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黑果枸杞中调控花青素合成代谢的 MYB基因克隆与序列分析
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摘 要 黑果枸杞中富含花青素、蛋白质、多糖等多种对人体有益的营养物质，是一种很好的药用植物。本
研究对黑果枸杞 cDNA进行 Solexa高通量转录组测序并用 PCR方法克隆黑果枸杞中 MYB基因的转录因
子 SlAN2。研究结果表明：该基因全长 774 bp，编码 257个氨基酸，分子量为 29 775.84，等电点为 7.79，具有
两个属于 SANT超基因家族的保守区，蛋白具有一定的亲水性，二级结构主要以 α-螺旋和不规则卷曲为蛋
白质最大量的结构原件，跨膜区分析推测该蛋白质可能不具有跨膜区，主要是在膜外进行作用。进化分析表
明：SlAN2基因与番茄、矮牵牛、辣椒等物种的调节基因的亲缘关系很近。本研究为解析黑果枸杞果实中调控
花青素合成代谢基因分子遗传机理、为更好的利用花青素提供了科学依据。
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Abstract Lycium ruthenicum is rich in anthocyanidin, protein, polysaccharide and other nutrients beneficial to
the human body, and it is a good medicinal plant. In this study, Solexa high-throughput transcriptome sequencing
of Lycium ruthenicum was carried out, and PCR method was used to clone the transcription factor SlAN2 of MYB
gene in Lycium ruthenicum Murr.. The results showed this gene was 774 bp in length, encoding 257 amino acids,
with a molecular weight of 29 775.84 and isoelectric point of 7.79, and had two conserved regions belonging to the
SANT super-gene family. The protein had certain hydrophilicity, and the secondary structure mainly consisted of
alpha helix and irregular coiling as the largest structural primitives of protein. The trans-membrane region analysis
suggested that the protein might not have a trans-membrane region, but mainly acted outside the membrane.
Evolutionary analysis showed: The SlAN2 gene was closely related to the regulatory genes of tomato, petunia, pep-
per and other species.This study would provide a scientific basis for the analysis of molecular genetic mechanism
of genes regulating anthocyanin anabolism in Lycium ruthenicum and for the better utilization of anthocyanin.
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黑果枸杞(Lycium ruthenicum Murr.)，蒙名为“乔
诺英－哈尔马格”、藏药名“旁玛”，系茄科(Solanaceae)
枸杞属(Lycium L.)植物，是中国西北荒漠地区一种特

有的野生植物资源，其浆果呈顶部略凹陷的球形，成
熟后为紫黑色，无毒，有甜味，有大量的有益微量元
素(夏园园等, 2015)，很多文献记载黑果枸杞具有抗



氧化，养肝明目等功效，对于预防和治疗心脑血管系
统疾病具有一定的帮助(林丽等, 2013)，是一种传统的
中药材。黑果枸杞中花青素的含量是葡萄的 10.72倍、
树莓的 4.91倍、紫甘蓝的 1.91倍、蓝莓的 1.75倍、紫
薯的 4.45倍(闫亚美等, 2014,食品工业科技, 35(16):
133-136)，被证实为花青素含量最高的植物，因此花
青素也成为了黑果枸杞最主要的商品特征，可用于
食品、医药、化妆品等(陈海魁等, 2008, 黑龙江农业
科学, (5): 155-157)。

植物界中各种各样的花与果的颜色由植物重要
的次级代谢产物花青素控制着，花青素是属于黄酮
类的一种水溶性色素(李进等, 2006)，对于植物而言
花青素不仅赋予植物美观的颜色，而且在植物间传
粉也有着很重要的作用，对人体也具有抗癌，抗菌，
抗炎及抗衰老等很多益处。不同花青素之间的差异
主要取决于羟基的数目、羟基的甲基化程度、糖分子
附着的性质、数量和位置，附着在糖分子上的脂肪族
或芳香酸的类型和数量等，到目前位置，一共发现了
20种花色素(贾赵东等, 2014)。花青素的生物代谢途
径是在一系列复杂的酶促反应和相关转录因子的调
控下合成，多数花青素苷分支由 MBW (MYB-BH-
LH-WD40)转录因子三元复合体调控 (Petroni and
Tonelli, 2011)，可见 MYB基因在调控花青素合成中
的重要性。

MYB转录因子有着很多生物学功能，比如参与
植物的初生和次生代谢反应、植物细胞形态和模式
的建成、多个生长发育过程及逆境胁迫应答反应等
(左然等, 2012)，黄云吉等(2015)研究发现苦荞中的
MYB转录因子可能参与抗高盐、干旱等非生物胁迫
的应答反应。国内外很多研究已经通过实验证实
MYB转录因子参与花青素合成代谢，CtMYB-TF5，
CtMYB-TF6，CtMYB-tf7等在红花的根、茎叶中的表
达含量低，而在花中有很高的表达(陈江等, 2018)，还
有MYBA及MYB10调控着蔷薇目植物苹果、梨、草
莓等的花青素合成(Espley et al., 2007)，MnMYB330
在桑葚果实发育过程中显著上调，与花青素在桑葚
中的积累成正相关关系(李军等, 2016年)。在研究领
域内，对 MYB 转录因子的研究越来越广泛，越来
越多的相关 MYB家族的基因及其相关的功能被挖
掘，深入的了解MYB转录因子与花青素的关系对更
好的利用花青素提供有效的依据，在本研究以黑果
枸杞为研究对象，了解到果实中相关 MYB的基因
SlAN2，对其进行克隆与生物信息学分析，不仅对黑
果枸杞有了新的认识，而且为MYB转录因子的研究
增加了新的内容。

