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摘 要
:

通过对热 处理后 青菜组 织 内部叶绿素 一蛋 白质 牢固性
、

叶

绿素降解产物和过氧化物 酶活性 变化 的检 测
,

初 步考察
了青 菜热 水浴处理的保 绿机理

。

结 果表 明
,

叶绿素的 降解

速率与 叶 绿素 一蛋 白质结合牢固性之 间无显著相 关性 ; 热

处理抑制 了脱镁叶绿素氧化酶 的 活性
,

使 叶绿素 降解中
间产物造成积 累

,

进而 对叶绿素酶和脱镁叶绿素鳌合酶
形 成反馈抑制

,

从而 延缓 了青菜叶 片的 黄化 ; 热 处理抑制
了过氧化物酶的 活性

,

从而 阻止 了 由过氧化物酶 引起的

过氧化反应 对叶绿体的 伤 害
,

减缓 了叶绿 素的 降解
。

热 水

浴 处理 影 响 了 青 菜 蛋 白 质 的 合 成
,

产 生 了 热 激 蛋 白

(H SPs )
。
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关于叶菜的黄化机理
,

大多数的研究者都一致

认为与叶绿素的降解有关
。

叶绿素酶
、

脱镁叶绿素鳌

合酶和脱镁叶绿素氧化酶是影响叶绿素降解速率的

关键因素
。

叶绿体 中的 叶绿素均 以专一的非共价方

式与相关多肤以叶绿素一蛋 白质复合体 的形式存在
,

在组织中呈聚集状态有序排列
。

有研究表明
口刊

,

这些

色素蛋 白对叶绿素能起到一定的保护作用
,

使其免

受不利条件 的破坏
。

过氧化物酶在植物组织中起着
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重要 的作用
,

它能催化植物组织细胞膜的膜质过氧

化反应
,

从而使细胞 中 的 汗卜绿体遭到破坏
,

加速叶绿

素的 降解
。

本实验通过对 C hl 一P ro 的结合度
、

叶绿素降解速

率
、
P O D 活性和蛋 白质合成在热处理后 的变化来初

步考察热水浴处理的保绿机理
,

以期为热处理保鲜

技术 的应用提供理论依据
。

, 材料与方法

1 1 材料与设备
“

上海青
”

购于杭州 翠苑蔬菜市场 ; Tr is
、

丙酮
、

乙醇
、

石油醚
、

1
,

4 一二氧六环
、

过氧化氢
、

醋酸钠
、

醋

酸
、

盐酸
、

氯化钾
、
T rit

o n 一x1 0 o 以上试剂均为分析

纯 ; 愈创木酚 为化学纯
。

高速离心机
,

S H Z 一D (111 )循环水式真空泵
,

U V 一

H 0 0 紫外可见分光光度计
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 青菜热处理 取青菜外叶
、

中叶和内叶
,

分别

在 3 5 一 5 0℃水浴 中加热处理 5 一 IOm in
,

然后将表面水

分吹干
,

装人保鲜膜
,

常温贮藏
。

1
.

2
.

2 叶绿素降解产物的测定 [45]
1

.

2. 2
.

1 色素的提取 准确称取 2. 5 0飞 样叶 (去 中

脉)
,

并加人 2 0 m L 丙酮(O℃ )和 2. s m L 蒸馏水于研钵

中研磨成浆
,

过滤 ; 用 8 0 % 的冰丙酮洗涤残渣至无

色 ; 混合滤液并定容至 S Om L
,

置于暗光处备用
。

1
.

2- 2. 2 标准液的制备

叶绿素 a 、

b 2 0 m L 的上 述丙酮 提取液 中 加人
3 m L I

,

4 一二氧六环和 3 m L 蒸馏水
,

混合液 12 00 O xg

离心 IOm in
,

用 s m L 丙酮溶解沉淀
,

置于暗光处备用
。

脱植基叶绿素 取部分 上述 叶绿素制备液
,

加

人叶绿素酶的丙酮粉
。

脱 镁 叶绿 酸 向 脱 植基 叶绿 素 中 加人 l 滴

Zm ol / L 盐酸
。

脱 镁 叶绿 素 向 叶绿 素 制 备 液 中 加 人 1 滴
Z m ol / L 盐酸

。

1
.

