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不同溶质型桃果实采后贮藏过程中线粒体内 

COX 活性及其基因的表达 
 

阚娟，万冰，张庆庆，刘俊，金昌海 

（扬州大学食品科学与工程，江苏扬州 225127） 

摘要：以软溶质型桃‘雨花三号’（Prumus persica (L.) Batsch, cv. Yuhua3）和硬溶质型桃‘加纳岩’（Prumus persica (L.) Batsch, cv. 

Jianayan）果实为试材，研究不同溶质型桃果实采后贮藏过程中呼吸速率、乙烯释放量、细胞色素氧化酶（cytochrome c oxidase，COX）

活性以及线粒体编码的 COX 3 种亚基（COXⅠ、COXⅡ、COXⅢ）基因表达量的变化。结果表明：‘雨花三号’桃果实贮藏过程中，

硬度不断下降，且在贮藏后期伴随着呼吸高峰和乙烯释放高峰的出现；而‘加纳岩’在贮藏过程中，硬度下降较缓慢，乙烯释放量较

少，呼吸速率较平稳。两种溶质型桃果实在贮藏前期，COX 活性不断增加，但到贮藏后期，COX 活性下降。‘雨花三号’桃果实中

COX 活性三种亚基基因的表达量显著低于‘加纳岩’。COX 主要作用于桃果实贮藏前期，为果实后熟提供足够能量，贮藏后期表达

量降低，活性受影响，机体代谢失衡，线粒体编码的 COX 与桃果实采后衰老之间存在一定的内在联系。 
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Activity of Mitochondrial Cytochrome c Oxidase and Gene Expression in 

Peach Cultivars with Different Flesh Types during Postharvest Storage 
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Abstract: Soft flesh peach ‘Yuhuasanhao’ (Prumus persica) and stony hard peach ‘Jianayan’ (Prumus persica) were used as test 

materials, and the changes in the ethylene production, respiration rate, activity of cytochrome c oxidase (COX), and the gene expression of three 

mitochondrial DNA encoded subunits of COX (COX I, COX II, and COX III) in peach fruit with different flesh types during postharvest storage 

were studied. The results showed that during postharvest storage, the firmness of 'Yuhuasanhao' peach fruit decreased continuously, and the 

ethylene production and respiration rate peaked during the late storage period. The firmness of 'Jianayan' peach fruit decreased slowly, with low 

ethylene production and a stable respiration rate. For both the peach cultivars with different flesh types, the activities of COX increased 

continuously at the early stage and decreased at the later stage of storage. The activity of COX and the relative expressions of the three 

mitochondrial DNA encoded subunits of COX were lower in 'Yuhuasanhao' than those in 'Jianayan'. COX played an important role in the early 

storage period, providing enough energy for postharvest ripening of the peach fruits. At the later stage of the storage period, the expression of the 

COX genes declined, COX activity was decreased, and there was an imbalance in cellular metabolism. These results suggest the existence of 

certain intrinsic relationships between COX and peach fruit softening and senescence during the postharvest period. 
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果实的后熟衰老与其呼吸代谢关系密切，而线粒

体是果实进行呼吸作用的细胞器，因此线粒体代谢活

性与果实的成熟软化有着必然的联系。植物细胞中活 
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性氧产生主要来源于线粒体、叶绿体和过氧化物体等，

其中线粒体是产生活性氧的主要部位[1]。Liberman
[2]

首先提出了活性氧参与乙烯的形成后，很多研究者相

继对此进行了大量的研究。在对绿豆黄化幼苗研究中

发现外源乙烯能显著提高活性氧产生速率，同时使得

线粒体呼吸高峰提前出现，从侧面表明乙烯对线粒体

呼吸的促进作用可能是通过提高线粒体活性氧的产生

速率实现的[3]。 

一系列实验表明，细胞衰老时线粒体功能发生退
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行性改变,，线粒体功能的正常有赖于其结构的稳定
[4~5]。细胞色素氧化酶（cytochrome oxidase，COX）

