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低温对牡丹切花花色和花青素苷合成的影响

杜丹妮ꎬ张　 超ꎬ高树林ꎬ董　 丽
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　 　 摘要:以牡丹洛阳红(Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ‘Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｏｎｇ’)开放级别为蕾开期的切花为材料ꎬ研究不同温度(２２ ℃ 、１５ ℃和

４ ℃ )处理对切花花色和花青素苷合成的影响ꎮ 结果表明:与 ２２ ℃处理相比ꎬ１５ ℃和 ４ ℃处理切花花色明度下降、红度和彩

度增加ꎬ花瓣花青素苷含量增加ꎮ 对花青素苷合成相关基因表达量分析的结果表明:１５ ℃和 ４ ℃低温促进与花青素苷合成相

关的 ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１、ＰｓＦ３′Ｈ１、ＰｓＡＮＳ１、ＰｓＤＦＲ１、ＰｓＭＹＢ２、ＰｓｂＨＬＨ１ 和 ＰｓｂＨＬＨ３ 基因的表达ꎮ 低温对花青素苷上游合成途径中

ＰｓＣＨＳ１ 和 ＰｓＣＨＩ１ 基因进行调控ꎻ下游合成途径中 ＰｓＤＦＲ１、ＰｓＡＮＳ１ 和 ＰｓＦ３′Ｈ１ 基因对低温的响应相对敏感ꎬ４ ℃处理后基因

的表达量大幅上调ꎬ且显著高于 １５ ℃处理组ꎮ 上述所提到的结构基因和调节基因均是受低温调控的关键基因ꎬ进而影响牡丹

洛阳红切花花青素苷合成与积累ꎮ
关键词:牡丹洛阳红ꎻ低温ꎻ花青素苷ꎻ结构基因ꎻ调节基因
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花色是观赏植物最重要的观赏性状之一ꎬ也是

切花最重要的采后品质之一ꎮ 花青素苷是被子植物

花色表达的主要呈色物质[１]ꎮ 迄今为止对花青素

苷合成途径的解析已较为清楚ꎬ其生物合成途径涉

及多个代谢步骤ꎬ由查尔酮 － 黄烷酮异构酶(ＣＨＩ)、
查尔酮合成酶(ＣＨＳ)等多种酶催化完成[２]ꎮ 结构

基因和调节基因两类基因共同构成了花青素苷合成

途径的分子调控网络ꎬ控制花青素苷生物合成[３]ꎮ
花青素苷的合成与呈色受到环境因子的调节ꎬ环境

因子通过调控花青素苷合成途径上的相关结构基因

和调节基因的表达ꎬ影响植物器官中花青素苷的合

成与积累ꎮ 光、温度、水分、糖类物质、土壤 ｐＨ 值和

激素等外界环境因子均会影响观赏植物花青素苷的

合成和呈色[４]ꎮ
目前ꎬ芍药(Ｐａｅｏｎｉａ ｌａｃｔｉｆｌｏｒａ)等多种观赏植物

的花青素苷合成途径已被解析[５]ꎮ 但是对于牡丹

(Ｐａｅｏｎｉａ ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ)的研究仅有对 ６ 个结构基因

(ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１、ＰｓＦ３Ｈ１、ＰｓＦ３’Ｈ１、ＰｓＡＮＳ１、ＰｓＤ￣
ＦＲ１) 和 ５ 个 调 节 基 因 ( ＰｓＷＤ４０￣１、 ＰｓＷＤ４０￣２、
ＰｓＭＹＢ２、ＰｓｂＨＬＨ１、ＰｓｂＨＬＨ３)的分离和表达[６￣８]ꎬ可
见牡丹花色形成的分子机理研究仍处于初级阶

段[９￣１０]ꎮ 虽然国内外对牡丹品种和野生种的花青素

苷种类和构成有一定的研究ꎬ但只是在化学色素的

水平上[１１]ꎮ 另外ꎬ牡丹切花普遍存在褪色现象ꎬ无
法呈现原本的颜色ꎬ这与其花青素苷含量低有关ꎮ
然而ꎬ低温会诱导花青素苷合成相关基因的表达ꎬ使
花青素苷含量升高ꎮ 前人研究发现 １５ ℃的低温条

