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　　摘要：多酚氧化酶是植物体内酶促褐变的关键酶。为筛选安全无毒、处理简单的多酚氧化酶抑制剂，以苦荞茎叶
乙醇提取物、水提取物、磷酸盐缓冲液提取物为褐变抑制剂，研究其对黑美人马铃薯多酚氧化酶的抑制效果。结果表

明，３种提取物均对马铃薯多酚氧化酶具有显著的抑制效果，当抑制剂体积为１２０μＬ时，酶活抑制率分别为 ７０．１４％、
７３．３８％、８４．５３％，表明磷酸盐缓冲液提取物的抑制效果最佳。对３种提取物中总黄酮、蛋白质含量进行定量，结果表
明磷酸盐缓冲液提取物中不仅具有较高含量的黄酮类物质，同时蛋白质含量也较高，推测磷酸盐缓冲液提取物抑制效

果最好的原因就在于此。研究结果可为探寻马铃薯多酚氧化酶的天然抑制剂和马铃薯深加工过程中褐变控制提供新

的思路和参考依据。
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　　“黑美人”马铃薯是一种表皮与果肉均呈黑紫色的马铃
薯品种，它的蛋白质、还原糖、有机酸含量高于普通马铃薯，而

脂肪含量较低，从而具有高营养、低能量的特点，是一种健康、

营养的食品原料。同时，“黑美人”马铃薯富含普通马铃薯所

缺乏的花青素、维生素 Ｃ、胡萝卜素等抗氧化物质，使其兼具
抗癌、抗衰老、美容和防止高血压等多种保健作用［１］。马铃

薯中富含的多酚类物质是多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ，
ＰＰＯ）引起酶促褐变的底物，而酶促褐变中产生的黑色素对马
铃薯的色泽、品质造成很大的影响，从而降低其深加工产品的

质量和市场竞争力。因此，开发出合适的褐变抑制剂，对马铃

薯加工过程中的褐变过程加以控制，对提高黑美人马铃薯的

应用价值和其加工产品的质量、竞争力具有重要的意义［２］。

植物提取物作为天然的抑制剂，具有天然无毒特性，更易

被消费者所接受，故近年来成为研究的热点［３－４］。苦荞源于

我国西南地区，在全国广泛种植，但是分布较集中，贵州地区

苦荞常年种植面积达４．６万ｈｍ２。荞麦种子已经被开发成各
种产品，如苦荞米饭、苦荞茶、苦荞酥饼等，而荞秸（叶、秆）多

作为柴火烧掉，如能加以开发利用，其经济效益将会非常可

观［５］。苦荞茎叶中的主要有效活性成分是黄酮类物质（芸香

苷、槲皮素、山奈酚等），其醇提物表现出较强的抗氧化性，具

有抗癌变、降脂、降压、美容等功效［６－７］。近年来，对于苦荞的

研究主要集中在成分及药用分析，很少涉及酶学领域，苦荞茎

叶提取物对植物ＰＰＯ抑制作用的报道甚少，特别是酶的抑制
作用动力学的研究几乎还是空白。在筛选植物体的多酚氧化

酶抑制剂的试验中，研究发现苦荞茎叶提取物可以对多酚氧

化酶产生抑制作用。本研究采用５０％乙醇提取法、水提取法
及磷酸盐缓冲液提取法分别提取苦荞茎叶中的ＰＰＯ抑制剂，
比较这３种提取物对马铃薯ＰＰＯ的抑制效应，为苦荞茎叶提
取物在食品保鲜、褐变控制方面的应用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
黑美人马铃薯和苦荞茎叶均由贵州省农业科学院生物技

