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胭脂萝卜 RsUFGTs 的克隆与表达分析
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摘要　为确定参与胭脂萝卜花青苷生物合成的类黄酮糖基转移酶基因(RsUFGTs),从萝卜基因组中筛选

出３个候选的RsUFGTs基因,以胭脂萝卜为材料,克隆了３个RsUFGTs的开放阅读框(ORF)并进行序列及表

达分析.结果表明:RsUFGT１和RsUFGT２的 ORF长度分别为１３８３和１３７４bp,分别编码４６０和４５７个氨基

酸,而RsUFGT３提前终止;氨基酸序列比对和系统进化树分析表明 RsUFGT１和 RsUFGT２均含有PSPG保守

特征结构域,且属于ClusterⅠ亚族成员;利用实时荧光定量PCR分析它们在不同着色萝卜品种中的表达发现,

RsUFGT１在‘红心１号’胭脂萝卜皮和肉组织中表达量较高,在‘满堂红’萝卜皮和‘春不老’的萝卜皮与肉中均

不表达,其表达量与花青苷含量呈正相关,而RsUFGT２的表达则无明显规律.因此,RsUFGT１可能是胭脂萝

卜花青苷生物合成的重要结构基因之一.
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　　胭脂萝卜属于十字花科(Brassicaceae)萝卜属

(Raphanus)萝卜种(RaphanussativusL．),其皮和

肉均呈深红色,是重庆涪陵区的特色栽培品种,是涪

陵区的第二大特产.花青苷是植物体内重要的类黄

酮类次生代谢物质,是植物器官呈现颜色的主要色

素.常见的花青苷有矢车菊素糖苷、飞燕草素糖苷、
锦葵色素糖苷、天竺葵素糖苷、芍药素糖苷与矮牵牛

素糖苷等６类.梁姗等[１]研究发现胭脂萝卜中积累

了大量的花青苷,且主要成分为天竺葵素糖苷.花

青苷的生物合成大致分为 ３个步骤:首先,苯丙氨

酸在 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶 (phenylalanineammoniaＧ
lyase,PAL)、肉桂酸氢化酶(cinnamate４ＧhydroxyＧ
lase,C４H)和 CoA 连接酶(４Ｇcoumarate:coenzyme
Aligase,４CL)的作用下,生成香豆酰 CoA;然后香

豆酰 CoA 在 查 尔 酮 合 成 酶 (chalconesynthase,

CHS)、查尔酮异构酶(chalconeisomerase,CHI)和
黄烷酮Ｇ３Ｇ羟化酶(flavanone３Ｇhydroxylase,F３H)催
化下产生无色的二氢黄酮醇.最后,二氢黄酮醇在

黄 烷 酮Ｇ３’Ｇ羟 化 酶 (flavonoid ３’Ｇhydroxylase,

F３’H)和黄烷酮醇４Ｇ还原酶(dihydroflavonol４ＧreＧ
ductase,DFR)的催化下生成无色花青素,进而在花

青素合成酶(anthocyanidinsynthase,ANS)和类黄

酮葡糖基转移酶(UDPＧglucose:flavonoid３ＧOＧgluＧ
cosyltransferase,UFGT)的作用下由无色花青素修

饰转变成为有色的花青苷[２].
糖基转移酶(glycosyltransferases,GTs)专门负

责催化糖基转移到特定的受体上[３].UGT 通常含

有多基因家族成员,目前在模式植物拟南芥中鉴定

到了１２１个UGT 基因[４],在苜蓿中鉴定到了１６５个

UGT 基因[５],根据类黄酮糖基转移的位置可将类黄

酮糖基转移酶分为类黄酮３ＧOＧ糖基转移酶、类黄酮

５ＧOＧ糖基转移酶和类黄酮７ＧOＧ糖基转移酶.目前

类黄酮３ＧOＧ糖基转移酶在植物花青苷生物合成中

研究较多.研究人员通过比较红色葡萄和白色葡萄

品种中编码类黄酮糖基转移酶基因VvUFGT 的表

达水平时发现该基因只在红色葡萄样品中表达,利
用 ABA处理提高VvUFGT 的表达且促进葡萄果

实花青苷的积累[６Ｇ７].在紫色马铃薯中,通过基因表

达分析发现StUFGT 在花青苷积累中起着关键的

作用[８].此外,在石榴[９]、芒果[１０]、梨[１１]、荔枝[１２]和

洋葱[１３]等植物中的研究表明 UFGT是花青苷生物

合成代谢过程中的关键限速酶.
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本研究以重庆涪陵的特色萝卜品种胭脂萝卜

