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　　摘要：研究不同处理方式对鲜切天麻贮藏过程中软化的影响，为天麻保鲜贮藏提供新的检测指标。通过茶多酚涂
膜、超高压、茶多酚涂膜＋超高压３种方法处理新鲜天麻样品，通过表型观察、筛选与天麻软化相关的酶，设计其引物。
提取天麻总ＲＮＡ后，经反转录、实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）等方法检测软化相关酶的表达水平，进一步分析不同包装
方式对天麻软化的影响机制。结果显示，通过筛选获得５种天麻软化相关酶，经茶多酚涂膜处理的天麻样品中果胶裂
解酶（ＰＬ）的表达量显著降低；果胶甲酯酶（ＰＭＥ）在贮藏３５ｄ时的基因表达水平变化除超高压处理组外，其他２组均
显著高于空白组；过氧化物酶（ＰＯＤ）在超高压处理后表达水平的变化趋势与空白组相反；木瓜蛋白酶（Ｐａｐａｉｎ）在超高
压处理后显著高于空白组；组织蛋白酶（Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ）在茶多酚涂膜后表达量低于空白组，但在贮藏３５ｄ时，经过茶多酚
涂膜＋超高压处理的样品中表达量却显著高于空白组。由结果可以看出，茶多酚涂膜处理可以抑制 ＰＬ的表达，保鲜
效果较好；３种处理方式均可以抑制ＰＯＤ的表达，在一定程度上减缓了天麻的氧化，具有较好的保鲜效果；而超高压处
理反而促进了Ｐａｐａｉｎ的表达，加速了天麻的软化；ＰＭＥ的表达水平变化不明显，对天麻软化的影响较小。
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　　天麻（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａＢｌ．）又称赤箭、离母、神草
等，属于兰科植物，广泛分布于秦巴山区，是一种传

统的名贵中药材［１］。天麻的主要有效成分是天麻

素及其苷元、天麻多糖，对头痛失眠等症状有较好

的治疗作用。目前，天麻主要作为药材使用，在市

面上以干品居多，新鲜样品较少，这是因为天麻的

采收时间较短，新鲜天麻容易溃烂，不易保鲜，一般

仅可自然放置５～７ｄ。传统的天麻贮藏大多采用保
鲜剂、真空包装、低温冷藏等方法，在一定程度上可

以延长天麻的保鲜时间。目前，国内外对天麻保鲜

的研究较少，国内已有的报道主要集中于鲜食天麻

贮藏工艺及鲜食天麻与传统干制天麻贮藏方法的

比较［１］，也有一些报道是关于天麻失质量率、可食

率、口感、硬度、色度等进行的研究［２－３］。至今，天麻

软化相关酶是否会影响其后续保鲜效果尚仍不清

楚。天麻在采收后仍具有活性，在其贮藏期间会逐

渐软化，活性物质会被降解，不利于保鲜；天麻软化

是一个非常复杂的发育调控过程，包含一些生理生

化反应，包括细胞壁的降解、内含物的变化、呼吸速

率的变化等，可能有多种软化相关酶参与调控。果

胶裂解酶（ＰＬ）是一种通过降解果胶使果实软化的
酶［４－５］，可以随机裂解高等植物的中胶层和初生细

胞壁，主要功能是在果实成熟过程中参与果胶结构

的裂解以达到软化果实的目的［６－８］；果胶甲酯酶

（ＰＭＥ）能够催化细胞壁中多聚半乳糖醛酸的脱甲酯
化［９］，可以使植物细胞壁中的果胶多糖降解［１０］；过氧

化物酶（ＰＯＤ）隶属于氧化还原酶类，广泛分布于大自
然中，是造成植物木质化的关键酶之一［１１－１２］；木瓜蛋

白酶主要存在于番木瓜中，是一种催化活性很强的蛋

白水解酶［１３－１４］；组织蛋白酶是蛋白酶类的一种，其主

要功能是降解蛋白质。

本研究所用天麻取自陕西省汉中市南郑县青

树镇，采收当天运回实验室，筛选无损伤且大小均

一的天麻。成熟天麻为黄褐色块茎，取新鲜天麻，

清洗干净后切成块状，采用茶多酚涂膜、超高压处

理、茶多酚涂膜＋超高压处理３种方式处理，用聚乙
烯保鲜袋保存于４℃冰箱中，以备后续试验使用。
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本试验以３种不同处理方式处理的天麻样品为材
料，首先进行表型分析，然后提取样品 ＲＮＡ，进行反
转录后用ｑＰＣＲ检测天麻软化调控相关酶的表达规
律，为进一步从分子水平揭示天麻软化机制和保鲜

