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　 　 摘要:　 为探究葡萄的防锈措施ꎬ本研究以阳光玫瑰葡萄为试验材料ꎬ于花后 １４ ｄꎬ用 ２５ ｍｇ / Ｌ的 ＧＡ３分别和 ０
ｍｇ / Ｌ、５ ｍｇ / Ｌ、１０ ｍｇ / Ｌ、１５ ｍｇ / Ｌ的 ＣＰＰＵ 组合处理果穗ꎬ以清水处理为对照(ＣＫ)ꎮ 待果实进入转色期后分别采集

不同成熟阶段的葡萄果实ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 测定与果锈生成相关的苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)基因和白藜芦醇

合酶(ＲＳ)基因的表达水平ꎬ测定葡萄果皮果锈发生率、果皮中次生代谢物含量等指标ꎮ 结果表明ꎬ果实成熟过程

中ꎬ与对照相比ꎬＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理后ꎬＰＡＬ 和 ＲＳ 基因表达水平降低ꎬＰＡＬ 基因表达峰值、ＲＳ 基因表达水平均与 ＣＰＰＵ
处理浓度呈负相关ꎮ 与对照相比ꎬＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理显著降低了果皮中白藜芦醇、总酚和木质素含量ꎬ咖啡酸、香豆

酸、丁香酸等酚酸含量随 ＣＰＰＵ 浓度增加显著下降ꎬ儿茶素和没食子酸含量随 ＣＰＰＵ 处理浓度增大先升后降ꎮ
ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理的葡萄果皮果锈发生率明显降低ꎮ 与 ＧＡ３＋５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 处理的葡萄果实相比ꎬＧＡ３＋１０ ｍｇ / Ｌ ＣＰ￣
ＰＵ 和 ＧＡ３＋１５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 处理的葡萄果实成熟期推迟ꎬ风味下降ꎬ商品性显著降低ꎮ 因此ꎬ生产实践上用 ＧＡ３ ＋
ＣＰＰＵ 处理阳光玫瑰葡萄果穗的适宜质量浓度为 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３＋５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵꎮ
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　 　 阳光玫瑰(Ｖｉｔｉｓ ｌａｂｒｕｓｃａｎａ Ｂａｉｌｅｙ×Ｖ. ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌ .
Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ)是二倍体鲜食葡萄品种[１]ꎬ引自于日

本ꎬ因其果粒较大ꎬ且品质优良ꎬ受到大量葡萄生产

者和消费者的欢迎ꎮ 但中国大多数地区栽培的阳光

玫瑰成熟时浆果表面却出现微小的红褐色斑点ꎬ称
为果锈ꎬ影响果面光洁度ꎬ降低了葡萄的市场价值ꎬ
严重影响经济效益ꎮ 果锈是一层褐色的木栓化次生

保护组织ꎬ形状为条状或不规则锈斑ꎬ主要在果皮表

面发生[２￣４]ꎮ 砂梨和苹果上的果锈是由生长应力和

外在因素导致微观裂隙ꎬ随后通过外表皮细胞的细

胞壁内侧木栓质的积累形成高塑性的外周膜引起的

果皮生理性紊乱[５]ꎮ
果锈是果实成熟期的一种生理紊乱现象ꎮ 花期

多雨、低温、高湿、植株营养失调、病虫害、用药不当、
机械损伤、果园通风不良等都是诱发果锈生成的外

界环境因素[６]ꎮ Ｓｕｅｈｉｒｏ[７] 等推测白藜芦醇等酚类

化合物、ＰＰＯ 等多酚氧化酶基因与葡萄果锈生成相

关ꎻ研究结果表明ꎬ 咖啡酸￣Ｏ￣甲基转移酶基因

(ＣＯＭＴ)和肉桂酸￣４￣羟化酶(Ｃ４Ｈ 酶)基因等木栓

质合成基因的表达加强ꎬ外表皮细胞的细胞壁内侧

木栓质的积累ꎬ形成果锈[８￣１０]ꎮ 从果锈的形成途径

来看ꎬ果锈的重要组分木栓层的形成与木质素合成

有关[５ꎬ１１]ꎬ木质素的合成ꎬ促进木栓形成层出现ꎬ从
而在一定程度上促进锈斑的形成[１２]ꎮ

ＧＡ３(赤霉素)和 ＣＰＰＵ(氯吡脲)作为植物生

长调节剂在葡萄的生产栽培中已有广泛应用ꎮ
ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 的使用显著抑制果锈的生成ꎬ提高葡

