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摘　要：应用分光光度法研究丝瓜多酚氧化酶及过氧化物酶酶学特性的影响因素，为丝瓜酶促褐变的研究提供

基础。以普通丝瓜果肉为材料，ＰＰＯ以邻苯二酚为底物，ＰＯＤ以愈创木酚为底物，研究分析反应温度、反应时

间、ｐＨ及测量波长、底物的浓度、ＰＰＯ提取酶液添加量对丝瓜ＰＰＯ、ＰＯＤ活性的影响。丝瓜褐变相关酶提取

和测定方法的优化：（１）ＰＰＯ最佳反应体系：测定波长４０８ｎｍ、反应温度是３５℃、ｐＨ为６．０、酶液用量０．１５

ｍＬ，最适底物为邻苯二酚，底物浓度为０．０５６ｍｏｌ·Ｌ－１；（２）ＰＯＤ最佳反应体系：测定波长４１０ｎｍ，反应温

度为４０℃，最佳ｐＨ为５．５，酶液用量０．１ｍＬ，底物是愈创木酚，浓度为０．０６７ｍｏｌ·Ｌ
－１。
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　　丝瓜犔狌犳犳犪犮狔犔犻狀犱狉犮犪 作为一种经济价值较

高的农作物，主要栽培于温带和亚热带地区，在我

国南、北各地早已形成规模化种植。丝瓜适应性

强，耐热、耐湿、抗逆性强［１］，营养价值很高，且

具有很好的医疗保健功能。然而，在加工和运输过

程中丝瓜果肉极易褐变，严重影响丝瓜产品的商品

价值和食用价值［２－３］。丝瓜的褐变属于酶促褐变，

其褐变的主要原因是丝瓜受到碰撞、摩擦、加热等

因素刺激时，活性氧增加，损坏其细胞结构，液泡

中的酚类物质在细胞质中的酚类氧化酶的催化下氧
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化形成醌，醌聚合形成黑色或褐色沉淀［４－５］。酶促

