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摘要: 以宁夏地区主栽宁夏枸杞红果品种(俗称“红果枸杞”) ‘宁杞1号’ (Lycium barbarum ‘Ningqi 1’)和黄果枸杞

品种‘宁农杞4号’ (L. barbarum var. auranticarpum ‘Ningnongqi 4’)鲜果为试验材料, 采用紫外分光光度法, 比较

研究2种枸杞鲜果中多酚氧化酶(PPO)的酶学特性及其影响因子。结果表明, 红果枸杞PPO活性在pH为6.5的条

件下最高, 最适温度为36~40°C; 黄果枸杞的PPO活性在pH为7.0的条件下最高, 最适温度36°C; 短时高温处理可

以显著抑制2种枸杞的PPO活性; 抑制剂抗坏血酸、l-半胱氨酸及氯化钙对2种枸杞鲜果PPO活性均有明显抑制

作用, 其中l-半胱氨酸抑制效果最佳, 较低浓度(0.024 mmol·L-1)就可完全抑制枸杞鲜果中PPO活性。研究结果

拟为枸杞采后加工提供理论依据和技术参考。
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多酚氧化酶(polyphenoloxidase, PPO)是一类在

植物、动物和微生物等生物体内分布较为广泛的

金属蛋白酶(高贵贤和王稳航2017), 能够催化底物

(多酚类及其衍生物等物质)生成褐色的醌类物质, 
可导致新鲜果蔬发生酶促褐变(李利华2018), 严重

影响果蔬产品的风味、外观品质和商品价值(马海乐

等2015), 而PPO活性正是导致果蔬酶促褐变的决定

因素(李利华2018), 因此, 在采后加工过程中, PPO
的酶学特性分析和活性抑制一直受到广泛关注。

宁夏枸杞(Lycium barbarum)是我国受原产地

保护的药食两用道地药材和传统的出口创汇产品, 
已有500多年人工种植历史(赵建华等2012; 罗青等

2015)。药理研究表明, 宁夏枸杞具有抗氧化、抗

肿瘤、降血糖、降血脂、保护肝脏、保护神经、

保护视力等作用(赵建华等2012), 是珍贵的中药材

和滋补保健食品(兰婷等2019)。但是枸杞在鲜果

保鲜和制干过程中易发生酶促褐变反应生成黑色

素, 影响其外观、风味和商品性, 还可能导致营养

损失(李利华2018)。因此, 为有效减少酶促褐变引

起产品质量下降, 开展关于枸杞PPO的酶学特性及

其影响因子的研究, 是枸杞采后加工的研究重点。

目前, 国内外学者对果蔬类PPO的报道较多, 且研

究发现不同果蔬间PPO的酶学特性差异较大(杨光

宇等2010; 邹礼根等2014; 李利华2018), 有关宁夏

枸杞中红果枸杞PPO的酶学特性研究也有报道(刘

威2014), 但对于黄果枸杞PPO的酶学特性鲜见报

道。本研究以宁夏药食同源植物枸杞为试验材料, 
比较了2种枸杞鲜果中PPO的酶学特性, 研究了酶

活性影响因子, 以期获得不同枸杞鲜果PPO最适

pH条件、温度范围等信息, 为枸杞采后加工过程

中的酶促褐变调控及机理研究提供基础和参考。

1  材料与方法

1.1  实验材料

供试材料为宁夏枸杞红果品种(俗称“红果枸

杞”) ‘宁杞1号’ (Lycium barbarum L. ‘Ningqi 1’)和
宁夏枸杞变种黄果枸杞‘宁农杞4号’ (L. barbarum 
var. auranticarpum K. F. Ching ‘Ningnongqi 4’), 鲜
果于2018年8月1日采自宁夏农林科学院枸杞研究

