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脱落酸和乙烯利对白桦丛生苗三萜积累及其

合成途径基因的调控作用
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摘要:【目的】白桦树皮中五环三萜类化合物具有重要的药理活性，但其天然来源有限，制约其进一步开发利用。白桦三萜

类化合物的积累受细胞工程技术与外源激素诱导的共同调控。本研究旨在探讨外源添加脱落酸（ABA）和乙烯利对白桦

组培苗中三萜类化合物积累及其生物合成途径关键基因表达的调控效应。【方法】以白桦丛生苗为材料，于培养第 7天分

别进行不同浓度 ABA和乙烯利处理，分别利用高效液相色谱、比色法及荧光定量 PCR技术，测定三萜类化合物含量、抗

氧化酶活性以及相关基因表达变化。【结果】（1）10 µmol/L ABA 处理后显著促进白桦丛生苗中三萜及组分的积累，其中

总三萜、白桦脂醇和齐墩果酸含量分别达到 82.43、24.61和 33.13 mg/g，分别比对照提高了 46.29%、28.73% 和 22.78%。

5 mmol/L乙烯利处理后总三萜、白桦脂醇和齐墩果酸含量最高，分别为 78.53、26.54和 35.84 mg/g，分别比对照提高了

39.07%、54.04% 和 27.02%。（2）两种激素诱导后三萜合成基因（HMGR、BPY 及 DS）及胁迫响应相关基因（CYP450与 CP）

均有不同程度的上调，其中 HMGR 最为显著，抗氧化酶（CAT、SOD、APX和 PAL）活性得到增强。（3）茉莉酸（JA）和水

杨酸（SA）信号途径中的关键基因显著受到 ABA和乙烯利的诱导，其中 JAZ1/2和 NPR1较对照表现为上调表达，JAZ3/4、

NPR3表现为下调表达，JA信号途径重要转录因子 MYC2、bHLH44/42和 TGA2/5/7均表现为上调表达。【结论】10

μmol/L ABA或 5 mmol/L乙烯利可有效促进白桦丛生苗中三萜物质的积累，同时可以激活白桦防御酶系统，诱导 JA、

SA信号途径相关基因及三萜合成相关基因上调表达。本研究为利用植物细胞工程技术提高白桦三萜类化合物产量提供

了理论依据和技术参考。
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Abstract: [Objective] Pentacyclic triterpenoids in birch bark exhibit  significant pharmacological activity;
however,  their  natural  availability  is  limited,  thereby  restricting  their  further  development  and  utilization.
The  accumulation  of  birch  triterpenoids  is  jointly  regulated  by  plant  cell  engineering  technologies  and
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exogenous hormone induction. This study aimed to investigate the regulatory effects of exogenous abscisic
acid  (ABA)  and  ethephon  on  triterpenoid  accumulation  and  the  expression  of  key  genes  involved  in
triterpenoid biosynthesis in birch tissue-cultured plantlets. [Method] Clustered birch plantlets were used as
experimental  materials.  Different  concentrations  of  ABA  and  ethephon  were  applied  on  the  7th  day  of
culture.  High-performance  liquid  chromatography  (HPLC),  colorimetric  assays,  and  quantitative  real-time
PCR (RT-qPCR) were employed to determine triterpenoid contents,  antioxidant  enzyme activities,  and the
expression levels of related genes. [Result] (1) Treatment with 10 μmol/L ABA significantly promoted the
accumulation  of  triterpenoids  and  their  components  in  birch  plantlets.  The  contents  of  total  triterpenoids,
betulin,  and  oleanolic  acid  reached  82.43,  24.61,  and  33.13  mg/g,  respectively,  representing  increases  of
46.29%, 28.73%, and 22.78% compared with the control. Under ethephon treatment at 5 mmol/L, the highest
contents of total triterpenoids, betulin, and oleanolic acid were 78.53, 26.54, and 35.84 mg/g, respectively,
corresponding to increases of 39.07%,  54.04%,  and 27.02% over the control. (2) Both hormone treatments
upregulated  the  expression  of  triterpenoid  biosynthesis-related  genes  (HMGR,  BPY,  and  DS)  and  stress-
responsive  genes  (CYP450  and  CP)  to  varying  degrees,  with  HMGR  showing  the  most  pronounced
response.  In  addition,  the  activities  of  antioxidant  enzymes,  including  CAT,  SOD,  APX,  and  PAL,  were
significantly enhanced. (3) Key genes in the jasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) signaling pathways
were  markedly  induced  by  ABA and  ethephon  treatments.  Compared  with  the  control,  JAZ1/2  and  NPR1
were  upregulated,  whereas  JAZ3/4  and  NPR3  were  downregulated.  Furthermore,  important  transcription
factors  in  the  JA  signaling  pathway,  including  MYC2,  bHLH44/42,  and  TGA2/5/7,  were  significantly
upregulated. [Conclusion]  Treatment  with  10  μmol/L  ABA  or  5  mmol/L  ethephon  effectively  promoted
triterpenoid accumulation in birch plantlets. These treatments also activated the antioxidant defense system
and  induced  the  expression  of  genes  involved  in  JA  and  SA  signaling  pathways  as  well  as  triterpenoid
biosynthesis.  This  study  provides  a  theoretical  basis  and  technical  reference  for  enhancing  triterpenoid
production in birch through plant cell engineering approaches.
Key words: Betula platyphylla; abscisic acid; ethephon; triterpenoids; biosynthetic genes; JA/SA signaling
pathway

