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摘　 要：为了探究 ＵＶ⁃Ｂ 辐射对大豆异黄酮合成调控的分子机理，本研究以 ＵＶ⁃Ｂ 辐射处理大豆 Ｖ１ 期幼苗，采用

ＨＰＬＣ 和定量 ＰＣＲ 方法分别测定处理前后各部位异黄酮含量和基因的表达，并克隆出 ＧｍＵＶＲ８ 光受体基因。 发现

ＵＶ⁃Ｂ 辐射处理大豆 Ｖ１ 期幼苗 ８ ｈ 后，叶中总异黄酮含量提高 １． ３ 倍，大豆苷元和染料木素分别提高 １５． ８ 和 １６． ５
倍。 大豆根、茎和叶中 ＣＨＳ 和 ＩＦＳ 基因对 ＵＶ⁃Ｂ 反应的时间和强度存在明显差异，ＣＨＳ１１ 在处理 ２ ｈ 后表达量增加

３８． ４ 倍，ＩＦＳ１ 和 ＩＦＳ２ 基因的最高表达量分别比处理前增加 ４． ７ 和 １８． ３ 倍。 克隆出了大豆中编码 ＵＶＲ８ 光受体的

ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ 和 ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因，其氨基酸序列与拟南芥 ＡｔＵＶＲ８ 的同源度为 ７４％ ；ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ、
ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因在叶中表达存在显著差异，以 ＧｍＵＶＲ８ｂ 表达量最高。 结果表明在大豆中 ＵＶ⁃Ｂ 辐射可能通过多种

ＵＶＲ８ 光受体调控苯基丙酸类途径关键酶基因的表达，进而影响异黄酮的合成。
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　 　 异黄酮是主要存在于豆科植物体内的具有 Ｃ６ ／
Ｃ３ ／ Ｃ６ 基本骨架结构的黄酮类次生代谢物质，是少

数豆科植物特有的具有重要生物学功能的次生代

谢产物，通过苯丙烷类代谢途径合成［１⁃２］。 目前在

大豆中共发现 １２ 种异黄酮，依据主要存在形式分为

游 离 型 的 苷 元 （ Ａｇｌｙｃｏｎ ） 和 结 合 型 的 糖 苷

（Ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）两类。 游离型苷元为其生理活性成分，
占总量的 ２％ ～ ３％ ，主要种类有大豆苷元、黄豆黄

素和染料木素。 以糖苷形式存在的异黄酮约占总

量的 ９７％ ～ ９８％ ，又可分为葡萄糖甙、乙酰基葡萄

糖甙、丙二酸单酰基葡萄糖甙等类别［３］。 大豆异黄

酮作为重要的酚类次生物质主要通过苯丙烷类代

谢途径合成［４］。 其合成主要分为两个阶段：第一阶

段，以苯丙氨酸为底物， 经过苯丙氨酸解氨酶

（Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ Ａｍｍｏｎｉａ⁃Ｌｙａｓｅ， ＰＡＬ）、肉桂酸⁃４⁃羟
化酶（Ｃｉｎｎａｍａｔｅ⁃４⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｃ４Ｈ）、４⁃香豆酸：辅
酶 Ａ 连接酶（４⁃Ｃｏｕｍａｒａｔｅ：Ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ Ｌｉｇａｓｅ，４ＣＬ）
催化生成了黄酮类物质的共同生物合成前体 ｐ⁃香
豆酰⁃ＣｏＡ（ｐ⁃ｃｏｕｍａｒａｔｅ ＣｏＡ）；第二阶段，该合成前

体在查尔酮合酶（Ｃｈａｌｃｏｎｅ Ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＨＳ）和查尔酮

还原酶（Ｃｈａｌｃｏｎｅ Ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＣＨＲ）的催化下生成柚

皮素 查 尔 酮 （ Ｎａｒｉｎｇｅｉｎ Ｃｈａｌｃｏｎｅ ） 或 异 甘 草 素

（Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｔｉｇｅｎｉｎ），而后柚皮素查尔酮或异甘草素在

查尔酮异构酶 （Ｃｈａｌｃｏｎｅ Ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＣＨＩ）的酶促反
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应中合成甘草素或柚皮素，最后在异黄酮合酶

（Ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ Ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＩＦＳ） 的催化下形成大豆异黄酮

