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休眠期间油桃花芽碳水化合物代谢及其相关基因的表达变化
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摘要: 以十年生大田和三年生盆栽‘曙光’油桃花芽为材料, 分别测定了其休眠期碳水化合物含量、糖代谢相关基因的季节

性表达及低温处理下相关基因的表达变化, 旨在探讨碳水化合物及低温与休眠的关系。结果表明: 休眠期间可溶性糖(主
要是蔗糖)含量逐渐增加, 淀粉含量则呈相反趋势。糖代谢相关基因表达明显不同: 腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶基因

(AGPase)无明显变化; 组氨酸H3基因(HisH3)和己糖激酶1基因(HK1)在进入内休眠前有明显上升, 蔗糖合酶基因(SuSy)则与

之相反; 尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶(UGPase)表达总体上呈上调趋势, 在进入内休眠后稍有下调。表明进入内休眠后, 
依赖HK1的糖信号转导途径起重要作用。在4 ℃处理后, 与细胞分裂有关的基因HisH3含量急剧升高, 而后下降, 说明细胞

分裂的减少并不是休眠期间抑制生长的原因; UGPase表现出与内休眠期一致的变化趋势, 说明对低温有一定的适应性。
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Abstract: To determine relationships among carbohydrate, low temperature and dormancy, the carbohydrate 
content, the seasonal expression of sugar metabolism related genes and transcript expression of related genes 
under low temperature were examined using floral buds of ten-year-old field-grown and three-year-old potted 
‘Shuguang’ nectarine (Prunus persica var. nectariana cv. ‘Shuguang’), respectively. The results indicated that 
soluble sugar (mainly sucrose) contents in floral buds increased gradually during dormancy; while starch con-
tent showed an inverse decreasing pattern. The transcripts of genes involved in sugar metabolism were differen-
tially regulated. The expression of HisH3 (histone H3) and HK1 (hexokinase 1) was distinctly up-regulated be-
fore endo-dormancy, while SuSy (sucrose synthase) displayed a contrary expression pattern. The expression of 
AGPase (adenosine diphosphate glucose pyrophosphorylase) showed no significant change and the expression 
of UGPase (uridine diphosphate glucose pyrophosphorylase) was increased during dormancy. The results dem-
onstrate that HK1-dependent sugar signaling pathway may play an important role after entering endo-dormancy. 
The expression of cell division related gene HisH3 increased dramatically and then decreased after low temper-
ature treatment, indicating that inhibition of growth during endo-dormancy was not a consequence of reduced 
cell division availability. UGPase has an adaptability to low temperature to some extent for it shows a parallel 
trend between endo-dormant period and low temperature treatment.
Key words: dormancy; carbohydrate; low temperature; gene expression; nectarine floral buds

休眠是一种复杂的生命现象, 伴随着生长停

止、叶片衰老及对秋冬低温的适应。休眠性状的

表达是一系列基因表达的综合体现, 涉及到一系

列复杂的生理生化反应和信号转导过程。碳水化

合物是休眠期间生命活动的主要能量来源(Sher-
son等2003), 其中蔗糖和葡萄糖作为主要的可溶性

碳水化合物 ,  在植物的信号转导中起着重要作

用。桃芽中淀粉和可溶性糖质量分数变化趋势与

其内休眠进程密切相关(王海波等2009)。高东升

等(1999)研究发现, 低温条件下淀粉的降解和可溶

性糖的增加标志着内休眠的结束。Gonzalez-Rossia
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等(2008)研究认为山梨醇、果糖和葡萄糖是桃树

树皮中主要的糖类, 蔗糖和棉子糖则含量较低, 但
随着低温对休眠的诱导, 山梨醇和淀粉含量下降, 
葡萄糖和果糖含量升高。在休眠期间, 桃树花芽

及芽下方组织有明显的蔗糖吸收活动, 而且这种

吸收活动比非休眠组织活跃(Gevaudant等2001)。
关于桃树休眠期间碳水化合物代谢, 生理水

平的研究较多, 而分子水平的研究报道不多。为

了进一步揭示在转录水平上碳水化合物代谢、低

温与休眠的关系, 我们探讨了桃树花芽休眠期间

糖代谢相关基因及低温条件下休眠相关基因的差

异表达, 从分子水平为休眠机制的研究提供理论

依据。

材料与方法

1  材料

实验于2009年9月~2010年3月在山东农业大

学进行。实验材料为群星园艺场十年生‘曙光’油
桃(Prunus persica var. nectariana cv. ‘Shuguang’), 
生长势一致, 试验期间正常管理。采集树冠外围

