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摘  要：以不同发育期毛欧杂种葡萄‘NW196’为试验材料，利用 HPLC–MS 检测其果皮中花色苷

的组成及含量，Real-time PCR 检测花色苷合成相关基因表达水平，并与欧亚种‘赤霞珠’比较。结果表

明，成熟后期‘NW196’果皮中花色苷总量显著高于‘赤霞珠’；采收期‘NW196’葡萄果皮中共检测

到 23 种花色苷，成熟后期单糖苷所占比例高于双糖苷，其中含量最高的是花翠素–3–O–葡萄糖苷，

3’5’–羟基取代花色苷比例高于 3’–羟基取代花色苷；与欧亚种‘赤霞珠’相比，‘NW196’果皮中酰化

和甲基化花色苷比例较低。结论：毛欧杂种‘NW196’花色苷组成与欧亚种‘赤霞珠’差异明显，这与

其品种特性有关，并受到类黄酮代谢路径相关基因的调控；此外，花色素双糖苷主要在转色初期合成。 
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Abstract：The composition and content of anthocyanins were surveyed by HPLC–MS in berry skin 

of‘NW196’（Vitis quinquangularis × V. vinifera），transcript levels of both structural and regulatory genes 

involved in anthocyanin synthesis confirmed by Real-time PCR，which were compared with V. vinifera L.

‘Cabernet Sauvignon’. The results indicated that the‘NW196’berry skin had significantly higher total 

anthocyanin content than‘Cabernet Sauvignon’berry skin during late-ripening. At harvest，23 

anthocyanins were detected in‘NW196’berry skins，and the berry skins of ‘NW196’contained higher 

proportions of monoglucoside anthocyanins than diglucoside anthocyanins during late-ripening. Delphinidin- 

3-O-diglucoside was the most abundant anthocyanins in berry skin of‘NW196’，and 3’5’-substituted 

showed higher proportion than 3’-substituted anthocyanins. When compared with ‘Cabernet Sauvignon’， 
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lower proportions of acylated and methylated anthocyanins detected in‘NW196’berry skins. These results 

suggested that the composition and content of anthocyanins in berry skins of‘NW196’and‘Cabernet 

Sauvignon’showed great differences，which related to the variety’s own characteristics and regulated by 

genes in flavonoid metabolic pathways. In addition，diglucoside anthocyanins were synthesized at the 

beginning of veraison. 

Keywords：grape；berry skins；anthocyanin；gene expression；HPLC–MS 

 

花色苷是赋予红葡萄和红葡萄酒颜色的主要酚类物质，它们经由类黄酮代谢路径合成，与黄酮

醇和黄烷–3–醇共享一条代谢路径（Ribéreau-Gayon & Glories，1986；何建军，2010）。葡萄花色

苷的合成始于果实进入成熟阶段（花后 8 ~ 10 周），随后含量逐渐增加，采收期含量达到最高（Boss 

et al.，1996；赵权 等，2010）。分析酿酒葡萄品种花色苷组成和含量一直是酿酒品质研究领域的热

点之一（Jin et al.，2009；赵权 等，2010；孙磊 等，2015）。 

花色苷是由花色素作为糖苷配基或乙酰化的糖苷配基与糖结合生成，由于糖苷配基羟基化和甲

基化程度的不同具有不同的修饰方式（Mazza，1995）。花色素的核心结构，即花色基元，具有典型

的 C6–C3–C6 类黄酮骨架。每一类花色苷所占的比例和含量取决于基因型，并受环境和栽培条件

地影响极大，而其比例和含量又决定了葡萄及葡萄酒色度及颜色的稳定性。二甲花翠素单糖苷

（Malvidin-3-O-monoglucoside）是欧亚种葡萄中最主要的一类花色苷（Mattivi et al.，2006），欧亚

种葡萄和其他种之间的最主要的区别在于有无花色素双糖苷（Jánváry et al.，2009）。北美种群和东

亚种群中同时存在花色素的单糖苷和双糖苷（Zhu et al.，2012）。 

‘NW196’葡萄（Vitis quinquangularis × V. vinifera）又名‘凌丰’，是以野生毛葡萄为母本，欧

亚种葡萄‘粉红玫瑰’为父本的杂交品种（吴莹 等，2010），其栽培性状和酿造特性优于野生毛葡

萄，坐果率高，抗病性强，通过“一年两收”栽培技术生产的冬果（第二季果）可溶性固形物含量

高，果皮颜色深，单宁物质丰富，是广西当地颇具潜力的酿酒品种（黄宏惠 等，2007；管敬喜 等，

2014）。目前有关‘NW196’果实发育过程中花色苷成分、含量变化以及相关基因表达规律的研究

仍为空白。本研究中以‘NW196’葡萄浆果为试材，用 HPLC–MS 技术测定果实发育过程中果皮

花色苷组成及含量变化，采用 Real-time PCR 检测相关基因表达，并与欧亚种葡萄‘赤霞珠’进行

对比，为进一步研究其花色苷合成的结构基因进化和调控机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验地点与材料 

