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采前钙处理对黄金梨果顶硬化果实贮藏特性及

PpEXPA2基因表达的影响 
 

王玉玲，路贵龙，张新富，王然，杨绍兰 

（青岛市园艺植物遗传改良与育种重点实验室，青岛农业大学园艺学院，山东青岛 266109） 

摘要：为探究采前钙处理对黄金梨果顶硬化果实的影响，以黄金梨正常果实和果顶硬化果实为试材，对部分果顶硬化果实进行

采前喷钙处理，分别测定果实的贮藏特性和 PpEXPA2 基因表达量等指标。结果表明：2 ℃贮藏期间，正常果实、CaCl2处理果实及果

顶硬化果实萼端的硬度、粘性、弹性、内聚性和咀嚼性均呈先升高后降低趋势，CaCl2处理果实萼端及柄端的硬度和咀嚼性均明显低

于果顶硬化果实；正常果实失重率最高，其次为 CaCl2处理果实；CaCl2处理降低了果顶硬化果实的腐烂率，并抑制了果实的呼吸强

度。贮藏 180 d，CaCl2处理果实的腐烂率和呼吸强度分别较果顶硬化果实降低了 18.87%和 59.70%；采收初期，PpEXPA2 基因在果顶

硬化果实中的表达明显高于正常果实和果顶硬化果实，随后下降，而正常果实和 CaCl2处理果实中 PpEXPA2 基因的相对表达量均随

贮藏时间逐渐升高，采前 CaCl2处理抑制了该基因的表达。 

关键词：黄金梨：果顶硬化；CaCl2处理；贮藏特性；PpEXPA2  

文章篇号：1673-9078(2016)2-53-59                                             DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2016.2.009 
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Abstract: In order to investigate the influence of pre-harvest calcium treatment on the hard-end Whangkeumbae (Pyrus pyrifolia.Nakai.) 

pear fruits, normal fruits and hard-end fruits were used as test materials. Some of the hard-end pear fruits were sprayed with CaCl2 solutions 

before harvest, and the fruit storage characteristics, gene expression level of PpEXPA2, and other indicators were determined. The results showed 

that during storage at 2 ℃, the firmness, adhesiveness, springiness, cohesiveness, and chewiness of the calyx-end area of normal fruit, 

CaCl2-treated fruit and hard-end fruit showed a downward trend after the initial increase. The firmness and chewiness in both stem end and calyx 

end areas of CaCl2-treated fruit were lower than those of hard-end fruit. The weight loss rate was highest in normal fruit, followed by in 

CaCl2-treated fruit. CaCl2 treatment reduced the rot rate of hard-end fruit and inhibited the respiration rate of the fruits. After 180 days of storage, 

the rot rate and respiration rate of CaCl2-treated fruit were decreased by 18.87% and 59.70%, respectively, compared with hard-end fruit. During 

the early stage of the postharvest period, the relative expression level of PpEXPA2 in hard-end fruit was significantly higher than those in normal 

fruit and CaCl2-treated fruit and was then decreased. The relative expression levels of PpEXPA2 in normal fruit and CaCl2-treated fruit gradually 

increased during the storage period. Pre-harvest CaCl2 treatment may inhibit the gene expression of PpEXPA2. 

Key words: Whangkeumbae pear; hard-end; CaCl2 treatment; storage characteristics; PpEXPA2 

 

收稿日期：2015-04-28 

基金项目：国家自然科学基金项目（31201608）；国家现代农业（梨）产业

技术体系建设专项（nycytx-29-06）；山东省优秀中青年科学家科研奖励基

金（BS2010NY009）；青岛市科技计划基础研究项目(12-1-4-5-(8)-jch)；青

岛农业大学高层次人才启动基金（630803） 

作者简介：王玉玲（1991-），女，硕士研究生，研究方向为果实采后生理与

分子生物学。 

通讯作者：杨绍兰（1978-），女，博士，副教授 

黄金梨（Pyrus pyrifolia.Nakai. Whangkeumbae） 

属砂梨系统，由韩国园艺实验场罗州支场以‘新高’ 和 

‘二十世纪’杂交育成[1]，我国于 20世纪 90 年代中期引

入。黄金梨成熟时果皮呈黄绿色，贮藏后变为金黄色，

果皮极洁净，果肉细嫩多汁，石细胞少，果心小，味

清甜而具香气，深受消费者和种植者欢迎[2]。然而，

近年来的栽培中发现黄金梨易发生果顶硬化，表现为

果实果顶处硬化，果皮变厚，果肉细胞木质化，严重
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影响其外观品质和食用品质，大大降低了经济效益，