2- 2. 3 蛋 白质 的沉淀 取 2 5 9 新鲜叶片
,

加人 2 0

倍体 积 的丙 酮
,

于研钵 中研磨 卜 2 0℃ )成浆
,

浸 提
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表 l

叶绿素浓度 (协g / m L ) 0

叶绿素标准曲线测定数据

3 0 4 0

吸光度 0
.

0 37 住0 9 3 0
.

1 2 8 0 15 7 0
.

1 9 0 0 2 4 5

1 0 0

0
.

40 0

表 2 青菜不 同部位牙卜片的叶绿素
一
蛋 白质结合牢固性

叶片 叶绿素含量恤g / g
·

F司
叶绿素

一
蛋 白质结合度 (% )

0
,

4 %乙 醇
一
石油醚中不可提取叶绿素 0

,

8% 乙醇
一
石油醚中不可提取叶绿素

外 口
-

中 日

内叶

4 2 5
.

0 0士9刀 3

50 0 刀0 土2 5
.

6 4

5 56 42 土5 3
.

2 1

9 9
‘

9 1

92
,

4 4

9 0
.

3 1

7 8
.

14

6 7
.

7 3

6 6
.

0 9

巧 m in
,

倾 去上清液
,

再用 8 倍体积的丙酮浸提
,

直至

上清液无色
。

沉淀物真空过滤
,

并在常温下干燥去除

溶剂
,

冷藏备用
。

1
.

2. 2. 4 酶的 提取 称取上述丙酮粉 3 9
,

加人 g o m L

(1 5 m m o l/ L N a 一P 缓 冲液 (p H 7 )
、

S Om m o l/ L K C I 和

0. 2 4 % T血
o n 一 x1 0 0 )混合液

,

在 3 0 ℃磁力 搅拌 lh
,

提

取液过滤
,

滤 出 液离心 1 20 00
火 g

,

收集上清液
,

即为粗

酶液
。

l
,

2. 2
.

5 样品的测定 将色素提取液进行适当稀释
,

U V 一 1 10 0 紫外可见分光光度计测定各 处理的 吸光

度

1
.

2 3 过氧化物酶活性测定 参照文献「6 1
。

1
.

2- 4 热激蛋 白分离 参照文献 [7 ]
。

2 结果与讨论

2
.

1 叶绿素一蛋白质牢 固性的测定及在热处理后的

变化

2
.

1
.

1 日
一

卜绿 素的 乙醇溶液 的标 准曲 线 叶绿 素 的

乙醇溶液的标准 曲线测定数据 见表 1
,

以 叶绿素浓

度 C (卜g / m L )为 横坐标
,

吸光 度 A 为纵 坐标 绘制

标 准 曲 线
。

回 归 方
一

程 为
: C = 0

.

0 0 4 A + 。
.

0 0 3
,

R Z =

0
.

9 9 9 1
。

2
.

1
.

2 热处理刘
一

青菜叶绿素一蛋白质牢固性的影响 叶

绿素 一蛋 白质结合度采用文献「8] 的方法测定
,

结果见

表 2
,

表 孔

表 3 热处理对青菜仆卜绿素一蛋白质结合牢固性的影响

处理
叶绿素含量

(协g / g
叶绿素

一
蛋 白质结合度 (% )

乎所有叶
,

绿素都处
二

于与蛋 白质的结合状态下
,

并 且

有
‘

7 8 % 的叶绿素一蛋 白质属于 紧 密结合 (即 0
.