件对长叶车前(Ｐｌａｎｔａｇｏ ｌａｎｃｅｏｌａｔａ)花瓣中花青素苷

积累有促进作用[１２]ꎬ在菊花花青素苷合成途径中ꎬ
温度主要通过调控下游基因 ＤＦＲ 和 ＡＮＳ 的表达量

影响花瓣中花青素苷的合成和呈色[１３]ꎮ 为此ꎬ本研

究以牡丹洛阳红切花为材料ꎬ研究低温对切花花色

和花青素苷含量的影响ꎬ并通过分析花青素苷合成

相关的 ５ 个调节基因和 ６ 个结构基因的表达量ꎬ解
析牡丹洛阳红切花在开放过程中花青素苷的合成受

低温调控的分子机制ꎬ为后续利用采后手段提高牡

丹洛阳红切花花色品质奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

试验材料为牡丹洛阳红开花级别为蕾开期的

Ｓ１ 级[１４]切花ꎬ取自河南省洛阳市孟津县朝阳镇卫

坡村ꎮ

１􀆰 ２　 低温处理

在蒸馏水中重新剪切花枝至 ２０ ｃｍ 瓶插于盛有

１００ ｍＬ 的 ０􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ 次氯酸钠溶液中ꎮ 试验进行以

下处理:设定温度为 １５ ℃ 和 ４ ℃ꎬ对照组温度为

２２ ℃ꎮ 各处理均设定光照强度 ４０ μｍｏｌ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ
相对湿度 ５０％ ꎮ 各处理均瓶插 ３０ 枝采后切花ꎬ每
天定时更换瓶插液ꎮ 每 ２ ｄ 在瓶插液中剪枝约 １ ｃｍ
以防止伤口处微生物大量繁殖堵塞导管ꎮ

待各处理切花开放至不同级别(表 １)时进行随

机取样ꎬ测定花色表型后分别称取约 ０􀆰 ２ ｇ 中层花

瓣(从外到内第 ４ ~ ６ 轮花瓣)用锡箔纸包好ꎬ标记

重量ꎬ液氮速冻后保存于 － ８０ ℃ꎬ用于花青素苷含

量的测定及基因表达的分析ꎮ 每个级别的取样各重

复 ３ 次ꎮ

表 １　 牡丹洛阳红切花不同发育级别的性状描述[１４]

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎ￣
ｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ Ｐ􀆰 ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ ‘ Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｏｎｇ ’
ｃｕｔ ｆｌｏｗｅｒ[１４]

级别

Ｓｔａｇｅ
形状描述

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

蕾开期(Ｓ１) 　 花蕾顶端开始微裂ꎬ花蕾开始发宣ꎬ花瓣已显

色ꎬ萼片松动ꎬ俗称“松口”ꎮ

破绽期(Ｓ２) 　 萼片松开但直立ꎬ包住花苞ꎬ花瓣从萼片中露出

部分占整个花朵的 １ / ２ꎮ

初开期(Ｓ３) 　 萼片较松散外翻ꎬ倾斜向上包理ꎬ花瓣仍为合拢

状ꎬ隐约可见花心ꎮ

半盛开期(Ｓ４) 　 萼片完全水平ꎬ外层花瓣向上形成 １２０ ~ １５０°的
夹角ꎮ

盛开期(Ｓ５) 　 萼片完全开展ꎬ并个别下垂ꎬ外层花瓣与花茎垂

直甚至弯曲向下ꎬ花瓣完全开展ꎬ松散状ꎬ达到最

大花径ꎬ可以清楚地看见雄蕊或花心ꎬ达到最佳观

赏状态ꎮ

１􀆰 ３　 花色表型测定

对不同处理的各个开放级别切花的花色进行测

定ꎮ 使用色差仪 ( ＮＦ３３３ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒꎬＮｉｐｐｏｎ
ｄｅｎｓｈｏｋｕ)对各处理切花中层花瓣中部进行花色测

量ꎬ记录花色参数明度 ( Ｌ∗ )、红度 ( ａ∗ ) 和蓝度

(ｂ∗)值ꎮ 每个处理测量 ３ 枝切花ꎬ单枝切花重复测

定 ５ 次ꎮ 通过测定的 ａ∗、 ｂ∗ 值ꎬ计算出彩度 Ｃ∗

值[１５]ꎬ公式如下:Ｃ∗ ＝ ( ａ２ ＋ ｂ２ ) １ / ２ꎮ 测量数据经

Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ 统计分析ꎮ
１􀆰 ４　 总花青素苷的提取与含量测定

参考 Ａ􀆰 Ｎａｋａｔｓｕｋａ 等[１６] 花青素苷测定方法ꎬ每

６９２
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个处理每个级别测量 ３ 朵花ꎬ每朵花称取约 ０􀆰 ２ ｇ
中层花瓣ꎬ将花瓣于液氮中研磨ꎬ加入 １０ ｍＬ １％
(ｖ / ｖ)盐酸甲醇溶液ꎬ４ ℃条件下静置 ２４ ｈꎮ 离心过

滤取上清液ꎬ用分光光度计 Ｂｅｃｋｍａｎ ＤＵ￣８００(Ｂｅｃｋ￣
ｍａｎ ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬＦｕｌｌｅｒｔｏｎꎬＣＡ)测定波长 ５２６ ｎｍ 下

