
书书书

刘姬栾，闵伟恩，林丽萍．热水与赣南脐橙皮对意大利青霉孢子的致死作用［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（１０）：３６７－３６９．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．１０．１０７

热水与赣南脐橙皮对意大利青霉孢子的致死作用

刘姬栾，闵伟恩，林丽萍
（江西农业大学／南昌市农产品加工与质量控制重点实验室，江西南昌３３００４５）

　　摘要：为验证热水处理赣南脐橙预防赣南脐橙青霉病害的有效性，对热水与脐橙皮共同处理对意大利青霉孢子致
死作用进行了研究，以不加赣南脐橙皮的同样热水处理的意大利青霉孢子为对照，采用平板菌落计数法检测霉菌孢子

死亡率；用蜗牛酶去除霉菌孢子壁制备原生质体，经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双荧光染色法染色，检测霉菌孢子细胞膜损伤
程度。结果显示，５５℃ ８ｍｉｎ处理组的霉菌孢子死亡率为（８８±２．１２）％，对照组霉菌孢子死亡率为（６０±２．７８）％；荧
光染色结果显示热处理组有更多的原生质体细胞膜受到了破坏。试验结果说明，热水与赣南脐橙皮成分对意大利青

霉孢子有协同抑杀作用。
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　　柑橘采后极易遭受意大利青霉与指状青霉污染，引起柑
橘青、绿霉病害［１］，这２种霉菌繁殖速度非常快，正常自然条
件下，它们主要靠产生大量的无性孢子进行繁殖。热处理

（３５～５５℃）这种物理保鲜方法，可延长采后果蔬的货架
期［２］，还可以适当调整果肉品质，增加一定糖分［３］，因其无污

染、无残留、安全环保等特点而受到越来越广泛的关注［４－５］。

热处理包括热水处理、热空气处理和蒸汽加热法［６］。热水沉

浸处理相较于热空气保鲜处理，操作更简便，方法更易获得，

所以试验选热水处理为研究方法。

前期试验结果证明热水与赣南脐橙皮共同处理柑橘青霉

孢子可降低其生活力［７］。所以，热与橙皮共同作用可能会对

霉菌孢子结构造成损伤。细胞死亡或者坏死是正常的细胞受

到各种损伤或者细菌病毒的感染导致的不正常死亡，是病理

性的，会有细胞壁破裂、内含物外泄的现象，是由外界条件引

起的。荧光Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染色试剂染色法，结合了细
胞膜通透低毒的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染料与无法进入正常细胞膜
的ＰＩ核荧光染料，可以准确判断热水处理是否破坏霉菌细胞
膜的完整性。为去除细胞壁障碍，试验选用具有代表性的酶

用量为研究霉菌孢子去壁的条件，优选出适合的酶用量。

本试验以对环境耐受性更好的意大利青霉孢子为研究对

象，采用热水与赣南脐橙皮共同处理意大利青霉孢子，平板菌

落计数法检测其死亡率及Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染色法检测细
胞膜的结构完整性，探究热水与赣南脐橙皮共同处理对意大

利青霉的致死作用，为揭示热处理抑杀柑橘青霉病原菌的机

制提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病原菌　意大利青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｉｔａｌｉｃｕｍ）为江西农
业大学食品微生物实验室保存菌种。

１．１．２　赣南脐橙　纽荷尔脐橙。果实大小、成熟度均匀一
致，表皮完好，无伤口。

１．１．３　主要培养基及试剂　ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄
糖２０ｇ，水 １０００ｍＬ，琼脂 ２０ｇ，ｐＨ值自然，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ。作病原菌的活化、培养及计数用。

蜗牛消化酶（９０Ｕ／ｇ，上海研域生物科技有限公司）；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染色试剂盒（南京建成生物工程研究所）。
１．１．４　主要仪器　自动立式压力蒸汽灭菌器（ＬＤＺＸ－４０Ｂ
型，上海申安医疗器械厂）；生化培养箱（ＳＨＰ－１６０型，上海
三发科学仪器有限公司）；水浴恒温振荡器（ＳＨＹ－２型，金坛
市精达仪器制造厂）；数显恒温循环水浴锅（ＨＨ－６型，国华
电器有限公司）；漩涡混合器（Ｖｏｒｔｅｘ－Ｇｅｎｉｅ２型，上海琪特分
析仪器有限公司）；高速冷冻离心机（ＨＣ－２５１８Ｒ型，安徽中
科中佳学仪器有限公司）；荧光显微镜（ＺＥＩＳＳＶｅｒ．Ａ１型，德
国卡尔蔡司光学仪器公司）；数码生物显微镜（ＢＫ５０００型，重
庆奥特光学仪器有限责任公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　意大利青霉孢子悬液制备　刮取经过活化复壮［８－９］