术研究所提供；芸香苷购自上海永叶生物科技有限公司，其他

试剂均为国产分析纯。所需仪器包括 Ａｌｌｅｇｒａ２５Ｒ高速冷冻
离心机（美国贝克曼公司）、ＳＪＩＡ－１０Ｎ低温真空冷冻干燥器
（宁波市双嘉仪器有限公司）、ＸＬ－３０Ｃ超微粉碎机（杭州旭
众机械设备有限公司）、ＵＶ－２１００双光束紫外可见分光光度
计［北京北分瑞利分析仪器（集团）有限责任公司］、ＲＥ－
５２ＡＡ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）等。
１．２　方法
１．２．１　黑美人马铃薯ＰＰＯ的提取与纯化　黑美人马铃薯多
酚氧化酶的提取与纯化参考彭益强等的方法［８］。

１．２．２　苦荞茎叶的提取方式　参考曹艳萍等的方法［９］：苦

荞茎叶在低温真空冷冻干燥器中干燥３～４ｈ后，用超微粉碎
机加工成粉末。取粉末２０ｇ，加２００ｍＬ蒸馏水和２００ｍＬ乙
醇［水提取物和磷酸盐提取物仅加４００ｍＬ蒸馏水或磷酸盐
缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝６．８）］于大锥形瓶中，搅拌均匀，置
于超声波清洗器中，５０℃下超声波萃取１．５ｈ，用布氏漏斗抽
滤得滤液，用旋转蒸发器蒸发除去乙醇及大部分水分得浓缩

液，用冷冻干燥器干燥成粉末。取冻干粉配成１５ｍｇ／ｍＬ溶
液，１５０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ，除去沉淀备用。
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１．２．３　苦荞茎叶提取物中总黄酮、蛋白质定量分析　黄酮类
物质含量测定：参考曹艳萍的方法［１０］进行。蛋白质定量：参

照张午燕的方法［１１］进行。

１．２．４　ＰＰＯ动力学研究方法　参照林敏等的方法［１２］进行，

将其中的底物Ｌ－ＤＯＰＡ换成邻苯二酚，具体操作如下：将ｐＨ
值６．８的磷酸缓冲液、０．２ｍｏｌ／Ｌ的邻苯二酚及 ＰＰＯ液在
３０℃的水浴中预保温，在比色皿中依次加入２．０ｍＬ的磷酸缓
冲液、０．３ｍＬ的酶液、０．５ｍｌ浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ的邻苯二酚溶
液（空白对照为２．５ｍＬ的磷酸缓冲液、０．３ｍＬ的酶液），在反
应组和空白对照组中分别加入０、１５、３０、６０、１２０、２４０μＬ的３种
苦荞茎叶提取物，用ＵＶ－２１００双光束紫外可见分光光度计在
４１３ｎｍ处比色，每４ｓ计数１次，记录各时刻的吸光度Ｄ４１３ｎｍ，
将在相同时刻测得的２个Ｄ４１３ｎｍ，相减并作图，得苦荞茎叶提取
物对黑美人马铃薯ＰＰＯ活性影响的动力学特征曲线。
１．３　数据统计分析

每个样品设３个生物学重复，用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件对
试验数据进行分析，测定结果以平均值±标准差表示，以 Ｐ＜
０．０５表示有显著性差异。

２　结果与分析

２．１　苦荞茎叶提取物对马铃薯多酚氧化酶酶促反应动力学
曲线的影响

从图１－Ａ中可以看出，水提取物在１５μＬ时，对ＰＰＯ活
性抑制效果不明显；在添加量为３０μＬ时，抑制效果才显现，
并在４０ｓ时，ＰＰＯ活性受到完全抑制；在添加量为６０μＬ时，
在３２ｓ时ＰＰＯ活性受到完全抑制；当苦荞茎叶水提取物含量
达到１２０μＬ时，１６ｓ时即使马铃薯ＰＰＯ活性受到抑制；在添
加量为２４０μＬ时，基本使马铃薯ＰＰＯ完全失活。

