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　 　 摘要:　 探究单层套袋加树冠覆膜(ＳＢ＋ＰＦ)处理和双层套袋(ＤＢ)处理 ２ 种不同防御低温冷害的处理对晚熟柑

橘不知火(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ ‘Ｂｕｚｈｉｈｕｏ’)果实品质的影响及分子机制ꎮ 结果表明ꎬ与 ＳＢ＋ＰＦ 处理相比ꎬＤＢ 处理极显著

提高了单果重ꎬ显著降低了果皮厚度ꎬ极显著提高了果实横径和纵径ꎮ ＳＢ＋ＰＦ 处理果实果皮明度(Ｌ∗)显著高于 ＤＢ
处理ꎬ但 ２ 种处理间叶绿素和类胡萝卜素含量差异不显著ꎮ 与ＳＢ＋ＰＦ 处理相比ꎬＤＢ 处理果实的可滴定酸含量显著提

高ꎬ维生素 Ｃ 含量极显著提高ꎮ 转录组分析发现ꎬＤＢ 处理下有 １３３ 个差异表达基因ꎬ其中 ８５ 个下调ꎬ４８ 个上调ꎬ这些

基因富集在黄酮生物合成、α￣亚麻酸代谢等通路ꎮ 加权基因共表达网络分析(ＷＧＣＮＡ)结果揭示了 １０ 个与糖酸代谢

相关的转录因子ꎮ 本研究结果表明ꎬ双层套袋通过调控微环境和相关基因表达改善了果实外观品质ꎮ
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　 　 柑橘(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ)是世界和中国重要的水果

之一[１]ꎮ 四川是重要的柑橘产区之一ꎬ其中晚熟柑橘

种植面积占四川柑橘种植面积的一半以上ꎮ 晚熟柑

橘自然成熟期一般为次年 １ 月至 ５ 月ꎬ果实需越冬发

育ꎬ但冬季常出现持续的阴雨和低温冷害ꎬ成为四川

晚熟柑橘稳产增收的突出问题之一[２]ꎮ 生产实践中

常采用树冠覆膜技术抵御低温[３￣６]ꎬ研究结果表明ꎬ柑
橘树冠覆膜会引起果皮重量增加、可溶性固形物含量

升高、可滴定酸含量受到影响ꎬ并使冻害发生率显著

降低ꎮ 树冠覆膜可提高塔罗科血橙(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
Ｏｓｂｅｃｋ)果面亮度[６]ꎬ使砂糖橘(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎ￣
ｃｏ)可溶性固形物含量提高１.３７％~３􀆰 ３７％、固酸比提

高１.８７~８􀆰 １２[７]ꎮ 但树冠覆膜会显著降低光合效率ꎬ
在金柑(Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｃｒａｓｓｉｆｏｌｉａ Ｓｗｉｎｇｌｅ)生产中ꎬ树冠覆

膜下叶片的净光合速率较对照下降 ２１􀆰 ３９％[５]ꎮ 树冠

覆膜也会引起单果重降低ꎬ并且由于树冠覆膜后采收

期的延长ꎬ将会增加果实腐烂率、加快失重速率、增加

果实浮皮率[８]ꎮ 近些年生产实践中发展出了双层套

袋技术ꎬ旨在同时降低果实冻害发生率和提升果品质

量ꎮ 然而ꎬ与树冠覆膜相比ꎬ该技术增加了人工成本

且具体效果缺乏充分的数据支撑ꎮ
目前针对树冠覆膜影响果实品质的分子机制已

开展了部分研究ꎬ结果显示ꎬ包括蜡质合成相关基因

ＣＥＲ１、ＣＥＲ２６ 等在覆膜条件下表达模式发生显著改

变[７]ꎬ而双层套袋的作用机制尚待解析ꎮ 基于此ꎬ
本研究拟以四川主栽柑橘品种不知火(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕ￣
ｌａｔａ ‘Ｂｕｚｈｉｈｕｏ’)为试验材料ꎬ深入研究 ２ 种不同抵

御低温冷害的技术对柑橘果实品质的影响ꎬ阐明双

层套袋与树冠覆膜对果实品质影响的作用机制ꎬ以
明晰四川产区晚熟柑橘适宜的抵御低温的栽培技

术ꎬ助力四川晚熟柑橘产业可持续发展ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料及处理

试验于眉山职业技术学院实践基地进行ꎬ所选

果园属于平地果园ꎮ 供试材料为生长一致的 ６ 年生

不知火(Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ ‘Ｂｕｚｈｉｈｕｏ’)ꎬ砧木为红橘(Ｃｉｔ￣
ｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ)ꎮ 于 ２０２４ 年 １０ 月底ꎬ选取 ６０ 株长势

