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摘　 要: 紫色甘薯富含花青素ꎬ具有较高的食用和药用价值ꎮ 花青素的生物合成受到结构基因和调节基因

的控制ꎮ ｂＨＬＨ(ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ ｐｒｏｔｅｉｎ)转录因子能够调节多个花青素结构基因的表达ꎬ在花青素生物

合成途径中具有重要的调控作用ꎬ但目前在甘薯中还没有关于 ｂＨＬＨ 调控花青素生物合成的相关报道ꎮ 为

进一步了解 ＩｂＧＬ３ 基因在甘薯花青素生物合成的功能和作用机理ꎬ该研究根据甘薯转录组数据ꎬ利用 ＲＴ￣
ＰＣＲ 技术在甘薯中克隆了一个 ２ １２０ ｂｐ 的 ｂＨＬＨ 基因 ＩｂＧＬ３ꎬ该基因包含一个 １ ８７８ ｂｐ 的开放阅读框ꎬ编码

６２５ 个氨基酸ꎬ蛋白质分子量 ６９.０８ ｋＤꎬ理论等电点(ｐＩ)５.２０ꎮ ＩｂＧＬ３ 蛋白和其他植物中类黄酮合成相关的

ｂＨＬＨ 蛋白具有较高的同源性ꎬ都包含保守的 ＭＩＲ 区、ｂＨＬＨ 结构域和 ＡＣＴ 类似结构域ꎮ 系统发育进化树

分析结果显示ꎬＩｂＧＬ３ 与其他植物类黄酮相关 ｂＨＬＨ 蛋白聚为一类ꎬ属于Ⅲｆ 亚类成员ꎮ 表达结果显示ꎬ
ＩｂＧＬ３ 基因在紫色甘薯中的表达量最高ꎬ在浅紫色甘薯中的表达量次之ꎬ在白色甘薯中表达量最低ꎬ 与花青

素积累正相关ꎬ因此推测其在甘薯花青素生物合成途径中具有重要的调控作用ꎮ
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　 　 花青素是一种存在于植物体内的类黄酮化合

物ꎬ不仅在植物的花着色、抵御紫外线伤害、防止

病源微生物侵袭等过程中起决定作用ꎬ还具有重

要的营养价值和医疗保健功效 ( Ｐａｎｃｈｅ ｅｔ ａｌꎬ
２０１６ꎻ Ｌｉｌａꎬ ２００８)ꎮ 花青素生物合成途径在模式

植物中已得到广泛研究ꎬ相关基因已在多种植物

中得 到 分 离 ( Ｈｉｃｈｒｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１ꎻ Ａｌｂｅｒｔ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎮ 植物类花青素生物合

成主要受两类基因控制:一类是结构基因ꎬ编码与

类黄酮生物合成有关的各种酶类ꎻ另一类是调节

基因ꎬ其编码的转录因子通过调控多个结构基因

的表达参与对类黄酮次生代谢的调控(Ｈｉｃｈｒｉ ｅｔ
ａｌꎬ ２０１１ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎮ 研究证实ꎬ花青素

的生物合成主要受到转录因子 ＭＹＢ、 ｂＨＬＨ 和

ＷＤ４０ 组成的 ＭＹＢ￣ｂＨＬＨ￣ＷＤ４０(ＭＢＷ)转录复合

体的调控(Ｘｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５)ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子是一

类含有 ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ ( ｂＨＬＨ) 结构域的转

录因子ꎬ根据结构特征可分为 １２ 个亚类( Ｉ－Ⅻ)ꎬ
而调控类黄酮生物合成的 ｂＨＬＨ 蛋白主要集中在

Ⅲｆ 亚类 (Ｘｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５ꎻ Ｈｅｉｍ ｅｔ ａｌꎬ ２００３)ꎮ 拟

