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摘　要 : 以中熟桃 ‘京玉’和 ‘大久保’果实为材料 , 测定桃果实内果皮在细胞分裂和硬核期糖的含

量 , 分析糖积累的变化情况 ; 通过间苯三酚—HCl对 ‘大久保’桃果实内果皮进行染色 , 观察木质素沉积

的进程 ; 应用常规戊二醛—锇酸双固定法在透射电镜下观察内果皮细胞壁的发育进程。结果表明 , 桃果实

内果皮在花后 40 d前 , 细胞不断分裂增生 , 初生细胞壁不断膨大 , 糖的积累快速增长 , 大约 40 d时葡萄糖

和果糖的积累量达到最高 ; 到 40 d后 , 糖含量及山梨醇代谢迅速下降。此时内果皮开始木质化 , 内部逐渐

呈现红色 , 大约半个月后 , 整个内果皮都变红 , 木质素从内到外基本沉积完毕 , 说明木质素沉积发生在糖

积累高峰之后 , 糖的大量积累为木质素前体的合成奠定了物质基础 , 糖积累量的多少直接影响内果皮发育

的好坏。
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Abstract: The experiment was conducted with peach ( P runus persica L. ) ‘J ingyu’and‘Okubo’
fruits. The sugar content was measured in peach endocarp during the course of the cell division and p it

hardening, analyzing the change of sugar accumulation, observing the development of endocarp cell wall

through the transm ission electron m icroscope ( TEM ) and detecting the p rogress of the its lignin deposition by

staining with phloroglucinol - HCl reagent. The results showed the cell in the peach endocarp divided

continuously, the p rimary cell wall expanding, the cell organ marginalizing gradually, which was the stage of

sugar rap id accumulation, before 40 days after full bloom ing. The internal part began red after more than 40

days, the lignin deposition finished after 15 days or so, sugar accumulation and dynam ic metabolism decreased

rap idly, which showed lignin deposition occurred after the peak of sugar accumulation. Its content had an im2
portant effect on endocarp development.
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　　一般认为桃果实的品质主要是果肉的品质 , 所以大量研究工作集中在果肉品质的形成和维护上

(韩涛和李丽萍 , 2001; 张新生 等 , 2008; 张雪 等 , 2008)。但不少桃果实常因内果皮不正常发育造

成裂核果。裂核果不仅果核开裂 , 而且在果肉的果柄处或大或小同时发生开裂 , 形成微生物入侵的通

道 , 果实成熟后种子周围布满菌丝体 , 失去商业价值。这个问题一直是发展高品质桃的主要技术障碍

之一 (葛水莲 等 , 2007)。研究桃内果皮发育可能会给解决这个生产难题提供解决途径。

桃果实内果皮发育主要集中在桃果实发育的阶段Ⅰ和Ⅱ。阶段Ⅰ主要是桃果实内果皮的细胞分裂

和增大时期 , 阶段Ⅱ是内果皮细胞壁次生代谢物沉积时期 , 即酚类物质的聚集和木质素最后的沉积

(布坎南 等 , 2004)。木质素是次生木质部的主要基质 , 聚合态木质素的主要功能是增强细胞壁硬度

(Lothar & Frank, 2006)。所以内果皮细胞次生壁木质化程度对桃果核的发育具有重要意义。

木质素碳素骨架主要由葡萄糖代谢产物提供 : 磷酸戊糖途径提供 4 -磷酸赤藓糖 , 糖酵解途径提

供烯醇式磷酸丙酮酸 , 这两者通过莽草酸—分支酸途径合成苯丙氨酸和酪氨酸。这两个物质是合成不

同类型木质素的前体物质 , 所以内果皮木质素沉积主要物质基础是葡萄糖 (Buchnan et al. , 2000) ,

其它形态的糖类物质需要转化为葡萄糖参与木质素的合成。普通高等植物光合产物 20%～30%参与

木质素合成 , 木本植物流向木质素的光合产物比例可能会更高 (Buchnan et al. , 2000)。目前国外对

木材生产中木质素合成及其调控有大量研究 (Cooke et al. , 2004; Ralph et al. , 2006; Susana et al. ,

2008)。鲜见对桃果核次生壁木质素代谢的研究报告。我国是桃的生产大国 , 桃果实裂核问题是当前

桃生产中急需解决的问题。本文初步揭示桃核前期初生壁形成及后期木质化过程与糖积累变化间的关

系。这些结果对阐明内果皮形成过程中糖积累对内果皮发育的影响具有一定的理论指导意义 , 对解决

内果皮发育不良如核裂等问题提供实践指导。

1　材料与方法

111　试材与取样

试验于 2005—2006年在北京平谷有机果园中进行。试材选树势健壮 , 生长较为一致 , 株行距为

4 m ×6 m的 6年生中熟桃 [ Prunus persica (L. ) Batsch. ] 树 ‘京玉 ( J ingyu)’和 ‘大久保 (Oku2
bo)’各 10株 , 进行常规栽培管理 , 盛花期后采样 , 分别于盛花后每隔 1周左右采样 , 在每株树外围

