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臭氧微纳米气泡处理对黄豆芽“绿化”的
影响及机制

高红豆1，史君彦1，刘海涛2，左进华1，袁树枝1，岳晓珍1，王　清1, *

（1.北京市农林科学院农产品加工与食品营养研究所，农业农村部蔬菜产后处理重点实验室，

果蔬农产品保鲜与加工北京市重点实验室，北京 100097；
2.北京方圆平安生物科技股份有限公司，北京 100097）

摘　要：为研究臭氧微纳米气泡（ozone micro-nano-bubbles，Ozone MNBs）处理黄豆芽对 LED白光照射下黄豆芽

“绿化”的影响及其调控机制，本实验以黄豆芽为材料，采用 4 mg/L Ozone MNBs处理黄豆芽，测定 LED白光照射

下黄豆芽生理品质，叶绿素合成和分解相关酶及物质变化。结果表明：与蒸馏水处理对照组相比，4 mg/L Ozone
MNBs处理可以显著降低 LED白光照射下黄豆芽的“绿化”现象，诱导提高黄豆芽中叶绿素降解酶 [叶绿素酶

（Chlase）、叶绿素降解过氧化物酶（Chl-POX）、脱镁螯合酶（MD）和脱镁叶绿素酶（PPH）]活性，降低了叶

绿素合成前体物 [δ-氨基乙酰丙酸（ALA）和尿卟啉原Ⅲ（Urogen Ⅲ）]，叶绿素、叶绿素 a（Chl a）和叶绿素

b（Chl b）含量。降低了 ADP、ATP和辅酶Ⅱ[NADP+和 NADPH]含量。4 mg/L Ozone MNBs处理可影响黄豆芽叶

绿素合成和分解相关酶的活性和相关物质的含量，对抑制 LED白光照射下黄豆芽“绿化”有较好的效果。

关键词：黄豆芽，臭氧微纳米气泡，LED 白光照射，叶绿素合成，机制
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Abstract： In  order  to  explore  the  effect  of  ozone  micro-nano-bubbles  (Ozone  MNBs)  on  “ green”   and  the  regulative
mechanism  in  soybean  sprout,  this  study  took  soybean  sprout  as  the  experimental  material,  treated  with  4  mg/L  Ozone
MNBs and stored in white LED condition. Physical quality, synthesizing and decomposing of chlorophyll (enzyme activity
and  substance)  were  measured  in  soybean  sprout.  Compared  with  control  group,  4  mg/L  Ozone  MNBs  treatment  could
significantly inhibit the “green”, enhance the activities of chlorophyllase (Chlase), chlorophyll degrading peroxidase (Chl-
POX), Mg-dechelatase (MD) and pheophytinase (PPH). And it decreased the levels of precursors in chlorophyll synthesis
[δ-aminolevulinic acid (ALA) and Urogen Ⅲ],  chlorophyll,  chlorophyll  a and chlorophyll  b.  Additionally,  it  declined the  
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content of ADP, ATP, NADP+ and NADPH in soybean sprout. Thus, 4 mg/L Ozone MNBs treatment affected the substance
and enzyme activity of synthesizing and decomposing of chlorophyll, effectively hindered “green” in soybean sprout under
white LED.

Key words：soybean sprout；Ozone MNBs；white LED；synthesizing of chlorophyll；mechanism