效应奠定研究基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料
２０１９年３月于陕西省汉中市略阳县采挖新鲜

天麻，当天运回实验室后，用清水清洗、晾干、去皮

后切成１ｃｍ厚的片状，用３种不同方式处理（茶多
酚涂膜、超高压、茶多酚涂膜 ＋超高压）后，各个处
理均称取（２５０±２）ｇ装入聚乙烯塑料袋中，封口后
存放于４℃冰箱中。
１．２　主要试剂及仪器

总ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）、
ｑＰＣＲ试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ［宝生物工程（大
连）有限公司，ＴａＫａＲａ］；三氯甲烷、异丙醇、７５％冷
乙醇、焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水［上海科拉曼试剂有
限公司］；ＴＲＩｚｏｌ（西安热默尔生物科技有限公司）。
ＰＣＲ扩增仪（美国伯乐公司）、恒温水浴锅（上海精
密仪器仪表有限公司）、离心机（湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司）、电子分析天平（奥豪斯公司）、蛋

白核酸分析仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、电泳仪（北京君
意东方电泳设备公司）、凝胶成像（英国 Ｓｙｎｇｅｎｅ公
司）等。

１．３　试验方法
１．３．１　样品处理　选取新鲜天麻，分别用３种方式
（茶多酚涂膜、超高压、茶多酚涂膜 ＋超高压）进行
处理。（１）茶多酚涂膜。在新鲜天麻表面均匀喷涂
１．５％茶多酚保鲜液，阴凉避光处晾干后，装入聚乙
烯袋中保存。（２）超高压处理。将新鲜天麻装入聚
乙烯袋中，封口后在２０℃、３００ＭＰａ条件下超高压
处理１０ｍｉｎ。（３）茶多酚涂膜 ＋超高压处理。在新
鲜天麻表面均匀喷涂１．５％茶多酚保鲜液后，于阴
凉避光处晾干，再将其装入聚乙烯袋内，封口后在

２０℃、３００ＭＰａ条件下超高压处理１０ｍｉｎ。
１．３．２　取样及表型观察　每７ｄ取样１次，每次取出
２片鲜切天麻，观察样品表型差异并拍照记录。再将
样品切成小块，用液氮速冻后保存于－８０℃冰箱中。
１．３．３　ＲＮＡ的提取　提取用不同方式处理的天麻
样品ＲＮＡ的具体步骤如下：（１）取２ｍＬ离心管，加
入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，将试验样品和研钵（１６０℃灭菌）从

－８０℃冰箱中取出，先向研钵中加入液氮预冷，再将
样品放入研钵中研磨，边研磨边补充液氮，研磨至粉

末状，用药匙将粉末加入离心管中，做好标记；（２）室
温静置１０ｍｉｎ使粉末充分裂解，于 １２０００ｒ／ｍｉｎ、
４℃ 离心１０ｍｉｎ，去除组织碎片，小心吸取上清（红
色）至新的 ２ｍＬ离心管中；（３）向离心管中加入
２００μＬ三氯甲烷（ＴＲＩｚｏｌ体积的１／５），盖紧离心管
盖，剧烈振荡 １５ｓ，待液体充分乳化后，冰上静置
５ｍｉｎ，于１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ；（４）从离心
机中取出离心管，此时匀浆分为３层，上层为无色水
相上清（ＲＮＡ所在层），中间层为白色蛋白层，下层
为有机层，小心吸取上清液转移至新的离心管中并