‘红心１号’为材料,利用已发表的萝卜基因组数据

库,筛选获得候选的RsUFGTs基因,通过扩增和测

序获得RsUFGTs基因序列并对其结构进行分析,
进而利用荧光定量PCR技术检测其在不同颜色类

型萝卜品种中的表达水平,并分析RsUFGTs基因

表达和花青苷含量的相关性,获得参与胭脂萝卜花

青苷生物合成的关键基因RsUFGT,以期为胭脂萝

卜的品种改良提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

本试验选用不同颜色类型的萝卜品种‘满堂红’
(绿皮红心)、‘春不老’(白皮白心)、‘红心１号’胭脂

萝卜(红皮红心)和胭脂萝卜变种红皮白心‘红心１
号’为材料.不同品种萝卜组织编号分别为:S１,
‘满堂红’萝卜皮;S２,‘满堂红’萝卜肉;S３,‘春不

老’萝卜皮;S４,‘春不老’萝卜肉;S５,‘红心１号’
皮;S６,‘红心１号’肉;S７,‘红心１号’萝卜变种皮;

S８,‘红心１号’萝卜变种肉.
1.2　花青苷含量测定

花青 苷 含 量 的 测 定 采 用 pH 差 示 法,参 照

Wrolstad等[１４]方法,具体步骤为:取萝卜组织０．１g
样品于３ mL 浸提液(V甲醇 ∶V水 ∶V浓盐酸 ＝８５∶
１２∶３)中,室温避光充分浸提(５~６h).配制缓冲

液１ 和 缓 冲 液 ２,缓 冲 液 １:０．２ mol/L KClＧ０．２
mol/LHCl(２５∶６７,体积比),pH＝１;缓冲液２:１
mol/LNaAcＧ０．４mol/L HCl(１００∶１５０,体积比),

pH＝５.取０．５mL浸提液于试管中分别加入２mL
的缓冲液１和缓冲液２,用紫外分光光度计测定它

们在５３０nm 下的吸光值.
根据经验公式计算花青苷含量,花青苷含量＝

ΔD５３０×５×３×４４５．２/２９６００×０．１.式中,花青苷含

量,mg/g;５ 为稀释倍数;３ 为 提 取 液 体 积,mL;

４４５．２为 矢 车 菊 素Ｇ３Ｇ葡 萄 糖 苷 的 相 对 分 子 质 量;

２９６００为矢车菊素Ｇ３Ｇ葡萄糖苷的摩尔比吸收系数,

L/mol;０．１表示样品质量,g.
1.3　从萝卜基因组中获取候选 UFGT 基因

使用已经发表的拟南芥 UFGT(CAC０１７１７．１)
和荔枝 LcUFGT１(HQ４０２９１４)氨基酸序列在萝卜

基因组(http://www．nodaiＧgenomeＧd．org)中进行

Blast比对,EＧvalue＜eＧ１５０,筛选可能与花青苷生物

合成相关的候选UFGT 基因.

