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切花菊 3 个品种的飞燕草素苷合成能力分析 
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摘  要：为了评价不同切花菊品种花瓣飞燕草素苷合成能力，以 3 个粉色系切花菊品种为材料，采

用飞燕草素前体二氢杨梅素 2 mg · mL-1 溶液对花瓣进行离体添加培养，建立菊花飞燕草素苷超高效液相

UPLC 分析技术，并用于菊花花瓣中飞燕草素苷的鉴定。结果表明，菊花花青苷可采用 0.1 mol · L-1 盐酸

甲醇及同体积的 10%甲酸水提取，0.22 μm 膜过滤。通过洗脱条件的优化可在 9 min 内实现飞燕草素苷与

其他花青苷的分离，当飞燕草素在 2.5 ~ 40 mg · L-1 范围内时与色谱峰面积具有良好的线性关系，相关系

数为 0.997。3 个粉色系菊花品种均具有催化二氢杨梅素合成飞燕草素的能力，且飞燕草素含量均在 220 

μg · g-1 FW 以上，表明 3 个品种均可作为蓝色花色转基因候选品种。 
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Abstract：To evaluate the delphinidin biosynthesis ability of different chrysanthemum varieties，three 

varieties of pink flowers were employed，and the petals were fed with 2 mg · mL-1 DHM. The delphinidin 

content in DHM fed petals was determined. By optimizing the analysis conditions，we established an 

effective way of quantitative determination of delphinidin via UPLC. The results showed that anthocyanin 

of chrysanthemum flowers can be extracted by 0.1 mol · L-1 hydrochloric acid methanol，and 10% formic 

acid in a ratio of 9︰1（v/v），and followed by filtering through 0.22 μm filter membrane. Through the 

optimization of elution conditions，delphinium can be separated from other anthocynins within nine 

minutes. Based on optimized UPLC analysis method，delphinium concentration within 2.5–40 mg · L-1 

has a good linear relationship with peak area，and the correlation coefficient is 0.997. We found that all the 

varieties could produce delphinidin when fed with DHM，the contents of delphinidin in three varieties are 

all over 220 μg · g-1 FW，inferring the tested varieties are promising host varieties for blue flower genetic 

modification. 
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花青素苷是花呈色的物质基础，其中矢车菊素苷元（Cyanidin）、飞燕草素苷元（Delphinidin）、

