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模拟失重对钙调蛋白基因表达

与人参皂营合成的影响
`

胡 向阳 方建颖 蔡伟 明 “ 汤章城
中国科学院上海生命科学研究院植物生理 生态研究所

,

上海 2 0 0 0 3 2

摘要 在利用 回转器模拟失重的生物学效应试验 中对人参细 胞的钙调蛋 白 ( C aM )基 因表达与人

参皂普合成展开研究
.

结果显示 回转处理不仅在初始阶段可以诱 导 C a M 基因表达 的提高
,

而且 在

处理 人参细胞 的 18 h 之 内
,

C a M 基因表达还 呈现波动性变化
.

说明 了 C a “ 十

依赖信号转导系统在转

导重力变化刺激信号过程 中的复杂性
.

回转处理 还 可以诱导人参皂普 的合成与人 参皂普合成相 关

墓因笙烯合酶基因 ( Sq u a le n e S y n t h a s e g e n e , 5 9 : ) 与笙烯环 氧酶基 因 ( Sq u a l e n e 印 o x i d a s e g e n e , 、 q。 )

的表达
.

C a
+2 鳌合剂 E G T A

、

质膜钙通道抑制剂 L a CI : 与细 胞 内膜钙通道抑制剂钉红 ( r ut he in u m

er d
,

R R )都可 以抑制回转诱导的 c a M 基因
、 : qs 与 sq 。 的表达

,

以及提高人参皂普的合成
.

这种相

关性说明胞外 C a “ +

的内流与胞 内钙库的 C a Z +

向外流入胞质 中
,

对于 回转诱导人参细胞 内皂普含量

的升高都是必 须 的
,

C a M 可 能介导了 回转诱导人参皂普合成的模拟失重效应
.

C a M 拮抗剂氯丙傣

( e P z )与 N
一

( 6
一a m i n o h e x y l ) 5

一 c h lo r o 一

1
一 n a p h t h a le n e s u lfo n a m i d e ( w : ) 可以抑制回转诱导的人参皂普合

成
, 、 q , 与 : q。 的表达也显示 了 c aM 的介导作用

.

关键词 模拟失重 人参 皂昔 钙调蛋白

随着科学技术的发展
,

开发与利用地球外太 空

的时代 已经到来
.

太空与地面的显著差别之一就是

微重力环境
.

人类要实现从地球走向太空就必须认

识微重力环境对生物体 的影响 [’
,

“ ]
.

过去几 十年 的

研究表明
:

微重 力环境可以在个体
、

器 官
、

组织
、

细胞
、

亚细胞与基因等各级水平上影响生物体川
.

比如微重力环境可 以影响植物细胞的有丝分裂
、

胞

质分 裂
、

组 织 分 化
、

根 冠 再 生 等 l[, 3 ]
.

近 几 年

N A S A 的空间飞行实验显示
:

在微重力环境中
,

某

些植物木质素合成水平下降
,

并导致植物次生代谢

途径的走向发生变化
,

从而使一些有重要药用价值

的植物次生代谢物质合成水平提高 〔4 一 “ ]
.

这些结果

不仅增强了人们对太空植物生理过程的认识
,

也为

开发与利用太空资源提供了新的思路
.

为了克服空间搭载机会少的限制
,

各国科学家

还利用回转器
、

自落机
、

高空抛物线飞行器
、

落塔

等设备进行模拟失重效应的实验与开展微重力效应

的研究 3[, 4 :
.

C a M 与胞内 C a Z+ 在植物响应重力刺激过程 中

起到十分重要的作用仁
7〕

,

但是绝大多数工作都是在

细胞与亚细胞水平上进行的
,

目前 尚没有从基因水

平研究 C a “ 十

在参与植物响应微重力环境过程中的作

用的报告
.

人参是我国及东南亚地 区的一种传统药材
,

具

有驱病强身
,

抗肿瘤
,

抗衰老等功效 〔“ 一 ’ ” 〕 人参皂

昔作为一种次生代谢产物
,

是 人参中重要的活性成

分
.

提高人参皂昔的含量具有重要的商业价值
.

鳖

烯是合成人参皂昔的一种重要前体物质
,

鳖烯合酶

( S q u a l e n e S y n t h a s e )与 鳖烯 环氧酶 ( S q u a l e n e e p o x i
-

d a se )是鳖烯合成与鳖烯向皂 昔转 变过程 中的关键

酶 〔“】
.

