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　　摘要：鲜切莲藕因失去外层组织保护而易发生褐变，而酶促褐变是主要原因。真空包装对鲜切莲藕的褐变有较好
的延缓作用，其中多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，简称ＰＰＯ）和过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＰＯＤ）的编码基因是参与
果蔬褐变的主要基因。但目前关于真空包装对鲜切莲藕片相关酶活性及其编码基因表达的影响研究甚少。分析在

４℃ 下真空包装对鲜切莲藕贮藏过程中褐变度和ＰＰＯ、ＰＯＤ活性及其编码基因表达的影响。结果表明，真空包装对
延缓鲜切莲藕褐变有较好效果，且在贮藏期内真空包装鲜切莲藕 ＰＰＯ、ＰＯＤ活性变化与其褐变度大体一致。与此同
时，基因ＮｎＰＰＯＣ和ＮｎＰＯＤ４的表达量变化对ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响与最终蓬藕的褐变度变化一致，且真空包装对基
因ＮｎＰＰＯＡ、ＮｎＰＯＤ１／２／３的表达呈现出不同程度的抑制效果，说明真空包装对鲜切莲藕的ＮｎＰＰＯＡ／Ｃ和ＮｎＰＯＤ１／２／
３／４基因表达量有降低作用，进而起到延缓褐变的目的。
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　 　 莲 藕 （Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎ．） 属 睡 莲 科

（Ｎｅｌｕｍｂｏｎａｃｅａｅ）多年生宿根性草本植物，是我国特色的水生
蔬菜和出口创汇蔬菜，并逐渐成为最受欢迎的蔬菜之一［１－３］。

近年来，随着消费水平的提高和生活方式的变化，鲜切果蔬越

来越受关注，而莲藕因其具有营养丰富、组织脆嫩等特点逐渐

成为鲜切果蔬商品化中重要的一部分［４－５］。然而，鲜切莲藕

在加工贮藏过程中极易发生酶促褐变，对其品质产生不可逆

的影响，降低食用价值和缩短货架期［６－７］，因此，抑制酶促褐

变是保持鲜切莲藕品质和延长货架期的重要途径。

目前控制鲜切果蔬褐变的方法可以分为保鲜剂（如 Ｌ－
半胱氨酸［８］、二氧化氯［９］、亚硫酸盐［１０］、过氧化氢［１１］、抗坏血

酸及其衍生物［１２］、有机酸［１３－１４］、螯合剂中的乙二胺四乙酸、

植酸［１５－１６］）处理，以及不同包装方式（如热处理［１７］、气调贮

藏［１８］、低温贮藏［１９］）处理，其中真空包装作为保鲜技术的一种

重要方式，通过抽真空来降低空气压力，减少包装中的氧气含

量，从而降低果蔬的呼吸强度并抑制多酚氧化酶的活性，进而

延缓鲜切果蔬的褐变进程，现有研究发现，真空包装结合低温

贮藏能有效保持鲜切菠萝的品质，使其褐变度明显降低［２０］。

目前研究报道显示，ＰＰＯ和ＰＯＤ基因参与了果蔬褐变进
程［２１－２２］，笔者所在实验室前期研究也发现，ＮｎＰＰＯＡ、
ＮｎＰＯＤ１－６是高温诱导下鲜切莲藕褐变的候选基因［１９］。但

是，关于真空包装对鲜切莲藕中 ＰＰＯ和 ＰＯＤ编码基因的影
响研究甚少。因此，本试验采用在４℃下真空包装方式对在
贮藏期内鲜切莲藕的褐变度和多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ

ｏｘｉｄａｓｅ，简称ＰＰＯ）、过氧化物酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＰＯＤ）活性
变化及其编码基因表达的影响进行研究。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
新鲜带泥莲藕（品种为武植二号），购于武汉民生金旺果

蔬批发市场；ＮａＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、无水碳酸钠、丙酮、磷酸、聚
乙二醇６０００、无水乙醇、聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）、邻苯二酚、
愈创木酚氯仿、异戊醇、疏基乙醇、十六烷基三甲基溴化铵

