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拟南芥AtPAP1基因植物表达载体构建及在烟草中遗传转化分析
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摘要: 为探究花青素调控基因AtPAP1的生物学功能, 采用PCR方法从拟南芥花序中克隆出拟南芥MYB家族AtPAP1基因。

构建植物表达载体pROKII-AtPAP1, 并通过农杆菌介导的叶盘法将外源基因转入野生型烟草。检测结果表明, AtPAP1已成

功整合入烟草基因组中, 并在mRNA水平表达。形态观察显示AtPAP1基因异源过量表达能显著增强转基因烟草植株花青

素的积累, 致使转基因烟草的叶片、茎段和花器官等颜色发生变化, 呈现出不同程度的紫红色。
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花青素广泛存在于植物中的一种天然水溶性

色素, 属于黄酮类物质, 常见的有6种, 分别为天竺

葵色素(Pg)、矢车菊色素(Cy)、牵牛花色素(Pt)、
飞燕草色素(Dp)、芍药色素(Pn)、锦葵色素(Mv) 
(韩海华等2011; 贾赵东等2014)。在植物体内很少

存在游离状态的花青素, 一般花青素常与一个或

多个葡萄糖、鼠李糖、半乳糖、阿拉伯糖等通过

糖苷键形成花色苷, 以糖基化和酰基化两种形式

存在, 通过酸性和碱性基团, 在不同酸碱度环境下

呈现不同的颜色, 进而改变植物颜色(胡可等2010; 
Ballaré 2003; 白延红2012; 温素芳和赵秋燕2012)。
研究表明花青素是植物次生代谢产物, 并且具有

多种生理功能, 如在植物中, 能吸引昆虫传粉、防

止植物受紫外辐射、使细胞分化等; 对于人类健

康而言, 具有抗氧化、清除自由基、抑制肿瘤细

胞发生和转移等作用(Hu等2007; 韩彬等2013), 具
有很高的营养价值与保健价值, 受到越来越多消

费者的重视(Batey 2004; 武东玲2014)。
目前, 花青素的生物合成途径研究得较为透

彻。合成途径主要受两类基因调控, 分别为控制编

码一系列酶的结构基因和调节结构基因表达的转

录因子(贾赵东等2014)。结构基因又分为早期合成

基因和晚期合成基因(杨鹏程等2012)。在花青素

合成中, 经过一系列早期合成基因参与, 苯丙氨酸

底物被催化为无色花色素(许志茹等2008; 宫硖等

2011; 李莹等2015)。无色花色素不能稳定存在, 再
经一系列晚期合成基因转化为花青素(温素芳和赵

秋燕2012; 张佳慧等2015)。调控花青素合成的转录

因子主要为三个家族, bHLH家族、MYB家族和

WD40家族。一般bHLH与MYB共同调节, 但一些

R2R3-MYB因子不需要bHLH的辅助作用(Grote-
wold和Chandler 2000)。其中, 本文研究的MYB家
族PAP1 (production of anthocyanin pigment 1)基因就

能够独立调控花青素的转录, 并激活上游的苯丙氨

酸酶(PAL)和下游运送花青素苷的的谷胱甘肽S-转
移酶(glutathione S-transferase) (Grotewold和Chan-
dler 2000)。同时, 研究还发现, 一些MYB转录因子

家族成员参与了花青素的生物合成, 有着广泛的生

物学功能, 如参与植物激素应答、次生细胞壁木质

素合成、控制植物细胞的形态和模式的建成等(Al-
lan等2008; Hichri等2011; 陈俊和王宗阳2002)。此

外MYB类转录因子在植物的次生代谢中主要在苯

丙素类代谢途径中发挥作用, 例如: 珙桐DiMYB1基
因大量表达促使类黄酮化合物累积, 从而能使幼叶

呈紫色而免受紫外线伤害(戴鹏辉等2016); 转杜仲

几丁质酶基因EuCHIT1的番茄提高了番茄植株的

抗氧化能力, 从而减少灰霉病对番茄的损伤(郭林

霞等2016)。AtPAP1是一个从拟南芥中克隆的MYB
家族转录因子, 通过调控苯丙烷生物合成过程中的

相关酶类来影响植物生长过程中花青素的积累。

Borevitz等(2000)发现AtPAP1基因可以调控花青素

生物合成途径中多个酶的表达, 从而激活花青素的

合成, 使其在植物体中积累。由于烟草花色艳丽, 
与拟南芥的白色花区别明显, 其体内的花青素代
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谢途径可能与拟南芥不同。因此, 利用烟草作为

