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黄秋葵八氢番茄红素合成酶PSY基因的克隆与分析
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摘要      该研究根据黄秋葵(Hibiscus esculentus L.)转录组测序获得的八氢番茄红素合成酶PSY
基因序列, 设计引物克隆验证得到一条全长为1 399 bp的cDNA, 开放阅读框(ORF)包含1 155个碱

基; 预测编码384个氨基酸, 理论分子量为43.45 kDa, 等电点(pI)为8.729; 编码的蛋白与亚洲棉(Gos-
sypium arboreum)、陆地棉(Gossypium hirsutum)、雷蒙德氏棉(Gossypium raimondii)、海岛棉(Gos-
sypium barbadense)、可可(Theobroma cacao)同源蛋白的相似性均在90%以上, 显示黄秋葵PSY基因

具高度的保守性, 将基因命名为HePSY, GeneBank登录号为: MG372369。通过荧光定量PCR分析表

明, HePSY基因在黄秋葵根、茎、叶、花和果荚中均有表达; 叶片生长中以成熟叶中表达最高, 果
实发育中花后4天表达量高。类胡萝卜素含量以成熟叶的最高, 果实以花后4天含量最高, 与HePSY
基因的表达呈正相关。该研究揭示了PSY基因表达和类胡萝卜素积累的特性, 为开展黄秋葵类胡萝

卜素分子调控机制研究奠定了基础。
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Cloning and Expression Analysis of a Phytoenesynthase 
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Abstract       In this study, a PSY gene was cloned from Hibiscus esculentus L. by RT-PCR and RACE tech-
nique. The full-length cDNA sequence of PSY was 1 399 bp, which contained a 1 155 bp open reading frame (ORF) 
that encoded 384 amino acids with a predicted molecular weight of 43.45 kDa and a hypothetical isoelectric point 
(pI) of 8.729. The encoded protein had more than 90% homology with Gossypium arboretum, Gossypium hirsutum, 
Gossypium raimondii, Gossypium barbadense, and Theobroma cacao, which indicated that PSY gene of Okra was 
highly conserved. The gene was named HePSY and the GeneBank accession number was MG372369. Real-time 
PCR analysis revealed that HePSY could be expressed in different tissues of Hibiscus esculentus L., including roots, 中
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stems, leaves, flowers and fruits, and the level was the highest in mature leaves and 4 days after flowering during 
the process of leaf and fruit development, respectively. Carotenoid contents was explored. Hibiscus esculentus L. 
carotenoid was also the highest in mature leaves and 4 days after flowering during the process of leaf and fruit de-
velopment respectively, which positive correlation with HePSY gene expression. These results revealed the expres-
sion of HePSY gene and the accumulation characteristics of carotenoid contents, and provided a base for the study 
of carotenoid molecular regulation mechanism in Hibiscus esculentus L. 