（ＣＴＡＢ）、Ｔｒｉｓ、ＬｉＣｌ、ＮａＯＨ（分析纯，国药集团化学试剂有限公
司）；３０％过氧化氢（分析纯，上海威奥生物科技有限公司）。

ｃＤＮＡ合成试剂盒、Ｓｓｏｆａｓｔ反应试剂盒（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ）；
ＴｒｉｔｉｏｎＸ－１００（Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物科技有限公司）；５０×ＴＡＥ（北京
百奥莱博科技有限公司）；ＴａＫａＲａ胶回收试剂盒、Ｅ×Ｔａｐ酶
反应试剂盒、ＤＨ５α（ＴａＫａＲａ生物有限公司）；去除 ＤＮＡ试剂
盒（美国Ｔｈｅｒｍｏ）；琼脂糖凝胶（北京沃比森科技有限公司）；
ＤＥＰＣ（Ｂｉｏｓｈａｒｐ生物科技有限公司）。
１．２　仪器与设备

ＡＲ２１４０型电子分析天平［奥赛斯国际贸易（上海）有限
公司］；ＧＬ－２０Ｇ－Ⅱ离心机（上海安亭科学仪器厂）；ＩＭＳ－
２０雪科制冰机（常熟市雪科电器有限公司）；ＸＨＦ－Ｄ内切式
匀浆机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；ＨＨ－Ｓ４数显恒
温水浴锅（江苏省金坛市医疗仪器厂）；１０１－３ＥＢ型电热鼓
风干燥箱（北京市永光明医疗仪器有限公司）；ＤＲＰ－９０８２型
电热恒温培养箱（上海恒一科学仪器有限公司）；ＨＹＣ－３２６Ａ
医用冷藏箱（青岛海尔特种电器有限公司）；ＤＦ－１０１Ｓ集热
式恒温加热磁力搅拌器（巩义市予华仪器有限责任公司）；

Ａ３６０型紫外可见分光光度计［翱艺仪器（上海）有限公司］；
气调包装机成套设备（上海福帝包装机械有限公司）；ＦＨＷ－
４５０型保鲜膜封接机（浙江江南实业有限公司）；ＤＹＣＰ－３１ＤＮ
电泳仪（北京六一仪器厂）；Ｔ１００ＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、
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ＣＦＸ９６荧光ＰＣＲ仪、凝胶成像系统（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ）。
１．３　方法
１．３．１　原料预处理　将购买来的新鲜莲藕运送到实验室对
其表面淤泥进行清洗，并挑选尺寸和表面颜色均匀且无损伤

的莲藕置于４℃下预冷２４ｈ后，使用刀沿着莲藕的横截面切
成５ｍｍ厚的切片，并将其立即转入清水中浸泡３ｍｉｎ，然后
捞出莲藕切片并用滤纸快速吸干表层水分，分别进行真空包

装和常压包装（对照）并转入４℃冰箱中进行为期３５ｄ的贮
藏试验，每盒放置鲜切莲藕５片，每个处理时间点（贮藏０、７、
１４、２１、２８、３５ｄ）设置３组平行。
１．３．２　褐变度的测定　通过对张京芳的鲜切莲藕褐变检测
方法［２３］进行改进，将存放于４℃冰箱内２种包装方式下的莲
藕每隔７ｄ各取出３盒切碎，并快速称取３．０ｇ置于离心瓶
中，加入３０ｍＬ预冷的双蒸水，以冰浴的方式高速匀浆２０ｓ
后，在４℃下以１００００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ，取上清液
３．５ｍＬ于１０ｍＬ离心管中并在２５℃水浴锅中保温５ｍｉｎ，于
４１０ｎｍ条件下测其吸光度，褐变度表示为Ｄ４１０ｎｍ×１０，每个处
理３组平行。
１．３．３　ＰＰＯ和 ＰＯＤ活性的测定　按照之前的研究方法对
ＰＰＯ和ＰＯＤ进行提取和活性测定［１９，２４］。４℃下２种包装方
式的莲藕切片 １５ｇ于冰浴的研钵中，倒入 ３０ｍＬ保存于
－２０℃ 条件下的丙酮进行充分研磨后，置于通风橱中挥发
干燥，称取１．５ｇ干燥后的样品于烧杯中，加入３０ｍＬｐＨ值
为７．０的磷酸缓冲液，充分搅拌１０ｍｉｎ得到总酶的粗提取
液，分别吸取５ｍＬ粗酶液于２组试管中，每组３个平行，在第
１组试管中先后加入 １５ｍＬｐＨ值为 ７．０的磷酸缓冲液和
５ｍＬ邻苯二酚，摇匀得到ＰＰＯ提取液，在第２组试管中先后
加入５ｍＬｐＨ值为５．０的醋酸缓冲液和５ｍＬ愈创木酚，摇匀
后加入５ｍＬ０．１％的过氧化氢溶液得到ＰＯＤ提取液，通过分
光光度法将 ＰＰＯ、ＰＯＤ活性单位（Ｕ）分别定义为在 ４２０、
４７０ｎｍ处１ｍｉｎ引起吸光度改变０．００１、０．０１所需的酶量。
１．３．４　ＲＮＡ提取和ｃＤＮＡ合成　根据现有的文献提取莲藕
样品中总 ＲＮＡ［２５］，同时将有污染的基因组 ＤＮＡ痕迹从总
ＲＮＡ中去除，以确保检测的准确性，并使用ｉＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ合成
试剂盒（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）进行相关ｃＤＮＡ的合成［２２］。

