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摘　要　为了解β葡萄糖苷酶基因是否与葡萄果实成熟有关，从基因库中分离出了３个β葡萄糖苷酶基因，分别

命名为犞狏犅犌１，犞狏犅犌２和犞狏犅犌３，并对其表达进行了分析。结果显示：所获得的３个基因在葡萄浆果成熟过程中

均有表达。果皮中，随着果实的成熟，犞狏犅犌１变化较平稳；犞狏犅犌２在转色期时略有降低，之后不断升高，在完熟期

时达到最大值；犞狏犅犌３在成熟过程中先升高后降低，在转色期时达到高峰。果肉中，犞狏犅犌１和犞狏犅犌２分别与果皮

犞狏犅犌２和犞狏犅犌３变化趋势相似；犞狏犅犌３ 在转色前期和成熟期时表达较低，在完熟期达到最大值。种子中，

犞狏犅犌１在转色前期出现最大值，之后迅速降低；随着果实的成熟，犞狏犅犌２不断上升；犞狏犅犌３在转色期时有个小峰，

之后不断降低，在完熟期时表达量最低。综上，３个β葡萄糖苷酶基因在葡萄成熟过程中的表达量和表达模式均不

相同。其中果皮犞狏犅犌３和果肉犞狏犅犌２ 的变化趋势与 ＡＢＡ一致，可能在果实成熟过程中对 ＡＢＡ水平调节起

作用。

关键词　葡萄；脱落酸水平；β葡萄糖苷酶基因

中图分类号　Ｓ６６３．１　　　文章编号　１００７４３３３（２０１３）０２００５００６　　　文献标志码　Ａ

收稿日期：２０１２０６２６

基金项目：北京市科委重大资助项目（Ｄ０７０６００２００００９１）；中央高校基本科研业务费专项资金资助项目

第一作者：段朝瑞，硕士研究生，Ｅｍａｉｌ：ｄｃｈａｏｒｕｉ＠１２６．ｃｏｍ

通讯作者：冷平，教授，主要从事果品采后生理与分子生物学研究，Ｅｍａｉｌ：ｐｌｅｎｇ＠ｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｅｔａｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｇｅｎｅｓ犞狏犅犌狊ａｎｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｆｅａｔｕｒｅｉｎｔｈｅｂｅｒｒｙｏｆＭｕｓｃａｔＨａｍｂｕｒｇｄｕｒｉｎｇｇｒａｐｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

ＤＵＡＮＣｈａｏｒｕｉ１，ＣＨＥＮＰｅｉ１，ＺＨＡＮＧＧｕｏｊｕｎ
２，ＤＩＮＧＹｉｎｇ

１，ＷＡＮＧＷｅｎｌｅ１，

ＧＡＯＹｕａｎｙｕａｎ
１，ＷＡＮＧＬｅｙｉ

１，ＺＨＡＯＦｅｉ１，ＬＥＮＧＰｉｎｇ
１

（１．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃犵狉狅狀狅犿狔犪狀犱犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犆犺犻狀犪犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犅犲犻犼犻狀犵１００１９３，犆犺犻狀犪；

２．犚犲狊犲犪狉犮犺犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犘狅犿狅犾狅犵狔，犉狅狉犲狊狋狉狔犃犮犪犱犲犿狔狅犳犛犮犻犲狀犮犲狊，犅犲犻犼犻狀犵１０００９３，犆犺犻狀犪）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　犐狀狅狉犱犲狉狋狅犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犲狋犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犫犲狋犪犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲犵犲狀犲狊犪狀犱犵狉犪狆犲犫犲狉狉狔犿犪狋狌狉犪狋犻狅狀，狑犲

犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱狋犺狉犲犲犫犲狋犪犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲犵犲狀犲狊犳狉狅犿犖犆犅犐狀犪犿犲犱犪狊犞狏犅犌１，犞狏犅犌２犪狀犱犞狏犅犌３犪狀犱狋犺犲狀犪狀犪犾狔狕犲犱狋犺犲犻狉

