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摘要 白藜芦醇是一种具有多种医疗保健作用的植物芪类次生代谢产物，在农业、医药、

食品和化妆品等领域受到广泛的关注。白藜芦醇合酶是白藜芦醇生物合成中唯一必需的关键

酶，决定植物体内白藜芦醇的合成。本研究将从中间锦鸡儿中克隆到的 CiRS 基因（GenBank

登录号 MF678590）转入野生型拟南芥，实验结果显示：野生型的总黄酮含量明显高于转基

因株系。HPLC 测得转基因拟南芥中有白藜芦醇的生成，并且含量最高达 335μg/g FW。紫外

照射处理后转基因植物中丙二醛的积累量明显少于野生型。转基因植物提取物 DPPH 自由基

清除能力均高于野生型。这些结果表明，中间锦鸡儿 CiRS 基因异源表达后利用黄酮类物质

的底物合成了白藜芦醇，使得转基因植物的抗氧化性增强。
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Abstract Resveratrol is a member of stilbenoids with disease resistant activity for plants
and exhibits a wide range of important biological and pharmacological properties for human
which has received extensive attention in the fields of agriculture, medicine, foods, cosmetics and
so on. Resveratrol synthase (RS) is an exclusive necessary enzyme in the pathway of resveratrol
biosynthesis which determines the synthesis of resveratrol in plants. CiRS, a RS gene isolated from
Caragana intermedia, was transferred into Arabidopsis. Total flavonoids experimental results
showed that the total flavonoids content of wild type was significantly higher than that of the
transgenic lines. HPLC method was used to analyze the resveratrol content in transgenic plants
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which maximum content was 335μg/g FW. Accumulation of malondialdehyde (MDA) after UV
treatment in transgenic plants was significantly less than the wild type. DPPH free radical
scavenging ability of transgenic plants extraction was higher than the wild type. Taken together,
these results indicated that the antioxidant activity of transgenic plants was enhanced with the
expression of CiRS gene which synthesise resveratrol with flavonoid substrates.

Key words Resveratrol synthase Caragana intermedia Resveratrol
Transgenic Arabidopsis

