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遮光条件下不同发育阶段枇杷果实类胡萝卜素

含量的变化及相关基因的表达分析
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摘 要：【目的】遮光能够影响类胡萝卜素含量进而改变枇杷果实的外观与品质，深入探究该过程中相关基因的表达与

分子机制，为枇杷果实品质的提高奠定基础。【方法】以黄肉枇杷早佳90果实为材料，探讨遮光对类胡萝卜素积累及相

关基因表达的影响。同时克隆并分析了EjHY5的表达特性及亚细胞定位，利用VIGS技术初步揭示了EjHY5-1与

PSY1、PDS的关系。【结果】遮光引起果皮果肉类胡萝卜素含量下降，且对果肉的影响更大。遮光后DXR、PDS显著下

调表达可能导致转色期果皮类胡萝卜素含量显著减少。果肉PSY2A在深黄期显著下调表达，该时期的类胡萝卜素含

量亦显著下降。EjHY5-1及EjHY5-2定位于细胞核且具有组织表达特异性。果实EjHY5-1沉默后，PSY1和PDS的表

达量极显著下降。【结论】遮光导致果皮果肉类胡萝卜素含量显著下降。DXR和PDS对转色期果皮类胡萝卜素含量减

少起关键作用，PSY2A对深黄期果肉类胡萝卜素积累影响较大。EjHY5-1和EjHY5-2的表达具有组织特异性且与光照

密切相关。沉默EjHY5-1后PSY1和PDS的表达量显著降低，表明EjHY5-1可能影响PSY1和PDS的表达。
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Abstract:【Objective】Loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) belongs to the Rosaceae family and is an

evergreen subtropical fruit crop native to China. Loquat fruit is rich in carotenoids. Differences in carot-

enoid content and components make loquat fruit show yellow and white colors. Light is an important en-

vironmental factor affecting carotenoid accumulation in fruit. Some studies have shown that shading is

beneficial to improving fruit appearance and intrinsic quality, but some studies have shown that it may

affect fruit carotenoid accumulation. For loquat, it has been reported that shading has varying effects on

the quality and color of loquat fruits, whereas the underlying molecular regulation mechanism remains

unexplored. Further, although important genes on the carotenoid synthesis pathway of loquat have been

identified, the expression pattern of these genes under shading conditions needs to be explored.【Meth-

ods】A yellow-fleshed loquat Zaojia 90 was treated with non-shade and shade treatments on fruits at the

green fruit stage (S1). The treatment group was shaded using opaque fruit bags and the control group
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was non-shaded using mesh bags. Fruit treatments were preceded by fruit thinning, and 3-4 small fruits

of uniform length were retained for subsequent experiments. The effects of shading on pigment concen-

tration and expression of genes related to carotenoid synthesis in fruits at different developmental peri-

ods were investigated. After recording the appearance of peel and flesh at different developmental stag-

es under shading and non-shading conditions, the chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoid contents

were also determined at each stage. In addition, changes in the expression of 14 relevant genes related

to carotenoid biosynthesis were analyzed by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) to explore the carot-

enoid accumulation pattern in the peel and flesh of the fruit under non-shade versus shade conditions.

EjHY5 gene was cloned and analyzed to examine its expression characteristics in different tissue parts

during different developmental periods under shading and non-shading conditions. The transient trans-

formed tobacco was used for subcellular localization. To investigate the potential relationship between

EjHY5- 1 and carotenoid synthesis process, virus- induced silencing (VIGS) was used to silence the

EjHY5 gene in fruits and its expression was analyzed by qRT-PCR. The expression and promoter analy-

sis of carotenoid synthesis-related genes PSY1 and PDS were also performed, which initially explored

the potential relationship between EjHY5, and PSY1 and PDS.【Results】Fruits at each developmental

stage were separated from the peel and flesh and assayed for pigment content and expression of related

genes, respectively. Fruit color changed from green to yellow, while chlorophyll a, chlorophyll b, and ca-

rotenoid contents showed a decrease at the color change stage (S2), suggesting that chlorophyll degrada-

tion was the main cause of fruit color change. Shading caused an early greening of the peel of Zaojia 90,

and resulted in a decrease in carotenoid content of both peel and flesh at the maturity stage (S4). Carot-

enoid content of the flesh was significantly reduced compared to the peel, indicating that shading had a

greater effect on carotenoid accumulation in the flesh than in the peel. Shading reduced the nutritional

value of the loquat fruit. Besides, shading had greater effect on carotenoid accumulation in the flesh than

in the peel. qRT-PCR results showed that the expression trend of 14 genes related to carotenoid synthesis

changed after shading. At the S2 stage, the expression of LCYb was up-regulated in the peel of shading-

