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干扰转录因子 StMYB90-like 对彩色

马铃薯花青素合成的影响
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摘 要：为明确转录因子 StMYB90-like 在花青素合成代谢中的调控机制，以彩色马铃薯黑金刚为研究对象，基于前

期生物信息学筛选的转录因子 StMYB90-like，通过干扰载体构建、遗传转化、荧光定量分析、花青素含量的测定，对

转基因马铃薯进行检测和分析。结果表明，干扰彩色马铃薯黑金刚中转录因子 StMYB90-like 的表达后，其自身表达

量显著降低，且马铃薯叶片中的花青素含量极显著降低了 47.94%，马铃薯块茎颜色变浅，马铃薯块茎中的花青素含

量显著降低了 9.79%。说明转录因子 StMYB90-like 能够正向调控彩色马铃薯中花青素的合成，推测其可能通过上

调花青素生物合成相关结构基因的方式调控马铃薯花青素的合成和积累。
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马铃薯种质资源非常丰富[1]。在丰富的马铃薯

资源中，马铃薯的皮色和肉色有白色、黄色、红色、

紫色等，其中紫色马铃薯比白肉马铃薯花青素含量

高 3~4 倍[2]。花青素具有抗氧化活性，彩色马铃薯

因独有的花青素含量高的特性，使其具有较高的营

养价值和较好的保健作用。
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Effects of interfering transcription factor StMYB90- like on anthocyanin
synthesis in colored potato
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Abstract: To clarify the regulatory mechanism of the transcription factor StMYB90- like in anthocyanin synthesis and

metabolism, this study used the colored potato Heijingang as the material. Based on the previously identified

StMYB90-like gene through bioinformatics screening, an interference vector was further constructed and genetically trans-

formed. Through fluorescence quantitative analysis, anthocyanin content determination, and performance observation of

transgenic plants, it was found that interference with StMYB90-like expression significantly reduced their transcription

levels. At the same time, the anthocyanin content in leaves decreased by 47.94%, the color of tubers became lighter, and

the anthocyanin content in tubers decreased by 9.79%. The above results indicate that the gene StMYB90-like positively

regulates anthocyanin synthesis in colored potatoes, likely by upregulating the expression of structural genes involved in

anthocyanin biosynthesis, thereby modulating the synthesis and accumulation of anthocyanins in potato tissues.
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花青素是一种天然的抗氧化剂，花青素的富集

