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套袋对‘马家柚’果肉主要类胡萝卜素积累

及相关基因表达的影响

邱 丽 a，杨 莉 a，旦世浩，刘德春，胡 威，张王妮，刘 勇*

（江西农业大学农学院，南昌 330045）

摘 要：【目的】通过对江西特色品种‘马家柚’进行套袋处理，了解套袋对其果肉主要类胡萝卜素积累及相关基因表达

的影响。【方法】以不套袋处理为对照，分析套袋处理后‘马家柚’果肉色泽、果肉主要类胡萝卜素（番茄红素和β-胡萝卜

素）含量以及类胡萝卜素代谢相关基因的表达水平变化。【结果】‘马家柚’果肉a*值、H值和CCI值从套袋后15 d开始

显著高于不套袋处理果肉，表现为套袋后果肉颜色更红，综合性状更好。番茄红素含量自套袋后15 d开始，及β-胡萝

卜素含量从套袋后30 d开始显著高于不套袋处理。进一步分析类胡萝卜素代谢相关基因表达情况发现：与不套袋相

比，套袋前中期，番茄红素和β-胡萝卜素合成的大部分相关基因表现为上调表达，其中与番茄红素和β-胡萝卜素合成

相关的PSY2、PDS、β-LCY1、β-LCY2上调显著，分别上调 17.23、1.72；8.15、16.36；4.56、1.57；31.78、1.17倍，而与 β-胡萝

卜素降解相关的BCH基因在套袋前期显著高于不套袋处理，但在套袋中期显著低于不套袋处理，下调3.07倍。【结论】

因此推测套袋与促进番茄红素和 β-胡萝卜素的积累与二者合成相关基因PSY2、PDS、β-LCY1、β-LCY2的上调表达有

关，而β-胡萝卜素降解相关基因BCH在中期时的下调表达可能也起到一定作用。

关键词：‘马家柚’；套袋；类胡萝卜素；基因表达
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Effects of bagging on the accumulation of main carotenoids and the relat-
ed gene expression in‘Majiayou’pomelo
QIU Lia, YANG Lia, DAN Shihao, LIU Dechun, HU Wei, ZHANG Wangni, LIU Yong*

(College of Agronomy, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, Jiangxi, China)

Abstract:【Objective】‘Majiayou’pomelo [Citrus maxima (L.) Osbeck] is an excellent variety in Ji-

angxi province. A bagging treatment was carried out in this study to determine the effects of bagging on

the accumulation of main carotenoids (lycopene and β-carotene), and the expressison change of carot-

enoids metabolism relevant genes and to further understand the relationship between light and pulp ca-

rotenoid metabolism .【Methods】The double paper bags with yellow color on the outside layer and

black color on the inside layer were used for bagging experiment on the fruits of‘Majiayou’pomelo,

no bagging treatment was used as the control. The bagging time was July 25, 2017. And the bagged

fruits were harvested on August 10, August 25, September 10, September 25, October 10, October 25,

and November 10, respectively. The color difference index of the pulp in the equatorial part of‘Majiay-

ou’pomelo fruit was measured by“CIELab”color system in Chromatic meter. Both the point near the

middle column and the point far from the middle column were selected from each juice vesicles for

measurement. The items measured included the L*, a*, b*, and H and CCI value. The contents of main
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carotenoids (lycopene and β-carotene) in‘Majiayou’pomelo pulp were measured as follow: The extrac-

tion of the lycopene and β-carotene from pulp was performed by acetone-petroleum ether method. 2 g

sample cutting from the‘Majiayou’pomelo pulp was added into 10 mL mixed solution of acetone-pe-

troleum ether (1∶1), Configured samples were set in a ultrasonic cleaner at 50 ℃ for 15 min for soni-

cate trearmrnt, then the samples were centrifuged at 8 000 r · min for 10 min. The supernatant was fil-

tered and extracted repeatedly until it was colorless. Extracted sample was transferred to a separately

funnel, and was allowed to stand for stratification. The upper organic phase was passed through a funnel

containing anhydrous sodium sulfate, and the lower layer was extracted again with petroleum ether and

evaporated to dryness at 35 ℃. Finally, the sample was ready for HPLC analysis after being dissolved

in 3 mL of dichloromethane and filtered through a 0.45 μm filter. HPLC analysis was carried out by Shi-

madzu LC-20A Prominence High Performance Liquid Chromatograph using Waters Symmetry Shield

