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利用SCoT分子标记分析85个猕猴桃

品种（系）及野生近缘种的遗传结构

王悦星 1，周婉莹 2，张文慧 3，吴婉婉 4，张晓娟 2*，于月华 1*

（1新疆农业大学农学院，乌鲁木齐 830052；2陕西理工大学生物科学与工程学院，陕西汉中 723000；
3安康市农业科学研究院，陕西安康 725000；4陕西果业集团有限公司汉中猕猴桃研发中心，陕西汉中 723000）

摘 要：【目的】中国是猕猴桃属植物资源的原生地，秦巴地区是中华猕猴桃原变种和美味猕猴桃变种复合体的主要分

布地区，对其主要种质资源群体结构进行分析，为该地区猕猴桃资源的保护及开发利用提供理论支撑。【方法】利用筛

选的20个多态性丰富的SCoT分子标记，采用Beiyes算法、UPGMA法和PC方法对秦巴地区85份主要猕猴桃种质资

源进行群体遗传基础分析。【结果】20个多态性SCoT标记共扩增产生 108个等位位点，92个多态性位点。平均每个

SCoT 标记检测出 5.4 个位点和 4.6 个多态性位点，每个 SCoT 位点的遗传多态性信息含量在 0.46~0.96，平均值为

0.70。从6个猕猴桃材料中筛选到了特异SCoT引物。Beiyes和UPGMA聚类结果不同，三元主成分分析不能将85个

材料明确分组。85份猕猴桃品种（系）及野生近缘种的遗传相似系数为0.54~0.94，平均为0.74。生产中栽培的36份猕

猴桃品种（系）的遗传相似系数为 0.63~0.90，平均为 0.74。46份雌性资源的遗传相似系数为 0.57~0.90，平均为 0.74。

36份雄性资源材料的遗传相似系数为0.60~0.94，平均为0.77。20份野生近缘种的遗传相似系数为0.56~0.91，平均为

0.73。【结论】Beiyes算法分析的群体遗传结构比UPGMA和PC分析与实际更接近。秦巴地区中华猕猴桃复合体内遗

传资源较丰富。野生近缘种间遗传差异较大，雌性资源的遗传差异较雄性资源大。
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Abstract:【Objective】Kiwifruit, as a dioecy plant, is a kind of wild fruit tree, native to China. It was in-

troduced into New Zealand in the early 20th century. Frankly speaking, kiwifruit has received attention

in the worldwide now. It has been reported that more than 100 varieties were bred since the 1970s in

China, most of which were made from seedling breeding of wild relatives, and few varieties were pro-

duced by sexual crossbreeding. The heterosis of interspecific or subspecies was not well utilized, which

resulted in the serious homogeneity between varieties. In our previous research, we found that the poly-

morphism of start codon targeted polymorphism (SCoT) markers was higher than that of other second

generation DNA molecular markers. Qinba region is the main distribution area of Actinidia chinensis

var. chinensis and A. chinensis var. deliciosa that are the two most valuable varieties of A. chinensis,

which has seriously restricted the exploration and utilization of excellent kiwifruit germplasm resources
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due to lack of comprehensive research on kiwifruit in this region. The population structure analysis can

provide the basis for protection and development of kiwifruit resources.【Methods】85 kiwifruit samples

collected from Qinba region were analyzed using 20 SCoT markers to access genetic diversity and pop-

ulation structure.【Results】In this study, a total of 108 alleles were obtained, with an average of 5.4 loci

per primer and that of 4.6 polymorphic loci, and the percentage of polymorphic bands (PPB) ranged

from 66.67% to 100%, with an average of 83.77%. And the polymorphism information content (PIC)

ranged from 0.46 to 0.96, with an average of 0.70. Among these, SCoT16, 25, 30, 32, 33, and SCoT 34

possessed the highest PPB in 20 SCoT markers. SCoT16 showed the highest PIC. Specific primers were

found that may be used to identify six samples. The 85 kiwifruit samples could be divided into two sub-

populations based on Beiyes algorithm, and the results from K = 2 to K = 5 revealed the occurrence of

gene introgression among 85 samples, accounting for approximately 83.53% of the observed variations

(calculated by K=2). And the Beiyes results were inconsistent with the unweighted pair-group method

with arithmetic means (UPGMA) algorithm clustering and principal component analyses (PCA). The

lowest genetic similarity coefficient appeared between Qihong ♀ N and wild 22 ♂ A, while that of the

highest was found between Qihong2 ♂ A and Qihong5 ♂ A by UPGMA clustering, in which the aver-

age number of genetic similarity coefficient of 85 samples were 0.74 ranging from 0.54 to 0.94, and the

density distribustion of genetic similarity coefficient of 85 samples was in 0.75~0.78, accounting for

31.83%. The 36 cultivars (lines) planted in production were 0.74 ranging from 0.63 to 0.90, the 46 fe-

male samples were 0.74 ranging from 0.57 to 0.90, the 36 male samples were 0.77 ranging from 0.60 to

0.94, and the 20 wild relatives were 0.73 ranging from 0.56 to 0.91. The first three principal compo-

nents accounted for 13.24%, 7.68% and 0.65% of the population variation, respectively. The 85 samples

were not grouped clearly, indicating that there was no significant difference in the principal components

among 85 samples.【Conclusion】All three clustering methods have the trend of clustering firstly by sub-

species rather than gender. The population genetic structure analyzed by Beiyes algorithm is closer to re-

ality than UPGMA and PC analysis, which can be visualized of homogeneity or heterogeneous level of

each sample. The phenomenon that different varieties may have the same name, or one variety may

have two and even more names, exists. A higher level of genetic background was observed in 85 kiwi-

fruit varieties (lines), in which the genetic differences among wild related species were larger, the six

wild resources including Wild17 ♀ A, Wild22 ♂ A, Wild16 ♀ A, Wild18 ♀ A, Wild21 ♂ A and

Wild19？can be used as parents for breeding new varieties or improving cultivated varieties. And the

genetic differences among female resources are more abundant than those among male resources. The

simple genetic basis occurs among commercial male plant fields as a source of pollen. Several varieties

used in production have closer relationship, some germplasm resources of wild relatives are far from be-

ing developed and utilized, which are expected to be used as raw materials for breeding new varieties.
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猕猴桃是原产于中国的一种野生果树[1]，20世

纪初被引入新西兰，在新西兰率先被驯化开发成一

种大规模种植果树。中国从 20世纪 70年代开始进

行猕猴桃育种工作，已培育出 100余个优良猕猴桃

品种（系）[2]。中华猕猴桃原变种（Actinidia chinensis

var. chinensis）、美味猕猴桃变种（Actinidia chinensis

var. deliciosa）、软枣猕猴桃（Actinidia arguta），紫果

猕猴桃变种（Actinidia arguta var. purpurea）等在中

国栽培面积较大，主要分布在秦岭山脉以南和横断

山脉以东地区，对其主要种质资源的遗传多样性研

究具有重要意义。早期资源研究的方法多依赖于育

种人员的经验，很多不易被传统的测量方法发现的

性状易被忽视。利用分子标记方法对植物种质资源

进行评价、开发及利用已成为种质资源工作的重要
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方法之一。张慧等 [3]应用扩增片段长度多态性

（AFLP）技术对采自湖南、四川、贵州和海南的33份

猕猴桃种质资源的遗传多样性和遗传差异进行分析

并得出，33 份种质资源之间的相似系数在 0.51~

0.95，遗传差异性显著。张安世等 [4] 利用 11 对

SC-SSR（Start Codon-Simple Sequence Repeats）标记

对32份猕猴桃种质材料进行了遗传多样性分析，利

用 6对引物扩增的 13个多态性位点构建了 32份猕

猴桃种质的DNA指纹图谱，可对材料进行区分并准

确鉴定。杨海健等[5]用SSR分子标记将79份中华猕

猴桃资源完全区分开，79份野生猕猴桃材料的遗传

相似系数变异范围为 0.52~0.98，平均值为 0.71。沈

国正等[6]通过SSR标记对杭州地区种植的中华猕猴

桃品种红阳、美味猕猴桃品种海沃德、徐香、金魁及

11份本地野生猕猴桃试材进行遗传多样性及其亲

缘关系分析和评价，遗传相似系数变异范围为0.58~

0.91。王斯妤等[7]用筛选的 14对扩增条带清晰、具

高多态性且重复性好的SSR引物，对33份不同来源

猕猴桃属核心雄性种质材料进行指纹图谱构建及遗

传多样性分析，得出仅用 5对高多态性SSR引物即

可将 33份猕猴桃雄性种质材料全部区分开。迄今

为止，作为二代分子标记代表的SSR标记在生物遗

传资源分析中的应用很广，研究结果显示中国境内

的猕猴桃种质资源遗传结构较丰富，为进一步开发

和利用这些资源奠定了基础。课题组在前期的研究

过程中发现，在茶叶的遗传多样性分析中，SCoT

（Start Codon Targeted polymorphism）标记比其他二

代DNA分子标记多态性比率高[8]。在油菜的遗传资

源分析中，SCoT标记也显示出优于SSR和SRAP标

记[9]。张安世等[10]利用筛选的 11个SCoT标记对 32

个猕猴桃品种进行了遗传多样性分析，多态性比率

达97.30%，在遗传相似系数为0.78处将32个猕猴桃

品种分为 5组，聚类结果与形态学分类基本一致。

陈伯伦等[11]用42条SCoT标记分析了17份猕猴桃品

种（系）的遗传多样性，其遗传距离在 0.15~0.69，平

均值为0.49。

秦巴地区地处长江流域上游，气候湿润，雨量充

沛，是中华猕猴桃原变种和美味猕猴桃变种复合体

最适生长区之一，但目前对种植于秦巴地区猕猴桃

种质资源的遗传基础研究还不深入，特别是从分子

水平上的研究鲜见报道，目前尚未见利用 SCoT标

记对该地区猕猴桃种质资源的遗传基础研究。对现

有种质资源缺乏深度鉴定，严重制约了优异种质和

基因资源的发掘和开发利用。笔者利用SCoT分子

标记对秦巴地区 85份猕猴桃品种（系）及野生近缘

种的种质资源进行遗传基础分析，为秦巴地区猕猴

桃资源保存和开发利用提供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

85份材料由陕西省不同猕猴桃试验地采集（表

1）。20对SCoT引物（表2）为笔者设计筛选，引物由

北京奥科鼎盛生物科技有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取 由于猕猴桃叶片多酚含

量较高，常规 SDS提取效果不理想，因此采用植物

基因组DNA提取试剂盒提取（天根生化科技有限公

司生产），具体操作参照说明书。用 0.8%的琼脂糖

凝胶检测猕猴桃基因组DNA质量。

1.2.2 PCR 体系 采用复性变温的方法进行 PCR

扩增。PCR反应体系为10 μL：2×Taq Master Mix 5 μL，

10 µmol · L- 1 SCoT 单引物 2 μL，DNA 模板 1 μL，

ddH2O 2 μL。反应程序为：94.0 ℃预变性 4 min，

94.0 ℃变性 1 min，50.0 ℃退火 1 min，72.0 ℃延伸

1 min，10个循环；94.0 ℃变性30 s，35.0 ℃退火30 s，

72.0 ℃延伸 1 min，35 个循环；最后 72.0 ℃延伸

10 min，4.0 ℃保存。

1.2.3 凝胶电泳 采用 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离PCR产物，银染、显色直到出现清晰的条带为止。

1.2.4 条带统计 电泳图谱中每条扩增带代表引物

的一个结合位点，将电泳图谱中清晰的条带赋值为

“1”，无带时赋值为“0”，缺失时为“9”。根据 Smith

等 [12]报道的方法计算 PIC（polymorphism index con-

tent）值，多态性信息指数 PIC 的计算公式为：1-

∑
j = 1

n

P 2
ij ，其中PIC表示位点 i的pic值，Pij表示位点 i的

第 j 个等位位点出现的频率，位点 i 的带型为 1-n，

PIC值为0~1，0表示位点无多态性，1表示位点有许

多等位位点。每个标记的多态性程度根据Botstein

等[13]提出的衡量基因变异程度高低的多态性含量指

标，当 PIC>0.5 时，该基因座为高度多态基因座，

0.25<PIC<0.5时为中度多态基因座，PIC<0.25时为

低度多态基因座。

1.2.5 遗传结构分析 用 STRUCTURE v2.3.4 软
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表 1 供试材料信息

Table1 Information of samples

编号

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

样本

Samples

红阳1Y Hongyang1Y

红阳2Y Hongyang2Y

徐香1Y Xuxiang1Y

金龙2号1Y JinlongNo.2 1Y

红阳N HongyangN

红阳♂ Y Hongyang♂ Y

金龙2号2Y JinlongNo.2 2Y

金龙2号3Y JinlongNo.2 3Y

翠香Y
CuixiangY

野17♀A Wild17♀A

野14♀A Wild14♀A

农大郁香N
Nongda Yuxiang N

野25♀A Wild25♀A

徐香2Y Xuxiang2Y

野1♀A
Wild1♀A

金五X
JinwuX

野23♀A Wild23♀A

野24♀A
Wild24♀A

黄心猕猴桃1X
Yellow flesh Kiwifruit1X

徐香2X Xuxiang 2X

膯红N Tenghong N

金魁A JinkuiA

徐香A Xuxiang A

红阳3Y Hongyang3Y

野4♂ A Wild4♂ A

野7♂ A
Wild7♂ A

秦美♂ 9C Qinmei♂ 9C

黄金果♂ A
Hort16A♂ A

秦美♂ 8C Qinmei♂ 8C

形态学观察

Morpholo-
gically
observations

Ch.

Ch.

De.

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

De.

Ch

De.

De.

De.

De.

De.

Ch.

De.

De.

Ch.

De.

Ch.

De.

De.

Ch.

Ch.

Ch.

De.

Ch.

De.

编号

No.

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

样本

Samples

金魁♂ A Jinkui♂ A

秦美♂ 3C Qinmei♂ 3C

野♂ N Wild♂ N

秦美♂ 6C Qinmei♂ 6C

秦美♂ 7C Qinmei♂ 7C

秦美♂ 4C Qinmei♂ 4C

野22♂ A Wild22♂ A

秦美♂ 10C Qinmei♂ 10C

秦美1♂ C
Qinmei1♂ C

雷♂ 2X Lei♂ 2X

秦美♂ A Qinmei♂ A

野26♂ A
Wild26♂ A

野16♀A Wild16♀A

野15♀A Wild15♀A

软枣猕猴桃X
Actinidia arguta X

野18♀A
Wild18♀A

华优A Huayou A

农大郁香A
Nongda Yuxiang A

黄心猕猴桃3X
Yellow flesh Kiwifruit 3X

黄金果N Hort16AN

野12♀A Wild12♀A

瑞玉X RunyuX

秦美A QinmeiA

金桃A JintaoA

徐香1X Xuxiang1X

农大金猕1A
Nongda Jinmi1A

海沃德 A Hayward A

农大金猕 2A
Nongda Jinmi 2A

脐红5A Qihong5A

形态学观察

Morpholo-
gically
observations

De.

De.

Ch.

De.

De.

De.

De.

De.

De.

De.

De.

De.

Pr.

De.

Ar.

Pr.

Ch.

De.

Ch.

Ch.

Ch.

De.

De.

Ch.

De.

Ch.

De.

Ch.

Ch.

编号

No.

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

样本

Samples

脐红2A Qihong2A

袖珍香A XiuzhenxiangA

脐红4A Qihong4A

脐红1A Qihong1A

脐红3A Qihong3A

翠香A Cuixiang A

野3♂ A Wild3♂ A

秦美♂ 5C Qinmei♂ 5C

农大金猕♂ A
Nongda Jinmi♂ A

野6♂ A Wild6♂ A

野21♂ A Wild21♂ A

华优♂ A
Huayou♂ A

金桃♂ A Jintao♂ A

秦美♂ 2C Qinmei♂ 2C

袖珍香♂ A
Xiuzhenxiang♂ A

农大猕香♂ A
Nongda Mixiang♂A

脐红1♂ A Qihong1♂ A

翠香♂ A
Cuixiang♂ A

脐红4♂ A
Qihong4♂ A

脐红5♂ A Qihong5♂ A

脐红2♂ A Qihong2♂ A

脐红3♂ A Qihong3♂ A

海沃德♂ A Hayward♂ A

雷♂ 3X Lei♂ 3X

野19？A Wild19?A

野20？A
Wild20?A

红阳？N Hongyang?N

形态学观察

Morpholo-
gically
observations

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

De.

Ch.

De.

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

De.

Ch.

De.

Ch.

De.

Ch.

Ch.

Ch.

Ch.

De.

De.

Pr.

Pr.

Ch.

注：野代表不同近缘野生材料；♀代表雌性材料；♂ 代表雄性材料；？代表雌雄不详；A 代表陕西省安康地区取样；C 代表陕西省城固县取

样；N 代表陕西省汉台区取样；X 代表陕西省西乡县取样；Y 代表陕西省洋县取样。Ch. 代表中华猕猴桃变种；De. 代表美味猕猴桃变种；

Ar. 代表软枣猕猴桃；Pr. 代表紫果猕猴桃变种。

Note: The wild stands for different wild relatives; ♀ and ♂ represents female and male materials;？represents did not know the gender; A repre-

sents the sampling in Ankang; C represents the sampling in Chenggu County; N represents the sampling in Hantai district; X represents the sampling

in Xixiang County; and Y represents the sampling in Yangxian county. Ch. stands for Actinidia chinensis var. chinensis; De. stands for Actinidia chi-

nensis var. deliciosa; Ar. stands for Actinidia arguta; Pr. stands for A. arguta var. purpurea.
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果 树 学 报 第38卷

表 2 SCoT 标记扩增结果

Table 2 Amplification results of SCoT primers

SCoT引物

SCoT Primer

1

4

7

11

12

16

17

18

20

23

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

序列（5’-3’）
Sequence（5’-3’）

CAACAATGGCTACCACCA

CAACAATGGCTACCACCT

CAACAATGGCTACCACGG

AAGCAATGGCTACCACCA

ACGACATGGCGACCAACG

ACCATGGCTACCACCGAC

ACCATGGCTACCACCGAG

ACCATGGCTACCACCGCC

ACCATGGCTACCACCGCG

CACCATGGCTACCACCAG

ACCATGGCTACCACCGGG

ACCATGGCTACCACCGTC

ACCATGGCTACCACCGTG

CCATGGCTACCACCGCCA

CCATGGCTACCACCGGCC

CCATGGCTACCACCGGCG

CCATGGCTACCACCGCCT

CCATGGCTACCACCGCAC

CCATGGCTACCACCGCAG

ACCATGGCTACCACCGCA

总条带数

Total number of
bands(TNB)

4

5

6

5

5

6

7

5

3

5

6

6

6

5

7

6

5

4

3

9

多态性条带数

The number of
polymorphic
bands(NPB)

3

4

5

4

4

6

5

4

2

4

6

4

4

4

6

6

4

4

3

9

多态性条带比率

Percentage of
polymorphic
bands(PPB)/%

75.00

80.00

83.33

80.00

80.00

100.00

71.43

80.00

66.67

80.00

100.00

66.67

66.67

80.00

85.71

100.00

80.00

100.00

100.00

100.00

多态性信息含量

Polymorphism
information
content(PIC)

0.48

0.75

0.64

0.72

0.68

0.96

0.65

0.68

0.48

0.46

0.93

0.61

0.64

0.75

0.52

0.85

0.62

0.87

0.89

0.82

件[14]Beiyes算法的混合模型模拟85个猕猴桃种质资

源（108 个等位位点）的群体结构，K 值设 1~10，将

MCMC（Markov chain Monte Carlo）开始时的不作数

迭代（Length of burn-in period）设置为 10 000 次，再

将不作数迭代后的MCMC设置为 100 000 次，每个

K运行 10次，依据ΔK值最大的原则选取一个合适

的 K 值。运行结果上传 Structure Harvester 平台

（http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/）获

得结果图。用NTSYS-pc2.10e系统软件[15]的SM法

计算遗传相似系数、进行UPGMA聚类及二元主成

分分析。

2 结果与分析

2.1 SCoT标记效率分析

20个 SCoT标记共扩增出 108个条带，91个多

态性条带。SCoT34扩增的条带数最多，SCoT33最

少。6个SCoT标记的多态性条带比率达100%。多态

性信息含量值为0.46~0.96（表2），平均值为0.70。

85份样本有6个样本筛选到了其各自区别其他

样本材料的特异性标记（表3）。

2.2 群体遗传结构分析

2.2.1 贝叶斯聚类 次等位位点 0.05 过滤后，有

108个条带估计 85份猕猴桃种质的群体结构，本研

究中，用Bayesian算法，Delta K在K=2时达到最大，

表明 85材料聚类为 2个亚类最合适（图 1-A），分别

为46和39份材料（图1-B）。从图1-B中看出美味猕

猴桃亚种和中华猕猴桃亚种间发生了基因流，占观

察到变异的83.53%（按K=2计算）。

2.2.2 UPGMA聚类 基于SCoT标记数据的 85份

材料两两间的遗传相似系数变异范围在0.53~0.94，

表 3 品种特异性引物

Table 3 Specific primers for variety identification

样本Samples

特异性引物Specific primers

脐红♂ 24A
Qihong♂ 24A

SCoT27

野♀14A
Wild ♀ 14A

SCoT4

黄心猕猴桃1X
Yellow flesh Kiwifruit1X

SCoT17

秦美♂ 1C
Qinmei♂ 1C

SCoT25

红阳1Y
Hongyang1Y

SCoT30

脐红3A
Qihong3A

SCoT34
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平均为0.74。其中膯红N与野22♂ A间的相似系数

最小，而脐红 2♂ A与脐红 5♂ A间的遗传相似系数

最大。对供试材料的两两遗传相似系数共计 5253

个数值进行次数分布分析，得出遗传相似系数在

0.75~0.78处分布密度最大（1672/5253），占 31.83%，

小于 0.75 的占 48.47%（2546/5253）（图 2）。经卡平

方测验，不符合正态分布（p < 0.01），由图可知供试

材料中两两材料间的遗传相似性分布范围较广。

在遗传距离 0.17处将 85份样本分为 2亚类（图

3），第一亚类有 79份材料，包含了目前主要推广的

雌性中华猕猴桃和美味猕猴桃品种和作为花粉来源

的雄性资源及部分野生资源。第二亚类有 6 份材

料，都为野生资源材料。

2.2.3 PC分析 前 3个主成分对群体变异的解释

率分别为 13.24%、7.68%和 0.65%（图 4），解释总变

异的 26.98%。从分析结果看，前 3个主成分并没有

把85份样本明显分组，表明85个样本之间的主成分

差异不明显。

2.3 不同类别资源遗传结构分析

2.3.1 生产中栽培的 36个猕猴桃品种（系） 在遗

传相似系数 0.71处将生产中栽培的 36个猕猴桃品

种（系）聚为2类（图5），在安康农科院取样翠香品种

与其他地区的翠香品种单独聚类，不同地区取样的

翠香与徐香品种（目前种植面积较大的两个美味猕

红色代表第一组；绿色代表第二组。X 轴上的垂直线指的是每个样本。每种颜色的比例代表基因型属于每个组的概率。

Red. Group I; Green. Group II. Vertical lines on the X-axis refer to each sample. The proportion of each color represents probability rate with

which a given genotype belongs to each group.