1.4　RNA 的提取与 cDNA 合成

使用 Magen公司的 HipurePlantRNA Mini
Kit试剂盒(具体方法参照说明书)进行萝卜样品

RNA的提取.使用 DNaseI(TaKaRa)消化 RNA
中残留的DNA,具体方法参照说明书.RNA 的浓

度测定和纯度分析:取１ mLRNA 溶液稀释至１００

μL,置于紫外核酸蛋白检测仪上测定２６０、２８０和

３２０nm 的光密度值并计算 D２６０/D２８０值.当样品

RNA的D２６０/D２８０值为１．８０~２．００时,用于下一步

试验.总RNA样品浓度按下列公式计算:RNA 浓

度＝D２６０×４０×１００.为进一步评价总 RNA 的完

整性,取２~３μL总RNA进行１．２％(m/V)琼脂糖

凝胶电泳检测.以总 RNA 作为模板合成第一链

cDNA,反转录采用 TaKaRa的 SuperScriptOneＧ
StepRTＧPCRSystem 试剂盒,引物为 Oligo(dT)１５
(TaKaRa).cDNA的合成参照反转录酶的说明书

进行.
1.5　引物设计、基因克隆和测序

依据萝卜基因组中的UFGT 基因信息,设计特

异引物,用高保真酶(TaKaRaPrimerSTAR Max
DNAPolymerase)以 cDNA 为 模 板 扩 增 基 因 的

ORF序列.扩增产物经电泳检测后切胶回收纯化,
连接pTOPOＧBluntSimple载体(北京艾德莱生物

科技有限公司),转化大肠杆菌DH５α感受态细胞,菌
液PCR检测正确后,提取质粒送华大基因公司测序.
1.6　序列比对及进化树分析

测序 得 到 的 序 列 通 过 ExPASy 的 Translate
Tool(http://cn．expasy．org/tools/dna．html)推导

出对应的氨基酸序列,利用ClustalX软件对序列进

行比对分析,再用 MEGA５．０构建系统进化树[１５],
分析亲缘关系.
1.7　荧光定量 PCR

RealＧTimePCR 反 应 在 ABIQuantStudio３
RealＧTimePCRSystem 上进行,引物见表１.反应

条件如下:９５℃１５s,５６℃１５s,７２℃３５s,４０个

循环;熔解曲线分析参考 Wei等[１６]的方法.运用

２ＧΔΔCT法进行数据处理[１７],计算花青苷生物合成相

关基因在不同样品中的表达水平.所有实验均设３
次重 复,以 ddH２O 为 阴 性 对 照,内 参 基 因 选 用

RsRPII基因[１８].

2　结果与分析

2.1　不同品种萝卜花青苷含量分析

本研究采用pH 差示法测定了不同萝卜品种的

２
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皮和肉组织中花青苷的含量.在胭脂萝卜‘红心１
号’萝 卜 的 皮 (S５)中 花 青 苷 含 量 最 高,为 １．０３
mg/g,而其萝卜肉(S６)中相对较少,为０．６３mg/g;
在红皮白心的胭脂萝卜变种‘红心１号’萝卜皮(S７)
中花青苷含量为０．７２mg/g,而在其萝卜肉(S８)中

几乎检测不到花青苷;在绿色的‘满堂红’皮(S１)中
也几乎检 测 不 到 花 青 苷,在‘满 堂 红’萝 卜 肉 中

(S２)花青苷含量仅为０．０９mg/g;在白皮白心的

‘春不老’萝卜皮(S３)和肉(S４)中几乎检测不到花

青苷(图１).
表１　本研究中所用到的引物

Table１　Primersusedinthisstudy　

引物名称 Primername 引物序列 Primersequences 用途 Usage
RsUFGT１ＧF CTCCTTCACTGTATTCTCTCACC

基因扩增

Geneamplification

RsUFGT１ＧR ACTCTGCTATTGTTACCAGTAATAC
RsUFGT２ＧF CTTGTCTCCTCACAAGTCACAACC
RsUFGT２ＧR CAGCTATGGTGGACATCCATAC
RsUFGT３ＧF ATGGCCAACACCAACCAGCC
RsUFGT３ＧR TCATGTCAACCGTGAATCTCCTC

QUFGT１ＧF GGAAGAGCTGTTGAGGCTGTG

荧光定量PCR
RealＧtimePCR

QUFGT１ＧR CAATAGAGCTTCCTTTTGCAG
QUFGT２ＧF CACGAATCAACGGGTGTGTA
QUFGT２ＧR CCCAGATAACCTCCACTGCT
QUFGT３ＧF CTACTTCCCGAGCATCCAGT
QUFGT３ＧR CCCTTTAGTTTCTCCCAGTCC

