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苹果中多酚氧化酶的性质
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摘 要：苹果中的多酚氧化酶是引起苹果及苹果酒褐变的重要原因之一，用乳化剂及酚结合剂从

苹果中提取多酚氧化酶（889），研究其酶学性质：不同底物的 ! :、" :，反应的最适温度、;< 及两

种底物同时存在时的酶学效应 (结果表明：6=甲基儿茶酚为最适底物，其最适温度 $# >，最适 ;<
6 ( 2，不同浓度咖啡酸对酶的影响不同，儿茶素对不同浓度绿原酸的酶促反应影响也不同 (研究几

种效应物对酶活力的影响表明：偏重亚硫酸钠、半胱氨酸、抗坏血酸为强烈抑制剂，羧酸类对酶具

有抑制效应，肉桂酸比同一结构形式的苯甲酸抑制效果强 (
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苹果中多酚氧化酶是引起苹果及其深加工产

品———苹果酒褐变的主要因素之一 ( 苹果品种不

同，酶活不同，因此要想以更有效的方式控制酶促

褐变，了解在具体储藏条件下的褐变机理需要对酶

特性有更深入的了解 ( 利用乳化剂（[PAN&,=0"##）和

酚结合剂=聚乙烯吡咯烷酮（8%88）相结合的方式提
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取 !!"，解决了单纯用丙酮粉预处理而导致的酶特

性的改变［#］$ 由于 !%!! 的使用，避免了酶的粗抽

提物中内源性物质和醌的存在，减少了其同酶的反

应而导致的酶失活 $
酶促作用的底物不同，引起褐变的程度也不

同 $目前报道较多的是苹果中多酚氧化酶对单个底

物的作用，对两种底物同时存在时，!!" 对其协同

作用的酶促氧化动力学研究甚少 $
作者主要研究了酶的性质和两种多酚底物同

时存在时，酶对底物协同影响的作用，从而更加清

楚了解褐变同底物及酶的关系，并且对不同抑制剂

的抑制效应进行了初步研究 $

! 材料与方法

! " ! 材料

样品：市场选购精品红富士苹果；仪器：&%’
())) 紫外可见分光光度计，日本东芝公司制造；*+’
, 酸度计，上海轻工机械厂产品；+-."/ 0 /12 234’
56789:3 ,2;<)=2 高速离心机，日本日立公司制造 $
! " # 方法

! $# $! !!" 的抽提# 称取 <) > () : 去皮的苹果，

溶于 ) $ < ?@A 0 / 磷酸缓冲液中（含适量的 !%!! 和

B675@4’C#))）用 高 速 打 浆 机 粉 碎，在 D E 条 件 下

#< ))) 6 0 ?74离心 () ?74，用干酪布过滤 $在上清液

中缓 慢 加 入 # $ F 倍 体 积 的 冷 冻 丙 酮（ G #( E），

H ))) 6 0 ?74中冷冻离心 #I ?74，将沉淀物溶于含适

量 B675@4’C#))的 ) $ < ?@A 0 / 磷酸缓冲液中，再次离

心，上清液在 G D) E冷藏至少一周 $
! $# $# !!" 活性的测定# 于 <I E、*+ F $ I 时，在

给定的波长条件下，用双光束 &%’())) 光电检测器

测量通过吸收速率的提高来检测酶活 $ 酶活单位：

在测定条件下，吸收值变化 ) $ ))# 个单位定义为一

个酶活 $ 儿茶酚、（ J ）’儿茶素、D’甲基儿茶酚、/’酪
氨酸分别采用波长 D<) 4?，绿原酸采用 D)) 4? $反
应混合物中含 ( $ ) ?/ 的底物溶液和不同量的酶，

