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基于蟾蜍分泌腺转录组对蟾蜍二烯酸内酯合成途径关键基因的挖掘  

张灵迂，王普庆，周罗静，高继海，侯飞侠* 

成都中医药大学药学院 西南特色中药资源国家重点实验室，四川 成都  611137 

摘  要：目的  挖掘蟾蜍二烯酸内酯（bufadienolides，BDs）生物合成途径的关键基因。方法  使用激光捕获显微切割技术

捕获中华大蟾蜍分泌腺[耳后浆液腺（CE）、皮肤浆液腺（CK）和皮肤粘液腺（CN）]为实验材料，在 DNBseq 测序平台进

行转录组测序，并进行生信分析及对转录组结果进行验证。结果  共得到 63.01 Gb 原始数据和 4 550 个差异基因，其中 CE

和 CK 共有上调差异基因 880 个，其 GO 和 KEGG 富集显示主要在甾类激素生物合成、胆汁酸合成和 C21 类固醇生物合成等

功能；CN 上调差异基因主要富集在蛋白质糖基化、细胞黏结、体液免疫应答等功能。在 CE、CK 组上调的差异基因富集结

果中发现有 28 种与 BDs 合成相关的物质的代谢、合成及运输等功能，且参与调控的基因有 94 个。对上述基因进行蛋白互

作网络分析（protein-protein interaction network，PPI）分析，结果显示，94 个基因中有 34 个存在互作关系，其中基因 AMACR、

HSD17B4、SCP2 及 ACOT8 参与调控胆汁酸合成，基因 LOC122926609 参与调控石胆酸结合，结合文献分析，作者认为初

级胆汁酸合成途径是 BDs 合成的下游途径，石胆酸可能是 BDs 类成分的重要前体。进一步将存在互作关系的基因关联

到表达量矩阵中，结果显示大部分基因在样品 CE 和 CK 组中的表达量均大于 CN 组，且上述 5 个基因的表达趋势一致

（CE、CK＞CN），认为这几个基因是调控 BDs 的下游合成途径的关键基因。在上述基础上选取 9 个与 BDs 合成相关的基因

进行 qRT-PCR 分析，结果与转录组测序基因表达趋势一致，认为该结果具有准确性。结论  完成了中华大蟾蜍分泌腺的转

录组研究，推测出 BDs 下游合成途径的关键基因，为蟾毒内酯类化合物的生物合成途径研究提供了丰富的参考数据，也为

深入研究该类化合物生物合成的分子机制奠定了基础。 
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Abstract: Objective  To explore the key genes of bufadienolides (BDs) biosynthesis pathway. Methods  The secretory glands of 

Bufo bufo gargarizans [retroauricular serous glands (CE), dermal serous glands (CK) and dermal mucous glands (CN)] were 

captured by laser capture microdissection technology as experimental materials. Transcriptome sequencing and biogenic analysis 

were performed on DNBseq sequencing platform, and the transcriptome results were analyzed and verified. Result  A total of 

63.01Gb of original data and 4 550 differential genes were obtained. There were 880 up-regulated differential genes of CE and CK, 

and their GO and KEGG enrichment showed that they were mainly involved in steroid hormone biosynthesis, bile acid synthesis and 

C21 steroid biosynthesis. CN up-regulated differential genes were mainly concentrated in protein glycosylation, cell bonding, 

humoral immune response and other functions. In the up-regulated differential gene enrichment results of CE and CK groups, 28 

kinds of substances related to BDs synthesis were found to have functions such as metabolism, synthesis and transportation, and 94 

genes were involved in regulation. PPI analysis of the above genes showed that 34 of the 94 genes had interaction, among which 

AMACR, HSD17B4, SCP2 and ACOT8 were involved in the regulation of bile acid synthesis, and LOC122926609 was involved in 

the regulation of lithic acid binding. Combined with literature analysis, the authors suggest that the primary bile acid synthesis 
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pathway is the downstream pathway of BDs synthesis and lithic acid may be an important precursor of BDs components. The genes 

with interaction relationship were further associated into the expression matrix, the results showed that the expression levels of most 

of the genes in the CE and CK groups were higher than those in the CN group, and the expression trend of the above five genes was 

consistent (CE, CK > CN). It was considered that these genes were the key genes regulating the downstream synthesis pathway of 

BDs. Any 9 genes related to BDs synthesis were selected for qRT-PCR analysis, and the results were consistent with the gene 

expression trend of transcriptome sequencing, which suggested that the transcriptome results were accurate. Conclusion  The 

transcriptome of the secretory gland of Bufo bufo gargarizans was studied, and the key genes of the downstream synthesis pathway 

of BDs were speculated, which provided rich reference data for the biosynthesis pathway of bufalin compounds, and laid a 

foundation for further study of the molecular mechanism of the biosynthesis of bufalin compounds. 

