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摘要： 研究了室温〔（２５±１） ℃〕贮藏、低温〔（４±１） ℃〕贮藏、１－甲基环丙烯（１－ＭＣＰ）处理和减压浸钙处理条件下

‘槜李’（Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’）果实硬度的动态变化，进一步克隆获得‘槜李’的多聚半乳糖醛酸酶基因（ＰｓＰＧ），
并对该基因进行了生物信息学和表达分析。 结果表明：低温贮藏、１－ＭＣＰ 处理和减压浸钙处理可有效减缓‘槜李’
果实硬度下降。 ‘槜李’ＰｓＰＧ 基因的开放阅读框（ＯＲＦ）长度为 １ １３４ ｂｐ，编码 ３７７ 个氨基酸。 ＰｓＰＧ 蛋白的二级结

构由 １１􀆰 １４％的 α 螺旋、３１􀆰 ０３％的 β 折叠和 ５７􀆰 ８２％的无规则卷曲构成。 生物信息学分析结果显示：ＰｓＰＧ 蛋白含有

果胶酸裂解酶 ３ 结构域和 ４ 个 ＰｂＨ１ 结构域；ＰｓＰＧ 基因与 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ （Ｌｉｎｎ．） Ｂａｔｓｃｈ 和 Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ Ｌｉｎｎ．的
ＰＧ 基因编码的氨基酸序列的亲缘关系较近，相似度达 ９６％以上。 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析结果显示：随着采后贮藏时间的

延长，低温贮藏、１－ＭＣＰ 处理和减压浸钙处理条件下 ＰｓＰＧ 基因的相对表达量均呈先升高后降低的趋势，且分别于

贮藏 ５、３ 和 ５ ｄ 达到最高值。 研究结果显示：‘槜李’ＰｓＰＧ 基因与其果实软化关系密切，低温贮藏是‘槜李’果实采

后保鲜的有效手段，可抑制 ＰｓＰＧ 基因的表达以延缓果实软化。
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ｆｉｒｍｎｅｓｓ ｏｆ Ｐ． ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’ ． Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ （ＯＲＦ） ｏｆ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐ． ｓａｌｉｃｉｎａ
‘Ｚｕｉｌｉ’ ｉｓ １ １３４ ｂｐ， ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ３７７ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ． Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰｓＰＧ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｌｕｄｅｓ
１１􀆰 １４％ ｏｆ α ｈｅｌｉｘ， ３１􀆰 ０３％ ｏｆ β ｓｈｅｅｔ， ａｎｄ ５７􀆰 ８２％ ｏｆ ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＰｓＰＧ ｐｒｏｔｅｉｎ ｈａｓ ｐｅｃｔａｔｅ ｌｙａｓｅ ３ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ｆｏｕｒ ＰｂＨ１ ｄｏｍａｉｎｓ； ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ
ａｍｏｎｇ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ａｎｄ ＰＧ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ （Ｌｉｎｎ．） Ｂａｔｓｃｈ
ａｎｄ Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ Ｌｉｎｎ． ａｒｅ ｃｌｏｓｅ， ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９６％． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ｗｉｔｈ ｐｒｏｌｏｎｇｉｎｇ ｏｆ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ， ａｌｌ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ
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Ｃａ２＋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｒｅａｃｈ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｖａｌｕｅ ｗｈｅｎ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ ５， ３， ａｎｄ ５ ｄ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐ． ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’ ｈａｓ ａ ｃｌｏｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｆｒｕｉｔ
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ｓｏｆｔｅｎｉｎｇ， ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ ｉｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｏ ｒｅｔａｉｎ ｆｒｅｓｈｎｅｓｓ ｏｆ ｆｒｕｉｔ ｏｆ Ｐ． ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’
ａｆｔｅｒ ｈａｒｖｅｓｔ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ｔｏ ｐｏｓｔｐｏｎｅ ｆｒｕｉｔ ｓｏｆｔｅｎｉｎｇ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’； ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ； ｃｌｏｎｉｎｇ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； ｆｒｕｉｔ ｓｏｆｔｅｎｉｎｇ

