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可溶态和膜结合态马铃薯多酚氧化酶的性质对比 
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摘要：以大西洋马铃薯为原料，制备可溶态（sPPO）和膜结合态（mPPO）多酚氧化酶，并对两种粗酶液的酶学性质进行研究。

结果表明，sPPO 最适反应温度为 35 ℃，最适 pH 值为 7，mPPO 最适反应温度为 30 ℃，最适 pH 值为 7。以焦性没食子酸、邻苯二

酚为底物时，sPPO 的米氏常数（Km）分别为 10.04 mmol/L 和 24.00 mmol/L，最大反应速度（Vmax）值分别为 443 U/(mL·min)和 965 

U/(mL·min)，mPPO 的米氏常数（Km）分别为 4.98 mmol/L 和 48.04 mmol/L，最大反应速度（Vmax）值分别为 299 U/(mL·min)和 912 

U/(mL·min)，且对焦性没食子酸的催化效果优于邻苯二酚。6 种抑制剂对比发现，Na2SO3对 sPPO 活性的抑制效果最好，Vc 对 mPPO

活性的抑制效果最好。sPPO 和 mPPO 的酶学特性有一定的差异，对马铃薯制品加工过程中酶促褐变的控制具有指导意义。 
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Abstract: Atlantic potato was used as raw material to prepare soluble (sPPO) and membrane bound (mPPO) polyphenol oxidase. The 

results showed that the optimal reaction temperature of sPPO was 35 , the optimal pH value was 7. The optimal reaction temperature of ℃

mPPO was 30 , and the optimal pH value was 7. When pyrogallic acid and catechol were used as substrates, the K℃ m values of sPPO were 

10.04 mmol/L and 24.00 mmol/L, respectively, and the Vmax values were 443 U/mL·min and 965 U/mL·min, respectively. The Km values of 

mPPO were 4.98 mmol/L and 48.04 mmol/L, respectively, and the Vmax values were 299 U/mL·min and 912 U/mL·min, respectively, and the 

catalytic effect of pyrogallic acid was better than that of catechol. The comparison of 6 inhibitors showed that Na2SO3 had the best inhibition 

effect on sPPO activity and Vc had the best inhibition effect on mPPO activity. The enzymatic characteristics of sPPO and mPPO were different. 

The results will be provide a guiding significance for the control of enzymatic browning in the processing of potato products. 

Key words: potato; soluble polyphenol oxidase; membrane bound polyphenol oxidase; enzyme activity 

引文格式： 

刘辉,卢扬,刘永翔,等.可溶态和膜结合态马铃薯多酚氧化酶的性质对比[J].现代食品科技,2020,36(5):51-56 

LIU Hui, LU Yang, LIU Yong-xiang, et al. Comparison of properties of soluble and membrane bound potato polyphenol oxidase [J]. 

Modern Food Science and Technology, 2020, 36(5): 51-56 

 
多酚氧化酶（PPO）是在广泛存在于动物、植物、

真菌体内、腐烂的植物残渣上的一类 Cu2+辅基结合酶
[1]。PPO 是引起果蔬酶促褐变的主要内源酶，广泛存

在于植物体的各种器官或组织中，由核基因编码且由 
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多个核基因控制，其数量、类型在不同物种和品种间

均存在差异[2,3]。马铃薯在加工过程中极易发生褐变，

主要由 PPO 及其底物酚类物质的存在引起，褐变以后

的马铃薯制品在色泽、风味、硬度等感官特性方面会

产生较大改变，且酶促褐变产生的类黑素聚合体不溶

于水，不利于人体消化吸收，可使产品的营养价值降

低，甚至有可能影响食品的安全性[4]。同时，有研究

表明，每年全世界因褐变造成的果蔬损失超过总损失

的一半，且以多酚氧化酶引起的酶促褐变为主[5]，有 
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关酶促褐变的研究也一直是果蔬采后加工研究的热点

