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　 　 摘要:喜盐鸢尾( Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. )及其变种蓝花喜盐鸢尾( Ｉ. ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. ｖａｒ. ｓｏｇｄｉａｎａ (Ｂｕｎｇ)Ｇｒｕｂｏｖ)因耐盐碱及其

多种花色而具有盐碱地园艺开发价值ꎮ 本文根据喜盐鸢尾内轮花被转录组测序结果ꎬ利用基因特异性引物从这 ２ 种植物中分

别克隆了编码查尔酮合成酶(ＣＨＳ)、查尔酮异构酶(ＣＨＩ)、类黄酮￣３′ꎬ５′￣羟基化酶类(Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ)等基因的部分片段ꎬ并对它

们在内轮花被中的表达水平进行实时定量 ＰＣＲ 分析ꎮ 序列分析结果确认在喜盐鸢尾中所克隆的 ＣＨＳ(３１１ ｂｐ)、ＣＨＩ(４５７ ｂｐ)、
Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ(４９６ ｂｐ)３ 个基因(部分)未见文献报道与 ＮＣＢＩ 等数据库记录ꎮ 其中 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因与经典的属于细胞色素 Ｐ４５０
ＣＹＰ７５Ａ 亚家族的 Ｆ３′５′Ｈ 不同ꎬ而与万带兰的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 同属于 ＣＹＰ７６ＡＢ 亚家族ꎬ为一类新的蓝花相关基因ꎮ 实时定量

ＰＣＲ 表达分析结果表明ꎬ与黄花的喜盐鸢尾相比ꎬ蓝花喜盐鸢尾中 ＣＨＳ 与 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 显著上调表达ꎬ可能是其花色不同于喜

盐鸢尾的主要原因ꎮ
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　 ２ 期 徐凌云等:喜盐鸢尾花色形成关键基因的克隆及表达分析

喜盐鸢尾( Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. )属于鸢尾科鸢尾

属琴瓣鸢尾亚属ꎬ是该亚属在我国分布的唯一物种ꎬ
分布于甘肃、新疆等地ꎬ其生境为草甸草原、山坡荒

地、砾质坡地及潮湿的盐碱地[１]ꎮ 喜盐鸢尾原变种

为黄花ꎬ而它的一个变种蓝花喜盐鸢尾( Ｉｒｉｓ ｈａｌｏ￣
ｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. ｖａｒ. ｓｏｇｄｉａｎａ ( Ｂｕｎｇ) Ｇｒｕｂｏｖ ) [１] 花为蓝

花ꎬ且花色从淡蓝色至蓝紫色不等ꎬ是研究鸢尾属植

物花色生物合成途径与调控机制等的理想材料ꎮ 喜

盐鸢尾抗病虫、耐盐碱ꎬ对重金属铅及其他金属离子

有一定的积累及耐受能力[２]ꎬ且有绿期长、花型奇

特、叶形优美等特点ꎬ在盐碱、干旱地区的园林绿化

应用方面具有潜在的开发价值ꎮ 此外ꎬ由于耐盐碱

植物种质资源十分匮乏ꎬ在有限的种质资源基础上ꎬ
通过花色基因工程培育耐盐园林植物新品系对盐碱

地园林绿化具有重要意义ꎬ而喜盐鸢尾的丰富花色

为基因发掘提供了可能ꎮ
鸢尾属植物因色彩绚丽多彩而得属名 Ｉｒｉｓꎬ意为

彩虹女神[３]ꎮ 目前已基本明确鸢尾属蓝紫色系花

(蓝色、紫色、栗色等)色素主要是飞燕草色素ꎻ非蓝

色系花(橙色、黄色、粉红色等)色素主要是类胡萝

卜素[４]ꎮ Ｔ. Ｍｉｚｕｎｏ 等[５] 对 ３ 个荷兰鸢尾栽培品种

的研究发现ꎬ总黄酮(Ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｅꎬＦ)与总飞燕草色

素(Ｔｏｔａｌ ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎꎬＡ)比例(Ｆ / Ａ 比)是导致鸢尾

花色从紫色到蓝色变化的关键ꎬ通过人为改变 Ｆ / Ａ
比例ꎬ培育出了新花色品种ꎮ 然而鸢尾属花被色素

生物合成途径ꎬ尤其是飞燕草色素生物合成途径关

键基因报道较少ꎮ
研究表明ꎬ植物次生代谢产物类黄酮可决定淡

黄色至蓝色的广泛色系[６]ꎬ其中花青素是多数被子

植物花、果实及叶中橙红色至红色、紫色至蓝色色调

的主要组成成分ꎮ 花青素生物合成(图 １)始于苯丙

氨酸裂解酶ꎬ经过 ３ 步酶促反应合成 ４￣香豆酰 ＣｏＡꎮ
查尔酮合成酶(ＣＨＳꎬｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ)是催化植物

类黄酮物质合成的第 １ 个酶ꎬ催化合成四羟基查尔

酮ꎬ是花青素生物合成途径的关键酶之一ꎮ Ｙ. Ｍｏｒｉｔａ
等[７]研究证实 ＣＨＳ 在紫外、真菌侵染等诱变或诱导

下ꎬ在花中表达量发生显著改变可导致植物花色的

改变ꎮ 四羟基查尔酮进一步被查尔酮异构酶(ＣＨＩꎬ
ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ) 异构化为柚皮素 ( ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎꎬ
５￣羟基黄烷酮)ꎮ 四羟基查尔酮是合成黄色花色素

的重要底物ꎬＣＨＩ 表达受到抑制后导致四羟查尔酮

的积累ꎬ从而使花色呈现为黄色ꎮ Ｔ. Ａ. Ｈｏｌｔｏｎ 等[８]

将柚 皮 素 经 类 黄 酮￣３￣羟 化 酶 ( Ｆ３Ｈꎬ ｆｌａｖｏｎｏｎｅ
３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)催化形成黄酮醇(二氢莰菲醇)后ꎬ花

青素合成形成 ３ 条支路ꎬ其中类黄酮￣３′ꎬ５′￣羟基化

酶(Ｆ３′５′Ｈꎬｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′ꎬ５′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)催化类黄酮

