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不同颜色大豆种皮成分及抗氧化性分析
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摘　 要:为分析不同种皮颜色大豆种皮花色苷、总酚、总黄酮含量及抗氧化性差异ꎬ探讨类黄酮相关基因表达量与种

皮颜色的关系ꎬ促进高抗氧化性的大豆种质的培育和筛选鉴定ꎬ以重组自交系(ＲＩＬ)群体(♀中豆 ４１ × ♂柘城小红

豆)中 ４ 种纯合种皮颜色大豆及其亲本为试验材料ꎬ利用高效液相色谱法测定花色苷种类ꎬ利用分光光度计测定总酚

和总黄酮含量ꎬ测定铁离子还原能力(ＦＲＡＰ)、ＤＰＰＨ􀅰清除能力和 ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力ꎬ评价体外抗氧化能力差异ꎬ对比

大豆种子着色前后转录组ꎬ分析类黄酮途径相关基因的表达量变化ꎬ并探讨不同颜色种皮黄酮类物质含量与抗氧化

能力及基因表达的关系ꎮ 结果表明:黑色大豆种皮中花色苷含量最多且种类最丰富ꎬ种皮颜色主要与天竺葵素￣３￣葡
萄糖苷含量有关ꎬ矢车菊￣３￣葡萄糖苷和矢车菊￣３￣半乳糖苷含量与黑色和紫红色素沉积有关ꎮ 黑色大豆的总酚、总黄

酮、总花青素、铁离子还原能力(ＦＲＡＰ)、ＤＰＰＨ􀅰清除能力和 ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力均最高ꎬ且均表现为黑色 > 紫红色 > 褐

色 >黄色ꎬ仅 ＤＰＰＨ􀅰清除能力在其他种皮颜色中差异不显著ꎬ说明黑色大豆种质在花色苷和抗氧化性方面更为优良ꎬ
具有保健产品开发价值ꎮ 总酚、总黄酮、总花青素含量与 ＦＲＡＰ、ＤＰＰＨ􀅰和 ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力呈极显著正相关ꎮＣＨＳ 基

因的表达与酚类物质含量和抗氧化能力呈极显著正相关ꎮ 黑色种皮着色前后主要 ＣＨＳ 基因表达显著升高ꎬ褐色种皮

着色前后 ＭＹＢ 转录因子表达显著升高ꎬＦ３′５′Ｈ 基因和 Ｆ３′Ｈ 基因的表达显著下降ꎮ 不同种皮颜色着色沉积时类黄酮

途径 ＣＨＳ 基因的表达可以用来衡量大豆种皮的抗氧化能力ꎮ
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收稿日期:２０２２￣１２￣０３
基金项目:国家自然科学基金(３２０７２０１６)ꎻ长江大学国家大学生创新创业项目(Ｙｚ２０２０２６２)ꎮ
第一作者:吴采玉(２０００—)ꎬ女ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事生物学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:１７８１９６４９２４＠ ｑｑ. ｃｏｍꎮ
通讯作者:宋健(１９８５—)ꎬ女ꎬ硕导ꎬ主要从事生物化学与分子生物学研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｓｏｎｇｊｉａｎ＠ ｙａｎｇｔｚｅｕ. ｅｄｕ. ｃｎꎮ

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｓｅｅｄ Ｃｏａｔ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｙｂｅａｎ ｗｉｔｈ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｏｌｏｒｓ
ＷＵ Ｃａｉｙｕ１ꎬ ＷＥＮ Ｃｈｕｎｙｕ１ꎬ ＨＵＡＮＧ Ｌｉｐｉｎｇ１ꎬ ＸＵ Ｒｕｉｘｉｎ２ꎬ ＳＯＮＧ Ｊｉａｎ１

(１. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎｇｚｈｏｕ ４３４０２３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｙａｎｇｔｚｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎｇｚｈｏｕ ４３４０２３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓꎬ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒｓꎬ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎꎬ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｒｅｏｒｇａｎｉｚｅ. Ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒ ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅｓ (ＲＩＬ) ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ (♀Ｚｈｏｎｇｄｏｕ ４１ ×♂Ｚｈｅｃｈｅｎｇｘｉａｏｈｏｎｇｄｏｕ) ａｓ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｂｙ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ. Ｉｒｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｃａｐａｃｉｔｙ (ＦＲＡＰ)ꎬ ＤＰＰＨ􀅰ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＡＢＴＳ ＋􀅰ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏｌｏｒａｔｉｏｎꎬ
ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｃｏａｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ａｂｕｎｄａｎｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｇｅｒａｎｉｕｍ￣３￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｃｏｒｎｆｌｏｗｅｒ￣３￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ａｎｄ ｃｏｒｎｆｌｏｗｅｒ￣３￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｃｋ ａｎｄ
ｐｕｒｐｌｉｓｈ ｐｉｇｍｅｎｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓꎬ ｔｏｔａｌ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓꎬ ｆｅｒｒｉｔｉｎ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ
(ＦＲＡＰ)ꎬ ＤＰＰＨ􀅰ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＡＢＴＳ ＋􀅰ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｍａｎｉｆｅｓｔｅｄ ａｓ
ｂｌａｃｋ > ｐｕｒｐｌｉｓｈ ｒｅｄ > ｂｒｏｗｎ > ｙｅｌｌｏｗ. ＤＰＰＨ􀅰 ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒｓ. Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｈａｄ ｂｅｔｔｅｒ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｖａｌｕａｂｌｅ ｆｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇ
ｈｅａｌｔｈ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓꎬ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＦＲＡＰꎬ ＤＰＰＨ􀅰 ａｎｄ ｃｌｅａｒｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｂｉｌｉｔｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｉｎ ＣＨＳ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ
ｏｆ ｂｌａｃｋ ｃｏａｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＹＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｂｒｏｗｎ
ｃｏａｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆ３′５′Ｈ ａｎｄ Ｆ３′Ｈ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＨＳ ｇｅｎｅ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ｐａｔｈｗａｙ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｈｅ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｓｏｙｂｅａｎꎻａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓꎻｐｈｅｎｏｌｓꎻｆｌａｖｏｎｏｉｄｓꎻａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙꎻｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎻｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ



５ 期 吴采玉等:不同颜色大豆种皮成分及抗氧化性分析 ５５５　　

　 　 大豆[Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ . ) Ｍｅｒｒ. ]是起源于我国

的重要粮油作物ꎬ蛋白和脂肪含量约占 ６０％ ꎬ是食

用蛋白与油脂的主要来源[１]ꎮ 同时ꎬ大豆中还含有

异黄酮、皂苷、低聚糖和花青素等多种具有保健功

能的营养物质[２]ꎮ 大豆种皮具有黄、褐、黑、绿和双

等多种颜色ꎬ种皮颜色的形成与花色苷类黄酮物质

的积累密切相关[３]ꎮ 花色苷是人类非必需营养物

质ꎬ是广泛存在植物中的类黄酮化合物ꎬ是植物中

花青素的存在形式ꎬ由苯基丙酸类合成途径和类黄

酮合成途径生成ꎮ 花色苷分子结构上有多个酚羟

基ꎬ是迄今为止发现的最强效的自由基清除剂ꎬ可
以通过自身氧化清除各种自由基ꎬ保持氧化还原系

统与游离自由基之间的动态平衡ꎬ抗氧化衰老ꎻ酰
基化的花色苷具有强烈的抗突变作用ꎻ花色苷可以

通过减轻氧化应激ꎬ抑制炎症反应信号途径减少炎

症因子的表达ꎬ从而发挥抗癌抗炎症作用ꎻ还可以

减少夜盲和近视ꎬ防止神经紊乱、防止老年痴呆症、
预防心脑血管疾病[４￣５]ꎮ 总之ꎬ花色苷是一种安全、
无毒的天然食用色素ꎬ具有抗氧化、抗突变及清除

自由基的生理活性功能ꎬ已经成为人类用于疾病预

防和治疗的重要物质[６￣８]ꎮ 此外ꎬ天然花色苷对提

高植物耐逆境胁迫能力具有重要作用[９]ꎮ
研究表明ꎬ黑色大豆具有最高的羟基清除能

力ꎬ具有抗氧化、抵抗肿瘤、抗癌、降低血压以及降

低血脂等作用[１０￣１１]ꎮ Ｔａｋａｈａｔａ 等[１２] 比较了不同颜

色大豆种皮提取物的清除 ＤＰＰＨ􀅰自由基活性ꎬ发现

黑豆皮提取物活性最强ꎬ且其活性与酚类物质含量

密切相关ꎮ Ｋｕｍａｒ 等[１３]研究发现ꎬ与黄豆和绿豆相

比ꎬ黑豆有较高的 ＤＰＰＨ􀅰清除能力和铁离子还原能

力ꎮ黑豆种皮的主要成分是飞燕草￣３￣葡萄糖苷和矢

车菊￣３￣葡萄糖苷ꎬ并且两种成分在酸性条件下稳定

性比较好[１４]ꎮ 不同种质资源黑豆的抗氧化性和花

色苷含量也不相同ꎬ且抗氧化性和花色苷酚类含量

显著正相关[１５￣１７]ꎮ 不同产地的黑豆中花色苷的含

量差异很大ꎬ经研究表明黑豆花色苷的含量是由黑

豆品种的基因型和生长环境共同决定的[１８]ꎮ
随着人们生活水平的提高ꎬ对于营养类食物的

需求日益增长ꎬ因此有越来越多的富含花色苷的食

物和作物被人们关注ꎬ越来越多的技术手段也用于

增强植物的花色苷及黄酮类物质的含量ꎬ比如创造

紫色土豆、紫色玉米、紫米水稻等[１９￣２１]ꎮ 大豆是食

用蛋白和油类的来源ꎬ但是大豆中花色苷含量较

少ꎬ即使黑豆中花色苷含量最多也仅有 １ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ

对于其他种皮颜色如褐色、红色、紫色等大豆的花

色苷种类和含量的研究也较少ꎮ 为了充分了解大

豆种皮颜色、总酚、总黄酮及花色苷含量、抗氧化性

以及类黄酮相关基因表达的相互关系ꎬ本研究对

ＲＩＬ 群体不同种皮颜色大豆的花色苷含量、总酚和

总黄酮质量分数、ＦＲＡＰ 抗氧化能力、ＤＰＰＨ􀅰清除能

力和 ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力和类黄酮途径主要基因表达

进行了分析ꎬ这对提高酚类花色苷含量、增强抗氧

化性具有重要意义ꎬ有利于进行高抗氧化性的大豆

种质的培育和筛选鉴定ꎬ有利于提高大豆的经济价

值和营养价值ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

供试材料为从 ＲＩＬ 群体(♀中豆 ４１ × ♂柘城小

红豆) Ｆ５ 世代中挑选的黑、紫、褐、黄种皮颜色各

３ 个株系及其亲本中豆 ４１ 和柘城小红豆ꎮ ２０１９ 年

５—１０ 月在湖北省荆州市长江大学农业科技园单行

种植、混收ꎬ混收后在恒温干燥箱内 ２８ ℃干燥处理ꎮ
挑取颗粒饱满、色泽均匀的大豆种子ꎬ用研磨机

(ＢｅａｒꎬＦＳＪ￣Ａ０３Ｅ１)研磨种皮ꎬ用 ２５０ μｍ(６０ 目)滤

筛过滤ꎬ － ２０ ℃保存备用ꎮ
试剂奎诺二甲基丙烯酸酯(Ｔｒｏｌｏｘ)、没食子酸

(Ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ)、芦丁(Ｒｕｔｉｎ)、Ｆｏｌｉｎ 酚试剂均购自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ色谱纯甲醇、甲酸均购自上海麦克林生

化科技有限公司ꎻ其他试剂为国产分析纯ꎮ

１. ２　 方法

１. ２. １ 　 花色苷提取及液相色谱分析 　 称量 ０. １ ｇ
大豆种皮样品于 １０ ｍＬ 具塞离心管中ꎬ加入 ４ ｍＬ
２ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １ 甲醇盐酸溶液 (甲醇:浓盐酸体积比

１００∶ １６)ꎬ振荡混匀 １ ｍｉｎꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ９０ ℃水

浴 ５０ ｍｉｎꎬ室温下冷却 １０ ｍｉｎꎬ然后用 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ － １甲

醇盐酸提取液再次定容ꎬ４ ℃低温下 １ ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １

离心 ５ ｍｉｎꎮ 所得上清液用 ０. ２２ μｍ 水相滤膜(索
莱宝ꎬ北京)滤去颗粒杂质ꎬ作为待测液ꎬ － ２０ ℃保

存ꎬ备用ꎬ每个样品 ３ 个生物学重复ꎮ
采用 Ａｇｉｌｅｎｔ２０００ 高效液相色谱对花色苷提取

液进行定性分析ꎮ 色谱参考条件:(１)色谱柱为 Ｃ１８
柱ꎬ２５０ ｎｍ ×４. ６ ｎｍ × ５ μｍꎻ(２)流动相 Ａ 为 １０％
甲酸溶液ꎬ 流动相 Ｂ 为乙腈ꎻ ( ３ ) 检测波长为

