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不同产地浙贝母生物碱含量及其合成相关基因表达研究

吴秋丽１ꎬ 嵇元烨１ꎬ 董莉莉１ꎬ 沈晓霞２ꎬ 王志安２ꎬ 王忠华１∗

( １. 浙江万里学院生物技术研究所ꎬ 浙江 宁波 ３１５１００ꎻ ２. 浙江省中药研究所ꎬ 杭州 ３１００２３ )

摘　 要: 为了探究浙贝母(Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ)药效成分积累量与生物碱合成相关基因表达水平之间的关

系ꎬ该研究采用 ＵＰＬＣ￣ＭＳ、ｑＰＣＲ 技术分别测定不同产地 １１ 个样品中总生物碱(贝母素甲和贝母素乙之和)
含量和 ３ 个参与生物碱合成途径相关基因(ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ)的表达量ꎬ同时运用生物统计学方法分析

成熟期鳞茎生物碱含量与各基因表达量之间的相关性ꎮ 结果表明:不同产地浙贝母成熟期鳞茎总生物碱含

量存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ为 ０.２１０５％ ~ ０.４６１２％ꎻＨＭＧＲ 和 ＦＰＳ 基因在盛花期组织表达、盛花期至成熟期

鳞茎表达变化趋势同生物碱含量变化趋势基本一致ꎻＤＸＲ 基因在成熟期鳞茎中表达量最高ꎬ盛花期组织表

达、盛花期至成熟期鳞茎表达变化趋势同生物碱含量变化趋势大体不一致ꎻＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因表达量分别与

贝母素甲、贝母素乙和总生物碱含量呈显著或极显著正相关性(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬ以 ＦＰＳ 基因表达量与

生物碱含量相关系数为最高ꎬ相关系数分别为 ０.６７２ꎬ０.６３１ꎬ０.６６４ꎬＤＸＲ 基因与生物碱含量呈低度相关性ꎮ
由此可以推断ꎬ生物碱的积累受 ＭＶＡ 途径中 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因协同调控或者修饰作用明显ꎬ受 ＭＥＰ 途径中

ＤＸＲ 基因调控作用不明显ꎮ
关键词: 浙贝母ꎬ 生物碱含量ꎬ 生物碱合成相关基因ꎬ 基因表达ꎬ 相关性
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　 　 浙贝母(Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ)系百合科、贝母

属中一种多年生草本植物ꎬ其成熟期干燥鳞茎供

入药所用ꎬ性寒ꎬ具有清热润肺、解毒散结之效用ꎮ
因其原产于浙江宁波象山ꎬ主产地在浙江ꎬ且在浙

江省的种植面积占全国总面积高达 ９０％ꎬ故简称

象贝ꎬ又称浙贝(何琛晔等ꎬ２０１８)ꎮ 目前ꎬ市场上

的浙贝母药材以人工栽培为主ꎬ浙江省产区主要

集中在鄞州、开化等地ꎬ浙江省附近一带也有种

植ꎬ包括江苏、安徽和福建等地(Ｃｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ
以贝母素甲和贝母素乙为代表的甾体类生物碱是

贝母属植物中特有的一类次生代谢产物ꎬ也是浙

贝母中特有的药效成分ꎮ 据研究表明ꎬ甾体类生

物碱在祛痰镇咳、降压活血、镇痛抗溃疡、抗炎抗

氧化、抗肿瘤等方面具有重要的药用价值( Ｚｈａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１０ꎻＬｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻＲｕａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻＴａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１８ꎻＣｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ

甾体类生物碱的前体物质主要由植物萜类生

物合成途径中一个重要的中间产物异戊烯焦磷酸

( ＩＰＰ)经一系列酶催化生成( Ｌａｕｌｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ
ＩＰＰ 为甲羟戊酸(ＭＶＡ)途径和 ２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣赤藻糖

