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两种丹参毛状根对茉莉酸甲酯的差异响应

方誉民,杨东风,梁宗锁
(浙江理工大学,a．生命科学学院;b．浙江省植物次生代谢调控重点实验室,杭州３１００１８)

　　摘　要:为了阐明紫花丹参和藏丹参对信号分子的差异响应,选择茉莉酸甲酯作为信号分子诱导两种丹参毛状

根的代谢,对比两者生长状态、次生代谢物积累变化和基因表达模式.结果表明:２００μmol/L茉莉酸甲酯显著促进

藏丹参毛状根中二氢丹参酮I、隐丹参酮、丹参酮IIA、咖啡酸、迷迭香酸和丹酚酸 B积累,而对紫花丹参仅仅影响其

毛状根中二氢丹参酮I、隐丹参酮、咖啡酸和丹酚酸B积累;藏丹参毛状根中参与丹参酮和丹酚酸合成的关键基因比

紫花丹参毛状根中相应基因更强烈地响应茉莉酸甲酯诱导,这可能导致藏丹参毛状根产生更强烈的隐丹参酮、丹参

酮IIA、咖啡酸、迷迭香酸和丹酚酸B代谢响应.
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０　引　言

紫花丹参(SalviamiltiorrhizaBunge)和藏丹

参(SalviacastaneaDielsf．tomentosaStib)同属于

唇形科药用植物,主要用于治疗心脑血管疾病[１Ｇ２].
丹参酮和丹酚酸是两种丹参的主要有效成分:丹参

酮包括二氢丹参酮I(dihydrotanshinoneI)、隐丹参

酮(cryptotanshinone)、丹参酮I(tanshinoneI)和丹

参酮IIA(tanshinoneIIA)等,而丹酚酸包括迷迭香

酸(rosmarinicacid)、咖啡酸(caffeicacid)和丹酚酸

B(salvianolicacidB)等[３Ｇ４].紫花丹参和藏丹参中

次生代谢存在差异,紫花丹参积累更高含量的丹酚

酸B,而藏丹参产生更高含量的丹参酮[３Ｇ４].目前,
关于两种丹参中天然产物积累差异的形成机制尚不

明确.药用植物中天然产物含量较低,并且种质退

化加剧中药资源短缺问题,通过植物组织工程可以

显著地提高有效成分的产生,包括培养条件优化、前
体添加和诱导子处理等[５].诱导子可以诱导药用植

物毛状根中关键基因的表达,进而促进不同有效成

分的积累,如丹参酮[２]、丹酚酸[６]和黄酮[７].茉莉酸

甲酯是与损伤响应相关的植物激素和信号分子,广泛

用于各种药用植物次生代谢的研究,如藏丹参[２]、黄
芩(Scutellariabaicalensis)[７]和 黄 花 蒿 (Artemisia
annua)[８],但茉莉酸甲酯在调控紫花丹参和藏丹参

次生代谢中所起的作用尚不清楚.因此,本文通过

茉莉酸甲酯分别诱导紫花丹参和藏丹参毛状根,比
较两种丹参毛状根的生物量、次生代谢物含量和基

因表达变化.
为了分析两种丹参次生代谢对茉莉酸甲酯的响

应机制,对丹参酮和丹酚酸合成途径中１６个关键基

因与旁支途径中２个基因的表达模式进行分析.二

萜化合物基因包括乙酰CoA酰基转移酶(acetylＧCoA
CＧacetyltransferase,AACT)基因、３Ｇ羟基Ｇ３Ｇ甲基戊二

酰 CoA 还 原 酶 (３ＧhydroxyＧ３ＧmethylglutarylＧCoA
reductase,HMGR)基因、１Ｇ脱氧ＧdＧ木酮糖Ｇ５Ｇ磷酸合

成酶(１ＧdeoxyＧdＧxylulose５Ｇphosphatesynthase,DXS)
基因、１Ｇ脱氧ＧdＧ木酮糖Ｇ５Ｇ磷酸还原异构酶(１ＧdeoxyＧdＧ
xylulose５Ｇphosphatereductoisomerase,DXR)基因、牻
牛儿 基 牻 牛 儿 基 焦 磷 酸 合 成 酶 (geranylgeranyl
diphosphatesynthase,GGPPS)基因、柯巴基焦磷酸合