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋狋犺狉犲犲犵犲狀犲狊狑犲狉犲犪犾犾犲狓狆狉犲狊狊犲犱犱狌狉犻狀犵犵狉犪狆犲犫犲狉狉狔狉犻狆犲狀犻狀犵．犐狀狆犲犲犾，狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

狅犳犞狏犅犌１犮犺犪狀犵犲犱狊犿狅狅狋犺犾狔犪犾狅狀犵狑犻狋犺犫犲狉狉狔狉犻狆犲狀犻狀犵，狑犺犻犾犲狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犞狏犅犌２狑犪狊狊犾犻犵犺狋犾狔犾狅狑犪狋狏é狉犪犻狊狅狀，狋犺犲狀

犻狀犮狉犲犪狊犲犱犵狉犪犱狌犪犾犾狔犪狀犱狉犲犪犮犺犲犱狋犺犲犿犪狓犻犿狌犿犪狋犳狌犾犾狉犻狆犲狀犻狀犵狊狋犪犵犲．犎狅狑犲狏犲狉，狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犞狏犅犌３犻狀犮狉犲犪狊犲犱犪狋

犳犻狉狊狋，狋犺犲狀犱犲犮狉犲犪狊犲犱犪狀犱犺犪犱犪狋狉犪狀狊犻犲狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犲犪犽犪狋狏é狉犪犻狊狅狀．犐狀狆狌犾狆，犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犞狏犅犌１犪狀犱犞狏犅犌２

犱犻狊狆犾犪狔犲犱狊犻犿犻犾犪狉狋狉犲狀犱狊狑犻狋犺犞狏犅犌２犪狀犱犞狏犅犌３犻狀狆犲犲犾．犜犺犲犞狏犅犌３犲狓狆狉犲狊狊犲犱狉犲犾犪狋犻狏犲犾狔犾狅狑犪狋狏é狉犪犻狊狅狀，狑犻狋犺狋犺犲

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犲犪犽犪狋犳狌犾犾狉犻狆犲狀犻狀犵狊狋犪犵犲．犐狀狊犲犲犱，狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犞狏犅犌１狑犪狊犺犻犵犺犲狊狋犪狋狆狉犲狏é狉犪犻狊狅狀，狋犺犲狀犱犲犮狉犲犪狊犲犱

狉犪狆犻犱犾狔．犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犞狏犅犌２狉狅狊犲犮狅狀狋犻狀狌狅狌狊犾狔犱狌狉犻狀犵犵狉犪狆犲犿犪狋狌狉犪狋犻狅狀，狑犺犻犾犲狋犺犲犞狏犅犌３犵犲狀犲犺犪犱犪狊犿犪犾犾

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犲犪犽犪狋狏é狉犪犻狊狅狀，狋犺犲狀狉犲犱狌犮犲犱狋狅狋犺犲犾狅狑犲狊狋犪狋狋犺犲狊狋犪犵犲狅犳犳狌犾犾狉犻狆犲狀犻狀犵．犐狀狊狌犿犿犪狉狔，狋犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊

犪狀犱犾犲狏犲犾狊狅犳狋犺犲狋犺狉犲犲犫犲狋犪犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲犵犲狀犲狊狆犲狉犳狅狉犿犲犱犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狔犱狌狉犻狀犵犵狉犪狆犲犿犪狋狌狉犪狋犻狅狀．犃犿狅狀犵狋犺犲犿，狋犺犲狋狉犲狀犱狊狅犳

犞狏犅犌３犻狀狆犲犲犾犪狀犱犞狏犅犌２犻狀狆狌犾狆狑犲狉犲犻狀犮狅狀狊犻狊狋犲狀狋狑犻狋犺狋犺犲犮犺犪狀犵犲狅犳犃犅犃，狑犺犻犮犺犿犻犵犺狋犻狀犱犻犮犪狋犲狋犺犪狋狋犺犲狋狑狅犵犲狀犲狊

