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生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进拟南芥幼苗中花青素的合成

杨甲甲１ꎬ２ꎬ 杨米连１ꎬ２ꎬ 胡彦如１∗

( １. 中国科学院 热带植物资源可持续利用重点实验室ꎬ 中国科学院西双版纳热带植物园ꎬ
昆明 ６５０２２３ꎻ ２. 中国科学院大学ꎬ 北京 １０００４９ )

摘　 要: 生物钟(ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｌｏｃｋ)是激发植物生理特征节律性表达ꎬ并使之维持稳定的保守内源调节机制ꎮ
ＰＲＲ(ＰＳＥＵＤＯ￣ＲＥＳＰＯＮＳＥ ＲＥＧＵＬＡＴＯＲ)蛋白家族是生物钟中央振荡器的重要组成部分ꎬ调控植物的种子

萌发、下胚轴伸长和开花等多种生命过程ꎮ 花青素(ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ)是植物次生代谢产物ꎬ对植物的繁衍、生长

发育和抵抗逆境胁迫具有重要作用ꎮ 该研究以拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)为对象ꎬ探讨生物钟 ＰＲＲ 蛋白

对花青素生物合成的调控功能和分子机制ꎮ 结果表明:(１)在 ＰＲＲ 基因单突变体及多突变体幼苗中ꎬ花青

素的积累明显降低ꎬ某些花青素合成相关基因的表达也显著降低ꎮ (２)相反ꎬ在 ＰＲＲ５ 过表达幼苗中ꎬ花青

素的积累以及某些花青素合成相关基因的表达则显著升高ꎮ (３)蛋白相互作用结果显示ꎬＰＲＲ５ 蛋白能与

ＭＹＢ７５、ＴＴ８、ＭＹＢ９０ 及 ＭＹＢ１１３ 等花青素调控蛋白相互作用ꎬ并形成复合物ꎮ (４)遗传学分析结果显示ꎬ拟
南芥 ＰＲＲ５ 诱导幼苗中花青素的合成依赖于 ＭＹＢ 家族花青素调控蛋白ꎮ 综上认为ꎬ生物钟 ＰＲＲ 蛋白可能

通过 ＰＲＲ５ 与 ＭＹＢ７５、ＴＴ８ 等相互作用ꎬ促进拟南芥幼苗中花青素的合成和积累ꎮ 该研究结果对发掘 ＰＲＲ
蛋白新的生物学功能ꎬ以及深入理解生物钟信号调控植物幼苗的环境适应性具有重要意义ꎮ
关键词: 拟南芥ꎬ 生物钟ꎬ ＰＲＲ 蛋白ꎬ 花青素ꎬ ＭＢＷ 复合体
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ｍａｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ Ａ. ｔｈａｌｉａｎａ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲ５
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＭＹＢ７５ꎬ ＴＴ８.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｃｌｏｃｋꎬ ＰＲＲ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎꎬ ＭＢＷ ｃｏｍｐｌｅｘ

　 　 花青素又称花色素苷ꎬ是植物次级代谢产物ꎬ
在花、果实和叶片等植物器官中广泛存在(Ｌｉａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 植物体内六类花青

素即天竺葵素(ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ)、矢车菊素(ｃｙａｎｉｄｉｎ)、
芍药素(ｐｅｏｎｉｄｉｎ)、矮牵牛素(ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ)、飞燕草素

(ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ)和锦葵素(ｍａｌｖｉｄｉｎ)通过糖基化、甲基

化和酰基化等修饰作用生成 ６００ 余种花青素ꎬ从而

赋予植物丰富的色彩(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ꎻ Ｇａｒｄｅｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 花青

素可以提高植物对多种逆境胁迫的抵抗能力ꎬ对植

物适应环境具有重要意义(Ｈａｔｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｆａｎ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 此外ꎬ花青素具有丰

富的观赏价值、营养价值和医药价值(Ｄａｖｉｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１２ꎻ Ｐｅｉｆｆｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｎｏｍｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 编码

花青素生物合成通路中相关酶的结构基因主要分

为两类:ＣＨＳ、ＣＨＩ 和 Ｆ３Ｈ 等早期花青素生物合成基

因ꎻＤＦＲ、ＡＮＳ 和 ＵＦＧＴ 等晚期花青素生物合成基因

(Ｄｅｎｇ ＆ Ｌｕꎬ ２０１７ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 这些结构

基因受到多种转录因子的精密调控ꎬ其中被研究最

多也是最 重 要 的 分 别 是 ＭＹＢ ( Ｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓ )、
ｂＨＬＨ ( ｂａｓｉｃ Ｈｅｌｉｘ￣Ｌｏｏｐ￣Ｈｅｌｉｘ ) 和 ＷＤＲ ( 又 称

ＷＤ４０)三类转录因子家族(Ｔａｎａｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ
ＭＹＢ７５ / ＰＡＰ１ 是拟南芥 ＭＹＢ 蛋白家族中调控花青

素合成的重要转录因子ꎬ过表达 ＭＹＢ７５ 转基因植物

的根、茎、叶和花中积累了大量花青素(Ｒｉｎａｌｄｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｓｈｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 此外ꎬ ＭＹＢ 家族

ＭＹＢ９０ / ＰＡＰ２、ＭＹＢ１１３ 和 ＭＹＢ１１４ 还正调控拟南

芥花青素的生物合成(Ｇｏｎｚａｌｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｍａｉｅｒ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｓｈｉ ＆ Ｘｉｅꎬ ２０１４)ꎮ ｂＨＬＨ 蛋白家族

ＴＴ８、ＧＬ３、ＥＧＬ３ 和 ＭＹＣ１ 等通过激活 ＣＨＳ、ＤＦＲ 等

结构基因的表达ꎬ参与调控花青素的合成(Ｍａｒｔｉｎｅｚ￣
Ｇａｒｃｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ ＷＤＲ 蛋白家族 ＴＴＧ１ 等是诱