试验地位于广西壮族自治区农业科学院科研基地（22°50′59′′ N，108°14′35′′ E）。供试葡萄品种

为 2005 年定植的‘NW196’和 2007 年定植的‘赤霞珠’。两个品种的整形方式分别为 Y 字形和单

干双臂形，栽植密度 2.5 m × 1.5 m，南北行向，灌溉方式均为滴灌。于 2015 年 9 月 28 日，即花后

4 周开始，每 2 周采集 1 次（上午 9：00—10：00 时）果实样品直至果实成熟采收。选择树体生长

状况相对一致的 9 株作为采样株，每 3 株为一个生物学重复。样品采集后立即用冰盒保存带回实验室。 

1.2  果实质量、可溶性固形物和可滴定酸含量的测定 

从每个生物学重复的 3 个植株各个部位剪下 100 粒浆果（每个发育期每个品种共 300 粒）。其
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中 150 粒浆果样品用于浆果质量、果皮鲜样质量、可溶性固形物和可滴定酸含量的测定。利用 PAL-1

型手持折射计（Atago，Tokyo，Japan）测定可溶性固形物含量。可滴定酸利用酸碱滴定法测定。其

余用液氮速冻后于–80 ℃冰箱保存。 

1.3  葡萄果皮中花色苷类物质的检测 

150 粒剩余浆果在处于冷冻状态时，迅速将果皮与果肉分离。果皮用液氮速冻，破碎成粉末后

在–40 ℃条件下冷冻干燥。同时记录果实质量、果皮鲜样质量及干质量，以备后续计算。果皮中花

色苷的提取和检测参照何建军（2010）的方法。每个样品重复进样 3 次。 

花色苷定性检测对照中国农业大学葡萄酒研究中心建立的“葡萄与葡萄酒花色苷 HPLC–UV–

MS 指纹谱库”（何建军，2010）完成。建立 5 ~ 500 mg · L-1 之间 9 个水平 3 个重复的二甲花翠素–

3–O–葡萄糖苷（Malvidin-3-O-glucoside）标准曲线，相关系数在 0.999 以上，其他花色苷以相当

于 Malvidin-3-O-glucoside 的含量计。果皮中花色苷含量单位用 μg · berry-1 表示。 

1.4  基因表达分析 

使用植物总 RNA 提取试剂盒（Sigma，北京，中国）提取果皮 RNA，利用 PrimeScriptTMRT reagent 

Kit with gDNA Eraser（RR047A，TaKaRa）反转录合成 cDNA。采用 SYBR® Premix Ex TaqTM（RR420A，

TaKaRa）试剂盒检测果皮花色苷合成直接相关的 10 个基因的表达水平，实时定量 PCR 反应采用

LightCycler® 480 实时荧光定量 PCR 系统（Roche Diagnostics Ltd.，Forrentrasse CH-6343 Rotkreuz，

Switzerland）。所有基因引物序列参照成果（2015）和 Hausmann 等（2006）的文献（表 1），并通过

琼脂糖凝胶电泳和熔解曲线分析检测引物特异性。选取 Ubiquitin1 和 Actin 作为内参基因，采用 2-ΔCt

计算相对表达量（Bogs et al.，2005）。每个发育期样品的基因表达量为 3 个生物学重复的平均值。 
 

表 1  用于 RT-PCR 的引物 

Table 1  Primer used for quantification of transcripts by means of real time quantitative PCR 

