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山葡萄黄烷酮３－羟化酶 ＶａｍＦ３Ｈ基因及其克隆
李　娟，曹芳芳，权　哲，刘海峰
（延边大学农学院，吉林延吉１３３０００）

　　摘要：采用ＲＴ－ＰＣＲ与ＲＡＣＥ技术相结合的方法，从山葡萄果皮中克隆到黄烷酮３－羟化酶（Ｆ３Ｈ）基因的ｃＤＮＡ
全长序列。该基因全长１３９８ｂｐ，包含１０９２ｂｐ的完整开放阅读框，编码３６３个氨基酸，相对分子质量为４０．８１ｋｕ，等
电点（ＰＩ）值为５．３７。二级结构预测表明，随机卷曲是ＶａｍＦ３Ｈ蛋白最大量的结构元件，不具有信号肽，属于不稳定亲
水蛋白。氨基酸序列与欧亚种葡萄（ＦＱ３８９９５０）、圆叶葡萄（ＫＦ０４０９７０）、美国蔓藤（ＪＸ０８７４４１）等的Ｆ３Ｈ类基因同源性
较高，相似性分别为９９％、９９％、９６％。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｉｙａｎｓｈｉｑｉｘｉａｎｇ＠１６３．ｃｏｍ。

　　黄烷酮３－羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）是花
色素合成途径中的结构基因，是花青素生物合成途径中的关

键酶［１］。Ｆ３Ｈ属于依赖２－酮戊二酸的双加氧酶，反应需要
２－酮戊二酸、分子氧、铁、抗坏血酸［２］。其作用为催化柚皮

素Ｃ３位羟基化，生成二氢山奈酚（ｄｉｈｙｄｒｏｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ＤＨＫ），
而ＤＨＫ是黄酮和异黄酮合成的重要中间产物；因此，Ｆ３Ｈ调
控着黄酮与花青素苷产物的合成，是整个黄酮类化合物代谢

途径的中枢位点［３］。有报道指出 Ｆ３Ｈ与花青苷合成关系密

切［４］，然而此方面的研究尚较少。Ｈｏｌｔｏｎ等发现 Ｆ３Ｈ对黄烷
酮、儿茶酸、原花青素、花青素代谢影响较大，是该代谢途径的

关键酶［３］。Ｌｅｐｉｎｉｅｃ等研究证实，由Ｆ３Ｈ和Ｆ３′Ｈ催化生成的
黄烷酮醇在 ＤＦＲ的催化作用下能够合成无色花青素［５］。

Ｆ３Ｈ的活性最初在紫罗兰花中被检测到［６］。Ｍａｒｔｉｎ等利用鉴
别筛选与基因图谱技术首次从金鱼草中分离克隆到 Ｆ３Ｈ基
因［７］。研究表明，Ｆ３Ｈ基因在矮牵牛等植物中是独立表达
的，而大多数情况下，Ｆ３Ｈ与其上游的ＣＨＳ、ＣＨＩ基因，以及下
游的ＤＦＲ基因协同表达［８］。在大多数物种中，Ｆ３Ｈ基因仅以
单拷贝形式存在［９－１１］。

山葡萄别称野葡萄，最初发现于我国东北和俄罗斯远东

地区，在我国主要分布于吉林省长白山、黑龙江省完达山、小

兴安岭、辽宁省北部等地［１２］。山葡萄是我国重要的野生果树

资源，具有极强的抗寒性，是东北地区酿造葡萄酒的主要原

料［１３］，其浆果含有大量花色苷。目前，分子生物技术已广泛
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应用于葡萄遗传育种的各个领域，加速了葡萄遗传学图谱、基

