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甘蓝多酚氧化酶的生物化学性质及其杀虫剂的诱导作用

王丽红,　高希武3

(中国农业大学 昆虫系,北京 100094)

摘　要: 采用时间动力学法,在研究了甘蓝多酚氧化酶的最适反应条件的基础上,对有机溶剂和杀虫剂对多酚氧化

酶活性的影响进行了研究。结果表明:甘蓝多酚氧化酶反应的最适pH 值为6. 4,最适反应温度为55℃;丙酮和乙醇

对多酚氧化酶活性有明显的激活作用; 高效氯氰菊酯、灭多威和辛硫磷以及小菜蛾和桃蚜取食的胁迫会对多酚氧

化酶的活性产生影响。
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B iochem ica l Character ist ics and Induction by In sectic ides

of Polyphenol Ox idase in Cabbage

W AN G L i2hong,　GAO X i2w u3

(D ep artm en t of E n tom ology , Ch ina A g ricu ltu ra l U niversity , B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: T he op t im um condit ion fo r determ inat ion of po lypheno l ox idase (PPO ) from cabbage

and the induct ion of po lypheno l ox idase by in sect icides and P lu tella xy lostella and M y z us p ersicae

infest w ere invest iga ted. T he op t im um pH value and temperatu re are 6. 4 and 55℃ fo r assay of

po lypheno l ox idase act ivit ies respect ively in cabbage. E thano l and acetone exh ib it the act iva t ion

to po lypheno l ox idese from cabbage. Α2cyperm eth rin, m ethom yl and phox im , and the infest ing of

P lu tella xy lostella and M y z us p ersicae can influence the specif ic act ivity of po lypheno l ox idase in

cabbage.
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　　多酚氧化酶又称酪氨酸酶,具有单酚单氧化酶

(EC 1. 14. 18. 1)和邻苯二酚氧化酶 (EC 1. 10. 3. 1)

活性。L 2酪氨酸在它的催化作用下羟基化生成多
巴,然后经过一系列的生化反应生成黑色素。该酶广

泛存在于人、动物、植物和微生物体内,在食品的保

存和医药中都受到高度的重视。在高等植物中多酚

氧化酶主要存在于植物的块茎 (如马铃薯)或绿色植

物的叶绿体 (如菠菜、甜菜、绿色的橄榄)中[1 ]。多酚

氧化酶可增加植物对病原菌的抗性,如烟草对炭疽

病菌Colletotrichum n icotianae Sacc、黄瓜对黑星病

菌C lad osp orium cucum erinum ELL. et A rthu r、苹果

对轮纹病菌M acrop hom a kaw a tsuka i H ara、棉苗对

枯萎病菌 F usa rium oxy sp orum f. sp. V asinf ectum

(A tk ) synder et H an sen、水稻对白叶枯病菌

X an thom onas cam p estris pv. O ry z ae ( Ish i2yam a )

D ye 和细菌性条斑病菌X an thom onas cam p estris pv.

O ry z icola (Fang, R en, Chen, Chu, Fan & W u ) D ye

以及番茄对刺吸式口器昆虫的抗性等[2 ]。有关植物

病害生理研究表明,病原菌侵染可引起寄主植物体

内多酚氧化酶活性的升高,多酚氧化酶把酚类物质
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氧化成对病原菌毒性更强的醌 (或其衍生物)。多酚

氧化酶活性与植物的抗病性呈正相关[3 ]。甘蓝上多

种病虫害的控制依赖于农药的作用,特别是蚜虫的

防治。蚜虫抗药性的产生会使药剂的使用量进一步

增加,同时也增加了杀虫剂在甘蓝上残留的风险,因

此研究替代的防治技术是减少杀虫剂污染的重要途

径, 其中培育抗虫品种是有害生物综合治理

( In tegra ted Pest M anagem en t, IPM )中首先考虑的

措施之一。多酚氧化酶是作物品种抗性的因子之一,

通过该酶可以使植物体内的一些化合物转变成对病

菌或昆虫有毒或可阻止其取食的化合物。多酚氧化

酶广泛分布于甘蓝的各个部位,通过研究甘蓝植株

内多酚氧化酶的性质,对于将来人工调控以酚类化

合物为主的甘蓝抗病性或抗虫性的研究具有重要的

参考价值。另一方面,研究害虫和杀虫剂对甘蓝胁迫

及对多酚氧化酶的影响对于协调 IPM 中化学防治

和作物抗虫品种的利用也具有重要的参考价值。

1　材料与方法

1. 1　供试甘蓝

品种为早熟甘蓝8132,在温室种植,不接触任何

药剂、肥料。

1. 2　供试药剂

92%辛硫磷 (phox im )原药 (天津农药厂产品) ;

