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摘要：以嘎拉苹果为试材，分析了果实发育软化过程细胞壁组分、细胞壁酶活性及其酶基因表达的变化。结果表明，发育期，

细胞壁物质（CWM）及其组分均先升后降，果胶中共价结合果胶（CSP）含量最高，纤维素含量远高于半纤维素，此期 CSP 和纤维

素含量与硬度显著相关，细胞壁酶表现不同的活性变化和基因表达，并与细胞壁组分存在一定相关性，表明细胞壁降解参与了果实发

育期的相关生理过程。采后 CSP 含量快速降低，水溶性果胶（WSP）含量开始增加，纤维素和半纤维素含量降低，均与硬度显著或

极显著相关；细胞壁酶中，β-Gal 活性和基因表达量增幅最快，α-Af 和 PG次之，PME 活性和基因表达的增加时期相对滞后，且 β-Gal

和 α-Af 活性与硬度和各细胞壁组分的相关性强于 PG 和 PME，PG 与 CSP 和半纤维素表现较强相关性，而在 PME 上的相关性最差，

说明细胞壁代谢与嘎拉果实软化密切相关，β-Gal 和 α-Af 可能对果实软化的作用更强。 
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Abstract: Changes in cell wall composition, enzyme activity, and gene expression during development and softening of Gala apples was 

investigated to identify correlations. The results indicated that the content and composition of cell wall material (CWM) showed a dynamic trend 

during development. Covalent soluble pectin (CSP) showed the highest content among the three pectins assessed and cellulose content was 

always significantly higher than that of hemicellulose. Firmness correlated significantly with CSP and hemicellulose content. Additionally, 

changes were noted in the activity and gene expression of cell wall enzymes during this stage, showing that cell wall degradation was involved 

in the physiological process of fruit development. After harvest, CSP content decreased rapidly with softening, water soluble pectin (WSP) 

content began to increase, while cellulose and hemicellulose contents decreased, all of which, correlated significantly with firmness loss. Among 

the cell wall enzymes, β-galactosidase (β-Gal) activity and MdGal gene expression increased most rapidly, followed by that of 

α-Arabinofuranosidase (α-Af) and PG polygalacturonase (PG), while pectin methylesterase (PME) activity and MdPME increased at a later 

stage. Moreover, correlation with firmness and cell wall components was stronger for β-Gal and α-Af than that for PG and PME. PG activity 

correlated strongly with CSP and hemicellulose content, while PME activity showed the least correlation with changes in cell wall components. 

This indicated that cell wall metabolism had a close relationship with texture softening of „Gala‟ apple, and both, β-Gal and α-Af may play 

relatively more important roles in fruit softening. 
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嘎拉苹果（Malus×domestica Borkh. Cv. Gala）品