Key words: Bufo bufo gargarizans Cantor; secretory gland; bufadienolides; downstream path; key gene 

蟾酥是蟾蜍科动物中华大蟾蜍 Bufo bufo 

gargarizans Cantor 或黑眶蟾蜍 Bufo melanostictus 

Schneider 皮肤腺体的干燥分泌物。蟾蜍皮肤存在 2

种外分泌腺：一种是黏液腺又称腺泡腺[1-2]，负责产

生黏多糖和黏蛋白多糖，黏多糖自发的分泌能使皮

肤保持湿润；另一种是浆液腺又称为合胞腺[1]，腺

中充满肽类、胍衍生物、生物胺、甾体以及生物碱

等内含物 [3]，其中甾体类物质蟾蜍二烯酸内酯

（bufadienolides，BDs）是蟾蜍抵御天敌的主要毒性

物质，也是蟾酥主要的药效成分[4]。BDs 在细胞中

作为一种 Na+，K+-ATP 酶抑制剂[5]，可增加细胞内

钙浓度，破坏细胞内钙稳态，并诱导不同类型的细

胞凋亡，是重要的抗癌药物[6-7]。目前 BDs 的主要

获取途径是从蟾酥中提取，此方法依靠野生蟾蜍为

主要原材料，势必会造成野生蟾蜍的衰退甚至灭绝。

微生物转化和化学合成是替代从野生蟾蜍提取 BDs

的重要手段，但目前关于 BDs 生物合成途径的研究

较少，导致现阶段对其合成的分子机制仍不清楚。 

目前 BDs 合成途径研究显示，胆固醇是该类化

合物的前体物质[8]，涉及的基因家族包括 CYP450、

UGTs、ATS 等；涉及的关键酶有 SRD5β、3β-HSD

和 CYP11A1 等，研究人员从蟾蜍耳后腺中克隆了

3β-羟基类固醇脱氢酶（3βHSD）和类固醇 5β-还原

酶（5βSRD）[9-10]，并推测这 2 种酶是将 BDs 母核

A/B 环转化为顺式构型的关键酶，其中 3βHSD 是类

固醇生成组织中孕酮、雌激素和雄激素生物合成的

重要步骤，可分别催化孕烯醇酮和脱氢表雄酮转化

为孕酮和雄烯二酮；5βSRD 催化孕酮为孕烯醇酮，

可以将孕酮还原为 5β-二氢孕酮；CYP11A1 在工程

酵母试验中被鉴定为切割胆固醇侧链的酶[11]。这些

结果推动了 BDs 类化合物合成途径的研究进展，但

到目前为止，人们对其合成途径中诸多中间体转化

所涉及的基因和酶的了解仍处于初级阶段，还需进

一步挖掘和研究。 

现代研究认为，不同细胞之间基因的表达水平

及其功能存在显著差异[12]。激光捕获显微切割（laser 

capture microdissection，LCM）是一种在不丢失空

间信息的情况下探索局部细胞群体的强大技术[13]，

结合转录组研究可以在空间上探索细胞群体的基因

表达情况。目前此技术在医学、农学和微生物感染

等领域有所应用[14-16]，而在天然药物的应用较少。

本研究利用此技术捕获了中华大蟾蜍背部疣粒的浆

液腺和黏液腺细胞以及耳后腺中浆液腺细胞，并利

用微量建库的方法完成了 3 种分泌腺细胞的转录组

研究。课题组推测，浆液腺中的上调基因可能与 BDs

的合成有关，以此筛选该类化合物合成途径的关键

基因，探讨 BDs 生物合成的分子机制。 

1  材料 

中华大蟾蜍样品捕获于课题组自养 2 年龄材

料，经成都中医药大学侯飞侠副教授鉴定为中华大

蟾蜍 Bufo bufo gargarizans Cantor。 

2  方法 

2.1  样品采集和前处理 

样品经无菌水洗净，乙醚麻醉后剪取皮肤，挑

取背部疣粒和耳后腺体，置于磷酸缓冲盐

（phosphate buffered saline，PBS）溶液中洗净，放

入盛有 OCT 包埋剂的包埋盒中，立即放入液氮速冻

后置于−80 ℃冰箱中保存备用，实验设置 3 个重复。 

2.2  蟾蜍腺体切片制备和显微观察 

冷冻组织置 Thermo 冷冻切片机中切片，切片

厚度 10～15 m。采用连续切片法，选取厚薄均匀、

完整的切片，用 75%～90%梯度酒精洗脱固定后染

色。染色方法如下：苏木素染色 2～3 min，蒸馏水

洗去浮色，分化液 3 min，伊红染色 3 s，蒸馏水洗

去浮色，梯度乙醇（90%～75%）洗脱，风干，光

学显微镜下观察。 
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2.3  激光显微切割捕获分泌腺 

冷冻切片在无酶水中洗去包埋剂，浸泡在无水

乙醇：冰乙酸（19∶1）溶液中固定 2～3 min，使

用 LeicaDFC7000T 激光捕获显微切割仪器进行目

标材料捕获。实验前调试焦距和激光强度等参数，

选择合适的绘图工具分别切下耳后腺中浆液腺

（CE）、背部疣粒中粘液腺（CN）和浆液腺（CK）

3 种分泌腺，每种分泌腺细胞数量不少于 5 000 个。

使用含细胞裂解液的无酶 PCR 管收集捕获的细胞，

瞬时离心，−80 ℃冷冻后用于转录组测序。 

2.4  转录组建库和测序 

采用 DNBSEQ Low Input Smart-Seq Eukaryotic 

mRNA library 方法对捕获的分泌腺细胞进行建库，

利用 DNBSEQ 和 PE100 方法测序。通过 SOAPnuke

软件清除原始数据里包含接头，未知碱基（N 含量

大于 5%）以及低质量的 reads，获得 Clean reads。 

2.5  生物信息学分析 

2.5.1  转录组数据的质控、比对和定量分析  利用

FastQC、Fastp 软件对 Clean reads 进行质量评估及

剪切、过滤接头和低质量序列，得到高质量 clean 

data。使用 STAR-2.6.1b[17]软件将转录本比对在参考

基因组中（ASM1485885v1），计算每个样品的比对

率。用 featureCounts（1.6.0）[18]计算定量获得表达

矩阵。用 R 软件包 DESeq2 根据原始表达矩阵构建

dds 矩阵，计算差异表达基因及对样品做主成分分

