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滇山茶狮子头及其芽变品种大玛瑙间花色差异分析
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摘要： 滇山茶是世界著名观赏花木，花色是其重要的观赏性状。滇山茶狮子头花色为深红色，而其芽变品种大玛瑙是滇

山茶中唯一红白双色的名贵品种，极具观赏价值。以上述2个品种为研究材料，采用RHSCC比色卡比色法和色差仪测定2个

品种滇山茶花蕾期和盛花期花瓣的花色表型，并基于转录组与代谢组分析挖掘呈色相关的关键代谢物及关键基因。花青素靶

向代谢分析表明，在滇山茶2个品种中共鉴定出28种花青素代谢物，其中狮子头与大玛瑙红色区域花瓣间没有差异代谢物，狮

子头与大玛瑙白色区域花瓣间的关键差异代谢物为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷、原花青素B2、原花青素B3、阿福豆苷，大玛瑙

花瓣的红白区域关键差异代谢物为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷、原花青素B2、阿福豆苷。转录组KEGG分析结果表明，苯丙醇

生物合成和类黄酮生物合成途径与大玛瑙红白双色花瓣的形成有关；植物激素信号转导和昼夜节律-植物途径与滇山茶花色

芽变有关。转录代谢联合分析共筛选出与滇山茶呈色高度相关的差异表达基因共17条，包括4条CHS、3条HCT、2条F3′H、1

条LAR、5条MYB和2条bHLH。本研究结果对进一步揭示花色芽变育种具有一定的参考意义。
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Abstract：Camellia reticulata is a famous ornamental flower in the world， and its flower color is an 

important ornamental character. The flower color of Camellia reticulata ‘Shizitou’ is deep red， while its bud 

mutant ‘Damanao’ showing white-red mixed flower is rare with great ornamental value. In this study， both 

varieties were analyzed at the flower traits by RHSCC colorimetric method， and their metabolites and 

transcriptional profiles were examined based on transcriptome and metabolome methodologies. Anthocyanin 

targeted metabolic analysis detected 28 anthocyanin metabolites. There were no different metabolites between the 

petals of ‘Shizitou’ and ‘Damanao’ in the red region， while the main different metabolites between the white 

region of the petals of ‘Shizitou’ and ‘Damanao’ were centaurin-3-O-sambudigoside， proanthocyanidin B2， 

proanthocyanidin B3 and afotoside. The main different metabolites between white and red region of ‘Damanao’ 

petals were centaurin-3-O-sambuloside， proanthocyanidin B2 and afoside. Transcriptomic KEGG analysis 

showed that the genes in phenylpropanol biosynthesis and flavonoid biosynthesis pathways were related to the 
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formation of red and white bicolor petals of ‘Damanao’. Plant hormone signal transduction and circadian rhythm-

plant pathway were associated with flower color bud change of Camellia reticulata. Transcriptional and 

metabolic joint analysis identified 17 differentially expressed genes highly related to the color of Camellia 

reticulata， including 4 CHS， 3 HCT， 2 F3'H， 1 LAR， 5 MYB and 2 bHLH. This study provided a reference for 

future breeding based on the flower color bud mutation.

Key words： Camellia reticulata；anthocyanin glycosides；flower color；metabolome；transcriptome

滇山茶（Camellia reticulata Lindl.）是中国传统

花木之一，因其花大茂盛、花姿多样、花色绚丽，被

誉为花中娇客［1-2］。花色是滇山茶重要的观赏性

状［3］，其原始花色为红色，通过芽变可以产生白色、

粉色以及红白双色的品种。其中，滇山茶大玛瑙

（C. reticulata ‘Damanao’）是由狮子头（C. reticulata 

‘Shizitou’）芽变产生的品种。大玛瑙同一花冠呈现

红白两种颜色，形成双色花，具有更高的观赏价值，

是研究双色花形成分子机制的理想材料。

山茶属植物花色早期研究发现类黄酮是其花

色的主要色素成分，其中红山茶组花瓣的主要呈色

物质为花青素苷［4-6］。目前在红山茶组植物中已检

测出矢车菊素、天竺葵素、芍药花素、飞燕草素，其

中以Cy型花青素苷为主［7］。红山茶组植物Cy型花

青素苷研究表明，不同物种的花青素苷成分存在明

显差异。浙江红山茶（C. chekiangolesa Hu.）Cy结构

上通常连接有3-单糖基，怒江红山茶（C. saluenensis 

Stapf ex bean.）和西南红山茶（C. Pitardii）Cy结构上

有 3，5-二糖基，窄叶西南红山茶（C. pitardii var.

