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基因表达的动态分析
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摘要: 为明确黑莓(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)果实发育过程中外观形态、营养物质及基因表达的动态变化规律ꎬ以黑莓品种

‘Ａｒａｐａｈｏ’为材料ꎬ对其不同发育时期果实的表型和生理生化指标以及基因表达水平进行了比较和分析ꎮ 结果显

示:在黑莓果实发育过程中ꎬ果实由青色转为深紫色ꎬＳ１(果实 ９５％以上呈青色)时期果实红绿相值(ａ∗)以及 Ｓ４
(果实 ５０％左右转为深紫色)和 Ｓ５(果实 ９５％以上呈深紫色)时期果实黄蓝相值(ｂ∗ )为负ꎬＳ１ 时期果实明亮度

(Ｌ∗)和颜色饱和度(Ｃ∗)最高ꎬＳ５ 时期果实 Ｌ∗和 Ｃ∗值最低ꎻ硬度和可滴定酸含量呈降低的趋势ꎬ横径、纵径、单果

质量、可溶性固形物含量、ｐＨ 值和花色苷含量总体呈升高的趋势ꎬ总酚和类黄酮含量呈先降低后升高的趋势ꎮ 主

成分分析中前 ２ 个主成分的累计贡献率达到 ８７.４％ꎬｐＨ 值、可滴定酸含量和 ａ∗值是果实发育动态的主要评价指

标ꎮ 相关性分析结果显示:果实表型指标与生理生化指标间多数呈显著或极显著相关ꎮ 可滴定酸含量与总酚含

量、类黄酮含量和花色苷含量呈显著或极显著相关ꎬ推测可滴定酸含量能影响黑莓果实中总酚、类黄酮和花色苷的

含量ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果显示:ＲｕＳＵＳ 和 ＲｕＦＲＫ 可能正向调控黑莓果实的糖类代谢ꎬＲｕＡＣＯ 和 ＲｕＩＤＨ 可能

负向调控果实有机酸的积累ꎬＲｕＡＮＲ 和 ＲｕＬＡＲ 参与的原花青素合成与花色苷合成存在竞争关系ꎬＲｕＭＹＢ８ 可能负

向调控黄酮类化合物的合成ꎮ 综合研究结果显示:黑莓果实中糖、酸、黄酮类化合物的含量及其相互作用以及相关

基因的表达水平共同影响果实的外观形态及风味ꎮ
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ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｕｇａｒｓꎬ ａｃｉｄｓꎬ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
ｉｎ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓꎬ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅｉｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ ｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ ｆｌａｖｏｒ ｏｆ ｆｒｕｉｔｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)ꎻ ｆｒｕｉｔ ｑｕａｌｉｔｙꎻ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｉｎｄｅｘꎻ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｎｄｅｘꎻ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 黑莓(Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.)是蔷薇科(Ｒｏｓａｃｅａｅ)悬钩子属

(Ｒｕｂｕｓ Ｌｉｎｎ.)的经济林类小浆果植物ꎬ在北美和欧洲

已有数千年的种植和食用历史ꎬ于 １９８６ 年由江苏省

中国科学院植物研究所首次引入国内ꎬ具有生态适应

性强、易栽培和产出早等优点[１]ꎮ 黑莓鲜果柔软多

汁ꎬ深紫色ꎬ富含色素ꎬ风味醇美ꎬ营养丰富[２]ꎮ 除了

含有多糖、可滴定酸、鞣花酸、氨基酸、矿物质和多种

维生素ꎬ还含有多酚、黄酮、花色苷和超氧化物歧化酶

等抗氧化类成分ꎬ具有抗氧化、提高免疫力、调节代谢

和肠道菌群等作用[１ꎬ３－４]ꎮ
随着人民生活水平的提高ꎬ日常水果的消费需求

日趋增多ꎬ而果实的生长发育是一个复杂的过程ꎬ经
历了外观形态特征、生理生化和基因层面的一系列变

化ꎬ主要包括外观色泽、鲜食口感、果实硬度、生物活

性成分及其相关基因表达的变化等[５]ꎮ 已有研究结

果发现ꎬ茄子(Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ Ｌｉｎｎ.)果实发育过

程中果皮颜色由青变紫ꎬ主要色素的含量变化与色素

合成过程中相关基因的表达呈正相关关系[６]ꎮ 葡萄

(Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ.)果实发育过程中总糖含量呈上升

趋势ꎬ总酸含量呈先升后降的趋势[７]ꎮ 西洋梨(Ｐｙｒｕｓ

ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ.)果实发育过程中总酚和总黄酮含量

大部分呈下降趋势ꎬ且晚熟梨的总酚含量比早熟梨高

３０％~ ４０％[８]ꎮ 枣(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ ｊｕｊｕｂａ Ｍｉｌｌ.)果实发育过

程中糖、酸代谢相关基因表达模式存在差异ꎬ磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶基因 ＺｊＰＥＰＣ１ 可能是影响可滴定

酸代谢的主要因子[９]ꎮ 由此可见ꎬ果实发育过程中

其外观色泽、营养物质含量及基因表达水平均存在动

态变化ꎮ 黑莓果实生长发育过程中的硬度变化[１０] 和

品质形成规律[１１] 已有相关动态分析研究ꎬ但缺乏对

其中各项指标的相关性分析ꎬ也未见相关基因调控机

制的研究报道ꎮ
作者 所 在 课 题 组 前 期 研 究 发 现 黑 莓 品 种

‘Ａｒａｐａｈｏ’在生产上表现优异且果实硬度较高[１２]ꎬ对
其果实发育过程中抗氧化系统变化规律进行了初步

探究ꎬ发现在黑莓果实发育过程中并不是某一种酶或

是某一种物质发挥了保护作用ꎬ而是抗氧化酶系统和

非酶系统相互协同作用[１３]ꎮ 鉴于此ꎬ本研究以优良

黑莓品种‘Ａｒａｐａｈｏ’为研究对象ꎬ探究其果实发育过

程中外观形态、营养物质及基因表达的变化趋势ꎬ再
通过主成分分析和相关性分析选取能代表果实发育

２
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动态规律的指标ꎬ以期为黑莓等小浆果不同阶段果实

中营养物质的提取、加工和药用价值的开发和利用奠

定基础ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

黑莓品种‘Ａｒａｐａｈｏ’的果实样品在 ２０２３ 年 ６ 月

采集于江苏省中国科学院植物研究所的溧水区白马

试验基地(北纬 ３１°３６′、东经 １１９°１１′)ꎻ种植土壤为

酸性黏土(ｐＨ ５.５２)ꎬ有机质含量 １８.６７ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ全氮

含量 １.２５ ｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ速效磷含量 ４.８３ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎬ速效

