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摘 要 为研究不同水分胁迫对葡萄果实花色苷生物合成相关基因表达与总花色苷质量分数之间的关系。

以3a生‘赤霞珠’为试材,在果实转色前1周进行水分胁迫处理,测定了采收期葡萄果实百粒质量、可溶性固

形物质量分数、可滴定酸质量浓度、总酚和单宁质量分数,用pH示差法和qRT-PCR技术分别检测果实总花

色苷质量分数和花色苷合成相关基因的表达量。结果表明:轻度和中度胁迫降低了采收期果实百粒质量和可

滴定酸质量浓度,增加了可溶性固形物质量分数、单宁和总酚质量分数。同时,轻度和中度胁迫也提高了果实

成熟过程中总花色苷质量分数,在花后110d达到最大,分别为0.241%和0.228%;轻度和中度胁迫上调了

PAL、CHS1、DFR、F3'H 、F3'5'H 、UFGT 和MybA1 基因的表达量,其中花后90d,CHS1、F3'H 、F3'5'
H 和MybA1 基因的表达量最高;花后100d,PAL 和DFR 基因的表达量最高;花后110d,UFGT 基因的表

达量最高。重度水分胁迫会降低果实成熟后期CHS1、F3'H 、F3'5'H 和UFGT 表达量。相关性分析表明,

中度水分胁迫CHS1 表达量与总花色苷质量分数呈显著正相关,重度水分胁迫PAL 和MybA1 基因表达量

与总花色苷质量分数呈显著正相关。轻度和中度水分胁迫促进葡萄花色苷生物合成中相关基因的表达,从而

提高葡萄果实总花色苷质量分数。
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  花色苷是一种水溶性植物色素,属类黄酮的

一个亚类,在葡萄果实表皮细胞的细胞质中合成,
然后运输到液泡中贮藏[1]。花色苷的质量浓度及

组分不仅影响葡萄浆果的成熟度和品质,而且也

影响葡萄酒的色泽、风味和营养价值[2-3]。此外,
花色苷还具有抗氧化,防治癌症,减轻炎症,抗疲

劳等功能[4-5],广泛用于医药及保健食品中。目

前,对葡萄果实花色苷生物合成和果实着色机理

的研究已较为清晰,花色苷生物合成分为2个阶

段:第1个阶段是苯丙烷类代谢途径,第2个阶段

是类黄酮途径[6](图1),花色苷生物合成由结构

基因和调节基因控制[7],但也受温度、光照,水分

及生长调节剂等环境因素的影响[8-10]。
土壤水分质量浓度通过影响葡萄果实类黄酮

物质的积累,从而影响葡萄与葡萄酒品质[11]。调

亏灌溉(regulateddeficitirrigation,RDI)能显著

增加葡萄果实花青素和酚类物质浓度,提高果实

品质[12]。但目前,对于葡萄水分胁迫的研究主要

集中在抗旱指标、光合特性、产量和果实品质等方

面[13-14],而对果实花色苷影响的研究较少。本研

究以3a生酿酒葡萄‘赤霞珠’(VitisviniferaL.
CabernetSauvignon)为试验材料,在葡萄转色前

到成熟期,对其进行不同水分胁迫处理,通过研究

不同水分胁迫对葡萄果实总花色苷质量分数以及

花色苷合成相关基因表达的影响,分析花色苷合

成过程中花色苷与相关基因表达量的关系,阐述

水分胁迫对葡萄花色苷的调控机制,以期为酿酒

葡萄水分管理及品质提升提供理论依据和技术

指导。

1 材料与方法

1.1 试验材料与设计

试验于2016年4月至9月在宁夏玉泉营农

场(38.28°N,106.24°E)国家葡萄产业技术体系



水分生理与节水栽培岗位试验基地具有调控温湿

度的玻璃温室中进行,以3a生‘赤霞珠’葡萄

(VitisviniferalL.CabernetSauvignon)为材料,
采用无土限根栽培模式,葡萄种植在长4.0m,宽

0.8m,高0.5m的种植槽中,每槽8株,株距50
cm,杯状整形,每株留5~6个结果梢。槽内覆2
层华盾PE耐老化(I)型棚膜,填充材料为蛭石、
珍珠岩及草炭灰(1∶1∶1,V∶V∶V)。槽内采