RP18 reversed phase column (4.6 mm × 250 mm × 5 μm) and diode array detector with a detection

wavelength of 450 nm and a column temperature of 30 ℃. The mobile phase was acetonitrile-dichloro-

methane-methanol (20 - 75 - 5) (V: V: V) and flow rate was 1 mL·min-1. The β-carotenoid and lycopene

contents were finally detected by using relevant standard. The expressison level of carotenoids metabo-

lism relevant genes were analyzed by Q-PCR as follow: the total RNA of‘Majiayou’pomelo pulp was

extracted by modified CTAB method, and reverse transcription of total RNA into cDNA was executed

by PrimeScript™ RT reagent Kit. Then, specific primers of carotenoids metabolism relevant genes were

designed by Primer 5.0 software according to its gene sequence. Q-PCR was performed with three bio-

logical replications per sample on a bio-rad CFX 96-pcr instrument using a SYBR®Premix Ex TaqTM

(Tli RNaseH Plus) kit. And its data were analyzed using a 2- ∆ ∆ ct method.【Results】The results showed

that the a* value, H value and CCI value of the pulp of the‘Majiayou’pomelo were significantly higher

than those of the CK which indicated that the bagging treatment could improve fruit color and compre-

hensive properties. The lycopene content in the pulp of the bagging treated fruits was significantly high-

er than that of the CK and the significant increase of the β-carotene content began on August 25 (30 d af-

ter bagging). Further analysis of the expression of carotenoid metabolism- related genes revealed that

most of the related genes involved in the synthesis of lycopene and β-carotene were up-regulated at the

middle and early stages of bagging. The up-regulation of PSY2, PDS, β-LCY1 and β-LCY2 related to ca-

rotenoid synthesis was significantly up- regulated by 17.23, 1.72; 8.15, 16.36; 4.56, 1.57; 31.78, 1.17

times, respectively, and the BCH gene was associated with β-carotene degradation. At the early stage of

bagging, BCH gene was significantly higher than that of the CK, but it was 3.07 times lower than that

the non-bagging treatment at the middle stage of the bagging treatmen.【Conclusion】The bagging treat-

ment could promot the accumulation of the lycopene and the β-carotene due to the up-regulated expres-

sion of the synthetic genes PSY2, PDS, β-LCY1 and β-LCY2, at the same time the downward expression

of the β-carotene degradation-related gene BCH at the mediumstage of the bagging might also partial-

ly play a role in the promotion of th eincrease of the lycopene and the β-carotene.

Key words：‘Majiayou’pomelo; Bagging; Carotenoid; Gene expression

类胡萝卜素是柑橘的主要呈色色素，其代谢水

平受多种外界因子和自身生长发育的影响，大量研

究表明光照是影响植物类胡萝卜素积累的关键调

控因素之一[1-4]。果实套袋是现代果品优质生产中

的一项关键技术，通过创造黑暗环境，在改善梨[5]、

苹果[6]、龙眼[7]、脐橙[8]、桃[9]和葡萄[10]等果实外观品质

和提高果实质量方面取得了显著的效果。目前套

袋对类胡萝卜素积累影响的研究多集中在果皮上，

王武等[11]的研究表明，套袋能加快‘北碚 447 锦橙’

果皮褪绿，提高果面亮度，有利于色泽呈现，但同时
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也抑制了类胡萝卜素的积累，果实色泽偏黄。陶俊

