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　　摘要：草莓果实是非呼吸跃变型果实，关于其发育成熟的机理研究较少。以八倍体草莓甜查理为试材，分析了果
实发育过程中脱落酸ＡＢＡ和生长素ＩＡＡ的含量，同时用ＡＢＡ和ＩＡＡ处理转色期的草莓果实，发现 ＡＢＡ能加速果实
着色软化，抑制ＩＡＡ的积累；相反ＩＡＡ抑制果实着色软化，抑制ＡＢＡ的积累。进一步分析表明ＡＢＡ能降低ＩＡＡ合成
代谢路径中基因的表达水平，而ＩＡＡ能降低ＡＢＡ合成代谢路径中基因的表达水平。ＡＢＡ能促进果实成熟相关基因
的表达，包括与果实上色有关的基因如查尔酮合酶等，和与果实软化有关的基因如伸展蛋白基因等；但ＩＡＡ表现为抑
制。果实上色与软化直接影响草莓成熟进程。这些结果说明ＡＢＡ和ＩＡＡ协同调控了草莓果实的发育进程，为以后草
莓果实品质的改善和育种提供了思路。
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　　草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｈ．）是一种重要的鲜食和
加工水果，具有可口的风味和丰富的营养成分［１］。草莓在成

熟过程中无特定的呼吸峰和乙烯峰，由于其有体积小、易于传

代、营养生长期短和果实生长迅速（果实成熟只需要１个月
左右）的特点，草莓因此成为研究非呼吸跃变型果实成熟机

理的模式植物［２－３］，也是大规模的番茄成熟机理研究之后把

大量有关成熟基因用于基因功能分析和转基因研究的又一重

要的水果种类［４－５］。目前大多数研究认为，草莓属于典型的

非呼吸跃变型果实［６－７］。植物激素脱落酸（ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄ，
ＡＢＡ）不仅能促进草莓果实对糖的吸收［８－９］，而且在草莓果实

成熟调控过程中发挥重要的作用［６，１０－１２］。ＡＢＡ在其他非呼
吸跃变型果实中也起着核心作用，比如在樱桃果实成熟过程

中，ＡＢＡ参与了果实的生长发育与成熟；柑橘成熟过程中积
累了大量的ＡＢＡ；并且越来越多的研究也表明，ＡＢＡ参与果
实发育和成熟过程的调控［１３］。与大量的关于ＡＢＡ对果实成
熟调控的报道不同，作为一个经典的植物激素———生长素

（ａｕｘｉｎ，ＩＡＡ）的作用并未在果实发育过程中有过多的研究。
ＩＡＡ与ＡＢＡ作用相反，能延迟植物的衰老死亡。很多的证据
表明，在果实的后熟过程中，果实全熟前 ＩＡＡ的含量持续下
降直到最低水平为止。陈昆松等分析认为猕猴桃果实中内源

ＩＡＡ的含量随着果实的成熟呈下降趋势，随着 ＩＡＡ含量的下
降，开始出现乙烯跃变峰［１４］。用ＩＡＡ处理猕猴桃果实能促进
内源ＩＡＡ的积累，使ＡＢＡ水平下降，推迟 ＡＢＡ峰值出现，最
后延迟果实的软化成熟。在许多果实中，成熟总是伴随着

ＩＡＡ含量的下降。田建文等研究柿子中激素含量的变化也得

出了同样的结果［１５］。因此，他们认为果实在完全成熟前，ＩＡＡ
必须先经过氧化以降低在果实中的含量，果实才能成熟。周丽

萍等的研究也认为ＩＡＡ水平的下降可以导致细胞对乙烯更为
敏感［１６］；ＩＡＡ可使呼吸跃变型果实延迟成熟，果实开始全熟是
由于ＩＡＡ失去了激素的作用所致，但其机理并不清楚。

本研究通过对甜查理草莓果实成熟过程中内源 ＡＢＡ和
ＩＡＡ含量的动态变化，外源ＡＢＡ和ＩＡＡ处理对草莓果实成熟
的影响，对ＡＢＡ和ＩＡＡ与草莓果实成熟的关系进行了探讨。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为杜克拉草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａ‘ｓｗｅｅｔｃｈａｒ

