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摘要　　多酚氧化酶(简称 PPO)是核基因编码的专一性质体铜金属酶 , 由于它的酶促褐变往往导

致一些植物经济价值的下降 , 且与植物对病害 、 伤害和虫害的防御等生理功能息息相关 , 因而一

直成为人们研究的热点.文中对近年来 PPO 研究进行了总结 、 分析和讨论 , 包括其分子生物学特

征 , 基因表达及活性酶的形成 , 酶的潜伏性 , 有关催化机理 , 在环保和医药上的应用等 , 提出了

一些新概念 , 建立了相应的理论 , 指出了 PPO研究的热点领域 , 并展望未来的研究领域.
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　　多酚氧化酶(polyphenol oxidase , 简称 PPO

EC1.14.18.1)是植物体中广泛分布的核基因编

码的质体铜金属酶.由于与植物的酶促褐变密切相

关 , 并会降低植物的经济价值 , 因此 PPO的研究一

直比较活跃 , 其研究大多集中在植物中有经济价值

的部分以及经济价值丧失有关的过程中[ 1 ～ 11] .近年

来 , PPO 研究的主要成果可以概括为以下几个方

面:PPO 的克隆
[ 10 ,11]

, PPO 的生化特征及其活性

控制[ 12 ～ 15] , 潜伏 PPO 的诱导 和活化[ 16 ,17] , PPO

的生理功能
[ 18～ 20]

, PPO的催化机制
[ 21 ,22]

以及 PPO

的应用[ 23～ 25] 等方面 , 本文在回顾和总结近年来

PPO研究主要成果的基础上 , 指出了 PPO 最新的

研究热点 , 建立了一些有肯定性的理论 , 并对其未

来的研究进行展望.

1　多酚氧化酶的分子生物学研究

1.1　植物中 PPO基因的克隆及多基因家族

许多植物如中国木瓜 、 荔枝 、 茶树 、 甘薯[ 26] 、

西红柿 、 蚕豆 、 马铃薯 、 葡萄 、 菠菜 、 美洲商陆 、

苹果 、 甘蔗 、烟草 、杏 、 梨 、 桃 、日本枇杷 、 中国

等的一些 PPO 基因都已被克隆;近年来 , 又从

甘薯[ 27] 、 杂交杨(Hybrid Poplar)、 香蕉[ 28] 、 菠

萝[ 29] 、咖啡[ 30] 等植物中克隆了一些新的 PPO 基

因.从已经克隆的 PPO基因来看 , 它们绝大多数属

于多基因家族.如西红柿的第 8 号染色体上就含有

7个 PPO 基因[ 31] ;马铃薯中也至少有 6 个不同的

PPO基因[ 32 , 33] ;在扁豆中 , 存在 3 个 PPO cDNA

克隆[ 34] ;小麦中有 2个 PPO 基因[ 35] ;香蕉中也至

少存在 4 个 PPO 基因[ 28] .但是 , 并非所有植物

PPO基因都属于多基因家族 , 葡萄藤中就仅发现 1

个 PPO基因[ 36] .目前已经在香蕉中获得了含有内

含子的 PPO 基因克隆[ 28] , 改变了人们曾普遍认为

PPO基因中没有内含子的观点.尽管目前还没有

PPO 沉默基因的报道 , 但从理论上 , 由于内含子的

存在 , PPO基因具有因含有插入序列而导致沉默的

可能 , 从而难以获得全部 cDNA 克隆 , 因此 PPO的

多拷贝基因的数量可能比所获得的克隆数量稍多.

1.2　PPO基因表达的时空差异性

不同植物的 PPO基因具有不同的表达模式 , 在

同一植物体内也存在着不同的信号传导途径和反式

作用因子来开启不同的 PPO 基因 , 使 PPO 家族中

的基因在不同条件下选择性地表达 , 在植物的不同
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组织 , 不同器官或同一器官的不同发育阶段 , PPO

基因家族中的基因开启和关闭以及表达量都存在差

异
[ 37 , 38]

, 表现出不同的时空表达模式
[ 39]
.不仅如

此 , 不同 PPO 基因所形成的同工酶由于其不同的生

化特性和体内功能而呈现出发育上的特异性
[ 40]
.

