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　　摘要：挖掘与粉葛葛根素生物合成的相关基因，为相关控制基因的验证及深入研究提供理论参考。对６个生长时
期的粉葛块根进行转录组测序，在葛根素含量最高时期与最低时期初步筛选差异表达基因，对各时期葛根素及其上下

游代谢物含量变化趋势与差异表达基因相对表达量进行相关性分析，最终挖掘出相关性较高的基因片段。结果表明，

经２步筛选差异基因后，挖掘１１个与粉葛葛根素生物合成相关的片段，共编码３个基因，分别为异黄酮羟化酶控制基
因（Ｉ２′Ｈ）、异黄酮７－Ｏ－葡糖苷转移酶控制基因（ＩＦ７ＧＴ）和异黄酮合酶控制基因（ＩＦＳ１），其中Ｉ２′Ｈ、ＩＦ７ＧＴ、ＩＦＳ１均与
葛根素的生物合成呈现正向相关，即均正向调控葛根素的生物合成。说明Ｉ２′Ｈ与ＩＦ７ＧＴ所编码的酶主要负责调控大豆
苷元向芒柄花素和大豆苷的合成，两者同为葛根素上游代谢物的支链代谢物，因此与葛根素的含量呈正向相关，而ＩＦＳ１则通
过调控２，７，４′－３－羟基异黄酮的生物合成与异甘草素向葛根素的直接合成，最终调控葛根素生物合成进程。
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　　粉葛（Ｐｕｅｒａｒｉａｍｏｎｔａｎａｖａｒ．ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ）属豆科
葛属，它在我国的栽培史可追朔至南梁（公元 ５０２
年）以前，自此之后对粉葛的炮制方法也日新月异，

期间出现过捣为末法、蒸焙法、炒法、煨法等［１］。

《神农本草经》中释义主消渴，起阴气，解诸毒；《本草

纲目》中，释名：葛、鸡齐、鹿藿、黄斤，根部供食，鲜食

可缓内热脉洪，可解酒，可升阳止泻。２００１年，葛属
野生与栽培作物在我国栽培面积已达４０万 ｈｍ２，年
终产可达１５０万ｔ［２］。同年，郑水庆等对粉葛主栽的
云南地区进行了植物资源调查，并将云南地区现有

葛属作物细分为９类，根据其主要的药用价值黄酮
类物质进行排名，以野葛药用价值最高，粉葛次

之［３］。纵观世界，葛属作物栽培主要分布于亚洲东

南部［４］，因此相关的葛类研究样本主要来自中国、

泰国、日本等地。时至如今，相关研究显示，粉葛的

淀粉含量（鲜样）可高达２０％，且其中含有少量维生
素与矿质元素，干物质中黄酮类次生代谢物及异黄

酮类次生代谢物总量可达 ５００ｍｇ／ｋｇ［５－６］。因而在

新时代背景下粉葛具有了更深刻的药食兼用的含

义，而其综合利用价值也相应被提升至新的维度。

例如，利用粉葛株内丰富的异黄酮提取物生产靶向药

物缓解心脑血管疾病［７］和利用粉葛淀粉含量高且含

有微量矿质元素的性质生产保健食品等［８］。

粉葛的研究兴起较早，一方面是对粉葛体内异

黄酮类代谢物代谢合成机制的研究，有学者对粉葛

黄酮类代谢物起始合成的控制片段基因作了全片

段克隆并在大肠杆菌中过表达，通过比对最终鉴定

出粉葛基因组内存在的查尔酮异构酶（ＣＨＩ）合成基
因［９］；伴随这一浪潮的兴起，Ｈｅ等展开了针对粉葛
异黄酮代谢通路的基因组研究，通过建立表达序列

标签（ＥＳＴ）文库及相关片段的过表达（表达序列标
签），成功从粉葛内鉴定出查尔酮合酶（ＣＨＳ）、查尔
酮异构酶（ＣＨＩ）、查尔酮还原酶（ＣＨＲ）、２′－羟基异
黄酮脱水酶（２′ＨＩＤ）的控制片段基因［１０］；羽健宾等

