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摘 要 花青素是植物次生代谢的产物，具有光保护和抗氧化等功能。本研究克隆了大戟科木本植物小桐子

JcSEUSS1的 cDNA，序列比对表明 JcSEUSS1具有一个高度保守的 LIM结构域，与其他物种 SEUSS蛋白具有

很高的相似性。通过实时荧光定量 PCR检测 JcSEUSS1基因在小桐子不同组织部位的表达谱，发现该基因在小

桐子的各个组织器官均有表达。使用CaMV35S组成型启动子在小桐子中超量表达该基因会显著提高叶片和叶柄

中花青素的含量。可能是由于转基因植株中与花青素生物合成相关的查尔酮合成酶基因 JcCHS和查尔酮异构酶

基因 JcCHI的表达量显著上调而导致的。研究结果表明 JcSEUSS1基因可能正调控小桐子叶中的花青素合成。
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Abstract Anthocyanins are a class of important secondary metabolites in plants and play important roles in

photoprotection and antioxidation. In this study, we cloned the JcSEUSS1 gene from Jatropha curcas. Sequence

alignment indicates JcSEUSS1 contains a highly conserved LIM domain, and the sequence of JcSEUSS1 is similar

to other SEUSS proteins. The expression pattern of JcSEUSS1 in different organs of Jatropha plants was analyzed

by real-time fluorescence quantitative PCR, and it was found that the gene was expressed in all tissues.

Furthermore, JcSEUSS1 over-expression significantly promoted the accumulation of anthocyanin in leaves of

Jatropha. The expression of Chalketone synthase (JcCHS) and Chalketone isomerase (JcCHI), which are involved in

anthocyanin biosynthesis, were significantly up-regulated in JcSEUSS1-transgenic lines. Our results indicate that

JcSEUSS1 may positively regulate the anthocyanin synthesis in leaves of Jatropha.
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花青素(Anthocyanins)广泛存在于植物的各个组

织部位，是一种水溶性的黄酮类色素(Cuyckens and
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Claeys, 2004)；有利于植物抗氧化和吸引昆虫授粉，

还可用于制成抗癌性药物(Holton and Cornish 1995;
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Wu et al., 2004; Li et al., 2007)。目前，花青素合成代

谢途径在拟南芥和玉米等模式植物中研究较为清

楚。其代谢途径大致分为三个阶段：第一阶段是花青

素合成前体苯丙氨酸在苯丙氨酸裂解酶(phenylala-

nine ammonia, PAL)、肉桂酸羟化酶(cinnamate-4-hy-

droxylase, C4H)和 4- 香豆酰 CoA连接酶(4-coumar-

ate--CoA ligase, 4CL)的催化下生成 4- 香豆酰 CoA；

第二阶段是 4- 香豆酰 CoA和丙二酰 CoA在查尔酮

合成酶(chalcone synthase; CHS)、查尔酮异构酶(chal-

cone isomerase; CHI)、黄酰酮 -3- 羟化酶(flavanone-

3-hydroxylase, F3H) 的作用下生成黄酰酮和二羟黄

酮醇，这个阶段也是花青素合成代谢的关键阶段；第

三阶段是二羟黄酮醇在二羟黄酮醇还原酶(dihy-

droflavonol 4-reductase; DFR) 的催化下生成无色花

青素，再经花青素合酶(anthocyanin synthetase; ANS)

和类黄酮 -3- 葡糖基转移酶(flavonoid-3-O-glucosyl-

transferase; 3GT)的催化生成有色花青素(Holton and

Cornish, 1995; Ferrer et al., 2008)。此外，光照、温度、

干旱等环境因子以及蔗糖、茉莉酸、乙烯等化合物的

水平都会影响植物花青素的合成(Christie and Jenkins,

1996; Zhang et al., 2002; El-Kereamy et al., 2003; Hara

et al., 2003; Mori et al., 2007; Sperdouli and Mous-

takas, 2012)。

小桐子(Jatropha curcas L.)属于多年生大戟科木

本油料作物，其种子油具有很高的商业价值，可用于

生产生物柴油(Pandey et al., 2012)和生物航空燃油(Du

et al., 2019)。同时小桐子高效的遗传转化体系为改良

其生物学性状奠定了坚实的基础(Pan et al., 2010; Fu

et al., 2015)。但是目前小桐子功能基因的研究主要集

中于筛选影响其与分枝、开花诱导和花器官发育以及

种子油含量相关的基因(Li et al., 2014; Kim et al., 2014;

