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摘要  [ 目的] 研究黄冠梨果皮中多酚氧化酶( PPO) 的酶学特性 ,为黄冠梨的贮藏保鲜和加工提供理论基础。[ 方法] 采用分光光度法分
别测定在不同反应pH 值、不同反应温度、不同底物和抑制剂条件下的PPO 活性。[ 结果] 该酶的最适温度为25 ℃ ,50 ℃以上PPO 活力明
显受抑制 ;最适pH值为6 .0 ;以邻苯二酚为底物时 , Km =0 .031 7 mol/ L ; 以绿原酸作为底物时 , Km = 0 .018 9 mol/ L;在选定的浓度范围内
( 0 .2～1 .0 mmol/ L) ,所用抑制剂的抑制能力从强至弱排列为L- Cys > Vc > Na2S2O3 > NaHSO3 > EDTA- Na2。较高浓度的CaCl 2、NaCl 也可对黄
冠梨果皮PPO 产生抑制作用。Cu2 + 能提高黄冠梨果皮PPO 活性。[ 结论] 绿原酸在黄冠梨果皮酶促褐变中的作用值得重视 ;采取调节
pH值、热烫、添加安全抑制剂可以明显控制该PPO 活性。
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Enzymatic Characteristics of Polyphenol Oxidase inthe Pericarp of Huangguan Pear
GONG Xin- ming et al  ( College of Life Science , Northwest Sci-tech University of Agriculture and Forestry , Yangling , Shaanxi 712100)
Abstract  [ Objective] The research ai med to study the enzymatic characteristics of polyphenol oxidase ( PPO) in the pericarp of Huangguan Pear and
provi de the theoretical foundationfor the storage , preservation and processing of Huangguan Pear . [ Method] By using spectrophotometry , PPOactivity was
determined under different reaction pH value , different reaction temperature , different substrate and inhibitor . [ Result] The opti mumtemperature of this
enzyme was 25 ℃and PPOactivity was obviously inhibited at over 55 ℃. The opti mumpHvalue was 6 .0 . When pyrocatechol was taken as the substrate ,
Km=0 .031 7 mol / L . When chlorogenic acid was taken as the substrate , Km = 0 .018 9 mol/ L . In the range of selected concentrations (0 .2 - 1 .0

mmol/ L) , the inhibitory abilities of the used inhibitors were as follows : L- Cys > Vc > Na2S2O3 > NaHSO3 > EDTA- Na2 . CaCl 2and NaCl at higher concen-

trations could inhibit PPOinthe pericarp of Huangguan Pear . Cu2 + could increase PPOactivityi nthe pericarp of Huangguan Pear . [ Concl usion] More at-
tentions should be paid to the role of chlorogenic acid in the enzymatic browning of Huangguan Pear pericarp . PPOactivity could be obviously controlled
by adj usting pHvalue , blanchi ng and adding safe inhibitors .
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  多酚氧化酶( Polyphenol oxidase ,PPO) 是一种含铜酶 ,广泛