质优良，但由于果实成熟期较早，采收时气温高，常

温下贮藏极易软化，即使在冷藏条件下，也仅能贮藏

4 个月，耐贮性差[1 ]，严重影响了嘎拉苹果的生产、

贮运和销售，极大地限制了其经济效益的提高。因此，

研究嘎拉苹果果实发育过程及采后贮藏过程中质地变

化的理化特性及其分子机制，将为保持果实采后品质

和延长贮藏期提供理论依据，并对促进嘎拉苹果产业

链的延伸及其产业发展具有重要意义。 

果实的成熟软化是一个复杂的生理生化过程，包

括果实内含物质的合成、风味品质形成以及果皮色泽、

果肉质地和香气成分的变化等，其中，质地软化不仅

是果实发育成熟最明显的变化，也是贮藏过程中最受

关注的果实品质指标之一。细胞壁结构和成分的改变

直接影响果实质地软化，其主要成分是果胶质、纤维

素、半纤维素等，果胶质有序地分布在纤维素和半纤

维素微丝中形成网状结构，使果实具有一定形状和维

持果实硬度[2]。细胞壁组分含量的多少与果实硬度、

松实、脆韧、腻粗等密切相关，是果实质地发育的重

要因子[3]，而果实软化往往是细胞壁水解酶降解细胞

壁、造成细胞间连接减少、细胞离散所致[4]，所以细

胞壁降解特性与果实软化的关系便成为采后工作者研

究的焦点内容[2, 5]。但目前该方面的研究主要集中在采

后贮藏阶段，而对果实发育阶段的研究很少，将采前

发育阶段与采后贮藏期结合起来的综合研究更是鲜见

报道。本文以嘎拉苹果为试材，从果实发育、成熟和

软化的全过程系统分析果实质地发育软化特性与细胞

壁组分含量、细胞壁降解酶活性及其关键酶基因表达

变化的关系，以期阐明细胞壁代谢在嘎拉果实质地发

育和软化中的作用，为果实软化生理研究和果实品质

提高及贮藏技术完善提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

试验以河北省燕山苹果产区（昌黎县两山乡果园）

的嘎啦苹果为试材，每 5 株树为一组，设 3 个重复，

从花后 14 d 开始采样，间隔 2 周采样 1 次，每次采 15

个果实，直至果实成熟（8 月 25 日），即生长期的采

样时期分别为花后 14 d、28 d、42 d、70 d 和 98 d。果

实于 8月 25 日采收后在湿度为 90%的常温（20±1 ℃）

环境下贮藏，每 5 d 采样 1 次，至贮藏 20 d 果实完全

后熟软化为止。每次随机选 10 个果实，测定去皮硬度

后，将果肉切成小块，液氮速冻，保存于-70 ℃冰箱

中用于测定其他各项指标。 

1.2  果肉硬度的测定 

每次采样后随机取 10 个果实，采用 TMS-PRO 物

性分析仪（FTC，USA）测定果实带皮硬度，探头直

径为 2 mm，刺入深度 0.5 cm，重复 10 次，单位为 N。 

1.3  果实细胞壁组分的提取分离和含量测定 

按 Brummell 等[2]的方法，略加改进。称 3.0 g 果

肉，分别用 80%乙醇、纯丙酮和 90%的二甲基亚砜依

次去除细胞壁中的糖、色素和淀粉成分，离心后将其

沉淀物烘干得粗细胞壁物质（CWM）。再分别用 50 

mmol/L 乙酸钠（pH 6.5）、50 mmol/L CDTA 和乙酸钠

（pH 6.5）、50 mmol/L 的 Na2CO3和 4 mmol/L KOH 依

次提取得到水溶性果胶（WSP）、离子型果胶（ISP）、

共价结合果胶（CSP）和半纤维素，剩下的沉淀即为

纤维素成分。果胶含量用咔唑法测定，半纤维素含量

用蒽酮法测定，重量法测定纤维素含量。重复 3 次。 

1.4  果实细胞壁水解酶活性测定 

按 Wei 等[6]的方法制备细胞壁酶液，参考 Lin 等[7]

的方法测定果胶甲酯酶（PME）活性，用氰乙酰胺法
[8]测定多聚半乳糖醛酸酶（PG）活性，β-半乳糖苷酶

（β-Gal）活性和 α-阿拉伯呋喃糖苷酶（α-Af）活性的

测定参考 Brummell 等[2]的方法。重复 3 次。 

1.5  细胞壁水解关键酶基因的实时荧光定量

检测 

改良 CTAB 法提取果实总 RNA
[9]，用 primer5.0

软件设计 MdPG、MdPME、MdGal、MdAf 基因的定

量引物（表 1）。用 TaKaRa 逆转录试剂盒合成各基因

的 cDNA 第一链后，在多重 Real-time 荧光定量 PCR

仪下进行各基因的相对表达量的测定。以 18S 为内参

基因。重复 3 次。 

1.6  数据统计分析 

分别用 Excel 软件和 DPS 7.05 软件进行数据分

析、作图和统计，采用 Duncan 新复极差法进行 5%和

1%的显著性水平分析。 

2  结果与分析 

2.1  果实硬度和细胞壁物质含量的变化 

图 1 表明，嘎拉果实发育初期 CWM 含量高且呈

上升趋势，花后 28 d 达最大值后开始降低，一直到贮
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藏阶段果实 CWM 含量仍呈降低趋势。而果实质地硬

