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　　摘要：为探究不同质地葡萄果实软化过程、果胶含量及其相关基因表达等方面的差异，以果实质地差异较大的脆
肉型葡萄品种红地球和软肉型葡萄品种玫瑰香为试材，测定不同发育时期２个品种果皮硬度，果皮破裂距离，果肉硬
度，糖、酸、果胶含量以及果胶降解酶基因表达量变化，并进行差异分析。结果表明，随着果实发育，红地球果皮穿刺硬

度和果肉硬度均明显高于玫瑰香，果皮破裂距离明显低于玫瑰香，原果胶含量一直高于玫瑰香，可溶性果胶含量始终

低于玫瑰香，果胶降解酶β－ＧＡＬ、ＰＧ、ＰＬ基因表达量也是显著低于玫瑰香的。综上认为，果胶参与了葡萄果实软化及
不同质地形成过程，较高的原果胶含量和果胶降解酶基因低表达可能是造成红地球果实质地硬脆的主要原因。
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　　葡萄属于葡萄科（Ｖｉｔａｃｅａｅ）葡萄属（Ｖｉｔｉｓ）多年
生植物，是世界上最古老的物种之一，其果实可用

于鲜食、酿酒和制干，具有很高的经济价值［１］。葡

萄在世界果树生产中占有非常重要的位置，据联合国

粮食及农业组织（ＦＡＯ）统计，２０１８年全世界葡萄栽
培面积约为７１５．８万ｈｍ２，总产量约为７９１２．６万ｔ。
我国葡萄栽培面积达到７９．８万 ｈｍ２，约占全球总面
积的１１．１％，产量１３４９．５万 ｔ，约占全球葡萄总产
量的 １７．１％ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆａｏ．ｏｒｇ／ｆａｏｓｔａｔ／ｅｎ／＃
ｄａｔａ），是世界葡萄的第一生产大国。就全世界葡萄
生产而言，近７０％的葡萄用于加工，超３０％的葡萄
用于鲜食，而我国则以鲜食为主，占据７０％以上，鲜
食葡萄生产是我国葡萄产业的主体［２］。

葡萄属于典型的非呼吸跃变型果实，果实软化

发生时间比呼吸跃变型果实要早，且由于其为浆

果，果实皮薄，汁多，在食用、运输贮存过程中易发

生破裂、腐烂等问题，所以就其鲜食品质而言，果实

质地已经成为判断鲜食葡萄果实新鲜程度的一个

重要指标。不同葡萄品种间果实质地存在较大差

异，脆肉型品种一直备受消费者关注，现已成为重

要的育种材料及目标品种［３］，然而造成不同品种间

质地差异的机制还不是很清楚。因此，了解葡萄果

实成熟软化及不同质地形成因素，对于葡萄综合品

质改良及葡萄栽培有着非常重要的理论意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验选用脆肉型葡萄品种红地球（Ｖ．ｖｉｎｉｆｅｒａ

Ｌ．）和软肉型葡萄品种玫瑰香（Ｖ．ｖｉｎｉｆｅｒａＬ．）为试
材，２个品种均定植于沈阳农业大学葡萄试验园内
（４１°５０′２４″Ｎ，１２３°２４′４１″Ｅ），管理水平一致。鉴于２
个葡萄品种在辽宁省沈阳地区物候期接近，２０１８年
２个品种分别于盛花后５６ｄ（转色前）开始采样，每
隔７ｄ采样１次，直到果实成熟。采样时间均定在
０８：００进行，采集方式：每个品种随机选取长势较为
一致的６株树，在植株的不同位置选取２０个果粒作
为１个重复，每个时期采集３个重复，用装有冰袋的
保温箱迅速带回实验室。在实验室内，每个重复样

品随机选取５个果粒，将种子剔除，果实磨成细末
状，用锡纸包好，经液氮冷冻１ｈ后置于－８０℃超低
温冰箱保存备用。其他果实放入４℃冰箱用于果实
质地及内含物测定。

１．２　试验方法
１．２．１　果实质地相关指标测定　葡萄果实质地测
定采用整果穿刺测试法［４］。穿刺试验使用的是英

国ＳｔａｂｌｅＭｉｃｒｏＳｙｓｔｅｍｓ公司生产的 ＴＡ．ＸＴＰｌｕｓ质
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构仪，穿刺试验选择２ｍｍ直径的Ｐ／２针状探头，测
试在室温下进行，测试时将被测试的浆果放置在质