PPO基因家族成员表达的这些时空差异性和多样性

是 PPO基因表达的显著特征 , 它保证了植物对发育

过程中各种因子做出反应[ 39] , 也保证了 PPO 在细

胞生命活动中充当各自不同的作用 , 以满足植物体

复杂 、多变的生理活动.

1.3　PPO的分子结构

PPO基因在细胞质中合成含有转运肽的前体

肽 , 分子质量一般为60 ～ 75 ku , 随后前体肽被转运

肽转运至质体的内囊体膜上 , 并被分解成分子质量

约为 45 ～ 69 ku的成熟肽.PPO前体肽由 N 端延伸

区 、 催化单元和 C 端延伸区组成 , 其中 N端的转运

肽负责前体肽向叶绿体中的运输 , 而催化单元则包

括两个含铜的高度保守区 CuA和 CuB.对多种植物

PPO的序列[ 29 , 41]分析后可以看到 , 各种植物 PPO

序列的两个铜保守区有着高度的同源性 , 这是维持

PPO活性中心所必需的.

Gerdemann等在成熟的儿茶酚氧化酶和章鱼血

蓝蛋白 3D结构的基础上 , 建立了红芋中潜伏儿茶

酚氧化酶前体肽的立体结构模型[ 42 ,43] .在红芋

PPO cDNA克隆的 C末端延伸肽上存在 3个组氨酸

残基和起阻断作用的亮氨酸(Leu439), 它们可能导

致对活性中心的屏蔽作用 , 使前体肽不具酶活性而

以潜伏形式存在.但是 , 在成熟的儿茶酚氧化酶

中 , 由于延伸肽被切断 , 解除了其对活性中心的屏

蔽作用 , 使得成熟肽具有酶活性.在该晶体结构模

型中 , 成熟肽的晶体结构和延伸肽之间存在大约 35

个氨基酸残基的区域(342 ～ 374), 它们的功能尚不

清楚 , 但是这个区域增加了儿茶酚氧化酶立体结构

的可塑性 , 可能在没有断裂的情况下解除延伸肽对

活性中心的屏蔽 , 起到活化前体肽的作用.

2　植物中 PPO的生化特征及生理功能

2.1　植物中 PPO的生化特征及活性控制

目前 , 对经济植物 PPO的生化特征的研究仍十

分活跃
[ 44～ 49]

, 主要包括分子量 、 一定底物下的最

适 pH 值和最适温度 、 热稳定性 、底物及底物专一

性 、活性影响因素 、 K m 值 、 K i值及抑制剂的抑制

情况等.总览现有的研究成果 , 植物 PPO的分子质

量一般在 40 ～ 45或 60 ku , 也有报道指出有的 PPO

的同工酶分子质量为 70 ku;最适 pH 在 4.5 ～ 8之

间 , 且大多呈现酸性;最适温度一般为 30℃, 或者

25℃[ 12 , 13] .可以认为 , 不同植物的 PPO 以及同一

植物基因家族中不同 PPO基因的表达产物 , 它们的

生化特征会有所不同.不仅如此 , 采用一系列色谱

分离技术从一些植物中分离出的 PPOI , PPOII 两种

组分的生化特征或含量也存在差异 , 比如三叶胶树

中 PPOI 和 PPOII 的等电点 、最适 pH 值和最适温

度虽然相同但分子质量却分别为 32和 34 ku[ 50] ;烟

草中的 PPOI 以邻苯二酚为底物 , 最适 pH 为 7 , 而

PPOII 的最适 pH则是 6 , 且 PPOI含量为 PPOII 的

10倍[ 51] .

