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摘 要 八氢番茄红素脱氢酶(PDS)是影响类胡萝 卜素合成的一个重要限速酶，在植物花色发育过程中起着 

重要作用。采用 RT．PCR技术从中国水仙(NarcissUS tazetta var．chinensis)幼嫩花蕾中分离到一个新的水仙花 

色发育相关的PDS基因，命名为NTPDS1(GenBank登记号：EU138883)。该基因长 l 719bp，具有一个 l 713bp 

的完整开放读码框(ORE)，编码 570个氨基酸。序列分析表明，NTPDS1编码的氨基酸序列与其它植物的PDS 

蛋白有很高的相似性。系统进化树分析显示，Ⅳ D．s 与喇叭水仙亲缘关系最近。利用半定量PCR技术进行 

组织表达模式分析发现，该基因在中国水仙的花、叶片和根中均有表达，但以花器官中表达量最高；在花瓣和 

副冠中的表达量高于雄蕊和雌蕊。 
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Abstract Phytoene desaturase(PDS)is one ofthe key enzymes in the carotene biosynthesis pathway and plays an 

important role in the process of flower color development．A new gene，named as NTPDS1 (GenBank accession 

number：EU138883)，was cloned from the first strand ofNarcissus tazetta var．chinensis eDNA through RT—PCR by 

using primers designed according to the PDS gene family conserved region．The sequence consists of l 7 1 9 bp，has 

an  open reading fram e of l 7 l 3 bp encoding a polypeptide of 570 amino acids．Homology an alysis showed that the 

deduced NTPDS 1 protein was highly homologous to other PDS proteins from different species．Phylogenetic an aly- 

sis al o indicated that NTPDS1 was more related to PDS ofNarcissus pseudonarcissus．The semi—quantitative PCR 

results revealed that the transcript ofNTPDS1 gene was detectable in vegetative and flowers，especially high in flow— 

ers．W ithin open flowers。levels were highest in the organs ofpetals and coran a while lower in stamen an d pistils． 

Keywords Narcissus tazetta Var．chinensis，PDS gene，Sequence analysis，Semi—quan titative PCR 

水仙是石蒜科 maryllidaceae)水仙属(Narcissus) 

多年生鳞茎植物，是著名观赏兼药用植物，在世界各 

国广泛种植(陈俊愉，2001)。近 150年来，国外在水仙 

育种领域取得了重大进展，品种已达上万个之多。这 

些品种花型奇特，花色绚丽，极大丰富了世界园林景 

观(Blanchard，2004)。久负盛名的中国水仙(Narcissus 

基金项 目：本研究由国家林业局948项目(2006—4一C07)资助 

tazetta var．chinensis)花姿秀美，花香馥郁，不仅是中 

国著名的十大传统名花之一，更是r 国传统出口花 

卉中的佼佼者。但长期以来，中国水仙仅有“金盏银 

台”和“玉玲珑”等少数品种，且花色仅有黄白二色。 

因此，花色创新一直是中国水仙育种的重要目标之 
一

。 由于中国水仙为同源三倍体植物，利用有性杂交 
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中 国 水仙 八 氢 番 茄 红 素 脱氢 酶基 ~J (P D S )的 克 隆及 表达 分 析
⋯

C l o n i n g a n d E x p r e s s i o n A n a l y s i s o f P D S G e n e i n N a r c i s s u s t a z e t t a v a t ． c h i n e n s is

