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　 　 摘要:为探究甜叶菊叶片中甜菊糖苷积累与其合成途径上关键基因表达的关系ꎬ本研究分别检测了鑫丰 ３ 号苗期不同冠

层和 ３ 个不同品种甜叶菊(守田 ３ 号、江甜 ３ 号、谱星 １ 号)收获期混合叶片样品中多种糖苷的含量ꎬ同时定量检测对应样品中

甜菊糖苷合成关键基因的表达水平ꎮ 结果显示ꎬ总糖苷在鑫丰 ３ 号顶叶中最高ꎬ底叶中最低ꎬ而多数检测基因(６ / ８)表达水平

也在顶叶最高底叶中最低ꎻ单一糖苷甜菊苷在顶叶中积累最高ꎬ而其催化酶编码基因 ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 表达也在顶叶中最高ꎻ莱鲍

迪苷 Ａ 则在底叶中积累最多ꎬ其催化酶编码基因 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 表达水平也在底叶中表达最高ꎮ ３ 个品种相比ꎬ总糖苷和莱鲍迪

苷 Ａ 的积累在江甜 ３ 号中最高ꎬ谱星 １ 号中最低ꎻ甜菊苷的积累在守田 ３ 号中最高ꎬ江甜 ３ 号中最低ꎬ但基因表达水平与糖苷

积累趋势一致的类似结果并未在不同品种间出现ꎮ 由此可知ꎬ甜菊糖苷合成基因的表达水平可以影响总糖苷的积累ꎬ且在同

一甜叶菊品种中单一糖苷合成调控基因的表达水平可以反映其调控的单糖苷的积累量ꎮ
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甜叶菊( Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ (Ｂｅｒｔｏｎｉ) Ｂｅｒｔｏｎｉ) 是

一种发源于巴拉圭地区的多年生菊科灌木[１￣２]ꎬ其
绿色组织中可以合成并积累多种高甜度低热量的甜

味剂———甜菊糖苷[３￣４]ꎮ 自 ２００８ 年美国 ＦＤＡ 和

２０１１ 年欧盟陆续宣布和批准甜菊糖苷可作为食品

添加剂安全使用后ꎬ甜菊糖苷被广泛应用在医药和

食品饮料等行业中ꎬ世界各国对甜叶菊的需求量也

飞速增长[５]ꎮ 我国甜叶菊的种植开始于 １９ 世纪 ７０
年代ꎬ南京中山植物园从日本引入ꎬ目前中国是甜叶

菊出口量最大的国家ꎬ占据总出口量的 ８０％ [６￣７]ꎮ
甜叶菊原材料的大量出口有效地促进了我国甜叶菊

种植业的蓬勃发展ꎬ同时甜菊糖苷的合成、积累及相

关的调控基因逐渐成为农学和生物学研究的热点ꎮ
甜菊糖苷是一类四环二萜类物质的混合物ꎬ其

生物合成过程与赤霉素的生物合成途径共享多步酶

促反应[１ꎬ８]ꎮ 共享酶促反应过程获得两者的共同催

化底物￣贝壳杉烯酸ꎬ 首先异戊烯焦磷酸 ( ＩＰＰꎬ
ｉｓｏｐｅｎｔｅｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ ) 与甲基赤藓糖醇途径

(ＭＥＰꎬｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ)合成的二甲

烯丙基焦磷酸(ＤＭＡＰＰꎬｄｉｍｅｔｈｙｌａｌｌｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ)
在牦牛儿牦牛儿焦磷酸合酶(ＧＧＰＰＳꎬｇｅｒａｎｙｌｇｅｒａｎｙｌ
ｄｉｓｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ)作用下进行连续 ３ 次缩合反应生成

ＧＧＰＰꎬＧＧＰＰ 再经古巴焦磷酸合酶(ＣＤＰＳꎬｅｎｔ￣ｃｏｐａｌｙｌ
ｄｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ)催化生成环化焦磷酸ꎬ环化焦磷酸在

贝壳杉烯合酶(ＫＳꎬｋａｕｒｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ)催化下生成内

根￣贝壳杉烯ꎬ最终经贝壳杉烯酸合酶(ＫＯꎬｋａｕｒｅｎｅ
ｏｘｉｄａｓｅ)催化生成内根￣贝壳杉烯酸[９￣１０]ꎮ 贝壳杉烯

酸后的五步酶促反应则是甜菊糖苷生物合成所特

有ꎬ其中关键节点酶促反应由不同的内根￣贝壳杉烯

酸脱氢酶(ＫＡＨꎬｋａｕｒｅｎｅ ａｃｉｄ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)控制ꎬ在
１３ 位碳位置脱氢则生成不同甜菊糖苷的基本骨架甜

菊醇ꎬ若在 ７ 位碳位置脱氢则合成赤霉素[１１￣１２]ꎮ 甜菊

醇经过一系列糖基转移酶 ＵＧＴ８５Ｃ２[１３]、ＵＧＴ９１Ｄ[１４]

