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［摘要］　目的：分析遮阴后地黄叶片中差异表达的基因，揭示地黄响应遮阴的分子机制。方法：对地黄 “温

８５５”植株进行６０％遮阴、９０％遮阴和全光照３种处理，以ＩｏｎＰｒｏｔｏｎ平台对９０％遮阴和全光照２种处理的样品进
行转录组测序，筛选差异表达的基因。结果：遮阴后地黄叶片变平展，泡状凸起减少或变小，叶片变薄，叶肉栅栏

组织和海绵组织细胞减少、变小。同时，有２３９３个基因在遮阴处理的叶片中差异表达，其中，遮阴后上调表达的基
因有１４５６个，而下调的基因有９３７个。京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）富集分析发现植物真菌互作代谢通路、
苯乙醇苷生物合成通路、萜类成分合成通路、光合作用通路等１２０个代谢通路相关的差异基因得到了富集。在遮阴
后的叶片中，参与光合作用的差异基因全部下调表达，生长素响应蛋白基因（ＡＲＦ）上调表达，赤霉素（ＧＡ）通路
ＤＥＬＬＡ基因下调表达，乙烯通路苏氨酸蛋白激酶基因（ＣＴＲ１）上调表达，参与梓醇与毛蕊花糖苷合成通路的催化酶
基因表达与它们遮阴后含量的变化规律也有一定的相关性。结论：分析了遮阴后地黄叶片的转录组信息，筛选到一

些差异表达的基因，为进一步解析地黄遮阴响应的分子机制奠定基础。
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药用植物与栖息地生境的相互作用是药用植物

次生代谢产物合成的重要原因。其中，光照是影响

药用植物生长发育、形态建成的核心生态因子，也

是植物初生和次生代谢途径的重要驱动因子。药用

植物所处生态区域的海拔、坡向、经纬度不同，其

所受到光照辐射参数也存在明显的差异。药用植物

在长期适应特定地区的光照尺度变化过程中，逐渐

的适应并固化这些光照特质，形成了不同光照需求

度和喜光特性以及特定外形［１］。因此，光照条件对

于特定生态区中外源迁徙和驯化植物的成功生存起

着极其重要的作用，是决定植物能否成功驯化并进

化的重要决定性因素之一［２］。因此，光照也成为药

用植物道地性形成过程中最为重要的生境支配因素

之一。目前，光照强度对阴生药用植物影响的研究

相对较多，但大部分研究集中在最适光强、光质的

筛选以及光照对药用植物活性成分诱导性效应；但

光照是如何调控药用植物发育和影响药用植物次生

代谢合成的，其具体机制尚不清晰。

地黄ＲｅｈｍａｎｎｉａｇｌｕｔｉｎｏｓａＬ是玄参科植物，以
块根入药，始载于 《神农本草经》，被列为上品，

为常用大宗药材。地黄药材味甘、苦，性寒，归心、

肝、肾经，功用清热生津、凉血、止血。道地产区

为古 “怀庆府”，即今河南焦作地区，包括温县、

武陟、博爱、沁阳等沁河两岸部分县区［３４］。目前，

在道地产区常年都有很大的种植面积，产值达数

十亿元。在非道地产区山西、山东、河北也有较大

的种植面积，甘肃、黑龙江等省份也有种植。地黄

是典型的喜光药用植物之一，合适的光照强度对于

地黄植株的形态建成、块根发育和药用成分合成起

着极其重要的作用。在地黄的栽培生产实践中，充

足的光照是保证地黄产量和品质的重要前提条件之

一。前期研究发现地黄叶片和根组织中均含有毛蕊

花糖苷、梓醇等地黄的代表性药用活性成分，而遮

阴则能显著影响地黄的叶片发育，同时，导致其中

毛蕊花糖苷的含量降低，遮阴程度越高其降低幅度

越大［３］。为了进一步详细探究光照强度与地黄叶片

发育和次生代谢产物的累积机制间的关联性，本研

究以地黄作为研究材料，通过遮阴的方法人为模拟

出不同光照强度条件，探究不同光照强度对地黄生长

发育的影响；同时，用转录组测序技术（ＲＮＡＳｅｑ）解
析不同光照强度对地黄转录水平的扰动效应，从分

子水平上探究光照强度对地黄叶片发育及内在代谢

机制的影响。以期为阐明光照因子对药用植物代谢

积累机制奠定基础，同时，也为道地药材的形成机

制和建立合理的耕作制度研究提供参考。

１　材料与方法

１１　实验材料与遮阴处理

选用地黄品种 “温 ８５５”作为遮阴处理对象，
经河南中医药研究院张留记研究员鉴定，所用实验

材料为ＲｇｌｕｔｉｎｏｓａＬ。受试地黄 “种栽”播种于河

南农业大学农场隔离实验田内，生长发育期间的栽

培管理措施与大田生产保持严格一致。在地黄出苗

３０ｄ后，利用不同透光水平的遮阴网进行梯度遮阴
处理。具体操作方法如下：设置３个处理组，每组
处理选择８０～１００株地黄苗。在地黄出苗后３０ｄ左
右，保留１组地黄在正常光照下进行生长（全光照），
剩余２组地黄则分别进行６０％和９０％的遮光处理，
３组处理平行进行实验。所有处理分别在遮阴处理
后的３０、６０、１５０ｄ取样，每处理随机取１０株长势
一致植株，详细统计其叶长、叶宽及叶片数等叶部

关键参数。选取不同处理下３０ｄ的叶组织制备石蜡
切片，详细观察其组织结构的差异，同时，将９０％遮
阴及全光照样品用液氮冻存，进行下游的ＲＮＡＳｅｑ转
录组测序，获取遮阴处理下叶内的关键分子响应

