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Abstract 
Color potato is rich in anthocyanins, which is one of the natural antioxidants. In this study, one 
gene related to anthocyanin synthesis was cloned from the color potato “Black King Kong”, and 
this gene encoding protein is highly homologous to transcription factor R2R3-MYB, and named as 
StMyb-like. The whole length of this gene is 798 bp, which encodes a 265 amino acid, with a mole-
cular weight of 30.23 kD. The expression of StMyb-like gene was analyzed by semi quantitative 
RT-PCR. It was found that the expression level of the gene in roots and stems was very low, but the 
expression level of anthocyanin in sweet potato, potato skin, buds and leaves was relatively high. 
In order to study the function of StMyb-like gene in color potato, the pART-MybRNAi interference 
vector was constructed by using DNA recombination technology, which provides a basis for fur-
ther study of the possible life activities of the gene. 
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摘  要 

彩色马铃薯中富含花色苷，是天然抗氧化物质来源之一。本研究从彩色马铃薯“黑金刚”中克隆了与花

色苷合成相关的调控基因，其编码产物且与马铃薯R2R3-MYB转录因子高度同源，被命名为StMyb-like
基因。该基因全长798 bp，编码个265个氨基酸，分子量为30.23 kD。通过半定量RT-PCR分析StMyb-like
基因的表达，发现该基因在根和茎中表达量很低，而在富花色苷的薯肉、薯皮、芽和叶片中表达量比较

高。为了研究彩色马铃薯StMyb-like基因的功能，利用DNA重组技术构建该基因的植物RNA干涉载体

pART-MybRNAi，为后续研究该基因可能所参与的生命活动提供了基础。 
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1. 引言 

马铃薯是是继玉米、水稻、小麦之后的第四大主要作物[1]。目前，栽培生产用的大部分是白色或黄

色等薯肉的马铃薯，随着近几年来人们对彩色食品的偏爱，世界的研究热点也开始转向红色、紫色、蓝

色等薯肉的彩色马铃薯，马铃薯产业也在云南省有着重要的地位[2]。花色苷是一种天然的抗氧化剂，具

有抗氧化活性、抗衰老、防止血管硬化的功能，是一种潜在的抗癌化合物，在彩色马铃薯中含量丰富，

使得彩色马铃薯不仅外形美观，而且抗氧化活性也很高[3]。 
花色苷形合成涉及多种基因。它们可分为两大类：一类是结构基因，另一类是调节基因，即转录因

子等[4]。研究表明，马铃薯花色苷合成调控基因编码产物为转录因子，激活或抑制靶基因的转录表达的

蛋白，包括 WD40、MYB、bHLH、WRKY、bZIP 和 MADS.BOX 等，它们通过 DNA 序列特异性结合蛋

白以及蛋白与蛋白之间的相互作用，结合到花色苷合成结构基因启动子的顺式作用元件上，特异性地激

活或者抑制结构基因的表达，从而使得花色苷合成关键基因在不同组织不同阶段协同表达[5]。目前已经

从拟南芥，玉米，矮牵牛，灯盏花，番茄等多个物种分离得到许多 MYB 转录因子他们大都直接或者间

接转录激活花色苷多种结构基因，MYB 类转录因子家族相关基因的调节活性的多样性是自然界中植物着

色模式多变的主要原因[6]。本研究通过同源克隆技术，从彩色马铃薯中克隆新的转录因子 MYB 类型转

录因子 StMyb-like，并进行表达模式分析与 RNA 干涉载体构建，为研究彩色马铃薯花色苷合成途径的调

控机制奠定理论基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与试剂 

2.1.1. 植物材料 
供实验材料为云南主要栽培彩色马铃薯品种“黑金刚”，种植于云南农业大学后山实验田，共采集
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健康的马铃薯“黑金刚”的叶片、根、茎、薯皮、薯肉和嫩芽，为实验对象，于无菌保鲜袋−80℃冰箱保

存。 

2.1.2. 载体与菌株 
实验使用到的中间载体和终载体分别为 pKANNIBAL载体(中间载体)和 pART载体(最终载体)由本实

验室保存，载体示意图参见刘正杰等(2013) [7]。 
PCR 所用 EasyTaq、EasyTaq Buffer、dNTPs、各种限制性内切酶以及 T4 连接酶都是 TaKaRa 公司产

