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　　摘要：从三色堇花瓣中克隆了１个花色素合成结构基因的全长 ｃＤＮＡ，命名为 ＶｗＤＦＲ。ＶｗＤＦＲｃＤＮＡ全长为
１３４０ｂｐ，编码３４７个氨基酸组成的蛋白，与胡杨的 ＤＦＲ序列具有较高的序列一致性。ＶｗＤＦＲ蛋白含有典型的植物
ＤＦＲ蛋白的保守功能结构域，属于ＳＤＲ超基因蛋白家族成员。ＶｗＤＦＲ基因在三色堇不同组织中的表达存在明显差
异，在初花期的花瓣中表达量最高，且色斑区高于非色斑区。结果说明，ＶｗＤＦＲ可能与三色堇花色形成有关。此结果
为深入研究三色堇花色形成奠定了基础。
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　　花形态的多样性是大自然最美丽的礼物之一，总是令生
物学家着迷。生物学家对产生花卉多样性的发育遗传机制进

行了深入的研究，发现金鱼草和矮牵牛是探索花对称性［１］、

花色［２－４］、花瓣纹理［５］的优秀模式植物。随着研究的深入，花

斑的形成逐渐被学者关注。植物花斑是指在其花瓣大小、形

态和位置上基本固定的色斑［６］，主要是由于花色素在特定区

域积累形成的，如三色堇黄底紫斑品种Ｒｈｉｎｅｇｏｌｄ和白底紫斑
品种ＭｏｎｔＢｌａｎｃ的花斑部分的组成色素是飞燕草素和矢车菊
素［７－８］。因而，花色素在花瓣上积累的分子机理是花斑形成

原因的研究重点。

花青素又称花色素，属类黄酮化合物，是一类植物次生代

谢产物，广泛存在于植物细胞液泡中。自然界中主要有６类
花色素，即天竺葵色素（ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ）、芍药花色素（ｐｅｏｎｉ
ｄｉｎ）、矢车菊素（ｃｙａｎｉｄｉｎ）、牵牛花色素（ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ）、飞燕草色
素（ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ）和锦葵花色素（ｍａｌｖｉｄｉｎ），其生物合成和调控
已有较深入的研究。花青素生物合成途径的前体物质是

４－香豆酰ＣｏＡ与３－丙二酰ＣｏＡ，最后形成花的颜色涉及的
一系列酶有：查尔酮合酶（ＣＨＳ）、查尔酮异构酶（ＣＨＩ），黄烷
酮３－羟化酶（Ｆ３Ｈ）、二氢黄酮醇４－还原酶（ＤＦＲ）、花色素
合成酶（ＡＮＳ）和ＵＤＰ－葡萄糖类黄酮 －３－Ｏ－葡萄糖基转
移酶（ＵＦＧＴ）等［９－１０］。

二氢黄酮醇４－还原酶（ＤＦＲ）是花青素生物合成中类黄
酮途径的第一个酶，负责将 ３种二氢黄酮醇（ＤＨＫ、ＤＨＱ和
ＤＨＭ）还原为无色花色素苷，缺失 ＤＦＲ活性的突变体会产生
白色。在一些植物中，ＤＦＲ有严格的底物特异性，不能利用

二氢堪非醇（ＤＨＫ）生产天竺葵素，因而缺乏橙／砖红色。
Ｊｏｈｎｓｏｎ等将兰属ＤＦＲ基因转入矮牵牛后，不能有效合成天
竺葵素，而将非洲菊中能有效还原 ＤＨＫ的 ＤＦＲ导入到白色
矮牵牛中，得到了砖红色花朵［１１］。可见，围绕 ＤＦＲ基因进行
基因操作也可以改造花色。

三色堇（Ｖｉｏｌａ×ｗｉｔｔｒｏｃｋｉａｎａＧａｍｓ）是堇菜科堇菜属的一
种多年生常作二年生栽培的草本花卉。由于其花色丰富、明

艳，花期长，是花坛、花境、盆花等常用早春花卉，有“花坛皇

后”之美誉，在园林绿化方面有很高的应用价值。鉴于 ＤＦＲ
基因对植物色彩的形成非常关键，分离三色堇花瓣中ＤＦＲ基
因并研究其表达调控特点，将有助于阐明ＤＦＲ基因在三色堇
花斑形成过程中的作用。本研究拟从三色堇花瓣中克隆