成功从粉葛内克隆出了查尔酮合酶（ＰｔＣＨＳ）基因的
全片段，片段全长 １１７９ｂｐ，编码了 ３８９个氨基
酸［１１］；Ｌｉ等的研究表明，在粉葛块根内异黄酮的积
累伴随着ＰＩＵＧＴ１基因的高度表达，因此，他们认为
该７－Ｏ葡萄糖苷转移酶的编码基因对异黄酮在粉
葛体内的生物合成起关键控制作用［１２］。另一方面，

关于粉葛药用价值的研究从未间断过，其中被关注

最多的是粉葛块根内的葛根素，由于其具有广泛的

药理特性［１３］，在血管扩张［１４］、心脏保护［１５］、抗氧

—０３— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第５期



化［１６］、抑制乙醇吸收［１７］等领域皆有应用。现如今

的研究进展［１８－１９］中认可度较高的粉葛生物合成通

路有２个（图１），一是大豆苷元在一个糖苷转移酶
（ＧＴ）的催化下最终在大豆苷元８号 Ｃ原子位增加
一个糖苷，该通路的葛根素生物合成主要受到大豆

苷元含量的控制；另一个是大豆苷元的上游产物２，
７，４′－３－羟基异黄酮在ＧＴ的催化下形成三羟基异
黄酮８－碳葡萄糖苷，随后在脱水酶（ＨＩＤ）的作用
下形成葛根素。

目前，研究报道均集中在异黄酮类代谢物在粉

葛块根内的生物合成机制，但关于粉葛葛根素生物

合成的机制方面却鲜有报道。为进一步研究葛根

素生物合成的机制，试验通过对６个生长时期的粉
葛块根进行转录组测序，与各时期目标代谢物含量

进行联合分析，从而挖掘出与葛根素生物合成最为

相关的基因，以期为后期遗传转化试验的验证和最

终探索葛根素生物合成的机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验样本　江西主栽粉葛品种赣葛一号。
１．１．２　试验器材　高效液相色谱仪 ＬＣ－２０ＡＴ（日
本 ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司）、反相色谱柱 Ｃ１８４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ（日本ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司）。
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１．２　试验方法
１．２．１　样本获取　样本于２０２１年栽培于江西省宜
春市奉新县棚下试验基地，基肥为１８００ｋｇ／ｈｍ２有
机肥料，定植后于每月的第１天施６００ｋｇ／ｈｍ２液体
肥（氮、磷、钾含量均为２０％），于２０２１年６—１１月
每月的３０日收取供试样本，并于２０２１年１２月开展
试验（编号及取样说明见表１）。

表１　样本编号说明

样本编号 取样时期 取样部位

ＧＰ６Ｒ ６月３０日 块根中间部

ＧＰ７Ｒ ７月３０日 块根中间部

ＧＰ８Ｒ ８月３０日 块根中间部

ＧＰ９Ｒ ９月３０日 块根中间部

ＧＰ１０Ｒ １０月３０日 块根中间部

ＧＰ１１Ｒ １１月３０日 块根中间部

１．２．２　葛根素、大豆苷元、大豆苷含量测定　测定
方法参考Ｃｈｅｒｄｓｈｅｗａｓａｒｔ等的方法［２０］。

１．２．３　转录组测序　无参考基因转录组测序由北
京百迈克生物科技有限公司完成。

１．２．４　ＲＴ－ｑＰＣＲ验证　使用华越洋 ＲＮＡ提取试
剂盒提取总ＲＮＡ，使用ＴａＫａＲａＲＴ－ＰＣＲｋｉｔ试剂盒
对目标片段进行相对表达量测定。

１．３　数据分析与制图
使用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行数据分析，使用

ＧＧｐｌｏｔ２、Ｏｒｉｇｉｎ２０２２ｐｒｏ软件进行绘图。

２　结果与分析

２．１　粉葛块根内葛根素、大豆苷元、大豆苷的含量
由图２可知，粉葛块根内葛根素含量总体呈现

先增后降的趋势，ＧＰ７Ｒ时期粉葛块根内葛根素含
量最高，达到了１２．３５ｍｇ／１００ｇ（鲜质量）；ＧＰ８Ｒ与
ＧＰ９Ｒ时期葛根素含量整体无明显变化，但均显著
低于ＧＰ６Ｒ与ＧＰ７Ｒ时期，在ＧＰ１０Ｒ与ＧＰ１１Ｒ时期
时，粉葛块根内葛根素含量持续下降。大豆苷和大