　 　 软化不仅是果实成熟的显著特征，也是影响采后

果实贮藏品质和货架期的重要因子。 在果实软化过

程中，细胞壁的降解和细胞总体结构的破坏导致细胞

壁松动和分离。 目前，对参与果实软化过程细胞壁降

解的多聚半乳糖醛酸酶（ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，ＰＧ）已有

广泛研究，虽然研究表明 ＰＧ 可能不是惟一调节果实

软化进程的关键酶［１］，但在苹果 （Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ
Ｂｏｒｋｈ．） ［２］、翠冠梨 （ Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ ‘ Ｃｕｉｇｕａｎ’） ［３］、
Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ （ Ｌｉｎｎ．） Ｂａｔｓｃｈ［４］ 和 Ｐｒｕｎｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ
ｓｕｂｓｐ． ｉｎｓｉｔｉｔｉａ （Ｌｉｎｎ．） Ｃ． Ｋ． Ｓｃｈｎｅｉｄ．［５］ 的果实成熟

过程中 ＰＧ 积累并负责水解细胞壁中多聚半乳糖醛

酸中的 １，４－α－Ｄ－半乳糖苷键，同时伴随 ｍＲＮＡ 转录

水平和 ＰＧ 活性的上升，说明 ＰＧ 在核果类果实软化

过程中起着重要作用。
植物中 ＰＧｓ 是一个大的基因家族［６］，不同成员

的应激反应和时空表达存在差异。 目前，已分离获得

Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ［４］、Ｐｒｕｎｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃａ ｓｕｂｓｐ． ｉｎｓｉｔｉｔｉａ［５］、
中华 猕 猴 桃 （ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｐｌａｎｃｈ．） ［７］、 甜 瓜

（Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌｉｎｎ．） ［８］、葡萄（Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ．） ［９］、
西洋梨（Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ．） ［１０］ 和草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×
ａｎａｎａｓｓａ Ｄｕｃｈ．） ［１１］等植物果实的 ＰＧ 基因，这些基因

在果实软化过程中发挥不同的作用。
‘槜 李 ’ （ Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘ Ｚｕｉｌｉ ’） 是 蔷 薇 科

（Ｒｏｓａｃｅａｅ）李属（Ｐｒｕｎｕｓ Ｌｉｎｎ．）植物，主要分布于浙

江嘉兴地区，是中国稀有的李中珍品。 其果实含有丰

富的氨基酸、钙、铁、维生素和有机酸等多种营养成

分，且‘槜李’果实成熟时肉质果肉化浆，汁液香如

醴、甘如蜜，风味独特，深受人们喜爱。 ‘槜李’果实

属于呼吸跃变型果实，采收后迅速进入呼吸高峰期，
并在 ３ ｄ 内快速软化，达到后熟化浆状态，极不耐贮

藏，限制了其商品性。 阐明‘槜李’果实软化的分子

机制对调控其采收、贮藏和货架期有很大帮助，但有

关‘槜李’果实细胞壁降解基因的研究极少。
本研究以‘槜李’果实为研究材料，克隆并结合

不同采后处理研究了‘槜李’ＰＧ 基因在采后贮藏期

间的表达特性，以期揭示‘槜李’ＰＧ 基因在其果实软

化过程中的作用，并为采取适宜措施延长‘槜李’果

实的货架期提供理论依据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

‘槜李’果实采自浙江省桐乡市桃园村‘槜李’种
质资源苗圃。 ２０１４ 年 ６ 月 ２５ 日采收八成熟果实，散
去田间热后装箱运回江苏省中国科学院植物研究所

果树科学实验室。 挑选大小均一、熟度一致、无机械

损伤、无病虫害的果实并随机分成 ４ 组进行处理。 共

设置 ４ 个处理组：Ｔ１（室温贮藏，对照），不做任何采

后处理，（２５±１） ℃贮藏；Ｔ２（低温贮藏），不做任何采

后处理， （ ４ ± １） ℃ 贮藏； Ｔ３ （减压浸钙处理），在

８０ ｋＰａ下采用质量体积分数 ２％ ＣａＣｌ２ 溶液浸泡

５ ｍｉｎ后取出晾干，（２５±１） ℃贮藏；Ｔ４〔１－甲基环丙

烯（１－ＭＣＰ）处理〕，在含 ０􀆰 ５ μＬ·Ｌ－１ １－ＭＣＰ 气体的

密闭箱中放置 ２４ ｈ 后拿出，（２５±１） ℃贮藏。 每处理

组 ２５０ 个果实。 采后当天（记为 ０ ｄ）开始测定相关

指标。 果实硬度每天测定 １ 次，共 １１ 次。 每处理组

每 ２ ｄ 取 ２０ 个果实的果肉组织，去除外果皮和内果

皮后，将中果皮在液氮中速冻后，于－８０ ℃冰箱中保

存、备用。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 果实硬度测定　 采用探头直径 ８ ｍｍ 的 ＧＹ－
３ 型果实硬度计（浙江托普仪器有限公司）检测‘槜
李’去皮果实硬度。 各处理组随机抽取 ５ 个果实，去
掉果实缝合线两侧最大横径处的外果皮，在该区域测

