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　　摘要：为了探明ＤＦＲ基因的表达量与萝卜红色素含量之间的关系，以１６个色素含量不同的萝卜品种为研究材
料，测定肉质根色素含量和ＤＦＲ基因的表达量，并进行方差分析。结果表明，不同类型萝卜品种间色素含量存在真实
的差异，１６个萝卜品种间色素含量变幅在０．０１‰～２５．４３‰，平均值为７．４０‰。采用ＲＴ－ＰＣＲ法定量分析ＤＦＲ基因
相对表达量，结果表明，ＤＦＲ基因在１６个品种萝卜中的表达差异达到了极显著水平，ＤＦＲ基因表达量在０．０７７９～
６．６３９３之间，平均值为１．５７４１。对１６个萝卜品种的ＤＦＲ基因表达量与色素含量进行相关分析，结果表明，ＤＦＲ基
因相对表达量与色素含量之间的相关系数为０．８９，达到了极显著水平，说明ＤＦＲ基因的表达量越高，萝卜红色素的含
量越高。推测ＤＦＲ基因可能是萝卜红色素合成的关键基因，可将其作为萝卜或其他作物色素生产基因工程的候选
基因。
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　　红心萝卜别称胭脂萝卜，是十字花科萝卜属萝卜种中的
一个地方品种，在１９７９年蔬菜品种调查中确认为重庆涪陵特
产［１］。红心萝卜具有心皮全红、色泽鲜美的特点，用以制作

泡菜、萝卜干等，口感清脆。此外在红心萝卜中提取的红色素

不仅可以作为食品添加剂，还具有抗氧化、抗痛风等功效，其

应用前景广阔。涪陵红心萝卜在涪陵及周边区县均有栽种，

是非常具有地方特色的蔬菜品种。但由于人们长期以来的自

繁自种及红心萝卜与其他萝卜品种容易相互授粉，红心萝卜

的一些优良性状已逐步退化，如红心性状普遍退化，亟待人们

对其色素合成相关基因展开研究，以保护和利用这一特色农

业资源。目前人们对于涪陵红心萝卜的研究主要集中在新品

种选育［１－３］、相关性状关系［４－６］与萝卜红色素的提取工

艺［７－８］等方面，而关于基因表达量与色素含量之间的关联性

分析报告较少。二氢黄酮醇－４－还原酶（ＤＦＲ）是植物花青
素合成途径中的关键酶，它在不同植株间具有高度的同源性。

ＤＦＲ基因为保守基因［９－１０］，其表达存在时空差异性［１１］，并且

受多种因素的限制，如ＧＡ、ＮａＣｌ、光照和ＵＶ－Ａ等［１２－１４］。尽

管ＤＦＲ基因的相关特性及其在色素合成过程中的重要作用
已逐渐为人所知，但其在红心萝卜色素合成中的作用尚不清

楚。本研究通过分析ＤＦＲ基因在不同肉质颜色萝卜中的表
达差异，探寻ＤＦＲ基因与萝卜肉质根颜色形成的关系，从分

子水平解析红心萝卜红色素合成的机制，对改善红心萝卜优

良性状、提高其利用价值具有重要意义，为通过基因工程手段

提高红心萝卜的萝卜红色素含量提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
试验选用１６份来自长江师范学院的不同肉质颜色萝卜

品种，材料编号及相关表型性状见表１。

表１　供试萝卜材料的编号及其性状

编号 叶形 叶色 皮色 肉质
色素含量

（‰）

１ 板叶 绿色 白色 白色 ０．２１
２ 花叶（深） 绿色 白色 白色 ０．０３
３ 花叶（深） 绿色 白色 白色 ０．０１
４ 花叶（浅） 绿色 白色 白色 ０．０１
５ 板叶 浅红色 红色 白色 ２．４１
６ 花叶（深） 浅红色 红色 白色 １．２５
７ 花叶（深） 花红色 红色 白色 ２．５７
８ 花叶（深） 绿色 绿色 花心 ４．５３
９ 花叶（深） 花红色 红色 花心 １１．２３
１０ 板叶 红色 红色 花心 １０．５８
１１ 花叶（深） 花红色 红色 花心 ８．６８
１２ 花叶 红色 红色 红心 ７．２６
１３ 花叶（深） 浅红色 红色 花心 ８．３４
１４ 花叶 深红色 红色 红心 ２５．４３
１５ 板叶 花红色 红色 花心 ２３．４８
１６ 花叶（深） 花红色 红色 花心 ２２．５８

