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摘  要：为了探明藜麦皂苷生物合成的分子机制，试验以藜麦品种陇藜 1 号为材料，利用已有的转录数据，

通过 RT-PCR 技术鉴定参与三萜皂苷生物合成关键酶基因，采用生物信息学分析方法进行了基因编码蛋白保守

结构域、蛋白二级结构及系统发育树的构建，并利用半定量 RT-PCR 方法进行了目的基因在籽粒不同发育时

期和植株不同部位(根、茎、叶和籽粒)表达水平的研究。试验克隆得到三萜烯皂苷生物合成途径中关键酶编码

基因 CqSS1、CqSS2 和 CqbAS 的 cDNA 全长序列。半定量 RT-PCR 表达分析表明，CqSS1 和 CqbAS 在叶片、

籽粒中表达量最高，各基因在籽粒不同发育时期的表达量间无显著差异。本研究对藜麦三萜皂苷生物合成途径

中关键酶基因表达模式的研究，将为进一步探明藜麦皂苷生物合成的分子机制及发掘影响藜麦皂苷含量的关键

基因奠定基础。  
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皂苷是由植物通过特定的代谢途径产生的具有

生物活性、结构多样的次生代谢产物。其在制药、食

品和化妆品等行业具有广泛应用。目前已基本明确了

植物中三萜类皂苷物质生物合成途径的基本步骤。植

物中皂苷物质主要是通过甲羟戊酸途径中产生的前

体物质，用于三萜类皂苷化合物的生物合成。在这一

过程中由两个异戊二烯焦磷酸(IPP)与一个烯丙基异

构体——二甲基丙基焦磷酸(DMAPP)缩合生成焦磷

酸烯丙基焦磷酸(FPP)，之后两个 FPP 单元缩合生成

三萜前体物质——角鲨烯。角鲨烯通过 2,3-氧化鲨烯

环化酶(OSC)的环氧化作用生成 2,3-氧化鲨烯，这一

环化产物成为植物中合成特定的三萜类化合物共同

的前体物质。该前体物质通过特定合成酶的催化作

用，产生不同的三萜化合物，如通过 β-香树素合成

酶对 2,3氧鲨烯的环化作用，产生的 β-香树酯醇是齐

墩果烷型三萜皂苷的特定前体物质。之后，三萜前体

通过一个或多个细胞色素 P450依赖单加氧酶的氧化

作用，形成具有三萜化合物结构的皂苷元，皂苷元经

糖基转移酶的糖基化作用合成皂苷[1-5]。因此，三萜

类皂苷物质的生物合成途径作为复杂的生物过程，生

物合成途径的每一阶段均受到相应酶类的催化或修

饰作用。 

随着对甲羟戊酸途径中次生代谢产物生物合成

途径研究的日趋深入，现已在多种植物中对代谢途径

中关键酶基因进行了成功的克隆及分析。研究表明基

因表达水平的变化，直接影响到次生代谢产物的生物

合成，如 Chen等[6]和 Banyai等[7]通过对倍半萜内酯

类化合物生物合成途径中基因作用机制的研究表明，

法尼基焦磷酸合酶基因(FPS)的过表达，导致代谢产

物青蒿素含量的显著增加。同样，植物三萜类皂苷生

物合成分子调节机制研究的结果表明，皂苷生物合成

途径中的相关酶基因的表达对三萜皂苷类物质的生

物合成起着重要的调节作用[8-10]。藜麦中皂苷含量是

其品质性状评价的重要指标，然而，鲜见有关藜麦皂

苷生物合成途径中作用机制方面的研究报道。据此，

本研究通过对藜麦三萜类皂苷生物合成途径中鲨烯

合酶 (squalene synthase，SS)、β-香树酯醇合成酶

(β-amyrin synthase，bAS) 基因的克隆、组织特异性

表达分析，旨在为探明藜麦中皂苷类物质生物合成的

调节机制奠定一定的分子基础。 
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1  材料与方法 

1.1  植物材料 

试验以陇藜 1号为试验材料，于 2016 年 6—10

月分别选取花后 15、20、25、30 d 5个时期的藜麦籽

粒、叶片、根和茎组织，液氮处理后置于–80℃冰箱

保藏备用。 

1.2  RNA提取及 cDNA一链合成(1.3 RNA 的提

取和 cDNA 的合成)  