空白样中只含底物溶液 $活性曲线的直线部分作为

时间函数来衡量酶活（& 0（?/·?74））$ 反应速度为

单位时间内酶活的变化量 $ 当出现延迟阶段时，反

应速率由延迟阶段之后的部分进行测量 $
! $# $$ 酶活影响因素测定

#）*+ 对酶活影响：配制 ) $ )I ?@A 0 / 磷酸缓冲

液，*+ 分别为 D，D $ I，I，I $ I，F，F $ I，K，K $ I，L，以 <)
??@A 0 / D’甲基儿茶酚为底物，用上述方法测定多

酚氧化酶的酶活 $
<）温度对酶活的影响：配制 )$)I ?@A 0 / *+ D$ I

的磷酸缓冲液，分别在 不 同 的 温 度：<I E，() E，

(I E，D) E等，分别相隔 I E直至 L) E，以 <) ??@A 0 /
D’甲基儿茶酚为底物，测定多酚氧化酶的酶活 $

(）两种底物同时存在时对酶促反应的影响：配

制不 同 浓 度 的 D’甲 基 儿 茶 酚 溶 液，分 别 含 有 )，

) $ <I，) $ I，# ??@A 0 / 咖啡酸，在最适条件下测定多

酚氧化酶的酶活；配制不同浓度的绿原酸溶液，分

别含有 )，< $ I，I ??@A 0 / 儿茶素，在最适条件下测

定多酚氧化酶的酶活 $
D）抑制剂对酶活的影响：以 <) ??@A 0 / D’甲基

儿茶酚为底物，在最适条件下测定不同抑制剂对多

酚氧化酶的抑制效应 $

# 结果与讨论

# " ! 不同底物的动力学参数测定

以不同底物测定酶促反应的动力学性质，以 D’
甲基儿茶酚为例，其米氏方程见图 # $

! 为反应速度；" 为底物浓度

图 ! %&甲基儿茶酚的米氏方程（’( ) "*，#* +）

,-." ! /01 2-30415-6&17849-:; :< 901 %&=190>5349130:5

在 *+ F $ I，<I E条件下，测定不同底物的 # ?

（??@A 0 /），! ?（!& 0 ?74），结果见表 # $
表 ! 在 ’( ) "*，#* +条件下，测定不同底物的 !=（==:5 ?

@），"=（!A?=-;）

/4B" ! !=，"= C45816 8;D1E D-<<1E1;9 68B69E4916，’( ) " *，

#* +

底物 # ? 0（??@A 0 /）! ? 0（!& 0 ?74） ! ? 0 # ?

D’甲基儿茶酚 < $ )KKF LD $ L# D) $ L<

儿茶酚 IL $ I( <HD $ #< I $ )<I

儿茶素 ( $ KLKI #<I (( $ ))(

表儿茶素 ) $ F(D <# $ <D (( $ I#

绿原酸 F $ <I(H <#< $ KF (D $ )<

/’酪氨酸 G G G
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表 ! 表明，对于苹果中的多酚氧化酶，不同底

物的 ! "，" " 不同 #多酚氧化酶对表儿茶素的亲和

力最大（ ! " 最小），其次是 $%甲基儿茶酚、儿茶素和

绿原 酸 # 但 表 儿 茶 素 的 " " 却 最 小，只 有 &! # &$
’ ( ")* # 综 合 考 虑 " " 与 ! "，$%甲 基 儿 茶 酚 以