从现有的 PPO活性控制的手段来看 , 可将其分

为化学抑制 , 物理控制和分子生物学方法 3种.化

学抑制一般采用化学抑制剂或者植物激素
[ 49 ,52 , 53]

,

常规的抑制剂包括铜试剂 、 硫脲 、 EDTA 、 巯基乙

醇 、亚硫酸钠 、柠檬酸等 , 适宜浓度下 , 一般都具

有较好的抑制效果.此外为了更加有效地控制 PPO

活性 , 人们还从植物中寻找到一些具有抑制效应的

天然物质如:果仁糖[ 54] 、皂角苷和三萜系配糖[ 55] 、

谷胱甘肽[ 5] 、 环庚三烯酚酮的类似物 、 含羞草

酸[ 56] 、内源抗氧化剂[ 14] 、 β-环式糊精[ 15 ,57] 、 L-抗

坏血酸-2-三磷酸盐[ 15] 、 山梨酸 、 安息香酸 、 苯乙

烯酸[ 57] , 金针菇提取物[ 58] 等等 , 这些天然抑制物

在达到较好抑制效果的同时 , 还避免了化学试剂所

引起的污染.此外 , 人们还试图合成一些 PPO 竞争

性抑制剂来专一性地控制 PPO活性 , 如:4-羟基苯

甲酸酯[ 56] .物理控制 (如改变贮藏环境中的气体成

分[ 48] 、热处理 、高压灭菌 、 辐射 、超声处理等)与

化学抑制手段相比 , 专一性比较差 , 但是由于其可

以避免化学抑制物带来的污染 , 因此往往作为一种

辅助手段和化学抑制结合使用
[ 59 ,60]

.分子生物学方

法一般包括反义 RNA 抑制[ 61]和转基因抑制等 , 如

Bachem 等利用转基因技术阻碍了 PPO基因的表达

并获得了 PPO 活性较低的土豆品种[ 62] ;Coetzer 在

土豆中使用正义和反义 RNA 技术成功地降低了

PPO 活性 , 控制了褐变
[ 61]
.但由于 PPO 涉及植物
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的抗病和抗虫等生理活动 , 利用反义 RNA 技术虽

然降低了 PPO 活性 , 也增加了该种植株对病害和虫

害的敏感性[ 63] , 因此 , 有潜力的方法仍应该是继续

发展分子技术来控制 PPO 活性[ 64] .此外 , 还有一

些特殊情况 , 比如:叠氮化合物对 Cu酶一般具有

抑制效应 , 但是 , 叠氮化物却可以诱导烟草 PPO Ⅱ

中的 Cu生成过氧化氢酶-PPO Ⅱ复合物活性中心中

Cu的存在形式 ———CuO2-
2 Cu , 从而活化烟草中的

PPOⅡ[ 65] .因此 , 选用抑制剂应具有针对性 , 并建

立在充分的实验基础上.

2.2　植物中 PPO可能的生理功能

一般认为 , PPO 在植物抗病中起着重要作用 ,

有4个方面的间接证据支持这种观点:(1)PPO 氧

化生成的 o-醌次级产物形成的黑色素集结 , 形成可

以阻碍感染的痂
[ 66]
;(2)o-醌与植物蛋白键合可以

降低亲核氨基酸的营养价值[ 67] ;(3)o-醌类物质具

有抑制细菌繁殖的作用[ 68] ;(4)PPO的活性在不相

容反应中增加[ 36] .虽然有许多报道认为当植物受到

伤害 、 病害和虫害时 PPO 活性增加 , 但 PPO 如何

在伤害和病害诱导中起作用及其防御机制还都不清

楚 , 因此 , 要弄清 PPO在抗性过程中的具体生理功

能 , 必须先搞清楚植物对病虫害及机械伤害的防御

机制 , 含有抗性基因的转基因植物是未来研究 PPO

的防御机制比较理想的材料.同时 , 人们还发现了

PPO的一些其他功能 , 如在马齿苋属植物和红色甜

菜植物中 , 酪氨酸酶参与 β-花青素的生物合成;黄

色金鱼草花中的查耳酮专一性 PPO则参与橙酮的合

成[ 69] .PPO 还可作为一种氧化还原酶在光合作用中

调节叶绿体中有害的光氧化反应速度并参与其电子

传递[ 70 , 71] 和叶绿体内的能量转换.此外 , PPO 还

与植物的生长发育过程(如根的形成)以及乙烯的形

成有一定联系
[ 72]
.

