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普通丝瓜果实褐变鉴定评价及 PPO 基因家族分析 

柴亚倩，高璐瑶，董文其，石玉洁，张鹏，周胜军，朱育强，王欣，孙玉燕 

（浙江省农业科学院蔬菜研究所，杭州 310021） 

摘要：丝瓜果实褐变会导致其感官品质与营养品质劣变。多酚氧化酶（PPO，polyphenol oxidase)是氧化酚类进而引起褐

变的关键酶。因此，对普通丝瓜种质资源进行褐变评价并系统分析 PPO 基因家族可为果实褐变研究奠定材料基础及基因资源。

本研究对 158 份普通丝瓜种质资源开展基于 a*值的褐变评价，筛选出 2022 与 2023 年共有的高耐褐变及褐变敏感种质资源各

11 份。在普通丝瓜全基因组水平共鉴定到 7 个 PPO 基因家族成员（LcPPO1~7），均位于 6 号染色体，呈簇状分布；LcPPO1~7

均属于亲水性不稳定蛋白，亚细胞定位预测位于叶绿体，各成员之间高度保守。对 LcPPO1~7 的基因表达与褐变度 a*值进行

相关性分析，仅 LcPPO3 与 a*值呈极显著正相关，且在易褐变种质资源果实中高表达；此外，在高耐褐变材料 YN-20 与褐变

敏感材料 Z-37 中，LcPPO3 的基因表达与 PPO 活性均呈显著差异，且与 YN-20 相比，随鲜切时间延长，Z-37 中的 LcPPO3

相对表达量及 PPO 活性均显著上升，表明 LcPPO3 为普通丝瓜果实褐变的关键基因。研究结果为普通丝瓜果实褐变研究及耐

褐变丝瓜品种培育提供重要的材料基础及理论依据。 

关键词：普通丝瓜；多酚氧化酶；种质资源；褐变；基因表达 

 

Identification and Evaluation of Fruit Browning and Analysis of the PPO Gene 

Family in Luffa cylindrica 

CHAI Yaqian, GAO Luyao, DONG Wenqi, SHI Yujie, ZHANG Peng, ZHOU Shengjun, ZHU Yuqiang,  

WANG Xin, SUN Yuyan 

(Institute of Vegetables, Zhejiang Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310021） 

Abstract: The fruit browning of Luffa cylindrica can lead to deterioration in their sensory and nutritional qualities. Polyphenol 

oxidase (PPO) is a key enzyme oxidizing phenolic compounds and responsible for the browning process. Therefore, evaluating the  

fruit browning of Luffa cylindrica germplasm resources and systematically analyzing the PPO gene family can provide material basis 

and genetic resources for browning research. In this study, the fruit browning evaluation was conducted on 158 Luffa cylindrica 

germplasm resources based on the a* value in both 2022 and 2023, which identified 11 highly browning-resistant and 11 

browning-sensitive germplasm resources. At the whole-genome level of Luffa cylindrica, seven PPO gene family members 

(LcPPO1~7) were identified, which located on chromosome 6 and showed a cluster distribution. LcPPO1~7 are all hydrophobic 

unstable proteins, located in the chloroplast and highly conserved. Correlation analysis was conducted between the gene expression  

of LcPPO1~7 and the browning degree a* value. Only LcPPO3 showed significantly positive correlation with a* value, and it was 

highly expressed in the browning-sensitive germplasm resources. In addition, in the highly browning-resistant material YN-20 and the 
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browning-sensitive material Z-37, the gene expression of LcPPO3 and PPO activity showed significant differences, and compared 

with YN-20, the relative expression level of LcPPO3 and PPO activity in Z-37 significantly increased with the extension of fresh-cut 

time, indicating that LcPPO3 is a key gene in the fruit browning of Luffa cylindrica. These results provide important material basis and 

theoretical basis for the study of Luffa cylindrica fruit browning and breeding of browning resistant varieties. 

Key words: Luffa cylindrica; polyphenol oxidase; germplasm resources; browning; gene expression 

