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NtAN9基因的RNAi改变转基因烟草花色
*
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摘要:植物谷胱甘肽转移酶(GlutathioneS-transferase,GST)与花青素苷的转运和积累有关。为验证烟草中编码GST的

NtAN9 基因的功能是否与此相关,构建了一个 NtAN9 基因的含内含子的发夹干涉载体pRNAi-NtAN9,并用农杆菌介

导的叶盘转化法转入烟草中,获得了转基因阳性植株。对转基因烟草盛花期(阶段IV)花的花青素苷含量测定和内源

NtAN9 基因的qRT-PCR分析,结果表明内源 NtAN9 基因的表达受到RNAi的抑制,表达水平大量下降,导致花青素苷

的积累受阻含量大幅降低,花色由粉红变为白色。上述研究结果表明 NtAN9 基因的功能与花的呈色密切相关,为进一

步研究烟草花青素苷的转运和积累奠定了基础。
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花色是观赏植物的重要品质性状之一,其中主要呈色物质是类黄酮类的花青素苷(Anthocyanin)。花青素

苷在细胞质中合成,然后再转运到细胞中央大液泡中呈色。花青素苷的合成和积累对于植物器官的色泽形成有

重要影响。花青素苷的生物合成与积累过程主要有以转录因子为主的调节基因、编码合成途径关键酶的结构基

因、合成途径下游的修饰基因、转运相关蛋白基因等参与[1]。相比较于其他几类基因和蛋白的研究,花青素苷转

运相关蛋白的研究还比较少。尽管目前已知参与植物花青素苷转运与积累的蛋白主要有4个大类[2],即植物谷

胱甘肽转移酶(GlutathioneS-transferase,GST)、多药耐药抗性相关蛋白(Multidrugresistance-associatedpro-
tein,MRP)、多药和有毒化合物排出家族(Multidrugandtoxiccompoundextrusion,MATE)和同源于哺乳动物

的胆红素易位酶同族体(Bilitranslocase-homologue,BTL-homologue),但是人们对于转运相关蛋白在植物花青

素苷转运与积累过程中的机制并不十分清楚。

GST主要是由φ、τ、θ、ζ、λ等5大类组成的包含多个成员的超基因家族编码,在植物的初生代谢和次生代谢

中,行使不同的功能[3]。其中,与花青素转运相关的GST主要是属于τ和φ 两大类型。首个克隆的花青素苷转

运相关的基因是玉米(Zeamays)Bronze2 基因,编码τ类的GSTIII蛋白,其突变直接导致花青素苷不能在玉米

种皮中积累[4]。第二个克隆的花青素苷转运相关的基因是矮牵牛(Petuniahybrida)PhAN9 基因,编码φ类型

的GSTI蛋白,与Bronze2 基因同源,突变导致花青素苷不能在矮牵牛花瓣中积累[5]。到目前为止,与花青素苷

转运相关的 GST 基因已在拟南芥(Araidopsisthaliana)[6]、紫苏(Perillafrutescens)[7]、葡萄(Vitisvinif-
era)[8]、仙客来(Cyclamenpersicum)[9]、香石竹(Dianthuscaryophyllus)[10]、荔枝(Litchichinensis)[11]等植物

中得到克隆和功能研究。拟南芥AtTT19 基因突变,导致该物种tt19 突变体花青素苷不能积累。利用紫苏、葡
萄、仙客来、香石竹和荔枝等相关GST 基因,互补tt19 突变体,都能恢复拟南芥花青素苷的积累。

烟草(Nicotianatabacum)是研究花色分子调控的重要模式植物之一,探索烟草花朵中的花青素苷转运与积

累机制对于理解包括花色在内的植物器官色泽形成机制有重要的意义。本研究从烟草花中分离了编码GST的

基因NtAN9(GenBank登录号KX356542);为研究其在花青素苷中的转运和积累中的作用,还用RNAi方法抑

制内源NtAN9 基因的表达,导致了烟草花青素苷积累受阻,烟草花色由粉红色变为了白色。本研究结果有助于
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加深人们对花青素苷转运机制的解析和理解,并从花青素苷转运角度为花色分子育种工作提供了基础资料。

