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罗汉果果实不同发育时期 SSH文库的构建 
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摘 要 ：以罗汉果授粉后 5O d和 7O d果实为材料，利用抑制消减杂交技术构建了罗汉果果实在不同生育时 

期皂苷生物合成相关基因的差减 eDNA文库。在正向差减文库(7O d为 tester，50 d果实为driver)中随机挑 

选了641个 cDNA阳性克隆测序，得到622条有效序列，重组率在 96 以上。外源片段的长度分布在 101～ 

934 bp之间，平均长度约 500 bp。BLAsTN结果显示：201个 ESTs序列没有同源序列，可能是新基因；另外 

421个 ESTs序列在核酸数据库中存在同源序列，其序列和已知功能(主要是能量代谢、次生代谢、转录因子、 

衰老及抗病性等)的蛋白有高度相似性 。构建的 cDNA文库符合 SSH文库的质量标准，能满足下一步的实验 

要求。该 sSH—cDNA文库为研究罗汉果差异表达基因、探讨三萜皂苷生物合成的分子机理 、提高罗汉果甜苷 

V 的质量和产量奠定了基础。 
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Abstra~：In order tO reveal the differentially-expressed genes involved in triterpenoid saponin biosynthesis of Siraitia 

grosvenorii，50 DAF(days after flowering)and 70 DAF fruits from different developmental stages were employed to 

construct subtractive eDNA library by suppression subtractive hybridization(SSH)in this study．Total 641 positive 

clones were selected randomly and sequenced from the forwar&subtracted cDNA library(70 DAF as the tester and 50 

DAF as the driver)，and 622 high quality sequences were obtained．The rate of the recombination fraction was above 

96 ．The distribution of inserted fragments ranged from 101 bp and 934 bp，and the average fragment size was 500 

bp．Followed by BLASTN and BLASTX for sequences dates，201 ESTs showed no significant matches to any other 

sequences in NCBI nucleotide sequence database，they were probably novel genes．The other 42 1 ES％ carried with 

remarkable identity tO proteins with known function in the database，which fell into several functional categories inclu 

ding energy and secondary metabolism，transcription factors，ripening，senescence and pathogen-resistance．Further 

results indicated that the eDNA library quality were conformed to SSH library standard and could be used in further 
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studies，also would provide reference for studying the differentially expressed genes，exploring molecular mechanism of 

triterpenoid saponin biosynthesis，and increasing productivity and quality of mogrosides in S．grosvenorii． 

Key words：Siraitia grosvenorii；mogrosides V；suppression subtractive hybridization；triterpenoid saponin；Ex— 

