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ABA信号通路对葡萄果皮花青苷
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摘 要:以‘红巴拉多’葡萄为试验材料,在转色前期(约花后6周)用300
 

mg/L的ABA对果穗进行处理,以清水处

理为对照;测定不同发育时期葡萄果实的单果重、可滴定酸、可溶性固性物等生理指标,同时测定果皮中总花青苷

及ABA含量;检测不同发育时期果皮中ABA信号通路和花青苷生物合成相关基因表达量,克隆6个与花青苷生

物合成相关基因的启动子,并预测启动子中的顺式作用元件,在转录调控水平上探讨ABA信号通路对葡萄果皮花

青苷生物合成的调控作用。结果表明:(1)ABA处理的葡萄果实可溶性固形物含量明显提高、可滴定酸含量下降。
(2)ABA处理显著提高了‘红巴拉多’葡萄果皮的着色水平以及总花青苷和ABA含量。(3)ABA处理后,9个ABA
信号通路基因以及6个花青苷生物合成相关基因表达水平明显提高。(4)6个花青苷生物合成相关基因的启动子

序列中均含有多个与ABA响应相关的ABRE作用元件。研究发现,9个ABA信号通路基因可能在葡萄果皮着色

中发挥着重要作用,其中2个VvABFs转录因子可能直接作用于含有ABRE元件的花青苷生物合成相关基因的启

动子序列,推测可通过调控这些基因的转录水平来调控葡萄果皮花青苷的积累。
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Abstract:
 

Present
 

study
 

use
 

‘Benibalado’
 

as
 

the
 

experimental
 

material.
 

In
 

the
 

early
 

stage
 

of
 

véraison,
 

grape
 

clusters
 

were
 

treated
 

with
 

300
 

mg/L
 

ABA,
 

water
 

treated
 

as
 

control.
 

The
 

weight,
 

titratable
 

acid
 

and
 

total
 

soluble
 

solids
 

of
 

grape
 

berries
 

at
 

different
 

development
 

stages
 

were
 

determined.
 

Meanwhile,
 

we
 

de-
tected

 

the
 

concentrations
 

of
 

total
 

anthocyanins
 

and
 

endogenous
 

hormone
 

ABA
 

in
 

grape
 

skins.
 

The
 

expres-
sion

 

of
 

ABA
 

signaling
 

pathway
 

and
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

related
 

genes
 

in
 

skins
 

of
 

different
 

develop-
ment

 

stages
 

were
 

observed
 

by
 

qRT-PCR.
 

Promoters
 

of
 

6
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

related
 

genes
 

were
 

cloned
 

by
 

PCR,
 

the
 

cis-acting
 

elements
 

in
 

these
 

promoters
 

were
 

predicted
 

to
 

exploring
 

the
 

mechanism
 

of
 

ABA
 

promoted
 

grape
 

skin
 

coloring
 

and
 

anthocyanin
 

accumulation
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

at
 

transcriptional
 

regulation
 

level.
 

The
 

results
 

showed
 

that:
 

(1)
 

ABA
 

treatment
 

significantly
 

increased
 

the
 

total
 

soluble
 

sol-



id
 

while
 

decreased
 

titratable
 

acid
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape.
 

(2)
 

ABA
 

treatment
 

significantly
 

increased
 

the
 

an-
thocyanin

 

content
 

and
 

endogenous
 

ABA
 

content
 

in
 

the
 

skin
 

of
 

‘Benibalado’
 

berries.
 

(3)
 

After
 

ABA
 

treat-
ment,

 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

9
 

ABA
 

signaling
 

pathway
 

genes
 

and
 

6
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

related
 

genes
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

skins
 

were
 

significantly
 

increased.
 

(4)
 

The
 

results
 

of
 

cis-acting
 

element
 

analy-
zing

 

showed
 

that
 

the
 

promoter
 

sequences
 

of
 

above
 

six
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

related
 

genes
 

contained
 

several
 

ABRE
 

motif
 

which
 

were
 

reported
 

related
 

to
 

ABA
 

signal
 

response.
 

