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花生花青素合成相关基因的表达与种皮颜色关系
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　　摘要：为了探讨花青素合成相关基因表达与种皮颜色的关系，本文采用 ＨＰＬＣ和实时荧光定量 ＰＣＲ技术，分
析４种不同种皮颜色的花生品种种皮花青素的种类和含量，以及花青素合成相关基因在４个品种５个荚果发育关
键时期的差异表达。结果表明：花生种皮的花青素主要由飞燕草色素、矢车菊色素和天竺葵色素等三种色素组成；

花生种皮的外观颜色和深浅主要由飞燕草色素和矢车菊色素含量决定，飞燕草色素和矢车菊色素含量越高，种皮

颜色越深。花青素合成相关基因主要在种子充实期（开花后约４０～５０ｄ）上调表达。花生种皮颜色的深浅与查耳
酮合成酶基因（ＣＨＳ）、查耳酮异构酶基因（ＣＨＩ）、二氢黄酮醇４－还原酶基因（ＤＦＲ）、类黄酮－３′羟化酶基因（Ｆ３′Ｈ）
和花色苷合成酶基因（ＡＮＳ）等基因在种子充实期高表达显著相关。上述５个基因表达量愈高，种皮颜色愈深。

关键词：花生品种；种皮颜色；花青素合成；相关基因；差异表达

中图分类号：Ｓ５６５．２　　文献标识码：Ａ　　文章编号：１００７－９０８４（２０１７）０５－０６００－０６

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｐｅａｎｕｔｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

ＬＩＨａｉ－ｆｅｎ，ＱＩＵＪｉｎ－ｍｅｉ§，ＣＨＥＮＸｉａｏ－ｐｉｎｇ，ＨＯＮＧＹａｎ－ｂｉｎ，ＬＩＡＮＧＸｕａｎ－ｑｉａｎｇ

（ＣｒｏｐｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ
ＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｒｏｐｓＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｅｓｔａｃｏｌｏｒｏｆｐｅａｎｕｔｃｕｌｔｉｖａｒｓ．Ｔｏｒｅｖｅａｌ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｅｓｔａｃｏｌｏｒａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｇｅｎｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｐｅａ
ｎｕｔ，ｆｏｕｒｐｅａｎｕｔｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｔｈｅａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｓｅｖｅｎｇｅｎｅｓ（ＰＡＬ，ＣＨＳ，ＣＨＩ，Ｆ３′Ｈ，ＤＦＲ，ＡＮＳ，３ＧＴ）ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｂｉｏ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｎｔｈｏ
ｃｙａｎｉｎａｔ５ｐｏｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓ，ｂｙＨＰＬＣａｎｄｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｎｔｈｏｃｙ
ａｎｉｎｉｎｐｅａｎｕｔｔｅｓｔａｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ，ｃｙａｎｉｄｉｎａｎｄｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ．Ｔｈｅｃｏｌｏｒｏｆｐｅａｎｕｔｔｅｓｔａｈａｄｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｒｅｅｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｓ．Ｔｈｅｃｏｌｏｒｏｆｐｅａｎｕｔｔｅｓｔａｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈ
ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＣＨＳ），ｃｈａｌｃｏｎｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ（ＣＨＩ），ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ－４ｒｅｄｕｃｔａｓｅ
（ＤＦＲ），ｆｌａｖｏｎｏｉｄ３＇－ｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ（Ｆ３′Ｈ）ａｎｄａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓｙｎｔｈａｓｅ（ＡＮＳ）ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓｅｅｄｆｉｌｌｉｎｇｓｔａｇｅ（４０－
５０ｄａｆｔｅｒｆｌｏｗｅｒｉｎｇ）．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｅａｎｕｔ；ｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ；ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

收稿日期：２０１７０５１０
基金项目：国家自然科学基金（３１５０１２４６）；广东省科技计划项目（２０１５Ｂ０２０２３１００６；２０１５Ａ０２０２０９０５１；２０１６Ｂ０２０２０１００３）
作者简介：李海芬（１９８５－），助理研究员，硕士，花生遗传育种，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｈａｉｆｅｎ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ

§邱金梅为共同第一作者
通讯作者：梁炫强（１９６４－），研究员，博士，花生遗传育种，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｘｕａｎｑｉａｎｇ＠ｇｄａａｓ．ｃｎ

　　花青素广泛存在于植物的花、果实、种子或茎叶
中，使其产生蓝色、紫色、红色和橙色等不同的颜色，

帮助植物吸引传粉昆虫，防止植物免受紫外线损伤

和病原体攻击［１，２］。此外，花青素属黄酮类物质，具

有高效的抗氧化活性，能提高视力［３］，减少炎症［４］、

老龄退化性疾病［５，６］、心血管疾病［７］和癌症［５，６］等发

生。自然界中已发现４００多种花青素，其中高等植
物中普遍存在的有６种［２］。花青素生物合成代谢途

径是类黄酮途径的一个分支途径，在模式植物拟南

芥、玉米、矮牵牛等植物中已经被清楚地解析［８］，其



合成途径包括苯丙氨酸解氨酶基因（ＰＡＬ），查耳酮
合成酶基因（ＣＨＳ），查耳酮异构酶基因（ＣＨＩ），二氢
黄酮醇４－还原酶基因（ＤＦＲ），类黄酮 －３′羟化酶
基因（Ｆ３′Ｈ），花色苷合成酶基因（ＡＮＳ）和类黄酮３
－Ｏ－糖基转移酶基因（３ＧＴ）等关键酶基因。
花生是重要的油料作物和经济作物，在我国广

泛种植。花生种质资源丰富，目前已收集一万多份，

从种皮颜色来分，有白色、粉红、红色、深紫（黑色）

以及花色（二种以上颜色）等，生产上大面积种植的

品种均为粉红或浅红色。近年来，随着花青素食用

和保健功能被进一步认可，我国食用花生的比例逐

年增加，消费者对富含花青素的保健型花生品种，特

别是对花青素含量较高的红或黑色种皮花生品种的

需求日益增加。但目前有关花生种皮颜色与花青素

合成相关基因的表达关系尚缺乏系统的研究报道，

影响了黑色种皮花生品种的育种进程。鉴于此，本

文以４种不同种皮颜色的花生品种为材料，采用高
效液相色谱（ＨＰＬＣ）和实时荧光定量 ＰＣＲ方法，检
测不同颜色花生种皮的花青素成分，探讨花青素生

物合成相关基因的表达与种皮颜色的关系，旨在为

阐明花生种皮颜色着色机理，培育富含花青素花生

品种提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料

花生品种包括金花 ３９（白色种皮，Ｗ）、粤油 ７
号（粉红色种皮，Ｙ）、珍珠红（深红色种皮，Ｒ）以及
珍珠黑（深紫色种皮，Ｂ），试验材料在广东省农业科
学院白云试验基地按常规方法种植，３次重复，５行
区，按常规方法进行田间管理。

１．２　样品准备
在花生开花后观察荚果生长情况，并在荚果膨

大期Ⅰ（开花后约２０ｄ，Ｒ１），荚果膨大期Ⅱ（开花后
约３０ｄ，Ｒ２），种子充实期Ⅰ（开花后约４０ｄ，Ｒ３），种
子充实期Ⅱ（开花后约５０ｄ，Ｒ３）和种子成熟期（开
花后约６５ｄ，Ｒ５）等５个时期分别选取新鲜种子，迅
速液氮冷冻，－８０℃保存备用。每个品种按照３个
重复区组，每个重复选取相同部位发育进程相同的

种子３份。
１．３　种皮花青素含量测定

花生植株成熟后，分３次重复分别收获种子，晒
干，剥取种皮，采用岛津 ＬＣ－６ＡＨＰＬＣ高效液相色
谱仪进行花青素种类和含量测定。紫外检测器为

ＳＰＤ－６ＡＶ，色谱柱为迪马公司 Ｃ１８反相柱（５μｍ，
４．６ｍｍ×１５０ｍｍ），流动相为 ０．５％磷酸∶乙腈 ＝

８２∶１８，流速ｌｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；进样量１０μＬ；波长
扫描范围为１９０～６００ｎｍ，检测波长为５２０ｎｍ。以标
样出峰时间和峰高叠加定性，外标法峰面积定量。

