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摘要：MYB 类转录因子广泛参与调控植物的生长发育过程，对植物次生代谢也具有重要调控作用。前期研究以 V 型紫

斑白三叶为材料，通过 RNA-Seq 技术，筛选出与类黄酮合成相关的转录因子 TrMYB308。在此基础上从 V 型紫斑白三叶中

克隆出 TrMYB308 基因，该基因的 ORF 全长为 921 bp，编码 306 个氨基酸。亚细胞定位结果表明，TrMYB308 定位于细胞

核。多序列比对和系统发育分析表明，TrMYB308 属于典型的 R2R3-MYB 转录因子，且该蛋白与红三叶 TaMYB308 和苜蓿

MtMYB308 等蛋白亲缘关系较近。表达特性分析结果表明，TrMYB308 基因在紫斑白三叶各个组织中均有表达，且其表达量

受 JA 的诱导。在苦荞毛状根中异源表达 TrMYB308，结果发现转基因根系中的类黄酮代谢途径部分关键酶基因（如 FtF3H
和 FtFLS）的表达量明显增加；转基因根系总黄酮的含量明显高于对照组。基于以上结果，推测 TrMYB308 可能参与类黄酮次

生代谢生物合成调控。本研究为荞麦类黄酮合成分子机制探索及荞麦品质改良提供了理论依据。
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Abstract：MYB transcription factors are widely involved in the regulation of plant growth and development，
and they also play important roles in secondary metabolism.In our previous study，the transcription factor 
TrMYB308 related to flavonoid synthesis was identified by RNA-Seq in V-type purple white clover.Based on 
these results，the open reading frame（ORF）of TrMYB308 gene was cloned with a length of 921 bp，encoding for 
306 amino acid residues.Subcellular localization analysis indicated that TrMYB308 was localized to the nucleus.
Multiple sequence alignment and phylogenetic analysis indicated that TrMYB308 protein belongs to a typical 
R2R3-MYB transcription factor subfamily and shows sequence close similarity to TaMYB308 from Trifolium 
pratense L. and MtMYB308 from Medicago sativa L.. Expression analyses revealed that the transcripts of 
TrMYB3 were detected in all tissues and inducible under JA treatment.Heterologous expression of TrMYB308 in 
tartary buckwheat hairy root resulted in significant transcriptional elevation of flavonoid metabolic pathway key 
enzyme genes（FtF3H，FtFLS）.Consistently，the content of total flavonoids in transgenic roots was significantly 
increased if compared to that of the non-transgenic roots.Hence，we speculated that TrMYB308 is involved in the 
regulation of secondary metabolic biosynthesis of flavonoids.These results provided a theoretical foundation for 
the genetic improvement of flavonoid content in buckwheat.
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类黄酮物质是一类非常重要的植物苯丙烷次级

代谢产物，主要包括黄酮醇、花青素和原花色素，其

广泛分布于植物界，并在许多植物组织，如根、叶、花

和果实中均有大量分布［1-2］。该类化合物具有多种

生物学功能，如调节植物的生长发育、环境因子胁迫

和次生代谢等［3-4］。相关药理和临床试验证实类黄

酮物质还具有重要的药理功能对维持人体健康具有

重要的作用，例如抗癌、抗衰老、软化血管、改善视力

等［5-7］。因此，类黄酮类化合物一直备受关注，被认

为是一类极富医疗、保健和食用价值的天然产物，具

有广阔的开发、应用前景。

类黄酮物质的生物合成途径十分复杂，需经过一

系列的酶促催化才能最终合成。该催化过程可分为

3 个阶段。第 1 阶段是由苯丙氨酸经多个酶催化合

成 4- 香豆酰 CoA；第 2 阶段是由 4- 香豆酰 CoA 和

丙二酰 CoA 酶催化合成二氢黄酮醇；第 3 阶段是由

二氢黄酮醇经多酶催化合成花青素和原花青素的过

程。该催化过程涉及苯丙氨酸解氨酶（PAL）、查尔

酮合成酶（CHS）、黄烷酮 -3′- 羟化酶（F3′H）、黄

酮醇合酶（FLS）和二氢黄酮醇 -4- 还原酶（DFR）

等多种酶［8］。随着对类黄酮合成分子机制理解的

深入，代谢工程成为植物类黄酮品质改良的重要手

段。由于类黄酮生物合成受多基因的协同调控，且

转录因子又能同时调控多基因的协同表达。因此，

筛选并鉴定影响类黄酮积累的调控因子已成为研究

者们努力攻克的难点和方向。

MYB 类转录因子，因其 N 端含有高度保守

DNA 结合域（DNA-binding domain）而得名，其广

泛存在于真核生物界，是植物中最大的转录因子家

族之一。MYB 蛋白初级结构由 4 部分构成，包括

DNA 结合结构域（DBD，DNA binding domain）、转
录激活功能域（DAD，DNA activation domain）、寡
聚化位点以及核定位信号区。依据 DNA 结合结构

域中重复序列的数目将 MYB 分成 4 类：1R-MYB、

2R-MYB、3R-MYB 和 4R-MYB 类转录因子。其中

R2R3-MYB 是最大的一类转录因子，其对植物的生

长发育、器官形态建成、次生代谢和胁迫应答等具

有重要调控作用［9-10］。此外，茉莉酸（JA，jasmonate 
acid）是一种广泛存在的内源性植物激素，由脂类自

由基氧化形成，JA 及其衍生物茉莉酸甲酯（MeJA）

和异亮氨酸（JA-IIe）统称为茉莉酸类物质（JAs，
jasmonate acids）。其中，茉莉酸甲酯（MeJA，methyl 
jasmonate）是 JAs 的一种活性分子形式。JAs 具有

