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　　摘要：以田间多年生砀山酥梨果实及其诱导的愈伤组织为试验材料，通过施用不同浓度ＣａＣｌ２（０、０．２５％、０．５０％、

０．７５％），探究抑制石细胞形成的适宜钙浓度。结果表明，一定浓度的钙离子能够降低肉桂醇脱氢酶的活性，抑制木
质素的合成，降低石细胞含量，且以０．５０％ ＣａＣｌ２效果最佳。不同种类及配比的激素对愈伤组织的诱导及继代培养效

果不同，筛选出ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ为最适的砀山酥梨果实诱导培养基，ＭＳ＋
２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ为最适的继代培养基。与田间材料和愈伤组织为研究对象的试验
结果显示一致，由此推测外界因素对钙调控木质素合成的影响较小，适宜浓度的ＣａＣｌ２能够显著降低田间梨果实中的

石细胞含量，提高食用品质。
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　　作为我国第三大果树，梨树在我国具有悠久的栽培历史，
其栽培面积和产量均居世界前列。砀山酥梨 （Ｐｙｒｕｓ
ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒｉＲｅｈｄ）原产于我国安徽省宿州市砀山县，是我国
最重要的梨树资源之一［１］，其丰产性好，果实品质优良、耐贮

性好［２］，深受广大种植者及消费者的喜爱。但近些年来，由

于品种退化或栽培管理不善等原因，砀山酥梨果实石细胞含

量增多，果肉变粗，果肉多渣，严重影响其风味和品质［３－４］。

以木质素为主要组成成分的石细胞是一种木质化的细胞，其

含量是影响梨果实品质的关键因素之一。通过施用矿质元素

可以抑制梨果实木质素合成、减少石细胞含量。王纪忠等研

究了施用硼酸、氯化锌等矿质元素对降低梨果实石细胞含量

的作用，并取得了一定的成果［５－６］。

钙（Ｃａ）是细胞壁、细胞膜的重要组成成分，在维持细胞
壁、细胞膜的结构和功能稳定性、减少膜的损伤等方面具有重

要作用［７］。同时，钙作为细胞功能调节的第２信使，能够参与
植物体内各种生理生化反应，调节植物细胞对各种胁迫信号

的转导过程［８－９］。目前，关于钙元素促进植物生长及改善果

实品质的报道较多［１０－１５］。但关于探索适合抑制砀山酥梨果

实生长发育过程中石细胞生成的钙浓度却鲜有报道。

梨树作为多年生植物，在田间试验处理时，由于多种不确

定因素的存在，试验结果的准确性受到影响，并且单一影响因

素很难控制。而离体愈伤组织为试验研究提供了一个可控的

环境，使任何单一因素的研究成为可能［１６］。为了探究抑制梨

果实石细胞形成的适宜钙浓度，本研究通过对田间砀山酥梨

果实及愈伤组织施用不同浓度的氯化钙，分析木质素含量及

相关酶活性的变化，以期为通过栽培技术抑制石细胞形成和

提高果实食用品质提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试肥料为无水ＣａＣｌ２，折合含钙量约３６％。ＭＳ培养基

（不加琼脂和蔗糖）由青岛高科园海博生物技术有限公司生

产；蔗糖由西陇化工股份有限公司生产；琼脂由北京索莱宝科

技有限公司生产。

本研究于２０１７年在江苏省高邮市夏集镇梨果园进行，选
用健康优良、长势旺盛、管理水平一致的５０年生砀山酥梨果
树为试验材料。愈伤组织诱导材料为砀山酥梨盛花后２１～
３５ｄ无任何处理的果实，从田间采集放置冰盒中，当天运回
实验室置于４℃冰箱中保存。田间试验设４个处理组，分别
含ＣａＣｌ２量为０（ＣＫ）、０．２５％、０．５０％、０．７５％。每个处理重
复３次，单株小区，完全随机区组排列。在梨生长发育期间喷
施叶面３次，分别是在盛花期、坐果期和生理落果期后２周。
每次喷施量以叶面滴水为度，其他管理措施同常规管理方法。