１．４　总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成
花生种子种皮总 ＲＮＡ参照 ＰｌａｎｔＲＮＡｋｉｔ（Ｏ

ｍｅｇａＢｉｏ－Ｔｅｋ）操作指南进行提取，并经琼脂糖凝
胶电泳检测质量和浓度，ｃＤＮＡ的合成参照 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＩＩ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴａＫａＲａ）使用
说明进行。

１．５　花生花青素代谢途径相关基因实时定量 ＰＣＲ
分析

依据花青素代谢途径［９］，选取苯丙氨酸解氨酶

基因（ＰＡＬ）、查耳酮合成酶基因（ＣＨＳ）、查耳酮异构
酶基因（ＣＨＩ）、二氢黄酮醇４－还原酶基因（ＤＦＲ）、
类黄酮－３′羟化酶基因（Ｆ３′Ｈ）、花色苷合成酶基因
（ＡＮＳ）和类黄酮３－Ｏ－糖基转移酶基因（３ＧＴ）为
研究对象，分别设计上述基因实时荧光定量 ＰＣＲ引
物（表１），并通过扩增目的基因及测序技术确定引
物的正确性，以花生１８ＳｒＲＮＡ为内参基因，Ｐｒｉｍｅｒ５
设计的上下游引物为：Ｆ１８Ｓ５′－ｃａｇｃｔｃｇｃｇｔｔｇａｃｔａｃｇｔｃ
－３′／Ｒ１８Ｓ５－ｃｇａａｃａｃｔｔｃａｃｃｇｇａｃｃａｔ－３′，扩增产物长
度为８１ｂｐ。引物由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。实时
定量 ＰＣＲ参照 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ试剂盒
（ＴａＫａＲａ）和ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Ｒｏｃｈｅ）的使
用说明进行操作。计算公式如下：

ΔΔＣｔ＝（Ｃｔｔａｒｇｅｔ －Ｃｔｒｅｆ）ｓａｍｐｌｅ －（Ｃｔｔａｒｇｅｔ －
Ｃｔｒｅｆ）ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ

ＣａｌｉｂｒａｔｏｒＮｏｒｍａｌｉｚｅｄＲａｔｉｏ＝２－ΔΔＣｔ

式中：Ｃｔｔａｒｇｅｔ和Ｃｔｒｅｆ分别是目的基因和内参基因的 Ｃｔ
值。Ｓａｍｐｌｅ和 ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ分别为处理组样品和对照
组样品。

１．６　数据分析方法
采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０对数据进行统计

分析。

２　结果与分析
２．１　不同种皮颜色花生品种花青素种类与含量

ＨＰＬＣ分析
分别提取金花３９、粤油７号、珍珠红和珍珠黑

等４种不同颜色的花生种皮色素，经滤膜过滤后上
样，ＨＰＬＣ检测显示，除金华３９（白色种皮）外，其他
３个品种在５２０ｎｍ波段处均检测到花青素类物质。
根据参考标样的滞留时间可以看出，花生种皮的花

青素主要是由飞燕草色素、矢车菊色素和天竺葵色

素等三种色素组成（表２），而且种皮的颜色和深浅

１０６李海芬等：花生花青素合成相关基因的表达与种皮颜色关系



主要是由飞燕草色素和矢车菊色素含量决定，种皮

颜色越深，这两种色素含量越高。在检测的４个品
种中，珍珠黑（Ｂ）的飞燕草色素含量显著高于珍珠
红（Ｒ）、粤油７号（Ｙ）和金花３９（Ｗ）。

表１　目标基因实时定量ＲＴ－ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＴ－ＰＣＲｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｐｅａｎｕｔ

目的基因 Ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅ 引物编号 Ｍａｒｋｅｄｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒ

ＰＡＬ
ＰＡＬ－Ｆ ５′－ＧＣＴＧＴＣＴＴＧＴＣＧＧＡＧＧＴＴＣＴＴＴＣＧＧ－３′
ＰＡＬ－Ｒ ５′－ＡＴＣＴＣＡＴＧＣＡＡＣＴＴＣＴＴＧＧＣＧＧＣＴＴ－３′

ＣＨＳ
ＣＨＳ－Ｆ ５′－ＧＧＣＴＡＴＴＧＧＣＡＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣ－３′
ＣＨＳ－Ｒ ５＇－ＴＡＡＧＴＴＣＧＧＴＣＡＴＧＴＧＴＴＧＧＣＴＧ－３＇

ＣＨＩ
ＣＨＩ－Ｆ ５′－ＣＴＣＣＡＣＣＡＣＡＴＴＧＧＣＡＴＴＣＴＣＴＡ－３′
ＣＨＩ－Ｒ ５′－ＧＧＡＧＣＡＣＡＧＴＡＴＧＧＧＧＴＴＣＡＧＡ－３′

ＤＦＲ
ＤＦＲ－Ｆ ５′－ＴＴＧＴＴＧＧＡＧＴＧＡＴＧＴＴＧＡＣＴＴＣＴＧ－３′
ＤＦＲ－Ｒ ５′－ＡＧＧＣＴＡＧＧＴＧＧＣＡＴＴＧＴＴＧＧ－３′

Ｆ３′Ｈ
Ｆ３′Ｈ－Ｆ ５′－ＴＧＴＴＴＧＧＡＧＴＧＧＣＴＡＧＡＣＣＴＴＣ－３′Ｆ３′
Ｈ－Ｒ ５′－ＴＴＴＧＴＴＧＧＧＡＴＴＣＴＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣ－３′

ＡＮＳ
ＡＮＳ－Ｆ ５′－ＴＧＴＴＡＧＴＴＣＡＣＴＣＡＣＴＴＴＣＣＴＣＣＴＣ－３′
ＡＮＳ－Ｒ ５′－ＡＣＴＴＴＧＣＴＧＴＧＡＴＣＣＡＴＴＴＧＣＣ－３′

３ＧＴ
３ＧＴ－Ｆ ５′－ＴＣＣＴＣＴＧＴＴＣＴＴＧＧＴＣＴＣＴＴＣＡＡＴＧ－３′
３ＧＴ－Ｒ ５′－ＡＴＧＧＧＴＴＡＴＴＡＧＣＣＣＧＡＴＣＴＡＧＴＧ－３′

表２　四个花生品种种皮花青素种类和含量
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｙｐｅｓａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｉｎ４ｐｅａｎｕｔｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ／（μｇ／ｇ）

品种 Ｃｕｌｔｉｖａｒ 颜色 Ｃｏｌｏｒ 飞燕草色素 Ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ 矢车菊色素 Ｃｙａｎｉｄｉｎ 天竺葵色素 Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ
金花３９Ｊｉｎｈｕａ３９ 白色 Ｗ － － ０．０１８
粤油７号 Ｙｕｅｙｏｕ７ 粉红 Ｙ ０．０６６５ ０．１５７ ０．３９４
珍珠红 Ｚｈｅｎｚｈｕｈｏｎｇ 深红 Ｒ １６．９１７０ １．０９４ ０．３３０
珍珠黑 Ｚｈｅｎｚｈｕｈｅｉ 深紫 Ｂ １２８．３６７０ １．９２０ ０．２７３

２．２　花青素合成途径相关基因差异表达分析
采用１．０％琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计

检测所提取 ＲＮＡ质量。结果表明，提取 ＲＮＡ的
２８ＳｒＲＮＡ与１８ＳｒＲＮＡ带型清晰，Ａ２６０／Ａ２８０介于１．８
～２．０，表明总ＲＮＡ质量高，无降解。以纯化后的各
时期种子总 ＲＮＡ为模板，采用反转录试剂盒获得
ｃＤＮＡ；利用花生内参基因１８ＳｒＲＮＡ引物进行ＲＴ－
ＰＣＲ扩增，经琼脂糖凝胶电泳检测，目的条带清晰，
证明 ｃＤＮＡ质量满足实时定量 ＰＣＲ要求。分别采
用表１中的７对实时定量ＰＣＲ引物进行扩增，获得
合适大小目的条带，回收目的条带后进行测序分析，

结果发现与所扩增的目的基因相应片段序列一致，

证明上述引物可用于 ７个基因的实时定量 ＰＣＲ
分析。

２．２．１　苯丙氨酸解氨酶基因（ＰＡＬ）差异表达　实
时荧光定量ＰＣＲ分析４个不同种皮颜色花生品种
在荚果发育的５个关键时期 ＰＡＬ的表达情况，结果
表明：珍珠红（Ｒ）各个时期 ＰＡＬ表达量显著高于其
它三种不同种皮颜色的花生品种在同时期的表达量