多种功能，一方面可以调控特定的初级代谢途径为

次级代谢提供必要的底物［11-12］；另一方面可以调

控次生代谢过程，合成次生代谢产物以应对生物和

非生物胁迫，如机械损伤、昆虫防御和抵抗病原菌 
等［13-14］。目前许多研究表明，JAs 介导的 MYB 转

录因子参与调控类黄酮次生代谢生物合成相关的关

键酶基因表达，从而影响类黄酮物质的合成与积累，

例如苹果（Malus domestica（Suckow）Borkh.）中的

MdMYB9/10/11［15-16］、拟南芥（Arabidopsis thaliana
（L.）Heynh.）中的 MYB75 和 MYB90［17-18］、白三叶

（Trifolium repens L.）中的 TrMYB133/134［19］ 等。

荞麦是蓼科（Polygonaceae）荞麦属（Fagopyrum  
Mill.）的药食饲兼用作物，在全世界范围内均有种

植。荞麦营养丰富，富含黄酮类物质，尤其是芦丁

等生物活性成分，因其具有抗氧化、抗肿瘤等功效，

从而被广泛应用于食品、医疗和保健等行业。因

此，对荞麦类黄酮次生代谢生物合成调控机理的探

索具有十分重要的理论意义。本课题组前期选育

的 V 型紫斑白三叶，其叶片中部具有倒“V”型紫

斑的鲜明特征（图 1）。前期研究发现，紫斑提取

物富含花青素等类黄酮物质。为了探究紫斑形成

的分子机制，分别以普通白三叶和紫斑白三叶叶

片为材料，利用转录组测序技术挖掘紫斑差异表

达基因。根据差异 RNA-Seq 结果［20］，筛选获得一

个 MYB 类转录因子 TrMYB308，结合生物信息学

分析，采用 qRT-PCR 技术分析了 TrMYB308 基因

在紫斑白三叶不同组织和激素胁迫下（JA）的表达

模式。通过亚细胞定位和转录激活试验进一步研

究该转录因子的功能，并将其在苦荞毛状根中过表

达，以验证其生物学功能，为荞麦类黄酮合成分子

机制探索及荞麦品质改良提供了实验证据和理论 
参考。

图 1　普通白三叶与 V 型紫斑白三叶的表型差异
Fig.1　Phenotype between white clover and  

V-purple white clover

1　材料与方法

1.1　研究材料

白三叶（海法）、V 型紫斑白三叶和苦荞（川

荞 1 号）种子；大肠杆菌菌株 DH5α、酵母 pJ94A、
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发根农杆菌（Agrobacterium rhizogenes）A4；植物 
原生质体表达载体 pAN580、酵母转录激活载体 
pAS2-1、入 门 载 体 pPOTO-Blunt、过 表 达 载 体

pCAMBIA-1302，上述材料均由本实验室保存提

供。限制性内切酶、T4 连接酶、胶回收试剂盒以及

cDNA 合成试剂盒，购自 Thermo Fisher Scientific 公

司。PCR 扩增的酶和试剂、实时荧光定量 PCR 的试

剂、质粒提取，购自南京诺唯赞生物科技有限公司。

DNA 标准分子量购自北京博迈德生物技术有限公

司。Trizol 和 RNA 提取试剂盒购自北京天根科技

公司。原生质体转化所用纤维素酶和离析酶均购自

美国 Sigma 公司。PCR 引物合成及 DNA 测序由北

京博迈德生物技术有限公司完成。白三叶和 V 型

紫斑白三叶材料种植于中国农业科学院试验田及组

培室。培养条件：温度为 18 ℃，光周期为 16 h，光 
照 /8 h 黑暗，相对湿度 40%~60%。

1.2　研究方法

1.2.1　TrMYB308 基因克隆　V 型紫斑白三叶总

RNA 提取：选取 4 周龄幼苗叶片，利用 Trizol 法［21］ 

抽 提 V 型 紫 斑 白 三 叶 总 RNA。 用 RNase free 
DNase（天根生化科技公司）消除残存的 DNA，然

后 用 Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit 试
剂盒（Thermo Fisher Scientific 公司）进行反转录获

得 V 型紫斑白三叶的 cDNA。反转录反应体系为：

DNase 消化的 RNA（500 ng/μL）11 μL，Oligo（dT）
18 primer 1 µL，5×Reaction Buffer 4 µL，Revert Aid 
M-MuLV RT（200 U/µL）1 µL，RiboLock RNase 
Inhibitor 1 µL，再用 RNase-free 水补至 20 μL。反应

体系混匀后，65 ℃退火 5 min，冰浴 2 min，42 ℃孵

育 1 h，70 ℃反应 5 min 终止反应，反转录产物稀释

5~10 倍，-20 ℃保存备用。

TrMYB308 基因克隆：通过普通白三叶与紫

斑白三叶叶片的 RNA 转录组测序技术，分析并

筛选获得该基因 CDS 序列。结合生物信息学分

析，由 NCBI blast 序列比对可知，目的基因编码

的蛋白与红三叶的 MYB-related 308 蛋白同源性

最高为 91%；蒺藜苜蓿中的 MYB-related 308 蛋

白 同 源 性 为 84%。 根 据 TrMYB308 基 因 的 ORF
（Open Reading Frame）设计特异 PCR 扩增引物，F： 
5′-ATGGGAAGATCACCTTG -3′和 R：5′-TCATT 
TCATTTCTAAGCC-3′。接着，以 V 型紫斑白三叶

cDNA 为模板，TrMYB308-F 和 TrMYB308-R 为

引物进行 PCR 扩增，获得目的基因的 CDS 序列。

PCR 反应体系为：cDNA 模板 2 μL（250 ng/μL），
2x phanta Mix Master Mix 25 μL，上下游引物各加

2 μL（10 pmol/μL），加 ddH2O 补至 50 μL。PCR 扩

增条件：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 30 s，58 ℃
退火 45 s，72 ℃延伸 90 s，34 个循环，72 ℃延伸 
8 min。
1.2.2　目的基因序列分析　用 NCBI blast 分析目的