1结果与分析

1.1 SlAN2基因的序列分析

通过 BLAST程序在 NCBI上将获得的目的基因
片段进行同源搜索比对发现了 MYB基因的全长片
段(图 1)。DNAStar软件分析出该基因全长 774 bp。
推测基因的开放阅读框编码 257个氨基酸，ATG为
起始密码子，TGA为终止密码子。分子量为 29 775.84，
等电点为 7.79。负电荷残基数为 33 个，正电荷数
为 34个。

1.2 SlAN2蛋白能域及亲水性的分析

利用 NCBI的 BlastP在线比对软件，在蛋白质
保守区数据库进行蛋白质保守区预测。结果显示，该
基因具有两个属于 SANT超基因家族的保守区，第
一个保守区是从第 8个氨基酸到第 56个氨基酸，为
48个氨基酸长度，第二个保守区是从第 71 个氨基
酸到 107个氨基酸，为 37个氨基酸长度(图 2)。用
ProtScale在线软件进行亲疏水性预测，预测结果显
示蛋白质疏水性最大值与最小值分别为 1.322 和
-3.378，而且疏水的平均值为 -0.845，这说明这些蛋
白质具有一定的亲水性(图 3)。

1.3 SlAN2二级结构及蛋白质跨膜分析

使用 SOPMA工具进行分析二级结构则主要是
以 α-螺旋(45.53%)和不规则卷曲(35.80%)为主，其
次有延伸链 (12.84%)、β- 转角 (5.84%) (图 4)。用
TMHMM-2.0分析跨膜区，结果显示，该蛋白质不具
有跨膜区，在膜外进行作用(图 5)。

1.4 SlAN2亲缘性分析与多序列比对

利用MEGA 4软件对该基因与其他植物的氨基
酸序列进行对比构建系统进化树(图 6)，结果显示，
黑果枸杞中MYB转录因子调控的 SlAN基因与辣椒、
矮牵牛、茄子等物种的调节基因的亲缘关系很近。在
蛋白质数据库中用得到的氨基酸序列与亲缘关系近
的几种物种的氨基酸序列进行同源性比对，结果发
现枸杞氨基酸序列与番茄中 LeANT1基因翻译的氨
基酸序列相似系数为 58%；与矮牵牛中 PhAN2基因
所翻译的氨基酸序列相似度为 59%；与辣椒中 CaA
基因翻译的氨基酸序列相似系数为 76% (图 7)。

2讨论

黑果枸杞中的花青素含量很高，花青素成为了
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黑果枸杞的主要商品特征。花青素生物合成与多个
结构基因相关，而这些结构基因的表达受控与转录
因子，这些转录因子主要包括 MYB、bHLH、WDR三

大类。对于MYB转录因子的研究也是相对较多的，
最早在玉米中发现调控花青素合成的 MYB类转录
因子 ZmC1，如果在玉米中发生 MYB类调控基因的
基因突变，会引起玉米果实颜色的改变出现杂色玉
米，包括在水果、蔬菜及观赏类花卉中都会出现同一
品种不同颜色的情况。并不是所有的MYB转录因子
都具有正调控的作用，有一些也会起到负调控的作
用，在拟南芥和矮牵牛中发现有抑制作用的 MYB，
它们与激活型MYB拮抗，使花青素避免在不适合的
组织和环境中过度的积累(Albert et al., 2014)。
对于 MYB转录因子的克隆及表达分析在其他

植物中也有研究，陈江等(2018)在红花中克隆了 6个
MYB 转录因子基因，分别命名为 CtMYB-TF1、Ct-
MYB-TF2、CtMYB-TF3、CtMYB-TF4、CtMYB-TF5、Ct-
MYB-TF6，序列分析表明 6个基因都具有 MYB转录

图 1预测基因编码的氨基酸
Figure 1 Prediction of the amino acid encoded by genes

图 2 SIAN2保守结构域分析
Figure 2 SIAN2 conserved domains analysis

图 3 SIAN2的疏水,性亲水分析
Figure 3 Hydrophobic and hydrophilic analysis of SIAN2
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图 4 SIAN2的二级结构的预测分析
注:蓝色: α-螺旋;紫色:无规则卷曲;红色:延伸链;绿色: β-
转角
Figure 4 Prediction and analysis of the secondary structure of
SIAN2
Note: Blue: Alpha helix; Purple: Random coil; Red: Extended
strand; Green: Beta turn