一致的树ꎬ对其中 ３０ 株进行树冠覆膜加单层套袋

(ＳＢ＋ＰＦ 处理)ꎬ另 ３０ 株采用双层套袋(ＤＢ 处理)ꎬ
具体如图 １ 所示ꎮ 于 ２０２５ 年 ４ 月 ７ 日ꎬ果实留树保

鲜末期进行采样ꎬ每个处理从每株树的东南西北 ４

个方向各采集 ３ 个大小相近、健康完整的果实ꎬ每
１０ 株为 １ 个重复ꎬ共计 ３ 个生物学重复ꎮ
１.２　 果实外观品质分析

擦净果皮后ꎬ使用精确度为百分之一的电子天

平测定单果重(单位为 ｇ)ꎮ 使用 Ｃ￣４００ Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｅｒ
色差仪(柯尼卡美能达株式会社产品)测定果皮的

Ｌ∗(明度)、ａ∗(红 /绿度)和 ｂ∗(黄 /蓝度)ꎮ
１.３　 果实内在品质分析

在每个样果对称部位切取 ２ 块ꎬ除去果皮ꎬ立即

用干净纱布包裹ꎬ然后挤压果汁于洁净干燥的烧杯

中ꎬ混合搅拌均匀后用于测定相关指标ꎮ 使用

ＰＡＬ￣１手持式折光仪(广州市爱宕科学仪器有限公

司产品)测定可溶性固形物含量ꎮ 采用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＯＨ 通过滴定法测定可滴定酸含量ꎬ采用 ２ꎬ６￣二
氯酚靛酚滴定法测定维生素 Ｃ 含量[９]ꎮ

图 １　 树冠覆膜加单层套袋(Ａ 和 Ｂ)和双层套袋(Ｃ 和 Ｄ)处理

田间照片

Ｆｉｇ.１ 　 Ｆｉｅｌｄ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｃａｎｏｐｙ ｆｉｌｍ￣ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｐｌｕｓ ｓｉｎｇｌｅ￣
ｌａｙｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ (Ａ ａｎｄ Ｂ) ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ￣ｌａｙｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ (Ｃ
ａｎｄ Ｄ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

１.４　 ＲＮＡ 提取、文库构建及生物信息学分析

使用植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒(天根生化科技

有限公司产品)提取各个样品的总 ＲＮＡꎮ 使用 Ｂｅｙ￣
ｏＲＴＴＭⅢ ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒(碧云天生物技

术有限公司产品)将各样品总 ＲＮＡ 反转录为ｃＤＮＡꎬ
于－８０ ℃保存ꎬ用于转录组测序(ＲＮＡ￣ｓｅｑ)文库建

立及实时定量聚合酶链式反应( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 分析ꎮ
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质量检测合格后ꎬ使用 ＭＧＩ￣Ｔ７ 测序平台对树冠覆

膜加单层套袋和双层套袋处理后的果实(每个处理

３ 个生物学重复ꎬ共 ６ 份样品)进行测序ꎮ 测序得到

的原始数据ꎬ经 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ[１０] 软件进行质量控制

处理后ꎬ使用 ｈｉｓａｔ２ 软件将 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到 Ｃｉｔｒｕｓ
ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ 参考基因组[１１]ꎬ利用 Ｒ 包 ｈｔｓｅｑ￣ｃｏｕｎｔ[１２]、
ＧｅｎｏｍｉｃＦｅａｔｕｒｅｓ[１３] 和 ＤＥＳｅｑ２[１４] 分别计算片段数

(Ｒｅａｄｓ ｃｏｕｎｔｓ)、ＦＰＫＭ(每千碱基转录本长度每百万

映射读段的片段数)值并进行差异基因分析ꎬ筛选标

准设置为错误发现率(Ｑ)<０􀆰 １ 以及 ｜ ｌｏｇ２(ＦＣ) ｜ >１􀆰 ０
(ＦＣ 为表达倍数)ꎬ使用 ＷＧＣＮＡ[１５] 对基因进行模块

分析ꎬ利用 ＫＥＧＧ(京都基因与基因组百科全书)对

ＤＥＧ(差异表达基因)进行富集分析ꎮ
１.５　 定量分析

引物用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 设计完成ꎬ具体信息见表 １ꎬ内
参基因选用 ＧＡＰＣ２[１６]ꎬ所有引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成ꎮ 实时定量聚合酶链式