进程。

１２　ＲＮＡＳｅｑ及分析

用 ＴＲＩｚｏｌ法提取不同遮阴处理地黄叶的总
ＲＮＡ，利用ＤＮａｓｅＩ去除样品总ＲＮＡ中残存ＤＮＡ片
段。然后，利用嵌有Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）接头的磁珠对样品中
的ｍＲＮＡ进行富集。对富集出的 ｍＲＮＡ进行片段化
处理，并以这些碎片化的 ｍＲＮＡ为扩增模板，反转
录为ｃＤＮＡ。ｃＤＮＡ样品在经过末端修复、测序接头
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添加、特定片段切胶回收、多轮扩增及纯化等一系

列步骤后，完成测序文库的制备。利用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００
Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ和ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
对所已经构建的测序文库的质量和产量进行评测，

将经过质控检测的文库进行高通量测序（华大基

因），选用ＩｏｎＰｒｏｔｏｎ平台进行测序。
对测序所获取的原始数据（ｒａｗｒｅａｄｓ）进行质控

处理，过滤掉其中低质量、接头等污染序列，获取

ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ序列。将ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ与地黄参考序列库进
行比对，统计不同样品的ｒｅａｄｓ比对率以及分布，进
一步评估不同样品所获取的ｒｅａｄｓ序列中外源序列污
染水平。在此基础上，根际地黄参考序列中ｒｅａｄｓ匹
配数来计算不同样品转录本的表达水平，表达量用

ＦＰＫＭ表示。对比分析遮阴前后地黄叶片中转录本
的表达水平，获取响应遮阴处理的特异响应基因，

并对其进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析，获取遮阴处理
下地黄叶片内关键分子响应进程。

１３　实时荧光定量ＰＣＲ

提取不同处理叶片的总 ＲＮＡ，利用反转录试剂
盒（ＴａＫａＲａ，大连）进行 ｃＤＮＡ第一链合成。反转录
体系： ＜２μｇ总 ＲＮＡ，１μＬｏｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ
（５０μｍｏｌ·Ｌ－１），０５μＬＲＮＡａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（４０Ｕ·μＬ－１），
１μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ，４μＬ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡＢｕｆｆｅｒ，１μＬ
的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴａｓｅ（２００Ｕ·μＬ－１），加ｄｄＨ２Ｏ补
充至２０μＬ。在４２℃ ６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ的条件下
进行反转录。以不同差异基因的编码区序列为模板

设计ｑＰＣＲ引物（见表１），选用ＲｇＴＩＰ４１基因作为内
参。利用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨ

Ｐｌｕｓ）（Ｔａｋａｒａ，大连）荧光实时定量 ＰＣＲ试剂盒对
不同基因的表达量进行分析。ｑＰＣＲ采用２５μＬ反应
体系，包括２μＬ上述反转录ｃＤＮＡ，１μＬ上游引物
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），１μＬ下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），
１２５μＬＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，８５μＬｄｄＨ２Ｏ。具
体反应程序设置：９５℃下３０ｓ；９５℃下５ｓ，６０℃
下３０ｓ，循环数４０。反应结束后，导出不同样品的
扩增Ｃｔ循环数，利用２

－ΔΔＣｔ法来计算不同转录本的

相对表达水平。

２　结果与分析

２１　遮阴对地黄叶片的表型和组织解构的影响

为了详细了解不同光照强度对地黄叶片生长和

发育影响，在大田条件下，在其他因素不变情况下，

分别用６０％、９０％的遮阴网对地黄进行人为的遮阴
处理。结果发现，遮阴后地黄的生长受到明显的影

响。遮阴后地黄叶片变平展，叶色由黄绿变深绿（见

图１Ａ）。叶片上的泡状凸起减少或变小，且随着遮
阴程度的增加而消失（见图１Ａ）。叶片变薄，叶肉栅
栏组织和海绵组织细胞减少、变小（见图１Ｂ）。遮阴
３０ｄ后，２种遮阴叶片大小与对照相差不多，但叶
片数量减少；遮阴６０ｄ时，９０％遮阴的叶片长度、
宽度和叶片数均显著低于６０％遮阴和未遮阴对照；
１５０ｄ时，６０％和９０％遮阴的叶片长度、宽度和叶
片数均显著低于未遮阴对照（见图１Ｃ）。说明遮阴
对地黄地黄部叶片的生长有着显著的影响，且随着

遮阴程度的增加和遮阴时间的延长表型变化更加

明显。

表１　用于确认ＲＮＡＳｅｑ差异表达基因准确性的ｑＰＣＲ引物
关键基因ＩＤ 上游引物（５′３′） 下游引物（５′３′） 产物／ｂｐ

ＲｇＥＸＰＡ８（Ｕｎｉｇｅｎｅ１０５３５） ＴＡＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＴＣＧＣＡＣ ＴＡＧＡＧＣＣＡＣＡＧＣＣＣＴＴＡＧＡＧ １９７

ＲｇＥＸＰＡ１（Ｕｎｉｇｅｎｅ１３７５６） ＴＧＴＧＧＧＡＡＡＧＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧ ＣＣＴＣＴＡＡＣＴＴＣＴＧＣＡＡＡＴＴＣＣＣ １８６

