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摘要：为研究不同褐变抑制剂对苹果多酚氧化酶（ＰＰＯ）活性

的抑制机理，采用磷酸缓冲液构建苹果汁模拟体系，选取苹

果中含量较多的酚类物质绿原酸作为试验对象，以磷酸缓冲

液为苹果汁模拟体系，选取４己基间苯二酚（４ＨＲ）、草酸、

苯甲酸和对甲氧基苯甲酸为抑制剂，通过模拟试验研究抑制

剂对绿原酸模拟苹果汁酶促褐变特性的影响，揭示抑制剂对

苹果汁ＰＰＯ的作用机理。结果表明，抑制剂对ＰＰＯ的抑制

机理差异较大，其中４ＨＲ和草酸对ＰＰＯ的抑制作用为竞争

性抑制，植酸为混合性抑制，而苯甲酸为非竞争性抑制。该

研究可为利用抑制剂控制苹果汁褐变提供理论依据。

关键词：苹果汁；褐变抑制剂；酶促褐变；ＰＰＯ；绿原酸
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　　苹果汁是人们喜爱的果蔬汁之一，近年来，中国苹果汁

的产量增加很快。在世界贸易中，浓缩苹果汁的贸易量逐年

提高［１］。然而在加工和贮藏的过程中，苹果汁易发生褐变反

应，由诱人的金黄色变成棕褐色，色值下降、感官品质劣变，

营养价值降低［２］。果汁的褐变主要是由酶促褐变引起的，这

一直是采后生理研究的重点。酶促褐变是在氧气参与条件

下，果蔬中的多酚物质经ＰＰＯ催化变色所致
［３］。ＰＰＯ是发

生酶促褐变的主要酶，存在于大多数果蔬中。鉴于ＰＰＯ对

苹果汁品质的不利作用，果汁生产过程中常采用抑制剂抑制

ＰＰＯ的活性，从而达到控制褐变的目的，因此，研究褐变抑制

剂对苹果多酚氧化酶的抑制机理具有重要意义。

　　酶促褐变的发生需要３个条件，即适当的酚类底物、酚

氧化酶和氧。在控制酶促褐变试验过程中，通过除去底物抑

制褐变的可能性很小，有研究者［４］曾设想改变酚类底物的结

构，但目前为止未取得成功。实践中控制酶促褐变的方法主

要是添加抑制剂影响酶活性。根据抑制剂与酶的作用是否

可逆，通常将抑制作用分为不可逆抑制和可逆抑制两类，可

逆抑制作用除了竞争性抑制、非竞争性抑制和反竞争性抑制

以外，还有混合型抑制剂，混合型抑制剂包括两种类型：非竞

争性和反竞争性混合抑制，非竞争性和竞争性混合抑制［４］。

　　目前国内外已研究出多种褐变抑制剂，其中４ＨＲ、谷胱

甘肽、βＣＤ、有机钙盐、半胱氨酸和植物提取物等是研究较多

的新型褐变抑制剂。ＡｌｖａｒｅｚＰａｒｒｉｌｌａ等
［５］发现 βＣＤ 与

４ＨＲ有很好的协助作用，这两种抑制剂联合使用对ＰＰＯ活

力的抑制效果比单独使用要好，但具体的抑制机理目前尚不

清楚。赵坚华等［６］研究抑制剂对苹果梨中多酚氧化酶的抑

制作用表明，苹果梨中多酚氧化酶的最佳抑制剂是谷胱甘肽，

可以有效抑制活力，当谷胱甘肽浓度为３００μｍｏｌ／Ｌ时，多酚

氧化酶的活力降到５０％，当浓度增大到５００μｍｏｌ／Ｌ时，多酚

氧化酶完全失去活力。周会玲等［７］对不同品种苹果汁的褐变

及其抑制方法的研究表明，对黄元帅苹果汁用０．３２ｇ／Ｌ的

Ｖｃ、对乔纳金苹果汁用０．４８ｇ／Ｌ的Ｖｃ在榨汁时进行处理能

较好地抑制褐变。然而有关常用抑制剂的机理没有做出系统

的研究。

　　有研究
［８－１０］认为，绿原酸、儿茶素是ＰＰＯ的良好褐变底
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物，是引起果实褐变的主要酚类物质。本研究拟以绿原酸缓

冲液为苹果汁的模拟体系，测定不同浓度４己基间苯二酚、

草酸、植酸和苯甲酸对酶活的影响，通过对酶反应速率和底

物浓度做ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数图，对比４种抑制剂的抑

制动力学，判定各抑制剂的抑制类型，为果汁褐变抑制剂的

选择和使用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　富士苹果：购于当地水果市场（每个样品尽量均匀一致）；

