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摘要 异黄酮是大豆体内特别是种子中积累的一类重要的次生代谢产物，它具有特殊的生物效能。本

实验在不同水平（%&’(酶 (产物）上研究不同光照条件对大豆叶片异黄酮合成过程中的第一个关键酶苯
丙氨酸氨基裂解酶（)’*）基因表达的影响。研究发现，在光照条件下 !"# 表达量比黑暗条件下高，而且
其影响程度与品种有关系，种子中异黄酮含量低的品种表现更敏感；其 +%&’的合成受红光、蓝光、紫外
光的促进，其中紫外光最有效；随着处理时间的延长，+%&’的量和酶活性增加；但是在异黄酮的积累水
平上，随着紫外光照射时间的延长，表达量有所下降。
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异黄酮（/=>?@AB>0;）在大豆体内分布很广，叶片中主要含有游离态甙［大豆甙（S）、甲氧
基大豆甙（T*）和染料木甙（T）］及其丙二酰基结合体［丙二酰大豆甙（9TS）、丙二酰甲基
大豆甙（9T*）和丙二酰染料木甙（9TT）］（孙君明和丁安林，!##U）。异黄酮具有重要的生
物效应，如异黄酮对动物肿瘤细胞繁殖具有明显的抑制作用（V>NACG，!##W）；提高异黄酮
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的含量可以促进大豆结瘤（!"##$%&，’()*）；大豆向根际分泌的异黄酮，可以有效地控制外
源微生物的生长（+",,-#等，’((’），抗溶血，抗氧化（.%-/等，’(*0）；类雌激素（1%,/%&%--2-#
等，’()3）；吸收紫外光，从而防止紫外光对植物的伤害（456$和 7%8$5,"9&），’():）；作为植
物的抗毒素（;-<"=，’()>；?%/5，’()(）；作为植物和微生物之间的信号分子（?"=@，’()(）等。
异黄酮的生物代谢是许多植物体内次生物质代谢的特征之一。合成这些物质的前体是苯

丙氨酸和丙二酰辅酶 A，经苯丙氨酸裂解酶（BA?），香豆酸辅酶 A连接酶（CD?），苯基苯乙
烯酮合成酶（D7E），苯基苯乙烯酮异构酶（D7F），异黄酮合成酶（F1E）等酶催化，经过羟基
化，甲氧基化和烷基化过程形成不同的异黄酮（G,%8%/，’((’；!"6# 等，’((C；!,6HI%$6, 和
7%8$5,"9&，’(*:；76$$6,和 7%8$5,"9&，’()J；EHKL6$2和 M-6,/%==，’()J），如图 ’所示。植物体
内异黄酮的生物合成受到多种内外因子的影响，其中最重要的影响是环境中光照的质量

和强度。!,6HI%$6,等（’()0）对欧芹（!"#$%&"’()*+ ,%$#")&"）和 NO26,等（’()*）对菜豆（!,-&"%.
’*& /*’0-$(&）的研究表明，异黄酮合成途径的关键酶（包括 BA?，CD?，D7E，D7F等）的含量和
活性可以受到光照的调节，其中，BA?和 D7E是最重要光调节步骤。

图 ’ 异黄酮的合成代谢图。BA?：苯氨酸裂
解酶；CD?：CP香豆酰 D"A连接酶；D7E：苯基苯
乙烯酮合成酶；D7F：苯基苯乙烯酮异构酶；
F1E：异黄酮合成酶。
1-@Q ’ EO=K86#-# /6K%5"$-#8 "L -#"L$%R"=6Q BA?：
S86=O$%$%=-=6 %//"=-%P$O%#6；CD$：CPD"H/%,%K6：
D"A $-@%#6；D7E：D8%$9"=6 #O=K8%#6；D7F：D8%$P
9"=6 -#"/6,%#6；F1E：F#"L$%R"=6 #O=K8%#6Q