In
 

summary,
 

the
 

results
 

sugges-
ted

 

that
 

9
 

ABA
 

signaling
 

pathway
 

genes
 

may
 

play
 

important
 

roles
 

in
 

grape
 

skins
 

coloring,
 

two
 

of
 

them
 

(VvABFs)
 

may
 

directly
 

works
 

with
 

the
 

promoter
 

sequence
 

of
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

related
 

genes,
 

which
 

are
 

abundant
 

of
 

ABRE
 

elements
 

to
 

positive
 

regulate
 

the
 

transcription
 

level
 

of
 

downstream
 

genes
 

and
 

eventually
 

modulate
 

the
 

skins
 

coloring
 

and
 

anthocyanin
 

accumulation
 

of
 

grape.
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  葡萄(Vitis
 

L.)是一种重要的果树作物,鲜食

葡萄在世界上被广泛种植[1]。葡萄果皮颜色是衡量

葡萄商品性的重要指标之一。但是一些红色的鲜食

葡萄品种,常常因为环境条件不理想或管理措施不

到位而达不到较好的着色条件,部分葡萄成熟期的

果实不能充分着色[2]。一般认为,红色或黑色葡萄

果皮的着色与花青苷积累相关,目前对花青苷的合

成和调控已有深入的研究[3]。在生产上外源施用

ABA来促进葡萄着色已开始应用,ABA促进花青

苷的生物合成和果实着色也已有文献报道,但其具

体的分子机理还不清楚[4-6]。
前人研究表明,ABA 信号通路由 ABA 受 体

(PYL/RCAR)、2C型蛋白磷酸酶(PP2C)、SnRK2激

酶、ABRE元件结合因子(AREB/ABFs)组成[7-8]。在

缺乏ABA的情况下,PP2Cs通过相互作用和去磷酸

化使SnRK2s蛋白失去活性[9]。在ABA存在的情况

下,PYL/RCAR与PP2Cs相互作用,破坏了PP2Cs
与SnRK2s的相互作用,SnRK2s可以自磷酸化而活

化,从 而 结 合 下 游 的 AREB/ABFs转 录 因 子[10]。

AREB/ABFs通过结合下游基因启动子中的ABRE
元件,来激活下游基因的表达,从而调控一系列生理

过程,如抗逆、果实成熟、花青苷积累等[8,11-12]。在

葡萄中,研究者们已经从 ABA信号通路中分离和

鉴定 出 了 PYL/RCAR、PP2C、SnRK2和 AREB/

ABFs基因[8,13]。而调控花青苷生物合成的 ABA
信号通路基因仍需要进一步的筛选和鉴定。

本研究通过实时荧光定量PCR技术,对候选的

ABA信号通路基因和花青苷生物合成相关基因的

表达规律进行分析,同时对6个花青苷生物合成相

关基因启动子进行克隆和顺式作用元件分析,筛选

可能调控葡萄果皮花青苷生物合成的ABA信号通

路基因,以及 ABA信号通路基因可能直接调控的

下游基因。本研究在转录水平上探讨ABA信号通

路调控葡萄果皮花青苷生物合成的机理,旨在为生

产上外源施用ABA促进葡萄果实着色应用提供理

论依据和指导。

1 材料和方法

1.1 材料处理和样品采集

试验于2019年在南京农业大学汤山葡萄基地

进行。以‘红巴拉多’葡萄为试验材料,选择树体长

势一致的植株,树形为平架棚“H”型整形,栽培管理

等同常规。
在果实的转色前期(花后第6周),在预实验基

础上选用300
 

mg/L
 

ABA溶液处理‘红巴拉多’葡
萄果穗,以清水处理为对照。处理和对照各随机处

理40穗葡萄果穗,处理后每隔7
 

d取样1次,直到

果实成熟(处理后35
 

d)。所取样品部分进行生理指

标测定,部分样品用手术刀片剥取果皮,液氮速冻后

-80
 

℃保存备用。

1.2 果实品质测定

单果重量使用电子天平测定,可溶性固形物含

量采用PAL-1手持式糖度计测定,可滴定酸含量采

用酸碱滴定法测定。葡萄果实赤道部位两面的果面

色泽采用柯尼卡美能达CR-400便携式色差仪测

定,主要包括L(亮度)、a(红绿色差)、b(黄蓝色差)、

c(色彩纯度)、h(综合颜色)值。以上生理指标的测

定均采用3次生物学重复,每次测定至少使用10个

随机选取的葡萄果粒。

1.3 果皮花青苷的提取和测定

总花青苷的提取参照Jia等[14]的方法并加以改

进:取待测的葡萄果皮样品,用液氮研磨成粉末,称
取1.0

 

