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1.摘要 

    本專題是研究關於胡蘿蔔顏色主

要來自 SCPL的基因，SCPL 基因藉由乙

醯化可穩定胡蘿蔔花青素，其抗氧化

劑和抗炎特性相關的潛在健康益處。

我們利用 PCR 發現市售橘紅色胡蘿蔔

和論文(Curaba et al, 2020)在 Exon 

3有 700 鹼基插入不同，由插入延長的

Exon2胺基酸造成。 

2.簡介 

(一)物種介紹 

    胡蘿蔔是繖形科胡蘿蔔屬二年生

植物，有白、黃、橙、橙紅、青、紫、

黑等不同顏色。 

(二) 花青素介紹 

    花青素，是一種水溶性的植物色

素。加入糖基修飾以醣苷鍵結合之後

即為花色苷。 

(三) 似絲胺酸羧肽酶醯基轉移酶 

    簡稱 SCPL，醯基轉移酶可使用 1-

O-β-葡萄糖酯作為供體，促進醯基轉

移反應，與植物兒茶素、花青素相關。 

(四) 乙醯化 

    乙醯化是指將乙醯官能基加入到

有機化合物中的化學反應。 

 

 

 

 

 

3.專題進行方式 

 

(圖一) 整體流程圖 

4.研究方法及步驟 

(一)實驗藥品 

CTAB 、 ß-mercaptoethanol 、

Rnase A、Phenolchloroform…

等所使用的藥品均為試藥級或

以上等級藥品。 

(二)CTAB 植物基因體 DNA 萃取 

將胡蘿蔔的根、莖、葉經過磨碎

之後採取 0.5cc 加入 1.5cc 試

管中加入 500μl CTAB 緩衝液

後震盪。CTAB 緩衝液的成分為

0.2M Tris-HCl(pH7.5)、50mM 

EDTA(pH8.0) 、 2M NaCl 、

2%(w/v)CTAB。將樣本放置水域

槽 65°C 約 15 分鐘，不時要搖

晃混和。結束後加入 500μl的

苯酚氯仿混和，用 10000rpm離

心 3 分鐘後抽取上清液放入
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1.5cc 的新試管，新試管加入

500μl，95%酒精至滿管，放入

-20 ℃沉澱 1hr。沉澱離心將

酒精倒掉，以 70~75%酒精清洗、

離心再將酒精倒掉。自然 

烘乾後回溶在 2 mL TE 溶液。

放入-20°C 的冰箱保存。CTAB 

溶液活性只能維持 2-3 天，為

使 CTAB 能更有效率保護 DNA，

建議實驗當天泡製溶液。 

 

CTAB  PVP ß-me 

0.5ml 0.02g 2.5uL 

5ml 0.2g 25uL 

(表一) CTAB泡製比例 

(三)植物基因體 DNA純化 

加入 2 λ10mg/mL RNase A 放

入水浴槽 60 ℃,30 min 為去

除樣本的蛋白質，加入等體積

的苯氯仿混合後離心 13000 

rpm 1 min，重複至中間層變透

明為止。離心後以 95%酒精-20

℃靜置沉澱 1 hr。之後離心

13000 rpm 1 min 將酒精倒掉，

以 70~75%酒精洗淨離心後再倒

掉酒精。自然烘乾後回溶 200 

λ TE。在進行跑膠確認是否純

淨。 

(四)設計引子 

由序列比對結果中找尋可能區

域，在從中找出適合的序列片

段做為設計 Primer ，我們利用 

NCBI Primer designing tool 

去搜尋。 

(五)聚合酶連鎖反應 (PCR) 

取 出 10 μL Genomic DNA 

μg/ μL )被當作模板，在 90

℃去二級結構 5 分鐘。PCR 連

鎖反應將以 100 μL 在 PCR 

反應， 100 mM 引子對各 2.5 

μL、2.5 μL 的 5× PCR 

Master Mix、25μL UvddH2O 處

理過的水。PCR 連鎖反應程式

設定如下: 以 95℃作用 4 分

鐘模板單股化，再以 47℃作用 

30 秒、72℃作用 1 分鐘，這

三個溫度進行 25 個循環，經

最後延長步驟才反應完全。所

得擴大子  (Amplicon)，以 

1.0% 洋菜膠作電泳分析，以 

NCBI BLAST program 作進一步

序列分析。 

 

(圖二)PCR溫度程序設定格子

部分的溫度，依各 primer 特

性，合適溫度會有所不同。 

5.主要成果 

 (一)genomic DNA品質檢測結果 

 

     (圖三)gdna電泳圖 

  

