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转录组分析揭示杯茎蛇菰三萜酯生物合成途径的关键基因  
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摘  要：目的  探究杯茎蛇菰 Balanophora subcupularis 中五环三萜酯生物合成途径的关键酶基因，为其生物合成机制及蛇

菰属药用植物资源开发利用奠定了一定的研究思路和理论基础。方法  对杯茎蛇菰花柄、根茎和花序 3个组织进行转录组测

序与分析，通过 PfamScan 搜索三萜酯生物合成候选酶基因，并构建了 BsubOSCs 基因的酵母表达载体，将其导入酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae羊毛甾醇合酶基因（erg7）缺陷突变株 GIL77中以表征其功能。结果  从杯茎蛇菰转录组中挖掘到

可能参与五环三萜酯生物合成的相关酶基因共 87条，其中大多数基因在花序中表达量最高，说明花序可能是五环三萜酯的

主要合成部位。2 条 BsubOSCs 基因的酶功能表征发现 BsubOSC2 能够催化 2,3-氧化鲨烯生成 β-香树脂醇，并没有检测到

BsubOSC1的催化产物。结论  通过转录组分析发现了杯茎蛇菰五环三萜酯的生物合成关键酶基因，其中 BsubOSC2为 β-香

树脂醇合成酶基因，是蛇菰素 A 生物合成的关键酶基因之一。为进一步解析蛇菰素等三萜酯化合物的生物合成途径提供了

基因资源，促进了杯茎蛇菰分子育种的研究。 
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Abstract: Objective  To explore the key enzyme genes of the pentacyclic triterpene esters biosynthesis pathway in Balanophora 

subcupularis, which lays a certain research idea and theoretical foundation for its biosynthesis mechanism and the development and 

utilization of medicinal plant resources in the genus Balanophora. Methods  Transcriptome sequencing and analysis was performed 

on the three tissues of the flowerstalk, rhizome and umbel of B. subcupularis, then searching the candidate enzyme genes involved in 

triterpene ester biosynthesis by PfamScan, constructing the yeast expression vector of BsubOSCs gene which was introduced into the 

Saccharomyces cerevisiae lanosterol synthase gene (erg7)-deficient mutant strain GIL77 for functional characterization. Results  A 

total of 87 candidate genes involved in pentacyclic triterpene esters biosynthesis were identified from the transcriptome of B. 
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subcupularis, most of them were highly expressed in umbel, suggesting that umbel may be the main site of synthesis of pentacyclic 

triterpene esters. The enzyme function of two BsubOSC genes were characterized, which was found that BsubOSC2 could catalyze 2, 

3-oxidosqualene to form β-amyrin, but no catalytic product of BsubOSC1 was detected. Conclusion  Based on transcriptome analysis, 

the key enzyme genes involved in pentacyclic triterpene esters biosynthesis were found in B. subcupularis, and BsubOSC2 is a β-

amyrin synthetase gene, and is one of the key enzyme genes for the biosynthesis of balanophorin A. This study provides gene resources 

for further analysis of the biosynthesis pathway of triterpene ester compounds such as balanophorins, and facilitate the research on 

molecular breeding of B. subcupularis. 

Key words: Balanophora subcupularis P. C. Tam; transcriptome; triterpene ester biosynthesis; oxidosqualene cyclase; acyltransferase 

蛇菰属 Balanophora J. R. et G. Forst.是多年生肉

质全寄生植物[1]，分布于亚洲和大洋洲热带和亚热带

地区，我国云南、广东、广西、江西、湖南和福建等

省和自治区均有分布[2]。蛇菰属植物主要寄生于密林

中的大果榕 Ficus auriculata Lour.、天仙果 F. erecta 

Thunb.等植物[3]，生长条件十分特殊，尚未实现人工

栽培。迄今为止，已从蛇菰属植物中分离出 159种化

学成分，具有抗氧化、神经保护、保护胃、细胞毒

性、止血等药理活性[4]。蛇菰属植物含有特殊的五

环三萜酯类化合物，包括蛇菰素 A（β-香树脂醇

棕榈酸酯）、蛇菰素 B（羽扇豆醇棕榈酸酯）、β-香

树脂醇乙酸酯和羽扇豆醇乙酸酯[5-7]（图 1）。研究

表明，这类化合物具有降胆固醇[8]、调血脂[9]、抗

糖尿病[10]、抗肿瘤[11-13]、保肝[14]等多种生物活性。

但目前对于蛇菰属植物中五环三萜酯的生物合成

机制知之甚少。 

 

A-杯茎蛇菰全株；B-蛇菰属植物中 4个五环三萜酯类化合物结构。 

A-whole plant of Balanophora subcupularis P. C. Tam; B-structures of four pentacyclic triterpene ester compounds in the genus Balanophora plants. 

