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调控处理对 3种食用菌特性酶的影响
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(食品科学与技术国家重点实验室 江南大学, 江苏 无锡 214122)

摘 � 要: 研究了黑牛肝菌、香菇、白蘑菇 3种食用菌各自特性酶活的动态变化规律。其中黑牛肝菌

和香菇在 4、10、20 � 进行不同的温度调控,白蘑菇进行真空预冷处理调控。研究了各自特性酶如

过氧化物酶、多酚氧化酶、过氧化氢酶、羧甲基纤维素酶、超氧化物歧化酶、多聚半乳糖醛酸酶随着

贮藏时间的变化规律。
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Effect of Controlling Treatment on Characteristic Enzymes of

Three Kinds of Edible Fungi
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( State Laborat ory of Food Science and T echnolog y, Jiangnan Univer sity, Wux i 214122, China)

Abstract: T his manuscript invest igated ef fects o f temperature and vacuum pre�coo ling on the

special enzyme act ivity of three kinds o f edible fung i, such as Boletus aer eus , L entinus edodes and

A garicus bisp or us. For Boletus aereus and L ent inus edodes , the temperature w ere set at 4 � , 10

� and 20 � , w hile A gar icus bi sp orus wer e contr olled by vacuum pre�cooling. The changes of

edible fungi specific enzymes act ivit ies such as perox idase, po lyphenol oxidase, catalase, as w ell

as carboxymethy l cellulose enzyme, superox ide dismutase, poly�galacturonic acid w ith the

storage t ime w ere demonst rated in this study.

Key words: perox idase ( POD) , po lypheno lox idase ( PPO ) , catalase ( CAT ) , carboxymethy l

cellulase ( CMC ase) , cellulase, poly galactur onase( PG) , superox ide dismutase( SOD)

� � 食用菌含有相当高的蛋白质质量分数( 19% ~

35%,包括所有的必须氨基酸) , 并且脂肪含量低。

食用菌干样中, 含有相对较高的碳水化合物和纤

维,分别是 51% ~ 88%和 4%~ 20%
[ 1]
。另外, 食用

菌含有大量的维生素,包括硫胺素、核黄素、抗坏血

酸和维生素 D 2以及一些矿物质元素。食用菌具有

很高的营养价值, 同时有很多医用价值: 抗肿瘤活

性、抗病毒活性和降血脂功能
[ 2]
。但由于各种食用

菌本身的一些特有性质, 如双孢蘑菇含水量高, 组

织非常细嫩, 菌盖表面没有明显的保护结构, 常温



下采后 1~ 2 d, 菇体内的水分就会大量蒸发散失,

菌盖及菌褶开始破膜、开伞、失水、萎缩、褐变,甚至

腐烂,菌柄伸长,商品价值下降甚至丧失[ 3] ;新鲜香

菇( L ent inus edodes)菇体组织柔软容易变质, 如褐

变、枯萎、软化、发粘、腐败、产生异味等,导致形态、

颜色、质量、质地、营养成分及香味的变化, 最终失

去商品价值, 其子实体鲜度保持期一般仅为 1~ 3

d[ 4] ;而黑牛肝菌数量大, 商品价值最高, 但由于采

集时间不集中,保鲜条件不够, 牛肝菌品质较差
[ 5]
。

因此, 解决鲜食用菌采后保鲜问题, 延长其上市期

限,是鲜食用菌产业化发展的必由之路。

变质基本原因一是采后生理变化; 二是微生物

侵染
[ 6]
,生理变化过程中, 食用菌中的各种酶类, 如

过氧化物酶、多酚氧化酶、过氧化氢酶, 以及或羧甲

基纤维素酶、超氧化物歧化酶、多聚半乳糖醛酸酶

等, 对食用菌的感官品质营养品质具有很大的影

响。过氧化物酶和多酚氧化酶对白蘑菇的褐变起

了很大作用
[ 7]
。作者通过不同调控处理对食用菌

特性酶的影响, 分析各自酶活的变化规律, 同时为

寻找鲜食用菌贮藏保鲜的最适温度提供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料与仪器
黑牛肝菌: 2009年 10 月 17日, 采自云南食用

