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苗期低温胁迫对川续断生长发育及川续断皂苷 VI 含量积累的影响  
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摘  要  目的  探索苗期低温胁迫对川续断 Dipsacus asper生长发育及川续断皂苷 VI含量积累的影响，为川续断种植生态

调控奠定基础。方法  在 5、10、15、25 ℃条件下处理川续断幼苗，测定川续断皂苷 VI含量、农艺性状及抗逆性生理指标，

筛选低温胁迫温度；将低温胁迫的不同种质川续断幼苗移栽至试验田种植 18个月，动态测量生物量、川续断皂苷 VI含量及

川续断皂苷 VI合成途径关键酶基因表达量。结果  10 ℃低温胁迫促进川续断幼苗中川续断皂苷 VI含量升高，抑制川续断

的生长，川续断幼苗中丙二醛（malondialdehyde，MDA）和超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性显著升高；

苗期低温胁迫对川续断的后期生长发育无显著影响，可持续促进川续断皂苷 VI含量积累，其中低海拔地区川续断种质川续

断皂苷 VI含量积累增加最为显著；苗期低温胁迫促进川续断皂苷 VI合成途径关键酶基因 DaAACT、DaHMGCR、DaHMGS、

DaP450、DaSQE、DaUGTs在不同时期显著上调表达。结论  适度苗期低温胁迫可上调川续断后期生长川续断皂苷 VI合成

途径基因的表达，促进川续断皂苷 VI积累，且对川续断生长发育无显著影响。 
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Abstract: Objective  To investigate the impact of early low temperature stress at seedling stage on the growth, development, and 

accumulation of asperosaponin VI in Dipsacus asper, with the objective of establishing a foundation for ecological regulation in D.asper 

cultivation. Methods  D. asper seedlings were subjected to different temperatures (5, 10, 15, and 25 ℃) to assess the content of asperosaponin 

VI, agronomic traits, and physiological indicators associated with stress resistance, and screen the low-temperature stress temperature. Various 

germplasms of D. asper seedlings exposed to low temperature stress were transplanted into experimental fields for an 18-month period. 

Biomass, content of asperosaponin VI, and expression levels of key enzyme genes involved in its synthesis pathway were dynamically 

measured. Results  Exposuring to low temperature stress of 10 ℃ promotes the accumulation of asperosaponin VI and inhibits the growth of 

D. asper seedlings. The activities of malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) in D. asper seedlings significantly increase 

under low temperature stress. Low temperature stress during the seedling stage does not have a significant impact on the subsequent growth 

and development of D. asper. However, it consistently enhances the accumulation of asperosaponin VI, with the most pronounced increase 

observed in low-altitude regions. Key enzyme genes DaAACT, DaHMGCR, DaHMGS, DaP450, DaSQE, and DaUGTs involved in the 

synthesis pathway of asperosaponin VI are significantly upregulated at different stages under low temperature stress during the seedling stage. 

Conclusion  Moderate low-temperature stress during the seedling stage induces upregulation of genes involved in the biosynthetic pathway 

of asperosaponin VI in D. asper, thereby enhancing its accumulation, while exerting negligible effects on growth and development of D. asper. 
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续断收载于（ 中国药典》2020年版，具有补肝

