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　 　 摘要：应用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术克隆得到 ｃＤＮＡ 全长 １７９７ ｂｐ 的黄秋葵（Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． ）番茄红素 β⁃环化酶基因

ＬＣＹＢ，开放阅读框（ＯＲＦ）包含 １５０９ 个碱基；预测编码 ５０３ 个氨基酸，理论分子量（Ｍｗ）为 ５６􀆰 ２８８ ｋＤ，等电点（ｐＩ）为 ４􀆰 ５７７；编
码的蛋白与陆地棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ． ）、黄麻（Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓ ｃａｐｓｕｌａｒｉｓ Ｌ． ）和可可（Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ． ）同源蛋白的相似性均在

８８％以上，显示其高度的保守性，将基因命名为 ＨｅＬＣＹＢ，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为：ＫＸ２５７９９８。 Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 分析显示，蛋白氨基酸序列

８８ ～ ４８１ 位为 ＨｅＬＣＹＢ 保守结构域，并在 ８８ ～ １１３ 位含有 １ 个 ＦＡＤ 结合域。 通过荧光定量 ＰＣＲ 分析表明，ＨｅＬＣＹＢ 基因在黄秋

葵根、茎、叶、花和果荚中均有表达；叶片生长中以成熟叶中表达最高，果实发育中以花后 ７ｄ 高表达。 建立与优化了黄秋葵类

胡萝卜素超高效液相检测体系，结果显示黄秋葵中主要含有 β⁃胡萝卜素和叶黄素。 β⁃胡萝卜素在成熟叶中含量最高，果实以

花后 ７ ｄ 含量最高，与 ＨｅＬＣＹＢ 基因的表达呈正相关。 本研究揭示了 ＨｅＬＣＹＢ 基因表达和类胡萝卜素积累的特性，为开展黄秋

葵类胡萝卜素分子调控机制研究奠定了基础。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． ；Ｌｙｃｏｐｅｎｅ β⁃ｃｙｃｌａｓｅ ＬＣＹＢ ｇｅｎｅ；ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ；ＵＰＬＣ

类胡萝卜素在叶绿体、有色体中合成，行使着植

物的各种基本功能。 在叶绿体中，类胡萝卜素起着

光捕捉、光保护、光修复等作用［１］ 。 在有色体中，
类胡萝卜素负责水果和鲜花的着色，艳丽的色彩

可以引诱昆虫从而协助传播后代［２］ 。 类胡萝卜素

能够改善人类健康，一些 β⁃环基团类胡萝卜素是

维生素 Ａ 的前体，服用维生素 Ａ 补充剂能够使低

龄儿童的全因死亡率大幅下降［３⁃５］ 。 另外，摄入富

含类胡萝卜素的食品可以作为治疗心血管疾病、
骨质疏松和前列腺癌等的潜在手段［６⁃８］ 。 因此，目
前诸多研究都关注于类胡萝卜素的调控机制

方面。
番茄红素 β⁃环化酶（ＬＣＹＢ，ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｂｅｔａ⁃ｃｙｃｌａ⁃

ｓｅ）调控 β⁃胡萝卜素与含 β⁃环的胡萝卜素的生物合

成，ＬＣＹＢ 编码的基因是基因工程改良植物类胡萝

卜素含量的重要靶点［９⁃１０］。 在白肉番茄 Ｂｅｔａ 变种

中，因为 ＬＣＹＢ 表达上调导致其 β⁃胡萝卜素含量远

远超过野生种［１１］；在红瓤西瓜中，ＬＣＹＢ 突变致使

β⁃环化酶的活性降低，引起番茄红素积累［１２］；在黄

肉番木瓜中，番茄红素全数被高水平的 ＬＣＹＢ 基因

合成为 β⁃胡萝卜素［１３］；萝卜中 ＬＣＹＢ 基因的沉默表

达及过量表达分别能使 β⁃胡萝卜素的含量降低和

升高［１４］；在成熟的猕猴桃果实中，ＬＣＹＢ 的表达可调

控 β⁃胡萝卜素含量［１５］。
黄秋葵（Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． ），秋葵属，原产

于非洲东北部，世界栽培广泛，近年来，国内引进

推广较快，栽培面积逐年增长。 黄秋葵以食嫩果

为主，含丰富蛋白质、维生素及矿物盐、糖聚合体

等营养成分，是一种具有较高营养价值、保健功能

的健康蔬菜［１６⁃１７］ 。 此外，黄秋葵植株生长量大，产
量高，可达 ９０ ｔ ／ ｈｍ２，叶片、茎秆中富含叶黄素、β⁃
胡萝卜素、粗纤维和粗蛋白，是良好的天然着色剂

原料和植物蛋白饲料［１８］ 。 本研究首次成功获得黄

秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因全长，分析了 ＨｅＬＣＹＢ 基因表达

和类胡萝卜素积累特性，对揭示 ＨｅＬＣＹＢ 基因在黄

秋葵类胡萝卜素合成中的作用具有重要理论意

义，为开展黄秋葵类胡萝卜素分子调控机制奠定

了基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

材料为红色黄秋葵品种、白色黄秋葵品种、绿色

黄秋葵品种，由福建省农业科学院蔬菜研究中心提

供。 取 ３ 个品种的根、茎、叶（幼叶：叶龄 １０ ｄ，嫩叶：
叶龄 ２０ ｄ，成熟叶：叶龄 ３０ ｄ，老叶：叶龄 ５０ ｄ）、花、
果（花后 １ ｄ、花后 ３ ｄ、花后 ５ ｄ、花后 ７ ｄ、花后 １０ ｄ
的果实）存于 － ８０ ℃冰箱中备用。
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成