QRsRPIIＧF ATCACGCTAAATGGTCTCCT 内参基因

ReferencegeneQRsRPIIＧR GCTGCTCTCAATCAAGTCAATC

图１　不同品种萝卜不同组织中花青苷含量

Fig．１　Anthocyanincontentofdifferenttissues

fromdifferentradishcultivars

2.2　胭脂萝卜 RsUFGT 的 ORF 序列分析

利用Blast技术在萝卜基因组数据库中筛选候

选的RsUFGT 基因序列,比对发现萝卜基因组中有

３个RsUFGT 序列,分别命名为RsUFGT１、RsUFＧ
GT２和RsUFGT３.根据其序列设计特异引物,以
胭脂萝卜‘红心１号’肉质根cDNA 为模板扩增这

个３个基因的 ORF序列.测序结果显示３个基因

扩增片段长度分别为１３８３、１３７４和１４０８bp,而

RsUFGT３基因在４９３bp处出现一个终止密码子

TAA,无法正常翻译成一个完整的蛋白.通过与基

因组中组装预测的基因编码区序列比对发现该基因

缺失了８８９bp,造成了移码突变(图２).
2.3　胭脂萝卜 RsUFGT 的氨基酸序列分析

RsUFGT１编码４６０个氨基酸;RsUFGT２编

码４５７个氨基酸,而RsUFGT３在４９３bp处提前终

止,仅编码１６４个氨基酸.通过核酸序列比对发现

RsUFGT１和RsUFGT２与萝卜基因组中预测的序

列 RSG２３７１４．t１ 和 RSG０６５５３．t１ 相 似 性 分 别 为

９６．２％和９９．０％,说明不同萝卜品种间基因序列差

异较小.RsUFGT１与拟南芥的 UFGT 氨基酸序

列(CAC０１７１７．１)的相似性为７３．０％,RsUFGT２与

拟南芥的 UGT(NP_１９７２０５．１)的氨基酸相似性为

(６７．０％),RsUFGT１与 RsUFGT２氨基酸序列的

相似性为７４．９％.RsUFGT１与 RsUFGT３氨基酸

序列的相似性为７８．０％,RsUFGT２与 RsUFGT３
氨基酸序列的相似性为８０．０％.氨基酸序列比对分

析发现RsUFGT１和RsUFGT２蛋白的C端均含有

一个 由 ４４ 个 氨 基 酸 残 基 构 成 的 糖 基 转 移 酶 的

PSPGBox(plantsecondaryproductglycosyltransＧ
ferase)基序(图３).因此,本研究从胭脂萝卜‘红心１
号’深红色肉质根中克隆得到的RsUFGT１和RsUFＧ
GT２编码的蛋白序列具有该酶基因家族的特征序列,
这进一步证明其可能为类黄酮糖基转移酶基因.

采用ClustalX软件和 Mega５．０软件进行氨基

酸的多序列比对和系统进化树分析(图４),结果显

示:植物的 UDPＧ糖基转移酶可以分为４个亚族,它
们分别具有不同的类黄酮糖基转移酶催化活性;

ClusterⅠ被认为是类黄酮３ＧOＧ葡萄糖基转移酶,

ClusterⅡ被认为是类黄酮５ＧOＧ葡萄糖基转移酶,

３
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图２　RsUFGT３核苷酸序列与基因组中组装预测的基因编码区序列比较

Fig．２　ComparisonofisolatedRsUFGT３genefrom‘HongxinNo．１’andtheoriginal
sequencefromradishgenomeannotation

　图中氨基酸序列对应的 NCBI登录号:AtF３GlcT,NP_１９７２０７．１;At３AraT,NP_１９７２０５．１;LcUFGT１,HQ４０２９１４;PfF３GlcT,

BAA８９００８．１;Vm３GalT,BAA３６９７２．１.Accession number:AtF３GlcT,NP_１９７２０７．１;At３AraT,NP_１９７２０５．１;LcUFGT１,

