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　　摘要：黄烷酮３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）是花青素生物合成途径中的关键酶，对花色的形成具有
重要作用。以洋桔梗试管苗叶片基因组ＤＮＡ为模板，通过设计分别带有酶切位点 ＢａｍＨⅠ和 ＸｂａⅠ的１对特异引
物，进行ＰＣＲ扩增，克隆了洋桔梗Ｆ３Ｈ基因；对克隆得到的 Ｆ３Ｈ基因进行测序鉴定，再将该基因反向插入 ｐＢＩ１２１质
粒，成功构建了植物反义表达载体ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ，为利用植物基因工程技术调控洋桔梗 Ｆ３Ｈ基因的表达提供了重要
基础。
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　　洋桔梗［Ｅｕｓｔｏｍａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ（Ｒａｆ．）Ｓｈｉｎｎ．］别称草原
龙胆，是龙胆科草原龙胆属的观赏植物。洋桔梗株态轻盈潇

洒，花形别致可爱，是国际上十分流行的切花和盆花种类之

一［１］。颜色、香味及形态是观赏植物的三大重要性状。随着

经济发展和社会进步，人们对花卉尤其是那些在色、香、形方

面能够标新立异的新品种的需求越来越强烈。其中，花的颜

色具有特别重要的审美价值，分子育种新技术———植物基因

工程可定向、高效获得更丰富和奇美的观赏植物新品种。

花青素广泛存在于被子植物中，对花色形成具有重要作

用。而黄烷酮３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）是

花青素生物合成途径中的关键酶［２］。研究表明，反义核酸技

术主要通过碱基互补原理，利用人工或生物合成特异互补的

ＤＮＡ或ＲＮＡ片段（或化学修饰产物）与目的序列核酸结合，
通过空间位阻效应或诱导 ＲＮａｓｅ活性的降解作用，在复制、
转录、剪接、ｍＲＮＡ转运及翻译等水平上，抑制或封闭目的基
因的表达［３－４］。

目前，Ｆ３Ｈ基因已经从多种植物的不同器官中克隆得
到，如红巴梨成熟果皮［５］、苹果果皮［６］、洋桔梗花瓣［７］、苦荞

幼苗［８］、芜菁块根［９］、龙眼胚胎［１０］、猕猴桃内果皮［１１］、非洲菊

花瓣［１２］、核桃叶片［１３］。Ｅｌｏｍａａ等成功运用反义核酸技术调
控了非洲菊、金鱼草等植物中花青素生物合成相关酶基因的

表达［１４－１５］，进而改变了花色。

本研究以洋桔梗叶片为试材，提取基因组 ＤＮＡ，通过设
计１对特异性引物，进行ＰＣＲ扩增，克隆Ｆ３Ｈ基因；对该克隆
基因进行ＤＮＡ序列测定、鉴定，再将其反向插入 ｐＢＩ１２１质
粒，构建洋桔梗Ｆ３Ｈ基因反义表达载体，为利用植物基因工
程技术调控洋桔梗Ｆ３Ｈ基因的表达，进而改变其花色及创建
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洋桔梗新种质提供重要基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　洋桔梗（Ｅ．ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍｃｖ．ＤｏｕｂｌｅＭａｒｉ
ａｃｈｉＰｉｎｋ）试管苗的叶片取自笔者所在实验室。
１．１．２　菌株与质粒　大肠杆菌ＤＨ５α和ｐＢＩ１２１质粒为笔者
所在实验室保存；ｐＭＤｌ８－Ｔ质粒购自宝生物工程（大连）有
限公司。

１．１．３　主要生化试剂　ｄＮＴＰ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ、Ａｍｐ、Ｋｍ、ＤＮＡ
聚合酶、ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ限制性内切酶及Ｔ４－ＤＮＡ连接酶等
工具酶、质粒小提试剂盒均为宝生物工程（大连）有限公司产