做好标记，勿吸取白色中间层；（５）向上清液中加入
与上清液等体积的异丙醇，上下轻柔颠倒，于室温

静置１０ｍｉｎ；（６）于１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ；
（７）轻轻倒掉上清液，沿离心管壁缓慢加入 １ｍＬ
７５％预冷乙醇（提取 ＲＮＡ专用），轻轻上下颠倒洗
涤沉淀，于１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心５ｍｉｎ，小心倒掉
７５％乙醇；（８）室温下干燥沉淀２～５ｍｉｎ，待乙醇完
全挥发后，加入６０μＬＤＥＰＣ水溶解沉淀；（９）用核
酸定量仪测定ＲＮＡ浓度，于－８０℃保存备用。
１．３．４　ＲＮＡ反转为 ｃＤＮＡ　参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
（ＴａＫａＲａ）反转录试剂盒说明书进行反转录反应，合
成相应的ｃＤＮＡ。１μＬｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ，２μＬ５×ｇＤＮＡ
ＥｒａｓｅｒＢｕｆｆｅｒ，１μＬ样品ＲＮＡ，补加ＲｎａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ
至１０μＬ，于４２℃水浴２ｍｉｎ，即可得到消除基因组
的ＤＮＡ体系。在上述体系中，加入Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｆｒｏｍＳｔｅｐ１１０μＬ，５×ＰｒｉｍｅｒｓｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ２４μＬ，
ＰｒｉｍｅｒｓｃｒｉｐｒＭｉｘ１μＬ，ＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ１μＬ，Ｒｎａｓｅ
ＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ４μＬ，涡旋混匀，置于 ＰＣＲ仪中进行反
转录，反应程序：３７℃ １５ｍｉｎ，８５℃ ５ｓ，４℃保存。
１．３．５　引物的设计　为了筛选天麻中的软化酶，本
研究在美国国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）数据库
中查阅相关文献，以了解软化相关酶的种类，由于

天麻软化相关酶基因在 ＮＣＢＩ数据库上未见公布，
因此选取与其同科植物的相关基因序列，用 ＢＬＡＳＴ
进行比对，选取高度保守的序列，结合引物设计的

原则，用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件［１５］，每个基因设计２～３对
引物，共设计２２对引物。
１．３．６　通过普通 ＰＣＲ法筛选引物　以 ｃＤＮＡ为模
板，按照 ＰＣＲ反应体系将所需试剂依次加入 ＰＣＲ
管中，具体反应体系为 ０．６μＬ模板 ＤＮＡ，７．５μＬ
Ｍｉｘ，０．７μＬ上游引物，０．７μＬ下游引物，５．５μＬ灭
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菌水，总体积 １５μＬ。反应程序为：９５℃预变性
２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，循环３４次；
７２℃ 延伸３０ｓ，７２℃充分延伸１０ｍｉｎ，１２℃保存。
１．３．７　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑＰＣＲ检测软化相关酶编码基因
的ｍＲＮＡ表达水平　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑＰＣＲ的具体操作
参照 ＴａＫａＲａ的说明书，每个基因做 ３个重复，
２０μＬ反应体系：１０μＬＳＹＢＲ，１．６μＬ上游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ），１．６μＬ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬ
ｃＤＮＡ模板，４．８μＬｄｄＨ２Ｏ。采用两步法 ＰＣＲ反应
程序，具体反应程序为：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变
性１５ｓ，６０℃退火 １ｍｉｎ，循环 ５０次；９５℃延伸
１５ｓ，７２℃充分延伸１０ｍｉｎ，１２℃保存。
１．４　数据统计

用Ｅｘｃｅｌ９７－２００３进行数据整理并分析结果。

２　结果与分析

２．１　天麻保鲜过程中的表型分析
本试验每隔７ｄ取样１次，同时拍照记录样品

的表型。经统计发现，天麻在保鲜过程中的表型变

化具有以下特征：（１）天麻在自然条件下（空白对照
组）逐渐变软，颜色由白色变成淡黄色；（２）经茶多
酚涂膜的天麻颜色与空白组相比差异不显著，用刀

不易切开；（３）经过超高压处理的天麻整体变脆，很
容易用小刀切成块状，且有汁液流出；（４）用茶多酚
涂膜并进行超高压处理的天麻水分较多，取样后袋

中有较多汁状液体残余，相较于其他３种处理方式
样品的颜色更深（图１）。

２．２　ＲＮＡ质量的检测
为了检测ＲＮＡ的质量，随机选取部分 ＲＮＡ样

品，并用２％琼脂糖凝胶电泳检测。从图２可以看
出，所有样品总ＲＮＡ的２８Ｓ、１８ＳＲＮＡ主峰单一、清
晰无降解，说明提取的 ＲＮＡ质量较好，可用于后续
研究。

２．３　引物的筛选
由于在ＮＣＢＩ等数据库中未检索到天麻软化相

关酶的编码基因序列，因此本试验选取多个与天麻

同科或同种植物软化相关酶的编码基因序列，经
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ＢＬＡＳＴ软件比对，选取高度保守序列，结合引物设
计原则，用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０工具，每个基因设计２～３对