酶(copalyldiphosphatesynthase,CPS)基因、类贝壳

杉烯合酶(entＧkaurenesynthaselike２,KSL)基因和

两个细胞色素P４５０(CYP７６AH１ 和CYP７６AH３)基
因.酚酸 生 物 合 成 基 因 包 括 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶

(phenylalanineammoniaＧlyase,PAL)基因、肉桂酸Ｇ４Ｇ
羟化酶(cinnamicacid４Ｇhydroxylase,C４H)基因、４Ｇ香

豆素CoA连接酶(４ＧcoumarateＧCoAligase,４CL)基因、
酪氨酸氨基转移酶(tyrosineaminotransferase,TAT)基
因、对羟基苯丙酮酸双加氧酶(４Ｇhydroxyphenylpyruvate
dioxygenase,HPPD)基因、对羟基苯丙酮酸还原酶

(４Ｇhydroxyphenylpyruvatereductase,HPPR)基

因、迷 迭 香 酸 合 成 酶 (rosmarinicacidsynthase,

RAS)基因和细胞色素P４５０(CYP９８A７８)基因.

１　实验材料与方法

１．１　材料与仪器

材料:紫花丹参和藏丹参毛状根由发根农杆菌

ATCC１５８３４分别侵染紫花丹参和藏丹参无菌苗获

得,茉莉酸甲酯和甲醇购自Sigma公司,多糖多酚

植物总RNA提取试剂盒购自天根生化科技有限公

司,反转录试剂盒PrimeScriptTM RTreagentKit和

荧光定量PCR试剂盒SYBR􀆿 PremixExTaqTMII
购自 Takara公司,荧光定量 PCR 引物(如表１所

示)由杭州擎科梓熙生物技术有限公司合成.
表１　丹参中次生代谢相关基因的特异性引物

基因 GenbankID 正向引物(５′–３′) 反向引物(５′–３′)
AACT１ EF６３５９６９．１ GTCGTGGCTCTTGCTAATCA CGAGAGGATGCCCTAGAGAC
HMGR１ GU３６７９１１．１ TTCACCCTCTTCTTCTCCGT GGAATTGCGGATCTTCTCAC
DXS１ EU６７０７４４．１ AACCAATCCCACCAACATTT GCCACTGTGTGTGTGTGTGT
DXS２ FJ６４３６１８．１ ACAAGCTCGATCTCATGCAC AATCCTTCCCTTCCCAATCT
DXR DQ９９１４３１．１ GGTCGACCTGACATTCAAGA TCAACTGCTTTCTCATTGGC

GGPPS１ FJ１７８７８４．１ CCATGTCTCTCATCCACGAC CGAAGACCTTGTGATTGGTG
CPS１ EU００３９９７．１ GCGACATTGACGATACATCC GCTTGAAATTCCTCAGCACA
KSL２ JN８３１１１９．１ TGCTATTCCCATAACGTCCA GCTTGAATGCTTTGTCTCCA

CYP７６AH１ JX４２２２１３．１ CTCATGCTGGACTTGTTCGT TTCAGTCGAGCCATCTTGTC
CYP７６AH３ KR１４０１６８．１ GAGAGCGATCAAGTCGTCAA CTGGATTGTTCCAGATGGTG

PAL１ EF４６２４６０．１ GGGAGACGCTCACCATATCT CCATAACCCAATCACTGCTG
C４H DQ３５５９７９．１ AGGTCAGGACATGGTGTTCA CACCTTGTTGGTGAAGAACG
４CL１ AY２３７１６３．１ CGCCCATGGATAGAGAACTT ACCATAACCCTGGCCAATAA
TAT１ DQ３３４６０６．１ CATTTGCAGTAGACGTGCCT GAGTGCCGTTCACAGAAAGA
HPPD EF１５７８３７．１ GATAGGCCGACCATCTTCAT CCTGAAGAGCTCCGAGAAGT
HPPR DQ０９９７４１．１ GGTTCAAGCTCTTCCGCTAC GAGTTGGAGTTCCCGACAAT
RAS FJ９０６６９６．１ ACTTCGGTAACGCCATCTTC TCTAAGAAATCGAGCGACGA