狆犾犪狔犲犱犪狉狅犾犲犻狀狉犲犵狌犾犪狋犻狀犵犃犅犃犮狅狀狋犲狀狋犱狌狉犻狀犵犵狉犪狆犲犫犲狉狉狔狉犻狆犲狀犻狀犵．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　犌狉犪狆犲；狉犲犵狌犾犪狋犻狅狀狅犳犃犅犃犮狅狀狋犲狀狋；犫犲狋犪犵犾狌犮狅狊犻犱犪狊犲犵犲狀犲狊



　第２期 段朝瑞等：葡萄成熟过程中生理特征与β葡萄糖苷酶基因的表达分析

　　根据果实在成熟过程中是否有呼吸峰的出现，

将果实分为呼吸跃变型和非呼吸跃变型２种类型。

迄今，对于跃变型果实成熟的调节与信号转导途径

方面的研究已经上取得很大进展，尤其是在番茄上，

通过大量的成熟缺陷突变体的研究获得了大量信

息。对这些成熟缺陷突变体的研究在基因水平上证

明了乙烯是跃变型果实成熟的最基本的信号物质。

与这类跃变型果实相比，对非跃变型果实成熟的分

子调控机制更是缺乏了解。葡萄作为非跃变型果

实，一般认为它的成熟是由ＡＢＡ调控的，而乙烯只

起很小的作用［１］。植物体内ＡＢＡ水平受到其合成

与代谢两个途径的调控。而ＡＢＡ的失活代谢包括

氧化降解和糖基链接两个主要途径。在氧化降解过

程中，ＡＢＡ 经 ８′羟化作用生成羟甲基戊二酰

（ＨＭＧ）ＨＯＡＢＡ和甲酯（Ｍｅ）ＨＭＧＨＯＡＢＡ，红

花菜 豆 酸 （Ｐｈａｓｅａｃｉｄ，ＰＡ），二 氢 红 花 菜 豆 酸

（Ｄｅｈｙｄｒｏｐｈａｓｅｉｃａｃｉｄ，ＤＰＡ）等。糖基链接是指游

离的ＡＢＡ也能通过糖基链接与糖结合成ＡＢＡＧＥ

（脱落酸葡糖酯）和ＡＢＡＧＳ（脱落酸葡糖苷）。还有

葡萄糖基转移酶ＧＴａｓｅ在植物次生代谢过程中起

着重要作用。该酶能将核苷二磷酸中葡萄糖基转移

给低分子受体。在ＧＴａｓｅ催化下，ＡＢＡ和ＵＤＰＤ

Ｇｌｃ（ＵＤＰＧ）反 应 生 成 ＡＢＡＧＥ。ＡＢＡＧＥ 是

ＡＢＡ的代谢产物之一
［２］，在调控ＡＢＡ水平上起重

要作用。此外，已有报道在拟南芥中克隆出拟南芥

β葡萄糖苷酶基因（犃狋犅犌１）可以催化 ＡＢＡＧＥ水

解释放出活性ＡＢＡ使植物体内ＡＢＡ水平上升
［３］，

这又一次证明ＡＢＡＧＥ对于植物细胞内ＡＢＡ的动

态平衡具有很重要的作用［４６］。Ｓｕｎ等
［７］研究发现，

犆犿犅犌１在甜瓜发育过程中，与 ＡＢＡ 积累密切相

关，且对ＡＢＡ合成起到重要的调节作用；Ｌｉ等
［８］研

究表明，犆犾犅犌１在西瓜果实发育早期表达水平相对

较低，随着果实成熟，表达量在成熟期到达高峰。

葡萄作为非跃变型果实虽然缺少乙烯，也没有

呼吸跃变。然而它却表现出同番茄等跃变型果实相

同的成熟现象，即伴随着浆果成熟，其细胞壁代谢、

色素合成和糖代谢相关基因表达逐渐增强，相关酶

活性持续上升。说明葡萄浆果与番茄等跃变型果实

可能有共同的成熟调控机制。而ＡＢＡ很有可能就

是上述２种类型果实共同的成熟调控因子，因为

ＡＢＡ从果实成熟开始后迅速增加
［９１０］并与糖的积

累，酸的降低［１１１２］，以及果实的着色［１３１５］均有很高

的相关性。最近发现，ＡＢＡ 通过调节 ＡＣＣ（１

ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ１ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ）合成酶 ＡＣＳ