也在一定程度上制约了黄金梨产业的发展[3]。 

黄金梨果顶硬化发病初期果实萼洼及其周围果

皮呈浅绿色或铜锈色，萼端尖突，果皮变厚，果肉变

硬，且有宿萼现象，发病较重时果实萼端坚硬，细胞

呈木栓化坏死[3]。宫美英等[4]发现使用膨果素处理及树

体缺硼、钙、硅等中、微量元素等均能加重果顶硬化

的发生。诸多研究也发现水分胁迫和钙的缺失可能是

果顶硬化发生的原因 [2~8]
，Raese 等[9]研究发现喷施

CaCl2 溶液能增加‘Anjou’梨中的钙含量，并且对控制 

‘Anjou’ 梨的栓斑病和果顶硬化等有明显作用。Lu 等[10]

的试验发现，果顶硬化果实中木质素及石细胞的含量

均高于正常果，尤其是在果皮部位，有大量木质素沉

积。芮怀瑾
[11]

研究发现，1.0%CaCl2 采后处理可显著

抑制‘解放钟’枇杷果实硬度的升高，减轻果实木质化

症状。另外，采前喷钙可以抑制鸭梨黑心病[12]、库尔

勒香梨黑心病[13]、顶腐病[14]、苹果苦痘病[15]、樱桃裂

果病[16]等的发生率，采后浸钙处理可以较好地保持‘皇

冠’梨[17]、桃[18]、草莓[19]等的贮藏品质，延缓果实衰

老进程。Expansin 为一种细胞壁松弛蛋白，其在果实

成熟衰老中具有重要作用。Yang 等
[20]

