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　　摘要：为了探讨洋葱不同层肉质鳞片花青苷含量的区别，以及花青苷合成相关基因与含量之间的关系，采用高效
液相色谱（ＨＰＬＣ）和实时荧光定量ＰＣＲ技术，分析了不同层鳞片花青苷含量，以及与花青苷合成相关基因的差异表达
情况。结果显示，花青苷含量与洋葱鳞片颜色深浅呈正相关，洋葱鳞片颜色越深，花青苷含量就越高。第２层花青苷
含量最高，第４层和第６层含量差异不明显。在第２层鳞片中，苯丙氨酸解氨酶基因（ＰＡＬ）、查耳酮合成酶基因（ＣＨＳ）
和查耳酮异构酶基因（ＣＨＩ）的相对表达量较高，与花青苷的含量表现一致。黄烷酮 －３－羟化酶基因（Ｆ３Ｈ）、二氢黄
酮醇还原酶基因（ＤＦＲ）、花青素合成酶基因（ＡＮＳ）和类黄酮 －３－Ｏ－糖基转移酶基因（ＵＦＧＴ）的表达量在第６层鳞
片中较高，这与后期洋葱内部鳞片颜色逐渐加深相一致。
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　　花青素，广泛存在植物的叶、花、果实等器官
中，赋予植物橙、红、紫、蓝等色彩 ［１］，保护植物免受

各种生物和非生物的胁迫［２－３］。花青素作为重要的

黄酮类化合物，不仅具有丰富的色彩，还对人体的

健康起到有益的作用。摄入花青素还可以有效改

善血糖平衡，预防心脏病、改善视力。富含花青素

的食品由于其诱人的颜色和对人体健康的有益作

用而变得越来越受欢迎。存在于植物中的花青素

主要有飞燕草素、天竺葵素、矢车菊素、芍药素、矮

牵牛素和锦葵色素 ６种。花青素在植物体内不稳
定，主要以花青苷的形式存在。花青苷的生物合成

受结构基因和调节基因的共同调控［４－５］。其合成途

径的关键基因主要包括苯丙氨酸解氨酶基因

（ＰＡＬ）、查耳酮合成酶基因（ＣＨＳ）、查耳酮异构酶基
因（ＣＨＩ）、黄烷酮 －３－羟化酶基因（Ｆ３Ｈ）、二氢黄
酮醇还原酶基因（ＤＦＲ）、花青素合成酶基因（ＡＮＳ）、
类黄酮－３－Ｏ－糖基转移酶基因（ＵＦＧＴ）［６－７］。

洋葱是世界范围内种植的重要蔬菜作物之一，

鳞茎颜色是洋葱重要的表型特征，常见的有紫、红、

粉红、黄、淡黄、白等。类黄酮类化合物，如花青苷，

主要参与鳞茎颜色的形成，花青苷成分及含量的差

异直接影响植物各器官颜色的呈现，在洋葱鳞茎中

发现至少５０种不同的黄酮醇和花青苷［８］。洋葱是

膳食类黄酮最丰富的来源之一，在植物和人类营养

与健康中起着重要作用。近年来，消费者对富含花

青苷的洋葱品种，特别是对花青苷含量较高的紫皮

洋葱品种的需求日益增加。因此研究洋葱花青苷

分布及成分含量具有重要意义。

紫皮洋葱由外到内颜色逐渐变淡，其中不同层

鳞片花青苷的含量及相关基因的表达尚未有报道，

鉴于此，本研究采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）和实时
荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）方法，检测洋葱不同层
鳞片的花青苷含量，探讨花青苷生物合成相关基因

的表达与含量的关系，以期为培育富含花青苷洋葱

品种提供理论参考。

１　材料与方法

１．１　洋葱材料
本研究所采用的洋葱品种为连葱 １１号，２０１９

年９月于连云港市农业科学院东辛试验基地播种，５
月下旬收获，１个月后取样，由外到内依次选取肉质
鳞片的第２层、第４层和第６层。每层取３个重复
样品。样品尽量选取紫色的部分，迅速置于液氮
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中，于－８０℃冰箱中保存备用。
１．２　花青苷的检测

准确称取约１ｇ植物样品，于液氮中研磨至粉
末；加入１０ｍＬ提取液，４℃水浴超声提取０．５ｈ；以
１００００ｒ／ｍｉｎ于４℃离心５ｍｉｎ，取上清，沉淀再提
取１次，合并上清液；加入５ｍＬ浓 ＨＣｌ，９０℃水浴
４０ｍｉｎ；过０．２２μｍ滤膜，进行高效液相色谱－串联
质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）检测。
１．３　总ＲＮＡ的合成和ｃＤＮＡ的合成

采用天根生化科技（北京）有限公司的 ＲＮＡ提
取试剂盒提取洋葱总 ＲＮＡ。以提取的植株总 ＲＮＡ
为模板进行反转录，获得 ｃＤＮＡ，所用的反转录试剂
是ｖａｚｙｍｅＨｉｓｃｒｉｐｔ Ⅱ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ
（＋ｇＤＮＡＷｉｐｅｒ）（Ｖａｚｙｍｅ，中国南京）。操作方法
参照试剂盒说明书进行。