和ＡＣＣ氧化酶（犃犆犗）基因的表达来刺激系统２乙

烯的自动催化，从而启动了番茄果实成熟过程，而乙

烯在果实成熟的后期，尤其是在果实固有风味的形

成过程中起重要作用［１６］。这个结果暗示ＡＢＡ与乙

烯之间存在着功能性交感与相互作用。然而，β葡

萄糖苷酶在葡萄浆果成熟过程中起什么作用还不十

分清楚。

本研究通过对犖犆犅犐基因库中分离出的３个

β葡萄糖苷酶基因在葡萄成熟过程中的表达进行分

析，为进一步鉴定葡萄糖苷酶基因的功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

供试品种为种植于中国农业大学科技园区葡萄

园中的１２年生葡萄玫瑰香（犞犻狋犻狊狏犻狀犻犳犲狉犪Ｌ．ｃｖ．

犕狌狊犮犪狋犎犪犿犫狌狉犵）供试。盛花期在２０１１年５月中

旬，取样时间分别为７月６日（转色前），７月９日

（转色期），７月１３日（红果期），７月１８日（成熟期），

７月２５日（完熟期），共５次取样。从试验地采回鲜

样后，用手术刀迅速将果皮，果肉，种子分开，立即用

液氮冷冻，做好标记放于－８０℃保存备用。

１．２　方法

１．２．１　可溶性糖和可滴定酸的测定

可溶性总糖：蒽酮指示剂法［１７］。称取果肉１ｇ，

研磨成匀浆，加入１５ｍＬ蒸馏水洗涤干净，转入试

管中，用塑料薄膜封口，沸水中提取３０ｍｉｎ。取出

待冷却后过滤到１００ｍＬ容量瓶中，将残渣回收到

试管中，加入１５ｍＬ蒸馏水煮沸１０ｍｉｎ，过滤到容

量瓶中。用蒸馏水反复洗涤试管和残渣，过滤后一

并转入容量瓶并定容。取２ｍＬ样品提取液，加入

０．５ｍＬ蒽酮乙酸乙酯试剂和５ｍＬ浓硫酸，充分振

荡，立即将试管放入沸水中保温１ｍｉｎ，取出冷却至

室温，在 波 长 ６３０ｎｍ 处 用 分 光 光 度 计 （ＳＰ

１９００ＵＶ）测定光密度ＯＤ值。３个重复。按照制作

的标准曲线（狔＝０．００７４狓＋０．０８９９，犚
２＝０．９９７１），

（狓为蔗糖质量，狔为ＯＤ值）计算，可溶性总糖／％＝

［（犕１×犞×犖）／（犞犛×犕２×１０
６）］（犕１，从标准曲线

查得的蔗糖质量，μｇ；犞，样品提取液的总体积，ｍＬ；

Ｎ，溶液稀释倍数；ＶＳ，测定时所取样品提取液的总

体积，ｍＬ；犕２，样品质量，ｇ）。

可滴定总酸：采用酸碱滴定法［１８］。称取果肉１

ｇ，加入蒸馏水研磨成匀浆，放在离心管中３０ｍｉｎ，

１５
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在５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将上清液转入１００ｍＬ