g样品粉末,加入10
 

mL含1%盐酸的甲醇溶

液,4
 

℃黑暗条件中静置24
 

h,10
 

000
 

r/min高速离心

10
 

min,沉淀反复浸提2次,合并上清液,用0.22
 

μm
滤膜过滤后合并上清液待测。参照You等[15]的方法
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使用pH示差法进行总花青苷含量的测定。

1.4 果皮ABA含量测定

取待测的葡萄果皮样品,用液氮研磨成粉末,称
取1.0

 

g样品粉末,加入10
 

mL含80%的甲醇溶

液,4
 

℃黑暗中静置12
 

h,10
 

000
 

r/min高速离心10
 

min,沉淀反复浸提2次,合并上清液,加入0.2
 

g
 

PVPP,在4
 

℃恒温摇床中120
 

r/min振荡1
 

h,离心

后取上清液过C18 小柱。使用冷冻干燥器进行冻干

后,再加入1
 

mL
 

80%的甲醇溶解,用0.45
 

μm滤膜

过滤后合并上清液待测。

HPLC条件:所用仪器为3200
 

Qtrap
 

高效液相

色谱-串联三重四级杆质谱联用仪(AB
 

SCIEX),色
谱柱:phenomenex

 

Kinetex􀳏
 

XB-C18 (100×3
 

mm,
 

2.6
 

μm);
 

流动相:A泵溶液:0.1%
 

甲酸水溶液,B
泵溶液:甲醇。洗脱条件:0~1

 

min,5%
 

B;1~4
 

min,5%
 

B~95%
 

B;4~8
 

min,95%
 

B;8~8.1
 

min,95%
 

B~5%
 

B。流速:0.3
 

mL/min;柱温:40
 

℃;进样量:10
 

μL。

1.5 基因表达分析

对9个ABA信号通路相关基因及转录因子,6
个花青苷生物合成相关基因及转录因子进行基因表

达分析。

1.5.1 RNA提取和cDNA合成 总RNA的提取

采用多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒(TIAN-
GEN),所有操作按照说明书进行。取2

 

μL
 

RNA
样品进行琼脂糖凝胶电泳,检测RNA样品的质量。
用 Nanodrop

 

ND-1000
 

Spectrophotometer
 

检 测

RNA浓度。取1
 

μg检验合格的RNA样品,用反转

录试剂盒(TaKaRa)进行cDNA的合成。

1.5.2 qRT-PCR分析 qRT-PCR引物使用Bea-
con

 

Designer
 

7.0 软 件
 

(Premier
 

Biosoft
 

Inter-
naition,USA)设计,引物见表1。所有引物均用

PCR扩增、电泳和溶解曲线进行测试以保证引物特

异性。使用ABI-7300系统进行qRT-PCR,反应体

系按SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

(TaKaRa)说明

书进行。以VvActin 为内参,用2-ΔΔCt 公式计算相

对表达量[16]。

1.6 启动子克隆和顺式作用元件分析

利用多糖多酚植物基因组 DNA 提取试剂盒

(TIANGEN)从‘红巴拉多’葡萄叶片中提取基因组

DNA。
 

以提取的基因组DNA为模板,引物见表2,
克隆6个花青苷生物合成相关基因的启动子序列,

PCR产物连接到pClone007
 

Blunt
 

Simple
 

载体上,
转化DH5α大肠杆菌,挑取阳性菌落,经测序验证得

表1 荧光引物设计序列

Table
 

1 Primer
 

sequences
 

of
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR

基因(转录因子)名称
Gene

 

name
 

and
 

transcription
 

factor

正向引物   
Forward

 

