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　 　 摘要：利用高效液相色谱法和实时定量 ＰＣＲ 方法，分别测定了 ２ 个异黄酮含量显著差异的大豆品种鲁黑豆 ２ 号

（ＬＨＤ２）和南汇早黑豆（ＮＨＺ）在子粒发育过程中的异黄酮含量变化以及异黄酮合成相关酶基因的表达模式变化，试图分析

异黄酮积累与各基因表达量变化的相关关系。 结果表明在大豆子粒发育过程中，异黄酮含量逐渐升高，而不同异黄酮合成

相关酶基因的表达趋势不同，ＣＨＳ７、ＣＨＳ８、ＣＨＲ、ＣＨＩ１Ａ 和 ＩＦＳ２ 的表达趋势与异黄酮积累模式基本一致，而 ＩＦＳ１ 和 ＣＨＩ１Ｂ１
的表达趋势与异黄酮积累模式相反。 ＩＦＲ 的表达模式在 ２ 个大豆品种中存在相反的趋势，在 ＬＨＤ２ 中与异黄酮组分积累趋

势相反，而在 ＮＨＺ 中与异黄酮组分积累趋势相同。 结果还表明，同一基因家族中不同基因在子粒发育过程中的表达量也

存在差异。 查尔酮合酶基因家族中 ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 以及查尔酮异构酶基因家族的 ＣＨＩ１Ａ 的表达水平相对其他成员较高，异
黄酮合酶基因家族中 ＩＦＳ２ 的表达量显著高于 ＩＦＳ１ 的表达量，预示这些基因家族在大豆子粒异黄酮积累过程中存在功能分

化。 此外，各基因表达模式与异黄酮积累的相关分析结果表明，不同基因表达模式与异黄酮积累的相关性在 ２ 个品种中

也不尽相同。 ＬＨＤ２ 中 ＣＨＳ７、ＣＨＳ８ 和 ＩＦＳ２ 在子粒发育过程中的表达量变化与不同异黄酮组分呈显著正相关，ＣＨＩ１Ｂ１ 基因

的表达量变化与不同异黄酮组分呈显著负相关。 而在 ＮＨＺ 中，ＩＦＲ 在子粒发育过程中的表达量变化与多个异黄酮组分呈显著

正相关。 这预示了不同大豆品种异黄酮含量差异的潜在遗传基础。 各异黄酮合成相关酶基因表达量变化的相关分析表明，在
２ 个品种中，苯丙氨酸水解酶 ＰＡＬ１ 与 ４ＣＬ，４ＣＬ 与 ＣＨＳ２ 以及 ＣＨＳ１ 与 ＩＦＳ２ 基因的表达量均呈现显著正相关。 表明这些基因

可能通过协同作用共同调控异黄酮的合成与积累。 这些结果为今后利用基因工程提高大豆异黄酮含量奠定了基础。
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ｖｏｎｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ｓｏｙｂｅａｎ ［Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ （Ｌ． ） Ｍｅｒｉｌｌ］； ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ； ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ

大豆异黄酮是大豆生长发育过程中形成的一

类次生代谢产物，主要存在于大豆种子的子叶和

胚轴中［１］ ，因其在抗癌和改善人类健康中具有许

多重要的生理功能而被广泛关注［２⁃５］ 。 由于人类

对异黄酮需求的增加，提高大豆品种中的异黄酮

含量变得尤为紧迫。 大豆种子中的异黄酮含量虽

然受环境因素影响，但主要由遗传因素决定，因此

在基因水平上研究异黄酮的积累对提高异黄酮含

量具有重要意义。
大豆异黄酮的生物合成路径是苯丙氨酸代谢途

径的分支。 该路径从苯丙氨酸开始，经苯丙氨酸解

氨酶（ＰＡＬ）、肉桂酸在肉桂酸⁃４⁃羟化酶（Ｃ４Ｈ）、４⁃
香豆素辅酶 Ａ 连接酶（４ＣＬ）、查尔酮合酶（ＣＨＳ）、查
尔酮还原酶（ＣＨＲ）、查尔酮异构酶（ＣＨＩ）的共同作

用形成异甘草素和柚皮素，而后在异黄酮合酶

（ＩＦＳ）、２⁃羟基异黄酮脱水酶（ＨＩＤ）、氧甲基转移酶

（ＯＭＴ）等的催化下进一步转化成异黄酮类产物［６］

（图 １）。 前人的研究表明 ＣＨＳ８ 和 ＩＦＳ２ 在大豆种子

异黄酮合成中发挥极其重要的作用［７］；另外，利用

ＲＮＡ 干扰沉默 ＩＦＳ 基因表达可导致转化根中异黄

酮含量的急剧减少，表明 ＩＦＳ 在异黄酮合成中的重

要作用［８］。 大豆子粒发育过程中异黄酮含量是不

断积累，且与发育天数呈显著正相关［９］。 在异黄酮

积累过程中，查尔酮合酶基因 ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 的表达

水平也显著升高，说明子粒发育后期异黄酮积累量

的不同可能是由于 ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 表达量的不同造

成的［１０］。 此外，不同生育时期大豆异黄酮合成相关

酶基因的表达存在显著差异，并与异黄酮含量存在

一定的相关性［１１］。

图 １　 异黄酮的生物合成途径

Ｆｉｇ． １　 Ｉｓｏｆｌａｖｏｉｎｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ
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本研究利用高效液相色谱（ＨＰＬＣ，ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍ⁃
ａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ）和实时定量 ＰＣＲ 技术

（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）检测大豆子粒发育过程中异黄酮的

积累动态及各异黄酮合成相关酶基因的表达模式，
探讨各基因表达模式与异黄酮积累的相关关系，以
期进一步理解多基因调控异黄酮合成的复杂性，并
为利用基因工程策略提高异黄酮含量提供理论

支撑。

１　 材料与方法

１． １　 试验材料与试验设计

高异黄酮含量品种鲁黑豆 ２ 号（ＬＨＤ２）来自于

黄淮大豆主产区，低异黄酮含量品种南汇早黑豆

（ＮＨＺ）来自于南方大豆主产区。 ２ 个大豆品种虽然

都为黑色种皮，但异黄酮含量却存在极显著差异，分
别为 ３６９７． ２４ μｇ ／ ｇ 和 １８１６． ６７ μｇ ／ ｇ。

２０１３ 年 ６ 月将 ２ 个大豆品种分别种植于中国

农业科学院作物科学研究所北圃场试验基地，行
长 ２． ０ ｍ，行距 ０． ５ ｍ，株距 ０． １ ｍ。 选择生长状态

一致的植株，在相同节间位置，分别取开花后３０ ｄ、
４０ ｄ、５０ ｄ、６０ ｄ 和 ７０ ｄ 的大豆子粒（相当于大豆

生育时期的 Ｒ４ ～ Ｒ８ 时期），经液氮速冻后保存于

－ ８０ ℃超低温冰箱内备用。 每个取样时间点设置

３ 次重复。
１． ２　 试验方法

１． ２． １　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测　 利

用 Ｇｅｎｅ Ｍａｒｋ 公司的 Ｐｌａｎｔ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ Ｐｕｒｉ⁃
ｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取子粒总 ＲＮＡ，并用 １％琼脂糖凝胶电