图 1  杯茎蛇菰及五环三萜酯结构 

Fig. 1  B. subcupularis and structure of pentacyclic triterpene esters 

三萜酯“（酰基化三萜）是植物三萜的主要形式

之一[15]。五环三萜在自然界中分布广泛，其中羽扇

豆烷、齐墩果烷和乌苏果烷型占五环三萜酯已知构

型的 95%以上[15]。根据其酰基配体的类型，三萜酯

可分为脂肪酸酯、糖基酯和芳香族三萜酯[16]，其中

大多数酰基配体为脂肪酸，而且超过一半（56%）

的脂肪酸酰基配体是非短链脂肪酸“（C≥6），其主要

酰化位点是三萜骨架上的 C-3[15]。植物三萜的生物

合成起始于 6个异戊二烯单元连接形成的角鲨烯，

在真核生物中，它最初被激活成 2, 3-氧化鲨烯，然

后被氧化鲨烯环化酶（oxidosqualene cyclases，

OSCs）环化成多种三萜骨架[17]。随后不同的修饰

酶，如细胞色素 P450酶“（cytochrome P450s，CYPs）、

UDP-糖基转移酶（uridine diphosphate-dependent 

glycosyltransferases ， UGTs ） 和 酰 基 转 移 酶

“（acyltransferases，ACTs）进一步修饰这些三萜骨架，

并将其转化为三萜酯[15]。 

目前已知与三萜酯生物合成相关的酰基转移

酶（triterpene ester synthesis-related acyltransferases，

TEsACTs）属于 3 个酰基转移酶家族。第 1 种是

BAHD酰基转移酶“（BAHD acyltransferase，BAHD-

AT）家族，其中包括苄醇 O-乙酰转移酶

β-香树脂醇乙酸酯 蛇菰素 A 

羽扇豆醇乙酸酯 蛇菰素 B 

花序 

花柄 

根茎 
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“（benzylalcohol O-acetyltransferase，BEAT）、花青素