和 ＵＧＴ７４Ｇ１[１３] 的催化后生成甜菊苷ꎬ甜菊苷通过

ＵＧＴ７６Ｇ１ 的催化添加一个糖基生成莱鲍迪苷 Ａ[１４]ꎮ
甜菊醇在多种糖基转移酶催化下还可以合成多种痕

量存在的甜菊糖苷如甜茶苷、甜菊双糖苷等ꎮ 目前

已报道甜菊糖苷共有 ３０ 多种ꎬ其中叶片中含量相对

较高、口感较好的甜菊苷和莱鲍迪苷 Ａ 受到更多研

究者的关注ꎮ 甜菊糖苷主要在甜叶菊的绿色组织中

积累ꎬ叶片中含量要远高于茎秆ꎬ根系中仅存在微量

的甜菊糖苷ꎮ 甜菊糖苷的积累是个动态的、复杂的

过程ꎬ受多种外界因素的影响ꎬ比如生长环境的光

照、温度和水分供应等[１５￣１６]ꎮ 除了这些外在的易控

制的因素ꎬ甜菊糖苷含量在不同甜叶菊品种(基因

型)、不同生长时期及不同冠层叶片中也存在着显

著的差异[１７￣１８] ꎮ 目前研究已明确甜菊糖苷在甜叶

菊叶片中的积累在花芽形成和开花前达到最

高[１９] ꎻ开花后植株不同冠层叶片中糖苷含量存在

差异[２０] ꎻ不同品种的甜叶菊叶片中其总量和组成

差异显著且会随着植株生长时期和生长条件的改

变而改变[２１] ꎮ
目前甜菊糖苷积累的研究主要是在生理层面探

究如何在单位干物质内积累更多的甜菊糖苷ꎬ但积

累差异出现的分子机理研究鲜有报道ꎮ 已有报道中

关于甜菊糖苷生物合成积累调控的分子机制主要围

绕参与催化反应的酶的编码基因ꎮ 目前成功克隆并

验证其催化功能的基因有与赤霉素共享途径的

ＳｒＧＧＰＰＳ、ＳｒＣＤＰＳ、ＳｒＫＳ 和 ＳｒＫＯ[２２￣２３]ꎬ甜菊糖苷合

成特有基因 ＳｒＫＡ１３Ｈ、 ＳｒＵＧＴ８５Ｃ２、 ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 和

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ꎻ其中编码催化甜菊苷和莱鲍迪苷 Ａ 生

物合 成 酶 的 ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 和 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 研 究 较

多[２２ꎬ２４￣２６]ꎮ 虽然已有研究报道发现甜菊糖苷在品种

及冠层叶片中积累存在差异ꎬ但详尽系统的实验数

据并未提供ꎬ且积累差异的基因调控更鲜见报

道[２７￣２８]ꎮ 因此本研究对苗期鑫丰 ３ 号不同冠层和

收获期 ３ 个不同甜叶菊品种(守田 ３ 号、江甜 ３ 号、
谱星 １ 号)叶片中的甜菊糖苷积累水平进行检测ꎬ
并检测对应样品中甜菊糖苷生物合成途径上相关基

因的表达水平ꎬ试图寻找甜菊糖苷的积累与相关基

因表达规律ꎬ为后续甜菊糖苷积累和分子调控机制

的研究提供一些参考ꎬ为甜叶菊优质种质资源的分

子水平筛选提供候选基因ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

鑫丰 ３ 号种子于江苏中大种业公司购置ꎬ守田

３ 号、江甜 ３ 号和谱星 １ 号甜叶菊幼苗为本实验室

留存植株扦插扩繁获得ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 甜叶菊的培养　 不同冠层叶片比较实验采

用鑫丰 ３ 号甜叶菊种子ꎬ先用 ３０％ 次氯酸钠消毒

３０ ｍｉｎꎬ再清水洗 ４ ~ ５ 遍后ꎬ播种于 １２１ ℃灭菌的

蛭石与有机质(１∶ １ 比例混合均匀)混合基质营养钵

中ꎬ光照培养箱发芽培养(光照 /黑暗:１６ ｈ / ８ ｈꎬ温
度为 ２８ ℃)１ 周左右单株移植新盆钵ꎮ 单株培养植

株共 １２ 对叶片时ꎬ按照从上到下每 ４ 对叶片分组为

顶叶、中叶和底叶(图 １)ꎬ分别进行基因表达检测和
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糖苷测定ꎮ 不同甜叶菊品种比较实验选择株高约为

６ ~ ８ ｃｍ、４ ~ ６ 对叶片长势一致的守田 ３ 号、江甜 ３
号和谱星 １ 号的扦插苗种植于江苏省农科院实验基

地ꎬ在始花期采集其叶片混合样品提取 ＲＮＡ 检测基

因表达ꎬ叶片烘干后进行甜菊糖苷测定ꎮ

１ ~１２ 分别代表甜叶菊完全展开的 １２ 对叶片ꎻ顶叶(１ ~４)代表

第 １ 对到第 ４ 对叶片混合后为样品顶叶ꎻ中叶(５ ~ ８)代表第 ５ 对

叶片到第 ８ 对叶片混合后为样品中叶ꎻ底叶(９ ~ １２)代表第 ９ 对

叶片到第 １２ 对叶片混合后为样品底叶

１￣１２ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｗｅｌｖｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｆｕｌｌｙ ｓｐｒｅａｄ ｌｅａｖｅｓꎬｔｈｅ
ｔｏｐ ｌｅａｖｅ(１￣４)ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｏ ｆｏｕｒｔｈ
ｐａｉｒｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ ｔｏｐꎬｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ｌｅａｖｅｓ(５￣８)ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ
ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｔｏ ｅｉｇｈｔｈ ｌｅａｖｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｌａｎｔ

ｔｏｐꎬｔｈｅ ｄｏｗｎ ｌｅａｖｅ(９￣１２)ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅ
ｓａｍｐｌｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｉｎｔｈ ｔｏ ｔｗｅｌｆｔｈ ｌｅａｖｅｓ