98%灭多威 (m ethom yl) 原药 (山东华阳科技股

份有限公司产品 ) ; 9 5 % 高效氯氰菊酯 ( beta 2
cyperm eth rin)原药 (江苏化工股份有限公司产品)。

其他化学试剂均为市售分析纯。

1. 3　酶液制备

摘取甘蓝一定部位的叶片,洗净,晾干,用液氮

速冻后快速研磨,用pH 6. 5、0. 1 mo löL 磷酸盐缓冲

液匀浆以提取多酚氧化酶, 三层纱布过滤后, 匀浆

液于10 000 g、4℃下离心20 m in后取上清液作为

酶源。

1. 4　酶活性测定

参照梁沛等[4 ] 改进的方法。反应体系为

1. 5 mL ,含酶液30 ΛL。以邻苯二酚作为底物 (浓度

为0. 025 mo löL ) ,用 PE40 紫外2可见扫描分光光度
计在 420 nm 下测量每分钟光密度值 (OD 值)的变

化量,重复3次。反应温度为25℃。

1. 5　最适酶浓度的确定

反应体系为1. 5 mL。分别加酶液 (酶浓度相当

于 0. 812 m g p roömL ) 5、10、20、30、40、50、60 ΛL 和

0. 05 mo löL邻苯二酚 735 ΛL ,用 0. 1 mo löL pH 6. 5

的磷酸缓冲液补齐,在35℃下测活性。

1. 6　底物浓度与酶活性的关系

反应体系为1. 5 mL。分别加入邻苯二酚至终浓

度为1. 67、3. 33、6. 67、13. 33、26. 67 Λmo löL 的酶液

30 ΛL ,其余用0. 1 mo löL pH 6. 5磷酸缓冲液补齐,

测定酶活性。

1. 7　pH 值对酶活性的影响

参照张龙翔等报道的方法[5 ] , 分别配制pH 值

2. 2、3. 0、4. 0、5. 0、6. 0、6. 4、7. 0、8. 0、9. 0、10. 0 和

10. 6的缓冲液。在不同pH 值条件下分别测定多酚

氧化酶的活性,重复3次。

1. 8　温度对酶活性的影响

分别在 21、30、40、48、53、55、59、65℃下测定多

酚氧化酶的活性。对照在4. 41 mL 0. 025 mo löL 邻

苯二酚溶液中加入 120 ΛL 乙醇饱和的苯基硫脲抑

制多酚氧化酶的活性,其余同测定管。在测定管中加

入 4. 41 mL 0. 025 mo löL 邻苯二酚,在相应温度下

水浴预热2 m in,然后加入90 ΛL 酶液, 1 m in 后加入

120 ΛL 乙醇饱和的苯基硫脲, 在 420 nm 测定吸

光值。

1. 9　有机溶剂对酶活性的影响

反应体系为 1. 5 mL。加入酶液 30 ΛL ,

0. 05 mo löL邻苯二酚735 ΛL (用 0. 1 mo löL pH 6. 5

的磷酸缓冲液配制) , 乙醇 (或丙酮) 20、40、80、

160 ΛL (在体系内的最终体积分数分别为 1. 33%、

2. 67%、5. 67%、11. 34% ) , 其余用 0. 1 mo löL

pH 6. 5磷酸缓冲液补齐。以不加有机溶剂为对照。

在35℃下测活性,测定方法参见1. 3。

1. 10　杀虫剂和昆虫对酶活性的影响

分别用高效氯氰菊酯 ( 1. 3 m göL )、辛硫磷

(300 m göL )和灭多威 (600 m göL )对盆栽甘蓝喷雾

(10 mL ö株) ,测定不同时间甘蓝叶片酶活性的变化。

分别在每株甘蓝叶片上接入 50 头蚜虫M y z us

p ersicae 或者2头小菜蛾 P lu tella xy lostella ,测定不

同时间叶片酶活性的变化。

1. 11　三种杀虫剂对离体甘蓝多酚氧化酶活性的抑

制作用

　　用无水乙醇配成系列浓度药液 (高效氯氰菊酯

0. 021 6 mo löL、灭多威 0. 185 0 mo löL、辛硫磷

0. 067 1 mo löL ) ,分别将酶液 30 ΛL (酶浓度相当于
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0. 812 m g p roömL ) 与上述 3 种杀虫剂 (20 ΛL )混