3　植物中多酚氧化酶的诱导和潜伏性

3.1　多酚氧化酶的诱导

PPO在植物中以潜伏形式存在 , 与叶绿体膜紧

密结合.潜伏形式的 PPO通常在成熟 、 衰老或胁迫

条件下 , 由于膜受伤害而活化 , 并导致 PPO 活性增

加.

就形成方式而言 , 可将 PPO 分为组成型 PPO

和诱导型 PPO , 组成型 PPO 在植物细胞内本身就

存在而无需靠诱导形成[ 29 , 73] , 而诱导型 PPO 则是

经过某些诱导因素诱导才能形成的 , 这些诱导因素

包括外界病原物感染 、 植食性昆虫 、伤害 、 化学刺

激 , 甚至周围受伤害和虫害的植物所释放的物

质[ 74 ,75]等.诱导因素可通过激活 PPO 基因使其表

达 , 从而促进 PPO 从头进行合成 , 也可通过改善

PPO 原有活性
[ 37]
, 或活化潜伏 PPO的方式使植物

体内 PPO的活性或者表达量显著提高.PPO可以按

被诱导 PPO 的分布范围将其诱导形式分为系统性诱

导和局部性诱导.前者指诱导后的 PPO可以分布在

直接受诱导部位以外的部位 , 如西红柿中的 PPO在

受到伤害诱导后 , 7个 PPO基因中一个基因的启动

子的顺式作用元件对伤害的信号作出反应 , 从而系

统地产生出 PPO[ 30 ,37 , 73] .而后者指诱导的 PPO 仅

在受诱导部位出现 , 如咖啡豆中的 PPO在受到伤害

后 , 只在受伤害部位枝条的叶子上诱导形成 , 在其

他枝条的叶子中则不诱导形成有活性的 PPO.一般

情况下 , 诱导型 PPO 充当防御性抗营养蛋白的功

能 , 而组成型 PPO具有防御昆虫进攻的作用[ 76] .

3.2　潜伏酶的活化

植物中的 PPO潜伏酶可以因盐处理 、 伤害 、 酸

碱刺激或尿素 、 脂肪酸 、 去垢剂[ 77] 、蛋白酶 、 胰岛

素[ 40 ,78] 、胰液素[ 3] 和酸性 pH[ 79]等刺激而活化.这

些因素一般是通过增溶作用 , 同工酶的互变 , 修饰作

用如分子间二硫桥的作用 , 糖基化作用和酚类配糖物

的结合[ 80 , 81] , 以及酶-抑制剂复合物的分离和酶蛋白

的水解[ 30]等来使酶构象发生变化从而活化潜伏的

PPO.几乎所有活化因素对 PPO的活化都是采用不

同的方法通过解除对活化中心的屏蔽来实现的 , 而红

薯中建立起来的 PPO前体肽的立体结构模型似乎可

以解释 PPO 的活化机制.在该模型中 , 红薯 PPO 前

体肽 C末端存在着约 32个氨基酸残基的延伸区域 ,

它屏蔽 PPO的活性中心 , 是酶保持潜伏性的重要原

因.胰岛素 、胰液素 、蛋白酶水解通过分解掉PPO C

末端的延伸区域 , 解除其对活性中心的屏蔽作用 , 并

最终活化潜伏酶.胰岛素水解活化潜伏 PPO的动力

学机制
[ 3]
如下式所示 , 胰岛素与潜伏酶结合生成中间

产物并释放小肽 , 最终使潜伏酶变为活性酶.
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　　SDS 有可能通过改变屏蔽区域的位置解除屏蔽