１．３．５　实时荧光定量ＰＣＲ　用于ＰＣＲ分析的寡核苷酸引物
在 Ｍｉｎ等的研究中已经得到验证［２５］，据此使用 Ｓｓｏｆａｓｔ
ＥｖａＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ试剂盒（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）和 ＣＦＸ９６荧光 ＰＣＲ进
行实时定量 ＰＣＲ，以对相关基因的表达情况开展后续
研究［２６］。

１．３．６　数据分析　对所得数据进行整理并使用 Ｏｒｉｇｉｎ８．０
软件进行绘图分析。

２　结果与分析

２．１　褐变度
如图１所示，随着贮藏时间的延长，真空包装鲜切莲藕的

褐变度（ｂｒｏｗｎｉｎｇｄｅｇｒｅｅ）仅从初始的０．２６０增加到０．３１３，而
常压包装鲜切莲藕的褐变度从初始的０．２６０增加到０．４６１。
且真空包装下鲜切莲藕的褐变度明显低于常压包装。因此，

该结果进一步证明真空包装对鲜切莲藕的褐变进程有较好的

延缓作用［２７－２８］。

２．２　真空包装对鲜切莲藕ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响
ＰＰＯ是参与果蔬褐变最重要的酚酶［２９］。如图２所示，在

４℃贮藏期内，２种包装方式下鲜切莲藕的 ＰＰＯ活性呈现明
显不同的增长趋势，其中真空包装的ＰＰＯ活性从处理当天的
０．４５２Ｕ／ｇ增加至贮藏３５ｄ的０．５７１Ｕ／ｇ，而常压包装的ＰＰＯ
活性从处理当天的 ０．４５２Ｕ／ｇ增加至贮藏 ３５ｄ的
１．３１１Ｕ／ｇ，由此可见，在贮藏期内，真空包装能有效抑制ＰＰＯ
活性的增加。

　　ＰＯＤ在Ｈ２Ｏ２存在的条件下促进果蔬褐变的发生
［３０－３１］。

如图３所示，整个贮藏期内２种包装方式下的鲜切莲藕 ＰＯＤ
活性均呈增加趋势，４℃真空包装下的ＰＯＤ活性从处理当天
的０．０６１Ｕ／ｇ增加到贮藏３５ｄ的０．０９５Ｕ／ｇ，而４℃常压包
装下的ＰＯＤ活性从处理当０天的０．０６１Ｕ／ｇ上升到了贮藏
３５ｄ的０．１４４Ｕ／ｇ。贮藏１４ｄ之前，２种包装方式下 ＰＯＤ活
性未出现明显差别，贮藏１４ｄ后真空包装对 ＰＯＤ活性的升
高开始产生抑制效果。

　　根据相关研究可知，ＰＰＯ和ＰＯＤ参与了鲜切莲藕的酶促
褐变［３２］。通过分析２种包装方式对ＰＰＯ、ＰＯＤ活性变化的影
响发现，在贮藏期内，４℃真空包装对鲜切莲藕的ＰＰＯ活性的
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升高产生了明显的抑制效果，贮藏７ｄ后，真空包装对ＰＯＤ活
性的增加开始产生抑制作用，由此可以发现，真空包装对ＰＰＯ、
ＰＯＤ活性的抑制作用有利于延缓莲藕褐变度的增加，进而使
品质得到更好的保持，此结果与前人研究报道［３３－３４］相一致。

