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不同发育阶段红枫叶片呈色机制

冯英辉,俞金礼,刘金文
(温州大学 生命与环境科学学院,浙江 温州325035)

摘要:为了探究红枫叶色变化的生理和分子机制,以不同发育阶段叶色差异显著的3种叶片为材料,利用生物

化学和转录组学方法对叶色变化相关的生理指标和差异基因进行检测和分析。结果表明,不同发育阶段红

枫叶片由红色发育为绿色过程中,叶片中的叶绿素含量、叶绿素合成前体 ALA与PBG含量和类胡萝卜素含

量呈上升趋势,而花色素苷含量、总酚和类黄酮含量显著下降;转录组数据显示不同发育阶段的红枫叶片存

在6931个差异表达基因,花青素和类黄酮生物合成途径关键酶的编码基因CHS、ANS、CHI、HHT、F3'H、

FLS、ART 在红色叶片中上调表达,两个 MYB转录因子基因(MYB2 和 MYB113)和两个蛋白激酶基因

(TMK1 和RUL1)在红色叶片中上调表达。本研究初步阐明了不同发育阶段红枫叶色差异的生理特征,鉴定

了花青素合成途径相关的结构基因和调控基因,为进一步研究红枫叶色变化的分子机制提供了丰富的遗传

信息。
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  红枫(Acerpalmatum ‘Atropurpureum’)是
槭树科槭属鸡爪槭的一个品种,是一种重要的园

林绿化树种,具有丰富多彩的叶色和较高的观赏

价值,国内主要分布在东北、西北和华南等地区。
红枫叶片在不同发育阶段呈现红色、紫色和绿色

等多彩的叶色变化,因其具有抗逆性、适应性和较高

的观赏价值,被广泛用作园林绿化彩叶树种[1]。
叶色是观赏植物最重要的特征之一,植物的

叶色多态性是由多种色素含量的不同组合决定

的,如叶绿素、类胡萝卜素和花青素等协同决定植

物组织颜色[2]。已有研究人员对叶片的色素种

类、色素含量和比例、色素关键酶活性等生理指标

进行了测定和分析,证明了彩叶植物的叶色变化

与这些指标密切相关[3-6]。近年来,高通量基因组

测序技术已被广泛用于研究各种植物叶片颜色变

化的分子机制[7-8]。花青素在植物叶片着色中起

到关键作用,花青素生物合成途径是苯丙烷类生

物合成的重要途径之一。已有研究证实,苯丙烷

类生 物 合 成 的 许 多 结 构 基 因 如 CHS、ANS、
ANR、F3'H、CHI、F3H 等和一些调控基因如MYB、
bHLH 和WD40 等协同调控植物的叶色多彩表

型[9]。目前,已有一些槭树科的植物叶色变化的

生理机制和决定叶色变化的基因被报道[10-13]。
但槭树属红枫等彩叶植物叶色变化的生理特征和

控制花青素生物合成的关键基因尚不清楚。因

此,本研究以不同发育阶段的红枫叶片为研究对

象,分析不同颜色叶片的叶绿素、类胡萝卜素、花
色素苷、总酚、类黄酮含量、色素合成前体胆色素

原(PBG)和5-氨基酮戊氨酸(ALA)含量,同时利

用转录组学(RNA-seq)技术鉴定不同颜色叶片参

与调控叶色变化的差异表达基因(DEG),以期初

步理解不同发育阶段红枫叶色变化的生理机制和

筛选调控叶色变化的关键基因,以期为红枫等彩

叶植物的基因工程育种奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验地概况

试验用红枫取自浙江省温州市瓯海区茶山高

教园区温州大学校园内(27°55'26″N,120°41'30″E)。

1.2 材料

供试材料取自2022年4月8日发育初期红

色叶片(Ap-R)、6月10日发育中期红绿混色叶

片(Ap-M)和8月18日成熟期绿色叶片(Ap-G),
3个时期叶片取样3次重复,液氮速冻后保存于

-80℃冰箱备用。

1.3 方法

1.3.1 叶绿素和类胡萝卜素含量提取测定 称

取0.025g叶片,剪碎后利用无水乙醇和80%丙
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酮1∶1混合液溶解提取,放置于30℃恒温箱中震