我们在利用回转器处理人参愈伤组织细胞来

模拟失重生物学效应时发现人参皂昔的含量提 高
,

人参细胞中 C a M 基因的表达也被诱导
,

并且这种

表达呈现波动性变 化
.

本文将就此作一报告
,

并进
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一步论述在模拟失重效应试验 中质膜及细胞 内膜上

的钙通道与 C a M 在介导提高 人参皂 昔合成 中的作

用
.

1 材料与方法

1
.

1 人参细胞

人参 ( aP na x g i ns en g c
.

A
.

M ey e r )愈伤组织细

胞培养在 0
.

8 % 琼脂固化的 6 7
一

v 培养基上 〔̀ 0〕
,

在

培养基中附加 1
.

s m g / L Z
,

4
一

D
,

0
.

l m g / L 蔡乙酸
,

l m g / I
J

叫噪 乙酸
,

0
.

25 m g / L 激动素
.

在 25 ℃ 中

暗培养
.

每 30 d 转接一次
,

实验时取转接 3 d 后的

愈伤组织为材料
.

1
.

2 模拟失重效应与抑制剂处理

按 s i l v e :
的方法 [’ ` ]用 2 : / m i n 的 1 二 回转器 (上

海植物生理研 究所研制 )进行模拟 失重效应试验
.

将接种有人参细胞的三角瓶固定于 回转器的 回转圆

套中
,

回转 器 置 于 25 ℃ 温 室并在 黑 暗 条 件 下 回

转 【̀“ 〕
.

取 出回转处理过术同时间的人参细胞用液氮

迅速冷冻
,

进而分析总皂昔与提取 R N A
.

抑制剂处

理试验 中
,

将不同浓度的抑制剂用微孔滤膜过滤灭

菌以后
,

处理培养了 3 d 的人参愈伤组织
,

用 回转

器处理
,

在不同时间内取出进行分析
.

1
.

3 皂普含量的分析

将回转处理 不 同时间 的人参 愈伤组 织细 胞取

出
,

用无水乙醇充分研磨成匀浆状
,

再加入等体积

的正丁醇
,

充分振荡以后置于室温下过夜分层
,

取

上层正丁醇相
.

将下层乙醇相用正丁醇再重复萃取

两次以后
,

合 并正丁 醇相
.

将合并 的正 丁醇相 在

60 ℃ 下减压蒸干
,

再用 3 m L 左右 乙醇充分洗涤后

得到人参总皂昔
.

人参皂昔的测定按文献 「12 」方法

进行
.

用人参二醇作标准样品
.

1
.

4 R N A 提取与 N o r t h e r n
杂交

人参细胞总 R N A 的提取按文献「1 3] 方法进行
.

R N A 的逆 转录与 P C R 按 试剂 盒 ( m R N A S e le e t iv e

P C R K i t v e r l
.

1
,

T a k a r a
公司 )方法进行

.

: q : C D N A

的扩增 引物 为 5
’

一 A G G T T G A T G T G C C T G G A ( :一

3
’

和 5
’

一 C G G G C T T A C G 户口、 G G G T G T一 3
’ .

P C R

条件为 9 4 ℃ 5 m i n 变性 ; 9 4 ℃ 1 m i n
,

5 6 ℃ 5 0 、 ,

7 5 ℃ 一m i n
,

3 0 个循环 ; 7 5 ℃ 延伸 5 nr i n
.

: g 。 c D N A

的扩增 引物为 5
’

一G C C T T C T G T T A C T C T A T G C一

3
’

和 5
’

一 T T T A T T G T C T C CA C C T C C一 3
’ .

P C R 条

件为 9 4 ℃ s m i n 变 性 ; 9 4 ℃ l m i n
,

5 2 ℃ 5 0 5 ,

7 2 ℃ l m i n
,

3 0 个循环 ; 7 2 ℃ 延伸 s m i n
.

扩增 的

P C R 产 物 经 纯 化 后 按 D i g K i t ( R o e h e D i a g n o s t i e s

G m bH
,

eG
r m an y )推荐方法进行地高辛标记

.

