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摘要:以西南地区普通白粒小麦绵阳26和川麦107为对照,研究了蓝粒和紫粒小麦籽粒发育进程中花色素、黑色

素、总黄酮质量分数及相关酶(PAL,TRO,PPO,POD)活性的动态变化.结果表明,在籽粒发育进程中,① 蓝紫粒

小麦籽粒花色素质量分数呈先升后减的变化趋势,在开花后29d,质量分数达到最高;② 蓝紫粒小麦籽粒黑色素

质量分数随着种子的发育一直升高;③ 籽粒总黄酮的变化趋势先上升后呈缓慢下降趋势,除黑麦76在开花后36d
质量分数达到最高外,其他参试小麦都在发育的22d左右达到最大值;④ 籽粒PAL活性的变化趋势与花色素的

变化趋势相同,都先升后减,在开花后29d,活性达到最高;⑤ 籽粒TRO,PPO,POD活性变化趋势大体一致,都

是先升后减,峰值出现在开花后29d;⑥ 在籽粒发育的各个时期,蓝紫粒小麦的花色素、黑色素、总黄酮质量分数

和相关酶活性均高于普通白粒对照小麦,且紫粒小麦的花色素、黑色素、总黄酮质量分数和相关酶活性均高于蓝粒

小麦,说明花色素、黑色素、总黄酮质量分数与小麦籽粒颜色密切相关,其色素质量分数越高,籽粒颜色越深;且

PAL与花色素呈正相关,TRO,PPO,POD与黑色素呈正相关.此外,PAL对黑色素形成也有一定的影响.
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蓝粒小麦是通过染色体工程创造的一类胚乳为蓝色、整个籽粒表现为蓝色的小麦,紫粒小麦则是由于

其果皮中含有紫色色素而呈紫色[1-4].蓝、紫粒小麦籽粒中蛋白质、氨基酸、维生素、微量元素质量分数

高[5-6],其中含有的色素、黄酮等物质具有很强的抗氧化作用,因而具有特殊的营养保健价值[7].此外,
“蓝粒”是一种非常有意义的形态标记,其单体作为一种重要的工具已应用于小麦染色体工程中[8-9].目前,

对蓝、紫粒小麦遗传特质和营养品质的研究较多,但对其籽粒色素的形成机理研究尚不清楚.本研究以白

粒小麦为对照,分析蓝、紫粒小麦籽粒色素质量分数动态变化与色素形成相关酶活力之间的关系,探寻色

素形成机理,旨在为蓝、紫粒小麦的遗传改良、高产栽培及应用推广提供理论基础.

1 材料和方法

1.1 供试材料

蓝粒小麦2份,为河东乌麦、031-1;紫粒小麦4份,为032-1、漯珍1号、黑粒小麦76、XNZ-1;白粒小

麦2份,为川麦107和绵阳26,是西南地区的对照品种.
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以上材料均由西南大学生理生化研究室提供.

1.2 实验方法

1.2.1 花色素质量分数的测定

采用陈玉萍等[10]的方法,取0.2g鲜材料,加入5mL的5%盐酸-甲醇溶液,置80℃恒温水浴

加热1h(提取过程中适当补充挥发性溶剂),离心,在540nm下测定OD 值,花色素质量分数按下式

计算:

花色素质量分数(μg/g)=OD540×V×1000/(Ecr×W)

式中:V=提取液的体积(mL),Ecr=1%矢车菊素溶液在540nm处的比吸收系数(1.191),W=样品的

质量(g).

1.2.2 总黄酮的测定

用60%的乙醇于60℃水浴锅黑暗提取24h,以芦丁作标准曲线,相关系数为0.9993,工作曲线为

y=1.6556x-0.022.

1.2.3 黑色素质量分数的测定

参照周旭章等[11]的方法,将提取过花色素的残渣加入2% NaOH在70℃水浴加热提取,直至材料完

全变白.定容20mL,离心后在290nm处测定OD 值,以OD290为1个单位(单位/g).

