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摘要  [ 目的] 为鸡腿菇的保鲜提供理论依据。[ 方法] 从新鲜鸡腿菇中提取多酚氧化酶( PPO) 的粗酶液,研究pH值和温度对鸡腿菇PPO
活性的影响 ,分析其热稳定性,并探讨亚硫酸氢钠、抗坏血酸和柠檬酸3 种抑制剂对鸡腿菇PPO 活性的抑制作用。[ 结果] 在强酸性和强
碱性环境中 ,PPO 都会失去活性。PPO 酶活性随保温时间的延长呈降低趋势 ,说明PPO 是一种热敏感性酶。3 种抑制剂对鸡腿菇PPO 活
性均有抑制作用 ,其中NaHSO3 的抑制作用最强 ,抗坏血酸和柠檬酸次之。[ 结论] 在鸡腿菇的加工过程中,添加 NaHSO3 能有效降低PPO
活性和防止褐变的发生。
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Abstract  [ Objective] The ai mof the research was to provi de the theoretical basis for the fresh- keepi ng of Coprinus comatus . [ Method] The crude en-
zyme liquid of polyphenoloxidase ( PPO) was extracted fromfresh C . comat us to study the effects of pH and temperature on PPOactivity in C . comatus
and analyze its thermal stability And the i nhibitions of 3 kinds of inhibitors (sodiumsulfite , ascorbic acid and citric acid) on PPOactivityi n C. comatus
were discussed . [ Result] In strong acidic and strong alkaline circumstances , PPOlost its activity . The enzyme activity of PPOshowed a decreasing trend
with the prolonging of heat-preservationti me , which indicated that PPOwas a kind of thermal-suscepti ble enzyme . Three kinds of inhibitors all had inhi-
tion onthe activity of PPOfrom C . co matus . Among them, the inhibition of NaHSO3 was strongest , followed by ascorbic acid and citric acid . [ Conclu-
sion] Inthe processing course of C . co matus , addi ng NaHSO3 could effectively decrease PPOactivity and prevent the occurrence of browning .
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  鸡腿菇学名为毛头鬼伞( Copri nus comat us) , 因其形如腿、

