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α 反义ACS转基因乙烯缺陷型番茄的生理特性①
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摘　要　反义A CC 合成酶 (A CS)基因番茄的采后生理性状与普通番茄不同,该番茄的果实和叶片乙烯以及

果实呼吸强度受到抑制,果实乙烯释放量为 0,没有出现呼吸高峰,呼吸强度在 10～ 14 m gõkg- 1õh - 1之间波

动,极显著低于对照 (高峰时为 24. 55 m gõkg- 1õh - 1)。反义番茄的叶绿素降解和番茄红素的合成亦受阻,果实

在采后和贮藏期间逐渐变为黄色或桔黄色而番茄红素的合成很少,到采后 30 d 仅有 0. 04 Aõg- 1 (fw )。乙烯

催熟采后 30 d的反义番茄,番茄红素增加 60倍。反义番茄 PG 酶活性在采后缓慢上升,到采收后的第 45天达

到最高为 45. 16 Λmo lõg- 1õh - 1,但其活性也仅为普通番茄的一半。乙烯利催熟前后,反义番茄的 PG 酶活性没

有显著性变化。
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Abstract　 T h is paper show ed the studies on the po st2harvest physio logy of t ran sgen ic

tom ato. E thylene either from trnasgen ic tom ato fru it o r tom ato leaf d isk w as sign if ican t ly

low er than con tro l. Ch lo rophyll degradat ion and lycopene b io syn thesis w as inh ib ited in

tran sgen ic tom atoes. A fter 63 days in no rm al room condit ion, t ran sgen ic tom ato even tually

developed an o range co lo r bu t never tu rned red. D u ring ripen ing of the con tro l tom ato , the

level of sugar and t it ra ted acid and the ra t io of sugar to t it ra ted acid of t ran sgen ic tom ato w as

sim ilar to the con tro l, bu t level of asco rb ic acid w as low er than the con tro l. M eanw h ile, the

firm ness of t ran sgen ic tom ato declined mo re slow ly. A fter one mon th of sto rage, level of

sugar and t it ra ted acid and the ra t io of sugar to t it ra ted acid of t ran sgen ic tom ato declined

great ly. In addit ion, PG act ivity of t ran sgen ic tom ato show ed to be reduced sign if ican t ly a t

early stage of ripen ing, and the m ax im um level PG act ivity of t ran sgen ic tom ato appeared 45

days after b reaker, bu t it w as ju st half as m uch as that of con tro l. Fu rthermo re, t ran sgen ic

tom ato fru it t rea ted by ethylene fa iled to show any increase of PG act ivity.
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以番茄为模式材料研究果蔬采后生理一直受到人们的重视。这是因,番茄具有染色体结构