５３０ ｎｍꎻ(４)柱温 ３５ ℃ꎻ(５)进样量 ２０ μＬꎻ(６)梯度

洗脱程序(表 １)ꎮ 测定完成后与文献报道的花青素

种类标样进行比对ꎬ确定花色苷种类[２２￣２４]ꎮ
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采用分光光度计测定提取液中花色苷含量ꎬ先
利用全波谱扫描找到最大吸收波长 ５３０ ｎｍꎮ 以 １％
ＨＣｌ 的甲醇和去离子水等体积混合液(１％ ＨＣｌ 的
甲醇∶ 去离子水 ＝ １∶ １)为空白ꎬ测定 ５３０ 和 ６５７ ｎｍ
处吸光值ꎮ Ｑ花色苷 ＝ (Ａ５３０ － ０. ２５ × Ａ６５７) × Ｍ － １ꎬ式
中ꎬＭ 为样品质量(０. １ ｇ ＤＷ)ꎬ最终单位为(Ａ５３０ －
０. ２５ × Ａ６５７) / ｇ ＤＷꎮ

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ

时间

Ｔｉｍｅ / ｍｉｎ

流速

Ｓｐｅｅｄ /

(ｍＬ􀅰ｍｉｎ － １)

流动相 Ａ

Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ

Ａ / ％

流动相 Ｂ

Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ

Ｂ / ％

０ ０. ８ ９６. ０ ４. ０

８ ０. ８ ８５. ０ １５. ０

２３ ０. ８ ８５. ０ １５. ０

２４ ０. ８ ２０. ０ ８０. ０

２７ ０. ８ ２０. ０ ８０. ０

２８ ０. ８ ９６. ０ ４. ０

３５ ０. ８ ９６. ０ ４. ０

１. ２. ２　 总酚和总黄酮提取　 参照 Ｍｉｎ 等[２５￣２６] 的方

法ꎬ准确称取 １００ ｍｇ 样品冻干粉于 １０ ｍＬ 离心管

中ꎬ加入 ８ ｍＬ 正己烷ꎬ上下颠倒混匀后静置 １０ ｍｉｎꎬ
４ ℃ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ重复 ３ 次

(此步骤目的为除脂)ꎮ 沉淀加入 ８ ｍＬ 含 １％ ＨＣｌ
的甲醇提取液ꎬ每 １０ ｍｉｎ 上下颠倒 １ 次ꎬ３０ ｍｉｎ 后

４ ℃ꎬ４ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ － １离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ重复

３ 次ꎬ合并上清液ꎬ定容至 １５ ｍＬꎬ － ２０ ℃保存备用ꎬ
每个样品 ３ 个生物学重复ꎮ
１. ２. ３　 总酚和总黄酮质量分数的测定　 采用 Ｆｏｌｉｎ
酚法[２７] 测定总酚含量ꎬ于提取液中 ０. ２ ｍＬ 加入

０. ３ ｍＬ蒸馏水、０. ５ ｍＬ ５０％ 酚试剂和 ２. ５ ｍＬ ２０％
Ｎａ２ＣＯ３ꎬ于 ２５ ℃水浴 ４０ ｍｉｎꎬ在 ７２５ ｎｍ 处测定吸光

值ꎬ以没食子酸作为标准品绘制标准曲线ꎬ得回归

方程 ｙ ＝ ０. １２９ ７ｘ － ０. ００８ ６(Ｒ２ ＝ ０. ９９５ ２)ꎬ式中ꎬ
ｙ 为吸光度ꎬｘ 为没食子酸质量浓度(μｇ􀅰ｍＬ － １)ꎬ总
酚质量分数以每 １ ｇ 样品干质量中所含没食子酸量

(ｍｇ􀅰ｇ － １ ) 表示ꎻ采用亚硝酸钠￣硝酸铝￣氢氧化钠

法[２８]测定总黄酮质量分数ꎬ提取液取 ０. ５ ｍＬ 测定ꎬ
以芦丁为标准品绘制标准曲线ꎬ得到回归方程

ｙ ＝ ０􀆰 ０１２ ３ｘ － ０. ０１５ ８(Ｒ２ ＝ ０. ９９２ ６)ꎬ式中ꎬｙ 为吸

光度ꎬｘ 为没食子酸质量浓度(μｇ􀅰ｍＬ － １)以每 １ ｇ 样

品中所含芦丁量(ｍｇ􀅰ｇ － １)表示ꎮ
１. ２. ４　 抗氧化性指标测定　 参考 Ｂｅｎｚｉｅ 等[２９]的方

法测定 ＦＲＡＰ 抗氧化能力ꎬ提取液稀释 ５ 倍后取

０. １ ｍＬ测定ꎬ加入 ３ ｍＬ ＦＲＡＰ 反应液ꎬ２５ ℃ 水浴

５ ｍｉｎ后ꎬ５９３ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ以奎诺二甲基丙烯酸

酯(Ｔｒｏｌｏｘ)作为标准品绘制标准曲线ꎬ得到回归方程

ｙ ＝０. ００９ １ｘ －０. ０９３ ６(Ｒ２ ＝ ０. ９９４ ９)ꎬ其中 ｙ 为吸光

度ꎬｘ 为 Ｔｒｏｌｏｘ 质量浓度(单位为 μｇ􀅰ｍＬ －１)ꎮ 结果以

干基每 １ ｇ 样品中的质量分数(ｍｇ􀅰ｇ －１)表示ꎮ
参考 Ｃｈｅｎ 等[３０] 的方法测定 ＤＰＰＨ􀅰清除能力ꎬ

提取液稀释 ５ 倍后取 ０. １ ｍＬ 测定ꎬ加入 ３ ｍＬ ＤＰＰＨ
溶液ꎬ室温静置 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ测定 ５１７ ｎｍ 处吸光值ꎬ
以 Ｔｒｏｌｏｘ 当量为标准品绘制标准曲线ꎬ得到回归方

程 ｙ ＝ － ０. ００３ｘ － ０. ０５４ ９(Ｒ２ ＝ ０. ９９７ ６)ꎬ其中 ｙ 为

吸光度ꎬｘ 为 Ｔｒｏｌｏｘ 质量浓度(单位为 μｇ􀅰ｍＬ － １ )ꎮ
结果以干基每 １ ｇ 样品中的质量分数 (ｍｇ􀅰ｇ － １ )
表示ꎮ

参考 Ｒｅ 等[３１]的方法测定 ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力ꎬ提
取液稀释 ５ 倍后取 ０. １ ｍＬ 测定ꎬ加入 ３. ９ ｍＬ ＡＢＴＳ
反应液ꎬ混匀后室温放置 ６ ｍｉｎꎬ测定 ７３４ ｎｍ 处吸光

值ꎬ以 Ｔｒｏｌｏｘ 当量为标准品绘制标准曲线ꎬ得到回归

方程 ｙ ＝ － ０. ００３ｘ － ０. ０５４ ９(Ｒ２ ＝ ０. ９９７ ６)ꎬ式中ꎬｙ
为吸光度ꎬｘ 为 Ｔｒｏｌｏｘ 质量浓度(μｇ􀅰ｍＬ －１)ꎮ 结果以

