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槟榔(Areca catechu L.)为我国四大南药之首，

同时也是世界三大口腔嗜物之一，国内主产地在
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海南。虽然，目前市场上槟榔干果制品较多，但

是仍然有许多消费者更喜欢食用槟榔鲜果，然而
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摘要：以槟榔果仁为试材，经pH6.8磷酸缓冲溶液(PBS)提取多酚氧化酶(PPO)粗酶液，采用

(NH4)2SO4分级沉淀后，进一步通过DEAE-Sepharose Fast Flow和Phenyl Sepharose 6 Fast Flow柱层

析，获得PPO纯化酶液。经鉴定其纯度达到电泳纯，相对分子质量为29.2 ku。在此基础上，对提

取的PPO进行酶学特性研究，结果表明，槟榔果仁中PPO最适温度为20 ℃，最适pH为7.0；以邻

苯二酚为底物，该酶的最大反应速度(Vmax)为140.84 U/mL·min，Km为3.22 mmol/L。
关键词：槟榔果仁；PPO；分离纯化；酶特性

中图分类号：R 284.2            文献标志码：A             文章编号：1005-9989(2018)11-0235-05
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areca nut kernel
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Abstract: Using areca nut kernel as test material, polyphenol oxidase (PPO) crude enzyme solution was 
extracted by pH 6.8 phosphate buffer solution (PBS). After (NH4)2SO4 fractional precipitation, and then 
through DEAE-Sepharose Fast Flow and Phenyl Sepharose 6 Fast Flow column chromatography, the 
purified PPO solution was obtained, indicating the presence of PPO enzyme in the areca nut kernel. Its 
purity was confirmed to be pure by electrophoresis and its relative molecular mass was determined to 
be 29.2 ku. On this basis, the enzymatic characterization of the extracted PPO were studied, the results 
showed that the optimum temperature of PPO in areca nut kernel is 20 ℃, the optimum pH is 7.0, and the 
maximum reaction rate of the enzyme (Vmax) is 140.84 U/mL·min with catechol as the substrate, Km is 3.22 
mmol/L.
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每年(4～7)月处于槟榔鲜果空档期[1-2]
。因此，槟

