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基于RNA-seq的套袋对‘天源红’猕猴桃
果实花色苷合成关键结构基因表达的影响

李玉阔，方金豹，林苗苗，李 志，孙世航，齐秀娟*

（中国农业科学院郑州果树研究所·中国农业科学院果树生长发育与品质控制重点开放实验室，郑州 450009）

摘 要：【目的】探讨套袋对红肉猕猴桃果实生长发育过程中不同部位花色苷合成关键结构基因表达的影响，为解析光

照对花色苷合成分子机制的影响提供依据。【方法】以全红型软枣猕猴桃‘天源红’为试材并对其进行套袋处理，在

RNA-seq的基础上，筛选候选基因，利用实时荧光定量PCR对这些候选基因在‘天源红’盛花后7个时期的果肉样品中

的表达量进行相对定量。根据荧光定量结果和聚类分析，最终确定关键候选基因，利用实时荧光定量PCR对关键候选

基因在‘天源红’不同处理、不同时期、不同果实部位中的表达量进行相对定量分析，并对关键候选基因的表达量和花

色苷含量进行相关性分析。【结果】12个候选基因在盛花后7个时期中的表达具有一定的规律，且各自的表达规律不尽

相同。在果肉颜色明显变为红色的盛花后 110 d，F3H、LDOX和F3GT的表达量较其他时期高。聚类分析结果显示，

LDOX和F3GT分别聚为一类，且与其他的基因明显分开。LDOX在处理1和处理2的果肉以及处理3的果心中的表达

量与花色苷含量呈极显著相关，而F3GT在处理1的果肉和处理3的果心中的表达量与花色苷含量呈极显著相关。【结

论】LDOX和F3GT可能是‘天源红’果实花色苷生物合成途径中的关键结构基因。套袋抑制LDOX在‘天源红’外果皮、

果肉中的表达，而一直套袋促进其在果心中的表达。套袋抑制了F3GT在果肉中的表达，而对果心中F3GT的表达无明

显影响。
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Effect of bagging on expression of crucial structural genes of anthocyan⁃
in biosynthesis in‘Tianyuanhong’kiwifruit based on RNA-seq
LI Yukuo, FANG Jinbao, LIN Miaomiao, LI Zhi, SUN Shihang, QI Xiujuan*

(Zhengzhou Fruit Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences·Key Laboratory for Fruit Tree Growth, Development and Quali⁃

ty Control, Zhengzhou 450009, Henan, China)

Abstract:【Objective】The aim of this survey is to explore the effect of bagging on expression of crucial
structural genes of anthocyanin biosynthesis of different parts of kiwifruit fruits in different stages of
growth and development and provide evidence for the impacts of illumination on anthocyanin synthesis.
【Methods】Full red-flesh fruits of kiwifruit‘Tianyuanhong’were selected as materials for bagging treat⁃
ments. According to the RNA-seq, 12 differential expression genes (DEGs) were screened. These 12 se⁃
lected DEGs were conducted to analysis on the expression rule in the seven stages using quantitative real-
time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Finally, the crucial candidate genes were confirmed based
the results of qRT-PCR and cluster analysis. And then the relative quantitative analysis of expression lev⁃
el of the crucial candidate genes in different treatments, different periods and different parts of fruits was
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猕猴桃隶属于猕猴桃科（Actinidiaceae）猕猴桃

属，该属植物约有 75个分类群，包含 54个种，21个

变种，分布于我国的有 52个种[1]。果肉颜色作为果

实的品质特征之一，对水果的商品价值起着重要作

用。猕猴桃果肉颜色多种多样，但生产上的栽培品

种多为选自绿色果肉的美味猕猴桃（A. chinensis var.

conducted by the qRT-PCR, and furthermore, the correlation analysis between expressions of genes and
anthocyanin contents was also conducted.【Results】The expressions of 12 structural genes presented regu⁃
lar change rules although their expressions were different. The expression levels of F3H, LDOX and F3GT