　　绿原酸：纯度８５％，西安楚康责任有限公司；

　　邻苯二酚、柠檬酸、磷酸氢二钠等：分析纯，天津市科密

欧化学试剂有限公司；

　　对甲氧基苯甲酸：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

　　草酸：分析纯，天津市天力化学试剂有限公司；

　　植酸：生化试剂，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　九阳料理机：ＪＹＬＣ０２０型，山东九阳股份有限公司；

　　高速低温离心机：ＣＴ１５ＲＴ型，上海天美生化仪器设备

工程有限公司；

　　精密酸度计：ＰＢ１０型，赛多利斯科学仪器（北京）有限

公司；

　　电热恒温鼓风干燥箱：ＧＺＸＧＦ１０１３５型，上海跃进医

疗器械有限公司；

　　电子天平：ＢＳ３２３Ｓ型，赛多利斯科学仪器（北京）有限

公司；

　　漩涡混合器：ＱＬ９０１型，海门市其林贝儿仪器制造有限

公司；

　　磁力搅拌器：ＪＢＺ１４Ｈ型，上海梅颖浦仪器仪表制造有

限公司；

　　紫外可见分光光度计：ＵＶ７５９Ｓ型，上海荆和分析仪器

有限公司。

１．２　试验方法

１．２．１　苹果ＰＰＯ的提取　将低温下冷藏的新鲜苹果清洗、

去皮、切成小块，称取１５０ｇ果肉放入料理机中，立刻加入

３００ｍＬ含２％聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＰ）ｐＨ６．８的磷酸盐缓

冲液（４℃预冷）进行榨汁。浊汁于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ，取上清液，加入５００ｍＬ丙酮（４℃预冷），搅拌待沉

淀产生，置于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取沉淀物，冷冻

干燥，再加入含１％ Ｔｗｅｅｎ８０的磷酸盐缓冲液，再次离心

１５ｍｉｎ，得上清液，即为ＰＰＯ粗酶液
［１１］。

　　将粗酶液加入到９５％的（ＮＨ４）２ＳＯ４溶液中，在４℃下

静置２ｈ，然后于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，将所得沉淀溶于

１０ｍＬｐＨ６．５０的磷酸缓冲液中，置于４℃透析２４ｈ，期间

换透析液４次
［１２］。

１．２．２　苹果ＰＰＯ活性测定　根据文献［１３］。

１．２．３　抑制剂对ＰＰＯ酶促反应的抑制作用　用ｐＨ６．５０

的磷酸缓冲液分别配制不同浓度的４ＨＲ（０．０５，０．１，０．２，

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）和底物绿原酸（０．１，０．５，１，５，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）溶液，

于比色皿中加入０．３ｍＬ浓度为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ４ＨＲ，再加入

０．３ｍＬ（纯化）ＰＰＯ酶液（体系总酶活为１０Ｕ），平衡１０ｍｉｎ

后加入２．４ｍＬ浓度０．１ｍｍｏｌ／Ｌ绿原酸溶液，并开始计时，

于４２０ｎｍ下每隔１５ｓ测定吸光值犃，连续测定３ｍｉｎ。改变

底物浓度和抑制剂浓度，测定不同浓度抑制剂对酶活力的影

响，做３组平行试验。以酶促反应速率（每秒吸光值的变化）

与底物浓度之间的动力学关系作图，研究酶促反应遵循米氏

（ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ）动学方程，并做ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数

图，判断抑制剂的抑制类型［１４］。草酸、植酸和苯甲酸试验方

法同上。

２　结果与分析
２．１　４ＨＲ对苹果汁模拟体系酶促褐变的抑制作用

　　４ＨＲ对绿原酸模拟果汁酶促褐变的抑制作用及其机理

见图１。由图１（ａ）可知，底物浓度一定时，酶促反应速率随

４ＨＲ浓度的增大而降低。从图１（ｂ）可以看出，Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ

Ｂｕｒｋ双倒数是一组纵轴截距不变的直线，即酶促反应最大

速率（犞）不变，但米氏常数（犓）随着４ＨＲ浓度增大而变大，

说明４ＨＲ是ＰＰＯ的竞争性抑制剂。这与 ＡｌｖａｒｅｚＰａｒｒｉｌｌａ

等［５］的研究结果一致。
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图１　４ＨＲ对苹果汁模拟体系中ＰＰＯ的抑制作用

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ４ＨＲｏｎａｐｐｌｅＰＰＯ
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２．２　草酸对苹果汁模拟体系酶促褐变的抑制作用

