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澳洲青苹苹果虎皮病关键预警基因的筛选

宋梅杰，谭春艳，刘翠华，李 瑞，刘芳芳，任小林*

（西北农林科技大学园艺学院，陕西杨凌 712100）

摘 要：【目的】筛选澳洲青苹苹果果实贮藏过程中虎皮病发生前的关键表达基因，为澳洲青苹苹果虎皮病发生预警研

究提供理论依据。【方法】以澳洲青苹苹果果实为试材，于商业采收期采收并于低温（0±0.5 ℃）下长期贮藏，监测果实色

泽和乙烯释放量，同时统计冷库贮藏期及冷藏后货架期的虎皮病发病情况，并采用实时荧光定量PCR技术检测与澳

洲青苹苹果虎皮病发生相关基因的表达水平。【结果】澳洲青苹苹果低温贮藏50 d时，果实在冷库中未发病，置于货架

期2 d时，果实出现轻微的虎皮病症状；低温贮藏70 d时，果实在冷库中开始发病。基于前人研究及转录组数据，鉴定

到MdACO、MdAFS、MdCAT1、MdCAT2、MdPAL1、MdPAL2、MdC3H、MdPPO、MdPOD1、MdPOD2与澳洲青苹苹果虎皮

病相关；通过实时荧光定量PCR技术进一步分析，确定MdAFS、MdC3H和MdCAT1的表达量在虎皮病发生前10 d，即

贮藏第40天急剧上升，随后呈现下降的趋势，可作为虎皮病发生的预警基因。【结论】MdAFS、MdC3H和MdCAT1可作

为澳洲青苹苹果贮藏期虎皮病发生的关键预警基因。
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Screening of the key early warning genes involved in superficial scald of
Granny Smith apples
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(College of Horticulture, Northwest Agriculture and Forestry University, Yangling 712100, Shaanxi, China)

Abstract:【Objective】Gene expression level usually changes before or with the ripening and senes-

cence in fruit. To identify the early warning genes for the incidence of superficial scald, the Granny

Smith apples during storage were subjected to transcriptome sequencing and qPCR analysis.【Meth-

ods】950 normal Granny Smith apples with even size and without mechanical damage were harvested

at the commercial maturity stage from the Qianyang Apple Experimental Station. After harvest, the

fruits were immediately transported to the laboratory and stored at room temperature for 12 hours. Then

these fruits were stored at（0 ± 0.5）℃ with 90% relative humidity. These fruits were randomly divided

into two groups, including a sampling group (150 fruits) and an investigation group (800 fruits). Then,

the apples in the investigation group were further assigned to the cold storage investigation group (200

fruits) and a shelf-life investigation group (600 fruits). For the sampling group, 9 fruits were randomly

selected at 0, 15, 30, 40, 50, 60, 70 and 80 d, and the ethylene production rate was measured at (0±

0.5) ℃. After that the peel was immediately separated, frozen in liquid nitrogen and stored at −80 ℃ un-

til 80 d when Granny Smith apples were seen scald (the healthy tissue and scalded tissue were sampled

respectively). For the shelf- life investigation group, 40 fruits were randomly selected at 0, 15, 30, 40,

50, 60, 70 and 80 days, and their chromatic aberration was measured after transfer to room temperature

[(25±0.5) ℃ with 85% relative humidity]. Meanwhile, the incidence of superficial scald was also evalu-

ated. For the cold storage investigation group, the incidence of superficial scald was evaluated based on
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澳 洲 青 苹（Malus domestica Borkh.‘Granny

Smith’）作为世界上著名的绿色苹果品种，果实具有

优良的品质和良好的耐贮性，备受广大消费者的喜

爱[1]。该品种果实除可直接食用外，更是加工苹果

汁的首选品种[2-3]。然而该品种在贮藏后期和货架期

会出现典型的虎皮病症状[4]。

虎皮病是苹果采后主要生理性病害之一，表现

为果皮上出现棕色或黑色斑点。随着病程的加重，

由开始的斑点逐渐向外扩展成片，颜色也会逐渐呈

现褐色至深褐色，甚至果实出现凹陷、皱缩，最终腐

all 200 fruits at 60, 70, 73, 76, 79, 82 and 85 d, respectively.【Results】When Granny Smith apples

were stored at a low temperature for 70 days, slight symptoms of superficial scald appeared on the fruit

surface, and the incidence and disease index were 12.5% and 0.031, repectively; after 85 days of stor-

age, the incidence increased to 93.5%, and the disease index increased to 0.439. The ethylene produc-

tion rate increased slowly with the extension of storage time to 50 days and increased sharply after 50

days. The L* value was 78.46 after 15 days of storage and decreased significantly after 40 days. After

50 days of storage, the L* value showed a slight upward trend, and basically maintained at about 65.