等[1]对柑橘进行的套袋研究也表明，套袋引起果实

转色提早，但各种类胡萝卜素含量及总量显著下

降。Lopez 等[12]发现，辣椒果实在花后经过 60 d 的

遮光处理，其类胡萝卜素总量下降。Huang 等[13]的

研究发现，套袋会显著降低红皮沙梨果实类胡萝卜

素含量，将套袋果实采摘前 2~3 周去袋可使果实重

新合成大量类胡萝卜素。董新甜[14]在研究套袋对黄

桃果肉类胡萝卜素积累的影响时发现，套袋显著提

高了‘金童 6 号’和‘金童 8 号’成熟果实的果肉类

胡萝卜素含量，并发现在果实幼果期和果实膨大期

等未成熟时期套袋会降低类胡萝卜素的积累，而在

果实成熟期套袋则会促进类胡萝卜素的积累。程

春振等[15]的研究表明，套袋会降低‘不知火’柑橘果

皮类胡萝卜素的积累，并且套袋‘不知火’果皮中

CRTISO、LCYb、LCYe、PDS、PSY、ZDS 和 ZEP 基因

的表达均显著低于未套袋果实。Kato[16]的研究发

现，类胡萝卜素在柑橘果实成熟过程中的积累受到

类胡萝卜素生物合成基因协同表达的高度调控，且

CitPSY、CitPDS、CitZDS、CitLCYb、CitHYb 和 CitZEP

基因的表达均随着果实的成熟而增加。

‘马家柚’[Citrus maxima（L.）Osbeck‘Maji-

ayou’]是江西省上饶市广丰区的一种地方特色红

心柚，现已成为当地的主要栽培树种和农民的重

要经济来源 [17-19]。‘马家柚’果皮粗糙不平，自然条

件下容易出现果面损伤和病斑，通过果实套袋技

术改善果实外观品质，对‘马家柚’的生产及发展

具有重要意义。例如吴方方等 [20]的研究表明，套

袋可降低广丰‘马家柚’的果皮厚度，促进果皮转

色，改善果面外观品质，还能提高果实内在品质。

但套袋后对果肉色泽及类胡萝卜素含量的影响还

未有深入研究，所以笔者拟以不套袋为对照，了解

套袋对果肉主要类胡萝卜素积累及相关基因表达

的影响，为‘马家柚’果实套袋技术提供实践参考，

也为进一步研究光照与果肉类胡萝卜素代谢之间

的关系提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

试验选在江西省上饶市广丰区排山镇‘马家

柚’示范果园进行，在果园中随机选取树势和结果

量基本一致的 10 a（年）生健壮‘马家柚’植株 20 株，

采用双层外黄内黑纸袋，并以不套袋作为对照。

套袋时间为 2017 年 7 月 25 日，样品分别于 8

月 10 日、8 月 25 日、9 月 10 日、9 月 25 日、10 月 10

日、10 月 25 日和 11 月 10 日采摘，每个处理均分别

随机选择 5 株长势良好的果树，从东西南北四个方

位，每个方位采集 2 个健康、无病虫害果实，每个处

理于每个时期共采摘 8 个果实，当天运回实验室进

行下一步处理。

1.2 方法

1.2.1 果肉色泽的测定 随机选取 10 个果实，用色

差计测定果实赤道部一圈的果肉色差指数，采用

“CIELab”表色系统，每个果实的果肉色差在四个方

向的囊瓣近中柱和远中柱端各测一次。测定 10 个

果实果肉的 L*（明亮度）、a*（红绿偏差）、b*（蓝黄偏