是线粒体呼吸链末端氧化反应过程中的关键酶，在线

粒体呼吸链电子传递中发挥着极其重要的作用，COX

的损伤又可直接影响线粒体的功能，导致 ATP 合成减

少，膜电位丧失，促使线粒体呼吸链产生大量的 ROS，

活化凋亡信号通路，细胞出现死亡[6]。COX 是由细胞

核 DNA 和线粒体 DNA 分别编码的亚基共同组成，其

中线粒体DNA编码的3个亚基COXⅠ、COXⅡ及COX

Ⅲ，共同构成了 COX 的核心结构[7]，影响着 COX 的

活性，而 COX 活性直接影响到线粒体功能状态[8,9]。 

Qin 等研究通过对蛋白质组学、蛋白免疫杂交以

及其他生理生化分析，证明了线粒体蛋白氧化损伤与

果实成熟衰老的关系[10]，前期研究中发现，在桃果实

树体成熟前期，COX 基因表达量较高，COX 活性相

对较高，到了桃果实成熟后期，COX 表达量降低。但

COX 与桃果实采后贮藏过程中后熟衰老的关系尚不

清楚，仍需要进一步研究。 

本研究以‘雨花三号’和‘加纳岩’两种溶质型

桃为研究材料，桃果实无论是软溶质型还是硬溶质型

在其成熟过程中都会产生乙烯。软溶质型桃的特点是

成熟过程中乙烯大量释放，果肉软化迅速，而硬溶质

型桃的软化过程会受到更多的限制，成熟过程中乙烯

释放一直很少，软化过程缓慢，果肉坚硬，直到后期

在溶解的时候，果肉软化并伴随乙烯释放增加。通过

研究不同溶质型桃果实在采后贮藏过程中呼吸速率、

乙烯释放、COX 活性和基因表达的变化，探讨 COX

在桃果实采后贮藏过程中的活性状态，通过对线粒体

编码的 COX 三种亚基基因表达量的分析，从分子水

平探讨 COX 在不同溶质型桃果实采后后熟衰老过程

中的作用，探讨线粒体中关键酶 COX 与桃果实后熟

衰老之间的关系，为从线粒体角度研究果实后熟衰老

提供一定的实验依据，进一步从分子水平完善桃果实

成熟软化机理。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及处理 

本试验选取‘雨花三号’和‘加纳岩’适熟期一

部分材料（各 200 个左右），以 7~8 个为单位，装在

聚乙烯薄膜塑料袋中，20℃（95%以上的相对湿度）

贮藏。贮藏 0、2、4、6、8、10 d，分别取 5~6 个鲜

果测定硬度和呼吸速率后取果肉部分切成小块，用液

氮处理后装在聚乙烯薄膜塑料袋中，并保存在-75 ℃

超低温冰箱中用于分析实验。 

1.2  试验方法   

1.2.1 果实硬度的测定 

采用 GY-1 型果实硬度计测定 (调头直径 3.5 

mm)，单位以 N 计算。每个果实胴部不同部位对称均

匀选取六个点，每次测量 6 个果实，均匀取平均值。 

1.2.2  呼吸速率的测定 

采用静置法。 

1.2.3  乙烯释放量的测定 

气相色谱条件为：FID 检测器，SPB-1 毛细管柱

(0.25 mm×30 m)。采用岛津 GC-14B 气相色谱仪，载

气 N2，柱温 40 ℃，检测器温度 120 ℃，试验重复三

次。 

1.2.4  线粒体的提取  

参照 Bonner
[11]和 Liang 等[12]方法。 

1.2.5  COX 活性的测定  

取提取的线粒体制备液，COX 活性的测定参照

Errede 等[13]的方法。  

1.2.6  桃果实总 RNA 提取   

参照 Meisel 等[14]方法提取。 

1.2.7  COXⅠ、COXII、COXIII 基因的 RT-PCR

和荧光定量 PCR（real-time PCR）  

根据 NCBI 上 COXI、II、III 基因序列信息

(GenBank 登录号分别为 M16884.1，Z11980.1，

X15131.1)，用 Primer premier5.0 软件设计引物，

RT-PCR特异性引物COXⅠ(5'-ATTGGTCTGTTCCGA 

TTC-3')和 (5'-CCGCTACCCACTTCTACT-3')，COXII 

(5'-AAGACGCAGCAACACCTA-3') 和 (5'-CTAACC 

ACCTCAACTCCC-3')，COXIII(5'-TTCCTTTAGCCT 

TTCGTG-3')和(5'-CCTCAATCCACTGTTTCG-3',用于

扩增目的基因。Actin（5'-GATTCTGGTGATGGTGTG 

AGTCA-3'）和（5'-GAGAGATGGCTGGAAGAGGAC 

TT-3'）用于内参基因。荧光定量 PCR 引物 COXⅠ(5'- 