treated fruits, while the expression of ZEP was significantly down-regulated, which may promote the ac-

cumulation of β-carotene. However, the detection of pigment content revealed a significant decrease in

carotenoid content. qRT-PCR results showed that DXS, DXR, PSY1, and PDS, which are related to lyco-

pene synthesis, showed a trend of down-regulation of expression in the peel of shading- treated fruits,

which was hypothesized to indirectly affect the synthesis of β-carotene. Among them, DXR and PDS are

potentially important genes in response to shading that significantly reduces carotenoid content of peel

at the S2 stage. At the S4 stage, the carotenoid content in flesh under shading conditions significantly de-

creased, and PSY2A was significantly down- regulated in expression, suggesting that PSY2A may be a

key gene affecting the final accumulation of carotenoids in fruit under shading conditions. Based on the

loquat genome, EjHY5-1 and EjHY5-2 were cloned and their sequences and expression properties were

studied. Both EjHY5-1 and EjHY5-2 were localized in the nucleus. EjHY5-1 was 594 bp in length and en-

coded 197 amino acids, while EjHY5-2 was 495 bp in length and encoded 164 amino acids. qRT-PCR re-

sults showed that EjHY5-1 was mainly expressed in the peel and EjHY5-2 was mainly expressed in the

flesh. Light is an important environmental factor affecting the expression of EjHY5. After shading, the

expression of EjHY5-1 in the peel appeared to be significantly or highly significantly down-regulated at

late developmental stages, while the expression of EjHY5-2 gene appeared to highly significantly in-

crease, suggesting that there may be different light-responsive processes between the two in the peel. Vi-

rus-induced gene silencing results showed that the expressions of EjPSY1 and EjPDS in the fruit signifi-

