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摘　要：大豆异黄酮，是由肉桂酰辅酶Ａ产生的３－苯基衍生物，属植物次生代谢产物。它具有降血压、缓解更年期综合
症等诸多功效，被称为 “植物雌激素”。本文在阐述影响大豆子粒中异黄酮含量的ＱＴＬ位点的基础上，重点综述了异黄酮
生物合成途径中的多种酶和相关基因，以及调控该途径中相关酶系基因表达的转录因子和相关基因，并分析探讨了该领域

一些亟待解决的问题和未来发展的方向，以期为深入研究大豆异黄酮合成的分子机制及高异黄酮大豆分子育种提供理论

参考。
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０　引　言

大豆 （Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ）Ｍｅｒｒｉｌｌ），古称菽，是双子叶植物纲、豆科、大豆属的一年生草本。原产于

我国，已有５０００年的栽培历史，是我国和世界最重要的几种栽培作物之一。

大豆不仅富含蛋白质和脂肪酸，还含有异黄酮及维生素Ｅ等多种营养成分。其中，大豆异黄酮 （Ｓｏｙ

ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，ＳＩ）因具有降血压、降低血液胆固醇、改善人脑的认知能力和缓解更年期综合症等功能，而被

称为植物雌激素［１］。可以说，大豆异黄酮与蛋白质、维生素Ｅ一样，是人类最重要的营养物质。

２０世纪４０年代，许多澳洲西部的母羊在食用了富含异黄酮类物质的三叶草后出现了一系列生殖问
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题，这一现象引起了研究者Ｂｅｎｎｅｔｔｓ等［２］的兴趣，他研究报道称大豆异黄酮具有植物雌激素的作用，从而

引起科学界的关注。之后，研究者们也发现大豆异黄酮对猫科动物、啮齿类动物的生殖也有相似的影响，

由此，“大豆异黄酮具有植物雌激素的作用”的观点开始被广泛接受。到了２１世纪初，Ｌａｍａｒｔｉｎｉｅｒｅ等［３］

研究报道了 “早期食用大豆异黄酮可有效降低成年动物乳腺癌发病率”，这堪称是该领域一个里程碑式的

发现。

随着研究的进一步深入，大豆异黄酮的理化性质被解析出来。研究表明，大豆异黄酮的密度为

１２３９ｇ·ｃｍ－３，沸点均在３６７℃ （７６０ｍｍＨｇ）左右。大豆包含４大类异黄酮，分别是苷元 （Ａｇｌｙｃｏｎｅｓ）、

糖苷 （Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ）、乙酰糖苷 （Ａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ）和丙二酰糖苷 （Ｍａｌｏｎｙｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ）［２］；共有１２种，分别

为：大豆黄素 （Ｄａｉｄｚｅｉｎ，ＤＡＩ），染料木素 （Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ），黄豆黄素 （Ｇｌｙｃｉｔｅｉｎ，ＧＬＹ），大豆黄素苷

元 （Ｄａｉｄｚｉｎ，ＤＡＩ－Ｇ），染料木苷 （Ｇｅｎｉｓｔｉｎ，ＧＥＮ－Ｇ），黄豆黄素苷元 （Ｇｌｙｃｉｔｉｎ，ＧＬＹ－Ｇ），乙酰大豆

黄素苷元 （Ａｃｅｔｙｌｄａｉｄｚｉｎ，ＤＡＩ－ＧＡ），乙酰染料木苷 （Ａｃｅｔｙｌｇｅｎｉｓｔｉｎ，ＧＥＮ－ＧＡ），乙酰黄豆黄素苷元

（Ａｃｅｔｙｌｇｌｙｃｉｔｉｎ，ＧＬＹ－ＧＡ），丙二酰大豆黄素苷元 （Ｍａｌｏｎｙｌｄａｉｄｚｉｎ，ＤＡＩ－ＧＭ），丙二酰染料木苷 （Ｍａｌｏ

ｎｙｌｇｅｎｉｓｔｉｎ，ＧＥＮ－ＧＭ）以及丙二酰黄豆黄素苷元 （Ｍａｌｏｎｙｌｇｌｙｃｉｔｉｎ，ＧＬＹ－ＧＭ）［３－５］。

研究表明，丙二酰糖苷及其衍生物 （ＤＡＩ－ＧＭ、ＧＥＮ－ＧＭ、ＧＬＹ－ＧＭ）是大豆中异黄酮最主要的存

在形式，占总异黄酮 （Ｔｏｔａｌｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ，ＴＩＦ）的８２５％；糖苷类 （ＤＡＩ－Ｇ、ＧＬＹ－Ｇ、ＧＥＮ－Ｇ）、苷元

类 （ＤＡＩ、ＧＥＮ、ＧＬＹ）和乙酰糖苷类 （ＤＡＩ－ＧＡ、ＧＥＮ－ＧＡ、ＧＬＹ－ＧＡ）的含量分别占 ＴＩＦ的

１６４８％，０８８％和０８１％［５－８］。

已有研究证实，植物苯丙氨酸代谢途径是大豆异黄酮合成的最主要途径。植物中，一切含苯丙烷骨架

的物质都是由苯丙氨酸代谢途径直接或间接合成的［９－１０］。该代谢过程可产生黄酮类 （Ｆｌａｖｏｎｅ）和木质素

（Ｌｉｇｎｉｎ）等重要的次生代谢产物。在大豆中，大豆黄素、黄豆黄素和染料木素等３种苷元型大豆异黄酮

由植物苯丙氨酸途径直接合成的，其他类型的大豆异黄酮，则是由该代谢产物运输至高尔基体后，被葡糖

基化或丙二酰葡糖基化而合成的［１１］。

苯丙氨酸途径的最初底物为苯丙氨酸 （Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，Ｐｈｅ），它在苯丙氨酸裂解酶 （Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

ａｍｍｏｎｉａ－ｌｙａｓｅ，ＰＡＬ）作用下生成肉桂酸 （Ｃｉｎｎａｍａｔｅ），再经肉桂酸 －４－羟化酶 （Ｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ４－

ｈｙｄｒｏｃｙｌａｓｅ，Ｃ４Ｈ）、４－香豆酰ＣｏＡ连接酶 （４－Ｃｏｕｍａｒａｔｅ：ＣｏＡｌｉｇａｓｅ，４ＣＬ）催化生成香豆酰 ＣｏＡ。此

时，部分香豆酰 ＣｏＡ经查尔酮合酶 （Ｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＨＳ）和查尔酮还原酶 （Ｃｈａｌｃｏｎｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，

ＣＨＲ）催化后生成异甘草素 （Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ）。异甘草素在查尔酮异构酶 （Ｃｈａｌｃｏｎｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＣＨＩ）催

化下异构化，生成甘草素 （Ｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ）后可生成大豆黄素；异甘草素亦可经一系列反应后可生成黄豆

黄素。另一部分香豆酰 ＣｏＡ被查尔酮合酶催化后可生成柚皮素 （Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ），再经异黄酮合酶 （Ｉｓｏｆｌａ

ｖｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＩＦＳ）可生成染料木素［９，１２－１４］。

本文评述了大豆异黄酮合成代谢过程中的相关酶，重点综述了影响异黄酮含量的 ＱＴＬ位点，异黄酮

的生物合成途径中的多种酶系基因，以及调控该途径中相关酶系基因表达的转录因子和相关基因的研究进

展，以期为大豆异黄酮的合成分子机制研究，及高异黄酮大豆品系选育等提供理论参考。

１　影响大豆异黄酮含量的ＱＴＬ位点

一般认为控制大豆异黄酮含量的基因位于数量性状基因座 （Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｒａｉｔｌｏｃｕｓ，ＱＴＬ）。母体遗传

