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芋头多酚氧化酶的酶学性质研究 
 

李利华 

（陕西理工学院化学与环境科学学院，陕西汉中 723000） 

摘要：以邻苯二酚为底物，采用分光光度法研究了芋头多酚氧化酶(PPO)的酶学特性。结果表明：芋头 PPO 的最适温度 pH 为

7.5，最适温度为 40 ℃；90 ℃高温处理 2 min，可使酶完全失活；PPO 催化的酶促褐变反应符合米氏动力学方程，相应动力学参数

Km=0.0221 mol/L，Vmax=46.08 U/min；4种抑制剂对PPO 活性均有不同程度的抑制作用，抑制效果由强到弱顺序为：抗坏血酸>亚硫

酸氢钠>L-半胱氨酸>柠檬酸；金属离子 Sn2+对PPO 活性具有较强的抑制作用，A13+、Cu2+、Mg2+、Ca2+和Co2+对 PPO 活性有一定的

抑制作用，Zn2+对 PPO 活性具有激活作用，Fe3+、Fe2+和Mn2+对 PPO 活性几乎没有影响。 
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Enzymatic Properties of Taro Polyphenol Oxidase  
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Abstract: Enzymological characterization of polyphenol oxidase (PPO) from taro was investigated using catechol as reaction substrate. 

The results showed that the optimal pH and temperature for this enzyme were 7.5 and 40 ℃, respectively. The total enzyme activity was almost 

lost after thermal treatment at 90 ℃for 2 min. The kinetics of PPO reaction was in accord with the Michaelis-menten equation, with Km and 

Vmax values of 0.0221 mol/L and 46.08 U/min, respectively. Four kinds of inhibitors had different effect on PPO with their inhibition effect order 

being of ascorbic acid>NaHSO3>L-Cysteine>citric acid. Mental ion of Sn2+ showed strong inhibitory effect on the enzyme. A13+, Cu2+, Mg2+, 

Ca2+ and Co2+ had certain inhibitory effects on the enzyme. The inhibition effects of Fe3+, Fe2+ and Mn2+ on enzyme were not significant. In 

addition, the enzyme can be activated by Zn2+. 
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芋头（Colocasia esculenta（L.）schott），英文名

Taro，又称芋艿，属南星科多年生草本植物芋的地下

块茎，是一些热带或亚热带地区人们的主要食品。芋

头性甘辛、性平，生则有毒，入肠胃经，具有益胃宽

肠、通便解毒、补中益肝肾、消肿止痛等功效，具有

极高的食用价值和保健作用，深受人们的喜爱[1~2]。然

而，芋头组织中含有多酚氧化酶(PPO)，在加工过程中

极易发生酶促褐变，褐变不仅影响产品外观品质，而

且严重影响其商品价值，制约芋头的加工业发展。因

此，褐变是芋头类深加工过程中亟待解决的一个问题。

目前，国内外有关果蔬类多酚氧化酶的研究报道较多，

已有研究表明[3~6]：果蔬种类、品种不同，其 PPO 的

性质不尽相同，有的甚至相差很大。而有关芋头中多

酚氧化酶酶学特性的研究报道较少[7~8]，以致对该酶的

性质尚有不明之处，对控制该果实的酶褐变缺乏理论

依据和理想的方法。本实验以芋头为原料，研究芋头 
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中PPO的酶学特性，旨在为鲜切芋头的深加工、贮藏

保鲜中防止褐变提供理论依据。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂及仪器 

芋头：采挖于汉中郊区菜园（新鲜、组织完整、

无机械损伤），贮存于4 ℃备用；柠檬酸、磷酸氢二钠、

邻苯二酚、抗坏血酸、L-半胱氨酸、亚硫酸氢钠等均

为国产分析纯；TU-1810紫外-可见分光光度计，北京

普析通用仪器有限公司；GR-200型电子天平，日本A

＆D公司；TDL-5通用台式离心机，上海安亭科学仪

器厂；TGL-16M台式高速冷冻离心机 长沙湘仪离心

机有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  PPO粗酶液的提取 

新鲜芋头洗净、去皮，称取20.0 g置于研钵中，加

入预冷的pH=6.8柠檬酸-磷酸盐缓冲液80 mL和少许

石英砂，冰浴研磨匀浆，4 ℃条件下浸提20 min，然

后在高速冷冻离心机中离心，10000 r/min、25 min，
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取上清液即为粗酶液，置冰浴中备用。 