泳检测总 ＲＮＡ 的质量。 按照 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的 ＧｏＳ⁃
ｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ 说明，将总 ＲＮＡ
反转录成第一链 ｃＤＮＡ。 以大豆 ＰＥＰＣ１６ 为内参基

因，利用 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒（ＤＲＲ０８１Ａ，ＴａＫａＲａ）在
Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＭｙｉＱ 单色荧光实时定量 ＰＣＲ 仪上进行反

应。 扩增程序为：９５ ℃预变性 ３０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ，
５８ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ２０ ｓ，４０ 个循环；ＰＣＲ 反应

后缓慢升至 ９５ ℃，绘制熔解曲线。 各基因的扩增引

物见表 １。

表 １　 定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 中所用的大豆异黄酮合成相关酶基因的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ ｔｅｓｔ

基因

Ｇｅｎｅ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５′ － ３′）
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５′ － ３′）

ＰＥＰＣ１６ ＴＴＣＣＴＴＴＡＴＣＡＧＡＡＡＴＡＡＣＧＡＧＴＴＴＡＧＣＴ ＴＧＴＣＴＣＡＴＴＴＴＧＣＧＧＣＡＧＣ

ＰＡＬ１ ＡＧＣＡＡＣＡＣＡＡＣＣＡＧＧＡＴＧＴＣＡＡ ＣＡＡＴＴＧＣＴＴＧＧＣＡＡＡＧＴＧＣＡ

Ｃ４Ｈ ＡＧＧＣＧＡＧＡＴＣＡＡＣＧＡＡＧＡＣＡＡＣ ＧＴＴＣＡＣＡＡＧＣＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣ

４ＣＬ ＡＧＧＣＡＡＴＧＴＡＣＧＴＧＧＡＣＡＡＧＣＴ ＴＣＣＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＡＧＡＡＧＴＧＧＡ

ＣＨＳ１ ＧＣＡＡＧＡＧＡＡＣＡＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＴＴＴＣＡＴＡＴ ＣＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＡＧＧＧＣＡ

ＣＨＳ２ ＡＣＡＡＣＡＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＴＴＴＣＡＴＡＴＧＴＡＴＴＧ ＧＡＡＧＧＣＡＧＧＧＣＡＧＧＧＡＡ

ＣＨＳ３ ＣＣＡＡＧＴＣＣＴＴＴＴＣＴＴＴＣＴＴＡＴＴＣＡＴＴＣ ＡＡＧＡＡＧＣＡＴＧＴＧＡＧＧＧＡＡＧＣＡＧ

ＣＨＳ７ ＧＣＴＧＴＧＡＣＴＴＧＴＴＴＴＧＡＧＴＴＣ ＧＡＣＴＴＧＴＣＴＣＡＣＡＴＧＣＧＣＴＧＧＡＡ

ＣＨＳ８ ＧＣＴＣＣＣＡＧＴＡＣＴＴＴＡＡＴＴＧＡＴＴＴＣＴＧ ＧＡＣＴＴＧＴＣＴＣＡＣＡＴＧＣＧＣＴＧＧＡＡ

ＣＨＲ ＣＡＡＡＧＣＣＡＴＴＧＧＡＧＴＣＡＧＣＡＡ ＣＣＡＴＧＣＡＡＧＧＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＣＴ

ＣＨＩ１Ａ ＧＧＣＧＣＴＧＡＡＴＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＧＧ ＡＧＡＧＧＣＡＣＣＡＧＧＴＧＣＡＡＡＡＴＴ

ＣＨＩ１Ｂ１ ＡＧＣＴＧＡＡＴＴＧＣＴＣＧＡＣＴＣＣＣＴ ＣＡＧＡＴＴＧＣＡＴＡＴＧＴＧＣＣＡＣＡＣＡ

ＩＦＳ１ ＡＧＡＡＴＴＣＣＧＴＣＣＣＧＡＧＡＧＧＴＴ ＴＧＣＣＡＴＴＣＣＴＧＡＡＧＴＡＧＣＣＡＡ

ＩＦＳ２ ＡＡＴＧＴＧＣＣＣＴＧＧＡＧＴＣＡＡＴＣＴＧ ＧＧＣＧＴＣＡＣＣＡＣＣＣＴＴＣＡＡＴＡＴ

ＩＦＲ ＡＧＡＴＧＧＡＡＡＴＧＴＧＡＡＡＧＧＡＧＣＧ ＴＧＴＧＣＡＣＧＧＣＴＴＴＧＴＴＣＡＡＧ

１． ２． ２　 大豆子粒异黄酮提取和检测　 对大豆品种

ＬＨＤ２ 和 ＮＨＺ 各时期的子粒准确称重，放入研钵，
加入 ２ ｍＬ 含 ０． １％ （Ｖ ／ Ｖ）乙酸的 ７０％ （Ｖ ／ Ｖ）乙醇

水溶液，精细研磨后倒入带有螺帽的有机玻璃试管

中，用 ３ ｍＬ 提取液冲洗研钵的残留样品至试管中。
振荡过夜，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，上清液通过
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０． ２ μｍ滤膜过滤，４ ℃冰箱保存待用。
大豆各发育时期子粒中异黄酮含量的检测采用

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效液相色谱仪，手动进样 １０ μＬ。 色

谱柱： ＹＭＣ⁃Ｐａｃｋ， ＯＤＳ⁃ＡＭ⁃３０３， ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ
Ｉ． Ｄ． ，Ｓ⁃５ μｍ，１２０；柱温：３５ ℃；流动相 Ａ 含为 ０．
１％ （Ｖ ／ Ｖ）乙酸的超纯水，Ｂ 为含 ０． １％ （Ｖ ／ Ｖ）乙酸

的乙腈；梯度洗脱：１３％ ～ ３５％ ；运行时间：６５ ｍｉｎ；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２６０ ｎｍ ［１２］。
１． ２． ３　 数据分析　 根据 １２ 种异黄酮标准样品的保

