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长春花叶片三种生物碱含量及合成基因
表达的初步研究

田跃胜1 , 陆 � 平2 , 王名雪1 , 唐克轩1 ,赵静雅1

(上海交通大学 农业与生物学院, 上海 200240; 2. 华南理工大学 生物科学与工程学院, 广州 510006)

摘 � 要: 为探明长春花叶片中生物碱的动态变化和生物碱合成途径中的关键酶基因的表达量,利

用高效液相色谱技术( HPLC)测定了 5对真叶期、开花前期、出现花蕾期、出现开花期、成熟期 1和

成熟期 2等 6个生长阶段的长春花幼嫩、中等成熟、成熟三种叶片的生物碱(文多灵、长春质碱、长

春碱)的含量。幼嫩叶片中文多灵、长春质碱和成熟叶片中长春碱的含量最高。长春花叶片的最佳

采集期是花蕾期到开花期。利用荧光定量 PCR技术检测了长春花叶片中生物碱合成途径中 10个

相关基因的相对表达量, GGPP , G10H , SL S, ST R, D4H 及DA T 这 6个基因对生物碱含量贡献较

大, A S A 及T DC 基因对生物碱的增加的作用不明显。
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Abstract: In order to clarify the dynamic change of three alkaloids ( TIAs including vindoline, catharanthine and

vinblastine) and the expression of the associated biosynthet ic g enes in the Cathar athus R oseus leaves ( young,

medium and old) at different growing stages, high performance liquid chromatography was applied to determine the

contents of TIAs at the leaf period, pre�flow eringperiod, bud stage, f lowering period, fully�mature period 1 and

fully�mature period 2 in five pairs of leaves from Catharathus Roseus. In addition, the expression of the associated

biosynthetic genes w as analyzed by molecular biological technique ( real t ime PCR, FQ�PCT) . The results showed

that highest contents of vindoline and catharanthine w ere presented in young leaves while the content of vinblast ine

was highest in old leaves. The best t ime for collecting the leaves of Catharathus Roseus was between the stage of

alabastrum and flowering since the max imum contents of TIAs could be ex tracted in this period. The data from the
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FQ�PCR determinat ion indicated that the expression of TIAs contents in C. Roseus leaves w as more affected by the

six genes including GGPP, G10H , SL S, ST R, D4H and DAT while two genes ( A SA, TDC) show ed less influence

on the production TIAs.

Key words: Cathar anthus Roseus L. G. don; T erpenoid indole alkaloids ( TIAs) ; fluroscent real�t ime

quant itat ive PCR ( FQ�PCR) ; high�per formance liquid chromatog raphy ( HPLC)