容量瓶定容，取５０ｍＬ，滴２滴１％酚酞，用０．０１

ｍｏｌ／Ｌ标准 ＮａＯＨ 滴定。可滴定总酸含量／％＝

［（犆×犞×犞０）／（犞Ｓ×犕）］（犞，样品提取液的总体

积，ｍＬ；犞Ｓ，滴定时所取样品体积，ｍＬ；Ｍ，样品质量

ｇ；犞０，滴定消耗的 ＮａＯＨ 体积，ｍＬ；Ｃ，ＮａＯＨ摩尔

浓度，ｍｏｌ／Ｌ）。３个重复。

１．２．２　ＡＢＡ提取与测定

ＡＢＡ提取：在陈昆松
［１９］的方法上进行改进，提

取分离ＡＢＡ。准确称取２．００ｇ样品，用液氮研磨

成粉末，分别加入４０ｍＬ８０％甲醇和４ｍｇ２，６二

叔丁基４甲基苯酚抗氧化剂，超声波处理２０ｍｉｎ，

－２０℃黑暗条件下浸提１８ｈ后，４℃，１００００犵离心

３０ｍｉｎ，取上清，沉淀中再加入４０ｍＬ８０％甲醇，摇

匀，超声波处理２０ｍｉｎ，－２０℃黑暗条件下浸提２ｈ

后，４℃，１００００犵离心３０ｍｉｎ，合并上清，沉淀中再

加入２０ｍＬ８０％甲醇，摇匀，超声波处理２０ｍｉｎ，

－２０℃黑暗条件下浸提２ｈ后，４℃，１００００犵离心

３０ｍｉｎ，合并上清。于４４℃条件下旋转蒸发（Ｖ小

于２０ｍＬ），之后用１０ｍＬ石油醚洗涤残渣，而后用

ｐＨ８．０磷酸缓冲液溶解残渣。调ｐＨ８．０，之后用

等体积石油醚脱色３次，剩余水相调ｐＨ８．０后，加

入０．２ｇ水不溶性ＰＶＰＰ，低温搅拌１５ｍｉｎ后真空

抽滤，将磷酸缓冲液调ｐＨ３．０后，用等体积乙酸乙

酯萃取３次，４４℃条件下旋转蒸干，加入１．５ｍＬ

５０％色谱级甲醇洗涤残渣，用高效液相色谱测定

（Ａｇｉｌｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，１２００Ｓｅｒｉｅｓ，ＵＳＡ）。

ＡＢＡ 测 定：使 用 液 相 色 谱 （Ａｇｉｌｅｎｔ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，１２００ Ｓｅｒｉｅｓ，ＵＳＡ）测 定，甲 醇 为

Ｆｉｓｈｅｒｃｈｅｍｉｃａｌ公司色谱纯，其他试剂均为分析纯，

试验用水为超纯水。色谱条件：色谱柱为 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ

ＯＤＳＣ１８柱（４．８ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：甲醇和体

积分数为０．８％的冰醋酸，梯度洗脱条件０～４ｍｉｎ

４５％的冰醋酸，４～５ｍｉｎ５０％的冰醋酸，５～１７ｍｉｎ

６０％的冰醋酸，１７～１８ｍｉｎ６０％的冰醋酸，１８～１９

ｍｉｎ４５％的冰醋酸；柱温２７℃；检测波长：２５４ｎｍ，

进样量：２０μＬ，流速１ｍＬ／ｍｉｎ。定量方法采用外

标法（峰面积），试验重复３次。

ＡＢＡ标准曲线：准确称取１０ｍｇＡＢＡ标准样

品（（±）Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，ｓｉｇｍａ，Ａ１０４９），５０％色谱级

甲醇溶解，１０００ ｍＬ 容量瓶定容，配制浓度为

１０μｇ／ｍＬ的ＡＢＡ标准液。梯度稀释，得到质量浓

度分别为１、０．１、０．０１和０．００１μｇ／ｍＬ（ＡＢＡ）标准

液，液相色谱测定其峰面积，制作峰面积与浓度关系

的标准曲线。

１．２．３　ＲＮＡ提取，ＲＴＰＣＲ及实时荧光定量ＰＣＲ

分析

果实ＲＮＡ提取用热硼酸法
［２０］。分别从不同时

期葡萄果皮、果肉和种子中提取总ＲＮＡ。并使用反

转录酶（Ｔａｋａｒａ，Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）和ＯｌｉｇｏｄＴ引物反

转录得到ｃＤＮＡ，存放于－２０℃用于后续试验。

在 ＮＣＢＩ数据库中（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＧＵ４８０９１７．１；ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＸＭ＿００３６３２３２５．１；ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＸＭ＿００３６３２３２５．１）

