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橄榄多酚氧化酶和过氧化物酶的抑制剂筛选 

及其热失活动力学 
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摘要：本项目研究了七种抑制剂（分别为亚硫酸钠、明矾、O-异抗坏血酸、EDTA-2Na、CaCl2、多聚磷酸钠、柠檬酸亚锡二钠）

对橄榄多酚氧化酶和过氧化物酶活力的影响,并采用两段模型分析了高温处理对橄榄果实多酚氧化酶(PPO)和过氧化物酶(POD)的钝化

动力学。结果表明，橄榄中酚类化合物氧化分解与 POD 和 PPO 活性有关，在特定的环境条件下，O-异抗坏血酸和柠檬酸亚锡二钠抑

制橄榄 PPO 酶和 POD 酶活性效果最好，譬如，其浓度为 0.20 g/L 时，可完全抑制橄榄 PPO 酶和 POD 酶活力；热烫时间和温度对橄

榄果实 PPO 和 POD 活性影响较大，并随着热烫时间和热烫温度的增加，橄榄果实 PPO 和 POD 活性呈现先下降后处于平稳的趋势，

故高温处理对橄榄 PPO 和 POD 的钝化过程符合两段模型。 
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Abstract: The effects of seven inhibitors (sodium sulfite, alum, O-isoascorbic acid, EDTA-2Na, CaCl2, sodium polyphosphate and 

disodium citrate) on the activities of polyphenol oxidase and peroxidase in olive were examined in this study. The high-temperature deactivation 

kinetics of polyphenol oxidase (PPO) and peroxidase (POD) in olive fruits were analyzed using a two-stage model. The results showed that 

oxidative decomposition of phenolic compounds in Canarium album L. was associated with activities of POD and PPO. O-isoascorbic acid and 

disodium citrate disodium could the most powerful inhibitors against PPO and POD in olive under certain environmental conditions, e.g. at 

0.20g/L, they could deactivate PPO and POD enzyme completely. The blanching time and temperature influenced greatly the activities of PPO 

and POD in olive fruits. The increase of blanching time and temperature led to an initial decrease in the activities of PPO and POD followed by a 

plateau. Therefore, the high-temperature deactivation process of PPO and POD in olive could be described using a two-stage model. 
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橄榄（Canarium album）又名青榄、青果，是我

国南方的特色水果。橄榄营养丰富，果实在医疗保健

上常用作清凉甘缓之剂。其性味甘酸涩平，主治功效 
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为解毒生津、清肺利咽，常用于治疗咽喉肿痛、烦渴、

咳嗽吐血、肠炎痢疾、解河豚毒及解酒等[1]，为冬春

季节稀有应市果品。橄榄果实为硬壳肉果，呈纺锤形，

不论成熟与否，均呈青色，除少量鲜食外，大多深加

工成果脯蜜饯、果肉罐头等制品。 
在橄榄中，多酚氧化酶(PPO)和过氧化物酶(POD)

是导致其酶促褐变的两种重要酶类。PPO 是广泛存在

于植物体内的一类含铜的氧化还原酶[2]，植物组织的
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褐变与 PPO 有直接的关系。POD 是活性氧抗氧化酶

