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热空气处理对杨梅果实采后活性氧代谢和

热激蛋白合成的影响

汪开拓 1,2，郑永华 1,*
(1.南京农业大学食品科技学院，江苏 南京      210095；2.重庆三峡学院生物系，重庆      404100)

摘   要：研究热空气处理对杨梅果实采后活性氧代谢以及热激蛋白合成的影响。以 48℃热空气处理杨梅果实 3h，
随后于(1 ± 1)℃贮藏 12d，并每隔 3d 测定果实腐烂率，膜脂氧化指标脂氧合酶(LOX)活性，活性氧代谢相关酶超

氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和抗坏血酸过氧化物酶(APX)活性以及超氧阴离子自由基(O2－·)和羟自由基

(·OH)生成量，并同时检测热激蛋白(HSP)合成水平。结果表明，热处理可显著延缓果实贮藏期间 SOD、CAT 和

APX 活性的下降，诱导 HSP 的合成，从而抑制 O2－·和·OH 的积累和 LOX 活性的上升，减轻了过量活性氧自

由基对细胞膜的损害。热空气处理延缓杨梅果实采后衰老并减少腐烂的机制与其平衡活性氧代谢和诱导热激蛋白的

合成密切相关。
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Abstract ：The effects of hot air treatment on active oxygen metabolism and heat-shock protein (HSP) biosynthesis in harvested

Chinese bayberry were investigated in this study. The fruit were pretreated with hot air at 48 ℃ for 3 h, then stored at (1 ± 1) ℃

for 12 d. Decay incidence, the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) and

lipoxygenases (LOX), and the production of superoxide anion and hydroxyl radicals as well as HSP level were determined at 2-

day intervals during storage. Hot air treatment significantly delayed the decrease in the activities of SOD, CAT and APX and

induced HSP biosynthesis, resulting in inhibition of the accumulation of superoxide anion and hydroxyl radicals and the increase

in LOX activity and alleviation of the oxidative damage to plasma membrane. These results suggest that the mechanism of

delaying fruit senescence and inhibiting fruit decay by hot air treatment may be closely associated with maintenance of the

balance between active oxygen metabolism and the induction of HSP biosynthesis.

Key words：Chinese bayberry；hot air；active oxygen；heat-shock protein；senescence；decay
中图分类号：TS255.3                                    文献标识码：A                             文章编号：1002-6630(2011)08-0291-05

收稿日期：2011-01-16
基金项目：国家自然科学基金项目(31071616)
作者简介：汪开拓(1983 —)，男，讲师，博士，研究方向为农产品贮藏与加工。E-mail：2007208016@njau.edu.cn
* 通信作者：郑永华(1963 —)，男，教授，博士，研究方向为果蔬贮运技术。E-mail：zhengyh@njau.edu.cn

杨梅(Mycira rubra Sieb. et Zucc.)为我国特色水果，

果实柔软多汁，酸甜可口且富含多种抗氧化物质，故

深受广大消费者喜爱。但杨梅果实含水量高、组织娇

嫩且无外果皮包裹，同时成熟与采收期也恰逢江南初夏

的高温多雨季节，果实生理代谢极为旺盛，采后迅速

衰老腐烂[1]。活性氧衰老理论是近年来被广泛接受的衰

老理论之一：正常植物体内活性氧产生与消除处于平衡

状态，但逆境环境会破坏植物体活性氧代谢的平衡，使

其细胞内积累过度的活性氧自由基，从而导致细胞膜脂

过氧化和膜透性上升并攻击细胞器从而加速植物体的衰

老[2]。所以，抑制杨梅果实采后活性氧自由基的过度累

积能有效的延缓其采后衰老进程，抑制腐烂的发生。贮



前热处理作为一种绿色环保的果蔬保鲜技术，能有效抑

制多种果蔬采后活性氧的过度积累和膜脂过氧化。例

如，热处理可以平衡葡萄细胞内的活性氧代谢，从而

降低了冷藏期间膜脂过氧化程度[3]；热处理同样能够显

著提高枇杷过氧化氢酶(catalase，CAT)和超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase，SOD)活性，从而减少活性氧

