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PPO酶促诱发因素对苹果多酚非酶褐变的影响 
 

易建华，董新玲，朱振宝 

（陕西科技大学生命科学与工程学院，陕西西安 710021） 

摘要：为探究苹果多酚氧化酶(PPO)酶促诱发因素对苹果多酚参与的非酶褐变的影响，以绿原酸和根皮苷为底物，以磷酸缓冲液

为苹果汁模拟体系，通过控制 PPO 酶促诱发条件，进行酶促诱发反应，然后钝化酶，模拟体系于 60 ℃进行非酶聚合反应，每隔 24 h

用色差计测定 L*值、a*值、b*值和 ΔE*值。结果表明，酶促诱发因素对绿原酸和根皮苷参与的非酶褐变的影响存在较大差异。pH 在

3.5~6.0，含有绿原酸和根皮苷的模拟体系，其褐变程度随酶促诱发 pH 升高而增大；酶促诱发温度 20~60 ℃，诱发体系温度对绿原酸

参与的非酶褐变影响不显著，而根皮苷在 40 ℃时褐变程度较大；酶促诱发时间分别为 40 min 和 30 min时绿原酸和根皮苷参与的非

酶褐变程度较大；酶活 14.25~171 U，酶活的增大加速两种多酚参与的非酶褐变。结果同时表明，根皮苷非酶褐变与果汁后浑浊有关，

且较高的 pH、温度、PPO 酶活以及较长的酶促诱发时间加速果汁后浑浊形成。 
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Effect of Polyphenol Oxidase (PPO) Enzymatic Inducing Factors on 

Non-enzymatic Browning of Apple Polyphenols 
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Abstract: In order to study the effects of apple polyphenol oxidase (PPO) enzymatic inducing factors on the non-enzymatic browning of 

apple polyphenols, chlorogenic acid and phlorizin were used as reaction substrates, and phosphate buffer was used as the model apple juice 

system to carry out enzymatic induction under controlled enzymatic induction conditions. Subsequently, the enzyme was deactivated, and the 

non-enzymatic polymerization in the model apple juice system was carried out at 60 ℃; L*, a*, b*, and △E* values were measured using a 

colorimeter every 24 h. The results showed that significant differences were found in the impacts of enzymatic inducing factors on the 

non-enzymatic browning involving chlorogenic acid and phlorizin. In the 3.5~6.0 pH range, the degree of browning in the model juice system 

containing chlorogenic acid and phlorizin increased with increasing pH values. When the temperature of enzymatic induction was between 20 

and 60 ℃, the temperature of the inducing system had no significant effect on the non-enzymatic browning involving chlorogenic acid, while the 

degree of non-enzymatic browning in the model juice using phlorizin was higher at 40 ℃. A higher degree of non-enzymatic browning was 

achieved for the model juice using chlorogenic acid and phlorizin when the durations of enzymatic induction were 40 and 30 min, respectively. 

When the PPO activity was in the range of 14.25~171 U, the increasing enzymatic activity could accelerate the non-enzymatic browning 

involving chlorogenic acid and phlorizin. Meanwhile, the results indicated that non-enzymatic browning involving phlorizin was related to the 

haze occurring in apple juice, and the development of the haze in apple juice could be accelerated by increasing the pH, temperature, PPO 

activities, and duration of enzymatic induction.  
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中国是苹果汁生产和出口大国，但褐变至今是困

扰中国苹果汁加工业的主要质量问题，也是果蔬加工

业普遍存在的四大关键性技术难题之一[1]。果汁褐变 
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严重影响产品的质量，降低了果汁市场竞争力，成为

我国苹果汁出口的障碍之一
[2]
。因此，如何控制褐变，

提高苹果汁品质，对提升我国苹果汁市场竞争力，具

有极为重要的意义。 

苹果汁褐变包括酶促褐变和非酶褐变[3]。酶促褐

变是苹果汁加工过程中主要褐变形式，有关其反应机

制已得到广泛研究[4]。苹果汁非酶褐变包括多酚氧化

聚合反应、美拉德反应、焦糖化反应和抗坏血酸氧化
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分解，其中美拉德反应和多酚氧化聚合是苹果汁非酶