作用 , 从而使得底物可以靠近活化中心来活化植物

中潜伏形式的 PPO[ 42] .pH 对酶的活化现象也早已

被人们所认知.一般认为 pH 值对 PPO 的活化也是

通过改变酶的构象实现的 , 这是因为 pH 改变时 ,

PPO蛋白的电泳迁移率和蛋白质的 Stokes半径发生

了变化 , 从而暗示了 pH 可能通过改变 PPO构象活

化 PPO.此外 , pH 可以影响潜伏 PPO 活化动力学

特征的研究也为 pH 改变潜伏 PPO 构象变化从而活

化潜伏 PPO 提供了间接证据[ 82] , 但是 , 却一直没

有获得 pH影响 PPO构象的直接证据.最近有人采

用了一系列色谱技术成功地从烟草中分离出了

PPOI和 PPO Ⅱ , 观察了不同 pH 值下 PPO Ⅱ的 FT-

IR光谱 , FSD(Fourier self-deconvolution)和二阶导

数光谱(second-derivative spect rums)这 3种光谱学的

特征变化 , 发现在 pH=10时比 pH =3 时 β-转角的

比例和无规则卷(random coil)的比例有所增加而α

螺旋和反平行 β折叠(anti-parallel β-sheet)的比例却

有所减小[ 83] , 这为 pH 可以影响 PPO 的二级结构

从而在活化中起作用提供了直接证据.西红柿中的

PPO在受到伤害诱导后 , 7个 PPO 基因中一个基因

的启动子的顺式作用元件对伤害的信号作出反应 ,

从而系统地产生出 PPO , 这表明伤害可以使植物

PPO基因从头开始合成新的 PPO 酶 , 从而增加

PPO活性[ 30 , 37 ,73] , 但是伤害情况下 PPO 活性的增

加既有 PPO从头合成而引起活性增加的可能 , 也有

通过原有潜伏 PPO 活化而导致酶活性增加的可能 ,

还可能两者兼而有之 , 这似乎要取决于不同的植物

以及受伤害的类型[ 76] .但是由于伤害是 PPO 活性

增加的间接原因 , 还没有获得它通过改变 PPO构象

而活化潜伏 PPO的直接证据.

纯化过程对 PPO活化的作用也引起了人们的注

意.一方面 , 人们发现随着纯化的进行 , 酶活性逐

渐增加 , 潜伏酶逐渐被活化
[ 84]
, 而另一方面 , 也有

人注意到 PPO 的潜伏程度随着其纯度的增加而增

加[ 82] .这其实并不矛盾 , 由于潜伏形式的 PPO 容

易被活化 , 因此在提取过程中 , 随着潜伏酶被活

化 , 有活性的酶和新活化的酶共同存在从而表现为

PPO活性逐渐增强 , 这是人们以前的普遍认识.但

是 , 随着纯度的增加 , 一旦潜伏形式的 PPO与具有

活性的 PPO 被分开 , 以及活化因素的干扰被排除 ,

经过纯化的潜伏形式的酶随着纯化程度的提高就逐

渐表现出较明显的潜伏酶的特点 , 且潜伏性也逐渐

增强 , 而不呈现潜伏酶逐渐活化的现象.

