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摘  要：为了揭示荔枝果实采后能量调控规律及其与衰老的关系，以‘南岛无核’荔枝果实为材料，

研究自然能荷水平（清水浸泡 30 min，25 ℃贮藏，对照）；低能荷水平（2,4–二硝基苯酚，即 DNP 浸泡

30 min，25 ℃贮藏）；较高能荷水平（5 ℃低温贮藏）等 3 种能荷水平状态下果皮衰老变化与能量、能量

相关（生成、转运、耗散）基因表达的关系。结果表明：与对照相比，DNP 处理（低能荷水平）明显促

进了荔枝果实衰老，5 ℃低温贮藏（高能荷水平）果实衰老缓慢。DNP 处理，LcAOX1 在 6 h 表达量上调，

果实在 24 h 开始大量褐变，LcUCP1 的表达受到明显抑制，LcSnRK2 的表达水平上调时间提前，表达水

平提高。在荔枝果实贮藏后期，对照和 DNP 处理，果实能荷水平较低，果实衰老严重时，LcAAC1、LcAOX1、

LcUCP1 表达水平也出现下降。5 ℃低温贮藏，LcAAC1、LcAOX1、LcUCP1 和 LcSnRK2 的表达量均保持

在较低水平。荔枝果实采后能荷水平下降是导致果实快速衰老的重要因素之一，LcSnRK2 和 LcAAC1 是荔

枝果皮能量变化的敏感基因，对能量匮乏反应快，能荷水平下降可诱导 LcSnRK2 和 LcAAC1 表达上调。

LcAOX1 和 LcUCP1 表达量上调与荔枝果实衰老同步，它们的表达水平提高可以作为荔枝果实采后开始走

向衰老的参考标志。 
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Abstract：To discover the mode of energy regulation and its relationship with senescence in harvested 

Litchi chinensis Sonn.，three energy charge（EC）levels of seedless litchi fruit including normal EC at  
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ambient temperature（25 ℃）storage（the control），lower EC as affected by 2,4-Dinitrophenol（DNP）

and higher EC at low temperature（5 ℃）were investigated to determine effects of EC levels and 

energy-related genes expression on pericarp browning and senescence. The results showed that low EC 

level under DNP treatment remarkably promoted fruit senescene；accelerated senescence was observed in 

the control fruits during post-storage，which was associated with decreased EC；and delayed senescence 

was noted in 5 ℃-stored litchi fruit with higher EC. DNP treatment resulted in up-regulated expression of 

LcAOX1 within 6 h，and severe browning in DNP-treated fruit initiated after 24 h of storage. DNP 

treatment strongly inhibited the expression of LcUCP1. Compared to the control fruits，DNP treatment 

resulted in earlier and more intense expression in LcSnRK2. During post-storage，lower EC levels were 

observed in both control and DNP-treated fruits，and expressive levels of LcAAC1，LcAOX1 and LcUCP1 

appear to decrease while fruit senescence was aggravated. The expressions of LcAAC1，LcAOX1，LcUCP1 

and LcSnRK2 in fruit stored at 5 ℃ were maintained at relatively low levels throughout the storage. The 

present results indicate that the decline of EC level in harvested litchi fruit might be one of the most 

important factors to cause rapid senescence. The genes including LcSnRK2 and LcAAC1 were sensitive to 

energy changes in litchi pericarp，which might respond rapidly to deficit of the energy，and might also be 

induced to express in up-regulation. The up-regulation of LcAOX1 and LcUCP1 was positively correlated 

with the senescence of litchi fruit，which might be as reference indicators for postharvest senescence of 

litchi fruit. 

Keywords：litchi；fruit；energy regulation；gene expression；postharvest senescence 

 

荔枝（Litchi chinensis Sonn.）果实采后果皮极易褐变，货架期短，制约了其长途贮运与销售。

荔枝果皮褐变相关的生理机制复杂，主要涉及酶促褐变（Jiang et al.，2004；王家保 等，2010）、病

菌侵染（刘晋 等，2006）、果皮失水（Joas et al.，2005；王凌云 等，2013）、能量亏缺（Richter et al.，

1996；蒋跃明 等，2016）等。果蔬采后衰老与能量供应不足密切相关。1-MCP 处理能促进‘油㮈’