天竺葵素苷元（Pelargonidin）、芍药花素苷元（Peonidin）、矮牵牛素苷元（Petunidin）和锦葵素苷元

（Malvidin）为基础花青素苷元基。迄今，自然界中分离和鉴定的 600 多种花青素苷均由上述 6 种

基础花青素苷衍生而来（Kong et al.，2003）。飞燕草素苷元（Delphinidin）是蓝色花呈色合成路径

积累的第一类花青素苷，是最关键的基础色素（Turnage et al.，2002；Tanaka et al.，2010）。 

菊花（Chrysanthemum morifolium Ramat.）花色丰富，但是缺少蓝色（李鸿渐和邵健文，1990）。

以往的研究表明，菊花类黄酮–3′–羟化酶（F3′H）相对于二氢黄酮还原酶（DFR）具有过强的底

物竞争力，能催化柚皮素合成圣草酚，阻断了二氢勘非醇（DHK）的合成，使得天竺葵色素苷的合

成途径中断（Schwinn et al.，1993；Nakayama et al.，1997）。菊花 DFR 酶的特异底物是二氢槲皮素

（DHQ），催化合成的最终代谢产物为矢车菊素（Nakayama et al.，1997）。由于菊花中缺少 F3′5′H

基因，因此不能合成二氢杨梅素（DHM），无法合成飞燕草素苷从而缺少蓝色菊花。Brugliera 等（2013）

利用体外 DHM 饲喂试验，从 75 个菊花品种中筛选出 16 个能够催化合成飞燕草素苷的品种，并利

用 F3′5′H 基因对筛选出的部分品种进行了蓝色花色遗传改良。Noda 等（2017）报道，不同物种来

源启动子及催化合成蓝色花青苷基因的共同转化可获得转基因蓝色菊花。本研究通过添加飞燕草素

前体 DHM，对自主选育的 3 个菊花品种花瓣进行离体培养，采用超高效液相色谱（UPLC）测定处

理后的花瓣中飞燕草素苷含量，分析该品种利用 DHM 合成飞燕草素苷的能力，为蓝色菊花的转基

因培育奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菊花材料及其花色的测定 

供试材料为南京农业大学“中国菊花种质资源保存中心”保存的切花菊品种‘南农绯玉’、

‘QX-087’和‘南农宫粉’。于 2013 年 10 月采集处于开放阶段Ⅲ（舌状花成 45°开展，着色完全）

的花用作试验材料，每品种 15 朵。 

采用英国皇家园艺学会的比色卡（RHSCC）对选定的 3 个切花菊品种进行花色测定，确定花色

编号。 

1.2  菊花花瓣的二氢杨梅素（DHM）饲喂培养 

二氢杨梅素（DHM）为色谱纯，购自上海源叶生物科技有限公司。参照 Brugliera 等（2013）

体外 DHM 饲养实验，取处于开放阶段Ⅲ的花最外轮舌状花花瓣，切取中部花瓣，每个花瓣方片约

200 mg，置于玻璃培养皿中，向培养皿中加入浓度为 2 mg · mL-1 的 DHM 溶液 15 mL，浸没花瓣培

养。空白对照组加入 15 mL 去离子水。置于 20 ℃、湿度 70%、持续光照的培养箱中培养 40 h。每

处理设 3 重复。培养结束后，用英国皇家园艺学会比色卡（RHSCC）对花瓣进行颜色测定，并拍照

记录。 
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1.3  二氢杨梅素（DHM）饲喂花瓣中飞燕草素苷的提取 

将经 DHM 培养和去离子水培养后的花瓣用吸水纸吸干表面水分，称取 200 mg 花瓣放入研钵，

加入 0.1 mol · L-1 盐酸甲醇 2 mL 研磨，转入 2 mL 离心管中，置于冰上避光浸提 30 min 后 12 000 

r · min-1 离心 10 min，吸取上清液 1 mL，加入等体积的 10%甲酸水（甲酸︰水 = 1︰9，体积比），颠

倒混匀，经 0.22 μm 滤膜过滤，3 次重复。 

1.4  飞燕草素苷超高效液相色谱测定 

称取 1 mg 飞燕草素苷标准品[delphinidin chloride，C15H11ClO7，相对分子质量 338.7，含量 94.7%，

购自 ChromaDex（ΜSA）]公司，用色谱级甲醇（methanol）溶解并定容至 10 mL，制备成 100 mg · L-1

的飞燕草母液素苷标准品母液，置于棕色瓶中遮光低温保存备用。 

取飞燕草素母液 25、50、100、200 和 400 μL，用 10%的甲酸水（甲酸︰水 = 1︰9，体积比）

稀释至 1 mL，配制成 2.5、5.0、10、20、40 mg · L-1 标准品工作液。采用超高效液相进行测定，根

据峰面积和飞燕草素苷工作液浓度计算标准曲线方程，用于菊花飞燕草素苷定量分析。 

流动相以色谱纯乙腈作为 A 相，10%的甲酸作为 B 相进行梯度洗脱：0 min，5% B；1 min，5% 

B；6 min，30% B；6.1 min，5% B；9 min，5% B。 

高效液相分析采用 Agilent 超高液相色谱仪（Acquity UPLC）进行。色谱柱为 Zorbax Eclipse Plus 

C18 柱（Rapid Resolution HT 2.1 mm × 50 mm 1.8-Micron 600Bar）；柱温 40 ℃；检测波长：530 nm；

上样量：2.0 μL；流速：0.30 mL · min-1。花青素苷检测流动相为：流动相 A，100%的乙腈；流动相

B，10%的甲酸水（1︰9，体积比）（褚云霞 等，2014；Santiago et al.，2014）。 

将各样品色谱峰面积的平均值代入飞燕草素苷标准曲线方程，计算测定样品液中飞燕草素苷浓

度，进一步计算菊花花瓣样品中所含飞燕草素苷的含量（μg · g-1 FW）。 

2  结果与分析 

2.1  不同菊花品种花瓣 DHM 培养后的花色变化 

与对照相比，经飞燕草素苷前体 DHM 培养后 3 个菊花品种的花瓣颜色均发生了变化（图 1）。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  去离子水和 DHM 培养后菊花各品种花瓣的颜色变化 
Fig. 1  The color change in petal observed after incubation of cut petal segments in water and DHM 
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RHSCC 比色分析显示，‘南农绯玉’去离子水培养的花瓣颜色为 Red-purple N66-D，而 DHM

培养的花瓣颜色为 Purple-violet N81-A，‘QX-087’和‘南农宫粉’花瓣花色分别由对照的 Red-purple 

72-D 和 Red-purple N74-C 转变为 Red-purple 72-B 和 Purple N79-C。 

2.2  不同菊花品种 DHM 培养后花瓣中飞燕草素苷的含量 

飞燕草素苷标准品 UPLC 检测显示其保留时间为 3.4 ~ 3.5 min，同一浓度标准品 6 次重复的相

对标准偏差为 2.47%，表明分析条件稳定，可用于菊花样品飞燕草素苷的分析。 

对经过 DHM 和去离子水培养的花瓣进行 UPLC 分析，检测飞燕草素苷含量。如图 2 所示，‘南

农绯玉’、‘QX-087’和‘南农宫粉’在去离子水（对照）花瓣中未检测到飞燕草素苷，经 DHM 培

养的花瓣中可检测到飞燕草素苷，保留时间分别为 3.453、3.466 和 3.457 min。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 ‘南农绯玉’、‘QX-087’、‘南农宫粉’飞燕草素苷含量的色谱图 

