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芡实多酚氧化酶的酶学性质

刘 静 1，钱建亚 1 , 2 ,*，李成良 1，李良俊 3，陈学好 3

(1.扬州大学食品科学与工程学院，江苏 扬州      225127；2.江苏省乳品生物技术与安全控制重点实验室，

江苏 扬州      225127；3.扬州大学园艺与植物保护学院，江苏 扬州      225009)

摘   要：以紫花苏芡和紫花刺芡种仁为原料制备粗酶液，研究多酚氧化酶(PPO)酶学性质。结果表明：紫花苏芡

和紫花刺芡 PPO 最适作用条件均为温度 45℃和 pH 6.5；铁离子和亚铁离子对芡实 PPO 酶活性具有较强的促进作用，

钙离子低质量浓度时抑制酶活性，较高质量浓度时使酶活性反弹，没有表现出明显的激活作用，铝离子有一定的

促进作用，铜离子低质量浓度对酶活性有促进作用，高质量浓度有抑制作用；有机酸柠檬酸、草酸、抗坏血酸

和 EDTA、还原剂亚硫酸氢钠和硫代硫酸钠对紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 酶活性都有抑制作用。
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Abstract ：Dehulled kernels of two varieties of Euryale ferox Slisb, Zihua Suqian and Zihua Ciqian from respectively Suzhou

and Hongze, Jiangsu province of China, were used as raw materials to prepare and characterize crude polyphnol oxidase (PPO) extract.

The results showed that PPO enzymes from both verities of gordon euryale had the highest activity at 45 ℃ and pH 6.5. Ferric and

ferrous ions were highly effective in promoting PPO activity. Calcium inhibited PPO activity at low concentrations, but not at

high concentrations. Aluminum ion and copper ion at low concentrations activated PPO activity, while high levels of copper ions

inhibited it. PPOs were inhibited by organic acids, like citric acid, oxalic acid, ascorbic acid, and ethylenediaminetetraacetic acid

(EDTA), and the reductants sodium bisulfate and sodium thiosulfate.
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芡为睡莲科芡属(Euryale ferox Salisb)一年生大型水生草

本植物，原产中国和东南亚各地。广泛分布于我国南至海

南、北至黑龙江，有“南芡”和“北芡”之分 [ 1 - 2 ] 。

芡的种仁——芡实，不仅营养价值高，还具有养血安神、

益肾固精、去湿健脾、止泻止带等保健功效。芡实味甘

性平，入脾、肾、胃经，既能益肾，又能健脾，营

养先天、后天之本，提高人体的免疫力，祛病强身，延

年益寿。《神农本草经》将芡实列为上品，“主治湿痹，

腰脊酸痛，补中除暴疾，益精气，强志，令耳目聪明，

久服轻身不饥”。

多酚氧化酶(polyphenol  oxidase，PPO)是植物

体内普遍存在的一种末端氧化还原酶 [ 3 ]  ，它与品质

保持和感官等密切相关，影响植物的经济价值。芡

实在贮藏加工过程中易产生褐变，原因可能是因为

酚类物质在贮藏、加工过程中被多酚氧化酶催化形

成褐变产物 [ 4 ]。本研究拟对芡实 P P O 性质作初步探

讨，旨在为多酚氧化酶的提取提供更广阔的来源。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

芡实为紫花苏芡(江苏苏州产)和紫花刺芡(江苏洪泽

产)籽粒脱壳种仁。
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丙酮    中国恒利试剂厂；氯化钙、EDTA  上海紫

一试剂厂；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化亚铁、氯

化铁、硫酸铜、抗坏血酸、柠檬酸、草酸、亚硫酸

氢钠、硫代硫酸钠    国药集团化学试剂有限公司；聚

乙烯吡咯酮    德国 Basf 公司。

1.2 仪器与设备

FW20 粉碎机    中国亨利仪器厂；FA1104 电子天平

上海天平仪器厂；WB201 恒温水浴锅    上海申生科技有

限公司；DGF30/7-IA 电热鼓风干燥箱    南京试验仪器

厂；722 分光光度计    上海精密科学仪器有限公司；

UV-2400PC 紫外 - 可见分光光度计    日本岛津仪器公司。

1.3 方法

1.3.1 PPO 丙酮粉制备

称取一定量的芡实，加 5 倍质量－ 18℃冷冻丙酮后

捣碎，抽滤，用冷冻丙酮淋洗滤渣 3 遍，抽干后得丙

酮粉，－ 4 0℃保存备用。

1.3.2 PPO 活性测定

用含有聚乙烯吡咯酮(PVP)的磷酸盐缓冲液(0.2mol/L、
pH 6.8) 10:1(V/m)将丙酮粉溶解，4000r/min 离心 10min，
上清液即为粗酶液[5]。于 1cm 比色皿中，加入磷酸盐缓