榔保鲜技术研究越来越受到重视。但是研究发

现，槟榔鲜果在采后贮藏过程中存在果仁褐变问

题，直接影响到了产品品质。而目前少量的相关

研究主要关注槟榔果肉褐变问题，研究发现槟榔

果肉褐变产物与酚类物质和PPO反应引起的酶促

褐变产物相似[3]
，而关于槟榔果仁褐变仅在褐变

控制方面发现茉莉酸甲酯处理鲜食槟榔可以显著

抑制果仁褐变[4]
，但对于褐变机制的研究尚未见

到相关报道。但是从类似的果实内部褐变问题研

究较多的菠萝和梨果实中发现，菠萝内部褐变是

菠萝果实内源PPO与酚类物质在有氧条件下发生

的酶促褐变，且病果的PPO活性比正常果实普遍

偏高[5-6]
。对于梨果实，研究者对果实中的褐变底

物和酶做了大量研究，酪氨酸和漆酶是梨中主要

的PPO，催化绿原酸等酶促底物产生褐变，且酪

氨酸活性下降有助于减轻褐变的发生[7-8]
。进一步

通过对鸭梨多酚氧化酶基因克隆及其反义转化而

获得低多酚氧化酶活性的转基因鸭梨植株，则有

望从根本上解决黑心病的发生[9]
。

酶促褐变是果蔬采后生理褐变的主要原因，

多酚氧化酶(PPO)是果蔬酶促褐变的关键酶[10-11]
。

因此，要确认槟榔果仁贮藏过程中褐变是否属

于酶促褐变，就需要明确槟榔果仁中是否存在

PPO。所以本研究的目的就在于确定槟榔果仁中

是否存在PPO，并对其酶特性进行研究。从而为

最终揭示槟榔果仁褐变机制提供基础，也为今后

进一步控制槟榔果仁褐变寻求理论基础。

1  材料与方法

1.1   材料与设备

1.1.1   材料与试剂   无机械损伤及病虫害的新鲜

槟榔：市售；DEAE-琼脂糖凝胶、苯基-琼脂糖凝

胶：Solarbio公司；磷酸氢二钾、磷酸二氢钾、邻

苯二酚、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、硫酸铵、柠檬

酸、氢氧化钠、磷酸、甘氨酸、十二烷基硫酸钠

(SDS)、过硫酸铵、Tris、丙烯酰胺、甲叉双丙烯

酰胺、四甲基乙二胺、考马斯亮蓝G250、溴酚蓝：

分析纯。

1.1.2   仪器设备   CAHT-50L超纯水器：北京中科

智恒科技有限公司；DS-1高速组织捣碎机：上海

精科实验有限公司；TGL-16M高速冷冻离心机：

上海卢湘仪离心机仪器有限公司；T6系列紫外-

可见分光光度计：北京普析通用仪器有限责任公

司；DHL-2型恒流泵：上海精科实业有限公司；

HD-A电脑采集器、HD-3紫外检测仪：南京大

学；RDY双胶迷你垂直电泳仪：北京荣阳经典科

技有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1   PPO粗酶液的提取   参照潘永贵[12]的方法略

作改动。取新鲜的槟榔果仁组织50 g，按1:2比例

加入冷却至4 ℃内含5% PVP的0.1 mo1/L磷酸缓冲

溶液(PBS)中(pH6.8)，置于高速组织捣碎机中快速

捣碎，浆液于4 ℃下浸提2 h，4层脱脂纱布过滤，

滤液于高速冷冻离心机中10000 r/min离心15 min，
上清液即为PPO粗酶液。

1.2.2   PPO分离纯化

1.2.2.1   硫酸铵分级沉淀   取上述PPO粗酶液于

冰浴中，向其中缓慢加入(NH4)2SO4至30%饱和

度，4 ℃下静置2 h，然后在4 ℃、10000 r/min下
离心10 min，收集上清液。继续向其中缓慢加入

(NH4)2SO4至70%饱和度，4 ℃下静置过夜。然后

于4 ℃、10000 r/min下离心15 min，收集沉淀，用

少量0.1 mo1/L、pH6.8的PBS将沉淀溶解得到酶的

提取液。然后将酶提取液装入透析袋中，按酶提

取液体积的100倍加入相同pH的PBS到透析装置

中，于4 ℃下透析过夜，中间每隔4 h更换一次透

析液。

1.2.2.2   DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析   在
Mishra BB[13]方法的基础上略作修改，DEAE-琼脂

糖凝胶FF层析柱(2 cm×25 cm)用初始缓冲液(按
凝胶:缓冲液=3:1的比例)配成匀浆装柱，然后用

(2～3)倍体积0.1 mo1/L、pH6.8的PBS平衡柱子，

将取1.2.2.1所得的多酚氧化酶提取液3 mL上柱，

用含(0～0.5)mo1/L NaCl溶液(0.1 mo1/L，pH6.8的
PBS配制)采用自动梯度混合仪分别进行线性梯度

洗脱(1.2 mL/min，3.0 mL/管)，于280 nm下检测酶

活性峰，然后收集有活性峰的洗脱液。

1.2.2.3   Phenyl Sepharose 6 Fast Flow柱层析   苯
基-琼脂糖凝胶FF层析柱(2 cm×15 cm)首先用含

1.5 mo1/L (NH4)2SO4溶液(0.1 mo1/L，pH6.8的PBS
配制)平衡，然后将1.2.2.2收集的洗脱液—4 ℃
透析，冷冻干燥制成酶粉，然后溶于1.5 mo1/L 
(NH4)2SO4溶液1 mL中上样过柱，换用含(1.5～0.5)
mo1/L (NH4)2SO4的上述缓冲液分别从高浓度到低

浓度进行线性洗脱(0.6 mL/min，3.0 mL/管)，确定
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具有PPO活性的洗脱峰并收集。将得到纯化的酶