干基每 １ ｇ 样品中的质量分数(ｍｇ􀅰ｇ －１)表示ꎮ
１. ２. ５　 基因表达分析　 ＲＩＬ 群体 Ｆ５世代不同种皮

颜色各 ３ 个株系ꎬ在豆荚鼓粒后ꎬ根据对鲜种子的称

量确定籽粒发育时期ꎬ最终以豆荚鼓粒最大之前的

籽粒大小在 ２００ ~ ３００ ｍｇ 时作为无色素积累时期的

取样标准ꎬ以豆荚鼓粒最大且豆荚变色后的籽粒大

小在 ４００ ~ ５００ ｍｇ 时作为有色素积累时期的取样标

准ꎮ 着色前后种皮由元莘生物公司进行 ＲＮＡ￣ｓｅｑ
转录组分析ꎬ参考基因组 Ｇｌｙｃｉｎｅ ＿ ｍａｘ ＿ ｖ２. １ꎬ在

ＲＮＡ￣ｓｅｑ 分析中ꎬ通过比对到参考基因组区域的序

列(ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ)的数量来计算基因的表达水平ꎮ 根

据 Ｈｉｓａｔ２ 软件计算每个基因 /转录本在样本中的

ＦＰＫＭ 值ꎬ以该值作为基因 /转录本在样本中的表达

量ꎮ 分析种皮色相关基因(表 ２)的表达情况ꎬ３ 个

重复ꎮ
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表 ２　 大豆种皮色位点基因及功能

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒ ｌｏｃｕｓ

经典位点

Ｃｌａｓｓｉｃ ｌｏｃｉ

基因 ＩＤ

Ｇｅｎｅ ＩＤ

基因功能

Ｇｅｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｉ Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１０９２００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１０９３００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１０９４００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１０９５００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０３００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０４００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０５００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０７００

Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０９００

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

编码查尔酮合成酶 ＣＨＳ

[３２]

Ｔ Ｇｌｙｍａ. ０６Ｇ２０２３００ 编码黄烷酮￣３′￣羟化酶 Ｆ３′Ｈ [３３]

Ｒ Ｇｌｙｍａ. ０９Ｇ２３５１００ 编码 ＭＹＢ 转录因子 [３４]

Ｗ１ Ｇｌｙｍａ. １３Ｇ０７２１００ 编码黄烷酮￣５′３′羟化酶 Ｆ３′５′Ｈ [３５]

Ｋ１ Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１９０９００ 编码 ＡＧＯ５ 蛋白 [３６]

Ｇ Ｇｌｙｍａ. ０１Ｇ１９８５００ 编码 ＣＡＡＸ 氨基酸末端蛋白酶 [３７]

１. ３　 数据分析

利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 和 Ｒ 软件进行数据统计和分

析ꎬ数据以平均值 ±标准差(Ｍｅａｎｓ ± ＳＤ)表示ꎬ采用

单因素方差分析ꎬ不同种皮颜色材料间比较采用

Ｄｕｎｃａｎ′ｓ 法ꎬ显著水平为 ０. ０５ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 进

行绘图ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 不同颜色种皮花色苷成分分析

如表 ２ 所示ꎬ在柘城小红豆(ＺＣＸＨＤ)的种皮中

主要存在 ３ 种花色苷类型:一类是矢车菊素花色苷ꎬ
主要为矢车菊素￣３￣半乳糖苷( Ｃｙ￣３￣ｇａｌ) 和矢车菊

素￣３￣葡萄糖苷(Ｃｙ￣３￣ｇｌｕ)ꎻ第二类为天竺葵花色苷ꎬ
主要是天竺葵素￣３￣葡萄糖苷(Ｐｇ￣３￣ｇｌｕ)ꎻ第三类为

芍药色素花色苷ꎬ主要是芍药素￣３￣葡萄糖苷(Ｐｎ￣３￣
ｇｌｕ)ꎮ 在中豆 ４１(ＺＤ４１)的种皮中仅在 Ｐｇ￣３￣ｇｌｕ 处

检测到微弱峰值(图 １ｂ)ꎮ
在 Ｆ５(ＲＩＬ)世代黄色、褐色、紫红色、黑色 ４ 种

颜色种皮中ꎬ黑色种皮中的花青素种类最为复杂ꎬ
主要含有天竺葵色素、矢车菊素、飞燕草色素、矮牵

牛色素、芍药花色素ꎬ具体花色苷类型为天竺葵素

葡萄糖苷 ( Ｐｇ￣３￣ｇｌｕ)、矢车菊素葡萄糖苷 ( Ｃｙ￣３￣
ｇｌｕ)、飞燕草色素葡萄糖苷(Ｄｐ￣３￣ｇｌｕ)、以及微量的

矮牵牛色素葡萄糖苷(Ｐｔ￣３￣ｇｌｕ)和芍药花色素葡萄

糖苷(Ｐｎ￣３￣ｇｌｕ)ꎮ 紫红色大豆种皮中特异含有 Ｃｙ￣
３￣ｇａｌꎻ褐色大豆种皮与黄色大豆种皮中都仅含有

Ｐｇ￣３￣ｇｌｕꎬ并且黄色大豆种皮中的天竺葵色素花色苷

含量极少(图 １ｃ)ꎮ ４ 种颜色种皮中花色苷含量分

别为 ０. ０００ ３５ ± ０. ０００ １９、０. ００３ ３６ ± ０. ０００ ７３、
０􀆰 ０２１ ６６ ± ０. ００２ ８１、０. ３１０ ０８ ± ０. ０２７ ６５ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ
含量差异极显著(Ｐ < ０. ００１)(图 １ｄ)ꎮ

表 ３　 不同颜色种皮中的花色苷类型

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｔｙｐｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ

矢车菊素￣３￣

半乳糖苷

Ｃｙ￣３￣ｇａｌ

矢车菊素￣３￣

葡萄糖苷

Ｃｙ￣３￣ｇｌｕ

天竺葵素￣３￣

葡萄糖苷

Ｐｇ￣３￣ｇｌｕ

芍药素￣３￣

葡萄糖苷

Ｐｎ￣３￣ｇｌｕ

飞燕草素￣３￣

葡萄糖苷

Ｄｐ￣３￣ｇｌｕ

矮牵牛素￣３￣

葡萄糖苷

Ｐｔ￣３￣ｇｌｕ

中豆 ４１ Ｚｈｏｎｇｄｏｕ ４１ √

柘城小红豆

Ｔｕｏｃｈｅｎｇｘｉａｏｈｏｎｇｄｏｕ
√ √ √ √

黄色 Ｙｅｌｌｏｗ √

褐色 Ｂｒｏｗｎ √

紫红 Ｐｕｒｐｌｅ √ √ √

黑色 Ｂｌａｃｋ √ √ √ √ √
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　 　 注: ａ. 不同颜色种皮中提取花青素ꎻｂ. 亲本之间的花色苷差异 ＺＤ４１ 表示中豆 ４１ꎬ

