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苦荞芽和苗中黄酮类化合物含量差异及关键基因表达分析
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［摘要］ 目的：研究新资源食品苦荞芽和苦荞苗中黄酮类化合物儿茶素、表儿茶素、芦丁和槲皮素的含量差异及相关基因

表达情况，揭示苦荞麦种子发芽过程中黄酮类次生代谢产物及相关基因表达的动态变化趋势，为苦荞芽苗菜的品质选择提供

科学依据。方法：运用超高效液相色谱-串联四级杆质谱（UPLC-ESI-QQQ-MS）对苦荞芽和苦荞苗中儿茶素、表儿茶素、芦丁和

槲皮素进行含量检测，并通过实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）技术检测苦荞芽和苗中有关黄酮类化合物合成

相关基因的表达水平。结果：通过多反应 MRM 模式检测发现苦荞芽和苦荞苗中儿茶素、表儿茶素、芦丁、槲皮素的相对含量

及合成路径中相关基因 FtPAL，FtC4H，Ft4CL，FtCHS，FtCHI，FtF3H，FtF3'H，FtFLS，FtDFR，FtLAR，FtANS，FtANR 的表达量均

存在差异，苦荞芽中黄酮类化合物含量和相关基因表达量均高于苦荞苗。结论：苦荞芽中黄酮类次生代谢物的更多积累可能

和苦荞麦种子萌发初始阶段抵御外界环境有关。从应用角度来看，苦荞芽中的黄酮类化合物含量高于苦荞苗，具有更高的营

养价值。
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［Abstract］ Objective：To reveal the dynamic changes of flavonoids secondary metabolites and relevant

genes expressions in the process of germination of tartary buckwheat seeds by investigating the content of

catechins，epicatechins，rutin，and quercetin，and the expressions of their relevant genes in tartary buckwheat

sprouts and seedlings，in order to provide scientific basis for the selection of high-quality，high-nutrition tartary

buckwheat sprouts. Method：Contents of catechin，epicatechin，rutin，and quercetin in tartary buckwheat sprouts

and seedlings were detected by UPLC-ESI-QQQ-MS，and the expression levels of genes relating to flavonoids

synthesis in tartary buckwheat sprouts and seedlings were detected by real-time quantitative PCR. Result：There

were differences between tartary buckwheat sprouts and seedlings in the relative contents of catechin，

epicatechin，rutin and quercetin，as well as the expressions of relevant genes in the synthesis pathway，including

FtPAL，FtC4H，Ft4CL，FtCHS，FtCHI，FtF3H，FtF3'H，FtFLS，FtDFR，FtLAR，FtANS，FtANR. The contents of

flavonoids and the expressions of relevant genes in tartary buckwheat sprouts were higher than those in tartary

buckwheat seedlings. Conclusion：The higher accumulation of secondary metabolites and flavonoids in tartary

buckwheat sprouts may be related to tartary buckwheat seeds' resistance to the external environment in the initial

growth stage of germination. From the perspective of application，there are more flavonoids in tartary buckwheat

sprouts than in tartary buckwheat seedlings，indicating that tartary buckwheat sprouts have a higher nutritional

value.

［Key words］ tartary buckwheat sprout； tartary buckwheat seedling； flavonoids； gene expression；