自由基的过度积累，抑制细胞膜相对电导率的上升[4 ]；

45℃、3h 热空气处理则显著诱导了草莓果实内抗坏血酸

过氧化物酶(ascorbate peroxidase，APX)和过氧化物酶

(peroxidase，POD)活性的上升，从而清除了过量的 H2O2

与 O 2－·，抑制了氧化伤害和腐烂的发生 [ 5 ]。前期研究

发现[6]，48℃、3h 热空气处理可以有效抑制杨梅果实采

后腐烂的发生，但有关热空气处理对杨梅采后活性氧代

谢的影响尚未见报道。因此，本研究以 4 8℃的热空气

处理杨梅果实 3h，分析其对果实采后活性氧代谢相关酶

活性以及果实衰老和腐烂的影响，以期从活性氧衰老理

论的角度探讨热空气延缓果实衰老和减少腐烂的机制，

为热空气处理在杨梅保鲜的应用提供理论依据。此外，

最近研究也发现，植物热激蛋白具有分子伴侣(molecular
chaperone)功能[7]，其在平衡活性氧代谢的过程中也起着

重要作用[3]。本实验同时分析该热空气处理对杨梅果实

热激蛋白合成的影响，以期从热激蛋白作为分子伴侣的

角度阐释热处理平衡活性氧代谢的机理。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

供试材料为八分熟的“乌种”杨梅果实( M y c i r a
rubra Sieb. et Zucc. Cv. Wumei)，采摘于江苏省苏州市西

山镇，采收后 4 h 内运回实验室，去除未成熟，病虫

害和机械损伤的果实，挑选大小和颜色基本一致的果

实，摊开自然风预冷。

核黄素、甲硫氨酸、β- 巯基乙醇、5 - 溴 - 4 - 氯 -
3- 吲哚基 - 磷酸盐(BCIP)    国药集团化学试剂有限公司；

氮蓝四唑(NBT)    南京基天生物技术有限公司；α- 萘胺

上海泗联化工厂；G-250 考马斯亮蓝    上海化学试剂公

司；双丙烯酰胺、二甲基亚枫    南京赛吉科技有限公

司；小麦 HSP70 多克隆抗体、碱磷酶标记的山羊抗兔

IgG    美国 Sigma 公司；盐酸羟胺、交联聚乙烯吡咯烷

酮(PVPP)、乙二胺四乙酸(EDTA)、三氯乙酸(TCA)、硫

代巴比妥酸( T B A )、抗坏血酸、对氨基苯磺酸、三羟

甲基氨基甲烷( T r i s )、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、醋

酸、醋酸钠、盐酸、丙酮 ( 均为国产分析纯 ) 。
GL-20G-H 型冷冻离心机    上海安亭科学仪器厂；

硝酸纤维膜(NC 膜)    美国 Invitrogen 公司；UV-1600 型

分光光度计    上海美谱达仪器有限公司；DYCZ-24DN
垂直板电泳仪、DYCP-40C 转印仪    北京市六一仪器

厂；TY-80S 脱色摇床    南大南达生物技术开发公司；

凝胶成像分析系统    美国伯乐公司。

1.2 材料处理

在前期实验中，将杨梅果实分别在 36～60℃热空气

中处理 1~3h。处理结束后，将果实通风冷却 1h 后用聚

乙烯塑料盒(20cm × 12cm × 8cm)分装，于(1 ± 1)℃贮藏

12d 后测定果实腐烂率。结果发现 48℃、3h 热空气处

理对杨梅果实采后腐烂的抑制效果最佳[6]。因此以此作

为热处理条件。将挑选出的果实随机分为 2 组，处理组

用 48℃热空气处理 3h，对照组在 20℃密闭放置 3h，各

处理组 2 0 0 个果实左右，重复 3 次。处理结束后，将

果实通风冷却 1h 后用塑料盒分装，在(1 ± 1)℃、相对

湿度 90%～95% 贮藏 12d。分别在果实处理前(0d)和处理

后贮藏期间每隔 3d 取样进行分析测定。

1.3 指标测定

1.3.1 腐烂率

杨梅果实表面出现霉菌性病斑即记为烂果。

腐烂率 /% =(烂果数 / 总果数)× 100

1.3.2 酶活性和蛋白质含量测定

称取 10g 果肉，加入 50mL 内含 1.33mmol/L  EDTA
和 1g/L  PVPP 的 50mmol/L 磷酸缓冲液(pH7.8)冰浴匀浆，

随后以 10000 × g 冷冻离心 20min，取上清液用于测定超

氧化物歧化酶、过氧化氢酶、抗坏血酸过氧化物酶和

脂氧合酶活性和蛋白质含量。蛋白质含量按考马斯亮蓝

法测定 [ 8 ]。

SOD 活性测定：参考 B e a u c h a m p 等 [ 9 ]的方法进

行，以抑制 N B T 光还原 5 0 % 为 1 个酶活力单位，结

果以 U/mg 表示；CAT 活性测定：参考 Cakmak[10]方法

进行，以反应液每分钟在 240nm 处吸光度(A)变化 0.001
为 1 个酶活力单位，结果以 U/mg 表示；APX 活性测定：

参照 Nakano 等[11]方法进行，以每分钟反应液在 290nm
处吸光度(A)变化 0.001 为 1 个酶活力单位，结果以 U/mg
表示；LOX 活性测定：参考 Todd[12]方法，以反应液每