黄豆中含有丰富的营养物质，例如：蛋白质、脂

肪、碳水化合物以及一些矿物质等营养元素。在发

芽过程中，会增加一些维生素类物质的产生，并且蛋

白质的利用率大大提高，此外，一些棉籽糖、鼠李糖

等不利于人体吸收利用的物质也得到分解，以上变化

对人体是极有利的，避免了吃黄豆后人体产生胀气现

象[1]。但黄豆芽在售卖过程中无法保持持续避光，极

易发生光合作用出现“绿化”现象，会影响消费者的

购买欲，对黄豆芽产业发展有不利影响。其中光照是

导致黄豆芽“绿化”最直接的因素，故抑制“绿化”是

提高黄豆芽商品价值的重要条件。Ozone MNBs是
近年来一项新兴的保鲜技术，已有研究发现，臭氧具

有抑制植物光合作用发生的功能，而将 Ozone MNBs
技术应用在抑制黄豆芽“绿化”上的报道较少。

微纳米气泡由微米和纳米气泡组成，直径小于

50 µm，具有较强的溶水能力，并且在水中具有稳定

性[2]。臭氧是一种强氧化剂，具有杀菌作用，目前已

广泛应用在果蔬采后保鲜方面[3−4]。但是臭氧在水中

具有不稳定、易分解的特性[5]，通过与微纳米气泡结

合可增加臭氧在水中的溶解量和保持其浓度恒定的

作用[6−7]，很好地解决了臭氧在水中不稳定易分解的

弊端。研究发现 Ozone MNBs在果蔬保鲜方面有一

定的应用，王雪青等[8] 采用 4 mg/L Ozone MNBs处
理菠菜，发现处理组能够提高菠菜的抗氧化能力，减

缓菠菜营养物质损耗，提高了菠菜的耐贮性。运用

1.8 mg/L Ozone MNBs处理番茄苗，显示两种空气传

播病原菌分生孢子受到明显的抑制，说明Ozone MNBs
在番茄空气传播病害防治中的应用是可行的[7]。对

板栗进行多种水洗处理时，与自来水冲洗相比，Ozone
MNBs处理显著降低了采后板栗的腐烂率和相关微

生物群落（好氧细菌、霉菌/丝状真菌和酵母）生长，提

高了板栗的贮藏品质[9]。然而，Ozone MNBs处理对

芽菜类的研究尚少。

本实验以黄豆芽为材料，在 20 ℃ 下，用 LED白

光照射，探究 4 mg/L Ozone MNBs处理对黄豆芽叶

绿素降解酶，叶绿素合成前体物，叶绿素含量，ADP、
ATP和辅酶Ⅱ含量等指标的影响，以期为延长黄豆

芽货架期提供理论参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

黄豆芽　购买于北京市超市发连锁有限公司，

挑选当日新鲜折损率较小的袋装黄豆芽，20 min内

运回实验室，进行实验；丙酮、无水乙醇、石油醚、甲

醇、二胺四乙酸（EDTA）、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠

　天津市科密欧化学试剂有限公司；酚酞指示剂、

NaOH、KCl、NaCl　西陇科学股份有限公司；HCL、
Triton X-100、Tris　北京化学试剂有限公司；叶绿

素 a　美国 Sigma公司；Tricine　翌圣生物科技（上

海）股份有限公司；噻唑蓝溴化四唑（MTT）、葡萄糖-
6-磷酸、吩嗪乙硫酸盐（PES）、4-香豆酸　上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；ATP、ADP　上海源叶生

物科技有限公司； 5-氨基乙酰丙酸、胆色素原、尿卟

啉原 III、1，5-二磷酸羧化酶/加氧酶试剂盒 　上海酶

联生物科技有限公司；以上试剂均为分析纯。

3S-T臭氧发生器、3S-J5000臭氧检测仪　北京

同林科技有限公司；MF-5000微纳米气泡发生装置

　上海行恒科技有限公司；UV-1800紫外分光光度

计　日本岛津公司；IKA M20研磨机　德国艾卡仪

器设备有限公司；D-37520离心机　北京诚茂兴业科

技发展有限公司；XMTD-6000型数显恒温水浴锅　

余姚金电仪表有限公司；Varioskan LUX多功能酶标

仪　赛默飞世尔科技（中国）有限公司；KQ-50TDB
超声波清洗机　昆山市超声仪器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   Ozone MNBs处理　本实验以黄豆芽为材料，