１．２　试验方法
１．２．１　试验设计　于２０１５年９月至２０１６年１月在长江师
范学院试验地进行田间试验，采用随机区组设计，设置２次重
复，每个品种种植３行，每行１２株，行距５０ｃｍ，株距３３ｃｍ。
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２０１５年 ９月 ２３日播种，２０１５年 ９月 ３０日出苗，出苗后
１００ｄ，进行色素含量测定和肉质根总 ＲＮＡ的提取，每个处理
取中间１０株获取数据资料。
１．２．２　萝卜肉质根色素含量的测定　１６个不同肉质颜色萝
卜品种肉质根的色素含量依照吕发生等提出的方法［１５］提取

测定，其操作步骤如下：（１）称取柠檬酸１６．９５８０ｇ、磷酸二氢
钠１３．５０００ｇ配制成ｐＨ值为３．０的缓冲液１０００ｍＬ，称取萝
卜红色素０．２０５２ｇ，加入９５％乙醇１ｍＬ为标准品溶液。然
后分别吸取标准品溶液 １～１３ｍＬ并用缓冲液定容至
１００ｍＬ，在５２０ｎｍ处测吸光度，绘制标准曲线。（２）将新鲜
肉质根清洗、擦干，切成小颗粒充分混匀，立即称取鲜样测定

肉质根含水量，余下部分用浆渣自动分离机获取汁液，搅匀之

后取８～１０ｍＬ汁液在离心机中以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，离
心完成后汲取 １ｍＬ上清液，用磷酸二氢钠缓冲液定容到
１００ｍＬ，然后在分光光度计中检测５２０ｎｍ波长下的吸光度。
（３）１０００ｇ新鲜肉质根的萝卜红含量Ｃ鲜（‰）＝ｖ×ｙ。其中，
汁液容积ｖ（ｍＬ）＝１０００×肉质根含水量（％）；汁液浓度 ｙ
（ｇ／ｍＬ）由标准曲线的回归方程计算。
１．２．３　萝卜肉质根总 ＲＮＡ的提取　本次萝卜肉质根总
ＲＮＡ提取方法参照柱式植物总 ＲＮＡ抽提纯化试剂盒
（ＳＫ８６６１）提取，试剂盒组成成分（表 ２）及具体操作步骤
如下。

表２　柱式植物总ＲＮＡ抽提纯化试剂盒（ＳＫ８６６１）组成成分

组分 ＳＫ８６６１
纯化套件（吸附柱＋收集管） ５０套
ＢｕｆｆｅｒＲｌｙｓｉｓ－ＰＧ ２５ｍＬ
ＧＴＳｏｌｕｔｉｏｎ １８ｍＬ
ＮＴＳｏｌｕｔｉｏｎ ６ｍＬ
ＤＥＰＣ－ｔｒｅａｔｅｄｄｄＨ２Ｏ ２．５ｍＬ
操作手册 １份

　　首先按照试剂盒说明在ＧＴ溶液、ＮＴ溶液中加入相应量
的无水乙醇，混合均匀后在室温下密封保存备用，每次使用后

注意将瓶盖旋紧，保持 ＧＴ溶液、ＮＴ溶液中的乙醇含量
（１８ｍＬＧＴ溶液中加入１２ｍＬ无水乙醇，３６ｍＬＧＴ溶液中加
入２４ｍＬ无水乙醇；６ｍＬＮＴ溶液中加入２４ｍＬ无水乙醇，
１２ｍＬＮＴ溶液中加入 ４８ｍＬ无水乙醇）。最后在 １．５ｍＬ
ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ的离心管加入４５０μＬＢｕｆｆｅｒＲｌｙｓｉｓ－ＰＧ后备用。

（１）取萝卜肉质根组织２５～５０ｍｇ于研钵中，加入少许
液氮迅速研磨成粉末，并将其全部转移到１．５ｍＬ离心管中，
立刻振荡将之混匀，在室温中放置５ｍｉｎ后置于４℃离心机
中以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３ｍｉｎ，将离心后的上清液转移到
１．５ｍＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ离心管中，然后加入二分之一体积的无
水乙醇，并充分混合均匀。（２）将吸附柱放入收集管中，用移
液器将上述离心管中溶液全部加至吸附柱中，静置１ｍｉｎ，在
室温下以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后将收集管中的废液倒掉；
加入５００μＬＧＴ溶液，静置１ｍｉｎ，在室温下以１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１ｍｉｎ后将收集管中的废液倒掉；加入５００μＬＮＴ溶液，
静置１ｍｉｎ，在室温下以１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后将收集管
中的废液倒掉。（３）将吸附柱放回收集管中，以１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ后将吸附柱取出放入１．５ｍＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ离心管
中，在吸附柱中间加入３０～５０μＬＤＥＰＣ－ｔｒｅａｔｅｄｄｄＨ２Ｏ，静