合,按1. 3的方法测定酶活性。以相同含量的无水乙

醇为对照,每个处理3次重复。

抑制率 (% )

= (1- 处理组比活力 ö对照组比活力)×100

1. 12　蛋白含量测定

参照B radfo rd [6 ]考马斯亮蓝G2250法。

2　结果分析

2. 1　酶浓度对酶活力的影响

甘蓝多酚氧化酶的反应速率在酶浓度低时呈直

线上升,后上升速度缓慢,趋于极限值 (图1)。说明测

定甘蓝多酚氧化酶时不能无限制地增加酶的浓度,

只有在线性范围内才能正确地评价甘蓝多酚氧化酶

的活性。

F ig. 1　T he assay of the op tim um concen tra t ion

of po lypheno l ox idase in cabbage

2. 2　底物浓度对酶活力的影响

酶比活力随着底物浓度的增加而加强,在本实

验测定的底物浓度范围内,没有发现底物抑制现象

(图2)。按米氏方程,通过双倒数作图法,得出该酶的

米氏常数 (K m )为 7. 956 mmo löL , 最大反应速度

(V m ax)为31. 25 OD· (m g p ro) - 1·m in - 1。

F ig. 2　T he effect of substra te concen tra t ion on the

specific activity of po lypheno l ox idase from cabbage

2. 3　pH 值对多酚氧化酶活性的影响

在24℃下反应体系的pH 值对甘蓝多酚氧化酶

的比活力有明显的影响 (图3)。在pH 5. 0以下几乎

没有活性; 在pH 5. 0～ 6. 0 之间, 酶比活力迅速上

升;在pH 6. 0～ 7. 0之间酶活力较高。pH 6. 4时多

酚氧化酶比活力最高,当pH 大于 7. 0 时,多酚氧化

酶比活力下降,到pH 8. 0时基本无活性。

F ig. 3　T he effect of pH values on the specific activity

of po lypheno l ox idase from cabbage

2. 4　温度对多酚氧化酶活性的影响

温度对甘蓝多酚氧化酶比活力具有明显的影响

(图4)。酶比活力在20～ 50℃之间呈直线上升,在50

～ 60℃之间比活力差别不大,在55℃时达到最大值。

60℃之后随温度升高酶比活力下降很快,说明由于

温度升高引起的酶蛋白的变性作用高于温度升高引

起的酶催化活性增加的作用。

F ig. 4　T he effect of temperatu re on the specific

activity of po lypheno l ox idase from cabbage

2. 5　有机溶剂对多酚氧化酶的激活作用

在一定浓度范围内丙酮和乙醇都对甘蓝多酚氧

化酶具有激活作用,酶比活力随有机溶剂在体系内

体积分数的增加而升高。乙醇的激活作用高于丙酮,

乙醇 (体系内所占的体积分数为 11. 34% )的激活作

用可以使其活性提高将近50% (图5)。
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F ig. 5　T he activation of ethano l and acetone

on po lypheno l ox idase from cabbage

2. 6　杀虫剂处理和昆虫取食对多酚氧化酶活性的

诱导作用

　　高效氯氰菊酯、灭多威和辛硫磷处理甘蓝 1 d

后,甘蓝的多酚氧化酶活性有降低的趋势,表现为先

降低,随后逐渐升高,到第 3 d 时高效氯氰菊酯和灭

多威处理者多酚氧化酶活性明显高于对照组,而辛

硫磷处理与对照组接近 (图6)。这种诱导的趋势与高

效氯氰菊酯、灭多威和辛硫磷 3 种杀虫剂对甘蓝离

体多酚氧化酶活性的抑制作用比较吻合。灭多威

(2. 467 mmo löL )和辛硫磷 (0. 894 mmo löL )对甘蓝

多酚氧化酶的抑制率分别为 34. 2%和 83. 3% ,明显

高于高效氯氰菊酯的抑制作用 (表1)。

F ig. 6　Effect of insecticides on po lypheno l

ox idase activity in cabbage

T ab le 1　T he effect of in sect icides on the specif ic

act ivity of po lypheno l ox idase act ivity in cabbage

Insecticides
Concen tra t ion of

insecticideömmo l·L - 1

Inh ib it ion

rat io (% )

