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　 　 摘要:　 黄瓜是冷敏型蔬菜ꎬ其果实在冷藏期间容易发生冷害ꎬ从而严重影响采后果实的商品性ꎮ 为了探究阶

段降温处理对冷藏黄瓜耐冷性的诱导作用ꎬ在采后黄瓜冷藏前ꎬ依次于 １０ ℃处理 ２４ ｈ、５ ℃处理 ４８ ｈꎮ 结果表明ꎬ
阶段降温处理显著降低了冷藏黄瓜的冷害指数、相对电导率、次生病害病情指数ꎬ显著提高了 ＰＳⅡ原初光能转化效

率(Ｆｖ / Ｆｍ)ꎬ表明阶段降温处理有效诱导了冷藏黄瓜的耐冷性ꎬ从而减轻了冷藏黄瓜的冷害程度ꎮ 阶段降温处理明

显增加了冷藏黄瓜的总可溶性固形物含量和总可溶性蛋白质含量ꎬ降低了冷藏黄瓜的丙二醛含量、过氧化氢含量

及超氧阴离子自由基产生速率ꎬ显著增强了冷藏黄瓜的超氧化物歧化酶活性、过氧化氢酶活性和过氧化物酶活性ꎬ
提高了相关酶基因的表达量ꎮ 由研究结果可知ꎬ阶段降温处理诱导的黄瓜耐冷性与渗透调节物质的积累及黄瓜抗

氧化系统被激活有关ꎮ
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　 　 低温能有效降低采后果蔬的生理活动ꎬ如呼吸

强度、乙烯产生速率等ꎬ低温也能抑制病原微生物的
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生命活动ꎬ因此低温贮运是保持采后果蔬品质、延长

