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可视安全标记花青素合成途径相关基因在植物转化研究中
的应用进展
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摘　 要： 近年来有关转基因产品可能带来的环境和食品安全问题的争论多集中在作为标记基因的抗生素抗性基因以及

抗除草剂基因的广泛使用。 因此寻找安全、有效的标记基因替代上述有争议标记基因就显得十分必要和紧迫。 花青素

合成酶类及其合成调控因子可以控制植物体内的色素合成，一些转化研究已证明其转化体表型发生了颜色改变。 加之

花青素类物质是一些天然色素，对人类有利而无害，可以利用花青素的这些特点，将花青素合成酶类及其调控因子基因

作为一类可视化、安全和有效的标记基因来转化植物。 本文就可视安全标记花青素合成酶类基因及其调控基因在植物

转化研究中的应用进展进行了简要介绍，以期为提高标记基因的安全性提供参考。
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　 　 自 ２０ 世纪 ８０ 年代植物基因工程诞生以来，
人们一直将标记基因与目的基因共同导入转化细

胞或植株，其中标记基因（ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ）在植物的

遗传转化过程中的作用是区分转化和非转化细胞

（植株），一旦转基因植株再生成功，标记基因便

失去作用［１］。 目前使用较为广泛的标记基因有

两类：除草剂抗性基因和抗生素抗性基因。 随着

转基因作物的商品化以及种植面积的逐年扩大，
人们担心转基因农作物中的除草剂抗性基因可能

会随花粉漂移而传递至杂草，从而使这些杂草对

除草剂产生抗性，产生所谓的“超级杂草”而难以

清除；另外转基因食品中的抗生素抗性基因可能



通过转染肠道细菌从而造成人体内的病菌对这些

抗生素产生耐药性，而产生出一些难以控制的超

级细菌［２］。 目前还没有确凿可信的证据证明这

些担忧是多余的， 但抗性标记基因 （ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｍａｒｋｅｒ ｇｅｎｅ）潜在的生态环境和食用安全性的争

议却越来越多。 因此，从科学的态度出发，寻找适

用于植物转化的安全标记基因无疑会是解决这一

问题的最佳途径。
目前所发现的安全标记基因有以下几类：

①代谢产物选择标记，如 ６⁃磷酸甘露糖异构酶

（ＰＭＩ）基因［３～７］、花青素合成酶（ＡＮＳ）基因 ［８， ９］、
木糖异构酶基因（ｘｙｌＡ） ［１０～１３］ 等；②耐胁迫基因，
如山菠菜胆碱单氧化物酶（ＣＭＯ）基因［１４～１６］、甜
菜碱醛脱氢酶（ＢＡＤＨ）基因［１７～２２］；③代谢产物合

成途径中调控因子基因，如玉米花青素合成途径

中的 ｒ ／ ｂ 调控基因家族和 ｃ１ ／ ｐ１ 调控基因家

族［２３，２４］；④绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ） 基因［２５～３０］ 等。
这些较安全的标记基因中，花青素合成酶类基因