O- 羟 基 肉 桂 酰 转 移 酶 （ anthocyanin O-

hydroxycinnamoyltransferase，AHCT）、邻氨基苯甲

酸 N-羟基肉桂酰-/苯甲酰转移酶（anthranilate N-

hydroxycinnamoyl-/benzoyl transferase，HCBT）和

去乙酰长春鸟苷 4-O-乙酰转移酶（ deacetyl-

vindoline 4-O-acetyltransferase，DAT）。第 2种是丝

氨酸羧肽酶样酰基转移酶（serine carboxypeptidase-

like acyltransferase，SCPL-AT）家族[18-19]。第 3种

是膜结合 O-酰基转移酶（membrane-bound O-

acyltransferase，MBOAT）超家族。BAHD-ATs 是

植物中最常见的酰基转移酶超家族，其主要底物是

辅酶 A[19]，而 SCPL-ATs 的酰基供体一般来源于

UGTs 的产物葡萄糖酯，MBOAT 蛋白家族包含多

个跨膜结构域，并共享组氨酸和天冬酰胺 2个活性

位点残基[20]。BAHD超家族含有大量的酶，目前已报

道有 14 个催化三萜骨架上酰基化的 TEsACT 被发现

和功能鉴定[15]，包括葫芦素酰基化酶[21-23]，以及拟南芥

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.的烷醇酰基转移酶

（alkanol acyltransferase，THAA）[24-25]等。但是，目前

在 BAHD 家族中发现的催化三萜酯合成的 TEsACT

均为乙酰基转移酶，即以乙酰辅酶A为酰基供体[15]，

尚未发现催化长链脂肪酸三萜酯合成的 BAHD 家

族酰基转移酶。然而，尽管 SCPL家族的酰基转移

酶在多个物种中已有报道，但仅鉴定出了 SCPL家

族的一种功能性 TEsACT“（AsSCPL1），是燕麦 Avena 

sativa L.中燕麦素生物合成的关键酶[26]，AsSCPL1

在液泡中催化酰基供体和受体的转移，产生燕麦素

（avenacins）类化合物[27-28]。而膜结合 O-酰基转移酶

（MBOAT）家族是一类新的酰基转移酶家族，莴苣

Lactuca sativa L. 中 LsTAT1[29]催化 β-香树脂醇和羽扇

豆醇乙酸酯的生成，拟南芥中AtASAT1[30]以饱和脂肪

酰基辅酶A（[14C]16:0-CoA）作为酰基供体酰化甾醇，

并对甾醇底物如环阿屯醇具有一定程度的特异性，

催化环阿屯醇棕榈酰化生成环阿屯醇酯；根据蛇菰

属植物中三萜酯的分子结构[5-7]，推断其存在催化五

环三萜骨架 β-香树脂醇和羽扇豆醇合成的关键 OSC

基因，以及催化三萜骨架酰基化的 BAHD或MBOAT

家族基因，能够催化 C-3 位羟基的乙酰基化或棕榈

酰基化生成特殊的五环三萜酯。尽管蛇菰属植物中

杯茎蛇菰的基因组已经完成测序[31]，但其三萜酯生

物合成相关酶与基因却一直缺乏研究。本研究挖掘了

杯茎蛇菰 Balanophora subcupularis P. C. Tam转录

组中五环三萜酯生物合成相关的关键酶基因，并

功能表征了 OSC酶基因功能，为了解蛇菰素等三

萜酯化合物的生物合成机制奠定了基础。 

1  材料与仪器 

1.1  材料与试剂 

杯茎蛇菰采自云南省普洱市思茅区，采摘同一

生活环境下、长势一致的杯茎蛇菰植株，与中国科

学院昆明植物研究所标本馆标本进行对照，经中国

科学院昆明植物研究所种子库何俊博士鉴定为杯

茎蛇菰 B. subcupularis P. C. Tam，取其根茎、花序、

花柄 3个组织，每个组织各 3个生物学重复。所有

样本在采集后立即在液氮中冷冻，保存于超低温冰

箱，直至进一步分析。 

反转录试剂盒（PrimeScript™ RT reagent Kit 

with gDNA Eraser）购自宝生物工程“（大连）有限公

司；高保真 DNA 聚合酶（2×Phanta Max Master 

Mix）购自南京诺唯赞生物科技有限公司；质粒小提

试剂盒“（TIANprep Mini Plasmid Kit）购自北京天根

生化科技有限公司；DH5α 感受态购自北京全式金

生物科技有限公司；对照品 β-香树脂醇（批号

BBP00551），质量分数大于 98%，购自云南西力生

物技术股份有限公司。 

1.2  仪器 

A24812型 PCR扩增仪购自美国 Thermo Fisher 

Scientific；LX-B50L型高压蒸汽灭菌锅购自河南信

陵仪器设备有限公司；UV-2450型紫外可见分光光

度计购自岛津分析技术研发（上海）有限公司；ZDP-

250 型恒温培养摇床购自浙江纳德科学仪器有限公

司；7890A/5975C 型 GC-MS 气质联用仪购自美国

Agilent technologies公司。 

2  方法 

2.1  转录组测序与分析 

样品总 RNA使用 Trizol Kit试剂（Promega公

司，美国）提取后，分别检测其纯度和完整性。经

检测合格后，委托天津诺禾致源科技有限公司完成

转录组文库构建、测序及数据分析。使用 SkrTools

“（version 1.0）计算测序产生的原始数据，通过

Trimmomatic v0.39和 RiboDetector v0.2.4[32-33]过滤

原始序列与去除原始数据中的 rRNA序列后，获得

高质量的 clean reads；基于杯茎蛇菰全基因组的编

码序列[31]，使用 Salmon[34]软件计算基因的表达量；

使用DIAMOND v2.1.9[35]将 10 932条基因与本地京

都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of 
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gene and genomes，KEGG）、真核生物直系同源组

“（eukaryotic ortholog groups，KOG）、非冗余蛋白质

序列（non-redundant protein sequences，Nr）、欧洲

分子生物学实验室核苷酸序列翻译（translation of 

EMBL nucleotide sequence，TrEMBL）、瑞士蛋白质

序列（Swiss-Prot protein sequence，SwissProt）、蛋

白质家族比对与隐马尔可夫模型“（protein families 

alignments and hidden Markov models，Pfam）、京

都基因与基因组百科全书直系同源（KEGG 

orthology，KO）和基因本体论“（gene ontology，GO）

等数据库进行比对，使用 Pfamscan v1.6 程序

“（https://github.com/aziele/pfam_scan）将 7 561个基

因 注 释 到 Pfam 数 据 库 （ http://ftp.ebi.ac. 

