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摘要 为探讨 MYB基因在‘红阳’(Actinidiachinesis‘Hongyang’)猕猴桃果实着色过程中的重要作用,利
用反转录聚合酶链式反应(RT-PCR)结合快速扩增cDNA末端(RACE)技术克隆了‘红阳’猕猴桃的一个 MYB
转录因子基因。该基因的cDNA全长962bp,序列包含一个666bp的开放阅读框(ORF),编码221个氨基酸残

基的蛋白质,其N端具有2个典型的 MYBDNA结合域。同源性分析显示,该酶的氨基酸序列与矮牵牛、葡萄、

番茄、金鱼草等植物中花青素途径相关的 MYB 转录因子基因的相似性都达到80%以上。实时荧光定量PCR
分析结果显示,AcMYB在‘红阳’猕猴桃中的表达量与花青素含量呈正相关,二者均在果实转色主要阶段维持较

高水平,推测该基因在调控花青素合成的过程中起着重要作用。

关键词 花青素;猕猴桃;MYB;基因克隆;表达分析

中图分类号 S663.4  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2012)06-0679-07

  猕猴桃是一种兼具营养与保健双重功能的水

果,果肉颜色是猕猴桃的重要经济性状,现有猕猴桃

主栽品种的果肉多为绿色和黄色,相比之下,红肉品

种非常稀少。‘红阳’是世界上第一个红肉猕猴桃品

种[1],内果皮红黄相间呈漂亮的放射状,甜度高,风
味好,受到国内外消费者的普遍欢迎,在我国四川已

有较大面积栽培。红色是‘红阳’猕猴桃推向国内外

市场并倍受欢迎的关键特性,但在不同地区及不同

海拔条件下栽培的‘红阳’着色程度都不同:如在四

川苍溪栽培的‘红阳’着色深,而在武汉、长沙等地区

栽培时几乎没有红色。‘红阳’的呈色稳定性受环境

因素的影响极大,目前选育的红肉猕猴桃其他品种

均存在类似问题,这对红肉猕猴桃栽培是个巨大的

挑战。
红肉猕猴桃之所以呈现红色,是因为含有下面

4类花青素中的1~2种:矢车菊素-3-O-[2-O-β-
(xylo-syl)-半乳糖苷]、矢车菊素-3-O-半乳糖苷、矢
车菊素-3-O-葡萄糖苷及飞燕草素-3-O-[2-O-β-(xy-
losyl)-半乳糖苷][2-3]。

在高等植物中,多数的花青素生物合成的调控

发生在结构基因的转录水平上,受多种转录因子在

不同时空上的组合调控。研究发现,MYB 类型转录

因子是参与花青素生物合成的关键转录因子之

一[4]。如葡萄浆果中VvMYBPA1调控CHI基因

的表达,VvMYBA2促进UFGT 基因表达[5];番茄

ANT1编码的 MYB 基因过量表达,提高 CHS、
CHI、DFR 和UFGT 基因的转录水平[6];拟南芥

PAP1与紫色花青素苷的形成相关,MYB12促进

CHS、CHI和F3H 的表达[7];番薯IbMYB1特异

调控块根的 CHS、CHI、F3H 和ANS 基因的表

达[8];苹果中R2R3MYB 类型的 MdMYB10调控

整个花青素合成途径中所有结构基因的协同表

达[9];梨PyMYB10参与并调控花青素生物合成途

径基因的表达[10];烟草 NtAn2调控花青素生物合

成途径结构基因的协同表达[11]。
近年来果树花青素合成途径的研究取得了较大

进展,但是关于猕猴桃果肉着色稳定性的研究迄今

为 止 仅 报 道 了 DFR[12]、F3H[13]、F3GT1 和

F3GGT1[14]这几个结构基因,尚未见到关于猕猴桃

花青素生物合成相关转录因子的报道。‘红阳’在不

同地区表现的相对稳定的差异归根结底是环境的不

同导致基因差异表达的结果。本研究拟通过分析

‘红阳’在武汉、苍溪中海拔地区这2个栽培区MYB
转录因子基因的差异表达情况,逐步揭示该优良品
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种在不同栽培区着色不稳定的内在原因;同时,通过

