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摘暋要椇依据已发布的氨基酸保守序列设计引物棳从香水文心兰 斅斸斺旟棶红色花萼中克隆得到

花色相关基因 暍 暍 棾个结构基因的保守序列棳所获保守序列长度分别为椂棻棻暍棽椄椄暍椀椀棿斺旔暎序列

分析表明椇这棾个结构基因与其他植物来源的花色相关基因均具有较高的同源性棳分别为椃椃棩暙椄椆棩暍椃棽棩暙
椆椆棩和椀椃棩暙椆椂棩暎半定量 斠斣灢斝斆斠分析表明椇棾个基因在蕾期或始花期表达量最高棳盛花期表达量降低椈在

红色花萼中有表达棳在叶片和黄色唇瓣中均没有表达暎
关键词椇香水文心兰椈花色相关基因椈基因克隆椈表达分析
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暋暋花色是观赏植物最重要的质量指标之一棳培育

具有新型花色的花卉新品种一直是观赏植物育种领

域的研究热点椲棻椵暎采用植物化学的分析方法棳黄金

霞等椲棽椵发现类黄酮是大多数花色形成的决定性色素

群棳其生物合成途径可以使花呈黄色暍橙色暍红色暍紫
色和蓝色椲棾椵棳相关酶和基因的研究也非常深入椲棿棴椀椵暎

文心兰 旙旔旔棶为兰科文心兰属植物棳
是热带气生兰棳因分枝性良好棳花形独特暍花姿优

美暍花色亮丽而倍受人们的喜爱暎研究发现文心兰

红色到紫色花的发色团主要为类黄酮生物合成途径

中的花青素苷椲椂椵暎本研究首次克隆了香水文心兰

斅斸斺旟灡类黄酮生物合成途径中的

查尔酮合成酶基因 棬 棭暍花青素苷合成酶基因

棬 棭和二氢黄酮醇棿 还原酶基因 棬 棭棾个

基因的保守序列棳并利用 斠斣灢斝斆斠 对棾个结构基

因的组织表达特异性及花发育过程的表达进行了分

析暎这对于了解香水文心兰花瓣着色机理具有重要

意义棳也为利用基因工程技术改变花色暍培育新的

花色品种提供技术支撑暎
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棻暋材料与方法

棻灡棻暋试验材料

以福建省农业科学院花卉研究中心种质资源圃

栽培的香水文心兰 斅斸斺旟棶品种

为供试材料暎取始花期整朵花棳立即用液氮冷冻并

在棴椄棸曟保存棳取香水文心兰叶片暍红色萼片和花

瓣棳备用椈取香水文心兰花蕾始期暍花蕾中期暍始

花期暍盛花期的整朵花棳迅速投入液氮中速冻后放

入棴椄棸曟冰箱保存棳用于花发育过程的表达试验暎
棻灡棽暋总斠斘斄提取及基因克隆

采用 斣旘旈旡旓旍说明书并参照王关林和方宏筠椲椃椵

的方法加以改进提取总 斠斘斄暎按大连宝生物有限