苷元，即染料木素、大豆苷元和黄豆黄素，游离苷元

在 ＵＧＴ（尿苷二磷酸葡萄糖基转移酶）、ＡＴ（乙酰基

转移酶）和 ＭＴ（丙二酰基转移酶）的催化下形成葡

萄糖苷型、乙酰基葡萄糖苷型、丙二酰基葡萄糖异

黄酮。 上述第二阶段反应主要存在于豆科植物，是
异黄酮生物合成的特征途径，途径中关键酶在大豆

中由多基因编码，如目前发现的大豆查尔酮合酶基

因有 １４ 个［５］，将苯丙烷代谢途径引入到异黄酮代谢

支路的关键酶异黄酮合酶由 ＩＦＳ１ 和 ＩＦＳ２ 两个基因

编码［６］。
异黄酮合成途径中关键酶 ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、ＣＨＳ、ＣＨＩ 和

ＩＦＳ 等编码基因的表达受众多因素影响，紫外处理对异

黄酮合成影响尤为明显［７］。 Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ⁃Ｂ（ＵＶ⁃Ｂ）是波

长区间为 ２８０ ～ ３１５ ｎｍ 的紫外光，ＵＶ⁃Ｂ 辐射会对植

物的生理代谢、光合作用、生物量积累、植物蛋白及

核酸产生直接或间接的影响。 低强度的 ＵＶ⁃Ｂ 照射

可作为信号因子参与植物光形态的建成，调节下胚轴

伸长和子叶伸展，调控叶片光合作用与生物节律，引
导植株体内可吸收紫外光的类黄酮的合成。 高强度

的 ＵＶ⁃Ｂ 辐射则会给植物细胞造成不可逆的永久性

伤害。 在大豆生产方面，紫外辐射造成大豆植株矮

化，叶片数和叶面积显著减少，蒸腾速率减弱，光合作

用受阻，随着辐射强度增加大豆干物质积累下降，最
终导致大豆生物量减少，产量大幅下降［８］。

ＵＶＲ８（ＵＶ ＲＥＳＩＳＴＡＮＣＥ ＬＯＣＵＳ ８）是在筛选对

ＵＶ⁃Ｂ 胁迫表现敏感的突变体时被发现的，拟南芥

ｕｖｒ８ 突变体与野生型相比，子叶和第一对真叶出现

部分坏死的现象，在移除 ＵＶ⁃Ｂ 胁迫后，野生型可以

很快恢复，而突变体植株没有恢复迹象并继续坏

死［９］。 ２０１１ 年，Ｒａｚｚｉｎｉ 等［１０］ 利用酵母异源表达系

统证实了 ＵＶＲ８ 是植物体内特有的 ＵＶ⁃Ｂ 光受体，
具有特异性作用。 此后，研究者们从模式植物拟南

芥着手解析 ＵＶＲ８ 蛋白的结构并揭示其作用机制。
在施加 ＵＶ⁃Ｂ 处理之前，ＵＶＲ８ 晶体结构为完全对称

的同源二聚体，受到 ＵＶ⁃Ｂ 照射后，两个色氨酸

Ｗ２８５、Ｗ２３３ 的吲哚环电子受到激发，从而降低了两

个与之相邻的精氨酸 Ｒ２８６、 Ｒ３３８ 的稳定性，而

Ｒ２８６、Ｒ３３８ 正是维持单体间氢键的关键氨基酸，最
终 ＵＶＲ８ 二聚体解离为两个单体［１１］。 解聚后的

ＵＶＲ８ 单体与 Ｅ３ 泛素连接酶（Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ Ｐｈｏｔｏ⁃
ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃ １， ＣＯＰ１ ） 结合， 其复合物再与 ＳＰＡ
（Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｏｆ ｐｈｙＡ⁃１０５）蛋白结合，启动对转录因

子 ＨＹ５ 的调控，从而影响植物光形态的建成［１２］。
在移除 ＵＶ⁃Ｂ 后，ＵＶＲ８ 可以自行恢复基态［１３⁃１５］。

近年来 ＵＶＲ８ 受 ＵＶ⁃Ｂ 诱导的应答机制研究结

果表明 ＵＶＲ８ 蛋白在植物体内的结构与功能具有高

度保守性。 罗秋兰等［１６］ 利用生物信息学方法系统

分析了大豆 ＧｍＵＶＲ８ 基因及其编码蛋白质的特性，
预测大豆中存在 ４ 个 ＧｍＵＶＲ８ 蛋白质 ＧｍＵＶＲ８ａ、
ＧｍＵＶＲ８ｂ、ＧｍＵＶＲ８ｃ 和 ＧｍＵＶＲ８ｄ，均为亲水性蛋

