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鹤望兰番茄红素β-环化酶基因SrLCYB的
克隆及表达分析
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3福建省特色花卉工程技术研究中心, 福州 350013)

摘要      采用RACE方法从鹤望兰(Strelitzia reginae Banks)黄色花萼中克隆到1个LCYB基因

(lycopene beta-cyclase, SrLCYB)。其cDNA全长为1 908 bp(GenBank收录号: KT428725), 具有完整

的开放阅读框(open reading frame, ORF), 共1 515个碱基, 编码504个氨基酸。鹤望兰SrLCYB的氨

基酸序列与其他物种都有一定的同源性, 其中与百合的LCYB同源性最高, 达到82%。系统进化树

分析显示, 鹤望兰SrLCYB与芭蕉蛋白亲缘关系较近。应用荧光定量PCR分析表明, SrLCYB在黄

色花萼中高表达, 且在花发育的始花期和盛花期表达量最高。应用UPLC(ultra performance liquid 
chromatography)对β-胡萝卜素含量进行分析, 类β-胡萝卜素在黄色花萼中含量最高, 且在花发育的

盛花期含量最高。结果表明, SrLCYB基因表达与β-胡萝卜素含量成正相关。
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Abstract       In this study, the full-length cDNA sequence of LCYB (lycopene beta-cyclase) gene (SrLCYB) was 
cloned from yellow sepals of Strelitzia reginae Banks using RACE techniques. The cDNA sequence was 1 908 bp in 
total length and included a whole open reading frame of 1 515 bp, encoding a polypeptide containing 504 amino acids. 
Its amino acid sequence was highly conserved compared with other LCYB homologues and shared up to 82% homology 
with LCYB from Lilium lancifolium. Phylogenetic analysis indicated that SrLCYB was more related to LCYB from 
Musa spp. AAB Group. The result from fluorescent quantitative PCR analysis indicated that SrLCYB was highly 
expressed in early flowering period and blooming period, the transcript level was highest in yellow sepals. The result 



樊荣辉等: 鹤望兰番茄红素β-环化酶基因SrLCYB的克隆及表达分析 383

from UPLC analysis indicated that beta-carotene contents were the highest in yellow sepals and in blooming period. 
These results suggested that the change in SrLCYB in expression levels was positively related to beta-carotene con-
tents.

Keywords       Strelitzia reginae Banks; Lycopene β-cyclase; carotenoid biosynthesis; gene cloning; UPLC

鹤望兰(Strelitzia reginae Banks)又称天堂鸟, 为
旅人蕉科鹤望兰属多年生观赏植物, 原产南非。因

其姿态奇特、花期长久, 素有“鲜切花之王”的美誉, 
被作为高档切花材料而广泛用于各类插花。

类胡萝卜素(carotenoid)是通过异戊二烯途径

合成而呈现黄色、橙色或红色的一类化合物[1-2]。

研究表明, 水仙、文心兰、百合、鸢尾等花卉的橙

黄色花主要由类胡萝卜素生物合成途径控制[3-6]。

在黄花龙胆、金盏菊等以类胡萝卜素为主要色素种

类的植物中, 番茄红素β-环化酶(1ycopene beta-cy-
clase, LCYB)与八氢番茄红素脱氢酶基因(phytoene 
desaturase, PDS)、ζ-胡萝卜素脱氢酶基因(ζ-carotene 
desaturase, ZDS)等基因协调作用, 在转录水平上调

节花中类胡萝卜素的积累[7]。Tinoi等[8]报道, 与鹤

望兰同属于姜目的美人蕉黄色花的主要发色团为类

胡萝卜素, 但在鹤望兰中未见相关报道。本研究首

次克隆了SrLCYB基因全长, 并应用荧光定量PCR对
SrLCYB基因的表达进行了分析, 这为研究SrLCYB
分子调控机制奠定基础, 对揭示SrLCYB基因在鹤望

