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摘  要：为探明外源化学物质对红叶桃叶片着色的影响及其机制，以‘筑波 5 号’离体叶片为试材，

研究不同浓度 NaCl、蔗糖及 KH2PO4 处理对叶片中花色苷生物合成途经相关基因表达水平的影响。结果

显示：低浓度 NaCl（100 和 200 mmol  L-1）短时间（4 h）处理能提高花色苷合成结构基因 CHI、UFGT

和转录因子基因 MYB10、bHLH33 的表达水平；0.3%蔗糖处理 8 h 对 UFGT、MYB10 和 bHLH33 的表达

促进作用显著；0.2% KH2PO4 处理 8 h 对 CHI、UFGT、MYB10、bHLH33 和 WD40 的表达也具有显著的

促进作用，而且 CHI 的表达在一定范围内随蔗糖及 KH2PO4 浓度增大和处理时间延长，效果更明显。

除了 0.2% KH2PO4 处理 8 h 提高了 WD40 的转录外，NaCl、蔗糖及 KH2PO4 对 MYB15 和 WD40 的表达均

具有显著抑制作用。 
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Abstract：The leaves of‘Zhubo-5’peach in vitro were as the test materials，using the fluorescent 

quantitative PCR technology to analysis related gene expression level of anthocyanins biosynthesis via 

different concentrations of NaCl，sucrose and KH2PO4 treatment. The result showed，NaCl treatment can 

improve the expression level of CHI，UFGT，MYB10，bHLH33 genes，and suppress MYB15 and WD40 

genes expression. For CHI gene，sucrose and KH2PO4 treatment can significantly improve its expression，

and within a certain range，the expression levels were positively correlated with concentration and time. The 

expression level of UFGT in three concentrations of sucrose began to increase after 8 h，the concentration 

of 0.3% was the best. MYB10 gene transcription level increased by sugar processing，consistent with the 

CHI. Concentration of 0.8% sucrose treatment decreased bHLH33 expression，concentration of 0.3% and  
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0.5%，after 8 h showed positive regulation function，and in 0.3% 8 h was the best effect. KH2PO4 treatment 

improved UFGT，MYB10，bHLH33 and WD40 expression at 0.2%，and the peak-expression was after 8 h 

treatment. In this experiment，sucrose was inhibitory effected on WD40 gene. The result of this study was 

to further clarify the mechanism of anthocyanins synthesis and provide certain theoretical basis to improve 

ornamental period.  

Key words：Prunus persica f. alropurpurea；fluorescence quantitative PCR；anthocyanins biosynthesis；

gene expression 

 

红叶桃（Prunus persica f. alropurpurea）是蔷薇科观叶植物，5 月是其观赏的最佳时期，叶色鲜

红，夏季随着温度的升高，红色消褪呈绿色，9 月左右叶片衰老，红色又逐渐显现，但是呈现出暗

红色。这种现象的发生对观叶植物来说，不仅观赏期缩短，观赏价值也大大降低。本试验室前期进

行了大量生理研究，发现红叶桃、紫叶李等彩叶植物成色原因主要是叶片花色苷积累造成的（姜卫

兵 等，2006），且发现矢车菊素为桃叶片呈现红色的物质基础（王明玉 等，2014）。花色素苷的合

成途径已比较清楚，有结构基因（PAL、CHS、CHI、F3H、DFR、ANS 及 UFGT 等）、调节基因（TFs，

MYB、bHLH 及 WD40 等）参与调控花色素苷的合成。花色苷的合成及相关酶活性受环境因子及外

源化学物质的调控，如光照（He et al.，2010）、温度（Ubi et al.，2006；Yamane et al.，2006；Akifumi 

et al.，2012）、水分状态（Castellarin et al.，2007）、pH 值、激素水平（Ban et al.，2003；Jeong et al.，