Ni et al., 2015; Li et al., 2017; Ni et al., 2017; Khan et

al., 2018; Govender et al., 2019)，对调控其花青素生

物合成基因的研究较少。目前仅发现超量表达小桐

子六磷酸海藻糖合成酶基因 JcTPS1 的拟南芥叶片

中花青素含量增加(赵美丽等, 2018,分子植物育种, 16

(1): 255-261)。花青素可以保护植物免受各种生物和

非生物胁迫(Zhang et al., 2013; Ahmed et al., 2014)。

野生小桐子幼叶花青素含量明显高于成熟叶片，研

究表明含量较高的花青素对小桐子幼叶的光系统 I

和光系统域具有保护作用(Ranjan et al., 2014)。茉莉

酸可诱导小桐子叶片花青素的合成，从而增加植株

的抗氧化能力(Lucho-Constantino et al., 2017)。

SEUSS (SEU)是动物 LDB (LIM-domain-binding)

蛋白的同源蛋白，由两个富含谷氨酰胺的结构域和

一个高度保守的结构域组成，这个高度保守的结构

域和动物的 LIM结合结构域有很高的序列相似性

(Franks et al., 2002)。SEU在拟南芥的幼苗、叶片和花

等多个组织部位均有表达，参与了一系列生长发育

过程(Franks et al., 2002; Bao et al., 2010)。主要参与调

控拟南芥根、花器官以及胚珠和胚胎的发育等(Srid-

har et al., 2006; Azhakanandam et al., 2008; Wynn et

al., 2014; Gong et al., 2016)。本研究克隆了小桐子

SEUSS (JcSEUSS1)的 cDNA序列，对其表达模式进行

分析，并通过在小桐子中超量表达该基因，初步研究

其对小桐子叶中的花青素合成的影响。

1结果和分析

1.1 JcSEUSS的克隆和序列分析

以拟南芥 SEU (NP_175051)蛋白序列作为参考，

在小桐子基因组数据库(http://www.kazusa.or.jp/jatro

pha/)中进行同源序列比对，找到两个与拟南芥 SEU

有高相似性的序列，其编码的蛋白分别命名为 JcSE-

USS1 (XP_012066097)和 JcSEUSS2 (XP_012066572)，

两者的序列同一性百分比为 58.44%。其中 JcSEUSS1

cDNA(XM_012210707)序列长度为 3 842 bp，CDS序

列长度为 2 748 bp，编码 915个氨基酸。采用 DNA-

MAN软件对小桐子 JcSEUSS1氨基酸序列与其他几

个物种的 SEU蛋白序列进行比对，发现其与其它几

个物种均具有高度保守的 LIM结合结构域(图 1)，因

此可以推断小桐子 JcSEUSS1 属于 LIM 结构域蛋

白。随后利用MEGA 10.0软件对 JcSEUSS1与其他

物种的同源蛋白进行系统进化树分析。结果显示小

桐子(JcSEUSS1)与蓖麻(RcSEUSS)、木薯(MeSEUSS)

和毛果杨(PtSEUSS)亲缘关系较近(图 2)。

1.2小桐子 JcSEUSS1的组织特异性表达模式

分别选取成年小桐子的根、茎、幼叶、成熟叶、花

序、雌花、雄花和果实 8个组织部位，利用实时荧光

定量 PCR对小桐子 JcSEUSS1基因进行组织特异性

表达分析。结果显示：JcSEUSS1在小桐子的各个组织

部位均有表达(图 3)。在根、幼叶和花序中的相对表达

量较高，其中根中的相对表达量最高，且叶片中的表

达量明显高于雌雄花。

1.3超量表达 JcSEUSS1促进小桐子叶中的花青素的

积累

为了探究 JcSEUSS1 基因对小桐子生长发育的
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超量表达 JcSEUSS1基因促进小桐子叶中花青素的合成