ＤＦＲ基因的ｃＤＮＡ全长序列，进一步对ＶｗＤＦＲ进行生物信息
学及系统进化分析，并采用实时荧光定量 ＰＣＲ技术研究
ＶｗＤＦＲ在三色堇不同组织中的表达情况。

１　材料与方法

１．１　植物材料
本试验材料为花色黄底黑斑的三色堇（Ｖｉｏｌａ×ｗｉｔｔｒｏｃｋｉ

ａｎａＧａｍｓ）品种，种植于海南大学园艺园林学院基地。
１．２　菌株与试剂

大肠杆菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＪＭ１０９菌株购自天根生化科技
有限公司；反转录试剂盒（Ｋ１６４２）购自 Ｆｅｍｅｎｔａｓ公司；ＤＮＡ
凝胶回收试剂盒购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶、
ｐＭＤ１８－Ｔ载体和实时荧光定量 ＰＣＲ试剂 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ购自大连宝生物公司；引物合成和测序由上海英
俊生物技术有限公司完成。其他生化试剂均为进口或国产分

析纯试剂。

１．３　方法
１．３．１　总ＲＮＡ的提取与ｃＤＮＡ第一链合成　三色堇花瓣总
ＲＮＡ的提取采用改良 Ｔｒｉｚｏｌ法［１２］，其他组织的 ＲＮＡ提取方
法按照常规方法进行。ｃＤＮＡ第一链合成使用Ｆｅｍｅｎｔａｓ公司
逆转录试剂盒，操作步骤参照产品说明书。

—４３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期



１．３．２　三色堇 ＡＮＳ、ＤＦＲ基因全长 ｃＤＮＡ克隆　比对
ＧｅｎＢａｎｋ上登录的不同物种的ＤＦＲ基因，依据其保守区域序
列设计特异性引物，扩增得到其保守区片段，然后根据扩增得

到的序列分别设计３′－ＲＡＣＥ和５′－ＲＡＣＥ引物（表１）扩增
３′和５′端片段，具体方法参照文献［１３］。根据测序所得 ＤＦＲ
基因的３′和５′端序列，利用 ＤＮＡＭＡＮ软件进行序列拼接，获
得其全长ｃＤＮＡ拼接序列。根据所得的全长拼接序列设计特
异性引物（表１），使用ＴａｑｐｌｕｓＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ进行全长ｃＤ
ＮＡ扩增，引物终浓度为 ０．５μｍｏｌ／Ｌ，扩增程序为：９４℃ ３
ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，共３２个循环；７２℃
１０ｍｉｎ。扩增产物经１．０％的琼脂糖凝胶电泳检测，回收纯化
目的条带，克隆至ｐＭＤ８－Ｔ载体上，测序确认。
１．３．３　生物信息学分析　利用 ＮＣＢＩ在线 Ｂｌａｓｔ工具和

ＤＮＡＭＡＮ软件对全长 ｃＤＮＡ序列进行比对分析和开放阅读
框预测；利用在线软件Ｅｘｐａｓｙ进行氨基酸组成、稳定系数、亲
水系数等分析；利用 ＭＥＧＡ５．１０软件，以邻近法构建系统进
化树。

１．３．４　实时荧光定量 ＰＣＲ分析（ｑＲＴ－ＰＣＲ）　采用罗氏公
司的ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０系统进行荧光定量ＰＣＲ，分析 ＶｗＤＦＲ基
因在初花期根、茎、叶、花不同组织中的表达情况。以ａｃｔｉｎ基
因作为内参基因同时进行定量分析，对样品进行均一化。反

应总体系为２０μＬ，包括２μＬ模板、１０μＬ２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ和
上下游混合引物０．６μＬ及ｄｄＨ２Ｏ７．４μＬ；反应程序９５℃预
变性３０ｓ；９４℃５ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃２０ｓ，共４５个循环。靶
基因和内参基因的引物设计见表１，数据处理采用系统自带
软件。