萄的果实品质[１３￣１４] ꎮ 目前已有研究结果表明ꎬ外
源 ＧＡ３可防止苹果果锈形成[１５] ꎬ适当浓度的外源

绿原酸处理可显著降低金冠苹果果锈指数[１６] ꎬ套
袋也可以在一定程度上控制苹果、梨、葡萄果实表

面果锈的生成ꎬ降低果锈发生程度ꎬ提高果面光洁

度[１７] ꎮ 冯娇等从转录组测序角度ꎬ初步探究了

ＧＡ３和 ＣＰＰＵ 抑制葡萄果锈生成的机理[３] ꎬ本研究

结合之前的测序结果以及相关文献ꎬ同样以 ＧＡ３和

不同浓度的 ＣＰＰＵ 组合处理阳光玫瑰葡萄果穗ꎬ
通过体视显微镜观察同一成熟时期不同处理的葡

萄果皮特征ꎬ从果锈生成相关酚类物质和木质素

含量等生理方面及相关基因表达等角度阐述 ＧＡ３

和 ＣＰＰＵ 对果锈生成的影响ꎬ探究该品种的防锈

技术ꎬ旨在为新型品种阳光玫瑰的标准化生产栽

培提供理论依据和技术指导ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

试验于 ２０１６ 年 ５－１０ 月在南京农业大学汤山

葡萄实验基地进行ꎮ 供试品种为 ７ 年生阳光玫瑰葡

萄ꎬ采用平棚架避雨栽培ꎬ株行距为 ３.０ ｍ×６􀆰 ０ ｍꎬ
“Ｈ”型树形ꎬ土、肥、水管理及病虫害防治同常规ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 田间处理与样品采集 　 选取树体生长势基

本一致的阳光玫瑰葡萄树ꎬ处理前将花穗修剪至距

离穗尖约 ６ ｃｍ 的位置ꎮ 于花后 ２ 周分别用 ２５ ｍｇ / Ｌ
ＧＡ３(处理Ⅰ)ꎬ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ ＋５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ(处理

Ⅱ)ꎬ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ ＋ １０ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ (处理Ⅲ)ꎬ２５
ｍｇ / Ｌ ＧＡ３＋１５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ(处理Ⅳ)浸蘸花穗 ５~１０
ｓꎮ 处理前集中疏果ꎬ每穗大小及遮阴情况保持一

致ꎮ “Ｈ”型树形的每一个主蔓作为一个处理ꎬ４ 个

处理随机分布于 ６ 棵树ꎬ每个处理 ３ 个主蔓ꎬ余下主

蔓用清水处理作为对照(ＣＫ)ꎮ
果实进入转色期(７ 月 ３１ 日)开始ꎬ每隔 ７ ｄ 取

１ 次样品ꎬ从每个处理果穗的上、中、下部随机取 ５０
粒大小均匀、成熟度一致的果实ꎬ用冰袋带回实验

室ꎬ剥离果皮ꎬ液氮速冻ꎬ－７０ ℃冷冻保存ꎬ用于荧光

３４６冯　 娇等:ＧＡ３与 ＣＰＰＵ 对葡萄果锈相关物质合成及基因表达的影响



定量 ＰＣＲ 试验ꎻ待果实完全成熟时(９ 月 １８ 日)ꎬ采
集 ５ 个处理的葡萄果实ꎬ通过体视显微镜观察果锈

发生情况ꎬ取果皮置于－７０ ℃冰箱中保存ꎬ用于测定

白藜芦醇、香豆酸、丁香酸等酚类物质及木质素含量

等ꎮ
１.２.２　 试剂与仪器　 赤霉酸(上海同瑞生物科技有

限公司产品)ꎬＣＰＰＵ(四川省兰月科技有限公司产

品)ꎬＮａ２ＣＯ３、冰乙酸、溴乙酰、高氯酸、Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌ￣
ｔｅｕ 试剂、甲醇分析纯、乙酸乙酯、盐酸、抗坏血酸、甲
醇(色谱纯)、乙醇、没食子酸、香豆酸、咖啡酸、阿魏

酸、儿茶素、丁香酸和白藜芦醇标品均购自上海源叶

生物公司ꎬ体视显微镜(ＬＥＩＣＡ Ｓ８ＡＰ０)ꎬ酶标仪(德
国 ＴＥＣＡＮ 公司产品)ꎬ ＳＢ￣５２００ＤＴ 超声波清洗机

(宁波新芝生物科技股份有限公司产品)ꎬ超高效液

相色谱仪(美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司产品)等ꎮ
１.２.３　 果锈指数统计　 参照张勃等[１２] 的方法ꎬ从 ７
月 ３１ 日起ꎬ对 ＣＫ 和各处理果实分别进行分级和锈

