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桑叶多酚氧化酶活性研究
袁娅利 胡玥婵 郭丽彬 柳 娜 田国政 *

（湖北民族学院生物科学与技术学院，湖北 恩施 445000）

摘 要：以新鲜桑叶为材料，考察不同温度、pH值、底物浓度、激活剂、抑制剂对桑叶 PPO活性的影响。结果表明：
桑叶 PPO 酶活性的最适温度为 40℃，最适 pH值为 6.0，最适底物浓度为 0.02moL/L的焦性没食子酸；高温( 70℃)短时
间(2min)处理能明显抑制酶的活性；蔗糖、硫酸铝和硼酸溶液对桑叶 PPO 活性有一定激活作用，在 0.1moL/L 时激活率
分别达到 75%、73%、88%；抗坏血酸、柠檬酸、亚硫酸钠对桑叶 PPO 活性有一定抑制作用，亚硫酸钠、柠檬酸在 0.1moL/L
时抑制率分别达到 80%、87%，抗坏血酸的浓度在 0.6moL/L 时抑制率达到了 86%。为深入研究桑叶 PPO的酶学特性及
应用研究奠定了基础。

关键词：桑叶；多酚氧化酶；活性研究

自然界中，大多数植物经常会发生褐变，引起植物褐变
的原因是多酚氧化酶（PolyphenolOxidase,PPO）与底物接触发
生氧化还原反应，在有氧的条件下催化酚类物质形成醌类物
质，从而生成黑色素，引起植物褐变，在食品行业里 PPO易导
致食品产品质量恶化。1894年 Betrand首次研究了 PPO，发现
它是一种酶蛋白。1937年 Kubowitz在Warburg实验室中第 1
次分离出 PPO[1、2]。研究发现，PPO不仅对植物的褐变产生影
响，还会影响植物的抗病性，参与植物的次生代谢，产生毒性
物质杀死病原菌，PPO活性高会加强嫁接伤口处呼吸作用，
加速伤口木质化，从而降低成活率[3]，PPO有防御昆虫[4]的功
能。PPO的作用有利有弊。

桑叶是桑科植物桑（Morus.aLba.L.）的叶，约占桑树地上
部产量的 64%，不仅用作养蚕饲料，且为药食同源类植物[5]，
富含有生物碱、黄酮和多糖类化合物以及多种酶类物质，对
糖尿病、高血糖和高血压等疾病的预防和治疗疗效显著[6]。目
前，对桑叶 PPO的研究较少，对桑叶 PPO活性[7]、桑叶 PPO引
起植物褐变的机理[8]、桑叶 PPO的分离提纯[9]等研究有报道，
但有很大的局限性。通过对恩施地区桑叶 PPO的深入研究有
利于桑叶的深度开发，充分利用桑叶 PPO的性质，应用到农
业、食品等行业中，提高农业产品的经济价值，降低因植物褐
变引起的损失。
1 材料与方法
1.1 主要材料与设备

试验材料：幼嫩桑叶采摘于湖北民族学院综合实验楼后
山。

试验仪器：AL204电子天平（梅特勒 - 托利多仪器有限
公司上海）、UV- 2550紫外可见光分光光度计（尤尼柯仪器
有限公司 上海）、CR21 高速冷冻离心机 日本日立公司）、
Seven Easy pH 计（梅特勒 - 托利多仪器有限公司 上海）、
- 80℃超低温冰箱（日本日立公司）。
1.2 方法
1.2.1 原料预处理。取幼嫩的新鲜桑叶，贮存于 - 80℃超低温
冰箱。取 1g桑叶，加入 2g二氧化硅及 5mL 0. 01 moL /L磷酸

缓冲液（pH值 6）冰浴研磨。收集研磨液定容至 50mL在 4℃
下 12000 r /min离心 30 min，上清液 4℃保存备用。
1.2.2 桑叶 PPO活性测定方法。在 3.9mL磷酸缓冲溶液（pH
值 7.0） 中，加入 1.0mL 0.02moL/L 焦性没食子酸溶液及
0.1mLPPO粗酶提取液，混匀作为反应体系。以 0.1mL磷酸缓
冲液（pH值 7.0）代替粗酶提取液的溶液加入反应体系作为
空白对照，在 420nm波长下吸光度值 A[10]。A值每 1min内变
化 0.01为 1个酶活力单位（U）。则比酶活力计算公式如下：