uk/pub/databases/Pfam/）（e-value＜1×10−5），使用

DEseq2进行差异表达分析，筛选 log2 |fold change|＞

1和 false P-values＜0.5的基因为差异表达基因。 

2.2  杯茎蛇菰中五环三萜酯生物合成相关基因的

挖掘 

使用 PfamScan v1.6 程序检测基因的保守结构

域和编码蛋白的家族，并将结果注释到 Pfam v36.0

数据库后。从该数据库中获得与五环三萜酯生物合

成相关的各个酶家族的 Pfam 号，基于注释结果对

各个酶家族的基因数量进行统计。使用 TBtools 中

的 TBtools Fasta Extract (Basic)工具对各个酶家族的

氨基酸序列进行提取和重命名，使用 Text Block 

Extract 工具从转录组数据中提取出每百万转录本

数“（Transcripts Per Million，TPM）值，使用 HeatMap

工具创建候选基因的表达量热图。 

2.3  杯茎蛇菰 OSC、BAHD 和 MBOAT 基因家族

的系统进化分析 

利用MEGA11.0软件构建系统进化树，采用邻

接法“（neighbor joining，NJ）作图，各树枝置信度用

Bootstrap Method 进行检验，设定 1 000 的循环次

数，杯茎蛇菰 BAHD系统进化树的参考序列分别来

自拟南芥基因组数据库（https://www.arabidopsis. 

org/）和水稻 Oryza sativa L.基因组数据库

“（https://riceome. hzau.edu.cn/）；使用在线工具 ITOL

“（ https://itol.embl.de/）美化系统进化树；利用

DNAMAN8软件进行氨基酸序列多重比对，所有工

具均采用默认参数。 

2.4  杯茎蛇菰 OSC 的功能表征 

利用 SnapGene 软件设计 BsubOSCs 基因携带

pYES2载体同源臂的引物“（表 1），采用诺唯赞的高

保真酶（Phanta High-Fidelity DNA Polymerase）进

行基因扩增，PCR 反应程序为：预变性 95 ℃、3 

min，变性 95 ℃、15 s，退火 58 ℃、15 s，延伸

72 ℃、2 min，35个循环，延伸 72 ℃、5 min，10 ℃

保温，使用 0.1%的琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行

检测，将符合预期片段长度的扩增产物进行割胶回

收；利用单酶切的方法（BamHI位点 5’-GGATCC-

3’）使 pYES2 载体线性化后将酶切产物进行柱纯

化；利用生工生物科技有限公司的无缝克隆酶“（2×

Seamless cloning Master Mix）将 BsubOSC1 和

BsubOSC2基因片段分别连接到 pYES2酵母表达载

体中构建重组质粒“（pYES2-BsubOSCs）。通过醋酸

锂“（LiAc/SS-DNA/PEG）转化方法将测序成功的重

组质粒导入到酿酒酵母羊毛甾醇合酶基因（erg7）

缺陷突变株 GIL77中，将阳性转化子进行一系列发

酵、诱导、孵育、裂解、萃取等实验步骤后，通过

最终的气相色谱-质谱仪“（GC-MS）检测发酵产物。 

2.5  GC-MS 检测条件 

Agilent 19091S-433毛细管柱（HP-5MS 5% Phenyl 

Methyl Silox，30 m×250 μm ×0.25 μm）；进样口温

度为 250 ℃；载气为高纯氦气；体积流量为 1.2 

mL/min；进样量 1 μL；分流 1∶10。质谱条件：电子

轰击（E），离子源：离子源温度 230 ℃；四级杆温度

150 ℃；电子能量 70 eV，接口温度为 250 ℃，质量

扫描范围m/z 30～500，检索谱库为NIST version 2.3

标准谱库。升温程序：80 ℃保持 2 min，20 ℃/min升

至 319 ℃，保持 20 min，总运行时间 35 min。 

表 1  BsubOSCs 基因克隆引物 

Table 1  BsubOSCs gene cloning primers 

引物名称 引物序列 (5’-3’) 

BsubOSC1-F CGACTCACTATAGGGAATATTATGTGGAAGCTGAAGATATCAGAGG 

BsubOSC1-R TAACTAATTACATGATGCGGCCTAGGCAAACAAAACCCGCTTAC 

BsubOSC2-F ATACGACTCACTATAGGGAATATTATGTGGAGATTGAGAGTGGGAG 

BsubOSC2-R ACATAACTAATTACATGATGCGGCCTAGTTGGGGAGGAGGACAC 
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3  结果与分析 

