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壳聚糖复合磷酸钠处理对苹果青霉病的影响及
部分机理

李伊涵，李灿婴，蒋超男，李志强，葛永红*

（渤海大学食品科学与工程学院，生鲜农产品贮藏加工及安全控制技术国家地方联合工程研究中心，
辽宁锦州 121013）

摘 要：以“金冠”苹果为试材，研究不同浓度壳聚糖复合 0.5 mg/mL 磷酸钠浸泡处理对损伤接种扩展青霉（Penicilli－
um expansum）果实病斑扩展的影响，研究最佳复合处理对果实抗氧化酶活性及苯丙烷途径关键酶活性和产物积累的
影响。结果表明，1.0%壳聚糖复合磷酸钠处理对果实青霉病的控制效果最佳，处理显著降低病斑直径，激活过氧化物
酶和苯丙氨酸解氨酶活性，促进果实总酚、类黄酮及木质素的积累。此外，复合处理可提高果实过氧化氢含量、过氧化
氢酶、抗坏血酸过氧化物酶和谷胱甘肽还原酶活性。由此表明，壳聚糖复合磷酸钠处理抑制苹果果实青霉病的发生与
提高抗氧化能力和激活苯丙烷代谢途径密切相关。
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Effects of the Combination of Chitosan and Trisodium Phosphate on the Development of Blue Mold in Apple
Fruits and the Partial Mechanism Underlying These Effects

LI Yi-han， LI Can-ying， JIANG Chao-nan， LI Zhi-qiang， GE Yong-hong*

（College of Food Science and Engineering， Bohai University， National & Local Joint Engineering Research
Center of Storage， Processing and Safety Control Technology for Fresh Agricultural and Aquatic Products，

Jinzhou 121013， Liaoning， China）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：The effects of different concentrations of chitosan combined with 0.5 mg/mL trisodium phosphate at
ambient temperatures on the development of lesions in apples （cv. Golden Delicious） inoculated with
Penicillium expansum was investigated. The effects of an optimal combination of chitosan and trisodium
phosphate on the activity of antioxidant enzymes， as well as other enzymes， and on the accumulation of
metabolites in the phenylpropanoid pathway were also studied. The results indicated that 1.0% chitosan
combined with 0.5 mg/mL trisodium phosphate was the most effective treatment for the inhibition of the growth of
blue mold in apples. Importantly， the combination of chitosan and trisodium phosphate significantly reduced the
lesion diameter in the inoculated fruits and increased the contents of total phenolic compounds， flavonoids， and
lignin， and the activities of peroxidase and phenylalanine ammonia -lyase in apples. Furthermore， this
combination increased the H2O2 contents， and the catalase， ascorbate peroxidase， and glutathione reductase
activities in apples. Collectively， these findings suggested that the combination of chitosan and trisodium
phosphate inhibits the formation of blue mold in apples via the enhancement of antioxidant capacity and the
activation of the phenylpropanoid pathway.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： apple； chitosan； trisodium phosphate； reactive oxygen species； phenylpropanoid pathway
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苹果（Malus domestica Borkh.）是蔷薇科苹果亚科
苹果属植物，果实营养丰富，可为人体提供多种维生素
和矿物质，是低热量食物[1]。 中国是苹果生产和消费大
国，但是每年因病害而产生的损失巨大。 引起苹果采
后病害的病原物包括扩展青霉（Penicillium expan－
sum）、 灰葡萄孢（Botrytis cinerea）、 互隔链格孢（Al－
ternaria alternata）等[2]。 其中 P. expansum引起的青霉病
是最主要的病害，该菌主要通过伤口侵染，受侵染的
果实不仅品质劣变，而且还会在体内产生展青霉毒素
危害人体的健康[3]。 青霉病的防治最有效的还是利用
化学杀菌剂如苯并噻二唑类、咪酰胺类、苯二甲腈类
等[4]。 但由于对食品安全问题以及环保问题越来越多
的关注， 很多有效的化学杀菌剂使用逐渐受到限制。
因此，研究开发绿色、环境友好的防腐保鲜技术势在
必行。