斑率统计ꎮ 根据果锈程度将果实分级:无锈果为 ０
级ꎬ果锈面积﹤ ５％为 １ 级ꎬ果锈面积 ６％~ １５％为 ２
级ꎬ果锈面积 １６％~２５％为 ３ 级ꎬ果锈面积>２５％为 ４
级ꎮ

果锈指数＝(０ 级×ａ＋１ 级×ｂ＋２ 级×ｃ＋３ 级×ｄ＋４
级×ｅ)×１００ / (４ 级×ｎ)ꎮ 其中 ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ 分别为 ０~４
级果的统计数ꎬｎ 为样本总数ꎮ
１.２.４　 体视显微镜观察　 利用体视显微镜(放大 ２５
倍)观察同一成熟时期(９ 月 １８ 日)ＣＫ 和 ４ 种不同

处理阳光玫瑰葡萄果实的果皮特征ꎬ并拍照记录果

皮果锈的发生情况ꎮ
１.２.５　 单体酚类物质含量测定 　 采用反相高效液

相色谱法测定阳光玫瑰葡萄果皮中单体酚类物质的

含量ꎮ 分别取 ３ ｇ 同一成熟时期(９ 月 １８ 日)ＣＫ 和

不同处理的阳光玫瑰葡萄果皮ꎬ研磨后溶于 ２５ ｍｌ
１００％甲醇中ꎬ加入 ８０ ｍｇ 抗坏血酸(溶于 １５ｍｌ 纯水

中)ꎬ再加入 １０ ｍｌ ６ ｍｏｌ / Ｌ盐酸ꎬ将所有溶液置于

１００ ｍｌ 锥形瓶中ꎬ超声波降解处理 ２ ｍｉｎꎬ充氮气排

出锥形瓶内的空气ꎬ密封后置于 ３５ ℃ 提取 １６ ｈ 后ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ、４ ℃ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎬ４０ ℃
旋转蒸发除去甲醇ꎬ用 ３０ ｍｌ 乙酸乙酯溶解后先萃

取 １ 次ꎬ之后再用 ２０ ｍｌ 乙酸乙酯萃取 ２ 次ꎬ合并所

有萃取液ꎬ在 ４０ ℃ 条件下旋转蒸发至干再溶于 ５
ｍｌ ５０％甲醇(色谱纯)中ꎬ置于－７０ ℃ 条件下避光

保存ꎮ 将经过处理的果皮样品在确定的色谱条件下

进样ꎬ根据标准曲线定量ꎮ
１.２.６　 白藜芦醇含量测定 　 采用高效液相色谱法

测定阳光玫瑰葡萄果皮中白藜芦醇含量ꎮ 分别称取

１ ｇ 同一成熟时期(９ 月 １８ 日)的 ＣＫ 和不同处理的

果皮样品ꎬ研磨后迅速与 ２５ ｍｌ ８０％的乙醇混匀ꎬ在
６０ ℃ 水浴锅中水浴 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃ ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心

１５ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎮ 在液氮中速冻至固态后ꎬ放入

冷冻干燥器中冻干至粉末状态(避光)ꎬ溶解在 ２ ｍｌ
５０％的乙醇中ꎬ转移至 ２ ｍｌ 离心管中ꎬ离心后吸取

上清液ꎬ储存于－７０ ℃ 备用ꎮ 上样前用 １􀆰 ０ ｍｌ 注射

器吸取处理好的样品通过 ０􀆰 ２ μｍ 的有机系滤膜过

滤ꎬ使用标准曲线法定量ꎮ
１.２.７　 总酚含量测定　 总酚含量的测定采用 Ｆｏｌｉｎ￣
Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 试剂法ꎮ 分别取同一成熟时期 (９ 月 １８
日)ＣＫ 和不同处理的果皮经液氮研磨后ꎬ准确称取

２ ｇ 于 ５０ ｍｌ 锥形瓶中ꎬ加入 １０ ｍｌ 甲醇(分析纯ꎬ含
２％ ＨＣｌ)ꎬ在室温、黑暗条件下提取 ２４ ｈꎬ ４ ℃、
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ吸出上清液ꎮ 吸取 ２００ μｌ
上清液于 ５􀆰 ０ ｍｌ 的离心管中ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍｌ 的 Ｆｏｌｉｎ￣
Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 试剂ꎬ０􀆰 ８ ｍｌ ７􀆰 ５％的 Ｎａ２ＣＯ３溶液ꎬ缓慢搅