" " ( ! "最大，其次绿原酸、表儿茶素和儿茶素（其中

绿原酸、表儿茶素在苹果中的含量丰富），酪氨酸是

苹果中多酚氧化酶的较差底物 #以 $%甲基儿茶酚为

底物研究苹果中多酚氧化酶的性质 #
! " ! #$ 对多酚氧化酶的影响

以 $%甲基儿茶酚为底物，&+ ,测定不同 -. 时

多酚氧化酶的活性，结果见图 & #

图 ! 酶活随 #$ 变化

%&’"! ()* +),-’* ./ 0)* ,+0&1&02 3&0) #$（456*0)27+,05
*+).7 ,8 0)* 89:80;,0*）

从图 & 可以看出，多酚氧化酶的活性对 -. 变

化较为敏感，以 $%甲基儿茶酚为底物时，苹果中多

酚氧化酶的最适 -. 约为 $ # +，这同苹果本身的 -.
接近，可以看出苹果中的多酚氧化酶似乎耐酸能力

较强 #调节 -. 能有效抑制酶的活性 # 如图 / 所示，

苹果中多酚氧化酶的最适温度为 /0 , #

图 < 温度对（45甲基儿茶酚为底物）酶的影响

%&’"< ()* +),-’* ./ 0)* ,+0&1&02 3&0) 0*=#;,09;*（45
6*0)27+,0*+).7 ,8 0)* 89:80;,0*）

! " < 两种底物同时存在时多酚氧化酶对其氧化的

协同作用

! #< #> ! 不同浓度的咖啡酸对 $%甲基儿茶酚酶促反

应的影响 以 $%甲基儿茶酚为底物，在其最适 -.、

最适温度测定咖啡酸存在时，其对多酚氧化酶的影

响见图 $ #

图 4 咖啡酸对 45甲基儿茶酚酶促反应的影响

%&’" 4 ()* *//*+0 ./ +,//&+ ,+&? .- 0)* *-@2=,0&+
;*,+0&.- ./ 0)* 456*0)27+,0*+).7

从图 $ 可以看出，不论咖啡酸含量如何，随着

$%甲基儿茶酚的增大，相对酶活逐渐上升 #在 $%甲基

儿茶酚较低时，随着咖啡酸含量的增大，酶活上升

较快，而在其含量较高时，随着咖啡酸含量的增加，

相对酶活上升幅度反而减小 # 据报道［/］，咖啡酸是

$%甲基儿茶酚酶促氧化的竞争性抑制剂 #
! #< #! 在儿茶素和绿原酸值间的相互影响 以绿

原酸为底物，在 -. $ # +，/0 ,时测定儿茶素对多酚

氧化酶的影响，结果见图 + #

图 A 儿茶素对绿原酸酶促反应的影响

%&’" A ()* *//*+0 ./ +,0*+)&- .- 0)* *-@2=,0&+ ;*,+0&.-
./ 0)* +)7.;.’*-&+ ,+&?

从图 + 可以看出，在儿茶素浓度不变时，随着

绿原酸浓度的增加，其相对酶活随之下降，当下降

到一定程度时，随着绿原酸浓度的增加，相对酶活

又逐渐上升 #
综合图 $，+ 可以看出，多酚氧化酶的酶促反应
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程度不仅同单个酚的浓度有关，还同两种酚之间的

相对浓度有关 !
! " # 对酶的抑制效应

根据 "#$%& 和 ’#&%( 的报道［)］，多酚氧化酶抑

制可分为两大类：一类是同酶的铜离子相互作用，

从而降低了酶活；另一类是影响酚类底物的活性部

位，从而降低酶活 ! 第一类抑制剂主要是通过与铜

离子螯合，从而抑制了酶活，例如：叠氮化合物、氰

化物等 ! 在第二类抑制剂中，国外已对羧酸类中的

苯甲酸和肉桂酸系列的芳香酸进行了广泛的研究，

发现这些物质同酚类底物结构类似，属于多酚氧化

酶的竞争性抑制剂，但一些文章认为，抑制的类型

属于竞争性、非竞争性或混合性，主要依赖于用来

检测的底物 ! 另外一些还原性物质抑制酶促褐变，

例如 *+,（实验中以偏重亚硫酸钾计）、半胱氨酸、

-. 和硫醇类化合物，它的主要效果或者是将 +/醌
还原成 +/二羟基酚例如 -.，或者是同 +/醌形成无

色物质例如 *+, 和硫醇类化合物 !根据 01#2 报道，

氨基酸中的半胱氨酸，通过同铜离子结合可形成稳

定的化合物 ! *+, 是一个例外，它可直接引起多酚氧

化酶的不可逆失活，-. 和硫醇类化合物对酶抑制

时酶保持了部分活性 !
! !# !$ 3 -.、半胱氨酸和 *+, 等抑制剂对多酚氧化

酶的影响 底物为 ,4 556( 7 8 )/甲基儿茶酚，在 94
:，;’ ) ! < 时测定不同抑制剂对多酶氧化酶的抑制

作用，结果见图 = !

