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　 　 摘要：　 为了研究茉莉酸（Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＪＡ）合成路径关键酶基因 ＦａＯＰＲ３ 在草莓果实成熟中的作用，测定了

八倍体红颜草莓果实成熟过程中内源 ＪＡ 含量，并用外源茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）涂抹草莓果实观察其果实着色情况及

测定相关酶基因的表达，同时使用瞬时基因表达对草莓果实进行 ＦａＯＰＲ３ 基因的超表达和干扰。 结果显示草莓果

实中内源 ＪＡ 含量从小绿果期到白果期急剧上升，到果实成熟后开始下降。 草莓果实涂抹外源 ＪＡ，能够促进果实发

育和成熟。 ＦａＯＰＲ３ 基因的过量表达可诱导果实内源 ＪＡ 含量的增加，并且可诱导色素合成基因 ＦａＣＨＳ、ＦａＣＨＩ、
ＦａＦ３Ｈ、ＦａＵＦＧＴ、ＦａＤＦＲ 的表达量上升。 而 ＦａＯＰＲ３ 基因干扰后果实内源 ＪＡ 含量降低，并且抑制相关色素代谢基

因表达。 说明 ＦａＯＰＲ３ 基因能够促进草莓果实着色和成熟。
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　 　 茉莉酸类化合物（ Ｊａｓｍｏｎａｔｅｓ，ＪＡｓ）是一类新发

现的植物内源激素，包括茉莉酸甲酯（Ｍｅｔｈｙｌ ｊａｓ⁃
ｍｏｎａｔｅ，ＭｅＪＡ）、茉莉酸（Ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＪＡ）以及其他

的衍生物等一系列具有相似生物活性的化合
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物［１⁃３］。 ＪＡ 不仅能作为信号分子参与植物的抗性反

应［４⁃７］，还能使植物对外来的非生物胁迫产生应答，
在植物生长发育及其抗虫、抗病反应中起着重要

作用［８⁃１０］。
１２⁃氧⁃植物二烯酸还原酶（ＯＰＲ）是由亚麻酸合

成 ＪＡ 的十八碳烯酸途径中的一个关键酶，控制 ＪＡ
合成的最后步骤，即催化 １２⁃氧⁃植物二烯酸（１２⁃ｏｘｏ⁃
ｐｈｙｔｏｄｉｅｎｏｉ ａｃｉｄ，ＯＰＤＡ）环戊烷酮中 １０ 和 １１ 碳碳

双键加氢还原，生成 ＪＡ 的前体 ＯＰＣ⁃８ ∶ ０［１１⁃１２］。
ＯＰＲ３ 基因已经在拟南芥、番茄、玉米、水稻、豌豆、
香蕉等多个作物中克隆，并且对该基因在蛋白结构、
酶活性、基因表达以及抗逆抗胁迫等方面进行了深

入的分析［１３⁃１６］。
草莓因其生长结果期较短，可以作为一种果树

类的模式植物来研究其果实的生长发育，已有研究

结果表明 ＪＡｓ 能够减缓采后草莓果实腐烂，抑制果

实采后病害的发生［１７⁃１８］；茉莉酸甲酯 ＭｅＪＡ 能够促

进果实着色，提高果实品质［１９］。 但是这些相关研究

大多数都是关于果实采后生理，而对草莓果实发育

过程中 ＪＡ 的分子机理关注很少。 为此，本研究以草

莓品种红颜为材料，对 ＯＰＲ３ 基因在草莓果实发育

和成熟中的调控作用及其机理进行研究。

１　 材料和方法

１．１　 试验材料

草莓品种红颜 （Ｆｒａｇａｒｉａ ａｎａｎａｓｓａ Ｄｕｃｈ． Ｂｅｎｉ⁃
ｈｏｐｐｅ）于 ２０１４ 年 １２ 月至 ２０１５ 年 ３ 月在江苏农林

职业技术学院农博园草莓种植基地进行，白天温度

２０～２３ ℃，夜间 １０ ～ １５ ℃，试验期间草莓生长状态

良好，无病虫害发生。
参照文献［２０］中的草莓果实发育时期，根据红

颜的果实发育特点，将其发育时间划分为 ７ 个时期，
分别是：小绿果（ＳＧ 幼果期，花后 ７ ｄ）、中绿果（ＭＧ
中果期，花后 １４ ｄ）、大绿果（ＢＧ 绿熟期，花后 １８
ｄ）、白果（Ｗｈ 白熟期，花后 ２３ ｄ）、白转红（Ｔｕ 始熟

