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内切–β–1,4–葡聚糖酶基因在茌梨果实发育及 

成熟中的表达模式分析 
 

张新富，王玉玲，张晓菲，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：本研究以茌梨(Pyrus bretschneideri Rehd. Cv. Chili)果实为材料，分析了内切-β-1,4-葡聚糖酶（EGase）基因 PbEG3 和 PbEG4

在果实发育及成熟衰老时期的表达模式。茌梨果实中 PbEG3 和 PbEG4 的基因表达量均于发育时期呈现峰值，其中，PbEG3 的基因

表达量在花后 70 d 达到峰值 0.31，花后 130 d 降至 0.003；而 PbEG4 的基因表达峰值于花后 110 d 出现，为 0.14，花后 130 d 降为 0.005，

与 EGase 的活性变化趋势一致。0 ℃贮藏期间，茌梨果实中 PbEG3 和 PbEG4 的基因表达量均呈下降趋势，且二者均在采收点呈现最

大值，其中 PbEG3 于采后 60 d 表达量最低，之后表达量略有升高；而 PbEG4 在贮藏期间的表达量均较低。采后乙酰水杨酸(ASA)

处理能够减少茌梨果实的失重，抑制其可溶性果胶的增加，降低 EGase 活性，延缓纤维素的降解，从而推迟果实的成熟衰老进程。

PbEG3 和 PbEG4 可能与茌梨果实的生长发育有关，未参与其采后衰老进程。 

关键词：茌梨；内切-β-1,4-葡聚糖酶基因；基因表达 

文章篇号：1673-9078(2017)1-62-67                                             DOI: 10.13982/j.mfst.1673-9078.2017.1.010 

Analysis of the Expression Pattern of Endo-β-1,4-Glucanase Gene during 

Development and Maturation of Chili Pear 
ZHANG Xin-fu, WANG Yu-ling, ZHANG Xiao-fei, WANG Ran, YANG Shao-lan 

(Qingdao Key Laboratory of Genetic Improvement and Breeding in Horticultural Plants, College of Horticulture, Qingdao 
Agricultural University, Qingdao 266109, China) 

Abstract: The expression patterns of PbEG3 and PbEG4, which encode endo-β-1,4-glucanase (EGase), were analyzed during fruit 

development, maturation, and senescence of the chili pear (Pyrus bretschneideri Rehd. Cv. Chili). Both PbEG3 and PbEG4 showed the highest 

expression during the fruit development period. The highest levels of expression of PbEG3 and PbEG4 were found to be 0.31 and 0.14, at 70 d 

and 110 d after anthesis, respectively. At 130 d after anthesis, the expression levels of PbEG3 and PbEG4 decreased to 0.003 and 0.005, 

respectively. The expression pattern of PbEG4 was found to be consistent with the enzyme activity of EGase. During storage at 0 ℃, the 

expression of both PbEG3 and PbEG4 exhibited a decreasing trend, and was the highest on the day of harvest. PbEG3 expression was lowest at 

60 d after harvest, and then increased slightly, while PbEG4 expression was consistently low during storage. Postharvest acetylsalicylic acid 

(ASA) treatment decreased fruit weight loss, inhibited the increase of soluble pectin content, reduced the activity of EGase, and delayed the 

degradation of cellulose, thereby delaying the processes of fruit ripening and senescence. These results indicated that PbEG3 and PbEG4 might 

be related to the growth and development of chili pear, but not the senescence process. 
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果实的成熟软化是一个复杂的过程。植物细胞壁 
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的主要成分包括果胶、纤维素、半纤维素和蛋白质等，