菌研究所基地, 放冰块于包装温箱中, 当天下午空

运到无锡,晚上放于 4 � 冰箱中保存; 香菇:购于无

锡雪浪菜市场;白蘑菇: 由无锡惠山区农林局提供,

采后 1 h 内运送到实验室;试验所用试剂均为分析

纯。T DL�60台式离心机:上海安亭科学仪器厂制

造; pHS�2C 酸度计: 上海分析仪器厂制造; FA1104

型电子天平: 上海天平仪器厂制造; 离心沉淀机:上

海医用分析仪器厂制造; 恒温水浴锅: 郑州长城科

工贸有限公司制造; BCD�205UT 电冰箱: 青岛海尔

股份有限公司制造; 721型紫外可见分光光度计:上

海精密科学仪器有限公司产品; 温度数字记录仪:

浙江联泰仪表有限公司产品; 实验室常规玻璃仪器

等。

1� 2 � 试验方法
1� 2� 1 � 香菇、黑牛肝菌的调控处理 � 挑选大小均
一、无虫无损坏的黑牛肝菌 �进行简单整理(不用

水清洗) �分组并放置于保鲜袋中, 封口 �贮存于

4、10、20 � 。每两天测定一次指标。香菇处理方式
同黑牛肝菌。

1� 2� 2 � 白蘑菇调控处理
1) 对照样品: 白蘑菇 �在 0 � 冷库中预冷处

理, 预冷温度为 5 � �气调包装 ( ( 15 � 1) KPa

CO 2 , ( 10 � 1) KPa O2 , 每盒 200 g 左右) �冷库贮藏
(温度( 0 � 1) � , 湿度为 95% )。

2) 真空预冷样品:白蘑菇 �真空预冷处理(预

冷温度为 5 � ,最终压力为 0� 25 KPa, 水分质量分

数为 5% ) �气调包装( 15 KPa CO 2 , 10 KPa O 2 ,每

盒 200 g 左右) �冷库贮藏(温度( 0 � 1) � , 湿度为

95%)

1. 3 � 检测指标及测定方法

1� 3� 1 � 过氧化物酶( POD)活性测定

1) 酶液的提取:取食用菌 5� 0 g,加入 4倍体积

的 0� 05 mo l/ L、pH 7� 0 的磷酸缓冲液 ( 含 1%

PVPP) ,冰浴研磨 10 min 后, 以 4 000 r/ m in 的转

速离心 5 m in,然后将其上清液移入另一组离心内,

以 4 000 r/ min的转速离心 5 min, 取其上清液,加

入 0� 2 g 的活性炭脱色, 滤纸过滤,滤液即为提取的

酶液[ 8, 10]。将所得酶液置于 4 � 冰箱中,待测。

2) POD 酶活测定(邻苯二胺�无水乙醇) : pH

7� 0的 PBS2� 5 mL, 1% 邻苯二胺�无水乙醇溶液
0� 20 mL, 0� 3%H 2O2 0� 1 mL, 最后加入 0� 20 mL

酶液,搅匀, 在 470 nm 处测定,每 30 s测定一次, 共

测 3 min。酶活性的单位 U 以每克样品每分钟

0� 001吸光度的变化来表示, 即 1 U = 1 � 10�3OD/

( min� g) ( OD= 光密度)。每组试验重复 3次。

POD= D
0� 001 � Fw �

dA
dt

(1)

