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枯水蒰柑果肉挥发性物质及萜烯类合成

途径基因表达特征
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摘要!运用
U\+RY

和
O='+Y7

N

技术研究蒰柑果实在发生枯

水时!果肉挥发性物质组分及含量和萜烯类化合物合成途径

相关基因表达的变化特征#研究结果发现'

(

蒰柑果肉挥

发性组分共
&#

种!其中萜烯类物质
(

种!相对含量超过

!P]

$

)

蒰柑枯水时!果肉挥发性物质含量降为正常果实的

#$]

!其中萜烯类物质下降为正常果实的
$$]

!另外挥发性

物质的组分种类不变!有
P

种挥发性物质的含量发生显著改

变!分别是
!

+

月桂烯"

5+

柠檬烯"

#

+

松油烯"瓦伦西亚烯和十

二醛$

*

鉴定到
!

个萜烯类化合物合成途径的差异表达基

因!在枯水时全部下调#研究表明蒰柑枯水时果肉挥发性物

质的含量显著下调!与萜烯类合成途径相关基因表达降低密

切相关!为进一步深入研究蒰柑枯水发生的分子机制提供

依据#

关键词!挥发性物质$蒰柑果肉$枯水$气相色谱
+

质谱法$高

通量测序技术
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枯水常称粒化%是柑橘的一种常见生理性病害%多发生

于采后贮藏中(

&

)

&枯水果实在外观方面与正常果实并无二

致%果皮表面新鲜%但果肉品质显著劣变%糖酸风味变淡%严

重时不堪食用&枯水是当前影响柑橘果实贮藏寿命的重要

因子%严重制约柑橘的商品价值&自
&)#:

年报道柑橘枯水

至今%已过去
!%

多年%科学家(

$dP

)从多方面对柑橘枯水进行

了研究%但对枯水的发生机制仍无明确结论&

柑橘果肉的香气物质来源于果实中合成的挥发性物

质(

"

)

&目前对不同柑橘果实挥发性物质的分析研究发现萜

烯类物质是含量最大的一类(

(d!

)

&对柑橘萜烯类物质代谢

途径的研究是近年的研究热点(

)d&%

)

&尽管柑橘在贮藏后期

发生枯水时%会普遍伴随着香气物质的变淡%但这种现象缺

#$



乏试验证据的支撑&蒰柑!

.'=9-<91='7-0$=$T/-29<9G6_<2+

H-2

$含糖量高*香气浓郁%深受消费喜爱%在重庆地区有较大

面积的栽培(

&&

)

&本研究拟以蒰柑为试验材料%运用气相
+

质

谱!
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$技术和

高通量测序技术!
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$%分析蒰柑枯

水时果肉挥发性物质和萜烯类化合物合成相关基因及基因

表达的变化模式%探讨挥发性物质与蒰柑枯水的关系及其机

制%对阐明蒰柑枯水的发生机制具有重要意义&

&

!

材料与方法
&6&

!

材料与试剂

蒰柑"

$%&P

年
&$

月于重庆市北碚区柑橘果园采收完全

成熟的蒰柑果实!

.S91='7-0$=$T/-29<9G6_<2H-2

$&果实在

采收后迅速运回实验室%挑选大小*性状和色泽一致的果实%

经咪鲜胺和
$

%

:+

二氯苯氧乙酸!

$

%

:+8.91/<B<

L

172<J

E

-97C.9

-9.8

%

$

%

:+W

$保鲜处理后%单果用聚乙烯薄膜套袋后贮藏于冷

库!

!

"

&%^

$&在贮藏期间%定期取样观察枯水发生情况%

在贮藏
)%8

后选择没有枯水症状的果实作为对照组%橘瓣

大部分枯水的果实作为枯水样品+

癸酸乙酯"

$

)!]

%上海西格玛奥德里奇公司+

甲基叔丁基醚!

,7C1

E

/C7BC+M4C

E

/7C17B

%

RKT*

$"色谱

纯%上海西格玛奥德里奇公司&

&6$

!

仪器与设备

气相色谱质谱联用仪"

U\RY+k_$%&%

L

/4D

型%日本岛津

制作所+

真空离心浓缩仪"

jVY+&

型%湖南赫西仪器装备有限

公司&

&6#

!

方法

&6#6&

!

U\+RY

样品制备
!

准确称取
&6%%

3

果肉样品%研磨

成粉末&加入
:$6P

#

3

癸酸乙酯!内标$和
P,VRKT*

%充分

混匀后于低温超声
"%,.2

(

&$

)

&将有机相进行真空离心浓

缩%然后用微孔滤膜!直径
%6$$

#

,

$过滤%供上机分析&

&6#6$

!