效应 （Ｍａｔｅｒｎａｌｇｅｎｅｔｉｃｅｆｆｅｃｔ）是限制大豆异黄酮含量的最主要遗传因素。胚效应 （Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｔｉｃｅｆｆｅｃｔ）

对大豆异黄酮含量的影响也十分显著，而胞质效应 （Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｅｆｆｅｃｔ）对其影响不甚明显。由于现存的

大豆品种的生长环境、遗传信息均有较大差异，所以已知的大豆异黄酮及其组分含量 ＱＴＬ无法形成稳定

表现型。有关大豆异黄酮的ＱＴＬ部分工作，具体整理在表１中［１５－２１］。

７２１
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表１　大豆异黄酮的相关数量性状基因座

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓｏｆＳＩ

研究者

Ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒ

重组自交系

Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｉｎｂｒｅｄｌｉｎｅｓ

数量性状基因座

Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ

连锁群

Ｌｉｎｋａｇｅｇｒｏｕｐ

Ｍｅｋｓｅｍ等［１５－１６］ Ｅｓｓｅｘ×Ｆｏｒｒｅｓｔ １２ 第３、５、９、１１和１２号染色体

Ｐｒｉｍｏｍｏ等［１７］ ＡＣ７５６×ＲＣＡＴＡｎｇｏｒａ １７ 第１、３、５、６、７、９、１２、１３、１６和１８号染色体

Ｚｈａｎｇ等［１８］ Ｘｉａｏｈｅｉｄｏｕ×ＧＲ８８３６ ２２ 第３、４、７、９、１０、１２、１３和１７号染色体

Ｐｅｉ等［１９］ ＬＨＤ２×ＮＨＺ ２４ 第２、３、５、７、８、９、１３、１４、１５、１６、１８、１９和２０染色体

Ｃａｉ等［２０］ Ｈｕａｃｈｕｎ２×Ｗａｙａｏ １５ 第２、５、７、９、１０、１１、１３、１６、１７和１９染色体

Ｗｕ等［２１］ Ｚｈｏｎｇｄｏｕ２７×Ｊｉｕｎｏｎｇ２０ ３７ 第１、２、３、４、５、６、７、９、１０、１２、１３、１４、１５、１９和２０染色体

ＱＴＬ定位时，大多采用构建重组自交系 （Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｉｎｂｒｅｄｌｉｎｅｓ，ＲＩＬ）的方式，其构建群体所需的

时间比构建近等基因系 （Ｎｅａｒ－ｉｓｏｇｅｎｉｃｌｉｎｅ，ＮＩＬ）和染色体片段代换系 （Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｅｇｍｅｎｔｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

ｌｉｎｅｓ，ＣＳＳＬｓ）而言更短，且定位的精确度较 Ｆ２家系、回交群体和双单倍体群体 （Ｄｏｕｂｌｅｈａｐｌｏｉｄ，ＤＨ）

更准确。而遗传图谱构建时，多采用测序后建立分子标记的方式进行构建。早期测序成本相对较高，之后

出现了ＳＬＡＦ－Ｓｅｑ技术使得图谱构建的门槛显著降低。随着高通量测序技术的发展，目前，重测序的成

本已经大幅降低，因此测序结果最完整、最精确的重测序成为了遗传图谱构建时的第一选择。早期的分子

标记技术，主要是限制性内切酶片段长度多态标记 （Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）和简

单重复序列标记 （Ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）等标记；如今，单核苷酸多态性标记 （Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）凭借其密度高、分布广泛及遗传稳定等诸多优点而最受研究者的青睐。而随着测序

和分子标记技术的快速发展，全基因组关联分析 （Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓ，ＧＷＡＳ）在大豆研究

中的应用也逐渐增多，这种用于连锁作图、揭示表型性状与基因型间内在关系的高效方法，也开始在ＱＴＬ

的定位中逐渐兴起，并取代了连锁分析 （Ｌｉｎｋａｇｅａｎａｌｙｓｉｓ）［２２－２３］。

大豆的异黄酮含量属于典型的数量性状，且存在至少１０个主效ＱＴＬ位点。而且，由于品种之间差异

较大，定位的位点也存在较大差异。因此，研究不同品种影响大豆异黄酮含量的 ＱＴＬ定位工作仍具有较

大意义。而且，不同品种之间共有的 ＱＴＬ以及特有的 ＱＴＬ也值得研究。此外，ＱＴＬ定位区间的精细化，

以及位点对应基因的探究与验证等研究也是很重要的工作。相信，随着生物信息学的发展，这些工作将会

越来越完善。

２　异黄酮合成途径中的相关酶及基因

异黄酮合成过程中，主要有苯丙氨酸途径和类黄酮合成途径两个阶段，并受到多个酶的催化，因此，

该过程受到多个基因的调控。

２１　异黄酮合成途径中的相关酶

２１１　苯丙氨酸代谢途径的关键酶。ＰＡＬｓ作为苯丙氨酸代谢中的重要酶系，普遍存在于各种植物和真菌

中［２４］。Ｋｏｕｋｏｌ和Ｃｏｎｎ等［２４］解析了苯丙氨酸生成肉桂酸和 ＮＨ３的脱氨反应，并分离出一种脱氨酶，能够

催化Ｌ－苯丙氨酸发生脱氨反应。Ｙｏｕｎｇ等［２５］认为该酶受酪氨酸 （Ｔｙｒｏｓｉｎｅ，Ｔｙｒ）的抑制。现今，ＰＡＬ酶

己从许多植物组织中纯化和分离，其分子量约为 ２４０～３３０ｋＤ，是由４个相同亚基构成的四聚体［１０］。

Ｃ４Ｈ酶是苯丙氨酸代谢途径的关键酶之一，当体系中存在ＮＡＤＰＨ时，该酶可催化反式肉桂酸的氧化

过程，并生成对－香豆酸。Ｃ４Ｈ隶属于细胞色素 Ｐ４５０－依赖型的单加氧酶 （ＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ）ＣＹＰ７３家族［２６］，是植物中较早发现并被研究的一种典型 Ｐ４５０单加氧酶［２６－２７］。Ｐ４５０ｓ是
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一种膜结合蛋白，广泛存在于真核生物和原核生物中。而植物中，Ｐ４５０ｓ家族的成员参与了许多次生代谢

中的氧化过程，间接影响了植物的抗逆及抗病等功能。除 Ｃ４Ｈ外，ＩＦＳ和异黄酮 ２′－羟化酶 （Ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅ

２′－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｉ２′Ｈ）也属于Ｐ４５０ｓ家族，但Ｃ４Ｈ的存在较二者更加广泛［２８］。可以说，Ｐ４５０ｓ是植物中

非常重要的一类酶，而Ｃ４Ｈ则是重中之重。

４ＣＬ是木质素生物合成的关键酶之一，它位于苯丙氨酸途径与木质素特异合成途径的转折点上，催化

肉桂酸及其羟基或甲氧基衍生物生成相应辅酶Ａ酯的过程［２９－３０］。４ＣＬｓ主要分成２类，Ｉ类包括：拟南芥

Ａｔ４ＣＬ１、Ａｔ４ＣＬ２，杂种杨Ｐｔｄ４ＣＬ１、Ｐｔｄ４ＣＬ２和Ｐｔ４ＣＬ１，其主要伴随木质素以及其他苯丙烷类衍生物的生

物合成；ＩＩ类主要包括：拟南芥Ａｔ４ＣＬ３及杨树Ｐｔ４ＣＬ２，其主要伴随着类黄酮的生物合成。大豆中，ＩＩ类

所占比例较高［３０］。

２１２　类黄酮代谢途径的关键酶。ＣＨＳ是首个被发现的Ⅲ型聚酮合酶 （Ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＫＳ），是类

黄酮合成途径的限速酶，催化３分子丙二酰 －ＣｏＡ和１分子对香豆酰
!