肾、强筋骨、续折伤等功效，主要用于治疗肝肾不

足、腰膝酸软、筋伤骨折等症[1]。是仙灵骨葆胶囊、

骨康片、艾附暖宫丸等中成药的主要原料之一。历

史上续断基原虽有变化，但自明清时期以来均以川

续断 Dipsacus asper Wall. ex Henry为唯一来源[2]。

川续断主要分布于贵州、湖北、江西、云南、四川、

西藏等地，耐寒、忌高温，喜温暖湿润环境。该植

物生于海拔 900～2 700 m的山坡、草丛中。不同海

拔分布的居群川续断皂苷 VI 质量分数在 0.23%～

10.84%，差异 40余倍，高海拔地区川续断皂苷 VI

含量显著高于低海拔地区[3]。一般来说，海拔每升

高 100 m，气温下降 0.65 ℃，推测温度是高、低海

拔下川续断中川续断皂苷 VI 产生差异的重要环境

因子之一。课题组前期研究证明，低温诱导可促进

苗期川续断中川续断皂苷 VI含量积累[4]。 

低温胁迫是植物生长发育中常见的非生物胁

迫之一，低温直接影响植物的光合系统，使植物的

生长发育受到抑制，产生冻害和冷害[5]。番茄在受

到不同低温处理时，苗高、茎粗等存在显著差异，

其生长随着温度降低而受到抑制[6]；烤烟幼苗的地

上和地下部分鲜质量等生物量受低温胁迫而降低，

影响烤烟的生长[7]。植物在感知外界低温胁迫时，

为保护自身免受低温损伤，可通过改变次生代谢物

的合成与降解来响应低温环境。低温条件下，葡萄

通过诱导产生原花青素（（procyanidins，PAs）抵抗低

温胁迫[8-9]；茉莉酸（jasmonic acid，JA）可通过调

控花青素的生物合成，提高拟南芥的耐寒性[10]；植

物通过提高三萜皂苷含量以抵抗低温胁迫[11-12]。因

此，次生代谢产物含量积累在植物应对低温胁迫方

面发挥着重要作用。 

川续断皂苷 VI是三萜皂苷类成分，是 中国

药典》2020 年版续断质量控制的指标成分[1]，具

有促进骨髓基质细胞成骨分化、促进血管生成、

抗抑郁等药理作用[13-14]。川续断皂苷 VI在植物体

内生物合成途径为甲羟戊酸（mevalonate，MVA）

途径[15]，主要参与合成的上游关键酶有乙酰辅酶 A

酰基转移酶（（acetyl-CoA acetyltransferase，AACT）、

3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合成酶（3-hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA synthase，HMGS）和 3羟基-3-

甲基戊二酰辅酶 A 还原酶（3-hydroxy-3-methyl 

glutaryl-CoA reductase，HMGR）。下游合成途径中

主要涉及的则是细胞色素 P450 单加氧酶

（（cytochrome P450，CYP450）和糖基转移酶（（uridine 

diphosphate glycosyltransferase，UGT）等酶[16-17]。 

前期研究表明低温胁迫川续断幼苗可促进川

续断皂苷 VI 合成，但对于苗期低温胁迫后移栽大

田是否持续影响川续断皂苷 VI 合成，对川续断生

物量是否有影响未见报道。本研究将低温胁迫处理

的川续断幼苗移栽至试验田种植，检测不同生长时

期川续断生物量、川续断皂苷 VI 含量及川续断皂

苷 VI 合成途径基因表达量，探究苗期低温对川续

断生长发育及川续断皂苷 VI 含量的影响。以期为

川续断生态调控技术创新和川续断皂苷 VI 的生物

合成研究提供理论基础。 

1  材料与仪器 

1.1  材料 

川续断种子分别采自贵州龙里县（（海拔约1 100 

m）和贵州六盘水梅花山（海拔约 2 400 m），经贵

州中医药大学江维克教授鉴定为川续断 D. asper 

Wall. ex Henry。 

1.2  仪器与试剂 

C1000 Touch TM Thermal Cycler型 PCR扩增仪

（美国BIO-RAD公司）；CFX96 Real-Time System型

实时荧光定量分析仪（美国 Bio-Rad 公司）；Waters 

e2695高效液相色谱仪（美国Waters公司）；EL104型

电子分析天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）。 

总 RNA 提取试剂盒（普洛麦格生物产品有限

公司）；TB Green premix ex Taq TM II 试剂盒

（（Takara 生物技术有限公司）；川续断皂苷 VI 对照

品（中国食品药品检定研究院，批号为 111685-

201908）；乙腈、甲醇（国药集团化学试剂有限公

司）；丙二醛（（malondialdehyde，MDA）试剂盒（（碧

云天生物技术有限公司）；过氧化物酶（（peroxidase，

POD）试剂盒（（北京索莱宝科技有限公司）；超氧化

物歧化酶（（superoxide dismutase，SOD）试剂盒（（碧

云天生物技术有限公司）。 

2  方法  

2.1  样品处理 

2.1.1  低温胁迫条件筛选  选择粒满质优的龙里

种子播种于椰砖∶蛭石＝2∶1 的营养土中至长出

4～5片真叶，将健康且长势一致的川续断幼苗分别

放入 5、10、15 ℃的光照培养箱中，以 25 ℃作对照

组，处理 20 d取川续断植株，测定农艺性状、抗逆

性生理指标和川续断皂苷 VI含量。 

2.1.2  大田试验  将龙里与梅花山种质 1月龄川续
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断幼苗在筛选的低温胁迫温度下处理 20 d，设置

