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摘 　要 : 以 ‘富士 ’和 ‘金冠 ’苹果果实为试材 , 研究了 β - 半乳糖苷酶 (β2Gal) 和脂氧合酶

(LOX) 在果实发育、成熟和软化过程中的变化规律及采后乙烯调控对其活性的影响。结果表明 : 在果实

发育后熟过程中 , 金冠果实β2Gal活性显著高于富士 , 在果实后熟软化期间这种差异尤为突出 ; 而富士和

金冠果实 LOX活性呈相似的变化规律 , 虽然花后富士的活性高峰显著高于金冠 , 但之后其活性下降迅速 ,

并一直低于金冠。采后苹果果实β2Gal和 LOX均受乙烯调控 , 乙烯抑制剂 12MCP极显著地抑制 β2Gal和

LOX的活性 , 而乙烯利对二者活性起促进作用 , 但因品种耐藏性不同其促进效应不同。综合来看 , 苹果果

实β2Gal和 LOX活性表现相似的变化规律 , 并且β2Gal在果实贮藏初期受乙烯的调控作用较 LOX显著 , 因

此认为在苹果果实软化早期β2Gal的作用可能大于 LOX。
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Abstract: For understanding the role ofβ2galactosidase (β2Gal) and lipoxygenase (LOX) during fruit

development, ripening and softening, the fruits of app le (M a lus dom estica Borkh. ) cultivars, ‘Fuji’and

‘Golden Delicious’, were used to investigate the activity changes ofβ2Gal and LOX over this period, and

during postharvest regulation by ethylene. The results indicated that theβ2Gal activity in‘Golden Delicious’
was markedly higher than that in‘Fuji’during fruit development and ripening and the difference was in parti2
cular significant during ripening and softening. The LOX activity in‘Fuji’was dramatically increased and

higher than that in‘Golden Delicious’after flowering, but its activity was markedly reduced and maintained

lower than that of‘Golden Delicious’before fruit ripening. Theβ2Gal and LOX activities of app le fruit were

markedly inhibited by 12methycyclopene ( 12MCP) and increased by ethephon. The changes ofβ2Gal and

LOX activity showed a sim ilar trend and theβ2Gal be much easier to be regulated by ethylene than LOX.

These results suggested that the change ofβ2Gal and LOX activities be correlated with the storage characteris2
tic of app le fruit andβ2Gal m ight have an important role in the early stage of fruit softening.

Key words: app le; postharvest; β2Gal; LOX; activity; ethylene regulation

果实成熟软化过程中最显著的变化是硬度下降 , 而且果实软化一旦启动很难减缓和控制 , 因此 ,

如何调控果实的后熟软化进程 , 研究果实软化启动的关键因子 , 一直是采后工作者关注的课题。有学
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者曾认为多聚半乳糖醛酸酶 ( PG) 是果实成熟软化的一个关键酶 ( Tucker et al. , 1980; W u et al. ,