存在于各种果蔬中。果实酶促褐变通常是PPO 催化酚类物

质转变成醌的结果 ,因此PPO 活性是决定果实组织褐变进度

和程度的重要因素之一[ 1] 。黄冠梨果形端正、成熟较早、经

济性状好 ,在我国北方梨区已经广泛发展。其中河北省栽培

面积约1 .5 万hm2。然而, 黄冠梨在成熟季节及贮藏期间, 套

袋梨果表面易发生果皮褐色斑点( 俗称“鸡爪病”) ,该病害发

病迅速, 一旦发病 ,会严重降低果实的商品价值。研究表明 ,

黄冠梨果皮出现的褐斑为一种生理性病害, 与酚类物质酶促

氧化造成的组织褐变关系密切。黄冠梨套袋后病果果皮酚

类物质含量及多酚氧化酶活性均高于套袋健康果,酚类物质

含量高、PPO 活性较强 ,促进了酶促氧化反应而使果皮组织

出现褐变[ 2 - 3] 。但目前人们对黄冠梨果皮PPO 特性尚未了

解; 并且对于PPO 酶学特性的研究多采用果肉组织[ 4 - 7] , 而

采用果皮者较少。因此 ,研究黄冠梨果皮PPO 酶学特性对进

一步研究并解决黄冠梨果皮褐斑的产生和黄冠梨的保鲜加

工均具有一定意义。

1  材料与方法

1 .1 材料  套袋后黄冠梨采自河北省农林科学院石家庄果

树研究所,采后立即运到实验室,取果皮用液氮速冻, - 40 ℃

冷冻待测。

1 .2 方法

1 .2 .1 PPO 的提取。取10 g 冻果皮, 加入预冷的pH 值6 .5

浓度0 .1 mol/ L 磷酸氢二钠 - 磷酸二氢钠缓冲液40 ml , 冰浴

匀浆, 然后在4 ℃下8 000r/ min 离心20 min , 取上清液为粗酶

液, 低温保存备用。

1 .2 .2  PPO 活性测定。用分光光度计法测定多酚氧化酶活

性[ 8] , 反应体系为2 ml pH 值6 .5 浓度0 .1 mol/ L 磷酸缓冲液、

1 ml 浓度0 .1 mol/ L 邻苯二酚,0 .2 ml 酶液, 反应温度为30 ℃。

最后加入酶液快速混匀,使用分光光度计在420 nm波长下测

定每30 s 吸光值的变化。测定重复3 次。并规定每毫升酶

液在1 min 内使吸光值增加0 .001 为1 个酶活力单位U[ 1U=

Δ0 .001/ ( ml·min) ] 。

1 .2 .3  不同pH 值对PPO 活力的影响测定。分别在反应介

质pH 值为4 .4～7 .0( 用柠檬酸- 磷酸氢二钠缓冲液配制) 和

30 ℃条件下测定PPO 活性。

1 .2 .4 不同温度对PPO 活力的影响测定。调整反应体系温

度分别为20～60 ℃,按上述方法测定PPO 活性。

1 .2 .5 不同酚类物质浓度对PPO 活力的影响测定。在最适

pH 值和最适温度( 邻苯二酚作为底物时) 的条件下, 分别在

反应体系中加入一定浓度梯度( 2 .5～80 .0 mmol/ L) 的邻苯二

酚和绿原酸溶液( 由于溶解度的关系, 绿原酸最高为 50

mmol/ L) ,测定PPO 活性, 并进行米氏常数( Km) 的计算。对

没食子酸、香豆醛酸、原儿茶酸作为反应底物时的 PPO 活性

也作了测定。

1 .2 .6 不同化学试剂对PPO 活力的影响测定。反应体系以

1 ml 浓度0 .1 mol/ L 邻苯二酚为底物, 加入2 ml 含一定浓度化

学试剂的缓冲液( 最适pH 值和最适温度) , 最后加入0 .2 ml

粗酶液, 测定下列化学试剂对PPO 活力的影响: 亚硫酸氢钠

( NaHSO3) 、抗坏血酸( Vc) 、硫代硫酸钠( Na2S2O3) 、乙二胺四乙

酸二钠( EDTA- Na2) 、L- 半胱氨酸( L- Cys) 、无水氯化钙( CaCl 2) 、

氯化钠( NaCl) 、硫酸铜( CuSO4) ( 均为国产分析纯试剂) 。
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2  结果与分析