构仪载物台的中心位置，用手稍稍固定，力量以不

压迫果实为宜，样品被穿刺部位为葡萄浆果中部偏

上区域［５］。质构仪主要参数设定为测前速度为

１ｍｍ／ｓ，贯穿速度为１ｍｍ／ｓ，测后速度为１０ｍｍ／ｓ，
穿刺深度设为７ｍｍ，负载触发力为５ｇ。参数设定
时需要注意，穿刺既要保证一定的穿刺深度，又要

避免在穿刺过程中探头接触到葡萄种子，影响测试

结果。质地相关指标包括：果皮硬度（ＰＰＨ）、果皮破
裂距离（ＰＢ）、果肉硬度（ＳＦ），果皮硬度是从探头接
触果皮开始，到探头穿刺果皮瞬间所用的力（ｇ）；果
皮破裂距离是从接触到刺破果皮瞬间探头下行位

移（ｍｍ）；果肉硬度是探头穿刺果肉到测试结束所
测感应力的平均值（ｇ）。
１．２．２　总糖和总酸含量测定　葡萄果实中总糖和
总酸含量利用高效液相色谱仪 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０（美国安
捷伦公司）进行测定。吸取挤压好并混和均匀的葡

萄汁，加入超纯水定容至 １０ｍＬ，吸取定容后果汁
２ｍＬ置于离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。然
后吸取上清液和ｐＨ值 ＝２．６的磷酸二氢钾盐溶液
各５００μＬ至新的２ｍＬ离心管中进行总酸的提取，
加入等体积的乙腈进行总糖的提取，后使用水系微

孔滤膜进行过滤，过滤后的溶液用于上机检测。

总糖 含 量 测 定 使 用 的 是 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘ
Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ色谱柱（４．６×２５０ｍｍ，５μｍ）和示差折
光（ＲＩＤ）检测器，柱温为４０℃，运行时间为１５ｍｉｎ；
流动相体积比为７５∶２５的乙腈和纯净水，流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为１０μＬ。

总酸含量测定使用的是 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢ－ＡＱ色谱
柱（４６×２５０ｍｍ，５μｍ），Ｇ１３１４Ｂ可变波长紫外检
测器（ＶＷＤ），参数为柱温２５℃，波长２１０ｎｍ，运行时
间１５ｍｉｎ。流动相为体积比为９５∶５的１０ｍｍｏｌ／Ｌ
磷酸二氢钾和甲醇溶液，流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为
１０μＬ。
１．２．３　果胶含量测定　原果胶和可溶性果胶采用

比色法测定［６］，略有改动。具体方法如下：称取

１．０ｇ带果皮的果肉组织，在液氮保护下研成匀浆，
转到事先装好２５ｍＬ的９５％乙醇溶液的５０ｍＬ离
心管中，沸水加热３０ｍｉｎ，在煮沸的过程中要及时补
加９５％乙醇溶液，冷却至室温后，需８０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ，去除上清液，再加入９５％乙醇溶液，沸水
浴加热，如此反复３次。然后将沉淀置于２０ｍＬ蒸
馏水中，５０℃保温３０ｍｉｎ后，溶解果胶。取出冷却
至室温，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，再将上清液用蒸
馏水定容至１００ｍＬ，该液为水溶性果胶；在沉淀中
加入２５ｍＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ的硫酸溶液，沸水加热１ｈ，取
出冷却至室温，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清液
用蒸馏水定容至１００ｍＬ，该液为原果胶。测定时吸
取１ｍＬ提取液，加入 ６ｍＬ浓硫酸，沸水加热
２０ｍｉｎ，冷却室温后，加入０．２ｍＬ１．５ｇ／Ｌ咔唑－乙
醇溶液，暗处放置３０ｍｉｎ后，测定反应液在５３０ｎｍ
处的吸光度，重复３次。根据溶液吸光度，在标准曲
线上查出相应的半乳糖质量，计算果胶含量，以生

成的半乳糖醛酸的质量百分数表示果胶含量。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ分析　将２个品种花后５６、
６３、７０、８４、９８ｄ的果实样品进行总 ＲＮＡ提取，反转
录合成后的ｃＤＮＡ稀释５倍作为候选基因差异表达
分析的模板。实时荧光定量反应在ＡＢＩＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ
６ＦｌｅｘＳｙｓｔｅｍ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ，美
国）３８４ 孔 仪 器 上 进 行，使 用 ＳＹＢＲ 
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（Ｔａｋａｒａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，美国）制造反
应混合液。以Ａｃｔｉｎ作为内参基因，使用２－ΔΔＣＴ计算
差异表达值，所有样品进行３次生物学重复，ＲＴ－
ＰＣＲ引物采用Ｐｒｉｍｅｒ３设计，相关引物信息见表１。