图 １　 样品采集示意图

Ｆｉｇ １　 Ｓｋｅｔｃｈ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

１ ２ ２　 甜菊糖苷的提取和测定　 将烘干的甜叶菊

叶片用粉样机粉碎后过筛ꎬ除去粗纤维得到甜菊粉

末ꎮ 称取 ０ ５ｇ 甜菊粉末置于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加入

２５ ｍＬ ８０％乙醇摇匀后 ８０ ℃水浴超声处理 ３０ ｍｉｎꎬ
然后补齐到 ２５ ｍＬ 过滤至新离心管中保存ꎮ 过滤后

的残渣中加入 ２５ ｍＬ ８０％乙醇重复上述操作ꎬ最后

将粗提取样品定容到 ５０ ｍＬꎮ 取 ２ ｍＬ 甜菊糖苷粗

体液放置于 ５０ ℃恒温箱内ꎬ待溶剂完全挥干后加入

１ ｍＬ 超纯水ꎬ５０ ℃重新溶解ꎮ 待充分溶解后加入

１ ｍＬ 异戊醇ꎬ上下颠倒混匀后静置萃取(或 ４０００ ｒ / ｍｉｎ
离心)后吸上清ꎬ过 ０ ２２ μｍ 有机相滤膜备用ꎮ 测

定仪器采用安捷伦 １２００ 高效液相色谱仪ꎬ色谱柱选

择安捷伦公司的氨基柱(２５０ ｍｍ × ４ ６ ｍｍꎬ粒径

５ μｍ)ꎬ流动相为乙腈￣水(比例为 ７５ ∶ ２５)ꎬ流速为

１ ｍＬ / ｍｉｎꎬ进样量为 ２０ μＬꎬ柱温为 ３０ ℃ꎬ紫外检测

器ꎬ检测光波长为 ２１０ ｎｍꎮ
１ ２ ３ 　 甜叶菊叶片 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的获

得　 将采集的新鲜甜叶菊叶片样品放入液氮中冷冻

后用灭菌的研钵研磨成粉ꎬ用 ＯＭＥＧＡ 公司针对多

糖多酚的植物样 ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎮ
ｍＲＮＡ 反转录获得 ｃＤＮＡ 严格按照 ＴＡＫＡＲＡ 公司

定量 ＰＣＲ 反转录试剂盒的操作步骤进行ꎮ
１ ２ ４　 定量 ＰＣＲ 引物设计验证及基因表达检

测　 使用 ＡＢＩ 公司定量 ＰＣＲ 仪器配套的定量引物

设计软件 ＡＢＩ Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ 为甜菊糖苷生物合成

途径上特有的 ＳｒＫＡ１３Ｈ、ＳｒＵＧＴ８５Ｃ２、ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 及

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ ４ 个基因均设计 ２ 对引物ꎬ经过 ＰＣＲ 获

得基因的定量片段ꎬ酶连到克隆载体 ｐＭＤ￣１９￣Ｔꎬ共
转化入大肠杆菌感受态ꎬ至少选 ３ 个单克隆分别摇

菌测序ꎬＤＮＡＭＡＮ 比对后选择完全正确的引物和部

分已报道的引物 (表 １) 用于定量检测基因的表

达[２６]ꎬ基因的相对定量表达检测采用 ＡＢＩ７５００ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪检测ꎮ

表 １　 定量检测基因表达使用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｗｏｒｋ

基因

Ｇｅｎｅ
参与编码的酶

Ｅｎｃｏｄｅｄ ｅｎｚｙｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
来源

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

２６ Ｓ ｒＲＮＡ 内参基因 Ｆ:ＴＣＧＡＡＧＧＡＴＣＡＡＡＡＡＧＣＡＡＣＧＴ [２６]

Ｒ:ＡＣＣＡＣＡＧＧＧＡＴＡＡＣＴＧＧＣＴＴＧＴ

ＳｒＧＧＰＰＳ 牻牛儿基牻牛儿基焦磷酸合成酶 Ｆ:ＣＧＧＡＡＡＡＡＣＡＣＣＡＡＴＣＡＡＡＣＣＣＡ [２６]

Ｒ:ＡＧＧＣＧＴＣＣＡＧＡＧＣＴＴＣＡＴＴＣ

ＳｒＣＤＰＳ 焦磷酸合酶 Ｆ:ＴＴＧＴＧＴＣＣＡＡＡＴＧＧＴＣＣＴＴＣＡＣ [２６]

Ｒ:ＣＧＧＡＡＡＡＡＣＡＣＣＡＡＴＣＡＡＡＣＣＣＡ

ＳｒＫＳ 贝壳杉烯合酶 Ｆ:ＡＣＣＡＡＡＧＡＡＣＧＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＣＴ [２６]

Ｒ:ＡＣＴＣＡＧＧＧＡＡＡＣＡＡＧＧＣＧＡＴ

９４７
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表 １(续)

基因

Ｇｅｎｅ
参与编码的酶

Ｅｎｃｏｄｅｄ ｅｎｚｙｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
来源

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

ＳｒＫＯ 贝壳杉烯氧化酶 Ｆ:ＡＧＣＴＡＴＧＡＧＡＣＡＡＧＣＡＴＴＧＧＧＡ [２６]

Ｒ:ＣＡＣＣＣＡＴＣＡＴＣＧＧＧＴＣＡＡＣＡ

ＳｒＫＡ１３Ｈ 内根￣贝壳杉烯酸脱氢酶 Ｆ:ＡＣＣＣＡＴＣＧＣＧＧＴＴＴＧＡＡＧ 本实验室新设计引物

Ｒ:ＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＴＧＧＡＡＣＡＴＡＴＧＴ

ＳｒＵＧＴ８５Ｃ２ 糖基转移酶￣８５Ｃ２ Ｆ:ＧＡＣＴＣＣＡＧＡＴＡＡＣＣＴＴＣＧＴＣＡＡＣＡ 本实验室新设计引物

Ｒ:ＧＧＣＣＣＧＡＴＧＡＴＴＣＡＡＧＡＡＡＣ

ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 糖基转移酶￣７４Ｇ１ Ｆ:ＡＧＴＣＴＴＧＧＡＧＴＣＣＣＣＧＴＴＧＴＴ 本实验室新设计引物

Ｒ:ＴＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＡＴＴＴＧＴＡＧＴＴＴＧＡ

ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 糖基转移酶￣７６Ｇ１ Ｆ:ＣＣＴＣＧＡＣＡＡＣＧＡＣＣＣＡＣＡＡ 本实验室新设计引物