钾含量 ９４.２１ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ 根据果实呈现颜色进行不

同发育时期的采样ꎬ果实 ９５％以上呈青色时为 Ｓ１ 时

期ꎬ果实 ５０％左右转为红色时进入 Ｓ２ 时期ꎬ果实

９５％以上转为红色时进入 Ｓ３ 时期ꎬ果实 ５０％左右转

为深紫色时进入 Ｓ４ 时期ꎬ果实 ９５％以上呈深紫色时

进入 Ｓ５ 时期(图 １)ꎮ 分别在 Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３、Ｓ４ 和 Ｓ５ 时

　 　 　

Ｓ１: 果实 ９５％以上呈青色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｃｙａｎꎻ Ｓ２: 果
实 ５０％左右转为红色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ３: 果实 ９５％以
上转为红色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ４: 果实 ５０％左右转
为深紫色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅꎻ Ｓ５: 果实 ９５％以上呈
深紫色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ.

图 １　 黑莓果实不同发育时期的外观形态
Ｆｉｇ. １　 Ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ
ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ

期采集同一植株东、西、南、北 ４ 个方向各 ３ 个果实混

样ꎬ设置 ３ 个生物学重复ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 果实表型指标测定　 使用 ＦＲＵ ＷＲ－１８ 便携

式色差仪(深圳市威福光电科技有限公司)测定黑莓

不同发育时期果实的外观颜色ꎬ包括明亮度(Ｌ∗)、红
绿相值(ａ∗)和黄蓝相值(ｂ∗)ꎻ其中ꎬａ∗值为正说明

颜色偏红色ꎬ反之则偏绿色ꎻｂ∗值为正说明颜色偏黄

色ꎬ反之则偏蓝色ꎻ进一步计算颜色饱和度(Ｃ∗)ꎬ计
算公式为 Ｃ∗ ＝ (ａ∗２ ＋ｂ∗２) １ / ２[１４]ꎮ 使用游标卡尺(精
度 ０.０１ ｍｍ)测量果实的横径、纵径ꎻ使用千分之一电

子天平称量单果质量ꎻ使用 ＧＹ－４ 型果实硬度计(杭
州大吉光电仪器有限公司)测定果实的硬度ꎮ
１.２.２　 果实生理生化指标测定　 取黑莓各发育时期

果实 ２ ｇ 直接研磨ꎬ吸取 ０.５ ｍＬ 匀浆液ꎬ使用 ＰＡＬ－１
数显测糖仪(日本 Ａｔａｇｏ 公司)测定匀浆液内可溶性

固形物含量ꎻ取 ２ ｇ 各发育时期果实至研钵ꎬ加入

８ ｍＬ 双蒸水研磨制成匀浆ꎬ静置 ２０ ｍｉｎꎬ使用 ｐＨ 测

定仪(杭州金迈仪器有限公司)测定上清液的 ｐＨ 值ꎻ
取上述上清液 ５ ｍＬꎬ加入 １５ ｍＬ 双蒸水混匀ꎬ采用酸

碱电位滴定法[１５]ꎬ使用 ＺＤ－２ 自动滴定仪(杭州金迈

仪器有限公司) 测定果实中可滴定酸含量ꎻ使用

Ｆｏｌｉｎ－Ｃｉｏｃｅｒｔｅｕ 法[１６]测定果实中总酚含量ꎻ使用类黄

酮含量检测商业化试剂盒(南京建成生物工程研究

所)测定果实中类黄酮含量ꎻ采用 ｐＨ 示差法[１７] 测定

果实中花色苷含量ꎮ
１.２.３　 果实总 ＲＮＡ 的提取与反转录　 使用通用植物

总 ＲＮＡ 快速提取试剂盒(北京百泰克生物技术有限

公司)提取黑莓不同发育时期果实的总 ＲＮＡꎬ具体方

法参照说明书ꎻ使用 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)试剂盒〔宝日医生物技术(北
京)有限公司〕将不同果实样品的总 ＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡꎮ
１.２.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ｑＰＣＲ) 　 基于课题组

已有的转录组数据[２]ꎬ在糖、酸代谢途径中查找差异

表达基因ꎬ筛选其中差异表达倍数在 ２ 倍以上的基

因ꎬ最终筛选到 ３ 个糖代谢相关基因:蔗糖合成酶

( ｓｕｃｒｏｓｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ) 基 因 ＲｕＳＵＳ、 己 糖 激 酶

(ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ)基因 ＲｕＨＥＫ、果糖激酶( ｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ)基
因 ＲｕＦＲＫꎻ ３ 个酸代谢相关基因: 乌头酸水合酶

(ａｃｏｎｉｔａｔｅ ｈｙｄｒａｔａｓｅ)基因 ＲｕＡＣＯ、异柠檬酸脱氢酶

(ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ)基因 ＲｕＩＤＨ、苹果酸脱氢酶

３



植 物 资 源 与 环 境 学 报 第 ３４ 卷　

(ｍａｌａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ) 基 因 ＲｕＭＤＨꎻ 参 考 Ｈｕａｎｇ
等[１８]对黑莓花色苷代谢相关基因的研究结果ꎬ挑选

其中差异表达倍数较高的 ５ 个黄酮类化合物合成相

关基 因: 黄 酮 醇 合 成 酶 ( ｆｌａｖｏｎｏｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ ) 基 因

ＲｕＦＬＳ、花色素还原酶 ( ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ) 基因

ＲｕＡＮＲ、 无 色 花 色 素 还 原 酶 ( ｌｅｕｃｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ)基因 ＲｕＬＡＲ、转录因子 ｂＨＬＨ９( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ｂＨＬＨ９ ) 基 因 ＲｕｂＨＬＨ９、 转 录 因 子 ＭＹＢ８
(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＭＹＢ８)基因 ＲｕＭＹＢ８ꎬ分别设计

