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摘要：以云南不同花色矮牵牛的花瓣为材料，提取总 +%&，用 ,-./0（12）作为引物反转录
合成 #$%&第一链。以此为模板，用根据国外报道的矮牵牛细胞色素 !"蛋白的 #$%&序列设
计合成的引物进行 34+扩，均扩增到一条约 5"(!6的片段，分别克隆到 6789 : 2载体上。
对重组克隆进行序列分析，结果表明所克隆到的矮牵牛细胞色素 !"蛋白的 #$%&的编码区
均含有 55;个核苷酸，编码 <5=个氨基酸残基，与国外报道的一致；但其核苷酸及氨基酸的
序列与国外报道的有所不同，即与国外的相比，紫红色、蓝紫色矮牵牛中的该 #$%&的核苷
酸有 <个不同，而氨基酸完全相同；粉红色、白色矮牵牛中的有 *个核苷酸不同，并导致了
)个氨基酸的不同。暗示该基因对花色的调控可能与其编码 #$%&的一级结构有关。
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随着经济的快速发展，人们对花卉的需求也日益增加，尤其是具有优良品质特性的高档

奇花异卉更具有广阔的市场前景。花色就是其中的一个重要品质特性，花的颜色是一种复杂

性状，主要由三大类色素决定，即类黄酮（2#&*"+"/30）、类胡萝卜素（!&$",)+"/30）及甜菜色
素（(),&#&/+0），而产生花色最常见的色素是类黄酮类的花色素苷。它的合成途径目前已研究
得较为深入，其中的许多关键酶基因已从不同物种中克隆到，如欧芹（=$)1>&#)$等，?@AB）、
矮牵牛（C)/2等，?@A<）的 ;DE基因；金鱼草（F&$,/+等，?@@?）、康乃馨（G$/,0!-等，?@@B）
的 9BD基因；金鱼草（F&$,/+等，?@@?）、玉米（9)3"$22等，?@AH）的 BIJ基因等。此外还克
隆到许多调节基因，如玉米中的 E+基因（J"+)##/ 等，?@@?）；金鱼草中的 5K9基因（E&%&!-
等，?@@L）；百日草中的 JK5B基因（M4&$&0-/等，?@@A）等。我们感兴趣的是类黄酮 BN，<N O
羟基化酶（9BN<ND），它是控制蓝色花色素苷合成的关键酶之一，催化二氢堪非醇和二氢栎
皮黄酮羟基化成二氢杨梅黄酮，后者再经催化就生成蓝色的花色素———翠雀素。自然界中

的许多花如康乃馨、玫瑰等，都缺乏蓝色，主要是因为它们中的 9BN<ND活性较低或没有
活性。最近有研究（P),,)+等，?@@@）证明，细胞色素 (<（;’, (<）蛋白是调控 9BN<ND活
性的关键因子之一，因此本研究的目的之一就是克隆编码该蛋白的基因，为通过基因工程

培育蓝色花卉提供新的目的基因；目的之二是分析不同花色矮牵牛中编码该蛋白的 !567
序列，为从分子生物学的角度来阐明该基因对花色的调控机制提供线索。

) 材料和方法
)*) 材料
白色、粉红色、紫红色、蓝紫色矮牵牛（!"#$%&’ ()*+&,’ Q8）均采自世博园花卉培育基地。转化受体

菌为大肠杆菌 5D<&，由本实验室保存；克隆载体为 .IKF O J载体系统，购自 R$"%)4&公司；!567合成
试剂盒购自 IMG;SGCQ公司；36JR、限制性内切酶、J&T 567聚合酶及反应缓冲液购自华美生物工程公
司；其他化学常规试剂购自宝生物有限公司。

)*+ 方法
取 ?UU %4矮牵牛花瓣于研钵中，加液氮研磨成粉末状，参照分子克隆实验指南（萨姆布鲁克等，

?@@V）中的异硫氰酸胍法提取总 C67，存于 O LUW备用。
按照 IMG;SGCQ公司 !567合成试剂盒的说明书进行，以矮牵牛 C67为模板，S#/4"（3J）为引物，

在 F1#P反转录酶的作用下，合成 !567的第一链，于 O VUW保存。
参考国外发表的细胞色素 (<蛋白基因序列（P),,)+等，?@@@），设计一对特异 R;C引物，上游引物

为 <N7I7J;J777JII7;777;777I7IJI BN，下游引物为 <NI77JJ;J;7777;JII7I7I;J;;7I BN，由美国
;’()$E’+公司合成；以反转录合成的 !567第一链为模板，进行 R;C扩增。反应条件为：@HW变性 ? %/+，
XUW退火 ? %/+，LVW延伸 ? %/+，共 B<个循环，最后 LVW再延伸 L %/+。扩增反应在 R)#,/)$ J-)$%&# ;’!#)
VUU型扩增仪上进行。

