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蓝莓不同硬度果实VcPLs基因克隆和功能研究
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摘 要：【目的】探究果胶裂解酶基因在蓝莓硬肉品种和软肉品种果实硬度差异中的作用，为选育高硬度蓝莓品种提供

参考。【方法】以蓝莓硬肉品种Star和软肉品种O’Neal不同发育时期的果实为材料，测定果实硬度、细胞壁物质含量和

果胶裂解酶活力，分析比较果肉细胞解剖结构，克隆果胶裂解酶基因并研究其表达模式，转化番茄验证VcPL的功能。

【结果】S4（膨大期）到S6（红果期）时期是果实硬度快速下降关键时期，果肉细胞在发育初期细胞壁轮廓清晰，Star果肉

细胞出现结构破损的时期晚于O’Neal，果实硬度与可溶性果胶含量、果胶裂解酶活力均呈极显著负相关，VcPL41和

VcPL65编码区序列长度分别为 1230 bp和 1209 bp，Star和O’Neal中VcPL65氨基酸序列完全相同，VcPL41的序列在

品种间有4个氨基酸差异。2个基因在Star中快速上调表达的时期晚于O’Neal。超表达VcPL41和VcPL65的番茄果

实硬度显著小于对照组，可溶性果胶含量显著高于对照组。【结论】蓝莓硬肉品种Star和软肉品种O’Neal果实硬度差

异受果胶裂解酶活力和可溶性果胶含量影响，VcPL41和VcPL65能够加速果实成熟软化进程。
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Abstact:【Objects】Fruit firmness is an significant classification indicator of fruit quality, which direct-

ly affects fruit mechanical harvesting, transportability, storage and processing. This study aimed to ex-

plore the function of the pectin lyase genes on fruit firmness between firm-flesh and soft-flesh blueber-

ry cultivars in order to enrich the molecular mechanism of fruit firmness alteration, and to provide a ref-

erence for breeding high-firmness blueberry cultivars.【Methods】The blueberry fruits at six develop-

mental stages from S3 (fruit setting) to S8 (maturation) of firm-flesh cultivar Star and soft-flesh cultivar

O’Neal were used as materials for the study. The fruit firmness, cell wall components including cellu-

lose, hemicellulose and soluble pectin were measured. The activity of pectin lyase were analyzed and

the correlation between the fruit firmness and physiological and biochemical indicators were calculated.

The fruit anatomical structures at six developmental stages were compared between two cultivars with

firm and soft flesh. We screened two pectin lyase (PL) genes according to transcript abundance in the

fruits at these six stages. The two PL genes were cloned and their expression patterns at six stages were

studied using quantification PCR. The functions of VcPLs genes were checked through inducing over-

expression in the tomato fruits.【Results】The fruit firmness of the two blueberry cultivars showed a

downward trend as fruit development. They decreased rapidly from S4 to S6 stages, and then showed a
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硬度是果实品质分级的重要指标，直接影响果

实机械采收、运输、贮藏加工等过程[1-2]。蓝莓（Vac-

cinium spp.）不同品种的果实硬度存在差异，硬肉品

种在机械采收和长距离运输方面比软肉品种更有优

势[3]。消费者对鲜食蓝莓的喜好程度与果实硬度呈

显著正相关[4]，高硬度果实有更高的脆度和弹性反

gentle decrease trend. Both Star and O’Neal reached the maximum value of fruit firmness at the S4

stage. The critical stage for rapid decline of the fruit firmness happened from stages S4 to S6. At the ear-

ly stages of the fruit development (S3 and S4), the flesh cells closed to the fruit skin were intact and

tightly arranged without structure collapse. The boundary of the flesh cells was clear. The flesh cell

structures of O’Neal and Star gradually became disordered as the fruit expansion. But the changes oc-

cured earlier in the fruits of O’Neal than those of Star. The contents of cellulose and hemicellulose gen-

erally showed a downward trend during the process of the fruit firmness reduction, and the content of