导花青素稳定积累不可或缺的一类重要转录因子

(Ｐａｙｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ ＭＹＢ、ｂＨＬＨ 和 ＷＤＲ 三类转

录因子除了可以各自发挥功能促进植物花青素的

合成以外ꎬ三者还可以结合形成三元 ＭＢＷ 复合体

直接调控结构基因的表达促进植物花青素的合成

(Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 越来越多的研究结果表明ꎬ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ 直接或间接地参与调控植物体内花青素

的合成(Ｖａｒｓｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｍａｒｉａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 基于花青素的生物学功能及其在育

种、食品和医药等方面的应用前景ꎬ深入研究花青

素生物合成与调控信号具有重要的应用价值和科

学意义ꎮ
近年来ꎬ外源环境信号及内源植物激素信号

调控花青素生物合成与积累的研究取得了重要进

展ꎮ 例如ꎬ光强和光质均对花青素的合成起关键

作用(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｍａｉｅｒ ＆ Ｈｏｅｃｋｅｒꎬ ２０１５)ꎻ
低温促进花青素的生物合成(Ｍｏｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎻ植物激素脱落酸、茉莉酸、生
长素等通过调控花青素合成相关基因的表达来影

响植物花青素的合成与积累( Ｊｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｘｉｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 植物生物钟系统通过核心振荡器接收外

界环境中如光照、温度和营养元素等环境因子动

态变化的时间信息(输入途径)ꎬ在植物体内产生

内源性的昼夜节律(中央振荡器)ꎬ进而调控植物

生长发育的众多过程ꎬ如开花、生物和非生物胁迫

响应、激素代谢等多种生命过程(输出途径) (Ｗｅｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ )ꎮ ＰＲＲ 家 族 中 的 ＰＲＲ５、 ＰＲＲ７ 和

７７６４ 期 杨甲甲等: 生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进拟南芥幼苗中花青素的合成



ＰＲＲ９ 是中央振荡器早循环的关键组分ꎬ在调控植

物生长发育和响应逆境胁迫方面发挥了重要作用

(Ｓａｎｃｈｅｚ ＆ Ｋａｙꎬ ２０１６)ꎮ 生物钟与花青素均在植

物响应逆境胁迫中发挥重要功能 ( Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ꎻ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ但关于生物钟信号调控

花青素合成的研究尚未见报道ꎮ 近期有研究表

明ꎬ生物钟 ＰＲＲ 蛋白能够促进 ＡＢＡ 信号抑制种子

萌发及萌发后生长(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ而 ＡＢＡ 信

号可以诱导拟南芥幼苗中花青素的合成与积累

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 那么ꎬ生物钟 ＰＲＲ 蛋白是否

与花青素合成直接相关呢? 本研究以拟南芥为材

料ꎬ通过分子生物学和遗传学相关的方法ꎬ探究了

生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进拟南芥幼苗花青素合成的生

物学功能及其分子机制ꎮ 这对于发掘 ＰＲＲ 蛋白新

的生物学功能ꎬ深入理解生物钟信号调控植物幼

苗的环境适应性具有重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料及生长条件

所使用的野生型(ＷＴ)、突变体和过表达拟南

芥植物均属于哥伦比亚(Ｃｏｌ￣０)遗传背景ꎬ突变体

种 子 ｐｒｒ５￣１ ( ＳＡＬＫ ＿ ００６２８０ )、 ｐｒｒ５￣２ ( ＳＡＬＫ ＿
１３５０００Ｃ )、 ｐｒｒ７￣１ ( ＳＡＬＫ ＿ ０９１５６９Ｃ ) 和 ｐｒｒ７￣２
(ＳＡＬＫ＿０３０４３０Ｃ)来源于俄亥俄州立大学的拟南

芥资源中心ꎬｐｒｒ５ ｐｒｒ７ 双突变体是通过 ｐｒｒ５￣１ 和

ｐｒｒ７￣２ 采用遗传杂交得到ꎬ ｐｒｒ５ ｐｒｒ９ 和 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７
ｐｒｒ９ 由中国科学院植物研究所王雷研究员提供ꎬ
ｍｙｂ￣ＲＮＡｉ 由杨洪全教授提供ꎮ 为了获得 ３５Ｓ:
ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ 转基因植株ꎬ将 ２ＦＬＡＧ 标签序列连接

的 ＰＲＲ５ 全长 ｃＤＮＡｓꎬ使用 ＳｍａＩ 和 ＸｂａＩ 酶切位点

克隆到由 ＣａＭＶ ３５Ｓ 启动的 ｐＯＣＡ３０ 载体ꎬ经农杆

菌转化野生型(Ｃｏｌ￣０)拟南芥获得 Ｔ３代纯合 ＰＲＲ５
过表达植物(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 根据需要选取适

量拟南芥突变体种子、过表达种子和野生型种子ꎬ
加入 ２０％种子消毒液(立白白衣漂渍液) 浸泡 ８
ｍｉｎꎬ使用无菌水清洗 ３ ~ ５ 次ꎬ播种于含有 １％(ｍ /
Ｖ)蔗糖的 １ / ２ ＭＳ 固体培养基上( ｐＨ ５.８)ꎮ ４ ℃
处理 ２４ ｈ 后ꎬ转移到光照培养间长日照条件下(全
天 ２２ ℃ꎬ白光光照 １６ ｈꎬ黑暗 ８ ｈ)培养 ８ ｄ 左右ꎬ
移栽至湿润土壤中ꎮ 使用保鲜膜覆盖幼苗ꎬ放置