Keywords       Hibiscus esculentus L.; phytoenesynthase; carotenoid

类胡萝卜素在叶绿体、有色体中合成, 行使植

物的各种基本功能。在叶绿体中, 类胡萝卜素起光

捕捉、光保护、光修复等作用[1]。在有色体中, 类胡

萝卜素负责水果和鲜花的着色, 艳丽的色彩可以引

诱昆虫从而协助传播后代[2]。类胡萝卜素能够改善

人类健康, 一些β-环基团类胡萝卜素是维生素A的前

体, 服用维生素A补充剂能够使低龄儿童的全因死

亡率大幅下降[3-5]。另外, 摄入富含类胡萝卜素的食

品可以作为治疗心血管疾病、骨质疏松和前列腺癌

等的潜在手段[6-8]。因此, 目前诸多研究都关注于类

胡萝卜素的调控机制方面。

八氢番茄红素合成酶 (phytoenesynthase, PSY)
是类胡萝卜素合成途经的第一个关键限速酶 , 对类

胡萝卜素合成起着重要的控制作用。它催化两个牻

牛儿基牻牛儿基焦磷酸 (geranyhlgeranyl pyrophos-
phate, GGPP)缩合形成八氢番茄红素, 其编码基因已

成为植物类胡萝卜素基因工程的首选目的基因 [9-11]。

1987年 , Ray等 [12]获得番茄中的PSYl基因。目前 , 已
分离出PSY基因的植物有水稻[13]、玉米[14]、杧果[15]、

枸杞[16]、向日葵[17]、烟草[18]、辣椒[19]、番茄[20]、草

莓 [21]等。当油菜中转入一种细菌的八氢番茄红素合

酶(phytoene synthase, crtB)基因后, 转基因种子中总

类胡萝卜素含量提高了50倍 [22]。季静等 [23]将龙胆草

5个类胡萝卜素合成酶基因导入烟草 , 发现PSY基因

对烟草的叶黄素、β-胡萝卜素含量影响较大。

黄秋葵 (Hibiscus esculentus L.), 秋葵属 , 原产于

非洲东北部及亚洲热带, 世界各地均有栽培, 近年来, 
中国南北方各地均有黄秋葵的分布与栽培。黄秋葵

以食嫩果为主 , 含丰富蛋白质、游离氨基酸、维生

素、矿物盐、果胶和多糖等营养成分, 具有保护肝脏、

健胃整肠、降血糖等功能的健康蔬菜[24-25]。此外, 黄
秋葵植株生物产量高, 可达90 t/hm2, 叶片、茎秆中富

含叶黄素、β-胡萝卜素、粗纤维和粗蛋白, 是良好的

天然着色剂原料和植物蛋白饲料 [18]。本研究首次成

功获得黄秋葵PSY基因全长 , 分析了PSY基因表达和

类胡萝卜素积累特性, 对揭示PSY基因在黄秋葵类胡

萝卜素合成中的作用具有重要理论意义 , 为开展黄

秋葵类胡萝卜素分子调控机制奠定了基础。

1   材料与方法
1.1   实验材料

材料为红色黄秋葵品种(红玉)、白色黄秋葵品种

(绿白1号)、绿色黄秋葵品种(台湾五福), 由福建省农业

科学院蔬菜研究中心提供。取3个品种的根、茎、叶(幼
叶: 叶龄10天; 嫩叶: 叶龄20天; 成熟叶: 叶龄30天; 老叶: 
叶龄50天)、花、果(花后2天、花后4天、花后6天、花

后8天、花后10天的果实)存于–80 °C冰箱中备用。

1.2   转录组数据来源

从福建省农业科学院作物研究所黄秋葵种质

资源库中选取绿色黄秋葵资源(全株及嫩果均为绿

色, 果实六棱至八棱, 以六棱为主), 2017年4月中旬

播种, 5月上旬定植于福建省农业科学院蔬菜中心

基地, 6月5日采花后6天的嫩果, 液氮速冻, –80 °C
保存备用。测序时每个单株构建1个文库, 委托广

州基迪奥生物科技有限公司采用Illumina HiSeqTM 
2500 PE125系统进行RNA-Seq转录组测序(无参考

基因组), 采用Trinity进行序列组装, 经过滤(去除含

adaptor、无法确定碱基信息的比例大于10%、质量

值Q≤20的碱基数占整个片段的40%以上的片段)获
得3.87 GB的有效数据。

1.3   总RNA提取及cDNA合成

植物材料的总RNA采用通用植物总RNA提取

试剂盒(百泰克生物技术有限公司)提取; RNA的质

量用凝胶电泳与紫外分光光度计检测; 总RNA逆转

录应用M-MLV反转录酶(TaKaRa公司)完成。

1.4   HePSY基因序列的克隆验证

根据黄秋葵转录组测序获得的PSY基因序列, 
设计一对引物HPSY-F(上游 )、HPSY-R(下游 )(表1), 
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PCR扩增黄秋葵嫩叶cDNA。PCR反应程序为: 94 °C
预变性5 min; 94 °C变性30 s, 53 °C退火30 s, 72 °C
延伸1 min, 40个循环 ; 72 °C延伸10 min。用0.8%琼

脂糖凝胶电泳检测PCR产物 , 目的片段经回收 (美国

Omega公司)、连接(载体pMD18-T, 宝生物工程有限

公司)、转化(大肠杆菌DH5α, 宝生物工程有限公司)、
蓝白斑筛选、PCR鉴定、测序 (上海生工生物工程有

限公司), 最后获得到黄秋葵PSY基因全长。

1.5   HePSY基因的生物信息学分析

应用DNAMAN 6.0用于引物设计、多序列比

对 ; 使用ProtParam(http://web.expasy.org/protparam/)
和ProtScale(http://web.expasy.org/protscale/0)在线软