拌反应 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ用酶标仪在 ７６５ ｎｍ 处比色测定

吸光度 ＯＤ 值ꎮ 没食子酸作标准品制作标准曲线ꎮ
１.２.８　 木质素含量测定　 样品制备:将同一成熟时

期(９ 月 １８ 日)ＣＫ 和不同处理的阳光玫瑰葡萄果皮

用剪刀剪碎ꎬ然后将样品绝对烘干ꎬ研成粉末ꎬ用电

子天平准确称取果皮 ０􀆰 ０２ ｇ 各 ３ 份ꎮ 将制备好的

样品粉末放入 ５ ｍｌ 试管中ꎬ加入 ２５％的溴乙酰￣乙
酸溶液(质量比)２􀆰 ００ ｍｌ 和高氯酸 ０􀆰 ０８ ｍｌꎬ将管口

密封ꎬ于 ７０ ℃ 恒温水浴 ３０ ｍｉｎꎬ每隔 １０ ｍｉｎ 振荡试

管ꎮ 取四分之一的反应液ꎬ移入已装有 １􀆰 ０ ｍｌ ２
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 和 ２􀆰 ５ ｍｌ 冰乙酸混合液的容量瓶内ꎬ
振荡充分混匀并用冰乙酸定容至 １０􀆰 ０ ｍｌꎮ 以冰乙

酸为空白溶液ꎬ用酶标仪对样品溶液在波长 ２６０ ｎｍ
处进行扫描测定吸光度ꎮ

参照 Ｈａｔｆｉｅｌｄ 等[１８] 的方法ꎬＬｉｇｎｉｎ ＝ Ａｂｓ× ｌｉｔｅｒｓ×
１００％ /ＷｓａｍｐｌｅꎬＬｉｇｎｉｎ 为木质素含量ꎬＡｂｓ 为样品溶液

木质素吸光度ꎬＬｉｔｅｒｓ 为样品溶液定容体积(ｍｌ)ꎬ
Ｗｓａｍｐｌｅ为样品干质量(ｇ)ꎮ
１.２.９　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 用 ＲＮＡ 试剂盒(Ｆｏｒｅ￣
ｇｅｎｅ)提取果皮总 ＲＮＡꎬ以总 ＲＮＡ 为模板利用 Ｔａｋａ￣
ｒａ Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡꎬ
并将合成后的 ｃＤＮＡ 用无菌 ｄｄＨ２Ｏ(双蒸水)稀释ꎬ
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浓度稀释至 １５０ μｇ / μｌꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 以

ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ 为内参基因(表 １)ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ
２０ μｌ 反应体系为: Ｔａｋａｒａ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ
(ＴａＫａＲａ)１０􀆰 ０ μｌꎬ上游引物和下游引物各 ０􀆰 ４ μｌꎬ
稀释 １０ 倍的 ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μｌ 和 ８􀆰 ２ μｌ 去离子水ꎮ 反

应程序如下:９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ２０ ｓꎬ６０
℃退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品

做 ３ 次平行反应ꎬ运用 ＡＢＩ７３００ 软件和 ２－△△Ｃｔ的方

法计算相对表达量ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎ￣
ｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

　 　 　 基因 　 　 　 引物序列(５′➝３′)

苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ) Ｆ:ＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＧＧＧＧＡＡＴＧ

Ｒ:ＣＡＣＣＧＡＧＣＣＧＡＡＣＡＡＣＣＧ

白藜芦醇合酶(ＲＳ) Ｆ:ＴＧＧＴＧＣＴＴＡＴＡＴＧＧＣＴＣＣ

Ｒ:ＣＧＡＧＴＴＴＧＴＡＡＴＣＣＧＣＡＣ

内参基因(ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ) Ｆ:ＧＴＧＧＴＡＴＴＡＴＴＧＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴ

Ｒ:ＡＡＣＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧＴＣＡＴＣＴＡＣ

１.３　 统计分析

所有测定重复 ３ 次ꎬ 数据经 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 和

ＳＰＳＳ１６.０ 进行统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 阳光玫瑰不同处理间果锈指数的比较

从 ７ 月 ３１ 日开始ꎬ统计不同处理果面的果锈

情况ꎬ并计算果锈指数ꎮ ７ 月 ３１ 日至 ８ 月 １４ 日

ＣＫ 和不同处理果面都没有果锈发生ꎮ 从 ８ 月 １６
日起ꎬ极少数 ＣＫ 果面开始出现少量锈斑ꎬ随着葡

萄果实成熟ꎬ出现果锈的葡萄变多ꎬ锈斑面积增

大ꎬ果锈指数急剧增长ꎬ直至 ９ 月中旬 ＣＫ 的果锈

指数趋于稳定ꎮ 处理Ⅰ自 ８ 月 ２５ 日起果面出现少

量锈斑ꎬ伴随成熟ꎬ果锈指数呈上升趋势ꎮ 处理Ⅱ
自 ８ 月 ３１ 日起少量果实果面出现极少锈斑ꎬ不同

于 ＣＫ 和处理Ⅰꎬ处理Ⅱ的葡萄果实锈斑面积小ꎬ
出现果锈的葡萄少ꎬ果锈指数上升趋势相对小ꎮ
处理Ⅲ和处理Ⅳ的阳光玫瑰直至 ９ 月中旬开始成

熟时才有极少量果实果面出现果锈ꎬ果锈指数很

低ꎬ几乎可以忽略不计(图 １)ꎮ

ＣＫ:对照ꎻ处理Ⅰ:２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ꎻ处理Ⅱ:２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ ＋５ ｍｇ / Ｌ

