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柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因克隆及功能分析
郑　 晟， 毛玉珊， 张腾国∗， 聂亭亭

（ 西北师范大学 生命科学学院， 兰州 ７３００７０ ）

摘　 要： 柠条锦鸡儿为豆科灌木，对各种环境胁迫具有较强的适应能力，类黄酮是天然的抗氧化剂，花青素属

类黄酮化合物，逆境胁迫会影响植物体内花青素的合成，而黄烷酮 ３⁃羟化酶 （Ｆ３Ｈ） 是花青素生物合成所必需

的一种关键酶。 该研究成功分离克隆了柠条锦鸡儿的 Ｆ３Ｈ 基因，命名为 ＣｋＦ３Ｈ。 ＣｋＦ３Ｈ 基因的开放阅读框

（ＯＲＦ） 为１ ０９５ ｂｐ，编码 ３６４ 个氨基酸，推测的蛋白质分子量为 ４１．３ ｋＤａ，理论等电点为 ５．９。 生物信息学分析

发现，ＣｋＦ３Ｈ 基因序列与其它植物 Ｆ３Ｈ 有较高的一致性，推测 ＣｋＦ３Ｈ 蛋白与其它植物 Ｆ３Ｈ 蛋白具有相似的

功能。 利用染色体步移法克隆得到 ＣｋＦ３Ｈ 起始密码子 ＡＴＧ 上游 ４６８ ｂｐ 的启动子序列，ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件分析

表明，该序列具有启动子的基本元件 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ 和 ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ 以及多种与逆境胁迫相关的顺式调控元件。 实时

荧光定量 ＰＣＲ 分析表明，ＣｋＦ３Ｈ 在柠条的根、茎和叶中均有表达，没有组织特异性；ＣｋＦ３Ｈ 的表达受低温、高
盐、干旱和高温胁迫的诱导，并且在低温胁迫下，ＣｋＦ３Ｈ 的表达还受到光周期的影响。 综上所述，研究结果表

明 ＣｋＦ３Ｈ 基因在柠条锦鸡儿适应低温、高盐、干旱和高温胁迫的过程中发挥作用。
关键词： 柠条锦鸡儿， ＣｋＦ３Ｈ 基因， 基因克隆， 表达分析， 非生物胁迫
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　 　 类黄酮（又称黄酮类物质）是一类广泛分布于

高等植物中的多酚类次生代谢产物，是存在于植物

中的天然色素（Ｓｈｉｒｌｅｙ， １９９６）。 在植物适应特殊生

境以及响应生物与非生物胁迫时，类黄酮发挥重要

的作用。 在植物体内，类黄酮主要以糖基衍生物的

形式存在，是植物花、叶、果实和种子的主要显色物

质，同时，类黄酮在植物体内也具有很重要的功能。
类黄酮具有清除自由基和抗氧化的能力（ Ｊｏｖａｎｏｖｉｃ
ｅｔ ａｌ， １９９４），此外，类黄酮在人体中也具有多种生

物活性，如抗氧化、抗病毒、血管舒张活性、抗癌和防

衰老（Ｐｉｅｔｔａ， ２０００； Ｈｅｉｍ ｅｔ ａｌ， ２００２）。
花青素（Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ）为类黄酮化合物，是一

种水溶性天然色素，广泛存于自然界的植物中

（Ｓａｒｍａ ｅｔ ａｌ， １９９７）。 花青素生物合成途径是黄酮

类代谢途径中的一个分支途径，苯丙氨酸是其生物

合成的直接前体，经一系列酶促反应合成花青素。
由苯丙氨酸合成花青素主要过程如下：苯丙氨酸在

苯丙氨酸解氨酶（ＰＡＬ）作用下脱去氨基，形成肉桂

酸；在肉桂酸羟化酶（Ｃ４Ｈ）的作用下羟基化，形成

４⁃香豆酸；在 ４⁃香豆酸 ＣｏＡ 连接酶（４ＣＬ）的作用下，
形成 ４⁃香豆酰 ＣｏＡ；４⁃香豆酰 ＣｏＡ 和丙二酰 ＣｏＡ 在

查尔酮合酶（ＣＨＳ）的催化下合成查尔酮；由查尔酮

异构酶（ＣＨＩ）将其转变成 ４，５，７⁃三氢黄烷酮；４，５，
７⁃三氢黄烷酮在黄烷酮 ３⁃羟化酶（Ｆ３Ｈ）的催化下形

成二氢黄酮醇，这一阶段产生的二氢黄酮醇可在不

同酶的作用下转化为花青素或其它类黄酮物质（二
氢榭皮素和二氢杨梅黄酮等） （Ｈｏｌｔｏｎ ＆ Ｃｏｒｎｉｓｈ，
１９９５； Ｗｉｎｋｅｌ⁃Ｓｈｉｒｌｅｙ， ２００１）。

黄烷酮 ３⁃羟化酶（ｆｌａｖａｎｏｎｅ ３ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）
基因最早由 Ｍａｒｔｉｎ ｅｔ ａｌ（１９９１）从金鱼草中分离得

