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摘　 要: ＵＤＰ￣类黄酮 ３￣Ｏ￣葡萄糖基转移酶(３ＧＴ)是花青素生物合成途径的重要催化酶之一ꎮ 为研究其在紫

玉兰花青素苷合成途径中的作用ꎬ该文以紫玉兰品种‘红元宝’(Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’)为材料ꎬ根
据转录组测序获得的 ３ＧＴ 序列设计引物ꎬ利用 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术克隆花青素苷生物合成途径中的结构基因

Ｍｌ３ＧＴ１ꎬ并对其进行生物信息学和表达模式分析ꎮ 结果表明:(１)Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的 ｃＤＮＡ 序列长度为 １ ８６３ ｂｐꎬ
其中最长开放阅读框(ＯＲＦ)为 １ ３７４ ｂｐꎬ编码一条 ４５７ ａａ 的肽链ꎬ相对分子质量为 ４９.３７ ｋＤａꎬ理论等电点(ｐＩ)
为 ６.０４ꎮ (２)氨基酸序列比对显示其具备典型的植物次生产物糖基转移酶信号序列(ＰＳＰＧ ｂｏｘ)ꎮ (３)系统发

育分析结果表明ꎬＭｌ３ＧＴ１ 蛋白与小苍兰、矮牵牛、番薯等物种的 ３ＧＴ 蛋白聚在一支ꎮ (４)ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示

Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的表达具有时空特异性ꎬ在花中的表达量最高ꎬ在嫩叶和老叶中有少量表达ꎬ而在根和茎中几乎

不表达ꎻ随着花的发育ꎬＭｌ３ＧＴ１ 基因的表达量呈现先降低后升高的趋势ꎬ并在盛花期达到最高ꎮ 上述结果表

明ꎬＭｌ３ＧＴ１ 可能参与类黄酮 ３￣Ｏ 的糖基化修饰ꎬ本研究结果将为木兰属植物花色育种研究奠定基础ꎮ
关键词: 紫玉兰ꎬ 花色ꎬ 糖基转移酶ꎬ 基因克隆ꎬ 表达分析
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　 　 花色是观赏植物重要的品质性状之一ꎬ花青素

苷(ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ)是由花青素苷元(ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ)和
糖组成的糖苷ꎬ是影响花色的一类重要色素物质

(戴思兰和洪艳ꎬ２０１６)ꎮ 目前ꎬ关于花青素的生物

合成途径的研究已经比较深入ꎮ 图 １ 显示花青素生

物合成通路上的 ３ 条主链产生矢车菊素(ｃｙａｎｉｄｉｎ)、
天竺葵素(ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ)以及飞燕草素(ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ)ꎬ
矢车菊素甲基化生成芍药色素(ｐｅｏｎｉｄｉｎ)ꎬ矮牵牛色

素(ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ)和锦葵色素(ｍａｌｖｉｄｉｎ)则由飞燕草素

不同程度的甲基化而来ꎬ共同构成了自然界中 ６ 种

主要花色素(朱丽娟等ꎬ２０１２)ꎮ 对花青素苷元进行

糖基化修饰ꎬ可形成稳定的花青素苷并对呈色具有

重要作用(招雪晴等ꎬ２０１７)ꎮ
在植物花色形成过程中ꎬＵＤＰ￣类黄酮 ３￣Ｏ￣葡萄

糖基转移酶(ＵＤＰ￣ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ
３ＧＴ)通常作用于花青素苷合成途径的最后一步ꎬ能
够催化 ＵＤＰ￣葡萄糖中的糖分子转移到花色素的 Ｃ３
羟基位点上ꎬ将花青素转化生成该通路上第一个稳

定的花青素苷(Ｓｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 花青素在自然条

件下性质不稳定ꎬ易通过糖苷键与糖形成花青素苷

(Ｎａｋａｔｓｕｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ构成花青素苷的单糖主要

有葡萄糖、鼠李糖、半乳糖、木糖和阿拉伯糖(庄维

兵等ꎬ２０１８)ꎮ 从化学的角度来看ꎬ糖的结合增加了

花青素苷的稳定性和水溶性ꎬ花青素最常在 Ｃ３ 位

发生 Ｏ￣糖基化ꎬ其次是 Ｃ５ 位的糖基化ꎬ糖基化使花

青素很容易从细胞质的生产部位转移到液泡

(Ｎａｋａｔｓｕｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎬ从而使颜色稍微向红色转

变(Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 由此可见ꎬ糖基化对花色

的形成起到关键作用ꎮ
第一个被发现可以催化花青素 Ｃ３ 羟基糖基

化的酶是玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ) Ｂｒｏｎｚｅ￣１ (Ｘ１３５００)ꎬ由
于花青素的积累较少ꎬＢｒｏｎｚｅ 突变体呈现出苍白的