ＣＰＰＵꎻ处理Ⅲ:２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３ ＋１０ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵꎻ处理Ⅳ:２５ ｍｇ / Ｌ

ＧＡ３＋１５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵꎮ

图 １　 阳光玫瑰不同处理间果锈指数变化动态

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｆｒｕｉｔ ｒｕｓｓｅｔ ｉｎｄｅｘ ｏｆ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓ￣
ｃａｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２.２　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮特

征差异

　 　 图 ２ 显示ꎬ同一成熟时期不同处理的阳光玫瑰

果皮表面存在显著差异ꎮ ＣＫ、处理Ⅰ和处理Ⅱ的葡

萄果皮均有果锈出现ꎬ且果锈依次减少ꎬ处理Ⅲ和处

理Ⅳ的葡萄果皮几乎看不到果锈ꎮ 从果皮颜色来

看ꎬＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ和处理Ⅳ的葡萄果

皮颜色从黄色逐渐到黄绿色ꎮ
２.３　 ＧＡ３与不同浓度的 ＣＰＰＵ 处理对阳光玫瑰葡

萄果锈相关基因表达的影响
　 　 由图 ３ 可知ꎬ阳光玫瑰葡萄果实发育过程中ꎬ从
８ 月 ２１ 日开始ꎬ对照果实 ＰＡＬ 基因的表达水平急剧

上升ꎬ此时 ＣＫ 果实表面开始出现果锈ꎬ在果实成熟

时 ＰＡＬ 基因的表达达到最大峰值ꎬ之后由于过于成

熟ꎬ表达水平相对下降ꎻ处理Ⅰ和处理ⅡＰＡＬ 基因在 ８
月 ２８ 日表达水平急剧上升ꎬ此时处理Ⅰ果实表面已出

现锈斑ꎬ处理Ⅱ果实表面开始出现锈斑ꎬ且与 ＣＫ 果实

相比ꎬ处于同一成熟时期时ꎬ与对照相比ꎬＰＡＬ 基因表

达量相对降低ꎻ处理Ⅲ和处理Ⅳ在果实成熟过程中ꎬ
基因表达水平呈缓慢上升趋势ꎬ至果实成熟时表达量

变化幅度不大ꎬ这与成熟时期处理Ⅲ和处理Ⅳ葡萄果

实表面也未出现果锈有关ꎮ
图 ４ 显示ꎬ阳光玫瑰葡萄果实成熟过程中ꎬ白藜

芦醇合成酶(ＲＳ)基因的表达量缓慢上升ꎬＣＫ 果实成

熟期表达水平最高ꎮ 与对照相比ꎬ处理Ⅰ的葡萄果实

ＲＳ 基因的表达水平相对降低ꎬ在 ８ 月 １４ 日、８ 月 ２８
日和 ９ 月 ４ 日之间差异显著ꎬ其余时期差异不显著ꎻ

５４６冯　 娇等:ＧＡ３与 ＣＰＰＵ 对葡萄果锈相关物质合成及基因表达的影响



ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ
图 ２　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄在体视显微镜下果皮特征差异

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｐｅｅｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ ｇｒａｐｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｔａｇｅ ｕｎｄｅｒ ｓｔｅｒｅｏ￣
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

相比于对照ꎬ处理Ⅱ表达水平下降ꎬ差异显著ꎻ相比于

对照ꎬ处理Ⅲ和处理Ⅳ表达水平大幅下降ꎬ差异极显

著ꎮ 表明ꎬＲＳ 基因的表达趋势与果实成熟进程相一

致ꎮ

ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ
图 ３　 果实成熟过程中 ＰＡＬ 基因的表达水平变化

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＡＬ ｇｅｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

