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果糖-赖氨酸模型体系美拉德产物不同级分对抑制 

香蕉酶促褐变相关性质的影响 
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（2.中国热带农业科学院海口实验站海南省香蕉遗传改良重点实验室，海南海口 570102） 

摘要：非硫无毒的抗褐变抑制剂的筛选是目前的研究热点。前期研究显示果糖-赖氨酸模型体系美拉德反应产物对香蕉酶促褐变

具有明显的抑制效果。本文研究了分级对该体系产物抑制香蕉酶促褐变相关性质的影响。首先通过超滤、透析等方法将美拉德产物分

级为MW<3500 u、MW>5000 u及 3500 u<MW<5000 u的三个级分。然后对其DPPH·清除能力、还原力、螯合铜离子能力、抑制多酚氧

化酶酶活等能力进行了考察。显示：MW>5000 u 级分的螯合铜离子能力最好，MW<3500 u 级分次之。MW<3500 u级分的 DPPH·清除

能力和抑制香蕉多酚氧化酶能力更佳，分别达 46.13%、0.089 mg/mL（IC50）。三种级分对游离酶和酶-底物络合物的抑制常数分别为：

KI=0.297 mmol/L，KIS=1.744 mmol/L（MW>5000 u）；KI=0.212 mmol/L，KIS=1.656 mmol/L（3500~5000 u）；KI=0.205 mmol/L，KIS=1.536 

mmol/L（M W<3500 u）。说明MW<3500 u级分与游离酶及酶-底物络合物结合更紧密。综上，MW<3500 u 的MRPs 具有最优的抑制香

蕉酶促褐变的能力。 
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Abstract: Screening of non-toxic and non-sulfur anti-browning inhibitors is a hot topic. Maillard reaction products (MRPs) in 

fructose-lysine model system exhibited strong inhibitory effect on banana enzymatic browning in our previous study. The study mainly 

discussed the effect of fractionation of the products on the inhibition propertie. Ultrafiltration and dialysis were applied to divide the MRPs into 

three grades: MW >5000 u fraction, MW < 3500 u fraction and 3500 u < MW < 5000 u fraction. The antioxidant activities (including 

DPPH·scavenging ability and reducing power), chelating copper activity and the inhibitory effect on banana polyphenol oxidase were evaluated. 

The fraction with MW >5000 u showed the best chelating copper ion ability, followed by that with MW < 3500u. The fraction with MW <3500 u 

exhibited the best DPPH·scavenging ability (46.13%) and polyphenol oxidase inhibitory ability (IC50 0.089 mg/mL). Free enzyme inhibition 

constant (KI) and enzyme-substrate complex inhibition constant (KIs) of the obove-mentioned three parts were KI=0.297 mmol/L and KIS=1.744 

mmol/L (MW >5000 u), KI =0.212 mmol/L and KIS=1.656 mmol/L (5000 u > MW >3500 u), KI =0.205 mmol/L and KIS=1.536 mmol/L (MW 

<3500 u). The fraction with MW <3500 u could combine free enzyme and enzyme-substrate more tightly. In conclusion, the fraction with MW 

<3500 u was shown to be the best for inhibiting banana enzymatic browning. 
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藏与加工 

多年来，食品工业广泛采用亚硫酸盐等硫制剂来

抑制褐变，其具有高效且低廉的特点。但因其潜在的

安全性问题，FDA 已经禁止其在鲜切果蔬中使用。因

此,安全高效的褐变抑制剂成为研究热点[1~2]。 

美拉德反应又称羰氨反应，指氨基化合物（氨基
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酸、肽、蛋白质）和羰基化合物（糖类）之间发生的