primer(5'→3')   
反向引物   

Reverse
 

primer(5'→3')   
NCBI登录号

Accession
 

number

VvCHI CGTTATTTAATCGGTATACACC CTTCGGGGATATGGCTGCA LOC100233078

VvDFR GTCACCAGCCGACCGTAGC ACTTCTCAAAAATGATCCGGGG LOC100233141

VvLDOX GAGTTGAGAGCTTGTCCAGCAGTGG GGACCACCTCGTCCTCAGACTCAAT LOC100233142

VvUFGT TGGTGGCTGACGCATTCAT CCCCATCTCTGCTGCCATATC LOC100233099

VvMYBA1 TTATCGCAAGCCTCAGGACAG TCCCAGAAGCCCACATCAA LOC100233098

VvMYBA2 AGACGGAAGTTGCACGAAGT AGGGAGTAGAGTATGAATGCAAGA LOC100232838

VvPYL1 CTCAGCCGGAGTTCCAAGAG GAGTAGGGAGGAGCATTGGC LOC100267793

VvPP2C3 GCCAAAGATTCACCCACCTA AGCCAAATGGATTCGATCAC LOC
 

100241147

VvPP2C4 TGGGCTTTGGGATGTTATGT TGTGCAGGAGTCTCATCAGC LOC109121390

VvPP2C8 AGTGTTTGATCCTGGCAAGC CCTGCGCATTCAGACACATA LOC100247958

VvPP2C9 TTAAAGCCCTTCGTGAGCTG GACACCACGTCCCACAGAC LOC100255251

VvSnRK2.1 CCTGCAAAGAGGATCACCAT GGTGCAATTCCCCGTAGTTA LOC100243594

VvSnRK2.2 TTTTTGTGGCAAACCCAGAT CAGCTTCCTCCATCCATCAT LOC100232851

VvABF1 GCAACCTTCCATATACTC GGAGGATGTCATATTCTG LOC100243434

VvABF2 ATCTACTCGCTGACCTTTGA CAAATATCCACCAGCCACAA LOC100232889

VvActin TACAATTCCATCATGAAGTGTGATG TTAGAAGCACTTCCTGTGAACAATG LOC100246825
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表2 启动子克隆引物设计序列

Table
 

2 Primer
 

sequences
 

of
 

promoter
 

clone

基因名称
Gene

 

name
正向引物    

Forward
 

primer(5'→3')    
反向引物    

Reverse
 

primer(5'→3')    
NCBI登录号

Accession
 

number

VvCHI CGTTATTTAATCGGTATACACC CTTCGGGGATATGGCTGCA LOC100233078

VvDFR GTCACCAGCCGACCGTAGC ACTTCTCAAAAATGATCCGGGG LOC100233141

VvLDOX TGTTTGCCACGTCCATTTCC ACTTGTTTTCCCTTCCCTTTCTCT LOC100233142

VvUFGT AACTTTTCGGTATCATGCG GGTTGGAATGGGGGATGTTAC LOC100233099

VvMYBA1 GTCATTTGGGATACAGAACCGT CCATGCACCCTTTCTAACTCCTA LOC100233098

VvMYBA2 ATTGCTGCCTCTATATTAAGCTCT CGAGTCAACTCAACACAAGAGA LOC100232838

到阳性克隆。将克隆得到的启动子序列用Plant-
CARE

 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/

webtools/plantcare/html/)进 行 顺 式 作 用 元 件

分析。

1.7 数据处理

本研究平均值、标准差、标准曲线计算制作使用

Graph
 

Pad
 

Prism
 

5.0软件
 

(https://www.graph-
pad.com/)进行,相关性分析和单因素方差分析使

用SPSS
 

25.0软件
 

(SPSS
 

Inc.
 