3.3　潜伏酶的动力学特征

由于植物中潜伏 PPO往往和具有活性的组成型

PPO共同存在 , 且提取过程往往会使潜伏形式的酶

活化 , 所以潜伏酶的动力学特征长期未被较深入地

研究.最近 Chazarra采用一系列色谱技术获得了高

度纯化的潜伏形式的 PPO , 研究了不同纯化程度

下 , 潜伏 PPO动力学特征以及 pH 和 SDS 两种活化

因素的影响.研究发现在不同纯化程度下 , PPO 的

动力学行为 、潜伏酶的滞后时间均有所变化.PPO

粗提液的催化反应不具有迟滞效应 , 反应速度与底

物浓度呈双曲线关系 , 底物对迟滞效应的影响不明

显 , 随着纯化程度的提高 , 反应速度与底物浓度之

间的关系则逐渐呈现 S型曲线 , PPO酶逐渐表现出

了越来越明显的迟滞效应 , 底物对迟滞性的影响也

越来越敏感.在初步纯化的酶液中 , 底物浓度较小

时 , PPO不表现出迟滞效应 , 而在高度纯化的酶液

中 , 在较低底物浓度下 PPO也会表现出较为明显的

迟滞效应 , 同时 , 一定范围内 , 高度纯化的潜伏酶

对底物的亲和力会随着底物浓度的增加而增加 , 底

物可以诱导潜伏酶发生缓慢的异构化作用 , 而向催

化活性更高的形式转变 , 呈现出底物对潜伏酶的正

协同性[ 82] .

pH 和 SDS 都可以使酶的存在形式朝着活性高 、

与底物亲和性强的方向转化.在一定浓度范围内 ,

随着 pH 的增加 , 酶的潜伏效应逐渐明显 , 不仅如

此 , 底物所诱导的酶的构象转变 , 对 pH 也很敏感 ,

一定范围内 , H+离子的增加可以促进酶的异构化 ,

并促进其向与底物亲和力增强的形式转变 , H+也

许是作为特殊类型的变构受动器(effector), 它往往

会导致变构酶一些调节特性如酶对变构受动器的敏

感性和对变构耦联剂诱导下的动力学协同性的敏感
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性的变化.SDS 也在一定范围内影响底物对潜伏酶

的正协同性 , 这种正协同性随着 SDS 浓度的增加逐

渐降低 , 直至在一定的 SDS 浓度时消失 , 这说明

SDS 可以引起酶构象的转变 , 使酶由潜伏形式转变

为活性形式 , 而不再具有潜伏酶的特点.这些 PPO

在不同纯化程度以及不同的 pH 和 SDS条件下表现

出的动力学特征的差异 , 暗示获得足够纯度的 PPO

并排除其他诱导因素的干扰是全面深入研究潜伏

PPO性质的首要条件.

4　植物中 PPO 的有关催化机理和催化理论

的提出

4.1　半胱氨酸抑制酶促褐变的机理

半胱氨酸抑制褐变的机制曾长期争论不休 , 其

中主要有两种观点:一种观点认为褐变被抑制的主

要原因是酚氧化生成的醌不与其他醌类 、氨基酸和

蛋白质聚合生成有色物质 , 而直接与半胱氨酸结合

形成了一种新的无色产物[ 85] , 在不影响 PPO 活性

的情况下阻碍了褐变的发生;而另一种观点则认为

褐变被抑制是半胱氨酸直接和 PPO发生作用并使其

活性下降的结果
[ 86]
.该种观点的主要依据是:半胱

氨酸中的 SH 基团对铜具有很强的亲合力 , 可以完

全去除活性中心的铜或者取代与活性中心的铜紧密

配合的组氨酸残基 , 通过对活性中心的结构性修饰

使酶活力发生改变[ 87 ,88] .最近的研究结果似乎显示

半胱氨酸是通过前者的机制来抑制褐变的.在研究

枇杷的酶促褐变过程中发现:当在体系中加入微量

L-半胱氨酸时 , 枇杷褐变程度降低 , 底物绿原酸的

量基本保持恒定;当半胱氨酸的浓度继续增加到

0.3mmol/L时 , 褐变被完全抑制 , 而绿原酸却被消

耗掉 61%.在 0.3mmol/ L 半胱氨酸存在的抑制反

应体系中 , 除底物绿原酸外还存在一个新的物质 ,

该物质随着绿原酸的减少而逐渐增多 , 但当没有半

胱氨酸存在时 , 体系中却存在多种氧化产物 , 说明

半胱氨酸虽然抑制了褐变 , 但没有抑制 PPO 的活

性 , 半胱氨酸是通过与氧化产物生成无色物质来避

免褐变发生的.所以褐变的抑制主要是由于醌与半

胱氨酸结合生成了无色硫氢化合物[ 8]而不是直接对

PPO酶促抑制的结果.图 1为半胱氨酸抑制褐变的

机理图.