因的克隆表达、新基因的分离鉴定等研究的进展［１４］。Ｆ３Ｈ基
因已在玉米、矮牵牛花、水母雪莲等很多植物中克隆得到并且

定性［１５］。在拟南芥、茄子、苜蓿、葡萄、苹果、柑橘、梨、康乃

馨、翠菊、日本牵牛等植物中均克隆到了 Ｆ３Ｈ基因，但未见山
葡萄中 Ｆ３Ｈ基因的相关报道。本研究采用 ＲＴ－ＰＣＲ和
ＲＡＣＥ技术相结合的方法克隆Ｆ３Ｈ基因，获得全长序列，并进
行生物信息学分析，旨在为阐明山葡萄花色苷的生物合成及

调控奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　供试山葡萄品种为双丰（Ｖｉｔｉｓａｍｕｒｅｎｓｉｓ
ＳｈｕａｎｇＦｅｎｇ），采自国家山葡萄种质资源圃。采摘无病虫害、
饱满的成熟期果粒，立即置于液氮中冷冻，并于 －８０℃冰箱
保存，取其果皮作为供试材料。

１．１．２　菌株、酶、生化试剂　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ＣＴＡＢ、ＥＤＴＡ、无水
ＬｉＣｌ、β－巯基乙醇、ＤＥＰＣ水、ＡＭＰ、ＩＰＴＧ、Ｘ－ｇａｌ均为
ＡＩＴｉｒｅｓｃｏ分装试剂；大肠杆菌ＤＨ５α、ｐＭＤ１９－Ｔ载体、Ｔａｑ酶、
ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００均购自 ＴａＫａＲａ公司；胶回收试剂盒购自
ＯＭＥＧＡ公司；反转录酶 ＳｕＰｅｒｓｃｒｉｐｔｌｌ购自 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
ＳＭＡＲＴＴＭＲＡＣＥ试剂盒购自Ｃｌｏｎｔｅｅｈ公司；其他试剂均为国
产分析纯。引物由英俊生物技术有限公司合成，ＤＮＡ测序由
上海生工生物公司完成。

１．２　方法
１．２．１　引物设计　登录ＮＣＢＩ网站，根据ＧｅｎＢａｎｋ中已登陆
的Ｆ３Ｈ基因的核苷酸序列和氨基酸序列，通过多序列比对确
定其共有的保守区，利用 Ｐｒｉｍｅｒ６．０软件设计１对特异引物
用来扩增目的片段。上游引物 Ｆ１：５′－ＴＧＴＣＴＧＧＴＧ
ＧＣＡＡＧＡＡＡＧＧＣ－３′；下游引物Ｆ２：５′－ＣＧＡＧＧＧＴＧＡＧＧＴＣＴ
ＧＧＣＴＧＴ－３′。

以该引物扩增出的序列设计５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ引物，
分别为：Ｆ３Ｈ－ａ：５′－ＡＧＣＧＴＣＣＴＴＧＴＣＣＡＡＡＴＣＣＡ－３′；
Ｆ３Ｈ－ｓ：５′－ＣＧＴＴＴＣＣＡＧＣＣＡＴＣＴＴＣＡ－３′。
１．２．２　山葡萄果皮总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　采用改
良的ＣＴＡＢ［１６］法提取山葡萄果皮中的总 ＲＮＡ。采用紫外分
光光度计测定其２３０、２６０、２８０ｎｍ处的吸光度及总 ＲＮＡ浓
度，用１％ＴＡＥ检测ＲＮＡ的完整性。

按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ反转录酶试剂盒说
明书，以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）２０为引物、总 ＲＮＡ为模板进行逆转录反
应，合成ｃＤＮＡ的第１条链。
１．２．３　ＰＣＲ扩增目的基因片段　以山葡萄 ｃＤＮＡ第１链为
模板，用引物Ｆ１、Ｆ２进行ＰＣＲ扩增。５０μＬ反应体系包括：２．
０μＬｃＤＮＡ、５．０μＬ１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ（Ｍｅ２＋ｆｒｅｅ）、０．４μＬＥｘ
Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）、３６．６μＬｄｄＨ２Ｏ、Ｆ１和 Ｆ２引物各１．０μＬ。反
应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，
７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ，于４℃
保存。ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测，并回收纯化目
的片段。