２　结果与分析

２．１　果实发育过程中果实质地差异变化
葡萄果实质地是评价果实成熟软化的一项重

要依据，对红地球和玫瑰香２个品种各发育阶段果
实质地进行测定，由图１分析发现，红地球和玫瑰香
２个品种果皮硬度在转色期（花后 ６３ｄ）之前均保

表１　相关基因ＲＴ－ＰＣＲ引物

基因ＩＤ 基因名 引物序列（５′→３′）

ＬＯＣ１００２６２５１０ β－ＧＡＬ Ｆ：ＡＣＣＧＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴＡＴＧＣＡＡ；Ｒ：ＣＡＣＧＴＡＣＣＡＧＴＣＴＣＣＣＴＣＴＣ

ＬＯＣ１０４８８０６１９ ＰＥ Ｆ：ＡＴＣＣＣＣＡＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＴＧ；Ｒ：ＧＡＴＴＴＧＡＣＧＡＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣ

ＬＯＣ１００８５５２２１ ＰＧ Ｆ：ＡＣＧＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＧＧＡＣＣＣＣ；Ｒ：ＴＴＣＴＴＧＧＣＡＡＧＣＴＧＧＡＣＣＣＡ

ＬＯＣ１００２５５０１１ ＰＬ Ｆ：ＴＧＧＣＧＣＡＴＣＴＴＧＡＴＧＧＴＧＧＡ；Ｒ：ＴＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＣＣＴＣＡＡＧＡＡ

ＡＦ３６９５２４ Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＡＡＧＡＧＣＴＧＧＡＡＡＣＴＧＣＡＡＡＧＡ；Ｒ：ＡＡＴＧＡＧＡＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＧ

—５６—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１３期



持在较高水平，随着发育时期递进，软肉玫瑰香在

转色期后，果皮硬度迅速下降，直到成熟期达到最

低值，而脆肉红地球果皮硬度下降时期较玫瑰香

晚，在花后７０ｄ才开始下降。虽然在花后８４ｄ时，２
个品种果皮硬度接近，但成熟时红地球果皮硬度还

是远高于玫瑰香的果皮硬度。果皮破裂距离可以

反映果皮被刺穿时浆果形变的程度。由图２可知，２
个品种果皮破裂距离呈相似的增长趋势，转色前

期，２个品种果皮破裂距离都处于较低水平，转色期
红地球和玫瑰香果皮破裂距离比较接近，分别为

２００、２．０５ｍｍ，而后随着果实成熟，果皮破裂距离迅
速增大，成熟期相差较大，分别为３．６８、５．１３ｍｍ，整
个发育过程红地球的果皮破裂距离都明显低于玫

瑰香的果皮破裂距离。由图３可知，果肉硬度更多
反映的是果肉的机械性能，果实整个发育过程中，２
个品种果肉硬度变化趋势与果皮硬度的变化趋势

相似，即随着果实的生长发育果肉硬度逐渐降低，

转色后下降速度迅速增快，近成熟期果肉硬度变化

较为平缓，成熟期时红地球和玫瑰香果肉硬度分别

降到了４４６、２６．２８ｇ，并且在每个发育阶段红地球
的果肉硬度都高于玫瑰香的果肉硬度。

２．２　果实发育过程中果实糖酸含量变化
伴随着果实的发育、成熟软化，与成熟软化相

关的内含物也发生了明显的变化，总糖含量增加，

总酸含量降低。由图４可知，转色前期葡萄果实内
总糖含量较低，随着果实转色，迅速增加，在果实成

熟时达到最高，而后基本保持不变。红地球在转色

后１周总糖含量增加较慢，出现了一个平台期，而后
迅速增加，成熟期达到最高。玫瑰香总糖含量增加

比红地球快，且玫瑰香各个时期的总糖含量均明显

高于红地球。由图５可知，果实内总酸含量随着果
实的成熟逐渐降低，红地球是个退酸较快的葡萄品

种，转色时总酸含量急剧下降，而后变化较为平缓，

但总酸水平也逐渐降低，直到成熟。玫瑰香果实内

的总酸含量也随着果实成熟软化逐渐下降，但各时

期含量都高于红地球。
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２．３　果实发育过程中果胶含量变化
随着葡萄果实的成熟软化，果实细胞壁发生降

