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山楂多酚氧化酶的酶学特性研究 
 

李利华，刘军海 

（陕西理工学院化学与环境科学学院，陕西汉中 723000） 

摘要：研究山楂多酚氧化酶（PPO）的酶学特性。采用分光光度法测定 PPO 的酶活性，考察底物特异性、pH 值、温度、热稳

定性、底物浓度、金属离子以及抑制剂对 PPO 酶活性的影响。实验结果表明，山楂 PPO 的最适底物为邻苯二酚；最适 pH 值为 6.5；

最适温度为 40 ℃；90 ℃热处理 1.0 min 或 85 ℃处理 1.5 min PPO 酶活基本完全丧失；山楂 PPO 最适底物浓度为 0.10 mol/L，PPO

酶促褐变反应动力学符合米氏方程，相应的动力学参数 Km=55.83 mmol/L，Vmax= 98.04 U/min；Al3+对 PPO 酶活的抑制作用较强，Mn2+、

Ca2+和 Zn2+次之，Cu2+和 Mg2+对 PPO 酶活抑制作用不明显，Fe3+对 PPO 酶活有一定的促进作用；四种抑制剂对山楂 PPO 酶活均有一

定的抑制作用，且抑制效果与抑制剂浓度呈量效关系，相同浓度下抑制效果由强到弱顺序为：抗坏血酸>L-半胱氨酸>亚硫酸氢钠>柠

檬酸，抗坏血酸的抑制效果最为显著。 
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Enzymological Characteristics of Polyphenol Oxidase from Hawthorn 

LI Li-hua, LIU Jun-hai 
(Chemical and Environmental Sciences, Shaanxi University of Technology, Hanzhong 723000, China） 

Abstract: The enzymatic characteirstics of Polyphenol oxidase (PPO) from hawthorn was studied  The effects of substrate specificity, 

pH value, temperature, thermostability, substrate concentration, metal ions, and inhibitors on PPO activity were examined using 

spectrophotometry . The optimum substrate, pH value, temperature, and substrate concentration for PPO were found to be catechol, 6.5, 40 ℃, 

and 0.10 mol/L, respectively. PPO was completely inactivated by heating at 90 ℃ for 1.0 min or 85 ℃ for 1.5 min. PPO activity followed 

Michaelis-Menten kinetics in the enzymatic browning reaction. The Km and Vmax values were 55.83 mmol/L and 98.04 U/min, respectively. 

Metal ion Al3+ showed relatively strong inhibitory effect on the enzyme activity, followed by Mn2+, Ca2+, and Zn2+, where all four substances 

showed dose-dependent effect. The inhibitory effects of Cu2+ and Mg2+ on enzyme activity were not obvious, while activity was promoted to 

some degree by Fe3+. At the same concentration, inhibitory effects were in the following order: ascorbic acid > L-cysteine, NaHSO3 > citric acid, 

where ascorbic acid showed the most significant inhibitory effect on PPO activity.  
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山楂（Crataegus pinnatifida），英文名（hawthorn），

又名山里果、红果，为蔷薇科植物山楂的果实，质硬，

果肉薄，味微酸涩，成熟果实可生用或炒黄焦用入药
[1]。山楂具有很高的药用价值。现代研究表明，山楂

能够消食健胃、行气散瘀，用于肉食积滞、心腹刺痛、

高血脂症等，具有明显的扩张血管及降压作用，有增

强心肌、抗心律不齐、调节血脂及胆固醇含量的功效
[2]。同时，山楂中富含多种对人体有益的氨基酸、蛋

白质、活性多糖和矿物质[3]，是一种重要的药果兼用

果实。然而新鲜山楂在采收、加工和储运过程中易发 
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生褐变，使得其感官品质和营养价值大大降低，同时