味似鸡丝而得名, 是近年来人工开发生产的一种具有商业潜

力的珍稀食用菌新品[ 1] 。随着食用价值和药用价值的不断

研究与开发,鸡腿菇将会越来越受到人们的青睐。鸡腿菇的

子实体生长很快, 原基形成后3～5 d 即达生理成熟, 成熟后

的子实体保鲜期很短,采收3 d 内就会开伞、自溶、菌褶褐变 ,

商品价值下降, 失去食用价值。

多酚氧化酶是蘑菇和其他作物酶促褐变的主要酶类, 引

起产品变黑甚至败坏, 导致品质下降, 多酚氧化酶与多酚类

物质接触, 催化多酚类物质氧化成醌, 而醌又进一步聚合成

黑色素, 严重影响了制品的营养价值、风味以及 外观品

质[ 2 - 4] 。因此 ,笔者对鸡腿菇中的多酚氧化酶进行研究, 旨

在为鸡腿菇的保鲜防褐变提供理论依据。

1  材料与方法

1 .1 材料与试剂

1 .1 .1 材料。新鲜鸡腿菇,市售。

1 .1 .2 试剂。邻苯二酚、亚硫酸氢钠、抗坏血酸、柠檬酸、磷

酸等均为分析纯。

1 .1 .3 仪器。723 型可见光分光光度仪( 上海光谱仪器有限

公司) ;A-88 型组织捣碎机, 研钵 ,XMTB 型数显温控仪( 天津

市中换实验电炉有限公司) ;800 型低速离心机( 常州市国华

仪器厂) ;SHB-III 型循环水式多用真空泵, 布氏漏斗 ,JA2003

电子天平 ( 上海良平仪器仪表有限公司) 。

1 .2 方法

1 .2 .1 粗酶液的制备。参照文献[ 5] 的方法并略为改进。取

样100 g ,将其转入组织捣碎匀浆机中。加入150 ml pH 值为

6 .0 ,0 .05 mol/ L 的磷酸缓冲溶液, 匀浆20 min , 冰浴浸提20

min , 抽滤,即为多酚氧化酶( PPO) 的粗酶液。

1 .2 .2 PPO 活性的测定。向1 c m 比色皿中加入1 .5 ml pH

值为6 .0 的磷酸缓冲溶液,0 .5 ml 0 .5 mol/ L 的邻苯二酚溶

液,0 .5 ml PPO 酶液,混匀后于420 nm处比色, 加酶液同时开

始计时 ,每隔1 min 记录1 次吸光度, 连续记录3 次。为保证

试验的精确性重复上述试验3 次, 将得到的数据进行分析取

平均数。记录3 min 内 OD420随时间的变化, 以最初直线的斜

率( △OD/ t) 计算酶活力,活力单位为U。

1 .2 .3 酶活性与pH 值关系。取pH 值为3 .0～8 .0 一系列磷

酸缓冲液1 .5 ml 加入0 .5 mol/ L 邻苯二酚0 .5 ml , 加入酶液

0 .5 ml ,在420 nm下测定反应产物吸光度。

1 .2 .4 温度对 PPO 的影响。将加有1 .5 ml ,pH 值为6 .0 磷

酸缓冲液、0 .5 ml 酶液 ,取0 .5 ml ,0 .5 mol/ L 邻苯二酚的混合

液置于水浴中, 分别加热至20、30、40、50、60、70、80、90、95 ℃

后立即冷却测定其锡光度。

1 .2 .5 PPO 热稳定性的研究。将加有1 .5 ml ,pH 值为6 .0 磷

酸缓冲液、0 .5 ml 酶液,0 .5 ml ,0 .5 mol/ L 邻苯二酚的混合液

置于水浴中,加热条件为在20、30、40、50、60、70、80、90、95 ℃

下测定3、5、10、20、25 min。取出样液后立即冷却, 倒入比色

皿中立即测定其吸光度。

1 .2 .6  抑制剂对鸡腿菇中PPO 活性的影响。以0 .5 mol/ L

的邻苯二酚为底物,pH 值为6 .0 的磷酸盐作为缓冲溶液, 在

温度25 ℃条件下, 以下列物质作为抑制剂:Vc( 0～5 g/ L) ,

NaHSO3( 0～5 g/ L) ,柠檬酸( 0～50 g/ L) 。在420 nm 处进行比

色, 测定PPO 的活性。

2  结果与分析

2 .1 PPO 反应进程曲线  由图1 可知 ,PPO 能够快速催化

氧化邻苯二酚,反应现象十分明显 ,在3 min 内, 反应产物与

反应时间呈良好的线性关系, 因此选择以3 min 之内为基准 ,

即以3 min 的反应产物量来表示酶的活力。
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图1 PPO反应曲线