2250



，等：含量的变化及相关基因的表达分析第10期

枇杷（Eriobotrya japonica Lindl.）是原产于中国

的亚热带常绿果树，其果实被誉为“早熟第一果”，市

场前景广阔 [1-2]。类胡萝卜素是枇杷果实的主要色

素，不仅影响果实外观，还影响其商业价值[3-4]。对人

体而言，类胡萝卜素具有抗氧化和提高抵抗力等多

种有益作用[5]。

光照是影响果实类胡萝卜素合成的一个重要因

素，遮光处理对不同果实类胡萝卜素合成的影响存

在差异。例如，遮光能够促进茶叶和葡萄柚中类胡

萝卜素的积累[6-7]，而在辣椒和黄桃中却表现出相反

的作用[8-9]。已有研究发现，套袋能够提高枇杷果实

的质量和商品价值。Xu等[10]研究发现，使用OWBP

袋（50%透光率）进行套袋处理后，果实类胡萝卜素

含量显著增加，而使用TGDBP袋（0%透光率）处理

将导致类胡萝卜素含量下降。Zhi等[11]用铝袋（0%

透光率）对枇杷果实进行遮光处理，发现果实在成熟

期的类胡萝卜素含量显著提高。目前，有关遮光对

枇杷果实类胡萝卜素合成影响的研究多集中于理化

性质分析，而对该途径中基因的调控机制仍缺乏研

究[12-14]。

高等植物类胡萝卜素的生物合成途径早在

1950年被提出，该途径上重要的结构基因已明确，

包括 DXS、DXR、PSY、PDS、ZDS、CRTISO、LCYe、

LCYb等[15-17]。在枇杷中，这些类胡萝卜素合成相关

基因已被成功克隆[18-19]。其中，PSY和PDS被认为是

类胡萝卜素合成途径中重要的限速酶基因 [20]。此

外，在拟南芥和番茄等植物中有研究发现 HY5

（LONG HYPOCOTYL 5）转录因子能够调节PSY和

PDS的表达[21-23]，但在枇杷上还未见报道。HY5是一

种碱性亮氨酸拉链（basic leucine zipper，bZIP）型转

录因子，能够特异性识别含有ACGT核心的DNA基

序，如G-box（CACGTG）、C-box（GTCANN）、Z-box

（TACGTGT）和A-box（TACGTA）[24]。HY5广泛参与

植物的多种生命活动，除类胡萝卜素的生物合成外，

还参与了光形态建成、植物激素信号转导及花青素

生物合成等过程[25]。

为探讨遮光对枇杷类胡萝卜素合成及其相关基

因表达的影响，笔者在本研究中以黄肉枇杷早佳90

果实为材料，分别测定了遮光和非遮光条件下果皮

果肉在不同发育阶段的类胡萝卜素含量，同时检测

了类胡萝卜素合成相关基因的表达水平。此外，克

隆得到 2个EjHY5基因，对其亚细胞定位及在果实

中的表达特性进行了分析，利用病毒诱导基因沉默

（VIGS）技术初步探讨了 EjHY5 对枇杷 PSY 和 PDS

的潜在调控功能，为了解枇杷果实类胡萝卜素合成

的分子机制提供了理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

供试材料为华南农业大学枇杷属植物种质资源

圃中正常生长的早佳90枇杷。4个发育阶段包括青

果期、转色期、浅黄期和深黄期，分别记为S1、S2、S3

和S4[20]。青果期（S1）为花后93~97 d，果皮颜色是黄

绿色，种皮白色；转色期（S2）为花后113~115 d，该时

期果皮绿色逐渐褪去，呈浅黄绿色，种皮黄褐色；浅

黄期（S3）为花后 119~123 d，果实比较接近成熟，但

酸味较重；深黄期（S4）指花后 125~129 d，果实完全

成熟，呈现其固有的特征色泽，味酸甜。分别使用不

透光果袋及网袋进行遮光和非遮光处理，果实发

育至S1期时进行疏果并套袋，后分阶段采果。各样

cantly decreased after EjHY5-1 silencing. The promoters of EjPSY1 and EjPDS contained G-box ele-

ments that HY5 recognized. EjHY5-1 may play a regulatory role in them.【Conclusion】Shading had an

important effect on the pigment content and expression of genes related to carotenoid synthesis in lo-

quat fruits. It had greater effect on carotenoid accumulation in the peel. DXR and PDS were potential

candidates responsible for the significant decrease of carotenoids in the peel of shading fruits at the col-

or change stage. The down- regulation of PSY2A at the maturity stage under shading conditions may

have affected carotenoid accumulation in the flesh. In addition, the expression of EjHY5-1 and EjHY5-2

was tissue-specific and closely related to light. The expressions of PSY1 and PDS genes significantly de-

creased in loquat fruit after the silencing of EjHY5-1 gene. Since the PSY1 and PDS promoter regions

contained G- box elements, EjHY5- 1 may have transcriptional regulatory effects on PSY1 and PDS

genes. Further studies are necessary to verify the potential function of EjHY5.

Key words: Loquat; Fruit; Shading; Carotenoids; Gene expression
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品进行果皮果肉分离后立即用液氮冷冻并保存

于-80 ℃备用。

1.2 方法

1.2.1 叶绿素 a、叶绿素b和类胡萝卜素总含量的测

定 参考朱广廉等[26]方法，用 80%丙酮提取样品色

素，并于645 nm、663 nm、440 nm波长下测定吸光度

（A），依公式计算不同发育时期果皮果肉中的叶绿

素a、叶绿素b及总类胡萝卜素含量，计算公式如下：

Ca=12.7A663－2.69A645

Cb=22.9A645－4.68A663

Ck=4.7A440－0.27（Ca+Cb）

式中，Ca、Cb和Ck分别为叶绿素 a、叶绿素b及类

胡萝卜素浓度（ρ，后同）（mg·L-1）。样品中色素含量=

色素浓度（mg · L- 1）×提取液总体积（L）/样品质量

（mg）。

1.2.2 总RNA提取和逆转录 使用RNAprep Pure

多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒提取样品总

RNA，使用Hifair® Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis Su-

perMix for qPCR（gDNA digester plus）进行反转录，

获得cDNA第一链。具体步骤见试剂盒说明书。

1.2.3 类胡萝卜素合成相关基因的表达分析 选择

GAPDH作为内参基因[27]，基于枇杷基因组序列信息，

使用Primer3Plus在线网站设计引物（表1）。以早佳

90果实 cDNA作为模板进行荧光定量PCR，反应于

LightCycler 480Ⅱ罗氏荧光定量PCR仪中进行，扩增

反应包含 10 μL 2×PerfectStart® Green qPCR Super-

mix、50 ng cDNA、正向引物和反向引物（10 μmol·L-1）

各 0.4 μL，最终反应体积为 20 μL，反应程序如下：

表 1 qRT-PCR 引物

Table 1 Primers used for qRT-PCR

基因名称

Gene name

DXS

DXR

IDI

PSY1

PSY2A

PDS

CRTISO

ZDS

LCYe

LCYb

CYCB

BCH

ECH

ZEP

GAPDH

上游引物（5'-3'）
Forward primer (5'-3')

GAGGTGGAACAGGGATGAAT

TTGCCTATGCTGCTGGACA

CCTTGGTTCAGGCTCGTT

GCTTCGCACATAACACCCAC

CGCTGGTGGAAGAACAGAG

AAACAGGGCATACCTGATCG

AGCATTCCAACTGTTCTTGA

ACTGGTCGCTGTCTGGTGAT

ACGGGATATTCAGTCGCAAG

GTGGCATATGGGATTTTGGT

CATTTCCACCGCCACCAT

TCGGAGAGGTTCGCGTAT

ATGTTGGTTGCTGGACATGA

CCCCTGCTCGTTTACATCC

TACAGTTCCCGTGTGGTTGA

下游引物（5'-3'）
Reverse primer (5'-3')