利用RNA提取试剂盒(TaKaRa公司)进行组织样

品的总 RNA提取，通过 1% 琼脂糖凝胶电泳，并使

用Nanodrop 分光光度计进行RNA质量和浓度检测。

取 1 μg总 RNA为模板利用反转录试剂盒(TaKaRa公

司)，反转录合成一链 cDNA。 

1.3  cDNA 全长的获得 

试验根据已有的转录组数据，以反转录 cDNA

一链为模板，进行藜麦鲨烯合酶基因(CqSS1、CqSS2)

和藜麦 β-香树酯醇合成酶基因(CqbAS)全长 cDNA序

列扩增。引物设计采用 DNAMAN软件(version 6.0，

Lynnon 公司)设计基因特异性引物，引物序列见表 1。 

反应体系为 25 μl，包括 1 µl 2.5 U/µl TransTaq® 

HiFi DNA Polymerase (TransGen Biotech)，2.5 μl 10× 

TransTaq® HiFi BufferII，1.0 μl 2.5 mmol/L dNTPs，

正向引物 1 μl 10 mmol/L，反向引物 1 μl 10 mmol/L，

1.0 μl cDNA 模板和 17.5 µl ddH2O。PCR 程序为：

94℃预变性 5 min；35 个循环(94℃变性 30 s；62℃

(CqSS1)、53℃(CqSS2)、57℃(CqbAS)退火 30 s；72

℃延伸 1 min)；72℃延伸 10 min。PCR 扩增产物经

胶回收纯化后，与 pEASY-T1 克隆载体 (TransGen 

Biotech) 连接，连接产物转化到大肠杆菌 DH5α中，

随机挑选阳性克隆，经菌液 PCR 验证后，送生工生

物工程(上海) 有限公司测序。 

1.4  半定量 RT-PCR(Semi RT-PCR )分析 

试验以陇藜 1 号的根、茎、叶及花后 15、20、

25、30 d籽粒的 cDNA为模板，以 CqGAPDH作

为内参基因，利用半定量 RT-PCR 对皂苷生物合

成途径相关基因 CqSS1、CqSS2 和 CqbAS 的表达

量进行分析，同时检测这 3个基因在叶片、幼茎、

根和籽粒中的表达水平。 

采用 Primer3 软件(version4.0)进行基因的半定量

表达引物设计，引物序列见(表 1)。PCR 反应体系 25 

μl，其中引物各 10 mmol，dNTP 各 2 mmol，10×PCR 

反应缓冲液 2.5 μl，Taq 酶 0.25 μl (5 U/μl)，模版 cDNA

为 50 ng。反应条件为：94℃预变性 5 min；94℃变性

30 s，60℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，目的基因为 28 个

循环，CqGAPDH为 30 个循环；72℃延伸 5 min。PCR

产物经 2% 琼脂糖凝胶电泳检测基因的表达量。 

表 1  基因克隆和半定量 PCR 引物设计 
Table 1  Primers used for gene cloning and analysis of semi RT-PCR 

引物名称 引物序列(5-3) 

CqGAPDH-F AAGACTCCTCGATGCTAGCC 

CqGAPDH-R TCTTGGTGACTTGGACGACA 

CqbAS-F ATGTGGAGGTTAAAAGTTGGAGAAGGTGC 

CqbAS-R TTAGGCAGAGTTGATAGAAGGTAATGAAACAC 

CqSS1-F ATGGAAACTTTGTGGGAGATTTTG 

CqSS1-R TTAGTTATTCTGTTGGTTGGAAGAC 

CqSS2-F ATGGAAACTTTGTGGGAGAT 

CqSS2-R TTAGTTATTCTGTTGGTTGGA 

CqbASSemi-RT-F AATGCAGTCCGGTACCTTGA 

CqbASSemi-RT-R CCCATCCACCATCCTCCTTT 

CqSS1Semi-RT-F TAAGGAGCAAATCCCACCTG 

CqSS1Semi-RT-R CAATTTGACATCCGCAGCTA 

CqSS2Semi-RT-F GCCATCGACACTGTAGAGGA 

CqSS2Semi-RT-R TTTTGCCATTCCTTCACCCG 

 

1.5  生物信息分析 

利用 DNAMAN 软件进行基因开放阅读框(ORF)

氨基酸序列推导；利用 TRMHMM server v2.0 (http:// 

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)在线软件进行蛋

白跨膜结构域预测；采用在线软件 ProtParam 

(http://www.expasy.org)进行蛋白的分子量、理论等电点

及保守结构域的预测；使用 ExPASy 网站提供的在线

分析软件 SOPMA 预测蛋白质二级结构，利用 Phyre2
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在线软件进行蛋白三级结构预测；采用 Clustal W 软件