丝瓜（2n=2x=26）隶属葫芦科（Cucurbitaceae）丝瓜属（Luffa），为一年生攀援性草本植物，起源于

亚洲热带及亚热带地区[1-2]。丝瓜富含蛋白质、维生素、膳食纤维和微量元素，具有较高的营养价值[3]，此

外，具清热凉血、促进消化酶活性、解毒等药用功效[4]。丝瓜属包括 9 个种，其中栽培种包括普通丝瓜（Luffa 

cylindrica (L.) Roem.）和有棱丝瓜（Luffa acutangula (L.) Roxb.）[5]。果实褐变现象常发生于普通丝瓜中，导

致其感官品质及营养品质劣变，严重降低产品的商品性和适销性[6]。目前，每年仍有大约 50%的果蔬因褐变

问题而大大降低适销性[6]。 

果蔬褐变包括非酶促褐变和酶促褐变，其中非酶促褐变包括美拉德反应、焦糖化反应及脱酶叶绿素褐

变等，反应较为复杂；酶促褐变反应需要 3 个条件：底物（酚类物质）、氧气与相关酶[7]。当果蔬遭遇机械

损伤、极端温度等逆境胁迫时，酚类物质与多酚氧化酶（PPO，polyphenylene oxide）、过氧化物酶（POD，

peroxidase）等氧化酶在氧气存在的条件下，发生反应生成醌类物质，进一步与氨基酸等聚合生成类黑素，

导致褐变发生[8]。 

果蔬不同品种间遗传组成不同会造成褐变敏感性的差异[9]。如马铃薯在鲜切 7 h 后，闽薯的褐变程度显

著低于黄金 13[10]。对 69 个不同来源的茄子地方品种及商业品种的酚类物质含量及褐变度进行比较，发现商

业品种的酚类物质含量相较地方品种低 20%，其褐变度亦较低[11]。Yataka、Gala、Sansa 和 Fuji 等苹果材料

中，褐变敏感性最低的为 Sansa，其 PPO 活性亦最低[12]。此外，对于易褐变的普通丝瓜 35D-7 果实中的主

要酚酸类代谢物，如紫丁香苷、异绿原酸 A 等的含量均显著高于耐褐变的 2D-2[13]。目前，丝瓜褐变评价的

方法主要基于沸水浴法[14]或分光光度法[15]，并利用频次分布对褐变进行分级。沸水浴法主要反映作物的非

酶促褐变。分光光度法测定褐变的工作量较大，不利于大规模种质资源或育种材料的批量鉴定评价。在苹

果[16]和马铃薯[9]等作物中，已被证实色差值 a*值是与褐变更加关联的评价指标。鉴于此，基于 a*值建立一

种更加直观便捷的分级方法，可为普通丝瓜果实褐变精准鉴定评价奠定重要的技术支撑，为耐褐变品种培

育提供重要的材料基础。 

多酚氧化酶（PPO）为植物体内扮演双重角色的含铜氧化还原酶[17]，广泛存在于植物根、茎、叶、花

及果实等器官中[18]。PPO 的催化活性主要依赖于 PPO1_DWL 与酪氨酸酶等特定结构域[18]。PPO 的多基因

家族特性决定其功能的多样性[19]，PPO 在应对植物生物与非生物胁迫的防御[20-21]、组织器官色泽形成[22]、

花粉发育[23]、光合作用[24]、褐变[25]等生物过程中发挥重要作用。系统鉴定及分析 PPO 基因家族对果蔬酶促

褐变控制至关重要。板栗包含 3 个 PPO 基因家族成员，其中 CmPPO1 与果实褐变显著相关[26]；香蕉的 10

个 PPO 基因家族成员中，MaPPO1 与 MaPPO6 是褐变的主要基因[27]；橄榄中的 18 个 PPO 基因家族成员，

OePPO5 是果实褐变的主要效应基因[28]；莴苣的 17 个 PPO 基因家族成员中，LsPPO4、LsPPO4 及 LsPPO12

与褐变表型及 PPO 活性呈显著正相关，其中 LsPPO4 呈相对较高的相对表达量，在莴苣褐变中发挥主要作



用[29]。已有报道表明 PPO 是引起丝瓜褐变的关键酶，能够在 O2 的参与下对酚类底物催化氧化成醌，导致果

实发生褐变[30]，并进一步对丝瓜 PPO 的酶学特性进行了研究[31-32]。此外，通过转录组测序获得了 3 个 LcPPOs

（LcPPO1、LcPPO2 和 LcPPO3）的 cDNA 序列，鉴定到 2 个 LcPPOs 在普通丝瓜果实褐变中发挥重要作用

[30]。 

自 2020 年丝瓜参考基因组发布以来[1]，LcPPOs 基因家族成员的系统鉴定及其在果实褐变中的作用未见

报道。基于此，本研究对 158 份普通丝瓜种质资源的果实褐变表型进行连续两年的鉴定评价，筛选出褐变

极端材料；利用生物信息学方法在全基因组水平鉴定普通丝瓜 PPO 基因家族成员，基于褐变表型与 LcPPOs

表达的相关性分析筛选出果实褐变关键基因；进一步对褐变极端材料在不同鲜切时间的 PPO 活性及褐变关

键基因的表达模式进行分析。研究结果为后续耐褐变丝瓜品种培育提供重要的材料基础与基因资源。 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 

用于果实褐变鉴定评价的 158 份普通丝瓜种质资源由浙江省农业科学院黄瓜丝瓜育种研究室从国内外

收集并保存（详见 https：//doi.org/ 10.13430/j.cnki.jpgr.20250916003，附表 1）。2022 和 2023 年春季，经