期，花后 ２５ ｄ）、片红（Ｐｒ 转色期，花后 ２７ ｄ）、全红果

（Ｒｅ 成熟期，花后 ３０ ｄ）。
１．２　 试验方法

１．２．１ 　 草莓果实中 ＪＡ 含量测定 　 完全参照文献

［２１］测定草莓果实 ７ 个时期的 ＪＡ 含量，每个果实

发育时期取 １２ 颗果实，每个时期试验重复 ３ 次。
１．２．２　 ＭｅＪＡ 处理对草莓果实成熟的影响　 选取花

后 １２ ｄ 接近中绿果时期的草莓果实为试验材料，用
５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＭｅＪＡ 涂抹整个草莓果实表面，每隔 １ ｄ
涂抹一次，共涂抹 ３ 次。 每次处理 ３０ 个果实。 对照

是水处理。 涂抹后每天拍照观察草莓果实的表型

变化。
取涂抹后第 １０ ｄ 的果实，用刀片将果肉与种子

分离，收集果肉用液氮速冻，贮存于－８０ ℃超低温冰

箱中备用。 使用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒 （购自

ＴａＫａＲａ 公司）提取草莓果实总 ＲＮＡ，以提取的总

ＲＮＡ 为模板，利用 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ ＳＭＡＲＴＴＭ Ｌｉｂｒａｒｙ 试剂

盒（购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）合成 ｃＤＮＡ 第一链，用实时荧光

定量的方法分析 ＦａＯＰＲ３ 基因以及 ５ 个色素合成基

因查尔酮合酶基因（ＦａＣＨＳ）和查尔酮异构酶基因

（ＦａＣＨＩ）、黄烷酮 ３⁃羟化酶基因（ＦａＦ３Ｈ）、ＵＤＰ 葡

萄糖⁃类黄酮⁃３⁃Ｏ⁃葡萄糖基转移酶基因（ＦａＵＦＧＴ）
和二氢黄酮醇还原酶基因（ＦａＤＦＲ）表达量的变化。

总反应体系为 ２０ μｌ，包括：１０ μｌ ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ 混合液， ２ μｌ ｃＤＮＡ， １ μｌ 上游引物 （ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ），１ μｌ 下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），６ μｌ 无核酸

污染的灭菌水。 反应程序为：９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；９４
℃变性 ２０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，４０ 个循

环。 每次循环第 ３ 步进行荧光采集，检测其荧光值，
绘制熔点曲线。 标准品 ｃＤＮＡ 和待测样品均设置 ３
次重复。
１．２．３　 ＪＡ 合成关键酶基因 ＦａＯＰＲ３ 的克隆及生物

信息学分析 　 根据 ＮＣＢＩ 中登录的二倍体草莓 Ｆ．
ｖｅｓｃａ ＯＰＲ３ 基因序列（登录号 ＸＭ＿００４２８７５７７．２），用
Ｐｒｉｍｅｒ ６ 软件设计基因全长引物（表 １），扩增全长

ＦａＯＰＲ３ 基因，并对基因序列进行测序分析。
利用 ＭＵＳＣＬＥ 软件将 ＦａＯＰＲ３ 氨基酸序列与苹

果、拟南芥、梅、甜橙、梨、马铃薯、蚕豆、玉米和鹰嘴

豆的氨基酸序列进行比对分析，并分析同源性关系。
利用 ＭＥＧＡ５ 软件分析草莓 ＦａＯＰＲ３ 蛋白与苹果、
拟南芥、梅、甜橙、梨、马铃薯、蚕豆、玉米和鹰嘴豆

ＯＰＲ３ 蛋白的进化关系，构建分子进化树。
１．２．４　 草莓果实中 ＦａＯＰＲ３ 基因的超表达和 ＲＮＡｉ
分析　 将 ＦａＯＰＲ３ 基因正向和反向全长序列分别构

