
     2008, Vol. 29, No. 04 食品科学 ※包装贮藏430

机械损伤对富士苹果酶促褐变的影响

王艳颖1,3，胡文忠1,*，庞 坤2，朱蓓薇3，范圣第1

(1.大连民族学院生命科学学院，辽宁 大连      116600；2.中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连      116023；

3.大连工业大学生物与食品工程学院，辽宁 大连     116034)

摘   要：研究了富士苹果机械损伤后在5℃和18℃贮藏条件下对生理变化及酶活性的影响。结果表明，机械损伤

后的果实相对电导率急剧增大、L* 值迅速下降、多酚含量逐渐降低、丙二醛(MDA)含量逐渐上升，果肉快速发

生褐变。机械损伤提高了多酚氧化酶(PPO)、过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)的活性，抑制了超氧化物歧化

酶(SOD)的活性。随着贮藏时间的延长，除了 PPO 外，其它指标都呈现了上升、下降的反复过程，说明组织自

身的保护酶系统对伤胁迫具有生理防御作用，而且在低温贮藏时酶活性较强而能有效地延缓果实的衰老。
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Abstract ：The effects of mechanical damage on physiological changes and the enzymatic activity of Fuji apples during storage

at 5℃ and 18℃were investigated. The results showed that the relative electrical conductivity increases rapidly, L* value

decreases rapidly, the content of polyphenol decreased gradually, the content of malondialdehyde(MDA)increases gradually

and flesh becomes brown rapidly in Fuji apples after mechanical damage. The activities of polyphenol oxidase(PPO) and

peroxidase(POD) and catalase (CAT) all increase while the activity of superoxide dismutase (SOD) is restricted after mechanical

damage. The parameters show the increasing and reducing cycles except PPO after extension of storage. It also showed that the

protective enzyme system of injured tissue defends stress and the better activity of enzyme delays aging of fruit during low

temperature storage.
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富士(Fuji)苹果是20世纪80 年代初从日本引进我国

的优良品种，具有果肉硬脆、可溶性固形物含量高、

品质好、耐贮藏等优点，目前已成为我国第一大苹果

主要栽培品种[1]。近年我国富士苹果产量逐年递增，质

量不断提高，但苹果在采后包装、运输、贮藏到消费

者手中的整个过程都不可避免地受到如挤压、振动、碰

撞等不同程度的机械损伤，尤其是近年鲜切果蔬加工业

的发展，使苹果在加工过程中受到严重的机械损伤。机

械损伤使果实天然的组织结构遭到破坏，膜透性增加，

酚类物质和多酚氧化酶(PPO)迅速接触而导致果实发生酶

促褐变[2- 4 ]，这些变化不仅影响了苹果的外观质量，也

加速了其营养成分的损失[5]，更导致苹果的商品价值和

食用品质的下降。同时机械损伤也为微生物侵染开辟了

途径，使苹果衰老加快，腐烂增加，造成苹果在贮运

过程中尤其是贮藏后期损失严重[6]。为了探索采后富士

苹果受机械损伤后酶促褐变的机制，本实验通过人工模
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拟机械伤害，研究伤害部位生理代谢的变化，为采后

果蔬的科学贮运与加工提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料及处理

材料：2006 年 10 月末采自瓦房店松树镇朝阳村果

园，选用色泽一致、大小均匀、无病虫害和无机械损

伤的富士苹果为试验材料，采后当天运至实验室，并

贮藏在 1℃、相对湿度 9 0 %～9 5 % 的冷库中备用。

机械损伤处理方法：将苹果置于离地面 5 0 c m 高

处，采用自由落体跌至理石地面上，每个果实正反面

各产生一处机械伤，以不经跌落的果实为对照，分别

贮藏在5℃和 18℃两种条件下。每1～2d 取样测定相关

指标，每次每处理取 3 ～5 个果实进行分析。

1.2 仪器设备

CR400/CR410型色差计      日本Konica Minolta公

司；电子天平    梅特勒-托利多(上海)有限公司；BR4i

型高速冷冻离心机    法国Jouan公司；T-25型匀浆机    德

国IKA公司；UV-2100型紫外可见分光光度计    尤尼柯

上海仪器有限公司；SiM-F140型制冰机     日本三洋公

司；组合式气调库    大连冷冻机股份有限公司；Lambda

25型紫外可见分光光度计    美国Perkin Elmer公司；电

导率仪    美国 Thermo Electron Corporation公司。

1.3 方法

1.3.1 果肉颜色的测定

用色差计测定。

1.3.2 相对电导率的测定

参照席玙芳的方法[7]。

1.3.3 多酚含量的测定

参照Pirie 法[8]并修改：5g果肉组织与预冷的25ml

1%HCl- 甲醇溶液充分研磨提取，然后于4℃下12000 ×

g 离心 10m i n，上清液直接用于比色，样品重复测定 3

次。酚类含量以 OD 280/ g  F W 表示。

1.3.4 P P O 、P O D 活性及 M D A 含量的测定

1.3.4.1 提取液的制备

取10g去皮果肉，加1g PVPP 于 20ml 0.2mol/L 磷

酸缓冲液(pH6.4)中，冰浴研磨，4℃下13000 × g 离心

3 0 m i n，取上清液测定酶活性和 M D A 含量。

1.3.4.2 PPO 活性测定

参照Galeazzi等的方法[9]并加以改进，将0.5ml粗酶

提取液加入3ml 0.5mol/L的邻苯二酚溶液(用0.2mol/L pH6.