ＺＣＸＨＤ 表示柘城小红豆ꎻｃ. 黄色、褐色、紫色、黑色种皮颜色大豆中花色苷的差异ꎻｄ. 在黄

色、褐色、紫色、黑色种皮颜色大豆中花色苷含量ꎮ 不同字母表示显著差异(Ｐ < ０. ０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ: ａ. Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒꎻ ｂ. Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐａｒｅｎｔｓꎬ ＺＤ４１ ｍｅａｎｓ Ｚｈｏｎｇｄｏｕ ４１ꎬ ＺＣＸＨＤ ｍｅａｎｓ Ｚｈｅｃｈｅｎｇｘｉａｏｈｏｎｇｄｏｕꎻ

ｃ. Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｂｒｏｗｎꎬ ｐｕｒｐｌｅꎬ ｂｌａｃｋ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒｓꎻ ｄ. Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｙｅｌｌｏｗꎬ ｂｒｏｗｎꎬ ｐｕｒｐｌｅꎬ ｂｌａｃｋ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒｓ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ < ０. ０５) .

图 １　 不同颜色种皮中花青素的提取与测定

Ｆｉｇ. １　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ
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２. ２　 不同颜色种皮总酚和总黄酮含量

由表 ３ 可知ꎬ大豆不同种皮颜色中总黄酮含量

存在显著差异(Ｐ < ０. ０５)ꎬ表现为黑色种皮 > 紫红

种皮 >褐色种皮 > 黄色种皮ꎬ黑色种皮含量最高ꎬ
为 １０. ３１３ ± ０. ００８ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ黄色种皮最低含量为

２􀆰 ９９６ ± ０. ００１ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎻ总酚含量在不同颜色大豆种

皮中含量差异显著(Ｐ < ０. ０５)ꎬ表现为黑色种皮 >
紫红种皮 >褐色种皮 > 黄色种皮ꎬ黑色种皮中含量

最高ꎬ为 ２９. ９７３ ± ０. ０５０ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ黄色种皮中含量最

低ꎬ为 ２. ４６３ ± ０. ０２１ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎮ

表 ４　 ＲＩＬ 群体不同颜色种皮中的总酚和总黄酮

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｉｎ ＲＩＬ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

种皮颜色

Ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒ

总酚

Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃ / (ｍｇ􀅰ｇ － １)

总黄酮

Ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ / (ｍｇ􀅰ｇ － １)

黄色 Ｙｅｌｌｏｗ ２. ４６３ ± ０. ０２１ ｄ ２. ９９６ ± ０. ００１ ｄ

褐色 Ｂｒｏｗｎ ６. ７５６ ± ０. ０５９ ｃ ３. ７１７ ± ０. ００２ ｃ

紫红 Ｐｕｒｐｌｅ １３. ５８３ ± ０. １６７ ｂ ５. ９８４ ± ０. ００３ ｂ

黑色 Ｂｌａｃｋ ２９. ９７３ ± ０. ０５０ ａ １０. ３１３ ± ０. ００８ ａ

　 　 注:不同字母表示差异显著(Ｐ < ０. ０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ < ０. ０５ ) .

２. ３　 不同颜色种皮抗氧化能力

如图 ２ 所示:不同种皮颜色 ＦＲＡＰ 抗氧化能力

的变幅为 １９. ８８ ~ ５８１. ０９ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ不同颜色的

ＦＲＡＰ 抗氧化能力差异较大ꎬ排序为黑色种皮 > 紫

红种皮 > 褐色种皮 > 黄色种皮ꎮ 不同颜色种皮

ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力与 ＦＲＡＰ 抗氧化能力存在相似规

律ꎬ黑色种皮最高ꎬ为 ２４１. ７２ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ紫红次之ꎬ为
１０３. ７５ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ褐色为 ５４. ５３ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎬ黄色最低ꎬ为
７. ７３ ｍｇ􀅰ｇ －１ꎮ 在 ＤＰＰＨ􀅰清除能力方面ꎬ黑色的抗氧化

能力显著高于其他颜色(Ｐ <０. ０５)ꎬ为 ２００. ４６ ｍｇ􀅰ｇ －１ꎬ
紫红、褐色、黄色种皮无显著差异ꎬ变幅为 １７３. １２ ~
１８０. ４６ ｍｇ􀅰ｇ － １ꎮ

　 　 注:不同的字母表示着显著差异(Ｐ < ０. ０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ:Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ < ０. ０５) .

图 ２　 大豆不同颜色种皮的抗氧化能力

Ｆｉｇ. ２　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒ
ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ

２. ４　 不同颜色种皮相关基因表达分析

大豆种皮颜色相关基因在不同颜色着色前后

的表达差异如图 ３ 所示:在黑色种皮着色前后编码 Ｉ
位点的 ＣＨＳ 基因、编码 Ｗ１ 位点的 Ｆ３′５′Ｈ 基因、编
码 Ｒ 位点的 ＭＹＢ 转录因子表达显著升高 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ编码 Ｔ 位点的 Ｆ３′Ｈ 基因的表达显著下降(Ｐ
< ０. ０５)ꎬＫ１ 和 Ｇ 位点基因表达无明显变化ꎬ说明

黑色着色主要与 ＣＨＳ 基因表达量有关(图 ３ａ)ꎻ紫
红色大豆种皮着色前后 ＣＨＳ 基因无明显变化ꎬＭＹＢ
转录因子表达显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬ而 Ｆ３′Ｈ 基因和

Ｆ３′５′Ｈ 基因的表达显著下降(Ｐ < ０. ０５)ꎬＫ１ 位点基

因 Ｇｌｙｍａ. １１Ｇ１９０９００ 表达无明显变化ꎬＧ 位点候选

基因表达有差异ꎬ但是仅升高了 ２. ８ 倍ꎬ说明紫色调

控主要与 Ｒ 位点 ＭＹＢ 转录因子调控有关(图 ３ｂ)ꎻ
褐色种皮大豆着色前后部分 ＣＨＳ 基因 ( Ｇｌｙｍａ.
０８Ｇ１０９４００、Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０３００、Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０４００)
表达显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬ但是没有黑色的表达量

高ꎬＭＹＢ 转录因子表达显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬＦ３′５′Ｈ
基因和 Ｆ３′Ｈ 基因的表达显著下降(Ｐ < ０. ０５)ꎬＫ１
和 Ｇ 位点基因表达无明显变化ꎬ说明褐色的调控受

