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　 　 摘要:以白心木薯华南 ６０６８、华南 ９ 号、紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 和粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 为材料ꎬ探究木薯块根膨大期和成熟期

与类胡萝卜素代谢通路相关的 １４ 个基因和 ４ 种蛋白质表达水平变化ꎮ 用 ＨＰＬＣ 检测块根 β￣胡萝卜素含量的变化ꎬ分别用

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法对类胡萝卜素代谢通路相关基因和蛋白酶的表达水平进行分析ꎮ 以华南 ６０６８ 为对照ꎬ研究结果

表明:华南 ９ 号和紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 成熟期中的类胡萝卜素合成途径关键基因 ＰＳＹ２、ＬＣＹＢ 基因显著高于膨大期ꎬ而降解

相关的关键基因 ＣＣＤ１、ＮＣＥＤ３ 在成熟期的表达量显著低于膨大期(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 成熟期中 ＰＳＹ２、ＬＣＹＢ 的显

著下调与 ＣＣＤ１、ＮＣＥＤ３ 的显著上调(Ｐ < ０􀆰 ０５)是造成 β￣胡萝卜素含量差异的原因之一ꎮ 通过分析不同木薯品种(系)在膨大

期和成熟期块根类胡萝卜素代谢途径相关基因的表达水平ꎬ有助于解析 β￣胡萝卜素积累的分子机理ꎮ 此外ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示抗坏血酸过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶、超氧化物歧化酶和 ＨＳＰ７０ 虽然和块根类胡萝卜素代谢途径没有直接关联ꎬ但它

们在木薯膨大期和成熟期块根表达水平有显著差异(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
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木薯(Ｍａｎｉｈｏｔ ｅｓｃｕｌｅｎｔａ Ｃｒａｎｔｚ)为大戟科木薯属

植物ꎬ不仅具有高光效和高淀粉积累特性ꎬ而且耐贫

瘠和干旱ꎬ对环境适应能力强ꎮ 木薯与马铃薯和红

薯并列世界三大薯类作物ꎬ是世界热区近 ８ 亿人的

主粮[１￣３]ꎮ 然而普通栽培木薯品种类胡萝卜素含量

较低ꎬ长期食用会引起视力下降和夜盲症、干眼病等

症状ꎮ 因此ꎬ选育高类胡萝卜素含量的木薯品种ꎬ成
为育种学家关注的焦点ꎮ

在过去的 ２０ 年中ꎬ植物的类胡萝卜素合成途径

已基本阐明(图 １) [４]ꎬ大部分的基因已经得到分离

和验证ꎮ 类胡萝卜素合成的直接前体为牻牛儿基牻

牛儿基焦磷酸(ＧＧＰＰ)ꎬ来源于质体中 ２￣Ｃ￣甲基￣Ｄ￣
赤藓醇￣４￣磷酸 (ＭＥＰ) 途径合成的异戊烯二磷酸

( ＩＰＰ )ꎮ １￣脱 氧￣Ｄ￣木 酮 糖￣５￣磷 酸 还 原 异 构 酶

(ＤＸＳ)是 ＭＥＰ 途径第一个催化酶ꎬ最开始由拟南芥

ｃｌａ￣１ 突变体分离获得ꎬ该突变体最显著的特征是不

能积累类胡萝卜素和叶绿素而表现白化特征[５]ꎮ
而 １￣脱氧￣Ｄ￣木酮糖￣５￣磷酸合成酶(ＤＸＲ)是 ＭＥＰ
第二步催化酶ꎬＤＸＲ 的特异抑制剂处理番茄可以完

图 １　 高等植物类胡萝卜素合成途径[４]

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｉｇｈ ｐｌａｎｔｓ[４]