摇至叶片无色,离心取上清待测。利用分光光度

计测定440,645和663nm吸光度(D)。每个处

理3次重复。计算叶绿素和类胡萝卜素含量,公
式参考陈继卫等[4]的方法。
1.3.2 PBG 和 ALA 含 量 测 定 根据试剂盒

(ZK-7843和ZK-7842,上海臻科)使用说明操作,
称取0.1g叶片,在900μL的1×PBS溶液中冰

上研磨匀浆,4℃下3000g离心20min,取上清

待测。加样反应,测定450nm的吸光度(D),标
准曲线计算分析PBG和ALA含量。每个处理3次

重复。
1.3.3 花色素苷、总酚与类黄酮含量测定 称取

0.025g叶片,加入5mL0.1%的0.1mol·L-1盐酸,
32℃摇床震荡提取,12000r·min-1,离心10min,取
上清测530,320和280nm的吸光度,利用公式计

算花色素苷、总酚和类黄酮含量。每个处理3次

重复。计算花色素苷、类黄酮和总酚含量,公式参

考罗安才等[10]的方法。
1.3.4 转录组学检测及差异基因的定量分析 提

取叶片组织总RNA,反转录后利用IlluminaHiscqTM

4000进行测序。以漾濞槭(Aceryangbiense)为参

考转录组[14],使用FPKM 法计算基因的表达量。
采用DESeq2进行差异基因分析,筛选阈值为

padj<0.05且|log2FoldChange|>1的差异基因

(DEG)进行分析。差异基因的半定量和荧光定

量分析采用Liu等[15]方法。试验结果统计采用

相对定量方法,用2-ΔΔCt方法对qPCR的结果进

行分析。
1.3.5 统计分析 采用SPSS20软件统计分析,
数据以平均值±标准偏差(Mean±SD)表示,P<
0.05为差异显著。

2 结果与分析

2.1 不同发育阶段红枫叶色表型和光合色素含

量变化

  红枫在不同发育阶段叶片呈现不同颜色,发
育初期的叶片(Ap-R)为红色、发育中期的(Ap-M)叶
片为红绿混合色、成熟期的叶片(Ap-G)为绿色

(图1A)。分析3种叶片的叶绿素和类胡萝卜素

含量变化,发现在红枫叶色由红转绿过程中,总叶

绿素、叶绿素a、叶绿素b和类胡萝卜素含量呈现

逐渐显著上升的趋势,绿色叶片的总叶绿素含量

和类胡萝卜素含量分别是红色叶片含量的4.1倍

和3.3倍,符合表型变化特征(图1B、C)。

A.不同发育阶段红枫叶色;Ap-R.发育初期的红色叶片;Ap-M.发育中期混色叶片;

Ap-G.成熟期绿色叶片;B.不同发育阶段叶绿素含量;C.不同发育阶段类胡萝卜素含量。

图1 不同发育阶段红枫叶片叶色与光合色素含量变化

注:图中不同小写字母表示处理间在P<0.05水平差异显著。下同。
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2.2 不同发育阶段红枫叶片花色素苷、总酚以及

类黄酮含量变化

  由图2可知,不同发育阶段红枫3种叶片花

色素苷、总酚和类黄酮含量均在红色叶片(Ap-R)
中含量最高,分别为1.928mg·g-1、7.784mg·g-1和
9.768mg·g-1,在绿色叶片(Ap-G)中含量最低,分
别为0.192mg·g-1、1.844mg·g-1和3.976mg·g-1,
且红色显著高于绿色。

