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　　摘　要：以邻苯二酚为底物，采用分光光度法在４２０ｎｍ处测定蜜柚多酚氧化酶（ＰＰＯ）的活
性，研究底物浓度、ｐＨ、温度及酶液浓度对ＰＰＯ活性的影响，并建立了酶促褐变反应动力学方程。
结果表明：蜜柚多酚氧化酶的酶促反应符合米氏方程所描述的单底物酶促反应动力学，以邻苯二
酚为底物的最大反应速度为：Ｖｍａｘ＝２２．４５２Ｕ／ｍｉｎ，Ｋｍ＝１２８．２ｍｍｏｌ／Ｌ。蜜柚多酚氧化酶作用的
最适ｐＨ　６．４，最适温度为１０℃。不同时间的蜜柚多酚氧化酶的平均活性呈逐渐下降的趋势。
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　　褐变是果蔬采后重要的生理变化现象［１－２］，并直接
影响着果蔬贮藏的品质和商品价值。果蔬采后的褐变
主要是多酚氧化酶（ＰＰＯ）引起的［３－５］。多酚氧化酶是一
类含Ｃｕ元素的膜结合蛋白，它催化果蔬体内的多酚类
物质氧化形成醌，后者自身缩合或与细胞内蛋白质结
合，形成褐色或黑色物质。多酚氧化酶活性测定已成为
采后果蔬生理研究的重要内容［６－８］。但不同植物的多酚
氧化酶的酶学特性差异很大［９－１２］，因而对测定方法的要
求也有所不同。课题组研究初步表明，蜜柚在贮藏后期
具有较高的多酚氧化酶活性，并与果肉颜色变暗有直接
的联系（待发表）。但蜜柚多酚氧化酶的酶学特性研究
尚未见文献报道。该试验对蜜柚多酚氧化酶的基本酶
学特性进行研究，并确定其最佳测定方法。

１　材料与方法
１．１　 试验材料
蜜柚：购于超市的鲜果，产地为福建漳州。果体大

小均匀，色泽一直，外观良好，无机械外伤。邻苯二酚、
磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、三氯乙酸：均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　ＰＰＯ的提取　取１ｇ蜜柚果肉样品，冰浴研磨，
加入预冷的磷酸缓冲液（ｐＨ　６．４）２０ｍＬ，在４℃下离心
（４　２００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，取上清液为蜜柚果肉ＰＰＯ酶提

取液。

１．２．２　ＰＰＯ活性测定　采用比色法测定。将１ｍＬ（０．１
ｍｏｌ／Ｌ）邻苯二酚加入４ｍＬ磷酸缓冲液（ｐＨ　６．４）中，加
入１ｍＬ酶液，立即于波长４２０ｎｍ下测定吸光度的变
化，每隔２０ｓ记录１次，共记录３ｍｉｎ。以不加酶提取液
的反应液做对照，以每分钟吸光度变化０．０１为１个
ＰＰＯ酶活性单位。

１．２．３　底物浓度对ＰＰＯ活性的影响　在室温（１８℃）下
将ｐＨ　６．４的磷酸缓冲液４ｍＬ加入１ｍＬ邻苯二酚（浓
度分别为０．０１、０．０２、０．０４、０．０８、０．１Ｍ）中，按１．２．２的
方法测定不同底物浓度下的ＰＰＯ活性。
１．２．４　ＰＰＯ最适ｐＨ　配制不同ｐＨ 的磷酸氢二钠－
磷酸二氢钠缓冲液，取酶液１ｍＬ、０．１Ｍ邻苯二酚１ｍＬ
分别加入不同ｐＨ的磷酸缓冲液４ｍＬ，立即在４２０ｎｍ
下测定吸光度值。以不同ｐＨ但不加酶提取液的反应液
做对照，测定方法同上。
１．２．５　ＰＰＯ最适反应温度和对温度的稳定性　参照段
玉权等［１０］的方法，将０．１Ｍ的邻苯二酚１ｍＬ、ｐＨ　６．４
的磷酸缓冲液４ｍＬ和酶提取液１ｍＬ混合，在不同温度
水浴（０～９０℃，间隔为１０℃）中分别保温１０ｍｉｎ后，加三
氯乙酸终止反应，反应液冷却至室温，在４２０ｎｍ处测定
吸光度值。对温度的稳定性测定是将０．１Ｍ 的邻苯二
酚１ｍＬ、ｐＨ　６．４的磷酸缓冲液４ｍＬ混合液分别在
８０℃、９０℃水浴中分别保温５、１０、２０ｍｉｎ，将反应液迅速
冷却至室温，加入酶提取液１ｍＬ，参照１．２．２的方法测
定残余酶的吸光度值变化。
１．２．６　不同ＰＰＯ浓度下的平均酶活性的测定　在室温
（１８℃）、ｐＨ　６．４条件下测定不同酶液浓度时产物吸光度
随时间的变化。分别在４．９、４．８、４．６、４．４、４．２和４．０ｍＬ
磷酸缓冲液（ｐＨ　６．４）中加入１ｍＬ　０．１Ｍ的邻苯二酚，
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再分别加入０．１、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ酶提取液，于
不同反应时间测定波长４２０ｎｍ下吸光度值。酶平均活
性为测定时间内产物吸光度的平均变化率，以平均每分
钟吸光度变化０．０１为１个ＰＰＯ酶活性单位。