的意大利青霉菌，转入加有玻璃珠和５０ｍＬ无菌水的２５０ｍＬ
三角瓶中，充分振荡，菌悬液经２～３层的无菌擦镜纸过滤于
另一个无菌三角瓶中，得到霉菌孢子悬液，用血球计数板直接

计数，对孢子悬浮液进行适当的梯度稀释，保证悬液孢子浓度

为ｎ×１０８个／ｍＬ（ｎ＜１０）。
１．２．２　意大利青霉孢子热水处理方法　用凉开水清洗新鲜
橙子，用次氯酸对其表面消毒并清洗。橙子沥干水后，用

３ｍｍ无菌打孔器获得大小均匀的橙皮。处理组：将２０片脐
橙皮加入到新制备的１０ｍＬ霉菌孢子悬液中，将加橙皮的菌
悬液放入不同温度水浴锅，同时做温度指示，待温度指示达到
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处理温度，开始计时，然后移出至冰浴，使温度降至１０℃以
下。不加赣南脐橙皮的同样热水处理的意大利青霉孢子为对

照组，检测霉菌孢子死亡率并进行荧光染色。

１．２．３　意大利青霉孢子去壁条件研究　取未加脐橙皮热水
处理后的霉菌孢子悬液５ｍＬ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，去除上
清液，加入渗透压稳定剂（０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值５．５～６．０磷酸缓
冲液 配 制 ０．７ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）５ｍＬ，分 别 加 蜗 牛 酶 液
（１０ｍｇ／ｍＬ，以渗透压稳定剂配制）１５、３５、５５、７５μＬ，置恒温
振荡器５０～６０ｒ／ｍｉｎ、３３℃振荡酶解３ｈ［１０］。观察酶解后孢
子形态的变化，并记录。以未进行热处理的霉菌孢子悬液为

对照组。

１．２．４　热水与脐橙皮处理的意大利青霉孢子死亡率　将热
水处理后的霉菌孢子悬液做梯度稀释，用移液枪分别取菌悬

液２００μＬ于ＰＤＡ平板上，涂匀，放入３０℃的恒温箱中培养
７２ｈ左右，待霉菌长至清晰可见时，观察并记录霉菌孢子菌
落数，计算其死亡率。

死亡率 ＝（未热处理平板菌落数 －热处理平板菌落
数）／未热处理平板菌落数×１００％（相同稀释倍数下）
１．２．５　热水与脐橙皮处理的意大利青霉孢子原生质体荧光
染色　取热水处理的霉菌孢子悬液，加入一定量的蜗牛酶液，
放置于恒温振荡器５０～６０ｒ／ｍｉｎ、３３℃振荡酶解３ｈ。按Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双荧光染色试剂盒步骤对原生质体染色，取１
滴染色后的原生质体悬液于载玻片，荧光显微镜观察。

２　结果与分析

２．１　霉菌孢子去壁条件的研究
由图１可见，当蜗牛酶液用量为３５μＬ时，开始产生一定

量的原生质体，蜗牛酶液用量达到５５μＬ时，产生大量原生质
体，蜗牛酶液用量为７５μＬ时，出现了酶解过度现象，产生了
很多变形增大的原生质体。热处理与未热处理对照组，蜗牛

酶去壁效果没有显著性差异，说明热处理对于蜗牛酶解条件

没有影响，所以后续试验霉菌孢子去壁蜗牛酶用量选

择 ５５μＬ。
２．２　热水与脐橙皮对意大利青霉孢子死亡率的影响

由图２可见，加了脐橙皮热水处理组的意大利青霉孢子
死亡率明显高于对照组孢子死亡率。５５℃、８ｍｉｎ处理霉菌
孢子死亡率最高，处理组孢子死亡率为（８８±２．１２）％，对照
组孢子死亡率为（６０±２．７８）％。
２．３　热水与脐橙皮处理对意大利青霉孢子细胞膜的影响

试验以热致死效率最高的５５℃、８ｍｉｎ热处理条件，进一
步研究热水与脐橙皮对意大利青霉孢子细胞膜的影响。对热

处理后的意大利青霉孢子原生质体荧光双染色后，从结果可

以看出，对照组的原生质体荧光染色中有大量蓝色荧光（图

３－Ａ），说明霉菌孢子原生质体还保持一定活性或逐渐走向
凋亡；处理组的原生质体出现大量红色荧光（图３－Ｂ），说明
经过热处理霉菌孢子多数已经走向死亡，成坏死细胞。综合

霉菌孢子死亡率结果，说明热水与赣南脐橙皮对意大利孢子

有协同抑杀作用。

３　结论与讨论

现有文献对于霉菌去壁研究大多是针对霉菌营养体的，

而本试验所用孢子材料与营养体不同。蜗牛酶的用量是去壁

条件的决定性因素，所以优选这个条件作为去壁依据。而优

化霉菌孢子去壁条件，除了本试验考虑蜗牛酶液量，还可以从

霉菌的菌龄、酶解时间、酶解温度、酶解菌量等因素考虑，结合

这些因素得到更完整的去壁最优条件，值得后期继续探索。

荧光染料Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２能少许进入正常细胞膜，使其染
上浅蓝色，而凋亡细胞膜通透性增加，因此进入凋亡细胞的