AAATCGAACCGGAAGCTTTT

AAATCGGCTGCACAGTCTCT

CAACCTGTGGATGGTTTTCA

CCGTTGTTGCTTGCGATTCA

TGTCCTTCTGCACCACACAT

GGACTTCACCACCCAATGAC

TTCTTTGCCTCATAGTCCTT

GAGTCCAGCTCCGATAATGG

CTCGATGTCCTGTTGCAGAA

TAGCAGCCATCCTTTCTTGG

TGATGGAGATCGAAGTGCAA

TCTTGCCCAAAACTCCATTC

GATGTGGGAAGAGACGCAAT

ACTCCTTCCTTCTCGGCACT

CGAGAGGACGCAAGATAACA

95 ℃ 30 s；94 ℃ 5 s、60 ℃ 15 s和 72 ℃ 10 s，40个

循环；95 ℃ 10 s。每个样品至少 3 次重复。采用

2-ΔΔCt法计算相对表达量，使用Excel（2013）软件进行

数据分析及绘制图表。

1.2.4 基因克隆及亚细胞定位 基于枇杷基因组数

据，使用Primer Premier 5设计EjHY5的特异性扩增

引物。以 cDNA为模板，使用TaKaRa公司的Prime-

STAR® HS（Premix）高保真酶进行 PCR 扩增，扩增

反应包括 12.5 μL PrimeSTAR HS DNA Polymerase、

1 μL cDNA、正向引物和反向引物（10 μmol · L-1）各

0.5 μL，最终反应体积为 25 μL，反应程序如下：

94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s和 72 ℃ 45 s，33

个循环；72 ℃ 10 min，PCR产物经1%琼脂糖凝胶电

泳检测后由北京擎科生物科技有限公司完成测序。

利用瞬时转化烟草叶片的方法进行亚细胞定位分

析。选择KpnⅠ和BamHⅠ限制性酶切位点，设计不

含终止密码子的克隆引物，将PCR产物克隆到pBE-

GFP载体中。使用冻融法将重组质粒与空载质粒分

别转化至农杆菌GV3101，另转化含有核定位Marker

（Mcherry）的农杆菌[28]作为对照。相关引物见表2。

1.2.5 病毒诱导的基因沉默 选择EcoRⅠ和BamHⅠ

限制性酶切位点，设计含终止密码子的克隆引物，将
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目的片段全长克隆至 pTRV2载体。使用冻融法将

pTRV1、pTRV2空载质粒及 pTRV2重组质粒分别转

化至农杆菌GV3101。经菌液PCR鉴定为阳性的菌

液于28 ℃培养箱200 r·min-1过夜培养至OD600=1.0后

用于配制侵染液（50 mL侵染液：1 mL 500 mmol·L-1

MES、1 mL 500 mmol · L-1 MgCl2、5 μL 1 mol · L-1乙

酰丁香酮）。将pTRV1菌液分别与pTRV2及pTRV2-

EjHY5菌液 1∶1等体积混合，在室温下避光静置 3 h

后用于果实侵染。选择 S2 至 S3 阶段的果实进行

侵染。用 INJEX无针注射器将混合菌液注射于果

实近赤道处，pTRV1+pTRV2 混合菌液为空白对

照[29]。

2 结果与分析

2.1 遮光对枇杷果实颜色和色素含量的影响

非遮光和遮光处理下果皮果肉的颜色变化见图

1。两组处理的果实颜色在S2时期开始出现差异。

在 S3 时期，遮光果实果皮的颜色接近成熟果实状

态，非遮光果实的果皮则呈现浅黄色。为比较不同

处理对果实颜色的影响，分别检测了果皮果肉的叶

绿素a、叶绿素b和类胡萝卜素含量。

如图 2所示，两组处理下各色素的变化趋势相

似，叶绿素a和叶绿素b的含量随果实发育而逐渐下

降并在S4时期达到最小值，类胡萝卜素含量则在S2

时期达到最小值后开始上升，并在 S4 时期达到峰

值。在果皮中（图2-A），遮光导致3种色素的含量在

不同时期均有不同程度的下降，其中，果皮类胡萝卜

素含量在S2时期显著下降，在S3及S4时期无显著

差异。在果肉中（图 2-B），遮光同样导致了各色素

含量的降低，且在S4时期类胡萝卜素含量极显著下

降，说明与果皮相比，遮光对果肉中类胡萝卜素含量

的影响更大。

表 2 EjHY5s 相关引物

Table 2 EjHY5s-related primers

实验

Experiment

基因克隆

Gene clone

亚细胞定位

Subcellular
localization

VIGS

引物名称

Primers name

EjHY5-1

EjHY5-2

pBE-HY5-1

pBE-HY5-2

TRV2-HY5-1

TRV2-HY5-2

上游引物（5'-3'）
Forward primer (5'-3')