hemicellulose showed few changes both in O’Neal and Star. The significant differences of the hemicel-

lulose content were observed only at the S4 and S5 stages between O’Neal and Star cultivars. The solu-

ble pectin contents showed an increased trend as the fruit softening progress, which raised quickly from

the S5 stage. The upward trend in the fruits of O’Neal was greater than those of Star, and the soluble

pectin content in the mature fruits of O’Neal was significantly higher than that in the Star fruits. The al-

teration trend of the pectin lyase activity at S3 and S4 stages were similar to the changes pattern of the

soluble pectin content. The enzyme activity started to increase from S5 stage, and upward change in the

fruits of O’Neal was more obvious than those of Star. The correlation analysis results showed that there

were extremely significant negative correlations between the fruit firmness, soluble pectin content and

pectin lyase activity. The coding sequence lengths of the VcPL41 and VcPL65 were 1230 and 1209 base

pairs, respectively. The amino acid sequences of VcPL65 in the fruits of Star and O’Neal were the

same. But VcPL41 has four amino acid differences between those two cultivars, namely amino acids at

positions of 3, 92, 181 and 221, of which the alteration at position of 221 occured in the conserved do-

main Motif 1. The period of rapid up-regulation expression of the two genes in the fruits of Star was lat-

er than those of O’Neal. The VcPL41 and VcPL65 genes were induced to express using estradiol from

green stage of tomato fruits due to possible perish caused by cell wall construction failure when tomato

seedlings were young. The color break time of tomato was earlier in the VcPL41 and VcPL65 overex-

pression tomato lines than those in the control. In addition, the sepal edges of the fruit in overexpression

lines dried up, and this phenotype was more noticeable in the VcPL65 transgenic lines. The fruit firm-

ness of the tomato overexpression lines was significantly smaller than that of the control, and the solu-

ble pectin content was dramatically higher than that of the control.【Conclusion】The pivotal difference

of fruit firmness between the firm-flesh blueberry cultivar Star and the soft-flesh cultivar O’Neal oc-

curred at stages S4 to S6. The cell layer near the fruit skin was loose and the intercellular spaces were

enlarged during the fruit softening. Both the pectin lyase enzyme activity and the soluble pectin content

were increased. The physiological and biochemical indicators closely related to the decrease of fruit

firmness showed significant differences between Star and O’Neal cultivars. The alteration in the soft-

flesh cultivar O’Neal were generally earlier and more noticeable than that in the firm- flesh cultivar

Star. There was a significant positive correlation between the soluble pectin content and pectin lyase ac-

tivity and significant negative correlations between the fruit firmness and pectin lyase activity and solu-

ble pectin content. Our results indicated that the VcPL41 and VcPL65 genes probably would have the

function of accelerating the fruit softening and ripening process in blueberry.