白质，包含多个保守的 ＲＣＣ１ 结构域， 形成了完整

或不完整的七叶 β⁃折叠的结构，同源序列比对认为

ＧｍＵＶＲ８ｃ 与拟南芥最为相似。 根据以上分析结

果，本研究以大豆品种天隆一号为材料，研究 ＵＶ⁃Ｂ
处理前后其根、茎和叶等不同部位异黄酮的积累，
检测根、茎和叶等部位异黄酮合成途径中关键 ＣＨＳ
和 ＩＦＳ 基因的表达。 以 ｃＤＮＡ 为模板扩增大豆各

ＧｍＵＶＲ８ 基因，初步分析 ＵＶ⁃Ｂ 处理前后其在叶中

表达量的变化情况，以期为高异黄酮大豆种质创制

提供理论参考，对阐明 ＵＶ⁃Ｂ 辐射影响大豆异黄酮

合成的分子机制具有重要意义。

１　 材料与方法

１． １　 材料

供试材料大豆栽培品种天隆一号为中国农业

科学院油料作物研究所培育。 采用 ＵＶ⁃Ｂ ３０２ ｎｍ
（Ｐｈｉｌｉｐｓ）灯管进行紫外处理。 植物基因组 ＲＮＡ 提

取试剂盒（货号：Ｂ５１８６３１）和 ｃＤＮＡ 第一链合成试

剂盒（货号：Ｂ５３２４４５）购自生工生物工程（上海）股
份有限公司。
１． ２　 试验设计

将天隆一号大豆种于人工气候室中，白天温

度 ２６ ℃ ，夜晚温度 ２２ ℃ ，光周期 １３ ｈ（光） ／ １１ ｈ
（暗），采用红、黄、蓝三色 ＬＥＤ 光源，光照强度

３００ μｍｏｌ·ｍ － ２·ｓ － １。第一个三出复叶完全展开后，用
３０２ ｎｍ 紫外光，６． ８ Ｗ·ｍ － ２强度分别处理 ２，４，６ 和

８ ｈ。每个处理设 ３ 个生物学重复。 取各个处理时期大

豆根、茎和叶，用锡纸包裹后液氮速冻，放入 －８０ ℃冰

箱保存，用于测定异黄酮含量和提取 ＲＮＡ。 分别检测

ＵＶ⁃Ｂ 处理前和处理 ８ ｈ 后大豆异黄酮含量，分析

ＵＶ⁃Ｂ 处理前和处理后不同时间异黄酮合成途径关

键酶 ＣＨＳ 和 ＩＦＳ 编码基因表达量变化情况。
以 ｃＤＮＡ 为模板克隆 ＧｍＵＶＲ８ａ、 ＧｍＵＶＲ８ｂ、

ＧｍＵＶＲ８ｃ 和 ＧｍＵＶＲ８ｄ 基因并进行氨基酸序列同源

分析，同时检测 ＵＶ⁃Ｂ 处理前后大豆根、茎和叶基因

表达量。
１． ３　 方法

１． ３． １　 大豆异黄酮提取及含量测定　 异黄酮提取

方法：将 ５ ｍＬ 提取溶液［０． １％ 乙酸（Ｖ ／ Ｖ）和 ７０％
乙醇（Ｖ ／ Ｖ）水溶液］加入 １０ ｍＬ 带盖的离心管中，
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记录质量 Ｗ１。 将待测材料在液氮中磨成粉末，加
１００ ｍｇ样品于 ５ ｍＬ 提取溶液，并记录质量 Ｗ２，过
夜震荡，４ ℃，５ ０００ ｒ·ｍｉｎ － １离心 １０ ｍｉｎ，上清液过

０． ２２ μｍ 滤膜，滤液置于 ４ ℃冰箱保存待用。
使用 ＨＰＬＣ 法测定异黄酮含量。 色谱条件：

Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８ 色 谱 柱 （ １５０ ｍｍ × ４. ６ ｍｍ，
５． ０ ｎｍ）；流动相为甲醇 ∶ 水（３０ ∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）；流速：
ｌ ｍＬ·ｍｉｎ － １；检测波长：２５４ ｎｍ；柱温：４０ ℃；进样

量：１０ μＬ［１７］。 设 ３ 个生物学重复，委托中国农业科

学院作物科学研究所完成测定。
１． ３． ２　 基因克隆　 以 ＵＶ⁃Ｂ 处理的大豆叶为材料，
提取总 ＲＮＡ，反转录成 ｃＤＮＡ，以大豆基因组数据库

Ｗｍ８２． ａ２． Ｖ１ 中 ＧｍＵＶＲ８ 基因序列为参考，使用

ＤＮＡＭＡＮ ５． ２ 软件设计引物（表 １），扩增产物转化

到 ＤＨ５α 中，委托生工生物工程（上海）股份有限公

司测序。
表 １　 基因克隆所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５′ － ３′）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）
扩增片段长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ
基因编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