解，果实质地发生了显著变化，果胶作为细胞壁基

质中含量最高的一类大分子物质，其组分和含量也

发生了变化。由图６可知，随着葡萄果实的生长发
育，２个品种原果胶含量逐渐下降，但在整个发育阶
段，红地球果实内的原果胶含量一直高于玫瑰香。

随着果实的成熟软化，原果胶在相关酶的作用下分

解成可溶性果胶含量，可溶性果胶呈逐渐增加趋

势，且在转色后增加速度较快，与原果胶相反，红地

球果实内的可溶性果胶含量一直低于玫瑰香（图７）。

２．４　果实发育过程中果胶降解酶基因的表达
由图８可知，β－ＧＡＬ表达量在软肉玫瑰香和脆

肉红地球中均呈先升高后降低的趋势。在转色前

期，２个品种的表达量接近，转色期二者表达量均迅
速增加，此后β－ＧＡＬ在２个品种中的表达模式发
生变化。脆肉红地球中β－ＧＡＬ的表达量在转色期
达到最高值后逐渐下降，在成熟期达到最低值，而

软肉玫瑰香中的表达量在转色后继续升高，花后

８４ｄ略有降低，但都处于较高水平，而在成熟期表
达量才下降到较低水平。在葡萄果实转色后的各

个时期，软肉玫瑰香中 β－ＧＡＬ的表达量一直极显

著高于脆肉红地球中的表达量（除花后９８ｄ）。结
果表明，β－ＧＡＬ基因可能在转色后期调控了葡萄不
同质地形成。

　　ＰＧ表达量在软肉葡萄玫瑰香转色期即迅速升
高，而后持续较高水平，在花后 ８４ｄ开始下降，而
ＰＧ在脆肉葡萄红地球中的表达量在果实发育前期
一直处于较低水平，花后７０ｄ才开始逐渐升高，花
后８４ｄ达到最高值后又略有下降（图９）。比较２
个品种各个时期 ＰＧ的表达量，发现在转色前后表
达量差异极显著，随着果实成熟软化表达量差异变

小，但仍然是软肉葡萄玫瑰香中的表达量明显高于

脆肉葡萄红地球中的表达量。结果说明 ＰＧ可能对
葡萄成熟软化及不同质地形成起到一定作用。

　　ＰＬ表达量在２个品种中的变化趋势明显不同，
在整个发育阶段，软肉葡萄玫瑰香中 ＰＬ的表达量
一直处于较高水平，而在脆肉葡萄红地球中表达量

呈现出先升高后降低再升高的趋势，且各个时期，

在软肉葡萄玫瑰香中的表达量一直极显著高于在

脆肉葡萄红地球中的表达量（图１０）。结果表明，ＰＬ
很可能调控了葡萄果实的成熟软化及质地的形成。
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３　结论与讨论

３．１　果胶变化与不同质地形成的关系
果胶是果实细胞壁中非常重要的大分子物质，

其组分和含量对果实质地都会产生一定的影响。

Ｄｏｎｇ等以２个欧洲冬梨品种为试材，对贮存５个月
后可溶性果胶（ＷＳＰ）含量和果胶降解酶活性进行
测定，得出欧洲梨果实质地与 ＰＧ、ＰＬ、ＰＭＥ、
β－ＧＡＬ、α－ＡＲＦ等果胶降解酶高度相关，ＷＳＰ含
量越高，果实硬度越低，认为果实中 ＷＳＰ可以通过
减少细胞黏附，使果实更容易软化［７］。Ｙａｎｇ等发现
沉默ＳｌＰＬ基因的番茄果实中可溶性果胶含量降低，
果实硬度增加，认为可溶性果胶含量与番茄果实硬度