4 的磷酸缓冲液配成)中。反应温度为 25℃，加酶液后

5s 开始扫描10s 内 398nm 处吸光度变化，样品重复测定

3 次。酶活性以△ OD 398 n m/ m i n·g F W 表示。

1.3.4.3 P O D 活性的测定

按照Putter的方法[10]并稍作修改，将0.5ml粗酶提

取液加入2ml 0.3%愈创木酚(用0.2mol/L pH6.4的磷酸缓

冲液配成)中，在 30℃水浴中平衡5min，然后加入1ml

0.3% H2O2(用0.2mol/L pH6.4的磷酸缓冲液配成)，混匀，

1min 后扫描 1min 内 460nm 处吸光度变化，样品重复测

定 3 次。酶活性以△ OD 460n m/ m i n·g F W 表示。

1.3.4.4 M D A 含量的测定

参照Heath和Pacontroler的方法[11]，将1.5ml粗酶

提取液加入2.5ml 0.5% 的硫代巴比妥酸(TBA，用 15%的

三氯乙酸配成)溶液中，混匀后在沸水域中煮沸18min，

迅速用自来水冷却，并在 1 0 0 0 0 × g 离心机中离心

10min。取上清液在532nm 和 600nm 波长下分别测定吸

光度，样品重复测定 3 次。

1.3.5 S O D 活性的测定

采用 NBT 方法[12]，以 50% 抑制的酶液量为 1 个酶

活单位。

1.3.6 C A T 活性的测定

参照Acbi 法[13]并修改，取5g 果肉，加入10ml 预

冷的pH7.5 0.05mol/L的磷酸缓冲液(内含50mmol/L二硫苏

糖醇和1%PVPP)在冰浴中研磨成匀浆，12000 × g 4℃下

离心 20min，收集上清液立即用于 CAT 酶活测定。CAT

反应体系包括粗酶液200μl和 3ml 20mmol/L H2O2，以蒸

馏水作参比。在 240n m 处测定 2min 内的样品吸光度，

样品重复测定三次。

2 结果与分析

2.1 机械损伤对富士苹果相对电导率的影响

细胞质膜完整性的破坏是果实衰老的重要标志。膜

的损伤表现为失去选择透性，电解质漏泄增大。细胞

膜透性可以用相对电导率大小来衡量。如图 1 所示，对

照果的相对电率随贮藏期的延长均显示逐渐上升的趋

势，且随温度的升高而增幅较大。机械损伤使富士苹

果的相对电导率急剧上升，伤后当天的相对电导率达到

63.29%，是对照果的1.37 倍，以后相对电导率总体又

呈现逐渐下降的趋势。但在贮藏过程中，相对电导率

呈现不同程度的下降、上升的反复过程，而 5℃贮藏的

相对电导率比18℃的相对电导率变化速度较快、降幅较

大。说明机械损伤破坏了细胞膜结构，细胞液外渗，

导致相对电导率迅速上升。随着组织自身新陈代谢的不

断进行，愈伤组织逐渐形成，组织的失水和电解质外

渗得到了控制，相对电导率逐渐下降。而且低温贮藏

有效地抑制了相对电导率的上升。

2.2 机械损伤对富士苹果多酚含量的影响

对照果实的多酚含量均呈前期上升、后期下降的趋



     2008, Vol. 29, No. 04 食品科学 ※包装贮藏432

势，如图 2 所示。机械损伤使苹果的多酚含量迅速下

降，伤后当天多酚含量降为对照的 8 4 % ，而且温度越

高，下降幅度越大。同时，受伤果的多酚含量在贮藏

期间显示了下降、上升的反复过程，贮藏期末，5 ℃

和 18℃贮藏的多酚含量分别为对照的58% 和 60%。实验

结果表明，机械伤导致了酶促褐变的发生，消耗了大

量的酚类物质，而且温度越高，酚类物质消耗就越多。

随着贮藏期的延长，受损伤的组织可能产生酚类等次生

代谢物质，参与愈伤组织的形成；或者伤处周围的酚类

物质在浓度梯度作用下不断向伤处转移，导致酚类物质

含量有所回升。而且在低温贮藏过程中酚类物质的生理

代谢较缓慢，减弱了酶促褐变的趋势，这对果蔬的保

鲜是有利的。

2.3 机械损伤对富士苹果 PPO 活性的影响

多酚氧化酶(P P O )在组织细胞内以两种形式存在，

一种具有催化活性的游离态(FPPO)存在于细胞质中；一

种以潜在活性的结合态(BPPO)存在于细胞膜上，果蔬一

旦遭到机械损伤,造成细胞质膜的破裂，BPPO 便游离出

来，转化为具有催化活性 FPP O [3 ]。如图 3 所示，受伤

果的 PPO 活性与对照都呈现贮藏前期上升后期下降的趋

势，两者都在第 4 d 达到峰值，但 P P O 活性相差不大，

苹果受到机械损伤的当天，PPO 活性明显高于对照；贮

藏后期的 PPO 活性明显低于对照，而且 5℃贮藏的 PPO

活性低于 18℃的 PP O 活性。实验结果表明，机械伤导

致细胞膜上的BPPO 转化为具有催化活性的FPPO，加速

了酶促褐变的趋势。贮藏后期低温明显地抑制了 PPO 的

活性。所以，既使受机械损伤的果实，在低温条件下

贮藏仍然是有利的。

2.4 机械损伤对富士苹果 POD 活性的影响

POD 是植物在逆境条件下酶促防御系统的关键酶之

一，它与 S O D、C A T 相互协调配合，清除过剩的自由

基，以提高植物的抗逆性[1 4 ]。图 4 所示，对照果 P O D

活性都呈现先上升后下降的趋势，温度越高，酶活性

越低。而苹果受到损伤后，P O D 活性明显高于对照，

温度越低，P O D 活性越高。5℃和 1 8℃贮藏的 P O D 活

性分别于第4d 和第 3d 达到峰值，分别比对照高72% 和

1 7 % 。随着贮藏时间的延长，P O D 活性也呈现下降、

上升的反复过程，但低温条件下 POD 活性变化得比较缓

慢。贮藏期末，5 ℃贮藏的 P O D 活性仍在上升，是同

期18℃处于下降阶段POD活性的1.9倍。实验结果表明，

POD活性伴随着机械伤害而上升，这与Miller A R 等在

黄瓜上的试验结果[15]相一致，而且 POD 活性与 CAT 活

性变化趋势相似，说明 P O D 和 C A T 一样在清除自由基
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延缓果实快速衰老方面起到快速保护作用。