用时控仪控制器进行灌溉,每个槽有2列滴管,间
距20cm,滴管直径2cm,滴头间距50cm,流量

3.1L/min,每天8:00统一灌溉,灌溉液为改良

霍格兰营养液。

该 试 验 材 料 2016-05-13 为 盛 花 期 (full
bloom,E-L23)[15],2016-07-12 为 转 色 期

(véraison,E-L35),于2016-07-05果实转色前1
周(花后53d)开始试验处理,通过控制灌溉时间

来控制灌水量,以黎明前叶片基础水势(Ψb)值大

小反应胁迫程度,根据Bahar等[16]研究,设置4
个处理(表1),每个处理占用3个木槽,即代表3
次生物学重复。于2016-07-12(60d)开始采样,
每10d采样1次,直到2017-09-02(110d)果实成

熟期,在各种植槽的每棵植株上,随机剪取果实,
液氮速冻后,-80℃超低温冰箱保存,备用。

  PAL.苯丙氨酸裂解酶 Phenylalaninammo-nialyase;C4H.肉桂酸-4-羟化酶 Cinnamicacid-4-hydroxylase;4CL.4-香豆酸-CoA
连接酶 4-Coumarate-CoAligase;CHS.查尔酮合成酶 Chalconesynthase;CHI.查尔酮异构酶  Chalconeisomerase;F3H.黄烷酮3-
羟化酶 Flavanone3-hydroxylase;F3'H.类黄酮3'-羟化酶  Flavanone3'-hydroxylase;F3'5'H.类黄酮3'5'-羟化酶  Flavanone3'5'-

hydroxylase;DFR.黄烷酮醇4-还原酶  Dihydroflavonol4-reductase;LDOX.无色花色素双加氧酶  Leucoanthocyanidindioxygenase;

UFGT.类黄酮葡萄糖转移酶  UDPglucoseflavonoidglucosyl-transferase;OMT:O-甲基转移酶 O-methyltran-sferase

图1 花色苷生物合成途径[6]

Fig.1 Anthocyaninbiosynthesispathway

1.2 测定项目与方法

1.2.1 葡萄果实品质指标及百粒质量测定 随

机取300粒果实称量。可溶性固形物(TSS)质量

分数用 WYT-32型手持糖量折光仪测定。可滴

定酸采用NaOH 滴定法测定。单宁采用福林丹

尼斯法[17]测定。总酚采用福林酚法[17]测定。
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1.2.2 总花色苷质量分数的测定 采用pH 示

差法[18]测定总花色苷质量分数。

1.2.3 总RNA提取和qRT-PCR 使用北京爱

普拜生物有限公司的PEXBIO植物果实总RNA
抽提试剂盒提取 RNA。使用 Takara公司Pri-
meScriptTMRTreagentKitwithgDNAEraser
(PerfectRealtime)试剂盒反转录合成cDNA。
内参基因选取Actin 和EF。在 Genebank中查

找得到 PAL、CHS1、F3'H 、F3'5'H 、DFR、

UFGT 和 MybA1 的特异性序列,然后登录ht-

tp://www.idtdna.com/primerquest/Home/In-
dex进行引物设计,引物由北京奥科鼎盛生物科

技有限公司合成(表2)。qRT-PCR反应体系:

2×UltraSYBR Mixture(CWBIO)12.5μL,

ddH2O9.5μL,模板2μL,引物1μL(上游引物

和下游引物各0.5μL)。qRT-PCR反应程序:

95℃10min,95℃15s,60℃1min,40个循环,

72℃熔解扩增产物7min。所有样品都设置3个

重复,用ddH2O代替cDNA作为NTC对照。采

用2-ΔΔCt法对数据进行计算[19]。
表1 不同处理叶片基础水势及日灌水量

Table1 Basicwaterpotentialanddailyirrigationofdifferenttreatments
处 理

Treatment
叶片基础水势(Ψb)/MPa
ψBasicwaterpotential

灌水时间/(min/d)
Irrigationtime

灌水量/(L/d)
Irrigationwater

无胁迫(对照) Nowaterstress(CK) 0MPa≥ψb≥-0.20MPa 10 30.1

轻度胁迫 Mildwaterstress(T1) -0.20MPa≥ψb≥-0.40MPa 6 18.6

中度胁迫 Moderatewaterstress(T2) -0.40MPa≥ψb≥-0.60MPa 3 9.3

重度胁迫 Severewaterstress(T3) -0.60MPa≥ψb 1 3.1

表2 实时荧光定量PCR引物序列

Table2 Primersequencesforreal-timequantitativePCR

基因 Gene 引物序列(5'→3')Sequenceofprimer 登录号 Accessionnumber

VvPAL Forward CGATATGCTCTCAGGACTTCAC EF192469

Reverse GATCTCCCGTTCGATGGATTT

VvCHS1 Forward GACGTCCCAGGGTTGATTT AB015872

Reverse GCGATCCAGAACAAGGAGTT

VvF3'H Forward GAGATCAACGGCTACCACATC AB213605

Reverse CCTGAATTCTAGTGGCTTCTCC

VvF3'5'H Forward GCTGGCACTAGAATGGGAATAG DQ786631

Reverse CTCAACTCCATCCGGCATTT

VvDFR Forward ATACGGCAGGGCCAATTT X75964

Reverse CGTGGGAGGAGCAAATGTAA

VvUFGT Forward CTGGTAGCTGACGCATTCAT DQ513314

Reverse GTAAACATGGGTGGAGAGTGAG

VvMYBA1 Forward GGCTTCTGGAGAGATGCTTAT AB097923

Reverse CTCACCTCCCTGGATTTGTT

VvEF Forward CAAGAGAAACCATCCCTAGCTG AF176496

Reverse TCAATCTGTCTAGGAAAGGAAG

VvActin Forward CTTGCATCCCTCAGCACCTT EC969944

Reverse TCCTGTGGACAATGGATGGA

1.3 数据处理

用 Microsoftofficeexcel2013绘 图;采 用

Sigmaplot12.5进行数据处理,用 LSD法进行

OneWayANOVO分析。

2 结果与分析

2.1 不同水分胁迫处理对采收期葡萄果实组分

的影响

由表3可知,T3百粒质量显著低于CK,且
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T1、T2和 T3较CK分别降低1.5%、11.1%和

25.9%,表明葡萄果实百粒质量随水分胁迫程度

的增加而降低,过度胁迫可抑制果实生长。T1和

T2的可溶性固形物质量分数显著高于CK,分别

比CK高9.3%和5.7%;T3则低于CK,表明轻

度和中度水分胁迫可提高果实 TSS质量分数。

T1和T2的可滴定酸(TA)质量浓度低于CK,表
明轻度和中度水分胁迫会降低TA的质量浓度,

而T3极显著高于CK,说明重度水分胁迫提高了

TA质量浓度。单宁和总酚的质量分数均为T1
显著 高 于 CK,分 别 较 CK 增 加 了 27.7% 和

35.8%,而T2与CK差异不显著,T3的单宁和总

酚质量分数则低于CK,表明轻度水分胁迫有利

于单宁和总酚的积累,而重度水分胁迫抑制了单

宁和总酚的积累。

表3 水分胁迫下采收期葡萄果实组分(􀭵x±s)