110 days after full bloom (DAFB) when the flesh turned to be red were higher than those in other stages.
The results of cluster analysis showed that LDOX and F3GT were respectively clustered into one class and
were obviously separated from other genes. The expression level of LDOX of epicarp of treatment 1 dis⁃
played an increase trend and reached peak on 110 d during the growth and development of fruits. While
the levels of LDOX of epicarp of treatment 2 and treatment 3 were lower than that of treatment 1, especial⁃
ly on 100 d and 110 d. This indicated that bagging treatment and bagging-debagging treatment could de⁃
crease the expression level of LDOX in epicarp when the flesh turned to be red. The changing rule of
LDOX expression level of sarcocarp of treatment 1 was similar to the trend of epicarp. As the developing
of fruit, the expression level of LDOX increased and reached its maximum value on 110 d and it was evi⁃
dently higher than those in other stages. While the expression level of expression LDOX of treatment 2 and
treatment 3 was obviously lower than that of treatment 1. This phenomenon suggested that bagging treat⁃
ment and bagging-debagging treatment could decrease the expression level of LDOX in sarcocarp. There
was no obvious changing rule for the expression of LDOX of columella of treatment 1 and treatment 2.
However, the expression level of LDOX of treatment 3 was higher than that of treatment 1 and treatment 2
on 110 d, which hinted that bagging treatment promoted the expression of LDOX in columella. The expres⁃
sion level of F3GT in epicarp of treatment 1, treatment 2 and treatment 3 displayed a similar changing
rule during the period of growth and development of fruit. The expression level of F3GT increased from 90
d to 110 d, but the expression level of F3GT of treatment 1 was higher than that of treatment 2 and treat⁃
ment 3, especially on 110 d. And the expression level of F3GT of treatment 2 was higher than that of treat⁃
ment 3. These phenomenon indicated that bagging-debagging treatment could increase the level of F3GT
in epicarp. The expression level of F3GT in sarcocarp of treatment 1 displayed an increase trend and
reached peak on 100 d, which was the same as the expression level of LDOX in sarsocarp. The expressing
of F3GT in columella of treatment 1, treatment 2 and treatment 3 had no obvious rule. The expression lev⁃
el of LDOX in sarcocarp of treatment 1 and treatment 2 and the expression level of LDOX in columella of
treatment 3 had a very significant correlation with anthocyanin content. And the correlation between ex⁃
pression level of LDOX in epicarp and sarcocarp of treatment 3 and anthocyanin content was statistically
significant. The expression level of F3GT in sarcocarp of treatment 1 and the expression level of LDOX in
columella of treatment 3 had a very significant correlation with anthocyanin content. And the correlation
between expression level of LDOX in epicarp of treatment 3 and the expression level of LDOX in sarco⁃
carp of treatment 2 and anthocyanin content were also statistically significant.【Conclusion】LDOX and
F3GT might be the crucial structural genes of anthocyanin biosynthesis in the fruits of‘Tianyuanhong’ki⁃
wifruit. Bagging treatment inhabited the expression of LDOX in epicarp and sarcocarp, while it promoted
the expression of LDOX in columella. Bagging-debagging treatment promoted the expression of F3GT in
epicarp while it suppressed the expression of F3GT in sarsocarp, which was consistent with the expression
rule of LDOX in sarcocarp. Bagging treatment had no obvious impact on expression of F3GT in columella.
Key words：‘Tianyuanhong’kiwifruit; Red-flesh; Bagging; Anthocyanin; Structural genes; Gene expres⁃
sion
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deliciosa A. Chevalier）和黄色或仅内果皮为红色果