Ｒ:ＧＣＧＧＡＣＣＡＴＧＡＧＴＣＧＧＴＡＧＡ

２　 结果与分析

２ １　 甜菊糖苷在甜叶菊叶片中的积累

２ １ １　 甜菊糖苷在鑫丰 ３ 号不同冠层甜叶菊叶

片中的积累 　 分别采集苗期甜叶菊上部、中部和

底部的叶片进行甜菊糖苷的测定ꎬ结果表明越接

近植株顶部的、更具生长活性的叶片中的总糖苷

含量越高(７ ７３％ )ꎬ中部叶片中总糖苷含量约为

５ １６％ ꎬ接近底部叶片中总糖苷含量最低约为

４ ９９％ ꎻ甜菊苷和莱鲍迪苷 Ａ 的含量变化趋势与

总糖苷含量一致(表 ２) ꎮ 不同冠层叶片中莱鲍

迪苷 Ａ 含量均高于甜菊苷ꎬ越靠近顶端的叶片中

莱鲍迪苷 Ａ 和甜菊苷的含量越接近(顶叶 ＲＡ / ＳＳ
为 １ ０１) ꎬ底叶中莱鲍迪苷 Ａ 与甜菊苷的含量的

比值最高约为 １ ２５ꎮ 其他糖苷含量在越接近底

部的叶片中含量越高ꎬ顶叶、中叶和底叶中其他

糖苷的含量分别为 ２６ ２６％ 、３６ ０５％ 和 ４０ ０８％
(表 ２) ꎮ
２ １ ２　 甜菊糖苷在不同品种甜叶菊叶片中的积累

　 甜菊糖苷含量和种类是衡量和选育甜叶菊优良

品种的关键依据ꎬ本试验选择了源于日本的守田 ３
号、江苏培育品种江甜 ３ 号和江西培育品种谱星 １
号为代表材料ꎬ研究了甜菊糖苷在不同品种甜叶

菊叶片中的积累差异ꎮ 结果表明江甜 ３ 号总糖苷

和莱鲍迪苷 Ａ 含量均高于其他 ２ 个品种ꎬ分别为

１０ １７％和 ５ ４７％ ꎻ守田 ３ 号居中ꎬ总糖苷含量达

到 ９ ８２％ ꎬ但莱鲍迪苷 Ａ 含量较低ꎬ仅有 ２ ８０％ ꎻ
谱星 １ 号总糖苷含量和莱鲍迪苷 Ａ 含量均最低ꎬ
含量分别为 ８ ４４％ 和 ２ ６８％ ꎮ 虽然谱星 １ 号的

总糖苷和莱鲍迪苷 Ａ 含量在 ３ 个品种中均最低ꎬ
但莱鲍迪苷 Ａ 占总糖苷比率(３１ ７５％ ) 要高于

守田 ３ 号(２８ ５１％ )ꎬ江甜 ３ 号中莱鲍迪苷 Ａ 占

总糖苷比率最高约为 ５３ ７９％ ꎬ除去甜菊苷和莱鲍

迪苷 Ａ 最主要的 ２ 种甜菊糖苷外ꎬ其他甜菊糖苷

的含量江甜 ３ 号中最低仅为 ５ ８０％ ꎬ守田 ３ 号和

谱星 １ 号中含量接近ꎬ分别为 １１ ５１％ 和 １０ ５５％
(表 ３)ꎮ

表 ２　 鑫丰 ３ 号不同冠层甜叶菊叶片中甜菊糖苷含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｘｉｎ￣
ｆｅｎｇ ３ ｓｔｅｖｉａ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｎｏｐｉｅｓ

糖苷含量

ＳＧｓ ｃｏｎｔｅｎｔ
顶叶

Ｔｏｐ ｌｅａｖｅｓ
中叶

Ｍｉｄｄｌｅ ｌｅａｖｅｓ
底叶

Ｄｏｗｎ ｌｅａｖｅｓ

总糖苷(％ )ＳＧｓ ７ ７３ ±
０ ３１６ａ

５ １６ ±
０ １１２ｂ

４ ９９ ±
０ ０３８ｃ

甜菊苷(％ )ＳＳ ２ ８３ ±
０ ０５３ａ

１ ５９ ±
０ ０４８ｂ

１ ３３ ±
０ ０１８ｃ

莱鲍迪苷 Ａ(％)ＲＡ ２ ８７ ±
０ １９７ａ

１ ７１ ±
０ ０３９ｂ

１ ６６ ±
０ ０１１ｃ

其他糖苷(％ )
Ｏｔｈｅｒ ＳＧｓ

２６ ２６ ±
１ ０１１ｃ

３６ ０５ ±
１ ３７６ｂ

４０ ０８ ±
１ ９２８ａ

ＲＡ / ＳＳ １ ０１ ±
０ ０１０ｃ

１ ０８ ±
０ ００９ｂ

１ ２５ ±
０ ０１２ａ

同一行不同小写字母表示平均值在 ０ ０５ 水平上差异显著ꎬ下同

ＳＧｓ :Ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓꎬＳＳ :ＳｔｅｖｉｏｓｉｄｅｓꎬＲＡ :Ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ ＡꎬＶａｌｕｅｓ

ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ａ ｒｏｗ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｍｏｎｇ ｃａｎｏｐｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ

０ ０５ ｌｅｖｅｌꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

０５７
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表 ３　 不同品种甜叶菊叶片中甜菊糖苷的含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｔｅｖｉａ
ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