� � 文多灵 ( Vindo line )、长春质碱 ( Catharan�
thine)、长春碱( Vinblastine)三种生物碱产于药用

植物长春花( Cathar anthus roseus L. G. Don) , 具有

抗肿瘤作用。但这些萜类吲哚生物碱 ( Terpenoid

indole alkalo ids, TIAs)在天然长春花植株中含量较

低并且具有组织和生长阶段的特异性, 不能满足市

场需求,使其价格较为昂贵
[ 1]
。利用代谢工程在长

春花中过量表达 TIAs生物合成途径中的关键酶基

因,为提高植物生物碱含量和改变生物碱组成成份

开辟了新的途径
[ 2]
。然而长春花 TIAs 的生物合成

途径十分复杂, 包含了多个关键酶和转录因子。目

前已有 30 多个催化酶和转录因子基因被克隆 [ 3]。

因此探明长春花叶片中生物碱的动态变化规律和生

物碱合成途径中的关键酶和转录因子的表达量是十

分必要的。

1 � 材料与方法

1. 1 � 长春花叶片材料的获得

实验于 2010年 5月在上海交通大学闵行校区温

室内进行。将长有 2~ 3对功能叶的长春花幼苗移至

花盆(直径 13 cm)。实验用土壤为黑土, pH 值为 7. 5

~ 8. 0。在长春花生长的 6个时期(见表 1)即 5对真

叶期、开花前期、出现花蕾期、出现开花期、成熟期 1

和成熟期 2采集长春花幼嫩、中等成熟、成熟三种叶

片(图 1)。各样品一部分于 50 � 烘箱中烘至恒重,

磨成粉末和剩余部分置于- 70 � 下密封保存备用。

表 1 � 长春花生长阶段的划分

Tab. 1� Division of Catharanthus growth stages

编号 生长阶段 植株特征

1 5对真叶期 七月份

2 开花前期 七月份

3 出现花蕾期 八月份

4 出现开花期 八月份

5 成熟期 1 九月份 刚出现种荚时

6 成熟期 2 九月份 部分叶片开始呈黄白色

图 1 � 三种形态的长春花叶片

Fig. 1� T hree forms o f Catharanthus leaves

1. 2 � 生物碱的测定

1. 2. 1 � 样品处理

称取 0. 1 g 干粉于 2 mL Eppendor f管中, 加入

1 mL 甲醇,浸泡 3 h, 然后用超声波 40 W 处理 30

m in, 5, 000 r/ m in离心 10 min,取上清用 0. 4 �m 的

滤膜过滤。

1. 2. 2 � HPLC分析条件

仪器: Waters Alliance 2695 高效液相色谱仪;

色谱柱: DiKana Diamonsil�C18( 4. 6 mm � 250 mm,

5 �m)

流动相为: A: 乙腈, B: 甲醇, C: 0. 7% 二乙胺

(用磷酸调整 pH= 7. 2, 抽滤, 超声波除去气泡 )。

流动相比例为 A�B�C= 7�9�6, 流速为 1 mL/ min,

柱温为 35 � , 进样量为 10 �L, 保留时间分别为

10. 1、14. 1 和 17. 6 m in。文多灵、长春碱、长春质

碱标准品购自 sigma公司。

1. 3 � 定量 PCR分析

提取生物碱含量差异较大的长春花叶片的总

RNA(见图 2) ,用 Real t ime PCR试剂盒( Takara公

司)按照说明书将总 RNA 逆转录为 cDNA。选取

长春花生物碱合成途径中的 10个关键酶基因进

行引物设计(见表 2)。并配制荧光定量 PCR反应

体系。循环参数为: 95 � 1 min; 95 � 15 s, 55 �

30 s, 72 � 30 s, 40个循环。采用 Ct比较法 [ 4] , 计

7
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算方法如下: Cti= Ct , Xi- Ct, Ri (样品中目的基因

与内参基因的 Ct差) ; Ct, CK= Ct , CK- Ct, RCK

(对照中目的基因与内参基因的 Ct差) ; Cti = Ct i

- Ct, CK ( 样 品 与 对 照 的 标 准 化 Ct 差 ) ;