色 粒 ( Ｄｏｏｎｅｒ ＆ Ｎｅｌｓｏｎꎬ １９７７ꎻ Ｌａｒｓｏｎ ＆ Ｃｏｅꎬ
１９７７)ꎮ 迄 今 为 止ꎬ ３ＧＴ 基 因 已 经 在 矮 牵 牛

(Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉｄａ)(Ｊｏｎｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８４)、三花龙胆

(Ｇｅｎｔｉａｎａ ｔｒｉｆｌｏｒａ)(Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６)、荷兰鸢尾

( Ｉｒｉｓ ｈｏｌｌａｎｄｉｃａ) (Ｙｏｓｈｉｈａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)、小苍兰

(Ｆｒｅｅｓｉａ ｈｙｂｒｉｄａ ) ( Ｓｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ )、 滇 牡 丹

(Ｐａｅｏｎｉａ ｄｅｌａｖａｙｉ) (王毅等ꎬ２０１７)、葡萄风信子

(Ｍｕｓｃａｒｉ ａｒｍｅｎｉａｃｕｍ) (杜灵娟等ꎬ２０１７)等观赏植

物中克隆得到ꎮ 在大多数植物中ꎬ３ＧＴ 的表达常

常与花青素的积累正相关ꎬ如 Ｆｈ３ＧＴ 和 ＭｄＵＦＧＴꎬ
然而在有的植物中ꎬ如 Ｚｅ３ＧＴꎬ其表达并不呈现正

相关的趋势(Ｂａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９ꎻＳｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻＨｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｑｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ ＰｅＵＦＧＴ３ 在蝴蝶

兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ)红色形成中起着重要作

用ꎬ抑制 ＰｅＵＦＧＴ３ 的表达导致花青素含量的显著

下降(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 舒庆艳等(２０１８)利用

ＶＩＧＳ 技 术 沉 默 紫 斑 牡 丹 ( Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ)
ＰｓＵＦ３ＧＴ 基因ꎬ３Ｇ 型糖苷和 ３Ｇ５Ｇ 型糖苷都有不

同程度的降低ꎮ 由此可见ꎬ３ＧＴ 基因在植物花色

形成中具有重要作用ꎮ
紫 玉 兰 ‘ 红 元 宝 ’ ( Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａ

‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’) 为木兰科 ( Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ) 木兰属