由于可以产生可视的转化体表型变化，因而作为

标记用于筛选转化体具有其他安全标记基因所不

具备的优势。
花青素是一类在植物体内合成的水溶性天然

色素，属类黄酮化合物，很少以游离状态存在，通
常是与一个或多个单糖或多糖结合形成花色苷，
其群体较大，大约有 ２５０ 多种［３１～３４］，而且这些花

青素类物质的颜色还会随所处环境 ｐＨ 的变化而

变化， ｐＨ ＜ ７ 呈红色， ｐＨ 在 ７ ～ ８ 时呈紫色，
ｐＨ＞１１时呈蓝色［３１］，郑智［３５］ 还发现，木芙蓉在离

体培养条件下，温度、光照和金属离子对植株的着

色有显著影响。 结构基因或调控基因对花青素的

合成起调节作用，这些基因表达水平的变化决定

了花青素在植物细胞内积累量的改变，从而使植

物表型产生不同的色彩变化［３６］。 这种颜色变化

很容易用肉眼分辨，有利于作为对转化体选择的

依据，因此控制花青素合成的酶类和调控因子基

因可作为报告基因用于转基因植物研究［３７］。 目

前用于此类转化研究所涉及的植物包括小麦、烟
草、水稻、马铃薯、草莓和花卉等。 有关花青素相

关基因的研究，包括研究花青素合成的结构基因

和调控基因的作用、转化体表型的变化、花青素生

物合成途径中各种酶的活性以及这些基因作为标

记基因转化植物的可行性等，均涉及到根据转化

体颜色变化来筛选得到转化体，因而这些研究进

展从不同角度为可视安全标记花青素合成酶类基

因及调控基因在植物转化研究中的应用提供了

依据。

１　 与花青素合成酶类有关的转化研究

１．１　 查尔酮合成酶

花青素生物合成代谢过程十分复杂，仅参与

合成的主要催化酶类就有多个，其中查尔酮合成

酶（ｃｈａｌｃｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＨＳ）是植物花青素合成途

径中类黄酮物质合成的第一个酶。 据统计，国内

外科学家已经从不同植物中克隆得到一百多个

ＣＨＳ 基因的序列［３８～４０］。 许多研究证明查尔酮合

成酶基因的表达对紫外光照射、真菌侵染等外界

刺激敏感，而且具有花特异性部位表达的特性，其
表达量的高低可引起植物花色的深浅变化［４１～４３］。
因此查尔酮合成酶合成产物颜色的变化能作为可

视化标记基因来研究植物的遗传转化。
在转化研究方面，Ｊｅｚ 等［３９］ 将用紫外照射的

来自欧芹（Ｐｅｔｒｏｓｅｌｉｎｕｍ ｈｏｒｔｅｎｓｅ）的细胞悬浮培养

物的 ＤＮＡ 片段（与 ＣＨＳ ｍＲＮＡ 互补）插入质粒

ｐＢＲ３２２，并用于转化大肠杆菌菌株 ＲＲ１，发现在

照射的细胞中，ＣＨＳ ｍＲＮＡ 含量发生剧烈变化。
Ｅｌｏｍａａ 等［４４］将含有编码非洲菊 ＣＨＳ 的全长反义

ｃＤＮＡ 连接到卸甲农杆菌，再将非洲菊叶柄切片

与上述农杆菌共培养，发现在启动子 ＣａＭＶ ３５Ｓ
驱动下，反义 ｃＤＮＡ 抑制了转化体中花青素苷的

合成，一些转化体的花色发生了显著变化。 由于

花青素衍生物的积累，百合科油点草属观赏植物

的花被上有许多微红色斑点，Ｋａｍｉｉｓｈｉ 等［４５］ 从这

类植物的花被中分离到 ＣＨＳ 的全长 ｃＤＮＡ 克隆，
并定名为 ＴｒＣＨＳ１，接着他将以 ＴｒＣＨＳ１ 为靶标的

一个 ＲＮＡ 干扰子载体采用农杆菌介导法转化到

油点草植株中，旨在使油点草的花色发生变化。
研究结果发现，转化体依据花被颜色可分成 ３ 类，
第一类，花被的微红斑点数与非转化植株相同；第
二类，微红斑点数比非转化植株少；第三类，花被