表１　ＶｗＤＦＲ全长基因克隆和表达分析引物

基因
引物信息

用途 序列（５′→３′）
ＶｗＤＦＲ 片段扩增 ＤＦＲ－１Ｆ：ＧＣＹＡＣＮＣＣＹＡＴＧＧＡＹＴＴＹＧＡＤＴＣ；ＤＦＲ－１Ｒ：ＣＲＡＡＲＴＡＣＡＴＣＣＡＤＳＣＤＧＴＣＡＴＹＴＴ

３′ＲＡＣＥ ＤＦＲ－２：ＴＡＣＧＡＴＧＡＡＴＣＴＡＡＣＴＧＧＡＧＣＧ；ＤＦＲ－３：ＡＧＴＴＣＧＴＣＣＧＣＴＣＴＧＴＣＡＡＧ
５′ＲＡＣＥ ＤＦＲ－４：ＣＣＣＴＴＴＧＡＡＣＡＧＴＴＴＴＧＧＣＴＴ；ＤＦＲ－５：ＡＣＴＣＣＡＴＡＧＡＣＴＧＴＣＧＧＣＴＴＧＡ

全长ｃＤＮＡ扩增 ＤＦＲ－６Ｆ：ＡＴＧＧＧＡＴＣＡＧＧＡＧＡＣＧＡＡＧＧ；ＤＦＲ－６Ｒ：ＴＴＣＡＧＡＡＧＣＴＡＴＡＡＴＣＡＡＡＣＡＡＧＧＡＧ
荧光定量分析 ＤＦＲ－７Ｆ：ＴＣＡＡＧＣＣＧＡＣＡＧＴＣＴＡＴＧＧＡＧ；ＤＦＲ－７Ｒ：ＣＧＣＴＣＣＡＧＴＴＡＧＡＴＴＣＡＴＣＧＴ

β－ａｃｔｉｎ 荧光定量分析 Ａｃｔｉｎ－Ｆ：ＴＧＴＴＣＡＣＣＡＣＡＡＣＴＧＣＣＧＡ；Ａｃｔｉｎ－Ｒ：ＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＡＣＣＴＣＡＧＧＡＣＡＣ

２　结果与分析

２．１　ＶｗＤＦＲ的克隆
搜索比对其他植物ＤＦＲ基因序列并找出保守区域，利用

ＰＣＲ扩增得到这个基因片段的特异性条带，长度为 ２４１ｂｐ
（图１－Ａ）。经分析发现它们均缺失５′和３′端，利用５′和３′

ＲＡＣＥ技术分别经过２轮扩增，得到 ＤＦＲ的３′末端片段约
７９３ｂｐ（图１－Ｂ）及５′末端序列约２４６ｂｐ（图１－Ｃ）。上述片
段进行 Ｂｌａｓｔ分析，确认与其他植物 ＤＦＲ同源。根据测序结
果拼接后，设计引物扩增得到 １３４０ｂｐ全长 ｃＤＮＡ片段
（图１－Ｄ）。

２．２　序列分析
序列分析发现，三色堇ＶｗＤＦＲ基因含有１个完整的开放

阅读框，起始密码子在８５位，终止密码子在１１２８位。其开
放阅读框为１０４４ｂｐ，编码３４７个氨基酸（图２）。经氨基酸序
列保守结构域分析发现该基因蛋白属于 ＳＤＲ蛋白家族，是
ＳＤＲｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ超基因家族中的一个，该基因家族有２个高
度保守功能结构域，ＮＡＤＰ的结合功能域和底物特异结合功
能域。如图３所示，ＶｗＤＦＲ基因在这２个功能域上是高度保
守的。利用在线软件 Ｅｘｐａｓｙ分析该基因所编码蛋白的理化
性质，结果表明，ＶｗＤＦＲ蛋白的分子量为８．６１ｋｕ，等电点为
５．０８，不稳定系数为４０．２９，平均亲水系数为０．７３１，属于不稳

