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不同温度处理对草菇、真姬菇蛋白酶活性变化的影晌

巫光宏，詹福建，钱春梅，黄卓烈，周立莉，岑剑伟
(华南农业大学生命科学学院，广东广州 51创42)

摘要:以草菇 V884 及真姬菇的子实体为供试材料，在 4、 15 、30 "c下进行保鲜储藏.结果表明:蛋白酶比活峰值出现

愈迟，菇类保鲜期愈长;相反，出现愈早，保鲜期愈短.所以草菇在 15 "c下可保鲜 3 d; 真姬菇在 4 "C下可保鲜 7 d , 
而在其他的温度处理下，保鲜时间很短(1 d) ，说明草菇、真姬菇两种食用菌的腐烂变质和蛋自酶活性密切相关.
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proteinase activities of Volvariel1a volvacea and Pleurotus comucopiae 
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Abstract: 四e s国w mushr∞ms ( Volvariella volvacea and Pleurotu.s comucopiae) were stored under different 

tempremtUI毡，也at is 4 , 15 , 30 "C, to demons国te 出eir protein and proteinase activity changes. The ex­

periemental results showed 由at ， the later the protein路e activity peak appeared , the longer the mushrooms kept 

fresh. The suitable store temperatures were 15 "C for 协lvariella ωlvacea to keep fresh wi也in 3 days and 4 "C 

for Pleurotu.s ωmucopiae to keep fresh 明白血 7 days. While the mushrooms were stored at the other 怆mpera­

tures , the time for them to keep frl臼h was ve可 short (1 day). 咀Iis indicated 由at variations in the proteinase 

activities were closely relatedωthese effi田ts of keeping fresh in bo由 m田，hrooms.
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草菇 Volva由lla volv配m 和真姬菇 Pleuroωωrrw­

ω'P1ße 隶属真菌门，分别属于小包脚菇属、侧耳属.

是世界上 10 种大面积种植的食用菌之一，尤其是真

姬菇，为近年来迅速发展起来的一个新种类.草菇是

一种高温食用菌，对温度变化敏感，通常在 0-5 "C

发生水化自溶[1-5] 加速溃烂，这成为草菇产后保鲜

的严重制约因素.不同温度影响草菇代谢途径及其

过程中的生理生化机制还不明了，引发草菇腐败的

原因是复杂的.王富明等[1] 、杨淑云等[2]认为草菇在

保鲜贮藏中，蛋白酶活性增强，这可能是加速草菇软

腐的原因之一;陈明杰等[3] 发现低温处理的草菇菌

丝体内大分子蛋白质减少.目前对真姬菇的研究开

发起步较晚，对采后真姬菇的生理生化机制的研究

在国内很少有文献报道，更谈不上如何从本质上揭

示其代谢的变化与其保鲜的机制.本试验通过对采

后草菇、真姬菇在几种温度下的蛋白酶活性和蛋白

质质量浓度的变化的研究，以期为草菇、真姬菇的保

鲜研究和生产提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 供试菌株及处理方法

试验材料为采自广州五山志华食用菌种场的草

菇协阳市lla volvαceaV844 子实体和真姬菇 Pleurotus

comucopiae 子实体.每次随机取 3-4 个子实体放入

保鲜袋中封口，分别于 4、 15 、30 "C恒温下进行不同时

间储藏，每个试验组设 3 个重复.

1.2 酶液提取
取每个试验组的子实体剪碎混匀，称取 4 g，放

人研钵中，用 5 mL O.l moVL 磷酸盐缓冲液 (pH7.0)

在冰浴中研磨， 10α)() r/min 4 "c离心 15 min，收集上
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清液，用上述磷酸盐缓冲液定容至 20 mL，进行蛋白

质质量浓度和蛋白酶活性的测定.

1.3 蛋白质质量浓度、蛋白酶活性的测定和数据处

理

可溶性蛋白质质量浓度测定按照 Bra晶rd[6] 法，

以牛血清白蛋白为标准蛋白质.蛋白酶活性(酷蛋白

为底物)测定采用改进方法[7] 在 37 "c下，以酷蛋白

为底物，在 275 nm 波长下光吸收值变化 o.∞1 个单

位的酶量定义为 1 个酶活力单位 (U) .酶比活力以

U/(mg.min)表示.每个试验组均 3 次重复，试验数

据进行方差分析[8]

1.4 SDS-聚丙烯酷肢凝胶电泳

本试验用不连续 SDS-聚丙烯眈肢凝胶垂直平板

电泳法[9] 检测不同温度、时间的蛋白质差异.分离

胶质量分数为 10% ，浓缩胶质量分数为 4.75% ，电极

缓冲液为 0.05 moVL Tris-Gly( pH8 .3)溶液，每孔点样

量 :40μL 酶液，加 0.5 mg抽L 澳酣蓝为前沿指示剂.