问题。 
在对一些果蔬如苹果、蛇皮果等果实的多酚氧化

酶研究发现，多酚氧化酶有膜结合态（mPPO）和可

溶态（sPPO）两种存在形式，sPPO 存在于细胞质或

质体中，mPPO 存在于质体、线粒体等细胞器膜上，

且两者在酶活性、结构、最适底物及最佳反应条件等

方面不一致，依据这些性质差异可以区分 sPPO 和

mPPO[6] 。Liu 等 [7]通过硫酸铵沉淀法及 DEAE 
Sepharose Fast Flow 阴离子交换法对苹果 mPPO 进行

了纯化，同时与苹果的 sPPO 的性质进行了比较，发

现它们在一定 pH、温度范围内的活性有差异，mPPO
的活性要显著高于 sPPO，且反应的最适底物也不一

致。Liu 等[8]通过分子对接技术 DOCK 分析了红富士

苹果中 mPPO 的三维结构，发现苹果 mPPO 由 6 个 α-
螺旋，2 个短的 β-折叠，和 10 个无规卷曲组成。在正

常状态下，细胞内的 mPPO 与细胞内膜结合，处于低

活性状态，引起褐变的主要为 sPPO，但在外界某些刺

激下，mPPO 活性受到激发后，其酶活力要高于

sPPO[9]。而马铃薯块茎 PPO 的研究，仍然停留在 sPPO
性质及抑制剂筛选的研究阶段，而对 sPPO 和 mPPO
的特性等方面的研究报道较少。因此，本实验通过研

究马铃薯 sPPO 和 mPPO 性质以及抑制剂对其活性的

影响，初步探讨 sPPO 和 mPPO 特性的差别，为有效

降低马铃薯加工过程中褐变对产品品质的影响提供理

论基础和技术指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

大西洋马铃薯（Solanum tuberosum L.），由贵州省

马铃薯研究所提供。牛血清蛋白(BSA)标准品（≥98%），

北京索莱宝科技有限公司；磷酸氢二钠、三羟甲基氨

基甲烷（Tris）、盐酸、聚乙烯吡咯烷酮（PVP）、聚

乙二醇辛基苯基醚（Triton X-100）、考马斯亮兰G-250、
邻苯二酚、焦性没食子酸、亚硫酸钠、植酸、抗坏血

酸（Vc）、草酸、柠檬酸、乙二胺四乙酸（EDTA）等

均为分析纯，购自国药集团化学试剂有限公司。 
UV-2102C型紫外可见分光光度计，尤尼科上海仪

器有限公司；CR21G III型高速冷冻离心机，日本日立

公司；FA2004型分析天平，上海精密科学仪器有限公

司；HHS型数显恒温水浴锅，上海博迅实业有限公司

医疗设备厂。 
 
 

1.2  可溶态和膜结合态多酚氧化酶粗酶液的

制备 

原理：sPPO存在于细胞质中，具有催化活性。而

mPPO束缚于细胞膜，一旦细胞膜结构被破坏，mPPO
才能游离出来，转化为有活性的sPPO，从而使活性显

著提高。因此，对细胞质中sPPO提取过后，破坏细胞

膜结构可以将mPPO提取出来。 
sPPO粗酶液制备：取新鲜马铃薯20 g，依次加入3 

g PVP、60 mL预冷的柠檬酸-磷酸盐缓冲液（0.1 mol/L，
pH 7.2），冰浴研磨均匀，置于4 ℃冰箱中浸提12 h。
浸提液于4 ℃、12000 r/min离心30 min后，取上清液，