析，使用伪发现率（false discovery rate，FDR）来

校正多次检测的 P 值（FDR≤0.05），并使用表达水

平差异的倍数的双对倍数（log2FC）来确定基因表

达的显著性差异（log2FC≥2）。 

2.5.2  差异基因的功能富集分析  注释序列用蛋白序

列（GCF-014858855.1-ASM1485885v1- protein.faa）在

eggnog-mapper[eggNOG-mapper (embl.de)]网站中注

释，作为 GO 富集的背景基因集，使用 clusterProfiler

（4.4.4）R 包[19]进行GO 富集分析。同时将蛋白序列上

传到KAAS [KAAS-KEGG Automatic Annotation Server 

(genome.jp)] 数 据 库 中 ， 用 单 向 最 佳 命 中 率 

（single-directional best-hit，SBH）方法，以非洲爪蟾

Xenopus laevis、热带爪蟾Xenopus tropicalis、南非爪蟾

Nanorana parkeri 和人Homo sapiens 作参考物种，预测

功能并建立 KEGG 背景基因集，使用 clusterProfiler

（4.4.4）R 包进行KEGG 富集分析。 

2.5.3  蟾酥药效成分合成相关基因的蛋白互作分

析和表达量分析  根据差异基因的GO 和 KEGG 富

集分析结果，结合 PubMed 文献库检索挑选出与甾

体激素合成、类固醇合成代谢胆汁酸合成等相关功

能和通路的基因，并在 STRING[STRING: functional 

protein association networks (string-db.org)]网站中，

以非洲爪蟾为参考背景建立蛋白互作网络，并用

Cytoscape（3.7.1）[20]绘制网络图。 

选取上述分析后存在互作关系的基因，关联到

样 品 表 达 量 矩 阵 中 ， 使 用 微 生 信 网 站

（ https://bioinformatics.com.cn/plot_basic_ballon_plot_0

48）的小工具绘制表达量气泡图。 

2.6  荧光定量 PCR 验证 

选取转录组中识别的 9个参与BDs合成相关差

异表达基因，进行荧光定量 PCR（qRT-RCR）验证。

以测序实验同批次样品的 cDNA 为模板，使用

GAPDH 为内参基因，利用 CDS 序列和 Primer 5 软

件设计 qRT-RCR 特异性引物。采用 SsoFastTM Eva 

Green Su-peremix（Bio-Rad，USA）进行定量表达

检测，采用 2−ΔΔCt 方法计算基因的相对表达量。 

3  结果与分析 

3.1  中华大蟾蜍分泌腺显微观察 

中华大蟾蜍背部疣粒的分布呈现从脊椎向两侧

外延逐渐减少的趋势（图 1-a）。耳后腺显微切片观

察发现其中的浆液腺形态呈椭圆形，几乎充满真皮

层，腺体呈一字型紧密分布，两侧的浆液腺形态较

小，中间的较大（图 1-b），其外围分布大量的分泌

细胞（图 1-c）。背部疣粒切片可观察到疣粒中央散

在分布有 2～4 个较大的圆形浆液腺（图 1-d），表

皮下方分布 2～6 个圆形的粘液腺（图 1-e）。 

3.2  转录组测序与比对结果 

实验测得 9 个样品共计 clean reads 63.01 Gb，平

均 GC 含量 44.45%，平均 Q20 96.85%，与参考基因组

（ASM1485885v1）的平均比对率为 74.87%（表 1）。

背景基因集注释了 26 064 条 GO terms，24 823 KEGG

通路，注释和比对质量较好，可用于后续实验。 

3.3  差异基因表达分析及富集结果 

3.3.1  差异基因表达基因分析  主成分分析显示各

生物学重复的样本聚集，可得知每组样本之间具有特

异性，表明了数据的可靠性（图 2-a）。3 种分泌腺中

共检测到 4 550 个差异基因（DEGs），其中样品 CE

较 CK 上调 62 个基因，下调 254 个基因（图 2-b）；

CE 较 CN 上调 1 062 个基因，下调 713 个基因（图

2-c）；CK 较 CN 上调 1 744 个基因，下调 712 个基因

（图 2-d）；CE 和 CK 共有上调基因 880 个。
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a-中华大蟾蜍形态，b-耳后腺显微结构（10×5），c-耳后腺浆液腺显微结构（10×20），d-背部疣粒显微结构（10×10），e-背部疣粒粘液腺显

微结构（10×40）。 

a-morphology Bufo bufo gargarizans, b-the microscopic structure of retroauricular glands (10 × 5), c-the microscopic magnification of the retroauricular serous 

glands (10 × 20), d-the microscopic structure of the dorsal wart granules (10 × 10), e-the microscopic structure of the dorsal wart granules mucous glands (10 × 40). 

图 1  中华大蟾蜍形态及分泌腺显微结构图 

Fig. 1  Morphology and secretory gland microstructure of Bufo bufo gargarizans 

表 1  中华大蟾蜍分泌腺转录组测序及比对数据 

Table 1  Transcriptome sequencing and comparison data of secretory gland of Bufo bufo gargarizans 