Key words: Blueberry; Fruit firmness; Pectin; Pectin lyase; VcPLs; Gene cloning

2



，等：蓝莓不同硬度果实VcPLs基因克隆和功能研究第1期

馈力[5]，更受消费者欢迎，培育高硬度果实品种对蓝

莓产业健康可持续发展至关重要[3，6]。目前关于蓝

莓果实硬度的报道集中在采后贮藏环节[4，7-8]，关于发

育时期果实硬度的报道较少，但越来越多研究表明

发育期具有更高硬度的果实在成熟时倾向于保持其

硬度特征[9]。

果实硬度下降与细胞壁结构、组分含量变化密

切相关[10-12]，植物细胞壁一般由纤维素、半纤维素和

果胶组成，随着果实的发育、成熟或贮藏时间延长，

细胞壁物质水解导致果实软化[12-13]。已有研究表明

果胶甲酯酶（pectin methylesterase，PME）与果实软

化无直接联系[14]；多聚半乳糖醛酸酶（polygalacturo-

nase，PG）酶活力在硬肉葡萄果实软化阶段几乎没

有变化[15]，沉默PG基因不会改变番茄果实可溶性果

胶含量[16]。但在沉默PL基因的番茄果实中，果胶可

溶性和解聚度都会受到抑制。多个物种中报道了果

胶裂解酶（pectin lyase，PL）参与果实软化。香蕉

（Musa acuminata）和草莓（Fragaria ananassa）果实

成熟时期 PL酶活力显著增加 [17-18]，葡萄（Vitis vinif-

era）VvPL11 在果实发育期高表达，过表达 VvPL11

基因的番茄果实相比对照果实硬度降低 [15]。沉默

SlPL基因可抑制果肉细胞胞间层果胶降解，减缓番

茄果实硬度下降[16]。沉默PL基因的草莓（F. ananas-

sa）果实硬度显著高于对照果实[18]。果胶可溶性变

化是蓝莓果实软化的主要原因之一，但其具体机制

尚不完全清楚[19]。

笔者课题组前期采用优化的方法测定了 36个

蓝莓品种的果实硬度，筛选得到硬肉品种Star和软

肉品种O’Neal，2个品种遗传背景相似（O’Neal为

Star父本），果实硬度却存在显著差异[3]，果胶裂解酶

基因在果实硬度差异中发挥的作用尚不清晰。笔者

在本研究中测定 2 个蓝莓品种果实不同时期纤维

素、半纤维素和果胶含量，比较果实不同发育时期的

果肉细胞，分析细胞壁组分与果实硬度的相关性，基

于果胶裂解酶基因全基因组鉴定和不同发育时期果

实转录组数据，笔者课题组筛选到在蓝莓不同硬度

果实中存在表达丰度差异的 2 个 VcPL 基因，克隆

VcPLs基因并进行番茄转基因功能验证，以期探明

VcPL基因在蓝莓硬肉品种和软肉品种果实硬度差

异中的作用，丰富果实硬度变化研究机制，为选育高

硬度蓝莓品种提供参考。

1 材料和方法

1.1 试验材料

蓝莓果实采自浙江师范大学蓝莓种质资源圃。

随机选取同一区组的Star和O’Neal蓝莓树各20株，

参考沈朱俐等[3]对蓝莓果实发育时期的划分，依据

大小和着色程度筛选6个发育时期（图1）的足量（≥
150个）果实，室温条件下放置1 h去除田间热，去除

伤果和病果，选择果实大小和发育状态相似的 100

个果实。两个品种分别随机取 60个果实进行硬度

测定，取6个果实用于果肉细胞解剖结构观察，剩余

果实使用液氮速冻后放置在-80 ℃备用。

1.2 果实硬度测定

使用 Firmtech FT7 果实硬度计（UP GmbH Fir-

mensitz，德国），参照沈朱俐等[3]的方法测定蓝莓不

同发育时期果实的硬度。测量模式选择形变阈值模

式（Deflection threshold），形变阈值根据果实发育时

期设置为 1.0（S3，坐果期；S4，膨大期）和 2.0 mm

（S5，白绿期；S6，红绿期；S7，紫果期；S8，成熟期）。

将硬度计探头垂直对准果实赤道面进行测量，使用

FT7 Control 软件（UP GmbH Firmensitz，德国）记录

S3. 坐果期；S4. 膨大期；S5. 白绿期；S6. 红果期；S7. 紫果期；S8. 成熟期。下同。标尺为 10 mm。

S3. Fruit setting；S4. Expansion；S5. White green；S6. Red；S7. Purple；S8. Dark blue. The same below. The bar is 10 mm.