反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)在 ＣＦＸ９６ ＴｏｕｃｈＴＭ荧光 ＰＣＲ 检测系

统[伯乐生命医学产品(上海)有限公司产品]上完

成ꎮ 荧光定量反应体系(１０ μＬ)的配制和程序设置

根据 ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔＴＭ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒(全
氏金生物技术股份有限公司产品)的操作说明进

行ꎮ 基因表达量数据采用 ２－△△Ｃｔ计算ꎮ

表 １　 １６ 个差异表达基因实时定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

基因名称 基因家族　 　 　 基因注释　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ＭＳＹＪ１８２０７０ ＥＲＦ ＡＰ２ 家族蛋白 Ｆ:ＧＡＣＣＴＴＧＧＧＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＡ

Ｒ:ＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＣＡＴＣＴＴＣＡＧＣ

ＭＳＹＪ１１８８８０ ＧＲＡＳ 类 ＳＣＡＲＥＣＲＯＷ￣８ 蛋白 Ｆ:ＧＴＴＧＣＧＧＡＡＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＴ

Ｒ:ＧＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＧＴＣＡＣＣＡＣＡ

ＭＳＹＪ１３６７００ ＧＲＡＳ ＧＲＡＳ 家族蛋白 Ｆ:ＧＣＡＧＡＧＴＧＣＣＴＣＧＡＣＴＣＧＡＡ

Ｒ:ＧＡＧＡＴＧＡＣＴＴＧＴＣＧＧＣＣＧＡＧ

ＭＳＹＪ２１０８３０ ＨＤ￣ＺＩＰ ＨＤ￣ＺＩＰ 家族蛋白 Ｆ:ＧＧＣＴＴＴＧＴＧＡＣＣＧＡＧＧＣＴＴＣ

Ｒ:ＣＡＡＣＡＣＡＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＣＡＧ

ＭＳＹＪ１６５３００ ＨＳＦ 热激转录因子 Ａ６Ｂ Ｆ:ＧＧＧＣＡＧＣＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＴＴＧ

Ｒ:ＣＴＧＴＧＡＧＧＣＴＧＡＡＧＡＣＴＧＣＧ

ＭＳＹＪ２６４２７０ ＭＩＫＣ＿ＭＡＤＳ 类 ＡＧＡＭＯＵＳ 蛋白 Ｆ:ＣＧＡＧＣＣＴＧＣＡＡＣＴＧＣＴＧＡＡＡ

Ｒ:ＡＣＣＡＡＡＧＡＴＧＣＣＣＡＡＴＧＡＧＣ

ＭＳＹＪ１１２６５０ ＭＹＢ ＭＹＢ 结构域蛋白 Ｆ:ＧＣＣＣＧＧＴＡＧＡＡＣＣＧＡＣＡＡＴＧ

Ｒ:ＴＴＴＡＡＡＧＣＴＧＣＣＧＴＴＧＴＣＣＣ

ＭＳＹＪ０７４５００ ＡＲＲ￣Ｂ 响应调节因子 １２ Ｆ:ＴＧＴＴＧＴＣＡＧＣＧＴＡＴＧＧＣＧＡＴ

Ｒ:ＣＣＴＴＧＴＣＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣ
ＭＳＹＪ１８２３２０ Ｂ３ Ｂ３ 家族蛋白 Ｂ３ Ｆ:ＧＧＧＧＣＴＣＴＴＧＧＣＣＴＴＣＴＡＡＡ

Ｒ:ＧＧＣＴＧＡＣＣＴＴＣＣＣＴＧＧＡＣＡＧ
ＭＳＹＪ１１０１１０ ＢＥＳ１ β￣淀粉酶 ７ Ｆ:ＡＴＴＴＴＧＣＴＧＧＣＡＣＧＣＣＣＴＡＴ

Ｒ:ＣＣＣＣＡＣＣＡＧＣＡＡＴＣＧＡＣＣＡＴ
ＭＳＹＪ２４３８９０ ＢＥＳ１ β￣淀粉酶 ２ Ｆ:ＧＣＣＡＧＴＴＧＧＴＴＧＡＴＣＣＣＧＡＧ

Ｒ:ＧＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＴＧＡＧＡＧＧＣ
ＭＳＹＪ０１８８４０ Ｃ２Ｈ２ Ｃ２Ｈ２ 家族蛋白 Ｆ:ＧＴＣＴＴＴＣＣＣＧＡＣＡＡＣＧＴＣＧＧ