芪类化合物（Stilbene）是具有二苯乙烯母核的一类化合物的总称，是具有

植保素特性的植物次生代谢产物，具有较强的抑菌活性，在植物的早期防御系统

中起着重要作用[1]。天然芪类化合物来自苯丙氨酸代谢途径，以稳定的反式异构

体为主[2]。近年来，随着对芪类化合物生物活性研究的进一步深入，科学家发现

它们还具有多种重要的药理功能[3]。白藜芦醇（Resveratrol, Res）是天然芪类化

合物的代表性物质，又名芪三酚，是一种含有芪类结构的非黄酮类多酚化合物，

具有顺式和反式两种结构，其反式异构体较稳定且生理活性较顺式异构体更加广

泛[4]。已有研究表明：白藜芦醇具有抗肿瘤、抗氧化、消炎、保护心血管[5]等多

种药理活性。

芪合酶（Stilbene synthase, STS）是植物Ⅲ型聚酮合酶的一种，属于查尔酮

合酶超家族，是芪类化合物合成的关键酶，以苯丙氨酸途径中间物的辅酶 A(如

香豆酰辅酶 A、肉桂酰辅酶 A等)和丙二酰辅酶 A为底物合成芪类化合物的分子

骨架[6]。芪合酶又称为二苯乙烯合酶，包括在松属（Pinus Linn）中发现的以丙

二酰-Co A和肉桂酰-Co A为底物的赤松素合酶(Pinosylvin Synthase, PS)和在其他

植物中发现的以丙二酰-Co A和香豆酰-Co A为底物的白藜芦醇合酶(Resveratrol

Synthase, RS)两大类[7]。白藜芦醇合酶是白藜芦醇生物合成中唯一必需的酶，以

3分子丙二酰-CoA和 1分子香豆酰-CoA为底物生成 3,4,5-三羟基反式芪[8]。白藜

芦醇合酶只存在于有白藜芦醇合成的植物中，大多数作物都缺乏白藜芦醇合酶基

因，因此，应用白藜芦醇合酶基因转化植物产生白藜芦醇的研究越来越受到重视

[1]。

早在1990年，Hain等[9]将花生（Arachis hypogaea）RS基因转入烟草（Nicotiana

tabacum L.）中，并以大豆疫霉和紫外辐射作为诱导因素分析其表达响应情况。

结果显示其代谢产物 Res的积累与基因表达量呈正相关，且在 UV处理后转基因

烟草中反式 Res含量升高。之后，Hain等[10]又报道了 RS基因转化可提高受体植
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物对病原菌的抗性。Liu等[11]的研究表明，过表达虎杖 RS基因的拟南芥中生成

云杉新苷，并且转基因植物对菜心炭疽病菌孢子的繁殖具有抑制作用。Zheng等
[12]以 55个中国葡萄野生种（Vitis spp.）和 40个栽培种为材料，比较了其白藜芦

醇含量、STS基因相关的 SSR标记并进行了分析，发现了葡萄中与白藜芦醇含量

相关的 SSR标记及相关候选基因。

中间锦鸡儿是豆科锦鸡儿属植物，具有良好的饲用、防风固沙和药用功效[13]，

抵御逆境能力强[14]，次生代谢产物丰富，含有黄酮、芪类、生物碱等多种生物活

性成分。为了分析其抵抗生物和非生物胁迫能力的机制，本研究从中国林业科学

院齐力旺研究员惠赠的柠条锦鸡儿转录组数据库中挑选到了该基因的序列片段，

并且构建了中间锦鸡儿 CiRS基因过表达载体并转化野生型拟南芥，对转基因拟

南芥的相关指标进行检测，研究 CiRS基因的功能，为其进一步利用提供理论依

据，同时为提高作物对紫外照射等胁迫的抵抗力及耐受性提供有效的基因资源。

1 材料与方法
1.1 植物材料、质粒及菌株

中间锦鸡儿（Caragana intermedia）种子采自内蒙古自治区凉城县。野生型

拟南芥（Arabidopsis thaliana L.）Columbia-0生态型（Col-0），大肠杆菌 DH5α

及农杆菌 GV3101由内蒙古自治区植物逆境生理与分子生物学重点实验室保存。

植物表达载体 pCanG- HA由中国科学院遗传与发育研究所谢旗研究员惠赠，该

载体含有卡那霉素抗性基因 NPTⅡ。

1.2 植物表达载体构建

以中间锦鸡儿cDNA为模板，使用TaKaRa公司RACE试剂盒，经引物

RS-3'-RACE-Ou（5'- TCGTTGGATCTGACCCTGAC -3'）和RS-3'-RACE-In（5'-

AAGCGAATAGAAGAAACAGC -3'）扩增后得到特异条带。通过分析、比对、

拼接后得到CiRS的全长序列。根据植物表达载体pCanG- HA的多克隆位点，设计

含有Sal I和Spe I酶切位点的特异性引物，以特异性引物CiRS-F（5'-

GTCGACATGGCATACTTAGAGGAAATAAGAG -3'，划线部分为Sal I酶切位点）

和CiRS-R（5'-ACTAGTGTAGCCCGTGTCTATGTTGGCG-3'，划线部分为Spe I酶

切位点）进行PCR扩增，扩增程序为：98℃预变性1min，98℃变性10s，60℃退

火10s，72℃延伸70s，72℃补充延伸5min，30个循环。利用琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒（天根生物公司）回收目的片段，插入克隆载体pEASY- Blunt Simple中（北
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京全式金生物公司），将测序验证后的序列通过Sal I和Spe I（Thermo公司）酶切