系统的重要保护酶之一[3,4]。同时，POD 与 PPO 一样，

参与果实的褐变，并且在其中起着很重要的作用。且

PPO 与 POD 活性越高，越容易引起果实褐变[5]，酶促

褐变对橄榄产品外观及营养损失影响很大。因此，如

何有效防止橄榄果及果汁褐变发生，对橄榄果特别是

其果汁饮料、果酒的开发具有重要意义。目前，已有

不少关于控制橄榄褐变的研究。詹嘉红等[6]研究发现，

一定浓度的抗坏血酸、L-半胱氨酸、亚硫酸钠、偏重

亚硫酸钾对 PPO 活性有明显的抑制作用，其中以亚硫

酸钠的抑制作用最强。黄春秋等[7]用聚乙烯吡咯烷酮

（PVPP）、抗坏血酸钠分别处理橄榄果汁，均有较好

的防褐变护色效果。 
烫漂是蔬菜加工预处理中普通使用的一种方法，

它通过水浴加热以钝化酶的活性，从而抑制酶促褐变

的发生并破坏微生物细胞以稳定品质，而且数学模型

的构建已广泛应用于食品加工领域，为生产实践提供

了很好的理论依据和技术指导。近年来，国外已开始

研究果蔬烫漂中质构、色泽变化及酶失活的动力学模

型[8,9]，有效地优化了烫漂工艺，并预防过度烫漂对果

蔬品质造成的不良影响。 
本文探讨了七种抑制剂（亚硫酸钠、O-异抗坏血

酸、EDTA 二钠、氯化钙、多聚磷酸钠、柠檬酸亚锡

二钠）与橄榄多酚氧化酶和过氧化物酶活性的关系，

还通过数学模型分析了热烫对橄榄果实 PPO 和 POD
酶的钝化动力学，以期为控制橄榄果实加工中的酶促

褐变提供一定的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

新鲜橄榄（品种为青皮榄）购自当地市场；亚硫

酸钠，天津市科密欧化学试剂有限公司；明矾，汕头

市西陇化工厂有限公司；无水氯化钙，天津市福晨化

学试剂厂；O-异抗坏血酸，天津市科密欧化学试剂有

限公司；EDTA 二钠、多聚磷酸钠、柠檬酸亚锡二钠、

邻苯二酚、愈创木酚、双氧水、磷酸二氢钠、磷酸氢

二钠：均为国产分析纯。 
打浆机，美的集团公司；高速分散均质机，上海

标本模型厂；紫外-可见分光光度计，日本岛津公司；

高速冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  橄榄粗酶液制备 

橄榄洗净去核后，取 20 g 果肉与 60 mL 的 0.10 

mol/L 磷酸钠盐缓冲液体即 PBS(pH 6.80)混合，同时

添加 0.60 g 聚乙烯吡咯烷酮 (PVPP)和 0.60 mL 
TritonX-100；放置在打浆机中中速处理 3 min 后，转

入 250 mL 烧杯中高速均质 5 min；将上述均质后的样

品于 4 ℃条件下 10000 r/min 离心 10 min，上清液即

是粗酶液(pH 4.97)，低温保存用于酶活性分析。 
1.2.2  PPO 活性测定 

5 mL 离心管中加入 PBS 2.30 mL、邻苯二酚 0.50 
mL、粗酶液 0.20 mL，以等量的提取液代替粗酶液作

为空白对照。用紫外分光光度仪在 410 nm 下测定吸

光度，以将每毫升酶液反应后每分钟吸光度变化 0.01
为一个酶活力单位(U)。 

410 T

S

A V=
W V 0.01 t
Δ ×
× × ×

多酚氧化酶活性            （1） 

式中：△A410-反应时间内吸光度的变化；W-橄榄鲜质量，

g；t-反应时间，min；VT-提取酶液总体积，mL；VS-测定时取

用酶液体积，mL。 

1.2.2.1  不同抑制剂浓度对橄榄多酚氧化酶活性的影

响 
分别配制 5 g/L 的亚硫酸钠、明矾、O-异抗坏血

酸、EDTA-2Na、氯化钙、多聚磷酸钠、柠檬酸亚锡

二钠，按照 3 mL 反应体系，将上述 7 种抑制剂配制

成不同浓度梯度，按照上述方法进行酶活性测定。 
1.2.2.2  漂烫对橄榄多酚氧化酶活性的影响 

选取 5 个温度条件(75、80、85、90、95 ℃)于恒

温水浴锅(±0.50 ℃)中烫漂，样、液质量比 1:3，时间

分别为 0、2、4、6、8 min，烫漂结束后立即取出置

于冰水中降温 5 min，沥干表面水分后，按照 1.2.1 方

法制备橄榄粗酶液，按照上述方法进行酶活性测定。

每组实验重复 3 次。 
1.2.3  POD 活性测定 

5 mL 离心管中加入 PBS 1.80 mL、愈创木酚 0.50 
mL、2% H2O2 0.50 mL、粗酶液 0.20 mL，以等量的提

取液代替粗酶液作为空白对照。用紫外分光光度仪在

470 nm 下测定吸光度，以将每毫升酶液反应后每分钟

吸光度变化 0.01 为一个酶活力单位(U)。 

470 T

S

A V=
W V 0.01 t
Δ ×
× × ×

过氧化物酶活性          （2） 

式中：△A470-反应时间内吸光度的变化；W-橄榄鲜质量，

g；t-反应时间，min；VT-提取酶液总体积，mL；VS-测定时取

用酶液体积，mL。 

1.2.3.1  不同抑制剂浓度对橄榄过氧化物酶活性的影

响 
分别配制 5 g/L 的亚硫酸钠、明矾、O-异抗坏血

酸、EDTA-二钠、氯化钙、多聚磷酸钠、柠檬酸亚锡
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二钠，按照 3 mL 反应体系，将上述 7 种抑制剂配制