或 实 生 选 种 选 育新 品 种 具 有 极 大 的 困难 ， 而 近 年 来

的花 色 分 子 育种 研 究为 运 用 基 因 工 程 来 丰 富 中 国 水

仙 花色提 供 了新 思 路 (吴 菁 华等 ，
2 0 0 5 ) 。

水 仙 属 植物 花 朵 中色 素 的主 要 成 分 为类 胡 萝 卜

素(S c h l e d z e t a 1． ，
1 9 9 6 ) 。 目前 ， 植 物 类 胡 萝 卜素 生 物

合 成 所 涉 及 的 酶 大 多得 到 了 鉴 定 ， 而 且 在 分 子 水平

上 阐 明 了类 胡萝 卜素 生 物合 成 的主 要 路径 ， 这 为 中 国

水仙 花 色 改 良提供 了有 益 的参考(黄彬城 等 ，
2 0 0 6 ) 。 八

氢 番 茄 红 素 脱 氢 酶 (P D S ) 是 影 响 类 胡 萝 卜素 合 成 的

限速 酶 之
一

， 参 与 线 状 类 胡 萝 卜素 生 物 合 成 。 该 酶催

化 八 氢 番 茄 红 素 脱氢 生 成 9
,
9

’
- 二 顺 式 一

(
一 胡 萝 卜素 ，

再 经 由 (
一 胡 萝 卜素 脱 氢 酶 (Z D S )和 类 胡 萝 卜素 异 构

酶 (C R T I S O )生 成 番 茄 红 素 ， 进 而 合 成 类 胡 萝 卜素 ( 朱

长 甫等 ， 2 0 0 4 ) 。 用 哒 草 伏 和 氟 啶 酮 与 其 活 性 位 点 结

合 后 ， P D S 的催 化 活 性丧 失 ， 导 致大 量 的 八 氢 番 茄 红

素 积 累 ， 从 而 影 响类 胡 萝 卜素 的合 成 (S a n d m a n n a n d

M i t c h e l l ， 2 0 0 1 ；S i m k i n e t a 1 ． ， 2 0 0 3 ) 。 在 番 茄 、 柑 橘 、

黄花 龙 胆 、 金 盏 菊 等 花 或 果 实 中 以类 胡萝 卜素 为 主

要 色 素 种 类 的 植 物 中 ， P D S 基 因 的 表 达 增 强 与 花 和

果 实 中类 胡萝 卜素 含 量 呈 正 相 关 (S u n e t a 1． ， 1 9 9 8 ) 。

该基 因 与 八 氢 番 茄 红 素 合 酶 基 因(p s Y ) 、 (
一 胡 萝 卜素

脱 氢 酶 基 因 (Z D S )等 基 因 协 调 作 用 ， 在 转 录 水 平 上 调

节 花 或 成 熟 果 实 中类 胡 萝 卜素 的 积 累 (K a t o e t a 1． ，

2 0 0 4 ) 。 中国水 仙 P D S 基 因 的 克 隆和 表 达 分 析 ， 为 进
一

步 研 究 八 氢 番 茄 红 素 脱 氢 酶 的调 控 功 能 奠定 分 子

基 础 ， 将 有 助 于 通 过 基 因 工 程 来 实现 丰 富 中 国水 仙

花 花 色 的育种 目标 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 植 物 材 料 和 菌 株

中 国水 仙 品种 为购 自中 国漳 州 盼
‘

金 盏 银 台
”

。 经

4 ℃ 处 理 3 0 d 后 ， 2 0 ℃ 水培 1 0 d ， 剥取 鳞 茎 内幼 嫩 花 蕾

用 于 R N A 提 取 。 大 肠 杆 菌 (E s h e r i c h i a c o l i ) D H 5 a 菌

株 由本 实验 室 保存 。

1 ．2 总 l 斟 A 提 取 与 c D N A 合 成

G C T G
一

3
’