1993) , 但反义 PG RNA转基因番茄果实的获得 , 表明 PG不是果实软化的惟一决定因素 ( Sm ith et

al. , 1988; Gioyannoni et al. , 1989)。近年来 , 许多证据表明 β - 半乳糖苷酶 (β2Gal) 和脂氧合酶

(LOX) 很可能参与果实软化的启动。β2Gal在许多果实成熟软化中的作用已得到证实 , 它通过降解

具支链的多聚醛酸、使果胶降解或溶解、导致细胞壁的完整性破坏和细胞壁的松弛降解而可能参与了

果实软化的启动 (Andrews & L i, 1994) ; LOX途径可产生活性氧、自由基和氢过氧化物等植物组织

衰老的促进物质 , 破坏膜结构 , 并且认为可能在乙烯合成的上游起作用 , 与果实软化启动相关 (陈

昆松 等 , 1999; 张波 等 , 2007) , 所以 LOX在果实软化中的作用也倍受关注。虽然β2Gal和 LOX在

许多果实成熟软化中的作用得到一些证实 , 但在果实完整的发育与成熟软化进程中的变化特性和与品

种贮藏性的关系以及它们间的交互作用鲜见报道。为此 , 我们以富士和金冠苹果为试材 , 探讨贮藏性

不同的苹果品种间β2Gal和 LOX在果实发育成熟软化中的活性变化特性及采后利用 1 - 甲基环丙烯

(12MCP) 和乙烯利对其活性的调控 , 以期深入了解果实软化机理 , 对延缓果实软化、改善果实品质

及延长果实保鲜期等提供理论依据。

1　材料与方法

111　材料及其处理

试验在河北燕山苹果产区进行。以富士和金冠品种的果实为试材 , 单株小区 , 5次重复。分别在

花后 2周开始采样 , 每 2周采样 1次 , 直至果实成熟。每次采样均在上午 8: 00—9: 00。采样后立即

运回实验室 , 液氮速冻 , - 40 ℃保存备用。

依据苹果的成熟期适时采收果实 , 运回实验室后选取无病、虫、伤和成熟度一致的果实进行处

理。共设 3个处理。

(1) 直接将果实放入薄膜袋中 (不封口 ) 置于室温 (20 ±1) ℃下贮藏 (对照 )。

(2) 将果实用 015μL·L - 1 12MCP (乙烯抑制剂 ) 密闭熏蒸 24 h, 然后通风 , 于室温 ( 20 ±1)

℃下贮藏。

(3) 将果实用 2 mL·L - 1的乙烯利溶液准确浸泡 5 m in, 取出后自然晾干后置于室温 (20 ±1) ℃

下贮藏 。

每个处理约 50 kg果实 , 3次重复。定期取样 , 测定相关指标。

112　果肉硬度的测定

随机取 10个果实 , 在果实胴部位置去皮 , 用 GY2B型硬度计测定硬度 , 重复测定 3次 , 取平均

值 , 单位 kg·cm
- 2。

113　果实呼吸速率的测定

用气流法测定果实呼吸速率 , 单位为 mg·kg- 1 ·h - 1。

114　β2Ga l的提取和活性的测定

按 Andrews等 (1994)的方法略加改进。取 210 g果肉 , 加入 6 mL提取液 (100 mmol·L
- 1醋酸

钠 , pH 512, 内含 100 mmol·L
- 1

NaCl, 1%巯基乙醇 , 115% PVP) , 液氮研磨 , 4 ℃离心 20 m in, 上

清液用于酶活性测定。以 2 mL 3 mmol·L
- 1对硝基苯酚半乳糖苷 ( PNPG, 美国 Sigma公司 ) 为底物 ,

加入 011 mL酶液 , 37 ℃反应 30 m in, 测定 400 nm下生成的对硝基酚含量 , 以标准品对硝基酚作标

准曲线 , 酶活性以 nmol·g- 1 ·m in - 1表示。3次重复。

115　LO X的提取和活性的测定

参照陈昆松等 (1999) 的方法略加改进。底物制备 : 反应底物为 10 mmol·L
- 1的亚油酸钠 , 即
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70 mg亚油酸钠 , 70μL Triton X2100和 4 mL无氧水 , 混匀后用 015 mol·L - 1 NaOH滴定至澄清 , 25

mL定容 , - 18 ℃保存备用。

粗酶液的提取 : 取 210 g果肉 , 液氮研磨 , 加入 50 mmol·L - 1磷酸缓冲液 (pH 710) , 4 ℃离心 ,

上清液用于酶活性测定。

LOX活性测定 : 3 mL反应体系中含底物 25μL, 100 mmol·L - 1柠檬酸 —磷酸缓冲液 (pH 610)