germination；dynamic change

苦荞麦又称鞑靼荞麦，是双子叶石竹目蓼科荞

麦属一年生草本植物，主要分布在我国西南山区以

及部分高寒偏冷地区，是一种重要的药食同源植

物［1］。苦荞麦种子中含有丰富的次级代谢产物，黄

酮类、酚类、萜类、有机酸类等是其主要成分。黄酮

类成分主要包括黄酮醇、黄烷醇、查尔酮、黄烷酮、

原花青素和花青素等。药理学研究显示苦荞麦种

子中的原花青素、芦丁、槲皮素等黄酮类化合物具

有 消 炎 抗 菌 、抗 氧 化 、降 血 糖 、抗 肿 瘤 等 药 理

作用［2-4］。

近年来随着苦荞麦苗被列为新资源食品，市场

上出现了以苦荞芽和苦荞苗为代表的新型芽苗类

蔬菜，同时苦荞麦苗在医药、化妆品、保健品、食品

等方面也具有广阔的应用前景［5-7］，因此有关对苦荞

芽和苗的研究越来越受到重视。研究表明苦荞麦

种子萌发后可有效克服芦丁的降解，降低胰蛋白酶

抑制剂活性，显著提高了苦荞麦种子中活性营养物

质的含量［8］。当前针对苦荞种子萌发过程中苦荞芽

和苦荞苗的研究多集中在改变外界环境等层面，结

果表明改变苦荞生长环境可提高苦荞芽苗中黄酮

类化合物的合成量，如李海平等［9］研究发现 UV-C 照

射可提高苦荞芽总黄酮量；雒晓鹏等［10-11］发现 LED

蓝光、红光以及喷施茉莉酸甲酯都可提高苦荞芽苗

中总黄酮含量。但是这些研究仅关注了总黄酮含

量或者芦丁含量，基因表达层面也只涉及到部分

黄酮代谢的上游基因，因此，从代谢水平和基因水

平分析苦荞芽和苦荞苗中主要黄酮类化合物含量

差异情况及合成路径相关酶基因的表达情况显得

尤为重要。

苯丙烷代谢途径中关于黄酮类化合物的合成

除 了 与 苯 丙 氨 酸 解 氨 酶（PAL），查 尔 酮 异 构 酶

（CHI），查尔酮合成酶（CHS）等酶有关外，还与花青

素还原酶（ANR），无色花青素还原酶（LAR），黄酮

醇合成酶（FLS）等酶有关［12-14］。黄烷醇化合物（+）
儿茶素和（-）表儿茶素作为原花青素合成的直接前

体受到基因 LAR 和 ANR 的控制，LAR 可将无色花色

素催化成儿茶素，ANR 利用 NADPH 将花色素催化

成表儿茶素［15］，见图 1。同时二氢槲皮素在 FLS 的

催化下产生槲皮素，槲皮素在糖基转移酶（UFGT）
的催化下生成芦丁。已有研究表明在改变光源和

培养基成分条件下，LAR 表达量与儿茶素含量呈显

著正相关；山葡萄花后 2 周至成熟阶段 ANR 表达量

同表儿茶素的相对含量也呈正相关关系［16-17］。

本研究以苦荞芽和苦荞苗为研究对象，采用超

高效液相色谱电喷雾四级杆飞行时间串联质谱

（UPLC-ESI-QQQ-MS）分别对苦荞芽和苦荞苗中儿

茶素、表儿茶素、芦丁和槲皮素的含量进行测定，并

通 过 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（Real-time

PCR）检测苦荞芽和苦荞苗中相关基因的表达情况，

旨 在 揭 示 苦 荞 芽 和 苦 荞 苗 中 黄 酮 类 化 合 物 合
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成过程中转录水平和代谢水平上的差异，为高品

质、高营养的苦荞芽苗菜的选择提供一定的理论

依据。

1 材料

EASYspin Plus 型植物 RNA 快速提取试剂盒

（北 京 爱 博 森 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 RA38）；
TransStart Top Green qPCR SuperMix，EasyScript