品；植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒、普通琼脂糖ＤＮＡ回收试剂
盒购自生工生物工程（上海）有限公司。

１．２　方法
１．２．１　洋桔梗基因组ＤＮＡ的提取　称取洋桔梗试管苗叶片
０．１ｇ置于研钵，轻轻加入适量液氮进行研磨，参照植物基因
组ＤＮＡ提取试剂盒说明书，进行洋桔梗基因组ＤＮＡ的提取。
１．２．２　洋桔梗Ｆ３Ｈ基因片段的克隆　以上述提取的洋桔梗
基因组ＤＮＡ为模板，利用根据 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库中洋桔
梗Ｆ３Ｈ基因 ｃＤＮＡ序列（登录号：ＡＢ０７８９５６．１）所设计的 Ｐ１
和Ｐ２为１对特异引物，进行ＰＣＲ扩增，以克隆洋桔梗Ｆ３Ｈ基
因片段。

为方便后续试验操作，在２个引物的５′端分别引入了酶
切位点ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ，并外加３个保护碱基，具体序列为
（标有下划线的为酶切位点）：Ｐ１：５′－ＴＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ
ＴＡＴＣＧＧＡＧＧＣＡＡＴ－３′；Ｐ２：５′－ＣＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＡＧＣＡＡＴＡＧＧ
ＴＡＡＧＡＣＡＡ－３′。

ＰＣＲ程序为：９５℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性４０ｓ，５５℃ 复
性５５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３５次；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。在
ＰＣＲ完成后，取５μＬ反应产物，加样于１％琼脂糖凝胶进行
电泳检测，随后参照普通琼脂糖 ＤＮＡ回收试剂盒说明书，回
收ＰＣＲ产物，送往美吉生物公司进行ＤＮＡ序列测定。
１．２．３　中间载体ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ的构建　利用ＴＡ克隆方
法，以Ｔ４－ＤＮＡ为连接酶，将用ＤＮＡ回收试剂盒回收的Ｆ３Ｈ
基因ＰＣＲ扩增产物与ｐＭＤ１８－Ｔ质粒进行连接重组；再将重
组子通过ＣａＣｌ２法导入大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，在含有
Ｘ－ｇａｌ、ＩＰＴＧ、Ａｍｐ的琼脂培养基平板上３７℃培养过夜；挑取
白色单菌落，进行菌落ＰＣＲ（ＰＣＲ程序与 Ｆ３Ｈ基因 ＰＣＲ克隆
相同），电泳检测；经菌落 ＰＣＲ初步鉴定正确后，再使用质粒
小提试剂盒从大肠杆菌 ＤＨ５α中提取重组质粒，进行进一步
的酶切检测，以确认成功构建中间载体ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ。
１．２．４　植物反义表达载体ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ的构建　对确认构
建成功的中间载体ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ进行 ＢａｍＨⅠ和 ＸｂａⅠ
双酶切，回收纯化约１５００ｂｐ的 Ｆ３Ｈ基因片段；对中间表达
载体ｐＢＩ１２１同样进行ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ双酶切，回收纯化大
片段（约 ２７００ｂｐ）；将上述回收纯化的２个片段用Ｔ４－ＤＮＡ
连接酶进行连接重组，即将 Ｆ３Ｈ基因片段反向插入 ｐＢＩ１２１
质粒中，构建成植物反义表达载体ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ，连接反应参
照Ｔ４－ＤＮＡ连接酶说明书。然后将 ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ导入大肠
杆菌ＤＨ５α感受态细胞，在含有 Ｋｍ的琼脂培养基平板上

３７℃ 培养过夜；挑取单菌落，进行菌落 ＰＣＲ（ＰＣＲ程序与
Ｆ３Ｈ基因ＰＣＲ克隆相同），电泳检测，以确认成功构建植物反
义表达载体ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ。