量硬度值。 单果重复检测 ４ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 基因克隆 　 采用 ＣＴＡＢ 法［１２］ 提取各处理组

‘槜李’果肉组织总 ＲＮＡ，经质量体积分数 １％琼脂糖

凝胶电泳和 Ｏｎｅｄｒｏｐ ＯＤ－１０００ 分光光度计（南京五

义科技有限公司）检测总 ＲＮＡ 的质量和浓度合格后，
采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ〔宝生物工程

（大连）有限公司〕 逆转录 ｃＤＮＡ 分别用于‘槜李’
ＰｓＰＧ 基因的克隆和 ｑＲＴ－ＰＣＲ 实验。 具体操作见试

剂盒使用说明书。
以 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已经登录的多种植物 ＰＧ

基因的核苷酸序列为基础，搜索并提取‘槜李’ＰＧ 基

因的可能序列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０ 程序分别在

１６
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序列的上游和下游设计并合成开放阅读框（ＯＲＦ）验
证引物。 ＰｓＰＧ－Ｆ 的序列为 ５′－ＴＧＧＣＧＡＡＣＣＧＴＡＧ
ＡＡＧＣＣＴ－３′； ＰｓＰＧ－Ｒ 的序列为 ５′－ＣＴＡＣＡＡＡＣＡＡ
ＣＴＴＧＴＡＧＧＣＴＧＡＡＣＣ－３′。 反应体系包括 １０ ×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μＬ、２５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｄＮＴＰｓ ｍｉｘｔｕｒｅ ２􀆰 ０ μＬ、
２５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＭｇＣｌ２１􀆰 ５ μＬ、５ Ｕ·μＬ－１ ｒＴａｑ 酶 ０􀆰 ２
μＬ、１０ μｍｏｌ·Ｌ－１上游和下游引物各 １􀆰 ０ μＬ 及模板

ｃＤＮＡ １􀆰 ５ ｎｇ·μＬ－１，用 ｄｄＨ２Ｏ 补足至终体积 ２５􀆰 ０
μＬ。 反应程序为：９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ 变性 ４５
ｓ、５６ ℃退火 ４５ ｓ、７２ ℃延伸 ９０ ｓ，３５ 个循环；最后于

７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 采用质量体积分数 １􀆰 ０％琼脂糖

凝胶电泳验证 ＰＣＲ 产物，然后利用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝

胶试剂盒〔爱思进生物技术（杭州）有限公司〕回收

ＰＣＲ 产物，再将回收产物与 ｐＭＤ１９－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ〔宝生物

工程（大连）有限公司〕连接并转化到大肠杆菌 ＤＨ５α
感受态细胞中做 ＴＡ 克隆，挑取单克隆菌落经 ＰＣＲ
（反应体系和反应程序同上）验证后送上海美吉生物

医药科技有限公司测序。 其中，ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ ｍｉｘｔｕｒｅ
和 ｒＴａｑ 酶均购自宝生物工程（大连）有限公司，大肠

杆菌 ＤＨ５α 由本实验室保存。
１􀆰 ２􀆰 ３　 生物信息学分析 　 将克隆的‘槜李’果实细

胞壁降解相关基因的 ｃＤＮＡ 或氨基酸序列使用不同

的网络程序或本地软件进行相关生物信息学分析，即
在 ＮＣＢＩ 数据库中提交克隆序列，并运行 ＢＬＡＳＴｎ 查

找同源序列 （ ｈｔｔｐ： ∥ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．
ｃｇｉ）；再利用 ＢｉｏＸＭ 查找序列的最大开放阅读框并推