ＲｇＭＹＢ（Ｕｎｉｇｅｎｅ２１４２９） ＡＴＡＣＣＡＴＣＡＣＡＧＧＡＡＧＴＧＧＧＡ ＡＧＡＣＣＡＴＴＡＴＴＧＣＣＡＡＴＣＣＣＣ １６６

ＲｇＥＲＦ（Ｕｎｉｇｅｎｅ２５５８） ＴＣＣＣＴＣＡＣＡＡＧＡＴＴＧＧＣＴＴＧ ＡＴＴＧＧＣＴＣＴＣＡＡＣＴＴＣＣＡＧＣ １６８

ＲｇＡＡＡＲ（ＣＬ３００２Ｃｏｎｔｉｇ２） ＴＧＣＣＴＧＧＡＡＴＧＡＣＡＧＧＡＴＡＴＧ ＡＡＴＣＴＴＣＧＧＣＡＣＣＴＴＣＴＴＣＣ １３８

ＲｇＷＲＫＹ（ＣＬ４１６０Ｃｏｎｔｉｇ２） ＣＣＡＡＴＴＧＴＴＧＣＡＧＣＣＡＴＧＡＡ ＡＴＡＧＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣ １６９

ＲｇＢＲＩＫＩ（ＣＬ４５９９Ｃｏｎｔｉｇ２） ＣＡＧＣＡＣＣＴＧＣＴＴＣＧＡＴＧＡＴＡ ＴＧＣＴＡＴＣＡＣＴＣＧＴＧＴＴＣＧＴＣ ９０

ＲｇＣＡＤ（ＣＬ３７９Ｃｏｎｔｉｇ１） ＧＣＧＴＴＴＣＴＧＡＴＴＡＧＣＴＣＣＧＡ ＡＣＣＡＣＡＡＴＣＡＧＣＴＴＣＣＣＡＴＣ １４０

ＲｇＴＩＰ４１ ＴＧＧＣＴＣＡＧＡＧＴＴＧＡＴＧＧＡＧＴＧ ＴＣＴＣＣＡＧＣＡＧＣＴＴＴＣＴＣＧＧＡ １０５
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注：Ａ遮阴对地黄叶片泡状凸起的影响；Ｂ遮阴对地黄叶片解剖结构的影响；Ｃ遮阴对地黄叶片长度、宽度和叶片数的影响。

图１　遮阴对地黄叶片生长的影响

２２　遮阴对地黄叶内的关键细胞进程的影响

为了深入解析遮阴处理对地黄叶片内在分子进程

的影响，选取对地黄叶片表型和组织解构具有明显影响

的９０％遮阴处理，通过ＲＮＡＳｅｑ技术详细分析其与正
常叶片间的响应基因差异。结果在全光照地黄、９０％遮
阴的地黄的叶中分别获取了１１８６５１８２和１０６０６３８８个
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ（见表２）。将这些序列与前期已经构建的地
黄转录组库进行比对，发现全光照和遮阴处理叶中分别

有９８９９％和９８９１％的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ可以匹配到转录组
上，其中，特异匹配的序列分别占到总序列的７６００％

和７５３２％。从２个样品的ｒｅａｄｓ匹配率可以明显看出，
２个样品中所产生的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，有９８％以上的序列可
以匹配到地黄转录组，说明２个样品的测序质量均达到
了较高水平，可以进行下游的定量分析。

为了进一步获取遮阴处理和正常光照间的差异

响应基因，分别将遮阴处理样品和对照样品的基因

进行定量，同时，进行差异显著性分析。结果发现

有２３９３个基因在９０％遮阴处理和对照间出现差异
表达，其中，有１４５６个基因在遮阴处理后叶内显
著上调，有９３７个下调（见图２）。为了确证这些通

表２　遮阴处理地黄和对照地黄叶片ＲＮＡｓｅｑ测序结果统计
处理 总ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ 匹配转录组的ｒｅａｄｓ 匹配率／％ 特异匹配的ｒｅａｄｓ 匹配率／％

全光照 １１８６５１８２ １１７４５７７８ ９８９９ ９０１７６５６ ７６００

９０％遮阴 １０６０６３８８ １０４９０８１８ ９８９１ ７９８９２０８ ７５３２

注：Ａ遮阴处理地黄与正常光照处理地黄间显著差异表达基因分析；Ｂ遮阴处理地黄与正常光照

处理间显著差异表达基因数量。

图２　遮阴处理与正常光照（全光照）地黄叶片间显著差异表达基因的鉴定与筛选
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过数字基因表达分析所获取差异基因的准确性，从

上述 显 著 差 异 表 达 的 基 因 中 挑 选 ＲｇＷＲＫＹ
（ＣＬ４１６０Ｃｏｎｔｉｇ２）、ＲｇＢＲＩＫＩ（ＣＬ４５９９Ｃｏｎｔｉｇ２）、
ＲｇＡＡＡＲ（ＣＬ３００２Ｃｏｎｔｉｇ２）、ＲｇＥＲＦ（Ｕｎｉｇｅｎｅ２５５８）、
ＲｇＭＹＢ（Ｕｎｉｇｅｎｅ２１４２９）、ＲｇＥＸＰＡ８（Ｕｎｉｇｅｎｅ１０５３５）、
ＲｇＥＸＰＡ１（Ｕｎｉｇｅｎｅ１３７５６）和 ＲｇＣＡＤ（ＣＬ３７９Ｃｏｎｔｉｇ１）
等８个基因，利用 ｑＲＴＰＣＲ方法对其进行定量。
结果发现 ｑＲＴＰＣＲ与通过数字基因表达谱分析中
所获取的上、下调基因的差异表达趋势基本一致，

相关系数达到 ０９３６（见图３），这表明本研究通过
数字基因表达谱方法所鉴定差异基因是较为可靠

性的。

图３　ＲＮＡｓｅｑ数据与ｑＲＴＰＣＲ结果的相关性分析

２３　地黄叶片中响应遮阴处理关键基因的功能分析

为了解析遮阴处理下地黄叶片中关键表达基因

功能，将已经获取差异表达基因进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ

功能注释。ＧＯ功能分类主要从分子功能（ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、细胞位置（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、生物进
程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）３个层级上来描述相应基因
的功能。详细分析遮阴处理和对照间差异基因的