8 % 乙

醇一石油 醚可提取的 让卜绿素 )
。,

而内叶 中
,

有将近 lO %

的 叶绿素处于游离状态
,

只有 6 6 % 的 叶绿素 与蛋 自

质紧密结合
。

表 3 表明
, 口

一

卜绿素一蛋 白质结合牢 固性与热处理

的温度和时间有关
。

与对照相比
,

热处理降低 了叶绿

素一蛋 白质的结合牢 固性
,

下降幅度在 17 % 一6 6 % (Ll lJ

这些叶绿素都 由原来的与蛋白质结合状态转化为游

离状态 )
,

并且
,

高温短时间处理可以提高 叶绿素 一 蛋

白质结合的牢 固性
,

但变化不显著
〔

另外
,

即使在较

低的热处理温度 (35 ℃ )下进行长时 间处理也会在很

大程度
_

L改变叶绿素一蛋白质 的结合牢固性
,

而且
,

这种变化似乎与青菜的叶绿素含最的变化并无柑 关

性
‘

这说明
,

叶绿素 一蛋 白质结合度 与叶绿素降解速

率或叶片 的黄化速率之 间并不存在必然的联 系
,

即

色素蛋白质对叶绿素的保护作用并不 明显
。

这 与前

人 [2] 的研究结果不同
。

2. 2 热处理对叶绿素降解速率的影响

2
_

2
.

1 叶绿素降解产物的最大吸收波长 叶绿素 降

解 的 中 间 产物主要包括脱植基 叶绿素 和脱镁 叶绿

素
。

用 U V 一 1 1 0 0 紫外可见分光光度
一

计 于 3 0 0 一S OO m n

叶绿素降解产物的各标准液进行扫描
,

得最大吸 收

波长分别是脱植基 汗卜绿素 a( h)
:

43 0 一4 35 n m ;

脱镁 叶

绿素(酸)a (h)
: 4 12 一41 5 n rn

2- 2. 2 热处理对青菜叶绿素降解的影响 叶绿素 降

解产物的吸光度变化如 图 1 一图 6
。

图 l 一图 4 显示
,

热处理后
,

在贮藏初期外叶绿素

的降解速率与对照相 比差异并不是很 明显
,

但是大

约在贮藏后的第 4cI
,

脱植基叶绿素 武b)和脱镁 仆于
一

绿

素 a( h) 的吸光度均 出 现 了增大的现象
,

说明这些产物

12 0

10 0 }

4014,
2
47

ILC,1196

⋯⋯
672
IL, ,�-57勺

了437

00000只�‘U42剑夕仇督

洲一0600
8272冀935 0 ℃ / 1 0 ] n in

4 6℃/ I om i n

4 4℃/ 1 0 m in

3 5℃/ 1 0 m i n

35℃ / 2 0山in

3 5℃ / 3 0m i n

对照

3 66
.

4 7 5.

3 6 2.

39 8
‘

3 2 4
.

40 4
.

4 25
. 9 9

.

9 1

注 :
以 。

.

4 % 乙醇
一
石油醚中不可提取的叶绿素表示

。

从表 2 中可以看出
,

不 同 汗卜位叶片 的叶绿素 一蛋

白质结合度不同
。

外叶牢固性最大
,

而内叶牢固性只

有外 lJ
一

卜的 7 3 %
。

如 果 以牢 固性较弱 的 叶绿素 ( 即

0. 4 % 乙醇 一石油醚可提取的 叶绿素 )来计
,

外叶中几

艺 多 4 j 6

贮藏天数 (d)

图 1 热处理对青菜外叶脱植基叶绿素叩
。
)的影响

那
.

巨丽弓库爵万丽几



一皿皇呈里旦矍翼纂黝黝
1勺l. 2 6, N d

.

1 ,
2 口OJ

叶绿素降解 的过程 中
,

叶绿素脱镁氧化酶是控制整

个过程的关键酶
,

而且
,

此酶是在 叶菜进人衰老期时

才合成的 [9l 。

所 以
,

热处理对青菜叶片 的保绿作用主

要是通过对脱镁叶绿素氧化酶活性的抑制达到的
。

另 外
,

不同 叶
一

位的 叶片 价卜绿素降解速率不同
。

图

5 一图 6 表明
,

与外叶和 中叶相 比
,

内叶在贮藏过程

中
,

降解产物的积累现象并不如前两者明显
。

这说明

不同叶位的 叶片 刘热处理的敏感性不同
,

显然
,

外叶

比 内层 叶片更敏感
。

这就说明
,

热处理在蔬菜
,

特别

是叶菜采后保鲜 中 的应用效果是 受多种因 素 影响

的
,

其 中
,

蔬菜的 种类
、

同一种类 的不 同处理部位以

及蔬菜所处的生理年龄等都是很关键的 因素
。

这可

能也就是 国 内外研究者对
‘

热处理技术在果蔬保鲜 中

的应用观点不统一的 主要原因
。

2 3 热处理对过氧化物酶活性的影响

过氧化物酶活性的 测定采用愈创木酚法
。

热处

理对青菜过氧化物酶活性的影响见图 7
。

图 7 热处理对青菜过氧化物酶活性的影响

贮藏天数 (
。

I)