导氨基酸序列； 而后用 ｐＩ ／ Ｍｗ ｔｏｏｌ （ ｈｔｔｐ： ∥ ｗｗｗ．
ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｉ ＿ ｔｏｏｌ． ｈｔｍｌ ）、 ＰｒｏｔＰａｒａｍ （ ｈｔｔｐ： ∥
ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｔｏｏｌｓ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ． ｈｔｍｌ ） 和 Ｋｙｔｅ － Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ
（ ｈｔｔｐ：∥ ｆａｓｔａ． ｂｉｏｃｈ． ｖｉｒｇｉｎｉａ． ｅｄｕ ／ ｆａｓｔａ ＿ ｗｗｗ２ ／ ｆａｓｔａ ＿
ｗｗｗ．ｃｇｉ？ ｒｍ ＝ｍｉｓｃ１）分析蛋白质的理化性质；同时，
用 ＳＭＡＲＴ 预测蛋白质的结构域，用 ＧＯＲ 在线程序预

测蛋白质的二级结构（ｈｔｔｐ：∥ｓｍａｒｔ． ｅｍｂｌ－ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．
ｄｅ ／ ）；利用 ＤＮＡｍａｎ ７􀆰 ０ 进行氨基酸序列的多重比

对，利用 ＭＥＧＡ ４􀆰 １［１３］ 并运用邻接法构建进化树，均
用 ５００ 次重复进行 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验， 采用 默 认 的

Ｐｏｉｓｓｏｎ ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ 模型和 Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ 选项。
１􀆰 ２􀆰 ４　 基因表达分析 　 分别取各处理组‘槜李’果

肉组织总 ＲＮＡ １ μｇ，采用消除残留 ＤＮＡ 的试剂盒

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ〔宝生物

工程（大连）有限公司〕合成 ｃＤＮＡ。
根据 ｑＲＴ－ＰＣＲ 引物设计原则及克隆获得的‘槜

李’ＰＧ 基因，采用 Ｂｅａｃｏｎ Ｄｅｓｉｇｎｅｒ ７􀆰 ０ 设计并合成荧

光定量特异引物；选取蛋白延伸因子（ＥＦ－２）作为看

家基因。 根据 ＮＣＢＩ 上已登录的 ＥＦ － ２ 设计引物。
ＰｓＰＧ－ｑＦ 的序列为 ５′－ＡＴＣＴＧＧＴＧＴＣＡＣＡＡＴＣＣＴＣ
ＡＡＣＴＣ－３′，ＰｓＰＧ－ｑＲ 的序列为 ５′－ＧＣＣＴＣＴＴＣＴＴＧ
ＣＴＣＣＴＴＧＣＣ－３′；ＥＦ－２－ｑＦ 的序列为 ５′－ＧＧＴＧＴＧＡ
ＣＧＡＴＧＡＡＧＡＧＴＧＡＴＧ－３′，ＥＦ－２－ｑＲ 的序列为 ５′－
ＴＧＡＡＧＧＡＧＡＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧ－３′。 引物合成由

上海捷瑞生物工程有限公司完成。
ｑＲＴ－ＰＣＲ 反应在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７３００ Ｒｅａｌ－

Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ 上进行，反应体系包括 ＳＹＢＲ 􀳏
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μＬ、１０ μｍｏｌ·Ｌ－１上游

和下游引物各 ０􀆰 ３ μＬ 及模板 ｃＤＮＡ １􀆰 ０ μＬ， 用

ｄｄＨ２Ｏ 补足至终体积 ２０􀆰 ０ μＬ。 反应程序为：９４ ℃预

变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ、６０ ℃退火 ２０ ｓ、７２ ℃延伸

４３ ｓ，４０ 个循环；最后于 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 溶解温度

设置为 ６３ ℃ ～９５ ℃。 基因的相对表达量采用 ２－ΔΔＣｔ

法［１４］进行计算。 为了使结果更直接化，将室温贮藏

条件下各采后贮藏时间‘槜李’ＰＧ 基因的相对表达

量作为其他 ３ 个处理组对应采后贮藏时间的相对表

达量的参照，并将每个处理组“０”点的相对表达量设

为“１”，高于或低于“１”分别表示上调或下调。 每个

样品 ３ 次重复。
１􀆰 ３　 数据统计

采用 ＥＸＣＥＬ ２００７、ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 和 Ｏｒｉｇｉｎ ｖ１０􀆰 ２􀆰 １
统计分析软件进行数据统计和图表制作。