定量引物ꎬ并以 Ｒｕ１８Ｓ 为内参基因(表 １)进行 ＲＴ－
ｑＰＣＲꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法[１９] 计算基因相对表达量ꎬ采用

ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ(Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)试剂盒

〔宝日医生物技术(北京)有限公司〕进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ
反应ꎮ 反应体系总体积 １５. ０ μＬ:ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｔａｑ ＩＩ 荧光染料 ７.５ μＬ、ｃＤＮＡ 模板 １.０ μＬ、上游和下

游引物各 ０.６ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ５.３ μＬꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 程序:９５ ℃
　 　 　
表 １　 黑莓果实发育过程中关键基因的定量引物序列
Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ

基因
Ｇｅｎｅ

上游引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
(５′→３′)

下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
(５′→３′)

ＲｕＳＵＳ ＡＧＴＧＣＴＡＣＡＡＧＣＴＣＣＡＧＡＣＣＣＡ ＣＡＣＣＧＧＴＧＴＣＴＧＧＣＡＡＡＣＣＡ
ＲｕＨＥＫ ＧＡＡＧＧＣＧＡＡＴＧＴＣＡＡＧＴＧＣＴ ＣＧＴＴＧＴＴＣＴＣＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧ
ＲｕＦＲＫ ＡＴＴＴＡＣＣＧＣＧＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣ ＧＧＴＣＧＴＧＣＡＣＧＧＡＧＣＣＡＴＴ
ＲｕＡＣＯ ＣＡＧＣＡＣＡＧＣＴＣＡＧＧＣＡＴＧＧＡ ＴＧＣＡＡＣＣＡＡＡＧＣＡＧＣＴＣＣＧＡ
ＲｕＩＤＨ ＧＡＧＴＧＣＣＧＡＡＧＣＣＧＣＴＣＴＴＡ ＧＴＧＣＣＡＴＴＧＧＧＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣ
ＲｕＭＤＨ ＡＧＴＧＧＣＣＴＣＡＡＧＧＣＡＡＣＧＡＣ ＧＣＧＡＧＣＡＡＡＣＧＡＡＧＣＡＧＣＴＣ
ＲｕＦＬＳ ＡＧＣＴＧＣＣＧＧＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＣ ＧＡＣＣＡＣＧＴＣＧＴＧＴＧＧＣＴＧＡＧ
ＲｕＡＮＲ ＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＧＧＴＧＧＣＴＴ ＧＧＡＧＴＧＡＧＡＣＴＡＧＣＡＣＣＡＧＣＣＡ
ＲｕＬＡＲ ＧＧＡＧＴＴＣＧＧＧＣＡＣＧＡＴＧＴＧＧ ＣＧＴＧＧＴＡＣＧＧＣＣＡＡＧＡＡＧＣＡ
ＲｕｂＨＬＨ９ ＴＧＣＡＧＧＣＣＴＡＣＴＴＣＧＡＴＧＣＧ ＧＴＣＣＣＧＧＣＡＡＴＣＴＴＣＣＡＧＣＡ
ＲｕＭＹＢ８ ＧＴＧＣＣＡＡＣＧＣＡＧＣＡＡＣＡＣＴＣ ＧＣＴＧＣＣＣＡＧＧＴＴＡＧＣＣＧＴＡＧ
Ｒｕ１８Ｓ ＡＣＧＴＣＡＴＣＣＴＣＣＧＧＣＡＡＡＧＣ ＡＣＧＡＣＧＡＡＧＣＴＣＧＣＡＡＧＴＡＣＡＣ

预变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓ、６０ ℃退火 １０ ｓ、７２ ℃延

伸 １５ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个反应设置 ３ 个技术重复ꎮ
１.３　 数据处理和分析

所有测得数据计算平均值和标准差ꎮ 使用 ＩＢＭ
ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｖ.２４.０ 软件对数据进行统计和比较分

析ꎬ采 用 单 因 素 方 差 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ) 分 析 和

Ｄｕｎｃａｎ􀆳ｓ 多重比较对不同发育阶段果实性状进行比

较和差异显著性分析(Ｐ<０.０５)ꎻ采用因子分析方法

对测得的 １４ 个指标进行主成分分析ꎬ并利用 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析方法分析这 １４ 个指标之间的相关性ꎮ 使

用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 软件绘图ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 黑莓果实表型指标分析

黑莓果实不同发育时期的表型指标比较结果见

表 ２ꎮ 结果显示:从颜色参数看ꎬ黑莓果实明亮度

(Ｌ∗)随着果实发育逐渐降低ꎬ其中 Ｓ１(果实 ９５％以

上呈青色)时期的 Ｌ∗值显著高于其余时期ꎬＳ５(果实

９５％以上呈深紫色)时期的 Ｌ∗值显著低于其余时期ꎻ
Ｓ１ 时期果实红绿相值(ａ∗)为负ꎬ其余时期为正ꎬＳ３
(果实 ９５％以上转为红色)时期的 ａ∗值最大ꎬ且显著

高于其余时期ꎬ说明 Ｓ１ 时期果实偏绿色ꎬ后 ４ 个时期

均偏红色ꎬＳ３ 时期最红ꎮ Ｓ４(果实 ５０％左右转为深紫

色)和 Ｓ５ ２ 个时期果实黄蓝相值(ｂ∗)为负ꎬ且显著

低于其余 ３ 个时期ꎬ说明 Ｓ４ 和 Ｓ５ 时期果实偏蓝色ꎬ
同时期的 ａ∗值为正、Ｌ∗值较低ꎬ最终成熟的黑莓果

实呈现深紫色ꎮ Ｓ１ 和 Ｓ３ 时期果实颜色饱和度(Ｃ∗)
显著高于其余时期ꎬＳ５ 时期果实 Ｃ∗值显著低于其余

表 ２　 黑莓果实不同发育时期的表型指标比较(Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ (Ｘ±ＳＤ) １)