ＣｏＡ结合形成查尔酮的过程［３１］。

查尔酮作为类黄酮、异黄酮及花青素等重要次生代谢物生物合成途径的中间产物［３２］，影响着诸多下游代

谢途径的进行，也对许多植物的抗逆及抗病等性状有着重要影响。ＣＨＳ蛋白是由两个４０～５０ｋＤａ亚基构

成的同源二聚体，单个亚基仍具有催化活性，二者之间起协同作用且高度保守。ＣＨＳ蛋白具有典型的

αβαβα的结构，这一结构也是β－酮乙基合酶 （β－Ｋｅｔｏａｃｙｌｓｙｎｔｈａｓｅ）的典型特征［３１－３３］。

ＣＨＲ是植物中参与黄酮和异黄酮代谢的重要酶，它与 ＣＨＳ共同作用。Ｗｅｌｌｅ等［３４］从大豆栽培品种

Ｈａｒｏｓｏｙ６３中首次分离出ＣＨＲ，并证明其与查尔酮合成酶协同作用催化香豆－ＣｏＡ生成异甘草素。ＣＨＲ是

一个由３１８个氨基酸组成的蛋白质，分子量在３５ｋＤａ左右；其二维结构包含无规卷曲 （４５２８％），α－螺

旋 （４５２８％）和延长链 （１０３８％）；三维结构显示，ＣＨＲ包含一个 ＡＫＲ结构域 （Ａｌｄｏ－ｋｅｔ－ｒｅｄｄｏ

ｍａｉｎ），因而具有醛酮还原酶活性［３５］。

ＣＨＩ是一种２４～２９ｋＤａ的蛋白质，存在组织特异性。在大豆、葡萄及玉米等许多植物中都发现了该

酶，但ＣＨＩ保守性较低，氨基酸序列同源性仅为５０％左右。ＣＨＩ在植物中分为Ⅰ型和Ⅱ型，在豆科植物

中，Ⅰ型和Ⅱ型ＣＨＩ同时存在；而在其他植物中，几乎只有Ⅰ型 ＣＨＩ；在真菌中，也存在 ＣＨＩ酶系，一

般将其定义为第Ⅲ类。ＣＨＩ酶活性的高低直接影响黄酮类化合物的含量，在番茄和牵牛花中过表达ＣＨＩ基

因，黄酮类化合物产量比对照分别提高了４８倍和７９倍［３６－３７］。

ＩＦＳ是合成大豆异黄酮最重要的酶。ＩＦＳ在ＮＡＤＰＨ和Ｏ２的参与下，可催化底物的芳香基团重排过程。

虽然该过程目前还未被完全解析，但可以肯定的是ＩＦＳ可以直接催化染料木素和大豆黄素的合成反应，且

该酶的底物柚皮素和甘草素几乎是所有大豆异黄酮的前体物质。与Ｃ４Ｈ一样，ＩＦＳ也是Ｐ４５０ｓ的一种，但

属于ＣＹＰ９３Ｃ家族［３８－３９］。虽然ＩＦＳ的分布较Ｃ４Ｈ而言并不广泛，但 ＩＦＳ因其直接催化异黄酮的生成，而

在异黄酮的合成过程中具有无可比拟的重要性。

综上所述，大豆异黄酮的合成包含苯丙氨酸途径和类黄酮合成途径两个阶段，受到多个酶的影响。在

苯丙氨酸途径中，ＰＡＬ酶为限速酶，Ｃ４Ｈ酶和４ＣＬ酶是影响异黄酮前体物质合成的关键酶；而在类黄酮

途径中，ＣＨＳ酶、ＣＨＲ酶、ＣＨＩ酶与大豆异黄酮的合成密切相关，ＩＦＳ酶则直接参与异黄酮的合成。

有关上述酶系及代谢途径的研究仍存在一些挑战。例如，针对 “ＰＡＬｓ作为苯丙氨酸途径限速酶”的

观点，如今也有研究，通过光照和遮光处理大豆后，发现光照组的ＰＡＬ基因的ｍＲＮＡ和酶活性均有增加，

但在异黄酮等下游次级代谢产物的积累量中却没有体现，这表明可能有其他的限速酶参与该过程［１０］。同

样，一些发现也激发了人们的思考：既然ＩＦＳ可以直接参与合成异黄酮过程，那么可否通过调控ＩＦＳ基因

的表达从而操纵整个异黄酮的合成代谢过程，进而改善豆科作物的农艺性状与营养价值？进一步而言，能

否通过调节ＩＦＳ以及其他关联基因的表达量，以改善豆科作物的抗逆境能力？同时，ＩＦＳ也可在其他植物
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中 （如玉米、拟南芥等）表达并生成异黄酮，因此在非豆科植物中的异黄酮分子 （模块）设计育种也是

一个非常有前景的领域。

２２　调控大豆异黄酮合成的相关基因

酶系的合成受相关酶系基因的调控，植物中大豆异黄酮的合成受到多个基因影响的观点已被人认可。

控制大豆异黄酮合成的基因中，最重要的是异黄酮合酶基因 （ＩＦＳ），它直接影响大豆黄素和染料木素的

合成；其次，调控类黄酮途径的 ＣＨＳ、ＣＨＲ和 ＣＨＩ等３个基因，对异黄酮的合成也有很大影响；此外，

ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ等３个调控植物苯丙氨酸代谢的基因，也会影响大豆异黄酮的合成。

２２１　直接影响大豆异黄酮合成的基因。ＩＦＳ基因的产物，直接催化大豆黄素和染料木素的合成反应。

该基因主要存在于豆类中，基因拷贝数在１～３之间，编码区含有１个内含子 （约１３５～２１８ｂｐ长），ｃＤ

ＮＡ序列高度保守，在４００～６００ｂｐ和８０～１２０ｂｐ区段完全相同，由ｃＤＮＡ推导的蛋白氨基酸序列同源性

在９２％～９７％之间。Ｓｕｂｒａｍａｎｉａｎ等［４０］分析了大豆 ＩＦＳ的启动子结构，发现 ＩＦＳ启动子的 ＴＡＴＡｂｏｘ和

ＣＡＡＴｂｏｘ在－１２５ｂｐ和－２６４ｂｐ处存在抑制子 （Ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ），而在 －５３７处和 －８８７处存在增强子 （Ｅｎ

