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红花花青素合成酶基因的克隆及表达分析
刘秀明1,2  杨文婷1,2  赵利旦1,2  董园园1  姚  娜1  王  南1  官丽莉1  

李海燕1,2*  李校堃1*

(1吉林农业大学生物反应器与药物开发教育部工程研究中心, 长春 130118; 
2吉林农业大学生命科学学院, 长春 130118)

摘要      根据红花转录物测序结果中得到的中间序列, 采用RT-PCR和RACE方法从红花花瓣中克

隆到1个ANS基因的全长cDNA, 该基因全长序列1 226 bp, 具有完整的开放阅读框(ORF), 共1 050 bp, 编
码349个氨基酸。生物信息学软件分析显示, 该基因编码的蛋白理论分子量约为82.27 kDa, 等电点为

5.09, 序列里含有典型的加尾信号序列AATAA和Poly(A)。保守结构域预测表明, 该基因编码的蛋白具

有典型的ANS蛋白功能结构域, 其保守结构域中含有铁离子及2-O-酮戊二酸结合位点。结合其他物种

的ANS基因构建系统树表明, 红花ANS基因与其他物种氨基酸具有一定的同源性, 其中与芍药的亲缘关

系最近。应用实时荧光定量PCR分析表明, ANS基因在红花的初花期和盛花期的表达量最高。

关键词      红花; 花青素合成酶; 黄酮生物合成; Real-time PCR

Cloning and Expression Analysis of Anthocyanidin Synthase in Safflower
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Abstract       In this study, the full-length cDNA sequence of anthocyanidin synthase (ANS) gene was cloned 
from flowers of Carthamus tinctorius L. (safflower) by RT-PCR and RACE techniques according to the sequences 
of transcriptome in safflower. The full-length cDNA of the ANS was 1 226 bp and included a whole open reading 
frame of 1 050 bp, encoding a polypeptide of 349 amino acids. The putative protein of the gene showed predicted 
molecular weight of 82.27 kDa with a theoretical pI of 5.09, and this gene contains typical AATAA tail signal 
sequence and Poly(A). The conserved structural domain analysis showed that it had the typical functional domains 
of ANS protein, containing 2-oxoglutarate and iron ion combination sites. Safflower ANS had high homology with 
other species according to the blasting and phylogenetic analysis, which indicated that safflower ANS was more 
related to ANS from Paeonia lactiflora Pall. Real-time PCR results indicated that relative expression of ANS gene 
was highest in early flowering period and blooming period.
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红花(Carthamus tinctorius L.)属于菊科红花属