异黄酮的前体之一香豆酰PD"A 来源于普
通的苯丙氨酸途径的三个酶反应。苯丙氨酸氨

基裂解酶（BA?；4D CQ0 Q’ Q3）是这一系列酶反应
中的第一个酶。它催化苯丙氨酸脱氨形成肉桂

酸的反应。对大豆而言，除了知道光照条件可

以影响异黄酮合成外，尚未见到从酶学，蛋白质

化学和基因水平的分析，更不了解大豆生长发

育过程中，外界光信号如何影响不同组织和器

官异黄酮的合成与分布。我们选择大豆植株为

研究对象，通过各种光照处理来研究大豆异黄

酮合成过程中 BA?基因的表达情况，全面了解
光对大豆异黄酮合成的调节影响规律，为进一

步探讨这系统中的光信号转导过程奠定基础。

! 材料和方法

!"! 实验材料
! #! #! 实验样品 大豆（1’23()" +-4）种子由中
国农科院作物所丁安林研究员惠赠，根据种子

中异黄酮积累程度，分为低异黄酮含量品种南

汇早黑豆（?表示）和高异黄酮含量品种鲁黑二
号（7表示）。播种在科学园温室，自然光照条
件下生长至 :C 日龄，进行不同光照条件处理。经 ?-PD"N T ?-P’)JJ 便携式分光辐射仪测
定，温室自然光的光量子辐射范围 J U ’ JJJ!/"$·/

V :·# V ’。

! #! #$ 光源及光照培养箱 光照培养箱由本实验室自行设计改造而成。黑暗避光，:3W
恒温（由抽风机、冷风机、暖气片来调节室内温度）分隔板、载滤光片均为推拉式。
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光源的上海市电子元件研究所生产的卤钨灯（!""# $ %"&）和紫外灯（’#）。实验用的
红光和蓝光由光照培养箱插入滤光片（如表 (）来获得，紫外光由紫外灯直接提供。用 )*+
,-. $ )*+(’""便携式分光辐射仪来测定光照强度。

表 ! 滤光片
"#$%& ! ’$()* *+& ,-%*&.

单色光
/*0123+4-2-536
2*178 *08309*8:

波长
#;<3230187
（0=）

半峰宽
>;2? @;06
A*687（0=）

透光率
B5;09=*88;043
（C）

透过光强

B5;09=*8836 2*178
（!=-2·=

D E·9D (）
红光（.36 2*178） FF" (G FH %(IE!
蓝光（J2K3 2*178） !!" (G F% E"

! /! /0 探针来源 欧芹 !"# 质粒穿刺培养物（98;@ 4K28K53）由德国 LI>;72@5-4M教授惠赠。
载体为 NJ/质粒，酶切位点为 $%&."位点（O;<*6和 >;72@5-4M，(P’!）。经扩增，酶切和标
记作为探针。苯丙氨酸裂解酶基因大小为 E!"" @N。
!12 实验方法
! /2 /! 光照处理 光暗处理：自然条件下生长良好的大豆分别放置于光照培养箱中，在
持续白光（约 ( G""!=-2·=

D E·9 D (）和全暗（"!=-2·=
D E·9 D (）条件下处理 E! 7，收获植株幼

嫩叶片于液氮中保存备用。

单色光处理：自然条件下生长良好的大豆分别放置于光照培养箱中，在持续红光和蓝

光及紫外光（Q&+R $ J，E S ’#）条件下处理 E! 7，收获植株幼嫩叶片于液氮中保存备用。
紫外光处理：自然条件下生长良好的大豆分别放置于光照培养箱中，紫外光（Q&+R $

J，E S ’#）条件下处理 ! 7、’ 7、(E 7或处理 E 7、! 7、F 7、’ 7收获植株幼嫩叶片于液氮中保
存备用。

! /2 /2 探针制备及标记 感受态细胞的制备、质粒的转化、质粒 OTR的大量提取、限制
性内切酶酶切及琼脂糖电泳和 OTR片段的回收与纯化方法参照《分子克隆实验指南》（萨
姆布鲁克等，(PPF）。
探针的非放射性标记方法参照 O*1 OTR );@32*01 ;06 O38348*-0 M*8 方法。