yunnanica）和 滇 山 茶 Cy 结 构 上 多 具 有 3-（2-

xylosyl）-单糖基［8-11］。

目前关于双色花形成的分子机理已逐渐被阐

明，但物种之间存在差异。邓娇等［12］在双色花莲大

洒锦（Nelumbo nucifera Gaertn.）中发现调控花瓣边

缘的基因同时也调控着花青素苷的积累从而形成

了白色底部红色边缘的双色花。徐雷锋［13］发现花

青素苷生物合成途径上的结构基因在花被片下部

特异性协同表达导致花青素苷特异性地在花被片

下部积累，从而形成了下红上白的双色百合花

（Lilium spp.）。 Liu 等［14］在 红 黄 双 色 文 心 兰

（Oncidium flexuosum Lodd.）黄色花瓣中发现 CHS

基因启动子的高甲基化水平导致其缺乏花青素苷

的积累。Yu等［15］在山茶（C. japonica Linal.）中发现

红色花瓣区比粉红色花瓣区的花青素积累量高，花

青素生物合成、修饰和转运基因在红色条纹中高度

表达。

红山茶组植物前期花色相关研究的开展为双

色滇山茶研究奠定了理论基础，目前关于芽变形成

双色滇山茶的机制尚不清楚。本研究以狮子头及

其芽变品种大玛瑙为研究材料，利用代谢组和转录

组分析两者间的差异代谢物和差异基因，从而为滇

山茶的品种改良和花色创新提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料为滇山茶狮子头及其芽变品种大玛

瑙，所有试验材料均采集于云南省昆明市西南林业

大学后山苗圃基地（102°45′53″E，25°4′0″N），采集

时间为2022年1月至2月。

1.2　样品采集

采集滇山茶 2个品种花蕾期和盛花期花瓣，其

中大玛瑙盛花期红色区域和白色区域花瓣分开采

样（图1）。

S1：狮子头花蕾期；S2：狮子头盛花期；M1：大玛瑙花蕾期；M2_R：大

玛瑙盛花期红色区域；M2_W：大玛瑙盛花期白色区域；下同

S1： C. reticulata ‘Shizitou’ bud stage； S2： C. reticulata ‘Shizitou’ 

blooming period； M1： C. reticulata ‘Damanao’ bud stage； M2_R： 

Red area of C. reticulata ‘Damanao’ in full bloom； M2_W： White 

area of C. reticulata ‘Damanao’ in full bloom；The same as below

图1　滇山茶花色表型

Fig.1　Flower color of C.reticalata
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采集花朵后迅速将花萼和花蕊剥去，收集花