以 0.5~5 mg/L浓度的 Ozone MNBs对其进行预实

验筛选适宜浓度，多次重复实验证明 4 mg/L处理对

抑制黄豆芽“绿化”效果最佳。随后在臭氧检测仪监

测下将臭氧浓度调至 4 mg/L，随后接入微纳米气泡

发生器，用产生的 4 mg/L浓度的 Ozone MNBs处理

黄豆芽，对照组用蒸馏水代替 Ozone MNBs。将 12 kg
黄豆芽用 Ozone MNBs处理 5 min后取出，吸水纸

吸干表面多余水分，装入厚度为 0.03 mm的自封袋，

置于温度 20 ℃，湿度 95%，稳定 LED白光照射条件

下模拟货架期销售环境，并于 0、12、24、36、48 h取

样测定相应指标。剩余样品液氮冷冻，置于−80 ℃
冰箱，后续指标测定时研磨成粉。 

1.2.2   失重率和可滴定酸（TA）含量的测定　失重率

和 TA遵循Martínez-Romero等[10] 的方法。TA含量

利用酸碱电位滴定法测定，酚酞作为指示剂，样品：蒸

馏水按照 1:10比例均浆，过滤，取滤液。用 0.1 mol/L
NaOH滴定样品滤液至溶液变红为止，结果以%表示。

失重率(%) = (W1 −W2)/W1 ×100

式中，W1 为 0 h样品重量；W2 为取样点样品重量。 

1.2.3   ADP、ATP、Urogen Ⅲ、ALA、胆色素原

（PBG）和 1，5-二磷酸羧化酶/加氧酶（RuBisCO）含量

　根据酶联免疫试剂盒（上海酶联生物科技有限公

司）方法进行实验测定。 

1.2.4   NADP（H）含量测定　NADP（H）含量测定根
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据陈梦茵等 [11] 和 Zhang等 [12] 的实验方法进行测

定。1 g样品加入 5 mL 0.1 mol/L HCl用于 NADP测

定，1 g样品加入 5 mL 0.1 mol/L NaOH用于 NADPH
测定。混和液沸水浴 5  min，冰浴冷却 ， 4 ℃，

10000×g离心 10 min。上层清液分别用 0.1 mol/L
NaOH或 HCl中和至 pH为 7，随后进行离心，离心

条件同上。最终上层清液即为提取液。

50  μL上层清液加入 60  μL  1  mol/L  Tricine-
NaOH缓冲液，60 μL 40 mmol/L乙二胺四乙酸（EDTA），

60 μL 4.2 mmol/L MTT，60 μL 16.6 mmol/L吩嗪乙

硫酸盐（PES），60 μL 25 mmol/L葡萄糖-6-磷酸和

450 μL 0.1  mol/L NaCl溶液中，37 ℃ 水浴 5 min。
随后加入 50 μL 200 U/mL的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

（G6PDH）溶液，37 ℃ 下孵育 40 min。最后加入 600 μL
6 mol/L NaCl溶液终止反应。将所获得的反应混合

物 4 ℃，10000×g离心 10 min，用 4 mL 95%乙醇溶

解的沉淀，570 nm下测定吸光值。结果以 nmol/mL
为单位表示（全程弱光操作）。 

1.2.5   叶绿素 a、叶绿素 b和叶绿素含量测定　根

据 Shi等[13] 的方法来测定黄豆芽叶绿素 a，叶绿素

b和叶绿素含量。称取 1 g组织样品加入 10 mL丙

酮-乙醇（2:1）溶液中，摇匀。4 ℃ 条件下 12000×g
离心 10 min取上层清液，然后用紫外分光光度计测

定上层清液在 645 nm和 663 nm下的吸光值，叶绿

素 a和叶绿素 b的质量浓度：

ρa = 12.72A663 −2.59A645

ρb = 22.88A645 −4.67A663

叶绿素总量ρT = ρa +ρb = 20.29A645 +8.05A663

叶绿素含量(mg/kg) =
ρ×V

m×1000

式中，ρ 为由公式计算得叶绿素的质量浓度，mg/L；
V为样品提取液总体积，mL；m为样品质量，kg。 

1.2.6   叶绿素降解酶活性测定　 

1.2.6.1   底物的制备　以下前处理均采用 Shi等[13]

的方法制备。纯叶绿素 a（Chla）试剂 10 mg，根据所

需的浓度用丙酮溶液配制。叶绿酸 a（Chlin a）的制

备：40 mL石油醚加入到 6 mL 200 µg/mL叶绿素 a
丙酮溶液中，将被分离出来的醚相用蒸馏水（20 mL）
冲洗三次，最后加入 1.33 mL 300 mg/mL KOH甲醇