褐变的主要因素[5~6]。近年来，美拉德反应对果汁褐变

影响的研究已比较深入，而多酚氧化聚合导致果汁非

酶褐变的机理目前尚未明晰。 

苹果中的多酚物质主要有五类：黄烷-3-醇类（儿

茶素或表儿茶素单体、原花青素）、羟基肉桂酸类（绿

原酸、对香豆酸）、二氢查尔酮类（根皮苷、木糖根皮

苷）、花青素类（矢车菊 3-O-半乳糖苷），类黄酮（槲

皮苷、芦丁等）[7~8]。以往的研究指出，多酚物质既参

与酶促褐变，又参与非酶褐变[9]。关于多酚物质对果

汁褐变的影响，目前的研究主要集中于多酚参与酶促

褐变，研究表明，多酚物质的种类，底物浓度，体系

温度，pH以及多酚氧化酶活性等因素与果汁褐变程度

密切相关
[4, 10~12]

；而有关多酚参与的非酶褐变研究却

是初步的。长期以来，人们认识到在未受损伤的苹果

细胞中，多酚和多酚氧化酶(PPO)被分隔在不同细胞器

内，酚类和醌类物质之间氧化与还原作用呈相对平衡

状态，榨汁以后，酚与醌类化合物之间的动态平衡被

破坏，氧化过程占主导地位，多酚类物质被氧化成邻

醌[13~14]。而当具有高度氧化活性的邻醌形成以后，无

需 PPO 作用，即可以在一定的外界条件下，通过醌类

的氧化还原反应，诱发多酚物质发生非酶聚合，形成

褐色聚合物，从而导致果汁褐变，因此，PPO 酶促诱

发形成的邻醌是多酚参与非酶褐变的中间物质，而关

于酶促诱发多酚聚合引发的果汁非酶褐变，目前尚无

研究报道。 

我们前期研究发现，PPO 酶促诱发儿茶素对模拟

苹果汁非酶褐变有影响，基于此，本研究以绿原酸和

根皮苷为多酚底物，研究酶促诱发因素对非酶褐变的

影响，为有效控制苹果汁褐变提供理论依据。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料与仪器 

1.1.1  材料 

市售新鲜富士苹果（无破损，成熟度、大小、颜

色尽量一致）。 

1.1.2  试剂 

绿原酸(C16H18O9)和根皮苷(C12H24O10·2H2O)，纯

度均为 80%，西安楚康责任有限公司；柠檬酸、磷酸

氢二钠、邻苯二酚、乙醇，分析纯，天津市科密欧化

学试剂有限公司；丙酮，分析纯，西安化学试剂厂；

吐温 80，化学纯，天津市天力化学试剂有限公司，牛

血清蛋白（BSA Purity≧98~99%）、考马斯亮兰 G250，

北京爱普华美生物科技有限公司。 

1.1.3  主要仪器和设备 

UV759S 型紫外可见分光光度计，上海荆和分析

仪器有限公司；501A型超级恒温器，上海实验仪器厂

有限公司；ALPHA1-2/LD-2 型冷冻干燥机，德国

Martin Christ公司；PB-10 型精密酸度计、BS323S-电

子天平，赛多利斯科学仪器，北京有限公司；CM-5

型色差仪，日本 Minolta 公司；电热恒温鼓风干燥箱，

上海跃进医疗器械有限公司；漩涡混合器，海门市其

林贝儿仪器制造有限公司；84-1 型磁力搅拌器，上海

梅颖浦仪器仪表制造有限公司；KQ5200DE型数控超

声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；JYL-C020

型九阳料理机，山东九阳股份有限公司；  

1.2  实验方法 

1.2.1  PPO 的提取及酶活测定 

1.2.1.1  PPO 的提取 

参考文献 10 和 15 的方法有所改动，具体方法为，

苹果洗净后于 4 ℃预冷，去皮后取果肉250 g，立即加

入冷冻丙酮(-20 ℃) 500 mL，用高速组织捣碎机匀浆 3 

min；用布氏漏斗抽滤，滤饼用 200 mL冷冻丙酮溶解

