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遮光对长春花叶片长春碱含量
和相关合成基因表达的影响 *
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东北林业大学森林植物生态学教育部重点实验室,哈尔滨150040

摘要 分别在红色滤光膜遮光处理和正常日光灯照条件下,研究长春花(Catharanthusroseus)无菌幼苗叶

片中叶绿素含量和生物碱含量以及生物碱合成相关基因的表达变化。结果表明:与对照相比,叶片中叶绿素含

量在前30d先升高,然后明显降低 (P<0.05),叶绿素a/b比率低于对照;文多灵 (vindoline,VIN)和长春质碱

(catharanthine,CAT)的含量稍高于对照后下降,VIN和CAT耦合的重要抗癌产物长春碱 (vinblastine,VBL)的
含量逐渐高于对照,在处理第15天达到最高为(0.0280±0.0051)mg/g;遮光处理有利于 VBL合成路径相关

基因 (Tdc、Str、Dat和D4h)的表达,表明植物在适应遮光胁迫过程中发挥着积极的调控作用。
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  长 春 花 (Catharanthusroseus)为 夹 竹 桃 科

(Apocynaceae)长春花属 (Catharanthus)多年生草

本植物。长春花全草可以入药,含有一百多种具有

重要药用价值的生物碱,其中,叶片中的萜类吲哚生

物碱 (terpenoidindolealkaloids,TIAs)———长春碱

(vinblastine,VBL)和长春新碱 (vincristine,VCR)
具有抗癌作用。长春碱合成由Kutney[1]提出,是文

多灵 (vindoline,VIN)和长春质碱 (catharanthine,

CAT)耦合成的产物。据报道长春碱在长春花中的

含量比较低,尽管研究人员做了很多努力,但长春碱

的产量并没有得到有效的提高[2]。
长春花TIAs的生物合成由提供色氨酸生物合

成的莽草酸途径 (shikimatepathway)和提供异戊

烯焦磷酸生物合成的甲基磷酸赤藓糖途径 (2-C
methyl-D-erythritol-4-phosphatepathway,MEP)
组成,其合成路径前期的2个重要基因色氨酸脱羧

酶 (tryptophandecarboxylase,Tdc)和异胡豆苷合

成酶(strictosidinesynthase,Str)及后期的2个重

要基因脱乙酰文多灵-4-羟化酶 (desacetoxyvindo-
line-4-hydroxylase,D4h)和脱乙酰文多灵-4-O-乙酰

转移 酶(deacetylvindoline-4-O-acetyltransferase,

Dat)的表达已被广泛报道,并且过量表达有利于生

物碱的合成[3]。长春花TIAs的生物合成可以被植

物生长激素和光调节,生长激素不仅影响培养物生

长而且从各个方面抑制生物碱的合成[4];光不仅影

响叶绿素的积累[5],而且还调节长春碱合成路径相

关基因表达进而影响其生物碱合成与积累[3]。尽管

Ramani等[6]报道在紫外光下长春花的细胞悬浮培

养能增加文多灵和长春质碱含量,但在同样条件下

却不能合成长春碱。
在本研究中,排除生长激素的干扰,进行长春花

无菌苗的培养,分别对红色滤光膜下和日光灯(对
照)下的叶片中生物碱含量进行测定,考察生物碱积

累与相关合成基因表达的关系;通过半定量 RT-
PCR分析Tdc、Str、Dat和D4h基因表达变化,探
讨基因表达变化如何反应长春花生物碱的积累。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1)长春花的培养。长春花种子在 MS培养基上

萌发后,形成的无菌苗置于200mL1/2MS培养基

的锥形瓶中进行再培养,日光灯照(40 W)时间

06:00-18:00,培养温度为28℃。培养40d后,一
部分长春花无菌苗开始进行红色滤光膜(编号:104)
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遮盖处理,另一部分日光灯下的长春花无菌苗设置