pressed sequence tags 

罗汉果(Siraitia grosvenorii)是我国特有珍贵 

药用和甜料植物，为葫芦科多年生藤本植物，主要分 

布于广西北部山区。罗汉果苷的苷元类似，都含有 

一 个葫芦烷型四环三萜(罗汉果醇)骨架，连接的糖 

均为葡萄糖，差异仅在 C3和 C24上连接的葡萄糖 

数目和方式不同，而形成多种罗汉果苷。不同生长 

日龄的罗汉果苷类会发生变化，果实发育的 30 d前 

后罗汉果苷代谢变化很大，其中罗汉果甜苷 V随生 

长周期增加其含量也逐渐增加。坐果 50 d后，罗汉 

果甜苷 V的含量增加较快，80 d达最高值，而后趋 

于稳定(李典鹏等，2004；陈全斌等，2005)。本研究 

的前期结果表明，授粉后30 d果实的甜苷 V含量与 

50 d差别极小，而 5O d与 70 d存在一个急剧跃变 

期，含量迅速达到高峰。因此，我们推测罗汉果甜苷 

V含量的差异很可能与皂苷生物合成相关基因呈时 

间性差异表达调控有关。罗汉果分子生物学研究还 

处于起步阶段，目前的研究主要集中在分子标记应 

用(周俊亚等，2006)、组织培养(郑晓峰等，2008)等 

方面，而罗汉果基因序列目前未见报道，基因克隆还 

是空白。对于罗汉果甜苷 V的生物合成途径也不 

清楚。为了解罗汉果中葫芦烷型四环三萜皂苷合成 

的分子机理，必须首先克隆到相关的差异表达基因 

并进行深入的研究 。 

抑制性消减杂交技术(SSH)是一种有效分离差 

异表达基因的方法(Diatchenko等 ，1996，1999)。它 

能富集稀少的 mRNA，有利于筛选低拷贝差异基 

因，可一次检出上百个差异表达基因。许多研究人 

员利用该技术已经从动植物的不同组织、器官以及 

不同的发育时期成功地分离出了众多的差异表达基 

因(Li等，2006；李小艳等，2006；刘阳等，2005；肖钢 

等，2008；李红霞等，2008；和风美等，2010)。罗汉果 

皂苷的生物合成涉及大量基因的协同作用，因此， 

SSH成为研究罗汉果皂苷生物合成机理的首选便 

捷技术。本研究以罗汉果授粉后 50 d和 70 d果实 

为材料，首次利用抑制消减杂交技术(SSH)构建了 

罗汉果差异表达基 因 cDNA文库 ，通过研究罗汉果 

不同生育时期甜苷 V含量相关的差异表达基因，探 

讨三萜皂苷生物合成的分子机理，以期为研究罗汉 

果皂苷生物合成相关基因表达、差异基因筛选及 目 

的基因的克隆提供依据。其结果有利于从分子水平 

深入探讨罗汉果品质形成机理，也为其他果实类药 

用植物品质改善研究提供参考。 

1 材料与方法 

1．1材料和试剂 

罗汉果 F014(农院B6)×M028(红雄 1号)的杂 

交果实，取授粉 5O d和70 d的果实。组培苗由桂林 

亦元生公司提供，2008年 4月下旬种植于桂林兴安 

罗汉果实验基地 ，8月初授粉挂牌 ，9月下旬和 10月 

中旬取罗汉果授粉 50 d和 70 d的果实，取果肉迅速 

置于液氮速冻后放在一8O℃超低温冰箱保存备用。 

pMD19一T载体，大肠杆菌 DH5a感受态细胞， 

Ex Taq酶购自宝生物工程(大连)有限公司，Trizol 

RNA 提 取 液 购 自 Invitrogen公 司。PCR-SelectTM 

cDNA Subtraction Kit，AdvantageTM 2 PCR Kit购 自美 

国Clontech公司。Taq Mix酶购 自天根生化科技 

(北京)有限公司。其余试剂均为国产分析纯。 

1．2方法 

1．2．1果肉总RNA的分离与纯化 分别取罗汉果 

F014×M028的杂交果实授粉 50 d和 70 d材料 ，加 

入液氮充分研磨，参照 Invitrogen公司 Trizol RNA 

提取液操作说明提取总 RNA。按照 promega公司 

DNase消化 方法 进行 DNA 消 化 ：取 1～ 8 L总 

RNA，加人 1 I上L RQ1 10×Reaction Buffer，适 量 

RQ2 DNase酶(1 U／Fg RNA)，用无 RNase酶的水 

补至 1O L。37℃水浴 10 min，加入 1 L RQ1 DNase 

Stop Solution终 止反 应 。65℃温 浴 10 rain灭 活 

DNase酶。用 1．5 的琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 

完整性，最后得到的总 RNA于一80。C保存备用。 

1．2．2 SSH与 SSH cDN『A文库的构建 按 Clon— 

tech公 司的 PCR-SelectTM cDNA Subtraction Kit 