南芥中与调控花青素生物相关的 ｂＨＬＨ 转录因子

主要有 ＴＴ８ / ＡｔｂＨＬＨ４２、ＧＬ３ / ＡｔｂＨＬＨ１ 和 ＥＧＬ３ /
ＡｔｂＨＬＨ２(Ｇｏｎｚａｌｅｚ ｅｔ ａｌꎬ ２００８)ꎮ 首个调控花青素

生物合成的 ｂＨＬＨ 基因在玉米中得到分离和鉴定

(Ｃｈａｎｄｌｅｒ ｅｔ ａｌꎬ １９８９)ꎮ 目前ꎬ已在菊花(Ｃｈｒｙｓａｎ
ｔｈｅｍｕｍｓ)、苹果 (Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ) 和荔枝 ( Ｌｉｔｃｈｉ

ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)等多种植物中得到分离和鉴定ꎬ这些转

录因子大都能激活多个类黄酮生物合成关键酶基

因的表达(Ｘｉａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５ꎻ Ｘｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７ꎻ Ｌａｉ
ｅｔ ａｌꎬ ２０１６)ꎮ

甘薯是世界上广泛种植的粮食和经济作物

(Ｈｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１６)ꎮ 作为一种联合国粮食农业组织

推荐的健康食品ꎬ甘薯富含淀粉、纤维素及多种有

益的次生代谢物ꎬ如 β 胡萝卜素和花青素 ( Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌꎬ ２０１７)ꎮ 不同的甘薯品种中ꎬ紫肉甘薯富含的

花青素ꎬ具有较高的食用和药用价值 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌꎬ
２０１３)ꎮ 相对于模式植物而言ꎬ甘薯花青素生物合

成和调控机理研究相对滞后ꎬ目前还没有关于

ｂＨＬＨ 蛋白调控花青素生物合成的相关报道(李霞

等ꎬ ２０１４)ꎮ 在先前的研究中ꎬ笔者通过对不同肉

色甘薯品种进行了比较转录组学分析ꎬ筛选到一

批与花青素积累相关的差异表达基因ꎬ获得 １ 条

与其它植物中 ＧＬ３ 高度同源的 ＥＳＴ 序列ꎮ 本研究

将克隆 ＩｂＧＬ３ 基因ꎬ并对其进行生物信息学分析ꎬ
检测其表达特征与花青素积累的相关性ꎬ为进一

步揭示该基因在甘薯花青素生物合成中的功能和

作用机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试的甘薯材料种植于海南农业科学院永发
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基地ꎮ 选取种植 ５ 个月后生长发育基本一致的白

色、浅紫色和紫色甘薯品种的新鲜块根为实验材

料用于 ＲＮＡ 提取和花青素的测定ꎮ
１.２ 花青素提取和测定

采用 １％盐酸溶液作为提取液提取甘薯块根

花青素ꎬ采用分光光度法测定花青素含量ꎬ具体参

考刘桂玲等 (２００７)的方法ꎮ
１.３ 核酸提取和 ｃＤＮＡ 的合成

甘薯块根中 ＲＮＡ 提取采用天根多糖多酚植物

总 ＲＮＡ 提取试剂盒ꎻ按照 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｆｉｒｓｔ
Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 说明书将 ＲＮＡ 反转录合

成 ｃＤＮＡ 第一链ꎮ
１.４ 基因克隆和序列分析

根据转录组数据中注释为 ＧＬ３ 的 ＥＳＴ 序列ꎬ设
计 ５′ 端 特 异 引 物 ＰＧＬ３Ｆ: ５′￣ＧＣＣＣＡＧＴＴＴＧＴ￣
ＴＣＡＡＧＡＧＣＣ￣３′和 ５′端引物 ＰＧＬ３Ｒ:５′￣ＡＧＴＴＡＧＧ￣
ＧＡＴＡＡＡＣＣＴＴＴＧＣＴ￣３′ꎬ 以甘 薯 ｃＤＮＡ 为 模 板 对