２　结果与分析

２．１　洋桔梗基因组ＤＮＡ的提取
使用植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取洋桔梗基因组

ＤＮＡ，提取结果完全符合后续试验要求（图１）。

２．２　Ｆ３Ｈ基因片段的克隆及其鉴定
以上述提取的洋桔梗 ＤＮＡ基因组为模板，根据洋桔梗

Ｆ３Ｈ基因ｃＤＮＡ序列所设计的Ｐ１和Ｐ２为引物，进行ＰＣＲ扩
增，扩增出了唯一１条条带，大约１５００ｂｐ（图２）。回收纯化
该扩增产物，进行ＤＮＡ序列测定，测序结果可确认Ｆ３Ｈ基因
片段克隆成功。

２．３　中间载体ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ的构建及鉴定
将克隆得到的Ｆ３Ｈ基因片段与 ｐＭＤｌ８－Ｔ连接重组，然

后转化大肠杆菌ＤＨ５α。挑取白色单菌落，进行菌落 ＰＣＲ鉴
定。电泳结果（图３）显示，扩增出了１５００ｂｐ左右的Ｆ３Ｈ片
段，与预期结果相符。该结果初步表明，重组子已经导入大肠

杆菌ＤＨ５α中。再将重组子ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ经限制性内切
酶ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ双酶切，检测结果（图４）显示，得到３条
条带，从上而下：第 １条大小为４２００ｂｐ左右，是重组子
ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ；第２条大小为２７００ｂｐ左右，为ｐＭＤ１８－Ｔ
载体；第３条大小为１５００ｂｐ左右，为Ｆ３Ｈ基因。结果表明，
中间载体ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ已经构建成功。
２．４　Ｆ３Ｈ基因片段序列的测定及分析
２．４．１　Ｆ３Ｈ基因片段序列的测定　洋桔梗叶片基因组黄烷
酮３－羟化酶（Ｆ３Ｈ）基因片段测序结果见图５。
２．４．２　Ｆ３Ｈ基因片段序列的分析　利用ＧｅｎＢａｎｋ中的Ｂｌａｓｔ
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工具，对测序结果（全长１４２７ｂｐ）与ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ上公布的
从洋桔梗花瓣黄烷酮３－羟化酶（Ｆ３Ｈ）基因 ｍＲＮＡ而来的
ｃＤＮＡ序列进行比较发现，本研究从洋桔梗叶片基因组扩增
出的Ｆ３Ｈ基因片段，比从洋桔梗花瓣分离得到的Ｆ３Ｈ基因片
段的ｃＤＮＡ多了１段序列，推测是１个内含子（图５中标有字
符底纹的序列）。

利用ＤＮＡＭＡＮ对本研究所获得的上述 Ｆ３Ｈ基因片段序
列进行限制性内切酶酶切位点分析，其主要酶切位点见表１。
２．５　反义表达载体ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ的构建及鉴定

将重组子ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｆ３Ｈ与质粒 ｐＢＩ１２１分别经限制
性内切酶ＢａｍＨⅠ和ＸｂａⅠ双酶切，用Ｔ４－ＤＮＡ连接酶连接、
回收、纯化后，转化大肠杆菌 ＤＨ５α。挑取单菌落进行菌落
ＰＣＲ鉴定，电泳结果（图６）显示，得到１条约１５００ｂｐ左右的
条带。结果表明，Ｆ３Ｈ基因反义表达载体 ｐＢＩ１２１－Ｆ３Ｈ已经
构建成功。