GACACCCGAGCCTACTTTAC-3') 和 (5'-GCTATG 

ATGGCGAATACTGC-3'，COXII(5'-GCTTACAAGA C 

GCCACATCACC-3') 和 (5'-CGTAGGGAGGGAAGGG 

CAAT-3') ， COXIII(5'-CAGCCTAGTTCCTACCCAC 

GAC-3')和(5'-CCCGTTGCTATGAAGAATGTTG-3')用

于扩增目的基因。Actin（5'-CCTCTATGCCAACAC 

AGTGC-3'）和（5'-GTACTCCTGCTTGCTGATCC-3'）

用于内参基因。 

1.2.8  数据分析 

数据分析采用 SPSS 软件，分析不同溶质型桃果

实各指标间的差异及不同指标间的相关性。 
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2  结果与讨论 

2.1  不同溶质型桃果实采后贮藏过程中果实

硬度的变化 

 
图1 不同溶质型桃果实成采后贮藏过程中硬度的变化 

Fig.1 Changes in the firmness during the postharvest storage 

period of two peach cultivars 

由图 1 可知，采后贮藏过程中，‘雨花三号’桃

果实在 20 ℃条件下贮藏初期(2 d 内)，其硬度急剧下

降，在其贮藏后的第 6 d 硬度已下降至小于 2N，至 10 

d 时果实硬度已降至 1.1N。与‘雨花三号’桃果实相

比，‘加纳岩’桃果实贮藏过程中果实硬度下降的速度

和幅度比较缓慢，在整个贮藏周期内始终保持较高的

硬度，只在贮藏第 8 d 后，其硬度才开始显著下降，

但其硬度也明显高于‘雨花三号’。 

2.2  不同溶质型桃果实采后贮藏过程中呼吸

速率的变化 

 
图2不同溶质型桃果实成采后贮藏过程中呼吸速率的变化 

Fig.2 Changes in the respiration rates during the postharvest 

storage period of two peach cultivars 

呼吸速率是表示组织新陈代谢的一个重要指标，

是预测产品贮藏潜力的指标之一。如图 2 所示，‘雨

花三号’桃果实贮藏的前 8 d 呼吸速率迅速上升，之

后保持较高呼吸速率，贮藏的末期呼吸速率下降。而

‘加纳岩’桃果实贮藏前 4 d 呼吸速率变化不明显，

贮藏至 8 d 后呼吸速率增加，在贮藏末期呼吸速率保

持恒定。20 ℃贮藏条件下，‘雨花三号’桃果实呼吸

速率的增加集中在贮藏前期，而‘加纳岩’桃果实在

贮藏中后期具有较高呼吸速率，但‘雨花三号’在整

个贮藏期的呼吸速率均显著高于‘加纳岩’（p<0.05）。 

2.3  不同溶质型桃果实采后贮藏过程中乙烯

释放量的变化 

 
图3 不同溶质型桃果实采后贮藏过程中乙烯释放量的变化 

Fig.3 Changes in the ethylene production during the 

postharvest storage period of two peach cultivars 

‘雨花三号’桃果实在 20 ℃贮藏 2 d 后乙烯释放

即开始启动并迅速增加，乙烯释放量至第 8 天达到最

大值 78.91 μL/(kg FW·h)，而后又有所下降；‘加纳岩’

桃果实在贮藏过程中乙烯释放量总体均处在很低的水

平上，只在贮藏末期有微弱上升趋势，与‘雨花三号’

桃果实有明显差异。 

 
图4不同溶质型桃果实成采后贮藏过程中细胞色素氧化酶活性

的变化 

Fig.4 Changes in the COX activity during the postharvest 

storage period of two peach cultivars 

2.4  不同溶质型桃果实采后贮藏过程中 COX 
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活性的变化 

COX 是存在于线粒体内膜上重要的酶类，它能

直接参与生物的有氧呼吸反应，从图 4 可知，两种溶

质型桃果实在贮藏前期 COX 活性不断增加，在采后

贮藏第 4 d 时 COX 活性达到峰值，随后 COX 活性不

断下降，且不同溶质型桃果实在采后贮藏过程中 COX

活性存在显著差异（p<0.05）。 

2.5  不同溶质型桃果实采后贮藏过程中 COX

Ⅰ、COXⅡ、COXⅢ基因表达水平的比较 

 