２　结果与分析
２．１　底物浓度对ＰＰＯ活性的影响
底物浓度对ＰＰＯ活性的影响见图１。当酶提取液

含量为１ｍＬ时，随着底物浓度从１０上升到６０ｍｍｏｌ／Ｌ
上，酶反应活性逐渐增加。此后随底物浓度的继续上
升，酶反应活性不再增加。说明底物浓度达到６０ｍｍｏｌ／Ｌ
时酶已完全被饱和，底物开始过量。此时，提高底物浓
度增加不会增加酶促反应速率。
底物浓度达到６０ｍｍｏｌ／Ｌ后，酶反应活性随底物浓

度显略微下降的趋势。这种趋势说明底物浓度与ＰＰＯ
活性的关系遵从米氏方程的酶促反应动力学规律。将
米氏方程：Ｖ＝Ｖｍａｘ·［ｓ］／（Ｋｍ＋［ｓ］）转化成倒数形
式：１／Ｖ＝Ｋｍ／Ｖｍａｘ·１／［ｓ］＋１／Ｖｍａｘ，以１／Ｖ 对１／［ｓ］作

图（图２），从图中直线的斜率和其在纵坐标上的截距可
求得Ｋｍ为１２８．２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ２２．４５２Ｕ／ｍｉｎ。米氏常
数（Ｋｍ）是酶的基本特征常数，反映酶与底物结合与解
离的性质，Ｋｍ越大酶与底物结合的亲和力越小。文献
报道，中华寿桃的多酚氧化酶的Ｋｍ为２３．８ｍｍｏｌ／Ｌ［１０］，不
同品种杨桃的多酚氧化酶的Ｋｍ在３．７９～６．８ｍｍｏｌ／Ｌ之
间［１３］。与这些多酚氧化酶相比，蜜柚多酚氧化酶的Ｋｍ
值偏高，显示其反应时与底物亲和力较小。

２．２　ｐＨ对蜜柚ＰＰＯ活性的影响
以邻苯二酚为底物，蜜柚果肉的ＰＰＯ活性与ｐＨ的

关系见图３。当ｐＨ 低于４时，ＰＰＯ活性较低，此后随

ｐＨ增加，酶活力逐渐增加。当ｐＨ　６．４时酶活性最大。

ｐＨ＞６．４时，ＰＰＯ活性则迅速下降。这种规律与李桂
琴［８］、段玉权［１０］等报道的结果基本一致。ＰＰＯ是结合
Ｃｕ的蛋白质，在碱性条件下Ｃｕ很容易析出，从而直接
影响其活性。