品；DNA 操作试剂盒(柱式质粒 DNA 小量抽提试剂盒、柱式 PCR 产物纯化试剂盒以及柱式 DNA 胶回收

试剂盒)都是生工公司产品。 

2.2. RNA 提取、cDNA 合成 

彩色马铃薯 RNA 提取参照 CTAB-PVP 法[8]，cDNA 合成方法参照 RT-PCR 试剂盒(Promega 公司)
说明书。 

2.3. 基因的克隆与分析 

通过应用其他物种的花色苷合成相关转录因子保守区域在 NCBI 上 Blast 比对马铃薯 EST 数据库获

得分值较高的 Unigene 或 EST 序列，经拼接获得马铃薯中花色苷合成相关转录因子 MYB 的部分基因序

列，再重新比对马铃薯 EST 数据库，获得更多的 Unigene 或 EST 并进行拼接，直到获得包含完整 ORF
的基因序列。根据获得的包含完整 ORF 的基因序列，设计引物 StMybF1 和 StMybR1 (见表 1)，以 cDNA
为模板进行扩增。 

PCR 体系为：cDNA 模板 2 ul、上游引物(10×) 1 ul、下游引物(10×) 1 μl、TaKaRa {dNTP Mixture 2 μl、
Buffer (10×) 2.5 μl、TaqDNA 聚合酶 0.5 μl}、ddH2O 补齐至总体积 25 μl。 

PCR 反应条件：94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s，退火温度 57℃，72℃延伸 30 S，循环 30 个；72℃
延伸 10 分钟，回收 PCR 产物。 

PCR 产物连接至 pMD18-T 载体，转化至大肠杆菌 E. coli DH5α，挑取经 PCR 检测的阳性单克隆送样

测序。 
 
Table 1. Primer sequences used in this study 
表 1. 本研究所用到的引物序列 

引物名称 碱基序列 用途 

StMybF1 5’-ATGACTTCACATGCCATG-3’ 基因全长克隆 

StMybR1 5’-TTAATTAAGTAGATTCCATATATC-3’ 基因全长克隆 

StMyb-zpF1 5’-CCCTCGAGGTTGTAGACTGAGGTGGCTAAAT-3’ RNAi 载体构建 

StMyb-zpR1 5’-GGGGTACCCCTCCCTCATGTAACAAACTTG-3’ RNAi 载体构建 

StMyb-fpF1 5’-CGGGATCCGTTGTAGACTGAGGTGGCTAAAT-3’ RNAi 载体构建 

StMyb-fpR1 5’-CCATCGATCCTCCCTCATGTAACAAACTTG-3’ RNAi 载体构建 

StMybqF1 5’-GTTGTAGACTGAGGTGGCTAAAT-3’ 半定量 RT-PCR 

StMybqF1 5’-CCAGTATATTTGCCCACCATTGC-3’ 半定量 RT-PCR 

StEF-1αF1 5’-ATTCAAGlrATGCCTGGGTGCT-3’ 半定量 RT-PCR 

St EF-1αR1 5’-GTGGTGGAGTCAAl’AATGAGGAC-3’ 半定量 RT-PCR 
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根据目的基因 StMyb-like 的测序结果，应用不同软件进行初步的生物信息学分析。通过 Blastn 软件

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)，预测目的基因可能所属于的基因家族；以 NCBI-BlastORF 软件进行其

读码框分析；在线 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi 分析蛋白结合结构域。 

2.4. StMyb-like 基因 RNA 干涉载体构建 

2.4.1. 目的基因 RNA 干涉片段的扩增 
以彩色马铃薯“黑金刚”cDNA 为模板，引物 StMyb-zpF1 和 StMyb-zpR1 (见表 1)扩增 StMyb-like 正

向片段StMyb-zp (约 600 bp)；以引物StMyb-fpF1和StMyb-fpR1 (见表 1)扩增 StMyb-like反向片段StMyb-fp。
PCR 体系和反应条件参照 2.3 所示。正向片段 StMyb-zp 和反向片段 StMyb-fp 均通过琼脂糖凝胶试剂盒

回收备用。 

2.4.2. RNA 干涉片段连接至中间载体 pKANNIBAL 
以 XhoI 和 KpnI 酶切中间载体 pKANNIBAL 和 StMyb-zp。酶切体系：StDof-z 30 ul、XhoI 0.5 ul、

KpnI 0.5 ul、10×Buffer 5 ul、ddH2O14 ul 合计 50 ul，37℃恒温酶切 6 h。回收酶切后的 StMyb-zp 片段和

pKANNIBAL 载体，以片段：载体 = 3:1 左右配制连接体系：StMyb-zp 14 μl、pKANNIBAL 3 μl、T4-DNA
连接酶 1 μl、T4-DNA 连接酶 Buffer 2 μl，16 摄氏度过夜连接(不超过 12 小时)，将连接产物转化至大肠