CYP９８A７８ HQ３１６１７９．１ CTGCCCTACTTGCAGTGTGT GATCTCGACATTGGTGTTGG
βＧactin DQ２４３７０２．１ GGTGCCCTGAGGTCCTGTT AGGAACCACCGATCCAGACA

　　仪器:生物样品均质仪(BioprepＧ２４,杭州奥盛仪

器有限公司);超声洗涤器(KQＧ５００DE,昆山市超声仪

器有限公司);高效液相色谱仪(Waterse２６９５,美国

Waters公 司);分 光 光 度 计 (NANODROP２０００,

ThermoScientific);荧光定量PCR仪(QuantStudio
６Flex,ABI).

１．２　实验方法

１．２．１　丹参毛状根培养

配制６,７ＧV液体培养基,并将pH 值调为５．８;
每个１００mL锥形瓶中加入５０mL培养基,灭菌冷

却备用.在超净台中向每个锥形瓶中接入０．２g长

势较好一致的新鲜丹参毛状根,放入恒温摇床中,在
２５℃、１１０r/min下黑暗培养.继代培养１８d加入

茉莉酸甲酯诱导子.

１．２．２　丹参毛状根诱导和样品采集

茉莉酸甲酯诱导子配制按照文献[２]中的方法

进行.用无水乙醇作为助溶剂,配制２００mmol/L

母液,用０．２２μm无菌滤头过滤除菌,以２００μmol/L
终浓度处理继代培养到第１８d的丹参毛状根,诱导

后１２h、１d、３d和６d分别取样.

１．２．３　丹参酮和丹酚酸的高效液相分析

丹参酮和丹酚酸的提取和检测参照文献[９]中
的方法.

１．２．４　基因表达分析

首先,参照多糖多酚植物总RNA提取试剂盒说明

书进行总 RNA 提取.然后,用试剂盒PrimeScriptTM

RTreagentKit配制反应液进行逆转录反应.最后,
用试剂盒SYBR􀆿 PremixExTaqTMII配制反应液

进行荧光定量PCR反应,反应条件为:９５℃、３０s,

９５℃、５s,５９℃、３０s,４０个循环.

１．２．５　数据分析

使用 GraphPadPrism５作图,结果以平均值±
标准差表示,图中数据为３个生物学重复.使用

SPSS软件２２．０对数据进行方差分析,０．０１＜P＜
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０．０５和P＜０．０１分别表示显著和极显著水平.

２　结果与分析

２．１　茉莉酸甲酯对紫花丹参和藏丹参毛状根生长

的影响

为了对比茉莉酸甲酯对两种丹参毛状根生长的

影响,对紫花丹参和藏丹参毛状根的生物量(鲜重和

干重)进行分析.结果表明:在茉莉酸甲酯诱导后

１２h和第３d,紫花丹参毛状根鲜重受到抑制.紫花

丹参毛状根干重在１２h受到抑制,而在第１d有所

促进.然而,茉莉酸甲酯对藏丹参毛状根的生长并

无显著影响,如图１所示.

图１　茉莉酸甲酯诱导下两种丹参毛状根的生长

注:Sm:紫花丹参,Sc:藏丹参;CK:对照组,MJ:茉莉酸甲酯处理组;“∗”表示P＜０．０５,“∗∗”表示P＜０．０１.

