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摘要
�
为 了研究 �� � 和 ��

� �

在调控 乙烯生物合成和信号转 导组分基 因表达 中的 相互关系
,

利用 � �� � � � � �

� � ���及 � � �  � �一几 �� � �
� � � � � 拌� � �� � � ��或 � � �处理绿熟期番茄果实圆片

,

然后采用无菌培养的方法在 �� ℃ 的

条件下进行培养
。

结果表明
� � � �� � 处理能够抑制番茄果实圆片的乙烯生成

,

抑制 �� � � � �
,

� �
,

�� � � �� 基因的表达
,

而 � � ��
� � � �� 或 � � 能消除 � ��

半

对果实圆片乙烯生成及 � � � � � �
,

� �
,

� �� � � 基因的表达的抑制作用
,

但 � � ��
�
和

�� ��
� 十 � �� 或 � � 处理均对 �� � � �� 基 因表达影响不明显

。

以上研究结果 表明外源钙处理对 乙烯 生物合成和信号

转导途径 中相关基因表达的影响可能与 �� � 有关
。
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钙调素(C
aM )是胞内钙受体

,

它与 CaZ
十

信使结 合
,

激活下游的蛋白激酶
,

从而诱导一系列的生理生
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化反应
。

研究表明
,

C
a

M 与果实的成熟衰老过程有

密切的关 系仁
‘一 3 〕

。

c 护
+
处理能够延缓果蔬成熟衰

老过程
,

抑制衰老相关酶的活性
、

延缓果实软化[
4〕,

因此 ca“
+
处理成为果蔬采后保鲜处理的常用方式

。

C 扩
+
抑制果蔬成熟衰老的机理之一是其能够抑制

乙烯的生成
。

一些研究者认为
,

C 扩
+
能够抑制胞 内

乙烯的前体物质
—
Acc的跨膜运输〔5〕,

或者抑制

A C C 氧 化 酶 的 活 性 而 抑 制 乙 烯 的 生 成 [6j
。

Nj

o r o
g
e
[
’1和 T anaka[“]研究表明

,

e
a , +
对 乙烯生成

的影响与 C
aM 有关

。

由此可见
,

C
a “+ 对乙 烯生成

的调控作用是从多方 面来进行的
,

而 C aM 参与 了

c aZ十 对乙烯合成的调控
。

但在调控乙 烯生物合成

和信号转导关键基 因表达 中
,

Ca
M 和 C aZ

干

的相互

关系 目前 尚未见报道
。

本 文利用 C aM 抑 制剂 和

Ca CI
:
溶液处理番茄果实圆片

,

目的是研究 C
aM 在

C扩
十

调控 乙烯生物合成和信号转导组分基因表达

中的作用
,

为 C a“
+
抑制乙烯生物合成及调控果实成

熟衰老的机理研究提供试验证据
。

1 材料和方法

1.1 材料

供试材料品种为丽春番茄 (无夕
‘。
Pe rs i co

n 。s
cu

-

ze n t u m 。v
.

L i
e
h
u n

)

