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NtC3H基因对烟草类黄酮及绿原酸合成的影响 
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限责任公司海林卷烟厂，黑龙江 海林 157100） 

摘  要：为验证 NtC3H是否参与烟草中类黄酮和绿原酸等次生代谢物质的合成，构建了 pCXSN::NtC3H超量表达载体，利

用农杆菌介导的叶盘转化法将 NtC3H基因转入野生型烟草三生烟，并通过 HPLC检测转基因烟草中绿原酸以及芦丁、山奈

酚芸香苷等类黄酮的含量变化。结果显示，与野生型三生烟草相比，转基因烟草叶片中绿原酸及芦丁的含量最高，分别提高

了 3.6 倍和 6.1倍，山奈酚芸香苷含量提高了 24.6 倍。研究结果证实了 NtC3H 基因参与烟草中类黄酮和绿原酸等次生代谢

物质的合成。 
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The Influence of NtC3H on the Synthesis of Flavonoids  
and Chlorogenic Acid in Tobacco 
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Abstract: To test whether NtC3H participates in the biosynthesis of flavonoids, and chlorogenic acid (CGA) in tobacco and increases 
the contents of these secondary metabolites, we constructed the over-expression vector pCXSN::NtC3H and introduced it into 
Nicotiana tabacum var. samsun via Agrobacterium-mediated transformation. The concentrations of the different secondary metabolites 
including CGA, rutin, and kaempferol rutinoside in leaves of wild-type and transgenic lines were determined by HPLC. Compared to 
wild-type samsun tobacco, in transgenic tobacco the concentrations of CGA were increased 3.6-fold, rutin and kaempferol rutinoside 
were increased 6.1- and 24.6-fold respectively. These results suggested that NtC3H positively regulated the synthesis of flavonoids and 
CGA in tobacco. 
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细胞色素 P450（cytochrome, CYP450）是一

类存在一个由半胱氨酸和含铁血红素组成的活性

中心的酶类家族 [1-2]。对-香豆酸 3-羟化酶（p-

coumarate 3-hydroxylase, C3H）属于细胞色素 P450

家族，催化对-香豆酰莽草酸/奎宁酸到咖啡酰莽草

酸/奎宁酸 C3 位置的羟基化反应，决定木质素单

体的碳源流向，并控制植物生长过程中木质素不

同单体的组成[3-5]。超量表达烟草 NtC3H基因对烟

草中绿原酸及芦丁、山奈酚芸香苷等次生代谢物

质积累的影响，目前鲜有报道。 

次生代谢物质在植物对环境胁迫和病虫害的

防御过程中起到重要作用[6-8]。此外，植物次生代

谢物质对人类抗氧化、延缓衰老、抗击癌症以及

预防心脑血管疾病等方面也存在重要作用[9-11]。分 
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析烟草中NtC3H基因超量表达对烟草次生代谢物

质含量的影响，是研究烟草次生代谢合成机制的

有效方式，同时也可作为提高烟草叶片中营养物

质含量及烟草抗逆性的研究基础。本研究对烟草

NtC3H 基因在烟草次生代谢途径中的作用做了初

步探讨。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

烟草品种三生烟（Nicotiana tabacum cv. 

