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金属离子辅助高静压钝化树莓多酚氧化酶研究
∗

龚武霞，李淑燕，江　俊，陈　芳，张　燕，胡小松，吴继红
(中国农业大学食品科学与营养工程学院；农业部果蔬加工重点开放实验室；

果蔬加工教育部工程研究中心，北京　100083)

　　摘要：树莓多酚氧化酶具有较强的耐压性，在 600 MPa 压力下处理 45 min，其残余酶活仍

高达 40%以上。为了进一步钝化树莓内源多酚氧化酶的活性，研究了金属离子辅助高静压对

树莓多酚氧化酶钝化的影响。在树莓多酚氧化酶粗酶液中添加对酶活性有抑制、激活、无改变

的金属离子，研究其辅助 400、600 MPa 压力处理钝化树莓多酚氧化酶的效果。发现添加金属

离子后，多酚氧化酶的活性随压力增大、时间延长而降低；Fe2＋、Mn2＋以及 Cu2＋均有不同程度

的协同高静压钝化作用，而 Ca2＋在钝化树莓多酚氧化酶时与高静压出现拮抗现象，对树莓多

酚氧化酶活性无影响的 Zn2＋未出现协同/拮抗作用。
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1　引　言

　　多酚氧化酶(Polyphenol Oxidase，PPO)是引起果蔬颜色劣变的一类重要的内源酶。为了钝化

PPO 的活性，防止果蔬颜色劣变，同时最大限度地保持食品的新鲜度、营养和风味物质等，近年来，研究

者们不断探索高静压(HHP)、高压二氧化碳(HPCD)、脉冲电场(PEF)等非热技术对其钝化的影响。
前期研究表明，高静压钝化树莓 PPO 即使在 600 MPa 压力下处理 45 min，树莓 PPO 仍然有 40%以上

的残余活性[1]，仍会导致树莓及其加工制品在货架期发生颜色劣变。就工艺而言，45 min 的处理时间

会大大提高产品的生产成本，降低生产效率。因此，非常有必要寻求辅助高静压钝化树莓 PPO 的方法，
强化高静压钝酶的效果。

添加剂能在不同程度上改变 PPO 的活性[2-3]。已有研究结果表明，Ca2＋、Cu2＋、Fe2＋、Mn2＋、Zn2＋

等二价金属离子分别对 PPO 活性有抑制或激活等效应[4-7]，并且这些金属离子是人体所需的微量元素，
在不超过食品营养强化剂使用卫生标准[8]的最大剂量条件下，常用作食品营养强化剂添加到食品中。
本工作对金属离子辅助 HHP 对树莓 PPO 的钝化效果进行研究。

2　材料与方法　　

2.1　原料和试剂

　　原料：速冻红树莓(Rubus idaeus L.，Heritage variety)，购于北京东方夏都树莓科技发展有限公

司，冷链运输，到达后立即避光贮藏于－18 ℃。
试剂：磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、邻苯二酚、聚乙烯吡咯烷酮(Polyvinylpolypyrrolidone，PVPP)、
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FeSO4■7H 2O、ZnCl2、CaCl2■2H 2O、MnCl2■2H 2O、CuSO4■5H 2O 均为分析纯，购于北京蓝弋化学

试剂公司。
其它：铝箔袋，购于北京华盾塑料公司。

2.2　实验仪器

　　超高压设备：中国农业大学与包头科发高压科技有限责任公司联合开发，型号为 CAU-HHP-650，
选用纯水作传压介质，工作压力范围为 0~700 MPa。

EY-300A 分析天平，日本松下电器；奥立龙 868 型 pH 计，美国奥立龙公司；ZHJ-308A1 榨汁机，烟
台福山欧克电气用品公司；Hitachi himac CR2 1G 高速离心机，日本日立公司；真空封口机，北京市瑞明

星包装机械有限公司；Cary 50 紫外分光光度计(带控温装置以及磁力搅拌装置)，美国瓦里安公司。

2.3　实验方案

　　在树莓粗酶液中分别添加对树莓 PPO 有抑制作用的离子(Ca2＋、Fe2＋、Mn2＋)、有激活作用的离子

(Cu2＋)，以及对树莓 PPO 活性无显著影响的离子(Zn2＋)。确定 5 种离子的添加量需考虑两个因素：首
先满足不超过食品营养强化剂使用卫生标准[8]的最大剂量，其次考虑浓度梯度的设计。本实验中确定