使得紫马铃薯具有抗氧化、抗衰老、降脂、增强体质

等保健功能[3]。花青素还是一种天然的色素，在酸

碱不同的条件下呈现不同的颜色，可以用来作为天

然的染料，用于纺织业染色和食品行业的颜色添加

剂[4]。

花青素合成代谢由众多编码生物酶的结构基

因调控，如 PAL、CHS、CHI、F3H、DFR、ANS、UFGT

等 [5]。这些结构基因的转录由 R2R3-MYB、bHLH

和 WD40 蛋白复合调控，在拟南芥中，R2R3 结构的

MYB 蛋白 MYB113、MYB114，和 R3 结构的 MY-

BL2 蛋白与 bHLH 转录因子 TT8、GL3 和 EGL3 以

及 WD40 蛋白 TTG1 均参与花青素合成代谢[6-9]。

MYB（V- myb avian myeloblastosis viral onco-

gene homolog）转录因子的转录激活通常会导致植

物叶片或果实中花青素的积累[10]。MYB 家族转录

因子含有众多成员，Liu 等[11]研究了与马铃薯花青

素合成激活相关的 R2R3-MYB 转录因子 AN1 的功

能分化，发现 AN1 的 C 端 10 个氨基酸的双拷贝有

助于激活花青素积累。本实验室（黑龙江省农业科

学院克山分院马铃薯育种研究所）前期研究也发

现，马铃薯转录因子 StMYB90-like（又名 an1）可能

参与花青素合成的调控（未发表），因此笔者在彩色

马铃薯黑金刚中干扰 StMYB90- like，以分析 St-

MYB90-like 基因的功能及其调控，为 StMYB90-like

的功能研究提供良好的理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

试验于 2024 年 3－10 月在克山试验基地进

行。供试马铃薯品种为紫色黑金刚脱毒组织培养

苗，由黑龙江省农业科学院克山分院马铃薯育种研

究所保存。

1.2 方法

1.2.1 RNA 干扰靶序列的克隆 在 StMYB90-like

基因 ORF 区内挑选 3 个区段，设计 3 对引物，对 St-

MYB90- like 基因 RNA 干扰靶序列进行 PCR 扩

增。引物设计序列如表 1 所示。

取 3 个 50 μL 体系并按照以下程序在基因扩增

仪中进行扩增反应：Biorun Pfu PCR Mix 25 μL，正

反向引物各 2 μL，补足 ddH2O 至 50 μL。 反应条件

为：94 ℃，5 min；94 ℃，30 s，30 个循环；50 ℃，45 s，

30 个循环；72 ℃，12 s，30 个循环；72 ℃，10 min；

16 ℃，30 min。用 1.5%琼脂糖凝胶电泳，5 V‧ cm-1

电压 20 min，使用凝胶成像分析系统（Thermo Fish-

er）进行条带分析。

1.2.2 干扰载体的构建及鉴定 将 tgtF（204 bp）、

loop（200 bp）、tgtR（204 bp）的电泳片段在紫外灯下

切取出来，放在一个体系中用 DNA 凝胶回收试剂

盒（Axygen）进行溶胶回收。用总体积 30 μL 的水

溶解回收 DNA，回收产物标记为 rDNAtlt3。将空

载 pBWA（V）KS-ccDB 质粒与回收片段 rDNAtlt3

分别进行酶切反应，按以下程序 37 ℃酶切 1 h：10×

Buffer 2 μL，BsaI 1 μL，质粒 4 μL，加 ddH2O 至 20 μL。

将载体酶切物和回收片段酶切产物合并一起

用 PCR 纯化试剂盒（翌圣生物）纯化，纯化产物标记

为 P-rDNAtlt3，用于下一步的连接反应。按以下程

序 20 ℃反应 1 h：10×Buffer 1 μL，T4-ligase 1 μL，

P-rDNAtlt3 2.5 μL，加 ddH2O 至 20 μL。将 5~10 μL

连接产物转化大肠杆菌感受态，转化涂 Kan 抗性平

皿，37 ℃培养 12 h，进行菌斑 PCR 鉴定。挑取 10

个菌斑同时进行 1.5 mL EP 管接菌和 PCR 鉴定，引

物设计如表 2 所示。

表 2 引物序列

Table 2 Primer sequence

名称

Name

35S-seq

NOSseq-R

序列

Sequence

TTCATTTGGAGAGAACACGGGGGAC

CAAGACCGGCAACAGGATTCAATC

取 10 个 25 μL PCR 反应体系：Biorun Magic

PCR Mix 12.5 μL，上下游引物各 1 μL，模板 1 μL，

加 ddH2O 至 25 μL，按以下程序进行反应：94 ℃，

5 min；94 ℃，30 s，30 个循环；50 ℃，45 s，30 个循

环；72 ℃，12 s，30 个循环；72 ℃，10 min；16 ℃，

30 min。取 1~3 个阳性条带对应的菌液进行测序，

对测序正确的菌液提取质粒，质粒命名为 pBWA

（V）KS-StMYB90-like。

1.2.3 转基因株系的获得 将重组载体 pBWA（V）

KS-StMYB90-like 转化至 GV3101 农杆菌中用于后

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

名称

Name

tgtF（+）

tgtF（-）

loop（+）

loop（-）

tgtR（+）

tgtR（-）

序列

Sequence

cagtGGTCTCacaacaggaattaatactagtactattgctcctcaaccac

cgatGGTCTCacaggtccagtatatttgcccaccattgcatatcg

cgatGGTCTCacctgcaggtctagtttttctccttcattttc

cgatGGTCTCagcccgggctctgtaactatcatc

cagtGGTCTCagggctccagtatatttgcccaccattgcatatcg

cagtGGTCTCatacaaggaattaatactagtactattgctcctcaaccac
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续茎段的转化。采用农杆菌介导的遗传转化法转