3.1  转录组分析 

3.1.1  基因功能注释  基于已发表的杯茎蛇菰全

基因组的测序结果，对获得的 10 932 条基因进

行了功能注释，共注释到 10 133条基因，注释率

为 92.69%。 KEGG、 KOG、 Nr、 TrEMBL、

SwissProt、Pfam、KO 和 GO 8 个数据库分别注

释到了 10 018、9 531、10 120、10 071、6 708、

7 561、7 166 和 3 894 条基因，注释率分别为

91.64%、87.18%、92.57%、92.12%、61.36%、

69.16%、65.55%和 35.62%（表 2）。 

3.1.2  不同组织差异基因（DEGs）数量  以 log2 

|fold change|＞1和 false P-values＜0.5为阈值筛选了

DEGs。根茎 vs 花序比较组中检测到 359 个上调

DEGs和 351个下调 DEGs；花柄 vs花序比较组中

检测到 359个上调 DEGs和 476个下调 DEGs；花 

表 2  8 大数据库的注释结果 

Table 2  Annotation results of eight databases 

注释数据库 注释数量 注释百分比/% 

KEGG 10 018 91.64 

KOG  9 531 87.18 

Nr 10 120 92.57 

TrEMBL 10 071 92.12 

SwissProt  6 708 61.36 

Pfam  7 561 69.16 

KO  7 166 65.55 

GO  3 894 35.62 

All 10 133 92.69 

总计 10 932  

柄 vs根茎比较组中检测到 238个上调 DEGs和 340

个下调 DEGs（图 2）。 

3.1.3  KEGG富集分析 利用 KEGG数据库，对 3个

分组中差异表达基因在生物学上的复杂行为进行分 

 

图 2  DEGs 的韦恩图分析 

Fig. 2  Venn diagram analysis of differentially expressed genes  

析，选择每组比较间富集程度最丰富的前 20通路绘

制气泡图（图 3），DEG根据KEGG通路定义的功能

类别进一步分类和表征。在 3个差异组中，富集程度

较丰富的术语包括转录因子、植物激素信号转导、运

输工具、细胞色素 P450、多种植物次生代谢产物的生

物合成、萜类骨架生物合成、类固醇生物合成、脂质

生物合成、脂肪酸生物合成等代谢途径。其中 多种

植物次生代谢产物的生物合成”（ko00999）、 萜类骨

架生物合成”（ko00900）和 脂肪酸生物合成”

（ko00061）这 3条代谢途径与杯茎蛇菰五环三萜生物

合成密切相关，分别涉及到 9、6和 13条差异基因。 

3.2  杯茎蛇菰中五环三萜酯生物合成相关基因的

挖掘 

3.2.1  五环三萜酯生物合成相关基因的挖掘  五

环 三 萜酯 的生 物合成 包 括 甲 羟戊 酸途 径

（mevalonate pathway，MVA）或甲基赤藓糖醇磷酸

化途径途径（methylerythritol phosphate pathway，

MEP）合成前体异戊烯焦磷酸（ isopentenyl 

diphosphate ， IPP ） 和 二 甲 基 丙 烯 焦 磷 酸 

（dimethylallylpyrophosphate，DMAPP）阶段、骨架

合成阶段、棕榈酰 CoA“（脂肪酸）合成阶段及骨架

酰化阶段“（图 4）。从杯茎蛇菰转录组中总共挖掘到

了与五环三萜酯生物合成相关的酶基因 87 条，包

括较为关键的 2 条氧化鲨烯环化酶（OSC）、6 条

BAHD酰基转移酶家族基因和 11条膜结合 O-酰基

转移酶（MBOAT）家族基因，同时从杯茎蛇菰转录

组中鉴定出与脂肪酸合成途径（ko00061）相关的基

因共 19 条，分为乙酰辅酶 A 羧化酶（acetyl-CoA 

carboxylase，ACCase）、酰基载体蛋白还原酶

（acylcarrier protein reductase，ACPR）、酰基载体蛋 
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0   10   91 0   16   109 
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图 3  DEGs 的 KEGG 富集分析 

Fig. 3  KEGG enrichment analysis of DEGs 

白合成酶（acyl carrier protein synthase，ACPS）、3-

羟烷基酰载体蛋白脱水酶（ 3-hydroxyacyl-acyl 

carrier protein dehydratase，FabZ）、硬脂酰-酰基载体

蛋 白 脱 饱 和 酶 （ stearoyl-acyl carrier protein 

desaturase，SAD）、酰基载体蛋白硫酯酶（acyl-acyl 

carrier protein thioesterase，FAT）和长链脂酰辅酶 A

合成酶（long-chain acyl-CoA synthetase，LACS）7

个蛋白家族。 

3.2.2  五环三萜酯生物合成相关基因的表达水平  

根据五环三萜酯合成途径候选基因的表达谱可知

（图 4），上游MVA和MEP途径的大多数基因在根

茎和花序中转录表达水平较高，而下游 GPS、FPS、

SS、SE、OSC和 BAHD基因在花序中的转录表达水

平较高，MBOAT 家族不同基因则在花柄、根茎和

花序中均有高表达，而脂肪酸合成的 19 条基因大

多数在花序中的转录表达水平较高。 
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A、B、C和 D分别代表三萜酯合成途径的 4个阶段，A为前体 IPP和 DMAPP的合成阶段；B为骨架合成阶段；C为棕榈酰 CoA合成阶段；