! /2 /0 总 34’提取（小量法） 参照 #;69A-587等（(P’’）方法。
! /2 /5 分子杂交 6(*7$%(* 参照 O*1 OTR );@32*01 ;06 O38348*-0 M*8 方法。
! /2 /8 9’:酶活性测定 粗酶提取：参照 M-0M-2和 ,-00（(PF(）；UKM35（(PFG）以及薛应龙
（(P’G）的方法。取待测的大豆样品的同一部位的真叶鲜重 ( 1，加少量石英砂及 ! =2提取
缓冲液在冰浴中研磨匀浆，(" """ S ’ ! V下离心 %" =*0。上清加硫酸铵至 !C饱和度，!
V平衡 (G =*0，! V下 HG"" S ’ 离心 (G =*0。上清加硫酸铵至 H"C饱和度，! V平衡 (G
=*0，HG"" S ’ 离心 (G =*0。弃上清，沉淀用 ! =2提取缓冲液复溶得粗酶液，! V保存，待测
活性。

蛋白含量测定：使用考马斯亮蓝+WEG"法，用牛血清白蛋白作为标准（J5;6?-56，(PHF）。
酶活性测定：参照 U*==35=;00和 >;72@5-4M（(PHG）方法。本实验以每小时在 EP" 0=

处 " I"( XO变化为 (个酶活性单位。由于不同处理的酶活背景值并不相同，各处理不便

G期 谢灵玲等：不同光照条件下大豆异黄酮合成过程中 YR)基因的表达 !!G
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图 ! 不同光照条件对大豆叶片 "#$基因 %&’#表达量的影响。每个点总 &’#上样量约为 (!)，
然后和探针进行点杂交；奇数编号处理的品种为低异黄酮含量品种，偶数编号处理的品种为高异
黄酮含量品种。
#*光暗处理 !+ ,* -.，-!：白光处理 !+ ,；-/，-+：黑暗处理 !+ ,* 0* 单色光处理 !+ ,* 1.，1!：红光处
理 !+ ,；1/，1+：蓝光处理 !+ ,；1(，12：紫外光处理 !+ ,；13，14：黑暗处理 !+ ,* 5* 紫外光处理 * 5.，
5!：紫外光处理 + ,；5/，5+：紫外光处理 4 ,；5(，52：紫外光处理 .! ,。
67)*! "#$ %&’# -889%9:-;7<= 7= ><?1@-= :@-A@B 7= C@BD<=B@ ;< :7),; * E<;-: &’# F-B 7B<:-;@G，-=G H<; 1:<;I
;@G <=;< %7;C<8@::9:<B@（-1<9; (!) J G<;）* E,@ 1:<; F-B,?1C7G7K@G F7;, :-1@:@G "8"#$I+ 7=B@C; * LGG =9%1@CB F@C@
;,@ A-C7@;7@B F,78, ,-A@ :<F 7B<M:-A<=@B 8<=;@=;B 7= ;,@ B@@G，@A@= =9%1@CB F@C@ ;,@ ,7), A-;7@;7@B*
#* EC@-;%@=; 7= :7),; -=G G-CN=@BB* -.，-!：EC@-;%@=; !+ , 7= :7),;；-/，-+：EC@-;%@=; !+ , 7= G-CN=@BB* 0* EC@-;%@=; 7= B7=I
):@I8<:<C@G :7),; * 1.，1!：EC@-;%@=; !+ , 7= C@G :7),;；1/，1+：EC@-;%@=; !+ , 7= 1:9@ :7),;；1(，12：EC@-;%@=; !+ , 7= OP
:7),;；13，14：EC@-;%@=; !+ , 7= G-CN=@BB* 5* EC@-;%@=; 7= OP* 5.，5!：EC@-;%@=; + , 7= OP :7),;；5/，5+：EC@-;%@=; 4 , 7=