豆苷元作为葛根素生物合成途径上游２，７，４′－３－
羟基异黄酮的分支产物，其含量变化也总体呈现先

增后降的规律，不同的是大豆苷含量在 ＧＰ８Ｒ时期
达到峰值，而大豆苷元含量则与葛根素含量变化趋

势大体一致。

２．２　粉葛转录组测序结果分析
以Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序平台对６个生长时期粉葛块根

样本进行全长转录组测序，获得全长非嵌合序列

１７７５３５条。对全长非嵌合的 Ｕｎｉｇｅｎｅ进行聚类得
到高质量一致Ｕｎｉｇｅｎｅｓ共７５９４３个，对高质量一致
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ合并进行去冗余分析得到 ４２２１１个
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，对去冗余后的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ进行功能注释后
共有４０６５０个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ得到注释（表２）。各样本
ＧＣ含量均高于４４％，Ｑ３０均高于９１％（表３）。

表２　注释的转录本数量统计

注释数据库
注释Ｕｎｉｇｅｎｅ
数量（个）

占去冗余后总

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ比例（％）

同源群集（ＣＯＧ） １７６１２ ４１．７２

基因组学（ＧＯ） ３３３４８ ７９．００

京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）１８１３６ ４２．９７

欧洲核糖体（ＫＯＧ） ２５８４５ ６１．２３

蛋白质家族的集合（Ｐｆａｍ） ３４０１５ ８０．５８

注释蛋白序列（Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ） ３０２１４ ７１．５８

直系同源蛋白分组比对（ｅｇｇＮＯＧ） ３８７５０ ９１．８０

非冗余蛋白质序列（ｎｒ） ４０５４７ ９６．０６

总计 ４０６５０ ９６．３０

表３　转录组测序质量分析结果

样本编号
有效序列

（个）

有效总碱基数

（个）

ＧＣ含量
（％）

Ｑ３０
（％）

ＧＰ６Ｒ ２２４２２９５６ ６７０８８５９９２８ ４６．１１ ９１．６７

ＧＰ７Ｒ ２３７３８７１７ ７０９８０７４９２４ ４４．７１ ９１．２１

ＧＰ８Ｒ ２３８２４３１２ ７１２１２１５５０８ ４４．９５ ９１．３２

ＧＰ９Ｒ ２５３１０３６３ ７５４４５８６２２８ ４５．１９ ９１．３３

ＧＰ１０Ｒ ２５５３８５４３ ７６２５６９２６３６ ４４．７０ ９１．４６

ＧＰ１１Ｒ ２２３３８９０１ ６６９１１８２４６０ ４４．５３ ９１．３７

２．３　差异表达基因ＧＯ和ＫＥＧＧ通路注释分析
根据试验测得的各月份间粉葛块根内葛根素

含量变化数据，选取葛根素含量变化最大的２个生
长时期：７月和 １１月，根据转录本中被注释的
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ表达量的 ＦＰＫＭ（每千个碱基的转录每百
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万映射读取的片段）值，以 ｌｏｇ２差异倍数（ＦＣ）≥１
和错误发现率（ＦＤＲ）＜０．１为标准，筛选出９６１个
差异Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，其中上调表达的共５４９个，下调表达
的共４１２个。根据ＧＯ注释，这９６１个差异Ｕｎｉｇｅｎｅｓ