β 环 ３ 位与 ５ 位的羟基化而合成 ３′ꎬ５′￣羟基花色

素ꎬ将花青素生物合成导向最终产生飞燕草色素

的支路ꎬ使花色呈现蓝色ꎬ是蓝色花青素合成的关

键酶ꎬ其编码基因 Ｆ３′５′Ｈ 被称为蓝色基因( ｂｌｕｅ
ｇｅｎｅ)而广受关注ꎮ 类黄酮￣３′￣羟基化酶 ( Ｆ３′Ｈꎬ
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ)催化类黄酮 β 环 ３ 位的羟

基化而将花青素生物合成导向最终产生矢车菊色

素的支路ꎮ
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图 １　 花青素生物合成途径与花中积累的

主要黄酮类化合物[９￣１０]

Ｆｉｇ. １　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｆｌｏｗｅｒｓ[９￣１０]

本研究通过克隆编码喜盐鸢尾查尔酮合成酶

(ＣＨＳ)、查尔酮异构酶(ＣＨＩ)、类黄酮￣３′ꎬ５′￣羟基化

酶(Ｆ３′５′Ｈ)等花青素生物合成的关键基因ꎬ并通过

比较这些基因在喜盐鸢尾(黄色花)及蓝花喜盐鸢

尾(蓝紫色花)花被中的表达ꎬ旨在为深入了解喜盐

鸢尾花被颜色形成机制及鸢尾属耐盐植物的花色定

向遗传改造积累基因资源ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

本研究试验材料为喜盐鸢尾 ( Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ
Ｐａｌｌ. ꎬ黄色花) 与蓝花喜盐鸢尾( Ｉ. ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ.
ｖａｒ. ｓｏｇｄｉａｎａ(Ｂｕｎｇ)Ｇｒｕｂｏｖꎬ蓝色花)ꎬ采集自中国科

学院植物研究所植物园ꎮ 取完全发育但未开放的幼

花ꎬ剥离出开始着色的内轮花被( ｉｎｎｅｒ ｐｅｒｉａｎｔｈ)ꎬ液
氮速冻后于 － ８０ ℃冰箱保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 基因克隆与表达分析

试验材料的总 ＲＮＡ 提取、反转录、定量 ＰＣＲ 等
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试验分别采用天根生化科技北京有限公司的

ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ 植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒、ＦａｓｔＱｕａｎｔ
ｃＤＮＡ 第 １ 链合成试剂盒与 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ
(ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ)试剂盒并按说明书操作ꎮ

Ｆ３′５′Ｈ 等目标基因扩增采用东洋坊 ＫＯＤ￣ＰＬＵＳ
ｎｅｗ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶ꎻＰＣＲ 引物与定量 ＰＣＲ 引物

(以 Ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参)ꎬ均采用 ｐｒｉｍｅｒ３ 设计( ｈｔｔｐ: / /
ｂｉｏｔｏｏｌｓ. ｕｍａｓｓｍｅｄ. ｅｄｕ / ｂｉｏａｐｐｓ / ｐｒｉｍｅｒ３＿ｗｗｗ. ｃｇｉ)ꎬ
基因克隆 ＰＣＲ 引物序列及定量 ＰＣＲ 引物序列见表

１ꎮ 采用天根生化科技北京有限公司超薄 ＤＮＡ 纯化

或胶回收试剂盒、ｐＬＢ 零背景快速克隆试剂盒等进

行 ＰＣＲ 产物纯化与连接ꎮ 连接产物转化本实验室

自行制备的 ＴＯＰ１０ 感受态细胞ꎬ转化子送上海桑尼

生物科技有限公司进行测序ꎮ 目的基因扩增 ＰＣＲ
条件如下:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃
退火 ２０ ｓꎬ６８ ℃延伸 ３０ ~ ６０ ｓ(视扩增片段长短而

定)ꎬ共 ４０ 个循环ꎻ６８ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 定量 ＰＣＲ 条

件如下:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退

火 ２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 采用 ２ －△△Ｃｔ

方法计算目的基因的相对表达量ꎮ

表 １　 喜盐鸢尾与蓝花喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ 等目标基因 ＰＣＲ
扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｑＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. ａｎｄ Ｉ. ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ.
ｖａｒ. ｓｏｇｄｉａｎａ(Ｂｕｎｇ)Ｇｒｕｂｏｖ

基因名称

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＣＨＩ ＣＨＩ￣Ｆ ５′￣ＴＣＴＴＧＧＧＭＭＭＷＧＧＴＣＴＹＡＣ￣３′

ＣＨＩ￣Ｒ ５′￣ＡＡＣＭＡＣＲＴＴＭＧＣＡＴＴＣＴＣ￣３′

ＣＨＳ ＣＨＳ￣Ｆ ５′￣ＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＧＣＴＴＧＧＡＧＧ￣３′

ＣＨＳ￣Ｒ ５′￣ＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡＧＡＡＧＡＣ￣３′

ＣＨＳ￣ｑ￣Ｆ ５′￣ＣＴＴＧＡＧＣＡＧＧＴＧＧＧＡＡＣＧＴＧ￣３′

ＣＨＳ￣ｑ￣Ｒ ５′￣ＧＡＡＡＧＧＣＣＧＡＴＡＴＴＣＧＡＧＡＴＧＧＴ￣３′

ＣＨＳ￣２ ＣＨＳ￣２￣Ｆ ５′￣ＣＣＡＡＧＧＡＣＣＴＣＧＣＴＧＡＧＡＡＣＡ￣３′

ＣＨＳ￣２￣Ｒ ５′￣ＴＣＧＡＴＡＴＧＡＴＧＣＣＣＧＧＡＡＣＧ￣３′

Ｆ３′５′Ｈ Ｆ３′５′Ｈ￣Ｆ ５′￣ＴＧＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＡＣＣ￣３′

Ｆ３′５′Ｈ￣Ｒ ５′￣ＣＣＧＡＡＡＧＧＴＡＴＣＡＧＣＴＣＧＡＡ￣３′

Ｆ３′５′Ｈ￣ｑ￣Ｆ ５′̄ ＧＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＡＣＣＴＡＣＴＧＡ￣３′

Ｆ３′５′Ｈ￣ｑ￣Ｒ ５′￣ＧＴＡＴＣＧＣＴＣＣＣＧＧＣＡＡＣＡＡＡＧＴＡ￣３′

Ｔｕｂｕｌｉｎ Ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｆ ５′￣ＡＴＴＣＣＧＴＣＣＡＧＡＴＡＡＣＴＴＴＧ￣３′

Ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｒ ５′￣ＴＣＣＴＡＴＣＣＧＧＧＴＡＣＴＣＣＴ￣３′

Ｔｕｂｌｉｎ￣ｑ￣Ｆ ５′̄ ＴＧＧＴＴＡＧＡＡＡＧＧＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＴＴＧ￣３′

Ｔｕｂｌｉｎ￣ｑ￣Ｒ ５′̄ ＣＡＧＴＧＴＴＣＣＣＡＴＡＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＴＣ￣３′

１􀆰 ３　 序列分析

序列分析采用 ＢＬＡＳＴＸ 搜索 ＮＣＢＩ 蛋白质数据

库ꎬ根据同源序列搜索结果初步确定克隆序列的功

能ꎬ同时确定所克隆序列的正确开放读码框(ＯＲＦꎬ
ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ)ꎮ 从搜索结果集中选择部分与鸢

尾属亲缘关系由近至远的植物ꎬ将相应多肽序列构成

一个新数据集ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 进行分子系统发育分

析[１１]ꎮ 分子系统发育树建立使用基于 ＪＴＴ 矩阵的最

大似然法ꎬ采用启发算法ꎬ初始树根据序列两两比较

的距离矩阵ꎬ利用 Ｎ￣Ｊ 算法使用 ＪＴＴ 模型产生[１２]ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 花色形成关键基因的克隆

根据本研究室所进行的喜盐鸢尾内轮花被转录

组测序结果(该测序委托上海派森诺生物科技有限

公司完成)ꎬ设计了 ５ 对用于扩增 Ｆ３′５′Ｈ 等目标基

因的基因特异引物(表 １)ꎬ分别以蓝花喜盐鸢尾与

喜盐鸢尾内轮花被的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 测序与序列分析结果表明:从蓝花喜盐鸢尾、喜
盐鸢尾中克隆获得的 Ｆ３′５′Ｈ 基因片段长度分别为

４９６ ｂｐ 和 ４９８ ｂｐꎬ分别命名为 ＩｈｓＦ３′５′Ｈ 与 ＩｈＦ３′５′Ｈ
(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为 ＫＵ７１４９４６ 与 ＫＵ７１４９４５)ꎬ
ＣＨＳ 基因片段长度分别为 ３１１ ｂｐ 和 ３２６ ｂｐꎬ分别命

名为 ＩｈｓＣＨＳ 与 ＩｈＣＨＳꎬ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号分别为

ＫＵ７１４９４２ 与 ＫＵ７１４９４３)ꎬＣＨＩ 基因片段长度分别为

４５７ ｂｐ 和 ４６１ ｂｐꎬ分别命名为 ＩｈｓＣＨＩ 与 ＩｈＣＨＩ１(Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ 登录号分别为 ＫＵ７１４９４０ 与 ＫＵ７１４９４１)ꎬ另外

采用引物 ＣＨＳ￣２ 从喜盐鸢尾中克隆得到 ４２０ ｂｐ 片

段ꎬ命名为 ＩｈＣＨＩ２ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＵ７１４９４４)ꎮ
喜盐鸢尾 ＣＨＳ、ＣＨＩ 和 Ｆ３′５′Ｈ 基因 ＲＴ￣ＰＣＲ 产物结

果如图 ２ 所示ꎬ序列长度均与预期相符ꎮ

Ａ:Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ(ＣＨＳ)ꎬＢ:Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ(ＣＨＩ)ꎬ
Ｃ:Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣３′ꎬ５′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ(Ｆ３′５′Ｈ)

图 ２　 喜盐鸢尾 ＣＨＳ、ＣＨＩ和 Ｆ３′５′Ｈ基因 ＲＴ￣ＰＣＲ克隆结果

Ｆｉｇ. ２　 ＣＨＳꎬＣＨＩ ａｎｄ Ｆ３′５′Ｈ ｇｅｎｅｓ ｃｌｏｎｅｄ ｂｙ
ＲＴ￣ＰＣＲ ｉｎ Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ.
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　 ２ 期 徐凌云等:喜盐鸢尾花色形成关键基因的克隆及表达分析

２􀆰 ２　 喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 序列分析

Ｆ３′５′Ｈ 片段的 ＢＬＡＳＴＸ 比对结果见表 ２ꎬ根据

ＢＡＬＳＴＸ 结果发现正确的读码框后翻译出多肽序列ꎬ
并将部分相似性最高的搜索结果加入部分典型 Ｆ３′５′
Ｈ 和 Ｆ３′Ｈ 多肽序列为对照构建模拟系统发育树见图

３ꎮ 序列分析结果显示ꎬＩｈＦ３′５′Ｈ 克隆片段的 ６５ ~
４９６ ｂｐ 区段具有典型 ｐ４５０ 超家族( ｐｆａｍ０００６７)成

员特征ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 为 ６􀆰 ５ｅ￣３０ꎬ与川桑(Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ
Ｃ. Ｋ. Ｓｃｈｎｅｉｄ. ꎬ ＸＰ ＿ ０１０１０８０７８􀆰 １ ) 细 胞 色 素 Ｐ４５０
ＣＹＰ７６Ｃ２ 的氨基酸水平相似性为 ５６％ ꎻ同时ꎬ克隆片

表 ２　 克隆基因片段 Ｂｌａｓｔｘ 比对结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＢＬＡＳＴＸ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｏｎｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ

目标基因

Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｇｅｎｅ

ＢＬＡＳＴ ｒｅｓｕｌｔｓ 序列搜索结果

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
分值

Ｓｃｏｒｅ
Ｅ 值

Ｅ￣ｖａｌｕｅ
功能注释

Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｆ３′５′Ｈ ＸＰ＿０１０１０８０７８􀆰 １ １９０ ５ｅ￣５４ 　 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ７６Ｃ４ [Ｍｏｒｕｓ ｎｏｔａｂｉｌｉｓ]

ＥＭＴ１４４５９􀆰 １ １８５ ３ｅ￣５３ 　 Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ７６Ｃ２ [Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ]

ＡＣＣ５９７７３􀆰 ２ １８７ ４ｅ￣５３ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′ꎬ５′ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ [Ｖａｎｄａ ｃｏｅｒｕｌｅａ]

ＣＨＳ￣１ ＢＡＥ５３６３６􀆰 １ １７６ ８ｅ￣５１ 　 ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ [ Ｉｒｉｓ ｇｅｒｍａｎｉｃａ]