肉的中华猕猴桃（A. chinensis Planchon）[2]。关于猕猴

桃维生素C、类胡萝卜素及类黄酮类物质代谢方面

的研究已有相关报道[3-11]，但大多数的试验材料都

选自大果类型的猕猴桃，并且在花色苷合成与积

累方面的研究也较多地以‘红阳’为试验材料 [12]，

鲜有报道以全红型猕猴桃为试材进行相关着色方

面的研究 [13]，而关于套袋对红肉猕猴桃花色苷合

成分子机制影响的相关研究更是少之又少。‘天源

红’是从野生软枣猕猴桃中经过自然选种选育出的

全红型猕猴桃新品种，成熟时果皮、果肉和果心均

为红色，因其独特的果实颜色特征深受猕猴桃育种

者的青睐。

转录组是特定组织或细胞在某一发育阶段或功

能状态下转录出来的所有RNA的集合，RNA-Seq利
用高通量测序技术对组织或细胞中所有RNA反转

录而成的 cDNA文库进行测序，通过统计相关 reads
数计算出不同RNA的表达量，发现新的转录本 [14]。

RNA-Seq作为植物功能基因组学研究的重要手段，

近年来在果树上已有不少成功的应用，如在果实发

育与品质形成、芽发育及其调控、果树胁迫响应等方

面都有RNA-Seq的应用报道[15]。

作为影响花色苷合成最重要的环境因子之一，

光照能够刺激花色苷合成途径中关键基因的表达来

增加花色苷的积累量[16-17]。套袋是人工干预果实接

受光照的一种技术手段，通过有效调控果实生长发

育过程中花色苷的生物合成，来调节果实表观色泽

的形成[18]。因此，在生产应用上，各类水果的套袋技

术大都集中在改善果实外观品质上，例如在苹果、

桃、梨上的套袋技术主要集中在改善果皮颜色上。

在科学研究当中，套袋对果皮的影响已有相关报道，

如‘红富士’苹果遮光处理之后其果皮不能合成花色

苷[19]，水蜜桃套袋遮光会强烈抑制其果皮花色苷的

积累[20]等。随着研究不断深入，套袋对果肉的着色

也有相关报道，如Espley等 [21]研究了光照对红肉苹

果着色的影响，柳蕴芬等[22]研究了套袋处理对红肉

桃果肉红色形成的影响。笔者前期研究了套袋对2
种不同类型红肉猕猴桃果实着色的影响，最终发现

套袋处理对‘天源红’果实的影响主要集中在外果

皮，果肉次之，对果心的影响较小[23]，除此之外，笔者

还发现，套袋果实解袋能够促进‘天源红’猕猴桃果

实外果皮、果肉更多地积累花色苷，甚至高于非套袋

果实，可以促进外果皮和果肉更好的着色。一直套

袋阻碍‘天源红’果实花色苷的合成积累，影响着

色。这些研究结果的获得依靠于对不同处理、不同

部位及不同发育时期果实生理指标（色泽比、色度

角、花色苷含量）的测定及分析，尽管这些研究结果

对于解析光照对‘天源红’果实着色的影响提供了必

要的生理依据支撑，但对于解析光照对花色苷合成

分子机制的影响还存在一定的局限性，因此，笔者以

‘天源红’为试材，依据转录组测序结果，筛选出候选

基因，研究不同遮光处理对其果实不同部位候选基

因的表达影响，为解析光照对猕猴桃红肉性状形成

分子机制的影响提供有力证据。

1 材料和方法

1.1 样品采集和处理

试验材料采集于河南省栾川县大清沟乡‘天源

红’猕猴桃生产基地。果园为水平大棚架整形，树龄

7 a（年），砧木为野生软枣实生砧木，管理水平中

等。选择 6株盛果期树，各个树体树势基本一致，2
株为 1个小区，3次重复。分别进行如下处理：处理

1，不套袋（对照）；处理 2，花后 30 d进行单果套袋，

花后 70 d解袋；处理 3，花后 30 d进行单果套袋，直

至采收不去袋。纸袋采用里黑外黄的双层不透光纸

袋（中国农业科学院郑州果树研究所，郑果纸袋）。

设置如下动态采样时期：处理1为盛花后30、50、70、
80、90、100、110 d共 7个时期；处理 2和处理 3为盛

花后70、80、90、100、110 d共5个时期。每次采集均

在每个小区架面的下部东、南、西、北4个方向各取3
个果实共计 12个果实，用装有生物冰的保温箱贮

存，迅速带回实验室进行取样分析。

根据着色部位的不同，用刀片分别切取‘天源

红’的外果皮、果肉（中果皮+内果皮）、果心，整个采

样过程中，所有样品共计51份（处理1为21份，处理

2为15份，处理3为15份）。将各部位切碎后立即用

液氮冷冻，保存于-80 ℃冰箱供后期花色苷提取和

分析使用。

1.2 方法

1.2.1 总RNA提取 总RNA提取采用改良的氯化

锂沉淀法 [24]。具体操作流程为：事先配制 CTAB溶

液、8 mol·L-1 LiCl溶液、体积比为 24∶1的氯仿/异戊

醇。CTAB 配方：2 g CTAB、2 g PVP、1.211 g Tris、
0.931 g EDTA（Na2）、11.7 g Nacl，DEPC水定容至100
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mL；8 mol·L-1 LiCl配方：33.912 g LiCl，DEPC水定容