１．２．４　５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ法获得基因片段　参照 ＳＭＡＲ
ＴＴＭＲＡＣＥ试剂盒说明书，以逆转录分别合成的５′－ＲＡＣＥ－

Ｒｅａｄｙ－ｃＤＮＡ和 ３′－ＲＡＣＥ－Ｒｅａｄｙ－ｃＤＮＡ为模板，以
Ｆ３Ｈ－ａ、Ｆ３Ｈ－ｓ分别同 ＵＰＭ为引物，进行５′ＲＡＣＥ、３′ＲＡＣＥ
扩增以获得５′端片段、３′端片段。ＰＣＲ反应程序为：９４℃预
变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，６５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
１．５ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ，于 ４℃保存。
ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶电泳检测以确定条带。
１．２．５　目的片段的回收和连接　按照胶回收试剂盒说明书
对ＰＣＲ产物的 ＤＮＡ片段进行回收、连接、转化。将回收的
ＤＮＡ片段与ｐＭＤ－１８载体连接，于１６℃连接３ｈ。反应体系
为 ｐＭＤ－１８载体 ０．５μＬ、ＤＮＡ片段 ４．５μＬ、Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
Ⅰ５．０μＬ。
１．２．６　转化　将 ＤＨ５α感受态细胞解冻后，取 ５０μＬ加入
１０μＬ连接产物，冰浴３０ｍｉｎ；取出后热激９０ｓ，并置于冰上
２～３ｍｉｎ；加入预热的 ＬＢ液体培养基 ３００μＬ，于 ３７℃、
１９０ｒ／ｍｉｎ培养１ｈ；取适量菌液涂布于含有 ＡＭＰ、Ｘ－Ｇａｌ、
ＩＰＴＧ的ＬＢ固体培养基平板上，于３７℃培养箱中倒置培养过
夜。次日，挑白色单克隆置于３７℃摇床中，２００ｒ／ｍｉｎ培养
１２ｈ。随后进行菌液ＰＣＲ检测，将成功克隆的菌样测序。
１．３　ＶａｍＦ３Ｈ基因序列及其编码蛋白质的生物信息学分析

利用 ＤＮＡｓｔａｒ软件查找 ＶａｍＦ３Ｈ基因的开放阅读框
（ＯＲＦ）并推导其氨基酸序列；利用 ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ程序检索
数据库，对ＶａｍＦ３Ｈ基因全长 ｃＤＮＡ序列及其氨基酸序列进
行比对分析；利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ．ｈｔｍｌ）分析ＶａｍＦ３Ｈ基因编码蛋白质的理
化性质；运用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｃａ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／
ｐｒｏｔｓｃａｌｅ．ｈｔｍｌ）、ＴＭＨＭＭ在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ－２．０）、ＳｉｇｎａｌＰ在线软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．
ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ）对所编码蛋白质的亲水性、疏水性、
跨膜结构域、信号肽进行分析；通过 ＥｘＰＡＳＹ中的 ＨＮＮ工具
分析其蛋白质序列的二级结构；采用 ＧｅｎｅＤｏｃ软件进行多序
列比对，并采用ＭＥＧＡ６．０软件构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　山葡萄ＶａｍＦ３Ｈ基因ｃＤＮＡ全长的克隆及序列分析
以山葡萄果皮总ＲＮＡ反转录的ｃＤＮＡ为模板，用特异引