　图１　底物浓度对蜜柚ＰＰＯ活性的影响　　图２　蜜柚ＰＰＯ催化反应的双倒数曲线　　图３　ｐＨ对蜜柚果肉ＰＰＯ活性的影响

２．３　温度对蜜柚ＰＰＯ活性的影响
蜜柚的ＰＰＯ比较耐低温。从温度对ＰＰＯ活性的

影响（图４）可以看出，蜜柚ＰＰＯ的最适反应温度为
１０℃，但在０℃下蜜柚的ＰＰＯ仍具有很高活性，１０℃后
随温度升高ＰＰＯ活性缓慢下降，当温度大于７０℃活性
下降较迅速，但在９０℃时仍然保留少量的活力。谭兴杰
等报道荔枝的ＰＰＯ最适反应温度为３５℃［９］，蒋跃明报
道荔枝的ＰＰＯ最适反应温度为６５℃［１４］，段玉权等报道
中华寿桃ＰＰＯ最适反应温度为６０℃［１０］，孙丽华等则报
道大麦芽ＰＰＯ最适反应温度为８０℃［１１］。可见，不同果
蔬或同种果蔬的不同品种间的ＰＰＯ最适反应温度差异

很大。但蜜柚在１０℃下具有最高活性，这在其它多酚氧
化酶中很少见。
从图５可以看出，蜜柚多酚氧化酶在８０℃和９０℃条

件下维持５ｍｉｎ，其相对活性分别降低到原来的２０％和
１３％，维持到１０ｍｉｎ，酶活性降到１４％和１２％。继续加
热，则酶活性似乎不再变化。

２．４　ＰＰＯ浓度对其活性的影响
在室温（１８℃）、ｐＨ　６．４、底物含量为１ｍＬ（０．０４Ｍ）的

条件下，不同酶液含量时产物吸光度随时间的变化见图
６。可以看出随着反应的进行，产物的吸光度不断增加。
当酶含量为０．１ｍＬ时，由于酶含量低，底物含量过量

　图４　温度对蜜柚ＰＰＯ活性的影响　　　　　　　图５　蜜柚ＰＰＯ对热的稳定性　　　　　　　
图６　不同酶液含量的
　　蜜柚ＰＰＯ反应进程
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很多，反应持续时间较长，至３０ｍｉｎ时底物反应完毕，吸
光度不再增加。随着酶含量的增加，反应速度加快，吸
光度的增加速度随之加快，但反应时间逐渐减小。当酶
含量为１ｍＬ时，反应７ｍｉｎ时底物就反应完毕，吸光度
不再增加。由于不同酶含量时底物含量一样，当反应结
束时，各酶含量的吸光度基本一致。

　　从图６可以看出，刚开始时酶促反应速度较快，吸
光度增加较快。此后反应速度进入平稳恒速期。酶液
含量越低，底物相对过量越多，恒速期持续的时间越长。
在测定植物ＰＰＯ活性时，常采用２种方法。一种

方法是在反应开始后的很短时间间隔（如１５、３０ｓ）测定
产物吸光度变化，这种方法测定的是酶促反应的初始速
度［５，８，１５］。另一种方法是测定反应一段时间后（如５、１０
ｍｉｎ）的产物吸光度变化，这种方法测定的是反应一段时
间后的平均酶促反应速度［１３，１６］。图７为不同时间段的
酶促反应的平均速度。可以看出，酶添加量为０．１ｍＬ
时，在整个反应时间的不同间隔测得的平均反应速度基
本一致（仅成极小的下降趋势），随着酶量的增加，在不
同时间间隔测得的平均反应速度越来越低，同时也越来
越接近。到３０ｍｉｎ时，所有酶量的平均反应速度都一
样，看不出酶活力的差别了。

图７　不同时间段的ＰＰＯ平均活力

３　结论与讨论
图１的结果显示，底物浓度会影响酶促反应速度，

从而影响酶活性测定结果。但底物过量后，底物浓度对
酶促反应速度变化不大。因此，在测定ＰＰＯ酶活性时，
应要求底物浓度过量。对蜜柚而言，当ＰＰＯ酶提取液
为１ｍＬ时，底物临苯二酚浓度达到６０ｍｍｏｌ／Ｌ（用量