瓣，用干冰保存，带回实验室后存在-80℃超低温冰

箱保存，每组样品3个生物学重复，共计15个样品，

送至武汉迈维生物科技有限公司进行花青素靶向

代谢和转录组检测；采集新鲜花瓣用于花色表型

鉴定。

1.3　花色表型鉴定

采集滇山茶 2个品种花蕾期、盛花期的新鲜花

瓣，在光线良好、避免直射光的条件下，用英国皇家

园 艺 学 会 比 色 卡（RHSCC， royal horticultural 

society color chart）对花瓣颜色均匀部分的花色进行

初步测量，重复 10次，以出现频率最高的结果作为

最终花色［16］。同时利用美国爱色丽RM200QC色差

仪对上述花瓣材料测色，测量其明度L*值、色相 a*

与b*值，重复测定3次取平均值。

1.4　花青素的提取及定性定量分析

利用球磨仪将滇山茶 2个品种花蕾期、盛花期

的新鲜花瓣研磨（30 Hz， 1.5 min）至粉末状；称取

50 mg的粉末，溶解于500 μL的提取液（50%的甲醇

水溶液，含0.1%盐酸）中；涡旋5 min，超声5 min，离

心 3 min（12000 r/min，4 °C），吸取上清，重复操作 1

次；合并两次上清液，用微孔滤膜（0.22 μm pore 

size）过滤样品，并保存于进样瓶中，用于液相色谱

串联质谱（LC-MS/MS， liquid chromatography tandem 

mass spectrometry）分析。

超 高 效 液 相 色 谱（UPLC， ultra performance 

liquid chromatography）和 串 联 质 谱（MS/MS， 

tandem mass spectrometry）进行数据采集：色谱柱为

ACQUITY BEH C18（1.7 µm，2.1 mm*100 mm）；流

速：0.35 mL/min；进样量2 μL。以0.1%的甲酸水溶

液（A）和 0.1%的甲酸甲醇溶液（B）为流动相 0 min 

B 相比例为 5%，6 min 增至 50%，12 min 增至 95%，

保持2 min，14 min降至5%，并平衡2 min；质谱分析

条件：电喷雾离子源（ESI， electrospray ionization）温

度 550°C，正离子模式下质谱电压 5500 V，气帘气

（CUR， curtain gas）35 psi。在Q-Trap6500+中，每个

离子对根据优化的去簇电压（DP， declustering 

potential）和碰撞能（CE， collision energy）进行扫描检

测。基于标准品 isoReag（50%甲醇配制， 1 mg/mL）

构建 MWDB（Metware database）数据库，对质谱检

测的数据进行花青素化合物的鉴定。定量分析利

用三重四级杆质谱的多反应监测模式（MRM， 

multiple reaction monitoring）分 析 完 成 。 通 过

Analyst 1.6.3软件对检测到的数据进行定性定量分

析。用MultiaQuant软件对质谱结果进行色谱峰的

积分和校正，得到不同代谢物质的含量。Orign 软

件用于花青素代谢物化合物分类统计，TBtools软件

对代谢物进行韦恩图和聚类热图分析。以正交偏最

小二乘法分析（OPLS-DA， orthogonal partial least 

squares discriminant analysis）中筛选模型变量的变

量权重值VIP≥1，以及 t试验中P＜0.05为条件筛选

差异代谢物。采用SPSS软件对滇山茶 2个品种各

开花时期颜色参数与花瓣中原花青素、矢车菊素和

黄酮类化合物进行皮尔逊（Pearson）相关性分析，显

著性系数P＜0.05且皮尔逊相关系数 |r|≥0.6被认定

为 2 者之间具有相关性，利用 TBtools 绘制相关

热图。

1.5　转录组测序及差异基因分析

首先对样品RNA质量进行检测，通过琼脂糖凝

胶电泳分析RNA的完整性及是否存在DNA污染；

NanoPhotometer 分光光度计检测 RNA 纯度（OD260/

OD280）和（OD260/230）；Qubit 2.0 荧光计测量 RNA

浓度；Agilent 2100 生物分析仪检测 RNA 完整性。

从总 RNA 中去除核糖体 RNA，从而得到 mRNA。

随后加入 fragmentation buffer 将 RNA 打断成短片

段，以短片段 RNA 为模板，用六碱基随机引物

（Random hexamers）合成第一链 cDNA，然后加入缓

冲液、dNTPs（dUTP、dATP、dGTP 和 dCTP）和 DNA 

polymerase I合成二链 cDNA，随后利用AMPure XP 

beads 纯化双链 cDNA。纯化的双链 cDNA 再进行

末端修复、加A尾并连接测序接头，然后用AMPure 

XP beads进行片段大小选择，最后进行PCR富集得

到最终的cDNA文库。

通过 Illumina 测序平台对样品测序分析，使用

DIAMOND BLASTX 软件将基因序列与数据库比

对，进而获得基因的注释信息。使用 DESeq 进行

样 品 组 间 的 差 异 表 达 基 因 分 析 ，将 |log2Fold 

Change|≥1，且 FDR<0.05为筛选差异基因标准。通

过迈维云平台在线网站（https：//cloud.metware.cn/

#/home）进行 KEGG 富集分析，挑选富集最显著的

20 条通路条目进行展示，若富集的通路条目不足

20 条，则全部展示。以“转录因子”为关键词检索

转录注释文件，检索所有推测的转录因子。比较

分析大玛瑙红白双色花瓣间以及与其母本狮子头

间的差异表达转录因子，并统计转录因子数量和

类型。

1.6　联合分析

采用 SPSS 软件对前期筛选的差异代谢物、差
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异结构基因和转录因子的数据集做皮尔逊相关分