One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis

SuperMix 试剂盒（北京全式金生物技术有限公司，

批号分别为 N10627，L21108）；对照品儿茶素、表儿

茶素、芦丁、槲皮素（上海源叶生物科技有限公司，

批 号 分 别 为 Z8J7B8461， C20N6Q5882，

Y06J8S37439，C20J6Y1722，纯度均≥98%）；甲醇、乙

腈、乙酸、乙酸铵［色谱纯，赛默飞世尔科技（中国）
有 限 公 司 ］ ；BioTek® EpochTM Mi-croplate

Spectrophotometer 超微量微孔板分光光度计（美国

伯腾仪器有限公司）；Rotor-Gene Q 实时荧光定量

（Reat-time）PCR 仪（德国 QIAGEN 公司）；安捷伦

1290 系列超高效液相色谱仪，6400 型三重四级杆质

谱仪［安捷伦科技（中国）有限公司］；BS210S 型 1/1

万电子分析天平（德国赛多利斯公司）；舒美 KQ-

500DE 型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限

公司，功率 100 W，频率 40 kHz）。
苦荞麦种子由贵州师范大学石桃雄老师提供，

经贵州师范大学陈庆富教授鉴定为蓼科植物苦荞

麦 Fagopyrum tataricum 的种子（种子形态为黑短

状，产自贵州咸宁，名称为黑苦 1 号，Gaertn TB115）。
挑选颗粒饱满、无破损、无霉变的苦荞麦种子在

25 ℃，光周期 14 L：10 D 的植物间培养，分别采收苦

荞芽（播种大约 3 d 后子叶未张开呈浅黄色，下胚轴

长 3~5 cm）和苦荞苗（大约 8 d 后子叶展平为绿色，

下胚轴长 10~15 cm）置液氮中速冻，-80 ℃冰箱储

藏备用，见图 2。

2 方法

2. 1 RNA 的提取，cDNA 的制备 按照北京爱博

森生物科技有限公司 EASYspin Plus植物 RNA 快速

提取试剂盒方法分别提取苦荞芽和苦荞苗总 RNA，

液氮充分研磨后取样品 50~100 mg 转入装有 RLT

500 μL 和 PLANTaid 50 μL 的离心管中，充分震荡

离心，将裂解物上清液转到离心管，并加入 0. 5 倍体

积的无水乙醇；混合液加入到基因组消除柱中，离

心（13 000 r·min-1，2 min）去掉废液；基因组消除柱

中加入 RLT Plus 500 μL，离心收集废液并加入 0. 5

倍体积的无水乙醇，将混合物加入到吸附柱 RA 中

离心去掉废液；分别加入 RW 1 700 μL 离心去掉废

液，加入 RW 500 μL 离心去掉废液并重复 1 次，将吸

附柱 RA 放入 RNase free 离心管中加入 70~90 ℃

RNase free water 30 μL 离心即可获得 RNA 产物，对

提取的 RNA 分别进行浓度和纯度检测。结果显示

A260/280 在 2. 0 左右，说明 RNA 的浓度和纯度在正常

PAL. 苯丙氨酸解氨酶；C4H. 肉桂酸 -4-羟化酶；4CL.4-香豆酸：辅酶

A 连接酶；CHS. 查尔酮合成酶；CHI. 查尔酮异构酶；F3H. 黄烷酮 -3-

羟化酶；F3'H.类黄酮-3'-羟化酶；FLS.黄酮醇合成酶；DFR.二氢黄酮

醇 -4-还原酶；LAR. 无色花青素还原酶；ANS. 花色素合成酶；ANR.

花青素还原酶；UFGT.糖基转移酶

图 1 黄酮类化合物代谢途径

Fig. 1 Metabolic pathway of flavonoids

A.苦荞芽；B.苦荞苗

图 2 苦荞芽和苦荞苗的形态特征

Fig. 2 Morphological characteristics of tartary buckwheat

sprouts and seedlings

··176



第 26 卷第 13 期
2020 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 26，No. 13