至100 mL。（1）用液氮研磨样品为粉末，研磨的越细

越好，将磨好的样品转移至2 mL无RNA酶的离心管

中；（2）加入 1 000 μL CTAB和 50 μL β-巯基乙醇，

振荡摇匀3~5 min；（3）65 ℃水浴15 min，期间振荡摇

匀3次；（4）水浴后取出加入600 μL氯仿/异戊醇，振

荡摇匀1~2 min；（5）4 ℃，12 000 r·min-1离心10 min，
取800 μL上清液于另一干净的1.5 mL离心管中，操

作要谨慎，尽量不要吸到中间的蛋白层，加入 500
μL氯仿/异戊醇，振荡摇匀 1~2 min；（6）4 ℃，12 000
r·min-1离心 10 min，取 550 μL上清于一干净的 1.5
mL离心管中，加入 150 μL LiCl混匀，-20 ℃沉淀 8~
16 h；（7）4 ℃，12 000 r·min-1离心 30 min，弃掉上清

液，注意不要将沉淀倒出；（8）加入500 μL 75%乙醇

洗涤，4 ℃，12 000 r·min-1离心5 min后倒掉，重复洗

涤1次；（9）4 ℃，12 000 r·min-1，空离心1 min后将管

底的剩余液体吸取干净，晾干沉淀8~10 min，使乙醇

完全挥发；（10）加入 44 μL DEPC水溶解约 5 min；
（11）使用TaKaRa公司的DNase I进行RNA的纯化，

将前面溶好的RNA转移至PCR管中，加入5 μL 10×
RNase- Free DNase Buffer、1 μL DNase I（RNase-
free），轻微振荡混匀，并稍稍离心；（12）PCR仪中

37 ℃ 30 min；（13）将样品转移至 1.5 mL离心管中，

加入 550 μL DEPC水，轻微混匀，加入 600 μL氯仿/
异戊醇，振荡摇匀 1~2 min；（14）4 ℃，12 000 r·min-1

离心 10 min，取 400 μL上清液，由于此步为提取过

程中的最后一次抽提，因此吸取上清时需格外小心，

避免吸到中间的蛋白层，加入 800 μL无水乙醇，颠

倒混匀，-80 ℃沉淀 3~4 h；（15）4 ℃，12 000 r·min-1

离心 10 min，弃掉上清，沉淀用 75%乙醇洗涤，4 ℃，

12 000 r·min- 1离心 5 min后倒掉，重复洗涤 1次；

（16）4 ℃，12 000 r·min-1空离心 1 min后将管底的剩

余液体吸取干净，晾干沉淀 8~10 min，使乙醇完全

挥发；（17）加入 20 μL DEPC水溶解约 5 min；（18）
琼脂糖凝胶电泳检测提取效果、微量紫外分光光

度计（Thermo Scientific，NANO，DROP2000）测定浓

度。

1.2.2 反转录和荧光定量 PCR 根据已有报道 [25]，

取 1 μg RNA按照 RevertAid First Strand cDNA Syn⁃
thesis Kit（Thermo Scientific）试剂盒操作指南进行

反转录。12个差异结构基因的序列根据转录组数

据获得，表 1为 12个结构基因的注释信息。利用

NCBI 里的 Primer-BLAST 在线设计引物（由上海

英骏生物技术有限公司合成），以猕猴桃 Actin[3]

作 为 内 参 基因，上游引物为 TGCATGAGCGAT⁃
CAAGTTTCAAG，下游引物为 TGTCCCATGTCTG⁃
GTTGATGACT。参照已有报道 [26]，确定荧光定量