析，显著性系数P＜0.05且皮尔逊相关系数|r|≥0.5被

认定为两者之间具有相关性，最后利用Cytoscape软

件进行可视化构图。

2　结果与分析

2.1　滇山茶花色表型观测

RHSCC比色卡比对结果表明，滇山茶2个品种

在同一时期不同品种和同一品种不同时期均存在

花色差异（表 1）。为了更加准确地评价 2个品种滇

山茶花色，本研究利用色差仪测定了 2个品种滇山

茶不同时期花瓣的颜色参数L*、a*和b*值。大玛瑙

花蕾期L*、b*显著大于狮子头花蕾期，而 a*显著小

于狮子头花蕾期。狮子头盛花期和大玛瑙盛花期

红色区域花瓣的L*、a*和 b*不存在差异性，而与大

玛瑙盛花期白色区域花瓣存在显著差异。滇山茶2

个品种在花瓣发育过程中L*、a*和b*均存在显著性

差异，其中大玛瑙白色区域变化最为显著。

2.2　代谢组分析

2.2.1　滇山茶花瓣中花青素代谢物定性定量分析　

对狮子头及其芽变品种大玛瑙不同发育阶段的花

瓣进行花青素靶向代谢组分析，其中大玛瑙盛花期

白色区域花瓣和红色区域花瓣分开检测，2个品种

共检测到 28种花青素化合物，其中包括 10种矢车

菊素、4种天竺葵素、2种芍药花素、6种原花青素和

6种黄酮类化合物，且2个品种各时期花青素化合物

的类型相同。

对滇山茶2个品种不同时期的花瓣进行花青素

化合物成分比较，发现总花青素含量 S1＞S2＞

M2_R＞M1＞M2_W，表明花青素化合物的积累与

滇山茶花色性状密切相关（表 2）。其中矢车菊素、

原花青素和黄酮类化合物是滇山茶2个品种花瓣中

的主要花青素化合物。将矢车菊素、原花青素和黄

酮类化合物进行聚类分析，发现S1、S2、M1与M2_R

聚为一支，M2_W 单独一支，其中 S1 与 S2、M1 与

M2_R又各自聚为一小支，表明狮子头与大玛瑙红

色区域花瓣在发育过程中花青素代谢物变化相似，

与其白色区域的变化不同（图2）。

2.2.2　滇山茶2个品种间及大玛瑙品种内差异代谢

物分析　为进一步筛选与滇山茶花色相关的花青

素代谢物，在矢车菊素、原花青素和黄酮类化合物

的基础上筛选不同比较组间的差异代谢物。狮子

头与大玛瑙比较，S1-M1间存在 22种差异代谢物，

S2-M2_R 间不存在差异代谢，S2-M2_W 间存在 15

种差异代谢物，其中 S1-M1与 S2-M2_W共有 15种

差异代谢物（图 3），是狮子头与大玛瑙白色区域花

表1　2个品种滇山茶的花色数据

Table 1　Flower color parameters in two cultivars of C.reticulata

品种

Cultivar

狮子头

C.reticulata ‘Shizitou’

大玛瑙

C.reticulata ‘Damanao’

时期

Period

S1

S2

M1

M2_R

M2_W

比色卡代码

RHCSS code

Strong Purplish Red 58B

Moderate Red N45B

Strong Red 53C

Strong Purplish Red 58B

White NN155D

明度

L*

42.92±1.96c

35.79±2.59d

52.80±0.74b

37.81±3.25d

77.05±2.48a

红度

a*

36.22±0.77b

48.57±0.72a

21.19±1.23c

48.67±0.70a

0.58±0.19d

蓝度

b*

4.45±0.41b

15.46±1.41a

7.54±0.70c

11.40±0.26a

-0.06±0.17d

同列数据后不同字母表示差异显著（P＜0.05）

Different letters in the same column of data indicate significant difference （P < 0.05）

表2　滇山茶各时期花青素化合物的含量

Table 2　Contents of anthocyanin compounds in C.reticulata at different periods （μg/g）