为对照。

2)长春花的处理。在培养45d后,利用便携式

光谱辐射仪 (AvaSpec-2048-2-USB2,Holand)对光

谱不同区域的辐射能量进行扫描测定,每个处理测

定3~5次。对不同条件下无菌苗的叶片进行取

样,分别对生物碱和叶绿素的含量进行测定(3次

重复),对生物碱合成路径的基因表达进行分析。
1.2 试验方法

1)长春花叶片中生物碱含量的测定。长春花无

菌苗叶片中文朵灵、长春质碱和长春碱含量采用

HPLC方法测定。分别于处理后的第0、3、7、15、30
天进行取样,叶片研磨后用甲醇提取,以3种生物碱

标准品(Sigma,USA)为对照进行 HPLC检测。色

谱柱为 DiamonsilTMC18ODS(4.6mm×250
mm),流动相为V A∶V B=64:36,其中A为水与

二乙胺以V水∶V二乙胺=990∶10的混合物(磷酸调

pH值为7.3),B为甲醇;流速,1.5mL/min;检测

波长为220nm。

2)长春花叶片中叶绿素含量的测定。分别于处

理后的第0、3、7、15、30天摘取叶片,叶绿素的提取

参照文献[7]的方法进行,用岛津UV-160分光光度

计测定波长在649nm 和665nm 的光密度,即

D649、D665,计算叶绿素的含量(Chla+Chlb)。计算

公式 为:Chla(mg/g)=(12.19×D665-3.45×
D649)×V/(1000×S);Chlb(mg/g)=(21.99×
D649-5.32×D665)×V/(1000×S);公式中Chla
表示叶绿素a,Chlb表示叶绿素b,V 表示提取液的

体积,mL;S为鲜样质量,g。

3)总RNA的抽提和半定量RT-PCR。用TR-
Izol(Invitrogen,USA)方法分别提取2组叶片的总

RNA。取不同样品的不等量总RNA,按 MMLV第

一链cDNA合成试剂盒 (MBI,Canada)说明合成第

一链cDNA。半定量RT-PCR方法参照文献[8]和
文献[9]的方法进行。根据已知长春花的基因序列

设计特异性引物:

Tdc:5′-ACACCACTAGCGAGTCCATT-3′
 5′-CCAACAGCCAGTCTTAGCAT-3′
  (GenBankAcc.No.X67662)

-Str:5′-CCTTCCTATGCTCCGAATGC-3′
 5′-CCATCGTGCTCTTGAATCTG-3′
  (GenBankAcc.No.X61932)

-D4h:5′-ACTATCAGAAGCTTTGGGGC-3′

 5′-GGGGTACCTCTAATGTTCACCG-3′
  (GenBankAcc.No.U71604)

-Dat:5′-GAAGTTCGAATTCGTTGCCG-3′
 5′-GCTCTAGAAGTAGCTGTTCGTTC-3′
  (GenBankAcc.No.AF053307)

-Actin: 5′-GGCTGGATTTGCTGGAGAT-
GAT-3′

 5′-TAGATCCTCCGATCCAGACACTG-3′
  (GenBankAcc.No.AK322149)

PCR反应条件为:94℃预变性3min,Actin基

因作为内参基因,采用28个扩增循环,其他基因采

用32个扩增循环(94℃变性30s,45~50℃退火

30s,72℃延伸50s),72℃继续延伸10min。反应

完成后用1%琼脂糖凝胶电泳检测,采用 Quantity
One软件对电泳结果进行分析。

4)数据处理。采用SPSS15.0软件对上述所有

数据进行处理与统计分析。

2 结果与分析

2.1 红色滤光膜下的波长和辐射能量

光是植物生命活动中重要的环境因子之一,人
们通常从光强和光质2个方面分析光照对植物的生

理代谢过程的影响规律。采用红色滤光膜遮光来获

得特殊的光 照 环 境,与 日 光 灯 相 比(300~1100
nm),红色滤光膜诱导了一个低光和低紫外光的环

境(如表1),即红色滤光膜下紫外辐射能量占对照

紫外辐射的6%,同时,在日光灯下的总辐射能量

8.31W/m2高于红色滤光膜下的总辐射能量0.769
W/m2。
2.2 生物碱含量

试验选取的VIN和CAT是重要抗癌活性成分

VBL生物合成的直接前体化合物,它们的含量水平

是长春花栽培的重要指标。如图1所示,对照长春

花无菌苗叶片中VIN和CAT的含量均呈逐渐上升

趋势,而它们的耦合衍生物 VBL含量前3d升高,
然后逐渐下降;而经红色滤光膜遮盖处理后,长春花

无菌苗叶片中VIN和CAT含量水平分别在观测期

间的前3d上升到最高,为(0.32±0.07)mg/g和

(0.63±0.18)mg/g,之后逐渐下降,而 VBL含量

逐渐增加,在处理15d时,高达对照的1倍左右,为
(0.0280±0.0051)mg/g结果表明,红色滤光膜

遮盖处理的一定时间内,促进了长春花叶片中VIN
和CAT生物合成VBL。
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表1 红色滤光膜下的光谱和辐射能量1)