再次提取抽滤，滤饼真空冷冻干燥24 h，即得PPO 丙

酮粉，4 ℃下保存待用。 

称取丙酮粉1 g，溶于 100 mL含 1%吐温 80的 pH 

6.8 的预冷(4 ℃)磷酸盐缓冲溶液，用磁力搅拌器搅拌

3 min，12000 r/min 冷冻离心 25 min，上清液过滤，即

得苹果PPO 粗酶液，粗酶液现用现配[4, 10, 15]。 

1.2.1.2  PPO 活性测定 

比色皿中加入 2.5 mL pH为 6.8 的磷酸缓冲液，

0.1 mL的粗酶液，以及 1 mL 0.2 M 的邻苯二酚溶液，

立即计时测定 A420，连续测定 3 min。以时间为横坐

标，吸光值为纵坐标，做曲线的直线段部分的斜率，

计算酶活，即 ΔOD/Δt。一个酶活力单位是吸光值每

分钟增加 0.001 所需要的酶量，测得提取的苹果多酚

氧化酶酶活为 28.5 U/mL。 

1.2.2  酶蛋白含量的测定 

考马斯亮蓝法[16]。蛋白质含量测定标准曲线方程

为 5247.00088.0y  x ，R
2
=0.9997，测得提取的苹

果多酚氧化酶的蛋白质含量为 40.25 μg/mL。 

1.2.3  PPO 酶促诱发体系 pH 对多酚非酶褐变

的影响 

室温下（20 ℃），用不同 pH 的磷酸-柠檬酸缓冲

液配置 1 mM 绿原酸和根皮苷溶液 100 mL于失口瓶

中，加入 4 mL PPO（酶活 28.5 U/mL，蛋白质含量 40.25 

μg/mL）后开始计时，30 min后于95 ℃水浴灭酶5 min，

迅速冷却，测得 L0
*值、a0

*值、b0
*值，记为反应 0 d
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的色值，然后将反应体系调整至 pH 5.0，拧紧瓶盖以

防止溶液蒸发，置于 60 ℃恒温鼓风干燥箱内，每隔 1 

d 测定 Lt
*
值、at

*
值、bt

*
值和总色差 ΔE

*
值，连续测一

周，通过色值的变化，研究 PPO酶促诱发体系 pH对

多酚参与的非酶褐变的影响。 

1.2.4  PPO 酶促诱发体系温度对多酚非酶褐变

的影响 

室温下，配制含 1 mM 绿原酸和根皮苷的磷酸缓

冲液（pH 5.0）各100 mL，将溶液置于 20、30、40、

50、60 ℃超级恒温器后，加入 4 mL PPO（酶活 28.5 

U/mL，蛋白质含量 40.25 μg/mL）开始计时，其他方

法同 1.2.3，研究酶促诱发体系温度对非酶褐变的影

响。 

1.2.5  PPO 酶促诱发时间对非酶褐变的影响 

室温下，底物溶液配置同 1.2.3，加入4 mL PPO

（酶活 28.5 U/mL，蛋白质含量 40.25 μg/mL）开始计

时，分别在室温下反应 5、10、20、30、40 min 后立

即灭酶，其他方法同 1.2.3。 

1.2.6  PPO 酶活对多酚参与的非酶褐变的影响 

反应体系酶活分别为 14.25、28.5、57、114、171 

U，控制反应体系 pH为 5.0，绿原酸和根皮苷浓度为

1 mM，其他方法同 1.2.3。 

1.3  测定方法 

本实验采用CM-5型分光测色仪测定模拟体系色差

的变化，测色仪选用D75光源和10
o观察者角度，分别

测定模拟体系的色值：L
*值（亮度）、a

*值（红度）、b
*

值（黄度）和ΔE
*值（总色差） [3, 17~19]。∆E

*
=[(Lt

*
 

-L0
*
)
2
+(at

*
-a0

*
)
2
+(bt

*
-b0

*
)

