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苦杏仁多酚氧化酶的理化特性
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摘  要：研究苦杏仁多酚氧化酶粗提物的理化特性。结果表明：苦杏仁多酚氧化酶活性的最佳测定波长为

410 nm，底物邻苯二酚最佳浓度为1.0 mol/L，Km和Vmax分别为20.53 mol/L和1.27 U/min，最适缓冲液pH值为7.40，

最适反应温度和时间分别为40 ℃和3 min。热稳定性实验表明：苦杏仁多酚氧化酶在30～50 ℃范围内，热处

理时间对其活性影响较小；在60～100 ℃范围内，随着温度增加酶活力也随之快速下降，使苦杏仁多酚氧化酶

（polyphenol oxidase，PPO）活性丧失50%所需时间从60 ℃的15 min缩短到100 ℃的3 min左右。
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Abstract: The major physico-chemical properties of polyphenol oxidase (PPO) from apricot kernel were studied in this paper. 

The results showed that the optimum parameters for determining the PPO activity of apricot kernel were established by using 

catechol as the substrate at a concentration of 1.0 mol/L, reaction at 40 ℃ for 3 min in pH 3 buffer solution and detection 

at a wavelength of 410 nm. The corresponding Km and Vmax were 20.53 and 1.27 U/min, respectively. The thermostability of 

PPO activity from apricot kernel suggested that treatment time had a slight influence on the PPO activity in the temperature 

range of 30 – 50 ℃, while the PPO activity decreased sharply with an increase in treatment time at a given temperature of  

60 – 100 ℃. The half-life time of PPO activity was 15 and 3 min at the temperature of 60  and 100 ℃, respectively. 
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杏（Prunus armeniaca）原产于我国，属蔷薇科

（Rosaceae）李亚科杏属植物，主要分布在我国的东

北、华北、西北，为“三北”地区主要经济林树种之

一。其果实色泽鲜艳、果肉多汁、营养丰富，深受人们

喜爱。杏仁为杏果的干燥种子，呈扁心形、表面红棕色

至深黄色。

按苦杏仁苷含量不同可以将杏仁分为甜杏仁和苦

杏仁两种，后者含量是前者的10 倍左右。甜杏仁经常

用于直接食用或作为食品加工原辅料，而苦杏仁因含有

丰富的苦杏仁苷（2%～7%）、油脂（45%）、蛋白质

（25%）、碳水化合物（3%）、多种维生素和微量元素

（如钾、钙、铁等）等营养成分，具有极高的食用和药

用价值，是开发功能食品的良好原料，分别被国家卫生

部、美国食品药品监督管理局和世界卫生组织列为首批

药食两用物质和认定为健康食品[1]。

目前，我国杏仁产量的80%左右以原料形式卖出，

只有少数粗加工品，缺乏对杏仁进行综合精深加工及利

用的研究[2-6]。其商业化产品大致可以分为3 类：第1类是

以“露露”为代表的杏仁蛋白饮料；第2类是为数不多的

杏仁罐头类产品；第3类是以“光中杏”为代表的去皮、

脱苦干杏仁。对于以上产品的加工，脱除杏仁种皮是必

经工序。但由于杏仁中含有酚酸类物质和多酚氧化酶

（polyphenol oxidase，PPO），会使杏仁在去皮后迅速氧

化褐变，从而影响杏仁的营养和经济价值，因此褐变控
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制已成为制约杏仁深加工产业的瓶颈和急需突破的关键