分离出３个β葡萄糖苷酶基因，在本试验中分别命

名为犞狏犅犌１，犞狏犅犌２，犞狏犅犌３，ＧｅｎＢａｎｋ序列号分

别为ＧＵ４８０９１７，ＸＭ＿００３６３２３２５，ＸＭ＿００２２７２３７７。

根据其特异性序列区域，采用Ｐｒｉｍｅｒ５设计引物

（引 物 犞狏犅犌１ 上 游 ５′ＴＧＡＡＣＣＴＴ

ＡＣＡＴＡＧＴＴＧＣＣＣＡＣＣＡＴ３′，下 游 ５′ＡＡＴＣＣ

ＣＣＡＴＡＣＡＴＣＡＧＡＧＧＧＴＣＡＡＴ３′；犞狏犅犌２ 上游

５′ＡＴＡＧＴＧＡＡＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＧＧＣＡＣＧ３′，下

游５′ＧＣＧＧＣＣＡＴＡＴＣＴＧＣＡＡＧＡＡＡＧＴＣ３′；犞狏犅犌３

上游５′ＧＣＣＧＣＡＧＡＡＴＡＧＴＡＧＡＡＧＡＣＴＴＴＧＣ

３′，下游５′ＧＣＡＡＴＡＴＡＡＧＧＣＴＣＧＧＴＴＧＡＴＧＡ

ＧＴ３′），在一定ＰＣＲ条件下进行特异性扩增。ＰＣＲ

条件为９５℃３ｍｉｎ，９５℃１５ｓ、６０℃１５ｓ及７２℃

１５ｓ（３５个循环），随后是７２℃１０ｍｉｎ，最后４℃保温。

使 用 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ ３０００ ｓｙｓｔｅｍ （Ｃｏｒｂｅｔｔ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ａｕｓｔｒａｌｉａ）进行扩增及分析，选用ＳＡＮＤ

作内 参 （引 物 上 游 ５′ＧＣＧＡＣＧＡＧＴＧＡＧＴＣＴ

ＧＧＧＡＴＴＧ ３′，下 游 ５′ＧＣＧＡＣＧＡＧＴＧＡＧＴ

ＣＴＧＧＧＡＴＴＧ３′），使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ

ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ，Ｄａｌｉａｎ，Ｃｈｉｎａ）。实时定量ＰＣＲ反应

体系包括：０．４μＬ 上下游特异性引物，１．５μＬ

ｃＤＮＡ，１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（２×）ｍｉｘ

和７．７μＬ水。反应条件为：９５℃３０ｓ；９５℃１５ｓ、

６０℃２０ｓ、７２℃１５ｓ（４０个循环）。基因的绝对表

达量用ＲｏｔｅｒＧｅｎｅ６．１．８１软件进行计算。生物学重

复３次。最后用Ｏｒｉｇｉｎ软件进行计算和作图分析。

２　结　果

２．１　葡萄果实发育与成熟过程中可溶性糖和可滴

定酸含量的变化

玫瑰香葡萄浆果整个发育过程自盛花期后历时

２５
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１２周，其发育动态可以划分为３个阶段：１～４周为

浆果的快速增长期，５～８周为缓慢生长期，９～１１周

为第２次迅速生长期
［２１］。在浆果成熟开始前后，形

态学上的变化主要表现在浆果颜色的变化上，果实

从深绿色变成浅绿色（即褪绿），进一步变成红绿色

（即转色期）。由图１可以看出，葡萄浆果含糖量从

７月９日开始急剧上升，含酸量则开始急剧下降，这

些生理指标变化意味着葡萄浆果成熟的开始

（ｖéｒａｉｓｏｎ）。以后浆果不断褪绿着色，至７月１８日

果面全部变红，为商业采收期，７月２５浆果完全成

熟，此时，浆果含糖量不再大幅增加，果皮颜色变深。

本研究观察到的结果与许雪峰等［２１］对玫瑰香葡萄

的调查结果基本一致。

葡萄果皮、果肉和种子中 ＡＢＡ含量变化趋势

基本一致（图２）。转色前（７月６日）含量较低，之后

快速上升，在转色期时（７月９日）时达到最大值，之

图１　玫瑰香葡萄成熟过程中，可溶性糖

和可滴定酸质量分数的变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｓｏｌｕｂｌｅｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｔｉｔｒａｔａｂｌｅ

ａｃｉｄｉｔｙｉｎｂｅｒｒｉｅｓｏｆＭｕｓｃａｔＨａｍｂｕｒｇ

ｄｕｒｉｎｇｇｒａｐｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

后随着葡萄果实的不断成熟，ＡＢＡ含量逐渐降低。

此外，我们注意到，果皮、果肉和种子中 ＡＢＡ的峰

值均是在转色期时检测到。

图２　玫瑰香葡萄成熟过程中，果皮、果肉和种子中犃犅犃含量变化

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＡＢＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐｅｅｌ，ｐｕｌｐａｎｄｓｅｅｄｏｆＭｕｓｃａｔＨａｍｂｕｒｇｄｕｒｉｎｇｇｒａｐｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

２．２　β葡萄糖苷酶基因的的结构特征

从ＮＣＢＩ中选择了３个β葡萄糖苷酶基因，其

中犞狏犅犌１全长为１５１８ｂｐ，犞狏犅犌２和犞狏犅犌３分别

为１５３９和１８４４ｂｐ，开放阅读框分别编码５０５、５１２

和５１８个氨基酸。同源性分析表明，核苷酸碱基序

列与拟南芥中β葡萄糖苷酶基因（ＮＭ＿１０２４１８．３、

ＮＭ＿１７９２４７．５ 和（ＮＭ＿１１２６９０．３）相似性高达

９３％、８８％和７７％。通过制作ＢＧ基因家族进化树，

发 现 犞狏犅犌１ 与 橡 胶 树 β葡 萄 糖 苷 酶 基 因

（ＥＦ１００８１６．１）处于同一分支上，犞狏犅犌２ 与拟南芥

β葡萄糖苷酶基因（ＮＭ＿１０２４１８．３）关系密切，而

犞狏犅犌３ 与 拟 南 β葡 萄 糖 苷 酶 基 因 （ＮＭ ＿

００１１２５０５２．１）和樱桃β葡萄糖苷酶基因（Ｕ３９２２８．１）

联系紧密。此外，将葡萄β葡萄糖苷酶基因的氨基酸

序列与玉米（ＡＡＤ１０５０３．１），大麦（ＡＣＦ０７９９８．１），紫

花苜宿（ＡＢＷ７６２８８．１），百脉根（ＡＣＤ６５５１０．１）进行

比对，发现起酸／碱作用的谷氨酸残基（Ｅ）位于

ＴＸＮＥＸ序列中（Ｘ代表疏水氨基酸残基），起亲核试

剂作用的谷氨酸残基位于Ｉ／ＶＴＥＮＧ序列中
［２２２４］。

２．３　β葡萄糖苷酶基因（犞狏犅犌１，犞狏犅犌２，犞狏犅犌３）在

葡萄果实成熟过程中的表达

实时荧光定量ＰＣＲ对犞狏犅犌１，犞狏犅犌２，犞狏犅犌３

基因表达分析显示，果皮中（图３），犞狏犅犌１ 在转色

前到浆果完熟的整个过程中，变化较平稳；犞狏犅犌２

在转色期时略有降低，之后不断升高，在完熟期时取

得最大值；犞狏犅犌３ 先升高后降低，在转色期时达到

高峰。果肉中（图４），犞狏犅犌１ 与果皮犞狏犅犌２ 变化

趋势相似，在转色期时其表达量略有降低，之后不断

上升，在完熟期出现峰值；随着浆果不断成熟，

犞狏犅犌２则是先升高后降低，在转色期时有最大值；

犞狏犅犌３在转色前和成熟期时表达较低，在完熟期出

现最大值。种子中（图５），犞狏犅犌１在转色前出现最

大值，之后迅速降低，在转色期和成熟期时表达水平

均较低；犞狏犅犌２在整个成熟过程中呈上升的趋势；

３５
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图３　玫瑰香葡萄成熟过程中，犞狏犅犌１、犞狏犅犌２和犞狏犅犌３在果皮中的表达

