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摘 要:为探讨 γ－氨基丁酸 ( GABA) 处理对双孢蘑菇 ( Agaricus bisporus) 活性氧代谢和膜脂过氧化的影响，采用
5 mmol /L GABA浸泡处理双孢蘑菇 5 min，然后于 4 ℃条件下贮藏 12 d，测定双孢蘑菇颜色变化、相对电导率、膜脂过
氧化产物丙二醛( MDA) 的含量、超氧阴离子生成速率、H2O2 的含量以及过氧化氢酶( CAT) 、超氧化物歧化酶( SOD) 等
抗氧化酶活性的变化。结果表明，GABA处理能够显著提高抗氧化酶 CAT 和 SOD 的活性，降低双孢蘑菇的相对电导
率、超氧阴离子产生速率和减少 MDA、过氧化氢的积累，延缓细胞膜透性和脂质过氧化进程，进而较好的保持双孢蘑
菇的 L* 值，降低其褐变指数，因此，GABA可以用作双孢蘑菇的护色保鲜剂。
关键词:双孢蘑菇，γ－氨基丁酸，活性氧，抗氧化酶，褐变

Effects of GABA Treatment on Activate Oxygen Metabolism
and Membrane Lipid Peroxidation of Agaricus bisporus
LI Jing1，LI Xia1，CHEN Cui－song1，DONG Xin－hong1，LIU Li－na2，LI Shun－feng2

( 1.College of Chemistry and Bioengineering，Guilin University of Technology，Guilin 541004，China;
2.Institute of Agro－products Processing，Henan Academy of Agricultural Sciences，Zhengzhou 450002，China)

Abstract: In order to investigate the effect of γ － aminobutyric acid ( GABA ) treatment on active oxygen metabolism and
membrane lipid peroxidation of Agaricus bisporus，A.bisporus were dipped for 5 min in 5 mmol /L GABA，then stored at 4 ℃ for
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the browning of A.bisporus was inhibited with higher L* value and lower browning index.Therefore，GABA could be used as a
color preservative for A.bisporus.
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双孢蘑菇( Agaricus bisporus ) 采后极易发生失
水、褐变、开伞、软化、甚至腐烂等品质劣变现象，常
温条件下仅能保存 1～3 d［1－5］，其中褐变是双孢蘑菇
外观品质下降的重要因素［3－7］。研究表明，双孢蘑菇
采后的褐变主要是酶促褐变，酚类物质、多酚氧化酶
和氧是酶促褐变的必要物质条件［4］。正常情况下，多
酚氧化酶和酚类物质在细胞中呈区域化分布，因不

能接触并不会发生褐变反应; 但是当生物体受到损

伤或自然衰老时，尤其是活性氧的积累导致维持细

胞区域化的膜系统发生过氧化损伤，使细胞内酚类

物质渗出，酶与底物接触，发生褐变反应，进而引起

组织褐变［8－10］。因此，双孢蘑菇的褐变与活性氧代
谢、膜质过氧化密切相关。实际上，果蔬体内存在完
整的活性氧清除系统，包括各种抗氧化酶和抗氧化

剂［10］。因此，可以通过提高抗氧化酶活性和保持抗
氧化剂含量来减缓活性氧积累和膜脂过氧化程度，

维持细胞膜完整性，达到延长果蔬货架期的

目的［5－10］。
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目前控制双孢蘑菇褐变的方法主要是化学方

法，虽然其具有效果好、操作简单、成本低的优点，但
是用量不当易造成环境污染，危害人体健康［1－3，5－9］。
随着人们对食品安全和品质要求的提高，迫切需要

研究和开发绿色环保的保鲜技术。γ －氨基丁酸
( γ－aminobutyric acid，GABA) 是一种广泛存在于生
物体内的四碳非蛋白质氨基酸，该物质对环境和人

体健康无任何毒副作用，目前作为一种新型食品功

能性因子已被批准在食品中使用［11－12］。研究表明，外
源 GABA 能促进桃、香蕉等果实内源 GABA 和脯氨
酸的积累，提高抗氧化系统酶活性和维持能量水平，