1.2.4 苯丙氨酸解氨酶(PAL)活力测定

参照王汉中等[12]的方法:称取新鲜小麦籽粒约0.1g,迅速加入液氮研磨,用10mL0.2mol/LpH=

8.8的硼酸缓冲液(内含5mmol/L巯基乙醇和0.5gPVP)冰浴研磨,在5000r/min离心20min.取2mL
上清液,加入2mL硼酸缓冲液混匀,即得稀释的酶提取液.反应体系包括1mL酶液,2mL水,1mL

0.02mol/L的L 苯丙氨酸溶液,30℃水浴保温15min,在290nm处测定OD 值.酶活力以ΔOD290/h=

0.01为一个酶活力单位(U).

1.2.5 酪氨酸酶(TRO)活力测定

称取新鲜小麦籽粒约0.2g,迅速加入液氮研磨,加入2mL0.2mol/L的pH=5.0的磷酸缓冲液,冰

浴研磨至匀浆,在4℃下提取30min,9000r/min离心10min.取0.6mL上清液,加入2mLpH=5.0
的磷酸缓冲液和1mL3mmol/L酪氨酸(对照为3mLpH=5.0的磷酸缓冲液,无酪氨酸),总体积为

3.6mL,混匀后在305nm处测定OD 值,然后置35℃水浴中保温10min,于305nm处测定溶液的吸光

度(OD1).以OD1-OD0 的差值计算酶活力,以OD 值每min变化0.1作为一个活性单位(U).

1.2.6 多酚氧化酶(PPO)活力测定

称取新鲜小麦籽粒约0.2g,迅速加入液氮研磨,加3mL0.03mol/L的pH=5.5的磷酸缓冲液,冰

浴研磨,12000r/min离心10min,上清液即为酶提取液.反应体系包括0.5mL酶液,2mL0.03mol/L
的pH=5.5的磷酸缓冲液,1mL新配的0.1mol/L儿茶酚溶液,35℃保温15min,在525nm下测定OD
值,以OD 值改变0.01为一个酶活力单位(U).

1.2.7 过氧化物酶(POD)活力测定

称取新鲜小麦籽粒约0.5g,迅速加入液氮研磨,用5%硝酸钙溶液冰浴研磨匀浆,定容25mL,

震荡5min,于4℃静置20min,5000r/min离心5min,上清液即为酶液.反应体系包括1mL酶液,

7mL水,1mL0.3%愈创木酚,1mL0.05mol/L过氧化氢.20℃准确反应15min,立即加入2mL
丙酮,终止反应.以另一支试管取9mL水,加1mL酶液和2mL丙酮作参比.在475mn处测定OD
值,以硝酸银作标准曲线进行计算.

1.3 数据分析方法

实验数据用Office工具Excel和统计软件DPS在计算机上进行分析.
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2 结果与分析

2.1 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中花色素质量分数的动态变化

图1 蓝、紫粒小麦籽粒发育进程中

花色素质量分数的动态变化

由图1可知,在籽粒发育进程中蓝粒

和紫粒花色素质量分数在籽粒发育的4个

进程中呈现出先上升,然后升到最高点,

最后又下降的趋势;而2个白粒对照的籽

粒花色素质量分数各期差别不大.开花后

15d,黑粒小麦76的花色素质量分数最

高,显著高于其他3个紫粒和2个蓝粒品

种,2个白粒对照的花色素质量分数很低,

其中绵阳26最低.紫粒和蓝粒花色素质量

分数在开花后22d都呈上升趋势,到开花

后29d都升至最高点,黑粒小麦76最高

(2.4846μg/g),往下依次为漯珍1号、XNZ-1,川麦107和绵阳26最低.到开花后36d,各品种花色素

质量分数均降低.各个时期花色素质量分数紫粒小麦均高于蓝粒小麦,蓝粒小麦又高于对照白粒小麦,

其差异达到显著水平.其中紫粒最高峰值为1.837μg/g,是蓝粒最高峰值(0.768μg/g)的2.39倍,白粒

最高峰值(0.214μg/g)的8.58倍,蓝粒最高峰值是白粒的3.59倍.说明籽粒花色素质量分数对小麦籽

粒呈色有很大影响.