在培养间长日照条件下ꎬ２ ~ ３ ｄ 后揭膜继续培养ꎮ

１.２ 花青素含量的测定

在长日照条件下生长 ６ ｄ 的拟南芥幼苗(包括

Ｃｏｌ￣０、 ｐｒｒ５￣１、 ｐｒｒ５￣２、 ｐｒｒ７￣１、 ｐｒｒ７￣２、 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７、 ｐｒｒ５
ｐｒｒ９、ｐｒｒ５ ｐｒｒ７ ｐｒｒ９ 和 ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ 等)ꎬ于当天

光照的第 １０ 个小时(ＺＴ １０)进行取样并称重( ｇ)ꎬ
加入 １ ｍＬ 花青素提取液 (甲醇、盐酸体积比为

９９ ∶ １)ꎮ ４ ℃ 黑暗条件下振荡 ２４ ｈꎬ１３ ０００ ｒ
ｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎ 后吸取上清液ꎮ 以花青素提取液

作为空白对照ꎬ使用分光光度计测量上清液在

５３０、６５７ ｎｍ 波长处的吸光度( Ａ５３０和 Ａ６５７)ꎮ 花青

素相对含量用公式( Ａ５３０ － ０.２５ ×Ａ６５７) ｇ￣１ ＦＷ 计算

(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 实验至少进行 ３ 次生物学

重复ꎮ
１.３ 拟南芥 ＲＮＡ 提取和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ

在长日照条件下生长 ６ ｄ 的拟南芥幼苗ꎬ于当

天光照的第 １０ 个小时 ( ＺＴ １０) 进行取样ꎬ使用

Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取拟南芥幼苗总 ＲＮＡꎬ逆转录成

ｃＤＮＡ 后进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应(Ｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ
用于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验的引物如表 １ 所示ꎬ基因表达

的内参使用拟南芥 ＡＣＴＩＮ２ 基因ꎮ 实验至少进行 ３
次生物学重复ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＡＣＴＩＮ２ ＴＧＴＧＣＣＡＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ
ＧＴＴＴ

ＴＴＴＣＣＣＧＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＧＴ

ＤＦＲ ＴＧＧＴＧＧＴＣＧＧＴＣＣＡＴＴＣ
ＡＴ

ＧＡＧＡＧＡＧＣＧＣＧＧＴＧＡＴＡ
ＡＧＧ

ＬＤＯＸ ＴＣＣＧＧＧＴＴＴＧＣＡＧＣＴＴＴ
ＴＣ

ＡＴＣＡＧＧＡＡＣＡＣＡＴＴＴＴＧＣ
ＡＧＴＧＡ

ＵＦ３ＧＴ ＴＧＧＡＧＧＴＧＧＣＧＧＴＴ
ＧＡＡ

ＣＴＴＴＧＣＣＧＣＧＡＧＡＡＣＣＡ

１.４ 酵母双杂交实验 (Ｙ２Ｈ)
使用酵母双杂交系统(Ｈｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)筛选

可能与生物钟 ＰＲＲ 蛋白相互作用的花青素合成调

控蛋白ꎮ 将 ＰＲＲ５、ＰＲＲ７ 与 ＰＲＲ９ 的全长编码序

列克隆到 ｐＧＢＫＴ７ 载体ꎬ构建质粒 ＢＤ￣ＰＲＲ５、ＢＤ￣
ＰＲＲ７ 和 ＢＤ￣ＰＲＲ９ꎬ 并 构 建 分 段 质 粒 ＢＤ￣
ＰＲＲ５１－１８０、 ＢＤ￣ＰＲＲ５１７２－５５８ 和 ＢＤ￣ＰＲＲ５５０２－５５８ ( Ｙａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 将花青素合成调控蛋白 ＭＹＢ７５、
ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３、ＭＹＢ１１４ 和 ＴＴ８ 的全长编码序

８７６ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



列克隆到 ｐＧＡＤＴ７ 载体ꎬ构建质粒 ＡＤ￣ＭＹＢ７５、
ＡＤ￣ＭＹＢ９０、ＡＤ￣ＭＹＢ１１３、ＡＤ￣ＭＹＢ１１４ 和 ＡＤ￣ＴＴ８ꎬ
并构建分段质粒 ＡＤ￣ＭＹＢ７５￣Ｎ(第 １ 至第 １２２ 个氨

基酸)、ＡＤ￣ＭＹＢ７５￣Ｃ(第 １２３ 至第 ２４９ 个氨基酸)、

ＡＤ￣ＴＴ８￣Ｎ(第 １ 至第 ３５８ 个氨基酸)和 ＡＤ￣ＴＴ８￣Ｃ
(第 ３５９ 至第 ５１９ 个氨基酸) ( Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 构建酵母双杂交实验所需克

隆的引物如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 各种表达载体构建的引物
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅｓ

克隆名称
Ｃｌｏｎｅ ｎａｍｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＢＤ￣ＰＲＲ５ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＡＣＴＡＧＴＡＧＣＧＡＧＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＡＡ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＴＧＧＡＧＣＴＴＧＴＧＴＧＧＡＴＴＧＧＡ

ＢＤ￣ＰＲＲ５１－１８０ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＡＣＴＡＧＴＡＧＣＧＡＧＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＡＡ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＡＡＡＧＣＴＡＴＣＡＧＧＡＧＣＡＡＧＴＧＡＡＧＴＴ

ＢＤ￣ＰＲＲ５１７２－５５８ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＣＡＡＡＣＴＴＣＡＣＴＴＧＣＴＣＣＴＧＡＴＡＧＣ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＴＧＧＡＧＣＴＴＧＴＧＴＧＧＡＴＴＧＧＡＣ

ＢＤ￣ＰＲＲ５５０２－５５８ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＡＡＡＴＴＣＡＧＣＡＡＴＣＴＣＴＴＣＡＡＣＧＡ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＴＧＧＡＧＣＴＴＧＴＧＴＧＧＡＴＴＧＧＡＣ

