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摘 要：红色梨备受青睐，具有广阔的市场价值。红梨着色主要取决于花青苷合成与积累，影响花青苷生物合成的因素

有很多，其中光照是最主要的因素之一。本实验对苹果梨进行不同的光处理，基于前期实验室的转录组学分析与相关合

成梨花青苷合成调控关键基因的克隆分析，进一步挑选Myb4-like1、bHLH130-like、myb-related protein 306、bHLH96－like、
Myb4-like2、MYB1R1、bHLH113-like(pyrus_GLEAN_10011886)、WDR、bHLH147、bHLH113－like(pyrus_GLEAN_10005548)、
bHLH57－like共 11个差异基因在不同的光处理下进行 PCR鉴定，结果发现Myb4-like1、bHLH130-like等基因呈现明显上调

的趋势，WDR基因差异表达明显且与花青苷含量趋势相同，这可能是由于在光的调控下改变光周期从而改变基因的表

达量，进而影响苹果梨花青苷合成与着色。
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Effect of Light Treatment on the Color Related Regulatory Genes of Bagged
Pingguoli Pear
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Abstract：Red pears are favored by people and have a broad market value. The color of red pear mainly depends on
the synthesis and accumulation of anthocyanin, and there are many factors affecting the biosynthesis of anthocyanin,
among which light is one of the most important factors. In this study, different light treatments were carried out on
the Pingguoli pear. Based on the transcriptomics analysis in the previous laboratory and the cloning analysis of the
key genes regulating the synthesis of related synthetic pear anthocyanin, further select Myb4-like1, bHLH130-like,
myb-related protein 306, bHLH96-like, Myb4-like2, MYB1R1, bHLH113-like(pyrus_GLEAN_10011886), WDR,
bHLH147, bHLH113-like(pyrus_GLEAN_10005548), bHLH57-like genetic variations in different PCR identifica⁃
tion of light treatment, the results found Myb4-like1, bHLH130-like gene significantly increase trends, such as WDR
differentially expressed genes and the same as the contents cyanine trend obviously. This may change the photope⁃
riod under the regulation of light, thus changing the expression level of the gene, and thus affecting the synthesis and
coloring of Pingguoli pear anthocyanin.
Key words：Illumination; Regulatory gene; Anthocyanin; Real-time quantitative PCR

梨(Pyrus)属于蔷薇科梨亚科梨属植物，我国是

梨的原产地之一。苹果梨是能大面积着色的品种

之一，近几年通过套袋处理，果实能明显着色[1]。研

究发现外界环境因素影响花青苷合成途径中的相

关基因表达从而促使植物中花青素积累 [2]。光合

作用是植物利用光制造有机物的过程。光影响花
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青苷合成的作用机理主要有两个方面。一方面光

照通过调节有关酶的活性来调节花青苷；另一方

面光照通过光合作用影响苯丙氨酸底物的合成来

产生花青苷 [3]。MYB是一类重要的转录基因家族

并且具有高度保守的结构域，根据结构域包含重

复序列的不同可将MYB分为四类，R2R3MYB是主

要合成花青苷的转录因子 [4]。在拟南芥中四类分

别为：1R-MYB、2R-MYB、3R-MYB、4R-MYB。以

红皮梨‘奥冠’为试材克隆到基因 PyMYB10.1和
MYB108基因并进行生物学分析等实验，为后期的

MYB转录因子提供相应的理论依据 [5]。早期实验
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中 MYB调节基因 MdMYB1及 MdMYB10在苹果中

