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壳寡糖防止苹果果汁褐变的机理
包子娴1，范晓阳1，王星华1，何家琳1，王红梅1，孟祥红2,*

(1. 中国海洋大学海洋生命学院，山东 青岛 266003；
2. 中国海洋大学食品科学与工程学院，山东 青岛 266003)

摘 要：以红富士苹果为材料，分别测定不同质量浓度壳寡糖(OCS)对果汁中自由基的清除作用，对超氧化物歧

化酶(SOD)、谷胱甘肽过氧化酶(GSH-Px)、过氧化物酶(POD)、过氧化氢酶(CAT)4种抗氧化酶酶活性和多酚氧化酶

(PPO)酶活性以及与抗氧化有关物质(还原型VC和总酚)含量的影响。结果表明：壳寡糖对果汁中自由基的清除作用

比较明显，尤其在2mg/mL和4mg/mL的质量浓度条件下可以较好的抑制O2
－
·的产生。壳寡糖可以明显提高抗氧化

酶的酶活性，并且降低PPO的酶活性。壳寡糖对果汁中还原型VC和多酚含量的变化无显著性影响。提示壳寡糖可

以提高抗氧化酶的活性，降低果汁中自由基的含量，抑制PPO的酶活性，从而抑制苹果果汁加工中褐变的发生。
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Abstract：The scavenging effect of adding different concentrations of oligochitosans (OCS) on the generation of hydrogen 
peroxide and superoxide radicals in Red Fuji apple juice was measured. Meanwhile, the effect on the activities of antioxidant 
enzymes such as superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), peroxidase (POD), catalase (CAT) and 
polyphenol oxidase (PPO) as well as the contents of antioxidant materials was determined. The results showed that OCS 
had strong scavenging effect on free radicals. OCS had a strong inhibitory effect on the production of superoxide anion free 
radicals, especially at concentrations of 2 mg/mL and 4 mg/mL. Moreover, OCS could delay the decrease of antioxidant 
enzyme activities and inhibit PPO activity. Therefore, OCS can enhance antioxidant enzymes activities, reduce the 
generation of free radicals, inhibit PPO activity, and consequently prevent the browning of apple juice.
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新鲜苹果经过破碎、压榨工序后，很容易发生褐变

现象，影响产品的感官品质、风味和营养价值。其中多

酚氧化酶引起的酶促反应被认为是苹果果汁加工褐变的

主要因素之一。尽管超高压处理、加热或低温贮藏等方

法在一定程度上可抑制褐变发生，但抗坏血酸、半胱氨

酸、尤其是4-己基间苯二酚等化学物质仍然被认为是有

效的抗褐变剂。随着公众对健康意识的增强，化学添加

剂所引起的副作用或食品的安全性已越来越引起关注，

天然抗褐变剂的研发和应用已成为发展趋势。

壳寡糖(oligochitosans，OCS)即β-1,4-寡聚氨基葡萄

糖，是将壳聚糖经生物或化学方法裂解所制备的水溶性

较好、生物活性高的低分子质量产品。目前，壳寡糖不

仅有较大的药理学价值[1-3]，在食品保藏方面应用也较为

广泛，已有研究表明壳寡糖在柑橘、草莓等保藏方面效

果较好[4-6]。壳寡糖及其衍生物的抗氧化性能已有研究报

道[7]，研究者[8-9]证明壳寡糖具有清除自由基、保护机体

免受过氧化损伤等作用，但有关壳寡糖防止果汁褐变机

理尚缺乏明确的认识。壳寡糖防止果汁褐变可能与其直

接清除自由基、提高抗氧化酶体系的活性，维持果汁内

天然抗氧化剂(如VC)的含量以及抑制与褐变有关酶的活
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性有关，本实验将从以上几个方面进行研究，旨在探讨