差）、H（色调角）值。色差综合指标 CCI =1 000×a*/

（L*×b*）。

1.2.2 果肉番茄红素和 β-胡萝卜素的提取和测定

‘马家柚’果肉番茄红素和 β-胡萝卜素使用丙酮-石

油醚的方法进行提取。先将果肉和囊衣分离（幼果

使用全部果肉，大果采用赤道部位 1 cm 宽处果肉），

把果肉用液氮速冻，然后用低温研磨仪充分粉碎，

置于超低温冰箱在-80 ℃环境下保存备用。称取果

肉 2 g，加入 10 mL 丙酮-石油醚（1∶1）没过样品，

50 ℃水浴超声 15 min，再 8 000 r · min- 1 离心 10

min，上清液过滤收集，重复离心并过滤数次，直至

上清液无色。转移至分液漏斗，静置分层。取上层

有机相液体过装有无水硫酸钠的漏斗，下层以石油

醚再次萃取，35 ℃旋转蒸发至干。以 3 mL 二氯甲

烷溶解，并经过 0.45 μm 滤膜进行过滤后，通过

HPLC 检测。每个处理 3 次重复。

采用岛津 LC-20A Prominence 高效液相色谱

仪，Waters Symmetry Shield RP18 反相色谱柱（4.6

mm×250 mm×5 μm）。二极管阵列检测器，检测波长

450 nm，柱温 30 ℃。流动相为 V 乙腈∶V 二氯甲烷∶V 甲醇=20∶

75∶5。流速 1 mL · min-1。上样体积为 10 μL，采用

β-类胡萝卜素标准品（购自 Sigma 公司）和番茄红素

标准品（购自 Sigma 公司）进行分析。应用仪器自

带软件进行结果处理，并用 Excel 软件和 SPSS 软

件进行结果分析。

1.2.3 类胡萝卜素代谢相关基因表达分析 （1）

RNA 的提取及 cDNA 合成。使用改良 CTAB 法[21]

提取果肉总 RNA，用 TaKaRa 公司生产的 Prime-

Script RT reagent Kit Perfect Real Time 试剂盒反转

录合成 cDNA。

（2）引物合成。首先通过 NCBI 数据库搜索柑

橘类胡萝卜素代谢途径的相关基因片段，并通过
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blast 获得甜橙相关基因的同源序列，根据其基因序

列通过 Primer 5.0 软件分别在 3’和 5’端设计特异

性引物，通过 Real-time PCR 进行检测，并制作标准

曲线，以检测扩增效率（E）是否在 90%~110%范围

内。选用柚 Actin 作为内参基因[22]，引物序列委托上

海生物工程有限公司合成（表 1）。

表1 实时荧光定量PCR检测引物

Table 1 The primers used for Real-Time Quantitative PCR analysis

基因

Gene

DXS1

DXR

PSY1

PSY2

PDS

ZDS

β-LCY1

β-LCY2

LCYE

BCH

ZEP

NCED2

Actin

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

引物序列

Primer sequence (5’-3’)