HQ４０２９１４;PfF３GlcT,BAA８９００８．１;Vm３GalT,BAA３６９７２．１．

图３　来自不同物种的类黄酮糖基转移酶氨基酸序列比对分析

Fig．３　Aminoacidssequencesalignmentofglucosyltransferasefromdifferentspecies

ClusterⅢa和ClusterⅢb被认为是类黄酮７ＧOＧ葡

萄糖基转移酶,ClusterⅣ被认为具有催化糖基转移

到类黄酮糖苷的功能[１２];从系统进化树可以看出

RsUFGT１和 RsUFGT２ 都 属 于 同 一 个 小 亚 族

ClusterⅠ,且与拟南芥的 UGT(NP_１９７２０５．１)的关

系最近,意味着其可能具有类黄酮３ＧOＧ葡萄糖基转

移酶活性.
2.4　 RsUFGT1 和 RsUFGT2 在不同萝卜品种中的

表达分析

　 　 利 用 荧 光 定 量 PCR 检 测 了 RsUFGT１ 和

RsUFGT２在４个不同颜色品种萝卜的皮和肉组织

中的表达水平(图５),结果显示:RsUFGT１在‘满堂

红’萝卜肉(S２)、‘红心１号’萝卜皮(S５)、‘红心１
号’萝卜肉(S６)和‘红心１号’萝卜变种皮(S７)中有

表达,在‘红心１号’萝卜皮(S５)表达量最高,其次为

‘红心１号’萝卜变种皮(S７),在‘满堂红’萝卜肉

(S２)中表达水平较低,而在‘满堂红’萝卜皮(S１)、
‘春不老’萝卜皮与肉(S３、S４)和‘红心１号’萝卜变

种肉(S８)中均没有检测到RsUFGT１基因的表达.
基因表达水平与花青苷含量的相关性分析表明,

RsUFGT１的基因表达水平与花青苷含量呈显著正

相关(图６).

４
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图４　RsUFGTs与其他物种类黄酮糖基转移酶基因的进化树分析

Fig．４　PhylogeneticanalysisofRsUFGTsandGTsfromotherspecies

图５　RsUFGT１和RsUFGT２在不同萝卜皮和肉组织中的表达水平

Fig．５　ExpressionlevelofRsUFGT１和RsUFGT２inskinandfleshofdifferentradishcultivars

图６　基因表达水平与花青苷含量的相关性分析

Fig．６　Correlationanalysesbetweengeneexpressionandanthocyanincontent
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　　RsUFGT２在４种萝卜的皮组织(S１、S３、S５和

S７)中均有表达,在‘红心１号’萝卜皮(S５)中的表

达量最高,此外,在花青苷含量较高的‘红心１号’萝
卜肉(S６)中有表达.相关性分析表明RsUFGT２的

表达水平与花青苷含量没有明显的相关性,预示着

该基因可能参与其他类黄酮糖基的转移.

3　讨　论

重庆涪陵胭脂萝卜的皮和肉组织颜色深红,利
用pH 差示法测定发现其皮和肉组织中的花青苷含

量高达１．０３mg/g和０．６３mg/g.UFGT作为花青

苷生物合成途径中的最后一个酶,使不稳定的花色

素形成稳定的花青苷,对花青苷积累量起着关键的

调控作用[８].本研究通过生物信息学的方法从萝卜

基因组中筛选了３个候选的UFGT 基因,测序发现

RsUFGT３基因提前终止无法翻译成一个完整的蛋

白.氨基酸序列分析发现 RsUFGT１和 RsUFGT２
均含有保守的 PSPGBox,该序列被认为是结合糖

基供体的区域,与酶蛋白底物识别以及催化活性有

关[１９].因 此,本 研 究 克 隆 得 到 的 RsUFGT１ 和

RsUFGT２蛋白可能均具有类黄酮３ＧOＧ葡萄糖基转

移酶活性.
本研究分析发现,RsUFGT１在花青苷含量高

的组织中表达高,与花青苷的含量呈显著正相关,而
RsUFGT２的表达与花青苷的含量不相关.韩振云

等[２０]研究发现３个不同叶色的观赏海棠品种‘王
族’(叶片常紫红色类)、‘绚丽’(新叶红色类)和‘火
焰’(叶片常绿色类)叶 片 中 的 花 青 苷 含 量 也 与