图 1　半胱氨酸抑制褐变的机理[ 8]

CySH:L型半胱氨酸

4.2　PPO的自杀性抑制理论

有些植物类囊体中的 PPO在将二元酚氧化成醌

的过程中 , 活性会在数分钟内逐步下降 , 最终发生

不可逆失活 , 这种现象是在冰山莴笋 PPO催化反应

中发现的
[ 89]
.正常情况下 , 酶催化其底物发生反

应 , 酶本身只起催化作用 , 不作为底物来发生反

应 , 其活性在一定时间内不会丧失.但当一些植物

的 PPO遇到某些物质如 SDS 时 , 酶既作为催化剂

催化原有反应 , 又作为反应底物与原有底物发生反

应并形成一系列中间产物 , 最后丧失活性.我们将

这种使其催化酶活性丧失的底物称作自杀性底物 ,

将这种因底物与酶发生反应而使酶失活的现象称作

自杀性失活.在许多植物褐变组织中自杀性失活和

酶促褐变两种作用维持着平衡 , 这种平衡的维持保

证了正常植物组织在具备基本的 PPO酶活性的同时

能够避免过度酶促褐变的发生.多酚氧化酶的自杀

性抑制原理如图 2所示:

图 2　多酚氧化酶的自杀性抑制原理图[ 89]

E表示酶 , S 表示自杀性底物 , X 表示第一个中间体 , Y 为

第二个中间体 , P 为正常反应产物 , 而 Ei 为不活泼的酶

4.3　PPO的 “动力学协作(kinetic synergism)” 机

制

So jo[ 90]发现香蕉果肉中的 PPO 可以氧化 SA L

(salsolinol 6 , 7-dihydroxy-1 , 2 , 3 , 4-isoqunoline)形成

相应的醌 , 当多巴胺存在时 , 多巴胺在被催化氧化
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成相应的醌(dopamineequinone-H +)的过程中同时

促进 SAL 被共氧化成为 SAL-o-quinone.而 SAL 还

可以反过来再促进 PPO催化多巴胺氧化成其相应的

醌(dopaminequinone).因此可以认为这是一种新的

动力学协作机制:在 PPO 催化一个多酚类底物(如

salsolinol)生成相应醌类物质的同时 , 若向体系中加

入另外一种酚类物质 , 如多巴胺 , 该酚类物质不作

为竞争性抑制剂出现 , 反而可促进 PPO催化原酚类

物质(如 salsolinol)氧化为其相应的醌并出现了相互

促进氧化作用的现象 , 这种互相促进氧化作用的机

制我们将其称作 “动力学协作” 机制.香蕉的果肉

在后衰期 , 酚类物质 SAL (salsolinol)的含量增加 ,

可是 PPO的含量和酚类物质多巴胺的含量却下降 ,

果肉褐变反应的发生正是在 PPO含量较低的情况下

通过这种共氧化及协作机制使 SAL 和多巴胺共氧化

成其相应醌并形成色素的同时 , 降低了多巴胺的含

量.“动力学协作” 机制催化模式如图 3所示 , PPO

通过 E met , Edeoxy , E oxy 3种形式的相互转化 , 实现

了 D氧化生成 DQ 和 SAL 氧化生成 SAL-Q 两个过

程的相互促进作用.如图 3 , 步骤 1 和步骤 3是 D

转化成 DQ 的过程 , 步骤 2 和 4 是 SAL 转化成

SAL-Q 的过程.E oxy和 Emet两种酶形式可以与二元

酚结合 , 并催化 D氧化成 DQ 和 SAL 氧化成 SAL-

Q , E deoxy可以与氧气结合 , 变为氧化态 E oxy.其中

E met为活性酶的中间态 , E deoxy为酶的去氧化态 ,

E oxy为酶的氧化态.

