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摘 要：为探索花青素生物合成的调控机制，以模式植物拟南芥野生型 Col–0和酪氨酸降解途径缺陷突变体 sscd1

为试验材料，分析 5种浓度(0、0.1、0.5、1.0、2.0 mmol/L)外源苯丙氨酸处理后花青素的积累和花青素生物合成

相关基因的表达，探讨酪氨酸降解途径受阻是否影响苯丙氨酸诱导花青素的积累。结果发现：外源添加不同浓度

苯丙氨酸能提高拟南芥幼苗花青素的含量，而且花青素的含量随着苯丙氨酸浓度的增加而增多；苯丙氨酸处理后，

sscd1 突变体幼苗中花青素的积累增多，同时花青素生物合成基因，如 PAL、CHI、CHS、DFR、LDOX、UF3GT

的表达水平在 sscd1突变体中都显著上调，表明 SSCD1基因突变会阻断酸酪氨酸降解，增加苯丙氨酸诱导花青素

的合成。 
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Abstract: In this paper, the model plant Arabidopsis thaliana wild type Col-0 and tyrosine degradation pathway defective 
mutant sscd1 were used as experimental materials to explore the regulatory mechanism of anthocyanin biosynthesis, to 
analyze the accumulation of anthocyanin and anthocyanin biosynthesis related gene expression after treatment with 
exogenous phenylalanine, and to explore whether the blocked tyrosine degradation pathway affect phenylalanine-induced 
anthocyanin accumulation. The results showed that the accumulation of anthocyanins in sscd1 mutant seedlings increased 
after phenylalanine treatment, meanwhile, the expression levels of anthocyanin biosynthetic genes including PAL, CHI, 
CHS, DFR, LDOX and UF3GT were significantly upregulated in sscd1 mutants. This results indicated that blocking 
tyrosine degradation by SSCD1 gene mutation could increase the synthesis of anthocyanin. 
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花青素是植物中常见的一种天然色素，主要存 在于植物器官的表皮细胞，在植物抗逆、防御病虫
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害、育花、育种以及维持植物内部环境的稳定等方

面都发挥着重要作用[1–2]。花青素经两部分合成：

第一部分是花青素生物合成上游，花青素合成底物

苯丙氨酸在苯丙氨酸解氨酶(PAL)、查尔酮合成酶
(CHS)、查耳酮异构酶(CHI)等多种酶的作用下形成
中间代谢物二氢黄酮醇；第二部分是花青素生物合

成下游，二氢黄酮醇在二氢黄酮醇还原酶(DFR)、
花青素合成酶(LDOX)、黄酮 3,5–糖苷转移酶(UFGT)
等多种酶的催化下形成稳定的花色素[3–4]。 
酪氨酸降解途径是动物必需的代谢途径，苯丙

氨酸可以在动物体内转化为酪氨酸进行降解[5]。

HAN等[6]发现，植物中酪氨酸降解也具有生物功能，

编码拟南芥酪氨酸降解途径的基因 SSCD1突变能导
致短日照下细胞死亡。汤睿等[7]的研究结果表明，在

长日照下酪氨酸也可以进行降解。然而，植物中苯

丙氨酸是否转化为酪氨酸进行降解尚不清楚。苯丙

氨酸是花青素的合成前体，如果苯丙氨酸在植物中

可转化成酪氨酸进行降解，那么，由于阻断了酪氨

酸降解，SSCD1基因突变会减少苯丙氨酸转化成酪
氨酸，从而增加苯丙氨酸诱导花青素的积累。本研

究中，以 sscd1 突变体为试验材料，野生型 Col–0
为对照，通过苯丙氨酸处理，采用植物生理学方法

检测花青素含量，并以分子生物学方法检测花青素

生物合成关键基因的表达，探究酪氨酸降解途径受

阻是否影响苯丙氨酸诱导花青素的合成。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

拟南芥(Arabidopsis thaliana)野生型 Columbia 
(Col–0)和 sscd1 突变体种子均由作物基因工程湖南
省重点实验室植物信号传导课题组提供。 