降低活性氧的积累和膜脂过氧化程度，进而提高果

实的抗冷性［13－15］。前期研究发现 GABA 能有效的延
缓双孢蘑菇的品质劣变［10，16］，但是 GABA对双孢蘑菇
活性氧代谢和膜脂过氧化的影响还不清楚。
本研究旨在确定 GABA 处理对双孢蘑菇褐变、

细胞膜透性、膜脂过氧化、活性氧积累及抗氧化酶活
性的影响，进一步揭示该处理对双孢蘑菇的作用机

理，为 GABA 在双孢蘑菇保鲜中的应用提供理论
依据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
双孢蘑菇 购自全州新军生态菌家庭农场有限

公司，采收预冷后直接运回实验室冷藏，挑选大小均

匀( 菇盖直径约 3～5cm) 、成熟度一致、色白、无开伞、
无机械损伤和无病虫害的菇体进行试验; GABA
( 99% ) 上海阿拉丁生化科技股份有限公司; H2O2、
SOD测试盒 南京建成生物工程研究所; 所有检测
用化学试剂 均为国产分析纯。

Color Flex EZ 色差仪 美国 Hunterlab 公司;
TMS－Pro 质构仪 美国 Food Technology Corporation
( FTC) 公司; UV1800 紫外分光光度计 岛津仪器
( 苏州) 有限公司; FA2004C 分析天平 上海越平科
学仪器有限公司; H2050Ｒ台式高速冷冻离心机 湖
南湘仪实验室仪器开发有限公司; Ｒevco ExF24086V
超低温冰箱 美国 Thermo 公司; LHS－250HC－Ⅱ恒
温恒湿箱 上海一恒科学仪器有限公司; H18733 便
携式电导率仪 北京中仪友信科技有限公司。
1.2 实验方法
1.2.1 样品处理 根据前期预实验筛选结果，常温
( 20 ± 1) ℃下，采用 5 mmol /L GABA 溶液浸泡处理
双孢蘑菇 5 min，取出晾干后装入镂空的塑料筐中并
用保鲜膜覆盖，然后置于( 4 ± 1 ) ℃下冷藏，以清水
浸泡的双孢蘑菇为对照。分别于 3、6、9、12 d 取样，
液氮冻干粉碎后于－80 ℃超低温冰箱贮藏备用。
1.2.2 颜色评价 用色差仪测定双孢蘑菇盖的亮度
L* 、红绿度 a* 、黄蓝度 b* ，仪器用标准白板( L* =
94.11、a* = －1.08、b* = 2.13 ) 校正，每个处理测定 12
个整菇。采用 L* 值和褐变指数( BI) 评价双孢蘑菇
的颜色变化，BI计算公式如下［1］:

BI = 100 × ( x－0.31)
0.172 式( 1)

式中: x = a* + 1.75L*

5.645L* + a* －3.012b*

1.2.3 细胞膜透性测定 采用相对电导率( ＲEC) 评
价细胞膜的透性，相对电导率的测定参照李静等［9］的

方法。分别取菇盖的上中下三个位置用打孔器将切
成直径为 1.0 cm、厚 0.2 cm的圆片，取 1.0 g圆片在一
定体积去离子水中浸泡 1 h( 25 ± 1 ℃ ) 后，用电导率
仪测定活组织提取液的电导率，然后将含有样品组

织的浸泡液煮沸 30 min 并用去离子水补足体积后，
测定总电导率。活组织电导率占总电导率的百分比
即为相对电导率。
1.2.4 膜脂过氧化测定 采用丙二醛( MDA) 含量评
价蘑菇膜脂过氧化程度，MDA 含量的测定参照 Liu
等［17］的方法并略作修改。准确称取 1.0 g 冻干菇粉
加入 7.0 mL 三氯乙酸，冰浴条件下提取 10 min，
12000 × g离心 20 min( 4 ℃ ) ，取 1.0 mL 上清液加入
5.0 mL 0.67%硫代巴比妥酸( 用 0.05 mol /L NaOH溶
解) 混匀后在 100 ℃加热 20 min，快速冷却至室温后
在 12000 × g 离心 10 min，分别测定上清液在 450、
532、600 nm 处的吸光值，分别记为 OD450、OD532、
OD600。MDA的计算公式如下:

MDA含量( μmol·g －1 ) = { ［6.45 ( OD532 －OD600 ) －
0.56OD450］×提取液总体积} / ( 样品质量 × 1000)