育苗后定植于浙江省农业科学院杨渡科研创新基地的连栋温室内，株距 40 cm，行距（带沟）150 cm。授粉

后 10 d，每份种质资源选取 9 个形状均匀、无病虫害且无机械损伤的果实，连续两年进行褐变表型鉴定评

价。2025 年春季，将筛选出的褐变敏感性不同的种质资源 YN-20、Z-12、SP41-2 白籽、ZJ-1、SP59-1、ZJ-14、

SP20-2、ZJ-16、SP10-1、SP14-2、Z-107、2011C-S13、Z-102、ZJ-20、Z-37 种植于浙江省农业科学院杨渡

科研创新基地，授粉后 10 d（2025 年 6 月 15 日），每份种质选取 9 个形状均匀、无病虫害且无机械损伤的

果实，削皮后，将中段果肉切成 1 cm3 的切块，放置于−80℃冰箱，用于后续 LcPPO3 表达模式分析与多酚

氧化酶活性测定。 

1.2 普通丝瓜种质资源褐变表型鉴定评价  

为评估 158份普通丝瓜种质资源果实的褐变程度，将 3个果实作为 1次生物学重复，削去果皮（约 1 mm），

切取中段果肉（长约 5 cm），利用匀浆机研磨至匀浆，使用色差仪（HunterLab ColorFlex，美国）测定果肉

匀浆 L*、b*和 a*值，3 次生物学重复。由于 L*和 b*值的分布较为分散，a*值与褐变程度表现出较强的相关性

[16]，故后续用 a*值来表征褐变。参照吴依榕[33]的分类方法，利用样本均值-标准差分类法进行褐变分级，分

别计算每年 158 份果实褐变表型 a*值的均值与标准差，a*值＜均值−标准差的为高耐褐变种质资源；均值−

标准差≤a*值≤均值+标准差的为中耐褐变种质资源；a*值＞均值+标准差的为褐变敏感种质资源。采用 R 软

件（版本 4.3.1）对 158 份普通丝瓜种质资源的褐变 a*值进行描述性统计及相关性分析，利用 R 软件（版本

4.3.1）绘制词云图。 

1.3 普通丝瓜 LcPPOs 基因家族生物信息学分析 

1.3.1 LcPPOs 基因家族成员鉴定 在葫芦科作物基因组数据库（http://cucurbitgenomics.org/v2/）下载普通丝

瓜参考基因组（http://cucurbitgenomics.org/v2/organism/33）。在 Pfam 数据库（https://pfam.xfam.org/）获取

PPO 的隐马尔科夫模型（HMM，hidden markov model）文件（PF00264、PF12142、PF12143），利用 HMMER 

3.0 筛选符合 HMM 模型的蛋白序列文件（E-value < 0.001）。 

1.3.2 LcPPOs 的染色体定位与系统发育分析 根据普通丝瓜基因组注释信息，利用 TBtools v2.309 中的 Gene 

Location Visualize 工具进行 LcPPOs 染色体定位信息可视化，并依据各 LcPPOs 在染色体上的位置命名为



LcPPO1~7。 

1.3.3 葫芦科作物 PPO基因家族的系统发育分析 利用葫芦科基因组数据库（http://cucurbitgenomics.org/v2/）

下载已发表的黄瓜、西瓜、甜瓜、南瓜、苦瓜及冬瓜的 PPO 家族蛋白质序列，使用 MEGA 11 软件中默认参

数的 ClustalW 对普通丝瓜和其他物种的 PPO 蛋白序列进行比对，采用临接法构建多物种系统发育树，利用

自展法检验，Bootstrap 值设置为 1000。 

1.3.4 LcPPOs 的蛋白理化性质与亚细胞定位分析 基于 LcPPOs 的蛋白序列，利用 ExPASy 中的 protparam

（https://web.expasy.org/protparam/）获得各成员的蛋白理化性质（氨基酸个数、不稳定系数、平均亲水性及

脂溶指数）；利用 WoLF PSORT（https://wolfpsort.hgc.jp/）获得各成员的亚细胞定位信息。 

1.3.5 LcPPO 基因家族结构域预测 采用 MEME 在线工具（https://meme-suite.org/meme/tools/meme）对普通

丝瓜 LcPPO 基因家族成员的氨基酸序列进行保守基序分析，设定保守基序数量为 12 个，随后使用 TBtools v 

2.309 进行可视化。利用 GSDS 在线工具（https://gsds.gao-lab.org/Gsds_help.php）进行 LcPPOs 的基因结构

分析。 

1.3.6 LcPPO 蛋白的二级与三级结构预测  利用在线网站 SOPMA（http://www.ibcp.fr/pre-dict.html）对

LcPPO1~7 蛋白二级结构进行预测；利用 Swiss-Model 网站（https://swissmodel.expasy.org/）对 LcPPO1~7 蛋

白的三级结构进行预测。 

1.3.7 PPO 基因家族的共线性分析 使用 TBtools v2.309 中 Advanced Circos 和 Multiple Synteny Plot 分析葫芦

科作物（http://cucurbitgenomics.org/v2/）中普通丝瓜与有棱丝瓜、黄瓜、西瓜、甜瓜、冬瓜及苦瓜物种间的

共线性关系。 

1.3.8 LcPPOs启动子顺式作用元件分析 利用 TBtool v2.309中的Gtf/Gff3 Sequences Extract 工具提取 LcPPOs

起始密码子上游 2000 bp 的核苷酸序列作为启动子序列，将获取的序列载入 PlantCARE 网站

（https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/）得到各成员的顺式作用元件，依据不同功能分

类后利用 TBtools v2.309 中的 BioSequence StructureIllustrator-Basic Biosequence View 工具进行可视化。 