,

于 2 002
,

2 0 0 3 年春播种于中国

农大科学园试验田内
。

花期挂牌
,

花后 30一 4 O d 采

摘大小一致
、

果型周正
、

没有生理病害和损伤的绿熟

期番茄果实制作番茄果实圆片
。

圆片制作及培养过程参照 c
am pbe ll[

“〕的方法
,

略有改动
。

果实圆片制作和培养过程均为无 菌操

作
。

具体过程如下
:在超净工作台内

,

将番茄果实用

次氯酸钠溶液消毒 10 m in
,

然后无 菌水冲洗干净
。

打孔器(内径 1
.
0 。

m ) 用酒精浸泡消毒
,

使用前将附

着在其表面的酒精燃烧除去
,

待打孔器冷却后
,

从果

实中部打孔取材
。

用手术刀 将果实 圆片 内表皮切

除
,

得到直径为 1
.
0 。

m
,

厚度为 0
.
5 一 0

.
8 。

m 的果

实圆片
,

用无菌水冲洗圆片
。

无菌水冲洗后
,

用灭菌

的滤纸将圆片表面的水分吸干
。

然后将圆片外表皮

向下放入 60 m m 培养皿 中
,

用封 口膜密封培养皿
,

放入干燥器中20 ℃恒温培养
,

其间不断充入水蒸气

饱和的空气
,

以除去空气中的乙烯气体
,

并保持组织

圆片的含水量
。

在圆片培养 12 h 后
,

再用移液器向圆片中心加

人 20 拌L 处理药剂
,

继续培养 48 h
。

所有药品均经

过滤除菌
。

处理药剂中 C
aCI : 溶液的终浓度为 272

m m ol/L
,

W S 为 100 拌m
o
l
/L

,

W
7 为 100 拌m o l/ L

。

对照处理为无菌水处理
。

1

.

2 乙烯的测定

乙烯含量采用导津 G C 一
14 C 型气相色谱仪测

定
,

G D X 一 5 0 2 填充柱
,

柱长 1
.
s m

,

氢火焰离子探

测 器 检 测
,

载 气 为 N Z ,

燃 气 为 H Z
,

流 量 为 50

m L /nlin ;检测 器 的温度为 160 ℃
,

进 样 口 温度 为

12 0 ℃
,

柱温 60 ℃
。

用胶塞将番茄果实圆片封闭在

三角瓶 内
,

l h 后抽气测定
,

测定重复 3 次
。

1

.

3 R N A 提取和 N orth en 杂交

R N A 提 取方法参照 z H A N G图 的方 法
。

采 用

随机 D N A 引物标记试剂盒 (R
andom P rim ed D N A

L abelling K it
,

T
a

K
a r a

产品 )进行同位素标记探针的

制备
。

用 H yba idT M小型旋转杂交炉进行杂交反应
,

杂交液为 Chureh & G ilbert buffrer
。

尼龙膜经 60

℃预杂交 6 h 后
,

加人经32 P 标记的 LeA C SZ
,

L
e

A

-

m

l

,

N R

,

L
e

E R

FZ 探针 杂交 24 h
。

随后洗涤杂交

膜
:2 义 S S C 和 1% SD S 室温 5 m in

,

1 次 ;2 又 S S C 和

1 % SD S 55 ℃ 10 m in
,

l 次 ; 0
.
1 x SS C 和 1% SD S

55 ℃ ro m in
,

1 次
。

洗后的杂交膜用保鲜膜包好
,

放入增感屏中
,

暗室中压人 X 光片
,
一
70 ℃ 放置 7

d
,

然后洗片显像
。

杂交探针 LeA C S Z
,

L
e

A C O I

,

N R

,

L
e

E R

FZ
为中

国农业大学食品科学与营养工程学院采后生物技术

实验室 自己保存[l
“一 1 3 〕

。

本试验所有数据用 E xc ell 软件进行数据处理
、

制图
,

图中数据点上的误差线代表该数据的标准差
。

2 结果与分析

2.1 caz +和钙调素抑制剂处理对番茄果实国片乙

烯生成的影响

在果实的贮藏过程 中
,

C 扩
十

处理能够延缓果实

的成熟衰老
,

提高贮藏品质
。

同时
,

C
a Z +

作为细胞

信号转导过程 中第二信使
,

调控着胞 内很多生理反

应
。

钙调素是 C扩
+
信号重要受体之一

,

w
s 和 w 7

是钙调素的抑制剂
,

W 7 对钙调素 的抑制效率高于

W S
,

因此在试验中往往用 W S作为 W 7 参照物
。

图 1 所示为 c
aCI : 单独处理及 C

aCI :和钙调素

抑制剂一同处理对 番茄果实 圆片乙烯生成量的影

响
。

结果表 明
,

C
a Z +

抑制 番茄果实 圆片 乙烯的释

放
,

钙调素抑制剂能够消除 C
aZ+对乙烯生成的抑制

作用
。

C
a

CI

: 十
w s 处理 果实圆片 乙烯释放量 (以湿

重计
,

下同)为 0
.
70
nL /(g’ h)