提取液中的吸光度(ＯＤ)ꎬ除以样品鲜重得到最终

花青素苷含量ꎮ 测量数据经 Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ 统计分析ꎮ
１􀆰 ５　 花瓣总 ＲＮＡ 的提取和花青素苷合成关键基

因的表达

课题组前期对牡丹洛阳红花瓣进行转录组测

序ꎬ分离了相关结构基因和调节基因 ｃＤＮＡ 全长序

列ꎬ对各调节基因编码的氨基酸序列保守区域及其

系统进化树进行了分析ꎬ筛选出与牡丹洛阳红花青

素苷合成相关的调节基因[１１]ꎬ以此做为本研究的目

的基因ꎮ 采用 ＣＴＡＢ 法[１７]提取各个样品的总 ＲＮＡꎬ
参照 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司 Ｍ￣ＭＬＶ 反转录酶说明书反转录

合成 ｃＤＮＡ 后保存于 － ２０ ℃ 备用ꎮ 采用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
Ｍｉｎｉｏｐｔｉｃｏｎ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪(Ｂｉｏ￣ＲａｄꎬＵＳＡ)进行

目标基因实时荧光定量 ＰＣＲ 表达分析ꎮ 各目标基

因登录号及表达分析所用引物见表 ２ꎬ以牡丹 Ｐｓｕｂ￣
ｉｑｕｉｔｉｎ 基因为内参[１８]ꎬ进行荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ每
个样品设 ３ 次重复ꎮ 荧光值由 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ＣＦＸ ２􀆰 ０ 软

件直接读取ꎬ采用 ２一△△ＣＴ 方法进行数据分析[１９]ꎮ
测量数据经 Ｅｘｃｅｌ、ＳＰＳＳ 统计分析ꎮ

表 ２　 牡丹洛阳红花青素苷合成相关基因序列登录号及表达分析所用引物[１１]

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｐ􀆰 ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ‘Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｏｎｇ’ [１１]

基因

Ｇｅｎｅ
登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
引物序列(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

ＰｓｂＨＬＨ１ ＫＪ４６６９７０ Ｂ１￣Ｆ
Ｂ１￣Ｒ

ＴＡＡＡＧＣＧＡＧＣＡＡＴＡＣＡＣＣＡＡＡＴＡＡＴ
ＧＧＴＧＡＡＣＴＴＧＧＧＡＴＴＣＴＣＴＣＴＡＡＣＴ

ＰｓｂＨＬＨ３ ＫＪ４６６９７２ Ｂ３￣Ｆ
Ｂ３￣Ｒ

ＧＴＣＣＡＴＴＴＣＡＡＴＴＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧ
ＧＡＡＴＡＣＡＡＡＣＧＡＣＡＴＧＣＡＣＡＣＣＡ

ＰｓＷＤ４０￣１ ＫＪ４６６９７３ Ｗ１￣Ｆ
Ｗ１￣Ｒ

ＧＡＣＡＴＣＣＧＣＴＴＴＣＣＧＡＣＧＣＴ
ＡＧＴＴＧＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＧＣＣＣＣＴＧＣ

ＰｓＷＤ４０￣２ ＫＪ４６６９７４ Ｗ２￣Ｆ
Ｗ２￣Ｒ

ＣＣＡＡＣＴＣＣＧＣＴＴＣＣＴＣＡＣＴＴＣ
ＣＴＣＡＡＣＣＡＣＡＣＣＣＣＴＣＴＣＣＡＣ

ＰｓＭＹＢ２ ＫＪ４６６９７５ Ｍ２￣Ｆ
Ｍ２￣Ｒ

ＧＧＴＧＧＴＣＴＴＴＧＡＴＴＧＣＴＧＧＧＡＧ
ＴＣＴＧＴＴＧＧＡＴＴＴＧＧＧＴＴＡＧＧＧＣＴＧ

ＰｓＣＨＳ１ ＫＪ４６６９６４ ＣＨＳ１￣Ｆ
ＣＨＳ１￣Ｒ

ＡＧＣＡＧＡＧＡＡＣＡＡＣＡＡＡＧＧＧＴＣＡＣＧ
ＴＣＡＧＣＡＣＣＧＡＣＡＡＴＡＡＣＣＧＣＡＧ

ＰｓＣＨＩ１ ＫＪ４６６９６５ ＣＨＩ１￣Ｆ
ＣＨＩ１￣Ｒ

ＡＡＡＴＴＣＣＣＡＣＣＴＧＧＴＴＣＴＴＣＴＡＴＴＣ
ＣＴＣＣＴＴＴＧＡＣＣＴＴＡＴＣＣＡＴＣＣＴＴＣＡ

ＰｓＦ３Ｈ１ ＫＪ４６６９６６ Ｆ３Ｈ１￣Ｆ
Ｆ３Ｈ１￣Ｒ

ＣＣＣＡＡＧＧＴＡＧＣＣＴＡＣＡＡＣＣＡＡ
ＧＡＡＡＡＴＣＣＣＣＣＡＧＴＣＴＴＣＡＣＡ

ＰｓＦ３′Ｈ１ ＫＪ４６６９６７ Ｆ３’Ｈ１￣Ｆ
Ｆ３’Ｈ１￣Ｒ

ＡＡＣＴＴＧＴＴＣＡＣＧＧＣＡＧＧＧＡＣＴ
ＧＧＣＴＴＧＧＧＣＴＡＧＧＡＴＴＴＴＡＧＧ

ＰｓＤＦＲ１ ＫＪ４６６９６８ ＤＦＲ１￣Ｆ
ＤＦＲ１￣Ｒ

ＴＧＡＴＡＡＡＧＣＣＡＡＣＡＡＴＡＡＡＴＧＧＡＡＴＧ
ＣＡＣＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＴＣＧＴＣＡＴＡＣＡＣ

ＰｓＡＮＳ１ ＫＪ４６６９６９ ＡＮＳ１￣Ｆ
ＡＮＳ１￣Ｒ

ＧＣＣＣＴＣＡＣＴＴＴＣＡＴＣＣＴＣＣＡＣＡＡＣ
ＡＡＡＡＣＴＧＣＣＣＡＣＧＡＡＡＴＣＣＴＴＡＣＣＴ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 低温对切花花色的影响

不同温度处理后目测发现各处理对牡丹洛阳红

切花花色影响不同ꎮ 当切花开放至盛开期(Ｓ５)时ꎬ
与 ２２ ℃处理相比ꎬ４ ℃和 １５ ℃处理均使切花花色

加深ꎮ ４ ℃与 １５ ℃处理切花花色相比ꎬ目测无明显

差异ꎮ

使用色差仪对切花中层花瓣中部花色测量的结

果表明 (表 ３)ꎬ各处理明度 ( Ｌ∗ ) 在切花破绽期

(Ｓ２)、初开期(Ｓ３)时无明显差异ꎬ而在切花开放至

半盛开期(Ｓ４)、盛开期(Ｓ５)期间ꎬ４ ℃和 １５ ℃处理

切花明度 Ｌ∗值显著小于对照组ꎮ ４ ℃处理与 １５ ℃
处理相比切花明度 Ｌ∗值无明显差异ꎮ

各处理切花红度 ( ａ∗ ) 在切花开放至初开期

(Ｓ３)时即出现差异有统计学意义ꎮ 初开期至盛开

７９２
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期(Ｓ３ ~ Ｓ５)期间ꎬ４ ℃处理和 １５ ℃处理切花 ａ∗值

均显著高于 ２２ ℃对照组ꎮ ４ ℃处理与 １５ ℃处理切

花相比ꎬ破绽期至盛开期(Ｓ２ ~ Ｓ５)期间红度 ａ∗值

无明显差异ꎮ
各处理切花蓝度( ｂ∗)值在切花破绽期至盛开

期(Ｓ２ ~ Ｓ５)期间均呈现先升高后降低的趋势ꎬ并在

半盛开期(Ｓ４)时达到最大ꎮ 总体来看ꎬ４ ℃处理的

切花 ｂ∗值在初开期至盛开期(Ｓ３ ~ Ｓ５)期间均高于

其他处理ꎬ并在个别点达到差异有统计学意义ꎻ１５
℃处理切花 ｂ∗ 值在盛开期 ( Ｓ５) 时显著低于对

照组ꎮ
花瓣的彩度(Ｃ∗)最能体现花朵的整体色彩水

平ꎮ ４ ℃和 １５ ℃处理切花 Ｃ∗值在整个切花开放进

程中呈逐渐上升趋势ꎬ且在初开期至盛开期(Ｓ３ ~
Ｓ５)期间显著高于对照组ꎮ 表明 ４ ℃和 １５ ℃处理

切花均在初开期至盛开期(Ｓ３ ~ Ｓ５)期间显著提高

了切花彩度ꎮ ４ ℃ 处理与 １５ ℃ 处理切花相比无

差异ꎮ
综上可知ꎬ４ ℃和 １５ ℃处理切花明显降低花色

明度ꎬ增加花色红度和彩度ꎬ加深切花花色ꎬ从而提

高了牡丹洛阳红切花花色品质ꎮ ４ ℃处理与 １５ ℃
处理切花相比ꎬ明度、红度和彩度均无明显差异ꎬ温
度越低切花蓝度值越大ꎮ 这与目测的切花表型变化

结果相一致ꎮ

表 ３　 牡丹洛阳红切花不同温度处理下花色 Ｌ∗ꎬａ∗ꎬｂ∗和 Ｃ∗值分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐ􀆰 ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ‘Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｏｎｇ’ｃｕｔ ｆｌｏｗｅｒ ｃｏｌｏｒ Ｌ∗ꎬａ∗ꎬｂ∗ａｎｄ Ｃ∗ ｖａｌｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔｓ

开花级别

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ
处理条件

Ｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

表色系统 Ｃｏｌｏｒ ｓｙｓｔｅｍ
明度

Ｌ∗

红度

ａ∗

蓝度

ｂ∗
彩度

Ｃ∗

Ｓ２ ４ ℃ ５４􀆰 １９ ± １􀆰 ５９ａ ３９􀆰 ２５ ± １􀆰 ３５ａ － ２１􀆰 ５３ ± １􀆰 ９６ａｂ ４４􀆰 ８９ ± １􀆰 ６７ａ
１５ ℃ ５３􀆰 ５０ ± １􀆰 ０７ａ ４０􀆰 ７２ ± １􀆰 ４０ａ － ２３􀆰 ７０ ± ０􀆰 ９５ａ ４５􀆰 ３８ ± １􀆰 １８ａ
２２ ℃ ５６􀆰 ５６ ± １􀆰 ７５ａ ３８􀆰 １９ ± １􀆰 ４５ａ － ２３􀆰 ５２ ± １􀆰 ２３ａ ４１􀆰 ９７ ± １􀆰 ３９ａｂ

Ｓ３ ４ ℃ ５３􀆰 ７０ ± １􀆰 ２８ａ ４０􀆰 ７０ ± １􀆰 １３ａ － １９􀆰 ５１ ± ０􀆰 ６４ｂ ４５􀆰 １１ ± １􀆰 ２０ａ
１５ ℃ ５３􀆰 ３９ ± １􀆰 ７８ａ ４０􀆰 ６５ ± １􀆰 ００ａ － ２３􀆰 ５９ ± ０􀆰 ９７ａ ４６􀆰 ０７ ± １􀆰 １３ａ
２２ ℃ ５４􀆰 ０２ ± １􀆰 ２３ａ ３８􀆰 ４６ ± １􀆰 １５ｂ － ２３􀆰 ９３ ± １􀆰 ０４ａ ４２􀆰 ０１ ± ０􀆰 ６７ｂ

Ｓ４ ４ ℃ ５６􀆰 ６３ ± １􀆰 １７ｂ ４１􀆰 １１ ± １􀆰 ２９ａ － １７􀆰 ０４ ± ０􀆰 ７０ｂ ４６􀆰 ３２ ± １􀆰 ３２ａ
１５ ℃ ５６􀆰 ８２ ± １􀆰 １７ｂ ４０􀆰 ０８ ± ２􀆰 ００ａｂ － ２３􀆰 ２７ ± １􀆰 ３４ａ ４６􀆰 ３７ ± １􀆰 １０ａ
２２ ℃ ６０􀆰 ４５ ± １􀆰 ５７ａ ３５􀆰 ０７ ± １􀆰 ４６ｃ － ２２􀆰 ３９ ± １􀆰 ０２ａ ４３􀆰 ６７ ± １􀆰 ０６ｂ

Ｓ５ ４ ℃ ５５􀆰 ６２ ± ２􀆰 ４０ｂ ４１􀆰 ８２ ± １􀆰 １２ａｂ － ２１􀆰 ４９ ± ０􀆰 ６７ｂ ４７􀆰 １６ ± １􀆰 ２４ａ
１５ ℃ ５１􀆰 ６５ ± ０􀆰 ９７ｂ ４４􀆰 ２９ ± ２􀆰 ６３ａ － ２５􀆰 ４２ ± １􀆰 ３２ａ ４８􀆰 １６ ± ０􀆰 ７８ａ
２２ ℃ ５８􀆰 ９４ ± １􀆰 ２０ａ ３４􀆰 ６５ ± １􀆰 ３４ｃ － ２２􀆰 ８４ ± ０􀆰 ９２ｂ ４２􀆰 ８０ ± １􀆰 １７ｂ

不同小写字母表示同一树种不同处理在 ０􀆰 ０５ 水平差异有统计学意义ꎮ 数据表示为平均值 ± 标准误(Ｎ ＝ ３)ꎮ 下同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ０􀆰 ０５ ｌｅｖｅｌｓ􀆰 Ｖｅｒｔｉｃａｌ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ ｏｆ ３
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ􀆰 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