分钟在 234nm 处吸光度(A)变化 0.001 为 1 个酶活力单位，

结果以 U/mg 表示。

1.3.3 超氧阴离子自由基(O 2－·)和羟自由基(·OH )生
成量测定

称取 5g果肉用 10mL体积分数 0.2%甲酸的冷丙酮匀

浆，随后以 12000 × g 冷冻离心 15min，收集上清液。

沉淀再用 10mL 预冷的丙酮提取 2 次，再以 12000 × g 冷

冻离心 10min。合并上清液，定容至 25mL 用于 O 2－·

和·O H 生成量测定。

O 2－·生成量测定：参考苏新国 [ 1 3 ]方法，结果以

nmol/(g·min)表示；·OH 生成量测定：参照Halliwell[14]

的脱氧核糖法，结果以 nmol / (g·min)表示。
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1.3.4 热激蛋白(heat-shock protein，HSP)的 Western-
blot 分析

2g果肉用 10mL内含 15mmol/L β- 巯基乙醇的 100g/L
TCA 溶液冰浴匀浆，随后以 10000 × g 冷冻离心 30min。
离心后的沉淀物用冰丙酮洗涤两次后过夜，再以 12000 × g
冷冻离心 30min。沉淀物经冷冻干燥后再溶解于 5mL 预

冷过的电泳缓冲液[100mmol/L Tris-HCl(pH8.7)，5mmol/L抗

坏血酸，2mmol/L EDTA，1mmol/L 二甲基亚枫和 1mmol/L
PVPP]。上述蛋白提取液以 15000 × g 冷冻离心 30min 去

除细胞碎片，上清液用作电泳分析。

S D S - P A G E ( S D S - 聚丙烯酰胺凝胶电泳)：参照

Laemmli[15]的方法进行。分离聚丙烯酰胺胶质量浓度为

12g/100mL，浓缩胶质量浓度为 4g/100mL。每个电泳道

中蛋白上样量为 40μg，在 100～120V 的电压条件下进

行电泳。参照 Zhang 等[16]的方法进行 Western-blot 实验，

蛋白经过电泳分离后，切去浓缩胶，将分离胶上的多

肽在 30V 恒定电压下转移至 0.45μm NC 膜上。随后，将

NC 膜转移至一抗(小麦 HSP70 多克隆抗体)缓冲液中，在

20r/min 摇床中摇晃过夜。接着再将 NC 膜转移至碱性磷

酸酶欧联的第 2 抗体(碱磷酶标记的山羊抗兔 IgG)缓冲液

中摇晃过夜。用 NBT 和 BCIP 的混合溶液对 NC 膜上的

蛋白谱带进行显色操作，用 IMAGEQUANT 软件进行蛋

白免疫信号强度的定量分析。

1.4 数据分析

所有指标测定均重复 3 次。运用 SPSS 12.0 软件进

行数据处理分析，用邓肯氏多重比较法进行差异显著性

检验，P ＜ 0.05 为差异显著，P ＜ 0.01 为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 热空气处理对杨梅果实采后腐烂的影响

腐烂率是杨梅果实最重要的品质指标。如图 1 所

示，随着贮藏时间延长，杨梅果实的腐烂率呈不断上

升的变化趋势，对照果实在 1℃贮藏 12d 后腐烂指数达

到 57.8%，基本失去商品性。而热空气处理可显著(P ＜

0.05)抑制杨梅果实在贮藏期间腐烂率的上升；1℃贮藏

12d 后，经热空气处理的果实，其腐烂率仅为 15.6%，

极显著(P ＜ 0.01)低于对照果实。

2.2 热空气处理对杨梅果实 SOD、CAT、APX 和 LOX
活性的影响

SOD、CAT 和 APX 是植物组织中清除过量活性氧

自由基的关键酶类；LOX 是细胞膜脂氧化的关键酶，其

活性的大小直接反映植物体的衰老程度。如图 2 所示，

在 1℃贮藏期间，杨梅果实 SOD、CAT 和 APX 活性呈

缓慢下降趋势，而 LOX 活性却随着贮藏时间的延长而逐

渐升高。热空气处理显著(P ＜ 0.05)延缓果实 SOD、CAT
和 APX 活性的下降，使其活性在整个贮藏期间均显著(P ＜

图 1 热空气处理对杨梅果实腐烂率的影响

Fig.1   Effect of hot air treatment on decay incidence in Chinese
bayberry
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图 2 热空气处理对杨梅果实 SOD(A)、CAT(B)、APX(C)和
LOX(D)活性的影响