ＩｂＧＬ３ 进行扩增ꎮ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳鉴

定ꎬ回收目的条带与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接并转化大肠

杆菌 ＤＨ５αꎬ通过蓝白斑筛选和菌落 ＰＣＲ 鉴定阳性

克隆ꎬ送诺赛基因公司测序ꎮ 利用 ＥｘＰＡＳｙ 在线软

件(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )分析预测蛋白的氨基

酸组成、分子式、分子量、等电点、稳定性和亲水性

等ꎻ利用 ＰＳＯＲＴ (ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ１.ｈｇｃ.ｊｐ / ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)预
测亚 细 胞 定 位ꎻ 利 用 ＳｉｇｎａｌＰ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ.
ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＳｉｇｎａｌＰ / ) 进行信号肽分析ꎻ 利用

ＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＴＭＨＭＭ/ )
预测跨膜结构ꎻ利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行氨基酸序列

比对分析ꎻ利用 ＭＥＧＡ７ 进行进化树分析ꎮ
１.５ 基因表达分析

利用 ＳＹＢＲ 􀅹 Ｓｅｌｅｃｔ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试 剂 盒 在

Ｍｘ３００５Ｐ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 上进行 ｑＰＣＲ 分

析ꎮ 内参基因为 Ａｃｔｉｎꎬ引物序列为 ＡＣＴ￣Ｆ (５′￣ＣＴ￣
ＧＧＴＧＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＧＡＴＧＧ￣３′) 和 ＡＣＴ￣Ｒ ( ５′￣
ＧＧＧＧＴＧＣＣＴＣＧＧＴＡＡＧＡＡＧ￣３′)ꎻ目 的 基 因 引 物

ＧＥ３￣Ｆ(５′￣ＣＡＴＣＴＧＧＡＣＴＧＣＧＡＡＡＣＴＡＴＣＣ￣３′)和 ＧＥ３￣
Ｒ(５′￣ＧＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＣＧＴＴＡＡＴ￣３′)ꎮ ｑＰＣＲ 反应

体积 ２０ μＬ:１０ μＬ ２ × ＳＹＢＲ ｍｉｘꎬ正反向引物各

１ μＬ ( １０ μｍｏｌ 􀅰 Ｌ￣１ )ꎬ １ μＬ ｃＤＮＡ 模 板ꎬ ７ μＬ
ｄｄＨ２Ｏꎮ ｑＰＣＲ 反应条件:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ

６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＩｂＧＬ３ 的克隆

根据在甘薯转录组数据中获得的 ＩｂＧＬ３ 基因

的 ＥＳＴ 序列ꎬ设计特异引物对该基因的全长序列

进行扩增ꎬ获得一条 ２ １００ ｂｐ 左右的特异条带 (图
１)ꎮ 将目的片段连接到 Ｔ 载体上进行测序ꎬ测序

结果与通过转录组测序得到结果一致ꎬ将该基因

命名为 ＩｂＧＬ３ꎮ 本研究获得的 ＩｂＧＬ３ 基因全长

２ １２０ ｂｐꎬ包含一个 １ ８７８ ｂｐ 完整的开放阅读框ꎮ

注: Ｍ. ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ１. ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｍ. ＤＬ ２０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ.

图 １　 ＩｂＧＬ３ 的扩增电泳图
Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＩｂＧＬ３ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

２.２ ＩｂＧＬ３ 的分子特征

ＩｂＧＬ３ 编码蛋白由 ６２５ 个氨基酸组成ꎬ其中丝

氨酸(Ｓｅｒ)最多ꎬ有 ６３ 个ꎬ占比达到 １０.１％ꎮ ＩｂＧＬ３
蛋白分子式为 Ｃ２９８２Ｈ４７８４Ｎ８５４Ｏ９８２Ｓ２４ꎬ预测分子量为

６９.０８ ｋＤꎬ理论等电点 ５.２０ꎬ不稳定系数为 ４３.０６ꎬ
被归类为不稳定蛋白ꎻ总平均疏水指数为－０.５５５ꎬ
属于亲水性蛋白ꎮ 亚细胞定位预测显示 ＩｂＧＬ３ 定