图 % 抑制剂对酶活的影响

&’(" % )*+ ’,*’-’./01 +22+3.4 /2 .*+ 543/0-’3 53’6，7/.548
4’9: 5,6 ;8314.+’,+ /, .*+ 7/<17*+,/</=’654+

从图 = 可以看出，在抑制剂浓度相同时，按还

原剂反应颜色形成的抑制效果，依偏重亚硫酸钾、

半胱氨酸和 -. 的顺序下降；而且，通过对酶活的检

测，当抑制剂浓度达到 4 ! < 556( 7 8 时，酶的相对活

性几乎都达到 4 !用分光光度计测定酶活时，随着抑

制剂含量的增加，其滞后阶段越长，随着滞后阶段

的延长，相对酶活越来越小 !

! !# ! ! 羧酸类对多酚氧化酶的抑制$ 以 )/甲基儿

茶酚为底物，分别测定苯甲酸系列和肉桂酸系列对

多酚氧化酶的抑制效应，结果见图 >，?，结构式见

图 @ !

图 > 苯甲酸系列对多酚氧化酶的抑制

&’(" > )*+ ’,*’-’.’/, /2 .*+ -+,?/’3 4+0’+4 ./ .*+

7/<17*+,/</=’654+

图 @ 肉桂酸系列对多酚氧化酶的抑制

&’(" @ )*+ ’,*’-’.’/, /2 .*+ 3’,,5:’3 4+0’+4 ./ .*+

7/<17*+,/</=’654+

从图 >，? 可以看出，在两个系列中，含对羟基

的底物强化了其对酶的抑制效应，而在邻位上含有

甲氧基时，降低了酶同抑制剂的结合 !

图 A 肉桂酸系列同苯甲酸系列相对应各种物质结构

&’(" A )*+ 49-4.05.+ 4.093.90+4 /2 .*+ -+,?/’3 4+0’+4 5,6
3’,,5:’3 4+0’+4
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苯甲酸系列同肉桂酸系列比较结果见图 !" #

图 !" 苯甲酸同肉桂酸对多酚氧化酶抑制的比较

#$%&!" ’() *+,-./$0$+1 +2 3() 4)15+$* 0)/$)0 6$3( 3()
*$11.,$* 0)/$)0 +1 778 $1($4$3$+1

从图 !" 可以看出，肉桂酸比相应苯甲酸系列

更能抑制多酚氧化酶的活性 # 据报道［$］，所有的芳

香类羧酸都是酶的竞争性抑制剂，山梨酸同苯甲酸

竞争性抑制剂有相似的抑制效果 # 因此，苯环可能

不是造成有抑制效果的绝对结构，因其可被共轭双

键代替［$］#

9 结 论

!）综合考虑 ! %，" %，苹果中多酚氧化酶的最

适底物为 $&甲基儿茶酚，最适 ’( 为 $ # )，最适温度

为 *" + #
,）多酚氧化酶对多酚的氧化是引起水果及其

成品、半成品褐变的主要因素之一，通过对两种底

物同时存在时多酚氧化酶活性的研究，发现褐变程

度不仅依赖于多酚的浓度和多酚氧化酶的活性，而

且还依赖与天然存在于产品中的酚类及其之间的

相对浓度 #
*）芳香类羧酸对多酚氧化酶有抑制作用，肉桂

酸系列比类似结构的对应苯甲酸系列对多酚氧化

酶有较强的抑制作用 #
$）一些还原性的物质例如 -.,、半胱氨酸、/0

和硫醇类化合物也能抑制褐变，其中偏重亚硫酸钾

抑制褐变的能力较强 #
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