杆菌 E. coli DH5α，挑取经酶切检测的阳性单克隆提取质粒，并将质粒命名为 pKANNIBAL-Mybzp。 
以 BamH I 和 Cla I 酶切 pKANNIBAL-Mybzp 质粒和 StMyb-fp。酶切体系如上所示，回收酶切后的

StMyb-fp 片段和 pKANNIBAL-Mybzp 质粒，以片段：载体 = 3:1 左右配制连接体系(如上所示)，16 摄氏

度过夜连接，将连接产物转化至大肠杆菌 E. coli DH5α，挑取经酶切检测的阳性单克隆提取质粒，并将质

粒命名为 pKANNIBAL-Mybzf。 

2.4.3. RNA 干涉最终载体的构建 
以 NotI 单酶切 pKANNIBAL-Mybzf 质粒和 pART 载体。酶切体系：质粒载体 30 ul、NotI 0.5 ul、

10×Buffer 5 ul、ddH2O 补平至 50 ul，37℃恒温酶切 6 h。回收 pKANNIBAL-Mybzf 质粒单酶切后较大的

约 4.3 kb 的片段(包含启动子、RNA 干涉区段以及终止子)，同时回收 pART 载体单酶切产物。将回收的

4.3 kb 的片段与 pART 载体进行连接，将连接产物转化至大肠杆菌 E. coli DH5α，挑取经酶切检测的阳性

单克隆提取质粒，并将质粒命名为 pART-MybRNAi。 

3. 结果与分析 

3.1. StMyb-like 基因的 RT-PCR 扩增与分析 

提取彩色马铃薯叶片 RNA，经反转录获得 cDNA 模板，以 StMybF1 和 StMybR1 (见表 1)为引物进行

RT-PCR 扩增，获得目的基因全长序列。该基因全长 798 bp，编码个 265 个氨基酸，分子量为 30.23 kD，

理论等电点为 6.95。经在线预测，该序列中含有两个 HTH DNA 结合结构域，是两个串联的 MYB 类功

能域，第一个功能域位于 17 至 73 个氨基酸，第二个功能域位于第 74 至 124 个氨基酸，该基因编码的蛋

白质与马铃薯 R2R3-MYB 转录因子高度同源性，因此该基因被命名为 StMyb-like，如图 1。 

3.2. StMyb-like 基因的表达模式分析 

利用半定量 RT-PCR 分析 StMyb-like 基因组织表达模式，结果显示，StMyb-like 基因在花色苷含量较

低的根和茎中表达量都非常低，而与之相比，在薯皮、薯肉、叶和芽等富有花色苷的组织中表达量都比

较高，如图 2。 
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Figure 1. Amplification of StMyb-like gene by RT-PCR. Lane 
M: DNA Maker of DL2000 (from top to bottom respectively 2000, 
1000, 750, 500, 250, 100 bp); Lane 1 - 5: gene amplification prod-
ucts 
图 1. StMyb-like 基因 RT-PCR 扩增。泳道 M：DL2000 的

Maker (从上到下分别为 2000, 1000, 750, 500, 250, 100 bp)；
泳道 1~5：基因扩增产物 

 

 
Figure 2. Expression analysis of StMyb-like in different tissues. 
1: tuber skin; 2: flesh; 3: bud; 4: leaves; 5: roots; 6: stems 
图 2. StMyb-like 基因在不同组织的表达分析。1：薯皮；2：
薯肉；3：芽； 4：叶；5：根；6：茎 

3.3. RNA 干涉载体的构建与酶切验证 

3.3.1. RNA 干涉中间载体 pKANNIBAL-Mybzf 的构建与酶切验证 
以 XhoI 和 KpnI 酶切 StMyb-like 基因特异的部分正向片段 StMyb-zp，回收后连接至以相同酶(XhoI

和 KpnI)酶切的 pKANNIBAL 载体中，获得 pKANNIBAL-Mybzp。对 pKANNIBAL-Mybzp 质粒 DNA 进

行 XhoI 单酶切以及 XhoI 和 KpnI 双酶切验证，双酶切获得约 600 bp 的目的片段，如图 3(a)，说明构建

正确。 
再以 BamH I 和 Cla I 酶切 StMyb-like 基因特异的部分正向片段 StMyb-fp，回收后连接至以相同酶酶

切的 pKANNIBAL-Mybzp 质粒载体中，获得 pKANNIBAL-Mybzf。对 pKANNIBAL-Mybzf 质粒 DNA 进

行 BamH I 单酶切以及 BamH I 和 Cla I 双酶切验证，双酶切获得约 600 bp 的目的片段，如图 3(b)，说明

RNA 干涉中间载体 pKANNIBAL-Mybzf 构建正确。 

3.3.2. RNA 干涉载体 pART-MybRNAi 的构建与酶切验证 
以 NotI 单酶切和 pART 载体，回收单酶切 pKANNIBAL-Mybzf 获得的约 4.3 kb 的大片段，如图 4(a)， 
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(a)                                (b) 