ＧｍＵＶＲ８ａ⁃Ｆ ＡＴＴＡＴＧＡＡＡＴＧＴＴＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＡＣＡＡＴＡＣ
１４４９

Ｇｌｙｍａ． ０４Ｇ２０９６００

ＧｍＵＶＲ８ａ⁃Ｒ ＣＡＴＴＡＴＣＧＴＣＴＡＡＣＧＧＡＡＡＴＴＴＧＧ

ＧｍＵＶＲ８ｂ⁃Ｆ ＧＧＣＡＡＧＴＴＧＴＧＴＡＣＧＴＡＧＡＣＴＡＴＡＧＡＧ
１３１４

Ｇｌｙｍａ． ０５Ｇ１９４４００

ＧｍＵＶＲ８ｂ⁃Ｒ ＡＴＧＴＧＣＴＡＴＣＡＡＴＴＧＡＣＡＴＣＡＣＴＴＴＣ

ＧｍＵＶＲ８ｃ⁃Ｆ ＡＡＴＧＣＴＧＣＡＣＴＣＴＴＣＡＡＧＴＣＴＡＣＴＣＴＴ
１４２５

Ｇｌｙｍａ． ０６Ｇ１５６４００

ＧｍＵＶＲ８ｃ⁃Ｒ ＴＴＡＴＧＣＡＴＣＡＴＴＣＴＣＧＴＣＴＡＡＣＧＧ

ＧｍＵＶＲ８ｄ⁃Ｆ ＡＴＧＴＴＧＡＡＡＧＡＧＴＣＧＣＣＧＡＧＡＣ
１０１７ （ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ）

Ｇｌｙｍａ． ０８Ｇ００２２００

ＧｍＵＶＲ８ｄ⁃Ｒ ＴＴＡＡＧＧＧＡＣＡＣＴＧＧＴＡＴＣＡＴＧＣＣＴＡ

１． ３． ３ 　 基因表达量分析 　 根据测序所获得的

ＧｍＵＶＲ８ 基因核苷酸序列以及 ＮＣＢＩ 中大豆的 ＣＨＳ
和 ＩＦＳ 基因序列设计特异定量 ＰＣＲ 引物（表 ２），检

测 经 ＵＶ⁃Ｂ 处 理 前 后 Ｖ１ 期 幼 苗 各 部 位 中

ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ、ＧｍＵＶＲ８ｃ 以及 ＣＨＳ 与 ＩＦＳ 的

表达情况。

表 ２　 ＧｍＵＶＲ８、ＣＨＳ 与 ＩＦＳ 定量扩增引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＵＶＲ８， ＣＨＳ ａｎｄ ＩＦＳ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５′ － ３′）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）
扩增片段长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ｑＧｍＵＶＲ８ａ⁃Ｆ ＣＡＡＧＧＴＣＴＡＡＧＧＡＴＡＡＡＧＣＡＡＡＴ １７５