得sPPO粗酶液。 
mPPO粗酶液制备：在残渣中加入 150 mL 

Tris-HCl (pH 6.8)缓冲液和0.25% Triton X-100，匀浆后

静置4 h。超声处理15 min，4 ℃下11000 r/min离心15 
min。在4 ℃冰箱中静置30 min，然后35 ℃水浴保温15 
min。25 ℃下11000 r/min离心15 min，取上清液，得

mPPO粗酶液[10]。 
sPPO和mPPO粗酶液中酶蛋白含量分别为5.51 

mg/mL和0.30 mg/mL。 

1.3  多酚氧化酶活性测定 

以邻苯二酚为反应底物，多酚氧化酶会催化邻苯

二酚生成邻苯二醌，在该物质特征吸收波长处，吸光

值会随着时间的延长不断升高，在反应的初始阶段，

其吸光值随着时间呈线性递增，可通过吸光值对时间

的斜率计算出酶的活性。在1 cm的比色皿中，用0.05 
mol/L磷酸盐缓冲溶液（pH 6.5）配置成0.2 mol/L的邻

苯二酚溶液作为底物溶液，取PPO粗酶液0.3 mL，与

2.5 mL底物溶液混匀，在25 ℃条件下用分光光度计测

定1 min内混合液在416 nm波长下的吸光值变化。每30 
s记录一次，连续记录5 min。一个酶活力单位定义为：

在测定条件下，每分钟催化1 µmol/L邻苯二酚为醌所

需要的酶量定义为1个酶活力单位。产物的摩尔吸光系

数按ε=3700 L/(mol·cm)计算[11,12]。按如下公式计算粗

酶液PPO活力： 
酶活力=（N×V总×ΔOD416）/（V酶×ε×t×L） 

其中N：酶液稀释倍数；V总：PPO酶活测定反应体体系的

终体积（mL）；V酶：反应添加的酶液体积（mL）；ΔOD416：

t时间内反应液在416 nm处吸光度的增加值；ε：416 nm处邻苯

二酚转化为邻苯二醌的摩尔吸光系数[L/(mol·cm)]；t：反应时 
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间（min）；L：比色皿的直径（cm）。 

1.4  不同反应条件对 PPO 活性影响试验 

1.4.1  不同反应温度对 sPPO 和 mPPO 活性的
影响 

分别取 sPPO 和 mPPO 粗酶液 0.3 mL，反应温度

分别设置为 20、25、30、35、40、45、50、55、60、
65、70 ℃，依照 1.3 中的方法测定 PPO 酶活性。 
1.4.2  不同 pH值对 sPPO 和mPPO活性的影响 

分别取 sPPO 和 mPPO 粗酶液 0.3 mL，酶反应磷

酸盐缓冲液 pH 值分别设置为 3、4、5、6、7、8，依

照 1.3 中的方法测定 PPO 酶活性。 
1.4.3  不同底物对 sPPO 和 mPPO 活性的影响 

分别取 sPPO 和 mPPO 粗酶液 0.3 mL，其中底物

分别为邻苯二酚和焦性没食子酸溶液，各底物浓度设

置为 10、20、30、40、50 mmol/L，依照 1.3 中的方法

测定 PPO 酶活性。 
1.4.4  PPO 动力学常数测定 

依照 1.3 中的方法测定 PPO 酶活性，其中反应底

物分别选用反应体系中终浓度[S]分别为 10、20、30、
40、50 mmol/L 的邻苯二酚、焦性没食子酸溶液。作

反应底物浓度与酶反应速度的双倒数图，即取 1/V 对

1/[S]作散点图，当趋势线方程 y=ax+b 中，其中，

b=1/Vmax ， b/a=1/Km ， 即 常 规 米 氏 方 程 ：

1/V=Km/Vmax/[S]+1/Vmax，根据斜率公式计算米氏常数

（Km）和最大反应速度（Vmax）值。纵坐标值即为

1/Vmax，横截距即为 1/Km
[12]。 

1.4.5  抑制剂对 sPPO 和 mPPO 活性的影响 
缓冲液分别选用含有亚硫酸钠、植酸、Vc、草酸、

柠檬酸、EDTA（各抑制剂在缓冲液中的终浓度设置

为 1.00 mmol/L）的 0.05 mol/L 磷酸盐缓冲液（pH 6.5）。
依照 1.3 中的方法测定 sPPO 和 mPPO 活性。 

1.5  数据处理 

采用Origin（Version 8.6）作图，SPSS（Version 17.0）
进行统计学分析，p<0.05 认为有统计学显著性差异，

p<0.01 认为有统计学极显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  反应温度对 sPPO和mPPO粗酶液活性的