得以分离，且受光照的诱导 [6]。拟南芥中也存在

MYB转录因子 MYB10类基因如：AtPAP1、AtPAP2
和 AtTT2等，这类基因参与果实色泽花青苷的合

成调控的过程 [7]。BHLH是另一类重要的转录基

因家族，具有碱性 -螺旋 -转角 -螺旋独特的结

构 [8]，主要与MYB和WD40形成蛋白复合体来调节

果实的花青苷含量。苹果中的 MdbHLH3可以与

MdMYB10共同作用来完成花青苷的合成。研究

发现MYB10和 BHLH33在西洋梨中对花青苷的合

成有明显的作用 [9]。WD40同MYB和 BHLH转录因

子一样具有独特的结构域，可与多种蛋白结合来

发挥作用，不过自身并无催化作用 [10]。最早在矮

牵牛中发现此类蛋白 [11]，后期相继在拟南芥、苹

果、玉米中均有实验证明可以分离得到WD40转录

因子。东方梨中WD40蛋白与花青苷含量呈正向

促进的作用，而西洋梨中对花青苷的含量有相反

的作用 [12]。目前调节基因影响花青苷生物合成的

相关研究已经很多，但光对梨花青苷合成方面还

尚未报道，本实验根据转录组筛选出相关合成苹

果梨花青苷的关键基因进行 PCR定量分析，初步

探究在不同光处理下基因的表达量与花青苷含量

的变化趋势是否一致，为探究光与花青苷之间的

联系提供数据基础。

1 材料及方法

1.1 材料及处理

试验在吉林省延吉市延边龙渊七队果树农场

进行。套袋时期为盛花期后 6周（2019年 6月 23
日），采用双层蜡质纸袋（外袋为黄色，内袋为红

色），按常规套袋技术要求进行果实套袋处理。

于盛花期后 129 d解袋，并设置 3个处理。分别为

解袋后正常（自然）光照、解袋后遮光、解袋后夜

晚照光，重复 3次。具体处理方法为随机选择一

棵树上 3个主枝，每个主枝保证有 10个果实以

上，其中一个主枝做正常光照处理，即套袋果实

解袋后不做任何处理，保持自然光照（CK）；另一

个主枝做遮光处理（ZG），即用遮光布覆盖该主

枝；第三个主枝做夜晚照光处理（DZ），即在主枝

上覆盖遮光布后，树盘铺上反光膜，晚间用白炽

灯照射（LED白炽灯，距离地面高度为 2 m，功率为

3 000 W，灯照强度约为 3 768 Lx，照射时间为 20∶00
至次日 4∶00，约为 8 h）。果实于盛花期后 139 d
统一取样（每个处理 30个果实），采样后削取果皮

（约 0.5 mm），保存于-80 ℃冰箱中。

1.2 实验所需试剂耗材

TransScript All-in-One First-StrandcDNA Syn⁃
thesis SuperMIX for qPCR、PerfectStartTM Green qP⁃
CR SuperMix 购置于全式金；0.2 mL PCR 管、0.6
mL EP管，1.5 mL EP管，384孔板及贴膜，10 µL、
200 µL、1 mL tips购置于 Axygen；Primers购置于北

京擎科新业生物技术有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 总花青苷含量测定

参照王惠聪等 [13]提取和测定花青苷的方法，

稍做改动。取 0.5 g在液氮中研磨成粉的果皮加

入 1%盐酸/甲醇溶液。密封摇匀后使果皮和混合

液充分接触后放入黑暗条件下的恒温箱中，25 ℃
条件下浸提 2 h。取出试管摇匀，用紫外分光光度

计测定混合液在 553 nm和 600 nm下吸光值，以缓

冲液作为空白对照。实验重复 3次，按照下面公式

计算花青苷含量：D553nm-D600nm=0.01（U）。
1.3.2 RNA 提取及 cDNA 合成

提取总RNA，利用NanoDrop 2 000分光光度计

（Thermo Scientific，USA）测定浓度及OD260/OD280，琼
脂糖凝胶电泳检测 RNA完整性。利用 TransScript
All-in-One First-Strand cDNA Synthesis SuperMIX
for qPCR试剂盒将待测RNA逆转录成 cDNA。
1.3.3 引物设计及荧光定量 PCR 检测

依据转录组测序以及 NCBI已登录的梨属基

因，使用 NCBI与 Oligo 7软件设计基因特异引物。

引物设计见表 1。
PCR 扩增体系：9 µL，其中 2×PerfectStart TM

Green qPCR SuperMix 5 µL；Forward primer 0.2 µL；
Reverse primer 0.2 µL；Nuclease-free H2O 3.6 µL。