式中: D 为稀释倍数; Fw 为样品鲜质量( g)。

1� 3� 2 � 多酚氧化酶( PPO) 活性测定 � 酶液的提取
同 POD。取 0� 2%的邻苯二酚溶液 2� 1 mL 于 3

mL 比色皿中,加 0� 8 mL 的 0� 1 mol/ L、pH 7� 0的
磷酸缓冲液,再将 0� 1 mL 的酶液加入比色皿中,用

721分光光度计在 420 nm 处测定吸光度, 每 10 s

记录 1 次, 共记录 3 min, 以初始直线段的斜率

( �OD/ t)计算酶活力。1 个相对酶活力单位定义

为:在测定条件下, 酶活性的单位 U 以每克样品每

分钟 0� 001吸光度的变化来表示, 即 1 U = 1 � 10�3

OD/ ( min � g ) ( OD = 光密度)。每组试验重复 3

次。

PPO=
D

0� 001 � Fw �
dA
dt

(2)

式中: D 为稀释倍数; Fw 为样品鲜质量( g)。

1� 3� 3 � 过氧化氢酶( CAT )活性测定 � 酶液的提

取:取食用菌 2� 5 g , 加入 15 mL 50 mmo l/ L pH

7� 8 PBS,冰浴研磨成匀浆后,于 4 000 r/ min离心 5

m in。然后将其上清液过滤, 移入另一组离心内,以

4 000 r/ min的转速离心分离 5 min,取其上清液即
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为提取的酶液。取 0� 2 mL 上清液, 加入 1� 5 mL、

0� 05 mol/ L、pH 7� 0 PBS和 0� 3 mL 0� 3% H 2O2 ,

加入后立即计时, 并在 240 nm 测吸光度
[ 8]
。以 1

m in内 A 240减少 0� 001 的酶量为一个酶活力单位
( U )。

CAT = D
0� 001 � F w

� dA
dt

(3)

式中: D为稀释倍数, Fw 为样品鲜质量( g)。

1� 3� 4 � 羧甲基纤维素酶( CMCase)测定 � 取鲜样 3

g ,加柠檬酸缓冲溶液 20 mL,研磨后混匀, 置于 30

� 浸提 4 h, 然后以 4 000 r/ m in 的转速离心 10

m in,上清液置于 4 � 冰箱用于测定酶活。取 3支

20 mL 试管, 1 支管作空白对照, 2支管作平行样品

管。每支样品管中加 1 mL 酶溶液,置于 50 � 水浴

锅中预热 2 m in, 然后在 3支试管中分别加入 4 mL

已预热至 50 � 的底物溶液 (底物质量浓度为

0� 0625 g/ dL 的羧甲基纤维素钠) , 60 m in 取出, 每

管分别加入 1 mL 、2 mol/ L 氢氧化钠溶液和 2 mL

DN S显色液, 摇匀后在对照管中再加入 1 mL 酶

液。将 3支试管放入沸水浴中, 5 m in 后立即取出,

流水冷却,用蒸馏水定容至 20 mL, 于 540 nm 处测

OD值[ 9]。酶活力计算: 从标准曲线中查出葡萄糖

的摩尔数:

CMCase= �
t � Fw (4)

式中: t为保温时间(酶与底物作用时间 min) ; Fw 为

1 mL 样品液中样品的质量( g) ; �是指在特定条件

下,每分钟催化纤维素水解成1 �mol葡萄糖的所需

的样品量。

1� 3� 5 � 多聚半乳糖醛酸酶( PG)测定 � 3, 5�二硝基
水杨酸滴定法测定[ 10] 。果胶酶液的制备方法与纤

维素酶的相同。取A、B两试管各加1 mL、250 mg/

dL 果胶溶液, 并在 A 管中加粗酶液 0� 1 mL; A、B

两试管在37 � 保温 24 h 后, B管也加入粗酶液 0� 1
mL,然后用 3, 5�二硝基水杨酸试剂检测还原糖的
增加来检测酶活性。在上述条件下, 以每小时产生

相当于 1 �g 的葡萄糖的还原糖为 1个活力单位。

PG酶活 =
B � V 1

V 2 � 24 � W (5)

式中: B 为由标准曲线计算出的葡萄糖质量 (�g) ;

V 1 为粗酶液的定容体积(mL ) ; V 2 为测定样品液的

体积(mL) ; W 为样品鲜质量( g) 。

1� 3� 6 � 超氧化物岐化酶( SOD)测定 � 参考邹琦[ 11]