ＧＯ的功能分类发现：在生物进程分类中有 ２２个
ＧＯ条目匹配了相应差异基因，其中，细胞代谢
进程 （ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）和 细 胞 进 程 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｒｏｃｅｓｓ）条目中所包含的基因数量最多，而细胞节
律（ｒｈｙｔｈｍｉｃｐｒｏｃｅｓｓ）和细胞杀伤性（ｃｅｌｌｋｉｌｌｉｎｇ）条目
中基因最少。在细胞位置分类中，共有１１类 ＧＯ条
目匹配了相应基因，其中，细胞（ｃｅｌｌ）、细胞部
位（ｃｅｌｌｐａｒｔ）２个条目中所匹配的基因数量相对较
多，细胞器（ｏｒｇａｎｅｌｌｅ）条目中较少，细胞连接（ｃｅｌｌ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ）、胞外区部位条目中所占基因数量最少。
此外，在分子功能分类中，共有１０类 ＧＯ条目匹配
了相应基因，其中，催化剂活性（ｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ）、
结合（ｂｉｎｄｉｎｇ）条目所匹配的基因最多，其次为转运
活性（ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙ），其它７类 ＧＯ条目所匹配
基因总数均在５０以下（见图４）。上述结果表明遮阴
处理影响了地黄叶内的多重细胞进程。

同时，为进一步深入解析遮阴处理内叶片差异

响应基因功能，利用 ＫＥＧＧ数据库对所获取的差异
基因所涉及的代谢通路进行分析。结果发现遮阴处

理与对照间有 １２７８个差异表达基因可以富集归类到
１２０个代谢进程中，占总差异基因的５３４％，有２３个

图４　遮阴后地黄叶片中差异表达的基因ＧＯ分类
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代谢通路达到了显著富集水平（Ｐ＜００５）（见表３）。
其中，有１３９个差异基因在真菌和植物互作进程中
（Ｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）显著富集，占到总差异基
因的１０８８％，这侧面反应了遮阴可能引发了植物叶
片内应激逆境响应。有１０４个差异表达基因在植物
激素信号转导（Ｐｌａｎｔｈｏｒｍｏｎｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）通路
中显著富集，这说明遮阴处理扰动了地黄叶片中正

常激素信号系统响应，间接影响了叶片的正常生长

发育。有５９个差异表达基因在苯乙醇苷类物质生物
合成（Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）通路也被显著富
集，这表明遮阴处理可能影响了地黄叶片中次生代

谢产物的正常合成。此外，值得注意的是，与淀粉

与蔗糖代谢（Ｓｔａｒｃｈａｎｄｓｕｃｒｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、类胡萝

卜素生物合成（Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、黄酮类物质
的生物合成（Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）、单萜类物质
的生物合成（Ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）以及倍半
萜和三萜类物质的生物合成（Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄａｎｄ
ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）等初生、次生代谢进程密切
关联的通路中也显著富集了大量差异表达基因，这

表明遮阴处理显著影响了地黄初生代谢以及次生代

谢产物正常合成进程，从而间接的影响了地黄叶内

干物质的积累以及关键药用活性成分的累积。总之，

通过遮阴处理下关键差异基因的功能途径的初步解

析，为进一步了解地黄叶片生长发育、逆境胁迫和

次生代谢产物积累的分子调控机制研究提供了关键

参考信息。

表３　遮阴处理后差异基因富集的前２５个代谢通路
序号 代谢通路 差异基因数／个 占比／％ 通路编号

１ Ｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ １３９ １０８８ ｋｏ０４６２６

２ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｉｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ７８ ６１０ ｋｏ０４１４１

３ Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ５９ ４６２ ｋｏ００９４０

４ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ２３２ １８１５ ｋｏ０１１１０

５ Ｃｙａｎｏａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ３０ ２３５ ｋｏ００４６０

６ Ｓｔａｒｃｈａｎｄｓｕｃｒｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ６１ ４７７ ｋｏ００５００

７ Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２８ ２１９ ｋｏ００９０６

８ ａｌｐｈａＬｉｎｏｌｅｎｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １７ １３３ ｋｏ００５９２

９ Ｐｌａｎｔｈｏｒｍｏｎｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ １０４ ８１４ ｋｏ０４０７５

１０ Ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ８ ０６３ ｋｏ００５９１

１１ Ｏｔｈｅｒｇｌｙｃａｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ １９ １４９ ｋｏ００５１１

１２ Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓ ３３９ ２６５３ ｋｏ０１１００

１３ Ｆｌａｖｏｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ３１ ２４３ ｋｏ００９４１

１４ Ｃｕｔｉｎ，ｓｕｂｅｒｉｎｅａｎｄｗａｘｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １５ １１７ ｋｏ０００７３

１５ Ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １０ ０７８ ｋｏ００９０５

１６ Ｇａｌａｃｔｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ２１ １６４ ｋｏ０００５２

１７ Ｚｅａｔｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２３ １８０ ｋｏ００９０８

１８ Ｍｏｎｏｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ６ ０４７ ｋｏ００９０２

１９ Ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅａｎｄｏｔｈｅｒｔｅｒｐｅｎｏｉｄｑｕｉｎｏｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ １０ ０７８ ｋｏ００１３０

２０ Ｓｅｓｑｕｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄａｎｄｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ７ ０５５ ｋｏ００９０９

２１ Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ ９ ０７０ ｋｏ０１０４０

２２ Ｇｌｙｏｘｙｌａｔｅａｎｄｄｉｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １４ １１０ ｋｏ００６３０

２３ Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ １４ １１０ ｋｏ００３６０

２４ Ｓｔｉｌｂｅｎｏｉｄ，ｄｉａｒｙｌｈｅｐｔａｎｏｉｄａｎｄｇｉｎｇｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２５ １９６ ｋｏ００９４５