图 1 基于 SCoT 标记的 85 份猕猴桃材料群体遗传结构

Fig. 1 Population structure of 85 kiwifruit materials based on SCoT markers

样品 Sample

样品 Sample

概
率

P
ro

ba
bi

li
ty

概
率

P
ro

ba
bi

li
ty

1049



果 树 学 报 第38卷

图 2 SCoT 分析的 85 份猕猴桃材料间遗传相似系数的频次分布

Fig. 2 Frequency distribution of genetic similarity among 85 kiwifruits materials based on SCoT data

猴桃品种）没有完全聚在一起。

2.3.2 雌性资源 考虑到目前生产中大多数猕猴桃

品种从野生猕猴桃资源中实生选育而成，因此笔者

把所有雌性资源放在一起分析。在遗传相似系数

0.68处将 46份秦巴地区主要推广的猕猴桃品种和

野生近缘雌性资源聚为 2类（图 6）。在安康采样的

野 17♀A和野 16♀A单独聚为一类，与其他资源材

料亲缘关系较远。大亚类中的农大金猕A和农大猕

香A遗传相似系数最大，为 0.90。其次为从陕西洋

县和安康采样的徐香品种徐香1Y和徐香A。

2.3.3 雄性资源 36份雄性资源包括了生产中为

主要猕猴桃品种授粉的雄性资源和野生雄性资源。

在遗传相似系数0.68处聚为2类（图7），野21♂ A和

野 22♂ A单独聚为一类，可能为同一生态地样本。

在安康采样的脐红2♂ A和脐红5♂ A可能为同一材

料，其之间的遗传相似系数达 0.94。在汉中地区城

固县面积约为2 hm2的15年生商业雄株园随机所取

材料（为秦美品种配套授粉树资源）遗传基础较相

似，基本聚在一起。生产中如果考虑花粉的群体效

应，这个雄株园的花粉应该与其他花粉搭配提高授

图 3 85 份猕猴桃种质遗传距离的 UPGMA 聚类

Fig. 3 UPGMA clustering based on genetic distance among 85 kiwifruit materials
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粉率。

2.3.4 近缘野生资源 20份野生近缘猕猴桃种质

资源在遗传相似系数 0.70处聚为 2类（图 8）。其中

在安康采样的编号为野 15♀A和野 3♂ A的遗传相

似系数为0.91，可能为同一材料的雌雄后代，可以作

为雌雄性别分化研究的材料。材料野 6♂ A 和野

16♂ A的遗传相似系数为0.56，亲缘关系最远。来源

于汉中市农科所猕猴桃种质资源圃编号为野♂ N的

红阳1Y Hongyang1Y
膯红N Tenghong N
红阳2Y Hongyang2Y
红阳N HongyangN
金桃 A Jintao A
农大金猕♂ A Nongda Jinmi♂ A
农大猕香♂ A Nongda Mixiang♂ A
红阳3Y Hongyang3Y
金龙2号1Y JinlongNo.2 1Y
金龙2号2Y JinlongNo.2 2Y
金龙2号3Y JinlongNo.2 3Y
脐红5♂ A Qihong5♂ A
脐红4A Qihong4A
翠香♂ Y Cuixiang♂ Y
金五X JinwuX
软枣猕猴桃X Actinidia arguta X
徐香1X Xuxiang1X
脐红2A Qihong2A
袖珍香A XiuzhenxiangA
华优A HuayouA
黄金果N Hort16AN
徐香1Y Xuxiang1Y
徐香A XuxiangA
徐香2Y Xuxiang2Y
金魁A JinkuiA
农大郁香N Nongda Yuxiang N
瑞玉X RunyuX
秦美A QinmeiA
黄心猕猴桃1X Yellow flesh Kiwifruit1X
黄心猕猴桃3X Yellow flesh Kiwifruit 3X
农大郁香A Nongda Yuxiang A
海沃德♂ A Hayward♂ A
徐香2X Xuxiang 2X
脐红1A Qihong1A
脐红3A Qihong3A
翠香A Cuixiang A

图 4 85 份猕猴桃种质资源的 PC 分析

Fig. 4 PC analysis of 85 kiwifruit materials

图 5 生产中栽培的 36 个猕猴桃品种（系）的遗传相似系数 UPGMA 聚类

Fig. 5 UPGMA clustering based on genetic similarity coefficient among 36 current varieties extending in large scale
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红阳1Y Hongyang1Y
膯红N Tenghong N
红阳2Y Hongyang2Y
红阳N HongyangN
金桃 A Jintao A
农大金猕 1A Nongda Jinmi 1A
农大金猕 2A Nongda Jinmi 2A
红阳3Y Hongyang3Y
金龙2号1Y JinlongNo.2 1Y
金龙2号2Y JinlongNo.2 2Y
金龙2号3Y JinlongNo.2 3Y
脐红5A Qihong5A
脐红4A Qihong4A
袖珍香A XiuzhenxiangA
徐香1X Xuxiang1X
徐香A XuxiangA
徐香2Y Xuxiang2Y
野23♀A Wild23♀A
野1♀A Wild1♀A
农大郁香N Nongda Yuxiang N
野24♀A Wild24♀A
瑞玉X RunyuX
野14♀A Wild14♀A
秦美A QinmeiA
金魁A JinkuiA
黄心猕猴桃1X Yellow flesh Kiwifruit1X
黄心猕猴桃3X Yellow flesh Kiwifruit 3X
农大郁香A Nongda Yuxiang A
海沃德A HaywardA
翠香Y CuixiangY
野12♀A Wild12♀A
野15♀A Wild15♀A
徐香1X Xuxiang1X
脐红2A Qihong2A
脐红1A Qihong1A
金五X JinwuX
软枣猕猴桃X Actinidia arguta X
野18♀A Wild18♀A
华优A Huayou A
黄金果N Hort16AN
野25♀A Wild25♀A
徐香2X Xuxiang 2X
翠香A CuixiangA
脐红3A Qihong3A
野17♀A Wild17♀A
野16♀A Wild16♀A

红阳♂ Y Hongyang♂ Y
华优♂ A Huayou♂ A
脐红1♂ A Qihong1♂ A
脐红5♂ A Qihong5♂ A
脐红2♂ A Qihong2♂ A
脐红3♂ A Qihong3♂ A
脐红4♂ A Qihong4♂ A
黄金果♂ A Hort16♂ A
野4♂ A Wild4♂ A
野7♂ A Wild7♂ A
秦美♂ 9C Qinmei♂ 9C
秦美♂ 7C Qinmei♂ 7C
秦美♂ 8C Qinmei♂ 8C
秦美♂ 2C Qinmei♂ 2C
秦美♂ 6C Qinmei♂ 6C
金魁♂ A Jinkui♂ A
秦美♂ 3C Qinmei♂ 3C
秦美♂ 4C Qinmei♂ 4C
农大猕香♂ A Nongda Mixiang♂ A
雷♂ 3X Lei♂ 3X
秦美1♂ C Qinmei1♂ C
野6♂ A Wild6♂ A
秦美♂ 5C Qinmei♂ 5C
袖珍香A XiuzhenxiangA
翠香♂ A Cuixiang♂ A
海沃德♂ A Hayward♂ A
农大金猕♂ A Nongda Jinmi♂ A
秦美♂ 10C Qinmei♂ 10C
野3♂ A Wild3♂ A
秦美♂ A Qinmei♂ A
金桃♂ A Jintao♂ A
雷♂ 2X Lei♂ 2X
野26♂ A Wild26♂ A
野♂ N Wild♂ N
野22♂ A Wild22♂ A
野21♂ A Wild21♂ A

图 6 46 份雌性猕猴桃种质的遗传相似系数 UPGMA 聚类
Fig. 6 UPGMA clustering based on genetic similarity coefficient among 46 female kiwifruit materials

图 7 36 份雄性种质的遗传相似系数 UPGMA 聚类
Fig. 7 UPGMA clustering based on genetic similarity coefficient among 36 male kiwifruit materials
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材料并没有单独聚类，表明地理距离近的生态地（陕

南地区）野生猕猴桃资源遗传基础差别较小。野生

近缘材料中雌雄株有按性别分别聚在一起的倾向，

可能与它们相似的遗传基础有关。

3 讨 论

笔者在本研究中采用SCoT标记对85份猕猴桃

种质进行遗传结构分析，结果将其样本基本聚为 2

类，该聚类结果与形态学分类基本一致，能从遗传关

系上将中华猕猴桃系、美味猕猴桃系、软枣猕猴桃、

紫果猕猴桃变种区分开来，紫果猕猴桃变种为软枣

猕猴桃花蕊颜色的变种，因此它们的遗传基础较一

致。在中华猕猴桃系和美味猕猴桃系形成的复合体

内，由于没有生殖隔离，基因流发生频繁，使得中间

类型很多，这可能是主成分分析不能明确聚类的主

要原因。

笔者通过对目前生产栽培中常见的猕猴桃品

种、配套授粉树资源以及对不同地区收集的优良野

生猕猴桃种质资源进行遗传多样性分析，结果表明，

中华猕猴桃脐红 1A、脐红 2A、脐红 3A没有聚在Ⅰ

组中，而是和美味猕猴桃交叉聚在一起。两者在遗

传上存在着较为复杂的关系，也可能是所用分子标

记数量少造成的。翠香A与翠香Y，脐红 2A、脐红

3A与脐红4A和脐红5A同为雌性种质，却没有优先

聚为一类，说明存在同名异物现象；脐红 2♂ A和脐

红5♂ A两个雄性材料率先聚在一起，遗传相似系数

最大，可能为同一材料；农大郁香是徐冠的实生后

代，而徐冠为海沃德实生选种的后代，农大郁香与海

沃德二者聚在一起，表现出很近的亲缘关系；农大金

猕是以金农2号猕猴桃为母本、金阳1号雄株为父本

杂交选育而成，为黄肉猕猴桃品种[16]。农大猕香、农

大郁香同是徐冠猕猴桃实生选种后代的 2 个品

种[17]，属美味猕猴桃变种，Ⅰ组中农大金猕A与农大

猕香优先聚类在一起，金龙2号1Y、金龙2号2Y、金

龙2号3Y未能优先与农大金猕优先聚类在一起，农

大郁香N与农大猕香A未能聚在一组中，说明实际

生产中，猕猴桃品种命名较为混乱，有同名异物或同

物异名的现象存在。金五和黄心猕猴桃材料还未审

定，其中金五和软枣猕猴桃聚在一起，可能在选育过

程中有软枣猕猴桃的遗传背景，金五的叶片、茎秆上

茸毛的状态接近于中华猕猴桃变种，说明猕猴桃叶

片、茎秆及果皮上茸毛的着生状态在猕猴桃形态分

类上的重要性。

从不同区域采样的生产中大面积栽培的猕猴桃

品种的遗传基础基本一致。有 6个野生资源（野 17

♀A、野 22♂ A、野 16♀A、野 18♀A、野 21♂ A、野

19？A）与其他材料亲缘关系较远，可将其作为亲本

材料进行新品种选育或者对栽培品种改良。

4 结 论

生物群体结构分析常用的 3种方法中，如果结

合中华猕猴桃变种的形态分类知识，Bayesian算法

图 8 20 份野生近缘猕猴桃种质资源的遗传相似系数 UPGMA 聚类

Fig. 8 UPGMA clustering based on genetic similarity coefficien tamong 20 wild kiwifruit materials

野17♀A Wild17♀A
野22♂ A Wild22♂ A
野21♂ A Wild21♂ A
野16♀A Wild16♀A
野18♀A Wild18♀A
野19？A Wild19？A
野20？A Wild20？A
野14♀A Wild14♀A
野25♀A Wild25♀A
野1♀A Wild1♀A
野12♀A Wild12♀A
野23♀A Wild23♀A

野24♀A Wild24♀A
野15♀A Wild15♀A
野3♂ A Wild3♂ A

野4♂ A Wild4♂ A
野7♂ A Wild7♂ A
野26♂ AWild26♂ A
野♂ N Wild♂ N
野6♂ A Wild6♂ A

0.70 0.75 0.80 0.85 0.91
相似系数 Genetic similarity coefficient

王悦星，等：利用SCoT分子标记分析85个猕猴桃品种（系）及野生近缘种的遗传结构 1053



果 树 学 报 第38卷

比UPGMA和PC分析更贴近真实的遗传分类，同时

基于Bayesian算法的群体遗传结构图也能看出哪些

样本发生了基因流。85份供试材料聚类时首先按

亚种聚类而不是按雌雄性别材料聚类，可能亚种间

的差异比雌雄间差异大。

笔者在本研究中构建了 85份供试猕猴桃种质

的DNA指纹图谱，该图谱可作为猕猴桃种质和品种

鉴定与分类的依据，并可为新种质和新品种的繁育

及知识产权保护提供技术支撑；通过对85份供试种

质遗传多样性分析，能清楚的掌握各材料间遗传关

系的远近，挖掘野生远源种的遗传潜力，这为猕猴桃

杂交育种过程中亲本的选配提供了可靠依据。
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宁海白×大房枇杷F1杂交群体果实

性状的相关性及遗传分析
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摘 要：【目的】探究枇杷果实重要性状的遗传倾向以及果实性状间的相关关系，以期为枇杷杂交育种的亲本选配提供

参考。【方法】对宁海白与大房杂交产生的130株F1杂种后代的7个果实重要性状进行调查以及相关性分析。【结果】调

查的7个果实性状均呈正态分布，其中果肉厚度、果实横径、果实质量、果实纵径等4个性状表现出趋低遗传倾向；种子

数、种子质量、可溶性固形物含量3个性状表现出趋高遗传倾向。相关性分析显示，果实质量与其他6个性状均呈极显

著相关，而通径分析显示，果实横径、种子质量、果肉厚度、果实纵径、种子数是影响果实质量的主要因素，其中果实横

径和种子质量对果实质量的影响最大，而种子数的影响最小。【结论】7个果实重要性状均为数量性状，其中果肉厚度、

果实横径、果实质量、果实纵径遗传倾向趋于趋低遗传，种子数、种子质量、可溶性固形物含量为趋高遗传；果实横径和

种子质量是影响果实质量的关键性状。
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Correlation and genetic analysis of fruit traits in F1 hybrid population of
loquat generated from Ninghaibai × Dafang
ZHAO Chongbin1, GUO Yihan1a, LI Shuqing1, XU Hongxia2, HUANG Tianqi1, LIN Shunquan1, CHEN

Junwei2*, YANG Xianghui1*

(1Key Laboratory of Biology and Genetic Improvement of Horticultural Crops (South China), Ministry of Agriculture and Rural Affairs/

College of Horticulture, South China Agricultural University, Guangzhou 510642, Guangdong, China; 2Institute of Horticulture, Zheji-

ang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021, Zhejiang, China)

Abstract:【Objective】This paper aimed to complement the correlation genetic analysis of the important

traits of loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) fruits in the F1 population generated from the white flesh

cultivar Ninghaibai crossed with the yellow flesh cultivar Dafang in order to provide the reference for

the parent selection and seedling screening in loquat breeding.【Methods】A total of 130 plants of F1 hy-

brid population of Ninghaibai × Dafang were used as experimental materials. The samples were collect-

ed at the maturity stage from May to June in 2020, and 30 fruits were randomly selected from the mid-

dle and upper part of the crown of each tree. The longitudinal diameter, transverse diameter and pulp

thickness of the fruits were measured with digital display vernier caliper.The Fruit weight and seed

weight were measured with electronic balance (1/100). Soluble solid content (TSS) in fruit flesh was

determined by ATAGO handheld digital refractometer. The number of seeds was also recorded. Excel
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2016 was used to organize data and draw tables. IBM SPSS Statistics 25.0 was used to test normality,

draw frequency histogram and perform correlation analysis.【Results】The results of genetic analysis

showed that the seven important fruit traits were normally distributed. The average values of fruit

weight, fruit longitudinal diameter, fruit transverse diameter and fruit flesh thickness were lower than

the mid-parent value or even lower than the low parental value. The genetic transmission ability was

between 90.40%-96.46%, all lower than 100%, and the dominant rate was all negative. The heterosis

was not significant, the genetic tendency was small, and most of the hybrid offspring showed the phe-

nomenon of character decline. The decline in flesh thickness was the most serious, 73.08% were thin-

ner than the low parent and 11.54% were thicker than the high parent. Although fruit weight, fruit lon-

gitudinal diameter and fruit transverse diameter showed a genetic tendency to be lower, the high paren-

tal rate was 24.62% to 33.08%. The average values of TSS, seed weight, seed number were higher than

that of high value, genetic heritability were higher than 100% and between 102.26 and 121.23%. Heter-

otic rate showed strong heterotic, genetic tendency represented as high genetic predisposition. Among

them, the heterotic rates of seed weight and seed number reached 21.23% and 15.20%, showing the

most significant heterosis performance. The results of correlation analysis showed that the fruit weight

was positively correlated with the vertical diameter, horizontal diameter, flesh thickness, seed weight

and seed number, but negatively related to TSS. Through stepwise regression analysis, the optimal mul-

tiple linear regression equation for fruit weight was expressed as: Y=- 41.861 + 0.317X1 + 0.795X2 +

2.975X3+2.208X5-0.879X6 (Y= fruit weight, X1= fruit longitudinal diameter, X2= fruit transverse diame-

ter, X3= flesh thickness, X5= seed weight, X6= seed number; R = 0.991, R2 = 0.981, e = 0.138), which in-

dicated that the fruit longitudinal diameter, fruit transverse diameter, flesh thickness, seed weight and

seed number were the main factors affecting fruit weight. Path analysis results showed that the fruit

transverse diameter, fruit longitudinal diameter, flesh thickness, seed weight and seed number were the

important traits that affected fruit weight. The order of simple correlation coefficient between five traits

and fruit weight was the fruit transverse diameter (0.974) > seed weight (0.859) > flesh thickness

(0.847) > longitudinal diameter (0.820) > seed number (0.323). The order of direct path coefficient be-

tween five traits was the seed weight (0.383) > transverse diameter (0.338) > flesh thickness (0.227) >

longitudinal diameter (0.136) > seed number (-0.070). The order of decision coefficient was the fruit

transverse diameter (0.544) > seed weight (0.511) > flesh thickness (0.393) > longitudinal diameter

(0.204) > seed number (-0.050).【Conclusion】The fruit weight, fruit transverse diameter, fruit longitu-

dinal diameter, flesh thickness, TSS, seed weight and seed number were all quantitative traits con-

trolled by multiple genes. Among them, the genetic tendency of the fruit weight, fruit transverse diame-

ter, fruit longitudinal diameter and flesh thickness tended to be smaller, while the genetic tendency of

the TSS, seed weight and seed number tended to be higher. The fruit weight was significantly positive-

ly correlated with the longitudinal diameter, transverse diameter, flesh thickness, seed weight and seed

number, but negatively correlated with the TSS. In conclusion, the longitudinal diameter, transverse di-

ameter, flesh thickness, seed weight and seed number are the main factors affecting fruit weight,

among them the transverse diameter and seed weight had the greatest effect on fruit weight, whereas

the seed number had the least effect.

Key words: Loquat; Fruit trait; Correlation analysis; Genetic tendency; Path analysis; Quantitative traits

1056



，等：性状的相关性及遗传分析第7期

枇杷(Eriobotrya japonica Lindl.)是原产于我国、

拥有悠久栽培历史的传统果树之一，在大众中有较

高的知名度。据不完全统计，我国枇杷栽培总面积

近 13万 hm2，年产量 65万 t，生产规模占世界枇杷的

80%以上[1]。

果实性状不仅是果树品种重要的特征性状，也

是果树主要的商品性状。对果实性状进行相关性及

遗传分析，不仅能为果树遗传育种提供参考，也可以

为果实性状 QTL 定位提供依据。目前，对桃 [2- 3]、

梨[4-5]、苹果[6-7]、杏 [8-9]等多种果树都有果实性状相关

性以及遗传规律的相关研究。虽然关于枇杷果实的

性状多样性和遗传规律的研究也有相关报道[10-15]，但

是，前人的研究存在试验材料较少或者分析不充分

等问题，而通过通径分析对果实质量性状主要影响

因素进行关系解构的研究更是鲜有报道。

为进一步丰富和完善枇杷果实性状的相关性及

其遗传规律的研究，笔者以白肉枇杷品种宁海白为

母本、黄肉枇杷品种大房为父本，对其F1杂交群体的

果实重要性状进行相关性及遗传分析，以期阐明果

实重要数量性状的遗传规律，为枇杷遗传育种中亲

本的合理选择以及提高后代优株的选择效率提供参

考。

1 材料和方法

1.1 材料

宁海白×大房的杂交工作于 2011年进行，2012

年将杂交种子定植于浙江省农业科学院的杨渡科研

创新基地，2017年始果，于 2020年从F1杂交群体实

生树中选择已稳定开花结果的 130株为试验材料，

进行果实性状调查。杂交群体自然生长，常规肥水

管理，无疏花、疏果、套袋等处理措施。

1.2 性状测定与方法

于2020年5—6月枇杷成熟期进行采样，每株树

冠外围中上部随机选取30个果实，分别测定果实质

量、果实纵径、果实横径、果肉厚度、可溶性固形物含

量、种子质量、种子数等性状，测定标准参考《枇杷种

质资源描述规范和数据标准》[16]。

用数显游标卡尺测量果实纵径、果实横径、果肉

厚度；用电子天平（1/100）称量果实质量、种子质量；

用ATAGO手持式数显折光仪测定果肉可溶性固形

物含量（TSS）；记录种子数。

1.3 数据统计与处理

利用Excel 2016进行数据整理与表格绘制，运

用 IBM SPSS Statistics 25.0进行正态性检验，绘制频

率直方图及进行相关分析。

相关计算公式：变异系数(CV，%)=(S/F) ×100；

遗传传递力 (Ta，%)=(F/MP)×100；优势率 (H，%)=

[(F-MP)/MP]×100；超高亲率(HH，%)=(高于高亲表

型值的 F1 单株数/F1 单株总数) × 100；低低亲率

(L，%)=(低于低亲表型值的F1单株数/ F1单株总数)×

100。式中 S表示F1单株数据标准差；F表示F1平均

表型值；MP表示中亲值。

2 结果与分析

2.1 果实性状遗传分析

2.1.1 果实质量 从表 1可知，宁海白与大房杂交

F1代果实质量平均值低于中亲值，甚至低于低亲值，

性状表现出广泛分离，分离范围为13.76~57.83 g，变

异系数为 29.73%，遗传传递力为 92.23%，优势率

为- 7.77% ，超高亲率为 31.54% ，低低亲率达到

63.85%。根据分布曲线的峰度和偏度，再结合图 1

的频率直方图以及正态Q-Q图可知，宁海白与大房

杂交F1代的果实质量呈较标准的正态分布，属于由

多个基因共同控制的数量性状；总体呈趋小变异的

遗传倾向，但是性状分离范围较大，超高亲率较高，

能满足为选育大果品种提供材料的需求。

2.1.2 果实纵径 由表 2可知，宁海白与大房杂交

F1代的果实纵径平均值低于中亲值且低于低亲值，

分离范围为 31.64~50.63 mm，变异系数为 9.58%，遗

传传递力为 96.46%，优势率为-3.54%，超高亲率为

24.62%，低低亲率为57.69%。分布曲线的峰度和偏

度接近 0，结合图 2，表明宁海白与大房杂交F1后代

表 1 F1代果实质量遗传变异

Table 1 Genetic variation of fruit weight in F1

性状
Character

果实质量
Fruit weight/g

大房
Dafang

33.65

宁海白
Ninghaibai

31.75

中亲值
Midparent
value

32.70

杂交后代
Hybrid
progenies

30.16

分离范围
Separation
range

13.76~57.83

变异系数
CV/%

29.73

遗传传递力
Ta/%

92.23

优势率
H/%

-7.77

超高亲率
HH/%

31.54

低低亲率
L/%

63.85

峰度
Kurtosis

0.53

偏度
Skewness

0.96
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图 1 F1代果实质量频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 1 Frequency histogram and normal Q-Q plot of fruit weight in F1

表 2 F1代果实纵径遗传变异

Table 2 Genetic variation of longitudinal diameter in F1

性状
Character

纵径
Longitudinal diameter/mm

大房
Dafang

42.53

宁海白
Ninghaibai

40.32

中亲值
Midparent
value

41.42

杂交后代
Hybrid
progenies

39.96

分离范围
Separation
range

31.64~50.63

变异
系数
CV/%

9.58

遗传传
递力
Ta/%

96.46

优势率
H/%

-3.54

超高
亲率
HH/%

24.62

低低
亲率
L/%

57.69

峰度
Kurtosis

-0.16

偏度
Skewness

0.37

的果实纵径呈标准的正态分布，是典型的由多个基

因控制的数量性状，变异程度较低，不易受环境因素

影响；遗传倾向总体趋向于偏低遗传，但是变异系数

较小，遗传传递力和超高亲率较高，可以为培育纵径

较大的品种提供足够的种质材料。

2.1.3 果实横径 宁海白与大房杂交F1代果实横径

遗传分析结果如表 3所示，杂种后代果实横径平均

值低于中亲值且低于低亲值，分离范围为 26.84~

46.32 mm，变异系数为 10.58% ，遗传传递力为

95.65%，优势率为-4.35%，超高亲率为33.08%，低低

亲率达到 66.92%。图 3显示，宁海白与大房杂交F1

代果实横径呈标准的正态分布，是典型的由多个基

因共同控制的数量性状，遗传倾向总体趋向于趋小

遗传，变异系数较小，但遗传传递力及超高亲率较

高，能够为培育果实横径较大的枇杷品种提供较多

的育种材料。

2.1.4 果肉厚度 由表 4可知，宁海白与大房杂交

F1代果肉厚度平均值低于中亲值且低于低亲值，分

离范围为 5.96~9.90 mm，而变异系数较低 ，为

11.2% ，遗 传 传 递 力 为 90.40% ，优 势 率 较 小 ，

为-9.6%，低低亲率高达 73.08%，而超高亲率仅为

11.54%。峰度与偏度接近于 0，图 4也显示，果肉厚

度分布表现为标准的正态分布，表明该性状是一个

由多个基因共同控制的数量性状，总体遗传倾向表

现为较强的趋小变异，性状衰退表现较为明显。

2.1.5 可溶性固形物含量 由表 5可知，宁海白与

大房杂交F1代可溶性固形物含量平均值大于中亲值

且高于高亲值，分离范围为 9.84%~20.65%，变异系

图 2 F1代果实纵径频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 2 Frequency histogram and normal Q-Q plot of longitudinal diameter in F1
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数为 12.52%，优势率有 2.26%，遗传传递力达到

102.26% ，超高亲率达到 53.85% ，低低亲率为

39.23%，峰度为1.09而偏度为0.44。而图5也显示，

该杂交群体可溶性固形物分布呈现较标准的正态分

布。即该性状是一个由多基因控制的数量性状，总

体遗传规律表现为偏高遗传，通过杂交育种较易得

表 3 F1代果实横径遗传变异

Table 3 Genetic variation of transverse diameter in F1

性状
Character

横径
Transverse diameter/mm

大房
Dafang

37.73

宁海白
Ninghaibai

37.55

中亲值
Midparent
value

37.64

杂交后代
Hybrid
progenies

36.01

分离范围
Separation
range

26.84~46.32

变异
系数
CV/%

10.58

遗传
传递力
Ta/%

95.65

优势率
H/%

-4.35

超高
亲率
HH/%

33.08

低低
亲率
L/%

66.92

峰度
Kurtosis

-0.36

偏度
Skewness

0.44

表 5 F1代可溶性固形物遗传变异

Table 5 Genetic variation of Soluble solid content S in F1

性状
Character

w（可溶性固形物）

Soluble solid content/%

大房
Dafang

13.76

宁海白
Ninghaibai

13.41

中亲值
Midparent
value

13.59

杂交后代
Hybrid
progenies

13.89

分离范围
Separation
range

9.84~20.65

变异
系数
CV/%

12.52

遗传
传递力
Ta/%

102.26

优势率
H/%

2.26

超高
亲率
HH/%

53.85

低低
亲率
L/%

39.23

峰度
Kurtosis

1.09

偏度
Skewness

0.44

图 3 F1代果实横径频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 3 Frequency histogram and normal Q-Q plot of transverse diameter in F1

图 4 F1代果肉厚度频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 4 Frequency histogram and normal Q-Q plot of thickness of flesh in F1