30 雌

不同处理的人参悬浮细胞 的总 R N A 经变性电泳 以

后采用毛细管法转入到尼龙膜上
,

在预杂交液 ( 10

X D e n h a r d t 溶液
,

3 只 S S C
,

1 0 % 硫 酸葡聚糖
,

7 %

SD S
,

16 7 拼g / m L 鱿鱼精 D N A ) 中 5 6 ℃ 预杂交 Z h

后
,

加入标记的探针在 56 ℃进行杂交 24 一 36 h
.

杂

交条带 的检测按试剂 盒 ( R o e h e D i a g n o s t ie S G m b H
,

G e rm a n y )推荐方法进行
.

所用 C a M 探针与 18 5 ( S

是沉降系数的单位 ) r R N A 探针来源于拟 南芥种源

库 ( A B R C ; oC l u m b u s ,

O H
,

U S A )
.

2 结果

2
.

1 模拟失重对人参细胞 C a M 基因转录的影响

N or ht er n
杂交的结果表明

:

回转处理人参细胞

3 h 后就可以诱导 C a M 基因转录强度的提高
,

然后

C a M 基因的转录在 回转处理 6 h 与 g h 时叽显下降
,

在 12 h 时反弹
,

并且高于在 3 h 时的转录水平
.

总

之在回转处理 18 h 之 内
,

C a M 基因的转录水平呈现

波动性变化
,

在 3 h 时转录 出现第一个峰
,

在 12 h

时出现第二 个峰 (图 1 )
.

胞 外 C a Z +

的赘合剂 E G
-

T A
、

质膜钙通道抑制剂 aL cl 3
与胞内钙通道抑制剂

R R 都可以抑制 回转处理诱导 C a M 基 因转录水平的

提高
.

C a M 的拮抗剂 C P z 与 w
:
也可以抑制 回转处

理诱导 C aM 基因转录水平的提高 (图 2 )
.

时间 ( h )

Msa00Cl

图 l 回转处理诱导 c a
M 基因的波动性转录

2
.

2 模拟失重对人参细胞内皂普含量的影响

回转处理 人参细胞 10 d 以后
,

人参细胞内皂昔

含量 显著升高
,

E G T A
,

x
j a e l3

,

R R
,

c P z
,

w :
都

可以抑 制 回转 处理所诱导的 人参皂 昔含量 的升高

(图 3 )
.
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俨螂咫镌
18 5

狱翼骂翼臀
图 2 不同抑制剂与拮抗剂对回转 12 h 处理

诱导 c a
M 基因转录的影响

C
,

对照
; SG, 回转处理 ( E G T A 10

R R 10拜mo l / L ;

( E G T A 20 m m o l / L ; L a C 13 10 群 m o l / L

e P z 1 0拜mo l / I
一 : W: 1 0尸 m o l / L )

岁、(碑枷à公

图 3 回转
、

不同抑制剂与拮抗剂处理

10 d 对人参皂昔合成的影响

c K
,

对照 ; s G
,

回转处理
;
皂昔含量 以占人参细胞干重的% 计

( E G T A 1 0 mm o l/ L ; L a C 13 10 拜om l/ I ; R R 10 拜m o l / L ; C p Z 10

拜rn o l/ L ; W 7 1 0 拜om l / l )

2
.

3 不同抑制剂对人参细胞 内皂普合 成关键酶基

因转录的影响

回转处理可以诱导提高人参细胞内
: q : 与

、 q。 的

转录水平
.

图 4 显示了回转处理 24 h 后
, : q : 与

、
qe

转录水 平 的提 高
,

E G T A
,

I
一a 1C 3 ,

R R
,

c P z
,

w
7

处理可以抑制回转处理所诱导提高的
: q 、
与

、 q。 转录

水平
.

_

g二
C I乙

S G

W
7 EG I人 LaC 13

5g
R R

图 4 不同抑制剂与拮抗剂处理对回转 24 h

诱导 sq
:
与

、
qe 基因转录的影响

e
,

对照 ;

骆
,

回转处理 ( E G T A 10 m m o l / L ; L a e l 3 1 0 产m o l / I :

R R 10 拌m o l/ I ; C p Z 10 胖m o l/ L : W 7 10 拜m o l/ I )

3 讨论

重力植物生理学研究表 明
,

植物在感受和转导

外界重力变化刺激过程 中
,

胞内 C a “ +

起到十分重要

的作用
.

植物在感受外界重力变化信号以后
,

局部

细胞质 C a Z +

水平的提高可能会影响钙通道 和钙 泵
,

从而 影 响建立 横跨被刺 激 器官 的 C扩
+

的浓 度 梯

度 z[, 川
.