21775 mL, 酶液 012 mL, 30 ℃温育 , 加酶液后 15 s开始计时 , 于 234 nm处记录 1 m in内吸光值变

化 , 酶活性以 △OD234 ·g
- 1 ·m in

- 1表示。3次重复。

116　数据统计分析

用 Excel和 SPSS软件进行数据统计和分析。

2　结果与分析

211　果实发育成熟软化过程中β2Ga l活性的变化

在苹果果实发育成熟过程中 , 两品种果实的β2Gal活性呈相似的变化规律 , 但活性高低因品种不

同而存在差异 (图 1)。

果实发育初期 , 金冠和富士果实β2Gal活性都较高 , 花后 28～42 d即出现活性高峰 , 之后下降 ,

直至成熟采收后β2Gal活性又开始升高。采后金冠果实β2Gal活性一直升高 , 而富士果实β2Gal活性

只在采收初期升高 , 采后贮藏第 24天出现一个小峰值后开始下降。

总体而言 , 在整个果实发育、成熟及贮藏过程中 , 金冠果实β2Gal活性显著高于富士 , 在果实后

熟软化期间这种差异尤为突出。

图 1　果实发育成熟软化过程中β - 半乳糖苷酶活性变化

F ig. 1　Changes inβ2ga lactosida se (β2Ga l) dur ing fru it developm en t,

r ipen ing and soften ing of apple

212　果实发育成熟软化过程中 LO X活性的变化

从图 2可知 , 富士和金冠果实 LOX均在幼果期 (花后 2～6周 ) 表现较高的活性 , 分别在花后

14 d和 28 d出现活性高峰 , 之后下降 , 并维持在较低水平 , 进入成熟软化阶段后 , 果实 LOX活性开

始逐渐升高。

总之 , 在果实发育成熟软化过程中 , 两品种果实 LOX活性呈相似的变化规律 , 尽管富士果实

LOX活性在花后的高峰值显著高于金冠 , 但之后 LOX活性下降迅速 , 至采收时其 LOX活性一直维持

在低水平 , 而此间金冠果实 LOX活性高于富士 , 说明苹果果实 LOX活性与果实的贮藏特性具有一定

相关性。
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图 2　果实发育成熟软化过程中脂氧合酶活性变化

F ig. 2　Changes in lipoxygena se ( LO X) dur ing fru it developm en t, r ipen ing and soften ing of apple

213　采后果实呼吸速率和硬度的变化

试验结果表明 , 苹果果实呼吸速率和硬度受乙烯因子的调控 , 且因品种耐藏性不同而表现较大差

异 (图 3)。

果实采收后 , 金冠果实的呼吸速率高于富士 , 且受乙烯的调控效应强于富士。乙烯对金冠果实呼

吸速率的调节主要表现在贮藏前期 , 即金冠果实用 12MCP处理 16 d内其呼吸速率一直维持不变 , 未

图 3　采后果实硬度和呼吸速率的变化

F ig. 3　Changes of fru it f irmness and resp ira tion after harvesting
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出现活性高峰 , 相反 , 乙烯利显著提高了金冠果实贮藏前期的呼吸速率和跃变峰值 , 但没有使跃变提

