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脱落酸和吡效隆对荔枝果皮着色的影响
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摘 要: 【目的】研究脱落酸（ABA）和吡效隆（CPPU）对荔枝果皮花色素苷生物合成及着色的影响，探索 ABA 调控荔
枝果实花色素苷合成的分子机制。 【方法】以‘桂味’荔枝为试材，喷施 ABA 和 CPPU 后，对果皮色泽、色素含量和花色
素苷合成相关结构基因的表达规律进行分析。 【结果】荔枝果实着色过程中，叶绿素含量降低，花色素苷含量增加，色

度角逐渐降低；喷施 ABA 促进了花色素苷的积累，加速了叶绿素含量和色度角的降低，而 CPPU 则起了相反的作用；
从花色素苷生物合成各基因的表达情况来看， 对照果皮 7 个参试的结构基因均在果实成熟着色期间表达量逐步增
加， 而只有 LcUFGT 对 ABA 和 CPPU 两种生长调节剂的反应与果皮花色苷的积累趋势高度吻合， 即 ABA 增加了
LcUFGT 的表达量，而 CPPU 明显抑制了 LcUFGT 的表达。 【结论】ABA 通过上调 LcUFGT 基因促进了荔枝果皮花色
素苷的积累，加速了着色进程；而 CPPU 通过抑制 LcUFGT 基因的表达减缓了荔枝果皮花色素苷的合成，从而延缓荔
枝果实着色；ABA 参与了荔枝果皮中花色素苷生物合成调控，CPPU 可能通过拮抗 ABA 影响花色苷的合成。
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Abstract: 【Objective】 The effects of ABA and CPPU on fruit coloration and anthocyanin biosynthesis
were explored and the possible molecular mechanism was discussed. 【Method】 Lychee cultivar ‘Guiwei’
was used as material. The color parameters， contents of pigments and the expressions of structural genes in
anthocyanin biosynthesis in response to ABA and CPPU treatments were analyzed. 【Results】 Contents of
chlorophylls and hue angle decreased gradually， while contents of anthocyanin increased with fruit col-
oration. ABA treatment promoted the accumulation of anthocyanins and accelerated the reduction of
chlorophyll content and hue angle， whereas CPPU treatment displayed opposite effects. The expressions
of the seven structural genes tested in the pericarp of control were all up regulated in paralleling fruit col-
oration and anthocyanin accumulation. However， only the expressions of LcUFGT in the pericarp of ABA
and CPPU treatments were generally agreed with the changes of anthocyanins. ABA treatment enhanced，
while CPPU treatment postponed the expression of LcUFGT. 【Conclusion】 ABA promoted anthocyanin ac-
cumulation in pericarp of lychee and accelerated coloring process by increasing expression level of
LcUFGT while CPPU delayed the coloration of the lychee fruit through inhibiting the biosynthesis of an-
thocyanin. ABA might play an important role in regulation of anthocyanin biosynthesis， while CPPU
played its role by antagonizing ABA.
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在果实成熟过程中，植物激素特别是乙烯和 A-
BA作为细胞之间的第一信使起着重要的调控作用。
一般认为启动跃变型果实成熟的激素是乙烯， 而非
跃变型果实的成熟则与 ABA密切相关[1-2]。果皮色泽
变化是果实成熟的重要指标之一，花色素苷的含量
和组分对色泽的形成具有极其重要的作用。 前人
研究表明，脱落酸可促进葡萄 [3-4]、樱桃 [5]、杨莓 [6]、荔
枝 [7-8]等大多非跃变型果实花色素苷的合成，对跃变
型果实如苹果则作用不明显； 而乙烯可以明显促进
苹果等跃变型果实花色素苷的积累，对草莓、樱桃等
果实的作用则不明显[2]。在‘巨峰’葡萄果实转熟时用
1 000 mg·L-1的 ABA 处理， 明显促进果皮花色素苷
的积累和果实的成熟[9]。 外源 ABA 能提高樱桃果实
的成熟度和花色素苷含量的积累，促进果实软化，而
乙烯利处理对果实硬度、 花色素苷含量和成熟度指
数均没有显著影响 [5]。 荔枝是典型的的非跃变型果
实，ABA 和乙烯利浸果处理‘妃子笑’荔枝，ABA 处
理明显促进花色素苷的积累， 乙烯利处理对果皮花
色素苷含量没有明显影响， 即荔枝果实成熟过程中
与色泽发育相关的关键激素是 ABA而不是乙烯[7]。
目前， 花色素苷生物合成涉及的结构基因包括

