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ＧＡ３处理下葡萄果形变化及其生理和分子机制
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　　摘要：为研究外源赤霉素（ＧＡ３）处理对葡萄果形变化的影响，以指形葡萄品种金手指为试验材料，于盛花后 ３ｄ

使用２５ｍｇ／Ｌ的ＧＡ３溶液对葡萄幼果进行处理，以清水处理为对照。测量成熟期葡萄果实纵横径并计算果形指数；

制作石蜡切片观察７、１４ｄ后果实细胞形态变化；利用ＥＳＩ－ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定４８ｈ和４ｄ后果实内源赤霉素、生长
素（ＩＡＡ）和ＩＡＡ－天冬氨酸（ＩＡＡ－ＡＳＰ）含量变化；通过ｑＲＴ－ＰＣＲ检测果实中生长素合成和信号转导相关基因的表
达模式变化。研究表明，经ＧＡ３处理的葡萄果实形状显著拉长，果形指数为２．５８，显著高于对照（１．８１），细胞也明显

变长，处理后７、１４ｄ的细胞指数分别为２．３８、２．７，显著高于对照（１．６７、１．５）；果实中内源赤霉素、生长素和ＩＡＡ－ＡＳＰ的
水平均显著升高；此外，ＧＡ３处理还可以显著促进葡萄果实中生长素合成和信号转导相关基因表达水平。
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　　葡萄是葡萄科葡萄属落叶果树作物，在世界范
围内广泛种植，其栽培历史有６０００～７０００年［１］。

在我国，葡萄是深受人们喜爱的水果之一，是一种

较为畅销的水果种类，具有较高的经济价值。葡萄

在我国果树生产中占有至关重要的地位，是加工深

度最高和加工产品最丰富的水果之一［２］，其不仅可

用于鲜食，还可用于制干、制汁、制醋、酿酒等。近

些年来，中国葡萄的种植，无论是栽培面积，还是产

量以及品质方面，发展都非常迅猛，中国已成为世

界葡萄生产大国［３］。

葡萄果实形状是葡萄重要的外观品质，被认为

是育种的主要选择标准之一。根据葡萄果形特性，

可将葡萄果粒形状分为不同的类型，如指形、圆形、

卵形、束腰形、弯形等［４－５］。由于消费者喜好不同，

果实形状在很大程度上影响人们对于葡萄品种的
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选择。人们会依据果实的大小和形状来评判其产

量、质量以及营养价值等重要的经济性状。果实形

状通常用果形指数（果实纵径与果实横径的比值）

进行表示［６］。随着社会的发展，人们的消费习惯也

发生了改变，人们越来越不满足于当前常规的水果

果形，在满足果实内在品质的同时，人们逐渐开始

追求一些新奇、独特的
!