２５ ＶｉｔａｍｉｎＢ６ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ５ ０３９ ｋｏ００７５０

　　注：１～２３通路为显著富集通路（Ｐ＜００５）。
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２４　地黄叶片中响应遮阴处理关键分子事件

２４１　遮阴处理干扰了光合通路关键基因的表达　
分析遮阴后地黄叶片中参与光合作用相关基因表达

情况，发现参与光合通路（Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）的１１个基
因均在遮阴后下调表达（见表４）。这些基因主要包
括光系统 Ｉ的 Ｐ７００叶绿体 ａ脱辅基蛋白 Ａ２基因
ｐｓａＡ和亚基Ⅷ基因ｐｓａＩ，光系统ＩＩ的反应中心Ｄ１蛋
白基因 ＰｓｂＡ和 １３ｋＤａ蛋白基因 Ｐｓｂ２８，细胞色素
ｂ６／ｆ复合体的脱细胞色素 ｆ基因 ｐｅｔＡ，以及 ＦＡＴＰ
酶α基因、β基因和ａ亚基基因。
２４２　遮阴处理影响了叶片中关键激素代谢和关键
信号通路　在遮阴地黄叶片差异基因富集的 ＫＥＧＧ
信号通路中，植物激素信号通路显著被富集（见

表５）。鉴定出生长素信号通路中 ＡＵＸ１基因、ＡＵＸ／
ＩＡＡ蛋白基因、生长素响应蛋白 ＡＲＦ基因和生长素
应答ＧＨ３基因等１７个多数差异表达的基因，在遮阴
后的地黄叶片中１４个基因上调表达，仅有３个下调
表达。在细胞分裂素信号通路中，细胞分裂素受体

蛋白基因ＣＲＥ１、Ｂ型ＡＲＲ蛋白基因上调表达，Ａ型
ＡＲＲ蛋白基因下调表达，说明遮阴后叶片细胞的分
化受了影响。在赤霉素信号通路中，有１０个 ＤＥＬＬＡ
蛋白基因均呈下调表达。乙烯信号通路中，１个乙烯
受体蛋白基因ＥＴＲ下调表达，而５个苏氨酸蛋白激酶
基因ＣＴＲ１均呈上调表达。这些结果表明遮阴处理改
变了叶片内关键激素信号系统调节功能，这种变化更

多的体现了叶片在弱光环境下适应性调节变化。

表４　ＲＮＡＳｅｑ分析鉴定的光合系统相关的差异表达基因

转录本
转录本

长度／ｂｐ
ＣＫ表达量
（ＦＰＫＭ）

遮阴

（ＦＰＫＭ）
ｌｏｇ２

（遮阴／ＣＫ）
上调／
下调

基因名称

Ｕｎｉｇｅｎｅ１６０８７ ３７７８ ５７ ２７６ －１０５ 下调 光系统Ⅱ反应中心Ｄ１蛋白基因

ＣＬ７４９８Ｃｏｎｔｉｇ２ １１１５６ ６２１ ２６２ －１２５ 下调 细胞色素ｆ

Ｕｎｉｇｅｎｅ１７３４０ ９７７ １０２９４ ４４５６ －１２１ 下调 光系统Ⅱ１３ｋＤａ蛋白基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１５２９ １０７５０ ７６０４５ ２１８３４ －１８０ 下调 光系统Ⅰ Ｐ７００叶绿体ａ脱辅基蛋白Ａ２基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１３２７ ５１２ ８３６ ２０４ －２０４ 下调 光系统Ⅰ 亚基Ⅷ

ＣＬ４９８２Ｃｏｎｔｉｇ２ ８６９３ １６００ ６１２ －１３９ 下调 ＦＡＴＰ亚基β

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１７ １５６７ ７６８ ３５８ －１１０ 下调 ＦＡＴＰ亚基α

ＣＬ４７６４Ｃｏｎｔｉｇ２ ３９９１ ５１６ ２１２ －１２８ 下调 ＦＡＴＰ亚基ａ

Ｕｎｉｇｅｎｅ２１１２ ２９０ ２７９４ ６５６２ １２３ 上调 光捕获复合物Ⅱ叶绿素ａ／ｂ结合蛋白１基因

ＣＬ５４４３Ｃｏｎｔｉｇ１ １２７２ ５５１７４ ２２６９８ －１２８ 下调 光捕获复合物Ⅱ叶绿素ａ／ｂ结合蛋白１２基因

ＣＬ１３９８Ｃｏｎｔｉｇ１ １０４５ ３０４６ ９１１ －１７４ 下调 光捕获复合物Ⅱ叶绿素ａ／ｂ结合蛋白１７基因

　　注：表中均为显著表达基因（Ｐ＜０００１，ＦＤＲ＜０００１）。下同。

表５　ＲＮＡＳｅｑ分析鉴定的激素调控相关的差异表达基因

转录本
转录本

长度／ｂｐ
ＣＫ表达量
（ＦＰＫＭ）

遮阴

（ＦＰＫＭ）
ｌｏｇ２

（遮阴／ＣＫ）
上调／
下调

基因名称

ＣＬ２３７５Ｃｏｎｔｉｇ４ １９９６ ３３６ １６１３ ２２６ 上调 ＡＵＸ１

ＣＬ２３７５Ｃｏｎｔｉｇ２ ２１５７ ３９２ ８０４ １０４ 上调 ＡＵＸ１

Ｕｎｉｇｅｎｅ１６４６３ １２２２ ４３０９ ８９１７ １０５ 上调 ＡＵＸ／ＩＡＡ

Ｕｎｉｇｅｎｅ３６５４ ９８８ ３５８４ １１２１ －１６８ 下调 ＡＵＸ／ＩＡＡ

Ｕｎｉｇｅｎｅ３０４ １２２５ １９１８ ８８３ －１１２ 下调 ＡＵＸ／ＩＡＡ

ＣＬ８９２６Ｃｏｎｔｉｇ３ ２５６７ ３５６ １２４９ １８１ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ２３５６ ２８９２ ４１６ １３８４ １７３ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