所(有限公司)试验基地; 采后于4°C冷藏运回实验

室, 放置于−80°C超低温冰箱中贮藏备用。

1.2  实验方法

1.2.1  枸杞鲜果PPO粗酶液提取

枸杞鲜果PPO粗酶液的提取方法主要参考郝

慧英等(2003)和王凯晨(2016)文献中报道的方法, 
提取液为pH值为5.5的乙酸-乙酸钠缓冲液(溶液中
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含1.0 mmol·L-1聚乙二醇6000、0.4 g·L-1聚乙烯吡

咯烷酮和体积分数1.0%的TritonX-100)。具体操作

步骤如下: 将5.0 g冷冻的枸杞鲜果放入研钵中, 在
液氮的冰浴条件下快速研磨, 然后加入35 mL提取

液, 振荡摇匀, 在4°C、12 096×g条件下离心20 min, 
所得上清液即为粗酶液; 将其移入带冰袋的泡沫

箱中保存, 并在12 h内完成测定。

1.2.2  枸杞鲜果PPO活性的测定

PPO活性测定方法参照Coseteng速率法(Cos-
eteng和Lee 1987)和王凯晨(2016)报道的方法, 具体

操作步骤为: 将0.1 mol·L-1乙酸-乙酸钠缓冲液(pH 
5.5) 2.5 mL和50 mmol·L-1邻苯二酚溶液0.5 mL混
和后, 加入0.1 mL酶粗提液并快速搅匀, 于420 nm处

测定吸光度值, 每隔10 s记录一次; 具体计算方法: 
以时间为横坐标, 吸光度值为纵坐标作图得反应曲

线, 取最初直线部分计算酶活, 以1 min内吸光度值

变化0.01所需的量为一个酶活性单位(U·min-1)。
1.2.3  枸杞鲜果PPO相对酶活性计算

PPO相对酶活性(%)的计算方法参考王凯晨

(2016)报道的方法。

1.2.4  影响枸杞鲜果PPO活性的主要因子实验

(1)测试温度: 取pH值为5.5的0.1 mol·L-1乙酸-
乙酸钠缓冲液2.5 mL, 再吸取50 mmol·L-1邻苯二酚

溶液0.5 mL, 分别在22、24、26、28、30、32、
34、36、38、40、50、60、70°C水浴恒温条件下

放置20 min后, 加入0.5 mL粗酶液并迅速搅匀, 按
照第1.2.2节所述方法测定枸杞鲜果中PPO活性。

(2)测试缓冲液pH值: 配置pH值为3.0、3.5、
4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0的乙

酸-乙酸钠缓冲液, 在30°C水浴恒温20 min后, 测定

不同pH值条件下PPO活性, 具体操作同第1.2.2节
所述的方法。

(3)热处理: 粗酶液分别在70、80、90°C温度

条件下水浴保温0.5、1.0、2.0、3.0、5.0 min, 测
定PPO活性, 具体操作同第1.2.2节所述的方法。

(4)褐变抑制剂: 以抗坏血酸、l-半胱氨酸、

柠檬酸和CaCl2为PPO抑制剂(浓度如表1所示), 分
别用pH值为5.5的乙酸-乙酸钠缓冲液配置不同浓

度的溶液, 30°C水浴恒温后, 测定PPO活性, 具体操

作同第1.2.2节所述的方法。

1.2.5  数据处理

实验中数据均采用Excel 2019进行处理, 采用

DPS 17.10进行方差分析。

2  实验结果

2.1  测试温度对2种枸杞鲜果PPO活性的影响

2种枸杞鲜果的PPO活性在整个测试温度范

围内变化趋势相似, 均呈随着温度升高先升高后

降低的趋势(图1)。红果枸杞在温度低于34°C时, 
PPO的相对酶活性介于59.1%~84.4%之间, 有一定

的上下波动幅度; 温度升至34°C时, 酶活性显著升

高至98.5%; 随着温度进一步的升高, 在36~40°C时
达到最高; 随后当温度进一步升高时, 相对酶活性

显著下降, 在70°C时PPO几乎无活性。黄果枸杞在

22~34°C之间PPO相对酶活性较低, 且变化较平稳, 
介于63.3%~78.6%之间; 温度升高到36°C时, PPO
相对酶活性达最高; 随着温度的进一步升高, PPO
相对酶活性缓慢降低; 40°C开始显著降低; 在70°C
处理20 min时, PPO失去活性。因此, 两种枸杞鲜

