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摘要: 研究发现 B-氨基丁酸 ( BABA ) 处理减少了拟南芥 ( Ar abidopsis thaliana ) 叶片花色素苷的积累,

而且 BABA 处理降低了花色素苷合成基因 ( CH S , LDOX , UF3GT ) 的表达, 却上调了苯丙氨酸解氨酶

( PAL ) 的表达, 同时促进了花色素苷降解酶多酚氧化酶 ( PPO) 的活性。叶片对 DPPH ( 1, 1-二苯基-2-

苦基苯肼) 的清除能力、总酚和类黄酮含量以及电导率和细胞死亡率的测定表明 BABA 降低了叶片的抗

氧化能力、电导率及细胞死亡率。结果表明 BABA 处理抑制了花色素苷在叶片中的积累。
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Abstract: T o analy ze the effect o f B-aminobut yr ie acid ( BABA ) on anthocyanin of leaves of A rabidopsis , 30-

o ld plants w ere sprayed w ith BABA w hile the contro l wer e sprayed w ith water . A fter t reated w ith BABA ,

the content o f ant hocyanin w as significantly lower than that of cont rol. Furthermore, the results fr om RT-

PCR show ed that CH S, LDOX , UF3GT w ere down regulated compared w it h contro1, w hile PAL showed an

opposite tr end. A t the same time, t he activ ity of PPO, w hich played an impor tant role in the degr adation of

anthocyanin, show ed higher lev el than contro l. In addition, the antio xidant capacity, the death r ate of cells

and electr ical conductivity of leav es w ere also decreased w ith BABA tr eatment. A ll results suggested that

BABA might inhibit t he accumulation of anthocyanin in leaves of A rabidopsis in vitro .
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 花色素苷 ( anthocyanin) 是植物经由苯基

丙酸途径和类黄酮途径产生的一类天然的水溶性

色素, 主要存在于植物的花、果实、叶以及根、

茎等器官细胞的液泡中, 通常呈现出红色、蓝色

或紫色等颜色。花色素苷的代谢途径已较为清

楚, 几乎每一步的调控基因都得到了分离鉴定,

调控机理也得到广泛的研究 ( Bo ss 等, 1996;

M ol等, 1996; Der oles等, 2009)。由苯丙氨酸

到花色素苷经历 3个阶段, 第一阶段由苯丙氨酸

到 4-香豆酰 CoA, 这是许多次生代谢共有的,

该步骤受苯丙氨酸裂解酶 ( PA L) 基因活性调

控。第二阶段由 4- 香豆酰 CoA 和丙二酰 CoA

到二氢黄酮醇, 是类黄酮代谢的关键反应, 该阶

段产生的黄烷酮和二氢黄酮醇在不同酶作用下,
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可转化为花色素苷和其他类黄酮物质。第三阶段

是各种花青素的合成, 二氢黄酮醇还原酶

( DFR)、花青素合成酶 ( ANS) 和类黄酮 3-葡

糖基转移酶 ( U F3GT ) 将无色的二氢黄酮醇转

化成有 色的 花色 素 ( H olton and Cornish,

1995)。与合成途径相比, 关于花色素苷的降解

机制的研究相对较少, 目前认为多酚氧化酶

( Polyphenol ox idase, PPO) 以及花色素苷酶对

花色素苷的降解起着重要作用, 但是花色素苷酶

仅存在于一些病原真菌中, 所以对于高等植物花

色素苷的降解多集中在多酚氧化酶上 ( Polovn-i

kova and Voskresenskaya, 2008; Or en-Shamir,

2009; Szankow ski等, 2009)。

大量研究结果表明花色素苷作为植物次生代

谢产物, 是一类有效而有广谱性的保护因子, 具

有多种生理功能: 提高植物的抗氧化能力 ( Sha-

heen等, 2009) ; 提高植物的光保护能力 ( Smillie

and Hetherington, 1999) ; 提高抗虫抗病及抗机械

损伤能力 ( Gould 等, 2002) ; 提高植物的抗旱能

力 ( Linda, 1999) 和作为植物细胞与某些真菌的

共生基因的信号分子 ( Chen等, 2007)。叶片中

花色素苷的产生可受多种胁迫条件的诱导, 在植

物适应环境条件的改变上有重要作用, 同时因为

花色素苷具有一定营养和药理作用, 所以在食

品、化妆品、医药领域有着巨大应用潜力, 是替

代合成色素的理想材料 ( Der oles, 2009)。

B-氨基丁酸 ( B-am inobutyrie acid, BABA )