ＰＲＲ５￣ｃＹＦＰ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＣＴＡＧＴＡＧＣ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＴＧＧＡＧＣＴＴＧＴＧＴＧＧＡＴＴＧＧ

ＰＲＲ５１－１８０ ￣ｃＹＦＰ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＣＴＡＧＴＡＧＣ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＡＡＧＣＴＡＴＣＡＧＧＡＧＣＡＡＧ

ＢＤ￣ＰＲＲ７ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＡＡＴＧＣＴＡＡＴＧＡＧＧＡＧＧＧ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＴＴＡＧＣＴＡＴＣＣＴＣＡＡＴＧＴＴＴＴＴＴＡＴＧＴＣ

ＢＤ￣ＰＲＲ９ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＧＧＧＡＧＡＴＴＧＴＧＧＴＴＴＴＡＡ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＡＣＧＣＧＴＣＴＧ

ＡＤ￣ＭＹＢ７５ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＣＡＡＡＴＴＴＣＡＣＡＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＣ

ＡＤ￣ＭＹＢ７５￣Ｎ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＴＴＴＴＣＡＴＣＴＴＴＡＴＣＴＴＡＣＡＡＣＡＣＧＧ

ＡＤ￣ＭＹＢ７５￣Ｃ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＧＡＧＡＣＡＴＴＡＣＧＣＣＣＡＴＴＣＣＴＡＣ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＣＡＡＡＴＴＴＣＡＣＡＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＣ

ＭＹＢ７５￣ｎＹＦＰ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＡＴＣＡＡＡＴＴＴＣＡＣＡＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＣＧ

ＡＤ￣ＭＹＢ９０ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＡＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＣ

ＭＹＢ９０￣ｎＹＦＰ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＡＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＣＡ

ＡＤ￣ＭＹＢ１１３ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＧＣＧＡＡＴＣＡＣＣＣＡＡＡＧ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＴＣＡＧＴＴＣＴＡＡＡＧＴＣＴＣＴＴＣＡＴＣＡＡＡ

ＭＹＢ１１３￣ｎＹＦＰ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＣＧＡＡＴＣＡＣＣＣＡＡＡＧ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＡＴＴＣＡＧＴＴＣＴＡＡＡＧＴＣＴＣＴＴＣＡＴＣＡＡＡＣ

ＡＤ￣ＭＹＢ１１４ ＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＧＡＧＧＧＴＴＣＧＴＣＣＡＡＡＧＧ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＴＡＡＡＡＡＡＴＡＴＣＧＡＣＴＴＴＴＴＧＧＧＣ

ＡＤ￣ＴＴ８ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＡＴＣＡＡＧＴＡＴＴＡＴＴＣＣＧＧ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＡＧＡＴＴＡＧＴＡＴＣＡＴＧＴＡＴＴＡＴＧＡＣＴＴＧＧＴＧ

ＡＤ￣ＴＴ８￣Ｎ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＡＡＴＣＡＡＧＴＡＴＴＡＴＴＣＣＧＧ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＣＧＧＴＡＧＣＣＴＣＴＴＡＴＣＴＴＴＡＧＴＧＴＴＧＴ

ＡＤ￣ＴＴ８￣Ｃ ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＣＧＧＧＡＡＧＡＴＣＴＧＡＧＣＣＡＣＧ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＣＴＡＴＡＧＡＴＴＡＧＴＡＴＣＡＴＧＴＡＴＴＡＴＧＡＣＴＴＧＧＴＧ

ＴＴ８￣ｎＹＦＰ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＡＴＧＡＡＴＣＡＡＧＴＡＴＴＡＴＴＣＣＧＧ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＴＡＧＡＴＴＡＧＴＡＴＣＡＴＧＴＡＴＴＡＴＧＡＣＴＴＧＧＴＧＧ

ＧＵＳ￣ｎＹＦＰ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＣＣＧＴＣＣＴＧＴＡＧＡＡＡＣＣ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＴＴＧＴＴＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧＣＴＧＣ

ＧＵＳ￣ｃＹＦＰ ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＡＴＧＧＴＣＣＧＴＣＣＴＧＴＡＧＡＡＡＣＣ ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＴＴＧＴＴＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧＣＴＧＣ

１.５ 双分子荧光互补实验(ＢｉＦＣ Ａｓｓａｙｓ)
将 ＰＲＲ５、ＰＲＲ５１－１８０、ＧＵＳ 的编码序列融合于

ｐＦＧＣ￣ｃＹＦＰ(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)中ꎬ构建质粒 ＰＲＲ５￣
ｃＹＦＰ、ＰＲＲ５１－１８０￣ｃＹＦＰ 和 ＧＵＳ￣ｃＹＦＰꎮ 将 ＭＹＢ７５、
ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３、ＴＴ８ 和 ＧＵＳ 的编码序列融合于

ｐＦＧＣ￣ｎＹＦＰ ( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ ) 中ꎬ 构 建 质 粒

ＭＹＢ７５￣ｎＹＦＰ、 ＭＹＢ９０￣ｎＹＦＰ、 ＭＹＢ１１３￣ｎＹＦＰ、 ＴＴ８￣
ｎＹＦＰ 和 ＧＵＳ￣ｎＹＦＰꎮ 将构建好的质粒转化到农杆

菌(菌株为 ＧＶ３１０１) 中ꎬ取不同菌液 ( ＯＤ 值为

１.０)按 １ ∶ １ 体积比混合均匀ꎬ注射到生长状态良

好的本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)叶片中ꎬ在
避光、湿润的环境中放置 ４８ ｈ 后ꎬ使用激光共聚焦