完全呈白色，没有斑点出现。

１．２　 查尔酮异构酶

查尔酮异构酶（ＣＨＩ，ｃｈａｌｃｏｎｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ）是花

青素合成途径中的另一个关键酶，产物为二羟基

黄烷酮。 Ｍｅｈｄｙ 等［４６］ 用真菌诱导子处理菜豆

（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ．）的细胞培养物，并提取其

７３２杜建中，等：可视安全标记花青素合成途径相关基因在植物转化研究中的应用进展



ｍＲＮＡ 构建了 １１ 个基因文库，用菜豆 ＣＨＩ 基因产

物的抗血清筛选到两个阳性克隆，这是最早利用

抗体技术从法国菜豆中分离到的 ＣＨＩ 基因。 之

后，ｖａｎＴｕｎｅｎ 等［４７］在矮牵牛中发现存在两个 ＣＨＩ
基因，基因 Ａ 和基因 Ｂ，并证明基因 Ａ 在花冠和

成熟的雄蕊中都可表达，而基因 Ｂ 仅在未成熟的

花药中表达，属于位点特异表达差异。 ２００３ 年，
Ｎｏｒｉｍｏｔｏ 等［４８］ 根据酶功能将植物 ＣＨＩ 蛋白基因

家族分成两大类，一类酶只能将查尔酮异构化为

（２Ｓ）⁃黄烷酮，另一类酶可将查尔酮或 ６′⁃脱氧查

尔酮都异构化为（２Ｓ）⁃５⁃脱氧黄烷酮。
将 ＣＨＩ 基因作为标记基因的转化研究方面，

Ｍｕｉｒ 等［４９］ 用来自牵牛花的 ＣＨＩ 基因构建了

ｐＢＢＣ５０ 和 ｐＳＪ８９ 两 个 质 粒 转 农 杆 菌 菌 株

ＬＢＡ４４０４，转化番茄（ ｖａｒ． ＦＭ６２０３），经分子检测

得到转化植株，对后代植株的研究中发现转基因

番茄株系的果皮中黄酮醇比对照增加 ７８ 倍，转基

因植株与对照植株的表型间没有明显差异。
Ｎｉｓｈｉｈａｒａ 等［５０］从烟草中分离到编码 ＣＨＩ 基因的

ｃＤＮＡ，根据序列分析，将可干扰其转录或表达的

ＲＮＡ 干扰子用农杆菌介导法转入烟草植株，研究

发现，转化植株的花瓣中色素沉积减少，黄酮醇类

的组分也发生了变化，花粉中积累大量查尔酮，呈
黄色，证实通过遗传转化方法抑制 ＣＨＩ 基因可产

生明显的表型差异。 Ｌｉ 等［５１］ 从风毛菊属植物的

细胞培养物中分离到 ＣＨＩ 基因，并转化烟草植

株，采用正反双向 ３５Ｓ 启动子调控对 ＣＨＩ 基因进

行调控，引入正向 ３５Ｓ 启动子的转化植株中黄酮

类物质积累是对照植株的 ５ 倍，主要是由于芸香

苷的积累。 而由于反向启动子抑制了内源 ＣＨＩ
基因的表达，引入反向 ３５Ｓ 启动子的转化植株中

只积累较少量的黄酮类物质。 Ｚｈｏｕ 等［５２］ 从牡丹

花中分离到 ＣＨＩ 基因并转化烟草植株，获得了 Ｔ１

转基因植株，表型和色素分子检测证明，转化植株

体内黄酮醇和黄酮的积累量是对照植株的 ３ 倍，
花青素苷和花的颜色强度均有显著减少。

１．３　 黄烷酮 ３⁃羟化酶

黄烷酮 ３⁃羟化酶（ Ｆ３Ｈ，ｆｌａｖａｎｏｎｅ ３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃
ｌａｓｅ） 催化黄烷酮脱羟基生成黄酮醇。 Ｍａｒｔｉｎ
等［５３］最早从金鱼草中分离到这个酶，在大豆、玉
米、茄子、苜蓿、苹果、康乃馨等不同植物中，黄烷

酮 ３⁃羟化酶多以单拷贝形式存在［５４］。

Ａｍｉｒ 等［５５］研究发现，康乃馨品种（Ｅｉｌａｔ）由

于缺少黄烷酮 ３⁃羟化酶和类黄酮⁃３′，５′⁃羟化酶，
致使花卉只有橙色表型。 它们将 Ｆ３Ｈ 的反义

ｃＤＮＡ 导入康乃馨品种 Ｅｉｌａｔ，试图阻止编码 Ｆ３Ｈ
的基因的表达，在转化体中发现，一些花朵原有的

橙色或微红色变淡，一些花朵失去原有颜色，只有

一些色素痕迹存在，转化体比对照香味更浓。
Ｔａｋａｓｈｉ 等［５６］ 利用两个不同的异源表达系统，酿
酒酵母的微粒体部分和转基因烟草植株，研究从

龙胆植物花瓣中分离的 Ｆ３Ｈ 和黄酮合成酶Ⅱ
（ＧｔＦＳⅡ） 的酶活性。 在酵母中表达的重组体

ＧｔＦ３′Ｈ 对几个黄酮类底物在 ３′位置显示羟基化

活性，而表达 ＧｔＦ３′Ｈ 的转基因烟草植株中花青素

浓度略有增加，花的颜色也加深；酵母中，ＧｔＦＳⅡ
重组体能够从黄烷酮合成黄酮，而在转基因烟草

植株中，花色素苷和花的颜色明显减少。 Ｊｉａｎｇ
等［５７］构建了一个可编码一个发夹 Ｆ３Ｈ ＲＮＡ 的

ＲＮＡｉ 基因沉默载体，将携带 Ｆ３Ｈ ＲＮＡｉ 载体的农

杆菌菌株 ＧＶ３１０１ 注射到已开花授粉仍在植株上

的草莓里，注射 １０ ｄ 后观察草莓的表型，同时进

行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 杂交分析，结果证明，同未

注射的对照相比，转化果中 Ｆ３Ｈ 减少了 ７０％，
ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 分析证明，果中花青素含量剧烈减少，
黄酮类物质也减少了。