果蔬贮藏寿命的最有效的方式之一[１]ꎮ 黄瓜(Ｃｕｃｕ￣
ｍｉｓ ｓａｔｉｖｕｓ Ｌ.)原产于亚热带地区ꎬ由于黄瓜采收后

呼吸强度较高ꎬ在常温下贮藏保鲜期很短ꎬ因此通常

采用低温贮运来延长黄瓜的贮藏期和货架期ꎮ 此

外ꎬ黄瓜是一种典型的冷敏型蔬菜ꎬ在 １０ ℃以下温

度贮藏时会产生冷害[２￣３]ꎬ受冷害的黄瓜抗病性下

降ꎬ在货架期易感病而发生严重的次生病害ꎬ从而降

低了采后黄瓜的商品性ꎬ缩短其货架期[４]ꎮ
通过适当的采后处理诱导黄瓜的耐冷性ꎬ是延缓

冷藏黄瓜冷害发生的重要方式ꎮ 目前ꎬ诱导冷藏黄瓜

耐冷性的采后处理方式主要有物理法、化学药剂法和

植物激素法等ꎮ 其中物理法有热法[３]、短波紫外照射

法[５]和低温预贮法[６] 等ꎻ化学药剂法有一氧化氮

法[７]、褪黑素法[８]等ꎻ植物激素法有茉莉酸甲酯法[７]、
腐胺法[９]和水杨酸法[１０]等ꎮ 以上处理方法均可在一

定程度上诱导冷藏黄瓜的耐冷性ꎬ从而减轻黄瓜在冷

藏期间的冷害症状ꎮ 然而ꎬ上述处理方法或者需要使

用药剂ꎬ或者需要额外增加处理设备ꎬ这些均会显著

增加生产成本ꎬ而增加的生产成本最终会转嫁到消费

者身上ꎬ不利于采后黄瓜产业的可持续发展ꎬ且化学

诱抗剂处理可能还会产生食品安全问题ꎮ 因此ꎬ寻求

一种既可以有效抑制冷藏黄瓜冷害ꎬ又不会显著增加

生产成本的处理方式ꎬ对于采后黄瓜产业来说具有重

要的实际意义ꎮ
果蔬采收后一般均需要及时预冷ꎬ以快速去除

田间热ꎬ降低果蔬的生理代谢ꎬ抑制果蔬表面微生物

活动ꎬ从而延长果蔬的贮藏期ꎮ 因此ꎬ预冷在整个果

蔬贮运过程中起着极为重要的作用[１１]ꎮ 目前ꎬ关于

预冷作用的研究主要集中在对果蔬感官品质和营养

品质方面的影响[１２￣１４]ꎬ而鲜有关于预冷影响采后果

蔬耐冷性方面的报道ꎮ 此外ꎬ大多数研究更侧重于

预冷方式、预冷媒介以及预冷时间对果蔬产品品质

的影响[１５]ꎬ对冷库阶段降温预冷的研究较少ꎮ 本研

究分析了阶段降温预冷处理对 ５ ℃冷藏黄瓜耐冷性

的诱导作用ꎬ并从生理、基因表达层面探究其诱导冷

藏黄瓜耐冷性的生理和分子机制ꎬ以期丰富人们对

预冷作用的认识ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

本研究所用黄瓜购自当地菜农ꎬ品种为津研四

号ꎬ黄瓜采收后及时运回实验室ꎮ
考马斯亮兰 Ｒ２５０ꎬ产自上海碧云天生物技术有

限公司ꎻ牛血清蛋白ꎬ产自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ硫代巴

比妥酸ꎬ产自上海展云化工有限公司ꎻ丙酮、硫酸钛、
２５％浓氨水、浓硫酸ꎬ产自天津市富宇精细化工有限

公司ꎻ三氯乙酸、盐酸羟胺、对氨基苯磺酸、α￣萘胺、
亚硝酸钠、甲硫氨酸、过氧化氢和愈创木酚ꎬ产自天

津市大茂化学试剂厂ꎻ磷酸二氢钠、磷酸氢二钠ꎬ产
自广州化学试剂厂ꎻ还原性抗坏血酸、核黄素和四唑

氮蓝(ＮＢＴ)ꎬ产自南京奥多福尼生物有限公司ꎻＴＲ￣
Ｉｚｏｌ 试剂、 ｉＳｃｒｉｐｔ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ 试剂盒、 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＲＴ￣ＰＣＲ ｋｉｔ荧光染料试剂盒ꎬ产自美国 ＢＩＡＯ￣
ＲＡＤ公司ꎮ 以上所有试剂均为分析纯ꎮ
１.２　 仪器设备

ＵＶ￣１８００紫外分光光度计ꎬ产自上海美普达仪

器有限公司ꎻＰＣＤＸ￣ＷＪ￣１０ 全自动超纯水仪ꎬ产自成

都品成科技有限公司ꎻ６３８０Ｒ高速冷冻离心机ꎬ产自

德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司ꎻＤＤＳ￣３０７ 型电导率仪ꎬ产自上

海精密科学仪器有限公司ꎻＩＭＡＧ￣Ｋ７ 叶绿素荧光测

定仪ꎬ产自德国 ＷＡＬＺ 公司ꎻＰＲ￣１０１α 数显折射仪ꎬ
产自日本爱拓公司ꎻＢｉｏ￣Ｒａｄ ｉＣｙｅｌｅｒ ｉＱＴＭ / Ｃｌｏｏｏ荧光

定量 ＰＣＲ仪ꎬ产自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ公司ꎻ－８０ ℃超低温

冰箱ꎬ产自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１ 　 处理及取样 　 挑选果形端正、大小基本一

致、无机械伤或病虫害的黄瓜为试验材料ꎮ 将挑选

后的黄瓜随机分成 ２组ꎬ处理组先于 １０ ℃冷库中预

冷 ２４ ｈꎬ再于 ５ ℃冷库中预冷 ４８ ｈꎬ对照组不经任何

低温处理ꎬ最后将处理组、对照组同时置于 ５ ℃冷库

中贮藏ꎮ 各处理均设 ３个重复ꎬ每个重复设 ６０ 个黄

瓜ꎮ 贮藏期间每隔 ２ ｄ 观察黄瓜的冷害状况并取

样ꎬ果皮用于相关指标的测定ꎬ取样后保存于－８０ ℃
备用ꎮ
１.３.２　 冷害指数(ＣＩＩ)和次生病害病情指数(ＳＤＩ)
的计算　 参考 Ｌｉｕ 等[７]的方法测定冷害指数ꎬ将黄

瓜冷害指数分为 ５ 级:０ 级ꎬ未发生冷害ꎻ１ 级ꎬ冷害

面积占总面积的比例低于 ２５％ꎻ２ 级ꎬ冷害面积占总

面积的比例为２６％~ ５０％ꎻ３ 级ꎬ冷害面积占总面积

的比例为５１％~ ７５％ꎻ４ 级ꎬ冷害面积占总面积的比

例大于 ７５％ꎮ 计算公式:冷害指数 ＝∑(级数×相应

级数果实的数量) /总果实数量ꎮ
次生病害病情指数的测定参考 Ｗａｎｇ 等[４]的方
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法ꎬ同样将黄瓜次生病害病情指数分为 ５ 级:０ 级ꎬ
未发生病害ꎻ１ 级ꎬ病害面积占总面积的比例低于