研究发现枇杷果

实中的EjEXPA1 与果实的冷害木质化密切相关，我们

前期研究认为，PpEXPA2 参与了黄金梨果实的采后软

化进程[21]，但该基因在黄金梨果顶硬化果实中的表达

调控未见报道。 

本研究以黄金梨果实为试材，根据果顶硬化的发

生规律，研究采前 CaCl2 处理对黄金梨果顶硬化的防

治效果及其贮藏特性的影响，并探究PpEXPA2 基因在

果顶硬化果实中的表达模式及调控机制，为改善黄金

梨果实贮藏品质和防治果顶硬化的发生提供理论依

据。 

1  材料与方法     

1.1  试验材料   

试验材料取自山东省莱阳市照旺庄镇东五龙村，

分别选取果顶硬化发生率低（11.49 %）和高（81.25 %）

的两片园区开展试验。选取发病率高的园区内的 10

棵黄金梨果树，分别于花后 30 d、50 d 和 70 d 喷施2% 

CaCl2 溶液。2014 年 8 月 16 日于发病率低的园区内采

收黄金梨正常果实，于发病率高的园区内采收 CaCl2

处理和果顶硬化果实，当天运抵实验室，选取大小、

成熟度一致且无机械损伤、病虫害的果实，4±0.5 ℃

下预冷 24 h后于温度为 2±0.5 ℃、湿度为 90~95%的

冷库中进行贮藏试验，分别于贮藏后 0 d、30 d、60 d、

90 d、120 d、150 d 和 180 d取样，每次取 10 个果，

去除果皮、果核及胴部，将萼端和柄端果肉切碎，各

自混匀后用液氮冷冻处理，于-70 ℃超低温冰箱中保

存备用。 

1.2  试验方法 

1.2.1  TPA 质构分析 

参照路贵龙等 [22]方法，采用 CT3-4500 质构仪

（Brookfield，美国）检测果实萼端和柄端果肉的硬度、

弹性、粘性、内聚性、咀嚼性等质构特性，测头直径

为 2.0 mm，深度为 10 mm，测试速度为 0.5 mm/s，测

试时去除果皮，共测 10个果，单果重复 4次。 

1.2.2  失重率测定 

称重法，共测 5 个果。 

失重率(%)=[(采收时重量-贮藏后重量)/采收时重

量]×100 

1.2.3  腐烂率测定 

观察法。果实出现病斑即为腐烂，腐烂率(%)= 

（烂果数量/果实总数）×100 

1.2.4  呼吸强度测定 

呼吸强度采用 CAMBO 580 portable analyser（意

大利）测定，共测 5 个果。呼吸强度[mg/(kg·h)]= CO2

释放量（mg）/测定果实重量（kg）·时间（h） 

1.2.5  可溶性固形物（TSS）含量测定 

采用手持折光仪 ATAGO PR101（日本）测定。

果实萼端去皮后取果肉，共测 10 个果，单果重复 4

次，取平均值。 

1.2.6  果肉总 RNA 提取及 cDNA 的合成 

萼端果肉总 RNA 提取方法参照 TianGen 

RNAplant Reagent（TianGen，中国）说明书操作，采

用 DNase（Fermentas，立陶宛）去除 DNA 污染。第

一条 cDNA逆转录按 Revert Aid TM First Strand cDNA 

Synthesis（Fermentas，立陶宛）试剂盒说明书进行操

作。 

1.2.7  Real-time PCR 分析 

通过在线 Primer3.0 进行 Real-time PCR 引物设

计。引物序列见表 1，由上海生工生物工程股份有限

公司合成。Real-time PCR 在 Real-time PCR 仪器上操

作（Roche480，瑞士）。总体积 20 μL，其中包括2 μL 

cDNAs，250 μmol/L引物，10 μL 2×SYBR Green PCR 

Master Mix（Roche），所用程序为 94 ℃退火 5 min，

94 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min 40个循环。每次 PCR 设阴性

对照。Actin 引物序列如表1。计算方法为 2
-ΔΔCt法[23]。 

1.2.8  结果统计方法 

采用 DPS 和 origin 进行数据分析和作图。采用
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DPS中完全随机二因素有重复试验统计分析进行显著 性差异分析，方法为新复极差法。 

表 1 Real-time PCR 扩增所用引物序列 

Table 1 Sequences of the primers used for real-time PCR analyses 

基因名称 引物名称 引物序列 

PpEXPA2 
PpEXPA2SP 5′-CCGGCGGTAAAACAGTTAAA-3′ 

PpEXPA2AP 5′-GTGCCAGTTAGCCACCTCAG-3′ 

Actin 
ActinSP 5′-CCCAGAAGTGCTCTTCCAAC-3′ 

ActinAP 5′-TTGATCTTCATGCTGCTTGG-3′ 

2  结果与分析 

2.1  采前 CaCl2 处理对果实外观品质的影响 

   

正常果实            果顶硬化果实 

 