苯 丙 氨 酸 解 氨 酶 （Phenylalanine ammonialyase，
PAL）、查尔酮合成酶（Chalcone synthase，CHS）、查尔
酮异构酶（Chalcone isomerase，CHI）、黄烷酮 3-羟化
酶（Flavonoid 3-hydroxylase，F3H）、二氢黄酮醇还原
酶 （Dihydroflavonol 4-reductase，DFR）、花青素合成
酶（Anthocyanidin synthase，ANS）和类黄酮基转移酶
（UDP -glucose: flavooid 3 -O -glucosyltransferase，
UFGT）等 15 个结构基因和 2 个调控基因家族（MYB
和 bHLH）相继从葡萄、苹果、杨梅等果树中分离出
来[10-11]。本研究以着色良好的‘桂味’荔枝果皮作为试
材， 在果实转色前用 ABA 和 CPPU 进行整株喷施，
研究两种药剂对荔枝果实着色和果皮中花色素苷的

生物合成相关基因表达情况的影响，探讨 ABA 改善
荔枝果实着色的可能机理，为 ABA 和 CPPU 在荔枝
果皮花色素苷合成、 积累与调控的研究与应用提供
理论依据和实践指导。

1 材料和方法
1.1 实验材料和田间药剂处理
试验选取 13 a 生的 ‘桂味’ (Litchi Chinensis

Sonn. ‘Guiwei’）荔枝作为试材，于 2010 年 5 月至 6
月在广州华南农业大学长岗山荔枝资源圃 （23°09′
38″N，113°21′13″E）进行。 每个处理选取 3 株树，在

果实采收前 1 个月 （转色前）， 分别喷施 25 mg·L-1

ABA 和 4 mg·L-1 CPPU，以清水处理为对照，在处理
时（0 d）和处理后 1、3、7、14、21 d采样。 采样时将果
皮和果肉分开，装入锡纸袋，液氮速冻后于-80 ℃冰
箱保存备用。
1.2 荔枝果皮色差分析
利用 CR-300 色彩色差计（Minolta，日本）测量

荔枝果实果肩部果皮色泽 [12-13]，每份样品随机选择
15 个果实，每个果实测两个点（平行于赤道面）。L表
示亮度变量；a 和 b 表示色方向，a 越大表示红色愈
增，a 越小表示绿色愈显；b 值越大表示果实越趋向
黄色，而越小则表示越趋向蓝色，h°代表色度角。 计
算公式为:

h°= ATAN(b/a） /6.2823*360 当 a≥0且 b≥0
h°= ATAN(b/a） /6.2823*360+180°当 a＜0且 b＞0

1.3 荔枝果皮花色素苷含量测定
总花色素苷含量的测定采用 pH 差示法， 参照

Fuleki 等[14]。 取 4 个果皮圆片放入 3 mL 浸提液（甲
醇∶水∶浓盐酸为 85∶12∶3）中，室温避光充分浸提 (约 5
h）。 配制 Buffer1和 Buffer2，Buffer1∶0.2 mol·L-1 KCl-
0.2 mol·L-1 HCl （25: 67），pH=1；Buffer 2 ∶1 mol·L-1

NaAc-0.4 mol·L-1 HCl（100∶150），pH=5。取 0.5 mL浸
提液于试管中分别加入 2 mL 的 Buffer1 和 Buffer2，
用紫外分光光度计 （岛津，UV1700） 530 nm 下测定
OD 值 。 公 式 如 下 : 花 色 苷 含 量/（mg ·cm -2） =
ΔOD530*5*3*445.2/29600*4*s，其中 5 为稀释倍数，3
为提取液体积，445.2 为矢车菊素-3-葡萄糖苷的相
对分子质量；29 600 为矢车菊素-3-葡萄糖苷的摩
尔比吸收系数(mL·mol-1），4 表示圆片个数，S 表示单
个圆片的面积。 S=πr2， r=0.45 cm。
1.4 叶绿素及类胡萝卜素含量
取 6 个荔枝果皮圆片于 10 mL 80%丙酮中避光