成不同梯度，按照上述方法进行酶活性测定。 
1.2.3.2  漂烫对橄榄过氧化物酶活性的影响 

选取 5 个温度条件（75、80、85、90、95 ℃）于

恒温水浴锅（±0.50 ℃）中烫漂，样、液质量比 1:3，
时间分别为 0、2、4、6、8 min，烫漂结束后立即取

出置于冰水中降温 5 min，沥干表面水分后，按照 1.2.1
方法制备橄榄粗酶液，按照上述方法进行酶活性测定。

每组实验重复 3 次。每个实验重复测 3 次取平均值，

新鲜橄榄的初始酶活力由 10 颗样品测得。 

1.3  酶失活动力学模型和数据公式 

一级动力学模型常用于酶失活动力学分析，酶失

活率与处理时间成正比（式 3）。 
ln(A/A0)=Kt                            （3） 
式中：A0为处理前酶活力/U；A 为处理后酶活力/U；t 为

处理时间/min；K 为给定温度下的失活速率/min-1。 

如果发现结果不符合一级动力学模型时，可采用

两段模型，该模型包含了快速钝化期和缓慢钝化期两

段（式 4），一般有同工酶存在时使用此模型。 

SL KK t t
L SA A exp * A exp *−−= +           （4） 

式中：AL和 AS分别为快速钝化期和缓慢钝化期的初始酶

活力/U；KL和 KS 分别为分别为快速钝化期和缓慢钝化期的反

应速率常数/min-1；A 为处理后酶活力/U；t 为处理时间/min。 

在酶钝化失活过程中，当只有敏感性部分被钝化，

而稳定性部分酶活保持不变时，一般采用部分转化模

型（式 5）。 
A=A∞+(A0-A∞)exp-Kt                     （5） 
式中：A 为处理后酶活力/U；t 为处理时间/min；A0和 A∞

为处理前酶活力和不变酶活力/U；K 为反应速率常数/min-1。 

其他相关公式有： 
ln10D=

K
                              （6） 

1.4  数据统计分析 

所有的不同处理均重复三次，数据结果采用统计

软件 SPSS 19.0 进行方差分析（Duncan’s multiple range 
tests），数值以平均值±SD 表示，并用 Origin 8.5.1 软