件分析蛋白一级结构 ; 翻译后蛋白修饰运用Motif 
Scan(http://myhits. isb-sib.ch/cgibin/motif_scan)在线分

析 ; 保守结构域运用SMART(http://smart.embl-heidel-
berg.de/)软件分析 ; 应用bioxm预测分子量、蛋白质

的等电点 ; 采用SMART(http://smart. embl-heidelberg. 
de/)ClustalX 1.81软件和MEGA 4.0软件构建进化树。

1.6   HePSY基因的实时荧光定量分析

依据黄秋葵PSY基因全长序列 , 应用Primer Ex-
press 3.0软件, 遵照定量PCR引物设计的原则设计一

对荧光定量特异引物Y2S和Y2X(表1), 以黄秋葵18s 
rRNA(GenBank: AF069229.1)作为内参 , 设计内参引

物NE-F和NE-R(表1)。应用Power SYBR Green PCR 
Master Mix(美国 , ABI公司 )试剂盒进行实时定量

PCR扩增(ABI7500)。25 μL反应体系: 12.5 μL Power 
SYBR Green PCR Master Mix, 1 μL cDNA, 上、下引

物各0.5 μL(10 μmol/L), 用双蒸水补充至25 μL。反应

程序: 95 °C预变性10 min; 95 °C变性15 s, 56 °C退火

1 min, 72 °C延伸1 min, 40个循环。每个反应设3次重

复 , 实验结果应用ABI 7500分析软件中Comparative 
CT(ΔΔCT)法分析。基因表达差异显著性分析使用

SPSS软件。

1.7   类胡萝卜素提取和测定

液氮研磨样品, 称取5 g粉末, 用50 mL浸提剂(丙
酮׃石油醚=23׃)(含0.1% BHT)混匀于50 °C下黑暗浸提, 
过滤采集上清液 , 重复上述操作直到渣变白 , 集中提

取液, 于旋转蒸发仪(40 °C)蒸干, 复溶于20 mL的石油

醚(含0.1% BHT)中, 加20 mL皂化液10%氢氧化钾–甲
醇 , 放置过夜 , 样品经过洗涤 , 过滤并蒸干 , 最后用丙

酮定容至5 mL, 液氮处理后，储于–70 °C超低温冰箱

备用 , 用0.22 μm的尼龙膜过滤后用UV1000(上海天

美科学仪器有限公司 )紫外分光光度计测定。分别在

663 nm、646 nm、470 nm下检测色素浓度, 每样品测

3次, 将其平均值带入以下公式计算含量。

叶绿素a浓度/mg·L–1: Ca=12.2D663–2.81D646

叶绿素b浓度/mg·L–1: Cb=20.13D646–5.03D663

总叶绿素浓度/mg·L–1: CT=Ca＋Cb

类胡萝卜素浓度/mg·L–1: Cx, c=(1 000D470–3.27Ca–
104Cb)/229

色素含量/mg·g–1=色素浓度/mg·L–1×提取液体

积/L×稀释倍数/样品重量/g

2   结果与分析
2.1   HePSY基因克隆与验证

应用引物PSY-F和PSY-R, 以黄秋葵嫩叶总RNA

表1   黄秋葵PSY基因验证与表达的引物

Table 1   Primers used to verify and analyze the expression of PSY gene in Hibiscus esculentus L. 
引物名称

Primer name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

作用

Function

AP GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACT TTT TTT TTT TTT TTT T Reverse transcription primer

AAP GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GGG GGG G Anchored primer