溶液制备成 Chlin a。分离出 Chlin a的沉淀并溶解

在蒸馏水中。脱镁叶绿素 a（Phy a）制备：叶绿素丙酮

溶液中加入一滴 0.1 mol/L的 HCl，2 min后加入一

滴 0.1 mol/L NaOH中和。Phy a浓度的确定通过测

定消光系数为 156000 mol/L/cm的波长为 409 nm
处吸光值计算。 

1.2.6.2   丙酮粉的制备　3 g样品在 22.5 mL冷丙酮

（−20 ℃）溶解，−20 ℃ 静置 15  min，然后于 4 ℃，

12000×g下离心 5 min，取沉淀再加 22.5 mL冷丙酮，

重复 2~3次至沉淀中绿色褪去，沉淀即为丙酮粉。 

1.2.6.3   粗酶液提取　Chlase提取：0.2 g丙酮粉与

3 mL 50 mmol/L PBS（pH7.0）缓冲液混合，其中缓冲

液包括 50  mmol/L  KCl和 0.24% Triton  X-100，放
入 30 ℃ 恒温条件，搅拌 30 min，然后 12000×g离

心 5 min，取上层清液。MD提取：0.1 g丙酮粉与

1 mL 50 mmol/L PBS（pH7.0）缓冲液混合，缓冲液配

制与叶绿素酶提取过程中所用相同，混合液放入

0 ℃ 下搅拌 1 h，随后在 4 ℃，12000×g离心 20 min，
取上层清液。Chl-POX提取：0.15 g丙酮粉与 10 mL
10 mmol/L PBS（pH7.0）缓冲液混合，0 ℃ 下搅拌 1 h。
4 ℃，10000×g离心 20 min，取上层清液。PPH提取：

0.15 g丙酮粉与 1.5 mL 50 mmol/L pH8.0 Tris-HCl 缓
冲液混合，0 ℃ 下搅拌 1 h，4 ℃，15000×g离心 15 min，
取上层清液。 

1.2.6.4   Chlase活性的测定　Chlase活性的测定采用

Han等[14] 的方法。反应液由 0.5 mL pH7.5 100 mmol/L
PBS（含 0.24% Triton X-100），0.5 mL酶液以及 0.2 mL
200 µg/mL Chla丙酮溶液组成。反应液 25 ℃ 水浴

40 min，随后加入 4 mL冷丙酮终止反应，再加 4 mL
正己烷，充分混合，4 ℃，12000×g 离心 5 min。测定

下层相 667 nm处的吸光值，单位为 nmol/（g·h）。 

1.2.6.5   Chl-POX活性测定　Chl-POX活性测定运

用 Asumi等[15] 的方法，反应液：0.5 mL酶液，0.2 mL
Chla 丙酮溶液（80  µg/mL），0.1  mL  H2O2（0.3%），

0.1 mL Triton X-100（1%），0.1 mL 4-香豆酸（5 mmol/L）、
1.5 mL pH5.5 PBS缓冲液（0.1 mol/L）。反应液 25 ℃
保温 10  min后测定 668  nm处吸光值 ，单位为

nmol/（g·min）。 

1.2.6.6   MD活性测定　MD活性测定运用 Suzuki
等 [16] 的方法，反应液包含：0.2  mL酶液，0.75  mL
Tris-HCl缓冲液（50 mmol/L pH8.0）和 0.3 mL Chlin
a。反应液 37 ℃ 保温 10 min后测定 686 nm处吸光

值，单位为 OD/（g·min）。 

1.2.6.7   PPH活性测定　PPH活性测定运用 Aiamla-
or等 [17] 的方法 ，反应液由 0.35  mL酶液 ， 75  µL
Triton X-100（2.0%），0.1 mL Phy a，0.7 mL Tris-HCl
缓冲液（50 mmol/L pH8.0）构成。反应液 25 ℃ 保温

90 min后加入 4 mL冷丙酮终止，再加入 4 mL正己

烷，充分混合，4 ℃，12000×g离心 5 min。测定丙酮

层在 667 nm处的吸光值，单位为 nmol/（kg·min）。 

1.3　数据处理

采用 WPS 2022软件进行数据处理，利用 SPSS
22.0软件对数据进行单因素方差分析（P<0.05）。运

用 Origin 2022软件制图，不同字母表示显著性差异

（P<0.05）。 

2　结果与分析 

2.1　Ozone MNBs处理对黄豆芽外观品质的影响

外观品质是反映果蔬品质变化最直观的指标。
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由图 1可以看出在LED白光照射 24 h后对照和Ozone
MNBs处理组黄豆芽均出现“绿化”现象，其中对照

组“绿化”程度较 Ozone MNBs处理组更明显。这是

因为臭氧本身具有抑制光合作用的能力，同时微纳米

气泡可进入果蔬内部的缝隙，从而加强了臭氧抑制光

合作用发生的效果[18−19]。说明 Ozone MNBs处理可

有效维持黄豆芽的外观品质，减弱“绿化”发生。

 
 

