗余

unigenes，平均长度为 971.5 bp，N50值为 1399 bp，

其中 38 070 条（61.65%）的长度大于 500 bp，19 867

条（32.19%）的长度大于 1000 bp。BUSCO 评估转

录本完整性，结果表明本课题组获得的 unigenes 集

覆盖了 BUSCO 库中的 87.9%，其中完全匹配且匹

配上一个（complete and single-copy BUSCOs，S）

的比例为 77.2%。Raw reads 质量和 BUSCO 评估结

果表明，本研究获得的转录组数据是可靠和有效的。 

3.3  转录本注释和功能归类 

61 755 条非冗余 unigenes 中 29 837 条

（48.32%）、21 328 条（34.54%）、6467 条（10.47%）、

17 726 条（28.70%）、26 812 条（43.42%）、18 557

条（30.05%）、16 641 条（26.95%）分别注释到 NR、

Swissprot、KEGG、KOG、eggNOG、GO 和 Pfam

库。经去冗余分析，共 30 263 条（49.0%）unigenes

至少在1个数据库中被成功注释到，3234条（5.23%）

unigenes 在 7 个数据库中均注释到。目前，重楼属

植物所在目百合目（Liliales）中没有一个物种进行

过基因组测序，因此本研究中超过 50%的 unigenes

不能被成功注释是可以理解的，这些未注释的基因

可能涉及未知的功能。 

18557 条注释到了 GO 数据库的 unigenes 中，

注释到“metabolic process”和“catalytic actiVIty”

的条数占比相对高于其他 GO 子类别（图 2-A），这

表明球药隔重楼中相当一部分基因参与物质代谢。

6467 条注释到了 KEGG 数据库的 unigenes 中，4066

条（62.87%）注释为“Metabolism”，其中归类为

“Metabolism of terpenoids and polyketides”的条数为

213，进一步分析发现，70 条注释为参与萜类化合

物骨架的生成，39 条注释为参与三萜的生物合成，

这些基因可能与螺甾烷型重楼皂苷的生物合成相关

（图 2-B）。 

3.4  差异基因分析 

根茎 vs 茎组有 14 056 个 DEGs，其中 5344 个

上调，8712 个下调；根茎 vs 叶组有 18 724 个 DEGs，

其中8259个上调，10 465个下调；叶 vs茎组有10806

个 DEGs，其中 5026 个上调，5780 个下调（图 3-A）。

分别对上调和下调的 DEGs 进行 KEGG 富集分析，

结 果 表 明 ，“ photosynthesis ”“ porphyrin and 

chlorophyll metabolism ”“ photosynthesis-antenna 

proteins”等植物光合作用、生长发育相关途径的基

因，主要在叶和茎中富集；“flavonoid biosynthesis”

“ flavone and flavonol biosynthesis”“ carotenoid- 

biosynthesis pathway”等次生代谢途径基因，也主

要在叶和茎中富集（图 3-B、C）。而与萜类化合物

上 游 代 谢 密 切 相 关 的 “ terpenoid backbone 

biosynthesis”的 DEGs，主要在根茎中富集，与三

萜重楼甾体皂苷下游代谢密切相关“ steroid 

biosynthesis”的 DEGs，也主要在根茎中富集（图

3-B、C），这与重楼皂苷主要在根茎中积累一致（图

1）。这些结果表明，球药隔重楼中螺甾烷型重楼皂

苷生物合成密切相关的基因可能属于这些 DEGs。 
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图 2  Unigenes 的 GO (A) 和 KEGG (B) 注释 