USA)完成。

2 结果与分析

2.1 外源ABA处理对‘红巴拉多’葡萄果实品质的

影响

  图1显示,随着‘红巴拉多’葡萄果实逐渐成熟,

ABA处理和对照果实单果重和可溶性固形物含量

均不断增加,而其可滴定酸含量却持续降低;与同期

对照相比,
 

ABA处理单果重和可溶性固形物含量

大多不同程度增加,而其可滴定酸含量却不同程度

降低,且可溶性固形物含量增幅均达到显著水平。
可见,ABA处理使得‘红巴拉多’葡萄单果重增速变

快,果实可溶性固形物含量显著增加,可滴定酸含量

降低,表明ABA处理对‘红巴拉多’葡萄果实品质

有改善提高作用。

2.2 外源ABA处理对‘红巴拉多’葡萄果皮色泽及

总花青苷含量的影响

  L、a、b、c和h值分别代表亮度、红绿色差、黄蓝

色差、色彩纯度和综合颜色指标。图2显示,随着果

实的逐渐成熟,处理和对照‘红巴拉多’葡萄果皮的

a值均呈增加的趋势,且ABA处理始终极显著高于

同期对照,其余颜色指标值均持续降低,且ABA处

理始终极显著低于同期对照。可见,ABA处理显著

提高了‘红巴拉多’葡萄果皮的a值,却显著降低了

其L值、b值、c值和h值,即ABA处理显著提高了

‘红巴拉多’葡萄果皮的红绿色差,降低了亮度、黄蓝

色差、色差纯度和综合颜色指标,使得红色逐渐呈

现,促进了果皮着色。
同时,ABA处理也显著提高了‘红巴拉多’葡萄

果皮总花青苷含量(图2)。其中,在ABA处理后21
 

d内,随着葡萄果实成熟进程,果皮总花青苷含量不

断增加,而后趋于稳定,成熟后期略有降低;而对照

组果皮总花青苷含量一直维持在较低水平,果皮难

以着色,这可能与高温、光照不足的外部环境条件有

*和**
 

分别表示同期处理与对照间在0.05和0.01水平存在显著性差异,下同

图1 ABA处理下‘红巴拉多’葡萄果实品质的变化

*
 

and
 

**
 

indicate
 

significant
 

difference
 

between
 

treatment
 

and
 

control
 

at
 

0.05
 

and
 

0.01
 

levels,
 

respectively;
 

the
 

same
 

as
 

below

Fig.1 The
 

fruit
 

quality
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

after
 

ABA
 

treatment
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图2 ABA处理后‘红巴拉多’葡萄果皮色差和总花青苷含量变化

Fig.2 The
 

color
 

difference
 

and
 

total
 

anthocyanin
 

content
 

change
 

in
 

the
 

skins
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

after
 

ABA
 

treatment

关。以上结果说明外源 ABA处理促进了‘红巴拉

多’葡萄果皮着色和花青苷积累,从而提高了葡萄果

实的外观品质。

2.3 外源ABA处理对‘红巴拉多’葡萄果皮内源脱

落酸含量的影响

  图3结果表明,与对照组相比,
 

‘红巴拉多’葡
萄果皮内源ABA含量在外源 ABA处理后极显著

提高,且在处理后第7天达到最高水平,后随处理时

间逐渐下降,而对照组 ABA含量基本保持在较低

水平。其中,ABA处理组和对照组的花青苷水平也

在处理后第7天开始出现显著差异,但峰值出现在

第28天(图2),这说明处理组葡萄果皮内源 ABA
和花青苷含量均呈先升后降的单峰曲线,两者含量

水平的变化高度相关,但内源 ABA峰值出现时间

早于花青苷,变化不完全同步。在外源 ABA处理

35
 

d后,处理组果皮的内源 ABA含量仍极显著高

于对照组,又说明外源 ABA处理对葡萄果皮内源

ABA含量的影响是一个长期的过程。

2.4 外源ABA处理对‘红巴拉多’葡萄果皮中相关

基因表达的影响

2.4.1 ABA信号通路基因表达规律 图4表明,
外源 ABA 处理后,‘红巴拉多’葡萄果皮中9个

ABA信号通路相关基因及转录因子表达量均随着

处理时间表现出先升后降的变化趋势,且均比对照组

显著提高。其中,VvSnRK2.2、VvPP2C3、VvPP2C8、

图3 ABA处理下‘红巴拉多’葡萄果皮内源

ABA含量的变化

Fig.3 The
 

endogenous
 

ABA
 

content
 

in
 

skins
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

after
 

ABA
 

treatment

VvABF1、VvABF2相对表达量在外源ABA处理后

第7 天 达 到 最 高 水 平,VvPYL1、VvSnRK2.1、

VvPP2C9在处理后第14天达到最高水平,这与

‘红巴拉多’葡萄果皮内源ABA含量变化趋势有相

似的变化规律。
 

2.4.2 花青苷生物合成相关基因表达规律 ABA
处理后‘红巴拉多’葡萄果皮中花青苷生物合成相关

基因表达分析结果(图5)显示,4个花青苷生物合成

结构基因
 

(VvCHI、VvDFR、VvLDOX、VvUFGT)
 