到。 对矮牵牛的研究表明，Ｆ３Ｈ 是分子量为 ４２ ｋＤ
的单体蛋白，在这其中 Ｈｉｓ２２０、Ｈｉｓ２７８、Ａｒｇ２２２ 及

Ｓｅｒ２９０ 氨基酸残基对酶活起到了关键作用（Ｌｕｋａｃｉｎ
＆ Ｂｒｉｔｓｃｈ， １９９７）。 研究发现，Ｆ３Ｈ 基因在拟南芥、
矮牵牛、玉米及苜蓿等多种植物中以单拷贝基因的

形式存在，而在紫苏中存在 ２～３ 个拷贝（Ｇｏｎｇ ｅｔ ａｌ，

１９９７）。 张华玲等（２０１０）克隆得到苦荞 Ｆ３Ｈ 基因，
并对其进行进行序列分析。 结果表明，ＦｔＦ３Ｈ 基因

长１ ３６９ ｂｐ，编码 ３６７ 个氨基酸，与葡萄、牵牛 Ｆ３Ｈ
的同源性达到 ８０％左右。 预测的 ＦｔＦ３Ｈ 蛋白具有

铁离子结合位点及 ２⁃酮戊二酸结合位点等典型结

构。 采用电子克隆法，获得了红花菜豆 Ｆ３Ｈ 基因的

ｃＤＮＡ 编码序列，并采用生物信息工具对红花菜豆

Ｆ３Ｈ 基因的性质进行研究。 结果表明，红花菜豆

Ｆ３Ｈ 基因开放阅读框为２ ２２８ ｂｐ，编码 ３７５ 个氨基

酸，与大豆 Ｆ３Ｈ 基因同源性为 ９２％ （Ｍａ ＆ Ｇｕｏ，
２０１４）。 Ｆ３Ｈ 基因在花青素合成及环境胁迫中发挥

着重要作用。 研究表明，阻断拟南芥 Ｆ３Ｈ 基因表达

能导致黄酮及花色素水平下降 （ Ｗｉｓｍａｎ ｅｔ ａｌ，
１９９８）。 红砂在干旱和紫外线辐射胁迫中，Ｆ３Ｈ 基

因的表达量显著上升，酶活性增强，植物花青素含量

和抗氧化能力增强（ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ， ２０１３）。 盐胁迫下，
Ｆ３Ｈ 基因在茶和转基因烟草中的表达量及酶活性

都显著增加（Ｍａｈａｊａｎ ＆ Ｙａｄａｖ， ２０１４）。 此外，枸杞

Ｆ３Ｈ 基因在转基因烟草中过表达能够增强其对干

旱胁迫的耐受性（Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ， ２０１６）。 由此可见，当
植物受到逆境胁迫时，Ｆ３Ｈ 促进花青素的积累，增
强抗氧化能力，从而抵御逆境。 目前已陆续从拟南

芥、矮牵牛、玉米、甘蓝型油菜、苜蓿、苹果、康乃馨、
银杏及苦荞等多种植物中克隆得到 Ｆ３Ｈ 基因，但在

柠条锦鸡儿中未见报道。
柠条锦鸡儿（Ｃａｒａｇａｎａ ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ）为豆科锦鸡

儿属的灌木类植物，具有较为发达的根系。 主要生

长于内蒙古西部、陕西北部、宁夏及甘肃（河西走

廊）等地区 （李高等， ２０１３），生于半固定和固定沙

地，是黄土高原植被建设的优良灌木植物。 柠条锦

鸡儿具有广泛的适应性和很强的抗逆性，能耐低温

及酷热，也具有很强的抗旱能力，是荒漠、荒漠草原

地带的优质防风固沙的植物。 另外，柠条锦鸡儿是

优良的可再生生物能源，它枝叶繁茂，产草量高，茎
叶营养丰富，是畜牧业优良的灌木饲料，还具有抗

风、不怕埋没等特点 （刘龙会等， ２０１２； 杨杞等，

４２７ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



２０１３）。 近年来，关于柠条锦鸡儿的研究已受到人

们越来越多的关注，选择柠条锦鸡儿为实验材料，为
我们的研究提供了更多可能性。

本研究以柠条锦鸡儿为研究对象，从中克隆

Ｆ３Ｈ 基因，对 Ｆ３Ｈ 基因进行生物信息学分析，在不

同的逆境处理下检测 Ｆ３Ｈ 基因 ｍＲＮＡ 转录水平的

变化，分析其在不同胁迫下的基因表达量，并克隆该

基因的启动子，对其启动子的功能区进行分析，为研

究 Ｆ３Ｈ 基因及花青素在逆境胁迫下的作用机制提

供参考。

１　 材料与方法

１．１ 材料与培养处理

以柠条锦鸡儿（Ｃａｒａｇａｎａ ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ） 为材料。
于 １ ／ ２ ＭＳ 培养基中培养约 ４５ ｄ 备用。 培养条件：
２５ ℃，光周期 １６ ｈ 光照 ／ ８ ｈ 黑暗，光照强度 １３０
μｍｏｌ·ｍ⁃２·ｓ⁃１。

低温处理：将柠条锦鸡儿放入 ４ ℃培养箱中分

别处理 ０、１２、２４、３６ 和 ４８ ｈ，光周期为 １６ ｈ 光照 ／ ８ ｈ
黑暗，处理时 ０ ｈ 开始先光照；盐处理：在 ＮａＣｌ 浓度

为 ０、５０、１００、１５０ 和 ２００ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１的培养液中分别