Fig. 2  Annotation of unigenes by GO (A) and KEGG (B) databases 

3.5  螺甾烷型重楼皂苷生物合成途径已鉴定基因

分析 

基于 KEGG 注释和蛋白编码区（ORF）完整性结

果，筛选到 26 条 unigenes 参与植物三萜类化合物共

同前体角鲨烯的生成。其中 8 条基因编码 MVA 途径

6 个关键酶[8-9]，包括 2 条乙酰辅酶 A 转乙酰酶

（acetyl-CoA acetyltransferase，AACT）、2 条甲羟戊二

酰 辅酶 A 合成 酶 （ hydroxy-methylglutaryl-CoA 

synthase，HMGCS）、1 条羟甲基戊二酰辅酶 a 还原

酶（hydroxymethylglutaryl-CoA reductase，HMGCR）、

1 条甲羟戊酸激酶（mevalonate kinase，MVK）、1 条

磷酸甲羟戊酸激酶（phosphomevalonate kinase，

mvaK2）和 1 条 mevalonate diphosphate decarboxylase

（MVD），这 6 个关键酶最终催化形成异戊烯基焦磷酸

（isopentenyl pyrophosphate，IPP）；10 条基因编码

MEP 途径 7 个关键酶[8-9]，包括 3 条 1-脱氧-D-酮糖 5-

磷酸合成酶（1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase，

DXS）、1 条 1-脱氧-D-酮糖 5-磷酸还原异构酶

（1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase， 

DXR）、1 条 2-C-甲基-D-赤藓糖醇 4-磷酸胞苷基转移

酶 （ 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyl- 

transferase，ispD）、2 条 4-二磷酸胞苷-2-甲基-D-赤藓

糖醇激酶（4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol 

kinase，ispE）、1 条 2-C-甲基-D-赤藓糖醇 2,4-环二磷

酸合酶（2-C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate 

synthase，ispF）、1 条（E）-4-羟基-3-甲基丁-2-烯基

二 磷 酸 合 成 酶 [(E)-4-hydroxy-3-methylbut-2- 

enyl-diphosphate synthase，ispG]、1 条(E)-4-羟基-3- 

基
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A-DEGs 统计柱状图  B-表达上调 DEGs 的 KEGG 注释  C-表达下调 DEGs 的 KEGG 注释 

A-statistical histogram of DEGs  B-KEGG functional classification of up-regulation DEGs  C-KEGG functional classification of down-regulation DEGs 

