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高氧气调包装抑制菜心木质化关键酶
苯丙氨酸酶的研究

罗政，郭媛媛，陈飞平，宫晓波，陈于陇*

（广东省农业科学研究院蚕业与农产品加工研究所，广东广州 510610）

摘 要：探究高氧气调包装对影响鲜切菜心木质化的苯丙氨酸酶（phenylalaninammo－nialyase，PAL）的影响。采用高氧
（氧含量大于 90 %）气调包装对鲜切菜心进行处理，以空气包装鲜切菜心作对照，置于 25 ℃下贮藏，然后检测其木质
素含量、PAL活性，并通过反转录 PCR（reverse transcription-PCR， RT-PCR）技术分析菜心 PAL 基因转录表达差异。鲜
切菜心木质素含量随着贮藏时间增长呈上升趋势， 在贮藏 5 d 后与对照组相比降低；PAL 活性及其基因转录表达均
呈现先下降后升高的趋势，在 3 d 时高氧组要低于对照组，5 d 后差异不大。高氧气调包装能一定程度上抑制 PAL 基
因的转录表达，降低 PAL的活性，减少木质素的含量。
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Study on the Effect of High Oxygen Modified Packaging（HOMP） on Inhibiting the Activity of Key
Enzyme Phenylalaninammo－Nialyase of Cabbage Lignification

LUO Zheng，GUO Yuan-yuan，CHEN Fei-ping，GONG Xiao-bo，CHEN Yu-long*

（Sericultural & Agri-food Research Institute GAAS， Guangzhou 510610，Guangdong，China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ： Explore the effect of high oxygen modified packaging （HOMP） on fresh cut cabbage lignified
Phenylalaninammo-nialyase（PAL）. HOMP （oxygen>90 %）was used to pack the fresh-cut Chinese cabbage
with air packaged as control. The treated cabbage was stored at 25 ℃， then the lignin content and PAL activity
of the cabbage were detected every day during five days of storage， and the transcriptional expression of PAL
gene by reverse transcription-polymerase chain reaction（RT-PCR）was also analyzed in chinese cabbage. The
experimental results showd that， fresh-cut cabbage lignin content increased with storage time， with the HOMP
lower than the control at the end of storage. The activity of PAL and its gene transcriptional expression showed
that a tendency was found to decrease first and then increase. At 3 days， the HOMP was lower than the control，
but there was not much difference at the end of storage. Therefore， the HOMP could inhibit the transcriptional
expression of PAL gene， and reduce the activity of PAL and the lignin content of fresh-cut cabbage.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： high oxygen modified packaging； lignification； phenylalaninammo-nialyase； express the differ－
ences； enzymatic activity
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菜心（Brassica parachinensis）是广东地区主要栽培
的特色蔬菜之一，其营养丰富，质嫩味佳，风味可口[1]。
但是菜心采摘后， 菜心的木质化严重影响菜心品质和
口感。木质素的生物合成需要一系列酶类地催化，其单
体合成由苯丙氨酸开始， 通过氧化和聚合反应将这些
结构单元直接羟化聚合为木质素[2]。而苯丙氨酸解氨酶
（phenylalaninammo-nialyase， PAL）是苯丙烷类代谢途
径的第一步反应的限速酶和关键酶[3-6]，在植物木质素
代谢过程中起着重要作用。当今，国内外针对高氧气调
对蔬菜中酶活的影响的研究逐渐增加。王贵禧等[7]在研
究中发现采用 100 %O2 处理后的冬枣中超氧化物歧化
酶（superoxide dismutase， SOD）和过氧化氢酶（catalase，
CAT）活性要低于采用 70 %O2 处理后的冬枣，说明高
氧可以有效的减缓冬枣货架期的衰老。 郑永华等[8]用
90 %O2 处理枇杷， 可有效抑制多酚氧化酶（polyphenol
oxidase， PPO）活性，降低果肉褐变程度及木质素的生
物合成。 Day[9]也指出高氧能够抑制 PPO的活性。 高氧
气调包装对鲜切菜心木质化 PAL 的研究鲜有报道，研
究大多集中在 PAL在植物抗病反应过程中的作用。 本
试验采用高氧气调包装和空气包装鲜切菜心在 25 ℃
条件下贮藏，研究其木质化程度与调控关键酶 PAL 活
性及其基因转录表达间的关系， 为高氧气调包装处理
抑制菜心木质化提供依据。