２　 结果和分析

２􀆰 １　 不同采后处理和贮藏条件下‘槜李’果实硬度

的动态变化

不同采后处理和贮藏条件下‘槜李’果实硬度的

动态变化见图 １。 由图 １ 可以看出：４ 个处理组‘槜
李’果实的硬度均呈持续下降趋势，且与采后贮藏时

间呈线性负相关。 其中，室温贮藏（对照）条件下果

实硬度下降最快，低温贮藏条件下果实硬度下降较

慢，１－甲基环丙烯（１－ＭＣＰ）处理和减压浸钙处理条

件下果实硬度下降速度居中。 室温贮藏条件下‘槜
李’果实贮藏 ２ ｄ，果实硬度急剧下降至 ０ ｋｇ·ｃｍ－２，
即果实完全软化；减压浸钙处理条件下果实贮藏 ４ ｄ
完全软化；１－ＭＣＰ 处理和低温贮藏条件下果实贮藏

５ ｄ完全软化。

２６
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—●—： 室温贮藏 Ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ； —○—： 低温贮藏 Ｌｏｗ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ； —▲—： １ － 甲 基 环 丙 烯 （ １ － ＭＣＰ ） 处 理
１⁃ｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｒｏｐｅｎｅ （ １⁃ＭＣＰ ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； —△—： 减 压 浸 钙 处 理
Ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｉｎ Ｃａ２＋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

图 １　 不同采后处理和贮藏条件下‘槜李’果实硬度的动态变化
Ｆｉｇ． １　 Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｆｒｕｉｔ ｆｉｒｍｎｅｓｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’
ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２􀆰 ２　 ‘槜李’ＰｓＰＧ 基因的克隆及生物信息学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＰｓＰＧ 基因的克隆 　 以 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中已

经登录的多种植物 ＰＧ 基因的核苷酸序列为基础， 克

隆‘槜李’ＰＧ 基因的 ｃＤＮＡ 序列，获得该基因开放阅

读框（ＯＲＦ）长度为 １ １３４ ｂｐ，编码 ３７７ 个氨基酸，起
始密码子为 ＡＴＧ，终止密码子为 ＴＡＧ。 ＮＣＢＩ 比对结

果显示：该基因与 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ 和 Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ
Ｌｉｎｎ．的 ＰＧ 基因的相似度分别达到 ９８％和 ９７％，说明

获得的 ｃＤＮＡ 序列为‘槜李’ＰｓＰＧ 基因，ＧｅｎＢａｎｋ 登

录号 ＫＸ１４９０４４。
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰｓＰＧ 基因的生物信息学分析　 运用生物信

息学在线软件分析得出，‘槜李’ＰｓＰＧ 蛋白的氨基酸

总数为 ３７７。 推导该蛋白质的理论相对分子质量为

３９ ５５０，理论等电点 ｐＩ ５􀆰 ６２。
应用 ＧＯＲ 在线程序预测 ＰｓＰＧ 蛋白的二级结构

由 １１􀆰 １４％的 α 螺旋、３１􀆰 ０３％的 β 折叠和 ５７􀆰 ８２％的

无规则卷曲组成，其中，无规则卷曲是该蛋白质二级

结构的主要组分。
‘槜李’ＰｓＰＧ 基因与其他 ４ 种植物 ＰＧ 基因编码

的氨基酸序列的多重比对结果见图 ２。 由图 ２ 可以

看出：ＰｓＰＧ 基因编码的氨基酸序列含有果胶酸裂解

酶 ３ 结构域（ｐｅｃｔａｔｅ ｌｙａｓｅ ３ ｄｏｍａｉｎ）和 ４ 个 ＰｂＨ１ 保

１： ‘槜李’Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘ Ｚｕｉｌｉ’； ２： Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ （ Ｌｉｎｎ．） Ｂａｔｓｃｈ； ３： Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ Ｌｉｎｎ．； ４： 西洋梨 Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ．； ５： Ｓｏｌａｎｕｍ
ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ Ｌｉｎｎ．

图 ２　 ‘槜李’ＰｓＰＧ 基因与其他 ４ 种植物 ＰＧ 基因编码的氨基酸序列的多重比对结果
Ｆｉｇ． ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’ ａｎｄ ＰＧ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ

３６
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守结构域，其编码的氨基酸序列与 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ、
Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ 和西洋梨等果树 ＰＧ 基因编码的氨

基酸序列相似度较高。
ＰｓＰＧ 基因编码的氨基酸序列与 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ 的

