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摘  要 : 水母雪莲为中国传统名贵中药，具有散寒除湿、活血通经、抗炎、镇痛等功效，其主要药用成分为类

黄酮化合物。以水母雪莲白色系愈伤组织和经低温、高糖、强光诱导得到的红色系为材料，比较不同细胞系中

类黄酮活性成分、结构基因和转录因子表达的差异。结果表明，红色系中总黄酮含量为白色系的 3.60 倍；重

要的药用成分为芦丁，其含量达到干重的 0.25%，是白色系的 2.40 倍；红色系中花青苷含量极高，矢车菊素

3-O-己糖苷和矢车菊素 3-O-琥珀酰己糖苷的含量分别达到干重的 0.12%和 0.19%；红色系中 CHS、F3'H、FNS、

FLS、DFR 和 ANS 基因的表达均明显高于白色系；红色系中转录因子 MYB、bHLH 和 WD40 的表达也均明显

高于白色系，其中 MYB 的表达量为白色系的 19.70 倍，说明红色系中转录因子的高水平表达增强了结构基因

的表达，进而提高了类黄酮的合成。红色系中 bHLH 和 WD40 表达水平相似，而与 MYB 的表达水平相差很大，

推测可能在水母雪莲中 bHLH 和 WD40 两种转录因子形成二元复合体后，和 MYB 共同调控类黄酮合成途径中

结构基因的表达。 

关键词 : 水母雪莲，转录因子复合体，结构基因，类黄酮生物合成，表达分析 
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Flavonoids contents and expression analysis of related 
genes in red cell line of Saussurea medusa 

Yajie Wang, Houhua Li, Wanyi Fu, Yan Gao, Bingjie Wang, and Ling Li 

College of Forestry, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract:  Saussurea medusa is a rare traditional Chinese medicinal herb. Besides anti-inflammatory and analgesic 

activities, it has effects of disinhibiting cold, dispelling dampness and promoting blood circulation. Flavonoids are the main 

medicinal compounds in S. medusa. Contents of flavonoids and expression of flavonoids biosynthesis related genes in white 

and red (induced by low temperature, high sucrose and high light) callus were analyzed. The results showed that the total 

flavone in red line was 3.60 times higher compared to white line. The accumulation of rutin in red line (0.25% of dry 

weight) was 2.40 times higher compared to white line. Anthocyanins were abundant in red line, with the contents of 

cyanidin 3-O-glucosidechloride and cyanidin 3-O-succinyl glycoside 0.12% and 0.19% of dry weight respectively. CHS, 

F3'H, FNS, FLS, DFR and ANS genes were highly expressed in red line compared to white line. Expression of three 

transcription factors (MYB, bHLH and WD40) in red line was significantly higher than that in white line, especially the 

expression of MYB (19.70 times higher compared to white line). These results indicated that high expression levels of 

transcription factors induced high expression of structural genes in red line, thereby enhancing the flavonoids biosynthesis. 

The expression of bHLH and WD40 was similar, whereas it was significantly different from that of MYB, indicating that 

bHLH and WD40 could form a binary complex to regulate expression of structural genes and flavonoids biosynthesis. 

Keywords:  Saussurea medusa, transcription factors complex, structural genes, flavonoids biosynthesis, expression analysis 