基因名称 
Gene name 

正向引物序列（5′→3′） 
Forward primer 

反向引物序列（5′→3′） 
Reverse sequence primer 

参考文献 
Reference 

VvF3′5′H AAACCGCTCAGACCAAAACC ACTAAGCCACAGGAAACTAA 成果，2015 
VvF3′H ACTCATGGTGCACCCACG CACAAAACTACTAAACTCGCTC 成果，2015 
VvDFR GAAACCTGTAGATGGCAAGA GGCCAAATCAAACTACCAGA 成果，2015 
VvLAR1 CTCCAACGGATTTCTTCC CGTCCACTGTTTTCATCGT 成果，2015 
VvLAR2 TAAACGAGCTGGCATCAC GCAGCGGCTAGTAGGTCA 成果，2015 
VvANR CTTGATGGGACAGGTCTGGT TGTCTTGGAGGCAGGATAGC 成果，2015 
VvLDOX AGGGAAGGGAAAACAAGTAG ACTCTTTGGGGATTGACTGG 成果，2015 
VvUFGT GGGATGGTAATGGCTGTGG ACATGGGTGGAGAGTGAGTT 成果，2015 
Vv5GT ATAGTCTTCACATCCCCTC CCAACTCCAATCGACTTAAAC Hausmann et al.，2006 
VvUbiquitin1 GTGGTATTATTGAGCCATCCTT AACCTCCAATCCAGTCATCTAC 成果，2015 
VvActin GCATCCCTCAGCACCTTCCAGCAG CCACCTCAACACATCTCCATGTCAA 成果，2015 

2  结果与分析 

2.1  不同发育期果实质量和可溶性固形物、可滴定酸含量 

‘NW196’和‘赤霞珠’果实于花后 8 周进入转色期。从花后 4 周开始两品种单粒浆果质量随

果实发育期变化趋势一致，且在花后 14 周（采收期）时差异不显著。两个品种果皮质量随发育期逐

渐增加，但‘NW196’果皮质量自花后 10 周起低于同期的‘赤霞珠’，采收时显著低于‘赤霞珠’。

‘NW196’和‘赤霞珠’果实可溶性固形物和可滴定酸含量随发育期变化趋势一致。花后 14 周（采
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收期）时，‘NW196’果实可溶性固形物含量显著高于‘赤霞珠’，但两个品种的可滴定酸含量没有

显著差异。 

2.2  不同发育期果皮花色苷组成 

在采收期（花后 14 周）两个品种的果皮中共检测到 29 种不同类型的花色苷，两个品种共有的

花色苷 11 种，只在‘NW196’中检测到的有 12 种，只在‘赤霞珠’中检测到的有 6 种（表 2）。 

 
表 2 ‘NW196’与‘赤霞珠’葡萄果皮中花色苷 HPLC–UV–MS 的分子离子与碎片离子信息 

Table 2  Molecular and fragmentation ions of anthocyanins in grapes of‘NW196’and‘Cabernet Sauvignon’ 

峰号 Peak number 
成分 
Component NW196

赤霞珠 
Cabernet 
Sauvignon

分子离子 
Molecular ion  
M+ (m/z) 

碎片离子 
Fragment ion 
M (m/z) 

花翠素–3–O–葡萄糖苷 Delphinidin-3-O-monoglucoside  4  4 465 303 
甲基花翠素–3–O–葡萄糖苷 Petunidin-3-O-monoglucoside  8  8 479  317 
甲基花青素–3–O–葡萄糖苷 Peonidin-3-O-monoglucoside 10 10 463  301 
二甲花翠素–3–O–葡萄糖苷 Malvidin-3-O-monoglucoside 11 11 493  331 
甲基花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷 
Petunidin-3-O-(6-O-acetyl)-glucoside 

17 17 521 317 

花翠素–3–O–（反式–6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Delphinidin-3-O-(trans-6-O-coumaroyl)-glucoside 

20 20 611  303 

二甲花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷 
Malvidin-3-O-(6-O-acetyl)-glucoside 

21 21 535  331 

花青素–3–O–（6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Cyanidin-3-O-(6-O-coumaroyl)-glucoside 

24 24 595  287 

甲基花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷 
Petunidin-3-O-(6-O-coumaroyl)-glucoside 

25 25 625  317 

二甲花翠素–3–O–（顺式 6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Malvidin-3-O-(cis-6-O-coumaroyl)-glucoside 

27 27 639  331 

二甲花翠素–3–O–反式 6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Malvidin-3-O-(trans-6-O-coumaroyl)-glucoside 

29 29 639 331 

花翠素–3,5–双葡萄糖苷 Delphinidin-3,5-O-diglucoside 1  627  465，303 
花青素–3,5–双葡萄糖苷 Cyanidin-3,5-O-diglucoside 2  611  449，287 
甲基花翠素–3,5–双葡萄糖苷 Petunidin-3,5-O-diglucoside 3  641  479，317 
甲基花青素–3,5–双葡萄糖苷 Peonidin-3,5-O-diglucoside 5  625  463，301 
二甲花翠素–3,5–双葡萄糖苷 Malvidin-3,5-O-diglucoside 6  655  493，331 
甲基花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–5–双葡萄糖苷 
Petunidin-3-O-(6-O-acetyl)-glucoside-5-glucoside 