2.5 机械损伤对富士苹果 M D A 含量的影响

果蔬组织中活性氧产生和清除之间的不平衡，导致

活性氧的积累，从而促进膜脂过氧化作用[1 6 ]，M D A 是

膜脂过氧化的产物。如图 5 所示，对照果实的 M D A 含

量都显示了上升趋势，温度越高，上升幅度越大。苹

果受到机械损伤后，M D A 含量逐渐上升，5℃和 1 8℃

贮藏的 MDA 含量分别于第3d 和 2d 达到第一次峰值，分

别比对照高 28 % 和 4 %。然后又经过下降、上升的反复

过程，但 5 ℃贮藏的 M D A 含量上升和下降速度较慢。

这说明机械损伤加速了膜脂过氧化，使 M D A 含量逐渐

上升。但随着细胞膜保护酶系统不断清除活性氧等自由

基，贮藏后期膜脂过氧化作用减弱，从而减轻了酶促褐

变的程度，而且在低温条件下，膜脂过氧化速度较慢。

2.6 机械损伤对富士苹果 SOD 活性的影响

植物对由细胞内过剩自由基而引发或加剧的膜脂过

氧化作用，有酶促和非酶促两类防御系统，S O D 是酶

促防御系统的重要保护酶。本试验结果如图 6 所示，损

伤后的苹果 SOD 活性在贮藏前期和后期分别明显低于对

照，1 8℃贮藏初期的 S O D 活性下降幅度较大，贮藏第

4d 时下降至最低值，是同期 5℃贮藏的 35%。然后两者

又开始回升，在第 8 d 达到最大值，分别比对照高 1 1 %

和 1 3 % 。然后两者又逐渐下降。实验结果说明机械损

伤抑制了果实 SOD 活性，从而加速了受伤果实的衰老进

程。随着贮藏时间的延长，S O D 活性又呈现先上升后

下降的趋势，说明果实在衰老过程中也能激发 S O D 活

性，提高组织对逆境的抗氧化能力。而且，低温贮藏

的 SO D 活性较高，能有效地延缓受伤组织的快速衰老。

2.7 机械损伤对富士苹果 CAT 活性的影响

果实衰老源于活性氧的积累，活性氧产生和清除之

间的平衡被破坏导致活性氧的积累，使果实衰老加剧。

CAT 能分解代谢产生的H2O2 而有效地清除自由基[17]。如

图 7 所示。对照果的 CAT 活性呈现前期下降后期上升的

趋势。而受到机械损伤后的苹果 C A T 活性在贮藏当天

明显低于对照，以后逐渐上升，而且在第 4 d 上升到最

大值，5℃和 18℃贮藏的 CAT 活性分别比对照高 11.4%

和 2 3 . 1 %，然后两者又快速下降，温度越高，下降幅

度越大，贮藏期末 5℃贮藏的 CA T 活性是 1 8℃贮藏的

1.13 倍。说明机械损伤能直接诱导CAT 活性的增强，而

且在低温下较稳定且作用时间较长，能有效地延缓受伤

果实的快速衰老。

2.8 机械损伤对富士苹果果肉 L* 值的影响
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图5   机械损伤对富士苹果MDA活性的影响

Fig.5   Effects of mechanical damage on MDA activity of Fuji
apples
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图6   机械损伤对富士苹果SOD活性的影响

Fig.6   Effects of mechanical damage on SOD activity of Fuji
apples
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图8   机械损伤对富士苹果果肉L*的影响