图 6 热处理对青菜 内叶脱镁 叶绿素 a( b )的影 响

出 现了积累
,

而对照的吸光度则继续呈快速下降趋

势
。

这说 明青菜的外叶在热处理后
,

其细胞内叶绿素

降解的相关酶 (叶绿素酶
、

脱镁叶绿素鳌合酶和脱镁

叶绿素氧化酶 )并没有 马上受到抑制
,

而是在储藏后

期
,

当叶片要进人衰老生理时
,

由于热效应抑制 了脱

镁叶绿素氧化酶 的合成
,

而阻断了叶绿素的进一步

降解
,

使脱镁叶绿素
a
山)和脱植基叶绿素发生积 累

。

同时
,

这些产物的累积又对 叶绿素酶和脱镁叶绿素

鳌合酶造成反馈抑制
,

从而使整个叶绿素的 降解途

样晋到抑制
.

延缓了青菜 的黄化
。

因此
,

我们认 为在

从图 7 中可 以看 出
,

在青菜的贮藏过程 中
,

过氧

化物酶活性是逐渐升高的
,

这与李拖平 [3] 等对芹菜的

研究结果是一致的
。

同时
,

热处理抑制 了青菜叶 片中

过氧化物酶的活性
,

并且处理温度越高
,

抑制效果越

显著
。

对外 民卜来说
,

贮藏期 内对照 的吸光度增加 了

14 一 倍
,

4 6℃处理增加 了 2 4 倍
,

而 5 0 ℃热水浴处理

后外 叶的过 氧化物酶 的活性 在 4 d 内 只升高 了 1
.

9

倍
; 又寸于中 叶

,

又寸照叶 片在贮藏期 内 P O D 活性增加

了 4 6 倍
,

而热处理的叶片酶活性均明显下降
,

5 0℃处

理后酶活性 仅增加了 0
.

5 倍
;

而对
一

内叶来说
,

过氧化

物酶活性在贮藏期内 的变化相对于外 叶和 中
民卜要大

的多
,

对照增加 了 8 3
.

3 倍
,

4 6℃处理后
,

酶活性只增

加了 2
.

5 倍
。

这说明 同叶位的叶片随着处理温度的升

高
,

酶活性增加 的幅度越小
,

同时
,

对 于相 同处理的

不 同 民十位的 汗卜片
,

内 叶酶活性相对变化更大
。

过氧化物酶的活性与叶片 的黄化情况有关 随

着叶片黄化 的加剧
,

过氧化物酶活性也加强
。

日本的

山 内等人在 1 9 8 5 年曾经对叶菜的 黄化机理进行了

研究
,

他们认为黄化是 由于过氧化物酶参与的过氧

化反应而产生的一些过氧化产物破坏 了叶绿素而引

起的
。

1 9 9 4 年
,

李拖平等研究也表明抑制芹菜贮藏过

程 中过氧化物酶活性 的上升
,

可 以延缓叶绿素的 降

解
,

有
一

效地保持芹菜的新鲜品质
。

药旅蔺雾顽百
}

邵



薰蒸黝鬓 研 究与 探 讨
5 记免尸犯e 山滋 及c九几。奴对 of 月流以 力陇九侣白万

2
.

4 热水浴处理对蛋白质合成的影响

热处理对青菜蛋白质合成的影响见图 8
。

素的降解有密切关系
。

从电泳谱带可 以看出
,

随着处

理温度的升高
,

新产生蛋白的种类和蛋白量都在增

加
,

这与热处理后对青菜色泽的评分呈现正相关
。

因

此
,

这些小分子 的热激蛋白对叶绿素的氧化降解有

一种保护功能
,

可以抑制氧对叶绿素的破坏作用
‘

目

前尚无相关的文献报道
,

只有最近 H ec ka
th ol 二 等报

道
,

叶绿体 S m H S P、 在高温下可 以保护光系统 fl 和整

个电子传递链
。

参考文献 :

图 8 青菜热处理后的电泳图谱

青菜热处理后的 电泳谱带显示
,

热处理对青菜

蛋 白质合成 的影响 显著
。

与对照相 比
,

在 执0- 38 6
、

0
.