水母雪莲 Saussurea medusa Maxim 是多年

生菊科凤毛菊属植物，自然生长缓慢，为我国

传统名贵中药，具有散寒除湿、活血通经、抗

炎、镇痛等功效[1]。现代药理研究发现，水母雪

莲中的主要药用活性成分为类黄酮化合物[2]，水

母雪莲提取物具有延缓衰老、抗疲劳抗缺氧、清

除自由基、抗早孕、抗辐射及抗肿瘤等作用[3-4]。

其中，芦丁具有泄热凉血止血、扩张冠状动脉、

降低血压 [5]、抗氧化和抗恶性细胞增生 [6]等作

用。花青苷是纯天然的抗衰老营养补充剂，具

有保护脑神经系统的作用[7]，以及美容养颜、降

脂减肥、抗衰抗癌、增加视力的功效[8]。 

植物中类黄酮生物合成的起始底物为丙二

酰辅酶 A (Malonyl-CoA) 和 4-香豆酰辅酶 A 

(4-coumaroyl-CoA)，丙二酰辅酶 A 来自乙酰辅

酶 A，香豆酰辅酶 A 来源于苯丙素代谢途径，

其途径相关的结构基因有 PAL、C4H 和 4CL[9]。

类黄酮生物合成途径的结构基因有 PAL、C4H、

4CL、CHS、CHI、F3'H、F3'5'H、FNS、FHT、

FLS、DFR 及 ANS 等基因[10]，这些基因受到相

关转录因子的调控 (图 1)。调控类黄酮生物合

成途径的转录因子主要分为 3 类：MYB、bHLH

和 WD40 蛋白。一般认为，3 类转录因子可以形

成三元复合体 MBW (MYB-bHLH-WD40)，共同

调控植物体内类黄酮的合成[11-13]。 

目前，水母雪莲野生资源由于受到过度采

挖，已濒临灭绝。近年来，赵德修等[14-15]通过

对水母雪莲进行细胞组织培养，获得了水母雪

莲的愈伤组织。本研究拟通过测定水母雪莲白

色细胞系和经低温、高糖、强光诱导得到的红 
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图 1  类黄酮生物合成途径及转录因子调控简图[11-13] 

Fig. 1  Simplified scheme of the flavonoid biosynthesis pathway and transcription factors[11-13]. MYB (M), bHLH (B) 
and WD40 (W) transcription factors controll the anthocyanin pathway in Arabidopsis and maize and putative MBW 
complexes are indicated. PAL, phenylalanine ammonia lyase; C4H, cinnamic acid 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate 
CoA ligase; CHS, chalcone synthase; CHI, chalcone isomerase; FHT, Flavanone 3 beta-hydroxylase; F3'H, flavanone 
3'-hydroxylase; F3'5'H, flavanone 3'5'-hydroxylase; FNS, flavone synthase; DFR, dihydroflavonol reductase; FLS, 
flavonol synthase; ANS, anthocyanidin synthase. 

 