白桦（Betula platyphylla）三萜类化合物包括白

桦脂酸、齐墩果酸、角鲨烯、羽扇醇和白桦脂醇等，

具有多种药理活性[1]。由于植物中次生代谢产物的

积累受光照、温度、水分、肥力和盐度等环境因素及

树龄等因素影响，难以稳定、可持续获得大量白桦三

萜物质，而化学合成存在纯化困难、效率低、成本高

等问题，制约了白桦三萜化合物的规模化应用[2]。

植物激素在调节植物生长发育和次生代谢产

物合成及抵御逆境胁迫中发挥重要作用。植物遭

遇逆境伤害时，通过细胞膜表面受体，将外部信号

转化为内部化学信号，调控植物激素的合成、生长

发育及防御基因启动与代谢产物的重新配置。与维

持细胞内氧化平衡稳态相关的抗坏血酸过氧化物

酶（ascorbateperoxidase，APX）[3]、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）[4]、过氧化氢酶（catalase，
CAT）等抗氧化酶的活性也受到植物激素的调控[5]。

已有研究表明，植物激素能够调控次生代谢产物的

生物合成，并在植物响应环境胁迫过程中发挥重要

作用 [6−7]；使用 50 mg/L 乙烯利处理生姜（Zingiber

officinale）根茎 ，能够调控参与活性氧 （reactive
oxygen species，ROS）代谢的关键酶活性和苯丙烷

途径相关基因的表达来增强细胞的抗氧化能力，并

诱导次生代谢物积累，从而促进生姜根茎伤口的愈

合 [8]。Linh等 [9]及 Kochan等 [10]发现外源 ABA能够

增强越南三七（Panax vietnamensis）与西洋参（Panax
quinquefolius）毛状根中 HMGR 基因的启动子活性，

使得总人参皂苷含量显著提高；外源 ABA还能够促

进 MdMYB1与下游靶基因启动子的结合，最终促进

花青素的积累[11]。除 ABA外，外源乙烯利处理白姜

花（Hedychium coronarium）后，罗勒烯、沉香醇、别

罗勒烯、石竹烯和法尼烯的挥发量显著上升，相关萜

类合成基因 HcTPS1、HcTPS3和 HcTPS10的表达量

均有不同程度的上升[12]。由此可见，利用外源激素

诱导植物及组织以获得更多天然产物具有重要的应

用潜力。

外源激素调控萜类物质合成相关的研究基本集

中于茉莉酸（jasmonic  acid， JA）和水杨酸（salicylic
acid，SA）[13]。本实验室前期研究显示，100 μmol/L
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外源茉莉酸甲酯 （methyl  jasmonate，MeJA）和 50
mg/L SA处理白桦 24 ~ 48 h后，能够上调包括法尼

基焦磷酸合成酶 （farnesyl  pyrophosphate  synthase，
FPS）、角鲨烯合酶（squalene synthase，SS）、鲨烯环

氧酶（squalene epoxidase，SE）、β-香树脂醇合酶（beta-
amyrin synthase，β-AS）、环阿屯醇合酶（cycloartenol
synthase， BPX）和羽扇豆醇合酶 （lupeol  synthase，
BPW）等在内的白桦三萜合酶编码基因的表达，进而

显著促进了白桦三萜的积累[14−15]。Rahimi等[16]发现

外源 MeJA能够显著增加人参（Panax ginseng）中皂

苷的含量，并且过表达 JA合成基因 PgLOX6可使

JA与 MeJA浓度显著提高，并促进 SS、SE 和 DS
Ⅱ基因的表达，最终促进人参皂苷的合成。Tewari
等[17]研究发现外源 SA能够通过调节人参中活性氮