式( 2)
1.2.5 超氧阴离子产生速率的测定
1.2.5.1 标准曲线的制作 用 KNO2 制作标准曲线，

NO －
2 物质的量乘以 2 作为 O －

2·物质的量，以吸光值
为纵坐标，O －

2·物质的量为横坐标，得出标准曲线方
程式 y1 = 0.005x1 －0.004，Ｒ

2 = 0.9998，其中 y1 为吸光

值、x1 为 O －
2·物质的量，单位为 μmol /L。

1.2.5.2 双孢菇中超氧阴离子产生速率的测定 参
照 Yan等［18］的方法。准确称取 1.0 g 冻干菇粉，加入
5.0 mL 0.05 mol /L pH7.8 的 磷 酸 缓 冲 液 ( 含
0.001 mol /L EDTA，0.3% Triton X－100 和 2% PVP) ，
冰浴条件下提取 10 min，12000 × g 离心 20 min
( 4 ℃ ) ，取 1.0 mL 上清液，加入 1.0 mL 0.05 mol /L
pH7.8 的磷酸缓冲液和 1.0 mL 0.001 mol·L －1盐酸羟胺

溶液，混匀后于 25 ℃条件下保温 1 h; 然后加入 1.0 mL
0.017 mol·L －1对氨基苯磺酸和 1.0 mL 0.007 mol /L
α－萘胺，混匀后于 25 ℃条件下保温 20 min进行显色
反应，最后测定 530 nm 处的吸光值，以不进行保温
1 h的样品测定结果作为参比对照，根据样品管显色
液和对照管显色液吸光值的差值，从标准曲线查出

相应的 O －
2·的物质的量，以每分钟每克样品( 鲜重)

产生的 O －
2·的物质的量作为 O －

2·产生的速率，单位为
nmol /min －1·g －1表示。计算公式如下:
超氧阴离子产生速率 ( nmol·min －1·g －1 ) =

［( OD530 + 0.004) ×提取液总体积 × 1000］/ ( 0.005 ×
吸取样品液体积 ×反应时间 ×样品质量) 式( 3)
1.2.6 过氧化氢含量的测定 采用 H2O2 测试盒

测定。
1.2.7 SOD和 CAT活性的测定 粗酶液提取: 称取
1.0 g冻干菇粉，加 7 mL 0.1 mol /L pH7.8 的磷酸缓冲
液，冰浴提取 10 min，4 ℃条件下，12000 × g 离心
30 min，上清液即为粗酶液。SOD 活性采用 SOD 测
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试盒测定。CAT活性测定参照 Liu 等［19］的方法并略
作修改: 取 2.4 mL 50 mmol /L pH7.0 磷酸钠缓冲液加
0.1 mL粗酶液于 25 ℃水浴预热 2 ～3 min，再加入
0.5 mL 40 mmol /L H2O2，摇匀，立即计时，H2O2 的降

解表示为 240 nm 处吸光度的下降。每 30 s 记录 1
次，记录 5 min。以 1 min内 OD240降低 0.01 为一个酶
活力单位( U) ，CAT 活性表示为 U·mg·prot －1。蛋白
质含量的测定采用考马斯亮蓝染色法。
1.3 数据处理
所有实验均重复 3 次，实验结果用 珋x ± s表示，采

用 SPSS 17.0 软件进行单因素方差分析( Duncan 法，
显著水平 p ＜ 0.05 ) 和相关性分析，采用 SigmaPlot
12.5软件作图。

2 结果与分析
2.1 GABA处理对双孢蘑菇颜色的影响
颜色是消费者判断双孢蘑菇是否可接受的重要

参数之一，本实验采用亮度( L* ) 和褐变指数( BI) 等
指标来反映双孢蘑菇的颜色变化［1，3］。从图 1 可以看
出，双孢蘑菇的 L* 值随着贮藏时间的延长呈下降趋

势，而 BI 则呈上升趋势，这与褐变物质的不断积累
有关。最初 3 d，对照与处理之间的 L* 值和 BI 并无
显著差异( p ＞ 0.05) ，但随着贮藏时间的延长，两者的
差异逐渐明显，GABA 处理组的 L* 值显著高于对照