后连入由CaMV35S驱动的植物表达载体pCanG- HA中，进行菌落PCR及双酶切验

证，将验证正确的重组质粒电转化农杆菌GV3101感受态细胞，进行菌落PCR鉴

定挑取阳性克隆。PCR引物合成及产物测序由上海生工生物公司完成。

1.3 拟南芥遗传转化及纯合体筛选

通过浸花法将重组植物表达载体 pCanG- CiRS转入野生型拟南芥[15]，并将收

取的种子种在含有 25mg / L卡那霉素的 1/2 MS培养基上筛选阳性植株。提取 T3

代转基因植株总 RNA，反转录成 cDNA，利用特异性引物 CiRS-F和 CiRS-R对

转基因植株进行 PCR鉴定。通过实时荧光定量 PCR对 CiRS在转基因株系中的

表达量进行检测，利用 Light Cycler 480实时荧光定量 PCR仪（Roche公司）进

行扩增。反应体系为：SYBR Premix Ex Taq（TaKaRa公司）10μL，稀释的 cDNA

模板 5μL，上、下游引物各 0.8μL（10μmol / L），DEPC水 3.4μL。反应程序为：

95℃预变性 60 s，95℃变性 5 s，60℃退火 30s，72℃延伸 15s，40个循环。所用

引物为 CiRS-qF（5'- TGTCGAGTGCGTGTGTCCTTTT -3'）和 CiRS-qR（5'-

CAAGCCAGGACCAAATCCAAATA -3'），内参引物为 At EF1α- F（5'-

AGAAGGGTGCCAAATGATGAG-3'）和 At EF1α-R（5'-

GGAGGGAGAGAGAAAGTCACAGA-3'），基因表达量以 2-ΔCT法计算，选取 3 株

表达水平较高的株系进行后续表型实验。

1.4 转基因拟南芥总黄酮含量检测

采用硝酸铝比色法进行总黄酮含量的测定[16]。剪取正常生长条件下（22℃，

16 h光照/8h黑暗)4周大的拟南芥主薹，用液氮研磨成粉末。黄酮类物质的提取

条件：以 70%的甲醇为溶剂；料液比 1:20；超声条件 60℃，70min，160W；超

声处理后浸泡 24h。取浸提液 0.8mL加入 5% Na2NO2溶液 0.08mL，搅匀后静置

6min；加入 10%Al(NO3)3溶液 0.08mL，搅匀后静置 6min；加入 4% NaOH溶液

0.8mL、ddH2O 0.24mL，搅匀后静置 15min。8000转/分钟离心 10min，取上清液，

使用分光光度计于 510nm处测定吸光值，用 70%的甲醇调零。

1.5 转基因拟南芥白藜芦醇含量检测

样品的前处理步骤同总黄酮检测的步骤。使用高效液相色谱法（HPLC）进

行白藜芦醇含量的检测（岛津 LC-20AD高效液相色谱仪），色谱条件为：色谱柱

Inertsil ODS-SP（150mm×4.6mm，5μm）；柱温 30℃；流动相：水（A）-乙腈（B）
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（65:35，V / V）；流速 0.8mL/min；检测波长 306nm；进样体积 10μL。白藜芦