TTCCGGGATTGCTATTGGAG

AAATCAATTTTCCAGCCGCC

GAAGTTAAAGTGGCTGATGC

GAAGAATCCTGTGTTTCGAC

CTACAATGCAGCATTGGCAC

CATGAAGTTTCTCCATTTAATGG

TTACAATGCAGCATTGGCCT

CATGAAGTTTCTCCATTTATTAAT

TTCAGCCGATTTGATTTTCC

ACACCCTGCTTTCTCATCCA

TCATCCCAAGGTTTAGAAG

TACCAGACAAAGTTGCTCC

GAACCAGGAGCTTAGGTCTG

GCTAGGTCTACAACAAGGCC

CCCTATTTCCATTAGGCCGC

CACGTCATATCGAATACGATC

AACCCATCTTGATTGGTCGT

AGAAGCAACAGTAGCAAGCCT

GTTTGCCATAATCAACGC

CTCTCCGGAAATAAGGCA

ACTTGTTACACTGGAATTGCAG

CCCATATTTGGCTGCATAGCATG

CCATGGCCTTGGACATGGCG

TGATGCATTCGGGGATGGAG

CATCCCTCAGCACCTTCC

CCAACCTTAGCACTTCTCC

基因序号

Gene locus ID

Cs1g20530

Cs5g05440

Cs6g15910

Orange1.1t00657

Orange1.1t02361

Orange1.1t06069

Orange1.1t00772

Cs1g04120

Cs4g14850

Cs9g19270

Orange1.1t04051

Cs2g03270

Cs1g05000

（3）实时定量 PCR。利用实时荧光定量 PCR 技

术检测不套袋‘马家柚’和套袋‘马家柚’果肉中类胡

萝卜素代谢相关基因的表达水平差异。实时荧光定

量 PCR 在 Bio-Rad CFX 96-PCR 仪上进行，试剂使用

TaKaRa 生物公司的 SYBR®Premix Ex TaqTM（Tli

RNaseH Plus）试 剂 盒 ，体 系 总 共 为 25 μL：

SYBR®Premix Ex Taq（Tli RNaseH Plus）12.5 μL，

Forward Primer（10 μmol·L-1）0.5 μL，Reverse Primer（10

μmol·L-1）0.5 μL，cDNA 模板（＜100 ng）2.0 μL，ddH2O

9.5 μL。程序如下：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，

60 ℃退火 30 s，40 个循环。每个样品设置 3 次生物学

重复，利用 2-∆∆Ct方法进行数据分析。

2 结果与分析

2.1 套袋对‘马家柚’果肉色泽动态变化的影响

从图 1 可知，套袋和不套袋‘马家柚’的果肉颜

色变化差异很大。套袋时间为 7 月 25 日，此时果

肉均为淡黄色，随着果实发育，套袋和不套袋处理

‘马家柚’果肉颜色都慢慢由黄转红。而套袋后的

‘马家柚’从 8 月 25 日开始随果实发育至成熟采

摘，果肉变红的速率明显高于不套袋‘马家柚’，二

者颜色差异逐渐明显。

由图 2 可知，随果实发育进程，套袋‘马家柚’

果肉 a*、b*、L*、H 以及 CCI 值的变化趋势与不套袋

表现基本一致。套袋和不套袋处理果肉 a*值在 7

月 25 日都呈现为负值，然后逐渐上升，分别在 8 月

25 日（套袋）和 9 月 10 日（不套袋）转变成正值，直

至 10 月 10 日达到最大值后又缓慢下降。从 8 月

10 日开始，套袋‘马家柚’果肉 a*值全都表现为极

显著高于不套袋‘马家柚’，从 7 月 25 日开始，套袋
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*代表差异显著（p ＜ 0.05），**代表差异极显著（p ＜ 0.01）。下同。

* means significant difference (p ＜ 0.05), ** means significant difference (p ＜ 0.01). The same below.

图2 不同处理‘马家柚’果肉色泽的变化

Fig. 2 Changes of chromatism value in pulp of ‘Majiayou’ pomelo under different treatments

A. 不套袋；B. 套袋；标尺=5 cm。

A. No bagging; B. Bagging; Ruler for 5 cm.

图1 套袋对‘马家柚’果肉色泽的影响

Fig. 1 Effect of Bagging on pulp color of‘Majiayou’pomelo

08-10 08-25 09-10 10-10 10-25 11-1009-25
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和不套袋‘马家柚’果肉 b*值整体呈现下降趋势，但