ｈａｎｃｅｒ）。ＩＦＳ启动子受ＵＶ、水杨酸、茉莉酸甲醋和固氮菌的诱导。大豆中的 ＩＦＳ基因有两种，分别命名

为ＩＦＳ１和ＩＦＳ２，二者高度同源，但表达上存在组织特异性。ＩＦＳ１含有一个２１８ｂｐ的内含子，主要在大豆

的根系中表达；ＩＦＳ２含有一个１３５ｂｐ的内含子，主要在豆荚和胚芽中表达［４０－４５］。目前，有关ＩＦＳ的研究

已经比较深入，且存在许多直接证据表明，ＩＦＳ与异黄酮的合成与含量密切相关，例如，Ｊｕｎｇ等［１４］在模

式植物拟南芥 （非豆科植物且不生成异黄酮）中表达ＩＦＳ基因并发现染料木素的生成；Ｓｏｈｎ等［４６］对水稻

进行ＩＦＳ基因的转化实验，结果表明水稻种子中染料木素含量最高可达１０３μｇ·ｇ－１。

２２２　类黄酮代谢途径中的相关基因。Ｓｏｍｍｅｒ等［４７］于１９８８年获得 ＣＨＳ基因的序列，目前已获得超过

２７００个编码ＣＨＳ的基因序列，广泛存在于在拟南芥 （同源基因为ｔｔ４、ｌａｐ５、ｌａｐ６等）［４８－４９］、水稻 （同源

基因为ＬＯＣ４３３４９０１）［５０］和大豆中。ＣＨＳ基因一般由２个外显子和一个内含子构成，内含子插入在同一个

半胱氨酸位点密码子的前２位碱基之间。其同源基因的保守性较高，不同种类植物之间的氨基酸同源性一

般在８０％以上。Ａｎｇｕｒａｊ等［５１］在全基因组范围内定位了２１个 ＣＨＳ位点，发现 ＣＨＳ基因共有１４种，即

ＣＨＳ１～１４，其中，ＣＨＳ１主要在绿叶中表达，ＣＨＳ２主要在子叶中表达，种皮中主要表达的是 ＣＨＳ７和

ＣＨＳ８。ＣＨＳ基因表达具有组织特异性和时间特异性，且受温度、光照及营养元素等条件影响［４７，５１－５６］。并

且，也正是因为ＣＨＳ这种表达的差异，大多数植物具有多拷贝的ＣＨＳ序列［３１］。Ｄｈａｕｂｈａｄｅｌ等［５７］利用ｃＤ

ＮＡ芯片，研究大豆胚胎发育过程中 ＣＨＳ７、ＣＨＳ８、ＩＦＳ及 ＰＡＬ等一些与异黄酮合成相关基因的表达，在

授粉后第７０天呈现出较高的水平，这与异黄酮在胚胎中开始积累的时间是一致的，说明上述基因对大豆

种子的异黄酮积累有着重大影响；且该研究还通过比较ＲＣＡＴ（高异黄酮品种）与 Ｈａｒｏｖｉｎｔｏｎ（低异黄酮

品种）中ＣＨＳ７、ＣＨＳ８表达量的差异，发现ＲＣＡＴ与Ｈａｒｏｖｉｎｔｏｎ的异黄酮含量差异很大可能是因为ＣＨＳ７、

ＣＨＳ８在种子发育后期表达量差异引起的［５７］，这再次佐证了这一观点。

Ｌｉ等［５８］在大豆中首次分离出ＧｍＣＨＲ基因。在豆科植物中，ＣＨＲ基因也是以小基因家族及多拷贝形

式存在。他们以大豆为材料，研究发现，ＣＨＲ基因在大豆的各个部位均有表达，而且其基因的表达量在

花中的含量最高。而紫花苜蓿被克隆出３个ＣＨＲ家族的基因，在根部中表达较多。这说明ＣＨＲ基因的表

达存在物种、器官和组织的差异性［５８－６０］。吴楠等［６１］通过ＲＮＡｉ抑制济农２８中的ＣＨＲ１的表达，发现大豆

苷元等异黄酮前体物质的下降了３８７％，这为ＣＨＲ影响异黄酮的合成及含量提供了有力证据。

ＣＨＩ基因的序列由 Ｍｅｈｄｙ等［６２］从法国豌豆中首次获得，之后，陆续从菜豆及玉米等多种植物中分离

出ＣＨＩ的同源基因，现已发现超过１３００条ＣＨＩ同源基因。如前文所述，ＣＨＩ酶分为Ⅰ型、Ⅱ型以及Ⅲ型

（存在于真菌中），同样ＣＨＩ基因家族成员也分为Ⅰ型、Ⅱ型以及Ⅲ型。ＣＨＩ基因家族间的序列同源性较
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低，ｃＤＮＡ的同源性一般在４２％～６５％之间［６２－６５］。

２２３　苯丙氨酸途径中的相关基因。ＰＡＬ基因序列已经在大豆、拟南芥和水稻等多种植物中被解析，它

由一个小基因编码。在菜豆中，ＰＡＬ的基因有３个，分别命名为ＰＡＬ１、ＰＡＬ２和ＰＡＬ３。这些基因的表达存

在组织特异性，在叶片中，仅ＰＡＬ１表达；在根系中 ＰＡＬ１、ＰＡＬ２和 ＰＡＬ３均可大量表达；在花瓣中 ＰＡＬ２

可大量表达，ＰＡＬ１表达量很少，ＰＡＬ３几乎不表达。ＰＡＬ受环境影响较大，是一种典型的诱导酶，受光质

（光的波长）、温度 （低温）和机械损伤等诱导，也有研究表明生长素、乙烯、激动素和赤霉素等植物激

素也可诱导ＰＡＬｓ基因表达［６６－６９］。

如前文所述，Ｃ４Ｈ酶是一种典型的Ｐ４５０单加氧酶，而 Ｐ４５０蛋白家族是一种常见于动物肝脏细胞膜

上的血红素蛋白。目前，约２０种Ｃ４Ｈ基因已被解析。与ＰＡＬ基因类似，它由一个小基因编码，在不同植

物中拷贝数也不尽相同。这些基因启动子大约１１ｋｂ左右，序列具有较高的同源性，但也有例外，例如，

来自玉米和法国菜豆的两个序列的同源性就相对较低。Ｃ４Ｈ的表达一般与该部位的木质化程度相关，如

在欧芹中，Ｃ４Ｈ在维管束发达的花梗中表达丰富，在幼叶和老叶中不表达。在一项以拟南芥为对象的研

究中发现，当细胞正在发生木质化时，Ｃ４Ｈ基因表达达到峰值。此外，Ｃ４Ｈ还受机械损伤及真菌感染等

外界环境的影响，这点与ＰＡＬ类似［７０－７２］。

植物中，４ＣＬ基因以小的基因家族及多拷贝的形式存在，具有细胞、组织和器官特异性。该基因的表

达受到发育的调控和环境因子的影响，这些方面与ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ等酶系的基因别无二致。但由于４ＣＬ催化的

反应位于苯丙氨酸代谢途径的分支处，所以它的表达与ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ又有不同。Ｈｕ等［７３］在研究关于美洲山

杨４ＣＬ酶时发现，该植物中存在两种４ＣＬ基因 （Ｐｔ４ＣＬ１和 Ｐｔ４ＣＬ２），它们分别参与不同的代谢过程，二

者差异表达可以调控不同的苯丙烷类衍生物的生物合成。其中，Ｐｔ４ＣＬ１主要参与植物苯丙氨酸代谢途径

中木质素生物合成这一分支，在正在发育的木质部组织中表达量较高；而 Ｐｔ４ＣＬ２主要参与该途径中类黄

酮的生物合成分支途径 （大豆异黄酮的合成便处于这一分支），因此在表皮细胞中含量较高［７３－７６］。

２２４　影响大豆异黄酮含量的其它酶系基因。除了直接催化大豆异黄酮及其前体物质合成的酶系外，有

些酶还可以通过抑制苯丙氨酸途径的其他分支，使得代谢反应更倾向于大豆异黄酮合成的方向行进。例

如，黄烷酮－３－羟化酶 （Ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｆ３Ｈ）对大豆异黄酮合成的影响就有相关报道。Ｆ３Ｈ

