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软/硬肉葡萄果实细胞壁结构、

组分及降解酶活性的变化
海龙飞，栗温新 a，李志谦，李 猛，陈超阳，

魏红丽，邹东方，何 畅，冯建灿，叶 霞*

（河南农业大学园艺学院，郑州 450002）

摘 要：【目的】探讨葡萄果实发育成熟过程中软/硬肉果实软化与细胞壁结构、组分以及降解酶活性之间的关系。【方

法】以硬肉品种黎明无核和软肉品种灰比诺花后35、49、63、77、91 d的果实为试材，对细胞壁组分及相关降解酶活性、

细胞形态进行分析研究。【结果】在果实成熟过程中，果实硬度呈现先上升后下降的趋势，成熟时黎明无核果实硬度比

灰比诺高2.8倍；果实硬度与原果胶含量呈显著正相关，与纤维素酶活性呈显著负相关。黎明无核果实硬度与原果胶

和半纤维素含量呈显著正相关，灰比诺果实硬度则与纤维素含量呈显著正相关。随着果实成熟软化，果肉细胞逐渐表

现大小不均匀、排列不整齐的趋势；灰比诺果肉细胞壁在果实转色时开始降解，而黎明无核则基本保持稳定。【结论】葡

萄果实成熟软化过程中，原果胶和半纤维素快速降解导致果肉细胞壁破裂是葡萄果实软化的关键因素；果实细胞壁组

分降解是由多种酶共同作用的结果，其中以纤维素酶的作用较为显著。
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their degradation enzymes in grapes with soft or hard textures
HAI Longfei, LI Wenxina, LI Zhiqian, LI Meng, CHEN Chaoyang, WEI Hongli, ZOU Dongfang, HE

Chang, FENG Jiancan, YE Xia*

(College of Horticulture, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, Henan, China)

Abstract:【Objective】Grape berries have thin skin and juicy flesh, and is prone to drop and rot after

harvest, which seriously affects transportation, storage, and shelf life, especially for grape with soft

flesh. Cell wall components, arrangement and structural integrity are important factors affecting firm-

ness of grape berry. To investigate the relationship between berry firmness and cell wall components,

microstructure, as well as activities of their degradation enzymes.【Methods】Vitis vinifera‘Dawn Seed-

less’with hard flesh and Pinot Gris with soft flesh were used as materials in this study. Cell microstruc-

ture, cell wall components, including propectin, water-soluble pectin (WSP), hemicellulose and cellu-

lose, and their degradation enzymes including PME (pectin methylesterase), PG (polygalacturonase),

PL (pectin lyase), and cellulase activities were analyzed at 35, 49, 63, 77 and 91 days after anthesis

(DAA).【Results】The results showed that the firmness of Dawn Seedless and Pinot Gris first increased

and then decreased during berry development, and the berry firmness of Dawn Seedless and Pinot Gris

peaked at 35 and 49 DAA, respectively. The firmness of Dawn Seedless was significantly higher than

that of Pinot Gris except 49 DAA, and firmness of Dawn Seedless was 2.8 times higher than that of Pi-
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葡萄是一种深受大众喜爱的水果，果肉质地柔

软、多汁，成熟后易落粒和腐烂，严重地影响货架期

和商品质量[1]。根据葡萄果肉质地差异和耐压力强

弱，葡萄果肉硬度分为硬、中和软三种类型，其中软

肉型的果实极不耐贮藏[2]。解析软/硬肉葡萄果实硬

度变化的生理基础和果实细胞结构变化对葡萄采后

贮藏保鲜的影响具有重要意义。

果肉质地的软硬主要与果肉细胞壁组分变化、

果肉细胞排列、大小等有关[3-4]。果实细胞壁组分主

要由果胶、纤维素、半纤维素及少量结构蛋白等构

成。果实的软化过程伴随着这些细胞壁组分降解和

细胞壁结构的损坏[4-5]。研究发现细胞壁组分与降解

not Gris at maturity. During the berry development and ripening, propectin content of the two varieties

showed a general decreasing trend, and propectin content of Pinot Gris was significantly higher than

that of Dawn Seedless. In Dawn Seedless, propectin content peaked at 35 DAA, and then decreased rap-

idly and remained relatively constant from 49 to 91 DAA. WSP content in Dawn Seedless and Pinot

Gris was relatively stable from 35 to 77 DAA but significantly increased in Dawn Seedless at 91 DAA.