PCR反应程序：94℃ 30 s；94 ℃ 5 s，60 ℃ 30
s，(45个循环)；从 60 ℃缓慢升温至 97 ℃，反应结

束后导出数据进行后续的表达量计算及溶解曲线

分析。

2 结果与分析

2.1 不同处理花青苷含量变化

从图 1a可以看出，解袋后正常光照处理的苹

果梨果实颜色鲜艳，果实全面着色，着色指数为

0.75。遮光处理的苹果梨果实几乎没有着色，着

色指数为 0.25，照光处理的苹果梨果实着色异常，

果面形成很多红色的斑点。套袋苹果梨解袋后果

皮花青苷含量迅速增加，正常光照处理的果皮花

青苷含量最高达到 40~50 mg/100（g·FW），而遮光

处理显著抑制花青苷的合成，含量最低为 12~15
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mg/100（g·FW），照光处理的果皮花青苷含量居

中，为 20~25 mg/100（g·FW）。处理果实果皮叶绿

色含量与花青苷相对含量呈相反的趋势，遮光处

理的果实果皮叶绿素含量最高（图 1b）。
2.2 花青苷合成调节基因的表达水平

从图 2可以看出，光处理的苹果梨果实着色

相关 11个基因的表达可以分成 3组，第 1组是光

处理后表现上调的基因（图 2a）有 Myb4-like1、
bHLH130-like、bHLH96－like共 3个基因，其中，遮

光处理的Myb4-like1、bHLH130-likea共 2个基因显

著上调（P<0.05，见表 2），同时照光处理的基因表

达低于遮光处理，其他基因基本与对照表达相

近。第二组是光处理后表现下调的基因（图 2b）
有 bHLH113-like(pyrus_GLEAN_10011886)、WDR 2

表 1 引物序列设计

Gene Symbol
GAPDH
Myb4-like1

bHLH130－like
myb-related protein 306

bHLH96－like
Myb4-like2
MYB1R1

bHLH113-like
WDR

bHLH147
bHLH113－like
bHLH57－like

Forward primer(5→3)
TCTTCGGTGAGAAGCCTGTT

ATTTACCAGAACCGGATGATAG
GATGAGAAGGATGCGGATTAG
ACTCATCTAGTGAGGGAACC
AATCCAAACCCAGTTGGC

GCATTAAGTACCGATCAGGAC
TATCCATGCAGTTTAGAGGGC
GAAGGATTGCCACGCCATA
TGGAAGCCTCAAAGGTCA
CTAAGGGTAAGACCCGCT

TGTTTAGGGTGGAGAGGTGAA
ACCAGGGAGAGGAGAAAG

Reverse primer(5→3)
CGTTCACACCAACAACGAAC
CCTGAAACTCATTCACCGTC
ATTTCAAGCATTCAAGACAACG
CCGAACAGAGACTCAAACG
CGCTAGATACGTTGATTGTGT
GTTGAAAGTGCCTCTGACC

AAACCCACGGAGATATAACTCA
AATTCGTTGAGAGATGTTCTGT
CATAACCTGCAAGTGGTGT
CGGATCTCTGCCGTTTATG
ATGCGTTGTGTACTCCATT
TCATTCATCTGGCGGCGA
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注：a为不同光处理果实颜色的变化，b为不同光处理花青苷、叶绿素含量变化（P<0.05）

图 1 果实不同处理下色泽和花青苷、叶绿素含量的变化

图 2 3组不同处理不同基因的表达量
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注：横坐标表示样品名称及聚类结果，纵坐标表示差异基因聚类结果。图中列代表样品，行代表基因。颜色代表基因在样品中表达

趋势（深色为上调，浅色为下调）

图 3 差异表达基因聚类图

 

个基因，其中WDR基因遮光处理与光照处理的均

表现显著下调，基因表达均显著低于对照。第 3
组是光处理后表现无差异的基因（图 2c）有 myb-
related protein 306、Myb4-like2、MYB1R1、bHLH147、
bHLH113-like(pyrus_GLEAN_10005548)、 bHLH57-
like共 6个基因，表达差异不显著。

2.3 差异表达层次聚类分析

对筛选出的差异表达基因做层次聚类分析

（图 3），结果表明：在遮光处理下 BHLH57-like、
bHLH147、 Myb4-like1、 MYB1R1、 bHLH130-like、
bHLH96-like、bHLH113-like共 7个基因有上调的趋

势，bHLH113-like、WDR 这两个基因有下调的趋

势；在照光处理下，bHLH113-like(pyrus_GLEAN_
10011886)、bHLH147、bHLH57-like、Myb4-like1 共 4
个基因有上调的趋势，其余的基因略微有下调的