室温浸提 24 h， 在分光光度计下分别测浸提液 440
nm、645 nm 和 663 nm 三个波长的吸光值 ， 根据
Arnon[15]公式计算出荔枝果皮叶绿素和类胡萝卜素

含量。 叶绿素及类胡萝卜素含量用 mg·m-2表示，叶
绿素 a 质量浓度 Ca/(mg·L-1） =12.7D663-2.69D645；叶
绿素 b 质量浓度 Cb/(mg·L-1）=22.9D645-4.68D663；类
胡萝卜素质量浓度 CK/(mg·L-1）=4.7D440-0.27 （Ca+
Cb）。
1.5 花色素苷合成途径相关基因的表达分析
1.5.1 荔枝果皮总 RNA 提取和 cDNA 合成 荔枝果
皮总 RNA 的提取采用 Tiandz 基因公司 RNAOUT
（北京）。 用 DNase I (TaKaRa）消化 DNA，排除干扰，
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表 1 用于定量分析目的及内参基因的引物序列
Table 1 The primer sequences of target and reference genes used in RT-qPCR analysis

基因名称 Gene
正向引物序列（5'→3'）
Forward primer

反向引物序列（5'→3'）
Reverse primer

产物

Product/bp
LcPAL
LcCHS
LcCHI
LcF3H
LcDFR
LcANS
LcUFGT
LcActin

TTGCCTCCATAGGGAAACTC
GACATTGTGGTGGTGGAGGT
CGGAGTTTACTTGGAGGATGT
GGTGGATAGATGTGACAAAGGAGT
ATAAAGCCAACTATCAATGGGAT
AGGAAGTTGGTGGTCTGGAAG
GCCACCAGCGGTTCCTAATA
GTGGTTCTACTATGTTCCCTG

GGTGACGGGATTGGCAAGAT
TATTTAGCGAGACGGAGGAC
CAGTGACCTTCTCAGAGTATTG
GGTTGTGGGCATTTTGGATAGTA
AGCCCATATCACTCCAGCAAGT
CCGTTGCTGAGGATTTCAATGGTG
ATGCCTCTGCTACTGCTACAATCT
CTCGTCGTACTCATCCTTTG

185
242
185
169
160
274
134
191

用核酸蛋白仪和 15 g·L-1 的琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 的浓度和质量。每个样品取 2 mg总 RNA，利用
MLV-Reverse Transcriptase kit（Invitrogen）合成 cD-
NA 第 1链（具体方法参照说明书），用于定量分析。
1.5.2 引物设计 参照 qRT-PCR 引物设计的一般

原则， 根据在荔枝上克隆的花色苷生物合成途径 7
个结构基因序列[8]，用 Primer Premier 5.0 设计各基因
的 qPCR 引物（表 1），委托上海生物工程有限公司
合成。
1.5.3 Real-Time PCR 反应和相对表达量分析
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图 1 ABA 和 CPPU 处理对荔枝果皮各色差参数的影响
Fig. 1 Effects of ABA and CPPU treatments on the color parameters in the pericarp of lychee
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Real -Time PCR 反应用 ABI 7500 Real -Time PCR
System 完成。 反应体系按照 Real-Time PCR Master
Mix（TOYOBO，Japan）说明书，反应体积为 20 mL；反
应条件如下: 50℃，60 s；95℃，60 s；95℃，15 s；56℃，
20 s；72℃，35 s；40个循环； 之后进行 55~95℃熔解
曲线分析。每个样品设 3个重复。反应结束后通过熔
解曲线鉴定产物的特异性。 运用 2-△△CT法进行数据

处理 [16]，计算出 LcPAL、LcCHS、LcCHI、LcF3H、LcD-
FR、LcANS 和 LcUFGT 等花色素苷生物合成途径基
因在不同套袋处理下的表达水平。