ATGTCCCGCTCTTTTA

ATGCAAGAGCAGGCGACG

ATCTAGAGCAGTCGACGGTACCATGTCCCGCTCTTT -
TAAT

ATCTAGAGCAGTCGACGGTACCATGCAAGAGCAGG-
CGACG

GTGAGTAAGGTTACCGAATTCGATGTCCCGCTCTTT -
TA

GTGAGTAAGGTTACCGAATTCGATGCAAGAGCAGG-
CGACG

下游引物（5'-3'）
Reverse primer (5'-3')

TCAATCCGCATTTGCAC

TCAATCTGCATTTGCACTACCA

CTCCTCGCCCTTGCTCACCATATCCGCATTT-
GCACT

CTCCTCGCCCTTGCTCACCATATCTGCATTT-
GCACTACCA

CGTGAGCTCGGTACCGGATCCTCAATCCGC-
ATTTGCAC

CGTGAGCTCGGTACCGGATCCTCAATCTGC-
ATTTGCACTACCA

a. S1 时期果实；b~d. 非遮光条件下的果实发育；e~g. 遮光条件下的果实发育。标尺为 1 cm。

a. The fruit at S1 stage; b-d. The fruit development without shading; e-g. The fruit development under shading. The scale bar is 1 cm.

图 1 遮光对早佳 90 果实颜色的影响

Fig. 1 Effect of shading on the fruit color of Zaojia 90
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2.2 类胡萝卜素合成相关基因的表达分析