果枝中部选取中等大小 , 果形端正 , 无病虫害 , 无机械损伤的果实 30个左右 , 置于手提冰箱中带回

实验室后迅速分离内果皮 , 液氮速冻处理 , 随机取样 , - 70 ℃冰箱中存放以待糖及其代谢相关酶活

性的测定。

112　内果皮透射电镜的检测及木质部的染色测定

内果皮透射电镜的检测在中国科学院原子能研究所进行 , 用戊二醛和锇酸双固定 , 常规磷酸缓冲

液漂洗 , 酒精梯度脱水 , 国产 618环氧树脂包埋 , LeiCa EM UC6超薄切片机切片 , 铅铀双重染色 ,

日立 H27500透射电镜观察拍片。内果皮木质素沉积的检测方法用间苯三酚—HCl (A lba et al. ,

2000) , 用 O lympus SZX7体视显微镜拍照。

113　糖含量的测定

可溶性总糖用蒽酮比色法 (汪沛洪 , 1985) 的测定 , 称取 015 g所测样品于研钵中磨成匀浆 , 分

3次加入 6 mL 80%的乙醇倒入离心管中 , 在 80 ℃水浴中保温 30 m in, 1 700 g离心 10 m in, 收集上清

液 ; 残留物再用 80%乙醇提取两次 , 合并上清液。沸水浴蒸干乙醇 , 加 10 mL蒸馏水溶解可溶性糖 ,

最后用蒽酮比色法测定 620 nm下的光密度值。

仪器 : 高效液相色谱系统 (HPLC) , 德国 KNAUER公司产 K21001型输液泵、K21500溶剂混合

器、K22301型示差检测器、奥德赛斯公司 AT2150型柱温箱。

蔗糖、果糖、葡萄糖含量 HPLC检测的色谱条件为 : 色谱柱 Carbohydrate Analysis 84038, 流速
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1 mL·m in - 1 , 流动相为乙腈 ∶超纯水 = 4 ∶1, 常温示差检测器 , 灵敏度 0105AUFS, 进样体积 100

μL; 山梨醇含量 HPLC检测的色谱条件为 : 色谱柱 Sugar - PakTM - 1 ( Part NO. WAT 085188) , 流速

014 mL·m in - 1 , 灵敏度 0105AUFS, 进样体积 100μL。

114　山梨醇代谢酶 SO X和 SD H活性的测定

酶的提取 : 参照 Lowell等 ( 1989) 的方法 , 提取缓冲液为 Tris2HCl ( pH 715) ( 50 mmol·L - 1

Tris, 10 mmol·L - 1 MgCl2 , 1 mmol·L - 1 EDTA , 215 mmol·L - 1 DTT, 10 mmol·L - 1维生素 C, 011

mmol·L
- 1

PMSF, 3% PVPP, 0101% Triton)。称取 1 g样品于少量石英砂 , 迅速研磨成匀浆状。

15 000 g离心 20 m in, 上清液经 3层纱布过滤后透析 20 h。透析液为稀释 10倍且不含 PVPP的提取缓

冲液。

SOX活性测定 : 参照 ( Yamaki & Ishiwaka, 1986; Yamaki & A sakura, 1988) 的方法 , 反应缓冲

液为 011 mmol·L
- 1柠檬酸—柠檬酸钠 (pH 410) , 反应底物为 200 mmol·L

- 1山梨醇。反应比例为 :