液冷冻干燥后用于凝胶电泳鉴定其纯度。

1.2.3   PPO活性   配制3 mL 0.5 mo1/L邻苯二酚(采
用pH6.8，0.1 mo1/L的PBS配制)，然后向其中加

入纯化酶液0.2 mL，测定△OD398的变化，以每分

钟吸光值变化0.001表示一个酶活性单位(U)。
1.2.4   PPO纯度鉴定及其相对分子质量   参照何凤

平[14]的方法稍作修改。采用浓度为12%分离胶，

5%的浓缩胶，电流强度为15 mA的聚丙烯酰胺凝

胶(SDS-PAGE)垂直板电泳鉴定上述提取酶的纯

度及其相对分子质量。以Marker的迁移率为横坐

标，相对分子量的常用对数值(1gMr)为纵坐标绘

制标准曲线图，根据PPO的相对迁移率Rf值计算

其相对分子质量。

1.2.5   PPO性质研究

1.2.5.1   PPO最适反应温度   首先取3 mL 0.5 mo1/
L邻苯二酚(采用pH6.8，0.1 mo1/L的PBS配制)分别

放于10、15、20、30、35、40、50、60 ℃和70 ℃
下保持10 min，然后取0.2 mL酶液分别加入其

中，按照1.2.3中的方法测定PPO活性，每个温度

重复3次。

1.2.5.2   PPO热稳定性   将纯化的PPO酶液分别放

置于20、30、40、50、60、70 ℃和80 ℃下保温10 
min，然后每隔10 min取出一次，冷却到室温。按

照1.2.3中方法测定PPO活性，以未保温时的酶活

性为100%，计算PPO相对酶活性。

1.2.5.3   PPO最适pH   将0.2 mL纯化的PPO酶液

在常温下分别放置于pH为3、4、5、6、6.5、7、
7.5、8、9和10的缓冲溶液中，按照1.2.3中方法测

定各pH条件下PPO活性。

1.2.5.4   PPO的pH稳定性   将0.2 mL纯化的酶液加

入到3 mL的pH分别为3、4、5、6、6.5、7、7.5、
8、9和10的缓冲液中，于最适温度下分别放置1 
h，然后按1.2.3酶活性测定方法测定各pH条件下

残余的的PPO活性，以各pH条件下所测得的最大

酶活性为100%，计算PPO相对酶活。

1.2.5.5   米氏常数(Km)和最大反应速率(Vmax)   用
pH6.8、0.1 mo1/L的PBS分别配制0.1、0.2、0.3、
0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1 mo1/L不同浓

度的邻苯二酚溶液，在PPO最适反应条件下加

入0.2 mL纯化的酶液，测定PPO活性；然后利用

Lineweaver-Burk双倒数作图法，求出米氏常数Km

和最大反应速率Vmax。

2  结果与分析

2.1  PPO分离纯化

2.1.1   DEAE-Sepharose Fast Flow层析   经PBS浸
提得到槟榔果仁PPO粗酶液，然后采用(NH4)2SO4

分级沉淀后初步纯化，所得酶液经透析后，进行

DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析。由图1可知，

洗脱过程中出现了3个洗脱峰。其中，前2个洗脱

峰没有PPO酶活性，仅第3个洗脱峰具有PPO酶活

性，由此确定PPO在第3个洗脱峰中。因此，收集

第3个洗脱峰的酶液，经过透析冷冻干燥24 h后，

进行Phenyl Sepharose 6 Fast Flow柱层析。

图1   槟榔果仁PPO的DEAE-琼脂糖凝胶洗脱曲线

图2   槟榔果仁PPO的苯基-琼脂糖凝胶洗脱曲线

2.1.2   Phenyl Sepharose 6 Fast Flow层析   将经过

DEAE-Sepharose柱层析之后所得的PPO酶液进行

Phenyl Sepharose 6 Fast Flow层析，如图2所示，洗

脱液中只出现了一个洗脱峰，且具有很高的PPO
活性。表明该酶已经分离纯化到层析纯，将上

述具有PPO酶活性的洗脱峰酶液收集，然后进行

SDS-PAGE电泳鉴定其纯度。

2.1.3   槟榔果仁PPO纯化结果   如表1所示，PPO
经过各级纯化步骤，最终的纯化倍数为4.11倍，

回收率为7.8%，比活力达78.15 U/mg。
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表1   槟榔果仁PPO纯化结果