为研究遮光对基因表达水平的影响，分析了非

遮光和遮光条件下果皮中 14个参与类胡萝卜素合

成的基因的表达情况。qRT-PCR结果显示，遮光条

件下与类胡萝卜素合成有关基因的表达趋势均发生

改变。在S2时期，与非遮光处理相比，遮光条件下

果实的DXS、DXR、PSY1和PDS基因表达量下降（图

3）。这些基因与β-胡萝卜素的前体物质——番茄红

素的合成有关，可能间接影响了S2时期类胡萝卜素

的积累。其中，DXR和PDS的表达量极显著下调，

它们可能是导致S2时期果皮类胡萝卜素含量在遮

光后显著下降的潜在基因。此外，在遮光处理下

PSY1和LCYb在S4时期的表达量极显著下调，PSY1

和LCYb可能是影响果皮类胡萝卜素最终积累量的

重要基因。

在果肉中（图4），qRT-PCR结果显示S3和S4时

期的 DXR、IDI、PSY1、PSY2A 基因在遮光后出现不

同程度的下调表达，其中PSY2A在S4时期的表达量

显著下降。PSY2A是类胡萝卜素合成途径中的关键

限速酶基因，其主要在果肉中表达。在遮光条件下，

果肉类胡萝卜素含量在S4时期极显著下降，PSY2A

可能是调控果肉类胡萝卜素最终积累量的主要基因。

2.3 EjHY5基因克隆及亚细胞定位

当前，枇杷类胡萝卜素生物合成途径已经明确，

而其中的调控机制有待完善。笔者基于枇杷基因组

数据，成功克隆两个枇杷HY5转录因子，分别命名

为 EjHY5- 1 和 EjHY5- 2。EjHY5- 1（GeneBank 登录

号：PQ858622）全长 594 bp，编码 197 个氨基酸。

EjHY5-2（GeneBank登录号：PQ858623）全长495 bp，

编码164个氨基酸。

通过对烟草进行瞬时转化分析 EjHY5- 1 和

EjHY5-2的亚细胞定位。在烟草表皮细胞的细胞核

中观察到绿色荧光蛋白（GFP信号），表明EjHY5-1

和EjHY5-2定位于细胞核（图5）。

2.4 EjHY5基因的表达分析及在果实中的基因沉默

2.4.1 EjHY5基因表达分析 经qRT-PCR检测不同

处理下果皮果肉中的EjHY5-1和EjHY5-2的表达情

况，发现两者具有不同的表达特性。在非遮光条件

下，EjHY5-1主要在果皮中表达，而EjHY5-2主要在

果肉中表达。经遮光处理，EjHY5-1在果皮中的表达

**

*
*

0

1000

2000

3000

4000

5000

S1 S2 S3 S4

叶
绿
素

a

C
h

lo
ro

p
h

y
ll

 a
/μ

g
·1

0
0

-1
·g

-1

发育阶段 Developmental stage

0

100

200

300

400

500

S1 S2 S3 S4

叶
绿
素

a

C
h

lo
ro

p
h

y
ll

 a
/μ

g
·1

0
0

-1
·g

-1

发育阶段 Developmental stage

*

0

1000

2000

3000

S1 S2 S3 S4
叶
绿
素

b

C
h

lo
ro

p
h

y
ll

 b
/μ

g
·1

0
0

-1
·g

-1
发育阶段 Developmental stage

非遮光 Non-shading 遮光 Shading

**

0

1000

2000

3000

4000

5000

S1 S2 S3 S4

类
胡
萝
卜
素

C
ar

o
te

n
o
id

s/
μ

g
·1

0
0

-1
·g

-1

发育阶段 Developmental stage

0

100

200

300

S1 S2 S3 S4

叶
绿
素

b

C
h

lo
ro

p
h

y
ll

 b
/μ

g
·1

0
0

-1
·g

-1

发育阶段 Developmental stage

*

*

**

0

500

1000

1500

2000

2500

S1 S2 S3 S4

类
胡
萝
卜
素

C
ar

o
te

n
o
id

s 
/μ

g
·1

0
0

-1
·g

-1

发育阶段 Developmental stage

A. 果皮色素含量变化；B. 果肉色素含量变化。*表示在 P＜0.05 差异显著；**表示在 P＜0.01 差异极显著。下同。

A. Change of pigment contents in peel; B. Change of pigment contents in flesh. * indicate significant difference at P＜0.05; ** indicate extremely

significant difference at P＜0.01. The same below.

图 2 果皮和果肉中色素含量的变化

Fig. 2 Change of pigment contents in peel and flesh
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图 3 类胡萝卜素合成相关基因在果皮中的表达

Fig. 3 Expression of genes related to carotenoid synthesis in peel
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图 4 类胡萝卜素合成相关基因在果肉中的表达

Fig. 4 Expression of genes related to carotenoid synthesis in flesh
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，等：含量的变化及相关基因的表达分析第10期

时期 Actin CT HY51 负△CT 2^E

A1 19.18 A9 28.55 -9.3733 0.0015

A2 18.63 A10 27.88 -8.7033 0.0024

A3 18.95 A11 28.11 -8.9333 0.0020

A4 19.95 A12 28.28 -9.1033 0.0018

B1 19.81 19.72 B9 31.57 -11.8475 0.0003

B2 19.35 B10 30.63 -10.9075 0.0005

B3 19.80 B11 31.25 -11.5275 0.0003

B4 19.93 B12

C1 20.87 20.40 C9 29.28 -8.8833 0.0021

C2 19.50 C10 28.76 -8.3633 0.0030

C3 C11 28.99 -8.5933 0.0026

C4 20.82 C12 29.05 -8.6533 0.0025

D1 22.10 21.00 D9 30.77 -9.7733 0.0011

D2 20.48 D10 30.55 -9.5533 0.0013

D3 20.41 D11 29.38 -8.3833 0.0030

D4 D12

E1 20.85 20.46 E9 29.73 -9.2733 0.0016

E2 19.67 E10 29.66 -9.2033 0.0017

E3 E11 29.67 -9.2133 0.0017

E4 20.85 E12

F1 19.96 19.74 F9 30.6 -10.8650 0.0005

F2 19.60 F10 29.79 -10.0550 0.0009

F3 19.82 F11 30.39 -10.6550 0.0006

F4 19.56 F12 29.71 -9.9750 0.0010

G1 20.72 21.04 G9 29.52 -8.4850 0.0028

G2 20.84 G10 28.28 -7.2450 0.0066

G3 21.69 G11 29.28 -8.2450 0.0033

G4 20.89 G12 28.97 -7.9350 0.0041

H1 18.46 H9 25.71 -7.2500 0.0066

H2 17.89 H10 25.48 -7.0200 0.0077

H3 18.50 H11

H4 18.99 H12 25.73 -7.2700 0.0065

I1 20.73 20.34 I9 28.77 -8.4333 0.0029

I2 19.97 I10 28.61 -8.2733 0.0032

I3 20.31 I11 28.44 -8.1033 0.0036

I4 I12 28.56 -8.2233 0.0033

J1 18.93 19.37 J9 25.44 -6.0667 0.0149

J2 19.93 J10 24.52 -5.1467 0.0282

J3 19.26 J11

J4 J12 25.49 -6.1167 0.0144

K1 19.62 19.76 K9 27.99 -8.2333 0.0033

K2 K10 26.99 -7.2333 0.0066

K3 19.87 K11 26.98 -7.2233 0.0067
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EjHY5-2