恒压电泳，浓缩胶 80 V，分离胶 160 V，电泳约 3 h，剥

胶，用染色液(1 mgIL 考马斯亮蓝R250、体积分数为

45%甲醇、体积分数为 10%冰乙酸)在 45 "c下染色 3

h，然后用脱色液(体积分数为 5% 甲醇、体积分数为

7.5%冰乙酸)在常温下脱色 48 h. 
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期很短(1 d). 而草菇在 15 "c、真姬菇在 4 "C的处理

组中，随着天数的增加，蛋白质质量浓度变化较大，

有升有降，推测在不同时间里，菇类子实体细胞的蛋

白质代谢，既分解蛋白质又合成新的蛋白质，从而使

草菇在 15 "c下有 3 d 保鲜期，真姬菇在 4 "C下有 7.d

保鲜期.从表 1 的方差分析可知，温度和时间对草

菇、真姬菇的蛋白质质量浓度影响极显著，温度、时

间的交互作用也极显著.
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图 1 不同温度下草菇可溶性蛋白质随时间的变化

Fig. 1 Change of protein in different temperatures 

and time from Vol'VGJ'Íell.a volvacea 

不同温度下，草菇、真姬菇可溶性蛋白质随时

间的变化

从图 1 、2 中可看出，草菇在 30、4 "C和真姬菇在

30、 15 "c处理 1 d，蛋白质质量浓度较高，可能与此时

的蛋白酶活性较高有关，从而导致草菇在 30A "c和

真姬菇在 30、 15 "c处理 1 d 后开始水化、腐烂，保鲜
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图 2 不同温度下真姬菇可溶性蛋白质随时间的变化

Fig. 2 Change of protein in different temperatures and 
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表 1 不同温度下草菇和真姬菇可溶性蛋白质随时间变化的方差分析

Tab.l V:缸ianωanalysis of 由e change of protein in different tenψera阳r臼

and 也ne 仕刨n 协IVQ1证'ella volvacea and Pleurotu comucopiae 
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同温度下的时间差异相符合.蛋白酶活力峰值出现

越早，草菇保鲜期越短，蛋白酶活力峰值出现越迟，

草菇保鲜期越长.在 30 、4 "C的草菇蛋白酶活力在 l

8 

不同温度下，草菇、真姬菇蛋白酶活力随时间

的变化

从图 3 可知:试验结果与草菇的采后保鲜在不
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体的蛋白质不断分解，又不断合成新的蛋白质(图

2) ，从而使真姬菇在 4 "C储存具有较长的保鲜期 (7

d) .方差分析(表 2)表明:温度和时间都对草菇蛋白

酶活力影响极显著;温度和时间的交互作用对真姬

菇的蛋白酶活性影响极显著.

巫光宏等:不同温度处理对草菇、真姬菇蛋白酶活性变化的影响

d后达到最大值; 15 "c的蛋白酶活力在第 1 d 降到最

低，而在第 3 d 才达到最大值.在图 4 中，真姬菇在

15 、30 "c处理 1 d，蛋白酶活力虽有所下降，但仍具有

较高活性，推测其蛋白质以水解为主，使真姬菇在

15 ,30 "c储存 1 d 后开始发软腐烂.在 4 "C中随着天

数增加，蛋白酶活性不断增加，推测 4 "C真姬菇子实

第 2 期

表 2 不同温度下草菇和真姬菇蛋白酶活力随时间变化的方差分析

Tab. 2 Variance analysis of the change of proteinase 3ctivity in different tempera阳res

and time from VolvarielJa volvacea and Pleurotu comucopiae 
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温度处理组都无 E，F、G 带，可能与蛋白酶降解有关.

电泳图谱还表明 15 "c试验组保鲜时间较长 (3 d) ，蛋

白亚基主带较多.
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不同温度下草菇蛋白酶比活力随时间变化

Change of s严cific activity in different temperatures 

and 由ne from Volvariella volvacea 
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革菇蛋白质 SDS-聚丙烯酷胶凝胶电泳图谱

Fig. 5 Diagram of SDS-PAGE of proteins from 协缸万臼lla vo~忧比ω

在图 6 中，与采后真姬菇(0 d)相比，不同温度、

时间的处理组既有相同的谱带，又各自具有特异的

谱带.保鲜时间短的 30 和 15 "c处理组有相似的图

谱 :A、 B ， E ， I 、 L; 保鲜时间较长的 4 "C处理有特殊的

图谱 :C ， D ， F、 H、 K. 推测这些特异性的谱带与真姬

菇在 4 "C下的蛋白质代谢及蛋白酶活性有关.电泳

图谱还表明 :3 个温度处理] d 与 Od 的有较多相对

分子质量较小的蛋白亚基，随时间增加，被蛋白酶水

解，故在第 9 ，7 ，4 d 的相对分子质量小的电泳条带少

且模糊.