和2 个 调 控 花 青 苷 生 物 合 成 重 要 的 转 录 因 子

(VvMYBA1、VvMYBA2)相对表达量也大多随着
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处理时间表现出先升后降的变化趋势,且均比对照

组显著提高,并均在处理第7天达到最高水平。这

种表达模式也与‘红巴拉多’葡萄果皮内源ABA含

量变化趋势相似。

图4 外源ABA处理后‘红巴拉多’葡萄果皮ABA信号通路基因及转录因子表达变化

Fig.4 Expression
 

of
 

trancription
 

factor
 

and
 

genes
 

related
 

to
 

ABA
 

signaling
 

pathway
 

in
 

skins
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

after
 

exogenous
 

ABA
 

treatment

图5 外源ABA处理后‘红巴拉多’葡萄果皮花青苷生物合成相关基因及转录因子表达变化

Fig.5 Expression
 

of
 

trancription
 

factor
 

and
 

genes
 

related
 

to
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

in
 

skins
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape
 

after
 

exogenous
 

ABA
 

treatment
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2.4.3 内源ABA含量与相关基因表达的关系 如

表3所示,外源ABA处理后,‘红巴拉多’葡萄果皮

9个ABA信号通路基因相对表达量与其内源ABA
含量变化均显著或者极显著正相关,且相关系数均

在0.55以上,说明这些ABA信号通路基因可能受

到ABA的调控而表达,可能在ABA促进葡萄果皮

花青苷生物合成过程中发挥着重要作用;同时,葡萄

表3 ‘红巴拉多’葡萄果皮内源ABA含量与ABA信号

通路和花青苷生物合成相关基因相对表达量相关性

Table
 

3 Correlation
 

between
 

the
 

content
 

of
 

ABA
 

and
 

expression
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

ABA
 

pathway
 

and
 

anthocyanin
 

biosynthesis
 

in
 

skins
 

of
 

‘Benibalado’
 

grape

基因及转录因子
Gene

 

and
 

transcription
 

factor
对照
Control

ABA处理
ABA

 

treatment

VvPYL1 0.186 0.574*

VvPP2C3 -0.176 0.921**

VvPP2C4 0.779** 0.842**

VvPP2C8 -0.419 0.850**

VvPP2C9 0.346 0.789**

VvSnRK2.1 0.341 0.568*

VvSnRK2.2 -0.259 0.886**

VvABF1 0.339 0.912**

VvABF2 0.406 0.946**

VvCHI 0.209 0.851*

VvDFR 0.417 0.842*

VvLDOX -0.234 0.840*

VvUFGT 0.707** 0.862*

VvMYBA1 0.197 0.930*

VvMYBA2 0.513* 0.929**

注:*表示显著(P≤0.05),**表示极显著(P≤0.01)

Note:
 

*
 

indicates
 

significant
 

(P
 

≤
 

0.05),
 

**
 

indicate
 

ex-

tremely
 

significant
 

(P
 

≤
 

0.01)

表4 启动子顺式作用元件分析

Table
 

4 Analysis
 

of
 

cis-acting
 

elements
 

of
 

promoter

启动子名称
Promoter

 

name
克隆长度

Clone
 

fragment
 

length/bp
ABRE元件数量
Number

 