引物，共设计２２对引物，其中 Ａｃｔｉｎ为内参基因引
物，引物序列见表１。

表１　天麻软化表达酶相关基因引物

基因 引物名称
引物序列

（５′→３′）
片段大小

（ｂｐ）

内参基因 Ａｃｔｉｎ－Ｆ ＧＣＡＧＣＡＴＧＡＡＧＡＴＣＡＡＧＧＴＧＧ １１１

Ａｃｔｉｎ－Ｒ ＧＣＣＴＴＡＧＡＡＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＴＴＧ

纤维素酶编码基因 ＣＸ－１Ｆ ＣＧＧＡＴＣＡＣＣＧＡＴＧＣＴＧＧＧ １５５

ＣＸ－１Ｒ ＧＴＡＧＧＡＡＣＴＧＴＣＣＧＡＧＴＣＡＣＣＡＡＡＴ

ＣＸ－２Ｆ ＣＴＣＡＴＣＴＣＡＣＴＣＧＣＡＡＡＧＡＡＡＣＡＧ １６１

ＣＸ－２Ｒ ＴＴＧＣＡＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＴＡＧＧＧＴ

ＣＸ－３Ｆ ＧＡＡＣＣＴＣＡＴＣＴＣＡＣＴＣＧＣＡＡＡＧ １９５

ＣＸ－３Ｒ ＧＧＧＣＴＡＧＡＡＴＡＣＡＧＧＴＡＣＴＧＡＡＡＴＣＣ

多聚半乳糖醛酸酶编码基因 ＰＧ－１Ｆ ＧＴＣＣＣＡＡＡＧＡＧＴＴＣＡＡＧＣＣＡＣＡＣ １５０

ＰＧ－１Ｒ ＡＴＣＣＧＧＡＧＴＣＣＡＴＴＧＧＡＧＧＴＴＣ

ＰＧ－２Ｆ ＡＧＴＧＣＡＡＣＣＡＡＣＡＴＴＧＴＴＴＴＣＣＡＧ １６５

ＰＧ－２Ｒ ＡＧＣＡＣＴＣＧＴＴＣＣＴＣＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＧ

果胶裂解酶编码基因 ＰＬ－１Ｆ ＴＴＧＧＴＴＧＡＴＧＣＧＡＴＴＴＡＴＧＧＧ １２６

ＰＬ－１Ｒ ＧＧＴＧＡＴＴＴＧＣＡＴＧＴＴＣＴＴＧＴＣＣＴＴＧ

ＰＬ－２Ｆ ＴＧＧＴＣＣＡＡＡＧＡＡＴＧＣＣＡＡＧＡＴＧＴＡＧ １２５

ＰＬ－２Ｒ ＴＣＴＧＴＴＣＣＣＴＴＧＧＣＴＡＴＴＧＡＴＴＧＴＡ

果胶甲酯酶编码基因 ＰＭＥ－１Ｆ ＣＡＴＣＡＴＣＧＧＡＴＡＣＣＡＡＧＡＣＡＣＡＴＴＴ １１６

ＰＭＥ－１Ｒ ＴＴＴＧＧＡＡＣＡＣＴＡＣＡＧＣＣＧＣＡＴＴＧ

ＰＭＥ－２Ｆ ＧＡＡＣＡＣＧＧＧＣＡＴＴＴＣＴＡＴＣＣＡＴ １８４

ＰＭＥ－２Ｒ ＧＡＡＡＴＴＣＣＣＡＴＴＣＣＡＣＴＣＡＡＧＣ

甘露聚糖内切１，４－β－甘露糖苷酶编码基因 １，４－β－１Ｆ ＡＧＧＧＣＴＴＧＧＡＴＴＴＴＧＴＴＧＴＴＴＣ ９７

１，４－β－１Ｒ ＴＧＴＧＧＴＣＴＧＣＣＴＣＣＡＴＡＧＴＣＣＴＴ

１，４－β－２Ｆ ＣＡＧＴＡＡＡＣＧＧＴＴＧＧＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴ １１０