醇￣４￣磷酸(ＭＥＰ)途径中间体ꎬ是参与甾体骨架合

成的主要途径ꎬ这条途径参与浙贝母甾体类生物

碱 的 合 成 ( Ｃａｒｄｅｎａｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１８)ꎮ 在 ＭＶＡ 途径中ꎬ３￣羟基￣３￣甲基戊二酰辅

酶 Ａ 还原酶(ＨＭＧＲ)是该途径的第一限速酶ꎬ参
与催化 ３￣羟基￣３￣甲基戊二酰辅酶 Ａ(ＨＭＧ￣ＣｏＡ)
生成 甲 羟 戊 酸 这 一 不 可 逆 反 应 ( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４)ꎻ法尼基焦磷酸合酶( ＦＰＳ)是 ＭＶＡ 途径中

的一个关键酶ꎬ其催化牦牛儿基焦磷酸(ＧＰＰ)生

成法尼基焦磷酸( ＦＰＰ)ꎬＦＰＰ 是植物体内一个重

要的中间代谢产物(Ｄｈａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎻ１￣脱氧￣Ｄ￣
木酮糖￣５￣磷酸还原异构酶(ＤＸＲ)是 ＭＥＰ 途径中

的重要限速酶ꎮ 目前ꎬ国内外对浙贝母甾体类生

物碱的研究多集中于药效成分含量的测定、提取

纯化工艺研究、药化及药理活性分析上ꎬ对甾体类

生物碱的生物合成途径及合成途径中起关键作用

的酶的研究报道较少ꎮ 因此ꎬ浙贝母生物碱合成

途径的相关功能基因的进一步开发和利用受到了

严重限制ꎮ
本研究对 １１ 个不同产地浙贝母盛花期茎、

叶、鳞茎及成熟期鳞茎的生物碱(贝母素甲和贝母

素乙)含量进行测定ꎬ分析不同产地浙贝母生物碱

含量差异及 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基因表达量与生

物碱积累量之间相关性ꎬ为后续完善浙贝母生物

碱合成途径提供基础数据ꎬ也为揭示浙贝母药材

质量差异的分子机制奠定基础ꎮ

６５７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



１　 材料与方法

１.１ 材料

植物材料:以 １１ 个不同产地的浙贝 １ 号(浙贝

母狭叶品种)盛花期 ３ 个组织部位(茎、叶和鳞茎)
以及成熟期鳞茎为材料ꎬ于 ２０１８ 年 ３ 月中旬、５ 月

中旬采自浙东宁波章水ꎬ浙南温州瓯海ꎬ浙西衢州

开化和丽水莲都ꎬ浙北杭州淳安、临安昌化和余杭ꎬ
浙中金华婺城和东阳ꎬ浙江省临近省份江苏南通和

安徽六安ꎮ 不同产地气象和土壤类型基本情况见

表 １ꎮ 将新鲜采集的一部分材料清洗干净ꎬ切片ꎬ置
于烘箱中低温烘干至恒重ꎬ研磨成粉ꎬ过 ６５ 目筛后

用于生物碱含量测定ꎻ另一部分材料经 ＤＥＰＣ 处理

水洗涤并分装ꎬ放入液氮中速冻后贮存于－８０ ℃超

低温冰箱以用于后续基因表达量的测定ꎮ

表 １　 不同产地气象和土壤类型基本情况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔｅｏｒｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｒｅａｓ

产地
Ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｒｅａ

宁波
Ｎｉｎｇｂｏ

温州
Ｗｅｎｚｈｏｕ

衢州
Ｑｕｚｈｏｕ

丽水
Ｌｉｓｈｕｉ

杭州
Ｈａｎｇｚｈｏｕ

金华
Ｊｉｎｈｕａ

南通
Ｎａｎｔｏｎｇ

六安
Ｌｕａｎ

年平均日照时数
Ａｎｎｕａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｓｕｎｓｈｉｎｅ ｈｏｕｒ (ｈ)