步骤
PPO总酶
活/U

总蛋白/
mg

比活力
U/mg

提纯
倍数

回收率
/%

粗酶液 2523.07 74.21 19.03 1 100
(NH4)2SO4沉淀 1465.43 58.10 25.22 1.32 58.08
DEAE-琼脂糖

凝胶层析
618.01 10.75 57.49 3.02 24.49

苯基-琼脂糖
凝胶层析

196.95 2.52 78.15 4.11 7.8

活性逐渐增高，在20 ℃时PPO酶活性达到峰值。

随后，酶活性迅速下降，40 ℃后酶活性下降趋

缓，到70 ℃时酶活性仅为最高酶活的3.67%。因

此，20 ℃为槟榔果仁PPO的最适反应温度，这与

对莲藕、紫薯和莴笋[15-16]的研究结果一致。

注：1.标准蛋白Maker；2.纯化PPO酶。

图3   槟榔果仁PPO的SDS-PAGE

图4   温度对槟榔果仁PPO活性的影响

图5   槟榔果仁PPO热稳定性

图6   pH对槟榔果仁PPO活性的影响

2.2  SDS-PAGE纯度鉴定及相对分子质量测定

PPO经过2次柱层析后得到的酶液经电泳鉴定

出现单一蛋白条带，说明经过DEAE-琼脂糖凝胶

和苯基-琼脂糖凝胶柱层析所得到的PPO已经被纯

化到电泳纯。采用SDS-PAGE法测定多酚氧化酶

相对分子质量，结果如图3所示。从图3可以求出

槟榔果仁中多酚氧化酶分子量为29.2 ku。

2.3  槟榔果仁PPO动力学特性

2.3.1   PPO最适反应温度及热稳定性   如图4所
示，在(10～20)℃之间，随着温度的升高，PPO酶

图5为不同温度和时间下PPO相对酶活性变化

情况。由图5可知，在20 ℃下，槟榔果仁PPO相对

酶活性下降较慢，经过1 h后，其相对酶活性仍为

起始的70%；在(30～60)℃下，刚开始酶活性下降

较快，保温40 min后逐渐减缓。在红枣、鳄梨和

香蕉等果蔬中PPO也有类似情况出现[17]
。而70 ℃

下，10 min内酶相对活性就骤降到起始的10%；50 
min时，酶活性已基本检测不到，表明槟榔果仁

PPO耐热性较差。其可能原因是温度过高引起蛋

白质变性，导致酶活性丧失。

由图6可看出，pH3～6之间时，PPO酶活性极

低，pH6～7时酶活性迅速增大，当pH为7.0时，

PPO酶活性达到最高为138 U/mL。随后，随着pH
升高，酶活性迅速下降，pH大于8时，酶活性几

乎为零，因此PPO的最适pH为7.0。比较不同果蔬

的最适pH发现，大多数果蔬PPO在pH5.5～7.0之
间较为稳定，枇杷、芦蒿PPO的最适pH为6.5，杏
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和葡萄最适pH为7.0[18]
，与槟榔果仁PPO相似，但

不同于菠萝[6]的最适pH4.8。
对于槟榔果仁PPO pH稳定性而言，pH6.5～7.5

范围内PPO酶活稳定性相对较高，pH4～6.5范围内

随着pH逐渐增高稳定性也随之增大，在pH7～10范
围内随着pH增大，稳定性逐渐下降(图7)。

和，反应速率趋于最高值。这一结果与槟榔芋[19]