2.2 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中黑色素质量分数的动态变化

由图2可知,在籽粒发育进程中除漯珍1号外,其余蓝、紫粒小麦籽粒黑色素质量分数在种子发育

进程中总体上都呈现出上升的趋势,在开花后36d出现峰值,漯珍1号在开花后29d出现峰值.在开花

后15d和22d,黑粒小麦76的黑色素质量分数高于其他3个紫粒和2个蓝粒品种,2个白粒对照的黑

色素质量分数为最低,其中绵阳26最低.在开花后29d,XNZ-1超过黑粒76黑色素质量分数达到最高

(147.882μg/g),此后也是XNZ-1最高.各时期黑色素质量分数紫粒小麦均高于蓝粒小麦,蓝粒小麦又

高于白粒小麦,三者籽粒黑色素质量分数随发育时间的变化呈现出相似的变化规律.说明籽粒黑色素质

量分数对小麦籽粒呈色有较大影响.

2.3 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中籽粒总黄酮质量分数的动态变化

由图3可知,在籽粒发育进程中总黄酮质量分数随时间变化的规律不及花色素和黑色素质量分数变化

规律强.总体来说,紫粒样品和白粒对照的峰值都出现在开花后22d,但单个样品质量分数变化规律趋于

复杂.XNZ-1峰值出现在29d;黑粒小麦76则经历了上升、下降再上升的复杂过程,并在36d达到总黄酮

质量分数峰值;032-1、漯珍1号、2个白粒对照的峰值基本都在22d.2个蓝粒小麦品种的峰值不明显,且

出现时期有所不同.虽然各个样品总黄酮质量分数都有峰值出现,但其峰值与初始值的差异(约2~3μg/g)

都不是很大.

总黄酮质量分数变化规律较差,很可能是由于总黄酮为植物一大类物质的总和,其中各个物质的变化

规律可能有所不同,故而导致其质量分数变化规律性不强.总的来说总黄酮质量分数从大到小依次为紫粒、

蓝粒、白粒.说明总黄酮质量分数对籽粒呈色有一定影响.
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图2 小麦籽粒发育进程中黑色素质量分数的动态变化 图3 小麦籽粒发育进程中总黄酮质量分数的动态变化

2.4 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中苯丙氨酸解氨酶(PAL)活性的动态变化

由图4可知,在籽粒发育进程初期所有受试材料的PAL酶活性都较低.4个紫粒小麦品种籽粒PAL酶

活性在种子发育进程中前3个阶段呈上升的趋势,在开花后29d又都下降;2个蓝粒小麦该酶活性在开花

22d达到峰值,在开花后22d以后逐渐下降;白粒对照与蓝粒有相同的趋势.8个样品在开花后36d的酶

活性均降低到接近开花后15d的酶活性水平.黑粒小麦76的PAL酶活性始终最高,漯珍1号、XNZ-1、

032-1依次下降,川麦107酶活性最低.各个样品不同时期PAL活性差异明显,从大到小依次为紫粒酶活

性、蓝粒酶活性、对照白粒酶活性,说明PAL活性与小麦籽粒呈色关系密切.

2.5 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中籽粒酪氨酸酶(TRO)活性的动态变化

由图5可知,在籽粒发育进程初期所有受试材料的TRO酶活性都较低.6个样品和2个对照品种小麦

籽粒TRO酶活性在种子发育进程中4个阶段都呈现出先上升,在开花后29d达到峰值后又下降的趋势.

在TRO酶活性达到峰值时,黑粒小麦76的酶活性最高(1.3608U/g),漯珍1号、032-1和XNZ-1依次降

低.2个蓝粒小麦TRO酶活性低于紫粒,但几乎各个时期都高于白粒对照.由此可见,TRO活性差异明

显,从大到小依次为紫粒、蓝粒、对照白粒,三者TRO酶活性随时间增加呈现出相似的变化规律,表明

TRO活性与小麦籽粒呈色有关.