显微 镜 ( Ｏｌｙｍｐｕｓꎬ Ｔｏｋｙｏꎬ Ｊａｐａｎ ) 观 察 ＹＦＰ 和

ＤＡＰＩ 荧光(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ 构建 ＢｉＦＣ 实验所

需克隆的引物如表 ２ 所示ꎮ
１.６ 基因 ＩＤ

所 涉 及 的 拟 南 芥 基 因 的 ＩＤ: ＰＲＲ５、
ＡＴ５Ｇ２４４７０ꎻＰＲＲ７、ＡＴ５Ｇ０２８１０ꎻＰＲＲ９、ＡＴ２Ｇ４６７９０ꎻ
ＭＹＢ７５、 ＡＴ１Ｇ５６６５０ꎻ ＭＹＢ９０、 ＡＴ１Ｇ６６３９０ꎻ
ＭＹＢ１１３、 ＡＴ１Ｇ６６３７０ꎻ ＭＹＢ１１４、 ＡＴ１Ｇ６６３８０ꎻ ＴＴ８、
ＡＴ４Ｇ０９８２０ꎻＤＦＲ、 ＡＴ５Ｇ４２８００ꎻ ＬＤＯＸ、 ＡＴ４Ｇ２２８８０ꎻ
ＵＦ３ＧＴ、ＡＴ５Ｇ５４０６０ꎮ 以上基因序列信息均可在

Ｔｈｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ(ＴＡＩＲ)网站中

获取ꎮ

９７６４ 期 杨甲甲等: 生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进拟南芥幼苗中花青素的合成



２　 结果与分析

２.１ ｐｒｒ５ 与 ｐｒｒ７ 突变体幼苗中花青素含量降低

为探究生物钟蛋白 ＰＲＲ 是否能参与调控植物

花青素的合成ꎬ观察在 １ / ２ ＭＳ 培养基上生长 ６ ｄ
的野生型(ＷＴ)、ｐｒｒ５￣１、ｐｒｒ５￣２、ｐｒｒ７￣１ 和 ｐｒｒ７￣２ 突

变体拟南芥幼苗ꎮ 图 １ 结果显示ꎬ与野生型相比ꎬ
ｐｒｒ５￣１、ｐｒｒ５￣２、ｐｒｒ７￣１ 和 ｐｒｒ７￣２ 突变体幼苗中花青

素积累明显降低ꎬ表现为突变体幼苗茎尖颜色更

浅(图 １:Ａ)ꎮ 通过花青素含量测定ꎬ发现与观察

到的表型相一致ꎬ野生型幼苗的花青素含量最高ꎬ
ｐｒｒ５￣１、ｐｒｒ５￣２、ｐｒｒ７￣１ 和 ｐｒｒ７￣２ 突变体幼苗的花青

素含量显著低于野生型幼苗ꎬ且 ｐｒｒ５￣１ 和 ｐｒｒ５￣２ 突

变体幼苗的花青素含量较 ｐｒｒ７￣１ 和 ｐｒｒ７￣２ 突变体

幼苗更低(图 １:Ｂ)ꎮ 这表明当 ＰＲＲ５ 和 ＰＲＲ７ 突

变后ꎬ幼苗中花青素含量降低ꎬ即 ＰＲＲ５ 和 ＰＲＲ７
可能诱导植物幼苗花青素的积累ꎮ 为进一步验证

该结果ꎬ检测了相关结构基因 ＤＦＲ、 ＵＦ３ＧＴ 和

ＬＤＯＸ 的表达情况ꎮ ＤＦＲ、ＵＦ３ＧＴ 和 ＬＤＯＸ 是编码

花青素合成通路中关键酶的结构基因ꎬ这些基因

的表达直接激活花青素的生物合成ꎬ从而促进拟

南芥花青素的积累ꎮ 提取 ＷＴ、ｐｒｒ５￣１、ｐｒｒ５￣２、ｐｒｒ７￣
１ 和 ｐｒｒ７￣２ 突变体幼苗总 ＲＮＡ 后逆转录 ｃＤＮＡꎬ并
进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验ꎬ检测 ＤＦＲ 等结构基因的相对

表达量ꎮ ｐｒｒ５￣１、 ｐｒｒ５￣２、 ｐｒｒ７￣１ 和 ｐｒｒ７￣２ 突变体幼

苗中 ＤＦＲ、ＵＦ３ＧＴ 和 ＬＤＯＸ 基因的表达量显著降

低(图 １:Ｃ－Ｅ)ꎮ 这表明 ＰＲＲ５ 和 ＰＲＲ７ 能够通过

诱导拟南芥幼苗中 ＤＦＲ 等结构基因的表达促进花

青素的积累ꎮ
２.２ ＰＲＲ５、ＰＲＲ７ 和 ＰＲＲ９ 协同促进幼苗花青素

的积累

为确定 ＰＲＲ５、ＰＲＲ７ 和 ＰＲＲ９ 蛋白是否协同

调控花青素生物合成ꎬ观察了 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７、ｐｒｒ５ ｐｒｒ９
和 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７ ｐｒｒ９ 等多突变体幼苗的花青素积累表

型ꎮ 图 ２ 结果显示ꎬ与野生型相比ꎬｐｒｒ 双突变和三

突变体幼苗的花青素积累明显更低ꎬ其中 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７
ｐｒｒ９ 三突变体幼苗花青素积累最低ꎬｐｒｒ５ ｐｒｒ７ 双突

变体幼苗花青素积累低于 ｐｒｒ５ ｐｒｒ９ 双突变体(图

２:Ａ)ꎬ通过花青素含量测定ꎬ结果与观察到的表型

相一致(图 ２:Ｂ)ꎮ 与 ｐｒｒ５￣１、ｐｒｒ５￣２、ｐｒｒ７￣１ 和 ｐｒｒ７￣
２ 等单突变体相比(图 １:ＡꎬＢ)ꎬｐｒｒ５ ｐｒｒ７ 和 ｐｒｒ５
ｐｒｒ７ ｐｒｒ９ 幼苗花青素含量显著降低ꎬ其中 ｐｒｒ５ ｐｒｒ９