(Ｍａｇｎｏｌｉａ)的多年生落叶灌木ꎬ是紫玉兰(Ｍａｇｎｏｌｉａ
ｌｉｌｉｆｌｏｒａ)的栽培品种ꎬ该品种花色深于紫玉兰ꎮ 课题

８１４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



组前期研究显示ꎬ紫玉兰和紫玉兰‘红元宝’花被片

中均含有 ４ 种在 Ｃ３ 位芸香糖苷修饰的花青素苷ꎬ
即 矢 车 菊 素 ３￣Ｏ￣芸 香 糖 苷￣５￣Ｏ￣葡 萄 糖 苷

(Ｃｙ３Ｒｕ５Ｇ)、矢车菊素 ３￣Ｏ￣芸香糖苷(Ｃｙ３Ｒｕ)、芍
药素 ３￣Ｏ￣芸香糖苷￣５￣Ｏ￣葡萄糖苷(Ｐｎ３Ｒｕ５Ｇ)、芍药

素 ３￣Ｏ￣芸香糖苷(Ｐｎ３Ｒｕ) (Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 花

青素的 Ｃ３ 位芸香糖苷化修饰分两步完成ꎬ首先在

３ＧＴ 作用下 Ｃ３ 位发生 Ｏ￣葡萄糖基化ꎬ随后鼠李糖

转移酶(３￣Ｏ￣ｒｈａｍｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ３ＲＴ)才可以转移

Ｏ￣鼠李糖苷与 Ｏ￣葡萄糖苷相连形成芸香糖苷基团

(Ｙａｍａｚａｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 由此推测紫玉兰‘红元

宝’花色形成过程中ꎬ３ＧＴ 基因对 ４ 种花青素苷的合

成具有重要作用ꎮ 为进一步揭示其功能ꎬ本研究基

于转录组数据ꎬ筛选出 ３ＧＴ 基因ꎬ并对其进行克隆

和表达分析ꎬ研究结果为木兰属植物花色形成机理

研究提供重要依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 试验材料

紫玉兰‘红元宝’十年生实生苗种植于浙江农

林 大 学 平 山 试 验 基 地 ( １１９° ４２′ ５４. ６７″ Ｅ、
３０°１５′５０.０９″ Ｎ)ꎬ选择生长健壮且无病虫害的植

株ꎬ于 ２０１９ 年 ４ 月采取花蕾期(ｂｕｄ ｐｅｒｉｏｄ) ( Ｓ１)、
露色 期 ( ｄｅｗ ｃｏｌｏｒ ｐｅｒｉｏｄ) ( Ｓ２)、初 开 期 ( ｉｎｉｔｉａｌ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ ) ( Ｓ３ )、 半 开 期 ( ｈａｌｆ￣ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
ｐｅｒｉｏｄ)(Ｓ４)、盛开期( ｆｕｌｌｙ￣ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄ) ( Ｓ５) ５
个时期的最外轮花瓣(图 ２)ꎬ锡纸包裹ꎬ液氮速冻

固样ꎮ 由于紫玉兰‘红元宝’为花叶同放ꎬ同时采

集根、茎、老叶、嫩叶等组织部位的样品ꎬ保存于

－８０ ℃冰箱ꎬ用于 ＲＮＡ 提取和荧光定量分析ꎮ
１.２ 总 ＲＮＡ 的提取、检测与 ｃＤＮＡ 的合成

使用诺禾致源 ＵｌｔｒａＣｌｅａｎ Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎｄ
ｐｈｅｎｏｌ Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( ＤＮＡ ｆｒｅｅ) ＲＮＡ
提取试剂盒(ＮＨＵＣ００２Ｓ)ꎬ提取紫玉兰‘红元宝’
Ｓ１~ Ｓ５ 时期花瓣和根、茎、老叶、嫩叶等组织部位的

总 ＲＮＡꎮ 使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (Ｐｅｒｆｅｃｔ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) (ＴａＫａＲａ ｃｏｄｅ: ＲＲ０３６Ａ)进行反转录反

应ꎮ 反转录后得到的 ｃＤＮＡ 保存在－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.３ Ｍｌ３ＧＴ１ 基因克隆

利用本课题组前期构建的紫玉兰‘红元宝’花

瓣转录组数据库(结果未发表)ꎬ以 ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ /
ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ 为检索词ꎬ对注释到

Ｎｒ(ｎｏｎ￣ｒｅｄｕｎｄａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄａｔａｂａｓｅ)数据库的基因注

释进行筛选ꎬ对得到的序列 ＣＬ３３８８.Ｃｏｎｔｉｇ１ 进一步

通 过 ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴ 功 能 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ.
ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ) 进行 ｂｌａｓｔ 比对ꎮ 在开放阅读

框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)框的两侧使用 Ｐｒｉｍｅ
Ｐｒｉｍｅ ５.０ 软件设计引物(表 １)ꎬ引物由杭州有康生

物技术有限公司合成ꎮ 将紫玉兰‘红元宝’花发育

的 Ｓ１~ Ｓ５ 共 ５ 个时期的 ｃＤＮＡ 等量混匀ꎬ稀释 １０ 倍

作为模板ꎬ进行 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增ꎮ ２０ μＬ ＰＣＲ 反应体

系如下:上下游引物(１０ μｍｏｌＬ￣１)各 １ μＬꎬｃＤＮＡ
模板 １ μＬꎬＰｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １０ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎮ 反应程

序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ 后运行 ３５ 个循环(９５ ℃变性

３０ ｓꎬ５９.６ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎ)ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ１０ ℃
５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 反应结束后ꎬ通过 １％(ｗ / ｖ)琼脂糖凝

胶电 泳 分 离 目 的 片 段ꎮ 切 胶 后ꎬ 使 用 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ Ａｇａｒｏｓｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｖｅｒ. ４. ０
(ＴａＫａＲａ ｃｏｄｅ: Ｎｏ.９７６２)试剂盒按照使用说明书进

行胶回收ꎮ 回收后ꎬ取适量的回收产物连接至

ｐＭＤＴＭ１８￣Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ( ＴａＫａＲａ ｃｏｄｅ: Ｎｏ. ６０１１)ꎮ 连接

产物转化大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｉｌ ＤＨ５α Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ
Ｃｅｌｌｓ(ＴａＫａＲａ ｃｏｄｅ: Ｎｏ. ９０５７)ꎬ蓝白斑筛选后挑单