壳寡糖防止果汁褐变的机理，以期为今后壳寡糖开发为

一种天然防褐变剂提供理论基础。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料与试剂

红富士苹果采自青岛崂山果园；壳寡糖(分子质量

1000u)    大连中科格莱克生物科技有限公司。

硫酸钛、三氯乙酸  国药集团化学试剂有限公

司；2-硫代巴比妥酸(TBA) 上海科丰化学试剂有限公

司；氨水 烟台三和化学试剂有限公司；盐酸羟胺、

α-萘胺 天津市巴斯夫化工有限公司；对氨基苯磺酸 
天津市博迪化工有限公司；5,5’-二硫代-双-(2-硝基苯甲

酸)(DNTB) 北京索莱宝科技有限公司；邻苯二酚、

2,6-二氯靛酚、愈创木酚 天津市科密欧化学试剂有限

公司；超氧化物歧化酶试剂盒 南京建成生物工程研

究所。

1.2 仪器与设备

UV-2802s型紫外-可见分光光度计   尤尼柯(上海)
仪器有限公司；HH-S恒温水浴锅   国胜实验仪器厂；

H2050R-1高速冷冻离心机   长沙湘仪离心机有限公司；

微样移液器 德国Eppendorf 公司；FA/JA电子天平 
上海民桥精密科学仪器有限公司；CJJ-931四联磁力加热

搅拌器、JJ-1电动搅拌机 江苏金坛市金城国胜实验仪

器厂。

1.3 方法

1.3.1 果汁的制备

分别取50mL质量浓度为0、1、2、4mg/mL的壳

寡糖，与50g苹果果肉一起榨汁，经过4层纱布过滤后

8000r/min离心10min，取上清液。于果汁制备0、24、48h
后进行取样测定。实验重复3次，每组实验平行测定3次。

1.3.2 果汁中自由基的测定

1.3.2.1 O2
－
·的测定

参照李忠光等[10]的方法，吸取4mL果汁，加入0.1mL 
10mmol/L盐酸羟胺溶液，摇匀，25℃保温20min。取出后加

入1mL 58mmol/L对氨基苯磺酸溶液和1mL 7mmol/L α-萘胺溶

液，混匀，25℃保温20min，测定530nm波长处吸光度，用

吸光度表示O2
－
·含量，吸光度越大则清除率越小。

1.3.2.2 H2O2的测定

参照Patterson等[11]的方法，在1mL果汁中，依次加

入0.1mL 5%硫酸钛和0.2mL浓氨水，混合。反应液经

1900r/min、4℃离心5min后，留沉淀。用3mL丙酮悬浮沉

淀后，再1900r/min、4℃离心5min，留沉淀。如此反复洗

涤3次后，将沉淀溶于3mL 1mol/L 硫酸中。用分光光度

计测定该溶液在415nm波长处的吸光度，用吸光度表示

H2O2含量，吸光度越大则清除率越小。

1.3.2.3 膜脂过氧化指标丙二醛(malondialdehyde，

MDA)含量的测定 
参照高俊凤[12]的方法，吸取2mL果汁(对照加2mL蒸

馏水)，加入2mL 0.6% TBA溶液，混匀，在试管上加盖

塞，置于沸水浴中煮15min，迅速冷却，以8000r/min离心

15min，取上清液测定510、532、560nm波长处的吸光度。

MDA含量/(mmol/g)＝ mV
VAAA
×

×
−

−
s

t560nm510nm
532nm )

2
(  (1)

式中：A532nm、A510nm、A560nm分别为532、510、560nm
波长处的吸光度；Vt为果汁总体积/mL；Vs为测定用果汁

体积/mL；m为果肉鲜质量/g。
1.3.3 抗氧化酶活性的测定 
1.3.3.1 超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)活
性的测定

采用SOD试剂盒来测定酶活性，酶活性单位(U)为：

在一定条件下，3mL反应液中每分钟抑制氧化型细胞色

素C还原率达50%的酶量。

1.3.3.2 谷胱甘肽过氧化酶(glutathione peroxidase，
GSH-Px)活性的测定

参考Paul等 [13]的方法，取3支试管，1支加入4mL
蒸馏水、1mL 0.1mol/L磷酸缓冲液(pH 7.7)和0.5mL 
4mmol/L DNTB溶液，混匀，以此调零。另2支试管，分