1材料和方法

1.1材料

研究材料为普通烟草栽培品种K326的野生型(WT)和无菌苗,由本实验室保存,在正常的自然条件下或温

室条件(25℃,光照周期为16h光照︰8h黑暗)下生长。
植物RNAi载体pRNAi-35S由本实验室构建并保存[12]。大肠杆菌菌株主要为TOP10F’(为LacIq 突变菌

株,能使致死基因ccdB 彻底不表达)和普通菌株DH10B。

1.2方法

1.2.1烟草基因组DNA提取、RNA分离及cDNA第一链合成 烟草嫩叶基因组DNA(gDNA)用SDS方法快

速提取。烟草花(阶段IV)总RNA用Invitrogen的Trizol试剂提取,各样品用1μg总RNA为模版,采用Pro-
mega的 M-MuLV逆转录酶和OligodTPrimer进行反转录,合成cDNA第一链,条件为:42℃,40min;50℃,

30min;99℃,min;5℃,5min。

1.2.2NtAN9 基因RNAi载体的构建 设计引物F-NtAN9-BamHI(5′-aataGGATCCTTGGTATACAACAT-
GGTACTCC-3′,下划线处为 BamHI酶 切 位 点)和 R-NtAN9-HindIII(5′-attaAAGCTTTCATTATCATA-
AGCTCCAACAC-3′,下划线处为HindIII酶切位点),用于扩增315bp的NtAN9cDNA片段作为干涉片段,用
酶切、连接的方法克隆进入pRNAi-35S的多克隆位点I(MCS1)的BamHI和HindIII之间,转化大肠杆菌菌株

TOP10F′,用通用引物P1(5′-gagagaACGCGTGGGACTCTTGACCATGGTA-3′,下划线处为PstI酶切位点)
和P2(5′-ctagaaCTGCAGCCTCAGATCTACCATGGTC-3′,下划线处为 MluI酶切位点)进行菌落PCR筛选,

 图1 RNAi载体构建示意图

 Fig.1 SchematicdiagramforconstructionoftheRNAivector

获得插入正义 NtAN9 基因片段的中间

干涉载体。回收预期大小的P1/P2PCR
产物,再用PstI和 MluI酶切后连入中

间干涉载体的 MSC2上的对应位点,转
化普通大肠杆菌DH10B,用通用引物P3
(5′-CGTGTGTCTATGATGATGAT-
GATAG-3′)和 P4(5′-AACTTTATT-
GCCAAATGTTTGAACG-3′)进行菌落

PCR 筛 选,对 获 得 的 阳 性 质 粒 进 行

BamHI和 MluI双酶切检测,最终测序

确定,获得NtAN9 基因RNAi干涉载体

pRNAi-NtAN9。整个载体构建流程见

图1。

1.2.3农杆菌介导的烟草叶盘法转化 
用电击法,把RNA干涉载体pRNAi-Nt-
AN9 质 粒,转 化 进 入 农 杆 菌 菌 株

EHA105中。参考Zhu等人[13]报道的

方法,进行烟草叶盘转化,其中植物筛选

标记潮霉素(HPT)质量浓度为10mg·L-1。对转基因苗的检测,采用基因组DNA的PCR方法,对 HPT和载

体上的正义片段同时进行检测。HPT引物为 H1(5′-CATCGCCTCGCTCCAGTCAATGACCG-3′)/H2(5′-
GTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTG-3′),扩增540bp的片段;用引物P1/P2扩增载体上的正义片段;参数

如下:94℃预变性4min;35个扩增循环(94℃变性0.5min,58℃退火0.5min,72℃延伸0.5min);72℃再延

伸5min。

1.2.4烟草花青素苷含量测定 采用Zhu等人[13]报道的方法测定烟草盛花期(阶段IV)花青素苷含量。

1.2.5烟草NtAN9 基因的qRT-PCR分析 利用Primer5.0软件,设计NtAN9 基因干涉片段外侧cDNA序列

的qRT-PCR引物qRT-F-NtAN9(5′-GCCATTTGGACAGGTTCC-3′)和qRT-R-NtAN9(5′-TTGAAGTTGT-
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TGGATTCCAC-3′),以NtGAPDH 基因作为内参,引物为F-GAPDH(5′-CTGCTCACTTGAAGGGTGGT-3′)
和R-GAPDH (5′-GGGAGCAAGGCAATTTGTGG-3′)。以 WT和转基因烟草盛花期(阶段IV)的花cDNA
为模板,采用宝生SYBRGreenMasterMix试剂盒的反应体系和反应程序,在BioRadIQ5real-timePCR仪上