模式植物来表达AtPAP1基因, 将对全面分析花青

素的调控途径具有重要意义。

伴随着经济发展, 生活水平的提高, 人们对生

活环境质量要求的提高, 园林绿化越来越得到重

视。绿化不但可以改变居住环境, 还可以成为人

文景观, 而树种和花卉的选择作为园林绿化的主

题成为了关键因素。利用分子育种技术, 定向改

变绿化树种和观赏花卉的颜色, 开发彩色园艺植

物, 在园林绿化中具有极高的应用前景。因此, 本
研究通过构建pROKII-AtPAP1载体, 利用农杆菌介

导的叶盘法转化烟草, 探究AtPAP1的异源表达对

转基因烟草的表型变化, 为进一步的园林绿化育

种提供技术支持与理论参考。

材料与方法

1  实验材料

野生型烟草(Nicotiana tabacum L.)组培苗、

拟南芥(Arabidopsis thaliana Col-0)种子和农杆菌

菌株(GV3101)均由本实验室保存; 植物表达载体

pROKII质粒, 由山东师范大学张慧教授惠赠。

质粒提取、胶回收试剂盒购自OMEGA公司

(美国); PCR相关试剂、DNA Marker、限制性内切

酶Xba I、Sac I, DNA ligase Kit (2.0), TaKaRa 
MiniBEST Plant RNA Extraction Kit, PrimeScripTM 
RT reagent Kit, DNA Fragment Purification Kit, 
SYBR Premix ExTaqTM II均购自TaKaRa公司(大连); 
所用引物合成、测序服务由博仕生物技术有限

公司完成(哈尔滨); 其他实验试剂为进口或国产分

析纯。

2  实验方法

2.1  目的基因的克隆

参照TaKaRa公司RNA提取试剂盒说明书, 提
取拟南芥花序组织的总RNA。利用Nanodrop2000
分光光度计检测拟南芥RNA的纯度和浓度, 取0.5 
µg RNA为材料, 利用PrimeScriptTM RT reagent Kit 
试剂盒反转录合成第一链cDNA。根据拟南芥AtPAP1
基因序列, 设计特异性引物扩增目的片段, 所用引

物见表1。PCR反应体系为模板2 μL, 引物AtPAP1- 
Xba I-F 1 μL、AtPAP1-Kpn I-R 1 μL、10×Buffer 2.5 
μL、Ex Taq 0.25 μL、dNTP 2 μL, 用dd H2O补足至

25 μL, 反应条件为94°C 5 min; 94°C 30 s, 56°C 30 s, 
72°C 45 s, 35个循环; 72°C 10 min。反应结束后, 
取3 μL PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳。