２５％ꎻ２级ꎬ病害面积占总面积的比例为２６％~ ５０％ꎻ
３级ꎬ病害面积占总面积的比例为５１％~ ７５％ꎻ４ 级ꎬ
病害面积占总面积的比例高于 ７５％ꎮ 计算公式:次
生病害病情指数 ＝ ∑(级数 ×相应级数果实的数

量) /总果实数量ꎮ
１.３.３　 相对电导率的测定 　 相对电导率(ＲＥＣ)的
测定参考 Ｘｉａ等[１６]的方法ꎮ 用削皮刀削取 １ ｍｍ厚

度的黄瓜果皮ꎬ每个重复用孔径为 ０.５ ｃｍ的打孔器

均匀打制 ２０个黄瓜果皮小圆片ꎮ 将小圆片用双蒸

水冲洗 ３遍后转移至 ５０ ｍｌ离心管中ꎬ并加入 ２５ ｍｌ
双蒸水ꎬ在室温(２５ ℃)下浸泡 ２ ｈꎮ 测定初始电导

率(Ｃ１)ꎬ之后沸水浴 ３０ ｍｉｎꎬ自然冷却至室温(２５
℃)后测定终止电导率(Ｃ２)ꎮ 计算公式:ＲＥＣ ＝ Ｃ１ /
Ｃ２×１００％ꎮ
１.３.４　 ＰＳⅡ原初光能转化效率(Ｆｖ / Ｆｍ)的测定　 按

照 Ｗａｎｇ等[１７]的方法测定黄瓜果皮的 Ｆｖ / Ｆｍꎬ先将

黄瓜在黑暗环境中暗处理 ３０ ｍｉｎꎬ然后将黄瓜切成

均匀的 ３个等份ꎬ取中间 １等份用于测定 Ｆｖ / Ｆｍꎮ
１.３.５　 总可溶性固形物含量和总可溶性蛋白质含

量的测定　 采用数显折射仪测定黄瓜的总可溶性固

形物含量ꎬ结果用百分比表示ꎮ
粗提取液的制备:取 １ ｇ 已研磨好的黄瓜果皮

样品ꎬ加入 ５ ｍｌ ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ磷酸缓冲液 [ ｐＨ 值为

７􀆰 ８ꎬ含有 ２％聚乙烯吡咯烷酮(ＰＶＰ)]ꎬ冰上涡旋混

匀 １５ ｍｉｎꎬ４ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎꎮ 离心后

得到的上清液即为粗提取液ꎬ用于总可溶性蛋白质

含量、超氧阴离子自由基(Ｏ２􀅰
－)产生速率和抗氧化

酶活性的测定ꎮ
用考马斯亮蓝法测定总可溶性蛋白质含量[１８]ꎬ

吸取 ０􀆰 ０５ ｍｌ 粗提取液ꎬ 加入 ５ ｍｌ ０􀆰 １ ｍｇ / ｍｌ考马

斯亮蓝溶液ꎬ室温下反应 ５ ｍｉｎꎮ 测定反应液在 ５９５
ｎｍ处的吸光度ꎬ以牛血清蛋白为标准品制作标准曲

线ꎬ根据标准曲线计算黄瓜果皮中的总可溶性蛋白

质含量ꎮ
１.３.６　 过氧化氢含量、超氧阴离子产生速率和丙二

醛(ＭａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)含量的测定 　 过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２)含量的测定参考曹森等[１９]的方法ꎬＯ２􀅰
－产生

速率的测定参考 Ｄｉｎｇ 等[２０]的方法ꎬ丙二醛含量的

测定参考 Ｗｅｎ等[２１]的方法ꎮ
１.３.７ 　 抗氧化酶活性的测定 　 超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)活性的测定参考王静等[２２]的方法ꎬ过氧化氢

酶(ＣＡＴ)活性的测定参考 Ｗａｎｇ 等[１７]的方法ꎬ过氧

化物酶(ＰＯＤ)活性的测定参考 Ｌｉａｎｇ等[２３]的方法ꎮ
１.３.８　 总 ＲＮＡ的提取和基因表达分析 　 先用 ＴＲ￣
Ｉｚｏｌ试剂提取黄瓜果皮的总 ＲＮＡ[１７]ꎬ再用 ｉＳｃｒｉｐｔ
ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)试剂盒合成 ｃＤＮＡ
第一链ꎮ 用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＲＴ￣ＰＣＲ ｋｉｔ 荧光染料试剂

盒(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)、Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ｉＣｙｅｌｅｒ ｉＱＴＭ / Ｃｌｏｏｏ 仪器进行