Expression ration= 2 �Cti。

表 2� 长春花定量 PCR 检测所用的引物

Tab. 2 � Primers used in Real�time PCR analysis of C. Roseus

引物名称 序列( 5�� 3�) 长度/ b p 退火温度/ �

rps9�f GCGTT TGGATGCT GAGT T GAAG 257 55

rps9� r GGCGCT CAAGGAAGT TCTCT AC

st r�rtp�f GCCTT CACCT TCGAT TCAACTG 287 55

st r�rtp�r GTGGCT AGT TGT GTGGCATACC

dat� rtp�f CT TCT T CTCAT CACGTACCAACTC 172 55

dat� rtp�r AT ACCAAACTCAACGGCCT TAG

dx r�rtp�f CAAGCCTCAGT T AGT T TCT GTCAGAA 228 55

dx r�rtp�r AT TGGCCAAGGCAAT GTCT T TT CCAG

g10h�rtp�f GCTCACAATCAAT TCAAATT CTCCGT 216 55

g10h�rtp�r CAACCGCT TCT CCGCTCT GGCTAT TT

tdc�rtp� f GGT CGAGGAT GACGTGGCGGCCGG 263 55

tdc�rtp� r ACT CAGACTCAGT GAGT CAACTCGT T

prx1�rtp�f GCGATT CATCAGT GCTGCT GGT GGGA 237 55

prx1�rtp�r GTGGAAGGT T TGCT ATT GTGTCTGCC

sls�rtp�f CT TCACT CT TGAGAAACT AAAGT CAA 266 55

sls�rtp� r AGTCAAT T GT GAGATCCAT GAGT T

cpr� rtp�f T GGT TT GTAGAGGGAAAT GATAGAGG 244 55

cpr� rtp�r AT TCT CACGCCATGCAGCAAAGTCAT

d4h�rtp�f CAT GT T GGACT AAAT AAGCGT CGGC 236 55

d4h�rtp�r AGAACTAGT CGGGCGATGCT CGG

ggpp�rtp�f AAT TGT GGGTGGTGCT AAT GAT GAAC 251 55

ggp p�rtp�r GGAGCAGCCT TT T CAGGAT CAAACTC

asa� rtp�f CAAGCTGGTGCAGGTAT AGTAGCCG 272 55

asa� rtp�r GCGATGTGGCAAGGAGACGACT TC

图 2 � L11、L36 叶片中生物碱含量的比较

注: L11长春花叶片的生物碱总量为 L36的生物碱含量的 21倍,

文多灵为 50倍,长春质碱约为 14倍, L36叶片中的

长春碱含量约为 L11的 3倍

F ig. 2� T he content of to tal alkaloids of Catharanthus leaves

L11, L36 in different times

� � Note: Cam pared to the contents in L36 leaves from catharath us

Roseus, L11 leaves contain 21�f old of total T IAS , 50� fold of

vin dol ine, 14�f old of catharanthine. Bu t, L36 leaves cont ions 3�f old of

vin blas tin e

2 � 结 � 果

2. 1 � 不同时期长春花三种叶片形态中生物碱含量

的比较

长春花吲哚生物碱文多灵、长春碱、长春质碱具

有组织器官和生长发育的特异性(见图 3)。不同时

期长春花三种叶片形态中文多灵含量的差异较大,

其中最高含量为 1. 18 mg / g, 最低含量为 0. 02

mg/ g ,相差大约 60 倍左右。长春质碱的含量为

0. 109~ 1. 16 mg/ g , 大约相差 10 倍。长春碱在长

春花叶片中的含量比较低, 最高含量只有万分之四。

长春碱的最高含量为最低含量的四倍, 为 0. 01~

0. 04 mg/ g。

2. 2 � 同一形态长春花叶片在不同时期生物碱含量

的比较

在三种生长状态的长春花叶片中, 幼嫩叶片的

8
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文多灵、长春质碱、长春碱的含量分别在开花期

( 1. 18 mg/ g )、成熟期 2 ( 1. 16 mg/ g )、开花时期

( 0. 023 mg/ g)最高; 中等成熟叶片的文多灵、长春

质碱、长春碱的含量分别在 5 对真叶生长期 ( 0. 91

mg/ g) , 开花期( 0. 99 mg/ g )、成熟期 2( 0. 028 mg/

g)最高。成熟叶片的文多灵、长春碱的含量分别在

开花期( 0. 32 mg/ g ) , 成熟期 2( 0. 038 mg/ g )最高,

而长春质碱在五对真叶生长期,开花期,花蕾期的含

量差异不大,大约为 0. 34 mg/ g(见图4)。以长春花

叶片的生物量最大为依据, 从花蕾期到开花期为最

佳的采收期,此时长春花植株生物碱含量最大。

2. 3 � 生物碱合成途径中关键酶基因的相对表达量

分析

环烯醚萜苷途径中的 GGPP、G10H、SL S 三个

基因的表达可促进裂环马钱子苷的合成, S TR 基因

的表达量增加可使生物碱长春质碱的含量提高,

D4H 和DA T 基因的表达可促进文多灵的生成。

文多灵和长春质碱在 PRX 基因编码的蛋白的催化

下可促进长春碱的合成。莽草酸途径中的 A SA 和

T DC 基因对叶片中生物碱的增加没有明显的促进

作用(见图 5)。

图 3 � 不同时期长春花三种叶片形态中生物碱的含量
注: L1( 1�6) , L2( 1�6) , L3( 1�6)分别表示六个生长阶段 L1、L2、L3状态叶片