时期
Ｓｔａｇｅ

颜色参数　 Ｃｏｌｏｒ ｐａｒａｍｅｔｅｒ

Ｌ∗ ａ∗ ｂ∗ Ｃ∗

横径 / ｍｍ
Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ

纵径 / ｍｍ
Ｖｅｒｔｉｃａｌ
ｄｉａｍｅｔｅｒ

单果质量 / ｇ
Ｍａｓｓ ｐｅｒ ｆｒｕｉｔ

硬度 / (ｋｇ􀅰ｃｍ－２)
Ｈａｒｄｎｅｓｓ

Ｓ１ ３５.６５±４.６０ａ －２.５８±２.０８ｅ ２１.４１±３.４６ａ ２１.６２±３.６４ａ １３.４９±０.８３ｄ １８.６５±１.０６ｂ １.９８±０.２２ｄ １５.８９±０.７０ａ
Ｓ２ ２６.１６±５.３６ｂ ６.９７±３.０６ｃ １０.０６±６.１６ｂ １３.２４±４.０６ｂ １４.７４±０.５２ｃｄ １９.３８±１.３４ｂ １.９８±０.２９ｄ １５.４８±２.１０ａ
Ｓ３ ２４.４０±１.６９ｂ １８.２２±２.０４ａ １０.２６±３.１２ｂ ２１.０４±２.７３ａ １６.１０±１.９１ｃ １９.６５±２.５０ｂ ２.９４±０.４９ｃ １２.０６±２.８６ｂ
Ｓ４ ２１.９９±３.９４ｂ １１.９９±２.９８ｂ －２.９２±２.１４ｃ １２.５４±２.７１ｂ １８.０３±１.１４ｂ ２２.４１±１.７０ａ ４.１０±０.５０ｂ ６.７９±１.６３ｃ
Ｓ５ １６.６９±２.３９ｃ ４.０４±２.２４ｄ －０.３９±２.１７ｃ ４.７３±１.６２ｃ ２０.３３±１.１２ａ ２２.５８±１.０５ａ ４.６２±０.５３ａ ２.０９±０.５６ｄ

　 １) Ｓ１: 果实 ９５％以上呈青色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｃｙａｎꎻ Ｓ２: 果实 ５０％左右转为红色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ３: 果实 ９５％以上
转为红色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ４: 果实 ５０％左右转为深紫色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅꎻ Ｓ５: 果实 ９５％以上呈深紫
色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ. Ｌ∗: 明亮度 Ｌｉｇｈｔｎｅｓｓꎻ ａ∗: 红绿相值 Ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｐｈａｓｅ ｖａｌｕｅꎻ ｂ∗: 黄蓝相值 Ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｂｌｕｅ
ｐｈａｓｅ ｖａｌｕｅꎻ Ｃ∗: 颜色饱和度 Ｃｏｌｏｒ ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ. 同列中不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

４
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时期ꎬ说明果实基本呈青色或红色时颜色较饱和ꎬ果
实成熟后颜色饱和度较低ꎮ

结果(表 ２)还显示:黑莓果实横径、纵径和单果

质量随着果实发育总体呈升高的趋势ꎬ其中 Ｓ４ 和 Ｓ５
时期的上述 ３ 个指标均显著高于前 ３ 个时期ꎮ 果实

硬度随着果实发育呈降低的趋势ꎬ其中ꎬ前 ３ 个时期

的果实硬度显著高于后 ２ 个时期ꎮ
２.２　 黑莓果实生理生化指标分析

２.２.１　 糖和酸分析　 结果(表 ３)显示:黑莓果实可溶

　 　 　

性固形物含量在前 ３ 个时期维持在一个较低的水平ꎬ
在 Ｓ４(果实 ５０％左右转为深紫色)和 Ｓ５(果实 ９５％以

上呈深紫色)时期果实可溶性固形物含量显著升高ꎬ
Ｓ５ 时期的可溶性固形物含量最高ꎬ达到 １１.３７％ꎮ 果

实 ｐＨ 值随果实发育逐渐升高ꎬ且各时期间差异显

著ꎮ 果实可滴定酸含量随着果实发育逐渐降低ꎬ且各

时期间总体差异显著ꎬ与果实 ｐＨ 值的测定结果相符ꎮ
２.２.２　 总酚、类黄酮和花色苷含量分析　 结果(表 ３)
还显示:Ｓ１(果实 ９５％以上呈青色)和 Ｓ２(果实 ５０％
　 　 　

表 ３　 黑莓果实不同发育时期的生理生化指标比较(Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ (Ｘ±ＳＤ) １)

时期
Ｓｔａｇｅ

可溶性固形物含量 / ％
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｏｌｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔ

ｐＨ 值
ｐＨ ｖａｌｕｅ

可滴定酸含量 / ％
Ｔｉｔｒａｔａｂｌｅ ａｃｉｄ

ｃｏｎｔｅｎｔ

总酚含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)
Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ

ｃｏｎｔｅｎｔ

类黄酮含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)
Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

花色苷含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)
Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｓ１ ５.４２±０.１９ｃ ２.７０±０.０１ｅ ３４.５０±０.５０ａ ６.１８±０.２０ａ ２.４４±０.０６ａ ０.０７±０.０１ｅ
Ｓ２ ５.６０±０.２８ｃ ２.８６±０.０１ｄ ３０.００±１.００ｂ ６.１２±０.１１ａ １.４９±０.２４ｂ ０.２１±０.０１ｄ
Ｓ３ ５.９２±０.５０ｃ ２.８９±０.０１ｃ ２７.００±１.３２ｃ ２.７１±０.０１ｂ ０.８２±０.０８ｃ ０.３１±０.０３ｃ
Ｓ４ ７.９０±０.４７ｂ ３.１４±０.０１ｂ ２５.６７±１.０１ｃ ２.１５±０.０６ｃ ０.６９±０.０４ｃ １.３６±０.０９ｂ
Ｓ５ １１.３７±１.０２ａ ３.４０±０.０１ａ １７.９２±０.１４ｄ ２.７３±０.０３ｂ １.３３±０.０８ｂ ６.０３±０.０７ａ

　 １) Ｓ１: 果实 ９５％以上呈青色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｃｙａｎꎻ Ｓ２: 果实 ５０％左右转为红色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ３: 果实 ９５％以上
转为红色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ４: 果实 ５０％左右转为深紫色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅꎻ Ｓ５: 果实 ９５％以上呈深紫
色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ. 同列中不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

左右转为红色)时期黑莓果实总酚含量显著高于其

余时期ꎬＳ１ 时期的总酚含量最高(６.１８ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬＳ４
时期的总酚含量最低(２.１５ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎮ 果实类黄酮