D为骨架酰化阶段；F、R和 U依次为花柄、根茎和花序的表达谱。 

A, B, C and D represent the four stages of the triterpene ester synthesis pathway, respectively; A is the synthesis stage of IPP and DMAPP; B is the synthesis 

stage of skeleton; C is the synthesis stage of palmitoyl CoA; D is the acylation stage of skeleton; F, R and U are the expression profiles of the flowerstalk, 

rhizome, and umbel, respectively. 

图 4  五环三萜酯合成途径候选基因的表达谱 

Fig. 4  Expression profiles of candidate genes involved in pentacyclic triterpene ester synthesis pathway 

3.3  杯茎蛇菰 OSC、BAHD 和 MBOAT 基因家族

的系统进化分析 

3.3.1  杯茎蛇菰 OSC 基因家族成员进化树分析  杯

茎蛇菰转录组中总共注释到了 2条 BsubOSCs基因，

将之与其他物种的三萜合酶一起构建系统进化树（图

5）。该进化树总共分为环阿屯醇合酶、葫芦二烯醇合

酶、羊毛甾醇合酶、羽扇豆醇合酶、β-香树脂醇合酶、

木栓酮合酶和达玛烯二醇合酶 7大簇，由系统进化树

分析可知，BsubOSC1被聚在羽扇豆醇合成酶分支上，

而BsubOSC2被聚在 β-香树脂醇合酶分支上。 

3.3.2  杯茎蛇菰OSC氨基酸序列比对  BsubOSCs氨基

酸多重序列比对结果显示（图 6），杯茎蛇菰中OSC超

家族的2条氨基酸序列都具有高度保守的DCTAE基序

和MWCHCR基序，DCTAE基序与底物结合有关[36]，

同时还包含了OSC超家族的 4个QW[QXXXXXW]的

基序特征，QW基序负责加强酶的结构并稳定参与环化

过程中的碳阳离子中间体[37-38]。 

3.3.3  杯茎蛇菰 BAHD 基因家族成员进化树分析 

杯茎蛇菰转录组中总共注释到了 6 条 BsubBAHDs

基因，综合先前文献中进化树的聚类方式[15,19,39-41]

将杯茎蛇菰、拟南芥、水稻和其他植物的 BAHD-ATs

超家族成员一起构建系统进化树（图 7）。利用拟南

芥和水稻的BAHD-ATs进行分类，总共分为了 8簇，

其中与三萜酯生物合成相关的酰基转移酶

TEsACTs（标红星）大多数都属于Ⅲa分支，而且大

多数都在其三萜骨架上被乙酰化，BsubBAHD3 和

BsubBAHD5被聚在该分支上；其他 2个 TEsACTs

（AmAT7-3和 AmAT8-17）属于 I分支，它们都对黄 
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图 5  杯茎蛇菰 OSC 系统进化树 

Fig. 5  Phylogenetic tree of OSC in B. subcupularis  

 

DCTAE和MWCYCR保守基序区域位于红色框中，QXXXXXW保守基序区域位于绿色框中。 

The conserved motif regions of DCTAE and MWCYCR are located in the red box, while the conserved motif region of QXXXXXXX is located in the green box. 

图 6  杯茎蛇菰 OSC 氨基酸序列比对 

Fig. 6  Amino acid sequence alignment of OSC in B. subcupularis 
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图 7  杯茎蛇菰 BAHD 系统进化树 

Fig. 7  Phylogenetic tree of BAHD in B. subcupularis  

芪甲苷的苷供体进行了乙酰化[42]，BsubBAHD1、

BsubBAHD2和 BsubBAHD4被聚在 Ib分支上；拟

南芥中的 TEsACTs 也可为其他植物同源基因的鉴

定提供参考，Ⅱ分支中的 AtASFT[43]、AtDCF[44]和

AtHHT[45]催化 16-羟基棕榈酸和阿魏酰CoA生成阿

魏酸脂，BsubBAHD6与该分支中的 AtDCF[44]聚得

较近。 

3.3.4  杯茎蛇菰 MBOAT 基因家族成员进化树分析  

杯茎蛇菰转录组中总共注释到了 11 条膜结合

MBOAT 家族基因，综合先前文献中进化树的聚类

方式[29]将杯茎蛇菰和已知功能MBOAT超家族成员

一起构建系统进化树（图 8）。LsTAT1[29]催化 β-香 

 