糖苷含量

ＳＧｓ ｃｏｎｔｅｎｔ
守田 ３ 号

Ｓｈｏｕｔｉａｎ ３
江甜 ３ 号

Ｊｉａｎｇｔｉａｎ ３
谱星 １ 号

Ｐｕｘｉｎｇ １

总糖苷(％ )ＳＧｓ ９ ８２ ±
０ ２３６ａ

１０ １７ ±
０ ４５１ａ

８ ４４ ±
０ ４３８ｃ

甜菊苷(％ )ＳＳ ５ ８９ ±
０ ０１７ａ

４ １１ ±
０ ０４０ｃ

４ ８７ ±
０ １０２ｂ

莱鲍迪苷 Ａ(％)ＲＡ ２ ８０ ±
０ ００９ｂ

５ ４７ ±
０ ０６７ａ

２ ６８ ±
０ ０６０ｂ

其他糖苷(％ )
Ｏｔｈｅｒ ＳＧｓ

１１ ５１ ±
１ ９３４ａ

５ ８０ ±
１ ２１８ｂ

１０ ５５ ±
１ ０６７ａ

ＲＡ / ＳＧｓ ２８ ５１ ±
１ ７６９ｂ

５３ ７９ ±
２ ２９８ａ

３１ ７５ ±
２ ０７９ｂ

２ ２　 甜叶菊叶片中甜菊糖苷合成途径上基因的

表达

２ ２ １　 鑫丰 ３ 号不同冠层甜叶菊叶片中甜菊糖苷

合成途径上基因的表达　 通过检测同一植株不同发

育时期的叶片中的甜菊糖苷生物合成相关基因表

达ꎬ结果显示与赤霉素合成途径共享的 ４ 个基因中ꎬ
ＳｒＧＧＰＰＳ、ＳｒＫＳ 和 ＳｒＫＯ 在不同发育时期叶片中的表

达趋势一致ꎬ均为顶叶 > 中叶 > 底叶ꎻＳｒＣＤＰＳ 在中

叶中的表达最高ꎬ在顶叶中的表达依旧高于底叶

(图 ２)ꎮ 甜菊糖苷合成途径特有的 ４ 个基因达检

测结果显示ꎬ关键节点酶基因 ＳｒＫＡ１３Ｈ 在中叶中

表达 最 高ꎬ 顶 叶 中 的 表 达 最 低ꎻ ＳｒＵＧＴ８５Ｃ２、
ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 和 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 趋势一致ꎬ均在顶叶中

的表达最高ꎬ底叶中的表达最低且差异显著(图 ３)ꎮ

图 ２　 甜菊糖苷与赤霉素生物合成途径上的共享

基因在鑫丰 ３ 号不同冠层叶片中的表达

Ｆｉｇ ２　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＧｓ ａｎｄ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｎｏｐｉｅｓ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｘｉｎｆｅｎｇ ３

图 ３　 甜菊糖苷生物合成途径特有酶编码基因在

鑫丰 ３ 号不同冠层叶片中的表达

Ｆｉｇ ３　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＧｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｎｏｐｉｅｓ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｘｉｎｆｅｎｇ ３

２ ２ ２　 不同品种甜叶菊叶片中甜菊糖苷合成途径上

基因的表达　 甜菊糖苷的合成积累受其生物途径上

相应催化酶编码基因的调控ꎬ检测这些基因在不同甜

叶菊品种中的表达ꎬ结果显示在不同品种的甜叶菊中

合成途径上游与赤霉素合成途径共享的 ４ 个基因中

ＳｒＧＧＰＰＳ、ＳｒＣＤＰＳ 和 ＳｒＫＯ 均在谱星 １ 号叶片中表达

最低ꎬ仅 ＳｒＫＳ 表达在谱星 １ 号中表达最高ꎻＳｒＧＧＰＰＳ、
ＳｒＣＤＰＳ 和 ＳｒＫＳ 在守田 ３ 号和江甜 ３ 号中表达无显

著差异ꎬ仅 ＳｒＫＯ 在守田 ３ 号中表达显著高于江甜 ３
号(图 ４)ꎮ 甜菊糖苷合成所特有的 ４ 个基因表达结

果显示ꎬ关键节点基因 ＳｒＫＡ１３Ｈ 的表达在江甜 ３ 号中

表达最高ꎬ在谱星 １ 号中表达最低ꎻＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 在谱

星 １ 号中表达最高ꎬ在守田 ３ 号中表达最低ꎬ
ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 在不同甜叶菊品种中的表达趋势与

ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 相反ꎻＳｒＵＧＴ８５Ｃ２ 的表达在守田 ３ 号中表

达最高ꎬ在其他 ２ 个品种中表达无显著差异(图 ５)ꎮ

图 ４　 甜菊糖苷与赤霉素生物合成途径上的共享

基因在不同品种甜叶菊叶片中的表达

Ｆｉｇ ４　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＧｓ ａｎｄ ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｅｖｉａ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
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图 ５　 甜菊糖苷生物合成途径特有酶编码基因

在不同品种甜叶菊叶片中的表达

Ｆｉｇ ５　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＧｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ
ｓｔｅｖｉａ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