虽然不催化大豆异黄酮的合成途径中的任何反应，但它的活性会影响苯丙氨酸途径中，柚皮素生成二氢黄

酮醇 （Ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ）的分支途径，影响柚皮素的含量，进而影响柚皮素生成ＧＥＮ这一分支途径，最终

导致ＴＩＦ变化。Ｙｕ等［７７］报道了大豆中的玉米同源基因Ｃ１／Ｒ的表达，再结合 Ｆ３Ｈ阻断花青素的分支途径

（Ｔｈｅａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｂｒａｎｃｈｐａｔｈｗａｙ），导致ＴＩＦ水平增加。

此外，一些编码蛋白激酶的基因对异黄酮含量也有较大影响。Ｗｕ等［２１］以２００个大豆品种和１５０个重

组自交系为基础，通过全基因组关联分析和连锁定位后发现，ｑＩＳＯ８－１号染色体上存在一个主基因座。

ｑＩＳＯ８－１在ＢＣ２Ｆ５群体中精细定位于９９５千碱基区域，两侧分别为 ＳＳＲ＿０８＿１６５１和 ＳＳＲ＿０８＿１６５６。

ｑＩＳＯ８－１的致病基因为编码丝裂原活化蛋白激酶的ＧｍＭＰＫ１，其中两个天然ＧｍＭＰＫ１多态性与异黄酮含

量显著相关［２１］。不仅如此，这项研究还发现，过表达ＧｍＭＰＫ１后，大豆毛状根中异黄酮浓度升高［２１］。

综上所述，大豆异黄酮的合成受多个基因的调控，其中，ＩＦＳ是影响异黄酮合成最主要的基因；而

ＣＨＳ、ＣＨＲ和ＣＨＩ等３个基因的影响也十分巨大；ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ等基因通过调控植物苯丙氨酸代谢的

基因来影响大豆异黄酮的合成。此外，还有一些基因，如Ｆ３Ｈ，通过抑制苯丙氨酸途径的其他分支来间接

影响异黄酮的合成。这些基因都已经被克隆出来，功能也被解析清楚。但该领域中，仍有几点值得关注，

如苯丙氨酸途径中各调控基因在不同品种大豆中表达量的差异，因为该代谢途径及其的分支途径对大豆的

生长发育过程有很大影响，并涉及到包括抗虫、抗病及抗倒伏等诸多农艺性状，也和异黄酮含量及花青素
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含量等性状密切相关。因此，可以通过分析各基因在不同地方品种 （系）中表达量的差异，结合该品种

的特点、种植地的环境条件等因素进行分析，进而为地方品种的分子设计育种提供参考。此外，同源基因

的深入挖掘是另一个重要的研究方向，这些基因在大多数植物中都存在对应的同源基因，通过综合比较基

因间序列的差异性，可以为物种间的亲缘关系比较提供一定的参考。ＰＡＬ、Ｃ４Ｈ、４ＣＬ等编码异黄酮合成

途径上游酶系的基因在大豆中研究相对较少，在模式植物拟南芥中研究相对较多，这些基因在非模式植物

中特殊功能的研究日后应有较大的发展。同样，随着测序技术和代谢组学的进一步发展，非模式植物的特

殊代谢通路也是一个很有发展前景的领域。

３　影响大豆异黄酮含量的转录因子及相关基因

近期，一些转录因子对大豆异黄酮合成的影响也颇受研究者的关注。如前文所述的Ｃ１／Ｒ就是典型的

编码转录因子的基因。大豆种子中的这２个转录因子，可以激活植物苯基丙酸合成途径相关的基因，从而

引起染料木素的减少和大豆苷的增多，而 ＴＩＦ则少量增多［７７］。一般认为，参与植物苯丙氨酸代谢途径调

控的转录因子，主要有ＭＹＢ类蛋白和ｂＨＬＨ类蛋白。

３１　ＭＹＢ转录因子及其相关基因

Ｋｌｅｍｐｎａｕｅｒ等［７８］首次将来自髓细胞瘤病毒 （Ａｖｉａｎｍｙｅｌｏｂｌａｓｔｏｓｉｓｖｉｒｕｓ）中一个癌基因 （即 Ｖ－ＭＹＢ）

和它在细胞中的同源基因 （即 Ｃ－ＭＹＢ）成功克隆；之后，ＭＹＢ的同源基因又相继在脊椎动物、果蝇

（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）和玉米中被发现，如上文提及的 Ｃ１基因就是 ＭＹＢ基因家族；Ｂｉｅｄｅｎｋａｐｐ等［７９］

研究结果显示，蛋白质Ｖ－ＭＹＢ的ＤＮＡ结合结构域 （ＤＮＡ－ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ）有一段非常保守的氨基末端

（Ｎ末端），这表明ＭＹＢ／ＤＮＡ互作是ＭＹＢ蛋白的主要功能。此外，他们还发现了Ｖ－ＭＹＢ可以特异性识

别５′－ＡＡＣＧＧ－３′和５′－ＡＡＣＴＧ－３′序列 （现一般认为 ＭＹＢ蛋白结合５′－ＡＡＣＮＧ－３′序列），且这段序

列在生物中十分保守；并且，与已发现的ＤＮＡ结合蛋白 ＨＬＨ和 Ｚｉｎｃ－Ｆｉｎｇｅｒ不同，ＭＹＢ蛋白的 ＤＮＡ结

构域位于Ｎ末端，这表明ＭＹＢ又是一种新类型的ＤＮＡ结合蛋白［８０－８３］。ＭＹＢ蛋白包含１～４个Ｒ结构域，

而每个Ｒ结构域包含１个ＨＴＨ（Ｈｅｌｉｘ－ｔｕｒｎ－ｈｅｌｉｘ）结构以及１个作为疏水核心 （Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｃｏｒｅ）的

色氨酸残基 （Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｒｅｓｉｄｕｅｓ），ＨＴＨ结构一般参与ＤＮＡ合成过程，而疏水核心主要功能为保持 ＨＴＨ

结构的稳定［８４－８５］。

根据Ｒ结构域数目，ＭＹＢ蛋白被分为４类，１Ｒ－ＭＹＢ（含１个Ｒ结构域）主要功能为稳定染色体结

构，是一类重要的端粒结合蛋白；含有３个和４个Ｒ结构域的ＭＹＢ蛋白分别被称为Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ和４Ｒ

－ＭＹＢ，前者在植物和真菌中发现，而后者只在拟南芥、杨树等少数植物中存在，且研究都不深入；含２

个Ｒ结构域的ＭＹＢ蛋白称为Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ，是植物细胞中含量最丰富、应用最广泛的ＭＹＢ蛋白，主要参