图 1 O’Neal 和 Star 不同发育时期的果实

Fig. 1 O’Neal and Star fruits at different developmental stages

S3 S4 S5 S6 S7 S8

Star

O’Neal

10 mm
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探头挤压的反馈质量并计算果实硬度。

1.3 果实解剖结构观察

将新鲜蓝莓果实纵向切开，切取边长为5 mm左

右的带皮果肉小块，快速置于FAA固定液中。充分

固定后分别用梯度乙醇（75%、85%、95%、两次100%

乙醇）、透明剂、二甲苯浸泡，挥发二甲苯后使用液体

石蜡浸泡两次。用石蜡包埋果肉样品，设置厚度6~

11 µm 在切片机（Leica Biosystems RM2245）上切

片，粘片和脱蜡后进行番红固绿对染，中性树胶封片

置于显微镜下观察。

1.4 果实细胞壁物质含量和果胶裂解酶活力测定

参考海龙飞等[20]的方法测定纤维素、半纤维素

和可溶性果胶含量，使用光谱法试剂盒（苏州科铭生

物公司）测定果胶裂解酶活力，均设置3次生物学重

复，使用Microsoft Excel 2021和SPSS 19.0软件进行

图表制作和数据分析，采用Duncan新复极差法分析

不同品种和发育时期之间的差异显著性。

1.5 VcPL基因克隆和表达模式分析

采用改良CTAB法分别提取Star和O’Neal蓝莓

不同发育时期的果实RNA，利用试剂盒（TaKaRa，大

连）反转录成 cDNA。以Draper蓝莓转录本序列为

模板设计基因克隆引物（表1），采用Oligo Calc检查

引物稳定性，PCR 扩增产物经割胶回收后连接到

pMD-19T载体上，转化DH5α大肠杆菌，菌液PCR检

测后送擎科生物技术有限公司（杭州，浙江）测序。

使用Primer-BLAST设计Quantitative PCR（qPCR）引

物（表 1），由生工（上海）生物工程有限公司合成。

以蓝莓VcGAPDH为内参基因进行qPCR，反应体系

10 μL包括：2× SYBR Green qPCR premix（TaKaRa，大

连）5 μL，cDNA模板1 μL，上、下游引物（10 μmol·L-1）

各 1 μL，双蒸水 7 μL。反应程序为：94 ℃预变性

3 min；94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，

30 个循环；循环结束后 72 ℃ 10 min。每个样品进行

3次生物学重复，使用2−ΔΔCt法计算相对表达量。

表 1 VcPL 基因编码区克隆和 qPCR 引物序列

Table. 1 Primer sequences for coding region cloning and qPCR of VcPL genes

基因

Genes

VcPL41

VcPL65

GAPDH*

引物

Primer

正向 Forward

反向 Reverse

正向 Forward

反向 Reverse

正向 Forward

反向 Reverse

编码区克隆引物序列（5’-3’）
Primer sequences for coding region cloning (5’-3’)

ATGGCCGCTCCTAACTCATTAC

TCAGCAGCTGGAGCCCTTTTT

ATGGCGGGTCCTCTTTTTCTTG

TTAGCAACGTGAGCCTTTCTTGC

qPCR引物序列（5’-3’）
Primer sequences for qPCR (5’-3’)