２．２　茉莉酸甲酯对紫花丹参和藏丹参毛状根中次

生代谢物积累的影响

为了阐明两种丹参毛状根对茉莉酸甲酯的差异

代谢响应,本文对４种丹参酮(二氢丹参酮I、隐丹参

酮、丹参酮I和丹参酮IIA)和３种丹酚酸(迷迭香

酸、咖啡酸和丹酚酸B)的积累变化进行分析,结果

如图２所示:茉莉酸甲酯不能诱导两种丹参毛状根

中丹参酮I的产生;茉莉酸甲酯在１２h促进紫花丹

参毛状根中二氢丹参酮I积累,在第３d促进藏丹

参毛状根中二氢丹参酮I的积累;藏丹参毛状根中

隐丹参酮积累在茉莉酸甲酯诱导后第 ６d 提高

(１．９３倍),在紫花丹参毛状根中隐丹参酮含量在诱

导后第１d受到抑制;茉莉酸甲酯不能刺激紫花丹

参毛状根中丹参酮IIA 积累,在诱导后第３d抑制

藏丹参毛状根中丹参酮IIA含量,并在诱导后第６d
促进藏丹参毛状根中丹参酮IIA 积累(１．７８倍).
藏丹参毛状根中咖啡酸积累在诱导后第６d显著提

高(１．３４倍),而紫花丹参毛状根中咖啡酸含量在诱

导后第３d受到促进.茉莉酸甲酯不能诱导紫花丹

参毛状根中迷迭香酸的产生,而促进藏丹参毛状根

中迷迭香酸积累,其迷迭香酸积累在诱导后第６d
显著提高(２．４９倍).两种丹参毛状根中丹酚酸 B
的产生均能被茉莉酸甲酯诱导,但茉莉酸甲酯更强

烈地诱导藏丹参毛状根中丹酚酸B积累,藏丹参毛

状根中丹酚酸 B 积累在诱导后第 ６d显著提高

(３．０５倍).茉莉酸甲酯显著促进藏丹参毛状根中二

氢丹参酮I、隐丹参酮、丹参酮IIA、咖啡酸、迷迭香

酸和丹酚酸B的积累,而仅仅影响紫花丹参毛状根中

二氢丹参酮I、隐丹参酮、咖啡酸和丹酚酸B的产生.

２．３　藏丹参和紫花丹参毛状根中关键基因的诱导

表达模式

为了进一步阐明茉莉酸甲酯诱导下两种丹参毛

状根的次生代谢差异,对１０个二萜化合物生物合成

基因和８个酚酸生物合成基因的表达模式进行分

析.茉莉酸甲酯处理后两种丹参毛状根中７个二萜

化合物生物合成基因和６个酚酸生物合成基因的表

达上 调,包 括 AACT１、HMGR１、DXS２、CPS１、

KSL２、CYP７６AH１、CYP７６AH３、PAL１、C４H、

TAT１、HPPR、RAS 和CYP９８A７８.茉莉酸甲酯

在诱 导 后 ６d 内 始 终 上 调 紫 花 丹 参 毛 状 根 中

TAT１、HPPR、RAS和CYP９８A７８ 的表达,而一直

上调 藏 丹 参 毛 状 根 中 AACT１、C４H、TAT１ 和

CYP９８A７８ 的表达.但是,两种丹参毛状根中一些

基因 的 表 达 模 式 存 在 较 大 差 异,这 些 基 因 包 括

DXS１、DXR、GGPPS１、４CL１ 和 HPPD.茉莉酸

甲酯在１２h下调紫花丹参毛状根中DXS１ 的表达,
而不能诱导藏丹参毛状根中DXS１ 表达.在紫花

丹参毛状根中茉莉酸甲酯不能诱导DXR 表达,而
在藏丹参毛状根中茉莉酸甲酯在第３d上调DXR
的表达.茉莉酸甲酯在第６d下调紫花丹参毛状根

中GGPPS１ 的表达,而在１２h和第１d分别上调和

下调藏丹参毛状根中GGPPS１ 的表达.茉莉酸甲
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酯上调紫花丹参毛状根中４CL１ 的表达,但在第１d
下调藏丹参毛状根中４CL１ 的表达.茉莉酸甲酯上

调紫花丹参毛状根中 HPPD 的表达,却不能诱导

藏丹参毛状根中 HPPD 的表达(图３－图４).此

外,与紫花丹参毛状根相比,藏丹参毛状根中一些参

与特 定 代 谢 的 基 因 对 茉 莉 酸 甲 酯 更 敏 感,包 括

AACT１、 HMGR１、 DXS２、GGPPS１、CPS１、

CYP７６AH３、PAL１、C４H 和TAT１,可能导致藏丹

参毛状根产生更强烈的隐丹参酮、丹参酮IIA、咖啡

酸、迷迭香酸和丹酚酸B代谢响应(图２,图４).