全抑制幼苗发育但对果实成熟没有影响[６]ꎮ 转基

因实验表明ꎬ超表达 ＤＸＳ 和 ＤＸＲ 能够提高拟南芥

种子类胡萝卜素含量 １２％ ꎬ而干涉 ＤＸＳ 将降低

１３％的类胡萝卜素含量ꎮ
八氢番茄红素合成酶(ＰＳＹ)催化 ＧＧＰＰ 形成无

色的八氢番茄红素ꎬ为类胡萝卜素合成途径关键限速

酶[７]ꎮ 木薯中存在 ３ 个 ＰＳＹ 基因ꎬ其中 ＰＳＹ１ 和 ＰＳＹ２
在叶片和块根中有表达ꎬ而 ＰＳＹ３ 几乎不表达[８]ꎮ 而

八氢番茄红素的脱氢反应是由脱氢酶(ＰＤＳ)和 ζ￣胡
萝卜素去饱和酶(ＺＤＳ)作用形成ꎮ 它们参与线状类

胡萝卜素的合成ꎬ同时也是类胡萝卜素合成中重要

的限速酶[９]ꎮ 番茄红素环化是类胡萝卜素代谢中

一个主要的分支点ꎬ植物中存在 ２ 条支流(ＬＹＣＢ 和

ＬＹＣＥ)控制着番茄红素向下转化ꎬ使类胡萝卜素合

成途径中出现 β 和 ε 两大分支ꎮ 在 β 分支中ꎬ番茄

红素分子的两端被 ＬＹＣＢ 环化形成 β￣胡萝卜素ꎻ在
ε 路径中ꎬ番茄红素经 ＬＹＣＢ 和 ＬＹＣＥ 环化后形成

α￣胡萝卜素ꎮ 通过氨基酸序列比对推测ꎬＬＹＣＢ 和

ＬＹＣＥ 可能有共同的起源[１０]ꎮ 在非血红素铁加氧

酶类羟化酶(ＨＹＤ)的作用下ꎬ环化后的类胡萝卜素

形成 β 类胡萝卜素ꎮ 而该酶定位在质体膜及类囊

体膜上[１１]ꎮ 在 β 路径中ꎬ经羟化反应后 β￣类胡萝

卜素形成玉米黄素ꎬ并在环氧酶(ＺＥＰ)的作用下生

成紫黄质ꎮ
在植物中ꎬ有 ２ 条主要的类胡萝卜素裂解途径ꎬ

分别为类胡萝卜素双加氧酶(ＣＣＤｓ)和 ９￣顺式￣环氧

类胡萝卜素双加氧酶(ＮＣＥＤｓ)ꎮ 拟南芥 ＣＣＤ１ 缺陷

型种子的类胡萝卜素含量增加ꎬ说明 ＣＣＤ１ 可以催

化类胡萝卜素的裂解[１２]ꎮ ＮＣＥＤ 催化紫黄质或新

黄质裂解形成 ＡＢＡ 的前体 Ｃ１５黄素质ꎬ是调控类胡

萝卜素向 ＡＢＡ 转化的限速酶[１３]ꎮ
在烟草蜜腺细胞中的有色体是由淀粉体发育而

来的[１４]ꎬ转化过程中最显著的变化为淀粉逐渐消

失ꎬ类胡萝卜素积累结构有色体逐渐形成ꎮ 而有色

体的发育往往受到一些非类胡萝卜素合成途径关键

调控因子的影响ꎮ ＯＲ 是一个功能获得性基因ꎬ它
导致花椰菜菜头出现橙色变异ꎻ研究表明 ＯＲ 可以
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控制非有色质体向有色体的转变[１５]ꎮ
分子伴侣是一系列热激蛋白ꎬ参与蛋白质的折