AATCACTTTGGGGAAGGTCTGG

ACTACCCCCAATGGCATACAT

TGCAGGTCACAATTGCATTC

TGCACTTCCACCAATTGCATAC

TGAGAAAGAATACAAGCCAGAT

CAGGCAACACCTTACCAA

1.6 VcPLs诱导表达载体构建

将克隆得到的基因连接到pMD19-T载体，用限

制性核酸内切酶 XhoⅠ和 SpeⅠ（TaKaRa，大连）酶

切VcPL-pMD19-T和pER8质粒，获得相同的双酶切

位点。将目的片段连接到诱导表达载体 pER8中，

转化大肠杆菌DH5α，进行菌液PCR和双酶切验证，

将构建成功的载体转化农杆菌GV3101。

1.7 VcPL转基因功能验证

将Micro-Tom种子进行消毒处理，在培养皿中

暗培养3 d后移至光下，光照/黑暗周期为16 h/8 h培

养 4 d，黑暗和光照条件下的温度均为 24 ℃。将萌

发的幼苗移栽到土壤中，待子叶完全展开后切除，保

留2~3 cm下胚轴用于菌液侵染，将1 mL于1.6构建

成功的载体转化农杆菌GV3101菌液分多次滴加在

切口平面处。暗培养 1 d后进行光照（光照/黑暗为

16 h/8 h）培养，温度均为24 ℃；同时以pER8空载为

对照进行转化。切口萌生新植株后提取基因组

DNA，利用PCR鉴定转基因阳性植株用于后续试验。

待转基因阳性植株进入花后 20 d，选择长势一

致、果实大小相似的绿果期番茄，在其果面均匀喷施

雌二醇，48 h后观察表型。使用Firmtech FT7测定番

茄果实硬度，参考曹建康等[21]的方法对番茄果实中可

溶性果胶进行提取和测定。利用CTAB法提取果实

RNA，使用 HiScript® Reverse Transcriptase Kit（Va-

zyme）反转录 cDNA，以VcPLs基因引物进行qPCR，

反应程序、反应体系、相对表达量计算方法同1.5。

2 结果与分析

2.1 不同发育时期果实硬度变化

2 个蓝莓品种的果实硬度总体表现为下降趋
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势，但 S3到 S4时期有小幅度上升（图 2）。S4到 S6

时期果实硬度快速下降，之后降幅趋于平缓。Star

和O’Neal都在 S4时期达到果实硬度最大值，果实

硬度分别为1 061.5 g·mm-1和1 207.7 g·mm-1。Star和

O’Neal在S6时期的果实硬度已经下降到273.4 g·mm-1

和227.1 g·mm-1，O’Neal降幅远大于Star。2个品种果

实硬度最小值出现在S8时期，分别为 217.0 g·mm-1

和165.9 g·mm-1。

2.2 不同发育时期果实解剖结构观察

对蓝莓果实不同发育时期的果皮和果肉细胞

结构进行观察，结果表明软肉品种O’Neal和硬肉品

种Star果肉细胞结构逐渐失序，O’Neal中早于Star

（图3）。2个蓝莓品种的果实在发育初期（S3和S4）

近果皮处果肉细胞结构完整，排列紧密，细胞壁轮

图 2 Star 和 O’Neal 不同发育时期的果实硬度

Fig. 2 Fruit firmness of Star and O’Neal at different

developmental stages

O-S3 到 O-S8 分别表示 O’Neal S3 到 S8 时期的果实，S-S3 到 S-S8 分别表示 Star S3 到 S8 时期的果实。标尺为 100 μm。

O-S3 to O-S8 represented O’Neal fruits from stage S3 to S8. S-S3 to S-S8 represented Star fruits from stage S3 to S8. The bar is 100 μm.

图 3 Star 和 O’Neal 不同发育时期果实解剖结构

Fig. 3 Fruit dissection of Star and O’Neal at different developmental stages
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廓清晰。从S5时期开始O’Neal果实近果皮处果肉