物Ｆ１和 Ｆ２扩增出１条３２４ｂｐ的预期片段（图１－ａ）。经
Ｂｌａｓｔｎ分析发现，该序列与其他物种Ｆ３Ｈ基因高度同源，与欧
亚种葡萄（ＦＱ３８９９５０）的同源性高达９９％，初步确认其为山
葡萄 Ｆ３Ｈ基因的核心序列。根据所得中间段序列设计末端
扩增的特异引物 Ｆ３Ｈ－ａ和 Ｆ３Ｈ－ｓ，经 ＲＡＣＥ扩增、产物克
隆、测序后，分别得到长度为９６５ｂｐ的３′末端和６４７ｂｐ的５′
末端（图１－ｂ）。将ＲＴ－ＰＣＲ和ＲＡＣＥ扩增片段进行序列拼
接得到 ＶａｍＦ３Ｈ基因 ｃＤＮＡ全长序列，最终获得 １条长为
１３９８ｂｐ的ｃＤＮＡ全长序列，经 Ｂｌａｓｔｎ比对发现，该 ｃＤＮＡ序
列与其他物种的Ｆ３Ｈ基因同源。
　　经 ＤＮＡｓｔａｒ软件分析发现，该 ｃＤＮＡ包含１个１０９２ｂｐ
的完整开放阅读框、２１４ｂｐ的３′－非翻译区、９２ｂｐ的５′－非
翻译区，推测其编码 ３６３个氨基酸。ＧｅｎＢａｎｋ登录号为
ＫＰ９６６０９９，将其命名为ＶａｍＦ３Ｈ。
２．２　ＶａｍＦ３Ｈ基因编码蛋白质的理化性状

利用ＰｒｏＰａｒａｍ软件在线预测分析ＶａｍＦ３Ｈ基因编码蛋
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白的理化性质，发现该蛋白由３６３个氨基酸组成，相对分子质
量（ＭＶ）为４０．８１ｋｕ，等电点值为５．３７。组成 ＶａｍＦ３Ｈ蛋白
的２０种氨基酸中亮氨酸（Ｌｅｕ）含量最高，达到９．９％；半胱氨
酸（Ｃｙｓ）、色氨酸（Ｔｒｐ）含量最少，仅为１．４％。正电荷残基

（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）数为４５个，负电荷残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）数为５５个，不
稳定指数为４４．２５，脂肪指数为８４．３３，表明 ＶａｍＦ３Ｈ基因蛋
白属于不稳定蛋白质。

２．３　ＶａｍＦ３Ｈ蛋白保守区预测
利用 ＮＣＢＩ的 ＢｌａｓｔＰ程序，在蛋白保守区数据库预测山

葡萄ＶａｍＦ３Ｈ基因的蛋白保守区。结果表明，ＶａｍＦ３Ｈ具有
２－酮戊二酸的双加氧酶（２－ＯＤＤ）结构域、非血红素双加氧
酶结构域。ＶａｍＦ３Ｈ具有特征性结构域 ＦＥ２ＯＧ＿ＯＸＹ
ＰＳ５１４７１（图２），属于双加氧酶家族。
２．４　ＶａｍＦ３Ｈ蛋白的亲水性

利用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ程序分析山葡萄 ＶａｍＦ３Ｈ基因氨基酸序
列的亲水性及疏水性（图３）。图中纵坐标为氨基酸标度值，
横坐标为氨基酸序列位置。依据氨基酸分值越低亲水性越

强、分值越高疏水性越强的规律，可明显看出疏水性最大值在

第１６８位点，值为１．９００；最小值在第１４５位点，值为－２．７２２。
总平均亲水性指数为－０．４４４，整体表现为亲水性。

２．５　ＶａｍＦ３Ｈ蛋白的跨膜结构域
根据ＴＭＨＭＭ、ＴＭｐｒｅｄＳｅｒｖｅｒ网站分析，超过５００分才被

认为显著。可见 ＶａｍＦ３Ｈ蛋白无跨膜螺旋，故可推测
ＶａｍＦ３Ｈ不含有跨膜结构域。
２．６　ＶａｍＦ３Ｈ蛋白的信号肽预测及二级结构

利用ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ软件对山葡萄ＶａｍＦ３Ｈ基因蛋白
进行信号肽预测。结果表明，ＶａｍＦ３Ｈ基因编码的蛋白不具
有信号肽。