图4 小麦籽粒发育进程中PAL活性的动态变化 图5 小麦籽粒发育进程中TRO活性的动态变化

2.6 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中籽粒多酚氧化酶(PPO)活性的动态变化

由图6可知,在籽粒发育进程中所有样品PPO酶活性都呈现出由低到高,之后又有所降低的趋势,末

期酶活性虽有所降低,但仍高于初期水平.除032-1在22d达到峰值外,其他品种均在29d出现峰值,黑

粒小麦76、XNZ-1在29d有明显的峰值,而2个白粒小麦开花后29d和36d酶活性差距不大.在8个样
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品中,黑粒小麦76的酶活性始终最高,XNZ-1、漯珍1号其次,2个白粒对照酶活性最低.总的来说,4个

紫粒样品PPO酶活性均明显高于蓝粒样品PPO酶活性,而蓝粒酶活性又明显高于白粒对照.以上结果表

明PPO活性可能与小麦籽粒呈色有关.

2.7 蓝、紫粒小麦籽粒发育过程中籽粒过氧化物酶(POD)活性的动态变化

由图7可知,在籽粒发育进程中籽粒POD酶活性在紫粒、蓝粒、白粒对照之间存在差异,且不同发育

时期也存在差异.在籽粒发育初期,籽粒酶POD活性较低,不同品种之间差异不大.到开花后22d,各个

材料的POD酶活性均高于初期,且紫粒高于蓝粒,蓝粒又高于白粒.开花后29d时,各材料的POD酶活

性较开花后22d均有上升,达到酶活性峰值.开花后36d时POD酶活性下降,但仍高于开花后15d酶活

性水平.蓝粒和紫粒POD酶活性在各个时期均高于白粒对照,且籽粒POD酶活性在发育进程中,甚至接

近成熟时仍保持相对上升的趋势,说明该酶活性对籽粒色泽形成及最后呈色有较大影响.

图6 小麦籽粒发育进程中PPO活性的动态变化 图7 小麦籽粒发育进程中POD活性的动态变化

3 讨 论

花色素和原花色素是小麦籽粒颜色的重要组成物质[13],从小麦籽粒发育进程中色素质量分数的变化

趋势来看,花色素质量分数呈先升后降的趋势,且在紫粒、蓝粒及白粒之间差异显著.在8个受试样品中,

紫粒小麦样品黑粒小麦76花色素质量分数最高,为白粒小麦对照绵阳26的10.938倍,即使是特殊粒色小

麦中花色素质量分数最低的蓝粒小麦样品031-1的质量分数也是绵阳26的3.571倍.紫粒、蓝粒、白粒小

麦的颜色深浅与色素质量分数均呈正相关.

小麦的苯丙氨酸解氨酶PAL催化L 苯丙氨酸生成反式肉桂酸,进而生成花色素和原花色素,影响着

小麦籽粒的颜色,其酶活性越高,籽粒颜色越深[8].

PAL酶活性随着籽粒成熟时期的推移有较大变化,一般在开花后22d或开花后29d达到峰值,这与

籽粒色素变化具有一致性.PAL酶活性在紫粒、蓝粒、对照白粒之间均存在显著差别,从大到小依次都是

紫粒、蓝粒、白粒.各个样品PAL酶活性数据表明,紫粒、蓝粒、白粒小麦的颜色深浅与PAL酶活性基本

呈正相关.在小麦发育过程中色素质量分数是由酶活性决定的.由本实验所得数据可知,色素质量分数变化

趋势与酶活性变化趋势基本符合.因此,PAL与小麦粒色紧密相关.

此外,PAL作为苯丙烷类代谢的关键酶,在一定程度上也会影响黑色素的生成.酪氨酸经PAL催化脱

氨形成反式香豆酸,进而转化为P 经苯甲酸后进入多酚类物质代谢,而酚类可氧化成黑色素合成的中间

产物醌类[14-15],其酶活性大小可影响籽粒颜色深浅,酶活性变化大体与粒色呈正相关.

总黄酮是一大类天然产物,广泛存在于植物界.总黄酮包括黄酮和黄酮醇、二氢黄酮醇、异黄酮、二氢
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黄酮、黄烷醇、查尔酮、橙酮、花色苷及新黄酮类等,其中具有多种花色素合成前体,故而总黄酮质量分数

也是影响花色素合成的重要因素[16-17].在所有受试样品中,总黄酮质量分数随时间的动态变化虽不如花色

素和黑色素有规律,但其质量分数变化的总规律从大到小依次也是紫粒、蓝粒、白粒.由此可见,总黄酮也

对籽粒呈色有影响,而且与种子呈色物质形成有关.