9  683  641，479，317

花翠素–3–O–（6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷 
Delphinidin-3-O-(6-O-coumaroyl)-glucoside-5-glucoside 

14  773  611，465，303

甲基花翠素–3–O–（6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷 
Petunidin-3-O-(6-O-coumaroyl)-glucoside-5-glucoside 

15  787 625，479，317

花翠素–3–O–（顺式–6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Delphinidin-3-O-(cis-6-O-coumaroyl)-glucoside 

18  611  303 

二甲花翠素–3–O–（顺式–6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷 
Malvidin-3-O-(cis-6-O-coumaroyl)-glucoside-5-glucoside 

19  801  639，493，331

甲基花青素–3–O–（6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷 
Peonidin-3-O-(-6-O-coumaroyl)-glucoside-5-glucoside 

22  771 609，463，331

二甲花翠素–3–O–（反式–6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷 
Malvidin-3-O-(trans-6-O-coumaroyl)-glucoside-5-glucoside  

23  801 639，493，331

花青素–3–O–葡萄糖苷 Cyanidin-3-O- glucoside  7 449 287 
花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷 
Delphinidin-3-O-(6-O-acetyl)-glucoside 

 12 507 303 

甲基花青素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷 
Peonidin-3-O-(6-O-acetyl)-glucoside 

 13 505 301 

花青素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷 Cyanidin-3-O-(6-O-acetyl)-glucoside  16 491 287 
甲基花翠素–3–O–（顺式–6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Petunidin-3-O-(cis-6-O-coumaroyl)-glucoside 

 26 609 301 

甲基花翠素–3–O–（反式 6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷 
Petunidin-3-O-（trans-6-O-coumaroyl）glucoside 

 28 609 301 



成  果，周思泓，张  劲，张  瑛，管敬喜，杨  莹，谢林君，文仁德. 
毛欧杂种葡萄‘NW196’花色苷组成与相关基因表达分析. 
园艺学报，2017，44 (6)：1073–1084.                                                                                     1077 

 

2.3  不同发育期‘NW196’花色苷含量与比例变化 

利用不同发育期‘NW196’与‘赤霞珠’葡萄果皮中检测到的花色苷进行主成分分析（Principal 

component analysis，PCA），可以看出，主成分 1（PC1）解释了总变量的 62.37%，主成分 2（PC2）

解释了总变量的 24.61%。花后 8 周的‘NW196’和‘赤霞珠’聚在一起，而成熟后期（花后 10 ~ 14

周）‘NW196’聚集在一起，可与‘赤霞珠’明显区分开（图 1，a）。花后 10 ~ 12 周的‘NW196’

全部位于 X 轴正半轴，说明其花色苷含量较高。载荷图（图 1，b）中花色苷所处位置对应成分图（图

1，a）中样品位置。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  不同发育期‘NW196’和‘赤霞珠’（CS）葡萄果皮中花色苷主成分分析 

a：成分图[浆果发育期表示为 8、10、12 和 14 周（W）；A、B、C 表示 3 个生物学重复]； 

b：载荷图（图中 P 后数字对应表 1 中两个品种果皮中检测到的花色苷峰号）。 
Fig. 1  PCA of anthocyanin compounds in the berry skin of‘NW196’and‘Cabernet Sauvignon’grapes  

during different developmental stages 

a：Score plot[8，10，12 and 14 weeks（W）represent the berry development；A，B，C mean three biological repeats]； 

b：Loading plot（P + number correspond the anthocyanin peak detected in Table 1）. 
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双糖苷及其酰化衍生物 P1、P2、P3、P6、P9、P19 是‘NW196’葡萄果皮中的特征物质，且采

收期‘NW196’葡萄果皮中的花色苷总量（μg · berry-1）高于同期‘赤霞珠’。在两个品种共有的 11

种花色苷中，‘NW196’果皮中的甲基花翠素–3–O–葡萄糖苷（P8）、甲基花青素–3–O–葡萄

糖苷（P10）、甲基花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷（P17）、二甲花翠素–3–O–（6–       

O–乙酰化）–葡萄糖苷（P21）和花青素–3–O–（6–O–香豆酰化）–葡萄糖苷（P24）含量高于

‘赤霞珠’（图 1，b）。 

在‘NW196’果皮中共检测到 23 种花色素单糖苷。图 2 中每种颜色代表花色苷含量经过数据

归一化的结果。可以看出，花翠素–3–O–葡萄糖苷（P4）是成熟期葡萄果皮中含量最高的花色苷，

其次是甲基花青素–3–O–葡萄糖苷（P10）和二甲花翠素–3–O–（6–O–乙酰化）–葡萄糖苷

（P21）。另外，甲基花翠素–3,5–双葡萄糖苷（P3）和甲基花青素–3,5–双葡萄糖苷（P5）在‘NW196’