一系列复杂反应。此反应最初是由法国化学家美拉德

于 1912 年在将甘氨酸与葡萄糖混合共热时发现的，故

称美拉德反应。近几年国内外一些研究证实，美拉德

产物能抑制果蔬（如苹果、香蕉、马铃薯及蘑菇等）

的酶促褐变[3~4]，且美拉德反应产物（MRPs）中的蛋

白黑素、还原酮以及一些含 N、S 的杂环化合物具有

的抗氧化活性在抑制果蔬酶促褐变的过程中起着重要

的作用[5]。多酚氧化酶是香蕉发生酶促褐变的关键酶, 

其活性的高低直接影响着香蕉果实的酶促褐变。另外，

多酚氧化酶是一种金属酶，多酚氧化酶中 Cu2+的存在

与否直接影响着其活性。 

因美拉德反应产物是一系列物质，目前大多数研

究都集中在抑制果蔬酶促褐变的美拉德反应底物及条

件的筛选，对美拉德产物进行分级并考察不同分级组

分抑制果蔬酶促褐变的研究尚很少。果糖-赖氨酸体系

的美拉德产物已被证实具有抑制香蕉酶促褐变的作用
[6]。因此，本文采用果糖和赖氨酸作为反应底物，经高

温反应并透析、冷冻干燥制得不同分子量大小的美拉

德反应产物，全面考察其与抑制香蕉酶促褐变相关的

性质，包括抗氧化活性、螯合铜离子能力及抑制香蕉

多酚氧化酶能力等。本研究将为美拉德产物开发为香

蕉酶促褐变抑制剂提供理论依据和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

香蕉：市售巴西蕉（购买于海口国兴大润发超市），

表皮呈鲜黄色，九成熟，无机械损伤；多酚氧化，

Worthington 公 司； 1,1- 二苯 基苦 基苯 肼 （ 1,1- 

Diphenyl-2-picryl-hydrazyl，DPPH），Sigma公司；紫

脲酸铵（Tetramethylmurexide，TMM），赖氨酸，果糖，

六亚甲基四胺，邻苯二酚，三氯乙酸，铁氰化钾，硫

酸铜，Vc，EDTA等，均为国产分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

4836 controller PARR 5500压力反应釜，美国Parr

公司；Alpha-4冷冻干燥机，德国Matrin Christ公司；

CR-22G 冷冻高速离心机，日本Hitachi公司；超滤膜，

美国Vivascience公司；透析袋，北京博奥拓达科技有

限公司；UV-1800紫外分光光度计，日本岛津公司；

恒温摇床，上海智诚分析仪器制造有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  美拉德反应产物的制备 