图2 不同发育阶段红枫叶片花色素苷(A)、
总酚(B)和类黄酮(C)含量变化

2.3 不同发育阶段红枫叶片色素合成前体含量

变化

  由图3A 可知,3种叶片中色素合成前体

ALA的含量在红枫叶色由红转绿过程中,呈现

上升趋势,红色叶片(Ap-R)中的含量最低,为
0.806μg·g-1,绿色叶片(Ap-G)中含量最高,达
到了0.951μg·g-1,且两者差异显著。

内源PBG含量也随叶片由红转绿呈现逐渐

上升的趋势,红色叶片中的含量为1.319μg·g-1,绿
色叶片中含量达到了1.866μg·g-1,两者差异显

著(图3B)。

图3 不同发育阶段红枫叶片ALA(A)
和PBG(B)含量变化

2.4 不同发育阶段红枫叶片花青素生物合成途

径结构基因的差异表达分析

  为了从全基因组水平研究不同发育阶段红枫

叶片叶色变化的分子基础,采用 RNA-Seq技术

分析了三类叶片的基因组,共获得59.21Gb数

据,采用DESeq2进行差异表达基因(DEG)分析

发现Ap-R与Ap-G存在5804个差异基因,Ap-R
与Ap-M存在6350个差异基因,3种颜色叶片共

存在6931个差异基因。为了进一步发掘和鉴定

影响红枫叶色变化的关键基因,从转录组差异表

达基因筛选出代表性的花青素生物合成途径基因

和类黄酮合成相关的关键基因(表1):查尔酮合

成酶(CHS)、查尔酮异构酶(CHI)、类黄酮3'-羟
化酶(F3'H)、花青素合成酶(ANS)、黄烷酮3-羟
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化酶(FLS)、花青素鼠李糖基转移酶(ART)和
ω-羟基酸-羟基肉桂酰转移酶(HHT)进行了半定

量和荧光定量PCR分析,结果如图4所示,不同

发育阶段红枫叶片叶色变化过程中,红枫发育初

期红色叶片(Ap-R)中的这些与花青素/类黄酮合

成相关的关键基因表达量显著高于成熟期的绿色

叶片(Ap-G),半定量结果(图4A)和荧光定量结

果(图4B)均与转录组结果一致。

表1 不同发育阶段红枫叶片花青素和类黄酮合成途径基因

基因名称 蛋白数据库ID
Log2FC值

(Ap-R/Ap-G)
表达趋势 基因名称 蛋白数据库ID

Log2FC值

(Ap-R/Ap-G)
表达趋势

CHS P48386 -3.021101529 上调 HHT Q94CD1 -3.472454738 上调

FLS Q9ZWQ9 -8.823362865 上调 CHI Q45QI7 -2.054781309 上调

CHS2 Q9FSB9 -4.018291435 上调 ART Q43716 -10.52621955 上调

ANS P51091 -4.532967893 上调 CHI3 Q8VZW3 -3.512740829 上调

F3'H Q9SD85 -3.580417903 上调

图4 不同发育阶段红枫叶片花青素和类黄酮关键基因的表达变化

2.5 不同发育阶段红枫叶片叶色变化调控基因

的表达分析

  不同发育阶段红枫叶片的转录组分析发现了

两个 MYB转录因子,MYB2、MYB113 在红枫发

育初期红色叶片高表达。另外,不同发育阶段红

枫叶片的转录组也鉴定到了两个蛋白激酶基因,
植物类受体蛋白激酶基因(TMK1)和富含亮氨酸

重复序列的类受体激酶基因(RUL1),在红枫发

育初期红色叶片有较高表达。采用半定量和荧光

定量方法分析这4个调控基因在不同发育阶段红

枫叶片的表达情况,结果如图5所示,4个基因的

表达情况与转录组分析的结果一致,均在发育初

期红色叶片高表达,表明鉴定到的两个 MYB转录

因子和两个激酶可能参与红枫叶色变化的调控。

图5 不同发育阶段红枫叶片叶色调控基因的表达变化
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3 讨论