公司的 斝旘旈旐斿斢斻旘旈旔旚斣斖 棻旙旚斢旚旘斸旑斾斻斈斘斄斢旟旑旚旇斿旙旈旙
斔旈旚试剂盒的方法合成斻斈斘斄第一链暎

根 据 斍斿旑斅斸旑旊 中 检 索 到 的 暍 暍
保 守 氨 基 酸 序 列 设 计 简 并 引 物 斆斎斢灢斊暍

斆斎斢灢斠 棬表棻棭棳斄斘斢灢斊暍斄斘斢灢斠棳斈斊斠灢斊暍斈斊斠灢
斠进行目的片段扩增暎扩增产物采用大连宝生物有

限公司 斈斘斄 凝胶回收试剂盒回收棳与 斝斖斈棻椄灢斣
载体连接 棬大连宝生物有限公司棭棳热激法转化到

斉灡斻旓旍旈斈斎椀毩感受态细胞中棳进行阳性克隆筛选棳
并送上海生工生物工程服务有限公司测序暎测序结

果在 斘斆斅斏网站上斅斕斄斢斣比对棳用 斈斘斄斖斄斘软

件进行序列分析暎
棻灡棾暋半定量斠斣灢斝斆斠检测基因的表达

根据扩增出的棾个花色基因保守序列棳按照半

定量斠斣灢斝斆斠设计原则设计棾对特异引物斆斎斢灢棻暍
斆斎斢灢棽棳斄斘斢灢棻暍 斄斘斢灢棽棳 斈斊斠灢棻暍 斈斊斠灢棽 棬表

棻棭棳获得的扩增片段分别为 棽棻棽暍棻棽棽暍棽椄椄斺旔暎
以文心兰棻椄旙旘斠斘斄 棬斍斿旑斅斸旑旊斸斻斻斿旙旙旈旓旑旑旛旐斺斿旘
斎斖椂棿棸椃椃椆棭为内参棳设计其特异引物 棻椄旙灢斊 和

棻椄旙灢斠 棬表棻棭棳获得的扩增片段为棽椀棿斺旔棳进行

斠斣灢斝斆斠分析暎
斝斆斠的扩增条件为椇椆棿曟预变性棾旐旈旑棳椆棿曟

变性棾棸旙棳椀棾曟退火棾棸旙棳椃棽曟延伸棾棸旙棳共棽椆
个循环暎斝斆斠产物用棻灡椀棩的琼脂糖凝胶电泳进行

检测暎

表棻暋文心兰花色相关基因克隆及表达分析所用引物

斣斸斺旍斿棻暋斝旘旈旐斿旘旙旛旙斿斾旚旓旈旙旓旍斸旚斿斸旑斾斸旑斸旍旟旡斿旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀旀旍旓旝斿旘斻旓旍旓旘旘斿旍斸旚斿斾旂斿旑斿旈旑 斅斸斺旟棶

引物名称 引物序列暋暋暋 作用

斆斎斢灢斊 椀曚灢斄斆斄斣斍斆斆斆斍斍棬斣棷斆棭斍斆棬斣棷斆棭斍斄斆斣斄斆斆斄灢棾曚 扩增保守片段

斆斎斢灢斠 椀曚灢斍斆斣棬斍棷斆棭斍斄斆斄斣棬斍棷斄棭斣斣棬斆棷斍棭斆斆棬斄棷斍棭斣斄斆斣斆斆灢棾曚
斄斘斢灢斊 椀曚灢斣斍棬斄棷斍棭斄斍斄斣棬斆棷斄棭斄斄斆斣斄斆斣斄斆斆斆灢棾曚
斄斘斢灢斠 椀曚灢斍斆斣斆棬斄棷斍棭斆斄棬斄棷斍棭斄斄棬斄棷斍棭斄斆棬斆棷斍棭斍斆斆斆斄灢棾曚
斈斊斠灢斊 椀曚灢斣斆棬斍棷斆棭斄斄斣斍斄斄斆斣斍斆斣斆斄斍斆斄灢棾曚
斈斊斠灢斠 椀曚灢斍斆斄斣斆斄斆斄斣斄棬斆棷斄棭斍斣斆斄斣斆斆斄斄斄灢棾曚
斆斎斢灢棻 椀曚灢斣斆斍斣斆斣斍斣斣斆斣斍斄斍斄斣斆斄斆斆斍斆灢棾曚 检测相关基因表达

