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　　摘要：涩柿果实采收后须经人工脱涩才能用于鲜食，其中高体积分数 ＣＯ２脱涩处理应用最广泛。经高体积分数

ＣＯ２处理后，柿果实在贮藏过程中也会发生褐变。多酚氧化酶 ＰＰＯ作为酶促褐变最关键的基因，在各种果蔬中的研

究较多，而关于ＰＰＯ基因是否参与涩柿果实脱涩后褐变的研究尚未见报道。以“恭城水柿”为材料，经９５％ ＣＯ２处理

２ｄ后切片，通过可溶性单宁含量测定、褐变程度观察、ＰＰＯ基因克隆与表达分析研究ＣＯ２处理对“恭城水柿”褐变的

影响。结果表明，经９５％ ＣＯ２处理后，柿果实的可溶性单宁含量明显下降，柿果实完成脱涩。脱涩后的柿鲜切片于

２０℃下放置１２ｈ后发生明显褐变。本研究克隆获得 ＰＰＯ基因部分片段序列，聚类分析表明，该 ＰＰＯ基因与苹果
ＰＰＯ基因较同源；基因表达分析显示，该ＰＰＯ基因在ＣＯ２处理后的鲜切柿片中的表达量比对照低，表明该 ＰＰＯ基因

可能与柿子脱涩后的褐变无相关性。
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　　柿（Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓｋａｋｉ）属于柿科（Ｅｂｅｎａｃｅａｅ）柿属（Ｄｉｏｓｐｙ
ｒｏｓ），起源于东亚，主要分布于中国、日本、韩国等东亚国
家［１］。不同于其他水果，柿果实的独特之处在于其能累积大

量单宁，其中可溶性单宁可导致涩味。柿果实根据其自然脱

涩的能力分为甜柿和涩柿。甜柿能在树上自然完成脱涩，采

收后可直接食用；涩柿果实成熟时可溶性单宁含量仍较高，采

收后须经人工脱涩方能鲜食［２］。我国栽培的品种多为涩柿，

涩柿的脱涩技术较为成熟，包括乙烯处理、ＣＯ２处理
［３］、温水

浸泡、交替冻融［４］等，其中高体积分数 ＣＯ２处理应用最为广

泛。然而，高体积分数 ＣＯ２处理柿果实后，果实在贮藏过程
中也会发生褐变，且处理时间越长则褐变程度越深［５］，使柿

果实在贮藏和货架期的果实品质下降。

褐变是果实品质劣变最明显的特征之一，不仅影响果品

的营养、外观、风味，并已成为果蔬贮藏加工的主要障碍［６］。

果蔬褐变多以酶促褐变为主，与酶促褐变密切相关的酶类主

要为多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，ＰＰＯ），多酚类物质在
ＰＰＯ的作用下氧化成醌，醌再聚合生成黑色或褐色的色素沉
淀，组织表现为褐变。随着分子生物学的发展，马铃薯［７］、

梨［８］、甘薯［９］、蘑菇［１０］、莲藕［１１］等植物的 ＰＰＯ基因相继被克
隆，而关于柿果实中ＰＰＯ酶活性及其特性的报道较少。

以“恭城水柿”为材料，经９５％ ＣＯ２处理２ｄ后切片，通
过可溶性单宁含量分析、褐变程度观察、ＰＰＯ基因克隆与表
达分析研究ＣＯ２处理对“恭城水柿”褐变的影响，并进行ＰＰＯ
基因的克隆、进化树分析、基因表达分析，以期阐明柿果实脱

涩后褐变的生物学机制。
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１　材料与方法

１．１　原料与试剂
供试“恭城水柿”购自广西壮族自治区恭城县商业果园。

甲醇、没食子酸、福林酚、ＮａＣＯ３、ＮａＣｌ、ＨＣｌ、十六烷基三甲基
溴化铵、三羟甲基氨基甲烷、乙二胺四乙酸、聚乙烯吡咯烷酮、

ＬｉＣｌ、十二烷基硫酸钠、氯仿、异戊醇、无水乙醇均购自国药集
团化学试剂有限公司。ＤＥＰＣ水、亚精胺、巯基乙醇均购自上
海生工试剂公司。液氮购自湖北省武汉市明辉气体有限公

司。双蒸水。

１．２　主要仪器
Ｖ－１１０Ｄ型紫外可见分光光度计（上海美谱达仪器有限

公司），ＨＨ－Ｓ４型数显恒温水浴锅（金坛市医疗仪器厂），
ＧＬ－２０Ｇ－２型飞鸽牌离心机（上海安亭科学仪器厂），
００１０１Ｄ型立式压力蒸汽灭菌锅（上海博讯实业有限公司医疗
设备厂），Ｓ２－９３型自动双重纯水蒸馏器（上海亚荣生化仪器
厂），ＤＨＧ－９１４０Ａ型电热鼓风干燥器（上海一恒科学仪器有
限公司），ＨＹＣ－３２６Ａ型医用冷藏箱（青岛海尔特种电器有
限公司），ＤＹＣＰ－３１ＤＮ型电泳仪（北京市六一仪器厂），
ＣＰ２１４（Ｃ）型电子天平（上海奥豪斯仪器有限公司），ＰＴＴ－
Ａ５００型电子天平（福州华志科学仪器有限公司），ＩＭＳ－２０型
雪科制冰机（常熟市雪科电器有限公司），凝胶成像仪（美国