ｌｉｅ’），于２０１４年取自江苏省农业科学院试验基地。采集花
后７～２８ｄ的果实，参照文献［１７］，将果实划分为 ７个时期：
小绿（幼果期，花后７ｄ）、大绿（大果期，花后１４ｄ）、浅绿（绿
熟期，花后１８ｄ）、纯白（白熟期，花后２１ｄ）、始红（始熟期，花
后 ２３ｄ）、片红（转色期，花后 ２５ｄ）、全红（成熟期，花后
２８ｄ）。每个时期样品设置３个重复。摘取鲜样后立即用刀
片将果肉与种子分离，收集果肉液氮冷冻，贮存于 －８０℃超
低温冰箱中待用。

１．２　总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ第一链的合成
用ＥＡＳＹｓｐｉｎ植物 ＲＮＡ快速提取试剂盒（北京博迈德科

技发展有限公司）提取草莓果实中的总 ＲＮＡ。以提取的总
ＲＮＡ为模板，利用 ＣｌｏｎｔｅｃｈＳＭＡＲＴＴＭＬｉｂｒａｒｙ试剂盒（美国
Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）合成ｃＤＮＡ第一链用于扩增基因片段。
１．３　草莓果肉中ＡＢＡ含量和ＩＡＡ含量的测定

用酶联免疫法测定果肉中 ＡＢＡ和 ＩＡＡ含量。从冰箱中
取各时期果肉，称取０．５～１．０ｇ样品，加入提取液，于冰浴中
研磨匀浆，转入１０ｍＬ试管中，分次用２ｍＬ提取液冲洗研钵，
一并转入试管中，摇匀置于４℃冰箱中浸提４ｈ后１０００ｇ离
心１５ｍｉｎ，收集上清，沉淀中加入１ｍＬ提取液摇匀，４℃浸提
１ｈ后１０００ｇ离心１５ｍｉｎ，合并上清并记录体积，弃去残渣，
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将上清转入５ｍＬ塑料离心管中，氮气吹干，除去甲醇，用样品
稀释液定容待测样品。具体测定程序按照中国农业大学出售

试剂盒操作说明进行。ＡＢＡ和 ＩＡＡ含量通过美国 ＢｉｏＴｅｋ公
司生产的ＥＬｘ８００ＴＭ通用酶标仪测定，试验重复３次。
１．４　实时荧光定量ＰＣＲ分析

对７个时期样品分别提取总 ＲＮＡ，并加入 ＤＮａｓｅⅠ酶去

除ＤＮＡ污染，体系为 ２μＬＤＮＡ酶、４５μＬ总 ＲＮＡ和 ５μＬ
ＤＮａｓｅⅠ酶ｂｕｆｆｅｒ。３７℃放置１２～１５ｍｉｎ，然后用 ＲＮＡ清洁
试剂盒纯化 ＲＮＡ（北京博迈德科技发展有限公司），并使用
ＭＭＬＶＦｉｒｓｔｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（上海生物工程技术服务有限
公司）合成第一链 ｃＤＮＡ，利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ５设计荧光引物。
引物序列见表１。