采样从第２次喷施钙肥之后开始，定期采样至果实成熟，每次
随机采２０～３０个（幼果期适当多采），所采梨果实及时放入
带有冰袋的采样盒中，当天带回实验室。除部分果实直接用

于生理指标的测定外，其余果实去皮后将果肉切碎混合均匀，

经液氮速冻后贮存于－８０℃冰箱保存，用于后续试验。
１．２　试验方法
１．２．１　砀山酥梨果实愈伤组织试验体系的建立　将采回的
幼果置于流水中冲洗１０ｍｉｎ。在超净工作台内，先用７５％乙
醇处理幼果１ｍｉｎ，然后用无菌水洗涤３遍，再用８．５％次氯
酸钠处理９ｍｉｎ，最后用无菌水洗涤４遍。使用镊子和手术刀
去皮，切成薄块，置于诱导培养基上培养（表１）。将诱导出的
愈伤组织转接到添加不同激素种类及配比的继代培养基（表

２）上，每５ｄ测定愈伤组织生长量，测定公式为愈伤组织生长
量（ｇ）＝当天测定时愈伤组织鲜质量－接种时愈伤组织鲜质
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量。多次继代后筛选出生长一致、活力旺盛的愈伤组织作为

试验材料，分别培养在含有不同ＣａＣｌ２浓度［０（ＣＫ）、０．２５％、
０．５％、０．７５％］的培养基上。

本试验所用的基本培养基为ＭＳ培养基，琼脂０．７５％，蔗
糖３％，ｐＨ值５．７５～５．８０，培养基装瓶后在１２１℃下高温灭
菌２０ｍｉｎ，于（２５±１）℃条件下培养。

表１　愈伤组织诱导培养基

编号
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

１ ３．０ ２．０ —

２ ３．０ １．０ —

３ ２．５ １．０ —

４ ２．０ １．０ —

５ ２．０ ０．５ —

６ ２．０ １．０ １．０
７ ２．０ １．０ ０．５
８ ２．０ ０．５ ０．５

　　注：２，４－Ｄ为２，４－二氯苯氧乙酸；６－ＢＡ为６－苄氨基腺嘌
呤；ＮＡＡ为萘乙酸。

表２　愈伤组织继代培养基

编号
２，４－Ｄ
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ
（ｍｇ／Ｌ）

ＫＴ
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

１ ２ １ １ —

２ ２ １ — １
３ — １ １ ２

　　注：ＫＴ表示激动素。

１．２．２　愈伤组织钙含量的测定　采用微波消解仪（ＥｔｈｏｓＴ，
Ｍｉｌｅｓｔｏｎｅ公司，意大利）结合电感耦合等离子体发射光谱仪
（ＩＣＰ，Ｏｐｔｉｍａ２１００ＤＶ，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司，美国）测定继代培养
１０ｄ的愈伤组织中的钙含量。称取烘干的愈伤组织０．１ｇ，放
在消煮管中，在消煮管的外管中加入超纯水８ｍＬ，再向消煮
管中加入硝酸２ｍＬ，在１１０℃环境下消煮１０ｍｉｎ之后，依次
升温至１３０℃和１５０℃，消煮１０ｍｉｎ，最后于２８０℃环境下消
煮１ｈ。将液体在５０ｍＬ容量瓶中定容，采用电感耦合等离子
发射光谱仪测定。