OP :7),;；5(，52：EC@-;%@=; .! , 7= OP :7),; *

直接比较，所以用以对照（黑暗处理）为基础的相对活性进行比较，即相对活性 Q处理酶活
性 J黑暗处理酶活性 R .SST。
! "# "$ 异黄酮测定 异黄酮提取：称重；每 .SS)鲜重加入 4ST（A J A）乙醇提取缓冲液于
研钵中匀浆，室温下提取 . ,，+ U下 .( SSS R ! 离心 .( %7=。取上清移入液谱专用小瓶，+
U保存待用（VC-,-%，.WW.）。
异黄酮 X"$5测定：样品异黄酮含量测定用岛津高效液相色谱仪系统定性定量进行

分析（VC-,-%，.WW.；Y-=)等，.WWS）。标准样品采用黄豆甙（G-7GK7=）和染料木甙（)@=7B;7=），
购自 >7)%-公司。样品根据标准样品的出峰时间定性，根据标准样品峰面积定量。

X"$5型号：$5I2#；紫外检测器：>"HI2#P；分析条件：5.4反相分离柱；进样量：.S!:；流
动相：含 (T乙酸的 /ST甲醇水溶液；流速：. %: J %7=；柱温：+( U；检测波长：!(+ =%；检测
种类：大豆甙（H），甲氧基大豆甙（V$），染料木甙（V），丙二酰大豆甙（ZVH），丙二酰甲氧基
大豆甙（ZV$），丙二酰染料木甙（ZVV），大豆甙原（H[）。异黄酮含量 Q H \ V$ \ V \ ZVH
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! "#$ ! %&。由于不同处理的异黄酮含量背景值并不相同，各处理不便直接比较，所以
用以对照（黑暗处理）为基础的相对含量进行比较，即相对含量 ’处理异黄酮含量 (黑暗处
理异黄酮含量 ) *++,。

图 - 不同光照条件对大豆 ./$
酶活性的影响。*：低异黄酮含量
品种；0：高异黄酮含量品种；相对
活性 ’处理酶活性 (黑暗处理酶活
性 ) *++, 1
2341- $3456 3789:;8 ./$ <:63=36> 37
?@>A;<7 B;<=;C1 * 3C 65; =<D3;6> E53:5
5<C B@E 3C@FB<=@7;C :@76;76C 37 65;
C;;8，0 3C 65; 5345 =<D3;6>1G;B<63=; <:H
63=36> ’（&7I>J; <:63=36> @F 83FF;D;76
6D;<J;76C ( &7I>J; <:63=36> 37 8<DKH
7;CC）) *++, 1

! 结果与分析

实验从三个水平对大豆异黄酮合成过程中第一个关

键酶苯丙氨酸裂解酶（./$）基因表达的规律作了分析，证
实了光照对 !"# 基因表达的影响。本实验在光暗处理有
明显差异的情况下，进一步进行了单色光处理，发现单色

光中紫外光是最有效光，在此基础之上，来分析紫外光光

照处理时间与 !"# 基因表达量的关系。
利用小量法提取自然光暗条件下生长 0L日龄的大豆

叶片中的总 GM/，经过 * 1 +,琼脂糖凝胶电泳检测 0N?、
*O? DGM/条带完整，前者浓度约为后者的 0倍，可见 GM/
完整性良好，未发生降解；紫外分析 P%0Q+7J ( P%0O+7J ’ 0 1 +
左右，纯度与质量达到实验要求。

欧芹 ./$基因探针与温室中自然光照条件下生长 0L
8龄的大豆的总 GM/有杂交反应，说明在大豆中有 !"# 基
因 JGM/合成，而且其 ./$基因与欧芹 ./$基因有同源
性。

!"# !"# 基因 $%&’形成和光照的关系
在持续白光条件下大豆 !"# 基因 JGM/合成比黑暗

条件下多，如图 0H/所示。不同单色光处理的大豆 !"# 基
因 JGM/合成量也比黑暗条件下高，其中紫光处理的 JGH
M/合成比红光和蓝光处理（L 5、O 5、*0 5）的要高，红光和
蓝光效应相似，如图 0HR所示。经过紫外光不同时间的处
理后，!"# 基因 JGM/ 的合成随着时间的延长而有所递
增，如图 0HS 所示。无论在光暗条件下或在单色光条件
下，表达量的多少与品种有关，种子中异黄酮含量低的品