时期

Period

大玛瑙花蕾期 M1

大玛瑙盛花期白色区域 M2_W

大玛瑙盛花期红色区域 M2_R

狮子头花蕾期 S1

狮子头盛花期S2

矢车菊素

Cyanidin

1015.03

173.27

1879.52

2922.01

2503.07

天竺葵素

Pelargonidin

10.01

0.52

23.00

42.78

31.23

芍药花素

Peonidin

3.68

0.31

9.01

13.64

11.37

原花青素

Procyanidins

3611.56

870.61

3860.84

5516.42

4400.22

黄酮类化合物

Flavonoid

962.12

261.23

1415.70

2329.14

2030.59

总含量

Total content

5602.40

1305.94

7188.07

10823.99

8976.48

603



植 物 遗 传 资 源 学 报 25 卷

瓣间主要差异代谢物。大玛瑙不同时期不同颜色

比较，M1-M2_R 间不存在差异代谢物，M1-M2_W

间存在11种差异代谢物；M2_R-M2_W间存在10种

差异代谢物，其中M1-M2_W与M2_R-M2_W共有8

种差异代谢物，是大玛瑙发育过程中形成红白双色

的主要差异代谢物。

2.2.3　花色参数和差异代谢物联合分析　通过表2

可以得出矢车菊素、原花青素和黄酮类化合物是滇

山茶 2个品种的主要呈色物质，将这 3类化合物进

行差异分析，发现M2_R-M2_W间存在10种差异代

谢物，其中 M1-M2_W 与 M2_R-M2_W 共有 8 种差

异代谢物，将这些差异代谢物与花色参数进行相关

分析。结果表明主要差异代谢物与L*值呈负相关，

与 a*值和 b*值呈正相关，其中阿福豆苷、原花青素

B1、原花青素B2、原花青素B3、矢车菊素-3-O-桑布

双糖苷与L*值呈显著负相关；矢车菊素-3-O-桑布双

糖苷与a*值呈显著正相关（图4）。

综上所述，狮子头与大玛瑙红色区域花瓣没有

关键差异代谢物；狮子头与大玛瑙白色区域花瓣的

关键差异代谢物为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷、原花

青素B2、原花青素B3、阿福豆苷；大玛瑙红白双色

形成的关键差异代谢物为矢车菊素-3-O-桑布双糖

苷、原花青素B2、阿福豆苷。

S1-M1：S1样品与M1样品进行比较；S2-M2_R：S2样品与M2_R样

品进行比较；S2-M2_W：S2样品与M2_W样品进行比较；M1-M2_R：

M1样品与M2_R样品进行比较；M1-M2_W：M1样品与

M2_W样品进行比较；下同

S1-M1： S1 sample is compared with M1 sample； S2-M2_R： S2 

sample is compared with M2_R sample； S2-M2_W： S2 sample is 

compared with M2_W sample； M1-M2_R： M1 sample is compared 

with M2_R sample； M1-M2_W： M1 sample is compared with M2_W 

sample； The same as below

图3　差异代谢物韦恩图

Fig.3　Venn diagram of differential metabolites

图2　花青素苷合成相关代谢物聚类分析

Fig.2　Cluster analysis of metabolites related to anthocyanin synthesis
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蓝色和红色的强度表示正和负的水平相关性。*表示在P＜0.05水平显著相关

Blue and red colors in the heat map indicates the level of positive and negative correlation， respectively. 

* indicate significant correlation at P＜0.05 level

图4　滇山茶花瓣颜色参数L*、a*、b*值和主要差异代谢物相关性

Fig.4　Correlationof L*， a*， b* values of color parameters and major differential metabolites of C.reticulata petals

2.3　转录组分析

2.3.1　2个品种滇山茶转录组测序质量分析　通过

高通量测序及质量控制后，共获得99.56 Gb有效数

据，获得序列的Q20值均大于97.23%，Q30碱基百分

比在92.80%及以上，GC含量均大于42.81%（表3）。

表明测序数据可靠，可用于后续分析。

表3　滇山茶有效数据评估统计

Table 3　Effective data evaluation statistics of C. reticulata

样品序号

Sample No.