冲溶液(0.2mol/L，pH 6.8)1mL 和 0.1mol/L 邻苯二酚溶液

1 m L。混匀后加入酶液，记时，每 1 5 s 记录酶和底物

混合体系的吸光度，以吸光度对时间曲线最初直线段的

斜率表示酶活力，一个酶活力单位定义为在测定条件

下，每分钟引起吸光度改变 0.001 所需的酶量[6]。对测

定体系进行吸收光谱扫描，最大吸收波长为 400nm。后

续酶活测定均在波长 400nm 进行。

1.3.3 温度对芡实 PPO 活性的影响

将加有 0.2mol/L、pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液 4mL、

0.1mmol/L 邻苯二酚 0.6mL 和 PPO 粗酶液 0.4mL 的反应

体系，分别于 2 5、3 5、4 5、5 5、6 5℃保温 1 0 m i n，
以 400nm 波长处吸光度间接表示酶活性。

1.3.4 pH 值对芡实 PPO 活性的影响

分别将加有 pH4.5、5 .5、6 .5、7 .5、8 .5 磷酸盐

缓冲溶液(0.2mol/L) 4mL、0.10mmol/L 邻苯二酚 0.6mL 和

PPO 粗酶液 0.4mL 的反应体系，于 25℃保温 10min，以

400nm 波长处吸光度间接表示酶活性。

1.3.5 底物浓度对芡实 PPO 活性的影响

在加有 pH6.8 磷酸盐缓冲溶液 4mL、PPO 粗酶液

0 .4 mL 的反应体系中，分别加入 0 .0 5、0 .1 0、0 .1 5、
0.20、0.25mol/L 邻苯二酚 0.6mL。25℃保温 10min，以

400nm 波长处吸光度间接表示酶活性。

1.3.6 酶用量对芡实 PPO 活性的影响

在加有 pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液 4mL、0.1mol/L 邻

苯二酚 0.6mL 的反应体系中，分别加入 PPO 粗酶液 0、
0.1、0.2、0.3、0.4、0.5mL。25℃保温 10min，以 400nm
波长处吸光度间接表示酶活性。

1.3.7 金属离子对芡实 PPO 活性的影响

在加有 0.2mol/L、pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液 4mL、

0.1mol/L 邻苯二酚 0.6mL 和 PPO 粗酶液 0.4mL 的反应体

系中，分别加入 FeCl2、FeCl3、CaCl2、AlCl3 和 CuSO4

等盐溶液 0.2mL。25℃保温 10min，以 400nm 波长处吸

光度间接表示酶活性。

1.3.8 有机酸对芡实 PPO 活性的影响

在加有 0.2mol/L、pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液 4mL、

0.1mol/L 邻苯二酚 0.6mL 和 PPO 粗酶液 0.4mL 的反应体

系中，分别加入抗坏血酸、柠檬酸、草酸以及 E D T A
等有机酸 0 . 2 m L。有机酸质量浓度分别为，柠檬酸：

1、2、3、4、5 g/100mL；草酸：0.2、0.4、0.6、0.8、
1 . 0 g / 1 0 0 m L；抗坏血酸：0 . 2 、 0 . 4 、 0 . 6 、 0 . 8 、

1.0g/100mL；EDTA：0.1、0.2、0.3、0.4、0.5g/100mL。
25℃保温 10min，测定 400nm 波长处吸光度，计算不同

条件下的相对酶活性。

1.3.9 还原剂对芡实 PPO 活性的影响

在加有 0.2mol /L、pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液 4mL、

0.1mol/L 邻苯二酚 0.6mL 和 PPO 粗酶液 0.4mL 的反应体系

中，分别加入亚硫酸氢钠和硫代硫酸钠 0.2mL，溶液质

量浓度分别为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5g/100mL。25℃
保温 10min，测定 400nm 波长处吸光度，计算不同条件

下的相对酶活性。

2 结果与分析

2.1 温度对芡实 PPO 活性的影响

由图 1 可知，在 35℃条件下，紫花苏芡和紫花刺芡

的 PPO 都表现出最大酶活力。35℃以下 PPO 活性随温度

图 1 温度对 PPO 活性的影响

Fig.1   Effect of temperature on the activity of PPO from gordon
euryale seed
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升高增加；35℃以上，PPO 活性随着温度升高而降低。