利用ＨＮＮ软件在线预测 ＶａｍＦ３Ｈ基因的二级结构（图
４）。该蛋白的二级结构由 ４８．４８％的无规卷曲（ｒａｎｄｏｍ

ｃｏｉｌ）、３２．７８％的 α－螺旋（ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ）、１８．７３％的 β－折叠
（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ）组成。

２．７　山葡萄ＶａｍＦ３Ｈ编码蛋白质的同源性及进化
登陆ＮＣＢＩ主页，利用 ＢｌａｓｔＰ在线软件将克隆得到的

ＶａｍＦ３Ｈ基因编码氨基酸序列进行同源性搜索比较。结果表
明，该 基 因 与 欧 亚 种 葡 萄 （ＦＱ３８９９５０）、圆 叶 葡 萄
（ＫＦ０４０９７０）、美洲种葡萄（ＪＸ０８７４４１）、桑树（ＫＦ４３８０４４）等的
Ｆ３Ｈ类基因同源性较高，相似性分别为 ９９％、９９％、９６％、
８１％。利用ＧｅｎｅＤｏｃ软件对包括 ＶａｍＦ３Ｈ在内１０个物种的
Ｆ３Ｈ基因编码的氨基酸序列进行多重比对分析（图５），图中
划线部分为保守结构域。

　　为进一步分析 ＶａｍＦ３Ｈ与其他植物 Ｆ３Ｈ之间的进化关
系，在多重比对的基础上，利用 Ｍｅｇａ６．０软件对该基因及其
他植物Ｆ３Ｈ基因的氨基酸序列进行系统进化分析（图 ６）。
结果表明，山葡萄ＶａｍＦ３Ｈ基因与欧亚种葡萄、圆叶葡萄、美
国蔓藤的同源性最高，与梨、风毛菊等亲缘关系较远。
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３　结论与讨论

本研究利用同源克隆和 ＲＡＣＥ技术相结合的方法，从山
葡萄果皮中克隆获得 Ｆ３Ｈ的同源基因 ＶａｍＦ３Ｈ，并对其编码
的蛋白质进行生物信息学分析。二级结构预测发现，该蛋白

的二级结构以无规卷曲为主，其次为 α－螺旋，再次为 β－折
叠，无其他二级结构元件，此预测结果与已报道的草莓、葡萄、

海棠Ｆ３Ｈ蛋白的二级结构一致［１７］。保守结构域分析表明，

该基因编码的蛋白具有典型２－Ｏ－酮戊二酸和 Ｆｅ２＋ －依赖
的双加氧酶家族（２ＯＧ－ＦｅⅡ＿Ｏｘｙ）的保守结构域，该结构域
中含有与铁离子结合所需的组氨酸、天冬氨酸，以及与

２－Ｏ－酮戊二酸结合所需的精氨酸、丝氨酸保守位点，这些
都是植物双加氧酶超家族基因的典型特征。系统进化分析显

示，ＶａｍＦ３Ｈ与同属的欧亚种葡萄Ｆ３Ｈ亲缘关系最近，而与蔷
薇科的梨、菊科的风毛菊亲缘关系较远，可见ＶａｍＦ３Ｈ的进化
具有明显的种属特性。

从以上核苷酸、氨基酸较高的相似系数可知，Ｆ３Ｈ基因
在进化上较为保守，因为Ｆ３Ｈ仅以单拷贝形式存在于大多数
物种中，提示 Ｆ３Ｈ基因可能在花青素生成中具有重要地位。
单拷贝基因比多拷贝基因更易于调控，且 Ｆ３Ｈ基因在进化上
保守性很高，少数几个碱基的突变就可能造成基因失活，从而