（reactive nitrogen species，RNS）和 ROS信号来提高

三萜类化合物含量；并且乙烯也是参与调控人参

皂苷合成的重要信号分子之一 [18]。在东北红豆杉

（Taxus  cuspidata）中 ，响应外源 SA的转录因子

TcWRKY33能够增强紫杉醇合成基因启动子的活性，

正向调节紫杉醇的生物合成[19]。

在植物体内，激素、逆境胁迫与次生代谢产物积

累之间存在着复杂的相互作用，逆境胁迫能够触发

植物体内的激素合成和信号转导途径，进而调节次

生代谢产物的合成和积累[20]；次生代谢产物的积累

也能够增强植物的抗逆性，帮助植物更好地应对逆

境胁迫 [21]。李春晓等 [22]研究表明，在外源 MeJA诱

导的不同时期，白桦中的三萜合成基因 BpFPS、BPY、
BPW、BPX、BPX2均在不同时段上调表达，且外源

MeJA处理白桦悬浮细胞后，细胞色素 P450单加

氧酶 （cytochrome  P450  monooxygenase， CYP450）、
Fe-超氧化物歧化酶（Fe-SOD）、半胱氨酸蛋白酶

（cysteine  protease， CP）、NADP-苹果酸酶 （NADP-
malic enzyme，NADP-ME）、甜菜碱醛脱氢酶（betaine
aldehyde dehydrogenase，BADH）的编码基因均在不

同时段上调表达，推测上述基因在白桦细胞防御应

答及三萜物质的合成过程中发挥重要作用。

基于上述研究现状，尽管 ABA和乙烯在植物次

生代谢调控中发挥重要作用，但其对白桦三萜生物

合成的调控机制尚不明确。为进一步揭示两种激素

对白桦三萜合成的调控作用，本研究以白桦悬浮培

养丛生苗为试材，通过 ABA和乙烯利诱导处理，系

统分析三萜物质积累、三萜生物合成途径关键酶基

因及逆境响应相关基因的表达变化，探讨激素信号

与三萜代谢调控之间的关系，以期阐明 ABA和乙烯

利促进白桦三萜积累的分子机制，为利用白桦丛生

苗及相关组织实现三萜类活性物质的高效定向合成

提供理论依据和技术支撑。

 1   材料与方法

 1.1    材　料

本研究所用植物材料为东北林业大学植物细

胞生物学实验室培养的白桦组培苗，选取继代培养

3 ~ 4周后的健壮无菌组培苗为外植体，经 NT培养

基 + 0.1 mg/L的 6-BA诱导获得愈伤组织，继代周

期 30 d，继代 3 ~ 4次后，使用附加 5 mg/L 6-BA的

NT培养基进行丛生苗诱导 3周后，于相同液体培养

基悬浮培养，继代周期为 14 d。
取 5  g培养 7  d的生长一致的丛生苗置于

100 mL NT培养基中，培养温度为 24 ~ 26 ℃，光照

强度为 2  000  lx，光照时间 16  h/d，湿度为 40%  ~
50%，摇床转速 118 r/min。

白桦丛生苗悬浮培养第 7 d时，分别添加 10和
50 μmol/L ABA、5和 50 mmol/L乙烯利进行诱导处

理，同时设置 20 μmol/L氟草酮（Fluridone，ABA生

物合成抑制剂）和 50 μmol/L硝酸钴（Co（NO3）2，乙

烯生物合成抑制剂）处理[23−24]；设不添加任何激素组

为对照。所有处理均进行 3次重复。ABA、乙烯利、

氟草酮（ABA合成抑制剂）及硝酸钴（乙烯合成抑制

剂）均购买于 Sigma公司。分别在处理后不同时间

取样，称量鲜质量后，将一部分材料置–80 ℃ 冰箱保

存，用于测定基因表达和抗逆酶活性变化；另一部分

于 65 ℃ 烘干，用于检测三萜类化合物含量。本研究

标准品均购自国家标准物质网，北方伟业计量集团

有限公司，纯度均≥98.5%。
本研究中格锐思生物科技有限公司提供的植

物生理指标检测试剂盒为 SOD活性检测试剂盒（货

号：G0103F）、CAT活性检测试剂盒（货号：G0105F）、
PAL活性检测试剂盒（货号：G0114F）和 APX活性

检测试剂盒（货号：G0203F）。
 1.2    研究方法

 1.2.1    总三萜及其组分的提取及含量测定

为评价不同浓度 ABA和乙烯利对白桦三萜类

化合物积累的影响，不同处理后取样，测定总三萜、

白桦脂醇和齐墩果酸含量。

总三萜含量的测定参照香草醛–高氯酸显色

法[25]。精密称取白桦丛生苗干样 0.05 g，加入 2 mL
95% 乙醇，室温浸泡 24 h后，于 70 ℃ 水浴加热 1 h，
冷却后超声提取 40 min。吸取上清液 100 µL于具塞