( p ＜ 0.05) ，而 BI 则显著低于对照( p ＜ 0.05 ) ; 冷藏
12 d，GABA处理组的 L* 值为 76.47，下降了 8.80%，
低于对照的下降率( 14.77% ) ，而处理组 BI的变化约
为对照的 2 /3。以上结果表明，GABA 处理能够较好
的抑制双孢蘑菇的褐变。

图 1 GABA处理对双孢蘑菇低温贮藏期间 L* 和 BI的影响
Fig.1 Effect of GABA treatment on L* and BI of
button mushrooms during low temperature storage
注: 同一时间不同组别不同大写字母表示

差异显著( p ＜ 0.05) ; 图 2～图 7 同。

2.2 GABA处理对双孢蘑菇细胞膜透性和膜脂过氧
化的影响

相对电导率和 MDA 含量是衡量细胞膜透性和
稳定性的两个重要指标［8，14－15］。一般认为相对电导率
可间接反映细胞膜的损伤程度; 而 MDA 是细胞膜质
过氧化的主要产物，其含量的多少可间接反映细胞

膜脂过氧化的程度［8，14－15］。GABA 处理对双孢蘑菇相
对电导率和 MDA 含量的影响分别如图 2 和图 3
所示。
由图 2 中可以看出，随着贮藏时间的延长，对照

组和 GABA处理组双孢蘑菇的相对电导率均呈增大
趋势，但 GABA处理组的相对电导率均低于对照组。
贮藏前期，两组数据的差异并不显著( p ＞ 0.05) ，但随
着贮藏时间的延长，GABA处理组的相对电导率显著
低于对照组( p ＜ 0.05) ，贮藏 12 d 后 GABA处理组的
相对电导率为 27.75%，提高了 35.70%，远低于对照
组的提高率 57.95%，这说明 GABA 对双孢蘑菇细胞
膜具有保护作用。如图 3所示，在 12 d的低温贮藏期
内，对照组和 GABA 处理组双孢蘑菇的 MDA 含量变
化趋势基本一致，呈现增加后降低的趋势，均在贮藏

6 d达到最高值 5.71 和 5.18 μmol·mg prot －1。在整个
贮藏期内，GABA 处理组的 MDA 含量均低于对照组，
GABA处理组贮藏 12 d 的 MDA含量为 4.80 μmol·mg
prot －1，与对照组差异显著( p ＜ 0.05) ，这表明 GABA能
够减缓双孢蘑菇细胞膜脂的过氧化进程。

图 2 GABA处理对双孢蘑菇低温
贮藏期间相对电导率的影响

Fig.2 Effect of GABA treatment on relative leakage rate of
button mushrooms during low temperature storage

图 3 GABA处理对双孢蘑菇低温
贮藏期间 MDA含量变化的影响

Fig.3 Effect of GABA treatment on MDA content of
button mushrooms during low temperature storage
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2.3 GABA处理对双孢蘑菇活性氧的影响
O －

2·和 H2O2 等活性氧导致的脂质过氧化会严重

损害细胞膜的稳定性，导致衰老［8，14，15，20］。图 4 和图 5
分别表示 GABA 处理对双孢蘑菇 O －

2·产生速率和
H2O2 含量的影响。从图 4 中可以看出，随着贮藏时
间的延长，双孢蘑菇 O －

2·产生速率呈先下降后上升
的趋势，对照组和 GABA处理组在贮藏 6 d出现最小
值，分别为 16.19 和 13.74 nmol·min －1·g －1。然而
GABA处理组双孢蘑菇的 O －

2·产生速率一直低于对
照组，且贮藏 6 d 后，两者的差距开始呈显著趋势
( p ＜ 0.05) 。由图 5 可知，H2O2 含量随着贮藏时间的

延长呈增加趋势。贮藏 9 d 后两者呈显著差异( p ＜
0.05) ; 对照组和 GABA 处理组贮藏 12 d 的 H2O2 含

量分别为 46.91 和 40.91 μmol·g·prot －1。同 O －
2·产生

速率一样，GABA 处理组双孢蘑菇的 H2O2 含量在整

个贮藏期均低于对照组。这种影响趋势与 GABA 处
理对相对电导率和 MDA 含量的影响趋势基本一致，
这说明活性氧的积累与细胞膜透性和膜脂过氧化程

度的增大有关。

图 4 GABA处理对双孢蘑菇低温贮藏期间
超氧阴离子产生速率的影响

Fig.4 Effect of GABA treatment on superoxide production
rate of button mushrooms during low temperature storage