２􀆰 ２　 低温对切花总花青素苷含量的影响

对不同处理下牡丹洛阳红切花在发育过程中总

花青素苷含量测定后发现ꎬ各处理切花花青素苷含量

在切花开放期间均呈现逐渐升高的趋势ꎮ ４ ℃和

１５ ℃处理切花花青素苷含量在破绽期至盛开期(Ｓ２ ~
Ｓ５)期间均高于２２ ℃对照组ꎮ ４ ℃处理与１５ ℃处理切

花相比花青素苷含量无明显差异(图 １)ꎮ 此结果与不

同处理下切花花色变化趋势基本相一致ꎮ
２􀆰 ３　 低温对牡丹洛阳红切花花青素苷合成关键基

因表达量的影响

２􀆰 ３􀆰 １　 不同处理对牡丹切花花青素苷合成相关调

节基因表达量的影响　 以牡丹 Ｐｓｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 基因作为

内参基因ꎬ通过实时荧光定量 ＰＣＲ 法对牡丹花青

图 １　 牡丹洛阳红切花不同温度处理下花青素苷含量

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｉｎ Ｐ􀆰
ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ‘Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｏｎｇ’ｃｕｔ ｆｌｏｗｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

８９２
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素苷合成相关的调节基因 ＰｓＭＹＢ２、 ＰｓＷＤ４０￣１、
ＰｓＷＤ４０￣２、ＰｓｂＨＬＨ１、ＰｓｂＨＬＨ３ 表达量进行分析ꎮ 结

果如图 ２ 所示ꎬ破绽期(Ｓ２)、初开期(Ｓ３)时ꎬ４ ℃处

理切花 ＰｓｂＨＬＨ１、ＰｓｂＨＬＨ３ 和 ＰｓｂＭＹＢ２ 基因表达量

均显著高于对照组ꎮ 破绽期(Ｓ２)时ꎬ１５ ℃处理切花

ＰｓｂＨＬＨ１ 和 ＰｓｂＨＬＨ３ 基因表达量显著高于对照组ꎬ
且与 ４ ℃ 处理相比无明显差异ꎮ 初开期( Ｓ３)时ꎬ
１５ ℃处理切花 ＰｓｂＨＬＨ１ 和 ＰｓｂＭＹＢ２ 基因表达量均

显著高于对照组ꎬ且与 ４ ℃处理相比无明显差异ꎮ
半盛开期(Ｓ４)时ꎬ４ ℃ 和 １５ ℃ 处理切花 ＰｓｂＨＬＨ３
基因显著高于对照组ꎮ 盛开期(Ｓ５)时ꎬ４ ℃和 １５ ℃
处理切花 ＰｓｂＨＬＨ１ 基因显著高于对照组ꎮ 整体来

看ꎬＰｓｂＨＬＨ３ 和 ＰｓＭＹＢ２ 基因的表达量呈现逐渐下

降的趋势ꎬ且表达量峰值均在破绽期(Ｓ２)ꎮ 各处理

比较发现 ＰｓＷＤ４０￣１ 和 ＰｓＷＤ４０￣２ 基因的表达量在

切花开放期间均无明显差异ꎮ

图 ２　 牡丹洛阳红切花不同温度处理下花青素苷合成调节基因的相对表达量分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｐ􀆰 ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ
‘Ｌｕｏｙａｎｇ Ｈｏｎｇ’ｃｕｔ ｆｌｏｗｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２􀆰 ３􀆰 ２　 不同处理对牡丹切花花青素苷合成相关结

构基因表达的影响　 对花青素苷代谢途径中相关

结构基因表达量进行分析的结果如图 ３ 所示ꎬ破
绽期 ( Ｓ２ ) 时ꎬ４ ℃ 处理切花 ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１ 和

ＰｓＦ３′Ｈ１ 基因表达量均显著高于对照组ꎻ相同级

别ꎬ１５ ℃处理切花 ＰｓＣＨＳ１ 和 ＰｓＣＨＩ１ 基因表达量

显著高于对照组ꎬＰｓＦ３′Ｈ１ 基因表达量显著低于

４ ℃处理而与对照组切花相比无明显差异ꎮ 初开

期 ( Ｓ３ ) 时ꎬ ４ ℃ 处 理 切 花 ＰｓＣＨＳ１、 ＰｓＣＨＩ１ 和

ＰｓＡＮＳ１ 基因表达量显著高于对照组ꎬ ＰｓＦ３Ｈ１、
ＰｓＡＮＳ１ 和 ＰｓＤＦＲ１ 基因表达量显著高于 １５ ℃ 处

理ꎮ 半盛开期 ( Ｓ４ ) 时ꎬ ４ ℃ 和 １５ ℃ 处理切花
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ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１ 和 ＰｓＤＦＲ１ 基因表达量均显著高