壳聚糖（chitosan，CTS），是乙酰氨基葡萄糖聚合
物的脱乙酰产物，是一种碱性多糖 [5]，具有生物相容
性、生物降解性、抗菌性和易成膜的特性 [6]。 壳聚糖
基薄膜作为一种新型的保鲜方法被广泛应用[7]。 壳聚
糖可以有效阻挡病原菌的入侵，研究表明，壳聚糖复
合拮抗酵母、多聚赖氨酸处理对猕猴桃和苹果病害控
制及保鲜都有一定的效果[8-10]。 磷酸钠（Na3PO4），是一
种无机磷化合物， 食品级磷酸钠可用作品质改良剂、
洗涤剂等[11]。 磷酸盐具有保护果蔬天然色泽的作用，
可防止果蔬酶促褐变、增强抗氧化性和保水性[12]。 已
有研究证明，采后磷酸钠处理能够控制苹果采后黑斑
病的发生，并且能够保持果实品质及抗氧化和能量水
平[13-14]。 此外，采后磷酸钠处理还能够通过调控糖代
谢和细胞壁降解酶活性保持枣果实品质[15-16]。 但有关
CTS 复合磷酸钠处理在苹果病害控制中的研究鲜见
报道。

本研究以“金冠”苹果果实为试材，研究采后不同
浓度 CTS 复合磷酸钠处理对果实青霉病的抑制程度，
同时探讨其对果实抗氧化酶活性和苯丙烷途径关键
酶活性及产物含量的影响，以期为果实采后病害的绿
色控制提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

‘金冠’苹果果实采自锦州市苹果园，选取质地优
良、大小均匀、无机械损伤及病虫害的果实用纸箱包
装，当天运回实验室处理。 供试 P. expansum 为渤海大
海食品科学工程学院采后保鲜实验室保存菌种，使用
前在马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar， PDA）培
养基上 25℃活化。 壳聚糖（CTS，脱乙酰度≥99%）：合
肥博美生物科技有限责任公司；磷酸钠（Na3PO4，聚合
度 144-335）：山东西亚化工有限公司。

UV-2550 分光光度计：岛津仪器（苏州）有限公
司； 5424R小型冷冻离心机：德国 eppendorf公司； HS-
1300-U超净工作台：苏净集团苏州安泰空气技术有限
公司；MIR-254 型生化培养箱： 上海一恒科学仪器有
限公司；A 11 basic研磨机：德国 IKA集团。
1.2 方法
1.2.1 CTS和磷酸钠处理

配制 1.0%、1.5%、2.0%的 CTS 溶液， 用 10 mL/L
醋酸溶液溶解后加入 0.5 mg/mL 磷酸钠，用 1.0 mol/L
的氢氧化钠调节 pH 值至 5.6。 选择好的果实分别在
壳聚糖、壳聚糖和磷酸钠复合溶液、磷酸钠溶液和清
水（对照）中浸泡 10 min，取出自然晾干，贮藏于（24±
1）℃，相对湿度 50%~60%环境中待用，各处理用果实
30 个。
1.2.2 孢子悬浮液的配制及损伤接种

参照 MENG等[17]的方法。 用血球计数板将孢子悬
浮液的最终浓度调为 1×105 个/mL。 用 75%乙醇对果
实表面进行消毒处理，然后在果实赤道部位均匀刺孔
4 个（3 mm× 3 mm）。 自然晾干后每个孔内接种 10 μL
的 P. expansum孢子悬浮液，等孔内晾干后装箱置于常
温贮藏[温度（24±1）℃，相对湿度 50%~60%]。 于接种
后第 7天观察发病率并测定病斑直径， 筛选出最佳复
合处理用于后续研究。
1.2.3 取样

参照 BI等[18]的方法。 用 1%CTS（1.2.2筛选出的最
佳浓度）结合磷酸钠和清水（对照）处理果实 105个，分
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别于贮藏第 0 天、第 2 天、第 4 天、第 6 天、第 8 天、第
10 天、第 12 天取皮下 5 mm~10 mm 处果肉组织，液氮
速冻后锡箔纸包装标记，放入-80℃冰箱保存待用。 每
次取样各处理用果实 15个。
1.2.4 测定方法
1.2.4.1 过氧化氢（H2O2）含量

