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Abstract 
Flavonoid-3',5'-hydroxylase (F3'5'H), was the key enzyme gene for synthesizing delphinidin glyco-
sides; due to the lack of F3'5'H, plants cannot form a blue flower, which was also known as the 
“blue gene”. According to the design of degenerate primers of F3’5’H gene sequence reported, full- 
length cDNA sequence of F3'5'H gene of mango fruit was obtained with 3'RACE and 5'RACE method. 
The full-length cDNA sequence of F3'5'H was 1598 bp, whose open reading frame of the gene was 
1539 bp, encoding 512 amino acids, with the molecular weight of 57.20 KD. The 1633 bp length 
fragment was amplified from genome and analysis, which contained one intron, in 909 - 1003 bp. 
It was found that the gene encoding for the protein had close relationship with dendrobium, ver-
bena plant through phylogenetic analysis. Expression of F3'5'H gene in different mango varieties 
showed: the high expression of the “Guifei” varieties, and the expression of green Guiqi varieties 
with low volume. 
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摘  要 

黄酮-3',5'-羟基化酶(flavonoid-3',5'-hydroxylase, F3'5'H)是合成飞燕草色素苷的关键酶基因，缺乏

F3'5'H的植物不能形成蓝色花，故又被称为“蓝色基因”。本研究根据已经报道的F3'5'H基因的序列设

计兼并引物，采用3'RACE和5'RACE方法，克隆得到了一个全长cDNA序列为1598 bp的芒果果实F3'5'H
基因。该基因开放阅读框为1539 bp，编码512个氨基酸，分子重量为57.20 KD。对基因组扩增得到了

1633 bp长度的片段，分析发现该基因含有一个内含子。通过系统发育分析发现该基因编码的蛋白与石

斛、马鞭草等植物具有较近的亲缘关系。对不同芒果品种的F3'5'H基因的表达进行分析发现：红色的贵

妃品种中表达量较高，而绿色的桂七品种中表达量较低。 
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1. 引言 

芒果是重要的热带、亚热带果树，其果实色彩多样，如：绿色、黄色、浅黄色、红色、橙红色等。

芒果果实富含类胡萝卜素和花色素苷等物质，其中花色素苷合成途径是红色芒果果实着色的一个主要的

代谢途径。类黄酮 3',5'羟基化酶(F3'5'H)属于细胞色素 P450 酶家族[1] [2]，是类黄酮代谢途径中合成飞燕

草色素苷及其衍生物的关键酶，它催化黄烷酮、圣草酚、二氢槲皮素和二氢崁非醇形成二氢杨梅素色素，

为蓝色色素前体物质[3] [4]。缺乏 F3'5'H 的植物，如郁金香、玫瑰和香石竹等，不能形成蓝色花，因而

F3'5'H 又被称为“蓝色基因”[5]-[7]。 
到目前为止，已经在矮牵牛、鹤望兰、香石竹、茄子、龙胆、荞麦、和洋桔梗、棉花等植物中克隆

到 F3'5'H 基因[7]-[12]。很多研究结果表明，F3'5'H 是花色素苷合成的关键基因，与花蓝色形成密切相关。

黄敏玲等[9]在鹤望兰的半定量分析发现，该基因在蓝色花瓣中表达量最高，在黄色花萼中几乎没有什么

表达。芒果果实的 F3'5'H 基因的研究工作未见报道，本研究采用 RACE 方法从芒果的果实中克隆得到了

一个 F3'5'H 基因，希望深入探讨该基因在芒果果实花色素苷合成的作用机理及其对果实着色的影响，借

以深入揭示该基因在芒果果实花色素苷生物合成的分子机理，能为芒果果实着色提供一定的理论依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

以“贵妃”芒果果实为试材，取自中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所的农业部芒果种质

资源圃。大肠杆菌DH5а为本实验保存，引物合成自英俊生物工程技术服务有限公司、其它药品如：DEPC、
IPTG、dNTP、X-GaL、Tryptone、Yeast extract、Amp、Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、各种限制性