ＡＫＡ４３７６３􀆰 １ １７４ １ｅ￣５０ 　 ＣＨＳ１ [ Ｉｒｉｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ]

ＰＤＢ:４ＷＵＭ＿Ａ １７５ １ｅ￣５０ 　 Ｃｈａｉｎ ＡꎬＸ￣ｒａｙ Ｃｒｙｓｔａｌ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｏｆ Ｃｈａｌｃｏｎｅ Ｓｙｎｔｈａｓｅ Ｆｒｏｍ Ｆｒｅｅｓｉａ Ｈｙｂｒｉｄａ

ＣＨＳ￣２ ＰＤＢ:４ＷＵＭ＿Ａ ２５５ ８ｅ￣８１ 　 Ｃｈａｉｎ ＡꎬＸ￣ｒａｙ Ｃｒｙｓｔａｌ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｏｆ Ｃｈａｌｃｏｎｅ Ｓｙｎｔｈａｓｅ Ｆｒｏｍ Ｆｒｅｅｓｉａ Ｈｙｂｒｉｄａ

ＢＡＥ５３６３６􀆰 １ ２５２ １ｅ￣７９ 　 ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ [Ｉｒｉｓ ｇｅｒｍａｎｉｃａ]

Ｐ４８３８７􀆰 １ ２４８ ５ｅ￣７８ 　 ＲｅｃＮａｍｅ:Ｆｕｌｌ ＝ Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ２ꎻＡｌｔＮａｍｅ:Ｆｕｌｌ ＝ Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ￣ｃｈａｌｃｏｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ２

ＣＨＩ ＡＨＬ８３５５７􀆰 １ ２７８ ３ｅ￣９２ 　 ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ ｔｙｐｅ ４ [Ｉｒｉｓ ｘ ｈｏｌｌａｎｄｉｃａ]

ＢＡＳ６９３３７􀆰 １ ２３５ ２ｅ￣７５ 　 ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ [Ｌｉｌｉｕｍ ｓｐｅｃｉｏｓｕｍ]

ＡＨＹ２００３０􀆰 １ ２３２ ５ｅ￣７４ 　 ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ [Ｔｕｌｉｐａ ｆｏｓｔｅｒｉａｎａ]

分支上的数值表示该分支的自展支持率ꎬ下面的数值表示分支的相对长度

Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｄｅꎬａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｌａｄｅ

图 ３　 喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ基因与其他植物 Ｆ３′５′Ｈ及 Ｆ３′Ｈ基因的模拟系统发生分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｆ３′５′Ｈ ａｎｄ ｓｏｍｅ Ｆ３′Ｈ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉ. ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓ ｐｌａｎｔｓ
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段的 ４４ ~４９６ ｂｐ 区段具有 ｐ４５０ 超家族的类黄酮￣３′ꎬ
５′￣羟化酶(ＰＬＮ００１１０)保守域结构ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 为 １􀆰 ４０ｅ￣
４２ꎮ 克隆片段的推定多肽序列与万带兰(Ｖａｎｄａ ｃｏｅｒ￣
ｕｌｅａ Ｇｒｉｆｆ. ｅｘ Ｌｉｎｄｌ. ) Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ(ＡＣＣ５９７７３􀆰 ２)的相

似度较高ꎬ为 ５７％ꎬ但与荷兰鸢尾( Ｉｒｉｓ ｘ ｈｏｌｌａｎｄｉｃａ)
Ｆ３′５′Ｈ(ＡＨＸ０２９５５)的相似度较低ꎬ仅为 ４７％ ꎬ与
其他经典的 Ｆ３′５′Ｈ 序列相似性亦均低于它与万

带兰Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 的相似度ꎮ 根据上述序列比对结

果ꎬ本研究将 Ｆ３′５′Ｈ 克隆片段定名为喜盐鸢尾

Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因ꎮ 蓝花喜盐鸢尾与喜盐鸢尾 Ｆ３′
５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 的核苷酸水平相似度为 ９９％ ꎬ氨基酸序列

的相似度为 １００％ ꎮ 系统发生树分析结果表明荷

兰鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ 序列为错误注释ꎬ它实际与 Ｆ３′Ｈ
具有更高的同源性ꎬ并且没有其他研究结果证明

它具有 Ｆ３′５′Ｈ 功能ꎬ而鸢尾属中亦没有已知确定功

能的 Ｆ３′５′Ｈ 或其他注释为 Ｆ３′５′Ｈ 的序列ꎮ 因此ꎬ本
文所克隆的喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 序列为鸢尾属中首

次报道ꎮ
本研究所克隆的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因推定的氨基

酸序列与属于 ＣＹＰ７５Ａ 亚家族的 Ｆ３′５′Ｈ 的保守区

序列比较见图 ３ꎮ 从 ＮＣＢＩ 蛋白质数据库选取了

ＣＹＰ７５Ａ 亚家族的全部 ７ 个命名成员(Ａ１ ~ Ａ７)ꎬ并
以 ＣＹＰ７５Ｂ 亚家族的全部 ２ 个命名成员(Ｂ１ ~ Ｂ２)
为对照ꎬ同时选择了不同科属中属于 ＣＹＰ７５Ａ 亚家

族的多肽序列ꎬ共 ３７ 条序列(包括来自万带兰的

Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 与本研究所克隆的 ２ 条序列)ꎬ植物种

类包括了毛茛科、堇菜科、虎耳草科、蝶形花科、小檗

科、山茶科、锦葵科、葡萄科、报春花科、夹竹桃科、杜
鹃花科、车前科、龙胆科、苦苣苔科、茄科、马鞭草科、
桔梗科、兰科、芭蕉科等 １９ 科植物ꎮ ＢＬＡＳＴ 分析表

明ꎬＩｈＦ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因在氨基酸水平上与上述属于

ＣＹＰ７５Ａ 亚家族蛋白等同率为 ４３％ ~ ５２％ ꎬ相近率

(ｐｏｓｉｔｉｖｅ)为 ６４％ ~ ６９％ ꎬ与 ＣＹＰ７５Ｂ 亚家族 ２ 个命

名成员等同率为 ４３％ ~ ４５％ꎬ相近率为 ６５％ꎮ 利用

ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 所提供的 ＭＵＳＣＬＥ 序列比对方法进行了比

对ꎬ结果发现本研究所克隆的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 接近于 Ｃ
末端ꎬ在这个区域中ꎬ经典 Ｆ３′５′Ｈ 有 ４ 个高度保守