2.2  植物表达载体的构建及农杆菌转化

用限制性内切酶Xba I和Sac I对胶回收的目的

片段和pROKII质粒进行酶切反应。胶回收对应的

酶切产物并用DNA ligase Kit进行连接, 然后转化

大肠杆菌Trans1-T1感受态细胞, 涂布含有卡那霉

素的LB平板培养, 37°C恒温培养12~16 h。然后挑

取单克隆进行菌液PCR验证, 并将阳性转化子送哈

尔滨博仕生物技术有限公司测序。选择测序成功

的菌液保存并提取质粒 ,  利用液氮冻融法将

pROKII-AtPAP1质粒转入到农杆菌GV3101感受态

细胞内, 随机挑取单克隆进行PCR检测, 扩增引物

pROKII-F和pROKII-R序列见表1。
2.3  烟草的遗传转化及PCR检测

参照本实验室的烟草转化体系进行植物的遗

传转化(李爽等2014)。步骤包括: 菌液的制备、侵

染、共培养、脱菌和分化及生根培养等五部分组

表1  本实验中所用的引物

Table 1  Primers used in this study

    引物名称	                                       碱基序列	            用途

AtPAP1-Xba I-F	 5′ ATCTCTAGAGAGATGGAGGGTTCGTCCAAAG 3′	 克隆AtPAP1基因

AtPAP1-Kpn I-R	 5′ ATCGGTACCCTAATCAAATTTCACAGTCTCTC 3′	
pROKII-F	 5′ AAGACCGGCAACAGGATTC 3′	 载体通用引物

pROKII-R	 5′ CGCACAATCCCACTATCCTT 3′	
AtPAP1-RT-F	 5′ CTGAGTAAGAAACATGAACCGTG 3′	 qRT-PCR检测

AtPAP1-RT-R	 5′ TGTTAACTGTGAAGGATCGAGG 3′	
Ntactin-RT-F	 5′ TGTGTTGGACTCTGGTGATG 3′	 qRT-PCR内参基因

Ntactin-RT-R	 5′ CGCTCGGTAAGGATCTTCATC 3′	

　　下划线: 限制性内切酶酶切位点。
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成。制备OD600=0.2~0.3的菌液, 用菌液侵染切割成

1 cm×1 cm大小的烟草叶片, 共培养2 d后, 在含有

40 mg·L-1卡那霉素、400 mg·L-1头孢霉素的分化培

养基上培养, 培养约3周后将抗性芽进行抽茎生长, 
最后转移到生根培养基上进行生根培养。利用

CTAB法提取抗性苗叶片DNA, 利用pROKII载体

通用引物进行PCR反应, PCR扩增产物经1%琼脂

糖凝胶电泳, 筛选阳性转基因株系。

2.4  实时荧光定量PCR检测AtPAP1基因表达量

利用TaKaRa MiniBEST Plant RNA Extraction 
Kit试剂盒提取生长30 d左右的不同转基因株系及

野生型烟草幼苗叶片总RNA。以反转录后的cDNA
为模板, 利用定量引物AtPAP1-RT-F和AtPAP1-RT-R 
(表1), 参考SYBR Premix ExTaqTM II反应体系, 以
Ntactin基因为内参基因, 进行定量PCR检测。利用

2-ΔΔCt法分析定量数据, 计算不同株系中AtPAP1基
因的相对表达量。

2.5  花青素含量的测定

参照李菊梅等(2002)花青素提取方法, 对50 d大
的转基因与野生型烟草叶片进行花青素含量测

定。具体如下: 利用10 mL 0.1 mol·L-1盐酸乙醇溶液, 
在60°C水浴中浸提烟草叶片1 h。以盐酸乙醇溶液

做对照液, 利用分光光度计测定提取液在530、620
和650 nm波长下的光密度值。根据下列公式计算花

青素含量。

花青素光密度值: ODλ=(OD530–OD620)–0.1 
(OD650–OD620); 花青素含量(nmol·g-1)=ODλ/ε×V/m× 
1 000 000。

其中, ODλ: 花青素在530 nm波长下的光密度; 
ε: 花青素摩尔消光系数4.62×106; V: 提取液总体积

(mL); m: 取样质量(g); 1 000 000: 计算结果换算成

nmol的倍数。

2.6  叶绿素含量的测定

采用二甲基亚砜(DMSO)法提取叶绿素(王文

杰等2009)。具体如下: 秤取适量的转基因与野生

型烟草叶片, 剪碎后放入试管中, 加入5 mL DMSO
后在60°C水浴下处理3 h, 以DMSO为对照, 利用分

光光度计在480、649和665 nm波长下测量光密度

值。根据公式计算叶绿素含量。Chla含量(mg·g-1)= 
0.005×(12.19×OD665–3.45×OD649)/质量; Chlb含量

(mg·g-1)=0.005×(21.99×OD649–5.32×OD665)/质量; 
Car含量(mg·g-1)=0.005×[1 000×OD480–2.14× 
(12.19×OD665–3.45×OD649)–70.16×(21.99×OD649–
5.32×OD665)]×220-1/质量。