PPO反应趋势一致。

如图 9 所示，根据不同浓度的邻苯二酚

与槟榔果仁PPO反应的Lineweaver-Burk双倒

数曲线作图，拟合曲线的线性回归方程为：

y=0.0023x+0.0071(R2=0.9805)，计算得到PPO的

Vmax=140.84 U/mL·min、Km=3.22 mmol/L。说明底

物邻苯二酚与槟榔果仁PPO有较强的亲和力。其

Km值与鲜切芦蒿[18]Km=4 mmol/L接近，表明二者

的PPO均与底物亲和力较强。而与红枣PPO米氏

方程Vmax=0.29 U/mL·min、Km=76 mmol/L相差较

大[17]
，对比表明槟榔果仁PPO与酚类底物更容易

发生作用，且最大反应速率较大。

3  结论

槟榔果仁经过pH6.8的磷酸缓冲液浸提得到

的粗酶液，然后经硫酸铵分级沉淀和采用DEAE-
Sepharose Fast Flow以及Phenyl Sepharose 6 Fast 
Flow柱层析，最终得到纯度达到层析纯和电泳纯

的PPO，其相对分子质量为29.2 ku；此时比活力

可达78.15 U/mg，回收率7.8%，提纯4.11倍。对

纯化后PPO的动力学性质研究表明，槟榔果仁中

该酶的最适温度为20 ℃，在温度低于40 ℃的范围

内较为稳定。最适pH为7.0，在pH为6.5～7.5的范

围内较为稳定。以邻苯二酚为底物时，该酶Km为

3.22 mmol/L，Vmax为140.84 U/min·mL。
参考文献：

[1]　谢龙莲,张慧坚,方佳.我国槟榔加工研究进展[J].广东农

业科学,2011,38(4):96-98
[2]　Peng W, Liu Y-J, Wu N, et al. Areca catechu L. 

(Arecaceae): A review of its traditional uses, botany, 
phytochemistry, pharmacology and toxicology[J]. Journal 
of Ethnopharmacology,2015,164:340-356

[3]　蒋跃明,陈芳,张东林,等.槟榔褐变底物的初步研究[J].热
带作物学报,1992,(02):93-96

[4]　李喜宏,张姣姣,郝晓磊,等.茉莉酸甲酯对鲜食槟榔冷害

调控研究[J].现代食品科技,2016,(12):260-267
[5]　罗惠华,林炎坤.菠萝黑心病发病机制——(一)果内酶促

褐变[J].基因组学与应用生物学,1993,(3):1-8
[6]　李江明.菠萝果实采后黑心病的发生机制研究[D].湛江:

广东海洋大学,2014
[7]　鞠志国,朱广廉,曹宗巽.莱阳茌梨果实褐变与多酚氧

化酶及酚类物质区域化分布的关系[J].植物生理学报, 
1988,(4):46-51

图7   槟榔果仁PPO pH稳定性

图8   不同底物浓度对槟榔果仁PPO活性的影响

图9   槟榔果仁PPO Lineweaver-Burk双倒数曲线

2.3.2   不同底物浓度对槟榔果仁PPO活性的影响   
如图8所示，在最适温度和最适pH条件下，

随着底物浓度的增大，PPO酶活性呈现上升趋势

且反应速率与底物浓度呈现线性关系，此时的反

应为一级反应；当底物浓度大于0.05 mol/L时，酶

反应速率缓慢增加，(0.07～0.1)mol/L范围内，浓

度增加PPO活性已保持不变，说明酶已经达到饱

(下转第245页)



食 品 科 技
FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY 提取物与应用

· 245 ·

2018年 第43卷 第11期

European Journal,2007,13(7):2130-2137
[5]　张兰威,陈一,韩雪,等.双水相萃取法从风干香肠中分离

提取蛋白酶[J].分析化学,2008,36(7):900-904
[6]　Nitsawang S, Hatti-Kaul R, Kanasawud P. Purification of 

Papain from Carica Papaya Latex: Aqueous Two-phase 
Extraction Versus Two. Step Salt Precipitation[J]. Enzyme 
and Microbial Technology,2006,39(5):1103-1107

[7]　裴渊超.离子液体的萃取分离性能及与溶质的相互作用

研究[D].兰州:兰州大学,2008
[8]　施娅楠,陶亮,刘云红,等.辣木叶凝乳酶提取条件优化及

凝乳特性研究[J].食品工业,2017,(5):114-118
[9]　王伟涛,蒋志国,张海德,等.木瓜蛋白酶在离子液体双水

相中的分配行为[J].化工学报,2015,66(1):179-185
[10]　王均凤,张锁江,陈慧萍,等.离子液体的性质及其在催化

反应中的应用[J].过程工程学报,2003,3(2):177-185
[11]　张晓果,周庆祥.离子液体及其在萃取分离中的应用[J].