细胞出现结构破损，而Star果实中的细胞结构仍较为

完整。在S6到S8时期，大量果肉细胞结构逐渐趋于

不完整，失序状态严重，O’Neal比Star更加突出。

2.3 果实细胞壁结构物质含量和果胶裂解酶活力

对果实纤维素、半纤维素、可溶性果胶等细胞壁

结构物质含量和果胶裂解酶活力进行了测定，结果

表明纤维素和半纤维素含量在果实硬度降低过程中

总体均呈现下降趋势（图 4-A、B）。除S4时期外，2

个品种间的纤维素含量存在显著差异，O’Neal纤维

素含量（w，后同）最大值在S3时期，为 10.0 mg·g-1，

Star出现在S4时期，为 8.20 mg·g-1；2个品种纤维素

含量最小值均出现在S8时期。果实发育期半纤维

素含量变化较小，品种间仅在 S4和 S5两个时期存

在显著差异（图4-B）。可溶性果胶含量随着果实软

化呈上升趋势，从S5时期开始快速增加，O’Neal涨

幅大于Star，最大值分别出现在S7和S8两个时期，

O’Neal果实中可溶性果胶含量显著高于Star（图 4-

C）。果胶裂解酶活力在 S3 和 S4 两个时期变化较

小，与可溶性果胶含量增加趋势相似，酶活力从 S5

时期开始升高，O’Neal中趋势比Star更明显。果胶

裂解酶在O’Neal S5到S8时期均保持在较高活力，

且显著大于Star。Star中酶活力从S6时期才开始保

持在高水平（图4-D）。
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图 4 不同发育时期果实细胞壁结构物质含量和果胶裂解酶活力

Fig. 4 The contents of cell wall components and pectin lyase activity at fruit developmental stages

2.4 果实硬度与细胞壁结构物质含量、果胶裂解酶

活力相关性分析

对细胞壁结构物质含量和果胶裂解酶活力与果

实硬度进行相关性分析（表2），结果表明，纤维素和

半纤维素含量与果实硬度呈显著或极显著正相关，

相关系数分别为0.688和0.741。与可溶性果胶含量

和果胶裂解酶活力均呈极显著负相关，其相关系数

分别为-0.742和-0.823，果胶裂解酶活力与果实硬

度相关性最显著。可溶性果胶含量与果胶裂解酶活

力呈极显著正相关，相关系数为0.727。

2.5 VcPL基因克隆和表达模式分析

克隆得到 VcPL41 和 VcPL65 的编码区全长序
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Motif 1 Motif 2

图 5 VcPL41 和 VcP65 基因扩增产物

Fig. 5 Gel electrophoresis of amplified products of

VcPL41 and VcPL65
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VcPL41 VcPL65列，长度为 1230 bp和 1209 bp（图 5），分别编码 409

个和402个氨基酸，Star和O’Neal中VcPL65氨基酸

序列完全相同，VcPL41 的序列相似度大于 99%。

VcPL41的氨基酸序列中包含果胶裂解酶保守结构

域Motif 1（WIDH）、Motif 2（DGLIDAIMGSSAITISN-

NYM）和Motif 3（LVQRMPRCRHGYFHVVNN），在

品种间有 4 个氨基酸差异，分别为第 3、92、181 和

221位的氨基酸，其中第221位氨基酸变化发生在保

守结构域Motif 1中。O’Neal中氨基酸分别是苏氨

酸、缬氨酸、天冬氨酸和缬氨酸，在Star对应位置是

丙氨酸、异亮氨酸、组氨酸和甲硫氨酸（图6）。

基因 VcPL41 和 VcPL65 相对表达量在 Star 和

O’Neal果实发育期表现为先升高后降低的趋势（图

表 2 蓝莓果实硬度和生理指标测定数据相关性分析

Table 2 Correlation analysis of the determination data of blueberry fruit hardness and physiological indicators

品质指标

Quality indexes

果实硬度 Fruit firmness

纤维素含量 Cellulose content

半纤维素含量 Hemicellulose content

可溶性果胶含量 Soluble pectin content

果胶裂解酶活力 Pectin lyase activity

果实硬度

Fruit firmness

1.000

0.688*

0.741**

-0.742**

-0.823**

纤维素含量

Cellulose content

1.000

0.891**

-0.427

-0.261

半纤维素含量

Hemicellulose content

1.000

-0.567

-0.456

可溶性果胶含量

Soluble pectin content

1.000

0.727**

果胶裂解酶活力

Pectin lyase activity

1.000

注：*和**分别表示 0.05 和 0.01 水平上显著相关。

Note: * and ** indicate significant correlation at the 0.05 and 0.01 levels, respectively.