基因序列，使用 CLUSTALW 对 TrMYB308 的同源

蛋白序列进行比对，并用 MEGA7 软件绘制邻近树

（neighbor-joining tree），树的每个节点的 bootstrap
值为 1000。
1.2.3　实时定量荧光 PCR 分析　组织表达样品：

取 V 型紫斑白三叶的根、茎、叶、花和叶柄等组织，

经液氮速冻并储存于 -80 ℃冰箱。然后提取样品

总 RNA，反转录成 cDNA，-20 ℃保存备用。

MeJA 诱导表达样品：白三叶和紫斑白三叶材

料在组培室光照培养 3 周，注意避免染菌和其他的

胁迫。待其长出真叶后用 50 μmol/L MeJA，分别

震荡（120 r/min）室温处理 0、1、4、8 和 12 h 后取

样。处理其他条件和培养均保持一致，对照组添加

同体积的二甲基亚砜（DMSO）。取样之后用滤纸

快速吸干并置于液氮中速冻，保存于 –80 ℃冰箱 
备用。

转基因毛状根样品：将农杆菌 A4 介导的转基

因毛状根，待其长至 28 d 时取样（此时毛状根的生

长状态最好）。用滤纸快速吸干并用液氮速冻，保存

于 –80 ℃冰箱备用。

实时荧光定量 PCR：分别以白三叶组成型表

达的 TrActin 基因和荞麦组成型表达的 FtH3 基

因为内参；设计基因特异引物，以制备好的 cDNA
为 模 板，qPCR 反 应 体 系：ChamQTM SYBR® qPCR 
Master Mix 10.0 µL，PCR Forward Primer（10 mol/L） 
0.4 µL，PCR Reverse Primer（10 mol/L）0.4 µL，

cDNA 模板 1.0 µL，补水至 20 µL。qRT-PCR 程序：

95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 20 s，40 个

循环。每个样品重复测定 3 次，在 BAI 7500 Real-
time PCR 仪上进行 qRT-PCR 检测。本试验中用

RQ（相对表达量）=2-ΔΔCT 的算法，计算目标基因的

相对表达量；设置诱导表达 0 h 的 2-ΔΔCT 值为 1，计
算出 1、4、8 和 12 h 的表达倍数。实时荧光定量

PCR 的引物详见表 1。
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表 1　引物序列
Table 1　Primer sequences
引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequence（5′–3′）
引物用途

Purpose of primer

TrMYB308-QF 5′-ATGCCGTTCAATTTTAGTG -3′ 荧光定量 PCR 引物序列

qRT-PCR primer sequencesTrMYB308-QR 5′-TTACGAATCGATCCTGCT -3′

TrActin-QF 5′-CGTATGAGCAAGGAGATCACTG 3′

TrActin-QR 5′-CATCTGCTGGAAGGTGCT -3′

FtPAL-QF 5′-CGGAGCTTCTGGTGTGGAGAACAG-3′ 关键酶基因荧光 定量 PCR 引物序列

qRT-PCR of key enzymes primer
sequences

FtPAL-QR 5′-CTAGCAGATAGGCAGAGGAGCAC-3′

FtFLS-QF 5′-GCAACGGAAAGTACAAGGCAGTG-3′

FtFLS -QR 5′-ACTGGGGTAGTTTGTTGAGCTTG-3′

FtFH3-QF 5′-TCACCCTCTTGCTTCAAGACCAAG-3′

FtFH3-QR 5′-CCTCACTGCCAGCGGGTAAAC-3′

FtFLS1-QF 5′-CTTGGCCTCCAGTGTTGGAAAG-3′

FtFLS1-QR 5′-GCAGCTCAGGAAGAGGTCCAACT-3′

FtH3-QF 5′-CAAGGAAGGTATCCCACCG-3′

FtH3-QF 5′-TTAGAATCCACCACGAAGACG-3′

1.2.4　亚细胞定位　 根 据 TrMYB308 的 ORF 设

计 特 异 性 引 物，PAN580-F：5′-TCCGGAGCTAG 
CTCTAGAATGGGAAGATCACCTTGTTGT-3′ 和 
pAN580-R：5′-CTTGCTCACCATGGATCCTTTCATT  
TCTAAGCCTTTGTA -3′。 以 TrMYB308-T 载 体 为

模板，pAN580-F/R 为引物进行 PCR 扩增，获得含

酶切位 TrMYB308 基因的 PCR 产物。对骨架载体

进行酶切后纯化回收。将目的基因采用同源重组的

方法构建至 pAN580 表达载体上，获得融合蛋白重

组质粒 pAN580-MYB308-GFP。重组质粒 pAN580-
MYB308-GFP 测序正确后，通过 PEG 介导法分别

将重组质粒与对照（pAN580-GFP）质粒转入拟南

芥原生质体中，25 ℃培养 20 h，采用激光共聚焦显

微镜（ZEISS LSM700，Germany）观察 GFP 信号，

确定其亚细胞定位。

1.2.5　转录激活活性分析　根据 TrMYB308 的

ORF 设计酵母转录激活的特异性引物，pAS2-1-F：
5′-GGAGGCCCCGGGGATCCATGGGAAGATCA 
CCTTGT-3′和 pAS2-1-R：5′-TTCATAGATCTCTCGAG 
TCATTTCATTTCTAAGCCTTT-3 ′。 采 用 同 源 重