Ｒ:ＣＧＧＣＡＣＣＧＧＣＴＴＴＧＴＴＧＴＴＡ
ＭＳＹＪ００４８７０ ＥＲＦ ＥＲＦ 家族蛋白 Ｆ:ＧＧＧＣＣＧＡＡＡＧＣＡＣＧＴＡＣＡＡＡ

Ｒ:ＣＧＣＴＴＧＧＡＧＡＧＡＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＭＳＹＪ０５１１７０ ＥＲＦ ＥＲＦ 家族蛋白 Ｆ:ＡＧＧＧＡＧＣＣＡＡＡＣＡＧＧＧＧＡＡＡ

Ｒ:ＴＴＡＡＧＣＣＧＴＧＣＡＣＡＡＧＧＡＣＣ
ＭＳＹＪ１１０３１０ ＦＡＲ１ ＦＡＲ１ 家族蛋白 Ｆ:ＧＡＴＧＣＡＡＣＣＧＴＴＧＴＴＧＡＧＧＣ

Ｒ:ＡＣＴＧＣＣＡＡＧＴＡＡＡＧＣＣＴＣＣＣ
ＭＳＹＪ２３７２１０ ＦＡＲ１ ＦＡＲ１ 家族蛋白 Ｆ:ＣＣＧＴＡＣＴＣＧＣＴＣＴＡＡＡＣＧＴＧ

Ｒ:ＡＡＧＣＡＣＴＧＴＣＧＴＣＴＧＡＣＣＣＴ
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１.６　 数据统计与分析

数据统计与分析使用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２０.０ 软件进行ꎬ图表使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ(ｖ １０.２.０)和
ＴＢｔｏｏｌｓ[１７]绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 单层套袋加树冠覆膜和双层套袋处理对柑橘

果实外观品质的影响

　 　 如图 ２ 所示ꎬ与单层套袋加树冠覆膜(ＳＢ＋ＰＦ)

处理的单果重(２７０􀆰 １０ ｇ)相比ꎬ双层套袋(ＤＢ)处理

柑橘果实的单果重(３５４􀆰 ２１ ｇ)极显著提高ꎬ果皮厚

度从 ４􀆰 ８７ ｍｍ 显著降低至 ４􀆰 １６ ｍｍꎮ 单层套袋加树

冠覆膜和双层套袋处理的果形指数无显著差异ꎬ但
ＤＢ 处理的果实横径 (９４􀆰 １９ ｍｍ) 和纵径 ( １０９􀆰 ２０
ｍｍ)均较 ＳＢ＋ＰＦ 处理的果实横径(８７􀆰 ００ ｍｍ)和纵

径(９６􀆰 ４８ ｍｍ)极显著提高ꎬ表现出 ＤＢ 处理的果实

较 ＳＢ＋ＰＦ 处理的果实更大ꎮ

Ａ:单果重ꎻＢ:果皮厚度ꎻＣ:可食率ꎻＤ:果实横径ꎻＥ:果实纵径ꎻＦ:果形指数ꎮ ∗表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示处理间差异极显著

(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＳＢ＋ＰＦ:单层套袋加树冠覆膜ꎻＤＢ:双层套袋ꎮ
图 ２　 不同处理对柑橘果实外观品质的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｆｒｕｉｔｓ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ

　 　 果皮色泽是衡量果实外观品质的重要指标ꎮ
Ｌ∗(明度)、ａ∗(红 /绿度)、ｂ∗(黄 /蓝度)是国际照明

委员会制定的 ＣＩＥＬＡＢ 颜色空间的核心参数ꎮ 如表

２ 所示ꎬＳＢ＋ＰＦ 处理果实果皮的 Ｌ∗显著高于 ＤＢ 处

理果实果皮的 Ｌ∗ꎬ说明树冠覆膜能够提升果皮亮

度ꎮ ＳＢ＋ＰＦ 处理果实果皮的 ａ∗与 ＤＢ 处理差异不

显著ꎬ分别为 ３２.６８ 和 ３１.７８ꎮ ２ 种不同的处理下ꎬ果
实果皮的 ｂ∗没有显著差异ꎬ果实果皮的叶绿素含量

和类胡萝卜素含量变化与 ａ∗变化趋势相符ꎮ

表 ２　 单层套袋加树冠覆膜和双层套袋处理对柑橘果皮色泽的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ￣ｌａｙｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ ｐｌｕｓ ｃａｎｏｐｙ ｆｉｌｍ￣ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ￣ｌａｙｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｆｒｕｉｔ ｐｅｅｌ ｃｏｌｏｒ ｏｆ Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ

处理方式 Ｌ∗(明度) ａ∗(红 / 绿度) ｂ∗(黄 / 蓝度) 类胡萝卜素含量
(ｍｇ / ｇ)

叶绿素 ａ 含量
(ｍｇ / ｇ)

叶绿素 ｂ 含量
(ｍｇ / ｇ)

总叶绿素含量
(ｍｇ / ｇ)

ＳＢ＋ＰＦ ６６.１２±１.９７ａ ３２.６８±１.１７ａ ７３.２７±２.４１ａ ３６.６９±９.９６ａ ０.２０±０.０１ａ ０.３８±０.０２ａ １.１７±０.０５ａ

ＤＢ ６５.１８±４.５１ｂ ３１.７８±１.９３ａ ７３.７８±４.４９ａ ３７.１３±９.６２ａ ０.２０±０.０１ａ ０.３８±０.０２ａ １.１５±０.０４ａ
同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＳＢ＋ＰＦ:单层套袋加树冠覆膜ꎻＤＢ:双层套袋ꎮ

２.２　 单层套袋加树冠覆膜和双层套袋处理对柑橘

果实内在品质的影响

　 　 如图 ３ 所示ꎬＤＢ 处理柑橘果实的可溶性固形物

含量较 ＳＢ＋ＰＦ 处理高 ４􀆰 ５％(图 ３Ａ)ꎬ差异不显著ꎻ
ＤＢ 处理果实的可滴定酸含量和维生素 Ｃ 含量分别

提高 １２􀆰 ８％和 １６􀆰 ９％(图 ３Ｂ、图 ３Ｃ)ꎬ差异分别达到
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显著和极显著水平ꎻＳＢ＋ＰＦ 处理果实的固酸比较

ＤＢ 处理果实高 １８􀆰 １％ꎬ为 ３７􀆰 １８(图 ３Ｄ)ꎮ ２ 种处理

下的果实果汁色泽无显著差异(图 ３Ｅ~图 ３Ｈ)ꎮ

Ａ:可溶性固形物含量ꎻ:Ｂ:可滴定酸含量ꎻＣ:维生素 Ｃ 含量ꎻＤ:固酸比ꎻＥ:叶绿素 ａ 含量ꎻＦ:叶绿素 ｂ 含量ꎻＧ:总叶绿素含量ꎻＨ:类胡萝卜素

含量ꎮ ∗表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ∗∗表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ ＳＢ＋ＰＦ:单层套袋加树冠覆膜ꎻＤＢ:双层套袋ꎮ
图 ３　 单层套袋加树冠覆膜和双层套袋处理对柑橘果实内在品质的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ￣ｌａｙｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ ｐｌｕｓ ｃａｎｏｐｙ ｆｉｌｍ￣ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ￣ｌａｙｅｒ ｂａｇｇｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｆｒｕｉｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ
Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ

２.３　 差异表达 ｍＲＮＡ 分析

实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)结果与 ＲＮＡ 测

序(ＲＮＡ￣Ｓｅｑ)的基因表达水平结果呈现良好的正相

关(Ｒ２ ＝９１􀆰 ９０％)ꎮ 转录组数据分析结果表明ꎬ２ 个处

理间共鉴定到 １３３ 个差异表达基因( ｜ ｌｏｇ２(ＦＣ) ｜ >
１􀆰 ０)ꎮ 其中 ＤＢ 处理的果实较 ＳＢ＋ＰＦ 处理的果实中

有 ８５ 个ｍＲＮＡ 下调表达ꎬ４８ 个ｍＲＮＡ 上调表达(图 ４
Ａ)ꎬ包括 ６ 个转录因子ꎬ分别为 １ 个 ＥＲＦ 家族基因

(ＭＳＹＪ１８２０７０)、１ 个 ＨＳＦ 家族基因(ＭＳＹＪ１６５３００)、２
个 ＧＲＡＳ 家族基因(ＭＳＹＪ１１８８８０ 和 ＭＳＹＪ１３６７００)、１
个 ＭＩＫＣ＿ＭＡＤＳ 家族基因(ＭＳＹＪ２６４２７０)和 １ 个 ＨＤ￣
ＺＩＰ 家族基因(ＭＳＹＪ２１０８３０)ꎮ