表 4 F1代果肉厚度遗传变异

Table 4 Genetic variation of thickness of flesh in F1

性状
Character

果肉厚度
Thickness of flesh/mm

大房
Dafang

8.59

宁海白
Ninghaibai

8.04

中亲值
Midparent
value

8.32

杂交后代
Hybrid
progenies

7.52

分离范围
Separation
range

5.96~9.90

变异
系数
CV/%

11.12

遗传
传递力
Ta/%

90.40

优势率
H/%

-9.60

超高
亲率
HH/%

11.54

低低
亲率
L/%

73.08

峰度
Kurtosis

-0.19

偏度
Skewness
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到可溶性固形物值较高的枇杷种质。

2.1.6 种子质量 由表6及图6分析结果可知，宁海

白与大房杂交F1代种子质量平均值高于中亲值且高

于高亲值，分离程度较大，为 2.39~9.57 g，变异系数

高达30.73%，遗传传递力高达121.23%，优势率也达

到了 21.23%，超高亲率为 56.92%，而低低亲率为

26.15%，整体分布表现为正态分布。表明该性状是

一个由多基因共同控制的数量性状，遗传倾向表现

为较强的趋高变异，该性状分离范围较广，变异系数

较高，通过遗传育种较易得到种子质量的类型表现

图 5 F1代可溶性固形物含量频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 5 Frequency histogram and normal Q-Q plot of soluble solid content in F1

表 6 F1代种子质量遗传变异

Table 6 Genetic variation of seed weight in F1

性状
Character

种子质量 Seed weight/g

大房
Dafang

3.82

宁海白
Ninghaibai

4.53

中亲值
Midparent
value

4.17

杂交后代
Hybrid
progenies

5.06

分离范围
Separation
range

2.39-9.57

变异
系数
CV/%

30.73

遗传
传递力
Ta/%

121.23

优势率
H/%

21.23

超高
亲率
HH/%

56.92

低低
亲率
L/%

26.15

峰度
Kurtosis

-0.36

偏度
Skewness

0.65

多样的种质材料。

2.1.7 种子数 关于宁海白与大房杂交F1代种子数

遗传分析结果如表 7所示，其杂交后代种子数平均

值高于中亲值且高于高亲值，分离范围为 1.76~

4.87，变异系数达到 22.14% ，遗传传递力高达

115.20%，优势率也达到了 15.2%，超高亲率高达

64.62%而低低亲率也有 27.69%。结合图 7可知，宁

海白与大房杂交F1代种子数总体分布表现为较标准

的正态分布，是一个由多个基因共同控制的数量性

状，遗传倾向表现为较强的偏高遗传，通过杂交育种

易得到较多不同的种子数的种质材料。

2.2 果实性状间的相关性分析

宁海白与大房杂交F1代果实性状间的相关性分

析结果如表 8所示，果实质量与果实横径、种子质

量、果肉厚度、果实纵径、种子数呈极显著正相关而

与可溶性固形物含量呈极显著负相关；果实纵径与

果实质量、果肉厚度、果实横径、种子质量等表现出

极显著正相关关系，与可溶性固形物含量表现为极

图 6 F1代种子质量频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 6 Frequency histogram and normal Q-Q plot of seed weight in F1
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表 7 F1代种子数遗传变异

Table 7 Genetic variation of seed number in F1

性状
Character

种子数 Seed number

大房
Dafang

2.86

宁海白
Ninghaibai

2.70

中亲值
Midparent
value

2.78

杂交后代
Hybrid
progenies

3.20

分离范围
Separation
range

1.76~4.87

变异
系数
CV/%

22.14

遗传
传递力
Ta/%

115.20

优势率
H/%

15.20

超高
亲率
HH/%

64.62

低低
亲率
L/%

27.69

峰度
Kurtosis

-0.66

偏度
Skewness

0.14

表 8 F1代果实性状相关性

Table 8 Correlation of fruit traits in F1

果实质量 Fruit weight/g

纵径 Longitudinal diameter/mm

横径 Transverse diameter/mm

果肉厚度 Thickness of flesh/mm

w（可溶性固形物）TSS/%

种子质量 Seed weight/g

种子数 Seed number

果实质量
Fruit
weight/g

1.000

0.820**

0.974**

0.847**

-0.460**

0.859**

0.323**

纵径
Longitudinal
diameter/mm

1.000

0.747**

0.768**

-0.422**

0.575**

0.017

横径
Transverse
diameter/mm

1.000

0.802**

-0.462**

0.893**

0.433**

果肉厚度
Thickness of
flesh/mm

1.000

-0.479**

0.506**

-0.002

w（可溶性
固形物）
TSS/%

1.000

-0.304**

-0.118

种子质量
Seed
weigh/g

1.000

0.639**

种子数
Seed
number

1.000

注：**表示在 0.01 水平上极显著相关。

Note: ** indicates highly significant correlation at 0.01 level.

显著负相关而与种子数相关性不显著；果实横径与

果实质量、种子质量、果肉厚度、果实纵径、种子数表

现为极显著正相关而与可溶性固形物含量呈极显著

负相关；果肉厚度与果实质量、果实横径、果实纵径、

种子质量呈极显著正相关，与可溶性固形物含量呈

极显著负相关而与种子数相关性不显著；可溶性固

形物含量与果肉厚度、果实横径、果实质量、果实纵

径以及种子质量均呈极显著负相关而与种子数相关

性不显著；种子质量与果实横径、果实质量、种子数、

果实纵径、果肉厚度均呈极显著正相关而与可溶性

固形物含量呈极显著负相关；种子数与种子质量、果

实横径、果实质量呈极显著正相关，而与可溶性固形

物含量、果实纵径以及果肉厚度相关性不显著。

2.3 多元线性回归及通径分析

为进一步研究果实性状间的关系，以果实质量

为因变量（Y），果实纵径（X1）、果实横径（X2）、果肉厚

度（X3）、TSS（X4）、种子质量（X5）、种子数（X6）等 6个

性状为自变量，通过逐步回归分析，得到关于果实质

量的最优多元线性回归方程为：

Y=-41.861+0.317X1+0.795X2+2.975X3+2.208X5-

0.879X6

回归方程相关系数（R）=0.991，R2=0.981，剩余

因子（e）= 1 -R2 = 0.138，表明方程拟合度较高，已

经把果实质量的大部分影响因素考虑到，其中果实

纵径（X1）、果实横径（X2）、果肉厚度（X3）、种子质量

（X5）、种子数（X6）是影响果实质量的主要因素。

图 7 F1代种子数频率直方图及正态 Q-Q 图

Fig. 7 Frequency histogram and normal Q-Q plot of seed number in F1
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表 9 果实质量与其他果实性状间的通径分析

Table 9 Path analysis between fruit weight and other fruit traits

性状
Character

X1

X2

X3

X5

X6

简单相关系数
Single correlation coefficient

0.820

0.974

0.847

0.859

0.323

直接通径系数
Direct path coefficient

0.136

0.338

0.277

0.383

-0.070

间接通径系数 Indirect path coefficient

X1

-

0.252

0.213

0.220

-0.001

X2

0.101

-

0.223

0.342

-0.030

X3

0.104

0.271

-

0.194

0.0001

X5

0.078

0.302

0.140

-

-0.044

X6

0.002

0.146

-0.001

0.245

-

决策系数（R²）
Decision coefficient

0.204

0.544

0.393

0.511

-0.050

通径分析结果见表 9，显示对宁海白与大房杂

交 F1代果实质量产生影响的主要因素为果实纵径

（X1）、果实横径（X2）、果肉厚度（X3）、种子质量（X5）、

种子数（X6），这与多元线性回归分析结果相吻合。

由表9可知，简单相关系数显示，各影响因素与

果实质量的相关性大小排列为果实横径（0.974）＞

种子质量（0.859）＞果肉厚度（0.847）＞果实纵径

（0.820）＞种子数（0.323），所有影响因素与果实质量

都呈正相关。从通径分析结果来看，直接对果实质

量产生作用的影响因素中，作用大小排序为种子质

量（0.383）＞果实横径（0.338）＞果肉厚度（0.227）＞

果实纵径（0.136）＞种子数（-0.070），其中种子质量

起到的直接作用最大，而种子数对果实质量起轻微

的负面作用。果实纵径对果实质量的影响主要通过

直接作用（0.136）以及与果实横径（0.101）、果肉厚度

（0.104）等间接作用共同对果实质量产生正面影响；

果实横径除了对果实质量有较强的直接增强作用

（0.338），还 通 过 果 实 纵 径（0.252）、果 肉 厚 度

（0.271）、种子质量（0.302）、种子数（0.146）对果实质

量有较强的间接增强作用；果肉厚度除了直接对果

实质量产生正面影响，与果实纵径（0.213）、果实横

径（0.223）、种子质量（0.140）都有较好的间接增强作

用；种子质量对果实质量的直接增强作用最强

（0.383），此外，种子质量通过果实纵径（0.220）、果实

横径（0.342）、果肉厚度（0.194）以及种子数（0.245）

对果实质量都产生较强的间接增强作用；而种子数

对果实质量产生的直接作用（-0.070）以及通过果实

纵径（-0.001）、果实横径（-0.030）、种子质量（-0.044）

对果实质量产生的间接作用都是负面的，但是产生

的影响都较为轻微。从决策系数（R²）来看，各影响

因素对果实质量的综合影响力排序为果实横径

（0.544）＞种子质量（0.511）＞果肉厚度（0.393）＞果

实纵径（0.204）＞种子数（-0.050），其中果实横径、种

子质量、果肉厚度以及果实纵径都对果实质量起促

进作用，而种子数对果实质量起抑制作用。

3 讨 论

果实性状遗传分析结果显示，宁海白与大房杂

交F1后代中，果肉厚度、果实横径、果实质量、果实纵

径等4个性状都表现为平均值低于中亲值并且低于

低亲值，遗传传递力介于 90.40%~96.46%，均低于

100%，优势率均为负值，杂种优势表现并不明显，遗

传倾向表现为趋小遗传倾向，多数杂交后代出现性

状衰退现象，这与前人的研究结果基本一致[11-13]，且

与刘伦[17]在梨上以及王鹏飞等[18]在欧李上的研究结

果类似。其中果肉厚度性状衰退表现最为严重，低

低亲率达到 73.08%，超高亲率仅为 11.54%，而果实

质量、果实纵径、果实横径虽然表现出趋小遗传倾

向，但超高亲率为24.62%~33.08%。

宁海白与大房杂交F1后代果实的种子数、种子

质量、可溶性固形物含量等 3个性状都表现为平均

值高于中亲值且高于高亲值，遗传传递力均高于

100%，介于102.26%~121.23%，优势率均为正值，表

现出较强的杂种优势，遗传倾向表现为趋高遗传倾

向，这与许家辉等[12]在枇杷正反交的试验中得到的

结果基本一致，但在种子数遗传倾向上结果却是相

反，原因可能与许家辉等在试验中杂交亲本组合的

选择不同或者试验材料过少有关。在可溶性固形物

含量遗传倾向上本试验结果与猕猴桃 [19]、梨 [20]、苹

果[21]研究结果表现相同，而刘家成等[22]在杏上的研

究结果却显示可溶性固形物含量呈偏低遗传倾向。

宁海白与大房杂交F1代中种子质量和种子数杂种优

势表现最为显著，优势率分别达到21.23%、15.20%，

但从经济价值方面讨论，种子质量和种子数的趋高

变异并不利于枇杷经济价值的提高。而可溶性固形

物含量的趋高变异，意味着更容易出现较甜的杂种
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后代，更易获得甜度高的枇杷种质。

在宁海白与大房杂交 F1代 7 个果实重要性状

中，普遍都表现出较广泛的性状分离现象，存在远高

于高亲值和远低于低亲值的极端单株，有选育优良

枇杷种质的选择潜力，这与前人研究结果保持一

致 [11,14]，这一现象在其他木本果树杂交中也普遍存

在[23-26]。变异系数介于 9.58%~30.73%，其中果实纵

径变异系数最小，而种子质量变异系数最大。

由此可见，枇杷等木本果树遗传背景复杂，基因

高度杂合，很多性状构成中存在较大的基因非加性

效应，在进行遗传育种的有性杂交过程中，非加性效

应解体，使得后代性状表现出广泛的分离，且劣变率

普遍较高，但是往往也伴随着一定量的超高亲植株，

使得通过杂交育种培育优良品种成为可能。

果实质量、果实纵径、果实横径、果肉厚度、可溶

性固形物含量、种子质量、种子数等7个性状在杂交

后代中均呈现标准或较标准的正态分布，是由多个

基因共同控制的数量性状，这与前人结果基本相

同[11]，且葡萄[27]和苹果[28]上也有类似的报道，而在枣

树上结果并不完全一致[29]。相关性分析结果显示，

果实质量与果实横径、种子质量、果肉厚度、果实纵

径、种子数均呈极显著正相关而与可溶性固形物含

量呈极显著负相关，这与前人研究结果基本一致[14]，

也与宋红彦等[13]认为的枇杷大果与高可溶性固形物

含量较难共存的观点相吻合，Mir等[30]在苹果上的研

究也得到类似的结果，但Man等[31]在番石榴试验结

果中报道可溶性固形物含量与果实质量为正相关关

系。而通过逐步回归分析得到的关于果实质量的最

优多元线性回归方程表达式为Y=-41.861+0.317X1+

0.795X2+2.975X3+2.208X5-0.879X6（Y=果实质量，X1=

果实纵径，X2=果实横径，X3=果肉厚度，X5=种子质

量，X6=种子数；R=0.991，R2=0.981，e=0.138），表明影

响果实质量的主要因素为果实纵径、果实横径、果肉

厚度、种子质量、种子数等5个性状。通径分析结果

显示，影响果实质量的主要因素与多元线性回归分

析结果一致，且 5个性状对果实质量直接作用力大

小排序为种子质量＞果实横径＞果肉厚度＞果实纵

径＞种子数；而对果实质量综合作用力大小排序为

果实横径＞种子质量＞果肉厚度＞果实纵径＞种子

数，这和 5个性状与果实质量简单相关系数大小排

序一致。表明果实横径和种子质量对果实质量的影

响最大，而种子数对果实质量影响最小。Donazzolo

等[32]在费约果（Feijoa）上的研究结果显示种子数对

果实质量影响较小；而Mariguele等[33]对番荔枝的果

实质量进行通径分析，结果也显示种子数对番荔枝

果实质量的贡献较小，这与笔者的试验结果类似。

4 结 论

果肉厚度、果实横径、果实质量、果实纵径遗传

倾向趋于趋低遗传，而种子数、种子质量、可溶性固

形物含量为趋高遗传；而果实横径和种子质量是影

响果实质量的关键性状，在选育种过程中应加以关

注。
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漆酶基因Cglac10的缺失对杧果炭疽病菌

无性繁殖和侵染能力的影响
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摘 要：【目的】揭示漆酶基因Cglac10在杧果炭疽病菌（Colletotrichum gloeosporioides）生长及侵染致病过程中的功

能。【方法】利用qPCR技术对Cglac10在该菌侵染过程中的表达进行分析，并通过同源重组和PEG介导的原生质体转

化法获得敲除突变体ΔCglac10H和回复菌株C-ΔCglac10H。【结果】Cglac10基因在侵染过程中的表达量是侵染前的

8.02~13.66倍。回复菌株C-ΔCglac10H的表型与野生型菌株的无显著差异；突变体ΔCglac10H除在菌丝生长速率方

面与野生型菌株差异不明显外，菌落颜色变为白色，培养10 d时菌丝中黑色素含量下降了67.33%，产孢量显著下降；

在水膜中培养至24 h时，ΔCglac10H才偶见形成附着胞，36 h时的形成率仅为野生型菌株的44.85%；在PDB中培养6 d

后，ΔCglac10H的胞内漆酶活性较野生型菌株下降了57.61%；不刺伤时，ΔCglac10H几乎不致病，刺伤接种6 d后，观

察到ΔCglac10H的致病力比野生型菌株下降了52.94%。【结论】Cglac10在C. gloeosporioides无性繁殖及侵染致病过

程中起着重要作用。
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Abstract:【Objective】Mango (Mangifera indica Linn.) is the second largest tropical fruit in China. Col-

letotrichum gloeosporioides is an important plant pathogen with large host-range and wide distribution.

Anthracnose mainly caused by C. gloeosporioides is one of the most serious diseases that reduce mango

production. Identifying the pathogenesis-related genes and revealing their roles in fungal growth and in-

fection, and further understanding the interaction between C. gloeosporioides and its host, will help to

find new control targets and improve control effects. In previous work, we found out 13 laccase family

members from C. gloeosporioides in a reference genome databases. Sequences alignment showed great

difference. Therefore, we speculated that their function might be quite different. So far, only the func-

tions of lac1 have been identified at the molecular level, and it affected mycelial growth and develop-
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ment, melanin deposition, conidia production, laccase activity, stress tolerance and virulence to the host.

In order to further explore the role of Cglac10, another member of the laccase family, Cglac10 was dis-

rupted and complemented, and its phenotype was analyzed in this paper.【Methods】The expression of

Cglac10 gene in the process of infection of C. gloeosporioides on leaves was analyzed by qPCR. The

knockout vector of the Cglac10 gene was constructed by inserting a hygB cassette into the coding re-

gion, and transforming it into E. coli DH5. Hygromycin B was used as a marker to screen transformant,

and the minimum inhibitory concentration of Hygromycin B on C. gloeosporioides was 400 µg · mL- 1.

The knocked out mutants were obtained using PEG-mediated protoplast transformation. PCR amplifica-

tion, Southern blot and qPCR were used to determine whether the transformants were Cglac10 deletion

mutants. Then Cglac10 gene was complemented in mutants by a similar way. Basta resistance and PCR

detection were used to determine whether the transformants were the complementary strains of mutant

ΔCglac10. The biological phenotypes including colony growth rate, sporulation, the formation of ap-

pressorium, intracellular melanin content and laccase activity were tested. In addition, after inoculating

the wild- type strain, ΔCglac10 and the complementary strain C-ΔCglac10H on the PDA plate with

0.04% guaiacol, the extracellular laccase activity was tested by the plate color reaction. The virulence

was assessed on the mango fruits using unwounded and wounded inoculation method, respectively.

The diameters of the lesions were observed and measured every day.【Results】The complete DNA and

cDNA sequences of the laccase gene Cglac10 are 1989 bp and 1878 bp in length, respectively, encoding

a putative protein with 625 amino acid. The Cglac10 gene was highly expressed during infection pro-

cess, which was 8.02-13.66 times as high as that before infection. The phenotype indicated that there

was no significant difference between the complementary strain C-ΔCglac10H and the wild type, but

the deletion of Cglac10 affected the asexual reproduction and virulence of C. gloeosporioides. In con-

trast to darkish color of the wild-type strain, the colony of mutant ΔCglac10H turned pale, and melanin

content of mycelium decreased by 67.33% after 10 d of culture. The mycelium growth rate of

ΔCglac10H was nearly the same as the wild-type strain. The sporulation was 57.61% less than that of

wild-type strain. Observation showed that the wild-type strain formed appressorium on the wet glass 4 h

after inoculation, then melanized and matured at 6 h. However, ΔCglac10H occasionally formed appres-

sorium 24 h after incubation, and the formation rate was only 44.85% of that of the wild type at 36 h.

On the PDA medium containing 0.04% guaiacol, the wild-type strain could produce red-brown oxida-

tive band around the colony 4 d after incubation, while ΔCglac10H had no oxidative band during the

whole observation period. The intracellular laccase activity of ΔCglac10H was 57.61% lower than that

of the wild-type strain 6 d after incubation in PDB. After inoculation on the unwounded ripe fruits of

the mango cultivar Tainong, ΔCglac10H did not cause necrosis, while the wild-type strain could cause

typical anthracnose necrotic spots. Six days after inoculation on wounded mango, ΔCglac10H caused le-

sion spot which was significantly smaller than that of the wild- type strain, and the lesion diameter of

ΔCglac10H was 52.94% less than that of wild-type strain.【Conclusion】The laccase gene Cglac10 of C.

gloeosporioides on mango was cloned and identified. This gene was highly expressed during the pro-

cess of infection of C. gloeosporioides on mango leaves. Deletion of Cglac10 gene affected the colony

pigmentation, mycelium melanin content, sporulation, appressorium formation, laccase secretion and ac-

tivity as well as virulence, indicating that Cglac10 played an important role in the C. gloeosporioides

asexual reproduction and infection. This discovery would deepen our understanding of the roles of lac-

case in fungal biology and virulence.

Key words: Colletotrichum gloeosporioides; Laccase gene; Gene knockout; Virulence

肖春丽，等：漆酶基因Cglac10的缺失对杧果炭疽病菌无性繁殖和侵染能力的影响 1067



果 树 学 报 第38卷

原产于东南亚热区的杧果（Mangifera indica

Linn.）是漆树科（Anacardiacese）杧果属常绿植物，因

其色丽、肉甘、营养价值高，被誉为世界第二大热带

水果。杧果产业是我国热区重要的特色农业产业，

近年来种植面积不断扩大，已成为热区果农收入的

支柱[1]。由胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioi-

des Penz. & Sacc.）引起的杧果炭疽病，是影响杧果

产业最为严重的病害之一，它分布广、危害重、传播

快，严重降低了杧果产业的经济效益。探讨该病原

菌在生长和侵染过程中的致病基因，了解其在胶孢

炭疽菌与寄主互作过程中的机制，对于发展新的防

治靶点具有重要的理论和实践意义。

漆酶（laccase）是一种含铜的多酚氧化酶与抗坏

血酸氧化酶，属于蓝色多铜氧化酶家族，在植物、真

菌、细菌和昆虫等多种生物中广泛存在，其生物学功

能与来源密切相关[2]。在某些植物病原菌中，漆酶

是重要的毒力因子，Zhang等[3]在新型隐球菌（Cryp-

tococcus neoformans）中敲除漆酶基因 lac1的转录因

子 Ssa1后，发现病菌与毒性相关的表型发生变化，

间接证明了漆酶基因 lac1在毒性化合物降解过程中

的作用。刘宁等[4]发现漆酶基因FGSG_02328参与

调控禾谷镰孢菌（Fusarium graminearum Schw.）致

病相关毒素的合成。漆酶基因还与真菌的生长发

育、分生孢子形成、致病力和黑色素合成有关。吕志

远[5]利用RNAi技术证实桑椹缩小性菌核病的病原

菌核地杖菌[Scleromitrula shiraiana（P. Henn.）Ito etl-

mai]漆酶基因ShLAC1调控菌丝生长和黑色素合成，

且通过调控致病因子草酸的合成影响该菌的致病

性。

就炭疽菌属而言，不同漆酶基因的功能也存在

差异。杧果炭疽病菌的漆酶基因 lac1突变后，菌落

颜色变淡、菌丝生长速率和产孢量明显下降，不能形

成附着胞、胞内黑色素含量、致病力显著下降[6]；西

瓜炭疽病菌（C. orbiculare Berk. & Ment.）的LAC2突

变体虽然能够形成附着胞但不能成熟黑化，且不能

侵入无伤口的寄主组织[7]；而黄瓜炭疽病菌[C. lage-

narium（Pass.）Ell. et Halst.]的 LAC1突变体仅漆酶

活性降低，并非是黑色素合成和侵染致病的必要因

素[8]。

还有一些漆酶基因在植物病原真菌中并未发挥

与致病相关的作用。棉花黄萎病菌（Verticillium

dahliae Kleb.）漆酶基因 VdLac不参与DHN 黑色素

的合成，也不影响菌株的营养生长、产孢及致病

力 [9]。番茄枯萎病菌[F. oxysporum f. sp. lycopersici

（Sass.）Snyder et Hansen]的3个漆酶基因（lcc1、lcc3

和 lcc5）被敲除后，致病力正常，lcc3仅参与调控该

菌营养生长、碳源代谢和氧化胁迫等[10]。

笔者实验室前期参考橡胶炭疽病菌全基因组信

息，利用Blast在线工具搜索比对共发现了 13个漆

酶基因，其中Cglac10的DNA全长 1989 bp，含 2个

内含子，开放读码框1878 bp，编码625个氨基酸，与

多个漆酶相似性达80%，与Wei等[6]已报道杧果炭疽

病菌（C. gloeosporioides）漆酶基因 lac1序列差异很

大，且在杧果炭疽病菌侵染叶片过程中持续高效表

达，显示其与杧果炭疽病菌致病力相关性较高。为

了从分子水平进一步确定，笔者利用基因敲除和互

补技术研究了该基因缺失后对生长发育和侵染致病

的影响，揭示了Cglac10在该菌无性繁殖和侵染过

程中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株及载体 分离自杧果的胶孢炭疽菌

（C. gloeosporioides Penz. & Sacc.）强致病力野生型

菌株A2和含Bar基因的质粒 pCAMBIA3300，由中

国热带农业科学院环境与植物保护研究所热带果树

病害研究组提供。抗性基因潮霉素基因（hygB）来

源于载体pGH14，由质粒pCT74[11]改造而来。

1.1.2 供试试剂 Prime ScriptTM RT reagent Kit、In-

Fusion® HD Cloning Kit、E.coli DH 5α及PCR相关试

剂购自 TaKaRa，Fungal gDNA Kit 购自 OMAGA。

植物 RNA 提取试剂盒、凝胶回收试剂盒、TIAN-

Script cDNA First-Stand Kit购自Tiangen。漆酶酶活

试剂盒购自苏州科铭生物技术有限公司。引物（表

1）合成和测序由北京六合华大基因公司完成。其余

常规试剂为分析纯。

1.2 利用qPCR分析Cglac10基因在杧果炭疽病菌

侵染离体叶片过程中表达的变化

参照李鸿鹏等[12]的方法，将培养5 d的杧果炭疽

病菌野生型菌株菌饼接种到马铃薯葡萄糖培养液

（potato dextrose broth，PDB）中，在28 ℃、180 r·min-1

条件下培养3 d，然后取三角瓶壁与培养液交界处的

粉红色黏状分生孢子堆，用无菌水稀释成分生孢子

悬浮液（浓度为4×106个·mL-1）。选取生长状况一致

1068



，等：无性繁殖和侵染能力的影响第7期

的台农杧淡绿期叶片，用无菌水冲洗干净，1%（j）
NaClO溶液浸泡 5 min，再用无菌水冲洗 3遍，自然

晾干。用针轻轻刺伤叶脉后滴加 25 µL 孢子悬浮

液，叶柄处涂抹医用凡士林以阻止叶片失水早枯，置

于保鲜盒内保湿，28 ℃黑暗静置培养。从0 h开始，

每隔6 h取1次样，到72 h为止。用打孔器（Φ=1 cm）

在接种处打取叶片，每个处理取 12个样，置于液氮

速冻后放入-80 ℃冰箱备用。每组处理3次重复。

利用 RNA 提取试剂盒提取接种点叶片的总

RNA，并用TIANScript cDNA First-Stand Kit反转录

成 cDNA，用RNase-free Water将 cDNA质量浓度稀

释至 200 ng · µL- 1，-20 ℃冰箱保存。再用 qPCR仪

（QIAGN）及 Prime ScriptTM RT reagent Kit，用引物

LAC10-qPCR-F1/ R1 分析侵染 0、6、12、24、36、48、

72 h后Cglac10的相对表达量差异。以18s rRNA为

内参基因。

1.3 Cglac10基因敲除与互补

1.3.1 Cglac10 基因敲除及 ΔCglac10H 突变体鉴

定 按图 1构建Cglac10敲除载体。从野生型菌株

基因组中扩增Cglac10的 5LAC10-M和 3LAC10-M

片段，从 pGH14 上扩增 hygB 基因，利用 In-Fusion®

HD Cloning Kit将其连入pUC19-T，再转化进E. coli

DH5α，挑取阳性克隆测序，测序正确的即为敲除载

体pCglac10H。参照韦运谢[13]的方法转化，对获得的

转化子用检测 hygB基因的引物H852/850和特异性

引物 LAC10 H-F/R、QLAC10-F/R、HLAC10-F/R 进

行 PCR验证。提取野生型菌株与突变体菌株的总

RNA 并反转录为 cDNA 第一链，用 qPCR 分析

表 1 本研究引物信息

Table 1 The primers used in this study

引物名称
Primers name

LAC10-qPCR-F1

LAC10-qPCR-R1

5LAC10-MF

5LAC10-MR

3LAC10-MF

3LAC10-MR

hygB-F1

hygB-R1

LAC10 H-F

LAC10 H-R

H852

H850

QLAC10-F

HLAC10-R

HLAC10-F

QLAC10-R

LAC10 probe-F1

LAC10 probe-R1

5LAC10-CF2

5LAC10-CR2

3LAC10-CF2

3LAC10-CR2

Bar-R-F2

Bar-R-R2

LAC10 BAR-F1

LAC10 BAR-R1

序列（5’-3’）
Sequence (5’-3’)