研究‘红阳’不同组织部位中AcMYB 的表达差异,
明确红肉猕猴桃果实发育过程中花青素途径转录因

子基因表达的变化规律。

1 材料与方法

1.1 试验材料

‘红阳’猕猴桃取样点分别为四川苍溪和武汉植

物园。每个取样点设置3个单株作为重复,于开花

后30、50、65、80、120、150d进行采样,取内果皮

部位以及开花期子房、花瓣、幼叶、嫩茎。采样后立

即在 冰 上 切 成 小 块,迅 速 于 液 氮 中 深 冻 后 置 于

-70℃保存备用。
1.2 ‘红阳’猕猴桃 MYB 转录因子基因 cDNA 核心

片段的克隆

  参照改良的氯化锂沉淀法[13]提取‘红阳’猕猴

桃的 总 RNA,以 适 量 无 RNase的 水 溶 解,并 用

DnaseⅠ处理,置于-70℃保存备用。
利用同源克隆法设计PCR引物,上、下游引物

分别 为 MYB1-F、MYB1-R(序 列 见 表1)。以 总

RNA为模板,反转录合成第一链cDNA,以得到的

cDNA为模板进行PCR扩增,反应体系及反应条件

参照Invirogen公司的SuperScriptⅢ First-Strand
SynthesisSystemforRT-PCR试剂盒说明书进行。

PCR产物用琼脂糖凝胶电泳检测,切胶回收目的带

并克隆测序,所得序列用Blast搜索引擎在NCBI数

据库中进行同源性查找。
1.3 MYB 转录因子基因全长 cDNA 的克隆及序列

分析

  根据已获得的该基因的cDNA 核心片段,设计

用于克隆5′cDNA 片段和3′cDNA 片段的基因特

异引物(表1)。

5′RACE流程参照Invirogen公司的5′RACE
SystemforRapidAmplificationofcDNAEnds试

剂盒说明书进行。3′RACE流程参照clonetech公

司的SMARTerTM RACEcDNAAmplificationKit
试剂盒说明书进行。

通过特异引物 MYB-F、MYB-R(表1)扩增含

ORF的全长片段,测序验证RACE的结果。所得

序列用BlastX搜索引擎在NCBI数据库中进行同

源性查找,用 CDD在线程序(http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/structure/cdd/wrpsb.cgi)分析功能

结构域,并用DNAtools6分析软件和欧洲生物信

息研究所的ClustalW 在线工具进行序列比较和

分析。
1.4 花青素的提取与测定

利用HPLC法测定不同发育期猕猴桃果实中

的主要花青素(即矢车菊素-3-O-xylo(1-2)-半乳糖

苷)含量,仪器型号为Agilent1100型高效液相色谱

仪;色谱柱 AgilentTC-C18,25mm×4.6mm;柱
温:28℃;流速:0.6mL/min;波长:450nm。具体

操作参照杨红丽[15]的方法。
1.5 MYB 转录因子基因的表达分析

采用Real-timePCR定量法对目的基因的表达

模式进行分析。分别提取不同样品总RNA,Dnase
Ⅰ处理后,用 MMLV酶(promega)反转录合成cD-
NA第一链。以组成型表达的细胞肌动蛋白(actin)
基因作为内参基因,内参基因引物Actin-F、Actin-R
及基因特异引物qMYB-F、qMYB-R序列见表1,在

Rotor-Gene6000荧光定量PCR仪上进行扩增。反

应体系及程序参照 Roche的 FastStartUniversal
SYBRGreenMaster(ROX)试剂盒说明书,每个样

品做3个重复。反应完成后,用仪器自带的软件ro-
tor-gene1.7计算Ct值,最后用2-△△Ct法[16]进行相

对表达量的分析。
表1 本研究中所用的引物

Table1 Primerpairsusedinthisstudy

引物Primers 序列Sequence(5′-3′)

MYB1-F GCATGGACTGAGGAAGAGGA
MYB1-R AGGTTGGGCCTCTGTACCTT
GSP-1 TCGTTTGATGTTCTTCC
GSP-2 CTTCATCAGCAGTAAAGTTTCCTC
GSP-3 AGTTTAACCATCGCATTCTACAGCT
3′GSP CACGGCCATCACCACCATCCAACAAT
MYB-F ATGGAAAGTGTTACTTTAGGAGTG
MYB-R AAATGGCCTGCAGACTCAAC
qMYB-F AGAAGGAAAGTGGCACCAA
qMYB-R GTCTACCCGCAATTAATGACC
Actin-F TGCATGAGCGATCAAGTTTCAAG
Actin-R TGTCCCATGTCTGGTTGATGACT