植物, 又名草红花、刺红花等, 是我国传统中草药[1-2], 
具有较强的抗旱及抗寒能力, 不耐涝, 在新疆的种植

面积居全国第一[3-4], 是集食用、药用价值于一身的

重要经济作物。红花具有活血化瘀、散瘀止痛的功

效, 在治疗痛经、闭经、跌打损伤等方面效果显著[5]。

研究表明, 红花含有多种酚类化合物, 包括木质素及

黄酮类成分等[6-7]。红花中含有红花黄色素和红花红

色素两种色素, 红花黄色素是从红花的花瓣中提取

出的天然色素, 为查耳酮类化合物。羟基红花黄色

素A是红花黄色素的主要有效成分[8], 以其为主要活

性成分的红花黄色素注射液已经被广泛地应用到脑

血管病、冠心病及脉管炎等的治疗[9]。

花青素(anthocyanidin)是一类重要的水溶性植

物色素, 属于黄酮类化合物, 是植物体内重要的次生

代谢产物[10-11]。研究表明, 花青素具有抗炎、抗辐射、

增强免疫系统能力、抗辐射等多种功效[12]。花青素

合成酶(anthocyanidin synthase, ANS; EC 1.14.11.19)
是位于花色素苷合成通路末端的酶, 催化无色花色

素向花色素的转化[13]。目前, 关于花青素合成酶克

隆的研究多集中在芜菁[14]、拟南芥[15]、葡萄[16]、越

橘[17]、水稻[18]、银杏[19]等植物中, 而在药用植物红

花上还未见报道。本研究根据红花转录组测序结果, 
首次在红花中克隆了花青素合成酶基因, 并对其进

行生物信息学分析, 研究其在不同开花时期的表达

量, 旨在为红花中花青素合成的分子机制研究奠定

基础, 同时也为红花黄酮化合物的代谢调控研究提

供理论依据。

1   材料与方法
1.1   材料

以红花吉红早熟品种为试验材料, 种子购自新

疆红花缘科技有限公司, 种植于吉林农业大学生物

反应器与药物开发教育部工程研究中心试验田。采

取红花花蕾期、初花期、盛花期、衰落期的花瓣用

于表达分析, 盛花期作为花青素合成酶基因克隆所

用材料。剪取花瓣后, 迅速放于液氮中, 用锡箔纸包

好后于–80 °C保存备用。

1.2   红花ANS基因中间片段的验证

取–80 °C中冻存的红花盛花期花瓣, 按照RNA
提取试剂盒(北京百泰克生物技术有限公司, 货号: 
RP3301)操作进行RNA提取, 提取的RNA用核酸检

测仪检测其纯度, 用1%的琼脂糖凝胶电泳检测其完

整性。RNA保存于–80 °C备用。按照反转录试剂盒

(北京百泰克生物技术有限公司, 货号: RP6601)的操

作说明, 进行cDNA的反转录, 反转录后的cDNA保存

于–20 °C冰箱中备用。根据本实验室红花转录组测

序结果中挑选的候选基因, 设计特异性引物(表1), 验
证中间片段。扩增程序为: 94 °C预变性5 min; 94 °C
变性30 s, 56 °C退火30 s, 72 °C延伸40 s, 30个循环; 
72 °C延伸6 min。引物合成及测序工作由上海生工

生物工程服务有限公司完成。

1.3   红花ANS基因全长cDNA克隆

根据验证的红花ANS基因中间片段, 分别设计

引物(表1)ctANS 2和ctANS 3, 按照Race试剂盒(罗
氏公司, 货号: 3353621001)的说明书进行3′ race和5′ 
race克隆。根据3段序列拼接而得的cDNA全长, 设

表1  用于红花ANS基因克隆的特异性引物

Table 1  The specific primers for cloning of the ANS gene of safflower
引物名称

Primer name
引物序列(5′→3′)
Primer sequences (5′→3′)