阻碍花青素的生成。目前，关于控制花青素生成的研究主要

集中于控制花青素生成的结构酶，并通过转入结构酶的基因

以获得结构酶的过量表达，从而增加花青素的生成，而关于调

控结构酶的基因或调控因子的研究尚未见报道；因此，研究花

色素调控基因比单纯研究结构酶更具有意义。

通过获得的Ｆ３Ｈ基因ｃＤＮＡ全长序列，可在以下方面做
进一步研究。验证Ｆ３Ｈ基因在山葡萄中是否为单拷贝存在。
Ｆ３Ｈ基因在很多物种中均以单拷贝存在，而葡萄中的Ｆ３Ｈ则
为２个拷贝［１８－２０］，因此推测ＶａｍＦ３Ｈ也同为２个拷贝。可使
用ＳｏｕｔｈｅｍＢｌｏｔ技术验证 Ｆ３Ｈ基因在山葡萄的果皮、果肉、
根、茎、叶、种子等部位中是否为２个拷贝。将已有的Ｆ３Ｈ基
因作为探针，与山葡萄基因组文库杂交，可获得 Ｆ３Ｈ基因组
ＤＮＡ序列，以进行内含子组成、外显子组成、结构预测等分子
生物学分析，为山葡萄花色素的研究提供分子生物学基础。

参考文献：

［１］张　龙，李卫华，姜淑梅，等．花色素苷生物合成与分子调控研究
进展［Ｊ］．园艺学报，２００８，３５（６）：９０９－９１６．

［２］张学英，张上隆，骆　军，等．果实花色素苷合成研究进展［Ｊ］．
果树学报，２００４，２１（５）：４５６－４６０．

［３］ＨｏｌｔｏｎＴＡ，ＣｏｒｎｉｓｈＥＣ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，１９９５，７（７）：１０７１－１０８３．

［４］ＺｕｋｅｒＡ，ＴｚｆｉｒａＴ，Ｂｅｎ－ＭｅｉｒＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｌｏｗｅｒｃｏｌｏｒ
ａｎｄｆｒａｇｒａｎｃｅｂｙａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙ
ｌａｓｅｇｅｎｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，２００２，９（１）：３３－４１．

［５］ＬｅｐｉｎｉｅｃＬ，ＤｅｂｅａｕｊｏｎＩ，ＲｏｕｔａｂｏｕｌＪＭ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙｏｆｓｅｅｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，２００６，

５７：４０５－４３０．
［６］ＦｏｒｋｍａｎｎＧ，ＨｅｌｌｅｒＷ，ＧｒｉｓｅｂａｃｈＨ．Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ
ｆｌｏｗｅｒｓｏｆＭａｔｔｈｉｏｌａ ｉｎｃａｎａ、Ｆａｖａｎｏｎｅ－３ －ｈｙｒｏｘｙｌａｓｅ ａｎｄ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ－３′－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ［Ｊ］．ＺｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔＦｕｒＮａｔｕｒｆｏｒｓｃｈｕｎｇＣ－Ａ
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，１９８０，３５（９／１０）：６９１－６９５．

［７］ＭａｒｔｉｎＣ，ＰｒｅｓｃｏｔｔＡ，ＭａｃｋａｙＳ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｂｉｏｓｙｎ
ｔｈｅｓｉｓｉｎｆｌｏｗｅｒｓｏｆＡｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，１９９１，１
（１）：３７－４９．

［８］ＢｒｉｔｓｃｈＬ，Ｒｕｈｎａｕ－ＢｒｉｃｈＢ，ＦｏｒｋｍａｎｎＧ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ，ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ，ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｌａｖａｎｏｎｅ３ｂｅｔａ－ｈｙｄｒｏｘｙ
ｌａｓｅｆｒｏｍＰｅｔｕｎｉａｈｙｂｒｉｄａ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，
１９９２，２６７（８）：５３８０－５３８７．

［９］ＤｅｂｏｏｇＢ，ＡｌｂｅｒｔｓｅｎＭＣ，ＴａｙｌｏｒＬＰ．Ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－β－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓａｎｄｆｌａｖｏｎｏｌａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｒｅｔｅｍｐｏｒａｌｌｙｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｉｎ
Ｍａｉｚｅａｎｔｈｅｒｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，１９９５，７（５）：７０３－７１３．

