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一氧化氮对番茄果实采后成熟和 Le-ETR4 基因
表达的影响 
杨虎清，吴峰华，常银子* 
（浙江农林大学农业与食品科学学院，浙江临安 311300） 

摘  要：以破色期的‘卡罗’番茄果实为试材，研究了 NO供体硝普钠（SNP）50 µmol · L-1处理 30 min对番

茄果实采后成熟的作用，并采用 Northern杂交技术检测 NO对番茄乙烯受体基因 Le-ETR4表达的影响。结果表明，

50 µmol · L-1 SNP 处理降低了番茄果实的乙烯释放速率，抑制了 ACC 氧化酶（ACC oxidase,ACO）、纤维素酶

（Cellulase）和多聚半乳糖醛酸酶（Polygalacturonase,PG）的活性，延缓了果实的色泽变化和软化，同时显著抑制

了番茄乙烯受体基因 Le-ETR4的表达。以上结果说明 NO主要通过抑制番茄乙烯的生物合成和乙烯受体基因表达来

控制成熟相关酶的活性，NO可以在生理水平和乙烯受体水平调控番茄果实的成熟。 
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Effects of Nitric Oxide on Postharvest Ripening and Le-ETR4 Expression 
of Tomato Fruit 

YANG Hu-qing，WU Feng-hua，and CHANG Yin-zi* 
（School of Agriculture and Food Science，Zhejiang A & F University，Lin’an，Zhejiang 311300，China） 

Abstract：The effects of NO on postharvest ripening of breaking tomato fruit（Lycopersicon 
esculentum）were investigated using 50 µmol · L-1 SNP treatment for 30 min. Northern hybridization 
method was taken to detect the expression of Le-ETR4. The results indicated that dipping fruits in 50 
µmol · L-1 SNP treatment for 30 min obviously reduced ethylene production rate, inhibited the activities of 
cellulase, polygalacturonase and ACC oxidase, and delayed color development and fruit softening. NO 
treatment also significantly repressed the expression of Le-ETR4. These results demonstrate that NO can 
inhibit activities of ripening-related enzymes through suppressing ethylene synthesis and expression of 
ethylene receptor gene. The ripening process of tomato can be regulated by NO both on a physiological 
and ethylene receptor level. 
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番茄果实在成熟过程中发生一系列生理、生化反应和结构上的变化，并且当成熟启动时会伴随

着乙烯合成的增加(Lelievre et al.，1997)。在园艺生产中，人们一直期望通过调控乙烯的合成、感 
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知和生物学效应来控制果蔬的成熟过程。 

一氧化氮（NO）是植物中普遍存在的信号分子，参与调控植物的生长、发育、成熟衰老及其胁
迫响应等生理过程（Wendehenne et al.，2004）。通过对一些果蔬和花卉的研究发现，果实采后可以
产生NO，随着果实的成熟和衰老，组织内源NO的释放量逐渐降低，乙烯的释放量逐渐升高（Leshem 
& Pinchasov，2000）。番茄（Eum et al.，2009）、花椰菜（Soegiarto & Wills，2004）、梨（Sozzi et 
al.，2003）、草莓（Zhu & Zhou，2007）等采用外源低浓度NO熏蒸处理，其内源乙烯合成受到抑制，
成熟和衰老得到延缓，货架寿命延长。因此，目前认为NO是通过抑制乙烯的生物合成来延缓果实的
后熟衰老，但NO对乙烯的感受和信号转导的影响目前还鲜有报道。 
本研究中探讨了NO处理对番茄果实采后20 ℃贮藏过程中成熟、软化、乙烯合成和Le-ETR4基因
表达的影响，以期进一步了解NO对番茄果实成熟过程的调控机理。 

1  材料与方法 

1.1  材料及其处理 

番茄（Lycopersicon esculentum）‘卡罗’果实2008年4月采自浙江省农业科学院园艺研究所。
参考美国番茄成熟度分级国家标准，当果实绿熟或花蒂出现第一丝红色时（破色，BK）采收，当天
运回浙江农林大学果蔬采后生理与分子生物学实验室。 

羧甲基纤维素、果胶、抗坏血酸钠为SIGMA公司产品；NO供体为硝普钠（SNP），由北京双鹤
药业公司生产。硫酸亚铁、三羟甲基氨基甲烷（TRIS）、二硫苏糖醇（DTT）琼脂糖、聚乙烯吡咯
烷酮（K30）为进口分装；尼龙膜为AMRESCO公司产品；含Le-ETR4 cDNA的pBS质粒由美国佛罗里
达大学Harry Klee博士惠赠。其它试剂为国产分析纯。 
用无氧重蒸水配制50 µmol · L-1的SNP溶液，室温（20 ℃）浸泡果实30 min（预备试验设25、50