这是因为随着温度上升，分子的热运动加剧，单位时

间内底物与酶接触的几率增高，酶活性增大；但是随温

度进一步升高，酶蛋白逐渐变性，酶活性降低。最适

温度是两种作用平衡的结果[7]。

2.2 pH 值对芡实 PPO 活性的影响

由图 2 可知，pH7.5 时，紫花苏芡和紫花刺芡的 PPO
活性最强，在 4.5～7.5 范围内， pH 值增大酶活性增加，

高于 7 .5 时，p H 值升高，酶活性降低。这可能是因为

PPO 酶为碱性含铜酶，在较强酸性环境下，PP O 中的

铜解离出来，使活性降低；当 p H 值大于 7 时，在碱

性环境中，PPO 中的辅基铜解离，形成不溶性的Cu(OH)2，

使其活性降低[8 ]。两种来源 PP O 的活性差别不大。

2.3 底物浓度对芡实 PPO 活性的影响

由图 3 可知，底物浓度较低时，底物浓度增加显

著提高紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 活性。酶活性达到一定

值后，即使继续增加底物浓度，其变化也不明显。这

是因为底物浓度较低时，酶过量产物少，表现为酶活

性较低；随着底物浓度增加，与底物结合的酶分子增多

并逐渐被底物饱和，产物量趋于恒定，即使增加底物

浓度也不能提高酶活性[9]。

2.4 酶用量对芡实 PPO 活性的影响

由图 4 可知，较低酶用量时，酶用量增加引起紫

花苏芡和紫花刺芡的 P P O 活性显著增加。达到一定值

后，酶用量与酶活的线性关系发生改变，原因是在酶

用量较低时，底物过量，随着酶用量的增加，越来越

多的酶分子与底物结合，此时，底物逐渐被饱和，直

至达到最大饱和值。紫花苏芡 PPO 活性受酶用量的影响

似乎更大。

2.5 金属离子对芡实 PPO 活性的影响

2.5.1 Fe2+ 和 Fe3+ 对芡实 PPO 活性的影响

图 2 pH 值对 PPO 活性的影响

Fig.2   Effect of pH on the activity of PPO from gordon euryale seed
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图 3 底物浓度对 PPO 活性的影响

Fig.3   Effect substrate concentration on the activity of PPO from
gordon euryale seed
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图 4 酶用量对 PPO 活性的影响

Fig.4   Effect of enzyme concentration on the activity of PPO from
gordon euryale seed
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图 5 氯化亚铁对 PPO 活性的影响

Fig.5   Effect of FeCl2 on the activity of PPO from gordon euryale seed
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图 6 氯化铁对 PPO 活性的影响

Fig.6   Effect of FeCl3 on the activity of PPO from gordon euryale seed
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由图 5、6 可知，随着 Fe 3+ 和 Fe 2+ 质量浓度增加，

酶反应体系的吸光度增加，表明紫花苏芡和紫花刺芡的

PPO 活性显著增加。这主要是因为铁离子有氧化作用使

酚类化合物形成醌，而且能催化 PPO 中的铜氧化呈色。

在加工中应注意避免原料与铁接触。紫花苏芡 P P O 对

Fe 2+ 的反应似乎更敏感。

2.5.2 Ca2+ 对芡实 PPO 活性的影响

由图 7 可知，氯化钙质量浓度较低时，随着质量

浓度增加，紫花苏芡和紫花刺芡 P P O 活性降低，当氯

化钙质量浓度达到一定值时，酶活性增加，但没有明

显高于初始活性。钙离子通常与酶的活性有较大关系，

是很多酶的激活剂[10 ]。

2.5.3 Al3+ 对芡实 PPO 活性的影响

由图 8 可知，在一定的范围内，随着 A l 3 + 质量浓

度增加，紫花苏芡和紫花刺芡的 PPO 活性显著增加，说

明 Al3+ 对褐变具有一定的促进作用。紫花刺芡 PPO 活性

受 Al 3+ 的影响程度更大。

2.5.4 Cu2+ 对芡实 PPO 活性的影响

由图 9 可知，在 Cu 2+ 质量浓度较低时，随着 Cu 2+

质量浓度增大，紫花苏芡和紫花刺芡的 PPO 活性逐渐增

加。Cu2+ 对 PPO 活性起激活作用；当 Cu2+ 质量浓度达

到一定值时，对酶活力逐渐表现为抑制作用，即随 Cu2+

2.6 有机酸对芡实 PPO 活性的影响

2.6.1 柠檬酸对芡实 PPO 活性的影响

由图 10 可知，随柠檬酸质量浓度的增加，紫花苏

芡和紫花刺芡 PPO 活性受抑制加强。这可能是由于柠

檬酸对 PPO 的辅基铜有较强的螯合作用。此外，柠檬

酸的酸性使体系 pH 值偏离 PPO 最适 pH 值，从而抑制

酶的活性[11]。紫花刺芡 PPO 活性对柠檬酸的适应性似

乎更强。

2.6.2 草酸对芡实 PPO 活性的影响

由图 11 可知，草酸对紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 活

性的抑制作用弱于柠檬酸，质量浓度为 0 . 2 g / 1 0 0 m L
时，PPO 相对酶活力约为 90%，随着质量浓度增大，对

PPO 活性的抑制作用越来越强，当质量浓度为 1g/100mL
时，PPO 活性的相对酶活力分别降为 61.5% 和 58.3%。

两种来源 PPO 活性差异不显著，可能跟草酸的酸性较

弱有关。

图 7 氯化钙对 PPO 活性的影响

Fig.7   Effect of CaCl2 on the activity of PPO from gordon euryale seed
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图 8 氯化铝对紫花苏芡 PPO 活性的影响