参考 GE Y H 等[19]的方法并修改。 取 3.0 g 冷冻果
肉组织，加入 3.0 mL 预冷丙酮研磨后，在低温条件下
离心 20 min（10 000×g）。 取 2.0 mL 上清液，加 0.05 mL
浓氨水和 0.04 mL 20%的四氯化钛， 反应 5 min 后同
样条件离心 10 min， 然后用冷丙酮洗涤 3 次， 最后用
3.0 mL 1.0 mol/L H2SO4 溶液将洗涤后的沉淀溶解，测定
410 nm处的吸光值。 用 μmol/g FW表示 H2O2 含量。
1.2.4.2 过氧化氢酶（catalase，CAT）活性

参考 REN等[20]的方法并修改。 取 3.0 g冷冻果肉组
织， 加入 3.0mL经 4℃预冷的 100mmol/L pH值为 7.5的
磷酸缓冲液，在冰浴条件下研成匀浆，于 4℃、10 000×g
离心 25 min，上清液即为粗酶液。反应体系包括 100 μL
粗酶液和 3.0 mL 10 mmol /L H2O2。然后测定反应体系在
240 nm的吸光值，酶活性用 U表示，1 U=△OD240/（min·
mg蛋白）。
1.2.4.3 抗坏血酸过氧化物酶（ascorbate peroxidase，
APX）活性

参照REN等[20]的方法并修改。反应体系包括200 μL
粗酶液、0.8mL 3.0mmol/L抗坏血酸（ascorbic acid，AsA）、
2.0 mL 100 mmol/L 磷酸缓冲液和 0.5 mL 0.5 mmol/L
H2O2， 加入 H2O2 15 s 后开始测其在 290 nm的吸光值，
酶活性用 U 表示，1 U=0.01△OD /（min·mg 蛋白）。
1.2.4.4 谷胱甘肽还原酶（glutathionereductase，GR）活性

参照 REN等[20]的方法。反应体系包含 0.2 mL粗酶
液、0.1 mL 5.0 mmol/L 氧化型谷胱甘肽（oxidized gluta-
thione， GSSG）、3.0 mL 100 mmol/L 磷酸缓冲液和 30 μL
3.0 mmol/L还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（nicoti－
namide adenine dinucleotide phosphate，NADPH）， 加入
NADPH 15 s 后开始测其在 340 nm 处的吸光值， 酶活
性用 U表示，1 U=0.01△OD /（min·mg蛋白）。
1.2.4.5 过氧化物酶（peroxidase，POD）活性

参照 LIU等[21]的方法。 反应体系包含 200 μL粗酶
液、2.5 mL 0.025 mol/L 愈创木酚和 0.2 mL 0.25 mol/L
H2O2，测定反应混合液在 470 nm 处的吸光度值，酶活
性用 U表示，1 U=0.01△OD /（min·mg蛋白）。
1.2.4.6 苯丙氨酸解氨酶 （phenylalanine ammonia
lyase，PAL）活性

参照 LIU等[21]的方法并修改。 反应体系为 200 μL

粗酶液、0.5 mL 0.02 mol/L 苯丙氨酸和 3.0 mL 蒸馏水，
于290 nm 处测吸光度，然后于 30 ℃水浴 30 min，加入
200 μL 6.0 mol/L HCl终止反应，再次于 290 nm 处测定
其吸光度值。 酶活性用 U 表示，1 U=0.01△OD/（min·
mg蛋白）。
1.2.4.7 蛋白含量