从图１－Ｂ中可以看出，苦荞茎叶醇提取物在１５μＬ时对
马铃薯的抑制效果已经开始显现，但是在１ｍｉｎ的测定时间
内，没有使 ＰＰＯ活性完全受到抑制；在添加量为 ３０、６０、
１２０μＬ时使 ＰＰＯ完全失活的时间分别为 ４０、２８、１６ｓ；在
２４０μＬ时，马铃薯ＰＰＯ活性完全受到抑制。

从图１－Ｃ中可以看出，苦荞茎叶磷酸盐提取物在１５μＬ
时对马铃薯的抑制效果显著，在４８ｓ时可使马铃薯ＰＰＯ完全
失活；在添加量为３０、６０、１２０μＬ时使 ＰＰＯ完全失活的时间
分别为３２、２４、１２ｓ；在２４０μＬ时，马铃薯 ＰＰＯ活性完全受到
抑制。

３种苦荞茎叶提取物对ＰＰＯ活性影响的动力学曲线（图
１）表明：马铃薯ＰＰＯ氧化邻苯二酚的反应和产物的生成速度
初始较快，随着反应时间的延长，ＰＰＯ的活性逐渐降低，曲线
斜率逐渐降低，这是由于生成的醌类物质使多酚氧化酶活性

受到抑制的结果，即存在反馈抑制作用。说明３种提取物对
马铃薯ＰＰＯ的抑制作用都是可逆的。
２．２　３种提取物对马铃薯ＰＰＯ活性影响的比较

表１结果表明，３种提取物对黑美人马铃薯 ＰＰＯ存在显
著的抑制效果，且提取物间差异显著，其中以磷酸盐提取物的

抑制效果最佳。

２．３　３种提取物成分分析
由表２可以看出，磷酸盐提取物中的蛋白质浓度与总黄

酮浓度均较高，水提取物中的总黄酮含量最低。

表１　不同剂量的苦荞茎叶３种提取物对马铃薯ＰＰＯ
活性的影响

苦荞茎叶提取

物剂量（μＬ）
ＰＰＯ平均抑制率（％）

水提取物 醇提取物 磷酸盐提取物

０ ０ｆ ０ｆ ０ｅ
１５ ２．１６±０．８ｅ １１．５１±１．２４ｅ ３０．９４±１．４ｄ
３０ ６．８３±０．９ｄ １７．６３±２．１３ｄ ３７．０５±２．１ｃ
６０ １０．７９±１．１ｃ ２４．８２±２．２１ｃ ３９．２１±２．３ｃ
１２０ ７０．１４±２．５ｂ ７３．３８±３．４１ｂ ８４．５３±３．４ｂ
２４０ ９９．６４±３．８ａ ９９．６４±３．４２ａ ９９．２８±３．２ａ

　　注：同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表２　水提取物、醇提取物、磷酸盐提取物中基本成分分析

提取物 蛋白质（ｍｇ／ｇ） 总黄酮（ｍｇ／ｇ）
水提取物 ３．６３±０．５２ ３２．２±２．４２
醇提取物 ０．８６±０．０３７ ７１．４±２．８４

磷酸盐提取物 ４．５５±０．３３ ５８．４±３．０２

３　讨论

苦荞茎叶中的主要有效活性成分是黄酮类，已从苦荞茎

叶中分离鉴定出芸香苷、槲皮素、山奈酚等多种黄酮类成

分［９，１１］。刘文山等发现黄酮物质可抑制苹果多酚氧化酶活
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性［１３］。林敏等用柿叶提取物对马铃薯 ＰＰＯ的抑制效果进行
了研究，发现它可以非竞争性地抑制ＰＰＯ活性［１２］。柿叶提取

物中的主要有效活性成分是黄酮，它是一种抗氧化剂，可清除

氧自由基，从而阻断氧对 ＰＰＯ的激活。同时，黄酮结构中的
还原性羟基具有孤对电子，可与 ＰＰＯ分子中的 Ｃｕ２＋络合，从
而影响ＰＰＯ的活性。

本试验研究结果表明：苦荞茎叶水提物、５０％乙醇提取
物、０．２ｍｏｌ／ＬｐＨ值６．８的磷酸盐缓冲液提取物对黑美人马
铃薯ＰＰＯ活性均存在抑制作用，表明苦荞茎叶含有多种 ＰＰＯ
抑制成分；磷酸盐提取物的抑制效果强于醇提取物与水提取