图 1小桐子 JcSEUSS1的保守结构域

注 : 与 JcSEUSS1 比对的物种包括 : 拟南芥 SEU (Accession

No. NP_175051);番茄 SlSEU1 (Accession No. NP_001352551)

和 SlSEU3 (Accession No. XP_010322951); 蓖麻 RcSEUSS

(Accession No. EEF42030);木薯MeSEUSS (Accession No. XP_

021601723); 水稻 OsSEU (Accession No. XP_015616772); 玉

米 ZmSEUSS (Accession No. NP_008670718);氨基酸序列完全

相同的部分用深蓝色表示,部分相同的部分用浅蓝色和红色

表示; SEU蛋白保守的 LIM结构域用上划线标记

Figure 1 Conserved domain analysis of JcSEUSS1

Note: These homologs including Arabidopsis thaliana SEU (Acc-

ession No. NP_175051.1); Solanum lycopersicum SlSEU1 (Acce-

ssion No. NP_001352551) and SlSEU3 (Accession No. XP_010-

322951); Ricinus communis RcSEUSS (Accession No. EEF42030)

and Manihot esculentaMeSEUSS (Accession No. XP_021601723);

Oryza sativa Japonica Group OsSEU (Accession No. XP_01561-

6772); Zea mays ZmSEUSS (Accession No. NP_008670718); The

dark blue shows the identically conserved protein sequences, and

the partially conserved amino acid sequences are shown in light

blue and red; LIM_bind domain in these amino acid sequences is

overlined

图 2小桐子 JcSEUSS1系统进化树

注 : JcSEUSS1: 小桐子 ; RcSEUSS: 蓖麻 ; MeSEUSS: 木薯 ;

SlSEU1, SlSEU3:番茄; PtSEUSS:毛果杨(Accession No. NP_0-

24456170); MdSEUSS: 苹果(accession No. XP_008381721);

TcSEUSS:可可(accession No. NP_007019358); GaSEUSS木本

棉(Accession No. NP_017633449); SEU:拟南芥; OsSEU:水稻;

ZmSEUSS:玉米; BrSEUSS:芜菁(Accession No. XP_009145061);

SbSEUSS:高粱(accession No. XP_021316829); SiSEUSS:小米

(accession No. XP_004977184); BdSEUSS: 二穗短柄草(acces-

sion No. XP_003568560); EgSEUSS:油棕(accession No. XP_0-

10921708); DcSEUSS: 铁皮石斛(accession No. XP_020680333);

SmSEUSS1,SmSEUSS2:江南卷柏(accession No. XP_024535463,

No. XP_024520157); PpSEUSS:小立碗藓(accession No. XP_0-

24399004); MpSEUSS:地钱亚种(accession No. OAE35334);红

框标记: JcSEUSS1

Figure 2 The phylogenetic analysis of JcSEUSS1

Note: JcSEUSS1: Jatropha curcas; RcSEUSS: Ricinus communis;

MeSEUSS: Manihot esculenta; SlSEU1,SlSEU3: Solanum lycope-

rsicum; PtSEUSS: Populus trichocarpa (accession No. NP_02445-

6170); MdSEUSS: (accession No. XP_008381721); TcSEUSS:

Theobroma cacao (accession No. NP_007019358); GaSEUSS:

Gossypium arboretum (accession No. NP_017633449); SEU: Ara-

bidopsis thaliana; ZmSEUSS: Oryza sativa; ZmSEUSS: Zea

mays; BrSEUSS: Brassica rapa (accession No. XP_009145061);

SbSEUSS: Sorghum bicolor (accession No. XP_021316829); SiS-

EUSS: Setaria italic (accession No. XP_004977184); BdSEUSS:

Brachypodium distachyon (accession No. XP_003568560); EgSEUSS:

Elaeis guineensis (accession No. XP_010921708); DcSEUSS:

Dendrobium catenatum (accession No. XP_020680333); SmSEU-

SS1, SmSEUSS2: Selaginella moellendorffii (accession No. XP_

024535463, No. XP_024520157); PpSEUSS: Physcomitrium patens

(accession No. XP_024399004); MpSEUSS: Marchantia poly-

morpha subsp. Ruderalis (accession No. OAE35334); Red frame:

JcSEUSS1

影响，本研究构建了 35S:JcSEUSS1的超量表达载体

(图 4A)，并通过农杆菌介导法转化小桐子。获得 14株

独立的转基因植株(图 4B)，随机选取 L3、L4和 L7 3

株 T0代转基因株系进行表型分析。qRT-PCR检测发

现(图 4C)：这 3株转基因植株叶柄中 JcSEUSS1基因

的表达量均明显上调；说明 L3、L4和 L7确实为阳性

植株。其中 L4表达量最高，表达量比野生型提高 40

倍，L3表达量最低，表达量比野生型提高约 3倍。

随后观察比较 T0代转基因株系表型，结果显示：

转基因植株叶片和叶柄均明显变红(图 5A~图 5D)。
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对幼叶和成熟叶分别进行观察和分析后发现：幼叶

叶片颜色变深，明显红于野生型，此外，不同于野生

型嫩绿色的叶脉和叶柄，转基因植株的幼叶叶脉和

叶柄呈现深红色(图 5E)。花青素提取和测量结果显

示(图 5F)：转基因植株幼叶叶片和叶柄的花青素含

量均明显高于野生型。3个转基因植株幼叶花青素含

量较野生型均提高 2倍左右，而叶柄花青素含量提

高更明显，转基因植株 L3提高约 9倍，L4提高约 15

倍，L7提高约 13倍。说明超量表达 JcSEUSS1促进

小桐子幼叶花青素的合成。

比较转基因植株成熟叶形态，发现野生型和不

同转基因植株的成熟叶叶片均呈现绿色，但是转基

因株系叶脉和叶柄明显呈红色(图 5G)。花青素含量

测定后发现(图 5H)：转基因株系成熟叶叶片和叶柄

花青素含量明显高于野生型，其中叶柄花青素提高

更明显。L3转基因植株叶片花青素含量提高不显著，

L4和 L7较于野生型增加显著，而 3个转基因植株

叶柄花青素含量提高约 10倍。结果显示无论成熟叶

片还是幼嫩叶片和叶柄中，均是 JcSEUSS1 表达量

最高的 L4株系中的花青素含量最高，表达量最低

的 L3 株系中的花青素含量最低。说明超量表达

JcSEUSS1促进小桐子叶中花青素的积累。

1.4转基因小桐子幼叶叶柄中花青素合成相关基因表

达量上调

对超量表达 JcSEUSS1 转基因小桐子幼叶叶柄

中编码花青素合成关键酶基因 JcCHS和 JcCHI的相

图 3 JcSEUSS1在成年小桐子植株不同组织部位的表达

注: R: 根; S: 茎; YL: 幼叶; ML: 成熟叶; IF: 花序; FF: 雌花;

MF:雄花; Fr:授粉后 40 d的果实

Figure 3 Expression level of JcSEUSS1 in various organs of adult

Jatropha curcas

Note: R: Roots; S: Stems; YL: Young leaves; ML: Mature leaves;

IF: Inflorescences; FF: Female flowers; MF: Male flowers; Fr:

Fruits at 40 d after pollination
图 4转基因小桐子中 JcSEUSS1的相对表达量

注: A: 35S:JcSEUSS1超量表达载体; NPT域:卡那霉素抗性基

因; B: PCR 鉴定 35S:JcSEUSS1转基因植株; M: Trans2K Plus

域DNA Marker; 1~15: 15个独立的转基因株系(L1~L15); C:野

生型和转基因植株中 JcSEUSS1的表达量; Actin:正对照; WT:

野生型小桐子; 35S: JcSEUSS1:超量表达 JcSEUSS1转基因小

桐子; L3,L4,L7: 分别代表 JcSEUSS1 转基因小桐子株系 3, 4

和 7;内参基因: JcACT1;误差线代表标准误 SE (n=3); *: p臆0.05;

**: p臆0.01

Figure 4 Relative expression of JcSEUSS1 in transgenic Jatropha

Note: A: Over-expressed vector of JcSEUSS1; NPT域 : Kanamycin

gene; B: PCR identification of 35S:JcSEUSS1 transgenic plants;