于对 照 组ꎮ 盛 开 期 ( Ｓ５ ) 时ꎬ ４ ℃ 处 理 切 花

ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１ 和 ＰｓＤＲＦ１ 基因表达量均显著高

于对照组ꎻ相同级别ꎬ１５ ℃ 处理切花 ＰｓＦ３′Ｈ１ 和

ＰｓＤＦＲ１ 基因显著高于对照组ꎮ 牡丹洛阳红切花

开放过程中ꎬ各处理结构基因 ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１、
ＰｓＦ３Ｈ１ 和 ＰｓＤＦＲ１ 的表达量均呈现逐渐下降的趋

势ꎬ其中 ＰｓＤＲＦ１ 和 ＰｓＡＮＳ１ 的表达量峰值均在初

开期(Ｓ３)ꎮ 各处理比较发现 ＰｓＦ３Ｈ１ 基因的表达

量无明显差异ꎮ

图 ３　 牡丹洛阳红切花不同温度处理下花青素苷合成结构基因的相对表达量分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｐ􀆰 ｓｕｆｆｒｕｔｉｃｏｓａ
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３　 讨论

本研究发现 ４ ℃和 １５ ℃的低温条件增加了牡

丹洛阳红切花花瓣花青素苷含量ꎬ改善切花花色品

质ꎬ表现为降低花色明度和增加花色红度、彩度ꎮ 低

温对花青素苷含量的促进作用在其他物种中也有报

道ꎬ如离体葡 萄[２０] 和 紫 菀 ( Ａｓｔｅｒ ｔａｔａｒｉｃｕｓ ‘ Ｓｕｎ￣
ｇａｉ’) [２１]ꎮ 温度不仅影响花青素苷的合成ꎬ也影响

花青素苷的稳定性ꎮ 所以低温可能促进花青素苷的

生成ꎬ同时也可能抑制花青素苷的降解ꎮ 例如ꎬ在
１５ ℃低温条件下ꎬ长叶车前花瓣中能够积累更多花

青素苷ꎬ而在 ２７ ℃较高温度下ꎬ花青素苷含量有较

大减少ꎮ 这是因为较高的温度加速花青素苷的降

解ꎬ而低温会减缓花青素苷的降解速率[５]ꎮ
花青素苷在植物细胞中的含量与植物花青素苷

合成结构基因的表达水平有着紧密的联系[２２￣２３]ꎮ
低温诱导花青素苷合成结构基因的表达ꎬ使花青素

苷含量升高ꎬ如可使花青素苷合成上游途径中 ＣＨＳ
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和 ＣＨＩ 基因的转录水平升高几倍ꎮ 在牡丹洛阳红