和100 µmol · L-1 SNP各处理30 min，发现50 µmol · L-1 SNP处理30 min能有效抑制番茄果实转红，与
100 µmol · L-1 SNP处理没有显著差异，而浸泡处理时间过长会伤害果实，通常为30 min），3次重复，
每重复处理番茄约1 kg；对照果实用蒸馏水做同样处理。待果实表面水分晾干后单层随机摆放在白
瓷盘中，用保鲜膜（0.05 mm）封口，在20 ℃、70%相对湿度下贮藏。贮藏期间每隔2 d观察果实成
熟情况和取样测定有关生理指标。各个重复处理在不同成熟期分别取3个果实, 将果壁切成豌豆大的
小块，立即以液氮速冻后，储于–70 ℃备用。 

1.2  测定方法 

1.2.1  番茄红素含量与乙烯释放速率的测定 
每个重复处理取 5.0 g果壁组织测定番茄红素含量（Fish et al.，2002）。每重复处理各取 10个果

实，用 SP6800A气相色谱仪（山东鲁南华工仪器厂）测定乙烯释放速率（杨虎清 等，2003）。 
1.2.2  果实硬度测定 
各个重复处理分别取 5个果实，用 TA-XT2i型质构仪测定果实赤道线上相对 4个部位的去皮果

肉硬度。探头直径 5 mm，测试深度 6 mm，贯入速度 1 mm · s-1，读取最大值,取平均值。 

1.2.3  果实颜色指数测定 
果实颜色指数（tomato colour index，TCI）用WSC-S测色色差计测定。记录 L（亮度）、A（绿

色—红色）和 B（兰色—黄色）。每个重复处理测定 10个果实，每个果实沿赤道测定 4个对称点，
取其平均值。根据公式 2 000a/（A2 + B2）1/2（Richardson & Hobson，1987）计算。 
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图 1  番茄果实乙烯释放速率的变化 
Fig. 1  Change of ethylene production rate in tomato fruit 

1.2.4  纤维素酶活性测定 
参照 Elena和 Alan（1996）的粘度法测定纤维素酶（Cellulase）活性。从各个重复处理中取 5.0 

g果壁组织研磨，以 1.3%羧甲基纤维素（Sigma）为底物，30 ℃下保温 60 min，以煮沸 30 min的酶
液作对照。一个酶活力单位为每克果肉每分钟内测试体系粘度下降 1%，结果以 U · min-1 · g-1FW表
示。 

1.2.5  多聚半乳糖醛酸酶活性测定 
参照 Taylor 等（1994）的粘度法测定多聚半乳糖醛酸酶（polygalacturonase，PG）活性。从液

氮速冻的各个重复处理中取 5.0 g果壁组织研磨。以 1%柑橘果胶（Sigma）为底物，30 ℃下保温 60 
min，以煮沸 30 min的酶液作对照，1个酶活力单位为每克果肉每分钟内测试体系粘度下降 1%，以
U · min-1 · g-1FW表示。 
1.2.6  ACC氧化酶活性测定 
参照 Barry等（1996）方法测定 ACC氧化酶（ACO）活性，从各个重复处理中取 5.0 g果壁组

织研磨，取 0.5 g样品粉末置于 1.5 mL的 eppendorf管中，加入 1.0 mL样品提取液（含 Tris-HCl缓
冲液 100 mmol · L-1，pH 7.5，10%甘油（体积比），抗坏血酸钠 30 mmol · L-1，5%PVP，FeSO4 0.1 
mmol · L-1，DTT 5.0 mmol · L-1），摇匀，在 12 000 × g（4 ℃）下离心 2次（各 0.5和 10 min）；立即
将 0.2 mL上清液注入盛有 1.8 mL酶反应液[含 Tris-HCl缓冲液 100 mmol · L-1，pH 7.5，10%甘油（体
积比），抗坏血酸钠 30 mmol · L-1、NaHCO3 30 mmol · L-1，ACC l.0 mmol · L-1，FeSO4 0.1 mmol · L-1]

的玻璃管中，30 ℃水浴中密闭保温 20 min。抽气测定乙烯浓度，活性单位为 nL · g-1 · h-1。 
1.2.7  番茄Le-ETR4基因表达水平的检测 
提取番茄果实RNA采用异硫氰酸胍法，RNA甲醛变性凝胶电泳及转移至尼龙膜、杂交、洗膜等