的浓度为 0.001 和 0.006 mmol/L。
江俊等[1]进行了 1 00~600 MPa 高静压钝化树莓 PPO 的动力学研究，经 400 MPa 压力处理后，树

莓 PPO 的活性开始显著降低，由此确定本研究中金属离子辅助高静压钝酶的处理条件为 400 和

600 MPa压力，保压时间为 2 5 和 45 min，传压水介质的初始温度为 28 ℃。

2.4　实验方法

2.4.1　粗酶液的制备

　　酶提取液的制备：配制含 4%(体积分数)的聚乙烯吡咯烷酮(PVPP)的磷酸缓冲液(0.2 mol/L，pH
值为 6.5)作为酶提取液。

粗酶提取：称取树莓冻果 2 50 g，0 ℃解冻，加入 2 50 mL 酶提取液，组织捣碎 2 min 后，在 0~4 ℃下

静置 4 h，23 000g、4 ℃离心 20 min，上清液即为 PPO 粗酶液。将粗酶液按 5 mL 的量分装于阻气、防水、
耐压、耐低温的铝箔袋中，立即放于－80 ℃超低温冰箱冷冻，待 PPO 粗酶液中心温度达到－80 ℃后，迅
速真空包装，然后放回－80 ℃超低温冰箱中保存待用。

2.4.2　PPO 活性的测定

　　PPO 活性的测定采用分光光度法，反应底物为 0.1 mol/L 的邻苯二酚溶液(pH 值为 6.5)。30 ℃
保温 1 0 min 后，加入 0.5 mL 树莓 PPO 粗酶液，立即在 420 nm 处测定吸光值随时间的变化曲线，测定

时间为 1 5 min，扫描时间间隔为 0.1 s，曲线直线部分的斜率即为酶活。

2.5　数据分析

　　所有实验至少重复进行 3 次，根据 3 次实验结果，采用Microcal Origin 7.5(美国MicroCal 公司)软
件制图，并对数据进行方差分析(Analysis of Variance，ANOVA)，显著性水平为 0.05。

3　结果与讨论

3.1　Ca2＋、Fe2＋、Mn2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 钝化的影响

　　由图 1~图 3 可知，添加 Ca2＋、Fe2＋、Mn2＋等 3 种离子后，树莓 PPO 的活性均受到显著抑制，且添

加 Fe2＋和 Mn2＋的效果显著高于添加 Ca2＋的效果(P＜0.05)。施加压力后，未添加 Ca2＋、Fe2＋、Mn2＋

的树莓 PPO 及添加 3 种离子的 PPO 的活性均被显著钝化(P＜0.05)，并随着压力增强和时间的延长，
树莓 PPO 残余酶活显著降低，即使在最大压力 600 MPa 和最长处理时间 45 min 的条件下，树莓 PPO
残余酶活仍在 3 7%以上。但对 3 种不同的离子，树莓 PPO 活性降低的表现不同。由图 1 可见，Ca2＋辅

助高静压钝化树莓 PPO 时，在 600 MPa、25 min 条件下处理后出现了拮抗效应，即 Ca2＋使树莓 PPO 的

耐压性增强(P＜0.05)。已有研究结果表明，同样为抑制剂的 Vc，在与压力共同作用时，与未添加 Vc
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样品相比，其 PPO 活性增大了 70%[9]，表现出很强的拮抗效应。Ca2＋是树莓 PPO 的抑制剂，推测 Ca2＋