是一种植物体内次生代谢的非蛋白氨基酸。虽然

BABA 并非植物体内常见的天然复合物, 而它却

具有使不同植物产生广谱抗性的能力, 可诱导植

物敏化过程 ( priming ) ( Conrath等, 2002; Jak-

ab等, 2001; Cohen, 2002)。其具体的作用机理

表现在以下 3个方面: ( 1) 可诱导植株细胞壁结

构发生变化, 产生胼胝质, 形成乳突或导致细胞

木质化等具有防止侵染和增强抗病性作用的结构

( Cohen等, 1999) ; ( 2) 可诱导植物产生活性氧

( ROS) , 发生过敏反应从而进入对病原菌的防卫

状态, 使病原菌的侵入和扩展受到抑制 ( Silue

等, 2002; Bay sal等, 2005) ; ( 3) 能诱导植物积

累病程相关蛋白、植保素等抗病物质 ( T on and

M auch-Mani, 2004)。BA BA 不仅可以促进植物

快速且大量积累胼胝质, 更高水平的木质化, 或

者及时启动抗性基因的表达 ( Ton 等, 2005) ,

而且还可以引起一种与抗性相关的次生代谢产物

) ) ) 双萜类丹参醌的积累 ( Ge and Wu, 2005)。

目前还没有关于对由 BABA 诱导抗性的环境污

染问题的相关报道 ( Olivieri等, 2009) , 从一定

程度上讲, BABA 诱导的抗性是植物在能量投资

最经济的前提下安全有效调控植物抗逆途径的优

化机制, 因此, 近年来 BABA 诱导的抗性机制成

为一项研究热点, 并不断在经济作物上广泛应用,

给绿色农业的发展带来新方向。

关于 BABA 对逆境中植物叶片花色素苷的

影响, 目前国内外还未曾报道。我们用 BABA

处理拟南芥叶片, 发现其花色素苷含量降低。进

一步分析发现, BABA下调了花色素苷合成途径

基因的表达, 同时提高了降解途径酶的活性。另

外, BABA 还降低了叶片的抗氧化能力、电导率

和细胞死亡率。

1  材料和方法
11 1  植物材料

野生型拟南芥种子 (哥伦比亚生态型 ) 表面灭菌后

均匀散布在 1/ 2 MS 培养基 ( 含 01 6% agar) , 4e 春化

3 天后转移到 22 e 温室培养, 7 天后移栽到土里。培养

条件为 22~ 24e , 14 h 光照, 10 h 黑暗, 湿度 40%。生

长 4 周, 经 01 25 mmol # L-1 BABA 和 H 2O (对照) 喷施

处理 2 d 后, 取相同部位的叶片正面朝下, 背面朝上漂

浮于超纯水中, 放入温室中培养。

11 2  RT-PCR

拟南芥的总 RNA 提取采用 T r izo l 法 ( L ogemann

等, 1987)。按照 Ferment as 公司生产的反转录试剂盒的

操作步骤进行反转录, 首先进行 DNA 的消化, 其次进

行反录反应: 随机引物 1 Ll, 5 @ buffer 4 Ll, RNA 酶抑

制剂 1 Ll, 10 mmo l# L-1 dNT P M ix 2Ll, 逆转录酶 1 Ll。

反应条件为 37 e 5 min, 42 e 60 min, 70 e 10 min。

cDNA 合成后以 cDNA 为模板进行 actin 管家基因的

PCR 扩增, 判断是否逆转录成功, 并把其表达水平调为

一致, 然后进行目的基因表达水平的检测。

11 3  花色素苷、总酚和类黄酮含量的测定

参考 Oren-Shamir ( 2009) 和 Tukumoto and Mazza

( 2000) 的方法称取拟南芥叶片重量 1 g, 加入 1 ml 1% 盐酸

甲醇 ( v/ v) 提取液, 避光, 4~ 8e 摇床过夜以充分浸提。

次日, 13 000 r# min-1离心 10 min, 取浸提液 500Ll, 加入

750Ll 1% 盐酸甲醇 ( v/ v) 溶液混匀, 以 1% 盐酸甲醇

( v/ v) 为参照, 用分光光度计测 280 nm、325 nm、530 nm、
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657 nm 的吸光值A , 花色素苷的相对含量用公式 ( A530-