组的方法，将目的基因序列构建到 pAS2-1 载体

上。制备 pJ94A 酵母感受态细胞，并将构建好的

质粒载体转化酵母感受态细胞，转化成功后涂布

在 SD/-Trp 缺陷固体培养基上，28 ℃倒置培养 2~ 
3 d。挑取单克隆，经 PCR 阳性鉴定，将酵母菌落接

种于 SD/-Trp 液体缺陷培养基中，28 ℃振荡过夜

培养。将所得菌液稀释至 OD600=0.1，分别点样在

SD/-Trp 和 SD/-Trp/-His 缺陷固体培养基上，28 ℃

倒置培养 2~3 d。阳性对照为 pAS2-1-Active，阴性

对照为空载 pAS2-1。
1.2.6　农杆菌介导的苦荞毛状根转化系统的构建及

遗传转化　过表达载体的构建：根据 TrMYB308 的

ORF 序列设计含 NcoI 和 BamHI 酶切位点的上下游

引物，PCR 扩增 TrMYB308 的全长序列。上游引物， 
OE-MYB7-F：5′- CCATGGGAAGATCACCTTGTT-3′和 
下游引物，OE-MYB7-R：5 ′- GGATCCTCATTTCA 
TTTCTAAGCC-3′。随后经酶切、回收和连接转化

后，将 TrMYB308 全长序列正向插入 pCAMBIA-1302 载

体的 CaMV35S 启动子后，构建过表达载体 pBA1302- 
TrMYB308。

农杆菌介导的苦荞毛状根转化：挑选成熟饱满

的苦荞种子（川荞 1 号）用 10% 次氯酸钠溶液消毒

7~10 min，用 75% 酒精灭菌 5~8 min，再用无菌水清

洗 3~5 次；4 ℃春化 3~4 d 后选取萌发状态一致的

种子种植在无激素 MS 培养基上，将其置于组培室

25 ℃（光周期为 16 h/8 h）培养，待其萌发生长 2 周

龄后用于农杆菌侵染。用热激法将过表达载体质

粒 pCAMBIA1302-TrMYB308 以及空载体质粒分别

转化发根农杆菌 A4。接着挑取阳性单克隆至 YEB
液体培养基中（含有 Kan 50 mg/L）28 ℃振荡培养 
48 h，2500 r/min 离心 8 min 后集菌，并用液体 MS
溶液重悬菌体至终浓度 OD600=0.6~0.8。在超净台

剪下培养 2 周龄的苦荞幼苗的下胚轴或叶片，并

用尖镊子扎破创造尽可能多的伤口。然后将外植

体浸入提前制备好的侵染液中边摇晃边侵染 8~ 
15 min。



1546 植　物　遗　传　资　源　学　报 20 卷

将处理后的苦荞下胚轴放在无激素的 MS 培养

基上，放置在组培室中黑暗条件下 25 ℃共培养 3~ 
7 d。挑选长势良好的毛状根，剪取根系约 3 min 转

至含 200 mg/L Cef（头孢）的 MS 液体培养基中，置

于转速为 120 r/min 的摇床上 28 ℃暗培养。培养

28 d 后取样并进行后续试验，设置 3 组重复。

1.2.7　转基因毛状根的总黄酮含量分析　采用三

氯化铝法［22-23］测定转基因苦荞毛状根的总黄酮含

量。用已确定的超声提取率，超声 30 min。总黄

酮标准曲线的绘制：称取芦丁标准品 3.6 mg，于容

量瓶中加入 80% 甲醇 20 mL 定容即得芦丁标准溶

液。分别吸取芦丁标准溶液 4.0、2.0、1.0、0.5、0.25、
0.125、0.063、0.031 mL 置于 10 mL 容量瓶中，加入

0.1 mol/L 的三氯化铝溶液 2 mL、1 mol/L 的乙酸钾

溶液 3 mL，用 80% 甲醇溶液定容，摇匀后室温下放

置 30 min，同时以 80% 甲醇溶液作为空白对照。在

波长为 420 nm 处测定吸光度。

2　结果与分析

2.1　TrMYB308 的克隆和序列分析

以 V 型 紫 斑 白 三 叶 的 cDNA 为 模 板，使

用 Oligo7 设计的特异扩增引物 TrMYB308-F 和

TrMYB308-R 进行 PCR 扩增，得到包含部分 5′-
UTR 和 部 分 3 ′-UTR 在 内 的 TrMYB308 的 ORF

（ORF，open reading frame）序列，与 RNA-Seq 筛选

所获得的片段大小基本一致。

生物信息学分析发现，该基因的 ORF 长度为

921 bp，编码蛋白分子量为 3.39 kD 的 306 个氨基酸，

且所编码蛋白的等电点（pI）为 8.49。在 NCBI 数据

库中用 Blast 比对发现，该蛋白与红三叶（Trifolium 
pratense L.）MYB-related protein 308-like protein 同源

性最高（91.0%），将其命名为 TrMYB308。用 Uniprot
软件分析可知，TrMYB308 包含 2 个保守的 DNA 结

合结构域，是典型的 R2R3MYB 转录因子，C 端的

氨基酸变化较大（图 2A）。将 TrMYB308 与其他物

种中同源的 R2R3 转录因子蛋白序列进行比对，例

如红三叶、蒺藜苜蓿（Medicago truncatula Gaertn.）、
拟南芥和水稻（Oryza sativa L.）等。结果表明，这

些 MYB 蛋白的 N 端氨基酸序列高度保守，在 9~ 
61 bp 和 62~116 bp 区域分别是 R2R3-MYB 的 R2
和 R3 结合结构域（图 2A）。采用 MEGA7 软件对