3.1 不同发育阶段红枫叶色变化的生理特征

叶色是园林植物育种的重要性状,是遗传和

环境共同作用的结果[16]。植物叶片中的色素含

量、组分及分布的变化是叶色差异的重要原因,叶
绿素、类胡萝卜素以及花青素这三大植物色素共

同作用使得植物叶片呈现出多种色彩[5]。叶绿素

是植物和藻类进行光合作用的重要物质,也是植

物绿色表型的主要决定因素[17]。一般情况下,彩
叶植物叶片的叶绿素含量往往低于绿色叶片。如

金陵黄枫黄色叶片的叶绿素含量远低于鸡爪

槭[18];细叶鸡爪槭的叶绿素总含量在不同月份的

总是高于紫红叶鸡爪槭[10];黄绿叶、浅绿叶、深绿

叶和紫绿叶胡萝卜突变体的总叶绿素含量极显著

高于黄叶和紫叶胡萝卜突变体[19]。本研究结果

表明,不同发育阶段的红枫随着叶色逐渐变绿,叶绿

素含量亦逐渐升高,达到显著差异水平(P<0.05)。
已知植物内源性 ALA和PBG是叶绿素合成的

前体和中间体[10],在15种酶的作用下经过多个

催化途径形成叶绿素,途径中的前体物质和中间

物含量的变化会影响叶绿素的积累[16]。本研究

测定了不同发育阶段红枫叶片叶绿素合成前体物

质ALA和中间体PBG,发现两者的含量与红枫

叶片叶绿素的含量呈正相关,ALA和PBG含量

越高,叶片越绿,这与前人的结果一致[10]。植物

中的类胡萝卜素决定黄色到红色的变化,花青素

决定红色到紫色的变化,两者与叶绿素协同调节

植物组织的颜色[20]。如银杏黄叶突变体的类胡

萝卜素含量高于绿色叶片[21];金陵丹枫红色叶片

的类胡萝卜素含量高于金陵黄枫[11];紫薯的块根

积累的花青素含量大于红薯块根[22];紫叶胡萝卜

突变体的花色素苷含量显著高于野生型绿色胡萝

卜叶片[19]。本研究结果也显示,红枫发育初期的

红色嫩叶的类胡萝卜素和花色素苷含量均显著高

于成熟期的绿色叶片,与前人研究结果相同。
已有研究报道,胡萝卜和银杏存在的酚类物

质、类黄酮和花色素苷等植物次生代谢产物,这些

物质与叶色发育相关[19,23]。另外,花色素苷可以

在多酚氧化酶的作用下降解成酚类物质,总酚、类
黄酮的含量对叶色的影响与花色素苷含量对叶色

的影响具有一致性[24]。本研究结果表明,在不同

发育阶段红枫的叶色变化过程中,类黄酮和总酚

的含量与花青素的含量具有正相关性,均在红枫

发育初期红色叶片中含量最高。

3.2 不同发育阶段红枫叶色变化的分子特征

转录组测序技术已被用于研究植物叶色的形

成[9]、蔬菜与花的颜色变化[25-26]和果实的发育[27]

等代谢和发育过程。最近,槭属植物漾濞槭的基

因组解析,为分子水平研究槭属的其他物种奠定

了坚实的遗传学信息基础[14]。花青素/类黄酮是

决定植物器官颜色的最重要的植物色素之一,植
物花青素含量被证明与花青素生物合成途径中编

码结构酶的关键基因的差异表达有关[7-9]。已有

研究证实,植物体内广泛存在的一些转录因子如

MYB、bHLH 和 WD40等调控叶色的变化[28]。
如花青素生物合成中的一些关键结构基因如

PAL、CHS、CHI、F3'H、DFR、ANS、FLS 和

UFGT 已经在茶树、枣和瓜叶菊等植物中被鉴

定[29-31]。CHS负责催化4-香豆酰辅酶A产生柚

配基查尔酮,之后在CHI的作用下产生黄烷酮,
在FLS催化下形成黄酮醇[19]。F3'H 催化二氢

山奈酚生成二氢槲皮素,然后在ANS 催化下生

成有色花青素[32]。本研究的转录组分析鉴定了

不同发育阶段3种颜色差异的红枫叶片共存在

6931个差异基因,RNA-Seq数据发现花青素生

物合成途径的两个CHS、两个CHI以及F3'H、
ANS和FLS 共7个基因在红色叶片中上调表

达,荧光定量PCR结果也揭示了同样的表达趋

势,这与牡丹(Paeoniaqiui)花色变化的研究结果

一致[33]。已有研究显示花青素生物合成途径中

产物的糖基化修饰可以增强花青素的稳定性和水

溶性[34]。本研究的转录组分析鉴定到了一个花

青素鼠李糖基转移酶(ART)在红色叶片高表达,
表明糖基化修饰可能参与不同发育阶段红枫叶片

的颜色变化。另外,有研究显示 HHT 是苯丙烷

生物合成的关键酶,其可能在砂梨果实的褐色/绿

色性状的形成中起作用[35],本研究也鉴定到了一

个在红色叶片高表达的 HHT 基因,其可能是影

响叶色变化的关键基因。
花青素/类黄酮的生物合成除了与结构基因

的变化相关,还受到多种转录因子的调节,如
MYB、bHLH、WD40和 WRKY[16]。MYB是植

物花青素生物合成的核心转录因子,能与bHLH
和 WD40相互作用,形成 MYB-bHLH-WD40调

控复合体,以进一步诱导花青素在植物中的生物

合成和积累[36]。在本研究中,红枫的 MYB2 和

MYB113 在红色嫩叶中高表达,它们可能是红枫

发育初期红色叶中花青素积累的关键调节因子,
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正向调控花青素合成基因的表达。
磷酸化是蛋白质翻译后修饰中最为常见的类