和 Crost i[ 12] 的方法, 并加以改进。取白蘑菇样品 1

g ,加入 10 mL、50 mmol/ L pH 7� 8磷酸缓冲溶液
(含 1 g / dL 聚乙烯吡咯烷酮) ,冰浴研磨成匀浆后,

于 4 � 、10 000 g 离心 15 m in。取 0� 1 mL 上清液,

分别加入 1� 5 mL 50 mmol/ L、pH 7� 8磷酸缓冲溶
液, 0� 3 mL、130 mmol/ L 甲硫氨酸( M et )溶液, 0� 3
mL、750 �mmol/ L 氮蓝四唑( NBT )溶液, 0� 3 mL、

100 �mmol/ LEDT A�N a2 溶液, 0� 3 mL、20 �mmo l/

L 核黄素溶液, 混匀后置于日光灯下反应 30 min。

反应结束后,用黑布罩盖上试管,在 560 nm 下测定

吸光度,计算 SOD活性。

SOD活性= ( A 0 - A s) � V T

A 0 � 0� 5 � Fw � V 1
(6)

式中: A 0 为照光对照管的光吸收值; A s 为样品管的

光吸收值; V T 为样液的总体积 (mL) ; V 1 为测定时

样品用量( mL ) ; Fw 为样品鲜质量( g) 。

1� 3� 7 � 纤维素酶活性测定 � 试管底部预先竖放一
个卷曲的滤纸条(约 50 mg) , 加入 1 mL 柠檬酸缓

冲液和 0� 5 mL 适当稀释的酶液, 混匀, 于 50 � 下

保温反应 1 h, 然后加入 3 mLDNS 试剂终止反应。

摇匀后在沸水浴中精确放置 5 min, 用冷水冷却。

加入 20 mL 蒸馏水后再充分摇匀。最后静置 20

m in以沉降浆状物。然后在波长 540 nm 处比色测

定。空白以溶解酶的缓冲液或蒸馏水代替酶液。

一个酶活力单位( U )定义为在上述条件下, 每 10

m in内释放出 1 �mo l葡萄糖所需的酶量。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 不同调控处理对不同食用菌POD活性的影响

POD在植物细胞中以两种形式存在:以可溶形

式存在于细胞浆中; 以结合形式在细胞中或细胞器

相结合而存在[ 14]。其是植物体内抵御活性氧伤害

的重要酶类, 对减少活性氧积累、抵御膜脂过氧化

和维护膜结构的完整性有重要作用
[ 15]
。

2� 1� 1 � 温度调控处理对黑牛肝菌、香菇 POD 活性

的影响 � 由图 1可知, 虽黑牛肝菌与香菇均在不同

温度下进行贮藏,但是其总体的变化规律却不尽相

同。在贮藏条件下, POD的活性增加是由于采后不

可避免的存在伤呼吸, 而为了修复, 常常是磷酸戊

糖途径增强, 而 POD活性的提高有利于磷酸戊糖

途径的进行; 之后活性降低, 食用菌衰老, 代谢紊

乱,使活性氧自由基增多,清除的能力下降 [ 16- 17]。4

� 下, 两种食用菌均是先上升后下降形成酶活低

谷,然后又上升, 而黑牛肝菌有一个下降过程, 符合

衰老时活性低。20 � 时, 黑牛肝菌活性变化方向及

幅度均较大, 不似香菇的上升变化规律, 可能与品

种有关。这与郭丽等[ 1 8]的研究规律一致。
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图 1 � 不同贮藏温度对黑牛肝菌 ( a)、香菇 ( b)过氧化物酶