植物材料的总 ＲＮＡ 采用通用植物总 ＲＮＡ 提取

试剂盒（百泰克生物技术有限公司）提取；ＲＮＡ 的质

量用凝胶电泳与紫外分光光度计检测；总 ＲＮＡ 逆转

录应用 Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录酶（ＴａＫａＲａ 公司）。
１􀆰 ３　 ＨｅＬＣＹＢ 基因序列的克隆

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 上陆地棉（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ）、
黄蜀葵（Ａｂｅｌｍｏｓｃｈｕｓ ｍａｎｉｈｏｔ （Ｌ． ） Ｍｅｄｉｃｕｓ） ［１９］、柿
子（Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓ ｋａｋｉ）、茄子（ Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ） 的

ＬＣＹＢ 保守序列，设计一对简并引物 ＨＢ１⁃Ｆ（上游）、
ＨＢ１⁃Ｒ（下游）（表 １），ＰＣＲ 扩增黄秋葵嫩叶 ｃＤＮＡ。
ＰＣＲ 反应程序为：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性

３０ ｓ，５３ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，４０ 个循环；
７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 用 ０􀆰 ８％ 琼脂糖凝胶电泳检测

ＰＣＲ 产物，目的片段经回收（美国 Ｏｍｅｇａ 公司）、连
接（载体 ｐＭＤ１８⁃Ｔ，宝生物工程有限公司）、转化（大
肠杆菌 ＤＨ５α，宝生物工程有限公司）、蓝白斑筛选、
ＰＣＲ 鉴定、测序（上海生工生物工程有限公司），最
后获得 ＬＣＹＢ 保守片段。

根据 ＬＣＹＢ 基因保守区克隆测序结果，设计 ３′
端上游引物 ＨＢ⁃３′（表 １），与通用引物 ＡＵＡＰ（表 １）
配对进行 ＰＣＲ 扩增。

根据已获得的序列，设计了两个 ５′端下游引物

ＨＢ⁃５′⁃１ 和 ＨＢ⁃５′⁃２（表 １）。 以 ＨＢ⁃５′⁃１ 为引物应

用 Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂

盒（宝生物有限公司），合成 ｃＤＮＡ 第 １ 链，随后加

同聚物尾，合成 ｃＤＮＡ 第 ２ 链，产物作为扩增模板以

ＨＢ⁃５′⁃２ 与 ＡＵＡＰ 配对进行 ＰＣＲ 扩增。 将扩增得到

的 ３′和 ５′ Ｒａｃｅ 产物对比拼接。
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表 １　 黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因克隆与表达的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｌ． Ｂａｎｋｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
作用

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ

ＡＰ ５′⁃ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ（Ｔ）１７⁃３′ 反转录引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ

ＡＡＰ ５′⁃ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ（Ｇ）８⁃３′

ＡＵＡＰ ５′⁃ＧＧＣＣＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＡＧＴＡＣ⁃３′

通用引物 Ａｎｃｈｏｒｅｄ ｐｒｉｍｅｒ

ＨＢ１⁃Ｆ ５′⁃ＣＣＣＣＴＴＣＣＡＧＴＧＣＴＡＣＣＣＣＡＡ⁃３′

ＨＢ１⁃Ｒ ５′⁃ＴＣＧＴＣＧＣＡＧＡＴＧＣＣＡＴＡＧＴＴＣ⁃３′

保守区引物 Ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ

ＨＢ⁃３′ ５′⁃ＴＣＧＴＣＧＣＡＧＡＴＧＣＣＡＴＡＧＴＴＣ⁃３′ ３′ＲＡＣＥ 引物　 ３′ＲＡＣＥ

ＨＢ⁃５′⁃１ ５′⁃ＧＣＡＡＧＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡＡＣＣＡＴＧＴＡ⁃３′ ５′ＲＡＣＥ 引物　 ５′ＲＡＣＥ

ＨＢ⁃５′⁃２ ５′⁃ＡＧＧＧＡＣＣＣＡＣＣＣＡＴＣＧＧＡＡＴＡ⁃３′ 反转录引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒ

ＨｅＬＣＹＢ⁃Ｆ ５′⁃ＣＣＡＴＧＧＡＴＡＣＴＴＴＡＣＴＴＡＧＡＡＣ⁃３′

ＨｅＬＣＹＢ⁃Ｒ ５′⁃ＣＴＴＡＴＴＣＴＣＴＡＴＣＣＴＧＣＡＣＴ⁃３′

扩增开放阅读框引物 Ｆｏｒ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｏｆ ＯＲＦ

Ｂ２Ｓ ５′⁃ＧＡＡＣＴＣＴＴＣＣＴＴＴＡＧＣＣＡＡＣＡ⁃３′

Ｂ２Ｘ ５′⁃ＡＡＴＧＡＡＡＣＣＣＡＧＣＣＡＣＡＡ⁃３′

表达引物 Ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ

ＮＥ⁃Ｆ ５′⁃ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴ⁃３′

ＮＥ⁃Ｒ ５′⁃ＡＣＣＣＡＡＧＧＴＣＣＡＡＣＴＡＣＧＡＧ⁃３′

内参基因引物 Ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

在黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因 ｃＤＮＡ 全长的基础上，
设计一对其 ＯＲＦ 扩增引物 ＨｅＬＣＹＢ⁃Ｆ、ＨｅＬＣＹＢ⁃Ｒ，
用以验证已得序列。
１􀆰 ４　 ＨｅＬＣＹＢ 基因的生物信息学分析

应用 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 用于引物设计、多序列比对；
使用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ􀆰 ｅｘｐａｓｙ􀆰 ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）
和 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ􀆰 ｅｘｐａｓｙ􀆰 ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｓｃａｌｅ ／ ０）在线

软件分析蛋白一级结构；翻译后蛋白修饰运用 Ｍｏｔｉｆ
Ｓｃａｎ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｙｈｉｔｓ􀆰 ｉｓｂ⁃ｓｉｂ􀆰 ｃｈ ／ ｃｇｉｂｉｎ ／ ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）
在线分析；保守结构域运用 ＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ􀆰
ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ􀆰 ｄｅ ／ ）软件分析；应用 ｂｉｏｘｍ 预测分