种比异黄酮含量高的品种差异显著，即低异黄酮品种对光

照反应表现敏感。

!"! (’)酶活性变化和光照的关系
不同光照条件对大豆 ./$酶活力的影响规律和其对 ./$基因 JGM/水平的影响规

律完全吻合，如图 - 所示。白光处理 ./$ 相对活性分别为黑暗处理 ./$ 相对活性的
Q0Q,（$）和 00L,（T）；不同单色光处理大豆植株 0L5，其 ./$相对活性以紫外光处理最高
为 ULL,（$）和 --N,（T），红光和蓝光处理后分别为 NL-,，N*U,（$）和 0N*,（T）；紫外光
不同时间处理大豆植株（L 5、O 5、*0 5），./$相对活性分别为 *N0,，0*O,，-UO,（$）和
*L+,，0-V,，0OO,（T）。
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图 ! 不同光照条件对大豆异黄
酮含量的影响。"：低异黄酮含量
品种；#：高异黄酮含量品种；相对
含量 $处理异黄酮含量 %黑暗处理
异黄酮含量 & "’’(。
)*+,! -*+./0*123452 6789:;<815 ;4430
=3:;/*81 *1 >8?@5;1 :5;<57, " *7 /.5
<;A*5/? B.*4. .;7 :8B *789:;<8157 4810
/51/7 *1 /.5 7552，# *7 /.5 .*+. <;/*0
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!"# 异黄酮合成和光照的关系
不同光照条件对大豆异黄酮合成的影响规律基本吻

合于 CEF水平和蛋白质水平，如图 ! 所示。全光处理异
黄酮相对含量分别为全暗处理的 #G"(（-）和 "’H(（I）；
红光，蓝光，紫外光处理后分别为 #GJ(，K!L(，KLH(（-）
和 "’H(，"#H(，"!K(（I）。但是随着紫外光处理时间的
延长（! .、H .、"# .），其异黄酮相对含量呈下降的趋势，分
别为 #"K(，#’G(，"MJ(（-）和 "JJ(，"KJ(，""M(（I）。
从以上三个水平上实验结果可以得出结论：!"# 基因

表达受到各种光照因素的影响，并且紫外光为最有效光。

但是随着在本实验设置的紫外光处理时间范围内（! .、H
.、"# .），异黄酮的积累有所下降，而 !"# 基因的 =CEF合
成量及酶活性却在增加，这说明大豆异黄酮合成过程中

!"# ACEF 及 CEF 活性对异黄酮的积累影响不大，因此
NF-可能为非限速酶。需进一步寻找出异黄酮合成的高
峰时间，来确定大豆异黄酮合成过程中可能的限速酶。

# 讨论

由于实验条件所限，未将紫外光进一步分离成 OP0F、
OP0Q、OP0R，德国 S,I;.:@A84D教授实验室发现 K’’ 1=为
欧芹悬浮培养细胞系统中刺激异黄酮合成的最有效波长，

即 OP0Q（#H’ T K#’ 1=）可能为最有效光（R.;UU5:: 和
I;.:@A84D，"MH!）。红光，蓝光和紫外光能够诱导 NF-基因
表达，各种光可能通过各自的受体以某种方式影响异黄酮

合成酶的合成。在欧芹等植物中发现光敏素、蓝光受体、

紫外光受体均参与诱导异黄酮合成酶基因表达的光信号

转导（V35::0U9;99和 W5::=;11，"MH#）。
!"#基因表达过程中光诱导方式是协调的，即 =CEF

活性、酶活性及异黄酮积累具有相关性。酶活性高，异黄

酮积累也多。光诱导相关基因的转录、=CEF、酶活性及
异黄酮积累变化的时空性，有待进一步研究。
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