果不同温度水浴20 min后, 其PPO均在低温条件下

(22~32°C)有一定的活性, 但活性不高; 随着温度升

高, 活性逐渐增高; 高于一定温度后, PPO相对酶活

性逐渐降低。

表1  枸杞PPO褐变抑制剂种类及浓度

Table 1  The kinds and concentrations of the browning inhibitors for PPO activity in fresh fruit of L. barbarum

                 项目	 浓度1           浓度2                 浓度3              浓度4             浓度5               浓度6              浓度7	 浓度8

抗坏血酸浓度/mmol·L-1	 0	 1.4	 2.8	 5.5	 11	 22	 44	 88
柠檬酸浓度/mmol·L-1	 0	 0.1	 0.2	 0.4	   0.6	   0.8	   1	   1.2
CaCl2浓度/mol·L-1	 0	 0.1	 0.2	 0.4	   0.6	   0.8	   1	   1.2
l-半胱氨酸浓度/mmol·L-1	 0	 0.000 75	 0.001 5	 0.003	   0.006	   0.012	   0.024	   0.036
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2.2  测试缓冲液pH值对枸杞PPO活性的影响

溶液pH值在3.0~8.0的测试范围内, 两种枸杞

鲜果PPO相对酶活性均呈双峰曲线(图2)。红果枸

杞和黄果枸杞鲜果PPO相对酶活性第一次高峰均

出现在pH值为3.5时, 分别达36.2%和39.3%。然后

随着pH值的升高, 红果枸杞和黄果枸杞鲜果的相

对酶活性均呈下降趋势, 分别在pH值4.5和5.5时降

至最小值, 仅分别为5.4%和4.2%。红果枸杞和黄

果枸杞鲜果的PPO相对酶活性分别在pH值为6.5和
7.0时出现第二次高峰且均达到最大值; 当进一步

提高缓冲溶液pH值时, 两种枸杞鲜果的PPO相对

酶活性均逐渐降低, 但其数值仍高于酸性环境条

件下的数值。因此, pH值对枸杞鲜果中PPO活性

的影响较大, 红果枸杞和黄果枸杞鲜果的PPO适宜

pH值分别在弱酸性和中性, 在该条件下PPO的活

性较强, 而在酸性(低于6.0)和较强碱性(高于7.5)条
件下酶的活性较弱。

2.3  热处理温度和时间对枸杞鲜果PPO相对酶活

性的影响

相同热处理温度下, 处理时间为0.5 min时, 红
果枸杞和黄果枸杞的PPO相对酶活性极显著下降; 
热处理温度为70、80和90°C时, 红果枸杞和黄果

枸杞PPO相对酶活性分别为52.2%、32.8%、

32.5%和23.8%、18.0%、15.6% (表2)。热处理时

间长于0.5 min时, PPO相对酶活性均呈降低趋势且

变化幅度有所减缓。当热处理时间为1.0 min时, 

表2 热处理温度和时间对两种枸杞鲜果PPO相对酶活性的影响

Table 2 The effect of heat-treatment time and temperature on PPO activity in fresh fruit of the two kinds of L. barbarum