子量、蛋白质的等电点；应用 ＳＯＭＰＡ 软件分析蛋白

二级结构；利用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 在线软件进行蛋白

３Ｄ 结构建模；采用 ＳＭＡＲＴ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｍａｒｔ􀆰 ｅｍｂｌ⁃ｈｅｉ⁃
ｄｅｌｂｅｒｇ􀆰 ｄｅ ／ ）ＣｌｕｓｔａｌＸ １􀆰 ８１ 软件和 ＭＥＧＡ ４􀆰 ０ 软件

构建进化树。
１􀆰 ５　 ＨｅＬＣＹＢ 基因的实时荧光定量分析

依据黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因全长序列，应用 Ｐｒｉｍ⁃
ｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ ３􀆰 ０ 软件，遵照定量 ＰＣＲ 引物设计的原则

设计一对荧光定量特异引物 Ｂ２Ｓ 和 Ｂ２Ｘ（表 １），以
黄秋葵 １８ｓ ｒＲＮＡ （ ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ０６９２２９􀆰 １ ） 作为内

参，设计内参引物 ＮＥ⁃Ｆ 和 ＮＥ⁃Ｒ（表 １）。 应用Ｐｏｗｅｒ
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（美国，ＡＢＩ）试剂盒进

行实时定量 ＰＣＲ 扩增（ＡＢＩ７５００）。 ２５ μＬ 反应体

系：１２􀆰 ５ μＬ Ｐｏｗｅｒ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，

１ μＬ ｃＤＮＡ，上、下引物各 ０􀆰 ５ μＬ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），用
双蒸水补充至 ２５ μＬ。 反应程序：９５ ℃ 预变性

１０ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ ｓ，５６ ℃ 退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃ 延

伸 １ ｍｉｎ，４０ 个循环。 每个反应设 ３ 次重复，试验

结果应用 ＡＢＩ ７５００ 分析软件中 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ＣＴ
（ΔΔＣＴ）法分析。 基因表达差异显著性分析使用

ＳＰＳＳ 软件。
１􀆰 ６　 类胡萝卜素提取和超高效液相色谱测定

液氮研磨样品，称取 ２ ｇ 粉末，用 ５０ ｍＬ 浸提剂

（丙酮∶ 石油醚 ＝ ２∶ ３）（含 ０􀆰 １％ ＢＨＴ）混匀于 ５０ ℃
下黑暗浸提，过滤采集上清液，重复上述操作直到渣

变白，集中提取液，用旋转蒸发仪 ４０ ℃下蒸干，复溶

于 ２０ ｍＬ 的石油醚（含 ０􀆰 １％ ＢＨＴ）中，加 ２０ ｍＬ 皂

化液 １０％ ＫＯＨ⁃甲醇，放置过夜，样品经过洗涤，过
滤并蒸干，最后用丙酮定容至 ５ ｍＬ，氮储于 － ７０ ℃，
超高效液相色谱（ＵＰＬＣ，ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏ⁃
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）分析之前用 ０􀆰 ２２ μｍ 的尼龙膜过滤。 用

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱 （２􀆰 １ ｍｍ × ５０ ｍｍ，
１􀆰 ７ μｍ）（Ｗａｔｅｒｓ，ＵＳＡ）分离、鉴别类胡萝卜素种

类，流动相为乙腈甲醇（９０ ∶ １０ ｖ ／ ｖ），在 ４５０ ｎｍ 下

检测类胡萝卜素成分（叶黄素、番茄红素、β⁃胡萝

卜素和 β⁃隐黄质）并用它们相应的标准曲线进行

定量。 类胡萝卜素总量为各个类胡萝卜素成分的

总和，全部数据至少经过 ３ 次独立试验并用平均

值 ± 标准差。
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＨｅＬＣＹＢ 基因克隆

应用简并引物 ＬＣＹＢ⁃Ｆ 和 ＬＣＹＢ⁃Ｒ，以黄秋葵

嫩叶总 ＲＮＡ 逆转录的 ｃＤＮＡ 第 １ 链作为模板，进
行 ＰＣＲ 扩增，扩增得到一条与预期大小吻合的近

３００ ｂｐ 的条带 （图 １Ａ） 。 经回收、连接、转化、
ＰＣＲ 鉴定、测序，测得该片段实际为 ２８７ ｂｐ，经
ＢＬＡＳＴｎ 分析，确认是黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因的保守

序列。
通过 ３′ ＲＡＣＥ，扩增得到 ５７７ ｂｐ 的片段 （图

１Ｂ），除去与保守区重叠区段与引物，实际大小为

４０６ ｂｐ。 经 ＮＣＢＩ 网站 ＢＬＡＳＴ 检索确认其为黄秋葵

ＨｅＬＣＹＢ 基因的 ３′端序列。
根据 ５′ＲＡＣＥ 的原理，扩增出了 ５′端 １１３９ ｂｐ

的片段（图 １Ｃ），除保守区重叠区段实际为 １１０４ ｂｐ，
经 ＮＣＢＩ 网站 ＢＬＡＳＴ 核实其是黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因

的 ５′端序列。
所得的 ３′ＲＡＣＥ、保守区和 ５′ＲＡＣＥ 的序列经比

对拼接得一大小为 １７９７ ｂｐ 的全长序列，含 １５０９ 个

碱基（图 １Ｄ）的完整开放阅读框（ＯＲＦ），编码了 ５０３
个氨基酸。

Ｍ：ＤＮＡ 标准分子量 ＤＬ２０００；Ａ：ＨｅＬＣＹＢ 保守区扩增产物；Ｂ： ３′ＲＡＣＥ 扩增产物；Ｃ：５′ＲＡＣＥ 扩增产物；Ｄ：ＯＲＦ 扩增产物

Ｍ：ＤＬ ２０００ ｍａｒｋｅｒ，Ａ：Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ，Ｂ：３′ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ，Ｃ：５′ＲＡＣＥ ｐｒｏｄｕｃｔ，Ｄ：ＯＲＦ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ

图 １　 黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因的克隆

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｌ．

２􀆰 ２　 ＨｅＬＣＹＢ 基因序列的生物信息分析

序列分析显示，ＨｅＬＣＹＢ 具有一个 １５０９ ｂｐ 的完

整 ＯＲＦ，编码区的 ＧＣ 含量占 ４１％ ，预测编码 ５０３ 个

氨基酸，理论分子量 （Ｍｗ） 为 ５６􀆰 ２８８ ｋＤ，等电点

（ｐＩ） 为 ４􀆰 ５７７， ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 时的带点荷数 （ ｃｈ） 为

－ ８􀆰 ３０６；在构成该蛋白的 ２０ 种氨基酸中，亮氨酸

（Ｌｕｅ ） 含 量 最 高 （ １１􀆰 ７％ ）， 缬 氨 酸 （ Ｖａｌ ） 次 之

（８􀆰 ０％ ），色氨酸（Ｔｒｐ）含量最低（１􀆰 ４％ ）；就氨基酸

的特性而言，该蛋白不包含强碱性氨基酸、强酸性氨

基酸（Ｄ、Ｅ），含有 ４０５ 个疏水氨基酸（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｆ、Ｗ、
Ｖ）和 ７１９ 个极性氨基酸（Ｎ、Ｃ、Ｑ、Ｓ、Ｔ、Ｙ），脂肪族

指数（ＡＩ）是 ９２􀆰 ６２，不稳定系数（Ⅱ）是 ３６􀆰 ００；其蛋

白的总体平均疏水性（ＧＲＡＶＹ）是 － ０􀆰 １３３，因此预

测为亲水性蛋白。
Ｍｏｔｉｆ Ｓｃａｎ 分析表明，８８ ～ ４８１ 位为保守区蛋白

结构域，８８ ～ １１３ 位为 ＦＡＤ 蛋白结合域。 ＳＯＭＰＡ 分

析 ＨｅＬＣＹＢ 蛋白的二级结构表明，该蛋白有 α 螺旋

３８􀆰 ９７０％ 、不 规 则 卷 曲 ４４􀆰 ３３％ 和 延 伸 链 结 构

１６􀆰 ７０％ ，未发现 β 转角的存在。 利用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤ⁃

ＥＬ 在线构建蛋白 ３Ｄ 模型，ＨｅＬＣＹＢ 蛋白的保守结

构域三维结构模型如图 ２ 所示。

图 ２　 ＨｅＬＣＹＢ 蛋白三级结构

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｐｒｏｔｅｉｎ

比对 ＨｅＬＣＹＢ 编码的氨基酸序列和 ＧｅｎＢａｎｋ
其他植物 ＬＣＹＢ 蛋白序列，显示 ＨｅＬＣＹＢ 与多种植

物 ＬＣＹＢ 氨基酸序列均具有较高同源性，并有多个

保守区域。 其中与陆地棉 （ ＸＰ ＿０１２４６４１２９􀆰 １ ） 有

９１％的同源性，与黄麻（ＯＭＯ６００９４􀆰 １）、可可（ＸＰ＿
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００７０２８５５７􀆰 ２）、毛果杨（ＸＰ＿００２３０８９０３􀆰 １）等序列也

分别有 ８８％ 、８８％ 、８３％的同源性。 ＨｅＬＣＹＢ 氨基酸

序列具有“ ＦＬＹＡＩＶＩＰ”序列及 ＦＡＤ ／ ＮＡＤ（Ｐ）结合区

（图 ３），因此确认所得序列为黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 基因

全长 ｃＤＮＡ 序列，将其命名为 ＨｅＬＣＹＢ，ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号为 ＫＸ２５７９９８。

陆地棉 Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ． ＸＰ＿０１２４６４１２９􀆰 １；黄麻 Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓ ｃａｐｓｕｌａｒｉｓ Ｌ． ＯＭＯ６００９４􀆰 １；可可 Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ． ＸＰ＿００７０２８５５７􀆰 ２；
番木瓜 Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ． ＡＢＤ９１５７８􀆰 １；甜橙 Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ． ＡＡＭ２１１５２􀆰 １；柚子 Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ Ｂ． ＡＡＲ８９６３２􀆰 １；

黄秋葵 Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． ＡＰ０１４２８５􀆰 １；Ｂｏｘ Ｉ 是“ＦＬＹＡＩＶＩＰ”序列；Ｂｏｘ Ⅱ是 ＦＡＤ ／ ＮＡＤ（Ｐ）结合区

Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ． ＸＰ＿０１２４６４１２９􀆰 １， Ｃｏｒｃｈｏｒｕｓ ｃａｐｓｕｌａｒｉｓ Ｌ． ＯＭＯ６００９４􀆰 １，Ｔｈｅｏｂｒｏｍａ ｃａｃａｏ Ｌ． ＸＰ＿００７０２８５５７􀆰 ２，
Ｃｈａｅｎｏｍｅｌｅｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ． ＡＢＤ９１５７８． ，Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ． ＡＡＭ２１１５２􀆰 １，Ｃｉｔｒｕｓ ｍａｘｉｍａ Ｂ． ＡＡＲ８９６３２􀆰 １，Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． ＡＰ０１４２８５􀆰 １，

Ｂｏｘ Ｉ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ “ＦＬＹＡＩＶＩＰ”，Ｂｏｘ Ⅱ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ＦＡＤ ／ ＮＡＤ（Ｐ）