１ ７９７.７ １ ７０４.７ １ ８０９.５ １ ６８１.３ １ ７５６.３ １ ８８６.９ ２ ０８９.２ ２ ２１７.５

年平均气温
Ａｎｎｕａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃ )

１６.５ １８.１ １７.３ １８.１ １６.５ １７.３ １５.９ １５.６

年降水量
Ａｎｎｕａｌ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ (ｍｍ)

１ ５０３ １ ７３４.７ １ ６８５.５ １ ３８１.３ １ ４３５ １ ４３６.８ １ １７３.２ １ １４５

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅ

红棕壤
Ｒｅｄ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

红棕壤
Ｒｅｄ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

红棕壤
Ｒｅｄ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

红棕壤
Ｒｅｄ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

红棕壤
Ｒｅｄ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

红黄壤
Ｒｅｄ￣ｙｅｌｌｏｗ

ｓｏｉｌ

黄棕壤
Ｙｅｌｌｏｗ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

黄棕壤
Ｙｅｌｌｏｗ￣ｂｒｏｗｎ

ｓｏｉｌ

　 　 仪器:ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ 系统(Ｗａｔｅｒｓꎬ美国)ꎻ
ＳＹＮＡＰＴ Ｇ２￣Ｓｉ 质谱仪(Ｗａｔｅｒｓꎬ美国)ꎻＣＦＸ９６ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣ＲＡＤꎬ美国)ꎻＳＱＰ 电子分析天平

(Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司ꎬ德国)ꎮ 试剂:氨水和乙腈为色谱

纯ꎻ标准品贝母素甲、乙购于上海源叶生物科技有

限公司ꎻＰＣＲ 引物由上海生工生物工程有限公司

合成ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ ＵＰＬＣ￣ＭＳ 测定不同产地浙贝母不同组织中

生物碱含量

１.２. １. １ 色 谱 及 质 谱 条 件 　 色 谱 条 件: 采 用

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ(２. １ ｍｍ× １００ ｍｍꎬ
１.７ μｍ)色谱柱ꎬ流动相为 ０.１％氨水(Ａ)－０.１％乙

腈( Ｂ)ꎻ梯度洗脱 ( ０ ~ １.０ ｍｉｎꎬ３０％ Ａ→３０％ Ａꎻ
１.０ ~ ５.５ ｍｉｎꎬ３０％Ａ→５％Ａꎻ５.５ ~ ５.８ ｍｉｎꎬ５％Ａ→
３０％Ａ)ꎻ流速为 ０.２ ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ柱温为 ３０ ℃ꎻ样品

进样量为 ２ μＬꎮ 质谱条件:采用电喷雾正离子源

(ＥＳＩ＋)检测模式ꎬ贝母素甲、贝母素乙的离子质荷

比(ｍ / ｚ)分别为 ４３２.３５ 和 ４３０.３３ꎻ毛细管电压为

３.０ ｋＶꎬ锥孔电压为 ４.０ Ｖꎬ离子源温度为 １０５ ℃ꎬ

去溶剂化温度为 ３００ ℃ꎬ去溶剂化气流为 ８００ Ｌ
ｈ￣１ꎬ锥孔气流为 ５０ Ｌｈ￣１ꎮ
１.２.１.２ 标准曲线绘制　 分别精密称取对照品贝母

素甲０.００４ ８ ｇꎬ贝母素乙０.００５ ０ ｇꎬ加甲醇稀释至

２５ ｍＬ 容量瓶中ꎬ再用甲醇稀释成贝母素甲 ９６、
４８、３８.４、１９.２、９.６ ｍｇＬ￣１ꎬ贝母素乙 １００、５０、４０、
２０、１０ ｍｇＬ￣１的混合对照品溶液ꎬ摇匀后过 ０.２２
μｍ 微孔过滤器ꎬ备用ꎮ 按“１.２.１.１”项色谱及质谱