１，４－β－２Ｒ ＣＴＴＴＴＣＣＧＧＣＡＴＴＧＴＧＴＣＧＣ

木瓜蛋白酶编码基因 Ｐａｐａｉｎ－１Ｆ ＡＴＴＧＧＡＧＡＡＡＧＡＡＴＧＧＡＧＣＣＧ １１０

Ｐａｐａｉｎ－１Ｒ ＡＴＴＧＧＡＧＡＡＡＧＡＡＴＧＧＡＧＣＣＧ

Ｐａｐａｉｎ－２Ｆ ＴＣＴＡＡＴＧＧＡＣＣＴＴＧＣＴＴＴＴＧＡＧＴＴＣ １１９

Ｐａｐａｉｎ－２Ｒ ＣＴＡＣＣＧＧＡＧＣＡＴＴＴＴＣＴＴＴＧＴＴＴＧＴ

Ｐａｐａｉｎ－３Ｆ ＣＡＡＡＣＡＡＡＧＡＡＡＡＴＧＣＴＣＣＧＧＴＡＧＴ １３３

Ｐａｐａｉｎ－３Ｒ ＡＡＧＴＣＴＧＡＧＣＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＡＡＴＡＧ

葡聚糖水二激酶编码基因 ＧＷＤ－１Ｆ ＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＴＡＴＣＧＧＴＧＴＴＡＣＴＴ ２０３

ＧＷＤ－１Ｒ ＧＧＡＡＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＣＴＴＧＡＣ

ＧＷＤ－２Ｆ ＴＴＧＣＴＣＴＡＣＣＡＴＴＴＧＧＡＧＴＴＴＴＴＧ １３１

ＧＷＤ－２Ｒ ＴＣＴＧＣＧＴＡＴＴＴＣＡＣＣＡＡＧＧＧＣ

组织蛋白酶编码基因 Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ－Ｆ ＣＴＴＴＴＡＣＴＧＴＣＴＡＣＧＡＧＧＡＴＴＴＴＧＣ １２６

Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ－Ｒ ＡＧＴＣＣＴＣＴＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＴＡＧＴＴＣＣ

过氧化物酶编码基因 ＰＯＤ－Ｆ ＡＧＴＧＣＴＴＧＴＣＣＡＧＧＡＧＴＴＧＡ １３４

ＰＯＤ－Ｒ ＧＡＧＡＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＴＡＧ

超氧化物歧化酶编码基因 ＳＯＤ－Ｆ ＡＴＧＡＡＡＡＣＡＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＧ １３８

ＳＯＤ－Ｒ ＡＴＧＧＡＣＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＡＡＴＣ

抗坏血酸过氧化物酶编码基因 ＡＰＸ－Ｆ ＡＴＧＧＧＡＡＡＧＴＧＣＴＡＣＣＣＴＧＴＴ １２８

ＡＰＸ－Ｒ ＡＣＡＡＴＧＴＣＣＴＧＧＴＣＣＧＡＡＡＧ

过氧化氢酶编码基因 ＣＡＴ－Ｆ ＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＴＴＡ １４２

ＣＡＴ－Ｒ ＣＡＡＴＧＡＧＧＧＡＴＧＧＣＴＧＧＡＡＡＡ
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　　用ＰＣＲ扩增后，产物经２％琼脂糖凝胶电泳检
测，由图 ３、图 ４可以看出，只有组织蛋白酶
（Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ）和过氧化物酶（ＰＯＤ）扩增出相应条带，
其他引物均未检测到条带。

２．４　天麻软化相关酶的表达趋势
以空白样（处理０ｄ）为对照进行数据处理，并

绘制成折线图。由图 ５可以看出，２８ｄ前，ＰＬ、
Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ这２种酶的编码基因的 ｍＲＮＡ水平变化
趋势一致，都是先升后降；ＰＭＥ则前期出现一个快
速下降的趋势；Ｐａｐａｉｎ的表达水平为先升高再降低；
ＰＯＤ相对表达量在处理２８ｄ前与Ｐａｐａｉｎ相对表达

量变化趋势相似，但在处理２８ｄ后则迅速升高。
２．５　ＰＬ编码基因的相对表达量

本试验通过 ｑＰＣＲ检测 ＰＬ基因的 ｍＲＮＡ相对
表达量［１６］，结果发现，ＰＬ在所有天麻样品中都有表
达，经过茶多酚涂膜的样品，其 ＰＬ的相对表达量明
显低于空白组；用超高压处理的天麻样品，在处理