。 上 述弓l物 由 匕茬荦生物工 币呈技7I靖 限公司合成 。

以 中 国水 仙 c D N A 为模板 ， 进 行梯度 P C R 。 在 引

物 1 和 引物 2 的 反 应 体 系 中应 用 宝 生 物 工 程 有 限 公

司 的 L A T o q 酶 ， 反 应 条件 为 ：9 4 ℃ 预 变性 5 m i n ；9 4
~

C

1 m i n ， 5 7 ～ 5 9 ℃ l m i n ， 7 2 ℃ 2 m i n ， 3 6 个 循 环 ：7 2 ℃ 延

伸 1 0 m i n 。 P C R 产 物 电泳 分 析 后 用 上 海 申能博 彩 生

物 科 技 有 限 公 司 试 剂 盒 回 收 ， 按 照 P r o m e g a 的

p G E M ． T e a s y 载 体 快速 连 接 试 剂盒 操 作 流 程 ， 将 回

收 的 D N A 片 段 连 到 载 体 上 ， 转 化 大 肠 杆 菌 ， 经 蓝 白

斑 筛 选 ， 提 取 阳 性 克 隆质 粒 并 酶 切 图谱分 析 后 ， 送 北

京 三 博 远 志 生 物 技 术 有 限 责任 公 司 测 序 。

1 ． 4 序 列 的 生 物 信 息 学 分 析

利用 D N A S T A R 、 S M A R T 和 C l u s t l W 等生物软件

分析 测 定 c D N A 序 列 及 其编 码 蛋 白质 的结构特 点 ， 并

与 国际核酸和 蛋 白质数据 库联 网进 行 b l a s t 比较分析 。

1 ．5 ^ ，" ，D 鲫 基 因 的 组 织 表 达 分 析

用 T r i z a l 法 从 中 国 水 仙 花 期 的 不 同 器 官 和 花 不

同 部位 提 取 R N A ， 反 转 录 成 c D N A 第
一

链 。 以 中 国

水 仙 1 8 S r R N A 基 因 为 内标 调 整 c D N A 用 量 和 循 环

数 ， 使 内标 基 因 在 不 同 组 织 的表 达 丰 度
一

致 ， 并 在 此

条件 下 扩 增 不 同组 织 中 目 的基 因 的 表 达 情 况 ， 用 光

密 度值 差 异 来表 示 目的基 因在 不 同组 织 的表 达 量 。

2 结 果 与 分 析

2 ． 1 基 因 克 隆 与 结 构 分 析

以 反 转 录 合 成 的 中 国 水 仙 c D N A 作 为 模 板 ， 用

引物 1 和 引 物 2 进 行 扩 增 反 应 ， P C R 产 物 在 0 ． 8 ％ 的

琼 脂 糖凝 胶 中 电泳 ， E B 染 色 结 果 显 示 ， 在 I 7 0 0 b p

左 右 有
一

条亮 带 ， 与 预 测 的基 因 片 段 相 符 ， 初 步 确 定

为 目的基 因 片 段 ( 图 1 ) 。 回收后 与 p G E M — T e a s y 载体

采 用 I n v i t r o g e n 公 司 的 T r i z o l r e a g e n t 提 取 中 国 2 0 0 0 b p

水 仙 幼 嫩 花 蕾 的 R N A (G a o e t a 1．
，

2 0 0 6 ) m P r o m e g a ；8船锪
公 司 的 反 转 录 试 剂盒 合 成 c D N A 。

1 ．3 基 因 的 克 隆 与 测 序

根据 P D S 基 因家族 的保 守区 序列 设计 引物 ， 用 于

R T ． P C R ， 引物 1 ：5
L -

G G C A T G A G C A T T G T T G G G T T A

G T I
'

T C
-

3
’

； 引物 2 ：5
- _

C T A G A C A A C A G T C A T C T C G

M l 2 3

图 1 梯 度 P C R 产 物 电泳 结 果

注 ： 1 ：5 7 ． 5
~

C ；2 ：5 8 ． O℃ ；3 ：5 8 ． 7
~

C ；M ： 1 k b 分 子 量 标记

F i g u r e 1 D N A f r a g m e n t s a m p l i fi e d b y g r a d i e n t P C R

N o t e ： 1 ：5 7 ． 5 ℃ ；2 ：5 8 ． 0 ℃ ；3 ：5 8 ． 7 ℃ ；M ：1 k b l a d d e r
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M o l e c u l a r P l a n t B r e e d i n g