研究认为，果实在成熟软化过程中其细胞壁成分果胶、

纤维素和半纤维素等会发生降解[1,2]。多种酶类参与了

果实的后熟软化，如多聚半乳糖醛酸酶（PG）、β-半
乳糖苷酶（β-Gal）、果胶甲酯酶（PME）、扩张蛋白

（Expansin）、内切-β-1,4-葡聚糖酶（EGase）、木葡聚

糖内糖基转移酶（XET）和阿拉伯糖苷酶（Afase）等
[3,4]。EGases 是一类由细菌、真菌、昆虫和植物产生的

一种水解酶，植物 EGase 属于内切-1,4-β-葡聚糖酶第



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.1 

63 

九家族，具有 1,4-β-葡聚糖主链的多聚糖，如纤维素

等分子能被 EGase 催化水解，并被随机作用降解成为

糊精或寡聚糖[5]。EGase 基因分 α、β和 γ三类，是多

基因家族[6]，这些结构不同的家族成员在植物生长发

育过程中共同作用，因此克隆这些 EGase 基因具有重

要的意义。目前，已从拟南芥[7,8]、砂梨[9]、草莓[10,11]、

番茄[12~14]、荔枝[15]、柿[16]和西洋梨[17,18]等多种植物中

克隆获得了 EGase 的相关基因。 
研究表明，EGase 对植物体的生长发育具有广泛

作用，与细胞伸长[7,8,15]、果实成熟软化[12,19,20]和组织

器官脱落[13,14]等有密切关系。近年来，关于 EGase 参
与植物细胞伸长的研究已有报道。豌豆中 EGL1 在伸

长的黄化苗上胚轴中最为丰富，其次是迅速生长的花

和幼荚[21]。拟南芥中 cel1 在花序伸长区域表达量高，

但在完全伸展的叶片及花序柄的基部节间无表达；在

矮化处理植株的短花序茎伸长区域中，cel1 的表达量

要显著低于在正常植株相应区域的表达量[8]。其次，

EG 基因的表达与植物果实成熟软化的启动也有重要

关系[22]。Avocel1 在未成熟的鳄梨果实中表达量较低，

但随着果实成熟其表达量明显增加；而 Avocel2 在果

实成熟后期表达不显著。因此推断 Avocel1 基因可能

在果实成熟过程中起主要作用[23]。 
茌梨（Pyrus bretschneideri Rehd. Cv. Chili）是山

东栽培的白梨系统中的优良品种，但茌梨果实在采后

贮藏过程中易发生果皮皱缩和腐烂褐变，并伴随果肉

粗糙等现象，严重影响了果实的外观品质和食用价值，

制约了其在市场上的流通和供应期[24]。前期研究发

现，乙酰水杨酸（ASA）处理可延缓鸭梨果实的硬度

下降，减轻果实的失重，抑制果实的腐烂和乙烯释放

速率，维持鸭梨果实较好的外观品质和食用品质[25]，

因此，本研究以茌梨果实为试材，克隆了 EGase 基因

PbEG3 和 PbEG4，分析了二者的基因表达模式，并对

茌梨果实进行 ASA 处理，探究 ASA 处理对果实贮藏

期间衰老软化的影响，以及对 PbEG3 和 PbEG4 基因

表达模式的影响，以期获得 PbEG 基因在茌梨果实发

育和成熟衰老中的作用机制。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及处理 

本试验于 2012 年在青岛农业大学莱阳果树实验

站进行，于茌梨盛花后 25 d 开始，每隔 15 d 采样一次，

至果实采收。采摘的样品当天运抵实验室。果实去掉

果皮和果心，将果肉切成小块混合后用液氮处理，置

于-70 ℃超低温冰箱保存。 

茌梨成熟果实于 2012 年 10 月 12 日采自莱阳试

验基地，采后当天运抵实验室，挑选大小均匀、成熟

度相对一致的果实供试验用。选取部分果实以 1.0 
mmol/L ASA（pH 3.5）浸果处理5 min，晾干后置于0 ℃
贮藏[25]。每隔 15 d 随机取 10 个果实，进行乙烯等生

理指标的测定，并去皮后切 1 cm3的小块置于液氮中

速冻，存于超低温冰箱备用。 

1.2  果肉总 RNA提取及 cDNA的合成 

果肉总 RNA 提取。方法参照 TianGen RNA plant 
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
的逆转录按照 Revert AidTM First Strand cDNA 
Synthesis (Fermentas，立陶宛)试剂盒说明书进行操作。 

1.3  q-PCR分析 

对各个处理的果实进行果肉 RNA 的提取以及

cDNA 第一链反转录（Fermentas，立陶宛）。q-PCR
反应体系如表 1 所示。以梨 Actin 基因作为内参，基

因序列为：上游引物 5’-ATTGGAGCTGAGAGA 
TTCCGGT-3’，下游引物为 5’-GTCTCATGAATGCC 
AGCAGCTT-3’。PbEG3 和 PbEG4 的 q-PCR 扩增引物

分别为：PbEG3SP：5’-TGCAAAGCCGGGTCTAGA 
TA-3’，PbEG3AP：5’-ATGAAAGTAGGCCCACCAAC 
-3’；PbEG4SP：5’-TCGTAGGAACGC TGGCTTAT-3’，
PbEG4AP：5’-ACCTTGACCGTT TGTGCTTC-3’。
q-PCR 在 real-time PCR 仪器上操作（Roche 480，瑞

士）。每次 PCR 设阴性对照。扩增条件为：95 ℃预变

性 5 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

30 s，45 个循环。每个样品 3 次重复。数据分析采用

2-ΔΔCt方法[26]。 
表1 q-PCR反应体系 

Table 1 q-PCR reaction system 

Reagents Volume/μL 

Maxima SYBR Green q-PCR Master Mix（2x） 10 

Forward primer 0.4 

Reverse primer 0.4 

Water 7.2 

Template cDNA（10x） 2 
Total volume 20 

1.4  纤维素含量测定 

参考植物生理实验技术[27]。 

1.5  纤维素酶活测定 
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参考果蔬采后生理生化实验指导[28]。 

