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摘  要：为了探讨低温条件下乙烯对采后菜薹木质化的影响，以‘四九菜薹’为试材，分别用不同

浓度（100、200 和 500 μL · L-1）乙烯利处理，置于 1 ℃低温下贮藏，并于 0、24、48、72 和 96 h 取样，

进行木质素含量、相关酶活性测定以及相关基因表达分析。结果表明：不同浓度乙烯利处理均提高了菜

薹茎部的木质素含量和木质素合成途径中 4–香豆酸辅酶 A 连接酶（4-CL）、过氧化氢酶（POD）的活性；

200 μL · L-1 乙烯处理提高了 2 个乙烯响应因子（ERF）BcERF2、BcERF1B 以及 2 个 POD 基因 BcPOD67、

BcPOD69 的表达。乙烯利处理促进了采后菜薹木质化的进程，推测乙烯可能通过乙烯响应因子 BcERF2

和 BcERF1B 调控 BcPOD69、BcPOD67 等参与木质素的生物合成。 
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Abstract：The purpose of this study was to investigate the effects of ethephon on the stem 

lignification of postharvest flowering Chinese cabbage（FCC，Bcassica campestris L. ssp. chinensis var. 

utilis Tsen et Lee）stored at low temperature. The postharvest FCC were treated with different 

concentrations of ethephon（100，200 and 500 μL · L-1），placed in an incubator at 1 ℃. The control was 

treated with distilled water. The content of lignin and activity of enzymes（4-coumaric acid coenzyme A 

ligase，4-CL；peroxidase，POD；cinnamate dehydrogenase，CAD）related to lignification were detected 

by spectrophotometer. The gene expression levels of BcERF2，BcERF1B，BcPOD67 and BcPOD69 were 

evaluated by real-time PCR. The results showed that the content of lignin in the treated FCC stems 

significantly increased and the activities of POD and 4-CL also showed a rising trend during storage. With 

the increase of ethephon concentration，the content of lignin and activities of POD and 4-CL gradually  
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increased. The expression levels of BcERF2，BcERF1B，BcPOD67 and BcPOD69 were higher than the 

control，which were consistent with the lignin change in treated FCC with ethylene（200 μL · L-1）during 

storage. In summary，the ethephon treatment accelerated the lignification process of postharvest FCC at 

low temperature. The ethephon was involved in lignin biosynthesis，which may through the regulation 

BcPOD67 and BcPOD69 by transcription factors BcERF2 and BcERF1B. 

Keywords：flowering Chinese cabbage；ethylene；lignification；ERF；POD 

 