品质水果产品。葡萄的果

实形状在一定程度上影响了葡萄的经济价值及人

们的消费选择［７］。因此，对葡萄果形的研究越来越

有必要。

植物激素对果实的生长发育具有重要作用。

从花到果的转变过程中，植物激素如生长素（ＩＡＡ）、
赤霉素（ＧＡ３）、细胞分裂素等起到了关键作用

［８－９］。

赤霉素是植物五大激素之一，参与植物许多生长发

育过程，例如开花和坐果［１０－１１］，生长素和赤霉素都

是果实发育所需的主要激素［１２］。ＧＡ３由于具有提
高坐果、增大果实和提高品质等方面的作用而被广

泛应用于果树生产实践中。研究表明，ＧＡ３对果实
生长发育的影响主要是通过促进植物细胞分裂和

伸长而实现的［１３］。此外，ＧＡ３处理后能增加生长素
的含量，ＧＡ３对生长素的调节机制可能是 ＧＡ３通过
促进蛋白质的降解，提高色氨酸的含量，进而促进

生长素的合成；并且ＧＡ３也可能通过调节结合态生
长素转化为游离态生长素、抑制生长素氧化酶来影

响生长素水平［１４］。一方面，ＧＡ３有调运、吸引营养
物质的作用，对果实形状建成也具有一定的影响［１５］，

另一方面，ＧＡ３还可以对生长素的含量进行调节，说
明ＧＡ３对果实的生长发育具有显著的影响

［１６－１７］。

目前已经有研究表明 ＧＡ３对于葡萄果形具有
显著的调节作用，Ｄｏｋｏｏｚｌｉａｎ等发现 ＧＡ３的施用可
以增加葡萄果实长度［１８］；Ｃａｓａｎｏｖａ等在研究中进一
步阐述了ＧＡ３对葡萄果实形状的影响主要是通过
改变葡萄果实细胞形态而实现的，ＧＡ３不影响果实
果皮细胞数，但增加果皮细胞直径［１９］；通过施用赤

霉素生长抑制剂如 ２－氯乙基三甲基氯化铵
（ＣＣＣ），还可以通过抑制赤霉素的合成，从而使果
实变小［２０］；此外，在其他物种上也有许多 ＧＡ３对果
形具有显著调节作用的实例，在Ｃｈｅｎ等的研究中分
别对番茄施用 ＧＡ３和赤霉素抑制剂 ＰＡＣ，结果表
明，ＧＡ３处理的番茄果实果形指数为１．２５，显著高
于对照（１０９），施用ＰＡＣ使果形指数降至０．８７，说
明ＧＡ３可以显著提高番茄果形指数

［２１］；Ｗａｎｇ等在
草莓中发现了一种短果形的突变体 ｓｆ，其研究推测

该突变体可能是由于 ＧＡ３合成途径的缺乏而导致

的［２２］。Ａｈｍｅｄ等研究发现，在枣树上施用 ＧＡ３，可

以增加果长和果径［２３］。总之，大量研究结果表明，

ＧＡ３在调控果实形状方面具有重要的作用。但现有
的研究大多是研究外施 ＧＡ３对果实外部特征的影
响，深入到分子层面上进行探究的研究相对较少，

目前对ＧＡ３调控果形变化的内部分子机制研究还
相对空白。本研究旨在探究 ＧＡ３对果形影响的内
部分子机制，挖掘其潜在的调控基因，为葡萄果实

形状调控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　植物材料及其处理方法
试验于２０２０年在南京农业大学汤山葡萄试验

基地进行，以金手指葡萄为试验材料。采用平棚架

避雨栽培，株行距为３．０ｍ×６．０ｍ。土肥水管理及
病虫害防治同常规管理。以花序穗肩的第１个小穗
上５０％的小花开放为盛花期。于盛花后３ｄ，选取３
株树势健壮且相近的金手指葡萄植株，使用２５ｍｇ／Ｌ
ＧＡ３溶液对幼果进行处理，每个处理选取 ６０穗左
右，并做好标记，以清水作为对照。分别于处理后

６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、４ｄ、７ｄ、１４ｄ采集处理及对照
的幼果。处理后 ７、１４ｄ的样品置于 ＦＡＡ固定液
中，４℃保存，用于后续石蜡切片的制作；处理后
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、４ｄ、７ｄ的样品立即用液氮速
冻，保存于 －８０℃冰箱中，用于后续总 ＲＮＡ的提
取，其中，部分处理后４８ｈ、４ｄ的样品用于后续内
源ＧＡ３、生长素和ＩＡＡ－ＡＳＰ含量的测定。
１．２　成熟期葡萄表型观察

以处理组（Ｔ）和对照组（ＣＫ）在成熟期的果实
为样品。测量样品的纵径和横径并计算果形指数，

处理组及对照组均含有２０个样品。
１．３　果实细胞的形态观察

以处理组和对照组在７、１４ｄ时采集的果实为
样品制作成石蜡切片。样品采集之后立即放在

ＦＡＡ固定液中进行固定，并置于４℃下进行保存。
样品以乙醇／二甲苯系列脱水，石蜡包埋，切成３μｍ
厚的切片，干燥后用甲苯胺蓝进行染色。采用正置

荧光显微镜显微成像系统观察细胞形态，测量细胞

的纵径和横径并计算细胞指数（细胞纵径与细胞横

径的比值），每次测量使用来自３个不同样品的３个
切片［２４］。
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１．４　内源ＧＡ３、生长素和ＩＡＡ－ＡＳＰ含量的测定
以处理组和对照组在４８ｈ和４ｄ时采集的果实