叠和去折叠及组装和去组装[１６￣１７]ꎮ 分子伴侣在质

体的形成中至关重要ꎬ其中 ＨＳＰ９０ 和 ＨＳＰ７０ 在细胞

质中含量最丰富ꎬ招募其他前体蛋白转运到质体中ꎬ
并在质体发生和转化中具有重要的作用[１８]ꎮ 果实

成熟的一个特征就是产生活性氧ꎮ 一些研究发现活

性氧作为一个中心因子参与细胞中复杂的信号网

络ꎬ并作为一个特殊的信号分子参与其中[１９]ꎮ 质体

产生活性氧并作为第二信使参与一系列的级联转导

反应ꎬ并诱导有色体中特殊的类胡萝卜素基因分化

表达ꎮ 而控制活性氧稳态需要细胞内过氧化物酶的

维持ꎮ 细胞内的一些酶参与了氧化还原水平的维

持ꎬ例如抗坏血酸过氧化物酶、谷胱甘肽还原酶、谷
胱甘肽过氧化物酶和超氧化物歧化酶ꎬ并且这些酶

高度富集在有色体中[２０￣２１]ꎮ
本研究通过分析 ４ 个不同木薯品种(系)块根

在膨大期和成熟期 β￣类胡萝卜素含量的变化ꎬ研究

类胡萝卜素合成途径相关基因及相关酶的表达水平

变化ꎬ探讨导致不同木薯品种间类胡萝卜素含量差

异的原因ꎬ为今后选育高类胡萝卜素含量的木薯新

品种及下一步的基因克隆与标记开发提供科学

依据ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

以木薯栽培品种白心木薯华南 ６０６８、华南 ９
号、紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 和粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 为研

究材料ꎮ 以华南 ６０６８ 为对照ꎬ其特点是类胡萝卜素

含量低ꎻ以华南 ９ 号、紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 和粉红

木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 为实验组ꎮ 在种植后 ６ 个月(膨大期)、
９ 个月(成熟期)分别挖取块根ꎬ每个品种挖取 ３ 次ꎬ
用双蒸水洗净后切碎液氮冻存ꎮ 材料均由中国热带

农业科学院热带作物品种资源研究所国家木薯种质

资源圃提供ꎮ
１. ２　 方法

１. ２. １　 块根 β￣胡萝卜素的提取　 分别对华南 ９ 号、
华南６０６８、紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 和粉红木薯Ｍｉｒａｓｏｌ
的块根膨大期和块根成熟期进行 β￣胡萝卜素的提

取ꎬ提取方法参照 Ｍ􀆰 Ｌｕｃｉａ 等[２２] 的方法进行ꎬ并进

行 ＨＰＬＣ 分析ꎮ
１. ２. ２　 目的基因荧光定量分析　 依照 ＴＡＫＡＲＡ 公

司的 ＳＹＢＲ Ｐｒｉｍｅ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂的要求进行反应液混

合:ＳＹＢＲ Ｐｒｉｍｅ Ｅｘ ＴａｑⅡ５ mＬꎬ上游引物 ０􀆰 ５ mＬꎬ下
游引物 ０􀆰 ５ mＬꎬｃＤＮＡ 模板 １ mＬꎬｄＨ２Ｏ ３ mＬꎮ ＰＣＲ
反应循环条件为 ９４ ℃ １ ｍｉｎ３０ ｓꎬ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５９ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ绘制溶解曲线ꎮ 以华

南 ６０６８ 的表达量为 １ꎬ采用 ２ － ΔΔＣｔ法分析不同品种

的基因表达量ꎬ每个处理 ３ 次重复ꎮ 以 Ａｃｔｉｎ 为对照

基因ꎬ分析 １￣脱氧￣Ｄ￣木酮糖￣５￣磷酸还原异构酶基

因( ＤＸＲ)、 １￣脱氧￣Ｄ￣木酮糖￣５￣磷酸合成酶基因

(ＤＸＳ)、八氢番茄红素合成酶基因(ＰＳＹ１ 和 ＰＳＹ２)、
八氢番茄红素脱氢酶基因(ＰＤＳ)、ζ￣胡萝卜素脱氢

酶基因(ＺＤＳ)、番茄红素 β￣环化酶基因(ＬＹＣＢ)、番
茄红素 ε￣环化酶基因(ＬＹＣＥ)、β￣胡萝卜素羟化酶基

因(ＨＹＤ)、玉米黄质环化酶基因(ＺＥＰ)、胡萝卜素

裂解双加氧酶(ＣＣＤ１)、９￣顺式￣环氧类胡萝卜素双

加氧酶(ＮＣＥＤ２、ＮＣＥＤ３)和质体发育基因(ＯＲ)在 ４
个木薯品种(系)块根膨大期和成熟期的表达水平ꎮ
１. ２. ３　 ＲＮＡ 样品的提取及反转录　 参照 ＴＩＡＮＧＥＮ
ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ Ｐｌａｎｔ Ｋｉｔ 多糖多酚试剂盒说明书进行

木薯块根总 ＲＮＡ 提取ꎮ ＲＮＡ 反转录参照 ＴＡＫＡＲＡ
公司 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅｇａｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ
(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)进行基因组去除及反转录ꎮ
１. ２. ４　 块根蛋白质提取及 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测　 蛋