Jul. ，2020

范围内，没有明显的 DNA 和蛋白污染，同时琼脂糖

凝胶电泳检验结果也显示了 RNA 的完整性。利用

EasyScript One-Step gDNA Removal and cDNA

Synthesis SuperMix 试剂盒方法将 RNA 反转录成

cDNA 并检测其浓度，制备出的 cDNA 稀释 10 倍，保

存在-20 ℃冰箱中备用。

2. 2 对照品、供试品溶液的制备 分别精密称取

对照品儿茶素、表儿茶素、芦丁、槲皮素，按照约每

1 mg 加入甲醇 1 mL 的浓度进行制备，充分溶解后

将 4 种 对 照 品 溶 液 混 合 并 稀 释 成 质 量 浓 度 为

100 μg·L-1 的对照溶液备用；取苦荞芽和苦荞苗样

品各 3 份，每份 1 g，液氮充分研磨后加入 70% 甲醇

5 mL，4 ℃冷藏 2 h，超声提取 30 min，12 000 r·min-1

离心 10 min，0. 22 μm 微孔滤膜过滤备用。

2. 3 色 谱 条 件 安 捷 伦 Eclipse Plus C18 色 谱 柱

（2. 1 mm×100 mm，1. 8 μm）。 流 动 相 5% 乙 酸 +

5 mmol·L-1乙酸铵（A）-乙腈（B），梯度洗脱（0~2 min，

5%B；2~2. 5 min，5%~18. 5%B；2. 5~10. 5 min，

18. 5%~41%B； 10. 5~11 min， 41%~59%B； 11~

12 min，59%~100%B；12~15 min，100%B）；流 速

0. 3 mL·min-1；全波长 DAD 扫描；柱温 35 ℃；进样

量 3 μL。

2. 4 质谱条件 采用电喷雾离子源（ESI），检测方

式多反应监测（MRM），干燥气氮气（N2），干燥气温

度 300 ℃ ，干 燥 气 流 速 5 L·min-1，雾 化 器 压 力

310. 275 kPa，鞘 气 温 度 250 ℃ ，鞘 气 流 速

11 L·min-1，毛细管电压 3 500 V；儿茶素、表儿茶素、

芦丁采用正离子模式检测，槲皮素采用负离子模式

检测，对照品质谱条件见表 1。

表 1 对照品质谱参数

Table 1 Mass spectrum parameters

对照品

儿茶素

表儿茶素

芦丁

槲皮素

定量离子对

291/139

291/139

611/303.1

301/151.1

能量/V

10

10

25

30

注：电压均为 120 V。

2. 5 Real-time PCR 引 物 设 计 及 基 因 表 达 分 析

实验以苦荞组蛋白 FtH3 基因为内参基因［18］，选择

苦荞黄酮类化合物合成相关基因 FtPAL，FtC4H，

Ft4CL，FtCHS，FtCHI，FtF3H，FtF3'H，FtFLS，

FtDFR，FtLAR，FtANS，FtANR 作为本实验黄酮代谢

途径基因表达情况的研究对象［19］。引物送至生工

生物工程（北京）股份有限公司合成，引物信息

见表 2。

反应按照 Real-time PCR 试剂盒说明进行，反应

体 系 20 μL，包 括 2×TransStart Green qPCR

SuperMix UDG 10 μL，cDNA 1 μL，Primer F 和

Primer R 各 0. 4 μL；Nuclease-free Water 8. 2 μL。

反应条件：50 ℃ 2 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 15 s，72 ℃

15 s，40 个循环。PCR 反应后温度从 50 ℃上升到

95 ℃绘制溶解曲线以检测扩增产物的正确性，每个

样品进行技术重复 3 次，利用 2-ΔΔCt法计算基因的相

对表达量。

3 结果

3. 1 苦荞芽和苦荞苗中黄酮类化合物峰面积差

异 对儿茶素、表儿茶素、芦丁和槲皮素对照品及

苦荞芽和苦荞苗进行多反应监测（MRM）模式检测，

结果显示儿茶素、表儿茶素、芦丁和槲皮素保留时

间分别为 4. 087，4. 382，4. 974，8. 308 min，苦荞芽苗

中 4 种黄酮类化合物的 MRM 模式质谱见图 3，每个

样品重复 3 次进行检测，重复性良好。

利用 MRM 模式检测样品中各黄酮类化合物峰

面积，结果显示苦荞芽和苦荞苗作为 2 种形态，苦荞

芽中儿茶素、表儿茶素、芦丁和槲皮素含量均高于

苦荞苗，测定结果见表 3。

3. 2 苦荞芽和苦荞苗相关基因表达分析 本实验

通过研究黄酮类化合物合成的基因表达量，探究苦

荞芽和苦荞苗中相关基因的差异情况。采用 Real-

time PCR 检测各基因表达情况，结果苦荞苗中基因

FtPAL，FtC4H，Ft4CL，FtCHS，FtCHI，FtF3H，

FtF3'H，FtFLS，FtDFR，FtLAR，FtANS，FtANR 表 达

量均未 1，苦荞芽中对应基因表达量分别为 3.234，

2.627，1.757，13.056，2.796，5.075，2.468，3.655，

3.298，1.243，8.614，3.074，苦荞芽均高于苦荞苗。

1.槲皮素；2.儿茶素；3.表儿茶素；4.芦丁

图 3 苦荞芽和苦荞苗中 4种黄酮类成分的离子色谱

Fig. 3 Ion chromatograms of four types of flavonoids in tartary

buckwheat sprouts and seedlings
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FtCHS 和 FtCHI 作为儿茶素、表儿茶素、芦丁、