生长一致且健壮的一年生枝条上的花芽, 液氮冷

冻, -80 
℃冷藏, 用于测定桃树体内碳水化合物含

量及其相关基因的变化。在2009年10月6日, 挑选

3盆三年生盆栽‘曙光’油桃放入人工气候室, 进行

低温实验。人工气候室条件为: 温度4 ℃; 昼/夜为

16 h/8 h, 光照强度约350 μmol·m-2·s-1; 处理时间15 
d。分别采集0、1、2、4、7、15 d的油桃花芽, 液
氮冷冻后放入-80 ℃冷藏。

休眠期的确定参照王孝娣(2008)的方法。从9
月8日起大约每7 d采集10条树冠外围生长健壮一

致的新梢, 去掉叶和新梢上部5 cm顶芽, 在光照培

养箱内采用清水培养法确定休眠状态。此条件下

培养约8周后, 桃芽无萌芽现象, 确定进入内休眠

期。

2  方法

2.1  RNA提取、鉴定及纯化

用改良CTAB法进行(Gambino等2008)。RNA
提取用到的所有玻璃仪器(包括研钵)清洗干净后

在200 
℃下烘6~8 h, 塑料制品用0.1%的焦碳酸二

乙酯(DEPC)于37 
℃过夜浸泡后高压灭菌。液体试

剂配好后加入0.1%的DEPC高压灭菌(Tris-HCl用
DEPC处理且灭菌的ddH2O配制)。最后去除基因

组DNA, 参照TaKaRa DNase I (RNase free)使用说

明书。

2.2  荧光定量PCR分析

cDNA合成参照TaKaRa Reverse Transcriptase 
M-MLV (RNase H-)使用说明书进行。从NCBI上查

得各基因的数据信息如下: 己糖激酶1 (hexokinase 
1, HK1)基因从桃(AF367451)获得, 蔗糖合酶(su-
crose synthase, SuSy)基因从桃(AF367450)获得, 腺
苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶(adenosine diphosphate 
glucose pyrophosphorylase, AGPase)基因从桃

(DY641336)获得, 尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶

(uridine diphosphate glucose pyrophosphorylase, 
UGPase)基因从梨(AB069659)和大豆(BT093526)
等作物获得, 组氨酸H3 (histone H3, HisH3)基因从

豌豆(AJ002555)和番茄(EF661028)等作物获得。

按照标准qPCR引物设计原则设计‘曙光’油桃碳水

化合物代谢关键酶基因的qPCR引物(表1), 其中内

参基因Actin的正向引物为: 5′-GTTATTCTTCAT-
CGGCGTCTTCG-3′, 反向引物为5′-CTTCACCATTC-
CAGTTCCATTGTC-3′。反应在Bio-Rad IQTM 5 
Optical Module荧光定量PCR仪上进行, 反应体系

配制参照TaKaRa SYBR Premix Ex TaqTM (Perfect 

表1  ‘曙光’油桃碳水化合物代谢关键酶基因表达的qPCR引物及序列

Table 1  The primers and their sequences used for the qPCR analysis of the relative gene expression  
involved in carbohydrate metabolic pathway in ‘Shuguang’ nectarine

    基因                                正向引物(5′→3′)	                                            反向引物(5′→3′)                                退火温度/℃      循环数

AGPase TCTGTATGATGGCTACTGGGAAGA GGGTGTAGATTGGGGAGGAAC 60 40
HK1 CTTGATATGCGTGTGTCTGCTCT ACAACATCCCCATTGACATACCT 58 40
HisH3 AGGAGTCAAGAAGCCCCACA TGGGCAATTTCACGAACAAG 57 40
SuSy TTTCTCCCCACGGCTATTTC TAAGCATCTCAGTCTCCAAAGCAC 59 40
UGPase GTTCCCATCCCTAAAGAATAGCGGC CAGCACCCAAGTTGTCCGAGTTAGC 63 40
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Real Time)使用说明书。

2.3  碳水化合物含量的测定

可溶性糖和淀粉的测定参照赵世杰等(2002)
的方法进行。

单糖的测定参考Gesch等(2002)的方法。取4 
g样品, 液氮研磨后加入50 mL离心管, 离心管内加

入15 mL 85%的乙醇; 75 ℃水浴30 min, 2 600×g离
心, 吸取上清液, 加入85%的乙醇, 75 ℃水浴30 min 
(重复3次); 用85%的乙醇过滤, 定容至50 mL; 吸取