３　 讨论

３ １　 甜菊糖苷的积累

早在 １９ 世纪 ７０ 年代就有关于甜菊糖苷在不同

冠层和不同品种甜叶菊叶片中的积累的报道ꎬ研究

结果显示甜菊糖苷在叶片中的积累是一个动态的过

程ꎬ随着叶片的生长发育甜菊糖苷含量和种类也同

时发生着改变ꎮ 在苗期甜叶菊植株的不同冠层叶片

中甜菊糖苷在越靠近顶端的具有较高生长活性的新

叶中积累越高ꎬ越靠近底部的叶片含量逐渐降

低[２７]ꎬ这一结论在本研究鑫丰 ３ 号品种中也成立

(表 ２)ꎬ因此可知ꎬ甜菊糖苷在不同冠层叶片中的积

累趋势在不同品种间的一致ꎮ 本研究还进一步发现

越接近底部的叶片中莱鲍迪苷 Ａ 和其他糖苷在总

糖苷所占比率越高ꎬ这说明在叶片生长初期主要合

成甜菊苷ꎬ后在不同糖基转移酶作用下转化为莱鲍

迪苷 Ａ 及其他多种甜菊糖苷ꎮ 因此ꎬ相较于传统的

始花期所有叶片混合收获的方法ꎬ根据实际生产所

提取目的糖苷的种类和含量分冠层采摘收集甜叶菊

叶片或许可以有效提高提取效率ꎬ节约提取成本ꎮ
不同品种甜叶菊叶片中甜菊糖苷的积累差异也已有

少量报道[２８]ꎬ守田 ３ 号和江甜 ３ 号甜叶菊叶片中总

糖苷的含量在花芽形成和始花期差异不显著ꎻ谱星

１ 号在开花后糖苷含量迅速降低且低于江甜 ３
号[２９]ꎬ这一结论在本研究中得以验证(表 ２)ꎮ 同时

本研究还发现江甜 ３ 号总糖苷含量虽然与守田 ３ 号

相当ꎬ但其 ＲＡ 含量超过总糖苷 ５０％ ꎬ而守田 ３ 号

ＲＡ 含量仅占总糖苷的 ２８ ５１％ ꎬ这说明江甜 ３ 号为

高效提取莱鲍迪苷 Ａ 的优质品种ꎮ 因此ꎬ根据目的

糖苷种类选择培育甜糖苷积累优势品种和将甜叶菊

叶片分冠层收获是高效获得单一甜菊糖苷的有效

方法ꎮ
３ ２　 甜菊糖苷积累的基因调控

无论是不同冠层还是不同品种甜叶菊叶片中甜

菊糖苷积累差异的主要原因都与甜菊糖苷生物合成

途径上的催化酶的编码基因的表达水平密切相

关[３０￣３１]ꎮ 在同一基因型甜叶菊的不同冠层叶片中ꎬ
检测的 ８ 个基因中有 ６ 个基因与总糖苷在不同冠层

积累趋势一致ꎮ 已有研究报道甜菊苷和莱鲍迪苷 Ａ
的合成分别受 ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 和 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 的调控ꎬ在
异源体系中表达这 ２ 个基因可以成功获得其编码酶

催化合成的底物[２５ꎬ３２]ꎻ不同冠层叶片中这 ２ 个基因

的表达水平均与对应调控糖苷的积累水平相吻合ꎮ
因此ꎬ可以通过检测甜叶菊中这 ２ 个基因的表达水

平来判断甜叶菊中甜菊苷和莱鲍迪苷 Ａ 的积累情

况ꎮ 不同品种甜叶菊叶片中检测的 ８ 个基因中的 ６
个基因在谱星 １ 号中表达最低ꎬ守田 ３ 号和江甜 ３
号在合成途径最上游的 ３ 个基因表达无显著差异ꎬ
后续基因中表达水平虽有显著差异ꎬ但具表达优势

的基因个数相当ꎻ这或许是守田 ３ 号和江甜 ３ 号总

糖苷含量无显著差异ꎬ谱星 １ 号总糖苷含量最低的

原因ꎮ ＳｒＵＧＴ７４Ｇ１ 和 ＳｒＵＧＴ７６Ｇ１ 的表达水平与其

对应的调控的下游产物含量变化趋势在不同品种间

也并不吻合ꎬ这或许是不同基因型甜叶菊中相同功

能基因的核酸序列差异和基因数目多少所导致[３３]ꎮ
因此可知ꎬ甜菊糖苷生物合成途径上关键基因的表

达水平可以显著影响其总糖苷的积累ꎬ单一糖苷催

化酶编码基因表达水平对应糖苷积累水平的指示作

用仅限于相同基因型甜叶菊ꎬ在不同遗传背景的甜

叶菊品种中并不成立ꎮ

参考文献
[１] 　 Ｃｅｕｎｅｎ ＳꎬＧｅｕｎｓ Ｊ Ｍ Ｃ Ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ:ｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｊ Ｎａｔ Ｐｒｏｄꎬ ２０１３ꎬ ７６ ( ６ ):
１２０１￣１２２８

[２] 　 Ｍｉｔｒａ ＡꎬＰａｌ Ａ Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ(Ｂｅｒｔ)
ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｏｄａｌ ｅｘｐｌａｎｔ[Ｊ] . Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｔꎬ２００７ꎬ１６(１):
５９￣６２

[３] 　 Ｇｅｕｎｓ Ｊ Ｍ Ｃ Ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ [ Ｊ] . Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００３ꎬ６４ ( ５ ):
９１３￣９２１

[４] 　 Ｕｒｂａｎ Ｊ ＤꎬＣａｒａｋｏｓｔａｓ Ｍ ＣꎬＢｒｕｓｉｃｋ Ｄ Ｊ Ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｓａｆｅｔｙ:
Ｉｓ ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｄａｔａｂａｓｅｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ? [Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ
２０１３ꎬ５１:３８６￣３９０

[５] 　 Ｂａｒｂｅｔ￣Ｍａｓｓｉｎ ＣꎬＧｉｕｌｉａｎｏ ＳꎬＡｌｌｅｔｔｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｗａｒｄｓ ａ ｓｅｍｉ￣
ｐｅｒｅｎｎｉａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ( Ｂｅｒｔｏｎｉ) Ｂｅｒｔｏｎｉ ｕｎｄｅｒ
ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｃｌｉｍａｔｅ:ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅꎬｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ａｇｅ
ｏｎ ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｇｅｎｅｔ Ｒｅｓｏｕｒ
Ｃｒｏｐ Ｅｖｏｌꎬ２０１６ꎬ６３(４):６８５￣６９４