３ 个 ＰＧ 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列 （ ＡＡＣ６４１８４、
ＡＡＰ２１９９９ 和 ＡＢＶ３２５５３） 的相似度高达 ９８％， 与

Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ 的 ２ 个 ＰＧ 基因编码的氨基酸序列

（ＡＤＴ８２７０６ 和 ＡＦＤ６２２６７）的相似度在 ９６％以上，与
西洋 梨 的 ３ 个 ＰＧ 基 因 编 码 的 氨 基 酸 序 列

（ＣＡＨ１８９３５、 ＢＡＦ４２０３４ 和 ＢＡＣ２２６８９ ） 以 及 沙 梨

〔Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ （ Ｂｕｒｍ． ｆ．） Ｎａｋａｉ 〕 （ ＡＥＲ２７６６８ ）、
Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ． （ＡＧＲ４４４７０）、甜橙〔Ｃｉｔｒｕｓ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ （ Ｌｉｎｎ．） Ｏｓｂｅｃｋ 〕 （ ＫＤＯ５１５９１ ） 和 葡 萄

（ＣＡＮ７８６７９）的 ＰＧ 基因编码的氨基酸序列的相似度

介于 ７２％～７９％之间。
基于‘槜李’ＰｓＰＧ 基因与其他 ８ 种植物 ＰＧ 基因

编码的氨基酸序列构建系统树，结果见图 ３。 由图 ３
可以看出：所选大部分植物的 ＰＧ 基因编码的氨基酸

序列具有较高的同源性。 ‘槜李’ ＰｓＰＧ 基因编码的

氨基酸序列与 Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ（ＡＡＣ６４１８４） 和 Ｐｒｕｎｕｓ
ａｒｍｅｎｉａｃａ（ＡＤＴ８２７０６）的 ＰＧ 基因编码的氨基酸序列

的亲 缘 关 系 最 近， 与 西 洋 梨 （ ＣＡＨ１８９３５ ）、 沙 梨

（ＡＥＲ２７６６６８）和 Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ（ＡＧＲ４４４７０）的

ＰＧ 基因编码的氨基酸序列的亲缘关系也较近，与甜

橙（ＫＤＯ５１５９１）、葡萄（ＣＡＮ７８６７９）和大桉（Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ
ｇｒａｎｄｉｓ Ｗ． Ｈｉｌｌ ｅｘ Ｍａｉｄｅｎ） （ＫＣＷ５７４８４）的 ＰＧ 基因

编码的氨基酸序列的亲缘关系较远。

节点处数据表示自展值 Ｄａｔｕｍｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｖａｌｕｅｓ． １： ‘槜李’ Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘ Ｚｕｉｌｉ’； ２： Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ （ Ｌｉｎｎ．）
Ｂａｔｓｃｈ； ３： 西洋梨 Ｐｙｒｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ Ｌｉｎｎ．； ４： 沙梨 Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ （Ｂｕｒｍ．
ｆ．） Ｎａｋａｉ； ５： Ｐｒｕｎｕｓ ａｒｍｅｎｉａｃａ Ｌｉｎｎ．； ６： Ｐｙｒｕｓ×ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉ Ｒｅｈｄ．； ７：
甜橙 Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ｌｉｎｎ．） Ｏｓｂｅｃｋ； ８： 大桉 Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｇｒａｎｄｉｓ Ｗ． Ｈｉｌｌ
ｅｘ Ｍａｉｄｅｎ； ９： 葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ Ｌｉｎｎ．

图 ３　 基于‘槜李’ＰｓＰＧ 基因与其他 ８ 种植物 ＰＧ 基因编码的氨基酸
序列的系统树
Ｆｉｇ． ３ 　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰｓＰＧ
ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘ Ｚｕｉｌｉ ’ ａｎｄ ＰＧ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ
ｅｉｇｈｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