多个位点影响(图 ３ｃ)ꎻ黄色种皮大豆着色前后 ＣＨＳ
基因无明显差异ꎬＦ３′５′Ｈ 基因和 ＭＹＢ 转录因子表

达显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬＦ３′Ｈ 基因的表达显著下降

(Ｐ < ０. ０５ )ꎬ Ｋ１ 和 Ｇ 位 点基因表达无明显变

化(图 ３ｄ)ꎮ
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　 　 注:ａ. 黑色大豆种皮色素着色前后相关基因的表达模式ꎻｂ. 紫色大豆种皮色素着色前后相关基因的表达模式ꎻｃ. 褐色大豆种皮色

素着色前后相关基因表达模式ꎻｄ. 黄色大豆种皮色素着色前后相关基因的表达模式ꎮ∗∗表示存在显著差异(Ｐ < ０. ０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ:ａ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔꎻ ｂ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｕｒｐｌｅ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔꎻ ｃ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｏｗｎ ｓｏｙｂｅａｎ

ｓｅｅｄ ｃｏａｔꎻ ｄ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｙｅｌｌｏｗ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ. ∗∗ｍｅａｎ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ(Ｐ < ０. ０５) .

图 ３　 大豆种皮颜色相关基因的表达

Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ

２. ５　 黄酮类物质含量与抗氧化能力及基因表达关

系分析

　 　 如表 ５ 所示:总酚、总黄酮和总花青素质量分数

与 ＦＲＡＰ 抗 氧 化 能 力、 ＤＰＰＨ 􀅰 清 除 能 力 以 及

ＡＢＴＳ ＋ 􀅰清除能力的相关性较大ꎬ相关系数在 ０. ９１
以上ꎮ 结果表明花青素作为一类黄酮类酚类化合

物ꎬ在植物抗氧化能力上具有一定的作用ꎮ
ＣＨＳ 基因的表达量和总酚、总黄酮和总花青素

质量分数以及 ＦＲＡＰ 抗氧化能力、ＤＰＰＨ􀅰清除能力

以及 ＡＢＴＳ ＋ 􀅰清除能力的相关性较大ꎬ其中 Ｇｌｙｍａ.
０８Ｇ１０９２００、Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１０９５００、 Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０３００、
Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０４００、Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０５００、Ｇｌｙｍａ. ０８Ｇ１１０７００
的表达量与 ＤＰＰＨ􀅰清除能力、ＡＢＴＳ ＋ 􀅰清除能力、
总花青素、总黄酮质量分数相关系数均大于 ０. ９１ꎬ
说明 ＣＨＳ 基因调控引起色素沉积从而使大豆种皮

表现为黑色ꎬ而黑色种皮大豆中的花青素含量、总
酚含量和总黄酮含量以及抗氧化及清除能力都高

于其他颜色大豆ꎮ
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５６２　　 大 豆 科 学 ５ 期

３　 讨论

３. １　 大豆中花色苷的积累

本研究通过对亲本 ＺＤ４１、ＺＣＸＨＤ 和 ＲＩＬ(Ｆ５ )

群体中的黄色、褐色、紫红色和黑色 ４ 种种皮颜色株

系的花色苷测定分析ꎬ发现花色苷含量在不同种皮

色中差异显著ꎬ其中黑色最多黄色最少ꎬ与前人研

究相符[３８]ꎮ 不同颜色种皮的花色苷种类存在明显

差异ꎬ黑色种皮含有更多的花色苷类型ꎬ这与前人

研究结果相符[３９]ꎮ 但在具体种类上与前人研究有

所区别ꎬ本研究材料中的黑色种皮含量最多的花色

苷类型为 Ｐｇ￣３￣ｇｌｕꎬ并不是 Ｃｙ￣３￣ｇｌｕ[３９]ꎬ此外ꎬ黑色

种皮中还含有 Ｄｐ￣３￣ｇｌｕ、Ｐｔ￣３￣ｇｌｕ、Ｐｎ￣３￣ｇｌｕꎬ因此黑色

种皮的形成是多种花色苷共同作用的结果ꎮ 紫红

色种皮主要含有 Ｐｇ￣３￣ｇｌｕ 花色苷ꎬ同时 Ｃｙ￣３￣ｇａｌ 为
紫色种皮特异含有ꎬ说明紫红色主要与矢车菊色素

花色苷 Ｃｙ￣３￣ｇａｌ 有关ꎮ 褐色大豆种皮与黄色大豆种

皮中都仅含有 Ｐｇ￣３￣ｇｌｕꎬ并且黄色大豆种皮中的天

竺葵色素花色苷含量极少ꎮ 鉴定结果发现 ４ 种颜色

的种皮中都含有天竺葵色素花色苷ꎬ但在含量上存

在明显差异ꎬ黑色 > 紫红色 > 褐色 > 黄色ꎬ因此推

测天竺葵色素花色苷可能是影响种皮颜色的重要

物质ꎮ
在花色苷合成代谢通路中ꎬ不同花青素类型是

由 ＣＨＳ、Ｆ３Ｈ、Ｆ３′Ｈ、Ｆ３′５′Ｈ 羟基化柚皮素然后经过

ＤＦＲ、ＡＮＳ 一系列的酶促反应ꎬ最后由 ＵＦ３ＧＴ 糖基

转移酶将不稳定的花青素糖基化形成[４０￣４１]ꎮ 本研

究发现ꎬＩ 位点的 ＣＨＳ 基因ꎬ以及位于 ８ 号染色体串

联的 ９ 个 ＣＨＳ 基因全部在黑色种皮的有色素积累

时期表达量上调ꎻ编码 Ｆ３′Ｈ 的 Ｔ 位点基因 Ｇｌｙｍａ.
０６Ｇ２０２３００ꎬ它在各颜色有色素积累时期的表达被

下调ꎻＲ 位点候选基因 Ｇｌｙｍａ. ０９Ｇ２３５１００ 在褐色和

紫色种皮有色素积累时期表达量上调ꎻＷ１ 位点编

码基因 Ｆ３′５′Ｈ 在紫色和褐色种皮色素积累时期表

达下调ꎮ 另外ꎬ本研究发现 Ｆ３′５′Ｈ 基因与 ＭＹＢ 基

因的表达极显著正相关ꎬ说明 Ｆ３′５′Ｈ 基因的表达可

能受到 ＭＹＢ 转录因子的调控ꎻＦ３′Ｈ 基因与 Ｋ１ 基因

表达极显著负相关ꎬ说明 Ｋ１ 基因影响种脐或者鞍

挂部分色素沉积时主要影响 Ｆ３′Ｈ 基因表达进而影

响色素沉积ꎮ 综上ꎬ这些基因可能控制种皮颜色的

形成ꎬ与前人研究相符[３９￣４１]ꎮ
３. ２ 　 大豆中的总酚和总黄酮质量分数与抗氧化

能力

　 　 多酚黄酮类物质是大豆中一类具有生物活性

的次级带型产物ꎬ因具有抗癌和抗氧化等多种功能

被广泛应用到医学药物[１１ꎬ２６]ꎮ 本研究发现ꎬ在不同

种皮颜色大豆中总黄酮和总酚的含量均表现为黑

色 >紫红色 >褐色 >黄色ꎬ黄酮含量变幅为 １０. ３１３ ~
２􀆰 ９９６ ｍｇ􀅰ｇ －１ꎬ总酚含量变幅为２９. ９７３ ~２. ４６３ ｍｇ􀅰ｇ －１ꎬ
黑色大豆的总酚和总黄酮含量在徐金瑞等[１７] 的黑