Ｆｉｇ．３　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犞狏犅犌１，犞狏犅犌２ａｎｄ犞狏犅犌３ｉｎｔｈｅｐｅｅｌｏｆＭｕｓｃａｔＨｕｍｂｕｒｇｄｕｒｉｎｇｇｒａｐｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

图４　玫瑰香葡萄成熟过程中，犞狏犅犌１、犞狏犅犌２和犞狏犅犌３在果肉中的表达

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犞狏犅犌１ ，犞狏犅犌２ａｎｄ犞狏犅犌３ｉｎｔｈｅｐｕｌｐｏｆＭｕｓｃａｔＨａｍｂｕｒｇｄｕｒｉｎｇｇｒａｐｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

图５　玫瑰香葡萄成熟过程中，犞狏犅犌１、犞狏犅犌２和犞狏犅犌３在种子中的表达

Ｆｉｇ．５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犞狏犅犌１ ，犞狏犅犌２ａｎｄ犞狏犅犌３ｉｎｔｈｅｐｕｌｐｏｆＭｕｓｃａｔＨａｍｂｕｒｇｄｕｒｉｎｇｇｒａｐｅｍａｔｕｒａｔｉｏｎ

犞狏犅犌３在转色期时有个小峰，之后不断降低，在完

熟期时表达量最低。

３　讨　论

本研究所用试验材料葡萄是非呼吸跃变型果

实［２５］，产生极低水平的乙烯，所以乙烯在果实成熟

过程中的作用很有限，而葡萄内源 ＡＢＡ水平在果

实发育和成熟过程中的明显变化（图２）则说明

ＡＢＡ在葡萄浆果发育和成熟过程中发挥着十分重

要的作用。随着果实的成熟，可滴定酸不断下降，而

可溶性糖含量不断升高，并伴随着果皮颜色的逐渐

变红和 ＡＢＡ含量的不断变化。由此可看出 ＡＢＡ

与葡萄浆果成熟有很大的相关性，可能作为果实成

熟的初始诱导剂促进了果实一系列生理生化反应而

最终诱导果实成熟。

糖基链接途径是 ＡＢＡ失活的主要途径之一，

在相关酶作用下ＡＢＡ与葡萄糖等物质结合形成无

活性复合物。这一过程是可逆的，β葡萄糖苷酶可

以催化水解此复合物重新释放出活性ＡＢＡ，因此β

葡萄糖苷酶对 ＡＢＡ水平的调控发挥着重要作用。

本试验中得到的３个β葡萄糖苷酶基因在葡萄成熟

过程中的表达量和表达模式均不相同。果皮

４５
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犞狏犅犌２与果肉犞狏犅犌１ 均是在转色期时表达降低，

与ＡＢＡ的变化趋势相反，这表明ＡＢＡ可能同时受

到其他基因的共同调控；果皮 犞狏犅犌３ 和果肉

犞狏犅犌２的变化趋势与ＡＢＡ一致，说明它们与ＡＢＡ

关系密切，且两者均在转色期时出现峰值，可能是

犞狏犅犌２通过水解 ＡＢＡＧＥ等 ＡＢＡ复合物来得到

游离的 ＡＢＡ，从而使 ＡＢＡ 水平升高。种子中，

犞狏犅犌１ 和 犞狏犅犌３ 在成熟期表达较低，这表明

犞狏犅犌１和犞狏犅犌３与果实成熟关系不显著。

本研究表明：３个β葡萄糖苷酶基因在葡萄成

熟过程中的表达量和表达模式均不相同。其中果皮

犞狏犅犌３和果肉犞狏犅犌２的变化趋势与ＡＢＡ一致，可

能在果实成熟过程中对ＡＢＡ水平调节起作用。
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