处理柠条锦鸡儿植株 ２４ ｈ；干旱处理：在 ＰＥＧ６０００
质量分数为 ５％、１０％、１５％和 ２０％的培养液中分别

处理柠条锦鸡儿植株 ４８ ｈ；高温处理：将柠条锦鸡儿

植株分别置于 ２５、３０、３５、３８ 和 ４０ ℃培养条件下培

养 ６ ｈ。
本研究所用菌株为 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α，克隆载体为

ｐＴＧ１９⁃Ｔ。 引物合成及测序服务均由北京六合华大

基因科技有限公司完成。
１．２ 方法

１．２．１ 柠条锦鸡儿总 ＲＮＡ 提取及反转录　 选取生长

良好的柠条锦鸡儿植株，按照 Ｔｒｉｚｏｌ（上海生工生物

公司）说明书进行总 ＲＮＡ 的提取。 总 ＲＮＡ 经过纯

度检测后，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤ⁃
ＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ）（ＴａｋａＲａ）试剂盒说明

书将 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。
１．２．２ ＲＡＣＥ 方法克隆柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因 ｃＤＮＡ
全长　 柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因中间保守片段克隆：从
ＧｅｎＢａｎｋ 中下载已克隆得到的植物 Ｆ３Ｈ 基因序列，
用 ＤＮＡｓｔａｒ 软件 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 模块进行序列比对，根据

比对结果，设计简并性引物 Ｐｒｉｍｅｒ １ 和 Ｐｒｉｍｅｒ ２，
Ｐｒｉｍｅｒ ３ 和 Ｐｒｉｍｅｒ ４（表 １）。 以反转录得到的柠条

锦鸡儿 ｃＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增产物凝

胶回收，连入 ｐＴＧ１９⁃Ｔ 载体，４ ℃过夜连接。 连接产

物转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞，３７ ℃ 过夜培

养，蓝白斑筛选后挑取白斑进行菌液 ＰＣＲ 检测，挑
选阳性克隆，送北京六合华大基因有限公司测序。

柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因 ３′⁃ＲＡＣＥ 克隆：提取柠条

总 ＲＮＡ， 按 照 ３′⁃Ｆｕｌｌ ＲＡＣＥ Ｃｏｒｅ Ｓｅｔ Ｖｅｒ． ２． ０
（ＴａｋａＲａ）试剂盒说明书进行反转录及 ３′⁃ＲＡＣＥ 扩

增反应。 以试剂盒中提供的两个特异性引物 ３′⁃
ＲＡＣＥ Ｄ１ 和 ３′⁃ＲＡＣＥ Ｄ２（表 １）为下游引物，根据扩

增得到的柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 中间片段序列，设计 ３′⁃
ＲＡＣＥ 扩增上游引物 ３′⁃ＲＡＣＥ Ｕ１ 和 ３′⁃ＲＡＣＥ Ｕ２
（表 １）。 以反转录得到的 ｃＤＮＡ 为模板，３′⁃ＲＡＣＥ
Ｕ１，３′⁃ＲＡＣＥ Ｄ１ 为引物进行第一次 ＰＣＲ 扩增，以一

扩产物为模板， ３′⁃ＲＡＣＥ Ｕ２，３′⁃ＲＡＣＥ Ｄ２ 为引物进

行第二次 ＰＣＲ 扩增，得到预期大小的片段，切胶回

收，连接 ｐＴＧ１９⁃Ｔ 载体，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，筛选

阳性克隆测序。
柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因的 ５′⁃ＲＡＣＥ 克隆：提取柠

条锦鸡儿总 ＲＮＡ，按照 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｒａｐｉｄ
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃＤＮＡ Ｅｎｄｓ，Ｖｅｒｓｉｏｎ ２．０（ＴａｋａＲａ）的
说明书进行反转录及 ５′⁃ＲＡＣＥ 扩增反应。 以试剂

盒中提供的两个特异性引物 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｕ１ 和 ５′⁃
ＲＡＣＥ Ｕ２（表 １）为上游引物，根据扩增得到的柠条

锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 中间片段序列，设计 ５′⁃ＲＡＣＥ 扩增下游

引物 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｄ１ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｄ２（表 １）。 ５′⁃ＲＡＣＥ
Ｕ１ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｄ１ 为引物进行一次 ＰＣＲ 扩增，再以

一扩产物为模板，以 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｕ２ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ Ｄ２ 为

引物进行二次 ＰＣＲ 扩增，得到预期大小的片段，切
胶回收，连接 ｐＴＧ１９⁃Ｔ 载体，转化大肠杆菌 ＤＨ５α，
筛选阳性克隆测序。

根据柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因 ＲＡＣＥ 测序结果与

之前得到的中间片段进行拼接，得到全长基因，设计

引物扩增 Ｆ３Ｈ 基因的全长，以验证得到的序列是否

正确。 ＰＣＲ 产物纯化回收后，连接载体，转化大肠

杆菌感受态细胞 ＤＨ５α，３７ ℃过夜培养，蓝白筛选阳

性克隆，送华大基因公司测序。
１．２．３ 实时荧光定量 ＰＣＲ　 以反转录得到的 ｃＤＮＡ
为模板，以 ＡｃｔｉｎＦ，ＡｃｔｉｎＲ 为管家基因引物， Ｆ３Ｈ⁃
ＤＬ Ｕ，Ｆ３Ｈ⁃ＤＬ Ｄ 为目的基因引物（表 １），对柠条锦

鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因的表达量进行分析。 按照 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭ（ＴａｋａＲａ）操作说明书于 ２５ μＬ 反应

体系进行 ＰＣＲ 扩增， 每个样品做 ３ 个平行重复， 每

５２７６ 期 郑晟等： 柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因克隆及功能分析



表 １　 ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因
Ｇｅｎｅ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

序列 （５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′→３′）

注释
Ｎｏｔｅ

ＣｋＦ３Ｈ Ｐｒｉｍｅｒ１ ５′⁃ＣＴＣＧＣＣＧＧＡＡＴＣＧＡ（Ａ ／ Ｃ）ＧＡ（Ｔ ／ Ｇ）Ｔ⁃３′ 中间片段 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｐｒｉｍｅｒ２ ５′⁃ＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＴＴＴＴＧＧ（Ｇ ／ Ａ）ＴＡＧ（Ａ ／ Ｔ）（Ａ ／ Ｔ）Ａ⁃３′ 中间片段 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｐｒｉｍｅｒ３ ５′⁃ＡＣＣＣＡＡＴＣＡＧＧＧＡＧＡＧＡＧＡＣＴＡＣ⁃３′ 中间片段 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｐｒｉｍｅｒ４ ５′⁃ＧＧＴＧＣＴＧＧ（Ａ ／ Ｇ）ＴＴ（Ｃ ／ Ｔ）ＴＧＧＡＡＴＧＴＧ⁃３′ 中间片段 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ

３′⁃ＲＡＣＥ Ｕ１ ５′⁃ＡＡＴＧＣＣＣＣＣＡＡＣＣＴＧＡＣＣＴＣ⁃３′ ３′⁃ＲＡＣＥ

３′⁃ＲＡＣＥ Ｄ１ ５′⁃ＴＡＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＡＣＴＡＧＡＧＡＴＴＴ⁃３′ ３′⁃ＲＡＣＥ

３′⁃ＲＡＣＥ Ｕ２ ５′⁃ＣＴＴＣＡＧＧＣＴＡＣＴＡＧＧＧＡＣＡＡＴＧＧＴ⁃３′ ３′⁃ＲＡＣＥ

３′⁃ＲＡＣＥ Ｄ２ ５′⁃ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧ⁃３′ ３′⁃ＲＡＣＥ

５′⁃ＲＡＣＥ Ｕ１ ５′⁃ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣＧＧＧＧＧＧＧＧＧＧ⁃３′ ５′⁃ＲＡＣＥ

５′⁃ＲＡＣＥ Ｄ１ ５′⁃ＧＧＣＴＴＧＴＣＴＧＧＣＣＡＣＣＴＴＧＡＧＴ⁃３′ ５′⁃ＲＡＣＥ

５′⁃ＲＡＣＥ Ｕ２ ５′⁃ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ⁃３′ ５′⁃ＲＡＣＥ

５′⁃ＲＡＣＥ Ｄ２ ５′⁃ＡＡＡＣＧＧＧＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＡＡＴＧ⁃３′ ５′⁃ＲＡＣＥ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐ１ ５′⁃ＧＣＧＡＡＡＣＧＧＧＴＣＡＴＧＴＣＧＧＡＡＡＴＧ⁃３′ 启动子克隆 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐ２ ５′⁃ＣＴＣＴＧＣＧＧＣＣＡＴＧＧＡＣＣＴＣＧＴＣ⁃３′ 启动子克隆 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐ３ ５′⁃ＣＧＴＣＣＣＧＡＡＣＧＡＡＧＣＴＧＧＡＧＴＣＡ⁃３′ 启动子克隆 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｃｌｏｎｅ

Ｆ３Ｈ⁃ＤＬ Ｕ ５′⁃ＡＡＡＡＴＧＣＣＣＣＣＡＡＣＣＴＧＡＣＣＴ⁃３′ 定量 ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ｆ３Ｈ⁃ＤＬ Ｄ ５′⁃ＧＴＡＧＣＣＴＧＡＡＧＧＣＣＡＣＣＣＡＣＴＴ⁃３′ 定量 ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ Ａｃｔｉｎ Ｆ ５′⁃ＴＣＡＧＧＣＴＧＴＣＣＴＴＴＣＣＣＴＴＴＡＴＧＣ⁃３′ 定量 ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

Ａｃｔｉｎ Ｒ ５′⁃ＣＣＡＣＧＣＴＣＧＧＴＣＡＡＧＡＴＴＴＴＣＡＴＴ⁃３′ 定量 ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

一种胁迫处理做 ３ 次生物学重复。
反应体系如下：ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ １２．５ μＬ，

Ｆ３Ｈ⁃ＤＬ Ｕ、Ｆ３Ｈ⁃ＤＬ Ｄ 或 ＡｃｔｉｎＦ、ＡｃｔｉｎＲ （１０ μｍｏｌ·
Ｌ⁃１）各 １ μＬ，ｃＤＮＡ ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ８．５ μＬ。 扩增程序：
９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ２０ ｓ，４０ 个循环；５５ ～ ９５
℃每 ３０ ｓ 渐进升高 ０．５ ℃，８１ 个循环。 扩增结束

后，采用 ２－△△Ｃｔ 法分析数据，确定基因的相对表

达量。
１．２．４ 克隆柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因启动子　 选取生长

良好的柠条锦鸡儿植株，用 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ．５．０（ＴａｋａＲａ）试剂盒提取其幼嫩叶