2
]
1/2（L0

*、a0
*、b0

*为空白对照所

测值，Lt
*
、bt

*
、at

*
为每1 d所测值）。 

1.4  数据处理方法 

每个处理重复 3 次，每个样品重复测定 3 次，取

平均值，数据结果以均值±标准差(x±SD)表示，采用

GraphPad.Prism.v5.0软件绘图，并运用SPSS14.0软件

One-Way ANOVA对 ΔE*进行显著性检验（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  PPO 酶促诱发体系 pH 对多酚非酶褐变的

影响 

L
*值、a

*值、b
*值、ΔE

*值分别为果汁的亮度、红

度、黄度和总色差；四个参数具有一定的依赖性，一

般随着果汁的褐变，其 L
*值（亮度）减低、a

*值（红

度）升高、b
*值（黄度）升高、ΔE

*值（总色差）增大；

当趋势不一致时，以 ΔE
*值为主要依据。 

 

 

 

 

图 1 酶促诱发体系 pH对绿原酸非酶褐变的影响 

Fig.1 Effects of the pH values of the enzymatic inducing system on 

non-enzymatic browning involving chlorogenic acid 

图 1、2 分别为酶促诱发体系 pH对绿原酸和根皮

苷参与的非酶褐变的影响。根据总色差 ΔE
*（图 1d、

2d），酶促诱发体系 pH对上述两种多酚参与的非酶褐

变影响较大，其中体系 pH 对根皮苷参与非酶褐变影
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响显著大于绿原酸参与的褐变（p<0.05）。 

 

 

 

 