别加入4mL果汁、1mL 0.1mol/L磷酸缓冲液(pH 7.7)后，

向1支试管加入0.5mL 4mmol/L DNTB溶液，另一支试管

中加入0.5mL 0.1mol/L磷酸缓冲液(pH 6.8)。将试管置于

25℃保温10min。迅速测定显色液在波长412nm处的吸光

度，分别记作As和Ac。 GSH-Px活性为25℃条件下每分钟

每毫克蛋白的A412nm变化。

1.3.3.3 过氧化氢酶(catalase，CAT)活性的测定

参考Wang Yousheng等[14]的方法，在0.2mL果汁中加

入2.8mL 40mmol/L的过氧化氢作为底物，10s后用紫外分

光光度计240nm波长处测定2min内吸光度的变化。CAT活
性为25℃条件下每分钟每毫克蛋白的A240nm变化。

1.3.3.4 过氧化物酶(peroxidase，POD)活性的测定

参考张玉荣等[15]的方法，采用愈创木酚法测定。取

分光光度计比色杯1只(光径10mm)，加入1.6mL反应混合

液，1.5mL果汁，用分光光度计测定波长470nm处的吸光

度，每隔1min读数一次。以每分钟内A470nm变化 0.01为一

个POD活性单位(U)。
1.3.4 多酚氧化酶(polyphenol oxidase，PPO)活性的测定

参考李桂琴等[16]的方法，取分光光度计比色杯(光径

10mm)加入1.5mL果汁和1.5mL邻苯二酚，反应120s，用分光

光度计于420nm波长处每10s记录一次吸光度。以每毫升酶

液在1min内使A420nm升高0.001为一个PPO活性单位(U)。
1.3.5 抗氧化物质含量的测定

1.3.5.1 还原型VC质量浓度的测定

参考苑乃香等[17]的方法测定还原型VC的质量浓度。

移取VC标准溶液2mL于锥形瓶中，加入1g/100mL草酸溶

液10mL，3g/100mL的过氧化氢溶液2滴，摇匀，立即用
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2,6-二氯靛酚溶液滴定至由无色变为玫瑰红色，15s内不退

色即为终点。用公式(1)计算2,6-二氯靛酚滴定度。

2

1

V
Vρ

T ×
=     (2)

式中：T为2,6-二氯靛酚滴定度；ρ为抗坏血酸质量

浓度，取0.5mg/mL；V1为抗坏血酸体积/mL；V2为2,6-二
氯靛酚消耗体积/mL。

样品测定：取样品5 m L，置于锥形瓶中，加入

1g/100mL草酸溶液10mL，3g/100mL的过氧化氢溶液2
滴，摇匀，立即用上述配制的2,6-二氯靛酚溶液滴定至由

无色变为玫瑰红色，15s内不退色即为终点。

VC用量/(mg/mL)＝
3V
VT ×

       (3)

式中：V为2,6-二氯靛酚体积/mL；V0为样品体积/mL。
1.3.5.2 总酚含量的测定

采用福林酚法测定总酚含量[18-19]。

标准曲线的绘制： 在7支试管中分别加入100μg/mL
没食子酸0.00、0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、0.30mL和
蒸馏水2.00、1.95、1.90、1.85、1.80、1.75、1.70mL，
然后向各个试管中加入1mL福林酚试剂并摇匀3～4min，
再各加10g/100mL Na2CO3 1mL。25℃恒温水浴2h，在

765nm波长处测吸光度，以总酚含量(以没食子酸计，μg)
对A765nm做标准曲线。

以同样方法测定壳寡糖质量浓度为0、1.0、2.0、
4.0mg/mL的果汁中总酚含量，加入1.0mL果汁、1.0mL
蒸馏水、1.0mL福林酚、1.0mL 10g/100mL Na2CO3，在

765nm波长处测吸光度，通过标准曲线算出果汁中总酚

含量。

1.4 统计分析

所有数据采用SPSS软件进行统计。实验数据通过

ANOVA进行邓肯氏多重差异分析。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 壳寡糖对果汁中自由基的清除能力