M1-1

M1-2

M1-3

M2_R-1

M2_R-2

M2_R-3

M2_W-1

M2_W-2

M2_W-3

S1-1

S1-2

S1-3

S2-1

S2-2

S2-3

原始数据

Raw reads

46093276

46709102

45352142

45973558

47744342

46768442

50861110

50588878

45193510

45791088

46643488

43199250

46413794

46082534

52588554

有效数据

Clean reads

44519822

42826016

43330496

43038734

44721914

43573100

47319610

46730486

42681490

43078814

44805418

41318522

43810836

43429716

48517252

错误率（%）

Error rate

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

G和C百分比（%）

GC content

44.00

42.81

43.40

44.33

44.60

43.96

44.60

44.39

44.56

43.32

44.30

43.81

43.62

44.33

44.09

Q20（%）

97.47

97.57

97.54

97.23

97.38

97.41

97.42

97.56

97.28

97.37

97.43

97.70

97.43

97.50

97.40

Q30（%）

92.87

93.16

93.05

92.41

92.80

92.89

92.86

93.17

92.55

92.68

92.81

93.43

92.85

93.06

92.81

-1、-2、-3表示3个重复

-1， -2 and -3 indicate three repetitions
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2.3.2　滇山茶2个品种间及大玛瑙品种内差异表达

基因　为了探究红白双色滇山茶形成原因及其与

母本间花色差异相关的关键差异基因，从品种间与

品种内两个方面进行比较分析，共筛选出 41387条

差异表达基因。大玛瑙品种内差异表达分析表明，

M1与M2_R相比有27655条差异表达基因，其中有

13812 条在 M1 中上调表达，有 13843 条下调表达

（图 5）；M1 与 M2_W 相比有 28926 条差异表达基

因，其中有 14359条在M1中上调表达，有 14567条

下调表达；M2_R 与 M2_W 相比有 327 条差异表达

基因，其中有 106条在M2_R中上调表达，有 221条

下调表达。狮子头与大玛瑙品种间差异表达分析

表明，S1与M1相比有 1491条差异表达基因，其中

有 717条在M1中上调表达，有 774条下调表达；S2

与 M2_R 相比有 8756 条差异表达基因，其中有

3699 条在 S2 中上调表达，有 5057 条下调表达；S2

与 M2_W 相比有 9672 条差异表达基因，其中有

4140条在 S2中上调表达，有 5532条下调表达。其

中狮子头与大玛瑙红色区域花瓣间共有 252 条差

异表达基因；狮子头与大玛瑙白色区域花瓣间共有

286条差异表达基因；大玛瑙品种内共有 97条差异

表达基因（图6）。

2.3.2　KEGG功能注释分析　KEGG 富集分析结

果表明（图 7），共有 8257条差异表达基因被定位到

146条KEGG通路中，其中狮子头与大玛瑙间富集

最显著的是植物激素信号转导（Plant hormone 

signal transduction）和昼夜节律-植物途径（Circadian 

rhythm-plant）。大玛瑙品种内富集最显著的为苯丙

醇生物合成（Pheylpropanoid biosynthesis）和类黄酮

生物合成途径（Flavonoid biosynthesis）。

图5　上/下调基因统计图

Fig.5　Up/Down-regulated gene statistical map

黑点表示比较组特有差异表达基因，连接线表示比较组和比较组共有差异表达基因

The black dots represent differentially expressed genes unique to the comparison group， and the connecting lines represent differentially expressed 

genes shared by the comparison group and the comparison group

图6　滇山茶差异基因UpSet图

Fig.6　UpSet map of differential genes in C. reticulata
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前3个图表示狮子头与大玛瑙间富集通路，图中红框表示昼夜节律-植物途径、植物激素信号转导；

后3个图表示大玛瑙品种内最富集的通路，图中红框表示类黄酮生物合成途径、苯丙醇生物合成

The first three figures represent the enrichment pathway between C.reticulata ‘Shizitou’ and C.reticulata ‘Damanao’，

 and the red box represents the circadian rhythm-plant and plant hormone signal transduction. 