Fig. 3� The content of T IAs in three fo rms of Catharanthus leav es

Note: T he leaves of L1, L2, L3 in s ix g row th stages are sh ow n as L1( 1�6) , L2( 1�6) , L 3(1�6)

3 � 讨 � 论

在长春花中,长春花生物碱的含量及其微少, 并

受到植株发育阶段和环境的影响 [ 5]。目前, 全世界

长春碱的年产量仅约 12 kg, 市场价格为大约 100

万美元/ kg;而长春新碱的年产量约 1 kg, 市场价格

大约 350万美元/ kg[ 6] 。确定长春花生物碱含量分

布的时空性,具有重要的经济价值和社会效益。

长春花中生物碱的分析方法有薄层扫描法 [ 7]、

9



上 海 交 通 大 学 学 报 (农 业 科 学 版) 第 29卷

图 4 � 同一形态长春花叶片在不同时期生物碱含量的比较
注: L1( 1�6) , L2( 1�6) , L3( 1�6)分别表示六个生长阶段 L1、L2、L3状态叶片

Fig . 4 � The content o f T IAs of Catharanthus leaves in differ ent t imes

Note: T he leaves of L1, L2, L3 in s ix g row th stages are sh ow n as L1( 1�6) , L2( 1�6) , L 3(1�6)

图 5 � L11、L36 叶片中生物碱合成基因的相对表达量

Fig . 5 � Quantif ication of the tr anscripts o f T IAs biosynthetic gene in L11、L36

放射免疫法 [ 8]和高效液相色谱法等。高效液相色谱

技术( HPLC)由于具有分离能力高, 适用范围广, 以

及条件优化灵活性等优点成为长春花生物碱分析的

主要方法。本实验采用 HPLC 分析了不同生长发

育阶段长春花叶片的生物碱含量,幼嫩叶片中文多

灵和长春质碱的含量比较高, 成熟叶片中长春碱的

含量比较高,这可能与长春花叶片的自我保护有关。

通过对同一时期不同生长阶段的长春花叶片中文多

灵、长春碱、长春质碱含量的数据统计发现,花蕾期

到开花期植株的三种生物碱含量最高, 即为最佳采

集期。

长春花 T IA s生物合成上游有两条途径: 吲哚

途径和类萜途径。由吲哚途径来的色氨酸经色氨酸

脱羧酶脱羧生成衍生物色胺;由类萜途径来的香叶

基焦磷酸经香叶醇�10�脱氢酶脱氢生成 10�羟基香
(下转第 15 页)
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叶醇,再经多步反应合成裂环马钱子苷。然后,裂环

马钱子苷与吲哚途径来的色胺在异胡豆苷合成酶催

化下耦合成 TIAs 的共同前体 3�( S)�异胡豆苷 [ 9]
。

异胡豆苷经过不同的途径最后生成文多灵、长春质

碱、蛇根碱、长春碱、长春新碱等其它生物碱。包含

了多个关键酶和转录因子。目前已有 30多个催化

酶和转录因子基因被克隆。利用悬浮细胞培养和转

基因毛状根技术确定了长春花生物碱合成途径中的

10个关键酶基因( AS A、CPR、D4H、T DC、GGPP、

ST R、G10H、PRX、SL S、DA T )。本实验利用定量

PCR技术初步确定了 DA T、G10H、SL S、ST R、

D4H、GGPP 长春花叶片生物碱合成途径中的关键

酶基因,由于生物碱合成途径的复杂性,这些关键酶

基因对生物碱含量的贡献需用转基因技术手段进一

步确定。
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