色大豆含量变幅内ꎬ其他颜色的总黄酮量也基本相

符[３８]ꎮ 大豆的抗氧化能力与总酚、总黄酮和花色苷

的含量之间存在显著的正相关性ꎬ相关系数达到极

显著水平ꎬ表明大豆的抗氧化作用与其种皮中的总

酚、总黄酮和花色苷类物质相关ꎮ 分析基因表达与

大豆抗氧化作用ꎬ发现 ＣＨＳ 基因与抗氧化性极显著

正相关ꎬ且 ＣＨＳ 基因之间的表达也极显著正相关ꎬ
这与 ＣＨＳ 基因为串联富集区域ꎬ且表达相互影响一

致ꎬ也与 ＣＨＳ 基因是黑色种皮大豆色素沉积的主要

调控基因一致ꎬ说明正是 ＣＨＳ 基因表达升高导致黑

色种皮大豆中的花色苷和总酚总黄酮物质的积累

进而导致其抗氧化作用最高ꎬ这也与前人的研究相

符[３２ꎬ３６]ꎮ 除 ＣＨＳ 基因以外其他基因与抗氧化性相

关系数较低ꎬ只有 Ｆ３′Ｈ 基因相关系数在 ０. ５７ ~
０􀆰 ７９ꎬ仅次于 ＣＨＳ 基因ꎮ

４　 结论

不同颜色大豆种皮中总酚、总黄酮、花色苷的

含量存在明显差异ꎬ黑色种皮大豆含量最多ꎬ且花

色苷种类最丰富ꎬ以天竺葵素葡萄糖苷(Ｐｇ￣３￣ｇｌｕ)
和矢车菊素葡萄糖苷(Ｃｙ￣３￣ｇｌｕ)为主ꎬ紫红色大豆

种皮中特异含有矢车菊素￣３￣半乳糖苷(Ｃｙ￣３￣ｇａｌ)ꎬ
褐色大豆种皮与黄色大豆种皮中都仅含有 Ｐｇ￣３￣
ｇｌｕꎬ并且黄色大豆种皮中的天竺葵色素花色苷含量

极少ꎬ因此天竺葵色素花色苷可能是影响种皮着色

的重要物质ꎬ且矢车菊素两种花色苷的含量也影响

着色的深浅ꎮ 不同种皮色的总酚、总黄酮、总花青

素含量、ＦＲＡＰ 和 ＡＢＴＳ ＋􀅰清除能力关系为黑色 > 紫

红 >褐色 >黄色ꎬ仅 ＤＰＰＨ􀅰清除能力在其他种皮颜

色中差异不显著ꎮ黑色大豆中总酚、总黄酮和花色

苷质量分数显著高于其他颜色ꎬ同时抗氧化能力最

强ꎬ且酚类物质含量与抗氧化性显著正相关ꎬＣＨＳ
基因的表达量也与酚类物质含量和抗氧化性能力

显著正相关ꎬ因此提高 ＣＨＳ 基因的表达有利于多酚

类物质的积累和提高抗氧化活性ꎬ可以将其作为检

测或培养高抗氧化活性和多花色苷类大豆的辅助

指标ꎮ
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Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ ２０１０ꎬ ４３: ３２３￣３２８.

[１４] ＫＩＭ Ｓ Ｙ ꎬ ＷＩ Ｈ Ｒ ꎬ ＣＨＯＩ Ｓ ꎬ ｅｔ ａｌ . Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ￣ｒｉｃｈ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｔｅｓｔａ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｌ. Ｍｅｒｒ. ) ｏｎ

ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ａ ＤＩＯ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ[Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｆｏｏｄｓꎬ ２０１５ꎬ １４: ６２３￣６３３.

[１５] 肖湘ꎬ 卢刚ꎬ 张捷. 黑色食品色素清除活性氧功能及抗氧化

活性[Ｊ] . 药物生物技术ꎬ ２０００ꎬ ７(２): １１２￣１１５. (ＸＩＡＯ Ｘꎬ

ＬＵ Ｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊ. Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｐｉｇｍｅｎｔｓ ｆｏｒ ｉｔｓ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ

ｓｃａｖｅｎｇｅ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｒａｄｉｃａｌ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｏｎｓ [ Ｊ ] .

Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０００ꎬ ７(２): １１２￣１１５. )

[１６] 徐金瑞ꎬ 张名位ꎬ 刘兴华ꎬ 等. 黑大豆种皮花色苷的提取及其

抗氧化作用研究[Ｊ] . 农业工程学报ꎬ ２００５ꎬ ２１(８): １６１￣１６４.

(ＸＵ Ｊ Ｒꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｗꎬ ＬＩＵ Ｘ Ｈ. Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎ

ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ[Ｊ] . Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ ２００５ꎬ ２１ ( ８ ):

１６１￣１６４. )

[１７] 徐金瑞ꎬ 张名位ꎬ 刘兴华ꎬ 等. 黑大豆种质抗氧化能力及其与

总酚和花色苷含量的关系[Ｊ] . 中国农业科学ꎬ ２００６ꎬ ３９(８):

１５４５￣１５５２. ( ＸＵ Ｊ Ｒꎬ ＺＨＡＮＧ Ｍ Ｗꎬ ＬＩＵ Ｘ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ.

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｏｎｔｅｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ

ａｎｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｔｉａ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２００６ꎬ ３９(８): １５４５￣１５５２. )

[１８] 吴海军. 西南黑豆种质资源的品质分析及其耐荫性评价[Ｄ].

成都: 四川农业大学ꎬ ２０１７. (ＷＵ Ｈ Ｊ. Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ

ｓｈａｄｉｎｇ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｉｎ

ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ Ｃｈｉｎａ [ Ｄ ]. Ｃｈｅｎｇｄｕ: Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ２０１７. )

[１９] ＳＣＨＩＪＬＥＮ Ｅ Ｇꎬ ＤＥ ＶＯＳ Ｃ Ｈꎬ ＴＵＮＥＮ Ａ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｉfiｃａｔｉｏｎ

ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｃｒｏｐ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ ] . Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ

２００４ꎬ ６５: ２６３１￣２６４８.