2 .1  pH 值对黄冠梨果皮PPO 活性的影响 试验结果表明 ,

黄冠梨果皮中PPO 作用的适宜温度为5 .8～6 .4 , 最适pH 值

为6 .0 , 在 pH 值过高或过低时,PPO 的活性明显受到抑制

( 图1) 。

图1 pH值对黄冠梨果皮PPO活性的影响

Fig .1 Effects of pHvalue onPPOactivityinthe pericarpof Huang-

guan Pear

2.2  温度对黄冠梨果皮 PPO 活性的影响  黄冠梨果皮中

PPO 作用的适宜温度为20～30 ℃, 最适为25 ℃ ,超过30 ℃之

后, 酶活性呈现下降趋势, 在55 ℃时,PPO 活性为最大活性的

48 %( 图2) 。因此, 为抑制黄冠梨的褐变,在加工过程中可采

用热烫的方法使PPO 失活。

图2 温度对黄冠梨果皮PPO活性的影响

Fig .2  Effects of temperature on PPO activity in the pericarp of

Huangguan Pear

2 .3 不同反应时间下 PPO 活力的变化  酶反应速度一般随

时间的延长而减慢。黄冠梨的PPO 活性在0～90 s 呈直线变

化, 以后变化则逐渐减缓( 图3) 。测定黄冠梨果皮的 PPO 活

性,以产物生成速度来衡量 , OD420能反映产物累积情况。在

90 s 之内 ,所测的 OD420值与时间成一定的正相关; 而在90 s

之后, 由于受产物等因素的影响, 酶的活性并不能够充分地

表现出来,所以 A420值增加缓慢 ,故反应90 s 后所测的 OD 值

不能代表PPO 的活性。因此, 在PPO 的活性测定中, 反应时

间应以不超过90 s 为宜。

2 .4 酚类物质浓度对黄冠梨果皮 PPO 活力的影响 以邻苯

二酚作为底物时, 当邻苯二酚浓度小于50 mmol/ L 时, 反应速

度与底物基本成线性关系;大于50 mmol/ L 时 ,反应速度趋于

稳定; 以绿原酸作为底物, 低浓度时随着浓度的增加 ,PPO 活

性相应增加 ,但高于40 mmol/ L 时 ,PPO 活性有下降趋势, 表

明高浓度绿原酸对PPO 活性产生了一定的抑制作用; 且该反

应条件下PPO 对邻苯二酚的催化能力高于绿原酸( 图4) 。该

研究也采用了没食子酸、香豆醛酸、原儿茶酸作为反应底物 ,

但未检测出PPO 反应活性,初步推断这些酚类物质不参与黄

冠梨果皮PPO 活性反应,因此不是其酶促褐变的反应底物。

图3 黄冠梨果皮PPO活性与反应时间的关系

Fig .3 Relationship betweenPPO activityinthe pericarp of Huang-

guan Pear and reactiontime

图4 邻苯二酚和绿原酸对黄冠梨果皮PPO活性的影响

Fig .4 Effects of pyrocatechol and chlorogenic acid on PPO activity

inthe pericarp of Huangguan Pear

根 据 Lineweaver- Burk 双 倒 数 方 程 1/ V = Km/ Vmax·

{ 1/ [ S] } + 1/ Vmax ,以1/ V 为纵坐标,1/ [ S] 为横坐标作图, 求

得: 以邻苯二酚为底物时, Km = 0 .031 7 mol/ L , Vmax = 2 .235×

103U( 拟合直线为 y = 0 .014 2x + 0 .447 5) ; 以绿原酸作为底

物时, Km = 0 .018 9 mol/ L , Vmax = 1 .107 3×103U( 拟合直线为

y = 0 .017 1x + 0 .903 1) 。Km 越小, 反映出底物与酶的亲和力

越大, 初步说明与邻苯二酚相比, 绿原酸与PPO 的亲和力较

大,因此, 在黄冠梨果皮酶促褐变中, 绿原酸的作用值得

重视。

2 .5 几种化学物质对黄冠梨果皮PPO 活性的影响 由图5

可知, 在几种化学物质中,L- Cys 对黄冠梨PPO 有较好的抑制

效果, 浓度0 .2 mmol/ L 时,其抑制率即可达到50 %以上; 大于

0 .8 mmol/ L 时, 可完全抑制PPO 活性。这是因为L- Cys 是一

种理想的抗褐变的天然物质[ 9] , 它并不是通过对PPO 活性中

心的结构性修饰, 或是发生共价结合来抑制其活性, 而是直

接与其酶促反应产物醌类物质结合生成无色的硫氢化合物 ,

从而抑制褐变的发生。随Vc 添加量的增大 ,PPO 活性逐渐变

小。当Vc 的浓度变为1 mmol/ L 时,PPO 的活性可完全被抑

制, 这说明Vc 有较好的防褐变效果。Vc 的抑制作用一方面

是作为酶分子中铜离子的螯合剂 ,另一方面是作为还原剂将

酶促反应的中间产物醌还原成酚。Na2S2O3 对PPO 抑制作用

很明显, 浓度0 .4 mmol/ L 时其抑制率即可达到50 % 以上, 大

于0 .8 mmol/ L 时可完全抑制 PPO 活性;EDTA- Na2 的抑制效
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果不明显,1 mmol/ L 浓度时抑制效率仅为4 % ;NaHSO3 的抑