留时间和最大吸收光谱进行定性分析，以 ２６０ ｎｍ 处

波长的紫外吸收值为标准，参照 Ｊ． Ｍ． Ｓｕｎ 等［１３］方法

计算样品中异黄酮各组分、甙元及总含量。 采用

２ － ΔΔＣＴ方法［１４］分析各基因的相对表达量，使用 Ｅｘｃｅｌ
２０１０ 进行数据统计，并制作趋势图。 利用 ＳＡＳ ９． １
软件中的 Ｃｏｒｒ 程序，分析异黄酮含量与各基因相对

表达量之间的相关性。

２　 结果与分析

２． １　 大豆子粒发育过程中异黄酮含量变化

取鲁黑豆 ２ 号（ＬＨＤ２）和南汇早黑豆（ＮＨＺ）开
花后不同发育阶段的大豆子粒，测定各阶段子粒中

异黄酮含量，研究子粒发育过程中异黄酮积累变化

规律。 如图 １ 所示，ＬＨＤ２ 与 ＮＨＺ 的异黄酮含量随

子粒发育过程不断增加，ＬＨＤ２ 在开花后 ３０ ～ ４０ ｄ
以及 ５０ ～ ６０ ｄ 阶段子粒中异黄酮积累速度较快，
而 ＮＨＺ 的异黄酮含量在开花后 ４０ ～ ５０ ｄ 时积累

速度最快。 ＮＨＺ 的生育时期较 ＬＨＤ２ 短，开花后

３０ ｄ 基本达到 Ｒ５ 期，而 ＬＨＤ２ 处于 Ｒ４ 期。 因此

同一生育时期 ＬＨＤ２ 子粒的异黄酮含量总是高

于 ＮＨＺ。

图 ２　 大豆子粒发育过程中总异黄酮含量积累变化

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

２． ２　 大豆子粒发育过程中各异黄酮合成相关酶基

因家族内不同基因的表达量变化

由表 ２ 可知，大豆异黄酮合成相关酶基因家族

中的不同成员在子粒发育过程中的表达量是存在差

异的。 ＣＨＳ 多基因家族中，ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 的相对表

达量在 ２ 个品种子粒发育的各时期均显著高于

ＣＨＳ１、ＣＨＳ２ 和 ＣＨＳ３，ＣＨＳ８ 的表达量在 ＬＨＤ２ 的

４０ ～ ７０ ｄ 阶段以及 ＮＨＺ 的 ４０ ～ ６０ ｄ 阶段均显著高

于 ＣＨＳ７；同时在子粒发育后期，ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 在

ＬＨＤ２ 中的表达量高于 ＮＨＺ。 ＣＨＩ 基因家族中，
ＣＨＩ１Ａ 的相对表达量在 ＬＨＤ２ 各时期和 ＮＨＺ 的

４０ ～ ６０ ｄ 阶段均显著高于 ＣＨＩ１Ｂ１ 的表达；在子粒

发育后期 ＣＨＩ１Ａ 在 ＬＨＤ２ 中的表达量高于 ＮＨＺ。
ＩＦＳ 基因家族中 ＩＦＳ２ 的相对表达量在 ２ 个品种子

粒发育后期均显著高于 ＩＦＳ１ 的表达量，且 ＩＦＳ２ 在

ＬＨＤ２ 中的表达量显著高于 ＮＨＺ。 同一基因家族中

不同基因表达丰度的差异可能是由于其功能上的分

化，进而对异黄酮的积累产生不同的影响。 同一基

因在 ＬＨＤ２ 和 ＮＨＺ 中的表达差异可能是造成二者

异黄酮含量差异的原因。
２． ３　 大豆子粒发育过程中异黄酮合成相关酶基因

的表达水平变化与异黄酮含量的相关性

为明确各异黄酮合成相关酶基因的表达水平与

异黄酮含量之间的关系，对异黄酮含量显著不同的

２ 个大豆品种子粒发育过程中各基因表达量与异黄

酮积累的相关关系进行了分析。 由表 ３ 可知，ＬＨＤ２
和 ＮＨＺ 中 ＰＡＬ１、Ｃ４Ｈ 和 ４ＣＬ 基因的表达变化与异

黄酮各组分的积累无显著相关性，由于这 ３ 个基因

编码的酶主要在苯丙氨酸路径的上游发挥作用，可
能不是异黄酮合成过程中的主要限速酶。 在 ２ 个大

豆品种中，ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ ２ 个基因的表达趋势基本

一致，均与异黄酮积累呈正相关关系，特别是在

ＬＨＤ２ 中，ＣＨＳ７ 基因在子粒发育过程中的表达量变

化与丙二酰基染料木苷和染料木素的积累呈显著正

相关；ＣＨＳ８ 的表达量变化与丙二酰基染料木苷、染
料木素及异黄酮总含量和甙元总含量呈显著正相

关；图 ３ 和图 ４ 同样显示，ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 基因的相

对表达量在 ＬＨＤ２ 和 ＮＨＺ 中均随子粒发育而不断

升高，且在开花后 ５０ ｄ 时 ２ 个基因在 ＬＨＤ２ 的表达

量显著高于 ＮＨＺ，表明 ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 可能在大豆

子粒发育后期异黄酮积累过程中发挥重要作用，同
时表明 ＬＨＤ２ 中这 ２ 个基因的高水平表达可能是其

异黄酮含量较高的原因之一。
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表 ２　 大豆子粒发育的不同时期与异黄酮合成相关同一基因家族不同成员的基因表达量比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｅｎｅ ｍｅｍｂｅｒｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ａｃｃｕｍｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

开花后时间（ｄ）
Ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

ＣＨＳ 基因家族 ＣＨＳ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

ＣＨＳ１ ＣＨＳ２ ＣＨＳ３ ＣＨＳ７ ＣＨＳ８

ＬＨＤ２ ３０ ０． ０２８ ± ０． ００７ｂ ０． ０６６ ± ０． ０２２ｂ ０． ０５０ ± ０． ０２３ｂ ０． ６１７ ± ０． ０８６ａ ０． ６７８ ± ０． １１６ａ
４０ ０． ０３３ ± ０． ００７ｃ ０． １３２ ± ０． ０３４ｃ ０． １２０ ± ０． ０２９ｃ １． ５９３ ± ０． ２６６ｂ ３． ６１１ ± ０． １２９ａ
５０ ０． ０１２ ± ０． ００４ｃ ０． ２４０ ± ０． ２３５ｃ ０． ２４７ ± ０． １９６ｃ ９． ５２２ ± １． ３９３ｂ ２８． １６６ ± ０． ６７７ａ
６０ ０． ０４７ ± ０． ０３０ｃ ０． ０４８ ± ０． ０１６ｃ ０． ２４４ ± ０． ０１２ｃ ９． ３７０ ± ６． １９０ｂ ４２． ６７３ ± １５． ７１４ａ
７０ ０． ０６２ ± ０． ０３０ｃ ０． ０５２ ± ０． ００２ｃ ０． ２２６ ± ０． ０２９ｃ １２． ５３１ ± １． ３３５ｂ ４６． ５９６ ± ６． ０３９ａ