Hemicellulose content of the two varieties generally decreased during berry development with a rapid

decrease occurring from 35 to 49 DAA by 73% and 35%, respectively, and there was no significant dif-

ference on hemicellulose content between the two varieties from 63 to 91 DAA. Cellulose content of Pi-

not Gris showed a general downward trend, and there was no clear change pattern in cellulose content

in Dawn Seedless. PG activity of Dawn Seedless berry did not change significantly from 35 to 77 DAA,

but increased rapidly and reached the highest at maturity. PG activity in Pinot Gris fruit increased first

and then decreased, and the peak appeared at 77 DAA. PME activity of the two varieties decreased first

and then increased, and was the lowest at 49 DAA. PME activity in Dawn Seedless was significantly

higher than that in Pinot Gris from 35 to 63 DAA, and there was no significant difference in PME activi-

ty between the two varieties from 77 to 91 DAA. PL activity also showed different trends in the two cul-

tivars. In Dawn Seedless, PL activity first decreased and then increased, and reached the lowest at 77

DAA, while it remained relatively stable in Pinot Gris. The cellulase enzyme activity of both varieties

increased gradually and was significantly higher in Dawn Seedless than in Pinot Gris during 35- 63

DAA, and there was no significant difference between the two varieties from 77 to 91 DAA. The berry

firmness had a significant positive correlation with propectin content, and was negatively correlated

with cellulase activity. During the development and ripening of Dawn Seedless, berry firmness was posi-

tively correlated to the contents of propectin and hemicellulose, and significantly negatively correlated

with cellulase activity. WSP content was significantly positively correlated with PG activity, and propec-

tin and hemicellulose contents were significantly negatively correlated with cellulase activity. The berry

firmness of Pinot Gris was positively correlated to cellulose content, but significantly negatively to cel-

lulase activity. During berry development and ripening, changes were observed in size and arrangement

of the flesh cells in both varieties. With the berry development, flesh cells of the two varieties became

larger, and the cell size was not uniform and the arrangement became loose. Cell layers began to sepa-

rate between skin and flesh in the fruit of Pinot Gris at 49 DAA. At the beginning of fruit softening and

veraison (63 DAA), the arrangement and size of cells of the two varieties were irregular, and the cell

wall boundary of Pinot Gris began to degrade. In contrast, the cell wall of Dawn Seedless remained basi-

cally intact without cell wall degradation.【Conclusion】In the ripening and softening process of grape

fruit, degradation of propectin and hemicellulose is rapid, leading to the disruption of the cell wall,

which is the key factor of grape fruit softening. The degradation enzymes, especially cellulase, play

comprehensive roles in the cell wall component changes.

Key words: Grape; Fruit softening; Cell wall components; Enzyme activity; Microstructure
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酶活性的变化紧密相关，欧洲梨、安溪柿、杧果、番