of
 

ABRE

ProVvCHI 1
 

854 4

ProVvDFR 1
 

580 3

ProVvLDOX 1
 

757 4

ProVvUFGT 1
 

515 2

ProVvMYBA1 1
 

715 7

ProVvMYBA2 1
 

179 5

果皮6个花青苷生物合成相关基因相对表达量也与

其内源 ABA含量均为极显著正相关,且相关系数

均在0.84以上,进一步证明了花青苷生物合成和内

源ABA含量变化的密切相关性,也说明这些花青

苷生物合成相关基因可能受到ABA信号的调控而

表达,从而促进葡萄果皮花青苷的生物合成。

2.5 花青苷生物合成相关基因启动子克隆及顺式

作用元件分析

  利用PCR技术对6个花青苷生物合成相关基

因启动子序列进行了克隆(表4),6个序列均被成功

克隆。顺式作用元件分析结果(表4)表明,这6个

基因的启动子序列均含有多个与ABA响应相关的

ABRE响应元件(ABA-responsive-element)。其中,
 

VvMYBA1启动子含有7个ABRE元件,
 

VvMYBA2
启动子含有5个ABRE元件,VvCHI和VvLDOX 启

动子均含有4个ABRE元件,VvDFR 启动子含有3
个ABRE元件,VvUFGT 启动子含有2个ABRE元

件。ABRE元件是ABF转录因子识别和结合的位

点,启动子区域含有多个ABRE元件说明这些花青

苷生物 合 成 相 关 基 因 可 能 是 ABA 信 号 通 路 中

ABFs转录因子直接调控的下游基因。

3 讨 论

在中国南方地区避雨栽培模式下,葡萄果实着

色难成为一个普遍的问题[17]。许多鲜食葡萄品种

的转色期在梅雨季,高温、光照不足的环境条件使葡

萄果皮难以着色[2,18],从而严重影响了葡萄的市场

接受度和商品经济价值[19]。本研究使用300
 

mg/L
的ABA在‘红巴拉多’葡萄转色期处理葡萄果穗,
提高了葡萄果实的可溶性固形物含量、果皮的总花

青苷含量,降低了果实可滴定酸含量,提高了果实品

质,并且使得果实提早成熟,这与前人研究结果相

一致[6,20-21]。

ABA在非呼吸跃变型果实的成熟过程中发挥

着至关重要的作用,如草莓[22]、蓝莓[23-24]、葡萄[25]、
荔枝[26]等。在果实的发育中,内源 ABA含量在转

色前期开始快速上升,在着色、糖分积累、果实软化

等果实成熟过程中起着关键作用[8,26-27]。研究表

明,外源施用蔗糖、24-表油菜素内酯、乙烯利以及尿

囊素等物质来促进花青苷积累和果皮着色时,均提

高了内源ABA含量,这些作用可能是ABA依赖性

的[28-31]。而Jia
 

等[32]利用RNAi基因沉默技术,下
调草莓ABA生物合成的关键基因FaNCED1的表

达,
 

导致内源ABA含量下降和果实不着色,进一步
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说明了内源 ABA 含量与花青苷生物合成高度相

关。本研究结果表明,ABA处理组和对照组果皮内

源ABA含量在处理后第7天出现最大差异,而葡

萄果实的可溶性固形物、可滴定酸、果皮总花青苷含

量和色差指标也是在处理后第7天出现了显著差

异,说明这些生理指标的迅速变化可能是由内源

ABA含量变化引起的,由此推测外源ABA通过提

高内源ABA含量加快了葡萄果实的成熟过程。
 

同

时,ABA处理后的葡萄果皮内源ABA含量在不同

发育时期均显著提高,
 

表明外源ABA处理对果皮

内源ABA含量的影响是一个长期的过程。前人研

究表明,ABA的半衰期在植物组织中大约只有1.0
~15.5

 

h[33]。外源ABA处理35
 

d后,处理组葡萄

果皮中的内源 ABA含量仍高于对照组,可能是由

于ABA的正反馈调节机制或液泡中贮藏非活性形

式的 ABA-GE
 

(ABA 葡萄糖酯)
 