samsun）及其转基因烟草 T0和 T1代均在培养室

进行，培养室条件如下：培养温度 25 ℃；光暗周

期 16 h/8 h；相对湿度（70±10）%。待烟草植株生

长至 8叶期，取中部叶片进行检测。 

试验用菌株：大肠杆菌 Escherichia coli DH5ɑ，

农杆菌 LBA4404，以及含有 35S启动子的真核超

量表达载体 pCXSN均由本实验室保存提供。DNA

聚合酶 LAmp-Taq、反转录试剂及试剂盒购自康为

生物公司，DNA 凝胶回收试剂盒购自 OMEGA 

Biotek公司，限制性内切酶 Xcm I和 T4 DNA连

接酶等均购自 NEB公司。引物合成由上海生工生

物工程技术有限公司完成，DNA测序由华大基因

科技股份有限公司完成。 

1.2  方法   

1.2.1   NtC3H 的克隆  按照 Trizol（Invitrogen）

说明书中描述方法提取烟草叶片总 RNA，1.5 μg

上述总 RNA用 DNaseI（NEB，美国）37 ℃处理

15 min，75 ℃放置 10 min，去除基因组 DNA后

以其为模板进行第一链 NtC3H cDNA的合成，反

应条件如下：在上述除去基因组的 RNA 中加入

1.5 μL oligo（dT）15寡聚引物，70 ℃反应 10 min

后冰上急速冷却 2 min。加入 5×M-MLV Buffer，

1.5 μL dNTP（10 μM），0.5 μL反转录酶M-MLV

（Invitrogen, USA），最后加入 DEPC水补充至 20 

μL。42 ℃条件下反应时间为 1 h，70 ℃处理 15 

min 得到 cDNA 第一链产物。以上述反应得到的

cDNA 为模板，根据 NCBI[12]上烟草 NtC3H 基因

序列（GeneBank DQ350326）和 EST序列特征，

设计 NtC3H 基因扩增引物 NtC3HF1：5´-ATGT 

ACTCTCATAGGTCAAAAGT-3´和 NtC3HR1：5´-

TTACATATCCACTGGCACAC-3´, 选 取 高 保 真

DNA聚合酶 LAmp（康为，北京）对目的基因进

行扩增，扩增反应体系如下：20~50 ng 模板，

10×PCR缓冲液，4 μL dNTPs（2.5 mM），1 μL引

物（10 μM），1 UDNA聚合酶，最后加入灭菌双

蒸水补充至 50 μL。PCR具体反应条件如下：94 ℃

预变性 3 min，94 ℃变性 30 s，58 ℃复性 30 s，

72 ℃延伸 90 s（30~60 s/kb速度）循环数 35；72 ℃

延伸 10 min。 

1.2.2  NtC3H 表达载体的构建  通过限制性内切

酶 Xcm I（NEB，美国）对超量表达载体 pCXSN

进行酶切，对酶切后载体进行酶的灭活和纯化。

将通过高保真聚合酶扩增到的NtC3H基因片段连

接到纯化后的表达载体上，形成烟草超量表达转

化载体 pCXSN::NtC3H 转入大肠杆菌 DH5ɑ，挑

白斑扩繁后用菌液 PCR的方法进行初筛，挑选阳

性克隆送出测序。经验证测序结果与 NCBI 上烟

草 C3H基因序列（GeneBank DQ350326）一致后，

转化农杆菌 LBA4404。 

1.2.3  农杆菌介导的烟草转化  将已构建好的超

量 表 达 载 体 pCSXN::NtC3H 通 过 农 杆 菌

（LBA4404）介导的叶盘转化法[13]，转入受体材

料三生烟草的叶片。待转基因烟草根系在生根培

养基中发育良好后，移栽到土壤中。采用 CTAB[14]

法提取转基因和非转基因植株叶片基因组 DNA，

以 35S 启动子内部序列设计的引物 35SF：5´-

ACGCACAATCCCACTATCCTT-3´和基因序列内

部设计的引物 NtC3HR1： 5´-TTACATATCC 

ACTGGCACAC-3´组合进行 PCR阳性检测。通过

1%琼脂糖凝胶电泳对 PCR产物进行分析，扩增出

1500 bp左右片段，为阳性植株。 

1.2.4  类黄酮提取和 HPLC 测定  取转基因及野

生型烟草叶片用液氮研磨至粉末状，各取 0.3 g，

3 mL 100%色谱甲醇-20 ℃提取 2 h，每 15分钟振 
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荡 1 次。对提取物进行 4 ℃、10000 rpm 离心 2 

min，上清经 0.22 μm微孔滤膜过滤至样品瓶，取

10 μL 滤液用于 HPLC 分析，按照 Li[15]等设置

HPLC 条件。标准品为绿原酸（购自 Sigma），芦

丁（购自 Sigma），山奈酚芸香苷（购自

Extrasynthese）。 

2  结  果 

2.1  NtC3H基因的克隆和表达载体的构建 

按照 NCBI 中提供的三生烟草中 NtC3H

（GeneBank DQ350326）已知序列设计引物，以三

生烟草叶片 cDNA 为模板，通过高保真 DNA 聚

合酶 PCR扩增获得长为 1562 bp的清晰目标条带

（图 1），对获得片段进行切胶回收。将 Xcm I酶

切后的 pCXSN载体与切胶回收后片段相连接，转

入大肠杆菌 DH5ɑ，挑白斑扩增繁殖过夜后用菌液

PCR的方法进行初筛，并挑选 3个阳性克隆提取

质粒，通过载体上启动子引物 35SF和基因扩增引

物 NtC3HR1 进行 PCR阳性验证（图 2），将验证

成功的阳性质粒送出测序。所获测序结果与目标

序列比对，二者序列比对一致，证明成功克隆到

三生烟草中 NtC3H的完整基因序列。 

 