The change of a* value was relatively stable during storage. After 40 days of storage, the b* value was

significantly higher than that after 30 days and remained stable at about 35 after 40 days. Based on the

apple genome database, 247 genes related to superficial scald were extracted and identified. 28 genes

with FPKM＞5 can be divided into 3 groups according to RNA-seq. For Group Ⅰ, the gene expression

level in normal tissue decreased with the extension of storage time, and the gene expression level in

room temperature storage was significantly higher than that in low-temperature storage. The expression

level of MD10G1321200 in low-temperature storage for 30 days was more than 3 times higher than that

for 50 days. For Group Ⅱ, the gene expression level in normal tissue was higher during low-tempera-

ture storage, and there was a significant difference between 30 days and 50 days after low-temperature

storage. The gene expression level of Group Ⅲ in diseased tissue was significantly higher than that in

normal tissue during low-temperature storage. The expression level of MD01G1106900 decreased grad-

ually, and it was higher in normal tissue than in diseased tissue. The expression level of

MD03G1059200 in low-temperature storage for 30 days was 44 times higher than that for 50 days. On

this basis, the trend enrichment analysis and relative expression of the above candidate genes were ana-

lyzed by real-time fluorescence quantitative PCR in Granny Smith apples during low-temperature stor-

age. The results showed that the expression level of MdPPO and MdPAL1 decreased at first and then in-

creased, MdPPO began to increase after 60 days of storage, and MdPAL1 began to increase after 50

days. The expression level of MdPOD1 and MdPOD2 always decreased during low-temperature stor-

age, especially in the later stage, but the difference was not obvious. On the 80th day of storage, the ex-

pression levels of MdACO and MdPAL2 in diseased tissue were significantly higher than those in nor-

mal tissue. The expression level of MdCAT2 increased in the early stage of storage, reached the peak at

70 days of storage, and decreased at 80 days of storage. The expression level of MdCAT2 in normal tis-

sue was higher. However, the expression levels of MdAFS and MdC3H increased significantly at 40

days and then decreased. The expression levels of MdAFS and MdC3H in 40 days were 1.94 times and

5.29 times higher than those in 30 days, respectively. The expression level of MdCAT1 increased sharp-

ly after 40 days, decreased sharply after 50 days, and then increased.【Conclusion】The superficial scald

of Granny Smith apples mainly occurred in the middle and late periods of low- temperature storage.

MdAFS, MdC3H and MdCAT1 can be used as early warning genes for superficial scald in Granny

Smith apples during storage.

Key words: Granny Smith apple; Cold storage; Superficial scald; Early warning; Gene expression
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烂变质[5]。虽然通常不会影响到果实的内部质量，