的基序 (图 ４ 黑框标出)ꎬ即 ＮＩＫＡＬＬＬＮＬＦＴＡＧＴ￣
ＤＴＳＳＳＡＩＥＷ 基序、ＲＫＨＰＳＴＰＬＮＬＰＲ 基序、ＲＬＳＶＮＩ￣
ＷＡＩＧＲＤ 基序和近 Ｃ￣末端的 ＫＩＤＰＲＧＮＤＦＥＬＩＰＦ 基

序ꎮ 序列比对结果表明ꎬ在这 ４ 个高度保守的的基

序中ꎬ喜盐鸢尾既与属于 ＣＹＰ７５Ａ 的经典 Ｆ３′５′Ｈ 不

同ꎬ也与属于 ＣＹＰ７５Ｂ 的 Ｆ３′Ｈ 不同ꎬ而与万带兰中

分离到的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 更为相近(表 ３)ꎮ 利用这个数

据集使用 ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 的最小进化距离方法构建的系

统发生树ꎬ仍然将万带兰与喜盐鸢尾分为一组而与

ＣＹＰ７５Ａ 和 ＣＹＰ７５Ｂ 分开(图 ５ꎬ其中 ＣＹＰ７５Ａ 分支

包括了图 ４ 数据集中全部 ３２ 个 ＣＹＰ７５Ａ 成员ꎬ限于

篇幅未展开)ꎮ 结果表明ꎬ本研究所克隆的喜盐鸢

尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 并不属于典型 Ｆ３′５′Ｈ 酶所归属的

ＣＹＰ７５Ａ 亚家族ꎬ而是与万带兰的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 同属

ＣＹＰ７６ＡＢ 亚家族ꎬ是细胞色素 Ｐ４５０ 超家族 ＣＹＰ７６
家族 ＡＢ 亚家族的新成员ꎬ也是已知该亚家族的第 ２
个成员ꎮ
２􀆰 ３　 喜盐鸢尾 ＣＨＳ 基因片段的克隆

ＣＨＳ 片段的 ＢＬＡＳＴＸ 比对结果见表 ２ꎬ序列分析

表明ꎬ蓝花喜盐鸢尾与喜盐鸢尾 ＣＨＳ 的核苷酸水平

相似度为 ９６％ꎬ氨基酸序列的相似度为 ９７％ꎮ
ＢＬＡＳＴＸ 比对分析发现ꎬ克隆片段 ３７ ~ ３０９ ｂｐ区段具

有典型查尔酮合成酶(ＣＨＳꎬＰＬＮ０３１７０)家族特征ꎬ
Ｅ￣ｖａｌｕｅ 为 ７􀆰 ４６ｅ￣５１ꎮ 同时ꎬ克隆片段与德国鸢尾

(Ｉｒｉｓ ｇｅｒｍａｎｉｃａ Ｌ. )ＣＨＳ(ＢＡＥ５３６３６􀆰 １)氨基酸序列的相

似性高达 ９３％ꎬ并定位于德国鸢尾 ＣＨＳ(ＡＢ２１９１４７􀆰 １)
核苷酸序列的 ２ ~ ４２９ ｂｐ 区域ꎮ 与射干( Ｉ. ｄｏｍｅｓｔｉｃａ
(Ｌ. )Ｇｏｌｄｂｌａｔｔ ＆ Ｍａｂｂ. ) ＣＨＳ(ＡＫＡ４３７６３􀆰 １)、红檵木

(Ｌｏｒｏｐｅｔａｌｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ (Ｒ. Ｂｒ. ) Ｏｌｉｖ. ｖａｒ. ｒｕｂｒｕｍ Ｙｉｅｈ)
ＣＨＳ(ＡＦＧ２５０４９􀆰 １) 的氨基酸序列相似性分别为

９２％和 ８５％ ꎮ 因此ꎬ确定克隆片段为喜盐鸢尾 ＣＨＳ
部分区段ꎮ

以 ＣＨＳ￣２ 引物从喜盐鸢尾中获得 ４２０ ｂｐ 片段ꎬ
ＢＬＡＳＴ 分析确定克隆片段的 ２０ ~ ４１８ ｂｐ 区段属于

ＣＨＳ(ＰＬＮ０３１７３)家族ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 为 ２􀆰 ３３ｅ￣７８ꎬ与德国鸢

尾(Ｉｒｉｓ ｇｅｒｍａｎｉｃａ Ｌ. )ＣＨＳ(ＢＡＥ５３６３６􀆰 １)的氨基酸序

列相似性达 ８８％ꎬ该克隆片段定位于德国鸢尾 ＣＨＳ
(ＡＢ２１９１４７􀆰 １)的 ５３３ ~８６６ ｂｐ 区域ꎬ表明本研究所克

隆的 ２ 个片段为同一基因的上下游不同片段ꎮ
２􀆰 ４　 喜盐鸢尾 ＣＨＩ 基因片段的克隆

ＣＨＩ 片段的 ＢＬＡＳＴＸ 比对结果见表 ２ꎬ蓝花喜盐

鸢尾与喜盐鸢尾 ＣＨＩ 的核苷酸水平相似度为 ９９％ ꎬ
氨基酸序列的相似度为 ９９％ ꎬ序列比对结果显示ꎬ
克隆片段的 ３ ~ ４５５ ｂｐ 区域与查尔酮异构酶(ＣＨＩꎬ
ＰＬＮ０２８０４)高度相似ꎬＥ￣ｖａｌｕｅ 为 ６􀆰 ８８ｅ￣７１ꎬ可确定

克隆片段为喜盐鸢尾 ＣＨＩꎮ
克隆 片 段 与 荷 兰 鸢 尾 ( Ｉｒｉｓ ｘ ｈｏｌｌａｎｄｉｃａꎬ

ＡＨＬ８３５５７􀆰 １)ＣＨＩ４ 的氨基酸序列相似性为 ９５％ꎬ此
外ꎬ克隆片段与鹿子百合(Ｌｉｌｉｕｍ ｓｐｅｃｉｏｓｕｍ Ｔｈｕｎｂ. ꎬ
ＢＡＳ６９３３７􀆰 １)的相似性为 ８０％ꎬ与福斯特郁金香(Ｔｕ￣
ｌｉｐａ ｆｏｓｔｅｒｉａｎａ ＩｒｖｉｎｇꎬＡＨＹ２００３０􀆰 １)的相似性为 ７７％ꎮ
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Ｈｅｙｎｈ. (ＧＩ:２７１５１４９９)ꎬ３７:ＣＹＰ７５Ｂ２ Ｐｅｔｕｎｉａ ｘ ｈｙｂｒｉｄａ ｈｏｒｔ. ｅｘ Ｅ. Ｖｉｌｍ. (ＧＩ:２７１５１４９８)