２.４　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮单

体酚类物质含量差异

　 　 反相超高效液相色谱结果(表 ２)显示ꎬ香豆酸、
丁香酸和阿魏酸整体含量较高ꎬ变化幅度相对较大ꎻ

没食子酸、儿茶素含量偏低ꎬ咖啡酸含量最低ꎮ 随着

ＣＰＰＵ 处理浓度增大ꎬ香豆酸、咖啡酸、丁香酸含量

呈下降趋势ꎬ阿魏酸含量先降后升ꎮ ＣＫ 儿茶素含量

最低ꎬ处理Ⅰ和处理Ⅱ的儿茶素含量上升ꎬ处理Ⅲ和

处理Ⅳ果皮儿茶素含量相对降低ꎬ但仍高于 ＣＫꎮ
ＣＫ 和处理Ⅰ没食子酸含量无显著差异ꎬ与处理Ⅱ、处理

Ⅲ和处理Ⅳ含量差异显著ꎬ呈先增大后降低的趋势ꎮ
６ 种单体酚的标样色谱图及经 ５ 种不同处理后葡萄

果皮中 ６ 种单体酚含量的色谱图如图 ５ꎮ

ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ
图 ４　 果实成熟过程中 ＲＳ 基因的表达水平变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＲＳ ｇｅｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｕｉｔ ｍａｔ￣
ｕｒａｔｉｏｎ

表 ２　 ＵＰＬＣ 测得的阳光玫瑰葡萄果皮单体酚类物质含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｅｌ ｏｆ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ ｇｒａｐｅｓ ｂｙ ＵＰＬＣ

处理　 　
单体酚类物质含量(ｍｇ / ｋｇꎬＦＷ)

没食子酸 香豆酸 儿茶素 咖啡酸 丁香酸 阿魏酸

ＣＫ ２.２７±０.０６ｂ ４ ２４１.２４±１５.８３ａ ０.９１±０.１３ｄ ０.５８±０.０１ａ ５９７.３１±３.６５ａ ２９７.２７±４.２６ａ

处理Ⅰ ２.１５±０.０３ｂ ４ ００５.２６±１４.８６ｂ ４.０８±０.１１ｂ ０.３７±０.０２ｂ ５３７.７４±１.８４ｂ ４２.７２±１.４１ｂ

处理Ⅱ ２.７０±０.０７ａ ３ ６９９.１４±７.４６ｃ ５.４１±０.０３ａ ０.２７±０.０１ｃ ３８９.２４±０.６１ｃ ８.７１±０.０５ｃ

处理Ⅲ ２.０７±０.０９ｃ ３ ３１２.５８±９.０３ｄ ３.０１±０.３２ｃ ０.１９±０.０１ｄ ３７０.２９±０.２４ｄ ６.９５±０.１６ｃ

处理Ⅳ ２.０３±０.１０ｃ ２ ７６５.９２±１０.０２ｅ ２.８５±０.１９ｃ ０.０３±０.０１ｅ １５８.０２±０.３８ｅ ８.９５±０.７２ｃ
ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ
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ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ １:没食子酸ꎻ２:香豆酸ꎻ３:儿茶素ꎻ４:咖啡酸ꎻ５:丁香酸ꎻ６:阿魏酸ꎮ
图 ５　 标样及不同处理色谱图

Ｆｉｇ.５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ

２.５　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮白

藜芦醇含量差异

　 　 超高效液相色谱结果(图 ６)显示ꎬ同一成熟时

期ꎬ与 ＣＫ 相比ꎬ经 ＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理的阳光玫瑰葡萄

果皮中白藜芦醇含量降低ꎬ处理浓度越大ꎬ含量越

低ꎬ且差异显著ꎮ 处理Ⅲ和处理Ⅳ之间差异不显著ꎬ
这与不同处理同一成熟时期成熟度不同有关ꎬ成熟

度越高ꎬ白藜芦醇含量越高ꎮ
２.６　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮总

酚含量差异

　 　 由图 ７ 可知ꎬ同一成熟时期ꎬ经过 ＧＡ３ ＋ＣＰＰＵ
处理后的阳光玫瑰葡萄果皮总酚含量下降ꎬ与 ＣＫ
相比ꎬ处理Ⅰ差异不显著ꎬ处理Ⅱ、处理Ⅲ和处理Ⅳ
差异显著ꎻ处理Ⅰ、处理Ⅱ和处理Ⅲ之间无显著差

异ꎬ处理Ⅲ和处理Ⅳ之间无显著差异ꎮ 以上结果表

明ꎬＧＡ３＋ＣＰＰＵ 抑制阳光玫瑰葡萄果皮中总酚的合

成ꎬ抑制作用与处理浓度成正相关ꎮ

ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ 不同小写字母表

示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 ＵＰＬＣ 测得的不同处理阳光玫瑰葡萄果皮白藜芦醇含量

的差异

Ｆｉｇ.６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｃｏｎｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｅｌ ｏｆ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ ｇｒａｐｅｓ ｂｙ ＵＰＬＣ