图 3  DEGs 分析 

Fig. 3  Analysis of DEGs

甲基丁 -2- 烯基二磷酸还原酶 [(E)-4-hydroxy-3- 

methylbut-2-enyl diphosphate reductase，ispH]，这 7 个

关键酶最终催化形成 IPP 和二甲基丙烯基二磷酸

（dimethylpropyl diphosphate，DMAPP）；此外，还包

括了 1 条 IDI，该基因可使上述 MEP 和 MVA 途径生

成的 IPP 与 DMAPP 间相互转化，以及 5 条法呢基焦

磷酸合酶（farnesyl diphosphate synthase，FPPS），FPPS

可利用 IPP 与 DMAPP 为底物，生成倍半萜的共同前

体 FPP，最终 2 分子的 FPP 在 SQS 的催化下，形成

植物三萜类化合物共同前体角鲨烯，本研究注释到

了 1 条 SQS 基因（图 4）。基因表达量结果表明，

MVA途径基因和 IDI基因在根茎中的表达量显著高

于茎和叶，而 MEP 途径基因在叶中高度表达，而

螺甾烷型重楼皂苷主要在根茎中富集，这表明球药

隔重楼中螺甾烷型重楼皂苷生物合成所需的 IPP 和

DMAPP 可能主要来自 MVA 途径，这与三萜类化合

物生物合成主要由 MVA 途径参与的结果一致[29]。 

基于已发表催化形成螺甾烷型甾体母核的文献

报道（表 1），利用同源基因 blast 的检索方法，去

除不完整 ORF 及同源性≤80%的 unigenes，最终筛

选到 17 条 unigenes 参与后续螺甾烷型重楼皂苷母

核“薯蓣皂苷元”的生成，其中 2 条 SQE、1 条 CAS、

1 条 SMO1-3、1 条 CPI-5、1 条 CYP51G、1 条

C14-R-2、1 条 8,7SI-4、1 条 C5-SD1、2 条 7-DR1、

1 条 SSR1-3、2 条 CYP90G4、1 条 CYP94D108、1

条 CYP94D109 和 1 条 CYP72A616，在这些基因的

共同催化下，最终生成了薯蓣皂苷元（图 4）。而参

与皂苷元侧链寡糖基的催化基因，报道了葡糖基化

皂苷元 C3-OH 的 UGT73CR1 、UGT80A40 和

UGT80A41，2′-O-鼠李糖基化的 UGT73CE1，以及

6′-O-葡萄糖基化的 UGT91AH1 和 UGT91AH2，本

研究分别同源 blast 到了 1 条相关基因的同源序列。

基因表达量结果表明，下游基因主要在根茎中高表

达，这与螺甾烷型重楼皂苷主要在根茎中富集的结

果一致；而末端的 CYP94D109、CYP72A616、

UGT73CR1、UGT80A40、UGT80A41、UGT91AH1  
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实线箭头为已验证的步骤，虚线为未验证步骤 

Solid arrows are verified steps, dotted lines are unverified steps 

图 4  螺甾烷型重楼皂苷生物合成途径及基因表达分析 

Fig. 4  Biosynthetic pathway of spirostane-type polyphyllins and analysis of gene expression 
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表 1  同源基因检索所用基因清单及相关信息 

Table 1  List of genes used for homologous gene blast and relevant information. 

基因名 查询号 物种    文献 

SQS UQX95164 Paris polyphylla Smith var. yunnanensis 10 

SQE AT1G58440 A. thaliana 11 

CAS MN368727.1 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 12 

SMO1-3 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

SMO2-2 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

CPI-5 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

CYP51G − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

C14-R-2 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

8,7SI-4 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

C5-SD1 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

7-DR1-1 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

SSR1-3 − P. polyphylla Smith var. yunnanensis 14 

CYP90G4 MK636702.1 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 22 

CYP94D108 MK636703.1 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 22 

CYP94D109 MK636704.1 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 22 

CYP72A616 MK636705.1 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 22 

UGT73CR1 OL654231.1 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 12 

 