完成qRT-PCR。反应程序为:95℃预变性15s,58℃退火15s,72℃延伸15s,40个循环。采用2-ΔΔCt法计算基

因的相对表达,每个样品重复3次。

a HPT基因片段检测

b 载体正义片段的检测

注:M表示标准分子量;CK+为载体pRNAi-NtAN9;WT
为野生型;#1~#5表示获得的不同转基因株系。下同。

图3 转基因烟草基因组PCR检测

Fig.3 DetectionoftransgenictobaccobyPCR

2结果和分析

2.1NtAN9基因RNA干涉载体pRNAi-NtAN9的构建

如图1所示,干涉载体pRNAi-35S具有2个 MCS区。在 MCS2里含有1个ccdB 致死基因,因此目标基因

正义片段连入 MCS1时,需要在特殊的大肠杆菌菌株TOP10F’中进行克隆。而当在 MCS2中插入反义片段时,
需要转化普通大肠杆菌菌株,这样未插入片段的背景质粒在ccdB 基因作用下就会致死;最终保留的是插入反义

片段,即具有发夹RNA结构的正确干涉载体。当315bp的正义NtAN9 片段插入 MCS1后,随机挑选12个在

TOP10F’中重组的单菌落,用P1/P2引物PCR检测,获得5个片段大小正确的阳性克隆(图2a);直接纯化P1/

P2扩增的产物,酶切连入 MCS2中,转化普通大肠杆菌DH10B后,用通用引物P3/P4筛选12个随机挑选的重

组单菌落,结果表明有10个阳性克隆(图2b),与正义片段的连接相比反义片段的连接具有更高的阳性率。提取

阳性克隆的质粒,用BamHI和 MluI双酶切检测重组质粒,显示能切除预期大小约800bp左右的包含内含子

的RNA发夹结构(图2c),说明pRNAi-NtAN9载体构建正确。

a 正义NtAN9 片段插入载体 MCS1后的菌落PCR筛选

b 反义NtAN9 片段插入载体 MCS2后的菌落PCR筛选 c 干涉载体pRNAi-NtAN9的BamHI和 MluI双酶切鉴定

注:M表示标准分子量,数字1至12代表随机挑选的不同单菌落。

图2 干涉载体pRNAi-NtAN9的菌落PCR筛选与鉴定

Fig.2 ColonyPCRandidentificationofrestrictionenzymeforpRNAi-NtAN9

2.2转基因烟草的PCR检测

把含有pRNAi-NtAN9质粒的农杆菌EHA105,按农杆

菌介导的叶盘法转化烟草K326的无菌苗叶盘,在 HPT抗

性筛选下,最终获得抗性转化苗。提取抗性苗幼叶gDNA,
用HPT引物和P1/P2通用引物分别进行PCR检测,均能

分别扩出与对照质粒pRNAi-NtAN9一致的预期大小的目

标条带(图3a,b),表明pRNAi-NtAN9已转入烟草中。

2.3转基因烟草的花色改变

把烟草 WT和RNAi-NtAN9转基因苗移栽后,在开花

期进行比较与观察,发现 WT的烟草花朵在阶段III时就开

始积累花青素苷,到盛花期(阶段VI)时花青素苷大量积累,
花瓣呈粉红色;而对应的转基因干涉烟草不同株系,花瓣在

阶段III时均无颜色变化,而到盛花期(阶段VI)时花瓣几乎

为白色(图4a,b中#1株系),或呈很淡的粉色(图4a,b中#
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2株系)。

a NtAN9 基因RNA干涉的白花表型(顶部)

b NtAN9 基因RNA干涉的白花表型(侧面)