Table3 Fruitcompositionofgrapeatharveststageinwaterstress

处 理
Treatment

百粒质量/g
Hundred
grainmass

可溶性固形物/%
Totalsolublesolid

可滴定酸/(g/L)
Titratableacid

单宁/(mg/g)
Tannins

总酚/(mg/g)
Totalphenols

CK 142.69±0.14Aa 20.53±0.42ABb 3.75±0.11Bb 1.48±0.03Ab 2.12±0.05ABb

T1 140.49±0.16Aab 22.66±0.57Aa 3.56±0.13Bb 1.89±0.07Aa 2.88±0.07Aa

T2 126.84±0.33Aab 21.71±0.16Aab 3.19±0.09Bc 1.66±0.05Aab 1.97±0.12ABbc

T3 105.79±0.37Ab 17.31±0.32Bc 4.50±0.04Aa 1.34±0.09Ab 1.78±0.05Bc

注:同列不同小写字母表示差异达到0.05显著水平,不同大写字母表示差异达到0.01显著水平。

Note:Differentlowercaselettersineachcolumnmeansignificantdifferentat0.05level,differentcapitalsmeansignificantdifferentat

0.01level.

2.2 水分胁迫对葡萄果实总花色苷质量分数的

影响

葡萄果实总花色苷质量分数随着葡萄果实的

成熟呈上升趋势(图2)。不同水分胁迫处理对总

花色苷质量分数的影响不同。从70d至110d,

T1和T2总花色苷质量分数均高于CK,在110d
达到最大,且显著高于 CK,分别为0.241%和

0.288%,T3除在70d和80d高于CK外,而其

余时间均低于CK,表明轻度和中度水分胁迫能

增加果实总花色苷质量分数,短期的重度胁迫也

可以增加总花色苷质量分数,但长期的重度胁迫

则不利于其积累。

2.3 水分胁迫对葡萄果实花色苷生物合成相关

基因表达量的影响

在葡萄果实转色后,与花色苷生物合成相关

基因的表达量均呈现逐渐上升后下降的趋势(图

3)。不同程度水分胁迫处理对相关基因表达量的

影响不同。T1、T2和T3处理PAL 基因相对表

达量从70d至110d均高于CK,表明水分胁迫

处理导致PAL 基因表达量的增加。T1和T2组

CHS1、DFR、F3'H 、F3'5'H 、UFGT 和 My-
bA1 基因相对表达量在70d至110d也基本上

均高于CK,但T3组基本上在100d至110d低

于CK,表明轻度和中度水分胁迫能使CHS1、
DFR、F3'H 、F3'5'H 、UFGT 和 MybA1 基因

的表达量增加,而重度水分胁迫会降低果实成熟

后期CHS1、F3'H 、F3'5'H 和UFGT 表达量而

降低了总花色苷质量分数。

  小写字母表示显著差异(P≤0.05),未标注字母表示差异不

显著,下同

Lowercaselettersmeansignificantdifferences(P ≤0.05),

unmarkedlettersmeannosignificantdifferences.Thesamebelow

图2 水分胁迫下葡萄果实总花色苷质量分数

Fig.2 Totalanthocyaninmassfraction

ofgrapeberriesinwaterstress

2.4 葡萄果实总花色苷质量分数与花色苷生物

合成相关基因相对表达量的相关性分析

在果实成熟过程中,花色苷合成与其相关基

因的相对表达量具有一定的相关性(表4),其中,

PAL、CHS1 和MybA1 的相对表达量与总花色
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苷质量分数的相关系数较高。水分胁迫能提高一

些基因与总花色苷质量分数的相关性。其中,T2
处理下CHS1 的相对表达量与花色苷合成呈显

著正相关,相关系数为0.897,T3组PAL 和My-
bA1 的相对表达量与花色苷合成呈显著正相关,
相关系数分别为0.900和0.904。

图3 水分胁迫下葡萄果实花色苷合成途径相关基因表达量

Fig.3 Geneexpressionofanthocyaninbiosynthesispathwayingrapeberriesinwaterstress
表4 总花色苷质量分数与花色苷生物合成相关基因相对表达量的相关性分析

