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　　摘要：研究人参皂苷生物合成途径中的影响因子。以五年生人参根组织为试验材料，提取总 ＲＮＡ，反转录合成
ｃＤＮＡ的第１条链，利用 ＰＣＲ法对人参中的原人参三醇合成酶（ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２）基因的 ｃＤＮＡ进行克隆及序列分析。
获得ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因全长片段为１５０６ｂｐ，开放阅读框长１４１０ｂｐ，编码４７０个氨基酸多肽。生物信息学分析显示，
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因编码蛋白质不含跨膜区域。说明 ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因与其他植物氨基酸序列具有较高同源性，其中
与人参、西洋参、三七同源性分别为９９％、９８％、９８％。
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　　人参（ＰａｎａｘｇｉｎｓｅｎｇＣ．Ａ．Ｍｅｙｅｒ）为五加科人参属名贵药
材，自古以来是中国重要药用植物，有“百草之王”的美誉。

现代药理学研究表明，人参皂苷为人参主要药效成分，按苷元

基本骨架可分为齐墩果烷型和达玛烷型，属于三萜类化合物。

目前，已从人参中分离得到约９０种人参皂苷单体［１－３］。抗癌

活性成分人参皂苷Ｒｇ３已经于２０００年批准为一类新药［４］；随

着老龄化人口增加和疾病的改变，如心血管疾病和肿瘤人口

的增加，人参皂苷Ｒｇ和Ｒｅ被命名为血管生长因子。人参皂
苷含量和组成是人参质量的重要指标，人参皂苷的含量较低，

人工合成次生代谢产物人参皂苷尚未实现，对于一些含量甚

微的单体皂苷的新药开发还较为困难。人参皂苷的生物合成

途径与功能基因的表达量之间的关系仍处于探究阶段。深入

了解人参皂苷生物合成途径及其调控机理，在分子水平上实

现人参皂苷的人工合成，这将是利用生物技术手段大量生产

人参皂苷的必然前提。

原人参三醇合成酶（ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２）是达玛烷型人参皂
苷合成的重要调控酶，原人参三醇合成酶催化原人参二醇到

原人参三醇的过程，相关试验研究认为，细胞色素 Ｐ４５０
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因ｍＲＮＡ表达量与三萜皂苷的生成量呈正相
关［５］。本试验对人参皂苷生物合成途径中的细胞色素 Ｐ４５０
ＣＹＰ７１６Ａ５３基因进行了克隆与序列分析，目的在于从基因水
平研究人参皂苷生物合成途径的调控机制，实现三萜皂苷基

因的高效表达，增加人参药材的药效成分含量，提高人参药材

质量和经济价值，为实现未来药材质量安全、可控、稳定、有效

的发展目标提供理论依据。

—３５—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第６期



１　材料与方法

１．１　材料
五年生鲜人参取自吉林省抚松县抚南林场，位于

４２°０３′０６″Ｎ、１２７°３３′２１″Ｅ，海拔９０３ｍ，用刀将根部切成小块
放入冻存管迅速用液氮冷冻于－８０℃保存待用，试验所用部
位为人参根组织。

１．２　主要试剂和仪器
植物总ＲＮＡ提取试剂盒，２×ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ，

凝胶回收试剂盒，质粒提取试剂盒，ＤＮＡ连接试剂盒等均购
自北京百泰克生物科技有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ反转录试剂盒，ＬＢ培养基，ＪＭ１０９感受态菌株均购
自大连宝生物工程有限公司。ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｎｅｘｕｓ
ＰＣＲ仪，德国；ＤＹＹ－８Ｃ琼脂糖凝胶电泳仪，北京六一；ＧＩＳ－
２０１０凝胶成像系统，上海 Ｔａｎｏｎ；ＨＣ－２５１８Ｒ高速冷冻离心
机，ＭＤＦ－３８２Ｅ超低温冰箱，日本ＳＡＮＹＯ等。
１．３　方法
１．３．１　人参根部组织总ＲＮＡ的提取及反转录成ｃＤＮＡ的第
１条链　按照植物总 ＲＮＡ提取试剂盒的提取步骤对人参根
组织总ＲＮＡ进行提取，ＲＮＡ质量的检测用１％琼脂糖凝胶电
泳。以提取的总ＲＮＡ为模板，以 Ｏｌｉｇｏ－ｄＴ为引物，将 ＲＮＡ
反转录合成ｃＤＮＡ，－２０℃保存。
１．３．２　ＰＣＲ扩增　根据ＧｅｎＢａｎｋ上已报道的人参细胞色素
Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因 ｃＤＮＡ（登录号为 ＪＸ０３６０３１）序列设
计引物，上游引物为 ５３Ｆ：５′－ＧＧＧＣＡＡＡＡＴＣＡＣＡＧＡＡＴＴＣＴ
ＴＧ，下 游 引 物 为 ５３Ｒ：５′－ＴＴＡＡＡＧＣＧＴＡＣＡＡＧＧＴＧＡＴ
ＡＧＡＣＧ。以五年生人参根 ｃＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，
ＰＣＲ反应体系：去离子水７．４μＬ，２倍 ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
ｍｉｘ１０μＬ，上、下游引物各０．８μＬ，反转录产物１μＬ。反应程
序：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃
延伸２ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。取５μＬ扩增
产物在１％ 琼脂糖凝胶电泳上检测。
１．３．３　细胞色素 Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３基因的克隆与序列分析
　ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳后，放入紫外分析仪内切
下目的片段，用凝胶回收试剂盒纯化回收，再将纯化回收目的