实验结果

1  拟南芥AtPAP1基因的克隆及植物表达载体的构建

利用TaKaRa MiniBEST Plant RNA Extraction 
Kit试剂盒提取拟南芥花序的总RNA (图1-A)。以

反转录后的cDNA为模板扩增AtPAP1基因。AtPAP1
基因(GenBank登录号AY519563.1)的ORF长度为

747 bp, 共编码248个氨基酸, 该基因编码蛋白的分

子量为28.5 kDa, 蛋白质的等电点为9.20。
利用限制性内切酶Xba I和Sac I对AtPAP1目的

片段和pROKII载体进行双酶切反应, 用DNA ligase 
Kit进行连接反应 ,  重组载体暂命名为pROKII- 

图1  植物表达载体pROKII-AtPAP1的构建

Fig.1  The construction of pROKII-AtPAP1 vector
A: 拟南芥花序总RNA的琼脂糖凝胶电泳图, 1、2: 拟南芥花序总RNA; B: 植物表达载体pROKII-AtPAP1构建的凝胶电泳图, M: DNA 

marker DL5000, 1、2: AtPAP1基因的PCR扩增产物, 3: pROKII-AtPAP1质粒用Xba I和Sac I进行双酶切检测电泳图, 4~8: 5个pROKII-AtPAP1
重组载体的PCR产物。 
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AtPAP1。将连接产物转化入大肠杆菌Trans1-T1感
受态细胞中, 随机挑取单克隆经pROKII载体通用

引物PCR验证并提取质粒进行双酶切检测, 最终将

阳性质粒送公司测序检测。测序结果表明, AtPAP1
基因已经重组到pROKII载体上, 没有碱基序列突

变, pROKII-AtPAP1载体构建成功(图1-B)。
2  pROKII-AtPAP1载体在烟草中的遗传转化与检测 

采用叶盘转化法, 将农杆菌GV3101 (pROKII- 
AtPAP1)侵染烟草叶片, 经过4~5周的选择培养, 从
叶片周围的愈伤组织分化出红色或淡红色的抗性