连 接 ， 转 化 后 将 阳 性 克 隆送 公 司 测序 。 测 序 结 果 表

明 ， 插 入 片 段 为 1 7 1 9 b p ， 含 有
一 个 完 整 的 开 放 阅 读

框 f l 7 1 3 b p ) ， G e n B a n k 登 记 号为 E U l 3 8 8 8 3 。

利 用 M o t i f S c a n 、 D N A s t a r 等 生 物 学软件 及 N C B I

在线 B l a s t 对 E U l 3 8 8 8 3 的序列 进 行 分 析 发 现 ， 该 基

因包 含
一

个完整 的开 放读 码 框 ， 编 码 5 7 0 个氨 基 酸 ，

其 编码 肽 链 包 含 1 个 吡 啶 二 硫 酸核 苷 酸氧 化 还 原 酶

保 N A D ／F A D 结合 单 元 (3 0 1 ～ 3 9 6 ) ， 具 备 胡 萝 卜素 脱 氢

酶 的共 同特 征 。 该 基 因 命 名 为 N TP D S l 。 其编 码 蛋 白的

等 电点和 分子 量 分 别 为 7 _2 9 和 6 3 5 2 0 ． 8 1 D 。

2 ． 2 氨 基 酸 序 列 比 较 与 系 统 进 化 树 分 析

5 5

5 5

4 9

4 6

1 0 5

1 0 5

10 0

1 0 0

1 5 9

1 5 9

1 5 4

1 5 4

2 1 3

2 1 3

2 0 8

2 0 8

2 6 7

2 6 7

2 6 2

2 6 2

3 2 1

3 2 1

3 1 6

3 1 6

3 7 5

3 7 5

3 7 0

3 7 0

通 过 N C B I 在 线 B l a s t 软 件 ， 将 N T P D S l 基 因 编

码 的 蛋 白与 数 据 库 中 已 知 的序 列 进 行 比 较 分 析 ， 结

果显 示 N T P D S l 饵u 1 3 8 8 8 3 )与 喇叭水 仙“ p s e u d o n a r —

c i s s u s )的 P D S f)( 7 8 8 1 ∞、 番 红 花 C r o c u s s a t i v u s )的 P D S

fA Y l 8 3 1 1 81、 拟 南 芥 似 r a b i d o p s i s t h a l i a n a ) 的 P D S 3

(N M 1 1 7 4 9 8)、 水稻 (O r y z a s a t i v a )的 P D S (A C 0 7 9 6 6 3)~W

葡 萄 (V i t i s ” i n 泥 r a )的 P D S (C u 4 5 9 2 2 4 )有着 较 高 的
一

致 性 ， 氨 基 酸
一

致 性 均 达 8 0 ％ 以 上 ， 其 中与喇 叭 水仙

的 P D S
一

致 性 最 高 ， 达 9 7 ％ ， 其 次 是 番 红 花 ，

一 致 性

达 8 3 ％ 。 图 2 为 N T P D S I 编 码 的 蛋 白质 与 喇 叭 水 仙 、

番 红 花 和 拟 南 芥 的 蛋 白质 序 列 的 C l u s t a l W 比 较 分

析 结 果 ， 可 以看 出 4 个物 种 的氨 基 酸 序保 守性很 高 。

M s I V G L V S A V C P S G G I I< QR Y F S K G L D N L QG F X S S E C L G I Q L QV P V P F S S O I R P S
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M a j o r i ty

N T P D S l f E U l 3 8 8 )

P D S I (X 7 8 8 1 5 、

P D S (A Y l 8 3 1 1 8 、

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

M a i o r i t y

N T P D S I (E U l 3 8 8 )

P D S I (X 7 8 8 1 5 1

P D S (A Y l 8 3 1 1 8 )

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

M a io r i ty

N T P D S I f E U l 3 8 8 )

P D S l 0 ( 7 8 8 1 5 、

P D S (A Y l 8 3 1 18 )

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

M a j o r i ty

N T P D S I (E U l 3 8 8 )

P D S I (X 7 8 8 1 5 )

P D S f A Y l 8 3 1 18 )

P D S 3 (N M 1 17 4 9 )

M a io r i t y

N T P D S I 匝 U 1 3 8 8 )

P D S I (X 7 8 8 1 5 1

P D S (A Y l 8 3 1 1 8 1

P D S 3 (N M 1 17 4 9 )

M a io r i ty

N T P D S I (E U l 3 8 8 )
P D S I f X 7 8 8 1 5 )

P D S (A Y l 8 3 l 1 8 1

P D S 3 (N M 1 17 4 9 )