能力的增强所

引起。
近年来,ABA信号转导机制在模式植物拟南芥

中的研究取得了较大的突破和进展[34-35]。葡萄中

参与 ABA 信号转导的相关基因也逐渐被鉴定出

来,这些基因广泛参与ABA调控的生理过程[8,12]。

ABA受体基因VvPYL1在葡萄果实中瞬时表达可

以促进花青苷的积累[36]。VvSnRK2.1、VvSnRK2.6
分别与VvPPC1、VvPP2C2、VvPP2C3和VvPP2C4、

VvPP2C8、VvPP2C9互作,在葡萄抵抗非生物胁迫

中发挥着重要作用[7]。VvABF2在拟南芥中过表

达可以提高其植株抵抗非生物胁迫的能力,在番茄

中过表达可以使得转基因植株果实软化和提早成

熟[8,11]。除VvPYL1之外,ABA信号通路中参与调

控花青苷生物合成的基因仍未得到有效的鉴定。本

研究对侯选的ABA信号通路中的9个基因进行实

时荧光定量PCR分析,结果表明1个 PYL、4个

PP2C、2个SnRK2和2个ABF转录因子在ABA
处理后相对表达量显著升高,说明外源 ABA处理

显著增强了 ABA 信号的转导。其中VvPP2C3、

VvPP2C4、VvPP2C8、VvSnRK2.2在处理后第7
天相对表达量达到最高水平,VvPYL1、VvPP2C9、

VvSnRK2.1在处理后第14天相对表达量达到最

高水平,说明 ABA信号的转导可能在这两个时期

较为活跃。进一步的相关性分析表明,这些基因的

相对表达量与内源 ABA含量变化显著正相关,可
能受到内源ABA的诱导。另外,在外源ABA处理

7
 

d后,葡萄果实的着色水平和总花青苷含量也显

著提高,充分说明 ABA信号通路基因可能参与调

控葡萄果皮花青苷生物合成这一生理过程。
葡萄果皮花青苷生物合成主要是通过类黄酮途

径,这 个 过 程 由 多 个 结 构 基 因 和 转 录 因 子 参

与[37-38]。本研究中,外源 ABA处理上调了葡萄果

皮中VvCHI、VvDFR、VvLDOX、VvUFGT
 

等4个

结构基因和VvMYBA1、VvMYBA2两个转录因子

的表达,且表达水平均在处理后第7天达到峰值,表
达模式与内源 ABA含量及部分 ABA信号通路中

的基因相似。本研究中实时荧光定量PCR和相关

性分析结果表明,外源 ABA处理后,6个与花青苷

生物合成相关基因的相对表达水平与果皮中内源

ABA含量变化极显著正相关;进一步对这6个基因

的启动子序列顺式作用元件分析,发现它们的启动

子序列都含有多个 ABRE 元 件。ABRE 元 件 是

ABA信号通路下游的ABF转录因子识别和结合的

位点,ABF转录因子结合ABRE元件从而激活下游

基因的表达,是 ABA介导的一系列生理过程的重

要环节[39]。在葡萄中鉴定出 VvABF1和 VvABF2
两个ABFs转录因子,它们的启动子受到ABA信号

的显著激活[40]。VvABF2转录因子只能结合含有

ABRE元件的启动子序列,并在 ABA的作用下激

活启动子序列,从而调控下游基因的转录[8]。基因

的表达受到上游转录因子的调控,因此在 ABA信

号和花青苷生物合成之间存在着一条调控途径。

VvABFs可能是ABA信号通路中调控花青苷合成

的重要转录因子,而启动子含有多个ABRE元件的

6个花青苷生物合成相关基因可能是 ABA信号直

接调控的靶基因。ABA信号通过调控这些基因的

转录水平来调控‘红巴拉多’葡萄花青苷积累和果皮

着色。VvABFs是否能直接结合并激活这些基因的

启动子尚需进一步的实验验证。
综上所述,本研究发现使用300

 

mg/L的ABA
处理葡萄果穗,有效提高了‘红巴拉多’葡萄的生理

品质,显著促进了葡萄果皮的着色和花青苷积累,并
根据测定的内源ABA含量、ABA信号通路相关基

因和花青苷生物合成相关基因表达模式以及启动子

顺式作用元件分析,在转录水平上探讨了 ABA信

号调控葡萄果皮着色及花青苷积累的机理。ABA
信号通路对葡萄果皮中花青苷生物合成调控可能的

机制是:外源ABA处理后引起内源ABA含量的变

化,促进了ABA信号通路基因的表达和ABA信号

转导,ABA信号通路下游的2个VvABFs转录因子

可能直接作用于含有 ABRE元件的花青苷生物合

成相关基因的启动子序列,通过调控这些基因的转
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录水平来调控‘红巴拉多’葡萄果皮着色及花青苷积

累。本研究结果为ABA促进花青苷积累机理的研

究和生产中施用外源ABA促进葡萄果实着色提供

了理论依据和参考。
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