%

   
 品种             处理温度/°C       

                                                                        相对酶活性/% 	  		

                    0 min   0.5 min     1 min     2 min     3 min    5 min

红果枸杞	 70	 100aA	 52.2±1.2bB	 49.8±0.8bB	 35.5±0.7cC	 36.01±0.5cC	 30.7±1.4dC

	 80	 100aA	 32.8±0.6bB	 32.9±0.8bB	 27.5±0.6cC	   8.5±0.3dD	   0eE

	 90	 100aA	 32.5±0.6bB	 28.3±0.5cC	 26.3±0.5cC	   0dD	   0dD

黄果枸杞	 70	 100aA	 23.8±1.6bB	 19.6±0.7bcBC	 17.5±1.5cdBC	 15.3±1.3cdC	 13.7±0.9dC

	 80	 100aA	 18.0±1.2bB	 17.7±1.2bB	 16.8±1.1bB	 13.6±0.8bB	   2.3±0.2cC

	 90	 100aA	 15.6±0.9bB	 16.2±0.7bB	   4.8±0.7cC	   0dD	   0dD

　　0~5 min为热处理时间。不同小写字母表示相同品种相同处理温度不同处理时间的数据在0.05水平上有显著差异, 大写字母表示在

0.01水平上有极显著差异。

图1  不同测试温度下两种枸杞鲜果PPO活性变化

Fig.1  The changes of PPO activity in fresh fruit of the two 
kinds of L. barbarum under different temperatures

不同小写字母表示同一种枸杞不同测试温度条件下在0.05水
平上有显著差异, 大写字母表示在0.01水平上有极显著差异。下

图同。

图2  缓冲溶液pH值对两种枸杞鲜果PPO活性的影响

Fig.2  The effect of pH on PPO activity in fresh fruit  
of the two kinds of L. barbarum
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红果枸杞的相对酶活性分别是49.8% (70°C)、
32.9% (80°C)和28.3% (90°C), 而黄果枸杞分别为

19.6% (70°C)、17.7% (80°C)和16.2% (90°C)。在

80°C下处理PPO的相对酶活性仅为初始值的8.5%
和13.6%; 而在90°C下处理3 min, 可完全抑制2种枸

杞鲜果的PPO活性。可见, 70°C以上的短时高温处

理均可有效抑制PPO活性, 且温度越高, 完全抑制

酶活性所需时间就越短。在今后的枸杞汁加工过

程中, 考虑到温度较低时可有效保护枸杞果实中营

养成分等情况, 可选择80°C热处理3 min的方法来

抑制褐变。

2.4  不同抑制剂对枸杞鲜果PPO活性的影响

2.4.1  抗坏血酸

抗坏血酸对2种枸杞鲜果PPO活性具有显著

的抑制作用, 均随抗坏血酸浓度的升高而降低(图
3)。当抗坏血酸溶液浓度较低时(≤2.8 mmol·L-1), 
随着抗坏血酸浓度的升高, 2种枸杞鲜果PPO相对