１．４　 二氢黄酮醇 ４⁃还原酶

二氢黄酮醇 ４⁃还原酶 （ ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ ４⁃ｒｅ⁃
ｄｕｃｔａｓｅ，ＤＦＲ）在花青素合成途径中催化二氢黄酮

醇类底物发生还原反应，生成无色的原花色素。
Ｈｅｌｌｅｒ 等［５８］ 研究发现 ＤＦＲ 基因在植物中多以单

拷贝形式存在，而 Ｓｈｉｍａｄａ 等［５９］ 证明在有些植物

中存在多个拷贝的 ＤＦＲ 基因，不同拷贝间表现出

各自的组织特异性表达特征。 例如在百脉根植物

中，ＤＦＲ１ 在结节、根、茎、叶、花和豆荚中都可表

达，而 ＤＦＲ２ 在除了叶以外的其他组织中表达，
ＤＦＲ４ 和 ＤＦＲ５ 在除了结节以外的其他组织中能

表达，但是 ＤＦＲ３ 只在茎和叶中表达。
Ｒｏｓａｔｉ 等［６０］采用农杆菌介导法将来自金鱼

草（ Ａｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍ ｍａｊｕｓ） 的 ＤＦＲ 基因和紫罗兰

（Ｍａｔｔｈｉｏｌａ ｉｎｃａｎａ）的花青素合成酶基因（ＭｉＡＮＳ）
顺序转化到连翘（Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｘ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ ｃｖ ‘Ｓｐｒｉｎｇ
Ｇｌｏｒｙ’）植株中，两个基因共转化的植株的花瓣呈

现一种古铜色＋橙色的新颜色，这是因为花青素

衍生物－花青素苷在野生的胡萝卜素黄色的背景
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基础上重新积累的结果。 单个基因转化的个体中

花瓣的颜色没有改变，证明连翘花瓣中花青素苷

合成的后面几个步骤是受多级控制的。 Ｍｏｒｉ
等［６１］ 认为，ＤＦＲ 是蓝色或紫色花色表达的关键

酶，他们从蔓长春花的花瓣中克隆得到 ＤＦＲ 基因

的全长 ｃＤＮＡ，并定名为 ＶｍＦＨ１，当将其转化到矮

牵牛花植株中时，一些转化体的花色发生了显著

变化，花色由红色变成含深紫色部分的深红色，这
是因为转基因植株的花瓣中积累了 ３′，５′⁃羟基花

青素苷的缘故，证明蔓长春花的 ＤＦＲ 在其他植物

中仍具有活性。

１．５　 花青素合成酶

花青素合成酶（ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＡＮＳ）
因其可催化原花色素底物产生氧化反应而生成花