片段与 ｐＭＤ２０－Ｔ载体连接成重组质粒 ｐＭＤ２０－Ｔ／
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２，再转化到感受态细胞中进行克隆，涂布在 Ｘ－
ｇａｌ、ＩＰＴＧ和 Ａｍｐ的ＬＢ平板上，在气候箱中３７℃培养１４～
１６ｈ，随机挑取１０个白色菌落，摇菌培养１２～１４ｈ，通过质粒
提取试剂盒提取质粒和菌落ＰＣＲ进行快速鉴定，将阳性克隆
菌液送生工生物工程（上海）股份有限公司测序鉴定。将测序

获得的序列用ＤＮＡＭＡＮ６．０整理翻译成氨基酸，通过 ＥｘＰａｓｙ
ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／．ｈｔｍｌ）分
析推测蛋白质的理化性质；采用ＴＭＨＭＭ２．０进行跨膜结构域
预测；利用Ｂｌａｓｔ搜索ＮＣＢＩ上的核苷酸数据库和氨基酸数据
库中近缘物种的ＣＹＰ序列信息，通过 ＭＥＧＡ５．０构建 Ｎｅｉｇｈ
ｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ系统进化树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复次数为１０００。

２　结果与分析

２．１　人参总ＲＮＡ质量检测
本试验采用试剂盒法将提取的人参总 ＲＮＡ经１％ 琼脂

糖凝胶电泳检测，结果见图１，所提取的总 ＲＮＡ呈现出２８Ｓ
ｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ等２条条带，条带清晰完整，没有明显降
解，说明总ＲＮＡ提取成功。

２．２　人参细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因ＰＣＲ结果
以人参根组 织 ｃＤＮＡ为模 板，用 细 胞 色 素 Ｐ４５０

ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因的特异性引物进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物经
１％ 琼脂糖凝胶电泳检测，获得片段大小为１５０６ｂｐ（图２）。

２．３　细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因的克隆与序列分析
使用载体通用引物对阳性克隆菌液进行菌落 ＰＣＲ检测，

获得大小约１５０６ｂｐ片段（图３）。提取的质粒电泳结果显示
（图４），质粒分子量较大，说明 ｐＭＤ２０－Ｔ载体有外源基因片
段插入，为阳性克隆。

　　对阳性克隆菌液进行测序，并利用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行
序列拼接，得到１５０６ｂｐ碱基序列，翻译起始位点位于１６ｂｐ，
ＰｏｌｙＡ位于１４２３ｂｐ，开放阅读框长１４１０ｂｐ，共编码４７０个氨
基酸，与ＧｅｎＢａｎｋ上发布的人参细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２
基因的氨基酸（登录号为 ＡＦＯ６３０３１）序列完全相符，表明所
得重组子是正确的（图５）。
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　　利用 ＥｘＰａｓｙＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／．ｈｔｍｌ）在线工具分析人参 Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因
编码蛋白的理化性质。推测其蛋白相对分子质量为５３．２９７，
分子式为Ｃ２４５８Ｈ３７９３Ｎ６１９Ｏ６６５Ｓ２０，总原子数为７５５５。理论等电
点为９．１２，带正电残基（精氨酸＋赖氨酸）为５６，带负电残基
（天冬氨酸＋谷氨酸）为４６。该蛋白的不稳定系数为３８．５７，
表明人参Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因编码的蛋白不稳定。脂肪
系数为８５．８２，亲水性系数为 －０．０８１，表明其为亲水蛋白。
利 用 ＴＭＨＭＭ２．０ 进 行 蛋 白 跨 膜 分 析，人 参 Ｐ４５０
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因编码的蛋白质没有跨膜区域 （图６）。