PCR反应体系及程序。10 μL荧光定量PCR反应体

系为：2.5 μL ddH2O，5 μL SYBR Green I Master（As⁃
bio Technology, Inc.），0.5 μL上游引物，0.5 μL下游

引物，1.5 μL cDNA。PCR反应程序为：95 ℃预变性

5 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，45个循环。

每次反应均以猕猴桃肌动蛋白Actin为内参基因，3
次重复。使用 LightCycler480 Software release 1.5.0
对数据进行相对定量分析。采用Excel 2010进行绘

图。

表 1 与花色苷合成相关差异基因的注释

Table 1 Annotation of differentially expressed genes on anthocyanin biosynthesis

基因 ID
Gene id
c130230_g1
c126583_g2
c123355_g1
c114683_g2
c110715_g4
c120031_g4
c117486_g2
c118500_g1
c128188_g2
c120091_g5
c130006_g1
c108941_g2

Nr注释

Nr-annotation
Phenylalanine ammonia-lyase[Daucus carota]
Cinnamic acid 4-hydroxylase[Camellia chekiangoleosa]
4-coumarate:CoA ligase [Petunia×hybrida]
Chalcone isomerase [Camellia nitidissima]
Flavanone 3-hydroxylase [Actinidia chinensis]
Leucoanthocyanidin dioxygenase [Actinidia chinensis]
Flavonol synthase [Camellia sinensis]
Flavonoid 3'-hydroxylase 2 [Camellia sinensis]
Unnamed protein product [Coffea canephora]
Hypothetical protein JCGZ_10726 [Jatropha curcas]
PREDICTED: probable caffeoyl-CoA O-methyltransferase At4g26220 isoform X1 [Vitis vinifera]
Flavonoid 3-O-galactosyltransferase [Actinidia chinensis]
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1.2.3 确定关键结构基因 根据 1.2.2的荧光定量