ctcttccactgccatatt

ggcttgttctcacccttc

cggtacccggggatc aaagacggagcgaatcggcagta

gaccgggaaccagtt gggcgaacttggcgatgaaaa

ccttcaatatcagtt tcaccatctgatgctgcgaccaa

cgactctagaggatc gcactggaacgctgccaagga

aactggttcccggtcggc

aactgatattgaaggagcatttttt

ctggctgctgcgtgtttgatt

gtgggtggttgggttggatgt

ttgtccgtcaggacattgtt

aactcaccgcgacgtctgtc

ggatacagggctctcact

tatatgctccgcattggt

atcgcctcgctccagtca

cttcaacacccgcatccc

gcttgtgttgagtcttga

gatgtgtgagcctcttgt

cggtacccggggatc ttgtgttgagtcttgagt

gtcaccgagatttga ttgggtatgatgtttgta

tcgttctgggctcat atgctgcgaccaagactg

cgactctagaggatcctcgttgcttccaacgac

tcaaatctcggtgacg

atgagcccagaacgacgc

cccgactcatacactcacac

ctttactcaagccatcctac

退火温度
Tm/℃

54.0

59.7

58.4

57.0

63.0

56.0

55.0

57.0

56.0

52.0

54.0

58.0

55.0

预期片段长度
Expected length/bp

194

657

551

1412

2321（Mutant）
2977（Wild-type）

610（Mutant）
0（Wild-type）

1054（Mutant）
0（Wild-type）

1835（Mutant）
0（Wild-type）

517

2157

264

554（Complementary strain）
0（Mutant; Wild-type）

2374（Complementary strain）
1901（Wild-type）
0（Mutant）

注：边框部分序列为与 pUC19 载体同源的序列，单线部分为与 hygB 片段同源的序列，双线部分为与 Bar 片段同源的序列。

Note: The bases in the frame are homologous sequence to the pUC19 vector, and the underlined bases are a homologous sequence to hygB gene,

the double-line bases are a homologous sequence to Bar gene.
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Cglac10在野生型菌株与突变体菌株中的表达量差

异。用限制性内切酶Hind Ⅲ和EcoR V酶切野生型

和突变体菌株总基因组，用引物LAC10 probe-F1/R1

制备Dig探针，进行 Southern杂交，分析Cglac10在

C. gloeosporioides中的拷贝量和敲除情况。选择符

合各项验证且测序完全正确的突变体ΔCglac10H分

析表型。

1.3.2 Cglac10基因互补及回复菌株鉴定 同理，以

野生型菌株的 gDNA 和含 Bar 基因的质粒 pCAM-

BIA3300为模板，分别扩增Cglac10基因 5’端片段

5LAC10-C（包含 Cglac10 基因编码区上游序列和

Cglac10基因编码区全长序列）、3’端片段 3LAC10-

C（Cglac10基因终止密码子后的一段序列）及完整

的Bar基因，纯化扩增产物后，同样采用 In-Fusion®

HD Cloning Kit连接、热激转化等，获得序列正确的

载体并命名为pC-ΔCglac10H，转化敲除突变体原生

质体，经过Basta平板抗性筛选以及Bar基因检测引

物和特异性检测引物 LAC10BAR-F1/R1 进行 PCR

验证，用qPCR分析Cglac10在回复突变体菌株中的

相对表达量，确定用于测试表型的回复菌株。

1.4 突变体 ΔCglac10H 和回复菌株 C-ΔCglac10H

表型分析

1.4.1 菌落形态及菌落生长速率的测定 将培养6 d

的野生型、ΔCglac10H和C-ΔCglac10H菌株菌饼（Φ=

5 mm）接种至马铃薯葡萄糖琼脂培养基（potato dex-

trose agar，PDA）平板中央，28 ℃黑暗培养，2 d后逐

日用十字交叉法测量菌落直径，并观察菌落形态。

每处理3次重复，下同。

1.4.2 产孢量测定和附着胞形成观察 将等量相同

菌龄的野生型、ΔCglac10H和C-ΔCglac10H菌株分

别接种到等体积 PDB中，28 ℃、180 r · min-1黑暗培

养 3 d，用两层无菌纱布过滤后，分别吸取等量的菌

液在20倍显微镜（Leica DM2500）下，用血球计数板

计数分生孢子，3次重复。按照1.2的方法收集孢子

悬浮液，吸取50 μL涂抹于洁净的载玻片上，28 ℃黑

暗保湿培养，从1 h开始观察附着胞的形成。

1.4.3 胞内黑色素含量测定 参照韦运谢 [13]的方

法，提取纯化野生型、ΔCglac10H和C-ΔCglac10H菌

株菌丝胞内黑色素，再用 5 mL NaOH（1 mol ·L-1）溶

解所提取的黑色素，并于 12 000 r ·min-1离心 10 min

后取上清液，用分光光度法测量OD400值，再参照曹

志艳等 [14]的方法计算黑色素质量浓度（g · L- 1）=

OD400×0.105×N（N表示稀释倍数）。

1.4.4 漆酶显色反应和漆酶酶活测定 通过克隆技

术获得Cglac10的cDNA序列，并通过生物信息学分

析，发现其编码蛋白存在信号肽，为分泌蛋白。参考

王宜磊等 [15]的方法，接种野生型、ΔCglac10H 和 C-

ΔCglac10H 菌株菌饼至含 0.04%（w）愈创木酚的

PDA平板中央，28 ℃黑暗培养，逐日拍照，观察显色

反应。将野生型、ΔCglac10H和C-ΔCglac10H菌株

分别接种到含 50 mL PDB的三角瓶中，28 ℃、静置

黑暗培养，6 d后用两层无菌纱布过滤，称取等量的

干菌丝，迅速用液氮冰冻，并研磨成细粉，加入适量

体积的提取液（1∶5~10），冰浴匀浆，12 000 r · min-1

4 ℃离心30 min，取上清液，置于冰上待测。按照漆

酶酶活试剂盒说明书操作测定胞内漆酶活性。

图 1 杧果炭疽病菌 Cglac10 基因敲除和互补载体构建

Fig. 1 Construction of disruption and complementary vector of Cglac10 gene of C. gloeosporioides

5Cglac10-M 3Cglac10-M

HindⅢHindⅢ

Cglac10

pCglac10H

QLAC10H-F LAC10H-F HLAC10H-F H850

△Cglac10H

pC-△Cglac10H

HindⅢ

LAC10 BAR-F1
H850 LAC10H-F

Bar-R-F2

Bar-R-F2 LAC10 BAR-R1

QLAC10H-FEcoRV
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1.4.5 致病力测定 在台农1号杧八成熟的果实表

面，一边刺伤、另一边不刺伤，从上到下接种无菌琼

脂饼、野生型、ΔCglac10H 和 C-ΔCglac10H 菌株菌

饼，滴加 20 μL无菌水保湿。共接种大小基本一致

的 10个果实，28 ℃黑暗保湿培养，24 h后挑去琼脂

饼或菌饼，继续保湿培养，逐日测量病斑直径。

2 结果与分析

2.1 Cglac10基因在杧果炭疽病菌侵染过程中表达

的变化

qPCR分析（图 2）显示，Cglac10基因在侵染过

程中的表达量是侵染前的 8.02~13.66倍，在 6~12 h

时段，病菌分生孢子萌发开始形成附着胞，表达量逐

渐升高，12 h达到第一个小高峰，之后在48 h又达到

高峰，表达量高至侵染前的 13.66 倍，由此推测

Cglac10与杧果炭疽病菌侵染叶片过程存在一定内

在联系。为进一步确定漆酶基因Cglac10在该菌中

的作用，将该基因进行敲除及功能解析，深入阐明其

与病原真菌致病性之间的关系。

2.2 Cglac10基因敲除突变体与回复菌株的获得

以抗性平板上筛选到的转化子基因组DNA为

模板，用 hyg B 特异引物 H852/850 检测，扩增出了

610 bp预期条带，而在野生型菌株中未扩增出条带

（图 3-A），说明这个阳性转化子中成功插入了 hygB

基因。用特异引物LAC10H-F/R扩增测序，发现转

化子和敲除载体中有2321 bp的单一亮带，野生型菌

株中有2977 bp的条带，说明经过5LAC10-M::hygB::

3LAC10-M 片段左右臂同源重组后，Cglac10H中间

的2068 bp序列被1412 bp的hygB替代，即转化子较

野生型菌株的少了656 bp序列（图3-B）。用特异引

图 2 Cglac10 在杧果炭疽病菌侵染叶片过程中的表达

Fig. 2 The expression of Cglac10 gene in the process of

C. gloeosporioides infecting leaves
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A. 检测潮霉素基因（引物 H852/850）；B. 检测 hygB 重组取代

Cglac10（引物 LAC10H-F/ R）；C、D. 交叉检测确定敲除位置（引物

QLAC10-F/HLAC10-R 和 HLAC10-F/QLAC10-R）。M. DNA marker；

1. 转化子；2. 野生型菌株；3. pCglac10H；4. ddH2O。

A. Detection of hygB gene using primers H852/850; B. Detection of

hygB recombination to replace Cglac10 using primers LAC10H- F/ R;

C，D. Determine the knockout position by cross detection using primers

QLAC10-F/HLAC10-R and HLAC10-F/QLAC10-R. M. DNA marker;

1. Transformant; 2. Wild-type strain; 3. pCglac10H; 4. ddH2O.

图 3 突变体 ΔCglac10H 的 PCR 验证

Fig. 3 PCR identification of the ΔCglac10H mutant
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物 QLAC10-F、HLAC10-R 和 HLAC10-F、QLAC10-

R扩增检测，发现转化子有 1054 bp和 1835 bp的单

一条带，敲除载体与野生型菌株均未扩增出条带（图

3-C、D），这2对内、外部引物交叉检测显示敲除位置

正确。Southern杂交显示，Cglac10基因在C. gloeo-

sporioides中是单拷贝且已被敲除（图 4）。qPCR分

析（图5）显示，转化子中Cglac10基因的表达量为0，

确定所得 ΔCglac10H 是 Cglac10 基因缺失突变菌

株。

在互补试验中，将载体pC-ΔCglac10H转化到敲

除突变体ΔCglac10H中，共获得 13株转化子，选取

其中 2株提取基因组DNA，用Bar基因检测引物和

特异性引物LAC10 BAR H-F1/R1进行PCR验证，结

果显示，均能够扩增出Bar基因（图 6-A）和Cglac10

基因片段（图6-B）。qPCR分析（图5）显示，Cglac10

基因在回复菌株中表达与野生型菌株中的接近，确

定C-ΔCglac10H为突变体ΔCglac10H的互补菌株。

2.3 突变体 ΔCglac10H 和回复菌株 C-ΔCglac10H

表型分析

2.3.1 菌落形态及生长速率测定 如图 7所示，突

变体 ΔCglac10H、回复菌株 C-ΔCglac10H 与野生型

菌株生长速率无显著差异。培养 4 d时，回复菌株

C-ΔCglac10H与野生型菌株菌落形态较相近，正面

灰白色，背面棕褐色，培养13 d时，颜色进一步加深；

但突变体ΔCglac10H菌落始终为白色，气生菌丝较

少。可见Cglac10调控该菌黑色素沉积，但不影响

菌丝营养生长。

2.3.2 产孢量测定和附着胞观察 观察产孢量发

现，摇培至第3天，野生型菌株和C-ΔCglac10H可观

察到大量分生孢子，野生型菌株产孢量约 5.70×105

个·mL-1，C-ΔCglac10H产孢量约 5.65×105 个·mL-1，

与野生型菌株差异不大，而 ΔCglac10H 产孢量约

2.41×105 个·mL-1，较野生型菌株下降了 57.71%，可

见Cglac10缺失显著影响该菌产孢。

镜检观察附着胞形成（图 8），发现野生型菌株

和回复菌株C-ΔCglac10H水培 4 h后开始就开始形

M. DL23130 DNA marker；1. 野生型菌株；2. ΔCglac10H。

M. DL23130 DNA marker; 1. Wild-type strain; 2. ΔCglac10H.

图 4 突变体 ΔCglac10H 的 Southern 杂交分析

Fig. 4 Southern hybridization analysis of mutant

ΔCglac10H
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A. 检测 Bar 基因（引物 Bar-R-F2/R2）；B. 检测确定互补位置（引

物 LAC10 BAR-F1/ R1）。M. DNA marker；1~2. 互补转化子；3. 野生

型菌株；4. pC-ΔCglac10H；5. ΔCglac10H；6. ddH2O。

A. Detection of Bar gene using primers Bar- R- F2/R2; B. Confirm

the correct of complementary position using primers LAC10 BAR-F1/

R1. M. DNA marker; 1-2. Complementary transformants; 3. Wild-type

strain; 4. pC-ΔCglac10H; 5. ΔCglac10H; 6. ddH2O.

图 6 回复菌株 C-ΔCglac10H 的 PCR 验证

Fig. 6 PCR identification of the Cglac10 complementary

transformants

Wild-type
ΔCglac10H
C-ΔCglac10H

Wild-type ΔCglac10H C-ΔCglac10H

bp

菌株 Strains

图 5 Cglac10 基因在野生型、突变体、回复

菌株中的表达水平

Fig. 5 Expression levels of Cglac10 gene in wild-type strain,

mutant ΔCglac10H and complementary strain C-ΔCglac10H
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成附着胞，6 h 后已有黑化成熟的附着胞出现。

ΔCglac10H的分生孢子形态及大小与野生型菌株差

异不大，且可以正常萌发产生芽管；萌发过程中，

ΔCglac10H分生孢子从双侧萌发产生芽管；6 h后野

生型菌株和回复菌株C-ΔCglac10H黑化成熟的附着

胞形成率达到 18.40%，敲除突变体ΔCglac10H芽管

顶端刚刚才开始膨大，还未形成附着胞；24 h 后

ΔCglac10H 才 有 少 量 的 附 着 胞 出 现 ；36 h 后

ΔCglac10H 附着胞逐渐黑化成熟，此时，野生型菌

株、回复菌株附着胞形成率约为 81.76%和 80.12%，

突变体为 36.67%。由此推测，Cglac10基因的敲除

会延迟杧果炭疽病菌附着胞形成，且会显著降低形

成率。

2.3.3 胞内黑色素含量测定 培养 10 d时，回复菌

株 C-ΔCglac10H 黑色素质量分数平均值为 14.79

µg · g- 1，ΔCglac10H 为 4.58 µg · g- 1，较野生型菌株

（14.02 µg·g-1）下降了约67.33%，在p ＜ 0.05水平达到了

显著差异，表明Cglac10基因参与调控黑色素合成。

2.3.4 漆酶显色反应和漆酶胞内酶活测定 在含

0.04%愈创木酚PDA平板上培养（图9），第3天野生

wild-type

ΔCglac10H

C-ΔCglac10H

Positive (4 d) Oppositive (4 d) Positive (13 d) Oppositive (13 d)

图 7 野生型菌株、突变体 ΔCglac10H 和回复菌株 C-ΔCglac10H 菌落形态比较

Fig. 7 Comparison of colony morphology in wild-type strain, mutant ΔCglac10H and complementary strain C-ΔCglac10H
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图 8 ΔCglac10H 附着胞形成观察

Fig. 8 Observation of appressorium formation of ΔCglac10H

C-ΔCglac10H

C-ΔCglac10H

ΔCglac10H
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型菌株菌落边缘出现红圈，随后红圈直径扩大且颜

色加深，第 6天红圈很明显，之后红圈逐天减弱；C-

ΔCglac10H显色圈变化过程与野生型菌株的一样，

但红圈略淡，说明互补菌株胞外漆酶的含量略低于

野生型菌株；而ΔCglac10H始终未见显色圈，说明突

变体较野生型菌株胞外漆酶分泌能力下降。胞内漆

酶 酶 活 测 定 表 明 ，6 d 时 ，野 生 型 菌 株 和 C-

ΔCglac10H 的酶活分别为 78.64和 72.22 U·mL-1，而

ΔCglac10H的是33.33 U·mL-1，较野生型菌株的下降

了57.61%。可见Cglac10缺失会影响漆酶的分泌和

活性。

wild-type ΔCglac10H C-ΔCglac10H

图 9 平板显色反应检测野生型菌株、ΔCglac10H 和

C-ΔCglac10H 胞外漆酶活力（6 d）

Fig. 9 Extracellular laccase activity test in wild-type,

ΔCglac10H and C-ΔCglac10H by plate color reaction（6 d）

2.3.5 致病力测定 如图10所示，接种菌饼至熟果

果皮培养3 d后，刺伤接种的野生型菌株和回复菌株

的果皮组织损伤明显严重，而接种缺失突变体的病

斑明显减小，病斑直径平均分别为8.50 mm（野生型

菌 株 ）、8.10 mm（C- ΔCglac10H）和 4.00 mm

（ΔCglac10H），突变体的致病力较野生型菌株下降

了52.94%，在p＜0.05水平达到显著差异；不刺伤接

种的野生型菌株和回复菌株的病斑直径为6.17 mm

和 6.10 mm，但 ΔCglac10H 无明显褐化症状。可见

Cglac10基因参与了杧果炭疽病菌对杧果的侵染。

3 讨 论

本实验中，回复菌株C-ΔCglac10H在菌落形态、

生长速率、菌丝黑色素含量、产孢量方面与野生型菌

株几乎无差异，但胞外漆酶的含量略低于野生型菌

株，显色圈没有野生型菌株的深，胞内漆酶酶活性为

72.22 U · mL-1，也较野生型菌株的 78.64 U · mL-1低；

qPCR结果显示，回复菌株的相对表达量为 0.87，也

没有完全恢复到野生型菌株 1的水平，这或许是回

复菌株中抗性标记Bar基因的表达干扰了相邻基因

Cglac10的表达。在橡胶树棒孢霉落叶病病菌[Co-

rynespora cassiicola（Berk. Curt.）Wei]蛋白激酶基因

CCK1突变体的回复菌株中也有类似结果[16]。

C. gloeosporides主要靠芽管顶端产生黑色素化

的附着胞直接穿透表皮侵入寄主，再分泌大量细胞

壁降解酶破坏细胞获取营养，从而引起炭疽病发

生[17]。附着胞的黑化成熟与DHN黑色素的合成直

接相关，DHN的合成途径包括聚酮体合成酶、还原

酶、脱水酶以及漆酶[18]，换句话说漆酶在DHN黑色

素合成的最后一步起着重要作用。植物病原真菌的

漆酶常以家族形式存在，家族各成员的功能存在差

异。玉米大斑病病原菌大斑刚毛座腔菌[Setosphae-

ria turcica（Luttr.）Leonard & Suggs] 的漆酶基因

StLAC1、StLAC2缺失均能降低该菌漆酶活性、黑色

素含量，改变菌丝的形态，疏水性也发生不同程度的

变化，不能正常产生附着胞及分生孢子，使病菌丧失

了传播及侵染能力；StLAC4缺失后，虽然该菌在生

长速度、疏水性、产孢量等方面与StLAC1、StLAC2相

似，却在漆酶酶活性方面截然相反，能升高该菌胞内

外的漆酶酶活性[19-21]。在杧果炭疽病菌中，漆酶基因

Cglac1缺失后胞外漆酶分泌能力显著下降[13]，与该

文相似，Cglac10后缺失后病原菌胞内和胞外漆酶都

显著下降，推测漆酶家族成员之间存在协同作用，某

个基因的缺失也会影响其他同工酶的表达或分泌能

力，尚需进一步证实。

笔者实验室已从杧果炭疽病菌中克隆鉴定了2

个漆酶基因 lac1 [13]和Cglac10，2个基因在杧果炭疽

Wounding Unwounding

wild-type

CK（agar plugs）

ΔCglac10H

C-ΔCglac10H

CK（agar plugs）

wild-type

CK（agar plugs）

ΔCglac10H

C-ΔCglac10H

CK（agar plugs）

图 10 野生型菌株、ΔCglac10H 和 C-ΔCglac10H 致病力测定

（接种后 3 d）

Fig. 10 Virulence test of wild-type strains, ΔCglac10H and

C-ΔCglac10H (3 d after inoculation)
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病菌侵染寄主的过程中均高效表达，缺失 lac1 和

Cglac10后，虽然在菌丝生长速率、菌落颜色、菌丝黑

色素含量、产孢量、附着胞形成和致病性等方面表现

出相似的调控，但与野生型菌株相比，二者调控的程

度有差异，缺失 lac1后，菌落生长速率一开始就表现

出显著降低，菌丝黑色素含量下降了约 58%，5 d时

偶见产孢，始终未见附着胞形成，刺伤接种杧果时致

病力降低了80%；缺失Cglac10后，菌落生长速率与

野生型菌株无明显差异，但菌丝黑色素含量野生型

菌株相比，下降了约67.33%，3 d时分生孢子产量约

为2.41×105个·mL-1，在水膜中培养至6 h时，菌丝顶

端膨大，24 h时，偶见黑化附着胞，刺伤接种杧果时

致病力降低了 52.94%。可见同为杧果炭疽病菌的

漆酶家族成员，虽然都参与了调控侵染寄主的过程，

但调控时空和程度存在差异。lac1还调控杧果炭疽

病菌对部分碳氮源的利用、渗透胁迫、抗氧化能力以

及细胞壁降解酶的分泌[13]，Cglac10在这些方面是否

与 lac1有差异，尚待后续证实。

玉米大斑病菌的漆酶基因 StLAC2的表达与黑

色素合成酶（St3HNR、St4HNR、StSCD）基因的表达

水平及趋势一致，表现出同时增加或同时减少的态

势，说明漆酶基因与真菌黑色素的合成有关[20-22]。同

样杧果炭疽病菌的 lac1的表达与黑色素合成相关酶

如羟基萘还原酶THN和小柱孢酮脱水酶 SCD基因

的表达变化趋势相似，聚铜体合成酶PKS延后 3 h。

Cglac10是否也参与调控其他黑色素合成酶基因的

表达，与 lac1是否存在协同或互补关系，待证实。此

外，玉米大斑病菌的漆酶基因 StLAC1、StLAC2在附

着胞和分生孢子形成等方面具有重要作用 [21]。

StLAC1基因缺失后不产生分生孢子，且附着胞穿透

能力基本丧失 [19]。StLAC2突变后菌丝在玻璃纸上

不能形成附着胞，长出的新菌丝不能穿透玻璃纸膜，

能侵染刺伤的玉米叶片，但不能侵入完整的玉米叶

片 [20]。而与 StLAC1和 StLAC2基因不同，StLAC6基

因的缺失对玉米斑大病菌生长、形态、产孢及侵染能

力没有影响，但其对玉米感病品种致病性增加 [23]。

可见，即使在同一种病原菌中，漆酶家族成员之间功

能也各有不同。在杧果炭疽病菌中，lac1敲除后始

终未见附着胞形成，突变体ΔCglac10H仍能形成附

着胞，但形成时间延迟，说明同为胶孢炭疽菌漆酶家

族成员的 lac1、Cglac10的功能间具有明显区别。

分生孢子产量、黑色素化附着孢的形成是影响

炭疽病菌传播和能否侵入寄主的关键因素[17]。本文

结果显示Cglac10虽然不影响菌丝生长，但因其明

显调控黑色素的产生、附着胞的形成以及产孢量，进

而影响其致病性，可见Cglac10与杧果炭疽病菌的

致病性密切相关，有作为药剂新靶标的潜力。
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岳阳红苹果矮化栽培与负载量关系研究
张秀美，王 宏*，刘 志，于年文，李宏建，里程辉

（辽宁省果树科学研究所，辽宁熊岳 115009）

摘 要：【目的】探讨不同负载量的树体结构、叶绿素、光合指标、果实品质，为高效生产提供技术支撑。【方法】以10年

生岳阳红/77-34/山定子苹果为试材，高中低产3种负载量作为处理，研究了负载量对树体结构、叶绿素、光合指标、果

实品质的影响。【结果】不同处理的树体结构以处理Ⅱ枝芽量1046×103个·hm-2、长中短枝比1∶2.7∶8.4，较合理；叶片叶

绿素含量与比叶质量呈显著正相关，叶绿素含量越高比叶质量相对越大，以处理Ⅱ叶绿素含量最高；处理Ⅱ能明显改

善岳阳红的光合性能，显著提高光合速率；处理Ⅱ的果实品质最好，果实硬度、糖、酸适宜，果面光洁度好，易着红色，

品质优于其他处理。【结论】负载量中等（193个·株-1）的处理Ⅱ果实内在和外在品质好，有助于树体的营养积累和丰产

稳产。
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A study on the relationship between dwarfing cultivation and load of
Yueyanghong apple
ZHANG Xiumei, WANG Hong*, LIU Zhi, YU Nianwen, LI Hongjian, LI Chenghui
(Liaoning Research Institute of Pomology, Xiongyue 115009, Liaoning, China)

Abstract:【Objective】The study investigated the relationship between tree structure, leaf chlorophyll

content, photosynthetic indexes and fruit yield and quality and fruit load.【methods】Ten-year old trees

of Yueyanghong /77-34/ Malus baccata Borkh. were used as the experimental material to study the ef-

fects of fruit load on tree structure, leaf chlorophyll content, photosynthetic indexes and fruit quality.

test design for three treatments, treatment Ⅰ contained 30 000 kg·hm-2 load, treatment Ⅱ contained 37

500 kg·hm-2 load, treatment Ⅲ contained 45000 kg·hm-2 load.【Results】The total number of shoots in

treatment Ⅱ was1046×103 per hm2, which was higher than that in treatment I and treatment Ⅱ, which

was 138×103 per hm2 and 37×103 per hm2, respectively. The number of medium and short branches were

largest in treatment Ⅲ (1009×103 per hm2), followed by treatment Ⅱ (1046×103 per hm2), and smallest

in treatment Ⅰ (908×103 per hm2). As for long branches, the treatment I had the largest number. There

were significant differences among different treatments. At the stage of fruit full maturity, higher shoot

number and the higher proportion of medium and short shoots contributed to higher and stable yield of

the tree in next season. Trees in treatment Ⅱ had a better tree structure with a larger proportion of medi-

um and short shoots and a larger total number of shoots, while the proportion of long shoots was lower.