2 结果与分析
2.1 不同处理对荔枝果实色泽的影响
由图版可以看出，喷施 ABA 可以明显促进‘桂

味’果实的着色；而喷施 CPPU 则果皮退绿延迟，着
色进度明显滞后于对照和 ABA。 对处理和对照果皮
进行果皮色差分析（图 1-A~D），结果表明与肉眼观
察到的现象一致，色泽参数 L 值、b 值和 h°值随着荔
枝果实成熟着色而下降，而 a 值则随果实着色上升；
ABA 处理明显促进果实着色，同时果皮 L 值、b 值和
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处理后时间 Time after treatment/d

图 2 不同处理对荔枝果皮叶绿素（A）和类胡萝卜素（B）花色素苷（C）含量的影响

Fig. 2 Effects of ABA and CPPU treatments on the concentration of chlorophylls (A）， carotenoids (B） and Anthocyanins (C）

in the pericarp of lychee

h°值明显低于对照，a值则明显高于对照； 喷施 CP-
PU明显抑制果实着色， 处理果皮中的 L 值、b 值和
h°值明显高于对照，而 a 值则明显低于对照；处理对
各色泽参数的影响程度随着果实成熟逐渐减小。
2.2 不同处理对荔枝果皮色素含量的影响
随着荔枝果实发育成熟，果皮开始退绿，果皮中

叶绿素含量逐渐降低；CPPU 处理明显延缓了叶绿
素的降解，而 ABA处理果皮与对照叶绿素含量的差
异不明显（图 2-A）。 类胡萝卜素的含量随着果实的

成熟呈下降趋势，ABA 和 CPPU 对果皮类胡萝卜素
含量的影响无明显规律性（图 2-B）。 由图 2-C可以
看出， 荔枝果实采收前， 随着果实成熟度的逐渐增
加，果皮中花色素苷的含量也随之增加。 ABA 处理
后， 果皮花色素苷的含量比对照有所增加； 而喷施
CPPU 严重影线了果皮花色素苷的积累， 处理 2 周
后果皮中的花色苷均明显低于对照和 ABA 处理，在
采前 1周花色苷含量有一定的增加， 但仍明显低于
对照和 ABA处理。
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2.3 不同处理对荔枝果皮花色素苷合成相关基因
的表达分析

‘桂味’ 转色前，LcPAL表达量维持在一个较低
的水平，随着果实进入转色期，LcPAL表达量迅速增
加，在处理后 14 d 时表达量达到最高峰，采收时有
所下降；ABA处理后， 荔枝果皮中 LcPAL 表达呈直
线增加，直至采收前，表达量增加了 12倍左右；而用
CPPU 处理后，LcPAL 表达量增加，1 周后下降，2 周
后表达水平至最低点， 然后随着果实进入着色期，
LcPAL表达量又急剧增加， 整体水平要低于对照和
ABA处理（图 3-A）。
查尔酮合成酶（CHS）催化香豆酰辅酶 A 和丙二

酰辅酶 A 形成 4，5，7-三羟黄烷酮 （Naringenin），完
成了苯丙烷类代谢途径和类黄酮代谢途径的转变，
称之为类黄酮代谢途径的入口酶[2，11]。 ABA和 CPPU
处理后，LcCHS 迅速大量表达，随后表现有所不同，
ABA 处理荔枝果皮中 LcCHS 表达的一直维持在一
个较高水平，而在喷施 CPPU 一周后，LcCHS 表达量
急剧下降，采收时又有所回升（图 3-B）。查尔酮异构
酶催化由查尔酮生成(2S）-柚皮素(2S-naringenin）的
反应；F3H 催化圣草酚、柚皮素、五羟基双氢黄酮 3’
位置的羟基化，生成二氢黄酮醇，是位于类黄酮合成

通路分支点处的关键酶 [2，11]。 LcCHI （图 3-C）和
LcF3H（图 3-E）的在果皮中的表达量变化趋势几乎
一致；用 ABA和 CPPU处理后 1 d， LcCHI 表达量较
低；CPPU处理后 7 d LcCHI的表达增加了 6.5 倍，之
后迅速下降至较低水平 ；ABA 处理后果皮中的
LcCHI 表达一直增加， 在 2 周后表达量分别达到
CPPU 处理和对照的 26 倍和 1.4 倍， 采收前表达量
也高于 CPPU处理和对照 2倍以上。
二羟基黄酮醇还原酶 （DFR） 以二氢栎皮黄酮