表１　试验所用引物

引物 序列 ＮＣＢＩ登录号
ＦａＣＨＳ Ｆ：５′－ＧＣＴＧＴＣＡＡＧＧＣＣＡＴＴＡＡＧＧＡ－３′；Ｒ：５′－ＧＡＧＣＡＡＡＣＡＡＣＧＡＧＡＡＣＡＣＧ－３′ ＸＭ＿００４３０６４９５
ＦａＣＨＩ Ｆ：５′－ＧＴＴＡＡＧＴＧＧＡＡＧＧＧＣＡＡＧＡ－３′；Ｒ：５′－ＣＣＣＧＴＣＡＧＣＧＧＴＡＧＴＡＴＣＡ－３′ ＡＢ２０１７５５
ＦａＦ３Ｈ Ｆ：５′－ＴＴＴＴＣＴＧＡＧＣＡＡＴＧＧＧＡＧＧ－３′；Ｒ：５′－ＣＴＧＧＧＴＴＣＴＧＧＡＡＴＧＴＣＧ－３′ ＡＢ２０１７６０
ＦａＤＦＲ Ｆ：５′－ＡＣＧＡＡＧＴＧＡＴＡＡＡＧＣＣＡＡＣＡ－３′；Ｒ：５′－ＡＡＡＣＡＣＣＡＡＣＣＴＣＣＧＡＡＣ－３′ ＡＦ０２９６８５
ＦａＵＦＧＴ Ｆ：５′－ＧＧＴＡＡＧＣＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＣＡ－３′；Ｒ：５′－ＴＡＴＧＡＧＣＡＣＣＧＡＡＣＣＡＡＡ－３′ ＡＹ５７５０５６
ＦａＰＧ Ｆ：５′－ＣＧＡＣＡＧＡＧＴＧＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＴＡＧ－３′；Ｒ：５′－ＡＧＧＡＣＴＧＧＧＴＴＡＧＣＡＡＡＡＴＴＡＴＴＣ－３′ ＥＦ４４１２７４
ＦａＰＬ Ｆ：５′－ＴＧＡＣＴＣＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＣＴＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＣＴＡＣＴＧＣＧＴＧＣＴＣＡＴＴＣＣ－３′ ＥＦ４４１２７３
ＦａＥＸＰ１ Ｆ：５′－ＧＣＡＣＴＧＣＣＧＧＡＡＡＧＣＣＣＴＣＣＡＴＴ－３′；Ｒ：５′－ＴＣＣＧＧＣＴＴＴＧＴＡＣＴＣＧＧＣＧＡＴＣＴＴＧ－３′ ＡＦ１６３８１２
ＥＧ Ｆ：５′－ＡＡＣＧＡＧＴＴＴＧＧＴＴＧＧＧＡＴＡ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＴＧＧＣＴＴＡＧＡＴＡＧＴＴＧＧＡＡＴ－３′ ＸＭ＿００４２９７４１１
ＦａＰＩＮ Ｆ：５′－ＧＣＣＡＴＡＣＴＡＴＣＡＧＡＣＧＣＡ－３′；Ｒ：５′－ＡＡＣＡＧＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣＡＧ－３′ ＸＭ＿００４２９９４８２
ＦａＹＵＣＣＡ Ｆ：５′－ＣＡＣＴＣＧＴＴＧＴＣＡＧＡＧＡＴＡＣＡＧＴＧＴＧ－３′；Ｒ：５′－ＴＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＴＴＧＣＣＧＧＡＣＧＴＡＣ－３′ ＪＦ８９８８３７
ＦａＮＣＥＤ Ｆ：５′－ＣＣＣＡＡＡＣＧＧＣＡＣＧＡＡＡＴ－３′；Ｒ：５′－ＧＣＡＴＣＧＣＴＣＧＣＡＴＴＣＴＴ－３′ ＨＱ２９０３１８
ＦａＢＧ Ｆ：５′－ＡＣＧＣＡＣＣＣＣＡＧＣＴＡＧＴＴＡＡＡＧＴＣＧＴ－３′；Ｒ：５′－ＡＡＡＣＴＣＡＴＣＡＡＣＧＣＣＡＴＴＣＴＣＴＧＴＧ－３′ ＪＸ２４４２６３．１
ＡＣＴＩＮ Ｆ：５′－ＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＧＧＡＧＡＴＧＡＴ－３′；Ｒ：５′－ＣＡＧＴＴＡＧＧＡＧＡＡＣＴＧＧＧＴＧＣ－３′ ＡＢ１１６５６５．１

　　以ＡＣＴＩＮ为内参基因，按照 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂
盒（宝生物工程有限公司）操作指导，采用实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）的方法，检测基因的
相对表达量。

对反转录所得的ｃＤＮＡ分别进行５个梯度稀释（１、１０－１、
１０－２、１０－３、１０－４），实施荧光定量 ＰＣＲ反应，然后绘制相对标
准曲线。相关基因和内参 ＡＣＴＩＮ基因 ＲＴ－ｑＰＣＲ扩增的总
反应体系为２０μＬ，包括１０μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ混合液、
２μＬｃＤＮＡ、０．４μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、０．４μＬ下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）、７．２μＬ无核酸污染的灭菌水。反应程序为
９４℃２ｍｉｎ；９４℃ ２０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环。每
次循环第３步进行荧光采集。最后从６０℃升温至９５℃，每
隔３０ｓ上升０．５℃，总共７１个循环。检测其荧光值，绘制熔
点曲线。３次重复。
１．５　数据分析

试验数据利用Ｅｘｃｅｌ２０００和ＤＰＳ６．５０软件进行分析，用

ＤＰＳ程序中的Ｄｕｎｃａｎｓ新复极差测验进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　草莓果实发育过程中ＡＢＡ和ＩＡＡ含量的变化
为了检测ＩＡＡ和ＡＢＡ含量在甜查理草莓果实发育中的