 
 

注：M：DL2000 标准；1-2：NtC3H扩增产物。 

图 1  NtC3H扩增电泳图 

   Fig. 1  Cloning electrophoresis pattern of NtC3H 
 

2.2  转 NtC3H基因烟草的获得 

将测序成功的大肠杆菌质粒，转入农杆菌

LAB4404。通过农杆菌介导的叶盘转化法[13]，转

入受体材料三生烟草的叶片获得转NtC3H基因烟

草植株，进一步通过 PCR的方法验证阳性转基因

烟草植株。共获得 12棵转基因材料，其中有 9棵 

扩增到了目标基因序列，确认为阳性转基因植株，

转化率为 75%（图 3）。 

2.3  转基因烟草叶片类黄酮和绿原酸含量检测 

待转基因阳性及野生型烟草长到 8 叶期，参

照 Li[15]等的方法用 HPLC 检测了 3 种物质的含

量。结果显示，转 NtC3H基因的烟草叶片中绿原

酸、芦丁及山奈酚芸香苷的含量都有较为明显的

提高（图 4，表 1）。 

与野生型相比，转 NtC3H基因的烟草叶片中

绿原酸的含量提高了 0.3~3.6 倍，最高含量为

1167.1 μg/g（鲜重）；芦丁的含量提高了 0.7~6.1倍，

最高含量为 177.3 μg/g（鲜重）；山奈酚芸香苷含

量提高了 1.2~24.6倍，最高含量达到了 302.6 μg/g

（鲜重），均远远高于野生型烟草（图 4，表 1）。 
 

 

 
注：M：DL2000 标准；1-3：阳性质粒；4-5：阴性质粒； 

6：空白对照。 

 

图 2  NtC3H质粒检测图 

Fig. 2  NtC3H verification by plasmid PCR 
 

 
注：M：DL2000 标准；1-3，5-9，11：NtC3H T0代转基因阳性植株；

4，10，12：阴性转基因植株；13：野生型烟草；14：质粒阳性对照。 

图 3  T0代 NtC3H转基因烟草植株阳性检测 

Fig. 3  Positive detection of transgenic tobacco in T0 
generation  
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表 1  转基因烟草 T0代叶片中次生代谢物质含量 

Table 1  Quantification of main secondary metabolites in the T0 generation of NtC3H-expressing tobacco and wild-type (SS) leaves 
样品编号 绿原酸(μg.g-1鲜重) 上调倍数 芦丁(μg.g-1鲜重) 上调倍数 山奈酚芸香苷(μg.g-1鲜重) 上调倍数 

SS 251.2  24.8  11.8 —— 

1 1167.1 4.6 173 7.0 55.9 4.73 
2 854.1 3.4 177.3 7.1 302.6 25.6 
3 645.6 2.6 84.5 3.4 86.12 7.3 
5 432.9 1.7 115.2 4.6 25.9 2.2 
6 481.4 1.9 60.4 2.4 124 10.5 
7 366.7 1.5 68.5 2.8 41.2 3.5 
8 656.3 2.6 46.4 1.9 165.8 14.1 
9 540.3 2.2 53.6 2.2 76.5 6.5 
11 318.1 1.3 41.5 1.7 34.8 2.9 

 

 
       时间/min 

注：A：绿原酸；B：芦丁；C：山奈酚芸香苷。 

图 4  T0代转基因烟草与野生型烟草叶片中次生 

代谢物质含量 HPLC检测 

Fig. 4  HPLC analysis of methanol extracts from leaves of 
wild-type and NtC3H-expressing T0 generation plants 

 

在 PCR 检测阳性的植株中选择 T0代 3 个株

系，编号为（1，2和 5），进行 T1代阳性检测，并

对阳性植株叶片混合后进行 HPLC 检测，测定上

述 3种物质含量。转基因烟草 T1代植株绿原酸及

山萘酚芸香苷含量与 T0代基本一致，芦丁含量略

高于 T0代，说明 NtC3H 转基因烟草高含类黄酮

及绿原酸等次生代谢物质的优势可以稳定遗传

（图 5，表 2）。 

 