２􀆰 ３　 不同采后处理和贮藏条件下‘槜李’ＰｓＰＧ 基因

的表达模式分析

不同采后处理和贮藏条件下‘槜李’ ＰｓＰＧ 基因

的相对表达量见图 ４。 结果显示：低温贮藏和减压浸

钙处理条件下，‘槜李’ＰｓＰＧ 基因的相对表达量缓慢

升高，贮藏 ５ ｄ 时达到最高值，随后急剧降低（图 ４－
Ａ，Ｃ），且贮藏 ５ ｄ 时果实完全软化，ＰｓＰＧ 基因的相

对表达量分别约为同时期室温贮藏条件下的 ３０ 和

６０ 倍。 １－甲基环丙烯（１－ＭＣＰ）处理条件下，贮藏３ ｄ
时 ＰｓＰＧ 基因的相对表达量急剧升高至最高值，随后

迅速降低（图 ４－Ｂ）。

Ａ： 低温贮藏 Ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｔｏｒａｇｅ； Ｂ： １－甲基环丙烯（１－ＭＣＰ）处理 １⁃ｍｅｔｈｙｌｃｙｃｌｏｐｒｏｐｅｎｅ （１⁃ＭＣＰ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｃ： 减压浸钙处理 Ｉｍｍｅｒｓｅｄ ｉｎ Ｃａ２＋
ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｅｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

图 ４　 不同采后处理和贮藏条件下‘槜李’ＰｓＰＧ 基因的相对表达量
Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰｓＰＧ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｐｒｕｎｕｓ ｓａｌｉｃｉｎａ ‘Ｚｕｉｌｉ’ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

４６



第 ４ 期 王　 刚， 等： ‘槜李’果实软化相关基因 ＰｓＰＧ 的克隆与表达分析

３　 讨论和结论

３􀆰 １　 ＰｓＰＧ 蛋白的结构域与果实软化关系密切

‘槜李’ＰｓＰＧ 基因中的果胶酸裂解酶 ３ 结构域具

有类果胶酸裂解酶的 β 螺旋，其与糖苷水解酶第 ２８
家族（ｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ｈｙｄｒｏｌａｓｅ，ｆａｍｉｌｙ ２８，ＧＨ２８）密切相关，
这些酶对细胞壁的代谢与降解具有重要作用。 此外，
在果胶酸裂解酶 ３ 结构域内还含有 ４ 个平行 β 螺旋