McUFGT 相对表达量变化一致.Kobayashi等[６]

采用 Northern杂交发现UFGT 基因在不同颜色葡

萄品种中的表达水平与花青苷含量正相关,而不同

品种该基因及其启动子序列并无差异,其表达的差

异可能是由上游调控基因决定的.Li等[１２]在荔枝

基因组中发现了４个候选的UFGT 基因,进一步研

究发现只有LcUFGT１是以飞燕草素为底物合成花

青苷,且该基因的表达水平与荔枝果皮花青苷的积

累趋势一致,在烟草中过表达该基因后,烟草花瓣花

青苷积累量显著增加.此外,在矮牵牛中超表达来

自香雪兰(Freesiahybrida)的Fh３GT１基因,也可

促进矮牵牛花瓣中花青苷的积累[２１].此外,系统进

化分析发现,胭脂萝卜 RsUFGT１与类黄酮３ＧOＧ糖

基转移酶的关系最近(图４),推测胭脂萝卜中花青

苷的主要成分是天竺葵素３ＧOＧ糖基化的衍生物,其
具体结构还需要利用核磁共振进一步确定.UFGT

可能专一性调控类黄酮的糖基化,例如,研究人员发

现,日本牵牛花中主要花青苷成分为花青素Ｇ３Ｇ葡萄

糖苷,UFGT 不仅仅和花青苷积累量相关,而且对

花青素的糖基化和酰基化也起着重要的作用[２２].
本研究中RsUFGT２在不同品种萝卜皮组织中表达

量相对较高,可能负责萝卜皮中某种类黄酮的糖基

化,比如在矮牵牛中UGT７９B３１特异性地调控花粉

的类黄酮的糖基化[２３];在草莓中,UGT７１K３既可

以参与花青苷的生物合成,还可以影响葡萄糖酰基

间苯三酚 (UDPＧglucose:acylphloroglucinol)的含

量[２４].因此,RsUFGT２在萝卜皮组织中的具体功

能还需进一步探索.
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CloningandexpressionofRsUFGTsinredradish

DULina　WANGQi　WANGChunlan　SURui
TANChunyan　PUYan　CHENFabo　LAIBiao

SchoolofAdvancedAgricultureandBioengineering,YangtzeNormalUniversity,

Chongqing４０８１００,China

Abstract　Toclarifytheflavonoidglycosyltransferasegene(RsUFGTs)involvedinthebiosynthesis
ofanthocyanininredradish,threecandidateRsUFGTsgeneswerescreenedfromtheradishgenome,and
theopenreadingframes(ORFs)ofthreeRsUFGTswereclonedandsequencedandexpressed．Results
showedthattheORFlengthofRsUFGT１andRsUFGT２was１３８３bpand１３７４bp,encoding４６０and
４５７aminoacids,respectively．However,RsUFGT３ wasmutatedwithearlytermination．ProteinseＧ
quencealignmentandphylogenetictreeanalysesindicatedthatRsUFGT１andRsUFGT２bothcontain
PSPGconserveddomainandbelongtothesameUFGTclass．TheresultsofrealＧtimequantitativePCR
analysisshowedthattheexpressionofRsUFGT１in‘HongxinNo．１’wasrelativelyhighandnoexpresＧ
sionwasdetectedinskinof‘Mantanghong’andinskinandfleshof‘Chunbulao’．Theexpressionof
RsUFGT１waspositivelycorrelatedwithanthocyaninscontentintissuesofdifferentradishcultivars．
However,noobviousrulesofRsUFGT２expressionweredetected．ItisindicatedthatRsUFGT１maybe
oneoftheimportantstructuralgenesofanthocyaninbiosynthesisinredradish．
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