技术。

目前，国内外尚无有关苦杏仁去皮过程中褐变及控

制方面的研究报道[7-9]。本课题组对杏仁加工褐变产物及

机理的初步研究发现，苦杏仁去皮过程中的褐变主要是

酶促褐变。本研究以杏仁多酚氧化酶为对象对其部分理

化特性进行探讨，以期为解决杏仁去皮加工过程中的褐

变控制提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

苦杏仁购自西安市西北药材市场。

硫酸铵、氢氧化钠、邻苯二酚、邻苯三酚 天津

市科密欧化学试剂有限公司；绿原酸、阿魏酸、咖啡酸 

中国食品药品检定研究院；磷酸氢二钾、乙酸钠 天津

市天力化学试剂有限公司；磷酸二氢钾 天津市登丰

化学品有限公司；冰乙酸 天津市富宇精细化工有限公

司；无水乙醇、丙酮 西安化学试剂厂；聚乙烯吡咯烷

酮K30（PVP K30） 德国Basf公司；以上试剂均为分

析纯。

1.2 仪器与设备

PL203型电子天平 梅特勒-托利多仪器（上海）有

限公司；HH-SA电热恒温水浴锅 北京科伟永兴仪器

有限公司；TU-1810紫外-可见分光光度计 北京普析通

用仪器有限责任公司；Alphal-4真空冷冻干燥机 德国

Christ公司；TGL-16G冷冻离心机 上海安亭科学仪器

厂产品；FW400A万能粉碎机 北京科伟永兴仪器有限

公司；PHS-3C pH计 上海（雷磁）仪电科学仪器股份

有限公司。

1.3 方法

1.3.1 苦杏仁PPO的提取

将经（－28±0.5）℃冷冻处理过的苦杏仁与PVPK30

（酚类物质去除剂[6]）按质量比100∶1一起粉碎后，快速

取出放入预冷丙酮中；在低温下处理1 h后用布氏漏斗

抽滤，直至成为白色粉末。称取100 g上述白色苦杏仁粉

末与500 mL 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.00）混匀，

提取一定时间后以3 000 r/min离心15 min[10-11]；取上清

液用40%硫酸铵于4 ℃条件下盐析， 低温下11 000 r/min 

离心10 min，收集沉淀并于真空下冷冻干燥，即得苦杏

仁多PPO粗提物，低温保存待用，使用前配制成一定浓

度的溶液。

1.3.2 苦杏仁PPO活性的测定

1.3.2.1 PPO反应体系最佳吸收波长的选择

将2.0 mL 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.00）和

0.5 mL 1.0 mol/L邻苯二酚溶液加入比色皿中，混匀后再

加入0.1 mL粗酶液迅速振荡，分别在350、370、390、

410、430、450、470、490 nm波长处记录其6 min内吸光

度的变化，每15 s记录1 次，计算酶活力并依据其大小选

择最佳测定波长。以吸光度增加的最初直线部分计算酶

活力，一个酶活力单位U定义为在测定条件下1 min引起

0.001 个吸光度的改变[12-13]。

1.3.2.2 PPO酶活性测定时间的选择

将0.1 mL粗酶液加入到0.5 mL 1.0 mol/L邻苯二酚与

2.0 mL 0.05 mol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.00）中，迅速摇

匀后在410 nm波长处记录6 min内吸光度的变化，每15 s

记录一次，确定测定酶活力的最佳时间。

1.3.2.3 PPO专一性底物的选择

分别以浓度为1.0 mol/L的邻苯二酚、邻苯三酚、阿

魏酸、绿原酸和咖啡酸为底物，按照1.3.2.1节和1.3.2.2节

所确定的方法测定酶活性，从而确定合适的底物。

1.3.2.4 PPO底物浓度的选择及其米氏常数和最大反应

速率的确定

以1.3.2.3节所确定的邻苯二酚为底物，配制0.05、

0.10、0.20、0.40、0.60、0.80、1.00、1.20 mol/L系列

溶液，按1.3.2.1、1.3.2.2节方法测定A410 nm并计算酶活

力，确定合适的底物浓度及反应进程曲线；并运用

Lineweaver-Burk双倒数作图法计算出酶促反应的米氏常

数Km和最大反应速率Vmax
[13]。

1.3.3 pH值对苦杏仁PPO活性的影响

配制pH值为3.60、4.50、5.80、6.50、7.00、7.40、

8.00、8.40、9.00的系列缓冲溶液，按1.3.2.1、1.3.2.2节

方法测定A410 nm并计算酶活力，观察pH值对PPO活性的

影响。

1.3.4 温度和时间对苦杏仁PPO活性的影响

将粗酶液分别在20、30、40、50、60、70、80、

90、100 ℃条件下保温15 min[14]；然后按照1.3.2.1、

1.3.2.2节方法测定酶活力，研究苦杏仁PPO的最适活性

温度。

将酶液分别在30、40、50、60、70、80、90、

100 ℃下保温5、10、15、20、25、30、35、40 min，然

后按照1.3.2.1、1.3.2.2节方法测定酶活力，研究保温时间

和温度对苦杏仁PPO活性的影响。

1.4 数据处理 

实验数据均是3 次测定结果的平均值，并采用SPSS

软件处理。

2 结果与分析

2.1 苦杏仁PPO反应体系最佳吸收波长的选择

由图1可知，苦杏仁PPO与邻苯二酚反应产物在

410 nm波长处活性最大，有明显吸收峰且符合苯醌的特
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征，这与大多数果蔬中PPO活性测定时所用吸收波长基

本一致[11,13]。虽然与Arslan等[10]研究报道的420 nm有所不

同，这可能与所用的杏原料差异有关，因此本实验中采

用410 nm作为反应体系的测定波长。

80

70

60

50

40

30
350 370 390 450 470430410 490

/nm

/ U

图 1 苦杏仁PPO活性测定最佳吸收波长的选择

Fig.1 The optimal absorption wavelength for the determination of 

apricot kernel PPO activity

2.2 苦杏仁PPO活性测定时间的选择
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图 2 苦杏仁PPO反应体系中A410 nm与时间的关系