通过分析 ＤＢ 处理的果实和 ＳＢ＋ＰＦ 处理的果

实的差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集情况(图 ４Ｂ)ꎬ本研

究发现了 １６ 条通路ꎬ其中 ９ 条通路与代谢相关ꎬ４
条通路与遗传信息处理有关ꎬ１ 条通路与环境信息

处理相关ꎬ１ 条通路参与细胞过程ꎬ剩余 １ 条通路与

有机体系统有关ꎮ
２.４　 加权基因共表达网络分析

对 ２ 个处理组果实样品的 ６ 份转录组数据展

开分析ꎬ将表达矩阵中变异程度较低的基因进行过

滤ꎬ随后筛选出５ ００３个基因用于加权基因共表达网

络分析(ＷＧＣＮＡ)ꎬ最终成功获得 １９ 个基因共表达

模块(表 ３)ꎬ不同模块内包含的基因数量存在明显

差异ꎬ其中青绿色模块内基因数量最多(１ ０５０个)ꎻ
而浅黄色模块内基因数量最少(４０ 个)ꎮ

将 １９ 个基因共表达模块分别与果肉的可溶性

固形物含量、可滴定酸含量、维生素 Ｃ 含量、固酸

比、类胡萝卜素含量和叶绿素含量进行相关性分析ꎬ
依据 ｒ(相关性系数) >０􀆰 ８５ 且Ｐ<０􀆰 ０５ 的标准进行

筛选ꎬ浅绿色模块与可溶性固形物含量呈显著负相

关( ｒ＝ －０.９４０ꎬＰ＝ ０􀆰 ００６)ꎬ黑色模块与可滴定酸含

量呈显著负相关( ｒ＝ －０.８６０ꎬＰ＝ ０􀆰 ０３０)ꎬ黄绿色模

块与固酸比呈显著负相关( ｒ＝ －０􀆰 ８７０ꎬＰ＝ ０􀆰 ０２０)ꎮ
２.５　 基因共表达模块的 ＫＥＧＧ 分析

选取与可滴定酸含量和可溶性固形物含量呈显

著负相关的黑色模块和浅绿色模块进行 ＫＥＧＧ 分

析ꎮ 依据 Ｑ 值筛选出 ＫＥＧＧ 富集前 ２０ 条通路ꎬ结
果表明黑色模块的基因主要富集在酪氨酸代谢通

路、异喹啉类生物碱生物合成通路和玉米素(细胞

３０４伏晓科等:树冠覆膜与双层套袋对不知火柑橘果实品质的影响



分裂素)生物合成通路(图 ５Ａ)ꎮ 浅绿色模块的基

因主要富集在核质转运通路、叶酸介导的一碳库通

路和核糖体通路(图 ５Ｂ)ꎮ

Ｐ:假设检验的显著性 Ｐ 值ꎻＦＣ:表达倍数ꎮ
图 ４　 ２ 种处理下差异表达基因火山图(Ａ)和 ＫＥＧＧ 通路功能注释(Ｂ)
Ｆｉｇ.４　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (Ａ) ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ (Ｂ) ｕｎｄｅｒ ｔｗｏ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表 ３　 模块与表型的相关性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｄｕｌｅｓ ａｎｄ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ

模块名称 可溶性固形物含量 可滴定酸含量 维生素 Ｃ 含量 固酸比 类胡萝卜素含量 叶绿素含量

浅黄色 ０.０７４(０.９００) ０.７６０(０.０８０) ０.４２０(０.４００) －０.１４０(０.８００) ０.３６０(０.５００) ０.２５０(０.６００)

午夜蓝 ０.６１０(０.２００) －０.６００(０.２００) ０.０１９(１.０００) ０.２２０(０.７００) －０.５７０(０.２００) －０.２１０(０.７００)

青色 ０.０５６(０.９００) ０.６５０(０.２００) －０.１６０(０.８００) ０.０６６(０.９００) ０.７１０(０.１００) ０.４１０(０.４００)

黄色 ０.６１０(０.２００) －０.３４０(０.５００) －０.２３０(０.７００) ０.４６０(０.４００) ０.０８４(０.９００) －０.２８０(０.６００)