为样品，采用高效液相色谱电喷雾串联质谱法

（ＥＳＩ－ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测定样品内源 ＧＡ３、ＩＡＡ和
ＩＡＡ－ＡＳＰ的含量。样品洗净后在液氮中研磨成粉
末，称取０．５ｇ样品粉末，加入４ｍＬ提取缓冲液（柠
檬酸、２，６－二叔丁基－４－甲基苯酚和甲醇）。４℃
振荡过夜后，１００００ｇ离心１５ｍｉｎ，取出上清液。沉
淀反复浸提 ２次，合并所得上清液。在 ４℃摇动
１ｈ，转速为１２０ｒ／ｍｉｎ，１００００ｇ离心１５ｍｉｎ。然后
将上清液在氮气下干燥，３００μＬ甲醇（０．１％甲烷
酸）复溶，并通过０．２２μｍ的滤膜。色谱条件：采用
ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＳＢ－Ｃ１８反相色谱柱（２．１ｍｍ×
１５０ｍｍ，２．７μｍ），进样量为２μＬ。质谱条件：喷雾
电压 ４５００Ｖ，气幕、雾化器和辅助气体压力分别为
１５、６５、７０ｐｓｉ。雾化温度为４００℃，进行３次独立的
生物重复试验［２４］。

１．５　葡萄果实总ＲＮＡ的提取
以处理组和对照组在６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、４ｄ、

７ｄ时采集的果实为样品，进行总 ＲＮＡ提取，总
ＲＮＡ的提取采用多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取试剂盒
［天根生化科技（北京）有限公司］，按照说明书进行

操作。取２μＬＲＮＡ样品进行琼脂糖凝胶电泳，对
ＲＮＡ样品的质量进行检测。用 ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ－１０００
分光光度计检测ＲＮＡ浓度。
１．６　荧光定量ＰＣＲ

采用Ｑ５荧光定量仪进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ分析。使
用ｓｎａｐｇｅｎｅ软件设计引物，引物见表１。所有引物
均使用 ＰＣＲ扩增、电泳以及溶解曲线进行测试，以
保证引物特异性。以 ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ作为内参基因，反
应体系按 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴａＫａＲａ）试
剂盒说明书进行操作，进行３个生物学重复试验，使
用２－ΔΔＣＴ公式计算相对表达量［２５］。

１．７　统计分析
用Ｅｘｃｅｌ２０１０和 ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析，

ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐＣＣ２０１９作图，ＳＰＳＳ进行显著性
分析。

２　结果与分析

２．１　ＧＡ３处理葡萄成熟期果实形态观察
如图１所示，金手指葡萄果实成熟后，使用ＧＡ３

处理的金手指葡萄外观出现了明显的变化：ＧＡ３处
理的葡萄果形伸长，串型较对照组更为松散，且处

表１　荧光引物设计序列

引物名称
引物序列

（５′→３′）
ＮＣＢＩ登录号

ＹＵＣＣＡ６－１－Ｆ ＴＡＡＧＣＡＧＴＴＣＴＧＣＧＡＡＣＴＣＣＣ ＬＯＣ１００２５２５３９

ＹＵＣＣＡ６－１－Ｒ ＣＣＧＴＴＧＴＣＴＣＧＧＴＴＴＴＣＡＣＧ

ＡＵＸ２２Ｄ－Ｆ ＧＣＡＣＡＡＧＴＡＧＴＡＧＧＧＴＧＧＣ ＬＯＣ１００２６２４０３

ＡＵＸ２２Ｄ－Ｒ ＣＴＣＴＧＧＡＴＡＧＣＣＴＴＴＧＴＡＣＡＣＣ

ＡＵＸ２２Ａ－Ｆ ＣＡＣＴＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＡＡＧＣＣＣ ＬＯＣ１００８５４９３４