R;C的扩增产物经琼脂糖胶回收纯化后，在 JH567连接酶的作用下与 .IKFYJ载体进行连接，连接
产物转化大肠杆菌 5D<&感受态细胞。在 ZY4&# [ MRJI培养基上挑取白色菌落，用 R;C扩增法初步筛选阳
性重组克隆。从初筛出的克隆中提取重组质粒，用合适的限制性内切酶进行鉴定。将鉴定出的重组质粒

在 7GM RCMEFJFBLL 567测序仪上进行序列测定。
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! 实验结果
!"# !"# $%基因的扩增、克隆及鉴定
分别以不同花色矮牵牛花瓣中提取的 &’(为模板，)*+,-（./）为引物合成 01’(第一

链，再以此为模板，用特异引物进行 2!&扩增，产物经 34琼脂糖凝胶电泳检测，均显示
出一条约 5%6$7的特异扩增带（图 8），与预期目的片段的大小一致；分别将这些片段纯化
后，克隆到 79:;</载体上，通过 2!&法初筛及限制性内切酶酶切鉴定，发现重组质粒中
均含有 5%6$7的片段（图 3），分别将含有从白色花瓣、粉红色花瓣、紫红色花瓣、蓝紫色
花瓣中扩增得到的目的片段的重组质粒，命名为 7=<>1?@、7=<21?@、7=<&1?@、7<A1?@。
!"! 序列测定及分析
分别对重组质粒 7=<>1?@、7=<21?@、7=<&1?@ 、7<A1?@进行序列测定，测定结果（图

B）表明从不同花色矮牵牛花瓣中扩增到的 01’(片段，均是编码 !"# $%蛋白的 01’(，全
长为 5%3个核苷酸，编码区为 55C个核苷酸，编码 85D个氨基酸残基，但从紫红色、蓝紫
色花瓣中克隆到的该 01’(，其核苷酸及氨基酸序列与粉红色、白色中的有所不同；前二
者的 01’(与国外报道的该 01’(（EF##FG等，8DDD）相比，它们的氨基酸序列完全一致，
但是核苷酸序列稍有不同，即前二者的第 8%H号核苷酸是 /而国外报道的是 (；后二者与
国外报道的相比，其核苷酸及氨基酸序列的差异稍大一点，即有三个核苷酸不同，且导致

了两个氨基酸的不同（图 B）。

$ 讨论
目前，花卉花色基因工程育种已成为国际上的研究热点，该研究具有强大的发展潜

力，是花卉育种的新领域、新技术、新方向，一旦有突破并成功的应用于实践，其效益是

不可低估的。迄今，通过基因工程成功地进行花色修饰的报道还很少，只见矮牵牛

（1IJ+FK等，8DDH）、非洲菊（:*-LII等，8DDM）、高原龙胆（=F.,FN等，8DDC）等少数花卉
品种上有报道，且未见一例是成功的修饰成蓝色花色的。而自然界中许多具有观赏价值的

花卉都缺乏蓝色，如玫瑰、康乃馨、郁金香等，因此，花卉蓝色花色的基因工程育种的意

义就更为重大。

随着对花色形成机制的深入研究，科研工作者们发现许多花卉缺乏蓝色，主要是因为

它们中控制蓝色花色素苷合成的关键酶———类黄酮 BO，%O羟基化酶（@BO%OP）缺乏活性或
活性较低。要解决这一问题，就必须找到影响 @BO%OP活性的因子。经过多年的努力，国
外的研究者们（EF##FG 等，8DDD）发现细胞色素 $%（!"# $%）蛋白是影响 @BO%OP活性的主
要因子之一，即通过转座子的插入使编码 !"# $%蛋白的基因被突变失活后，@BO%OP的活性
就大幅度的下降，并导致了花色的改变。但是，!"# $%蛋白对 @BO%OP活性的调节机制还不
清楚。

我们知道 !"# $%蛋白普遍存在于动物、植物、酵母中，自然它在不同花色的花卉中也
都应该存在，这就可以排除一些花卉中 @BO%OP活性较低的原因，是因为缺乏 !"# $%蛋白，
我们推测可能是不同花色中编码 !"# $%蛋白的基因结构不同。为证实这一推测，我们以不
同花色的矮牵牛为材料，分别克隆其编码 !"# $%蛋白的 01’(。通过与国外报道的 01’(
进行比较，结果（图 B）证明我们克隆到的 01’(正是编码 !"# $%蛋白的 01’(，都含有
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图 ! "#$ %&基因的 ’"(扩增