图 5 GABA处理对双孢蘑菇低温
贮藏期间 H2O2 含量的影响

Fig.5 Effect of GABA treatment on H2O2 content of

button mushrooms during low temperature storage

2.4 GABA处理对双孢蘑菇抗氧化酶活性的影响
SOD能通过歧化反应清除体内过多的超氧阴离

子，将其转化为毒性较低的 H2O2 和 O2，H2O2 再经由

CAT催化而生成无毒性的 H2O 和 O2，从而能减少自

由基对细胞的伤害，并进一步延缓衰老进程的发

生［8，20］。GABA处理对双孢蘑菇 SOD 和 CAT 活性的

影响分别见图 6 和图 7。从图 6 可以看出 SOD 活性
呈先升高后降低的趋势，对照组和 GABA 处理组在
贮藏 3 d 达到最高值，分别为 1.40 和 1.56 U·mg
prot －1·min －1，在整个贮藏期内，GABA处理的 SOD活
性均显著高于对照组( p ＜ 0.05 ) ，这说明 GABA 可以
明显提高双孢蘑菇 SOD的活性。图 7 显示双孢蘑菇
CAT的活性呈先略微升高后下降的趋势，对照组和
GABA处理组在贮藏 3 d 达到最高值，分别为 12.66
和 12.92 U·mg prot －1，但两者的差异并不显著( p ＞
0.05) ; 然而随着贮藏时间的延长，对照组的 CAT 活
性急剧下降，贮藏 12 d 的活性下降到 10.22 U·mg
prot －1，GABA 处理组的 CAT 活性也有所降低，贮藏
12 d的活性为 11.75 U·mg prot －1，但其活性整体高于

对照组。结合图 4 中 H2O2 的含量变化可知，GABA
处理组 H2O2 的含量低于对照，这与 CAT活性高于对
照有关。以上结果说明，GABA处理可以延缓双孢蘑
菇的衰老进程。

图 6 GABA处理对双孢蘑菇低温
贮藏期间 SOD活性变化的影响

Fig.6 Effect of GABA treatment on SOD activity of
button mushrooms during low temperature storage

图 7 GABA处理对双孢蘑菇低温
贮藏期间 CAT活性变化的影响

Fig.7 Effect of GABA treatment on CAT activity of
button mushrooms during low temperature storage

2.5 相关性分析
采用 SPSS 22.0 软件对各指标进行相关性分析，

各指标相关性结果如表 1、表 2 所示。对照组双孢蘑
菇褐变指数( BI ) 与相对电导率显著正相关( p ＜
0.05) ，与 CAT活性显著负相关( p ＜ 0.05 ) ，与贮藏天
数和 H2O2 含量极显著正相关( p ＜ 0.01 ) ，与 L* 值极

显著负相关( p ＜ 0.01) ; 而 L* 值与 BI、贮藏天数、相对
电导率和 H2O2 含量极显著负相关( p ＜ 0.01) ，与 CAT
活性显著正相关( p ＜ 0.05) ( 表 1) ，这一结果说明双
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表 1 对照组各指标相关性分析
Table 1 Correlation analysis of indexes for CK

相关系数 L* 值 BI 天数 ＲEC MDA O －
2· H2O2 SOD CAT

L* 值 1
BI － 0.991＊＊ 1
天数 － 0.995＊＊ 0.980＊＊ 1
ＲEC － 0.981＊＊ 0.952* 0.993＊＊ 1
MDA －0.851 0.876 0.801 0.762 1
O －

2· 0.842 － 0.849 － 0.786 － 0.758 － 0.974＊＊ 1
H2O2 － 0.994＊＊ 0.973＊＊ 0.998＊＊ 0.996＊＊ 0.809 － 0.802 1
SOD 0.627 － 0.520 － 0.665 － 0.750 － 0.337 0.408 － 0.702 1
CAT 0.939* － 0.897* － 0.948* － 0.973＊＊ － 0.778 0.769 － 0.965＊＊ 0.815 1
注: * p ＜ 0.05;＊＊p ＜ 0.01; 表 2 同。