（Ｐ＜０．０１），其表达模式与粤油７号（Ｙ）相同，与珍
珠黑（Ｂ）、金花３９（Ｗ）不同。但粤油７号、珍珠红和
珍珠黑 ３个品种的 ＰＡＬ表达量都在 Ｒ３期达到峰

值，随后回落。由此可以推测，Ｒ３期可能是 ＰＡＬ积
累的关键时期。可见 ＰＡＬ的表达可能与花生种皮
花青素的形成存在一定关系，但 ＰＡＬ表达量与种皮
颜色深浅之间的关系尚不能确定。

注：Ｗ：品种金华３９，白色种皮；Ｙ：粤油７号，粉红色种皮；Ｒ：珍珠红，
深红色种皮；Ｂ：珍珠黑，深紫色种皮；立柱从左到右分别为 Ｒ１－Ｒ５
期基因的表达水平；下同

Ｎｏｔｅ：Ｗ：ｃｕｌｔｉｖａｒＪｉｎｈｕａ３９，ｗｉｔｈｗｈｉｔｅｔｅｓｔａ；Ｙ：Ｙｕｅｙｏｕ７，ｗｉｔｈｐｉｎｋ
ｔｅｓｔａ；Ｂ：Ｚｈｅｎｚｈｕｈｏｎｇ，ｗｉｔｈｒｅｄｔｅｓｔａ；Ｂ：Ｚｈｅｎｚｈｕｈｅｉ，ｗｉｔｈｂｌａｃｋｔｅｓｔａ；
ＣｏｌｕｍｎｓｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔｉｎｄｉｃａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｔＲ１－Ｒ５ｓｔａｇｅｓｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｃｕｌｔｉｖａｒ．Ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图１　ＰＡＬ在４个不同种皮颜色花生
品种中的差异表达分析

Ｆｉｇ．１　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＡＬｉｎ４ｐｅａｎｕｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

２．２．２　查耳酮合成酶基因（ＣＨＳ）差异表达　从图

２０６ 中国油料作物学报　２０１７，３９（５）



２可见，在种子发育过程中，金花３９和粤油７号种
皮中查耳酮合成酶基因（ＣＨＳ）的表达量均较低，且
无显著差别。珍珠红和珍珠黑的 ＣＨＳ基因在 Ｒ３、
Ｒ４期的表达量显著高于粤油７号和金花３９（Ｐ＜
０．０１），差异至少达３０倍，且表达量在Ｒ１－Ｒ４逐渐
增加，随后在 Ｒ５期回落。故此推测，ＣＨＳ在花生种
子发育的Ｒ３、Ｒ４期得到大量的表达，促进了花青素
的合成。

图２　ＣＨＳ在４个不同种皮颜色花生
品种中的差异表达分析

Ｆｉｇ．２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＳｉｎ４ｐｅａｎｕｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

２．２．３　查耳酮异构酶基因（ＣＨＩ）差异表达　从图３
可见，与ＣＨＳ一样，在种子发育早期（荚果膨大期
Ⅰ，Ｒ１），４个不同种皮颜色品种的 ＣＨＩ的表达量无
显著差别。随后，金花３９（Ｗ）ＣＨＩ基因表达量迅速
下降，并保持极低水平。而其它３个品种中的 ＣＨＩ
均有所增加。粤油７号（Ｙ）与珍珠红（Ｒ）二者表达
模式基本相同，在 Ｒ１－Ｒ４表达量逐渐增加，Ｒ４期
最高，随后回落。珍珠黑则是在 Ｒ３期达到峰值，但
三者的峰值差异显著（Ｐ＜０．０５），珍珠黑最高，珍珠
红次之，然后是粤油７号。由此可见，同 ＣＨＩ一样，
种皮颜色较深花生品种在种子发育的 Ｒ３、Ｒ４期通
过大量表达ＣＨＳ，完成花青素的合成。

图３　ＣＨＩ在４个不同种皮颜色花生
品种中的差异表达分析

Ｆｉｇ．３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＩｉｎ４ｐｅａｎｕｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