抑制剂在高静压下拮抗作用的出现，可能是因为 Ca2＋的存在影响了树莓 PPO 三级结构中的疏水键和

氢键，但其具体作用机理有待进一步研究。

0.Control；1.400 MPa，25 min；2.400 MPa，45 min；

3.600 MPa，25 min；4.600 MPa，45 min

图 1　Ca2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 活性的影响

Fig.1　Effect of pressure combined with Ca2＋

on PPO activity from raspberry

0.Control；1.400 MPa，25 min；2.400 MPa，45 min；

3.600 MPa，25 min；4.600 MPa，45 min

图 2　Fe2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 活性的影响

Fig.2　Effect of pressure combined with Fe2＋

on PPO activity from raspberry

0.Control；1.400 MPa，25 min；2.400 MPa，45 min；

3.600 MPa，25 min；4.600 MPa，45 min

图 3　Mn2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 活性的影响

Fig.3　Effect of pressure combined with Mn2＋

on PPO activity from raspberry

由图 2 可见，Fe2＋ 辅助高静压钝化树莓 PPO，
在 400 和 600 MPa 压力处理 2 5 min 时，Fe2＋ 无协

同/拮抗钝化效果，但在 400 和 600 MPa 压力下处

理 45 min 时出现了协同效应，即添加 Fe2＋ 使树莓

PPO 的耐压性显著降低(P＜0.05)，增强了高静压

的钝化效果。由图 3 可见，Mn2＋辅助高静压钝化树

莓 PPO 时，在 400 MPa 压力处理 2 5、45 min 和

600 MPa压力处理 45 min 的条件下，Mn2＋表现为协

同高静压钝化树莓 PPO，只有 600 MPa 处理 2 5 min
时未表现出协同效应。目前还未见关于高静压和金

属离子抑制剂共同作用对 PPO 活性影响的报道。
但已有研究结果表明，抑制剂不同对高静压钝化

PPO 的影响不同。其中韩永斌等[2]研究了复合酶

抑制剂辅助高静压(550 MPa)对山药 PPO 活性的

影响，结果表明，抑制剂辅助高静压能够达到抑制

9 6.6%的 PPO 活性，复合酶抑制剂与高静压表现出很好的协同效果。Weemaes 等人[3]发现，向蘑菇

PPO 中添加苯甲酸和谷胱甘肽后，能提高 PPO 酶对压力的敏感性，表明苯甲酸和谷胱甘肽可与压力协

同，降低 PPO 酶活性。但不同的酶抑制剂与高静压的协同作用未见有关报道，还需要做进一步研究。

3.2　Cu2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 钝化的影响

　　PPO 是含有金属铜的氧化酶[10]，有关 Cu2＋对 PPO 活性影响的研究报道较多。不同来源的 PPO
活性或被 Cu2＋抑制[7]，或被 Cu2＋激活[1 1]，也有无显著改变的情况[12]。同时，酶液中的 Cu2＋ 的浓度不

同，PPO 活性大小也会随之改变[4-5]。有研究表明，铜离子甚至可以激活已经失活的 PPO，使之活性再

生[1 3]。由图 4 可知，加压后，未添加 Cu2＋的树莓 PPO 及添加 Cu2＋的 PPO 均被显著钝化(P＜0.05)，并
随压力的增强和处理时间的延长，树莓 PPO 残余酶活显著降低，即使在 600 MPa、45 min 条件下，树莓

PPO 残余酶活仍在 40%以上。Cu2＋能使树莓 PPO 的活性增大，具有激活效应。在 Cu2＋辅助高静压钝
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化树莓 PPO 时，400 MPa 压力下处理 2 5 min，Cu2＋的激活效应依然很明显，但在进一步增大压力、延长

处理时间后，Cu2＋的激活效应消失，甚至在 600 MPa 压力下处理 2 5 min 时出现了协同钝化的效果，即
增强了酶对压力的敏感性。关于 Cu2＋使 PPO 活性改变的作用机理尚未见有报道，可能是外源 Cu2＋对

PPO 活性中心有干扰作用，同时又能代替辅基 Cu2＋表现催化功能。目前有关高静压对酶催化活性作

用机理的理论认为，高静压是通过影响酶的三级结构从而改变酶的催化活性的，主要是破坏维持酶分子

三级结构的盐键、疏水键以及氢键等各种次级键。有关高静压对 PPO 结构影响的研究表明，压力的升

高和保压时间的延长能显著降低 PPO 二级结构中α-螺旋的含量，同时改变 PPO 三级结构中色氨酸和

酪氨酸残基的荧光性[14]。由此推测，Cu2＋协同高静压钝化树莓 PPO 可能是 Cu2＋影响了树莓 PPO 三

级结构中疏水键和氢键的比例。但树莓 PPO 在金属离子和高静压联合处理下的机理，还有待对其结构

进行进一步的研究。

3.3　Zn2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 钝化的影响

　　如图 5 所示，添加 Zn2＋后树莓 PPO 的活性无显著变化(P＜0.05)，表明 Zn2＋既不能抑制树莓 PPO
的活性，亦不能激活树莓 PPO 的活性。施加压力后，未添加 Zn2＋的树莓 PPO 及添加 Zn2＋的 PPO 均被