１４ｄ时ＰＬ的表达量显著低于空白组，但是随着保
鲜时间的增加，ＰＬ的相对表达量明显升高；用茶多
酚涂膜＋超高压处理的天麻样品，在处理１４ｄ时的
表达量极显著高于空白对照组，并且随着保鲜时间

的增加，其表达量迅速降低（处理２１ｄ左右），之后
有所上升，但表达水平的变化差异不明显（表２）。

表２　ＰＬ的ｍＲＮＡ相对表达量

处理
不同处理时间ＰＬ的相对表达量

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ ３５ｄ

空白 １ １１．００±０．１９ ３０．０６±２．０２ ６．０８±０．０７ １２．７３±０．１３

茶多酚涂膜 １ ０．１０±０．０５ ０．０５±０．０９ ０．６０±０．０９ ０．２２±０．１２

超高压处理 １ ４．５３±１．１５ １３４．８３±８．２１ ２６６．８０±１０．２３ １７４．２５±１０．２５

茶＋超 １ １４６．０２±１０．２５ ０．６２±０．０２ ４．８７±０．０８ ６．４５±０．０８

　　注：表示与对照相比差异显著（Ｐ＜０．０５），表示与对照相比差异极显著（Ｐ＜０．０１），表示与对照相比差异十分显著（Ｐ＜

０００１）。下表同。
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２．６　ＰＭＥ编码基因的相对表达量
果胶甲酯酶可以降解植物细胞壁中的果胶，在

植物中普遍表达。在处理时间为１４ｄ时，茶多酚涂
膜的天麻样品中ＰＭＥ的表达量低于空白对照组，而
在处理时间超过３５ｄ后则高于空白对照组；经茶多

酚涂膜＋超高压处理的样品在处理前２１ｄ均低于
空白对照组，在处理３５ｄ时略有升高；超高压处理
样品ＰＭＥ的相对表达量表现为先升高后降低的趋
势（表３）。　

表３　ＰＭＥ的ｍＲＮＡ相对表达量

处理
不同处理时间ＰＭＥ的相对表达量

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ ３５ｄ

空白 １ １０．５９±１．３２ １．５０±０．０９ ０．１０±０．０１ ３．８９±０．１５

茶多酚涂膜 １ ５．５０±Ｏ．５８ ０．４６±０．０３ ０．７０±０．１３ ３６．５０±３．１６

超高压处理 １ ７．２１±０．３２ １５．０３±２．１０ １７．３９±２．２１ １．３７±０．０１

茶＋超 １ １．３２±０．１１ ０．３０±０．０１ ０．８６±０．０１ １３．９３±１．０４

２．７　ＰＯＤ编码基因的相对表达量
过氧化物酶具有抗氧化性，经ｑＲＣＲ检测发现，

处理１４ｄ时，３种不同处理方式的天麻样品中 ＰＯＤ
编码基因的相对表达量均低于空白对照组，但在处

理２１ｄ时，经超高压处理的天麻样品中 ＰＯＤ编码
基因的相对表达量极显著高于空白对照组，其他２
种则与空白组差异不大；在处理２８ｄ时，天麻样品

中ＰＯＤ编码基因的相对表达量均高于空白组，且茶
多酚涂膜的天麻样品中 ＰＯＤ编码基因的相对表达
量提高了２０倍；在处理３５ｄ时，茶多酚涂膜、超高
压处理的天麻样品中 ＰＯＤ编码基因的相对表达量
显著低于空白对照组，而茶多酚涂膜 ＋超高压处理
的天麻样品中 ＰＯＤ的相对表达量与空白组略接近
（表４）。

表４　ＰＯＤ的ｍＲＮＡ相对表达量

处理
不同处理时间ＰＯＤ的表达量

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ ３５ｄ

空白 １ ７．２４±０．１３ ０．２４±０．０２ ０．９３±０．０１ ５．６６±０．１６

茶多酚涂膜 １ ５．１２±０．０４ ０．１１±０．０１ ２０．３２±３．２１ ０．９９±０．０４

超高压处理 １ ３．４２±０．１１ ５．９４±０．２１ １１．７１±２．１０ ０．０７±０．０１

茶＋超 １ １．６２±０．１３ ０．２３±０．０２ ４．９９±０．０４ ３．７８±０．０２

２．８　Ｐａｐａｉｎ编码基因
为了分析 Ｐａｐａｉｎ在天麻软化过程中的表达情

况，用ｑＰＣＲ检测 Ｐａｐａｉｎ编码基因的表达水平。由
表５可以看出，茶多酚涂膜处理的天麻样品的
Ｐａｐａｉｎ编码基因相对表达量在处理前２８ｄ均低于
空白组，但在处理３５ｄ后则略高于空白组；在超高