c 野生型和转基因烟草花中花青素苷含量

d 野生型和转基因烟草花中NtAN9 基因的表达水平

图4 NtAN9基因的RNAi导致烟草花色变白

Fig.4 RNAinferenceofNtAN9altersflowercolor
frompinktowhiteintransgenictobacco

进一步提取 WT和转基因烟草盛花期花朵的花青素苷,
对比分析表明,相对于 WT而言,RNAi-NtAN9的转基因烟

草花青素苷的含量大幅下降,最低的含量(#1株系)只有

WT对照的3%(图4c),转基因烟草均表现出花青素苷积累

受阻,花色变淡或变白。对应花朵的qRT-PCR分析也表明,
转基因烟草的内源 NtAN9 基因的转录水平均受到不同程

度的抑制,表达量急剧下降(图4d),内源 NtAN9 基因的表

达越低,对应的花青素苷含量越低,花色越淡。上述结果表

明,NtAN9 基因参与了烟草花青素苷的转运与积累。

3讨论

尽管花青素苷的生物合成与修饰主要在细胞质内的多

酶复合体上完成,但从该物质的合成到最终呈色还需要被相

关的转运蛋白运输与积累到细胞的中央大液泡中[3]。在与

花青素苷转运相关的蛋白中,GST蛋白本身可能直接和花

青素苷结合,充当花青素苷的运输载体,对于花色或植物其

他器官色泽的显现具有十分重要的作用[2]。
烟草NtAN9 基因是矮牵牛花青素苷转运相关蛋白基

因PhAN9的直系同源基因。Alfenito等人[5]利用转座子标

签的方法,从矮牵牛白花突变体中克隆了该基因,并用基因

枪的方法把PhAN9基因导入白花突变体花瓣中,实现了花

青素苷的积累,证明PhAN9基因与花瓣中花青素苷的积累

紧密相关。RNAi方法为寻求GST与花青素苷转运积累相

关证据提供了便捷和直接的途径。为了进一步确定该基因

功能是否与花青素积累直接相关,本研究采用RNAi方法直

接对烟草内源的 NtAN9 基因进行RNA干涉。结果表明,
转基因干涉烟草内源 NtAN9 基因表达量急剧下降,导致相

应花青素苷的积累受阻,花色变浅变白。这一表型与大多数

花青素转运相关GST基因突变的表型相似,均表现为花青

素苷不能积累,花色和叶色变白[2,4-11],说明 NtAN9 基因编

码的GST蛋白参与了花青素苷的积累过程。
由于RNAi是转录水平上的调控,故对目标基因的表达

并不能达到完全抑制,从而不同株系间的表型并不完全一致。如#1株系的内源 NtAN9 基因抑制较彻底,花色

表现为几乎白色,而#2株系的内源 NtAN9 基因抑制较弱,花色表现为很淡的粉红色。相比较于 RNAi,

CRISPR/Cas9基因组编辑技术具有更大的优势,能够直接进行基因组上的编辑工作,获得对应基因的完全突变

体,更有利于基因功能的研究。下一步工作中,笔者将利用本实验室开发的高效、多靶点植物CRISPR/Cas9载

体系统[14],进行烟草NtAN9 基因的敲除,更加深入全面的研究这一基因的功能。
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RNAiofNtAN9ChangingFlowerColorofTransgenicTobacco

CUIChaojun,MAKun,LIJiamin,CHENJunyu,ZHANGRunzhao,ZHUQinlong
(CollegeofLifeSciences,SouthChinaAgriculturalUniversity,StateKeyLaboratoryforConservationandUtilizationof

SubtropicalAgro-bioresources,KeyLaboratoryofPlantFunctionalGenomicsandBiotechnology,

EducationDepartmentofGuangdongProvince,Guangzhou510642,China)

Abstract:Thefunctionofplantglutathiones-transferase(GST)isrelatedtoanthocyanintransportandaccumulation.Toidentify
thefunctionofatobaccoGSTgene,NtAN9,theintron-containingRNAivectorofNtAN9genewasconstructed,andthenwas
transferredintotobaccobyagrobacterium-mediatedtransformationofleafdiscs.Theanalyticresultsforanthocyanincontentand

qRT-PCRofNtAN9geneintransgenictobaccofloweratdevelopmentalstageIVshowedthatthetranscriptionlevelofNtAN9was
decreasedheavilyandtheaccumulationofanthocyaninwasblockedbyRNAiofNtAN9,whichleadedtocolor-changingflowerfrom

pinktowhite.Overall,thefunctionofNtAN9genewasdirectlyrelatedtoflowercoloration,andtheseresultshavelaidafounda-
tionforthefurtherstudyonanthocyanintransportandaccumulation.
Keywords:commontobacco;NtAN9gene;anthocyanintransport;RNAi;flowercolor
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