定型的疏水蛋白。此外，跨膜结构区预测结果表明，ＶｗＤＦＲ
是跨膜蛋白。

２．３　系统进化分析
利用 ＤＮＡｍａｎ软件，根据 ＶｗＤＦＲ基因编码的氨基酸序

列，在ＮＣＢＩ蛋白序列库中进行同源检索和比较得知，该蛋白
与胡杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａ）、可可（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａｃａｃａｏ）、甜橙
（Ｃｉｔｒｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）、苹果（Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ）等 １５种其他植物
ＤＦＲ蛋白有７３％ ～８３％的同源性，其中与胡杨 ＤＦＲ蛋白同
源性最高，为８３％。将ＶｗＤＦＲ与这１５条ＤＦＲ蛋白序列进行
多重比对并利用 Ｍｅｇａ５．１０构建系统进化树（图 ４），发现
ＶｗＤＦＲ与杨柳科胡杨的ＤＦＲ亲缘关系最近。从进化树还可
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以看出，１６条 ＤＦＲ蛋白序列明显地聚为 ２个类簇，其中
ＶｗＤＦＲ与甜橙、可可、胡杨等双子叶植物的 ＤＦＲ聚为一支，
而其他单子叶植物的ＤＦＲ聚为一支。总的来看，同为双子叶
的三色堇ＤＦＲ基因，与双子叶植物的亲缘关系更近一些，因
此ＤＦＲ蛋白序列的进化基本符合植物分类学的进化规律。
２．４　三色堇ＶｗＤＦＲ基因荧光定量表达分析

在三色堇开花期进行取样，从同一株植株的根、茎、叶、花

中分别提取总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ。利用实时荧光定量
ＰＣＲ分析三色堇ＤＦＲ基因在根、茎、叶、花中的表达情况。结
果（图５）表明，ＶｗＤＦＲ在三色堇的根、茎、叶和花中均有表
达，但表达水平具有明显差异。其中，在花色素大量积累的初

花期花瓣中表达量最高，在茎中的表达量最低，说明 ＶｗＤＦＲ
主要在花瓣中表达，且色斑区的表达水平高于非色斑区。
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３　讨论与结论

本研究中利用ＲＴ－ＰＣＲ同源克隆和 ＲＡＣＥ技术相结合
的方法，从三色堇的花瓣中克隆得到花青素合成结构基因

ＶｗＤＦＲ全长ｃＤＮＡ序列。通过对其编码的氨基酸序列保守
结构域分析表明，三色堇ＶｗＤＦＲ编码蛋白Ｎ端存在２个高度
保守功能结构域－ＮＡＤＰ的结合功能域和底物特异结合功能
域，是植物ＳＤＲｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ超基因家族蛋白的典型特征。本
研究得到的ＶｗＤＦＲ基因与其他植物ＤＦＲ氨基酸序列的一致
性较高，其中与杨柳科的胡杨 ＤＦＲ氨基酸序列一致性最高，
为８３％。且系统进化分析表明，ＶｗＤＦＲ和胡杨的 ＤＦＲ亲缘
关系较近，而与单子叶植物的鸢尾、百合和小麦等的亲缘关系

较远，表明ＶｗＤＦＲ基因的进化基本符合植物分类学的进化
规律。

本研究中对三色堇不同组织器官的 ＶｗＤＦＲ荧光定量检
测发现，在初花期的花瓣中表达量最高，这与李琴等的研究结

果［１４］一致，说明 ＶｗＤＦＲ是三色堇花色素合成的关键基因。
此外，ＶｗＤＦＲ在根中的表达量也较高，这可能与 ＤＦＲ基因的
表达存在组织特异性有关［１５］。

花色素结构基因是花色素生物合成的基础，现有的研究

表明，植物花瓣上的花斑是由于花色素基因的差异性表达而

形成的［１６］。ＤＦＲ基因首次从玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）和金鱼草
（Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｍａｊｕｓ）中分离得到，后来相继从其他多种植物
（如拟南芥、三叶草、玫瑰、兰花、非洲菊等）中克隆出

ＤＦＲ［１７－１９］。研究发现一些植物花瓣上花斑的形成与 ＤＦＲ基
因的差异性表达相关，如蝴蝶兰小丑型品种中其花瓣上大块

的紫色色斑，主要由于是 ＤＦＲ基因在色斑区特异性表达导
致［２０］；在文心兰的花瓣和萼片中，其色斑形成的基础是因为

ＯｇＣＨＩ和ＯｇＤＦＲ基因表达被遏制［２１］；而在百合品种 Ｓｏｒ
ｂｏｎｎｅ中，ＬｈＤＦＲ在无色斑的边缘区域表达水平很低，但在花
被片的色点部位以及有色斑的中心部位高度表达［２２］。

综上所述，笔者初步推测本试验所克隆得到的ＶｗＤＦＲ基
因可能在三色堇花瓣中存在差异性表达，三色堇花瓣花色及

色斑的形成可能与 ＶｗＤＦＲ的表达有关。本研究结果为深入
揭示三色堇花色及色斑形成奠定了基础，进而为创新花色奠

定基础。
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