ＮＨＺ ３０ ０． ００３ ± ０． ００３ｂ ０． ０８９ ± ０． ０１９ｂ ０． ０２４ ± ０． ０１１ｂ ０． ８８１ ± ０． １２８ａ ０． ７９７ ± ０． ２５５ａ
４０ ０． ０１１ ± ０． ００２ｃ ０． １７９ ± ０． ０４０ｃ ０． ２８６ ± ０． ０１０ｃ ３． ５５４ ± ０． ２２９ｂ ３． ９４３ ± ０． ３６７ａ
５０ ０． ０１７ ± ０． ０１０ｃ ０． ０８２ ± ０． ０３７ｃ ０． １５８ ± ０． ０４６ｃ ３． ４７２ ± ０． ０５６ｂ ３． ９６２ ± ０． ２６９ａ
６０ ０． ０５４ ± ０． ００４ｃ ０． １００ ± ０． ０４０ｃ ０． ２７４ ± ０． ０５８ｃ ７． ０１７ ± １． ７３９ｂ １６． ９２６ ± １． １５２ａ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

开花后时间（ｄ）
Ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ

ＣＨＩ 基因家族 ＣＨＩ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ＩＦＳ 基因家族 ＩＦＳ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ

ＣＨＩ１Ａ ＣＨＩ１Ｂ１ ＩＦＳ１ ＩＦＳ２

ＬＨＤ２ ３０ １． ８９５ ± ０． ４５０ａ ０． ６３８ ± ０． １２９ｂ ５． ５３２ ± ３． １３６ａ ０． ０８５ ± ０． ０４６ｂ
４０ ５． １０３ ± １． ３１０ａ ０． ２５６ ± ０． １０２ｂ １４． ９１６ ± ２． ５４３ａ ３． ７９８ ± ５． ９０７ｂ
５０ ３１． ４７８ ± ０． ０８９ａ ０． １７３ ± ０． ００２ｂ １． ７７４ ± １． ３０２ｂ １８． ６９０ ± １０． ８６７ａ
６０ ３５． １７４ ± ５． ９９６ａ ０． １２８ ± ０． ０２０ｂ ３． ２０８ ± ４． ５８８ｂ ３７２． ３８３ ± １１１． ６２２ａ
７０ ３７． ４６１ ± ５． ９０７ａ ０． ０９３ ± ０． ０１０ｂ ２． ８０２ ± ０． ４６４ｂ ４９３． ５６４ ± ８８． ９２６ａ　

ＮＨＺ ３０ ２． ０１１ ± １． ２０４ａ ０． ６８８ ± ０． １２５ａ ３． ４９５ ± ０． ７２９ａ ０． ６４５ ± ０． ８４６ｂ
４０ ６． ６９１ ± ０． ３９０ａ ０． ４１３ ± ０． ０５０ｂ ０． ４５４ ± ０． ３０３ａ ９． ９００ ± ６． ３９０ａ
５０ ３． ２３５ ± １． １７７ａ ０． ００８ ± ０． ００１ｂ ２． ７９４ ± １． ４１０ｂ ４６． ６２１ ± ４３． ６４８ａ
６０ １５． １８９ ± ５． ３６７ａ ０． ０４５ ± ０． ００１ｂ １． ８３４ ± ０． ０４５ｂ ２６６． ５８４ ± ３９． ８７１ａ

不同字母代表差异显著（Ｐ≤０． ０５）
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ≤０． ０５ ｌｅｖｅｌ

ＣＨＲ 基因在 ２ 个品种中的表达趋势也是相同

的，均与异黄酮积累呈正相关关系，特别是在 ＬＨＤ２
中其表达量变化与丙二酰基染料木苷、染料木素及

异黄酮总含量和甙元总含量呈极显著正相关，且在

ＬＨＤ２ 中的表达量显著高于 ＮＨＺ，表明 ＣＨＲ 基因可

能对异黄酮的积累具有重要的影响。
ＩＦＳ 基因家族中存在 ２ 个家族成员，分别为

ＩＦＳ１ 和 ＩＦＳ２，二者在种子发育过程中的表达与异黄

酮的积累趋势不同。 ＩＦＳ１ 基因在 ２ 个品种中表现

出与大部分异黄酮组分积累存在负相关关系，而
ＩＦＳ２ 基因与异黄酮积累存在正相关关系，特别是在

ＬＨＤ２ 中该基因与丙二酰基染料木苷和染料木素的

积累显著正相关。 另外，ＩＦＳ２ 基因作为异黄酮合成

分支的第一个关键酶基因，在开花后 ５０ ～ ６０ ｄ 阶段

其相对表达量急剧上升，且在 ＬＨＤ２ 中的表达量显

著高于 ＮＨＺ，表明 ＩＦＳ２ 在子粒发育后期异黄酮的积

累中可能起关键作用（图 ５）。
ＣＨＩ 基因家族中的 ＣＨＩ１Ａ 和 ＣＨＩ１Ｂ１ 均属于Ⅱ

型 ＣＨＩ 基因，这 ２ 个基因在 ２ 个大豆品种存在相反

的表达趋势。 在 ＬＨＤ２ 中，ＣＨＩ１Ａ 表达模式与异黄

酮各组分均存在正相关趋势，特别是与丙二酰基染

料木苷、染料木素及异黄酮总含量的积累显著正相

关，而 ＣＨＩ１Ｂ１ 基因的表达模式与异黄酮各组分基

本上均存在显著或极显著负相关；而在 ＮＨＺ 中这 ２
个基因与异黄酮组分积累也存在基本相同的相关趋

势。 同时图 ６ 的表达模式显示，ＣＨＩ１Ｂ１ 在 ＬＨＤ２ 的

３０ ～ ４０ ｄ 和 ＮＨＺ 的 ４０ ～ ５０ ｄ 异黄酮含量快速上升

期，其相对表达量急剧下降，表明 ＣＨＩ１Ｂ１ 作为 ＣＨＩ
基因家族的成员，可能主要参与苯丙氨酸代谢途径

中其他分支化合物的合成，如木质素等，而对异黄酮

的积累可能存在抑制作用［１５］。
ＩＦＲ 基因是异黄酮合成路径的下游基因，参与

异黄酮组分的代谢（图 １）。 在 ２ 个异黄酮含量差异

显著的大豆品种中，ＩＦＲ 基因的表达模式存在相反

的趋势。 在 ＬＨＤ２ 中 ＩＦＲ 基因与异黄酮组分积累呈

负相关关系，而在 ＮＨＺ 中该基因与异黄酮组分积累

呈正相关关系，特别与染料木苷、丙二酰基黄豆苷、
丙二酰基染料木苷、大豆黄素、染料木素、异黄酮总

含量和甙元总含量的积累呈显著或极显著正相关

（表 ３）。 由图 ７ 的表达模式可见，ＮＨＺ 中的 ＩＦＲ 的
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图 ３　 ＣＨＳ７ 基因在子粒发育过程中的表达变化