建到植物表达载体 ＰＢＩ１２１ 上，得到超表达载体

ＦａＯＰＲ３⁃ＯＥ，干扰载体为 ＦａＯＰＲ３⁃ＲＮＡｉ。 超表达载

体和空载体 ｐＢＩ１２１ 一起转化农杆菌 ＧＶ３１０１。 将农

杆菌划线接种在 ＹＥＢ 固体培养基上，挑取单菌落放

入 ＹＥＢ 液体培养基中，同时加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的乙酰
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丁香酮振荡 ２８ ℃培养。 当菌液 ＯＤ６００达到 １􀆰 ０ 时，
收集菌种重悬于侵染缓冲液（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２，１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＥＳ， ｐＨ ５􀆰 ６，２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 乙酰丁香酮），室
温振荡 ２ ｈ。 用无菌的 １ ｍｌ 注射器从草莓蒂部均匀

注射到花后 １６ ｄ 的草莓大绿果果实中。 每次注射

５０ μｌ，每 ２ ｄ 注射一次，一共注射 ３ 次。 注射完后每

天观察草莓表型变化，并且拍照记录。 每个载体注

射果实不少于 ３０ 个，试验重复 ３ 次。

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ（ＦＱ⁃ＰＣＲ）

基因 引物序列（５′→３′）

ＦａＯＰＲ３ ＴＣＴＡＧＡＡＴＧＴＣＴＧＣＴＣＡＡＧＴＴＣＣＣＡＣＣ

ＧＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＡＣＣ

ＦａＯＰＲ３ ＧＡＧＣＴＣＡＴＧＴＣＴＧＣＴＣＡＡＧＴＴＣＣＣＡＣＣ

ＴＣＴＡＧＡＴＣＡＡＧＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＡＴＴＡＣＣ

ＦａＯＰＲ３ ＧＡＡＧＣＣＡＣＴＧＧＡＧＴＴＴＣＴＧ

ＡＧＡＡＴＡＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴＡＧＣＡＴ

ＦａＣＨＳ ＧＣＴＧＴＣＡＡＧＧＣＣＡＴＴＡＡＧＧＡ

ＧＡＧＣＡＡＡＣＡＡＣＧＡＧＡＡＣＡＣＧ

ＦａＣＨＩ ＧＴＴＡＡＧＴＧＧＡＡＧＧＧＣＡＡＧＡ

ＣＣＣＧＴＣＡＧＣＧＧＴＡＧＴＡＴＣＡ

ＦａＦ３Ｈ ＴＴＴＴＣＴＧＡＧＣＡＡＴＧＧＧＡＧＧ

ＣＴＧＧＧＴＴＣＴＧＧＡＡＴＧＴＣＧ

ＦａＤＦＲ ＡＣＧＡ ＡＧＴＧＡＴＡＡＡＧＣＣＡＡＣＡ

ＡＡＡＣＡＣＣＡＡＣＣＴＣＣＧＡＡＣ

ＦａＵＦＧＴ ＧＧＴＡＡＧＣＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＣＡ

ＴＡＴＧＡＧＣＡＣＣＧＡＡＣＣＡＡＡ

ＡＣＴＩＮ ＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＧＧＡＧＡＴＧＡＴ

ＣＡＧＴＴＡＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧ ＴＧＣ

ＦａＯＰＲ３ 基因超表达和干扰 １０ ｄ 时用实时荧光

定量的方法分析 ５ 个色素合成基因 ＦａＣＨＳ、ＦａＣＨＩ、
ＦａＦ３Ｈ、ＦａＵＦＧＴ、ＦａＤＦＲ 以及 ＦａＯＰＲ３ 基因的表达

量变化，方法同方法 １．２．２。 同时测定草莓果实相关

生理指标，包括 ＪＡ 含量、可溶性糖含量（美国安捷

伦公司高效液相色谱仪测定）、花青素含量（采用

７６０ＣＲＴ 型双光束紫外可见光分光光度计测定）和

果实硬度（硬度计测定）。

２　 结果与分析

２．１　 草莓果实中 ＪＡ 含量

对 ７ 个时期草莓果实中的 ＪＡ 含量进行测定，结
果显示 ＪＡ 在花后 ７ｄ 即小绿果时期含量很低，随着

果实的发育，ＪＡ 含量急剧上升，花后 ２３ ｄ 即果实处

于白果阶段，ＪＡ 含量达到顶峰，随后急剧下降，在成

熟果实中 ＪＡ 含量最低（图 １）。

图 １　 草莓果实发育过程中 ＪＡ 含量变化

Ｆｉｇ． １ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ
ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