气相
+

质谱!

U\+RY

$条件

!

&

$气 相"

WT+PRY

石 英 毛 细 管 柱 !长
#% ,

*内 径

%6$P,,

*厚
%6$P

#

,

$为色谱柱&升温程序"以
#^

#

,.2

升

温至
P% ^

!停留
&,.2

$%以
$ ^

#

,.2

升温至
(% ^

!停留

#,.2

$%以
#^

#

,.2

升温至
&"%^

!停留
$,.2

$%以
!^

#

,.2

升温至
$$%^

!停留
$,.2

$+高纯度氦气作为载气%流速为

%6!%,V

#

,.2

$+进样口温度"

$P%^

+采用不分流进样模式&

!

$

$质谱"

*A

源%接口温度
$P%^

%电子能量
(%7;

+离子

源温度
$#%^

+扫描范围
#%
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挥发性物质的鉴定与定量
!

U\+RY

获得的质谱图基

于数据库!

=AYK%!

和
=AYK%!Y

$进行检索%对挥发性物质进

行鉴定%用内标法对各挥发性组分进行定量&

&6#6:

!

O='+Y7

N

分析
!

蒰柑样品
O='

用
KOA0</

试剂提

取&

9W='

文库用
Z/CB-O='Q.CF<BA//4,.2-

试剂盒构建&

高通量测序用
A//4,.2-[.D7

N

完成&测序数据用
K<

L

[-CG

$6%6&$

软件与基因组序列进行比对%参考基因组用
.'=9-<

701J1%='%$

数 据 !
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$&用
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!

24,M7B<FFB-

3

,72CD

L

7BH./<M-D7
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L

CD7

N

47297
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7B,.//.<2DM-D7

L

-.BDD7
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472978

$表示

基因表达水平&

&6:

!

数据分析与处理

挥发性成分含量的差异显著性用
=

检验进行统计学判

断!

_

#

%6%P

$&基因表达数据的差异显著性用校正的
_

值进

行统计学判断&用
*J97/$%&%

软件进行作图&

$

!

结果与讨论
$6&

!

蒰柑果肉挥发性物质组分的鉴定

图
&

为果肉正常果实果肉的
KA\

图!总离子色谱图$&

由表
&

可知%本次试验共鉴定出
&#

种挥发性物质%其中
(

种

萜烯类物质*

&

种醇类物质*

#

种醛类物质和
$

种酯类物质&

果肉挥发性物质组分似乎要少于果皮%本课题组用相同的

U\+RY

条件从蒰柑果皮中鉴定了
P$

种挥发性组分(

!

)

+另外

前人(

&#d&:

)在印度东北地区和日本高知县的蒰柑果皮中分别

鉴定到
#(

和
#)

种挥发性组分&本研究鉴定的蒰柑果肉挥

发性物质组分相对较少%可能与果皮和果肉的差异相关%因

为果皮油胞层可以大量合成主要成分为挥发性物质的精油+

另外也与蒰柑果实已经贮藏
#

个月有关%果实在贮藏中后期

挥发性物质含量会逐渐降低%在研究中也观察到此时蒰柑果

实香气较淡&

图
&

!

蒰柑果肉挥发性物质总离子色谱图

S.
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L
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$6$

!

枯水对蒰柑果肉挥发性物质组分及含量的影响

由表
&

可知%正常和枯水蒰柑果肉中的挥发性组分均为

&#

种%组分种类完全相同%表明挥发性物质的组成在枯水时

没有发生改变&正常蒰柑果实中萜烯类物质是最主要的挥

发性物质%其相对含量高达
!!]

%

5+

柠檬烯的相对含量为

(P]

%表明
5+

柠檬烯是蒰柑果实中丰度最高的萜烯类挥发性

物质组分&这种挥发性物质的组成特征在莽山野柑(

"

)

*柠

檬(

&P

)

*脐橙(

!

)和柚类果实(

&"

)也有类似的报道&本研究用内

标法对挥发性组分进行定量分析%结果显示%枯水蒰柑果肉

的挥发性物质总量仅为正常果实的
#$]

!

_

#

%6%P

$%其中

5+

柠檬烯含量仅为正常果实的
&#]

!

_

#

%6%P

$&

&#

种挥发

性组分中的
P

种在枯水时的含量有显著性变化!

_

#

%6%P

$&

$6$6&

!

萜烯类物质
!

由表
&

可知%本研究共鉴定到
(

种萜

烯类物质%其中单萜烯类有
:

种%分别为水芹烯*

!

+

月桂烯*

:$

基础研究
!