酶活性呈极显著降低趋势, 红果枸杞和黄果枸杞

的PPO相对酶活性从100% (初始酶活性)分别下降

到60.4%和77.5%。抗坏血酸溶液浓度介于5.5~ 
11.0 mmol·L-1时, 枸杞PPO相对酶活性降低趋势较

平缓, 红果枸杞和黄果枸杞鲜果PPO相对酶活性分

别降低至53.4%和64.9%。随着抗坏血酸浓度进一

步升高, 红果枸杞的PPO相对酶活性迅速降低; 在
抗坏血酸溶液浓度达到88.0 mmol·L-1时, 黄果枸杞

PPO相对酶活性降至0, 其PPO活性被完全抑制; 红
果枸杞PPO相对酶活性降至19.3%, 抑制效果显

著。因此, 红果枸杞和黄果枸杞鲜果的PPO活性均

随抗坏血酸溶液浓度的升高而降低, 浓度为88.0 
mmol·L-1可完全抑制黄果枸杞PPO相对酶活性。

2.4.2  l-半胱氨酸

l-半胱氨酸因其良好的抑菌和抗氧化性能, 常
被用作鲜切果蔬的保鲜剂(令阳等2019)。在l-半胱

氨酸溶液浓度为0.000 75 mmol·L-1时, 红果枸杞

PPO相对酶活性为54.3%, 黄果枸杞为54.4%; 随着

l-半胱氨酸溶液浓度的升高, 2种枸杞PPO相对酶

活性显著降低, 黄果枸杞和红果枸杞PPO的相对酶

活性分别在0.012和0.024 mmol·L-1时被完全抑制

(图4)。可见, l-半胱氨酸对2种枸杞鲜果PPO的抑

制作用显著, 较低浓度时就可很好地抑制2种枸杞

鲜果的PPO活性。

2.4.3  柠檬酸

柠檬酸是一种在食品领域应用广泛的食品添

加剂和PPO促褐变抑制剂。两种枸杞鲜果的PPO
相对酶活性随柠檬酸溶液浓度的增大 ,  总体表

现趋势为上下波动(图5)。当溶液浓度低于0.4 
mmol·L-1时, 枸杞PPO相对酶活性随柠檬酸溶液浓

度的增大而缓慢降低。柠檬酸溶液浓度介于0.6~ 
1.2 mmol·L-1之间时, PPO相对酶活性数值出现上下

波动的现象; 当溶液浓度为1.2 mmol·L-1时, 红果枸

杞和黄果枸杞的PPO相对酶活性分别为76.5%
和68.5%。可见, 柠檬酸对枸杞鲜果PPO活性抑制

效果不理想, 在实际生产中不宜用来抑制枸杞鲜

果的PPO活性。

图3  抗坏血酸浓度对两种枸杞鲜果PPO活性的影响

Fig.3  The effect of ascorbic acid concentration on PPO  
activity in fresh fruit of the two kinds of L. barbarum

图4  l-半胱氨酸浓度对两种枸杞鲜果PPO活性的影响

Fig.4  The effect of l-cysteine concentration on PPO activity 
in fresh fruit of the two kinds of L. barbarum
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3  讨论