样品名 高质量读段 有效数据量 Q20/% GC/% 比对率/% 

CE1 36 109 934 7 221 986 800 96.64 44.80 75.76 

CE2 27 576 380 5 515 276 000 96.57 44.83 74.74 

CE3 31 713 520 6 342 704 000 96.88 44.79 74.74 

CK1 35 211 188 7 042 237 600 96.42 44.36 74.01 

CK2 36 016 109 7 203 221 800 96.99 44.83 76.10 

CK3 28 404 783 5 680 956 600 96.78 44.74 75.18 

CN1 36 121 513 7 224 302 600 96.98 43.94 73.62 

CN2 36 010 299 7 202 059 800 97.11 43.87 74.13 

CN3 36 036 680 7 207 336 000 97.27 43.91 75.58 
 

3.3.2  差异基因富集分析  将差异基因进行 KEGG

和 GO 富集分析以深入了解差异基因的生物学功能。

结果显示，样品 CK 和 CE 共有 316 个 DEGs，其中

CK 较 CE 上调 DEGs 254 个（P＜0.05，log2FC≥2），

GO 富 集 主 要 涉 及 含 吡 啶 化 合 物 的 代 谢

（GO:0072524）、脂肪酸分解代谢（GO:0009062）、

羧酸分解代谢（GO:0046395）和过氧化物酶体

（GO:0005777）；KEGG 通路主要富集在甾类激素生

物合成（ko00140）、过氧酶体（ko04146）、原代

脂肪酸代谢（ ko00120 ）和花生四烯酸途径

（ko00590）等途径。CK 较 CE 下调 62 个 DEGs

（P＜0.05，log2FC≥2），GO 富集功能主要在含吡

啶化合物的代谢过程（GO:0072524）、雌二醇-17β-

脱氢酶活性（GO:0004303）、有机酸分解代谢过程

（GO:0016054）、羧酸分解代谢过程（GO:0046395）

和甲基转移酶活性（GO:0008168）等；在 KEGG

富集主要涉及缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的降解

（ko00280）、甾类激素生物合成（ko00140）、类固醇

生物合成（ko00100）等。 

样品 CE 和 CN 共存在 1 775 个 DEGs，其中

CE 较 CN 上调 1062 个DEGs（P＜0.05，log2FC≥2），

GO 富 集 主 要 涉 及 类 固 醇 的 生 物 合 成

（ GO:0006694 ）、 类 固 醇 代 谢 过 程 的 调 节

（GO:0019218）、花生四烯酸的分泌（GO:0050482）

和泛素样蛋白连接酶活性（GO:0061659）等；KEGG

富集涉及通路有甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢

（ko00260）、脂肪酸降解（ko00071）和乙醛酸和二

羧酸代谢（ko00630）等。CE 较 CN 下调 713 个 DEGs

（P＜0.05，log2FC≥2），GO 功能富集主要涉及粘液

层（GO:0070701）、蛋白-O-糖基化（GO:0006493）、

细胞对凝集素的反应（GO:1990858）和先天免疫反

应激活细胞表面受体信号通路（GO:00022200）等；

KEGG 富集主要涉及矿物质的吸收（ko04978）、甲

状腺激素信号通路（ko04919）、细胞粘结（ko04510）

和 JAK-STAT 信号通路和轴突导向（ko04360）等。 

样品 CK 与 CN 共有 2 457 个 DEGs，其中 CK

较 CN 上调 1 744 个 DEGs（（P＜0.05，log2FC≥2），

GO富集主要涉及在有机酸分解代谢过程（GO:0016054）、 

a 

b 