２．２．４　二氢黄酮醇４－还原酶基因（ＤＦＲ）差异表

达　从图４可见，ＤＦＲ表达水平在４个花生品种中
各不相同，珍珠红和珍珠黑 Ｒ３、Ｒ４期的 ＤＦＲ表达
量显著高于金花３９和粤油７号。其中珍珠红的表
达量在Ｒ１－Ｒ５期一直保持在较高水平，在Ｒ３期达
到峰值。珍珠黑则是在 Ｒ１、Ｒ２较低，Ｒ３期突增达
到最高，随后回落。由此虽可推断，ＤＦＲ基因的表
达量与种皮的颜色显著相关，ＤＦＲ基因的表达量越
高，种皮颜色越深，但为何在深红色品种中 ＤＦＲ会
一直保持较高水平仍然需要进一步研究。

图４　ＤＦＲ在４个不同种皮颜色花生
品种中的差异表达分析

Ｆｉｇ．４　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＦＲｉｎ４ｐｅａｎｕｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

２．２．５　类黄酮－３′羟化酶基因（Ｆ３′Ｈ）差异表达　
从图５可见，金花３９（Ｗ）中 Ｆ３′Ｈ的表达量在种子
发育的５个时期均很低，且没有显著差异。粤油７
号、珍珠红和珍珠黑的 Ｆ３′Ｈ表达模式基本相同，在
种子发育过程中，３个品种的 Ｆ３′Ｈ均稳定升高，并
在Ｒ３期达到峰值，随后逐渐回落。与 ＤＦＲ基因相
同，Ｆ３′Ｈ表达量在红色品种发育各期中一直保持较
高水平。

图５　Ｆ３′Ｈ在４个不同种皮颜色花生
品种中的差异表达分析

Ｆｉｇ．５　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦ３′Ｈｉｎ４ｐｅａｎｕｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

２．２．６　花色苷合成酶基因（ＡＮＳ）差异表达　由图
６可见，在种子发育早期（Ｒ１和Ｒ２期），４个品种的
花色苷合成酶基因（ＡＮＳ）表达量均较低，其中珍珠
红相对其它品种较高。粤油７号表达量在 Ｒ４期显

３０６李海芬等：花生花青素合成相关基因的表达与种皮颜色关系



著增加，随后回落。珍珠红和珍珠黑在种子发育过

程中ＡＮＳ表达量逐渐增加，在Ｒ３期达到最高，显著
高于金花３９和粉红色粤油７号，且珍珠黑的表达量
是珍珠红的３倍多（图６）。这些结果表明，ＡＮＳ基
因在种皮颜色较深的花生品种中高表达，与种皮的

颜色密切相关。

图６　ＡＮＳ在４个不同种皮颜色花生
品种中的差异表达分析

Ｆｉｇ．６　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＮＳｉｎ４ｐｅａｎｕｔ
ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

２．２．７　类黄酮３－Ｏ－糖基转移酶基因（３ＧＴ）差
异表达　４个品种的类黄酮３－Ｏ－糖基转移酶基
因（３ＧＴ）在种子发育过程的差异表达见图７。总体
上看，珍珠红各期３ＧＴ表达水平最高，其次是珍珠
黑，且二者差异显著（Ｐ＜０．０５）。虽然随着种子发
育，３ＧＴ表达量也有起伏，但 Ｒ３期和 Ｒ４期的表达
量仍然较高，这些结果表明类黄酮３－Ｏ－糖基转移
酶基因（３ＧＴ）的积累与种皮颜色深浅和花青素含
量有一定的相关性。

图７　３ＧＴ在４个不同种皮颜色花生品种中的差异表达分析
Ｆｉｇ．７　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ３ＧＴｉｎ４ｐｅａｎｕｔ

ｃｕｌｔｉｖａｒｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｓｔａｃｏｌｏｒ

３　讨论
植物种子中的种皮色素由花青素构成，不同植

物的种皮，其花青素的成分不一样，如黑米种皮色素

主要是由矢车菊素－３－葡萄糖苷和芍药素－３－葡
萄糖苷组成［１０］，紫甘薯花青素成分包括矢车菊素、

飞燕草素、锦葵色素、牵牛花色素和甲基花青素［１１］。

胡济美等 ［１２］对蓝莓花青素的种类和结构进行了鉴

定，并最终鉴定出１３种花色苷。闫亚美等［１３］对黑

果枸杞等６种不同植物材料的花色苷组成含量及体
外抗氧化活性进行分析，发现黑果枸杞花色苷的主

要组分为矮牵牛素衍生物，有别于其他所测果蔬材

料，其抗氧化活性也最高。但目前对于花生中花青

素的种类和含量，至今尚未见文献报道。本试验结

果表明花生种皮色素主要是由飞燕草色素、矢车菊

色素、天竺葵色素组成，且不同种皮颜色花生品种花

青素种类与含量存在较大差异。飞燕草色素和矢车

菊色素含量是种皮呈红或深紫色的主要原因。

目前大部分研究认为：植物花青素生物合成途

径可以分为三个阶段［１４］。第一个阶段是苯丙氨酸

经过一系列反应生成４－香豆酰 ＣｏＡ，其中 ＰＡＬ负
责将苯丙氨酸催化脱氢生成肉桂酸；第二个阶段４
－香豆酰ＣｏＡ和丙二酰ＣｏＡ反应生成二氢黄酮醇，
它是类黄酮代谢途径的关键步骤，由 ＣＨＳ、ＣＨＩ和
Ｆ３′Ｈ等催化，ＣＨＳ催化４－香豆酸 ＣｏＡ与丙二酰
ＣｏＡ合成查尔酮，ＣＨＩ催化查尔酮转化为４′，５′，７′
－三羟基黄烷酮，Ｆ３′Ｈ将其催化生成二氢黄酮醇；
第三个阶段是二氢黄酮醇生成各种花青素，首先

ＤＦＲ将二氢黄酮醇转化成无色花青素，然后在 ＡＮＳ
和３ＧＴ的作用下生成有色稳定的花青素。其中
ＡＮＳ负责无色花青素经氧化脱水生成有色花青素，
而３ＧＴ负责花青素苷的结构稳定。在本研究中，我
们以４个不同种皮颜色的花生品种为材料，分析种
皮的花青素生物合成代谢途径相关的７个基因在品
种间的表达差异。结果表明：在供试的四个品种中，

７个基因在花生种子发育过程中的表达量不仅品种
间存在较大差异，且在不同发育阶段也各不相同。

这７个基因在种皮颜色较深的深红色品种和深紫色
的花生品种的表达量显著高于白色和粉红色的花生

品种，且这些基因的表达大都集中于种子发育的种

子充实期Ⅰ（开花后约４０ｄ）、种子充实期Ⅱ（开花后
约５０ｄ），说明这些基因在花生种皮花青色合成过程
中都具有一定作用。但是否这些基因的高效表达一

定会促进花青素的合成却不尽然，例如 ＰＡＬ和３ＧＴ
两个基因在深红色花生品种中的表达量明显高于深

紫色的花生品种。花青素合成的第一个阶段由苯丙

氨酸到 ４－香豆酰 ＣｏＡ，也是植物许多次级代谢
（ＳＡ、绿原酸、黄铜、木质素、香豆素、植物防御素的
积累）共有的路径［１５～１７］，其中ＰＡＬ是该途径中的一
个限速酶，催化苯丙氨酸脱氨生成肉桂酸［１４，１８，１９］。

因此，整个发育过程中珍珠红、粤油７号 ＰＡＬ的高
表达可能与多种代谢活动相关。３ＧＴ主要在花青素

４０６ 中国油料作物学报　２０１７，３９（５）



形成后对碳骨架进行糖基化修饰［２０］，对植物花青素

的稳定性和可溶性起着重要作用。由此推测 ３ＧＴ
的较少表达可能是造成深紫色花生品种种皮容易脱

色的原因之一。可见，这７个基因在植物花青素生
物合成过程中都起到了一定的作用。但植物花青素

的合成代谢具有复杂的网络调控机制，相关转录调

控机制还需要进一步研究，且不同的物种也可能会

存在部分甚至较大差异，这些都需要我们进一步研

究，才能为作物遗传改良提供更有力的理论依据。
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５０６李海芬等：花生花青素合成相关基因的表达与种皮颜色关系