ＡＵＸ２２Ａ－Ｒ ＣＣＴＴＧＧＴＧＧＧＡＡＣＴＣＡＡＡＴＣＧ

ＩＡＡ１－Ｆ ＴＡＣＧＧＡＴＣＡＣＧＣＴＡＧＣＡＡＴＣＣ ＬＯＣ１００２５８２９６

ＩＡＡ１－Ｒ ＴＡＡＡＴＡＣＧＧＡＧＣＴＣＣＧＴＣＣＡＣ

ＹＵＣＣＡ６－２－Ｆ ＧＧＡＧＡＡＣＴＧＴＡＴＧＧＣＣＴＣＣＴ ＬＯＣ１００２５２９７７

ＹＵＣＣＡ６－２－Ｒ ＡＣＡＴＧＧＧＣＴＣＡＡＴＴＧＡＧＡＡＧＣ

ＹＵＣＣＡ２－Ｆ ＡＧＣＡＧＴＴＣＴＧＣＧＡＡＣＴＣＣＣ ＬＯＣ１００２５６０４８

ＹＵＣＣＡ２－Ｒ ＡＧＣＧＴＧＴＧＧＴＣＧＴＡＣＴＣＴＧ

ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ－Ｆ ＧＴＧＧＴＡＴＴＡＴＴＧＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴ ＢＮ０００７０５

ＶｖＵｂｉｑｕｉｔｉｎ－Ｒ ＡＡＣＣＴＣＣＡＡＴＣＣＡＧＴＣＡＴＣＴＡＣ

理组葡萄果穗变长（图１－Ａ）；果粒形状较对照组
明显拉长 （图 １－Ｂ），处理组果粒的纵径为
４０３１ｍｍ，显著大于对照组（２８．２ｍｍ）（图１－Ｃ），
但果粒的横径无显著差异（图１－Ｄ）。计算果形指
数可知，处理组果形指数为２．５８，显著高于对照组
（１．８１）（图１－Ｅ）。结果表明，适当 ＧＡ３处理可以
显著拉长葡萄果实，增加葡萄果形指数。此外，ＧＡ３
处理对葡萄果穗也具有一定的拉长作用。

２．２　ＧＡ３处理葡萄果实组织学观察
为进一步观察ＧＡ３处理对细胞发育的影响，以

处理后７、１４ｄ的金手指葡萄果实为样品制备石蜡
切片。观察发现，ＧＡ３处理的葡萄果实细胞明显大
于对照组，且处理组细胞较对照组明显拉长（图２－
Ａ、２－Ｂ）；相同的视野内处理组所能看到的细胞数
明显少于对照组，说明处理后葡萄果实内部细胞面

积增大（图２－Ａ、图２－Ｂ）。细胞纵横径测量结果
显示，处理后 ７ｄ，处理组细胞平均纵径为
４９．０２μｍ，对照组为 ３２．８７μｍ；处理后 １４ｄ，处理
组细胞平均纵径 １２１．８８μｍ，对照组为５６．９８μｍ、
处理后７、１４ｄ的金手指葡萄果实细胞纵径均显著
变大，其中处理后１４ｄ细胞纵径变化更大，但细胞
横径变化均不显著。经计算细胞指数可知，处理后

７ｄ，处理组细胞指数为２．３８，对照组为１．６７；处理
后１４ｄ，处理组细胞指数为２．７０，对照组为１．４８，细
胞指数均显著增大。这些结果表明，ＧＡ３在果实发
育早期通过促进细胞膨胀和细胞伸长来增大果实，

从而起到拉长葡萄果实的效果。
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２．３　ＧＡ３处理对金手指葡萄果实中内源赤霉素、生
长素和ＩＡＡ－ＡＳＰ含量水平的影响

通过ＥＳＩ－ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法测定 ＧＡ３处理
组和清水对照组样品中内源赤霉素（ＧＡ３）、生长素
（ＩＡＡ）以及 ＩＡＡ－天冬氨酸（ＩＡＡ－ＡＳＰ）的含量。