芽(图2-A)。将抗性芽分离后, 放在含有卡那抗生

素的分化培养基上继代培养, 得到大量从生芽(图
2-B), 待丛生芽抽茎后, 移栽至生根培养基中进行

生根培养(图2-C)。
提取11个生长30 d的转基因烟草抗性苗叶片

总RNA, 利用实时荧光定量PCR检测AtPAP1基因

在不同转基因株系中的相对表达量 ,  结果如图

2-D。在11个株系中均有AtPAP1基因表达, 基因相

对表达量从高到低排序依次为: L4>L1>L9>L6> 
L5>L8>L11>L3>L10>L7>L2。选取相对表达量不

同的的5个株系(L4、L9、L5、L11、L2)移栽至土

质培养基中。2周后, 观察到转基因株系呈现出由

绿色至紫红色的颜色变化, 且与AtPAP1基因的表

达量成正相关(图2-E)。
3  转基因植株形态学观察

选取表达量低(L2)、中(L5、L8和L11)和高

(L1、L4和L9)的转基因植株和野生型植株移栽到

土壤, 2周左右, 用显微镜分别观察叶片形态变化。

与野生型相比, 转基因植株随着表达量的不同均

呈现出不同颜色差异变化, 主要表现为叶片下表

皮整体变红、主叶脉变红、下表皮上出现点状或

侧叶脉变红等 ,  而在野生型中没有发现这些变

化。即AtPAP1基因表达量高的株系颜色遍布叶片

整体, 呈现出深红色(图3-B~D), 表达量居中的株系

呈现出浅红色(图3-F~H), 而AtPAP1基因表达量低

的株系只改变叶片局部位置(斑点状) (图3-E)。随

后选取表达量低、中、高的3个转基因株系(L2、
L4和L11)继续进行表型观察。当植株在土壤中生

长6周左右, 发现不同的表达量导致转AtPAP1基因

烟草出现显著的表型差异。与野生型相比, 高表

达的转基因植株整株形态上均呈现显著颜色变化

(图4-A), 尤其是茎段、叶柄和叶片等部位, 而低表

图2  转基因烟草的获得及AtPAP1基因在烟草中的相对表达量

Fig.2  Acquirement of transgenic tobacco and relative expression level of AtPAP1 gene in tobacco
A: 转基因烟草抗性芽; B: 继代中的抗性芽; C: 转基因生根苗; D: 11个转基因AtPAP1株系的qRT-PCR检测结果; E: 移栽2周的转基因烟

草组培苗。WT: 野生型烟草; L2、L11、L5、L9、L4: 5个不同转基因AtPAP1株系。
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达的转基因植株颜色变化不太明显(图4-B~D)。
转基因植株继续生长2月后, 进入繁殖期(图

5-H)。在花器官形成初期, 与野生型相比, 转基因

烟草的花瓣、萼片和子房颜色发生变化, 表现为

花冠颜色加深 ,  萼片和子房变为暗红色 (图5 - 
A~D)。除了柱头和花柱颜色没有变化外, 花药由

绿色变为紫红色(图5-E), 且花冠脱落后形成紫红

色的子房壁(图5-F)。有趣的是, 转基因植株种子

发育正常、胚珠饱满、育性良好, 部分转基因株

系种子呈现出深红色(图5-G)。
4  花青素和叶绿素含量测定

按AtPAP1基因表达量从高到低选取L4、L11、
L2三个株系, 用盐酸乙醇溶液萃取转基因株系与

野生型烟草叶片中花青素。经计算分析后, 野生

图3  野生型和转基因烟草叶片形态学观察

Fig.3  Microscope observation of wild type and transgenic tobacco
A: 野生型烟草叶片; B、C和D: 3个高表达的转基因(L1、L4和L9)叶片; E: 低表达转基因(L2)叶片 F、G和H: 3个(L5、L8和L11)中表

达转基因烟草叶片。

图4  转基因烟草生长中期的表型

Fig.4  Growth phenotype of transgenic tobacco
A: 移栽6周后转基因与野生型烟草整株形态; B: 转基因与野生型烟草茎段; C: 转基因与野生型烟草叶片(正面)扫描图; D: 转基因与野

生型烟草叶片(反面)扫描图。WT: 野生型烟草; L2、L4、L11: 3个不同转基因AtPAP1株系。
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型烟草中花青素含量为0.6378 nmol·g-1, 转基因株

系花青素含量从高到低依次为L4、L11、L2, 其中

L4株系的花青素含量为19.7925 nmol·g-1, 是野生型

烟草的31倍(图6-A)。而叶绿素a (Chla)、叶绿素b 
(Chlb)和类胡萝卜素(Car)含量均为野生型烟草最

高, L4、L11、L2株系呈下降趋势(图6-B~D)。其

中L4株系的Chla、Chlb和Car含量均为最低, 分别

是野生型烟草的58%、67%和67%, 平均叶绿素含

量约为野生型烟草的62.5%。综上, AtPAP1基因表

达量最高的L4株系中, 花青素提高了31倍, 叶绿素

与野生型相比降低了约37.5%。

讨　　论

对于植物次生代谢的调控, 目前在基因转录

图5  转基因烟草繁殖期表型观察

Fig.5  Phenotypic observation of transgenic tobacco during reproductive period
A、B: 转基因与野生型烟草花器官; C: 未开放的转基因与野生型烟草花; D: 未开放转基因与野生型烟草花纵剖; E: 转基因与野生

型烟草花药; F: 转基因与野生型烟草果实; G: 转基因与野生型烟草胚珠; H: 转基因烟草与野生型烟草植株。WT: 野生型烟草; L1、L2、
L4、L9、L11: 4个不同转基因AtPAP1株系。