d 

c 

e 



·262· 中草药 2024 年 1 月 第 55 卷 第 1 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2024 January Vol. 55 No. 1 

   

 

 

a-组间样品主成分分析，绿色圆圈为 CK 样本，蓝色圆圈为 CN 样本，红色圆圈为 CE 样本。b、c、d-分别为 CE 与 CK、CE 与 CN、CK 与 CN

的差异基因火山图（红色圆点表示 P＜0.05，log2FC≥2；蓝色圆点表示 P≥0.05，log2FC≥2；灰色圆点表示 P≥0.05，log2FC＜2；绿色圆点表

示 P＜0.05，log2FC＜2）。 

a-the principal component analysis of samples between groups. Green circle is the CK sample, the blue circle is the CN sample and the red circle is the 

CE sample  b, c, d-differentiall genes volcanic figures of CE and CK, CE and CN, CK and CN (red dots indicate P＜0.05, log2FC  2; blue dots 

indicate P  0.05, FC   2; gray dots indicate P   0.05, log2FC < 2; green dots indicate P < 2, log2FC < 2). 

图 2  样品间差异表达基因数量统计及主成分分析图 

Fig. 2  Number statistics and principal component analysis of differentially expressed genes among samples 

类固醇生物合成的过程（GO:0006694）、17-00 甾酮

还原酶活性（GO:0072555）和 c21 甾体激素生物合

成过程（GO:0006700）等；KEGG 富集主要涉及过

氧酶体通路（ ko04146）、甾类激素生物合成

（ko00140）、P40 细胞色素对外源的代谢作用

（ko00980）和氨基苯甲酸酯降解（ko00627）等。

CK 较 CN 下调 712 个 DEGs（P＜0.05，log2FC≥2），

GO 功能富集主要有蛋白质糖基化（GO:0006486）、

刺激 C 型凝集素受体信号通路（GO:0002223）、外

源凝集素响应答（GO:1990858）和体液免疫应答

（GO:0006959）等；KEGG 主要富集在 ECM-受体交

互通路、细胞粘附（ko04510）和中性粒细胞外陷阱

形成（ko04613）等通路。 

3.4  蟾酥药效成分生物合成基因的筛选 

BDs 生物合成途径很可能是复杂的网络结

构 [20]，目前研究的途径主要有两种，一是通过甲羟

戊酸→胆固醇→孕烯醇酮→孕酮→强心甾类[21]，二是胆

固醇通过胆汁酸合成途径合成蟾毒内酯类化合物[4]，结

合相关文献，在样品 CE、CK 上调差异基因的功能

富集结果中检索出包括类固醇、睾酮、雌二醇、前

列腺素、雄甾酮、花生四烯酸、石胆酸、胆汁酸在

内的 28 种物质的代谢、合成及运输等功能，发现

94 个基因参与调控，见表 2。 

3.4.1  相关基因的蛋白互作网络分析  为进一步探

究上述基因之间的关系（图 3），利用近缘物种非洲

爪蟾X. laevis作参考数据集，将上述基因在STRING

数据库中计算，结果显示 94 个基因中有 34 个基因

存在互作关系，如图 4 所示，主网络富集的 KEGG

途径是初级胆汁酸生物合成（XLA00120）；缬氨酸、

亮氨酸和异亮氨酸的降（XLA00280）、丙氨酸代谢 
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表 2  蟾酥药效成分合成相关功能基因展示 