beta2cyperm eth rin 0. 288 3. 28

m ethom yl 2. 467 34. 17

phoxim 0. 894 83. 29

小菜蛾和蚜虫取食甘蓝诱导甘蓝体内多酚氧化

酶的趋势与药剂处理有类似之处 (图7)。小菜蛾取食

1 d 后甘蓝多酚氧化酶的活性明显降低, 在取食

2～ 3 d内,酶活性开始逐步上升; 蚜虫取食后甘蓝多

酚氧化酶的活性在 3 d 内没有明显改变,但是仍可

以看出其经历了降低2升高的过程。这可能与小菜蛾
取食量比蚜虫大或与二者的取食方式不同有关。

F ig. 7　Effect of P lu tella xy lostella and M y z us p ersicae

diamondback mo th s and green peach aph ids on

po lypheno l ox idase activity in cabbage

3　讨论

甘蓝多酚氧化酶的比活力在pH 6. 0～ 7. 0之间

变化不大,在pH 6. 4时最高,说明该酶的最适pH 值

在 6. 4左右。在 50～ 60℃之间比活力相差不大,在

55℃左右达到最高,说明最适反应温度为55℃。不同

物种之间多酚氧化酶反应的最适条件差异很大。白

腊荔枝Cold en ia p rocum bens多酚氧化酶活力测定的

最佳条件是pH 值为7. 3,温度为62℃[7 ];莴苣的最适

测定温度为 50℃[8 ]; 向日葵的多酚氧化酶活力测定

的最适pH 值为 7. 0,最适反应温度为 60℃[9 ]; 温柏

Cy d on ia oblong a 的多酚氧化酶测定最佳条件是pH

值为6. 8,温度为45℃[10 ]。温度对多酚氧化酶活性有

双重影响,一方面温度升高可加快酶催化反应速度,

另一方面则促使酶蛋白变性,是两种对抗效应的综

合反映。甘蓝多酚氧化酶活力测定有较高的最适温

度,这可能是甘蓝在常温下变色缓慢的原因。在甘蓝

加工运输过程中,降低温度有利于保护色泽。

多酚氧化酶存在无活性的或者说是潜在的一种

状态,在同一试验材料中,可能同时存在着有活性和

无活性两种状态的多酚氧化酶[11 ]。在很多情况下,

无活性的多酚氧化酶可以被激活,例如: 蛋白酶[12 ]、

尿素[13 ]都可以激活多酚氧化酶。丙酮和乙醇是常用

的有机溶剂,本研究发现,二者对甘蓝多酚氧化酶都

有激活作用,乙醇 (体积分数为11. 34% )的作用可以

使酶活性提高50%。但是并不是所有多酚氧化酶都
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会被乙醇激活,曾伟成等就曾报道乙醇对多酚氧化

酶有抑制作用[1 ]。

病虫害作为胁迫方式的一种也会影响植物体内

多酚氧化酶的活性。华山松 P inus a rm and ii F ranch

受蚜虫或螨类侵害后,其含糖量、酚类物质含量比正

常华山松低,过氧化物酶和多酚氧化酶活性都比正

常华山松高。受侵害的华山松与正常植株同一器官

相比较,叶和根的变化较大,茎的变化较小[14 ]。蚜虫

取食前,棉花不同品种的多酚氧化酶活性差异不显

著,取食后不同抗性品种的多酚氧化酶活性差异显

著, 多酚氧化酶的活性与棉花的抗蚜性呈正相

关[15 ]。本研究发现,小菜蛾取食3 d 后甘蓝多酚氧化

酶的活性明显高于对照组,蚜虫取食则与对照没有

明显差异,可能与小菜蛾取食量比蚜虫大或二者的

取食方式不同有关。

杀虫剂和害虫作为对甘蓝的胁迫作用,会影响

甘蓝多酚氧化酶的活性。在 72 h 内,酶活性变化很

明显,说明多酚氧化酶和甘蓝对胁迫的反应是相关

的,可以通过对甘蓝多酚氧化酶活性的测定,来作为

衡量杀虫剂胁迫或害虫胁迫作用的一个指标。目前

已经有利用多酚氧化酶作为生物传感器来检测对氧

磷和毒死蜱的报道[16 ]。

参考文献:

[1 ] ZEN G W ei2cheng (曾伟成) , CH EN Zeng2xie (陈曾燮) ,

ZH EN G N eng2w u (郑能武). 乙醇对酪氨酸酶活性的影

响 [J ]. Channel P harm acology (海峡药学) , 2000, 12

(4) : 36237.