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＨＳ７
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

图 ４　 ＣＨＳ８ 基因在子粒发育过程中的表达变化

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＨＳ８
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

图 ５　 ＩＦＳ２ 基因在子粒发育过程中的表达变化

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩＦＳ２
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

相对表达量显著高于 ＬＨＤ２，其表达量的逐渐升高

可能促进了 ＮＨＺ 子粒中异黄酮组分的代谢，可能是

造成其异黄酮含量明显低于 ＬＨＤ２ 的原因之一。
２． ４　 子粒发育过程中各异黄酮合成相关酶基因表

达的相关性

为明确不同异黄酮合成相关酶基因是否存在协

同作用，共同调控异黄酮的合成和积累，对子粒发育

过程中这些基因表达水平的相关性进行了分析。 由

表 ４ 可知， ＰＡＬ１ 与 ４ＣＬ 基因，４ＣＬ 与 ＣＨＳ２ 基因，
ＣＨＳ１ 与 ＩＦＳ２ 基因，ＣＨＳ７ 与 ＣＨＳ８ 基因以及 ＣＨＳ８

图 ６　 ＣＨＩ１Ｂ１ 基因在子粒发育过程中的表达变化

Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＣＨＩ１Ｂ１
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

图 ７　 ＩＦＲ 基因在子粒发育过程中的表达变化

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＩＦＲ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

与 ＣＨＩ１Ａ 基因的表达在 ２ 个品种中均呈显著或极

显著正相关，表明各基因对子粒发育过程中异黄酮

的积累可能具有协同调节的作用。 另外，在 ＬＨＤ２
中 ＣＨＳ３ 和 ＣＨＲ 的表达变化与 ＣＨＳ８ 及 ＣＨＩ１Ａ 的表

达均呈显著正相关；ＮＨＺ 中 ＣＨＳ１ 的表达变化与

ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 的表达呈显著正相关，ＣＨＳ８ 和 ＣＨＲ
的表达与 ＩＦＳ２ 基因的表达也呈显著正相关，表明

ＬＨＤ２ 和 ＮＨＺ 中不同基因间的协同表达可能是造

成两者异黄酮含量差异的原因之一。 ＣＨＳ、ＣＨＩ 和

ＩＦＳ 基因都是多基因家族，其家族中各基因的表达

趋势不尽相同。 ＣＨＳ 基因家族中 ＣＨＳ７ 与 ＣＨＳ８ 的

表达呈显著正相关，而 ＣＨＳ２ 和 ＣＨＳ３ 与其他成员间

的表达无明显相关性；ＣＨＩ１Ａ 与 ＣＨＩ１Ｂ１ 是 ＣＨＩ 基

因家族的成员，两者在子粒发育过程中呈现相反的

表达趋势；ＩＦＳ 基因家族中 ＩＦＳ１ 与 ＩＦＳ２ 的表达无明

显的相关性。 由此可见，同一基因家族中不同基因

表达模式的不同可能在一定程度上影响异黄酮的

积累。
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表 ３　 大豆子粒发育过程中异黄酮相关酶基因表达量与异黄酮各组分含量的相关系数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ
基因

Ｇｅｎｅ
黄豆苷

Ｄａｉｄｚｉｎ
黄豆黄苷

Ｇｌｙｃｉｔｉｎ
染料木苷

Ｇｅｎｉｓｔｉｎ

丙二酰基

黄豆苷

Ｍａｌｏｎｙｌ⁃
ｄａｉｄｚｉｎ

丙二酰基

黄豆黄苷

Ｍａｌｏｎｙｌ⁃
ｇｌｙｃｉｔｉｎ

丙二酰基

染料木苷

Ｍａｌｏｎｙｌ⁃
ｇｅｎｉｓｔｉｎ

大豆黄素

Ｄａｉｄｚｅｉｎ
黄豆黄素

Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ
染料木素

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ

异黄酮

总含量

Ｔｏｔａｌ
ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ

甙元

总含量

Ｔｏｔａｌ
ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ
ａｇｌｙｃｏｎ

鲁黑豆 ２ 号 ＰＡＬ１ ０． ３１８ ０． ２７６ ０． ２７９ ０． ３２０ ０． ３６８ ０． ２２８ ０． ３１７ ０． ４１６ ０． ２４１ ０． ２９９ ０． ３０４