３　结论与讨论

Ｆ３Ｈ是花青素生物合成途径中的关键酶。Ｆ３Ｈ基因已

表１　Ｆ３Ｈ基因片段序列进行限制性内切酶酶切位点

限制性内切酶 识别位点
酶切位点数

（个）

酶切位点位置

（ｂｐ）

ＢａｍＨⅠ Ｇ／ＧＡＴＣＣ １ １
Ｂｓｃ９１Ⅰ ＧＡＡＧＡＣＮＮ／ １ １８１
ＨｐａⅠ ＧＴＴ／ＡＡＣ １ ２５８
ＢａｌⅠ ＴＧＧ／ＣＣＡ １ ２７５
ＮｄｅⅠ ＣＡ／ＴＡＴＧ ２ ５４５、９１８
Ｍｆｅ１Ⅰ Ｃ／ＡＡＴＴＧ ３ ５６４、７５２、１１３３
ＳｓＰⅠ ＡＡＴ／ＡＴＴ １ ９４１
ＢｓｍⅠ ＧＡＡＴＧＣＮ／ １ １０９２
ＢｂｅⅠ ＧＧＣＧＣ／Ｃ ２ １１５９、１２１９
ＥｈｅⅠ ＧＧＣ／ＧＣＣ ２ １１５７、１２１７
Ｂｓｐ１４０７Ⅰ Ｔ／ＧＴＡＣＡ １ １２３８
Ｂｇ１Ⅱ Ａ／ＧＡＴＣＴ １ １３５２
ＸｂａⅠ Ｔ／ＣＴＡＧＡ １ １４１９

经从多种植物的多种不同器官中克隆得到。不同器官包括花

瓣、果皮、胚胎、块根、植株叶片等，其中大多数种类试材的取材

时间都受到某种程度的限制。本研究试材取自笔者所在的实
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验室增殖保存的洋桔梗试管苗叶片。以该试材提取的基因组

ＤＮＡ为模板，进行同源克隆ＰＣＲ扩增，只扩增出 Ｆ３Ｈ基因唯
一１条条带；测序后，与从花瓣中ｃＤＮＡ所获得的Ｆ３Ｈ基因进
行序列比对，除了内含子之外，外显子的序列完全相同［７］。

与众多相关研究通过 ｃＤＮＡ进行克隆不同的是，本研究
选以洋桔梗基因组ＤＮＡ为模板，利用同源克隆的方法，进行
Ｆ３Ｈ基因的克隆。本研究的目的是为进一步利用植物基因
工程技术调控洋桔梗 Ｆ３Ｈ基因的表达提供重要基础。已有
研究表明，在反义核酸技术的应用中，来源于植物基因组的

ＤＮＡ转化植物后对内源基因的抑制效果与来源于 ｍＲＮＡ的
ｃＤＮＡ相当甚至更明显［１６］。

本研究克隆的是洋桔梗 Ｆ３Ｈ基因的片段，非全长序列。
Ｓｍｉｔｈ等将 ＰＧｃＤＮＡ５′端的 ７３０ｂｐ片段反向插入，接上
ＣａＭＶ３５Ｓ启动子和Ｎｏｓ基因３′末端，构建了一个反义融合基
因，将其转入农杆菌，转化番茄茎段，在转基因叶中和果实中

都发现了反义ＰＧＲＮＡ，其ＰＧ酶活性只有正常株的１０％［１７］。

而Ｓｈｅｅｈｙ等用全长的 ＰＧｃＤＮＡ进行上述同样的试验，测定
结果表明，在果实成熟的各个阶段 ＰＧＲＮＡ和 ＰＧ酶的水平
也大大降低［１８］。余义勋等用香石竹基因组 ＡＣＣ氧化酶基因
ＤＮＡ片段（非全长基因）构建反义表达载体，转化香石竹，结
果表明，反义基因能有效抑制内源同源基因的表达［１６］。

本研究以周年可取的洋桔梗试管苗叶片为试材，提取基

因组ＤＮＡ，通过设计１对特异性引物，进行ＰＣＲ扩增，克隆了
Ｆ３Ｈ基因，再将其反向插入 ｐＢＩ１２１质粒，成功构建了洋桔梗
Ｆ３Ｈ基因反义表达载体，为利用植物基因工程技术调控洋桔
梗Ｆ３Ｈ基因的表达，并改变了花色。同时，本研究结果为创
建洋桔梗新种质提供了技术贮备。
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