CaCl2处理果实 

图 1 采收点正常果实、果顶硬化果实及 CaCl2处理果实外观形

态比较 

Fig.1 Fruit appearance of normal fruit, hard-end fruit, and 

CaCl2-treated fruit after picking 

由图 1 可知，果顶硬化危害区域主要集中于果实

萼端，通过观察外观色泽发现，病部果皮为浅绿色或

铜锈色，正常果实为均匀黄绿色，通过比较二者外观

形态发现，病果萼端与正常果萼端相比呈锥状突出，

且有宿萼现象。采前 CaCl2 处理的果实虽然也有宿萼

现象，但整体外观与正常果实无明显差异。 

2.2  采前 CaCl2 处理对黄金梨贮藏期间质构参

数的影响 

硬度是评价果蔬质地品质的一个重要指标，且果

实硬度增加是果顶硬化果实的主要症状之一[10]。本研

究结果显示，果顶硬化果实萼端和柄端的硬度始终显

著高于正常果实和 CaCl2 处理果实（P<0.05）（图2A），

且均呈现先上升后下降的趋势，而正常果实和 CaCl2

处理果实硬度变化不明显。果顶硬化果实于贮藏 150 d

达到最大值，萼端硬度最大值为 75.18 kg/cm
2
，柄端

硬度最大值为 32.55 kg/cm
2。正常果实和 CaCl2 处理果

实硬度最大值均出现于贮藏后 60 d，萼端硬度分别为

14.46 kg/cm
2 和 15.06 kg/cm

2，柄端为 11.12 kg/cm
2 和

11.64 kg/cm
2，无显著差异（p<0.05）。 

粘性反映了测试样品的粘着作用，果实粘性越

大，其果肉粘着越强。贮藏期间，正常果实、CaCl2

处理果实以及果顶硬化果实萼端粘性均呈先升高后下

降趋势，正常果实和果顶硬化果实柄端粘性亦先升高

后下降，而 CaCl2 处理果实柄端粘性无明显变化规律

（图 2B）。其中，果顶硬化果实萼端粘性至贮藏 120 d

达到最大值 19.12 mJ，之后骤降至3.06 mJ，且在贮藏

150 d前显著高于正常果实和 CaCl2 处理果实，柄端粘

性于贮藏后 60 d达到最大值。正常、CaCl2 处理果实

萼端粘性分别于贮藏后 60 d 和 90 d 出现最大值，二者

柄端粘性无显著差异（p <0.05）。  

弹性反映了贮藏过程中果实受外力作用后恢复

形变的能力。贮藏期间，正常果实、CaCl2 处理果实

以及果顶硬化果实萼端弹性呈先升高后下降趋势，柄

端弹性无显著变化（P<0.05）。其中，正常果实和果顶

硬化果实萼端弹性至贮藏后 60 d 达到最大值，分别为

9.54 mm 和 9.88 mm，CaCl2 处理果实于贮藏后 90 d

出现最大值 9.40 mm（图 2C）。随贮藏时间延长三者

萼端和柄端弹性均呈现下降趋势，其原因可能是由于

果实失水导致组织韧性减小，弹性下降[24]。 

贮藏期间，正常果实、CaCl2 处理果实以及果顶

硬化果实萼端和柄端内聚性均呈现先升高后下降的趋

势（图 2D）。果顶硬化果实萼端内聚性于贮藏 120d

前明显高于对照果实和 CaCl2 处理果实，柄端无显著

差异（p <0.05）。 

果实咀嚼性在数值上为硬度、弹性、内聚性三者

乘积，该参数综合反映了果实对咀嚼的持续抵抗性
[24]。正常果实、CaCl2 处理果实以及果顶硬化果实萼

端和柄端的咀嚼性均呈先升高后下降趋势（图 2E）。
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其中，果顶硬化果实的咀嚼性始终高于二者，并且变

化趋势明显，其萼端咀嚼性于贮藏 60 d 呈现峰值，柄

端咀嚼性于贮藏 90 d呈现峰值，这与弹性的变化趋势

一致。高雪等[24]认为咀嚼性增加可能是弹性增加和木

质化的结果。 

  

  

  

  

  

萼端                       柄端 

图 2 CaCl2处理对果实质构参数的影响 

Fig.2 Effect of CaCl2 treatment on the fruit texture parameters 

2.3  采前 CaCl2 处理对黄金梨贮藏期间失重率

的影响 

由图 3 可知，贮藏过程中黄金梨失重率呈上升趋

势，果顶硬化果实失重率最低，CaCl2 处理果实次之。

贮藏至 180 d 时，正常、CaCl2 处理及果顶硬化果实的

失重率分别为 15.21%、13.58%和 12.31%。 

2.4  采前 CaCl2 处理对黄金梨贮藏期间腐烂率

的影响 

 