ＬＨＤ２ Ｃ４Ｈ ０． ００２ － ０． ０５９ － ０． １２７ － ０． １１４ ０． １０３ － ０． ３２５ － ０． １１３ ０． １１４ － ０． ３０４ － ０． ２０１ － ０． １９５

４ＣＬ ０． ２４９ ０． １９５ ０． １５１ ０． １７８ ０． ３２４ － ０． ０２４ ０． １７８ ０． ３５１ ０． ００２ ０． １０４ ０． １１１

ＣＨＳ１ ０． ３５６ ０． ４１８ ０． ５０５ ０． ５３８ ０． ２２０ ０． ７１２ ０． ５３６ ０． ２３２ ０． ６９９ ０． ６１７ ０． ６１０

ＣＨＳ２ ０． ０５０ － ０． ００８ － ０． ０６５ － ０． ０４３ ０． １４３ － ０． ２３５ － ０． ０４３ ０． １６１ － ０． ２１６ － ０． １２１ － ０． １１５

ＣＨＳ３ ０． ７９４ ０． ７９２ ０． ８４２ ０． ８６０ ０． ７６９ ０． ８０４ ０． ８５７ ０． ８１８ ０． ８３３ ０． ８７７ ０． ８８０∗

ＣＨＳ７ ０． ６０６ ０． ６２６ ０． ７３０ ０． ７９０ ０． ５３１ ０． ９２８∗ ０． ７８４ ０． ５９７ ０． ９２１∗ ０． ８７６ ０． ８７４

ＣＨＳ８ ０． ６６６ ０． ６９３ ０． ７９２ ０． ８２５ ０． ５８７ ０． ９４０∗ ０． ８２０ ０． ６４１ ０． ９４２∗ ０． ９０６∗ ０． ９０５∗

ＣＨＲ ０． ８１１ ０． ８３５ ０． ９１１∗ ０． ９５１∗ ０． ７２８ ０． ９７０∗∗ ０． ９４８∗ ０． ７７４ ０． ９８８∗∗ ０． ９９２∗∗ ０． ９９１∗∗

ＣＨＩ１Ａ ０． ６６７ ０． ６８２ ０． ７７３ ０． ８０８ ０． ６０９ ０． ８９４∗ ０． ８０３ ０． ６６８ ０． ８９９∗ ０． ８７９∗ ０． ８７８

ＣＨＩ１Ｂ１ － ０． ９１９∗ － ０． ９２３∗ － ０． ９５４∗ － ０． ９８０∗∗ － ０． ８７０ － ０． ８４５ － ０． ９７９∗∗ － ０． ９０５∗ － ０． ８８８∗ － ０． ９６０∗∗ － ０． ９６２∗∗

ＩＦＳ１ － ０． ０１７ － ０． ０３０ － ０． １４５ － ０． １７９ ０． ０１１ － ０． ４７９ － ０． １７１ － ０． ０５４ － ０． ４３６ － ０． ３２０ － ０． ３１７

ＩＦＳ２ ０． ５２３ ０． ５７５ ０． ６８４ ０． ７１９ ０． ４０２ ０． ９０７∗ ０． ７１５ ０． ４３９ ０． ８９６７∗ ０． ８１９ ０． ８１４

ＩＦＲ － ０． ４２２ － ０． ３８６ － ０． ３６６ － ０． ４３０ － ０． ４４０ － ０． ２５７ － ０． ４３０ － ０． ４７３ － ０． ２８０ － ０． ３６６ － ０． ３７０

南汇早黑豆 ＰＡＬ１ － ０． ２６２ ０． ００６ － ０． ４６３ － ０． ２６９ － ０． １６９ － ０． ４２８ － ０． ２７０ － ０． ０９５ － ０． ４４１ － ０． ３６１ － ０． ３６２

ＮＨＺ Ｃ４Ｈ － ０． ６４７ － ０． ２８４ － ０． ８０８ － ０． ６８０ － ０． ４５３ － ０． ８０３ － ０． ６７６ － ０． ３８３ － ０． ８０８ － ０． ７４４ － ０． ７４３

４ＣＬ － ０． ３４４ － ０． ０８９ － ０． ５３３ － ０． ３４３ － ０． ２６２ － ０． ４９３ － ０． ３４７ － ０． １８９ － ０． ５０６ － ０． ４３４ － ０． ４３５

ＣＨＳ１ ０． ８０４ ０． ４８０ ０． ８０６ ０． ８７８ ０． ５３１ ０． ８７０ ０． ８６３ ０． ５１１ ０． ８５４ ０． ８４９ ０． ８４６

ＣＨＳ２ － ０． ２１７ ０． １４５ － ０． ４３９ － ０． ２５８ － ０． ０３８ － ０． ４３４ － ０． ２５２ ０． ０４０ － ０． ４３９ － ０． ３４５ － ０． ３４３

ＣＨＳ３ ０． ６０６ ０． ７２５ ０． ４１５ ０． ５８９ ０． ６２５ ０． ４３０ ０． ５９２ ０． ６７０ ０． ４２４ ０． ５１１ ０． ５１１

ＣＨＳ７ ０． ８５９ ０． ６７３ ０． ７９３ ０． ８９９ ０． ６８０ ０． ８３６ ０． ８９１ ０． ６８０ ０． ８２４ ０． ８５４ ０． ８５２

ＣＨＳ８ ０． ７５２ ０． ４３７ ０． ７４２ ０． ８３１ ０． ４７３ ０． ８１４ ０． ８１５ ０． ４６０ ０． ７９５ ０． ７９４ ０． ７９０

ＣＨＲ ０． ６９５ ０． ２５９ ０． ７７６ ０． ７９２ ０． ３５９ ０． ８４８ ０． ７７２ ０． ３１８ ０． ８３０ ０． ７８９ ０． ７８５

ＣＨＩ１Ａ ０． ６４２ ０． ３９３ ０． ５８９ ０． ７２１ ０． ３８７ ０． ６７０ ０． ７０４ ０． ３９１ ０． ６４８ ０． ６６３ ０． ６５９

ＣＨＩ１Ｂ１ － ０． ９８７∗ － ０． ９０６ － ０． ９５６∗ － ０． ９５５∗ － ０． ９６２∗ － ０． ９２２ － ０． ９６４∗ － ０． ９４２ － ０． ９３２ － ０． ９６１∗ － ０． ９６３∗

ＩＦＳ１ － ０． ２０９ － ０． ４８０ ０． ０２１ － ０． １７６ － ０． ３２２ ０． ０１１ － ０． １８１ － ０． ３９１ ０． ０１６ － ０． ０８５ － ０． ０８６

ＩＦＳ２ ０． ７４４ ０． ３７３ ０． ７７１ ０． ８３１ ０． ４３６ ０． ８４４ ０． ８１３ ０． ４１１ ０． ８２５ ０． ８０８ ０． ８０４

ＩＦＲ ０． ９４０ ０． ６８０ ０． ９９４∗∗ ０． ９５１∗ ０． ７９１ ０． ９８７∗ ０． ９５１∗ ０． ７４７ ０． ９９０∗∗ ０． ９７７∗ ０． ９７７∗

∗ 和∗∗分别代表 Ｐ≤０． ０５ 和 Ｐ≤０． ０１ 显著水平，下同
∗ ａｎｄ ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ≤０． ０５ ａｎｄ Ｐ≤０． ０１ ｌｅｖｅｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

１０３１
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表 ４　 大豆异黄酮合成各关键酶基因在种子发育过程中表达的相关性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｅｎｚｙｍｅ ｇｅｎｅｓｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ ｉｎ ｓｏｙ⁃
ｂｅａｎ