变化，本试验将草莓果实划分为７个时期。从图１可以看出，
果肉中ＡＢＡ含量在整个草莓果实发育过程中出现２个上升
阶段，即从幼果期至白熟期和始熟期至成熟期；二者之间变化

不大的是白熟期至始熟期。揭示了 ＡＢＡ含量快速积累不仅
伴随着果实的膨大和褪绿，而且伴随着果实的着色，说明

ＡＢＡ含量与草莓果实发育和成熟有密切的关系。与 ＡＢＡ含
量变化趋势相反，ＩＡＡ含量从小绿果到大绿果急剧上升，但是
大绿果到纯白果含量急速下降，纯白果到始红果 ＩＡＡ含量变
化不大，随后到红果又出现了下降，ＩＡＡ含量变化趋势与果实
成熟进程相反，说明ＩＡＡ含量与草莓果实发育呈现负相关。

２．２　ＡＢＡ和ＩＡＡ处理对果实的影响
为了进一步证明ＡＢＡ和ＩＡＡ在草莓果实中的作用，利用

５０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＢＡ和ＩＡＡ处理大绿果时期的草莓果实，结果
（图２）表明，与水处理的果实相比（对照），ＡＢＡ能促进草莓

果实的着色软化，使花色苷含量上升和果实硬度下降，果实内

ＩＡＡ的含量也出现了下降；相反，ＩＡＡ抑制了果实花色苷的积
累和果实的软化，并且降低了 ＡＢＡ的含量，延迟了果实的成
熟进程（图３）。
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２．３　ＡＢＡ和ＩＡＡ的相互作用对成熟相关基因的影响
ＡＢＡ能通过降低 ＩＡＡ合成路径中基因的表达量进而阻

止ＩＡＡ的积累，比如 ＩＡＡ转运基因 ＦａＰＩＮ（ａｕｘｉｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
ｇｅｎｅ）和合成基因 ＦａＹＵＣＣＡ（ｆｌａｖｉｎｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｇｅｎｅ）。
ＩＡＡ也能使ＡＢＡ合成路径中基因的表达量降低进而使 ＡＢＡ
含量下降，比如 ＦａＮＣＥＤ和 ＦａＢＧ（图３）。ＡＢＡ和 ＩＡＡ还能
诱导或阻止果实成熟相关基因的表达，比如与花色苷合成相

关的基因，查尔酮合酶基因 ＣＨＳ（ｃｈａｌｃｏｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ）、查尔酮
异构酶基因ＣＨＩ（ｃｈａｌｃｏｎｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ）、黄烷酮３－羟化酶基因
Ｆ３Ｈ（ｆｌａｖａｎｏｎｅ３－ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ）、ＵＤＰ葡萄糖 －类黄酮 －３－
Ｏ－葡萄糖基转移酶基因 ＵＦＧＴ（ＵＤＰ－ｇｌｙｃｏｓｅｆｌａｖｏｎｏｉｄ３－
Ｏ－ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｇｅｒａｓｅ）、二氢黄酮醇还原酶基因 ＤＦＲ（ｄｉ
ｈｙｄｒｏｆｌａｖｏｎｏｌ－４－ｒｅｄｕｃｔａｓｅ）和与果实软化有关的基因，伸展
蛋白基因ＥＸＰ１（ｅｘｐａｎｓｉｏｎ）、聚半乳糖醛酸酶基因ＰＧ（ｐｏｌｙｇａ
ｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ）、果胶裂解酶基因 ＰＬ（ｐｅｃｔａｔｅｌｙａｓｅ）、葡聚糖酶基
因ＥＧ（ｅｎｄｏ－１，４－ｂ－ｇｌｕｃａｎａｓｅ）（图４）。

３　结论与讨论

根据果实成熟的特点，果树果实可分为２个基本类型，即

呼吸跃变型果实和非呼吸跃变型果实［１８－２０］。呼吸跃变型果

实成熟的“调控因素”就是植物激素乙烯，如番茄、香蕉、苹

果。非呼吸跃变型果实的成熟主要受植物激素ＡＢＡ的调控，
在非呼吸跃变型果实的成熟过程中只有少量的乙烯产生，而

且乙烯的峰值一般是在激素 ＡＢＡ的峰值之后，如葡萄、柑橘
和草莓。迄今为止人们对乙烯对果实成熟机理的调控研究已

取得了很大的进展，但是关于非呼吸跃变型果实的成熟机制

仍未阐明。ＡＢＡ作为一种植物激素，已证实不仅在调控植物
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休眠衰老和抗逆境胁迫等过程中起着重要的作用，而且是调