1.2.2  PPO活性测定 

参照文献方法[9]并稍作修改。取pH 6.8的磷酸盐缓

冲溶液3.5 mL，0.1 mol/L邻苯二酚1.0 mL，摇匀，30 ℃

水浴中预热5 min，取出后迅速加入芋头PPO粗酶液0.5 

mL，摇匀，在420 nm波长下每30 s记录一次吸光度随

时间的变化。一个相对酶活性单位（U）定义为：在

上述测定条件下，每分钟引起吸光度改变0.001单位所

需酶量[10]。 

1.2.3  PPO最适pH的测定 

分别配置不同 pH值（3.0~9.0）的磷酸盐缓冲液，

酶反应液组成和酶活力测定条件同“1.2.2”，确定芋

头 PPO 作用的最适 pH条件。 

1.2.4  PPO最适温度的测定 

取最适 pH 条件下磷酸盐缓冲溶液 3.5 mL和 0.1 

mol·L-1 邻苯二酚溶液1.0 mL，混匀，分别在不同温度

（20~80 ℃）的水浴中保温 5 min，取出后迅速加入

PPO 粗酶液 0.5 mL，按照“1.2.2”的方法测定 PPO

的活力，确定 PPO 作用的最适温度。 

1.2.5  PPO的热稳定性 

取最适 pH条件下磷酸盐缓冲溶液3.5 mL与PPO

粗酶液 0.5 mL混合，分别在不同温度(70~90 ℃)水浴

中保温 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 min，冷却到室温

后，迅速加入 0.1 mol/L邻苯二酚溶液 1.0 mL，按照

“1.2.2”的方法测定 PPO 的残余酶活力。 

1.2.6  底物浓度与 PPO 活性的关系 

分别以浓度为0.02、0.04、0.06、0.08、0.1 mol/L

的邻苯二酚作为底物，在最适pH条件下按照“1.2.2”