结果，确定候选关键结构基因，并对候选基因在 45
份不同部位样品中的表达量进行相对定量分析，从

而得出套袋对花色苷合成关键结构基因表达影响的

结果。利用 PermutMatrix-1.9.3对‘天源红’果肉花

色苷合成相关结构基因在不同发育时期的差异表达

进行聚类分析[27]。

1.3 统计分析

试验所得数据采用SPSS 17.0 统计软件和Excel
2010 进行处理分析，P＜0.05。
2 结果与分析

2.1 部分样品RNA提取

RNA提取纯化后经微量紫外分光光度计检测，

样品质量浓度均在 400 ng·μL-1以上，OD260/280为 2.0~
2.1，OD260/230在 2.0以上，经 1%琼脂糖凝胶电泳检测

（图1），28S和18S 2条主带清晰，表明RNA完整性好

无明显降解，无蛋白质和DNA污染，可以用于后续

反转录试验。

2.2 12个差异结构基因的表达分析

以猕猴桃Actin为内参基因，利用实时荧光定量

PCR分析 12个差异结构基因在‘天源红’果肉中不

同发育时期的表达量变化。内参基因以及各差异结

构基因的溶解曲线为单峰，引物特异性好，扩增曲线

为标准的 S型曲线，且 3个重复的Ct值基本保持一

致，相差不超过0.5个Ct值，扩增效果良好。

12个结构基因在‘天源红’处理1盛花后7个时

期都有所表达，但各自的表达规律不尽相同（图

2）。PAL、C4H、4CL、HCT和C3’H在生长发育前期即

盛花后30、50 d呈现高水平表达，但随着果实的生长

发育呈现低水平表达，而且 4CL和HCT在后期的表

达量几乎为 0；CHI、FLS和F3’H除了在盛花后 30 d
有较高水平的表达之外，其他各个时期的表达量均

较低且彼此之间的差异不大；CCOMT在果实的整个

发育过程中表达量呈现逐渐降低的趋势；LDOX在

盛花后 30和 110 d有较高表达，在其余的各个时期

表达量几乎为 0。F3H和 F3GT在后期的表达量明

显高于前期，且2者在盛花后110 d较其他时期呈现

明显的高水平表达。

2.3 12个差异结构基因的聚类分析

对‘天源红’果肉花色苷合成相关结构基因在不

同发育时期的差异表达进行聚类分析，结果（图 3）
显示，LDOX、F3GT各单独聚为一类，与其他基因明

显分开，说明 2者的表达模式彼此不同并且与其他

各基因也不相同，由此推测，LDOX和F3GT可能是

‘天源红’果肉花色苷生物合成途径中起关键作用的

结构基因。

2.4 候选关键结构基因在 45份不同样品中的表达

分析

根据之前的研究可以得知，‘天源红’处理 1果

肉花色苷含量在盛花后7个时期呈现逐渐升高的趋

势，至花后110 d达到最大[20]。而由上述2.2和2.3的
结果，笔者推测，LDOX和F3GT的高水平表达促进

了‘天源红’果肉花色苷的合成与积累，最终使果肉

显现红色。从而确定LDOX和F3GT作为2个候选关

键结构基因，并对其在不同时期、不同处理、不同部

位（从盛花后70~110 d，共5个时期，3个部位，3个处

理，共计 45份）‘天源红’样品中的表达量进行分析

（图4~5）。
LDOX在处理 1外果皮中的表达量随果实的生

长发育逐渐升高，至盛花后 110 d达到最高，而处理

2和处理 3的表达量明显低于处理 1，在生长发育后

期的盛花后 100 d和 110 d尤为明显，说明在果实转

变时期，套袋后解袋和一直套袋都能够明显降低

LDOX在‘天源红’外果皮中的表达；LDOX在处理 1
果肉中的表达量变化趋势与在外果皮中的表达规律

相一致，表现为随着果实的生长发育，LDOX的表达

量逐渐升高，至盛花后 110 d达到最大，且明显高于

之前各个时期，而其在处理2和处理3的表达量明显

低于处理1，说明在果实变为红色的关键期，套袋后

解袋和一直套袋能够明显降低LDOX在‘天源红’果

肉中的表达；LDOX在处理1、处理2果心中的表达并

无明显的规律，但其在处理 3中的表达量在盛花后

28S

18S

M. Maker 2000；1~7.‘天源红’处理 1 盛花后 7 个时期（30、50、
70、80、90、100、110 d）样品 RNA。

M. Marker 2000; 1-7. RNA of samples for 7 stages of treatment 1(30,
50, 70, 80, 90, 100, 110 d).

图 1 RNA琼脂糖凝胶电泳

Fig. 1 Agrosegel electrophoresis of RNA

李玉阔，等：基于RNA-seq的套袋对‘天源红’猕猴桃果实花色苷合成关键结构基因表达的影响 1513
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图 2 12个结构基因荧光定量 PCR
Fig. 2 qRT-PCR for 12 structural genes
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图 4 LDOX在‘天源红’不同部位中的差异表达情况

Fig. 4 Differential expression of LDOX in different tissues of‘Tianyuanhong’
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Fig. 5 Differential expression of F3GT in different tissues of‘Tianyuanhong’
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110 d较处理 1、处理 2高，说明一直套袋对 LDOX的

表达起到了一定的促进作用（图4）。
在‘天源红’果实生长发育过程中，F3GT在处理

1、处理2、处理3外果皮中的表达量具有相似的变化

规律，从盛花后 90 d开始至盛花后 110 d，其表达量

逐渐升高，但在处理1当中的表达水平低于处理2和
处理3，特别是在果实颜色变为红色的盛花后110 d，
F3GT的表达水平明显低于处理2和处理3，而处理3
又低于处理2，说明套袋后解袋能够提高F3GT在外