实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)分析ꎬ具体步骤参照说

明书ꎮ 所用引物序列等信息见表 １ꎮ

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 所用引物序列等信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因　 　 ＮＣＢＩ登录号　 引物序列 (５′→３′) 扩增产物
大小(ｂｐ)

ＣＡＴ３ ＦＪ６０９１６９.１ Ｆ:ＡＴＣＡＣＡＧＴＣＡＣＧＣＣＡＣＴＣＡＧ １４３

Ｒ:ＣＧＧＣＣＡＴＴＣＴＡＴＣＧＴＣＧＴＡＴ

ＰＯＤ１ ＮＭ＿００１２８０６１２.１ Ｆ:ＴＣＡＧＣＧＧＡＣＧＣＣＴＡＡＡＣＡＡＴ １００

Ｒ:ＧＴＧＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＴＴＧＡＣＡ

ＳＯＤ(Ｍｎ) ＸＭ＿０１１６５１０８１.１ Ｆ:ＴＴＡＣＡＧＧＧＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＧＴ １２２

Ｒ:ＣＣＡＡＧＣＡＧＡＧＧＣＡＣＴＡＡＡＧＣ

Ａｃｔｉｎ ＡＢ６９８８５９ Ｆ:ＡＧＧＣＣＧＴＴＣＴＧＴＣＣＣＴＣＴＡＣ １５０

Ｒ:ＣＡＧＴＡＡＧＧＴＣＡＣＧＡＣＣＡＧＣＡ
Ｆ表示上游引物ꎬＲ表示下游引物ꎮ

１.４　 数据统计与分析

每个处理设 ３ 个重复ꎬ各指标至少重复测定 ３
次ꎬ结果以“平均值±标准偏差”表示ꎮ 用 Ｅｘｃｅｌ ２００３
整理试验数据并作图ꎬ用 ＳＰＳＳ １３.０ 软件对数据进

行差异显著性分析ꎬＰ<０􀆰 ０５表示差异显著ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 阶段降温处理对冷藏黄瓜冷害的影响

从图 １Ａ 可以看出ꎬ随着冷藏时间的增加ꎬ黄瓜

的冷害指数逐渐提高ꎬ表明黄瓜所受冷害的严重程

度与低温胁迫时间呈正相关ꎬ即低温胁迫时间越久ꎬ
冷害越严重ꎮ 对照组黄瓜于 ５ ℃冷藏 ３ ｄ 时就已经

观察到了明显的冷害症状ꎬ而阶段降温处理组黄瓜

在冷藏 ６ ｄ时才观察到明显的冷害症状ꎮ 与对照相

比ꎬ阶段降温处理显著降低了黄瓜的冷害指数ꎬ在冷

藏 １２ ｄ时ꎬ阶段降温处理组黄瓜的冷害指数比对照

组低 ４８􀆰 ５７％ꎮ
图 １Ｂ结果显示ꎬ阶段降温处理组和对照组黄瓜

的 Ｆｖ / Ｆｍ在整个冷藏期间呈下降趋势ꎬ对照组的 Ｆｖ /
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Ｆｍ在冷藏初期迅速下降ꎬ而阶段降温处理组的 Ｆｖ / Ｆｍ
变化趋势较为平缓ꎮ 冷藏 １２ ｄ 时ꎬ阶段降温处理组

黄瓜的 Ｆｖ / Ｆｍ仍然保持在 ０􀆰 ６０以上ꎬ而对照组的 Ｆｖ /
Ｆｍ却降低至 ０􀆰 ２３ꎮ 与对照相比ꎬ阶段降温处理显著

提高了 Ｆｖ / Ｆｍꎻ与冷藏起始阶段(０ ｄ)相比ꎬ经过 １２ ｄ
的冷藏ꎬ阶段降温处理组的 Ｆｖ / Ｆｍ只降低了 １５􀆰 ３２％ꎬ
而对照组的 Ｆｖ / Ｆｍ降低了 ６７􀆰 ８５％ꎬ表明阶段降温处