青素苷，故又称作无色花色素双加氧酶，是花青素

合成途径中的关键酶之一［６２～６４］。 Ｍｅｎｓｓｅｎ 等［６５］

最初是从玉米的一个突变体 Ａ２ 中克隆到花青素

合成酶的。 截至目前所得到的 ＡＮＳ 基因序列大

多数包含有 １ 个内含子和 ２ 个外显子。
此外，ＡＮＳ 基因在植物体内的表达具有组织

特异性，Ｒｏｓａｔｉ 等［６６］ 研究证明，金钟连翘中的花

青素合成酶只在金钟连翘的萼片中表达，而在花

药花瓣中却没有 ＡＮＳ 的表达。 Ｎｏｒｉｋｏ 等［６７］ 采用

ＲＮＡｉ 技术，将 ＲＮＡ 片段导入夏堇植物体，以抑制

夏堇体内 ＡＮＳ 的表达，结果发现，转基因植株由

于缺少花青素合成，其花色整体由蓝紫色变成了

白色。 Ｒｅｄｄｙ 等［６８］ 克 隆 得 到 一 个 水 稻 ＡＮＳ
ｃＤＮＡ，并用于转化一种水稻突变体植株，这种突

变体只在其果皮中积累原花青素，但所有组织中

都没有花青素苷的存在。 转基因突变体植株中类

黄酮和花青素苷积累增加，而原花青素相应减少，
种皮呈现出紫红色。 祝钦龙［６９］ 克隆到彩叶草花

色素合成酶基因家族（ ＳｓＡＮＳ）并用于转化烟草

Ｗ３８ 植株，发现该基因在花中表达最强，在叶片

中的表达较弱，在茎和根中不表达。 导入外源基

因使烟草植株的花色和叶色都发生了不同的

变化。

２　 与花青素合成途径有关的调控因子的
转化研究

　 　 随着社会发展，人们对日常生活环境美化的

要求不断提高，特别是对花卉植物鉴赏能力的变

化促使花卉市场的扩大和花卉植物研究的日益深

入，加之对花青素次生代谢产物在人类健康方面

有益影响的进一步了解，一些与花青素的代谢合

成途径及其相关的基因调控的研究越来越引起科

学界的兴趣［７０］。 许志茹等［７１］ 在总结前人的研究

时，将已知的花青素合成调控因子分成三类：
ｂＨＬＨ、ＭＹＢ 和 ＷＤ４０。 夏玉凤等［７２］研究认为，大
多数物种中，其花青素的合成都是由上述三类转

录因子的复合体调控的，但也有个别植物其花青

素合成仅需要一个调控因子就能激活，如在玉米

中，鞣红的生物合成只要调控因子 ＭＹＢＰ１ 存在

就能被激活。

２．１　 调控因子共转化

所有已知的花青素合成调节因子中，以对玉

米（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ．）花青素苷合成调节基因的研究

相对较为详细。 在玉米中，根据编码花色素苷基

因的转录因子的不同，可将玉米中这类调节基因

分为 ｒ ／ ｂ 基因家族和 ｃｌ ／ ｐｌ 基因家族［７３］。 Ｍａｉｋｅ
等［７４］研究证明，ｒ ／ ｂ 基因家族编码的是 ｂＨＬＨ 类

转录因子，组成庞大，成员众多，包含有 Ｒ⁃ｓｃ、Ｌｃ、
Ｓｎ 和 Ｂ 等 １００ 多个基因。 而编码 ＭＹＢ 类转录因

子的 ｃｌ ／ ｐｌ 基因家族只包含包括 Ｃｌ 和 Ｐｌ 两个基

因。 如上所述，这两个基因家族的基因都不能单

独地行使调节功能，通常是几个基因结合在一起

共同作用来调控花青素的生物合成［７５］。 Ｄｏｓｈｉ
等［７６］将玉米花青素调控基因 Ｃ１ 和 Ｂ⁃Ｐｅｒｕ 基因

同时导入大麦植株，并在大麦的不同组织特异性

启动子驱动下来研究大麦体内花青素的合成，试
图通过大麦幼胚等器官或组织的颜色变化来判断

这些启动子的组织特异性表达和驱动能力。
Ｄｏｓｈｉ 等［７７］进一步采用基因枪法将花青素苷合成

调控基因 Ｃ１ 和 Ｂ⁃Ｐｅｒｕ 导入小麦和黑小麦植株

中，两个基因受胚特异性表达启动子 Ｌｔｐ１ 的控

制，在没有选择压时获得了转基因植株，小麦和黑

小麦中可选择标记基因的转化率分别为 ０．９３％和

１．５５％。 但只在 ３ 个转基因小麦株系和 １ 个转基

因黑小麦株系的 Ｔ１代成熟种子中观察到有花青

素苷沉积的胚，可能的原因是多位点插入或转基

因重组影响了花青素苷合成基因的表达。 Ｃ１ 和

Ｂ⁃Ｐｅｒｕ 基因可以作为小麦和黑小麦的可视化标

记。 在研究调节因子的协同作用方面，Ｈａｎ 等［２３］

利用玉米花青素合成的调控基因 Ｐｌ 和 Ｌｃ 分别或

共同转化匍匐剪股颖植物时发现，分别转化时，两
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个基因单独调控花青素的合成，所以转基因植株