克隆进行菌落 ＰＣＲ 鉴定ꎬ条带正确的送至杭州有康

生物技术有限公司进行 ＤＮＡ 测序ꎮ

表 １　 紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 基因

克隆及实时荧光定量引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ ｏｆ Ｍｌ３ＧＴ１ ｉｎ Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ
ｎａｍｅ

序列(５′￣３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

用途
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

Ｍｌ３ＧＴ１￣Ｆ
Ｍｌ３ＧＴ１￣Ｒ

ＴＡＣＣＣＣＡＡＡＣＣＣＣＡＴＣＣＣＡＣＣ
ＣＴＴＣＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＴＧＣＣＣＡＴ

扩增 ＯＲＦ
Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ＯＲＦ

Ｍｌ３ＧＴ１￣
ｑＰＣＲ￣Ｆ
Ｍｌ３ＧＴ１￣
ｑＰＣＲ￣Ｒ

ＧＡＣＣＧＣＴＴＣＧＣＣＣＡＣＡＡＡ

ＣＡＡＴＣＣＣＴＣＣＣＴＣＧＣＣＴＴＣＴ

实时荧光定量
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲ

ＭｂＴＥＦ￣Ｆ
ＭｂＴＥＦ￣Ｒ

ＡＧＧＴＴＧＡＧＡＡＴＧＧＴＧＡＧＡＣＴＧＴ
ＴＣＡＣＧＣＡＣＧＧＡＡＴＣＡＴＴＡＣＡＴＴ

扩增内参基因
Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

１.４ Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的生物信息学分析

使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ ４.１.８ 软件去除载体序列ꎬ获得

目的基因序列ꎻ使用 ＤＡＮＭＡＮ ７.０ 软件将核苷酸

序列翻译成蛋白质序列ꎻ利用 ＮＣＢＩ 提供的 ＯＲＦ
ｆｉｎｄｅｒ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ / )分

９１４１８ 期 王卓为等: 紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的克隆及表达分析



析序列的编码区ꎻ利用 ＣＤＤ 蛋白保守结构域数据

库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ / ｃｄｄ /
ｗｒｐｓｂ. ｃｇｉ) 分 析 蛋 白 的 保 守 域ꎻ 利 用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 在线软件对

紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白序列的分子量、等电

点、不稳定系数、脂肪指数和亲疏水性等理化性质

进行预测ꎻ利用 ｐｒｏｔｓｃａｌｅ 在线网站分析该蛋白质

的亲 /疏水性( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ / )ꎻ
利用 ＳＯＰＭＡ 在线软件(ｈｔｔｐｓ: / / ｎｐｓａ￣ｐｒａｂｉ. ｉｂｃｐ. ｆｒ /
ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ. ｐｌ) 预测 Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白序列

的 二 级 结 构ꎻ 利 用 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在 线 网 站

(ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ)预测 Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白的三级

结构ꎻ使用 ＤＮＡＭＡＮ ７.０ 软件进行多序列比对ꎬ并
使用 ＭＥＧＡ ６.０ 软件构建系统发育进化树ꎬ系统发

育进化树的构建在序列比对后ꎬ采用邻接法建树

(ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复 １ ０００ 次获得

分支可信度ꎮ
１.５ Ｍｌ３ＧＴ１在花开放的不同时期与组织的表达分析

使用 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０ Ⅱ ( Ｒｏｃｈｅ) 实时定量

ＰＣＲ 仪进行基因表达相对定量分析ꎮ 反应体系:模
板 ２ μＬꎬ上下游引物各 ０.８ μＬꎬ荧光染料 ＢＣＧ Ｑｐｃｒ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(２×) １０ μＬ 和 ６.４ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ 通过两步

法进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ扩增程序为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ 后

运行 ４０ 个循环(９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓ)ꎬ然后再运行

(９５ ℃ ５ ｓꎬ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ９５ ℃ １５ ｓ)ꎮ 对反转录得到

的 ｃＤＮＡ 分别进行 ５ 倍数梯度稀释ꎬ以 ＭｂＴＥＦ 为内

参基因(王宁杭等ꎬ２０１９)ꎬ每个样品设置 ３ 个生物

学重复ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ计算目的基因的相对表达量ꎮ
使用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １４.０ 软件进行数据分析和绘图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ Ｍｌ３ＧＴ１ 基因克隆及序列分析