The ratio of long, medium and short shoots was 1∶2.7∶8.4. The total chlorophyll content in treatment Ⅱ

was significantly higher than that in treatment I and treatment Ⅲ. There was no significant difference

between the treatment Ⅰ and treatment Ⅲ. Leaf chlorophyll content in treatment Ⅱ was positively cor-

related with specific leaf weight. Net photosynthetic rate in treatment Ⅱ was the highest, which was 17.11
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自 20世纪 70年代以来，矮化密植栽培已经在

世界各地应用，随着时间的推移，矮化密植技术不

断发展，新的矮化砧木不断出现，栽培模式也不断

创新，目前矮砧集约栽培是世界苹果发展的方

向[1]。矮化栽培具有结果早、容易成花、用工量小、

便于管理的优点，矮化栽培的苹果树苗也得到普遍

的推崇，可以说矮化栽培苹果树将成为苹果发展的

趋势[2-7]。当然，近几十年辽宁省也在大力发展矮砧

栽培模式，由于辽宁地区独特的气候条件，冬季寒

冷，夏季高温多雨，栽种苹果的地方多为山地，因此

矮化中间砧的栽培模式在辽宁地区被广泛应用。

77-34矮化砧木能与山定子、海棠、富士、国光表现出

很好的亲和性[8]。岳阳红苹果是辽宁省果树科学研

究所1992年以富士为母本、东光为父本杂交育成的

中晚熟抗寒苹果新品种。77-34也是辽宁省果树科

学研究所 1977自主选育的半矮化砧木，于 1995年

通过辽宁省农作物品种审定委员会审定，10年间在

长江以北13个省份试栽推广3845 hm2 [9]。近年来辽

宁、赤峰等区域大面积栽植，该品种与抗寒砧木77-34

嫁接，表现出丰产性好、结果早、抗性强和果实品质

优良等特点。针对负载量的研究较多，在苹果、梨、

葡萄等树种上都曾有报道。陆超等[10]研究结果认为

盛果期红富士苹果适宜负载量应控制在 45 000~

60 000 kg·hm-2，负载量的大小直接影响苹果的平均

单果质量和实际单位面积产量，随着负载量的增

加，叶片的净光合速率（Pn）呈逐渐下降趋势。薛晓

敏等[11]认为结果初期红富士适宜负载量为 30 000~

33 750 kg·hm-2，负载量越大，单果质量越小，果形指

数越小，果实着色和光洁度越差，可溶性糖含量越

低。这些学者研究试材多为富士，栽培模式为乔砧

栽培，针对单位面积产量仅仅做出了个区间范围并

没有明确最佳的负载量，同时针对我国自主选育的

新品种矮化栽培盛果期苹果叶片以及果实品质的

相关指标的研究甚少。为探讨管理水平较高的苹

果园盛果期的适宜负载量与树体光合、叶绿素、树

体生长发育以及果实品质的关系，以10 a生岳阳红/

77-34/山定子为试材，研究不同负载量对岳阳红叶

片光合指标与果实品质的影响。旨在为克服大小

μmol·m-2·s-1, followed by treatment Ⅲ, 16.08 μmol·m-2·s-1, and there were great differences between treat-

ment I and treatment Ⅱ. The lowest stomatal conductance in treatment Ⅱ was 0. 038 3 mmol · m- 2 · s- 1,

which was significantly higher than that in treatment 1, but not significantly different from that in treat-

ment Ⅲ. The transpiration rate in treatment Ⅰ and Ⅲ was significantly higher than that in treatment Ⅱ.

Intercellular CO2 concentration decreased with the increase in net photosynthetic rate, and was the high-

est in treatment Ⅰ, which was significantly higher than the other two treatments. Net photosynthetic

rate was inversely proportional to stomatal conductance, intercellular CO2 and transpiration rate. The

photosynthetic performance and photosynthetic rate of Yueyanghong were significantly improved by

treatment Ⅱ. Fruit quality was affected by fruit load. Fruit load was relative lower and the single fruit

weight was the largest in treatment Ⅰ. Fruit shape index was significantly changed by the treatments.

In terms of fruit hardness, treatment Ⅰ was significantly higher than the other two treatments, while

treatment Ⅱ had no significant effect. Soluble solids in treatment Ⅱ was the highest (13.64%), while in

treatment Ⅰ it was only 11.64%. The content of titratable acid in treatment I was significantly higher

than that in treatment Ⅱ and Ⅲ, and the content of Vc in treatment Ⅱ was also higher than that in treat-

ment Ⅰ and Ⅲ. Fruit color reflected by L, a and b values in treatment Ⅱ and Ⅲwas obviously better

than in treatment I, but there was no significant different between treatment Ⅱ and treatment Ⅲ. In

summary, fruit quality treatment Ⅱ was the best.【Conclusion】Treatment Ⅱ with medium load (193

per plant) had good internal and external fruit quality, which contributed to the nutrient accumulation,

high yield and stable yield of the tree. The number of shoots was 1046×103 per hm2, and the ratio of

long, medium and short branches was 1∶2.7∶8.4, which could overcome the problem of alternative bear-

ing.

Key words: Apple; Capacity; Branch composition; Chlorophyll; Photosynthetic; Yield; Quality
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年问题，解决矮化苹果优产及高效稳产的生产栽培

模式提供理论依据和技术支撑。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验于 2020年 1月至 2020年 12月在辽宁省果

树科学研究所新品种砧穗组合园进行，果园为改良

的壤砂土，肥力较高。土壤 pH为 6.75，土壤有机质

质量分数为 1.68%，植株生长健壮，地势平坦，栽培

管理水平较高。2009年定植，株行距为 2 m × 3 m，

基砧山定子，中间砧木 77-34，品种岳阳红。树形为

改良纺锤形，选择树冠大小和树势基本一致的植株

进行试验。试验设计为 3 个处理，处理Ⅰ：负载量

30 000 kg·hm-2（每株树留果量为134个），处理Ⅱ：负

载量37 500 kg·hm-2（每株树留果量为193个），处理

Ⅲ：负载量 45 000 kg · hm- 2（每株树留果量为 291

个），单株小区，3次重复。

1.2 试验方法

8月中旬对 1 年生中长枝采摘第 7~8枚的叶片

30枚，参考李合生 [11]的方法测定百叶质量、比叶质

量、叶片的叶绿素含量。选择晴朗无云的天气采用

便携式光合仪Li-6400XT（Li-COR，美国公司）进行

功能叶片的光合生理参数测定，测定指标为净光合

速率（Pn）、气孔导度（Gs）、胞间CO2浓度（Ci）、蒸腾

速率（Tr）。

果实色差值的测定：在树冠的外围，内膛采摘

无病虫害的30个果实测定，采用CR400色差计进行

测定，每个果实测量阴阳、萼洼、郠洼 4处，取平均

值，具体参照马瑞娟等[13]和陈磊[14]的方法。果实品

质的测定：采用GY-1型手持硬度计在果实4个方向

测定果实硬度；采用日产PAL-1型数显测糖仪在果

实 4个方向测定可溶性固形物含量取其平均值；采

用NaOH滴定法测定含酸量；采用 2，6-二氯酚靛酚

法测定维生素C含量。调查树高、树冠大小，新梢长

度及亩枝芽量。采用Excel、DPS等统计软件处理试

验数据并进行分析。

2 结果与分析

2.1 不同负载量对岳阳红树体生长发育变化的影

响

不同负载量的树体生长发育存在一定差异。

表1列出了不同负载量对岳阳红树体生长发育的影

响，从表 1可以看出，由于负载量不同，处理Ⅱ总枝

芽量为 1046×103个·hm- 2，分别高于处理Ⅰ和处理

表 1 不同负载量对岳阳红树体生长发育的影响

Table 1 The effect of fruit load on tree development in Yueyanghong apple

处理

Treatment

处理Ⅰ Treatment Ⅰ

处理Ⅱ Treatment Ⅱ

处理Ⅲ Treatment Ⅲ

冠径

Canopy width/cm

东西

East-west

273 b

283 a

250 c

南北

North-south

238.5 c

260.0 a

250.0 b

平均树高

Average
tree height
growth/cm

408 bc

415 a

410 ab

平均新梢长

Average
shoots/cm

50.32 a

45.06 b

38.03 c

枝类组成比例

Proportion of branch composition/%

长枝

Long shoot
（＞15 cm）

95 a

86 b

37 c

中枝

Medium shoot
（5~15 cm）

114 b

236 a

203 a

短枝

Spur shoot
（＜5 cm）

699 c

724 b

769 a

总枝芽量

Total number of
branches and buds
(´103·hm-2)

908 c

1046 a

1009 b

注：不同小写字母表示在 p＜0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different small letters indicate significant difference at p＜0.05. The same below.

Ⅱ 138×103 个·hm-2、37×103 个·hm-2；从枝类组成

比例来看，中短枝最多的为处理Ⅲ（1009×103

个·hm-2），其次为处理Ⅱ（1046×103个·hm-2），最少的

为处理Ⅰ（908×103个·hm-2），长枝间以处理Ⅰ最多，

各个处理间达到显著差异水平；从平均新梢来看，

处理Ⅱ新梢居中达到 45.06 cm；平均树高和冠径间

无显著差异。综上所述，对于盛果期的岳阳红，较

高的枝芽量和较高的中短枝比例更能保证树体连

年丰产稳产，处理Ⅱ更能表现出更好的树体结构，

中短枝比例和总枝芽量较多，长枝比例较低，长中

短枝比例约为1∶2.7∶8.4。

2.2 不同负载量对岳阳红叶片相关指标的影响

2.2.1 不同负载量处理对岳阳红叶片叶绿素含量等

的影响 叶片是植物与大气之间进行能量、CO2和

水分交换的主要界面。表2列出了不同负载量岳阳

红叶片的百叶质量、比叶质量、叶厚度、叶绿素a和b

及总叶绿素含量。百叶质量和比叶质量各个处理

间没有明显的差异。叶绿素 a是苹果光合作用的主
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表 2 不同负载量处理对岳阳红叶片叶绿素含量等的影响

Table 2 The effect of fruit load on leaf characters in Yueyanghong apple

处理

Treatment

处理Ⅰ Treatment Ⅰ

处理Ⅱ Treatment Ⅱ

处理Ⅲ Treatment Ⅲ

百叶质量

Hundred leaf
weight/g

95.20 a

92.65 a

92.80 a

比叶质量

Specific leaf
weight/(g·cm-2)

4.50 a

4.52 a

4.47 a

叶厚度

leaf thickness/
mm

0.500 a

0.535 a

0.510 a

w（叶绿素a）
Chlorophyll a
content/(mg·g-1)

2.70 b

3.12 a

3.06 b

w（叶绿素b）
Chlorophyll b
content/(mg·g-1)

0.90 b

1.31 a

1.25 b

w（总叶绿素）

Chlorophyll
content/(mg·g-1)

3.87 b

4.98 a

4.04 b

要色素，其含量的高低与苹果的光合速率密切相

关。处理Ⅱ的叶绿素 a、b，总叶绿素含量明显高于

处理Ⅰ和处理Ⅲ，达到极显著差异，处理Ⅰ和处理

Ⅲ之间无显著差异，叶片叶绿素含量与比叶质量呈

显著正相关，叶绿素含量越高比叶质量相对越大。

2.2.2 不同负载量处理对岳阳红叶片光合指标的影

响 植物的光合速率是植物生理性状的一个重要

指标，也是光合生产能力的主要依据。在一定的光

照度下，植物的Pn可直接反映干物质增加多少的能

力。在 8月 15日设置光照度 1200 lx下测定不同负

载量叶片的光合指标，从表 3看出，3个不同负载量

处理，Pn以处理Ⅱ最高，为17.11 µmol·m-2·s-1，其次是处

理Ⅲ为16.08 µmol·m-2·s-1，处理Ⅱ极显著高处理Ⅰ，但

与处理Ⅲ差异不显著。Gs以处理Ⅱ最低为 0.038 3

mmol·m-2·s-1，处理Ⅰ最高为0.051 8 µmol·m-2·s-1，处

理Ⅱ的Gs极显著高于处理Ⅰ，但与处理Ⅲ间差异不

显著；处理Ⅰ与处理Ⅲ的Tr极显著高于处理Ⅱ。Ci

随着净光合速率的增大而减小，处理Ⅰ最高，极显

著高于其他 2 个处理，而其他两处理间差异不显

著。Pn与Gs、Ci、Tr呈反比例关系，综上所述，处理Ⅱ

能明显改善岳阳红的光合性能，显著提高光合速

率。

表 3 不同负载量处理对叶片光合指标的影响

Table 3 The effect of fruit load on leaf photosynthetic indexes

处理

Treatment

处理Ⅰ Treatment Ⅰ

处理Ⅱ Treatment Ⅱ

处理Ⅲ Treatment Ⅲ

净光合速率

Pn/(µmol·m-2·s-1)

14.69 b

17.11 a

16.08 ab

气孔导度

Gs/(mmol·m-2·s-1)

0.051 8 a

0.038 3 b

0.046 9 ab

胞间CO2浓度

Ci/(µmol·mol-1)

299.3 a

219.4 b

238.4 b

蒸腾速率

Tr/(mmol·m-2·s-1)

2.82 a

2.07 b

2.52 a

2.3 不同负载量对岳阳红果实品质的影响

果实内在品质和外在品质是决定优质果比率

的重要指标之一，也是决定果农经济效益的关键因

素。从表 4中可以看出，不同留果量对岳阳红品质

影响较大，留果量少，单果质量大，处理Ⅰ单果质量

最大；果形指数 3个处理变化不显著；从硬度来看，

处理Ⅰ明显高于其他 2个处理，处理Ⅱ和处理Ⅲ变

化不明显；可溶性固形物含量处理Ⅱ最高为

13.64%，处理Ⅰ仅为 11.64；可滴定酸含量处理Ⅰ明

显高于处理Ⅱ和处理Ⅲ；维生素C含量以处理Ⅱ好

于处理Ⅰ和处理Ⅲ；从果实着色来看，L值越大果面

越亮，越有光泽；a值越大，果面着红色越多，b值代

表果面底色的颜色，b值越大，果面着底色越好，果

面越易着红色。从表中可以看出，L、a、b以处理Ⅱ

和处理Ⅲ明显好于处理Ⅰ，处理Ⅱ和处理Ⅲ变化不

明显，由于处理Ⅲ的负载量大，长枝比例少，在夏季

时苹果摘袋后果实极易发生日烧现象。综上所述，

无论是内在品质还是外在品质处理Ⅱ的最好。

表 4 不同负载量对岳阳红果实品质的影响

Table 4 The effect of fruit load on fruit quality in Yueyanghong apple

处理

Treatment

处理Ⅰ TreatmentⅠ

处理Ⅱ Treatment Ⅱ

处理Ⅲ Treatment Ⅲ

单果质量

Fruit
weight/g

268.9

233.3

185.7

果形指数

Fruit shape
indexes

0.89

0.90

0.89

硬度

Firmness/
(kg·cm-2)

9.13 a

8.38 b

8.22 b

w（可溶性固形物）

Soluble solids
content/%

11.64 b

13.64 a

12.78 a

w（可滴定酸）

Titratable
acidity/%

0.56 a

0.50 b

0.50 b

w（维生素C）
Vitamin C content/
(mg·100 g-1)

2.03 b

3.04 a

2.35 b

L

41.35 b

52.54 a

49.14 a

a

27.94 b

38.60 a

37.51 a

b

12.52 b

17.21 a

17.27 a
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3 讨 论

叶片作为苹果最重要的库器官，叶绿素含量受

负载量影响很大，当负载量过大时，叶绿素含量相

对较低，这与前人[15-17]研究结果较一致，从本实验得

出当负载量30 000 kg·hm-2时叶绿素含量（w，后同）

3.87 mg·g-1，37 500 kg·hm-2时叶绿素含量4.98 mg·g-1，

45 000 kg·hm-2时叶绿素含量反而降低 4.98 mg·g-1。

净光合速率的变化与叶绿素含量变化较一致，当负载量

30 000 kg·hm-2时净光合速率为 14.69 µmol · m-2 · s-1，

37 500 kg · hm-2时净光合速率 17.11 µmol · m-2 · s-1，

45 000 kg · hm- 2 时净光合速率反而降低 16.08

µmol ·m-2 · s-1。随着负载量的增加叶绿素含量和净

光合速率先增大后减少的趋势，分析原因是负载量

过高时叶绿素含量快速降低，叶片的脱落酸含量升

高，从而加速叶片的衰老，进而影响净光合速率下

降，叶片库制造的养分不能充分的供应果实，也产

生了净光合速率下降的情况，但也不能说明继续增

加负载量净光合速率继续下降，关于这方面的研究

还需采用不同梯度处理做进一步分析。然而与前

人[18-22]研究结果不一致，其分歧有待进一步研究。

果实品质是由内在品质和外在品质共同决定

的，果实色差值是决定果实外在品质的重要指标之

一[23]，苹果的外观色泽更能直接影响其商品价值，果

实鲜艳、果面光泽好的苹果往往更容易被消费者所

接受[24]。前人测量果实外观着色程度采用分级法，

实验数据由于人为因素产生不一致现象。而采用

CR400色差计测量的果实光洁度实验数据更加准

确。L值越大颜色越浅、果面越有光泽；a值表示果

实着红色程度的大小，a值越大红色越深；b值表示

黄青的程度，b值越大黄色越深，果面着底色越好，

果面越易着红色。本实验处理Ⅱ的 L值（52.54）、a

值（38.60）、b 值（17.21）明显好于处理Ⅰ的 L 值

（41.35）、a 值（27.94）、b 值（12.52）。处理Ⅲ和处理

Ⅱ外观变化不明显，由于处理Ⅲ的长枝比例过少，

夏季果实摘完纸袋后极易发生日烧现象，果实的优

质果比例低，这与张秀美等[25-26]的研究结果基本一

致。

从本文中可以看出，并不是单株负载量小（处

理Ⅰ留果量134个）果实品质越好，虽然果实的单果

质量有所增加，但长枝比例过高，树势偏旺，中短枝

结果枝较少，浪费了大量的营养生长，不利于第2年

花芽分化，若修剪不及时，树体郁闭，病虫害加重，

产量过低，果农的经济效益净将受到一定的影响；

而单株负载量过大时（处理Ⅲ留果量 291个），果实

的单果质量较小，据观察年年负载量过大树体容易

早衰，苹果果实各项指标（除果形指数）都有所下

降，这与前人[27-30]研究较一致，不同的负载量对果实

的品质产生了一定的影响，负载量增加使果实品质

降低。连年较高的负载量，果实的单果质量、糖酸、

色差、耐贮藏性都有下降，树体的花芽分化率和树

体的抗病性下降，树体极易感病，树体的贮存营养

积累较少，严重的果园造成死树的现象。从本文中

得出盛果期岳阳红/77-34/山定子单株最佳的留果量

为处理Ⅱ每株留果量193个果实。此时的单果质量

233.3 g、果形指数0.90、果实硬度8.38 kg·cm-2、可溶

性固形物含量13.64%、可滴定酸含量0.50%、维生素

C含量3.04 mg·100 g-1。

苹果适宜负载量大小受多种因素影响，笔者认

为与当地自然气候、土壤肥力、砧穗组合、乔砧、矮

砧、树龄、树势、埋土深度、前年产量等直接相关。

采用矮化中间砧这种栽培模式，由于采用山定子做

基砧，抗寒性、抗旱性、抗病性好于矮化自根砧；岳

阳红与 77-34矮化中间砧苹果树萌芽率高，主枝分

布均匀，都是小型结果枝结果，无永久结果枝，树体

一直能够保持中庸，保证树体丰产、稳产。关于继

续跟踪目标树、观察负载量影响的后效等以及平衡

树上与树下、源-库关系等是下一步研究的方向。

4 结 论

盛果期矮化中间砧 77-34的岳阳红苹果树，以

单株果实数量在193个、枝芽量1046´103个·hm-2、长

中短枝比1∶2.7∶8.4，666.7 m2 产量2500 kg为最佳指

标，据观察树体连年丰产，无大小年现象，可为辽宁

省苹果新品种矮化砧木栽培生产的发展提供基础

数据。
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调环酸钙对富士苹果生长及果实品质的影响

刘 丽，高登涛*，魏志峰，石彩云，徐玉西

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】探讨新型生长调节剂调环酸钙处理对富士苹果新梢旺长及果实品质的影响，为富士苹果合理控旺提供

依据。【方法】以生产上常用的控旺剂PBO和清水分别作为对照设置 7个试验处理：CK（清水）、T1（100倍PBO）、T2

（200倍PBO）、T3（300倍PBO）、T4（100 mg·L-1调环酸钙）、T5（300 mg·L-1调环酸钙）、T6（500 mg·L-1调环酸钙），在新

梢旺盛生长期进行喷施，测量不同处理对富士生长和果实品质的影响。【结果】喷施300 mg·L-1调环酸钙处理的效果最

好，新梢生长直径、单果质量、果形指数、果面亮度值L*测试指标均高于其他处理，果实硬度、可溶性固形物含量、可滴定

酸含量、维生素C含量、黄蓝色差值b*、色泽饱和度C、色调角h等指标与其他处理相比均差异不显著。利用隶属函数

法对主要测量指标进行了综合排序，排名从高到低依次为T5（300 mg·L-1调环酸钙）>T3（300倍PBO）>T4（100 mg·L-1

调环酸钙）>T6（500 mg·L-1调环酸钙）>T2（200倍PBO）>T1（100倍PBO）>CK（清水）。【结论】与清水对照处理相比，不

同控旺处理的树体和果实综合指标都优于对照，300 mg·L-1调环酸钙处理的综合指标最好，能促进新梢增粗，抑制新

梢旺长，提高叶绿素含量、单果质量和果形指数，并能提高果实的光泽度。
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Effects of prohexadione calcium on growth and fruit quality of Fuji apple
LIU Li, GAO Dengtao*,WEI Zhifeng, SHI Caiyun, XU Yuxi
(Zhengzhou Fruit Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450009, Henan, China)

Abstract:【Objective】In order to provide a theoretical basis for reasonable growth of Fuji apple trees,

the tree growth and fruit quality after treatments with growth retardants were compared.【Methods】Sev-

en treatments were set up: CK (clean water), T1 (PBO diluted with 100 times water), T2 (PBO diluted

with 200 times water), T3 (PBO diluted with 300 times water), T4 (100 mg·L-1 prohexadione calcium),