M a io r i t y

N T P D S I r E U l 3 8 8 )

P D S I (X 7 8 8 1 5 )

P D S r A Y l 8 3 1 1 8 )

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

M a i o r i t y

N T P D S I (E U l 3 8 8 1

P D S I (x 7 8 8 1 5 1

P D S (A Y l 8 3 1 18 1

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )
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中 国水 仙 八 氢 番 茄 红 素 脱 氢 酶 基 因(P D S )的 克 隆及 表 达 分 析
⋯

C l o n i n g a n d E x p r e s s i o n A n a ly s i s o f P D S G e n e i n N a r c i s s u s t a z e t t a v a t ． c h i n e n s i s

⋯

4 2 9

4 2 9

4 2 4

4 2 4

4 8 3

4 8 3

4 7 8

4 7 8

5 3 7

5 3 7

S V T C K E Y Y D P N R S M L E L V F A P A E E W I S R S D S E I I D A T M K E L A K L F P D E I A A D Q S

虽
K A K I L K Y H V V K T P R S V Y K T I P D C E P C R P L QR S P I E G F Y L A G D Y T K QK Y L A S M E 0

A V L S O K L C A QS I V QD Y E L L V A R — S K K A S T A E M T V V

A A s G P R 重L 冒E 冒T V s s s

图 2 N TP D S l 编 码 的氨基 酸序 列 与其 他 物 种 P D S 蛋 白的序 列 比 较

F i g u r e 2 A l i g n m e n t o f N T P D S l p r o t e i n w i t h o t h e r P D S p r o t e i n s

对 N TP D S l 基 因 编 码 的 蛋 白和 其 他 5 个 同源 性

最 高 的物 种 的 P D S 蛋 白进 行 系 统 进 化 分 析 发 现 ，

N T P D S l 与喇 叭 水 仙 的 P D S l 的遗 传 距 离 最 近 ， 之 后

则 是 番 红 花 (A Y l 8 3 1 18 )和 水 稻 (A C 0 7 9 6 6 3 ) 。 拟 南 芥

州 M 1 1 7 4 9 8 )和 葡 萄(C u 4 5 9 2 2 4 )与 N T P D S l 的 蛋 白

质 同源 性 分 别 为 8 5 ％ 和 8 2 ％ ， 均 高 于 水 稻 的 8 0 ％ ， 却

未 能 与 N T P D S l 聚 在
一

起 r 图 3 1 。

、 N T P D S l (E U l 3 8 8 8 3 )

2 P D S l f X 7 8 8 1 5 )

5 P D S (A Y l 8 3 1 18 1

4 P D S (A C 0 7 9 6 3 3 )
6 P D S (C U 4 5 9 2 2 4 )
3 P D S 3 (N M 1 17 4 9 8 )

3 4 4 ． 4 3 0 0 2 5 0 2 0 0 1 5 0 l o o 5 0 0

N u c l e o t i d e s u b s t i t u t io n s ( × 1 0 0 )

图 3 N T P D S I 基 因 编码 蛋 白的系 统 进 化 树 分 析

F i g u r e 3 P h y l o g e n e t i c t r e e a n a ly s i s o f p r o t e i n s e n c o d e d b y N T

P D S l g e n e

2 ． 3 ．Ⅳ 冲 D S J 基 因 组 织 表 达 分 析

中 国水 仙 N T P D S l 基 因 的 半 定 量 P C R 分 析 结 果

表 明 ， 开 花 期 的 叶 片 、 鳞 片 、 根 系 和 花 中均 有 该 基 因

的 表 达 ( 图 4 ) ， 说 明 该 基 因 为 组 成 型 表 达 ， 但 表 达 量

N T p D S l

1 8 S r R N A

2 4

图 4 N T P D S I 基 因在不 同器 官 中的表达

注 ： l ：叶片；2 ：鳞 叶；3 ：根 系；4 ：全 花

F ig u r e 4 N TP D S l g e n e e x p r e s s i o n in d i ff e r e n t o r g a n s

N o t e ：1 ：L e a f ；2 ：S c a l e l e a f ；3 ：R o o t ；4 ：F l o w e r

M a io r i t y

N T P D S I (E U l 3 8 8 )