果实贮藏后期（12 ~ 18 d）ATP 含量的积累，延缓整个贮藏期间能荷值的下降，推迟果实衰老（李

辉 等，2015）；NO 处理枇杷可以通过调节琥珀酸脱氢酶、细胞色素氧化酶、H+-ATPase、Ca2+-ATPase

线粒体代谢相关酶活性，维持较高的能量水平，从而延缓果实木质化进程（陈发河 等，2014）；

50% O2 + 50% CO2 处理可以使青花菜保持相对较高的 ATP 含量，使其衰老延迟（Li et al.，2016）；

100% O2 增加了猕猴桃 ADP、AMP 水平以及腺苷酸总水平，降低了能荷及 ATP/ADP 比率，加速了

其衰老（郭丽芳，2013；Huang et al.，2014）；Chen 和 Yang（2013）发现 6-BA 处理使黄瓜果实的

ATP 含量和能荷保持在较高水平，延长了贮藏期。低温处理降低了桃的 ATP 的绝对含量，但却提高

了能荷水平，延缓其衰老（陈京京 等，2012）。刘婷等（2010）通过短期厌氧和纯氧处理提高了果

皮的 ATP 含量和能荷水平，延缓了荔枝褐变；Liu 等（2007）发现采后荔枝果皮的能量水平明显下

降，生理代谢失调，导致了衰老和劣变；Duan 等（2004）发现随着荔枝果皮褐变指数增加，ATP

含量和能荷水平呈现迅速下降趋势。 

2,4–二硝基苯酚（2,4-Dinitrophenol，DNP）是线粒体氧化磷酸化的弱酸质子解偶联剂，能阻止

ATP 的形成，从而降低组织的能荷水平（Wedding ＆ Black，1962）。本研究中以‘南岛无核’荔枝

果实为材料，研究 DNP 处理、清水处理、5 ℃贮藏 3 种状态下果皮的能荷水平的差异及其与衰老变

化、能量相关基因（生成、转运、耗散）表达的关系。以期揭示荔枝果皮能量代谢与采后衰老的关
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系，了解能量代谢调控规律，为延缓荔枝果实衰老提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

    ‘南岛无核’荔枝采自海口永兴镇荔枝园。2016 年 5 月 12 日，挑选大小、颜色一致，无病虫

害的九成熟果实，采后 2 h 内运回实验室处理。 

1.2  试验方法 

1.2.1  试验处理 

（1）DNP 处理：果实用 1.0 mmol · L-1 DNP（2,4–二硝基苯酚）浸泡 30 min，晾干，用 23 cm × 

14 cm 的 PE 自封口袋（左右两侧各有两个直径 1 cm 透气孔）包装，每袋装 20 个果实，放置在 25 ℃，

RH 90% ~ 95%条件下贮藏。（2）对照：果实用清水浸泡 30 min，25 ℃贮藏，包装及贮藏条件同上。

（3）5 ℃贮藏：果实用清水浸泡 30 min，5 ℃贮藏，包装同上。试验均 3 次重复。 

DNP 处理和对照取样时间分别为 0、2、6、12、24、48、72 和 96 h，5 ℃贮藏取样时间分别为

0、2、6、12、24、48、72、96、120、240、360、480 和 600 h。剥取荔枝果皮马上放入液氮中冷冻，

放入–80 ℃保存备用。 

1.2.2  果实呼吸速率、采后褐变和能荷测定  

呼吸速率：将约 750 g 荔枝放入 6 L 广口瓶中，密闭 20 min，用 CXH-3010E 远红外 CO2 分析仪

闭合气路测定广口瓶内 CO2 浓度，称量果实质量，用排水法和质量计算出果实体积，计算呼吸速率

（即 CO2 的释放速率，mg · kg-1 · h-1）。 

褐变指数：分级标准按褐变面积占果面的比例，0 级，无褐变；1 级，褐变面积 < 1/4；2 级，

1/4 ≤ 褐变面积 < 1/2；3 级，1/2 ≤ 褐变面积 < 3/4；4 级，褐变面积 ≥ 3/4，褐变指数 = ∑（各级

果数 × 褐变级别）/（果实总数 × 最大褐变级别）× 100。 

能荷（Energy charge）的测定：三磷酸腺苷（Adenosine triphosphate，ATP）、二磷酸腺苷（Adenosine 

diphosphate，ADP）、一磷酸腺苷（Adenosine monophosphate，AMP）的含量测定参考 Liu 等（2015）

的方法，能荷 =（ATP + 1/2ADP）/（ATP + ADP + AMP）。 

1.2.3  RNA 提取、cDNA 制备及荧光定量 PCR 

果皮 RNA 提取操作按照北京华越洋生物科技有限公司 RNA 提取试剂盒（0416-50 系列 GK 型）

说明书进行。以提取的总 RNA 为模板，利用 TIANGEN FastQuant cDNA 反转录试剂盒合成 cDNA。

PCR 仪为 Life QuantStudio6 Flex，SYBR® PremixEx TaqTM（Tli RNaseH Plus）荧光定量试剂盒，冰浴

配制 PCR 反应液：SYBR Premix Ex TaqTM 5.0 μL，PCR Forward Primer 0.3 μL，PCR Reverse Primer 0.3 