Table1 Spectraandradiantenergyofredplasticfilms W/m2

处理

Treatment

紫外光

Ultraviolet
300~400nm

蓝光Blue
400~510nm

绿光 Green
510~610nm

红光 Red
610~720nm

近红光

Earinfrared
720~1100nm

总辐射光

Totalradiantenergy
300~1100nm

对照Control 0.2880a 2.9140a 3.405a 1.106a 0.596a 8.31a
红色滤光膜 Redplasticfilms 0.0173b 0.0483c 0.101c 0.432b 0.203c 0.769d
比例*Percents/% 6.00 1.66 2.97 39.60 34.10 9.30
 1)*代表不同光区辐射能量占对照各个光区的总辐射能量的百分数 Thepercentsofradiantenergyofdifferentlightwavebandsin

overallradiantenergy;同一列内不同字母表示在0.05水平上差异显著 Differentletterswithinthesamecolumnmeansignificant

differenceat0.05level.

 □对照Control;■红色滤光膜 Redplasticfilms;带“**”标注表示差异显著(P<0.01),下同SignificantlydifferenceP<0.01are

markedwithsymbol‘**’,thesameasbelow.

图1 红色滤光膜及对照条件下长春花无菌苗叶片中文多灵(a)、长春质碱(b)、长春碱(c)的含量

Fig.1 Thecontentsofvindoline,catharanthine,andvinblastineintheleavesofC.roseusaseptic
seedlingsundercontrolandredplasticfilmssignificantly

2.3 叶绿素含量

如图2所示,日光灯照射条件下,长春花无菌苗

叶片中叶绿素含量第7天以后呈现下降趋势,而叶

绿素a/b的比率在第15天前是逐渐上升。红色滤

光膜遮盖处理下,叶片中叶绿素的含量下降,在第7
天显著低于对照((1.71±0.37)mg/g),红色滤光膜

遮盖处理后叶绿素a/b比率一直低于对照,第15和

□对照Control;■红色滤光膜 Redplasticfilm
图2 红色滤光膜及对照条件下长春花无菌苗叶片叶

绿素含量和叶绿素a/b比率的变化

Fig.2 Changesofchlorophyllcontentandchlorophyll
a/bratiointheleavesofC.roseusaseptic
seedlingsundercontrolandredplasticfilms

30天差异显著 (P<0.05)。因此,可以看出,在红色滤

光膜遮盖处理的前期,长春花无菌苗叶片叶绿素含量

和叶绿素a/b比率差异不明显,而处理后期差异显著,
其叶绿素含量和叶绿素a/b比率都明显低于对照。
2.4 基因表达分析

通过半定量RT-PCR法对长春花生物碱合成

路径相关基因的表达进行分析,结果如图3,4所示,
在红色滤光膜处理下,叶片中 Tdc在3h和6h表

 1~6.对照,分别表示电泳时间为0、3、6、12、24、72h;1-6lanes

controls,andelectrophoresistimewas0,3,6,12,24,72h;7~11.红

膜处理,分别表示电泳时间为3、6、12、24、72h7-11redplasticfilms

treatment,andelectrophoresistimewas3,6,12,24,72h.

图3 红色滤光膜及对照条件下长春花无菌苗叶片中

Tdc,Str,D4h 和Dat基因表达的

电泳结果,Actin基因作为内参

Fig.3 ThegelresultsofTdc,Str,D4handDat

genesexpressionintheleavesofC.roseusaseptic
seedlingsundercontrolandredplasticfilms,Actin

genewasusedasaninternalcontrol
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图4 Tdc,Str,D4h 和Dat基因表达的QuantifyOne软件分析结果(Actin基因作为内参)

Fig.4 Signalslinearresultsofgenesexpressionintheirintensitieswerequantified
byQuantifyOnesoftware(Actingenewasusedasaninternalcontrol)