0 h

24 h

对照 4 mg/L Ozone MNBs

图 1    Ozone MNBs处理对黄豆芽外观品质的影响
Fig.1    Effect of Ozone MNB treatment on exterior quality of

soybean sprout
  

2.2　Ozone MNBs处理对黄豆芽失重率和 TA的影响

失重是所有果蔬贮藏过程中不可避免的一个基

础变化，对果蔬品质影响较大。有研究表明，臭氧能

够有效地抑制植物进行光合作用，但持续的臭氧处理

会促进植物衰老，造成不可逆损伤 [20]。因此利用

Ozone MNBs技术进行短时处理可能会降低臭氧对

黄豆芽的损伤。图 2A显示，整个 LED白光照射贮

藏过程中，Ozone MNBs处理组和对照组失重率均呈

一直增长趋势。Ozone MNBs处理后，失重率明显较

对照组大。可能是因为黄豆芽含水量高，并且细胞膜

较薄，受到 Ozone MNBs刺激后破坏细胞膜结构，加

速了水分损失[21]。另外，图 2B显示 TA含量变化在

Ozone  MNBs处理组和对照组中均较为稳定，除

12和 48 h外，整个过程中两组差异不显著（P>0.05），
说明 Ozone MNBs对 TA含量的影响相对较小。 

2.3　Ozone MNBs处理对黄豆芽 ADP、ATP、NADP+

和 NADPH含量的影响

黄豆芽“绿化”主要是发生了光合作用，此过程

较为复杂，涉及光吸收、电子传递、光合磷酸化、碳

同化等重要反应步骤。此过程伴随着能量变化，叶绿

体类囊体膜催化 ADP与 Pi结合形成 ATP。在形

成 ATP的同时，还释放了氧并形成还原型辅酶Ⅱ

（NADPH）[22]。若光合作用增强时，会促进能量的产

生。如图 3A显示，整个 LED白光照射贮藏过程中，

Ozone MNBs处理组和对照组 ADP含量均呈先升

后降趋势，36 h时 Ozone MNBs处理组和对照组均

达到峰值分别为 711.167 nmol/L和 710.733 nmol/L，

对照组含量整体高于 Ozone MNBs处理组，12 h和

48 h差异显著（P<0.05）。图 3B的 ATP含量变化均

呈先增长然后缓慢下降的趋势，并且对照组含量高

于 Ozone MNBs处理组。由图 3C可知，NADP+含

量整体呈一直增长趋势，12~48 h对照组和 Ozone

MNBs处理组差异显著（P<0.05），48 h时两组达到最

大值，分别为 14.23 nmol/mL和 8.84 nmol/mL。图 3D

显示，NADPH含量整体呈先升后降趋势，整个贮藏

期间对照组含量高于 Ozone MNBs处理组，且 12~

48 h对照组含量明显更高（P<0.05）。ADP、ATP、

NADP+、NADPH在Ozone MNBs组较对照组含量低，

说明 Ozone MNBs降低了光合磷酸化过程，从而降

低光合作用的发生，有效延缓了黄豆芽的“绿化”。 

2.4　Ozone  MNBs处理对黄豆芽 Urogen Ⅲ、ALA
和 PBG含量的影响

Urogen Ⅲ、ALA和 PBG作为叶绿素合成前体物，

能够对叶绿素合成过程具有较好的调控作用[23−24]，这

些前体物质含量降低可能会降低叶绿素的合成速率。

当黄豆芽叶绿素含量降低时，“绿化”现象会减弱。

图 4A显示，整个 LED白光照射贮藏过程中，Ozone

MNBs处理组 Urogen Ⅲ含量呈下降趋势，对照组则

为先升后降。对照组含量始终高于 Ozone MNBs处
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图 2    Ozone MNBs处理对黄豆芽失重率（A）和
TA（B）含量的影响

Fig.2    Effect of Ozone MNB treatment on weight loss rate (A)
and TA (B) content of soybean sprout

注：图中不同小写字母表示同一贮藏时间内，两组差异显著
P<0.05；图 3~图 7同。
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理组，在 12 h时 Ozone MNBs处理组和对照组之间差