进行氨基酸多序列比对；利用MEGA6.0 软件中的最大

似然法(maximum likelihood，ML)构建系统发育树。 

2  结果与分析 

2.1  CqSS1和 CqSS2基因克隆及序列分析 

以花后 25 d籽粒反转录 cDNA为模板，扩增得

到序列长度均为 1 242 bp 的两个鲨烯合酶基因，定

名为 CqSS1和 CqSS2，其编码 413个氨基酸。进一步

对 CqSS1 和 CqSS2 基因编码蛋白的一级结构预测分

析发现，CqSS1和 CqSS2蛋白的分子量分别为 47.8、 

47.4 kDa，等电点分别为 6.32、6.50。利用基于隐码

模型的 TMHMM 工具进行跨膜区分析表明，CqSS1 

蛋白 C端和 C端邻近区有 2个跨膜区，而 CqSS2蛋

白只有 1个位于 C端的跨膜区(图 1)。 

SOPMA 预测的 CqSS 蛋白二级结构结果表明，

CqSS1 和 CqSS2编码的 413个氨基酸残基中，主要

为 α螺旋，分别占 70.70% 和 70.94%，β转角分别占

3.87% 和 3.63%，无规则卷曲分别占  21.79% 和

21.07%，延伸链分别占 3.63% 和 4.36%，α-螺旋和

无规卷曲为该蛋白二级结构主要元件(图 2A)，这与

Phyre2软件三级结构预测结果相符(图 2B)。 

 

(A: CqSS1的跨膜预测；B: CqSS2的跨膜预测) 

图 1  CqSS 的跨膜区预测 
Fig. 1  Transmembrane domain prediction of CqSS 

 

(A：CqSS1蛋白的二级结构，蓝色区域为 α-螺旋，橙色区域为不规则卷曲，红色区域为延展延伸链；B：CqSS1蛋白的三级结构，蛋白

红色部分为 N端 α-螺旋，蓝色部分为 C端 α-螺旋) 

 图 2  CqSS1 蛋白的二级、三级结构预测 
Fig. 2  Predicted secondary and tertiary structure of CqSS1 protein 

 
利用 MEGA6.0 软件中的最大似然法构建系统

发育树(图 3)。结果表明，藜麦中两个 CqSS 蛋白聚

在同一分枝，但与玉米 (Zea mays)、松属 (Pinus 

massoniana)、拟南芥(Arabidopsis thaliana)、青蒿素

( Artemisia annua )、杨属(Populus trichocarpa)等物种

进化关系较近，而与龙葵属(Solanum nigrum)和茄属

(Withania somnifera)亲缘关系相对较远。 

2.2  CqbAS基因的全长 cDNA克隆及序列分析 
CqbAS 的 cDNA全长 2 292 bp，编码 763个氨

基酸，蛋白的一级结构预测分析结果表明，蛋白预测 
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图 3  藜麦 CqSS 蛋白与植物中鲨烯合酶家族成员的进化关系分析 
Fig. 3  Phylogenetic relationships between quinoa CqSS protein and plant squalene synthas family members 

 

理论分子量为 87.9 kDa，等电点为 5.73；SOPMA 预

测的 CqbAS 蛋白二级结构结果表明，CqbAS 蛋白

主要由 α-螺旋(44.17%)、无规则卷曲(35.39%)、延伸

链(13.24%)和 β-转角(7.21%)组成，可推测 α-螺旋和

无规卷曲为 CqbAS 蛋白二级结构主要的组成元件，

该结果与蛋白三级结构预测结果相符(图 4)。 

系统发育树(图 5)分析结果表明，CqbAS蛋白与

同为石竹科的药用植物麦蓝菜(Gypsophila vaccaria)

亲缘关系最近，聚在同一分支，同时与其他植物如豌 

豆(Pisum sativum)、甘草(Glycyrrhiza glabra)及大豆

(Glycine max)的亲缘关系较近，被分在同一亚族，与

灌木型植物紫菀属(Aster tataricus Linn.)、杜茎山

(Maesa japonica)属亲缘关系最远。 

2.3  CqSS和 CqbAS基因表达分析 

2.3.1  CqSS 和 CqbAS 基因组织特异性表达    试验

结果表明(图 6)，CqSS1 基因在藜麦各组织中均有表

达，但 CqSS1 基因在不同组织中表达量存在明显差

异，该基因在藜麦籽粒和叶片中的表达量相对较高， 

 

(A：CqSS1蛋白的二级结构，蓝色区域为 α-螺旋，橙色区域为不规则卷曲，红色区域为延展延伸链；B：CqSS1蛋白的三级结构，蛋白

红色部分为 N端 α-螺旋，蓝色部分为 C端 α-螺旋) 