影响产品的经济价值。 

研究发现，新鲜果蔬的褐变主要是由植物组织中

的多酚氧化酶（Polyphenol Oxidase，PPO）催化内源

性酚类底物及其衍生物而发生的复杂化学反应，最终

形成褐色或黑色物质所致[4~5]。在正常情况下，PPO

与酚类底物被区域化分开，PPO 以潜伏状态存在于子

质体中，而酚类底物存在于液泡中，因此不会发生褐

变；当植物体内发生生理紊乱或组织受损时，PPO 与

酚类底物的亚细胞区域化被打破，氧气的浸入造成酚

类底物在 PPO 的催化下迅速氧化成邻醌，再经聚合作

用形成褐色或黑色沉淀，这是果蔬等农产品发生酶促

褐变的主要原因[6~8]。因此，多酚氧化酶的酶活力是决

定果蔬组织褐变程度的重要因素之一，对多酚氧化酶

的酶学特性研究成了解决果蔬酶促褐变问题的重点所
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在。不同的果蔬，由于其品种或生长环境等的差异，

PPO 对酶促褐变的影响也不同。目前，关于果蔬类多

酚氧化酶已有广泛研究报道[9~13]，而有关新鲜山楂采

后 PPO 的酶学特性及其有效抑制剂研究未见报道，致

使对预防和控制果实的酶褐变缺乏理论依据和理想的

方法。本文以新鲜山楂果实为原材料，对山楂果实PPO

进行酶学特性及其有效抑制剂的研究，皆在为控制其

在加工过程中的酶促褐变提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  原料、试剂及仪器 

新鲜山楂果实，购于汉中水果市场（挑选大小均

一，成熟度相对一致，无病虫害、无机械伤的果实），

4 ℃贮存备用。 

磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、邻苯二酚、间苯二酚、

对苯二酚、焦性没食子酸、没食子酸、柠檬酸、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；

TGL-16M 台式高速冷冻离心机，上海精密仪器有限公

司；HHS 型电热恒温水浴锅，常州国华仪器有限公司； 

BCD-218ZN2D 美菱电冰箱，合肥美菱股份有限

公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  山楂 PPO 粗酶液的制备 

称取洗净去皮的新鲜山楂样品 20.0 g 于冷的研钵

中，加入预冷的 pH 6.5 磷酸盐缓冲溶液 80 mL，冰浴

快速研磨至匀浆，并于 4 ℃条件下浸提 20 min，4 ℃、

10000 r/min 离心 20 min，收集上清液即为 PPO 粗酶

液[12]，置冰水浴中保存备用。 

1.2.2  PPO 酶活力测定 

参照文献方法[13]略作改动。吸取 0.05 mol/L 的 pH 

6.5 磷酸盐缓冲溶液 3 mL，0.10 mol/L 邻苯二酚溶液 1 

mL，加入 PPO 粗酶液 0.5 mL 后迅速混匀，测定反应

体系在 420 nm 处的吸光度值 A420，每隔 30 s 记录一

次 A420随时间的变化值，连续记录 10 min，作吸光值

A420 与反应时间的关系曲线，依据曲线最初直线段的