白质的提取与溶解参照 Ｌ􀆰 Ｊ􀆰 Ｃａｍａｌｈｏ 等[２３]丙酮沉淀

法ꎬ提取块根蛋白质后加入适量的 １ × ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ (１ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣＬ ( ｐＨ６􀆰 ８)、０􀆰 ２ ｍｏｌ / ＬＤＴＴ、
４％ ＳＤＳ、２０％ 甘油)溶解ꎮ 采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 对溶解

后的蛋白样品进行电泳ꎬ电泳结束后置于转膜仪

( ｉＢｌｏｔＴＭ Ｄｒｙ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ) 转移到醋酸纤维膜

(ＰＶＤＦ)后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测ꎮ 以各个木薯品

种 Ａｃｔｉｎ 作为内参ꎬ其中 ＡＰＸ、ＧＲ、Ｆｅ￣ＳＯＤ、ＨＳＰ７０ 抗

体稀释倍数分别为 １ ∶ １０００、１ ∶ １０００、１ ∶ ２０００ 和 １ ∶
２０００ꎬ２ 次重复ꎮ
１. ２. ５ 　 数据分析 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 条带利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件进行图片数据转换ꎬ用 ＥＸＣＥＬ ２０１６ ｐｌｕｓ 和

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件对数据进行分析ꎬ差异显著性

分析采用新复极差法(Ｄｕｎｃａｎ)和最小显著差异法

(ＬＳＤ)ꎮ
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表 １　 类胡萝卜素合成途径相关基因实时定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因名称

Ｇｅｎｅｓ ｎａｍｅ
上游引物

Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ
下游引物

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ａｃｔｉｎ
ＤＸＳ
ＤＸＲ
ＰＳＹ１
ＰＳＹ２
ＰＤＳ
ＺＤＳ
ＨＹＤ
ＣＣＤ１
ＬＹＣＥ
ＬＹＣＢ
ＺＥＰ
ＮＣＥＤ２
ＮＣＥＤ３
ＯＲ

ＴＧＡＴＧＡＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＣＣＡ
ＧＡＣＣＧＡＧＡＴＧＴＡＡＡＧＣＣＡＧＡ
ＡＴＡＴＧＣＴＴＴＣＣＣＣＴＧＣＴＧＡ
ＣＣＧＡＣＧＡＧＡＣＧＧＣＣＡＴＴ

ＧＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＣＡＴＡＴＣＡＡＡＧＧ
ＣＧＴＧＡＡＴＴＴＡＧＣＣＧＧＡＣＴＴＣ

ＴＧＡＴＡＡＣＡＴＣＡＧＴＧＣＣＣＧＴＴＧＴ
ＴＧＧＣＡＣＧＴＴＧＧＣＡＡＴＧＧ

ＧＧＡＧＧＴＡＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＧＡＡＡ
ＧＡＣＡＧＡＧＴＣＧＡＣＣＣＡＡＧＧＡＡＴＣ
ＣＴＡＧＴＴＧＣＴＣＧＧＣＣＴＧＧＡＧＴＡ
ＣＣＴＡＣＴＧＴＧＡＣＣＧＡＡＴＣＡＡＡＴＧ
ＧＡＧＧＧＡＴＴＧＣＴＴＧＣＡＧＡＴＡＣＧ
ＴＧＧＧＡＴＧＧＴＴＣＡＴＧＣＴＧＴＣＣ
ＡＣＴＧＡＧＣＴＴＧＴＣＣＧＧＴＴＣＴＣ

ＣＣＴＣＣＴＡＣＧＡＣＣＣＡＡＴＣＴＣＡ
ＣＧＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＡＧＡＴＡＣ

ＧＣＴＧＣＣＣＣＡＡＡＡＴＣＣＴＴ
ＣＡＴＡＧＧＡＴＴＡＧＧＴＡＧＴＧＧＡＡＧＣＡＡＴＴＴＡ

ＴＧＧＧＡＡＧＣＡＡＧＧＴＴＧＧＡＡＧＡ
ＧＣＴＴＴＧＣＡＴＧＣＣＡＡＴＴＧＴＴＧ
ＣＣＴＣＣＧＴＣＴＴＡＧＴＧＧＣＡＡＡＣＡ

ＴＴＧＴＡＣＡＣＧＡＴＧＧＴＣＴＴＧＴＴＣＡＣＡ
ＴＣＡＣＣＴＣＣＡＣＧＡＴＣＧＧＡＡＣＴ

ＣＴＴＣＣＡＴＡＣＴＴＴＣＴＴＣＣＧＣＴＴＡＣＣ
ＣＴＴＡＡＴＣＴＡＧＣＣＡＣＣＡＴＣＣＴＴＴＣＣ

ＡＡＡＡＣＣＡＧＣＣＣＧＣＣＡＡＴ
ＣＡＡＡＴＡＡＡＡＡＡＣＧＡＡＣＣＣＡＧＡＡＡＡＡ

ＴＡＴＣＣＣＡＧＡＧＴＧＧＣＣＡＴＧＧＡ
ＣＡＡＡＡＴＣＣＡＧＣＧＧＣＧＴＴＡ

２　 结果与分析

２. １　 不同时期 ４ 个木薯品种(系)β￣胡萝卜素含量

分析

４ 个木薯品种(系)不同时期 β￣胡萝卜素含量

的变化如图 ２ 所示ꎮ 在 ４ 个木薯品种(系)膨大期、
成熟期中ꎬ华南 ９ 号的 β￣胡萝卜素含量显著高于华

南 ６０６８、紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９、粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌꎮ
在膨大期及成熟期中ꎬβ￣胡萝卜素的含量从高到低

依次为华南 ９ 号 > 紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ > 华南

６０６８ >粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌꎮ 其中ꎬ成熟期华南９ 号的

β￣胡萝卜素含量相对于膨大期提高了 ０􀆰 ７９５ μｇ / ｇ
(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 成熟期的紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 相对

于膨大期提高 ０􀆰 １６ μｇ / ｇ(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ而华南 ６０６８ 与

粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 在成熟期的 β￣胡萝卜素含量都有所

下降ꎬ其中华南 ６０６８ 降低 ０􀆰 １２６ μｇ / ｇ(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ而
粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 降低了 ０􀆰 ０３９ μｇ / ｇ(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
２. ２　 不同时期类胡萝卜素合成及代谢途径相关基

因表达分析

以华南 ６０６８ 作为对照ꎬ３ 个木薯品种(系)膨大

期和成熟期类胡萝卜素合成途径相关基因的表达水

平变化结果如图 ３ 所示ꎮ

字母表示差异显著性　 Ａｌｐｈａｂｅｔｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

图 ２　 ４ 个木薯品种不同时期 β￣胡萝卜素含量

Ｆｉｇ. ２　 β￣ｃａｒｏｔｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃａｓｓａｖａ ｌｉｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ
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图 ３　 不同木薯品种(系)膨大期和成熟期类胡萝卜素代谢途径相关基因表达分析

Ｆｉｇ. ３　 Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ａｎｄ
ｍａｔｕｒｅ ｐｅｒｉｏｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｓｓａｖａ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ( ｌｉｎｅｓ)
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　 　 在华南 ９ 号块根参与类胡萝卜素合成的基因

中ꎬ在膨大期表达量显著高于成熟期的基因为

ＤＸＲ、 ＤＸＳ、 ＰＳＹ１、 ＰＤＳ、 ＬＣＹＥ、 ＺＥＰ、 ＣＣＤ１、
ＮＣＥＤ３ 和 ＯＲ( Ｐ < ０􀆰 ０５) ꎻ而表达量显著低于成

熟 期 的 基 因 包 括 ＰＳＹ２、 ＺＤＳ、 ＬＣＹＢ、 ＨＹＤ 和

ＮＣＥＤ２(Ｐ < ０􀆰 ０５) ꎮ 在 ＭＥＰ 途径ꎬ华南 ９ 号木薯

ＤＸＲ 和 ＤＸＳ 基因膨大期表达量分别是成熟期的

１０ 倍和 ３􀆰 ４４ 倍ꎮ 在催化 ＧＧＰＰ 合成八氢番茄红

素代谢通路中ꎬ涉及催化酶 ＰＳＹ１ 和 ＰＳＹ２ 基因ꎬ
这 ２ 个基因在膨大期和成熟期表达水平相反ꎬ
ＰＳＹ１ 基因在膨大期表达高于成 熟 期 ２􀆰 ５ 倍ꎬ
ＰＳＹ２ 基因在成熟期表达是膨大期的 ３􀆰 ５ 倍ꎮ 在八