置２ｍｉｎ后以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，将最后得到的ＲＮＡ溶
液置于 －７０℃ 冰箱中保存或留待后续试验使用。
１．２．４　ＤＦＲ引物设计　选用 Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计目的基因和
内参基因的上下引物碱基序列。依据美国国立生物信息网

（ＮＣＢＩ）发布的ＤＦＲ基因碱基序列，设计 ＤＦＲ基因的引物序
列：ＤＦＲ－Ｆ：５′－ＴＣＡＴＣＧＧＴＴＣＡＴＧＧＣＴＣＧＴ－３′５９．１，ＤＦＲ－Ｒ：
５′－ＣＣＧＴＴＴＡＴＧＧＣＧＴＣＡＴＣＧＴＡ－３′，扩增产物全长共１８４ｂｐ；
内参基因（Ａｃｔｉｎ）的引物序列：Ａｃｔｉｎ－Ｆ：５′－ＴＡＴＧＡＧＣＡＡＡＧＡＧ
ＡＴＣＡＣＡＧＣＡＣＴ－３′，Ａｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＴＧＡＧＧＧＡＡＧＣＡＡＧＡＡＴＧＧＡ
Ａ－３′，扩增产物全长共１１３ｂｐ。ＤＦＲ基因引物和内参基因
（Ａｃｔｉｎ）引物由上海生工生物工程股份有限公司合成。
１．２．５　ＲＮＡ反转录合成第一链 ｃＤＮＡ　使用第一链 ｃＤＮＡ
合成试剂盒合成第一链 ｃＤＮＡ，操作流程如下：（１）将以下试
剂加入０．２ｍＬＰＣＲ管中：总 ＲＮＡ５μＬ、０．２μｇ／μＬＲａｎｄｏｍ
Ｐｒｉｍｅｒｐ（ｄＮ）１μＬ和Ｒｎａｓｅ－ｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ５μＬ；（２）７０℃温浴
５ｍｉｎ；（３）冰浴１０ｓ，将如下试剂加入离心后溶液中：１０Ｕ／μＬ
ＡＭＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ２．０μＬ、２０Ｕ／μＬＲｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
１．０μＬ、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ２．０μＬ、５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
４．０μＬ，总体积共２０．０μＬ；（４）３７℃温浴５ｍｉｎ；（５）４２℃温
浴６０ｍｉｎ；（６）７０℃温水浴１０ｍｉｎ后立即终止反应；（７）将上
述溶液－２０℃保存或后续研究使用。
１．２．６　荧光定量ＰＣＲ测定　将上述合成的 ｃＤＮＡ样品稀释
８倍作为模板上机检测，然后配置反应混合液（表３）和设置
ＰＣＲ循环条件（表４），完成上述步骤后，将反应混合液加入
９６孔板后放在ＲＴ－ＰＣＲ仪中开始扩增反应。得到产物的扩
增曲线与溶解曲线后，采用２－ΔΔＣＴ法［１６］计算ＤＦＲ基因初始模
板数量的相对表达量（以内参基因Ａｃｔｉｎ为标准）。

表３　荧光定量ＰＣＲ反应混合液

成分 浓度
体积

（μＬ）

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２× １０
引物Ｆ １０μｍｏｌ／Ｌ １
引物Ｒ １０μｍｏｌ／Ｌ １
ｄｄＨ２Ｏ ７
ｃＤＮＡ １
总计 ２０