果皮中的表达水平；F3GT在处理1果肉中的表达量

随着果实的生长发育逐渐升高，至盛花后110 d达到

最大，并且显著高于处理 2和处理 3，表明在果实变

为红色的关键期，套袋后解袋和一直套袋能够明显

降低F3GT在‘天源红’果肉中的表达，这与LDOX在

果肉中的表达现象保持一致；F3GT在处理 1、处理

2、处理 3果心中的表达量出现交替增长的现象，且

彼此之间的表达规律无明显趋势，说明套袋处理对

果心中F3GT的表达水平无明显影响（图5）。

经多因素方差分析可知，外果皮中，LDOX的表

达量在盛花后70、80、90与110 d之间具有显著性差

异，在处理2、处理3与处理1之间具有显著性差异；

F3GT的表达量在盛花后 70、80、90、100与 110 d之

间具有显著性差异，在处理 1、处理 3和处理 2之间

具有显著性差异。果肉中，LDOX的表达量在盛花

后 70、80、90、100与 110 d之间具有显著性差异，而

在各处理间无显著性差异；F3GT的表达量在盛花后

70、80、90、100与 110 d之间具有显著性差异，而在

各处理间无显著性差异。果心中，LDOX的表达量

在盛花后70、90与110 d之间具有显著性差异，而在

各处理间无显著性差异；F3GT的表达量在70、80、90
与 110 d之间及 70、90与 100 d之间具有显著性差

异，而在各处理间无显著性差异。

2.5 花色苷含量与基因表达量的相关性分析

在‘天源红’整个发育过程中，LDOX和F3GT在

‘天源红’不同处理、不同部位、不同生长发育时期的

表达情况与花色苷含量的相关性如表 2和表 3所

表 2 花色苷含量与 LDOX表达量的相关性分析

Table 2 Correlation analysis between anthocyanin content and expression level of LDOX

花色苷含量 The anthocyanin content
LDOX 1

0.656
LDOX 2
-0.52

LDOX 3
0.958*

LDOX 4
0.998**

LDOX 5
0.998**

LDOX 6
0.926*

LDOX 7
0.365

LDOX 8
0.814

LDOX 9
0.979**

注：*表示在 0.05 水平上显著；**表示在 0.01 水平上显著。1~3 表示处理 1~3 外果皮中的表达水平，4~6 表示处理 1~3 果肉中的表达水

平，7~9 表示处理 1~3 果心中的表达水平。下同。

Note: * indicates significant difference at 0.05 probability level, while ** indicates at 0.01. 1-3 indicate the expression level of in epicarp of treatment
1-3, 4-6 indicate the expression level of in sarcocarp of treatment 1-3, 7-9 indicate the expression level of in columella of treatment 1-3.The same be⁃
low.

表 3 花色苷含量与 F3GT表达量的相关性分析

Table 3 Correlation analysis between anthocyanin content and expression level of F3GT

花色苷含量 The anthocyanin content
F3GT1
-0.522

F3GT2
0.781

F3GT3
0.989*

F3GT4
0.977**

F3GT5
0.919*

F3GT6
0.839

F3GT7
0.802

F3GT8
0.689

F3GT9
0.999**

示。花色苷含量数据来源于之前的研究结果[23]。

由表2和表3可以看出，LDOX在处理1和处理2
的果肉以及处理3的果心中的表达量与花色苷含量

呈极显著相关，在处理3的外果皮和处理3的果肉中

的表达量与花色苷含量呈显著相关；F3GT在处理 1
的果肉以及处理3的果心中的表达量与花色苷含量

呈极显著相关，在处理3的外果皮和处理2的果肉中

的表达量与花色苷含量呈显著相关。

3 讨 论

笔者依据前期转录组测序结果，筛选得到12个

与花色苷合成相关的差异候选基因，并应用实时荧

光定量PCR技术检测了这 12个基因在全红型软枣

猕猴桃‘天源红’果实生长发育过程中果肉中的相对

表达量。这12个候选基因在盛花后7个时期中的表

达水平具有一定的规律，但各自的规律不尽一致。

在果肉颜色明显转变为红色的盛花后 110 d，F3H、
LDOX和F3GT的表达量较其他时期明显升高，而通

过聚类分析结果可以得知，LDOX和F3GT分别聚为

一类，且与其他基因明显分开，因此笔者推测，LDOX

和F3GT可能是‘天源红’果实花色苷合成途径中起

关键作用的结构基因。本研究结果与在其他物种当
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中的研究结果不一致，例如在葡萄果实成熟过程中，