Table4 Correlationbetweentotalanthocyaninmassfractionandrelative
expressionofanthocyaninbiosynthesisrelatedgenes

处理 Treatment PAL CHS1 DFR UFGT MybA1

CK 0.692 -0.042 0.309 0.643 0.818

T1 0.758 0.553 0.405 0.812 0.648

T2 0.853 0.897* 0.861 0.635 0.811

T3 0.900* -0.038 0.355 -0.297 0.904*

注:* 表示P≤0.05水平相关。

Note:*isrelatedtothelevelofP≤0.05.

3 讨论与结论

本研究表明,不同程度水分胁迫对葡萄果实

组分影响不同,轻度和中度胁迫均降低果实百粒

质量和TA质量浓度,提高TSS、总酚、单宁和总

花色苷质量分数,而重度胁迫反之。在果实转色

后,花色苷生物合成相关基因的表达量均呈先上

升后下降的趋势。不同程度水分胁迫处理对相关

基因表达量的影响也不同。轻度和中度胁迫上调

了PAL、CHS1、DFR、F3'H 、F3'5'H 、UFGT
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和MybA1 基因的表达量,重度胁迫降低了果实

成熟后期CHS1、F3'H 、F3'5'H 和UFGT 表达

量。相关性分析表明,中度胁迫CHS1 表达量与

总花色苷质量分数呈显著正相关,重度胁迫PAL
和MybA1 基因表达量与总花色苷质量分数呈显

著正相关。
国内外大量研究表明,在不同物候期进行水

分胁迫能改善葡萄果实的品质[20]。在葡萄转色

期进行调亏灌溉会降低浆果的体积、质量以及酸

度,且显著提高了可溶性固形物质量分数和果实

酚类物质浓度[21]。本研究中,轻度和中度胁迫降

低了浆果百粒质量、可滴定酸质量浓度,提高了可

溶性固形物、单宁和总酚质量分数,与前人研究结

果相一致。李云飞等[22]发现重度干旱会降低紫

叶矮樱叶片可溶性糖和花青素质量浓度。本研究

中重度胁迫降低了果实可溶性固形物、单宁和总

酚质量分数,与其研究结果相似,这可能是由于重

度胁 迫 抑 制 了 植 株 的 生 长 发 育 及 代 谢。Oll􀆧
等[23]发现无论在转色前还是在转色后对葡萄植

株进行水分胁迫,都会增加果实花色苷的质量分

数,但花色苷组分有所不同。本研究中,转色前轻

度和中度胁迫处理均增加了总花色苷积累量,这
与前人研究结果一致。但是,重度胁迫却降低了

总花色苷质量分数,这可能是由于花色苷的积累

与葡萄果实糖的积累有关[24],而重度胁迫会降低

葡萄果实糖的积累,导致花色苷质量分数降低。
周莉等[25]研究表明,从转色期开始,葡萄果

实花色苷生物合成转录水平上调,在果实完熟后,
转录水平下调。本研究中,葡萄果实转色至成熟,
与花色苷生物合成相关基因的表达量均呈现先上

升后下降的趋势,与其研究结果一致。水分胁迫

会改变花色苷生物合成过程相关基因的转录水

平,并上调葡萄花色苷合成途径F3H 、DFR、

UFGT、F3'H 、F3'5'H 和GST基因的表达[26]。
本研 究 中,轻 度 和 中 度 胁 迫 使 PAL、CHS1、
DFR、F3'H 、F3'5'H 、UFGT 和 MybA1 基因