成熟后期的果皮中仅检测到痕量。花翠素–3–O–（6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷（P14）、

二甲花翠素–3–O–（顺式–6–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷（P19）和甲基花青素–3–O–（6

–O–香豆酰化）–5–双葡萄糖苷（P22）的含量也在整个发育期处于极低水平。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  不同发育期‘NW196’葡萄果皮中各类花色苷含量分析 

所有数据画图前进行均一化处理。 

Fig. 2  Analysis of concent of each anthocyanins in grape skins of‘NW196’during different developmental stages 

Data homogenization processing before plotting. 

 

转色开始（花后 8 周）直至采收期（花后 14 周），‘NW196’和‘赤霞珠’葡萄果皮花色苷总

量以及各修饰类型花色苷占总量的比值如表 3 所示。除了花后 10 周以外，‘NW196’果皮中花色苷

总量显著高于同期‘赤霞珠’。‘赤霞珠’葡萄果皮中未检测到双糖苷，仅检测到单糖苷，‘NW196’

果皮中双糖苷比例随发育期呈降低趋势，单糖苷比例则逐渐升高。‘NW196’中 3’5’–羟基取代花

色苷比例随发育期逐渐升高，而‘赤霞珠’中该比例在花后 12 周时达到最大值，随后又降低。除了
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采收期以外，‘NW196’中 3’5’–羟基取代花色苷比例显著低于‘赤霞珠’，而前者 3’–羟基取代花

色苷比例显著高于同期‘赤霞珠’。‘NW196’果皮中乙酰化与香豆酰化花色苷比例随发育期逐渐升

高，但始终显著低于同期‘赤霞珠’（花后 12 周两个品种乙酰化花色苷除外）。另外，‘NW196’中

甲基化花色苷比例显著低于同期‘赤霞珠’。 

 
表 3 ‘NW196’与‘赤霞珠’葡萄果皮中不同修饰类型花色苷所占比例（%）与花色苷总含量（μg · berry-1）变化 

Table 3  Total anthocyanin concent（μg · berry-1） and the proportion（%）of different modified anthocyanins in berry skins of 

‘NW196’and‘Cabernet Sauvignon’during different developmental stages 

花后周数 
Weeks after  
flowering 

品种 
Cultivar 

双糖苷/%  
Diglucoside 

单糖苷/%  
Monoglucoside 

3’5’–取代/%  
3’5’-substituent 

3’–取代/%  
3’-substituent 

未酰化/%  
Non-acylated 

NW196 57.32 ± 0.19 a  42.68 ± 0.19 b 27.91 ± 0.18 b 72.09 ± 0.18 a 96.37 ± 3.51 a 8 

赤霞珠 Cabernet Sauvignon  0 b 100.00 ± 0.00 a 45.11 ± 0.83 a 54.89 ± 0.83 b 45.11 ± 0.83 b 
NW196 25.89 ± 0.68a  74.11 ± 0.68 b 73.67 ± 0.82 a 26.33 ± 0.82 a 86.34 ± 0.91 a 10 
赤霞珠 Cabernet Sauvignon  0 b 100.00 ± 0.00 a 75.90 ± 0.11 a 24.10 ± 0.11 b 52.28 ± 0.86 b 
NW196 25.93 ± 3.27a  74.07 ± 3.27 b 79.47 ± 2.83 b 20.53 ± 2.83 a 77.81 ± 2.85 a 12 
赤霞珠 Cabernet Sauvignon  0 b 100.00 ± 0.00 a 83.02 ± 0.18 a 16.94 ± 0.18 b 49.20 ± 0.24 b 

14 NW196 24.08 ± 2.46a  75.92 ± 2.46 b 80.00 ± 0.96 a 20.00 ± 0.96 a 76.27 ± 1.33 a 
 赤霞珠 Cabernet Sauvignon  0 b 100.00 ± 0.00 a 80.58 ± 0.47 a 19.42 ± 0.47 a 48.17 ± 0.20 b        
花后周数 
Weeks after  
flowering 