AUAP GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC

HPSY-F AAT GCC ACT GCT TTG CTT AGC TT The conserved fragment

HPSY-R TAA GAT GAC AAA TTT CAT ACA AAT

HePSY-F TAC TGT TAT CAT CTT TCA CTT ATC T The cDNA of ORF

HePSY-R TTT ATA TAT GTG TTA AAG AAA AAG A

Y2S ACT GGC ACG GTT TGG ACT ATC A The expression of PSY

Y2X TCA GCT CGG AAA CAC CCT TTT

NE-F CTG AGA AAC GGC TAC CAC AT The internal control

NE-R ACC CAA GGT CCA ACT ACG AG
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逆转录的cDNA第1链作为模板, 进行PCR扩增, 扩
增得到一条与预期大小吻合的近1 500 bp的条带(图
1A)。经回收、连接、转化、PCR鉴定、测序, 测得

该片段实际为1 399 bp, 经BLASTn分析, 确认是黄秋

葵PSY基因的全长序列。

根据黄秋葵PSY基因的全长序列, 设计引物HeP-
SY-F、HePSY-R克隆获得黄秋葵PSY基因含1 155个碱

基(图1B)的完整开放阅读框(open reading frame, ORF), 
编码了384个氨基酸。

2.2   HePSY基因序列的生物信息分析

实验表明 , PSY含一个长达1 155 bp的ORF, 其
序列分析显示, HePSY具有一个1 155 bp的完整ORF, 
编码区的GC含量占44.85%, 预测编码384个氨基酸 , 
理论分子量为43.45 kDa, 等电点 (pI)为8.729, pH7.0
时的带点荷数 (ch)为5.954; 在构成该蛋白的20种氨

基酸中 , 亮氨酸(Leu)含量最高(10.2%), 丙氨酸(Ala)
次之 (9.6%), 组氨酸 (His)含量最低 (0.3%); 就构成氨

基酸的特性而言 , 该蛋白包含56个强碱性氨基酸 (K
和R), 50个强酸性氨基酸 (D和E), 141个疏水氨基酸

(A、I、L、F、W、V)和85个极性氨基酸(N、C、Q、

S、T、Y), 脂肪族指数 (AI)为85.86, 不稳定系数 (II)
为48.08; 该蛋白的总平均疏水性(GRAVY)为–0.305, 
预测为亲水性蛋白。

比对HePSY编码的氨基酸序列和GenBank其
他植物PSY蛋白序列 , 显示HePSY与多种植物PSY
氨基酸序列均具有较高同源性。其中与亚洲棉

(XP_017608492.1)、陆地棉 (XP_016698693.1)有

92%的同源性, 与雷蒙德氏棉(XP_012483475.1)、海

岛棉 (PPR93916.1)、可可 (XP_007048944.1)等序列

也分别有91%、90%、90%的同源性。因此确认所

得序列为黄秋葵PSY基因全长cDNA序列 , 将其命名

为HePSY, GenBank登录号为MG372369(图2)。
将HePSY与其他19种植物PSY同源蛋白进行多

重序列比较 , 以了解与其他PSY同源蛋白在系统进

化的关系 , 应用MEGA 4.0软件构建系统进化树。结

果表明, 与HePSY遗传关系最近是亚洲棉(Gossypium 
arboreum)和雷蒙德氏棉(Gossypium raimondii)的PSY, 
遗传关系较远的是樱桃(Prunus avium)、欧李(Prunus 
humilis)和碧桃(Prunus persica)的PSY(图3)。
2.3   HePSY基因的表达分析

2.3.1   HePSY基因在黄秋葵不同品种和组织中的表

达      以黄秋葵18S rRNA作为内参 , 运用荧光定量

PCR技术检测HePSY在3个不同黄秋葵品种、组织中

的表达, 结果表明(图4), HePSY在根、茎、叶、花和

果实等各器官中均有表达 , 叶中表达量最高 , 其次为

茎和果实 , 花、根的表达量较低 , 在不同品种间 , 同
一器官以红色品种的表达更为丰富 , 绿色品种次之 , 
白色品种较低。经软件分析, HePSY基因表达在红色

品种的叶中最高且显著高于绿色品种和白色品种的

叶表达 , 茎、果中表达除白色品种差异不具统计学

意义 , 但显著高于在花、根中的表达 , 在花、根中的

表达无显著差异显著, 在茎、叶、花的表达中, 红色

品种和绿无品种无显著差异, 白色品种差异显著。

2.3.2   HePSY基因在黄秋葵叶片发育过程中的表达      

M: DNA marker 2000; A: PSY全长; B: ORF扩增产物。

M: DNA marker 2000; A: full-length cDNA sequence of HePSY; B: ORF amplified product.
图1   黄秋葵HePSY基因的克隆