显著钝化(P＜0.05)，并随着压力增强、时间延长，树莓 PPO 残余酶活显著降低，即使在 600 MPa 压力

处理 45 min 的条件下，树莓 PPO 残余酶活仍在 40%以上。在所有处理条件下，Zn2＋辅助高静压钝化树

莓 PPO 时均未表现出协同或拮抗效应。该结论与 Weemaes 等人[3]的研究结果相似。据 Weemaes 等
人报道，对蘑菇 PPO 活性没有影响的 EDTA 与高静压共同作用后也没有对 PPO 的耐压性产生影响。
肖厚荣等[6]对 Zn2＋与苹果多酚氧化酶相互作用进行了更深入的研究，结果表明，微量 Zn2＋的加入能增

加酶的活性和提高α-螺旋含量，但是当[Zn2＋]/[PPO]超过 2.0 时，酶活开始下降，到比值为 2.7 以后逐

渐表现出对 PPO 的抑制效果，α-螺旋含量也下降，推测 Zn2＋可能与 PPO 中的组氨酸残基进行了配位。
由此推测添加 0.001 和 0.006 mmol/L 的 Zn2＋，可能没有影响 Zn2＋与 PPO 中的组氨酸残基的配位，故
酶活没有改变。

0.Control；1.400 MPa，25 min；2.400 MPa，45 min；

3.600 MPa，25 min；4.600 MPa，45 min

图 4　Cu2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 活性的影响

Fig.4　Effect of combining pressure and Cu2＋

on PPO activity from raspberry

0.Control；1.400 MPa，25 min；2.400 MPa，45 min；

3.600 MPa，25 min；4.600 MPa，45 min

图 5　Zn2＋辅助 HHP 对树莓 PPO 活性的影响

Fig.5　Effect of pressure combined with Zn2＋

on PPO activity from raspberry

4　结　论

　　经高静压处理未添加和添加金属离子的树莓 PPO 均被显著钝化(P＜0.05)，随着处理压力增加、
时间延长，树莓 PPO 的残余酶活显著降低。在 600 MPa 压力下处理 2 5 min，对树莓 PPO 有抑制作用的

Ca2＋出现拮抗高静压现象；同时在部分压力条件下，有抑制作用的 Fe2＋、Mn2＋以及有激活作用的 Cu2＋

均有不同程度的协同作用；不改变 PPO 活性大小的 Zn2＋未对高静压钝酶产生协同/拮抗效果。
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Effect of Pressure Combined with Metal Ions on
Polyphenol Oxidase (PPO)Activity from Raspberry

GONG Wu-Xia，LI Shu-Yan，JIANG Jun，CHEN Fang，
ZHANG Yan，HU Xiao-Song，WU Ji-Hong

(College of Food Science and Nutritional Engineering，China Agricultural University；
Key Laboratory of Fruits and Vegetable s Proce s sing，Ministry of Agriculture；

Engineering Research Centre for Fruits and Vegetable s Proce s sing，
Ministry of Education，Beij ing 1 00083，China)

Abstract：The activity of polyphenol oxidase from red raspberry treated at 600 MPa for 45 min is even
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up to 40%，indicating strong pressure resistance.In order to further inactivate polyphenol oxidase from
red raspberry，the combination effect of high hydrostatic pressure and metal ions on polyphenol oxi-
dase activity was investigated.The change of polyphenol oxidase activity treated at 400 and 600 MPa
after adding metal ions was revealed.The activity of raspberry polyphenol oxidase gradually decreases
with the pressure increasing and/or the holding time extending with/without adding metal ions.Fe2＋，
Mn2＋(both inhibited polyphenol oxidase)and Cu2＋(activated polyphenol oxidase)in combination with
pressure have synergistic effects，Ca2＋(inhibited polyphenol oxidase)combined with pressure has an-
tagonistic effect，and Zn2＋ (not change polyphenol oxidase activity)has no synergistic/antagonistic
effect.
Key words：high hydrostatic pressure；polyphenol oxidase；metal ions
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