25 ℃为对照组。移栽至贵州中医药大学试验田种

植，每组种植 100株，共 4组。分别于移栽后 6、

12、18个月取川续断植株，测定农艺性状、川续

断皂苷 VI含量、川续断皂苷 VI合成关键酶基因

表达量。 

2.2  农艺性状及生理指标检测 

2.2.1  农艺性状测量  取 3～5 株川续断幼苗全株

混合作为一个生物学重复，每个时间点 3个生物学

重复，测量川续断苗的株高、最大 5片叶的叶宽、

地上生物量和地下生物量。移栽至试验田的样品取

样方式同低温处理的川续断幼苗。 

2.2.2  生理指标检测  将 3～5 株川续断新鲜叶片

混合作为一个生物学重复，每个时间点 3个生物学

重复。使用试剂盒检测MDA、POD、SOD活性[18]。 

2.3  川续断皂苷 VI 含量检测 

参考（ 中国药典》2020年版测定川续断中川续

断皂苷 VI含量[19]。 

2.3.1  供试品溶液的制备  精密称取 10 mg川续断

根干燥粉末置于离心管中，精密加入 2 mL 甲醇，

超声处理（100 W，40 kHz）30 min，放冷后 12 000 

r/min 离心，吸取 1.8 mL 上清液挥干，将其溶于

0.3 mL的色谱甲醇中，用 0.45 μm的微孔滤进行

膜滤过。 

2.3.2  对照品溶液的制备  精密称取川续断皂苷

VI对照品适量，将其置于 10 mL量瓶内，以甲醇为

溶剂，制成 1.114 4 mg/mL的母液，稀释 10倍成质

量浓度为 0.114 4 mg/mL的对照品溶液。 

2.3.3  川续断皂苷 VI检测条件  Wondasil C18色谱

柱（（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-0.1%

磷酸水（30∶70），检测波长 212 nm，柱温 30 ℃，

体积流量 1 mL/min，进样量 20 μL。 

2.4  川续断皂苷 VI 合成途径基因表达量检测 

川续断根经液氮研磨提取总 RNA，核酸定量和

电泳检测 RNA浓度及纯度，挑选 A260/A280在 1.80～

2.20的 RNA样品。根据试剂盒说明书，将总 RNA

反转录成 cDNA，聚合酶链式反应（（polymerase chain 

reaction，PCR）检测 cDNA质量，反转录产物分离

纯化后置于−20 ℃保存。 

根据课题组川续断转录组数据[17]，筛选川续断皂

苷 VI 合成途径的相关基因转录本，设计实时荧光定

量反转录 PCR（real-time RT-PCR，RT-qPCR）的特异

性引物序列，见表 1。以Daactin103为内参[20]，利用

RT-qPCR检测低温处理材料中基因相对表达量。RT-

qPCR反应体系如下：5 μL TB Green TM premix Ex 

TaqTMII，正、反向引物各 0.5 μL，cDNA 模板 4 μL。

反应程序为 95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 5 s，60 ℃

退火 30 s，39个循环，95 ℃变性 10 s，65 ℃退火 1 

min，95 ℃变性 5 min。结果采用 2−ΔΔCt进行分析，

每个样本 3个生物学重复。 

表 1  三萜皂苷合成路径相关基因 RT-qPCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences for RT-qPCR analysis of genes related to triterpenoid saponin synthesis pathway 