菜薹（Bcassica campestris L. ssp. chinensis var. utilis Tsen et Lee）供食部分为花薹，常温下采收

后其切口部位往往会迅速褐变腐烂，叶片黄化萎蔫，花薹继续开花生长甚至向上弯曲，茎部木质化

等现象，严重影响商业价值和食用（张利娟，2012）。低温贮藏是采后菜薹最重要的贮藏方式，已

有研究表明在 1 ~ 2 ℃下，1-MCP 处理的菜薹，贮藏 1 个月后仍能保持原有的品质（段学武，2011）。

但是低温增加菜薹对乙烯的敏感性，同时无法控制其木质化。韩明等（2002）的研究表明，低温条

件（0 ~ 3 ℃）下，菜薹的呼吸作用明显被抑制，但对乙烯的产生没有影响。Li 等（2017b）也发现

低温条件下蔬菜的乙烯敏感性显著增强。本项目组研究发现，低温贮藏，菜薹乙烯释放无法控制，

茎组织木质化不断加强。乙烯信号传导可能促进了低温下采后菜薹木质化的进程。 

植物木质素合成是维管束发育过程合成和响应植物胁迫信号合成的复杂代谢过程，从苯丙氨酸

开始，通过一系列复杂反应生成单体化合物，最后经过氧化反应和聚合反应生成木质素（李潞滨 等，

2007）。肉桂酸脱氢酶（CAD）、过氧化物酶（POD）和 4–香豆酸辅酶 A 连接酶（4-CL）均是木

质素合成途径的重要酶类，CAD 依赖于 NADPH 催化还原肉桂醛及其衍生物，将木质素前体和木质

素类物质转化成木质素单体，4-CL 参与羟基肉桂酸及其衍生物的辅酶 A 酯化合物的形成，是联系

木质素前体和各个分支途径的纽带（Zhao et al.，2016；田晓明 等，2017）；POD 是在 H2O2 参与下

催化木质素单体聚合成木质素过程的关键酶（Li et al.，2017b）。已有研究表明，乙烯信号促进了绿

芦笋（刘尊英 等，2003）、竹笋（Luo et al.，2012）、绿豆（Huang et al.，2013）、枇杷（Shan et 

al.，2008）等的木质化进程。Zhang 等（2010）研究发现常温条件下，外源乙烯促进了采后菜薹木

质素的合成，但是低温贮藏条件下尚不确定。为了探讨低温条件下乙烯对木质素合成及其合成途径

中关键基因的调控方式，考察了低温条件下乙烯利处理对采后菜薹茎部木质素含量、CAD、4-CL

和 POD 酶活性的影响，同时对乙烯响应因子 BcERF2、BcERF1B 和木质素合成关键基因 BcPOD39、

BcPOD69 和 BcPOD67 的表达调控进行了分析，为进一步阐明乙烯调控菜薹木质化机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试菜薹品种为‘四九菜薹’（Bcassica campestris L. ssp. chinensis var. utilis Tsen et Lee），于

2018 年 4 月 5 日采于广东省湛江市麻章区蔬菜基地。采收成熟度一致（花蕾期）、大小均匀、叶片

无损伤的菜薹，分别用 100、200 和 500 μL · L-1 乙烯利喷施表面，以蒸馏水喷施为对照。处理后将

菜薹分别放于塑料筐中，且在对照处理框内放两袋乙烯吸附剂，然后用厚度为 0.03 mm 的 PE 袋套

住并扎紧口，放在 1 ℃恒温箱里贮藏，24 h 后打开袋口继续贮藏。每处理设 3 次重复。分别于 0、

24、48、72 和 96 h 取样。取样部位为菜薹末端约 3 cm 长的茎部表皮（植株基部第 1 片与第 2 片叶

之间）。样品经液氮速冻存于–80 ℃超低温冰箱，供生理指标测定和实时荧光定量分析使用。 
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1.2  木质素含量、相关酶活性的测定 

肉桂酸脱氢酶（CAD）活性测定参照 Goffner 等（1992）的方法并做适当修改。取茎部样品 2 g，

加入 5 mL 提取液（0.1 mol · L-1 的磷酸缓冲液，内含 1.0 mmol · L-1 EDTA，2% PVP，15 mmol · L-1

巯基乙醇，pH 6.25），冰浴下迅速研磨成匀浆，于 4 ℃条件下 12 000 r · min-1 离心 20 min，取上清

液用于酶活性的检测。测定系统含有酶液 0.2 mL、3.2 mmol · L-1 反式肉桂酸 1 mL、0.1 mol · L-1 磷

酸缓冲液 1 mL、2 mmol · L-1 NADP 0.5 mL。反应液于 37 ℃保温 60 min，加入 6 mol · L-1 盐酸 0.2 mL

终止反应。对照不加酶液，以磷酸缓冲液代替。在 340 nm 下测定吸光度，以每分钟 OD340 值变化

0.01 为 1 个酶活单位（U）。 

4–香豆酸辅酶 A 连接酶（4-CL）活性测定应用双抗体夹心法，用酶标仪在 450 nm 波长下测定

吸光度（OD 值），通过标准曲线计算样品中 4-CL 含量，酶活性单位以 mg · g-1 表示。 

可溶性过氧化物酶（POD）活性测定参照 Yingsanga 等（2008）的方法。反应液包含 20 mmol · L-1

愈创木酚，100 mmol · L-1 磷酸盐缓冲液（50 mmol · L-1，pH 7.0），20 µL 30% H2O2 和 80 µL 粗酶

液，总体积为 3 mL。混匀后于 470 nm 下立即测定其吸光值，对照用 20 µL 磷酸盐缓冲液代替 H2O2

调 0。以 1 min 内 OD470 值增加 0.01 为 POD 的 1 个酶活力单位（U · g -1 FW）。 

木质素含量利用植物木质素酶联免疫分析试剂盒（江苏江莱生物科技有限公司）双抗体夹心法

测定。 

1.3  相关基因实时荧光定量表达分析 

对 200 μL · L-1 乙烯利处理的菜薹进行 ERF 和 POD 等基因表达的荧光定量分析。采用艾莱德植

物 RNA 快速提取试剂盒提取样品 RNA，并用 PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser 进行

RT-PCR 反转录。 

根据 RNASeq 的测序序列设计引物（表 1）。 

 

表 1  实时荧光定量 PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences of real-time quantitative PCR 