品红色 ０.７６０(０.０８０) ０.３１０(０.６００) ０.１５０(０.８００) ０.２９０(０.６００) ０.１３０(０.８００) ０.２５０(０.６００)

黄绿色 －０.１６０(０.８００) ０.１７０(０.８００) ０.７７０(０.０７０) －０.８７０(０.０２０) －０.４７０(０.３００) ０.０５４(０.９００)

灰 ６０ 度 ０.０１６(１.０００) ０.０２６(１.０００) －０.０２１(１.０００) －０.４５０(０.４００) －０.０６１(０.９００) ０.３４０(０.５００)

鲑鱼色 －０.３００(０.６００) ０.５５０(０.３００) －０.４２０(０.４００) ０.４２０(０.４００) ０.６５０(０.２００) ０.４１０(０.４００)

浅青色 －０.５５０(０.３００) －０.５６０(０.３００) －０.７９０(０.０６０) －０.１３０(０.８００) ０.３８０(０.５００) －０.２８０(０.６００)

棕褐色 －０.６６０(０.２００) －０.２６０(０.６００) －０.０７８(０.９００) －０.７８０(０.０６０) ０.３６０(０.５００) －０.５５０(０.３００)

浅绿色 －０.９４０(０.００６) －０.４８０(０.３００) －０.２８０(０.６００) －０.４５０(０.４００) ０.１４０(０.８００) －０.５７０(０.２００)

绿色 ０.１２０(０.８００) －０.７７０(０.０７０) －０.２２０(０.７００) ０.００２(１.０００) －０.３５０(０.５００) －０.３９０(０.４００)

黑色 －０.２４０(０.６００) －０.８６０(０.０３０) －０.３８０(０.５００) －０.１２０(０.８００) ０.１２０(０.８００) －０.９２０(０.００８)

青绿色 ０.２５０(０.６００) －０.４９０(０.３００) ０.３５０(０.５００) －０.５１０(０.３００) －０.３５０(０.５００) －０.５４０(０.３００)

棕色 ０.４９０(０.３００) ０.１４０(０.８００) ０.５９０(０.２００) －０.３４０(０.５００) －０.１７０(０.７００) －０.１００(０.８００)

蓝色 ０.２１０(０.７００) ０.１６０(０.８００) ０.６６０(０.２００) －０.６６０(０.２００) －０.２２０(０.７００) －０.０８７(０.９００)

紫色 ０.４５０(０.４００) ０.２７０(０.６００) ０.３００(０.６００) ０.５７０(０.２００) －０.４６０(０.４００) ０.４３０(０.４００)

红色 ０.０９５(０.９００) －０.１２０(０.８００) －０.０４４(０.９００) ０.０１８(１.０００) ０.４３０(０.４００) －０.５９０(０.２００)

粉红色 －０.２５０(０.６００) －０.２６０(０.６００) －０.７４０(０.０９０) ０.５４０(０.３００) ０.６８０(０.１００) －０.４００(０.４００)
括号外为相关性系数( ｒ)ꎬ括号内为显著性系数(Ｐ)ꎮ

　 　 同时ꎬ我们在黑色模块中筛选出 ９ 个转录因子ꎬ 包括 １ 个 ＡＲＲ￣Ｂ 家族基因(ＭＳＹＪ０７４５００)、１ 个 Ｂ３
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家族 基 因 ( ＭＳＹＪ１８２３２０ )、 ２ 个 ＢＥＳ 家 族 基 因

(ＭＳＹＪ１１０１１０ 和ＭＳＹＪ２４３８９０)、１ 个 Ｃ２Ｈ２ 家族基因

(ＭＳＹＪ０１８８４０)、２ 个 ＥＲＦ 家族基因(ＭＳＹＪ００４８７０ 和

ＭＳＹＪ０５１１７０)以及 ２ 个 ＦＡＲ 家族基因(ＭＳＹＪ１１０３１０

和 ＭＳＹＪ２３７２１０)ꎬ在浅绿色模块中筛选出 １ 个 ＭＹＢ
转录因子(ＭＳＹＪ１１２６５０)ꎮ 这 １０ 个转录因子可能在

套袋状态下的糖酸代谢中起关键作用ꎮ

ＭＡＰＫ:丝裂原活化蛋白激酶ꎻＡＢＣ:ＡＴＰ 结合盒ꎻＨＩＶ￣１:Ⅰ型人类免疫缺陷病毒ꎮ
图 ５　 黑色模块(Ａ)和浅绿色模块(Ｂ)基因共表达模块的 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｆｉｇ.５　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ (Ａ) ａｎｄ ｌｉｇｈｔｇｒｅｅｎ (Ｂ) ｇｅｎｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｕｌｅｓ

３　 讨论与结论

本研究对晚熟柑橘不知火进行单层套袋加树冠

覆膜与双层套袋处理ꎬ结果表明ꎬ双层套袋(ＤＢ)处
理的果实果皮厚度显著降低ꎬ可能由于 ＤＢ 处理下

更稳定的微环境改变了表皮细胞及表皮层结构ꎬ这
一结果与苹果套袋后果皮发育的生理响应模式相

似[１８￣１９]ꎮ ＤＢ 处理较单层套袋加树冠覆膜(ＳＢ＋ＰＦ)
处理果实的纵径、横径极显著增大ꎬ这可能由于树冠

覆膜影响植株的光合作用[２０]ꎬ进而影响果实发育ꎮ
色泽参数是反映果实着色变化最直观的指标之

一[２１]ꎬＳＢ＋ＰＦ 处理果实果皮 Ｌ∗显著高于 ＤＢ 处理ꎬ
主要原因可能是树冠覆膜状态下果面温度更高ꎬ进
而影响了色素的合成[２２]ꎬ同时不同的光照度和波

长ꎬ使花色苷的形成受到影响ꎬ从而造成了单层套袋

加树冠覆膜和双层套袋处理在果实着色上的差

异[２３]ꎮ 双层套袋(ＤＢ)处理一定程度上阻止了不知

火中可滴定酸的降解ꎬ与在椪柑上的研究结果[２４] 一

致ꎮ

前人研究结果表明ꎬ树冠覆膜可以改变沙糖橘

蜡质合成相关基因的表达ꎬ如 ＣＥＲ１、ＣＥＲ２６ 等的表

达量在树冠覆膜条件下显著上升[７]ꎮ 本研究中转

录组分析发现ꎬＳＢ＋ＰＦ 处理的果实与 ＤＢ 处理的果

实存在 １３３ 个差异表达基因(ＤＥＧ)ꎬ其中 ＨＤ￣ＺＩＰ
基因家族基因(ＭＳＹＪ２１０８３０)可能参与调控果实成

熟[２５]ꎬＧＲＡＳ (ＭＳＹＪ１１８８８０ 和 ＭＳＹＪ１３６７００) 在信号

转导中发挥重要作用[２６]ꎬＭＩＫＣ ＿ＭＡＤＳ 家族基因

(ＭＳＹＪ２６４２７０)影响叶绿素和类胡萝卜素的合成与

分解[２７]ꎮ 利用 ＷＧＣＮＡ 筛选出 １０ 个与糖酸代谢相

关的转录因子ꎬ其中 ＢＥＳ 家族基因(ＭＳＹＪ１１０１１０ 和

ＭＳＹＪ２４３８９０)可能参与淀粉代谢进而调控糖酸积

累[２８]ꎮ ＡＲＲ￣Ｂ 家族基因(ＭＳＹＪ０７４５００)和 ＥＲＦ 家族

基因(ＭＳＹＪ００４８７０ 和 ＭＳＹＪ０５１１７０)可能分别参与

细胞分裂素代谢[２９]、乙烯代谢[３０] 和脱落酸代谢途

径[３１]ꎬ通过调控内源激素含量进而影响糖酸代谢ꎮ
近年来ꎬ极端低温频发导致四川柑橘损失严

重[２]ꎮ 果农常用套袋改善果皮农艺性状ꎬ同时利用

树冠覆膜抵御低温胁迫ꎬ但树冠覆膜会降低光合作

５０４伏晓科等:树冠覆膜与双层套袋对不知火柑橘果实品质的影响



用进而影响植株和果实发育[５]ꎮ 近些年发展出双

层套袋技术ꎬ以期改善果皮性状同时抵御低温胁迫ꎬ
田间走访调查结果表明ꎬ双层套袋处理物料成本每

公顷可降低６ ０００元ꎬ人工成本每公顷将增加１５ ０００
元ꎮ 本研究以晚熟柑橘不知火为材料ꎬ分析了 ２ 种

抗寒处理对果实外观和内在品质的影响差异ꎬ结果

表明ꎬ双层套袋处理能改善果实外观ꎬ具备良好的推

广应用价值ꎮ
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