斜率计算酶活力。一个酶活力单位（U）定义为：在

测定条件下，每克样品（鲜重）每分钟引起吸光度改

变 0.001 所需的酶量。 

1.2.3  PPO 的底物特异性  

分别以 0.10 mol/L 的焦性没食子酸、没食子酸、

邻苯二酚、对苯二酚、间苯二酚为底物，按照 1.2.2

方法测定酶活力，以最高酶活力为 100%，计算 PPO

的相对酶活，考察山楂 PPO 的底物特异性。 

1.2.4  pH 对 PPO 酶活的影响 

分别配制 pH 为 3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、

6.5、7.0、7.5、8.0 的磷酸盐缓冲溶液，其他条件不变，

按照 1.2.2 方法测定酶活力，考察 pH 对山楂 PPO 酶

活的影响。 

1.2.5  温度对 PPO 酶活的影响 

将山楂PPO酶液分别置于20~60 ℃水浴中保温5 

min，其他条件不变，按照 1.2.2 方法测定酶活力，考

察温度对山楂 PPO 酶活的影响。 

1.2.6  PPO 的热稳定性研究 

将山楂 PPO 酶液分别置于 70~90 ℃水浴中保温

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 min，其他条件不变，按

照 1.2.2 方法测定酶活力，以未保温前酶活力为 100%，

计算 PPO 的残留酶活，考察山楂 PPO 的热稳定性。 

1.2.7  底物浓度对 PPO 酶活的影响 

用最适 pH 条件下的磷酸盐缓冲液配制浓度为

0.02、0.04、0.06、0.08、0.10、0.12 mol/L 的邻苯二酚

溶液作为底物，其他条件不变，按照 1.2.2 方法测定酶

活力，确定PPO作用的最适底物浓度，并根据Linewear 

-Burk双倒数作图法求得米氏常数Km和最大反应速率

Vmax。 

1.2.8  金属离子对 PPO 酶活的影响 

用最适 pH 条件下的磷酸盐缓冲液配制 5 mmol/L

的金属离子溶液 MgCl2、ZnSO4、CaCl2、CuCl2、

Al(NO3)3、FeCl3，测定时加入所配金属离子溶液 0.5 

mL，其他条件不变，按照 1.2.2 节方法测定酶活力，

考察金属离子对山楂 PPO 酶活的影响。 

1.2.9  抑制剂对 PPO 酶活的影响 

用最适 pH 条件下的磷酸盐缓冲液配制不同浓度

的柠檬酸、亚硫酸氢钠、L-半胱氨酸、抗坏血酸溶液，

测定时加入抑制剂溶液 0.5 mL，其他条件不变，按照

1.2.2 节方法测定酶活力。以不加抑制剂所测酶活力为

100%，计算 PPO 残留酶活，考察抑制剂对山楂 PPO

酶活的影响。 

1.2.10  数据分析 

利用 SPSS 17.0和 origin 8.0软件进行数据统计分

析及作图，每个实验重复 3 次，数据均以平均值±标

准差(meana±SD)表示。 

2  结果与分析 

2.1  山楂 PPO 反应进程曲线的测定 
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图 1 山楂 PPO反应进程 