位在 细 胞 核 内 的 可 能 性 最 大ꎬ 核 定 位 信 号

(ＰＳＳＫＫＲＫＡＳＫＴ) 位于 Ｃ －端ꎮ 信号肽分析显示

ＩｂＧＬ３ 蛋白没有信号肽ꎬ不属于分泌蛋白ꎮ 跨膜结

构域分析显示 ＩｂＧＬ３ 蛋白无跨膜结构域ꎮ
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注: 三角形标示 ＩｂＧＬ３ꎻ圆形标示其他植物花青素合成相关的 ｂＨＬＨｓꎮ
Ｎｏｔｅ: ＩｂＧＬ３ ｉｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｉａｎｇｌｅꎻ ｂＨＬＨｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ｄｏｔｓ.

图 ２　 ＩｂＧＬ３ 的进化分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩｂＧＬ３

２.３ ＩｂＧＬ３ 的进化和同源性分析

为进一步了解 ＩｂＧＬ３ 的功能和进化特征ꎬ将
ＩｂＧＬ３ 氨基酸序列与拟南芥不同亚类的 ｂＨＬＨ 蛋

白及其他植物中已鉴定的与花青素合成相关的

ｂＨＬＨ 蛋白一起聚类分析ꎬ结果 显 示 ＩｂＧＬ３ 与

ＴＴ８、ＧＬ３ 和 ＥＧＬ３ 聚在一起ꎬ属于Ⅲｆ 亚类成员

(图 ２)ꎮ 目前ꎬ在不同植物中鉴定的调控花青素

生物合成的 ｂＨＬＨ 蛋白大都属于Ⅲｆ 亚类ꎬ这说明

ＩｂＧＬ３ 可能具有调控甘薯花青素生物合成的功能ꎮ
将 ＩｂＧＬ３ 和其他调控花青素的 ｂＨＬＨ 蛋白进行序

列比对ꎬ发现这些蛋白都包含 ３ 个保守的结构域:
Ｎ 端与 ＭＹＢ 蛋白互作的 ＭＩＲ 区、ｂＨＬＨ 结构域和

位于 Ｃ 端的 ＡＣＴ 类似结构域 (图 ３)ꎮ
２.４ ＩｂＧＬ３ 表达与花青素积累的相关性分析

利用定量 ＰＣＲ 技术检测了 ＩｂＧＬ３ 在不同肉色

甘薯块根中的表达特征ꎬ发现 ＩｂＧＬ３ 在紫色甘薯中
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注: 划线处为保守的结构域 ＭＩＲ 区、ｂＨＬＨ 结构域和 ＣＡＴ 结构域ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＭＩＲ ｄｏｍａｉｎꎬ ｂＨＬＨ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＣＡＴ ｄｏｍａｉｎ ａｒｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ.

图 ３　 ＩｂＧＬ３ 和其他植物花青素相关的 ｂＨＬＨｓ 的序列比对
Ｆｉｇ. ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＩｂＧＬ３ ａｎｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｂＨＬＨｓ ｆｏｒｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

的表达量最高ꎬ在浅紫甘薯中的表达量次之ꎬ在白

色甘薯中表达量最低ꎬ与甘薯花青素含量正相关

(图 ４)ꎮ

３　 讨论与结论

ｂＨＬＨ 转录因子是一类真核生物中存在最广

泛的一大类转录因子ꎬ在植物细胞大小和命运调

控、激素响应、金属体内平衡、光形态发生和花器

官发育等多种生理过程中具有重要的调控作用

(Ｈｅｉｍ ｅｔ ａｌꎬ ２００３ꎻ Ｆｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ
２０１７)ꎮ 调节花青素生物合成的 ｂＨＬＨ 转录因子