M: Trans2K Plus域DNA Marker, 1~15: 15 independent trans-

genic plants (L1~L15); C: The expression level of JcSEUSS1 in

wildtype and transgenic plants; Actin: positive control; WT:

Wildtype Jatropha; 35S:JcSEUSS1: Transgenic Jatropha with

over-expressing JcSEUSS1; L3,L4,L7: The strain 3, 4 and 7 of

JcSEUSS1 transgenic Jatropha; Reference gene: JcACT1; Error

bars represent SE (n=3); *: p臆0.05; **: p臆0.01

对表达量进行检测。结果显示：野生型小桐子幼叶叶

柄花青素含量较低，这两个基因的表达量也很低；但是

转基因植株中这两个基因的表达量都明显上调 (图6)，

且 JcCHS 和 JcCHI 的相对表达量趋势与 JcSEUSS1

一致。说明超量表达 JcSEUSS1基因可能通过促进小

桐子中花青素合成相关基因的表达，从而促进小桐

子叶中花青素的积累。

2讨论

SEU基因在拟南芥中的研究较为广泛，拟南芥
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图 5超量表达 JcSEUSS1导致转基因小桐子叶中的花青素含

量增加

注: A,B:野生型小桐子的叶片(A)和叶柄(B); C,D: 35S:JcSEUSS1

转基因小桐子的叶片(C)和叶柄(D); E:野生型和转基因小桐

子幼叶背轴面表型; F:野生型和转基因小桐子幼叶叶片和叶

柄中花青素的含量; G:野生型和转基因小桐子成熟叶的向轴

面表型; H:野生型和转基因小桐子成熟叶叶片和叶柄花青素

的含量; WT:野生型小桐子; 35S:JcSEUSS1:超量表达 JcSEUSS1

转基因小桐子; L3, L4, L7:超量表达 JcSEUSS1转基因小桐子

株系; *: p臆0.05; **: p臆0.01;比例尺=3 cm

Figure 5: Over-expression of JcSEUSS1 induced the increase of

anthocyanin content in leaves and petioles of transgenic Jatropha

Note: A,B: Young leaves (A) and petioles (B) in wildtype Jatropha;

C,D: Young leaves (C) and petioles (D) in 35S:JcSEUSS1 trans-

genic Jatropha; E: Phenotype of abaxial side of young leaves of

wildtype and transgenic Jatropha; F: the anthocyanin content of

young leaves and petioles in wildtype and transgenic Jatropha; G:

Phenotype of adaxial side of mature leaves of wildtype and trans-

genic Jatropha; H: The anthocyanin content of mature leaves and

petioles in wildtype and transgenic Jatropha; WT: Wildtype Jat-

ropha; 35S:JcSEUSS1: Over-expressed JcSEUSS1 in transgenic

Jatropha; L3,L4,L7: The strain 3, 4 and 7 of JcSEUSS1 trans-

genic Jatropha; *: p臆0.05; **: p臆0.01; Bar=3 cm

图 6 35S:JcSEUSS1转基因小桐子幼叶叶柄中 JcCHS和 JcCHI

的相对表达量

注: WT:野生型小桐子; 35S:JcSEUSS1:超量表达 JcSEUSS1转

基因小桐子; L3, L4, L7:超量表达 JcSEUSS1转基因小桐子株

系;内参基因: JcACT1; *: p臆0.05: **: p臆0.01

Figure 6 Relative expression of JcCHS and JcCHI in young peti-

oles of 35S:JcSEUSS1 transgenic Jatropha

Note: WT: Wildtype Jatropha; 35S:JcSEUSS1: Over-expressed

JcSEUSS1 in transgenic Jatropha; L3, L4, L7: The strain 3, 4 and

7 of JcSEUSS1 transgenic Jatropha; Reference gene: JcACT1; *:

p臆0.05; **: p臆0.01

SEU基因在幼苗、叶、花序芽、花等多个组织部位均

有表达，所以 SEU基因调控拟南芥营养生长和生殖

生长的多个生长发育阶段(Franks et al., 2002; Bao et

al., 2010)。本研究发现：JcSEUSS1在小桐子中也是一

个类似组成型表达的基因，且调控小桐子不同组织部

位，包括叶片、雄花、果实和种子的生长发育过程。说

明与其他物种比较，JcSEUSS1不仅在蛋白序列上高

度保守，而且基因功能也很保守。在拟南芥中，SEU基

因在花中的表达量明显高于叶片中的表达量，所以

SEU主要调控了拟南芥花的发育(Franks et al., 2002)。

但是在小桐子中，JcSEUSS1在叶片中的表达量明显

高于雌雄花，所以 SEU基因的功能在小桐子和拟南

芥中可能存在一定差异，JcSEUSS1对小桐子叶发育

的影响可能强于其对花发育的影响。

本研究发现，超量表达 JcSEUSS1基因会促进小

桐子叶中花青素的积累，目前其他物种中还没有

SEU基因调控植物花青素合成的相关报道。拟南芥

中虽然没有报道过 SEU调控花青素合成的功能，但

是发现 SEU 与花青素合成关键酶之间存在调控关

系：无论在暗培养还是持续光照条件下，相较于野生

型，其突变体 seu-6中编码类黄酮合成的关键酶基因

CHS的表达量都明显上调(Huai et al., 2018)。SEU可与

PIF4相互作用，二者均负调控拟南芥的光形态发生，

且正调控温度介导的下胚轴伸长(Huai et al., 2018)；

而 PIF4 属于 helix-loop-helix (bHLH)转录因子家族

成员，是红光诱导花青素积累的负调控因子(Liu et al.,

2015)。在本研究中，我们发现超量表达 JcSEUSS1会

导致 JcCHS和 JcCHI基因的表达量明显上调(图 6)，

qPCR检测结果显示转基因植株中 JcSEUSS1表达量

明显上升并未发生基因沉默(图 4)。这与拟南芥中SEU

影响 CHS的表达结果(Huai et al., 2018)相反，说明小

桐子 JcSEUSS1基因的功能与模式植物拟南芥中的

同源基因的功能可能存在差异。该差异有可能与本

研究中的转基因小桐子种植于光照较强、温度较高

的热带地区相关，因为已有研究表明光照强度和光

质对植物花青素积累存在重要调节作用(Dong et al.,
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1998)。植物 CHS基因编码查尔酮合成酶，是类黄酮合