但伴随着该病的发展，会严重影响果实的外观品质

和商品价值[6-7]。因此，如果能够将澳洲青苹苹果在

虎皮病发生前提前出库，则可以在保持果实品质的

同时，降低经济损失。因此，建立苹果虎皮病的早期

预测模型在苹果产业发展上具有重要意义。

目前关于苹果虎皮病的研究多集中在其病因、

发生条件以及利用不同采后处理方式延缓和控制苹

果虎皮病发生等方面[8]。大量研究表明，果实中 α-

法尼烯的氧化是虎皮病发生的主要因素，α-法尼烯

合酶基因MdAFS的表达量会先于虎皮病的发生而

增加[9-12]。乙烯能通过调控AFS基因的表达，进而调

节α-法尼烯的合成，对苹果果实虎皮病的发展起到

控制作用[13]。此外，在冷藏过程中，伴随着H2O2和丙

二醛（malondialdehyde，MDA）的积累，果实开始出

现虎皮病[14]。前人的研究也表明，虎皮病敏感的品

种中过氧化物酶（peroxidase，POD）和抗坏血酸过氧

化物酶（APX）的活性明显低于抗病性品种，进一步

表明抗氧化系统与虎皮病的发病率之间存在密切关

系[15]。POD可将过氧化物还原为H2O2，并进一步清

除体内过量的过氧化氢，从而保护果实免受损害，过

氧化氢酶（hydrogen peroxide，CAT）的作用与 POD

类似[13]。此外，Busatto等[16]研究发现绿原酸含量的

增加与苯丙氨酸解氨酶（phenylalanine ammonia ly-

ase，PAL）、对香豆酸 3 羟化酶（P ‐coumarate 3 hy-

droxylase，C3H）和多酚氧化酶（polyphenol oxidase，

PPO）的基因表达增强一致，表明虎皮病的发生与绿

原酸途径存在密切关系。另外Gong等[17]认为发生

虎皮病的苹果果皮组织褐变的形成除了受多酚氧化

酶的影响外，还有可能是由漆酶（laccase，LAC）活性

变化引起的。

关于苹果虎皮病发生预警的研究主要集中在

叶绿素荧光参数及挥发性物质检测方面，其中叶绿

素荧光参数作为一种无损检测指标，被广泛地运用

到采后贮藏相关领域。有研究初步证明，叶绿素荧

光参数，即Fv/Fm的值可以预测澳洲青苹、红富士等

多种果实虎皮病的发展状况 [18-19]。此外，有研究表

明利用紫外吸收光谱评估 α-法尼烯和共轭三烯

（conjugated trienes）的含量变化，可作为冷库中长

期贮藏苹果的虎皮病预警标记物 [20-21]。然而，目前

在分子层面还没有可靠的方法预测苹果虎皮病的

发生。在苹果采后贮藏期间，基因表达通常先于或

伴随着果实的成熟和衰老而变化，基于目前苹果虎

皮病的相关研究基础，可通过结合转录组测序以及

qPCR进一步验证的方法确定相应品种虎皮病发生

的关键基因[22-23]。

笔者在本研究中以澳洲青苹苹果果实为试材，

于商业采收期采收并对其进行低温贮藏 [（0 ±

0.5）℃]，90% 湿度，贮藏期监测果实色泽和乙烯释

放量；同时统计冷库贮藏期间及出库后货架期的虎

皮病发病情况；并采用 qPCR技术分析与苹果虎皮

病发生密切相关的基因的表达水平；以筛选虎皮病

发生的关键预警基因，从而在果实发病前出库，降低

虎皮病造成的经济损失。

1 材料和方法

1.1 试验材料及处理

1.1.1 植物材料 澳洲青苹于商业采收期（即花后

150 d）采摘自宝鸡千阳苹果试验站，选取大小一致，

成熟度相对均匀、色泽相近、无机械损伤且无病虫害

的950个果实，采收后立即运往实验室，常温下放置

于西北农林科技大学园艺学院采后生物实验室12 h，

去除田间热后转入冷库[温度：（0±0.5）℃，相对湿

度：90%]中贮藏备用。

1.1.2 处理方法 该试验分为取样组（150个果实）

和调查组（800 个果实），调查组分为冷库调查组

（200个果实）及货架期调查组（600个果实）。

冷库调查组：分别在贮藏 60、70、73、76、79、82、

85 d统计200个果实的虎皮病发病情况。

货架期调查组：分别在冷库贮藏 0、15、30、40、

50、60、70、80 d随机取 40个果实测定色差，之后将

果实转移至常温贮藏（温度：25±0.5 ℃，相对湿度：

85%），模拟货架期，并统计 0~10 d货架期期间果实

虎皮病的发病情况（图1）。

取样组：分别在冷库贮藏 0、15、30、40、50、60、

70、80 d随机取9个果实，将其分为3组，每组为1个

重复，共设置3个生物学重复，于冷库中测定乙烯释

放速率（图1），之后立即对果皮组织进行存样；当澳

洲青苹果实出现虎皮病后，对果皮健康组织与发病

组织分别取样。

1.2 测定指标及方法

1.2.1 果实基础生理指标的测定 乙烯释放速率的

测定，在冷库中随机选取9个果实，分为3组，每组3

个，放入 8 L玻璃干燥器中密封，1 h后抽取 1 mL气
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体并使用气相色谱仪（岛津GC-14A）进行测定。色

谱条件：GDX-502色谱柱，载气为氮气（99.999%），

柱温为 70 ℃，进样口温度为 100 ℃，检测室温度

110 ℃，乙烯释放速率的单位为μL·kg-1·h-1。

色差的测定：使用手持式色差仪（日本美能达

CR-400型色差计）进行测量，每个果实沿果实赤道

面取 3个点进行测量。用L*、a*、b*表示。其中，L*

表示光泽明亮度，由0~100表示由黑到白；a*表示红

绿值，由负到正表示由绿到红；b*表示黄蓝值，由负

到正表示由蓝到黄。

1.2.2 虎皮病发病情况的统计 分别在 0、15、30 d

以及之后的每10 d统计冷库调查组中200个果实的

发病情况，同时在货架期调查组中取出40个果实转

移至常温贮藏，统计 7 d或 10 d后该 40个果实的发

病情况。发病率及发病指数计算公式如下：

虎皮病发病率/%=（发病果数/总果数）×100，

虎皮病的病情指数=∑（病果数×病果级数）/（检

查总数×最高级数）[19]。

其中病果级数是根据苹果虎皮病发病面积进行

划分，分为5个等级，分别是：0级未发病的正常果；1

级病果病斑面积小于等于10%；2级病果病斑面积大

于10%、小于等于30%；3级病果病斑面积大于30%、

小于等于50%；4级病果病斑面积大于50%（图2）。

1.2.3 虎皮病相关基因 qRT-PCR验证 总RNA提

图 1 发病率统计方案

Fig. 1 Incidence statistics scheme

图 2 虎皮病等级图

Fig. 2 Superficial scald grade chart

取：对不同时期存样的果皮采用 CTAB 法进行总

RNA提取。称取 1 g果皮组织，在液氮中将果皮研

磨成粉末并放入离心管中；加入 65 ℃下预热的

CTAB溶液 700 μL和 40 μL的巯基乙醇，充分涡旋

混匀；放置于 65 ℃水浴锅中水浴 10 min，期间每

隔几分钟进行轻微的上下翻转，使其充分混合；加

入 700 μL 的氯仿∶异戊醇（24∶1），充分混匀至乳

白色，10 000 r · min-1 离心 10 min；吸取上清液 500

μL于 2 mL的离心管中，再加入等体积的氯仿∶异戊

醇（24∶1），充分混匀后，10 000 r ·min-1离心 10 min；

吸取上清液 500 μL 于 1.5 mL 的离心管中，加入

125 μL的LiCl溶液，轻微翻转数次；于-20 ℃过夜沉

降；沉降后于4 ℃下融化，12 000 r·min-1离心20 min，

小心吸掉上清；加入 4 ℃预冷的 75%乙醇 500 μL，

离心 1 min，倒掉乙醇；加入 4 ℃预冷的无水乙醇

400 μL，离心 1 min，倒掉无水乙醇，此步骤重复 1

次；之后吸掉无水乙醇，置于通风橱，打开离心管盖

子自然晾干；20 min后加入 30 μL的DEPC水，吸打

混匀使RNA溶解；使用Nanadrop 2000测量RNA浓

度，并通过在 1.2%琼脂溴化乙锭染色凝胶电泳检

15 d 30 d 40 d 50 d 60 d 70 d 80 d

Harvest

货架期 Shelf life

[（25±0.5）℃；85% RH]

低温贮藏 Cold storage [（0±0.5）℃；90% RH]

0 1 2 3 4 2 cm

+7 d +7 d +7 d

+10 d +10 d +10 d +10 d

+2 d

+4 d

+6 d

+8 d

+1 d

+2 d

+4 d

+6 d

+8 d

+1 d

+2 d

+4 d

+6 d

+8 d

+1 d

+2 d

+4 d

+6 d

+8 d
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测其质量；经检验合格的 RNA 样品存于-80 ℃