［１０］ＣｈａｒｒｉｅｒＢ，ＣｏｒｏｎａｄｏＣ，ＫｏｎｄｏｒｏｓｉＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ
ｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｌｆａｌｆａ（ＭｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａＬ．）ｆｌａｖａｎｏｎｅ－３－
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅａｎｄｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ－４－ｒｅｄｕｃｔａｓｅｅｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｓ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９５，２９（４）：７７３－７８６．

［１１］ＰｅｌｌｅｔｉｅｒＭＫ，ＳｈｉｒｌｅｙＢＷ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｉｎ
Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｓｅｅｄｌｉｎｇｓ．Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ
ａｎｄｃｈａｌｃｏｎｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９６，１１１（１）：３３９－
３４５．

［１２］葛玉香，沈育杰，李晓红，等．山葡萄种质资源评价与利用研究
现状［Ｊ］．中外葡萄与葡萄酒，２０００（４）：１６－２０．

［１３］沈育杰，赵淑兰，杨义明，等．我国山葡萄种质资源研究与利用
现状［Ｊ］．特产研究，２００６，２８（３）：５３－５７．

［１４］王　军．生物技术与葡萄遗传育种［Ｊ］．中国农业科学，２００９，
４２（８）：２８６２－２８７４．

［１５］ＪｉｎＺＰ，ＧｒｏｔｅｗｏｌｄＥ，ＱｕＷＱ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ａｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｇｅｎｅｆｒｏｍＳａｕｓｓｕｒｅａｍｅｄｕｓａ［Ｊ］．ＤＮＡ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ，２００５，１６（２）：１２１－１２９．

［１６］ＤａｌｄｏｕｌＳ，ＣｈｅｎｅｎａｎｏｕｉＳ，ＭｌｉｋｉＡ，ｅｔａｌ．ＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆａｎＲＮＡ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｇｒａｐｅｖｉｎｅ（ＶｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａＬ．）ｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒ
ｃＤＮＡｌｉｂｒａｒｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａｅＰｌａｎｔａｒｕｍ，２００９，
３１（４）：８７１－８７５．

［１７］ＳｈｅｎＨＸ，ＺｈａｎｇＪ，ＹａｏＹＣ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＭｃＦ３Ｈｇｅｎｅｉｎｔｈｅｌｅａｖｅｓｏｆｃｒａｂａｐｐｌｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａｅＰｌａｎ
ｔａｒｕｍ，２０１２，３４（４）：１３５３－１３６１．

［１８］ＳｐａｒｖｏｌｉＦ，ＭａｒｔｉｎＣ，ＳｃｉｅｎｚａＡ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙ
ｓｉｓｏｆｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｆｌａｖｏｎｏｉｄａｎｄｓｔｉｌｂｅｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｉｎｇｒａｐｅ（ＶｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａＬ．）［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９４，２４
（５）：７４３－７５５．

［１９］ＪｅｏｎｇＳＴ，Ｇｏｔｏ－ＹａｍａｍｏｔｏＮ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＳ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｌａｎｔ
ｈｏｒｍｏｎｅｓａｎｄｓｈａｄｉｎｇｏｎｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｓｉｎｇｒａｐｅｂｅｒｒｙｓｋｉｎｓ
［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２００４，１６７（２）：２４７－２５２．

［２０］ＷａｔｅｒｓＤＬ，ＨｏｌｔｏｎＴＡ，ＡｂｌｅｔｔＥＭ，ｅｔａｌ．ｃＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙ
ｓｉｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｇｒａｐｅ（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａｃｖ．Ｓｈｉｒａｚ）ｂｅｒｒｙｓｋｉｎ［Ｊ］．
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ＆ＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＧｅｎｏｍｉｃｓ，２００５，５（１）：４０－５８．

—０４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１０期