5 7 9 处
,

4 6℃和 5 0 ℃处理都产生了新 的蛋 白条带
,

并且 5 0℃ !均蛋白量要明显高于 4 6 ℃
。

这些蛋 白的分

子量约在 7 4 一 5 4 k D a

之间
,

属于 中高分子量 的热激蛋

白
。

另 外
,

5 0 ℃处理还在 R 瓜7 89
、
0

.

8 2 5
、
0

.

8 4 2 一0. 91 2

处产生 了多条分子量在 2 9 一 1 5 k D a

的低分子量的蛋

白条带
,

而 4 6℃处理除了 R 肚7 8 9
、

0. 9 12 外还有一条

R 【0
.

8 95 条带
,

分子量约为 1 7 k D a 。

电泳图谱 显示
,

青菜热水浴处理过程中产生 了

多种 热激蛋 白 (H SP )
,

其中 除 7 4 k D a 和 5 4 k D a 两条

较大分子量蛋白外
,

其余都属于 2 9 一 1 5 k D a 的小分子

量蛋白
。

至于这些新 H SP s

在青菜采后贮藏过程中存

在的意义至今还不太清楚
。

但是
,

结合本实验的结果

和前人 I’(),l lj对 H S P 的研究我认为
,

首先可 以肯定两个

事实
: ) 4 6℃的热处理能有效抑制青菜叶 片 的黄化

;

在此 热处理 条件下青菜 叶片 的蛋 白质电 泳谱带表

明
,

有许多新 的蛋白质产生
,

特别是分子量在 巧 一

3 Ok D a
的小分子蛋白

。

虽然抑制叶绿素降解相关酶
,

特别是脱镁叶绿素氧化酶的 活性可能是延缓青菜黄

化的一个重要因素
,

但同时热激蛋 白 的产生和叶绿

「l〕 苏冬梅
,

等
.

杏叶 片衰 老与 调节的 生理 生 化变化汇J]
.

经 济林

研究
,

2 0 0 1
,

19 (1)
: 4 一6

.

脾」 蒋明 义
,

等
.

渗透胁迫下 水稻 幼 苗中叶绿素降解的 活性氧

损伤作用 [J] 植物学报
,

1 994
,

3 6 (4 ):2 8 9 ~ 2 9 5
,

[3] 李花平
,

等
.

植 物激素对 芹菜贮 藏效 应 的研 究 [J]
.

食 品科

学
,
19 9 4 (5)

: 9 一 11
.

14] N a o ki Y
,

W at a d a A E
.

R e g u la te d Chlo r or)hyll

D e g ra d a tio n in Sp in a eh Le a v e s d u r in g S to r a g e
[J]J Am e r 5 0 。

H o rt 5 0 1
,

1 9 9 1
,

1 1 6(l)
: 5 8一 6 2

-

fs] M i嗯
u e a M o sq u e r a ,

M l
, et a l

.

M e a su r e m e n t o f

Ch lo r o phyll a s e A e tivity in O liv e Fru it (O le a eu r o Pa e a
)[J]

.

J

B ile he m
,

19 9 4
,

1 16 : 2 6 3一 2 6 8
.

陌」 华 东师 范 大 学生物 系植物 生 理教研组编
.

植物 生理学实验

指导 [M]
.

19 8 0
.

[7] 李凤 玉
,

等
.

热激 处理 对 离体子 叶 培养物 花 芽分化与 可 溶

性蛋 白谱 的 影响 [J]
.

浙 江 大学 学报 (理学版 )
,

2 001
,

2 8 (4)= 4 34 ~

4 3 8
.

[8] 波钦诺克著
,

荆 家海
,

丁 钟荣译 植物 生 物化 学分析 方法「M]
.

北 京
:
科学出版社

,

19 8 1
.

1 15 一 262
.