片中的基因组 ＤＮＡ，根据已知的柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基

因全长序列设计特异性引物，按照 Ｇｅｎｏｍｅ Ｗａｌｋｉｎｇ
Ｋｉｔ（ＴａｋａＲａ）试剂盒克隆 ＣｋＦ３Ｈ 基因的启动子序

列。 根据染色体步移的测序结果及 ＣｋＦ３Ｈ 基因的

全长序列设计一对基因特异性引物，以基因组 ＤＮＡ
为模板，按照 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｔａｋａ⁃

Ｒａ）说明书进行 ＰＣＲ 扩增，进一步验证启动子克隆

的正确性。
１．２．５ 柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因的生物信息学分析　 用

ＤＮＡｓｔａｒ 软件的 Ｐｒｏｔｅａｎ 模块对柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基

因进行氨基酸组成成分和蛋白基本特征分析，用
Ｃｌｕｓｔａｌ 方法构建以氨基酸序列为基础的系统进化

树；用在线工具 ＳＯＰＭＡ 预测柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 蛋白

的二级结构；根据生物信息学软件 ＴｏｐＰｒｅｄ （ｈｔｔｐ： ／ ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ． ｃｂｉｂ． Ｕ⁃ｂｏｒｄｅａｕｘ２． ｆｒ ／ ｐｉｓｅ ／ Ｔｏｐｐｒｅｄ． ｈｔｍ１ ）、
ＴＭＨＭＭ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／ ＴＭＨＭＭ⁃
２． ０ ／ ）、 ＳＯＳＵＩ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｐ． ｎｕａｐ． ｎａｇｏｙａ⁃ｕ． ａｃ． ｊｐ ／
ｓｏｓｕｉ ／ ） 在线分析柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 蛋白的亲水 ／疏
水性以及跨膜结构域。 用在线分析软件 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｐｓｂ． ｕｇｅｎｔ． ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／
ｐｌａｎｔｃａｒｅ ／ ｈｔｍｌ ／ ）分析柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因启动子

序列，根据启动子序列中所含的功能元件预测启动

子的功能。
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２　 结果与分析

２．１ ＣｋＦ３Ｈ 基因的克隆

利用已经克隆报道的植物 Ｆ３Ｈ 基因序列，通过

分析在其保守区设计两对简并引物，从柠条锦鸡儿

叶片中提取总 ＲＮＡ，并以其反转录的 ｃＤＮＡ 为模

板，扩增得到 ５００ ｂｐ 和 ４００ ｂｐ 左右的两条单一条带

（图 １：Ａ）。 将这两个基因片段经测序后拼接得到

一条长度为 ７６０ ｂｐ 的中间片段。 再通过 ３′⁃ＲＡＣＥ
和 ５′⁃ＲＡＣＥ 分别扩增得到 ５３０ ｂｐ 与 ４００ ｂｐ 大小的

基因片段（图 １：Ｂ， Ｃ），经过测序后发现，与前面扩

增得到的中间片段核苷酸序列有完全一致的重叠部

分，说明以上克隆得到的片段均属于同一条基因。

图 １　 ＣｋＦ３Ｈ 基因的克隆　 Ｍ． 分子量标准； Ａ： １、２． ＣｋＦ３Ｈ 基因片段；
Ｂ： １． ３′⁃ＲＡＣＥ 扩增； Ｃ： ２． ５′⁃ＲＡＣＥ 扩增。

Ｆｉｇ． １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｒａｇａｎａ ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ　 Ｍ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｍａｒｋｅｒ； Ａ： １， ２． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｆｒａｇｍｅｎｔ；
Ｂ： １． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ３′⁃ＲＡＣＥ； Ｃ： ２． Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ５′⁃ＲＡＣＥ．

图 ２　 ＣｋＦ３Ｈ 基因 ｃＤＮＡ 序列及预测氨基酸序列
Ｆｉｇ． ２　 ｃＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ

将扩增得到的中间片段以及 ３′⁃ＲＡＣＥ 和 ５′⁃ＲＡＣＥ
扩增得到的片段序列进行拼接，得到了一条全长

１ ４３７ ｂｐ 的基因序列（图 ２），包含一个１ ０９５ ｂｐ 的

开放阅读框（ＯＲＦ），编码 ３６４ 个氨基酸。 起始密码

子 ＡＴＧ 前面有一段 １１５ ｂｐ 的 ５′非翻译区（５′ＵＴＲ），
终止密码子 ＴＡＧ 后面有一段 ２２７ ｂｐ 的 ３′非翻译区

（３′ＵＴＲ），包含 １５ ｂｐ 的 ｐｏｌｙＡ。 为了进一步确定以

上拼接序列的正确性，我们用特异引物对全长序列
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图 ３　 ＣｋＦ３Ｈ 与其它植物 Ｆ３Ｈ 氨基酸序列比对
Ｆｉｇ． ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＣｋＦ３Ｈ ｗｉｔｈ Ｆ３Ｈ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ　