２．３　鲜切莲藕褐变相关基因 ＮｎＰＰＯ、ＮｎＰＯＤ基因表达表达
分析

由图４可知，在真空包装环境下，ＮｎＰＰＯＣ的表达量始终

被抑制，而真空包装在贮藏７ｄ后开始抑制基因 ＮｎＰＰＯＡ的
表达，并在贮藏３５ｄ时基因 ＮｎＰＰＯＡ的表达量最低，与常压
包装相比，真空包装对基因ＮｎＰＰＯＡ的表达在贮藏２８ｄ后产
生明显的抑制作用，且常压下基因 ＮｎＰＰＯＡ、ＮｎＰＰＯＣ的表达
均被诱导，这与真空包装下ＰＰＯ活性明显低于常压包装相吻
合。由此可知，真空包装能通过下调 ＮｎＰＰＯＡ和 ＮｎＰＰＯＣ的
表达来降低ＰＰＯ活性。

　　由图 ５可知，与对照组相比，真空包装鲜切莲藕的
ＮｎＰＯＤ１、ＮｎＰＯＤ２、ＮｎＰＯＤ３基因表达量在整个贮藏期内始终
处于被抑制的状态，这与酶活性的变化相吻合。在２种包装
方式的样品中，ＮｎＰＯＤ４和 ＮｎＰＯＤ５的表达量均呈现不同程

度的增加，这可能参与到其他品质变化的调控中，有待于后期

的进一步研究。ＮｎＰＯＤ７的表达在２种包装状态下整体被抑
制，且无明显差异。与之不同的是，基因ＮｎＰＯＤ６的表达被真
空明显诱导。

　　真空包装对鲜切莲藕基因 ＮｎＰＰＯＣ的表达影响与 ＰＰＯ
活性变化及莲藕褐变程度大体同步，且在贮藏７ｄ后，基因
ＮｎＰＰＯＡ的表达受到真空抑制作用也参与到降低ＰＰＯ活性和

延缓莲藕褐变进程中；与此同时，在贮藏期内，真空包装对莲

藕基因ＮｎＰＯＤ１／２／３的表达始终表现出抑制效果，在贮藏７ｄ
后，基因ＮｎＰＯＤ４的表达量开始因受到真空的抑制作用而下
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降，这与ＰＯＤ活性变化及莲藕褐变程度相一致。常艳等通过
研究发现，多酚氧化酶基因（ＰｂＰＰＯ）是参与砀山酥梨品质变
化的关键基因［３５］。韩艳文等通过不同降温方式处理采收后

的鸭梨发现，与ＰＯＤ活性相关基因的表达与鸭梨的褐变度变
化和品质变化有直接的联系［３６］。笔者所在实验室在前期研

究中发现，高温下新鲜莲藕褐变度的增加与 ＮｎＰＰＯＡ、
ＮｎＰＯＤ１－６基因表达量的上调有关［１９］。因此，笔者认为，

ＮｎＰＰＯＡ／Ｃ和ＮｎＰＯＤ１／２／３可能参与了真空包装下鲜切莲藕
褐变延缓进程，是鲜切莲藕褐变的重要候选基因。

３　结论

在４℃贮藏期内，真空包装相对于常压包装能明显降低鲜
切莲藕的褐变度，同时发现，真空包装鲜切莲藕的ＰＰＯ活性均
始终低于常压包装，ＰＯＤ活性在贮藏７ｄ后被抑制并逐步低于
常压包装，这与２种包装方式下莲藕褐变度变化情况大体一
致。此外，ＮｎＰＰＯＡ／Ｃ和ＮｎＰＯＤ１／２／３／４受真空包装影响均参
与了 ＰＰＯ、ＰＯＤ活性变化的调控过程，且基因 ＮｎＰＰＯＣ、
ＮｎＰＯＤ４的表达情况分别对ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响与最终莲藕
的褐变度变化相吻合。说明真空包装可能通过下调ＮｎＰＰＯＡ／
Ｃ和ＮｎＰＯＤ１／２／３的表达量来延缓鲜切莲藕褐变进程。
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的影响［Ｊ］．食品科学，２００４，２５（１）：１７７－１７９．