图 ３　 黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 氨基酸同源性分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ．
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　 　 将 ＨｅＬＣＹＢ 与其他 ２２ 种植物 ＬＣＹＢ 同源蛋

白进行多重序列比较，以了解与其他 ＬＣＹＢ 同源

蛋白在系统进化的关系，应用 ＭＥＧＡ ４􀆰 ０ 软件构

建系统进化树。 结果表明，与 ＨｅＬＣＹＢ 遗传关系

最近的是陆地棉，遗传关系较远的是桑树、金丝

枣（图 ４） 。

   

   

   

   

   

   

   

  

图 ４　 黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 与其他植物

２２ 个 ＬＣＹＢ 蛋白的系统进化分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ
ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． ｗｉｔｈ ２２ ｏｔｈｅｒ ｐｌａｎｔ ＬＣＹＢｓ

２􀆰 ３　 ＨｅＬＣＹＢ 基因的表达分析

２􀆰 ３􀆰 １　 ＨｅＬＣＹＢ 基因在黄秋葵不同品种和组织中

的表达　 以黄秋葵 １８Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参，运用荧光

定量 ＰＣＲ 技术检测 ＨｅＬＣＹＢ 在 ３ 个不同黄秋葵品

种、组织中的表达，结果表明（图 ５），ＨｅＬＣＹＢ 在根、
茎、叶、花和果实等各器官中均有表达，花中表达量

最高，其次为叶、茎和果实，根的表达量最低，在不同

品种间，同一器官以绿色品种的表达更为丰富，红色

品种次之，白色品种较低。 经软件分析，ＨｅＬＣＹＢ 基

因表达在花、叶、茎中差异不显著，花、果、根中表达

差异显著，在根中表达为白色品种和红色品种无显

著差异，而绿色品种与其他两个品种差异显著，在
茎、叶、花的表达中，红色品种和绿无品种无显著差

异，白色品种与其他两个品种差异显著。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ＨｅＬＣＹＢ 基因在黄秋葵叶片发育过程中的

表达　 黄秋葵的叶片可提取天然色素（叶黄素和 β⁃
胡萝卜素），黄秋葵叶粉添加禽类饲料，可提高其产

量及品质［２０］。 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵叶片不同生长阶段

的表达分析表明，在叶片的生长过程中 ＨｅＬＣＹＢ 表

达量逐渐增加，到成熟叶时达到最高，之后逐渐下

降，老叶中最低，３ 个黄秋葵品种间表达量变化趋势

一致。 经差异分析得，ＨｅＬＣＹＢ 在幼叶、嫩叶、成熟

叶中表达无显著差异，老叶与其他叶片发育时期的

表达差异显著，ＨｅＬＣＹＢ 在红色品种和绿色品种的

幼叶、嫩叶、老叶表达无显著差异，白色品种与其他

两个品种差异显著，３ 个品种的成熟叶表达无显著

差异（图 ６）。
２􀆰 ３􀆰 ３　 ＨｅＬＣＹＢ 基因在黄秋葵果实发育过程中的

表达 　 在黄秋葵果实不同发育阶段，ＨｅＬＣＹＢ 基因

表达量伴随着果实发育逐渐增加，花后 ７ ｄ 表达量

达到峰值，随后表达量迅速下降。 ＨｅＬＣＹＢ 基因表

达在红色品种和绿色品种的花后 ３ ｄ、５ ｄ、７ ｄ 的果

实中表达无显著差异，白色品种与其他两个品种差

异显著，３ 个品种的花后 １ ｄ、１０ ｄ 的果实表达无显

著差异（图 ７）。
２􀆰 ４　 黄秋葵类胡萝卜素含量 ＵＰＬＣ 方法的建立和

测定

通过对黄秋葵类胡萝卜素提取方法筛选、色谱

条件优化、重复性、精密度和回收率试验，建立黄秋

葵类胡萝卜素超高效液相色谱法标准分析体系。 采

用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱，以乙腈 ∶ 甲
醇 ＝ ９ ∶ １ 为流动相，流速 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长

４５０ ｎｍ，柱温 ２８ ℃，进样体积 ５０ μＬ，检测在 ５ ｍｉｎ 内

完成，平均回收率达到 ９５􀆰 ３％，变异系数为 １􀆰 ３８％ ～
１􀆰 ７６％。 在黄秋葵的各组织中均检测到叶黄素、β⁃胡
萝卜素，未检测到番茄红素、β⁃隐黄质（图 ８）。
２􀆰 ４􀆰 １　 不同品种黄秋葵各组织类胡萝卜素含量测

定　 在黄秋葵各组织中，叶的叶黄素含量最高，茎其

次，根中含量最低；β⁃胡萝卜素在花中最丰富，叶其

次，根中最低。 除红色品种花的叶黄素、β⁃胡萝卜素

较绿色品种高外，其余各器官均低于绿色品种，白色

品种仅在果实中叶黄素含量比红色品种略高（表 ２）。
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红色字母表示 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵各组织表达的差异显著性；
黑色字母表示 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵不同品种间的表达差异显著性

Ｒｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ，Ｂｌａｃｋ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图 ５　 ＨｅＬＣＹＢ 在不同黄秋葵品种、组织中的表达

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

红色字母表示 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵叶发育过程表达的差异显著性；
黑色字母表示 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵不同品种间的表达差异显著性

Ｒｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｅａｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，Ｂｌａｃｋ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图 ６　 黄秋葵叶片发育过程中 ＨｅＬＣＹＢ 的表达

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２􀆰 ４􀆰 ２　 叶片生长发育过程类胡萝卜素含量变化　 同