10 mL至50 mL离心管, 于75 ℃下彻底烘干后加2 
mL超纯水; 用0.45 μm微孔滤膜过滤至1.5 mL离心

管内, 用高效液相色谱法(HPLC)测定蔗糖、葡萄

糖、果糖的含量。数据分析用SPSS 16.0 ANOVA
分析系统中的Duncan’s multiple range test (DMRT) 
(α=0.05)处理。

结果与讨论

1  RNA纯度和完整性的检测

改良CTAB法提取的RNA经核酸紫外分光光

度计检测, A260/A280在2.0~2.1之间, 产率较高, 琼脂

糖凝胶电泳结果显示18S和28S条带清晰, 无明显

降解(图1), 可以满足后续实验的要求。

2  油桃芽体休眠时间的确定

自然条件下生长的桃树, 由于日照长度变短

和温度降低, 新梢生长速度逐渐降低并最终停止

生长。9月8日采集的芽体发芽时间为11.5 d, 表明

油桃芽体开始进入休眠诱导期。随着环境的变化, 
休眠程度进一步加深, 11月3日时采集的芽体不再

萌发, 认为芽体已进入内休眠。

3  碳水化合物含量的变化

植物体内贮藏物质的流动是植物的一般特征, 
芽内的贮藏物质一般是碳水化合物(Ley等1997)。
在整个休眠期间, 可溶性总糖的变化趋势与淀粉

相反(表2), 前者在休眠诱导后期及内休眠前期有

一个低点, 进入内休眠后及在生态休眠期含量持

续升高, 后者总体呈下降趋势, 这主要与可溶性糖

表2  ‘曙光’油桃花芽碳水化合物含量的变化

Table 2  Changes in carbohydrate contents in ‘Shuguang’ nectarine floral buds 

mg·g-1 (FW)

日期(月-日)	      淀粉   可溶性糖     蔗糖   葡萄糖      果糖

09-08	 18.32±0.50*	 11.32±0.27*	 1.57±0.79*	 2.41±0.05*	 2.83±0.09*

09-15	 19.27±0.37*	 10.19±0.19*	 0.78±0.01*	 2.97±0.03*	 3.78±0.03*

09-22	 22.71±0.07*	 10.99±0.15*	 1.59±0.01*	 1.72±0.01*	 2.32±0.01*

09-29	 21.85±0.29*	 11.78±0.13*	 1.70±0.01*	 1.80±0.01*	 1.99±0.01*

10-06	 21.72±0.28*	 15.04±0.09*	 2.21±0.07*	 1.92±0.00*	 1.37±0.01*

10-13	 19.65±0.34*	 14.27±0.18*	 2.78±0.01*	 2.20±0.02*	 1.02±0.03*

10-20	 20.86±0.43*	 14.27±0.16*	 3.23±0.01*	 2.35±0.02*	 2.06±0.02*

10-27	 21.28±0.12*	 11.10±0.84*	 3.04±0.01*	 2.26±0.01*	 2.05±0.03*

11-03	 15.55±0.28*	    9.99±0.22*	 3.28±0.01*	 2.51±0.03*	 1.46±0.03*

11-10	 21.03±0.13*	 13.38±0.09*	 5.02±0.04*	 2.74±0.01*	 1.75±0.03*

11-17	 21.31±0.08*	 13.13±0.09*	 7.53±0.02*	 2.89±0.01*	 2.04±0.03*

11-28	 20.05±0.23*	 14.50±0.15*	 8.91±0.01*	 3.01±0.03*	 2.57±0.02*

12-10	 19.32±0.16*	 15.13±0.80*	 6.52±1.02*	 1.89±0.02*	 1.92±0.01*

12-24	 18.55±0.23*	 15.67±0.14*	 4.66±0.00*	 1.73±0.01*	 1.66±0.03*

12-31	 17.35±0.20*	 17.04±0.11*	 4.50±0.03*	 1.70±0.02*	 1.57±0.02*

　　表中取样时间为2009年, 9月8日~10月27日为休眠诱导期, 11月3~28日为内休眠期, 12月10~31日为生态休眠期。*表示同列数据在

P<0.05水平上差异显著。

图1  ‘曙光’油桃花芽总RNA的1%琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig.1  Agarose gel (1%) electrophoresis of total RNA in 
‘Shuguang’ nectarine floral buds
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可以提高低温下的渗透调节作用有关(Tabaei-Agh-
daei等2003), 进而增强了植株抵御低温的能力。