茄、香蕉、大樱桃、草莓等果实软化或采后贮藏过程

中，果胶甲酯酶（PME）、多聚半乳糖醛酸酶（PG）、果

胶酸裂解酶（PL）等酶活性升高加速了原果胶的降

解，导致果实快速软化[4，6-10]。此外，果实质地差异与

细胞壁结构有关，黑莓[11]、蓝莓[12]、山楂[13]等不同质地

的果实，细胞壁的完整性和钙含量差异是造成果实

软化和果肉质地差异的主要原因之一。

葡萄果实成熟软化主要与细胞壁组分的降解与

重构[1，14，15]、果胶物质的解聚[15-16]、钙桥的形成[1，14]等有

关。软/硬肉葡萄果实质地差异的生理和细胞学基

础尚不清楚，笔者在本研究中以成熟期相近的软/硬

肉葡萄为材料，系统分析了果实成熟软化过程中细

胞壁组分和相关酶活性的变化，以期为揭示葡萄果

实软化和质地差异的生理基础提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 植物材料

于 2020年 5月至 2020年 8月，以硬肉品种黎明

无核和软肉品种灰比诺为试材[2]，供试葡萄果实取

自于中国农业科学院郑州果树研究所国家葡萄种质

资源圃。分别在葡萄花后21、35、49、63、77、91 d，选

取大小一致、无病虫害的果实0.5~2.0 kg。每次采样

后将果实随机分为两组，一组用于硬度等生理指标

测定，另一组用液氮速冻，置于-80 ℃超低温冰箱中

保存备用。

1.2 方法

1.2.1 果实硬度测定 每组样品分别选取20~30个

葡萄果粒，使用数显果实硬度计（艾德堡，GY4）进行

硬度测定，竖直向下匀速缓慢按压至果实发生形变，

以峰值均值作为果实硬度，结果以N表示。

1.2.2 果实细胞壁物质含量的测定 细胞壁纤维素

和半纤维素含量均使用试剂盒测定（CLL- 1- Y，

BXW-1-G，科铭生物，江苏苏州）。首先进行细胞壁

物质提取，称取约 0.3 g果实，先后进行匀浆、水浴、

离心、洗涤，获得粗细胞壁；然后加入1 mL的DMSO

溶液浸泡15 h去除淀粉，4000 g离心10 min，沉淀干

燥后获得细胞壁物质（CWM）。纤维素和半纤维素

含量的测定方法均参考试剂盒说明书。原果胶和可

溶性果胶含量测定参照曹建康等[17]的方法进行。

1.2.3 细胞壁降解酶活性测定 PME活性和PL活

性均使用试剂盒进行测定（PME-2-G，PL-1-G，科铭

生物，江苏苏州）。PG活性测定参照曹建康[17]的方

法进行。纤维素酶（Cx）活性测定参照王鸿飞等[18]的

方法进行。

1.2.4 果实细胞解剖结构观察 将新鲜采集的葡萄果

实用超薄刀片横切成5 mm厚的薄片，迅速投入FAA

溶液（无水乙醇、水、37%甲醛、冰醋酸体积比10∶7∶2∶1）

进行真空固定，并低速震荡 24 h（4 ℃，50 r ·min-1）。

依次用 50%、70%、85%、95%和 100%的乙醇进行逐

级脱水，分别用25%和100%二甲苯透明1次和3次，

最后用25%的石蜡和75%的二甲苯进行渗蜡和石蜡

包埋。

使用石蜡切片机（RM2016，徕卡仪器，上海）连

续切制厚度为4 μm的切片，挑选完整的切片放置在

载玻片上进行烤片（60 ℃），石蜡烤化后取出常温保

存备用。将石蜡切片依次放入二甲苯和无水乙醇浸

泡2次，使用75%酒精和自来水漂洗干净；放入甲苯

胺蓝染液中染色 2~5 min，用自来水漂洗 2 次后烤

干；放入二甲苯透明10 min后，使用中性树胶封片。

最后进行显微镜镜检（Eclipse E100，尼康，日本）和

图像采集分析（DS-U3，尼康，日本）。

1.2.5 数据分析 每组试验至少 3次重复，试验数

据分别采用Excel 2016和SPSS 22.0进行统计和相关

性分析，并使用Duncan新复极差法检验差异显著性。

2 结果与分析

2.1 软/硬肉葡萄果实硬度变化分析

在葡萄果实的发育过程中，两个品种的果实硬

度均表现为先上升后下降的趋势（图1）。黎明无核

和灰比诺果实硬度分别在花后 35 d和 49 d出现峰

值，随后快速软化，花后 63 d灰比诺果实开始转色

（图1）。在果实发育的各个时期，除花后第49天外，

黎明无核硬度均显著高于灰比诺；在果实完熟时（花

后91 d），黎明无核的果实硬度比灰比诺的果实硬度

高2.8倍。

2.2 果实细胞壁物质含量变化

在葡萄果实成熟软化过程中，两个品种的原果

胶含量总体呈下降趋势，且灰比诺的原果胶含量均

显著高于黎明无核原果胶含量（图2-A）。在黎明无

核葡萄成熟过程中，果实的原果胶含量在花后 35 d

最高，然后迅速下降，但花后 49~91 d含量变化差异

不显著；而 WSP 含量与原果胶的变化趋势相反，

WSP含量在花后35~77 d无显著差异，而在花后91 d

692
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图 1 葡萄果实硬度变化

Fig. 1 Changes in firmness of grape fruits
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显著高于其他时期（图2-A，B）。灰比诺的原果胶含