基因   

Gene 

GenBank 登录号 

GenBank number   

正向引物序列（5′–3′）  

Forward primer 

反向引物序列（5′–3′） 

Reverse primer 

Bcactin7 XM_009107781    GCTTAACCCTAAGGCTAACAG AGACGGAGGATAGCGTGAGG 

BcERF2 XM_009130702 GATCCGGTGAGGATCACGTCAA CACATCAAGCTTCGAAACCAAC 

BcERF1B XM_009109848 CGAGCCAAACCCTAATACC GGAACATCAAGAAAGCCAGA 

BcPOD39 XM_009109933 GTCTTGTTATCCGGCGCGCAC CCTGTGTGGTATTGTCGGCAA 

BcPOD67 XM_009128506 GACTCCGTCCTTCTGTTAGGT GTCGCGTACGGACAAGCCTTG 

BcPOD69 XM_009152232   CGTAACTCTTGTTGGCGGACA CTGATGCGTCTCCGGTTAGAG 

 

对各个处理样品进行 RNA 提取以及 cDNA 第 1 链反转录（参照 TaKaRa 反转录试剂盒）。仪

器为罗氏实时定量 PCR 仪器。反应体系为 20.0 μL，含有 10.0 μL SYBC Premix Ex TaqTM II（TaKaRa），

1.0 μL cDNA，8.2 μL ddH2O，上、下游引物各 0.4 μL（引物浓度 10 μmol · L-1）。运行程序为：95 ℃

预变性 3 min，95 ℃变性 20 s，58 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 20 s，40 次循环。每个样品 3 次重复。

采用 Livak 和 Schmittgen（2001）的 2-∆∆CT 公式计算基因相对表达量。 

数据统计分析应用 SPSS 16.0 进行单因素方差分析，采用 Duncan’s 法检测差异显著性。 
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2  结果与分析 

2.1  乙烯利对低温贮藏菜薹木质素含量的影响 

如图 1 所示，低温贮藏条件下，各处理菜薹茎部的木质素含量皆随贮藏时间的延长而逐渐增加，

且随乙烯利处理浓度的增加而增加。在 24 h 时，100 μL · L-1 乙烯利处理的木质素较同期对照升高了

31.97%，200 μL · L-1 升高了 59.73%，500 μL · L-1 升高了 78.85%。由此可见，乙烯利处理可诱导菜

薹茎部木质素的合成。 

2.2  乙烯利处理对低温贮藏下菜薹 CAD、POD 和 4-CL 酶活性的影响 

如图 2 所示，低温贮藏条件下，100 和 200 μL · L-1 乙烯利处理后的 CAD 活性均较同期对照显

著下降，500 μL · L-1 处理在 24、48 和 72 h 时显著降低，在 96 h 时与对照差异不显著。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  乙烯利处理对低温贮藏菜薹茎部木质素含量的影响 

Fig. 1  Effect of ethephon on content of lignin in stems of 

flowering Chinese cabbage at low temperature 

图 2  乙烯利处理对低温贮藏菜薹茎部 CAD 活性的影响 

Fig. 2  Effect of ethephon on activity of CAD in stems of  

flowering Chinese cabbage at low temperature 
 

 

在整个贮藏过程中，POD 酶活性随贮藏时间延长而呈逐渐上升的趋势，且随乙烯利处理浓度的

增加而相应提高；100、200 和 500 μL · L-1 乙烯利处理菜薹，POD 酶活性在处理后各个时间点中均

显著高于对照（图 3）。 

在贮藏过程中，对照组菜薹的 4-CL 活性相对稳定，100 μL · L-1 处理组除在 24 h 时显著高于同

期对照外，其他时期与对照差异不显著，而 200 和 500 μL · L-1 乙烯利处理组 4-CL 酶活性随着贮藏

时间延长而逐渐增强，且均显著高于同期对照（图 4）。 
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图 3  乙烯利处理对低温贮藏菜薹茎部 POD 酶活性的影响 

Fig. 3  Effect of ethephon on activity of POD in stems 

of flowering Chinese cabbage at low temperature 

图 4  乙烯利处理对低温贮藏菜薹茎部 4-CL 酶活性的影响 

Fig. 4  Effect of ethephon on activity of 4-CL in stems of  

flowering Chinese cabbage at low temperature 

 

2.3  乙烯利处理对低温贮藏菜薹 BcERF 的表达分析 

ERF 基因是乙烯信号的响应因子，在乙烯信号转导中起重要作用。取对照和 200 μL · L-1 乙烯处

理样品进行荧光定量表达分析发现，随着贮藏时间的延长，对照的 BcERF1B 表达量呈升高趋势，而

乙烯利处理的在贮藏 24 h 和 48 h 时其表达量显著高于对照，72 h 和 96 h 时低于对照；BcERF2 与

BcERF1B 变化趋势相似（图 5）。 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 5  乙烯利处理对低温贮藏菜薹茎部 BcERF1B 和 BcERF2 表达水平的影响 