前 ; 而富士 3个处理的果实呼吸强度变化趋势一致 , 均在采后 8 d出现一个很小的高峰 , 其大小顺序

为乙烯利处理 >对照 > 12MCP处理 , 24 d后保持平稳的呼吸状态 , 至 56 d后 , 乙烯利处理的果实呼

吸速率开始升高 , 而对照与 12MCP处理呼吸速率几乎相等 , 12MCP的抑制效果消失。

硬度测定结果表明 , 金冠果实在呼吸高峰过后硬度迅速降低 , 乙烯利显著加速了其果实的软化进

程 , 而 12MCP处理后 , 金冠果实的硬度变化基本恒定 , 延缓了果实软化进程。然而 , 富士作为优良

的耐贮品种 , 在常温下贮藏 72 d后仍能保持果实原有硬度 , 且无论是用乙烯抑制剂 12MCP还是乙烯

利处理 , 其果实硬度变化在 110 kg·cm
- 2以内 , 与对照均无显著差异。

214　采后果实β2Ga l活性的变化

从图 4看出 , 12MCP显著抑制苹果果实β2Gal的活性 , 而乙烯利对该酶活性具有一定的促进作

用 , 但因品种贮藏特性的不同其调控效应不同。富士采后 12MCP处理使其果实β2Gal活性一直维持在

较低水平 , 未出现活性剧变的现象 , 而乙烯利处理与对照果实β2Gal活性逐渐升高 , 在 24 d时出现

活性高峰后又降低 , 但乙烯利处理的果实β2Gal活性高于对照处理 , 尤其在贮藏初期差异明显。金冠

采后经 12MCP处理 , 果实β2Gal活性显著受到抑制 , 但乙烯利对其果实β2Gal活性的促进效果主要表

现在贮藏初期 , 到贮藏后期 , 乙烯利处理的果实β2Gal活性呈降低趋势 , 并低于对照。

相关性分析 (表 1) 表明 , 果实β2Gal活性变化与果实硬度呈显著负相关关系 , 其中与金冠的相

关度高于富士 , 且乙烯利对金冠果实β2Gal活性与硬度的相关度影响高于富士 , 进一步说明β2Gal与

果实质地特性密切相关。

图 4　采后果实β - 半乳糖苷酶 (β2Ga l) 活性的变化

F ig. 4　Changes of the activ ity ofβ2ga lactosida se (β2Ga l) of fru it after harvesting

表 1　不同苹果品种果实β2Ga l和 LO X活性与果实硬度的相关性分析

Table 1　Correla tion ana lysis between fru itβ2Ga l and LO X activ ity and f irmness of d ifferen t apple cultivars

品种
Cultivar

酶
Enzyme

果实硬度 Firmness

12MCP 对照 Control 乙烯利 Ethephon

富士 Fuji β2Gal - 0159483 - 0168653 - 0190183 3

LOX - 011295 - 0163023 - 0173723

金冠 Golden Delicious β2Gal - 012537 - 0177153 - 0192753 3

LOX - 013655 - 0160843 - 0165663

　　注 : 3 显著线性相关 , 3 3 极显著线性相关。
Note: 3 and 3 3 indicate significant linear correlation of 0105 and 0101 levels, respectively.
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215　采后果实脂氧合酶 ( LO X) 活性的变化

图 5显示 , 金冠和富士果实 LOX活性均不同程度地受乙烯因子的调控 , 采后 12MCP处理极显著

地抑制了金冠和富士果实 LOX活性 , 在果实贮藏期间均未出现明显活性高峰 , 活性基本恒定 ; 而乙

烯利处理促进了果实 LOX活性的表达水平 , 始终高于对照 , 其中乙烯利处理的富士果实 LOX活性与

对照之间的差异大于金冠。

相关性分析 (表 1) 也表明 , LOX活性变化与果实硬度呈显著的负相关 , 采后乙烯调控处理也不

同程度地影响了 LOX与硬度的相关度 , 但不如对β2Gal与硬度相关度的影响显著。

图 5　采后果实脂氧合酶 ( LO X) 活性的变化

F ig. 5　Changes of the activ ity of lipoxygena se ( LO X) of fru it after harvesting

3　讨论

β -半乳糖苷酶 (β2Gal) 可以使细胞壁的一些组分变得不稳定 , 通过降解具支链的果胶多聚醛

酸 , 切除半乳糖键而促使细胞壁膨胀 , 使果胶降解或溶解以破坏细胞壁结构 , 来参与果实的后熟软化

(Ross et al. , 1993; Zhuang et al. , 2006)。Gross和 W allner ( 1979) 报道 , 细胞壁半乳聚糖的下降先

于或伴随着可溶性多聚醛酸的增加 , 而且β2Gal在果实成熟的早期先于 PG出现。也有研究发现 , β2
Gal在果实软化早期含量丰富 , 可能对果实的早期阶段的软化启动影响很大 , 它参与降解细胞壁半乳