试管中，于水浴锅中蒸干。依次加入 200 µL 5% 香

草醛–冰醋酸溶液和 800 µL高氯酸（HClO4），涡旋混

匀，70 ℃ 水浴加热 15 min显色。取出后立即置于冰

浴中冷却 5 min以终止反应。加入乙酸乙酯定容至
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5 mL，摇匀，于 551 nm波长处测定吸光度值。以齐

墩果酸为标准品绘制标准曲线，计算总三萜含量。

白桦脂醇和齐墩果酸检测采用高效液相色谱

法[26]。精密称取白桦丛生苗干样 0.05 g，加入 25 mL
盐酸–乙醇溶液（2∶8），加热回流 3 h，摇匀并过滤，取

滤液 15 mL，加蒸馏水 15 mL，80 ℃ 水浴蒸去乙醇，

然后用乙醚萃取 3次，合并乙醚萃取液，低温蒸干，

加 1  mL甲醇溶解 ，进行高效液相色谱 （HPLC，
Waters公司 600-717-2487 高效液相色谱系统）检测。

检测条件：色谱柱 HiQ sil C18 4.6 mm × 250 mm，柱
温 25 ℃，灵敏度 16 AUFS，流速 1.0 mL/min，流动相

为 V乙腈∶V水 = 9∶1。
 1.2.2    抗逆酶活性测定

为分析 ABA和乙烯利是否诱导白桦防御响应，

测定 APX、SOD、CAT和 PAL活性。上述酶活是植

物清除活性氧和抵御逆境胁迫的重要指标，其活性

变化可反映防御系统的启动程度。

SOD、PAL、CAT和 APX活性测定采用比色

法[27]，采用格锐思生物科技有限公司提供的植物生

理指标检测试剂盒进行测定。所有指标测定均重复

3次。
 1.2.3    激素处理白桦的基因表达水平检测

为阐明 ABA或乙烯利促进三萜化合物积累的

分子机制，检测三萜化合物合成途径关键酶基因

（HMGR、BPY、DS）、胁迫响应相关基因（CYP450、
CP）以及 JA/SA信号通路相关基因 （JAZ、 NPR、
MYC2、bHLH 和 TGA）的表达变化。

白桦丛生苗总 RNA提取参考 CTAB提取法[28]。

cDNA合成步骤参照 PrimeScript™ RT  reagent  Kit
with  gDNA  Eraser  （Perfect  Real  Time）（RR047A，
Takara）试剂盒说明书。按照标准 qRT-PCR引物设

计原则设计基因引物，以 tubulin（Tu）为内参基因，所

用引物均由 Snapgene软件设计并由上海生物工程

公司合成，各引物的最适退火温度为  58 ~ 60 ℃。
qRT-PCR操作步骤与反应体系参照 PrimeScript™
RT reagent Kit with gDNA Eraser （Perfect Real Time）
（RR047A， Takara）试剂盒说明书。使用 Applied
Biosystems™  7 500实时荧光定量 PCR系统进行

qRT-PCR反应，具体程序：95 ℃ 预变性 30 s，随后进

行 40个循环扩增（95 ℃ 5 s，58 ~ 60 ℃ 30 s）。
 1.3    数据分析

数据使用 Shapiro-Wilk和 Levene检验对数据

进行正态性和方差齐性检验；使用 t 检验对数据进

行成对比较或单因素方差分析，然后使用 Fisher最
小显著差异法和新复极差法进行多组比较。统计学

显著性设置为 P < 0.05。所有分析均使用 SPSS 25.0。

 2   结果与分析

 2.1    不同浓度 ABA 和乙烯利对白桦丛生苗三萜类

化合物积累的影响

10 µmol/L ABA处理 24 h后，白桦丛生苗的总

三萜物质含量显著提升至 82.43 mg/g，比对照增加

46.29%；白桦脂醇和齐墩果酸的积累在 48 h达到峰

值（分别为 24.61和 33.13 mg/g），比对照分别提高

了 28.73% 和 22.78%。5 mmol/L乙烯利处理下，白

桦苗总三萜物质含量在 12 h达到 78.53 mg/g，比对

照提高了 39.07%；白桦脂醇含量在 24 h最高（26.54
mg/g），比对照提高了 54.04%；齐墩果酸在 48 h达最

高（35.84 mg/g），比对照提高了 27.02%。综合比较，

10 µmol/L ABA或 5 mmol/L乙烯利更有利于三萜

类化合物的积累（图 1）。
10 µmol/L ABA处理 24 h后总三萜含量比对照

提高了 31.07%。氟草酮处理的丛生苗在 1 ~ 72 h均
表现低于对照及其他处理，其中 24 h总三萜含量分

 