内切酶和 pMD-19T 载体均购置于大连宝生物公司。 

2.2. 实验方法 

1) 芒果 DNA 提取参照王家保[13]等所述的方法提取，用无菌的双蒸水溶解，核酸蛋白测定仪进行测
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定，并−20℃保存备用。 
2) 芒果总 RNA 提取采用天根生化科技有限公司生产的总 RNA 提取试剂盒提取，用 RNase-free 无菌

水溶解，用大连宝生物公司的DNase试剂盒进行DNA去除，用核酸蛋白测定仪对所得RNA的OD260/230、
OD260/280 及浓度进行测定，用 TaKaRa 公司的 3'和 5'-RACE 试剂盒进行目的基因的 3'和 5'的扩增。 

3) PCR 反应程序为：94℃预变性 4 min，95℃变性 50 s，50℃复性 50 s，72℃延伸 2 min，30 个循环，

最后 72℃延伸 7 min；反应体系为 25 µL，其中含 10× PCR buffer (含 Mg2+) 2.5 µL、25 ng DNA 模板、20 
µmol 引物、1.0 U Taq DNA 聚合酶、5.0 mmol dNTPs；扩增反应结束后取 10 µl 进行扩增产物的电泳，采

用 gelred 染色后在紫外凝胶成像仪上观察、拍照分析。 

2.3. F3'5'H 基因全长 cDNA 和基因组 DNA 序列的获得 

以“贵妃”芒果的果实总 RNA 作为模板，采用 SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit (Clontech)
反转录合成第一链 cDNA，并参照该试剂盒的说明书进行 cDNA 3′端和 5′末端 cDNA 的扩增。根据已知

的片段和得到的 cDNA 3′端和 5′末端的序列结果拼接该基因的全长 cDNA。以上述 cDNA 和提取的基因

组 DNA 为模板，设计特异引物，进行全长 cDNA 和基因组 DNA 序列的扩增。 

2.4. F3'5'H 基因氨基酸序列的结构特征和分子进化的分析 

将所扩增得到的全长得序列进行 NCBI 序列比对，确定该基因是否为 F3'5'H 基因。采用 DNAMAN
软件分析基因核苷酸和氨基酸的结构特征和同源性，进行其他物种 F3'5'H 基因的比对。分析该基因所推

定氨基酸序列进行多序列比较，同时构建系统树。 

2.5. 表达分析 

对不同芒果品种的 RNA，反转录为 cDNA 并采用 primer 5.0 设计引物进行 RT-PCR 的扩增。RT-PCR
分析采用的内参引物序列为：actin-F 5'AATGGAACTGGAATGGTCAAGGC'3，actin-R5'TGCCAGATC 
TTCTCCATGTCATCCCA'3；目的基因扩增采用的引物为 F3'5'H-F，5'GCACTCCAGATATACATAGC 
CC'3，F3'5'H-R 5'ACTATCCGATATAGAGCAATGAA'3，PCR 产物在 1.0%的琼脂糖凝胶上进行电泳，

并采用 Quantity One 软件进行数据分析，做出相对表达量。 

3. 结果与分析 

3.1. F3'5'H 基因的获得 

根据得到的 3'端和 5'端序列信息进行拼接，最后的到了 F3'5'H 基因的全长 cDNA 序列。设计特异引

物进行全长 cDNA 和基因组 DNA 序列的进行扩增，电泳结果如图 1 所示。将电泳条带回收测序后的到

了 F3'5'H 基因全长序列 cDNA 为 1598 bp，分析发现开放阅读框为 1539 bp，编码 512 个氨基酸序列(如
图 2 所示)。通过 NCBI 上已经登录的柿子、番茄、葡萄的 F3'5'H 蛋白序列进行了比对(如图 3 所示)，发

现克隆的基因为芒果 F3'5'H 基因。对基因组 DNA 扩增得到了大约 1633 bp 的片段，通过与 cDNA 序列

比对发现该基因含有一个内含子，分别位于 909~1003 bp 之间(如图 4 所示)。 

3.2. 芒果 F3'5'H 基因的部分生物信息学分析 

采用 DNAMAN 进行二级结构的预测，发现芒果 F3'5'H 蛋白的二级结果主要以蛋白二级结构元件以

无规则卷曲和 β-折叠为主，也具有少量的 α-螺旋结构(如图 5 所示)。采用 bioedit 软件的 Kyte 和 Doolittle
算法对 F3'5'H 蛋白的亲水/疏水性(正值表示疏水性，负值表示亲水性)进行了分析，F3'5'H 蛋白所含的氨 