紫玉兰‘红元宝’的 ＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ扩增

产物长 １ ８６３ ｂｐ(图 ３)ꎬ将测序得到的序列通与转

录组序列 ＣＬ３３８８. Ｃｏｎｔｉｇ１ 进行比对ꎬ核苷酸序列

相似性为 ９９.８４％ꎮ 利用 ＮＣＢＩ 的 ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 分析

发现其最长开放阅读框 １ ３７４ ｂｐꎬ编码 ４５７ 个氨基

酸ꎬ推导的氨基酸序列与转录组序列相似性为

１００％ꎮ 将该基因命名为 Ｍｌ３ＧＴ１ꎬ在 ＧｅｎＢａｎｋ 登录

号为 ＭＷ４５４８６２ꎮ
通过 ＮＣＢＩ 的 ＣＤＤ 蛋白保守结构域数据库ꎬ对

紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白保守区进行预测ꎬ结

果表明ꎬＭｌ３ＧＴ１ 具备尿嘧啶二磷酸￣糖基转移酶结

构域(ＰＬＮ０２６７０)ꎬＵＤＰ￣葡萄糖醛酸基 /葡萄糖基转

移酶保守域(ＵＤＰＧＴ)ꎬ表明 Ｍｌ３ＧＴ１ 属于糖基转移

酶超家族ꎬ具有 ＧＴ１＿Ｇｔｆ￣ｌｉｋｅ 结构域ꎬ表明其属于植

物界中最大的家族 １ 糖基转移酶(ＧＴ１ｓ)ꎮ 按照蛋

白质的三维折叠模式ꎬ糖基转移酶可以大致划分为

ＧＴ￣Ａ、ＧＴ￣Ｂ 和 ＧＴ￣Ｃ 三大类(Ｃｏｕｔｉｎｈｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)ꎬ
预测结果显示ꎬＭｌ３ＧＴ１ 为 ＧＴ￣Ｂ 类的糖基转移酶ꎮ

利用 ＮＣＢＩ 的在线 Ｂｌａｓｔｐ 功能ꎬ将 Ｍｌ３ＧＴ１ 的

氨基酸序列与其他植物的氨基酸序列进行在线比

对ꎬ结 果 表 明ꎬ Ｍｌ３ＧＴ１ 与 沉 水 樟 ( Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ)３ＧＴ 的相似性最高ꎬ达 ６０. ３５％ꎬ与荷

花(Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ)、杨梅(Ｍｏｒｅｌｌａ ｒｕｂｒａ)、海枣

(Ｐｈｏｅｎｉｘ ｄａｃｔｙｌｉｆｅｒａ)、美洲葡萄(Ｖｉｔｉｓ ｌａｂｒｕｓｃａ)、蓖
麻(Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ)等物种 ３ＧＴ 的相似性较高ꎬ
为 ４９.００％ ~５４.２７％ꎮ

使用 ＤＮＡＭＡＮ ７.０ 软件将 Ｍｌ３ＧＴ１ 推导的氨

基酸序列与其他物种已发表的 ３ＧＴ 氨基酸序列进

行多序列比对ꎮ 图 ４ 结果显示ꎬＭｌ３ＧＴ１ 与拟南

芥、苹果、玉米、矮牵牛、葡萄、三花龙胆 ３ＧＴ 蛋白

的相 似 性 分 别 为 ４６. ２０％、 ４４. ２０％、 ４１. ６０％、
３８.４０％、４７.２０％、４１.８０％ꎬ且 Ｍｌ３ＧＴ１ 与其他 ３ＧＴ
蛋白类似ꎬ其 Ｃ 端具备典型的由 ４４ 个氨基酸组成

的保守序列ꎬ即植物次生产物糖基转移酶信号序

列(ＰＳＰＧ ｂｏｘ)ꎬ表明 Ｍｌ３ＧＴ１ 具备植物糖基转移

酶特征ꎬ可能参与次生代谢产物的糖基化修饰ꎮ
Ｍｌ３ＧＴ１ 的 ＰＳＰＧ 基序为 ＷＡＰＱＴＭＶＬＧＨＶＡＬＧＡＦＶ
ＴＨＣＧＷＮＳＶＭＥＳＩＴＡＧＶＰＭＩＣＲＰＦＦＧＤＱꎬ已有的研

究表明ꎬ糖供体特异性部分由 ＰＳＰＧ 盒中的最后氨

基酸残基确定ꎬ当为 Ｑ 时使用葡萄糖作为糖供体ꎬ
当为 Ｈ 时则使用半乳糖 ( Ｋｕｂｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４)ꎬ
Ｍｌ３ＧＴ１ 的 ＰＳＰＧ 基序最后一个残基为 Ｑꎬ表明