趋势。

3 讨 论

对红色果实起决定性作用的是花青苷的含

量[14]。套袋提高果皮对光的反应敏感性，去袋后果

皮光敏色素升高，促进花青苷的形成与积累，果实

色泽更加鲜艳[15]。叶绿素可以吸收阳光中的红光，

而光敏色素是花青苷合成的光受体之一，从而达

到抑制花青苷的合成的效果。不同光周期处理苹

果梨，花色苷组分并未发生改变，在本实验中改变

光周期，部分基因的表达量发生显著性的差异，花

青苷的含量也发生改变，初步推断光周期可能对

果实着色有影响，具体机制需要进一步研究。不

同光质中白光、红光、蓝光、绿光均能影响花青苷

组分，但蓝光最为明显[16]。果树可以在完全遮光的

条件下成熟，但不能合成花青苷，这更说明光对花

青苷合成的影响[17]。大多数MYB是以转录因子的

形式对花青苷起调控作用，不同的MYB结构域重

复序列致使他们有结合 DNA的能力[18]。刘冰雁对

转录组中表达差异基因Myb4-like1、MYB1R1等进

行克隆等相关实验，发现其中MYB1R1在瞬时转化

番茄之后果实的花青苷含量有变化[19]。而本实验

中MYB1R1在不同的光处理下表达量有一定的变

化趋势，可能由于遮光的时间不长或者照光的时长

不够长导致，具体原因需要进一步实验证明。拟南

芥中BHLH转录因子家族包括光敏色素因子（phyto⁃
chrome-interacting factors, PIFs）[20]。（下 转 第 82 页）

表2 3组不同处理的基因表达量

gene
pyrus_GLEAN_10023935
pyrus_GLEAN_10036156
pyrus_GLEAN_10017919
pyrus_GLEAN_10021901
pyrus_GLEAN_10010298
pyrus_GLEAN_10041261
pyrus_GLEAN_10011886
pyrus_GLEAN_10023767
pyrus_GLEAN_10012745
pyrus_GLEAN_10005548
pyrus_GLEAN_10026274

Exp_CK
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Exp_DZ
9.616
1.046
0.913
1.095
0.804
0.703
0.441
0.331
1.116
1.028
1.191

Exp_ZG
12.333
2.494
0.907
1.907
0.973
1.269
0.095
0.372
1.194
1.554
1.25

p_val(ZG vs CK)
0.014
0.02
0.84
0.557
0.982
0.366
0.002
0.002
0.379
0.007
0.389

p_val(DZ vs CK)
0.061
0.863
0.78
0.817
0.51
0.301
0.188
0.032
0.705
0.909
0.731

SD_CK
0.039
0.035
0.42
0.466
0.359
0.4
0.408
0.159
0.298
0.128
0.105

SD_DZ
6.042
0.235
0.391
0.484
0.525
0.105
0.413
0.155
0.348
0.429
0.488

SD_ZG
6.894
0.604
0.132
5.009
0.21
0.305
0.029
0.059
0.188
0.118
0.356
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尖脱毒效果的影响[J].辣椒杂志，2017，15（4）：31-35.
（责任编辑：王 昱）

（上接第 73 页）BHLH家族基因近几年研究发现有可

以直接调控花青苷结构基因的蛋白复合体，确认

该蛋白是由 MYB、BHLH转录因子及WD40蛋白形

成，在苹果中MdbHLH3、MdbHLH33与MdMYB10共
同作用诱导花青苷的积累 [21]，也有相关基因抑制

着 花 青 苷 合 成 [22]。 本 实 验 中 Myb4-like1、
bHLH130-like在遮光的条件下表达量明显增加，

而Myb4-like1基因转化到番茄中花青苷的含量并

无明显差异，一方面可能因为 Myb4-like1基因受

其他条件的影响或者与其他的相关蛋白共同来调

节花青苷的含量，另一方面可能与光敏色素有关。

WDR基因表达量在光的诱导下出现先下降后增加

的状态，在梨的转录组分析该基因为上调基因，可能

光照对该基因有直接作用从而促进花青苷的合成，

有待于进一步研究验证。
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