简单,遗传性状稳定和采后的各个成熟衰老阶段明显等优点;另外,番茄具有较高的经济价值,

在世界各国都有栽培。但番茄成熟后又极易腐烂。因此,研究番茄的采后生理对认识果蔬成熟

衰老机制和解决番茄的采后损失具有较大的理论和现实意义。

近年来,以番茄为材料研究乙烯生物合成的调控及其机理,已取得了突破性的进展,其中

最引人注目的是,美国、英国和中国等[1～ 4 ]利用反义基因技术获得了乙烯合成受到抑制的新品

种,使番茄果实的成熟衰老得到控制,在美国和英国这类番茄已得到商业化应用。但是,至今仍

然很少发现这类番茄采后的生理变化的报道[5 ]。乙烯作为最重要的促进果实成熟衰老的激素,

深刻影响着果实采后生理的各个方面。研究乙烯合成受阻后番茄果实的采后生理表现,将有助

于认识乙烯对果实成熟衰老的作用机理,同时对正确认识、公正评价、安全利用转基因番茄,使

该转基因番茄果实在我国商业化提供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　材料

转反义A CC 合成酶 (A CS)基因番茄材料纯和体,由中国农业大学果蔬采后生物技术实验

室提供。栽培番茄品种为丽春,购自中国农科院蔬菜花卉研究所。

1. 2　方法

1. 2. 1　果实呼吸强度的测定　种植的番茄花期挂牌,在果实绿熟时挑选花期相同,成熟期一

致、位置相同的果实采收,贮藏在 16℃室温,用远红外二氧化碳分析仪测定果实呼吸强度[6 ]。

设重复 3次。

1. 2. 2　果实乙烯释放量的测定[7 ]　采果取样同上,果实密闭 1 h 后取气样,用气相色谱测定乙烯

浓度,重复 3次。气谱条件为: 载气为氮气,压力 1. 2 kgõcm - 2; 空气 0. 6 kgõcm - 2; 氢气 0. 7 kgõ

cm - 2,柱温 80℃,检测温度 120℃,氢火焰离子化检测器检测。

1. 2. 3　叶片伤乙烯的测定　取功能期叶片,用打孔器取 40片叶盘,密闭 4 h 后抽取气样,用

气相色谱测定乙烯浓度,测定条件同 1. 2. 2。

1. 2. 4　番茄果实色素的测定[8 ]　各个成熟期的番茄果实分别取 3个,将果壁切成豌豆粒大的

小块,液氮速冻并保存于- 30℃下,检测时取 5 g 研磨,取 1 g 匀浆,用环己烷丙酮混合液提取

24 h,离心取上清液,分别在 502 nm 和 652 nm 检测番茄红素和叶绿素的吸光值A ,用每克样

品在特征吸收波长产生的吸光值表示色素的含量 (Aõg- 1)。

1. 2. 5　PG 酶活性的测定[9 ]　取 5 g 果壁组织研磨,离心 8 000 g, 10 m in,弃上清,加 pH 3. 0

的缓冲液振荡、离心,重复 3次。沉淀加pH 6. 5的N aC l溶液 (1. 2 mo lõL - 1) 4℃下提取 30 m in,

离心 (1×104 g) , 10 m in,上清液即为 PG 粗提液。PG 酶活性的分析: 1 mL 0. 2 mo lõL - 1 N aC l、

0. 5%多聚半乳糖醛酸 (pH 4. 5)加入 1 份 PG 酶液, 对照煮沸 5 m in 使酶失活, 37℃水浴

30 m in,生成的还原性单糖用 3, 52二硝基水杨酸法测定[10 ]。
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2　结果与分析

2. 1　番茄果实呼吸强度和乙烯释放强度的变化

从图 1可看出,对照番茄的呼吸强度显著高于反义番茄,并且在破色期出现呼吸高峰,此

时的呼吸强度可高达 24. 55 m gõkg- 1õh - 1。反义番茄果实的呼吸强度在 10～ 14 m gõkg - 1õh - 1

图 1　果实呼吸强度和乙烯释放强度

之间波动,未能表现出呼吸高峰。普通番

茄的乙烯释放强度在采后一直显示上升

的趋势,破色后第 8天达最高,为13. 15 ΛL

õkg - 1õh - 1; 反义番茄乙烯合成严重受阻,

没有检测到乙烯的产生。

果实采后乙烯和呼吸高峰的出现,是

果实成熟衰老的重要特征。反义番茄果实

没有检测到乙烯的释放,并且呼吸强度显

著下降,说明果实的成熟衰老进程得到延

缓,这是反义番茄果实耐贮藏的基础。

2. 2　番茄果实色素变化

从图 2可以看出,对照果实的叶绿素

含量在破色后迅速下降,到破色后 4 d 只能检测到微量叶绿素存在,而反义果实的叶绿素含量

从绿熟期到破色期下降,但在破色期之后叶绿素的降解十分缓慢,基本维持在 0. 54 Aõg- 1水

平以上。从图 3看出,对照番茄破色期以后番茄红素含量急剧上升,到破色后第 12天,其番茄

红素含量约是破色期的 100倍,而反义番茄保持绿色,其番茄红素在绿熟期到破色后第 12天

期间含量几乎检测不到,但从破色后第 30～ 75天,番茄红素含量缓慢上升,到破色第 75天番

茄红素含量可达到 0. 17 Aõg- 1。用乙烯利催熟的采后第 30天的反义A CS番茄果实,番茄红

素含量比未催熟前增加约 60倍,但仅为对照番茄完熟时 (破色后第 12天)的 50%左右 (图 4)。

可见,反义番茄的叶绿素降解和番茄红素的合成都受到抑制。

图 2　反义番茄叶绿素含量变化 图 3　反义番茄叶绿素含量变化

　　反义番茄果实催熟后果实的颜色仍不及对照果实的原因,可能有以下 2点:①果实番茄红

素的形成与催熟乙烯的浓度有关,适宜的乙烯浓度可使反义番茄得到较好的成熟形状。②催熟
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的时机对番茄的转红也有影响,越是年轻的果实番茄红素合成能力恢复得越强。