套袋‘马家柚’果肉 b*值相比不套袋处理下降更

快。8 月 10 日至 10 月 10 日期间两者存在极显著

差异，但在接近成熟时两个处理果肉 b*值差异不

大；套袋和不套袋‘马家柚’果肉的 H 值随果实发育

大致表现为下降趋势，二者最低值分别出现在 10

月 10 日（套袋）和 10 月 25 日（不套袋）。从 8 月 10

日开始，套袋‘马家柚’果肉 H 值极显著低于不套袋

处理；套袋和不套袋两个处理‘马家柚’果肉 L*值变

化趋势与 b*和 H 值相似，都随果实发育表现为整体

下降，但大部分时期二者果肉 L*值较为接近，只在

9 月 25 日、10 月 10 日和 11 月 10 日存在明显差异；

CCI 值在套袋和不套袋‘马家柚’果肉中都表现出逐

渐上升的趋势，且最大值都出现在 10 月 25 日，从 8

月 10 日直至成熟，套袋‘马家柚’果肉 CCI 值都明

显高于不套袋‘马家柚’。显然，套袋处理并没有影

响果肉色泽随果实发育的变化趋势，但加速了果肉

变红，并提高了果肉总体色泽品质。

2.2 套袋对‘马家柚’果肉番茄红素和 β-胡萝卜素

素含量动态变化的影响

由图 3 可知，不套袋和套袋‘马家柚’果肉番茄

红素含量随果实发育进程都基本呈上升的趋势，从

8 月 10 日开始，套袋处理‘马家柚’的果肉番茄红素

含量（w，后同）极显著高于不套袋‘马家柚’，直至采

收。二者均在 10 月 25 日达到最大值，分别为

17.63 μg·g-1（不套袋）和 29.86 μg·g-1（套袋）。套袋

处理的‘马家柚’在 10 月 10 日后变化趋于缓慢，不

套袋‘马家柚’在 10 月 25 日后有小幅度下降，表明

‘马家柚’番茄红素在接近采收的期间积累较少甚

至有所降解。以上结果表明，套袋处理并没有改变

果肉番茄红素随果实发育的动态变化趋势。但显

然，遮光性处理从开始不久后就已经促进了番茄红

素的积累。

由图 4 可知，套袋和不套袋处理‘马家柚’果肉

β-胡萝卜素含量变化趋势差异不大。二者果肉 β-胡

萝卜素含量从 7 月 25 日开始上升，并且在 8 月 25

日至 9 月 10 日期间增加显著，分别增加了 7.23 μg·g-1

（不套袋）和 7.86 μg·g-1（套袋）。9 月 25 日时二者果

肉 β-胡萝卜素含量下降，但随后继续上升，不套袋

处理在 10 月 10 日达到最大值 12.08 μg·g-1，套袋处

理在 10 月 25 日达到最大值 21.14 μg · g-1。与番茄

红素相似，在接近采收期间，‘马家柚’果肉 β-类胡

萝卜素积累较少甚至有所降解。比较套袋和不套

袋‘马家柚’果肉 β-类胡萝卜素含量发现，前者从 8

月 25 日开始就明显高于后者。显然，遮光性套袋

有利于‘马家柚’果肉 β-类胡萝卜素的积累。

2.3 套袋对‘马家柚’果肉类胡萝卜素代谢相关基

因表达的影响

由图 5 和图 6 分析可知，MEP 途径中，不套袋

和套袋处理果肉中关键基因 DXS1 在 8 月 10 日（前

期）套袋处理极显著高于不套袋处理，上调倍数达

到 2.32 倍。但 9 月 10 日（中期）则出现相反情况，

11 月 10 日（后期）二者表达无显著差异；另一个关

键基因 DXR 表达量在 9 月 10 日（中期）套袋‘马家

柚’极显著高于不套袋处理，上调倍数达到 11.06

倍，但在前期和后期出现相反情况。

八氢番茄红素合成酶基因 PSY、八氢番茄红素

脱饱和酶基因 PDS 和 ζ-胡萝卜素脱饱和酶基因

ZDS 都与番茄红素上游合成有关。PSY1 和 PSY2

基因表达在二者中表达模式存在差异，PSY1 基因在

前期和后期时，不套袋处理都极显著高于套袋处

理，上调倍数分别达到 1.37 和 3.30 倍，而中期出现

下调；PSY2 基因在三个时期里，套袋处理都高于不

套袋处理，并在前中期表现出极显著差异，上调倍

图4 不同处理‘马家柚’果肉β-胡萝卜素含量的变化

Fig. 4 Changes of beta-carotene content in pulp of

‘Majiayou’ pomelo under different treatments

图3 不同处理‘马家柚’果肉番茄红素含量的变化

Fig. 3 Changes of lycopene content in pulp of

‘Majiayou’pomelo under different treatments
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图5 不同处理‘马家柚’果肉类胡萝卜素代谢相关基因的表达

Fig. 5 Expression of carotenoid metabolism related genes in pulp of ‘Majiayou’ pomelo

under different treatments

数分别为 17.23 和 1.72 倍；PDS 基因在前期和中期

表达时，套袋处理明显高于不套袋，上调倍数分别

为 8.15 和 16.36 倍，但后期低于不套袋；ZDS 基因

在前期和后期套袋处理果肉中表达量极显著高于

不套袋‘马家柚’，上调倍数分别为 2.30 和 8.89 倍，

中期二者差异不大。
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番茄红素的环化表现为番茄红素的线性末端