结果表明，ＧＡ３处理４８ｈ、４ｄ后，处理组葡萄果实中
内源赤霉素含量分别为对照组的 ４．２、４．３倍（图
３－Ａ）；ＧＡ３处理４８ｈ后，葡萄果实中ＩＡＡ和ＩＡＡ－
ＡＳＰ含量开始较对照组升高，且处理后４ｄ处理组
ＩＡＡ和ＩＡＡ－ＡＳＰ含量与对照组之间的差异显著增
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大，处理组分别为对照组的２．７、１８．４倍（图３－Ｂ、
图３－Ｃ）。说明外源 ＧＡ３处理会使金手指葡萄果

实中的内源赤霉素、ＩＡＡ和ＩＡＡ－ＡＳＰ含量升高。

２．４　ＧＡ３处理对金手指葡萄果实中生长素生物合
成和信号转导相关基因表达模式变化的影响

为了进一步探究生长素对果实形状的影响，本

研究测定了葡萄果实中生长素生物合成和信号转

导相关基因的表达。ＹＵＣＣＡ是生长素合成过程中
的关键基因，挑选 ３个 ＹＵＣＣＡ基因家族的成员
ＶｖＹＵＣＣＡ２、ＶｖＹＵＣＣＡ６－１及 ＶｖＹＵＣＣＡ６－２进行
ｑＲＴ－ＰＣＲ检验。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，与对照组
相比，金手指葡萄中生长素合成相关基因 ＶｖＹＵＣＣＡ
表达量呈升高趋势，在处理后２４ｈ时达到最高且与
对照组含量差异最大。３个基因表达趋势较为一
致。ＧＡ３处理后２４ｈ时，金手指葡萄中ＶｖＹＵＣＣＡ２、
ＶｖＹＵＣＣＡ６－１表达量为对照组的４～５倍，并随着
时间的推移，处理组与对照组之间的差异逐渐减

小，表明 ＧＡ３ 处理可能会提高金手指葡萄中
ＶｖＹＵＣＣＡ２、ＶｖＹＵＣＣＡ６－１及 ＶｖＹＵＣＣＡ６－２基因的
表达水平，从而提高生长素的含量（图４－Ａ、图４－
Ｂ、图４－Ｃ）。ＩＡＡ１是生长素／吲哚 －３－乙酸基因
家族成员，是一种生长素信号转录调控基因，与对

照组相比，ＶｖＩＡＡ１在处理６ｈ后表达量无明显差异，
在处理１２ｈ～７ｄ后，表达水平显著升高。说明 ＧＡ３
处理会影响金手指葡萄中的生长素信号转导（图

４－Ｄ）。ＡＵＸ２２Ａ和 ＡＵＸ２２Ｄ是２个生长素响应基
因，ＧＡ３处理后 ＶｖＡＵＸ２２Ａ表达量较对照组呈升高
的趋势，然而 ＶｖＡＵＸ２２Ｄ表达量却表现出先下降后
升高的趋势，但整体上 ＧＡ３ 处理会显著上调
ＶｖＡＵＸ２２Ａ和ＶｖＡＵＸ２２Ｄ基因的表达。ＶｖＡＵＸ２２Ａ和
ＶｖＡＵＸ２２Ｄ处理组表达量与对照组差异最大的时期
都为处理后２４ｈ，此趋势与３个ＶｖＹＵＣＣＡ基因的表
达一致（图４－Ｅ、图４－Ｆ）。