2004；Belhadj et al.，2008；Palapol et al.，2009）、糖、盐、矿质元素（郭世乾 等，2006）、络氨酸

（Zhou et al.，2014）、L–谷氨酸和鼠李糖（韩键 等，2012b）等。 

本试验室研究发现植物生长调节剂、矿质元素等对花色苷积累有促进作用（姜卫兵 等，2009），

初夏对红叶桃叶面分别喷施蔗糖和 KH2PO4（徐莉莉 等，2011）以及 KH2PO4 和蔗糖混合溶液（韩

键 等，2012a）均可促进花色苷的积累，但对花色苷合成途径中相关基因的表达没有进行研究。基

于此，本试验中以红叶桃‘筑波 5 号’为试材，利用荧光定量 PCR 技术，探讨了不同浓度 NaCl、

蔗糖及 KH2PO4 处理对花色苷合成结构基因（CHI、UFGT）及转录因子（MYB10、MYB15、bHLH33

及 WD40）表达变化的影响，深入研究外源化学物质对其叶片着色的调控机制，为红叶桃等观叶植

物延长观赏期，提高观赏价值提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试材及其处理 

试材取自江苏省农业科学院国家果树种质南京桃资源圃的红叶桃‘筑波 5 号’成年树。2014 年

9 月 10 日采集树冠中部外围、无明显伤害或病虫害的带叶柄成熟叶片，擦净用冰盒带回试验室。 

1.2  处理方法 

试验在人工气候培养箱进行，光照强度为 150 μmol · m-2 · s-1，温度为（20 ± 3）℃，经过预试验，

将 NaCl 设置为 100、200 和 300 mmol · L-1，蔗糖 0.3%、0.5%和 0.8%，KH2PO4 0.2%、0.3%和 0.5%

（去离子水配制），以去离子水作为对照。均加入 0.2%体积的吐温–80。 

在小烧杯中分别加入处理溶液和蒸馏水 50 mL，用脱脂棉包裹红叶桃叶片的叶柄，插入小烧杯

中，并用滴管吸取处理液涂抹叶片正反面，对照叶片用蒸馏水涂抹。将所有处理置于人工气候培养
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箱中连续光照。一定时间再涂抹，保证叶片一直有处理液。在 4、8 和 12 h 处理后，从处理及对照

中分别取 4 片叶，用蒸馏水冲洗 2 次，用脱脂棉擦干，锡纸包裹后液氮速冻，保存在–70 ℃冰箱中，

以备 RNA 提取及后续试验。 

1.3  RNA 提取、cDNA 制备及荧光定量 PCR 

按照植物总 RNA 提取试剂盒 Karroten（南京赛吉科技有限公司）产品说明书进行桃叶片 RNA

的提取，并用 TaKaRa Recombinant DNase I（RNase-free）去除 RNA 中的 DNA。提取的 RNA 立即

进行反转录，或保存在–80 ℃冰箱备用。 

    以提取的总 RNA 为模板，利用 TaKaRa Prime ScriptTM RT-PCR 反转录试剂盒合成 cDNA。 

使用 ABI 7500 Real-time PCR System 仪器，荧光定量试剂盒 SYBR® Premix Ex TaqTM（Perfect 

Real Time）。在冰上配制 PCR 反应液，SYBR Green I Master Mix 10.0 μL，PCR Forward Primer 0.4 μL，

PCR Reverse Primer 0.4 μL，ROX Reference Dye II（50×）0.4 μL，加 cDNA 模板 1 μL，dH2O 补足总

体积为 20.0 μL。荧光定量 PCR 反应程序：预变性 95 ℃ 30 s，（95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s）40 个循环，

72 ℃ 10 s。荧光产物在每个循环的最后一步进行检测。每个模板做 3 个平行，用平均值表示总 RNA

的 CT 值。采用 ΔΔCT 法对荧光定量 PCR 扩增数据进行处理，目的基因的相对含量通过计算 2-ΔΔCT

值来确定。 

根据桃已登录序列，分别使用 NCBI 在线设计 CHI、UFGT、MYB10、MYB15、bHLH33 和 WD40 

引物序列，桃看家基因 TEF2 为内标 ACTIN，引物由北京鼎国昌盛生物技术有限公司合成（表 1）。 

表 1  实时荧光定量 PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequence of real-time quantitative PCR 

基因  
Gene name 

正向引物序列（5′﹣3′） 
Forward primer  

反向引物序列（5′﹣3′） 
Reverse primer  

CHI（Ppa011476m） TGCTGTGAGGGATAGATTGGC GTGGCAGAAGTTGCTGGAAAA 
UFGT（Ppa005162m） GGTGTTTGATGTGGCTGATGG CAAAGGAAGGCGTCGGTAATC 
MYB10（Ppa016711m） TCGCGGACGGATTATTGCAT GGTCTCCCACCAATCACGTT 
MYB15（Ppa004560m） GATGGGCTATGCCCTGTCAA AATGCCGCCAGATTCATCCA 
bHLH33（Ppa002645m） ACCCATGTTCTTGCGATGGA TCGCACCACACATCAAAGGA 
WD40（Ppa005673m） AGGCTATCGGAAGCAGTTGG TCTTCTTCGTGCCTTTGGGG 
TEF2（Ppa001368m） GGTGTGACGATGAAGAGTGATG TGAAGGAGAGGGAAGGTGAAAG 