不同大写字母表示同一时间不同处理间差异显著（P < 0.05），不同小写字母表示同一处理不同时间段的差异显著（P < 0.05）。
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图 1    不同浓度 ABA和乙烯利诱导对白桦丛生苗三萜化合物合成的影响

Fig. 1    Effects of different concentrations of ABA and ethephon on triterpene synthesis in birch clump seedlings
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别比对照和 ABA处理降低了 24.46% 和 42.37%，说
明白桦丛生苗内源 ABA抑制后显著降低了总三萜

的合成，ABA生物合成抑制剂氟草酮显著抑制了白

桦三萜的积累，而外源 ABA处理则能够有效促进三

萜合成，并在一定程度上降低该抑制效应（图 2A）。
处理 48 h后，10 μmol/L ABA组白桦脂醇含量达到

31.46 mg/g，较对照提高 52.78%；相比之下，氟草酮

处理组较对照降低 31.63%（图 2B）。这一结果表明，

ABA在白桦三萜生物合成过程中发挥重要的正调

控作用。齐墩果酸含量在 ABA处理 48 h后最高，较

对照提高了 14.44%；ABA抑制剂氟草酮处理组较对

照降低了 15.46%。由此可见，当内源 ABA被抑制

时，白桦三萜类化合物的积累量较其他组显著降低，

而外源添加 ABA可在一定程度上缓解该抑制作用，

表明外源和内源 ABA同时参与白桦三萜类化合物

的合成。

5 mmol/L乙烯利处理 24 h后的总三萜含量较

对照提高幅度最大，达到 39.93%。乙烯利与硝酸钴

共同处理后总三萜含量均高于硝酸钴处理。乙烯利

处理 24 h后白桦脂醇含量，较对照提高了 45.32%；
硝酸钴处理组含量较对照降低了 22.02%。乙烯利处

理 48 h后齐墩果酸含量较对照提高 15.95%；硝酸钴

处理组含量较对照降低 14.80%（图 2B）。上述结果

表明，乙烯抑制剂的加入导致白桦三萜化合物的合

成被显著抑制；而外源乙烯利可部分弥补其对三萜

类化合物合成的抑制作用。

 2.2    ABA、乙烯利及其抑制剂对白桦丛生苗抗氧化

酶活性的影响

ABA和乙烯可诱导植物产生过氧化氢及超氧

阴离子，进而激活抗氧化酶活性（SOD、CAT、APX）
的变化，ROS可能作为第二信使激活合成途径 [29]。

抗氧化酶中，SOD负责催化超氧化物自由基转化为

过氧化氢和氧气；CAT催化过氧化氢分解为水和氧

气；APX催化过氧化氢还原为水，3种抗逆酶实现清

除活性氧及保护植物的能力。本实验结果显示，使

用外源 ABA和乙烯利对白桦丛生苗处理后抗氧化

酶活性变化显著，在 ABA处理组中，SOD和 PAL
活性在处理 24 h后达到最高水平，分别为对照的

128.40% 和 217.05%。（图 3A）。在乙烯利处理组中，

CAT活性整体低于对照，但 SOD和 APX活性在处

理 48 h后达最高峰，分别比对照提高了 51.58% 和

60.00%，显示超氧阴离子清除和 H2O2 消除呈协同响

应。PAL活性在处理 12  h后比对照提高了 20%
（图 3B）。上述结果说明，ABA 和乙烯利及其抑制剂

处理均可调控白桦丛生苗的抗氧化酶系统，其中

SOD、CAT 和 APX共同维持 ROS平衡。

 2.3    ABA 和乙烯利对白桦丛生苗三萜类化合物合

成及逆境响应基因表达水平的调控

 2.3.1    白桦丛生苗三萜类化合物合成基因的表达水

平变化

两种外源激素处理后各基因表达水平均受到了

不同程度的调控，其中在 ABA处理组中，各基因均
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图 2    ABA（A）、乙烯利（B）及其抑制剂对白桦丛生苗三萜类化合物合成的影响

Fig. 2    Effects of abscisic acid (A), ethephon(B), and their inhibitors on triterpene synthesis in birch clump seedlings
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较对照呈现出上调表达，以 HMGR 最为显著，其表

达水平在处理 6 ~ 24 h内持续上升，并于 24 h达到

峰值；FPP 与 BPY 在处理 1 ~ 24 h内均较对照维持

上调表达，其最高表达量显著高于对照；DS 在处理
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图 3    ABA（A）、乙烯利（B）及其抑制剂处理对白桦丛生苗抗氧化酶活性的影响

Fig. 3    Effects of abscisic acid (A), ethephon (B), and their inhibitors on antioxidant enzyme activities in birch clump seedlings
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1 ~ 12 h内表达上调，并于 6 h达到峰值，为对照组