制作用也较强,1 mmol/ L 浓度时抑制效率即达到59 %。这可

能是由于亚硫酸盐的还原性作用于酶中的铜离子,从而抑制

了PPO 的活性。不过由于亚硫酸盐对人体不利 ,因此在应用

时应严格控制。

图5 几种化学物质对黄冠梨果皮PPO活性的影响

Fig .5 Effects of several kinds of chemical substances on PPOactivi-

tyinthepericarp of Huangguan Pear

由上可见 ,在选定浓度范围内( 0 .2～1 .0 mmol/ L) ,L- Cys、

Vc 和 Na2S2O3 抑制作用较强, NaHSO3 抑制作用稍弱,EDTA-

Na2 抑制作用最弱。从抑制效率和安全性2 方面考虑, 以上

抑制剂作用从强至弱排布为L- Cys > Vc > Na2S2O3 > NaHSO3 >

EDTA- Na2。因此, 在选用黄冠梨褐变抑制剂时可优先选用

L- 半胱氨酸和抗坏血酸。

另外,测定发现 ,CaCl 2、NaCl 对 PPO 活性有一定的抑制

作用, 但低浓度的 NaCl 抑制作用不明显,较高浓度的 NaCl 抑

制作用明显, 浓度0 .2 mol/ L 时抑制率为37 % ,1 .7 mol/ L 时达

到最大, 抑制率69 .9 % ;铜离子能显著提高PPO 酶的活性, 但

较高浓度时促进作用减弱, 当 CuSO4 浓度为60 mmol/ L 时 ,

PPO 活性提高到对照的210 % 。PPO 是核基因编码的金属铜

蛋白,PPO 前体除了N- 末端和C- 末端之外的中间区域是一个

铜结合的保守区域, 是PPO 的活性部位[ 10] 。在反应体系中

加入一定浓度范围的Cu2 + 相当于给PPO 的铜结合区域补充

了铜离子,从而有利于PPO 活性的提高。这些结果表明 ,在

生产中可通过减少铜制剂( 如波尔多液) 喷布, 增加钙制剂

( 如氯化钙) 处理可有效控制果皮PPO 活性。

3  结论

(1) 黄冠梨果皮中多酚氧化酶活性测定宜在反应开始

90 s之前的时期进行。黄冠梨果皮PPO 的适宜反应温度为

20～35 ℃,最适为25 ℃,50 ℃以上PPO 活力明显受抑制。最

适pH 值为6 .0。

(2) 黄冠梨多酚氧化酶反应动力学研究表明, 以邻苯二

酚为底物时, Km= 0 .031 7 mol/ L ; 以绿原酸作为底物时, Km =

0 .018 9 mol/ L。绿原酸在黄冠梨果皮酶促褐变中的作用值得

重视。

( 3) 在选定的浓度范围内, 所用PPO 抑制剂作用的大小

从强至弱排布为 L- Cys > Vc > Na2S2O3 > NaHSO3 > EDTA- Na2。

建议在生产加工中采用L- 半胱氨酸和抗坏血酸作为黄冠梨

果皮PPO 抑制剂, 推荐浓度范围为0 .2～0 .8 mmol/ L。另外较

高浓度的 CaCl 2、NaCl 也可对黄冠梨果皮PPO 产生抑制作用。

CuSO4 能明显提高PPO 活性。建议在生产中减少铜制剂( 如

波尔多液) 喷布, 增加钙制剂( 如氯化钙) 处理 ,可有效控制果

皮PPO 活性,减少褐变的发生。
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实度比周边没有车辆通行的区域明显降低。测试点中, 最

大值为距离地表8 c m深处 ,坚实度为350 KPa。最小值为距

离地表17 .5 c m以下 , 坚实度为100 KPa 左右。在15 c m 以

下, 所有测试点的土壤坚实度都降低至200 KPa 以下。道路

中央表层沙土更为松散 ,地表10 c m以上测得的沙土坚实度

均在100 KPa 以内。

3  结论

( 1) 割灌机样机在科尔沁沙地的作业表明, 所设计制造

的小型沙地灌木收割机底盘在科尔沁沙区有较好的动力性

能, 有足够的牵引性能进行灌木收割作业 ,在滑转率40 % 时

达到最佳的牵引性能, 并且在反复通过同一车辙时, 不对地

表植被造成破坏, 土壤坚实度基本没有发生改变。

  ( 2) 在科尔沁沙区 , 大中型车辆反复通过, 容易引起表

层植被破坏、土壤的坚实度下降、土壤含水率降低, 使车辆

通过性变差, 因此 , 大中型车辆不适宜在科尔沁沙地作

业[ 6 - 8] 。
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