与激素应答、细胞分化、抗病抗虫和环境胁迫等过程，它们也是植物苯丙氨酸途径中最重要的转录因子

之一［８５－８８］。

ＭＹＢ转录因子通过调节植物苯丙氨酸代谢途径中的各个酶基因的转录水平，来影响代谢过程行进的

方向和各次级代谢产物的含量。例如，大豆中的 ＧｍＭＹＢ１２Ｂ１２（ＭＹＢ同源基因）就是典型的 ＣＨＩ、ＣＨＳ、

ＩＦＳ正调控基因，玉米中的Ｃ１基因就是Ｆ３Ｈ的负调控基因。由此确保植物在不同时期、不同环境、不同

生理状态下稳定生长和发育。Ｐｅｉ等［１９］利用大豆种质 ＬＨＤ２和 ＮＨＺ构建的群体，定位与大豆异黄酮含量

相关的２４个 ＱＴＬ中，有１３个编码 ＭＹＢ转录因子的基因座，这表明许多 ＭＹＢ转录因子对异黄酮含量有

着重要的影响。因此，我们也可以在基因水平增加或者减少一些转录因子的拷贝数，从而达到增加目的产

物的效果。

在大豆中，ＭＹＢ的同源基因被命名 ＧｍＭＹＢｓ，如 ＧｍＭＹＢ１２ｄ、ＧｍＭＹＢ１２ａ和 ＧｍＭＹＢ１２Ｂ２等。Ｄｕ
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等［８７］定位了大约７００个ＭＹＢ相关的ＤＮＡ序列，经过筛选、比对和分析后，得到了２个４Ｒ－ＭＹＢ蛋白、

６个Ｒ１Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ蛋白和２４４个Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ蛋白的基因序列。此外，还有２６个与Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ相关的

基因序列，但是它们所编码的蛋白质在Ｎ末端都不完整；同时，基因 Ｇｌｙｍａ０９ｇ３７３４０虽然拥有 ＭＹＢ基序

和完整的开放阅读框 （Ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ），但是置信区间较低，因此被排除在 ＭＹＢ基因家族之

外。这２４４种Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ的５′－非翻译区 （５′－ＵｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄＲｅｇｉｏｎｓ，５′－ＵＴＲ）非常短，与３′－ＵＴＲ一

样保守性较低，而它们的ＤＮＡ结合结构域的保守性却非常高［８７］。

除此之外，Ｄｕ等［８７］还发现大豆中有１０种 Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ的 ｍＲＮＡ前体 （ＰｒｅｃｕｒｓｏｒｍＲＮＡ，ｐｒｅ－ｍＲ

ＮＡ）存在自我剪接 （Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇ，ＡＳ）现象，这会造成一段 ｐｒｅ－ｍＲＮＡ发生序列的插入和删除，

从而生成多种不同的 ｍＲＮＡ，进而得到多种不同的 ＧｍＭＹＢｓ蛋白，造成 ＧｍＭＹＢｓ的类型发生改变，如

ＧｍＭＹＢ０８２的一个１８９ｂｐ的可变启动子位点 （Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｉｔｅ）变异导致了移码 （Ｆｒａｍｅｓｈｉｆｔ），

将一个典型的Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转变为信号重复型ＭＹＢ（Ｓｉｇｎａｌ－ｒｅｐｅａｔＭＹＢ）。

许多ＭＹＢ基因的功能也被鉴定出来，如Ｃ１亚家族 （如ＧｍＭＹＢ０９６、ＧｍＭＹＢ０８０等７个）包含了构成

ＧｍＭＹＢｓ蛋白Ｃ末端 （Ｃ－ｔｅｒｍｉｎａｌ）的２个基序［８８－８９］；ＡｔＭＹＢ１２（拟南芥中的ＭＹＢ基因）会激活植物苯

丙氨酸途径中ＣＨＳ和Ｆ３Ｈ的表达，并对ＣＨＩ的表达有一定促进作用［８８］；前文所述的玉米中 Ｃ１基因，及

其同源基因ＰｃＭＹＢ１（欧芹中的ＭＹＢ基因）和ＡｔＭＹＢ１１１可以激活ＣＨＳ的表达［８８，９０－９１］。ＭＹＢ家族中除了

有转录的激活蛋白 （Ａｃｔｉｖａｔｏｒ），同样也存在阻遏蛋白 （Ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ）。ＡｔＭＹＢ４通过抑制 Ｃ４Ｈ的表达，来提

高芥子酸酯 （一类具有紫外吸收作用的羟基肉桂酸衍生物）的积累量［９１］；ＦａＭＹＢ１（草莓中的 ＭＹＢ基

因）可以抑制烟草中花青素和黄酮的生成［９２］。Ｙｉ等［９３］和 Ｌｉ等［９４］报道了 ＧｍＭＹＢ１２Ｂ１２通过调控大豆中

ＣＨＳ８基因的表达来影响大豆异黄酮的生成；Ｙｉ等［９５］通过ＲＮＡｉ（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ）抑制ＧｍＭＹＢ１７６（一

种Ｒ１－ＭＹＢ基因）表达，影响了大豆根系细胞中的ＣＨＳ的表达，从而使得大豆异黄酮含量增加，证明了

ＧｍＭＹＢ１７６可调控ＣＨＳ的表达。

３２　ｂＨＬＨ转录因子及其相关基因

Ｍｕｒｒｅ等［９６］以小鼠为材料，报道了２段 ｃＤＮＡ序列 （Ｅ１２和 Ｅ４７），它们及其同源序列可以合成１种

具有两亲活性 （Ａｍｐｈｉｐａｔｈｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ）的蛋白质，该蛋白质由２个螺旋结构 （Ｈｅｌｉｘ）通过１个环状结构

（Ｌｏｏｐ）相连组成 （即螺旋 －环 －螺旋，Ｈｅｌｉｘ－ｌｏｏｐ－ｈｅｌｉｘ，ＨＬＨ），此蛋白具有二聚化 （Ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ）

和ＤＮＡ结合两种功能。之后，越来越多的ｂＨＬＨ蛋白及相关基因在线虫、果蝇、小鼠和人类中被分离出

来。大多ｂＨＬＨ蛋白与序列５′－ＣＡＮＮＴＧ－３′（Ｅ－ｂｏｘ）相结合，有少部分这类转录因子在ｂＨＬＨ基序后

还有一个亮氨酸拉链 （Ｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ，ＬＺ）。Ａｔｃｈｌｅｙ等［９７］通过对２４２条ｂＨＬＨ蛋白序列的系统发生分析，

提出了ｂＨＬＨ蛋白的自然分类法 （Ｎａｔｕｒａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ），并将ｂＨＬＨ按照结合位点、是否含有亮氨酸拉链

以及其他基序氨基酸构成的不同分成了５个家族，这表明 ｂＨＬＨ蛋白家族可能起源不是单一的［９８］，又对

ｂＨＬＨ蛋白进一步解构，发现ｂＨＬＨ包含了１９个保守的氨基酸残基：５个氨基酸残基存在于碱性序列中，

５个氨基酸残基存在于第一个α－Ｈｅｌｉｘ中，１个氨基酸残基存在于Ｌｏｏｐ中，８个氨基酸残基存在于第一个

α－Ｈｅｌｉｘ中。

ｂＨＬＨ蛋白具有一段非常保守的结构域，可以同时结合ＤＮＡ，并参与蛋白质互作。这些功能主要通过

几个基序实现，其中一个是主要由碱性氨基酸残基构成的基序，这保证了 ｂＨＬＨ蛋白可以特异结合 Ｅ－

ＢＯＸ；另一个基序是主要由疏水残基构成，这保证了ｂＨＬＨ蛋白可以与蛋白质互作并构成二聚体［９７，９９］。

已发现的ｂＨＬＨ转录因子主要有两种功能：ＤＮＡ结合和二聚化［９６］。其ＤＮＡ结合功能取决于ｂＨＬＨ的

碱性氨基酸序列，因此在氨基酸序列的前１７位中是否富含碱性氨基酸残基决定了这个蛋白是ＤＮＡ结合的

ｂＨＬＨｓ（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｂＨＬＨｓ），还是非 ＤＮＡ结合的 ｂＨＬＨｓ（ｎｏｎ－ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｂＨＬＨｓ）。在拟南芥中，
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ＤＮＡ结合的ｂＨＬＨｓ的氨基酸序列前１７位，平均含有６个碱性氨基酸残基，而非ＤＮＡ结合的ｂＨＬＨｓ则平