1.4  数据处理与分析 

各数据均 3 次以上重复，取平均值用于分析。用 SPSS 19.0 软件进行基因表达水平的数据统计

分析，采用 Excel 软件作图（Microsoft 2003，美国）。 

2  结果与分析 

2.1  NaCl 处理对桃叶片花色苷合成相关基因表达的影响 

图 1 所示，与对照相比，处理 4 h，100 和 200 mmol  L-1 NaCl 使 CHI 的表达水平增长了 3 倍

以上；200 mmol  L-1 NaCl 上调 UFGT 的表达；100 mmol  L-1 NaCl 处理对 bHLH33 表达表现出促进

作用。100、200 和 300 mmol  L-1 的 NaCl，8 h 及 12 h 处理时 CHI、UFGT 及 bHLH33 的表达与对

照相比均受抑制。这说明低浓度（100、200 mmol  L-1）NaCl 处理 4 h，能够正向调控 CHI、UFGT

和 bHLH33 的转录。 
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100 和 300 mmol  L-1 NaCl 处理下，MYB10 的表达水平随着处理时间的延长而下降，在 4、8 h

时，与处理相比均有促进作用；200 mmol  L-1 NaCl 处理与之相反，表达水平随处理时间延长而升

高，8 h 和 12 h 处理时高于对照，12 h 时达到对照的 5.99 倍。 

NaCl 的 3 个浓度，随着进程的延长，MYB15 及 WD40 的表达水平呈现下降趋势，且与对照相

比均表现为抑制表达；同一处理时间下，浓度越高，下调作用越明显。 

 

 

图 1  NaCl 处理后不同时间桃叶片花色苷合成相关基因表达变化 

Fig. 1  The expression changing of anthocyanins synthesis related genes in different hours after NaCl treatment 

2.2  蔗糖处理对桃叶片花色苷合成相关基因表达的影响 

由图 2 可以看出：CHI 的表达水平随蔗糖浓度和处理时间的增加而增加，与对照相比均具有促

进作用。MYB10 的表达水平随处理时间的延长均呈现先上升后下降的趋势，与对照相比，皆受正向

调控，0.8%蔗糖处理 8 h 为对照的 5.88 倍。表明蔗糖对 CHI 及 MYB10 的表达具有上调作用。 

随着蔗糖处理时间的延长，UFGT 的表达水平呈上升趋势，bHLH33 为先上升后下降；同一处

理时间下，随浓度的增加，UFGT 先降低后升高，bHLH33 为降低；4 h 处理时，各浓度蔗糖对 UFGT

及 bHLH33 表达均表现抑制现象，相反，8 h 及 12 h 时，0.3%和 0.5%的蔗糖均能促进 UFGT 及 bHLH33

的转录。低浓度条件下延长处理时间可显著促进 UFGT 及 bHLH33 的表达。 
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随蔗糖浓度及处理时间的延长，MYB15 和 WD40 的表达水平呈现下降趋势，且与对照相比表现

为抑制表达；同一处理时间下，浓度越高下调作用越明显。 

 

 
图 2  蔗糖处理后不同时间桃叶片花色苷合成相关基因表达变化 

Fig. 2  The expression changing of anthocyanins synthesis related genes in different hours after sucrose treatment 

2.3  KH2PO4 处理对桃叶片花色苷合成相关基因表达的影响 

由图 3 可知，CHI 的转录水平随 KH2PO4 浓度和处理时间的增加而升高。说明 KH2PO4 能够促

进 CHI 的表达。 

0.2%低浓度 KH2PO4 处理（8 h）能极大地促进 UFGT、bHLH33 及 WD40 的表达，具有正向调

控作用，而 0.3%与 0.5% KH2PO4 作用相反。 

在 KH2PO4 0.2%及 0.3%浓度下，随处理时间延长 MYB10 表达水平先上升后下降；同一处理时

间下，随浓度的提高，表达水平上升，且对 MYB10 的表达均起到促进作用；0.5% KH2PO4 抑制 MYB10

的表达。 

随 KH2PO4 浓度及处理时间的增加，MYB15 基因的表达受到抑制，且浓度越高，抑制作用越明

显。 
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图 3  KH2PO4 处理后不同时间桃叶片花色苷合成相关基因表达变化 

Fig. 3  The expression changing of anthocyanins synthesis related genes in different hours after KH2PO4 treatment 