色细胞系的类黄酮含量，以及类黄酮生物合成

相关结构基因和转录因子的表达情况，探讨水

母雪莲中类黄酮合成相关转录因子对结构基因

以及进一步的对类黄酮生物合成的调控机制，

为通过栽培措施或生物技术提高水母雪莲中药

用活性成分以及通过细胞培养工厂化生产高保

健功能的水母雪莲生药提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

水母雪莲白色细胞系由中国科学院植物研

究所赵德修研究员惠赠，保存于 M1 培养基 

(MS+2 mg/L NAA+0.5 mg/L 6-BA+0.7%         

琼脂+3%蔗糖，pH (5.8)[14]，其培养条件为光强  

45–55 μmol/(m2·s)、光周期 16/8 h、温度 (22±1) ℃，

30 d 继代一次。水母雪莲红色细胞系为本研究

组在 M2 培养基 (MS+3.5 mg/L NAA+0.5 mg/L 

6-BA+0.7% 琼脂+3%蔗糖， pH 5.8) 和光强

90–100 μmol/(m2·s)、光周期 16/8 h、温度 (10±1) ℃

的条件下诱导得到部分红色愈伤组织基础上，

通过多次挑选继代获得，保存于 M1 培养基中。 

色谱级标准品芦丁、圣草酚、对香豆酸、

儿茶素、矢车菊素、矢车菊素半乳糖苷购自

Sigma 公司。 
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1.2  方法 

1.2.1  细胞中总黄酮的含量测定 

总黄酮测定采用 AlCl3 显色法，以芦丁作为

参照品，芦丁标样在烘箱里 105 ℃烘至恒重，用

乙醇溶解成浓度为 1 mg/mL 的标准液。分别取芦

丁标准液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 置入      

10 mL 离心管中，加入 0.2 mL 5 %的 NaNO2 摇

匀后静置 6 min；加入 0.2 mL 10% Al(NO3)3，摇

匀后静置 6 min；再加入 1 mL 4% NaOH，摇匀

后室温静置 15 min；加入 60%乙醇溶液定容至

10 mL，于 450–540 nm 波长范围内扫描，确定最

大吸收波长 (510 nm)[16]。测定上述不同浓度标准

品反应液在该波长下的光吸收值，绘制标准曲线。 

细胞中总黄酮的含量测定参照李娟等[16]的

方法，称取真空冷冻干燥 36 h 后的样品，每 0.1 g

样品加入 5 mL 无水乙醇，室温下提取 48 h，其

间振荡 4–6 次，使提取液充分浸提样品，每隔

20 min 向样品中加入 5 mL 无水乙醇，共计 3 次。

然后 12 000 r/min 离心 10 分钟，吸取上清提取

液，加入到带有刻度的离心管中，用 70%乙醇

定容至 20 mL。吸取 0.2 mL 提取液，按照芦丁

参照品的方法处理，于 510 nm 处测定吸光值。

根据标准曲线计算细胞中总黄酮含量，每个样

品重复 3 次。 

1.2.2  高效液相色谱仪 -二极管阵列检测器 

(HPLC-DAD) 检测类黄酮和花青苷含量 

取培养 12 d 的水母雪莲白色和红色细胞系，

真空冷冻干燥 36 h 后，称取干燥至恒重的两种

雪莲细胞系 0.45 g 各两份，一份加入 10 mL 甲

醇进行提取，用于检测黄酮类物质，另一份加

入 10 mL 1%甲醇盐酸进行提取，用于检测花青

苷类物质。于室温下浸提 48 h，其间振荡 4–6 次，

使其充分浸提。取上清浸提液，进行旋转蒸发

浓缩[17]。 

高效液相色谱分析仪器为日立 L-2000 色谱

仪，检测器为日立二极管阵列检测器，色谱柱

型号：Lachrom-C18, 4.6 mm×250 mm, 5 μm 色谱

柱(Hitachi, Japan)。流动相参数：A：0.04%的甲

酸水溶液；B：色谱级乙腈，采用梯度洗脱，洗

脱程序为：0–40 min，A 95%–0%, B 5%–100%；

40–60 min，A 0%, B 100%。柱温 40 ℃，进样量

为 10 μL，流速 0.5 mL/min，测定波长为 280 nm、

535 nm[18]。所有样品经 0.45 μm 滤膜过滤后上

机分析，每个样品重复 3 次。所测结果与标准

品的保留时间和标准曲线进行比对，确定提取

液中类黄酮的种类及其浓度[18]。 

1.2.3  实时定量 PCR 检测相关基因的表达 

取培养 12 d 的两种水母雪莲细胞系样品各

0.1 g，使用 E.Z.N.A Plant RNA Kit (OMEGA，

USA) 提取 RNA。取 1 μg RNA 使用 M-MLV 逆

转录酶 (Thermo Fisher, USA) 进行反转录。实

时定量 PCR 采用 SYBR Green 法在 IQTM5 多重

实时荧光定量 PCR 仪 (Bio-Rad，USA) 上进行，

以 Actin 基因为内参，采用 2-ΔΔCT 法进行数据分

析，每个样品重复 3 次。所测相关基因引物    

见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  水母雪莲两种细胞系总黄酮含量 

总黄酮含量用比色法测定，根据结果计算

得到芦丁标准品浓度与其吸光度的直线方程 : 

C=0.5324A–0.0070 ， R²=0.9999 ，测定波长为  

510 nm。以芦丁的含量进行换算，得到白色和

红色两种细胞系中总黄酮含量。水母雪莲红色

系总黄酮含量为(25.30±0.163) mg/g DW，是白色

系 ((7.02±0.301) mg/g DW) 的 3.60 倍 (图 2)。 
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表 1  实时定量 PCR 引物 

Table 1  Primers of semi-quantitative interpretation 
PCR 

Primer name Primer sequence(5'–3') 

PALF GGTGAAGGCGAGTAGTGATTGG 

PALR GCTGAATGTGGAAGGGTGTGA 

C4HF TGACACCAAACTCGGACCAG 

C4HR ACCAGGCGTTGACCAAGAT 

4CLF GACGAGTGTAGCACAGCAAGT 

4CLR ACGCACATCAGCACATCCT 

CHSF GACACGCTTCGGCTACAGAT 

CHSR AATGGACGCACTATGGAGGAC 

CHIF CATTCCGTCACTCGCCGTTA 

CHIR TGTAGGTCCCTTGTGCTTTCC 

F3'HF GGATGACGCCGATGGAGAA 

F3'HR CGATGGGTGGAGCCTGAAG 

F3'5'HF GTTGAATGGGCGATTGCTGAA 

F3'5'HR CCCGATGTAAGGTAGGTTAGGC 

FNSF CTCGGCCCACTCATCCACCA 

FNSR GAGATTCTTKGCTTCATCAGCCTC

FHTF ACTACCCGAAATGCCCTCAG 

FHTR TCTTGCCACCATCACGAGTC 

FLSF TCTTACAGGGAGATAAATGAGCA 

FLSR CACCAATGTGAATAATGAGAGCA 

DFRF TCCATTCATCACTCCTTCGTTCC 

DFRR TCTTCCTTTGGCTTTAGGGTTCTC 

ANSF ACAACGCCCGACGATTACAT 

ANSR CCCGAGAGATAGAACCGAGAGT 

MYBF GCTGTAGGTTGCGATGGTTGA 

MYBR TGCGGTTCTTCCTGGTATTCTTC 

bHLHF GCATCAGCAGCGGAGGAC 

bHLHR GGAGTTGGAGGCGGTTAGG 

WD40F CACCGTTGTTGAGATTGGCTTG 

WD40R CGCATTCACACTCCCTCTATGTC 

ACTINF GTGACCTTACCGATGGCTTAATGA

ACTINR CAATTTCCCGCTCTGCTGTAGTA 

Note: all primers were designed based on the Unigene 
sequences in S. involucrata, except for FNS primers 
which were from GenBank: KF170286.1. 