配制浓度均为1 mol/L的果糖与赖氨酸溶液，两种

溶液等体积混合，用4 mol/L的NaOH溶液调节混合液

pH值为2。然后将混合液置于压力反应釜中，在温度

为110 ℃条件下反应1 h。反应结束后，待反应产物冷

却后，将其进行超滤，透析后，得到三种分子量分别

为>5000 u，3500 u~5000 u，<3500 u的MRPs，冷冻干

燥以备待用。 

1.3.2  DPPH·清除率的测定 

参照Maillard的方法 [7]，取质量分数为0.01%的

MRPs样液0.2 mL，加入1×10-4 mol/L的DPPH·无水乙

醇溶液4 mL，混匀，于常温下反应30 min，测定反应

液在517 nm处的吸光值Ai，空白组（A0）以等体积蒸

馏水代替样品溶液，对照组（Aj）以等体积无水乙醇

代替DPPH·溶液，以无水乙醇调零。每个样液做3次平

行试验。清除率的计算方法如下： 

清除率=[A0-(Ai-Aj)]/A0×100% 

1.3.3  还原力的测定 

参照Kanokwan的方法 [8]，取1 mL质量分数为

0.01%的MRPs样液加入0.2 mol/L pH为6.6的磷酸钠缓

冲溶液和质量分数为1%的铁氰化钾溶液1 mL，混合液

于50 ℃条件下水浴20 min后急速冷却，再加入10%的

三氯乙酸溶液1 mL，然后于4000 r/min离心5 min，取

其上清液1 mL，加入蒸馏水2 mL，0.1%的三氯化铁溶

液0.2 mL，放置10 min后于700 nm测吸光度A700，以质

量分数为0.01%的Vc溶液代替MRPs样液作为对照组。

吸光度越大还原力越强。 

1.3.4  Cu 离子螯合能力的测定 

参照孙丽平的测定方法[9]，取质量分数为0.01%的

MRPs 0.1 mL于5 mL离心管，加入1.5 mL六亚甲基四

胺-氯化钾缓冲液（Hex缓冲液，10 mmol/L，pH 5）和

0.5 mL溶于Hex缓冲液的硫酸铜溶液(0.1 mmol/L)，混

匀，室温下放置60 min。无铜空白和无样品对照同样

处理。三个平行。60 min后加入0.1 mL l mmol/L TMM

指示剂，混匀，静置10 min。Hex缓冲液调零，测定480 

nm和530 nm吸光度，分别是TMM-铜复合物和游离

TMM最大光吸收波长。 

标准工作曲线：配制0~0.1 mmol/L溶于Hex缓冲液

的硫酸铜溶液，取0.5 mL各浓度铜溶液于5 mL离心

管，加入2 mL缓冲液和0.1 mL紫尿酸胺指示剂，混匀，

静置10 min。Hex缓冲液调零，测定480 nm和530 nm

吸光度。以硫酸铜浓度（mmol/L）为横坐标，比值

A480/A530为横坐标建立标准工作曲线。根据标准工作

曲线计算MRPs对铜离子的螯合能力，结果表示为每

毫升MRPs所能螯合铜离子的质量（μg），即μg Cu2+/mg 

MRPs。 
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1.3.5  抑制PPO酶活力的测定 

PPO活力测定参照Galeazzi[10]，并作适当修改，分

别取浓度为0.01、0.02、0.03、0.04、0.05、0.06 mg/mL

的MRPs样液1 mL，加入pH 6.6的磷酸缓冲液1.8 mL和

0.2 mol/L的邻苯二酚溶液1 mL，摇匀，混合液于30 ℃

水浴5 min，加入酶液0.2 mL，摇匀。酶的终浓度为31.25 

U/mL。酶液刚加入即开始计时，每隔5 s测定一次吸

光度，每个样液做三次平行，由其随时间的增长直线

的斜率计算出酶的活力。以每分钟0.001△A为一个活

力单位（U）。空白组以蒸馏水代替MRPs样液。加入

样品后的酶活为V1，不加MRPs样液为空白，酶活为

V0。酶活残存率的计算方法如下： 

酶活残存率=V1/V0×100% 

1.3.6  对PPO的抑制作用类型及抑制常数的测

定 

于3 mL的测活体系中[11]，固定酶的浓度，改变底

物邻苯二酚的浓度，测定不同浓度MRPs对酶活力的

影响，以Lineweaver-Burk双倒数作图，以底物浓度的

倒数1/[S]为X轴，反应速度的倒数1/V为Y轴，来判断

MRPs对PPO的抑制类型。抑制常数的测定是通过直线

的斜率和纵轴截距对效应物含量二次作图，求出效应

物对游离酶抑制常数(KI)和对酶－底物络合物抑制常

数(KIS)。  

1.4  数据分析 

每个实验平行3次。采用Origin 8软件进行数据处

理和分析。 

2  结果与讨论 

2.1  MRPs对DPPH·的清除 

 
图1 不同分子量的MRPs 清除DPPH·自由基能力 

Fig.1 Scavenging effects against DPPH of different molecular 

weight MRPs 

图 1 说明 MRPs 具有 DPPH 自由基清除能力，三

种不同分子量大小的 MRPs其清除 DPPH·能力几近相

同。MW <3500 u 的 MRPs 对 DPPH·清除率相对较高，

约为 46.13%，但远小于质量分数 0.01%的 Vc 对

DPPH·的清除率（约为 70.62%）。徐献兵[12]研究了超

滤对葡萄糖-醋酸铵模式美拉德反应产物的影响，发现

随着截留分子量增加，截留产物 DPPH·清除率呈上升

趋势。可见，不同反应模式及反应条件的得到的美拉

德产物，截留的 MRPs 的 DPPH·清除率并不一致。 

2.2  MRPs还原能力 

 
图2 不同分子量的MRPs的还原力 

Fig.2 Reducing powers of different molecular weight MRPs 

如图 2，三种不同分子量的 MRPs 还原能力几近

相同，且皆远小于质量分数 0.01%的 Vc，MW>5000 u

的 MRPs 吸光度最高为 0.252。结合图 1 和图 2 看，

三种不同分子量的 MRPs 都具有一定的 DPPH·自由基

清除能力和还原力，但是两者随着分子量变化不一致。

原因在于，MRPs 的自由基清除能力来源于一些杂环

化合物，如蛋白黑素、呋喃等，而还原力的大小则取

决于 MRPs 中还原酮类物质的含量。 

2.3  MRPs螯合铜离子能力 

  

图 3 不同分子量的 MRPs 对螯合铜离子的影响 

Fig.3 Effect of different molecular weight MRPs on 

copper-chelating ability 

MRPs 能够有效的螯合铜、铁等金属离子，从而

阻断金属催化的自由基链式反应，或使一些以铜离子

为活性位点的氧化酶失去催化氧化能力，延缓脂质氧

化或抑制一些酶促褐变，表现较好的抗氧化活性[13]。

因此，铜离子螯合能力是考察 MRPs 对多酚氧化酶酶

促褐变抑制能力的重要指标。如图 3 所示，MRPs 螯

合铜离子能力的顺序为：MW>5000 u 的 MRPs 最高，
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MW<3500 u 的 MRPs 其次，3500 u<MW<5000 u 的