ｑＧｍＵＶＲ８ａ⁃Ｒ ＴＴＴＴＧＡＴＡＧＧＡＡＣＴＣＣＣＴＴＡＡＡＣ

ｑＧｍＵＶＲ８ｂ⁃Ｆ ＡＡＴＣＡＣＴＡＡＡＧＡＴＧＧＧＡＡＴＴＴＧＴ １８０

ｑＧｍＵＶＲ８ｂ⁃Ｒ ＧＴＧＴＡＴＡＡＴＣＣＡＣＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡ

ｑＧｍＵＶＲ８ｃ⁃Ｆ ＣＡＡＧＧＴＣＴＡＡＧＧＡＴＡＡＡＧＣＡＡＡＴ １７５

ｑＧｍＵＶＲ８ｃ⁃Ｒ ＴＴＴＴＧＡＴＡＧＧＴＡＣＴＣＣＣＴＧＡＡＡＴ

ｑＣＨＳ１⁃Ｆ ＡＡＧＣＧＡＴＡＣＡＴＧＴＡＣＴＴＡＡＡＣＧＡ １６８

ｑＣＨＳ１⁃Ｒ ＡＡＡＡＧＡＴＧＡＧＡＴＧＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧ

ｑＣＨＳ２⁃Ｆ ＣＴＡＴＣＴＡＧＧＡＴＧＧＴＧＡＧＴＧＴＴＧＡ １５４

ｑＣＨＳ２⁃Ｒ ＡＡＣＴＴＴＴＣＴＴＴＧＡＧＣＴＣＡＧＴＣＡＴ

ｑＣＨＳ３⁃Ｆ ＡＡＴＧＡＡＧＡＡＡＴＣＣＴＧＡＡＡＧＡＧＡＡ １５０

ｑＣＨＳ３⁃Ｒ ＡＡＡＡＧＡＴＧＡＧＡＴＧＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧ

ｑＣＨＳ４⁃Ｆ ＡＣＴＴＡＡＡＣＧＡＡＧＡＧＡＴＣＣＴＧＡＡＧ １５５

ｑＣＨＳ４⁃Ｒ ＡＡＡＡＧＡＴＧＡＧＡＴＧＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧ

ｑＣＨＳ５⁃Ｆ ＡＡＧＣＧＡＴＡＣＡＴＧＴＡＣＴＴＡＡＡＣＧＡ １６８

ｑＣＨＳ５⁃Ｒ ＡＡＡＡＧＡＴＧＡＧＡＴＧＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧ

ｑＣＨＳ６⁃Ｆ ＡＧＧＡＡＧＡＡＧＴＣＡＡＴＡＧＡＡＡＡＴＧＧ １４６

ｑＣＨＳ６⁃Ｒ ＡＡＴＡＣＡＴＴＴＴＴＣＡＡＡＣＡＧＡＣＧＴＧ

ｑＣＨＳ７⁃Ｆ ＡＧＡＴＣＴＴＧＡＡＡＧＡＧＡＡＴＣＣＡＡＡＣ １３８

ｑＣＨＳ７⁃Ｒ ＡＴＣＡＡＧＴＧＧＧＴＡＡＴＣＴＴＴＧＡＣＴＴ
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续表 ２

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列（５′ － ３′）

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）
扩增片段长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ｑＣＨＳ８⁃Ｆ ＴＡＧＡＣＧＧＴＧＧＡＡＡＡＡＴＧＴＡＴＡＴＧ １３９

ｑＣＨＳ８⁃Ｒ ＧＡＴＣＧＡＡＣＴＣＡＡＴＴＡＣＡＡＡＡＴＣＡ

ｑＣＨＳ９⁃Ｆ ＡＧＧＡＡＧＡＡＡＴＣＡＡＴＡＧＡＡＡＡＴＧＧ １６８

ｑＣＨＳ９⁃Ｒ ＡＧＡＡＡＡＧＡＧＡＡＡＧＡＴＴＴＧＣＴＧＴＣ

ｑＣＨＳ１０⁃Ｆ ＡＧＧＡＡＧＡＡＧＴＣＡＡＴＡＧＡＡＡＡＴＧＧ １６５

ｑＣＨＳ１０⁃Ｒ ＡＴＧＡＡＧＣＡＡＡＡＧＡＧＡＡＧＧＡＡＴＡＣ

ｑＣＨＳ１１⁃Ｆ ＡＧＧＡＡＧＡＡＧＴＣＡＡＴＡＧＡＡＡＡＴＧＧ １４６

ｑＣＨＳ１１⁃Ｒ ＡＡＴＡＣＡＴＴＴＴＴＣＡＡＡＣＡＧＡＣＧＴＧ

ｑＩＦＳ１⁃Ｆ ＡＡＧＧＴＴＧＧＡＡＡＧＴＡＴＧＡＧＡＡＧＡＧ １７５

ｑＩＦＳ１⁃Ｒ ＧＴＡＡＴＴＴＴＧＡＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＣＴＣ

ｑＩＦＳ２⁃Ｆ ＡＣＡＣＴＣＡＡＡＡＣＣＴＴＣＣＴＴＡＣＡＴＴ １３７

ｑＩＦＳ２⁃Ｒ ＣＴＡＣＴＴＧＣＣＡＴＡＣＡＴＴＧＡＡＧＡＧＡ

　 　 使用天根生化科技（北京）有限公司的 ＳｕｐｅｒＲｅａｌ
ＰｒｅＭｉｘ Ｐｌｕｓ（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ） 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒，使用

ｉＱ５ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（ＢｉｏＲａｄ， ＵＳＡ）进行定量 ＰＣＲ
分析。 反应体系为：５ μＬ ＳＹＢＲ ＰｒｅＭｉｘ，上、下游引物各

０．２ μＬ，ｃＤＮＡ模板 １ μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ定容至１０ μＬ。 反应

程序为：９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ １０ ｓ，５５ ℃ １０ ｓ，７２ ℃ １０ ｓ，４０ 个

循环。 以大豆 ａｃｔｉｎ 基因（ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：Ｖ００４５０． １）
为内参，每个样品设 ３ 个生物学重复。
１． ３． ４　 序列比较　 从 ＮＣＢＩ 中获得 ＡｔＵＶＲ８ 蛋白质