　　草酸对绿原酸模拟果汁酶促褐变的抑制作用及其机理

见图２。由图２（ａ）可知，底物浓度一定时，随着草酸浓度的

增大，酶促反应逐渐降低。由图２（ｂ）可知，犞ｍａｘ不变，犓ｍ

随着抑制剂浓度的增大而增大，说明草酸对ＰＰＯ的抑制能

力表现为浓度依赖性，即浓度越大，抑制作用越强，对ＰＰＯ

的抑制属于竞争性抑制，宋连军等［１５］研究表明草酸对ＰＰＯ

的抑制机理表现为不可逆效应，与本试验结果有所不同。而

Ｓ．Ｍ．Ｓｏｎ等
［１６］研究表明，不同儿茶素浓度下，酶促褐变速率

随草酸浓度的增大而降低，抑制类型属于竞争性抑制，这与

本试验结果一致。
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图２　草酸对苹果汁模拟体系中ＰＰＯ的抑制作用
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２．３　植酸对苹果汁模拟体系酶促褐变的抑制作用

　　植酸（肌醇六磷酸）是一种很强的抑制剂
［１２］，具有１２个

羧基，能够通过与金属螯合作用来抑制多酚氧化酶的活

性［１７］。虽然有报道指出植酸对果蔬汁有护色效果，但目前

关于植酸在苹果汁中的应用研究不深入，赵玉生等［１８］研究

表明，植酸及其盐天然无毒，是理想的植物性食品护色保鲜

剂，应积极推广。

　　本试验研究植酸对模拟果汁酶促褐变的抑制作用及其

机理见图３。由图３（ａ）可知，加入植酸后酶促反应速率明显

降低，且随着植酸添加量的增加，酶促反应速率逐渐降低，该

研究结果与宋连军等［１９］的研究结果一致。由图３（ｂ）可知，

加入植酸后，酶促反应的犞ｍａｘ增大，犓ｍ降低，不符合可逆

抑制类型中的任一模式，可见，植酸对ＰＰＯ的作用属于混合

型抑制。

２．４　苯甲酸对苹果汁模拟体系酶促褐变的抑制作用

　　苯甲酸对绿原酸模拟果汁体系褐变的抑制动力学见

图４。由图４可知，酶促反应中加入苯甲酸后，最大反应速率

犞ｍａｘ变小，犓ｍ不变；不同浓度抑制剂的双倒数直线相交于
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（a） 对酶促反应速率的影响

（b） 双倒数图
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图３　植酸对苹果汁模拟体系中ＰＰＯ的抑制作用
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图４　苯甲酸对苹果汁模拟体系中ＰＰＯ的抑制作用
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横轴，纵轴截距因抑制剂的存在而变大，抑制分数与抑制剂

浓度成正比，与底物浓度无关，说明苯甲酸是ＰＰＯ的非竞争

性抑制剂，这与黄晓丹等［２０］研究结果一致，即苯甲酸能抑制

蘑菇酪氨酸酶的单酚酶和二酚酶的活性，其效应为可逆抑制

效应，苯甲酸对二酚酶的抑制作用表现为非竞争性抑制。

３　结论
　　４ＨＲ、草酸、植酸和苯甲酸对ＰＰＯ酶催化绿原酸模拟果

汁体系褐变均有抑制作用。不同抑制剂对含绿原酸模拟果汁

中ＰＰＯ抑制机理不同。４ＨＲ和草酸对ＰＰＯ抑制作用为竞争

性抑制，植酸为混合性抑制，苯甲酸酶为非竞争性抑制。本试

验只对苹果中含量较多的绿原酸酶促褐变抑制机理进行研

究，而苹果中多酚物质种类繁多，因此，抑制剂对其他主要酚

类物质酶促褐变的抑制作用，还有待于进一步研究。
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ｔｅｎｔｏｆｆｒｅｓｈａｎｄｆｒｅｅｚｅｄｒｉｅｄｐｏｔａｔｏｌｅａｖｅｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣ

ａｎｄｃｏｌｏｒｍｅｔｒｙ［Ｊ］．Ａｇｒｉｃ．ＦｏｏｄＣｈｅｍ．，１９９６（８）：２２８７～２２９１．

１８　ＳｏｔｅｌｏＡ，ＳｅｒｒａｎｏＢ．Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｌｙｃｏａｌｋａｌｏｉｄｓａｌｐｈａｓｏｌａｎｉｎｅａｎｄａｌｐｈａ

ｃｈａｃｏｎｉｎｅｉｎ１２ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｖａｒｉｅｔｉｅｓｏｆＭｅｘｉｃａｎｐｏｔａｔｏ［Ｊ］．Ａｇ

ｒｉｃ．ＦｏｏｄＣｈｅｍ．，２０００，４８（６）：２４７２～２４７５．
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