图 ４　 喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因产物与 ＣＹＰ７５Ａ 与 ＣＹＰ７５Ｂ 保守序列比较

Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｆｒｏｍ ＩｈＦ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ ａｎｄ
ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ＣＹＰ７５Ａ ａｎｄ ＣＹＰ７５Ｂ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ

表 ３　 喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因产物与 ＣＹＰ７５Ａ、ＣＹＰ７５Ｂ 和 ＣＹＰ７６ＡＢ 保守基序比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｓｅｖｅｒｄ ｍｏｔｉｆ ＣＹＰ７５ＡꎬＣＹＰ７５ＢꎬＣＹＰ７６ＡＢ ａｎｄ Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ ｉｎ Ｉｒｉｓ ｐｌａｎｔｓ

基因家族

Ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ
基序 １
Ｍｏｔｉｆ １

基序 ２
Ｍｏｔｉｆ ２

基序 ３
Ｍｏｔｉｆ ３

基序 ４
Ｍｏｔｉｆ ４

ＣＹＰ７５Ａ ＮＩＫＡＬＬＬＮＬＦＴＡＧＴＤＴＳＳＳＡＩＥＷ ＦＲＫＨＰＳＴＰＬＮＬＰＲ ＲＬＳＶＮＩＷＡＩＧＲＤＰ ＫＩＤＰＲＧＮＤＦＥＬＩＰＦ
ＫＩＤＰＲＧＮＮＦＥＬＩＰＦ

ＣＹＰ７５Ｂ ＥＩＫＡＬＬＬＮＭＦＴＡＧＴＤＴＳＡＳＴＶＤＷ ＦＲＬＨＰＰＴＰＬＳＬＰＨ ＴＬＬＬＮＶＷＡＩＡＲＤＰ ＫＶＤＶＲＧＮＤＦＥＶＩＰＦ
ＣＹＰ７６ＡＢ ＴＩＩＳＦＬＩＤＳＦＡＡＧＳＥＴＳＳＡＴＬＥＷ ＬＲＬＨＰＰＧＰＬＬＶＰＨ ＱＦＬＶＮＶＷＡＩＧＲＤＰ ＥＩＤＦＲＧＨＨＦＥＬＬＰＦ
Ｉｒｉｓ Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ ＴＬＲＳＬＬＡＥＹＦＶＡＧＳＤＴＳＳＶＴＶＧＷ ＦＲＬＨＰＴＳＰＬＦＬＰＨ ＱＶＭＶＮＡＷＡＩＧＲＤＰ ＥＶＤＦＲＧＱＨＦＥＬＩＰＦ

阴影和具有下划线的字符表示与 ＣＹＰ７５Ａ 不同的序列ꎬ斜体表示不同于 ＣＹＰ７５Ａ 和 ＣＹＰ７５Ｂ 但与 ＣＹＰ７６ＡＢ 相同的序列

Ｓｈａｄｉｎｇ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｉｔｈ ＣＹＰ７５Ａꎬａｎｄ ｉｔａｌｉｃ ｒｅｓｉｄｕａｌｓ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ ＣＹＰ７５Ａ ａｎｄ ＣＹＰ７５Ｂ ｂｕｔ ｓａｍｅ ａｓ ＣＹＰ７６ＡＢ

２􀆰 ５　 蓝花喜盐鸢尾与喜盐鸢尾 ＣＨＳ、Ｆ３′５′Ｈ 在幼

花中的表达分析

以喜盐鸢尾 Ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参ꎬ采用定量 ＰＣＲ 方

法检测 ＣＨＳ、Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 在蓝花喜盐鸢尾与喜盐鸢

尾中的表达发现ꎬ在完全发育但未开放的幼花中ꎬ
ＣＨＳ 表达量在蓝花喜盐鸢尾中比其在(黄花)喜盐

鸢尾中高 ５􀆰 ２７ ± ０􀆰 ２８ 倍(ｎ ＝ ６ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００)ꎻＦ３′５′Ｈ￣
ｌｉｋｅ 表达量在蓝花喜盐鸢尾中比其在(黄花)喜盐鸢

５４３
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该分析中使用的数据集与图 ３ 是相同的ꎬ分支 ＣＹＰ７５Ａ 包括 ３２ 个成员ꎮ
进化树是通过最小进化法构建的ꎮ ｂａｒ 值表示距离ꎬ分支上的数字表示自举值

Ｄａｔａ ｓｅｔ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｗｉｔｈ Ｆｉｇ. ３ꎬａｎｄ ｂｒａｎｃｈ ＣＹＰ７５Ａ ｉｓ ｃｏｌｌａｐｓｅｄ ｗｉｔｈ ３２ ｍｅｍｂｅｒｓ.
Ｔｒｅｅ ｉｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｎｉｍｕｍ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ５００ ｔｉｍｅｓ. ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄｉｓｔａｎｃｅꎬａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｂｏｖｅ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ

图 ５　 喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因与 ＣＹＰ７５Ａ 与 ＣＹＰ７５Ｂ 亚家族的系统发生比较

Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩｈＦ３′５′Ｈ － ｌｉｋｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ ７５Ａ ａｎｄ ７５Ｂ

尾中高 ３􀆰 ７１ ± ０􀆰 １９ 倍(ｎ ＝ ３ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００)ꎬ表达量差

异达到统计学极显著水平(图 ６)ꎮ 另外ꎬ与 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 所用同一批次材料所得到的转录组分析结果

中ꎬ在黄花与蓝花样本中累计组装得到 ３５５４３ 条

Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ其中只有 ２ 条注释为 Ｆ３′５′Ｈ 或 Ｆ３′５′Ｈ￣
ｌｉｋｅꎬ其中注释为 Ｆ３′５′Ｈ 的序列是根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数

据库中荷兰鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ 而得到的ꎬ而荷兰鸢尾

Ｆ３′５′Ｈ经过本文序列分析是错误注释ꎬ它实际上是

Ｆ３′Ｈꎮ 换言之ꎬ在转录组测序结果中ꎬ只有 １ 条即

Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 可能将花青素合成导向飞燕草色素合成

支路ꎬ该转录本蓝花材料与黄花材料的 ＲＰＫＭ 值之

比超过 １００ꎮ 综合转录组测序结果与 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结

果ꎬ可以推断 ＣＨＳ、Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 在蓝花喜盐鸢尾的蓝

色素合成中起关键作用ꎮ

Ｉｈｓ:Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ. ｖａｒ. ｓｏｇｄｉａｎａ(Ｂｕｎｇ)ＧｒｕｂｏｖꎬＩｈ:Ｉｒｉｓ ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ.