氢番茄红素合成 α / β￣胡萝卜素过程中ꎬ与合成相关

的基因 ＰＤＳ 和 ＬＣＹＥ 在膨大期表达水平高于成熟

期ꎬ而 ＺＤＳ 和 ＬＹＣＢ 基因在成熟期表达水平高于膨

大期ꎬ其中成熟期 ＺＤＳ 基因表达水平在 １４ 个分析

的基因中达到最高ꎬ是膨大期的 ４􀆰 ２ 倍ꎮ 此外ꎬ与
α / β￣胡萝卜素降解相关基因 ＣＣＤ１ 在膨大期表达水

平是成熟期的 １􀆰 ７９ 倍ꎮ 最后导致成熟期 β￣胡萝卜

素含量显著高于膨大期ꎮ 在 α / β￣胡萝卜素合成

ＡＢＡ 过程中ꎬＺＥＰ 和 ＮＣＥＤ３ 基因在膨大期的表达

水平高于成熟期ꎬ而 ＨＹＤ 和 ＮＣＥＤ２ 基因在成熟期

的表达水平高于膨大期ꎮ 调控质体发育的 ＯＲ 基因

在膨大期表达水平高于成熟期ꎮ
在粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 块根参与类胡萝卜素合成

的基因中ꎬ在膨大期表达量显著高于成熟期的基因

为 ＤＸＲ、ＤＸＳ、ＰＳＹ１、ＰＳＹ２、ＰＤＳ、ＺＤＳ、ＬＣＹＥ 和 ＣＣＤ１
(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ而表达量显著低于成熟期的基因包括

ＨＹＤ、ＺＥＰ、ＮＣＥＤ２、ＮＣＥＤ３ 和 ＯＲ (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 从

ＭＥＰ 到 α / β￣胡萝卜素合成途径ꎬ所涉及的基因在膨

大期表达水平均高于成熟期ꎬ导致粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ
块根膨大期 β￣胡萝卜素含量显著高于成熟期ꎻ而在

α / β￣胡萝卜素合成 ＡＢＡ 过程中涉及的基因在膨大

期均低于成熟期ꎮ ＯＲ 基因在膨大期表达水平低于

成熟期ꎮ
紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 块根参与类胡萝卜素合

成的基因中ꎬ除 ＺＥＰ、ＬＣＹＥ 和 ＯＲ 基因外ꎬ在膨大期

表达量显著高于成熟期的基因与华南 ９ 号相同ꎻ而
表达量显著低于成熟期的基因也与华南 ９ 号相同ꎻ
与华南 ９ 号相似ꎬ紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 块根膨大

期 β￣胡萝卜素的含量显著低于成熟期(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ
其中 ＭＥＰ 途径的 ＤＸＲ、ＤＸＳ 和核心催化酶 ＰＳＹ１ 在

膨大期的表达量显著高于成熟期ꎬ羟化酶 ＰＤＳ 基因

略有下调ꎬ但差异并不显著ꎬ而核心催化酶 ＰＳＹ２ 基

因与脱氢酶 ＺＤＳ 基因以及控制类胡萝卜素支流的

ＬＹＣＥ 在成熟期均显著上调ꎬ表明紫叶黄心木薯

ＢＧＭ０１９ 的类胡萝卜素均有向 α 和 β 下游途径转化

的趋势ꎬ造成 β￣类胡萝卜素的含量低于华南 ９ 号ꎮ
而涉及降解途径的 ＣＣＤ１ 与 ＮＣＥＤ３ 在膨大期的表

达量要高于成熟期ꎬ说明类胡萝卜素向下游转化的

趋势受到抑制ꎬ涉及质体相关发育的 ＯＲ 基因在膨

大期的表达水平与成熟期没有显著性差异 (Ｐ >
０􀆰 ０５)ꎮ

以华南 ６０６８ 为对照ꎬ分析 ３ 个木薯品种(系)
块根参与类胡萝卜素合成的 １４ 个基因的表达水平ꎬ
发现在 １４ 个基因中ꎬ华南 ９ 号成熟期 ＺＤＳ 基因表