乌克兰 科学家在豌豆 ( iP su m as it vu m )与

三叶草 ( rT ifo l iu m er p en : )实验 中发现
,

失重 环境可

以导致根尖细胞中 C扩
+

的重新分布
,

根冠细胞的细

胞质中 C扩
+

水平也有所提高
,

而钙通道抑制剂可以

抑制 失重 引起 的这种 细胞 c a “ +

水平 的变化 z[, ` 5〕
.

C a M 通过结合 胞内 C a“ + ,

在植物 感受重力变 化刺

激过程中起着十分重要 的作用比
`“

,

`7 〕
.

我们的实验结果不仅显示了在模拟失重效应试

验中利用 回转处理 可以诱导人参细 胞内 C a M 基 因

的转录
,

而且这种转录的水平在 回转处理的 18 h 内

呈现一种波动性变化
.

钙通道抑制剂 可以抑制回转

处理引起 的 C a M 基 因表达 的提高
.

因此
,

C a M 基

因表达的波动性变化
,

可能也是和在回转 处理过程

中诱导人参细胞胞内 c a Z +

浓度波动性变化相关的
.

由于植物细胞要准确地感受并传递外界包括重力刺

激的各种信号
,

通过胞内 C a “ +

浓度的简单变化是不

够的
,

胞内 C a “ +

的浓度往往表现为一种振荡性或波

动性变化
,

这种变化还有严格的时间顺序
,

空 间间

隔与限制
,

同时这种变化往往与其他信号分子共同

作用
,

才能引起生物体对外界刺激的反应 〔̀ “ 〕
.

太空微重力环境可以抑制某些植物细胞木质素

的合成
,

提高一些有生物活性的植物次生代谢产物

的含量 3[, ’ “ 〕
.

因为在植物次生代谢途径 中
,

木质素

与很多有重要药用价值的代谢物在合成过程中都需

要共用相同的前体
.

在太空微重力环境中有些植物

的木质素合成受到抑制
,

会导致木质素合成前体物

质的积累
,

从而有利于某些其他有生物活性的次生

代谢物质的合成
,

促使其产量的提高 3[, “
,

7 〕
.

在我们

的模拟失重效应试验中
,

人参细胞内的皂昔 含量提

高
,

皂昔合成关键酶基因
、
q 、 与

、 q 。 的转录水平也被

诱导提高
.

这些结果也反映 出利用太空微重 力环境

改变植物次生代谢途径的方 向
,

提高有用次生代谢

产物含量的可能性
.

在模拟 失重效应试验中
,

钙道通抑制剂和 C a M

拮抗剂抑制
、 q : 与

: q 。 的转录
,

皂昔含量提高说 明
,

在回转处理诱导人参皂营合成过程中
,

C a M 可能起
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了介导作用 ;胞内 C a Z十

浓度的升高可能作为第二信

使促使诱导
: q、

与
、 e q的转录增 加

.

胞外 c a Z+

的内

流与胞内钙库的 C a Z+

向外流入胞质中
,

对于回转诱

导人参细胞内皂昔 的升高都是必须的
,

因为质膜钙

道通抑制剂与 内质 网膜等细胞 内膜钙通道抑制剂的

预处理都可以抑制 回转诱导人参细胞的皂昔含量的

升高
.

在我 们的实验 中
,

C a M 拮 抗剂还 可 以抑制

C a M 基因的转录水平
.

因此 C a M 拮抗剂 不仅可以

抑制 C a M 活性
,

而且还能抑制 C a M 基因的转录而

抑制 c a M 的合成
,

从而抑制模拟失重诱导的
: q : 与

sq 。
转录

,

以及人参皂昔的合成
.

然而
,

C a M 拮抗

剂抑制 C a M 基因转录的机制 还待进一步研究
.

钙

通道抑制剂和 c a M 拮 抗剂对 模拟失重诱 导
: 。、
与

sq 。
转录与人参皂昔合成的抑制作用不是完全的

,

暗

示可能还有其他信号分 子参与了模拟失重诱导
、哪

与 、酬 的转录与人参皂昔合成
,

已有报道 H Z o Z ,

乙

烯等小分子物质也参与了植物对失重与模拟失重的

响应过程 [ 18
,
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