 
UGT80A40 OP198194 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 23 

UGT80A41 OP198195 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 23 

UGT73CE1 OP198196 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 23 

UGT91AH1 OP198197 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 23 

UGT91AH2 OP198198 P. polyphylla Smith var. yunnanensis 23 
 

和 UGT91AH2 基因，在根茎中的表达量相对较低，

可能是这些基因除参与螺甾烷型重楼皂苷合成外，

还有其他更重要的生物学功能。此外，本研究在球

药隔重楼中检索到的同源基因的编码区氨基酸序

列，与在云南重楼中验证的同源基因高度同源，表

明螺甾烷型重楼皂苷生物合成途径基因在重楼属植

物中高度保守。 

3.6  螺甾烷型重楼皂苷与其生物合成途径基因相

关性分析 

使用 pearson 相关性计算方法，对螺甾烷型重

楼皂苷的积累水平与其生物合成途径基因表达水平

进行了关联性分析，结果见图 5。由图可知，IDI、

8,7SI-4、CYP90G4、SMO2-2、C5-SD1、CYP51G、

C14-R-2、HMGCR、CPI-5、CYP94D108、CAS、

HMGCS、SMO1-3、SSR1-3、SQS、ispH 和 DXR 等

17 个已知途径中的基因表达水平与螺甾烷型重楼

皂苷的积累存在显著的正相关性，而 ACCT 基因的

表达水平似乎负调控螺甾烷型重楼皂苷的积累。 

3.7  螺甾烷型重楼皂苷生物合成途径中 UGT 的筛

选与分析 

螺甾烷型重楼皂苷的结构差异主要来自侧链

的寡糖基，寡糖基的形成可能需要多个 UGT 基因

的参与，但仅 UGT73CR1 被研究报道[12]。因此，

我们结合上述皂苷的定量数据、转录组数据和已鉴

定合成途径基因分析结果，筛选潜在参与螺甾烷型

重楼皂苷糖基化的 UGT 基因。首先，基于球药隔

重楼 unigenes 的 CDS 数据库和 UGT 的 HMM 文件

（PF00201），共检索得到 75 条 UGTs，其中 61 条

有完整的 ORF。在糖基转移酶（GT）命名系统指

导下[30]，结合拟南芥和玉米中 UGTs 的分类[31-32]，

对 61 条 PfUGTs 进行了系统命名和分类，最终将

PfUGTs 分类到 16 个 UGT 家族，即 UGT72、

UGT73、UGT74、UGT75、UGT78、UGT80、UGT83、

UGT84、UGT85、UGT87、UGT88、UGT89、UGT90、

UGT91、UGT92 和 UGT93。其次，对 61 条 PfUGTs

在球药隔重楼根茎、茎和叶中的表达模式进行分

析，结果表明，PfUGTs 的表达模式可分为根茎中

相对高表达（I 类）、茎中相对高表达（II 类）、茎

叶中均相对高表达（III 类）和叶中相对高表达（IV

类）4 类，分别有 15 条、12 条、8 条和 26 条基因

（图 5）。螺甾烷型重楼皂苷定量分析和皂苷母核合

成途径基因表达分析结果表明，螺甾烷型重楼皂苷

主要在根茎中积累（图 1），同时皂苷母核合成途

径关键基因在根茎中相对高表达（图 4）。因此， 
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图 5  螺甾烷型重楼皂苷与合成途径基因表达相关性分析 

Fig. 5  Correlation analysis among spirostane-type 

polyphillins and related biosynthesis pathway gene 

expression 

推测参与皂苷母核糖基修饰的 PfUGTs 可能也在根

茎中相对高表达，故 I 类中的 15 条 PfUGTs 可能参

与了皂苷母核后期的糖基化修饰。此外，重楼皂苷

I、H 和 VII 在叶片中也有较高的积累水平，特别

是重楼皂苷 VII 在叶中积累最高，且在重楼属植物

中功能验证的 UGT73CR1、UGT73CE1、UGT91AH1

和 UGT91AH2 基因在叶片中高表达，故认为在叶

片中相对高表达且与 UGT73CR1、UGT73CE1、

UGT91AH1 和 UGT91AH2 存在相同表达模式的 34

条Ⅲ和Ⅳ类 PfUGTs，也是潜在的候选基因。植物

源 UGT 的研究表明，参与三萜类化合物糖基化的

UGTs 主要属于 A 组的 UGT91 和 UGT94、D 组的

UGT73、E 组的 UGT71、L 组的 UGT74 和 UGT75、

P 组的 UGT720 家族 [32]。上述筛选到的 49 条

PfUGTs（I、Ⅲ和Ⅳ类）中，有 2 条属于 UGT91

家族，有 24条属于UGT73家族，有 3条属于UGT74

家族，有 1 条属于 UGT75 家族（图 6）。 

进一步将 61条 PfUGTs与其他物种中已鉴定功

能的 UGTs 构建混合系统发育树，发现来自苦荞麦

Fagopyrum esculentum L. 和矮牵牛花 Petuniax 

hybrida L.能识别 UDP-鼠李糖作为糖基供体的

FeUGT79A8[33] 和 PhUGT79A1[34] ， 来 自 黄 芩

Scutellaria baicalensis L.能利用 UDP-葡萄糖醛酸

作为糖供体的 UBGAT[35]，以及来自拟南芥可利用 

 

各组织表达量值为 3 个重复的平均值；红星号的为重楼属植物中

功能验证的 UGT 基因 

Expression values for each tissue are the average of three 

replicates; Red asterisks are functionally verified UGT genes in 

the plant in Paris 

 图 6  PfUGTs 在根茎、茎和叶中的热图分析 

Fig. 6  Heatmap of PfUGTs in rhizome, stem and leaf 

tissues 

UDP-木糖作为糖供体的 AtUGT78D1[36]，与 PfUGTs

成功构建了混合发育树（图 7 ）。这表明与

FeUGT79A8 和 PhUGT79A1 高度聚合的 A 组

PfUGT91 家族基因，可能是球药隔重楼中其他识别

UDP-鼠李糖作为糖基供体的 UGTs；与 UBGAT 高

度聚合的 E 组 PfUGT72 和 PfUGT88 家族基因可

能 是 识 别 UDP- 葡 萄 糖 醛 酸 的 UGTs ； 与

AtUGT78D1 高度聚合的 F 组 PfUGT78D1 基因可

能是识别 UDP-木糖的 UGTs。有趣的是，螺甾烷

型重楼皂苷的糖基化十分复杂，包括葡萄糖基化、

鼠李糖基化、木糖化等，故这些家族的基因也是

值得关注的。 
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红色星号标识的是来自其他物种的 UGT，绿色正方形表示 bootstrap 值超过 50% 