由图1a可知，对于不同质量浓度的壳寡糖，在0、24、
48h  O2

－
·水平都是随着时间而呈上升趋势，但随着壳寡

糖质量浓度的升高，O2
－
·水平有所降低，尤其在2mg/mL

和4mg/mL的果汁中O2
－
·水平比空白对照组中的O2

－
·水平

低很多，说明壳寡糖可以明显清除果汁中O2
－
·。由图 1b

可知，在整个贮藏期间对照组果汁中H2O2的含量略有

升高。在4种处理方式下，H2O2均维持在较高水平。在

1mg/mL和2mg/mL的果汁中H2O2的含量有降低，其中

2mg/mL的壳寡糖效果较好，而在4mg/mL的果汁中H2O2

含量与对照组果汁相近。这说明壳寡糖对H2O2有清除作

用，但是清除效果不显著，并且与壳寡糖质量浓度没有

正相关性。
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图 1 不同壳寡糖质量浓度对果汁中O图 1 不同壳寡糖质量浓度对果汁中O2
－
·(a)与H(a)与H2O2 (b)的清除作用 (b)的清除作用

Fig.1 Scavenging effect of OCS at various concentrations on Fig.1 Scavenging effect of OCS at various concentrations on 

superoxide anion and hydroxyl free radicals in apple juicesuperoxide anion and hydroxyl free radicals in apple juice
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图 2 不同壳寡糖质量浓度对果汁中MDA含量的影响图 2 不同壳寡糖质量浓度对果汁中MDA含量的影响

Fig.2 Effect of OCS on MDA content in apple juiceFig.2 Effect of OCS on MDA content in apple juice

MDA的含量可以反映出果汁中质膜脂质被氧化的程

度。由图2可知，在果汁贮藏期间，果汁中的MDA含量

均维持在较高水平。除了对照组之外，其余3组随着时间

延长MDA的含量略有降低。2mg/mL壳寡糖的处理组果

汁中MDA的含量最低，说明壳寡糖在此质量浓度下对果

汁中MDA的产生抑制作用较强，质膜脂质被氧化的程度

较低。因此，在一定质量浓度范围内壳寡糖可以降低质

膜脂质过氧化的程度。

2.2 壳寡糖对果汁中抗氧化酶活性的影响

由图3a可知，果汁在贮藏过程中SOD活性总体呈

下降趋势，但经过壳寡糖处理的果汁中SOD活性下降得

很慢，与对照组相比，壳寡糖处理可延缓果汁中SOD活

性的降低程度，保持较高的SOD活性，壳寡糖质量浓度

间无显著差异。而且壳寡糖对SOD活性的保护具有时效

性，在榨汁过程中加壳寡糖立即就会对SOD起到保护作

用。榨汁后0h时测得壳寡糖处理即可使果汁中SOD的活
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性与对照组相比提高50%左右。结果表明壳寡糖可以有

效的提高SOD活性。
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图 3 不同壳寡糖质量浓度对果汁中SOD(a)、GSH-Px(b)、图 3 不同壳寡糖质量浓度对果汁中SOD(a)、GSH-Px(b)、

CAT (c)、POD(d)活性的影响CAT (c)、POD(d)活性的影响

Fig.3 Effect of OCS on the activities of SOD, GPx, CAT and POD in Fig.3 Effect of OCS on the activities of SOD, GPx, CAT and POD in 