褐变是植物组织主要的褐变类型，一直是采后研究

的重点。在褐变发生时，酶是褐变发生的重要影响

因素和必备条件之一，

多酚氧化酶 （ＰＰＯ）是一类广泛分布于植物体

中能催化酚类物质氧化成醌类的一种含铜的结合

酶，被认为是酶促褐变过程中最主要的酶。多酚氧

化酶活性的增高常伴随着褐变的发生，同时褐变程

度与活性呈正相关。一般在植物的幼嫩组织中含量

较高，成熟衰老的部位含量较低［６］，且不同植物

ＰＰＯ的特性各不相同
［７－８］。过氧化物酶 （ＰＯＤ）

是存在于植物组织中的一种活性较高的氧化还原

酶［９］。ＰＯＤ在酶促褐变中常常辅助ＰＰＯ进行酶促

反应，在Ｈ２Ｏ２存在时，ＰＯＤ可催化类黄酮和酚类

等物质的氧化和聚合形成褐色物质［１０］，从而使得

组织发生褐变。本研究分析并明确丝瓜 ＰＰＯ 及

ＰＯＤ的酶学特性，为丝瓜褐变研究及果蔬褐变中

酶的功能作用奠定了基础，并有利于通过控制酶促

反应的条件、切断反应途径抑制褐变，从而找到抑

制褐变的方法并创制出控制褐变的果蔬新品种。

１　材料与方法

１１　试验材料与设备

材料：从福建省福清市东张基地选取大棚栽培

的６２个品种 （系）作为供试材料 （表１）。选择无

病虫害、无机械损伤、无畸形的丝瓜，进行清洗，

快速削皮分装于保鲜袋中，液氮速冻后放置于－

８０℃冰箱中备用。

试剂：ＰＶＰＰ、柠檬酸、ＮａＨ２ＰＯ４、邻苯二

酚、ＰＥＧ、ＰＶＰ、ＴｒｉＴｏｎＸ１００、愈创木酚、３０％

Ｈ２Ｏ２、ＨＣＬ、ＥＤＴＡ。

反 应 混 合 液：ｐＨ ＝６．０、０．１ ｍｏｌ·Ｌ
－１

的ＮａＨ２ＰＯ４柠檬 酸 缓 冲 液，ｐＨ ＝６．０、０．０５

ｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯二酚溶液，０．０２５ｍｏｌ·Ｌ－１愈创

木酚溶液，０．５ｍｏｌ·Ｌ－１过氧化氢溶液 （现配）。

设备：ＤＫ８Ｄ型电热恒温水浴锅、紫外可见

光分 光 光 度 计 （ＵＶ７５４）、 电 子 分 析 天 平

（ＯＨＡＵＳ）、高速台式冷冻离心机 （ＨＩＴＡＣＨＩＣＲ

２１ＧⅢ型）、超声波清洗机 （ＫＱ４００Ｄ）、磁力搅拌

器，酸度计 （ＯＨＡＵＳ），光照培养箱，制冰机。

１２　试验方法

１２１　粗酶液的制备　将冷冻丝瓜清洗干净后去

皮，称取２ｇ果肉至于研钵上，加５ｍＬｐＨ为６．０

的ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液，再加少许ｐｖｐｐ在冰

上快速研磨成匀浆，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１于４℃超低温

冷冻离心机上离心３０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。