醇标准样品购自贵州迪大试剂公司。

1.6 转基因拟南芥丙二醛含量检测

剪取正常条件下生长 4周大的拟南芥植株主薹，用液氮研磨成粉末。丙二醛

（MDA）测定试剂盒购自南京建成生物工程研究所，检测方法按照试剂盒说明

书进行。

1.7 DPPH 法检测转基因拟南芥体外抗氧化活性

剪取正常条件下生长 4周大的拟南芥植株主薹，用液氮研磨成粉末。按料液

比 1:20加入 95%乙醇:0.1%盐酸（3:2，V / V）的混合溶液。超声波提取时间 30min，

温度 60℃，功率 160W。超声结束后浸提 24小时，5000转/分钟离心 10min，取

上清液备用。DPPH（1,1-二苯基-2-硝基苦肼）检测步骤根据 Thaiponga等[17]的

方法进行改良。

分别吸取：①样品提取液和 DPPH溶液（0.1mmol/L）；②样品提取液和甲醇；

③甲醇和 DPPH溶液（0.1mmol/L）各 0.75mL于 2mL Eppendorf管中，摇匀后在

避光条件下反应 90min。实验中将甲醇设为空白对照，于波长 517nm处分别测定

样品吸光度 Ai（样品与 DPPH溶液反应后测得的吸光值）；Aj（样品与甲醇反应

后测得的吸光值）和 A0（甲醇与 DPPH溶液反应后测得的吸光值）。

根据下列公式计算拟南芥植株提取液对 DPPH的清除率：

清除率/%=[1-(Ai-Aj)/A0]× 100
2 结果与分析
2.1 pCanG-CiRS 植物表达载体的构建及转基因纯合体植株的鉴定

利用 RACE技术，根据从中国林业科学院齐力旺研究员惠赠的柠条锦鸡儿

转录组数据库中挑选到的序列片段，使用引物 RS-3'-RACE-Ou和 RS-3'-RACE-In

扩增后得到特异条带。利用特异性引物 CiRS-F和 CiRS-R扩增长度为 1179bp的

CiRS编码区，连接到 pEASY- Blunt Simple克隆载体中，测序正确后用 Sal I和

Spe I双酶切连接到 pCanG- HA表达载体。将构建好的重组表达载体 pCanG- CiRS

转化大肠杆菌并进行菌落 PCR验证，提取验证正确的菌落质粒用 Sal I和 Spe I

双酶切鉴定，能够切出目的片段，表明载体构建成功，构建好的载体图谱见图 1。
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图 1 pCanG- CiRS表达载体

Fig. 1 The pCanG- CiRS recombinant vector

通过农杆菌介导的浸花法将重组植物表达载体 pCan G- CiRS转入野生型拟

南芥，筛选出具有卡那霉素抗性的阳性植株 8株，提取这些株系的 RNA并合成

cDNA，利用实时荧光定量 PCR检测 CiRS在转基因株系中的表达水平(图 2)，选

取表达量较高的 3个株系 OE-17、OE-1和 OE-16进行后续表型检测实验。

图 2 CiRS转基因株系表达水平检测

Fig. 2 Expression analysis of CiRS in transgenic Arabidopsis

2.2 转基因拟南芥总黄酮含量的变化

按照硝酸铝比色法的具体步骤绘制芦丁标准曲线（图 3a）。由标准曲线可知，

芦丁质量浓度 Y和吸光值 X的关系为：Y = 12.2444X–0.0144，R2 = 0.9988，表

明在芦丁浓度为 0～0.07mg/mL的范围内该标准曲线线性良好。按此方法进行转

基因拟南芥总黄酮含量的测定，利用测得的吸光值，根据标准曲线线性方程计算

总黄酮的含量，结果见图 3b。转基因各株系总黄酮的含量均低于野生型，且达

到极显著水平，说明转基因拟南芥中生成黄酮的底物减少或者底物的量没有变化

但生成了其他非黄酮类物质。

(a) (b)

图 3野生型和转 CiRS基因拟南芥总黄酮含量比较
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Fig. 3 The content of total flavonoids in different Arabidopsis lines

(a) The standard curve of rutin (b) The content of total flavonoids in different Arabidopsis lines ** indicates significant difference

among samples at 0.01 level.