1.4 LcPPOs 表达模式分析 

利用植物总 RNA 提取试剂盒（北京全式金生物技术有限公司）分别提取 YN-20、Z-12、SP41-2 白籽、

ZJ-1、SP59-1、ZJ-14、SP20-2、ZJ-16、SP10-1、SP14-2、Z-107、2011C-S13、Z-102、ZJ-20、Z-37 的果肉

（授粉后 10 d）以及 YN-20（高耐褐变）与 Z-37（褐变敏感）根、茎、叶、花、幼果的 RNA。使用 PrimeScript 

FAST RT reagent Kit with gDNA Eraser（宝日医生物技术（北京）有限公司）反转录试剂盒进行 cDNA 反转

录。采用 TB Green® Premix Ex Taq™ II FAST qPCR（宝日医生物技术（北京）有限公司）进行 qRT-PCR，

25 μL 反应体系：TB Green Premix Ex Taq Ⅱ Fast qPCR （2×）为 12.5 μL，上下游引物各 1 μL，cDNA 为

2 μL，加灭菌 ddH2O 至 25 μL。qRT-PCR 程序：95℃预变性 30 s；95℃变性 5 s，60℃退火与延伸 30 s，40

个循环；95℃ 15 s，60℃ 1 min，95℃ 15 s。内参基因为 18 S rRNA，采用 2-ΔΔCT法分析基因的相对表达量，

引物序列见表 1。利用 Origin 2024 软件绘制箱线图及热图。 

表 1 本研究所用 qRT-PCR 引物 

Table 1 qRT-PCR primers used in this study 

基因名称 

Gene name 
正向引物（5’-3’） 

Forward primer （5’-3’） 
反向引物（5’-3’） 

Reverse primer （5’-3’） 



LcPPO1 GCTCGAGATCCCTTGTTCTATG CCAGGATGGGTCTGTGTAATC 

LcPPO2 GAGCAGGTCAAGAGGCTTATAG CCATGTCCTCACGATACTTCTG 

LcPPO3 GAGAAAGAGGAGGAAGAGGAGA GCTCCCAGCAAACTCAGTATTA 

LcPPO4 GAAGGAGAAAGACGACGAAGAG CTCAGTGTTATCCGCTCTAATCTC 

LcPPO5 CGCAAGAGACCCAATCTTCTAC GAGGAAGGAGGTGTTGAGAAAG 

LcPPO6 CAACGCCTCCTTCATCTTCTAC TAGACGTAGCCGAGGTTTCT 

LcPPO7 CTCGGACTTGGAGGCATTTAT TCGTCTACTATTGTGGCAATCTC 

18S rRNA  GTGTTCTTCGGAATGACTGG ATCGTTTACGGCATGGACTA 

1.5 PPO 活性测定与 LcPPOs 的氨基酸序列比对分析 

于 2025 年 6 月 15 日采集 YN-20 与 Z-37 果实并切取中间果肉，冷冻研磨至粉末，称取 0.1 g，按照多

酚氧化酶（PPO）试剂盒（微量法）（苏州科铭生物技术有限公司）说明书对 PPO 活性进行测定，3 次生物

学重复。利用 R 软件（版本 4.3.1）进行单因素方差分析并利用 Origin 2024 软件绘制柱状图。利用福建省农

科院鉴定到的褐变关键基因（LcPPO1）的 NCBI 登录号检索该基因编码的蛋白质序列[30]，利用 DNAMAN V6

软件将其与本研究鉴定到的基因的蛋白质序列进行比对分析。 

2 结果与分析 

2.1 基于 a*值对 158 份普通丝瓜种质资源的果实褐变评价 

2022 与 2023 年，对 158 份普通丝瓜种质资源的褐变表型进行鉴定评价，统计分析显示两年的 a*值均呈

正态分布（图 1）。2022 年 a*值的平均值为 − 6.01，标准差为 1.34，最大值为 − 3.05，最小值为 − 9.66，变

异系数绝对值为 22.27%，峰度为 − 0.27，偏度为 − 0.0024；2023 年 a*值的平均值为 − 6.32，标准差为 1.12，

最大值为 − 3.32，最小值为 − 9.81，变异系数绝对值为 17.79%，峰度为 0.16，偏度为 0.12。结果表明，普通

丝瓜种质资源果实褐变性状存在广泛的遗传变异。 

 

 

图 1 158 份普通丝瓜种质资源 a*值分布 

Fig. 1 Distribution of a* values of 158 Luffa cylindrica germplasm resources 

利用样本均值-标准差分类法，基于 a*值可将 158 份普通丝瓜种质资源的褐变表型分为 3 个等级：高耐

褐变、中耐褐变及褐变敏感。2022 年，高耐褐变（a* < − 7.35）种质资源 24 份，均值为 − 8.07，变异系数绝



对值为 7.00%；中耐褐变（− 7.35 ≤ a* ≤ − 4.67）种质资源 108 份，均值为 − 6.05，变异系数绝对值为 12.00%；

褐变敏感（a* > − 4.67）种质资源 26 份，均值为 − 3.96，变异系数绝对值为 12.00%（表 3）。2023 年，高耐

褐变（a* < − 7.44）种质资源 25 份，均值为 − 8.01，变异系数绝对值为 6.00%；中耐褐变（− 7.44 ≤ a* ≤ − 5.20）

种质资源 108 份，均值为 − 6.34，变异系数绝对值为 9.00%；褐变敏感（a* > − 5.20）种质资源 25 份，均值

为 − 4.52，变异系数为 − 11.00%（表 2）。 

结合 2022 与 2023 年褐变表型，筛选出两年共有的褐变极端种质资源 22 份，包括高耐褐变种质资源 11

份（YN-20、2010q-S43、SP20-2、SP41-2 白籽、SP42-3 白籽、SP59-1、SP73、Z-2-3、ZJ-1、ZJ-64 和 SF-5）

和褐变敏感种质资源 11 份（2011C-S13、Z-37、Z-64、Z-94、Z-102、ZJ-3、ZJ-30、ZJ-39、ZJ-51、ZJ-56 和

ZJ-63）（图 2，表 3）。 

表 2 158 份普通丝瓜种质资源果实褐变分级描述 

Table 2 Grading description of fruit browning in 158 Luffa cylindrica germplasm resources 