２５７



　 ４ 期 朱静雯等:甜菊糖苷积累与其生物合成基因表达的关系

[６] 　 段远霞ꎬ徐岚ꎬ刘永刚ꎬ等. 甜菊糖苷的功能及应用[ Ｊ] . 山东
化工ꎬ２０１６ꎬ４５(１３):６９￣７０

[７] 　 郭雪霞ꎬ赵仁邦. 甜菊糖苷的保健功能及其在食品中的应用
[Ｊ] . 中国食物与营养ꎬ２０１２ꎬ１８(１):３２￣３５

[８] 　 Ｗａｎｋｅ ＭꎬＳｋｏｒｕｐｉｎｓｋａ￣Ｔｕｄｅｋ ＫꎬＳｗｉｅｚｅｗｓｋａ Ｅ. Ｉｓｏｐｒｅｎｏｉｄ ｂｉｏ￣
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｖｉａ １￣ｄｅｏｘｙ￣Ｄ￣ｘｙｌｕｌｏｓｅ ５￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ / ２￣Ｃ￣ｍｅｔｈｙｌ￣Ｄ￣
ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ(ＤＯＸＰ / ＭＥＰ)ｐａｔｈｗａｙ[ Ｊ] . ＡＣＴＡ Ｂｉｏｃｈｉ￣
ｍｉ Ｐｏｌꎬ２００１ꎬ４８(３):６６３￣６７２

[９] 　 Ｔｏｔｔé ＮꎬＣｈａｒｏｎ ＬꎬＲｏｈｍｅｒ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｔｅｒｐｅ￣
ｎｏｉｄ ｓｔｅｖｉｏｌꎬ ａｎ ｅｎｔ￣ｋａｕｒｅｎｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｆｒｏｍ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ
Ｂｅｒｔｏｎｉꎬｖｉａ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ] . Ｔｅｔｒａ￣
ｈｅｄｒｏｎ Ｌｅｔｔꎬ２０００ꎬ４１(３３):６４０７￣６４１０

[１０]　 Ｂｒａｎｄｌｅ Ｊ ＥꎬＴｅｌｍｅｒ Ｐ Ｇ. Ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ[ Ｊ] . Ｐｈｙ￣
ｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００７ꎬ６８(１４):１８５５￣１８６３

[１１]　 郭书巧ꎬ束红梅ꎬ郑卿ꎬ等. 甜菊醇糖苷生物合成途径关键酶
基因 ＫＡ１３Ｈ 的克隆及序列分析[ Ｊ] . 基因组学与应用生物
学ꎬ２０１０ꎬ２９(５):９１１￣９１８

[１２]　 Ｋｉｍ Ｋ ＫꎬＳａｗａ ＹꎬＳｈｉｂａｔａ Ｈ Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔ￣ｋａｕｒｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ
ｔｏ ｓｔｅｖｉｏｌ ｉｎ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ—ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ[ Ｊ] . Ａｒｃｈ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙꎬ１９９６ꎬ
３３２(２):２２３￣２３０

[１３]　 Ｍｏｈａｍｅｄ Ａ Ａ ＡꎬＣｅｕｎｅｎ ＳꎬＧｅｕｎｓ Ｊ Ｍ Ｃꎬｅｔ ａｌ. ＵＤＰ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏ￣
ｓｉｄｅｓ[Ｊ] . Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０１１ꎬ１６８(１０):１１３６￣１１４１

[１４]　 Ｗａｎｇ ＪꎬＬｉ ＳꎬＸｉｏｎｇ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｐａｔｈｗａｙ ｍｉｎｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｐａｒｔｓ ｆｏｒ ｄｅ ｎｏｖｏ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ
ｓｗｅｅｔｅｎｅｒ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｒｅｓꎬ２０１５ꎬ２６:２５８￣２６１

[１５]　 Ｏｈｔａ ＭꎬＳａｓａ ＳꎬＩｎｏｕｅ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｓｔｅｖｉｏｌ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｍｏｒｉｔａ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌｏｇｉｃ
Ｃｈｅｍꎬ２０１０ꎬ５７(３):１９９￣２０９

[１６]　 Ｗöｌｗｅｒ￣Ｒｉｅｃｋ Ｕ Ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ(Ｂｅｒｔｏｎｉ)ꎬｔｈｅｉｒ
ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｅｓ ｔｈｅｒｅｏｆ:ａ ｒｅｖｉｅｗ[ Ｊ] . Ｊ Ａｇｒ Ｆｏｏｄ
Ｃｈｅｍꎬ２０１２ꎬ６０(４):８８６￣８９５

[１７]　 Ｂｒａｎｄｌｅ Ｊ. Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ Ａ ａｎｄ Ｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｗｅｅｔ ｈｅｒｂꎬＳｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ[ Ｊ] . Ｃａｎ Ｊ Ｐｌａｎｔ
Ｓｃｉꎬ１９９９ꎬ７９(１):８５￣９１

[１８] 　 Ｋｅｎｎｅｌｌｙ Ｅ Ｊ. Ｓｗｅｅｔ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｓｗｅｅｔ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉ￣
ａｎａ( Ｂｅｒｔｏｎｉ) Ｂｅｒｔｏｎｉ [ Ｊ] . Ｓｔｅｖｉａꎬ ｔｈｅ Ｇｅｎｕｓ Ｓｔｅｖｉａ. Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ
Ａｒｏｍａｔｉｃ Ｐｌａｎｔｓ—Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｐｒｏｆｉｌｅｓꎬ２００２ꎬ１９:６８￣８５

[１９] 　 Ｋｗａｎｇ￣Ｈｅ Ｋ. Ｐｈｙｓｉｏ￣ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ Ｓｔｅｖｉａ(Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉ￣
ａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ)[Ｊ] . Ｋｏｒｅａｎ Ｊ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉꎬ１９８１ꎬ２６(１):６９￣８９

[２０] 　 Ｈｉｇａｓｈｉ ＳꎬＡｂｅ ＭꎬＵｃｈｉｕｍｉ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ ｔｏ
ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ Ａ ｂｙ ｓｔｅｖｉａ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ[ Ｊ] . Ｅａｒｔｈ Ｓｃｉ Ｂｉｏｌꎬ
１９９４ꎬ２７:１９９￣２０７