按Sambrook等（1989）的方法进行。以600 bp大小的Le-ETR4基因片段为探针进行Northern杂交，探
针标记采用Promega Promea-Gene Label试剂盒。 
1.2.8  数据分析 
所有测定均重复3次，结果所列的数据是3次重复的平均值。采用SPSS 13.0对数据进行处理，试

验数据采用ANOVA进行邓肯氏多重差异分析（取P < 0.05）。 

2  结果与分析 

2.1  番茄果实乙烯释放速率的变化 

如图1所示，采后番茄果实的乙烯释放速率
随着果实的成熟而逐渐增加，对照果实在采后4 
d出现乙烯释放高峰，峰值为11.15 nL · h-1 · kg-1FW，
处理果的乙烯释放高峰出现在处理后6 d，峰值
为7.87 nL · h-1 · kg-1FW，显著低于对照果（P < 
0.05）。 
高峰过后处理果实和对照果实的乙烯释放

速率逐渐下降，8 d后两者之间差异不显著（P ＞
0.05）。 
说明NO处理能降低番茄乙烯释放速率，这

有助于延缓果实的成熟衰老。 
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图 3  番茄果实硬度变化 
Fig. 3  Change of firmness in tomato fruit 

2.2  NO处理对番茄红素合成和果实色泽的影响 

从图 2可知，对照果实的颜色指数在成熟过程中迅速增加，在采后 6 d时就基本转红，到 12 d
时番茄颜色指数（TCI）达到 58.27，番茄红素含量达到 109.52 µg · g-1FW，果实外表呈现正常的红
色（因为果实色泽是以果实表面测定的，而番茄红素是以果壁组织测定的，因此，图 2中番茄红素
合成滞后于色泽形成）。 
而 NO处理在前 6 d几乎完全抑制了番茄果实色泽的形成，在采后 12 d才出现转红的迹象，番

茄红素含量为 67.05 µg · g-1FW，只相当于对照的 61%，TCI指数为 21.68，果实外表呈现橘黄色，
可见 NO处理显著（P < 0.05）抑制了番茄红素的合成和果实着色。 

图 2  番茄果实色泽和番茄红素含量的变化 
Fig. 2  Changes of colour development and pigment content in tomato fruit 

 
 

2.3  番茄果实硬度变化 

从图 3 可见，对照果实在破色后果肉硬
度迅速下降，到破色后 12 d，果肉硬度为 22.2 
g · cm-2，只有破色前的 21.1%。 
与对照果实相比，NO处理的果实硬度下

降缓慢，到破色后 12 d，仍高达 37.7 g · cm-2，

显著（P < 0.05）高于对照果实。 
这表明 NO 处理能够抑制采后番茄果实

的软化过程。 

2.4  番茄果实纤维素酶和 PG酶活性的变化 

由图 4可知，对照和 NO处理的番茄在采
后纤维素酶和 PG 酶的活性均呈现逐渐增加的
趋势，但 NO处理抑制了纤维素酶和 PG酶的活性升高，在采后 2 ~ 8 d时显著（P < 0.05）低于对照
果，之后纤维素酶和 PG 酶的活性变化逐渐趋于平稳，对照和 NO 处理果实之间无显著差异（P ＞ 
0.05）。 
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图 5  番茄果实 ACC氧化酶活性的变化 
Fig. 5  Change of ACC oxidase activity in tomato fruit 

图 4  番茄果实纤维素酶和 PG活性的变化 
Fig. 4  Changes of activities of cellulase and PG in tomato fruit 

2.5  NO对番茄果实 ACC氧化酶活性的影响 

如图 5 所示，番茄在采后 ACC 氧化酶活
性呈现先上升然后下降的趋势。 
对照果实在采后 6 d出现活性高峰，峰值

为 17.64 nL · h-1 · g-1FW，NO处理抑制了 ACC
氧化酶活性，其峰值也在 6 d出现，但峰值只
有 9.62 nL · h-1 · g-1FW，显著低于对照（P < 
0.05），然后随着果实的成熟 ACC氧化酶活性
逐渐下降。在整个成熟过程中，NO 处理果的
ACC氧化酶活性都低于对照果实，表明 NO处
理能够显著抑制果实的 ACC 氧化酶活性。这
个结果与前面 NO处理乙烯释放速率的差异相
一致。 