备用。

cDNA合成：使用 PrimeScript RT试剂盒（中国

大连 Takara）从 1.0 μg DNA 游离 RNA 合成第 1 链

cDNA，操作方法详见说明书。

实时荧光定量 PCR：以苹果组织中稳定表达

的MdActin、MdUBI作为内参基因；从NCBI中下载

基因序列，利用Primer3设计RT-qPCR引物，引物合

成由北京擎科生物科技有限公司完成，引物序列见

表1。

表 1 实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1 Real-time fluorescence quantitative PCR primer sequences

基因Gene

MdActin

MdUBI

MdACO

MdAFS

MdCAT1

MdCAT2

MdPAL1

MdPAL2

MdC3H

MdPPO

MdPOD1

MdPOD2

基因号Gene ID

XM_029 089 583.1

XM_008 360 582.3

MD10G1328100

MD10G1311000

MD06G1008600

MD06G1009000

MD01G1106900

MD07G1172700

MD15G1436600

MD10G1298200

MD10G1321200

MD03G1059200

正向引物（5’-3’）Forward primer（5’-3’）

TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT

TCCACCCTTCACCTTGTCCT

TACAACCCAGGCAACGA

GCTTCTTGTATCCCAAACATCTCG

CACCGATGGGTTGATGTCCT

GTCACCTATGAAATTCGCAGCAT

CTAGAAAAACCTTTGAGGCGGTC

CACTTAGTTTTTCCCGGCAAGG

TTGCGCCAATCCTGAAAACTATG

ATAGCTTTGGACTCTGTGGTGAG

GAAACAAGGGCGAGATCCGA

TAATGGTGGACCAACCGATTCAT

反向引物（5’-3’）Reverse primer（5’-3’）

TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC

CTCAATCAGGAGGCAGAAACA

GGAATTTCAGGCCAGAATA

GGTTCGGGTTTCATCTGGTTTTG

TGACAGTATCACGATACGAGGAT

GCAACTGGCACTGATTACATTGG

CTGTGCTCTTCAAATTCTCCTCC

GAACTCGTCCAGATGGCTCC

GCCCTTGCTCATCAATTACATCC

ACAAACTCAATCCCTTCAATCGC

CCCACACACATTTTCTCCCCT

GTTCCCAAGTAAATTCTCCCAACT

发病率 Incidence rate
病情指数 Disease index

图 3 澳洲青苹在低温贮藏期间虎皮病发病率和

病情指数的变化

Fig. 3 Changes of scald incidence and disease index in

Granny Smith apples during low-temperature storage
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1.2.4 转录组测序 将0、30、50、80 d健康组织和

80 d发病组织的果皮进行转录组测序，分别记为：0、

30、50、80、80 d-B，每个样品3次重复，共15个样品进

行转录组测序，转录组测序工作由北京百迈客生物

科技有限公司完成。使用NovaSeq 6000测序得到

的原始图像数据文件，经碱基识别（Base calling）分析

转化为原始测序序列Raw reads。通过Fast QC软件

对Raw reads进行测序的质量控制（QC）来评估测

序数据，得到Clean reads之后，将产生的RNA-seq数

据比对到参考基因组Malus × domestica GDDH13

V1.1 genome上，对统计结果进行统计分析。

1.2.5 差异表达基因的筛选 根据 FPKM值＞5

的基因作聚类热图。将错误发生率（false discov-

ery rate）＜0.05且差异倍数（Fold change）＞2的基

因定义为差异表达基因，进而筛选与虎皮病相关且

30 d和50 d存在明显差异的基因做进一步分析。

1.3 数据分析

采用 Excel 2016、SPSS 和 Origin 2022 软件进

行数据统计并绘制图表，利用TBtools进行数据归

一化热图绘制[24]。

2 结果与分析

2.1 澳洲青苹在贮藏过程中虎皮病的发生情况

2.1.1 澳洲青苹在低温贮藏过程中虎皮病的发生情

况 澳洲青苹在低温贮藏过程中，贮藏前60 d均未发

生虎皮病；在贮藏 70 d后，果实表面出现轻微的虎皮

病症状，发病率和病情指数分别为 12.5%和 0.031；贮

藏85 d时，发病率提高到93.5%，病情指数从3.13升高

到0.439（图3）。综上，澳洲青苹苹果虎皮病在冷库贮

藏中主要发生在低温贮藏中后期。随着贮藏期的延

长，发病率、病情指数急剧升高。
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2.1.2 澳洲青苹在冷库贮藏后货架期虎皮病的发

生情况 澳洲青苹在低温贮藏前期（0~40 d），果实

长期冷藏后置于货架期 10 d无虎皮病发生。低温

贮藏至 50 d时，果实置于货架期第 2天开始出现轻

微发病；发病率和病情指数分别为 55%和 0.163，货

架期贮藏 10 d 后，发病率升至 70%，病情指数从

0.163 增加到 0.213；低温贮藏至 60 d 时，果实置于

货架期第 1天开始出现轻微发病；发病率和病情指

数分别为 55%和 0.156，货架期贮藏 10 d后，发病率

升至 100%，病情指数从 0.156增加到 0.681（图 4，图

5）；低温贮藏至 70 d时，冷库中的果实开始出现轻

微的虎皮病症状，发病率和病情指数分别为 20%和

0.05（图 3），货架期贮藏 10 d后，发病率升至 100%，

病情指数从 0.05增加到 0.881；低温贮藏至 80 d时，

冷库中的果实出现大量的虎皮病症状，发病率和病

情指数分别为 82.5%和 0.325，货架期贮藏 10 d后，

图 4 澳洲青苹在冷藏后货架期虎皮病发病率（A）和病情指数（B）的变化

Fig. 4 Changes of scald incidence (A) and disease index (B) in Granny Smith apples during shelf life

after cold storage

图 5 冷藏后货架期跟踪澳洲青苹苹果虎皮病发病变化图

Fig. 5 Tracking the change map of superficial scald of Granny Smith apples during shelf life after cold storage
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L* SD a* SD b* SD