均含有３８个。ＤＮＡ结合的ｂＨＬＨｓ又可根据其结合位点的不同，分为Ｅ－Ｂｏｘ结合型 （Ｅ－ｂｏｘｂｉｎｄｅｒ）和

非Ｅ－Ｂｏｘ结合型 （ｎｏｎＥ－ｂｏｘｂｉｎｄｅｒ）。根据所识别的Ｅ－Ｂｏｘ类型，Ｅ－Ｂｏｘ结合型又分为 Ｇ－Ｂｏｘ结合

型 （Ｇ－ｂｏｘｂｉｎｄｅｒ）和非Ｇ－ｂｏｘ结合型 （ｎｏｎＧ－ｂｏｘｂｉｎｄｅｒ）［１００］。

植物中，ｂＨＬＨ转录因子及其同源基因也已被发现。Ｌｉ等［１０１］以模式植物拟南芥和水稻为材料，进行

全基因组分析，鉴定出１６７个ｂＨＬＨ转录因子相关基因，其中，８４７％含有内含子，数目在０～４个范围

内。前文提及的玉米中Ｒ基因，便是一种研究相对较多的 ｂＨＬＨ转录因子编码基因［７７］，它可以与顺式调

控元件 （Ｃｉｓ－ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｓ）结合，并通过招募其他的因子，调控一些参与花青素途径的基因。

ｂＨＬＨ蛋白质被认为无法单独结合ＤＮＡ，但越来越多的证据表明ｂＨＬＨ蛋白单独存在时，也具有结合ＤＮＡ

的活性。不过，主流观点依旧认为ｂＨＬＨ转录因子直接结合 ＤＮＡ的活性是可有可无的，因为绝大多数的

情况下，ｂＨＬＨ会与ＭＹＢ结合后共同调控 ＤＮＡ的转录过程；而且，有研究表明 ＭＹＢ互作区域的突变导

致ＭＹＢ激活ｂＨＬＨ的表达，这说明ＭＹＢ转录因子可能可以调控ｂＨＬＨ基因的转录［１０２－１０３］。

３３　ＭＹＢ与ｂＨＬＨ互作

上述的Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ可以直接与ＤＮＡ连接，有些也需要在ｂＨＬＨ蛋白的参与下与ＤＮＡ相连。已有实

验证明部分ｂＨＬＨ和ＭＹＢ蛋白会相互作用［８８－９１］。通常情况下，二者互作的结构域分别是Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ的

Ｒ３结构域和 ｂＨＬＨ的 Ｎ－末端［１０４－１０９］。植物中，两种转录因子互作的情况也是十分常见的，且在苯丙氨

酸代谢途径中存在 ＭＹＢ与 ｂＨＬＨ两种蛋白结合后共同调控的情况，如前文所述玉米中 Ｃ１基因的产物

（Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ），便会与Ｒ基因产物 （ｂＨＬＨ）互作，且只有在Ｒ的参与下Ｃ１才能发挥转录因子的作用，

即Ｒ－依赖型。Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ等［１１０］以玉米为材料，通过Ｃ１、Ｒ、Ｐ１（一种Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ转录因子，并可以在

无Ｒ蛋白的参与下调控部分Ｃ１调控的基因 （Ｃ１－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅ）、Ｐ１ （将 Ｐ１中６个氨基酸替换成 Ｃ１

中对应位置中的６个，其在调控Ｃ１－调控基因时，表现为Ｒ－依赖型；调控 Ｐ１－调控基因时，表现为 Ｒ

－增强型）等４个基因，研究了Ｃ１基因与Ｒ基因的互作关系，发现Ｒ基因其中一个功能是减轻植物中的

一种抑制子对Ｃ１基因的抑制作用，从而促进Ｃ１的表达。又比如矮牵牛花中ＰｈＡＮ２（ＭＹＢ同源基因）与

ＰｈＪＡＦ１３（ｂＨＬＨ同源基因）的结合；以及前文中所提及的草莓中ＦａＭＹＢ１，也会与ｂＨＬＨ蛋白结合，且该

ｂＨＬＨ与玉米中的Ｒ基因同源［９２，１１０］。

除了ＭＹＢ与ｂＨＬＨ直接结合外，二者还会与第三个蛋白质ＷＤＲ（ＷＤｒｅｐｅａｔ）结合形成ＭＹＢ－ｂＨＬＨ

－ＷＤＲ三聚体 （ＭＢＷ）。ＷＤＲ蛋白又称ＷＤ４０蛋白，是真核生物体中最丰富的蛋白质家族之一，通常会

与其他生物大分子互作，并作为支架参与蛋白质复合体的装配过程［９４］。ＷＤＲ大约由４０～６０个氨基酸残

基构成，是一类含４～１０个随机 ＷＤ重复结构域 （ＷＤｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ）的蛋白质家族，而 ＷＤＲ结构域是

由以色氨酸和天冬氨酸结尾的氨基酸序列组成的［１１１］。因此，ＷＤＲ又称为 Ｔｒｐ－ａｓｐ。此外，ＷＤＲ蛋白的

Ｎ－末端，还含有一个甘氨酸－组氨酸二肽［１１２－１１３］。ＷＤＲ蛋白本身不具有催化功能，但它能够与多种蛋

白质相互作用，进而为大分子蛋白复合体的组合起到连接作用［１１２－１１７］。ＷＤＲ蛋白在真核生物中十分常见，

在许多生命活动中都承担着重要的角色，包括 Ｇ蛋白介导的信号转导、转录调控、泛素依赖型蛋白质降

解、染色质修饰、囊泡运输、细胞骨架组装和细胞周期调控等［１１４－１１８］。并且，ＷＤＲ在花青素合成、分生

组织形成、幼苗发育、花发育、光信号传递和感知等方面也发挥着重要作用［１１６－１１９］。拟南芥中的 ＴＴＧ１基

因就是一种典型的ＷＤＲ蛋白编码基因，它会影响黄酮类化合物的生物合成途径 （植物苯丙氨酸途径的一

个分支）［１２０］。

ＭＢＷ三聚体在植物中普遍存在。例如，在拟南芥的种皮内细胞层的原花青素积累过程，就涉及至少

４种ＭＢＷ复合物，包括ＴＴ２－ＴＴ８／ＧＬ３／ＥＧＬ３－ＴＴＧ１（依次对应为 ＭＹＢ－ｂＨＬＨ－ＷＤＲ的基因），以及

４３１



　第２期 陈　衡等：大豆异黄酮生物合成与调控的分子机制研究进展

ＭＹＢ５－ＴＴ８－ＴＴＧ１。ＴＴ２－ＴＴ８－ＴＴＧ１在调控后期生物合成基因中承担重要角色，包括无花色素双加氧

酶、黄烷酮醇还原酶、ＴＴ１２（ＴｒａｎｓｐａｒｅｎｔＴｅｓｔａ１２）、ＴＴ１９（ＴｒａｎｓｐａｒｅｎｔＴｅｓｔａ１９）、ＡＨＡ１０（Ａｕｔｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅＩｓｏｆｏｒｍ１０）等基因；ＴＴ２－ＥＧＬ３／ＧＬ３－ＴＴＧ１主要调控 ＢＡＮ、ＬＯＤＸ、ＴＴ１２、ＡＨＡ１０等基因；