含量的变化趋势与总酚含量类似ꎬ均为先降低后升

高ꎬＳ１ 时期的类黄酮含量最高(２.４４ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬＳ４ 时

期的类黄酮含量最低(０.６９ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬ二者差异显

著ꎮ 果实花色苷含量在各时期间差异显著ꎬ前 ３ 个时

期含量较低(０.０７~ ０.３１ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬＳ４ 时期显著升高

(１.３６ ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎬＳ５ 时期的花色苷含量最高(６. ０３
ｍｇ􀅰ｇ－１)ꎮ
２.３　 主成分分析

对黑莓果实表型和生理生化指标进行主成分分

析ꎬ结果见图 ２ꎮ 结果显示:前 ２ 个主成分的累计贡

献率达到 ８７.４％ꎬ这 ２ 个主成分具有代表性ꎬ可以用

于进一步的分析ꎮ 第 １ 主成分的贡献率为 ７１.８％ꎬ其
中ꎬ１２ 个指标具有较高的载荷ꎬ横径、纵径、单果质

量、可溶性固形物含量、ｐＨ 值和花色苷含量有较高的

负载荷ꎬ分别为 － ０. ９３９、 － ０. ７５８、 － ０. ９１９、 － ０. ９０８、
－０.９７２和－０.８３３ꎬ说明第 １ 主成分与这 ６ 个指标呈负

相关ꎻ明亮度 ( Ｌ∗ )、黄蓝相值 ( ｂ∗ )、颜色饱和度

　 　 　 　 　 　 　

Ｌ∗: 明亮度 Ｌｉｇｈｔｎｅｓｓꎻ ａ∗: 红绿相值 Ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｐｈａｓｅ ｖａｌｕｅꎻ ｂ∗:
黄蓝 相 值 Ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｐｈａｓｅ ｖａｌｕｅꎻ Ｃ∗: 颜 色 饱 和 度 Ｃｏｌｏｒ
ｓａｔｕｒａｔｉｏｎꎻ ｄｈ: 横径 Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒꎻ ｄｖ: 纵径 Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒꎻ ｍ:
单果质量 Ｍａｓｓ ｐｅｒ ｆｒｕｉｔꎻ Ｈ: 硬度 Ｈａｒｄｎｅｓｓꎻ ｗＳＳ: 可溶性固形物含量
Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｏｌｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｐＨ: ｐＨ 值 ｐＨ ｖａｌｕｅꎻ ｗＴＡ: 可 滴 定 酸 含 量
Ｔｉｔｒａｔａｂｌｅ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｗＴＰ : 总酚含量 Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｗＦ: 类黄
酮含量 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｗＡ: 花色苷含量 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ. 图中圆
点表示样本的分布情况 Ｔｈｅ ｄｏｔｓ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ. 括号中的百分数为贡献率 Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ａｒｅ
ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ.

图 ２　 黑莓果实表型和生理生化指标的主成分分析
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ

５
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(Ｃ∗)、硬度、可滴定酸含量和总酚含量有较高的正载

荷ꎬ分别为 ０.８８８、０.９１５、０.８００、０.９４０、０.９５５ 和 ０.８４４ꎬ
说明第 １ 主成分与这 ６ 个指标呈正相关ꎮ １２ 个指标

中 ｐＨ 值和可滴定酸含量的载荷绝对值较大ꎬ均在

０.９５以上ꎮ 第 ２ 主成分的贡献率为 １５.６％ꎬ红绿相值

(ａ∗)有较高的负载荷( －０.８９０)ꎬ类黄酮含量有较高

的正载荷(０.７１８)ꎬ说明第 ２ 主成分与 ａ∗ 值呈负相

关ꎬ与类黄酮含量呈正相关ꎮ 通过主成分分析筛选出

ｐＨ 值、可滴定酸含量和红绿相值 ３ 个能代表果实发

育动态规律的指标ꎮ

２.４　 相关性分析

对黑莓果实的 １４ 个指标进行相关性分析ꎬ结果

见表 ４ꎮ 结果显示:黑莓果实表型指标与生理生化指

标间多数呈显著或极显著相关ꎮ 横径、纵径、单果质

量、可溶性固形物含量、ｐＨ 值和花色苷含量两两之间

呈显著或极显著正相关性ꎬ且均与硬度和可滴定酸含

量呈极显著负相关ꎮ 总酚含量与类黄酮含量呈极显

著正相关ꎬ说明在黑莓果实发育过程中ꎬ这 ２ 个指标

的变化规律是一致的ꎮ 可滴定酸含量与总酚含量呈

极显著正相关ꎬ与类黄酮含量呈显著正相关ꎮ 推测可

表 ４　 黑莓果实表型和生理生化指标间的相关系数１)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ１)