序列，运用 ＤＮＡＭＡＮ ５． ２ 软件进行同源分析，将其

与克隆出的 ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ、ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因编

码蛋白序列比对。
１． ４　 数据分析

使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 完成数据处理和方差分析。

２　 结果与分析

２． １　 ＵＶ⁃Ｂ 处理对大豆异黄酮含量的影响

如图 １ 所示，紫外光处理对天隆一号大豆根、
茎和叶的异黄酮游离苷元积累的影响存在差异。
在大豆的 ３ 种游离型苷元中，黄豆黄素在 ＵＶ⁃Ｂ 处

理前后都没有检测到，但染料木素和大豆苷元含

量处理前后发生显著变化。 大豆叶片中染料木素

经 ＵＶ⁃Ｂ 处理 ８ ｈ 后含量提高 １６． ５ 倍，大豆苷元

提高 １５． ８ 倍；根与茎中染料木素和大豆苷元含量

偏低，在处理前后变化不明显，如在茎中大豆苷元

和染料木素分别从 ０． ０８ 和 ０． ０６ μｇ·ｇ － １ 提高到

０. １３ 和 ０． ０７ μｇ·ｇ － １，差异不显著（图 １ａ 和 ｂ）。

图 １　 ＵＶ⁃Ｂ 处理前后根、茎和叶中大豆苷元（ａ）、染料木素（ｂ）和总异黄酮（ｃ）的含量

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ（ａ）， ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ（ｂ） ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ（ｃ） ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ，
ｓｔｅｍ ａｎｄ ｌｅａｆ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＵＶ⁃Ｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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　 　 ＵＶ⁃Ｂ 处理 ８ ｈ 后，大豆的根、茎和叶的总异黄

酮含量显著提高，增加 ０． ３３ ～ １． ６１ 倍。 茎中的异黄

酮含量变化最大，增加 １． ６１ 倍；而根中异黄酮含量

变化相对较少，但也增加 ０． ３３ 倍。 根中总异黄酮含

量最高，达到 ３５. １９ μｇ·ｇ － １；茎中的含量最低，为
１７． ７４ μｇ·ｇ － １ （图 １ｃ）。 结果说明紫外处理显著提

高了大豆各部位总异黄酮的积累，但仍然以根中为

最高。
２． ２　 ＵＶ⁃Ｂ 处理对异黄酮合成途径关键基因表达

量的影响

　 　 如图 ２ 所示，紫外光处理后不同时期各 ＣＨＳ 基

因表达量变化情况不同，不同 ＣＨＳ 基因对紫外处理

响应的快慢与强度均不相同。 在叶中，处理后

ＧｍＣＨＳ１、ＧｍＣＨＳ３、 ＧｍＣＨＳ４、 ＧｍＣＨＳ５、 ＧｍＣＨＳ６ 和

ＧｍＣＨＳ７ 基因的表达量迅速升高，２ ｈ 后达到最高，
分别是处理前的 １７． ３，８． ０，４． ８，１９． ７，５． １ 和 １７． ０ 倍；
ＧｍＣＨＳ８ 基因在 ６ ｈ 达到最高，是处理前的 ５． １ 倍；
ＧｍＣＨＳ２、ＧｍＣＨＳ９ 和 ＧｍＣＨＳ１０ 基因在 ８ ｈ 达到最

高，分别是处理前的 ７． ６，５． ９ 和 ３． ９ 倍；ＧｍＣＨＳ１１
基因变化幅度最大，在 ＵＶ⁃Ｂ 处理 ４ ｈ 后达到最高，
为处理前的 ３９． ４ 倍。 在茎中，ＧｍＣＨＳ３、ＧｍＣＨＳ４ 和