的方法测定PPO的活力，确定PPO作用的最适底物浓

度。根据Linewear-Burk双倒数作图法求得米氏常数Km

和最大反应速率Vmax。 

1.2.7  抑制剂对 PPO 活性的影响 

用最适 pH 值的磷酸盐缓冲溶液配制不同浓度的

抗坏血酸、L-半胱氨酸、亚硫酸氢钠、柠檬酸溶液，

依次加入最适 pH条件下的磷酸盐缓冲溶液 3.5 mL、

0.1 mol/L 邻苯二酚溶液 1.0 mL、各不同浓度抑制剂

0.5 mL和 PPO 粗酶液 0.5 mL，按照“1.2.2”的方法

测定 PPO 活力。以不加抑制剂所测酶活力为 100%，

计算 PPO 相对酶活。 

1.2.8  金属离子对 PPO 活性的影响 

分别配制0.5 mmol/L的MgCl2、MnSO4、ZnSO4、

CaCl2、CuCl2、CoCl2、FeSO4、FeCl3、SnCl2、AlCl3，

测定时依次加入最适pH条件下的磷酸盐缓冲溶液3.5 

mL、0.1 mol/L 邻苯二酚溶液1.0 mL、各不同浓度抑

制剂0.5 mL和PPO粗酶液0.5 mL，按照“1.2.2”的方

法测定PPO活力。以不加抑制剂所测酶活力为100%，

计算PPO相对酶活。 

1.2.9  数据统计与分析 

利用Excel 2007统计分析所有数据，计算标准偏

差并制图，结果均平行测定3次。 

2  结果与讨论 

2.1  芋头PPO的反应进程 

 
图 1 芋头 PPO 的反应进程曲线 

Fig.1 Enzymatic reaction curve of PPO from taro 

由图1可知，在反应最初始2 min内吸光度值几乎

成线性增加，说明芋头PPO酶促褐变反应速度较快，

产物生成量与时间呈正比关系，随着时间的延长，曲

线斜率逐渐降低并趋于平坦，这可能与酶作用底物的

消耗和产物的积累对酶的抑制有关。为了正确测定酶

促反应速度并避免各种因素的干扰，本实验确定在2 

min内测定酶活有实际意义。 

2.2  pH值对 PPO 活性的影响 

 
图 2 pH 值对芋头 PPO 活力的影响 

Fig.2 Effect of pH on the activity of taro PPO 

由图2可知，芋头PPO的酶活最适pH为7.5，但在

pH=4.5附近还有一个小峰，这表明芋头PPO中可能存

在着PPO的同工酶[11]，这与王佳宏等[7]的研究结果一

致；当pH≤3.5或pH≤8.5时，PPO已基本失活。这是由

于PPO是含铜蛋白质，PPO的活性与酸碱性密切相关

的，在pH小于3的酸性环境中，酶中的铜被解离出来，

使酶失活；而在pH大于8.5的碱性环境下，铜会解离成
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氢氧化铜，使酶失活[12]，所以通过调节pH可以有效防

止褐变。 

2.3  温度对 PPO 活力的影响 

 
图 3 温度对芋头 PPO 活力的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the activity of taro PPO 