指标
Ｉｎｄｅｘ

相关系数　 Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

Ｌ∗ ａ∗ ｂ∗ Ｃ∗ ｄｈ ｄｖ ｍ Ｈ ｗＳＳ ｐＨ ｗＴＡ ｗＴＰ ｗＦ

ａ∗ －０.３８２　 　
ｂ∗ ０.８２１∗∗ －０.３０９
Ｃ∗ ０.７１４∗∗ ０.１４２ 　 ０.８２８∗∗
ｄｈ －０.７６９∗∗ ０.３０７ －０.７９１∗∗ －０.６６４∗∗
ｄｖ －０.６３３∗ ０.３２４ －０.７１６∗∗ －０.５５８∗ ０.６２５∗
ｍ －０.７５８∗∗ ０.２２５ －０.８２３∗∗ －０.６７２∗∗ ０.９５０∗∗ ０.５９６∗
Ｈ ０.７６８∗∗ －０.２１８ ０.８１２∗∗ ０.６９７∗∗ －０.９４７∗∗－０.６４８∗∗ －０.９１８∗∗
ｗＳＳ －０.７４２∗∗ －０.０３４ －０.７７２∗∗ －０.８４１∗∗ ０.８６４∗∗ ０.６１６∗ ０.８４６∗∗ －０.８８８∗∗
ｐＨ －０.８４８∗∗ ０.１２６ －０.８７７∗∗ －０.８７６∗∗ ０.９０６∗∗ ０.６８２∗∗ ０.８９５∗∗ －０.９０６∗∗ 　 ０.９５５∗∗
ｗＴＡ ０.８７１∗∗ －０.２８７ ０.８１５∗∗ ０.７７４∗∗ －０.８９５∗∗－０.６４６∗∗ －０.８３７∗∗ ０.８８１∗∗ －０.９０８∗∗ －０.９５６∗∗
ｗＴＰ ０.７４０∗∗ －０.６３２∗ ０.７９０∗∗ ０.４１１ －０.８０６∗∗－０.７６７∗∗ －０.７９４∗∗ ０.８２９∗∗ －０.６１１∗ －０.７１１∗∗ ０.７４５∗∗
ｗＦ ０.７２５∗∗ －０.７９９∗∗ ０.７０４∗∗ ０.３１８ －０.５４５∗ －０.６７０∗∗ －０.５０２ ０.５０１ －０.３０２ －０.４９５ ０.５６２∗ ０.８１９∗∗
ｗＡ －０.６６５∗∗ －０.１２０ －０.６４０∗ －０.８０５∗∗ ０.８１０∗∗ ０.５１５∗ ０.７７６∗∗ －０.８２２∗∗ ０.９５５∗∗ ０.９１４∗∗ －０.８８９∗∗－０.４８５ －０.１５４

　 １) Ｌ∗: 明亮度 Ｌｉｇｈｔｎｅｓｓꎻ ａ∗: 红绿相值 Ｒｅｄ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｐｈａｓｅ ｖａｌｕｅꎻ ｂ∗: 黄蓝相值 Ｙｅｌｌｏｗ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｐｈａｓｅ ｖａｌｕｅꎻ Ｃ∗: 颜色饱和度 Ｃｏｌｏｒ ｓａｔｕｒａｔｉｏｎꎻ
ｄｈ: 横径 Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒꎻ ｄｖ: 纵径 Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｄｉａｍｅｔｅｒꎻ ｍ: 单果质量 Ｍａｓｓ ｐｅｒ ｆｒｕｉｔꎻ Ｈ: 硬度 Ｈａｒｄｎｅｓｓꎻ ｗＳＳ: 可溶性固形物含量 Ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｏｌｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｐＨ: ｐＨ 值 ｐＨ ｖａｌｕｅꎻ ｗＴＡ: 可滴定酸含量 Ｔｉｔｒａｔａｂｌｅ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｗＴＰ : 总酚含量 Ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｓ ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｗＦ: 类黄酮含量 Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ｃｏｎｔｅｎｔꎻ ｗＡ: 花色苷含量 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ. ∗: Ｐ<０.０５ꎻ ∗∗: Ｐ<０.０１.

滴定酸含量能影响黑莓果实中总酚、类黄酮和花色苷

的含量ꎮ
２.５　 基因表达分析

根据课题组已有的转录组数据ꎬ筛选出 １１ 个与

果实品质相关的基因ꎬ包括参与糖代谢、酸代谢和黄

酮类化合物合成的重要基因ꎬ这 １１ 个基因在黑莓果

实不同发育时期的表达水平见图 ３ꎮ 结果显示:３ 个

糖代谢相关基因中ꎬＲｕＳＵＳ 和 ＲｕＦＲＫ 均在 Ｓ５(果实

９５％以上呈深紫色)时期的相对表达量最高ꎬ且显著

高于其余时期ꎻＲｕＨＥＫ 的相对表达量在 Ｓ３ (果实

９５％以上转为红色)时期最高ꎬＳ５ 时期的相对表达量

次之ꎬ均显著高于其余 ３ 个时期ꎮ ３ 个酸代谢相关基

因中ꎬＲｕＡＣＯ 和 ＲｕＭＤＨ 的相对表达量随着果实发育

呈先升高后降低的趋势ꎬＲｕＡＣＯ 在 Ｓ４(果实 ５０％左右

转为深紫色)时期的相对表达量最高ꎬ而 ＲｕＭＤＨ 在

Ｓ３ 时期的相对表达量最高ꎬ且总体显著高于其余时

期ꎻＲｕＩＤＨ 在 Ｓ４ 和 Ｓ５ 时期的相对表达量显著高于其

余时期ꎬ但相较于 ＲｕＡＣＯ 和 ＲｕＭＤＨꎬＲｕＩＤＨ 的相对

表达量变幅较小ꎬ最高和最低相对表达量间仅相差

１.６９ 倍ꎮ 　
５ 个黄酮类化合物合成相关基因中ꎬＲｕＦＬＳ 的相

对表达量随着果实发育呈先升高后降低的趋势ꎬ在
Ｓ４ 时期的相对表达量最高ꎬ且显著高于其余时期ꎻ
ＲｕＡＮＲ 和 ＲｕＬＡＲ 的相对表达量变化趋势一致ꎬ随着

果实发育呈“降低—升高—降低”的趋势ꎬ在 Ｓ１(果实

９５％以上呈青色)时期的相对表达量均最高ꎬ其中ꎬ

６
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Ｓ１: 果实 ９５％以上呈青色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｃｙａｎꎻ Ｓ２: 果实 ５０％左右转为红色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ３: 果实 ９５％以上转为
红色 Ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｒｅｄꎻ Ｓ４: 果实 ５０％左右转为深紫色 Ａｂｏｕｔ ５０％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｔｕｒｎ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅꎻ Ｓ５: 果实 ９５％以上呈深紫色 Ｍｏｒｅ
ｔｈａｎ ９５％ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ａｒｅ ｄａｒｋ ｐｕｒｐｌｅ. 图中不同小写字母表示基因相对表达量在不同时期间差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｆｉｇｕｒｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ
ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｉｎ ｇｅｎｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ.