胡蘿蔔的全基因體

約 5Mb,用 0.8%洋

菜 膠 和 1Kb 的

ladder 跑膠，結果

DNA的 band帶會在

10Kb 位置上。依照

跑膠結果分為未純

化和已純化，確認

有無降解斷裂。結

果無降解。 
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(二)引子設計結果 

我們利用兩序列去做交叉比對，確定

引子可用度，不太會造成 Self 

complementarity。 

 
(圖四)設計引子。黑色為順向引子，

紅色為逆向引子。

 
(圖五)全部引子位置圖 

(三)引子跑膠結果分析 

(1)2F-2R 

加入 60ul 的 uvddH2O，再加入

20ul 5x PCR Master Mix，再加入

5ul 40mM 2R primer 及 5ul 40mM 

2F primer，最後加入 10ul gdna

此步驟必須在冰上操作，再放入

PCR 機器運作。利用 1%洋菜膠和

100bp marker 去跑，band帶長度

大約 1200bp。送去明欣讀序。讀

序結果主要針對 Exon3到 Exon5，

2F 顯示有雜訊，所以我們設計一

個 N1的引子去讀前方序列。經過

序列比對，結果和#129 100% Exon

相同。 

 

   (圖六)2F-2R引子跑膠電泳圖 

 
(圖七)2F-2R引子結果示意圖 

(2)N2-N3 

同前操作方式，引子換成 N2-N3。利

用 1%洋菜膠和 100bp marker 去跑，

band 帶長度大約 750bp。再送去明欣

讀序。讀序結果主要針對 Exon3到

Exon6，經過序列比對，結果和#129 

100% Exon 相同。 

 
(圖八)N2-N3引子跑膠電泳圖 
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(圖九) N2-N3引子結果示意圖 

6.評估與展望 

我們預期 SCPL基因是胡蘿蔔的花青素

苷醯化作用有相關性。結果發現花青

素苷主要是 Cyanidin，加入半乳糖醣

基化，變成 Cy3G 再加入木糖醣基化，

變成 Cy3XG 再加入葡萄糖醣基化，變

成 Cy3XGG。以上皆為未醯化花青素苷。 

Cy3XGG有 3種乙醯化模式(需要 SAT催

化)加入芥子鹼，形成 Cy3XSGG加入阿

魏酸酯，形成 Cy3XFGG 加入香豆醯基

酯，形成 Cy3XCGG。 

 

 
(圖十)醯化路徑圖 

根據論文(Curaba et al, 2020)表示

胡蘿蔔 Cy3XGG乙醯化有 3個 SCPL，分

別為 LOC108214128 (本文後簡稱#128) 

LOC108214129 (本文後簡稱#129) 

LOC108214130 (本文後簡稱#130) 

#129 為主要乙醯化負責基因。當#129

為正常版，花青素苷乙醯化，胡蘿蔔即

為紫色。當#129 若為突變版，花青素

苷未醯化，胡蘿蔔即為紅色。紅色胡蘿

蔔#129 突變版，論文表明 Exon3 額外

插入 700bp 的替代剪接造成。但經過

實驗發現我們與#129 在 Exon3 後面序

列一模一樣，但我們在 Intron3 中有

55 字不同，但因時間因素前面序列尚

未讀出，所以我們建立以下兩種假說。

下面假說都需符合 Intron剪接標準才

算符合。 

 

(圖十一)Intron剪接標準 

假說(一) 

我們胡蘿蔔是紅色原因，是否是因為

在 Intron 2有突變，造成延長的 Exon2

需符合下面兩條件: 

(1) 新5’donor site 

(2) Exon2新增區域需要是3n個鹼基 

我們發現有兩個 5’donor site 特徵

序列，一個為 gtaaga，另一個為

gtgtatc，但因第二個 gtgtac 未符合

3n 個鹼基所以可能造成後面 Exon 轉

譯全部位移，會造成完全沒乙醯化。

 
(圖十二)Exon2延長示意圖 

假說(二) 

我們胡蘿蔔是紅色原因是否是因為在

Intron 2 有突變造成，所以懷疑前面

可能插入一個外顯子和兩個內含子，

一個內含子剪接需 5’donor site 和 

3’acceptor site 及中間 Branch 

site但因 3'剪接位點的關鍵序列只有

一組，所以此假說不成立。 

 

(圖十三)插入一個新 Exon 示意圖 
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(圖十四) 序列表示圖綠色螢光筆部

分為 5’donor site，藍色螢光筆部分

為 branch site，紅色螢光筆部分為 3’

acceptor site，粗體字為我們延長的

部分。 

結論:我們認為我們顏色變化的因素

是在 Exon2 的延長。表明 Exon2 額外

插入 168bp 的替代剪接造成。在同一

種紅色的胡蘿蔔可能是同一個基因不

同位置的突變造成。 

解決方式:未來可抽 mRNA，拿到 Exon2、

Exon3 的基因皆可知道此假說是否成

立。 

 

(圖十五)結論序列示意圖 
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