兰花色形成中的作用具有重要的理论意义。

1   材料与方法
1.1   实验材料

以福建省农科院花卉研究中心种质资源圃栽

培的鹤望兰品种为供试材料, 实验在福建省农业科

学院观赏园艺创新团队实验室完成。不同组织(蓝
色花瓣、黄色花萼、叶、茎、根)及各发育时期的

花(花蕾前期、花蕾中期、花蕾后期、始花期、盛

花期)均采自8年龄的鹤望兰, 液氮速冻后, –80 °C条
件下保存, 用于表达分析研究。

1.2   总RNA提取及cDNA合成

取上述存放于–80°C冰箱中的样品, 按通用植

物总RNA快速提取试剂盒说明书(百泰克生物技术

有限公司)分别提取总RNA, 用琼脂糖凝胶电泳和分

光光度计检测RNA的完整性。使用M-MLV反转录

酶进行逆转录, 按照TaKaRa公司产品说明书进行操

作。

1.3   SrLCYB基因序列的克隆

根据GenBank上发表的百合(Lilium lancifolium)、
宫灯百合(Sandersonia aurantiaca)、番红花(Crocus 
sativus)、水仙(Narcissus tazetta)的LCYB保守氨基酸

序列和核苷酸序列, 通过Primer Premier 5软件设计简

并引物LCYB-F和LCYB-R(表1), 以cDNA为模板进

行PCR扩增。PCR反应条件为: 94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 
53 °C 30 s, 72 °C 1 min, 35个循环; 72 °C 10 min。
PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后, 回收目的片

段并连接到载体pMD18-T(大连宝生物工程有限公

司), 转化大肠杆菌DH5α(本实验室保存), 通过蓝白

斑筛选及PCR扩增鉴定阳性克隆后进行测序[生工

生物工程(上海)股份有限公司], 得到SrLCYB中间片

段。

按逆转录酶说明书, 通过AP引物和PrimeScript
逆转录酶(大连宝生物工程有限公司)。合成cDNA
第一链。应用通用引物AUAP和特异引物LCYB-3′
进行5′RACE扩增。

逆转录产物用RNase H处理, 将纯化的cDNA
加尾后, 用PCR产物纯化试剂盒纯化。以加尾产物

1 μL为模板, 用包含多聚dC尾巴序列的AAP引物和

5′RACE特异引物LCYB-5′-1进行第1轮扩增。以稀

释40倍的第1轮PCR产物1 μL为模板, 用巢式基因特

异引物AUAP和5′RACE特异引物LCYB-5′-2继续进

行第2轮扩增。

根据获得的SrLCYB基因cDNA全长, 设计ORF
引物SrLCYB-F和SrLCYB-R, 进行LCYB cDNA ORF
克隆, 验证已获得的序列。

1.4   生物信息学分析

用NCBI的ORF Finder对SrLCYB的cDNA序列开

放阅读框进行查找; 利用NCBI网站的BLAST程序搜

索相似性序列; 通过BioXM预测该蛋白质的分子量

和等电点; 使用Clustal X 1.81软件进行多重序列比

对; 采用MEGA 4.0进行系统进化树构建。

1.5   实时荧光定量分析

根据SrLCYB全长序列, 设计一对引物P1和
P2(表1), 其扩增长度为244 bp, 以鹤望兰表达相对稳
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定的18S rRNA(GenBank登录号: AF069229.1)为内参, 
设计引物18S-F和18S-R, 扩增长度为250 bp。按照

Power SYBR Green PCR Master Mix(ABI公司, 美国)
说明书在ABI7500实时定量PCR仪上进行PCR反应。

反应体系为: 12.5 μL Power SYBR Green PCR Master 
Mix, 1 μL cDNA, 正、反向引物各0.5 μL(10 μmol/L), 
补蒸馏水至总体积25 μL。反应程序为: 95 °C预变性

10 min; 95 °C变性15 s, 56 °C退火1 min, 72 °C延伸

1 min, 共40个循环。反应结束后分析荧光值变化曲

线和融解曲线。每个反应3个重复, 采用ABI 7500分
析软件中Comparative CT(ΔΔCT)法分析试验结果。

1.6   类胡萝卜素提取及超高效液相色谱(ultra 
performance liquid chromatography, UPLC)测定

1 g样品用50 mL丙酮׃石油醚(11׃)浸提剂于50 °C
避光浸提3 h, 至残渣发白。用旋转蒸发仪于40 °C下
将浸提液蒸干, 用20 mL的石油醚[含0.1% butylated 