 
图5 不同溶质型桃果实采后贮藏过程中COXI基因表达的影响 

Fig.5 Changes in the gene expression of COXI during the 

postharvest storage period of two peach cultivars 

注：A.RT-PCR 分析 COXI 基因的表达；B.实时荧光定量

PCR 分析 COXI 基因的表达。以 Actin 作内参。 

COXⅠ在两种不同溶质型桃果实贮藏过程中均

有表达，但整个贮藏期其变化相对较平缓。两种溶质

型桃果实在采后贮藏过程中 COXⅠ表达趋势相近，但

硬溶质型“加纳岩”桃果实中 COXⅠ基因相对表达量

显著高于软溶质型‘雨花三号’（p<0.05）。 

由图 6 和图 7 可以看出，两种溶质型桃果实采后

贮藏过程中 COXⅡ和 COXⅢ基因表达量均表现先增

加后降低的趋势，但硬溶质型桃果实‘加纳岩’COX

Ⅱ和 COXⅢ基因的表达量在贮藏过程中均高于‘雨花

三号’。COXⅡ和 COXⅢ基因在贮藏过程中基因表达

的变化趋势与 COX 的活性变化呈现一定正相关性（r

＝0.873）。 

 

 

图 6 不同溶质型桃果实采后贮藏过程中COXⅡ基因表达的影响 

Fig.6 Changes in the gene expression of COXI during the 

postharvest storage period of two peach cultivars 

注：a. RT-PCR 分析 COXⅡ基因的表达；b. 实时荧光定量

PCR 分析 COXⅡ基因的表达。以 Actin 作内参。 

 

 
图7 不同溶质型桃果实采后贮藏过程中COXⅢ基因表达的影响 

Fig.7 Changes in the gene expression of COXⅢ during the 

postharvest storage period of two peach cultivars 

注：A.RT-PCR 分析 COXⅢ基因的表达；B.实时荧光定量

PCR 分析 COXⅢ基因的表达。以 Actin 作内参。 

3  讨论 

3.1  果实硬度是果实后熟衰老的重要指标。呼吸跃变

型果实成熟时最显著的变化特征就是果肉硬度的变
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化，而桃果实为典型的呼吸跃变型果实，采后果实迅