Fig.1   Cloning of PSY gene in Hibiscus esculentus L.
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XP_017608492.1: 亚洲棉 ; XP_016698693.1: 陆地棉 ; XP_012483475.1: 雷蒙德氏棉 ; XP_007048944.1: 可可 ; OMP06676.1: 长蒴黄麻 ; 
ACA6G1C901R: 黄秋葵。黑色表示相似度100%, 红色表示相似度75%, 蓝色表示相似度50%。

XP_017608492.1: Gossypium arboreum; P_016698693.1: Gossypium hirsutum X; XP_012483475.1: Gossypium raimondii; XP_007048944.1: Theo-
broma cacao; OMP06676: Corchorus olitorius.; ACA6G1C901R: Hibiscus esculentus L.; black represents 100% similarity, red 75% similarity and blue 
50% similarity.

图2   黄秋葵PSY氨基酸同源性分析

Fig.2   Homology analysis of PSY in Hibiscus esculentus L.

图3   黄秋葵PSY与其他植物19个PSY蛋白的系统进化分析

Fig.3   Phylogenetic analysis of PSY in Hibiscus esculentus L. with 19 other plant PSYs

Gossypium hirsutum  XP_016698693.1
Gossypium barbadense  PPR93916.1
Gossypium raimondii  XP_012483475.1
Gossypium arboreum  XP_017608492.1
Hibiscus esculentus L.  MG372369
Durio zibethinus  XP_022741392.1
Theobroma cacao  XP_007048944.1
Corchorus olitorius  OMP06676.1
Corchorus capsularis  OMP12065.1
Bixa orellana  AMJ39472.1
Juglans regia  XP_018809328.1
Quercus suber  XP_023894461.1
Ziziphus jujuba  XP_015880594.1
Fragaria x ananassa  ACR61392.1
Rosa rugosa  AKT74333.1
Pyrus x bretschneideri  XP_009377027.1
Eriobotrya japonica  AIT18249.1 
Prunus avium  XP_021824863.1
Prunus humilis  ANH11476.1
Prunus persica  XP_020416237.1

0.08 0.04    0

HePSY在黄秋葵叶片不同生长阶段的表达分析表

明, 在叶片的生长过程中HePSY表达量逐渐增加, 到
成熟叶时达到最高, 之后逐渐下降, 3个黄秋葵品种

间表达量变化趋势一致, 红色品种的成熟叶表达量

最高, 绿色品种的幼叶表达量最低。经差异分析得, 
HePSY除红色品种的成熟叶、绿色品种的嫩叶外, 
在嫩叶、成熟叶中表达无显著差异, 老叶与幼叶中

除红色品种的老叶外表达差异不显著, HePSY在3个
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品种的成熟叶和老叶中表达显著差异(图5)。
2.3.3   HePSY基因在黄秋葵果实发育过程中的表达      
在黄秋葵果实不同发育阶段, HePSY基因表达量伴

随着果实发育逐渐增加, 花后4天表达量达到峰值, 
随后表达量迅速下降。HePSY基因表达在红色品种

和绿色品种的花后6天、8天、10天的果实中表达无

显著差异, 白色品种差异显著, 在花后2天、4天的果

实中, 绿色品种表达差异显著, 白色、红色品种标的

无显著差异(图6)。

2.4   黄秋葵类胡萝卜素含量测定

2.4.1   不同品种黄秋葵各组织类胡萝卜素含量测定      
在黄秋葵各组织中, 叶的叶绿素A、叶绿素B、类胡

萝卜素含量均最高, 茎其次, 根中含量最低; 同一器官

绿色品种类胡萝卜较高, 其次是红色品种, 白色品种

较低; 同一器官的类胡萝卜素含量红色品种与绿色品

种间差异不显著, 而与白色品种有较显著差异(表2)。
2.4.2   叶片生长发育过程类胡萝卜素含量变化      同
一品种中伴随叶片的生长发育叶绿素A、叶绿素B、

红色字母表示HePSY在黄秋葵各组织表达的差异显著性; 黑色字母表示HePSY在黄秋葵不同品种间的表达差异显著性。

Red letters represent significant expression differences of HePSY gene between different tissues, Black letters represent expression differences of 
HePSY gene between different varieties.