图 8  杯茎蛇菰 MBOAT 系统进化树 

Fig. 8  Phylogenetic tree of MBOAT in B. subcupularis 
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树脂醇和羽扇豆醇乙酰化，AtASAT1[30]催化环阿屯

醇棕榈酰化生成环阿屯醇酯， BsubASAT2、

BsubASAT1 和 BsubASAT5 被聚在该分支上；

BsubPSAT1 与磷脂甾醇酰基转移酶 AtPSAT1 和

SlPSAT1[29]聚在一起；BsubPSAT6与磷脂甘油二酯

酰基转移酶 AtPDAT[29]离得较近。 

3.4  杯茎蛇菰 OSC 的功能表征 

通过醋酸锂转化将重组质粒（ pYES2-

BsubOSCs）和 pYES2 空载转化到酿酒酵母突变菌

株 GIL77 中成功进行异源表达，将 pYES2 空载作

为阴性对照。发酵产物通过气相色谱-质谱仪“（GC-

MS）检测发现“（图 9），与对照菌株 pYES2空载相

比，从表达 pYES2-BsubOSC2重组质粒酵母提取物

的总离子流图谱中发现在 17.08 min 有 1 个较大的

新产物峰出现，结果显示该峰与 β-香树脂醇对照品

的保留时间和离子碎片相一致，这也证明了

BsubOSC2 编码的蛋白可催化 2,3-氧化鲨烯生成 β-

香树脂醇。 

 

A-BsubOSC2发酵产物衍生化后的 GC-MS检测的 TIC图；B-BsubOSC2发酵产物衍生化后的 GC-MS检测的 EIC质谱图。 

A-TIC diagram of GC-MS detection after derivatization of BsubOSC2 fermentation products; B-EIC mass spectrum of GC-MS detection after 

derivatization of BsubOSC2 fermentation products. 

图 9  BsubOSC2 发酵产物的 GC-MS 分析 

Fig. 9  GC-MS analysis of BsubOSC2 fermentation products 

4  讨论 

基于杯茎蛇菰转录组挖掘到的与五环三萜酯

生物合成相关的各个酶家族基因数目相对较少，最

为关键的 OSC、BAHD 和 MBOAT 3 个家族基因总

共只有 20 条，杯茎蛇菰的基因组较小[31]，它又是

全寄生植物，且寄生植物已经进化到部分或严重地

依赖寄主植物才能来完成它们的生命周期的地步，

尽管蛇菰属多种植物都具有较高的药用价值和生

物学研究价值，但是该属植物的组学数据十分缺

乏，有国内学者对疏花蛇菰质体基因组进行了研

究，表明疏花蛇菰质体基因组与非寄生植物相比高

度精简[46-49]，前人研究中对蛇菰科蛇菰属的 2个全

寄生物种杯茎蛇菰和球穗蛇菰进行了全基因组组

装，发现寄生植物寄生背后都发生了非常剧烈的基

因丢失，还表现出多基因家族的强烈收缩，揭示了

蛇菰独特形态和神奇生活方式的背后机制[31]，因此
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推断这可能是导致从杯茎蛇菰转录组中挖掘到的