用途

Use

ctANS 1 F: AGG TAG GTT GGG AAG CAG GT 
R: TGA GCT GTT CGT TGA TGG AG

Cloning of the ANS fragment 

ctANS 2 F: GTT TCC TGA GAT GAG TAG GAA G
R: ACC GGC ATA TCA AAG AAT TC

Cloning of the 3′ race of the ANS gene 

ctANS 3 F: GTT GGG AAG CAG GTG TGG TTT C
R: AAG ATC CCC AAC TTG TTG

Cloning of the 5′ race of the ANS gene

ctANS 4 F: GAG AAA GGT AGA TGA TGG ATC
R: GCT TAT GGG AAT ATA AGT GAC C

Cloning of cDNA of the ANS gene

ctANS 5 F: CAG CCC AAT CAA GCT TTT GC
R: TGC CGG TGA AGG AGA AGA AA

Real-time PCR

18S F: GAG AAA CGG CTA CCA CAT CCA A
R: TCG TTT GAG CCC GGT ATT GTT A

Reference genes



768 · 研究论文 ·

计其全长扩增引物ctANS 4(表1),  获得目的基因全

长cDNA。将扩增出全长片段的ANS基因的PCR产
物在1%琼脂糖凝胶电泳上检测, 用胶回收试剂盒

[爱思进生物技术(杭州)有限公司]回收目的片段, 将
其连接到pEASY-T1 Simple载体(北京全式金生物技

术有限公司, 货号: CT111-01)上, 进行蓝白斑筛选, 
菌液PCR鉴定, 质粒酶切鉴定, 送上海生工生物工程

服务有限公司进行测序。

1.4   生物信息学分析

将测得的全长序列利用DNAMAN软件进行核

苷酸序列编辑和氨基酸序列的推导, 使用DNA-Star
软件寻找最大开放阅读框(ORF), 在NCBI网站上进

行BLAST搜索同源性序列, 利用clustalW1.83软件

构建系统发育树, ProtParam软件(http://web.expasy.
org/)分析编码蛋白的氨基酸序列的组成、相对分子

质量及等电点等理化性质。

1.5   Real-time PCR 分析

分别取–80 °C冻存的花蕾期、初花期、盛花期

和衰落期的花瓣, 提取RNA, 反转录cDNA用于qRT-

PCR(quantitative real time-PCR)分析。实验按照试

剂盒说明书操作(宝生物工程(大连)有限公司, 货号: 
RR420A)进行, 定量PCR反应体系为: SYBR Premix 
Ex Taq(Tli RNaseH Plus)(2×)10 μL; 上下游引物(表
1)各0.4 μL; ROX Reference Dye II(50×); DNA模 板

2 μL; ddH2O 6.8 μL。反应条件为: 95 °C预变性30 s; 
95 °C变性3 s, 65 °C退火30 s, 40个循环。

2   结果
2.1   红花ANS基因中间片段的验证

根据红花花瓣转录组测序得到的中间片段, 设计

一对引物ctANS1-F和ctANS1-R, 以吉红早熟盛花期花

瓣的cDNA为模板, 进行RT-PCR扩增, 获得221 bp的中

间片段(图1A), 经过胶回收连接到克隆载体pEASY-
T1上, 进一步通过菌液PCR(图1B)和EcoR I、Hand 
III酶切鉴定(图1C), 测序结果正确。                                          
2.2   红花ANS基因全长cDNA克隆及序列分析

根据ANS基因221 bp的中间片段, 设计一对引

物ctANS 2-F和ctANS 2-R, 按照Race试剂盒的说明

1、2: RT-PCR结果; 3~7: 菌液PCR; 8: 酶切图谱; M: DNA marker。
1,2: results of the RT-PCR; 3~7: PCR of bacterium; 8: results of the restriction; M: DNA marker.

图1  ANS基因中间片段的验证

Fig.1  Agarose gel electrophoresis from ANS fragment
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图2   红花ANS基因的全长克隆

Fig.2   Isolation of the cDNA of ANS gene in Safflower
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书进行3′ race扩增, 得到了1 171 bp的3′端序列(图
2A)。设计一对引物ctANS 3-F和ctANS 3-R按照

Race试剂盒的说明书进行5′ race扩增, 得到了516 bp

的5′端序列(图2B)。通过拼接获得全长1 226 bp的
片段。应用已设计的引物ctANS 4-F和ctANS 4-R, 以
吉红早熟盛花期花瓣的cDNA为模板, 通过PCR扩增

图3  红花ANS氨基酸序列与蓖麻同源性分析

Fig.3  Homology analysis of ANS in Safflower and Ricinus communis
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起始密码子和终止密码子用方框表示, 阴影处是功能结构域。

The translation start codon and the stop codon are boxed, and the functional domain are shadowed.
图4  红花ANS基因cDNA的核苷酸序列及推导的氨基酸序列

Fig.4  The complete cDNA sequence of Safflower ANS and its predicted amino acid sequence

1      CTATATAACCACACACACACACTCATATGTATATATGTATGTATAAAAAAAACATAATAT

61     AGAGAAAGGTAGATGATGGATCCAAAGGGAATATATGTTGGGGGTTCACTCCCGGTTCCT

M   M  D  P   K   G   I   Y   V  G   G   S   L   P   V  P  

121    AGTGTACAAGAATTGGCTAAGGAATCGCCGAGAGAGGTTCCACCACGATATATACGTCCA

S  V  Q   E  L  A  K  E  S  P  R  E   V   P   P   R  Y  I  R  P
181    GATCAAGATGCTCCAGTCATATCATCGTTGTCTCAAGTACCAATAATCAATATGGAGTAT