P D S I f X 7 8 8 1 5 1

P D S (A Y l 8 3 1 1 8 1

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

M a io r i t v

N T P D S I r E U l 3 8 8 )

P D S I r X 7 8 8 1 5 1

P D S (A Y l 8 3 1 1 8 、

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

M a io r i tv

N T P D S I r E U l 3 8 8 )

P D S I (X 7 8 8 1 5 、

P D S (A Y l 8 3 1 1 8 、

P D S 3 (N M 1 1 7 4 9 )

存 在 明 显 差 异 。 在 花 中表 达 量 最 高 ， 其 次 为 叶片 和 根

系 ， 在鳞 片 中有 微 量 表 达 。 在 花 器 官 的花 瓣 中表 达 量

最 多 ， 其 次 为 副 冠 、 雄 蕊 和 雌蕊 (图 5 ) 。 这 种表 达 模式

说 明 ， 该 基 因 在 中 国 水 仙花 色 发 育 中起 着 重 要 作 用 ，

尤 其 是 花 瓣 和 副 冠 的显 色 方 面 。

N T P D S i

1 8 S r R N A

2 4

图 5 N T P D S I 基 因 在 花 中不 同部位 的表 达

注 ： 1 ：花瓣 ；2 ：副 冠 ；3 ：雄 蕊 ；4 ：雌 蕊

F i g u r e 5 N T P D S l g e n e e x p r e s s i o n i n d i ff e r e n t p a r t s o f fl o w e r

N o t e ： l ：P e t a l ；2 ：C o r a n a ；3 ：S t a m e n ；4 ：P i s t i l

3 讨 论

到 目前 为 止 ， P D S 基 因 已 从 玉 米 、 水 稻 、 辣 椒 、 拟

南 芥 、 喇 叭 水 仙 、 番 茄 、 柑 橘 等 植 物 以 及 盐 藻 和 细 菌

中分 离 出来 ， 而 且 研 究 表 明 ， 植 物 和 几 种 绿 藻 的 P D S

序 列 存 在
一

些 共 同 的功 能结 构 区 域 ， 所 有类 胡 萝 卜

素 脱 氢 酶具 有 的共 同特 征(朱跃 辉 等 ， 2 0 0 5 ) 。 序列 分

析 表 明 中 国水 仙 N TP D S l 基 因 编 码 的 氨 基 酸 与 之 相

符 合 ， 说 明所 得 序 列编 码 的 蛋 白是 中 国水仙 类 胡萝

卜素 脱 氢 酶 的
一

种 。

同 时 ， 系统进 化 树 分 析 表 明 N T P D S l 与 喇 叭 水仙

的 P D S l 的遗 传 距 离最 近 ， 但 喇 叭 水 仙 大 多颜 色 鲜

艳 ， 有些 品种 的花瓣 和 副 冠 呈 亮黄色乃 至 橘 红 色 ， 而

中 国水仙 花瓣
一

般 为 白色 ， 副 冠 为黄 色 ， 由此 推 测 ，

P D S 基 因 编 码 氨基 酸 的 差 异 可 能 是 造 成 此 差 异 的 因

重庆维普 http://www.cqvip.com
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素之一。 

植物类胡萝 卜素是许多花和果实中的主要色 

素，对园艺植物的观赏性起着重要的作用，而八氢番 

茄红素脱氢酶(PDS)~-F是类胡萝 卜素合成途径中的 

限速酶之一，该酶表达受到抑制后，会导致八氢番茄 

红的累积，最终影响类胡萝 卜素的合成，所以PDS在 

植物的花和果实显色中起着重要作用 (Bartley and 

Scolnik，1995；Kato et a1．，2004；Zhu et a1．，2002)。中 

国水仙 Ⅳ IsJ基因的表达模式也表明该基因对花 

朵中类胡萝 卜素含量的调控作用。因此，该基因的克 

隆将有助于深入研究其在中国水仙中的功能及其调 

控机理，为进一步通过基因工程手段改良中国水仙 

花色奠定了基础。 
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