图 6 Star 和 O’Neal 中 VcPL41 氨基酸序列比对

Fig. 6 Amino acid sequences alignment of VcPL41 in Star and O’Neal

李晓谊，等：蓝莓不同硬度果实VcPLs基因克隆和功能研究 7
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图 7 蓝莓不同发育时期果实中 VcPL 基因相对表达量

Fig. 7 The relative expression levels of VcPL gene at different developmental stages in blueberry fruits

A. 番茄果实表型；B. 番茄中 VcPL 基因相对表达量；C. 番茄果实硬度；D. 番茄果实可溶性果胶含量。

A. phenotype of tomato fruit; B. Relative expression of VcPL genes in tomato; C. Fruit firmness of tomato fruit; D. Soluble pectin content of toma-

to fruit.

图 8 超表达 VcPLs 基因的番茄果实表型、相对表达量、果实硬度和可溶性果胶含量

Fig. 8 Phenotype, soluble pectin content, fruit firmness and relative expression of VcPL gene in transgenic tomato

B

C D

A

7）。2个基因在S3和S4时期表达水平很低，其相对

表达量在O’Neal中从S5期开始快速增加，在S6期

达到最大值，分别为76.1和13.1。Star中2个基因的

相对表达量从 S6时期快速上升，最大值也在 S6时

期，分别为 85.6和 12.1。VcPL41和 VcPL65相对表

达量在S6时期后下降，VcPL41降幅远大于VcPL65，

但VcPL65的相对表达量在S8时期出现了小幅度增

加。

2.6 番茄转基因功能验证

构建了VcPL41和VcPL65的过表达载体，遗传

转化番茄后分别得到 10和 14株转基因植株，花后

20 d 利用雌二醇在番茄绿果中诱导 VcPLs 基因表

达，结果表明VcPL41和VcPL65转基因番茄果实转

色早于对照组（图8）。转基因番茄果实萼片边缘干

枯，且VcPL65转基因番茄组更明显（图8-A）。番茄

果实中VcPL41和VcPL65基因显著上调表达，表明
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诱导表达效果良好（图 8-B），测定了对照组和转基