这些蛋白通过邻接法构建进化树，并进行分子发育

分析发现，TrMYB308 与红三叶、蒺藜苜蓿和鹰嘴

豆（Cicer arietinum L.）等双子叶植物亲缘关系较

近，但相关基因功能报道却很少；而该蛋白与水稻

和玉米（Zea mays L.）等单子叶植物亲缘关系较远 
（图 2B）。

2.2　TrMYB308 的亚细胞定位及转录激活验证

转录因子功能的发挥与其在细胞中的定位密

切相关，为探究 TrMYB308 的具体定位情况，构建

pAN580-TrMYB308-GFP 重 组 质 粒，通 过 PEG 介

导法转入拟南芥原生质体。25 ℃培养 16~20 h 后，

用激光共聚焦显微镜观察细胞中发出 GFP 绿色荧

光的位置。结果发现，转 35S-GFP 的荧光信号分

布于整个细胞内，而 35S-TrMYB308-GFP 融合蛋

白的信号都集中在细胞核内（图 3A）。结果表明，

TrMYB308 属于典型的转录因子并在细胞核中发挥

转录调控功能。

为了验证 TrMYB308 是否具有转录激活功

能，构建具有 GAL4 DNA 结合结构域的 pAS2-1-
TrMYB308 酵母表达重组质粒，分别将 pAS2-1-
TrMYB308、pAS2-1（阴性对照）、pAS2-1-Active（阳

性对照）转入酵母 pJ94A 中。结果显示，三者在酵

母单缺培养基 SD（-Trp）中均能正常生长。转入

pAS2-1-Active 可在二缺培养基 SD（-Trp，His）上正

常生长，阴性对照和 pAS2-1-TrMYB308 均无法在二

缺培养基上生长（图 3B），说明 TrMYB308 蛋白无

转录自激活活性，该转录因子可能还需要与其他转

录调控蛋白互作才能发挥其转录调控功能。

2.3　TrMYB308 基因的表达特性

2.3.1　TrMYB308 基因的组织表达特性　qRT-PCR
分析结果发现，TrMYB308 在成熟 V 型紫斑白三叶

的各个组织中均有表达，其中在叶片的表达量最高，

是根中表达量的 7 倍（图 4A）；在叶柄和花中的表

达量也较高，在根和茎中的表达量则相对较低。上

述结果表明，TrMYB308 基因具有组织特异性，在叶

片中的表达量最高，在根中最低。因此，推测其可能

对紫斑形成起重要调控作用。

2.3.2　TrMYB308 基因受 MeJA 诱导的表达分析　

用茉莉酸甲酯（MeJA）处理 3 周龄的普通白三叶和

紫斑白三叶幼苗，并在不同的处理时间点提取处理

材料的总 RNA，用 Real-time PCR 检测 TrMYB308
的转录水平。结果如图 4 所示，目的基因的表达量

随着 MeJA 处理时间的增加而逐渐增高，在 8 h 达

到峰值，此后又逐渐降低。在处理 1 h 时，2 种材

料中的 TrMYB308 的表达量均开始上调，普通白三

叶组在处理 4 h、8 h 和 12 h 时其表达量无显著变

化。而紫斑白三叶组，TrMYB308 基因的表达随着
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A：TrMYB308 与其他 R2R3-MYB 类同源蛋白序列多重比对；B：TrMYB308 和其他植物 R2R3-MYB 蛋白的系统进化树

A：Multi-alignment of TrMYB308 with other R2R3-MYB type proteins，B：Phylogenetic tree of TrMYB308 and R2R3-MYBs from other plants，
AtMYB4：Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.NP_195574.1，AtMYB7：Arabidopsis thaliana（L.）Heynh.NP_179263.1， CarMYB308：Cicer 

arietinum L.XP_004505789.1， MtMYB308：Medicago truncatula Gaertn.XP_003607200.1，MdMYB308：Malus domestica（Suckow）Borkh.
NP_001315806.1， OsMYB308：Oryza sativa L.XP_015627699.1，ZmMYB308：Zea mays L.XP_008657016.1，PpMYB7：Prunus persica（L.）

Batsch KT159231.1，PtoMYB7：Populus tomentosa C.K.Schneid.，TaMYB7：Trifolium pratense L.，TrMYB308：Trifolium repens L.

图 2　TrMYB308 的同源蛋白序列比对及系统发育分析
Fig.2　Multiple alignment of TrMYB308 homologous proteins and phylogenetic analysis
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A：TrMYB308 的亚细胞定位，空载 35S-GFP 和 35S -TrMYB308-GFP 在拟南芥原生质体中表达；B：酵母转录转录激活试验

A：expression of 35S-GFP and 35S-TrMYB308-GFP in Arabidopsis protoplasts，B：1.pAS2-1-Active，2.pAS2-1-TrMYB308，3.pAS2-1 empty

图 3　TrMYB308 的亚细胞定位和酵母转录转录激活试验
Fig.3　Subcellular localization of TrMYB308 in Arabidopsis thaliana（L.）Heynh. and transcription activation assay of TrMYB308

A：V 型紫斑白三叶不同组织中 TrMYB308 的相对表达量；B：普通白三叶中 TrMYB308 受 MeJA 诱导的表达谱； 
C：V 型紫斑白三叶中 TrMYB308 受 MeJA 诱导的表达谱