ＣＬ４４５Ｃｏｎｔｉｇ３ ３２７２ ０７８ ２５５ １７１ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

ＣＬ８９２６Ｃｏｎｔｉｇ２ ３７６６ ５５３ １６０９ １５４ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

ＣＬ３３４３Ｃｏｎｔｉｇ２ ２９５９ １３３ ３４４ １３７ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

ＣＬ８９２６Ｃｏｎｔｉｇ１ ２５２５ １６５ ４２３ １３６ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

·６８０１·
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续表５

转录本
转录本

长度／ｂｐ
ＣＫ表达量
（ＦＰＫＭ）

遮阴

（ＦＰＫＭ）
ｌｏｇ２

（遮阴／ＣＫ）
上调／
下调

基因名称

Ｕｎｉｇｅｎｅ１３６９１ ４０３ ６８９ １７４７ １３４ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ９０５ １３３９ １３９２ ３２０３ １２０ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

ＣＬ３７４８Ｃｏｎｔｉｇ２ ２８９４ ５３２ １０７２ １０１ 上调 生长素响应蛋白ＡＲＦ基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ９５５７ １４３６ ０７３ ３４５ ２２５ 上调 生长素应答ＧＨ３基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１９４７０ ２１６４ ３１７７ ６４２１ １０２ 上调 生长素应答ＧＨ３基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１９５９ ２２２４ ４７１０ ２０５ －４５２ 下调 生长素应答ＧＨ３基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ２１５９５ １１８９ １６５ ５３７ １７０ 上调 细胞分裂素受体ＣＲＥ１

ＣＬ９９４Ｃｏｎｔｉｇ４ ２８０７ １２４ ３４８ １４９ 上调 ＡＲＲＢ蛋白基因

ＣＬ３００２Ｃｏｎｔｉｇ２ １４３５ ２３０７ １０６３ －１１２ 下调 ＡＲＲＡ蛋白基因

ＣＬ１８３８Ｃｏｎｔｉｇ２ １４５８ ４２２３ ９７４ －２１２ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１４６６ ２３６５ ３９６４ ８９８ －２１４ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ７１８９ ２０７３ １８０６１ ４４５８ －２０２ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１４６４ ２３３１ ４９６０ １２０８ －２０４ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

ＣＬ６４５Ｃｏｎｔｉｇ１ ２２６０ ３４４１ １３４４ －１３６ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１４６７ ２３０９ １７１４ ７０６ －１２８ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

ＣＬ６４５Ｃｏｎｔｉｇ２ ２４９９ ２７５６ １１１６ －１３ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

ＣＬ２１９２Ｃｏｎｔｉｇ１ １０５３ １５７２ ６８１ －１２１ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

ＣＬ２１９２Ｃｏｎｔｉｇ３ ２４６２ １１４６５ ４８２３ －１２５ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

ＣＬ２１９２Ｃｏｎｔｉｇ２ ８１１ １６７０ ８２０ －１０３ 下调 ＤＥＬＬＡ蛋白基因

ＣＬ７０４０Ｃｏｎｔｉｇ１ ３８５０ １２８１ ４８４ －１４０ 下调 乙烯受体ＥＴＲ

Ｕｎｉｇｅｎｅ１６１１６ １６４５ １５５ ７６１ ２３０ 上调 苏氨酸蛋白激酶ＣＴＲ１

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１９１７ ９５４ ３１５ ９１５ １５４ 上调 苏氨酸蛋白激酶ＣＴＲ１

Ｕｎｉｇｅｎｅ２０２６８ ５６７ ６１２ １７０１ １４７ 上调 苏氨酸蛋白激酶ＣＴＲ１

ＣＬ２３２７Ｃｏｎｔｉｇ２ ２１９０ １９０ ４７６ １３２ 上调 苏氨酸蛋白激酶ＣＴＲ１

ＣＬ３９９８Ｃｏｎｔｉｇ３ １９８６ １８１ ４２ １２２ 上调 苏氨酸蛋白激酶ＣＴＲ１

ＣＬ７３８３Ｃｏｎｔｉｇ２ ２０９６ １６６ ４４８ １４３ 上调 茉莉酸氨基酸缀合酶ＪＡＲ１

Ｕｎｉｇｅｎｅ１４１１５ ２３７０ ２７８ ６５４ １２３ 上调 ＮＰＲ１

２４３　遮阴处理抑制了梓醇和毛蕊花糖苷合成通路
中关键催化酶基因的表达　梓醇和毛蕊花糖苷是地
黄植株中标志性药用活性成分，为了解析遮阴对地

黄叶片中２种关键药用活性成分的影响，对遮阴处
理下梓醇和毛蕊花糖苷代谢通路中关键催化酶基因

的表达变化进行了详细分析。结果发现鉴定出１２个
差异表达的催化酶基因涉及梓醇合成，其中１１个下
调表达，仅有１个基因上调表达（见表６）。在下调
表达的关键基因中，包括１脱氧Ｄ木酮糖５磷酸合
成酶（ＤＸＳ）、４羟基３甲基２丁烯基焦磷酸还原酶
（ＨＤＲ）和异戊二烯基二磷酸δ异构酶（ＩＰＩ）等萜类成
分合成的骨干催化酶。此外，梓醇合成通路中的关