条件对混合对照品溶液进行分析ꎬ以对照品质量浓

度为横坐标ꎬ峰面积为纵坐标ꎬ建立线性回归方程ꎮ
１.２.１.３ 样品生物碱含量的提取及测定　 生物碱提

取参照 Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.(２０１８)方法并将回流法改为摇床

震荡法(条件为温度 ３２ ℃ꎻ时间为 １２ ｈꎻ转速为

１２０ ｒｍｉｎ￣１)ꎮ 按“１.２.１.１”项色谱及质谱条件对

１１ 个产地浙贝 １ 号盛花期 ３ 个组织部位、成熟期

鳞茎生物碱(贝母素甲和贝母素乙)含量进行测

定ꎬ每个样重复 ３ 次ꎮ
１.２.２ 浙贝母总 ＲＮＡ 提取及反转录 　 按照 Ａｉｄｌａｂ
ＥＡＳＹｓｐｉｎ Ｐｌｕｓ Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ 提取浙贝母

茎、叶、鳞茎的总 ＲＮＡꎮ 采用 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ ２０００ 分
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光光度计( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒꎬ ＵＳＡ)测定浙贝母不同

组织部位总 ＲＮＡ 浓度以及吸光度比值(Ａ２６０ / ２８０和

Ａ２６０ / ２３０)ꎬ１.２％琼脂糖凝胶电泳鉴定其完整性ꎮ 采

用 Ｖａｚｙｍｅ ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅱ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 试

剂盒将总 ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡꎬ于－２０ ℃保存ꎮ
１.２.３ 荧光定量 ＰＣＲ　 根据本课题组已克隆的浙

贝母 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ、ＤＸＲ 和 β￣Ａｃｔｉｎ 基因序列采用

Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３.０ 软件设计并筛选出特异性、稳定

性、重复性好的引物用于荧光定量表达分析ꎬ筛选

后的 引 物 见 表 ２ ( 冯 亚 斌 等ꎬ ２０１６ꎬ ２０１７ａꎬ ｂ)ꎮ
ｑＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬ其中包括: ２ × ＣｈａｍＱ
ＳＹＢＲ Ｃｏｌｏｒ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ、上下游引物各

０.４ μＬ、模板 ｃＤＮＡ ０.４ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ８.８ μＬꎮ ｑＰＣＲ
反应程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ３０
ｓꎬ重复 ４０ 个循环ꎻＰＣＲ 反应之后从 ６０ ℃ 逐渐升

温到 ９５ ℃制作溶解曲线ꎮ 以看家基因 β￣Ａｃｔｉｎ 作

为内参基因ꎬ采用 ２－ΔＣＴ计算基因的表达量(Ｗｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ

表 ２　 浙贝母 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基因的实时荧光定量 ＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ＨＭＧＲꎬ ＦＰＳ ａｎｄ ＤＸＲ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物(５′→３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物(５′→３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＨＭＧＲ ＣＡＧＴＧＧＣＡＡＴＧＡＡＧＡＣＧＧ ＧＡＧＧＣＡＡＡＴＣＡＧＴＧＧＴＡＴＧＴ

ＦＰＳ ＴＴＴＣＧＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡＧＣＡ ＧＧＡＴＴＴＡＴＴＣＡＡＣＧＡＧＧＴＧ

ＤＸＲ ＴＧＧＡＴＣＴＣＧＣＣＴＡＴＧＣＴＧＣＴ ＣＣＡＧＣＧＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＧＡＣＣ

β￣Ａｃｔｉｎ ＣＡＴＡＡＴＣＣＡＧＡＧＣＣＡＣＡＴＡ ＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧＧＴＴ

１.２.４ 数据分析 　 采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２１.０ 软件进

行统计分析ꎬ并使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 绘制柱状图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同产地对浙贝母盛花期及成熟期生物碱积