活性的影响

Fig. 1� Effect of temperature on peroxidase of Boletus aere�

us ( a) and Lentinus edodes(b) during storage time

2� 1� 2 � 真空预冷调控处理对白蘑菇 POD 活性的

影响 � 由图 2可以看出, 双孢白蘑菇中的 POD对

真空预冷处理较为敏感, 处理与未处理样品在前 8

天,处理样品酶活性低于未处理样品。在随后的贮

藏过程中, 经真空预冷处理的样品的 POD 活性始

终维持在较高的水平,而未经预冷处理的样品的酶

活性迅速下降。结果说明, 真空预冷处理能够诱导

白蘑菇产生较高 POD 活性, 从而有益于延长白蘑

菇的贮藏期。

图 2� 真空预冷对双孢蘑菇过氧化物酶活性的影响

Fig. 2� Effect of vacuum cooling on peroxidase of Agari�

cus bisporus during storage time

2� 2 � 不同调控处理对黑牛肝菌、香菇 PPO活性的

影响

多酚氧化酶也有两种存在形式: 结合态的存在

于线粒体、叶绿体内, 可溶性的游离在细胞浆内 [ 19]。

由图 3明显看出: 香菇 PPO 变化规律明显�先
快速上升后缓慢上升�,整体一直上升; 而黑牛肝菌

没有很明显的变化规律, 20 � 高温使其快速衰老,

PPO变化类似其 POD 变化。这与石启龙等
[ 20]
、郭

丽等
[ 18]
的研究规律一致。

图 3� 不同贮藏温度对黑牛肝菌( a)、香菇( b)多酚氧化酶

活性的影响

Fig. 3� Effect of temperature on polyphenol oxidase of Bole�

tus aereus ( a) and Lentinus edodes (b) during stor�

age time

2� 3 � 不同调控处理对不同食用菌 CAT活性的影响

植物在衰老时,由于体内活性氧代谢加强而使

H 2O2发生累积。可以直接或间接的氧化细胞内核

酸、蛋白质等大分子,并使细胞膜遭受损害, 从而加

速细胞的衰老。过氧化氢酶可以清除 H 2O2 , 是植

物体内清除活性氧的重要保护酶之一[ 21]。把与消

除自由基有关的过氧化物酶 ( POD)、过氧化氢酶

( CAT )及超氧化物歧化酶( SOD)统称为保护性酶

系统。

2� 3� 1 � 温度调控处理对黑牛肝菌、香菇 CAT 活性

的影响 � 由图 4可以发现: 两种食用菌 CA T 总体
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是下降趋势, 香菇较黑牛肝菌规律性强, 不同之处