压处理下，天麻样品的 Ｐａｐａｉｎ编码基因的相对表达
量远远高于空白对照组，在处理３５ｄ时提高到处理
７ｄ时的４３７倍左右；在茶多酚涂膜 ＋超高压处理
下，天麻样品的Ｐａｐａｉｎ编码基因相对表达量在处理
１４ｄ时高于空白对照组，但在处理 ２１ｄ时迅速降
低，随后又缓慢提高，但都低于对照。

表５　Ｐａｐａｉｎ的ｍＲＮＡ相对表达量

处理
不同处理时间Ｐａｐａｉｎ的相对表达量

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ ３５ｄ

空白 １ ３．７７±０．０３ ２７．７６±３．８２ ３．８１±０．２６ ５．７４±０．２１

茶多酚涂膜 １ ３．００±０．０２ ０．０４±０．０１ ０．１４±０．０３ ６．１１±０．５２

超高压处理 １ ２５．０２±３．４２ ２０１．５５±１７．３０ ４２３．１４±３４．２３ ４３６．５５±３７．８９

茶＋超 １ １１．４７±４．３２ ０．１８±０．０１ ０．８０±０．０１ １．２７±０．０３

２．９　Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ编码基因的相对表达量
Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ的主要功能是降解蛋白质，经 ｑＰＣＲ

检测发现，茶多酚涂膜处理的天麻样品Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ编
码基因的相对表达量始终低于空白对照组；在超高
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压处理下，天麻样品的Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ编码基因的相对表
达量先升高后降低，且远远高于空白对照组；在茶

多酚涂膜＋超高压处理下，天麻样品的Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ编
码基因的相对表达量在处理１４ｄ时提高到处理７ｄ

时的１０３倍，在处理２１ｄ时提高至处理７ｄ时的８
倍；在处理 ３５ｄ时上升到处理 ７ｄ时的 ２３２倍
（表６）。　

表６　不同处理时间Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ的ｍＲＮＡ相对表达量

处理
不同处理时间Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ的ｍＲＮＡ相对表达量

７ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ ３５ｄ

空白 １ １．９０±０．４３ ７．０４±０．４５ ４．８９±０．２２ １４．５７±２．５４

茶多酚涂膜 １ ０．４０±０．０１ ２．９７±０．３２ １．５８±０．１２ ０．８５±０．１７

超高压处理 １ ５８．６９±３．９８ ２４３．８７±２６．４７ ２３０．７２±２８．０４ ８６．８２±１３．４４

茶＋超 １ １０２．８９±６．３４ ８．４３±２．０４ １６５．９９±１９．５５ ２３２．３２±１８．９

３　讨论

近年来，关于天麻保鲜的研究主要集中在生理

生化指标测定方面，随着科学技术的发展，相关研

究正逐步向生物技术靠拢［１７］。大量研究发现，果蔬

的软化与细胞壁有密切关系，植物细胞壁的主要成

分为纤维素、果胶，而高等植物细胞壁中果胶含量

较高，是植物细胞间质的重要成分［１８］，因此，与植物

细胞壁有关的酶与天麻的软化程度密切相关［１９］。

目前关于天麻软化相关酶的报道较少，本试验选取

与天麻同科或同属植物软化相关酶的基因序列，用

ＢＬＡＳＴ进行序列比对，选取高度保守的序列，用
Ｐｒｉｍｅｒ５．０工具，每个基因设计２～３对引物，共设
计２２对引物，经过普通 ＰＣＲ扩增筛选及 ｑＰＣＲ筛
选，最终选取 ＰＬ、ＰＭＥ、Ｐａｐａｉｎ、ＰＯＤ和 Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ等
５种软化酶进行分析，分别在３种不同包装方式的
天麻样品中检测了上述软化酶的表达差异。在天