! ) *+(,-- ./0 1 23* 4标准分子；-，,，5，&分别是白

色、粉红色、紫红色、蓝紫色矮牵牛 "#$ %&基因的 ’"(
扩增；

678) ! ’"( 9:*;7<7=9$7>? >< "#$ %& 8@?@

! ) *+(,-- ./0 1 23* 4 :9AB@A；-，,，5，& ’"( 9:*;7<7=9C

$7>? >< "#$ %& 8@?@ <A>: DE7$@，*7?B，F7>;@$，%;G@ !"#$%&’，

A@3*@=$7F@;#)

图 - 重组质粒的酶切鉴定

!) *+(,-- ./0 1 23* 4标准分子；-，,，5，&分别是 *HC

I.46、*HC’.46、*HC(.46、*HC+.46重组质粒的 +8;44 J

K=>(4酶切结果；

678) - 4L@?$7<7=9$7>? >< A@=>:%7?9?$ *;93:7L3

!) *+(,-- ./01 23* 4 :9AB@A，-，,，5，& L78@3$@L A@3G;$3 ><

*HCI.46，*HC’.46，*HC(.46，*HC+.46 A@=>:%7?9?$*;93:7L3

D7$E +8;44 J K=>(4，A@3*@=$7F@;#)

5&-个核苷酸，编码 !5M个氨基酸残基，且从不同花色花瓣中克隆到的这些 =./0是有差
异的，即紫红色、蓝紫色矮牵牛中 "#$ %& =./0的核苷酸及氨基酸序列与粉红色、白色矮
牵牛的有所不同，前二者的第 -&, 号、-&& 号核苷酸分别是 "、N，而后二者的是 O、"，
且这两个核苷酸的不同导致了氨基酸的不同，即前二者的第 P5号、P&号氨基酸分别是丙
氨酸（0;9）、丝氨酸（Q@A），而后二者的是甘氨酸（O;#）、脯氨酸（’A>）。氨基酸的改变
很容易导致其编码蛋白的活性或对底物的选择性的改变，在花色调控机制的研究中就有一

个较为典型的例子（R>E?3>? 等，-SS!），即自然界中的矮牵牛缺乏橙色，原因是它们中的
二氢黄酮醇 T 5 T还原酶（.6(）不能以二氢堪非醇（.UV）为底物，而 .UV是橙色色素
合成途径中的一个关键的中间产物，通过研究发现当矮牵牛 .6(的编码氨基酸序列中的
天冬酰氨（03?）被突变为亮氨酸（H@G）时，则其 .6(就能以 .UV为底物，并通过转入
突变的 .6(基因得到了橙色的矮牵牛。因此，我们认为 "#$ %&蛋白编码 =./0的氨基酸序
列在紫色色调与其他色调矮牵牛之间的差异，可能就是其影响 6,W&WU活性的原因，也就
是说 "#$ %&基因对花色的调控可能与其编码 =./0的线形结构有关，进一步的研究正在进
行中。

综上所述，我们不仅从不同花色的矮牵牛中克隆到了 "#$ %&基因，为通过基因工程培
育蓝色花卉提供了新的目的基因；而且，对不同花色的矮牵牛中 "#$ %&蛋白的编码 =./0
序列进行了比较分析，得出了相应的推断，为进一步探讨 "#$ %&基因对花色的调控机制提
供了线索。目前，我们已将蓝色和白色矮牵牛的 "#$ %&蛋白的编码 =./0构建到了真核表
达载体中，准备通过转基因手段来进行深入的研究。
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图 ! "#$ %& ’()*的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

*、+、"、(、,分别代表国外报道的及紫红色、蓝紫色、粉红色、白色矮牵牛中 "#$ %&基因的核苷酸序列；-、%、’、

.、/分别代表国外报道的及紫红色、蓝紫色、粉红色、白色矮牵牛中 "#$ %&基因的氨基酸序列；“ 0”代表相同的核苷酸

及氨基酸残基；“!”指示的是有差异的核苷酸及氨基酸残基；“"”指示的是终止密码子。

1234 ! )5’6/7$2./ -8. 9:/.2’$/. -;287 < -’2. =/>5/8’/ 7? "#$ %& ’()*

*，+，"，(，, :/9:/=/8$= 85’6/7$2./ =/>5/8’/ 7? "#$ %& ’()* :/97:$/. -%:7-. -8. ?:7; @276/$，%65/，928A，BC2$/ !"#$%&’，

:/=9/’$2@/6#4 -，%，’，.，/ :/9:/=/8$ 9:/.2’$/. -;287D-’2. =/>5/8’/ 7? "#$ %& ’()* :/97:$/. -%:7-. -8. ?:7; @276/$，%65/，928A，

BC2$/ !"#$%&’，:/=9/’$2@/6#；” 0”:/9:/=/8$= 2./8$2’-6 -;287D-’2. :/=2.5/ -8. 85’6/7$2./；“!”28.2’-$/= .2??/:/8$ -;287D-’2.

:/=2.5/ -8. 85’6/7$2./；“"”28.2’-$/= =$79 ’7.78=4
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