3  讨论 

在对苹果、草莓与荔枝（王慧聪 等，2004）的研究中发现，花青素的积累与 UFGT 有着重要

的关系，UFGT 也是葡萄果皮花青素生物合成的关键酶（Boss et al.，1996）。侯夫云等（2009）发

现 UFGT 控制葡萄红色的表达。有研究发现，MdMYBA 或 MdMYB10 是苹果果皮花色苷生物合成的

关键调控基因（Ban et al.，2007）。拟南芥的 AtMYB4（Hemm et al.，2001）、AtMYB3/7/32（Hailing et 

al.，2000），草莓 FaMYB1（Aharoni et al.，2001），苹果 MdMYB16/17/111（Kui et al.，2010）及桃

PpMYB15/123（Daniela et al.，2013）等部分 R2R3-MYB 蛋白对花色苷的积累起抑制作用。 
NaCl 胁迫对类黄酮合成的影响，主要是通过对其合成过程中的关键酶的影响而决定的。50 和

100 mmol  L-1 NaCl 处理番茄和紫甘蓝种子，发现其根、胚轴和子叶的花色苷含量均提高（Eryılmaz，

2006）。1%、3%及 5%的 NaCl 使接骨木和黑醋栗花色苷含量增加 1% ~ 5%，且 3%和 5%浓度作用差

别不显著（Eva et al.，2006），与盐浓度增加，花色苷含量增加研究结果不同。本试验中发现，NaCl

处理能抑制 MYB15 及 WD40 的表达，但 NaCl 低浓度（100 及 200 mmol  L-1）及短时间（4 h）处理，

能促进 CHI 及 UFGT 在红叶桃叶片中的表达，原因可能是正调控因子 MYB10 和 bHLH33 的上调，

以及 MYB15 负调控因子的下调引起；或是可溶性糖及 PAL 酶活性急速上升引起的（胡晓立 等，
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2010）。高浓度长时间 NaCl 胁迫，花色苷的含量不断下降，可能是可溶性糖主要参与组织的渗透调

节作用（陈淑芳 等，2005）。 

蔗糖除了作为能量来源，还参与高等植物的生长发育进程（Smeekens，2000）。研究发现，当

拟南芥种子种在含有蔗糖的培养基中，能促进子叶或叶片花色苷积累（Ohto et al.，2001）；在萝卜

胚轴（Hara et al.，2003）及苹果细胞（Larronde et al.，1998）培养中也发现该现象，并且花色素的

积累水平与蔗糖的浓度成正比（孟祥春 等，2007）。蔗糖作为内生的触发器，调控葡萄浆果表皮花

色苷生物合成基因的表达（Prasanta et al.，2012）。本研究中发现，外源蔗糖能促进红叶桃‘筑波 5

号’叶片 CHI、UFGT、MYB10 及 bHLH33 的转录，而抑制 MYB15 及 WD40 的表达，但拟南芥研究

认为外源蔗糖对 CHI 的表达水平受诱导变化不明显（Solfanelli et al.，2006）。蔗糖促进花色苷生物

合成基因表达的原因可能是正调控转录因子 GL3、TT8 和 PAP1 的上调，以及负调控因子 MYBL2 的

下调引起的，并发现蔗糖诱导花色苷积累的作用需要光照协同作用（Jeong et al.，2010）。本研究发

现，CHI 及 MYB10 的表达与蔗糖质量浓度及处理时间呈正相关，可能在蔗糖促进红叶桃叶片花色苷

的合成过程中具有重要的作用。 

钾离子能提高叶片的光合作用，增加可溶性糖的积累，并促使糖从枝叶向果实运输，从而促进

果实花青素合成。钾离子对叶片花色苷合成基因影响的研究较少。本试验研究发现，CHI 的表达水

平随 KH2PO4 处理浓度及处理时间的增加而升高；对 UFGT、MYB10 及 bHLH33 的正调控作用表现

出一定的复杂性，总体来说 0.2% KH2PO4 处理 8 h 促进作用最显著，浓度过高或处理时间过长会降

低或抑制相关基因的表达，浓度过低或处理时间过短上调作用不明显；KH2PO4 处理对 MYB15 及

WD40 表现出负调控作用。与徐莉莉等（2011）对 CHI 的研究结果不一致，可能是因为花色苷的大

量积累，负反馈抑制了合成相关基因的表达。 

综上所述，NaCl、蔗糖及 KH2PO4 这 3 种外源物质，使红叶桃‘筑波 5 号’叶片的 CHI、UFGT、

MYB10、bHLH33 表达出现不同程度的上调，其可能是参与叶片花色苷合成过程中的有益基因；

MYB15 的表达受到强烈的抑制；WD40 仅受蔗糖正向调控。其相关机理需进一步研究。 
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