Figure 3. Validation of RNAi intermediate vector by enzyme digestion. (a): 
single and double enzyme digestion of pKANNIBAL-Mybzp plasmids; (b): 
single and double enzyme digestion of pKANNIBAL-Mybzf plasmids. Lane 
1 - 3: single enzyme digestion; lane 4 - 6: double enzyme digestion; lane M: 1 
kb DL (from top to bottom are respectively 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1 kb) 
图 3. RNA 干涉中间载体的酶切验证。(a)：pKANNIBAL-Mybzp 质粒的单

酶切和双酶切验证；(b)：pKANNIBAL-Mybzf 质粒的单酶切和双酶切验

证。泳道 1~3：单酶切；泳道 4~6：双酶切；泳道 M：1 kb DL (从上到下

分别为 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1 kb) 
 

 
(a)                                  (b) 

Figure 4. Verification of RNA interference vector by enzyme digestion. (a): 
single enzyme digestion of pKANNIBAL-Mybzf by NotI; (b): single enzyme 
digestion of RNA interference vectorpART-MybRNAi by NotI. Lane 1 - 3: 
single enzyme digestion by NotI. Lane M: 15 kb DL (from top to bottom are 
respectively 15, 10, 8, 5, 4, 2.5, 1.5, 1, 0.5, 0.2 kb) 
图 4. RNA 干涉载体的酶切验证。(a)：NotI 单酶切 pKANNIBAL-Mybzf
质粒；(b)：NotI 单酶切验证 RNA 干涉载体 pART-MybRNAi。泳道 1~3：
NotI 单酶切产物；泳道 M：15 kb DL (从上到下分别为 15, 10, 8, 5, 4, 2.5, 
1.5, 1, 0.5, 0.2 kb) 

 

并连接至 pART 载 pKANNIBAL-Mybzf 质粒体，获得 pART-MybRNAi。对 pART-MybRNAi 质粒 DNA
进行 NotI 单酶切检测，能获得约 4.3 kb 的目的片段，如图 4(b)，说明 RNA 干涉载体 pART-MybRNAi
构建正确。 

4. 讨论 

随着目前对彩色马铃薯花色素苷生物合成途径的认识的逐步加深，彩色马铃薯花色素苷生物合成关

键酶基因和转录因子相继被克隆，马铃薯花色苷生物合成途径中相关基因和转录因子功能鉴定也逐步深
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入[9]，其中，转录因子可通过单独或协作作用与结构基因启动子中含有的能被其识别的顺式作用元件结

合，促进花色苷生物合成途径中多个基因表达，从而有效启动花色素苷生物合成途径[4] [10]。Jung 等将

马铃薯花色苷调节基因 an2 转入普通马铃薯栽培种中，其转基因植株叶片、薯皮、薯肉都出现不同程度

的紫色[11]。Li 等从彩色马铃薯品种中克隆了一个 WD40 类型的转录因子 StAN11，StAN11 基因的过表

达使转基因块茎中花色苷的含量大幅增加，最高是对照的 5 倍以上[12]。 
本研究基于同源克隆的方法顺利从彩色马铃薯“黑金刚”栽培品种分离克隆得到一个 Myb 转录因子

家族编码基因，全长 798 bp，包含完整 CDS 的序列，其核酸序列与 Gen Bank 数据库中 R2R3 类花青素

转录激活基因高度同源，被命名为 StMyb-like 基因。对该基因的表达模式进行半定量 RT-PCT 分析发现，

在富花色苷的组织中基因的表达量明显高于花色苷含量缺乏的组织，说明该基因的表达与花色苷的合成

存在一定的关联，但具体的机理还需要进一步研究。 
基因沉默是在生物体生命进程中普遍存在的一种现象，是基因表达调控的一种重要的方式。对于转

录后的基因沉默，特别是 RNAi 技术是分子生物学研究的常用方法，其中，利用含有内含子重复序列来

沉默内源基因，是目前应用于转基因诱导基因沉默的有效方法[13]。本研究成功构建了含有内含子重复序

列的 StMyb-like 基因 RNA 干涉载体，为下一步载体的遗传转化和基因功能的剖析提供了研究基础。 
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