1.6  可溶性果胶含量测定 

参考 Brummell 等[4]的方法。 

1.7  数据分析 

实验均做 3 次重复，实验数据采用 Excel 进行处

理分析，并使用 origin 6.0 作图。 

2  结果与分析 

2.1  茌梨果实发育时期PbEG3和 PbEG4的基

因表达模式 

 
图1 茌梨果实发育阶段PbEG3和 PbEG4的基因表达模式 

Fig.1 Expression patterns of PbEG3 and PbEG4 during fruit 

development 

由图 1 可知，茌梨果实中 PbEG3 和 PbEG4 均于

发育时期出现基因表达峰值，且 PbEG3 的基因表达高

峰出现时间早于 PbEG4：PbEG3 在幼果期的基因表达

量呈上升趋势，并于花后 70 d 出现表达高峰，表达量

为 0.31，之后逐渐下降，至花后 130 d 其表达量降至

0.003；PbEG4 在花后 110 d 出现基因表达峰值 0.14，
随后迅速下降，至花后 130 d 其表达量降为 0.005。在

梨果实发育过程中，前期主要是细胞分裂，组织分化，

后期则是细胞膨大。PbEG3 和 PbEG4 在花后 130 d
到果实成熟期间表达量均很低（图 1），暗示其可能主

要在果实的细胞分裂阶段起作用。 

2.2  茌梨果实发育时期 EGase 活性与纤维素

含量变化趋势 

如图 2 所示，EGase 活性在茌梨发育阶段呈现峰

值。自花后 30 d 开始，EGase 活性逐渐升高，并于花

后 90 d 达到最大值 5.27 μg/(h·g)，随后逐渐降低。此

外，EGase 的活性变化趋势与 PbEG4 基因表达趋势一

致，而 PbEG3 基因表达的峰值出现时间早于 EGase
活性的峰值出现时间。 

 
图2 茌梨果实发育阶段EGase活性 

Fig.2 Activity of EGase during fruit development 

 
图3 茌梨果实发育阶段的纤维素含量 

Fig.3 Cellulose content evolution during fruit development 

茌梨果实发育阶段的纤维素含量变化如图 3 所

示，果实的纤维素含量在花后 90 d 之前含量较低，最

后逐渐上升。本试验结果显示，发育阶段的茌梨果实

中，随着 PbEG3 和 PbEG4 的作用，EGase 活性逐渐

升高，同时纤维素的含量也逐渐增加，从而表明在果

实发育时期，EGase 可能未作用于纤维素的降解，其

可能与果实的生长发育相关。吴富旺等克隆了两个荔

枝果实EG基因，发现LcEG1在果皮和果肉中均表达，

且随着果实的发育，LcEG1 在果皮中的表达下降，但

在果肉中的表达量增加；LcEG2 则仅在果肉生长的前

期表达，未在果皮中表达，表明 LcEG1 可能与荔枝果

皮和果肉的发育相关，而 LcEG2 可能仅与果肉早期的

生长有关[15]。 

2.3  茌梨果实贮藏期间PbEG3和 PbEG4的基

因表达模式 

根据 PbEG3 和 PbEG4 的基因非编码区设计

q-PCR 引物，进行表达分析，结果如图 4 所示。0 ℃
贮藏时期，茌梨果实中 PbEG3 和 PbEG4 在贮藏初期

（0 d）的基因表达量均最高，随后皆下降。PbEG3
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的表达量在贮藏前期呈下降趋势，于贮藏 60 d 时表达