累量的影响

采用 ＵＰＬＣ￣ＭＳ 法测定 １１ 个产地浙贝 １ 号盛花

期 ３ 个组织(茎、叶和鳞茎)及成熟期鳞茎中生物碱

(贝母素甲和贝母素乙)的含量ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ
在 １１ 个不同产地浙贝 １ 号盛花期 ３ 个组织部位及

成熟期鳞茎中均含生物碱ꎬ不同产地浙贝 １ 号盛花

期同一组织部位的总生物碱含量(贝母素甲与贝母

素乙含量之和)存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ茎中总生

物碱含量最高的为章水ꎬ叶中总生物碱含量最高的

为六安ꎬ鳞茎中总生物碱含量最高的为开化ꎬ而叶

中总生物碱含量最低的为淳安ꎬ茎和鳞茎的总生物

碱含量最低均为莲都ꎻ不同产地各组织部位生物碱

含量存在相同的趋势ꎬ其中鳞茎中总生物碱含量最

高ꎬ其次为茎ꎬ叶中总生物碱含量最低ꎻ在茎、叶和

新鳞茎 ３ 个组织部位中ꎬ除瓯海、开化和淳安茎外ꎬ

贝母素乙的含量均高于贝母素甲ꎬ且此趋势在叶中

要明显高于茎和鳞茎ꎮ
在 １１ 个产地浙贝 １ 号成熟期新鳞茎中ꎬ总生

物碱含量存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ其中瓯海、六安

产地浙贝母生物碱含量较高ꎬ丽水、开化、昌化、南
通、婺城、章水产地总生物含量稍低ꎬ淳安、余杭、
东阳产地总生物碱含量处于最低水平ꎻ其贝母素

甲的含量均高于贝母素乙ꎻ值得注意的是ꎬ瓯海和

莲都产地成熟期新鳞茎生物碱含量高于盛花期新

鳞茎ꎬ但其他 ９ 个产地却呈现相反的趋势ꎮ
２.２ 不同产地对浙贝母盛花期及成熟期生物碱合

成相关基因表达的影响

以 １１ 个产地浙贝 １ 号盛花期的茎、叶、鳞茎及

成熟期鳞茎为材料ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法

检测了 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基因在不同产地、不同

组织部位、不同发育阶段的表达差异水平ꎬ基因表

达结果如图 ２ 所示ꎮ ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基因在

１１ 个不同产地浙贝 １ 号的盛花期 ３ 个组织部位及

成熟期鳞茎中均有表达ꎬＨＭＧＲ 和 ＦＰＳ 基因表达

趋势大体相同ꎬ其中以盛花期鳞茎中表达量最高ꎬ
其次成熟期鳞茎ꎬ叶和茎的表达量最低ꎻＤＸＲ 基因
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Ａ. 盛花期茎ꎻ Ｂ. 盛花期叶ꎻ Ｃ. 盛花期鳞茎ꎻ Ｄ. 成熟期鳞茎ꎮ 不同小写字母代表差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｓｔｅｍｓ ａｔ ｆｕｌｌ￣ｂｌｏｏｍ ｓｔａｇｅꎻ Ｂ. Ｌｅａｖｅｓ ａｔ ｆｕｌｌ￣ｂｌｏｏｍ ｓｔａｇｅꎻ Ｃ. Ｂｕｌｂｓ ａｔ ｆｕｌｌ￣ｂｌｏｏｍ ｓｔａｇｅꎻ Ｄ. Ｍａｔｕｒｅ ｂｕｌｂｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｍａｌｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 不同产地浙贝母不同组织中生物碱含量
Ｆｉｇ. １　 Ａｌｋａｌｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｒｅａｓ
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图 ２　 不同产地浙贝母生物碱合成相关基因表达分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｌｋａｌｏｉｄｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｒｅａｓ

在成熟期鳞茎表达量最高ꎬ盛花期三个组织部位

中的表达趋势不同于 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因ꎻ盛花期至

成熟期 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基因表达变化存在显

著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ其中ꎬ瓯海产地 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基