1.2 主要试剂与仪器 

苯丙氨酸；种子消毒液(20% Bleach + 0.1% 
Triton X–100)；花青素提取液(18% 正丙醇，1% 
HCl，81% ddH2O)；Bio–RAD CFX connectTM optics 
Module型荧光定量 PCR仪；UV–1700型紫外分光
光度计；人工气候箱 PRX–450B。 

1.3 试验方法 

1.3.1 拟南芥幼苗的培养 

将拟南芥 Col–0 及 sscd1 突变体种子在消毒液

中浸泡 10 min，用超纯水清洗 4～5遍后，铺种于
含 1% 蔗糖的MS固体培养基上，4 ℃下春化处理
3 d，置于人工气候箱(16 h光照/8 h黑暗)中进行培
养，培养温度(22 ± 2) ℃，光照度 80～120 lx，相对
湿度 65%。 

1.3.2 花青素相对含量的测定 

将在 MS 培养基上生长 7 d 的 Col–0 及 sscd1
小苗分别转移至含 5 种浓度(0、0.1、0.5、1.0、2.0 
mmol/L)苯丙氨酸的MS培养基上继续生长 7 d。根
据 DEIKMAN等[8]的方法测定拟南芥幼苗中花青素

的含量。随机选取苯丙氨酸处理后的材料，每个处

理 6 个样品，每个样品取 10 株幼苗。吸干样品上
的水分，测得材料鲜质量，置于装有 1 mL花青素
提取液的 EP 管中。沸水浴 3 min 后，室温下黑暗
过夜。用 UV–1700 型紫外分光光度计测定处理样
品在 535 nm和 650 nm的吸收值，花青素相对含量
为每克植物材料在 A535 nm和 A650 nm吸光值的差值。

3次重复。试验误差用 SE表示。 

1.3.3 RNA 提取与 qRT–PCR 分析 

将在MS培养基上生长7 d的Col–0及sscd1小苗
转移至含2 mmol/L苯丙氨酸的MS培养基上继续生
长7 d，随机分别摘取Col–0及sscd1幼苗的新鲜叶片
100 mg，通过Trizol法提取材料总RNA。采用罗氏
SYBR qPCR Mix 荧光定量试剂盒进行qRT–PCR分
析。具体操作按汤睿等[9]的方法进行，以两步法程

序在荧光定量PCR仪 (Bio–RAD CFX connectTM 
optics Module)上完成。 qRT–PCR内参基因为
ACTIN2，引物序列见表1。 

表 1 qRT–PCR引物序列 
Table 1 Primer sequences for qRT–PCR 

引物名称 引物序列 
ACTIN2 F 5′–AGCACTTGCACCAAGCAGCATG–3′ 

R 5′–ACGATTCCTGGACCTGCCTCATC–3′ 
PAL F 5′–GCTTCCGAATATTCCGGCGTTAA–3′ 

R 5′–CCAAAAACGGTGTCGCACT–3′ 
CHS F 5′–CGCATCACCAACAGTGAACAC–3′ 

R 5′–TCCTCCGTCAGATGCATGTG–3′ 
CHI F 5′–CCGGTTCATCGATCCTCTTC–3′ 

R 5′–ATCCCGGTTTCAGGGATACTATC–3′ 
DFR F 5′–CCTTATCACCGCGCTCTCT–3′ 

R 5′–TGTCCTTGTCTTATGATCGAGTAATGC–3′
LDOX F 5′–TCAATTTGGCCTAAGACACCAAGT–3′ 

R 5′–TCGCTAGCAAACGAAGACACTT–3′ 
UF3GT F 5′–CAACTGGTTTTCCGTTTCTGGTT–3′ 

R 5′–GCTTCCTCGACGGTTGATACAC–3′ 
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1.4 数据分析 