大都属于Ⅲｆ 亚类ꎬ通过改变或过表达花青素合成

相关 ｂＨＬＨ 基因能够影响植物体内花青素的积累

(Ｘｕ ｅｔ ａｌꎬ ２０１５ꎻＬｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１６ꎻ Ｌｉｍ ｅｔ ａｌꎬ ２０１７)ꎮ
本研究在甘薯中克隆一个编码 ｂＨＬＨ 与拟南芥

ＧＬ３ 同源的基因 ＩｂＧＬ３ꎬ其编码区全长为 １ ８７８ ｂｐꎬ
编码 ６２５ 个氨基酸ꎮ 亚细胞定位预测显示ꎬＩｂＧＬ３
蛋白定位在细胞核内ꎬ说明 ＩｂＧＬ３ 在细胞核内发

挥功能ꎮ 进化分析显示ꎬ ＩｂＧＬ３ 属于Ⅲｆ 亚族的
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注: Ａ. 不同品种甘薯花青素含量ꎻ Ｂ. 不同品种甘薯 ＩｂＧＬ３ 表达量ꎻ １、２ 和 ３ 分别代表白色、浅紫和紫色甘薯ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｒｏｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓꎻ Ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩｂＧＬ３ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｒｏｏｔ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｖａｒｉｅｔｉｅｓꎻ １ꎬ ２ ａｎｄ ３ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｗｈｉｔｅ￣ꎬ ｌｉｇｈｔ ｐｕｒｐｌｅ￣ ａｎｄ ｐｕｒｐｌｅ￣ ｆｌｅｓｈｅｄ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ４　 ＩｂＧＬ３ 的表达与花青素积累的相关性
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＩｂＧＬ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ

ｂＨＬＨ 转录因子ꎬ与其他植物中花青素合成相关的

ｂＨＬＨ 蛋白具有较高的同源性ꎬ都含有保守的 ＭＩＲ
区、ｂＨＬＨ 结构域和 ＡＣＴ 结构域ꎮ ｂＨＬＨ 转录因子

通常与 ＭＹＢ 转录因子相互作用协同调控花青素

的生物合成ꎬＭＩＲ 区是 ｂＨＬＨ 与 ＭＹＢ 蛋白互作区

位于 ｂＨＬＨ 的 Ｎ 端 (Ｈｅｉｍ ｅｔ ａｌꎬ ２００３ꎻ Ｆｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌꎬ
２０１１)ꎮ ｂＨＬＨ 结构域是 ＤＮＡ 结合结构域ꎬ 能形

成同源或异源二聚体ꎬ 这是 ｂＨＬＨ 蛋白与 ＤＮＡ 结

合的前提 (Ｈｅｉｍ ｅｔ ａｌꎬ ２００３ꎻ Ｆｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌꎬ ２０１１)ꎮ
ＡＣＴ 类似结构域位于 Ｃ 端ꎬ是一段富含酸性氨基

酸的序列ꎬ该区域能够与 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ结合并启

动转录ꎻ此外ꎬ该区域也与 ｂＨＬＨ 二聚体的形成有

关(Ｆｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌꎬ ２００６)ꎮ 功能预测分析表明 ＩｂＧＬ３
可能具有调控甘薯花青素生物合成的功能ꎮ 表达

分析显示ꎬＩｂＧＬ３ 在紫色甘薯中大量表达ꎬ在浅紫

色甘薯中的表达量次之ꎬ而在白色甘薯中表达量

最低ꎬ 与花青素积累正相关ꎬ进一步说明 ＩｂＧＬ３ 可

能是甘薯花青素生物合成的调控基因ꎮ 下一步将

进一步研究 ＩｂＧＬ３ 在花青素生物合成中的生物学

功能和调控机理ꎬ为甘薯花青素生物合成遗传改

良奠定基础ꎮ
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