hydroxytoluene (BHT)]溶解, 加入20 mL 10% KOH-
甲醇溶液, 若有乳化现象, 加入10% NaCl去乳化。

收集上层石油醚相,  转至分液漏斗, 用双蒸水反复

洗涤石油醚相, 至水相为中性, 加入10 g无水硫酸

钠, 过滤, 经旋转蒸发仪40 °C蒸干, 用丙酮(含0.1% 
BHT)定容至2 mL。类胡萝卜素的分离和鉴定采用

ACQUITY UPLC BEH C18色谱柱(2.1 mm×50 mm, 
1.7 μm)(WATERS公司, 美国), 以乙腈׃甲醇=91׃为流

动相, 在450 nm下测定。

2   结果
2.1   SrLCYB全长cDNA克隆及序列分析

根据LCYB蛋白质保守序列设计一对简并引物

LCYB-F和LCYB-R, 以鹤望兰黄色花萼cDNA为模

板进行PCR扩增, 得到一条约1 000 bp的条带(图1), 
目的片段经回收测序为986 bp。序列经BLASTp分

表1   鹤望兰SrLCYB基因克隆及表达分析所用引物

Table 1   Primers used to isolate and analyze the expression of SrLCYB gene in Strelitzia reginae Banks
引物名称

Primer name
引物序列

Primer sequence
作用

Function

AP 5′-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC(T)17-3′ Reverse transcription primer
AAP 5′-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC(G)8-3′ Anchored primer
AUAP 5′- GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3′

LCYB-F 5′- AA(C/T) AA(T/C) TATG G(A/T)G T(C/T)T GGG T-3′ For the conserved fragment
LCYB-R 5′-CCA TGC CA(A/G) TA(A/C) CGA GGT TC-3′

LCYB-3′ 5′-CTT CCT TAG TCG CTC GTC CAG G-3′ 3′RACE
LCYB-5′-1 5′-GCT ATT TCT CTC TTT CAA CTC CG-3′ 5′RACE
LCYB-5′-2 5′-CAG GAT TGT AAG GCT TAT CGT AC-3′

SrLCYB-F 5′-ATG GAT ACC ATG CTT AGA ACT C-3′ For the cDNA of ORF
SrLCYB-R 5′-CTA ACT TTT CTC CCG TAG CAA G-3′

P1 5′-AAA GGG TCG TGG GAA TAG GA-3′ For the expression of SrLCYB

P2 5′-AAG TCG AGT TTA AGCA GGA TA-3′

18S-F 5′-CTG AGA AAC GGC TAC CAC AT-3′ For the internal control
18S-R 5′-ACC CAA GGT CCA ACT ACG AG-3′

M: DNA标准分子量DL2000; 1: SrLCYB中间片段扩增产物; 2: 3′RACE扩增产物; 3: 5′RACE扩增产物; 4: ORF。
M: DNA marker DL2000; 1: product of SrLCYB gene fragment; 2: product of 3′RACE; 3: product of 5′RACE; 4: ORF.

图1   鹤望兰SrLCYB基因的克隆

Fig.1   Cloning of SrLCYB gene in Strelitzia reginae Banks

M 1 2 M 3 M 4

2 000
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析表明, 该片段与多种植物的LCYB基因具有很高的

同源性, 初步认定它是鹤望兰LCYB基因的片段。

通过3′RACE和5′RACE分别得到长度为707 bp
的3′末端和1 012 bp的5′末端(图1), 与中间序列分别

有454 bp和342 bp的重叠区段, 经BLAST检索认为它

是鹤望兰LCYB的3′端和5′端序列。将3′RACE序列、

中间序列和5′RACE获得的序列进行比对拼接得到

一条长度为1 908 bp的cDNA全长序列, 包含完整的

开放阅读框1 515 bp, 预测的理论等电点为4.78, 分
子量为125.31 kDa, 登录号为KT428725。 
2.2   SrLCYB编码氨基酸的同源性分析

将SrLCYB编码的氨基酸序列与GenBank中其

他植物LCYB同源蛋白质序列比对, 结果显示, Sr-
LCYB与其他LCYB氨基酸序列具有较高同源性, 并
具有多个保守区域(图2)。其中, 与葡萄(CAN69313)
的同源性高达83% ,  与百合(A DW0 8 476 )、水仙