双突变体幼苗花青素含量略低于 ｐｒｒ５￣１ 和 ｐｒｒ５￣２
单突变体(图 ２:ＡꎬＢ)ꎮ 检测相关结构基因 ＤＦＲ、
ＵＦ３ＧＴ 和 ＬＤＯＸ 的表达ꎬ与野生型相比ꎬｐｒｒ 双突

变和三突变体幼苗中相关基因的表达量明显更

低ꎬ其中在 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７ ｐｒｒ９ 三突变体幼苗中表达量最

低ꎬ在 ｐｒｒ５ ｐｒｒ７ 双突变体幼苗中的表达量低于 ｐｒｒ５
ｐｒｒ９ 双突变体(图 ２:Ｃ－Ｅ)ꎮ 这表明 ＰＲＲ５、ＰＲＲ７
和 ＰＲＲ９ 协同促进幼苗花青素的积累ꎬ ｐｒｒ５ ｐｒｒ７
ｐｒｒ９ 三突变体幼苗花青素积累更低ꎮ
２.３ 过表达 ＰＲＲ５ 使幼苗中花青素含量升高

为进一步确定 ＰＲＲ 蛋白调控植物花青素合成

的生物学功能ꎬ构建了 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子驱动的过

表达 ＰＲＲ５ 转基因植物 ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ( Ｙａｎｇ ｅｔ
ａｌ. ２０２１)ꎬ筛选出表达量较高的 ３ 个纯合株系

(３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ￣９、 ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ￣１０ 和 ３５Ｓ:
ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ￣１５)并检测其幼苗花青素含量ꎮ 如图

３:ＡꎬＢ 所示ꎬ与野生型相比ꎬ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ￣９、
３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ￣１０ 和 ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ￣１５ 幼苗中

花青素的积累显著升高ꎬ表现为茎尖的颜色加深ꎬ
呈现出明显的紫红色ꎮ ＰＲＲ５ 过表达转基因植物

幼苗中 ＤＦＲ、ＵＦ３ＧＴ 和 ＬＤＯＸ 基因的相对表达量

显著高于野生型(图 ３:Ｃ－Ｅ)ꎮ 这进一步证实了生

物钟蛋白 ＰＲＲ 确实能够促进植物幼苗花青素的

积累ꎮ
２.４ ＭＹＢ７５ 和 ＴＴ８ 蛋白与 ＰＲＲ５ 蛋白相互作用

为探究生物钟 ＰＲＲ 蛋白调控拟南芥幼苗花青

素合成的分子机理ꎬ使用酵母双杂交系统(Ｙ２Ｈ)
筛选可能与 ＰＲＲ 蛋白相互作用的花青素合成相关

蛋白ꎮ 将 ＰＲＲ５、ＰＲＲ７ 和 ＰＲＲ９ 与诱饵载体 Ｇａｌ４
ＤＮＡ 结合域载体相融合( ＢＤ￣ＰＲＲ５ 等)ꎬＭＹＢ７５、
ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３、ＭＹＢ１１４ 和 ＴＴ８ 等花青素合成

相关蛋白与猎物载体的 Ｇａｌ４ ＤＮＡ 激活域融合

(ＡＤ￣ＭＹＢ７５ 等)ꎮ 通过酵母双杂交实验表明ꎬ
ＭＹＢ７５ 和 ＴＴ８ 蛋白与 ＰＲＲ５ 蛋白在酵母中发生强

相互作用ꎬ而 ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 蛋白与 ＰＲＲ５ 蛋白

在酵母中相互作用则较弱(图 ４)ꎮ
为进一步验证 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和

ＴＴ８ 蛋白与 ＰＲＲ５ 蛋白的相互作用ꎬ使用双分子荧

光互补实验(ＢｉＦＣ)在植物体内进行检测分析ꎮ 将

ＰＲＲ５ 与 ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子驱动的 Ｃ 端黄色荧光蛋

白 ( ｃ￣ＹＦＰ ) 片 段 融 合 形 成 ＰＲＲ５￣ｃＹＦＰꎬ 并 将

ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 与 Ｎ 端 ＹＦＰ 片段

融合获得 ＭＹＢ７５￣ｎＹＦＰ、 ＭＹＢ９０￣ｎＹＦＰ、 ＭＹＢ１１３￣

０８６ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



和 分别表示与 ＷＴ 比较有显著差异(Ｐ<０.０５)和极显著差异(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ
ａｎｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ａｎｄ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ＷＴ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 ｐｒｒ５ 与 ｐｒｒ７ 突变体幼苗中花青素含量降低
Ｆｉｇ. １　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｐｒｒ５ ａｎｄ ｐｒｒ７ ｍｕｔａｎｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｎＹＦＰ 和 ＴＴ８￣ｎＹＦＰꎮ 将 ＰＲＲ５￣ｃＹＦＰ 与 ＭＹＢ７５￣
ｎＹＦＰ、ＭＹＢ９０￣ｎＹＦＰ、 ＭＹＢ１１３￣ｎＹＦＰ 或 ＴＴ８￣ｎＹＦＰ
共转化到烟草叶片中ꎬ在烟草细胞核内检测到强

烈的荧光信号ꎬ而在相关的对照组中却未观察到

荧光信号(图 ５)ꎮ 这说明 ＰＲＲ５ 能与花青素合成

相关的 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白在植

物细胞核内相互作用形成复合物ꎮ
２.５ ＭＹＢ７５ 和 ＴＴ８ 蛋白与 ＰＲＲ５ 蛋白相互作用的

结构域

为 确 定 ＰＲＲ５ 蛋 白 与 ＭＹＢ７５、 ＭＹＢ９０、
ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白相互作用所必需的区域ꎬ将
突变的 ＰＲＲ５ 序列融合到 Ｇａｌ４ ＤＮＡ 结合域载体