[２０] ＲＥＤＤＹ Ｎ Ｐꎬ ＲＥＤＤＹ Ｂ Ａꎬ ＧＵＮＡＳＥＫＡＲ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｌａｖｏｎｉｄｓ

ｆｒｏｍＬｉｍｎｐｏｈｉｌａ ｉｎｄｉｃａ[Ｊ] . Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００７ꎬ ６８: ６３６￣６３９.

[２１] ＧＯＮＺＡＬＩ Ｓꎬ ＭＡＺＺＵＣＡＴＯ Ａꎬ ＰＥＲＡＴＡ Ｐ. Ｐｕｒｐｌｅａｓ ａ ｔｏｍａｔｏ:

ｔｏｗａｒｄｓ ｈｉｇｈ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｔｏｍａｔｏｅｓ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ

２００９ꎬ １４(５): ２３７￣２４１.

[２２] ＬＥＥ Ｊ Ｈꎬ ＫＡＮＧ Ｎ Ｓꎬ ＳＨＩＮ Ｓ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｌ. ) ｂｙ ＨＰＬＣ￣

ＤＡＤ￣ＥＳＩ / ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００９ꎬ １１２ ( １ ):

２２６￣２３１.

[２３] ＡＳＴＡＤＩ Ｉ Ｒꎬ ＡＳＴＵＴＩ Ｍꎬ ＳＡＮＴＯＳＯ Ｕꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｏｗ

ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ＬＤＬ)[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００９ꎬ １１２(３):

６５９￣６６３.

[２４] ＫＯＨ Ｋꎬ ＹＯＵＮ Ｊ Ｅꎬ ＫＩＭ Ｈ Ｓ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｉｎ

ｂｌａｃｋ ｓｏｙｂｅａｎ (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ Ｌ. Ｍｅｒｒ. ) ｖａｒｉｅｔｉｅｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ５１(２): ３７７￣３８１.

[２５] ＭＩＮ Ｂꎬ ＧＵ Ｌꎬ ＭＣＣＬＵＮＧ Ａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｅｅ ａｎｄ ｂｏｕｎｄ ｔｏｔａｌ

ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ

ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ ａｎｄ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｇｒａｉｎ ｒｉｃｅ ( Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａ Ｌ. ) ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎ ｃｏｌｏｕｒｓ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１２ꎬ

１３３(３): ７１５￣７２２.

[２６] 侯泽豪ꎬ 孙坤坤ꎬ 魏淑东ꎬ 等. 一份特有红花甜荞活性物质的

抗氧化特性研究[ Ｊ] . 西北农业学报ꎬ ２０１９ꎬ ２８ (８):１２５９￣

１２６６. ( ＨＯＵ Ｚ Ｈꎬ ＳＵＮ Ｋ Ｋꎬ ＷＥＩ Ｓ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ ａ ｓｐｅｃｉａｌ ｃｕｌｔｉｖａｌ ｏｆ ｒｅｄ￣ｆｌｏｗｅｒ
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ｂｕｃｋｗｈｅａｔ [ Ｊ ] . Ａｃｔａ ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅＢｏｒｅａｌｉ￣ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｓ Ｓｉｎｉｃａꎬ

２０１９ꎬ ２８(８): １２５９￣１２６６. )

[２７] ＳＩＮＧＬＥＴＯＮ Ｖ Ｌꎬ ＯＲＴＨＯＦＥＲ Ｒꎬ ＬＡＭＵＥＬＡ￣ＲＡＶＥＮＴ􀆕Ｓ Ｒ

Ｍ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｎｄ

ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｆｏｌｉｎ￣ｃｉｏ￣ｃａｌｔｅｕ ｒｅａｇｅｎｔ[ Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ

Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙꎬ１９９９ꎬ ２９９:１５２￣１７８.

[２８] ＪＩＡ Ｚ Ｓꎬ ＴＡＮＧ Ｍ Ｃꎬ ＷＵ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｍｕｌｂｅｒｒｙ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ

ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｒａｄｉｃａｌｓ [ Ｊ ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９９ꎬ ６４ ( ４ ):

５５５￣５５９.

[２９] ＢＥＮＺＩＥ Ｉ Ｆꎬ ＳＴＲＡＩＮ Ｊ Ｊ. Ｔｈｅ ｆｅｒｒｉｃ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｌａｓｍａ

(ＦＲＡＰ) ａｓ ａ ｍｅａｓｕｒｅ ｏｆ “Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ Ｐｏｗｅｒ”: Ｔｈｅ ＦＲＡＰ ａｓｓａｙ

[Ｊ] . Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９６ꎬ ２３９(１): ７０￣７６.

[３０] ＣＨＥＮ Ｃ Ｗꎬ ＨＯ Ｃ Ｔ . Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ

ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｇｒｅｅｎ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｔｅａｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｌｉｐｉｄꎬ

１９９５ꎬ ２(１): ３５￣４６.

[３１] ＲＥ Ｒꎬ ＰＥＬＬＥＧＲＩＮＩ Ｎꎬ ＰＲＯＴＥＧＧＥＮＴＥ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ

ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｐｐｌｙｉｎｇ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ＡＢＴＳ ｒａｄｉｃａｌ ｃａｔｉｏｎ

ｄｅｃｏｌｏｕｒｉｚａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ [ Ｊ] . Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ

１９９９ꎬ ２６(９): １２３１￣１２３７.

[３２] ＳＥＮＤＡ Ｍꎬ ＫＵＲＡＵＣＨＩ Ｔ ꎬ ＫＡＳＡＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ . Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｐｉｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｙｅｌｌｏｗ ｓｏｙｂｅａｎ [ Ｊ ] .

Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１２ꎬ ６１(５): ５２３￣５３０.

[３３] ＺＡＢＡＬＡ Ｇꎬ ＶＯＤＫＩＮ Ｌ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃ Ｔ ｌｏｃｕｓ ｉｎ

ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｄ ｔｗｏ ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｆｆｅｃｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ３′ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ [ Ｊ ] .

Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２００３ꎬ １６３(１): ２９５.

[３４] ＺＡＢＡＬＡ Ｇꎬ ＶＯＤＫＩＮ Ｌ Ｏ. Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｆｆｅｃｔｓ ｔｒａｎｓｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ

ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｏｆ ａ ｌａｒｇｅ ＣＡＣＴＡ ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ ｆｒｏｍ ａ ＭＹＢ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｏｙｂｅａｎ ｓｅｅｄ ｃｏａｔｓ

[Ｊ] . ＰｌｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１４ꎬ ９(１１): ｅ１１１９５９.

[３５] ＺＡＢＡＬＡ Ｇꎬ ＶＯＤＫＩＮ Ｌ Ｏ. Ａ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｓｍａｌｌ
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