01 25* A657) / g FW 表示, 直接用 ( A280 / g FW) 与 ( A325/ g

FW) 表示总酚和类黄酮的水平。

11 4  细胞死亡率的测定

细胞死亡率的测定参照 Jacyn Baker and Mock 的方

法 ( 1994) : 01 1%的 evans blue 染色 30 min 后用蒸馏水

洗 3 次 ( 充分漂洗) , 然后将漂洗后的材料浸泡于含

50%甲醇 ( v/ v ) 和 1% SDS ( w/ v ) 的混合液中并于

60 e 水浴 30 min, 另准备一份相同的材料于 100e 沸水

中 10 min后重复以上三步, 测定 OD600 , 细胞死亡率为

两次吸光值的比值。

11 5  总抗氧化能力的测定

首先制备 50%乙醇的叶片提取液和 120 Lmo l # L-1

的 DPPH ( 1, 1-二苯基-2-苦基苯肼) 的 50%乙醇溶液,

于 517 nm 测定样品对 DPPH 的褪色程度, 计算清除

DPPH 的能力。反应液体积为 4 ml, 反应时加植物叶片

提取液 01 2 ml和 31 8 mlDPPH 的乙醇溶液, 室温下静置

20 min 后测吸光度 。清除率= ( A- B) / A @ 100% 。这

里 A 为未加样的 DPPH ( 31 8 ml DPPH + 01 2 ml 50%乙

醇) 的吸光度, B 为样品与 DPPH 反应后的吸光度。

11 6  电导率的测定

将叶片置于 10 ml双蒸水中, 抽真空后于 25e 摇床

上振荡 1h, 测定渗出液的电导度 ( DDS-11A 电导仪) ,

接着于沸水中 30 min 冷却至室温, 再测一次电导率, 计

算煮沸前后电解质泄漏的百分比。

11 7  多酚氧化酶活性测定

多酚氧化酶活性分析参考 Kruger 等 ( 1994) 的方法:

称取拟南芥叶片 01 1 g 左右, 加入 5 ml pH51 8 的磷酸缓冲

液, 液氮研磨成匀浆后倒入离心管中, 4e , 10 000 r#

min-1离心 10 min, 弃残渣, 留上清液作为粗酶液。

在反应体系中加入 pH51 8 的磷酸缓冲液 01 3 ml,

01 2 mol # L- 1邻苯二酚溶液 01 3 ml, 37 e 恒温水浴中预热

10 min 后加入 01 4 ml酶液, 反应 4 m in, 在分光光度计

420 nm 处读取吸光值, 每 30 s 记录一次, 以每分钟增

加 01 001O1D1 值定义为一个酶活性单位 ( U )。酶活性

用 U g- 1min-1表示。在酶活性测定前, 用考马斯亮兰法

测定各个样品的总蛋白浓度, 对各个样品的总蛋白浓度

进行归一化。

2  结果与分析
211  BABA处理减少了拟南芥叶片花色素苷的积累

为了研究 BABA 对叶片花色素苷的影响,

我们用 BABA 处理了拟南芥幼苗和成苗。萌发 3

天后的幼苗分别移栽到含有 0 mmol # L-1 和

01 025 mmol #L-1 BABA 的 MS培养基上。30天

的拟南芥成苗喷施 01 25 mmol # L-1 BABA 两天

后, 将叶片正面朝下, 背面朝上漂浮于超纯水

中。结果发现, 经过 BABA 处理的拟南芥叶片

比未经处理的叶片更绿 (图 1)。

图 1  BABA对植物叶片颜色的影响

Fig11  E ffect of BABA on color-changin g of leaves
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  由以上表型推测可能是花色素苷积累的原