图２　茉莉酸甲酯诱导下两种丹参毛状根的次生代谢物含量

注:DW:干重;Sm:紫花丹参,Sc:藏丹参;CK:对照组,MJ:茉莉酸甲酯处理组;“∗”表示P＜０．０５,“∗∗”表示P＜０．０１.
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图３　紫花丹参毛状根中关键基因的表达模式

注:CK:对照组,MJ:茉莉酸甲酯处理组;“∗”表示P＜０．０５,“∗∗”表示P＜０．０１.
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图４　藏丹参毛状根中关键基因的表达模式

注:CK:对照组,MJ:茉莉酸甲酯处理组;“∗”表示P＜０．０５,“∗∗”表示P＜０．０１.
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３　讨　论

许多生物诱导子可以促进紫花丹参毛状根的生

长和丹参酮积累,如内生真菌深绿木霉(Trichoderma
atroviride D１６)[１０] 和 密 旋 链 霉 菌 (Streptomyces
pactumAct１２)[１１].而生物量结果表明茉莉酸甲酯

在第１d促进紫花丹参毛状根的生长,但对藏丹参

毛状根的生长没有影响(图１).诱导子广泛用于刺

激药用植物中次生代谢物的产生,并用于鉴定参与

特定代谢的候选基因的功能[２,７Ｇ８,１０].茉莉酸和茉莉

酸甲酯是抵抗各种胁迫的调控因子,在植物中参与

生长发育和防御反应等,并且可以在不同植物中提

高各种次生代谢物的积累[１２Ｇ１３].两种丹参毛状根的

代谢指标表明,茉莉酸甲酯显著促进藏丹参毛状根

中二氢丹参酮I、隐丹参酮、丹参酮IIA、咖啡酸、迷
迭香酸和丹酚酸B的积累,而仅仅影响紫花丹参毛

状根中二氢丹参酮I、隐丹参酮、咖啡酸和丹酚酸B
的产生,暗示茉莉酸甲酯在两种丹参次生代谢的调

控中起着不同的作用.除丹酚酸B以外,茉莉酸甲

酯不能进一步刺激紫花丹参毛状根中其他几种丹参

酮和丹酚酸的积累.之前的研究表明２００μmol/L
茉莉酸甲酯促进藏丹参毛状根中隐丹参酮和丹参酮

IIA积累[２],而本文的结果与此一致(图２).茉莉酸

甲酯上调紫花丹参毛状根中大多数基因的表达,但
与二萜化合物生物合成基因相比,迷迭香酸生物合

成基因对茉莉酸甲酯更敏感.茉莉酸甲酯对紫花丹

参毛状根中迷迭香酸积累没有影响,而提高丹酚酸

B积累.这可能是由于紫花丹参毛状根中 HPPD
表达的上调阻碍了酪氨酸支路中迷迭香酸合成的代

谢流.HPPD 催化４Ｇ羟基苯丙酮酸生成尿黑酸,
和 HPPR 竞争结合同一底物[１４].因此,HPPD 的

转录水平影响迷迭香酸生物合成的代谢流(图２－
图３).KSL２ 参与一种泪柏醚(entＧ１３ＧepiＧmanoyl
oxide)生物合成和赤霉素(gibberellin)代谢[１５],而
茉莉酸甲酯上调两种丹参毛状根中 KSL２ 的表达,
表明茉莉酸甲酯可能调控泪柏醚和赤霉素合成.因