３　讨论

葡萄果形是葡萄重要的外观品质，生产上常用

各种植物生长调节剂对葡萄果实形状进行调节。

ＧＡ３常在生产上被用于果实品质的调节，是一种应
用较为广泛的植物生长调节剂。但其具体作用机

制现在还不明晰，本研究以此为出发点，选择长形

葡萄品种金手指为试验材料，探究 ＧＡ３对葡萄果形
的影响。结果表明，在盛花期后３ｄ施用 ＧＡ３可以
显著拉长金手指葡萄果粒，这与谢周等的研究结

果［２６］一致。同时，葡萄果穗也有一定程度的拉长，

葡萄整体串形更为松散，果粒生长空间大，更适于

葡萄生长，这与李蕊蕊等的研究结果［２７］一致。依据

试验结果推测，ＧＡ３的拉长作用可能不仅限于果实，
它对其他植物器官可能也具有拉长作用，并可能通

过改变植物组织的内部细胞结构而发挥作用。

ＧＡ３已被证实具有促进细胞伸长的作用
［２８］，但

其对葡萄果实的拉长作用是否是通过促进果实内

部细胞伸长而实现尚不清楚。因此，本研究选择

ＧＡ３处理后７、１４ｄ的果实为样品制作石蜡切片，观
察果实内部细胞形态，测量细胞纵径、横径并计算

细胞指数。结果表明，处理组果实内部细胞确实较

对照组大且长；细胞纵横径及细胞指数规律进一步

验证了“果实细胞显著伸长”这一结论，据此可初步

验证ＧＡ３对金手指葡萄果形的影响是通过改变细
胞形状而实现的。植物激素共同作用于植物器官

生长［２９］，赤霉素可能会通过与其他激素共同作用来

促进葡萄果实伸长，生长素是与果实发育息息相关

的植物激素［３０］，ＩＡＡ－ＡＳＰ是生长素的主要储存形
式［３１］。本研究利用ＥＳＩ－ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法测定
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了金手指葡萄果实中的内源赤霉素、生长素和

ＩＡＡ－ＡＳＰ含量。结果表明，ＧＡ３处理可以提高果
实内源赤霉素、生长素及ＩＡＡ－ＡＳＰ含量，这与前人
的研究结果［３２－３３］相近，推测 ＧＡ３作用于金手指葡
萄果实后可能会引起果实内源激素的变化，从而调

节果形变化。此外，ＧＡ３处理４８ｈ后ＩＡＡ和ＩＡＡ－
ＡＳＰ含量差异较小，但处理后４ｄ的 ＩＡＡ和 ＩＡＡ－
ＡＳＰ含量较对照组差异极显著，据此推测 ＧＡ３对
ＩＡＡ和ＩＡＡ－ＡＳＰ含量的促进作用可能是在处理后
４８ｈ这段时间内逐渐发生的。

ＹＵＣＣＡ作为生长素合成过程中的关键基因，
ＹＵＣＣＡ基因的激活或者过表达都会导致游离的生
长素含量升高，且 ＹＵＣＣＡ基因家族多功能冗余，可
能需多个基因协同发挥作用［３４］。本研究中选择 ３
个ＹＵＣＣＡ基因家族的基因进行ｑＲＴ－ＰＣＲ验证，结
果表明３个基因家族表达趋势基本一致，说明这３
个基因可共同作用于生长素的合成。推测 ＧＡ３处
理可以通过提高 ＹＵＣＣＡ基因表达水平来提高游离
态ＩＡＡ的含量，从而促进果实伸长。处理组与对照
组中ＹＵＣＣＡ基因的含量及含量差异均在２４ｈ处达
到最高值，推测ＧＡ３对果实伸长的促进作用可能主
要发生在处理后１２～４８ｈ之间。根据 ＩＡＡ１的表达

趋势也可以推测 ＧＡ３处理可能通过影响上游生长
素信号转导物质的含量来调控果形变化。通过

ｑＲＴ－ＰＣＲ技术对２个生长素响应基因 ＡＵＸ２２Ａ和
ＡＵＸ２２Ｄ的验证推测ＧＡ３处理也可能通过影响下游
生长素响应基因的表达来调控果形变化。此外，

ＧＡ３处理后ＶｖＡＵＸ２２Ａ表达量较对照组呈升高的趋
势，但 ＶｖＡＵＸ２２Ｄ表达量却表现出先下降后升高的
趋势，然而整体趋势与 ＶｖＡＵＸ２２Ａ相似，推测２种响
应基因之间可能存在着先后关系。

４　结论

在金手指葡萄盛花期后３ｄ，使用２５ｍｇ／ＬＧＡ３
溶液浸泡幼果，可显著拉长葡萄果实，同时果实内

部细胞发生膨大且细胞指数变大。外源赤霉素处

理可能通过调节葡萄果实中内源生长素的合成和

信号转导途径来影响葡萄果实形状。
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