引物名称 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’） 

Daactin103 ACAGCCGAGCGGGAAATTGT TGTGGGCAGCGGAATCTCTCT 

DaAACT ACAAGCAGCATTAGGGGCAGG AACAAGAGAATCGTGTCCAAGGC 

DaHMGS AGCAGCACAAGTAGCAAAGCCTC TCACGAATACGGAACGAGAACAT 

DaHMGCR TCCGCAACTCCACTCCTCTCC CGTCGTCCTTGAGTAGTGCTTGG 

DaSQE CATCTGGCATCAGGTTGTCCC TCTTCTTGCTCGCATTGTTCAG 

DaP450 AAATCCAGAATGGCAAGACCG GACACCACGGATACAGGAGGA 

DaGUTs CGTTCCTATTATCGCAATGCCTA TTCCTCCACAGCTTCATCCAA 

3  结果与分析  

3.1  低温胁迫温度筛选 

川续断皂苷 VI含量检测结果显示，5、10、15

和 25 ℃根中川续断皂苷 VI 的质量分数分别为

2.574%、4.577%、3.273%、2.778%，其中 5、15、

25 ℃处理样品间无显著差异，而 10 ℃显著促进川

续断根中川续断皂苷 VI的积累，比 25 ℃处理时的

含量提高了 64%（图 1-A）。川续断幼苗分别在 5、

10、15、25 ℃处理 0、10、20 d后，结果显示，处

理第 10天时，5、10、15 ℃处理的叶宽、地上生物

量和地下生物量与 25 ℃均无显著差异，而 5 ℃和

15 ℃的株高显著低于 25 ℃；处理第 20天时，5、

15 ℃川续断受到抑制，生长缓慢，株高、叶宽、地

上及地下生物量均显著低于 25 ℃，而 10 ℃对川续

断生长抑制较小，仅地上生物量显著低于 25 ℃，其

他指标均无显著差异（（图 1-B）。结果表明，川续断 
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A-温度对川续断皂苷VI含量积累的影响；B-低温对川续断农艺性状的影响。与 25 ℃条件比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001，下同。 

A-Effect of temperature on accumulation of asperosaponin VI; B-Effect of low temperature on agronomic traits yield of D. asper. *P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.001 

vs 25 ℃, same as below. 

图 1  低温对苗期川续断中川续断皂苷 VI 和农艺性状的影响 (n＝3) 

Fig. 1  Effects of low temperature on asperosaponin VI and agronomic traits in D. asper (n = 3) 

幼苗 10 ℃低温胁迫能够显著促进根中川续断皂苷

VI的积累，对川续断的生长亦有一定的抑制作用。 

3.2  低温胁迫提高川续断幼苗抵抗胁迫能力 

POD 是植物在逆境条件下酶促防御系统的

关键酶之一，与 SOD、MDA协同作用，清除体内

过剩的自由基，从而提高植物的抗逆性。10 ℃低

温胁迫对川续断幼苗中 MDA 含量、POD 活性有

显著影响，均高于 25 ℃的对照组，SOD 活性无

显著差异（图 2）。表明 10 ℃低温胁迫使川续断

细胞膜系统受到了氧化伤害，对川续断幼苗造

成逆境胁迫，诱导植物产生对抗环境胁迫的生

理反应。  

 

图 2  低温对川续断幼苗中 MDA 含量 (A)、POD (B) 和

SOD (C) 酶活性的影响 (n＝3) 

Fig. 2  Effects of low temperature on MDA content (A), POD 

(B) and SOD (C) activities in D. asper seedlings (n = 3) 