Fig.8   Effects of mechanical damage on flesh L* of Fuji apples
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图7   机械损伤对富士苹果CAT活性的影响

Fig.7   Effects of mechanical damage on CAT activity of Fuji
apples
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果肉褐变最显著的特征就是果肉颜色的变化。如图

8 所示，对照果在贮藏过程中果肉 L * 值基本不变，保

持了很好的贮藏品质。而机械伤害导致果肉 L * 值迅速

下降，贮藏 1d 时，5℃和 18℃贮藏的果肉 L* 值分别下

降至 46 和 51。而且 18℃贮藏前期 L* 值降幅较大，贮

藏至第 4d 时，L* 值下降到最低点 40，以后逐渐回升。

5℃贮藏的 L* 值在贮藏过程中显示了较明显的上升、下

降的反复趋势，但幅度较小。说明苹果受到机械损伤

后果肉发生了酶促褐变，导致了 L * 值迅速降低。而果

实体内存在的非酶抗氧化剂VC 能将酶促褐变的产物醌还

原为无色的酚类物质[18]，使 L* 值有小幅度的回升，而

且低温贮藏时 L * 值下降缓慢，减缓了受伤果实酶促褐

变的趋势。

3 讨  论

3.1 褐变是植物组织普遍存在的一种生理现象，通常

认为是酚类物质的酶促氧化所致。酚类物质是植物组织

代谢过程中产生的一类正常产物。它的合成是从苯丙氨

酸解氨酶催化苯丙氨酸脱氨形成肉桂酸开始的，肉桂酸

进一步羟化形成各种酚类化合物。在氧的作用下，PP O

将酚氧化成醌，醌进一步聚合形成褐色素，导致组织

褐变[1 9 ]。但是，在正常发育的果实中，酚类物质、氧

和 PPO 同时存在却不发生果实褐变，这可能是在正常的

组织细胞内由于物质通过一系列膜系统实现区域性分

布，以致酚类物质不与 P P O 接触的缘故。本实验结果

表明，苹果受到机械损伤后，相对电导率急剧增大、

L * 值快速下降，多酚含量逐渐下降、P P O 的活性呈先

升后降趋势(图3)，酚类物质的减少和褐变的出现同时发

生，因此认为机械损伤破坏了细胞膜的结构，酚类物

质不断渗出，同时与 PPO 迅速接触氧化而导致果肉组织

发生褐变。

3.2 S O D、PO D 和 CA T 是植物体内存在的清除自由基

的保护酶系统。S O D 主要催化 O 2
－  ·的歧化反应，使

O 2
－  ·转变成 O 2 和 H 2O 2，后者再被 C A T 或 P O D 分解为

O 2 和 H 2O [20 ]。正常情况下植物体内的 O 2
－  ·处于产生与

清除的动态平衡中。逆境条件破坏了自由基代谢的平

衡，引起膜脂过氧化，M D A 是膜脂过氧化的产物，它

是衡量膜脂过氧化程度的指标。本实验结果表明，苹

果受机械损伤后，S O D 活性受到抑制，导致 O 2
－  ·大量

积累，虽然 P O D 和 C A T 活性逐渐增强，但仍不能清除

过剩的自由基，从而促使膜脂过氧化加剧，表现为

M D A 含量逐渐上升。随着贮藏时间的延长，除了 P P O

外，各项指标都呈现了上升、下降的反复过程，而且

在低温条件下，各种生理反应进行得比较缓慢，说明

受伤组织的保护酶系统在抵抗逆境胁迫方面具有一定的

调节作用，而且在低温下酶活性较强，能延缓果实的

快速衰老。
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