Fig.1 Enzymatic reaction curve of PPO from hawthorn 

由图 1 可看出，山楂 PPO 在 0~3 min 内吸光度值

几乎呈线性增加，说明酶促褐变反应速度较快，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，

PPO 酶活性已不能由反应进程完全表征出来；因此，

本实验确定在 3 min 内测定酶活力有实际意义。 

2.2  底物特异性 

表 1 为 5 种不同底物的酶催化情况。由 PPO 酶活

力可知，山楂 PPO 的最适底物为邻苯二酚，其次是焦

性没食子酸，PPO 对对苯二酚的酶催化作用很小，而

PPO 对没食子酸和间苯二酚几乎没有催化作用，表明

山楂 PPO 的主要氧化底物为邻苯二酚类和邻苯三酚

类（焦性没食子酸）。据文献报道[5]，植物中的 PPO

依据酶作用底物的特征分为单酚氧化酶、双酚氧化酶

和漆酶；可推测山楂中的 PPO 属于双酚氧化酶，这种

酶能催化氧化邻位酚，但催化氧化间位酚和对位酚的

能力较差。因此本实验选用酶活力单位最大的邻苯二

酚为测定山楂 PPO 活力的反应底物。 

表 1 PPO催化不同底物的酶活力 

Table 1 PPO activity using different substrates 

底物 邻苯二酚 焦性没食子酸 对苯二酚 没食子酸 间苯二酚 

PPO 酶活力 122.33±0.58 36.15±0.34 10.62±0.45 2.67±0.51 0.67±0.25 

相对酶活/% 100±0.47 29.55±0.59 8.68±0.77 2.18±0.88 0.55±0.43 

2.3  pH 对 PPO 酶活的影响 

 
图 2 pH对山楂 PPO酶活的影响 

Fig.2 Effect of pH on the activity of PPO from hawthorn 

由图 2 可知，在实验范围内，随着 pH 值增加，

山楂 PPO 的酶活力先增大后减小，在 pH=6.5 左右酶

活力达到最大值。说明山楂 PPO 对 pH 值的变化比较

敏感。由于 PPO 是一种含铜蛋白质，PPO 的活性与酸

碱性密切相关的，在强酸条件下，酶中的铜离子解离

出来，使酶失活；在碱性环境中，铜离子以 Cu(OH)2

形式沉淀出来，从而使其活性降低。因此，可以通过

调节 pH 防止山楂 PPO 酶促褐变的发生。 

2.4  温度对 PPO 酶活的影响   

由图 3 可知，在 20~40 ℃范围内，山楂 PPO 具

有较强的活力，且随温度升高酶活力逐渐增强，在

40 ℃左右时酶活力最强；此后继续升温，PPO 活力

呈下降趋势，当 60 ℃时 PPO 酶活力仅为 40 ℃酶活

的 30.6%。原因可能是 PPO 在最适温度才能被完全激

活，高温条件会导致酶活性中心破坏，酶蛋白变性，

从而引起酶活降低。因此，山楂 PPO 酶活的最适温度

为 40 ℃，在山楂加工过程中可通过适当升温防止酶促

褐变。 

 
图 3 温度对山楂 PPO酶活的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the activity of PPO from hawthorn 

2.5  PPO 热稳定性的研究 

由图 4 可看出，山楂 PPO 经不同高温处理，随处

理时间的延长，PPO 残留酶活均呈下降趋势，且温度

越高，PPO 残留酶活下降越明显。70 ℃或 75 ℃处理

3.0 min，80 ℃处理 2.5 min，85 ℃处理 1.5 min，90 ℃

处理 1.0 min，PPO 几乎完全失活。这说明热处理可有
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效抑制 PPO 的活性。因此在山楂加工中，可采用热烫

的方法钝化 PPO，从而达到抑制褐变的目的。但如果

热处理不当，会破坏其营养成分，影响产品品质。 

 
图 4 山楂 PPO的热稳定性 

Fig.4 Thermostability of PPO from hawthorn 

2.6  底物浓度与 PPO 酶活关系 

 
图 5 底物浓度对山楂 PPO酶活的影响 

Fig.5 Effect of substrate concentration on the activity of PPO from 

hawthorn  

 
图 6 山楂 PPO酶促反应双倒数图 

Fig.6 Double-reciprocal plot of enzyme-catalyzed reaction of 

PPO from hawthorn 

图 5 是不同底物浓度[S]对山楂 PPO 酶活力的影

响。由图 5 可知，当底物浓度[S]≤0.08 mol/L 时，随着

浓度的增大，酶活性也随之增高，二者呈一级反应；

继续增大底物浓度，酶活性变化趋于平缓，且在浓度

为 0.10 mol/L 时酶活达到最大值。这是由于底物浓度

较低时，只有部分酶与底物结合，故底物浓度决定反

应速率；而当底物达到一定浓度时，与酶的活性部位

全部结合，酶已经达到饱和，再增加底物浓度，反应

速率也不会增加。 

根据 Lineweaver-Burk 双倒数方程 1/V=(1/[S]) 

Km/Vmax+1/Vmax，以 1/[S]为横坐标，1/V 为纵坐标作

图，如图 6 所示。拟合得到动力学方程 1/V=5.69×10
-4

 