２．２　 ＭｅＪＡ 处理对草莓果实成熟的影响

图 ２Ａ 显示，涂抹 ＭｅＪＡ １０ ｄ 天草莓的果实大部

分开始变红，有部分已经全部变红，而对照仅有少部

分开始变红。 ＭｅＪＡ 处理以后，色素合成相关基因相

对表达量与对照相比均有明显升高（图 ２Ｂ），其中

ＦａＯＰＲ３ 和 ＦａＤＦＲ 升高较多。 说明 ＭｅＪＡ 处理能够

上调 ＦａＯＰＲ３ 和 ＦａＤＦＲ 基因的表达，促进果实快速

着色，进而促使草莓果实提前成熟。
２．３　 ＦａＯＰＲ３ 基因的克隆及生物信息学分析

　 　 为了进一步分析 ＪＡ 在草莓果实中的作用，克隆

了 ＪＡ 合成路径中关键酶基因 ＦａＯＰＲ３，该基因全长

１ １８２ ｂｐ，编码 ３９３ 个氨基酸（图 ３）。
将草莓 ＦａＯＰＲ３ 氨基酸序列与苹果、拟南芥、

梅、甜橙、梨、马铃薯、蚕豆、玉米和鹰嘴豆的氨基酸

序列进行了比对分析，发现 ＯＰＲ３ 酶在各个物种中

的序列非常保守；草莓与苹果、梨和梅的亲缘关系最

近，而与甜橙和玉米的亲缘关系较远（图 ４、图 ５）。
２．４　 草莓果实中 ＦａＯＰＲ３ 基因的超表达和 ＲＮＡｉ
分析

　 　 ＦａＯＰＲ３ 基因超表达后，与空载对照相比果实

能够提前上色 ５ ～ ７ ｄ，而干扰以后会延迟果实上色

（图 ６）。 ＦａＯＰＲ３ 基因超表达也促进了果实內源 ＪＡ
含量、可溶性糖含量、花青素含量的增加以及硬度下

降（表 ２）。 ＲＮＡｉ 干扰后果实內源 ＪＡ 含量、可溶性

糖含量、花青素含量降低，硬度上升（表 ２）。 表明
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 ＭｅＪＡ 处理对草莓果实着色以及相关色素基因表达量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＭｅＪＡ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔ ｃｏｌｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｐｉｇｍｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