参与五环三萜酯生物合成相关基因数量较少的原

因之一。迄今为止，全寄生的蛇菰属植物组学信息

较为缺乏，目前集中在该属植物中研究较多的是化

学成分的分离和鉴定，关于有效活性成分功能基因

挖掘、关键酶基因克隆及功能验证等方面的研究十

分匮乏，加上寄生植物寄生背后会存在剧烈的基因

丢失和基因家族收缩，这些因素不仅直接制约了蛇

菰属药用植物中重要次生代谢产物合成途径的研

究，进而也严重阻碍了蛇菰属药用植物遗传信息挖

掘及合成生物学的发展，同时相关基因信息的缺乏

也给蛇菰属植物的进化研究带来了挑战。 

杯茎蛇菰转录组中差异表达基因显著富集于

“ 多种植物次生代谢产物的生物合成” 萜类骨架生

物合成”和 脂肪酸生物合成”等代谢途径，这 3

条代谢途径与杯茎蛇菰五环三萜酯生物合成密切

相关。五环三萜酯生物合成相关的各个酶家族基因

大多数都在花序中高表达，在根茎和花柄中却是低

表达，表明这些关键酶基因在杯茎蛇菰 3个组织中

的表达具有组织特异性。这些结果有助于后续分析

蛇菰属植物五环三萜酯合成途径中其他酶在植物

组织中的表达情况提供参考。 

虽然蛇菰属植物中三萜酯的 2个骨架（β-香树

脂醇和羽扇豆醇）和棕榈酸的合成路径已经清楚，

但在全寄生的蛇菰属植物中还未见报道，而 BAHD

或MBOAT酰基转移酶家族基因催化其骨架 C-3位

乙酰化和棕榈酰化是解析蛇菰属三萜酯合成途径

的瓶颈。根据 BAHD 家族的系统进化分析，发现

BsubBAHD3 和 BsubBAHD5 与大多数已知的

TEsACTs一起聚在 IIIa分支中，BsubBAHD6与 II

分支中 AtDCF[44]（催化 16-羟基棕榈酸和阿魏酰

CoA生成阿魏酸脂）聚得较近，因此将这 4条作为

BAHD 酰基转移酶家族的候选基因。根据 MBOAT

家族的系统进化分析，发现 BsubASAT2、

BsubASAT1和 BsubASAT5与催化 β-香树脂醇和羽

扇豆醇乙酰化[29]“（LsTAT1）及催化环阿屯醇棕榈酰

化生成环阿屯醇酯 [30]“（AtASAT1）聚得较近，由于

LsTAT1 作为 β-香树脂醇和羽扇豆醇乙酰化的阳性

基因，而环阿屯醇酯与蛇菰素的结构相似，因此将

这 3条作为MBOAT酰基转移酶家族的候选基因。

这 7条酰基转移酶的挖掘为后期蛋白表达与纯化、

微粒体蛋白提取、底物喂养及体外酶活等关键实验

环节奠定了一定基础。 

尽管氧化鲨烯环化酶的来源和催化功能不同，

但 OSC 家族成员具有 DCTAE 和 QW 等高度保守

的氨基酸序列。将绿玉树的 OSC进行突变后，明确

了 DCTAE 能作为聚环化反应的起始位点，因而推

测保守基序 DCTAE可能与底物结合相关[36]。另外，

保守基序 QW是带有负电性的芳香族氨基酸区域，

其作用是在 2,3-氧化鲨烯环化反应中稳定碳正离

子，推测 4个 QW重复序列可能与稳定蛋白质结构

和功能相关[37-38]。通过氨基酸序列比对分析，发现

杯茎蛇菰中 2条 BsubOSCs序列都具有高度保守的

DCTAE、MWCHCR及 4个 QW的基序特征，为后

续使用分子对接预测催化关键残基和解析其催化

机制提供了参考。将水稻的 OSC进行定点突变后，

实现了五环三萜籼稻醇和四环三萜帕克醇之间的

转化[50]。Kushiro等[51]发现将 259位Trp突变为Leu，

可使羽扇豆醇合酶改造为 β-香树脂醇合酶，且突变

体以 2∶1 的比例将羽扇豆醇与 β-香树脂醇作为

主要产物。这些研究均表明，碱基的替换、插入

和缺失均能显著影响 OSC的催化活性。此外，将

酶和底物经过分子对接后，可分析并预测酶活性

口袋中酶-底物结合位点的氨基酸残基 [52-55]。因

此，可以通过定点突变和底物亲和性的研究方法，

揭示植物 OSC 结构与功能之间的关系[56-57]。而本

研究只在杯茎蛇菰中表征了BsubOSC2催化生成 β-

香树脂醇的功能,但是蛇菰属植物中三萜酯的另外

一个三萜骨架的功能基因并未被找到，综上所述亦

可通过定点突变的方法将 BsubOSC2突变成为羽扇

豆醇合酶，并且本研究中 BsubOSC1 和 BsubOSC2

基因相似度为 58.42%，只有 BsubOSC2基因具有功

能，而 BsubOSC1则无功能，可以通过分子对接等

揭示 BsubOSC2关键催化位点。 

综上所述，为探索蛇菰属植物中五环三萜酯生

物合成的分子基础，本研究基于杯茎蛇菰转录组分

析了五环三萜酯的生物合成途径，挖掘到了可能参

与五环三萜酯生物合成的相关酶基因共 87 条，其

中大多数基因都在花序中高表达。成功克隆了 2条

OSC 基因并将其导入酿酒酵母突变菌株 GIL77 中

进行异源表达，最终鉴定到 BsubOSC2为 β-香树脂

醇合成酶，是蛇菰素 A和 β-香树脂醇乙酸酯生物合

成的关键酶基因之一。 
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