物；３种提取物对ＰＰＯ的抑制作用均为可逆的。Ｋｕｂｇｌｏｍｓｏｎｇ
等发现从米糠中提取的蛋白质，在 ｐＨ值为４～５的环境中，
对马铃薯块茎ＰＰＯ具有较强的抑制效应［１４］。同时，对米糠提

取物中的有效成分进行高效液相色谱分离并定量分析，发现

原儿茶酸、香草酸、香豆酸等对马铃薯ＰＰＯ抑制效果不一致，
混合物的抑制效果最佳［２］。另外发现，各种氨基酸对 ＰＰＯ也
具有抑制效应［１５］。本试验对３种提取物中的蛋白质和总黄
酮含量进行了测定，结果表明磷酸盐提取物中的蛋白质含量

最高，而总黄酮含量也达到５８．４ｍｇ／ｇ，而醇提取物中的总黄
酮含量最高，达到７１．４ｍｇ／ｇ（表２）。因此，磷酸盐提取物对
马铃薯ＰＰＯ的抑制效果最佳，很可能是因为其同时含有较高
含量的蛋白质和总黄酮。乙醇提取物中的蛋白质含量远远低

于水提取物，而醇提取物对马铃薯ＰＰＯ的抑制效果却强于水
提取物，表明苦荞茎叶中对ＰＰＯ产生抑制作用的主要有效成
分是黄酮类物质。动物药理试验表明，苦荞叶提取物可提高

红细胞超氧化物歧化酶活性，对羟自由基和超氧阴离子均有

较强的清除能力［１０，１６］。黄酮类化合物含有能提供活泼质子

的多酚结构，并以 Ｃ６—Ｃ３—Ｃ６结构为基本母核
［１７］，因此，推

测黄酮类物质是通过原子的空间排列位阻或改变 ＰＰＯ酶蛋
白的空间结构，从而阻止底物与酶的结合，其中黄酮化合物中

羟基的数目和空间排列是其抑制作用的决定因素，一般羟基

数目越多，抑制效果越好，羟基邻位排列比间位排列的抑制作

用更佳［１８］。

经过对苦荞茎叶提取物抑制马铃薯 ＰＰＯ作用的动力学
研究，推测其抑制机理与其抗氧化特性机理及蛋白质、氨基酸

与多酚、ＰＰＯ的相互作用有关。参考Ｓｕｋｈｏｎｔｈａｒａ等的研究结
果［２，１２，１５］，笔者认为其可能的机制为：（１）苦荞茎叶提取物对
氧自由基的清除作用既阻断了氧与 ＰＰＯ反应的引发，同时，
削弱了ＰＰＯ的供氧作用，阻断了氧对 ＰＰＯ的激活，从而抑制
了褐变的强度；（２）黄酮类化合物中的还原性羟基中的孤对
电子，可与 ＰＰＯ分子中的 Ｃｕ２＋发生络合反应，从而达到影响
ＰＰＯ酶活性的效果；（３）提取物中的蛋白质、氨基酸可与褐变
反应的底物多酚发生反应，形成有色物质并与褐色相区别，从

而阻断了褐变反应的发生，或者催化 ＰＰＯ氧化产物醌降解，
从而减少褐变物质的产生。

４　结论

苦荞茎叶水提取物、醇提取物、磷酸盐提取物对黑美人马

铃薯ＰＰＯ均具有显著抑制效果，且均表现为可逆性抑制。在

添加量为 １２０μＬ时，抑制率分别达到 ７０．１４％、７３．３８％、
８４５３％，表明磷酸盐缓冲液提取物对黑美人马铃薯 ＰＰＯ的
抑制效果最佳。
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