影响 

 
图1 马铃薯sPPO和mPPO在不同反应温度下的酶比活力 

Fig.1 Enzymatic activity of sPPO and mPPO under different 

reaction temperatures 

注：不同字母表示在 p<0.05 水平差异有统计学意义，下同。 

在不同反应温度下测定大西洋马铃薯sPPO和

mPPO粗酶液的比活力，结果见图1。由图可知，在反

应温度从20 ℃增加到70 ℃过程中，sPPO和mPPO酶比

活力均呈现先升高后迅速降低的趋势，且升高或降低

的过程均具有显著性（p<0.05）。sPPO酶比活力在35 ℃
达到最高，为54.23 U/mg；mPPO酶活力在30 ℃达到最

高，为600.00 U/mg。在不同温度条件下mPPO比酶活力

均高于sPPO，且两种酶均随温度升高而活力降低，在

温度达到70 ℃时，sPPO酶比活力降至9.88 U/mg，mPPO
酶比活力降至47.94 U/mg。马铃薯sPPO和mPPO最适反

应温度随品种与生长条件的不同而各有差异：周向军

等[13]测定了甘肃省天水市“黑美人”马铃薯的最适反应

温度为35 ℃；朱新鹏等[14]测定了陕西省安康市0402-9、
费乌瑞它、秦芋32、安薯56、秦芋30、鄂5、0406-1等7
个马铃薯品种的最适温度均为25 ℃；李瑜等[15]测定了

河南省郑州市中薯5号、中薯6号、费乌瑞它等3个马铃

薯品种的最适温度为30 ℃；李凯等[16]测定了宁夏固原

市宁薯16号马铃薯的最适反应温度为30 ℃。以上研究

提取方式各异，提取出的粗酶液主要为sPPO，本实验

所选品种sPPO和mPPO的最适反应温度与相关报道略

有差别，最适反应温度与提取条件及品种关系较大，

而PPO的稳定性也许是受酶所处环境中底物与活性中

心结合的能力的影响，因此sPPO和mPPO最适反应温度

不一致。 

2.2  不同pH值对sPPO和mPPO粗酶液活性的

影响 

在不同 pH 值的缓冲溶液中测定大西洋马铃薯

sPPO 和 mPPO 粗酶液的比活力，结果见图 2。由图可 
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知：当 pH 为 7 时，sPPO 和 mPPO 酶比活力均达到最

大值，分别为 47.40 U/mg 和 583.52 U/mg。在 pH 值

从 3 升高到 7 的过程中，sPPO 和 mPPO 酶比活力均

显著升高（p<0.05），随着 pH 值继续升高，sPPO 和

mPPO 酶比活力均显著降低（p<0.05）。周向军等[13]

测定了甘肃省天水市“黑美人”马铃薯的最适 pH 值为

6.3；朱新鹏等[14]测定了陕西省安康市 7 个马铃薯品种

的最适 pH 值为 5.6~6.8；李瑜等[15]测定了河南省郑州

市 3 个马铃薯品种的最适 pH 值为 5.5；李凯等[16]测定

了宁夏固原市宁薯 16 号马铃薯的最适 pH 值为 6.4。
本实验测定的大西洋马铃薯 sPPO 和 mPPO 最适 pH
值均为 7.0，与上述不同品种马铃薯最适 pH 值报道结