The last three figures represent the most enriched pathways in the C.reticulata‘Damanao’ varieties， 

and the red boxes represent the flavonoid biosynthesis and 

phenylpropanol biosynthesis

图7　差异表达基因KEGG富集分析

Fig.7　KEGG enrichment analysis of genes expression in pathway
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2.3.2　花青素苷代谢途径差异基因筛选　花青素

苷属于类黄酮化合物，选择与花青素苷合成密切相

关的两条重要代谢途径，类黄酮生物合成通路和花

青素生物合成通路进行分析。在狮子头与大玛瑙

红色区域花瓣、狮子头与大玛瑙白色区域花瓣共有

以及大玛瑙品种内差异表达基因中共筛选出 11条

与花青素苷合成相关的酶基因，包括 4条CHS、4条

HCT、2条F3′H、1条LAR。结果显示，编码同一个合

成酶的不同基因成员在不同花色、不同花发育时期

的表达模式差异比较大（图8）。在花青素苷生物合

成 通 路 中 ，CrCHS1、CrCHS2、CrCHS3、CrCHS4、

CrHCT2、CrHCT4、CrF3′H1和CrF3′H2基因在滇山茶2

个品种花蕾期显著高表达。CrHCT1、CrHCT2、CrLAR

在大玛瑙盛花期红色区域显著高表达，而CrHCT3在大

玛瑙盛花期白色区域显著高表达，推测大玛瑙红白双

色的形成与花青素苷生物合成上游基因有关。

植物花青素苷生物合成不仅受其合成途径的

结构基因调控，还受到转录因子的调控。在狮子头

与大玛瑙红色区域花瓣、狮子头与大玛瑙白色区域

花瓣共有差异表达基因和大玛瑙品种内差异表达

基因中共筛选到 40条编码转录因子的候选差异表

达基因。由图9可知筛选得到的转录因子中以MYB

家族成员为主，其次是 C2H2、HB 等转录因子家族

成员。

2.4　联合分析

已经证实MYB-bHLH-WD40（MBW）复合物参

与调节植物的颜色。本研究检测到 8 条 MYB，3 条

bHLH，没有检测到与WD40相关的基因（图 9）。利

用Cytoscape软件对上述两种转录因子以及滇山茶

花青素苷合成通路上的关键差异代谢物和关键差

异基因进行相关性分析（图 10），结果表明，有 5 条

MYB和2条bHLH与花青素苷合成通路的4条CHS、

3 条 HCT、2 条 F3′H 和 1 条 LAR 密切相关。其中

CrHCT3与阿福豆苷、矢车菊素-3-O-桑布双糖苷、原

花青素B2之间存在负相关，说明CrHCT3可能逆向

调控花青素苷的合成。

图中热图表示花青素苷合成酶相关基因在2个滇山茶品种不同时期的表达量

The heat map shows the expression levels of anthocyanin synthase related genes in two varieties of C. reticulata at different periods

图8　花青素苷生物合成通路

Fig.8　Anthocyanin biosynthesis pathway diagram

图9　转录因子家族中涉及的转录因子数量

Fig.9　Number of transcription factors involved in the 

transcription factor families
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3　讨论