　 　 　 　 　 Ｍ：分子量标准；１：ＦａＯＰＲ３ 基因。
图 ３　 ＦａＯＰＲ３ 基因全长扩增

Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＦａＯＰＲ３ ｇｅｎｅ

ＦａＯＰＲ３ 基因的超表达可以促进草莓果实提前成

熟；相反 ＦａＯＰＲ３ 基因的干扰会延迟果实成熟。
ＦａＯＰＲ３ 基因超表达上调了 ５ 个色素合成基因

（ＦａＣＨＳ、 ＦａＣＨＩ、ＦａＦ３Ｈ、ＦａＵＦＧＴ、ＦａＤＦＲ）表达量

１～２ 倍，而 ＦａＯＰＲ３ 基因干扰则下调了这些基因的

表达量（图 ７）。 说明 ＦａＯＰＲ３ 基因超表达增加色素

合成基因的表达，促进花青素的合成从而促使草莓

果实着色成熟；而 ＦａＯＰＲ３ 基因干扰则会降低色

素合成基因的表达量，从而抑制草莓果实着色

成熟。

３　 讨 论

研究 ＪＡ 对果实的成熟调控不仅能揭示 ＪＡ 的多

重功能，而且还能为果实的储存保鲜提供新思

路［２２］。 对草莓果实中的 ＪＡ 含量分析表明，随着果

实的发育，ＪＡ 含量急剧增长，但是随后又急剧下降，
到红果时降到最低值。 草莓果实在大绿果时期，各
个成熟基因开始大量表达，导致果实中的色素和香

味物质大量积累，果实开始上色并发育成熟，因此

ＪＡ 在启动果实成熟方面可能扮演着一个很重要的

角色［２３⁃２４］。
草莓中的 ＪＡ 含量分析表明，ＪＡ 可能参与了果

实的着色成熟。 有研究者用 ＭｅＪＡ 处理葡萄果实

发现，ＭｅＪＡ 能促进葡萄果实花青素含量的增加，
明显促进巨峰葡萄果实提前着色并提高果实的糖

酸比［２５］ 。 用 ＭｅＪＡ 处理苹果也能使苹果提前着

色［１９］ 。 这可能是 ＭｅＪＡ 等酯类物质提高了果实内

部的苯丙氨酸解氨酶的活性，进而促进了植物的

次生代谢物质的合成，如香味、酚类物质、类黄酮

类，最后导致花青素的合成增加从而使果实提前

成熟［２６］ 。 上述结果也说明 ＪＡ 可能正向调控花青

素的积累。
在 ＪＡ 合成路径中， ＯＰＲ３ 基因的表达水平直接

决定着 ＪＡ 含量的高低［１１⁃１３］。 ＦａＯＰＲ３ 基因在草莓

果实中超表达后，果实中 ＦａＯＰＲ３ 基因的表达量与

空载对照相比提高了 ２ 倍（图 ７），５ 个色素基因表

达上调，并且花青素的含量也提高了，这使得果实的

着色速度比对照提前 ５ ～ ７ ｄ，而 ＦａＯＰＲ３ 基因干扰

以后，５ 个色素基因表达下调，果实延迟成熟。 因此

认为，ＪＡ 调控草莓果实着色是通过调控花色苷积累

途径中相关基因的表达来实现的， 如 ＦａＣＨＳ，
ＦａＣＨＩ、 ＦａＦ３Ｈ、 ＦａＵＦＧＴ、 ＦａＤＦＲ， 从而促进 果 实

着色。
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　 　 　 　 　 　 　 Ｍｄ：苹果；Ｐｂ：梨；Ｐｍ：梅；Ｆａ：草莓；Ｓｔ：马铃薯；Ａｔ：拟南芥；Ｇｍ：蚕豆；Ｃａ：鹰嘴豆；Ｃｓ：甜橙；Ｚｍ：玉米。
图 ４　 多物种 ＯＰＲ３ 蛋白氨基酸序列比对

Ｆｉｇ．４　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＯＰＲ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｓｅｖｅｒａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＭＵＳＣＬＥ ｓｏｆｔｗａｒｅ
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ５　 利用 ＭＥＧＡ 软件构建的 ＯＰＲ３ 蛋白进化树

Ｆｉｇ．５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＯＰＲ３ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ ｓｏｆｔｗａｒｅ

表 ２　 ＦａＯＰＲ３ 基因超表达和干扰对果实生理指标的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＦａＯＰＲ３ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＲＮＡｉ ｏｎ ｆｒｕｉｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ

载体 ＪＡ 含量（ｎｇ ／ ｇ， ＦＷ） 蔗糖含量（ｍｇ ／ ｇ ，ＦＷ） 花青素含量（μｇ ／ ｇ ，ＦＷ） 果实硬度（Ｎ ／ ｃｍ２）

ＰＢＩ１２１ ９８．７ ± ６．０３ｂ ２４．６８ ± １．９８ｂ ０．１７ ± ０．０２ｂ １１．７２ ± ０．９８ａ

ＦａＯＰＲ３⁃ＯＥ １１３．７４ ± ８．７２ａ ２７．５９ ± ２．９６ａ ０．２３ ± ０．０２ａ ９．６８ ± １．０２ｂ

ＦａＯＰＲ３⁃ＲＮＡｉ ８３．９３ ± ５．２８ｃ ２０．４５ ± １．１１ｃ ０．０９ ± ０．０２ｃ １１．６５ ± ０．５４ａ

同列数据后不同小写字母表示差异达显著水平（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

图 ６　 农杆菌侵染后草莓果实发育情况

Ｆｉｇ．６　 Ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｆｔｅｒ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｎｆｅｃ⁃
ｔｉｏｎ
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