2 结果与分析

2.1 MYB 转录因子基因 cDNA 全长的克隆及序列

分析

  以不同物种MYB 基因核苷酸的保守区搜索猕

猴桃EST数据库,根据所得序列设计引物扩增出猕

猴桃MYB 基因cDNA的核心片段,测序表明该片

段长416bp。经Blast查询,证实此片段为 MYB 基

因的部分同源分子。根据此片段设计基因特异引物,
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图1 ‘红阳’猕猴桃MYB 基因的cDNA序列及推导的氨基酸序列

Fig.1 NucleotideanddeducedaminoacidsequencesofMYBcDNAfromActinidiachinesis‘Hongyang’

用RACE技术扩增得到 MYB 基因的5′和3′末端,
对测序所得的5′和3′cDNA末端的核苷酸序列进行

拼接,得到 MYB 基因的全长cDNA,命名为 Ac-
MYB,经过全长再次扩增和比对,证明RACE拼接

所得序列正是MYBcDNA全长序列,其长度为962
bp。在该cDNA 的5′端存在128bp的非翻译区

(UTR),中间为666bp的开放阅读框(ORF),3′端
非翻译区(UTR)长度为168bp(图1)。由全长

186
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cDNA预测的AcMYB 含有221个氨基酸残基。序

列经BlastX搜索、同源性分析,该酶的氨基酸序列

与矮 牵 牛(Petuniahybrida Vilm.)、葡 萄(Vitis
spp.)、番茄(Solanumlycopersicum L.)、金 鱼 草

(AntirrhinummajusL.)等植物中花青素途径相关

的MYB 转录因子基因的相似性都达到80%以上。
对其功能结构进行分析,发现N端具有2个典型的

MYBDNA 结合域,为典型的 R2R3MYB 转录因

子。在GenBank中做同源性分析表明 ,AcMYB 基

因氨基酸序列与其他MYB 转录调控因子的同源区

域都集中在N端R2R3DNA结合结构域,在C端同

源性极低。将 AcMYB与其他植物的28种 MYB
类型的转录因子的氨基酸序列进行同源性比较,结
果表明,AcMYB与其他重要的调控因子(如拟南芥

中 的 PAP1,MYB113,MYB114 及 葡 萄 中 的

VvMYBA1等)具有很高的同源性。

 MYB来源及登录号如下:SequencesusedandtheirGenBankaccessionnumber:c-myb,AAA52031[Homosapiens];ROSEA1,

ABB83826,ROSEA2,ABB83827,VENOSA,ABB83828,AnMYB,AAL78741,[Antirrhinum majus];VvMYBA2,BAD18978[Vitis

vinifera];VvMYBA1,BAD18977,VlMYBA2,BAC07540,VlMYBB1-1,BAC0754,VvMYB5b,AAX51291[Vitisvinifera];FaMYB1,

AAK84064[Fragaria×ananassa];PeAn2protein,AAF66727[Petunia×hybrida];So-Ly-anth1,AAQ55181[Solanumlycopersi-
cum];GoMYB,AAK19611[Gossypiumhirsutum];AtMYB23,NP_198849,ATMYB0,NP_189430,AtMYB113,NP_176811,At-
MYB114,NP_176812,AtMYB90,NP_176813,AtMYB4,BAA21619,AtMYB5,NP_187963,AtMYB66,NP_196979,PAP1,NP_

176057,TT2,NP_198405,[Arabidopsisthaliana];ZeaMYB1,AAA19821,ZeaMYB2,NP_001105885,ZeaMYBC,P10290,ZeaMYBC,

P10290,[Zeamays].

图2 MYB的分子系统树

Fig.2 PhylogenetictreesofthededucedMYBaminoacidsequence

2.2 不同栽培区 ‘红阳’猕猴桃中花青素含量的

变化

  ‘红阳’果实在武汉及四川苍溪中海拔地区栽培

过程中,其果实横切面着色存在明显差异(图3)。
开花后坐果初期50d内,两地果实横切面着色无差

异,此后内果皮隔区内红色逐渐出现着色差异,随着

果实发育更加明显,在果实采收阶段差异最大。
‘红阳’猕猴桃花青素含量因种植区域不同呈现

不同的变化规律(图4)。转色期(65d)前2个不同

栽培区栽培的‘红阳’猕猴桃果实中花青素含量很

低,甚至检测不到。转色期之后持续到采收期,苍溪

栽培的‘红阳’猕猴桃果实花青素含量一直迅速增

长。而武汉栽培的‘红阳’猕猴桃果实花青素含量在

不同发育期始终维持在较低水平。

 A:武汉地区栽培时开花后30d30dafteranthesisinWuhan;

B:武汉栽培时开花后150d150dafteranthesisinWuhan;C:四
川苍溪栽培时开花后30d30dafteranthesisinCangxiofSi-
chuan;D:四川苍溪栽培时开花后150d150dafteranthesisin
CangxiofSichuan.