理有利于保持叶绿体形态的完整性ꎮ
由图 １Ｃ可见ꎬ黄瓜果皮的相对电导率在整个

冷藏期间的变化趋势与冷害指数相似ꎬ均随着冷藏

时间的延长而逐渐提高ꎮ 与对照组相比ꎬ除冷藏

０ ｄ、９ ｄ外ꎬ阶段降温处理组的相对电导率显著低于

对照组ꎬ比对照组低７􀆰 ７３％~２０􀆰 ４２％ꎮ
产生冷害的果实组织往往已经发生了一定程度

的损伤ꎬ当转移到室温货架后ꎬ很容易受到环境中的

致病菌侵染ꎬ导致冷害果实发生较为严重的次生病

害[４]ꎮ 因此ꎬ通过评价次生病害病情指数ꎬ也可以

间接反映冷藏果蔬所受冷害的严重程度[１７]ꎮ 从图

１Ｄ可见ꎬ阶段降温处理组的次生病害病情指数显著

低于对照组ꎮ 在室温(２５ ℃)下贮藏 ４ ｄ 时ꎬ对照组

的次生病害病情指数为 ３􀆰 ５３ꎬ而阶段降温处理组的

次生病害病情指数仅为 １􀆰 ６０ꎬ比对照组低 ５４􀆰 ６７％ꎮ

Ａ:冷害指数ꎻＢ:ＰＳⅡ原初光能转化效率ꎻ Ｃ:相对电导率ꎻ Ｄ:次生病害病情指数ꎮ ∗表示阶段降温处理组与对照组之间差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＣＩＩ 表示冷害指数ꎬＦｖ / Ｆｍ表示 ＰＳⅡ原初光能转化效率ꎬＲＥＣ 表示相对电导率ꎬＳＤＩ 表示次生病害病情指数ꎮ

图 １　 阶段降温处理对冷藏黄瓜冷害指数、Ｆｖ / Ｆｍ、相对电导率和次生病害病情指数的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗｌｙ ｃｏｏｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｃｈｉｌｌｉｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎｄｅｘꎬ Ｆｖ / Ｆｍꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｃｏｌｄ￣ｓｔｏｒｅｄ

ｃｕｃｕｍｂｅｒ

２.２　 阶段降温处理对冷藏黄瓜果皮总可溶性固形

物含量和总可溶性蛋白质含量的影响

　 　 在逆境胁迫下ꎬ植物为了减轻由逆境胁迫造成的

生理代谢失调ꎬ其细胞会大量积累可溶性渗透物质ꎬ
通过渗透调节来保持较高的渗透压ꎬ从而保证细胞的

正常生理活动[２４]ꎬ可溶性糖类和可溶性蛋白质便是

重要的渗透物质ꎮ 由图 ２Ａ可见ꎬ尽管阶段降温处理

组与对照组的总可溶性固形物含量之间没有显著差

异ꎬ但是阶段降温处理组的总可溶性固形物含量总体

上高于对照组ꎮ 与 ０ ｄ时相比ꎬ阶段降温处理组的总

可溶性固形物含量在整个冷藏期总体呈增加的趋势ꎬ
而对照组的总可溶性固形物含量总体呈减少的趋势ꎬ
表明阶段降温处理诱导了可溶性固形物的积累ꎮ 从

图 ２Ｂ可见ꎬ总可溶性蛋白质含量在整个冷藏期间总

体呈上升趋势ꎬ表明低温会诱导不溶性蛋白质向可溶

性蛋白质转化ꎬ这可能是植物自我防御的结果ꎮ 但

是ꎬ除冷藏期的 ０ ｄ、６ ｄ外ꎬ阶段降温处理组的总可溶

性蛋白质含量明显高于对照组ꎬ表明阶段降温处理对

蛋白质转化具有更强的诱导作用ꎬ从而显著提高了总

可溶性蛋白质含量ꎮ
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Ａ:总可溶性固形物含量ꎻ Ｂ:总可溶性蛋白质含量ꎮ ∗表示阶段降温处理组与对照组之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 阶段降温处理对冷藏黄瓜果皮总可溶性固形物含量和总可溶性蛋白质含量的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗｌｙ ｃｏｏｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓｏｌｕｂｌｅ ｓｏｌｉｄｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｓｔｏｒｅｄ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｐｅｅｌ

２.３　 阶段降温处理对冷藏黄瓜果皮过氧化氢含量、
超氧阴离子自由基产生速率和丙二醛含量的影响

　 　 Ｈ２Ｏ２、Ｏ２􀅰
－是植物中 ２ 种主要的活性氧ꎬ低温胁

迫会导致活性氧迸发ꎬ进而造成细胞的氧化损

伤[２５]ꎮ 从图 ３Ａ可见ꎬ在冷藏的０~９ ｄꎬＨ２Ｏ２含量总

体呈增加趋势ꎻ在冷藏的前 ６ ｄꎬ对照组与阶段降温

处理组间的 Ｈ２Ｏ２含量差异不明显ꎬ但在冷藏的 ９ ｄ
和 １２ ｄꎬ阶段降温处理组的 Ｈ２Ｏ２含量明显低于对照

组ꎮ 由图 ３Ｂ可见ꎬ对照组的 Ｏ２􀅰
－产生速率变化趋势

与 Ｈ２Ｏ２含量变化趋势基本一致ꎬ随冷藏时间的延长

而逐渐提高ꎬ而阶段降温处理组的 Ｏ２􀅰
－产生速率呈

波动上升趋势ꎬ并且除冷藏０~３ ｄ 外ꎬ阶段降温处理

组的 Ｏ２􀅰
－产生速率明显低于对照组ꎮ 活性氧含量增

加会使细胞膜脂过氧化ꎬ降低细胞膜的流动性ꎬ丙二

醛是衡量膜脂过氧化的一个重要指标[２６]ꎮ 从图 ３Ｃ
可以看出ꎬ丙二醛含量呈先增加后降低的趋势ꎬ对照

组、阶段降温处理组均在冷藏后 ９ ｄ 达到最高值ꎮ
在整个冷藏期间ꎬ阶段降温处理组的丙二醛含量均

显著低于对照组ꎮ 上述结果一致表明ꎬ阶段降温处

理有利于减少活性氧的产生ꎬ从而缓解了由低温造

成的氧化胁迫和氧化损伤ꎮ

Ａ: Ｈ２Ｏ２含量ꎻ Ｂ: Ｏ２􀅰－产生速率ꎻ Ｃ: 丙二醛含量ꎮ ∗表示阶段降温处理组与对照组之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ３　 阶段降温处理对冷藏黄瓜果皮 Ｈ２Ｏ２含量、Ｏ２
􀅰－产生速率和丙二醛含量的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗｌｙ ｃｏｏｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ Ｈ２Ｏ２ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ Ｏ２
􀅰－ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ(ＭＤＡ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｓｔｏｒｅｄ ｃｕ￣

ｃｕｍｂｅｒ ｐｅｅｌ

２.４　 阶段降温处理对冷藏黄瓜果皮抗氧化防御酶

活性的影响

　 　 抗氧化系统是植物抵抗逆境胁迫的重要防御系

统ꎬＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 是植物清除活性氧的重要抗氧

化防御酶[２７]ꎮ 从图 ４Ａ可以看出ꎬＣＡＴ 活性总体呈下

降趋势ꎬ阶段降温处理组的 ＣＡＴ 活性下降趋势明显

低于对照组ꎬ且阶段降温处理组的 ＣＡＴ 活性在冷藏

６~１２ ｄ时显著高于对照组ꎻ冷藏 １２ ｄ时ꎬ阶段降温处

理组的 ＣＡＴ 活性比对照组高 ２５􀆰 ８２％ꎮ 由图 ４Ｂ 可

知ꎬ对照组 ＣＡＴ３ 基因相对表达量的变化趋势与 ＣＡＴ
活性变化趋势一致ꎬ而阶段降温处理组的 ＣＡＴ３ 基因

相对表达量先增加后降低ꎬ在冷藏 ３ ｄ 时达到峰值ꎮ
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除冷藏开始时(０ ｄ)与冷藏最后 １ ｄꎬ阶段降温处理组

的 ＣＡＴ３ 基因相对表达量均显著高于对照组ꎮ 由图

４Ｃ可知ꎬ对照组的 ＳＯＤ 活性缓慢增加ꎬ而阶段降温处

理组的 ＳＯＤ 活性在冷藏 ９ ｄ 达到最大值ꎬ随后又降

低ꎮ 除冷藏 ３ ｄ 和 １２ ｄ 外ꎬ阶段降温处理组的 ＳＯＤ
活性均显著高于对照组ꎮ 由图 ４Ｄ可知ꎬ阶段降温处

理组的 ＳＯＤ(Ｍｎ)基因相对表达量在冷藏前期急剧增

加ꎬ在冷藏 ６ ｄ达到峰值ꎬ但对照组的 ＳＯＤ(Ｍｎ)基因

相对表达量在整个冷藏期间变化不大ꎬ整体呈下降趋

势ꎮ 阶段降温处理组的 ＳＯＤ(Ｍｎ)基因相对表达量在

冷藏３~９ ｄ 显著高于对照组ꎮ 由图 ４Ｅ 可见ꎬ阶段降

温处理组的 ＰＯＤ 活性整体呈上升趋势ꎬ而对照组的

ＰＯＤ 活性在冷藏 ３ ｄ达到最大值ꎬ之后逐渐降低ꎮ 在

冷藏前期(０ ｄ、３ ｄ、６ ｄ)ꎬ阶段降温处理组的 ＰＯＤ 活

性与对照组之间无明显差异ꎬ但在冷藏后期(９ ｄ、１２
ｄ)ꎬ阶段降温处理组的 ＰＯＤ 活性显著高于对照组ꎮ
由图 ４Ｆ可知ꎬＰＯＤ１ 基因相对表达量先增加后降低ꎬ
在冷藏 ６ ｄ时达到峰值ꎻ与对照组相比ꎬ除冷藏 ０ ｄ、
１２ ｄ外ꎬ阶段降温处理组的 ＰＯＤ１ 基因相对表达量均