因, 所以我们对叶片的花色素苷含量进行了测

定。结果如图 2 所示, 花色素苷含量呈上升趋

势。经 BABA 处理的材料也表现出类似的增长

趋势, 但花色素苷的积累比对照组更慢, 在第 4

天表现尤为明显。

图 2  BABA 对叶片花色素苷含量的影响

Fig1 2  Ef fect of BABA on conten t of anthocyanin of leaves

21 2  BABA对拟南芥叶片花色素苷合成酶基因的影响

花色素苷的生物合成受两类基因的共同调

控: 一类是结构基因, 编码生物合成途径中所需

要的酶; 一类是调节基因, 编码的是调控结构基

因时空表达的转录因子 ( Holton and Cornish,

1995)。为了从分子水平上探索 BABA 对拟南芥

叶片花色素苷合成途径的影响, 我们应用 RT-

PCR技术对花色素苷合成酶相关基因CHS (查尔

酮合成酶) , UF3GT (类黄酮醇 3-葡糖基转移

酶) , LDOX (无色花青素双加氧酶) , PAL (苯

丙氨酸解氨酶) 的表达水平进行了检测。结果表

明CH S的表达水平在经 BABA 处理后的每个时

间点都明显低于对照, 而LDOX , U F3GT 在水

泡第 48 h才表现出明显的差异 (图 3)。进一步

定量分析发现第 48 h时, BABA 处理组的CHS ,

LDOX , UF3GT 表达量分别为对照组表达量的

431 3% , 421 3%, 301 1% , PAL 的表达情况与

其他 3个基因恰好相反, 即在 BABA 处理后表

达量反而上调, 在第 24 h 时, 处理的表达量为

对照的 2倍 (图 3)。

21 3  BABA增强了拟南芥叶片多酚氧化酶 ( PPO)

的活性

花色素苷的积累有两方面的原因, 一是合成

途径方面; 二是降解途径方面。前面我们已经检

测相关合成基因的表达, 尽管如此, 一些与花色

素苷降解相关的基因或蛋白的表达情况还未检

测。PPO 对花色素苷的降解起着重要作用

( Kader 等, 1997)。为了明确 BABA 是否通过调

节 PPO的表达从而影响花色素苷的积累, 我们

进行了 PPO的活性分析。

图 3  花色素苷合成酶基因 ( CHS , UF3GT , LDOX及PAL ) 的 RT- PCR 分析

Fig1 3  RT-PCR analysis of anthocyanin synthetic enzymes gen es ( CH S, UF3GT , LDOX and PAL )
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  图 4 ( a) 显示了在 BABA 处理后拟南芥离

体叶片 PPO活性的变化。结果表明 PPO活性上

升, 胁迫第 4天时差异较为显著, 对照组上升为

处理前的 21 9 倍, 处理组上升为处理前的 31 7
倍, 处理组 PPO 活性为对照组的 11 3倍, 结果

表明 BABA处理后, 离体叶片的 PPO酶活性高

于对照组。

21 4  BABA对拟南芥叶片抗氧化能力的影响

花色素苷可提高植物的抗氧化能力, N eill

等 ( 2002) 的研究表明, 花色素苷对楼梯草属植

物Elatostema r ugosum 总抗氧化剂库的贡献约占

70%。花色素苷、酚类物质及类黄酮都可以作为

抗氧化剂清除稳定性有机自由基 DPPH ( 1, 1-

二苯基-2-苦基苯肼) , 对 DPPH 的清除能力是评

价植物总抗氧化能力的指标 ( Shaheen 等,

2009)。为了进一步证实 BABA 对拟南芥叶片花

色素苷的影响, 我们比较了对照与处理间对稳定

自由基 1, 1-二苯基-2-苦基苯肼的清除能力, 以

及总酚及类黄酮的含量。结果表明植物对 DPPH

的清除能力逐渐增强, 4天后, 对照组的自由基

清除率为处理前的 31 2倍, BABA 处理组的自由

基清除率为处理前的 21 3 倍, 为对照组的

701 5% (图 4: b)。总酚及类黄酮两类抗氧化剂

含量均呈上升趋势, 对照组与处理组总酚含量分

别为为处理前的 11 6, 11 4 倍, 类黄酮含量分别

为处理前的 31 1, 21 9倍 (图 4: c, d)。对照组

的总酚及类黄酮含量均比处理稍高, 但是二者差

异不明显。

图 4  BABA 对拟南芥叶片多酚氧化酶活性 ( a) 以及 DPPH 自由基清除率 ( b) , 总酚、

类黄酮 ( c and d) , 相对电导率 ( e) 及细胞死亡率 ( f) 的影响

Fig1 4  Ef fect of BA BA on PPO act ivit ies ( a) an d DPPH radical scavenging act ivit ies ( b) , content of total phenol

an d Flavonoid ( c and d) , relat ive con duct ivit ies ( e) and death rate of cell s ( f) of l eaves