年份 

Year 

果实褐变分级 

Fruit browning grading 

种质资源份数 

Material number 

平均值 

Average 

标准差 

Standard Deviation 

⎟变异系数⎜ 

Coefficient of Variation 

a*值 

Numerical range 

2022 高耐褐变 24 − 8.07 0.57  7.00% a*＜− 7.35 

中耐褐变 108 − 6.05 0.73 12.00% − 7.35 ≤ a* ≤ − 4.67 

褐变敏感  26 − 3.96 0.49 12.00% a*＞− 4.67 

2023 高耐褐变 25 − 8.01 0.50  5.00% a*＜− 7.40 

中耐褐变  108 − 6.34 0.57  9.00% − 7.40 ≤ a* ≤ − 5.20 

褐变敏感 25 − 4.52 0.51  11.00% a*＞− 5.20 

 

绿色字体表示高耐褐变种质资源；黑色字体表示中耐褐变种质资源；红色字体表示褐变敏感种质资源 

Green indicates high browning-resistant germplasm resources; black indicates moderate browning-resistant germplasm resources; red indicates 

browning-sensitive germplasm resources 

图 2 158 份普通丝瓜种质资源果实褐变分级 

Fig. 2 Fruit browning grading of 158 Luffa cylindrica germplasm resources 

表 3 2022 与 2023 年筛选出的共有褐变极端种质资源信息 

Table 3 The information on extreme quality resources with browning characteristics that were selected in 2022 and 2023 

果实褐变分级 

Fruit browning 

grading 

种质资源编号 

Germplasm resource ID 

种质资源名称 

Germplasm resource 

name 

来源地 

Area of source 

果实褐变分级 

Fruit browning 

grading 

种质资源编号 

Germplasm 

resource ID 

种质资源名称 

Germplasm 

resource name 

来源地 

Area of source 

高耐褐变 HR YN-20 糯米丝瓜 浙江省 褐变敏感 S 2011C-S13 丝瓜 浙江省 



2010q-S43 丝瓜 浙江省 Z-37 罗丝瓜 山东省 

SP20-2 蛇天罗 浙江省 Z-64 安乡棒丝瓜 湖南省 

SP41-2 白籽 开化丝瓜 浙江省 Z-94 源杂 1 号 福建省 

SP42-3 白籽 长兴丝瓜 浙江省 Z-102 肉丝瓜 四川省 

SP59-1 长兴丝瓜 浙江省 ZJ-3 白丝瓜 浙江省 

SP73 岱山丝瓜 浙江省 ZJ-30 菜丝瓜 浙江省 

Z-2-3 巴中丝瓜 四川省 ZJ-39 永康白皮丝瓜 浙江省 

ZJ-1 漫池丝瓜 浙江省 ZJ-51 药山白丝瓜 浙江省 

ZJ-64 中长丝瓜 浙江省 ZJ-56 络瓜 浙江省 

SF-5 丝瓜 浙江省 ZJ-63 白丝瓜 浙江省 

2.2 LcPPOs 生物信息学分析 

2.2.1 LcPPOs 染色体分布及系统进化分析 基于 Pfam、HMMER 和葫芦科基因组数据库鉴定到 7 个 PPO 基

因家族成员，分别为 Lcy06g007090、Lcy06g007100、Lcy06g007110、Lcy06g007140、Lcy06g007150、

Lcy06g007170 及 Lcy06g007180，紧密排列于 6 号染色体（图 3A），依据其在染色体上的位置分别命名为

LcPPO1~7。 

为明确 LcPPOs 的潜在功能，构建普通丝瓜、黄瓜、西瓜、甜瓜、南瓜、苦瓜及冬瓜中的 PPO 基因家

族的系统进化树。结果表明，葫芦科不同物种的 PPO 基因家族被分为 3 个亚群，其中普通丝瓜与西瓜之间

的遗传距离最近；LcPPOs 分布于亚群Ⅱ与亚群Ⅲ ，其中 LcPPO3 与 LcPPO5 的遗传距离最近（图 3B）。 

 

A：LcPPOs 的染色体分布；B：葫芦科物种 PPO 蛋白系统发育分析 

A: Chromosomal localization of LcPPOs; B: Phylogenetic analysis of PPO protein in cucurbitaceae 

图 3 LcPPOs 的染色体分布及葫芦科作物 PPO 蛋白系统发育分析 

Fig. 3 Chromosomal localization of LcPPOs and phylogenetic analysis of PPO protein in cucurbitaceae 