异显著（P<0.05），此时两组含量分别为 20.175 ng/mL

和 28.252 ng/mL。图 4B的 ALA含量变化均呈先

增长后下降的趋势，对照组在 36  h达到峰值为

46.323 ng/mL，而 Ozone MNBs处理组在 12 h已达

到最大值为 42.207 ng/mL。此过程中对照组含量高

于 Ozone MNBs处理组，尤其在 24 h以后效果明显。

由图 4C可知，PBG含量呈一个较为稳定的趋势，除

24 h Ozone MNBs处理组大于对照组外，其余贮藏时

间对照组均大于 Ozone MNBs处理组。Urogen Ⅲ
和 ALA含量变化说明 Ozone MNBs会降低叶绿素

合成前体物质，可能对黄豆芽“绿化”具有抑制效果。
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图 4    Ozone MNBs处理对黄豆芽 Urogen Ⅲ（A）、ALA（B）
和 PBG（C）含量的影响

Fig.4    Effect of Ozone MNB treatment on Urogen Ⅲ (A), ALA
(B) and PBG (C) content of soybean sprout

  

2.5　Ozone MNBs处理对黄豆芽叶绿素 a、叶绿素 b
和叶绿素含量的影响

叶绿素是反映植物颜色变化的关键因素，其作

为光系统的重要组成部分，具有捕获和转换光能的基

本功能[23]。叶绿素合成过程首先由谷氨酸合成叶绿

素 a，随后叶绿素 a和叶绿素 b的相互转换，最后叶

绿素 a降解[25]。因此，叶绿素 a和叶绿素 b含量变

化是光合作用是否发生的重要指标。图 5A显示，LED
白光照射贮藏过程中，叶绿素 a含量均呈一直增长趋

势，除 36 h外，对照组含量明显高于 Ozone MNBs

 

(A)

0 12 24 36 48
0

200

400

600

800
对照 4 mg/L Ozone MNBs

A
D

P含
量

 (n
m

ol
/L

) aa a

b

a
a

a a

a

b

(B)

0

500

1000

1500

2000

2500
对照 4 mg/L Ozone MNBs

a a

a

a

a a
a

a a

b

0

3

6

9

12

15
对照 4 mg/L Ozone MNBs

aa ba

b

a

b

a

b

a
(C)

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6(D) 对照 4 mg/L Ozone MNBs

aa
b

a b

a

b

a

b

a

贮藏时间 (h)

0 12 24 36 48
贮藏时间 (h)

0 12 24 36 48
贮藏时间 (h)

0 12 24 36 48
贮藏时间 (h)

A
TP

含
量

 (n
m

ol
/L

)
N

A
D

P+ 含
量

 (n
m

ol
/m

L)
N

A
D

PH
含

量
 (n

m
ol

/m
L)

图 3    Ozone MNBs处理对黄豆芽 ADP（A）、ATP（B）、
NADP+（C）和 NADPH（D）含量的影响

Fig.3    Effect of Ozone MNB treatment on ADP (A), ATP (B),
NADP+ (C) and NADPH (D) content of soybean sprout
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处理组（P<0.05），48 h时 Ozone MNBs处理组和对照

组达到最大值分别为 58.460 mg/kg和 77.598 mg/kg。

图 5B的叶绿素 b含量变化趋势同叶绿素 a变化趋

势相似，对照组含量一直明显高于 Ozone MNBs处理

组（P<0.05），在 48 h达到最大值分别为 18.739 mg/kg

和 15.597 mg/kg。由图 5C可知，叶绿素含量变化趋

势同叶绿素 a、b含量变化趋势相似，除 36 h Ozone

MNBs处理组与对照组含量相似外，其余贮藏时间内

对照组均显著大于 Ozone MNBs处理组（P<0.05）。
以上叶绿素 a、叶绿素 b和总叶绿素含量的变化说

明 Ozone MNBs处理降低了叶绿素合成，同时也回

应了光合作用减弱，黄豆芽“绿化”的延缓。
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图 5    Ozone MNBs处理对黄豆芽叶绿素 a（A）、叶绿素 b（B）
和叶绿素（C）含量的影响

Fig.5    Effect of Ozone MNB treatment on chlorophyl a (A),
chlorophyl b (B) and chlorophyl (C) content of soybean sprout

  