2673期      杜艳和余迪求: B-氨基丁酸 ( BABA) 对拟南芥叶片花色素苷的影响       



21 5  BABA对拟南芥叶片电导率及细胞死亡率

的影响

花色素苷是植物响应逆境的代谢物之一, 花

色素苷能清除自由基, 抑制脂质过氧化。胁迫会

导致细胞膜遭受损害, 从而加速细胞的衰老和死

亡。当细胞膜受到损害时, 胞膜的选择透过性发

生改变或者丧失, 导致细胞内的电解质外渗, 使

电导率增大, 因此细胞膜的电解质泄漏率反映了

膜系统的稳定性 ( Wang 等, 2009)。早期的研究

表明花色素苷可诱导细胞分化及细胞凋亡 ( F-i

mognari等, 2004) , 前面的结果表明 BABA 抑

制花色素苷的积累, 我们推测其可能对膜系统及

细胞死亡也有影响。我们进行了电导率及细胞死

亡率测定, 结果表明相对电导率及细胞死亡率均

呈上升趋势, 水泡离体叶片的第 4天处理组电导

率为对照组的 771 3% (图 4: e) , 而细胞死亡率

为对照组的 731 3% (图 4: f)。

3  讨论
诱导花色素苷合成的因素很多, 例如光诱

导、低温诱导、渗透诱导以及其它一些内在和外

在的因子 ( M ol, 1996) , 但 BABA 与植物叶片

花色素苷的关系还未曾有研究报道。为了研究花

色素苷与 BABA 信号通路的相互关系, 我们研

究了 BABA对拟南芥离体叶片的花色素苷积累

情况以及在抗氧化胁迫等方面的生理指标变化。

我们检测了花色素苷合成基因CHS , LDOX,

U F3GT 以及PAL 的表达, 结果表明除PAL 上

调外, 其它 3 个基因的表达都受到 BABA 不同

程度的抑制。PA L 表达的上调与 Baysal ( 2005)

关于 BABA处理植物材料使得 PAL 酶活性增加

的研究结果一致。作为花色素苷合成的关键酶,

PA L 活性对植物花色素苷合成作用的差异己被

广泛关注, 其活性水平的大量变化与花色素苷合

成间的关系已被广泛报道。但是目前并没有统一

的结论, 有研究认为, 花色素苷的合成与 PAL

活性呈正相关 ( Singh等, 2009) , 也有研究认为

PA L 并非是花色素苷合成的唯一关键酶, 花色

素苷仅是类黄酮物质的一小部分, PA L 作为催

化酚类物质合成过程中的第 1个酶, 也涉及其他

产物如木质素、单宁等的生物合成 ( Bo ss 等,

1996)。所以, PAL 可为多酚及类黄酮等终产物

提供前体, 花色素苷只是其中的产物之一, 因此

PAL 与花色素苷发育并非全正相关也就不难预

料了, 但是其具体的内在机制还有待于更深一步

的研究。

多酚氧化酶 ( PPO) 在花色素苷的降解中起

着重要作用 ( Kader 等, 1997) , 我们的研究结

果表明经 BABA处理的植物叶片的 PPO 活性高

于对照, 与预期结果一致。因此我们认为 BABA

主要是通过抑制花色素苷合成酶基因的表达以及

提高花色素苷降解酶活性来对拟南芥离体叶片花

色素苷产生抑制作用。

我们的研究中具有抗氧化伤害能力的物质包

括花色素苷、类黄酮、总酚。通过对以上抗氧化

剂含量以及对 DPPH 的清除能力的测定, 发现经

BABA处理降低了花色素苷的含量, 同时也降低

了总抗氧化能力。而类黄酮、总酚含量差异不显

著, 所以推测抗氧化能力的降低可能是通过

BABA降低了具有抗氧化功能的花色素苷含量所

致。

Fimognari等 ( 2004) 的研究表明花色素苷

可以诱导细胞凋亡。在对细胞死亡率的测定中,

我们的研究结果 (图 4: f ) 与 Fimognari 的结

果一致, BABA 处理后, 离体叶片花色素苷含量

降低, 细胞死亡率也较对照组低。

综上所述, BABA对拟南芥离体叶片的花色

素苷产生了一定程度的抑制作用, 其机理是通过

抑制合成及促进降解两方面来实现的。但是

BABA 对花色素苷调控方面的分子机理及具体的

信号转导途径还不清晰, 还有待于进一步研究。
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