The red asterisk identifies UGT genes from other species, and the green square indicates a bootstrap value of more than 50% 

图 7  PfUGTs 系统发育树分析 

Fig. 7  Phylogenetic tree of PfUGTs 

3.8  qRT-PCR 验证基因表达的可靠性 

为了确认 RNA-seq 结果的可靠性，选取了螺甾烷

型重楼皂苷合成途径中的 5 个关键酶基因（CAS、

DXR、HMGCR、SQE 和 SQS），以及筛选的 3 个 UGTs

基因（PfUGT73CR1、PfUGT73B1 和 PfUGT75C1）进

行 qRT-PCR 定量分析。qRT-PCR 的引物见表 3。 

实验结果表明，8 个基因的 qRT-PCR 定量结果

和转录组测序获得的 FPKM 值在球药隔重楼中根

茎、茎和叶中的表达趋势相似（图 8），这表明转录

组测序结果是可靠的。 

表 3  qRT-PCR 引物序列及产物大小 

Table 3  List of primer sequences for qRT-PCR and product size  

基因 上游引物 (5’-3’) 下游引物 (5’-3’) 产物长度/bp 

Actin TTGTGCTCGATTCCGGTGAT CAGAGGAACTGCTCTTCGCA 255 

CAS GCGAAGGAGAATCCGGTTGA CTTTCTGCATAGCCCCGTCA 400 

DXR TGAAGCAGGACGCAAGTCAT CTGTGACAGCATCTGGGTGT 317 

HMGCR GCTGGGAGGAATCTCTACGC GCAATGAAGATGGCGGACAC 374 

PfUGT73B1 CCTGATCGGATCGAGCTCAC GATTAGCTGCGCGATTGTGG 360 

PfUGT75C1 CCCGTAAGCTGGTAAGCTCC GAGGAGATGCCGAGGTCTTG 310 

SQE TCTCCTTAAGCCGTTGCCTG GCGAAGGGAATGGCAGTAGT 323 

SQS TCCCCAGATCATGGCAATCG GGCGAGAATGGCAAACAAGA 358 

PfUGT73CR1 CTACGCGAAGGCGATAGGTT TGTCACGAATCCTCCAACCG 397 
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图 8  qRT-PCR 验证转录组测序数据 