2021.9.16 0d

2021.10.1 15 78.46 1.70 -20.00 0.69 27.56 1.56

2021.10.16 30 74.53 1.62 -17.24 0.96 23.54 1.89

2021.10.26 40 75.93 1.77 -19.37 0.87 35.33 1.76

2021.11.5 50 64.77 1.68 -18.01 0.39 35.47 1.10
2021.11.15 60 65.97 1.69 -17.80 0.44 35.63 0.92
2021.11.25 70 66.37 1.32 -17.36 0.47 34.58 0.96
2021.12.5 80 66.09 1.34 -16.99 0.75 35.06 0.81

图注同之前，不变
(A)图中 实心代表L*

空心代表a*
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图 7 澳洲青苹在低温贮藏期间果皮色泽和色度的变化

Fig. 7 Changes of color and luster of Granny Smith apples during low-temperature storage
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图 6 澳洲青苹在低温贮藏期间乙烯释放速率的变化

Fig. 6 Changes of ethylene production rate in Granny

Smith apples during low-temperature storage
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发病率升至 100%，病情指数从 0.325 增加到 0.975

（图 4，图 5）；综上，在低温贮藏后期（50~80 d），果

实冷藏后放置货架期 2 d内，虎皮病的发病率及病

情指数都呈现急剧上升趋势，2 d 后上升较为缓

慢。由此可见，对于冷藏后期货架期的苹果果实虎

皮病的发生速度很快，在货架期前2 d就大量发生。

2.2 澳洲青苹在低温贮藏过程中乙烯释放量的变化

澳洲青苹在低温贮藏期间，乙烯释放速率在前

50 d内随着贮藏时间的延长呈缓慢上升的趋势；冷

藏50 d后，乙烯释放速率急剧上升。此时果实冷藏

后转入货架期也开始出现虎皮病（图5，图6）。

2.3 澳洲青苹在低温贮藏过程中果皮色泽和色度

的变化

澳洲青苹在低温贮藏期间，贮藏 15 d时，L*值

为78.46，第40天后开始明显降低。贮藏50 d后，L*

值呈现轻微上升趋势，基本保持在65左右。a*值在

贮藏期间变化相对稳定。b*值在贮藏40 d时相比冷

藏 30 d出现明显上升趋势，贮藏 40 d后变化较为稳

定，基本保持在35左右（图7）。

2.4 澳洲青苹在低温贮藏过程中与虎皮病相关基

因的表达量分析

基于前人关于虎皮病发生机制的大量研究结果

发现，LAC、ACC氧化酶（ACC oxidase，ACO）、α-法

尼烯合酶（alfa-farnesene synthase，AFS）、CAT、绿原

酸途径相关基因，即 PAL、C3H和 PPO与苹果虎皮

病具有相关性 [9-17]。基于苹果基因组数据库，提取

鉴定以上与虎皮病发生相关酶的基因，共计 247个

基因（表2）。

以澳洲青苹低温贮藏阶段果皮组织为材料进行

转录组测序分析，对以上基因做出进一步筛选，其中

对FPKM＞5的基因（28个）进行重点关注，并绘制热

图同时进行聚类分析。结果表明，28个基因根据表

达趋势可聚为3组，Group Ⅰ的基因在健康果皮组织

中，表达量随贮藏时间延长呈下降趋势且在常温贮藏

条件下的表达量显著高于低温贮藏。其中，基因

MD17G1098300、MD06G1008700、MD10G1321200

在健康果皮组织中表达量显著高于病皮组织；相反，基因

MD00G1112500、MD08G1242900、MD08G1243000

在病皮组织中表达量显著高于低温贮藏条件下健康

果皮组织。值得注意的是，基因MD10G1321200在

低温贮藏30 d时的表达量高于低温贮藏50 d时表达
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量 3倍以上。Group Ⅱ的基因在低温贮藏期间，健

康果皮组织中表达量较高，且在低温贮藏30 d与50 d

的差异较为显著。Group Ⅲ的基因在低温贮藏期

间，大部分基因的病皮组织中表达量显著高于健康

果皮组织。其中，基因MD10G1298500在低温贮藏

期间，表达量呈逐渐下降的趋势且健康果皮组织高

于病皮组织。值得注意的是，基因MD03G1059200在低

温贮藏30 d时的表达量高于低温贮藏50 d时表达量

44倍以上。综上，MdAFS（MD10G1311000）、MdACO

（MD10G1328100）、MdCAT1（MD06G1008600）、Md-

CAT2（MD06G1009000）、MdPAL1（MD01G1106900）、

MdPAL2（MD07G1172700）、MdC3H（MD15G143660-

0）、MdPPO（MD10G1298200）以及MdPOD1（MD10-

G1321200）、MdPOD2（MD03G1059200）可能与澳洲

青苹苹果虎皮病预警存在相关性（图8）。

在此基础上，对澳洲青苹苹果进行更加细致的

取样，并采用实时荧光定量PCR技术对以上候选基

因进行趋势富集分析以及表达量分析。结果表明，该

类基因大致可分为四种趋势。在澳洲青苹苹果低温

贮藏期间，A组基因与D组中MdPPO基因的表达量

表 2 澳洲青苹苹果虎皮病发生相关酶的编码基因

Table 2 Coding genes of enzymes related to the occurrence of superficial scald in Granny Smith apples