一品种中伴随叶片的生长发育叶黄素、β⁃胡萝卜素

含量逐步升高，成熟叶时达到峰值，叶成熟后到叶片

老化其类胡萝卜素含量迅速下降。 不同品种叶片发

育的叶黄素、β⁃胡萝卜素含量变化趋势一致，以绿色

黄秋葵品种的成熟叶总含量最高，而白色黄秋葵品

红色字母表示 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵果实发育过程表达的差异显著性；
黑色字母表示 ＨｅＬＣＹＢ 在黄秋葵不同品种间的表达差异显著性

Ｒｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ
ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，

Ｂｌａｃｋ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ
ＨｅＬＣＹＢ ｇｅｎｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

图 ７　 黄秋葵果实发育过程中 ＨｅＬＣＹＢ 的表达

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨｅＬＣＹＢ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

种老叶总含量最低，在同一时期 ３ 个品种相较以绿

色品种含量略高，红色品种含量其次，白色品种含量

最低（表 ３）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 果实发育过程中类胡萝卜素含量变化　 在

黄秋葵果实发育过程中 β⁃胡萝卜素含量呈现先上

升后下降态势，在花后 ７ ｄ 达到峰值，随后下降。 叶

黄素在花后 ３ ｄ 含量最高，随后缓慢下降。 花后 １ ｄ
的果实叶黄素、类胡萝卜素总量均最低。 不同 ８０ 种

表现同一变化规律，以绿色黄秋葵品种的花后 ７ ｄ
果实类胡萝卜素总含量最高，白色黄秋葵品种花后

１ ｄ 果实胡萝卜素总含量最低。 不同黄秋葵品种同

一时期的类胡萝卜素总含量以绿色品种最高，红色

品种次之，白色品种总含量最低（表 ４）。

３　 讨论

类胡萝卜素既是影响果实外观品质和花卉观赏

价值的重要因素，也是决定水果和蔬菜内在营养品质

的重要指标［２１］。 不同的蔬菜、水果中类胡萝卜素的

组分与含量差异较大。 番茄以番茄红素为主，绿叶蔬

菜以胡萝卜素为主，而羽衣甘蓝、万寿菊、菠菜主要以

叶黄素为主［２２⁃２３］。 本研究建立和优化了黄秋葵类胡

萝卜素超高效液相色谱分析体系，分析了黄秋葵类胡

萝卜素积累特点，黄秋葵主要含有叶黄素和 β⁃胡萝

卜素。 β⁃胡萝卜素是维护人体健康不可缺少的营养

素，在淬灭自由基、抗癌、预防心血管疾病、白内障及

抗氧化上有显著的功能［２４⁃２５］。 黄秋葵各组织中均含

有 β⁃胡萝卜素。 叶片中 β⁃胡萝卜素含量伴随着叶片
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Ａ：类胡萝卜素标准样色谱图；Ｂ：黄秋葵成熟果实类胡萝卜素提取物色谱图

Ａ：ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ｓｔａｎｄａｒｄｓ，Ｂ：ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ

ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｍａｔｕｒｅ ｆｒｕｉｔ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ．

图 ８　 黄秋葵类胡萝卜素含量的 ＵＰＬＣ分析

Ｆｉｇ􀆰 ８　 ＵＰＬＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ．

表 ２　 不同品种黄秋葵各组织类胡萝卜素含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ａｎｄ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． （μｇ ／ １００ ｇ·ＦＷ）

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ
类胡萝卜素类型

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｔｙｐｅ
根

Ｒｏｏｔ
茎

Ｓｔｅｍ
叶

Ｌｅａｆ
花

Ｆｌｏｗｅｒ
果实

Ｆｒｕｉｔ

红色黄秋葵

Ｒｅｄ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ
叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ １􀆰 ３２ ±０􀆰 ５６ａ １７􀆰 ４２ ±１􀆰 ２８ｃ ２２􀆰 ６３ ±０􀆰 ７５ｄ １４􀆰 ４２ ±０􀆰 ６７ｃ ２􀆰 １２ ±１􀆰 ３１ｂ

β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ８􀆰 ０３ ±３􀆰 ２６ａ １２６􀆰 ３２ ±８􀆰 １６ｃ １３８􀆰 ０３ ±７􀆰 ３７ｄ １４６􀆰 ２１ ±５􀆰 ６１ｄ ２８􀆰 ５７ ±２􀆰 ３９ｂ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ９􀆰 ３５ ±２􀆰 ５７ａ １４３􀆰 ７４ ±５􀆰 ４７ｃ １６０􀆰 ６６ ±７􀆰 ４３ｄ １６０􀆰 ６３ ±４􀆰 ４３ｄ ３０􀆰 ６９ ±３􀆰 ７０ｂ

白色黄秋葵

Ｗｈｉｔｅ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ
叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ １􀆰 １６ ±０􀆰 ４３ａ １４􀆰 ８６ ±１􀆰 ３４ｄ １７􀆰 ９８ ±２􀆰 ３６ｄ １２􀆰 ６２ ±１􀆰 ４４ｃ ２􀆰 １４ ±０􀆰 ７１ｂ

β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ６􀆰 ３９ ±１􀆰 ８７ａ １１９􀆰 ５４ ±２􀆰 ５３ｃ １２５􀆰 ７８ ±５􀆰 ８３ｄ １２９􀆰 １４ ±４􀆰 ８６ｄ １７􀆰 ５９ ±１􀆰 ９３ｂ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ７􀆰 ５５ ±２􀆰 １３ａ １３４􀆰 ４０ ±２􀆰 ３３ｃ １４３􀆰 ７６ ±６􀆰 ９６ｄ １４１􀆰 ７６ ±３９６ｄ １９􀆰 ７３ ±２􀆰 ４１ｂ

绿色黄秋葵

Ｇｒｅｅｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ
叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ １􀆰 ６９ ±０􀆰 ２３ａ ２１􀆰 ９８ ±４􀆰 ８６ｄ ２４􀆰 ０２ ±４􀆰 ７９ｄ １１􀆰 ５８ ±３􀆰 ３９ｃ ２􀆰 ８３ ±０􀆰 １７ｂ