赵志常 等 
 

 
4 

 
Figure 1. Electrophoresis results of cDNA and DNA of F3'5'H 
图 1. F3'5'H基因 cDNA与基因组DNA电泳结果(左边为 cDNA；

右边为 DNA) 
 

 
Figure 2. Amino acid sequence of F3'5'H gene 
图 2. F3'5'H 基因翻译成的蛋白序列 

 

 
Figure 3. Sequence alignment of several F3'5'H protein 
图 3. 几种 F3'5'H 蛋白的序列比对 
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基酸主要介于+2.6~−2.5 之间(如图 6 所示)，采用 DNAMAN 软件分析发现，芒果 F3'5'H 蛋白与石斛、马

鞭草等植物的蛋白序列聚为一类(如图 7 所示)。 

3.3. F3'5'H 基因的 RT-PCR 分析 

通过不同着色的芒果果皮的 RT-PCR 分析的发现：该基因在红色贵妃的果实中表达较多，黄色果皮

中次之，而绿皮果皮中相对表达较少(图 8 所示)，初步推断 F3'5'H 基因可能与红色果实的花色素苷合成 
 

 
Figure 4. Structure diagram of F3'5'H gene 
图 4. F3'5'H 基因组的结构图(黑框为内含子序列) 

 

 
Figure 5. The prediction result of two structure of F3'5'H protein 
图 5. F3'5'H 蛋白的二级结构预测结果 

 

 
Figure 6. The hydrophobic region of F3'5'H protein 
图 6. F3'5'H 蛋白疏水区的分布 
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Figure 7. Phylogenetic relationship of some F3'5'H protein sequences 
图 7. 部分基因的 F3'5'H 蛋白序列的系统发育关系 

 

 
Figure 8. Expression of F3'5'H gene in mango fruit 
图 8. F3'5'H 基因在不同颜色芒果果实中的表达 

 
有密切的关系。 

4. 讨论 

本研究成功地从芒果果实中分离得到了一个全长 F3'5'H 基因，该基因的 cDNA 的开放阅读框为 1539 
bp，编码 512 个氨基酸，对基因组分析发现该基因含有一个内含子。通过软件对 cDNA 和蛋白序列分析

证实了该序列是植物 F3'5'H 基因的一员，其含有细胞色素 P450 家族基因的特征保守氨基酸序列：“PPGP”
和血红素区域序列“FGAGRRICAG”。芒果 F3'5'H 基因与所选其他物种 F3'5'H 基因序列相比较发现，

无论在全长 cDNA 序列上还是其编码氨基酸序列上都具有较高的保守的结构域。同时，通过与其他部分

物种的氨基酸序列构建系统发生树发现，芒果 F3'5'H 基因编码的蛋白与石斛、马鞭草等植物可以聚为一

类。对不同着色品种的芒果 F3'5'H 基因的表达分析发现，该基因在红色品种表达较高，而在绿色品种表
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达较低。白蓝等[10]对香石竹研究发现，F3'5'H 基因的表达有时间差异性，花蕾期间表达量高，盛花期基

本不表达。李光等[11]发现棉花的 F3'5'H 基因在棉花各个组织器官中都有表达，但主要在纤维中表达，

白色品种的表达量低于同时期的绿色品种的表达量。F3'5'H 基因在大多数植物中已经被克隆，并且通过

转基因技术转入不含或含量很少 F3'5'H 基因的模式植物中，发现转化株比野生型能积累更多的飞燕草色

素[14]。引入外源 F3'5'H 基因来改变植物花色，已在多种植物上获得成功[15]。芒果 F3'5'H 基因是芒果

花色素苷合成代谢途径中的一个关键的基因，其对芒果果皮红色的形成具有重要的作用，而其对芒果果

实着色的功能深入研究需要进一步的转基因植物表达的验证 
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