（DHQ）、二氢堪非醇（DHK）和二氢杨梅黄酮（DHM）
为底物催化生成相应的无色花青素、无色花葵素、无
色花翠素 [2，11]。 果皮中的 LcDFR 表达量变化规律与
LcF3H、LcCHI大致相似:对照果皮中 LcDFR 表达量
变化与 LcF3H、LcCHI 基本一致；CPPU 处理后 LcD-
FR表达量与 LcF3H 等基因变化趋势一致， 但变化
幅度更大， 处理 1 周后，LcDFR 的表达比处理前增
加了 17 倍；ABA 处理后，LcDFR 的表达随着果实发
育不断增加，采收时高于对照达到最高水平，整个过
程增加了将近 11倍（图 3-D）。
花色素苷合成酶（ANS）作为花色苷合成路径

的第 1 个关键酶，将无色花色素催化为有色的花青
素 [2，11]。 荔枝果皮中 LcANS 的表达变化趋势与 Lc-
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图 3 不同处理对荔枝果皮花色素苷合成相关基因的表达分析
Fig. 3 Effects of ABA and CPPU treatments on the expressions of structural genes in the anthocyanin

biosynthetic pathway in the pericarp of lychee
A. LcPAL； B. LcCHS； C. LcCHI； D. LcDFR； E. LcF3H； F. LcANS； G. LcUFGT
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CHI、LcF3H 和 LcDFR 也比较相似，但采收时对照与
ABA 处理的果实中 LcANS 表达量相当，CPPU 处理
的果实较低；ABA处理后 14 d时，荔枝果实 LcANS表
达量达到最高值，21 d时表达量开始下降（图 3-F）。
荔枝果皮中 LcUFGT 表达量随着荔枝果实的发育呈

逐渐增加的趋势；处理后，对照和 ABA 处理的果实
LcUFGT 表达量呈直线增加，对照采收时略微降低，
而 ABA 处理的果实 LcUFGT 一直维持在一个较高
水平至采收前；CPPU处理后，果皮中 LcUFGT表达水
平较低，采收前 LcUFGT表达量迅速增加（图 3-G）。
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处理后时间 Time after treatment/d

3 讨 论
通过色度角等色泽参数和色素含量分析发现 :

‘桂味’ 荔枝果实成熟过程中伴随着色度角下降，叶

绿素下降，花色素苷积累等生理过程（图版，图 1）；
ABA 处理后，提前了花色素苷的合成时间，增加了
花色素苷的积累量， 从而提前了荔枝果实的转色时
间，这与在葡萄[17]上的研究结果一致。 在‘妃子笑’荔
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枝果实发育过程的研究结果表明:果实成熟后期，细
胞分裂素维持较低的水平，脱落酸含量升高，基本与
花色素苷合成一致[7]，说明荔枝果实正常的成熟着色
可能需要相对较高的 ABA 水平和相对较低的细胞
分裂素水平。 而前期研究比较了滞绿品种‘妃子笑’
和退绿品种‘糯米糍’果皮中 ABA 水平，也发现前者
果皮的 ABA含量明显低于后者[18]。 Wang等[7]的研究

结果明确指出，ABA 主要通过促进花色苷的合成改
善荔枝果实着色，ABA 对叶绿素的降解影响不大，
细胞分裂素类化学调控剂 6-BA 明显抑制荔枝花色
苷合成，同时明显降低处理果皮 ABA的含量。