量在 S2~S4 时期均显著下降，而 EjHY5-2 在 S3~S4

时期显著上调表达，说明两者在果皮中可能存在不

同的光响应机制（图 6-A）。在果肉中，遮光导致

EjHY5-1和EjHY5-2在S2时期均显著下调表达，表明

A. EjHY5-1 和 EjHY5-2 在果皮中的表达；B. EjHY5-1 和 EjHY5-2 在果肉中的表达。

A. Expressions of EjHY5-1 and EjHY5-2 in peel; B. Expressions of EjHY5-1 and EjHY5-2 in flesh.

图 6 EjHY5-1 和 EjHY5-2 在果皮和果肉中的表达

Fig. 6 Expressions of EjHY5-1 and EjHY5-2 in peel and flesh

时期 Actin CT HY51 负△CT 2^E

A1 19.18 A9 28.55 -9.3733 0.0015

A2 18.63 A10 27.88 -8.7033 0.0024

A3 18.95 A11 28.11 -8.9333 0.0020

A4 19.95 A12 28.28 -9.1033 0.0018

B1 19.81 19.72 B9 31.57 -11.8475 0.0003

B2 19.35 B10 30.63 -10.9075 0.0005

B3 19.80 B11 31.25 -11.5275 0.0003
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标尺为 20 μm。

The scale bar is 20 μm.

图 5 EjHY5-1 和 EjHY5-2 的亚细胞定位

Fig. 5 Subcellular localizations of EjHY5-1 and EjHY5-2
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光是影响EjHY5s表达的一个重要环境因子（图6-B）。

2.4.2 病毒诱导的基因沉默 笔者利用VIGS技术

初步探讨EjHY5对类胡萝卜素合成相关基因的潜在

影响，选择在果实中表达水平相对较高的EjHY5-1

作为主要研究对象。对 pTRV1+pTRV2和 pTRV1+

pTRV2-EjHY5-1 处理下的果实样品进行 PCR 鉴定

（图 7），经 1%琼脂糖凝胶电泳检测发现样品含有

RNA1、RNA2或外壳蛋白基因，表明TRV病毒已侵

染果实，VIGS体系构建成功，可用于后续试验。

利用qRT-PCR检测两组果实中EjHY5-1的表达

量（图8），结果表明沉默后第4天的pTRV1+pTRV2-

EjHY5-1组中EjHY5-1表达量极显著下降，其表达量

为对照组的46.62%，沉默效率为53.38%；沉默后第7

天，EjHY5-1表达亦极显著下调，表达量为对照组的

M 表示 DL2000 Marker；1~6 为部分果实样品。

M indicates the DL2000 DNA marker; 1~6 are several fruit samples.

图 7 枇杷果实中的 TRV 病毒检测

Fig. 7 TRV virus detection of loquat fruits

A. 沉默后第 4 天；B. 沉默后第 7 天。

A. On days 4 after silencing; B. On days 7 after silencing.

图 8 沉默后第 4 天和第 7 天果实中 EjHY5-1、、PSY1 和 PDS 的表达

Fig. 8 Expression of EjHY5-1, PSY1, and PDS in fruit on days 4 and 7 after silencing

pTRV1+pTRV2-EjHY5-1

pTRV1+pTRV2

M 1 2 3 4 5 6

M 1 2 3 4 5 6
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47.08%，沉默效率为 52.92%。此外，笔者分别对这