键酶异戊二烯合酶（ＧＥＳ）、８羟基香叶醇脱氢酶

（１０ＨＧＯ）和鲨烯单加氧酶（ＳＱＭ）在遮阴也呈现显著
下调。这些与梓醇、毛蕊花糖苷合成密切相关催化

酶基因的下调表达，暗示着遮阴对萜类成分的积累

可能具有明显的抑制作用。

对毛蕊花糖苷合成通路中的关键催化酶基因在

遮阴后的表达变化进行分析，发现有１０个基因出现
显著差异表达（见表７）。其中，２个苯丙氨酸解氨酶
基因ＰＡＬ在遮阴后显著上调表达，５个 ４香豆素
ＣｏＡ连接酶基因４ＣＬ中有４个则在遮阴后下调表达。
在酪氨酸途径中，有３个多酚氧化酶ＰＰＯ基因，２个
在遮阴后上调表达，１个下调表达。这些下调表达
的关键催化酶基因可能在地黄毛蕊花糖苷的合成和

积累中起着重要作用。
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表６　通过ＲＮＡｓｅｑ分析鉴定到的参与梓醇合成的差异表达基因

转录本
转录本

长度／ｂｐ
ＣＫ表达量
（ＦＰＫＭ）

遮阴

（ＦＰＫＭ）
ｌｏｇ２

（遮阴／ＣＫ）
上调／
下调

基因名称

ＣＬ８４８１Ｃｏｎｔｉｇ２ ２５４３ ４８０６ １０８２ －２１５ 下调 １脱氧Ｄ木酮糖５磷酸合成酶基因

ＣＬ１１３２Ｃｏｎｔｉｇ４ １７６３ ８６７８ ４１１１ －１０８ 下调 ４羟基３甲基２丁烯基焦磷酸还原酶基因

ＣＬ１１３２Ｃｏｎｔｉｇ５ ２１３ ５０５３ ２３８７ －１０８ 下调 ４羟基３甲基２丁烯基焦磷酸还原酶基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ６９３０ １３３５ ３０５２ １１７２ －１３８ 下调 异戊二烯基二磷酸δ异构酶基因

ＣＬ２８１５Ｃｏｎｔｉｇ１ １９８２ ５３３５９ ２２９７８ －１２２ 下调 异戊二烯合酶基因

ＣＬ２８１５Ｃｏｎｔｉｇ２ ９６９ ２０３６４ ９５９１ －１０９ 下调 异戊二烯合酶基因

ＣＬ３７９Ｃｏｎｔｉｇ６ １６０４ ８３７ １８６９ １１６ 上调 ８羟基香叶醇脱氢酶基因

ＣＬ３７９Ｃｏｎｔｉｇ１ １５９８ ７５３９４ １８８９９ －２００ 下调 ８羟基香叶醇脱氢酶基因

ＣＬ２６０２Ｃｏｎｔｉｇ３ ６１６ ４５４７ １６９３ －１４３ 下调 ８羟基香叶醇脱氢酶基因

ＣＬ２６０２Ｃｏｎｔｉｇ１ １２７４ ５５６０ ２０７７ －１４２ 下调 ８羟基香叶醇脱氢酶基因

ＣＬ２６０２Ｃｏｎｔｉｇ４ １６８５ １１７３１ ４４８７ －１３９ 下调 ８羟基香叶醇脱氢酶基因

ＣＬ４９３１Ｃｏｎｔｉｇ２ １９２０ ２６５ ０６８ －１９７ 下调 鲨烯单加氧酶基因

表７　通过ＲＮＡｓｅｑ分析鉴定到的参与毛蕊花糖苷合成的差异表达基因

转录本
转录本

长度／ｂｐ
ＣＫ表达量
（ＦＰＫＭ）

遮阴

（ＦＰＫＭ）
ｌｏｇ２

（遮阴／ＣＫ）
上调／
下调

基因名称

ＣＬ２０２９Ｃｏｎｔｉｇ３ ４７９ ０００ １３０６ １３６７ 上调 多酚氧化酶基因

ＣＬ２０２９Ｃｏｎｔｉｇ５ ２０３２ １２０ ４１６３ ５１２ 上调 多酚氧化酶基因

ＣＬ３２１６Ｃｏｎｔｉｇ１ ２１４９ ２０１７４ ９９８４ －１０１ 下调 多酚氧化酶基因

ＣＬ１３８９Ｃｏｎｔｉｇ４ ２５３９ ５０６４ １２４７０ １３０ 上调 苯丙氨酸解氨酶基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１１５８０ ２９７ ２６５０ ６５３９ １３０ 上调 苯丙氨酸解氨酶基因