A：relative expression levels of TrMYB308 in different tissues of v-type purple white clover，B：expression pattern of TrMYB308  
induced by MeJA in common white clover，C：expression pattern of TrMYB308 induced by MeJA in V-type purple white clover

图 4　TrMYB308 基因的表达特性
Fig.4　Expression specificity of TrMYB308 gene

MeJA 处理时间的增加，呈现显著的先增加后下降

的趋势。此外，V 型紫斑组比普通组受 MeJA 诱导

的程度更大（图 4B、图 4C）。上述结果表明，目的

基因参与了植物对 JA 信号的应答反应，且 V 型紫

斑白三叶相比普通白三叶对 JA 激素胁迫更敏感。

2.4　毛状根的诱导及转基因根系的鉴定

为了探究 TrMYB308 是否调控黄酮生物合成，

选择黄酮含量丰富的苦荞毛状根作为体内验证系

统，于是构建 pCAMBIA1302-TrMYB308 过表达载

体，并用 A4 农杆菌介导的方法将过表达和对照质

粒均转入苦荞毛状根中（图 5A）。为了筛选阳性

转基因根系，对 A4 毛状根和转基因根系进行 PCR
分子鉴定。首先，提取各根系的 DNA 与阳性对照

质粒进行 PCR 分析发现，A4 农杆菌 Ri 质粒的转

移区和毒性区相关的基因（例如 RolAB、Ags、VirC
和 VirD 等）的片段大小于阳性对照一致（图 5B），

表明所诱导的毛状根为阳性；其次，转 pCAI1302-
TrMYB308 根系 A1、A2 和 A3 的扩增片段与阳性对

照组（TrMYB308 质粒）大小完全一样（图 5C）。上

述结果表明，我们成功地诱导并筛选获得了转基因

苦荞毛状根阳性根系 A1、A2 和 A3（图 5C）。

2.5　在苦荞毛状根中过表达 TrMYB308 对总黄酮

积累的影响

2.5.1　转基因毛状根系的生长指数和总黄酮含量检

测分析　如图 6 所示，分别在 3、7、14、21、28 和 35 d 
检测毛状根的鲜重，统计其生长指数。结果发现，

A4、A4-1302 和 A4-1302-TrMYB308 均 在 前 7 d 生

长速度较为缓慢；7~28 d 生长最快；28~35 d 其生长

速度又开始下降。其次，A4、A4-1302 和 A4-1302-
TrMYB308 根系中，A4 根系生长状态最好，A4-1302
根系生长状态次之；最后，A4-1302-TrMYB308 根系

生长最为缓慢（图 6A）。
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A：苦荞毛状根的诱导过程；B：A4 毛状根的分子鉴定，M：DL2000 DNA Marker，PC：pRiA4（阳性对照），NC1： 
H2O，NC2：天然的苦荞根系（阴性对照），A1~A6：转基因根基 DNA；C：转基因毛状根的分子鉴定， 

PC：pCAI1302-TrMYB308，NC3：转 A4 根系 DNA，NC4：转 pCAI1302-A4 根系 DNA
A：Induction process of hairy roots of Tartary buckwheat，B：Molecular identification of hairy roots of A4，M：DL2000  
DNA Marker，PC：pRiA4（positive control），NC1：H2O， NC2：Natural roots of Tartary buckwheat（negative control），  

A1-A6：different transgenic lines，C：Molecular identification of transgenic hairy root lines，PC：pCAI1302- 
TrMYB308，NC3：transgenic line of A4 rhizogenes，NC4：transgenic line of pCAI1302-A4

图 5　苦荞毛状根的诱导过程和转基因根系的鉴定
Fig.5　Induction process of hairy roots of tartary buckwheat and identification of transgenic root lines

图 6　不同转基因毛状根系的生长指数测定和总黄酮含量测定
Fig.6　Determination of total flavonoid contents and growth index of different transgenic hairy root lines

对 TrMYB308 基因毛状根和对照根系（A4、
A4-1302）进行总黄酮含量的测定。每个株系测定

3 个植株，每株重复测 3 次，方差分析结果表明处

理间差异显著（P<0.05）。结果分析表明 A4-1302-
TrMYB308 株系与对照组总黄酮含量差异显著（图

6B）；说明转基因植株的总黄酮含量均有提高，进一

步证明目的基因可能参与调控苦荞毛状根中类黄酮

的生物合成。

2.5.2　转基因毛状根类黄酮合成途径关键酶基因

的表达量分析　提取转基因毛状根阳性根系的总

RNA，反转录合成第 1 链 cDNA，分别对类黄酮代谢

途径关键酶基因（FtPAL、FtF3H、FtFLS、FtFLS1）
的表达量进行 qRT-PCR 检测分析。结果如图 7 所

示，TrMYB308 基因的导入显著提高了转基因苦

荞毛状根中类黄酮生物合成途径 FtF3H（对照组

的 1.4 倍）和 FtFLS（对照组的 2.4 倍）酶基因的表
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达量。相反，FtPAL 的表达量有轻微的下调，但转

A4-1302-TrMYB308 根系与转 A4 根系相比发现，

FtPAL 的表达量存在轻微的上调；FtFLS 的表达量

没有明显的变化（图 7）。说明目的基因的导入提高

了毛状根中类黄酮代谢途径酶基因的表达量，从而

促进类黄酮化合物的生物合成。

FtH3 作为内参基因，每组数据代表 3 次重复试验的平均值 ±SD
FtH3 was used as an internal control.Error bars represent the  

standard deviation of triplicate runs for qRT-PCR

图 7　不同转基因毛状根系中类黄酮 
代谢途径酶基因的表达量

Fig.7　Expression of flavonoid biosynthetic enzyme  
genes in different transgenic hairy root lines