１ｍＬ）时开始过量。实际测试蜜柚ＰＰＯ酶的活性时底
物含量应远大于这个值。
测试蜜柚ＰＰＯ酶的活性时应准确控制ｐＨ，尤其是

ｐＨ＞６．４后，微小的ｐＨ增加就会对结果有极大的影响。
测定的温度以１０℃为最佳。
在反应条件确定的条件下，在不同时间测定的ＰＰＯ

酶的平均活性呈逐渐下降的趋势。因此，测定ＰＰＯ酶
活性时，最好测定反应刚开始时的初始速度。但有时客

观条件限制只能测定反应一段时间后的平均速度。例
如，在测定一定温度下的酶活性时，短时间内反应液温
度不可能上升到设定的温度，必须要经过一段时间的加
热过程，这时只能测定加热并反应一段时间后的平均速
度［１０］。在这种情况下必须注意吸光度测定时间的选择。
如果选择的测定时间过长，底物早已反应完毕，此时测
定的平均值会明显偏小。在这种情况下测定ＰＰＯ酶的
平均活性，必须注意让底物过量较多，使反应不至于在
短时间内结束。另外，在选定的测定时间之后，再延长
几分钟测定一次反应液的吸光度。如果延长时间后吸
光度继续增加，说明在选定的测定时间，底物未完全消
耗。如果延长时间后吸光度不再增加，说明在选定的测
定时间，底物可能完全消耗，需要将测定时间提前。
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番 茄 再 生 体 系 的 建 立

乔 永 旭
（唐山师范学院 生命科学系，河北 唐山０６３０００）

　　摘　要：以“田园６号”番茄子叶和下胚轴为试材，研究激素的种类和浓度对愈伤组织诱导、愈
伤组织继代、不定芽分化及生根的影响，并研究了各因素对番茄愈伤组织褐变的影响。结果表
明：ＭＳ＋ＩＢＡ　０．８ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ诱导所得愈伤最好，ＭＳ＋ＩＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　０．５
ｍｇ／Ｌ最适于愈伤组织的继代，ＭＳ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ　２．０ｍｇ／Ｌ和ＭＳ＋ＩＡＡ　０．５ｍｇ／Ｌ＋６－
ＢＡ　１．０ｍｇ／Ｌ分别在诱导外质体直接分化不定芽和愈伤组织分化不定芽上效果最佳，ＭＳ＋ＩＡＡ
０．５ｍｇ／Ｌ是诱导不定芽生根的理想培养基。外植体种类和光照强度均对愈伤组织的褐化有一
定的影响，１０ｍｇ／Ｌ的ＶＣ和０．３％的活性炭则能减缓愈伤组织的褐化。
关键词：番茄；愈伤组织；不定芽；生根；褐化
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　　番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ　ｅｓｃｕｌｉｎｔｕｍＭｉｌｌ）是我国重要的栽
培蔬菜。其果实富含多种维生素、糖类、有机酸和无机
盐［１－２］，有预防动脉血管硬化和清热解毒等功效，深受人
们喜爱。生产上种子的繁殖存在着易混杂等缺点，随着
植物组织培养技术的发展，以子叶、下胚轴和叶片为外
植体，建立番茄高频再生系统已取得成功［３］，但同时也
发现番茄再生体系具有基因型依赖性，不同的品种其再
生的条件不同［４］。要建立适合当地气候的番茄品种的
再生体系，单单套用他人的结论是难以做到的，必须对
其进行探索。该试验选用“田园６号”番茄为材料，用不
同浓度的激素以优化培养基配方，建立番茄再生体系，
为番茄的遗传育种提供技术参考。

１　材料与方法
１．１　试验材料

“田园６号”番茄种子由唐山市农业科学院提供。
将其无菌条件下接种到ＭＳ基本培养基上（含有蔗糖３０
ｇ／Ｌ，琼脂７ｇ／Ｌ，ｐＨ　５．８。下同），培养条件为光照１２ｈ，
光照强度２　０００ｌｘ，培养温度（２５±１）℃（培养条件下同）。
待幼苗子叶完全展开时备用。

１．２　试验方法

１．２．１　再生体系的建立　将子叶切成０．５ｃｍ２ 的叶块，

下胚轴切成０．５ｃｍ的茎段分别接种到诱导培养基中
（表１，基本培养基为ＭＳ，下同）。每瓶接种３块（段），每
个处理１０瓶。待愈伤组织生长到１５ｄ时，取生长良好
的绿色愈伤继代和分化生芽（表２），每种处理５瓶。待
不定芽长至１～２ｃｍ时，接种于生根培养基中（表３），统
计生根率。生根率％＝（生根幼芽数／接种幼芽数）×
１００％；同时观察根的形态。
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