Table 2  Display of functional genes related to synthesis of drug constituents of bufonis venenum 

生物功能 基因 

睾酮生物合成过程（脱氢酶活性[NAD（P）]、17-β-

脱氢酶[NADP+]） 

HSD17B4、LOC122926609、ALDH2、AACS 

类固醇代谢过程（内稳态、酯化、酯酶活性、分

解代谢、结合、响应） 

ARV1、OSBPL2、NPC1、STARD5、LOC122926609、LRP1、WASHC1、LOC122923132、LOC122942482、

FDX1、LOC122920683、ARV1、LOC122945772、HSD17B4、EPHX2、LOC122937803、NSDHL、

ACAA2、LOC122928538、FECH、FDXR、LOC122921886、LOC122926658、LOC122920446、

LOC122923132、ACOX1、CCDC22、TMEM97、AGT、NCEH1、AACS 

胆固醇生物合成过程（调节细胞内胆固醇转运、

代谢过程、酯化、外排、吸收、输入、内稳态） 

AACS、ARV1、LRP1、WASHC1、LOC122923132、LOC122942482、FDX1、EPHX2、AGT、WASHC1、

LOC122926609、NPC1、STARD5、LOC122920683、LOC122945772、HSD17B4、LOC122937803、

NSDHL、ACAA2、LOC122928538、FECH、LOC122921886、LOC122926658、LOC122920446、

ACOX1、CCDC22、NPC1、TMEM97、ACOX1、OSBPL2、NPC1、STARD5、LOC122926658、OSBPL2 

甾体生物合成过程（羟化酶活性、激素分泌、酯

化、甾体脱氢酶活性、作用于 CH-OH 基团供体、

NAD 或 NADP 为受体、分解代谢过程、C21-甾

体激素生物合成过程） 

LOC122945772、LOC122935596、FZD4、AGT、WBP2、LOC122923919、PGRMC2、PGRMC2、UBE2I、

CNOT9、LOC122940285、PAQR5、ADM、FDX1、FDXR、 LOC122926658、LOC122942482、

LOC122926609、HSD17B4、NSDHL、LOC122928538、LOC122921886、ARV1、LOC122937803、

AMACR、OSBPL2、ACAA2、ACOT8、LOC122943473、NPC1、STARD5、LOC122923132、EPHX2、

KIT、WBP2、UBE2I、CNOT9、LOC122923919、LOC122942482、AGT、WBP2、UBE2I、PGRMC2、

PGRMC2、PAQR5、PAQR5、WBP2、UBE2I、CNOT9 

酮类固醇单加氧酶活性，17-酮类固醇还原酶活性 LOC122926609 

倍半萜代谢过程 LOC122926609 

次生代谢物生物合成过程 JAG2、MPST、AUH、LOC122932865、TH、LOC122926609、LOC122941639、CBR4、ARL1、

LOC122923919、SQSTM1、LAMP2、LAMP1、LOC122940285、LOC122940285 

视黄醇代谢过程 LOC122926609、LOC122938145 

毒性物质代谢过程，有毒物质结合 TH、LOC122941639、MPST、AUH、ARL1、LOC122932865、EPHX2、TMEM181 

酮体生物合成过程（代谢过程、分解代谢过程） LOC122926609、SIRT5、LOC122934973、AACS、ADM、FDXR、PNMT、FDX1、VEGFA、ACE、