件制图。 

2  结果和分析 

2.1  橄榄过氧化物酶和多酚氧化酶的抑制剂

筛选 

2.1.1  不同抑制剂浓度对橄榄 PPO 酶活性的

影响 

 
图1 不同抑制剂浓度对橄榄PPO酶活力的影响 

Fig.1 Effect of different inhibitor concentrations on the activity 

of olive PPO enzyme 

不同抑制剂浓度对橄榄 PPO 酶活力的影响如图 1
所示。从图 1 可知，亚硫酸钠、O-异抗坏血酸、柠檬

酸亚锡二钠对橄榄 PPO 酶活力有明显抑制作用，当其

浓度为 0.10 g/L 时，可完全抑制橄榄中 PPO 酶活力，

这可能是因为亚硫酸钠、O-异抗坏血酸、柠檬酸亚锡

二钠都具有强还原性，能把醌类还原[5]，阻止醌类物

质进一步自发聚合形成色素物质，同时柠檬酸亚锡二

钠能够消除环境中的氧气，防止 PPO 发生氧化反应，

从而起到抗氧护色作用。随着明矾浓度的增加，PPO
酶活力增强，说明明矾对橄榄的酶促褐变具有一定的

促进作用，可能是由于明矾溶于水后电离产生了 Al3+，

Al3+与水电离产生的 OH¯结合生成了氢氧化铝，氢氧

化铝胶体粒子带有正电荷，与样液中的负离子结合，

从而促进酶促褐变的发生。当 EDTA-2Na、氯化钙、

多聚磷酸钠浓度增加，橄榄 PPO 酶活力无明显的下降

或增强，说明 EDTA-2Na、氯化钙、多聚磷酸钠单一

的添加无法抑制橄榄 PPO 酶活力。 
亚硫酸盐是抑制酶促褐变的传统方法，它可以有

效抑制 PPO 的活性，但国际上已规定禁止在果蔬生产

中添加亚硫酸盐，因此寻找一种安全有效的亚硫酸盐

替代物成为必然；抗坏血酸是近年来研究最多的亚硫

酸盐替代品，即使浓度极大也无异味，对金属无腐蚀

作用；柠檬酸亚锡二钠是一种新型的护色剂，具有强

还原性及抗氧化、防腐、护色的作用，毒性低于亚硫

酸盐类[10]，所以 O-异抗坏血酸、柠檬酸亚锡二钠可以

作为橄榄多酚氧化酶的抑制剂。 
2.1.2  不同抑制剂浓度对橄榄 POD 酶活性的

影响
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图2 不同抑制剂浓度对橄榄POD酶活力的影响 

Fig.2 Effect of different inhibitor concentrations on the activity 

of olive POD enzyme 

不同抑制剂浓度对橄榄POD酶活力的影响如图2
所示。由图 2 可知 O-异抗坏血酸、柠檬酸亚锡二钠对

橄榄 POD 酶活力有明显抑制作用，当其浓度为 0.20 
g/L 时，可完全抑制橄榄中 POD 酶活力，可能是由于

它们都具有强还原性，能把醌类还原[5]，阻止醌类物

质进一步自发聚合形成色素物质，同时柠檬酸亚锡二

钠能够消除环境中的氧气，防止 POD 发生氧化反应，

从而起到抗氧护色作用。亚硫酸钠、EDTA-2Na 对抑

制橄榄 POD 酶作用不明显，当亚硫酸钠、EDTA-2Na
的浓度增加，橄榄 POD 酶活力基本不变。随着明矾、

氯化钙、多聚磷酸钠浓度的增加，POD 酶活力增强，

说明明矾、氯化钙、多聚磷酸钠无法抑制橄榄过氧化

物酶的活力。 
O-异抗坏血酸和柠檬酸亚锡二钠是一种新型的

护色剂，由图 2 可知 O-异抗坏血酸、柠檬酸亚锡二钠

对橄榄 POD 酶活力有明显抑制作用，所以 O-异抗坏

血酸、柠檬酸亚锡二钠可以作为橄榄过氧化物酶的抑

制剂。 

2.2  热烫温度和时间对橄榄 PPO和 POD酶活

性的影响 

2.2.1  热烫温度和时间对橄榄 PPO 酶活性的

影响 

热烫温度和时间对橄榄 PPO 酶活性的影响如图 3
所示。从图 3 可以看出，PPO 酶活性受温度影响较大，

起始阶段酶活力快速下降，且下降速度随时间延长逐

渐变缓直至为零。起始阶段代表酶不耐热部分失活，

最终平缓阶段代表酶耐热部分失活，而中间部分则认

为是一个过渡区域，尤其表现为不同耐热性的同工酶

之间的相互作用[11]。实验结果表明，酶活性受热烫的

温度和时间影响十分显著，随处理温度的升高、时间

延长，PPO 快速变性发生失活。在 75 ℃条件下热烫

4 min，PPO 酶活力仍有 23.90%的活力，而 95 ℃条件

下，热烫 4 min，PPO 酶则完全失活。热烫时间为 4 min
时，85 ℃和 90 ℃条件下，PPO 酶相对剩余活力约为

13%。 

 
图3 热烫温度和时间对橄榄PPO活性的影响 

Fig.3 Effect of Blasting Temperature and Time on PPO Activity 

of Olive 

2.2.2  热烫温度和时间对橄榄 POD 酶活性的

影响 

漂烫温度和时间对橄榄 POD 活性的影响如图 4。
由图 4 可知，在 5 个实验温度下，POD 酶活性随热烫

时间和温度的增加而降低。在 75 ℃、80 ℃、85 ℃
条件下，POD 酶活力下降较平稳，75 ℃条件下热烫

2 min，POD 酶活力仍剩余 68.60%；热烫时间 4 min 
POD 酶活力剩余 19.40%，之后增加热烫时间，POD
酶活性变化不大；在 90 ℃、95 ℃条件下，起始阶段

POD 酶活性急剧下降，热烫时间 2 min，POD 酶活性

仅有 28.50%，热烫时间 4 min，POD 酶基本失活。 

 
图4 热烫温度和时间对橄榄POD活性的影响 

Fig.4 Effect of Blasting Temperature and Time on POD Activity 

of Olive 

2.3  橄榄的热失活动力学 

从图 3 和图 4 可以看出，橄榄 PPO 和 POD 酶活

性受温度影响较大，起始阶段酶活力快速下降，且下

降速度随时间延长逐渐变缓直至为零。可知一级失活

模型不能很好的表征橄榄多酚氧化酶和过氧化物酶在
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高温处理下的失活特性。橄榄多酚氧化酶和过氧化物