因表达量同时上调ꎬ莲都产地 ＨＭＧＲ 基因上调ꎬ
ＦＰＳ 基因下调ꎬ其他 ９ 个产地 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因表

达量同时下调ꎻ除东阳产地外ꎬ其他产地 ＤＸＲ 基因

均上调ꎮ

同时ꎬ采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 双变量相关性法(Ｙｏｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１６)对 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基因表达量进行

相关性分析ꎬＨＭＧＲ 与 ＦＰＳ 基因呈显著正相关性

(Ｐ<０.０５)ꎬＤＸＲ 分别与 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因呈低度正

相关性(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.３ 浙贝母生物碱合成相关基因表达量与生物碱

积累量的关系

为进一步研究浙贝母生物碱合成相关基因表

０６７１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ３　 浙贝母成熟期生物碱含量与 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ

和 ＤＸＲ 基因表达量相关性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｌｋａｌｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＲꎬ ＦＰＳ ａｎｄ ＤＸＲ ｇｅｎｅｓ ｉｎ

Ｆｒｉｔｉｌｌａｒｉａ ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ ａｔ ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｔａｇｅ

基因
Ｇｅｎｅ

贝母素甲
Ｐｅｉｍｉｎｅ

贝母素乙
Ｐｅｉｍｉｎｉｎｅ

总生物碱
Ｔｏｔａｌ ａｌｋａｌｏｉｄｓ

ＨＭＧＲ ０.４９０∗ ０.４１７∗ ０.４３８∗

ＦＰＳ ０.６７２∗∗ ０.６３１∗∗ ０.６６４∗∗

ＤＸＲ －０.０９９ ０.１３０ ０.０２５

　 注: ∗表示相关性显著ꎬＰ<０.０５ꎻ∗∗表示相关性极显著ꎬＰ<
０.０１ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗ ｍｅａｎｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔꎬ Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗ ｍｅａｎｓ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔꎬ Ｐ<０.０１.