D Q D A P V I S S L S Q V P I I N M E Y
241 TTATCGTCAAAAAGCTCCGAGCTAGAGAAACTACACCTTGCTTGTAAAGATTGGGGTTTT

L S S K S S E L E K L H L A C K D W G F
301 TTCCAGTTGATAAATCATGGGGTGAGTTGTTCGTTGATGGAGAAAGTAAAGCAAGAAACA

F Q L I N H G V S C S L M E K V K Q E T
361 CAAGAATTCTTTGATATGCCGGTGAAGGAGAAGAAAAAATATTGGCAACAAGTTGGGGAT

Q E F F D M P V K E K K K Y W Q Q V G D
421 CTTGAAGGATTTGGGCAAGCATTTGTTGTGTCGGATGAGCAAAAGCTTGATTGGGCTGAC

L E G F G Q A F V V S D E Q K L D W A D
481 ATGTTTTACTTGGTCACCCTTCCTACTCATCTCAGGAAACCACACCTGCTTCCCAACCTA

M F Y L V T L P T H L R K P H L L P N L
541 CCTCTTCCATTCAGAGATACCCTAGAAGAATACTCGACAGAAGTTAAGAAGGCGGCTTTA

P L P F R D T L E E Y S T E V K K A A L
601 AAAACCCTAGTGTTCATTGCAAAAGCTTTAAATATGGAGGTTGAGGAGATGAAGGAATTG

K T L V F I A K A L N M E V E E M K E L
661    TTTAAAGATGGAATTCAAGCAATGAGAATGAATTATTATCCACCATGTCCACAACCTGAA

F K D G I Q A M R M N Y Y P P C P Q P E
721    CAAGTCATTGGTCTCACCCCTCACTCAGATGCTGTTGGGATCACTTTTCTTCTCCAACTC

Q V I G L T P H S D A V G I T F L L Q L
781    AATCAGGTAGAAGGCCTACAGATTAAAAAGGATGGAATGTGGATACCAGTTAAACCACTT

N Q V E G L Q I K K D G M W I P V K P L
841    CATGATGCTTTCATTGTTAATATCGGGGACATCTTGGAGATTGTAACAAATGGAGTATAT

H D A F I V N I G D I L E I V T N G V Y
901    AAAAGCATTGAGCATCGGGCAACTATAAACTCCGAGAAGAAGAGGCTATCAATAGCCACA

K S I E H R A T I N S E K K R L S I A T
961    TTTGTAAGCCCGAATGTGGATGGGGATTTCGGACCTGCACCTAGCCTCATCACTCTCGAG

F V S P N V D G D F G P A P S L I T L E
1 021   ACACCAGCAAGATTTACTAGGGTATCTGTTGTTGATTTCTTGAAAAACTTGTTTTCGAGG

T P A R F T R V S V V D F L K N L F S R
1 081   GAACTTAAAGGAAAAACTATAATCGACCAATATCGTATATGATGTACAATGAACCCTAGA

E L K G K T I I D Q Y R I *
1 141   TCTGGTCACTTATATTCCCATAAGCTACTTTTATTAATTATGCGAATCATACAATTCATA

1 201   ATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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和测序, 获得长约1 104 bp的片段(图2C)。将其在NCBI
上进行序列比对分析, 发现该基因与蓖麻假定的ANS
蛋白(XM_002519717.1)的同源性达到72%(图3)。序列

分析表明, 红花ANS基因的开放阅读框长度为1 050 bp, 
编码349个氨基酸(图4), 5′非翻译区长为72 bp, 3′非

翻译区长为104 bp。序列里含有典型的加尾信号

序列AATAA和Poly(A)。根据在线分析软件(http://
web.expasy.org/), 推导的蛋白质理论分子量约为

82.27 kDa, 等电点(pI)为5.09。具有典型的ANS蛋白

的保守结构域: 2OG-Fe(II) oxygenase功能结构域(第
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图5  红花ANS序列同源性分析