Ｍｌ３ＧＴ 可能属于 ＵＤＰ￣类黄酮糖基转移酶ꎬ使用

ＵＤＰ￣葡萄糖作为糖供体ꎮ
２.２ Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的生物信息学分析

通过 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 在线软件分析 Ｍｌ３ＧＴ１ 氨基酸

的理化性质ꎬ结果表明:Ｍｌ３ＧＴ１ 编码 ４５７ 个氨基

酸ꎬ分子式为 Ｃ２２１６ Ｈ３４５７ Ｎ６０１Ｏ６３８ Ｓ２０ꎬ相对分子质量

为 ４９.３７ ｋＤａꎬ理论等电点( ｐＩ)为 ６.０４ꎬ小于 ７ꎬ说
明其 为 酸 性 蛋 白ꎻ 其 中 带 负 电 荷 氨 基 酸 残 基

(Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ)数为 ５０ꎬ带正电荷氨基酸残基(Ａｒｇ ＋
Ｌｙｓ)数为 ４５ꎬ丙氨酸含量最多ꎬ占 １０.９％ꎬ 酪氨酸

含量最少ꎬ 占 ０.９％ꎻ 该蛋白不稳定系数为 ４０.７１ꎬ

０２４１ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



ＣＨＳ. 查尔酮合成酶ꎻ ＦＬＳ. 黄酮醇合成酶ꎻ ＣＨＩ. 查尔酮异构酶ꎻ Ｆ３Ｈ. 黄烷酮 ３￣羟基化酶ꎻ Ｆ３′Ｈ. 类黄酮￣３′￣羟基化酶ꎻ
Ｆ３′５′Ｈ. 类黄酮￣３′ꎬ５′￣羟基化酶ꎻ ＤＦＲ. 二氢黄酮醇还原酶ꎻ ＡＮＳ. 花青素合成酶ꎻ ＵＦ３ＧＴ. ＵＤＰ￣类黄酮 ３￣Ｏ￣葡萄糖基转移酶ꎻ
ＬＡＲ. 无色花青素还原酶ꎻ ＡＮＲ. 花青素还原酶ꎮ
ＣＨＳ. Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ＦＬＳ. Ｆｌａｖｏｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ＣＨＩ. Ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅꎻ Ｆ３Ｈ. Ｆｌａｖａｎｏｎｅ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｆ３′Ｈ. Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣３′￣
ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ Ｆ３′５′Ｈ. Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣３′ꎬ５′￣ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅꎻ ＤＦＲ. Ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎻ ＡＮＳ. Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅꎻ ＵＦ３ＧＴ. ＵＤＰ￣ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３￣
Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎻ ＬＡＲ. Ｌｅｕｃｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎻ ＡＮＲ. Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ.

图 １　 花青素生物合成途径
Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ(Ｐｅｔｒｏｎｉ ＆ Ｔｏｎｅｌｌｉꎬ ２０１１ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)

图 ２　 不同开花阶段的紫玉兰‘红元宝’
Ｆｉｇ. ２　 Ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’

不稳定系数大于 ４０ꎬ表明其为不稳定蛋白ꎻ总平均

亲水性的负值表示亲水性ꎬ正值表示疏水性ꎬ且正

值越大表示疏水性越强ꎬＭｌ３ＧＴ１ 总平均亲水性为

０.０９０ꎬ说明该蛋白是疏水性蛋白ꎮ
通过 ＳＯＰＭＡ 在线网站对紫玉兰‘红元宝’３ＧＴ１

蛋白的二级结构预测 (图 ５)ꎬ 结构表明 Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋

Ｍ. ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １. Ｍｌ３ＧＴ１ꎮ

图 ３　 紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 基因克隆
Ｆｉｇ. ３　 Ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ Ｍｌ３ＧＴ１ ｆｒｏｍ Ｍａｇｎｏｌｉａ

ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’

１２４１８ 期 王卓为等: 紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的克隆及表达分析



黑色阴影和其他阴影框分别表示相同和相似的氨基酸ꎬ下划线表示 ＰＳＰＧ 保守基序ꎮ
Ｂｌａｃｋ ｓｈａｄｅｄ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｈａｄｅｄ ｂｏｘｅｓ ｓｈｏｗ ｉｄｅｎｔｉｃａｌ ａｎｄ ｓｉｍｉｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ＰＳＰＧ
ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｍｏｔｉｆ.