3.3  苗期低温对川续断生长发育无显著影响 

龙里种质川续断在移栽后第 6个月时，10 ℃低

温处理川续断的株高、叶宽均高于对照组；从第 12

个月起地下生物量、株高、地上生物量和地下生物

量间没有明显差异（图 3-A）。梅花山种质移栽 6

个月后 25 ℃处理的川续断叶宽大于低温处理组，

但在生长后期无显著差异（图 3-B）。由此表明，

不同种质川续断的后期生长情况不受苗期低温处

理影响。 

3.4  苗期低温促进川续断生长过程中川续断皂苷

VI 积累 

苗期经 10 ℃低温处理，移栽至试验田生长的

川续断中川续断皂苷 VI 含量均显著高于对照组，

从移栽后第 6个月起，含量的差异一直持续至 18个

月，其中川续断皂苷 VI 含量差异极显著的时期是

移栽后的第 12个月（图 4）。龙里种质川续断生长

至 6 个月时，低温处理川续断中川续断皂苷 VI 的

含量出现显著性差异，比对照组高出 22%；生长至

12个月时，低温处理中川续断皂苷 VI的含量已显

著高于对照组，增加 134%；移栽后第 18个月龙里

种质的川续断中川续断皂苷VI的含量提高 35%（（图

4-A）。梅花山种质川续断在受到苗期低温处理后川

续断皂苷 VI的含量也呈上升趋势，苗期低温处理 
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A-龙里种质；B-梅花山种质。 

A-Longli accession; B-Meihua shan accession. 

图 3  不同种质川续断经苗期低温胁迫移栽至试验田种植 18 个月的生物量测量 

Fig. 3  Biomass measurement of D. asper with different germplasms after being subjected to low-temperature stress during 

seedling stage and then transplanted to experimental field for cultivation for 18 months 

 

*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001. 

图 4  苗期低温对龙里种质 (A) 和梅花山种质 (B) 川续断中川续断皂苷 VI 含量的影响（n＝3） 

Fig. 4  Effect of seedling-stage low temperature stress on Longli (A) and Meihuashan (B) germplasm asperosaponin VI 

content in D. asper (n = 3) 

后的川续断皂苷 VI 含量在移栽后第 6 个月出现差

异，增长 16%；到第 12 个月苗期低温处理川续断

皂苷 VI的含量显著高于对照组，升高 42%；18个

月时低温处理川续断的川续断皂苷VI含量提高 7%

（（图 4-B）。可见，苗期 10 ℃低温处理后会促进后期

川续断生长中川续断皂苷 VI 的含量积累，且低温

处理对于龙里种质川续断中川续断皂苷 VI 含量积

累效果更加显著。 

3.5  苗期低温促进川续断皂苷 VI 合成路径基因上

调表达 

苗期低温胁迫显著上调川续断皂苷 VI合成途径

中酶基因的表达量（图 5）。龙里种质川续断在移栽后

第 6 个月时，低温处理促进川续断根中 DaHMGS、

DaSQE、DaP450、DaUGTs等基因显著上调表达，其

中表达量差异最显著的为DaUGTs基因，是对照组的

4倍，DaAACT与DaHMGCR基因与对照组无明显差

异；第 12 个月 DaAACT、DaHMGS、DaHMGCR、

DaSQE、DaUGTs等基因受苗期低温处理均显著上调

表达，其中DaHMGCR基因下表达量为对照组的 7.5

倍；移栽 18个月时除 DaP450和 DaUGTs的表达量

受低温诱导无显著变化外，其余基因均显著上调表达

（图 5-A）。梅花山种质移栽后第 6个月时DaAACT、

DaHMGS、DaHMGCR、DaSQE等显著上调表达，分

别为对照组的 6、5.8、12和 2.8倍；第 12个月时，

DaHMGCR、DaUGTs 在低温处理后表达量显著高于

对照组，其中差异最大的是DaUGTs基因，为对照组 
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A-龙里种质，B-梅花山种质，C-川续断皂苷 VI 合成通路。DaAACT-乙酰辅酶 A 酰基转移酶；DaHMGS-3-羟基-3-甲基戊二酸单酰辅酶 A 合

酶；DaHMGCR-羟基-3-甲基戊二酸单酰辅酶 A还原酶；DaSQE-角鲨烯环氧化酶；DaP450-细胞色素 P450酶；DaUGTs-尿苷二磷酸葡萄糖醛酸

转移酶。其中红色字体表示该基因上调表达。*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.005。 

A-D. asper (Longli germplasm), B-D. asper (Meihuashan germplasm), C-asperosaponin VI biosynthetic pathway. DaAACT-acetyl-CoA C-acetyltransferase; 

DaHMGS-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase; DaHMGCR-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase; DaSQE-squalene epoxidase; DaP450-

cytochrome P450 enzyme; DaUGTs-UDP-glycosyltransferases. Genes marked in red indicate up-regulated expression. *P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.005. 