 
时间/min 

注：A：绿原酸；B：芦丁；C：山奈酚芸香苷。 

图 5  转基因烟草 T1叶片中次生代谢物质含量 

Fig. 5  HPLC analysis secondary metabolites contents of 
NtC3H transgenic tobacco leaves in T1 generation and control 

 

表 2  T1代转基因烟草叶片中次生代谢物质含量 

Table 2  Quantification of main secondary metabolites in the T1 generation of NtC3H-expressing tobacco and wild-type (SS) leaves 
样品编号 绿原酸(μg·g-1鲜重) 上调倍数 芦丁(μg·g-1鲜重) 上调倍数 山奈酚芸香苷(μg·g-1鲜重) 上调倍数 

SS 235.2±0.2 - 12.4±1.2 - 12±0.5 - 
1 971.7±2.3 4.1 153.4±0.8 12.4 46.8±3.2 3.9 
2 669.3±5.7 2.8 195.2±6.8 15.7 350.7±1.8 29.2 
5 456.5±0.2 1.9 90.4±1.5 7.3 31.8±0.3 2.6 

 

3  讨  论  

对-香豆酸 3-羟化酶（C3H）属于细胞色素

P450 单氧化酶，催化苯丙烷苯环 C3 位置的羟基

化反应，决定了木质素代谢过程中 H 单体向 G/S

单体转化的碳源流向，近年来得到广泛验证[3-5]。

在烟草植株中，通过超量表达载体将烟草自身

NtC3H基因进行超量表达，通过分析烟草中 3 种

次生代谢物质含量发现：转基因烟草中绿原酸，

芦丁及山萘酚芸香苷含量均提高数倍，这种含量

的提高在后代中稳定遗传。这种变化很可能是由

于C3H在次生代谢途径中起到的作用不仅仅是调

节木质素的合成过程，也同时对绿原酸，芦丁及
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山萘酚芸香苷所在的合成途径中其他相关酶的表

达产生了影响[16]，促进其在烟草植株体内的累积。 

已经证实，在次生代谢物质中具有代表性的

类黄酮类物质在植物对环境胁迫、昆虫及病原微

生物等的防御过程中起到重要作用[6-8]。另外科学

家们也已经证实，长期服食绿原酸以及芦丁等次

生代谢物质对人类的健康非常有益，可以降低许

多疾病发生的概率，如心脑血管疾病，癌症等[17]。

另外次生代谢物质也提供丰富的香料及工业原料。

在烟草中，绿原酸、芦丁及山奈酚芸香苷均是主

要的酚类物质，经过燃吸均会裂解产生挥发性物

质从而对烟气香味产生直接影响[18-20]。 

野生烟草中 3 种主要的次生代谢物质含量均

不高，NtC3H作为烟草中自身含有的一种羟化酶，

在烟草中超量表达后，上述物质均有了明显的提

高，这既可以帮助我们提取丰量的上述次生代谢

物质，也可以帮助提高烟草对多种虫害，病害等

逆境的抗性，并提高烟气香味对香烟品质进行改

良。 

4  结  论 

本研究通过超量表达烟草的 NtC3H基因，获

取多株转基因阳性植株，并分析了 T0及 T1代转

基因烟草中芦丁、山奈酚芸香苷和绿原酸等次生

代谢物质含量的变化。结果显示，转基因烟草叶

片中绿原酸的含量最高提高了 3.6 倍，最高含量

达到 1167.1 μg/g（鲜重）；芦丁的含量最高提高了

6.1倍，最高含量达到 177.3 μg/g（鲜重）；山奈酚

芸香苷含量最高提高了 24.6倍，最高含量达到了

302.6 μg/g （鲜重）；并且这种优势可在后代中稳

定遗传。 

本研究为深入了解NtC3H在多个不同代谢途

径中的作用和功能提供了研究基础。与此同时，

提高烟草本身次生代谢物质的研究有限，通过对

次生代谢物质合成基因的研究有助于了解次生代

谢各个途径之间的关联性及合成机理，并能够在

生产实际中提高烟草对多种逆境的抗性，同时为

提高烟气品质、减轻吸烟对健康的负面影响提供

了理论支持。 
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