基因Gene

MdACO

MdAFS

MdCAT

MdPAL

MdC3H

MdPPO

MdLAC

MdPOD

基因号Gene ID

MD10G1328100，MD15G1205100

MD10G1310900，MD10G1311000

MD06G1008600，MD06G1008700，MD06G1009000

MD01G1106900，MD04G1096200，MD07G1172700，MD12G1116700，MD03G1121400，MD03G1121500

MD08G1242900，MD08G1243000，MD14G1198300，MD15G1218200，MD15G1436500，MD15G1436600

MD05G1318900，MD05G1319100，MD05G1319300，MD05G1319400，MD05G1319500，MD05G1319800，MD05G1320100，

MD05G1320200，MD05G1320500，MD05G1320800，MD10G1298200，MD10G1298300，MD10G1298400，MD10G1298500，

MD10G1298700，MD10G1299100，MD10G1299300，MD10G1299400

MD00G1014800，MD00G1014900，MD00G1015000，MD00G1190600，MD00G1190700，MD01G1146500，MD01G1098800，

MD01G1158900，MD01G1159400，MD01G1234800，MD01G1234900，MD01G1235100，MD01G1235200，MD02G1145100，

MD02G1163600，MD02G1264400，MD03G1000200，MD03G1000500，MD03G1056400，MD03G1076400，MD03G1087400，

MD03G1106500，MD03G1106600，MD04G1083900，MD04G1131200，MD04G1131500，MD04G1142300，MD04G1142400，

MD04G1142500，MD04G1142600，MD04G1142900，MD04G1147700，MD05G1064600，MD05G1128800，MD05G1158300，

MD05G1229100，MD05G1348500，MD06G1066000，MD06G1230100，MD07G1153000，MD07G1165500，MD07G1165800，

MD07G1213300，MD07G1227800，MD07G1227900，MD07G1254600，MD07G1307400，MD07G1308000，MD08G1005000，

MD09G1110500，MD10G1042300，MD10G1042400，MD10G1042500，MD10G1042600，MD10G1042700，MD10G1073700，

MD10G1132000，MD10G1151300，MD10G1323500，MD11G1000300，MD11G1000400，MD11G1057600，MD11G1058200，

MD11G1080900，MD11G1096500，MD11G1118900，MD11G1119000，MD11G1182500，MD11G1195700，MD12G1144300，

MD12G1144600，MD12G1156900，MD12G1157000，MD12G1157100，MD12G1157900，MD12G1161000，MD13G1026500，

MD13G1026600，MD14G1234800，MD15G1004400，MD15G1258600，MD15G1259300，MD15G1276600，MD15G1276700，

MD15G1328900，MD15G1412600，MD16G1029700，MD16G1147100，MD17G1098300

MD00G1088400，MD00G1112500，MD00G1190800，MD01G1034400，MD01G1034500，MD01G1034900，MD01G1162100，

MD01G1162400，MD01G1162700，MD01G1193400，MD01G1193700，MD01G1194000，MD02G1031200，MD02G1118700，

MD02G1124700，MD02G1138900，MD02G1139300，MD02G1167700，MD03G1012700，MD03G1012800，MD03G1012900，

MD03G1013200，MD03G1013300，MD03G1013600，MD03G1013700，MD03G1014000，MD03G1014200，MD03G1014300，

MD03G1014400，MD03G1014500，MD03G1059200，MD03G1084400，MD03G1147900，MD03G1223300，MD03G1274400，

MD03G1274500，MD04G1046400，MD04G1101700，MD04G1171700，MD04G1171900，MD04G1211800，MD05G1075100，

MD05G1224400，MD05G1240100，MD05G1243700，MD05G1306500，MD05G1345800，MD06G1038800，MD06G1180500，

MD06G1180700，MD07G1230500，MD07G1230700，MD07G1230800，MD07G1230900，MD07G1301400，MD08G1027800，

MD08G1051200，MD08G1222600，MD08G1230700，MD08G1230900，MD09G1009900，MD09G1010000，MD09G1038600，

MD09G1039100，MD09G1105900，MD09G1106000，MD09G1211000，MD10G1033300，MD10G1206100，MD10G1218200，

MD10G1225600，MD10G1321200，MD11G1004100，MD11G1015300，MD11G1015400，MD11G1015500，MD11G1015700，

MD11G1061000，MD11G1061100，MD11G1061200，MD11G1061400，MD11G1241100，MD12G1012500，MD12G1056000，

MD12G1121300，MD12G1201400，MD13G1086200，MD13G1097600，MD13G1097700，MD13G1150600，MD13G1152800，

MD13G1175300，MD13G1246700，MD14G1010300，MD14G1056000，MD14G1185700，MD15G1022200，MD15G1108300，

MD15G1172800，MD15G1238800，MD15G1252300，MD15G1279900，MD15G1294200，MD15G1321200，MD15G1321300，

MD15G1321400，MD16G1052000，MD16G1085600，MD16G1098700，MD16G1098800，MD16G1150800，MD16G1150900，

MD16G1153200，MD16G1177000，MD17G1040100，MD17G1092400，MD17G1093600，MD17G1093700，MD17G1193700，

MD17G1265200，MD17G1265300
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一致，呈先下降后上升的趋势，其中，MdPPO在贮藏