２.７　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮木

质素含量差异

　 　 由图 ８ 可知ꎬ同一成熟时期ꎬ经 ＧＡ３ ＋ＣＰＰＵ 处

７４６冯　 娇等:ＧＡ３与 ＣＰＰＵ 对葡萄果锈相关物质合成及基因表达的影响



ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ 不同小写字母表

示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ７　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮总酚含量差异

Ｆｉｇ.７ 　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｅｌ ｏｆ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ ｇｒａｐｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｔａｇｅ

理后的阳光玫瑰葡萄果皮木质素含量降低ꎮ 与 ＣＫ
相比ꎬ处理Ⅰ无显著差异ꎬ处理Ⅱ、处理Ⅲ和处理Ⅳ
差异显著ꎻ处理Ⅲ和处理Ⅳ之间无显著差异ꎮ 结果

表明ꎬＧＡ３＋ＣＰＰＵ 抑制阳光玫瑰葡萄果皮中木质素

的合成ꎬ浓度增大ꎬ抑制作用越显著ꎬＣＰＰＵ 浓度达

到 １０ ｍｇ / Ｌ和 １５ ｍｇ / Ｌ时ꎬ抑制作用不再增强ꎮ

ＣＫ、处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ、处理Ⅳ见图 １ 注ꎮ 不同小写字母表

示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 同一成熟时期不同处理阳光玫瑰葡萄果皮木质素含量差

异

Ｆｉｇ.８　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｌｉｇｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｅｅｌ ｏｆ Ｓｈｉｎｅ Ｍｕｓｃａｔ ｇｒａｐｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｍａｔｕｒｉｔｙ ｓｔａｇｅ