图4   HePSY在不同黄秋葵品种、组织中的表达

Fig.4   Expression of HePSY in different varieties and tissues 
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红色字母表示HePSY在黄秋葵叶发育过程表达的差异显著性; 黑色字母表示HePSY在黄秋葵不同品种间的表达差异显著性。

Red letters represent significant expression differences of HePSY gene between leaf development, Black letters represent expression differences of 
HePSY gene between different varieties.

图 5   黄秋葵叶片发育过程中HePSY的表达

Fig.5   Expression of HePSY in the process of leaf development 
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类胡萝卜素含量逐步升高, 成熟叶时达到峰值, 叶成

熟后到叶片老化其类胡萝卜素含量迅速下降。不同

品种叶片发育的叶绿素A、叶绿素B、类胡萝卜素

含量变化趋势一致, 以绿色秋葵品种的成熟叶类胡

萝卜素含量最高, 而白色秋葵品种老叶类胡萝卜素

含量最低, 在同一时期3个品种相较以绿色品种含量

略高, 红色品种含量其次, 白色品种含量最低, 但无

显著差异(表3)。
2.4.3   果实发育过程中类胡萝卜素含量变化      在黄

秋葵果实发育过程中叶绿素A、B呈现下降态势, 类
胡萝卜素含量则呈现先上升后下降趋势, 在花后4天
达到峰值, 随后下降。在花后4天含量最高, 随后下

降。不同基因型表现同一变化规律, 以绿色秋葵品

种的花后4天果实类胡萝卜素总含量最高, 白色秋葵

品种花后10天果实胡萝卜素总含量最低。不同秋葵

品种同一时期的类胡萝卜素以绿色品种最高, 红色

秋葵品种次之, 白色秋葵品种总含量最低(表4)。
2.5   PSY基因的表达与类胡萝卜素含量的相关性

分析

通过相关性分析发现, 黄秋葵果实发育过程

PSY基因表达量与类胡萝卜素含量相关性较好, 相
关系数R2均在0.9以上, 其中白色秋葵的相关性最好, 
均呈强正相关。叶发育过程PSY基因表达量与类胡

萝卜素含量相关性相对较差, 相关系数R2在0.7左右, 

红色字母表示HePSY在黄秋葵果实发育过程表达的差异显著性; 黑色字母表示HePSY在黄秋葵不同品种间的表达差异显著性。

Red letters represent significant expression differences of HePSY gene between fruit development. Black letters represent expression differences of 
HePSY gene between different varieties.

图6   黄秋葵果实发育过程中HePSY的表达

Fig.6   Expression of HePSY in the process of fruit development
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表2   不同品种黄秋葵各组织类胡萝卜素含量/mg·(100 g)–1

Table 2   Total carotenoid and each component content in Hibiscus esculentus L. different tissues /mg·(100 g)–1

品种 类胡萝卜素 根 茎 叶 花 果实 

Varieties Carotenoid Roots  Stems Leaves Flowers Fruits

Red Hibiscus esculentus L. Chlorophyll A 2.17±0.08e 17.53±0.20b 19.06±0.43a 4.82±0.19d 6.19±0.13c

Chlorophyll B 0.34±0.03d   5.23v±0.07b   6.01±0.31a 1.23±0.06b 1.49±0.06c

Carotenoids 1.04±0.09d   5.55±0.14a   5.85±0.07a 1.51±0.11c 1.84±0.10b

While Hibiscus esculentus 
L.

Chlorophyll A 1.58±0.14c 12.83±0.64b 15.94±0.62a 2.56±0.03c 3.25±0.02c

Chlorophyll B 0.24±0.02d   2.81±0.03b   3.88±0.04a 0.59±0.05c 0.69±0.04c

Carotenoids 0.64±0.05c   4.40±0.13b   5.07±0.09a 0.80±0.02c 1.06±0.12c

Green Hibiscus esculentus 
L.