60 d后开始上升，MdPAL1在贮藏 50 d后开始上升；

MdPPO在贮藏 80 d时健康组织的表达量显著高于

病皮组织，而MdPAL1呈相反趋势。B组中MdPOD1

和MdPOD2的表达量在低温贮藏期间始终呈下降趋

势，且在果实贮藏第40天时急剧下降，较30 d分别下

降了2.41倍和8.5倍。相反，C组呈明显上升趋势；其

中MdACO、MdPAL2在贮藏第80天时，病皮组织的表

达量显著高于健康组织。MdCAT2表达量在贮藏前

期呈上升趋势，在贮藏70 d时达到顶峰，贮藏80 d时

急剧下降；相比病皮组织，健康组织中MdCAT2的表

达量较高。因此以上基因并不能作为澳洲青苹苹果

贮藏期虎皮病发生的关键预警基因。D组中MdAFS

和MdC3H的表达量在贮藏40 d时显著上升，随后呈

下降趋势；其中 MdAFS 在 40 d 的表达量是 30 d 的

1.94倍，MdC3H在40 d的表达量是30 d的5.29倍；且

两个基因在70 d和80 d健康组织的表达量均显著高

于病皮组织。MdCAT1表达量在贮藏40 d时急剧上

升，贮藏 50 d时急剧下降，随后又呈逐渐上升的趋

势，相比病皮组织，健康组织中的MdCAT1的表达量

较高。由此可见，该类基因可作为澳洲青苹苹果贮

藏期虎皮病发生的关键预警基因（图9）。

80 d-B 表示低温贮藏 80 d 病皮的基因表达情况。颜色从蓝到红表示基因的表达量从低到高。

80 d-B indicates the gene expression of diseased skin after 80 d cold storage. Colors from blue to red indicate gene expression levels from low to

high.

图 8 澳洲青苹在低温贮藏期间与虎皮病相关基因的表达量热图

Fig. 8 Heat map of expression of genes related to superficial scald of Granny Smith apples during low-temperature storage
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，等：澳洲青苹苹果虎皮病关键预警基因的筛选第6期