图 3 CaCl2处理对果实失重率的影响 

Fig.3 Effect of CaCl2 treatment on the fruit weight loss rate 

 
图 4 CaCl2处理对果实腐烂率的影响 

Fig.4 Effect of CaCl2 treatment on the fruit rot rate 

贮藏至 180 d，正常果实、CaCl2 处理果实以及果

顶硬化果实的腐烂率分别为 5.63 %、5.13 %和 24.00 %

（图 4），果顶硬化果实的腐烂率较正常果实和 CaCl2

处理果实高 4.5 倍左右，说明其贮藏性较差，且 CaCl2

处理明显降低了果顶硬化果实贮藏期间的腐烂率。 

2.5  采前 CaCl2 处理对黄金梨贮藏期间呼吸强

度的影响 

贮藏期间，黄金梨果实呼吸强度均呈现先下降后

升高趋势，正常果实和 CaCl2 处理果实的呼吸强度于

贮藏后期逐渐下降。果顶硬化果实呼吸强度于贮藏 30 

d 后持续升高，于贮藏 180 d达到最大值15.12（图 5），

CaCl2 处理果实的呼吸强度明显低于果顶硬化果实。

果顶硬化症的发生可能由于缺钙和水分胁迫[4,10]，从

而促进了呼吸代谢紊乱，进而加快了果实的衰老进

程。采前 CaCl2 处理能够较好地维持细胞膜的稳定性，

抑制果实生理生化代谢的紊乱，从而延缓了呼吸速率

的升高。 

2.6 采前CaCl2处理对黄金梨贮藏期间TSS含量

的影响 
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图 5 CaCl2处理对果实呼吸强度的影响 

Fig.5 Effect of CaCl2 treatment on the fruit respiration rate 

贮藏期间，果顶硬化果实中TSS含量无明显变化

（图6），而CaCl2处理果实中TSS含量于贮藏60 d前呈下

降趋势，其后无明显变化，正常果实中TSS含量在贮藏

30 d达最大值14.47%，其后下降并于贮藏60 d后无明显

变化。三者中可溶性固形物含量在贮藏120 d后均无显

著差异（p<0.05）。 

 

图 6 CaCl2处理对果实可溶性固形物含量的影响 

Fig.6 Effect of CaCl2 treatment on the fruit TSS content 

2.7  采 前 CaCl2 处 理 对 黄 金 梨 贮 藏 期 间

PpEXPA2 基因相对表达量的影响 

 
图 8 CaCl2处理对 PpEXPA2基因相对表达量的影响 

Fig.8 Effect of CaCl2 treatment on the relative expression level of 

PpEXPA2 gene 

果顶硬化果实中 PpEXPA2 基因相对表达量在采

收点显著高于正常果实和 CaCl2 处理果实（P<0.05），

并呈先下降后升高的趋势。而正常果实和 CaCl2 处理

果实中 PpEXPA2 基因相对表达量在贮藏过程中呈上

升趋势，且采前 CaCl2 处理果实中PpEXPA2基因表达

量明显低于二者，说明采前 CaCl2 处理抑制了果实中

PpEXPA2 的基因表达。贮藏至 120 d，三者表达量无

显著差异。 

3  讨论 

钙是调节植物体内代谢系统的重要因子之一，果

实缺钙易导致采前或贮藏期间的生理病害，但通过适

当的钙处理可以在不同程度上减轻或避免此类生理病

害的发生。幼果期喷钙处理是提高果实钙素水平及控

制生理病害的关键
[25]
。另外，诸多研究表明，钙可以

有效保持果实硬度、抑制果实呼吸，减少乙烯产生，

提高果实贮藏品质，延长货架寿命[26~27]。 

黄金梨采收于高温多雨季节，属呼吸跃变型果

实，具有明显的呼吸高峰，因此果实容易腐烂[28]。本

研究结果显示，CaCl2 处理果实的腐烂率均低于正常

果实和果顶硬化果实，表明采前钙处理降低了黄金梨

果实贮藏过程中的腐烂率。周绪宝等
[29]
、Goutam等

[30]