2.6　Ozone MNBs处理对黄豆芽 RuBisCO活性的影响

RuBisCO酶是光合作用反应中重要的羧化酶，

光呼吸中不可缺少的加氧酶，在光合作用过程中，

RuBisCO最大羧化速率决定了光合作用的能力，臭

氧可通过抑制蛋白合成、加速蛋白分解来降低

RuBisCO的活性[26]。由图 6可知，LED白光照射过

程中，RuBisCO活性均呈先升后降趋势，对照组和

Ozone MNBs处理组活性分别在 24 h和 36 h达到

峰值，分别为 15.641 U/L和 14.507 U/L，然而整个过

程 Ozone MNBs处理组和对照组两组差异不显著，这

说明 Ozone MNBs对 RuBisCO活性影响相对较小。
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图 6    Ozone MNBs处理对黄豆芽 RuBisCO活性的影响
Fig.6    Effect of Ozone MNB treatment on RuBisCO activity of

soybean sprout
  

2.7　Ozone MNBs处理对黄豆芽 Chl-POX、PPH、MD
和 Chlase活性的影响

产生黄豆芽“绿化”现象除了与光合作用有关

外，也可能是叶绿素降解相关酶的影响。Chlase是
叶绿素分解代谢途径中的第一酶，催化 Chl a生成脱

镁叶绿素 a；Chl-POX可以在体外降解 Chl a，生成中

间产物 OHChl a，然后 MD会进一步催化叶绿素降

解，通过去除脱植基叶绿素 a的 Mg2+产生脱镁叶绿

素 a，PPH则会促进生成脱镁叶绿素 a/b[13]。这些催

化的产物会加速叶绿素降解，降低果蔬绿色色素产

生。图 7A显示，Chlase活性呈一直下降趋势，整个

过程中，对照组活性低于 Ozone MNBs处理组，且

12~36 h对照组活性显著低于 Ozone MNBs处理组

（P<0.05）。图 7B表明，整个 LED白光照射贮藏过

程中，Ozone MNBs处理组的 Chl-POX活性呈先升

后降趋势，在 36 h时达到最大值 83.016 nmol/（g·min），
但是对照组 Chl-POX活性变化不明显，其中 12、
24和 36 h两组差异显著（P<0.05），Ozone MNBs处
理组明显高于对照组。图 7C显示，MD活性整体呈

先升后降趋势，12 h时活性最大，分别为 0.890 OD/
（g·min）和 1.496 OD/（g·min），另外，Ozone MNBs处
理组活性也是高于对照组，其中 12~36 h对照组和

Ozone MNBs处理组差异显著（P<0.05）。由图 7D知，

除 24 h外，Ozone MNBs处理组达到 944.116 nmol/
（kg·min），其余时间点 PPH活性整体呈下降趋势，并

且 Ozone MNBs处理组活性高于对照组。结果说

明 Ozone MNBs提高了叶绿素的一系列降解酶活

性，使得叶绿素合成受到抑制，可能是臭氧本身具有

抑制光合作用的能力，微纳米气泡可促进其进入果蔬
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内部，从而抑制了光合作用的发生[18−19]，降低了黄豆

芽“绿化”的发生。 

3　结论
本文以黄豆芽为原料，探究了 Ozone MNBs技

术对黄豆芽生理品质和叶绿素合成和分解的调控作

用。研究结果表明，LED白光照射下，Ozone MNBs

处理的黄豆芽光合作用受到显著抑制，“绿化”程度

明显降低。处理组黄豆芽失水较对照组严重，但在货

架期内整体失重率变化较小。同时 Ozone MNBs处
理还降低了黄豆芽 ALA、Urogen Ⅲ、叶绿素、叶绿

素 a、叶绿素 b、ADP、ATP、NADP+和 NADPH含

量，诱导提升了 Chl-POX、PPH、MD和 Chlase酶活

性。据此认为，Ozone MNBs技术可降低黄豆芽“绿

化”现象，与降低黄豆芽光合作用相关酶活性和物质

积累、提升叶绿素降解酶活性有关。以上发现对其

应用在调节绿叶植物生长具有重要意义。

参考文献 

 ［1］ 刘飞, 麻成金. 预处理对冻干黄豆芽品质的影响[J]. 食品研

究与开发，2005，26（6）：87−89. ［LIU F, MA C J. Effect of pretre-
atment technology on quality of soybean sprout in freeze-drying con-
dition[J]. Food Research and Development，2005，26（6）：87−89.］

 ［2］ TAKAHASHI M. ζ Potential of microbubbles in aqueous solu-
tions：Electrical  properties  of  the  gas-water  interface[J].  Journal  of
Physical Chemistry B，2005，109（46）：21858−21864.