LOC122928892、HMBS、EIF4E、PTGER3、LOC122923919、LOC122923132、KYAT3、AGT、NMT1、

LOC122935596、GPD1、IRS1、LOC122937803、LOC122935611、CBR4、LOC122933381、OAZ2、

NUCB2、LOC122934973、XP_044157920 

胆汁酸代谢过程的调节（胆汁酸跨膜转运蛋白活

性、代谢过程） 

KIT、LOC122926609、ARV1、LOC122945772、AMACR、OSBPL2、LOC122928538、ACOT8、

LOC122943473、NPC1、STARD5 

石胆酸结合 LOC122926609 
调控白细胞介素-1β 的产生，正调控白细胞介素-1 

β 的产生 

LOC122942473、LOC122941114、LOC122928892 

花生四烯酸分泌的调节 LOC122934300、ACE 

前列腺素生物合成过程 PTGER3、LOC122926609、LOC122934300、ACOX1 

聚酮代谢过程 LOC122926609、CBR4 

激素生物合成过程（代谢过程、激素介导的信号

通路、受体结合、分解代谢过程、内分泌激素

分泌、C21-甾体激素代谢过程） 

LOC122926609、WBP2、UBE2I、CNOT9、LOC122923919、LOC122940285、PGRMC2、PAQR5、

STAT1、SUMO2、MECR、WIPI1、FDX1、LOC122935721、AGT、ADM、LOC122938145、

LOC122945772、LOC122935596、ACE、HSD17B4、PLEKHA1、LOC122928538、LOC122924578、

FDXR、DIO3、DIO3、FZD4、GJA1、ANXA5 

维生素代谢、维生素结合 PCCB、PCCA 

雄酮脱氢酶活性，雄酮脱氢酶（β 特异性）活性 LOC122926609 

亚麻酸代谢过程 ACOX1、ACOT8 

生物碱代谢过程 TH、LOC122935596 

醛固酮分泌 AGT 

醛脱氢酶[NAD（P）+]活性、醇脱氢酶[NAD（P）+] 

活性、5-雄甾-3β、17-二醇脱氢酶活性、17-羟

基甾体脱氢酶（NADP+）活性、二酮、15-羟基

前列腺素-D-脱氢酶（NADP+）活性 

ALDH1L2、LOC122930767、LOC122944110、ALDH2、LOC122926609 

白三烯生物合成过程 LOC122921397、LOC122921374、LOC122940887、ALOX5 

内源性大麻素信号通路 MGLL 
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展示 34 个参与调控 BDs 合成途径基因的蛋白互作网络，圆圈标示蛋白名称，虚线标示互作关系。 

The interaction networks of 34 genes involved in regulating the BDs synthesis pathway were shown. Circles indicated protein names and dotted lines 

indicated interaction relationships. 

图 3  蟾酥药效成分合成相关基因蛋白互作网络图 

Fig. 3  Interaction network diagram of gene proteins related to synthesis of effective component of Bufonis venenum 

 

图 4  BDs 合成相关基因与表达量关联分析气泡图  

Fig. 4  Bubble map of BDs synthesis-related genes correlated with expression levels
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（XLA00640）及脂肪酸生物合成（XLA01040）等。

其中的 HUB 蛋白有：酰基-CoA 氧化酶 1（acyl-CoA 

oxidase 1, acox1）、甾醇载体蛋白2（sterol carrier protein 

2，scp2）、酰基辅酶A硫代酯酶8（acyl-CoA thioesterase 

8 ， acot8 ）及羟基类固醇 17-β 脱氢酶 4 型

（hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 4，Hsd17b4.L）

等。进一步根据 STING 网站计算的 KEGG 途径，发

现基因 AMACR、HSD17B4、SCP2 和 ACOT8 参与调

控初级胆汁酸合成（图 5），基因 LOC122926609 参与

调控石胆酸结合，结合相关文献，推测 BDs 合成途径

之一是通过胆汁酸初级合成过程，石胆酸可能是该途

径中 BDs 类化合物的重要前体。 

3.4.2  相关基因的表达量分析  为探求“2.4”项中的

基因在样品 CE 组、CK 组和 CN 组的表达情况，将上

述存在互作关系的基因和参与石胆酸结合的基因

LOC122926609 均关联到表达量矩阵中。分析结果显

示，大部分基因在 CE 组和 CK 组的表达量大于在 CN

组；通过与表达量数据关联及前面的蛋白互作分析，

可以侧面验证这些基因可能是 BDs 下游合成途径（胆

汁酸合成途径）的关键基因。据前文描述，发现基因

AMACR、HSD17B4、SCP2 和 ACOT8 参与调控初级

胆汁酸合成，将该途径调出，并将上述基因表达气泡

附上，如图 5 所示，推测该途径是 BDs 下游合成途径，

上述 4 个基因是调控该途径的关键基因。

 

图 5  BDs 生物合成途径推测 

Fig. 5  Predicted map of BDs biosynthetic pathway

3.5  荧光定量 PCR 验证 

本研究为验证转录组数据的可靠性，从 34 个基

因中选取 9 个与 BDs 合成相关差异表达基因进行

qRT-PCR 验证。分析目的基因在 9 个组别中的表达

差异，与转录组测序结果进行比较，验证实验结果

可靠性。结果显示这 9 个基因的基因表达量差异与

测序结果具有一致性，结果见图 6。 

4  讨论 

4.1  激光捕获显微切割技术在中药有效成分分子

机制研究中的应用 

激光捕获显微切割在肿瘤细胞的分离、病理

组织的分离及大脑细胞的分离等方面技术非常成

熟[22-23]，通常与其他技术如转录组学、蛋白组学、

代谢组学等联合[24-27]，在空间角度分析样品间的功

能及成分分析上提供技术支撑[28]。但此技术在中药

中应用极少，而中药材恰恰具有不同部位不同功效

的特殊性，LCM 技术的应用可把药用部位的研究精

准到细胞类群上，推进药用动植物的表观与其基因

间的联系。蟾蜍皮肤腺体作为蟾酥分泌合成的重要

组织，目前的研究仅停留在组织水平上，造成组织

内细胞功能平均化。 

有报道解析了蟾蜍 3 个部位（耳后腺、背部皮 
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图 6  差异基因 qRT-PCR 验证 