(AFH53820)、宫灯百合(AF489520_1)等序列的同

源性也分别达到了82%、80%、80%。推导出的

SrLCYB氨基酸序列含有“FLYAIVIP”序列和FAD/
NAD(P)结合区。  

为了分析SrLCYB与其他LCYB同源蛋白质的

系统进化关系, 将其与其他21种植物LCYB同源蛋

白质进行多重序列比对, 并用MEGA 4.0构建了系统

发育树。结果显示, SrLCYB与芭蕉LCYB的亲缘关

系最近, 其次与宫灯百合LCYB亲缘关系较近(图3)。
2.3   SrLCYB基因的表达分析

以鹤望兰18S rRNA为内参, 用荧光定量PCR技
术检测LCYB在鹤望兰花发育阶段及不同组织上的

表达分析。结果表明, SrLCYB在鹤望兰始花期后表

达量逐渐增加, 到盛花期达到最高(图4)。对不同组

织的分析结果表明, SrLCYB在黄色花萼中表达量最

高, 叶片次之, 在蓝色花瓣、根、茎表达量最低(图5)。
2.4   类胡萝卜素含量分析

应用超高效液相色谱(UPLC)对鹤望兰不同花

发育时期及不同组织进行类胡萝卜素含量测定, 结
果显示, β-胡萝卜素是鹤望兰黄色花萼主要发色团

(表2)。随着花的发育, β-胡萝卜素含量逐渐升高, 盛
花期达到最高(825.80 μg/g FW), 花蕾前期含量最

低(0.25 μg/g FW)。 在不同组织中, 黄色花萼的β-
胡萝卜素总含量最高(854.27 μg/g FW), 其次是叶

片(265.37 μg/g FW), 蓝色花瓣中含量最低(0.11 μg/g 
FW)。α-胡萝卜素只在叶片(191.08 μg/g FW)和茎

(39.96 μg/g FW)中表达, 在蓝色花瓣(0.07 μg/g FW)
中微量表达。

Ll: 百合; Nt: 水仙; Sa: 宫灯百合; Sr: 鹤望兰; Vv: 葡萄。Box I是“FLYAIVIP”序列, Box II是FAD/NAD(P)结合区。

Ll: Lilium lancifolium; Nt: Narcissus tazetta var. chinensis; Sa: Sandersonia aurantiaca; Sr: Strelitzia reginae Banks; Vv: Vitis vinifera. Box I indicates 
the sequence of “FLYAIVIP”, Box II indicates the FAD/NAD(P) domain.

图2   鹤望兰SrLCYB氨基酸同源性分析

Fig.2   Homology analysis of SrLCYB in Strelitzia reginae Banks
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1: 花蕾前期; 2: 花蕾中期; 3: 花蕾后期; 4: 始花期; 5: 盛花期。

1: early bud period; 2: mid-bud period; 3: late-bud period; 4: early 
flowering period; 5: blooming period.

图4   鹤望兰花发育过程中SrLCYB的表达

Fig.4   Expression of SrLCYB in different  flowering 
development

1: 黄色花萼; 2: 叶片; 3: 茎; 4: 根; 5: 蓝色花瓣。

1: yellow sepals; 2: leaf; 3: stem; 4: root; 5: blue petals. 
图5   SrLCYB在鹤望兰不同组织中的表达

Fig.5   Expression of SrLCYB in different tissue  
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图3   鹤望兰SrLCYB与其他植物21个LCYBs蛋白的系统进化分析

Fig.3   Phylogenetic analysis of LCYB in Strelitzia reginae Banks with 21 other plant LCYBs

Citrus sinensis ABF69942
Vitis vinifera CAN69313
Ricinus communis XP002531498
Populus trichocarpa XP00230890
Malus domestica XP008392386
Eriobotrya japonica AFP43698
Diospyros kaki ACR25158
Morus notabilis EXC00005
Glycine max XP003554132
Cucurbita moschata AEN94902

Adonic aestivalis AF321534
Tagetes erecta AAG10429

Ipomoea sp. Kenyan BAI47577
Lilium lancifolium ADW08476

Gentiana lutea ABK57115
Sandersonia aurantiac AF489520

Strelitzia reginae Bank KT428725
Musa spp. AAB Group ADR80671
Brassica napus ADT89710

Arabidopsis thaliana NP187634
Narcissus tazetta AFH53820

Crocus sativus ADA82242

0.10 0.08 0.06 0.04 0.02 0

3   讨论
本研究采用RACE方法获得鹤望兰LCYB基因

全长序列, 共1 908 bp, 开放阅读框1 515 bp。序列分

析显示, LCYB具有高度保守的区域存在, 这些高度

保守的残基与催化功能有关[9]。SrLCYB编码的蛋白

质在中、后部与其他植物LCYB的氨基酸同源性很

高, 且包含植物LCYB的共同特征“FLYAIVIP”序列

和FAD/NAD(P)结合区[10]。分子系统进化分析显示, 
SrLCYB同其他植物的LCYB具有较高的同源性, 其
中与同属于姜目的芭蕉亲缘关系最近, 聚为一支。
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A: 类胡萝卜素标准样色谱图; B: 鹤望兰黄色花萼中类胡萝卜素提取物色谱图; C: 鹤望兰叶片中类胡萝卜素提取物色谱图。

A: the UPLC chromatogram of carotenoids standards; B: the UPLC chromatogram of carotenoids extracted from yellow petals in Strelitzia reginae; C: 
the UPLC chromatogram of carotenoids extracted from leaf in Strelitzia reginae Banks.