品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ
基因

Ｇｅｎｅ
ＰＡＬ１ Ｃ４Ｈ ４ＣＬ ＣＨＳ１ ＣＨＳ２ ＣＨＳ３ ＣＨＳ７ ＣＨＳ８ ＣＨＲ ＣＨＩ１Ａ ＣＨＩ１Ｂ１ ＩＦＳ１ ＩＦＳ２

鲁黑豆 ２ 号 Ｃ４Ｈ ０． ８１７

ＬＨＤ２ ４ＣＬ ０． ９３９∗ ０． ９５２∗

ＣＨＳ１ － ０． ５１８ － ０． ８５４ － ０． ６７８

ＣＨＳ２ ０． ８６７ ０． ９９５∗∗ ０． ９７４∗∗－ ０． ８１３

ＣＨＳ３ ０． ６５１ ０． １４３ ０． ４２９ ０． ２２２ ０． ２２６

ＣＨＳ７ ０． ４９９ － ０． ０８６ ０． ２１０ ０． ４３８ ０． ０１０ ０． ９２２

ＣＨＳ８ ０． ３１２ － ０． ２８３ ０． ０１４ ０． ５７６ － ０． １９３ ０． ８９４∗ ０． ９６８∗∗

ＣＨＲ ０． ３３２ － ０． ２０５ ０． １０５ ０． ６１０ － ０． １１９ ０． ８９８∗ ０． ９２８∗ ０． ９４７∗

ＣＨＩ１Ａ ０． ４９７ － ０． ０８６ ０． ２０８ ０． ４０３ ０． ００５ ０． ９５４∗ ０． ９８６∗∗ ０． ９７９∗∗ ０． ９２４∗

ＣＨＩ１Ｂ１ － ０． ４９５ － ０． ０６６ － ０． ３５８ － ０． ３９７ － ０． １４１ －０． ９０８∗－ ０． ８２２ － ０． ８０９ －０． ９３９∗ － ０． ８３０

ＩＦＳ１ － ０． ３８９ ０． ０８２ － ０． ０６６ － ０． ０８５ ０． ０１４ － ０． ５７４ － ０． ７１０ － ０． ６８０ － ０． ４２９ － ０． ７２２ ０． ２２３

ＩＦＳ２ － ０． １５８ － ０． ６８２ － ０． ４２６ ０． ８９４７∗ － ０． ６１０ ０． ５９４ ０． ７７３ ０． ８７６ ０． ８４４ ０． ７６１－ ０． ６２５ － ０． ４６２

ＩＦＲ － ０． ８４５ － ０． ７８２ －０． ９０１∗ ０． ３４３ － ０． ８２２ － ０． ５０８ － ０． ３５７ － ０． １６５ － ０． ３５０ － ０． ３１２ ０． ５８７ － ０． ０６３ ０． １６９

南汇早黑豆 Ｃ４Ｈ ０． ８７２

ＮＨＺ ４ＣＬ ０． ９９５∗∗０． ８９６

ＣＨＳ１ － ０． ０６５ － ０． ５４１ － ０． １１１

ＣＨＳ２ ０． ９７１∗ ０． ８８４ ０． ９５３∗－ ０． １６７

ＣＨＳ３ ０． ６０９ ０． １９２ ０． ５３７ ０． ５９７ ０． ６２６

ＣＨＳ７ ０． １２５ － ０． ３７３ ０． ０６０ ０． ９５３∗ ０． ０７２ ０． ８０３

ＣＨＳ８ ０． ０３０ － ０． ４５５ － ０． ０１３ ０． ９９４∗∗ － ０． ０８６ ０． ６３１ ０． ９５３∗

ＣＨＲ － ０． ３１３ － ０． ７０９ － ０． ３３７ ０． ９４４ － ０． ４４６ ０． ３００ ０． ８０３ ０． ９２６

ＣＨＩ１Ａ ０． ２６７ － ０． ２２８ ０． ２２８ ０． ９４１ ０． １４１ ０． ７３６ ０． ９３９ ０． ９７１∗ ０． ８２３

ＣＨＩ１Ｂ１ ０． ３１３ ０． ６４５ ０． ３９９ － ０． ６９９ ０． ２３２ － ０． ５５６ － ０． ７７４ － ０． ６３７ － ０． ５８８ － ０． ５１６

ＩＦＳ１ － ０． ８７８ － ０． ６０２ － ０． ８２８ － ０． ２２８ － ０． ９０５ － ０． ８９８ － ０． ４７７ － ０． ２９２ ０． ０９１ － ０． ４７７ ０． １７４

ＩＦＳ２ － ０． １１３ － ０． ５７０ － ０． １４９ ０． ９９２∗∗ － ０． ２３８ ０． ５０５ ０． ９０９ ０． ９８８∗ ０． ９４∗ ０． ９２７－ ０． ６３０ － ０． １３８

ＩＦＲ － ０． ５５２ － ０． ８６８ － ０． ６１５ ０． ７８２ － ０． ５３５ ０． ３１５ ０． ７３９ ０． ７１２ ０． ７８７ ０． ５４０－ ０． ９２６ ０． １２９ ０． ７５７

３　 讨论

３． １　 大豆异黄酮在不同品种子粒发育过程中积累

变化的差异

本研究中测定了 ２ 个异黄酮含量显著差异的大

豆品种鲁黑豆 ２ 号（ＬＨＤ２）和南汇早黑豆（ＮＨＺ）在
开花后 ３０ ｄ、４０ ｄ、５０ ｄ、６０ ｄ 和 ７０ ｄ 种子中异黄酮

含量的变化趋势，结果显示子粒中异黄酮含量随子

粒发育而逐渐积累，与 Ｓ． Ｄｈａｕｂｈａｄｅ 等［１６］ 的研究结

果一致。 由于 ＮＨＺ 的生育期较短，开花后 ６０ ｄ 基

本达到完熟期（Ｒ８ 期），并出现炸荚现象，因此取样

截止于开花后 ６０ ｄ。 由于 ＮＨＺ 花后的生育时期始

终早于 ＬＨＤ２，可以推断花后两者在同一生育时期，
ＬＨＤ２ 的异黄酮含量始终高于 ＮＨＺ，并最终造成 ２
个品种显著的异黄酮含量差异。
３． ２　 调节异黄酮合成相关酶基因的表达可能增加

大豆子粒中的异黄酮含量

前人的研究显示，调节苯丙氨酸路径中不同关

键酶基因的表达可以促进大豆子粒中的异黄酮积

累［６］，表明苯丙氨酸路径中各关键酶基因共同调控

大豆异黄酮的合成。 高异黄酮含量的 ＬＨＤ２ 在开花

后 ５０ ｄ 时，子粒中 ＰＡＬ１、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ、ＣＨＳ２、ＣＨＳ３ 和

ＣＨＩ１Ａ 基因的表达均出现一个高峰（未提供数据），
这与王艳等［１１］的研究结果基本一致，表明这些基因
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对子粒发育后期异黄酮的积累起重要作用。 在异黄