在 4 � 低温时, 黑牛肝菌 CAT 下降过程中出现了

极大波动, 而香菇 CAT 波动则较缓和。这些差异

与品种间活性氧代谢以及各种营养成分区别有关。

在王静等
[ 22]
的研究中, 得出 CAT 的变化规律为先

升后降,与本试验中略有差别,可能与品种有关。

图 4 � 不同贮藏温度对黑牛肝菌 ( a)、香菇 ( b)过氧化氢酶

活性的影响

Fig. 4� Effect of temperature on catalase of Boletus aereus

( a) and Lentinus edodes ( b) during storage time

2� 3� 2 � 真空预冷调控处理对白蘑菇 CAT 活性的

影响 � 由图 5可知, 在贮藏初期, 过氧化氢酶活性

增加可能是白蘑菇自身对冷藏和真空预冷处理的

应激性反应, 所以经真空预冷处理的样品的活性增

加幅度较大; 在后期由于 H2O 2的积累速度较快导

致了过氧化氢酶活性的下降。经真空预冷处理得

样品的 H 2O 2积累较对照样品少, 使得预冷样品的

CAT 活性略高于对照样品。

2� 4 � 不同调控处理对不同食用菌纤维素酶活性的
影响

2� 4� 1 � 温度调控处理对黑牛肝菌、香菇 CMCase

活性的影响 � 由图 6可知, 羧甲基纤维素酶是细胞

壁水解酶,作用于纤维素,使组织软化。文献[ 22]显

示,其在低温下变化明显。该试验中,所得到的 CM�
Case规律性很差,但是低温下变化相对较缓和。

图 5� 真空预冷对双胞蘑菇过氧化氢酶活性的影响

Fig. 5� Effect of vacuum cooling on catalase of Agaricus

bisporus during storage time

图 6� 不同贮藏温度对黑牛肝菌( a)、香菇( b)羧甲基纤维素

酶活性的影响

Fig. 6 � Effect of temperature on carboxymethyl cellulase of

Boletus aereus ( a) and Lentinus edodes ( b) during

storage time

2� 4� 2 � 真空预冷调控处理对白蘑菇纤维素酶活性
的影响 � 由图 7可知, 白蘑菇两个样品的纤维素酶

的活力在贮藏初期较为稳定, 随后迅速增加并始终

维持了较高的活力(见图 7) , 未经真空预冷处理的

样品酶活性增加幅度较大。试验结果表明, 真空预

冷处理在一定程度上延缓了白蘑菇的质构的衰老

进程。
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图 7 � 真空预冷对双孢蘑菇纤维素酶活性的影响

Fig. 7 � Effect of vacuum cooling on cellulase of Agaricus

bisporus during storage time

2� 5 � 不同调控处理对不同食用菌 PG活性的影响

由图 8, 黑牛肝菌 PG 酶变化规律与衰老和硬

度变化有关。4 � 时贮藏中期活性达到高峰期, 与

果实硬度的快速下降有关。低温下, 先是无规律变

化,最后上升。双孢白蘑菇的对照样品与预冷样品

的多聚半乳糖醛酸酶( PG)活性的变化趋势都是先

增加后下降, 预冷样品的酶活性的高峰较对照样品

的出现的迟并且活性较低。实验结果表明,真空预

冷处理能够延缓 PG 果胶酶的活性高峰的出现, 并

能够降低其活性, 从而延缓白蘑菇的软化过程。

图 8� 不同调控处理对不同食用菌多聚半乳糖醛酸酶

的影响

Fig. 8 � Effect of on polygalacturonase of different mush�

rooms under diff erent regulatory treatments

2� 6 � 不同调控处理对不同食用菌 SOD活性的影响

SOD是植物体内抗氧化防御体系的关键酶,它

的作用是将 O 2- �� 歧化成 H 2O2和� O2。CAT 和

POD是植物体内清除H 2 O2的2个主要酶。SOD

和 CAT 或 POD共同作用可以清除植物体内具有

潜在危险的 H 2O2和 � O 2 , 从而最大限度减少活性

氧的形成。双孢白蘑菇经真空预冷处理后, 其活性

与对照样品相比增加幅度较大, 这说明真空预冷处

理胁迫增强了白蘑菇对氧自由基的清除能力。在

随后的贮藏过程中, 在第 10天, 3个样品 SOD的活

性达到最大值, 随后白蘑菇两个样品逐渐降低, 黑

牛肝菌快速下降。真空预冷处理可以使 SOD 活性

保持在较高水平, SOD通过清除氧自由基( O2 � ) ,
从而减少活性氧物质对白蘑菇的损伤来延长其贮

藏期,结果见图 9。

图 9 � 真空预冷对超氧化物岐化酶活性的影响

Fig. 9 � Ef fect of on superoxide dismutase of different

mushrooms under diff erent regulatory treat�

ments

3 � 结 � 语

1) 在不同温度下贮藏, 由贮藏的时间长短可以

明显看出低温对食用菌品质的保藏作用。不同的温

度对不同酶活的影响规律也不一样,综观实验结果,

可以很明显发现在贮藏中期(贮藏 8~ 10 d) , 各种酶

活几乎都达到变化的拐点。研究此期间的生理变化,

对品质保持个方面可能会有不可忽略的作用。

2) 过氧化物酶( POD)、过氧化氢酶( CAT )和超

氧化物歧化酶( SOD)是果蔬中具有清除活性氧作用

的保护酶类。真空预冷处理能够使贮藏白蘑菇体内

POD、CAT 和 SOD比对照处理高, 抗氧化酶活性升

高, 或提高抗氧化酶系的活性,菌体通过提高自身抗

氧化酶活性来增强对 ROS的清除能力。
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