达水平为最高ꎬ其次是成熟期的 ＰＳＹ２ 和 ＮＣＥＤ２ 基

因ꎮ 而粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 成熟期 ＮＣＥＤ２ 基因表达水

平达到最高ꎬ其次是膨大期的 ＤＸＲ 基因ꎮ 在紫叶黄

心木薯 ＢＧＭ０１９ 块根中ꎬ成熟期 ＰＳＹ２ 基因的表达

水平最高ꎬ其次是成熟期的 ＺＤＳ、ＨＹＤ 和 ＮＣＥＤ２
基因ꎮ
２. ３　 不同时期类胡萝卜素途径相关酶表达分析

膨大期内华南 ９ 号木薯与紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９
的 ＨＳＰ７０ 表达量相近但高于华南 ６０６８ 与粉红木薯

Ｍｉｒａｓｏｌꎬ但在成熟期内ꎬ华南 ９ 号、华南 ６０６８ 与紫叶

黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 差异不显著但都显著高于粉红木

薯 Ｍｉｒａｓｏｌꎬ且成熟期相对于膨大期都有下调ꎮ 活性

氧相关途径的谷胱甘肽还原酶(ＧＲ)在 ４ 个品种膨

大期的表达量由高到低分别为粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ >
华南 ９ 号 >紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ > 华南 ６０６８ꎬ成
熟期的表达量由高到低为华南 ６０６８ > 华南 ９ 号 >
粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ > 紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ꎬ除了粉

红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 在两个时期的表达差异不大外ꎬ在其

他 ３ 个木薯品种的成熟期都显著高于膨大期(华南９
号ꎬ１􀆰 ８４ 倍ꎻ华南６０６８ꎬ３􀆰 ７７ 倍ꎻ紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ꎬ
１􀆰 ８３ 倍)ꎮ ４ 个木薯品种抗坏血酸过氧化物酶

(ＡＰＸ)在成熟期的表达量都显著高于膨大期(华
南 ９ 号ꎬ５􀆰 ６４ 倍ꎻ华南 ６０６８ꎬ２５􀆰 ６４ 倍ꎻ粉红木薯Ｍｉｒ￣
ａｓｏｌꎬ１１􀆰 ０６ 倍ꎻ紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ꎬ６􀆰 ３１ 倍)ꎮ
在膨大期中ꎬ表达量由高到低依次为:华南 ９ 号 > 紫

叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ > 粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ > 华南

６０６８ꎮ 而超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)在华南 ９ 号和华南

６０６８ 的成熟期呈现上调表达ꎬ且华南 ６０６８ 呈显著

的上调表达ꎻ而粉红木薯在成熟期的表达量呈下调ꎬ
而紫叶黄心木薯在 ２ 个时期内差异并不显著(图
４)ꎮ 整体上ꎬ活性氧途径相关的酶在成熟期的表达

量要高于膨大期ꎮ
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图 ４　 ４ 个木薯品种不同生长期类胡萝卜素相关酶表达量分析
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３　 结论与讨论

在高等植物中ꎬ番茄红素环化的步骤是类胡萝

卜素合成的重要分支点ꎬＬＹＣＢ 与 ＬＹＣＥ 是 ２ 个参与

其中的关键酶ꎬ其基因编码的酶的活性是决定番茄

红素分支流量的重要因素[４]ꎮ 在本研究中华南 ９ 号

和紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 在膨大期和成熟期 ＬＹＣＢ
显著上调表达ꎬ使得类胡萝卜素的代谢途径向下游

的类胡萝卜素合成ꎬ而紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 中

ＬＹＣＥ 上调表达也造成一部分的番茄红素向下游 α
途径转化ꎬ使得紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 的 β￣胡萝卜