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

菜心：广州市天河区粤垦农贸市场。
TRIzol试剂盒、第一链 cDNA合成试剂盒（TaKaRa

PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 逆转录
试剂盒）、2×Taq PCR MasterMix PCR 反应试剂盒、PCR
引物：天根生化科技（北京）有限公司；

氯仿、异丙醇、75 %乙醇、氯化钡（均为分析纯）：
天津市富于精细化工有限公司；DEPC 水：焦碳酸二乙
酯（diethy pyrocarbonate， DEPC）（98 %）；1×TAE 缓冲
液：三羟甲基氨基甲烷（Tris base）、乙酸（acetic acid）；
乙二胺四乙酸（ethylenediaminetetraacetic acid， EDTA）
（≥99.9 % titration）；聚乙烯吡咯烷酮（polyvinyl pyrro-
lidone， PVP） （分子量：55 000 Da）；20 mmol/L L-苯丙
氨酸 BR（99 %）：上海源叶生物科技有限公司；Biowest
琼脂糖：广东环凯微生物科技有限公司；液氮：佛山市
禅城区普雷克丝气体配套设备贸易部；72 %的浓硫酸
（分析纯）： 珠海市化成达化工有限公司；0.1 mol/L pH
8.8硼酸缓冲液（分析纯）：天津市福晨化学试剂厂。
1.2 仪器与设备

S1000 型快速 PCR 仪、164-5050 型核酸电泳仪及

电泳槽、ChemiDocTM XRS 凝胶成像系统：美国 Bio-Rad
公司；MAP-1D400 型盒式气调包装机： 上海炬钢机械
制造有限公司；SHZ-D（Ⅲ） 型 予华牌循环水式真空
泵： 巩义市予华仪器有限公司；UV1800型紫外可见分
光光度计：日本岛津公司；CARY Eclipse 荧光分光光度
计： 美国 VARIAN 公司；Sorvall Stratos 冷冻高速离心
机：美国 ThermoFisher公司；
1.3 试验方法
1.3.1 材料的预处理

将新鲜菜心整理、分级、洗净，甩干表面水分后，
选取新鲜未木质化、长度均匀（约 18 cm）且无机械损
伤的新鲜菜心 400 g 为一袋进行包装，5 组用高氧气调
包装， 其中 O2 浓度固定比例大于 90 %，CO2 浓度低于
1 %，其它 N2 补充。另外 5组空气包装（记作 CK）。包装
袋材质为 PE，每个包装中注入气体总体积约为 200 mL。
试验时样品用液氮研磨成粉末置于-20 ℃贮藏待用。
还有一组作为 0 d对照处理，贮藏于 25℃，以上分别设
置 3个重复，每隔 1 d取样一次，共取样 5次。
1.3.2 ribonucleic acid（RNA）的提取及检测

采用 TRIzol 试剂盒的方法加以改进。 取 0.5 g 用
液氮研磨好的菜心于离心管中，加入 1.0 mL Trizol试剂，
将研磨液充分摇匀，室温静置 10 min后，在 12 000 r/min
4 ℃离心 5 min；去除沉淀后加入 0.2 mL 氯仿，盖紧离
心管，用手剧烈摇荡离心管 15 s；室温静置 15 min，
12 000 r/min，4 ℃离心 15 min；吸取上清液置于一新的
离心管中，加入 0.5 mL 预冷的异丙醇，混匀后于室温
静置 5 min，12 000 r/min，4℃离心 10 min，弃去上清液，
RNA 沉淀用 1 mL 75 %乙醇溶液洗，8 000 r/min 4 ℃离
心 5 min；弃去上清液，加入 DEPC水充分溶解。提取的
RNA浓度及纯度由分光光度计测定其 OD值。
1.3.3 逆转录合成第一 链 complementary deoxyribonu－
cleic acid（cDNA）