Chlorophyll A 2.59±0.08e 18.69±0.42b 20.84±0.38a 5.37±0.14d 6.39±0.13c

Chlorophyll B 0.51±0.02d   5.92±0.09b   7.20±0.25a 2.52±0.06c 2.04±0.29c

Carotenoids 1.21±0.01b   5.78±0.24a   5.93±0.42a 1.56±0.20b 2.02±0.08b

a、b、c、d、e代表横向SNK检验在P<0.05水平下具有显著性差异。

a, b, c, d , e stands for represent horizontal SNK tests with significant differences in P<0.05 levels.
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表3   不同品种黄秋葵叶片生长过程的类胡萝卜素含量/mg·(100 g)–1

Table 3   Total carotenoid and each component content in Hibiscus esculentus L. leaf /mg·(100 g)–1      
品种 类胡萝卜素 幼叶 嫩叶 成熟叶 老叶

Varieties Carotenoid Juvenile leaf  Tender leaf Matured leaf Old leaf

Red Hibiscus esculentus L. Chlorophyll A 6.12±0.15d 14.01±0.09b 19.06±0.16a 12.39±0.12c

Chlorophyll B 2.19±0.08d   3.74±0.04b   6.01±0.09a   3.65±0.08c

Carotenoids 2.28±0.10c   4.71±0.15b   5.85±0.08a   4.19±0.26b

While Hibiscus esculentus L. Chlorophyll A 5.78±0.09d 12.50±0.05b 15.94±0.12a 11.47±0.20c

Chlorophyll B 1.67±0.03c   2.85±0.21b   3.88±0.16a   2.65±0.06b

Carotenoids 2.07±0.05d   4.20±0.05b   5.07±0.14a   3.84±0.13c

Green Hibiscus esculentus L. Chlorophyll A 6.49±0.18d 16.79±0.31b 20.84±0.61a 14.39±0.26c

Chlorophyll B 3.19±0.06c   5.11±0.14b   7.20±0.08a   5.07±0.17b

Carotenoids 2.59±0.08d   5.21±0.08b   5.93±0.12a   4.14±0.14c

a、b、c、d、e代表横向SNK检验在P<0.05水平下的差异显著。

 a, b, c, d , e stands for represent horizontal SNK tests with significant differences in P<0.05 levels.

表4   不同品种黄秋葵果实发育过程的类胡萝卜素含量/mg·(100 g)–1

Table 4   Total carotenoid and each component content in Hibiscus esculentus L. fruit /mg·(100 g)–1

品种 类胡萝卜素 花后2天 花后4天 花后6天 花后8天 花后10天

Varieties Carotenoid 2 days after 
flowering

4 days after 
flowering

6 days after 
flowering

8 days after 
flowering 

10 days after 
flowering 

Red Hibiscus esculentus 
L.

Chlorophyll A   8.01±0.04a   7.01±0.18b   6.19±0.09c 4.07±0.09d 3.56±0.13e

Chlorophyll B   2.99±0.14a   1.77±0.08b   1.49±0.04c 0.95±0.02d 0.66±0.02e

Carotenoids   2.47±0.12b   2.95±0.05a   1.84±0.10c 1.26±0.08d 1.15±0.05d

While Hibiscus esculen-
tus L.

Chlorophyll A   7.62±0.08a   5.39±0.16b   3.25±0.05c 2.51±0.07d 2.28±0.12d

Chlorophyll B   1.74±0.08a   0.98±0.07b   0.69±0.04c 0.64±0.04c 0.58±0.08c

Carotenoids   2.28±0.09a   2.48±0.10a   1.06±0.07b 0.71±0.05c 0.60±0.03c

Green Hibiscus esculen-
tus L.

Chlorophyll A 15.60±0.80a 14.24±0.23b 11.23±0.23c 9.97±0.14d 9.45±0.02d

Chlorophyll B   5.22±0.10a   3.65±0.10b   2.63±0.10c 1.90±0.04d 1.63±0.09d

Carotenoids   3.80±0.09a   4.04±0.06a   3.10±0.08b 3.04±0.13b 2.65±0.08c

a、b、c、d、e代表横向SNK检验在P<0.05水平下的差异显著。

 a, b, c, d , e stands for represent horizontal SNK tests with significant differences in P<0.05 levels.