因株系番茄果实硬度、可溶性果胶含量，超表达Vc-

PLs基因的番茄果实硬度均显著小于对照组，可溶

性果胶含量均显著高于对照组，VcPL65表现更突出

（图8-C、D）。

3 讨 论

3.1 细胞壁物质对果实硬度的影响

果实细胞壁是由纤维素、半纤维素和果胶为主

形成的交联结构，多种物质共同维持细胞壁稳

定[10-13]。葡萄果实开始软化和着色时，细胞壁边界逐

渐模糊，伴随着成熟加剧，大量出现细胞壁降解现

象[15]。这与本研究结果相似，2个蓝莓品种从S5时

期开始出现细胞结构的差别，软肉品种O’Neal细胞

排列和大小相比硬肉品种Star更加杂乱。果实硬度

下降过程中细胞壁物质纤维素和半纤维素逐渐降

解，果胶可溶性增强，影响果实硬度的细胞壁物质在

不同果实或同类果实不同品种之间存在差

异[20，22-23]。共价结合果胶和纤维素是影响苹果品种

秦冠果实硬度的主要组分，而半纤维素和水溶性果

胶含量与富士果实硬度密切关联[24]。随着果实硬度

的降低，一些苹果品种水溶性果胶、离子结合型果胶

和共价结合型果胶均呈现下降趋势[25]。原果胶降解

和纤维素水解是樱桃果实软化的关键因素[26]，也有

观点认为半纤维素和果胶含量变化是导致硬肉樱桃

和软肉樱桃果实硬度差异的主要因素，硬肉樱桃在

全红期的半纤维素和共价结合型果胶多于软肉品

种，水溶性果胶和离子结合型果胶少于软肉品

种[27]。笔者在本研究中发现，蓝莓果实软化过程中，

纤维素含量降低，同时期的2个品种呈现显著差异；

半纤维素含量也表现出逐渐降低的趋势，但降幅较

小，2个品种在 S3、S6到 S8共 4个时期没有显著差

异。蓝莓硬肉品种Star可溶性果胶含量显著低于软

肉品种O’Neal，特别是S5到S8时期，同时期果胶裂

解酶活力在品种之间也存在显著差异，这表明果胶

是影响蓝莓果实硬度的主要细胞壁物质，与苹果、樱

桃等果实中的研究结果不完全相同，暗示蓝莓果实

软化和硬度差异形成机制可能有其特殊性。

3.2 超表达蓝莓VcPL41和VcPL65促进番茄果实

软化

果胶裂解酶通过 β−反式消除作用催化降解去

甲酯化多聚半乳糖醛酸α−1,4−糖苷键，在非还原性

末端产生含有不饱和半乳糖醛酸残基的寡聚糖[28]。

已有研究表明，PL主要参与植物花器官发育、果实

成熟软化、与病原微生物互作等过程[28]。抑制PL基

因表达可以提高成熟期草莓果实硬度；在番茄中沉

默SlPL基因可以降低可溶性果胶含量，使得采后果

实表现出更强的抗病原体和抗腐烂能力[29]；MiPel1

参与杧果（Mangifera indica）果实成熟过程中的果胶

降解从而促进果实软化[30]。本研究中VcPL41和Vc-

PL65两个果胶裂解酶基因在果实发育后期上调表

达，软肉品种 O’Neal 中上调表达早于硬肉品种

Star，且VcPL41相对表达量变化大于VcPL65（图7），

VcPL41和VcPL65的差异化表达模式可能是引起蓝

莓果实硬度差别的原因之一，番茄 [29]和欧洲甜樱

桃 [27]中果胶裂解酶基因研究结果与本研究结果相

似。超表达VcPLs基因的番茄果实比对照果实转黄

更早，还出现了萼片干枯表型，超表达番茄果实中可

溶性果胶含量显著高于对照果实，果实硬度显著下

降。这进一步表明VcPL41和VcPL65基因具有促进

果实软化的功能。

值得注意的是，2个品种VcPL41有 4个氨基酸

不同，而VcPL65氨基酸序列相同，这暗示VcPL41和

VcPL65基因在品种间表达模式的差异很可能是因

为受不同转录因子调控。果胶裂解酶基因可以响应

生长素[28，31]、脱落酸[27]、乙烯[32-33]等植物激素，硬肉品

种 Star和O’Neal果实同一时期的激素含量可能存

在差别，导致PL对植物激素不同程度的响应，造成

表达模式不同。对于蓝莓是否属于呼吸跃变型尚存

在争议，广为接受的观点是蓝莓乙烯释放量有品种

特异性，目前已知大部分蓝莓品种无乙烯释放高

峰。笔者课题组对 Star和O’Neal果实乙烯前体物

质1-氨基环丙基-1-羧酸（ACC）的测定初步表明Star

和O’Neal均为非呼吸跃变型，脱落酸变化趋势一致

且同时期无显著差异，吲哚乙酸（IAA）在品种间表

现为显著性差异（数据未发表）。将来可以使用外源

IAA处理蓝莓不同发育时期的果实，揭示生长素及

其响应转录因子对果胶裂解酶基因的调控作用，进

一步阐明蓝莓硬肉品种和软肉品种果实硬度差异的

形成机制。

4 结 论

蓝莓硬肉品种 Star和软肉品种O’Neal果实硬

度差异主要发生在 S4到 S6时期，近果皮处细胞层

李晓谊，等：蓝莓不同硬度果实VcPLs基因克隆和功能研究 9
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松散、细胞间隙增大、果胶裂解酶活力增强、可溶性

果胶含量上升等与果实硬度下降紧密关联的变化在

2个品种间呈显著差异。O’Neal果实中各项变化一

般早于Star且更为显著。可溶性果胶含量与果胶裂

解酶活力呈显著正相关，果实硬度与果胶裂解酶活

力和可溶性果胶含量呈显著负相关，VcPL41和Vc-

PL65能够加速果实成熟软化进程。
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