Fig .1 The reactioncurve of PPO

2 .2  酶活力与pH 值关系  由于PPO 为含铜蛋白酶, 其作

用机制在于铜的氧化还原作用。由图2 可知, 在强酸性环境

下酶中的铜会解离出来,酶失去活性。在强碱性环境中酶蛋

白质与铜解离成为不溶性氢氧化铜,多酚氧化酶变性失活。

图2 酶活力和pH值的关系

Fig .2 Relationship between PPOactivity and pH

2 .3  温度对PPO 的影响 图3 表明, 鸡腿菇最合适的酶解

温度为30 ℃,来源不同PPO 的最合适酶解温度虽然基本上

是相同的 , 但温度对其的影响却有很大差异。在沸水浴中

PPO 的活力变化很快, 加热至95 ℃时, 鸡腿菇酶活力下降到

最低点 ,已经基本失活。

图3 温度对PPO的影响

Fig .3 Effects of temperature on PPOactivity

2 .4 PPO 的热稳定性的研究  由图4 可知, 在热水浴中PPO

的活力变化很快, 随着保温时间持续, 酶活性呈现降低的趋

势, 表明其是一种热敏感性酶。

2 .5  抗坏血酸对鸡腿菇中PPO 活性的影响  由图5 可知 ,

抗坏血酸能抑制鸡腿菇中PPO 的活性,随抗坏血酸浓度的升

高,酶活性逐渐降低。这表明提高抗坏血酸的浓度能有效地

抑制PPO 的活性。抗坏血酸能抑制 PPO 活力可能是其将

Cu2 + 还原成Cu + , 同时抗坏血酸的存在能抑制醌类物质之间

相互作用而形成高分子聚合物和醌类物质与氨基酸或蛋白

质形成大分子复合物的反应, 从而抑制了醌进一步聚合成黑

色素[ 6] 。

图4 PPO的热稳定性

Fig .4 Thether mal stability of PPO

图5 抗坏血酸对PPO活性的影响

Fig .5 Effects of ascorbic acid on PPOactivity

2 .6 NaHSO3 对鸡腿菇中的PPO 活性的影响  由图6 可以

看出,随着NaHSO3 浓度增加,酶活力不断减小,当NaHSO3 浓度

达到1 g/ L 时,就可对酶活力产生显著影响。浓度再增加时,

酶活力的变化趋势不明显。亚硫酸氢钠是防止果蔬酶促褐变

的常用物质,主要通过不可逆地与醌生成无色的加成产物抑制

褐变,与此同时降低了PPO 作用于一元酚和二羟基酚的活力。

同时亚硫酸氢钠还有漂白和抑制微生物生长的作用[6] 。

图6 NaHSO3 对PPO活性的影响

Fig .6 Effects of NaHSO3on PPO activity

2 .7  柠檬酸对鸡腿菇中的 PPO 活性影响  由图7 可以看

出, 随着柠檬酸质量浓度的增加 ,酶活力不断减小, 当柠檬酸

浓度达到50 g/ L 时, 就可使酶活力下降至最低点。柠檬酸在

低浓度时对酶活力有一定的促进作用, 在高浓度时才有一定

的 抗褐变效果。原因可能是低浓度的柠檬酸对体系pH影

( 下转第5435 页)
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表5 混播草种的土壤抗蚀性能

Table 5 Corrosionresistance perfor mance of mixed sowing grass species

组合
Combination

腐殖质
厚度

Humus
depth
cm

采土体积
Soil

volume
cm3

土中根
系鲜种

Fresh weight
of root in
soil ∥g

土中根
系干重

Dry weight
of root in
soil ∥g

完全崩解所
需要的时间

Ti me required for
complete disinteg-

ration∥h
① 0 .6 100 0 .55 0 .28 b 947 a

② 0 .4 100 0 .24 0 .21 b 794 c

③ 0 .7 100 0 .67 0 .34 a 991 a

④ 0 .4 100 0 .28 0 .15 c 813 b

 注 :小写字母表示差异显著性达0 .05 水平。

 Note :Different lowercase stand for significant difference at 0 .05 level .

根系的抗侵蚀作用。坡面植被层形成了抵抗降雨的缓冲区 ,

可通过分流作用降低坡面侵蚀。植物茎叶的网络桥接延迟

了雨水在植被层的下渗[ 11] 。草本植物作为护坡植被的先锋

群落,其地上凋落的枝和贴近地表的叶构成了地表覆盖层 ,

能有效减小雨滴对地面的冲击 , 增加地面粗糙率, 减小地表

径流流速 ,延长地表水入渗土壤时间, 大大降低土壤侵蚀量。

在单播试验中,黑麦草、高羊茅的盖度较大 ,0～40 c m 根系生

物量显著大于盖度最低的三叶草和狗牙根, 且差异主要体现

在0～20 c m土层, 其土壤崩解时间也较三叶草和狗牙根短。

这与龙忠富等在喀斯特地区的研究报道相似, 土壤抗蚀性与

其结构、有机质、根系多少和分布有关。草被植物根系量大

而密集, 土壤的抗蚀性能强。黑麦草播种3 个月后盖度达

90 %以上,5 个月后盖度达100 % , 且根系主要分布在0～30c m

土层内;1 年生黑麦草、多年生黑麦草茎叶吸水率分别为31 %

和30 % ; 百喜草草被土壤的渗透能力是裸地的2 .1 倍[ 12] 。在

混播试验中 ,出苗时间较单播推迟, 但根系生物量明显高于

各草种单播。组合③的覆盖度、根系生物量、土壤完全崩解

所需要的时间均优于组合②, 可能一方面与狗牙根越冬困难

有关,另一方面因混播草种兼容性较强 , 在空间资源的合理

利用与分配上优势明显。张光辉等研究认为, 植被保土作用

与其有效覆盖度呈正相关,而土壤侵蚀量随地被覆盖度增大

呈指数下降趋势。当地被覆盖度达70 % 以上时可明显防止

土壤侵蚀, 低于35 % 时侵蚀作用剧烈[ 13] 。此外, 植被覆盖层

腐烂后不仅能增加腐殖质层厚度, 而且可提高土壤的有机质

含量,改善土壤的理化性质[ 14] 。而该研究混播试验中组合③

对覆盖层腐殖质的贡献最大。有学者在黄土高原裸露坡面

的生态恢复研究中指出 ,再生能力强、须根庞大、能快速形成

密集的地上和地下根系的岌岌草能有效防止地表径流和土

壤冲刷, 在当地发挥了重要的生态安全作用[ 15] 。
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响有限, 且较少的用量不能络合足够的铜辅基。而高浓度

的柠檬酸可使体系pH 降低 , 使之远离最适pH 值而降低活

性, 同时还可络合铜辅基而达到抑制PPO 活性。因此单独

使用柠檬酸并不理想 , 有人认为柠檬酸与亚硫酸氢钠同时

使用能大大增强抑制褐变的效果。

图7  柠檬酸对PPO活性影响

Fig .7 Effects of citric acid on PPO

3  结论

以邻苯二酚为底物时, 鸡腿菇中PPO 作用生成产物的

吸收波长为420 nm, 其中的 PPO 对温度有一定的耐受力。

95 ℃ 5 min 后,PPO 基本失活; 亚硫酸氢钠的抑制作用最明

显, 少量的亚硫酸氢钠就可有效地抑制PPO 活性 , 能有效防

止鸡腿菇的褐变。在试验条件下,5 g/ L 的亚硫酸氢钠几乎

可以完全抑制PPO。
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