图 2 酶促诱发体系 pH对根皮苷非酶褐变的影响 

Fig.2 Effects of pH values of the enzymatic inducing system on 

non-enzymatic browning involving phlorizin 

从图 1a 可以看出，随着储藏时间的延长，果汁的

L
*值均出现下降趋势，颜色变暗，这与赵光远[20]等研

究的苹果汁 L
*值随储存时间的延长而降低的变化趋

势基本一致。图 1a 同时表明，贮藏时间相同，体系

L
*值随着酶促诱发 pH 增大而显著降低（p<0.05)，且

诱发体系 pH 越大，模拟果汁体系应速率越大，L
*值

下降趋势越明显，表明果汁褐变越严重。由图 1b~1d

同时可以看出，随着诱发体系 pH 升高以及贮藏时间

的延长，模拟果汁 a
*值、b

*值和 ΔE
*值明显增大，进

一步说明褐变加剧。可见，绿原酸参与的非酶褐变与

PPO 酶促诱发体系 pH 有关，表现为 pH 越大，褐变

越严重，且褐变程度随非酶褐变时间（即果汁贮藏时

间）的延长而增大。 

根据图 2d总色差ΔE
*变化，诱发体系 pH对含根

皮苷模拟体系褐变的影响有别于绿原酸体系。pH 

3.5~4.0，模拟果汁褐变程度随着酶促诱发体系 pH 的

增大而增大，但褐变程度不显著（p>0.05)；随着 pH

进一步增大，褐变程度显著增大（p<0.05）。对比图 1、

2 同时发现，酶促诱发体系pH对根皮苷和绿原酸体系

L
*、a

*、b
*的影响也存在较大差异：诱发体系pH较高

时（pH≥5.0），在非酶褐变后期（贮藏大约 3~4 d后），

含根皮苷模拟体系的色值（L
*、a

*、b
*）与非酶反应

时间（储藏时间）的拟合曲线出现拐点，色值的变化

趋势与前期相反，而含绿原酸体系尚无拐点出现。在

实验过程中，我们同时观察到诱发体系 pH 5.0~6.0，

含根皮苷模拟体系，其反应液底部有褐色沉淀产生，

这与仇农学等[21]描述的多酚导致果汁在贮藏过程中

产生后浑浊的现象相一致。可见，在根皮苷模拟体系

中，随着褐变的进行，褐变产物进一步聚合产生沉淀，

从而引起 L
*值升高以及 b

*、ΔE
*值降低。另外，对比

图 1b、2b，pH 3.5，绿原酸体系 a
*为负值，体系为绿

色，此时，体系反应速率（即曲线斜率）较低，pH 

4.0~6.0，a
*为正值，体系为红色，体系反应速率随 pH

升高而增大；诱发 pH 3.5~6.0，含根皮苷体系 a
*一直

是负值，表明体系为绿色，且随 pH 增大，体系反应

速率增大，表明体系褐变程度增大，体系绿色加深，

当 pH≥5.0，非酶褐变产物由于发生沉淀导致 a
*
值上

升。可以推断，PPO 酶促诱发下绿原酸与根皮苷参与

的非酶褐变形成的产物在结构上有较大差别，导致果

汁色值存在较大差异。本研究同时表明，通过控制果

汁体系 pH，可以在一定程度内达到控制多酚参与非酶

酶促褐变的目的，同时可以抑制果汁后浑浊的产生。 

2.2  PPO 酶促诱发体系温度对多酚非酶褐变

的影响 

图 3、4 是酶促诱发体系温度对绿原酸、根皮苷

非酶褐变的影响。对比图 3d、4d总色差ΔE
*，酶促诱

发体系温度对绿原酸参与的非酶褐变无显著性影响，

但对根皮苷参与的非酶褐变影响显著（p<0.05）。 
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图 3 酶促诱发体系温度对绿原酸非酶褐变的影响 

Fig.3 Effects of the temperature of the enzymatic inducing 

system on non-enzymatic browning involving chlorogenic acid 

由图 3a~d 可知，随着非酶褐变时间的延长，模拟

果汁 L
*
值降低，a

*
、b

*
和 ΔE

*
值增大，表明褐变程度

增大，与上述研究结果相一致。而我们前期研究发现，

在一定温度范围内（20~60 ℃），PPO 作用绿原酸发生

的酶促褐变与温度呈正相关[10]。这说明绿原酸参与的

酶促褐变与非酶褐变的特性存在很大差异，其机理尚

需进一步研究。 

 

 

 

 

图 4 酶促诱发体系温度对根皮苷非酶褐变的影响 

Fig.4 Effects of enzymatic inducing temperature on non-enzymatic 

browning of phlorizin 

图 4 表明，根皮苷参与的非酶褐变，其褐变程度

随温度的升高呈现先增大后减小的趋势，当温度为

40 ℃时，褐变程度较大；反应后期，L
*、a

*值略有增

大，而 b
*、ΔE

*值略微下降，该研究结果与 2.1 相一致，

说明根皮苷参与的非酶褐变产物发生聚合而沉淀。图
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3、4 说明，由于酶促诱发温度对苹果多酚参与的非酶

褐变影响不同，从而导致对果汁的色值影响存在较大

差异。 

 

 

 

 

图 5 酶促诱发体系时间对绿原酸非酶褐变的影响 

Fig.5 Effects of the duration of enzymatic induction on 

non-enzymatic browning involving chlorogenic acid 

2.3  PPO 酶促诱发时间对多酚非酶褐变的影 

 

响 

 

 

 

 

图 6 酶促诱发体系时间对根皮苷非酶褐变的影响 

Fig.6 Effects of the duration of enzymatic induction on 

non-enzymatic browning involving phlorizin 

酶促诱发时间对模拟体系非酶褐变的影响如图

5、6 所示。根据总色差 ΔE
*，诱发时间对含绿原酸体

系的非酶褐变影响较小，而对根皮苷体系褐变影响显 
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著（p<0.05）。由图 5可知，含绿原酸模拟体系，褐变