度变化与 CWM 含量变化基本一致，在果实发育初期

有所增加，花后 42 d 硬度达最大值，之后开始降低，

进入贮藏期，嘎拉果实硬度仍表现较快的降低趋势。 

表1 果实细胞壁代谢关键酶基因的定量引物序列 

Table 1 Genes primers for cell wall enzymes used for quantitative polymerase chain reaction (qPCR) 

基因名称 上游引物 下游引物 

MdPG S5‟ GTAACTGCACCAGAGGACA 3‟ A5‟ TTCTTCACCACCAAGTTATT 3‟ 

MdPME S5‟ GATGCCTTGGAGTGGAGA 3‟ A5‟ TGCTAATGTATTGCGTTC 3‟ 

MdGal S5‟ AAGAACGGAAAGTCCCCAC 3‟ A5‟ TCCAATGACCCATACACGG 3‟ 

MdAf S5‟ AGAAACGCCTATCCTGAC 3‟ A5‟ CACGGCATACTCGCTCAC 3‟ 

18S S5' CCATTGGAGGGCAAGTCT 3' A5' GGTTCTCACGCTACACGA 3' 

 
图1 果实发育成熟软化期间细胞壁物质含量和硬度变化 

Fig.1 Changes in cell wall material content and firmness during 

fruit development and softening 

2.2  果胶、纤维素和半纤维素含量的变化 

 

 
图2 细胞壁果胶组分、半纤维素和纤维素含量的变化 

Fig.2 Changes in pectin, hemi-cellulose, and cellulose content 

发育初期，嘎拉果实 CSP 含量显著增加，花后

28 d 达最大值后迅速降低，成熟期 CSP 含量稳定，但

在整个发育期嘎拉果实 CSP 含量均高于 ISP 和 WSP

含量；采收时 CSP 含量仍最高，随果实软化其含量显

著下降，贮藏 10 d 后低于 WSP。而发育期嘎拉果实

WSP 与 ISP 含量相近，呈缓慢的先升后降的趋势；贮

藏期 WSP 含量显著升高，ISP 含量略有下降后基本稳

定（图 2a）。图 2b 显示，发育期，纤维素含量高且于

花后 28 d 达最大值后显著降低，而半纤维素含量在发

育前期远低于纤维素并缓慢增加，花后 56 d 达最大值

后逐渐降低，半纤维素含量虽一直低于纤维素，但二

者降低速率相近。而且，仅 CSP 和纤维素均在果实发

育软化过程中与硬度显著相关，而 WSP 和半纤维素

含量变化与硬度的显著相关性则只表现在贮藏阶段，

ISP 含量变化与硬度相关性不显著（表 2）。 

2.3  果胶甲酯酶（PME）和多聚半乳糖醛酸酶

（PG）活性及其基因表达变化 

发育期间，嘎拉果实 PME 活性不断增加，花后

70 d 达最高活性，之后开始降低，采后第 5 d 其活性

开始较快上升，贮藏末期又有所降低（图 3a）。但 PME

活性仅在贮藏期与硬度变化显著相关（r=-0.769*），在

发育期仅与 CSP 显著相关（r=-0.708*），贮藏期 PME

活性分别与 WSP 含量（r=0.718*）变化和半纤维素含

量（r=-0.796*）变化显著相关（表 2）。然而，MdPME

基因在发育初期表达量很高，花后 14~28 d 略有增加，

之后随果实发育成熟其表达量不断降低，尤其在花后

28~70 d 的下降速率较快，采收时 MdPME 基因表达

量降至最低，随果实软化又开始增加，与 PME 活性

的增加趋势相一致（图 3a）。但 PG 活性随果实生长发

育不断上升，仅在花后 70 d 至采收前期有所下降，贮

藏期其活性开始大幅度增加。而在果实发育、成熟、

软化过程中，嘎拉果实 MdPG 基因的表达量呈连续增

加的趋势，与其酶活性的变化趋势基本同步（图 3b）。

然而，PG 活性仅与贮藏期的硬度变化显著相关
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（r=-0.812*），在这一时期分别与 CSP（r=0.926**）