Fig.2   Effect of hot air treatment on the activities of SOD (A), CAT (B),
APX (C) and LOX (D) in Chinese bayberry
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0 .05 )高于对照果实。另一方面，热空气处理明显抑制

果实 LOX 活性的升高，在贮藏期间热处理果实的 LOX
显著(P ＜ 0.05)低于对照果实。

2.3 热空气处理对杨梅果实超氧阴离子自由基和羟自由

基生成量的影响

超氧阴离子自由基和羟自由基是植物体中最典型的

两种活性氧自由基。如图 3 所示，对照果实的超氧阴离

子自由基和羟自由基生成量在贮藏期间迅速增加。热空

气处理可显著(P ＜ 0.05)抑制超氧阴离子自由基和羟自由

基的产生，从而减少活性氧自由基的过度积累。

2.4 热空气处理对杨梅果实热激蛋白合成的影响

应用多克隆 HSP70 抗体对杨梅果实在 1℃贮藏期间

的热激蛋白进行 Western-blot 分析。结果表明：热处理

果实在贮藏期间，其果肉细胞中 HSP70 免疫检测信号强

度明显高于对照果实，这说明热空气处理能够有效诱导

杨梅果实中热激蛋白的合成(图 4)。

3 讨论与结论

果实采后衰老与组织内活性氧代谢的失调密切相

关。SOD、CAT 和 APX 是植物体内酶促活性氧清除系

统的主要酶类，SOD 特异性的将 O2
－·歧化成 H2O2，而

CAT 和 APX 能将 H2O2 或·OH 降解为无毒的 H2O，3
种酶相互协调作用从而有效抑制了活性氧的过度积累和

膜脂过氧化。热空气处理可诱导枇杷[4]和草莓[5]果实中

CAT、SOD 和 APX 活性的上升从而减轻了活性氧自由

基过度积累，抑制细胞膜相对电导率和膜脂过氧化产物

丙二醛(malondialdehyde，MDA)含量的上升，延缓了

果实衰老进程。在本实验中， 48℃、3h 热空气处理同

样能够有效抑制杨梅果实在贮藏期间 SOD、CAT 和 APX
活性的下降以及膜脂氧化指标 LOX 活性的上升，同时热

处理果实的腐烂率也显著的的低于对照果实，这说明热

空气处理能够通过维持杨梅果实活性氧代谢平衡来延缓

果实衰老，从而间接提高了果实抗病性。

一般认为热激蛋白是一类在生物体受到高温胁迫时

才大量表达的低分子质量蛋白质。近年来研究表明，诸

多生物(如病害)与非生物(如缺水，低温、高盐浓度、

厌氧、重金属离子、营养匮乏等)等因素均可诱导 HSP
的产生[17 ]。大部分 HSP 都具有分子伴侣功能，主要参

与生物体内新生肽的运输、折叠、组装、定位以及变

性蛋白的复性和降解[7]。而且，在逆境下产生的 HSP 可

能赋予植物交叉抗性(cross-tolerance)，即一种逆境条件

诱导的 HSP 可增加植物体对另一种逆境的抗性[18]。贮

前适当的热处理能诱导一些果蔬如葡萄[3]、香蕉[19]和菠

菜[20]中分子质量为 17kD 和 70kD 的 HSP 合成，同时果蔬

采后活性氧积累、衰老和腐烂明显也得到了抑制，这

说明经热胁迫产生的 HSP 具有平衡活性氧代谢、延缓采

后衰老和腐烂的交叉作用。本实验在杨梅果实上得到了

类似结果：48℃的热空气处理杨梅果实可促进 HSP70 的

合成并在随后贮藏中维持了较高水平，同时果实活性氧

代谢相关酶的活性也明显上升，这说明诱导的 HSP 可能

参与了这些抗逆酶的合成，从而延缓果实衰老并提高抗

病性，抑制采后病害的发生。
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