Fig. 5  Effect of ethephon on expression of BcERF1B and BcERF2 in stems of flowering Chinese cabbage at low temperature 

 

2.4  乙烯利处理对低温贮藏中菜薹 BcPOD 的表达分析 

乙烯利处理后，3 个 POD 家族成员基因的表达变化如图 6 所示。对照和乙烯利处理的 BcPOD69

和 BcPOD67 表达量均呈逐渐上升趋势；BcPOD69 表达量显著高于对照， BcPOD67 表达量在 24 和

72 h 时显著高于对照。 
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BcPOD39 表达呈逐渐下降的趋势，乙烯利处理 24 和 48 h 时 BcPOD39 表达受到了严重抑制，

但之后高于对照。 

 

 

 
图 6  乙烯利处理对低温贮藏菜薹茎部 BcPOD69、BcPOD67 和 BcPOD39 表达的影响 

Fig. 6  Effect of ethephon on expression of BcPOD69，BcPOD67 and BcPOD39 in stems of 

flowering Chinese cabbage at low temperature 

  

3  讨论 

低温胁迫可诱导植株内源乙烯的合成，如葡萄（孙小明，2016）、温州蜜柑（徐荣江和林家桦，

1999）、苹果（Lara & Vendrell，2003）、枇杷（Zeng et al.，2015）等。研究发现，0 ℃低温处理黄

瓜幼苗引起乙烯释放量的剧烈增加（王合理，1999），而且低温胁迫提高了植株的乙烯敏感性（Satoru 

et al.，2014；Li et al.，2017a），说明乙烯在植株低温胁迫的应激反应中发挥重要作用。本研究的结

果表明在 1 ℃低温下，菜薹木质素含量随乙烯利浓度的升高而升高。这与枇杷（郑永华 等，2000）、

猕猴桃（李桦 等，2017；索江涛，2018）、桃（蔡琰，2010）等果实的采后木质化研究结果一致。

由此可知，外源乙烯提高了低温下菜薹木质素的含量，加速了木质化进程，说明乙烯在低温胁迫的

木质化过程中有重要作用。 

陈惠云等（2014）研究发现乙烯处理毛竹春笋提高了木质素合成相关酶 CAD 和 POD 的活性及

其基因的表达，促进组织中木质素的积累；Huang 等（2013）研究发现乙烯利处理绿豆根部，提高

了木质化关键基因 POD 的表达，从而提高了茎部木质化程度。相反采后乙烯受体抑制剂 1-MCP 处
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理可以抑制木质素含量的提高，降低 POD 和 PAL 等木质化相关酶活性，延缓竹笋（Song et al，2011）、

绿笋（刘尊英和姜微波，2005）、菜豆（苏新国 等，2003）和枇杷（Cai et al，2006）的木质化进程。

本研究的结果表明乙烯利处理后显著提高了 POD、4-CL 酶的活性，而且随着乙烯处理浓度升高，

酶活性逐渐升高，但乙烯利处理降低了菜薹茎部 CAD 酶的活性，该结果中乙烯对 POD 酶活性的调

控作用与前人研究结果一致，而乙烯对 4-CL 和 CAD 酶活性的调控研究尚未见报道。 

BcPOD 表达分析表明，乙烯信号主要提高了 BcPOD67 和 BcPOD69 的表达，同时发现乙烯提

高了乙烯响应因子 BcERF2 和 BcERF1B 的表达。但是，乙烯利处理抑制了 BcPOD39 表达，其调控

机理还需进一步研究。生物信息学分析表明，在 POD67 和 POD69 启动子区存在 ERF 结合元件

（GCC-box），推测乙烯对木质化的调控是通过 ERF 调控 POD 完成。 

综上所述，低温条件下乙烯利处理提高了菜薹茎部木质素含量，促进了木质化进程；乙烯利处

理提高了木质素合成相关酶 4-CL、POD 的活性，降低了 CAD 活性进而促进菜薹茎部的木质素积累，

其具体调控途径可能是通过 BcERF 乙烯响应因子（BcERF2、BcERF1B）调控 BcPOD 基因（BcPOD67、

BcPOD69）来诱导木质素的生物合成，但具体的调控机制还需进一步研究。 
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