酮含量差异显著的 ２ 个品种中，ＣＨＳ７、ＣＨＳ８、ＣＨＲ
和 ＩＦＳ２ 基因的相对表达量均随子粒的发育过程不

断上升，因此上调这些基因的表达可能促进异黄酮

的积累。 ＣＨＩ１Ｂ１ 基因的相对表达量随子粒的发育

过程逐渐下降，与多种异黄酮组分及异黄酮总含量

呈显著或极显著负相关，表明 ＣＨＩ１Ｂ１ 的表达可能

对异黄酮的积累具有抑制作用。 而 ＩＦＲ 基因在 ２ 个

品种中存在截然相反的表达趋势，其在高异黄酮含

量的 ＬＨＤ２ 子粒发育的不同时期表达量均较低，而
在低异黄酮含量的 ＮＨＺ 中表达量却持续升高，可能

是由于 ＩＦＲ 主要参与异黄酮组分的下游代谢过程

（图 １），可以将子粒中积累的甙元异黄酮类型转化

为具有防御反应的植保素（ｇｌｙｃｅｏｌｌｉｎ） ［１７］，从而降低

子粒中的异黄酮积累，因此通过基因工程策略抑制

其表达，以达到增加子粒中异黄酮积累的目的。
３． ３　 同一基因家族不同成员的差异表达可能对异

黄酮的积累具有不同的影响

调控大豆异黄酮合成的苯丙氨酸路径中与异黄

酮合成相关的关键酶基因家族中不同成员的表达量

是存在差异的［１８］。 查尔酮合酶由多基因家族编

码［１９］，ＣＨＳ１ ～ ＣＨＳ６ 密切相关聚为一类，ＣＨＳ７ 和

ＣＨＳ８ 聚为另一类［２０］。 本研究中 ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 的

相对表达量明显高于 ＣＨＳ１、ＣＨＳ２ 和 ＣＨＳ３ 的表达，
而 ＣＨＳ１、ＣＨＳ２ 和 ＣＨＳ３ 在种子中的表达水平较低，
与 Ａ． Ｍａｔｋｏｗｓｈｉ［２１］的研究结果一致。 此外，两类基

因在子粒发育过程中的表达变化趋势不同，表明它

们对异黄酮的合成可能具有不同的调控模式。 ＣＨＩ
基因家族中的 ＣＨＩ１Ａ 和 ＣＨＩ１Ｂ１ 均属于Ⅱ型 ＣＨＩ，
与异黄酮的合成紧密相关［２２⁃２３］，但在本研究中二者

却呈现完全相反的表达模式，表明两者在大豆子粒

异黄酮的积累中出现功能分化，其在异黄酮合成中

的作用还需做进一步研究。 异黄酮合酶是异黄酮合

成分支的第 １ 个关键酶，由 ＩＦＳ１ 和 ＩＦＳ２ 共同编

码［２４］。 前人研究表明，ＩＦＳ１ 主要在根和种皮中表

达，而 ＩＦＳ２ 在胚中具有较高的表达量［１６］。 本研究

中 ＩＦＳ１ 和 ＩＦＳ２ 基因在子粒中同样具有不同的表达

模式，且在子粒发育后期 ＩＦＳ２ 的表达量显著高于

ＩＦＳ１ 的表达量，与 Ｓ． Ｄｈａｕｂｈａｄｅ 等［１６］和 Ｓ． Ｓｕｂｒａｍａ⁃
ｎｉａｎ 等［２５］ 的研究结果一致，表明 ＩＦＳ２ 可能更有助

于子粒发育后期异黄酮的积累。
３． ４　 大豆异黄酮合成路径中关键酶之间存在复杂

的网络调控

在植物的次生代谢路径中存在着多个合成分

支，各个分支共享共同的底物，导致不同代谢分支之

间存在竞争关系，从而形成异黄酮代谢的瓶颈问题

需要综合考虑。 前人的研究表明，调节单个基因的

表达，如 ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ、ＣＨＳ 和 ＣＨＩ 等不能有效提

高异黄酮的含量［２６⁃２９］，因为异黄酮的合成受复杂调

控网络的控制，同时还存在相互竞争和关联的分支

途径。 如异黄酮合成酶 （ ＩＦＳ） 和黄酮⁃３⁃羟化酶

（Ｆ３Ｈ）之间就存在竞争关系，这已在拟南芥、玉米和

烟草的研究中得到了证实［６，３０⁃３１］。 通过将 ＩＦＳ 基因

转入拟南芥的 Ｆ３Ｈ ／ ＤＦＲ 双突变体中，可显著提高

ＧＥ 的积累水平，表明 ＩＦＳ 与内源黄酮路径之间存在

竞争关系。 同样，利用 ＲＮＡｉ 方法将 ＩＦＳ２ 和 ＣＨＳ６
基因沉默几乎完全抑制根部异黄酮的合成，伴随着

可溶性细胞壁中酚类相对高浓度的积累［３２］。 在异

黄酮合成路径中，查尔酮还原酶（ＣＨＲ）催化生成

ＤＥ 和异甘草素合成的查尔酮前体，然后经过 ＣＨＩ
和 ＩＦＳ 作用，生成 ＤＥ；ＧＥ 的合成主要由 ＣＨＩ 和 ＩＦＳ
酶催化查尔酮柚皮素转化而来的，因此 ＣＨＲ 是合成

ＤＥ 必要的酶，而 ＩＦＳ 是合成 ＧＥ 的必要酶。 通过将

ＣＨＲ 基因沉默，导致根部的 ＤＥ 和植保素含量水平

降低，相对应的 ＧＥ 积累水平成倍增加，而异黄酮总

含量却没有变化，因此通过抑制 ＤＥ 积累，可以间接

提高 ＧＥ 的积累。 本研究中，ＣＨＳ７ 和 ＣＨＳ８ 的表达

与大豆子粒中异黄酮的积累紧密相关，二者在子粒

发育过程中的表达呈显著正相关，且在子粒发育后

期，２ 基因在 ＬＨＤ２ 中的相对表达量明显高于 ＮＨＺ，
这可能是造成异黄酮含量差异显著的重要原因，这
与 Ｓ． Ｄｈａｕｂｈａｄｅ 等［１０］ 研究结果一致。 另外，基因

ＣＨＳ１ 与 ＩＦＳ２ 在子粒发育过程中的表达呈显著正相

关，同时在 ＮＨＺ 中 ＣＨＳ８ 与 ＩＦＳ２ 的表达呈显著正相

关，表明二者可能共同调控异黄酮的合成，与易金鑫

等［７］的研究结果一致。 ＣＨＩ１Ａ 基因与 ＣＨＳ３、ＣＨＳ７、
ＣＨＳ８ 和 ＣＨＲ 基因间均存在显著或极显著正相关关

系，而 ＣＨＩ１Ｂ１ 基因与之存在相反关系，这充分说明

大豆合成路径中的关键酶之间存在复杂的竞争关

系。 综上所述，调控异黄酮合成过程中关键酶活性

和底物积累的基因十分复杂，要想利用转基因的手

段显著提高异黄酮积累必须综合考虑如何有效提高

异黄酮合成酶底物水平，减少内源竞争酶的活性，加
强 ＩＦＳ 酶活性效能等方面，以期提高异黄酮积累

水平。
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