的 3.02倍（图 4A），10 µmol/L ABA处理 24 h时，三
萜类化合物合成前体基因 HMGR 表达量达到峰值，

白桦丛生苗总三萜含量同样达到峰值；白桦脂醇与

齐墩果酸含量在处理 48 h时达到峰值。而 ABA合

成抑制剂氟草酮处理显著抑制了三萜类化合物的积

累，这明确了 ABA对三萜类化合物合成基因具有显

著的诱导效应，并在三萜类化合物合成中发挥重要

功能。

在乙烯利处理组中，HMGR 在处理后 12 ~ 72 h
内持续上调，于 48 h达到峰值；FPP、SS、BPX、BPY
在处理后出现不同程度上调，于 24 h到达峰值；SE
在处理 12 ~ 24 h内上调表达；DS 在处理 6 ~ 72 h内
上调表达，于 12 h达到峰值（图 4B）。可见对于三萜

类化合物合成通路中前体基因，如 HMGR、FPP、SE、
SS 等基因均在 12 ~ 24 h上调表达，同样乙烯利处

理 24 h时，总三萜、白桦脂醇、齐墩果酸含量也显著

增加。抑制剂硝酸钴的处理导致三萜类化合物含量

显著低于对照，表明阻断乙烯信号严重阻碍了三萜

类化合物合成途径的激活及产物积累。上述结果显

示，外源 ABA或乙烯利处理能够显著促进三萜类化

合物合成基因的表达，这可能是 ABA与乙烯利促进

三萜类化合物合成的主要因素。

 2.3.2    白桦丛生苗逆境响应基因的表达水平变化

与逆境响应相关的 BADH、CYP450、NADP-ME、

CP、Bax抑制因子（bax inhibitor，BI）和 ACC氧化酶

（1-aminocyclopropane-l-carboxylicacid oxidase，ACO）
基因的启动子序列上具有多种激素响应元件

（图 5A）。结果显示，在 ABA处理组中，NADP-ME、
CP 和 ACO 的表达水平在处理后 12 h较对照显著上

调；BADH 的表达水平则是在处理后 24 h显著上调。

在乙烯利处理组中，BADH、CYP450、Fe-SOD、NADP-
ME、CP、BI 及 ACO 均在处理 12 ~ 48 h内上调表达，

且均在 24 h时达到峰值（图 5B）。
 2.4    ABA 和乙烯利处理对响应 SA 与 JA 信号途径

关键基因的调控

SA信号通路中 SA受体 BpNPR1与下游转录因

子 BpTGA2、BpTGA5和 BpTGA7的表达水平均在

ABA与乙烯利处理后较对照显著上调。此外，SA信

号通路的负调控因子 BpNPR3与 BpNPR4的表达在

乙烯利处理后被显著下调。在响应 JA信号的关键

基因中，经 ABA与乙烯利处理后，核心转录因子

BpMYC2、抑制因子 BpJAZ1和 BpJAZ2以及参与白

桦三萜类化合物合成的重要转录因子 BpbHLH44
和 BpbHLH42的表达水平均较对照显著上调；同时

BpJAZ3/4的表达水平在乙烯利处理后较对照显著下

调（图 6）。表明，ABA和乙烯利可通过 MYC2、NPR1
等关键因子与 JA/SA信号通路作用，实现激活三萜

类化合物合成关键基因表达，从而促进白桦三萜化

合物的积累。
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图 4    ABA（A）和乙烯利（B）诱导下三萜类化合物合成途径基因相对表达量

Fig. 4    Relative expression levels of genes in the triterpenoid biosynthesis pathway induced by abscisic acid (A) and ethephon (B)
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 3   讨　　论

 3.1    ABA 和乙烯利处理对白桦三萜物质积累及关

键酶基因表达的影响

本研究发现使用 10 µmol/L ABA或 5 mmol/L乙

烯利处理白桦丛生苗能显著提高三萜类化合物的积

累，其中 ABA处理使总三萜、白桦脂醇和齐墩果酸

含量分别比对照提高 46.29%、28.73% 和 22.78%；乙
烯利则能够使三者分别比对照提高 39.07%、54.04%
和 27.02%。研究报道，三萜类化合物的生物合成主

要通过细胞质中的甲羟戊酸（mevalonate，MVA）途
径完成，该途径以乙酰辅酶 A为起始底物，并由限

速酶 HMGR 还原生成甲羟戊酸，随后在法尼基焦磷

酸合成酶 FPS作用下形成法尼基焦磷酸（Farnesyl
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Fig. 5    Relative expression levels of stress response genes in birch clump seedlings under different treatments
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diphosphate，FPP），随后经 SS和 SE转化为 2,3-氧化