Fig. 2  The dephinidin chromatogram of petal segments of‘Nannong feiyu’,‘QX-087’and‘Nannong gongfen’chrysanthemums 
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根据飞燕草素苷标准品浓度及其峰面积，绘制标准曲线计算出飞燕草素苷含量回归方程为 Y = 

56.763X–43.751，相关系数为 0.9997（图 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3  飞燕草素苷含量标准曲线 
Fig. 3  Relationship between UPLC peak area and delphinidin concentration 

 

根据回归方程计算出每个菊花品种经 DHM 饲喂的花瓣中的飞燕草素苷含量，‘南农绯玉’、

‘QX-087’、‘南农宫粉’分别为（441.6 ± 47.4）、（281.2 ± 19.4）、（334.8 ± 44.7）μg · g-1 FW（表

1）。 
 

表 1  DHM 饲喂后不同品种花瓣中飞燕草素苷含量 

Table 1  The concentration of delphinidin in petal segments of different varieties after DHM feeding 

品种 
Variety 

飞燕草素苷含量/（μg · g-1 FW） 
Concentration of delphinidin

南农绯玉 Nannong Feiyu 441.6 ± 47.4 a
QX-87 281.2 ± 19.4 b
南农宫粉 Nannong Gongfen 334.8 ± 44.7 b

注：不同字母表示邓肯检验 5%显著水平。 

Note：Different letters mean significant difference at 0.05 level by Duncan’s test. 

3  讨论 

超高效液相色谱（UPLC）是以 1.7 μm 的超细色谱柱填料为核心技术的新型色谱分离分析技术

（陈佳 等，2008；杨智勇 等，2013），增加了分析的通量、灵敏度及色谱峰容量。以往 HPLC 测

定单个样品花青苷的含量需要 20 ~ 60 min（岳喜庆 等，2010；Zhao et al.，2013），孙翊等（2011）

通过优化洗脱条件将单个样品的检测时间缩短 15 min。本试验中利用 UPLC 对菊花花瓣飞燕草素苷

的快速定量研究，使得单个样品分析时间仅需 9 min，大大提高了检测效率。 

百合、月季、菊花等不具有 F3′5′H 基因，因而不能催化 DHM 的合成，导致蓝色花色素苷合成

受阻，因而花色中缺少蓝色（张萍，2011；洪艳，2012）。百合‘罗宾娜’和东方百合‘贝尼尼’较

适宜转入蓝色基因，因其花瓣中矢车菊色素含量少，黄酮醇含量高，液泡 pH 值高（张萍 等，2010）。

在花色素苷生物合成途径中，F3′H 羟化酶（矢车菊色素形成途径中的关键酶）与 F3′5′H 羟化酶共同

竞争作用底物，故当矢车菊色素含量低，即 F3′H 活性弱时，导入外源蓝色基因易于合成大量飞燕草

色素，形成蓝色花（张萍，2011）。Katsumoto 等（2007）在筛选转基因蓝色月季品种时，没有选择

深色品种和红色品种，因为它们黄酮醇含量低且 pH 值也很低。也不会选择黄色、白色品种，因为其
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花瓣无法积累花色苷，所以通过视觉主要选择了粉红色至紫红色的品种，然后检测其中 169 个品种中

的类黄酮成分以及液泡 pH 值，进而选择适宜转蓝色基因的品种。孙卫等（2010）以不同花色菊花中

最终形成的矢车菊素苷占矢车菊素苷途径类黄酮量的百分比来衡量矢车菊素苷在代谢流中分配水平

的高低发现，相比于红、紫、红紫和墨色菊中，粉色菊花瓣中矢车菊素苷的含量比较低。Brugliera

等（2013）采用花瓣圆片添加 DHM 试验，发现粉红色品种在添加 DHM 后，花色转换成了淡紫色

或紫色，并检测到了飞燕草素的合成，表明供试品种的 DFR 具有催化 DHM 的能力，以及具备下游

蓝色花色素苷飞燕草素的合成路径。而深红色、青铜色、红色或黄色品种不适合作为选择受体，暗

示着粉红色的菊花是蓝色花色转基因的适宜受体品种。 

本研究中供试粉色品种‘南农绯玉’菊花的花瓣经 DHM 培养后颜色明显向蓝紫色 Purple-violet

转变，且飞燕草素苷含量较高，‘QX-087’和‘南农宫粉’菊花的花瓣经 DHM 培养后花瓣颜色也

变为红紫、紫色系，也检测到飞燕草素苷存在，表明供试的 3 个菊花品种均具有催化 DHM 合成飞

燕草素苷的能力。但是不同品种 DHM 培养后花色呈色不同，推测不同品种促进蓝色呈色的因子不

同，或者 DFR 催化 DHM 的能力、液泡 pH 值高低及辅助金属离子等存在差异所致（徐清燏 等，2004；

Yoshida et al.，2009）。综合花瓣颜色变化及花瓣中飞燕草素苷含量分析，认为‘南农绯玉’为最适

宜进行蓝色花色关键基因 F3′5′H 转基因的受体品种。 
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