2.3 HPLC 法检测转基因拟南芥白藜芦醇含量

按照 1.4样品的前处理要求制备样品溶液，按 1.5的色谱条件对转基因拟南

芥的白藜芦醇含量进行测定，标样及样品的色谱图见图 4。
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(a) Standard sample (b) CiRS转基因株系

图 4拟南芥各株系白藜芦醇色谱图

Fig. 4 The resveratrol chromatogram map of different Arabidopsis lines

(a) Standard sample (b) The resveratrol chromatogram map of different Arabidopsis lines black line: WT green line: OE-1 red line:

OE-16 blue line: OE-17

由标样和样品的色谱图可以看出，在此色谱条件下分离的白藜芦醇峰形尖锐，

无拖尾。按此条件绘制的标准曲线为：Y = 1.2768*10-4 X + 15.3663，R2 = 0.9995，

表明在白藜芦醇浓度为 0～400μg/mL 的范围内该标准曲线线性良好。利用峰面

积法计算不同株系拟南芥白藜芦醇的含量，结果见表 1。由计算结果可知，转基

因拟南芥均有白藜芦醇生成，并且其含量均较高。说明 CiRS基因异源表达后增

加了拟南芥中白藜芦醇的含量，因此其总黄酮含量减少的原因应该是底物有部分

生成了白藜芦醇。

表 1 拟南芥各株系白藜芦醇含量

Tab. 1 The resveratrol content of different Arabidopsis lines

株系名 WT OE-1 OE-16 OE-17

含量（μg/g FW） 0 329 313 335

2.4 紫外照射处理对拟南芥 MDA 含量的影响

据报道，紫外等非生物胁迫处理会增加植物中白藜芦醇等次生代谢产物的积

累[18]。因此，本研究对受试植物进行了紫外处理，研究其对植物的影响。具体步

骤为：将正常条件下生长 4周大的拟南芥在距离 310 Lux的紫外灯下 25cm处照
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射 1小时，然后放回植物房中恢复 24小时。取未经紫外照射处理和经紫外照射

处理的样品检测MDA含量，结果如图 5所示，未经紫外照射的野生型和转基因

拟南芥中丙二醛含量差别不大，经紫外照射处理后野生型和转基因拟南芥中丙二

醛含量均增加，但转基因株系的含量均低于野生型，其中 OE-1和 OE-17与野生

型的含量差异达到极显著水平，OE-16的含量与野生型的有显著差异。说明过量

表达 CiRS减少了拟南芥中MDA的生成，降低了膜脂过氧化程度。

图 5拟南芥各株系MDA含量变化

Fig. 5 The content of MDA in different Arabidopsis lines

* indicates significant difference among samples at 0.05 level; ** indicates significant difference among samples at 0.01 level.

2.5 DPPH 法检测转基因拟南芥体外抗氧化活性的变化

根据 1.7的步骤绘制 DPPH标准曲线（图 6a）。由标准曲线可知，吸光值 Y

和 DPPH浓度 X的关系为：Y=7.9083X+0.0002，R²=0.9999，表明在 DPPH浓度

为 0～0.10mmol/L的范围内该标准曲线线性良好。按此方法进行转基因拟南芥

DPPH自由基的清除率实验，利用测得的吸光值，根据前述方程计算 DPPH自由

基的清除率，结果见图 6b。三个转基因拟南芥株系提取物 DPPH自由基清除能

力均高于野生型，其中 OE-17的自由基清除能力最高。说明 CiRS基因异源表达

后增加了拟南芥清除 DPPH自由基的能力，且清除能力与基因表达水平呈现剂量

关系。
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(a) (b)

图 6拟南芥各株系 DPPH自由基的清除率

Fig. 6 The scavenging rate of DPPH radical of different Arabidopsis lines

(a) The standard curve of DPPH (b) The scavenging rate of DPPH radical of different Arabidopsis lines ** indicates significant

difference among samples at 0.01 level.