其果实花色苷的积累与F3H和UFGT这 2个结构基

因的的表达有密切联系[28]；在葡萄果皮中，UFGT是

花色苷生物合成的关键控制位点[29]；苹果果实发育

过程中，其花色苷合成与积累情况与 CHS、F3H、

DFR、ANS和UFGT 5个结构基因的表达水平呈现正

相关的现象[30]；在红色桃和油桃果实花色苷生物合

成过程中起关键作用的基因是CHS和DFR[31]。DFR

对草莓果实花色苷的合成起主导作用[32]；这些研究

结果表明不同物种不同部位花色苷合成的控制位点

不尽相同。目前，大多数关于红肉猕猴桃着色方面的

研究都以红心品种如‘红阳’作为试验材料。研究显

示，猕猴桃红肉性状的形成由多基因调控，但关于结

构基因的相关研究主要集中在 3个控制位点上，分

别为 F3H、DFR和 UFGT[33]。CHS和 LDOX[34]、F3H[35]、

DFR[24]等基因都已在中华猕猴桃的红心品种‘红阳’

中克隆得到。以‘红阳’猕猴桃突变体和‘FM-2’（一

种野生红心猕猴桃）作为试材，进行花色苷相关分析

研究，最终得知花色苷合成的关键结构基因很可能

是F3H2和F3GT1[36-37]。在以上所有这些前人的研究

当中，有的以不同树种如葡萄、苹果、草莓、桃、等为

试验材料，有的以同一树种不同品种如‘红阳’‘FM-
2’等为试验材料，有的以果实不同部位如葡萄果皮、

苹果果皮等为试验材料，分别进行花色苷方面的相

关研究，为探明各自树种的果实着色机制或果实不

同部位的着色机制奠定了一定的分子基础。最终各自

的研究结果并不一致，说明了不同树种、不同果实部

位的花色苷生物合成的关键控制位点并不相同，且

起关键作用的基因也存在差异；同一树种不同品种

的果实花色苷合成过程中起关键作用的基因也不尽

相同。

套袋果实由于其周围微环境的改变，其果实发

育特性和果实品质都受到影响[38-39]。光照是果实合

成花色苷的必要前提，花色苷合成路径中的结构基

因大多数为光诱导基因。本研究结果表明，套袋后

解袋和一直套袋处理都能够明显降低 LDOX在‘天

源红’外果皮和果肉中的表达，而一直套袋促进其在

果心中的表达，其表达水平在花后110 d甚至高于非

套袋及套袋后解袋果实；套袋后解袋能够提高F3GT

在外果皮中的表达，而明显降低在果肉中的表达，这

与套袋后解袋能够明显降低LDOX在‘天源红’果肉

中表达的结果相一致，而套袋处理对果心中的F3GT

的表达水平并无明显影响。以上结果表明，套袋处

理对LDOX和F3GT的表达规律影响有相似性，但同

时也存在差异。例如一直套袋促进LDOX在果心中

的表达，但对F3GT在果心中的表达并无明显影响。

说明 2者在不同部位的表达规律并不相同，至于造

成这种差异的根本原因还需要进一步的深入研究。

根据前人的研究，猕猴桃果肉不同组织区域感光量

不同，中轴胎座的感光量只有表面的1/30，所以从果

实表面到内部光照的剧烈梯度差异会导致果实花色

苷含量分布的差异[40-41]。本研究的试验结果为解释

这些现象提供了分子水平的知识支撑，为解析光照

对‘天源红’猕猴桃果实花色苷合成分子机制的影响

提供了试验依据，为进一步的深入研究奠定可行性

基础。

果实着色作为一种数量性状受多基因控制，并

且易受多种环境因素的影响，除光照外，糖含量、温

度、物理措施等因素均能够影响果实着色。因此，

‘天源红’猕猴桃红色性状的形成及其调控机制是一

个非常复杂的过程，单从结构基因和光照影响作为

切入点进行其性状研究不足以解释其红色性状形成

的根本机制。随着研究的不断深入，各种关键基因

的克隆、内源激素水平的测定及相关组学方面的协

同研究可以为揭示果实红色性状形成的根本原因提

供充分依据。
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