的操作说明(Diatchenko等，1999)进行 cDNA的合 

成、RsaI酶的消化和 SSH操作。以 70 d的果 肉 

RNA为检测 子 (tester)、50 d的果 肉为驱动子 

(driver)，构建罗汉果不同生育时期甜苷 V合成条 



390 广 西 植 物 3l卷 

件下特异表达基因的正向 cDNA文库。SSH—PCR 

产物与 pMD19-T载体连接，然后转化大肠杆菌感 

受态细胞 DH5a，涂布于含有 Amp／X—gal／IPTG 的 

I B培养基上，37℃过夜培养，随机挑取白色克隆， 

利用 M13引物检测目的片段的插入情况。 

1．2．3序列测定和 BLAST分析 挑选阳性克隆送 

往上海生工生物技术有限公司进行测序。所获序列 

利用 DNAstar软件进行剪切与拼接而得到不含载 

体序列的 EST。采用 NCBI(http：／／blast．ncbi． 

nlm．nih．gov／Blast．cgi)的 BLASTN 或 BLASTX 

在线序列比对工具，对所有 EST序列进行 同源性检 

索分析。 

2 结果与分祆 

2．1罗汉果果肉总 RNA质量检测 

琼脂糖凝胶电泳显示，果肉总 RNA中的 28S 

rRNA与 18S rRNA的亮度比例约为 2：1，经紫外 

分光光度仪检测，A 。。／28。值在 1．8～2．0之 间， 

A 值大于 2．0。表明所制备的总 RNA质量较 

好，达到建库要求(图1)。 

28S 

1 8S 

图 1 罗汉果果肉 RNA 的电泳检测 

Fig．1 Detection of total RNA 

2．2第一链合成和第二链合成 

取适量果 肉总 RNA(2～1 000 ng)为模板 ，进 

行第一链和第二链的合成。双链 cDNA琼脂糖凝 

胶电泳见图 2。 

2．3消减杂交 

合成的双链 cDNA用 Rsa I酶切并纯化酶切产 

物，用 0．8 琼脂糖凝胶电泳检测合格后，将酶切产 

物 1：6稀释进行接头连接。确定接头的连接效果 

后进行第一次杂交和第二次杂交。以Primer一1(5 

CTAATACGACTCACTATAGGGC一3 )为引物进 

行第一 次 PCR。以 Nest PCR Primer一1(5 TC— 

GAGCGGCCGCCCGGGCAGGT一3 )和 Nest PCR 

Prim er-2R (5 一AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT一 

3 )为引物进行第二次PCR，结果见图3。 

由图 3可知 ，第二次扩增后 ，未消减样(泳道 1) 

产物条带变亮 ，弥散分布于 300～1 200 bp；消减样 

(泳道 2)条带更加集中，主要分布在 250～800 bp。 

这说明，通过两次消减杂交，达到了富集差异表达基 

因片段，扣除非特异表达基因片段的目标。从图 3 

中可看到 ，70 d主要 以 230 bp、400 bp和 520 bp处 

的基 因表达为主。 

4
300
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o
0
bb8 

2000bp 

1200bp 

800bp 

500bp 

图 2 50 d和 70 d果实双链 cDNA合成 
Fig．2 Electrophoresis of ds cDNA 

from 50d and 70 d fruits 

200bp 

500bp 

800bp 

1．2kb 

2．Okb 

3．Okb 
4．5kb 

图 3 SSH第二次 PCR产物 

Fig．3 Electrophoresis of the second SSH PCR products 

1．未消减样 ；2．消减样 

1．Unsubtracted sample：2．Subsracted sample 

2．4差异表达 eDNA文库的 PCR产物检测 

对随机挑取的克隆进行 PCR检测，除了有多条 

扩增带的克隆和扩增带小于 200 bp的克隆以外，结 

果 90 以上的克隆皆能扩增出有效产物。图 4为 

文库随机挑取的菌落 PCR电泳图，其扩增片段大小 

为25O～900 bp，且多数在 500 bp左右。 

2．5 EST测序分析 

从 SSH—cDNA文库中随机挑取 641个单克隆 

进行测序，～共获得 622个有效测序结果，其中已知 
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的 421条 ，占全部 EST的 67．7 ，所获 EST 中最短 