影响果实PPO热稳定性的因素主要有植物种

类(郭兵兵等2017; 俞露等2019)、成熟度(何利华

2010)和处理方式(何利华2010)等。本研究发现2
种枸杞鲜果与大多数水果(邹礼根等2014; 刘亮等

2015) PPO的酶学特性相似, 均呈随温度升高先增

高后降低的趋势; 但最适温度略有差异, 红果枸杞

为36~40°C, 黄果枸杞为36°C, 均在70°C恒温放置

20 min后完全失活。这可能是在高温状态下, PPO
三维空间结构的完整性和稳定性受到严重破坏(郭
兵兵等2017), 使酶蛋白变性失去活性。两种枸杞

鲜果中PPO均具有一定的热稳定性, 随着反应温度

的升高与时间的延长, PPO活性逐渐降低, 这与大

果山楂(Malus domeri) (郭兵兵等2017)、刺梨(Rosa 
roxburghii) (俞露等2019)等中PPO热稳定性变化趋

势相一致。

酶对环境酸碱度极为敏感, 每种酶只在一定

的pH值范围内才会表现出活性。研究中发现, 两
种枸杞鲜果相对酶活性的适宜pH值分别为弱酸和

中性条件, 在此条件下酶的活性较强, 这一结果与

刘威(2014)关于红果枸杞多酚氧研究结果不同, 可
能与粗酶液提取方法不同有关。在该实验条件下, 
随着pH值的增大 ,  红果枸杞和黄果枸杞鲜果中

PPO相对酶活性均呈双峰曲线。而这种双峰曲线

的产生原因可能与枸杞中存在PPO同工酶有关系, 
也可能是因为PPO是一种含铜的蛋白质, 其中的铜

离子在不同pH值条件下有不同的解离率, 从而导

致其不同的酶活性。

不同抑制剂对枸杞PPO活性的抑制效果显著

不同, l-半胱氨酸在较低浓度时就能较好地抑制枸

杞PPO活性, 0.12 mmol·L-1时可完全抑制枸杞PPO
活性, 并且l-半胱氨酸是一种天然氨基酸, 常作为

食品添加剂, 因此, 枸杞鲜果果汁加工过程中可选

为首选PPO抑制剂。抗坏血酸和CaCl2作为枸杞

PPO的酶活抑制剂, 效果次之, 88.0 mmol·L-1浓度

抗坏血酸可完全抑制PPO活性, 这与刘威(2014)得
出抗坏血酸浓度为8 mmoL·L-1时就能完全抑制枸

杞PPO的结果存在一定差异, 原因可能与粗酶液提

取方法及主要活性酶成分不同有关。抗坏血酸是

2.4.4  CaCl2

CaCl2对枸杞PPO具有显著抑制作用, 随着浓

度的升高 ,  PPO相对酶活性呈下降趋势(图6)。
CaCl2溶液浓度为0.1 mol·L-1时, 红果枸杞和黄果枸

杞的PPO相对酶活性分别为66.2%和69.4%; 当
CaCl2溶液浓度为0.8 mol·L-1时, PPO相对酶活性

分别为23.9%和25.1%; 而当CaCl2溶液浓度1.2 
mol·L-1时, 红果枸杞PPO相对酶活性为10.7%, 黄果

枸杞PPO相对酶活性仅为8.0%。可见, 两种枸杞

PPO相对酶活性均随CaCl2溶液浓度的增加而显著

降低, 抑制效果明显。因此, CaCl2也可作为2种枸

杞鲜果PPO活性的优良抑制剂。

图5  柠檬酸浓度对两种枸杞鲜果PPO活性的影响

Fig.5  The effect of citric acid concentration on PPO activity 
in fresh fruit of the two kinds of L. barbarum

图6  CaCl2浓度对两种枸杞鲜果PPO活性的影响

Fig.6  The effect of CaCl2 concentration on PPO activity in 
fresh fruit of the two kinds of L. barbarum
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人体必需的营养物质, 也可作为PPO活性抑制剂在

枸杞汁褐变调控应用方面发挥重要作用。柠檬酸

在该实验条件下对枸杞鲜果PPO抑制作用不显著, 
与刘威(2014)研究结果相似。

果蔬的酶促褐变研究一直是农产品贮藏和加

工方面的热点问题之一, 近年来在酶促褐变的机

理(陈晨等2018)及褐变控制技术的机制(冯程程等

2019)两方面开展了较为深入的研究。应用化学抑

制剂依然是控制果蔬酶促褐变最为常用的方法, 
具有重要的应用价值。采用化学方法为主, 物理

或多种方法相结合来抑制果蔬的酶促褐变方面也

取得了一定的成绩, 但采用现代生物技术和基因

工程技术可从根本上控制果蔬褐变, 将会成为未

来重要的研究方向之一。因此, 在今后的枸杞新

品种选育研究中, 还需基因工程技术的介入, 通过

多学科领域联合深入开展褐变控制技术研究, 助
推枸杞高品质深加工产品的开发和枸杞种植产业

的可持续发展。
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The studies on the enzymatic characteristics of polyphenol oxidase and 
its influence factors in two kinds of fresh fruits of Lycium barbarum L.
ZHU Jinxia*, KONG Dejie, LI Miao, ZHENG Guobao*, LI Wei
Agricultural Biotechnology Research Center of Ningxia Academy of Agricultural and Forestry Sciences, Yinchuan 750002, 
China

Abstract: A comparative study was carried out to research the enzymatic properties of polyphenol oxidase 
(PPO) and its influence factors in fresh fruits of Lycium barbarum ‘Ningqi 1’ and L. barbarum var. auranticar-
pum ‘Ningnongqi 4’, which were planted in Ningxia region. The results show that PPO activity in ‘Ningqi 1’ 
exhibited the maximum under pH 6.5 and 36–40°C, and in ‘Ningnongqi 4’ under pH 7.0 and 36°C. Besides, the 
PPO activity could be significantly inhibited by short-time and high-temperature treatment. The inhibitors, such 
as ascorbic acid, l-cysteine and calcium chloride, could significantly inhibit the PPO activity in the tested fresh 
fruits. l-cysteine had the optimal inhibitory effect. When l-cysteine concentration was 0.024 mmol·L-1, the PPO 
activity could be completely inhibited. Our findings in this study could provide basic data and technical support 
for the fresh fruit processing and drying in L. barbarum.
Key words: Lycium barbarum; polyphenol oxidase; enzyme activity; inhibitor
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