图 ４　 推导的 Ｍｌ３ＧＴ１ 氨基酸序列与其他物种 ３ＧＴ 氨基酸序列比对
Ｆｉｇ. ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｄｅｄｕｃｅｄ Ｍｌ３ＧＴ１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ３ＧＴ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

蓝线. α￣螺旋ꎻ 紫线. 无规则卷曲ꎻ 红线. 延伸链ꎻ 绿线. β￣转角ꎮ
Ｂｌｕｅ ｌｉｎｅ. α￣ｈｅｌｉｘꎻ Ｐｕｒｐｌｅ ｌｉｎｅ. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌꎻ Ｒｅｄ ｌｉｎｅ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ Ｇｒｅｅｎ ｌｉｎｅ. β￣ｔｕｒｎ.

图 ５　 Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白二级结构预测结果
Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｌ３ＧＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ
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图 ６　 Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白三级结构预测结果
Ｆｉｇ. ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｌ３ＧＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

白中 α￣螺旋(３９.３９％)和无规则卷曲(３８.２９％)含

量最多ꎬ而延伸链和 β￣转角含量分别为 １６.８５％和

５.４７％ꎮ 将 Ｍｌ３ＧＴ１ 序列提交到 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 在

线网站预测编码蛋白质的三维结构ꎬ３Ｄ 预测结果

显示(图 ６)ꎬＱＭＥＡＮ 分值在－４~ ０ 之间ꎬ越接近于

０ꎬ表明待测蛋白与模板蛋白的匹配度越好ꎬ可信

度越高ꎬＭｌ３ＧＴ１ 的 ＱＭＥＡＮ 分值为 － ０. ８８ꎬ表明

Ｍｌ３ＧＴ１ 与模板蛋白 ＵＤＰ￣葡萄糖类黄酮 ３￣Ｏ 糖基

转移酶(２ｃ１ｘ.１. Ａ )匹配度较好ꎬ相似性较高ꎬ达
５２. ６７％ꎬ推测其可能为类黄酮 ３￣Ｏ 糖基转移酶ꎻ
ＧＭＱＥ 可信度评分为 ０.８３ꎬ介于 ０ ~ １ 之间ꎬ且较接

近 １ꎬ说明以上述蛋白模板构建的模型质量较好ꎻ
Ｍｌ３ＧＴ１ 具备 ＧＴ￣Ｂ 家族典型的 Ｒｏｓｓｍａｎｎ 折叠结

构域ꎬ表明其为 ＧＴ￣Ｂ 家族成员ꎬ这也与 ＣＤＤ 的预

测结果一致ꎮ
２.３ Ｍｌ３ＧＴ１ 氨基酸序列系统发育分析

将紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 与其他植物中已

报道的参与类黄酮途径的糖基转移酶共同构建系

统发育进化树ꎬ图 ７ 结果显示ꎬＧＴｓ 分为 ５ＧＴｓ、
７ＧＴｓ、３ＧＴｓ 进化分支ꎬＭｌ３ＧＴ１ 与小苍兰 Ｆｈ３ＧＴ１
亲缘关系较近聚为一支ꎬ属于 ３ＧＴｓ 进化大支ꎬ该
分 支 还 有 葡 萄 Ｖｖ３ＧＴ、 草 莓 Ｆａ３ＧＴ、 矮 牵 牛

Ｐｈ３ＧＴ、番薯 Ｉｂ３ＧＴꎬ且与其他类黄酮糖基转移酶

５ＧＴｓ、７ＧＴｓ 的 亲 缘 关 系 较 远ꎬ 表 明 其 可 能 与

Ｆｈ３ＧＴ１ 功能类似ꎬ属于 ３ＧＴ 糖基转移酶家族成

员ꎬ参与类黄酮 ３￣Ｏ 的糖基化ꎮ

２.４ Ｍｌ３ＧＴ１ 基因在花开放的不同时期与不同组织

中的表达分析

以紫玉兰‘红元宝’花开放不同时期(Ｓ１ ~ Ｓ５)
以及老叶、嫩叶、根、茎等组织部位的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ探究 Ｍｌ３ＧＴ１ 基因在紫玉兰‘红元宝’中的表达

模式 (图 ８ )ꎮ 结 果 表 明ꎬ随 着 花 的 开 放 进 程ꎬ
Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的表达量呈现先降低后升高的趋势ꎬ
其表达量在盛花期(Ｓ５)达到峰值ꎮ 各组织部位的