果基本一致。刘芳[11]报道富士苹果中 sPPO 和 mPPO
最适 pH 值均为 8.0，两种酶结构中的活性区域基本相

同，因此，马铃薯中两种多酚氧化酶的活性区域可能

差别不大。 

 
图2 马铃薯sPPO和mPPO在不同反应pH值下的酶比活力 

Fig.2 Enzymatic activity of sPPO and mPPO under different 

reaction pH values 

2.3  不同底物对 sPPO和mPPO粗酶液活性的

影响 

选择邻苯二酚和焦性没食子酸为反应底物，分别

以不同浓度进行酶反应，测得 sPPO 和 mPPO 粗酶液

的活性见图 3a-b。由图 3a 可知：以邻苯二酚作为底物

时，sPPO 和 mPPO 的单位酶活力均随着底物浓度增

加而显著升高（p<0.05），当邻苯二酚浓度达到 50 
mmol/L 时，sPPO 和 mPPO 的单位酶活力分别达到

695.0 U/mL 和 514.0 U/mL。由图 3b 可知，以焦性没

食子酸作为底物时，sPPO 和 mPPO 的单位酶活力均

随着底物浓度增加而显著升高（p<0.05），当焦性没

食子酸浓度达到 50 mmol/L 时，sPPO 和 mPPO 的单

位酶活力分别达到 362.0 U/mL 和 276.0 U/mL。酶的

底物特异性具有很大差异，不同的酶具有不同的最适

底物[17]。李敏等[18]发现马铃薯多酚氧化酶仅作用于邻

苯酚，与对苯酚、间苯酚和一元酚无作用。李瑜等[15]

以邻苯二酚为底物，测定马铃薯多酚氧化酶最适底物

浓度为 50 mmol/L。本实验结果显示马铃薯 sPPO 和

mPPO 在邻苯二酚反应体系最适底物浓度为 50 
mmol/L，sPPO 在焦性没食子酸反应体系最适底物浓

度为 40 mmol/L，mPPO 在焦性没食子酸反应体系最

适底物浓度为 50 mmol/L，与相关报道结果一致。 

 

 
图3 马铃薯sPPO和 mPPO在不同底物条件下的单位酶活力 

Fig.3 Unit enzymatic activity of sPPO and mPPO under 

different substrate conditions  

注：a：邻苯二酚作为底物；b：焦性没食子酸作为底物。 

2.4  sPPO和mPPO粗酶液动力学常数 

分别以邻苯二酚、焦性没食子酸为底物，以双倒

数作图法测定马铃薯 sPPO 和 mPPO 粗酶的米氏常数

（Km）和最大反应速度（Vmax），结果见图 4a-b。由

图 4 中的趋势线方程可计算出 Km和 Vmax。以邻苯二

酚为底物时，sPPO 的 Km为 24.00 mmol/L，Vmax为 965 
U/(mL·min)，mPPO 的 Km为 48.04 mmol/L，Vmax为

912 U/(mL·min)；以焦性没食子酸为底物时，sPPO 的

Km为 10.04 mmol/L，Vmax为 443 U/(mL·min)，mPPO
的 Km为 4.98 mmol/L，Vmax为 299 U/(mL·min)。根据

Vmax/Km比值，马铃薯 sPPO 和 mPPO 粗酶对焦性没食

子酸的 Vmax/Km 大于邻苯二酚，表明其对底物焦性没

食子酸具有更好的催化效果[9]。Km的数值等于酶促反

应达到其最大速度 Vmax 一半时的底物浓度，Km 越小

亲和力越大，酶促反应也越快。郭宇婷等[19]以邻苯二
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酚为底物，测定槟榔果仁 PPO 的 Vmax 为 140.84 
U/(mL·min)，Km为 3.22 mmol/L。伍梦瑶等[20]测定大

叶种茶树多酚氧化酶特性，以邻苯二酚为底物时，Km

为 36.5 mmol/L，Vmax为 5 000 U/(mL·min)；以焦性没

食子酸为底物时，Km 为 4.2 mmol/L，Vmax 为 2000 
U/(mL·min)。本实验结果表明，以邻苯二酚为底物时，

mPPO 的酶促反应速度低于 sPPO，以焦性没食子酸为

底物时，mPPO 的酶促反应速度高于 sPPO。说明同一

品种不同状态的两种 PPO 对不同底物的亲和力不同，

PPO与某一底物间的亲和力可能与酶源及同工酶构成

有关。 

 