β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ９􀆰 ６５ ±１􀆰 ７９ａ １３１􀆰 １６ ±９􀆰 ０８ｃ １４０􀆰 ９４ ±８􀆰 ２３ｄ １４５􀆰 １８ ±６􀆰 ０６ｄ ２９􀆰 ６５ ±０􀆰 ８９ｂ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ １１􀆰 ４３ ±１􀆰 １２ａ １５３􀆰 １４ ±７􀆰 ３９ｃ １６４􀆰 ９６ ±１０􀆰 ８ｏｄ １５６􀆰 ７６ ±５􀆰 ８１ｃ ３２􀆰 ４８ ±０􀆰 ９９ｂ

ａ、ｂ、ｃ、ｄ 代表横向多重比较 ＳＮＫ 检验在 Ｐ ＝０􀆰 ０５ 水平的差异显著性，下同

ａ，ｂ，ｃ，ｄ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ＳＮＫ ｔｅｓｔｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｐ ＝０􀆰 ０５ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｌｅｖｅｌｓ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

４７１



　 １ 期 李永平等：黄秋葵番茄红素 β⁃环化酶 ＬＣＹＢ 基因的克隆与分析

表 ３　 不同品种黄秋葵叶片生长过程的类胡萝卜素含量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ａｎｄ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｅａｆ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． （μｇ ／ １００ ｇ·ＦＷ）

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ
类胡萝卜素类型

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｔｙｐｅ
幼叶

Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ｌｅａｆ
嫩叶

Ｔｅｎｄｅｒ ｌｅａｆ
成熟叶

Ｍａｔｕｒｅｄ ｌｅａｆ
老叶

Ｏｌｄ ｌｅａｆ

红色黄秋葵 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ １０􀆰 ５７ ±０􀆰 ２６４ｂ ２０􀆰 ４２ ±０􀆰 ６７ｃ ２１􀆰 ０４ ±０􀆰 ３９ｃ ８􀆰 ７４ ±０􀆰 ０９ａ

Ｒｅｄ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ２３􀆰 １７ ±１􀆰 ４７ｂ ５２􀆰 ２４ ±２􀆰 ２３ｃ １３８􀆰 ０３ ±７􀆰 ３７ｄ ２１􀆰 ４６ ±０􀆰 １５ａ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ３３􀆰 ７４ ±１􀆰 ５１ｂ ７２􀆰 ６６ ±２􀆰 ４２ｃ １５９􀆰 ０７ ±７􀆰 ４３ｄ ３０􀆰 ２０ ±０􀆰 ２０ａ

白色黄秋葵 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ ８􀆰 ２７ ±０􀆰 ８７ｂ １６􀆰 ６２ ±１􀆰 ４４ｃ １７􀆰 ８９ ±１􀆰 ３９ｄ ７􀆰 ８５ ±０􀆰 ２３ａ

Ｗｈｉｔｅ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ２２􀆰 ６９ ±０􀆰 ５５ｂ ６４􀆰 ２１ ±４􀆰 ３９ｃ １２５􀆰 ７８ ±５􀆰 ８３ｄ ２１􀆰 １３ ±０􀆰 １８ａ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ３０􀆰 ９６ ±１􀆰 ２５ｂ ８０􀆰 ８３ ±４􀆰 ５６ｃ １４３􀆰 ６７ ±６􀆰 ９６ｄ ２８􀆰 ９８ ±０􀆰 ３３ａ

绿色黄秋葵 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ １２􀆰 ２４ ±０􀆰 ４２ｂ ２１􀆰 ５８ ±３􀆰 ３９ｃ ２４􀆰 ３１ ±１􀆰 ４６ｄ １１􀆰 ２７ ±０􀆰 ２７ａ

Ｇｒｅｅｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ２２􀆰 ９９ ±０􀆰 ５８ｂ ８４􀆰 ９１ ±５􀆰 ７４ｃ １４０􀆰 ９４ ±８􀆰 ２３ｄ ２０􀆰 ８７ ±２􀆰 ６２ａ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ３５􀆰 ２３ ±０􀆰 ７４ｂ １０６􀆰 ４９ ±６􀆰 ３３ｃ １６５􀆰 ２５ ±７􀆰 ８２ｄ ３２􀆰 １４ ±２􀆰 ８２ａ

表 ４　 不同品种黄秋葵果实过程的类胡萝卜素含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｔａｌ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ａｎｄ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｒｕｉｔ ｉｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ Ｌ． （μｇ ／ １００ ｇ·ＦＷ）

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ
类胡萝卜素类型

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｔｙｐｅ

花后 １ ｄ
１ ｄａｙ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

花后 ３ ｄ
３ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

花后 ５ ｄ
５ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

花后 ７ ｄ
７ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

花后 １０ ｄ
１０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

红色黄秋葵 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ ０􀆰 ４２ ± ０􀆰 １３ａ ３􀆰 ０４ ± ０􀆰 １９ｄ ２􀆰 ６３ ± ０􀆰 ５７ｄ ２􀆰 １２ ± １􀆰 ３１ｃ １􀆰 ６４ ± ０􀆰 ２４ｂ

Ｒｅｄ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ２􀆰 ４７ ± ０􀆰 ３３ａ ９􀆰 １５ ± １􀆰 ３７ｂ １６􀆰 ７９ ± ２􀆰 ７８ｃ ２８􀆰 ５７ ± ２􀆰 ３９ｄ ２􀆰 １０ ± ０􀆰 ８９ａ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ２􀆰 ８９ ± ０􀆰 ４１ａ １２􀆰 ５２ ± １􀆰 １７ｂ １９􀆰 ４２ ± ３􀆰 ２５ｃ ３０􀆰 ６９ ± ３􀆰 ７０ｄ ３􀆰 ７４ ± ０􀆰 ９６ａ