荧光定量结果显示ꎬＭｌ３ＧＴ１ 基因具有组织特异

性ꎬ在花中的表达量最高ꎬ在老叶和嫩叶中有少量

表达ꎬ而在根和茎中几乎不表达ꎬ且其在花朵开放

的各个时期中的表达量均高于其他组织部位ꎮ

３　 讨论与结论

本文克隆得到紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 基因ꎬ
生物信息分析发现 Ｍｌ３ＧＴ１ 序列具有植物次生产物

糖基转移酶信号序列———ＰＳＰＧ ｂｏｘꎬ推测其可能参

与次生代谢产物的糖基化修饰ꎮ ＧＴｓ 根据其催化位

点的不同ꎬ可分为 ３￣Ｏ￣糖基转移酶(３ＧＴｓ)、５￣Ｏ￣糖
基转移酶(５ＧＴｓ)、７￣Ｏ￣糖基转移酶(７ＧＴｓ) (王应丽

等ꎬ２０１４)ꎮ 系统发育树聚类结果显示 Ｍｌ３ＧＴ１ 和小

苍兰 Ｆｈ３ＧＴ１ 亲缘关系较近ꎬ聚为一支ꎬ进一步表明

其可能和 Ｆｈ３ＧＴ１ 功能类似ꎬ具有参与类黄酮 ３￣Ｏ
的糖基化修饰的功能(Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ

有研究结果表明ꎬ３ＧＴ 具有花器官组织特异表

达模式(王毅等ꎬ２０１７)ꎮ 滇牡丹(王毅等ꎬ２０１７)
和葡萄风信子(杜灵娟等ꎬ２０１７)中 ３ＧＴ 基因在花

青素苷大量积累的组织中高表达ꎬ而在少量积累

和无花青素苷的组织中ꎬ３ＧＴ 表达量极低甚至不

表达ꎮ 与前人研究结果一致ꎬ在本研究中ꎬＭｌ３ＧＴ１
基因在花中大量表达ꎬ 而在其他营养器官组织中

几乎不表达或者表达量很低ꎬ表明 Ｍｌ３ＧＴ１ 可能参

与花青素苷的生物合成ꎮ
３ＧＴ 参与小苍兰和葡萄风信子花瓣中花青素

苷的生物合成ꎬ 其表达量往往与花瓣中花青素苷

的积累呈正相关 ( Ｓｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ梁 沛 雯 等ꎬ
２０１９)ꎮ 但是 Ｍｌ３ＧＴ１ 基因表达模式与小苍兰和葡

萄风信子不同ꎬ其表达量随着花的开放呈现先下

降后上升的趋势ꎬ这可能与不同植物花瓣中花青

素苷的糖苷类型不同有关ꎮ 葡萄风信子花瓣中花

青素苷糖苷类型均为葡萄糖苷(梁沛雯等ꎬ２０１９)ꎬ
因此葡萄风信子花青素苷的积累与 ３ＧＴ 基因表达

３２４１８ 期 王卓为等: 紫玉兰‘红元宝’Ｍｌ３ＧＴ１ 基因的克隆及表达分析



图 ７　 Ｍｌ３ＧＴ１ 蛋白与其他植物的 ＧＴ 蛋白的系统进化树
Ｆｉｇ. ７　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｍｌ３ＧＴ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＧＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ

图 ８　 Ｍｌ３ＧＴ１ 在紫玉兰‘红元宝’花开放的
不同时期以及组织部位的表达分析

Ｆｉｇ. ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｌ３ＧＴ１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａ

ｌｉｌｉｆｌｏｒａ ‘Ｈｏｎｇｙｕａｎｂａｏ’

量紧密相关ꎮ 在紫玉兰‘红元宝’花瓣中ꎬ４ 种花

青素苷 Ｃ３ 位均发生芸香糖基化修饰ꎬ其中 Ｐｎ３Ｒｕ
含量最高(约占总花青素苷含量的 ７１％)(Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 由于花青素的 Ｃ３ 位芸香糖苷化修饰

依次由 ３ＧＴ 和 ３ＲＴ 催化完成 ( Ｙａｍａｚａｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００２)ꎬ紫玉兰‘红元宝’芸香糖苷型花青素苷的合

成不仅受 ３ＧＴ 基因的调控ꎬ同时还与 ３ＲＴ 基因的

表达有关ꎮ 由此表明 Ｍｌ３ＧＴ１ 参与调控紫玉兰‘红
元宝’的花青素苷的生物合成ꎬ但是该基因不是紫

玉兰‘红元宝’花青素苷生物合成的限速酶基因ꎮ
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