 
图4 马铃薯sPPO和 mPPO催化不同底物的双倒数关系图 

Fig.4 Double reciprocal plots of sPPO and mPPO using 

catechol and pyrogallic acid as substrate  

注：a：邻苯二酚作为底物；b：焦性没食子酸作为底物。 

2.5  不同抑制剂对 sPPO和mPPO粗酶活性的

影响 

六种抑制剂对马铃薯 sPPO 和 mPPO 粗酶活性的

影响结果见图 5。由图可知，Na2SO3对 sPPO 活性的

抑制效果最好，Vc 对 mPPO 活性的抑制效果最好。

六种抑制剂对 sPPO 活性抑制作用大小顺序为：

Na2SO3>Vc>植酸>柠檬酸>草酸>EDTA，对 mPPO 活

性抑制作用大小顺序为：Vc>Na2SO3>草酸>植

酸>EDTA>柠檬酸。李敏[18]对比了几种抑制剂发现，

除了 CaCl2和 EDTA 外，马铃薯 PPO 对柠檬酸、Vc、

NaHSO3、L-半胱氨酸等抑制剂均很敏感，其中

NaHSO3和 Vc 抑制效果较好。韩秋敏等[21]发现抗坏血

酸、柠檬酸、亚硫酸钠均对紫薯 PPO 有一定的抑制作

用，其中抗坏血酸和亚硫酸钠的抑制剂效果较好。本

试验中抗坏血酸和亚硫酸钠对 sPPO 和 mPPO 抑制作

用存在一定差异，这可能是由于不同来源的 PPO 及不

同 PPO 同工酶的蛋白质结构不同，使得两种抑制剂的

作用效果存在差异。 

 
图5 不同抑制剂对马铃薯sPPO和 mPPO酶比活力的影响 

Fig.5 Effects of different inhibitors on the enzymatic activities 

of sPPO and mPPO 

多酚氧化酶是一种含铜的酶，能催化两类完全不

同的反应：一元酚羟基化，生成相应的邻-二羟基化合

物；邻-二酚氧化，生成邻-醌。两类反应都需要有分

子氧参加[22]。不同抑制剂对多酚氧化酶活性的抑制机

理各有不同，抗坏血酸是通过还原醌类化合物形成二

酌类物质抑制促褐变，它既可以作为醌的还原剂，又

可以作为酶分子中铜离子的螯合剂，甚至它可以被

PPO 直接氧化，起到竞争性抑制剂的作用。梓檬酸和

植酸可使 PPO 中的一个铜原子丢失，从而影响它的活

性，同时通过降低 pH 值来抑制 PPO 活性，而氧气在

酸性溶液中溶解度降低，进一步增加其抗氧化作用
[23]。EDTA 作为螯合剂通过与 PPO 分子中的铜离子形

成配位化合物而使其失活。 

3  结论 

通过对比马铃薯 sPPO 和 mPPO 之间的最适反应

温度、最适 pH、底物种类、Km、Vmax、抑制剂种类

等，发现马铃薯 sPPO 和 mPPO 性质存在一定差异。

sPPO 最适反应温度为 35 ℃，最适 pH 值为 7，mPPO
最适反应温度为 30 ℃，最适 pH 值为 7。以焦性没食

子酸、邻苯二酚为底物时，马铃薯 sPPO 和 mPPO 粗

酶对焦性没食子酸的 Vmax/Km 大于邻苯二酚，其对焦

性没食子酸具有更好的催化效果。6 种抑制剂对比发

现，Na2SO3对 sPPO活性的抑制效果最好，Vc对mPPO
活性的抑制效果最好，对 sPPO 活性抑制作用大小顺
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序为：Na2SO3>Vc>植酸>柠檬酸>草酸>EDTA，对

mPPO 活性抑制作用大小顺序为：Vc>Na2SO3>草酸>
植酸>EDTA>柠檬酸。通过研究 sPPO 和 mPPO 的酶

学特性差异，为下一步研究马铃薯制品加工过程中酶

促褐变控制技术提供数据支撑。 
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