成过程中的第一个关键酶(Tropf et al., 1995)。CHS基

因的表达需要 UV-B 和 UV-A/蓝光的诱导(Christie

and Jenkins, 1996)。拟南芥中，超量表达 CHS基因可

增加叶片对强光的耐受能力(Zhang et al., 2018)。CHI

编码查尔酮异构酶，其功能主要是将 CHS催化产生

的黄色查尔酮转变为无色的黄烷酮，CHI 也是花青

素合成途径的关键酶(Burbulis and Winkel-Shirley,

1999)。其表达也需要光的诱导(Song et al., 1998)。由

此可见，CHS和 CHI均为植物光诱导花青素合成代

谢通路所必须的酶，而在小桐子 JcSEUSS1基因超量

表达植株中 JcCHS和 JcCHI的表达量都明显上调，

说明 JcSEUSS1可能参与了小桐子光诱导花青素合

成代谢通路，通过调控 JcCHS和 JcCHI基因的表达

来促进小桐子叶中的花青素含量的积累。

小桐子主要在光照和紫外线都较强的热带和亚

热带地区种植，而花青素具有光保护作用 (Lu-

cho-Constantino et al., 2017;庞丹丹等, 2018)；本研究

中获得的超量表达 JcSEUSS1转基因植株叶片和叶

柄中花青素含量提高了 2~10倍(图 5F,图 5H)，因而

可尝试将这些转基因材料用于培育抗逆的小桐子

优良品种。

3材料与方法

3.1植物材料和种植

本实验所用小桐子，幼苗培养于云南省昆明市

西双版纳热带植物园昆明分部组培室(25毅05忆N, 102毅

69忆E)，温度为(26依2)℃，光照为 14 h/d。成年植株种植

于云南省西双版纳自治州勐腊县勐仑镇中国科学院

西双版纳热带植物园(21毅41忆N, 101毅25忆E)，年平均气

温 21.4℃，年降雨量 1 556 mm。

3.2小桐子 JcSEUSS1全长 cDNA的克隆

利用硅胶吸附法提取两年生小桐子的根、茎、幼

叶(自茎尖展叶开始的第二片幼叶)、成熟叶(自茎尖

展叶开始的第八片叶)、花序、雌花、雄花和生长 40 d

的果实的总 RNA (Ding et al., 2008)。并用琼脂糖凝

胶电泳和 NanoDrop 2000分光光度计对小桐子 RNA

的质量和浓度进行检测。再参考 TaKaRa (大连,中国)

PrimeScript TH Reagent Kit with gDNA Eraser 说明书

将 RNA反转录为 cDNA。以小桐子基因组数据库

(http://www.kazusa.or.jp/jatropha/) 得到的 JcSEUSS1

核苷酸序列为模板，使用 Primer5设计引物 XC772

和 XC773 (表 1)，并扩增 JcSEUSS1的全长 cDNA。

3.3实时荧光定量 PCR

首先在 NCBI 网站 (https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/)上设计基因的 qRT-PCR引物，再以 cDNA为模

板，使用 Roche 的 LightCycler 480 SYBR Green I

Master试剂盒进行 qRT-PCR实验，使用 LightCycler

480软件对导出数据进行分析，使用 Sigmablot软件

作图。以小桐子 JcACT1基因作为内参，试验采用 3

次生物学重复。

3.4 35S:JcSEUSS1质粒构建和转化小桐子

将测序正确无碱基突变的 JcSEUSS1 全长 cD-

NA序列用 BamH玉和 Sal玉限制性内切酶切割以后

连接到含有 CaMV 35S 启动子和 35S 增强子的

pOCA30载体上，构建超量表达载体 35S:JcSEUSS1，

利用农杆菌介导转化法转化小桐子。本试验以小桐

子种子的子叶作为转化外植体进行农杆菌侵染，再

利用卡那霉素抗性和 PCR扩增筛选阳性植株(Pan et

al., 2010; Fu et al., 2015)。

3.5小桐子花青素的提取

本试验参考修改后的 Gou等(2011)的花青素提

取方法，取 1 g一年生的小桐子组织样品，液氮速冻

碾磨后，加入 4 mL的花青素提取液 (5％的盐酸和

80%的甲醇)，混匀后置于 4℃过夜，14 000 r/min离心

20 min，取上清。使用 NanoDrop2000分光光度计分

别于 530nm、620 nm、650 nm3个波长下测量OD值。

花青素含量(nmol/g)=OD姿/着伊v/m伊1 000 000

花青素的光密度值 ODλ =(OD530-OD620)-0.1 (OD650-

OD620)

ODλ：花青素的光密度值，着：花青素的摩尔消光系

数 4.62伊106，v：萃取液的总体积(mL)，m：样品质量(g)。
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表 1本研究所用 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences used in this study

模板

Target templates

JcSEUSS1

JcACT1

JcSEUSS1

JcCHS

JcCHI

引物

Primers

XC772

XC773

XK191

XK192

XD437

XD438

XE489

XE490

XE491

XE492

序列(5'-3')

Sequences (5'-3')

CGGGATCCATGGTACCCTCGGGGCCG

GCGTCGACAGGGGATGGTTTCCAATCAA

CTCCTCTCAACCCCAAAGCCAA

CACCAGAATCCAGCACGATACCA

CACAGCAGCTGCAGTCA

AGAAACAATGACTGATCTGA

GCCCGAGTTCTTGTTGTTTGC

GACGCTCAACGGAAGTATCTG

CCATTAACGGGCCAACAATAC

AGAGGAGCCAGGAGGAAAGAC

用途

Usages

cDNA全长引物

Primers for full-length cDNA

内参基因

Reference gene

实时荧光定量 PCR引物

Primers for qRT-PCR

实时荧光定量 PCR引物

Primers for qRT-PCR

实时荧光定量 PCR引物

Primers for qRT-PCR

2017XTBG-T02)共同资助。
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