[9 ] M a tile p
, et a l

.

Chlo r o ph yll Ble a kd o w n in Se n e s c e r‘t

L e a v e s
L刀

.

Pla n t Ph ys io l
,

19 9 6
,

1 1 2 : 14 0 3一 1 4 0 9
-

【10 」 费云标
,

等
.

热激蛋 白的分子 生物 学研究进展 [J]
.

植物 学通

报
,

1 9 9 5
,

1 2(1)
: l一 5

.

〔H」 董娟
,

等
.

叶绿体小 热 激蛋 白的研究进展〔J]
.

生 物技 术通

报
,

2 0 0 0(3)
: 1 9 一2 4

.

·

, ‘ ‘

刊阵 十
- 十“ 十一

·

种 二 十 “十 “州卜
,

,

+ “ 斗
‘

“斗 “ 十 ‘ 十 沁斗 “斗户一 十 “斗 斗
‘

+ 平
日

干 “ 月~ 一 , ~ 4 “ 平 “

平叫
“ 平 “ 斗 “ 平 和

+
“斗 “ 千 “ 斗 “ 州阵 “ 斗 砧斗

‘“ , 魂 十 二 翎 十 十
” 牛 “

干
“ 斗

(上接第 8O 页 )

[3l h e, lju m Cllu nfe
t a1 Bi olo 沙叔 ‘tiv ili es of th e

Po lvs ac ch an rle
、

[s] 汪维 云
,

吴守一
,

朱金华
.

灰树花深层发 酵培养工 艺研究 [J]
·

p ro d u o e d 的m su hm
e

rge d 。司ture of the e击ble Bas id io n ly( {e te 生 物工程 学报
,

1 9 9 9
,

15 (3 )
: 37 8 一 3 8 2

.

G rif( na

flo
n 〔
los

a
田

.

E 们z ”n e
afl d Mi

c ro bi al Te ch no lo gy ,2 00 3
,

32 (5)
:

[9l 李 宝健
,

徐志祥
.

灰树花大规模 液体深层发酵工 艺 [川
.

专利

5 7 4一 5 8 1
.

号 0 1 1 2 9 7 14
-

叫 徐 尔尼
,

等
.

食 用 菌对 凡
、

Z n 、

Se 生物富集作 用 的探讨田
.

食 flol 纪天保
,

等
.

灰树花仿生 栽培 法田
.

专利号 93 10 7 85 8
.

品 科学
,

] 9 9 9
,

20 (1 1)
:4 4 一4 6

.

[1 1] T h e in flu
e n e e o f z in o s tat u s o n the kin e tie、 。f z in 。

[5」 刘 伟民
,

黄达明
,

陈 庶 来
,

等
.

灰树花深层发酵培养基优 化研 u p t a k e in t o e u ltu re d e n d o th e lial e e lls [J」J
o u r n a l 。f N u tri tio o al

究口了
.

食品 科学
,

2 0 03
,

2 4 (3)
: 9 9 一1 0 2 B io e he o is t叮

,

1 9 9 9
,

1 0 (8)
: 4 8 4 一4 8 9

.

16 ] Ma yu Z u Tn i Y
,

Miz u n o T
·

C u ltiv a tio n m etho d s o f m a ita k e
[1 2 ] 何 冬兰

,

石 其德
.

L a
(N O 3

)
。
对猴 头菌 生 长 的 影响 IJ]

.

中草

(G
rifo la fr o n d o s a

)[J]
.

Fd R e v 1ll t ,

19 9 7
,

1 3 : 357 一 3 6 4
.

药
,

2 0 0 1
,
3 2 (2)

: 2 6 1一 26 3

门 裘娟 萍
,

等
,

灰树花深层 发酵培养基 的研究 [J]
.

微生 物 学通 f13 〕 王 怡 平
,

肖亚 中
,

等 稀土 元素对红酵母的 生 长及类胡罗 卜

报
,

200 0
,

2 7(4 )
:2 7 5 一2 7 8

.

素合成的影响田
.

微 生物通报
,

19 99
,

2 6 (2)
: 1 17一 1 19

.

甜 。
。二 , 。

, , 。

{己竺丝望士 生 口兰一