参 照 TaKaRa PrimeScriptTM II 1st Strand cDNA
Synthesis Kit 逆转录试剂盒说明书进行。 反应条件为：
65 ℃保温 5 min 后冰上迅速冷却（目的使模板 RNA 变
性，提高反转录效率），之后加入逆转录酶，30 ℃保温
10 min 后再 95 ℃保温 5 min（使酶失活），拿出后在冰
上迅速冷却。
1.3.4 PCR扩增反应

以逆转录得到的 cDNA 为反应模板， 参照 2×Taq
PCR MasterMix PCR 反应试剂盒说明书进行 PCR 扩增
反应。 按下列体系加样：2 μL 模板 cDNA，上游引物
1 μL，下游引物 1 μL，12.5 μL 的 2×MasterMix，最后用
ddH2O补足至 25 μL。 PCR反应循环的设置如下：94℃
3 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；
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72 ℃ 5 min。
1.3.5 PCR反应产物的检测

反应结束后取 1 μL 6×LoadingBuffer 和 5 μL 产物
均匀混合， 加入含 1 μL DNAGreen 的 3.0 %琼脂糖凝
胶中，150 V电泳 45 min。 电泳结果用 Bio-Rad公司的
凝胶成像系统进行紫外成像和光密度扫描分析。
1.3.6 苯丙氨酸解氨酶（PAL）的测定

参考 Koukol等[10]的方法测定并加以改进。 称取 3
g 用液氮研磨过的鲜样， 之后加 pH 8.8，0.05 mol/L 硼
酸缓冲液（内含 5 mmol/L巯基乙醇）7 mL及 PVP 0.4 g，
冰浴研磨，研钵应该提前预冷，将研磨充分的样液在
4 ℃下 12 000 r/min 离心 20 min，取上清液用于酶活性
测定。 反应液系统包括：0.1 mL 酶液，1.9 mL 0.1 mol/L
pH 8.8的硼酸缓冲液和 1 mL 20 mmol/L苯丙氨酸溶液，
反应液在 37℃水浴中保温 1 h后， 立即加入 0.1 mL 1 %
HCl 溶液终止反应，测定保温前后酶液在 290 nm 下的
OD 值，以每小时在 290 nm 处吸值收变化 0.01 所需酶
量为一个酶活力单位。 测定 3次重复。
1.3.7 木质素测定

参考 Kirk，T.K.等[11]方法并加以改进。 称取 5 g 用
液氮磨碎的菜心，移入 100 mL 烧杯中，加入 30 mL 质
量分数为 72 %的浓硫酸，充分搅拌混匀后，在 35 ℃恒
温水浴 1 h，之后用蒸馏水润洗，将洗涤液移入 1 000 mL
烧杯中，将体积定容到 700 mL。 将该稀酸液煮沸 2 h，
这个过程要保持液体体积不变。待其冷却后，用烘干过
的恒重 G4 砂芯漏斗抽吸过滤， 洗涤至洗液与 10 %
BaCl2 溶液反应无白色沉淀为止， 于 80 ℃烘干至恒重
称量，测定 3次重复。

ω/％＝m2-m1

m０
×１００

式中：ω 为木质素含量，%；m0 为样品质量，g，m1

为砂芯漏斗净重，g；m2 为干燥后砂芯漏斗质量，g。
1.3.8 数据处理

每个试验重复 3 次，其结果表示为平均值。 利用
Origin， 9.0 生成图表分析木质素含量及酶活力变化的
趋势。电泳结果采用专业软件 Quantity One V4.5处理。