蒸馏水透析过夜，４℃保存。

表１　供试材料

犜犪犫犾犲１　犕犪狋犲狉犻犪犾犪狆狆犾犻犲犱

自编号 材料 栽培类型 自编号 材料 栽培类型

１ ５ 有棱丝瓜 ３２ ６５ 普通丝瓜

２ ２９ 有棱丝瓜 ３３ １６０ 普通丝瓜

３ ３８ 有棱丝瓜 ３４ １５９ 普通丝瓜

４ ４３ 有棱丝瓜 ３５ ６８ 普通丝瓜

５ ４５ 有棱丝瓜 ３６ ３７ 普通丝瓜

６ ４８ 有棱丝瓜 ３７ ９２ 普通丝瓜

７ ６０ 有棱丝瓜 ３８ ３０ 普通丝瓜

８ ６９ 有棱丝瓜 ３９ Ａ２ 普通丝瓜

９ ７７ 有棱丝瓜 ４０ Ａ４ 普通丝瓜

１０ ７８ 有棱丝瓜 ４１ Ａ１×Ａ５ 普通丝瓜

１１ ８０ 有棱丝瓜 ４２ Ａ５ 普通丝瓜

１２ ８５ 有棱丝瓜 ４３ Ａ１ 普通丝瓜

１３ ８７ 有棱丝瓜 ４４ Ａ１×Ａ３ 普通丝瓜

１４ ８９ 普通丝瓜 ４５ Ａ６ 普通丝瓜

１５ ９７ 有棱丝瓜 ４６ １２ 普通丝瓜

１６ １１０ 有棱丝瓜 ４７ ８ 普通丝瓜

１７ １１３ 普通丝瓜 ４８ ＬＡ１ 普通丝瓜

１８ １１４ 普通丝瓜 ４９ Ｙ３ 普通丝瓜

１９ １２６ 普通丝瓜 ５０ Ｌ３ 普通丝瓜

２０ １２７ 有棱丝瓜 ５１ ＬＡ１×Ａ３ 普通丝瓜

２１ １２８ 有棱丝瓜 ５２ ＹＡ１×Ａ３ 普通丝瓜

２２ １３３ 有棱丝瓜 ５３ Ｙ１５１ 有棱丝瓜

２３ １４２ 普通丝瓜 ５４ Ｙ８９ 普通丝瓜

２４ １４４ 有棱丝瓜 ５５ Ｌ３８ 有棱丝瓜

２５ Ｓ１５１ 有棱丝瓜 ５６ Ｌ黑１０ 普通丝瓜

２６ １５８ 有棱丝瓜 ５７ Ｌ８９ 普通丝瓜

２７ 黑１０ 普通丝瓜 ５８ Ｌ１５１ 有棱丝瓜

２８ 黑１３ 普通丝瓜 ５９ Ｓ３ 普通丝瓜

２９ 黑１２ 普通丝瓜 ６０ Ｙ黑１０ 普通丝瓜

３０ ６ 有棱丝瓜 ６１ ４４ 普通丝瓜

３１ ６１ 普通丝瓜 ６２ Ｙ３８ 普通丝瓜

１２２　 酶测定方法 　ＰＰＯ 酶测定
［１１］：用 ０．１

ｍｏｌ·Ｌ－１ 的 ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液配制浓度为

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯二酚反应底物，将４ｍＬ０．０５

ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液与１ｍＬ邻苯

二酚溶液混匀，以ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液为对照

组，加入４℃保存的ＰＰＯ酶液。３５℃下反应１５ｓ，
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立刻测定５ｍｉｎ内在４２０ｎｍ处ＯＤ值变化，每隔