而,茉莉酸甲酯在两种丹参中可能调控多种二萜化

合物和酚酸类化合物的生物合成(图２－图４).
研究表明,茉莉酸甲酯可以诱导紫花丹参中多

个关键基因的表达,这些基因包括丹参酮生物合成

基因(AACT１、HMGR、DXS２、GGPPS１、CPS１)[１６]

和丹 酚 酸 生 物 合 成 基 因 (PAL１、C４H、４CL１、

TAT１、HPPR)[１７],而本文的结果与此一致.藏丹

参毛状根中参与丹参酮和丹酚酸合成的基因比紫花

丹参毛状根中相应基因更强烈地响应茉莉酸甲酯诱

导,包 括 AACT１、HMGR１、DXS２、GGPPS１、

CPS１、CYP７６AH３、PAL１、C４H 和TAT１(图３－
图４).茉莉酸甲酯可能通过诱导甲基赤藓醇Ｇ４Ｇ磷

酸和甲羟戊酸两条途径以及丹参酮下游途径中关键

基因(AACT１、HMGR１、DXS２、GGPPS１、CPS１、

CYP７６AH３)的差异上调,从而导致藏丹参产生更

敏感的隐丹参酮和丹参酮IIA 代谢响应(图２－图

４).此外,茉莉酸甲酯差异上调苯丙氨酸途径中

PAL１ 和C４H 的表达,可能导致藏丹参产生更强烈

的咖啡酸代谢响应.与紫花丹参相比,藏丹参中更强

烈的迷迭香酸和丹酚酸B代谢响应可能是由于苯丙

氨酸途径和酪氨酸途径中关键基因(PAL１、C４H、

TAT１)的差异上调(图２－图４).以上结果表明,茉
莉酸甲酯在两种丹参次生代谢的调控中扮演着不同

角色,导致两者不同的基因表达模式和代谢响应.

４　结　论

本文通过高效液相和荧光定量 PCR对比分析

了茉莉酸甲酯诱导下藏丹参与紫花丹参毛状根的次

生代谢.结果表明:与紫花丹参毛状根相比,茉莉酸

甲酯诱导藏丹参毛状根产生更强烈的隐丹参酮、丹
参酮IIA、咖啡酸、迷迭香酸和丹酚酸 B代谢响应;
在两种丹参中,次生代谢相关基因差异响应茉莉酸

甲酯诱导,可能导致两者产生不同的丹参酮和丹酚

酸代谢响应.
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DiverseResponsestoMethylJasmonatein
HairyRootsofTwoSalviaSpecies

FANGYumin,YANGDongfeng,LIANGZongsuo
(a．CollegeofLifeScience;b．KeyLaboratoryofPlantSecondaryMetabolismand

RegulationofZhejiangProvince,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:ToelucidatediverseresponsesofSalviamiltiorrhizaBunge(S．miltiorrhiza)andSalvia
castaneaDielsf．tomentosaStib(S．castanea)tosignalmolecule,methyljasmonate(MJ)wasappliedto
inducethemetabolismofhairyrootsthereof,andcomparisonwasmadeongrowth,secondarymetabolite
accumulationandchange,and geneexpression patterntherebetween．Theresultssuggestthat MJ
significantly promotesthe accumulation of dihydrotanshinoneI (DTＧI),cryptotanshinone (CT),
tanshinoneIIA (TＧIIA),caffeicacid (CA),rosmarinicacid (RA),andsalvianolicacidB (SAB)in
S．castaneahairyroots,whileonlyhasimpactontheaccumulationofDTＧI,CT,CA,andSABin
S．miltiorrhizahairyroots;thekeygenesinvolvedinthebiosynthesisoftanshinoneandphenolicacidin
S．castaneahairyrootsrespondtotheinductionofMJmoreactivelythanthoseinS．miltiorrhizahairy
rootsdo,whichcouldleadtomoreactiveresponsesofCT,TＧIIA,CA,RA,andSABinS．castaneahairy
roots．

Keywords:SalviamiltiorrhizaBunge;SalviacastaneaDielsf．tomentosaStib;hairyroots;methyl
jasmonate;secondarymetabolism;geneexpression
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