进行了扩增克隆，经比对与拼接序列的核苷酸组成

完全相同。
与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的序列进行比对，该片段

与其它物种 Ｆ３Ｈ 基因的序列相似性为 ７３％ ～ ８９％，
由此可以确定获得的该序列片段属于柠条锦鸡儿中

的 Ｆ３Ｈ 基因，我们命名为 ＣｋＦ３Ｈ。
２．２ ＣｋＦ３Ｈ 预测氨基酸序列与其他植物氨基酸序列

比对分析

根据 得 到 的 ＣｋＦ３Ｈ 基 因 全 长 序 列， 利 用

Ｖｉｓｅｄ１１ 软件推导其氨基酸序列 （图 ２）。 通过

ＳＯＰＭＡ 对柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 预测蛋白的二级结构进

行预测，结果显示：其蛋白包含 ３７． ０９％的 α⁃螺旋

（Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘ）、２２． ８％的延伸链（Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄ）、
１１．２６％的 β⁃转角（Ｂｅｔａ ｔｕｒｎ）和 ２８．８５％的无规则卷

曲（Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ）。

从 Ｇｅｎｂａｎｋ 中下载已经克隆得到的植物 Ｆ３Ｈ
基因序列，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２．１ 软件对柠条锦鸡儿、红
豆草、蒺藜苜蓿、大豆、鹰嘴豆、烟草、拟南芥、玉米

Ｆ３Ｈ 基因编码的氨基酸序列进行比对（图 ３）。 进一

步分析发现，ＣｋＦ３Ｈ 与红豆草 ＯｖＦ３Ｈ 同源性最高，
达到了 ８９．３％，与蒺藜苜蓿 ＭｔＦ３Ｈ，大豆 ＧｍＦ３Ｈ，鹰
嘴豆 ＣａＦ３Ｈ，棉花 ＧｈＦ３Ｈ，兔眼蓝莓 ＶａＦ３Ｈ，拟南芥

ＡｔＦ３Ｈ 的同源性分别为 ８５． ８％， ８５． ０％， ８３． ９％，
７９．３％，７８． １％，７３． ６％。 同时，利用 ＭＥＧＡ ５． ０２ 软

件，对已报道的部分 Ｆ３Ｈ 蛋白进行了聚类分析，构
建了 Ｆ３Ｈ 基因的系统进化树（图 ４）。
２．３ ＣｋＦ３Ｈ 基因启动子的克隆及分析

以柠条锦鸡儿中提取到的总 ＤＮＡ 为模板，进行

巢式 ＰＣＲ 扩增，经过第 ３ 次 ＰＣＲ 扩增后在 ６００ ｂｐ
处有一明显条带（图 ５），回收后测序。 结果表明，成
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图 ４　 ＣｋＦ３Ｈ 蛋白与其它植物 Ｆ３Ｈ 蛋白系统进化树分析　 Ｆ３Ｈ 基因 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：红豆草（ＨＭ２０４４８３）、
鹰嘴豆（ＸＭ＿００４５０９３０１）、蒺藜苜蓿（ＸＭ＿００３６２９２７２）、大豆（ＦＪ７７０４７４）、石榴（ＫＦ８４１６１７）、兔眼蓝莓（ＡＢ６１０７６５）、枸杞（ＫＪ６３６４６８）、
烟草（ＡＢ２８９４５０）、胡萝卜（ＡＦ１８４２７０）、葡萄（ＥＦ１９２４６７）、芍药（ＪＱ０７０８０２）、橄榄（ＪＦ７２８８２０）、棉花（ＧＵ４３４１１６）、拟南芥（Ｕ３３９３２）、

油菜（ＤＱ２８８２３９）、苹果（ＡＦ１１７２７０）、荞麦（ＨＭ１４９７８９）、红砂（ＪＱ０４３３８０）、玉米（ＮＭ＿００１１３６８０３）。
Ｆｉｇ． ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｆ３Ｈ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ　 Ｆ３Ｈ ｇｅｎｅｓ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ：

Ｏｎｏｂｒｙｃｈｉｓ ｖｉｃｉｉｆｏｌｉａ （ＨＭ２０４４８３）， Ｃｉｃｅｒ ａｒｉｅｔｉｎｕｍ （ＸＭ＿００４５０９３０１）， Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ （ＸＭ＿００３６２９２７２）， Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （ＦＪ７７０４７４）， Ｐｕｎｉｃａ
ｇｒａｎａｔｕｍ （ＫＦ８４１６１７）， Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ ａｓｈｅｉ （ＡＢ６１０７６５）， Ｌｙｃｉｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ （ＫＪ６３６４６８）， Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ （ＡＢ２８９４５０）， Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａ （ＡＦ１８４２７０），
Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ （ＥＦ１９２４６７）， Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ （ＪＱ０７０８０２）， Ｃａｎａｒｉｕｍ ａｌｂｕｍ （ＪＦ７２８８２０）， Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ （ＧＵ４３４１１６）， Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

（Ｕ３３９３２）， Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ （ＤＱ２８８２３９）， Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ （ＡＦ１１７２７０）， Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ （ＨＭ１４９７８９），
Ｒｅａｕｍｕｒｉａ ｓｏｏｎｇａｒｉｃａ （ＪＱ０４３３８０）， Ｚｅａ ｍａｙｓ （ＮＭ＿００１１３６８０３）．

图 ５　 ２ｎｄ 和 ３ｒｄ 步移 ＰＣＲ 产物电泳图
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ２ｎｄ ａｎｄ ３ｒｄ ｗａｌｋｉｎｇ ＰＣＲ