的表达上调,与前人研究结果一致。而重度胁迫

降低了果实成熟后期CHS1、F3'H 、F3'5'H 和

UFGT 表达量。因此,重度胁迫导致总花色苷质

量分数降低,可能是由于UFGT 是催化不稳定的

花色素糖基化形成稳定的花色苷-3-葡萄糖苷的

关键结构基因[27],且重度胁迫显著降低了果实糖

质量浓度。花色苷生物合成中相关基因表达量与

总花色苷质量分数的变化具有相关性[28-29]。本试

验表明,中度胁迫CHS1 表达量与总花色苷质量

分数呈显著正相关,重度胁迫PAL 和MybA1 基

因表达量与总花色苷质量分数也呈显著正相关,
这也验证了前人的结果,并且水分胁迫提高一些

基因表达量与花色苷总量的相关性。
水分胁迫通过控制葡萄植株的生长发育改善

葡萄浆果的成熟度,调节葡萄花色苷生物合成过

程中相关基因的表达从而提高了葡萄果实总花色

苷质量分数,同时也提高了水分利用效率[30-31]。
本研究表明,轻度和中度胁迫有利于葡萄浆果品

质的改善,促进了葡萄果实花色苷的生物合成,与
对照相比分别节约灌水38.2%和69.1%,建议在

生产中减少灌水,以达到合理的水分胁迫之目的,
为生产优质葡萄酒提供优质原料。
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EffectofWaterStressonAnthocyaninBiosynthesisofGrapeBerries

LÜDangui,XIEYue,XU WeirongandWANGZhenping
(SchoolofAgriculture,NingxiaUniversity,Yinchuan 750021,China)

Abstract Toinvestigatetheeffectofwaterstressontherelationshipbetweenanthocyaninbiosynthe-
sisrelatedgeneexpressionandtotalanthocyaninmassfractioningrapeberries,three-year-oldCaber-
netSauvignonwasselectedasexperimentalmaterialtreatedwithdifferentwaterstressatoneweekbe-
foreveraison.Thehundredgrainmass,totalsolublesolids,titratableacidsmassconcentration,total
phenolsandtanninsmassfractionofgrapeberriesduringharvestweredetermined.Themassfraction
oftotalanthocyaninsandtheexpressionofgenesrelatedtoanthocyaninbiosynthesisingrapeberries
duringripeningweredetectedbypH differentialmethodandRT-PCR,respectively.Theresults
showedthatmildandmoderatestressreducedhundredgrainqualityandtitratableacidmassfraction,

increasedtotalsolublesolidmassfraction,tanninandtotalphenolmassfraction.Meanwhile,mildand
moderatestressalsoincreasedthetotalanthocyaninmassfractionduringfruitripening,reachingthe
maximum,0.241%and0.228%respectively,at110daysafteranthesis.Mildandmoderatewater
stressincreasedtheexpressionofPAL,CHS1,DFR,F3'H ,F3'5'H ,UFGTandMybA1genesin
anthocyaninbiosynthesispathway.Amongthem,CHS1,F3'H ,F3'5'HandMybA1genesexpressed
thehighestat90daysafteranthesis;PALandDFRgenesexpressedthehighestat100daysafteran-
thesis;UFGTgenesexpressedthehighestat110daysafteranthesis.Whileseverewaterstressde-
creasedtheexpressionofCHS1,F3'H ,F3'5'HandUFGTatlateripeningstage.Correlationanalysis
showedthattherewasasignificantpositivecorrelationbetweenthetotalanthocyaninmassfractionin
moderatewaterstressandtheexpressionofCHS1gene.Thetotalanthocyaninmassfractioninsevere
waterstressalsowerepositivelycorrelatedwiththeexpressionlevelsofPALandMybA1genes.Mild
andmoderatewaterstresspromotedtheexpressionofrelatedgenesingrapeanthocyaninbiosynthe-
sis,thusincreasingthemassfractionoftotalanthocyaniningrapeberries.
Keywords Waterstress;Grapeberry;Anthocyanin;Gene
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