１．４　荧光定量
通过荧光定量 ＰＣＲ检测花青苷合成相关基因

在不同层鳞片中的差异表达，使用 ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ
设计基因的特异性引物，以Ａｃｔｉｎ－Ｆ和Ａｃｔｉｎ－Ｒ作
为内参。反应体系为１０μＬ，每个植株样品３次技
术重复。两步法荧光定量 ＰＣＲ扩增条件的设置：
（１）扩增曲线：９５℃ ５ｍｉｎ，循环１次；９５℃ １０ｓ，
６０℃ ３０ｓ，循环４０次，７２℃单点检测信号；（２）熔
解曲线：９５℃ １５ｓ，６０℃６０ｓ，９５℃１５ｓ，连续检测
信号。采用 ２－ΔΔＣＴ法计算基因相对表达量。用于
ＲＴ－ｑＰＣＲ分析的定量引物见表１。

２　结果与分析

２．１　洋葱不同层花青苷的含量
每层鳞片３次重复，去除差异较大的一个，每组

留２个数据。洋葱鳞片由内而外，紫色逐渐变浅，花
青苷的含量也逐渐减少。说明花青苷含量与洋葱

鳞片颜色深浅呈正相关，洋葱鳞片颜色越深，花青

苷含量就越高。第２层花青苷含量最高，平均含量
达到１１５０．１８６μｇ／ｇ，明显高于第４层和第６层，但
第４层和第６层花青苷的含量差异不太明显（图１）。
２．２　花青苷合成相关基因的变化

通过荧光定量 ＰＣＲ对不同层花青苷合成相关
的基因 ＰＡＬ、ＣＨＳ、ＣＨＩ、Ｆ３Ｈ、ＤＦＲ、ＡＮＳ、ＵＦＧＴ１和
ＭＹＢ１转录因子的表达量进行了分析，材料选用第２
层和第６层鳞片。以第２层相关基因的表达量作为
对照，结果（图２）显示，基因的表达水平与花青苷的
含量呈现一定的相关性。第２层鳞片中，基因ＣＨＩ、

表１　ＲＴ－ｑＰＣＲ引物

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＡｃＡｃｔｉｎ－Ｆｑ ＡＣＡＣＧＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＡＴ
ＡｃＡｃｔｉｎ－Ｒｑ ＡＧＡＧＣＡＧＴＡＴＴＣＣＣＡＡＧＣＡＴＴ
ＣＨＩ－Ｆ ＡＧＣＧＴＣＧＧＣＴＧＴＴＧＡＴＡＡＧＴＴ

ＣＨＩ－Ｒ ＣＣＡＡＴＡＡＴＣＧＡＣＴＣＣＡＡＴＡＣＧＧ
Ｆ３Ｈ－Ｆ ＡＧＣＣＴＴＣＣＧＴＡＣＡＴＣＣＡＡＧＣ
Ｆ３Ｈ－Ｒ ＣＡＡＧＴＣＣＡＣＣＧＴＣＴＣＡＴＡＡＣＣＴ

ＤＦＲ－Ｆ ＣＡＣＴＡＴＧＧＴＴＡＣＡＣＣＧＴＴＣＧＣ
ＤＦＲ－Ｒ ＧＣＡＡＴＡＧＡＧＣＣＧＣＴＧＡＴＧＡＣ

ＣＨＳ－Ｆ ＧＴＧＧＴＧＧＡＡＧＴＣＣＣＴＡＡＡＣＴＣＧ
ＣＨＳ－Ｒ ＧＧＴＧＧＴＧＣＡＧＡＡＧＡＴＣＡＡＡＴＧＧ
ＰＡＬ－Ｆ ＣＧＡＡＧＣＣＧＣＡＧＣＣＡＴＴＡＴ

ＰＡＬ－Ｒ ＡＴＧＧＧＴＴＧＴＣＧＴＴＣＡＣＡＧＡＧＴＴ
ＡＮＳ－Ｆ ＣＣＡＡＧＧＡＣＡＧＧＣＴＡＧＡＡＣＡＡＧＡ
ＡＮＳ－Ｒ ＣＧＣＡＧＴＴＡＣＣＣＡＴＴＣＡＣＣＣ

ＵＦＧＴ１－Ｆ ＧＴＧＧＧＣＧＧＣＧＡＴＴＴＧＡＣＴＡ
ＵＦＧＴ１－Ｒ ＣＡＧＣＣＣＴＴＧＧＡＡＡＧＴＧＴＴＧＣ

ＭＹＢ１－Ｆ ＡＧＴＴＣＣＧＴＴＣＣＡＴＣＴＣＧＴＧＣ
ＭＹＢ１－Ｒ ＴＧＴＣＧＴＴＧＧＣＴＧＴＴＣＴＣＣＣＴ

ＣＨＳ、ＰＡＬ和ＭＹＢ１的表达量比第６层鳞片中相关基
因的表达量高，尤其是 ＭＹＢ１和 ＣＨＩ这２个基因的
表达量明显高于第 ６层。但 Ｆ３Ｈ、ＡＮＳ、ＤＦＲ和
ＵＦＧＴ１的相对表达量低于第６层。