参照曹建康等[22]的方法用考马斯亮蓝方法测定蛋
白含量。
1.2.4.8 总酚、类黄酮和木质素含量

参照 LIU等[21]的方法并修改。 取 3.0 g冷冻果肉组
织，液氮研磨后加如 1%预冷 HCl-甲醇溶液 5.0 mL 继
续研成匀浆，然后将匀浆移入离心管中，于 10 000×g 条
件下低温离心 15 min。 取上清液分别于 280 nm和 325
nm处测定吸光度值。 用 OD280/g FW 表示总酚含量；用
OD325/g FW表示类黄酮含量。

参照 Liu 等[21]方法并修改。 取 CTS 复合磷酸钠处
理和对照苹果 3.0 g 冷冻果肉组织， 液氮研磨后加入
3.0 mL 95%乙醇溶液，研成匀浆，然后转入离心管，于
10 000×g条件下低温离心 10 min，弃上清液，沉淀物用
95%乙醇冲洗 3 次，再用正己烷混合溶液冲洗 3次，
干燥后加 25%溴化乙酰冰醋酸溶液 1.0 mL，于 70 ℃恒
温水浴 30 min，加 1.0 mL 2.0 mol/L NaOH 终止反应，加
2.0 mL 冰醋酸和 0. 1 mL 7.5 mol/L 盐酸羟胺， 再次离
心，取上清液 0.5mL加 4.0mL冰醋酸，于 280 nm 处测定
吸光度值，用 OD280/g FW表示木质素含量。
1.2.5 数据分析

3 次重复的试验数据， 用 Microsoft Excel 2007 计
算平均值并作图，用 SPSS16.0 统计软件进行最小显著
性差异法（least significant difference，LSD）分析。

2 结果与分析
2.1 CTS 复合磷酸钠处理对损伤接种 P. expansum 果
实病斑直径的影响

CTS 复合磷酸钠处理对损伤接种 P. expansum 果
实病斑直径的影响见图 1。

壳聚糖、磷酸钠单独处理和复合处理均显著降低
了苹果果实的病斑直径，而且 CTS 复合磷酸钠处理的
病斑直径均显著小于 CTS 和磷酸钠单独处理，其中以
1.0% CTS复合磷酸钠处理的病斑直径最小（图 1）。 因
此，选择 1.0% CTS复合磷酸钠处理进行下一步研究。
2.2 CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实 H2O2 含量和
CAT活性的影响

CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实 H2O2 含量和
CAT活性的影响见图 2。
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图 1 不同浓度 CTS复合磷酸钠处理对损伤接种 P. expansum苹果

果实病斑直径的影响

Fig.1 Effects of different concentrations of chitosan combined with

trisodium phosphate treatment on lesion diameter of apple fruit

inoculated with P. expansum

不同字母表示显著性差异（p＜0.05），小垂线表示标准误差。
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H2O2 含量的升高有利于细胞壁蛋白氧化交联使
细胞壁加厚，还可作为信号分子诱导植物体内防御反
应。 CTS复合磷酸钠处理果实 H2O2 含量在整个贮藏期
间均高于对照果实，并且在贮藏第 4天到第 12天显著
高于对照（图 2）。 在复合处理果实中 H2O2 含量分别在
贮藏第 4天和第 10天出现两个高峰，分别是对照果实
的 1.19倍和 1.51倍，而对照果实仅在贮藏第 4天出现
峰值。然而，H2O2 的过量积累会损伤细胞，而 CAT可以
清除果实体内过多的 H2O2，使其转化成水和氧气。 CTS

复合磷酸钠处理和对照果实 CAT 活性均呈先上升后
下降的趋势，但二者的出峰时间不同，复合处理的高
峰出现在贮藏第 4天， 而对照果实高峰在贮藏第 8天
（图 2）。 CTS复合磷酸钠处理果实中 CAT活性在贮藏
第 4 天和第 6 天显著高于对照果实， 分别是对照的
1.22倍和 1.10倍。
2.3 CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实 APX 和 GR 活
性的影响

CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实 APX 和 GR 活
性的影响见图 3。

APX 和 GR 是抗坏血酸－谷胱甘肽（AsA－GSH）循
环的两个关键酶，可以直接清除果实体内 H2O2，维持
果实体内抗氧化剂 AsA 和 GSH 的平衡。 在贮藏第
2 天到第 12 天，CTS 复合磷酸钠处理果实 APX 活性
均显著高于对照组，在第 8天差异最大，是对照果实的
1.61倍。 CTS复合磷酸钠处理果实的 GR 活性在整个
贮藏期间均高于对照果实（图 3），在贮藏第 6 天到第
12 天均显著高于对照，且在第 6 天出现峰值，处理果
实 GR活性是对照的 1.27倍。
2.4 CTS复合磷酸钠处理对苹果果实 PAL 和 POD 活
性的影响

CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实 PAL 和 POD 活
性的影响见图 4。

图 2 采后 CTS复合磷酸钠处理对苹果果实 H2O2 含量和 CAT

活性的影响

Fig.2 Effects of postharvest chitosan combined with trisodium

phosphate on the H2O2 content and CAT activity in apple fruit
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图 3 采后CTS复合磷酸钠处理对苹果果实APX和GR活性的影响

Fig.3 Effects of postharvest chitosan combined with trisodium

phosphate on the APX and GR activities in apple fruit

*表示显著性差异（p＜0.05），小垂线表示标准误差。
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PAL是控制苯丙烷代谢途径速度的酶， 通过调节
下游产物的积累， 提高植物对病原物侵染的抵抗力。
在贮藏第 0天到第 12 天，CTS 复合磷酸钠处理的 PAL
活性均高于对照果实，两个处理都在第 6天升到高峰，
处理果实 PAL活性是对照的 1.20倍（图 4）。 果实体内
POD 参与酚的氧化反应并生成对病原菌毒性较高的
醌类物质， 并参与木质素的合成。 在贮藏第 0天到第
12 天， 处理和对照果实 POD 活性整体都呈先上升后
下降趋势，CTS 复合磷酸钠处理果实 POD 活性在贮藏
第 4天到第 10天显著高于对照组，其中在第 8 天活性
最高，是对照果实的 1.34倍（图 4）。
2.5 CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实总酚和类黄酮
含量的影响

CTS复合磷酸钠处理对苹果果实总酚和类黄酮含
量的影响见图 5。

酚类和类黄酮是苯丙烷代谢的主要产物，本身具
有直接的抑菌作用。 在贮藏第 0 天到第 12 天，CTS 复
合磷酸钠处理果实总酚含量均高于对照组， 且在第 4
天到第 8天处理果实总酚含量显著高于对照， 分别是
对照果实的 1.16 倍、1.23 倍和 1.19 倍（图 5）。 CTS 复
合磷酸钠处理果实类黄酮含量在整个贮藏期间均高
于对照组，整体呈先上升后下降趋势，其中在第 8天和
第 10 天显著高于对照， 分别是对照的 1.23 倍和 1.14

倍（图 5）。
2.6 CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实木质素含量的
影响

CTS复合磷酸钠处理对苹果果实木质素含量的影
响见图 6。

木质素是重要的次生代谢产物，其合成能使细胞
壁增厚以抵御病原菌的侵入和扩展。 在贮藏第 6天到
第 10 天显著高于对照， 二者均在第 8 天出现峰值，
CTS 复合磷酸钠处理果实木质素含量是对照的 1.22
倍（图 6）。

图 5 采后 CTS复合磷酸钠处理对苹果果实总酚和类黄酮

含量的影响

Fig.5 Effects of postharvest chitosan combined with trisodium

phosphate on the total phenolic compounds and flavonoids contents

in apple fruit

*表示显著性差异（p＜0.05），小垂线表示标准误差。
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图 6 采后 CTS复合磷酸钠处理对苹果果实木质素含量的影响

Fig.6 Effects of postharvest chitosan combined with trisodium

phosphate on the lignin content in apple fruit

*表示显著性差异（p＜0.05），小垂线表示标准误差。
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图 4 采后 CTS复合磷酸钠处理对苹果果实 PAL和 POD

活性的影响

Fig.4 Effects of postharvest chitosan combined with trisodium

phosphate on the PAL and POD activities in apple fruit

*表示显著性差异（p＜0.05），小垂线表示标准误差。
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3 讨论
CTS和磷酸钠都有抗氧化和抑菌能力， 并且都可