量最低，之后表达量略有升高；而 PbEG4 只有在贮藏

初期（0 d）的表达量最高，之后的表达量均维持在较

低水平。贮藏前期，ASA 处理能够抑制 PbEG3 的基

因表达，并且 ASA 处理的果实中 PbEG3 的基因表达

量在贮藏期间均维持在较低水平。而 ASA 处理果实

中 PbEG4 的表达量在贮藏期间与对照果实无明显差

异，表达量均较低。我们获得的两个 EG 基因与其在

西洋梨中的表达模式不同，西洋梨中获得的 PcEG1
和 PcEG2 在冷藏后货架期上的表达模式出现很大差

异：PcEG1 为组成型表达，而 PcEG2 则是在贮藏末

期表达出现高峰[18]。 

 
图4 PbEG3和 PbEG4在茌梨贮藏时期的表达水平 

Fig.4 Expression patterns of PbEG3 and PbEG4 during fruit 

storage 

2.4  茌梨果实贮藏期间失重率和可溶性果胶

含量的变化 

贮藏过程中，茌梨果实的失重率呈上升趋势，表

明果实逐渐失水，果皮皱缩，品质下降，而 ASA 处

理果实的失重率明显低于对照果实（图 5），表明 ASA
处理能够减缓果实失水，较好地维持果实品质。 

 
图5 ASA处理对茌梨果实贮藏阶段失重率的影响 

Fig.5 Effect of ASA treatment on weight loss rate during fruit 

storage 

 
图6 ASA处理对茌梨果实贮藏阶段可溶性果胶含量的影响 

Fig.6 Effect of ASA treatment on soluble pectin content during 

fruit storage 

在果实成熟过程中，原果胶逐渐转变为可溶性果

胶，果实逐渐成熟衰老[29]。本研究结果显示，茌梨果

实中可溶性果胶含量随贮藏时间的延长逐渐升高，且

ASA 处理果实中可溶性果胶的含量明显低于对照果

实（图 6），表明 ASA 处理能够延缓茌梨果实的衰老

进程。 

2.5  茌梨果实贮藏期间纤维素含量和 EGase

活性的变化 

 
图7 ASA处理对茌梨果实贮藏阶段纤维素含量的影响 

Fig.7 Effect of ASA treatment on cellulose content during fruit 

storage 

随着贮藏时间的延长，对照果实和 ASA 处理果

实中纤维素含量均呈下降趋势，且 ASA 处理果实中

纤维素含量下降趋势较缓慢（图 7）。 
贮藏过程中，茌梨果实的 EGase 活性于贮藏后 90  

d 达到最高，而 ASA 处理果实中 EGase 的活性均处于

较低水平，且始终低于对照果实，表明 ASA 处理能

够抑制茌梨果实中 EGase 的活性（图 8）。 
综上可知，EGase 活性变化与果实成熟衰老进程

一致，随着酶活性的升高，纤维素含量逐渐下降，可

溶性果胶含量逐渐升高，果实趋于衰老。而 ASA 处 
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理抑制了 EGase 活性，从而延缓了茌梨果实纤维素的

降解，降低了可溶性果胶的含量，延缓了果实的衰老

进程。因此，EGase 在茌梨果实的成熟衰老进程中起

着重要作用。 

 
图8 ASA处理对茌梨果实贮藏阶段EGase活性的影响 

Fig.8 Effect of ASA treatment on EGase activity during fruit 

storage 

3  讨论 

根据所编码的氨基酸残基特征，EGases 基因家族

可分为两类[30]：其中一类的 N 端含有疏水跨膜区，属

于跨膜蛋白型；另一类的 N 端则含有信号肽，属于分

泌型蛋白。分泌型 EG 蛋白与果实成熟、器官脱落和

细胞伸长等有关[6]。蛋白跨膜区分析发现，本试验得

到的 PbEG3 和 PbEG4 没有跨膜区域，推测二者属于

分泌型蛋白。 
前期研究表明，番茄中 EGase 基因 Cel4 在雌蕊发

育早期表达，能够促进雌蕊的发育，同时 Cel4 在黄化

苗下胚轴的生长区域和幼嫩叶片中均有较高的表达

量，但在成熟的组织器官、组织脱落区和果实中表达

量则较低或不表达，由此表明 Cel4 的表达与胚轴、叶

片和雌蕊细胞的快速增大密切相关[31]。本试验中，

PbEG3 和 PbEG4 均在茌梨果实发育中期呈现峰值，

该阶段为果实快速生长期，即果实膨大期，其编码的

EGase 也与果实的生长发育进程一致，从而表明二者

可能参与了茌梨果实细胞分裂，对果实快速膨大起促

进作用。 
在果实成熟软化过程中，多种不同的 EGases 通过

水解具有 1,4-β-葡聚糖酶主链的多聚糖，改变细胞壁

的多孔性和黏性，促使细胞壁修饰酶更加容易接近其

作用的底物，从而更快地引起果实软化[5]。茌梨果实

贮藏期间，随着 EGase 活性的升高，细胞壁中纤维素

逐渐降解，可溶性果胶上升，果实趋于衰老。PbEG3
和 PbEG4 的基因表达量于采收点最高，随后下降，因

此PbEG3和PbEG4可能未参与果实的采后衰老进程。

植物 EGase 为多基因编码家族，可能存在其它的 EG

基因与茌梨果实的采后衰老相关。 

4  结论 

本研究从茌梨果实中获得两个EG基因PbEG3和
PbEG4，研究了其在果实发育和贮藏阶段的表达模式。

结果表明，PbEG3 和 PbEG4 可能在茌梨果实的生长

发育过程起着重要作用，而未参与茌梨果实的采后成

熟衰老。 
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