速软化是最显著的变化特征，且果实的硬度与果实的

贮藏时间有着非常密切的关系。本研究中的两个桃果

实品种，‘加纳岩’桃果实采后 20 ℃贮藏过程中，贮

藏后期即 10 d 时硬度降至 4.2N（图 1），与此不同的

是‘雨花三号’桃果实 20 ℃贮藏的前期就已迅速软

化，采后贮藏的前 2 d 是硬度发生显著下降的时期（图

1），‘加纳岩’桃果实硬度保持期更长，有利于采后贮

藏。 

3.2  呼吸作用与果实品质的变化、贮藏寿命、贮藏中

生理病变及果实贮藏保鲜技术的开发密切相关，是果

蔬采收后生命活动的中心。本研究中软溶质型桃果实

‘雨花三号’贮藏过程中在前期呼吸速率就已迅速升

高并保持较高水平，而硬溶质型桃果实在贮藏后期具

较高呼吸速率（图 2），与两类型桃果实的硬度下降呈

现一定的相关性（r=-0.732 和 r=-0.623）。 

3.3  乙烯对桃果实采后贮藏过程的调节是通过乙烯

生成量的增加和组织对乙烯敏感性的改变而实现的，

乙烯产生速率在不同种类和不同成熟期的植物组织中

有所不同，在呼吸跃变型果实中乙烯在不同时期的产

生速率不同。本研究中‘加纳岩’桃果实采后贮藏过

程中乙烯释放水平较低（图 3），与呼吸速率的变化无

明显相关性；而‘雨花三号’桃果实采后贮藏过程中

乙烯释放量迅速上升期与果实硬度迅速下降期及呼吸

速率的变化均有一定相关性。软溶质型桃果实的乙烯

释放量与果实的软化具有很大的相关性，这一现象在

硬溶质型桃果实中不明显。‘雨花三号’桃果实乙烯释

放高峰，呼吸作用与果实后熟软化衰老关系密切。‘雨

花三号’桃果实与‘加纳岩’桃果实采后贮藏过程中，

在果实硬度、呼吸速率、乙烯释放量等生理变化上存

在明显差异，‘加纳岩’属于硬溶质型桃果实，与‘雨

花三号’桃果实(软溶质型)相比，具有较高的果实硬

度，呼吸速率增加延迟，具有较低的乙烯释放量。细

胞膜破坏和细胞膨压的降低是果实细胞结构破坏果肉

发生软化的反映，淀粉作为细胞的内容物，对细胞起

支撑作用，水解后转化成可溶性糖，不仅与果实的风

味变化有关，而且导致膨压下降、果实软化，这也与

果实质地相关。这些质地影响因素的最终作用反应在

果实硬度上的不同。材料不同，品种不同，以上变化

对硬度的影响也各不相同，最终导致了它们质地的差

异。 

3.4  细胞色素氧化酶作为线粒体呼吸链氧化磷酸化

过程中的关键酶[15]，从细胞色素 C 接收电子传给最终

受体 O2，催化 O2还原为 H2O，并与质子泵功能相偶

联，其活性大小可直接影响线粒体功能。在不同生物

中，甚至在同一生物种类、同一器官的不同部位，COX

表达皆存在着一定的差异[16]。在本研究中，桃果实在

采后贮藏前期（0~4 d），COX 活性逐渐增大，到贮藏

第 4 d 时达到最大值（图 3）。，COX 活性增加，维持

线粒体功能稳定，平衡细胞能量代谢，为桃果实贮藏

时后熟提供充足的代谢能量。果实贮藏中后期，COX

活性开始下降，导致线粒体呼吸链中细胞色素氧化酶

途径受阻，诱导了抗氰呼吸作用的加强，导致细胞内

能量合成变少，膜电位遭到破坏，呼吸链末端电子流

被阻断，直接影响了线粒体功能，机体进入衰老状态
[17]。很多果实在成熟过程中出现的呼吸跃变是与果实

内源乙烯产生同步的，抗氰呼吸电子传递是乙烯促进

呼吸的必要条件。乙烯的产生与抗氰呼吸上升有平行

的关系，乙烯刺激抗氰呼吸，从而诱发呼吸跃变的产

生，这与‘雨花三号’桃果实在贮藏期 8 天时出现呼

吸高峰相一致（图 2）。呼吸高峰的出现标志着果实进

入衰老状态，说明 COX 活性与桃果实贮藏过程中衰

老存在一定关系。 

3.5  COX 蛋白表达受核基因和线粒体基因的共同影

响，COX 最大的三个亚基（COXⅠ、COXⅡ及 COX

Ⅲ）是酶活性不可缺少的部分[18]，因此研究 COX 基

因表达能从分子水平上探明 COX 对桃果实采后贮藏

过程中衰老机制提供理论依据。本研究中，在桃果实

采后贮藏过程中，COXⅠ基因表达量变化相对平缓，

硬溶质型桃果实‘加纳岩’ COXⅠ在贮藏过程中的

表达趋势与‘雨花三号’类似（图 4），但软溶质型‘雨

花三号’中 COXⅠ基因表达量高于硬溶质型‘加纳

岩’，结合两种溶质型桃果实贮藏过程中 COX 活性先

增加后降低的变化趋势，COXⅠ亚基可能不是导致

COX 活性变化的关键因素。COXⅡ和 COXⅢ基因表

达量均在贮藏前期（0~4 d）表达量逐渐升高，之后缓

慢下降，COXⅡ和 COXⅢ基因表达量变化与 COX 活

性变化呈现明显相关性（r＝0.821 和 r＝0.816），表明

COX 活性可能受到 COXⅡ和 COXⅢ基因的影响较

大，COX 蛋白可能更多的会受到 COXⅡ和 COXⅢ基

因的调控。同时，硬溶质型桃果实‘加纳岩’在采后

贮藏过程中呼吸速率远低于软溶质型桃果实，且果实

硬度相对于‘雨花三号’变化稍缓慢。初步表明，COX

与桃果实采后软化衰老之间具有一定的相关性，COX

在桃果实的采后衰老中起到了一定的作用。 

3.6  本研究中，COX活性及线粒体DNA编码的COX

三种亚基主要作用于桃果实贮藏前期，为果实采后后

熟提供所需能量，到了贮藏后期基因表达量降低，活

性受影响，机体代谢失衡，呼吸速率和乙烯释放量增

加，果实硬度下降，发生软化衰老。COX 与桃果实采
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后贮藏过程中呼吸代谢及后熟衰老之间存在一定的内

在联系。 
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