$%&!

年第
&

期



表
&

!

蒰柑果肉挥发性物质在正常果实和

枯水果实中的含量b

K-M/7&

!

\<2C72CD<FG</-C./79<,

L

<428D.2

5

4.97D-9DFB<,

2<B,-/<B

3

B-24/-C78_<2H-2FB4.C

种类
出峰时

间#
,.2

物质名称
相对峰面积!

e&%%

$

正常 枯水

比值#

]

萜烯

类
!

醇类

醛类

酯类

&#6"

水芹烯
%6"$:c%6%!" %6P#Pc%6&%(

!

!P6(

&:6(

!

+

月桂烯
&6%!"c%6#%) %6%!:c%6%&)

*

((6#

&(6P 5+

柠檬烯
:!6&$%c&$6"P% "6#&Pc%6&#%

*

&#6&

&)6(

#

+

松油烯
#6!$"c%6(P( &6P!%c%6&%P

*

:&6#

#P6"

"

+

古巴烯
%6#$Pc%6&%! %6$!Pc%6%)P !(6(

:$6"

瓦伦西亚烯
&6)()c%6:$( #6$$Pc%6&"&

*

&"#6%

:$6!

"

+

芹子烯
%6#))c%6%$( %6:$!c%6&!% &%(6#

$$6!

芳樟醇
&6"P%c%6&&# &6:)!c%6$&) )%6!

$#6&

壬醛
&6:%$c%6()# %6)!)c%6$&$ (%6P

#%6!

柠檬醛
&6P&&c%6"%: &6##%c%6#&! !!6%

#)6$

十二醛
$6PP#c%6&): #6(#%c%6P("

*

&:"6&

#"6P

乙酸香茅酯
%6$!"c%6%:% %6#$)c%6%## &&P6%

#(6!

乙酸香叶酯
%6%)&c%6%%) %6%!%c%6%$: !(6)

!

b

!

1

*

2表示差异显著%

_

#

%6%P

&

5+

柠檬烯和
#

+

松油烯%倍半萜烯类有
#

种%分别为
"

+

古巴烯*

瓦伦西亚烯和
"

+

芹子烯&这
(

种萜烯类物在果肉中的相对

含量在枯水时降为正常果实的
$$6&]

!

_

#

%6%P

$&其中单萜

烯类物质组分
!

+

月桂烯*

5+

柠檬烯和
#

+

松油烯在枯水时含量

显著降低%分别为正常果实的
((6#]

%

&#6&]

%

:&6#]

%而水芹

烯的含量在枯水时没有明显改变&倍半萜烯类物质组分瓦

伦西亚烯含量在枯水时升高为对照果实的
&"#]

!

_

#

%6%P

$%

而
"

+

古巴烯和
"

+

芹子烯的含量则没有发生明显改变&

$6$6$

!

醇类物质和醛类物质
!

由表
&

可知%本研究鉴定到
&

种醇类物质%即芳樟醇&芳樟醇为萜烯类衍生物%其含量在

枯水时降低为正常果实的
)%6!]

%但这种差异并不具备统计

学显著性!

_

$

%6%P

$&本研究还鉴定并定量了
#

种醛类物

质%相对含量在枯水时为正常果实的
&&%6(]

%其中壬醛和柠

檬醛含量分别为正常果实的
(%6P]

和
!!6%]

%但这种差异性

并没有统计学意义的显著性!

_

$

%6%P

$&十二醛相对含量在

枯水时则显著升高%变为正常果实的
&:"6&]

!表
&

$&

$6$6#

!

酯类物质
!

本研究鉴定到
$

种酯类物质"乙酸香茅酯

和乙酸香叶酯&这
$

种酯类挥发性物质的含量在枯水时分

别为对照果实的
&&P6%]

和
!(6)]

!

_

$

%6%P

$%因此酯类物质

总量在枯水没有发生显著性变化!见表
&

$&

$6#

!

枯水对蒰柑果肉萜烯类合成途径基因表达的影响

蒰柑果肉挥发性物质在枯水时降低为正常果实的
#$]

%

其中相对含量为
!!]

的萜烯类物质在枯水时降低为正常果

实的
$$]

&这意味着萜烯类物质含量的降低是蒰柑果实枯

水时挥发性物质含量减少的主要原因&为分析萜烯类化合

物含量降低的原因%本研究采用高通量测序技术对蒰柑果实

枯水时基因的表达特征进行系统分析%共鉴定出
!

个枯水特

异性表达的萜烯类物质合成途径关键酶的编码基因%表达量

均显著下降%分别是
*.*B$

!