图3 不同地区栽培时‘红阳’果实着色差异比较

Fig.3 Pigmentationdivergencebetween
‘Hongyang’fruitscultivatedindifferentregions
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图4 花青素动态

Fig.4 Changesofthemainanthocyaninconcentration
2.3 AcMYB 在不同栽培区栽培的‘红阳’猕猴桃中

的表达

  在‘红阳’猕猴桃果实中,子房(用0d表示)呈
现红色,接着,红色褪去,花后30d的果实完全不显

红色;然后随着发育过程,果肉又开始逐渐呈现红

色,从转色后期一直到成熟期,果肉颜色均较深。

AcMYB 基因随着‘红阳’猕猴桃果实的发育,其表

达水平呈先上升后下降的趋势,在开花后30d的果

实中表达量最低,在花后80d到花后120d的表达

量较高。比较不同栽培区不同发育阶段AcMYB 的

表达情况,发现苍溪中海拔地区栽培的果实中,

AcMYB的转录水平明显高于武汉栽培区的,这与果

实的颜色密切相关,表明AcMYB 在花青素的合成

中起着重要作用。

图5 AcMYB 在不同地区栽培的‘红阳’
猕猴桃内果皮中的表达变化

Fig.5 ExpressionofAcMYBinfruitsatdifferentdevelopmental
stagesof‘Hongyang’thatgrowatdifferentregions

2.4 AcMYB 在‘红阳’猕猴桃不同组织器官中的表

达

  苍溪中海拔地区栽培的‘红阳’猕猴桃的嫩茎、
幼叶略带红色,花瓣黄白色,子房红色,转色后期猕

猴桃内果皮部位(即花后120d猕猴桃果实的内果

皮部位)着色最深;武汉栽培区对应组织着色均比苍

溪栽培的浅,嫩茎基本不着色。
以苍溪中海拔地区和武汉植物园栽培的‘红阳’

猕猴桃为试验材料,探索AcMYB 在其嫩茎、花瓣、
幼叶、子房及转色后期猕猴桃果实的呈色部位的表

达差异。在苍溪中海拔地区栽培的‘红阳’猕猴桃,

AcMYB在各呈色组织均有较高的表达,其中以转色

后期内果皮部位(120d)表达量最高,而在花瓣中基

本上不表达;而在武汉栽培的‘红阳’猕猴桃,Ac-
MYB 在不同组织器官中的表达也有类似的趋势,不
同的是,嫩茎中AcMYB 的表达量极低。对比2个

不同栽培区不同组织中AcMYB 的表达差异,发现

苍溪中海拔地区的‘红阳’猕猴桃不同组织器官中

AcMYB 的表达均高于武汉栽培区。AcMYB在这些

不同栽培区不同组织中的表达水平与各组织器官的

颜色呈正相关,在颜色最深的组织中转录水平最高。

图6 AcMYB 在‘红阳’猕猴桃不同组织器官中的表达

Fig.6 ExpressionofAcMYBindifferent
tissuesof‘Hongyang’

3 讨 论

植物花青素合成主要受两类基因控制,一类是

结构基因,另一类是调节基因。调节基因编码的转

录因子可以调控结构基因的时空表达,MYB蛋白

是植物花青素合成涉及的最广泛的调节因子,它是

一类DNA结合蛋白,含有一段保守的DNA结合结

构域。植物中大多数的 MYB蛋白是R2R3型。本

研究通过同源克隆及RACE技术,克隆了‘红阳’猕

猴桃的一个 MYB 转录因子基因,序列分析发现它

与其他植物中花青素途径相关的 MYB蛋白的氨基

酸序列具有较高的同源性,而且其N端具有2个典

型的DNA结合域,可见新克隆的AcMYB 是一个

R2R3型的转录因子,它可能对‘红阳’猕猴桃的着

色起着重要作用。
刘仁道等[17]利用分光光度计的检测表明,花青

素在‘红阳’猕猴桃开花后65d左右开始就能检测
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到,本研究结果与其相似,实际上笔者可检测的花青