apple juiceapple juice

由图3b可知，在果汁保存期间GSH-Px活性在24h之
前均较高，并且加入壳寡糖的果汁中酶活性比对照组果汁

要强，但是在加入壳寡糖的果汁中48h时酶活性均较低。

说明壳寡糖可以增强GSH-Px活性，但是持久性不强。

CAT催化过氧化氢分解成氧和水，减少果汁中的羟

基，从而延缓果汁褐变的速率。由图 3c可知，在果汁保

存期间CAT活性总体呈上升趋势。在加入壳寡糖的果汁

中，CAT活性均有不同程度的提高，其中1mg/mL的壳寡

糖效果最显著。实验结果说明壳寡糖可以提高CAT活性。

P O D能有效地消除过氧化所产生的活性物质，

防御植物细胞膜过氧化，以降低植物受伤害的程

度。由图3d可知，整个贮藏期间果汁中POD活性基

本呈上升趋势，不同的处理可以不同程度的提高果

汁中P O D的活性，且随着壳寡糖质量浓度的提高，

果汁中P O D活性不断升高，两者之间存在很好的正

相关性。

2.3 壳寡糖对果汁中氧化酶活性的影响
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图 4 不同壳寡糖质量浓度对果汁中PPO催化反应速率的影响图 4 不同壳寡糖质量浓度对果汁中PPO催化反应速率的影响

Fig.4 Effect of OCS on reaction rate catalyzed by PPO in apple juiceFig.4 Effect of OCS on reaction rate catalyzed by PPO in apple juice

由图4可知，0、24、48h时，加壳寡糖后果汁催化

PPO的反应速率明显下降。由于在榨汁时苹果中酶和底

物的区域化分布遭到破坏，氧气大量侵入，PPO迅速与

多酚类底物发生相互作用，而加入壳寡糖处理的果汁在

榨汁时就能显著抑制PPO活性。24h和48h时，壳寡糖处

理对果汁中PPO活性的抑制作用虽然没有0h时明显，但

与对照组相比，PPO活性仍有很大程度的降低。说明壳

寡糖对PPO活性有明显抑制作用。

2.4 壳寡糖对果汁内某些与抗氧化有关物质含量的影响
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图 5 不同壳寡糖质量浓度对果汁中还原型VC含量(a)及总酚含量(b)的图 5 不同壳寡糖质量浓度对果汁中还原型VC含量(a)及总酚含量(b)的

影响影响

Fig.5 Effect of OCS on the contents of vitamin C in the reduced form Fig.5 Effect of OCS on the contents of vitamin C in the reduced form 

and total phenols in apple juiceand total phenols in apple juice
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VC是一种强抗氧化剂，通过氧化自身使氧化型谷胱

甘肽还原为还原型谷胱甘肽，发挥抗氧化性。由图 5a可
知，在果汁贮藏期间，还原型VC含量会随着贮藏时间的

延长而不断下降，且0～24h降低的程度高于24～48h。壳

寡糖的加入对还原型VC含量的变化影响不显著。

果汁混浊的原因与酚类物质有关，混浊果汁中总酚

含量高于正常果汁[20]。由图 5b可知，对照组果汁中总酚

含量先减少后增加。加入壳寡糖的果汁中总酚含量比对

照组果汁中低，但是在3种经过壳寡糖处理的果汁中总酚

含量相差不大。

3 讨 论3 讨 论

PPO在有氧或氧化剂存在的情况下催化多酚类物质

成为O-醌，进而聚合成不溶性的黑色素沉淀被认为是引

起果蔬褐变现象的主要原因[21]。正常果肉组织中由于细

胞的区隔化，PPO的酶促反应不易发生，但在果汁加工

过程中由于机械破碎导致果肉组织细胞结构的破坏和氧

自由基的快速增加，PPO反应急剧发生，导致果汁褐变

和混浊[21-22]。因此，在果汁加工过程中降低氧或氧化剂的

含量和抑制PPO活性是控制酶促褐变现象的有效手段。

壳聚糖控制鲜切苹果果肉和橙汁酶促褐变的现象已有研

究报道[23-24]。本实验发现壳寡糖一方面显著提高了苹果果

汁中抗氧化相关酶SOD、GSH-Px、POD、CAT活性，显

著降低果汁体系中O2
－
·含量，另一方面显著抑制果汁中

PPO活性，上述双重效应可能是其控制苹果果汁褐变的

原因。针对其抑制PPO活性的现象，未来将从酶促反应

动力学的角度开展深入的研究，以期为壳寡糖作为一种

新型防褐变剂的应用提供理论基础。
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