μL，ROX Reference DyeⅡ（50×）0.2 μL，加 DNA 模板 1 μL，dH2O 补足总体积为 10.0 μL。 

实时荧光定量 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。

AOX、UCP、AAC、SnRK 基因引物参考 Liu 等（2015）文献，以内参基因 LcActin（GenBank 登录

号 DQ990337.1）为内标，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成引物（表 1）。 
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1.2.4  数据处理 

数据取 3 次重复的平均值，试验数据采用 Excel 软件（Microsoft 2007）作图，利用 SAS 9.0 软

件处理数据，用 LSD 法进行 α = 0.05 的差异显著性检验。 

 

表 1  实时荧光定量 PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences of real-time quantitative PCR 

基因 

Gene name 

GenBank 登录号 

GenBank number 

正向引物序列（5′ to 3′） 

Forward primer 

反向引物序列（5′ to 3′） 

Reverse primer   

LcAAC1 JQ349007 CTGAAGAATGAGGGTGCCAAGTC CTAAAACAGCGAAAGGAATACCG 

LcAOX1 JQ349006 TCGGTCATCACTAAGATGTTGGTCA ACAAGCACACACTCAACGGATTTAC 

LcUCP1 JQ349009 AGTTGGCGGTGATTTTATTGGAG GCATTCAAGGTCCCATAATAACG 

LcSnRK2 JQ349008 AGTTGAAGGACATCTGCTTGGAA ATGCGAAAACCATACCTGTGTCA 

LcActin DQ990337.1 TTGGATTCTGGTGATGGTGTG CAGCAAGGTCCAACCGAAG 

2  结果与分析 

2.1  不同处理荔枝果皮能荷水平的差异 

如图 1 所示，随着贮藏时间的延长，清水浸泡后 25 ℃贮藏（对照）的荔枝果皮能荷水平快速降

低，48 h 下降了 17.98%，DNP 浸泡后 25 ℃贮藏的下降更快，48 h 下降了 31.46%；24 ~ 48 h，DNP

处理比对照显著降低。清水浸泡后 5 ℃贮藏的能荷下降比常温慢。因此试验中 DNP 处理代表果皮能

荷水平较低的贮藏方式，而 5 ℃处理代表果皮能荷水平较高的贮藏方式。 

 

图 1  不同处理荔枝果实果皮能荷水平的差异 

“*”表示与对照组相比有显著差异（α = 0.05）。下同。 

Fig. 1  The difference in EC levels in pericarp of seedless litchi in different treatments 

“*”was significant difference comparing with contrast group（α = 0.05）. The same below. 

 

2.2  不同处理对荔枝呼吸速率的影响 

对照处理 12 h 内荔枝呼吸速率变化不大，在 24 h 将至最低，之后逐渐回升。DNP 处理（能荷较

低）短时间内果皮呼吸速率快速增高，0 ~ 2 h 显著高于对照，之后快速下降，48 h 后开始回升，在

96 h 低于对照。5 ℃处理（能荷较高）呼吸速率快速下降，贮藏 12 h 后仅为对照的 7.40% ~ 16.82%

（图 2）。 
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图 2  不同处理对荔枝呼吸速率的影响 

Fig. 2  Respiration intensity of seedless litchi fruits in different treatments 

 

2.3  不同处理对荔枝果实褐变的影响 

随着贮藏时间的延长，果皮褐变指数快速增加。对照处理褐变指数在 48 ~ 96 h 快速增加。DNP

处理（能荷较低），果皮褐变比对照提前 24 h，在 24 ~ 96 h 时褐变指数快速升高，可见其显著促进

了果实褐变。5 ℃处理（能荷较高），直到 360 h 时部分果实才开始褐变，480 h 后快速增加，但褐

变指数较低，600 h 时仅为 3.01（图 3）。 
 

 
图 3  不同处理对荔枝果实褐变的影响 

Fig. 3  Pericarp browning of seedless litchi in different treatments   

 