图 ６　 ＣＨＳ 和 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因在喜盐鸢尾与

蓝花喜盐鸢尾中的相对表达量

Ｆｉｇ. ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＣＨＳ ａｎｄ Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｉ. ｈａｌｏｐｈｉｌｅ Ｐａｌｌ. ｖａｒ. ｓｏｇｄｉａｎａ(Ｂｕｎｇ)

Ｇｒｕｂｏｖ ａｎｄ Ｉ. ｈａｌｏｐｈｉｌａ Ｐａｌｌ.

３　 讨论

喜盐鸢尾及其变种蓝花喜盐鸢尾是鸢尾属中较

少的几个花色有明显差异而且遗传十分稳定的天然

种类之一ꎬ而其他表型特征则高度一致ꎬ从分子生物

学角度看ꎬ原变种实际上是蓝花变种的天然花色突

变体ꎬ而从传统分类学上ꎬ因黄色花的喜盐鸢尾发现

并定名较早ꎬ因此将蓝花喜盐鸢尾定名为喜盐鸢尾

的变种ꎬ这种花色的稳定差异为通过正向遗传学

分析其基因型的差异提供了绝佳的研究材料ꎬ对
解析鸢尾属花色苷积累机理有很大帮助ꎬ这也是

选择该植物进行研究的重要原因ꎮ 然而由于喜盐

鸢尾缺乏遗传图谱ꎬ没有条件开展图位克隆ꎬ本研

究中通过内轮花被组织特异的比较转录组测序分

析(未发表数据)ꎬ发现了一些表达差异的线索ꎬ根
据转录组测序结果设计了基因特异引物ꎬ以获得

相关基因ꎮ
ＰＣＲ 扩增片段经序列比对确认ꎬ分别是蓝花喜

盐鸢尾与黄花喜盐鸢尾的 ＣＨＳ、ＣＨＩ、Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 部

分区段ꎮ 上述 ３ 个基因与其他植物中的同源基因构

建系统发生树可以发现ꎬ喜盐鸢尾的相关基因与鸢

尾科植物相似度最高ꎬ其次是天门冬目 ( Ａｓｐａｒａ￣
ｇａｌｅｓꎬ或百合目 Ｌｉｌｉａｌｅｓ)ꎬ与其他植物相似性最低ꎬ
该结果与喜盐鸢尾目前主流分类一致ꎮ
３􀆰 １　 喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 是不同于典型 Ｆ３′５′Ｈ

的新蓝花基因

蓝花基因 Ｆ３′５′Ｈ 编码类黄酮￣３′ꎬ５′￣羟基化酶ꎬ
是花青素合成途径中的关键酶ꎬ是蓝色色素形成所

必不可少的关键基因ꎮ Ｍ. Ｋｏｓｅｋｉ 等[１３] 采用反义

ＲＮＡ 技术ꎬ降低 Ｆ３′５′Ｈ 表达水平ꎬ成功改变了花瓣

中飞燕草素的含量ꎬ使目标植物花瓣颜色从紫色转

变为预期的白色ꎮ Ｙ. Ｔａｎａｋａ[１４] 在抑制蓝色夏堇花

Ｆ３′５′Ｈ 与 Ｆ３′Ｈ 表达的同时ꎬ过量表达月季或天竺

６４３
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葵的 ＤＦＲ(编码二氢黄酮醇 ４￣还原酶)ꎬ成功获得了

以天竺葵色素苷为主的粉红色花ꎮ 由此可见ꎬ抑制

Ｆ３′５′Ｈ 表达可使蓝花失去蓝色色素ꎬ而导入外源

Ｆ３′５′Ｈ 或其他导致飞燕草素积累的基因可获得蓝

色花ꎬ淡紫色到深紫色的康乃馨新品种和玫瑰新品

种就是利用该策略获得的[１４￣１５]ꎮ 蓝色月季也是通

过将三色堇的 Ｆ３′５′Ｈ 转入月季ꎬ使转基因植株花瓣

积累飞燕草色苷为配基的花青素[１６￣１７]ꎮ 对于花瓣

中含花青素苷的植物而言ꎬ具有花青素合成途径中

的大多数基因ꎬ只是缺乏 Ｆ３′５′Ｈ 而未显蓝紫色ꎮ 向

此类植物中转入 Ｆ３′５′Ｈꎬ可导致飞燕草色素苷的积

累ꎬ从而获得蓝紫色花色品种[１８]ꎮ
喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因在 ＢＬＡＳＴＸ 搜索结

果中出现较多的并不是经典的 Ｆ３′５′Ｈ 基因ꎬ除了万

带兰的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 基因外ꎬ更多的是预测的牦牛儿

苗醇￣８￣羟化酶基因ꎮ 本研究所克隆的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ
基因片段与 ＮＣＢＩ 公布的荷兰鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ 基因同