图6   鹤望兰类胡萝卜素含量的UPLC分析

Fig.6   Analysis of carotenoid component and content of Strelitzia reginae Banks with UPLC

文心兰的LCYB基因在根和叶中均有表达, 在
花中表达量最高, 并且在花发育的整个过程都有表

达, 在盛花期表达量最高[4]。Han等[11]在桂花中的研

究表明, LCYB在橘黄色花中的表达量随花的发育逐

渐变高, 到盛花期达到最高。本研究通过荧光定量

PCR的方法对SrLCYB在鹤望兰不同组织表达情况

进行分析, 发现鹤望兰SrLCYB在黄色花萼中表达量

最高, 在蓝色花瓣和根中表达量很低, 推测SrLCYB
的表达与黄色花的形成有关, 蓝色花的形成受其他

途径控制。另外, 对鹤望兰花发育过程中的表达情

表2   鹤望兰不同花发育时期及不同组织中类胡萝卜素含量

Table 2   Carotenoid contents in different growth periods of flowering and different tissues from Strelitzia reginae Banks

不同时期及组织

Different periods and tissues

类胡萝卜素含量(μg/g FW)
Carotenoid (μg/g FW)

β-carotene α-carotene

Different growth periods of flowering Early bud period 0.25±0.12a ND

Mid-bud period 23.99±2.13b ND

Late-bud period 77.93±5.16c ND

Early flowering period 516.67±67.85d ND

Blooming period 825.80±95.43e ND

Different tissues Yellow sepals 854.27±85.36a ND

Leaf 0.11±0.10b 0.07±0.04a

Stem 0.33±0.22b ND

Root 35.97±5.64c 39.96±5.16b

Blue petals 265.37±31.67d 191.08±35.7c

a、b、c、d代表多重比较SNK检验在P=0.05显著性水平下的差异显著。ND表示未检出。

a, b, c, d show the different significant differences at P=0.05 level in SNK test. ND: not detected.
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况进行分析发现, SrLCYB在始花期表达增加, 到盛

花期表达量最高, 说明SLCYB在黄色花萼发育过程

中起着重要作用, 推测SrLCYB可能在转录水平上对

鹤望兰黄色花的形成起调控作用。

在类胡萝卜素生物合成途径中, 番茄红素被2
分子的LCYB转化成β-胡萝卜素, 也可被1分子LCYB
和1分子番茄红素ε环化酶(lycopene epsilon cyclase, 
LCYE)基因转化成α-胡萝卜素。LCYB是合成β-胡萝

卜素和α-胡萝卜素的关键酶基因。在木瓜果实中, 
LCYB将番茄红素全部转化为β-胡萝卜素[12], 在鹤望

兰的黄色花萼中也只形成β-胡萝卜素, 未有α-胡萝

卜素。在胡萝卜中, 过表达或沉默LCYB基因, 都能

相应地增加或减少β-胡萝卜素的含量[13]。在鹤望兰

不同花发育时期及不同组织中, β-胡萝卜素含量的变

化对应于LCYB基因表达量的变化, 两者成正相关。

番茄红素β-环化酶是类胡萝卜素生物合成过程

中的关键酶, 对于番茄红素环化形成β-胡萝卜素和含

β-环的胡萝卜素具有重要调控作用, 其编码基因成为

应用植物基因工程技术改善转基因植物中类胡萝卜

素含量的重要靶点[14]。目前, 已从番茄[15]、辣椒[16]、

黄花龙胆[17]、柑橘[7]、胡萝卜[13]、金盏花[18]等多种植

物中克隆到编码番茄红素β-环化酶的完整基因或部

分片段。本研究成功分离了鹤望兰SrLCYB基因, 并对

其组织表达特异性进行了分析, 为进一步研究SrLCYB
的功能及其在鹤望兰黄色花形成中的作用及调控机

制奠定了基础。
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