2.4  不同处理对荔枝果实能量相关基因表达的影响 

LcSnRK2 的表达量：对照处理在 2 h 时快速升高，6 ~ 24 h 缓慢下降，48 ~ 96 h 迅速上升；DNP

处理（能荷较低）在 6 ~ 48 h 显著提高，但在贮藏后期（72 ~ 96 h）略有下降，与对照处理相比无

差异；5 ℃处理（能荷较高）表达量下调，呈现先下降后上升趋势，贮藏 240 h 时最小（图 4）。 

LcAAC1 的表达量：对照处理在 2 h 快速升高，6 h 时快速下降，之后至 72 h 平稳增加，在贮藏

末期果实大量褐变时（96 h）又快速降低；DNP 处理（能荷较低）在 0 ~ 24 h 持续上升，6 ~ 24 h 显

著高于对照处理，之后下降，48 ~ 72 h 显著低于对照；5 ℃处理（能荷较高）变化较小（图 4）。 
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LcAOX1 的表达量：对照处理在 2 h 快速升高，在 6 ~ 24 h 缓慢下降，48 h 又快速上调，在 72 h

最大，在贮藏末期果实大量褐变时（96 h）又快速降低；DNP 处理（能荷较低）在果实褐变前处于

较高水平，48 ~ 96 h 相对贮藏前期较低，6 ~ 24 h 显著高于对照，48 ~ 72 h 显著低于对照；5 ℃处

理（能荷较高）维持在较低水平（图 4）。 

LcUCP1 的表达量：对照处理在 2 h 快速升高，6 ~ 12 h 缓慢下降，24 ~ 72 h 较高，在贮藏末期

果实大量褐变时（96 h）又快速降低；DNP 处理（能荷较低）显著降低，在处理后 2 h 达到最大值，

然后持续下降；5 ℃处理（能荷较高）呈现下降趋势并维持在较低水平（图 4）。 

 

图 4  不同处理对贮藏荔枝果皮 LcSnRK2、LcAAC1、LcAOX1和 LcUCP1基因表达的影响 

Fig. 4  Expression of LcSnRK2，LcAAC1，LcAOX1 and LcUCP1 in pericarp of seedless litchi fruit in different treatments 
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3  讨论 