Fig. 6  qRT-PCR verification of differential genes 

肤、腹部皮肤）的基因表达谱[29]，并阐述了耳后腺

及背部皮肤富集了毒素成分相关的功能和通路。本

研究从中华大蟾蜍耳后腺和背部皮肤腺体中分离出

浆液腺和粘液腺，发现浆液腺整体上调差异基因的

富集除基础的代谢外，主要有甾体激素的合成、胆

固醇代谢、胆汁酸合成等；另外，在“2.4”项中发

现存在互作关系的 34 个基因除个别基因

LOC122926609、VEGFA 等在 CE 中表达量高于 CK

外，其余大部分基因在 CE 和 CK 中表达相当，推测

背侧浆液腺和耳后腺浆液腺都具有合成 BDs 类成分

的潜力。 

4.2  BDs 类化合物合成途径关键基因推测 

BDs 类成分广泛用于各种癌症，在肝癌、胰腺

癌和乳腺癌等多种癌细胞治疗具有较强的细胞毒性

作用[30-33]，是癌症治疗的潜在药物，该化合物是一

类甾体强心苷，在 C-17 位与六元不饱和内酯环（α-

吡喃酮环）相连[4]。目前对这类成分的研究，主要

还是药理及化学合成方向，生物合成的研究较少。

但早在 1998 年，研究者就对动植物中合成的 BDs

类成分的情况作出统计，在植物中，主要由景天科、

风信子科、鸢尾科、楝树科、毛茛科及檀香科植物

合成；动物则主要存在于蟾蜍、萤火虫、颈槽蛇属

及某些哺乳动物中[34]，不过后续更加具体的工作进

展缓慢。近几年开始兴起对该类化合物的合成途径

关键基因的验证，如验证基因酶 SRD5β 和 3βHSD

在孕烯醇酮-孕酮-二氢孕酮转化等[9-10]。除此之外，

对 BDs 合成路线的推测的研究也有一定的进展，一

是参考洋地黄苷（五元内酯环）的合成途径：甲羟

戊酸→胆固醇→孕烯醇酮→孕酮→强心甾类，该途

径的特点是胆固醇到孕烯醇酮的转化过程中，胆固

醇侧链断开，后由丙二酰辅酶 A 提供酰基形成五元

内酯环[21]；二是胆固醇经胆汁酸初步合成途径合成

石胆酸，以石胆酸为中间体经系列反应合成BDs[11]。 

在本研究中对 BDs 合成路线的推导，更偏向于

初级胆汁酸途径。本课题组在 CE、CK 样品上调的

差异基因的富集分析中发现多个基因参与调控胆汁

酸合成，且基因 AMACR、HSD17B4、ACOT8 及 SCP2

存在较强的互作关系，并在 CE 和 CK 中表达趋势

一致，且并未发现有基因参与调控孕烯醇酮的转化。

除此之外，查阅文献得知，同时给蟾蜍和红海葱接

种孕烯醇酮-20-14C，孕烯醇酮是红海葱中 BDs 的良

好前体，但在蟾蜍中并不能得到此结果，推测孕烯

醇酮不是蟾蜍体内合成 BDs 的重要中间体[35]；另外

有研究从蟾蜍毒液分离出 7-α 羟基胆固醇和 7-β 羟

基胆固醇[35]，这 2 种化合物是胆汁酸生物合成的重

要中间体，该结果表明蟾蜍 BDs 类化合物的合成经

由胆固醇-胆汁酸盐途径[36]，由此，推测 BDs 生物

合成经由胆汁酸初级合成途径合成石胆酸，再经系

列反应合成 BDS 类成分母核。基因 AMACR、

HSD17B4、ACOT8 和 SCP2 及 LOC122926609 该途

径的关键基因，作者已开展对上述基因功能的验证，

以期能探索 BDs 类成分的生物合成路线。 

BDs 是一类重要的抗癌化合物，研究其生物合

成途径是开发相关临床药物的重要基础，而其合成

途径关键基因的挖掘是推进该途径的重要研究历

程。本研究从微观的腺体细胞着手，探究中华大蟾

蜍两种不同功能的外分泌腺差异基因的表达，通过

生物信息学等手段推测出 BDs 下游合成途径的关

键基因，旨在探究 BDs 生物合成的分子机制。 
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