酶在高温处理下呈现快速钝化期和缓慢钝化期两个阶

段，它们适合用两段模型来表征（公式 4），如表 1、2
所示。 

表1 橄榄多酚氧化酶的钝化动力学参数(两段模型估算) 

Table 1 Passivation kinetic parameters of olive polyphenol 

oxidase (two-stage model estimation) 

温度/℃ KL/min-1 DL/min Ks/min-1 Ds/min 

75 0.6510 3.53 0.0507 45.36 

80 0.7328 3.14 0.0958 24.01 

85 0.7469 3.08 0.1371 16.78 

90 0.7776 2.96 0.2149 10.7 

95 0.7814 2.94 0.2521 9.12 

注：表中的参数采用重复实验的平均值估算。 

由表 1 可知，随着温度的升高，橄榄 PPO 酶达到

90%失活所需的时间逐渐减少，橄榄 PPO 酶的失活速

率常数逐渐增加，但橄榄 PPO 酶在快速钝化期的失活

速率常数增加的并不明显。在 75 ℃条件下，橄榄多

酚氧化酶达到 90%失活需要 3.53 min，表明橄榄多酚

氧化酶耐热性较低。研究表明[12]漂烫处理下导致 PPO
失活的重要原因是 PPO 二级结构中发生着 α-螺旋向

β-转角的转化，当升高漂烫温度时，α-螺旋同时向 β-
转角和无规则卷曲转化，从而使 PPO 失活速度加快。 

表2 橄榄过氧化物酶的钝化动力学参数(两段模型估算) 

Table 2 Passivation kinetic parameters of olive peroxidase 

(two-stage model estimation) 

温度/℃ KL/min-1 DL/min Ks/min-1 Ds/min 
75 0.3485 6.60 0.0235 97.87 

80 0.3754 6.13 0.0621 37.04 

85 0.3872 5.94 0.0761 30.22 

90 0.7997 2.88 0.0961 23.93 

95 0.8271 2.78 0.1062 21.66 

注：表中的参数采用重复实验的平均值估算。 

由表 2 可知，随处理温度的升高、时间延长，酶

蛋白快速变性发生失活。85 ℃是高温钝化橄榄过氧化

物酶的关键转折点，当温度低于 80 ℃时，高温钝化

橄榄过氧化物酶需要相对较长时间，当温度高于

85 ℃后，高温钝化橄榄过氧化物酶的效率显著提高。

另外，在 95 ℃条件下橄榄过氧化物酶快速钝化期的

反应速率常数是 75 ℃条件下的 2.37 倍。在 85~95 ℃
高温条件下蛋白质二、三级结构被破坏，此时反应速

度更加依赖温度的升高，即温度效应大于时间效应。

黄晓杰等在研究草莓漂烫过程中过氧化物酶和 VC 的

失活动力学中也表明，随着温度的升高，过氧化物酶

和 Vc 热降解的反应速率常数 k 值增大，并且在高于

90 ℃条件下过氧化物酶失活变剧烈。 

3  结论 

3.1  O-异抗坏血酸和柠檬酸亚锡二钠抑制橄榄 PPO
酶和 POD 酶活性效果最好，浓度为 0.20 g/L 时，PPO
酶和 POD 酶均完全失活。添加单一的抑制剂，例如

明矾、EDTA-2Na、CaCl2、多聚磷酸钠的效果不太明

显，也可试探将几种抑制剂配合使用，用抑制剂控制

橄榄多酚氧化酶活性将是今后橄榄生产中防止橄榄酶

促褐变的重要方法[13~17]。 
3.2  高温处理能有效的钝化橄榄多酚氧化酶和过氧

化物酶，且高温处理对橄榄 PPO 酶和 POD 酶的钝化

过程符合两段模型。提高处理温度和延长处理时间能

显著提高橄榄 PPO 酶和 POD 酶的钝化速率，能否采

用热处理灭活橄榄 PPO 酶和 POD 酶，关键是看能否

在最短的时间达到钝化酶活性的目的，否则，如果加

热过度(温度过高或时间过长)则会影响橄榄产品的质

量，使产品具有不愉快的蒸煮味，甚至加重橄榄制品

褐变。 
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