１．２．３　木质素含量的测定　准确称取０．０１ｇ果肉（愈伤组
织）粉末样品，用 ９５％无水乙醇充分研磨，并定容至 ５ｍＬ，
１００００ｇ下离心弃上清液，先用９５％乙醇清洗沉淀３次，再用
乙醇 ∶正己烷＝１∶２（体积分数）溶液冲洗３次，烘干。加入
２ｍＬ２５％溴乙酰醋酸溶液，于７０℃保温３０ｍｉｎ，加入０．９ｍＬ
２ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ溶液终止反应，另加５ｍＬ乙酸和０．１ｍＬ
７．５ｍｏｌ／Ｌ的氯化羟胺，用乙酸定容至１０ｍＬ，利用多功能酶
标仪（Ｂｉｏ－ＴｅｘＣｙｔａｔｉｏｎ３公司，意大利）于２８０ｎｍ处测定吸
光值，并通过木质素标准品（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司，美国）曲线
查得木质素含量［１７］。

１．２．４　石细胞含量的测定　石细胞含量的测定参照Ｓｙｒｏｓ等
的方法［１７］，并稍加改动，具体操作步骤如下：取大小均匀一致

的３个果实（幼果适当增加），去掉果皮，取食用部分，按四分
法取样，准确称取１００ｇ，置于－２０℃低温冰箱冷冻２４ｈ。样
品取出置于室温自动解冻后，加入２００ｍＬ蒸馏水，并用组织
捣碎机（１０００～１５００ｒ／ｍｉｎ）连续捣碎３ｍｉｎ。将匀浆转移到
１０００ｍＬ的烧杯中，加入７００ｍＬ蒸馏水，用玻璃棒不断搅拌

１ｍｉｎ，静置３ｍｉｎ，使石细胞充分沉降在底层。倒出上层悬浮
液，将沉淀物悬浮于０．５ｍｏｌ／Ｌ盐酸中３０ｍｉｎ，弃去漂浮物，
用蒸馏水反复漂洗５～６次，将前几次漂浮倾出的悬浮液收集
并漂洗。收集所得的石细胞用粗滤纸过滤，分离得到纯净的

石细胞，烘干至恒质量，称量，重复３次，取平均值。
１．２．５　石细胞组织定位　石细胞的组织定位采用徒手切片
法，将梨果实沿横切面切开，然后迅速滴加３５％浓盐酸在横
切面上，约２ｍｉｎ后滴加１％间苯三酚显色３０ｓ［１８］。
１．２．６　肉桂醇脱氢酶的提取与活性测定　将 Ｇｏｆｆｎｅｒ等的方
法优化后进行酶液的提取与酶活性的测定［１９］。具体操作如

下：取少量冷冻样品，用液氮充分研磨至粉末状，取０．４ｇ研
磨粉末，加入适量磷酸缓冲液（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ６．２５，含
１５ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙醇、２％聚己二醇、１％聚乙烯吡咯烷酮、
２０ｍｍｏｌ／Ｌ氧化型辅酶Ⅱ），涡旋 ５ｍｉｎ，于 ４℃条件下
１８０００ｇ离心１５ｍｉｎ，上清液全部转入刻度试管，记录其准确
体积后进行活性测定。

１ｍＬ酶反应体系包括８００μＬ反应液（含１０ｍｍｏｌ／Ｌ氧
化型辅酶Ⅱ、５ｍｍｏｌ／Ｌ反式肉桂酸），２００μＬ粗酶液，以
８００μＬ反应液加２００μＬ磷酸缓冲液为对照。将反应液混匀
后放入３７℃恒温水浴，３０ｍｉｎ时立即加入０．５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ终止反应。之后４℃条件下５０００ｇ离心５ｍｉｎ以除去变
性蛋白，于３４０ｎｍ处测定上清液的吸光度。酶活性以１ｍｉｎ
吸光度增加０．００１为１个酶活性单位。
１．３　数据分析

运用Ｅｘｃｅｌ进行数据整理，ＳＰＳＳ２０．０进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　梨果实愈伤组织的诱导与继代培养
将灭菌后的梨果实切成小块，接种到含有不同种类及配