2. 3　反义番茄的 PG酶活性变化

由图 4得知,在绿熟期,对照番茄和反义番茄的PG 酶活性均未检测到。到破色期对照PG 酶

活开始上升,高于反义番茄。此后,对照 PG 酶活急剧增加,到破色 12 d 后已高达106. 85 Λmo lõg- 1õ

h - 1 (fw ) ;而反义番茄的 PG 酶活上升缓慢,破色后 12 d 的酶活仅为对照的 15% ;破色后 45 d,

反义番茄 PG 酶活为 45. 16 Λmo lõg - 1õh - 1,达到其最高值。破色后 30 d 和 45 d 的反义番茄用

乙烯利催熟后, PG 酶活并无明显提高 (图 5)。

多聚半乳糖醛酸酶 PG 是重要的果胶酶,它能促进细胞壁中果胶酸的分解,使果实的硬度

下降。因此, PG 被认为是促进果实软化的重要酶,但不是惟一的酶。乙烯被公认为促进果实衰

老的重要激素,乙烯能够导致与成熟衰老有关的一系列酶合成或者活化,但是本试验没有发

现,在反义番茄中乙烯并没有诱导 PG 活性的增加。由此可见, PG 与乙烯的关系以及果实的软

化机制还有待于进一步研究。

图 4　反义番茄 PG 酶活变化

图 5　反义番茄用乙烯利催熟前后

PG 酶活含量变化

表 1　反义番茄植株叶片采后不同

　　　　时间的乙烯释放强度 nLõg- 1õh - 1

处　理 材料 乙烯释放强度

采后 1 h 密封测定 反义 0. 12 a

对照 0. 15 a

采后 48 h 密封测定 反义 1. 6 b

对照 3. 23 c

2. 4　叶片乙烯

由表 1 可知,反义番茄叶片处理 1 的乙烯释放

量和对照之间没有明显差异,处理 2 与对照相比下

降了约 50% ,差异极显著。可以推测,在衰老和失水

条件下,反义番茄叶片释放的乙烯比对照的量少,因

此,反义番茄的叶片的衰老有可能得到了延缓。

3　讨论

反义A CC 合成酶基因番茄乙烯合成受阻以后

呼吸强度降低,由此使糖的分解和水分散失的减缓,果实的自然损耗率也下降。

番茄中A CC 合成酶基因以基因家族的形式存在,它们的DNA 序列以及所编码的氨基酸

序列都有一定的同源性。在本次实验中发现, 针对果实成熟衰老采用的反义RNA (反义

A CSmRNA )技术对叶片衰老亦起作用。采后 1 h 的反义番茄的叶片,乙烯生成和对照无明显
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抑制,但采后 48 h 的叶片乙烯释放量差异极显著。说明反义A CS基因对叶片伤乙烯抑制效率

低,而叶片衰老乙烯的抑制效率较高。那么,与叶片衰老相关的A CC 合成酶基因是否与果实

成熟相关的A CC 合成酶基因有较高的同源性,或者根本就是同一种A CC 合成酶,还有待进

一步研究。

研究者[1, 11 ]发现在反义A CS 番茄果实中, 即使转录大量的 PG mRNA , PG 多肽也不积

累。在本次实验中观测到,虽然乙烯合成受到严重抑制,但PG 酶活仍缓慢上升。T heo logis[7 ]提

出的假设较好地解释以上现象。这种假设认为:乙烯对于成熟,与其说是一个开关,倒不如说是

一个变阻器,在番茄果实成熟过程中至少有 2条信号途径在运行,一是不依赖于乙烯的途径,

负责一些酶如 PG、A CC 氧化酶和叶绿素酶的转录激活; 二是依赖乙烯的途径,负责另外一些

基因的转录和 (或者)转录后调节,如番茄红素和芳香物质的生物合成、呼吸代谢、A CC 合成酶

基因俣成的表达以及 PG mRNA 的翻译。可以设想乙烯对 PG mRNA 翻译的调节也可能不是

惟一的决定因素,而是和其他因素协同起作用,所以即使在极低水平的乙烯条件下, PG 酶活

仍可缓慢增加 (图 5)。同样,反义番茄的番茄红素在采后积累缓慢也是如此。

虽然在利用反义基因技术控制果蔬生理性状的研究中做了大量的工作[1, 2, 11, 12 ] ,但对反义

基因果实的生理研究报道不多[5 ]。该类果实是果蔬采后生理以至植物生理研究的极好材料,对

该类材料本身以及对它的利用还有大量的工作需要进行。
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