伯乐公司）。

１．３　试验方法
１．３．１　脱涩处理　成熟“恭城水柿”果实自商业果园采收
后，于２ｄ内运至实验室。选择成熟度相对一致、果形匀称、
大小中等、无机械损伤的果实进行相关采后试验。将果实平

均分为２组，每组约５０个，一组经９５％ ＣＯ２处理２ｄ后转货
架［１２］；另一组作为对照，置于２０℃下直至试验结束。
１．３．２　切片处理　将脱涩试验完成后的处理组和对照组果
实去皮，并切片为３．０ｃｍ×３．０ｃｍ×０．３ｃｍ大小，２组各切
３０片，置于２０℃下１２ｈ后拍照，液氮取样用于后期试验。
１．３．３　可溶性单宁含量测定　采用福林酚方法［１２］进行可溶

性单宁含量测定。没食子酸用于标准曲线的制作，每次测量

重复３次，每个点进行３次生物学重复。可溶性单宁的质量
分数用果实质量的百分含量表示。

１．３．４　ＰＰＯ基因的克隆与表达　进行ＰＰＯ基因的克隆［１１］，

根据前期ＲＮＡ－ｓｅｑ获得 ＰＰＯ基因序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ３在线
软件（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏ．ｕｔ．ｅｅ／ｐｒｉｍｅｒ３－０．４．０／ｐｒｉｍｅｒ３／）设计引
物（表１）。按照试剂盒ＰＣＲ扩增所得的目标片段连接，转化
到大肠杆菌ＤＨ５α（ＴａＫａＲａ公司），挑选阳性克隆并进行测序
验证。

进行ＰＰＯ基因表达试验［１２］，包括模板合成、引物特异性

检测、实时定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）分析。

表１　ＰＰＯ基因克隆引物

类别 基因名称 上游引物（５′→３′） 下游引物（５′→３′）
编码区克隆引物 ＤｋＰＰＯ１ ＡＴＧＧＴＧＡＡＧＡＧＧＣＣＧＡＡＧＡＡ ＧＣＧＡＡＴＣＣＣＴＴＣＡＣＴＧＴＴＡ
ＱＰＣＲ引物 ＤｋＰＰＯ１ ＣＡＴＴＧＧＡＧＧＴＧＴＧＡＡＧＡＴＣＧＡＧ ＧＴＣＣＧＣＡＴＴＡＴＴＴＡＴＴＣＴＴＧＧＧ

２　结果与分析

２．１　９５％ ＣＯ２处理对柿果实可溶性单宁含量的影响
可溶性单宁是柿果实涩味的主要呈现者，可溶性单宁含

量越高则涩味越严重。试验测定了对照组及９５％ ＣＯ２处理
２ｄ后的柿果实可溶性单宁含量。结果表明，经９５％ ＣＯ２处
理后，可溶性单宁含量仅为 ０．１９％，明显低于对照组的
１．４０％（图１），这与已有研究的结论［１２］相一致。可见，９５％
ＣＯ２处理能明显降低“恭城水柿”的可溶性单宁含量，实现柿
果实的脱涩。

２．２　９５％ ＣＯ２处理对柿果实褐变的影响
将９５％ ＣＯ２处理后的柿果实切片为３．０ｃｍ×３．０ｃｍ×

０．３ｃｍ，于室温放置１２ｈ后观察拍照（图２）。结果表明，对照
果实无明显变化；经９５％ ＣＯ２处理后的果实切片褐变现象明

显，这与已有研究的结论［５］相一致。可见，９５％ ＣＯ２处理能
使“恭城水柿”在贮藏后期发生褐变。

２．３　柿果实ＰＰＯ基因的克隆与表达
根据前期ＲＮＡ－ｓｅｑ结果设计 ＰＰＯ基因克隆引物、荧光

定量ＰＣＲ引物（表１），并克隆获得 ＰＰＯ基因部分片段序列，
命名为 ＤｋＰＰＯ。与马铃薯、苹果、番茄的 ＰＰＯ基因进行聚类
分析显示，ＤｋＰＰＯ与苹果ＰＰＯ基因同源关系较近（图３）。进
一步基因表达分析表明，该ＰＰＯ基因在ＣＯ２处理后的鲜切柿
片中的表达量比对照低（图４），表明该ＰＰＯ基因可能未参与
柿果实脱涩处理后的褐变。

３　结论

本研究探讨了ＣＯ２处理对“恭城水柿”褐变的影响。结
果表明，柿果实经９５％ ＣＯ２处理后，其可溶性单宁含量明显
下降，柿果实完成脱涩。脱涩后的柿鲜切片于２０℃下放置
１２ｈ后发生明显褐变。克隆获得ＰＰＯ基因部分片段序列，基
因表达结果显示，ＤｋＰＰＯ基因在ＣＯ２处理后的鲜切柿片中的
表达量比对照低，表明该ＰＰＯ基因可能未参与柿果实脱涩处
理后的褐变。ＣＯ２处理导致“恭城水柿”褐变的原因有待进
一步研究。
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