 图 4  CqbAS 蛋白的二级、三级结构预测 
Fig. 4  Predicted secondary and tertiary structure of CqbAS protein 
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图 5  藜麦 CqbAS 蛋白与植物 β-香树酯醇合成酶家族成员的进化关系分析 
Fig. 5  Phylogenetic relationships between quinoa CqbAS protein and plant β-amyrin synthase family members 

 

而在根和茎组织中的表达水平极低；CqSS2基因在各

组织中均有表达，但表达水平相对较低；CqbAS 与

CqSS1 基因的表达趋势一致，在籽粒和叶片中高表

达，而在根和茎组织呈现较低表达水平。  

 

图 6  CqSS 和 CqbAS 的组织特异性表达 
Fig. 6  Expression patterns of CqSS and CqbAS genes in different 

plant tissues 

2.3.2  CqSS1和 CqbAS 在籽粒发育过程中的表达    通

过对花后 15、20、25、30 d藜麦籽粒发育过程中 CqSS1

和 CqbAS 基因表达模式测定分析，结果表明两基因在

花后不同时期的基因表达量无显著差异(图 7)。 

 

图 7  藜麦籽粒发育时期种子中 CqSS1和 CqbAS表达水平

的半定量 RT-PCR 
Fig. 7  Semi quantitative RT-PCR analysis of expression patterns of 

CqSS1 and CqbAS in developing kernels  

3  讨论 

依赖于甲羟戊酸途径的三萜皂苷的生物合成途

径，鲨烯合酶(SS)和 β-香树酯醇合成酶(bAS)是催化

齐墩果烷型三萜皂苷生物合成过程的两个关键酶。本

研究对鲨烯合酶基因克隆，分别得到两个鲨烯合酶编

码基因 CqSS1、CqSS2，利用 TMHMM 跨膜工具进

行分析，结果显示 CqSS1含有两个跨膜区，而 CqSS2

只有一个位于 C-端的跨膜结构域。研究表明，拟南

芥、烟草、酵母和人类的鲨烯合酶中只在蛋白 C 末

端的疏水区域含有一个跨膜区[11-12]。而对于富含皂苷

的物种，鲨烯合酶蛋白除在 C 末端含有一个跨膜区

外，在靠近 C-末端的邻近区域还含有额外的跨膜螺

旋，如大豆 、三七、西洋参以及甘草等富含皂苷物

种，鲨烯合酶蛋白 C 端均含有两个跨膜螺旋[13-15]。

研究认为额外的跨膜螺旋可能有利于促进鲨烯合酶

在内质网膜(ER)的定位[16-18]。鲨烯合酶是甲羟戊酸途

径中的第一个关键限制因子，鲨烯合酶在植物甾醇和

三萜类皂苷物质合成具有重要的调节作用。本研究通

过 CqSS1 蛋白氨基酸序列与其他物种参与皂苷生物

合成的鲨烯合酶的序列比对结果表明，CqSS1含有植

物中鲨烯合酶的特性序列，且根据 CqSS1 基因的表

达特性分析结果，进一步表明 CqSS1 参与藜麦三萜

类皂苷的生物合成。甲羟戊酸合成途径中鲨烯合酶负

责将法尼酰基二磷酸缩合生成由 30 个碳原子组成的

三萜前体物质——角鲨烯，完成三萜类化合物生物合

成途径中的前体物质的生物合成[10]。 

CqSS1在籽粒发育时期的表达特性表明，基因在

籽粒发育各时期的表达水平间无显著差异，该结果表

明，香叶基二磷酸合酶、法尼基二磷酸合酶、鲨烯合

酶及鲨烯单加氧酶作为三萜皂苷生物合成途径中上

游调控的关键酶，其在代谢途径中合成的各种次生代

谢产物是植物维持生命活动所必需的，这些酶类编码

基因的表达水平的稳定性表达，对植物维持正常的生

命活动起着重要的调节作用。因此，基于 CqSS1 基
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因表达特性的测定结果，推测藜麦中的皂苷物质生物