[２１]　 赵永平ꎬ何庆祥ꎬ朱亚ꎬ等. 不同基因型甜叶菊产量和甜菊糖

苷含量研究[Ｊ] . 中国农学通报ꎬ２０１０ꎬ２６(１９):７３￣７５
[２２] 　 Ｙａｎｇ ＹꎬＨｕａｎｇ ＳꎬＨａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｃｕｅｓ ｉｎｄｕｃｅ ｃｈａｎ￣

ｇｅｓ ｏｆ ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ￣
ｉｎｇ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ
Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ２０１５ꎬ８６:１７４￣１８０

[２３] 　 Ｈｕｍｐｈｒｅｙ Ｔ ＶꎬＲｉｃｈｍａｎ Ａ ＳꎬＭｅｎａｓｓａ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｓｐａｔｉａｌ ｏｒｇａｎｉｓａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｅｎｚｙｍｅｓ ｆｒｏｍ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｔｈａｔ ａｒｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ２００６ꎬ６１ (１￣２):
４７￣６２

[２４] 　 Ｋｕｎｄｕ ＳꎬＤｅｙ ＡꎬＢａｎｄｙｏｐａｄｈｙａｙ Ａ. Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｍｏｒ￣
ｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｏｖｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋａｕｒｅｎｏｉｃ
ａｃｉｄ １３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ ｂｙ ｃｈｌｏｒｏ￣
ｃｈｏｌｉｎｅ ｃｈｌｏｒｉｄｅ [ Ｊ ] . Ａｃｔａ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｐｌａｎｔꎬ ２０１４ꎬ ３６ ( １０ ):
２６８３￣２６９３

[２５] 　 Ｒｉｃｈｍａｎ ＡꎬＳｗａｎｓｏｎ ＡꎬＨｕｍｐｈｒｅｙ Ｔꎬｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｏｍｉｃｓ
ｕｎｃｏｖｅｒｓ ｔｈｒｅｅ ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｍａｊｏｒ ｓｗｅｅｔ ｇｌｕｃｏｓｉｄｅｓ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｊꎬ２００５ꎬ４１
(１):５６￣６７

[２６] 　 Ｍｏｄｉ Ａ Ｒꎬ Ｒａｊ Ｓꎬ Ｋａｎａｎｉ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｏｆ
Ｓｔｅｖｉａｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｖｉｏｌ ａｓ ａｎ ｉｍｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｅ￣
ｃｕｒｓｏｒ[Ｊ] . Ｊ Ｐｌａｎｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｒｅｇｕｌꎬ２０１４ꎬ３３(３):４８１￣４８８

[２７] 　 Ｂｏｎｄａｒｅｖ Ｎ ＩꎬＳｕｋｈａｎｏｖａ Ｍ ＡꎬＲｅｓｈｅｔｎｙａｋ Ｏ Ｖꎬｅｔ ａｌ. Ｓｔｅｖｉｏｌ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ａｎｄ ｉｔｓ
ｄｙｎａｍｉｃｓ ｄｕｒｉｎｇ ｏｎｔｏｇｅｎｙ [ Ｊ] . Ｂｉｏｌ Ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ２００３ꎬ４７ (２ ):
２６１￣２６４

[２８] 　 Ｍｉｔｓｕｈａｓｈｉ ＨꎬＵｅｎｏ Ｊꎬ Ｓｕｍｉｔａ Ｔ Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ Ｂｅｒｔｏｎｉ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ ( ａｕｔｈｏｒ′ ｓ
ｔｒａｎｓｌ)[Ｊ] . Ｙａｋｕｇａｋｕ Ｚａｓｓｈｉꎬ１９７５ꎬ９５(１):１２７

[２９] 　 胡秀英ꎬ王仲伟ꎬ黄苏珍. 甜菊糖苷含量跃变的理化特性分析
[Ｊ] . 中国糖料ꎬ２０１６ꎬ３８(４):１９￣２３

[３０] 　 Ｇｕｌｅｒｉａ ＰꎬＹａｄａｖ Ｓ Ｋ. Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ( ＡＭＴＳ ) ｉｎ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ: ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｓｔｅｖｉｏｌ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ [ Ｊ ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ ２０１３ꎬ ８
(９):ｅ７４７３１

[３１] 　 Ｂｒａｎｄｌｅ Ｊ ＥꎬＲｉｃｈｍａｎ ＡꎬＳｗａｎｓｏｎ Ａ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｌｅａｆ ＥＳＴｓ ｆｒｏｍ
Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ:ａ ｒｅｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｉｎ ｄｉｔｅｒｐｅｎｅ ｓｙｎ￣
ｔｈｅｓｉｓ [Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ２００２ꎬ５０(４￣５):６１３￣６２２

[３２] 　 Ｙａｎｇ ＹꎬＨｕａｎｇ ＳꎬＨａｎ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｂａｓｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｕｒｉｄｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ７６Ｇ１ ｇｅｎｅ ｏｆ
Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｃａｕｓｅｓ ｔｈｅ ｌｏｗ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅ Ａ:ｍｕｔａ￣
ｔｉｏｎｓ ｉｎ ＵＧＴ７６Ｇ１ꎬａ ｋｅｙ ｇｅｎｅ ｏｆ ｓｔｅｖｉｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ[Ｊ] .
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ２０１４ꎬ８０:２２０￣２２５

[３３] 　 朱静雯ꎬ郭书巧ꎬ束红梅ꎬ等. 甜叶菊中新 ＫＡＨ 基因的克隆及
表达模式分析[Ｊ] . 生物技术通报ꎬ２０１７ꎬ３３(４):１０４￣１１３

３５７


	植物遗传4期7.14_部分147
	植物遗传4期7.14_部分148
	植物遗传4期7.14_部分149
	植物遗传4期7.14_部分150
	植物遗传4期7.14_部分151
	植物遗传4期7.14_部分152
	植物遗传4期7.14_部分153