化马铃薯 [12]。将转化完成后的马铃薯株系采用

CTAB 法提取基因组 DNA，进行 PCR 检测，抽检植

株总数量 42 株，3 次重复。

1.2.4 qRT-PCR 检测 StMYB90-like 基因相对表达

量 （1）使用翌圣 MolPure® Plant RNA Kit 植物

RNA 提取试剂盒提取马铃薯叶片 RNA，再用 No-

voScript® Plus All- in-one 1st Strand cDNA Synthe-

sis SuperMix（gDNA Purge）试剂盒将 RNA 反转录

成 cDNA。

（2）qPCR 反应体系：2× SYBR qPCR Master

Mix 10μL，上下游引物（10 µmol‧L- 1）各 0.4 μL，

模板 1 μL，ROXⅡ 0.4 μL，加 ddH2O 至 20 μL，按

以下程序进行反应：95 ℃，1 min；95 ℃，20 s，

60 ℃，45 s，40 个循环；95 ℃，15 s；60 ℃，60 s，95 ℃，

0.05 ℃‧s-1。

引物设计如表 3 所示。

表 3 引物序列

Table 3 Primer sequence

名称

Name

MYB90-like Forwerd Primer

MYB90-like Reverse Primer

序列

Sequence

TGCTCCTCAACCACAAGAAG

TGGCTTGCCCACACTTAAT

1.2.5 花青素含量检测 用可见分光光度法检测

马铃薯组织中花青素含量[13]，所需试剂均购自北京

索莱宝科技有限公司。

1.3 数据处理

试验数据均使用 GraphPad Prism 5 分析处理，

用平均数±标准差表示。

2 结果与分析

2.1 干扰载体构建

将构建的 StMYB90-like 基因的干扰载体质粒

进行酶切鉴定，如图 1 所示，电泳条带清晰，且与目

的基因片段及载体序列大小一致，初步确定干扰载

体构建成功。经测序后，所测得的序列与目的基因

片段序列吻合，说明已成功构建了干扰载体 pBWA

（V）KS-StMYB90-like，结构图如图 2 所示。

2.2 转基因植株鉴定

将构建成功的干扰载体 pBWA（V）KS- St-

MYB90-like 转化至 GV3101 农杆菌，使用 PCR 检测

卡那抗性基因 KAN，大小为 600 bp 左右，如图 3 所示，

检测结果均为阳性。干扰载体转化马铃薯品种黑金

刚，PCR 检测挑选阳性植株，如图 4 所示，检测植

株均为阳性。

图 2 pBWA（V）KS-StMYB90-like 干扰载体结构

Fig. 2 Schematic diagram of the interference vector

pBWA（V）KS-StMYB90-like

注：M. Marker；泳道 1~5. PCR 鉴定条带（部分）；泳道 6. 阳性对

照；泳道 7. 阴性对照（清水）。

Note: M. Marker; Lanes 1-5. PCR identification bands（Partial）；

Lane 6. Positive control; Lane 7. Negative control（Water）.

图 3 载体质粒转化农杆菌检测结果

Fig. 3 The results of Agrobacterium tumefaciens detection

of the vector plasmid

注：M. Marker；泳道 1. 酶切条带。

Note: M. Marker; Lane 1. Enzyme-digested bands.

图 1 StMYB90-like 基因干扰载体酶切电泳图

Fig. 1 StMYB90-like gene interference vector enzyme

digestion electrophoresis chart
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2.3 干扰StMYB90-like基因马铃薯鉴定

用 qRT-PCR 方法对获得的阳性植株进行

StMYB90-like 基因相对表达量的分析，结果如图 5

所示，与对照植株相比，阳性植株中 StMYB90-like

基因的表达量均极显著降低。

2.4 干扰 StMYB90-like基因对马铃薯花青素含量

的影响

如图 6-A 所示，与对照相比，干扰 StMYB90-like

基因后，马铃薯块茎颜色变浅；如图 6-B 所示，干扰

StMYB90-like 基因后，马铃薯叶片中的花青素含量

比对照组极显著降低了 47.94%；马铃薯块茎中的花

注：M. Marker；泳道 1. 阳性对照；泳道 2. 阴性对照（清水）；泳

道 3~10. PCR 鉴定条带（部分）。

Note: M. Marker; Lane 1. Positive control; Lane 2. Negative con-

trol（Water）; Lane 3-10. PCR identification bands（Partial）.

图 4 载体质粒转化马铃薯再生苗检测结果

Fig. 4 The results of the detection of the vector plasmid

transformed potato regenerated seedlings
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注：**表示与 CK 在 0.01 水平差异极显著。下同。

Note: ** indicate extremely significant difference at 0.01 level with

CK. The same below.

图 5 StMYB90-like 基因相对表达量

Fig. 5 Relative expression level of StMYB90-like gene
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注：*表示与 CK 在 0.05 水平差异显著。

Note: * indicates significant difference with CK at 0.05 level.

图 6 干扰 StMYB90-like 基因后马铃薯中花青素含量

Fig. 6 Anthocyanin content in potato after interference of StMYB90-like gene

青素含量比对照组显著降低了 9.79%（图 6-C）。

3 讨论与结论

马铃薯是我国重要的粮菜兼用型作物[14]，而彩

色马铃薯中多酚等抗氧化活性物质可以预防心脑

血管疾病、糖尿病等多种重大疾病[15]。花青素作为

糖基化的多酚类化合物，在彩色马铃薯中大量

积累[16]。

花青素的合成途径主要受结构基因和调控基

因的调控，调控基因的编码产物为转录因子，能够

调控结构基因的表达[17]。调控花青素合成的转录因

子大部分属于 R2R3-MYB 类，且对花青素的生物合

成为正向调控[18]。如番茄中 AN1 的过量表达会导

致番茄果实中的花青素大量积累[19]。

本研究结果表明，干扰 StMYB90-like 基因后马

铃薯植株中的 StMYB90-like 基因含量显著降低，且

该植株与块茎中的花青素含量比野生型马铃薯显

著降低。这与以下研究结果相似，郭琦[20]研究发现，
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百合 LvABI5 基因的瞬时沉默抑制了花青素的积

累，An 等[21]研究发现，干扰 MdABI5 的表达后苹果

花青素含量降低，Song 等[22]研究发现，干扰 ABA 生

物合成基因 ABA2 会显著减少 LP 诱导的花青素积

累。本研究结果证明转录因子 StMYB90-like 具有

参与马铃薯花青素合成的正调控功能，推测其可能

通过上调花青素生物合成相关结构基因的方式调

控马铃薯花青素的合成和积累。

笔者成功构建了 pBWA（V）KS-StMYB90-like

干扰载体，并采用农杆菌介导法遗传转化到马铃薯

中。通过 qRT-PCR 技术对获得的 StMYB90-like 基

因敲低表达的转基因马铃薯进行表达量验证。干

扰 StMYB90-like 基因后马铃薯植株与块茎中的花

青素含量均比野生型马铃薯花青素含量显著降低，

表明该基因可正向调控马铃薯花青素含量。
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