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利用 cDNA 微阵列分离津田芜菁花青素 
生物合成相关基因 

许志茹, 李玉花 
(东北林业大学生命科学学院, 哈尔滨 150040) 

摘  要: 花色素苷是植物的重要次生代谢产物, 在植物体内行使多种生理功能。利用 UV-A 处理 48 h 后津田芜菁块

根变红, 以黑暗处理条件下的白色块根为对照, 与削减文库特异基因片段制备的 cDNA 微阵列进行杂交。UV-A 处理

条件下津田芜菁中表达上调的基因为 81 个, 表达下调的基因为 47 个, 表达上调的基因中包括与花青素生物合成直

接相关的基因片段 cytochrome P450, PAL, F3H, ANS, CHS, DFR 和 GST 等。Northern 杂交结果显示, UV-A 处理 48 h

的津田芜菁试材中, PAL、CHS、F3H、DFR 和 ANS 基因的表达量明显高于黑暗条件下白色块根中这些基因的表达量, 

进一步验证了芯片杂交结果的可靠性。 
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Screening the Genes Associated with Anthocyanin Biosynthesis in 
Roots of ‘Tsuda’ Turnip Using cDNA Microarray 

XU Zhi-Ru, LI Yu-Hua 
(Life Science College, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China) 

Abstract: Anthocyanins are important secondary metabolites in plants, which are involved in many functions. The white 
peel of an enlarged root in ‘Tsuda’ plants turned red after irradiated with UV-A light for 48h, but remained white when held 
in the dark. Red earthnuts and white peels were hybridized with cDNA microarray made by unique gene fragments of 
subtraction library. The expression of 81 genes were up-regulated including cytochrome P450, PAL, F3H, ANS, CHS, DFR 
and GST gene fragments related to anthocyanidin biosynthesis. The expression of 47 genes was down-regulated after 
irradiated with UV-A light. The northern blotting results showed that the expression of PAL, CHS, F3H, DFR and ANS in 
red root peels was more in ‘Tsuda’ turnip after irradiation with UV-A light than in white ones held in a dark condition. The 
results of northern blotting verified the reliability of cDNA microarray. 

Key words: Anthocyanin; ‘Tsuda’ turnip; root; UV-A; cDNA microarray; gene expression 

花色、果色是花卉和果实的重要遗传性状, 同时

也决定其商品价值和观赏价值。目前对花色的研究

和改造, 已成为花卉基因工程研究的重要方向和花

卉品种改良的重要目标。 
花的主要色素是类黄酮(flavonoids)和胡萝卜素, 

积累在维管植物液泡中 , 行使各种各样的生理功    
能[1~3]。花色素苷是类黄酮的一个亚类, 包括花青素、

花葵素和翠雀素, 分别与配糖体结合后可决定花、果实

和种子的红色、砖红色和蓝色。目前对花色素苷的合

成途径研究已较为深入[4], 多种植物编码合成花色素
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苷的酶基因已被克隆[5]。在此基础上采用反义RNA技

术、共抑制技术及过量表达新基因等技术手段已实现

了对花色的修饰[6,7]。目前已知的花青素生物合成过程

中的主要催化酶有 : 苯丙氨酸解氨酶(phenylalanine 
ammonialyase, PAL); 苯基苯乙烯酮合成酶(chalcone 
synthase, CHS); 苯基苯乙烯酮黄烷酮异构酶(chalcone- 
flavanone isomerase, CHI); 黄烷酮-3-羟化酶(flavanone 
3-hydroxylase, F3H); 二氢黄酮醇-4-还原酶(dihydro- 
flavonol-4-reductase, DFR); 花色素合成酶 (anthocya-   
nidin synthase, ANS)和类黄酮- 3-O-葡糖基转移酶(UDP 
glucose-flavonoid 3-O-glucosyl-transferase, UFGT)。 