T5 (300 mg · L- 1 prohexadione calcium) and T6 (500 mg · L- 1 prohexadione calcium). In the mid-June,

the leaves of the whole trees were sprayed until the solution on leaves was dripping. Each tree served as

one plot, and each treatment was repeated for three times. Before spraying, ten current shoots from each

tree were selected and marked, and the length and diameter were measured. The diameter was measured

at the position 1cm away from the base. The growth of the shoots was photographed one month after

spraying. The length and diameter of the 10 shoots of each tree were measured after fruit harvest. The

chlorophyll content was determined by the SPAD-502 chlorophyll meter in mid-August. Healthy and

mature leaves were taken from the middle part of the sprayed shoots, and 10 leaves were taken from

each replicate. The photosynthesis index was measured by the CIRAS-3 portable photosynthesis instru-

ment (PP system company in the United States) from 8:00 to 10:00 in the morning of a sunny day. Fruit

samples were collected in late October during fruit ripening period and taken back to the laboratory to

determine single fruit weight, L/D index, soluble solids content, fruit hardness, titratable acid content,

etc.. Single fruit weight was measured by a balance, L/D index was measured by a vernier caliper, solu-
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苹果是世界四大水果之一，我国苹果种植面积

232.38 万 hm2、产量 4 388.23 万 t，分别占世界的

48%、54%，规模世界第一，其中富士系苹果占中国

苹果栽植总面积的70%[1-2]。富士苹果在生产过程中

存在着树体过旺、成花弱、花芽少等问题，生产中常

用拉枝、环剥等方法进行调控，但是这些方法对于

成龄树来说，费时费工，劳动成本高，操作难度

大[3]。随着劳动力成本越来越高，现代果园越来越

注重机械化、省力化，施用植物生长调节剂使植物

朝着预期的方向和程度发展，从而达到调控植物生

长发育的目的，更有利于机械化和省力化操作。

PBO是目前富士苹果生产上使用较为普遍的

ble solids content was measured by the atagopal-1 digital sugar meter, fruit firmness was measured by

the Gy- 1 fruit firmness meter, Vc content was measured by 2, 6- dichlorophenol indophenol titration

method, titratable acidity was measured according to GB/T 12456—2008. Ten fruits were randomly se-

lected from each replicate. The fruit color was measured by NR60CP, and the C, h, L*, a*and b* were

calculated. The average value of each data measured at 3 points of each fruit was taken. Excel was used

to sort out the experimental data, SPSS 22.0 was used to analyze the variance. The fuzzy membership

function method was used to evaluate the effect of different treatments.【Results】The effect of 300 mg·L-1

prohexadione calcium treatment was better than that of others. Compared with the control, the current

shoot length decreased by 50.88% and the shoot diameter increased by 400%; the relative chlorophyll

content increased by 3.66% , net photosynthetic rate increased by 15.09% , stomatal conductance in-

creased by 24.74% , transpiration rate increased by 20.97% , and intercellular CO2 concentration de-

creased by 6.06%; the single fruit weight, soluble solids content and Vc content increased by 26.24%,

2.36% and 53%, respectively, the fruit surface brightness value L* increased by 2.18%, the fruit hard-

ness, titratable acid content, yellow saturation b*, color saturation C, hue angle h and other indicators

had no significant difference, compared with other treatments. The fuzzy membership function method

was used to rank the main measurement indexes. The rank in a descending order was T5 (300 mg · L- 1

prohexadione calcium) > T3 (PBO diluted with 300 times water) > T4 (100 mg·L-1 prohexadione calci-

um) > T6 (500 mg·L-1 prohexadione calcium) >T2 (PBO diluted with 200 times water)>T1 (PBO dilut-

ed with 100 times water)>CK (clean water). Among the treatments, PPO diluted with 300 times water

was the second. Compared with the control, the current shoot length decreased by 8.38%, the shoot di-

ameter increased by 167%, the relative chlorophyll content increased by 2.74%; the net photosynthetic

rate increased by 16.78% , the stomatal conductance increased by 28.49% , the transpiration rate in-

creased by 30.40%, the intercellular CO2 concentration decreased by 13.18%; the single fruit weight in-

creased by 8.96%, the soluble solids content increased by 3.46%, the VC content increased by 143%;

and the fruit surface brightness value L* increased by 1.04%, red saturation a* increased by 2.19%, and

yellow saturation b* increased by 2.69%.【Conclusion】The examined indexes of the treatments were ba-

sically better than those of the control to varying degrees. Spraying PPO and prohexadione calcium at

different concentrations, the current shoot length was less than the control, the shoot thickness was

greater than the control, the net photosynthetic rate, the relative chlorophyll content, the single fruit

weight, the Vc content and the peel brightness value L* were better than those of the control to varying

degrees. The results showed that PPO and prohexadione calcium can control tree growth and improve

some physiological indicators and fruit quality. Among them, spraying 300 mg · L- 1prohexadione calci-

um can increase the currentshoot thickness, inhibit shoot vigorous growth, increase chlorophyll content,

single fruit weight and L/D index, and improve fruit finish, it was the best to evaluate by membership

function method.

Key words: Fuji apple; Prohexadione calcium; PBO; Vigorous growth control
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植物生长调节剂[4]。卢梦娇等[5]研究发现100倍PBO

和 500倍多效唑处理的红富士苹果，其控梢和成花

效果最好；氨基酸处理对控制新梢生长效果不佳，

但有利于当年花芽的形成，60倍氨基酸处理成花效

果最好。里程辉等[3]研究发现喷施PPO可增加中短

果枝的比例，降低长枝比例，提高净光合速率、气孔

导度、蒸腾速率、单果质量、可溶性固形物含量、可

溶性糖含量和糖酸比。PBO可促进成花提高坐果

率、改善果实品质、增强抗寒性，但PBO使用后会有

残留，不可连年使用。调环酸钙是一种新型的植物

生长调节剂，具有调控花期、提高植株坐果率、控制

植株旺长、提高果实产量和品质、提高抗逆性等作

用，且无残留毒性、无污染[6]。杜连涛等[7]研究表明，

调环酸钙能明显提高花生果质量，增产效果好于多

效唑。王引等[8]研究发现，调环酸钙不仅可以控制

杨梅枝条旺长，同时能显著促进生殖生长，增加果

实产量，提高果实品质。李珊珊[9]研究发现，单独喷

施适当浓度的调环酸钙和CPPU均能增加新梢分枝

数、粗度，促进平邑甜茶新梢干物质积累，提高根系

活力、叶绿素含量和净光合速率。目前，尚未见到

调环酸钙对T337自根砧富士苹果生长和果实品质

综合影响的报道。

笔者以 5年生T337自根砧阿珍富士（Aztec Fu-

ji）为材料，研究了不同浓度的调环酸钙处理对苹果

新梢生长情况、叶片生理指标和果实品质等的影

响，以期为控制富士苹果新梢旺长、提高果实品质

提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

试验在灵宝寺河山高山公司果园进行，试验材

料为5年生T337自根砧阿珍富士（Aztec Fuji），株行

距为1.2 m×3.5 m，树体生长一致，长势健壮，树形为

高纺锤形。PBO是由江苏省江阴市果树促控剂研

究所研发生产的华叶PBO；调环酸钙是由安阳全丰

生物科技有限公司生产的施必达牌调环酸钙泡腾

粒剂，总有效成分含量5%。

1.2 试验设计

试验设计7个处理：T１（100倍PBO）、T２（200

倍PBO）、T３（300倍PBO）、T４（100 mg·L-1调环酸

钙）、T５（300 mg·L-1调环酸钙）、T６（500 mg·L-1调

环酸钙）、对照（清水，CK）。于6月12日上午进行整

株叶面喷施，对照喷施清水，喷到叶面滴水为止。

单株小区，3 次重复，随机区组排列，共处理 21 株

树。

1.3 试验指标和测定方法

1.3.1 新梢生长情况测定 喷施前每株树在树冠中

部外围随机选择10个当年生新梢进行标记，测量长

度和直径，直径统一在基部1 cm处测量。喷施1个

月后对新梢的生长情况进行拍照观察。采果后测

定标记的每株树上10个新梢的长度和直径。

1.3.2 光合指标、叶绿素指标测定 于 8月中上旬

取处理枝条中部健康成熟完整叶片进行测定，每个

重复取10枚叶片。

叶绿素含量采用SPAD-502叶绿素仪测定，于8

月中上旬取处理枝条中部健康成熟完整叶片进行

测定，每个重复取10枚叶片。

光合指标测定。于8月中上旬取处理枝条中部

健康成熟完整叶片，每个重复取 10枚叶片，每个处

理 3次重复。光合指标（净光合速率、气孔导度、胞

间CO2浓度、叶片蒸腾速率、光合和蒸腾速率、水分

利用效率）在晴天上午 8:00—10:00，用美国 PP Sys-

tem公司的CIRAS-3便携式光合仪测定。

1.3.3 果实品质的测定 于 10月下旬果实成熟期

采收果实样品带回实验室进行测量分析，每个重复

随机取30个果实，测定单果质量、果形指数、可溶性

固形物含量、维生素C含量、果实硬度、可滴定酸含

量等。单果质量用天平进行测定，果形指数用游标

卡尺进行测定，可溶性固形物含量用日本 Atago-

PAL-1型数字糖度计测定，果实硬度用GY-1果实硬

度计测定，维生素C含量依照GB/T 5009·86—2003

测定，可滴定酸含量按照GB/T 12456—2008《食品

中总酸的测定》，采用滴定法测定。

1.3.4 果皮颜色测定 果实着色情况采用NR60CP

色差计进行测定，测定指标为 L*、a*和 b*，并以此计

算其对应的Ｃ（色饱和度）、h（色调角）和a*/b*（红色

饱和度／黄色饱和度），每个果实随机测中部 3个

点，测得的各项数据取平均值，其中，C＝a*2＋b*2；

h＝arctan（b*/a*）[10]。

1.4 数据处理

使用Excel整理试验数据和作图，利用SPSS22.0

进行方差分析。不同处理的效果评价应用模糊数

学中的隶属函数值法[11]。隶属函数值计算公式为：

Zij=（Xij-Ximin）/（Ximax-Ximin）；如果为负相关，则用反
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隶属函数进行转换，计算公式为：Zij=1-（Xij-Ximin）/

（Ximax-Ximin）；其中 Zij 表示 i 品种 j 指标的隶属函数

值；Xij表示 i品种 j指标的测定值；Ximax和Ximin分别

表示各品种中指标的最大和最小的测定值。

2 结果与分析

2.1 不同处理对富士苹果新梢生长的影响

处理 1个月后对新梢进行观察发现，喷施不同

浓度PBO和调环酸钙的新梢和对照相比，生长明显

受到不同程度抑制（图1）。其中喷施调环酸钙的整

体受控效果要优于喷施PBO的效果。

A从图 2、图 3、图 4可以看出新梢喷施 PBO和调环

A、B、C、D 依次为 CK、100 倍 PPO、200 倍 PPO、300 倍 PPO；E、F、G、H 依次为 CK、100 mg·L-1调环酸钙、300 mg·L-1调环酸钙、500 mg·L-1调环酸钙。

A、B、C、D respectively was CK、100 times PPO、200 times PPO、300 times PPO；E、F、G、H respectively was CK、100 mg · L-1 prohexadione calcium、300

mg·L-1 prohexadione calcium、500 mg·L-1 prohexadione calcium.

图 1 不同处理喷施 1 个月后对富士苹果新梢生长的影响

Fig. 1 Effects of different treatments on shoot growth of Fuji after one month spraying

A B C D

E F G H

刘 丽

图 2 不同处理对富士苹果新梢长度的影响

Fig. 2 Effects of different treatments on new branch

length of Fuji apple

图 3 不同处理对富士苹果新梢直径的影响

Fig. 3 Effects of different treatments on new branch

diameter of Fuji apple
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酸钙处理后，新梢的生长情况和对照有明显差

别，处理的新梢生长长度低于对照新梢生长长度

9.67 cm，新梢生长直径要高于对照新梢的生长直径

0.03 cm。其中调环酸钙各处理新梢生长长度要低

于PBO处理，T6调环酸钙处理新梢生长长度最低，

为 3.61 cm，与对照相比，生长长度降低了 62.67%；

T5调环酸钙处理次之，为 4.75 cm，与对照相比，生

长长度降低了50.88%；调环酸钙各处理新梢生长直

径均高于PBO处理，其中T5和T6处理新梢生长直

径最高，为0.15 cm，与对照相比，生长直径均增加了

400%。这与喷施 1个月后的初步观察结果基本一

致。

2.2 不同处理对富士苹果光合特性的影响

不同处理对叶片光合指标的影响见表1。从表

1可以看出各处理的净光合速率明显高于对照，其

中T2处理的净光合速率最高为17.56 μmol·m-2 ·s-1，

其次是T3处理，为 16.56 μmol · m-2 · s-1，对照处理的

最小，为14.18 μmol·m-2 ·s-1；胞间CO2浓度随着净光

合速率的增加而降低，清水处理的胞间CO2浓度最

高为 285.78 μmol · mol-1；气孔导度和蒸腾速率随着

净光合速率的增加而增加，T2处理的气孔导度和蒸

腾速率最大，分别为 371.67 mmol · m- 2 · s- 1 和 4.68

mmol·m-2·s-1；水蒸汽压亏缺和水分利用率没有明显

规律，T1处理水蒸气压亏缺最大为1.33 kPa，清水处

理最小为0.85 kPa；水分利用率最高为清水处理4.70

μmol·mmol-1，最低为T5处理，为3.66 μmol·mmol-1。

图 4 不同处理对富士苹果新梢生长情况的影响

Fig. 4 Effects of different treatments on new branch

growth of Fuji apple

表 1 不同处理对富士苹果光合特性的影响

Table 1 Effects of different treatments on photosynthetic characteristics of Fuji apple

处理

Treatment

对照 CK

T1

T2

T3

T4

T5

T6

净光合速率

Pn/（μmol·m-2·s-1）

14.18±2.25 b

16.53±2.39 ab

17.56±1.11 a

16.56±1.60 ab

15.61±1.34 ab

16.32±1.02 ab

15.40±0.84 ab

胞间CO2浓度

Ci/（μmol·mol-1）

285.78±12.55 a

257.11±25.46 ab

244.00±10.39 b

248.11±14.11 b

270.11±29.60 ab

268.45±20.50 ab

272.45±5.05 ab

气孔导度

Gs/（mmol·m-2·s-1）

266.78±8.05 b

334.11±7.63 a

371.67±36.16 a

342.78±7.84 a

328.00±76.33 a

332.78±4.03 a

312.00 ±20.51 ab

蒸腾速率

E/（mmol·m-2·s-1）

3.29±0.04 d

4.27±0.20 ab

4.68±0.15 a

4.29±0.21 ab

3.72±0.87 bcd

3.98±0.09 bc

3.34±0.17 cd

水汽压亏缺

VPD/（kPa）

0.85±0.11 c

1.33±0.00 a

1.32±0.07 a

1.05±0.24 bc

1.26±0.20 ab

1.14±0.05 ab

1.18±0.10 ab

水分利用率

WUE/（μmol·mmol-1）

4.70±0.31 a

3.80±0.41 ab

3.71±0.20 b

4.44±0.55 ab

3.66±0.32 b

4.11±0.38 ab

4.31±0.93 ab

注：同列中不同小写字母表示在 0.05 水平差异显著。下同。

Note: Different small letters in the same column indicate significant differences at p ＜ 0.05. The same below.

2.3 不同处理对富士苹果叶片叶绿素相对含量的

影响

如图 5所示，不同处理对叶绿素相对含量影响

相差不大，与对照相比，处理后叶绿素相对含量均

有不同程度增加，其中最大的是T5处理，SPAD值为

59.47，比对照高 3.66%。各处理间 SPAD值差异不

显著。

2.4 不同处理对富士苹果果实品质的影响

各处理果实品质指标见表2。除维生素C相对

含量有显著差异外，其他各指标均无显著差异。T5
图 5 不同处理对富士苹果叶片叶绿素相对含量的影响

Fig. 5 Effect of different treatment on SPAD of Fuji apple
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处理的单果质量最大，为 285.14 g，对照最小，为

225.87 g；T5处理的果形指数最大，为 0.91，最小为

T3处理，果形指数为 0.87；清水处理的果实硬度最

大为 5.28 kg · cm-2，最小为 T4处理为 5.00 kg · cm-2；

T1处理的可溶性固形物含量最高；T4处理的可滴定

酸含量最低，固酸比最高；T3处理的维生素C含量

（w，后同）最大为 2.43 mg · 100 g-1，其次是 T1 处理

为1.98 mg·100 g-1，最小是清水处理为1.00 mg·100 g-1。

2.5 不同处理对富士苹果果皮着色的影响

如表3所示，表中L*值表示表面颜色深浅，L*值

越大颜色越浅、果面越有光泽，反之颜色越深果面

暗淡无光泽；a*值表示红绿的程度，a*值越大红色越

深；b*值表示黄青的程度，b*值越大黄色越深，底色

越好；C表示色泽饱和度或色彩纯度，纯度越高，表

现越鲜明，纯度较低，表现越暗淡。从表3可以看出

不同处理除了a*有显著差异，其他均无显著差异，果

皮的色差值变化无明显规律，并不随着不同处理浓

度的变化而变化。其中T5处理的果皮L*和b*最大，

分别为为 48.22和 12.12，说明该处理的果面光泽度

和底色要好于其他几个处理；T6 处理的 a*和 C 最

大，分别为 36.47和 38.26；清水处理的 L*、b*和 h值

相对较小。

表 2 不同处理对富士苹果果实品质的影响

Table 2 Effects of different treatments on fruit quality of Fuji apple

处理
Treatment

对照 CK

T1

T2

T3

T4

T5

T6

单果质量
Single fruit
weight/g

225.87±13.04 a

246.70±44.42 a

245.67±32.43 a

246.10±4.00 a

259.53±50.57 a

285.14±50.57 a

231.77±32.24 a

果形指数
Fruit shape
index

0.90±0.03 a

0.89±0.01 a

0.89±0.01 a

0.87±0.03 a

0.88±0.02 a

0.91±0.04 a

0.90±0.03 a

硬度
Hardness/
（kg·cm-2）

5.28±0.34 a

5.21±0.26 a

5.15±0.55 a

5.26±0.19 a

5.00±0.42 a

5.10±0.21 a

5.04±0.37 a

w（可溶性固形物）
Soluble solids
content/%

12.73±0.47 a

13.44±0.39 a

12.47±0.72 a

13.17±0.67 a

12.63±1.10 a

13.03±0.51 a

13.20±0.72 a

w（可滴定酸）
Titratable
acidity/%

0.21±0.02 a

0.25±0.05 a

0.21±0.05 a

0.24±0.01 a

0.20±0.03 a

0.23±0.04 a

0.25±0.01 a

固酸比
Sugar-acid
ratio/%

61.91±6.23 a

55.37±12.33 a

60.33±3.10 a

57.08±9.32 a

63.41±2.85 a

58.69±9.84 a

52.93±5.00 a

w（维生素C）
Vc/（mg·100g-1）

1.00±0.63 b

1.98±0.64 ab

1.17±0.67 b

2.43±0.78 a

1.35±0.65 ab

1.53±0.57 ab

1.17±0.26 b

表 3 不同处理对富士苹果果皮着色的影响

Table 3 Effects of different treatments on pericarp coloring difference of Fuji apple

处理 Treatment

对照 CK

T1

T2

T3

T4

T5

T6

L*

47.19±1.34 a

47.31±4.31 a

44.74±1.19 a

47.68±1.70 a

46.20±1.01 a

48.22±3.76 a

47.36±2.20 a

a*

35.17±1.05 ab

32.97±1.58 b

35.86±0.48 ab

35.94±1.51 ab

35.16±1.05 ab

33.54±2.77 ab

36.47±1.83 a

b*

11.17±0.58 a

11.42±1.04 a

11.72±0.66 a

11.47±0.44 a

11.68±1.80 a

12.12±2.01 a

11.54±0.63 a

a*/b*

3.15±0.15 a

2.91±0.39 a

3.06±0.14 a

3.14±0.24 a

3.07±0.58 a

2.81±0.40 a

3.17±0.30 a

C

36.90±1.08 a

34.92±1.19 a

37.73±0.65 a

37.73±1.35 a

37.06±3.69 a

35.69±2.93 a

38.26±1.63 a

h

0.31±0.02 a

0.34±0.04 a

0.31±0.01 a

0.31±0.02 a

0.32±0.06 a

0.34±0.05 a

0.31±0.03 a

2.6 不同处理的效果评价

对不同处理各项测定指标用隶属函数法进行综

合评价，评价效果见表 4。各处理效果从大到小依

次为T5>T3>T4>T6>T2>T1>CK。各处理综合效果

均好于对照，综合评价效果最好的是T5处理，其次

是T3处理，T4处理第三。

3 讨 论

植物生长调节剂是一类具有与植物激素相似

的生理和生物学效应的物质，具有调控效率高、易

于操作、便于机械化施用等方面的优势[12]。里程辉

等[3]研究得出喷施PBO可提高中短枝比例，降低长

枝比例。郭世保等[13]的试验结果表明在小麦拔节前

7~10 d施用5%调环酸钙泡腾片剂30~120 g·hm-2（有

效成分用量），可降低节间度，矮化植株，增加茎

粗。Elfving等[14]研究表明，单独使用调环酸钙125~

250 mg · L- 1能在短期内有效抑制甜樱桃新梢的伸

长，对花芽的形成无不良影响。刘艾英等[15]认为调

环酸钙对葡萄枝条的伸长有一定的抑制作用。胡

真等[16]研究发现喷施不同浓度和不同次数处理的富

士苹果新梢生长量与喷清水之间有显著性差异，不

同浓度和不同次数处理间无显著差异。生产中可
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喷施 250 mg·L-1调环酸钙。本实验中，喷施不同浓

度 PBO 和调环酸钙处理的新梢生长长度小于对

照，最多减少了 62.67%；新梢生长直径大于对照，

最多增加了 400%。说明调环酸钙和 PBO 均可以

控制植物旺长，且控旺作用明显。这与前人研究结

果一致。

叶绿素是植物光合作用的基础，在光能吸收传

递过程中起主导作用，体现了植物对光能的利用和

调节能力 [17]。净光合速率是反映植物光合作用强

弱的最直观指标 [18]。蒸腾速率反映了植株水分的

代谢和运输能力。在本试验中，调环酸钙和 PBO

处理的叶片叶绿素含量、净光合速率和蒸腾速率均

高于对照。这与李珊珊 [9]在调环酸钙对平邑甜茶

影响的研究结果一致。Gs与Pn呈正相关，Ci与Pn呈

负相关。

笔者在本试验中将两种不同生长调节剂的使

用效果进行了比较，发现喷施后果实的单果质量、

维生素C含量、果皮亮度值L*均不同程度优于对照，

说明调环酸钙和PBO均可以改善果实品质和提高

产量，调环酸钙的总体效果要优于PBO。在PBO的

几个处理中，PBO300 倍处理效果最好。喷施 300

mg·L-1调环酸钙处理的效果优于PBO300倍处理的

效果，其单果质量比对照增加 26.24%，可溶性固形

物含量比对照增加2.36%，维生素C含量增加53%，

果面亮度值L*增加2.18%，其果实硬度、可溶性固形

物含量、可滴定酸含量、维生素C含量、色泽饱和度

C、色调角 h等指标与其他处理相比均没有显著差

异，是一个很有前景的可推广的新型调节剂。调环

酸钙和PBO处理效果并不是和浓度呈正比关系，说

明只有选择合适的浓度处理，才能达到最佳效果。

4 结 论

喷施不同浓度调环酸钙和 PBO处理的新梢生

长长度小于对照，新梢生长粗度大于对照，净光合

速率、叶绿素相对含量、单果质量、维生素C含量、果

皮亮度值L*均不同程度的优于对照。说明调环酸钙

和PBO均可以控制植物旺长，改善果树部分生理指

标和果实品质。其中喷施300 mg·L-1调环酸钙能促

进新梢增粗，抑制新梢旺长，提高叶绿素含量、单果

质量和果形指数，并能提高果实的光泽度，用隶属

函数法进行评价效果最好。可以作为一种替代

PBO控旺、提高果实品质的生长调节剂使用。
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柑橘果皮的发育特征及GA3的防裂效果
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摘 要：【目的】以杂柑甘平为试材，研究其果皮的发育特征及其与裂果的相关性，探索赤霉酸（GA3）对果实裂果的影

响，为柑橘裂果的机制研究和综合防控提供参考。【方法】采用石蜡切片法观察果皮的解剖结构，应用机械喷雾GA3于

果实表面，并对裂果率和果实品质参数进行评价。【结果】果实发育的果形指数由盛花后30 d的0.92趋向扁圆形发展，

到转色前为 0.76。谢花后，果皮厚度随着果实的发育快速增长，在盛花后 45 d左右达到最高值 0.50 cm，之后逐渐变

薄，直至转色前维持在0.19 cm左右。解剖结构显示中果皮细胞间在盛花后45 d即开始出现明显的裂隙，随着发育的

进行持续扩大，成为果皮开裂的敏感部位。GA3喷施有利于表皮细胞和中果皮细胞维持相对稳定的层次和胞间连接，

进而可以有效地降低裂果的发生，与对照相比，3次10 mg·kg-1处理可降低果实裂果率54.53%，并且对果实品质的影响

不显著。【结论】柑橘果实裂果与果形趋扁圆形发展、果皮持续变薄及中果皮胞间隙扩大有关，外源GA3可在一定程度

上缓冲裂隙的发展，进而显著降低裂果的发生。
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Developmental characteristics of citrus peel and the effect of gibberellic
acidon fruit cracking
LI Yongjie1, JIN Guoqiang1*, CHUN Changpin2, ZHU Xiaoting1, QIU Xiaoying1

(1Station of Popularizing Speciality Technology in Linhai, Linhai 317000, Zhejiang, China; 2Southwest University/Citrus Research Insti-

tute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Chongqing 400712, China)