3　讨论

类黄酮又称黄酮类物质，广泛存在植物界中，

并分布于植物多个组织器官中如根、茎、叶和果实 
等［1-2］。该物质具有多种生物学功能，不仅对于维

持植物的正常的生命活动具有重要作用，例如生长

发育、环境胁迫和次生代谢等［3-4］；而且对维持人

体健康具有非常重要的作用，例如抗氧化、防衰老

和预防心血管疾病等［5-7］。豆科和蓼科植物富含黄

酮类物质，且其生物合成途径由多基因多转录因子

协同参与调控。研究发现，紫斑的主要成分是花青

素等类黄酮物质，因此阐明 V 型紫斑白三叶的紫

斑部位花青素合成调控的分子机理十分重要。目

前研究发现，主要有 3 类转录因子参与花青素等类

黄酮物质生物合成关键酶基因的转录调控，分别是

MYB、bHLH 和 WD40 蛋白，这 3 类转录因子蛋白

相互作用形成 MBW 复合体（MYB-bHLH-WD40）
直接调控靶基因的表达［24］。其中，MYB 类转录因

子是参与花青素生物合成调控的关键因子，现已从

许多植物中分离、鉴定了参与花青素等类黄酮物质

生物合成的 R2R3-MYB 转录因子，例如红三叶的

TaMYB14［25］；拟南芥的 PAP1 和 PAP2 等［26］；百脉

根（Lotus corniculatus L.）的 LjTT2a［27］和蒺藜苜蓿

的 MtPAR［28］等。Albert 等［24］在白三叶中筛选克

隆了 3 个转录因子 TrRED LEAF、TrRLD（RED 
LEAF DIFFUSE）和 TrRED V，通过瞬时转录激活

试验证明 TrRED LEAF 能激活 TrDFR 和 TrAN1 靶

基因的表达，进而促进植株叶片紫斑部位的花青素

合成。本研究通过差异 RNA-Seq 筛选获得一个重

要 TrMYB308 蛋白，生物信息学分析发现其 N 端

9~116 bp 区域内含有典型的 R2、R3 DNA 结合重复

序列（图 2A），并结合亚细胞定位试验中 GFP 信号

的分布情况（图 3A），发现该蛋白是定位于细胞核

的典型 R2R3-MYB 转录因子。由于 TrRED LEAF 
TrMYB308 和同属于 R2R3 转录因子，因此推测它

们行使类似的功能。此外，本研究还发现，过表达

的苦荞毛状根中 FtF3H 和 FtFLS 的表达量明显的

上调，该结果暗示，TrMYB308 可能激活 FtF3H 和

FtFLS 的表达（图 7）。再结合 Albert 等的研究结

果，我们推测，TrMYB308 蛋白也可能激活 TrDFR
和 TrAN1 基因的表达。

茉莉酸类物质（JAs，jasmonate acids）是一种

广泛存在的内源性植物激素，并作为一类重要的

内源性信号分子［29］，对植物的生长发育、生物防御

和次生代谢等具有主要的调控作用。其中，JAs 介

导的次生代谢产物生物合成的转录调控由 SCFCOI1

复合物、JAZ 蛋白质、MYC2 和其他一些转录因子

（如 MYBs、WRKYs 和 ERFs）共同调控，这些转录

因子家族可调控多个生物合成途径相关基因的表 
达［29-30］。而且有研究发现，JAs 是植物次生代谢产

物合成途径最有效的诱导子［31］，本研究发现紫斑白

三叶比普通型对 JA 信号更敏感（图 4B、C），即指前

者的类黄酮合成基因的表达水平较高，对应的类黄

酮含量就高。类黄酮含量高则能增强自身对环境胁

迫的适应性；同时，还表明其具有抗炎、抗氧化以及

抗肿瘤等功效［5-7］。目前许多研究发现，JA 介导的

MYB 转录因子广泛参与调控黄酮类物质的生物合

成，例如火炬松（Pinus taeda L.）的 PtMYB14［32］，苹

果的 MdMYB9/10/11［15-16］，拟南芥的 PAP2/MYB90
和 AtAP1/MYB75［17-18］等。其中，拟南芥中的 AtAP1/
MYB75 转录因子对类黄酮生物合成起正调控作用。

Mitsunami 等［33］在烟草（Nicotiana tabacum L.）中 
异源表达 MYB75 基因并用 JA 处理发现，处理组的
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NtF3H、NtAn1a 和 NtAn1b 基因的表达显著高于对