糖苷键 , 从而改变果胶分子之间相互作用及与其他多聚体的作用 , 导致细胞壁的完整性下降和胞壁降

解而释放出半乳糖 , 也可能对许多反应起引发剂的作用 ( Fischer & Bennett, 1991; Mercy et al. ,

2007)。W u和 Burns (2004) 认为柑橘果实β2Gal基因在果实发育、成熟及衰老过程中均有表达 , 对

果实脱落起着重要作用。

脂氧合酶 (LOX) 调节组织衰老的主要机理是参与了膜脂过氧化作用 , 使细胞膜透性增加 , 加

剧细胞膜的降解 , 同时生成的自由基、脂质氢过氧化物等对膜系统、蛋白质及 DNA产生毒害作用 ,

导致细胞膜的降解和细胞功能的丧失 , 促进组织衰老 (陈昆松和张上隆 , 1998; 许文平 等 , 2000; 张

波 等 , 2007)。在跃变型果实中 LOX活性的增加先于乙烯跃变 , 并且 LOX活性与果实硬度呈显著的

负相关 , LOX可能在乙烯生物合成的系统 Ⅰ乙烯向系统 Ⅱ乙烯转变过程中起作用 (许文平 等 , 2000;

Zhang et al. , 2003)。目前 , 尽管β2Gal和 LOX在果实软化进程中的作用越来越受到关注 , 也进行了

大量研究 , 但在果实整个发育周期的变化特性和与品种贮藏性的关系以及相互间的交互作用鲜见报
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道。

本研究发现 , 在苹果果实发育、成熟和软化过程中β2Gal和 LOX均有活性表达 , 呈相似的变化

规律 , 且在幼果期和后熟软化期均有活性高峰出现 , 说明β2Gal和 LOX不仅参与了果实的后熟软化 ,

而且可能在果实发育初期的细胞分化和果实膨大中起重要作用 , 还需获得更多的证据加以解释。

品种间比较结果表明 , 富士果实较金冠耐贮藏、硬度高 , 其β2Gal和 LOX活性均较低 , 尤其在

后熟软化过程中与金冠的差异更为突出 , 可见果实β2Gal和 LOX活性与果实贮藏特性存在密切关系 ,

但β2Gal活性在两个品种间的差异大于 LOX, 可能β2Gal对果实质地变化的贡献要强于 LOX, 需进一

步探讨。

果实β2Gal和 LOX均受乙烯调控 , 但耐贮藏的富士苹果受乙烯的影响效应低于较不耐贮藏的金

冠果实 , 尤其对果实β2Gal活性的影响与品种的贮藏特性密切相关。乙烯抑制剂 12MCP处理极大地抑

制了果实β2Gal和 LOX活性 , 并降低了β2Gal和 LOX与果实硬度变化的相关性 (表 1) , 推迟了呼吸

高峰的出现 , 显著延缓了果实的软化进程 ; 而乙烯利处理均显著促进了苹果果实β2Gal和 LOX活性 ,

提高了β2Gal和 LOX与果实软化的相关性 , 但因品种贮藏性不同其促进效应不同。试验结果显示 ,

乙烯虽影响了富士果实β2Gal和 LOX的活性 , 但对其硬度未产生显著影响 , 这可能是耐贮藏的富士

苹果本身果肉质地的变化特性所决定 (Ludivine et al. , 2008) , 其确切原因有待进一步研究。总之 ,

苹果β2Gal和 LOX活性与果实硬度均呈显著负相关 , 但β2Gal活性在富士和金冠品种间的差异大于

LOX, 且在果实贮藏初期β2Gal受乙烯的调控效应强于 LOX, 因此 , 认为在苹果果实软化早期β2Gal

的作用可能大于 LOX, 还需利用分子生物学手段对二者之间的交互作用作进一步研究 , 以探讨果实

软化的多基因协调调控机制 , 为果品保鲜提供理论依据。
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