素形成时间更早,为花后50d。本研究中,从开始转

色到开花后150d(9月15日左右),苍溪栽培区不

同发育期的‘红阳’猕猴桃中,果实花青素含量持续

上升,并未监测到花青素下降的趋势,这可能是与花

青素种类或试验的不同年份间的重复性有关。Ac-
MYB 在‘红阳’各发育期的表达水平随着发育期的

进行先上升后下降,后期表达水平下降可能是由于

糖浓度升高,维持了花青素的继续合成或者糖苷化,
但不需要继续活化合成催化酶。武汉栽培区不同发

育期的‘红阳’猕猴桃中,花青素的含量及AcMYB的

表达均维持在较低水平。这与花青素含量的变化趋

势一致,表明所克隆的AcMYB 在调控花青素合成

的过程中可能起着重要作用,AcMYB 在‘红阳’不
同组织中的表达模式也证明了这一点。

果肉颜色是品质的重要指标之一,不同地区及

不同海拔条件下栽培的‘红阳’着色程度差异很大,
这对红肉猕猴桃栽培是个巨大的挑战。‘红阳’猕猴

桃着色不稳定的主要原因可能为光照(包括光强、光
质)[18]和温度(包括昼温、夜温及昼夜温差)[19-20]两
方面的因素。比较武汉与四川苍溪2个红阳栽培区

的气候条件,发现2个地区均属于亚热带湿润季风

气候,年平均温度、降雨量及无霜期相近,但是昼夜

温差差异较大。而且武汉地区栽培的‘红阳’猕猴桃

在果实发育过程中,正值该地区的高温季6-9月。
为探索温度影响‘红阳’猕猴桃着色不稳定的分子基

础,本研究分析了‘红阳’在武汉、苍溪中海拔地区这

2个栽培区AcMYB 的差异表达情况,结果显示低

温环境下(苍溪中海拔)AcMYB 的表达量明显高于

高温环境(武汉),表明低温可能通过信号通路实现

对AcMYB 的上调表达来促进花青素的合成。
呈色问题是一个复杂的问题,现已查明的影响

植物器官着色的因素存在多个层次。从分子调控的

角度,发现了三类花青素途径的调控因子:MYB,

bHLH及 WD40,它们相互作用,调控结构基因的

表达水平,从而连接着分子调控到器官着色的基本

过程[21]。所以,关于低温下MYB如何调控着色,是
否通过调节使合成途径的结构基因表达上调,从而

合成花青素浓度上升? 需要进一步调查 MYB与结

构基因之间的表达模式才可得到阐明。
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Cloningandexpressionanalysisof
MYBinActinidiachinesis‘Hongyang’

MANYu-ping1 LIGang1 LIUHong1 WANGYan-chang2 QINRui1

1.SchoolofLifeSciences,South-CentralUniversityforNationalities,

Wuhan430074,China;

2.KeyLaboratoryofPlantGermplasmEnhancementandSpecialtyAgriculture,

WuhanBotanicalGarden,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430074,China

Abstract ToelucidatethefunctionofMYBinActinidiachinesis‘Hongyang’pigmentation,ano-
velMYBgene(AcMYB)wasisolatedfromthatcultivarbyreversetranscription-polymerasechainreac-
tion(RT-PCR)andrapidamplificationofcDNAends(RACE).Thefull-lengthcDNAofAcMYBis962
bpwithanopenreadingframe(ORF)of666nucleotidesencodingaproteinof221aminoacidswithtwo
typicalMYBDNAbindingdomainsatitsN-terminal.TheresultofBlastXshowedthatAcMYBhad
highsimilaritywithMYBtranscriptionfactorsinPetuniahybridaVilm.,Vitisspp.,Solanumlycoper-
sicum L.,AntirrhinummajusL.andsequencesfromotherplantspeciesrelatedtotheelevationofan-
thocyaninpigmentation.Real-timePCRanalysisindicatedthattheexpressionofMYBwaspositively
correlatedwiththemainanthocyaninconcentrationinActinidiachinesis‘Hongyang’andbothofthem
maintainedhighlevelsatthestageofpigmentation,suggestingthatAcMYBmayplayanimportantrole
inregulatinganthocyaninbiosynthesis.

Keywords anthocyanin;kiwifruit;MYB;genecloning;expressionanalysis
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