水平上的研究较为深入, 主要包括酶基因的转录

表达以及通过转录因子对代谢途径的调控作用。

目前, 国内外学者已在分子水平上分离了与花青

素合成相关的结构基因和调控基因, 调控花青素

合成的转录因子主要包括两大类相互作用的

bHLH和MYB转录因子, 并且在转录水平上研究了

其表达量、时空特异性和表达特异性, 获得了花

青素转基因植株(Yan等2008)。MYB转录因子超

家族是植物中最大的家族之一, 拟南芥中有198个
成员, 其中有64个属于MYB相关(MYB-related)基
因(Chen等2006)。AtPAP1基因是花青素生物合成

途径中的关键调控基因。Zhou等(2008)将PAP1基
因转入烟草后, 整个转基因烟草植株组织中花青

素、芍药色素和天竺葵色素的含量明显增加, 且
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植株抗性增强, 烟叶焦油含量降低, 但生长势减弱, 
茎秆柔软弯曲, 影响了生产上的应用。美国和以

色列的科学家们合作, 成功获得了花色和花香都

增强的转基因矮牵牛, 他们将拟南芥MYB家族转

录因子PAP1转化矮牵牛, 获得了表达稳定的转基

因植株, 不仅使花色加深外, 而且使花色和花香基

因的转录都得到了增强(Ben等2008)。
PAP1基因是从拟南芥中克隆的MYB家族转

录因子, 能够激活花青素生物合成途径中多个关

键酶基因的表达 ,  从而启动花青素的合成和积

累。本研究克隆拟南芥AtPAP1基因, 构建组成型

植物表达载体(pROKII-AtPAP1)并转入烟草中, 使
拟南芥AtPAP1基因异源表达。结果表明AtPAP1基
因过表达后能改变转基因植株的颜色, 且基因表

达量高的株系(L4)花青素积累量提高数十倍(图6), 
且转基因烟草植株能够正常收获种子, 育性良好, 

对转基因植株的后续利用及保存具有重要作用, 
进而阐明PAP1基因过表达对烟草植株的发育影响, 
为花青素在烟草品质改良的相关研究中奠定基础, 
也为通过分子育种技术改变园林植物颜色, 培育

彩色新品种提供了技术支持。
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Construction of plant expression vector and genetic transformation analysis of 
Arabidopsis thaliana AtPAP1 gene in Nicotiana tabacum
LIU Yi1, ZHENG Tang-Chun1,2, DAI Li-Juan1, LIU Cai-Xia1, WANG Qing-Na1, QU Guan-Zheng1,*

1State Key Laboratory of Tree Genetics and Breeding, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China; 2Beijing Key Labora-
tory of Ornamental Plants Germplasm Innovation & Molecular Breeding, National Engineering Research Center for Floriculture, 
Beijing Laboratory of Urban and Rural Ecological Environment, Key Laboratory of Genetics and Breeding in Forest Trees and 
Ornamental Plants of Ministry of Education, School of Landscape Architecture, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China

Abstract: In order to analyze the roles of Arabidopsis thaliana AtPAP1 gene, a cDNA sequence of homologous 
gene AtPAP1 from Arabidopsis inflorescences was cloned by PCR. Plant overexpression vector pROKII-At-
PAP1 was constructed and transformed into wild-type tobacco by Agrobacterium-mediated leaf disc transfor-
mation to obtain transgenic tobacco overexpressing AtPAP1. The transgenic plants were confirmed by PCR, and 
the result showed AtPAP1 gene was integrated into tobacco genome. The results of qRT-PCR detection of T2 
generation plants showed the mRNA of AtPAP1 was transcribed in transgenic tobaccos. Morphological obser-
vation indicated that overexpression of AtPAP1 gene could enhance the accumulation of anthocyanins in trans-
genic plantlets leading to color variation of transgenic leaves, stems and flower organs in different degrees of 
purple red. 
Key words: Arabidopsis; AtPAP1; anthocyanins; tobacco (Nicotiana tabacum)
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