,

是 C aCI :单独处理番
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在无菌培养的条件下
,

绿熟期番茄果实圆片成

熟过程中乙烯生成量
、

呼吸速率
、

颜色
、

细胞壁降解

相关酶及胞壁成份的变化与番茄整果成熟过程相应

成份的变化相似[8, 川
,

同时果实圆片无菌培养 的方

法克服了整果果实间生理状态不一致
、

药剂处理在

果实的不同部位存在剂量差异
、

一些试剂 由于价格

昂贵不能用来处理整果等的缺点〔
“]

,

因此果实圆片

无菌培养的方法已被许多实验室采用
,

来研究番茄

果实 的成 熟 机 制 及 成 熟 过 程 中 的 生 理 生 化 变

化 [”
一 ‘, 〕

。

钙调素 (
。a
l m

o
d
u
li
n ,

C
a

M ) 是一个广泛存在 于

真核细胞生物中的多功能蛋白
,

至少有 30 多种靶蛋

白或靶酶〔20j
。

c
a

M 本身没有酶活性
,

但与 c护
十

结

合后能调节细胞内一些靶蛋 白的活性
,

介导调控 由

Ca
Z十 引起的一系列生理生化反应

,

如细胞 内酶活性

调节
、

光合作用
、

抱子和种子及花粉 的萌发
,

激素反

应等
,

并参与调节细胞的增生
、

分化
、

运动等基本代

谢过程[21 〕
。

除此之外
,

ca
M 还调控基因的表达

,

研

究表明
,

c
a

M 参与调控光敏素相关基 因表达〔22j
、

乙

烯受体基因的表达[
‘2 」

,

而钙调素抑制剂能够完全抑

制外界刺激诱导 的基 因表达[22j
。

Ti an
b ao 等〔23J 在

拟南芥中发现了一个钙调素结合蛋 白基 因
,

这个基

因的产物能够特异性的结合核 内一段长度为 6 bp

的 CG C G D N A 区域
,

C G C G 区域广泛存在于乙烯
、

脱落酸
、

光诱导表达的基因的启动子区域〔23〕
。

C 扩
+
处理能够抑制果实乙烯的生成

,

延缓果实

的成熟衰老进程
,

这在苹果 〔6」
、

梨[23j 等果实上都得

到了证明
。

在无菌培养的条件下
,

外源 C扩
十

溶液处

理番茄果实圆片同样能够抑制果实圆片的乙烯生

成
,

延缓果实的成熟〔
’‘

,

251

。

本研究表 明
,

钙调素抑

制剂能够抵消 C 扩
十

对番茄果实圆片乙烯生成的抑

制作 用
,

且 W 7 的作 用 比 W S 更 明 显 (图 1 )
,

Nj

o

rog
e[

7 〕在对绿熟期番茄整果的研究中也发现 c
a-

Cl :十 W 7 处理的果实乙烯生成量明显 的高于 C
aC1 2

单独处理
,

这与本研究结果相同
。

C az

+

处理抑制绿

熟期番茄果实 L
eA C O I

,

N R

,

L
e

E R
FZ
基因的表达

,

而钙调素抑制 剂能够抵 消 C
a“+
对 LeA CO I

,

N R

,

L
e

E R
F’2 基因表达的抑制作用 (图 2 一 5 )

。

L
e
A C O I

是调控番茄果实跃变乙烯合成的主要基 因〔
’5〕

,

N R

,

Le
E R

FZ 是实现乙烯生理作用的信号转导途径中的

关键组份〔
’
3,2

“〕
,

由此可见 c扩
十

可能是通过与 c
aM

相互 作用 来 抑制 乙 烯 生 物 合成 及其生 理 作用
。

L
e
A

CO

I

,

N R

,

L
e

E R
FZ
在一定时期内

,

随果实成熟

进程的进行表达量逐渐增加 [
‘3

,

2 “〕
,

而 N R 发生突变

或者抑制 L
eA C O I 基因的表达则番茄果实不能正

常成熟 〔27
,

““」
,

因此这些基 因与番茄果实成熟密切相

关
。

由此推断外源 C扩
十

可能是通过与钙调素相互

作用抑制乙烯生理作用相关基 因的正常表达
,

从而

抑制了果实成熟衰老
。
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