主要被注释至生物过程中的细胞过程、代谢过程和

单生物过程中。根据 ＫＥＧＧ的注释，这９６１个差异
Ｕｎｉｇｅｎｅｓ也主要被注释在代谢过程的氨基酸生物合
成、淀粉与糖代谢途径和碳代谢中（图３和图４）。
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２．４　差异表达基因ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析
初步筛选出的９６１个差异表达基因在 ＧＯ数据

库中主要被富集在生物过程的磷信号转导系统和

蔗糖代谢中（图５）；在 ＫＥＧＧ的富集分析中选择了

Ｑ值（矫正后的Ｐ值）低于１的注释片段进行富集，
并按Ｑ值由低到高进行排序，结果显示，可信度较
高的富集通路（图６）分别为异黄酮类物质生物合
成、乙醛酸和二羧酸代谢、半胱氨酸－蛋氨酸代谢。

２．５　差异表达基因相对表达量分析与筛选
从上述初步筛选的差异表达基因中筛选出异

黄酮代谢通路差异表达基因共１３个，而后根据上述
粉葛块根内葛根素、大豆苷、大豆苷元含量随月份

变化的趋势规律，结合转录本所测得的异黄酮代谢

通路的１３个差异 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的相对表达量 ＦＰＫＭ值
（归一化处理后），筛选出各月份 ＦＰＫＭ值变化规律
与代谢物产物含量数据呈正向相关的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ共
１１个，无与代谢物含量变化呈负向相关的 Ｕｎｉｇｅｎｅ

（相对表达量变化趋势见图７）。
２．６　代谢物与差异表达基因表达量相关性分析

图８反映出所筛选出的１１个差异基因与３种
代谢产物的相关性，１１个基因片段均与葛根素的生
物合成呈现正相关，各个片段与粉葛葛根素、大豆

苷、大豆苷元的含量变化具有显著相关性。

２．７　筛选后的差异表达基因注释
根据ＫＥＧＧ的注释（表４），１１个 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ有６

个编码了异黄酮２′－羟化酶控制基因（Ｋ１３２６０）、２

—４３— 江苏农业科学　２０２３年第５１卷第５期



个编码了异黄酮７－Ｏ－葡萄糖基转移酶控制基因
（Ｋ１３２６３）、３个编码了２－羟基异黄酮合酶控制基
因（Ｋ１３２５７），结合注释可知，在粉葛的生长过程中
Ｉ２′Ｈ、ＩＦ７ＧＴ与 ＩＦＳ１均与葛根素的生物合成存在正

向相关性。

２．８　ＲＴ－ｑＰＣＲ验证
　　选取转录本筛选后具有代表性的４个差异表达
基因片段（表５）进行相对表达量验证，相对表达量
的表达趋势与转录本的 ＦＰＫＭ值趋势一致（图９），
说明转录本数据可靠。

３　讨论与结论

以ＫＥＧＧ所标注的代谢通路为参考，在试验所
测得的３种代谢物的含量变化中可知，３种代谢物
的含量总体均呈先增加后降低的趋势，结合该变化

趋势可从９６１个初筛的差异基因片段中筛选出１１
个与葛根素生物合成呈正向相关的差异基因片段，

经过注释后共编码 ３个基因，分别为 Ｉ２′Ｈ、ＩＦＳ１、
ＩＦ７ＧＴ。ＩＦ７ＧＴ的主要作用为在大豆苷的７号氧原
子位添加一个糖苷［２１］，负责控制大豆苷元向大豆苷

的合成，试验数据表明，ＩＦ７ＧＴ与３种代谢物均呈现
正向调控的趋势，由此推断当该控制基因表达量增

加时，控制８号碳原子位糖苷转移的控制基因的表
达量也会相应增加或降低，最终呈现正向或负向调

控葛根素的生物合成，而目前关于８号碳原子位的
糖苷转移酶的控制基因有研究表明是 ＰＩＵＧＴ４３基
因［２２］；前人的研究表明，Ｉ２′Ｈ可正向调控丙二酰糖
苷的积累与苯丙素类物质的合成［２３］，且在异黄酮代