照组，且转基因株系中的类黄酮含量也显著增加。

Boter 等［17］研究发现，TrJAZ3 蛋白是 JA 信号通路

中的关键抑制子，对类黄酮生物合成相关的转录因

子 AtMYB75 和 AtFIL 具有抑制作用。同时，揭示

了 TrJAZ3 蛋白在 JA 信号通路中的重要调控作用。

第一，确保只有 JA 信号存在时才能激活 AtMYB75
以及 AtMYB75 参与形成的 MBW 复合体的活性，

从而激活下游靶基因的表达，进而促进转基因拟南

芥株系中类黄酮物质的积累；第二，当体内 JA 水平

下降时，TrJAZ3 蛋白能快速抑制 TrMYB75 转录因

子的活性，从而抑制下游靶基因的表达，进而抑制转

基因拟南芥中类黄酮物质的积累。此外，An 等［15］

研究发现，在苹果中也存在类似的调控模式。外源

JA 诱导 MdJAZs 蛋白降解并解除其对 MdMYB9
和 MDMYB11 转录因子的抑制作用，从而激活下

游靶基因 MdANS 和 MdANR 等的表达，进而促进

愈伤组织中原花青素和果肉中花青素的积累。本

研究发现，MeJA 处理 8 h 可使普通白三叶处理

组中的 TrMYB308 的表达量比对照组上调 2.8 倍 
（图 4B）；紫斑处理组中的目的基因的表达量上升

4.2 倍（图 4C）。与 Boter 等［17］的研究结果类似，

本研究鉴定 TrMYB308 蛋白对类黄酮生物合成也

起正调控作用。此外，Gonzalez 等［18］发现 JA 还

能介导 MYB 与其他蛋白（bHLHs 和 WD40s）形

成的 MBW（MYB -bHLH-WD40）复合体参与调

控类黄酮的生物合成。因此我们推测，TrMYB308
可能存在某些互作蛋白（如 TrJAZs、TrbHLHs 和

TrWD40s），并以复合体的形式共同调控苦荞毛状的

类黄酮物质的生物合成。

荞麦属于蓼科荞麦属，是一种重要的杂粮兼药

用植物，栽培种主要有苦荞、甜荞和金荞麦，其具有

生长周期短、适应性强及营养全面等特点。苦荞又

名鞑靼荞麦，因其种子和制品味苦而得名，中国主

要种植于西南地区。苦荞的营养丰富全面，富含黄

酮类物质，尤其芦丁含量较高，作为降“三高”粮

食而深受消费者喜爱。许多研究已证明，转录因

子广泛参与植物生长发育、次生代谢、环境与激素

胁迫应答、器官发育等方面［9，34-35］。研究发现荞麦

中的 R2R3-MYB 转录因子有多种生物学功能，包

括抗逆胁迫和次生代谢等方面［36］。目前荞麦中的

转录因子研究仍集中在 R2R3-MYB 转录因子上，

例如 FtMYB9、FtMYB10 与 ABA（脱落酸）密切

相关，广泛参与 ABA 介导的各种胁迫反应，例如

干旱、低温和盐胁迫等。但两者的生物学功能却

截然相反，前者是激活子可以增强植物对外界的

胁迫抵抗作用，而后者是抑制子则会减弱其对外

界的胁迫抵抗作用［37-38］。Zhang 等［39］利用转录组

测序和重测序技术，分离并克隆了一组受 JA 诱导

的参与调控芦丁（黄酮醇途径）的 R2R3-MYB 转

录因子 FtMYB11/13/14/15，其 C 端含有 SID 结构

域。在细胞质中合成 FtMYB11 蛋白通过与细胞

核膜蛋白 FtSAD2（Sensitive to ABA and Drought 2）
互作，进而促使 MYB 抑制子从细胞质转运到细胞

核 并 与 FtJAZ（Jasmonate-Zim-domain protein）蛋

白互作，然后结合到靶基因的顺式作用元件上，协

同抑制靶基因的表达从而抑制芦丁的合成与积 
累 ［40］。本研究发现，TrMYB308 的表达量也显著地

受 JA 的诱导，当 MeJA 处理 8 h 时 V 型紫斑白三

叶中 TrMYB308 基因的表达量比未处理组高 4 倍

（图 4C）。综上所述，我们推测 TrMYB308 也可能

与 TrJAZ 蛋白和 FtSAD2 蛋白发生互作，从而协同

调控靶基因的表达。

R2R3 型转录因子 FtMYB1 与 AtTT2 属于同

源蛋白，经酵母转录激活试验证明其属于转录激活

子。在烟草中异源表达 FtMYB1 可使 DFR（二氢

黄酮醇 -4- 还原酶）的表达量比对照增加 5.6 倍，进

而促进原花青素的积累［41］。FeMYB1 是荞麦中一

个重要的转录激活子，已证明 FeMYB1 与 AtFLS 基

因的启动子结合并激活关键酶基因 DFR 和 LDOX
的表达［42］，从而使荞麦类黄酮的含量增加。本研究

将 TrMYB308 在苦荞毛状根中异源表达，分析发现

转基因根基中关键酶 FtF3H 和 FtFLS 的表达量比

对照组分别增加了约 1.4 和 2.4 倍（图 7）。在类黄

酮合成代谢途径中，FtF3H 和 FtFLS 基因处于 DFR
基因的上游。因此推测，TrMYB308 蛋白也可能激

活 DFR 基因的表达，并影响花青素的合成。但酵

母转录激活试验证明 TrMYB308 并无转录自激活

活性（图 3B），因此推测，该转录因子还存在其他

的互作蛋白，相互作用后共同调控下游靶基因的表

达。此外，本研究发现过表达 TrMYB308 基因不仅

能显著上调 FtFLS 的表达量（图 7），还能显著增加

转基因根系中的总黄酮含量（图 6B）。因此我们推

测，TrMYB308 转录因子通过结合 FtF3H 和 FtFLS
基因的启动子，从而激活 FtF3H 和 FtFLS 基因的表

达，进而促进转基因根系中类黄酮物质的积累。

综上所述，TrMYB308 基因在叶、叶柄和花等

组织中优势表达，且其表达量显著受 MeJA 诱导。
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TrMYB308 基因的过表达，不仅使转基因苦荞毛状

根中类黄酮合成途径部分酶基因的表达量显著提

高，也使转基因根系中的总黄酮含量得到了显著提

高。上述结果证明了该基因正调控类黄酮的生物合

成。本研究为我们后续深入挖掘 TrMYB308 基因调

控的下游靶基因的分子作用机制奠定了理论依据。

此外，由于本研究的相关工作主要是在苦荞毛状根

中完成，因此还需要在荞麦株系中对 TrMYB308 转

录因子的功能加以验证和深入解析。
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