达量与生物碱积累量之间的关系ꎬ采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 双

变量相关性法(Ｙｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)对不同产地浙贝

１ 号药用部位成熟期鳞茎中 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 和 ＤＸＲ 基

因表达量与生物碱含量进行相关性分析(表 ３)ꎮ
贝母 素 甲、 贝 母 素 乙 和 总 生 物 碱 含 量 分 别 与

ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因表达量之间呈显著或极显著相关

性ꎬ且 ＦＰＳ 基 因 与 生 物 碱 含 量 相 关 性 要 高 于

ＨＭＧＲ 基因ꎻＤＸＲ 基因与贝母素甲呈低度负相关

性(Ｐ<０.０５ 或 Ｐ<０.０１)ꎬ与贝母素乙、总生物碱含

量呈低度正相关性(Ｐ>０.０５)ꎮ

３　 讨论与结论

产地环境是道地药材形成的重要外在因素ꎬ
会直接影响到道地药材的生长发育及其有效成分

的形成和积累(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 目前ꎬ有效成

分已成为道地药材品质评价的重要指标之一(谢

彩香等ꎬ２０１６)ꎮ 本研究发现不同产地浙贝母盛花

期不同组织部位生物碱含量均以鳞茎中最高ꎬ其
次是茎ꎬ叶中最低ꎬ这表明浙贝母生物碱分布存在

明显的组织特异性ꎬ这与虎杖、人参、肉桂等中药

材药效成分分布具有明显的组织特性的结果相一

致(于树宏等ꎬ２００６ꎻ李雁群和吴鸿ꎬ２０１８)ꎮ 成熟

期鳞茎的总生物碱含量均符合 ２０１５ 版«中国药

典»规定的标准(含量≥０.０８０％)ꎬ而道地产区鄞

州章水总生物碱含量处于 １１ 个产地的中下水平ꎬ

这与独活、丹参等中药材研究结果不一致(李贝宁

等ꎬ２０１１ꎻ胡太德等ꎬ２０１５)ꎮ 这一方面可能是因为

过高的生物碱含量对浙贝品质具有不利影响ꎬ会
使转化为生物碱的初级代谢产物含量降低ꎬ另一

方面也有可能是因为浙贝母药材化学成分复杂ꎬ
包括氨基酸、多糖、核苷酸、矿物质等ꎬ生物碱并不

是浙贝母唯一的有效成分ꎬ并不能准确判定其品

质优劣ꎬ如金银花、羌活等中药质量等级是由多种

物质的含量共同决定的(刘长河等ꎬ２０１６ꎻ蒋舜媛

等ꎬ２０１６)ꎮ 仅瓯海、莲都产地成熟期鳞茎生物碱

含量高于盛花期鳞茎ꎬ这可能是由于浙贝母处于

快速生长期(３ 月中旬至 ５ 月中旬)时ꎬ两个产地

平均气温显著高于其他产地ꎬ这不利于鳞茎体积

增大(黎开强等ꎬ２００８ꎻ Ｐａｅｋ ＆ Ｍｕｒｔｈｙꎬ２００２)ꎮ
随着分子生物学的深入发展ꎬ人们对药材品

质的关注也着眼于药效成分生物合成途径及其相

关酶基因的研究ꎮ 李锐等(２０１８)研究发现ꎬ卷叶

贝母中 ＦＰＳ 基因的表达水平与总生物碱含量的变

化趋势一致ꎮ 本研究同样也发现 ＭＶＡ 途径中的

ＨＭＧＲ 和 ＦＰＳ 基因在盛花期组织表达、盛花期至

成熟期鳞茎表达变化趋势同生物碱含量变化趋势

基本一致ꎬ这表明 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因上调或下调可

能导致生物碱合成量的增加或减少ꎮ ＨＭＧＲ 和

ＦＰＳ 基因之间呈显著正相关 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ表明

ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因可能以协同调控或者修饰的方式

来调控浙贝母生物碱的合成ꎻ此外ꎬ盛花期至成熟

期鳞茎仅莲都产地 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因表达量之间呈

相反趋势ꎬ这可能与生物碱代谢通路中其他酶基

因协同调控、环境因素有关( Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎻ
ＭＥＰ 途径中的 ＤＸＲ 基因在成熟期鳞茎中的表达

趋势与 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因相同ꎬ但在盛花期 ３ 个组

织部位中的表达趋势却不同ꎬ盛花期至成熟期鳞

茎 ＤＸＲ 基因表达趋势除东阳产地外ꎬ其他产地均

上调ꎬ这与生物碱含量变化趋势相反ꎬ这可能是由

于 ＤＸＲ 基因在生物碱合成通路中所起的作用并不

关键所致ꎮ 在本研究所涉及的 ３ 个基因中ꎬ药用

部位成熟期鳞茎 ＦＰＳ 基因表达量与生物碱含量的

正相关性要高于 ＨＭＧＲ 基因ꎬ而 ＤＸＲ 基因与生物

碱含量呈低度相关性ꎬ这可能是由于 ＭＶＡ 途径是

甾体类生物碱合成的主要途径ꎬ处于 ＭＶＡ 途径的
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下游 ＦＰＳ 基因对生物碱合成的调控能力比上游

ＨＭＧＲ 基因强ꎬ而 ＭＥＰ 途径通过中间产物 ＩＰＰ 进

入 ＭＶＡ 途径中ꎬ对生物碱合成的影响较小( Ｌａｕｌｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ Ｅｖａ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３ꎻ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ
综上所述ꎬ本研究初步确定不同环境生长的浙贝

母药用成分生物碱的积累受 ＨＭＧＲ、ＦＰＳ 基因协同

调控或者修饰作用明显ꎬ受 ＤＸＲ 基因调控作用不

明显ꎬ这为今后浙贝母生物碱合成关键酶基因和

质量差异分析的分子机制研究奠定基础ꎮ
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