３　讨论与结论

洋葱以鳞茎为主要食用器官，富含钾、维生素

Ｃ、锌等营养元素。鳞茎颜色是洋葱的重要特征，是
在日长响应后用于区分洋葱品种的重要标准。目

前，洋葱中存在多种鳞茎颜色，例如白色、黄色、红

色、粉红色、淡黄色和金色。在对鳞茎颜色的研究

中发现黄酮类化合物是洋葱鳞茎色素沉着的原因。

花青素赋予植物丰富的色彩，是植物中发现最重要

的黄酮类之一［９］。紫皮洋葱中因含有丰富的花青

苷，越来越受到消费者的喜爱。
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　　洋葱中花青苷的含量主要集中在每一层的表
皮中，白色的肉质鳞片中几乎不含花青苷，但洋葱

表皮和肉质鳞片紧密结合，每一层的肉质鳞片厚度

不一，因此，测定每一层花青苷的含量时可能存在

一定的差异，本研究所选取的样品为表皮和靠近洋

葱表皮的部位，因此，结果相较于Ｚｈａｎｇ等测定的花
青苷的含量［１０］总体较高。另外，还有一种可能是因

为，此次种植的洋葱后期处于干旱状态，导致花青

苷的含量上升，这与他人的研究结果［１１－１４］相似，花

青素在干旱、高温、强光或强紫外线照射等不利的

环境条件下，含量可能会上升。但此次测定的花青

苷含量与肖瑞希等测定的花青苷含量［１５］接近。

本试验中第４层和第６层花青苷的含量较高，
但差异不显著，这与此次选用的品种有关，一般紫

皮的品种，花青苷含量主要集中在第２层，而连葱
１１号从外到内紫色都较深，且贮藏的时间越长，内
部颜色越深。

花青苷早期合成基因 ＣＨＳ、ＣＨＩ和 Ｆ３Ｈ等是常
见的类黄酮途径基因，参与所有下游类黄酮的生物

合成。通常，报道的早期花青苷合成基因的表达特

征各不相同，茄类蔬菜中早期花青苷合成基因的表

达水平与花青苷含量之间没有一致的相关性。花

青苷晚期合成基因 ＤＦＲ、ＡＮＳ和 ＵＦＧＴ等是特定种
类的类黄酮（包括花青素）的生物合成所必需的。

在许多蔬菜中一直观察到晚期花青苷合成基因表

达水平与花色苷含量之间呈正相关［１６］。

查耳酮异构酶催化查耳酮生成二氢黄酮醇，其

基因的表达水平间接影响花青苷的合成。ＣＨＩ功能
的丧失可能导致金色鳞茎的产生，这可能是由于查

耳酮的积累所致［１７］。在 Ｓｃｈｗｉｎｎ等的研究中，
ＭＹＢ１被认为是花色苷生物合成的正调节剂，通过
短暂过度表达 ＭＹＢ基因可诱导洋葱组织中花青素
的产生，通过 ＲＮＡｉ瞬时抑制该基因，色素沉着减
少［１８］。ＰＡＬ是花青苷合成途径的一个关键酶，梁毅
等通过Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ发现 ＡｃＰＡＬ１基因在红皮、
黄皮、白皮洋葱中表达量依次减少，随着鳞茎膨大，

其表达量却不断降低［１９］。在本研究中，第２层鳞片
中花青苷早期合成基因 ＣＨＩ、ＣＨＳ、ＰＡＬ的表达水平
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高于第６层，与花青苷的含量呈正相关。
ＤＦＲ－Ａ基因的序列分析结果表明，该基因的

失活导致花色苷合成的阻滞，从而导致黄色色素积

累［２０］。Ｚｈａｎｇ等的研究同样表明，ＤＦＲ基因在深红
色鳞茎的生物合成中起关键作用［２１］。张洪伟等在

洋葱中克隆了 ＵＦＧＴ１和 ＵＦＧＴ２基因，发现这２个
基因均在红皮洋葱鳞茎中大量表达，在黄皮和白皮

洋葱中几乎不表达［２２］。在含花青素色素的辣椒果

实发育过程 中，ＣａＦ３′５′Ｈ、ＣａＤＦＲ、ＣａＡＮＳ和
ＣａＵＦＧＴ在幼果期上调表达，在成熟前达到最大值，
然后在成熟后下调表达，对应于花色苷瞬时积累模

式［２３－２５］，本研究结果与之相似，第６层鳞片中Ｆ３Ｈ、
ＡＮＳ、ＤＦＲ和 ＵＦＧＴ１的表达水平高于第２层，其原
因可能是由于在洋葱的贮藏过程中，内部鳞片逐渐

变红，花青苷含量增加，所以花青苷后期合成基因

的表达水平上升，但具体的原因有待于探讨。目

前，关于洋葱鳞茎的呈色机制以及外部环境对花青

苷积累的影响还有待进一步研究，这将为从分子方

面选育富含花青苷的洋葱品种打下基础。
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