上出现紫色的位置不确定，色强也有差异；若用两

个因子共同转化时，转基因植株全身都呈现出

紫色。

２．２　 花青素合成基因表达的组织特异性调控

ｖａｎ ｄｅ Ｍｅｅｒ 等［７８］ 为了研究涉及参与指导花

特异性和可紫外诱导表达的查尔酮合成酶的 ５′
侧链调节区的调节序列，构建了一个嵌合基因，包
含来自矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａ ｈｙｂｒｉｄａ）的 ｃｈｓ Ａ 启动子

（Ｖ３０）、作为报告基因的氯霉素乙酰转移酶结构

基因序列（ｃａｔ）以及来自矮牵牛花的 ｃｈｓ Ａ 终止子

区（Ｖ３０）。 将这个嵌合基因和启动子 ５′末端缺失

的嵌合基因构建到带有 Ｔｉ 质粒的载体上，并用于

转化矮牵牛植株，随后测定 ＣＡＴ 活性。 结果表明

含有顺式作用元素的长 ２２０ ｂｐ 的 ｃｈｓ Ａ 启动子片

段的导入，赋予转基因植株花特异性和可紫外诱

导的表达；当启动子为－６７～ ＋１ 的片段时，转基因

矮牵牛花仍能特异性表达，但可紫外诱导部分不

表达。 与其他植物品种的 ｃｈｓ 基因的启动子序列

进行比较，结合缺失分析和凝胶阻滞鉴定的结果，
强烈证明矮牵牛中 ＴＡＣＰｙＡＴ 重复（ －５９ 和－５２）
参与了 ｃｈｓ Ａ 基因的器官特异性表达的调节。 杨

翅春等［７９］将油菜的花瓣特异性启动子 ＸＹ３５５ 与

玉米花青素调节基因 Ｌｃ 共同构建的植物表达载

体 ｐＸＹ６０，以根癌农杆菌 （ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａ⁃
ｃｉｅｎｓ）介导法分别转化烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ）和
矮牵牛植株，观察转基因植株后代的花色发现，与
非转化植株的花色比较，转基因植株花色都有所