(1/[S])+0.0102，相关系数 R=0.9989。根据计算得到山

楂 PPO 对邻苯二酚的 Km 和 Vmax 值分别为 55.83 

mmol/L 和 98.04 U/min。 

2.7  金属离子对 PPO 酶活的影响 

 
图 7 金属离子对山楂 PPO酶活的影响 

Fig.7 Effect of metal ions on the activity of PPO from hawthorn 

由图 7 可看出，金属离子对山楂 PPO 酶活性的影

响效果各不相同。与未加金属离子的 PPO 空白对照相

比，Al
3+对 PPO 酶活的抑制作用较强，添加 Al

3+的山

楂 PPO 酶活力仅为空白对照的 48.9%；Mn
2+、Ca

2+、

Zn
2+次之，Cu

2+和 Mg
2+对 PPO 酶活的抑制作用不明

显，而 Fe
3+对 PPO 的酶活有一定的促进作用。因此，

在山楂加工中应避免原料与 Fe
3+接触，防止发生酶促

褐变；而 Al
3+、Mn

2+等对 PPO 酶活有抑制作用的金属

离子应在确保安全、不影响产品营养成分与感官品质

的前提下，按照国家标准或者有关行业、企业标准添

加以抑制褐变。 

2.8  抑制剂对 PPO 酶活的影响 

由图 8 可知，随着四种抑制剂浓度的增加，山楂

PPO 残留酶活均逐渐降低，说明四种抑制剂对山楂的

酶促褐变均有一定的抑制作用，且抑制效果与抑制剂

浓度呈明显的量效关系；对比可见，当抑制剂浓度达

0.80 mmol/L 时，添加抗坏血酸的 PPO 残留酶活为 0，

表明 PPO 已完全失活；添加其他三种抑制剂的 PPO

残留酶活分别为：L-半胱氨酸为 16.9%，亚硫酸氢钠

为 30.3%，柠檬酸为 42.6%，可得出四种抑制剂抑制

山楂 PPO 酶促褐变的强弱顺序为：抗坏血酸>L-半胱
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氨酸>亚硫酸氢钠>柠檬酸，抗坏血酸抑制山楂 PPO 酶

促褐变效果最为显著。 

 
图 8 抑制剂对山楂 PPO酶活的影响 

Fig.8 Effect of inhibitors on the activity of PPO from hawthorn 

3  结论 

3.1  实验结果表明，山楂 PPO 的最适底物是邻苯二

酚，与已报道的杏子果实[8]、金帅苹果[9]
PPO 最适底

物一致，与水蜜桃[10]
PPO 最适底物（儿茶素）、中华

寿桃[12]
PPO 最适底物（绿原酸）不同；山楂 PPO 最

适 pH 值为 6.5，与香蕉[11]、中华寿桃[12]
PPO 最适 pH

相同，高于金帅苹果[9]（pH 5.0），库尔勒梨[13]（pH 5.7）。

山楂 PPO 最适温度为 40 ℃，与金帅苹果[9]、库尔勒

梨 [13]、白萝卜 [6]
PPO 最适温度相同，高于香蕉

[11]
(30 ℃)，低于中华寿桃[12]（60 ℃）。由此可见，

不同植物来源的果蔬的 PPO 在酶学性质方面存在一

定差异。90 ℃高温条件下热处理 1.0 min 或 85 ℃热

处理 1.5 min，山楂 PPO 酶活基本完全丧失，因此，

在山楂的深加工过程中，可采用高温瞬时灭酶法抑制

酶促褐变。 

3.2  动力学研究结果表明：山楂 PPO 的酶活与底物

邻苯二酚的浓度关系遵循 Michealis-Menten 的酶促动

力学方程，通过计算得到米氏常数 Km=55.83 mmol/L，

最大反应速率 Vmax= 98.04 U/min。米氏常数(Km)是酶

的一个基本特征常数，反映了酶与底物结合及解离的

性质，Km越小说明底物与酶结合的亲和力越强[7]。不

同植物来源 PPO 的 Km不同，同一种 PPO 作用底物不

同，其 Km也不同。山楂 PPO 的 Km低于库尔勒梨[13]

的 Km，反应时酶和底物的亲和力较大。 

3.3  通过考察七种金属离子对该酶的影响表明：金属

离子 Al
3+对山楂 PPO 的活性有较强的抑制作用，其次

是 Mn
2+、Ca

2+和 Zn
2+，Cu

2+和 Mg
2+对 PPO 酶活的抑

制作用不明显，而 Fe
3+对 PPO 的酶活有一定的激活作

用。四种酶活抑制剂对山楂 PPO 的酶活的抑制效果与

抑制剂浓度呈明显的量效关系，相同浓度下其抑制能

力由强到弱依次为：抗坏血酸>L-半胱氨酸>亚硫酸氢

钠>柠檬酸，抗坏血酸抑制山楂 PPO 酶促褐变效果最

显著，当浓度达到 0.80 mmol/L 时 PPO 酶活可完全得

到抑制。由于不同抑制剂抑制褐变的机理各不相同，

有文摘报道[7,14]几种不同抑制剂的协同抑制效果要优

于单一抑制剂的抑制作用。因此，还需要在单一抑制

剂的研究基础上，对几种不同抑制剂的协同抑制效果

进行研究，为防止山楂酶促褐变提供更详细的数据支

持。 
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