Abstract:【Objective】Fruit cracking is an important physiological disease in citrus. Due to the com-

plexity of the fruit cracking mechanism and the variability of the climate, there are still no effective

measures to solve fruit cracking problem in practice. Kanpei is a hybrid citrus variety recently intro-

duced to China. Its fruit cracking phenomenon is serious regardless of changes in the external environ-

ment, which provides a good case for fruit cracking research. This paper comprehensively evaluated the

development characteristics of peel and its correlation with fruit cracking in Kanpei fruit. Effects of gib-

berellic acid (GA3) on fruit cracking rate and fruit quality were also investigated.【Methods】During the

young fruit stage and the fruit expanding stage, 1.5 cm´2.0 cm peel pieces were cut and subjected to

FAA fixation, washing, dehydration, transparency, paraffin impregnation, embedding, sectioning and

gluing, dewaxing, staining, dehydration, hyalinization, sealing and other steps to obtain paraffin sec-

tions of the peel. The paraffin sections were used for the observation of the structural characteristics of

the peel tissues. Fruit shape index and peel thickness were measured with a vernier caliper. The firm-

ness of fruit was measured using a digital force gauge, and the equatorial position is taken as the mea-

suring point. There were four treatments in the experiment, including three concentration gradients of

gibberellic acid, 5 (G5), 10 (G10), and 20 mg · kg- 1 (G20), which was sprayed on the surface of the

fruit every 20 days from the young fruit stage (June 15). The fourth treatment involved spraying with
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10 mg · kg- 1 GA3 (DG10) every 15 days from the fruit expansion period (July 5). In all the treatments,

the GA3 were sprayed three times, each containing 0.05% Tween-20 as the surfactant. Spraying water

served as the control group (CK). The initial fruit load (M) of each tree after fruit set (July 20) and the

final fruit load (N) of each tree at the end of fruit cracking (mid-late October) were recorded. The fruit

cracking rate = (M−N)/M ×100%. The soluble solid content (SSC) of the fruit and color parameters of

the fruit surface were measured with a Brix meter and a color difference meter, respectively. The juice

filtered through two layers of gauze and diluted by 50 times was used for the citric acid content determi-

nation.【Results】After flowering, the vertical and horizontal diameters of the fruit increased rapidly,

and the growth rate of the horizontal diameter was faster than that of the vertical diameter, which led to

a decrease in fruit shape index from 0.92 at 30 days after full bloom to 0.76 before color break. The

thickness of the peel increased rapidly with the development of the fruit, reaching a maximum value of

0.50 cm around 45 days after the full bloom, and then gradually decreased to about 0.19 cm at color

break stage. The results of the paraffin section showed the microstructure of peel, where the albedo is

the sensitive layer for cracking because cracks appeared between the albedo cells from 45th days after

full bloom and expanded with fruit development. There was no significant correlation between fruit

shape index and cracking incidence, but thicker peel resulted in higher peel hardness, which was benefi-

cial to buffer the stress on the peel caused by the increased turgor pressure of the fruit. The gibberellic

acid treatments effectively reduced fruit cracking rate. The fruit cracking rate in G10(10 mg·kg-1) treat-

ment decreased by 54.53% and 34.76% compared with the control group and DG10, respectively. How-

ever, higher concentration GA3 (20 mg · kg- 1) increased the sunburn injury caused by high-temperature

days in summer, while lower concentration GA3 (5 mg · kg- 1) had a limited effect in preventing peel

cracking. Spraying GA3 (G10) enhanced the connectivity of albedo cells and improved the arrangement

of cuticle layers, which might play an important role in reducing the rate of fruit cracking. All the GA3

treatment had no significant effect on fruit internal quality, but 20 mg·kg-1 GA3 increased peel firmness

and thickness, by 8.1% and 15.0% , respectively, compared with the control group. Delayed and fre-

quent application of GA3 (DG10) postponed the accumulation of red pigment in the peel. It is worth not-

ing that the fruit shape index in each GA3 treatment was 1.5%-4.5% higher than in the control.【Conclu-

sion】The cracking of citrus fruit is a gradual process, which is the result of both external and internal

factors. The fruit cracking is related to the continuous thinning of peel thickness and cell cracks in the

albedo tissue. Exogenous GA3 suppresses the development of cracks, and thus effectively control the oc-

currence of fruit cracking. However, some attention should be paid upon the concentration and time of

GA3 application, otherwise, some adverse effects may occur.

Key words: Hybrid citrus; Fruit cracking; Mesocarp; Gibberellic acid

柑橘是世界种植面积和产量最高的水果作物，

新中国成立以来，我国的柑橘产业迅速发展，当前的

种植面积和产量均居世界首位[1]。柑橘属于上位果

实，其果皮在发育的过程中，由于与果实生长的不协

调，会导致部分品种发生裂果现象，如脐橙的内裂和

温州蜜柑的外裂[2]。裂果是指果皮机械断裂的一种

生理性病害或者失调现象，枣[3]、石榴[4]、樱桃[5]、梨[6]、

油桃[7]和荔枝[8]等水果作物也多有发生，而柑橘裂果

严重的年份，果实的裂果率甚至可达50%以上[9]，严

重影响柑橘的产出效益。裂果的原因很多，其中遗

传因素、延迟采摘和土壤或空气湿度变化[4]等占据

主导地位。而植物营养物质的缺乏[9]、果皮的日灼

和损伤[4]、病原菌的活动[10]、砧木的不合理选择[11]以

及内源激素的不平衡[12]也是引起大面积发生裂果的

重要因素。研究者普遍认为，水分状态的变化是引

起果实裂果的首要因素[13-15]。Burhan等[16]通过避雨

设施的覆盖和果面喷涂隔水膜，阻断了果实直接从

外界吸收水分，在增加了果皮弹性的同时，显著减少
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了果实裂果的发生，然而，该方法受限于生产条件和

果实发育过程中对环境的需求，较难应用于实践。

外源赤霉酸（Gibberellins）对裂果调控的研究较

为广泛。Yilmaz等[4]采前应用赤霉酸、松脂二烯（一

种抗蒸腾剂）和矿质元素喷雾石榴果实，赤霉酸对降

低石榴裂果的效果最为明显，而松脂二烯和矿质元

素处理后对裂果的影响并不显著。但是高浓度赤霉

酸的应用降低了果实假种皮和出汁率，增加了果皮

的厚度并延迟果实着色。在樱桃采收前30~40 d，应

用赤霉酸可同样降低果实的裂果率并且延迟采摘时

间 3~4 d[5]。柑橘上，喷布不同次数较高浓度的赤霉

酸可以显著降低脐橙果实的裂果率[17]。但是，Cline

等[18]则认为单次 40 mg · L-1和重复 10 mg · L-1 GA3处

理并没有缓解甚至加剧了甜樱桃的裂果。相似的结

论也被前人所报道[19-20]。尽管Sofia等[21]发现，GA3喷

雾改变了表皮的厚度和蜡质含量，这种变化可能影

响裂果的发生。但是，当前针对赤霉酸防治裂果的

机制仍没有被正式提出，其对柑橘果实裂果的防效

仍有待进一步研究验证。

柑橘果皮结构由三部分组成，其中外果皮或油

胞层为果实最外面的组织层，含表皮和薄壁细胞。

再往里是中果皮，又叫海绵层或白皮层，构成果皮厚

度的主要部分。而内果皮则为室膜的一部分，位于

心皮的内侧[22]。果皮断裂主要指的是外果皮和中果

皮的开裂。果皮在果实膨大期的发育进程与果肉不

一致是导致脐橙裂果的主要因素[2]。而果皮韧性度

的降低则是其不能抵抗来自内部果肉持续增加的应

力而造成裂果的另一个重要原因[23-24]。温州蜜柑裂

果与外界环境的变化显著相关，夏季的高温干燥气

候对果肉外部的果皮损伤较大，破坏了果皮组织和

细胞原有的增大过程，进而破坏了果肉和果皮之间

发育的平衡性，导致果皮易裂[25]。红江橙的已裂果

果皮通常较薄、弹性差且硬度低，而果形指数小也是

其果实易裂的重要因素，扁圆形果表皮角质层厚，表

皮细胞排列不紧密，细胞过渡性差，中果皮网络组织

疏松，从果腰到果顶果皮迅速变薄，遇到不利条件

（如突遇大雨或大量灌水），相对于梨形果更容易发

生裂果[26]。由此，果皮的发育特征与柑橘裂果有着

显著的相关性。

当前针对柑橘的裂果，前人研究多注重于裂果

现象和机制的观察，而在实践中，仍难以根据品种特

性、生长环境提出针对性地减少裂果的措施。果皮

作为裂果发生的一个重要指示指标，笔者从幼果期

开始观察其显微结构变化，力图寻找柑橘裂果的关

键时期，然后提出针对性的防控措施，以期进一步了

解柑橘裂果发生机制，为生产上防控裂果提供参考。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试材料为浙江省临海市涌泉柑橘专业合作社

种植在红黄壤土上的 20 年生枳[Poncirus trifoliate

（L.）Raf.]砧高接3 a（年）的杂柑甘平（Citrus Kanpei），

中间砧为宫川温州蜜柑（Citrus unshiu Marc. Sugiya-

ma wase），甘平是新引进我国的杂交柑橘新品种，父

本为椪柑，母本为西之香（清见×特洛维塔甜橙），

具有较高的糖分，极易裂果 [27]，平均裂果率可达

60%，因此，个体间差异较小，试验间重复的一致性

高。

1.2 样品采集

分别于 2019年 5月 25日（盛花后 30 d）、6月 10

日（盛花后45 d）、6月25日（盛花后60 d）、7月10日

（盛花后75 d）、7月25日（盛花后90 d）、8月10日（盛

花后 105 d）、8月 25日（盛花后 120 d）、9月 10日（盛

花后 135 d）和 9月 25日（盛花后 150 d）随机采集 15

个果实，置于冰袋的泡沫盒中，带回实验室处理。用

流水洗净果皮表面污渍，擦干后，使用游标卡尺测量

果实赤道部横径和纵径，然后在赤道部横切，用游标

卡尺测定果皮厚度。切取 1.5 cm×2.0 cm 果皮小

块，置FAA固定液中，真空泵抽气 15 min，放入 4 ℃

冰箱中 24 h后转至室温保存，制作石蜡切片。石蜡

切片的详细流程参照马小焕[28]的方法制作，OLYM-

PUS生物显微镜下观察、拍照。在果实裂果盛期（8

月25日前后），分别采集已裂果和未裂果各25个，测

量他们的果形指数、果皮厚度和果皮硬度。果皮硬

度使用西安盖文电子科技有限公司生产的

GSI315W系数字力计（Digital Force Gauge），以硬度

计穿刺果实赤道面果皮的力表示，单位为N。

1.3 试验设计

GA3喷布：试验共划分 4个处理，单株为 1个重

复，4株为 1个处理。其中处理 1、处理 2、处理 3从

2020年 6月 15日开始，每隔 20 d分别喷布 5、10、20

mg·kg-1 GA3，处理 4从 7月 5日（果实膨大期）开始，

每隔15 d喷布 10 mg·kg-1 GA3。为了方便描述将各

处理分别简化为处理 1（G5）、处理 2（G10）、处理 3
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图 2 甘平果皮厚度的变化

Fig. 2 Changes in pericarp thickness of Kanpei fruit
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（G20）和处理 4（DG10），所有处理均喷雾 3次，每次

处理均含 0.05%的吐温-20作为活性剂。设立喷水

为对照（CK）。使用背负式电动喷雾器。

裂果率调查：分别统计每株树在定果后裂果前

（7月 20日）总挂果量（M）和裂果基本结束时（10月

中下旬）的总挂果量（N），二者之间的差值为总裂果

数量，即裂果率/%=（M-N）/M×100。

果实品质测定：于 2021年 1月 5日果实成熟期

随机采集每个处理21个果实，随机分成3组，即为3

次重复。测量果实纵径、横径、果皮厚度和果皮硬

度。可溶性固形物含量和柠檬酸含量使用日产

ATAGO便携糖酸速测仪（PAL-BX/ACID F5）测定。

果面色差使用日本柯尼卡美能达（Konicaminolta）生

产的CR-400色差仪测定，每个果实测量赤道位置4

个点，4个点的平均值为单个果实的色差值。

1.4 数据处理与分析

采用Excel和SPSS软件进行数据统计分析及绘

图，采用邓肯氏新复极差法分析差异显著性。

2 结果与分析

2.1 甘平果实生长曲线

如图1所示，甘平果实在盛花后30 d由近圆形，

向扁圆形状不断发育，主要是因为在果实膨大的过

程中，横径的生长速率明显高于纵径。首先，在幼果

期，果实生长能力最强，纵横径生长速率最大。从盛

花期后60 d开始，果实纵横径生长速率相对平缓，但

横径的生长速度明显快于纵径，果实质量在显著增

加的同时，果形指数（纵径/横径）小于 1，且越来越

小，果实越发趋于扁圆形，至着色期果形指数不超过

0.8。盛花后 60~75 d 果实纵横经生长变化较为平

缓，可能与该时期果园较为缺水有关。

2.2 甘平果皮厚度的变化

图 2显示了甘平果皮厚度的动态变化，呈先增

后降的趋势。在幼果期，果皮细胞通过分裂增加了

细胞数量和细胞层次，快速生长，导致果皮厚度显著

增加，在盛花后 45 d，果皮厚度达到峰值 0.50 cm。

之后，果皮发育与果肉发育不再同步进行，果皮开始

变薄，厚度变薄的速率呈现出“快-慢-快-慢”的变化

趋势，盛花后 80~105 d果皮变薄的相对速率最快。

盛花后 120 d，果皮厚度变化趋于平缓，直至转色期

基本维持在0.19 cm左右。

2.3 甘平果皮解剖结构的变化

果皮解剖结构显示，果实在发育初期（盛花后

30 d），中果皮（海绵层）细胞似玉米粒状，几无形态

差异且紧密排列（图3-A）。6月上旬，海绵层细胞膨

大生长，胞间出现裂生的间隙，细胞间仍维持较高的

连接性（图 3-B）。但随着果实发育的不断进行，海

绵层细胞间隙不断扩大，细胞失去了原有的均匀度

和连接性，排列疏松（图3-C），中果皮变成了裂果的

敏感部位。海绵层的韧性也随之降低，如遇来自内

部果肉的异常膨压，外果皮角质层和油胞层细胞先

后被撕裂，胞质外流（图 3-D、E），同时，中果皮与内

果皮间的薄壁组织细胞间也出现明显的裂缝（图 3-

D中黑色框标记），随着裂缝的持续发展，海绵层被

撕裂，出现空洞（图3-F），最后，在果皮对应的位置出

现肉眼可见的开裂。值得注意的是，表皮属于被机

械撕裂，其细胞的排列层次和整齐度在裂果前仍维

持较好的完整性。

2.4 甘平裂果的果形指数、果皮厚度和果皮硬度

比较甘平裂果果实和正常果的果形指数大
图 1 甘平果实的生长曲线

Fig. 1 Growth curve of Kanpei fruit
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A、B、C. 甘平果皮海绵层在盛花后30 d（A. × 100）、盛花后45 d（B. × 100）和盛花后75 d（C. × 100）的结构。D、E、F. 盛花后90 d 甘平果皮开裂的显

微过程（D. × 20; E. × 100；F. × 100）。

A，B and C. The microstructure of albedo at the 30th、45th and 75th day after full bloom（× 100）; D，E. Peel microstructure of cracking fruit on the 90th

day after full bloom（D. × 20; E. × 100; F. × 100）.

图 3 甘平果实的果皮组织结构变化

Fig. 3 The histological structure of the rind of Kanpei fruit

不同小写字母表示不同处理间差异显著（p < 0.05）。

Different small letters indicate significant differences among treat-

ments at p < 0.05.

图 4 不同处理对甘平果实裂果率的影响

Fig. 4 Effects of different treatments on cracking rate of

Kanpei fruit
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小，二者无差异（表 1），说明果形指数并不是裂果

果实和未裂果实差异的主要因素。但是，正常果

的果皮厚度和果皮硬度分别比已裂果高出 21.1%

和 17.9%，表明了拥有更厚、更硬果皮的果实在发

育的过程中有利于缓冲果肉的膨压进而避免果皮

开裂。

表 1 甘平果实特征与裂果的关系

Table 1 The correlation of fruit cracking and Kanpei

fruit characteristic

果实类型

Fruit type

已裂果

Cracked fruit

正常果

Normal fruit

果形指数

Fruit shape index

0.81±0.05

0.82±0.04

果皮厚度

Peel thickness/cm

0.19±0.03

0.23±0.04

果皮硬度

Firmness/N

285.16±86.18

336.17±91.24

2.5 GA3对甘平果实裂果的影响

在果实幼果期和膨大初期应用GA3可有效减少

果实在膨大期中后期裂果的大面积发生（图4）。与

对照相比，从幼果期开始应用 5、10 和 20 mg · kg- 1

GA3处理的果实裂果率分别降低了 17.55%、54.53%

和 44.55% 。而从果实膨大初期开始喷布 GA3

（DG10）处理的果实裂果率比对照组降低了

30.30%，但是高于 G10 处理 53.29%，且差异显著。

另一方面，低浓度 GA3（G5）处理的结果与对照和

G10处理的差异均不显著。

由图 5可知，赤霉酸（G10）的应用，可一定程度

上加强中果皮细胞间的连接性和紧密度，延缓柑橘

果皮海绵层间隙的快速发展（图 5-B）。而未经过

GA3处理的甘平果皮在裂果盛期（8月25日）的海绵

层细胞间隙已发展至表皮油胞附近，细胞间隙也较

大（图5-A）。但是GA3喷雾对油胞层细胞没有显著

影响。GA3处理后的表皮细胞排列层次更明显，整

齐度较好（图 5-D），对照的表皮细胞体积大小差异

较大（图5-C）。

2.6 GA3处理对甘平果实品质的影响

表2显示了GA3处理对果实品质的影响。结果

表明，不同浓度 GA3处理对甘平果实的内部品质

（SSC 和 CA）没有显著影响，但是 G20 处理的果皮
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A. 裂果发生期（盛花后105 d），对照果皮细胞结构（× 40）；B. 裂果发生期（盛花后105 d），GA3处理后的果皮细胞结构（× 40）；C. 裂果发生期（盛花后

105 d），对照表皮细胞结构（× 400）；D. 裂果发生期（盛花后105 d），GA3处理后的果皮细胞结构（× 400）。

A. Peel microstructure of CK fruit on the 105th day after full bloom（× 40）; B. Peel microstructure of GA3 treatment fruit on the 105th day after full bloom

（× 40）; C. Cuticle microstructure of CK fruit on the 105th day after full bloom（× 400）; D. Cuticle microstructure of GA3 treatment fruit on the 105th day after

full bloom（× 400）.

图 5 GA3处理对果实果皮组织结构的影响

Fig. 5 Effect of GA3 treatments on the histological structure of peel

硬度显著高于对照及其他各处理，可能与其在一定

程度上增加了果皮厚度有关，与对照相比，20 mg·kg-1

处理后的果皮厚度增加了 15.0%。果面色泽是果

实品质最直接的表现，笔者在本研究中发现，G5、

G10 和 G20 的果实在成熟期的果皮色泽与对照差

异不显著，而 DG10 果面的 a*值显著低于对照组，

L*和 b*值变化不显著，这也意味着，GA3于幼果期

开始应用并不会对成熟期果实果皮的转色造成显

著影响，而从果实膨大期开始喷雾GA3会延缓果皮

红色素的形成。果形指数各处理与对照的差异均

不显著，但GA3处理后的果实果形指数平均高于对

照1.5%~4.5%。

3 讨 论

柑橘果实裂果现象在世界各柑橘产区均有发

生[9]，尤其是橙类和温州蜜柑品系裂果发生较为频

繁。当前有关裂果研究多集中在与裂果率相关的生

理（果形指数、果实大小等）[2，9]和生化（酶、基因表达

等）指标[24，29]上，很少从显微结构入手，提出针对性

防控裂果发生的有效措施，可能与裂果的规律较难

把握有关。而甘平是极易裂果的杂柑新品种，为研

究裂果提供了良好的试材。笔者首先分析了裂果与

果皮发育特征的相关性，然后针对性地提出控制裂

果的实践措施，从而为柑橘裂果机制和防控措施的

表 2 赤霉酸对甘平果实品质的影响

Table 2 Effects of GA3 on quality of Kanpei fruit

处理

Treatment

G5

G10

G20

DG10

对照 CK

果形指数

Fruit index

0.70±0.03 a

0.68±0.02 a

0.69±0.01 a

0.70±0.01 a

0.67±0.02 a

果皮厚度

Peel
thickness/cm

0.20±0.01 a

0.22±0.03 a

0.23±0.01 a

0.21±0.02 a

0.20±0.01 a

硬度

Firmness
/N

61.35±3.82 b

59.64±1.42 b

70.08±1.17 a

64.88±3.45 b

64.82±2.87 b

色差指数

Color characteristics

L*

63.34±1.42 a

64.17±1.55 a

64.42±0.99 a

66.29±1.81 a

64.03±1.55 a

a*

33.32±1.43 a

32.61±1.03 a

34.25±1.12 a

28.29±0.88 b

33.97±1.66 a

b*

59.95±2.64 a

61.60±2.97 a

62.06±1.80 a

64.65±2.51 a

60.81±2.02 a

w（可溶性固形物）

Soluble solids
content/%

13.13±0.61 a

12.90±0.50 a

12.85±0.25 a

12.88±0.26 a

13.05±0.15 a

w（柠檬酸）

Citric acid/%

0.62±0.04 a

0.60±0.02 a

0.55±0.05 a

0.59±0.02 a

0.60±0.05 a

注：同列不同小写字母表示不同处理间差异显著（p < 0.05）。

Note: Different small letters in the same column indicate significant differences among treatments at p < 0.05.

A B

C D
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研究提供重要参考。

3.1 果实和果皮发育特征与裂果的关系

研究表明，裂果与果实发育过程密切相关。红

江橙裂果多发生在果皮越来越薄的果实发育后期，

此时果实仍在进行微弱的生长，而果皮已达最薄，裂

果现象易发[26]。果实组织迅速发育早期、果皮呈浅

黄橙色时的着色期及成熟后期是脐橙裂果易发的敏

感时期[2]。而温州蜜柑裂口形状多数是从果顶处向

下纵裂，主要原因之一是果实顶部果皮较薄，果蒂处

果皮相对较厚[30]。盛花后80~140 d果皮厚度迅速下

降，该下降过程是脐橙果实内裂的诱因[28]。果皮变

薄的过程也诱发了甘平的裂果，甘平裂果现象通常

发生在7月下旬至10月中旬，本文研究结果显示，果

皮从6月中旬开始变薄，而在7月中下旬，果皮变薄

的速率最高，裂果开始发生，该阶段可能是之后大面

积裂果诱发的敏感时期。果皮厚度下降幅度最大的

阶段也是诱发或加剧脐橙内裂的原因之一[2]。

果皮的厚度和硬度是衡量果实强度的重要指

标，也与柑橘果皮开裂直接相关。在柑橘果实发育

后期，果皮厚度和硬度更低是卡拉脐橙裂果率高于

纽荷尔脐橙的重要因素之一[24]。果皮厚度与红江橙

的裂果率之间呈显著负相关[26]。本研究表明，果皮

更厚的甘平果实其果皮硬度也更高，有助于避免果

实裂果现象的发生。前人研究果形指数的结果表

明，同一个品种内，更易发生裂果的柑橘果实往往是

扁圆形果实[28,30-31]，但是，叶正文等[17]的研究认为，脐

橙果实的果形指数与裂果不存在相关性，而与果皮

厚度纵向变化有着更明显的关系。本研究也表明，

甘平果实的裂果与果形指数的差异不存在明显的相

关性，但是，果实横径与纵径的生长速率差异较大，

果形指数较小，可能是甘平果实极易裂果的重要因

素。温州蜜柑和脐橙的果实在发育的过程中，果形

指数通常分别维持在0.9[30]和1.0[2]左右，而甘平的果

形指数在裂果期间始终在一个更低的指数0.8上下，

这意味着，果实顶部受到的压力会显著增大[32]。因

此，相较于温州蜜柑和脐橙，甘平果实有着更高的裂

果率。

3.2 果皮显微结构与裂果的关系

甘平果实外果皮细胞发育从幼果期至膨大期始

终保持较为紧密的结构，但是外果皮较为明显的细

胞排列的层次仅在表皮的 2~3层，故其表皮厚度较

薄，抗裂能力较弱[33]。本研究结果表明，海绵层组织

是裂果最敏感的部位，在谢花后的一段时间内，海绵

层细胞的大小较为一致，随后海绵层细胞间出现裂

隙，且在不断扩大，导致整个果皮的韧性也在不断降

低，最终在膨压的异常作用下，表皮和海绵层被撕

裂，导致果皮开裂。因此，早期果皮海绵层的发育出

现间隙导致中果皮韧性降低是后期裂果发生的基

础。这与脐橙果实内裂的过程相似，脐橙果皮内裂

是一个长期的渐变过程，在盛花后80 d，海绵层细胞

间出现较大的裂隙，随着发育的进行而不断扩大，最

终形成大的裂缝和空洞[9]。李娟等[23]的报道也指出

易裂的华盛顿脐橙白皮层细胞间有些地方较密集而

有些地方则出现大的空隙。随着果实的发育，中果

皮显得松散，胞间连接性差，且中果皮和内果皮间无

致密的薄壁细胞加以过渡等因素也提高了红江橙果

实对裂果的敏感度[33]。此外，甘平果实中果皮与内

果皮间的薄壁组织在表皮细胞被撕裂时也几乎同时

产生裂隙。这与锦橙果实外裂始于角质层随后油胞

层、海绵层甚至囊瓣开裂[31]的报道有些许偏差，究其

原因可能是不同品种的果实裂果方式存在差异。

因此，果皮的海绵层组织是果皮易裂的内在敏

感因素，在海绵层裂隙持续扩大前，采取针对性的调

控措施，可能是预防柑橘裂果的关键。

3.3 GA3对柑橘裂果和果皮细胞发育的影响

赤霉酸是一种植物生长调节剂，可以影响植物

生长发育分化的各个方面[5]。GA3处理增加了果皮

角质层的厚度，从而降低了枣 [16]和樱桃 [21]的裂果

率。邹清河等[33]的研究发现，一定浓度的GA3可改

变红江橙的表皮细胞特征，表皮细胞变得小而紧密，

下表皮细胞层数增多，细胞小而密集，表现出细胞分

裂增多的迹象，由外到内逐渐过渡。角质层和表皮

层结构上的差异也是不同甜樱桃品种易裂与否的重

要因素，而GA3的喷布对甜樱桃表皮细胞的大小有

着重要的影响[34-35]，表皮细胞体积大小差异较大，当

细胞失水而又复水后，会加剧细胞壁受到的膨胀压

力，容易导致果皮开裂[23]。但是GA3使用不当不仅

不会降低果实的裂果率 [36]甚至会加重裂果的发

生[18]。本文的结果表明，GA3加强了表皮细胞的排

列层次以及白皮层细胞间的连接，与对照相比，裂果

率最多可减少54.53%，这可能与紧密的表皮细胞加

强了果皮韧性，同时阻碍了果实表面水分被果肉快

速吸收，减少了雨水诱导的裂果有关[37]。而低浓度

的GA3处理对裂果的影响甚微，更高浓度的GA3处
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理，也没有进一步降低裂果的发生，可能是因为