和半纤维素（r=0.918**）含量变化极显著相关，与纤

维素含量变化显著相关（r=-0.740*）；但在发育期 PG

活性与 ISP（r=0.718*）和半纤维素（r=0.873*）含量

变化均显著相关（表 2）。 

 

 
图3 果胶甲酯酶和多聚半乳糖醛酸酶活性及其基因表达变化 

Fig.3 Changes in PG and PME activities and their respective 

gene expressions 

2.4  β-半乳糖苷酶（β-Gal）和 α-阿拉伯呋喃糖

苷酶（α-Af）活性及其基因表达变化 

 

 
图4 β-半乳糖苷酶和 α-阿拉伯呋喃糖苷酶活性及其基因表达

变化 

Fig.4 Changes in β-Gal and α-Af activities and their respective 

gene expressions 

表2 果实硬度、细胞壁组分和水解酶活性变化的相关性分析 

Table 2 Correlation analysis between fruit firmness, CWM components and cell wall enzymes 

细胞壁组分 时期 硬度 果胶甲酯酶 多聚半乳糖醛酸酶 β-半乳糖苷酶 α-阿拉伯呋喃糖苷酶 

硬度 
发育期 - -0.052 0.585 0.699 0.310 

贮藏期 - -0.769* -0.812* -0.907** -0.860** 

水溶性果胶 
发育期 0.502 -0.426 0.231 0.311 -0.428 

贮藏期 -0.759* 0.718* -0.624 0.863** 0.773* 

共价结合果胶 
发育期 0.749* -0.708* -0.008 0.943* -0.196 

贮藏期 0.982** -0.210 0.926** -0.993** -0.999** 

离子结合果胶 
发育期 0.471 -0.005 0.718* 0.656 -0.624 

贮藏期 0.590 -0.105 -0.348 0.906** 0.668 

半纤维素 
发育期 -0.087 -0.607 0.873* 0.784* -0.648 

贮藏期 0.897* -0.796* 0.918** -0.783* -0.792* 

纤维素 
发育期 0.794* -0.336 0.364 0.672 -0.581 

贮藏期 0.887* -0.717 -0.740* 0.502 -0.869* 

随果实发育软化，β-Gal 活性呈高-低-高的动态变

化，即发育初期 β-Gal 活性很高，随果实发育快速降

低直至果实采收，贮藏期间其活性又迅速升高；且

MdGal 基因的表达变化与其酶活性变化基本一致，即

MdGal 基因的表达量随果实发育不断降低，近成熟期

表达量较低，但进入贮藏期，MdGal 基因的表达量急

剧增加，且其增加时期早于其酶活性提高的时期（图

4a）。嘎拉果实 β-Gal 活性仅在贮藏期与硬度变化显著
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相关（r=-0.907**），并与 3 种果胶和半纤维素的含量