ＭＹＢ５－ＴＴ８－ＴＴＧ１主要参与ＤＦＲ、ＬＯＤＸ的调控。此外，花青素途径也受 ＭＢＷ复合物的调控，如 ＰＡＰ

（Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｐｉｇｍｅｎｔ）１／２／３／４（ＭＹＢ同源基因），ＧＬ３／ＥＧＬ３／ＴＴ８（ｂＨＬＨ同源基因），ＴＴＧ１

（ＷＤＲ同源基因）（图１）［１２１］。

注：图为拟南芥中黄酮类、花青素、原花青素的生物合成途径。其中，前期生物合成基因 （ＥＢＧｓ）受到ＭＹＢ１１、ＭＹＢ１２、ＭＹＢ１１１等３

个转录因子调控；后期生物合成基因 （ＬＢＧｓ）受ＭＢＷ复合物调控。流程图中大写字母表示相应的酶，如ＣＨＳ，ＣＨＩ等；小写字母表示

相应的基因座，如ｔｔ等。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｆｏｒｆｌａｖａｎｏｌｓ，ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓ，ａｎｄＰＡｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＴｈｅｅａｒｌｙｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｓ（ＥＢＧｓ）ａｒｅａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙ３ｆｕｎｃ

ｔｉｏｎａｌｌｙｒｅｄｕｎｄａｎｔＲ２Ｒ３－ＭＹＢｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＭＹＢ１１，ＭＹＢ１２，ａｎｄＭＹＢ１１１），ｗｈｅｒｅａｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｌａｔｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｓ（ＬＢＧｓ）ｒｅ

ｑｕｉｒｅｓｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅＲ２Ｒ３－ＭＹＢ／ｂＨＬＨ／ｗＤ４０（ＭＢＷ）ｃｏｍｐｌｅｘＥｎｚｙｍｅｓａｒｅｄｅｎｏｔｅｄｉｎｕｐｐｅｒｃａｓｅ（ＣＨＳ，ＣＨＩ）

ａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｇｅｎｅｔｉｃｌｏｃｉａｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｉｔａｌｉｃｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ（ｔｔ）

图１　拟南芥中转录因子调控植物苯丙氨酸途径 （修改自Ｌｉ等［１２１］）

Ｆｉｇ１　ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｂｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
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综上所述，参与调控大豆异黄酮合成的转录因子主要有 Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ类、ｂＨＬＨ类以及二者同 ＷＤ４０

的结合体ＭＢＷ复合物。其中，ＭＹＢ类蛋白可以直接调控合成代谢过程，而 ｂＨＬＨ蛋白通常需要和 ＭＹＢ

蛋白结合后发挥作用，ｂＨＬＨ能否单独结合ＤＮＡ仍存在一定争议。虽然有关转录因子的研究已经开展了近

４０年，但该领域仍有许多问题尚未解决。如 ｂＨＬＨ能否单独结合 ＤＮＡ并发挥作用的研究已经开展多年，

但进展依旧缓慢。此外，有关１Ｒ－ＭＹＢ，３Ｒ－ＭＹＢ和４Ｒ－ＭＹＢ的研究也相对较少，前者作为端粒结合

蛋白，起到了稳定染色体结构的重要作用，这一领域的研究无论是在动物、植物还是微生物中的研究都十

分缺乏；而后二者在植物和真菌中较多，在其他生物中鲜有发现，甚至４Ｒ－ＭＹＢ只在拟南芥、杨树等少

数植物中存在，这表明这些蛋白可能承担着部分物种中的特殊功能。此外，关于Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ对异黄酮合

成相关基因的调控也只停留在部分异黄酮合成阶段的早期，其对糖苷类等其他种类异黄酮的调控过程还不

甚了解，这些都将会成为未来的研究热点。

４　展望

大豆异黄酮的研究虽已取得一定进展，但仍有许多重要问题亟待解决。其中有几项，在未来一段时间

内可能会成为热点。

４１　对大豆异黄酮合成机制的进一步解析

大豆异黄酮有１２种，其中苷元类在植物苯丙氨酸途径和类黄酮途径中合成，该过程的解析仍然不够

透彻，许多问题仍有争议，包括苯丙氨酸途径限速酶是否是ＰＡＬ酶，ＩＦＳ酶催化底物的芳香基团重排的机

制等，这些都将是未来人们关注的重点。此外，还有一些含有糖苷配基、丙二酰配基的大豆异黄酮会由前

体迁移至其他部位合成加工，目前的研究中，对这些过程的分子机制了解不够深入。加强这些方面的研

究，可以对大豆异黄酮乃至其他诸多次级代谢产物合成方面的研究都大有裨益。

４２　对相关主效ＱＴＬｓ进行深入挖掘

由于大豆异黄酮合成受环境因素影响很大，这给控制大豆异黄酮合成的相关ＱＴＬｓ的解析带来了很大

的困扰。因此，对ＱＴＬｓ定位方法的改进也是一项重要的研究工作。不仅如此，不同品种的 ＱＴＬｓ定位结

果也存在差异，因此在多个品种当中共同存在的ＱＴＬｓ，以及存在于不同品种中的ＱＴＬｓ进行解析，也是一

项值得研究的工作。

４３　ＱＴＬ位点与基因间的关系

随着测序技术与生物信息学的发展，ＱＴＬ定位工作越来越精细准确，但 ＱＴＬ终究只是一个区间，上

面可能存在着多个基因。因此，寻找 ＱＴＬ位点与对应基因之间的关系，将是未来一项很重要的工作。这

需要更加庞大的计算量，也需要生物信息学的继续发展，同时要结合遗传转化等分子与遗传学手段，当基

因达到一定数目时，需要借助 “正交试验”的思路来设计实验，以便研究者更加高效地进行探究与分析。

４４　高异黄酮大豆品种的分子设计育种

就目前已知的栽培大豆而言，虽然国内已有１０余个高异黄酮大豆品种，但高异黄酮特用大豆的选育

工作仍有很大发展空间。因为部分地方大豆品种具备高异黄酮的品质，但仅适合该地方种植，而在其它重

要的农艺指标中呈现的水平相对较低。因此，我们可以建立高异黄酮分子模块，并以影响大豆品质性状的

遗传改良为切入点，向目标受体亲本中分别导入相应分子模块。在现有大豆种质基础之上，采用分子模块

设计育种与传统育种相结合的方式，将高异黄酮模块精准设计组装到现有的品种中，培育出富含大豆异黄

酮、适应性强且具备高产、抗病、高蛋白等多个优良性状的特色大豆新品种。此外，由于一些基因，如

ＩＦＳ，在其他植物 （如玉米、拟南芥等）中表达时也可生成异黄酮，因此，非豆科植物中的异黄酮分子

（模块）设计育种也是一个非常有前景的领域。
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　第２期 陈　衡等：大豆异黄酮生物合成与调控的分子机制研究进展
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