3

727729<8.2

3

-97C<-97C

E

/+\<'

C1.</-D7

%乙酰乙酰辅酶
'

硫解酶基因$*

#KV

!

3

727729<8.2

3

&+87<J

E

+#+J

E

/4/<D7P+

L

1<D

L

1-C7B7849C<.D<,7B-D7

%

&+

去 氧
+

#+

木酮糖
+P+

磷酸还原异构酶基因$*

)#6

!

3

727729<8.2

3

:+

1

E

8B<J

E

+#+,7C1

E

/M4C+$+72

E

/8.

L

1<D

L

1-C7D

E

2C1-D7

%

:+

羟基
+#+

甲基
+$+

丁烯
+

焦磷酸合成酶基因$*

)#V

!

3

727729<8.2

3

:+

1

E

8B<J

E

+#+,7C1

E

/M4C+$+72

E

/8.

L

1<D

L

1-C7B7849C-D7

%

:+

羟基
+#+

甲基
+$+

邻苯基二磷酸还原酶基因$*

W*C$

!

3

727729<8.2

3

72C+H-4B72<.9-9.81

E

8B<J

E

/-D7

%贝壳杉烯酸羟化酶基因$*

W*C#

!

3

727729<8.2

3

72C+H-4B72<.9-9.81

E

8B<J

E

/-D7

%贝壳杉

烯酸羟化酶基因$*

.QI!$,&

!

3

727729<8.2

3

9

E

C<91B<,7

_:P%,<2<<J

E3

72-D7

%细胞色素
_:P%

单加氧酶基因$*

B.6

!

C7B

L

72<.89

E

9/-D7D

%萜类环化酶基因$&

$6#6&

!

萜类骨架代谢合成途径基因
!

本研究共鉴定出
:

个

萜烯类骨架代谢合成途径的差异表达基因%见图
$

&萜烯类

化合物主要通过甲羟戊酸!

R7G-/<2-C7

%

R;'

$途径和
$.+

甲

基
+#+

赤 藓 糖 醇
+:+

磷 酸 !

$.+,7C1

E

/+#+7B

E

C1B.C</

:+

L

1<D

L

1-C7

%

R*_

$途径合成%异戊烯焦磷酸!

.D<

L

72C72

E

/

LE

+

B<

L

1<D

L

1-C7

%

A__

$和二甲基烯丙基焦磷酸酯!

8.,7C1

E

/-//

E

/

8.

L

1<D

L

1-C7

%

WR'__

$是萜烯类物质合成的前体&本研究鉴

定到基因
*.*B$

!

\A\V*

,

G&%%&P:P$,

3

$%其编码的乙酰乙

酰辅酶
'

硫解酶负责在
A__

合成途径中将两分子乙酰辅酶

'

合成乙酰乙酰辅酶
'

&

*.*B$

在枯水时表达量由正常果

实的
"&6P

下降到
::6)

!

_

#

%6%P

$&本研究鉴定到一个编码

WXO

!

&+87<J

E

+#+J

E

/4/<D7 P+

L

1<D

L

1-C7 B7849C<.D<,7B-D7

%

&+

去氧
+#+

木酮糖
+P+

磷酸还原异构酶$的基因
#KV

!

\A\V*

,

G&%%$!%!$,

3

$%参与
R*_

合成途径&

#KV

在枯水时表达

量显著下调!

_

#

%6%P

$%由正常果实的
$%(6:

下降至枯水果实

的
))6#

&

[WY

催化
&+

羟基
+$+

甲基
+$+

丁烯
+:+

焦磷酸!

&+[

E

+

8B<J

E

+$+,7C1

E

/+$+M4C72

E

/:+8.

L

1<D

L

1-C7

%

[RT__

$的合成&

本研 究 鉴 定 到 一 个 编 码
[WY

的 基 因
)#6

!

\A\V*

,

G&%%$(!!&,

3

$%表达量在枯水时显著下调!

_

#

%6%P

$%由正

常果实的
&P:6P

下降至枯水果实的
!:6!

&本研究还鉴定到

)#V

!

\A\V*

,

G&%%$!#!:,

3

$%编码的
:+

羟基
+#+

甲基
+$+

邻

苯基二磷酸还原酶参与催化
[RT__

生成
A__

的反应&

)#V

在枯水时表达量由正常果实的
"(6)

下降至
P$6%

!

_

#

%6%P

$&

$6#6$

!

二萜合成途径基因
!

本研究共鉴定出
#

个二萜合成

途径中的差异表达基因%见图
#

&它们分别是编码贝壳杉烯

酸羟化酶!