切花开放前期(Ｓ２、Ｓ３)ꎬ与 ２２ ℃处理相比ꎬ４ ℃ 和

１５ ℃处理下的 ＰｓＣＨＳ１ 和 ＰｓＣＨＩ１ 表达水平有明显

的上调ꎬ说明低温促进了切花花青素苷合成结构基

因中 ＰｓＣＨＳ１ 和 ＰｓＣＨＩ１ 的表达ꎮ 推测低温主要调

控牡丹洛阳红切花花青素苷上游合成途径中的

ＰｓＣＨＳ１ 和 ＰｓＣＨＩ１ 来 影 响 花 青 素 苷 的 积 累ꎮ
Ｅ􀆰 Ｊ􀆰 Ｈｕｈ 等[２４]研究发现花青素苷下游合成途径中

的 ＤＦＲ 和 ＡＮＳ 基因对温度的响应很敏感ꎮ 本研究

发现 ４ ℃处理下的 ＰｓＦ３′Ｈ１、ＰｓＤＦＲ１ 和 ＰｓＡＮＳ１ 基

因的表达量在 Ｓ３ 时期均显著高于 １５ ℃处理ꎮ 说明

低温对牡丹洛阳红切花花青素苷下游合成途经的

ＰｓＦ３′Ｈ１、ＰｓＤＦＲ１ 和 ＰｓＡＮＳ１ 基因的响应也很敏感ꎬ
温度越低ꎬ相关基因对温度的敏感度越强ꎮ 这也可

能是因为离体切花对温度因子的刺激相对较敏感ꎮ
由上述分析可以得出ꎬ低温主要对花青素苷合成相

关结构基因中的 ＰｓＣＨＳ１、ＰｓＣＨＩ１、ＰｓＦ３′Ｈ１、ＰｓＤＦＲ１
和 ＰｓＡＮＳ１ 进行调控来影响牡丹洛阳红切花花青素

苷的积累ꎬ这些基因高丰度的表达是导致切花花青

素苷含量增加、花色加深的原因ꎮ 韩科厅等[２５] 对菊

花的研究发现ꎬ花青素苷合成基因表达出现峰值的

时间比花青素苷含量出现峰值的时间早ꎬ说明花青

素苷合成相关基因的高表达对花青素苷的积累有持

续性作用ꎮ 从而解释了牡丹洛阳红切花开放后期

(Ｓ４、Ｓ５)相关基因表达量逐渐下降ꎬ而花青素苷仍

保持高含量的原因ꎮ
调节基因在转录水平上对花青素苷的调控在许

多植物中得到揭示[２６￣２７]ꎮ 随着转录因子对温度的

响应ꎬ花青素苷的最终积累量也会发生不同程度的

变化ꎮ ｂＨＬＨ 蛋白以二聚体的形式结合到特意的

ＤＮＡ 序列上来调控下游基因的表达[２８]ꎮ 比较分析

本研究中 ＰｓｂＨＬＨ１、ＰｓｂＨＬＨ３ 调节基因和下游结构

基因 ＰｓＤＦＲ１、ＰｓＡＮＳ１、ＰｓＦ３Ｈ１、ＰｓＦ３′Ｈ１ 表达量发

现ꎬ低温显著促进了 ＰｓｂＨＬＨ１、ＰｓｂＨＬＨ３ 调节基因和

下游结构基因 ＰｓＤＦＲ１、ＰｓＡＮＳ１、ＰｓＦ３′Ｈ１ 的表达ꎮ
其中 ＰｓｂＨＬＨ３ 基因表达量的峰值比 ＰｓＤＦＲ１ 出现早

一个开花级别ꎻ而 ＰｓｂＨＬＨ１ 基因未找到类似明显规

律ꎮ 另外ꎬＸ􀆰 Ｂ􀆰 Ｘｉｅ 等[２９] 研究发现苹果 ＭｄｂＨＬＨ３
转录因子可以结合到 ＭｄＤＦＲ 的启动子ꎬ上调此结

构基因的表达ꎮ 由此推测 ＰｓｂＨＬＨ３ 对牡丹洛阳红

切花花青素苷下游合成途径中的结构基因 ＰｓＤＦＲ１
的表达起着正调控作用ꎮ Ｙ􀆰 Ｂａｎ 等[３０] 对苹果(Ｍａ￣
ｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ)果皮研究发现 ＭｄＭＹＢＡ 转录因子与

ＡＮＳ 的启动子结合ꎬ受到低温诱导后会促进果皮花

青素苷含量增加ꎮ 本研究中ꎬ低温处理显著促进了

牡丹洛阳红切花花青素苷合成相关的调节基因

ＰｓＭＹＢ２ 和 结 构 基 因 ＰｓＣＨＳ１、 ＰｓＣＨＩ１、 ＰｓＡＮＳ１、
ＰｓＦ３′Ｈ１的表达ꎮ 分析发现 ＰｓＭＹＢ２ 基因表达量的

峰值比 ＰｓＡＮＳ１ 出现早一个开花级别ꎮ 进而推测受

低温影响后ꎬＰｓＭＹＢ２ 对牡丹洛阳红花青素苷下游

合成途径中的结构基因 ＰｓＡＮＳ１ 的表达起着正调控

作用ꎮ 然而ꎬＰｓＭＹＢ２ 和 ＰｓｂＨＬＨ３ 调节基因在花青

素苷合成途径中是否对上述相应结构基因起到关键

性作用还需进一步研究验证ꎮ 由于转录因子间的复

杂互作及该作用的时空差异性ꎬ目前仅在部分模式

植物体内揭示了其转录调控机制[２]ꎮ 牡丹洛阳红

体内与花青素苷合成相关的调节基因如何发挥作用

还需深入探讨ꎮ
综上所述ꎬ低温使牡丹洛阳红切花花色明度下

降ꎬ红度和彩度增加ꎬ花瓣花青素苷含量增加ꎮ 分析

与花青素苷合成相关基因的表达量得出ꎬ低温通过

调控与花青素苷合成相关的 ＰｓＣＨＳ１、 ＰｓＣＨＩ１、
ＰｓＦ３′Ｈ１、ＰｓＡＮＳ１、ＰｓＤＦＲ１、ＰｓＭＹＢ２、ＰｓｂＨＬＨ１ 和 Ｐｓ￣
ｂＨＬＨ３ 基因的表达量来影响花青素苷的积累与合

成ꎮ 另外ꎬ 下游合成途径中 ＰｓＤＦＲ１、 ＰｓＡＮＳ１ 和

ＰｓＦ３′Ｈ１ 基因对低温的响应相对敏感ꎬ４ ℃ 处理后

基因的表达量大幅上调ꎬ且显著高于 １５ ℃处理组ꎮ
此研究为后续利用采后手段提高牡丹洛阳红切花花

色品质奠定了理论基础ꎬ对切花花色改良的研究具

有十分重要的意义ꎮ 长时间的低温处理能够增加切

花花瓣花青素苷的含量并改善花色ꎬ然而短时间低

温处理能否也有积极的效果需后续研究验证ꎮ
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