[2 ] H E L i2hong (贺立红) , B IN J in2hua (宾金华). 高等植物

中的多酚氧化酶 [J ]. P lan t P hy siology Comm unica tions

(植物生理学通讯) , 2001, 37 (4) : 3402345.

[3 ] SH EN Ye2shou (沈业寿) , X IE J i2feng (谢继锋) , CHU

Su (储苏). 魔芋感染软腐病后多酚氧化酶和蔗糖酶活

性的变化 [J ]. J A nhu i A g ric S ci (安徽农业科学) ,

2001, 29 (5) : 6112612.

[4 ] L IAN G Pei(梁沛) , M EN G Feng2xia (孟凤霞) , GAO

X i2w u (高希武) , et a l. 小菜蛾多酚氧化酶生物化学性

质研究 [J ]. A cta E ntom olog ica S in ica (昆虫学报) ,

2003, 46: 5532557.

[5 ] ZHAN G L ong2xiang (张龙翔) , ZHAN G T ing2fang (张

庭 芳 ) , L I L ing2yuan ( 李 令 媛 ). B iochem ical

Experim ent M ethod (生化实验方法和技术 ) [M ].

Beijing (北京) : H igher Education P ress (高等教育出版

社) , 1997. 4622467.

[6 ] B radfo rd M. A rap id and sensit ive m ethod fo r the

quan tita t ion of m icrogram quan tit ies of p ro tein u tilizing

the p rincip le of p ro tein dye2binding [ J ]. A naly t

B iochem , 1976, 72: 2482254.

[7 ] L IU Guang2dong (刘光东) , J IAN G Sh i2yun (蒋世云) ,

SH I Yu2zhong (师玉忠). 荔枝多酚氧化酶动力学研究

[J ]. Guang x i S cience & T echnology of T rop ica l C rop s

(广西热作科技) , 1999, (2) : 124.

[8 ] CH EN Xue2hong (陈学红) , Q IN W ei2dong (秦卫东) ,

GAO H ui(高卉) , et a l. 莴苣中多酚氧化酶特性的研究

[J ]. J iang su F ood stuf f and Zym oly sis (江苏食品与发

酵) , 2002, 109: 10213.

[9 ] T chone M.  U ber Po lypheno le in Top inam bur

(H elian thus tuberosus L. ) und A ndere

Gesundheitsrelevan te Inhaltsstoffe [D ]. Berlin: Schoo l

of P rocess Sciences and Engineering, 2003.

[10 ] Hülya Y, A yten S. N on2covalen t immobilizat ion of

qu ince ( Cy d onia oblong a ) po lupheno l ox idase on

alum ina [J ]. A cta Ch im S lov , 2002, 49: 8932902.

[11 ] W h itaker J R. Po lypheno l ox idase [A ]. W ong D W S.

Food Enzym es Structu re and M echan ism [C ]. N ew

Yo rk, 1995. 2712307.

[12 ] K ing R S, F lu rkeyW H. Effects of lim ited p ro teo lysis

on broad bean po lypheno l ox idase [ J ]. S ci F ood

A g ric, 1987, 41: 2312240.

[13 ] Sw ain T , M ap son L W , Robb D A. A ctivation of

V icia f aba (L ) tyro sinase as effected by denatu ring

agen ts[J ]. P hy tochem istry , 1996, 5: 4692482.

[14 ] WU J ian2rong (伍建榕) , SH EN G Sh i2fa (盛世法) , LU

J ing (卢靖) , et a l. 华山松对蚜虫及螨侵害产生的生化

响应[J ]. J S ou thw est F orestry Colleg e (西南林学院学

报) , 2001, 21 (4) : 2292233.

[15 ] WAN G Hong2liang (王洪亮) , WAN G Q ing2lian (王清

连). 棉花多酚氧化酶对棉蚜为害的反应[J ]. J H enan

V oca tion2T echn ica l N orm al Colleg e (河南职技师院学

报) , 2001, 29 (2) : 122.

[16 ] Silvana A , A lina A , Cam elia B , et a l. D etection of

o rganopho spho rus insecticides w ith immobilized

acetylcho linesterase2comparative study of tw o enzym e

senso rs[J ]. A nal B ioana l Chem , 2002, 374 : 39245.

(责任编辑:唐　静)

73N o. 4 王丽红等:甘蓝多酚氧化酶的生物化学性质及其杀虫剂的诱导作用