变化显著或极显著相关（表 2）。图 4b 表明，发育初

期 α-Af 活性呈下降趋势，盛花 42 d 后其活性基本稳

定，贮藏期其活性开始显著增加；而且，MdAf 基因

表达与 α-Af 活性变化相一致。但与 β-Gal相比较，α-Af

活性与 MdAf 基因表达水平均较低，尤其在果实发育

前期。表 2 显示，α-Af 活性与贮藏期的硬度、WSP、

CSP、纤维素和半纤维素含量变化均显著或极显著相

关，与 ISP 的相关性不显著，但在发育期 α-Af 活性与

硬度和各细胞壁组分间的相关性均不显著。 

3  结论 

3.1  本研究表明，嘎拉果实细胞壁物质（CWM）含量

与其硬度变化趋势一致，果胶组分、纤维素和半纤维

素含量均随果实发育表现不同程度的先升后降的趋

势，说明细胞壁代谢参与了其果实的发育过程，这在

甜瓜[10]、香蕉[11]和草莓[12]等果实上有相关报道。其中，

果胶组分中 CSP 为主导成分，纤维素含量显著高于半

纤维素，且只有 CSP 和纤维素的含量变化与硬度下降

显著或极显著相关，表明 CSP 和纤维素与嘎拉果实质

地发育的关系较为密切。采收时，果胶中仍以 CSP 含

量最高且随果实软化显著降低，此时 WSP 含量开始增

加，纤维素和半纤维素含量仍呈降低趋势，而 ISP 含量

变化不大，除 ISP 外各细胞壁组分均与硬度显著或极显

著相关，表明嘎拉果实质地软化伴随了显著的水溶性

细胞壁组分（WSP）增加和难溶性细胞壁组分（CSP、

纤维素和半纤维素）降低的现象，这与不耐贮的金冠

和乔纳金苹果[5,6]以及易软化的京白梨[13]果实上的相关

研究结果一致。 

3.2  果实软化与细胞壁降解酶引起的细胞壁组分变

化密切相关，细胞壁水解酶在果实软化的不同阶段起

不同的作用[14]。本研究在嘎拉果实发育软化过程中均

检测到 PG、PME、β-Gal 和 α-Af 活性和基因的表达，

但在果实发育软化的不同阶段各细胞壁酶表现显著不

同的变化特点，进而对果实生长发育表现不同的作用

和功能。PG 与 PME 活性随果实发育不断升高，进入

果实成熟期则表现出活性下降的趋势，其相关的酶基

因均有不同程度的表达，而且 PG 与 ISP 和半纤维素

表现显著的相关性，这说明嘎拉果实生长过程需要果

胶酶催化细胞壁果胶多糖组分的不断降解来促进细胞

壁疏松和细胞膨大，进而参与果实组织的生长发育及

其形态建成等，这在草莓[12]、枇杷[14]、脐橙[15]和荔枝
[16]等果实有类似的相关研究报道。而该阶段 β-Gal 与

α-Af 活性及其基因表达与硬度下降表现相反趋势，表

明果实发育期以物质合成为主要特征，所以细胞壁中

性多糖的解离会受到反馈抑制以维持细胞结构的稳定

和完整性。果实采收后，这 4 种细胞壁酶活性均迅速

升高，并伴随基因的大量表达，其中，β-Gal 活性和

基因表达量的增幅最快，α-Af和PG表现居中，而PME

活性和基因表达的增加时期相对滞后，而且，β-Gal

和 α-Af 均与硬度的相关性强于 PME 和 PG，β-Gal 与

3 种果胶成分含量变化极显著相关，并与纤维素含量

显著相关，而 α-Af 除了 ISP 外与其它各细胞壁组分均

达到显著或极显著的相关水平，PG 与 CSP 和半纤维

素含量的相关性较强，而 PME 活性变化与细胞壁组

分间的相关性最差，认为 β-Gal 和 α-Af 在嘎拉果实质

地软化及其细胞壁降解中可能起更重要作用，尤其是

β-Gal 的作用更为突出，进而表明细胞壁中性多糖的

解离与嘎拉果实软化启动的关系更为密切，这与我们

在京白梨[13]上的研究结果相符，阚娟[17]和 Jin
[18]等在

桃上也获得了类似结论。 

3.3  总之，细胞壁代谢与嘎拉果实质地发育和软化存

在密切关系。在发育期，细胞壁酶活性和基因表达通

过参与影响细胞壁组分含量的变化，引起细胞壁多糖

长链上的成分和结构发生改变，使细胞壁疏松，进而

通过促进细胞膨大及其组织的形态建成等参与果实生

长发育过程。而在贮藏期，细胞壁降解则是引起果实

质地软化的主导生理过程，不同细胞壁组分及其酶活

性和基因表达在其软化的不同阶段所起的作用存在显

著差异。然而，果实质地发育软化经历了复杂的生理

生化过程，其形态结构及细胞内部结构变化也是多种

因素参与协同作用的结果，所以，还需对果实质地发

育软化进行深入细致的研究，以全面阐述其生理机制。 
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