［２９］王　静，徐为民，诸永志，等．贮藏温度对鲜切牛蒡褐变的影响
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微波干燥技术在卷烟近红外快速预测中的应用

李阳阳１，彭黔荣１，２，刘　娜２，杨　敏１，３，李　剑１，胡　芸２，邓　葵２，张　文２

（１．贵州大学化学与化工学院，贵州贵阳５５００２５；２．贵州中烟工业责任有限公司技术中心，贵州贵阳 ５５０００９；
３．贵州大学药学院，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：为探究一种快速、高效的卷烟近红外干燥方法，试验采用贵州地区不同品牌卷烟烟丝、烟末样品，利用微波
炉和烘箱对样品进行干燥处理，探究传统烘箱法和微波法在卷烟近红外应用过程中的差异。结果表明，（１）微波法在
干燥效率方面要优于传统烘箱法，经微波和烘箱干燥后的卷烟烟丝、烟末样品在近红外光谱图和主成分空间分布上有

明显的差异，说明水分含量对卷烟样品的性质有较大影响；（２）微波和烘箱干燥后的样品经近红外模型预测后发现，
卷烟烟末样品的预测结果稳定性整体优于烟丝样品，微波干燥１、２ｍｉｎ后的预测结果能达到甚至优于传统烘箱 ４０℃
干燥２ｈ的模型预测结果。综合来看，将微波快速干燥技术应用于卷烟烟末样品的近红外快速预测是可行的，但对于
卷烟烟丝样品不适宜。
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通信作者：彭黔荣，博士，副教授，主要从事烟草化学与工程研究，

Ｅ－ｍａｉｌ：３４３５３９１＠ｑｑ．ｃｏｍ；杨　敏，博士，教授，主要从事活性化
合物的分析方法研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｅ．ｍｙａｎｇ＠ｇｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　近红外（ＮＩＲ）作为一种简捷、快速、无损的光谱分析技
术，已经被越来越广泛地应用于食品、化学、制药、烟草等行

业［１－３］。特别是化学计量学的发展对近红外技术的应用起到

了巨大的推动作用，使其变得越来越稳定、可靠。据报道，烟草

中含水量的变化不仅会影响近红外光谱的吸收，同时也会对烟

叶常规化学成分的检测造成影响［４］。因此，烟草样品在采用近

红外快速预测前，要对样品进行干燥或水分平衡，以降低水分

含量对模型预测造成的误差。通常，烟草行业采用烘箱干燥法

将样品置于４０℃条件干燥约２ｈ，以降低样品的含水率，这种
方法不仅干燥效率低，同时也不利于样品的快速预测。

微波干燥技术作为一种新兴的干燥技术，不仅干燥速率

高、耗能少，同时还可以防止物质中有效化学成分的破坏和流

失，在烟草行业中有较广泛的应用［５－６］。秦西云等曾创新性

地将微波快速干燥技术应用于烟草样品的前处理过程，使微

波在烟草近红外分析中的应用成为了可能［７］，但是国内外的

研究中尚未发现将微波快速干燥技术应用于卷烟不同物理状

态的近红外分析。本研究通过将烘箱和微波干燥法应用于卷

烟样品近红外常规化学成分分析和预测，发现微波快速干燥

技术不仅能快速提高样品的干燥效率，同时也可提升近红外

卷烟分析的效率和模型预测的准确度，可为卷烟样品的快速

干燥和精准分析提供新的方法。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　近红外成品卷烟烟丝、烟末建模样品来源于贵烟不同品
牌卷烟的２４０个左右的成品卷烟；微波、烘箱试验样品采用
２０１６年１２月份８种不同品牌的贵烟卷烟样品。

ＡｎｔａｒｉｓⅡ傅里叶近红外分析仪器（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；
Ｆｕｔｕｒａ型８通道连续流动化学分析仪（法国 Ａｌｌｉａｎｃｅ公司）；
ＦＺ１０２微型植物粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公司）；
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