的 101 bp，最长的 934 bp。在 BLASTx比对结果基 

础上发现这些 EST主要和已知功能(能量代谢、物 

质代谢、基因调控、衰老及抗性等)的蛋白有高度相 

似性。在功能已知的 EST序列中得到可能与罗汉 

果甜苷 V生 物合成代谢 密切相关 的基 因，如 glu— 

cosyltrasferse，cytochrome P450酶等。大部分已知 

EST同源于葫芦科等。未知的占 201条，在 NCBI 

上进行 BLASTN比对没有同源序列，可能代表新 

基因，占全部 EST的 33．3％。 

图4 70 d正向消减文库部分克隆的菌落 PCR检测 

Fig．4 PCR identification of inserted fragments in 70 d forward SSH—cDNA library 

3 结论与讨论 

罗汉果甜苷V的母核一罗汉果醇的苷元的生物 

合成是先经异戊二烯途径，经 2，3一氧化鲨烯环化酶 

作用，使 2，3一氧化鲨烯先环化形成葫芦烷四环三萜 

类骨架，该骨架经细胞色素 P450依赖性单加氧酶、 

糖基转移酶及其他酶类介导进行如氧化、置换及糖 

基化等化学修饰，最终形成不同三萜类苷元及糖苷 

终产物 。然而 ，由于三萜类皂苷分子本身的复杂性， 

加之缺乏生化途径研究的代谢中问体，人们迄今对 

三萜类皂苷的生物合成途径仍缺乏深入了解，通过 

调节三萜骨架合成关键酶基因来调控三萜皂苷的生 

物合成难度较大(Haralampidis等，2002)。罗汉果 

苷的苷元类似，都含有罗汉果醇骨架，连接的糖均为 

葡萄糖 ，差异仅在 C3和 C24上连接的葡萄糖数 目 

和方式不 同，而形成 多种 罗汉果苷 (图 5)。未成 熟 

果实主要含有苦味成分苷 IIE，III，IV，而成熟果实 

中以苷 V为主(李典鹏等，2006)。 

在本研究 中，罗汉果 甜苷 V在授 粉后 50 d与 

70 d之间呈急剧跃变的现象，在此阶段大量低糖苷 

转化为高糖苷，而低糖苷向高糖苷的转化可能只是 

单一的转葡萄糖基反应。因此推测，此阶段可能存 

在特异的葡萄糖基转移酶起到这种作用。在以70 d 

果实为 tester，50 d果实为 driver构建 的正 向 SSH 

文库中筛选到了甜苷 V生物合成途径中下游基因， 

如 P450酶和糖基转移酶。通过对糖基转移酶的进 

4．5kb 

3．Okb 
2．Okb 

1．2kb 

0．8kb 

0．5kb 

一 步研究如 RACE技术克隆其全长、原核表达或通 

过罗汉果转基因鉴定其基因功能等，对于提高罗汉 

果中甜苷 V的含量具有重要 的指导意义 。 

RIO 

29 28 

图 5 不同的罗汉果苷结构式 

Fig．5 Structure of mogrosides in Siraitia grosvenorii 

SSH的核心技术是抑制性 PCR(suppression 

PCR)，它是一种将检测子(tester)cDNA单链标准 

化步骤和消减杂交步骤结合为一体的技术，其中标 

准化步骤均等了检测子中的 eDNA单链丰度，而消 

减杂交步骤去除了检测子和驱赶子(driver)之间的 

共同序列，使检测子和驱赶子之间不同的序列得到 

扩增，显著增加了获得低丰度表达差异 cDNA的概 
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率(楼士林等，2002)。SSH对实验起始材料要求较 

多，需要 5～10 g的 mRNA，如果 tuRNA量不够， 

那么低丰度的差异表达基因的 cDNA很可能会检 

测不到。本研究没有纯化和分离 mRNA，而是用总 

RNA直接进行反转录。采用 SMART cDNA合成技 

术来弥补 SSH对样品需求量大的缺点。从本次实验 

所建成的文库质量来看，用 SSH kit反转录总 RNA， 

可以成功的构建罗汉果的抑制消减 eDNA文库。 

本研究首次利用 SSH技术对罗汉果果实进行 

测序研究，最终获得了许多基因的表达序列标签。 

由于目前罗汉果的基因研究还是空白，所以EST中 

已知基因主要比对上那些基因信息比较清晰的物 

种，比如葡萄、拟南芥、西葫芦等物种。而未知基因 

比例高达 33．3 ，这些未知基因可能代表了罗汉果 

果实发育和三萜皂苷生物合成相关的新基因。这些 

EST将为进一步大批量筛选、利用 RACE技术克隆 

罗汉果皂苷生物合成途径中的关键酶基因，绘制差 

异基因表达谱，最终阐明罗汉果甜苷 V生物合成机 

制提供了重要的前提条件。 
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