MRPs 最小。三者分别为23.75 μg Cu2+/mL MRPs（螯

合率为 37.11%）、20.66 μg Cu2+/mL MRPs（螯合率为

32.28%）、19.82 μg Cu2+/mL MRPs（螯合率为30.96%）。

EDTA 作为食品添加剂，在食品体系中的最高添加量

约为 0.025%（质量分数）[14]，而该质量分数的 EDTA

螯合铜离子的鳌合率为 40%，经换算约为 25.837 

μgCu2+/mL EDTA[15]。 

2.4  MRPs抑制 PPO活力 

 
图4 不同分子量的MRPs对抑制香蕉PPO酶活的影响 

Fig.4 Effect of different molecular weight MRPs on the 

inhibition of banana PPO  

多酚氧化酶(PPO)是引起香蕉褐变的一个重要因

素，因此 MRPs 对PPO 活性的抑制是衡量其抑制香蕉

褐变能力的一个重要因素。如图 4 所示，随着不同分

子量 MRPs的浓度增大，酶活残存率呈下降趋势，说

明 PPO 活性受到不同抑制。按照分子量由大到小，导

致酶活力下降一半所需的抑制剂浓度(IC50)分别为

0.105、0.099、0.089 mg/mL，说明 MW <3500 u 的 MRPs

抑制 PPO 能力最强。 

2.5  MRPs对 PPO的抑制动力学分析 

 
图5 MW<3500u的MRPs对PPO的抑制类型和抑制常数的测定 

Fig.5 The inhibitory type and inhibition constant of MRPs of 

MW<3500 u on banana PPO 

 

依据抑制剂与酶的作用方式的不同，酶的可逆抑

制有竞争型、非竞争型、反竞争型和混合型几种类型。

抑制作用类型可通过 Lineweaver-Burk 双倒数方程作

图，比较酶催化反应的动力学参数。图 5 显示，

Lineweaver-Burk 双倒数作图为相交于第二象限中一

点的一组直线, 横轴截距和纵轴截距都因 MRPs 浓度

的变化而改变。即米氏常数(Km)和最大反应速度(Vm)

都随着 MRPs 浓度增大而改变，Km增大而 Vm减小，

其抑制机理表现为混合型 I。Lee[16]对葡萄糖-甘氨酸模

型体系美拉德产物抑制土豆多酚氧化酶的作用机理进

行了研究，结果表明，该产物对土豆多酚氧化酶的抑

制机理属于非竞争性抑制。分别求出 MRPs对游离酶

抑制常数(KI)和对酶-底物络合物抑制常数（KIS）：

MW>5000 u：KI=0.297 mmol/L，KIS=1.744 mmol/L（图

略）；3500 u~5000 u：KI=0.212 mmol/L，KIS=1.656 

mmol/L(图略 )；MW<3500 u 的 MRPs：KI=0.205 

mmol/L，KIS=1.536 mmol/L。混合 I 型抑制剂的抑制

常数 KI值小于 KIS值，说明 MRPs 与游离酶（E）的

结合比与酶底物络合物（ES）的结合更牢固。MRPs

中可能含有的醛基等能与重要的亲核基团如疏基、氨

基或羟基反应，与酶重要的氨基基团形成席夫碱结构，

从而使 MRPs 与酶结合，达到抑制活性的作用。席夫

碱结构越牢固，MRPs 对酶的抑制作用越强 [17]。

MW<3500 u 的 MRPs的 KIS值和 KI值均小于另外两种

MRPs 抑制常数。说明 MW<3500 u 的 MRPs与多酚氧

化酶的结合力比另外两种 MRPs 更牢固，并且

MW<3500 u 的 MRPs作用于游离酶的能力比另外两种

MRPs 更强。综上, 分级组分的抑制常数与其抑制PPO

活性的结果相一致。 

3  结论 

Billaud[18]指出美拉德早期阶段的 Amadori 重排产

物是一类具有螯合、还原和清除氧气特性的物质，该

类物质在美拉德产物抑制酶促褐变中可能发挥着一定

的作用。本文表明，果糖-赖氨酸模式美拉德反应产物

经超滤透析后得到的分级组分，抑制香蕉酶促褐变能

力相关的性质，如自由基清除能力、还原力、螯合铜

离子能力和抑制多酚氧化酶活性等呈现一定差别。但

是, 抑制酶活的能力与各组分清除 DPPH·、还原力及螯

合铜离子等方面的能力不存在绝对的依赖性。

MW<3500 u 的 MRPs 呈现较优的抑制香蕉PPO 酶活的

能力。因此, 我们推断对香蕉酶促褐变起抑制作用的是

美拉德产物中低分子量物质。上述研究结果将为香蕉

加工中的酶促褐变的控制起到指导作用。此外，MRPs 
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抑制 PPO 酶活的机制还有待研究。 
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