2.2.2 LcPPOs 理化性质分析及亚细胞定位预测  对 PPO 基因家族的理化性质进行分析，结果显示 LcPPO1~7

的氨基酸数目为 570~736，氨基酸数目最少的为 LcPPO1，最多的为 LcPPO2；等电点为 5.82~6.97，最小的

为 LcPPO2，最大的为 LcPPO6；不稳定系数为 47.21~59.25，均为不稳定蛋白；脂溶指数介于 72.98~80.37

之间，其中 LcPPO5 的脂溶指数最低，LcPPO3 的脂溶指数最高；平均亲水性系数均小于 0，均为亲水性蛋

白；此外，LcPPO1~7 均定位于叶绿体（表 4）。 

表 4 LcPPOs 理化性质分析 

Table 4 Physicochemical properties analysis of LcPPOs  

蛋白名称 

Protein_name 

基因 ID 

Gene_ID 

编码氨基酸数目 

Amino acid number 

等电点 

pI 

不稳定系数 

Instability index 

平均亲水性 

Grand average of hydropathicity 

脂溶指数 

Aliphatic index 

亚细胞定位 

Subcellular localization 

LcPPO1 Lcy06g007090 570 6.51 55.94 − 0.539 75.02 叶绿体 

LcPPO2 Lcy06g007100 736 5.82 47.21 − 0.490 75.92 叶绿体 

LcPPO3 Lcy06g007110 598 6.66 52.36 − 0.419 80.37 叶绿体 

LcPPO4 Lcy06g007140 586 6.26 48.37 − 0.477 78.87 叶绿体 

LcPPO5 Lcy06g007150 608 6.31 50.42 − 0.476 72.98 叶绿体 

LcPPO6 Lcy06g007170 593 6.97 59.25 − 0.474 76.02 叶绿体 

LcPPO7 Lcy06g007180 578 6.17 48.54 − 0.566 74.50 叶绿体 

2.2.3 LcPPOs 基因结构与 LcPPOs 保守基序分析 普通丝瓜 PPO 基因家族成员基因结构分析结果显示，

LcPPO1~7 基因的外显子 1~4 之间。其中，LcPPO2 仅含有 1 个外显子，LcPPO3、LcPPO4 和 LcPPO6 均含

有 4 个外显子，且位于同一亚家族 PPO 的外显子数量相当（图 4A）。LcPPOs 家族成员保守基序分析结果

显示，除 LcPPO1 蛋白有 11 种保守基序（motif）外（缺少 motif 12），其余 LcPPOs 蛋白均具有 12 种保守

基序，且其排列方式一致（图 4B、C）。结果表明，LcPPOs 成员高度保守。 

 

A：LcPPOs 基因结构；B：LcPPOs 保守基序；C：LcPPOs 基序标志 

A: The genetic structure of LcPPOs; B: Conserved motifs of LcPPOs; C: The Logo of 12 motifs in LcPPOs  



图 4 LcPPOs 基因结构与保守基序分析 

Fig. 4 Conserved motifs and gene structure analysis of LcPPOs 

2.2.4 LcPPOs 的蛋白质结构分析 对 PPO 蛋白的二级结构分析（表 5），结果显示，LcPPO1~7 主要由 α-螺

旋（21.25%~24.41%）和无规则卷曲（54.74%~58.36%）构成，其中，LcPPO3 的 α-螺旋与无规则卷曲均占

比最高，LcPPO6 的 α-螺旋占比最低，LcPPO1 的无规则卷曲占比最低。延伸链（14.55%~18.12%）与 β-折

叠（2.68%~3.86%）占比相对较小，其中，LcPPO2 的延伸链占比最高，LcPPO1 的 β-折叠占比最高。对 PPO

蛋白三级结构分析（图 5），结果显示，LcPPO1、LcPPO2、LcPPO4 及 LcPPO5 的构象更紧凑，而 LcPPO3、

LcPPO6 及 LcPPO7 表现出末端无规则卷曲延伸较长的特点，可能对应信号肽、跨膜区等柔性结构。 

表 5 LcPPOs 蛋白二级结构分析 

Table 5 Analysis of the secondary structure of LcPPOs protein  

蛋白名称 

Protein name 

蛋白登录号 

Protein locus ID 

二级结构（%） Secondary structure 

α-螺旋 

α-helix 

延伸链 

Extended strand 

β-折叠 

β-turn 

无规则卷曲 

Random coil 

LcPPO1 Lcy06g007090.1 23.86 17.54 3.86 54.74 

LcPPO2 Lcy06g007100.1 22.65 18.12 3.31 55.92 

LcPPO3 Lcy06g007110.1 24.41 14.55 2.68 58.36 

LcPPO4 Lcy06g007140.1 22.18 17.41 3.41 57.00 

LcPPO5 Lcy06g007150.1 22.86 16.78 3.45 55.91 

LcPPO6 Lcy06g007170.1 21.25 16.69 3.71 58.35 

LcPPO7 Lcy06g007180.1 21.45 17.47 3.63 57.44 

 
图 5 LcPPOs 蛋白的三级结构 

Fig. 5 The tertiary structure of LcPPOs protein 

2.2.5 LcPPOs 的共线性分析 物种间共线性分析结果显示，普通丝瓜与有棱丝瓜、黄瓜、西瓜、甜瓜及苦瓜

之间均仅有 1 组共线性基因对，与冬瓜之间有 2 组共线性基因对。表明 PPO 基因家族在葫芦科近缘物种间

的保守性较低，经历了高度的物种特异性进化，且该过程伴随着大规模的基因复制、丢失与功能分化（图 6）。 



 

图 6 葫芦科作物物种间 PPOs 共线性分析 

Fig. 6 Collinearity analysis of PPOs among species of Cucurbitaceae 

2.2.6  LcPPOs 启动子顺式作用元件分析 利用 Plantcare 数据库对 7 个 LcPPOs 上游 2000 bp 进行顺式作用元

件分析（图 7），发现光响应元件与激素响应元件在 LcPPOs 中广泛存在。其中，大量顺式作用元件可响应

激素，如脱落酸（Abscisic acid responsiveness）、生长素（Auxin responsiveness）、赤霉素（Gibberellin-responsive 

element）、茉莉酸甲酯（MeJA-responsiveness）及水杨酸（Salicylic acid responsiveness），非生物胁迫，如

低温（Low-temperature responsiveness）、伤口响应元件（Wound-responsiveness），厌氧诱导（Anaerobic 

induction）。各类顺式作用元件在 LcPPOs 中呈现不均匀分布的特征，如低温诱导响应元件仅分布于 LcPPO1

与 LcPPO5 的启动子区，伤口响应元件仅存在于 LcPPO2 与 LcPPO7 的启动子区。此外，各 LcPPOs 中存在

大量 MYB 结合位点。 

 