植物花和果实的着色过程除了受内在因素影响

外, 外界环境尤其是光照条件也起着特别重要的作

用[8,9], 其中蓝光和紫外光对花色素苷生物合成相关

酶基因的表达具有调节作用[10~13]。近年来基因芯片

在植物研究中的应用正在逐渐开展 [14,15], Casati P  
等[16]和Ulm R等[17]利用微阵列杂交以玉米和拟南芥

为试材研究了植物适应紫外线照射的应答情况。 
芜菁(Brassica campestris L. ssp. rapa)别名小蔓

菁、园根, 十字花科芸苔属芜菁亚种, 二年生草本植

物。在栽培生产中发现花青素生物合成, 依光型津田

芜菁块根着色时必须有光存在, 受光一侧呈紫红色, 
背阴一侧不着色。本实验以津田芜菁为试材, 利用削

减文库中的特异基因片段制备 cDNA 微阵列, 大规

模并行检测依光型花青素合成的相关基因群体, 同
时利用 Northern 杂交技术, 以已知的花青素生物合

成关键酶基因片段为探针研究相关基因在光处理条

件下表达量的变化情况。这些工作将为依光型花青

素生物合成的研究奠定基础。 

1  材料和方法 
1.1  材料 

取温室种植的津田芜菁自交纯系, 块根始终在

土中避光生长, 块根开始膨大时用锡纸遮蔽整个栽

培钵, 进一步避光。块根膨大两个月以后可进行光照

处理。 
UV-A(352 nm)光照处理白色膨大块根 48 h, 取

处理的块根和未光照的白色对照块根进行实验。 

1.2  引物序列与试剂 

削减文库特异基因片段 PCR 扩增引物序列为: 

T7 引物, 5′-AATACGACTCACTATA G-3′; SP6 引物, 
5′-TAGGTGACACTATAGAA-3′。 

Northern 杂交的引物序列为 : F3H F-5′-AAG- 
CGGATACACGGTTGC-3′, R-5′-ACACGAGACGAT- 
GGGAAG-3′; MYB F-5′-TATCAATCTGTCAGCCT- 
CT-3, R-5′-CTGCTTTCAGCAACC-3′; DFR F-5′-TT- 
TGTCCGTGCCACTGTTC-3′, R-5′-TCCATTCACTG- 
TCG GTTTT-3′; PAL, F-5′-TGGTCGCGGTTGAGG- 
TAC-3′, R-5′-CTCGCAGAAGCGTGAT GG-3′; ANS, 
F-5′-CTTGGAGGTCGATGGTGG-3′, R-5′-CAGGGT- 
GACAGACATCTTAA-3′。 

Ex-Taq 聚合酶及 DNA Marker 等购自宝生物工程

(大连 )有限公司。96-well PCR Clean-up Kit 购自

V-GENE Biotechnology Limited 公司。mRNA purifica-
tion kit 购自 Amersham Biosciences 公司。CyScribeTM

 

GFXTM Purification Kit 试剂盒和 CyScribeTM First- 
Strand cDNA Labelling Kit 购自 Amershan Biosci-
ences 公司。Cyanine labeled deoxynucleotide(cy5- 
dCTP 和 cy3-dCTP)购自 PerkinElmer 公司。Northren
杂交部分试剂购自 Roche 公司。 

Trizol RNA 提取液: 0.8 mol/L 盐酸胍, 0.4 mol/L
硫氢酸铵, 0.1 mol/L 醋酸钠(pH5.0), 5%甘油, 38% 
Tris-饱和酚。 

1.3  总 RNA 的制备 

在 1 mL Trizol 提取液中加入研磨的块根皮粉末, 
迅速混匀, 摇床振荡 15 min。加入 0.3 mL 氯仿, 振
荡 5 min, 12 000 r/min 离心 10 min。取上清, 加入 0.7 
mL 氯仿, 振荡 5 min, 12 000 r/min 离心 10 min。取

上清, 加入 1/2 体积的 1.2 mol/L 氯化钠和等体积异

丙醇, 室温静置沉淀 10 min。12 000 r/min 离心 10 min, 
弃上清液。75%乙醇洗涤沉淀, 加入 20 μL 无菌去离

子水溶解 RNA。 

1.4  削减文库特异基因片段的扩增和纯化 

在 96孔 PCR板中扩增削减文库的特异基因片段, 
反应 Tm 值为 40℃(由 T 7 和 SP 6 引物决定)。利用

96-well PCR Clean-up Kit 纯化扩增产物。纯化后的扩

增产物可以制备 cDNA 微阵列。 

1.5  芯片杂交 

1.5.1  mRNA 的纯化及荧光标记  

利用 mRNA purification kit 纯化 mRNA。逆转录

制备荧光标记的 cDNA, 对照 cDNA样品用Cy 5-dUTP
标记,UV-A处理试材的 cDNA样品用Cy 3-dUTP标记。 
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混合标记产物, 利用 CyScribeTM GFXTM Purification  
Kit 纯化后, 溶解液中加入 1.5 μL A80、7.5 μL hy- 
bridization buffer和 1.5 μL甲酰胺, 混匀[18]。 