采用 2–ΔΔCt法对基因表达数据进行分析。 

2 结果与分析 

2.1 SSCD1 基因突变对苯丙氨酸诱导花青素积累

的影响 

为探究 SSCD1 基因突变对苯丙氨酸诱导拟南
芥幼苗花青素积累的影响，用 5种浓度(0、0.1、0.5、
1.0、2.0 mmol/L)苯丙氨酸分别处理拟南芥野生型
(Col–0)和 sscd1突变体幼苗，结果如图 1所示。当
苯丙氨酸浓度为 0、0.5 mmol/L时，sscd1突变体与
野生型幼苗颜色无明显差别；用 1.0 mmol/L苯丙氨
酸处理后，植株茎秆和叶片背面开始出现淡紫色花

青素的积累，sscd1 突变体叶片的颜色略深于野生
型的；苯丙氨酸浓度增至 2.0 mmol/L时，sscd1突 

变体幼苗背面和茎秆的紫色面积扩大，呈深紫色，

颜色明显深于野生型的。 
为更明确地了解苯丙氨酸处理后拟南芥野生

型和 sscd1 突变体的花青素积累，对其花青素相对
含量进行了测定，结果如图 2所示。当苯丙氨酸浓
度为 0、0.1 mmol/L时，sscd1突变体中花青素的相
对含量较低，与野生型的无明显差异；当苯丙氨酸

浓度为 0.5 mmol/L时，sscd1突变体中花青素相对
含量相比野生型的稍有上升；当苯丙氨酸浓度为 1.0 
mmol/L时，sscd1突变体中花青素相对含量显著高
于野生型的 (P<0.05)；当苯丙氨酸浓度为 2.0 
mmol/L时，二者具有极显著差异(P<0.01)。以上结
果表明，SSCD1基因突变能促进苯丙氨酸诱导花青
素的积累。 

 
a、b、c、d分别为苯丙氨酸浓度为0、0.5、1.0、2.0 mmol/L时拟南芥野生型Col–0的表型；e、f、g、h分别为苯丙氨酸浓度为0、0.5、

1.0、2.0 mmol/L时拟南芥突变体sscd1的表型。 

图1 苯丙氨酸处理后拟南芥野生型和sscd1突变体幼苗生长情况 
Fig.1 Growth of Arabidopsis thaliana wild-type and sscd1 mutant seedlings treated with phenylalanine   

 
“*”表示在0.05水平下差异显著；“**”表示在0.01水平下差异极显著。 

图 2 苯丙氨酸处理后拟南芥野生型和sscd1突变体

幼苗的花青素相对含量 
Fig.2  Relative content of anthocyanins in Arabidopsis thaliana 

wild-type and sscd1 mutant seedlings after phenylalanine 

treatment    

2.2 SSCD1 基因突变对苯丙氨酸诱导花青素生物

合成上游基因表达的影响 

采用 qRT–PCR 对花青素生物合成上游基因
PAL、CHI和 CHS的表达进行分析(图 3)，发现未添
加苯丙氨酸时，拟南芥 sscd1突变体中这些基因的表
达量较低，与野生型无明显差异；经苯丙氨酸处理

后，sscd1突变体和野生型(Col–0)幼苗中 3个基因的
表达量均显著增加，且在 sscd1突变体中的表达量显
著高于野生型的(P< 0.05)，说明苯丙氨酸能诱导花青
素生物合成上游基因的表达，SSCD1 基因突变能上
调苯丙氨酸诱导花青素生物合成上游基因的表达。 
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CK为未经苯丙氨酸处理的对照组；phe为经2.0 mmol/L苯丙氨酸处理的试验组。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

图 3 苯丙氨酸处理后花青素生物合成上游基因的表达 
Fig.3 The expression of early anthocyanin biosynthesis genes upon phenylalanine treatment  