槲皮素合成的上游基因，在苦荞苗中基因表达量均

低于苦荞芽，其中 FtCHS 相对表达量降低了约 12

倍。而 FtFLS 作为槲皮素、芦丁合成的直接上游基

因，与苦荞芽相比，其在苦荞苗中基因相对表达量

呈下降趋势。针对原花青素合成的前体物质即儿

茶素和表儿茶素相关基因 FtLAR，FtANS 和 FtANR

的表达情况，本研究发现苦荞芽与苦荞苗相比，

FtLAR 的表达量略高于苦荞苗，而 FtANS，FtANR 的

表达量则大约分别提升了约 8 倍和 4 倍。

4 讨论

苦荞种子萌发成芽后，其体内黄酮、黄酮醇、花

青素、类胡萝卜素等生物活性物质含量得到极大提

升，其中芦丁含量比苦荞种子中提高了 4~6 倍［20-22］。

同时苦荞麦种子萌发后的不同生长阶段也体现出

了代谢品质上的区别，例如在适宜温度下，苦荞芽

中总黄酮含量在前 6 d 呈上升趋势，之后则开始下

降［23］；石磊等［24］发现苦荞种子在萌发中芦丁含量整

体呈先上升后下降再上升趋势；胡俊君等［25］研究苦

荞发芽期不同阶段不同部位活性成分变化情况后

发现苦荞全粉中芦丁含量呈先上升后下降趋势。

本实验经过对苦荞芽和苦荞苗中儿茶素、表儿茶

素、槲皮素、芦丁相对定量后发现，苦荞芽中的儿茶

素、表儿茶素、槲皮素、芦丁含量高于苦荞苗，变化

趋势与前人的研究结果相类似。同时从基因水平

上对黄酮类化合物合成路径中相关基因进行实时

表 2 Real-time PCR引物序列

Table 2 Primers for Real-time PCR

基因

PAL

C4H

4CL

CHS

CHI

F3H

F3'H

FLS

DFR

LAR

ANS

ANR

中文名称

苯丙氨酸解氨酶

肉桂酸-4-羟化酶

4-香豆酸:辅酶 A 连接酶

查尔酮合成酶

查尔酮异构酶

黄烷酮-3-羟化酶

类黄酮-3'-羟化酶

黄酮醇合成酶

二氢黄酮醇-4-还原酶

无色花青素还原酶

花色素合成酶

花青素还原酶

基因 ID

FtPinG0005713400

FtPinG0001575100

FtPinG0005072700

FtPinG0008806400

FtPinG0002790600

FtPinG0008251700

FtPinG0002353900

FtPinG0006907100

FtPinG0002371500

FtPinG0002428800

FtPinG0006306200

FtPinG0007896600

引物

PAL-QF

PAL-QR

C4H-QF

C4H-QR

4CL-QF

4CL-QR

CHS-QF

CHS-QR

CHI-QF

CHI-QR

F3H-QF

F3H-QR

F3'H-QF

F3'H-QR

FLS-QF

FLS-QR

DFR-QF

DFR-QR

LAR-QF

LAR-QR

ANS-QF

ANS-QR

ANR-QF

ANR-QR

引物序列（5'-3'）

ACAAGGCGTTACATGGAGGA

CCAAGCTAGGGTTTCTCCCA

GTCCTGGTATCATCCTCGCA

GCGGTGGGCTTCATAACAAT

GCAACCATAGACGCTCAAGG

TGCATCGGCTATGGATGGAT

AAGGAGGAGAAGCTCAAGGC

AAGACACCCCAATCCAAACC

TACTTTGAGGAATCCGCTGTGA

AGGGCTTCAACATGGTGATCTG

AACAGCAGCCGTTTGTCAAT

TGCTCCTTAGCCAGCTTCTT