3.1  荔枝采后能量亏缺与其衰老的关系 

能量物质亏损可诱发园艺作物采后衰老，对于单个细胞而言，能荷水平的下降是细胞凋亡的关

键因素（Richter et al.，1996），ATP 水平降低是衰老起始的显著特征（蒋跃明 等，2016）。荔枝果

实随着褐变指数增加，ATP 含量和能荷水平也迅速降低（Duan et al.，2004）。伴随香石竹切花花瓣

衰老症状的发生，ATP 含量下降（Tippi & Paulin，1984）。Rawyler 和 Braendle（2001）的研究表明，

当 ATP 合成速率低于一定阈值时，膜脂水解产物，如自由脂肪酸和 N–乙酰磷脂酰乙醇胺含量增加。

Saquet 等（2003）发现梨果实气调贮藏期间，组织能荷水平增加，多聚不饱和脂肪酸如油酸和亚油

酸等含量明显上升。易春等（2009）用外源 ATP 处理荔枝，延迟了细胞膜透性的增加，减缓膜脂过

氧化程度，抑制了膜脂降解相关酶的活性，并且脂肪酸不饱和程度维持在较高水平。因此，维持细

胞内能荷处于较高水平可保持细胞膜结构的完整性，从而保持细胞正常活动，延迟衰老发生。本研

究中发现，DNP 处理加快了果皮能荷水平的下降，果实衰老提前，5 ℃低温贮藏果皮可保持相对较

高的能荷水平，果实衰老缓慢。因此荔枝果实采后能荷水平下降是导致荔枝快速衰老的一个重要因

素之一，可采用适宜低温维持较高的能荷水平，以延缓荔枝采后衰老。 

3.2  LcSnRK2表达与荔枝采后衰老 

SnRK 是细胞能量传感器，能感知细胞能量代谢状态的改变，与 ATP 的合成密切相关（Nietzsche 

et al.，2014），LcSnRK2 可感知能荷水平的降低而上调（蒋跃明 等，2016），高强度的逆境胁迫下可

关闭消耗 ATP 的合成代谢途径，开启产生 ATP 的分解代谢途径，从而维持能量供需动态平衡

（Dobrota，2006）。荔枝果实采后衰老过程中，LcSnRK 可能感知衰老及 ATP 亏缺信号，调控 ATP 

合成、转运、耗散基因的表达，维持能量平衡（蒋跃明 等，2016）。本研究中发现 DNP 处理后 LcSnRK2

的表达时间提前，表达水平提高，对照处理荔枝果实贮藏后期 LcSnRK2 表达显著增加。LcSnRK2 表

达水平上调可能对维持较高能荷水平和延缓果实衰老具有重要作用。 

3.3  LcAAC1表达与荔枝采后衰老 

ADP/ATP 载体蛋白（AAC）负责 ATP 在线粒体和胞质之间的运输（王慧，2015）。敲除 AAC

基因可抑制拟南芥根呼吸代谢和的生长（Klingenberg，2008），盐和低温胁迫下水稻 AAC 基因的表

达量增加（Chivasa et al.，2011）。荔枝采后衰老时 LcAAC1 表达量持续升高（Liu et al.，2015；王慧，

2015）。本研究中发现水浸泡胁迫 30 min 可诱导其在 2 h 内表达水平快速上升，之后室温放置在空

气中 6 h 表达量下降，说明荔枝胁迫条件下 LcAAC1 表达量可快速上升；DNP 处理导致能荷下降，

LcAAC1 表达量维持在较高水平；低温条件下果皮能荷水平相对较高，虽然 LcAAC1 的表达受到抑

制，但变化幅度不大。说明荔枝 LcAAC1 是能量变化的敏感基因，对能量匮乏反应快，其表达水平

上调可能对增加细胞 ATP 供应和延缓果实衰老具有一定意义。 

3.4  LcAOX1和 LcUCP1表达与荔枝采后衰老 

呼吸链在产生 ATP 的同时也会产生活性氧（Reactive oxygen species，ROS），正常情况下产生

的 ROS 由 AOX 和 UCP 清除，以保持三羧酸循环的正常进行，降低 ROS 伤害。在苹果、柠檬、荔

枝、杧果、番茄、枣等果实衰老后期 AOX 和 UCP 均出现高表达（Costa et al.，1999；Considine et al.，
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2001；蒋跃明 等，2016）。抑制 AOX 的活性可延长葡萄、非洲菊和蝴蝶兰切花的寿命（吴岚芳 等，

2002；Ramprasad et al.，2004）。但也有不同观点，如增强 AOX 酶活性可以延缓芍药切花的寿命（魏

潇潇 等，2007）。目前大部分证据倾向于果实采后 AOX 基因表达上调或 AOX 酶活性增强可能是启

动衰老的开始（蒋跃明 等，2016）。荔枝采后 LcUCP1 的表达量前期下降，衰老后期才上升（Liu et 

al.，2015）。本研究中发现，DNP 处理诱导了 LcAOX1 表达水平提前升高，并且在 24 h 内持续较高

表达，对照处理在 48 h 时表达量快速增加，两个处理在 LcAOX1 出现高表达后果实开始大量褐变。

DNP 处理可显著抑制 LcUCP1 的表达水平，其机制尚不清楚。LcAOX1 和 LcUCP1 表达量快速增加

均与荔枝果实开始衰老同步，但果实衰老产生大量的 ROS 时，究竟是先启动 LcAOX1 还是 LcUCP1，

以及 LcAOX1 和 LcCUCP1 之间的生物代谢联系等目前均不清楚。  

3.5  低温条件下能量代谢及相关基因表达与荔枝采后衰老 

低温长时间贮藏过程中荔枝果皮的 LcAAC1、LcAOX1、LcUCP1、LcSnRK2 表达量均保持在较

低水平，而能荷保持在较高水平，采后生理代谢活性受到明显抑制，说明低温条件下荔枝果皮维持

较高的能荷水平，果实衰老延迟。 

4  结论 

本试验中，低能荷水平（DNP 处理）果实衰老最早，LcSnRK2、LcAAC1 和 LcAOX1 表达时间

提前，表达量提高；较高能荷水平（5 ℃低温贮藏）状态下的果实衰老最缓慢，LcSnRK2、LcAAC1、

LcAOX1 和 LcUCP1 表达水平明显降低。因此荔枝果实采后能荷水平下降是导致果实快速衰老的重

要因素之一。LcSnRK2 和 LcAAC1 是荔枝果皮能量变化的敏感基因，对能量匮乏反应快。LcAOX1

和 LcUCP1 表达量上调与荔枝果实开始衰老同步，它们表达水平的提高可以作为荔枝果实采后开始

走向衰老的参考标志。 
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