图 5  川续断皂苷 VI 合成途径基因表达量检测 (n = 3) 

Fig. 5  Detection of gene expression levels in asperosaponin VI biosynthetic pathway (n = 3) 

的 10倍；在第 18个月时，DaAACT、DaSQE、DaP450、

DaUGTs 基因的表达受苗期低温而上调表达，其中

DaUGTs基因显著上调，是对照组的 10倍（图 5-B）。

表明苗期低温胁迫持续影响川续断生长过程中川续

断皂苷 VI 合成基因的表达，且低海拔地区的龙里种

质最为显著。 

4  讨论 

植物对不同的温度环境适应性存在差异，过低

的温度会影响其表型、生理状况和次生代谢产物的

合成。本研究发现，不同的低温胁迫对川续断苗期

的生长产生不同程度的抑制作用，其中 10 ℃对川

续断生长抑制较小，且 10 ℃低温胁迫后川续断皂

苷 VI 的含量显著高于对照组。这与课题组前期研

究低温胁迫增加川续断皂苷 VI含量的结果一致[4]。

低温胁迫下，植物体内细胞膜的成分磷脂会发生脂

质过氧化反应，MDA作为反应的重要产物，其含量

反映了氧化损伤引起的细胞膜系统受损程度[18]。

本研究中，10 ℃低温胁迫下，MDA 含量相比于

对照组显著升高，同菊芋的耐寒性评价研究结果

一致[21]。植物受胁迫时细胞内的活性氧代谢平衡造

成破坏，使细胞内产生过量的活性氧，引发了细胞

的损伤，为了应对活性氧带来的损伤，植物一般会

通过增强抗氧化酶的活性来提高自身的保护能力，其

中 SOD 和 POD 是植物酶系统中 2 种重要的抗氧化

酶，在活性氧自由基的清除过程中发挥重要作用[22]。

本研究中，10 ℃低温胁迫酶活性显著高于对照组，

表明 10 ℃低温胁迫川续断可能通过增加 POD酶的

活性，缓解低温对川续断幼苗的损伤。将低温胁迫

后的川续断幼苗移栽至试验田种植后，2 个种质川

续断的生物量均不受苗期低温影响，均无显著差

异，说明短期低温对川续断幼苗的生长抑制作用可

恢复。这一结果与大豆幼苗生长发育受到的低温胁

迫可在生长后期恢复一致[23]。 

不同地区海拔等环境因素差异，导致栽培品中

川续断品质参差不一[24]。高海拔地区川续断皂苷 VI

含量显著高于低海拔地区[3]。本研究将龙里种质（（低

海拔）和梅花山种质（（高海拔）的川续断进行低温

胁迫后移栽种植发现，苗期低温胁迫持续显著促进

川续断皂苷 VI 积累，且对龙里种质川续断中川续

断皂苷 VI 积累促进效果比梅花山种质更加显著。

通过基因表达量检测发现，不同种质川续断中川续

断皂苷 VI 合成途径的基因表达量均高于对照，表
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明川续断皂苷 VI 合成途径中基因受低温诱导而促

进川续断皂苷 VI 的生物合成。在不同种质中，川

续断皂苷 VI 合成途径的基因表达趋势与川续断皂

苷 VI 含量积累趋势基本相同，均为低温对龙里种

质影响较大。龙里种质采种地海拔 1 100 m，年平均

气温约 15 ℃，梅花山种质采种地海拔 2 400 m，低

温持续时间长，年平均温度约 12 ℃，可能是梅花山

种质原处于低温胁迫状态，苗期在低温胁迫促进川

续断皂苷 VI 合成效果低于原未低温胁迫的种质，

这是否与遗传记忆相关，还需进一步研究证实。 

苗期低温胁迫影响移栽后川续断中川续断皂

苷 VI合成酶基因的表达，促进川续断皂苷 VI含量

积累，低海拔种质对低温胁迫表现出更强烈的敏感

性；苗期低温胁迫对移栽后川续断生长发育无显著

影响。研究结果为川续断生态调控技术创新和川续

断皂苷 VI的生物合成研究提供理论基础。 
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