在番茄红素 β环化酶（ β -LCY1、β -LCY2）和番茄红

素 ε 环化酶（LCYE）催化下合成 β-胡萝卜素和 α-胡

萝卜素。套袋‘马家柚’β-LCY1 和 β-LCY2 基因表达

量在前期和中期都明显高于不套袋处理，其中 β-

LCY1 上调倍数分别为 4.56 和 1.57 倍，β-LCY2 上调

倍数分别为 31.78 和 1.17 倍，但二者在后期表达量

下调显著（13.55 倍和 7.35 倍）；套袋‘马家柚’果肉

中 LCYE 基因在前期和中期都极显著高于不套袋处

理，上调倍数分别为 22.31 和 3.33 倍，后期不套袋

处理高于套袋处理，但不存在显著差异。

β-胡萝卜素羟化酶 BCH 基因与 β-胡萝卜素降

解有关，β-胡萝卜素在 BCH 的催化下生成玉米黄

素。套袋‘马家柚’BCH 基因表达量在前期和后期

高于不套袋‘马家柚’，但值得注意的是，在中期不

套袋‘马家柚’BCH 基因表达量非常高，并极显著高

于套袋‘马家柚’，在所检测的基因当中其中期下调

比例最大（达到 3.07 倍）。

玉米黄素进一步在玉米黄素环氧酶（ZEP）作用

下继续降解，而类胡萝卜素裂解加双氧酶（NCDE）

与类胡萝卜素降解成脱落酸（ABA）有关。ZEP 基

因在不套袋和套袋‘马家柚’果肉中的表达量呈现

为：在前期和中期无明显区别，在后期套袋处理后

ZEP 基因出现下调表达；NCED2 基因表达量在三个

时期里，套袋处理 NCED2 表达量都极显著高于不

套袋处理，分别上调 9.37 倍、6.55 倍和 7.14 倍。

图 6 的基因差异表达聚类分析结果显示，DXR、

PSY1 以及 ZEP 基因聚为一类，表现为中期表达上

调，而其他两个时期表达下调或差异不大。除此之

外其他基因聚为一大类，都在前期明显上调表达。

进一步进行分类，发现 β-LCY1 和 β-LCY2 基因聚为

一类，表现为前期上调表达显著，中期有所上调，后

期下调表达显著；ZDS、DXS1 和 BCH 基因聚为一

类，表现为前期和后期上调表达，中期下调表达；

PDS、NECD2、PSY2 和 LCYE 基因聚为一类，表现为

三个时期都上调表达或前期和中期上调表达显著。

3 讨 论

3.1 套袋对‘马家柚’番茄红素和 β-胡萝卜素含量

变化的影响

类胡萝卜素是柑橘的主要呈色色素，其代谢水

平受多种外界因子和自身生长发育的影响，大量研

究表明光照是影响植物类胡萝卜素积累的关键调

控因素之一 [2]。套袋对果实类胡萝卜素积累的影

响，主要依靠对光照的影响来创造一个遮光环境，

但不同物种类胡萝卜素对遮光条件的响应存在差

异，在辣椒和杏果实上的遮光处理会导致类胡萝卜

素含量降低[12，23]。本试验中，‘马家柚’果肉主要以

图6 不同处理下果肉类胡萝卜素代谢相关基因差异表达聚类图

Fig. 6 Clustering diagram of differential expression of carotenoid metabolism related genes

in pulp under different treatments
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积累番茄红素和 β-胡萝卜素为主，通过果肉色泽和