　　人参ＣＹＰ基因与其他植物ＣＹＰ基因具有较高的亲源性，
分别达到人参（ＡＦＯ３６０３１）９９％、西洋参（ＡＧＣ３１６５２）９８％、
三七（ＡＨＫ２３６３６）９８％、西洋参（ＡＥＤ９９８７２）９７％、刺五加
（ＡＨＡ５００８０）８４％。人参ＣＹＰ基因与其他植物相关基因系统
发育 树 见 图 ７。人 参 ＣＹＰ基 因 与 五 加 科 植 物 三 七
（ＡＨＫ２３６３６）、人参（ＡＦ０３６０３１）、西洋参（ＡＧＣ３１６５２）、刺五
加（ＡＨＡ５００８０）以及西洋参（ＡＥＤ９９８７２）亲缘性较高，与植物

种属之间的进化相符。

３　结论与讨论

人参皂苷的成分及总皂苷的含量是评价人参药材质量的

重要指标，三萜皂苷作为人参药材的次生代谢产物，其中，

Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、Ｒｇ１等是主要成分，具有抗氧化、抗肿
瘤、降血糖、保肝护肝等功效［６－８］，尤其是Ｒｇ１对心血管系统、
免疫系统、神经系统起到一定的调节作用，还具有抑制细胞凋

亡、扩张血管、抗衰老，运动疲劳的恢复等作用［９］。目前，有

关人参皂苷积累和形成规律的研究尚不充分，制约了人参药

材质量调控机制的研究，已成为进一步提升人参药材质量的

制约因素［１０］。

　　人参细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２催化原人参二醇到原
人参三醇，四环三萜皂苷从达玛烷二醇羟基化之后是由 ＣＹＰ
（Ｐ４５０）和糖基转移酶的糖基化进行合成的，原人参二醇合成
酶（ＣＹＰ７１６Ａ４７）催化达玛烷二醇Ｃ－１２位置羟基化，得到原
人参二醇，原人参三醇合成酶（ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２）催化原人参二
醇得到原人参三醇［４］，再经由糖基化得到单体皂苷Ｒｇ１。本
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试验所克隆的人参细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因与三七、
西洋参、刺五加等植物细胞色素ＣＹＰ（Ｐ４５０）基因序列同源性
都很高，它们均属于植物三萜类化合物积累和形成的重要调

控限速酶———细胞色素氧化酶家族，同时该试验也验证了种

属亲缘关系越近，代谢产物越趋同的观点。笔者认为，可以从

人参属其他植物的次级代谢产物中寻找人参皂苷的替代产

物。Ｈａｎ等对 ＣＹＰ７１６Ａ的 ２个亚族基因（ＣＹＰ７１６Ａ５２ｖ２和
ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２）进行了判定，经过过茉莉酸甲酯的处理，重组
ＷＡＴ２１酵母的异位表达转接到培养基中培养，体外酶活性测
定以及液体色谱和大气压化学电离质谱的确定［４－５］，结果表

明，ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因的产物是原人参二醇６羟化酶，它是达
玛烷型三萜苷元在人参皂苷生物合成中的重要步骤，而

ＣＹＰ７１６Ａ５２ｖ２基因的产物是 β－香树素 Ｃ２８位羟基化酶，其
催化β－香树素生成齐墩果酸，再经由糖基化生成单体皂苷
Ｒｏ。因此，人参细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ７１６Ａ５３ｖ２基因在一定程度
上可以决定人参皂苷生物合成的方向，可以在分子水平上用

于调节人参皂苷的生物合成，对于进一步提高人参药材质量

具有重要指导意义。

通常情况下次生代谢产物是药用植物的主要药效成分，

是药材质量的重要标志［１１］，即含量及药效成分是药用植物的

表现型，表现型是由基因型和环境条件共同作用的［１２］。所

以，清晰地认识以次生代谢产物为主体的药效成分的形成积

累规律及其生态学和分子生物学机制，是实现药材质量控制

的重要前提，也是目前药材质量控制技术研究的瓶颈［１３－１４］。

从生态学与分子生物学角度，开展人参皂苷形成与积累规律

的研究，阐明其影响主导生态因子和调控机制，对进一步实现

人参药材质量调控具有重要指导意义，进而实现人参药材质

量“安全、稳定、可控、有效”的目标。
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