量在果实成熟过程中一直呈下降趋势，而WSP含量

在各个时期均无显著差异（图2-B）。

对葡萄果实发育中半纤维素和纤维素含量分析

结果显示，半纤维素含量变化较为显著（图2-C）。黎

明无核和灰比诺的半纤维素含量均在花后35~49 d快

速下降，如灰比诺的半纤维素含量从花后 35 d 的

57.32 mg·g-1下降到花后49 d的15.37 mg·g-1，降低了

73%。同时，在花后35~49 d灰比诺半纤维素含量显

著高于黎明无核的含量。在果实发育的63~91 d，两

个品种的半纤维素含量均维持较低水平且无显著差

异（图2-C）。两个品种的纤维素含量分析的结果表

明，在黎明无核果实成熟过程中，纤维素含量无显著

变化，而灰比诺纤维素含量总体呈下降趋势（图2-D）。

2.3 细胞壁降解酶活性变化

多聚半乳糖醛酸酶（PG）能将果胶主链水解为

单个半乳糖醛酸分子以降解果胶，实现果实的软

化。在果实生长发育过程中，黎明无核果实 PG酶

活性在花后 35~77 d无显著变化，在果实完熟时迅

速上升，达到最高。灰比诺果实 PG酶活性呈先升

高后降低的趋势，峰值出现在花后77 d（图3-A）。

果胶甲酯酶（PME）主要催化甲基化的果胶甲酯

转化为果胶酸，去甲基后由多聚半乳糖醛酸酶（PG）

降解果胶主链。在生长发育过程中，两个品种PME

活性变化均呈现先下降后上升的趋势，在花后 49 d

时 PME 活性最低。黎明无核的 PME 活性在花后

35~63 d均显著高于灰比诺，在果实发育的77~91 d，

两个品种PME酶活性无显著差异（图3-B）。

PL 活性在两个品种中也表现出不同的趋势。

在黎明无核果实中，PL活性呈现先降低再升高的趋

势，在花后 77 d达到最低。在灰比诺果实中，PL活

性无显著变化（图3-C）。

纤维素酶（Cx）降解细胞壁中的纤维素，使细胞

壁结构松弛，导致果实软化。在葡萄生长发育过程

中，两个葡萄品种Cx酶活性均呈逐渐上升的趋势

（图3-D）。在花后35~63 d，黎明无核Cx活性均显著

高于灰比诺，而在花后77~91 d，两品种Cx活性无显

著差异（图3-D）。

2.4 生理指标的相关性分析

在黎明无核果实发育过程中，果实硬度的变化

A. PG 酶活性；B. PME 酶活性；C. PL 酶活性；D. 纤维素酶活性。

A. PG activity; B. PME activity; C. PL activity; D. Cx activity.

图 3 葡萄果实细胞壁降解酶活性变化

Fig. 3 Changes in the activities of the cell wall modifying enzymes in grape fruits
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与原果胶和半纤维素含量呈显著正相关，与Cx活性

呈显著负相关；同时WSP含量与PG活性呈显著正

相关，原果胶和半纤维素含量与Cx活性均呈极显著

负相关（表 1）。灰比诺果实在发育过程中，硬度与

纤维素含量呈显著正相关，与Cx活性呈负相关；此

外纤维素含量与Cx活性和PME活性均呈显著负相

表 1 葡萄果实细胞壁物质含量、细胞壁降解酶活性与硬度的相关性分析

Table 1 Correlation of the contents of cell wall components and activities of their degradaing enzymes activities with the