３０ｓ记录１次。３次重复。以每分钟吸光值的变化

（△ＯＤ４２０ｎｍ值）为１个ＰＰＯ酶活单位。

ＰＯＤ 酶 测 定［１２］： 用 ０．０５ ｍｏｌ· Ｌ－１ 的

ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液分别配制浓度为０．０２５

ｍｏｌ·Ｌ－１愈创木酚溶液和０．５ｍｏｌ·Ｌ－１过氧化氢

溶液，取３ｍＬ０．０２５ｍｏｌ·Ｌ－１愈创木酚溶液和

０．５ｍＬＰＯＤ粗酶液，再加０．２ｍＬ过氧化氢溶液

迅速混合反应，以ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液为对照

组，测定３ｍｉｎ内波长４７０ｎｍ处的ＯＤ值，每３０

ｓ记录１次。以每分钟吸光值的变化 （△ＯＤ４７０ｎｍ值）

计算酶活力。

１２３　ＰＰＯ及ＰＯＤ酶反应时间的影响研究　利

用１．２．２测定方法，将反应溶液和酶液混匀后，立

即测定多酚氧化酶及过氧化物酶在６ｍｉｎ内的吸光

度，每３０ｓ测１次。

１２４　ＰＰＯ及ＰＯＤ酶最佳测定波长的研究　同

１．２．２测定方法，扫描丝瓜ＰＰＯ产物和ＰＯＤ产物

在３８０～４８０ｎｍ间的吸光度，每１０ｎｍ测定１次

ＯＤ值，绘制吸收图，确定其最大吸收波长。

１２５　ｐＨ 对丝瓜ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响　配

制ｐＨ 分别为 ３．６、４．６、５．６、６．０、６．６、７．０、

７．６、８．０的ＮａＨ２ＰＯ４柠檬酸缓冲液，测定ｐＨ值

对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响，试验重复３次。

１２６　ＰＰＯ及ＰＯＤ酶最适反应温度的研究　反

应混合液混匀后分别在１５、２０、２５、３０、３５、４０、

４５、５０℃在水浴锅中预热３ｍｉｎ后测定其吸光度，

研究反应温度与ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的相关性。

１２７　底物浓度对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响　分

别 配 制 浓 度 为 ０．０１１、０．０２２、０．０３３、０．０４４、

０．０５６、０．０６７、０．０７８ｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯二酚溶液和

愈创木酚溶液，加入到ＰＰＯ及ＰＯＤ对应反应混合

液中，于３０℃和４５℃下各自水浴３ｍｉｎ后测定吸

光度。３次重复。

１２８　酶液量对 ＰＰＯ 及 ＰＯＤ活性的影响　同

１．２．２方法，在 ＮａＨ２ＰＯ４－柠檬酸缓冲液与底物

的混合液中，分别加入５０、１００、１５０、２００、２５０、

３００μＬ的ＰＰＯ及ＰＯＤ粗酶液，在３０℃和４５℃下

水浴３ｍｉｎ后测定吸光度。绘制图。

２　结果与分析

２１　测定波长对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

在３８０～４８０ｎｍ进行了波峰扫描，由图１可以

看出，ＰＰＯ酶活性反应产物的吸光度在３８０～４１０

ｎｍ内逐渐增大，在４０８ｎｍ处达到最大值，ＯＤ值为

０．２４２，之后随着吸收波长增大，吸光度逐渐下降，无

其他杂质干扰。ＰＯＤ酶活性反应产物的吸光度随

着吸收波长的增大呈先上升后下降的趋势，在４１０

ｎｍ处达到最大，ＯＤ值为０．３５１，之后平缓降低。

ＰＰＯ与ＰＯＤ的酶活性最佳测定波长基本相同。

图１　测定波长对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺狅狀犘犘犗犪狀犱犘犗犇犪犮狋犻狏犻狋狔

犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狊

２２　反应时间对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

利用１．２．２测定方法，立即测定３０ｓ至第

５６ｍｉｎ的吸光度。由图２可知，ＰＰＯ 在反应前

２．５ｍｉｎ内ＯＤ值变化很快，２．５ｍｉｎ时吸光度达

到最大，ＯＤ值为０．２２１，表明初始阶段反应速度

很快，之后后随着反应时间的进行，反应速度降

低，吸光度变化幅度减小。ＰＯＤ在前４．５ｍｉｎ内

反应时间与速度呈正相关，在５ｍｉｎ时吸光度达到

最大值０．５５６，之后变化幅度不大。综上，在测定

丝瓜酶活性变化时，ＰＰＯ 以前 ２．５ ｍｉｎ 为准，

ＰＯＤ以前４．５ｍｉｎ为准。

图２　丝瓜ＰＰＯ及ＰＯＤ反应进程

犉犻犵．２　犘犘犗犪狀犱犘犗犇狉犲犪犮狋犻狅狀犮狌狉狏犲狊

２３　ｐＨ对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

ｐＨ对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响如图３。由图３

可知，丝瓜ＰＰＯ及ＰＯＤ的活性随ｐＨ的变化而变

化。在ｐＨ３．６～６．８，丝瓜ＰＰＯ的活性随ｐＨ 的

增加而不断升高，当ｐＨ值为６．０时酶反应产物的

吸光度达到最大值为０．３７８，酶的活性最高；在
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ｐＨ值６．０～８．０范围内丝瓜ＰＰＯ的活性随ｐＨ的

增加而下降。丝瓜ＰＯＤ的活性，总体在酸性条件

下更高，酶活性随着酸度的减小而增强，ｐＨ５．５

时达到最高，肩峰为ｐＨ７．０。

图３　ｐＨ对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳狉犲犪犮狋犻狅狀狆犎狅狀犘犘犗犪狀犱犘犗犇犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊

２４　温度对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

由图４可知，在３０～４５℃内吸光度较高，其

中ＰＰＯ在３５℃时吸光度达到最大，活性最高，表

明其最适温度为３５℃。温度对ＰＯＤ活性的影响，

在３０、４０℃时酶活性较高，４０℃达最大值，此后

酶活随温度的升高逐渐下降，丝瓜ＰＯＤ的最适温

度为４０℃。

图４　温度对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狅犳狉犲犪犮狋犻狅狀狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犘犘犗犪狀犱犘犗犇