比酶活力 =U/V=100A/V
式中：U=总酶活力，V=粗酶提取液体积，A=吸光度值

变化。
1.2.3 pH值影响桑叶 PPO活性的测定方法。在 3.9mL磷酸
缓冲溶液（pH值 5.0，6.0，6.5，7.0，7.2，7.5，8.0，9.0）中，加入
1.0mL 0.02moL/L焦性没食子酸溶液及 0.1mL PPO粗酶提取
液，混匀作为反应体系，溶液置于室温下反应 5min后测定酶
的残留活性。
1.2.4 pH值对桑叶 PPO 活性稳定性测试。在 3.9mL PB溶
液（pH值 5.0，6.0，6.5，7.0，7.2，7.5，8.0）中，加入 0.1mL PPO
粗酶提取液，混匀作为反应体系，将溶液置于 4℃冷藏 48h后
加入 1.0mL 0.02moL/L焦性没食子酸溶液，测定酶的残留活
性。
1.2.5 温度影响桑叶 PPO活性的试验方法。在 3.9mL pH值
7.0的 PB溶液中，加入 1.0mL 0.02moL/L的焦性没食子酸溶
液和 0.1mL的桑叶 PPO酶液，混匀后分别在 20、30、40、50、
60、70℃下反应 5min，在 420nm下测定酶的残留活性，前
6min每 1min测 1次，6min后每 2min测 1次，直至反应稳定。
1.2.6 温度对桑叶 PPO活性稳定性测试。将定量的酶液分别
在 20、30、40、50、60、70℃的水浴中加热 10min。后在 3.9mLpH
值 7.0的 PB溶液中，加入 1.0mL 0.02moL/L的焦性没食子酸
溶液，分别在 20~70℃水浴中加热的桑叶 PPO酶液 0.1mL，混
匀后在 420nm下测定酶的残留活性，前 6min每 1min 测 1
次，6min后每 2min测 1次，直至反应稳定。
1.2.7 激活剂、抑制剂影响桑叶 PPO 活性的试验方法。在
3.9mLpH值 7.0的 PB溶液中，加入 1.0mL 0.02moL/L的焦性
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没食子酸溶液、0.1mL的桑叶 PPO酶液和 1mL不同浓度的试
剂，混匀后在室温下测定酶活性。具体试验方案见表 1。

1.2.8 底物浓度影响桑叶 PPO活性的试验方法。在 3.9mLpH
值 7.0的 PB溶液中，加入 0.1mL的桑叶 PPO酶液和 1.0mL
不同浓度（0.006moL/L、0.008moL/L、0.01moL/L、0.02moL/L、
0.04moL/L、0.06moL/L、0.08moL/L）的焦性没食子酸溶液，混匀
后在室温下测定酶活性。
2 结果与分析
2.1 pH值对桑叶 PPO活性的影响

如图 1可知，桑叶 PPO的最适 pH值为 6. 0，当 pH值
5.0～ 6.0时，随着 pH值的升高桑叶的 PPO活性上升，上升
幅度达到了 66%；当 pH值 6.0～9.0时，随着 pH值的上升桑
叶 PPO活性下降，至 pH值 9.0时，酶活性降至 0.049U，降低
幅度达到了 88%。

2.2 温度对桑叶 PPO活性的影响
如图 2可知，桑叶 PPO的最适温度为 40℃，当 20~40℃

时，随着温度的升高桑叶的 PPO活性上升，上升幅度达到了
53%；当 40~70℃时，桑叶 PPO活性慢慢下降，下降了 92%，
温度为 70℃时酶活性降至 0.019U。故最适温度为 40℃。

2.3 桑叶 PPO活性的稳定性

2.3.1 温度对桑叶 PPO活性的稳定性测试。由图 3可得，为
保证在最短的时间内最大限度地抑制桑叶中酶的活性，以减
少高温对营养活性 PPO的活性保留率随着温度的升高而逐
渐下降，其在 20℃的条件下处理 10 min后稳定性最强。温度
分别为 30、40、50、60、70℃时，可以有效抑制 PPO活性。另
外，70℃下桑叶的 PPO的活性损失非常严重，几乎无保留。

2.3.2 pH值对桑叶 PPO活性的稳定性测试。如图 4可知，桑
叶 PPO的最适 pH值为 6. 0，当 pH值 5. 0～7. 0时，桑叶 PPO
活性随着 pH值得升高而升高，呈现一个上升趋势，上升了
20%；当 pH值 7.0～8.0时，桑叶 PPO活性慢慢下降，下降了
55%，pH值为 8.0时酶活性降至 0.0145U。

2.4 抑制剂对桑叶 PPO活性的影响
2.4.1 抗坏血酸对桑叶 PPO活性的影响。由图 5可知，抗坏
血酸对桑叶 PPO抑制作用明显，当抗坏血酸的浓度在 0.2～
0.6mmoL/L范围内，随着抑制剂浓度的增加，酶的活性降低，
抗坏血酸的浓度从 0.6mmoL/L对桑叶 PPO抑制作用开始缓
慢，抗坏血酸的浓度在 0.6mmoL/L是抑制率达到了 86%。