河南师范大学学报(自然版),2010,38(1):109-112
[12]　耿斐.咪唑类离子液体聚集行为及其与蛋白质相互作

用[D].济南:山东大学,2011
[13]　曹对喜,杜征,韩玉婷,等.Purification of papain by aqueou 

stwo-phase extraction[J].农产品加工,2010,(10): 21-23
[14]　林潇.离子液体双水相萃取分离生物活性物质及其机

制的研究[D].长沙:湖南大学,2013
[15]　王伟涛,蒋志国,张海德,等.木瓜蛋白酶在离子液体双水

相中的分配行为[J].化工学报,2015,66(1):179-185
[16]　Lu Y, Lu W, Wang W, et al. Thermodynamic studies of 

partitioning behavior of cytochrome c in ionic liquid-
based aqueous two-phase system[J]. Talanta,2011, 
85(3):1621-1626

[17]　刘晓庚,高梅,陈梅梅.离子液体双水相体系及其在蛋白

分离中的应用[J].中国粮油学报,2013,28(4):118-123
[18]　Pei Y C, Wang J J, Wu K, et al. Ionic liquid-based 

aqueous two-phase extraction of selected proteins[J]. Sep 
Purif Technol,2009,64(3):288-295

[19]　DYSON P J, ELLIS D J, WELTON T. A temperature-
controlled polyether modified quaternary ammonium 
ionic liquids[D]. Dalian: reversible ionic liquid-water 
two phase single phase protocol for Dalian University of 
Technology, 2006

[8]　Veltman RC, Wichers HJ, Van SA, et al. PPO activity 
and polyphenol content are not l imiting factors 
during brown core development in pears (Pyrus 
communis L. cv. Conference)[J]. Journal of Plant 
Physiology,1999,154(6):697-702

[9]　李桂琴.鸭梨多酚氧化酶基因克隆及其反义转化的研究

[D].保定:河北农业大学,2009
[10]　He Q, Luo Y. Enzymatic browning and its control in 

fresh-cut produce[J]. Stewart Postharvest Review,2007,6 
(3):1-7

[11]　Queiroz C, Lopes M L M, Fialho E, et al. Polyphenol 
oxidase: Characteristics and mechanisms of browning 
control[J]. Food Reviews International,2008,24(4):361- 
375

[12]　潘永贵.鲜切荸荠/莲藕特异性变色机制及其控制研究

[D].广州:华南农业大学,2006
[13]　Mishra BB, Gautam S, Sharma A. Free phenolics and 

polyphenol oxidase (PPO): the factors affecting post-

cut browning in eggplant (Solanum melongena)[J]. Food 
Chemistry,2013,139(1-4):105-114

[14]　何凤平,潘永贵,张伟敏.鲜切荸荠类黄酮3’-羟化酶分离

纯化及其动力学性质[J].食品科学,2017,(08):17-23
[15]　蒋娟.鲜切莲藕褐变的生理生化机制及蛋白表达差异

研究[D].南京:南京农业大学,2011
[16]　罗佳丽.鲜切紫薯褐变机制及控制技术研究[D].重庆:

西南大学,2013
[17]　张百刚.红枣多酚氧化酶(PPO)特性及抑制其酶促褐变

的研究[D].西安:陕西师范大学,2006
[18]　郁志芳.鲜切芦蒿的品质和酶促褐变机制研究[J].南京:

南京农业大学,2005
[19]　王玺,孙明元,蒋珍菊.槟榔芋多酚氧化酶的酶学特性研

究[J].食品工业,2015,36(06):158-162
[20]　Mishra BB, Gautam S, Sharma A. Purification and 

characterisation of polyphenol oxidase (PPO) from 
eggplant (Solanum melongena)[J]. Food Chemistry,2012, 
134(4):1855-1861

(上接第239页)