由图3可知，在20~40 ℃范围内，酶活随温度的升

高而逐渐增强，当温度40 ℃时酶活力达最大值，由此

可见芋头PPO反应的最适温度为40 ℃。随着温度的继

续升高，酶活力开始迅速下降；当温度升高到80 ℃时，

PPO基本失活，酶活力仅为40 ℃的14.29%，这可能与

温度升高使酶蛋白发生变性有关。 

2.4  PPO的热稳定性 

 
图 4 热处理对芋头多酚氧化酶 PPO 活力的影响 

Fig.4 Effect of heat treatment on the activity of taro PPO 

由 4 可知，在 70~90 ℃的高温条件下，随着时间

的延长，PPO酶活力均呈下降趋势，且温度越高，对

酶破坏作用越大；70~75 ℃热处理 3 min，PPO 相对酶

活力为 8.89~11.11%之间，80~85 ℃处理 2.0 min，PPO

相对酶活力仅为 4.44%左右，而 90 ℃处理2.0 min，

PPO 几乎完全失活。所以可以采用热处理的方法来抑

制芋头PPO 酶活，但若热处理方法不当，会影响芋头

的品质。 

2.5  底物浓度对PPO活性的影响 

图5是邻苯二酚底物浓度[S]对芋头PPO酶活力的

影响。由图5可知，当底物浓度[S]在0.02~0.08 mol/L

时，酶活力随底物浓度增加而显著上升。随着[S]的进

一步增大，酶活力增加幅度逐渐趋于平缓，且在底物

浓度为0.10 mol/L时达到酶活力达最大值，浓度再增加

反而酶活力略有下降，这可能是PPO有效活性被结合

后产生的抑制效果，符合典型的酶反应特征，因此底

物浓度与PPO活性的关系遵循Michealis-Menten的酶

促动力学。根据Lineweaver-Burk方程，以1/[S]为横坐

标，1/V为纵坐标作图，见图6，求得米氏常数

Km=0.0221 mol/L，最大反应速率Vmax=46.08 U/min。 

 
图 5 底物浓度对芋头 PPO 活力的影响 

Fig.5 Effect of substrate concentration on the activity of taro 

PPO 

 
图 6 芋头 PPO的 Lineweaver-Burk图 

Fig.6 Lineweaver-Burk plot of enzyme-catalyzed reaction of 

taro PPO 

2.6  抑制剂对PPO活性的影响 

2.6.1 亚硫酸氢钠和抗坏血酸对酶活性的影响 

 
图 7 亚硫酸氢钠和抗坏血酸对芋头 PPO 活力的影响 

Fig.7 Effect of NaHSO3 and ascorbic acid on the activity of taro 

PPO 
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由图7可知，随着亚硫酸氢钠和抗坏血酸浓度的增

加，芋头PPO活性显著降低，说明抑制剂的抑制效果

与酶液用量呈量效关系，且当亚硫酸氢钠和抗坏血酸

浓度达到0.014%时，PPO残余酶活分别为：11.76%和

8.51%，由此可见两种抑制剂对芋头PPO酶活均有较强

的抑制作用，且抗坏血酸的抑制效果强于亚硫酸氢钠。 

2.6.2  L-半胱氨酸对酶活性的影响 

 
图8 L-半胱氨酸对芋头PPO活力的影响 

Fig.8 Effect of L-Cysteine on the activity of taro PPO 

由图8可知，芋头PPO酶活随着L-半胱氨酸浓度的

增加而逐渐降低，当L-半胱氨酸浓度达0.35%时，PPO

残留相对酶活仅为16.67%，说明L-半胱氨酸对杏鲍菇

PPO酶活具有一定的抑制作用。 

2.6.3  柠檬酸对酶活性的影响 

 
图 9 柠檬酸对芋头 PPO活力的影响 

Fig.9 Effect of citric acid on the activity of taro PPO 

由图9可以看出，随着柠檬酸浓度的增大，对PPO

的抑制作用也随之增大，柠檬酸浓度为1.0%时，PPO

相对酶活力仅为15.76%，这说明高浓度的柠檬酸对酶

促褐变具有一定的抑制作用，原因可能是高浓度的柠

檬酸使体系pH降低，从而使PPO活性降低。 

由于不同抑制剂抑制PPO酶促褐变的机理不同，

以上四种抑制剂对芋头PPO酶活的抑制能力由强到弱

依次为：抗坏血酸>NaHSO3>L-半胱氨酸>柠檬酸。 

2.7  金属离子对酶活性的影响 

 

图 10 金属离子对芋头 PPO 活力的影响 

Fig.10 Effect of Metal ions on the activity of taro PPO 

由如图 10 可看出，金属离子 Sn2+对芋头 PPO 酶

活具有强烈的抑制作用，可使 PPO 酶活降至 4.7%，

其次是 A13+和 Cu2+，可使芋头 PPO 酶活降至 70%左

右，金属离子 Mg2+、Ca2+和 Co2+可使芋头 PPO 酶活

降至 80%左右，金属离子 Fe3+、Fe2+、Mn2+对芋头PPO

酶活几乎没有影响，而 Zn2+对芋头 PPO 的酶活力具有

激活作用。 

3  结论 

3.1  芋头PPO最适pH为7.5，但在pH为4.5处有一小

峰，这与王佳宏的研究结果一致，表明芋头中可能存

在同工酶。芋头PPO最适温度为40 ℃，当温度高于

60 ℃时，PPO的相对酶活较低。芋头PPO热稳定性较

差，在90 ℃高处理2.0 min，PPO几乎完全失活。 

3.2  PPO酶促褐变反应动力学符合米氏方程所描述

的单底物酶促反应动力学，以邻苯二酚为底物的最大

反应速度Vmax= 46.08 U/min，Km= 0.0221 mol/L。 

3.3  四种不同抑制剂NaHSO3、抗坏血酸、L-半胱氨

酸和柠檬酸均能抑制芋头PPO酶活力，各抑制剂抑制

能力由强到弱依次为：抗坏血酸>NaHSO3>L-半胱氨

酸>柠檬酸。 

3.4  各金属离子对芋头PPO酶促褐变的影响为：Sn2+

对芋头PPO的酶活力具有较强的抑制作用，Cu2+、

Ca2+、Co2+、Mg2+和A13+对芋头的酶活力有一定抑制

作用，Zn2+对芋头PPO的酶活力具有一定的激活作用，

Fe3+、Fe2+和Mn2+对芋头的酶活力几乎没有作用。 
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