品种 
Cultivar 

乙酰化/%  
Acetylated 

香豆酰化/%  
Coumaroylated 

未甲基化/%  
Non-methylated 

甲基化/%  
Methylated 

总量/（μg · berry-1）

Total content 

8 NW196  3.63 ± 0.51 b  0 a 14.23 ± 0.38a  85.77 ± 0.38 b    9.63 ± 0.27 a 
 赤霞珠 Cabernet Sauvignon 54.89 ± 0.83 a  0 a  0 b 100.00 ± 0.00 a    2.19 ± 0.07 b 
10 NW196  4.44 ± 0.46 b  9.22 ± 0.45 b 64.70 ± 0.32 a  35.30 ± 0.32 b  584.01 ± 17.15 b 
 赤霞珠 Cabernet Sauvignon 15.33 ± 0.36 a 32.39 ± 0.59 a 43.78 ± 0.91 b  56.22 ± 0.91 a  811.47 ± 43.22 a 
12 NW196  9.81 ± 1.46 a 12.38 ± 1.43 b 62.34 ± 0.21 a  37.66 ± 0.21 b 1 644.30 ± 86.29 a 
 赤霞珠 Cabernet Sauvignon  9.61 ± 0.15 a 41.15 ± 0.09 a 40.59 ± 0.20 b  59.41 ± 0.20 a  791.56 ± 6.84 b 
14 NW196 10.71 ± 0.98 b 13.02 ± 0.48 b 61.67 ± 1.53 a  38.33 ± 1.53 b 1 761.25 ± 40.68 a 
 赤霞珠 Cabernet Sauvignon 12.54 ± 0.20 a 39.29 ± 0.02 a 42.35 ± 0.14 b  57.65 ± 0.14 a 1 124.71 ± 29.97 b 

    注：不同小写字母表示同一发育期两个品种间差异达显著性水平（P < 0.05）。 

    Note：Different small letter between cultivars indicate significant differences at 5% level. 

 

2.4  不同发育期花色苷合成相关基因相对表达量变化 

类黄酮–3’–羟化酶（Flavonoid 3’-hydroxylase，F3’H）和类黄酮–3’5’–羟化酶（Flavonoid 

3’5’-hydroxylase，F3’5’H）羟化柚皮素的 B 环走向类黄酮代谢的两条分支路径，最终合成 3’–羟基

取代花色苷（花青素类）和 3’5’–羟基取代花色苷（花翠素类）。实时定量 PCR 分析结果（图 3）

表明，‘NW196’果皮中，花后 8 周至 14 周，VvF3’5’H 的表达量显著低于‘赤霞珠’；除了花后 8

周外，VvF3’H 的表达量显著高于同期‘赤霞珠’；VvF3’5’H 和 VvF3’H 的表达水平在整个成熟过程

中呈先升高后降低趋势，在花后 10 周达到最大值。黄酮醇还原酶（Dihydroflavonol 4-reductase，DFR）

催化二氢黄酮醇生成相应的无色花色素。花后 8、10 和 12 周，两个品种果皮中 VvDFR 的表达量没

有显著差异，但花后 14 周时，‘NW196’显著低于‘赤霞珠’。无色花色素除了用来合成花色苷，

也能通过无色花色素还原酶（Leucoanthocyanidinreductase，LAR）催化合成（2R,3S）–反式–黄烷

–3–醇，它可参与原花色素的聚合（Bogs et al.，2005）。花后 12 周时，‘NW196’果皮中 VvLAR1

和 VvLAR2 表达量显著高于‘赤霞珠’，而其他发育期两个品种间差异不显著。无色花色素不仅仅是

合成花色苷的底物，也可由花色素还原酶（Anthocyanidinreductase，ANR）催化合成（2R,3S）–反

式–黄烷–3–醇，它是合成原花色素的重要单元（Fujita et al.，2005）。花后 8 ~ 14 周，‘NW196’

和‘赤霞珠’果皮中 VvANR 的表达量无显著性差异。 
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图 3  不同发育期两个品种葡萄果皮中花色苷合成相关基因的相对表达量 

不同小写字母表示同一发育期两个品种果皮中该基因的表达量差异达到显著性水平（P < 0.05）。 

Fig. 3  Relative expression levels of genes in the anthocyanin pathway in grape skins of two cultivars during different developmental stages 

Different small letter between cultivars indicate significant differences of genes expression levels at 5% level. 