图 ３　 黑莓果实不同发育时期糖代谢、酸代谢和黄酮类化合物合成相关基因的表达水平
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｓｕｇａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ

ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ (Ｒｕｂｕｓ ｓｐｐ.) ｆｒｕｉｔｓ

７
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ＲｕＡＮＲ 在 Ｓ４ 时期的相对表达量与 Ｓ１ 时期无显著差

异ꎬ而 ＲｕＬＡＲ 在 Ｓ１ 时期的相对表达量与其余时期均

差异显著ꎮ ＲｕｂＨＬＨ９ 的相对表达量变幅较大ꎬ在 Ｓ３
时期的相对表达量最高ꎬ在 Ｓ１ 时期的相对表达量最

低ꎬ二者间相差 １４４.９８ 倍ꎬ在 Ｓ５ 时期的相对表达量

仅次于 Ｓ３ 时期ꎬ是 Ｓ１ 时期的７２.４８倍ꎻＲｕＭＹＢ８ 的相

对表达量随着果实发育呈先升高后降低的趋势ꎬ在
Ｓ３ 时期的相对表达量最高ꎬ且总体显著高于其余

时期ꎮ

３　 讨　 　 论

果实是植物的储存器官ꎬ通过根、茎和叶等器官

可向果实运送营养物质ꎬ外观变化是果实整个发育过

程中最直观的表现[２０－２１]ꎮ 鲜食水果的果实大小、口
感和颜色等性状对消费者的选购具有重要参考作

用[２０]ꎮ 本研究结果显示:总体上看ꎬ黑莓果实的横

径、纵径和单果质量随果实发育逐渐升高ꎬ在 Ｓ３(果
实 ９５％以上转为红色)至 Ｓ５(果实 ９５％以上呈深紫

色)时期单果质量增幅较大ꎬ这可能是因为黑莓果实

发育经过第 １ 个转色期后以果实鲜质量增加为主ꎬ而
后进入小核果不断膨大和营养物质积累的过程ꎬ这是

黑莓果实质量增长最快的阶段[１１]ꎮ 此外ꎬ从黑莓果

实发育过程中的外观颜色看ꎬ明亮度(Ｌ∗)和黄蓝相

值(ｂ∗)逐渐降低ꎬ红绿相值(ａ∗)呈先升高后降低的

趋势ꎬ符合果实外观从青绿色到深紫色转变的现象ꎮ
硬度是园艺果实重要的育种目标性状ꎬ番茄(Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ.)杂交后代果实的硬度与横径和单

果质量呈负相关[２２]ꎻ张春红等[１０] 在对黑莓品种

‘Ｃｈｅｓｔｅｒ’和‘Ｋｉｏｗａ’果实硬度动态分析中也得出了

相似的结论ꎮ 本研究中ꎬ硬度与横径、纵径和单果质

量均呈极显著负相关ꎮ 说明随着果实发育ꎬ黑莓果实

逐渐变软ꎮ 此外ꎬ本研究通过主成分分析筛选出 ｐＨ
值、可滴定酸含量和红绿相值是最能代表黑莓果实发

育动态规律的指标ꎮ
果实在发育过程中会发生大量的生理生化反应ꎬ

果实中代谢物含量的差异会造成果实表型的差

异[５]ꎮ 果实中可溶性固形物包括可溶性的糖、酸、维
生素、矿物质等ꎬ其含量是衡量水果风味和品质的重

要指标[２１]ꎮ 黑莓果实中可溶性固形物含量随着果实

发育逐渐升高ꎬ符合一般水果中可溶性固形物的积累

规律ꎬ说明黑莓果实的风味及营养价值随着果实发育

不断提高ꎮ 本研究发现ꎬ随着黑莓果实发育ꎬ可滴定

酸含量逐渐降低ꎮ 而有研究发现有机酸在葡萄果实

的发育过程中逐渐积累ꎬ在进入成熟阶段后有机酸含

量才出现下降[７]ꎬ这种不同的动态趋势可能是物种

或酸的种类差异导致ꎮ
酚类化合物是芳香族化合物ꎬ也是果实中普遍存

在的次级代谢物ꎬ类黄酮和花色苷是水果中最常见的

酚类化合物ꎬ具有抗氧化、抗炎和抗癌等功效[５]ꎮ 黑

莓果实发育过程中的总酚和类黄酮含量在 Ｓ１(果实

９５％以上呈青色)至 Ｓ４(果实 ５０％左右转为深紫色)
时期呈降低的趋势ꎬ但在 Ｓ５ 时期有所回升ꎻ而花色苷

含量呈升高趋势ꎮ 其他浆果如草莓 ( Ｆｒａｇａｒｉａ ×
ａｎａｎａｓｓａ Ｄｕｃｈ.) [２３] 和蓝莓(Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ ｓｐｐ.) [２４] 等的

总酚含量在果实发育过程中呈“Ｖ”型变化ꎬ花青素含

量则在果实发育最后阶段大量积累ꎬ与本研究结果类

似ꎮ 这是因为花色苷也属于酚类化合物ꎬ成熟期大量

积累的花色苷使得随着果实发育而不断降低的酚类

化合物含量有所回升ꎮ 而在悬钩子属掌叶覆盆子

(Ｒｕｂｕｓ ｃｈｉｎｇｉｉ Ｈｕ)果实发育过程中ꎬ总酚和类黄酮含

量持续降低[２５]ꎬ这与本文结果存在一定差异ꎮ 这可

能是由于二者颜色变化的原因不同ꎬ掌叶覆盆子果实

的红色更多来源于胡萝卜素ꎬ而黑莓果实的颜色变化

来源于最后 ２ 个时期果实内花色苷等快速积累ꎮ 花

色苷是黄酮类化合物代谢途径的下游产物ꎬ下游产物

的迅速积累说明上游底物的合成量势必增加ꎬ使得上

游黄酮类化合物的合成分支能获得更多的底物ꎬ类黄

酮含量也略有增加ꎮ
蔗糖合成酶和果糖激酶分别是 ２ 种糖代谢途径

的关键酶ꎬ蔗糖合成酶是植物体内蔗糖代谢的关键

酶ꎬ能可逆的将蔗糖分解为果糖和葡萄糖[２６]ꎮ 果糖

激酶是己糖代谢的关键酶之一ꎬ催化果糖磷酸化ꎬ是
果糖代谢的起点[２７]ꎮ 黑莓果实发育后期(Ｓ５ 时期)
可溶性固形物含量显著增加ꎬ且增幅较大ꎬ可能与

ＲｕＳＵＳ 和 ＲｕＦＲＫ 在 Ｓ５ 时期的高表达水平有关ꎮ 有

研究表明:苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍｉｌｌ.)果实中过量表达

ＭｄＦＲＫ２ 会导致 ＳＵＳ 的表达上调[２８]ꎬ本研究也发现

ＲｕＳＵＳ 和 ＲｕＦＲＫ 在黑莓果实发育过程中的变化趋势

趋于一致ꎬ均呈“降低—升高—降低—升高”的趋势ꎬ
说明这 ２ 个基因间可能存在关联ꎬ具体是否存在互作

有待进一步实验验证ꎮ 异柠檬酸脱氢酶和顺乌头酸

酶均是参与柠檬酸降解的关键酶ꎬＩＤＨ 往往负向调控

柠檬酸的合成ꎬ 如花皮金橘 ( Ｆｏｒｔｕｎｅｌｌａ ｃｒａｓｓｉｆｏｌｉａ

８
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Ｓｗｉｎｇｌｅ)中 ＩＤＨ 的高表达会导致柠檬酸含量降