在草莓和番石榴上也得到了相同结果，前者发现在草

莓发育阶段喷施 CaCl2 溶液可提高草莓的贮藏性和好

果率，后者研究表明，在番石榴转色期喷施 1% 

Ca(NO3)2 溶液能够有效地减少果实冷藏期间的腐烂

率。另外，CaCl2 处理果实的呼吸强度在贮藏后期低

于果顶硬化果实，呼吸强度升高导致衰老进程加快，

贮藏期缩短，因此，采前 CaCl2 处理能够较好地保持

果实的贮藏品质。但 CaCl2 处理对果顶硬化果实中可

溶性固形物含量无显著影响，且果顶硬化果实中可溶

性固形物含量在贮藏 120 d 前高于正常果实。这可能

是由于果顶硬化果实的细胞于发育阶段过早停止生

长，出现木质化导致糖分等无法运输而造成的积累有

关[31]。果实失重率是衡量果实商品价值和贮藏效果的

另一重要指标，贮藏过程中果实失重主要是由于失水

造成的，受自身角质层厚薄、胞间隙大小的影响，并

且与角质层中有无蜡质层及其厚薄有关。本研究发现，

采前钙处理对果顶硬化果实的失重率亦明显影响，而

果顶硬化果实的角质层较正常果实厚
[4]
，在一定程度

上抑制了水分蒸发，可能是其失重率低的原因之一。 

贮藏期间，果顶硬化果实的硬度和咀嚼性始终显

著高于正常果实和 CaCl2 处理果实，其可能与果顶硬

化果实果皮增厚及木质素积累和石细胞数量增加有关
[10]，并且采前 CaCl2 处理显著抑制了果顶硬化果实贮

藏期间硬度的增加，这与 Lu 等[10]研究结果一致，其
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认为采前 CaCl2 处理可能通过抑制木质素相关酶活

性，降低木质素含量从而延缓果顶硬化果实硬度的升

高。Expansin 为一种细胞壁松弛蛋白，作用于植物细

胞生长、细胞壁松弛、花粉管渗透和叶原基生长等生

长发育过程
[32]

，并且 Expansin 与果实成熟软化密切相

关[33~34]。另外，Expansin 可能参与了木质化发生过程。

相关研究发现，Expansin与次生细胞壁木质化有关[35]，

Gray等[36]在白杨次生木质部中也发现了多种EXPA基

因。Im 等[37]指出，百日菊中 Ze-EXP1，Ze-EXP2 和

Ze-EXP3 是木质细胞特异表达的基因，可能在木质细

胞分化过程的初生细胞壁侵入生长中起作用；而

Ze-EXP4，Ze-EXP5 则可能包括在百日菊木质部发生

过程中，其表达存在明显的目标胞壁定位现象[38]。本

试验通过分析 PpEXPA2 在黄金梨贮藏期的表达模式

发现，PpEXPA2 在采收初期的果顶硬化果实中表达量

明显高于正常果实和 CaCl2 处理果实，Lu 等[10]研究结

果显示，果顶硬化果实在贮藏期间的木质素含量明显

高于正常果实和 CaCl2 处理果实，因此，PpEXPA2 基

因可能与果顶硬化果实的木质素积累有关。Yang 等[20]

在枇杷果实中也发现 Ej-EXPA1 与果实贮藏期间的冷

害木质化密切相关。另外，剥皮茭白的木质化发生也

与 ZcExp 基因表达的增加有关[38]。Jones 等[35]提出，

Expansin 促进了细胞壁的松弛，从而使木质素合成相

关酶更易与底物结合，导致了木质素的转移和积累。

因此，PpEXPA2 可能促进了黄金梨果顶硬化发生中的

木质素积累，而采前 CaCl2 处理抑制了果顶硬化中

PpEXPA2 的基因表达，从而减轻了该病症的发生。 

4  结论 

本研究结果表明，采前 CaCl2 处理对黄金梨果顶

硬化症具有良好的防治效果，显著抑制了果实果顶硬

化现象的发生，较好地保持了果实质地特性和外观品

质，并且减少了果实的腐烂率，提高了果实的贮藏品

质。通过研究 PpEXPA2 基因的表达模式发现，该基

因可能参与了黄金梨果顶硬化果实的木质素积累过

程，与其病症的发生密切相关，而采前钙处理能够显

著抑制该基因的表达，从而抑制黄金梨果实果顶硬化

的发生。 
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