600μL反应缓冲液 + 200μL山梨醇溶液 + 400μL酶温育混合液 , 用等体积的双蒸水替换山梨醇溶液

作为对照 , 30 ℃水浴中反应 30 m in, 用 1 mL的 3, 5 -二硝基水杨酸检测酶解生成的葡萄糖含量 , 在

520 nm下读取吸光值。设 3次重复。SDH活性测定 : 参照 H ideaki等 (1994) 的方法 , 反应缓冲液为

68 mmol·L
- 1

Tris2HCl (pH 910) , 反应底物为 1 mmol·L
- 1

NAD , 200 mmol·L
- 1山梨醇。反应比

例为 400μL反应缓冲液 + 200μL NAD + 200μL山梨醇溶液 + 400μL酶温育混合液 , 30 ℃水浴中反

应 20 m in, 其余与 SOX活性测定方法一致。

2　结果与分析

211　桃果实内果皮细胞和细胞壁发育及木质素沉积过程的变化

利用间苯三酚染色法可观察到桃果实内果皮在 35 d时未被染色 , 而仅仅是导管先行木质化 ; 直

到 45 d后 , 内果皮里面才略显微红 ; 60 d左右时整个变红 , 说明此时整个内果皮已基本木质化 (图

版 , Ⅰ)。

图版Ⅰ说明 : ‘大久保’桃果实内果皮木质素沉积的进程

A: 盛花后 35 d内果皮木质素沉积情况 ; B: 盛花后 45 d内果皮木质素沉积情况 ; C: 盛花后 52 d内果皮木质素沉积情况 ; D: 盛花后

59 d内果皮木质素沉积情况。M: 中果皮 ; N: 内果皮 ; LD: 木质素沉积 ; T: 导管。

Explana tion of pla teⅠ: The progress of the endocarp lign in deposition dur ing the develop ing‘O kubo’peach fru it

A: The endocarp lignin deposition at the 35 th day after full athesis; B: The endocarp lignin deposition at the 45 th day after full athesis; C: The

endocarp lignin deposition at the 52 th day after full athesis; D: The endocarp lignin deposition at the 59 th day after full athesis; M: Mesocarp;

N: Endocarp; LD: L ignin deposition; T: Tube.

应用透射电镜观察可知 , 内果皮细胞在 40 d前 , 细胞壁不断增大和膨胀 , 到 40 d时 , 初生细胞

壁加粗 , 同时次生壁上聚集了更多的木质素前体类物质 (图版 , Ⅱ)。
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图版Ⅱ说明 : ‘大久保’桃果实内果皮细胞壁的发育过程

A: 盛花时内果皮细胞壁的发育 ; B: 盛花后 8 d内果皮细胞壁的发育 ; C: 盛花后 24 d内果皮细胞壁的发育 ; D: 盛花后 40 d内果皮

细胞壁的发育. P: 初生细胞壁 ; S: 次生细胞壁。

Explana tion of pla te Ⅱ: The growth of endocarp cell wa ll dur ing the develop ing‘O kubo’peach fru it

A: Endocarp cell wall growth at full athesis; B: Endocarp cell wall growth at the 8 th day after full athesis; C: Endocarp cell wall growth at the

24 th day after full athesis; D: Endocarp cell wall growth at the 40 th day after full athesis. P: Primary cell wall; S: Secondary cell wall.

212　桃果实发育过程中单果质量的变化趋势

由图 1可知 , ‘京玉’和 ‘大久保’桃果实都是在盛花后 20 d左右果实质量开始迅速上升 ; 到

第 40天时出现第 1次快速生长 ; 之后至 56 d质量增加缓慢 , 即桃果实进入发育的第 2阶段 , 桃果实

内果皮逐渐硬化和种子逐渐成熟 ; 然后质量又开始快速增加 , 到 80 d后进入直线增长阶段 , 主要是

中果皮质量的增加 , 即桃果实发育进入第 3阶段 , 桃果实中果皮急剧加大 , 直至长到 100 d左右时才

达到成熟时大小 ; 最后几天质量几乎没变 , 即桃果实进入发育的第 4阶段 , 仅仅是桃果实品味的形成

(图 1)。

213　桃果实内果皮发育过程中可溶性总糖含量的变化

桃果实内果皮发育过程中 , ‘京玉’和 ‘大久保’内果皮可溶性总糖含量有相同的变化趋势 (图

2) , 都是在盛花后 24 d达到最高峰 , 在 40 d后快速下降 , 到 56 d后降为零 , 这与木质素到 60 d左右

基本沉积完毕 (图版 , Ⅰ) 相一致。说明不同品种同一成熟期的桃果实具有相同的总糖变化趋势。

214　桃果实内果皮发育过程中山梨醇、葡萄糖、果糖和蔗糖含量的变化

山梨醇是蔷薇科木本果树中主要的运输态光合产物 , 经过山梨醇脱氢酶和氧化酶的作用分别氧化

为果糖和葡萄糖。‘京玉’和 ‘大久保’山梨醇含量在盛花后 40 d后迅速降低 (图 3, 图 4) ; 而葡
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萄糖和果糖含量在 40 d时达到较高 , 直到 40 d之后 , 糖含量迅速降低 , 此时木质素开始沉积 (图