合成途径下游关键酶的编码基因可能在皂苷的生物

合成中起着重要的调节作用。 

据此，本试验进一步对皂苷生物合成途径中的 β-

香树酯醇合成酶(bAS)基因的表达模式进行研究。β-

香树酯醇合成酶作为三萜类皂苷生物合成的第一个

限速酶[19-22]，该酶在皂苷生物合成途径中负责催化三

萜苷元骨架——β-香树酯醇的生物合成，因此，对皂

苷物质的生物合成具有重要的调节作用。本研究对藜

麦中 β-香树酯醇合成酶基因的克隆和基因的组织特

异性表达分析，结果显示该基因编码编码 763个氨基

酸。CqbAS 蛋白序列分析和进化分析表明，CqbAS

与其他植物中三萜皂苷的生物合成途径相关的 β-香

树酯醇合成酶蛋白的氨基酸序列具有高度的同源性。

基因的组织特异性表达结果显示，该基因在籽粒和叶

片中高表达，推测藜麦中皂苷物质的合成主要在籽粒

和叶片中累积[23-26]，但 CqbAS 在籽粒发育过程中，

基因的表达无显著性差异，可以推测影响藜麦皂苷生

物合成的基因可能发生在三萜苷元骨架的生物合成

过程之后。 

三萜类皂苷化合物是来源于植物的一类重要的

次生代谢产物，藜麦中的皂苷含量与藜麦加工品质关

系密切。而作物品质性状不但取决于遗传因素，即品

种基因型的影响，同时栽培方式同样对作物品质性状

产生较大影响。众多研究表明，种植方式对作物的生

长、病虫的发生情况，特别是对作物品质性状有重要

的影响，邱立友等[27]对连作产生的障碍机理研究表

明，包括萜类生物碱和苯丙烷类的次生代谢物所产生

的新生植物自毒作用，是导致连作障碍发生的关键因

素之一。因此，改变种植方式能够在较大程度上克服

由于连作导致的障碍[28]。徐雪凤等[29]通过油葵与马

铃薯的轮作研究，发现轮作可以通过提高土壤有机

质、有效磷和碱解氮含量，而提高土壤酶活性、细菌

数量，致使土壤环境得到明显改善，从而减轻病害的

发生和自毒作用。这些研究结果为指导藜麦生产，以

豆科作物作为轮作作物应用到藜麦种植中，不但克服

了由于连作而产生的种植障碍，而且减轻了当今藜麦

生产中病虫害发生严重的问题，在提高藜麦品质及产

量方面将起到了重要作用。 

本研究通过藜麦鲨烯合酶基因、β-香树酯醇合成

酶基因的克隆和组织特异性表达分析，为进一步通过

筛选三萜皂苷生物合成途径中下游酶编码的候选基

因研究，及发掘影响藜麦皂苷生物合成的关键基因奠

定了基础。 

4  结论 

本研究克隆得到藜麦皂苷生物合成途径中的两

个编码鲨烯合酶基因(CqSS1和 CqSS2)和 β-香树酯醇

合成酶基因(CqbAS)，CqSS1和 CqSS2的 cDNA长度

为 1 242 bp，编码 413个氨基酸，CqSS1的 C端含

有 2个跨膜结构域，且 CqSS1 具有植物鲨烯合酶的

特征序列，而 CqSS2的 C端含有 1个跨膜结构域。

CqbAS 的 cDNA长度为 2 292 bp，编码 763个氨基

酸。CqSS1 和 CqbAS 基因在籽粒和叶片中高表达，

而 CqSS2 基因的表达量极低，基因 CqSS1 和 CqbAS 

在种子不同发育时期的表达无显著差异，推测 CqSS1

和 CqbAS 基因参与了藜麦皂苷物质的生物合成，且

推测三萜类皂苷生物合成途径中的下游基因对皂苷

的生物合成具有重要的调节作用。 
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Abstract: To explore the molecular mechanism of saponin biosynthesis from Chenopodium quinoa, variety Chenopodium 

quinoa cv. Longli 1 was used as materials, and experiment was carried out by using RT-PCR technology to identify the key 

enzyme which involved in triterpenes saponin biosynthesis. Then the conserved domain, secondary structure of protein and 

phylogenetic tree were analyzed by using bioinformatics methods, and organ-specific expression patterns of genes in seed, root 

stem and leaf were detected by semi-quantitative RT-PCR. The expression pattern of target gene were also investigated during 

seed developing period. Full-length cDNAs of CqSS1, CqSS2 and CqbAS were cloned, and gene expression results showed that 

both CqSS1 and CqbAS were highly expressed in leaf and seed than in other tissues, and express pattern remained in same level in 

different seed developing stage. This study is the first comprehensive analysis of the expression patterns of pivotal genes for 

triterpene saponin biosynthesis in Chenopodium quinoa, and provides a basis to further elucidate the molecular mechanism for the 

biosynthesis of saponin. 

Key words: Chenopodium quinoa; Grain develepoment; Key enzyme gene; Cloning; Semi-quantitative RT-PCR 

 