密切相关［８］。管雪强等对红地球葡萄进行喷钙处理，

结果发现外源钙可以增加果实内原果胶含量、总果胶

含量以及果实硬度，且发现果实硬度与果胶含量呈极

显著正相关［９］。本研究发现脆肉葡萄红地球中原果

胶含量在各时期都显著高于软肉葡萄玫瑰香中的含

量，且果皮硬度和果肉硬度与原果胶含量呈极显著正

相关，这与管雪强等的研究结果相似，与可溶性果胶

含量呈极显著负相关，与Ｄｏｎｇ等的结论［７］相似。

３．２　果胶降解酶基因与葡萄不同质地形成的关系
ＰＧ和ＰＬ基因可以降解去甲酯化的果胶，参与

果实成熟软化过程。Ｖｉｌｌａｒｒｅａｌ等研究发现，可编码
ＰＧ酶活性的 ＦａＰＧ１基因在脆肉草莓中低表达，而
在软肉草莓中高表达，而 Ｔ－ＰＧ（缺少 ＰＧ５′端
８５ｂｐ而导致编码无活性的ＰＧ酶）基因表达模式正
好相反，在脆肉草莓中高表达，在软肉草莓中低表

达［１０］。Ｆａｂｉ等研究得出了 ＣｐＰＧ１基因在木瓜果实
成熟软化中的关键作用［１１］。Ａｔｋｉｎｓｏｎ等发现 ＰＧ１
基因可以通过影响细胞壁降解和降低细胞间黏稠

度来调控苹果果实硬度［１２］。也有研究得出不同 ＰＧ
活性造成了葡萄果实质地的差异［１３］。ＰＬ基因被认

为是调节果实成熟软化的一种重要的候选基因。

有研究者认为草莓果实成熟软化与 ＰＬ基因有着直
接的关系［１４－１５］。Ｎｕｎａｎ等发现ＰＬ基因高表达可以
促进葡萄果实软化［１６］。本研究发现不同质地葡萄

果实的ＰＧ、ＰＬ基因表达模式相近，随着果实成熟表
达量增加，但比较二者表达量发现软肉葡萄玫瑰香

中的表达量高于脆肉葡萄红地球中的表达量，这可

能是造成不同质地果实形成的关键因素，该结论与

前人的研究结果相似。

Ｓｍｉｔｈ等研究得出β－Ｇａｌ在草莓果实成熟软化
过程中起到了关键作用［１７］。Ｐａｎｉａｇｕａ等研究发现，
ＦａβＧａｌ４基因在草莓成熟过程中，参与了共价果胶
的溶解过程，降低了果实硬度，得出ＦａβＧａｌ４的表达
与草莓果实硬度密切相关［１８］。本研究发现在葡萄

果实成熟软化早期，软肉型玫瑰香中β－Ｇａｌ的表达
量迅速升高，且在整个成熟过程中，软肉型玫瑰香

β－Ｇａｌ的表达量远远高于脆肉红地球中的表达量，
结果表明 β－Ｇａｌ对葡萄果实质地差异形成起到一
定作用，与前人的研究结果相似。
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中华鳖营养需求与饲料研究进展
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　　摘要：中华鳖是我国重要的特色淡水养殖品种，其营养需求的研究起步较晚，以往的饲料配方参数主要借鉴鳗饲
料，制约了中华鳖养殖业的绿色高质量发展。近年来，关于中华鳖的营养需求与饲料研究越来越全面，因此，本文重点

总结了中华鳖对蛋白质、脂肪、氨基酸、脂肪酸、微量营养素等的需求，饲料中鱼粉和鱼油替代研究、饲料添加剂应用及

其饲料产业发展现状，以期为中华鳖精准营养数据库的建立和高效环保饲料的配制提供参考依据。稚鳖对蛋白质的

适宜需求量为３２％～５０％，赖氨酸和蛋氨酸需求量分别为２．４０％和１．２３％，脂肪的需求量为１１．１％ ～３５．７％，ＤＨＡ
需求量１．１％，碳水化合物需求量为１７％～２８％，磷需求量为０．３０％；稚鳖能较好地利用动物蛋白原料，一些功能性添
加剂有促生长和提高免疫的功效，关于鱼油替代和维生素和矿物盐需求的研究还不够全面。同时对中华鳖营养需求

提出了展望。
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　　中华鳖（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）属于动物界爬行纲
龟鳖目鳖科鳖属，是我国重要的特色淡水养殖品种

之一，在我国人工养殖并形成多种地方种群，如台

湾种群、黄河种群、日本种群等［１－２］。１９９０年以来，
中华鳖在养殖技术及引种方面不断改善，产量也呈

日渐上升的趋势。根据２０１９—２０２１年的《中国渔业
统计年鉴》数据显示，我国养殖中华鳖产量在

２０１８—２０２０年持续稳定在３３万ｔ左右［３－４］。

中华鳖在国内养殖使用人工饲料，但我国对于

该品种营养需求研究起步比较晚，其自身生长过程
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