版 , Ⅱ)。

215　桃果实内果皮发育过程中山梨醇脱氢酶 ( SD H) 和氧化酶 ( SO X) 活性的变化

SDH和 SOX活性都是在盛花后 24 d达到较高值 , SDH从 24 d后就开始急剧下降 , 到 56 d基本

降为零 ; 而 SOX从 40 d后才开始迅速下降 , 到 56 d时也基本降为零。SDH活性虽然下降较 SOX快 ,

但 40 d前仍然较相同品种的 SOX活性高 , 到 40 d之后 , 这两个酶的活性相差逐渐变小 (图 5, 图

6)。说明 ‘京玉’和 ‘大久保’桃果实在 24 d山梨醇代谢酶活性较高 , 将山梨醇氧化成果糖和葡萄

糖的量较多 , 与可溶性总糖含量达到峰值 (图 2) 是相一致的。

3　讨论

311　桃果实内果皮自身代谢与木质素沉积的关系

桃果实内果皮的合成是一个复杂的细胞壁合成和木质素沉积的过程。果糖、葡萄糖和蔗糖是果实

品质和风味物质如维生素、芳香物质和色素等合成的基础原料 (赵智中 等 , 2001)。糖的大量积累对

前期初生壁的形成和后期木质素的沉积及纤维素和半纤维素的形成是至关重要的。蔷薇科木本果树

中 , 主要以山梨醇为运输态光合产物 , 所以山梨醇代谢酶的活性对糖积累是至关重要的。
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桃果实鲜样质量在盛花后 20～40 d内增加较快 , 内果皮山梨醇代谢酶 SDH和 SOX活性、总糖、

山梨醇含量均在 20 d左右达到峰值 , 而果糖、葡萄糖在 40 d达到峰值 (图 2, 图 3) , 说明在 20 d左

右时 , SDH和 SOX氧化山梨醇生成的果糖和葡萄糖主要用于中、内果皮细胞的快速分裂生长发育、

初生壁的扩张而消耗 (图版 , Ⅱ) , 并没有果糖及葡萄糖的积累 , 到 40 d左右时由于内果皮增长缓慢

(图 1) , 糖分消耗较少 , 同时山梨醇进一步氧化生成较多的葡萄糖 , 所以有较多糖分的积累 , 以便次

生细胞壁的顺利发育。由此可以推测内果皮形成可以分为两个阶段 , 第 1阶段是糖的积累阶段 (盛

花后 20 d左右 ) , 为内果皮的正常分裂分化和后期木素沉积提供前体物质基础。在这个阶段 , 采取栽

培措施 , 提高净光合产物率 , 引导光合产物向果实集中 , 有利于内果皮的正常发育 , 减少后期的裂核

现象。第 2个阶段是木质素沉积阶段 (盛花后 40～60 d左右 ) , 在前体通过莽草酸途径合成的酚类物

质 , 进一步沉积形成木质素。木质素的沉积直接关系到细胞壁韧性和强度。内果皮木质素合成启动过

早有可能造成酚类物质累积不足 , 这可能是内果皮发育不良的一个重要原因。如何适当控制内果皮次

生壁沉积的启动时间是一个比较复杂的问题 , 需要进一步深入研究。

312　桃果实中果皮发育与木质素沉积的关系

桃果实生长曲线属双 S型 , 分 3个阶段。第 1阶段 , 果实第 1次迅速生长期 , 果核木质化开始是

果实生长第 1阶段结束的标志。第 2阶段 , 硬核期 , 在这个时期内果实体积增长缓慢 , 果核长到品种

固有大小 , 并达到一定硬度 , 直到果实再次出现迅速生长而告结束。第 3阶段 , 果实第 2次进入迅速

生长期。在盛花后 20 d左右 , 桃果实中果皮细胞迅速分裂 (申作连 等 , 2005)。由电镜扫描可知

(图版 , Ⅱ) , 随着桃果实内果皮细胞壁初生壁的膨大 , 推测有可能是纤维素、半纤维素和果胶及其

他蛋白相继沉积。盛花后 40多天 , 用间苯三酚染色 , 发现有轻微的木质化 , 说明桃核发育已进入第

2阶段 , 主要进行自身木质素代谢过程 , 木质素开始沉积 , 所以可以推测从 40～60 d内果皮累积和输

入的全部糖分除一部分用于呼吸消耗之外 , 另一部分用于木质素的沉积和次生壁的形成 , 但其具体机

理有待探讨。

本试验结果结合申作连等 (2005) 的研究 , 表明发育前期韧皮部可以同时向中果皮和内果皮运

输光合产物 , 两者有基本相同的代谢途径。56 d后韧皮部物质向内果皮运输减少 , 向中果皮的运输

逐渐增加。与此同时 , 内果皮的主要代谢也逐渐转变为木质素的沉积。直到 60 d后由于内果皮已基

本木质化 , 韧皮部运输停止向内果皮运输养分 , 增强了向中果皮的营养运输。这个时期单果增重主要

是中果皮的增重 (图 1)。在生产实践中也发现 , 裂核的桃果实主要发生在果体较大的果实中。这些

结果表明 , 这个时期内果皮失去合成足够木质素的碳素来源 , 这可能是内果皮发育不良的另外一个原

因。在这个时期适当控制中果皮过度生长的生产措施 (如控制水分和氮肥供应等 ) , 都可能有助于缓

解桃果实的裂核问题。
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