因子核心结构域，且 CtMYB-TF5和 CtMYB-TF6在植
物根茎叶中表达较低，在花中表达较高。丁蒙蒙等
(2018)在楠木中共挖掘了 82个 MYB转录因子，转
录因子蛋白所含的氨基酸数目为 50~121个，分子量
为 5.907~123.64 kD，都具有亲水性，以 α-螺旋和无
规则卷曲为主要二级结构原件，都具有高度的保守
型。同时，对黑果枸杞中的MYB转录因子也有研究，
王翠平等(2018)获得黑果枸杞 LrMYB1R1 基因，全
长 1 496 bp，编码区为 927 bp，编码产物包含 308个
氨基酸，编码蛋白相对分子质量为 33 400，理论等电
点为 7.80，属于 R1-MYB基因，并与番茄和马铃薯等
的MYB蛋白具有高度的相似性。

有研究证明 MYB基因会参与植物逆抗胁迫的
生理反应，程路等(2016)研究谷子抗旱品种 GG在干
旱胁迫后 Sioo2017的表达量升高，并发现该转录因
子与玉米中已经证实参与抵抗各种压力胁迫的
MYB-IF35具有很高的同源性，黑果枸杞生长的地理
环境也比较干旱且能低温条件下也能很好的生存，
这种性质是否与黑果枸杞中 MYB基因有关，目前没
有报道，在今后对黑果枸杞的研究中可以去探究。

3材料与方法

3.1实验材料

黑果枸杞植株 2013年采集于青海省柴达木盆
地诺木洪农场，移栽至中国科学院西北高原生物研
究所内。黑果枸杞结果后，将新鲜的黑果枸杞果实采
摘用液氮冷冻后保存在 -80℃冰箱中，备用。

3.2基因克隆

将保存于 -80℃冰箱中备用的黑果枸杞果实取
出，采用 Tiangen RNAprep纯植物试剂盒进行 RNA
的提取，用浓度测定仪测定 RNA浓度，将浓度检测
合格的 RNA 送去华大基因公司用 Illumina Hiseq
2000进行转录组测序，得到的原始数据经过过滤、组
装及对基因的注释与分类等处理后获得黑果枸杞果
实的转录组数据。利用 RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit 反转录试剂盒(Thermo Scientific 公司)
将黑果枸杞果实的 RNA按试剂盒提供的步骤反转
录成 cDNA，保存于 -20℃冰箱中用于基因克隆。从
获得的黑果枸杞转录组数据中找出转录本，用 Pre-
mier 5.0软件设计特异性引物，正向引物：5'-TGTTC

图 5蛋白质序列跨膜区分析情况
Figure 5 Results of transmembrance domain analysis of protein
sequences

图 6蛋白系统的进化树
Figure 6 Protein system phylogenetic tree

黑果枸杞中调控花青素合成代谢的 MYB基因克隆与序列分析
Cloning and Sequence Analysis of MYB Gene Regulating Anthocyanin Anabolism in the Lycium ruthenicum 3211



分子植物育种
Molecular Plant Breeding

TTAATGCTACTGATGG-3'，反向引物：5'-ATGATG
AATACTAGTGTTACTAT-3'，正反向引物预期的片
段长度都为 1 200~1 300 bp。将 PCR总反应体系设
计成 50 μL，其中包含的反应物有：Buffer 10 μL，
dNTP 4 μL，正反向引物各 0.5 μL，ddH2O 33.5 μL，高
保真酶 0.5 μL，cDNA 1 μL。PCR反应程序为：98℃
2 min；98℃ 10 s，52℃ 30 s，72℃ 2 min，35 个循环；
最后 72℃保持 10 min。在 PCR产物中分别加入 5 μL
10×Buffer，1 μL dNTPs，0.2 μL Taq DNA polymerase
在 PCR仪上 72℃ 10 min的条件下完成加 3'端“A”，
再用 1%的凝胶电泳仪检测后利用 TIANgel Midi Pu-
rification Kit琼脂糖凝胶回收试剂盒将 PCR产物特
异条带进行回收和纯化，用相应的方法进行 pGEM-T
Easy载体连接，将链接产物转入 E. coli细胞，并通过
重组克隆筛选的阳性菌株送至北京六合华大基因科
技股份有限公司进行序列测序。

3.3基因序列及其编码蛋白的分析

用 Vector NTI Suite 9.0 软件去除载体序列，获
得目的基因片段，用 NCBI在线数据库进行同源搜
索比对，再应用 DNAStar软件进行 cDNA序列开放
阅读框的分析并推导出相应的氨基酸序列。利用
NCBI的 BlastP在线比对软件，在蛋白质保守区数据
库，用推导的氨基酸序列进行蛋白质保守区预测；应
用 ProScale在线软件，以默认算法对氨基酸序列进
行蛋白质疏水性预测；应用 TMHMM 2.0进行蛋白
质序列的跨膜区分析，应用MEGA 4软件与其他植
物调节基因的氨基酸序列进行多序列对比，在蛋白
质数据库中用得到的氨基酸序列与亲缘关系较近的
几种物种的氨基酸序列进行同源性比较。
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