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２比正常细胞多，荧光强度要比正常细胞高。而
ＰＩ染料不能进入细胞膜完整的正常细胞和凋亡细胞中，即活
细胞对ＰＩ拒染，而坏死细胞由于膜完整性在早期即已被破
坏，可被ＰＩ染料染色。根据这些特点，用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２结合
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ＰＩ染料对凋亡细胞双染色，可以进一步借助于流式细胞仪的
散点图将正常细胞、凋亡细胞和坏死细胞进行定量。

本试验在没有流式细胞仪的情况下，采用了简便易行的

定量方法———平板菌落计数法，测定热处理后霉菌孢子的死

亡率，结合荧光染色结果，充分证明了热水与脐橙皮共同处理

破坏了霉菌孢子的细胞膜结构，彻底造成了大部分霉菌孢子

死亡。后续将进一步研究该热处理条件对赣南脐橙品质的影

响，深入研究热处理抑制意大利青霉的具体机制，期望能够更

全面地了解赣南脐橙热处理保鲜机制。
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淮安蒲菜中营养元素和重金属元素的检测与分析

郭小山，文廷刚，谢忠谊，赵建峰，吴传万，汪国莲
（江苏徐淮地区淮阴农业科学研究所，江苏淮安２２３００１）

　　摘要：为确定淮安蒲菜的营养元素和重金属含量，采用 ＩＣＰ－ＭＳ法和生理试验法测定蒲菜矿质元素、重金属元
素、维生素Ｃ等指标的含量。结果显示，淮安蒲菜含有Ｋ、Ｃａ、Ｍｎ、Ｚｎ、Ｓｅ、Ｍｇ、Ｓｒ、Ｃｕ、Ｆｅ等元素，其中以Ｆｅ、Ｍｎ、Ｓｒ、Ｋ含
量较高，重金属Ｐｂ、Ｃｄ、Ｃｒ含量极低，不含 Ｈｇ、Ａｓ。此外，蒲菜中维生素 Ｃ含量较高，纤维素、蛋白质、脂肪含量较低。
可见，蒲菜是一种清洁安全、富含矿质元素和维生素，集具营养、保健、药用于一身的蔬菜。
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　　蒲菜（ＴｙｐｈａｌａｔｉｆｏｌｉａＬ．）别称蒲儿菜、香蒲、蒲草、蒲儿
根、草芽、象牙菜，归属于香蒲科香蒲属（Ｔｙｐｈａ），是江苏省淮
安市特有的传统名菜［１］。蒲菜主要生长在沼泽及淡水湖泊

中，以其叶鞘抱合的假茎内层或地下匍匐的幼嫩茎枝作为蔬

菜食用，不仅营养丰富，且具有一定的药用价值［２］。近年来，

随着环境污染的逐年加剧，蒲菜生长的水环境受到生活污水、

重金属等的极大威胁，同时威胁着人们的身体健康。为探究

淮安蒲菜的营养元素和重金属含量情况，研究了淮安蒲菜主

产区所采集蒲菜的生长状况、营养状况、重金属含量等指标，

以期为淮安蒲菜的生产加工和综合利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试蒲菜采自江苏省淮安市天妃宫蒲菜种植基地。选取

新鲜的蒲菜，剥去外层老化部分，选择未受损伤的可食用部

分，用聚乙烯自封袋分装用于各指标的测定。每个指标以５
个样为１次重复，共３次重复。
１．２　测定指标及方法
１．２．１　无机元素和重金属元素含量的测定　参照罗玉明等
的方法［３］进行无机元素和重金属元素含量的测定。新鲜蒲

菜于１０５℃下烘至恒质量后，准确称量１ｇ于５０ｍＬ烧杯中，
加入１５ｍＬ混合酸（硝酸 ∶高氯酸 ＝４∶１）。在电热板上低
温加热约２ｈ，待黄烟冒尽后，升高温度加热至溶液近干，加入
少量蒸馏水继续加热至白烟冒尽（此时溶液为澄清透明），加

入适量蒸馏水溶解，转移至２５ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水稀释至
刻度。平行做１份空白试验，采用ＩＣＰ－ＭＳ仪器测定无机元
素含量。

１．２．２　营养元素含量的测定　维生素 Ｃ含量采用２，６－二
氯酚靛酚滴定法［４］测定，纤维素含量采用蒽酮法［５］测定，蛋

白质含量采用凯氏定氮法［６］测定，脂肪含量采用近红外法［６］
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