作为诱饵ꎬ并进行了酵母双杂交分析ꎮ 如图 ６:Ａ
所示ꎬＰＲＲ５ 蛋白的 ＰＲ 结构域(ＢＤ￣ＰＲＲ５ １－１８０)与

ＣＣＴ 结 构 域 ( ＢＤ￣ＰＲＲ５ ５０２－５５８ ) 不 与 ＭＹＢ７５、
ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白相互作用ꎬ而 ＰＲＲ５
蛋 白 Ｃ 端 片 段 ( ＢＤ￣ＰＲＲ５ １７２－５５８ ) 与 ＭＹＢ７５、
ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白相互作用ꎮ 这表明

ＰＲＲ５ 的 Ｃ 端氨基酸结构域介导了 ＰＲＲ５ 蛋白与

ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白之间的相

互作用ꎮ 同时ꎬ将在酵母中与 ＰＲＲ５ 蛋白强相互

作用的 ＭＹＢ７５ 和 ＴＴ８ 蛋白突变为 Ｎ 端和 Ｃ 端ꎬ
融合到 Ｇａｌ４ ＤＮＡ 激活域载体ꎬ并进行酵母双杂

交分析ꎮ 如图 ６: Ｂ － Ｃ 所示ꎬ当 ＭＹＢ７５ 和 ＴＴ８
蛋白的 Ｎ 端缺失时ꎬ它们不能与 ＰＲＲ５ 蛋白相互

作用ꎮ 这表明 ＭＹＢ７５ 和 ＴＴ８ 蛋白的 Ｎ 端氨基酸

结构域介导了它们与 ＰＲＲ５ 蛋白之间的相互

作用ꎮ
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图 ２　 ＰＲＲ５、ＰＲＲ７ 和 ＰＲＲ９ 协同促进幼苗花青素的积累
Ｆｉｇ. ２　 ＰＲＲ５ꎬ ＰＲＲ７ ａｎｄ ＰＲＲ９ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

２.６ ＰＲＲ５ 促进花青素的合成依赖于 ＭＹＢ 家族花

青素调控蛋白

前期研究发现ꎬＰＲＲ 蛋白与花青素合成相关

的 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白相互作用

诱导花青素合成ꎬ进一步通过遗传学实验分析了

ＰＲＲ５ 促进花青素的合成是否依赖于 ＭＹＢ 家族花

青素调控蛋白的功能ꎮ 通过拟南芥遗传杂交的方

法ꎬ构建了 ｍｙｂ￣ＲＮＡｉ ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ 的杂交材

料ꎬ获得了 Ｆ３代纯合植物ꎬ并分析了花青素积累的

表型ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ与 ｍｙｂ￣ＲＮＡｉ 突变体表型一致ꎬ
ｍｙｂ￣ＲＮＡｉ ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣ＦＬＡＧ 杂交材料幼苗中花青

素的积累显著下降ꎬ表现为茎尖的颜色较浅(图 ７:
Ａ)ꎬ通过花青素含量测定ꎬ所得结果与观察到的表

型相一致(图 ７:Ｂ)ꎮ 这表明 ＰＲＲ５ 促进花青素的

合成依赖于 ＭＹＢ 家族花青素调控蛋白ꎮ

３　 讨论与结论

生物钟系统使植物可以感知和预测环境因子

的周期性变化ꎬ以协调体内代谢稳态、生长发育与

防御反应的动态平衡ꎬ使植物在合适的时间完成

其关 键 生 长 发 育 过 程 ( Ｇｒｅｅｎｈａｍ ＆ ＭｃＣｌｕｎｇꎬ
２０１５ꎻ Ｗｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 生物钟 ＰＲＲ 蛋白家族

在调控植物生长发育和响应逆境胁迫方面发挥了

重要作用ꎬ影响幼苗光形态建成ꎬ增强拟南芥对

寒冷、 干旱和盐的耐受性等 (Ｋｒｅｐｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻ
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图 ３　 ＰＲＲ５ 过表达使幼苗中花青素含量升高
Ｆｉｇ. ３　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲ５ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

图 ４　 ＰＲＲ５ 与花青素合成相关的 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白在酵母中相互作用
Ｆｉｇ. ４　 ＰＲＲ５ ｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＭＹＢ７５ꎬ ＭＹＢ９０ꎬ ＭＹＢ１１３ ａｎｄ ＴＴ８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｙｅａｓｔ
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图 ５　 ＰＲＲ５ 与花青素合成相关的 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白在植物细胞中相互作用
Ｆｉｇ. ５　 ＰＲＲ５ ｐｈｙｓｉｃａｌｌｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ＭＹＢ７５ꎬ

ＭＹＢ９０ꎬ ＭＹＢ１１３ ａｎｄ ＴＴ８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｃｅｌｌｓ

图 ６　 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 蛋白与 ＰＲＲ５ 蛋白相互作用的结构域
Ｆｉｇ. ６　 Ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＭＹＢ７５ꎬ ＭＹＢ９０ꎬ ＭＹＢ１１３ ａｎｄ ＴＴ８ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＰＲＲ５ ｐｒｏｔｅｉｎ
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图 ７　 ＰＲＲ５ 促进花青素的合成依赖于 ＭＹＢ７５
Ｆｉｇ. ７　 ＰＲＲ５ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ＭＹＢ７５

Ｋａｃｚｏｒｏｗｓｋｉ ＆ Ｑｕａｉｌꎬ ２００３ꎻ Ｋｅｉｌｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ Ｙａｎｇ 等(２０２１)研究表明ꎬ生物钟