素含量低于华南 ９ 号ꎮ 粉红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 的 ２ 个番

茄红素分支酶基因(ＬＹＣＢ 和 ＬＹＣＥ)在 ２ 个时期相

对于对照华南 ６０６８ 极显著下调表达造成 β￣胡萝卜

素含量的降低ꎮ ＰＳＹ 是决定植物组织中类胡萝卜素

总量的核心催化酶[２４]ꎬ但在木薯中ꎬＰＳＹ１ 主要参

与叶片类胡萝卜素合成ꎬ而 ＰＳＹ２ 主要在块根中表

达[２５]ꎬ华南 ９ 号和紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 中 ＰＳＹ２
在成熟期的表达量显著高于膨大期ꎬ表明这两个品

种在成熟期的类胡萝卜素合成活性相当活跃ꎮ 而粉

红木薯 Ｍｉｒａｓｏｌ 膨大期的 ＰＳＹ２ 在成熟期的表达量显

著下调ꎬ表明随着生长发育的进行其类胡萝卜素合

成的相关能力降低ꎮ
在类胡萝卜素降解相关基因中ꎬ与对照华南

６０６８ 相比ꎬ华南 ９ 号的 ＣＣＤ１ 基因在成熟期显著

下调表明类胡萝卜素的积累很可能与 ＣＣＤ１ 的低

转录活性有关ꎬ造成类胡萝卜素降解受到阻碍ꎮ
研究表明ꎬＣＣＤ１ 可以在类胡萝卜素 Ｃ９￣Ｃ１０ 端切

割番茄红素、胡萝卜素、玉米黄质形成芳香类物

质[２６] ꎮ 此外ꎬＮＣＥＤ２ 和 ＮＣＥＤ３ 的在不同生育期

表达趋势并不一致ꎬＮＣＥＤ２ 在 ３ 个品种中的成熟

期的表达量都要高于膨大期ꎬ除去粉红木薯 Ｍｉｒａ￣
ｓｏｌ 外ꎬＮＣＥＤ３ 的表达趋势与 ＮＣＥＤ２ 相反ꎮ 在木

薯中ꎬＮＣＥＤ２ 在叶片中高表达ꎬ而 ＮＣＥＤ３ 在块根

中的表达量要高于 ＮＣＥＤ２ [７] ꎬ而 ＮＣＥＤ 是控制类

胡萝卜素向下游 ＡＢＡ 转化的限速酶ꎮ 华南 ９ 号和

紫叶黄心木薯 ＢＧＭ０１９ 在成熟期 ＮＣＥＤ３ 基因的

表达量显著低于膨大期ꎬ也是类胡萝卜素在成熟

期高于膨大期的原因之一ꎮ
分子伴侣 ＨＳＰ７０ 在品种间差异不显著但都随

着生长发育的进行呈现下调的趋势ꎬ其表达的下

调也伴随着 ＰＤＳ 表达的下调ꎬ与 ＨＳＰ７０ 在水仙花

有色体中组成蛋白质复合体并调控八氢番茄红素

脱氢酶(ＰＤＳ)的活性[２７]结果相一致ꎮ 细胞内活性

氧相关酶谷胱甘肽还原酶(ＧＲ)与抗坏血酸过氧

化物酶(ＡＰＸ)在 ４ 个品种成熟期的表达量要高于

膨大期ꎬ高活性的活性氧相关酶能够保护质体相

关组分免受氧化胁迫并使质体能够适应有色体发

育过程中代谢变化ꎬ维持质体的稳态ꎬ与辣椒转色

中有色体的合成伴随着活性氧相关酶高表达[２８] 结

果相一致ꎮ 但相同时期内不同品种间活性氧相关

酶的表达差异并不显著ꎬ可能是其只参与质体的

转化但不涉及类胡萝卜素的积累ꎮ 而超氧化物歧

化酶(Ｆｅ￣ＳＯＤ)在不同品种发生的变化可能参与不

同的功能ꎮ
本研究对 ４ 个木薯品种膨大期和成熟期类胡

萝卜素相关酶和基因的研究表明ꎬ类胡萝卜素合

成及降解关键基因的变化是造成不同品种间类胡

萝卜素含量变化的原因之一ꎬ而活性氧相关酶的

变化也涉及到质体发育过程的变化ꎮ 这些研究结

果有助于了解不同品种木薯类胡萝卜素分子机

制ꎬ为将来进一步提高木薯块根类胡萝卜素含量
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