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　　摘要：白玉菇（Ｈｙｐｓｉｚｙｇｕｓｍａｒｍｏｒｅｕｓ）是真姬菇的白色品种，其营养价值丰富，具有独特的蟹香味。为延长白玉菇
的货架期，对其进行低温处理，并研究在贮藏过程中丝氨酸蛋白酶活性及分子特征的变化。研究结果显示，白玉菇在

低温（４℃）处理下可保鲜５ｄ，而在常温（２５～２８℃）下保鲜时间则很短（１～２ｄ）；对白玉菇贮藏过程中丝氨酸蛋白酶
的活性及Ｓｐｒ基因表达的研究表明：低温处理下丝氨酸蛋白酶的活性及基因的表达都明显低于对照。研究结果说明，
白玉菇的货架期与丝氨酸蛋白酶活性密切相关。
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　　白玉菇味比平菇鲜，肉比滑菇厚，质比香菇韧，口感极佳，
还具有独特的蟹香味。白玉菇的蛋白质中氨基酸种类齐全，

包括８种人体必需氨基酸，其菇体洁白如玉，质地细腻，是一
种低热量、低脂肪的保健食品［１］。

在食用菌贮藏过程中，会受到温度、水分、采收时期、气体

环境、病原菌感染及有氧呼吸等的影响而出现失重、菌柄生

长、菌伞开张、菌褶发育、菌盖伸展、孢子形成与弹射、纤维素

化、组织呈水浸状、褐变以及品质下降等现象［２］，这些症状的

产生与食用菌的生理代谢及其分子机理密切相关。食用菌储

藏过程中，蛋白质的降解会引起细胞结构及生理功能的变化，

还会引起氨基酸含量的升高，正是氨基酸含量及组成的变化

造成了食用菌风味的变化［３］。丝氨酸蛋白酶是一类以丝氨酸

为活性中心的重要蛋白水解酶，广泛分布于植物中，在生物有

机体中起着重要而广泛的生理作用［４－５］。目前已经从芫荽、欧

芹、双孢菇等植物中分离到了不同类型的丝氨酸蛋白酶，其活

性随着植物生长发育阶段的不同而变化。Ａｚｅｅｚ等研究发现，
在唐菖蒲的衰老过程中丝氨酸蛋白酶的活性不断提高［６］；

Ｒｏｂｅｒｔｓ等采用蛋白酶单一抑制剂的检测方法在衰老的大麦叶
片中和暗诱导衰老的大麦叶片中发现２种丝氨酸蛋白酶［７］。

多种植物的衰老过程都与丝氨酸蛋白酶活性的不断提高相关，

如大麦、鸢尾、欧芹、月季、木樨和双孢菇等［４－１１］。

为延长白玉菇的货架期，本研究对其进行低温处理，并研

究在贮藏过程中丝氨酸蛋白酶活性及分子特征的变化。通过

对白玉菇丝氨酸蛋白酶活性的测定及 Ｓｐｒ基因表达的研究，
不仅有助于揭示白玉菇采后品质变化的分子机制，并可为调

控白玉菇采后保鲜提供新途径。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料来自当地超市刚刚上架的白玉菇，并在１ｈ内

拿到实验室，选择没有机械损伤、疾病以及形状、颜色均匀的

作为试验材料（图１－ａ）。试验材料分为２组，每组１０个，一
组放在 ４℃冰箱，另一组常温放置（２５～２８℃）；分别放置
５ｄ，每组３次重复。每组的３个重复每天分别取样（菌柄、菌
盖、菌褶）后立即用液氮速冻，－８０℃保存备用。