谢通路中，Ｉ２′Ｈ主要作用在大豆苷元向２－羟基芒
柄花素的生物合成中［２４］，属于大豆苷元向下游代谢

物合成的关键控制酶的编码基因，结合Ｉ２′Ｈ在粉葛
各个生长期内的表达量变化规律和大豆苷元与大

表４　差异表达Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的注释情况

ＫＥＧＧ基因名称 ＫＥＧＧ编号 中文名称 名称缩写
被注释的

Ｕｎｉｇｅｎｅ数量（个）

ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ２′－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ Ｋ１３２６０ 异黄酮２′－羟化酶 Ｉ２′Ｈ ６

ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ７－Ｏ－ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ｋ１３２６３ 异黄酮７－Ｏ－葡萄糖基转移酶 ＩＦ７ＧＴ ２

２－ｈｙｄｒｏｘｙｉｓｏｆｌａｖａｎｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ Ｋ１３２５７ ２－羟基异黄酮合酶 ＩＦＳ１ ３

表５　差异表达Ｕｎｉｇｅｎｅｓ引物序列

基因ＩＤ 正向引物序列（５′→３′） 反向引物序列（５′→３′）

Ｐｔｇｅｎｅ－１３０６０ ＧＴＴＧＡＧＧＴＧＧＴＴＴＧＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧ ＧＴＣＣＴＴＴＧＡＴＧＡＴＴＴＧＡＴＣＣＧＴＧＴＡ

Ｐｔｇｅｎｅ－５９１９７ ＴＧＧＡＧＴＴＴＴＣＣＴＣＧＡＴＡＣＴＴＴＧＣ ＡＧＡＣＣＴＣＡＴＣＣＣＧＡＧＣＣＴＴＴ

Ｐｔｇｅｎｅ－３３２３０ ＴＡＴＡＡＡＣＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＡＡＡＴＣＣＧ ＴＣＣＣＣＧＡＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＡＴ

Ｐｔｇｅｎｅ－５０６３７ ＧＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＣＡＡＡＡＣＧＴ ＧＧＡＧＧＣＡＣＣＡＧＡＡＧＴＧＡＡＧＴＡＧＡ

Ｐｔｇｅｎｅ－ａｃｔｉｎ ＴＴＧＴＴＴＡＣＡＣＴＴＣＣＡＧＴＧＧＣＴＣＣ ＴＣＣＡＡＣＣＣＡＴＴＣＡＧＴＴＣＴＣＣＡ
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豆苷的含量变化规律可从侧面证明伴随大豆苷元

含量上下起伏，其下游代谢物的合成关键控制酶的

活性也相应发生变化，由此可推测控制葛根素合成

的糖苷转移基因的表达量也会相应增加或降低，因

而Ｉ２′Ｈ的表达量可从侧面反映葛根素含量的变化，
且两者呈正相关；同理，作为大豆苷元向下代谢的

支链产物大豆苷，其关键控制酶的编码基因 ＩＦ７ＧＴ
也呈现出了相同的正向调控规律，因此 ＩＦ７ＧＴ也可
从侧面反映出葛根素含量的变化，且两者呈现正相

关性；ＩＦＳ１则可通过葛根素合成的２种通路正向调
控葛根素的生物合成，分别为控制其上游代谢物甘

草素向２，７，４′－３－羟基异黄酮的转化［２５］和控制异

甘草素代谢合成为葛根素，以最终正向调控葛根素

的合成。

试验结果（图１０）表明，在粉葛中６个基因片段
编码了Ｉ２′Ｈ，并正向调控了大豆苷元向支链代谢物
芒柄花素的生物合成而与葛根素的生物合成存在

正向相关；２个基因片段编码了 ＩＦ７ＧＴ，并正向调控
了大豆苷元向大豆苷的生物合成进程而与同为支

链产物的葛根素的生物合成存在正向相关；３个基
因片段编码了 ＩＦＳ１，正向调控了２，７，４′－３－羟基
异黄酮的生物合成与异甘草素向葛根素的直接合

成而最终表现为调控葛根素的生物合成。
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