72C+H-4B72<.9-9.81

E

8B<J

E

/-D7

%

Q'̀

$和细胞色素

_:P%

单 加 氧 酶 !

9

E

C<91B<,7 _:P% ,<2<<J

E3

72-D7

%

\h_!$U&

$的
W*C$

*

W*C#

和
.QI!$,&

&这
#

个基因在枯

水时均呈显著下调的趋势!

_

#

%6%P

$%表达量从正常果实中

的
&&6%

%

:(6%

%

&&#6#

下降为枯水果实中的
:6)

%

$(6#

%

:!6)

&

$6#6#

!

萜类物质合成途径其它基因
!

本研究还鉴定到编码

萜类环化酶!

C7B

L

72<.89

E

9/-D7D

%

K\Y

$的基因
B.6

%见图
:

&

萜类环化酶又称萜类合成酶%是一类包括单萜合成酶*倍半

萜合成酶和二萜合成酶在内的一大类酶家族&本研究鉴定

的
B.6

在枯水表达量显著下降!

_

#

%6%P

$%从正常果实中的

P$

第
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图
$

!

萜烯类骨架代谢合成途径基因在蒰柑果肉

枯水时的表达特征

S.

3

4B7$

!

\1-2

3

7D.27J

L

B7DD.<2

L

-CC7B2<F

3

727D.2G</G78.2

M.<D

E

2C17D.D

L

-C1I-

E

<FC7B

L

72<.8 M-9HM<27.2

L

4/

L

<F_<2H-2FB4.C84B.2

3

D79C.<2+8B

E

.2

3

P6!

下降为枯水果实中的
#6$

&

!!

果实挥发性物质的含量与其合成和降解速度密切相关%

当合成减慢而降解加快时%总量必然减少&本研究基于以上

基因表达结果得出结论"萜烯类物质合成途径在枯水时显著

下调%是蒰柑果实香气丧失和挥发性物质含量降低的重要原

因&本研究所鉴定的挥发性物质组分和萜烯类合成途径差

异表达基因的数量分别为
&#

种和
!

个%数量较少&这可能

图
#

!

二萜合成途径相关基因在蒰柑果肉枯水时的表达特征
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图
:

!

萜类环化酶基因在蒰柑果肉枯水时的表达特征

S.

3

4B7:

!

\1-2

3

7.27J

L

B7DD.<2

L

-CC7B2<F

3

727729<8.2

3

C7B+

L

72<.89

E

9/-D7D

%

B.6

&

.2

L

4/

L

<F_<2H-2FB4.C84B+

.2

3

D79C.<2+8B

E

.2

3

与试验样品有关%果实已经贮藏
#

个月%香味偏淡%如果比较

分析贮藏前与贮藏后的果实%可能会鉴定到更多的挥发性物

质种类和萜烯合成相关的差异表达基因&本研究的结果基

于贮藏后的正常和枯水果之间的比较%在以后研究中可对果

"$

基础研究
!

$%&!

年第
&

期



实内部正常汁胞和枯水汁胞进行比较%结果能更好地反映枯

水时的生理状态(

&(

)

&

本研究结果为后续深入研究蒰柑果实的枯水机制提供

了新的思路&一方面%可以从挥发性物质合成途径的相关基

因入手%探讨其在枯水时表达量下降的调控机制%可以利用

酵母单杂交技术筛选上游转录因子%最终解析枯水时挥发性

物质合成的分子机制&另一方面%借助高通量代谢组学技

术(

&!

)

%高通量测序技术(

&)

)

*鸟枪法蛋白质组学技术(

$%

)等%分

析不同蒰柑种类中不同枯水程度的汁胞挥发性物质的变化

规律*转录组和蛋白质组的动态变化模式%在组学水平分析

蒰柑枯水的分子网络及调控机制&

#

!

结论
本研究发现枯水与正常蒰柑果实相比%果肉挥发性物质

的含量显著降低%但是组分种类没有变化&基因表达分析的

结果表明萜烯类化合物合成的相关基因!

*.*B$

*

#KV

*

)#6

*

)#V

*

W*C$

*

W*C#

*

.QI!$,&

*

B.6

$在枯水时表达

量下调%意味着萜烯类物质的合成在枯水时受到抑制%这是

蒰柑枯水时挥发性物质降低的重要原因&本研究揭示了柑

橘果肉挥发性物质在枯水时的降解特征%并分析萜烯类物质

代谢途径相关基因的表达特征%初步阐明了蒰柑枯水时挥发

性物质降低的生物学机制&萜烯类合成途径相关基因的表

达在枯水时为何下降%目前还不清楚%对其调控机制的研究

是未来的重点&
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