 ［3］ 白华飞, 张昭其. 臭氧在果蔬贮藏保鲜上的应用[J]. 食品科

技，2003（1）：80−82. ［BAI H F,  ZHANG Z Q. The application of
ozone  on  storage  of  fruits  and  vegetables[J].  Food  Science  and
Technology，2003（1）：80−82.］

 ［4］ 姚开, 贾冬英, 谭敏. 臭氧在果蔬加工中的应用[J]. 食品科

学，2002，23（5）：149−151. ［YAO K, JIA D Y, TAN M. Study on
sterilization  mechanism  of  ozone  and  its  application  to  processing
fruits and vegetables[J]. Food Science，2002，23（5）：149−151.］

 ［5］  KARACA  H,  VELIOGLU  Y  S.  Ozone  applications  in  fruit
and  vegetable  processing[J].  Food  Reviews  International，2007，23
（1）：91−106.

 ［6］ HE H M, ZHENG L, LI Y F, et al. Research on the feasibility
of  spraying  micro/nano  bubble  ozonated  water  for  airborne  disease
prevention[J]. Ozone:Science & Engineering，2015，37（1）：78−84.

 ［7］ IKEURA H, KOBAYASHI F, TAMAKI M. Removal of resid-
ual pesticides in vegetables using ozone microbubbles[J]. Journal of
Hazardous Materials，2011，186（1）：956−959.

 ［8］ 王雪青, 左进华, 闫志成, 等. 臭氧微纳米气泡处理对菠菜采

后保鲜的影响[J]. 食品科学，2020，41（23）：190−196. ［WANG X
Q,  ZUO J  H,  YAN Z  C,  et  al.  Effect  of  ozone  micro-nano-bubble
treatment  on postharvest  preservation of  spinach[J]. Food Science，
2020，41（23）：190−196.］

 ［9］  LEE  U,  JOO  S,  KLOPFENSTEIN  N  B,  et  al.  Efficacy  of
washing treatments  in  the reduction of  post-harvest decay of  chest-
nuts  （Castanea  crenata  ‘Tsukuba’）  during  storage[J].  Canadian
Journal of Plant Science，2016，96（1）：1−5.

 ［10］ MARTÍNEZ-ROMERO D, ALBURQUERQUE N, VALVER-
DE J  M,  et  al. Postharvest sweet  cherry  quality  and  safety  mainte-
nance by Aloe vera treatment：A new edible coating[J]. Postharvest
Biology and Technology，2006，39（1）：93−100.

 ［11］ 陈梦茵 , 林河通 , 洪延康 , 等 . DNP 和 ATP 对 Phomopsis
longanae Chi 侵染的龙眼果实病害发生、能荷状态和呼吸代谢的

调控[J]. 现代食品科技，2015，31（5）：49−58,89. ［CHEN M Y,
LIN  H  T,  HONG Y K,  et  al. Regulation  of  2,  4-dinitrophenol  and
adenosine  triphosphate  on  disease  development,  energy  status,  and
respiratory metabolism of Phomopsis longanae Chi-infected longan
fruit[J]. Modern Food Science and Technology，2015，31（5）：49−58,
89.］

 ［12］ ZHANG S, LIN H T, LIN Y F, et al. Energy status regulates

 

(A)

a a

ab a

0 12 24 36 48
0

50

100

150

200

250
对照 4 mg/L Ozone MNBs

b ab aa叶
绿

素
酶

 (n
m

ol
/(g

·h
))

贮藏时间 (h)

0

20

40

60

80

100

叶
绿

素
降

解
过

氧
化

物
酶

活
性

(n
m

ol
/(g

·m
in

))

对照 4 mg/L Ozone MNBs

a a

a

b

a

b
b

a

ab

(B)

0 12 24 36 48
贮藏时间 (h)

0

200

400

600

800

1000

1200

脱
镁

叶
绿

素
酶

活
性

(n
m

ol
/(k

g·
m

in
))

对照 4 mg/L Ozone MNBs

a a

a
a

a

b b a
aa

(D)

0 12 24 36 48
贮藏时间 (h)

0.0

0.4

0.8

1.2

1.6
(C) 对照 4 mg/L Ozone MNBs

a a

a

b
a

b
b

a aa

0 12 24 36 48
贮藏时间 (h)

脱
镁

螯
合

酶
 (O

D
/(g

·m
in

))

图 7    Ozone MNBs处理对黄豆芽 Chlase（A）、Chl-POX（B）、
MD（C）和 PPH（D）活性的影响

Fig.7    Effect of Ozone MNB treatment on Chlase (A), Chl-
POX (B), MD (C) and PPH (D) activities of soybean sprout
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