图 5
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图 4

2.3 不同温度和时间下蛋白亚基的差异
在图 5 中，与采后草菇 (0 d) 相比， 15 "C， 3d 草

菇的蛋白亚基图谱具有相同的 A、B 、C 、 D 主带 ;4 "c、

3 d 的具有相同的 B、D 带，而 A 、 C 带模糊 ;30 "C, 3 d 

的具有相同的 B 带，元 A、 C 带， D 带模糊. 3 个不同



74 华南农业大学学报(自然科学版) 第 25 卷

℃
d
 

AaTny 
℃
d
 

47 
℃
d
 

A
哼
A
『

FUAU 41 
AU 

A
υ
 

巍

℃
d
 

r、
d
'
E
A

l 
℃
d
 

，
、J
A
A『

l 
℃
­

ou--
句
3℃

d
 

AUAUT 
句
、d

叫一-，，~-^

ABCDEFG ••••••• 

图 6 真姬菇蛋白质 SOS-聚丙烯酿胶凝胶电泳图谱

Fig. 6 Diagram af SDS-PAGE of proteins 企m 晶urotu lXJf/7JJiXJ乒m

3 讨论

现有的研究表明:对草菇保鲜贮藏影响最大的

酶类之一是蛋白酶，制约草菇储藏保鲜的一个重要

原因是温度诱导子实体的蛋白酶活性升高，尤其在

低温时，加速子实体蛋白质的分解，可见在菇类的腐

烂变质过程中，温度和蛋白酶是重要影响因
素[3儿时.

本研究中，通过对草菇、真姬菇蛋白酶活性及可

溶性蛋白质质量浓度的分析，发现草菇蛋白酶活性

在不同温度下有很大的变化，在 4、30 "C(1 d)时蛋白

酶表现较高活性，这与草菇在常规低温(5 "C)和常温 [5] 
(30 "c )下，发生软化、液化、腐烂变质等生理现象相

对应;在 15 "c时 (1 d) ，蛋白酶活性最低，这与王富明

等[1]、杨淑云等[2] 、陈明杰等[3]认为草菇最适储藏温

度为 15 "c相符.在真姬菇研究中发现其蛋白酶活性

在不同温度下也有很大的变化，在 15 、30 "c (1 d) 时，

蛋白酶活性较高，导致真姬菇腐烂变质;在 4 "C时，

真姬菇蛋白酶活性峰值在第 4d 才出现，此时可溶性

蛋白质质量浓度达最低值，表明子实体以分解蛋白

质为主，随后(第 5 -7 d)蛋白质质量浓度又逐渐上
升，表明此时以蛋白质合成代谢为主，在电泳图谱也

有新的特异谱带，推测真姬菇在 4 "C低温诱导下可

能有新的代谢途径，有其他的因素对蛋白酶活性有

一定的抑制作用，使蛋白酶活性下降，从而使真姬菇

在 4 "C具有较长 (7 d)的保鲜期.可见不同菇类子实

体蛋白酶在不同温度下具有不同的调控活性的机
制[队 11]

蛋白质是基因表达的结果，研究蛋白质电泳图

谱是分析在外界因素诱导下产生的基因表达差异的

有效方法之一.草菇、真姬菇在不同温度下储存时间

的差异，可以在其菌体可溶性蛋白质电泳图谱上得

到相应的反映.在电泳图谱中可知，储存时间较长的

草菇温度处理组(15 "c 3 d) ，其电泳谱带与对照

(0 d)相比，有较多相同的主带，说明在 15 "c 3 d 前，

其蛋白酶活性较低，子实体相对分子质量大的蛋白

质较少降解为相对分子质量小的多肤.储存时间较

长的真姬菇温度处理组 (4 "C 7d) ，其电泳谱带与对

照 (0 d)相比，有较多的特异谱带，而储存时间较短的

温度处理组(15、30 "c 4 d) ，特异谱带非常少，且第 l

d 出现较多相对分子质量小的多肤，说明蛋白酶活性

高，促进蛋白质分解.这说明了草菇、真姬菇在不同

环境温度影响下，导致蛋白酶基因表达或关闭[10， 11]

这些正是了解草菇、姬菇保鲜机制的关键所在.进一

步研究这些菇类蛋白酶的基因结构、功能，会有助于

了解及比较草菇和真姬菇在不同温度条件下的代谢

途径，菇类的储藏、保鲜研究无疑将有重大突破.
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