Fig.8   Effect of AlCl3 on the activity of PPO from gordon euryale seed
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图 9 硫酸铜对芡实 PPO 活性的影响

Fig.9   Effect of CuSO4 on the activity of PPO from gordon
euryale seed
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图 10 柠檬酸对 PPO 活性的影响

Fig.10   Effect of citric acid on the activity of PPO from gordon euryale
seed
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质量浓度增大，其酶活力逐渐降低。其原因可能是因

为 PPO 为含铜酶，需要 Cu2+ 发挥作用，但铜的数量并

非越多越好。
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2.6.3 抗坏血酸对芡实 PPO 活性的影响

由图 12 可知，抗坏血酸对紫花苏芡和紫花刺芡的

PPO 活性有抑制作用并有浓度效应。这可能是由于其还

原作用，抗坏血酸将 Cu2+ 还原成 Cu+，同时抑制醌类物

质之间聚合以及抑制醌类物质与氨基酸或蛋白质作用形

成黑色素大分子[12 ]。两种来源 PPO 活性差异不显著。

2.6.4 EDTA 对芡实 PPO 活性的影响

能螯合多酚氧化酶中 Cu2+，从而抑制 PPO 的活性[13]。紫

花刺芡 PPO 活性受 EDTA 质量浓度的影响较小，也许是

因为其中的铜含量较低(X- 荧光法测得紫花苏芡和紫花刺

芡种仁铜含量分别为(1.90g/kg 和 1.48g/kg)，可作进一步

的研究。

2.7 还原剂对芡实 PPO 活性的影响

2.7.1 亚硫酸氢钠对芡实 PPO 活性的影响

由图 14 可知，紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 活性受亚

硫酸氢钠抑制效果明显，这可能是因为醌不可逆地被还

原转变成无色产物[14]。紫花刺芡 PPO 活性对亚硫酸氢钠

的适应性似乎更强。

2.7.2 硫代硫酸钠对芡实 PPO 活性的影响

图 11 草酸对 PPO 活性的影响

Fig.11   Effect of oxalic acid on the activity of PPO from
gordon euryale seed
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图 12 抗坏血酸对 PPO 活性的影响

Fig.12   Effect of ascorbic acid on the activity of PPO from
gordon euryale seed
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图 13  EDTA 对 PPO 活性的影响

Fig.13   Effect of EDTA on the activity of PPO from
gordon euryale seed
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由图 13 可知，EDTA 对紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 活

性有抑制作用，这是因为 EDTA 具有较强的螯合能力，

图 14 亚硫酸氢钠对 PPO 活性的影响

Fig.14   Effect of NaHSO3 on the activity of PPO from gordon euryale
seed
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图 15 硫代硫酸钠对 PPO 活性的影响

Fig.15   Effect of Na2S2O3 on the activity of PPO from gordon euryale
seed
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由图 15 可知，硫代硫酸钠对 P P O 活力具有一定

的抑制作用，质量浓度为 0 . 1 g / 1 00 mL 时，紫花苏芡

和紫花刺芡 PPO 相对酶活力分别为 91.5% 和 90.3%。

质量浓度增大，对 PPO 活性的抑制作用增强，当达到

0.5g/100mL 时，紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 的相对酶活力

分别降到 63.8% 和 58.8%。原因应该与硫代硫酸钠的还

原性有关 [ 1 5 ]。

3 结  论

紫花刺芡和紫花刺芡多酚氧化酶为较温和条件的
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酶，金属离子 Fe3+ 和 Fe2+ 对 PPO 酶促反应表现出较强的

促进作用；钙离子低质量浓度时抑制酶活，当质量浓度

增加后又使酶活性反弹回复，但没有明显的激活作用，

这在文献中也有报道 [ 3 ]，但原因不明。有机酸如柠檬

酸、草酸、抗坏血酸和 EDTA 及还原剂如亚硫酸氢钠、

硫代硫酸钠对紫花苏芡和紫花刺芡的 PPO 酶促反应有显

著的抑制作用。紫花苏芡和紫花刺芡 PPO 酶促褐变反应

受以上因素的影响程度不同，既可能跟酶自身性质有

关，也可能跟反应产物的转化有关。关于芡实多酚氧

化酶的报道几乎没有，要揭示产生差异的原因，需对

酶进行分离和纯化，并采用不同的底物如邻苯三酚、儿

茶酚、酪氨酸等进一步研究。
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