显著高于对照组ꎮ
综合上述结果可知ꎬ无论是在酶活性层面还是在

酶基因表达层面ꎬ阶段降温处理均增强了冷藏黄瓜的

抗氧化能力ꎬ从而缓解了低温胁迫导致的氧化损伤ꎮ

Ａ:ＣＡＴ 活性ꎻ Ｂ:ＣＡＴ３ 基因的相对表达量ꎻ Ｃ:ＳＯＤ 活性ꎻ Ｄ:ＳＯＤ(Ｍｎ)基因的相对表达量ꎻ Ｅ:ＰＯＤ 活性ꎻ Ｆ:ＰＯＤ１ 基因的相对表达量ꎮ ∗表

示阶段降温处理组与对照组之间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＣＡＴ 表示过氧化氢酶ꎬＳＯＤ 表示超氧化物歧化酶ꎬＰＯＤ 表示过氧化物酶ꎮ
图 ４　 阶段降温处理对冷藏黄瓜果皮 ＣＡＴ、ＳＯＤ、ＰＯＤ 活性和相应基因表达的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｌｏｗｌｙ ｃｏｏｌｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｃａｔａｌａｓｅ(ＣＡＴ)ꎬ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ(ＳＯＤ) ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ(ＰＯＤ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｄ￣ｓｔｏｒｅｄ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｐｅｅｌ

３　 讨 论

黄瓜是冷敏型果蔬ꎬ在冷藏期间很容易发生冷

害ꎬ黄瓜的冷害症状表现为果皮表面出现水渍状凹

陷斑等[３]ꎬ通过统计并计算果皮水渍状凹陷斑面积

所占比例可反映黄瓜受到冷害的严重程度ꎮ 叶绿素

在绿色蔬菜中的含量很高ꎬ低温胁迫等非生物胁迫

通常会导致叶绿体降解ꎬ使叶绿素含量降低ꎮ 因此ꎬ
通过检测叶绿素含量可间接反映植物受胁迫的严重

程度ꎮ 叶绿素荧光参数———ＰＳⅡ原初光能转化效

率(Ｆｖ / Ｆｍ)与叶绿素含量成正比ꎬＦｖ / Ｆｍ可以用来衡

量采后果蔬受到冷害的程度[２８]ꎮ 相对电导率是衡

量细胞膜完整性的重要指标之一ꎬ低温胁迫会导致

细胞膜丧失完整性ꎬ且冷害越严重ꎬ细胞膜的透性越

大ꎬ相对电导率就越高[２９]ꎮ 将发生冷害的果实转移

至室温时ꎬ其抗病性降低ꎬ往往会出现严重的次生病

害ꎬ而这种次生病害症状极易被观察ꎬ次生病害症状

的严重程度可以更直观地反映冷害的严重程度[３０]ꎮ
热处理可诱导冷藏黄瓜的耐冷性ꎬ表现在热处理的

黄瓜冷害指数、相对电导率显著降低[３]ꎻ贮前冷驯
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化也可以诱导冷藏黄瓜的耐冷性ꎬ表现在冷驯化能