1.5.2  杂交及洗涤 

将上述杂交液滴加到芯片上, 盖好盖片, 42℃杂 
交 14~16 h。55℃, 10 min 洗涤杂交过的芯片, 依次经 
1×SSC, 0.2% SDS; 0.1×SSC, 0.2% SDS; 0.1×SSC,  
0.2% SDS 和无菌超纯水洗涤, 然后 500 r/min 短暂离 
心, 甩干芯片。 
1.5.3  检测及分析 

利用 PerkinElmer 公司的 Scan-ArrayTM Express  
Microarray Scanner 扫描仪对芯片进行双波长扫描并 
提取、分析数据。 

1.5.4  Northern 杂交 

探针用地高辛标记。以质粒为模板进行一次 
PCR合成目的片段, 利用地高辛标记的 dNTP以一次 
PCR 产物为模板进行二次 PCR, 合成探针。 

低电压长时间(50 v, 5 h)电泳总 RNA, 每个点样 
孔 RNA 上样量为 15 μg。检测电泳效果, 利用吸印法 
转膜。50℃烘干膜, 短波紫外线固定 30 s。50℃预杂 
交 1 h。加入变性的探针, 杂交过夜。洗膜, X 光片显 
影定影。检测杂交结果。 

2  结果 
2.1  特异基因片段的扩增和纯化结果  

对削减文库中的 1 424 个特异基因片段进行 
PCR 扩增和纯化, 电泳检测结果良好之后即可制备 
cDNA 微阵列。PCR 产物纯化部分结果见图 1。 

 

 
图 1  特异基因片段的 PCR 纯化物 

Fig. 1  PCR purification product of singleness gene 

2.2  芯片杂交结果 

2.2.1  cDNA 荧光标记结果  

提取 UV-A 和黑暗条件处理的津田芜菁块根皮 

总 RNA, 纯化 mRNA, 反转录过程中用 cy 3 和 cy 5 
标记 cDNA 的第一条链。混合两种标记物, 过柱纯化 
后取 1 μL 进行曲线扫描, 在 550 nm 和 650 nm可以测 
定 cy 3 和 cy 5 标记的 cDNA 的含量(数据未显示)。 

2.2.2  芯片杂交结果  

利用削减文库特异基因片段的 PCR 纯化产物制 
备 cDNA 微阵列, 一张芯片上每个样品重复点样 3 
次, 样品及对照 cDNA 荧光标记后与芯片杂交。芯片 
杂交结果如图 2。 

 

 

图 2  芯片扫描数据回归分析 

Fig. 2  Scanning datas regression analysis of cDNA microarray 
 

从图 2 可以看出, 津田芜菁在 UV-A 处理条件下 
特异表达的基因数量比黑暗处理条件下特异表达的 
基因数量多。UV-A 照射下表达显著的基因有 81 个,  
其中表达极显著的基因有 23 个, 包括花青素生物合 
成的相关基因片段(naringenin, phenylalanine ammo- 
nia-lyase, flavonone-3-hydroxylase, dihydroflavonol 4-     
reductase, cytochrome P450 family protein, chalcone  
synthase, glutathione S-transferase, anthocyanidin syn- 
thase)。黑暗条件下表达显著的基因有 47 个, 其中表 
达极显著的有 7 个。某些显著表达基因的功能还有 
待于进一步研究。表 1 列举了部分 UV-A 照射下表达 
上调和下调的基因片段。 

2.3  Northern 杂交结果 

2.3.1  探针制备 

探针制备结果如图 3, 地高辛标记的探针比对应 
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表 1  UV-A 处理条件下表达发生变化的部分基因 

Table 1  Genes showing changes in their expression in response to UV-A 

基因地址 
Gene ID 

基因描述 
Gene description 

log2(黑暗/UV-A) 
log2(Dark/UV-A) 