源性也很低(氨基酸水平相似性 ４７％ )ꎬ而与万带兰

的相似度却高达 ５９％ ꎮ 利用荷兰鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ 序列

进行 ＢＬＡＳＴＰ 搜索ꎬ在搜索结果中多数却为 Ｆ３′Ｈꎮ
为了检验这个结果ꎬ选择了几种典型的单子叶植物

与双子叶植物的 Ｆ３′５′Ｈ 与 Ｆ３′Ｈ 序列ꎬ包括了鸢尾

科、百合科、禾本科、兰科、茄科、葡萄科和桑科的代

表植物ꎬ与本研究获得的分别来自喜盐鸢尾和蓝花

喜盐鸢尾的 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 序列以及万带兰的序列构成

一个混合数据集ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 进行了模拟系统发

育树构建ꎮ 结果显示ꎬ这些序列分为 ３ 组ꎬ即 Ｆ３′５′Ｈ
组、Ｆ３′Ｈ 组和由本研究克隆序列与万带兰的序列组

成的第 ３ 组ꎬ其中荷兰鸢尾的 Ｆ３′５′Ｈ 与其他的 Ｆ３′Ｈ
出现在同一个分支中ꎬ由此基本可以确定荷兰鸢尾的

Ｆ３′５′Ｈ 属于错误注释ꎬ它应该属于 Ｆ３′Ｈ 家族ꎮ
经典的 Ｆ３′５′Ｈ 基因属于细胞色素 Ｐ４５０ 超家族

的 ＣＹＰ７５ 家族 Ａ 亚家族(ＣＹＰ７５Ａ)ꎬ第 １ 个成员是

从矮牵牛中克隆得到的ꎬ后来人们所发现的 Ｆ３′５′Ｈ
基因亦均属这个亚家族ꎬ而菊科的 Ｆ３′５′Ｈ 则是来源

于 ＣＹＰ７５Ｂ(Ｆ３′Ｈ 属于这个亚家族)的复制并获得

了新功能[９]ꎮ 万带兰 Ｆ３′５′ Ｈ￣ｌｉｋｅ 由 Ｋ. Ｒａｔａｎａｓｕｔ

等
[１９]

根据已知的 Ｆ３′５′Ｈ 基因保守序列通过简并引

物从万带兰的蓝色花瓣中获得ꎬ但序列分析发现既

与 ＣＹＰ７５Ａ 亚家族同源性较低(氨基酸水平 ３２％ ~
３５％ )ꎬ又与 Ｆ３′Ｈ 所属的 ＣＹＰ７５Ｂ 亚家族较低(氨基

酸水平 ３４％ ~ ３６％)ꎬ但是与 ＣＹＰ７６Ｃ 亚家族同源性

略高(氨基酸水平 ４１％ ~ ４４％)ꎬ因此细胞色素 Ｐ４５０
命名委员会将其正式分类为一个新的亚家族

ＣＹＰ７６ＡＢꎬ该基因也称为 ＣＹＰ７６ＡＢ１ꎬ为该亚家族的

第 １ 个成员ꎮ Ｋ. Ｒａｔａｎａｓｕｔ 等[１９] 发现 ＣＹＰ７６ＡＢ１ 的

表达水平变化与万带兰从花蕾期至花谢期蓝色花色

素的积累水平变化完全一致ꎮ 尽管缺乏直接的生化

证据ꎬ但是它的功能与万带兰的花瓣蓝色花青素密

切相关ꎬ 在序列中也含有类黄酮￣３′ꎬ ５′￣羟化酶

(ＰＬＮ００１１０)保守域结构ꎬ因此称为 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅꎬ即
一类不同于经典 Ｆ３′５′Ｈ 的蓝花相关基因的新类型ꎮ

喜盐鸢尾 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 克隆片段与万带兰 Ｆ３′５′
Ｈ￣ｌｉｋｅ(ＡＣＣ５９７７３􀆰 ２)的相似性为 ５７％ ꎬ而转录组数

据中组装的该基因片段(８１５ ｂｐ)与万带兰 ＣＹＰ７６ＡＢ１
全长的氨基酸水平等同率为５９％ꎬ相近率为 ７２％ (未
发表数据)ꎬ 说明本研究所克隆的该基因属于

ＣＹＰ７６ＡＢ 亚家族ꎬ这是被子植物所报道的第 ２ 个

ＣＹＰ７６ＡＢ 成员ꎬ也是在兰科之外的植物中首次报

道ꎬ对鸢尾属植物蓝色花色的形成机理研究及花色

改造具有重要意义ꎮ
３􀆰 ２　 Ｆ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 与 ＣＨＳ 的差异表达导致花色

差异

本研究所克隆的 Ｆ３′ ５′ Ｈ￣ｌｉｋｅ 序列片段中ꎬ
ＩｈｓＦ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 与 ＩｈＦ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 核苷酸水平等同率为

９９％ ꎬ分别在 １５７ 与 ４３３ 位点有 ２ 个 Ａ→Ｇ 点突变ꎬ
但皆为同义突变(ＣＣＡ→ＣＣＧ 脯氨酸与 ＧＣＡ→ＧＣＧ
丙氨酸)ꎻＩｈｓＣＨＩ 与 ＩｈＣＨＩ 相比在 ４４９ 位点有另外 １
个同义突变ꎬ另外在第 ８、９ 位点有一处 ＡＣ→ＣＡ 的

突变ꎬ可能来自 １ 次倒位或 ２ 次独立突变ꎬ但是在氨

基酸水平上ꎬ第 ８ 位的突变为同义突变 ( ＧＧＡ→
ＧＧＣꎬ甘氨酸)ꎬ而第 ９ 位突变导致了氨基酸从组氨

酸到 天 冬 酰 胺 的 突 变 ( ＣＡＴ → ＡＡＴ )ꎬ 在 包 含

ＰＬＮ０２８０４ 结构域的成员中ꎬ该位点并非高度保守位

点ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 的结果显示ꎬＦ３′５′Ｈ￣ｌｉｋｅ 与 ＣＨＳ
在蓝花喜盐鸢尾中表达比喜盐鸢尾分别高 ３􀆰 ７１ 倍

和 ５􀆰 ２７ 倍ꎮ 因此ꎬ蓝花喜盐鸢尾花被中的蓝色色素

积累很可能由 Ｆ３′５′Ｈ、ＣＨＳ 基因高表达导致飞燕草

色素积累导致ꎮ 喜盐鸢尾(黄花)中虽然 ＣＨＳ、Ｆ３′５′Ｈ
表达量较低ꎬ但这 ２ 个基因仍有表达ꎮ 除此之外ꎬ喜
盐鸢尾飞燕草色素合成是否中断于位于 Ｆ３′５′Ｈ 上

游的黄烷酮 ３￣羟化酶( Ｆ３Ｈ)、二氢黄酮醇还原酶

(ＤＦＲ)ꎬ或下游的将无色飞燕草素转化为飞燕草素

的花青素合成酶(ＡＮＳ)等步骤或存在其他代谢通

路ꎬ有待后续研究确定ꎮ
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