比的培养基上进行诱导，不同种类诱导培养基的诱导率见表

３。８号培养基（ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ）诱导率最高，达９５％，是最适的砀山酥梨果实
愈伤组织诱导的培养基。

将培养２５ｄ的初代愈伤组织接种到不同类型的继代培
养基上培养，细胞不断分裂增殖，愈伤组织不断增大（图１）。
在所设定的３种类型培养上，愈伤组织均有所增大，且各培养
基中愈伤组织增殖率差异明显。培养至３０ｄ时１号培养基
（ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＫＴ）
上愈伤组织质量增加最大，增加了１．５９ｇ，而２号和３号培养
基仅分别增加了１１５、１．０１ｇ。此外，２号和３号培养基中的
愈伤组织在２５ｄ就进入缓慢生长期，而１号培养基中的愈伤
组织在３０ｄ才进入缓慢生长期。综上所述，１号培养基愈伤
组织增殖量大，继代周期长，是砀山酥梨最适的继代培养基，

本试验材料选择在１号培养基上连续继代多次后形成的乳白
色、活力旺盛、生长速度快的愈伤组织。

２．２　不同浓度钙处理下愈伤组织钙含量的变化
利用连续继代多次的愈伤组织作为材料，测定不同浓度

钙处理下，继代培养１０ｄ的愈伤组织中的钙含量，结果如图２
所示。４组处理的愈伤组织钙含量存在显著差异，愈伤组织
中的钙含量与培养基中的钙离子浓度呈正相关关系。ＣＫ中
的钙含量为５．９５ｍｇ／Ｌ，而含有０．７５％ ＣａＣｌ２培养基中的愈
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表３　不同培养基对砀山酥梨幼果果肉愈伤组织诱导比较

培养基编号
果实愈伤组织诱导率

（％）

１ ５８
２ ８１
３ ８８
４ ７２
５ ７６
６ ８７
７ ９１
８ ９５

伤组织钙含量到达１５．５１ｍｇ／Ｌ，是对照组的２倍多。培养基
中过高浓度的钙含量会导致愈伤组织生长受抑制，含 ０．７５％
ＣａＣｌ２培养基中的愈伤组织在１５ｄ时便停止生长，出现褐化
现象并最终死亡。

２．３　木质素含量的变化
砀山酥梨果肉中木质素含量在果实生长发育过程中呈现

先上升后下降的趋势（图３）。ＣＫ中在幼果期，木质素逐渐积
累，盛花后４８ｄ果肉中木质素含量达到最大值７．８％，而后果
肉中木质素含量逐渐降低，直至果实成熟时降到最低值。

　　不同浓度ＣａＣｌ２对果肉中木质素的形成影响不同。盛花
后 ４８ｄ，３种不同浓度 ＣａＣｌ２处理的果肉中木质素含量均显
著低于ＣＫ，０．５０％ ＣａＣｌ２处理的果肉中木质素含量为 ＣＫ
的５５．６４％。

如图４所示，愈伤组织生长过程中木质素含量呈下降趋
势，继代培养至２０ｄ时，０．５０％ ＣａＣｌ２处理组愈伤组织中木
质素含量显著下降。在继代培养１０ｄ时，０．２５％ ＣａＣｌ２处理
的愈伤组织中木质素含量最高，但与其他处理之间差异不显