斆斎斢灢棽 椀曚灢斣斄斄斄斣斍斆斆斆斄斣斆斄斄斣斄斍斆斆斆斆斣灢棾曚
斄斘斢灢棻 椀曚灢斣斆斣斆斆斣斣斆斄斣斆斄斣斆斆斄斆斄斄斆斍斍灢棾曚
斄斘斢灢棽 椀曚灢斣斄斣斆斣斆斍斄斍斆斍斄斍斣斆斄斆斆斣斄斆斄灢棾曚
斈斊斠灢棻 椀曚灢斄斣斣斣斣斆斆斄斆斍斣斆斍斆斆斄斆斄斆斆斆斄灢棾曚
斈斊斠灢棽 椀曚灢斆斣斆斆斆斄斄斍斆斄斍斆斆斣斣斆斣斆斆斍斆斄灢棾曚
棻椄旙灢斊 椀曚灢斣斍斄斍斄斍斄斆斍斍斆斣斄斆斆斄斆斄斣斆斆斄灢棾曚 扩增内标

棻椄旙灢斠 椀曚灢斄斆斆斆斄斄斆斆斆斄斄斍斍斣斆斆斄斄斆斣斄斆灢棾曚

棽暋结果与分析

棽灡棻暋文心兰花色相关基因克隆

根据已发布的花色相关基因氨基酸保守序列棳
设计棾对简并引物 棬表棻棭棳以香水文心兰红色花瓣

的斻斈斘斄为模板棳通过斝斆斠扩增及序列测定棳获

得 暍 暍 棾个结构基因的保守序列棳
其长度分别为 椂棻棻暍棽椄椄暍椀椀棿斺旔的 斻斈斘斄 片段

棬图棻棭棳分别编码棽棸棾暍椆椂暍棻椄椄个氨基酸暎
棽灡棽暋文心兰花色相关基因的同源性分析

经斅旍斸旙旚比对棳这棾个结构基因编码的氨基酸

序列与其他植物来源的蛋白有高度同源性棳其中
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图棻暋香水文心兰花色相关基因斻斈斘斄片段扩增电泳图谱