gi: 15225914 细胞色素 P450 Cytochrome P450 −2.561794 

gi: 20260116 苯丙氨酸解氨酶 Phenylalanine ammonia-lyase −1.738958 

gi: 729506 黄烷酮-3-羟化酶 Flavonone-3-hydroxylase −2.440301 

gi: 29423729 花色素合酶 Anthocyanidin synthase −2.085897 

gi: 3420729 苯基苯乙烯酮合成酶 Chalcone synthase −3.550372 

gi: 29423733 二氢黄酮醇-4-还原酶 Dihydroflavonol 4-reductase −2.461981 

gi: 15228723 ADP 核糖基化因子 ADP-ribosylation factor −3.066608 

gi: 5487875 过氧化氢酶 Catalase −2.921929 

gi: 30684587 叶绿体类囊体加工肽酶 Chloroplast thylakoidal processing peptidase −1.992870 

gi: 15231715 果糖磷酸盐醛缩酶 Fructose-bisphosphate aldolase −2.261564 

gi: 18417073 糖基水解酶家族蛋白 1Glycosyl hydrolase family 1 protein −2.663293 

gi: 27372775 脂肪氧化酶 2 Lipoxygenase 2 −1.897458 

gi: 7488462 硫葡萄糠戴甙结合蛋白 Myrosinase-binding protein −1.832905 

gi: 15224581 谷光苷肽 S 转移酶 Glutathione S-transferase −1.520043 

gi: 30688003 磷酸肌醇磷酸酶家族蛋白 Phosphoinositide phosphatase family protein −2.000040 

gi: 14009294 6-磷酸葡糖酸内酯酶 6-phosphogluconolactonase −1.376754 

gi: 21593104 JUN 激酶催化蛋白 JUN kinase activator protein −1.042483 

gi: 20140684 翻译调控的瘤蛋白同系物 Translationally controlled tumor protein homolog −1.738958 

gi: 15218423 胰岛素和蛋白酶抑制剂家族蛋白 Trypsin and protease inhibitor family protein −2.099237 

gi: 1747310 Myb 样 DNA 结合蛋白 Myb-like DNA binding protein −1.144814 

gi: 18401338 泛素共轭酶 Ubiquitin-conjugating enzyme −1.572243 

gi: 15218699 WD-40 家族蛋白 WD-40 repeat family protein 1.034744 

gi: 15235714 木葡聚糖: 葡糖基转移酶 Xyloglucan: xyloglucosyl transferase 1.515856 

gi: 15224803 ACC 氧化酶 ACC oxidase 1.714526 

gi: 7488440 铝诱导蛋白 Aluminum-induced protein 1.023808 

gi: 15241799 胶质甲基酯酶抑制剂家族蛋白 Pectin methylesterase inhibitor family protein 2.293073 

gi: 15239146 苹果酸盐氧化还原酶 Malate oxidoreductase 1.746043 

gi: 629544 分裂素活性蛋白激酶 Mitogen-activated protein kinase 1.562310 

gi: 18423748 蛋白酶抑制剂 Protease inhibitor 1.051310 
 

 

图 3  一次 PCR 产物和地高辛标记的探针 

1: F3H 探针; 2: F3H 一次 PCR 产物; 3: DFR 探针; 4: DFR 一次 PCR 产

物; M: 分子量标记(DL 2000)。 
Fig. 3  The first PCR product and probe labeled by dig-dUTP 
1: Probe of F3H; 2: First PCR product of F3H; 3: Probe of DFR; 4: 
First PCR product of DFR; M: Molecular weight marker (DL 2000). 

 
的一次 PCR 的电泳条带滞后, 这是由于地高辛标记

的探针比未标记的 PCR 产物的分子量大的缘故。 

2.3.2  Northern 杂交结果 

利用 UV-A处理津田芜菁块根 48 h, 以未见光白

色块根为对照。Northern 杂交结果显示(图 4): PAL 和

CHS 基因在未见光试材中的表达量低于光照 48 h 后 

 

图 4  津田芜菁未见光和 UV-A 处理 48 h 块根中部分基因

的表达 

Fig. 4  Expression of genes in peels of ‘Tsuda’ turnips held in 
the dark and treated with UV-A radiation for 48 h 
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的表达量; F3H、DFR 和 ANS 基因在未见光试材中不