角鲨烯，最终在不同氧化角鲨烯环化酶（oxidosqualene
cyclases, OSCs ）的催化下生成白桦脂醇、齐墩果烯

醇等三萜化合物骨架，并在 CYP450和糖基转移酶

的进一步修饰下形成具有生物活性的三萜类化合物，

在白桦组织中三萜类化合物主要含有角鲨烯、羽扇

醇、白桦脂醇、齐墩果酸、植物甾醇及桦叶烯二醇等

物质，而角鲨烯是所有三萜类化合物的共同前体，白

桦脂酸、齐墩果酸在不同 OSCs及相关 CYP450作
用下合成[30−31]。本研究中，ABA处理后三萜化合物

合成上游途径基因 HMGR 表达量均在 24 h时达到

峰值，总三萜含量在 24 h时积累较高，而白桦脂醇、

齐墩果酸含量则在 48 h时最高，即角鲨烯及羽扇醇、

β-香树脂醇需要 CYP450进一步氧化获得，可能是

两种物质延迟积累的原因。类似地，在乙烯利处理

实验中，24 h时 BPY 表达出现峰值，较对照显著提

高，这与齐墩果酸达到积累峰值相吻合。

激素在调节植物生长发育、提高抗性、诱导次级

代谢产物合成等方面发挥重要作用 [32]。研究表明，

外源 ABA 和乙烯处理能够显著影响植物生长状态，

并诱导萜类次生代谢途径相关基因的表达，从而促

进萜类化合物的积累，在灵芝（Ganoderma lucidum）
中，ABA 处理可促进三萜类物质积累，并显著提升

SS、HMGR 的表达，同样的，在常春藤（Hedera helix）
中 ABA 可激活三萜类次生代谢基因网络，并促进产

物积累[33−34]。而乙烯可以通过激活 EIN3/EIL 等信号

转录因子，上调 HMGR、SS、SE 及 OSCs等三萜化合

物合成关键基因的表达，从而促进三萜类化合物骨

架形成及其下游修饰反应，最终增强三萜类代谢产

物的积累 [35−36]。综上所述，外源 10 µmol/L ABA或

5 mmol/L乙烯利处理均能够显著提高白桦丛生苗三

萜生物合成关键基因的表达水平，促进总三萜、白桦

脂醇和齐墩果酸等物质的积累，表明 ABA和乙烯信

号途径在白桦三萜类化合物代谢调控过程中发挥重

要作用。

 3.2    ABA 和乙烯利处理对白桦丛生苗抗逆酶活性

及防御系统的调控作用

在环境胁迫下，植物会通过调节激素信号来启

动抗逆酶反应，这些酶不仅参与胁迫下的 ROS稳态，

而且在植物发育和次生代谢物生物合成中发挥着重

要作用，通过磷酸化级联反应和蛋白互作网络激活

特定的转录因子，识别并结合次生代谢途径关键基

因的顺式作用元件，系统性调控包括苯丙烷类、萜类

和生物碱等次生代谢物的生物合成，并在抵抗胁迫

过程中发挥重要作用[37−38]。有研究表明，干旱条件

可增强药用植物紫锥菊（Echinacea purpurea）SOD、

PAL活性和酚类物质合成[39]。

本研究中涉及的逆境响应基因是实验室前期

从 MeJA诱导的白桦消减文库获得[40]，主要涉及抗

氧化、结合活性、催化活性、信号转导活性、结构上

的分子活性、转录调控活性、翻译调控活性和运输

活性，其中 BADH 编码醛脱氢酶是催化甘氨酸甜菜

碱（glycine betaine，GB）生物合成中的第二步氧化

反应，而 GB帮助植物抵御非生物胁迫。研究表明，

将 BADH 导入水稻 （Oryza  sativa）、小麦 （Triticum
aestivum）、烟草（Nicotiana tabacum）、番茄（Solanum
lycopersicum）等植物中，可显著提高该植物中 GB含