图 2 温度对桑叶 PPO活性的影响

图 3 温度对桑叶 PPO活性的稳定性测试

图 4 pH值对桑叶 PPO活性的稳定性测试

图 1 pH值对桑叶 PPO活性的影响

图 5 抗坏血酸对桑叶 PPO活性的影响

名称（mmoL/L） 浓度

蔗糖 0.01 0.05 0.1 0.15 0.2

硝酸铝 0.01 0.05 0.1 0.15 0.2

硼酸 0.01 0.05 0.1 0.15 0.2

抗坏血酸 0.2 0.6 0.8 1 0.1

柠檬酸 0.01 0.1 0.15 0.2 0.05

亚硫酸钠 0.01 0.1 0.15 0.2 0.05

表 1 不同激活剂、抑制剂对桑叶 PPO活性的影响

试验研究

8- -



2019年第 2期 现代园艺

2.4.2 柠檬酸、亚硫酸钠对桑叶 PPO活性的影响。由图 6可
知，柠檬酸、亚硫酸钠对桑叶 PPO都有一定的抑制作用，亚硫
酸钠的抑制作用较柠檬酸明显，当亚硫酸钠和柠檬酸的浓度
在 0.01～0.1mmoL/L范围内，随着抑制剂浓度的增加，酶的活
性降低较快，亚硫酸钠的浓度在 0.1mmol/L时，抑制率达到
87%，柠檬酸的浓度在 0.1mmoL/L时，抑制率达到 80%。当抑
制剂浓度超过 0.1mmoL/L以后，抑制作用变缓。

2.5 激活剂对桑叶 PPO活性的影响
2.5.1 蔗糖、硼酸和硝酸铝对桑叶 PPO 活性的影响。由图 7
可知，蔗糖、硼酸和硝酸铝对桑叶 PPO都有一定的激活作用，
蔗糖的激活作用较硼酸和硝酸铝明显，当三者的浓度在
0.01～0.1mmoL/L范围内，随着激活剂浓度的增加，酶的活性
增加较快，硼酸的浓度在 0.1mmoL/L时激活率达到 88%，蔗
糖的浓度在 0.1mmoL/L时激活率达到 75%，硝酸铝的浓度在
0.1mmoL/L时激活率达到 73%。当激活浓度超过 0.1mmoL/L
以后，激活作用变缓。

2.6 底物浓度对桑叶 PPO活性的影响

由图 8可知，从 0.006～0.02moL/L时，桑叶 PPO活性随
着浓度上升而之间上升，呈现一个正比的趋势，上升了 78%；
从 0.02～0.08moL/L时，桑叶 PPO活性随着浓度上升而逐渐
下降，下降了 50%。所以最适的底物浓度为 0.02moL/L的焦性
没食子酸。
3 结论

通过对桑叶多酚氧化酶活性的研究发现，不同条件下对
桑叶 PPO活性的影响不同，PPO活性的最适温度为 40℃，当
温度升高至 70℃处理 2min能明显抑制酶的活性，可把 70℃
作为控制发生酶促褐变的关键因素和温控指标；pH值对桑
叶 PPO活性的影响比较明显，通过调节反应体系 pH值可抑
制桑叶酶促褐变的发生，其酶活性最适的 pH值为 6.0，升高
或降低 pH均降低酶的活性；最适底物浓度为 0.02moL/L的
焦性没食子酸；在桑叶 PPO活性的稳定性测试中，当 pH
值＜6.5、pH值＞7.2时，桑叶 PPO的活性明显受到抑制；在
对桑叶 PPO活性的稳定性测试中，短时间高温（70℃）处理明
显地抑制桑叶 PPO的活性；进一步研究表明，蔗糖、硫酸铝和
硼酸溶液对桑叶 PPO活性有一定激活作用，硼酸的浓度在
0.1mmoL/L时激活率达到 88%，蔗糖的浓度在 0.1mmoL/L时
激活率达到 75%，硝酸铝的浓度在 0.1mmoL/L时激活率达到
73%；抗坏血酸、柠檬酸、亚硫酸钠对桑叶 PPO活性有一定抑
制作用，亚硫酸钠的浓度在 0.1mmoL/L时抑制率达到 87%，
柠檬酸的浓度在 0.1mmoL/L时抑制率达到 80%，抗坏血酸的
浓度在 0.6mmoL/L是抑制率达到了 86%。抑制剂和激活剂有
明显影响酶的活性，且存有明显的剂量效应。本研究为桑叶
的开发以及桑叶 PPO的利用提供了依据。
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图 6 柠檬酸、亚硫酸钠对桑叶 PPO活性的影响

图 7 蔗糖、硼酸和硝酸铝对桑叶 PPO活性的影响

图 8 底物浓度对桑叶 PPO的影响
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