2.3 SSCD1 基因突变对苯丙氨酸诱导花青素生物

合成下游基因表达的影响 

对花青素生物合成下游基因 DFR、LDOX、
UF3GT 进行测定，结果(图 4)发现，未添加苯丙氨
酸时，拟南芥 sscd1突变体中 DFR、LDOX、UF3GT
基因的表达量相比野生型的无显著差别；经苯丙氨

酸处理后，这些基因的表达量均显著增加，在 sscd1
突变体中的表达量显著高于野生型对照的

(P<0.05)。说明苯丙氨酸可诱导花青素生物合成下
游基因的表达，而 SSCD1基因突变会增强苯丙氨酸
的诱导作用。 

 
CK为未经苯丙氨酸处理的对照组；phe为经2.0 mmol/L苯丙氨酸处理的试验组。不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 

图 4 苯丙氨酸处理后花青素生物合成下游基因的表达 
Fig.4 The expression of late anthocyanin biosynthesis genes upon phenylalanine treatment  

3 结论与讨论 

苯丙氨酸参与植物次生代谢途径，并在一系列

酶的作用下合成花青素及黄酮类物质，对植物生长

具有重大意义[10]。在新疆紫草中，L–苯丙氨酸可显
著促进毛状根中花青素的积累[11]。本研究中，外源

添加不同浓度苯丙氨酸能提高拟南芥幼苗花青素

的含量，而且花青素的含量随着苯丙氨酸浓度的增

加而增多。对花青素合成的关键基因进行 qRT–PCR
分析，发现苯丙氨酸处理能上调花青素生物合成的

上游和下游基因的表达，进一步验证了苯丙氨酸能

调控植物中花青素的合成。 
ZHOU等[12]的研究结果表明，酪氨酸处理拟南

芥幼苗可诱导花青素的积累，但编码酪氨酸降解途

径最后一个酶的基因 SSCD1 突变后会降低酪氨酸 

诱导花青素的积累。SSCD1突变会产生酪氨酸降解
途径的异常代谢产物(琥珀酰丙酮)，体内积累较多
琥珀酰丙酮会对生物产生毒害作用[13–14]。外源酪氨

酸处理会加速酪氨酸降解，从而增加琥珀酰丙酮在

sscd1 突变体中的积累，推测可能是因为琥珀酰丙
酮的毒害影响了酪氨酸诱导花青素的生物合成。尿

黑酸是酪氨酸降解途径的中间产物[15]，汤睿等[9]研

究发现，外源尿黑酸处理能诱导花青素的合成，并

且在 sscd1 突变体中外源尿黑酸诱导合成的花青素
增多，说明 SSCD1基因突变阻碍了尿黑酸经酪氨酸
降解途径进行降解，从而增加了尿黑酸诱导花青素

的积累。苯丙氨酸在动物中可转化为酪氨酸进行降

解[16]。雷雨婷等[17]发现，外源苯丙氨酸处理更明显

地抑制 sscd1 突变体的幼苗生长，说明在植物中苯
丙氨酸也有可能转化成酪氨酸进行降解。苯丙氨酸 
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是花青素的合成底物。本研究中，苯丙氨酸处理后

sscd1 突变体的花青素积累以及花青素生物合成上
游和下游基因的表达都高于野生型，说明在野生型

拟南芥中外源处理的苯丙氨酸除了用于花青素的

合成，还有一部分转化成酪氨酸进行降解，而在

sscd1 突变体中，由于酪氨酸降解途径受阻，苯丙
氨酸难以通过转化成酪氨酸进行降解；因此，苯丙

氨酸处理后 sscd1 突变体幼苗合成的花青素要高于
野生型的。该研究结果说明 SSCD1基因突变，可阻
碍酪氨酸降解，增加苯丙氨酸诱导花青素的积累，

也证明了在植物中苯丙氨酸可以转化成酪氨酸进

行降解。 
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