型之一,已有一些报道证实磷酸化调控植物花色素

苷的生物合成。如拟南芥(Arabidopsisthaliana)的
MPK4介导 MYB75的磷酸化影响花青素的积

累[37],苹果(Maluspumila Mill.)的 MdMPK4
响应光诱导被激活,磷酸化修饰苹果 MdMYB1
以增加 其 稳 定 性,从 而 促 进 果 实 花 青 素 的 积

累[38]。本研究在不同发育阶段的红枫叶片转录

组中鉴定了两个激酶基因TMK1 和RUL1,可能

参与叶片花青素的变化。然而,蛋白质磷酸化在

红枫叶片花青素积累中的作用机制仍需进一步通

过遗传学手段证实。

4 结论

不同发育阶段红枫叶片由红色发育为绿色过

程中,叶片中的叶绿素含量、叶绿素合成前体

ALA与PBG含量和类胡萝卜素含量呈上升趋

势,而花色素苷含量、总酚和类黄酮含量显著下

降;转录组数据显示不同发育阶段的红枫叶片存

在6931个差异表达基因,花青素和类黄酮生物

合成途径关键酶的7个编码基因CHS、ANS、
CHI、HHT、F3'H、FLS、ART 在红色叶片中上

调表达。同时发现两个MYB转录因子基因(MYB2
和MYB113)和 两 个 蛋 白 激 酶 基 因(TMK1 和

RUL1)在红色叶片中上调表达。说明,不同发育

阶段红枫叶片颜色的变化由植物色素如叶绿素、
花色素苷和类胡萝卜素与植物次生代谢产物酚类

物质共同决定,关键的色素合成前体物质 ALA
和PBG参与叶片颜色的转变。花青素/类黄酮生

物合成途径基因和可能调控该途径的相关转录因

子及可能的蛋白质翻译后修饰协同在分子水平调

控相关色素的含量,进而使叶片呈现不同的颜色。
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MechanismofLeafColorChangein
RedMapleatDifferentDevelopmentStages

FENGYinghui,YUJinli,LIUJinwen
(CollegeofLifeandEnvironmentalScience,WenzhouUniversity,Wenzhou325035,China)

Abstract:Inordertoexplorethephysiologicalandmolecularmechanismsofleafcolorchangeinredmaple,
threecolortypesofleaveswithsignificantdifferencesatdifferentdevelopmentalstageswereusedasexperimental
materialsandbiochemicalandtranscriptomesequencinganalysiswerecarriedouttoclarifyandanalyzephysiological
characteristicsanddifferentialgenesrelatedtoleafcolorchanges.Theresultsshowedthatthechlorophyllcontent,
chlorophyllsynthesisprecursorALAandPBGcontent,andcarotenoidcontentsignificantlyincreasedand
anthocyanincontent,totalphenolandflavonoidcontentsignificantlydecreased.Transcriptomeanalysis
showedthattherewere6931differentiallyexpressedgenesinredmapleleavesatdifferentdevelopmentalstages.
ThestructuralgenesCHS,ANS,CHI,HHT,F3'H,FLS,andART,whichwerekeyenzymesinthe
anthocyaninbiosynthesispathway,werehighlyexpressedintheredleaves.TwogensofMYBtranscription
factors(MYB2andMYB113)andtwogensofproteinkinases(TMK1andRUL1)werehighlyexpressedin
theredleaves.Thestudypreliminarilyelucidatedthephysiologicalcharacteristicsofleafcolordifferencesand
identifiedstructuralandregulatorygenesrelatedtoanthocyaninsynthesispathwaysinredmapleatdifferent
developmentalstages,whichwillproviderichgeneticinformationforfurtherresearchonthemolecularmechanisms
ofleafcolorchangesinredmaple.
Keywords:Acerpalmatum Atropurpureum;anthocyanins;transcriptome;leafcolor
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