著。０．５０％ ＣａＣｌ２处理的愈伤组织中木质素含量始终低于其
他处理，在继代培养周期结束时，该处理中的木质素含量最

低，仅为对照的５７．８％。
２．４　砀山酥梨果实发育过程中石细胞含量的变化

砀山酥梨果实中石细胞含量的变化趋势与果肉中木质素

含量的变化趋势相似，石细胞含量随着果实不同发育阶段而

发生变化（图５）。ＣＫ中石细胞含量在果实发育初期逐渐增
加，从盛花后２１ｄ开始果实内石细胞含量呈上升趋势，盛花

后４８ｄ达到峰值１５．４３％；而后果肉中石细胞含量逐渐减少，
盛花后８５ｄ石细胞含量迅速减少，直到果实成熟时果实中的
石细胞含量降到最低。

　　喷钙处理的果实中的石细胞含量与 ＣＫ的变化趋势相
似，但不同浓度ＣａＣｌ２在果实发育过程中对石细胞含量影响
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不同。在果实发育前期，不同浓度 ＣａＣｌ２处理果实中的石细
胞含量都高于ＣＫ。在盛花后４８ｄ，不同浓度ＣａＣｌ２处理的果
实中石细胞含量也都达到峰值，但比 ＣＫ中石细胞含量少，其
中０．５０％ ＣａＣｌ２处理显著降低了果实中的石细胞含量，仅为
１３．４２％。果实成熟时，０．５０％ ＣａＣｌ２处理的果肉中石细胞含
量最少，为０．４６％；而０．２５％ ＣａＣｌ２处理石细胞含量最高，为
０．７３％。
２．５　果实石细胞分布观察

木质素与间苯三酚－盐酸试剂反应呈红色，该反应是以
木质素中的松柏醇结构为基础而产生的［２０］。图６－Ａ显示的
是幼果期石细胞染色情况，ＣＫ与０．２５％和０．７５％ ＣａＣｌ２处
理在显色上差异不明显，而在０．５０％ＣａＣｌ２处理中，可以明显
看出石细胞染色较少，说明０．５％ ＣａＣｌ２处理在幼果期明显
减少了石细胞的形成。图６－Ｂ显示的是成熟果期石细胞染
色情况，０．５０％和０．７５％ ＣａＣｌ２处理的梨中被染成红色的细
胞明显少于ＣＫ和０．２５％ ＣａＣｌ２处理，且０．２５％ ＣａＣｌ２处理
与 ＣＫ中被染色细胞数量差异不明显。这说明 ０．５％ 和

０７５％ ＣａＣｌ２处理减少了成熟果中石细胞的含量和密度，并
且０．５％ ＣａＣｌ２处理的效果更显著。

２．６　肉桂醇脱氢酶活性的变化
由图７可知，肉桂醇脱氢酶（ＣＡＤ）活性随着砀山酥梨果

实发育先逐渐降低，后于盛花后７０ｄ和８５ｄ稍有提高，最后
在果实成熟期活性降到最低。在果实发育初期，ＣＡＤ活性较
高，随后快速下降。０．７５％ ＣａＣｌ２处理在幼果期提高了 ＣＡＤ
活性，与ＣＫ相比，盛花后４８ｄ３种浓度ＣａＣｌ２处理均降低了
ＣＡＤ活性，０．５０％ ＣａＣｌ２处理抑制效果最显著。果实成熟期，
０．５０％ ＣａＣｌ２处理的ＣＡＤ活性最高，是对照的４．７６倍。
　　与田间果实中 ＣＡＤ活性变化趋势相似，ＣＡＤ活性在继
代培养的愈伤组织中一直下降（图８），不同浓度 ＣａＣｌ２均能
显著抑制愈伤组织中的ＣＡＤ活性。在继代培养过程中，与其