 
 
图 2  水母雪莲总黄酮含量分析 

Fig. 2  Total flavonoids contents of S. medusa. 

 

2.2  水母雪莲两种细胞系主要活性成分含量 

在水母雪莲两种细胞系中均检测出儿茶

素、芦丁、对香豆酸和圣草酚等类黄酮化合物 

(图 3)，细胞系间各种组分存在明显差异，总体

上，红色系中各种类黄酮成分含量明显高于白

色系，尤其是重要的药用成分芦丁，其含量为

(2.526 0±0.273 0) mg/g DW，达到 0.25%，是白色

系的 2.40 倍；红色系中的儿茶素和圣草酚含量尤

其突出，分别达到 (5.897 6±0.192 0) mg/g DW 和

(0.042 7±0.009 1) mg/g DW，分别为白色系的  

6.92 倍和 14.23 倍；红色系中对香豆酸的含量为

(0.428 6±0.003 2) mg/g DW，是白色系中的 2.80 倍。 

水母雪莲红色系中花青苷主要有矢车菊素

3-O-己糖苷、矢车菊素 3-丙二酰己糖苷和矢车菊素

3-O-琥珀酰己糖苷，其含量分别为 (1.215 4± 0.038 0)、

(0.226 4±0.112 0) 和 (1.920 6±0.059 0) mg/g DW，

分别达到干重的 0.12%、0.02%和 0.19%。较高

的花青苷含量是红色系的最主要显色原因，而

白色系中未检测到花青苷 (图 3)。 
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图 3  水母雪莲主要活性成分成分含量分析 

Fig. 3  Main active components contents of S. medusa. 
 

2.3  水母雪莲两种细胞系类黄酮相关基因表

达分析 

2.3.1  结构基因表达分析 

在类黄酮合成途径各结构基因中，PAL、C4H

和 4CL 均属于苯丙素合成途径，即合成类黄酮

前体的代谢酶基因，细胞系间差异不大。水母雪

莲红色系中 CHS、F3'H、FNS 和 ANS 基因表达

均明显高于白色系，分别为白色系的 8.57、6.41、

7.78 和 6.02 倍。另外 CHI、F3'5'H、FLS 和 DFR

基因的表达分别为白色系的 1.75、1.74、2.41 和

3.16 倍。而 FHT 基因在红色系中表达水平有所

降低 (图 4)。 

2.3.2  转录因子表达分析 

水母雪莲红色系中 3 种转录因子 MYB、

bHLH、WD40 的表达量均比白色系中表达量高，

与类黄酮含量成正相关关系。其中红色系的 MYB

基因 (与拟南芥 AtMYB90 有较高的同源性) 表

达量极高，为白色系表达量的 19.70 倍；红色系

中 bHLH 和 WD40 的表达分别为白色系的 6.32

和 6.54 倍。另外，红色系中 bHLH 和 WD40 的

表达水平成等比关系 (图 5)，但与 MYB 的表达

水平明显不同，因此在水母雪莲中可能是 bHLH

和 WD40 两种转录因子形成了二元复合体，与

MYB 共同参与对类黄酮生物合成相关结构基因

表达的调控。 

2.4  转录因子与结构基因的表达对类黄酮合

成的调控 

水母雪莲红色细胞系中转录因子 MYB、

bHLH 和 WD40 的表达明显高于白色系中 3 种转

录因子的表达。3 种转录因子通过 MYB 单独调

控和/或 MBW 复合体的共同调控[11,13]，上调了

红色系中结构基因 PAL、CHS、CHI、F3'H、F3'5'H、

FNS、FLS、DFR 和 ANS 的表达，其中上调最明

显的基因为 CHS、F3'H、FNS、和 ANS。查尔酮

合成酶 CHS 是类黄酮合成途径的限速酶[10]，结

构基因 CHS 在红色系中的高水平表达为整个类

黄酮合成途径提供了大量的底物，进而影响到其

他类黄酮的合成积累。黄酮醇合成酶 FLS 是芦 
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图 4  结构基因表达分析 

Fig. 4  Relative expression levels of structural genes in flavonoids pathway. 
 