白色黄秋葵 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ ０􀆰 ３２ ± ０􀆰 １６ａ ２􀆰 ８５ ± ０􀆰 ３２ｄ ２􀆰 ６２ ± ０􀆰 ９４ｄ ２􀆰 １４ ± ０􀆰 ７１ｃ １􀆰 ５９ ± ０􀆰 １９ｂ

Ｗｈｉｔｅ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ２􀆰 １２ ± ０􀆰 ０８ａ ５􀆰 ９７ ± ０􀆰 ９８ｂ １２􀆰 ３３ ± ２􀆰 ３５ｃ １７􀆰 ５９ ± １􀆰 ９３ｄ １􀆰 ９６ ± ０􀆰 ９９ａ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ２􀆰 ４４ ± ０􀆰 １８ａ ８􀆰 ８２ ± １􀆰 １３ｂ １４􀆰 ９５ ± ３􀆰 ０８ｃ １９􀆰 ７３ ± ２􀆰 ４１ｄ ３􀆰 ５５ ± １􀆰 ０３ａ

绿色黄秋葵 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ２２ａ ３􀆰 ２７ ± ０􀆰 ２３ｄ ３􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６９ｄ ２􀆰 ８３ ± ０􀆰 １７ｃ １􀆰 ８５ ± ０􀆰 ３７ｂ

Ｇｒｅｅｎ Ｈｉｂｉｓｃｕｓ ｅｓｃｕｌｅｎｔｕｓ β⁃胡萝卜素 β⁃ｃａｒｏｔｅｎｅ ３􀆰 ３６ ± ０􀆰 ５７ａ １０􀆰 １１ ± １􀆰 ３７ｂ １８􀆰 ８３ ± ２􀆰 ２８ｃ ２９􀆰 ６５ ± ０􀆰 ８９ｄ ２􀆰 ６８ ± ２􀆰 １３ａ

类胡萝卜素总量 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ３􀆰 ９８ ± ０􀆰 ６９ａ １３􀆰 ３８ ± １􀆰 ２９ｂ ２１􀆰 ８４ ± ２􀆰 ６９ｃ ３２􀆰 ４８ ± ０􀆰 ９９ｄ ４􀆰 ５３ ± １􀆰 ９７ａ

的发育逐步升高，成熟叶时达到峰值，叶片老化后迅

速下降。 黄秋葵茎、叶的类胡萝卜素含量丰富，因其

生长期短、产量大，是作为天然着色剂的重要植物

源［２６］。 果实中 β⁃胡萝卜素含量伴随着果实的发育

呈现先上升后下降态势，在花后７ ｄ 达到峰值，此时

也是黄秋葵果实最适宜采收期［２７⁃２８］。
ＬＣＹＢ 是类胡萝卜素合成过程中的下游基因，

促使番茄红素向 β⁃胡萝卜素转化合成。 在番茄、木
瓜等作物中，β⁃胡萝卜素含量与 ＬＣＹＢ 基因表达量

呈正相关［２９，１３］。 在小麦中，通过 ＲＮＡ 干扰使 ＬＣＹＢ
基因发生转录后沉默，检测发现转基因植株的 ＬＣＹＢ
表达量均有不同程度下调［３０］；红肉脐橙的 ＬＣＹＢ 基

因导入番茄中，发现转基因植株中，外源 ＬＣＹＢ 超量

表达，番茄红素大量向 β⁃胡萝卜素转化，β⁃胡萝卜

素的含量极显著的高于对照［３１］。 本研究利用

ＲＡＣＥ 和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术，首次克隆获得黄秋葵 ＨｅＬ⁃
ＣＹＢ 基因，其全长为 １７９７ ｂｐ，含有 １５０９ 个碱基的开

放阅读框（ＯＲＦ），编码 ５０３ 个氨基酸。 序列分析表

明，ＨｅＬＣＹＢ 存在高度保守区域且包含植物 ＬＣＹＢ
的共同特征“ＦＬＹＡＩＶＩＰ”序列和 ＦＡＤ ／ ＮＡＤ（Ｐ）结合

区［３２］，这些高度保守的残基与催化功能有关［３３］。
黄秋葵 ＨｅＬＣＹＢ 的氨基酸序列与陆地棉有高达

９１％的同源性。 系统进化树分析显示，黄秋葵与陆

地棉 ＬＣＹＢ 有较近的亲缘关系，与桑树、金丝枣亲缘

关系较远。 实时荧光定量 ＰＣＲ 分析发现，ＨｅＬＣＹＢ
基因在黄秋葵各组织中均有表达。 在黄秋葵叶片

中，伴随着叶片的生长，ＨｅＬＣＹＢ 的表达量逐渐增

加，在成熟叶中达到最高，之后逐渐下降。 在黄秋葵

果实发育过程中，ＨｅＬＣＹＢ 基因表达量呈现先上升

后下降趋势，在花后 ７ ｄ 达到峰值，随后下降。 ＨｅＬ⁃
ＣＹＢ 基因的表达趋势与 β⁃胡萝卜素含量变化规律

基本一致，与在番茄、木瓜、小麦、番茄等众多研究结

果一致［１３，２９⁃３１］，暗示 ＨｅＬＣＹＢ 基因在调控黄秋葵 β⁃
胡萝卜素生物合成中起重要作用，ＨｅＬＣＹＢ 基因表
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达与 β⁃胡萝卜素合成存在密切的相关性。 本研究

为进一步深入了解黄秋葵类胡萝卜素合成调控机制

奠定基础，为创制高类胡萝卜素含量新种质资源、开
展类胡萝卜素品质育种提供了可能。
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