firmness of grape fruits

品种
Varieties

黎明无核
Dawn Seedless

灰比诺
Pinot Gris

指标
Index

硬度 Firmness

PG活性 PG activity

PL活性 PL activity

PME活性 PME activity

Cx活性 Cx activity

硬度 Firmness

PG活性 PG activity

PL活性 PL activity

PME活性 PME activity

Cx活性 Cx activity

硬度
Firmness

-0.309

0.319

0.119

-0.921*

-0.53

0.215

-0.75

-0.890*

原果胶含量
Propectin content

0.956*

-0.49

0.235

0.013

-0.988**

0.848

-0.702

0.694

-0.76

-0.991**

可溶性果胶含量
WSP content

-0.356

0.915*

0.439

0.769

0.643

-0.58

-0.35

0.577

0.423

0.199

纤维素含量
Cellulose content

0.347

-0.51

0.169

-0.501

-0.66

0.903*

-0.48

0.45

-0.935*

-0.903*

半纤维素含量
Hemicellulose content

0.951*

-0.57

0.101

-0.02

-0.974**

0.414

-0.69

0.864

-0.22

-0.76

注：*显著线性相关，**极显著线性相关。

Note: * Significant linear correlation, ** extremely significant linear correlation.

关，原果胶含量与Cx活性呈负相关（表1）。

2.5 果实细胞形态变化

对葡萄果实硬度发生显著变化的四个时期的果

肉细胞进行了显微结构观察，结果显示在果实发育

过程中，两个品种的果肉细胞的大小和排列均发生

了巨大的变化（图4）。在幼果期（21 d），黎明无核和

灰比诺果肉细胞大小均匀、排列紧密整齐，二者在细

胞结构和排列上无明显变化（图4-A1，B1）。随着果

A1~A4. 黎明无核；B1~B4. 灰比诺；A1，B1. 21 d；A2，B2. 35 d；A3，B3. 49 d；A4，B4. 63 d。

A1-A4. Dawn Seedless; B1-B4. Pinot Gris; A1, B1. 21 d；A2, B2. 35 d；A3, B3. 49 d；A4, B4. 63 d.

图 4 葡萄果实细胞的显微结构观察

Fig. 4 Changes in cell microstructure of grape fruits
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实的发育和膨大（35~49 d），两个品种的果肉细胞明