表达, 光照 48 h 后这些基因的表达量增加。MYB 基

因在未见光试材中的表达量略低于 UV-A 照射 48 h
试材中的表达量。 

3  讨  论 
削减文库中特异基因片段的 PCR 纯化物可以制

备 cDNA 微阵列。由于芯片上的样品应符合一定的

质量和浓度, PCR 纯化物需测定浓度后以一定量交

联于玻片上, 以此保证芯片杂交结果的一致性和可

靠性。另外在筛选的特异基因片段中包括已知的花

青素生物合成相关基因, 芜菁样品经过不同的处理

后检测这些基因的表达变化, 可以作为芯片杂交结

果的佐证。 
不同处理的津田芜菁试材纯化 mRNA 后在合成

cDNA 的第一链时标记 cy 3 和 cy 5。两种标记物混

合纯化后测定 cy 3 和 cy 5 的含量, 以此为依据调整

荧光扫描器的增益值, 扫描后的复合图才会更精确

地显示每一个基因表达量的变化。 
在太阳辐射中包括一些对生物体有害的射线 , 

如UV-B(280~320 nm)。植物在进化过程中产生了一

些减轻UV-B伤害的方法, 其中之一就是积累一些能

够吸收UV-B的色素物质, 包括花青素在内的类黄酮

类化合物就是这样的保护性色素。它们常常分布于

叶子和根的表皮层细胞中, 能削弱UV-B辐射对内部

细胞的伤害[19]。有研究表明, 光照诱导的类黄酮类化

合物积累之前, 几种类苯丙醇(phenylpropanoid)和类

黄酮合成途径的酶类基因, 如PAL和CHS, 就开始被

诱导表达[20,21]。然而在某些植物种类中, 防御UV-B
辐射的功能并不是由花青素来实现的[22~25]。本实验

室的相关研究证明, 在用日光、红光、远红光、蓝光、

UV-B和UV-A处理津田芜菁块根时 , 只有日光和

UV-A可以导致津田芜菁块根皮中花青素的积累(文
章正在投稿中)。同时由于UV-A(320~400 nm)的光波

长区段位于日光的光波长区段内, 因此本实验选用

UV-A作为唯一光源研究津田芜菁块根中花青素生物

合成相关基因的诱导表达情况。 
对津田芜菁块根进行UV-A和黑暗处理, 芯片杂

交结果显示UV-A处理条件下特异表达的基因数量比

暗中表达的基因数量多, 并且大部分基因参与花青

素的生物合成。津田芜菁UV-A处理条件下表达明显

上调的基因中包括花青素生物合成关键酶的编码基

因, 如PAL, F3H, DFR, cytochrome P450, CHS, ANS
等。另外表达上调的基因中还包括编码谷光苷肽S转
移酶(glutathione-S-transferase, GST)的基因, 此酶在

进行光合作用的植物细胞中占可溶性蛋白的 1%, 是
解除外源底物(药物或除草剂)的毒性所必须的[26]。另

外欧芹细胞培养物的研究数据表明, 谷光苷肽和一

个新的 glutathione-S-transferase(PcGST1)基因在UV
诱导CHS表达的早期信号传导中是必需的[27]。以上

所述的在UV-A处理条件下特异表达的基因与抵抗紫

外线辐射和控制花青素的生物合成直接相关。芯片

杂交结果中表达明显上调和下调的其他基因的功能

还有待于进一步验证, 以确定这些基因与花青素生

物合成的相关关系, 从而筛选与花青素合成相关的

代谢途径、结构基因和调节基因。 
另外, 表达发生变化的基因中有可能还包含与

抵抗紫外线辐射相关而与花青素生物合成无关的基

因, 可以采用一定实验加以排除, 如分别利用 UV-A
和 UV-B 照射津田芜菁, 然后与芯片杂交, 分析杂交

结果和本实验结果, 在一定程度上可以滤除本实验

中筛选到的与花青素合成无关的基因。 
选择芯片杂交实验中表达上调、花青素生物合

成关键酶和转录因子的基因片段进行Northern杂交

实验, UV-A处理 48 h后, 这些基因的表达量都有所

提高, 其中CHS、DFR和ANS基因的表达量是大量增

加的。Sze-Chung等用恒定光照处理高粱 (Sorghum 
bicolor L. Moench)白化苗, 研究中胚轴花青素积累

过程中F3H、DFR、ANS的表达量, 所给出的数据也

有类似现象[28]。果实成熟过程及防御紫外线反应中, 
花青素生物合成关键酶基因的表达也有相关报   
道[29,30]。由此Northern杂交结果进一步验证了芯片杂

交实验方法和实验结果的可靠性。 
本实验中津田芜菁块根在 UV-A 作用下可以着

色, 证明了UV-A与控制津田芜菁花青素的生物合成

存在相关关系, 然而除了 UV-A之外是否还存在使津

田芜菁块根皮着色的诱导波长等问题还有待于进一

步研究。同时, 本实验结合基因芯片和分子杂交技术, 
获取了大量表达发生变化的基因, 这将为研究花青

素生物合成机理奠定基础。 
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