成  果，周思泓，张  劲，张  瑛，管敬喜，杨  莹，谢林君，文仁德. 
毛欧杂种葡萄‘NW196’花色苷组成与相关基因表达分析. 
园艺学报，2017，44 (6)：1073–1084.                                                                                     1081 

 

无色花色素经由无色花色素双加氧酶（Leucoanthocyanidindioxygenase，LDOX）催化合成花色

素。VvLDOX 的表达量随发育期在两个葡萄品种中呈先升高后降低的趋势。花后 10 周和 12 周，

‘NW196’果皮中 VvLDOX 表达量显著高于‘赤霞珠’。 

葡萄糖基转移酶（UDP glucose-flavonoid 3-O-glucosyl transferase，UFGT），催化花色素与糖基

的连接。欧亚种中的 UFGT 也被简称为 3-O-glucosyltransferase（3-GT）。花后 8 周，‘NW196’果

皮中 VvUFGT 表达量显著低于‘赤霞珠’，而花后 10 周后两个品种无显著差异。 

在多数非欧亚种葡萄或它们的杂交品种中，糖基化会发生在 C3 和 C5 位（ 5-O- 

glucosyltransferase，5-GT）形成花色素双糖苷。花后 8 周，‘NW196’果皮中 Vv5GT 的表达量显著

高于‘赤霞珠’，但在其他发育期二者之间没有显著差异，且均处于极低水平。 

花色苷合成后是通过谷胱甘肽 S–转移酶（Glutathione S-transferase，GST）转运到液泡中的

（Alfenito et al.，1998）。花后 10 周和 12 周，‘NW196’果皮中 VvGST 的表达量显著高于‘赤霞

珠’，而花后 8 周和 14 周两个品种无显著差异。 

3  讨论 

不同品种葡萄果皮的花色苷组成和含量差异很大，主要由其遗传背景决定。因此花色苷组分经

常用来鉴别不同品种的葡萄及葡萄酒（Liang et al.，2008；赵权 等，2010；韩梅梅 等，2014；孙

磊 等，2015）。欧亚种葡萄仅含有花色素单糖苷（García-Beneytez et al.，2003；Liang et al.，2008；

Oh et al.，2008），而美洲种和圆叶葡萄不仅含有单糖苷也含有双糖苷（Liang et al.，2008；Huang et 

al.，2009）。‘NW196’是野生毛葡萄和欧亚种酿酒葡萄品种‘粉红玫瑰’的杂交后代（吴莹 等，

2010）。因此，在果皮中均检测到了花色素的双糖苷和单糖苷。本研究结果表明，转色初期‘NW196’

果皮中花色素双糖苷比例最高，以后随发育期降低。这说明，转色初期是双糖苷大量合成的阶段，

这一结果也与 Vv5GT 在整个发育期的表达规律相吻合。‘NW196’果皮中含量最高的花色苷是花翠

素–3–O–葡萄糖苷，且其含量随发育期逐渐增加。这代表了‘NW196’的品种特征，对于其生物

学性状的描述具有重要意义。 

类黄酮–3’–羟化酶（F3’H）和类黄酮–3’5’–羟化酶（F3’5’H）是类黄酮代谢路径上与花青

素类和花翠素类花色苷合成相关的两类羟基化酶（Castellarin et al.，2007）。3’5’–羟基取代花色苷

包括花翠素、甲基花翠素、二甲花翠素以及它们的衍生物；3’–羟基取代花色苷包括花青素、甲基

花青素以及它们的衍生物（Matsuyama et al.，2014）。葡萄果皮中的花翠素类（3’5’–羟基取代）花

色苷含量越高，将会使果实蓝紫色色调更强，而花青素类（3’–羟基取代）使葡萄果皮呈现紫红色

（He & Giusti，2010；Matsuyama et al.，2014）。本研究中，成熟阶段‘NW196’与‘赤霞珠’葡萄

果皮中 3’5’–羟基取代花色苷为主要类型，并且在采收期两个品种中该类花色苷比例无显著差异。

然而基因表达的结果表明，‘NW196’葡萄果皮中 VvF3’5’H 表达水平低于 VvF3’H。F3’H 和 F3’5’H

羟化柚皮素的 B 环走向类黄酮代谢的两条分支路径，不仅走向合成不同修饰方式的花色苷，也在

FLS、LAR 和 ANS 的催化下生成不同类型的黄酮醇和黄烷–3–醇。因此，羟基取代花色苷含量与

VvF3’5’H 和 VvF3’H 基因表达的结果不一致。二甲花翠素–3–O–葡萄糖苷是欧亚种葡萄果皮中含

量最高的一类花色苷（Jin et al.，2009；Dimitrovska et al.，2011），而‘NW196’葡萄果皮中含量最

高的是甲基花青素–3,5–O–双葡萄糖苷，且其含量随发育期变化逐渐增加。另外，‘NW196’葡

萄果皮中 3’5’–羟基取代花色苷比例大多低于同期‘赤霞珠’。‘NW196’葡萄果皮中 VvF3’H 表达
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水平高于 VvF3’5’H，且在整个发育期 VvF3’H 的表达水平显著低于‘赤霞珠’。这与花青素类