3 讨 论

澳洲青苹在低温贮藏期间随着果实的成熟和衰

老，果皮颜色也会发生相应的变化，由绿色转变为黄

绿色。色差中L*值和 b*值分别代表果皮的亮度及

由绿转黄的程度[25]。在本研究中，伴随着虎皮病的

出现，澳洲青苹果实色差L*值呈现下降的趋势，表

明果皮亮度随着贮藏时间的延长，逐渐变暗；直到贮

藏 50 d后，L*值保持稳定，此时果实在冷库中未发

生虎皮病，但冷藏后货架期果实开始出现虎皮病。

b*值在冷藏 40 d时相比冷藏 30 d显著上升，40 d后

变化较为稳定，这与田雪婷等[26]关于澳洲青苹贮藏

特性的研究结果一致。b*值的由低转高，表明澳洲

青苹苹果果皮由绿到黄的转变，出现该现象的原因

可能是果皮中叶绿素发生降解，使得果皮逐渐显现

出黄色[27]。

乙烯作为调控苹果果实成熟衰老的重要激素，

可以调控MdAFS基因表达，进而控制α-法尼烯的合

成；而α-法尼烯进一步氧化为共轭三烯以及其他产

物，三者之间相互作用，共同影响着虎皮病的发

展[28-29]。邵淑君[11]研究发现，乙烯处理能够促进国光

苹果虎皮病的发生，同时提升α-法尼烯及α-法尼烯

合成酶MdAFS1的相对表达量，相反 1-MCP作为乙

烯作用抑制剂，对虎皮病的发生起到了抑制作用。

Zhou等[30]证实了 1-MCP处理可以抑制五九香（Wu-

jiuxiang）梨的乙烯释放和 α-法尼烯代谢，以及Mar-

tins等[31]对澳洲青苹进行辐射处理，同样抑制了乙烯

释放和α-法尼烯生物合成相关酶的基因表达，进而

减缓了虎皮病的发生。Liu等[32]用芦荟凝胶对Stark-

ing苹果进行处理，乙烯释放量在贮藏后期显著增

加；MdACS1的表达量在冷藏期间上调，促进了α-法

尼烯的释放和氧化；从而加重了 Starking苹果虎皮

病的风险。Lindo-garcía等[33]的研究中也提到，乙烯

和PcAFS1基因具有标记Blanquilla梨虎皮病易感性

的潜力。在本研究中，随着贮藏期延长，MdACO的

表达量逐渐上升，尤其在贮藏后期（70~80 d），在病

皮组织的表达量显著高于健康组织。然而，由于该

基因在40 d与50 d表达量相比无显著差异，所以不

能对苹果虎皮病起到预警的作用。MdAFS在 40 d

时表达量急剧升高，随之10 d后即贮藏50 d时，澳洲

青苹苹果拿到货架期2 d时便开始出现虎皮病；由此

证明，MdAFS可作为低温贮藏期澳洲青苹苹果虎皮

病发生的关键预警基因。

有研究表明，多酚氧化酶与虎皮病的发生具有

密切相关性[34]。然而，Lu等[14]进一步证实，在冷藏过

程中，虎皮病症状的发展高度依赖于H2O2和MDA

的积累，而PPO活性则不太重要。在本研究中，PPO

相关基因多在病皮中高表达，进一步证实了PPO与

苹果虎皮病存在明显的相关性。但由于该基因40 d

和 50 d的表达量差异不显著，所以并不能作为虎皮

病预警的关键基因。此外，胡小松等[35]早期的研究

发现，H2O2能够诱导苹果果实虎皮病的发生，过氧化

氢酶能够使虎皮病明显减少。Rao等[15]认为，虎皮

病的发生与H2O2和脂质过氧化产物的增加密切相

关。刘少华[13]在研究中提到，过氧化物酶可将过氧

化物还原为H2O2从而清除果实组织内过量的过氧

化氢，进而保护果实免受损伤，过氧化氢酶的作用与

过氧化物酶类似。因此，对以上基因也进行了重点

关注。其中MdPOD1和MdPOD2表达量在低温贮

藏期间始终呈下降趋势，且后期差别较小，可能是由

于伴随着虎皮病的出现，果实抗氧化酶活性显著降

低。虽然在预警时期点（即40 d）两个基因的表达量

下降较为显著，均达到2倍以上，但能否作为预警基

因，仍然存在争议，后期将针对这两个基因进一步验

证。然而MdCAT1在低温贮藏40 d时，相比10 d前即

贮藏 30 d 的表达量有明显的上升趋势，因此，Md-

CAT1可以作为低温贮藏期澳洲青苹苹果虎皮病发

生的关键预警基因。

也有研究结果显示，由于MdPAL和MdC3H的

激活上调表达，绿原酸的积累同样会引起虎皮病的

发生[36-37]。Busatto等[16]研究指出绿原酸途径以及随

后被多酚氧化酶氧化的途径，是导致虎皮病发生的

主要因素。在本研究中，MdPAL1和MdPAL2在低温

贮藏期间，尤其在病皮组织中表达量较高，在健康果

皮组织中无显著差异；MdC3H在低温贮藏 40 d时，

较 10 d前即贮藏 30 d的表达量有明显上升趋势，达

到5倍以上。因此，MdC3H可以作为低温贮藏期澳

洲青苹苹果虎皮病发生的关键预警基因。

近年来，漆酶已在许多植物中被发现，在苹果贮

藏过程中，该酶可以通过催化表儿茶素的氧化反应，

在果皮中呈棕色，可能与虎皮病的发生有关 [17]。

Fang等[38]研究发现漆酶参与荔枝果皮组织褐变的形

成。Wei等[39]发现漆酶介导的类黄酮聚合物在果皮

褐变过程中起着重要作用，并通过对Red Delicious
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和Cortland苹果中的漆酶基因的表达分析发现，经

过DPA和 1-MCP处理可以显著抑制漆酶基因的表

达；而对照苹果果皮漆酶蛋白的酶活性随贮藏时间

的延长而升高，进而推测苹果虎皮病的发生可能是

由漆酶引起的；并提出为进一步证明漆酶在虎皮病

发生中发挥作用，鼓励未来的研究可以对虎皮病高

度敏感的品种如澳洲青苹或不同的超低氧贮藏条件

进行更多的研究。杨阳等[40]首次对苹果MdLAC基

因家族进行鉴定，共得到 77个家族成员。综上，基

于前人的期望，笔者在本研究中对漆酶相关基因表

达进行重点关注。研究结果显示，澳洲青苹苹果在

低温贮藏条件下，漆酶相关基因在虎皮病发病初期

表达量较低，而在病皮中的表达量较高，该结果与多

酚氧化酶基因的表达分析结果类似。由此可以初步

证明，漆酶与苹果虎皮病存在一定相关性，但对于澳

洲青苹苹果虎皮病预警并不能发挥较好的作用。

综上所述，MdAFS、MdC3H 和 MdCAT1 可作为

澳洲青苹苹果贮藏期虎皮病发生的关键预警基因。

但是，该结果仍需进一步研究，以验证该类预警基因

的稳定性即评估该类基因在其他苹果品种的适用

性，如易发生虎皮病的富士、红星、国光、元帅等

苹果品种[5]。此外，澳洲青苹苹果多被用作榨汁原

料，在今后的实际生活中，可尝试调查已发病的澳洲

青苹苹果果实口味仍可继续食用的接受范围，进而

减少采后损失，进一步促进苹果产业的发展。

4 结 论

澳洲青苹苹果果实虎皮病主要发生在低温贮藏

中后期，即贮藏至50 d时，放置货架期果实开始出现

虎皮病；贮藏至70 d时，果实在冷库中开始发病。基

于前人的研究，笔者在本研究中对可能参与虎皮病

发生的相关酶基因（MdACO、MdAFS、MdCAT1、Md-

CAT2、MdPAL1、MdPAL2、MdC3H、MdPPO、Md-

POD1、MdPOD2）进行了基因组鉴定及表达分析。

其中MdAFS、MdC3H和MdCAT1的表达量在虎皮病

发生前 10 d，即贮藏第 40天急剧上升，随后呈现下

降的趋势。综上所述，MdAFS、MdC3H 和 MdCAT1

可作为澳洲青苹苹果贮藏期虎皮病发生的关键预警

基因。以上基因具有很好的预测能力，可用于预测

澳洲青苹苹果贮藏期间虎皮病的发生，从而指导苹

果采后贮藏，旨在苹果果实虎皮病出现之前能出库

销售。该研究为澳洲青苹苹果虎皮病发生预警研究

提供了理论依据。
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