加深，转基因烟草的花色由淡红色变成了红色，转
基因矮牵牛的花色由白色变化为浅紫色。 赵欣梅

等［８０］利用花青素合成调控因子 Ｃ１ ／ Ｂ⁃Ｐｅｒｕ 构建

了两个植物转化载体，一个载体中调控因子受胚

特异性启动子控制，另一个载体中调控因子受到

ＣａＭＶ３５Ｓ 启动子控制。 分别转化玉米幼胚，证明

两个载体都能在玉米幼胚细胞中瞬时表达。 黄艳

岚等［８１］ 克隆到马铃薯花青素转录激活基因

（ ｓｔｍｙｃ），并证明该基因在马铃薯中呈组成型表

达。 Ｋｏｒｔｓｔｅｅ 等［８２］研究发现来自苹果的一个转录

因子基因 ＭＹＢ１０ 的突变体等位基因可以诱导植

株全身的花青素苷合成，将该基因（包括其上游

的启动子、基因编码区和终止子序列）导入苹果、
草莓和马铃薯植株，检测其是否能够用作一个可

视的选择标记基因以替代化学合成的标记基因，

如卡那霉素抗性标记基因。 转化后，他们标记红

色愈伤、红色嫩枝和红色的生长良好的植株，从苹

果外植体上取样绿色和红色的枝条，用 ＰＣＲ 法检

测 ＭＹＢ１０ 基因的存在。 结果证明苹果外植体的

红色枝条总是含有 ＭＹＢ１０ 基因，但含有 ＭＹＢ１０
基因的枝条不都是红色的。 转化的草莓植株显示

在叶片和根部有花青素苷的积累，但在马铃薯中

没有观察到花青素苷的积累，即使它带有 ＭＹＢ１０
基因也是如此。 不过马铃薯的叶片和根部含有比

对照高 ４ 倍的花青素苷，因此 ＭＹＢ１０ 基因可以在

苹果、草莓和马铃薯中用作选择标记基因来替代

卡那霉素抗性标记基因。

２．３　 色素含量和植株表型的调控

Ｐａｎｄｅｙ 等［８３］开发了一种转化烟草植株愈伤

培 养 方 法 以 表 达 黄 酮 醇 特 异 性 转 录 因 子

ＡｔＭＹＢ１２，目标是得到一个可用的芸香苷资源。
转基因愈伤表现为提高了生物合成途径中相关基

因的表达，导致黄酮醇的积累增加，尤其是芸香

苷。 在愈伤生长的每一个点，转基因愈伤中芸香

苷含量都比野生型对照高几倍。 Ｂｕｔｅｌｌｉ 等［８４］ 以

Ｄｅｌｉｌａ 和 Ｒｏｓｅａｌ 基因为供体，转化番茄植株，得到

了转化植株，转化体中两个调节基因在果实特异

Ｅ８ 启动子驱动下，花青素合成水平提高，使番茄

果实的颜色加深，成为紫色果实。 Ｌｌｏｙｄ 等［８５］ 用

玉米的花青素合成调节基因 Ｌｃ 来转化烟草，发现

转基因烟草植株的花色发生了变化，由最初的淡

红色变成转化后的深红色。 与此相反，Ｋｉｍ 等［８６］

将来自玉米的调节基因 Ｃ１ 用于转化烟草，证明

转化植株的形态表型不仅发生了变化，而且转化

体的花瓣颜色变得更淡了。 早在 １９９０ 年，Ｎａｐｏｌｉ
等［８７］报道在将查尔酮合成酶基因导入紫色矮牵

牛中，转化后代中约有 ４２％的转化植株的花色是

白色，或是紫白嵌合花色，与 Ｋｉｍ 等的研究结果

接近。 Ｎａｐｏｌｉ 等还认为发生这种现象的可能原因

是导入外源 ＣＨＳ 基因后，牵牛花植株内源 ＣＨＳ
基因的表达受到了抑制，并将这种由于外源基因

转入而导致内源同源基因以及外源基因共同受到

抑制的现象称为共抑制。 Ｓｈｉｍａｄａ 等［８８］ 利用 Ｈｆ１
和 Ｈｆ２ 调控因子基因转化矮牵牛，原本粉红色的

牵牛花的转化植株中出现了紫、粉红色的嵌合花

色；Ｌｉｕ 等［８９］将来自拟南芥的转座子 Ｔａｇ１ 序列插

入到启动子 ＣａＭＶ ３５Ｓ 和玉米调节基因 Ｒ 中间，
并用于转化烟草植株，发现转化体中出现多种嵌

０４２ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



合花色，但都未说明出现这种现象的原因。

２．４　 与其他性状基因连锁转化

Ｌｉｕ 等［９０］ 认为，将可视标记基因与有关性状

连锁，就能够明确分辨出含有这个性状的转基因

种子，遗传修饰材料很容易与非转基因材料区分

开来。 来自玉米的调控花青素苷生物合成途径的

基因负责指导紫色色素合成，能用于产生具有独

特的、易于识别表型的转基因植株。 因此用一个

种子特异性玉米球蛋白启动子来驱动两个转录因

子基因（Ｂｐ 和 Ｃ１）的表达，这两个因子在胚和糊

粉层组织中调节花青素苷生物合成途径，使玉米

种子具有明显的紫色色素沉积。 将这两个基因与

除草剂抗性标记基因一起构建载体并转化玉米植

株，结果证明体细胞胚得到了色素沉积，再生的转

基因植株带有色素沉积种子，而且整合的 ＤＮＡ 与

除草剂抗性发生共分离，说明这两个调节因子基

因可用作玉米转化的标记基因。 宫硖等［２４］ 以含

有报告基因 Ｂｉ 和 Ｃ１ 以及筛选标记基因 ｅｐｓｐ 的植