ＧｍＣＨＳ７ 基因在处理后 ２ ｈ 表达量最高，分别是对

照的 １． ６， ３． ７ 和 ８． ８ 倍； ＧｍＣＨＳ１、 ＧｍＣＨＳ５、
ＧｍＣＨＳ８、ＧｍＣＨＳ９ 和 ＧｍＣＨＳ１１ 基因在处理 ４ ｈ 后

表达量最高，分别是处理前的 １３． ８，３４． ３，３． ８，１７． ８
和 ７． ９ 倍；ＧｍＣＨＳ２ 和 ＧｍＣＨＳ１０ 基因在处理 ６ ｈ 达

到最高， 分别比处理前增加 １４． ７ 和 １７． ５ 倍；
ＧｍＣＨＳ６ 基因在处理 ８ ｈ 达到最高，为处理前的

２． ８ 倍。 在 根 中， ＧｍＣＨＳ２、 ＧｍＣＨＳ４、 ＧｍＣＨＳ７ 和

ＧｍＣＨＳ１０ 基因处理 ２ ｈ 达到最高，分别是处理前的

１３． ４， ２． ０， ５． ５ 和 ３. ０ 倍； ＧｍＣＨＳ１、 ＧｍＣＨＳ３、
ＧｍＣＨＳ５、ＧｍＣＨＳ９ 和 ＧｍＣＨＳ１１ 基因处理 ４ ｈ 后达

到最高，分别是处理前的 １１． ７，３． ０，１６． １，３． ５ 和

１４． ９ 倍；ＧｍＣＨＳ８ 和 ＧｍＣＨＳ８ 基因在 ６ ｈ 达到最高，
分别为对照的 １． ３ 和 １． ４ 倍。
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　 　 注：ａ ～ ｋ． ＧｍＣＨＳ１ ～ ＧｍＣＨＳ１１。

　 　 Ｎｏｔｅ：ａ⁃ｋ． ＧｍＣＨＳ１⁃ＧｍＣＨＳ１１．

图 ２　 ＵＶ⁃Ｂ 处理不同时间大豆不同部位 ＣＨＳ 基因的表达量

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＳ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ｐａｒｔｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＵＶ⁃Ｂ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

　 　 如图 ３ 所示，ＵＶ⁃Ｂ 处理后两个大豆中异黄酮合

酶基因 ＧｍＩＦＳ１ 和 ＧｍＩＦＳ２ 在根、茎和叶中的表达情

况不同，其中 ＧｍＩＦＳ１ 基因表达量分别是处理前的

１． ７，３． ５ 和 ５． ７ 倍； ＧｍＩＦＳ２ 基因分别是处理前的

３． ６，９． ０ 和 １９. ３ 倍。

２． ３　 ＧｍＵＶＲ８ 基因克隆及分析

２． ３． １　 基因克隆及氨基酸序列同源分析　 以天隆

一号大豆叶为材料，克隆出了 ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ
和 ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因，但 ＧｍＵＶＲ８ｄ 未能成功扩增。

图 ３　 大豆 ＧｍＩＦＳ１（ａ）和 ＧｍＩＦＳ２（ｂ）基因在 ＵＶ⁃Ｂ 处理不同时间的表达量

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ＧｍＩＦＳ１（ａ） ａｎｄ ＧｍＩＦＳ２（ｂ） ｇｅｎｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＵＶ⁃Ｂ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
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　 　 同源分析如图 ４ 所示，ＧｍＵＶＲ８ａ 和 ＧｍＵＶＲ８ｃ
的氨基酸序列高度同源，相似性达到 ９０％ 以上，
ＧｍＵＶＲ８ｂ 与 ＧｍＵＶＲ８ａ 和 ＧｍＵＶＲ８ｃ 同 源 度 为

７７％ ，与拟南芥 ＡｔＵＶＲ８ 的同源度为 ７４％ 。

图 ４　 大豆与拟南芥 ＵＶＲ８ 受体氨基酸序列的比较

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ
　 　 ＵＶＲ８ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ

　 　 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ

２． ３． ２　 ＧｍＵＶＲ８ 基因组织表达分析　 如图 ５ 所示，
ＵＶ⁃Ｂ 处理 ２ ｈ 后，ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ 和 ＧｍＵＶＲ８ｃ
基因在大豆根、茎、叶中的表达存在明显差异，３ 个

基因的表达量均以根中为最高，其次是叶，茎中最

低；不同基因在同一部位的表达也存在差异，叶和

茎中 ＧｍＵＶＲ８ｂ 基因表达量较高，根中 ＧｍＵＶＲ８ａ 基

因表达量最高。

图 ５　 ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ 和 ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因在

不同部位的相对表达

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＧｍＵＶＲ８ａ， ＧｍＵＶＲ８ｂ
ａｎｄ ＧｍＵＶＲ８ｃ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｙｂｅａｎ ｐａｒｔｓ