３　 讨 论

从果锈的发生结果来看ꎬ葡萄果实达到一定成

熟度时才会出现锈斑ꎬ未处理的阳光玫瑰果锈更明

显ꎬ可能与其成熟度更高有关ꎮ 这与前人在 ＣＰＰＵ
推迟脱落酸合成高峰且使其峰值变小上的研究结果

相一致[１９]ꎮ 推测 ＣＰＰＵ 推迟了果实的成熟期ꎬ促进

ＩＡＡ 合成ꎬＩＡＡ 可能抑制果锈生成[１１ꎬ２０]ꎬ因而果锈

减少ꎬ具体机理尚待研究ꎮ
ＧＡ３搭配不同浓度的 ＣＰＰＵ 处理阳光玫瑰葡萄

果穗ꎬ伴随处理浓度增大成熟期依次推迟ꎬ成熟时同

一时期 ＣＫ 成熟度最高ꎻ与对照相比ꎬ处理浓度依次

增大ꎬ白藜芦醇含量和总酚含量依次降低ꎬ这与孙建

平[２１]的研究结果一致ꎬ高成熟阶段的葡萄果实酚类

物质生物活性高于低成熟阶段的葡萄果实ꎮ 香豆

酸、丁香酸和阿魏酸 ３ 种酚酸类物质变化幅度较大ꎬ
随着 ＣＰＰＵ 浓度增大而下降ꎬ与总酚含量变化趋势

存在伴随性ꎮ 咖啡酸、没食子酸和儿茶素含量变化

幅度相对较小ꎬＣＰＰＵ 处理浓度增大ꎬ咖啡酸含量降

低ꎻＣＫ 果皮的儿茶素含量最低ꎬ处理Ⅰ和处理Ⅱ的

果皮儿茶素含量上升ꎬ处理Ⅲ和处理Ⅳ的果皮儿茶

素含量相对降低ꎬ但仍高于 ＣＫꎻ与儿茶素类似ꎬ随处

理浓度增大ꎬ没食子酸含量呈先升高后降低的趋势ꎮ
这可能是由于 ＣＫ 果皮中一部分儿茶素和没食子酸

最终转化为木质素ꎬ促进木栓形成层出现ꎬ进而在一

定程度上促进果锈形成ꎬ果锈指数升高ꎮ
苯丙烷类代谢途径是植物次生物质代谢中的重

要途径ꎬ与酚酸、类黄酮和白藜芦醇等酚类物质及木

质素等许多次生代谢物的合成有关[１２]ꎮ 在苹果和

梨上的研究结果表明ꎬ苯丙烷代谢的次级产物代谢

途径参与了果锈形成过程[２２]ꎮ 苯丙烷代谢途径中ꎬ
苯丙氨酸在苯丙氨酸解氨酶(ＰＡＬ)的催化下转化为

肉桂酸ꎬ肉桂酸羟化酶(Ｃ４Ｈ)催化肉桂酸转化为香

豆酸ꎬ香豆酸在 ４￣香豆酸￣ＣｏＡ 连接酶(４ＣＬ)的催化

下活化为 ４￣香豆酰￣ＣｏＡꎬ结合乙酰￣ＣｏＡ 在白藜芦醇

合成酶(ＲＳ)的催化下合成白藜芦醇ꎻ香豆酸在酶的

催化作用下ꎬ经咖啡酸、阿魏酸和芥子酸等中间产

物ꎬ生成香豆醇、松柏醇和芥子醇ꎬ依次聚合形成 ３
种木质素单体ꎬ最终聚合成苯丙烷合成途径的终产

物———木质素[２３￣２４]ꎮ 木质素是木栓层形成ꎬ果实木

质化的标志[２５]ꎮ 果锈是一层木栓化次生保护组

织[２]ꎬ酚类物质、木质素的含量变化与果锈生成密

切相关ꎮ
　 　 ＰＡＬ 是苯丙烷代谢途径的起始限速酶ꎬ它的转

录水平直接影响酚类物质和木质素的合成水平[２６]ꎮ
ＲＳ 是二苯乙烯合酶(ＳＴＳ)中的一类ꎬ是白藜芦醇等

芪类化合物合成途径中特有的酶[２７]ꎮ 在果实成熟

过程中ꎬＰＡＬ 基因表达水平总体呈上升趋势ꎬ果实成

熟后有所下降ꎬＲＳ 基因表达水平持续上调ꎬ与果实

８４６ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ３ 期



成熟进程相一致ꎮ 果实成熟时期ꎬＣＫ 果实成熟度最

高ꎬＰＡＬ 和 ＲＳ 基因表达量呈最大值ꎬ对应于 ＣＫ 果

实成熟时期总酚、香豆酸等单体酚、白藜芦醇等酚类

物质和木质素含量最高ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ果实成熟时

期ꎬ处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ和处理Ⅳ的基因表达水

平总体依次呈显著下降的趋势ꎬ对应于同一成熟时

期处理Ⅰ、处理Ⅱ、处理Ⅲ和处理Ⅳ的果实总酚等酚

类物质和木质素含量依次下降ꎮ 同时ꎬ各处理葡萄

果皮 ＰＡＬ 基因的转录水平变化趋势与其表面果锈

的出现时间顺序相一致ꎮ 以上结果表明ꎬＰＡＬ 和 ＲＳ
基因与葡萄果锈出现在一定程度上具有相关性ꎮ

从生理生化角度分析ꎬ同一成熟时期ꎬＣＫ 葡萄

果皮酚类物质含量最多ꎬ木质素合成最多ꎬ促进木栓

形成层出现ꎬ从而在一定程度上促进果面锈斑形

成[２８]ꎻ处理Ⅰ和处理Ⅱ的阳光玫瑰葡萄果皮酚类物

质和木质素含量依次减少ꎬ在一定程度上抑制木栓

形成层的发生ꎬ但果皮表面仍有不同程度的锈斑生

成ꎬＣＰＰＵ 浓度加大ꎬ果锈显著减少ꎻ处理Ⅲ和处理

Ⅳ的葡萄酚类物质和木质素含量很低ꎬ木栓层活动

弱ꎬ果实果面几乎无锈斑ꎮ 综上所述ꎬ同一成熟时

期ꎬＧＡ３＋ＣＰＰＵ 处理显著降低葡萄果皮中白藜芦醇、
香豆酸等酚类物质含量和木质素含量ꎬ木栓层活动

受到抑制ꎬ一定程度上抑制果锈生成ꎬＣＰＰＵ 浓度为

１０ ｍｇ / Ｌ和 １５ ｍｇ / Ｌ时ꎬ果面几乎无锈斑ꎮ
本试验结果表明ꎬＧＡ３与不同浓度的 ＣＰＰＵ 组

合处理阳光玫瑰果穗ꎬ能显著减少果皮表面锈斑生

成ꎮ 然而在果皮表面果锈显著减少的前提下ꎬ与 ５
ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 相比ꎬ１０ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 和 １５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ
处理后的葡萄果实成熟期推迟ꎬ成熟时风味下降ꎬ果
实硬度提高ꎬ容易出现僵果ꎬ商品性显著下降ꎮ 因此

总体来说ꎬ使用 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３＋５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 处理的

阳光玫瑰葡萄果面洁净ꎬ锈斑较少ꎬ成熟期适中ꎬ显
著提高商品价值ꎮ 因此ꎬＧＡ３与 ＣＰＰＵ 组合浸蘸果

穗是生产上解决阳光玫瑰葡萄果锈问题的有效方

法ꎬ推荐使用 ２５ ｍｇ / Ｌ ＧＡ３＋５ ｍｇ / Ｌ ＣＰＰＵ 的处理ꎮ
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