达明显上调,Str在3h和72h表达明显上调;而在

红色滤光膜处理下,D4h和Dat的表达水平高于对

照,并且处理后的Dat的转录水平积累很明显。

3 讨 论

光照条件对植物的生长发育和生理代谢都具有

重要影响。有关遮光膜对植物影响的报道主要集中

在喜树碱及其代谢合成[10],而对于长春花在遮光条

件下的代谢和相关基因表达特点研究较少。因此本

文主要从生理和基因表达方面研究和探讨遮光条件

对长春花代谢产物的影响,以揭示长春碱积累与合

成路径基因表达的关系。
紫外辐射直接影响植物的生理生化过程,间接

延缓植物生长[5];长春花在近紫外光作用下随着

VIN和CAT含量下降,二聚碱含量增加[11]。在本

研究中,与对照相比,红色滤光膜遮盖排除有害紫外

光的影响,有利于植物生长,因而促进在红色滤光膜

下VBL积累;另一方面,红色滤光膜作为遮盖材料,
改善长春花无菌苗培养的温度和湿度,激活VIN和

CAT偶联连成VBL的合成机制,VBL含量逐渐上

升高于对照,这说明滤光膜造成的光质环境有利于

促进长春碱在无菌苗叶片中积累。光不仅影响植物

叶绿素的生长,而且影响叶绿素发育过程中许多有

关生物碱的重要前体的合成[12]。叶绿素比率下降

类似于有关报道关于在红色滤光膜下草莓植物的叶

绿素变化[5],这可能是由于叶绿素的降解增加或者

叶绿素的合成减少,即影响叶绿素的生长进而影响

重要前体的合成,因此伴随着VIN和CAT含量下

降,而VBL在一定时间含量上升(图1-c)。

Vázquez-Flota等[13]报道光影响D4h基因的表

达和VIN积累,同时D4h和Dat基因的高转录水

平与VIN含量的积累存在正相关性[14];在低紫外

光下 Tdc 和Str 基 因 表 达 影 响 CAT 含 量 的 积

累[15]。在笔者的试验中,红色滤光膜遮盖不仅促进

Tdc和Str、D4h和Dat基因表达高于对照,而且诱

导遮盖早期长春花无菌苗叶片中CAT和VIN的积

累,有利于提供足够多的前体合成VBL,使VBL含

量在处理的第15天达到最高(图1-c)。这说明在一

定时间内,TIA 合成路径的4个基因(Tdc,Str,

D4handDat)表达变化和长春花叶片中的二聚碱积

累存在一定的相关性,因此长春花在适应红色滤光

膜遮盖过程中,不仅在生理代谢方面上表现出较强

的可塑性,而且在相关基因表达方面上也呈现出显

著变化。可以通过分析TIA合成路径的基因表达

变化和生理变化,快速推断长春花生物碱的累积情

况,对大规模培育长春花目的产物的生产实践起到

指导作用。
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EffectsofShadingLightonAlkaloidsandRelated
GenesExpressioninLeavesofCatharanthusroseus

LIUYing ZHAODong-mei ZUYuan-gang ZHANGZhong-hua
KeyLaboratoryofForestPlantEcology,MinistryofEducation,

NortheastForestryUniversity,Harbin150040,China

Abstract Effectsofredplasticfilmsandfluorescentlight(ascontrol)onthecontentsofchloro-
phyll,alkaloidsandtheexpressionofbiosynthesispathwaygenesintheleavesofCatharanthusroseusa-
septicseedlingswerestudied.Theresultsshowedthatchlorophyllcontentinleaveswashigherunderred
filmsthanthatunderfluorescentlightonthefirst30d,andthechlorophyllcontentunderredfilmsde-
creasedsignificantlyafter3d(P<0.05).Theratioofchlorophylla/bwaslowerthancontrol.Thecon-
tentofvindoline(VIN)andcatharanthine(CAT)firstlyincreasedalittleandthendecreasedcompared
withcontrol.Thecontentofvinblastine(VBL),asacouplingproductofVINandCATincreasedgradu-
allyandreachedthehighestonthe15thday(0.0280±0.0051)mg/ginshadeculture.Theplasticfilms
inducedthehighexpressionofalkaloidsbiosynthesispathwaygenes(Tdc,Str,DatandD4h).There-
sultsindicatedthatplantsundershadetreatmentwithredfilmswerepositivelyregulatedbyphysiologi-
calmetabolisms.

Keywords redplasticfilms;alkaloids;genesexpression;Catharanthusroseus
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