2.6  NO对番茄果实Le-ETR4基因表达的影响 

分别提取番茄果实的总 RNA，用 LeETR4 cDNA为探针，研究 NO处理对 LeETR4基因表达的
影响。结果如图 6，NO明显抑制了乙烯释放高峰前番茄果实 LeETR4基因的表达。 

图 6  NO处理对番茄果实 Le-ETR4表达的影响（20 ℃） 
Fig. 6  Effects of NO treatment on expression of Le-ETR4 in tomato（20 ℃） 



1262                                       园   艺   学   报                                  37卷 

3  讨论 

1–氨基环丙烷–1–羧酸（ACC）是乙烯合成的直接前体，而 ACC氧化酶（ACO）和 ACC合
成酶（ACS）是乙烯合成途径的两个限速酶。前人研究发现，用 5 µL · L-1和 10 µL · L-1的 NO熏蒸
处理肥城桃果实，能抑制 ACC氧化酶活性，减少乙烯的生物合成（Zhu et al.，2006）；5 µmol · L-1 

SNP处理能显著抑制丰香草莓的 ACC合成酶活性和乙烯生成量（Zhu & Zhou，2007）；200 µL · L-1 
NO能延缓番茄果实成熟，抑制绿熟和破色期 ACO基因家族 LeACO1、LeACOH2和 LeACO4的表达，
但对 ACS基因的表达没有影响（Eum et al.，2009）。本试验结果表明，NO处理后番茄果实的 ACO
活性降低，乙烯释放速率显著降低，果实的颜色形成和软化过程均受到抑制。番茄中番茄红素生物

合成的关键酶是八氢番茄红素合成酶（PSY）和八氢番茄红素脱氢酶（PDS），乙烯处理可以促进
PSY基因的表达，乙烯能调节八氢番茄红素的合成（Bird et al.，1991）。纤维素酶对不同果实的软
化作用不同，在桃、番茄、梨果实成熟软化过程中纤维素酶起关键作用（Huber，1983）。PG酶主
要分解细胞中胶层的多聚半乳糖醛酸，许多研究也表明，苹果、梨、香蕉、番茄等果实等的软化与

PG 酶密切相关。在果实成熟过程中，乙烯的作用是一个“可变电阻器”，而不仅仅是成熟的引发
剂，果实内必须连续保持乙烯的存在来诱导必须基因的表达（Theologis，1992）。因此，干扰乙烯
的合成过程和信号转导将会影响各个阶段的成熟进程。因此推测 NO主要通过抑制乙烯的合成来控
制八氢番茄红素合成酶、纤维素酶和 PG酶基因的表达，进而延缓番茄果实软化和颜色变化。 

NO处理还抑制了番茄乙烯受体基因Le-ETR4的表达。乙烯生物合成是乙烯作用的上游部分，目
前认为，乙烯的生物学效应是通过乙烯信号转导途径得以实现的。乙烯受体是乙烯信号转导途径的

第一级元件，是一类具有乙烯结合能力的与细菌双组分信号转导系统相似的蛋白家族。目前已分离

出6个番茄乙烯受体基因，即Le-ETR1、Le-ETR2、NR（Le-ETR3）、Le-ETR4、Le-ETR5和Le-ETR6，
这些受体基因在果实中的表达模式各不相同，而LeETR1和LeETR2则维持稳定（Lashbrook et al.，
1998；Kevany et al.，2007）。转基因研究证明LeETR4具有“功能性补偿作用（ functional 
compensation）”,可能是乙烯受体水平的监控器，具有调节果实组织乙烯敏感性的作用（Tieman et 
al.，2000）。因此推测NO通过抑制LeETR4的表达水平降低了番茄果实对乙烯的敏感性，结果影响
了成熟相关基因的正常表达，延缓了果实的成熟。Rodriguez等（1999）研究发现，铜离子（Cu2+）

是拟南芥乙烯受体ETR1感受乙烯信号的协同因子，铜离子与ETR1的N–端跨膜α–螺旋疏水区结合
形成受体复合体，乙烯与复合体结合导致受体构象变化，从而引发外源乙烯的生理效应，调节铜离

子则可能改变受体活性。刘孟臣等（2007）认为，NO能够将果实乙烯受体的协同因子Cu2＋还原成

Cu＋，而Cu＋不能与乙烯受体结合，从而抑制了外源乙烯发挥催化作用。Wills等（2000）则推测NO
具有1-MCP的作用，能够与乙烯竞争性地结合受体。因此，关于NO调控乙烯生物学效应的作用机制，
还有待进一步研究。 

. 
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