黑色素质量分数在籽粒发育进程中几乎一直呈上升趋势,其质量分数紫粒最高,蓝粒其次,白粒最低,

三者黑色素质量分数随时间变化的趋势基本一致,表明黑色素可能对小麦籽粒呈色有影响,而且与种子呈

色物质形成有关,且黑色素质量分数比花色素质量分数对籽粒呈色影响更大.

小麦的酪氨酸酶、多酚氧化酶、过氧化物酶都是小麦体内的重要氧化酶类,可将酚类氧化成醌类,进

而生成黑色素,使小麦呈不同颜色,而且酶活性越高,籽粒颜色越深[7].本研究结果表明,紫粒、蓝粒、白

粒小麦的颜色深浅与黑色素质量分数呈正相关,而黑色素质量分数高低又与酪氨酸酶、多酚氧化酶、过氧

化物酶活性高低变化趋势基本符合.因此,酪氨酸酶、多酚氧化酶、过氧化物酶与小麦粒色形成紧密相关.

小麦籽粒的颜色与花色素、黑色素、总黄酮质量分数密切相关,色素质量分数越高,其籽粒颜色越深.

这3种色素的质量分数又受苯丙氨酸解氨酶、酪氨酸酶、多酚氧化酶、过氧化物酶等酶影响,酶活性的高

低决定了产物量的大小.特殊粒色小麦这些酶的高酶活性与其高色素质量分数呈正相关,说明这些酶确实

可以影响粒色.但是,这些酶影响粒色的具体过程及在粒色形成过程中是否还有其他关键酶类的参与,还

有待于进一步研究.
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StudiesontheDynamicChangesinSeedPigmentsand
RelatedEnzymesforBlueandPurpleWheat

ZONGXue-feng, YAN Rong, LIBang-xiu, WANGSan-gen
SchoolofAgronomyandBiotechnology,SouthwestUniversity/EngineeringResearchCenterof

SouthUplandAgriculture,MinistryofEducation,Chongqing400716,China

Abstract:Thepigmentcontentsandtheactivitiesoftherelatedenzymes(PAL,TRO,PPOandPOD)in

blueandpurplewheatgenotypesinthedevelopinggrainweremeasured,withthewide-cultivatedcommon

whitewheatcultivarsinsouthwestChina(Mianyang26andChuanmai107)asthecontrol.Theresults

wereasfollows.First,withthedevelopmentoftheseed,thecontentofanthocyanininblueandpurple

wheatgenotypesfirstshowedanupwardtrendandthenadownwardtrend.Itsmaximumvalueoccurredat

29daysafterblossoming.Second,thecontentofmelaninrosesteadilywiththedevelopmentofthegrain.

Third,thecontentoftotalflavonesshowedanupwardtrendinthebeginning,followedbyagradualdrop,

withthemaximumoccurringaround22daysafterblossominginallthesamplesstudied,withtheexcep-

tionofHeimai76,whosemaximumtotalflavonoidcontentwasdetectedaround36daysafterblossoming.

Fourth,similartothatofanthocyanin,thechangeinPALactivityexhibiteda“up-down”patternwiththe

developmentofthegrain,reachingtheclimaxat29daysafterblossoming.Fifth,theactivitiesofTRO,

PPOandPODallshowedanupwardtrendfirst,followedbyadecline.Themaximumwasrecordedat29

daysafterblossoming.Last,ateachstageofseedgrowth,thecontentsofanthocyanin,melanin,totalfla-

vonesandtheactivitiesofrelated-enzymesinpurplewheatwereallhigherthanthoseinbluewheat,and

theseindexesofthelatterwerestillhigherthanthoseincontrolwheat.Inconclusion,thecolorofwheat

graindependsonthepigmentcontentsinit;thehigheristhecontent,thedarkeristhecolor.Apositive

correlationexistsbetweenPALactivityandthesynthesisofanthocyanin.TheactivitiesofTRO,PPOand

PODarepositivelycorrelatedwiththesynthesisofmelanin.Besides,PALalsoinfluences,tosomeextent,

thesynthesisofmelanin.

Keywords:bluewheat;purplewheat;anthocyanin;melanin;totalflavonoids;PAL;TOR;PPO;POD
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