低[２９]ꎮ 顺乌头酸酶与柠檬酸含量的相关性则在物种

间差异较大ꎬ如甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ.)中乌头酸水

合酶 ( ＡＣＯ) 活性与柠檬酸含量正相关[３０]ꎬ 荔枝

(Ｌｉｔｃｈｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ.)果实中 ＡＣＯ 的表达水平与柠

檬酸含量变化趋势一致[３１]ꎬ而在 Ｐａｓｓｉｆｌｏｒａ ｅｄｕｌｉｓ ｆ.
ｅｄｕｌｉｓ 果实中ꎬＡＣＯ 活性与柠檬酸含量呈显著负相

关[３２]ꎮ 本研究结果显示:ＲｕＡＣＯ 在黑莓果实发育前

４ 个时期的相对表达量持续升高ꎬ而可滴定酸含量持

续降低ꎬ说明 ＲｕＡＣＯ 的表达水平与黑莓可滴定酸含

量负相关ꎮ 尽管 ＲｕＡＣＯ 的相对表达量在 Ｓ５ 时期大

幅下降ꎬ但 ＲｕＩＤＨ 的相对表达量维持在一个高表达

水平ꎮ 已有研究证明 ＩＤＨ 的相对表达量与柠檬酸含

量呈负相关关系[３３]ꎮ 高表达的 ＲｕＩＤＨ 可能是黑莓果

实可滴定酸含量持续降低的原因ꎮ 前期作者所在课

题组在另外 ２ 个黑莓品种‘Ｃｈｅｓｔｅｒ’和‘Ｈｕｌｌ’的果实

发育过程中也检测了参与黄酮类化合物合成相关基

因的表达水平[１８]ꎮ 本研究中ꎬ随着黑莓果实发育ꎬ
ＲｕＦＬＳ 的相对表达量呈先升高后降低的趋势ꎬ与之前

的结果[１８]一致ꎻ而 ＲｕＡＮＲ 和 ＲｕＬＡＲ 的相对表达量呈

“降低—升高—降低”的趋势ꎬ与之前的结果[１８] 有明

显差异ꎮ 推测 ＲｕＦＬＳ 在黑莓果实中的表达模式和作

用机制是保守的ꎮ ＲｕＡＮＲ 和 ＲｕＬＡＲ 是参与原花青素

(ＰＡ)合成的关键基因ꎬ这 ２ 个基因参与的原花青素

合成与花色苷合成存在竞争关系[３４]ꎬ与 Ｓ５ 时期这

２ 个基因的相对表达量降低ꎬ而花色苷含量在此时期

急剧升高的现象相吻合ꎮ 综合 ＲｕｂＨＬＨ９ 的表达模式

以及 类 黄 酮 和 花 青 素 的 含 量 变 化 趋 势 分 析ꎬ
ＲｕｂＨＬＨ９ 不是调控黄酮类化合物合成的主效因子ꎮ
ＲｕＭＹＢ８ 表达水平的变化趋势和类黄酮含量的变化

趋势相反ꎬ推测该基因的表达可能负向调控黄酮类化

合物的合成ꎮ 上述分析结果表明:黑莓果实中糖代

谢、酸代谢、黄酮类化合物合成相关基因的表达水平

对果实中营养物质的积累具有重要的影响ꎮ

４　 结　 　 论

黑莓果实发育 Ｓ１(果实 ９５％以上呈青色)时期的

明亮度(Ｌ∗)、黄蓝相值(ｂ∗)、颜色饱和度(Ｃ∗)、硬
度、可滴定酸含量、总酚含量、类黄酮含量最高ꎬ果实

发育至 Ｓ５(果实 ９５％以上呈深紫色)时期的横径、纵
径、单果质量、可溶性固形物含量、ｐＨ 值和花色苷含

量最高ꎻ主成分分析筛选出 ｐＨ 值、可滴定酸含量和

红绿相值( ａ∗) ３ 个能代表果实发育动态规律的指

标ꎮ 黑莓果实表型指标与生理生化指标间多数呈显

著或极显著相关ꎬ随着果实发育ꎬ果实逐渐变软ꎬ且可

滴定酸含量可能影响黑莓果实中总酚、类黄酮和花色

苷的含量ꎮ 此外ꎬ糖代谢、酸代谢和黄酮类化合物合

成相关基因的表达模式存在差异ꎬ说明这些相关基因

的表达和调控共同影响了黑莓果实发育过程中营养

物质的积累ꎮ ＲｕＳＵＳ 和 ＲｕＦＲＫ 可能是黑莓糖代谢的

关键基因ꎬ可正向调控黑莓果实的糖类代谢ꎬ增加糖

类含量ꎻＲｕＡＣＯ 和 ＲｕＩＤＨ 可能是黑莓有机酸代谢的

关键基因ꎬ可负向调控黑莓果实有机酸的积累ꎻ
ＲｕＡＮＲ 和 ＲｕＬＡＲ 参与的原花青素合成与花色苷合成

存在竞争关系ꎻＲｕＭＹＢ８ 的表达水平与类黄酮含量存

在相反的变化趋势ꎬ可能负向调控黄酮类化合物的合

成ꎮ 综上所述ꎬ黑莓果实的外观形态及风味评价应综

合考虑果实中糖、酸、黄酮类化合物的含量及其相互

作用以及相关基因的表达水平[２０ꎬ２４]ꎬ这可为黑莓果

实的品质改良提供不同的思路ꎮ
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