GACCCACGATGCTAACTTCT

AAATCCCTACCTCCTCCTCA

TCGATCAAGAAGGCGAGTGA

TTCTCCTCGATCGGAAGCTC

TAAGATGACTGGCTGGATGT

GAGTTGGGATAATGCTAATG

GGTTACGCCACCTATCGACC

GCTGCTGCTAGCAAATCGAC

GGAAGTAGGAGGGATAGAGGA

TGGAGAATGAAGGTCAAGGCA

CTTGGGGCTATCCTGCATCC

GTGGCGAGTCCAATACTGCT

表 3 苦荞芽和苦荞苗中儿茶素、表儿茶素、芦丁、槲皮素的峰面积

Table 3 Peak area of catechins，epicatechins，rutin and quercetin

in tartary buckwheat sprouts and seedlings

形态

苦荞芽

苦荞苗

儿茶素

3 408

681

表儿茶素

318 880

155 969

芦丁

7 506 763

6 058 573

槲皮素

1 642 231

292 779
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定量基因检测后发现黄酮代谢途径相关基因的表

达量在芽中高于苗中的表达，这与代谢结果变化趋

势相一致。

苦荞芽菜作为一种新型功能型健康蔬菜，因其

具有独特的口感及丰富的生物活性，受到日本、韩

国等东南亚国家的欢迎［26］，同时苦荞芽菜具有降血

糖、降血脂等功能，也可开发成糖尿病和心血管疾

病患者的食疗蔬菜。

苦荞芽和苦荞苗在形态上差异明显。当前，苦

荞芽菜的开发加工与综合利用在原料选择上大都

为生长较成熟的苦荞苗。吴昆明［27］选取避光催芽

2 d 后光照培养 10 d 的苦荞苗作为原料制备苦荞芽

粉；李俊等［28］选择生长 8~10 d 的苦荞苗来制备苦荞

芽茶饮。苦荞芽菜食用部位为子叶和胚轴，因此本

研究以 2 种不同发育阶段的苦荞芽和苦荞苗整株为

材料，从代谢水平和基因表达上发现苦荞芽体内黄

酮类化合物含量和基因表达量均高于苦荞苗，为今

后苦荞芽菜产品原料的选择提供了借鉴，也为选育

高营养的苦荞芽菜产品提供理论基础。同时，这一

现象可能与苦荞萌发初始阶段抵御外界环境有关，

但具体的作用机制尚需进一步探究。

该研究是在本实验室对 40 种不同品种的苦荞

芽和苦荞苗组学研究基础上进行的，种子颜色上分

为黑色（n=20），黄褐色（n=20）；按照形状分为长（n=

20），短（n=20），产地包括云南、贵州、湖南、四川等

地，所有品种苦荞芽和苦荞苗种子均由贵州师范大

学石桃雄老师提供。分别对苦荞芽和苦荞苗样品

进行 MRM 模式检测，通过对实验数据进行 OPLS-

DA 分析发现不同品种苦荞苗和苦荞芽在种子颜色

和种子形状上均可筛选出差异化合物，而苦荞芽和

苦荞苗相比，苦荞芽中大多数差异化合物峰面积均

高于苦荞苗，例如儿茶素、表儿茶素、芦丁、槲皮素、

柚皮素、山柰酚等，因此本实验在此基础上选取了

TB115（种子形态为黑短状，产自贵州咸宁，名称为

黑苦 1 号）作为实验材料，通过对样品化合物峰面积

测定和相关基因 Real-time PCR 检测验证了苦荞芽

中 4 种黄酮类化合物峰面积和相关基因表达量均高

于苦荞苗，为后期苦荞芽和苦荞苗转录组、相关分

子实验以及优良品种选育奠定了基础。
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