Fig. 8  qRT-PCR validation of RNA sequencing data

4  讨论   

通常，植物合成特定的次生代谢产物帮助其

适应逆境，如食草动物损伤和微生物感染可以刺

激植物防御类化合物的积累[37]。三萜皂苷类次生

产物具抗菌、杀虫、抗草食、植物毒性等广泛的生

物活性[1,3,38]。相比其他重楼属植物，球药隔重楼更

喜生长于易被微生物和蚊虫感染的阴湿环境，富含

螺甾烷型三萜皂苷类成分可能是其遗传特性和环境

互做的结果。参与螺甾烷型三萜皂苷生物合成的基

因表达和该类成分的 HPLC 定量结果，反映了球药

隔重楼茎、叶和根茎在该类皂苷生物合成和积累中

的不同作用。本研究中，螺甾烷型三萜皂苷总体上

在根茎中积累水平比较高，这与云南重楼等其他同

属植物测定结果一致[6-7,26]，但偏诺皂苷在球药隔重

楼中积累更加丰富，如其他重楼中很难检测到的重

楼皂苷 VI[7,39]。此外，茎和叶中也积累了一定数量

的三萜皂苷，特别是重楼皂苷 VII。因此，球药隔

重楼是偏诺皂苷类成分来源的理想植物材料，同时，

地上部分具有资源替代利用的潜力。 

2010 年，Pellicer 等[40]用流式细胞仪分析日本

重楼 Paris japonica，发现其基因组大小高达约 150 

Gb，是最大的真核生物基因组之一，可见重楼属植

物在植物进化过程中占有举足轻重的作用，巨大的

基因组也制约了该属植物基因组的获取，因此，关

于该属植物基因层面的研究主要集中于转录组和叶

绿体基因组等。Gao 等[26]利用 RNA-seq 技术对云南

重楼营养期和果期的叶和根茎分别进行转录组测

序，拼接获得了 85 677 条 unigenes，N50 为 668 bp，

仅 34 020 条（39.71%）unigenes 被成功注释。Yang

等[41]同样利用 RNA-seq 对华重楼花期的根、根茎、

茎、叶和花进行转录组测序，获得了 57 537 条

unigenes，N50 为 664 bp，平均长度为 992 bp，

有 33 449 条（58.13%）被成功注释。本研究获得了

球药隔重楼的 61755 条非冗余 unigenes，平均长度

为 971.5 bp，N50 为 1399 bp，30 263 条（49.0%）

unigenes 被成功注释，三萜皂苷生物合成途径基因

分析中，除 3-SR 基因未检测到外，其余通路基因均

同源 blast 到，以上结果表明本研究的 RNA-seq 转

录组数据，用于研究重楼三萜皂苷合成途径基因是

科学可靠的，亦可为今后该品种的分子研究提供一

定的数据支撑。 

三萜重楼甾体皂苷下游合成密切相关的

“steroid biosynthesis”的 DEGs 主要在根茎中富集，

合成途径下游关键基因也主要在根茎中表达；

“terpenoid backbone biosynthesis”途径和“steroid 

biosynthesis”途径不仅是三萜重楼甾体皂苷生物合
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成的中间步骤，也是类胡萝卜素生物合成不可缺少

的步骤[42]，而类胡萝卜素生物合成相关基因主要在

叶和茎中高表达。此外，油菜素甾醇代谢途径

（brassinosteroid biosynthesis）也需要消耗三萜甾体

途 径 的 中 间 产 物 [43] ， 而 “ Brassinosteroid 

biosynthesis”途径基因主要在叶和茎中高表达。这

些因素可能限制了叶片和茎生物合成重楼甾体皂苷

的能力。三萜甾体皂苷生物合成途径中的关键酶基

因研究表明，MVA 途径中的 HMGCR 和甾体类化

合物下游代谢总开关的 CAS 为代谢途径上的限速

酶[44]；此外，最近在本氏烟草中异源合成胆甾烯醇

的研究表明，SSR1-3、SMO1-3、CPI-5、CYP51G、

SMO2-2和C5-SD1对胆甾烯醇的合成有显著影响[14]；

而本研究中除上述 8 个关键酶外，发现 IDI、8,7SI-4、

CYP90G4、C14-R-2、CYP94D108、HMGCS、SQS、

ispH 和 DXR 也可能显著影响着重楼三萜甾体皂苷

的积累，这些关键酶可作为实现人工精准调控重楼

皂苷积累的潜在靶标基因。Hua 等[12]利用 PacBio

三代测序平台对云南重楼进行了全长转录组测序，

从 39 875 条 unigenes 中鉴定到了 199 条 UGTs，系

统发育分析将其分到 11 个不同的组（A～E、I、J、

L、O、P 和 OG），其中 D 组的 UGT73 家族成员最

多。本研究中，仅鉴定到 61 条 UGTs，这可能是重

楼属 UGT 基因在不同生长期的转录水平有巨大差

异导致（本研究仅检测了果期，而全长转录组检测

多个时期），也可能是因球药隔重楼和云南重楼的遗

传背景差异所致。此外，本研究中 61 条 UGTs 划分

到了 13 个不同的组（A～G、I、J、L、M、O 和

OG），较云南重楼多了 F、G 和 M 组，缺失了 P 组，

这表明球药隔重楼 UGT 基因较云南重楼发生了明

显的分化，可能是该植物三萜皂苷较同属其他植物

差异的原因之一，球药隔重楼中 D 组 UGT73 家族

的成员也是最多的，这与前人研究结果一致[12, 32]。

已有研究表明，OG 组的 UGT 成员主要负责修饰甾

醇和脂类化合物[45-46]，螺甾烷型重楼皂苷属于三萜

甾醇类皂苷，因此该组的 UGT 基因（即 UGT80 家

族）也是值得重点关注的。 
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