以应用于食品保鲜和加工中[23]。已有研究证明，采后壳
聚糖复合拮抗酵母、1-甲基环丙烯、 水杨酸等可以有
效控制水果采后病害[24-26]。 本研究表明，CTS 和磷酸钠
单独处理对病斑直径均有抑制作用，并且 CTS 复合磷
酸钠处理对苹果青霉病的抑制具有协同作用，其中以
1.0% CTS复合 0.5 mg/mL 磷酸钠处理对苹果果实损伤
接种扩展青霉的病斑抑制效果最佳。

活性氧爆发是植物的抗病初期的重要反应之一，
其中 H2O2 性质相对稳定是研究活性氧代谢的首选[27]。
H2O2 的积累不仅有利于细胞壁蛋白氧化交联使细胞
壁加厚，还能作为信号分子激活植物体内防卫反应[28]。
但过高浓度的 H2O2 会破坏细胞的结构进而影响其功
能，具有毒性作用[29]。 CAT 是果实体内清除 H2O2 的关
键酶，使其转化为 H2O和 O2。 本试验发现，CTS复合磷
酸钠处理在贮藏前期提高了 H2O2 含量，有利于启动果
实体内的防御反应，而后期随着 CAT 活性的诱导分解
过多的 H2O2，从而降低对果实的伤害。 芒果果实上的
研究证明， 采后壳聚糖处理促进了果实的 H2O2 积累，
并且诱导了 CAT 活性的升高[30]。 此外，采后磷酸钠处
理也能够诱导苹果果实 H2O2 的积累，提高其对黑斑病
的抗性[13]。 APX是 AsA-GSH循环中的关键酶，以抗坏
血酸为底物，可以将 H2O2 转变成 H2O[31]。 GR以氧化型
谷胱甘肽为底物将 H2O2 转变成 H2O[32]，还能再生重要
的抗氧化剂 AsA[33]。 杨梅上的研究证明壳聚糖处理提
高了 APX 和 GR 的含量，进而增强果实活性氧的清除
能力[34]，通过增强APX和GR的活性来清除过量的H2O2，
并促进 AsA 生成， 来维持果实体内抗氧化剂 AsA 和
GSH 的平衡，在果实细胞活性氧的清除抗氧化方面发
挥着重要作用。

果实采后通过激活一系列的代谢可以提高伤口
的愈伤能力，减少病原菌的入侵[35]，其中苯丙烷代谢在
愈伤过程中发挥重要作用[36-37]。苯丙氨酸解氨酶（PAL）
是苯丙烷类代谢中的催化苯丙烷类代谢途径的关键
酶[38]，并且可以对一些抗菌物质的合成和木质化反应
进行调控[39]。 木质素是构成植物细胞壁的主要成分之
一。 CTS和磷酸钠复合处理后，果实木质素含量升高，
有助于细胞形成交织网来强化细胞壁，增强植物的抗
病能力和硬度，抵御病原菌的侵入和扩展，进而抑制
青霉病的发生。 这与处理后山药和草莓的木质素含量
升高，增强果实的抗病能力的结论一致[40-41]。 酚类物质
是典型的活性氧自由基清除剂，已有壳聚糖和寡聚糖
处理樱桃和草莓提高了总酚、类黄酮的含量，使果实

增强抗氧化、抗衰老能力的结论与本试验 CTS 显著提
高了采后果实中总酚含量，有效防治果实采后青霉病
的发生的结论一致[42]。

4 结论
采后 CTS 复合磷酸钠处理对苹果果实青霉有显

著抑制效果，复合处理提高了果实在贮藏过程中 PAL
和 POD 的活性并增加了总酚、 类黄酮和木质素的含
量，此外复合处理还提高了果实 H2O2 含量、CAT、APX
和 GR活性。 由此表明，CTS复合磷酸钠处理对青霉病
的控制与提高苹果果实的抗氧化能力并且激活体内
苯丙烷代谢相关。
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