Fig.2 Relationship between A410 nm of the PPO reaction system and 

reaction time

由图2可知，苦杏仁PPO与底物反应体系的A410 nm

在6 min反应时间内呈逐渐增大趋势，而且在前3 min内

A410 nm的变化呈线性增加，相关系数R2为0.998 5。

2.3 苦杏仁PPO专一性底物的选择

表 1 不同底物的苦杏仁PPO酶活力

Table 1 Effect of substrate type on PPO activity 

底物 邻苯二酚 邻苯三酚 阿魏酸 绿原酸 咖啡酸

酶活力/U 85 47 23 68 54

酶对底物的催化能力由其结合能力决定，反映了酶

促褐变发生的难易程度。由表1可知，不同底物对苦杏仁

PPO活性有较大影响，在相同条件下，以邻苯二酚和绿

原酸为底物酶活力单位较大，分别达到85、68 U；而以

邻苯三酚、阿魏酸和咖啡酸作为底物时，苦杏仁PPO活

性相对较小，因此本实验选用酶活力单位最大的邻苯二

酚为测定苦杏仁PPO活力的反应底物。

2.4 苦杏仁PPO底物浓度的选择及其米氏常数和最大反

应速率的确定

由图3可知，在实验条件下底物浓度对酶活力测定

有显著影响，随着底物浓度的升高，酶液反应较充分；

当底物浓度大于1.0 mol/L时酶活力增长变缓，趋于平

稳，可能是反应产物的积累影响了酶活性。当底物浓度

在0.4～1.0 mol/L之间变化时，酶活力与底物浓度呈正相

关，表现为一级反应。因此，后期实验均采用1.0 mol/L

的底物浓度，以确保酶液反应完全。
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图 3 底物浓度对苦杏仁PPO活性的影响

Fig.3 Effect of substrate concentration on PPO activity of apricot kernel
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图 4 邻苯二酚为PPO底物的双倒数曲线

Fig.4 Lineweaver-Burk curve of PPO using catechol as the substrate

由图4可知，以邻苯二酚做为苦杏仁PPO底物时，

其反应规律高度符合米氏方程，根据图中直线斜率和

纵轴截距，求得底物的Km和Vmax分别为20.53 mol/L和

1.27 U/min。

2.5 pH值对苦杏仁PPO活性的影响
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图 5 pH值对苦杏仁PPO活性的影响

Fig.5 Effect of pH on PPO activity of apricot kernel

由图5可知，苦杏仁PPO活力对pH值变化较为敏感，

在测定的pH值范围内，苦杏仁PPO的活性整体上呈先

增后渐趋势，pH 7.40左右时酶活力最大，这与大多数

果蔬PPO在pH 7.00左右活性最大基本一致[15-19]。不过，

Arslan[10]、Dijkstra[20]等曾报道杏果PPO最适pH值分别为

8.50和6.50，可能与实验测定条件有关，也可能是杏果与

杏仁中PPO组成及特性本身不同所致[21-25]。
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2.6 温度和时间对苦杏仁PPO活性的影响
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图 6 不同处理温度对苦杏仁PPO活性的影响

Fig.6 Effect of temperature on PPO activity of apricot kernel

由图6可知，在保温时间均为15 min条件下，PPO酶活

力随着处理温度的升高呈现先升后降的趋势，在40 ℃左右

时酶活力最大；随后快速下降，当温度达到70 ℃以上酶

活力仅为最大酶活力的10%左右。温度对苦杏仁PPO活力

的影响表现在两方面：在20～40 ℃之间随着温度的升高，

参与反应的PPO分子动能增大，催化反应速度加快；当温

度高于40 ℃时，分子运动随着温度的升高急剧加速，PPO

活性中心改变导致酶活力降低。因此可以初步判定苦杏仁

PPO的最适温度为40 ℃，变性温度在70 ℃以上。
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图 7 苦杏仁PPO的热稳定性

Fig.7 Thermostability of PPO from apricot kernel

由图7可知，在30～50 ℃之间不同处理时间对苦杏

仁PPO活性影响不大，适度处理可以使相对酶活力有所

提高，尤其40 ℃时效果更明显；而在70～100 ℃之间

处理15 min即可使酶活性有较大程度抑制，仅为原来的

20%左右；使酶活性丧失50%所需时间从60 ℃的15 min到

100 ℃的3 min左右。因此，在杏仁脱皮、去苦等加工过

程中可根据该特性，对杏仁的酶促褐变加以控制。

3 结 论

实验结果表明，苦杏仁PPO活性测定最佳波长为

410 nm，底物邻苯二酚最适浓度为1.0 mol/L，Km和Vmax分

别为20.53 mol/L和1.27 U/min，最适缓冲液pH值为7.40，

最适反应温度和时间分别为40 ℃和3 min。热稳定性实

验表明，使苦杏仁PPO活性丧失50%所需时间从60 ℃的

15 min到100 ℃的3 min左右。
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