两个时间点的PSY1和PDS表达量进行测定，发现处

理组果实中PSY1和PDS的表达量在第 4天已出现

下降，并在第7天显著下调。

3 讨 论

3.1 遮光对枇杷果实色素积累的影响

光照是影响类胡萝卜素积累的重要因素[30]，而

遮光对不同果实类胡萝卜素含量的影响存在差

异[31-33]。笔者在本研究中发现，遮光未对枇杷果实中

叶绿素 a、叶绿素b和类胡萝卜素的积累趋势造成影

响，但会导致部分时期的色素含量下降。在 S4时

期，遮光条件下的果皮和果肉类胡萝卜素含量均有

所下降，且果肉中显著减少，表明遮光不利于类胡萝

卜素在果肉中的积累。果肉类胡萝卜素含量决定着

枇杷果实的营养价值，因此在生产管理中应提供充

足的光照，以保障类胡萝卜素在果肉中的积累。果

实在S2时期开始转色，该时期果皮叶绿素 a和叶绿

素b含量迅速下降，类胡萝卜素含量较低，说明果实

颜色变化的主要原因是叶绿素分解而非类胡萝卜素

含量增加，在柑橘中亦有类似报道[34]。

3.2 遮光对枇杷果实类胡萝卜素合成相关基因表

达的影响

前人研究发现，黄肉枇杷果实中的主要色素是

β-胡萝卜素和叶黄素[35]。在S2时期，遮光处理果实

的果皮中LCYb上调表达，而ZEP显著下调表达，可

能促进 β-胡萝卜素的积累。然而测定色素含量发

现，类胡萝卜素含量却显著减少。qRT-PCR结果显

示，在 S2 时期与番茄红素合成相关的 DXS、DXR、

PSY1和PDS在遮光处理果实的果皮中均呈现下调

表达趋势，推测间接影响了 β-胡萝卜素的合成。其

中，DXR和PDS的表达量显著下降，可能是导致S2

时期果皮类胡萝卜素含量显著下降的重要基因。

Arcos等[36]研究发现，在苹果果实中瞬时转化AtDXR

使总类胡萝卜素含量增加 2倍，表明DXR可能是提

高苹果果实类胡萝卜素水平的理想候选基因。而在

桃、柚等果实中，PDS被报道为果实类胡萝卜素合成

途径上的关键限速基因，其表达水平直接影响了类

胡萝卜素的积累[37-39]。

PSY是类胡萝卜素生物合成途径上的另一个关

键限速酶基因。Fu 等 [40]研究发现，枇杷中有多个

PSY，且具有组织表达特异性。如EjPSY1主要在果

皮中表达；EjPSY2A主要在果肉中表达EjPSY2B主

要在叶片中表达；EjPSY3则缺乏功能，但可能是其

他PSY的祖先。洪敏等[41]利用VIGS技术诱导枇杷

果实中的 PSY 沉默后，总类胡萝卜素含量降低了

46.8%。该结果表明PSY是影响类胡萝卜素含量的

重要基因。PSY1和PSY2A具有相似的表达特征，在

S4时期遮光条件下果肉的类胡萝卜素含量显著下

降，PSY2A显著下调表达，表明PSY2A可能是影响果

肉类胡萝卜素最终积累量的关键基因。与果皮相

比，遮光对果肉类胡萝卜素的积累影响更大。

3.3 EjHY5的表达及潜在功能分析

HY5转录因子属于bZIP家族，在光信号通路中

发挥着重要作用[42]。笔者基于枇杷基因组数据克隆

获得的 EjHY5-1 和 EjHY5-2 具有保守的 bZIP 结构

域，它们可能参与了枇杷果实的光信号转导、色素合

成、生长发育等多种生命活动[25]。对EjHY5在果实

中的表达特性进行分析，结果表明EjHY5-1主要在

果皮中表达，而EjHY5-2主要在果肉中表达，且光照

是影响其表达的重要因子。与非遮光处理相比，在

遮光条件下EjHY5-1的表达量显著下降，EjHY5-2的

表达量显著上升，二者呈现相反的变化趋势，推测它

们可能存在不同的光响应机制。

多项研究表明，HY5通过识别基因启动子区的

G-box元件调控基因表达。在拟南芥中，Toledo-Or-

tiz等[21]发现AtHY5通过直接与PSY基因启动子区的

G-box元件结合，调控PSY的转录表达，进而影响了

拟南芥类中胡萝卜素的合成。在苹果、葡萄、风信子

等植物中也有相似的报道[43-45]。对EjPSY1和EjPDS

的启动子进行分析，发现它们的启动子区均包含G-

box元件。利用VIGS技术沉默果实EjHY5-1后，果

实 EjPSY1 及 EjPDS 的表达量均显著降低，推测

EjHY5-1可能对它们存在正向调控作用。

4 结 论

遮光对枇杷果实的色素含量及类胡萝卜素合成

相关基因的表达具有重要影响。经遮光处理，S4时

期果皮和果肉中的类胡萝卜素含量均有所下降，且

对果肉类胡萝卜素的积累影响更大。DXR和PDS

可能是遮光处理下果皮类胡萝卜素在S2时期显著

减少的关键基因，而PSY2A在S4时期的表达量显著

降低可能是影响果肉类胡萝卜素差异积累的重要基

因。EjHY5-1及EjHY5-2的表达具有组织特异性，且

张苇胤，等；遮光条件下不同发育阶段枇杷果实类胡萝卜素含量的变化及相关基因的表达分析 2259
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与光照密切相关。在果实中沉默EjHY5-1后，PSY1

和PDS的表达量显著降低。而PSY1和PDS的启动

子区均含有 HY5 特异性结合的 G-box 元件，说明

EjHY5-1可能对其具有转录调控作用，从而进一步

影响枇杷果实类胡萝卜素的积累。
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