表４　实时荧光定量ＰＣＲ仪的ＰＣＲ循环条件

项目 温度（℃） 时间 循环

预变性 ９５ ２ｍｉｎ １
变性　 ９５ １０ｓ ４０
退火　 ４０ ４０ｓ ４０
延伸　 ４０ ４０ｓ ４０

１．３　数据分析
用ＤＰＳ数据处理系统对１６种不同肉质颜色萝卜的 ＤＦＲ

基因表达量（相对定量）和肉质根色素含量进行方差分析，然

后将ＤＦＲ基因表达量与色素含量进行相关分析。

２　结果与分析

２．１　不同萝卜品种色素含量分析
对１６个萝卜品种的色素含量进行方差分析，结果（表５）

表明，不同类型萝卜品种间色素含量存在真实差异。１６个萝
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卜品种的色素含量和多重比较结果见图１。由图１可知，１６
个萝卜品种间色素含量变幅在０．０１‰ ～２５．４３‰，平均值为
７．４０‰。其中编号１４萝卜品种色素含量最高（２５．４３‰），编
号３和编号 ４萝卜红色素含量最低（０．０１‰）；编号 １４
（２５．４３‰）、编号１５（２３．４８‰）和编号１６（２２．５８‰）萝卜品种
色素含量显著高于其他种萝卜品种；编号１０、编号１１、编号
１２和编号 １３萝卜品种色素含量分别为 １０．５８‰、８．６８‰、
７．２６‰ 和８．３４‰；编号８萝卜品种色素含量为４．５３‰；编号
５、编号 ６、编号 ７和编号 ９萝卜品种红色素含量分别为
２．４１‰、１．２５‰、２．５７‰和１．００‰；编号１、编号２、编号３和编
号４萝卜肉质根品种几乎不含萝卜红色素。

表５　１６个不同品种萝卜色素含量方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
区组间 ５．８０９９ ２ ２．９０５ １．４１ ０．２５９８
处理间 ３５３１．６５７６ １５ ２３５．４４３８ １１４．２９４００．０００１
误差　 ６１．７９９６ ３０ ２．０６ — —

总变异 ３５９９．２６７２ ４７ — — —

　　注：表示在０．０１水平上差异显著。下表同。

　　为进一步分析不同类型萝卜肉质根红色素含量的变化情
况，将１６个品种的萝卜按照皮和肉质的颜色分为５个类型：
白皮白心（编号１、编号２、编号３和编号４），红皮白心（编号
５、编号６和编号７），绿皮红心（编号８），红皮花心（编号９、编
号１０、编号１１、编号１３、编号１５和编号１６），红皮红心（编号
１２和编号１４）。方差分析结果（表６）和多重比较结果（图２）
表明，５种不同肉质颜色萝卜间肉质根红色素含量存在极显
著差异，说明红色素含量与肉质颜色有关。由图２可知，红皮
红心萝卜色素含量最高，为 ２２．８３‰，其次为红皮花心萝卜
（７．１７２‰）、绿皮花心萝卜（４．５３０‰）、红皮白心萝卜
（２．０７７‰）和白皮白心萝卜（０．０６５‰）。

表６　不同肉质颜色萝卜色素含量方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
区组间 　４．４５６７ ２ ２．２２８３ ２．１１１ ０．１８３６
处理间 １０８０．８４７９ ４ ２７０．２１２ ２５５．９２５ ０．０００１
误差　 ８．４４６６ ８ １．０５５８ — —

总变异 １０９３．７５１１ １４ — — —

２．２　不同萝卜品种ＤＦＲ基因表达量分析
以从萝卜肉质根提取的 ＲＮＡ反转录合成的第一链

ｃＤＮＡ为模板，以内参基因（Ａｃｔｉｎ）为标准，采用 ＲＴ－ＰＣＲ扩
增后得到溶解曲线和扩增曲线，采用２－ΔΔＣＴ法计算１６个品种

萝卜的ＤＦＲ基因表达量（相对定量），并对其进行方差分析
（表７）。结果表明，ＤＦＲ基因在１６个品种萝卜中的表达差异
达到了极显著差异水平。由图３可知，编号１６萝卜品种的
ＤＦＲ基因表达量最高，达到６．６３９３，编号１、编号２、编号３、
编号４、编号５、编号６、编号７、编号８、编号９、编号１０、编号１２
和编号 １３萝卜品种 ＤＦＲ基因表达量变幅为 ０．０７７９～
１．０５９，编号１１、编号１４和编号１５萝卜品种的表达量分别为
３．０４９０、５．３０９７和４．２２２１。

表７　１６个萝卜品种ＤＦＲ基因相对定量方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
区组间 １．０８１０ ２ ０．５４０５ ０．９３５０ ０．４０３９
处理间 １９２．５２５６ １５ １２．８３５０ ２２．１９２０ ０．０００１
误差　 １７．３５０８ ３０ ０．５７８４
总变异 ２１０．９５７５ ４７