按照 1.7的步骤进行 Trolox对 DPPH自由基清除率标准曲线的绘制，结果见

图 7，得到 DPPH自由基清除率 Y和 Trolox浓度 X的线性回归方程

Y=7.7097X+0.1895，R2=0.9972。通过线性关系可知，在 Trolox浓度为 0.00625～

0.1mmol/L的范围内，标准曲线线性良好。按此方法进行拟南芥体外 Trolox当量

抗氧化能力实验。将测得的拟南芥 DPPH清除率对应标准曲线计算其 Trolox当

量。计算结果显示，1克野生型拟南芥对 DPPH的清除率相当于 2.47mmol Trolox

对 DPPH自由基的清除能力。1克转基因拟南芥 OE-1、OE-16、OE-17对 DPPH

的清除率分别相当于 2.53mmol、2.50mmol和 2.62mmol Trolox对 DPPH自由基

的清除能力。其中 OE-17对 DPPH自由基的清除能力显著高于野生型。

图 7 Trolox对 DPPH自由基清除率标准曲线

Fig. 7 Trolox standard curve for scavenging rate of DPPH radical
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3 讨论

白藜芦醇是一种重要的植物抗毒素，能够提高植物对细菌、真菌等生物胁迫

和紫外、机械损伤和激素等非生物胁迫的抵抗能力[1]。但合成白藜芦醇必需的白

藜芦醇合酶只存在于葡萄、花生、虎杖等少数物种中，因此利用基因工程手段将

外源白藜芦醇合酶基因转入不含或其基因含量低的物种中进行表达，可以研究白

藜芦醇合酶基因及其代谢产物白藜芦醇的生物学功能和调控机制，为改良物种品

质和抗性，获得白藜芦醇和其相关代谢产物提供有效途径。

白藜芦醇合酶和查尔酮合酶（CHS）都是多酚类物质代谢途径中的关键酶，

都以 4-香豆酰辅酶 A和丙二酰辅酶 A为底物，分别合成白藜芦醇和柚皮素查尔

酮。其中柚皮素查尔酮是黄酮类化合物生物合成途径的重要前体物质，直接影响

各种黄酮类物质，包括花青素的合成。本研究中对总黄酮含量测定发现，野生型

拟南芥的总黄酮含量明显高于转基因植物，说明导入的外源 CiRS基因和植物内

源 CHS基因在底物利用上存在竞争，导致内源 CHS基因可利用底物减少，从而

导致转基因植物的总黄酮含量降低，这与 Liu、Rimando和 Fischer等[11,19,20]的结

果相似。

当 RS基因来源、启动子和转基因植物材料等不同时，转基因植物中新合成

的代谢产物种类和生成量均有所差异，可能是植物内源糖基化酶及异构酶的不同

修饰造成的。Kiselev等[21]报道在山葡萄细胞中过表达 VaSTS7基因可使细胞中白

藜芦醇的含量增加 3.2～6.6倍。Fan等[22]报道将中国野生葡萄 Vitis

pseudoreticulata的 STS基因转入酿酒葡萄 Vitis vinifera L.中，可使其白藜芦醇含

量提高 5.5倍。Rimando等[19]报道了共转化 ROMT和 RS基因的拟南芥代谢产物

中检测到紫檀芪。本研究转基因拟南芥中检测到了白藜芦醇，并且其含量最高达

到 335μg/g FW。

植物在受到非生物胁迫后，体内活性氧的大量产生会导致细胞膜受到氧化损

伤。丙二醛是膜脂过氧化的重要产物之一，因此通过检测丙二醛的含量就可以判

断细胞膜的受损程度[23]。本研究发现，3个转基因株系的丙二醛含量在紫外处理

前后均低于野生型，说明 CiRS基因异源表达后，使拟南芥的丙二醛生成量减少，

膜脂过氧化程度降低，这与 Tang等[23]的结果相似。

白藜芦醇及其衍生物均具有多酚结构，因此具有很强的清除自由基和抑制由
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自由基引起的氧化损伤能力。植物清除自由基能力的提高，有利于增加转基因植

物对自然界的胁迫抗性，如降低因紫外辐射对植物造成的伤害等[24]。本研究也发

现转基因拟南芥清除 DPPH自由基的能力均高于野生型，其中转基因株系 OE-17

达到显著水平。根据以上结果可以推测，在 CiRS转基因植物抵抗紫外损伤过程

中，通过产物白藜芦醇清除自由基来保护自身免受伤害。
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