物表达载体 ｐＢＡＣ９００９ 为供体，以玉米自交系 ５０１
的幼胚为受体，用基因枪法进行转化，幼胚分化再

生植株经草甘膦抗性筛选，获得了 ７５ 株抗性植

株，其中 ４３ 株结实获得种子，Ｔ０代植株有 １８ 株在

苗期或生长阶段表现局部或全紫色，８ 个结实果

穗有零星的紫色种子，从外观上可直接确认为转

化植株。 ＰＣＲ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的分子检测及花青素含

量分析表明，叶片和籽粒为紫色的玉米植株中外

源目的基因已整合并且高效表达，即紫色表型与

分子检测的结果高度一致。 巴超杰等［９１］ 以草甘

膦抗性基因 ｅｐｓｐｓ 为标记基因，在原核 Ｋａｎｒ基因两

侧引入 Ｃｒｅ（环化重组酶）基因识别的 Ｌｏｘ⁃Ｐ 位点，
同时以编码花青素合成转录因子的 Ｂｉ 和 Ｃｌ 基因

为可视化选择报告基因，构建了 Ｂｔ 杀虫蛋白基因

Ｃｒｙ１Ａｂ ／ ｃ 的可视化跟踪表达载体 ｐＢＡＣ９０１７。 用

ＰＤＳ１０００ ／ Ｈｅ 基因枪转化玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ）自交系

５０１ 的幼胚和胚性愈伤组织，获得 １４７ 个草甘膦

抗性的玉米再生植株。 Ｑｉｕ 等［９２］ 为了增加产橡

胶蒲公英植株的价值，通过让来自拟南芥植物的

转录因子调控花青素苷色素 １（ＡｔＰＡＰ１）的异源

表达来开发生产橡胶蒲公英品种的红色 ／紫色植

株。 转基因植株的营养组织中总的花青素苷含量

比对照平均高 ４８ 倍，但色素沉淀是一个例外，转
基因植株的表型与对照不相上下，生长活力也差

不多。 在 ５ 个转基因系中，ＡｔＰＡＰ１基因的表达水

平与总花青素苷含量高度相关，而此时天然橡胶

仍正常存在，转基因并未影响天然橡胶的生产。

３　 讨论

花青素的生物合成在自然界有着丰富的功

能，其中重要的一点是构成多彩的花色，虫媒植物

依赖其自身的花色吸引昆虫为其传花授粉。 此

外，花青素合成的各级产物对人类来说，不仅是无

毒无害，而且还具有许多重要的生理功能。 Ｈａｌｌｉ⁃
ｗｅｌｌ［９３］认为花色苷具有清除氧自由基的作用，因
此在一些疾病的预防方面具有重要功能［９４～９６］。
用花青素合成酶类基因或调控因子基因作为标记

基因进行植物转基因研究，能够减少人们对使用

抗生素抗性基因或抗除草剂基因作为标记基因所

产生的担忧。 大量的研究结果证明，植物导入花

青素合成酶或合成调节因子可引起转化体着色发

生改变，从而使人们无需借助任何设备就很容易

方便地区分转化体和非转化体，因此花青素合成

途径中的结构基因或调节基因用于转化植物具有

如下优势：①无毒无害且有利于人类健康，属安全

标记基因；②可以直观地从转化群体中通过转化

体颜色的改变筛选到转化事件，从而使繁琐重复

的转基因个体筛选工作变得方便快捷，大大缩减

传统筛选方法所需的人力和物力，同时有效降低

检测成本［９７］。 此外，一些研究还表明，调节色素

类基因的表达，积累的色素不仅使转基因植株生

产产品附加值增加［９２］，还能起到防治植物病虫害

的效果，Ｐａｎｄｅｙ 等［８３］ 发现 ＡｔＭＹＢ１２ 转基因植株

积累增加的芸香苷，对斜纹夜蛾和棉铃虫幼虫来

说是致死的或抑制其生长，用该转录因子转化植

株，生成的芸香苷可防治虫害。
虽然用花青素合成酶类转化植物安全、省力，

但也有其不足之处，如，花青素合成酶类或控制花

青素合成基因的启动子大多是组织或器官特异性

的，因此其转化载体的构建需要针对转化研究的

目的做合理调配，即花卉植物多选用花特异性启

动子调控，大作物多选用种子或果实特异性转录

的启动子。 若选用 ３５Ｓ 启动子，转化体的表型将

发生巨大变化，如绿色植物体可能会变成紫色、深
红色、甚至是黄色或无色，其结果是转化体无法正

常进行光合作用；在作物上，若选用种子特异性启

动子调控，会使得对转化体的筛选延迟到成熟期

１４２杜建中，等：可视安全标记花青素合成途径相关基因在植物转化研究中的应用进展



或收获期，无法早期做出合理判断，这将无形中延

长研究周期等。 然而，这些缺点可以通过精确的

实验设计加以弥补。 综合考虑其利弊，以花青素

基因作为报告基因的应用可以大大提高工作效

率，节约检测成本，对于植物转基因研究具有重要

意义。 因此用花青素合成酶类基因转化植物是一

种可视、安全和有效的标记基因，其应用前景十分

广阔。
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