20 mg·kg-1的重复使用加剧了夏季高温天气对果实

表面的日灼伤害 [36]。此外，与叶正文等 [17]使用 50

mg·kg-1 GA3防控脐橙裂果的研究相比，笔者的结果

显著降低了赤霉酸的使用浓度（10 mg·kg-1），同时有

效地减少裂果，在实践中更具有参考价值。

3.4 GA3对柑橘品质特性的影响

不同浓度GA3处理对甘平果实的多个内外品质

参数（果形指数、果皮厚度、可溶性固形物和柠檬酸

含量）影响不显著，仅20 mg·kg-1会显著提高果皮的

硬度，这可能与GA3的使用浓度低、时间早和果实采

摘较晚有关。Yildirim等[5]于樱桃采摘30~40 d前喷

施不同浓度的GA3可显著改变成熟期果实大小、硬

度及裂果率等，并且延迟采摘3~4 d。在果实转色前

的8—9月份喷布10 mg·L-1 GA3 可延迟锦橙果实着

色 1~2个月，同时提高果实内部品质[38]。谢花后的

5—7月份使用 50 mg·L-1 GA3不仅降低脐橙的裂果

率、果实总糖和酸含量，同时改变了果皮厚度的均匀

度，但是与果形指数没有明显的关系，且将喷药时期

后移会导致果皮着色不均匀 [17]。而Cline等 [18]的研

究结果则表明叶面喷雾 10或 40 mg·L-1 GA3不会影

响果实总糖含量的积累。因此，通过探索针对不同

品种及不同种植条件下GA3的使用方式，对柑橘裂

果的防控和GA3的应用具有重要意义。值得注意的

是，各GA3处理的甘平果实果形指数均稍高于对照，

这可能与GA3促进了果实纵径的生长有关。相似的

研究结论也被报道发生在甜樱桃[5]和无核葡萄[39]的

果形调控上。另一方面，10 mg·kg-1的GA3使用不当

（处理时间较迟），阻碍了果面红色素的形成，可能与

外源赤霉素延缓柑橘果皮花青素的积累有关[18,40]，但

延迟褪绿的现象不显著。总的来说，外源喷施赤霉

酸具有改善果实品质的作用，但受限于使用浓度、时

间及品种自身特性的影响，在实际应用中需要合理

的掌握其使用方法。

4 结 论

柑橘果实裂果起始于果实膨大期的果皮海绵层

细胞间隙的不断扩大，果皮的厚度在发育的进程中

也在不断变薄，果形也在持续趋向扁圆形发展，遇到

内部异常膨压的作用极易发生裂果现象。外源GA3

可在一定程度上缓冲胞间裂隙的发展，进而防控裂

果的发生。但生产上使用GA3，喷雾时间和浓度需

要合理的把握，在幼果期开始喷药，且在裂果发生前

完成，喷药需注意时间间隔；此外，使用GA3还需因

地制宜，兼顾其他措施进行综合调控，如矿质养分的

丰缺和环境湿度的均衡性等。
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外源GA3通过影响光合特性和内源

激素抑制葡萄叶片的向光性

张 宁，杨始锦，马宗桓，李艳梅，曹雪璟，仇银生，毛 娟，陈佰鸿*

（甘肃农业大学园艺学院，兰州 730070）

摘 要：【目的】探究外源GA3对葡萄叶片向光性的调控机制。【方法】以6年生意斯林（Italian Riesling）葡萄为试材，选

择晴朗的天气，选取生长健壮且无病虫害的植株，于8:00前将长度超过80 cm的新蔓去除副梢后拉平，用塑料胶带固

定在立架的第三道铁丝上，使叶片正面向下、背面向上，叶片呈水平状态，然后对固定后的叶片进行喷施药剂处理，共

设3个处理，分别为75 mg·L-1的赤霉素（GA3）、200 mg·L-1的烯效唑（S3307）和清水（CK）。处理后测定叶片水势、光合

参数、叶绿素荧光参数及内源激素含量的日变化。【结果】GA3处理后，10:00—18:00时叶片水势显著低于对照，光合参

数Pn、Gs、Tr在12:00—18:00较对照显著降低，Ci的变化则与Pn、Gs和Tr相反，叶绿素荧光参数Fm、Fv/Fm、ETR出现不同程

度的降低，NPQ较对照显著升高。S3307处理后，叶片水势在14:00—16:00显著高于对照，光合参数和叶绿素荧光参

数的变化与GA3处理相反。同时，内源激素含量也发生了变化，GA3处理后，不同程度地提高了叶片和叶柄中GA3、

IAA和ZT含量，降低了内源ABA含量，S3307处理后则相反。【结论】外源GA3通过降低叶片的光合作用、增加叶片与

叶柄中GA3/IAA的比值对叶片的向光性产生了抑制作用。
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Exogenous GA3 inhibits the phototropism of grape leaves by affecting
photosynthetic characteristics and endogenous hormones
ZHANG Ning, YANG Shijin, MA Zonghuan, LI Yanmei, CAO Xuejing, QIU Yinsheng, MAO Juan,

CHEN Baihong*

(College of Horticulture, Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, Gansu, China)

Abstract:【Objective】The present experiment was undertaken to explore the inhibitory mechanism for

exogenous GA3 affecting grape leaf phototropism. Phototropism means that plants are regulated by light

to bend to incident light in order to obtain the most suitable light for their growth. Grapes, as photophil-

ic plants, have obvious phototropism. Studies have found that exogenous GA3 can significantly inhibit

the phototropism of grape leaves. Therefore, exploring the inhibitory mechanism for GA3 influencing

the phototropism of grape leaves may provide a certain theoretical basis for further research on the ef-

fects of exogenous hormones on the phototropism of grape leaves.【Methods】The experiment was

carried out in Wuwei city, Gansu province in 2020, located in the eastern end of the Hexi Corridor (N

38°02′32″, E 102°42′19″), where there is a temperate continental arid climate. The altitude is 1632 m,

the average annual precipitation is 191 mm, the average annual evaporation is 2135 mm, the frost-free

period is 150 days, the average annual temperature is 7.8 ℃ , the average annual sunshine duration is

2715 h, and the sunshine is sufficient. The 6-year-old grapevines (Cultivar: Italian Riesling) was used in

the experiment, with a spacing of 1.0 m×3.0 m. The vigorous plants without diseases and insect pests

were selected on sunny days. The secondary canes with new tendrils on the primary cane of over 80 cm
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in length were removed before 8:00 and then the primary can was flattened and fixed on the third wire

of the vertical hedge with plastic tape. The leaf blades were made on positive side or reverse side, but

the leaves remained in a horizontal state. The directions of leaves only could be changed through the

new tendrils at a knob, not through the blade by rotating or fixing the petiole to ensure that the petiole

and blade were not affected by any external force; The pulling and fixing started in the early morning,

and finished before 8:00. Then, the fixed leaves were treated by spraying the growth regulators, and

three treatments were set up, namely 75 mg·L-1 gibberellin (GA3), 200 mg·L-1 entobutrazol (S3307) and

clean water (CK). Each of 10 plants was treated with one treatment that repeated three times. Water po-

tential, and photosynthetic and fluorescence parameters of functional leaves at about 20 d of age were

measured every 2 h from 8:00 to 18:00. At the same time, each treated leaf was removed, and the leaves

and petioles were separated and cut into pieces with a weight of 2.0 g respectively. The leaves were

wrapped with tin foil and then quickly put into a liquid nitrogen tank and brought back to the laboratory.

The leaves were placed in a refrigerator at -80 ℃ for hormone assay.【Results】The results showed that

as the light-receiving time increased, the grape blades of each process gradually rotated from the abaxi-

al plane (leaf with reverse side) to the abaxial plane (leaf with positive side). The angle between the

blades and the horizontal plane gradually increased, and the angle between the leaf stems and the stems

gradually decreased. However, in the process of rotation, the increase rate of the angle between leaf and

the horizontal plane and the decrease rate of the angle between petiole and stem with GA3 treatment

were significantly slower than those of the control. In addition, there was also a significant difference in

leaf water potential between the control and GA3 treatment, which was significantly lower than that of

the control from 10:00 to 18:00. Photosynthetic parameters such as Pn, Gs and Tr were significantly low-

er than those of the control from 12:00 to 18:00, while changes in Ci were opposite to those of Pn, Gs

and Tr. Chlorophyll fluorescence parameters such as Fm, Fv/Fm and ETR decreased to different degrees,

while NPQ was significantly higher than that of the control. After S3307 treatment, the angle between

leaf and horizontal plane increased faster in comparison with the control, and the angle between petiole

and stem decreased faster than that of the control. Leaf water potential was significantly higher com-

pared with the control from 14:00 to 16:00. Photosynthetic parameters such as Pn, Gs and Tr were signifi-

cantly lower than those of the control from 12:00 to 18:00, and chlorophyll fluorescence parameters

such as Fm, Fv/Fm and ETR increased to different degrees. At the same time, the results of endogenous

hormone content determination showed that the content of endogenous hormone in leaf and petiole in

each treatment also changed obviously. Among them, GA3 treatment increased the contents of GA3, IAA

and ZT in leaves and petioles to varying degrees, and decreased the content of endogenous ABA, while

the effect of S3307 treatment was the opposite.【Conclusion】After being fixed by pulling the tips, the

grape leaves gradually rotated with the increase of the light- receiving hours. The angle between the

leaves and the horizontal plane gradually increased, whereas the angle between the petiole and the hori-

zontal plane gradually decreased. The GA3 treatment slowed down the rotation speed of the blade, while

the synthetic inhibitor S3307 treatment significantly accelerated the rotation of the blade. The GA3 treat-

ment significantly reduced the photosynthesis of the leaves, increased the content of endogenous GA3

and IAA, and increased the ratio of GA3/IAA, while the S3307 treatment had the opposite change, com-

pared with the GA3 treatment. In summary, exogenous GA3 inhibited the phototropism of leaves by re-

ducing the photosynthesis of leaves, increasing the content of GA3 in leaves and petioles, and increasing

the ratio of GA3/IAA.

Key words: Grape; Phototropism; Exogenous GA3; Exogenous S3307; Endogenous hormones
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向光性是植物受光调节弯向入射光，以获得供

其生长最适光照的特性[1]。植物通过不同的光受体

精确敏感地接受不同光谱的光，然后经过一系列复

杂的信号感受、传递和响应，调节植物生长发育的各

个生物学过程。高等植物在响应光信号时，能够根

据光源的位置改变茎、叶等器官的生长方向，以使其

更好地捕获光能[2]。已知质膜定位的PHOT能通过

感受并传导蓝光信号，引起下胚轴向光面与背光面

生长素的不对称分布，进而导致下胚轴细胞的不对

称伸长和向光性弯曲[3]。葡萄作为喜光植物，其叶

柄和叶片在感知光信号后也会随着光照位置的改变

而发生明显的扭曲和旋转。杨始锦[4]在葡萄向光性

机制研究中发现，叶片会随着光照时数的增加，缓慢

地从远轴面（叶背）向近轴面转动，同时也发现，叶柄

会随着光照时数的增加发生扭曲，而且叶柄上出现

了明显的扭动痕迹，同时发现叶柄与茎之间的夹角

也发生了明显的变化，推测叶柄可能在葡萄叶片向

光性响应的过程中起着主导作用。房以凌[5]对藤稔

葡萄叶片向光性进行调查分析，发现不管是老叶、中

叶还是幼叶，其叶柄的角度和叶面的角度都会随着

一天中不同时间的光照角度而发生变化，同时，叶柄

与茎之间的夹角也会随着不同时间光照角度的不同

而发生变化。

植物内源激素能够根据外界环境因素的变化快

速调节植物的生长和发育[6-7]。赤霉素作为一种重要

的植物激素，可对种子的萌发、伸长生长、向重性反

应和开花时间等多种植物发育过程中的核心响应事

件进行调控[8-9]。相关研究表明，赤霉素的信号通路

也与光信号的传导和作用途径有着密切的联系。

DELLA蛋白是赤霉素信号传导的阻遏物，其通过抑

制基因表达来阻止赤霉素诱导的植物生长发育过

程[10-12]。另有研究表明，当拟南芥DELLA蛋白缺失

单突变体的向光性和向重性弯曲角度轻微减小时，

外施赤霉素的合成抑制剂不仅引起野生型向重性的

增强，而且对光受体 phy A cry1 cry2三重缺失突变

体植株恢复向光性有明显的促进作用[13-14]，因此GA

信号被认为是抑制向光性反应的因子。

在生产中，拉枝等措施往往改变叶片的自然着

生方向，甚至会出现叶片正面向下、背面向上的情

况，但在正常条件下，葡萄叶片会在1~2 d内实现完

全自转，恢复到拉枝前叶片的自然着生状态，结合杨

始锦[4]对葡萄叶片向光性机制的研究，表明葡萄叶

片在感知光信号后引起了叶柄的扭动和叶片的旋

转。前人虽然对葡萄叶片的向光性机制和赤霉素对

向光性的影响做了一些研究，但是外源GA3对葡萄

叶片向光性的影响还未曾有相关的报道。笔者通过

前期研究发现，75 mg·L-1赤霉素（GA3）和200 mg·L-1

烯效唑（S3307，是一种赤霉素的抑制剂）对叶片向

光性的作用最明显，因此，笔者在本研究中选用 75

mg·L-1 GA3和200 mg·L-1 S3307喷施葡萄叶片，通过

测定叶片水势、光合参数、叶绿素荧光参数及内源激

素含量的日变化，探究外源GA3对葡萄叶片向光性

的调控机制，以期为进一步研究外源激素对叶片向

光性的影响提供一定的理论基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验于 2020年在甘肃省武威市林业科学研究

院酿酒葡萄试验基地开展，基地地处河西走廊的东

端（N 38°02′32″，E 102°42′19″），属温带大陆性干旱

气候。海拔 1632 m，年均降水量 191 mm，年均蒸发

量 2135 mm，无霜期 150 d，年均气温为 7.8 ℃，年均

日照时数 2715 h，光照充足。试验所用材料为 6年

生意斯林（Italian Riesling）葡萄，株行距为 1.0 m×

3.0 m，采用立架栽培。

1.2 处理方法

选取树龄一致、生长健壮且无病虫害的葡萄植

株，在晴朗的天气条件下，将长度超过80 cm的新蔓

去除副梢后拉平，用塑料胶带固定在立架的第三道

铁丝上；在固定时通过旋扭新蔓使叶片的正面向下、

背面向上，叶片呈水平状态，叶片旋转近 180º；在改

变叶片方向时，只能通过旋扭新蔓实现，不能通过旋

转或固定叶柄来改变叶片的方向，确保叶柄和叶片

不受任何外力影响；在凌晨开始拉梢固定，并于早

上 8：00前完成固定工作。然后对固定后的叶片进

行喷施药剂处理，共设 3个处理，分别为 75 mg · L-1

赤霉素（GA3）、200 mg · L- 1 烯效唑（S3307）和清水

（CK）。每处理30株葡萄，10株为1个重复，每个处理

选取20 d左右叶龄的功能叶片90枚进行喷施处理。

处理后 8：00—18：00 每隔 2 h 测定 1 次叶片水

势、光合参数和荧光参数；同时将每个处理的叶片取

下，分离叶片和叶柄后分别剪碎各称量 2.0 g，用锡

箔纸包裹标记后迅速放入液氮罐中带回实验室，置

于-80 ℃冰箱中，用于测定激素含量。为了避免残
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留在叶片和叶柄上的外源GA3和S3307对叶片和叶

柄中内源激素含量的测定结果产生影响，在取样时

将叶片和叶柄取下后用蒸馏水进行清洗并用滤纸擦

干。

1.3 测定指标与方法

1.3.1 叶片旋转进程观察方法 于8：00—18：00每

隔 2 h用量角器分别测定 1次叶片与水平面的夹角

及叶柄与水平面的夹角。

1.3.2 叶片水势、光合参数和荧光参数日变化的测

定 叶片水势：用露点水势仪（Psypro，ELITech-

Group，America）测定叶片的水势，于 8：00—18：00

每隔 2 h 测定 1 次，每个处理选取 3 枚叶片进行测

定，3次重复。

光合参数：用便携式光合作用仪（LI-6400XT，

Li-COR，America）测定叶片的净光合速率（Pn）、蒸

腾速率（Tr）、气孔导度（Gs）和胞间二氧化碳浓度

（Ci），测定时间为 8：00—20：00，每隔 2 h 测量 1次，

每个处理选取3枚叶片进行测定，3次重复。

叶绿素荧光参数：在环境温度和CO2浓度下，叶

片在进行30 min暗适应之后，用基础型调制叶绿素

荧光仪（Junior-PAM，Walz，Germany）测定叶片最

大荧光产量（Fm）、最大光化学效率（Fv/Fm）、表观电

子传递速率（ETR）和非光化学淬灭系数（NPQ）等叶

绿素荧光参数。测定时间为 8：00—18：00，每隔 2 h

测量1次，每个处理选取3枚叶片进行测定，3次重复。

1.3.3 叶片和叶柄中内源激素含量的测定 参照

Yang等[15]的方法，使用美国Waters Acquity Arc型高

效液相色谱仪测定内源激素含量。色谱条件—色谱

柱：Symmetry C18色谱柱（4.6 mm×250 mm、5 μm）；

流动相：10%甲醇+90% 0.1%磷酸（百分数为体积

分数）；流速：1.0 mL · min- 1；进样量：10 μL；检测波

长：254 nm；柱温：30℃。

激素提取方式：在避光环境中将前期取好的葡

萄叶片和叶柄加液氮充分研磨后，用5 mL 80%的色

谱甲醇分 3 次洗入试管中，用铝箔纸包裹后置于

4 ℃冰箱中浸提12 h（每隔1 h充分震荡1次，使激素

充分溶解于有机相）。浸提结束后摇匀，在 4 ℃

8000 r·min-1的离心机中离心 10 min，吸取上清液置

于一新的 10 mL离心管中，滤渣再用 80%的色谱甲

醇浸提 2次（每次震荡混匀），每次加 2.5 mL，浸提

1 h，合并滤液并定容至10 mL。取2 mL于真空离心

浓缩仪中旋转蒸发（38 ℃）至全干。吸取 1.0 mL

50%的色谱甲醇复溶后过 0.22 μm有的机相微孔滤

膜至样品瓶中待测。

1.4 数据统计与分析

采用Excel 2010进行数据整理，采用Sigmaplot

14.5作图，并用SPSS 22.0软件进行单因素方差分析

（ANOVA），用 Duncan 法进行显著性检验（p ＜

0.05）。

2 结果与分析

2.1 外源GA3及其抑制剂S3307处理后叶片旋转进

程比较

各处理的叶片与水平面的夹角随光照时数的增

加而增大（表1）。GA3处理后，在12:00、14:00、16:00

和 18:00 显著小于 CK（p ＜ 0.05），分别较 CK 减小

40.00%、30.77%、27.78%和 10.00%；而 S3307 处理

后，在 12:00、14:00、16:00 和 18:00 时显著大于 CK，

分 别 较 CK 增 大 60.00% 、50.00% 、44.44% 和

18.67%。同时，叶柄与茎的夹角随光照时数的增加

逐渐减小。其中，GA3处理后在 12:00、14:00、16:00

和18:00时显著小于CK，较CK减小8.06%、17.02%、

表 1 不同时间点叶片与水平面的夹角及叶柄与茎的夹角变化量

Table 1 The variation of Angle between leaf and horizontal plane and between petiole and stem at different time points

时刻

O’clock

8:00

10:00

12:00

14:00

16:00

18:00

叶片与水平面的夹角

The Angle between the leaf and the horizontal plane/（º）

CK

0

13±2.160 a

35±1.633 b

68±2.160 b

115±3.559 b

165±1.414 b

GA3

0

10±1.886 a

25±2.449 c

52±2.828 c

90±4.320 c

150±4.082 c

S3307

0

15±4.082 a

40±1.633 a

78±1.414 a

130±4.967 a

178±5.715 a

叶柄与茎的夹角

The Angle between petiole and stem/（º）

CK

85±3.559 a

75±2.449 a

62±1.414 b

47±0.707 b

27±1.633 b

12±0.408 b

77±4.546 a

GA3

85±1.633 a

67±0.816 a

55±1.633 a

35±1.414 a

17±4.082 a

75±3.742 a

S3307

87±0.816 a

60±2.160 b

40±0.816 c

18±1.779 c

10±2.944 b

注：同行不同小写字母表示在 p ＜ 0.05 差异显著。

Note: Different small letters in the same line indicate significant differences at p ＜ 0.05.
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图 1 外源 GA3及其抑制剂对葡萄叶片水势日变化的影响

Fig. 1 Influence of exogenous GA3 and its inhibitors on

diurnal variation of water potential in grape leaves

0.0

-0.5

-1.0

-1.5

-2.0

-2.5

-3.0

-3.5

-4.0

-4.5

时刻 O’clock

GA3

时刻 O’clock

GA3

水
势

W
at

er
po

te
nt

ia
l/

M
P

a

a

a
b

b

b

b

b

a
a
c

c

c

b
b

a

a

a

a

a

a

a

0

2

4

6

8

10

12

14

8:00 10:0012:0014:0016:0018:0020:00

净
光

合
速
率

Pn
/(�
m
ol
C
O
2�
�m
-2
穝
-1
)

时刻Time

CK GA3 S3307

图 2 外源 GA3及其抑制剂对葡萄叶片净光合速率

日变化的影响

Fig. 2 Effects of exogenous GA3 and its inhibitors on

diurnal changes of net photosynthetic rate in grape leaves
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图 3 外源 GA3及其抑制剂对葡萄叶片蒸腾速率

日变化的影响

Fig. 3 Influence of exogenous GA3 and its inhibitors on

diurnal variation of transpiration rate of grape leaves
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29.63%和41.67%；而S3307处理后，在14:00和16:00

时显著大于CK，较CK增大14.89%和33.33%。

2.2 外源GA3及其抑制剂S3307对叶片向光性响应

中水势日变化的影响

不同处理的叶片水势均呈先下降后上升的变化

趋势（图 1）。GA3处理的叶片水势在 10：00—16：00

显著低于CK，而S3307处理的叶片水势在 14：00—

16：00显著高于CK。从测定结果可以看出，75 mg·L-1

的GA3喷施葡萄叶片后使叶片水势显著下降。

2.3 外源GA3及其抑制剂S3307对葡萄叶片向光性

响应中光合参数日变化的影响

不同处理叶片的净光合速率（Pn）日变化存在显

著差异（图 2）。从图中可以看出，各处理的Pn变化

整体呈双峰曲线变化趋势，峰值分别出现在 12：00

和16：00。随着光照时数的增加，在12：00、14：00和

16：00，GA3处理的叶片Pn显著低于CK，较CK分别

降低 14.29%、19.15%和 26.45%。而 S3307处理后，

在 12：00、14：00 和 16：00 时则显著高于 CK，较 CK

分别升高 9.18%、27.66%和 18.71%。叶片Pn的变化

结果表明，GA3处理对葡萄叶片产生了胁迫，显著抑

制了叶片的光合作用。

各处理叶片的蒸腾速率（Tr）变化趋势与Pn一致

（图 3），都呈双峰曲线变化趋势，峰值分别出现在

12：00 和 16：00。在 12：00、14：00、16：00 和 18：00

时，GA3处理的叶片Tr显著低于CK，分别较CK降低

12.8%、25.2%、29.8%和 26.1%。而 S3307处理后叶

片的 Tr 则显著高于 CK，分别较 CK 升高 15.5%、

23.6%、20.0%和17.7%。

不同处理叶片的气孔导度（Gs）呈双峰曲线变化

趋势（图 4），其中 CK 的峰值分别出现在 10：00 和

16：00，GA3 和 S3307 的峰值分别出现在 12：00 和

16：00。在 14：00、16：00和 18：00，GA3处理的叶片

Gs显著低于CK，分别较CK降低 34.15%、28.57%和

23.00%。S3307处理的叶片在 12：00、14：00、16：00

和 18：00 时 Gs 显著高于 CK，分别较 CK 升高

22.90%、23.89%、14.07%和12.22%。

各处理的叶片胞间CO2浓度（Ci）整体呈单峰变

化趋势（图 5）。各处理的Ci在 8:00时较高，随后逐

渐下降，在12:00时出现第1个低谷，14:00时达到峰

值，16:00时出现第2个低谷，此后逐渐上升。但是，

不同处理对 Ci 的影响不同，12:00、14:00、16:00 和
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