Horvath等(2002)认为, 可溶性糖(主要是蔗糖和葡

萄糖)含量升高会抑制植株新梢的生长。表2显示, 
蔗糖含量在休眠诱导后期及进入内休眠时期后明

显升高, 在内休眠后期达到最高点, 葡萄糖变化较

平稳, 果糖含量在休眠诱导期尤其是诱导前期较

高, 进入内休眠期后稍有降低; 这与Panneerselvam
等(2007)和Xu等(2006)的研究相似。

4  与碳水化合物代谢有关的基因表达变化

在植物休眠过程中, 淀粉向可溶性糖类转化, 
因此其相应的基因也表现出与之相适应的变化趋

势(Anderson等2005)。图2列出了与碳水化合物代

谢有关的几个主要基因的变化。AGPase是淀粉合

成的关键基因, 在观测的整个过程中含量较稳定, 
没有显著变化, 说明环境和糖信号的变化对其影

响较小(图2-A)。SuSy是催化蔗糖向尿苷二磷酸葡

萄糖(UDP-Glc)和果糖转化的关键基因, Geigen-

图2  ‘曙光’油桃花芽休眠期间与碳水化合物代谢有关的基因表达变化

Fig.2  Transcript expression of carbohydrate metabolism related genes in ‘Shuguang’ nectarine floral buds during dormant period
不同的小写字母表示在P<0.05水平上差异显著。10月6~20日是休眠诱导期, 11月3~17日是内休眠期, 12月1日以后是生态休眠期。
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berger等(2004)研究表明SuSy在与糖或者其他信号

转导途径有关的蛋白激酶或磷酸酶的作用下被活

化。本文结果显示SuSy基因表达量总体表现为下

调(图2-B), 说明在内休眠期植物体内以蔗糖为主

要贮藏物质。

HK1是催化己糖磷酸化(如葡萄糖转化为6-磷
酸葡萄糖)的关键酶。植物体内存在多种依赖HK
或不依赖HK的糖信号转导途径(Smeekens 2000; 
Sheen等1999; Jang等1997), Sheen等(1999)认为HK
具有双重功能, 即酶活性和作为糖信号转导途径

中的感受器(依赖HK的信号传导途径)。图2-C显

示, HK1基因表达量变化较大, 在整个休眠期间表

现出上调趋势。11月3日的淀粉含量较低, 蔗糖含

量开始升高, 此时HK的高活性主要表现为较高的

酶活性; 在12月1日, 蔗糖和葡萄糖含量较高, 此时

HK主要表现的是糖感受器活性(表2和图2-C)。进

入内休眠时期及生态休眠期后, HK1的表达量上

调, 可能是依赖HK1的信号转导途径起主要作用。

HisH3是细胞分裂周期S期的一个标志基因, 
Anderson等(2005)认为这是一个休眠相关基因, 在
乳浆大戟植物中被广泛用来指示细胞的分裂进程, 
它受糖类、环境刺激、植物激素等物质的影响

(Horvath等2003)。休眠的解除是由于在G1-S期间

起作用的Histones等基因的表达量上调引起的

(Freeman等2003; Horvath等2003), 而糖类尤其是

蔗糖可以诱导细胞分裂周期蛋白的表达, 是细胞

分裂时细胞周期过程中不可缺少的。HisH3在进

入内休眠期及生态休眠期后基因表达量均表现为

上调(图2-D), 11月3日进入内休眠期后上调幅度最

大(为2.42倍), 说明此时植物体内与细胞分裂有关

的转录水平并未降低, 进而证明休眠期内生长的

停止并不是由于细胞分裂水平的下调引起的。另

外, 经冷诱导后HisH3表达量变化明显(图3-A), 说
明与蔗糖浓度的变化相比, HisH3对低温的变化更

敏感。

UGPase可以催化UDP-Glc和1-磷酸葡萄糖

(G1P)的相互转化。植物抗冻性的发展一直伴随着

淀粉向蔗糖的转化, 并且低温可以促使淀粉的水

解(Charrier和Ameglio 2011); Ciereszko等(2001)研
究表明UGPase是一个冷诱导基因。由表2中蔗糖

含量水平和图2-E中UGPase表达的变化趋势可知, 
在进入内休眠和生态休眠期后, UGPase在催化

G1P向UDP-Glc的转化中起着重要作用。UGPase
表达量在进入内休眠期后稍有下调(图2-E) (根据

泰安市气象局的测定结果, 在11月份即桃树的内休

眠期, 平均气温为3.8 
℃), 与图3-B中低温处理后的

表达相似, 说明UGPase基因对低温处理表现出了

某种适应性。

图3  ‘曙光’油桃花芽低温处理后HisH3和UGPase基因的表达变化

Fig.3  Changes in the expression of HisH3 and UGPase genes in ‘Shuguang’ nectarine floral buds after low temperature treatment
不同的小写字母表示在P<0.05水平上差异显著。
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