图 7 LcPPOs 启动子顺式作用元件分析 

Fig. 7 Analysis of cis-acting elements in the promoter of LcPPOs 

2.3 LcPPOs 基因表达与褐变分析 

2.3.1 LcPPOs 相对表达量与褐变 a*值的相关性分析 为鉴定 LcPPOs 的相对表达量与普通丝瓜果实褐变的关

系，分别测定 15 份褐变敏感性不同种质资源的 a*值（图 8A）与 LcPPOs 的相对表达量，并将 a*值与 LcPPOs

相对表达量作相关性分析，发现仅 LcPPO3 的相对表达量与 a*值呈极显著正相关（r = 0.82，P < 0.001），

其余 LcPPOs 的相对表达量与 a*值相关性均不显著（图 8B），表明普通丝瓜果实褐变可能与 LcPPO3 的表

达水平密切相关。 

 

A：种质资源褐变度 a*值；B：a*值与 LcPPOs 表达量的相关性分析 

 A: The browning degree a* values of germplasm resources; B: Correlation analysis of a* values and and LcPPOs expression 

图 8 不同种质资源褐变度 a*值及与 LcPPOs 表达量的相关性分析 

Fig. 8 Correlation analysis of browning degree a* values and LcPPOs expression 

2.3.2 LcPPOs 在褐变极端材料不同组织的表达模式分析 为进一步明确与普通丝瓜果实褐变相关的 LcPPOs，

利用课题组前期筛选出的 YN-20（高耐褐变）与 Z-37（褐变敏感）的根、茎、叶、花、幼果对 LcPPOs 进

行 qRT-PCR 分析，发现 LcPPO2 与 LcPPO3 在 YN-20 与 Z-37 各组织中的表达差异较大，且在幼果中表达

量较高。其中，LcPPO3 在褐变敏感 Z-37 幼果中的相对表达量是高耐褐变 YN-20 幼果中的的 3.94 倍（图 9）。 

 



图 9 LcPPOs 在不同组织的表达模式 

Fig. 9 The expression patterns of LcPPOs in different tissues 

2.3.3 LcPPO3 基因表达及 PPO 活性分析 为进一步明确 LcPPO3 在普通丝瓜果实褐变中的作用，分别测定

YN-20（高耐褐变）与 Z-37（褐变敏感）不同鲜切时间（0、12、24 h）的 PPO 活性与 LcPPO3 的基因表达，

结果发现 Z-37 在各鲜切时间点的 PPO 活性均显著高于 YN-20；在鲜切 24 h，Z-37 的 PPO 活性为 YN-20 的

2.98 倍（图 10A）。此外，在各鲜切时间点，Z-37 中 LcPPO3 的相对表达量均显著高于 YN-20；在鲜切 24 h，

Z-37 的 LcPPO3 相对表达量是 YN-20 的 384.85 倍（图 10B）。以上结果表明，LcPPO3 在普通丝瓜果实褐

变中发挥重要作用。 

 
a、b 和 c 表示 YN-20 在不同鲜切时间点的差异显著性，而 a′、b′和 c′表示 Z-37 在不同鲜切时间点的差异显著性。 

 a, b, and c indicate differences in YN-20 at different time points, whereas a′, b′, and c′represent differences in Z-37 

图 10 YN-20 与 Z-37 在不同鲜切时间点的 PPO 活性及 LcPPO3 基因表达 

Fig. 10 The PPO activity and relative expression of LcPPO3 between YN-20 and Z-37 at different fresh-cut time points. 

2.4 LcPPO3 的氨基酸序列同源性分析 

将本研究鉴定到的 LcPPO3 与福建省农科院鉴定到的参与丝瓜果实褐变关键基因 LcPPO1（NCBI 登录

号：KM506756）[30]的氨基酸序列序列进行比对（图 11），二者的序列一致性达 95.82%。其中，LcPPO3

的 CuA/B 结合结构域分别位于第 190~207 及 346~357 位，核心结构域无差异，而序列差异发生在 552~553、

555~557、559~576 及 578~579 位，进一步验证 LcPPO3 是普通丝瓜果实褐变的关键基因。 



 

绿色框内的氨基酸序列表示酪氨酸酶；红色框内的氨基酸序列分别表示 CuA 与 CuB 结合结构域 

The amino acid sequence within the green box represents the tyrosine ; the amino acid sequences within the red boxes respectively represent the binding domains 

of CuA and CuB 

图 11 氨基酸序列比对结果 

Fig. 11 The amino acid sequence alignment results  

3 讨论 

种质资源的褐变精准鉴定评价有助于耐褐变材料的筛选，进而培育出耐褐变的丝瓜新品种[34]。早期，

以沸水浴结合计算褐变指数的方法将丝瓜褐变等级分为 5 级[14]，但此方法鉴定的褐变只能反映丝瓜的非酶

促褐变[35]。此后，有研究利用褐变度（分光光度法测定）的频次分布将 123 份丝瓜种质资源分为 3 级[15]。

庄尹宏[31]利用褐变度为评价指标，对褐变度进行概率分级，将 38 份普通丝瓜种质资源分为 5 级。Luo 等[16]