显变大，但细胞大小不均匀、排列较松散（图 4-A2，

A3，B2，B3）；其中灰比诺在花后49 d呈现果皮和果

肉细胞结合不紧密（图 4-B3）。在果实开始软化和

着色时（63 d），两个品种的细胞排列和大小均杂乱

无章，尤其灰比诺果肉细胞的细胞壁边界模糊，开始

出现大量降解现象；相比较而言，黎明无核的细胞壁

基本保持完整，未出现细胞壁降解现象（图4-A4）。

3 讨 论

3.1 原果胶、纤维素及半纤维素的降解导致葡萄果

实软化

纤维素是果实细胞壁的骨架，半纤维素与纤维

素形成交联结构，共同维持细胞骨架的稳定。在苹

果和梨果实成熟过程中，纤维素含量与秦冠的硬度

变化呈显著相关，而半纤维素含量与富士苹果和库

尔勒香梨硬度呈极显著相关[22-23]。在樱桃果实中，纤

维素降解速率不同是导致质地差异的主要因素之

一[10]。巨峰葡萄果实软化过程中，果胶和半纤维素的

降解、半纤维素和纤维素含量的降低是前期软化的

主要原因之一[16]。硬肉红地球和软肉玫瑰香的成熟

软化与原果胶和可溶性果胶含量密切相关[15]。不溶

性的原果胶降解为可溶性的果胶和果胶酸，引起胞

间层溶解和细胞壁结构破坏，导致果实软化[19-20]。在

大樱桃的果实成熟软过程中，硬度高、耐贮藏品种可

溶性果胶含量低，软化速度慢，而硬度低，不耐贮藏

的品种可溶性果胶含量高，软化速度快[10]。在桃果实

成熟过程中共价紧密结合型果胶转变为离子可溶性

果胶，软溶质品种下降速率明显高于硬溶质品种，细

胞壁多糖的降解速度亦存在明显差异[21]。本研究结果

显示，在细胞壁的结构物质中，原果胶、半纤维素和

纤维素含量均与软/硬肉葡萄果实软化有关，尤其是原

果胶和半纤维素含量在两个品种中差异较显著，这进

一步表明了葡萄果实的软化与原果胶和半纤维素降

解均有关系，是细胞壁组分解聚综合作用的结果。

3.2 葡萄细胞壁降解酶活性分析

与果实细胞壁组分降解中最为关键的水解酶是

PME、PG和PL等，它们协同作用于果胶的降解，Cx

和木葡聚糖内糖基转移酶（XTH）分别参与纤维素

和半纤维素的水解。在苹果早熟品种（系）中，PME

酶活性呈先上升后下降又上升的趋势[24]。在甜樱桃

生长发育过程中，PME与美早和红灯硬度呈显著负

相关，而软肉品种佳红 PME活性几乎没有变化[10]。

在葡萄果实发育中，硬肉NN107的PME活性比软肉

的Thompson Seedless高，且在果实完熟前活性无显

著变化[1]。本研究的结果同样显示在果实转色前，

硬肉品种黎明无核的PME活性均比软肉品种灰比

诺高，预示 PME活性变化可能不是造成软/硬肉葡

萄果实质地差别的主要原因。

PG 将去酯化的果胶分子降解为半乳糖醛酸，

PL通过 β-消除方式随机断裂多聚半乳糖醛酸来降

解细胞壁。PG活性在芒果和柿子的成熟软化过程

中呈上升趋势，在猕猴桃和苹果呈先上升后下降趋

势 [25- 27]，在樱桃中，PG 可能是硬度变化的次要原

因[10]。在香蕉成熟过程中，PL酶活性的高峰与呼吸

跃变高峰相一致，跃变之后，PL酶活性逐渐降低[6]。

沉默表达番茄 SlPL基因显著降低果实可溶性果胶

含量、提高硬度，由此认为PL是番茄果实软化的关

键因子之一[9]。本研究结果显示，在葡萄果实的成

熟软化过程中，两个品种的PG和PL活性变化差异

不显著，且与果实硬度的相关性不显著，这表明葡萄

果实中果胶降解可能是PME、PG、PL等降解酶综合

作用的结果。

木葡聚糖转移酶和纤维素酶分别是半纤维素与

纤维素降解的关键酶，在果实的软化过程中起着重

要的作用。在柿果实成熟和软化过程中，木葡聚糖

转移酶关键基因 DkXTH8 的表达量最高，过表达

DkXTH8基因导致了番茄细胞致密性变差、果实软

化加速[28]。在大樱桃软化过程，Cx活性并没有影响

到果实硬度[10]。但在本实验中发现，软硬肉葡萄品

种的Cx活性均与果实的硬度呈显著相关，这表明纤

维素酶活性变化可能是引起葡萄果实软化的重要因

素之一。

3.3 果肉细胞壁结构的完整性影响了果实硬度的

变化

随着果实成熟软化，原果胶降解，侧链中性糖损

失，细胞壁发生不可逆转的变化，最终导致细胞的破

裂[4，29-31]。在番茄果实成熟过程中，抑制细胞壁多糖

解聚，保持细胞壁结构完整，可抑制成熟软化进

程[32]。果胶结构完整的樱桃具有较高果实硬度[33]。

耐压力强的红地球、秋红、秋黑果肉细胞大且分布均

匀、紧密，而易软化的巨峰果肉细胞大小不均匀、松

散[3]；同时，硬肉品种NN107的细胞壁解聚率较低，

也是不易软化的重要原因[1]。笔者在本研究中发现
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果实开始软化和着色时（63 d），硬肉品种黎明无核

的细胞壁结构保持完整，而软肉品种灰比诺已经部

分降解；同时发现灰比诺转色前半纤维素含量急剧

下降，这表明果肉细胞壁组分降解速度和维持细胞

壁完整性是影响葡萄果肉质地的重要因素。

4 结 论

在葡萄果实成熟软化过程中，原果胶和半纤维

素快速降解，导致了果肉细胞壁的破裂是葡萄果实

软化的关键因素；果实细胞壁组分的降解是由多种

酶共同作用的结果，其中以纤维素酶的作用较为显

著。
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