控果实尤其是非呼吸跃变型果实发育的关键因素［７，２１］。本研

究发现在甜查理草莓果实中 ＡＢＡ含量是随着果实发育上升
的，有２个明显的上升期，第１个是果实褪绿变白期，第２个
是果实上色期。果实的生长发育是指从开花到果实衰老的全

过程，在这一过程中除受到乙烯和 ＡＢＡ的调控外，还受到其
他激素的调控，如ＩＡＡ、赤霉素（ＧＡ）、细胞分裂素（ＣＴＫ）等激
素的影响。ＩＡＡ是第一种被确认的植物激素，在某些非呼吸
跃变型果实的成熟过程中起抑制作用［２２－２３］。在草莓中，由瘦

果（种子）分泌的 ＩＡＡ会抑制肉质花托的成熟［８，２４］。随着植

株的发育，瘦果和花托的ＩＡＡ水平会逐渐低于临界水平从而
使果实成熟。因此去除瘦果可以促进成熟，而施用外源 ＩＡＡ
则会使草莓延迟成熟。本研究也表明，随着果实的发育，ＩＡＡ
含量在小绿果时期很高，但是与 ＡＢＡ含量变化进程相反，在
果实褪绿时期，ＩＡＡ含量急剧下降，在红果时期，含量降到最
低点。这说明ＩＡＡ含量的变化与草莓果实发育呈负相关（图
１）。并且本研究结果也表明，在大绿果时期用ＩＡＡ处理草莓
果实，会延迟果实上色，花色苷积累减缓，内源 ＡＢＡ含量降
低。而ＡＢＡ处理后的草莓果实，与对照相比，能提前着色，促
进花色苷积累，同时也降低了ＩＡＡ含量。这说明ＡＢＡ和ＩＡＡ
互相影响，产生拮抗（图２）。草莓果实成熟是ＡＢＡ含量升高
导致的结果，还是 ＩＡＡ含量降低导致的结果，是因为正的调
控因子ＡＢＡ还是负的调控因子ＩＡＡ起主要作用，还需要深入
研究。

ＡＢＡ和 ＩＡＡ的拮抗作用是因为二者能互相抑制对方的
生物合成代谢途径。草莓果实喷施外源 ＡＢＡ能抑制果实内
ＩＡＡ合成路径中基因的表达，比如ＩＡＡ合成酶的ＦａＹＵＣＣＡ基
因和ＩＡＡ转运酶的ＦａＰＩＮ基因。同样ＩＡＡ也能抑制ＡＢＡ合
成路径中基因的表达，比如 ＦａＢＧ和 ＦａＮＣＥＤ。ＡＢＡ和 ＩＡＡ
除了能互相影响外（图３），它们还能调控与果实成熟相关基
因的表达，比如ＡＢＡ和ＩＡＡ能促进或抑制与花色苷合成相关
基因、与果实软化相关基因的表达（图４）。这说明 ＡＢＡ和
ＩＡＡ能协同调控果实的发育，含量高的ＡＢＡ能促进果实成熟
进程，使果实衰老得更快，但是高的 ＩＡＡ含量能延迟果实衰
老，使果实保持新鲜的状态。因此，ＡＢＡ和 ＩＡＡ含量的调控
为果实品质的形成和果实保鲜的研究提供了一个方向。
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ｒｉｐｅｎｉｎｇｏｆｃｌｉｍａｃｔｅｒｉｃｆｒｕｉｔｓｃｏｍｅｓｏｆａｇｅ：ｔｈｅｈｏｒｍｏｎｅｐｌａｙｓａｒｏｌｅ
ｏｆｉｔｓｏｗｎａｎｄｈａｓａｎｉｎｔｅｎｓｅｉｎｔｅｒｐｌａｙｗｉｔｈｅｔｈｙｌｅｎｅｉｎｒｉｐｅｎｉｎｇ
ｐｅａｃｈｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００７，５８（１２）：
３２９９－３３０８．　

［２４］ＧｉｖｅｎＮＫ，ＶｅｎｉｓＭＡ，ＧｒｉｅｒｓｏｎＤ．Ｈｏｒｍｏｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｒｉｐｅ
ｎｉｎｇｉｎｔｈｅｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ，ａｎｏｎ－ｃｌｉｍａｃｔｅｒｉｃｆｒｕｉｔ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔａ，１９８８，
１７４（３）：４０２－４０６．

—６７１— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１１期