基于摄影技术与 MATLAB 整合的褐变监测方法评估各颜色参数在褐变中的适用性，发现 a*值与褐变指数表

现出更强的规律性，指出 a*值是监测鲜切富士苹果褐变的更佳指标。本研究结合 2022 与 2023 年 158 份普

通丝瓜果实中段果肉匀浆的 a*值，进一步利用均值±标准差的方法进行综合评价分级，筛选出两年共有的高

耐褐变及褐变敏感种质资源各 11 份；其中，YN-20 与 Z-37 在 2 年的高耐褐变及褐变敏感材料中均排名前 5，

作为后续丝瓜果实褐变研究的材料。 

目前，多个物种的 PPO 基因家族成员被鉴定出来，家族成员数量因物种而异，而与基因组大小无直接

关联[36]，如拟南芥和油菜等十字花科植物普遍缺失 PPO 基因[27]；香蕉中的 10 个 PPO 基因家族成员分散于

4 条染色体[27]；苹果中的 16 个 PPO 基因家族成员分散于 2、4、5、10 号染色体上[37]；莴苣的 17 个 PPO 基

因家族成员分别位于 2、3、4、7、8、9 号 6 条染色体上[29]；橄榄的 18 个 PPO 基因家族成员分布于 13 和

21 号染色体[28]。这些物种的 PPO 基因家族成员分散于不同染色体上，表现出分散重复特性，可能是驱动

PPO 基因家族功能分化的关键驱动力。本研究在普通丝瓜中鉴定到 7 个 LcPPOs，均位于 6 号染色体，除

LcPPO1 蛋白有 11 种保守基序外，其余 LcPPO 蛋白均含有 12 种保守基序，表明 LcPPOs 可能通过串联重复

进化形成基因簇，更利于其协同调控普通丝瓜的生长发育及次生代谢过程。 

亚细胞定位预测表明 LcPPOs 家族成员均位于叶绿体，与香蕉[27]、橄榄[28]、莴苣[29]及南果梨[38]等 PPO

亚细胞定位结果一致，表明各 PPO 蛋白的功能相对保守。酚酶区域分布假说提出酚类物质位于液泡中，PPO



位于叶绿体中，在适宜的环境条件下，酚酶呈区室化分布，但当细胞膜损伤后，酚酶直接接触导致褐变发

生[7]，本研究的亚细胞定位预测结果进一步验证了酚酶区域分布假说。 

本研究利用 15 份褐变敏感性不同的普通丝瓜种质资源的 a*值与果实 LcPPOs 相对表达量进行相关性分

析，发现仅 LcPPO3 基因表达与 a*值呈极显著正相关。此外，利用 YN-20（高耐褐变）与 Z-37（褐变敏感）

的根、茎、叶、花、幼果进行 qRT-PCR 分析，发现 7 个 LcPPOs 中有 3 个基因家族成员（LcPPO4、LcPPO5

与 LcPPO7）在其各组织中表达量均较低，这与先前在香蕉[27]、毛白杨[39]中的研究结果相似。LcPPO2 与

LcPPO3 在 Z-37 果实中特异性高表达，其中，LcPPO3 在 Z-37 幼果中的相对表达量是 YN-20 幼果中的的 3.94

倍。为进一步验证 LcPPO3 与丝瓜果实褐变的关系，分析 YN-20 与 Z-37 在鲜切 0 h、12 h 及 24 h 的 PPO 活

性及LcPPO3的相对表达水平，发现Z-37中的PPO活性与LcPPO3的表达量均随鲜切时间增加而显著上升，

而 YN-20 中 PPO 活性与 LcPPO3 的表达量相对较稳定，以上 LcPPO3 的表达模式与 PPO 活性的变化趋势与

课题组前期已发表的实验结果一致[32]。而基于 Wu 等[1]参考基因组鉴定到的 LcPPO3 的氨基酸序列与福建省

农科院鉴定到的参与丝瓜果实褐变的关键基因 LcPPO1（NCBI 登录号：KM506756）[30]的蛋白序列相似性

达 95.82%，此外，差异的氨基酸并不处于酪氨酸酶的铜离子结合结构域上（图 11）。以上结果表明，LcPPO3

是普通丝瓜果实褐变的关键基因。 

对 LcPPOs 上游 2000 bp 进行顺式作用元件分析，发现 LcPPO1 与 LcPPO5 启动子区存在低温诱导响应

元件，表明 LcPPO1 与 LcPPO5 可能响应普通丝瓜对低温胁迫的应答。LcPPO2 与 LcPPO7 启动子区存在伤

口响应元件，表明 LcPPO2 与 LcPPO7 可能在普通丝瓜伤口愈合中发挥重要作用。在本研究的 LcPPOs 的顺

式作用元件预测中发现，各 LcPPOs 的启动子区存在大量 MYB 结合位点。目前已有大量研究表明 MYB 转

录因子参与果蔬褐变，如 PuMYB4 与 PuMYB86 通过正调控 PuPPO1 的表达，加剧南果梨果皮褐变[37]，

R2R3MYB 转录因子可作为马铃薯酶促褐变基因（StPPO1-3）的正调控因子[40]。后续可通过验证丝瓜中 MYB

转录因子对 LcPPOs 的转录调控作用，进一步探究普通丝瓜果实褐变的分子机理。 
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