功克隆得到了 ＣｋＦ３Ｈ 基因起始密码子 ＡＴＧ 上游启

动子序列 ４６８ ｂｐ。 采用 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 软件进行基础启

动子区及调控元件分析（图 ６），发现该序列具有启

动子基本元件 ＣＡＡＴ⁃ｂｏｘ 和 ＴＡＴＡ⁃ｂｏｘ。 三个高水平

转录调控因子 ５′ ＵＴＲ 嘧啶密集区 ５ＵＴＲ Ｐｙ⁃ｒｉｃｈ
ｓｔｒｅｔｃｈ，分别位于－５０６ ｂｐ、－５０８ ｂｐ、－５１０ ｂｐ 处。 一

个与缺氧有道相关的元件 ＡＲＥ，位于＋１７８ ｂｐ 处。
一个光反应元件 ＡＴＣＴ⁃ｍｏｔｉｆ、Ｂｏｘ⁃Ｉ、Ｂｏｘ⁃ＩＩＩ、Ｇ⁃ｂｏｘ、
两个 Ｓｐ１，分别位于－３６ ｂｐ、－２６１ ｂｐ、＋３８２ ｂｐ、－２５７
ｂｐ、＋２２９ ｂｐ 和＋３０２ ｂｐ。 一个真菌诱导应答元件

Ｂｏｘ⁃Ｗ１，位于＋２９８ ｂｐ。 两个分生组织特意表达调

控元件 ＣＣＧＴＣＣ⁃ｂｏｘ，分别位于＋４６０ ｂｐ 和－６０３ ｂｐ。
一个与 Ｍｅ Ｊａ 和 ＡＢＡ 等激素响应相关的作用元件

ＣＧＴＣＡ⁃ｍｏｔｉｆ， 位于＋４２２ ｂｐ 处。 一个胚乳中特意表
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图 ６　 ＰｌａｎｔＣＡＲＥ 分析 ＣｋＦ３Ｈ 基因启动子序列的结果
Ｆｉｇ． ６　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｃｌｏｎｅｄ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｙ ＰｌａｎｔＣＡＲＥ

达所需的正调控元件 ＧＣＮ４⁃ｍｏｔｉｆ，位于－４９ ｂｐ 处。
一个与高温胁迫相关的调控元件 ＨＳＥ，位于＋２６３ ｂｐ
处。 一个赤霉素应答元件 Ｐ⁃ｂｏｘ，位于＋２５８ ｂｐ 处。
一个激素敏感型顺式作用元件 ＴＧＡ⁃ｅｌｅｍｅｎｔ，位于

－４３８ ｂｐ处。 一个茉莉酸甲酯作用元件，位于－４２２
ｂｐ 处。 一个 ＷＲＫＹ 转录因子结合位点 Ｗ ｂｏｘ，位于

＋２９８ ｂｐ处。 此外，通过软件分析还发现该启动子还

具有 Ｃ⁃ｂｏｘ，ＭＮＦ１ 等高效作用元件。
２．４ ＣｋＦ３Ｈ 基因表达分析

以柠条锦鸡儿根、茎和叶中提取的 ｍＲＮＡ 反转

录得到的 ｃＤＮＡ 为模板，进行实时荧光定量 ＰＣＲ，分

析 ＣｋＦ３Ｈ 基因在不同组织的表达。 结果表明，
ＣｋＦ３Ｈ 基因在柠条锦鸡儿的根、茎、叶中均有表达，
没有组织特异性（图 ７）在叶片中表达量最高，其次

是茎和根。
通过在 ４ ℃低温处理我们发现，ＣｋＦ３Ｈ 基因的

表达受低温胁迫诱导。 将柠条锦鸡儿植株在 ４ ℃处

理 １２、２４、３６ 和 ４８ ｈ 后，ＣｋＦ３Ｈ 基因转录水平与对

照（０ ｈ） 相比，分别提高了 ２５． ８１、７． ６２、５２． ７１ 和

２３．７５ 倍（图 ８）。 ＣｋＦ３Ｈ 基因的表达量呈现先上升

后下降的趋势，在 ４ ℃处理 ３６ ｈ 达到最大，转录水

平最高。
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图 ７　 ＣｋＦ３Ｈ 基因在不同组织中的表达
Ｆｉｇ． ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ８　 低温（４ ℃）胁迫下 ＣｋＦ３Ｈ 基因
在柠条锦鸡儿中的表达

Ｆｉｇ． ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｒａｇａｎａ
ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ （４ ℃） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

通过盐胁迫处理我们发现，ＣｋＦ３Ｈ 基因的表达

也受高浓度 ＮａＣｌ 的诱导。 当培养基中 ＮａＣｌ 浓度为

５０、１００、１５０ 和 ２００ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１时，ＣｋＦ３Ｈ 基因的表达

与对照相比，分别提高了 ２．５３、４．０６、４．８６ 和 ３．５１ 倍，
其表达呈先上升后下降的趋势。 当 ＮａＣｌ 浓度为

１５０ ｍｍｏｌ·Ｌ⁃１时，ＣｋＦ３Ｈ 基因的转录水平达到最大

值，表达最强 （图 ９）。
通过模拟干旱胁迫我们发现，培养基中添加

５％、１０％、１５％和 ２０％的 ＰＥＧ６０００ 后，ＣｋＦ３Ｈ 基因

转录水平与对照相比，分别提高了 ２． ６２、２８． ２５、
５２．３５ 和 ２２．９４ 倍，其表达量也呈现先升高后下降的

趋势，在 ＰＥＧ６０００ 质量分数为 １５％时达到最高 （图
１０）。 说明 ＣｋＦ３Ｈ 基因在适应干旱胁迫的过程中发

挥作用。

图 ９　 盐胁迫下 ＣｋＦ３Ｈ 基因在柠条锦鸡儿中的表达
Ｆｉｇ． ９　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｒａｇａｎａ

ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ ｕｎｄｅｒ ｓａｌｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

图 １０　 干旱胁迫下 ＣｋＦ３Ｈ 基因在柠条锦鸡儿中的表达
Ｆｉｇ． １０　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｒａｇａｎａ

ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ ｕｎｄｅｒ ｄｒｏｕｇｈｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

通过高温胁迫处理我们发现，ＣｋＦ３Ｈ 基因转录

水平的表达也受高温诱导。 将柠条植株在 ３０、３５、
３８ 和 ４０ ℃的处理下，ＣｋＦ３Ｈ 基因的转录水平与对

照相比，分别上升了 ７６．６４、３４．３、３７．２７ 和 ８９．２６ 倍

（图 １１），在 ４０ ℃时，ＣｋＦ３Ｈ 基因的转录水平达到最

大。 以上结果表明 ＣｋＦ３Ｈ 基因对高温胁迫的诱导

较为敏感。

３　 讨论

黄酮类苯环上的羟基是具有抗氧化活性的关键

基团，对氧自由基有很强的清除作用（郭春梅等，
２０１２； 陈季武等， ２００２）。 当植物处于逆境胁迫时，
它可将自身的氢供给脂类化合物的自由基，抑制脂

１３７６ 期 郑晟等： 柠条锦鸡儿 Ｆ３Ｈ 基因克隆及功能分析



图 １１　 高温胁迫下 ＣｋＦ３Ｈ 基因在柠条锦鸡儿中的表达
Ｆｉｇ． １１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｋＦ３Ｈ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｒａｇａｎａ

ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

类的进一步氧化，从而减少膜质损伤。 黄烷酮 ３⁃羟
化酶（Ｆ３Ｈ）是重要的生物合成中间产物酶，参与黄

酮醇、儿茶酚、花青素以及原花青素的生物合成

（Ｐｒｅｓｃｏｔｔ ＆ Ｊｏｈｎ， １９９６）。 研究表明，生物胁迫与非

生物胁迫能够诱导 Ｆ３Ｈ 基因的表达（ Ｊｅｏｎｇ ｅｔ ａｌ，
２００４）。 在干旱、高盐、低温以及激素胁迫下，Ｆ３Ｈ
基因的表达均有上升（ Ｓｈｉｎｏｚａｋｉ ＆ Ｙａｍａｇｕｃｈｉ⁃Ｓｈｉ⁃
ｎｏｚａｋｉ， １９９６）。 许志茹等 （ ２００８） 对芜菁 Ｆ３Ｈ 在

ＵＶ⁃Ａ 诱导下的表达量进行分析，发现 Ｆ３Ｈ 基因的

表达量与 ＵＶ⁃Ａ 处理的时间呈相关性。 范敏等

（２００８）研究表明，马铃薯 Ｆ３Ｈ 基因的表达量在不同

干旱胁迫下都有不同程度的增加，且叶中 Ｆ３Ｈ 基因

受干旱诱导的时间比根中长，说明 Ｆ３Ｈ 基因参与了

马铃薯的抗旱反应。
本研究从柠条锦鸡儿中克隆了 ＣｋＦ３Ｈ 基因，并

分析了在逆境胁迫下其转录水平表达量的变化：在
低温、高盐以及干旱胁迫下，ＣｋＦ３Ｈ 基因的表达量

均呈现先升高后下降趋势，且均高于对照水平。 由

此可见，ＣｋＦ３Ｈ 基因在柠条锦鸡儿抵御低温、高盐

和干旱胁迫过程中发挥了重要作用。 其中，在低温

胁迫处理下，ＣｋＦ３Ｈ 基因在 ０、２４、４８ ｈ 时表达较低，
１２、３６ ｈ 的表达量较高，可能受到光周期的影响 （图
８）；先前研究发现，在光处理条件下葡萄皮中 Ｆ３Ｈ
基因表达以及花青素含量均显著高于黑暗处理

（Ａｚｕｍａ ｅｔ ａｌ， ２０１２），将苹果从暗处转移至光照条

件下，其表皮中 Ｆ３Ｈ 基因表达显著上调（Ｆｅｎｇ ｅｔ ａｌ，
２０１３）。 因此，在低温胁迫下，ＣｋＦ３Ｈ 基因表达可能

受低温及光照共同影响。 此外，对 ＣｋＦ３Ｈ 基因启动

子区进行生物信息学分析发现：其启动子含有与光、
ＡＢＡ 及高温等胁迫诱导相关的顺势作用元件。
ＣｋＦ３Ｈ 基因在转录水平表达量的变化也表明了该

基因受高温的诱导，且温度越高，表达量变化越明

显。 由于类黄酮在植物营养及生理方面具有重要作

用，因此，了解类黄酮代谢途径是非常必要的。 克隆

分析编码此途径中关键酶的基因，是认识类黄酮生

物合成调控机制的重要途径，也是进一步了解类黄

酮生物学意义的基础。
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