（3’–羟基取代）和花翠素类（3’5’–羟基取代）花色苷在‘NW196’葡萄果皮中的积累规律相对

应。 

葡萄果实中花色苷的酰化方式主要有乙酰化、香豆酰化和咖啡酰化，花色苷经酰基化修饰后可

增加其在酸性和中性条件下的稳定性（何建军，2010）。‘NW196’果皮中酰化花色苷的比例低于‘赤

霞珠’。‘NW196’果皮中含量最高的前两种花色苷均为未酰化修饰的单糖苷，分别是花翠素–3–   

O–葡萄糖苷和甲基花青素–3–O–葡萄糖苷。类黄酮结构骨架中 B 环经过甲基化取代会降低酚羟

基的化学活性，在结构上更加稳定，甲基化花色苷主要包括甲基花青素、甲基花翠素和二甲花翠素

的葡萄糖苷（Kim et al.，2006）。在整个发育阶段，‘NW196’葡萄果皮中甲基化花色苷的比例显著

低于‘赤霞珠’。这说明从花色苷酰化和甲基化修饰的角度来说，‘NW196’的颜色稳定性弱于‘赤

霞珠’。通过调节成熟期果实的曝光程度能够改变葡萄果皮中酰化和甲基化花色苷的比例（Tarara et 

al.，2008；成果，2015），这对于今后从改变果际微气候的角度研究如何提升‘NW196’果皮中酰

化和甲基化花色苷比例，进而提高其颜色稳定性具有指导意义。 

对于红色葡萄品种，花色苷随果实成熟在果皮中积累，也有些品种在其果肉中也含有花色苷

（Burns et al.，2002）。花色素经由类黄酮代谢路径合成，之后还会发生进一步的糖基化、甲基化和

酰基化等修饰作用。在葡萄果实细胞中，内质网膜或细胞质是花色苷合成的场所，之后运输至液泡

中累积（Chen et al.，2006）。在本研究中，‘NW196’葡萄果实自花后 8 周开始转色，标志其进入成

熟阶段，虽然成熟阶段‘NW196’果皮质量低于‘赤霞珠’，但果皮花色苷含量显著高于后者。VvUFGT

和 Vv5GT 在‘NW196’和‘赤霞珠’葡萄果皮中均有表达，但 Vv5GT 在后者中的表达维持在极低

水平。花后 10 周和 12 周，‘NW196’葡萄果皮中 VvLDOX 和 VvGST 的表达量显著高于‘赤霞珠’，

这与成熟后期‘NW196’果皮中花色苷的含量高于‘赤霞珠’的结果一致。 

本研究中利用 HPLC–UV–MS 技术分析了不同发育期‘NW196’葡萄果皮花色苷的组成，并

与欧亚种‘赤霞珠’进行对比，并从花色苷组成特点、含量变化、修饰类型以及基因表达规律等方

面进行了综合评价。成熟期‘NW196’葡萄果皮中共检测到 23 种花色苷，成熟后期单糖苷所占比

例高于双糖苷，其中含量最高的是花翠素–3–O–单葡萄糖苷，花翠素类花色苷比例高于花青素类。

与欧亚种‘赤霞珠’相比，‘NW196’果皮中酰化和甲基化花色苷比例较低。毛欧杂种‘NW196’

花色苷组成与欧亚种‘赤霞珠’差异明显，这是其受到类黄酮代谢路径相关基因的调控的结果；此

外，花色素双糖苷主要在转色初期进行合成。 

MYB 蛋白参与植物体内许多次生代谢路径、信号转导和抗病的调控过程（Allan et al.，2008）。

绝大多数 MYB 家族转录因子对类黄酮物质的合成相关的结构基因起到正调控作用，葡萄果实中的

花色苷合成受到 VvMYBA1 和 VvMYBA2 的调控（Jaakola，2013）。不同种类的 MYB 家族转录因子

对花色苷合成的调节作用受到环境因素的影响（Azuma et al.，2012）。本文中分析了‘NW196’花

色苷组成特点，并阐明了其与相关结构基因的关系，然而转录因子对结构基因的调控作用还需进一

步研究。这对完善该品种在以广西为代表的高温高湿产区酿酒品质的评价具有重要意义。 
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