Fig.5  Homology analysis of ANS in safflower



刘秀明等: 红花花青素合成酶基因的克隆及表达分析 771

200~300个氨基酸处)。
2.3   红花ANS基因的同源性及系统树分析

利用DNAman软件进行比对发现, 红花与芍药

和水母雪莲花的同源性最高(图5)。从NCBI上搜索

到其他17个物种的ANS序列, 利用clustalW1.83软件

进行多重序列比对, 并构建系统发生树(图6)。结果

表明, 红花ANS基因与芍药的亲缘关系最近, 在分类

上与芍药和水母雪莲花聚为一类, 与百合、满天星

和苹果的亲缘关系也较近。

2.4   红花ANS基因的表达分析

分别取花蕾期、初花期、盛花期和衰落期的花

瓣, 提取RNA, 反转录成cDNA, 以18S rRNA作为内

参基因, 采用Real-time PCR的方法分析红花ANS基
因在不同开花时期的表达量。结果见图7, 从相对表

达量来看, 红花ANS基因在初花期的表达量最高, 其
次为盛花期, 在衰落期表达量最低。

3   讨论
转录组(transcriptome)是指某一生理条件下, 细

胞内所有转录产物的集合, 包括信使RNA、核糖体

RNA、转运RNA及非编码RNA。转录组测序作为

转录组学研究的新方法, 属于新一代测序技术(next-
generation sequencing), 是利用深度测序技术进行转

录组分析的技术[20]。本研究根据红花花瓣转录组

测序结果挑选出红花ANS基因的中间片段, PCR及
测序结果证明该基因片段确实存在于红花花瓣中。

根据得到的中间片段, 采用RACE技术, 成功获得红

花ANS基因的全长cDNA。将该序列与其他物种的

ANS基因进行同源性比对。结果发现, 红花ANS基因

与其他物种的同源性不高, 仅与NCBI上蓖麻推定的

蛋白同源性较高, 这与前人研究的ANS基因的同源

性均较高的结果有所不同[21-22]。但该基因编码的蛋

白却具有典型的ANS蛋白的保守结构域, 因此, 红花

ANS基因还需要通过进一步的功能验证。

本研究通过Real-time PCR技术研究红花ANS
基因在红花不同开花时期的表达量, 结果表明, 红花

ANS基因在初花期和盛花期的表达量均较高且差异

不明显, 仅在衰落期表达量最低。因此, 可将红花的

图6  红花ANS与其他17个植物ANS蛋白的系统进化分析

Fig.6  Phylogenetic analysis of ANS in safflower with 17 other plant ANSs

Saussurea
Safflower
Paeonia
Lilium
Gypsophila
Malus
Oncidium
Doritaenopsi
Brassica
Lactuca
Fragaria
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Anthurium
Camellia
Indosasa
Glycine
Vitis

1: 花蕾期; 2: 初花期; 3: 盛花期; 4: 衰落期。

1: bud period; 2: early flowering period; 3: blooming period; 4: late 
flowering period.

图7  红花花发育过程中ANS的表达

Fig.7  Expression of ANS in different periods of safflower 
floral development
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初花期和盛花期作为该基因后续研究对象。

花青素合成酶(EC 1.14.11.19)是花青素合成途

径中的关键酶基因, 也是黄酮化合物合成途径中的

重要的末端限速酶。通过超表达或抑制该基因的表

达将会对红花黄酮化合物含量产生重要变化, 这为

本课题组后期红花黄酮化合物的代谢调控研究奠定

基础。本研究后续将通过转基因技术分别进行原核

表达、真核表达及亚细胞定位等来进行功能验证, 
深入研究红花ANS基因在不同开花时期的表达情况

及其与红花开花的关系, 从而明确该基因在红花黄

酮化合物合成中的作用。
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