重复（ｐａｒａｌｌｅｌ β ｈｅｌｉｘ ｒｅｐｅａｔｓ，ＰｂＨ１）结构域，该区域是

β 片层垛叠区，可以形成较大的螺旋结构，具有催化

多糖水解的活性［１５］。 这说明 ＰｓＰＧ 蛋白与果实软化

关系密切。
３􀆰 ２　 低温有利于‘槜李’果实采后贮藏保鲜

目前，已有许多报道较为深入地研究了低温胁迫

对果实品质和代谢的影响。 首先，低温使代谢过程中

许多酶的活性减弱，并抑制乙烯的生物合成；其次，低
温能有效抑制微生物生长，减少腐烂病发生。 不同品

种果实在不同温度下的耐受能力不同。 李（Ｐｒｕｎｕｓ
ｓａｌｉｃｉｎａ Ｌｉｎｎ．）、 杏李 （ Ｐ． ｓｉｍｏｎｉｉ Ｃａｒｒ．） 和 欧 洲 李

（Ｐ． ｄｏｍｅｓｔｉｃａＬｉｎｎ．）部分品种在室温条件下可贮藏

２０～３０ ｄ，在温度 ４ ℃和空气相对湿度 ９０％ ～ ９５％条

件下贮藏时间可达 ５０ ｄ［１６］；‘金太阳’杏（Ａｒｍｅｎｉａｃａ
ｖｕｌｇａｒｉｓ ‘Ｇｏｌｄｅｎ ｓｕｎ’）在温度（０±１） ℃和空气相对

湿度 ９０％～９５％条件下可贮藏 ４０ ～ ５０ ｄ，失重率仅为

０􀆰 ２％，可加工果率高达 ９６％［１７］；汪开拓等［１８］ 研究认

为，采用 １ ℃贮藏杨梅〔Ｍｙｒｉｃａ ｒｕｂｒａ （Ｌｏｕｒ．） Ｓｉｅｂ． ｅｔ
Ｚｕｃｃ．〕果实较 ５ ℃或 １０ ℃贮藏更为显著地延缓了果

实软化，并降低了果实腐烂率，从而有效延长了果实

贮藏期。 本研究中，低温〔（４±１）℃〕贮藏条件下‘槜
李’果实硬度的降幅较室温〔（２５±１）℃〕贮藏条件下

明显减小，说明低温贮藏有利于保持‘槜李’果实的

商品品质。 此外，结合本研究中 １ － 甲基环丙烯

（１－ＭＣＰ）处理和减压浸钙处理在抑制‘槜李’果实软

化相关基因的表达上的作用，推测在 １－ＭＣＰ 处理或

减压浸钙处理后采用低温贮藏可进一步延长货架期

和保持良好的风味品质。
３􀆰 ３　 ＰｓＰＧ 基因参与‘槜李’果实软化过程

多聚半乳糖醛酸酶是植物体内水解果胶物质的

基础酶［１９］，其基因的表达与果胶变性和细胞壁结构

变化密切相关［２０］。 研究结果表明：在不同种类果实

软化过程中，ＰＧ 基因的表达增加，同时伴随着果胶聚

合物的变性和果实的软化［１０，２０］。 结合不同采后处理

和贮藏条件下‘槜李’果实硬度变化趋势和 ＰｓＰＧ 基

因表达模式推测，在果实完全软化前，ＰｓＰＧ 基因转录

水平升高；当果实完成软化后，负反馈机制抑制该基

因的进一步表达，说明 ＰｓＰＧ 基因参与了‘槜李’果实

软化的某些阶段。
乙烯是一种内源性的气态植物激素，调控果实的

发育进程。 Ｋｙｔｅ 等［２１］在 ＰＧ 基因启动子序列中发现

乙烯应答元件，ＰＧ 基因的表达和内源乙烯释放量的

增加在时间上有紧密相关性。 １－ＭＣＰ 为乙烯受体抑

制剂，能够高效抑制内源乙烯的释放。 本研究中，在
１－ＭＣＰ 处理条件下，‘槜李’ＰｓＰＧ 基因的表达模式与

其果实硬度的下降趋势相对应，ＰｓＰＧ 基因表达受抑

制，果实硬度下降趋势减缓，表明 ＰｓＰＧ 基因受乙烯

调控参与‘槜李’果实软化。 在果实软化初期，ＰｓＰＧ
基因响应乙烯信号，表达量升高，激活了多聚半乳糖

醛酸酶活性促进果实软化；当果实完全软化后，不再

需要多聚半乳糖醛酸酶发挥功能，乙烯信号减弱并协

同负反馈机制阻断 ＰｓＰＧ 基因进一步表达。 但具体

响应机制仍需 ＲＮＡｉ 技术结合目的基因的遗传转化

来进一步深入阐明。
钙是果树必不可缺的矿质营养元素，也是一种多

功能的细胞信号分子，其在果实生长发育进程中发挥

着极其重要的作用。 而在果实软化方面， Ｓｉｌｖｅｉｒａ
等［２２］研究认为，外源补钙主要是增加组织中自由钙

离子（Ｃａ２＋）和结合钙含量，促进 Ｃａ２＋与果胶的相互交

链，减少细胞内酶通过细胞壁与底物接触的机会，从
而有效地减缓果实的软化。 在本研究中，采用减压浸

钙处理和低温处理一方面延缓了‘槜李’ＰｓＰＧ 基因

表达，另一方面明显提高了 ＰｓＰＧ 基因的表达水平，
由此推测，ＰｓＰＧ 基因不仅参与了‘槜李’果实软化过

程，同时能响应 Ｃａ２＋和低温诱导参与其他重要生化过

程。 其原因可能是，Ｃａ２＋通过诱导果实中 ＰｓＰＧ 基因

大量表达，激活了果实内多聚半乳糖醛酸酶活性，从
而增加了其与底物的接触机会，完成果实软化过程。
另外，ＰｓＰＧ 基因表达上升阶段主要发生在‘槜李’果
实快速软化阶段，说明多聚半乳糖醛酸酶是参与果实

软化的诱导酶，而非启动酶。
３􀆰 ４　 结论

综合研究结果显示：‘槜李’果实在贮藏过程中，
果实硬度呈下降趋势，１－ＭＣＰ 处理、减压浸钙处理和

低温贮藏可以明显延缓果实硬度下降。 ＰｓＰＧ 基因的

５６
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相对表达量呈现先升高后降低的趋势，ＰｓＰＧ 基因可

受到 １－ＭＣＰ 的抑制，并能够明显响应 Ｃａ２＋诱导。 低

温贮藏是‘槜李’果实采后品质保鲜的有效手段，可
以抑制 ＰｓＰＧ 基因的表达以延缓果实软化过程。 本

研究结果为进一步揭示‘槜李’果实贮藏和软化机制

提供了科学依据。
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