ＰＲＲ 蛋白在种子萌发及萌发后生长过程中促进

ＡＢＡ 信号ꎬ在白天抑制种子萌发及萌发后生长ꎮ
花青素在植物抵抗多种逆境胁迫中发挥重要作

用ꎬ由 ＭＹＢ、ｂＨＬＨ 和 ＷＤＲ 三类转录因子形成的

ＭＢＷ 复合体是其生物合成中最关键的转录调控

因子(Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 外源环

境信号如光照、温度及内源植物激素信号脱落酸、
茉莉酸等可以通过调控花青素合成相关基因的表

达影响花青素生物合成与积累(Ｍｏｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ
Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ

本研究发现ꎬ生物钟 ＰＲＲ 基因突变后拟南芥

幼苗中花青素含量降低ꎮ 进一步分析 ＰＲＲ 基因双

突变体和三突变体幼苗的表型ꎬ发现 ＰＲＲ５、ＰＲＲ７
和 ＰＲＲ９ 协同促进幼苗花青素的积累ꎮ 对 ＰＲＲ 基

因相关突变体进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 实验分析结果表明ꎬ
花青素合成通路重要结构基因 ＤＦＲ、ＵＦ３ＧＴ 和

ＬＤＯＸ 的相对表达量显著降低ꎬ并与花青素积累表

型趋势一致ꎮ 通过构建 ＰＲＲ５ 基因过表达转基因

植物且检测其幼苗花青素含量发现ꎬ过表达 ＰＲＲ５
转基因植物幼苗的花青素含量显著高于野生型ꎮ
因此ꎬ本研究认为生物钟 ＰＲＲ 蛋白能够通过调控

某些花青素合成结构基因的表达来促进幼苗中花

青素的合成ꎮ 通过酵母双杂交与 ＢｉＦＣ 实验表明ꎬ
ＰＲＲ５ 蛋白能与花青素合成调控蛋白 ＭＹＢ７５、
ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 相互作用ꎮ 拟南芥中的

ＰＲＲ 蛋 白 家 族 属 于 ＣＣＴ ( ＣＯＮＳＴＡＮＳ /
ＣＯＮＳＴＡＮＳＬＩＫＥ / ＴＯＣ１)大家族ꎬ它们都具有 Ｎ 端

的 ＰＲＲ / ＲＬＤ(ＲＥＣＥＩＶＥＲ ＬＩＫＥ ＤＯＭＡＩＮ)结构域

和 Ｃ 端的 ＣＣＴ 结构域(Ｆａｒｒｅ ＆ Ｌｉｕꎬ ２０１３)ꎮ 通过

分段实验发现ꎬＰＲＲ５ 蛋白 Ｎ 端的 ＰＲＲ 结构域和

Ｃ 端的 ＣＣＴ 结构域均不能与 ＭＹＢ７５ 等调控蛋白

相互作用ꎬ而包含 ＣＣＴ 结构域的 Ｃ 端结构域却介

导了 ＰＲＲ５ 与 ＭＹＢ７５ 等调控蛋白的相互作用ꎮ 本

研究还确认了与 ＰＲＲ５ 强相互作用的 ＭＹＢ７５、ＴＴ８
蛋白的 Ｎ 端介导了它们与 ＰＲＲ５ 蛋白的互作ꎮ 因

此ꎬ本研究认为生物钟 ＰＲＲ５ 蛋白能够与花青素合

成调控蛋白 ＭＹＢ７５、ＭＹＢ９０、ＭＹＢ１１３ 和 ＴＴ８ 等互

作形成复合物ꎮ 进一步构建 ｍｙｂ￣ＲＮＡｉ ３５Ｓ:ＰＲＲ５￣
ＦＬＡＧ 杂交材料后发现ꎬ其幼苗的花青素含量与

ｍｙｂ￣ＲＮＡｉ 突变体基本一致ꎬ表明 ＰＲＲ５ 促进花青

素的合成依赖于 ＭＹＢ 家族花青素调控蛋白ꎮ
本研究认为拟南芥生物钟 ＰＲＲ 蛋白能够促进

幼苗中花青素的积累ꎬ并且可能通过 ＰＲＲ５ 与

ＭＢＷ 复合体相互作用调控花青素的合成ꎮ 本研

究发现了生物钟信号与花青素合成的联系ꎬ初步

揭示了生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进拟南芥幼苗花青素合

成的调控机制ꎬ对于深入理解生物钟信号调控植
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物环境适应性具有重要意义ꎮ 种子萌发直至幼苗

形态建成是植物生命周期中关键的发育阶段ꎬ也
是植物适应环境最敏感的阶段之一ꎬ极易受到外

界逆境环境的胁迫而死亡ꎮ 拟南芥种子属于需光

型种子ꎬ只有在土壤表层才能萌发生长ꎬ幼苗在白

天更易受到强光、干旱等环境的胁迫ꎮ 花青素是

植物天然的光保护剂ꎬ同时能够增强植物抗旱的

能力(Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ Ａｈｍｅｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 本

研究认为生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进幼苗花青素的合成

与积累ꎬ以保护植物抵御白天可能的强光、干旱等

逆境胁迫ꎻ同时 ＰＲＲ 在白天抑制种子萌发和幼苗

下胚轴伸长(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０ꎻ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎬ
以协调防御反应和生长发育的动态平衡ꎬ使植物

安全渡过关键生长发育过程ꎮ 然而ꎬＰＲＲ 蛋白通

过 ＭＢＷ 复合体调控花青素合成的分子机制仍需

进一步解析ꎬ生物钟 ＰＲＲ 蛋白促进幼苗花青素合

成的生物学功能在不同物种中是否具有保守性还

需深入研究ꎬ这对于培育优良品种以及作物生产

具有重要意义ꎮ 生物钟系统其他蛋白是否参与调

控花青素合成也有待进一步探索ꎮ
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