中度正相关(表5)。

3   讨论
类胡萝卜素既是类胡萝卜素普遍存在于水果、

蔬菜中, 影响果实外观品质和花卉观赏价值的重要

因素, 也是决定水果和蔬菜内在营养品质的重要指

表5   黄秋葵叶、果实发育PSY基因表达量与类胡萝卜素含量相关性分析R2值

Table 5   Correlation analysis of gene expression, and carotenoid content in leaves and 
fruits of Hibiscus esculentus L.

项目

Item
红色秋葵

Red Hibiscus esculentus L.
白色秋葵

While Hibiscus esculentus L.
绿色秋葵

Green Hibiscus esculentus L.

Leaf development 0.712 8* 0.753 36* 0.753 2*

Fruit development 0.906 8** 0.995 7** 0.935 3**

*表示中相关, **表示强相关。

* Indicates relevance, ** indicates strong correlation.

标[26]。具有抗氧化[27-28]、预防心血管疾病[29]、抗衰

老[30]和保护视力[31]等功效。类胡萝卜素作为被联合

国组织认定的A类营养素广泛地应用于食品、医药

和饲料等领域。本研究测得黄秋葵各组织中均含有

类胡萝卜素, 叶片中类胡萝卜素含量伴随着叶片的发

育逐步升高, 成熟叶时达到峰值, 叶片老化后迅速下
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降。黄秋葵茎、叶的类胡萝卜素含量丰富, 因其生长

期短、产量大, 具备作为天然着色剂植物源栽培和应

用优势条件[32]。果实中类胡萝卜素含量伴随着果实

的发育呈现先上升后下降态势, 在花后4天达到峰值, 
此时也是黄秋葵果实最适宜采收期[33-34]。

八氢番茄红素合成酶是植物类胡萝卜素代谢途

径中的第一个关键酶 , 对类胡萝卜素物质的合成具有

重要作用 [35-36]。柑桔、番茄果实成熟期间PSY基因的

表达增强20多倍, 表明果实发育期间的类胡萝卜素含

量与PSY密切相关 , 果实转色期PSY基因表达增强是

类胡萝卜素含量迅速上升的主要原因 [37-38]。杧果PSY
基因的表达丰度和类胡萝卜素合成密切相关[15]。PSY
在胡萝卜根中的表达水平与类胡萝卜素含量呈正相

关, 而叶片类胡萝卜素含量与PSY的表达水平基本呈

现负相关关系 [39]。本研究本研究根据黄秋葵转录组

测序获得的PSY基因序列 , 经克隆验证获得黄秋葵

PSY基因 , 其全长为1 399 bp, 含有1 155个碱基的开

放阅读框 (ORF), 编码384个氨基酸。黄秋葵PSY的
氨基酸序列与与亚洲棉、陆地棉、可可的相似性均

在90%以上 , 显示其高度的保守性。系统进化树分

析显示 , 黄秋葵与亚洲棉 (Gossypium arboreum)、雷

蒙德氏棉 (Gossypium raimondii)的PSY遗传关系较教

近, 与樱桃(Prunus avium)、欧李(Prunus humilis)和碧

桃 (Prunus persica)的遗传关系较远。实时荧光定量

PCR分析发现 , HePSY基因在黄秋葵各组织中均有表

达 , 以在叶中表达量最高。在黄秋葵叶片 , 伴随着叶

片的生长 , HePSY的表达量逐渐增加 , 在成熟叶中达

到最高 , 之后逐渐下降。在黄秋葵果实发育过程中 , 
HePSY基因表达量呈现先上升后下降趋势 , 在花后4
天达到峰值, 随后下降。HePSY基因的表达趋势与类

胡萝卜素含量变化规律一致, 在叶和果实中HePSY基
因表达与类胡萝卜素含量均正相关 , 这与王慧 [39]在

胡萝卜根中的研究结果相同 , 与其在胡萝卜叶中的

研究结果不同。 本研究为进一步深入了解黄秋葵类

胡萝卜素合成调控机制奠定基础 , 为创制高类胡萝

卜素含量新种质资源、开展类胡萝卜素品质育种提

供了可能。
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