主要类胡萝卜素含量检测发现，‘马家柚’从套袋后

15 d 开始，其果肉 a*值、H 值、CCI 值和番茄红素含

量，及套袋后 30 d 开始 β-胡萝卜素含量一直显著高

于不套袋处理，由此表明遮光性套袋通过改变了

‘马家柚’果实生长发育的外界环境，加速了套袋果

肉组织中主要类胡萝卜素（番茄红素和 β-胡萝卜

素）的积累，使套袋后果肉颜色更红，果肉总体色泽

品质更佳。黑暗处理也在其他物种中被发现可以

提高类胡萝卜素的含量。如刘维塘等[24]发现番茄套

袋后类胡萝卜素总量上升，主要是因为番茄红素的

大量积累。Fraser 等[25]证实在黑暗条件下，只要保

持通气和适宜的温度，番茄红素仍能形成，表明番

茄红素形成不一定必须需要光照。杨宁等[26]通过胡

萝卜素愈伤组织的避光研究，发现黑暗更有利于 β-

胡萝卜素的积累。王贵元等[27]认为套袋处理对红肉

脐橙果肉番茄红素和 β-胡萝卜素的积累具有阶段

性，两种色素的积累主要发生在果实膨大期，最终

在采收时，套袋处理果肉番茄红素和 β-胡萝卜素含

量低于不套袋处理。

3.2 套袋对‘马家柚’类胡萝卜素代谢相关基因表

达的影响

植物类胡萝卜素的代谢途径主要由四步构

成。首先通过 MEP 途径合成前体 IPP，然后将前体

转化为直链态类胡萝卜素，接着进行氧化分流，最

后降解成其他物质，而调控类胡萝卜素的代谢途径

的相关基因目前已经明确[28]。通过分子表达检测和

聚类分析，笔者发现套袋处理后大部分基因在前期

和中期出现上调表达，其中与番茄红素上游合成有

关的八氢番茄红素合成酶基因 PSY2 和八氢番茄红

素脱饱和酶基因 PDS，上调倍数分别达到了 17.23

倍和 8.15 倍，并且 PSY2 在 3 个检测时间点都表现

上调，PDS 在中期上调倍数达到 16.36 倍，二者与套

袋后‘马家柚’果肉番茄红素在前中期快速积累的

趋势一致。同样，董新甜[29]在套袋处理类胡萝卜素

增加的黄桃果肉中也检测到了 PSY2 和 PDS 基因

的上调表达。前人通过转录组测序、克隆及功能验

证发现苹果 Md PSY2 与类胡萝卜素积累关系显

著[30-31]，María-Jesús 等[32]也证实 PDS 基因表达上调

是导致果实形成时类胡萝卜素含量增加的主要原

因。在番茄果实上对 PSY1 和 PDS 的表达研究也

表明：果实成熟期间这些基因表达显著增强，特别

是 PSY1 表达增强 20 多倍，导致总类胡萝卜素含量

上升 10 多倍[33-34]；同样，柑橘果实成熟期间类胡萝

卜素合成基因的表达呈现出相同的趋势，如‘伏令

夏橙’果实成熟时果皮类胡萝卜素总量上升，是由

于 PSY、PDS 和 ZDS 等基因表达协同增强而造成

的[16]。因此，推断遮光性套袋处理后果实中积累更

多番茄红素与番茄红素上游合成相关基因 PSY2 和

PDS 表达量的升高有关。此外，分子表达检测和聚

类分析结果表明，番茄红素环化相关基因 β-LCY1

和 β-LCY2 表达模式一致，在前期和中期套袋处理

的表达量明显高于不套袋处理，特别是前期上调比

例分别达到 4.56 倍和 31.78 倍。但在前期时，套袋

和不套袋处理果肉 β-胡萝卜素含量二者差异不明

显，其可能与 β-胡萝卜素下游代谢基因 BCH 以及

NCDE2 在前期也表现出上调表达有关。但值得注

意的是，在套袋中期只有三个基因表达下调，而 β-

胡萝卜素羟化酶 BCH 基因下调比例最大（达到 3.07

倍）。Kim 等[35]发现，大多数柑橘品种果实和叶片等

组织中不能积累较多 β-胡萝卜素的原因可能与

BCH1 和 BCH2 基因在组织中的组成型表达有关。

所以，β-胡萝卜素的积累除上游合成基因表达增高

外，还可能与下游降解基因 BCH 表达量的减少有

关。
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