他处理相比，０．５０％ ＣａＣｌ２处理的愈伤组织中的ＣＡＤ活性一
直最低，且具有显著性差异。

３　结论与讨论

现有研究基本以田间整株植物作为材料来开展抑制梨果

实石细胞形成的研究，但田间试验存在许多不确定因素，会影

响试验结果的准确性。Ｗａｎｇ等以砀山酥梨为试验材料，研究
不同果袋对梨果实石细胞形成的影响发现，果实套袋能够明

显减少石细胞含量［２１］；而王丹阳研究却发现，套袋显著提高

了梨果实中的石细胞含量［２２］。造成这种差异的原因，除了与

选用不同的果袋有关，还可能与田间管理操作及当地气候条

件等因素有关。本研究针对田间生产过程中钙离子喷施浓度

不确定、吸收效果难以控制等现象，利用愈伤组织为试验材

料，来验证田间试验的准确性，以减少自然环境变化对梨果实

木质素合成的干扰。但由于植物组织培养受外界影响的因素

较小，在培养基中施加钙元素不会流失，本研究０．７５％ ＣａＣｌ２
处理的培养基中，愈伤组织的钙含量过高，并因此出现愈伤组

织生长受抑制和褐化严重的现象，因此考虑０．７５％ ＣａＣｌ２处
理的培养基中愈伤组织不具备作为试验材料的条件。以

０２５％和０．５０％ ＣａＣｌ２处理的培养基中的愈伤组织为研究对
象，与田间处理条件相对应，对不同浓度钙影响梨果实石细胞

的形成进行分析。

　　石细胞是一种厚壁组织细胞，由木质素在初生细胞壁上
沉积并通过细胞壁次生加厚而形成，由于具有硬化的壁而被

称为石细胞。木质素是梨果实石细胞的主要成分，石细胞中

的木质素含量高达２９．８３％［２０］。本研究发现，田间果实中木

质素及石细胞含量在果实发育中期（盛花后４８ｄ）达到最大
值，这一结果与 Ｍａ等的研究结果［２３－２４］一致，说明果实发育

中期是石细胞形成的关键时期，此时抑制木质素合成相关酶
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的活性，会导致梨果实中石细胞含量减少。０．５０％ ＣａＣｌ２处
理的愈伤组织中的木质素含量，在生长过程中一直最低，而该

处理的田间果实中木质素及石细胞含量，从果实发育中期到

成熟期始终低于其他处理。果实切片染色观察可用于分析石

细胞在果实中的分布情况，结果表明，无论是在幼果期还是在

成熟期０．５０％ ＣａＣｌ２处理中的石细胞分布密度最小
［１８］。结

合田间试验和以愈伤组织为材料的试验可以推测，０．５０％
ＣａＣｌ２能够在梨果实生长发育期间抑制木质素合成，降低果
实中的石细胞含量，是田间喷施的适宜钙浓度。

ＣＡＤ作为植物次生代谢特别是木质素合成的关键酶，作
用于木质素合成反应的最后一步，能通过催化羟基肉桂醛还

原为相应的醇类调节木质素单体合成，其活性的高低影响木

质素单体的合成。Ｌｕ等在莱阳梨贮藏期间喷施 ０．５０％
ＣａＣｌ２发现，钙处理能够明显降低ＣＡＤ活性，抑制木质素在果
肉中的形成，减少贮藏期间果实中的石细胞含量［２５］。本试验

结果表明，不同浓度钙处理下，愈伤组织ＣＡＤ活性持续下降，
０．５０％ ＣａＣｌ２处理的田间果实中的ＣＡＤ活性，在石细胞形成
的关键时期被显著抑制。而０．５０％ ＣａＣｌ２处理的田间果实
ＣＡＤ活性在生长发育中后期稍有提高，这可能与自然条件
下，激素、机械损伤及真菌等外界因素诱导 ＣＡＤ活性发生改
变有关［２６］。

适宜浓度ＣａＣｌ２在梨果实发育过程中能够显著减少木质
素的合成，并在石细胞形成的关键时期抑制 ＣＡＤ活性，降低
梨果实中石细胞含量。此外，以砀山酥梨果实愈伤组织为试

验材料的结果，进一步验证了田间试验的准确性。综上所述，

在实际生产中，外界因素对钙调控木质素合成的影响较小，外

源喷施０．５０％ＣａＣｌ２能够明显减少梨果实中石细胞含量。当
然，参与木质素合成过程的酶有十多种，不同浓度外源钙对各

种酶的综合影响所导致的木质素含量的变化，还亟待进一步

的研究。
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