 
 

图 5  转录因子基因表达分析 

Fig. 5  Relative expression levels of transcription 
factor genes in flavonoids pathway. 
 

丁合成途径中重要的催化酶[10]，结构基因 FLS

的上调表达引起了红色系中芦丁的积累量的增

加。花青素合成酶 ANS 催化无色花青素合成花

青素，进而生成花青素的衍生物[10]，红色系中

ANS 的高水平表达明显地增加了矢车菊素及其

衍生物的含量。另外，红色系中 F3'H 和 DFR

基因的上调表达也影响了圣草酚和儿茶素的积

累。以上结果说明，红色系中转录因子的高水

平表达，有效地上调了其结构基因的表达，进

而调控了类黄酮的生物积累。刘永刚等[19]的研

究表明水母雪莲细胞的抗氧化活性随细胞中类

黄酮含量的增加而增强，而且在天山雪莲

Saussurea involucrate 中类黄酮含量的增加也提

高了其抗氧化能力[3]。水母雪莲红色细胞系中类

黄酮含量明显高于白色系，因此红色系的抗氧

化能力等药用活性也相应高于白色系，其药用

价值高于白色系。 

3  讨论 

植物类黄酮合成途径相关基因的表达不只

受到自身的调控，同时会受到外界环境因子的
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影响。强光处理可以激活玉米 Zea mays MYB 和

结构基因的表达，低温下苹果 Malus domestica 

MdMYBA 转录因子的表达会增强，蔗糖处理可

以强烈上调花青素苷合成途径相关基因的表 

达[20]。本实验中，水母雪莲白色愈伤组织在低

温、高糖和强光条件的诱导下，表面出现少量

深红色愈伤组织，经过挑选后再培养，得到稳

定遗传的红色系愈伤组织。 

相比于水母雪莲白色细胞系，红色系中含

有大量的芦丁、花青苷、儿茶素、对香豆酸和

圣草酚等活性成分，具有降血脂、抗菌消炎、

抗氧化、抗衰抗癌、美容养颜的功效[6,8]，因此

水母雪莲红色细胞系有作为保健食品、化妆品

和天然色素原料的潜力。 

由外植体分化的愈伤组织可以分化为白、

红两色细胞系且稳定遗传的现象不仅仅在水母

雪莲中出现，在天山雪莲[21]、金荞麦 Fagopyrum 

dibotrys[22]、大花红景天 Rhodiola coccinea[23]等

植物中亦有报道，且这些植物均为类黄酮含量

高、具有较高药用价值的植物。水母雪莲的红

色愈伤组织相比于白色愈伤组织，总黄酮含量

高且增殖能力明显强于白色系。这对其他药用

活性成分为花青苷或类黄酮的药用植物的高保

健成分细胞系培养具有一定的借鉴作用。 

水母雪莲红色系中类黄酮合成途径相关的

结构基因 CHS、F3'H、DFR 和 ANS 的表达均明

显高于白色系，同时红色系中也检测到含量丰

富的花青苷；红色系中 FLS 基因表达水平是白

色系的 2.41 倍，而红色系中芦丁的含量是白色

系中的 2.40 倍。以上结果表明，类黄酮合成途

径中结构基因表达的增强，提高了红色系中相

关产物的含量。MYB、bHLH 和 WD40 这 3 种

转录因子通过 MYB 单独调控和/或 MBW 复合

体共同调控生物体内的类黄酮生物合成[11,13]，

红色系中 3 种转录因子 MYB、bHLH 和 WD40

的表达量明显高于白色系，同时红色系中主要

结构基因的表达量也明显高于白色系，说明红

色系中转录因子的高水平表达，上调了结构基

因的表达，进而调控了类黄酮的生物合成，提

高了水母雪莲红色细胞系的药用价值[4,19]。 

本研究结果表明，水母雪莲红色系中转录

因子 bHLH 和 WD40 的表达水平成等比关系，

但与 MYB 的表达水平相差极大。因此在水母雪

莲中，有可能是 bHLH 和 WD40 两种转录因子

形成二元复合体，进而和 MYB 共同调控类黄酮

合成途径中结构基因的表达，以此调控类黄酮

的生物合成。 

此外，在愈伤组织变红的过程中，我们观

察到水母雪莲愈伤组织颜色的转变是从其表面

开始的，可能的原因有：由于位置效应导致内

部激素分布变化，引起转录因子表达提高[24-25]，

从而对类黄酮途径进行调控；或者由于基因突

变，引起体内转录因子启动子的去甲基化，明

显增强了转录因子的表达[26]，进而提高了类黄

酮的合成。 
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