表 2 处理组各指标相关性分析
Table 2 Correlation analysis of indexes for GABA treatment

相关系数 L* 值 BI 天数 ＲEC MDA O －
2· H2O2 SOD CAT

L* 值 1
BI － 0.923* 1
天数 － 0.975＊＊ 0.973＊＊ 1
ＲEC － 0.984＊＊ 0.931* 0.982＊＊ 1
MDA －0.558 0.721 0.716 0.619 1
O －

2· 0.740 － 0.854 － 0.853 － 0.753 － 0.947* 1
H2O2 － 0.989＊＊ 0.957* 0.996＊＊ 0.993＊＊ 0.665 － 0.811 1
SOD 0.084 0.260 0.067 － 0.107 0.392 － 0.398 － 0.008 1
CAT 0.888* － 0.644 － 0.770 － 0.839 － 0.201 0.421 － 0.817 0.457 1

孢蘑菇褐变与细胞膜透性、活性氧代谢密切相关。
双孢蘑菇经 GABA 处理后 BI 与相对电导率和 H2O2

含量显著正相关( p ＜ 0.05 ) ，与贮藏天数极显著正相
关( p ＜ 0.01) ，与 L* 值显著负相关( p ＜ 0.05) ; 而 L* 值

与贮藏天数、相对电导率和 H2O2 含量极显著负相关

( p ＜ 0.01) ，与 CAT活性显著正相关( p ＜ 0.05) ，与 BI
显著负相关( p ＜ 0.05 ) ( 表 2 ) ，这一结果说明 GABA
处理可以抑制双孢蘑菇褐变的发生。

3 讨论与结论
褐变是影响果蔬外观的首要因素，双孢蘑菇采

后极易发生褐变，降低其外观品质［3－4］。对于已发生
褐变的果蔬通常采用褐变指数来评价其褐变的程

度，同时可以结合 L* 值、ΔE 等来辅助评价果蔬颜色
的变化。本研究采用 BI 结合 L* 值来评价双孢蘑菇

的褐变程度，结果表明 L* 值与 BI 显著负相关( p ＜
0.05) 。与文献［13 －15］的研究结果相似，GABA 处
理能够较好的保持双孢蘑菇的 L* 值和降低其褐变指

数，冷藏 12 d，GABA处理组的 L* 值为 76.47，下降了
8.80%，低于对照的下降率( 14.77% ) ，而处理组 BI
的变化约为对照的 2 /3。
双孢蘑菇受到损伤或处于逆境时，会造成膜脂

过氧化，细胞膜的选择透性逐渐丧失，这种细胞膜结

构的变化破坏了酪氨酸酶与酚类底物在细胞中的区

域化分布，为酶与底物的接触创造有利条件［8－10］。许
多研究表明［3－4，10］，维持子实体中细胞膜的完整性和

选择透性对抑制酶促褐变有积极作用。本研究表明
GABA处理能够较好的保持双孢蘑菇细胞膜的完整

性，GABA处理组贮藏 12 d 的相对电导率和 MDA含
量分别为 27.75%和 4.80 μmol·g －1，显著低于对照组

( p ＜ 0.05) 。
双孢蘑菇的成熟衰老与活性氧代谢及膜脂过氧

化作用密切相关［8－9，16，20］。超氧阴离子和过氧化氢是
最常见的两种活性氧，当组织受到机械损伤等胁迫

时就会产生并积累活性氧。活性氧积累较少时，组
织内的抗氧化酶类( 如 SOD、CAT 等) 及抗氧化物质
就会及时将其清除，进而保持活性氧代谢的平衡; 但

当这些抗氧化酶类及抗氧化物质不能及时将积累的

活性氧清除时，就会对组织细胞造成伤害，加速衰老

进程。研究表明外源 GABA 能提高桃、香蕉等果实
抗氧化系统酶活性，降低活性氧的积累和膜脂过氧

化程度，进而提高果实的抗冷性，降低冷害引起的褐

变［13－15］。本研究同样表明，GABA处理能够提高抗氧
化酶 SOD和 CAT的活性，降低超氧阴离子产生速率
和减少过氧化氢的积累，延缓细胞膜透性和脂质过

氧化进程，进而降低双孢蘑菇的褐变程度。综上所
述，GABA可以作为一种护色保鲜剂应用于双孢蘑菇
的采后贮藏。
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