斊旈旂灡棻暋斄旐旔旍旈旀旈斻斸旚旈旓旑旓旀旀旍旓旝斿旘斻旓旍旓旘旘斿旍斸旚斿斾旂斿旑斿旀旘斸旂旐斿旑旚
旈旑 斅斸斺旟棶

与文心兰品种 暜南茜暞 棬
斠斸旐旙斿旟棶棳斄斅斢椀椄棿椆椆棭同源性高达椄椆棩棳与石斛

兰 棬 斻旛旍旚旈旜斸旘棶棳斆斄斕棻椀棸棸棾棭同

源 性 达 椄棾棩椈 与 文 心 兰 品 种 暜南 茜 暞
棬 斠斸旐旙斿旟棶棳斄斉斣椆椆棽椄椄棭同源性

达椆椆棩棳与鸢尾 棬 棳斅斄斊椂棽椂棽椆棭
同源 性 达 椃椀棩椈 与 文 心 兰 品 种 暜南 茜暞
棬 斠斸旐旙斿旟棶棳斄斄斮棾棽椂棸棻棭同源性

达椆椂棩棳与蕙兰 棬 斻旛旍旚旈旜斸旘棶棳
斄斄斆棻椃椄棿棾棭同源性达椆棸棩暎认为所获得的序列是

香 水 文 心 兰 棾 个 结 构 基 因 保 守 序 列暎 其 在

斍斿旑斅斸旑旊 登 录 号 分 别 为 斒斞椆棽椄棻椃棻暍斒斞椆棽椄棻椃棽暍
斒斞椆棽椄棻椃棾暎

通过软件 斖斉斍斄棿绘制香水文心兰与非洲菊暍
大豆暍圆叶牵牛暍大丽花暍月季暍水稻暍小麦棳文

心兰品种 暜南茜暞 斠斸旐旙斿旟棶暍鸢

尾 暍百合 暍石斛兰

等植物棾个结构基因的进化树

聚类图暎
从图棽可以看出棳香水文心兰 暍 的

进化基本符合植物分类学分类棳即单子叶和双子叶

植物分属于各自的聚类簇暎 与同属于文心兰

品种 暜南茜暞和石斛兰亲缘关系最近棳分为一类椈
暍 基因与文心兰品种 暜南茜暞亲缘关系

最近棳单独聚为一类暎
棽灡棾暋香水文心兰棾个花色相关基因的表达分析

以文心兰 棻椄斢旘斠斘斄 为内参棳用半定量 斠斣灢
斝斆斠技术检测棾个花色相关基因在香水文心兰花

发育阶段及不同器官上的表达分析暎结果表明棳
在文心兰蕾期和始花期表达量最高棳到盛花期

减弱棬图棾棭椈 和 文心兰始花期表达量最

高棳到盛花期减弱暎在不同器官中表达分析结果表

明棳 暍 和 在香水文心兰红色萼片中

有表达棳在叶片和南茜黄色唇瓣中没有表达棬图棿棭暎

图棽暋香水文心兰花色相关基因与其他植物蛋白的系统进

化分析

斊旈旂灡棽暋斝旇旟旍旓旂斿旑斿旚旈斻斸旑斸旍旟旙旈旙斺斿旚旝斿斿旑旀旍旓旝斿旘斻旓旍旓旘旘斿旍斸旚斿斾
旂斿旑斿旙旈旑 斅斸斺旟旝旈旚旇旘斿旍斸旚斿斾旔旘旓旚斿旈旑
旓旀旓旚旇斿旘旔旍斸旑旚旙

图棾暋香水文心兰花发育过程中 暍 暍 的表达

斊旈旂灡棾暋 斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑 旓旀 暍 暍 旈旑旀旍旓旝斿旘旓旀
斅斸斺旟斾旛旘旈旑旂旈旚旙斾斿旜斿旍旓旔旐斿旑旚

注椇棻为花蕾期椈棽为始花期椈棾为盛花期椈棿为凋谢期

椆棸椃第椃期 樊荣辉等椇香水文心兰花色相关基因的克隆及表达分析



图棿暋 暍 暍 在文心兰不同材料中的表达

斊旈旂灡棿暋斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀 暍 暍 旈旑旜斸旘旈旓旛旙旇旈旙旚旓灢
旚旈旙旙旛斿旙旓旀

注椇棻为红色萼片椈棽为 暜南茜暞黄色唇瓣椈棾为叶片

棾暋讨暋论

本研究获得了香水文心兰 暍 暍
基因的保守序列棳其保守序列的长度分别为椂棻棻暍
棽椄椄暍椀椀棿斺旔暎多重比对结果表明棳这棾个结构基

因与其他植物来源的花色相关基因均具有较高同源

性棳认 为 所 获 得 的 序 列 是 香 水 文 心 兰 暍
暍 基因的保守序列暎通过构建系统进化

树发现棳香水文心兰 暍 基因的进化基本

符合植物分类学分类棳而香水文心兰 与文心

兰南茜单独聚为一类棳这可能与文心兰复杂的系统

进化有关暎
斆旇旈旓旛采用 斘旓旘旚旇斿旘旑斺旍旓旚检测出棾个结构基

因在 暜南茜暞黄色唇瓣中没有表达椲椂椵暎本研究采用

半定量 斠斣灢斝斆斠对香水文心兰花色相关基因不同

材料表达情况进行分析发现棳棾个结构基因在红色

萼片中高表达棳在叶片和 暜南茜暞黄色唇瓣中均没

有表达棳这进一步证明文心兰红色花的形成与类黄

酮生物合成途径有关棳文心兰黄色花的形成由其他

途径主导椲椄椵暎花色相关基因在花发育不同时期的表

达量不同暎棾个结构基因在蕾期或始花期表达量较

高棳到盛花期表达量减弱棳这与金鱼草暍观赏向日

葵暍苹果暍矮牵牛花瓣中花色相关基因表达趋势相

似椲椆棴棻棻椵棳推测棾个结构基因可能在转录水平上对

香水文心兰红色花的形成起调控作用暎
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