延缓 Ｆｖ / Ｆｍ 的下降、抑制次生病害病情指数提

高[１７]ꎮ 在本研究中ꎬ阶段降温处理显著降低了冷藏

黄瓜的冷害指数、相对电导率和次生病害病情指数ꎬ
显著延缓了 Ｆｖ / Ｆｍ的下降ꎮ 这些结果一致表明ꎬ阶
段降温预冷处理诱导了冷藏黄瓜的耐冷性ꎬ也表明

通过单一的温度调节处理可以诱导冷藏黄瓜的耐冷

性ꎬ这对于采后果蔬产业来说具有重要意义ꎮ 因为

在不增加设备和不使用保鲜剂的情况下ꎬ通过阶段

降温的方式处理果蔬ꎬ既能起到诱导果蔬耐冷性ꎬ控
制冷害的作用ꎬ又能与预冷处理相结合ꎬ达到预冷的

效果ꎬ并且不会增加采后处理的生产成本ꎬ有利于提

高采后黄瓜的市场竞争力ꎮ
渗透调节是植物细胞保持正常生理活动的重要

调节机制ꎬ低温胁迫会使渗透物质如可溶性糖、可溶

性蛋白质的含量增加ꎬ渗透调节物质含量高通常意味

着采后果蔬对低温的耐受能力强[３１]ꎮ ＮＯ 处理能够

减轻冷藏哈密瓜冷害与总可溶性固形物含量维持在

较高水平有关[３２]ꎮ 在本研究中ꎬ阶段预冷处理组的

总可溶性固形物含量和总可溶性蛋白质含量高于对

照组ꎬ与王霞等[３２]的研究结果一致ꎬ表明阶段降温处

理诱导了渗透调节物质的积累ꎬ提高了细胞内的渗透

势ꎬ这可能是阶段降温处理组黄瓜耐冷性更强的重要

原因ꎮ
低温胁迫通常会引起活性氧大量产生ꎬ随后引

发一系列反应ꎬ进而导致细胞膜的完整性丧失ꎬ丙二

醛含量反映了细胞膜的膜脂过氧化程度[３０]ꎮ 冷害

导致冷藏黄瓜活性氧含量突增ꎬ造成细胞膜脂过氧

化ꎬ进而引起丙二醛含量的增加[３３]ꎮ 腐胺处理降低

了香蕉果实活性氧含量和丙二醛含量ꎬ提高了细胞

膜完整性ꎬ降低了膜脂过氧化程度ꎬ从而增强了采后

香蕉的耐冷性[３４]ꎮ 在本研究中ꎬ阶段降温处理降低

了 ２ 种主要活性氧(Ｈ２Ｏ２和 Ｏ２􀅰
－)含量和丙二醛含

量ꎬ降低了相对电导率ꎬ表明阶段降温处理通过降低

活性氧含量减轻了冷藏黄瓜细胞膜的氧化损伤ꎬ进
而保持了细胞膜的完整性ꎮ

活性氧积累引起的氧化胁迫是冷藏果蔬发生冷

害的重要原因ꎬ由于活性氧产生和清除之间的动态

平衡被破坏ꎬ使冷藏果蔬的冷害程度加剧ꎮ ＣＡＴ、
ＳＯＤ 和 ＰＯＤ 是清除细胞内活性氧的重要抗氧化

酶[２７]ꎮ 已有研究发现ꎬ抗氧化防御酶的活性与耐冷

性呈正相关ꎬ即抗氧化酶活性越高ꎬ耐冷性越强[３４]ꎮ

本研究得到了相似的结果ꎬ即黄瓜耐冷性强的阶段

降温处理组 ＳＯＤ 活性、ＣＡＴ 活性和 ＰＯＤ 活性大都

高于对照组ꎬ表明阶段降温处理提高了冷藏黄瓜的

抗氧化酶活性ꎮ 较高活性的抗氧化酶能及时清除产

生的活性氧ꎬ这也解释了阶段降温处理组的 Ｈ２Ｏ２含
量、Ｏ２􀅰

－含量低于对照组的原因ꎮ 采后黄瓜经阶段降

温处理后ꎬＣＡＴ３、ＳＯＤ(Ｍｎ)和 ＰＯＤ１ 基因的相对表

达量均出现了 １个诱导峰ꎬ而对照组却没有ꎬ表明阶

段降温处理诱导了 ＣＡＴ３、ＳＯＤ(Ｍｎ)和 ＰＯＤ１ 基因

的表达ꎬ从基因层面证实了阶段降温处理诱导了冷

藏黄瓜的耐冷性ꎻ同时ꎬ在冷藏３~ ９ ｄꎬ阶段降温处

理组的 ＣＡＴ３、ＳＯＤ(Ｍｎ)和 ＰＯＤ１ 基因表达量显著

高于对照组ꎮ 这些结果很好地解释了阶段降温处理

组抗氧化酶活性较高的原因ꎮ
综上所述ꎬ阶段降温处理可诱导采后黄瓜的耐

冷性ꎬ减轻黄瓜的冷害症状ꎬ从而延长黄瓜的贮藏

期ꎮ 阶段降温处理通过诱导渗透物质积累及抗氧化

系统相关酶活性ꎬ增强了冷藏黄瓜对低温胁迫的耐

受性ꎬ进而延缓了黄瓜在冷藏期间冷害的发生ꎮ
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