　　方差分析结果（表８）表明，５种不同肉质颜色萝卜品种
间ＤＦＲ基因相对表达量存在极显著差异。由图４可知，红皮
红心萝卜的ＤＦＲ基因表达量最高，为５．３９０４，红皮花心萝卜
基因表达量为 １．１９８５，白皮白心萝卜的相对定量最低，为
０．０９１４，而红皮白心萝卜和绿皮红心萝卜 ＤＦＲ基因表达量
分别为０．６７４６和０．６３２９。
２．３　不同萝卜品种ＤＦＲ基因表达量与萝卜红色素含量相关
分析

为了探明ＤＦＲ基因表达量与萝卜肉质根红色素含量的
关系，采用 ＤＰＳ数据处理软件对１６个萝卜品种的 ＤＦＲ基因
表达量和萝卜肉质根色素含量进行相关分析。结果表明，
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表８　５类不同肉质颜色萝卜ＤＦＲ基因表达量方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值　 Ｐ值
区组间 ０．２４２１ ２ ０．１２１１ ３．０４７　 ０．１０３８
处理间 ５５．７８７５ ４ １３．９４６９ ３５１．１０４０ ０．０００１
误差　 ０．３１７８ ８ ０．０３９７ — —

总变异 ５６．３４７４ １４ — — —

ＤＦＲ基因表达量与红色素含量之间的相关系数为０．８９，达到
了极显著水平，说明ＤＦＲ基因的表达量越高，红色素的含量
越高。

３　结论与讨论

已有研究表明，ＤＦＲ是植物花色素苷合成途径中的关键
酶，大量学者在矮牵牛、金鱼草、拟南芥、三叶草、兰花、非洲菊

等多种作物方面进行了研究［１３］，但是关于涪陵红心萝卜方面

的研究却鲜有报道，仅有孙玉燕等研究了ＤＦＲ基因在白肉萝
卜与红肉萝卜在不同发育阶段的表达模式［１７］，却未对 ＤＦＲ
基因与红心萝卜色素含量进行相关分析，而弄清ＤＦＲ基因的
表达量与萝卜红色素含量之间的关联将有利于更好地改善红

心萝卜色素含量。本研究中，ＤＦＲ基因的相对定量与肉质根
红色素含量之间的相关系数为０．８９，达到了极显著水平，说
明ＤＦＲ基因的表达量越高，红色素的含量越高，ＤＦＲ基因可
能是红色素合成过程中的关键基因。这与文樵夫等的研究结

果［１８］类似，他们的研究结果表明海棠叶片的 ＤＦＲ基因表达
量与叶色密切相关，叶色越红的海棠，其叶片中花色素苷含量

和ＤＦＲ基因的表达量相对较高。此外马春雷等发现不同茶
树品种中总儿茶素含量随着ＬＡＲ和ＤＦＲ基因表达量增加而
增加，而其他基因的表达量多少则与总儿茶素含量变化无关，

因此推断出ＤＦＲ基因可能是茶树黄酮类代谢过程中的重要
基因［１９］。以上研究结果表明，ＤＦＲ基因的表达量与色素积累
关系密切，在色素合成过程中发挥着重要作用。ＤＦＲ基因在
花色苷合成途径中发挥着关键作用，许多学者将ＤＦＲ基因作
为候选基因，从分子水平上改善植物的色素含量，并且已经取

得了一定的成效。宋峰将毛白杨ＤＦＲ基因转入烟草中，发现
外源ＤＦＲ基因能够改变烟草花瓣的颜色［２０］。许志茹等研究

发现，使烟草ＤＦＲ基因过量表达后，花色能够明显加深，而将
芜菁的ＤＦＲ基因 ＲＮＡｉ载体遗传转化烟草后观察到花色变
浅［１３］。由此，笔者认为在今后红心萝卜红色素含量育种中，

可以将ＤＦＲ作为萝卜基因工程育种的候选基因。
在植物色素合成通路中有许多基因都会影响色素的积

累，如ＣＨＩ、ＣＨＳ和 ＡＮＳ等，然而本研究只对红心萝卜肉质根
成色过程中的１个基因ＤＦＲ进行了初步的分析，今后有待于
进一步地深入开展红心萝卜色素合成分子机理研究。
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