随酶促诱发时间的延长而增大（L
*减小，a

*、b
*和 ΔE

*

增大）；且诱发时间 40 min，褐变程度较大；由图 6

可知，酶促诱发时间的延长同样影响含根皮苷模拟果

汁的褐变，表现为 L
*
值降低以及 b

*
和 ΔE

*
值增大；诱

发时间≥30 min，L
*值反而增大，对应的 b

*和 ΔE
*值降

低，这可能是由于聚合产物产生沉淀所致。此结果进

一步说明，在 PPO 作用下，诱发多酚产生高度氧化活

性的邻醌物质，邻醌一旦形成，后续反应无需PPO 作

用，即可以在一定的外界条件下，诱发多酚物质发生

非酶聚合，形成褐色聚合物，导致果汁褐变。 

2.4  PPO 酶活对多酚非酶褐变的影响 

PPO酶活对含绿原酸以及根皮苷模拟体系非酶褐

变的影响分别如图 7、8 所示。根据总色差 ΔE
*，酶活

同时影响着两种苹果多酚参与的非酶褐变，且酶活对

含根皮苷模拟体系褐变影响显著大于含绿原酸模拟体

系（p<0.05）。 

 

 

 

 

图 7 酶促诱发体系酶活对绿原酸非酶褐变的影响 

Fig.7 Effects of the PPO activity of the enzymatic inducing system 

on non-enzymatic browning involving chlorogenic acid 

对于含绿原酸模拟体系，褐变程度随着酶活的增

加而增大，表现为 L
*
值降低，a

*
、b

*
和 ΔE

*
值增大。

对于根皮苷的模拟体系，酶活为 14.25~57 U，褐变程

度随着酶活的增加而增大；酶活 114~171 U，储藏前

期 L
*值下降，b

*和ΔE
*值上升；后期（2~3 d 后），色

值变化出现拐点，表现为 L
*、a

*值升高，对应的 b
*和

ΔE
*值降低，如前论述，这可能是由于根皮苷非酶聚

合，其聚合自身或与体系蛋白质（如 PPO）相互作用，

产生沉淀，导致体系色值的变化。该研究结果进一步

说明根皮苷与果汁贮藏过程中发生的后浑浊有关，此

结论与孙海峰
[22]
、刘金豹

[12]
等研究的酚类物质与果汁

中的蛋白质结合，形成大分子的聚合物，从而使苹果

汁产生沉淀的结论相一致。 

3  结论 

3.1  PPO 酶促诱发因素（pH、温度、时间、加酶量）

对绿原酸参与的非酶褐变有不同程度的影响，其中，

pH3.5，模拟果汁褐变缓慢，随着酶促诱发体系 pH增

大，褐变加快；酶促诱发温度20~60 ℃，诱发体系温

度对绿原酸参与的非酶褐变无显著性影响；酶促诱发

时间 40 min，褐变程度较大；绿原酸参与的非酶褐变

与酶促诱发体系酶活呈正相关，随着酶活的增大，褐

变反应加快。 

3.2  PPO 酶促诱发因素同样对根皮苷参与的非酶褐

变产生影响，但与含有绿原酸模拟果汁体系存在较大

差异。pH3.5~4.0，模拟果汁褐变缓慢，随着酶促诱发

体系 pH 增大，褐变显著加快，pH5.0~6.0，在反应后

期，体系出现有色沉淀物；酶促诱发温度 40 ℃，褐

变程度较大；酶促诱发时间由 5 min 增至 30 min，褐

变加快，酶促诱发时间进一步延长导致反应后期模拟

体系出现有色沉淀物；根皮苷参与的非酶褐变与酶促

诱发体系酶活也呈正相关，且酶活≥114 U，模拟果汁

在贮藏后期出现沉淀物。 
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3.3  苹果汁后浑浊与根皮苷参与的非酶褐变相关，且

较高的 pH、温度、PPO 含量以及较长的酶促诱发时

间加速果汁后浑浊形成。 

 

 

 

 

图 8 酶促诱发体系酶活对根皮苷非酶褐变的影响 

Fig.8 Effects of the PPO activity of the enzymatic inducing system 

on non-enzymatic browning involving phlorizin 
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