2 结果与分析
2.1 高氧气调包装对木质素含量的影响

鲜切菜心在 25 ℃下，5 d 内木质素含量的变化规
律如图 1所示。

在植物体中，木质素含量在 15 %~36 %之间，是地
球上仅次于纤维素的大分子有机物[12]，是构成细胞壁

次生结构的主要成分，有硬化细胞壁的作用，但果蔬中
过高的木质素含量会影响其食用品质[13]。陈学红等[14]对
绿芦笋采用了 80 %浓度的高氧包装处理， 贮藏期间
PAL 和过氧化物酶（peroxidase， POD） 活性均受到抑
制，木质素的合成量与空气处理相比显著降低。

本试验中采用氧浓度 90 %以上的高氧处理，由图
1 可知，鲜切菜心木质素含量随贮藏时间逐渐增加，并
且随贮藏期的延长增加速度变缓。 且处理组的木质素
含量均低于对照组，到第 3天时，两种处理下的木质素
含量接近。总体增长速度处理组要低于对照组，说明高
氧气调包装可延缓鲜切菜心木质素含量的增加。
2.2 高氧气调包装对苯丙氨酸解氨酶（PAL）活性的
影响

鲜切菜心在 25 ℃下，5 d 内 PAL 活性的变化规律
如图 2所示。

PAL 是木质素合成途径的第一个酶，其酶活性能
够直接影响植物的木质素合成， 在多种植物中发现在
木质化组织中含有较高的 PAL 活性，而在这些植物的
非木质化组织中不能检测到 PAL 活性[15]。 PAL 酶基因
的转录表达极易受到外界各种刺激因子的诱导[16]。 如，
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图 2 鲜切菜心在 25℃下 PAL活性的变化规律
Fig.2 TheChangeofPALactivity of fresh-cut cabbageunder 25℃

罗政，等：高氧气调包装抑制菜心木质化关键酶苯丙氨酸酶的研究基础研究
29



光、温度、机械伤害、病原微生物侵染、外源植物激素和
气体成分等均对 PAL基因在转录水平有诱导作用[17-20]。

高氧气调抑制酶活的机理主要是通过抑制呼吸
从而降低果蔬木质素合成的相关酶活达到的。 在贮藏
过程中，高氧气调包装的鲜切菜心的 PAL 活要低于对
照组。 Tucker和 Laties[21]认为氧气浓度超过呼吸链末端
氧化酶的饱和浓度时， 其对呼吸有负反馈抑制作用。
Limbo等[22]用高氧气调包装处理马铃薯，发现其贮藏期
间挥发性物质的显著减少，呼吸作用受到抑制。

陈学红等[23]对鲜切莴苣进行高氧处理也得到了同
样的结果，在贮藏一定时间后，呼吸作用会达到高峰同
时 PAL 活也会达到高峰，后持续降低。 贮藏期间对照
组的 PAL活性要低于对照组，因此高氧处理对 PAL 活
有抑制作用。

在 An Jianshen 等 [24]研究采用高浓度臭氧对芦笋
进行处理，发现其 PAL 活性受到明显抑制，而且抑制
作用与臭氧浓度正相关， 这说明高浓度的氧处理对果
蔬产品 PAL活性有抑制作用。
2.3 高氧气调包装对木质素 PAL 在转录水平表达的
影响

鲜切菜心在 25 ℃下，5 d 内 PAL 的 DNA 转录水
平表达如图 3所示。

由图中可得知，每个样品的 PAL 的基因都发生转
录水平的表达。 结果显示，从 0 d到第 2天条带亮度在
逐渐减弱，到了第 3 天条带又变亮，之后又逐渐减弱；
说明 0 d与 3 d的酶基因表达较多，与之前测定的 PAL
活性结果一致，在第 3 天时出现了 PAL 活性高峰。 贮
藏到第 4天时，可以发现，处理组条带的的亮度比对照
的要弱。

试验结果表明，PAL 基因在高氧气调和空气包装
两种不同处理方式下均有表达，前期差异不明显，到后
期空气包装处理后的 PAL 基因的转录表达水平高于
采用高氧气调处理， 高氧气调包装在一定程度上降低
了 PAL基因的转录表达。 孙涵等[25]采用高氧动态气调
处理双孢蘑菇后，发现除了 PAL，高氧气调还能有效抑