犪犮狋犻狏犻狋犻犲狊

２５　底物浓度对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

底物 （酚类物质）、酶和氧是酶促褐变形成的

３个物质条件
［１３］。由图５可知，在酶液浓度一定

时，当底物浓度为０．０１１～０．０５６ｍｏｌ·Ｌ
－１时，

ＰＰＯ活性随着底物浓度的增加而增加，增幅较大；

当底物浓度≥０．０５６ｍｏｌ·Ｌ
－１时，吸光度变化幅度

较小，ＰＰＯ活性趋于稳定。在底物浓度为０．０１１～

０．０５６ｍｏｌ·Ｌ－１范围内，ＰＯＤ活性随着底物浓度

的增加而缓慢增大，之后急剧增加，在 ０．０６７

ｍｏｌ·Ｌ－１时吸光度达到最大。

图５　底物浓度对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳狊狌犫狊狋狉犪狋犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀犘犘犗犪狀犱犘犗犇

犪犮狋犻狏犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狊

２６　酶液量对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

如图６所示，在底物浓度不变时，ＰＰＯ活性

随着酶液加入量的增多而增加，在０．１５ｍＬ时吸

光值达到最大，总体变化幅度不大。ＰＯＤ活性随

酶液加入量的增加而急剧增加，在酶液加入量０．１

ｍＬ时ＯＤ值达到最大，而后随着酶液量的增加逐

渐降低，反应速度与酶液量基本上呈正相关。

图６　酶液量对ＰＰＯ及ＰＯＤ活性的影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狅犳犲狀狕狔犿犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀犘犘犗犪狀犱犘犗犇

犪犮狋犻狏犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狊

３　讨论与结论

植物组织中ＰＰＯ及ＰＯＤ都具有各自明显紫外

吸收特征，不同植物不同组织中ＰＰＯ与ＰＯＤ其紫

外吸收波峰也不尽相同［１４］。丝瓜果实ＰＰＯ及ＰＯＤ

的最大吸收波峰分别为４０８ｎｍ和４１０ｎｍ，这与黄

树萍［１５］等对丝瓜的研究结果接近。当以邻苯二酚

为底物，浓度为０．０５６ｍｏｌ·Ｌ－１，酶液添加量为

０．１５ｍＬ，反应温度为３５℃，ｐＨ 值为６．０时丝瓜

ＰＰＯ活性最高。当以愈创木酚为底物，浓度为

０．０６７ｍｏｌ·Ｌ－１，反应温度４０℃，ｐＨ 为５．５和

７．０时丝瓜ＰＯＤ活性最高。在测定丝瓜酶活性变

化时，ＰＰＯ以前２．５ｍｉｎ为准，ＰＯＤ以前４．５ｍｉｎ
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为准。

ｐＨ对ＰＯＤ的影响研究中出现肩峰这可能是

由于丝瓜存在过氧化物同工酶［１６］。随着碱性越来

越强，ＰＯＤ的活性开始下降。过酸过碱的ｐＨ 环

境都不利于丝瓜ＰＰＯ及ＰＯＤ的活性。温度对酶活

性的影响有双面性：一边随着温度升高，酶催化反

应速度加快；另一方面温度升高，会破坏酶蛋白，

反而降低酶的活性［１７］。

一般在底物浓度一定时，酶活性随酶液量的增

加而增加，当酶液量达到一定值时，酶活性线性增

长趋于平缓。主要由于酶液量较低时，底物过量，

随着酶液量的增加，越来越多的酶分子与底物结

合，随后底物逐渐被酶液饱和，当酶液量达到一定

时，达到最大饱和度，反应速度减缓，之后其增加

速度基本保持平稳。当酶液量较多而底物浓度不足

时将产生限制因子，反应速度与酶液量之间不再保

持线性关系。另外，酶作用的产物增加，对酶产生

抑制作用，从而导致反应速度增长量下降。酶的激

活和抑制作用属于化学修饰的范畴，它们大部分是

离子或简单的有机化合物。关于ＰＰＯ及ＰＯＤ在酶

促褐变中的作用机理及在分子水平的研究还有待进

一步深入了解。

因此，在丝瓜加工处理过程中，降低ｐＨ可有

效防止丝瓜褐变，低温贮藏和高温处理亦有利于减

轻或控制褐变的发生，调节底物浓度和反应酶液的

量也可以间接控制褐变的发生。
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