量，并增强它们对盐、干旱和温度胁迫的耐受性[41]。

NADP-ME是苹果酸代谢的关键酶之一，催化苹果酸

氧化脱羧产生丙酮酸 CO2 和还原型辅酶 II（NADPH），
CYP450则是白桦三萜化合物合成途径中负责下游

萜类骨架修饰的关键酶，这类酶在结构上高度保守，

功能上却极具多样性，能够催化包括萜类、黄酮、生

物碱等多种次生代谢物的合成，并在植物激素代谢、

逆境适应中发挥核心作用[42−43]。

本研究结果显示，ABA与乙烯利均能调控上述

逆境响应基因的表达，其中 ABA处理后显著上调

了 NADP-ME 及 CP 的表达水平；而乙烯利处理后，

除上述基因外，还促进了 CYP450、ACO 及 BI 的表

达，使它们的表达水平在 24 h时达到峰值。上述结

果说明，外源 10 µmol/L ABA或 5 mmol/L乙烯利能

够激活抗氧化酶活性，诱导相关抗逆基因表达，为进

一步促进三萜产物积累提供重要基础。

 3.3    ABA 和乙烯利处理对 JA/SA 信号通路的调控

效应

植物面对多种外界环境刺激时，不同的激素信

号并不是单独发挥作用，而是存在复杂的串扰关系，

如低温胁迫会改变龙胆草（Gentiana cruciata）中萜类

化合物的分布和积累，其中通过 MVA合成的二萜

化合物薄胆素在叶片中特异性积累，同时伴随着生

长素、GA3、ABA和 SA等植物激素含量的变化，说

明当植物遭受低温胁迫时不同植物信号可以共同参

与 MVA通路调控萜类合成，从而帮助植物适应低

温胁迫[44−45]。本研究中，10 µmol/L ABA或 5 mmol/L
乙烯利处理后，SA、JA信号途径关键基因（BpNPRs、
BpTGAs、BpMYC2、BpJAZs 和 BpbHLHs 基因）表达

量呈显著变化。

在 SA信号通路中，NPR1作为 SA受体，是 SA
信号转导途径中的核心调控因子，通过与 TGA等转

录因子互作，在 SA介导的抗逆与次生代谢物合成

过程中发挥正向调控作用，而与其具有高度同源性

的 NPR3/4则发挥负向调控作用[46−47]。本研究中乙
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烯利处理抑制 SA通路负调控因子 BpNPR4表达水

平，而上调了 BpNPR1的表达，而 ABA处理后促进了

SA途径中 BpNPR1、BpTGA2、BpTGA5和 BpTGA7
的表达。在 JA信号通路中，MYC2是 JA信号途径

中的主要调控因子，通过调控下游基因的转录和表

达参与植物逆境防御、生长发育及次生代谢等进

程 [48−49]。研究表明，丹参（Salvia  miltiorrhiza）中的

JAZ家族基因在 JA诱导的丹参酮和丹参酚酸合成

中具有功能多样性，其中 SmJAZ1/2/5/6/9正向调控

丹参酮的合成，而 SmJAZ3/4则是负调控丹参酮和丹

参酚酸的合成[50]。本研究中 ABA诱导了核心转录

因子 BpMYC2的高表达，在白桦中 BpJAZ1、BpJAZ2

以及 BpbHLH44/42在 ABA处理下同步上调，表明

ABA可能通过增强 JA合成或直接作用于 MYC2，
激活下游三萜化合物合成基因。而以往研究显示，

乙烯信号因子 EIN3可以调控 NPR1的功能，此外，

EIN3与 JAZ蛋白存在物理互作，乙烯信号的改变会

影响 JAZ的稳定性和功能[51−52]。

综上，ABA和乙烯利通过MYC2、NPR1等关键

节点与 JA/SA通路产生交互作用，进而激活了三萜

化合物合成关键酶基因的表达，促进白桦三萜类化

合物积累。该研究进一步阐明了 ABA和乙烯利诱

导防御系统启动，并通过与 JA/SA信号通路互作共

同参与三萜类化合物合成（图 7）。

 4   结　　论

本研究以悬浮培养的白桦丛生苗为试材，通过

外源施加不同浓度的 ABA与乙烯利，筛选出可显著

促进白桦萜类物质积累的适宜浓度和添加时间：即

悬浮培养第 7天，加入 10 μmol/L ABA或 5mmol/L
乙烯利可有效提高三萜化合物含量，其中处理 24 h
后总三萜含量分别达 82.43和 78.53 mg/g。两种激

素处理可使 CAT、APX和 PAL活性增强，不同抗氧

化酶相互协调，并共同发挥保护细胞和促进次生产

物积累的作用。外源 ABA与乙烯利处理后防御基因

（CYP450与 CP），三萜化合物合成基因（HMGR、BPY
和 DS）显著上调表达。此外，ABA与乙烯利处理可

显著影响 SA与 JA信号途径中的重要基因表达水

平，包括 SA途径中 BpNPR1、BpTGA2、BpTGA5和
BpTGA7的表达，以及 JA途径中 BpMYC2、BpJAZ1、
BpJAZ2、BpbHLH44和 BpbHLH42的表达。上述结

果表明，ABA和乙烯利可通过激活防御酶体系，及

下游抗逆信号 JA及 SA途径关键通路基因表达，共

同参与白桦丛生苗中的三萜化合物的合成。本研究

为以植物组织为底盘进行天然产物的高效合成与生

产，提供了有效、方便、安全的诱导调控技术。
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