制 4-香豆酸-辅酶 A连接酶（4-coumarate： coenzyme A
ligase，4CL）和肉桂醇脱氢酶（cinnamyl alcohol dehydro－
genase，CAD），3种酶活都在贮藏过程中呈现先上升后
下降的趋势，同时其活性与木质素含量呈显著正相关。
而 4CL与 CAD的相关性要大于 PAL。

因此， 在研究木质素合成的苯丙烷代谢途径时，
还要考虑 PAL 以外有很多酶的参和作用，包括：甲基
化酶[包括咖啡酸-3-O-甲基转移酶（caffeic acid-3-O-
methyltransferase， COMT） 和咖啡酰辅酶 A-O-甲基转
移酶（caffeoyl-CoAO-methyltransferase，CCoAOMT）]，羟
基化酶[香豆酸-3羟-基化酶（coumarate 3-hydroxylase，
C3H 和阿魏酸-5-羟基化酶， Ferulate-5-hydroxylase，
F5H）]，连接酶（4CL），还原酶[肉桂酰辅酶 A 还原酶，
（cinnamoyl-coA reductase， CCR）和 CAD]以及聚合酶，
Ran 等[26]在对甘蓝型黄黑籽油菜种皮发育过程木质素
含量变化研究中发现，4CL、F5H和 CAD酶活力与木质
素的含量在前期呈显著或极显著关系。所以，通过研究
高氧气调包装对其他关键酶活性的抑制作用， 能更有
效的提高保鲜效果，减少蔬菜木质化。

3 结论
采后果蔬硬度增加主要是由于组织纤维化，甚至

逐步产生木质素的积累，导致组织发生木质化，木质化
后的叶菜细胞壁变厚，皮质变韧，口感也会严重下降。

本试验中，鲜切菜心在高氧包装下，其木质素增
长速度随贮藏期的延长增加速度变缓，但普通包装下，
鲜切菜心木质素合成速度在 3 d 后会再次加快； 同时
PAL 活性及转录水平表达均在 3 d 时达到高峰， 后持
续降低， 其中 3 d后空气包装处理的 PAL 基因的转录
表达水平高于高氧气调处理；因此认为抑制 PAL 的活
性及其基因的转录表达与鲜切菜心木质素的合成速度
变缓是相关的。 结合前人的研究，朱海英等[27]研究丝瓜
发育过程的木质素的积累趋势， 发现 PAL 和 CAD 的
活性高峰出现在木质素大量合成之前。 吴晓丽等[28]研
究发现竹笋在贮藏过程中木质素含量增加与 PAL、
POD 活性呈正相关，说明竹笋的采后老化和木质化是
PAL 、POD活性增高引起的。吴锦程等[29]研究得出枇杷
果实的木质素合成与 PAL 活性之间具有较高的相关
性，PAL 活性差异是导致不同成熟度冷藏枇杷果实产
生不同程度木质化的主要因素。

本试验采用高氧包装处理，通过抑制鲜切菜心的
呼吸作用， 进而抑制了鲜切菜心在贮藏过程中的 PAL
基因的转录表达及其活性。 结合前人研究，周涛等[30]经
研究通过气调包装抑制了轻加工茭白中 PAL 和 POD

图 3 鲜切菜心在 25℃下 PAL基因的表达差异
Fig.3 The difference of PAL enzyme gene expression of fresh-cut

cabbage under 25℃
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酶的活性，进而抑制了其木质素的合成，延缓了茭白的
老化速率。 李伟丽等[31]利用 80 %高氧处理雪莲果，吴
绪敏等[32]利用高氧气调包装鲜切洋葱，均能有效抑制
相关酶活性。

本试验结果认为，高氧气调包装可以在一定程度
上抑制鲜切菜心 PAL 基因的转录表达及其活性，从而
降低其木质素含量，减缓鲜切菜心木质化进程，从而延
长其货架期。
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