Ｕｎｉｇｅｎｅ１８６９３ ２０３５ ４４９ ４７０８ ３３９ 上调 ４香豆素ＣｏＡ连接酶基因

ＣＬ９２９Ｃｏｎｔｉｇ３ １９２７ １６８ ０２７ －２６４ 下调 ４香豆素ＣｏＡ连接酶基因

ＣＬ９２９Ｃｏｎｔｉｇ１ １８２１ ８７７ ２２２ －１９８ 下调 ４香豆素ＣｏＡ连接酶基因

ＣＬ９２９Ｃｏｎｔｉｇ４ １９５８ １３００ ４５９ －１５０ 下调 ４香豆素ＣｏＡ连接酶基因

ＣＬ９２９Ｃｏｎｔｉｇ５ １９０１ ９８０ ３８４ －１３５ 下调 ４香豆素ＣｏＡ连接酶基因

３　讨论

光照强度主要通过光周期、光强（光密度）和光

质影响药用植物的生长发育进程和活性成分合成。

如：许翔鸿等［５］在延胡索栽培中发现适当遮荫可显

著提高其生物碱含量；向红等［６］发现不同光照强度

显著影响当归产量及阿魏酸含量。因此，在药用植

物栽培生产中，需根据药用植物典型的需光特性，

人为配置合适光照强度（光配方）以提高其产量和药

用品质。如：典型的喜阴药用植物三七，适当遮荫

是其生产中必须考虑栽培措施［７］；金线莲是典型的

林下阴生药用植物，生产中需要选择具有合适郁闭

度的林下环境种植［８］。喜光植物具有较高的光饱和

点，全生育期都需要充足的光照，若生长季节中光

照不足，则会使植物生长发育受到不同程度的影响。

如：光照强度不足会降低高山红景天根的生物量和

红景天苷的含量［９］；在曼陀罗及紫花曼陀罗植株中，

随着光照强度的增强，其茎内的花色素苷、类黄酮

以及总酚等次生代谢产物的积累量也会相应增

加［１０］。耐阴植物的光饱和点较低，在较低的光照强

度下即可达到光饱和点，弱光下比强光下生长好。

低光照强度有利于石斛株高和可溶性蛋白含量的增

加［１１］。光照强度不仅能够显著改变叶片中关键药用

活性成分含量，对药用植物叶片形态、生理和解剖

结构也有显著的影响［１２］。如：遮阴使芍药的光合能

力变差，花鲜质量降低［１３］；遮阴会使白三叶的光合

速率降低，栅栏组织厚度变小，叶片变薄［１４］。本研

究发现，遮阴后地黄的叶片变薄，叶肉细胞海绵组

·８８０１·
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织和栅栏组织厚度均降低，叶片数减少，叶片泡状

凸起程度变弱甚至消失，说明遮阴严重影响了地黄

的叶片生长和分化。但光照是如何调控地黄叶片发

育及其内在药用成分合成机制目前并不清晰。

随着高通量测序技术的快速发展，遮阴对植物

发育调控的分子机制研究已经受到科研人员的关注。

如：在玉米中，通过转录组分析就发现，遮阴能显

著影响叶片内光合作用、激素代谢相关基因的表达，

其中，光合相关基因表达下调，而生长素、赤霉素

代谢相关基因的表达上调，茉莉酸合成相关的基因

则表达下降［１５］。本研究中，在遮阴处理地黄叶内所

有参与光合的基因均下调表达，说明遮阴下地黄光

合能力不足可能是地黄生长不良的主要原因。同时，

在遮阴地黄叶片中，与生长素信号转导密切关联的

表达基因则显著上调表达，这表明在遮阴处理下地

黄通过提高生长素早期应答基因 ＡＵＸ１、ＡＵＸ／ＩＡＡ、
ＡＲＦ、ＣＨ３的表达来应对遮阴胁迫。ＤＥＬＬＡ蛋白是
赤霉素信号通路的关键调控因子，ＤＥＬＬＡ下调表达
可降低植物对 ＧＡ的敏感性，加速植物茎的伸
长［１６１７］。遮阴处理地黄体内 ＤＥＬＬＡ下调表达，与地
黄茎伸长增加变化趋势一致，说明遮阴后通过降低

ＤＥＬＬＡ的表达降低地黄对 ＧＡ的敏感性。乙烯信号
通路中，乙烯受体蛋白基因ＥＴＲ下调表达，而ＣＴＲ１
上调表达，说明地黄通过降低 ＥＴＲ表达，并提高
ＣＴＲ１表达来抑制下游的乙烯响应，以提升叶片对遮
阴的适应。

叶片除了是重要的光合器官外，也是药用植物

次生代谢产物产生和贮藏的重要组织或药用部位，

前期的研究已经发现地黄叶片也含量有大量梓醇、

毛蕊花糖苷等关键药用活性成分。因此，药用植物

叶片为研究光照与药用成分互作机制提供了良好基

础材料。光照强度还会影响药用植物次生代谢产物

的积累。如：强光有利于喜光药用植物高山红景天

景天苷的积累［９］，也有利于曼陀罗茎花色素苷、类

黄酮及总酚的积累［１０］，但不利于耐阴药用植物石斛

可溶性蛋白的积累［１１］。遮阴后，葡萄皮中的花色苷

含量降低，参与花色苷合成的催化酶基因表达量也

显著降低［１８］。梓醇和毛蕊花糖苷在地黄块根和叶片

中均有较高的含量，是 《中华人民共和国药典》中

地黄质量控制的指标性成分。本研究发现参与梓醇

生物合成的绝大多数催化酶基因在遮阴后呈下调表

达，尤其是催化梓醇合成最后一步反应的鲨烯单加

氧酶基因ＳＱＭ表达量下调，与遮阴后梓醇含量下降
的变化趋势一致。本课题组前期完善了毛蕊花糖苷

生物合成的代谢通路，克隆了部分催化酶基因［１９２０］。

这些催化酶基因中有１０个在遮阴处理后出现显著差
异表达，有４个４香豆素辅酶 Ａ连接酶基因和１个
多酚氧化酶基因下调表达，表明遮阴同时也影响了

毛蕊花糖苷的 代谢，但这种影响作用可能更为复

杂。总之，本研究初步揭示了光照可能通过生长素、

乙烯等激素响应调控了叶片的耐阴适应性，同时，

光照强度影响了梓醇等地黄关键药用成分关键催化

酶基因的转录变化，本研究为进一步揭示地黄光照

强度响应机制和药用成分合成机制提供了基础

数据。
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酮 Ｇ、桑酮 Ｈ、桑辛素的最佳工艺：乙醇体积分
数６８％，液料比 １４∶１，提取温度 ７４℃，提取时
间１１０ｍｉｎ，该工艺桑酮 Ｇ得率为 ７０９ｍｇ·ｇ－１，
桑 酮 Ｈ得 率 为 １７４ｍｇ·ｇ－１，桑 辛 素 得 率 为
１６９ｍｇ·ｇ－１。此外，本研究建立了同时测定桑白
皮中桑酮 Ｇ、桑酮 Ｈ和桑辛素的高效液相色谱
法。本研究可为桑白皮的有效成分提取、质量控

制及开发利用提供参考。
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