３　 讨论

大豆是我国主要的农业经济作物之一，环境中

紫外辐射对大豆的生理生化有显著影响。 大豆异

黄酮是少数豆科植物特有的重要次生代谢产物，在
大豆响应紫外胁迫中起重要作用。 紫外辐射影响

大豆的生长发育，使植株高度降低，叶片面积减小，
生物量下降等，降低大豆的产量，但能够促进大豆

类黄酮化合物合成，提高植物对病虫害的抵抗

力［１８］。 ＵＶ⁃Ｂ 辐射增加了植物叶片的花青素、类黄

酮和可溶性酚类物质的积累，在 ＵＶ⁃Ｂ 辐射到达叶

绿体等敏感目标前，主要集中于叶片表皮细胞的这

些物质通过吸收 ＵＶ⁃Ｂ 辐射起到屏蔽太阳辐射的作

用，减少 ＵＶ⁃Ｂ 辐射进入植物体内， 保证植物免受

紫外辐射伤害。 沈雪峰等［７］ 发现，在 ＵＶ⁃Ｂ 辐射条

件下，幼苗叶片中的可溶性酚类物质增加 １４． ８％ 。
本研究结果发现， ＵＶ⁃Ｂ 辐射处理使大豆天隆一号

Ｖ１ 期幼苗叶片中总异黄酮含量提高 １． ３ 倍，特别是

在 ＵＶ⁃Ｂ 处理条件，异黄酮游离型苷元染料木素、大
豆苷元分别提高了 １６． ５ 和 １５． ８ 倍。

植物中的黄酮类化合物可以有效清除紫外线

对 ＤＮＡ 的损伤，其中色素类的黄酮醇和花青苷可以

对 ＵＶ 起到过滤作用［１９］。 适量的 ＵＶ⁃Ｂ 可以促进植

物体内黄酮类化合物的积累，但是过量的 ＵＶ⁃Ｂ 辐

射对植物构成非生物胁迫，高剂量 ＵＶ⁃Ｂ 会抑制类

黄酮的合成［２０］。 ＣＨＳ 是植物次生代谢途径中黄酮

类物质合成的关键酶，在大豆芽苗菜 ＵＶ⁃Ｂ 处理 ５ ｄ
以后，ＣＨＳ８ 表达量仍高于对照 ２． ５６ 倍［２１］。 ＩＦＳ 是

合成异黄酮的关键酶，大豆中异黄酮合酶由 ＩＦＳ１ 和

ＩＦＳ２ 两个基因编码，能够在转录水平对异黄酮的生

物合成进行调控［５］，在苜蓿中，紫外处理能够使

ＩＦＳ１、ＩＦＳ２、ＩＦＳ３ 基因表达水平显著提高［２２］。 本研

究发现大豆 ＣＨＳ 和 ＩＦＳ 基因的表达受 ＵＶ⁃Ｂ 胁迫影

响显著，但各个基因响应的程度与时间存在明显

差异。
罗秋兰等［１５］认为大豆中存在 ４ 个 ＧｍＵＶＲ８ 蛋

白质，包含多个保守的 ＲＣＣ１ 结构域，含有完整或不

完整的七叶 β⁃折叠的结构。 大豆中编码 ＵＶＲ８ 的基

因有 ４ 个，分别为 ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ、ＧｍＵＶＲ８ｃ、
ＧｍＵＶＲ８ｄ，长度不一，分别位于 ４ 条染色体上。 本

研究以大豆天隆一号的 ｃＤＮＡ 为模板，设计特异性

引物，扩增出 ＧｍＵＶＲ８ａ、ＧｍＵＶＲ８ｂ、ＧｍＵＶＲ８ｃ ３ 个基

因，基因序列与预测结果一致。 在叶中，这 ３ 个基因

表 达 量 有 显 著 差 别， 以 ＧｍＵＶＲ８ｂ 为 最 高。
ＧｍＵＶＲ８ｄ 没有扩增，可能其与预测的序列差异较

大，也有可能是供试大豆材料品种原因造成的。

４　 结论

ＵＶ⁃Ｂ 处理大豆 Ｖ１ 期幼苗后，根、茎和叶中的

总异黄酮含量显著提高，增加 ０． ３３ ～ １． ６１ 倍不等，
茎中异黄酮含量变化最大，叶次之，而根中异黄酮

含量变化相对较小，但根中总异黄酮含量最高，茎
中最少。 ＣＨＳ 和 ＩＦＳ 基因表达与处理时间密切相

关，各基因表达谱明显不同。 从大豆天隆一号中克

隆出编码 ＵＶＲ８ 受体的 ＧｍＵＶＲ８ａ、 ＧｍＵＶＲ８ｂ 和

ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因，基因序列与预测一致，编码蛋白与

拟南 芥 ＡｔＵＶＲ８ 的 同 源 性 为 ７４％ 。 ＧｍＵＶＲ８ａ、
ＧｍＵＶＲ８ｂ 和 ＧｍＵＶＲ８ｃ 基因在叶中的表达水平存在
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显著差异，以 ＧｍＵＶＲ８ｂ 为最高。 研究结果对阐明

ＵＶ⁃Ｂ 调控异黄酮合成的机理具有一定意义。
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