麻软化过程中，这５个基因的 ｍＲＮＡ表达水平均受
到影响，果胶裂解酶在经茶多酚涂膜后表达量显著

降低，说明这种处理方式抑制了 ＰＬ的表达，保鲜效
果较好；而在经过３种不同包装方式处理后，ＰＭＥ
的表达水平变化以显著为主，说明ＰＭＥ的表达可能
不受这３种包装方式的影响；经３种不同方式处理
的天麻样品贮藏３５ｄ时 ＰＯＤ的相对表达量均低于
空白组，说明ＰＯＤ减缓了天麻的氧化程度，具有较
好的保鲜效果；经超高压处理后，Ｐａｐａｉｎ的相对表达
量升高，说明经过这种方式促进了 Ｐａｐａｉｎ的表达，
天麻软化程度加深，但经过茶多酚涂膜 ＋超高压处
理后的天麻 Ｐａｐａｉｎ的相对表达量比超高压处理的
天麻的表达量低，进一步说明茶多酚涂膜的保鲜效

果较好；茶多酚涂膜的天麻样品种组织蛋白酶的相

对表达量始终低于空白组，而其他处理方式的

Ｃａｔｈｅｐｓｉｎ相对表达量升高，说明茶多酚涂膜有利于
天麻的保鲜。综上所述，茶多酚对天麻保鲜的效果

较好，而超高压处理反而促进了天麻的软化，推测

可能是超高压处理时的温度、压强和处理时间不佳

造成的；在分子水平上，天麻软化过程是由多个基

因共同调控的，而本试验仅选取且研究了一小部分

基因，不能够完全展现天麻在保鲜过程中的软化调

控机制，天麻的软化相关基因的调控机制还需进一

步探索，本试验的结果可为进一步的研究奠定基

础，为天麻保鲜研究提供参考。
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江苏省蔬菜中农药残留超标风险状况分析及对策建议

孙钰洁，刁春友，闫晓阳，王　晶，徐炜枫，韩　凯
（江苏省农产品质量检验测试中心，江苏南京２１００３６）

　　摘要：为了解江苏省蔬菜中农药残留超标风险状况，并提出针对性对策建议，搜集汇总２０１９—２０２１年江苏省蔬菜
安全质量风险监测、监督抽查及个人委托共计２５１９７份蔬菜样品农药残留检测结果，通过统计分析，得到以下几点结
论：４个季度中，农残超标风险由高到低的顺序是一季度、四季度、二季度、三季度。超标频次排前１０位的农药是毒死
蜱、腐霉利、啶虫脒、多菌灵、阿维菌素、甲氨基阿维菌素苯甲酸盐、烯酰吗啉、氯氟氰菊酯、吡虫啉、灭蝇胺。超标农药

中氧乐果、氟虫腈有不可接受慢性摄入风险；腐霉利、哒螨灵、氟虫腈、克百威、多菌灵、灭蝇胺有不可接受急性摄入风

险。超标率排前１０位的蔬菜是芹菜、普通白菜、茼蒿、萝卜、油麦菜、韭菜、茎用莴苣、辣椒、菠菜、蕹菜；超标率排前１０
位的蔬菜按苏南、苏中、苏北区域统计，超标农药品种极少超过５个。这几点结论为采取加强设施栽培蔬菜绿色防控
技术的推广应用、加强低风险用药技术的推广应用等针对性风险防控措施提供了可靠依据。
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　　蔬菜在我国居民膳食结构中占据重要的地位，
因此成为仅次于粮食生产的第二大种植作物［１］。

多年来，经过多方努力，蔬菜质量安全水平得到极

大提高，江苏省检测合格率稳定在９８％以上。但由
于大部分蔬菜易发生病虫害，加上种植规模大和种

植年份增加，病虫害发生基数不断累积，发生情况

不断加重，防治压力仍在加大，农药使用量控减难

度和进一步管控农药超标风险难度也有增无减［２］。

分析蔬菜农药残留超标风险状况，可为采取针对性

农药残留超标风险管控措施提供可靠的依据［３］。

１　材料与方法

１．１　蔬菜样品和抽样方法
本研究数据来源于２０１９—２０２１年江苏省省级

蔬菜质量安全风险监测、省市级监督抽查及个人委

托，共计２５１９７份蔬菜样品的检测结果。蔬菜样品
皆为江苏省内生产量和消费量较大的品种，调味蔬
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