１．２　试验方法
１．２．１　丝氨酸蛋白酶活性的测定　白玉菇丝氨酸蛋白酶活
性的测定具体步骤参照丝氨酸蛋白酶（ＰＲＳＳ）ＥＬＩＳＡ试剂盒
说明。

１．２．２　基因组ＤＮＡ提取　采用改良的 ＣＴＡＢ－氯仿 －异戊
醇法进行白玉菇基因组ＤＮＡ提取［１２］。

１．２．３　总 ＲＮＡ的提取及 ｃＤＮＡ的合成　本试验提取 ＲＮＡ
所用的离心管、枪头等塑料用品先用０．１％的 ＤＥＰＣ水浸泡
１２ｈ，再高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ（１２０～１２６℃），烘干。研钵、研
棒用三氯甲烷浸泡２ｈ，用干净手套装好并放入８０℃烘箱中
２ｈ，烘干。具体步骤参照ＢｉｏＦｌｕｘＲＮＡ提取试剂盒说明。

取１μＬＲＮＡ，加入２μＬ溴酚蓝，用１．２％琼脂糖凝胶电
泳检测，结果出现２８Ｓ、１８Ｓ２条带，说明ＲＮＡ完整，５Ｓ带有时
也会出现。２８Ｓ带的浓度是１８Ｓ带的２倍，说明 ＲＮＡ质量很
好（图２）。第１链 ｃＤＮＡ合成的具体步骤参照 ＴａＫａＲａ提取
试剂盒说明。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）　用ＤＮＡＳＴＡＲ软件
设计特异引物ＡｃｔｉｎＦ、ＡｃｔｉｎＲ、ＳｐｒＦ、ＳｐｒＲ（表１）。ＰＣＲ反应体
系（２５μＬ）参照 ＴａＫａＲａＲＴ－ＰＣＲ反应体系说明书。在
Ｂｉｏ－Ｒａｄ荧光定量ＰＣＲ仪上进行实时定量ＰＣＲ，ＰＣＲ反应程
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序为：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃１０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０
个循环。每个样品 ３次重复，Ａｃｔｉｎ基因为表达分析内标参
照，使用２－ΔΔＣＴ法计算待测基因相对表达量，用 Ｅｘｃｅｌ２００３整
理试验数据并作图。

表１　特异引物名称及信息

引物 碱基序列（５′→３′）
ＡｃｔｉｎＦ ＴＡＣＴＣＣＧＴＣＴＧＧＡＴＴＧＧＴＧ
ＡｃｔｉｎＲ ＧＡＣＴＣＧＴＣＧＴＡＴＴＣＴＴＧＣＴＴ
ＳｐｒＦ ＧＣＡＡＧＣＧＣＡＧＡＴＧＧＡＡＡＴＧＧＡＣＡ
ＳｐｒＲ ＣＴＧＧＣＧＣＣＧＡＣＣＧＴＧＡＴＧＡＣＴ

２　结果与分析

２．１　白玉菇货架期
白玉菇在低温（４℃）处理下可保鲜 ５ｄ；在常温

（２５～２８℃）下保鲜时间则很短，为１～２ｄ（图１－ｃ），之后出
现菌伞开张、组织失水、褐变及营养物质流失等现象。

２．２　丝氨酸蛋白酶的活性
由图３可知，白玉菇在常温贮藏过程中，丝氨酸蛋白酶的

活性与贮藏０ｄ相比，一直处于上升趋势并在贮藏４ｄ升到最
高，之后又下降；在低温贮藏过程中，丝氨酸蛋白酶的活性一

直处于下降趋势，直到在贮藏５ｄ时降到最低点。另外，在整
个贮藏过程中，常温处理下白玉菇丝氨酸蛋白酶的活性明显

高于低温处理，可见低温处理可以抑制丝氨酸蛋白酶的活性。

２．３　丝氨酸蛋白酶基因的表达
应用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）分析表明，丝氨酸

蛋白酶基因在贮藏０ｄ的白玉菇菌柄中的表达量最大，其次
是菌盖，菌褶中的表达量最低（图４）。丝氨酸蛋白酶基因在
常温贮藏５ｄ的白玉菇菌柄中的表达量最大，在菌盖、菌褶中
的表达量很低；在低温贮藏５ｄ的白玉菇菌柄中有少量表达，
在菌盖、菌褶中不表达（图５）。丝氨酸蛋白酶基因在常温贮
藏的白玉菇菌柄中的表达一直处于上升趋势并在贮藏４ｄ时