CPPU 又名吡效隆或 KT30，是具有细胞分裂素
活性的一种苯基脲，具有促进叶绿素的合成，促进细
胞分裂，增加细胞体积，延长果实生长发育阶段等生
理作用 [18]。 CPPU 处理不影响果实可溶性糖和酸含
量，但会降低果实花色素苷含量，CPPU 可能抑制花
色素苷的合成[19-21]。 在柿上的研究结果表明，CPPU可
以提高柿皮叶绿素含量，延迟果皮退绿；在着色期提
高花色素苷含量；对类胡萝卜素的含量影响不大 [22]。
本研究结果表明 CPPU 处理后，‘桂味’ 荔枝果皮中
花色素苷的合成受到明显抑制，直至采收前 1 周，花
色素苷合成量才有所增加；CPPU 明显抑制了果实
成熟过程中果皮叶绿素和类胡萝卜素的降解。
苯丙氨酸解氨酶（PAL）是花色素苷生物合成途

径中一系列酶促反应的第 1个酶， 催化苯丙氨酸脱
氨形成肉桂酸，是一个限速反应。它是合成花色素苷等
化合物的起始酶，可以阻止戊糖代谢过程苯丙酮酸与
氨结合生成苯丙氨酸，朝向花色素苷方向进行 [22-24]。
从 LcPAL 表达情况来看，LcPAL 表达量随着果实的
成熟和色泽的形成逐渐增加；ABA 处理后， 果皮
LcPAL 表达量与花色素苷的含量均明显增加；CPPU
处理后，LcPAL表达量呈现先增加后降低，随后又增
加的趋势， 但整体变化趋势低于对照和 ABA 处理，
这可能由于 CPPU 影响了由 PAL 控制的其他途径。
UFGT 是花色素苷合成的最后 1 个酶， 它使不稳定
的花青素转变为稳定的花色素苷， 研究表明 UFGT
一般在果实接近与成熟的转色期表达， 且表达强度
与花色素苷合成呈正相关 [11]。 从 LcUFGT 定量分析
结果来看，着色良好的‘桂味’果皮中 LcUFGT 的表
达量随果实成熟逐渐增加，采收前 1周达到最大值，
随后有所下降；ABA 处理后，LcUFGT 的表达量明显
增加，采收时达到最大值；CPPU 处理后，LcUFGT 的
表达受到明显抑制，采收时才有所增加。 LcUFGT的
表达量与花色素苷含量的变化规律高度一致， 呈极

显著相关关系，这与 Wei 等[8]在“滞绿”型品种‘妃子
笑’上的研究结果一致。 王惠聪等[25]从酶活方面也证

明了 UFGT 活性与荔枝果皮花色素苷合成关系密
切。另外，从花色素苷生物合成的其他结构基因的表
达情况来看，ABA 和 CPPU 处理对 LcCHS、LcCHI、
LcF3H、LcDFR 和 LcANS 等基因表达无明显的规律
性的影响，说明这些基因表达与 ABA 和 CPPU 对荔
枝果皮花色苷合成影响的关系不大。
果实着色是一个复杂的分子生物学和细胞生理

学过程，由 ABA等多种内源激素相互影响及协同作
用的结果。 对于非跃变型果实荔枝，ABA 促进果实
着色的效应并非是通过诱导产生乙烯起作用， 而可
能是 ABA本身直接起作用，乙烯是否参与花色素苷
的合成还有待进一步验证 。 从目前的结果来看
LcUFGT是 ABA和 CPPU调控荔枝果皮花色苷合成
的一个重要的响应基因，至于如何响应，其信号和传
导途径如何，则是目前亟待解决的问题。下一步我们
将从 ABA 来源、自我合成、受体与信号转导水平进
一步深入研究，为探索 ABA 如何调控非跃变型果实
成熟机理研究奠定基础。

4 结 论
荔枝果实着色进程中 ， 色度角 h°逐渐降低，花

色素苷含量增加， 叶绿素含量降低；ABA 和 CPPU
处理主要通过影响色度角 h°、花色素苷含量和叶绿
素含量以及 LcUFGT 等花色素苷生物合成相关基因
的表达量，改变了荔枝果实着色；从花色素苷生物合
成各基因的表达情况来看， 在 7 个结构基因中只有
LcUFGT 的表达量与花色素苷含量密切相关；ABA
处理促进着色同时增加了 LcUFGT 的表达量 ，而
CPPU 明显抑制了着色和 LcUFGT 的表达。 ABA 可
能在荔枝果皮中花色素苷生物合成过程中扮演重要

的角色。 （本文图版见插 2）
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