滇山茶是世界著名观赏花木，花色变异丰富，

其芽变选育的双色花品种花色新奇，具有更高的观

赏价值。花青素苷是植物表现不同颜色的关键物

质［17-18］。芽变育种是山茶育种的重要方法，但到目

前为止，芽变育种形成双色花的现象还缺乏深入研

究，极大地限制了山茶花色芽变育种。本研究选取

遗传背景相同的红白双色滇山茶大玛瑙及其母本

狮子头为材料，对揭示芽变形成双色滇山茶的机制

更加有意义。

3.1　矢车菊素-3-O-桑布双糖苷影响滇山茶红色花

色的形成

花青素化合物种类和含量的不同常会引起花

色的差异。在花青素化合物中花青素苷是主要着

色物质，其余花青素化合物为辅助色素［19-20］。研究

表明矢车菊素苷与芍药花素苷一般使植物呈现红

色，飞燕草素苷一般使植物呈现蓝色到紫色［21］。本

研究中2个滇山茶品种红色性状花瓣在发育过程中

都以矢车菊素及其衍生物为主要成分，而矢车菊素

及其衍生物在大玛瑙白色花瓣区域中含量极少。

这与前人研究报道山茶属植物花瓣主要成分为Cy

型和Dp型花青素苷，且Cy型花青素苷广泛存在于

山茶属植物红色花瓣中结果相一致［22］。花青素代

谢物与花色参数相关分析表明阿福豆苷、原花青素

B1、原花青素B2、原花青素B3、矢车菊素-3-O-桑布

双糖苷与L*值呈显著负相关，矢车菊素-3-O-桑布双

糖苷与 a*值显著正相关。滇山茶狮子头与大玛瑙

品种间比较，发现狮子头与大玛瑙红色花瓣区域没

有差异代谢物；狮子头与大玛瑙白色花瓣区域的关

键差异代谢物为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷、原花青

素B2、原花青素B3、阿福豆苷。复色山茶乔伊肯德

里克中发现花青素苷与花瓣条纹颜色形成紧密相

关［15］。本研究大玛瑙品种内比较表明其关键差异

代谢物为矢车菊素-3-O-桑布双糖苷、原花青素B2、

阿福豆苷。因此推测矢车菊素-3-O-桑布双糖苷极

有可能是狮子头芽变形成大玛瑙和大玛瑙红白双

色形成的关键呈色物质，其余花青素化合物为辅助

花色

3.2　芽变通过降低花青素代谢物表达量改变花色

芽变育种为山茶育种重要方法，且山茶花色变

异丰富，为其花色芽变育种提供了良好的物质基

础［23-24］。本研究以狮子头及其芽变品种大玛瑙为材

料，探究芽变品种花色形成的物质基础，发现大玛瑙

白色花瓣区域与其母本狮子头花瓣中花青素化合物

成分基本一致，但部分花青素化合物含量存在差异，

这与亚美尼亚葡萄风信子（Muscari botryoides L.）白

色品种检测结果相一致［25］。表明芽变可能引起花瓣

花青素苷含量发生变化，从而影响花色。同时发现

大玛瑙红色花瓣区域与其母本狮子头不仅花青素化

合物成分基本一致，其含量差异也不显著，但狮子头

盛花期花瓣中花青素化合物含量高于大玛瑙红色花

瓣区域。推测大玛瑙红白双色是由于花瓣中的花青

素化合物含量降低，且部分区域显著降低而形成的。

红线代表正相关，蓝线代表负相关

Red lines represent positive correlations， and blue lines represent negative correlations

图10　相关网络图

Fig.10　Correlation network diagram
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3.3　结构基因与调控基因对滇山茶花色的影响

KEGG分析结果表明苯丙醇生物合成、类黄酮

生物合成、植物激素信号转导和昼夜节律-植物途径

影响滇山茶花色的形成，与王泽涵等［26］发现茶树花

发育过程受植物激素信号转导和昼夜节律-植物途

径影响结果一致，其中类黄酮生物合成途径是直接

影响花青素苷合成的通路。类黄酮生物合成途径

中的结构基因对滇山茶花色的形成存在影响。前

人研究表明，CHS基因催化形成花青素苷合成通路

中的有色物质查尔酮，并为后续的合成提供碳骨

架［27］。本研究中滇山茶狮子头与大玛瑙花瓣发育

过程中CHS基因在花蕾期高表达，在盛花期下调表

达，其中大玛瑙盛花期红色花瓣区域表达高于白色

花瓣区域。表明CHS基因在滇山茶花发育前期形

成花青素苷合成底物，随着发育底物合成量减少，

从而影响花青素苷合成，使花色发生变化。HCT基

因作为BAHD家族的一员，参与植物次生代谢调控

与绿原酸及黄酮的合成。Besseau等［28］在拟南芥中

沉默AtHCT基因后，类黄酮物质的累积量提高，而

李洋等［29］在烟草中发现NtHCT超量表达引发芦丁

及山奈酚芸香苷两种类黄酮物质含量得到大幅度

提高，表明编码同一个合成酶的不同基因成员，在

合成路径中发挥不同作用。本研究中 CrHCT1、

CrHCT2在大玛瑙盛花期红色区域显著高表达，而

CrHCT3 在大玛瑙盛花期白色花瓣区域显著高表

达，说明HCT基因在滇山茶花青素苷合成与积累过

程中可能同时参与正向和反向调控作用。

转录因子在植物花青素苷生物合成途径中也发

挥重要作用，如MYB、bHLH、WD40等转录因子［30］。

在金鱼草（Antirrhinum majus L.）中AmMYB308通过

抑制花青素上游结构基因C4H的表达进而控制花青

素的积累［31］。本研究中发现5条MYB转录因子和2

条bHLH转录因子与花青素苷生物合成的结构基因

高度相关。这些转录因子可能在花瓣颜色表型表

达中具有重要功能。
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