升到最高，之后又下降；而在低温贮藏的白玉菇菌柄中一直处

于下降趋势；丝氨酸蛋白酶基因在常温贮藏的白玉菇菌柄中

的表达量明显高于低温贮藏的（图６）。总体看出，低温处理
下，丝氨酸蛋白酶基因的表达受到抑制，这个结果与丝氨酸蛋

白酶的活性变化相一致。

３　讨论

由于食用菌贮藏过程中极易变质，薄膜气调包装［１３］、化

学处理方法［１４］、辐照处理［１５］、温度处理及 ＣＯ２气调处理
［１６］

等采后处理技术已被广泛用于各种食用菌，以解决其采后腐

烂、货架期短及品质劣变的问题。蛋白酶在植物细胞程序性

死亡（ＰＣＤ）及衰老过程中均起重要作用［１７－１９］，白玉菇采收

后，蛋白质会因为蛋白酶或肽酶的作用分解成氨基酸而降解，

在一定程度上导致菇体衰老、品质及商品性急剧下降，因此研

究白玉菇采后安全、有效的保鲜技术显得尤为重要。

丝氨酸蛋白酶广泛分布于植物中，多种植物的衰老过程
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都与其活性的不断提高相关联［４－１０］。丝氨酸蛋白酶不仅作

用于蛋白质的降解，还常常作为一种信号涉及细胞程序性死

亡（ＰＣＤ）或调控细胞自噬［６，２０－２３］。在贮藏０、１ｄ的双孢菇菌
柄中，丝氨酸蛋白酶的活性比较低；而从贮藏２ｄ开始，其活
性快速升高直到贮藏４ｄ，到贮藏５ｄ又下降［１０］。在本研究

中，白玉菇在常温贮藏过程中，丝氨酸蛋白酶活性的变化与

Ｂｕｒｔｏｎ等研究双孢菇的结论［１０］基本一致；本研究讨论在低温

贮藏过程中，丝氨酸蛋白酶的活性一直处于下降趋势，并且在

整个贮藏过程中，低温处理下白玉菇丝氨酸蛋白酶的活性明

显低于常温处理，低温能够抑制丝氨酸蛋白酶的活性，从而延

长货架期。

Ｋｉｎｇｓｎｏｒｔｈ等研究发现，丝氨酸蛋白酶基因在刚采收的双
孢菇中不表达，而在采后贮藏１ｄ的双孢菇中开始表达，并在
第３天达到最大值，之后又下降；Ｋｉｎｇｓｎｏｒｔｈ等还对双孢菇不
同组织中丝氨酸蛋白酶基因的表达进行研究，发现在贮藏２ｄ
的双孢菇菌柄中的表达量最大［２４］。Ｈｅｎｅｇｈａｎ等应用绿色荧
光蛋白和双孢菇 Ｓｐｒ１基因启动子技术对该基因在双孢菇中
的表达进行了研究，发现在双孢菇子实体中，Ｓｐｒ１基因活动
定位于采后衰老的子实体菌柄中［１１］。本研究中，在白玉菇３
个不同部位（菌柄、菌盖、菌褶），丝氨酸蛋白酶基因在菌柄中

的表达量最大；与低温处理相比较，丝氨酸蛋白酶在常温贮藏

４ｄ的白玉菇菌柄中的表达量最大，这些结果与 Ｈｅｎｅｇｈａｎ等
的研究结果［１１，２４］基本一致。从本研究结果可以看出，低温处

理下，丝氨酸蛋白酶的活性和基因的表达均受到抑制，表明丝

氨酸蛋白酶的高活性及高表达量在一定程度上导致白玉菇的

衰老、品质及商品性急剧下降。本研究有助于阐明白玉菇衰

老的分子机制，并可为调控白玉菇采后保鲜以及延长货架期

提供重要的理论与实践意义。
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