图 3　动力学协作机制催化模式图[ 90]

D , 多巴胺;DQ , 多巴胺醌;SAL , salsolinol酚;SAL-Q , SAL

醌;Emet催化多巴胺为其相应醌的酶形式;E deoxy为去氧化形式

的酶;E oxy为氧化形式的酶

5　展望

用 PPO 活性控制抑制酶促褐变提高植物经济价

值是人们长期关注的问题.化学抑制手段和物理控

制手段虽然能够在一定程度上控制 PPO活性 , 但都

具有一定的局限性 , 随着 PPO研究的不断深入 , 利

用反义 RNA 技术和转基因技术修饰和控制转基因

植株中多酚氧化酶基因的表达 , 从而控制酶促褐

变 , 成为多酚氧化酶活性控制的新手段.PPO基因

定位的理论研究 , 可为构建重组基因 , 控制 PPO活

性以及揭示 PPO 基因表达规律和生理功能提供必要

的依据.关于 PPO 基因的染色体定位研究刚刚开

始 , 只有小麦的 PPO基因在小麦作物的研究中被定

位于 2A 染色体的长臂上
[ 91]
, 而硬质小麦的一些调

节 PPO活性的基因也被定位于2A染色体上[ 92] .因

此 PPO 基因和调节 PPO 活性的基因在染色体上的

定位研究将是 PPO未来研究的重要领域.

此外 , 在进行 PPO 理论研究的同时 , PPO 的

应用研究也异常活跃.用真菌生产的漆酶在工业中

可用于去木质化 、乙醇的生产 、 药物分析 、 氧化烯

烃 、葡萄酒的净化以及生物除污等方面;在环保方

面还可用于合成染料和造纸厂排出物的去色处理以

及除草剂的分解等[ 19] , 而高等植物中的 PPO的应

用主要是各种高灵敏度的生物传感器的研制和开

发 , 如有人使用蘑菇中 PPO制成的生物传感器定量

地检测龙胆酸[ 93] ;而利用掺杂有铱的电极做成的生

物传感器
[ 94]
不仅在环境检测领域 , 更有望在临床 ,

医学检测领域得到广泛应用.高等植物中 PPO 的应

用范围还非常有限 , 因此 PPO未来的应用研究可进

一步拓展高等植物中 PPO的应用范围.

参　考　文　献

1　Chevalier T , et al.Molecular cloning and characterization of ap ricot

f ruit polyphenol oxidase.Plant Physiol, 1999 , 119:1261

2　Rocha A M C N , et al.Characterization of polyphenoloxidase(PPO)

ext racted from `Jonagored' apple.Food Cont rol , 2001 , 12:85

3　Laveda F , et al.Proteolytic act ivation of latent peach PPO.Char-

acterizat ion of monophenolase activity.J Ag ric Food Chem , 2001 ,

49:1003

4　Dincer B , et al.C haracterization of polyphenoloxidase f rom medlar

f ruit s (Mesp ilus germanica L ., Rosaceae).Food Chemist ry ,

2002 , 77:1

5　Jiang Y M , et al.Inhibit ion of polyphenol oxidase and the brow ning

611自然科学进展 　第 14卷　第 6期　2004年 6月



cont rol of lit chi f rui t by glutathione and cit ric acid.Food Chemist ry ,

1998 , 62(1):49

6　Paul B, et al.Purification and characterization of a polyphenol oxi-

dase f rom the seeds of f ield bean(Dolichos lablab).J Agric Food

Chem , 2000 , 48:3839

7　Yang C P , et al.Partial purifi cation and characterizat ion of polyphe-

nol oxidase from Banana(Musa sapientum L.)Peel.J Afric Food

Chem , 2001 , 49:1446

8　Ding C K , et al.Inhibition of loquat enzymat ic browning by

sulfhydryl compounds.Food Chemist ry , 2002 , 76:213

9　Ho K-K.Characteri zation of polyphenol oxidase from aerial roots of

an orchid , Aranda `Christine 130' .Plant Physiol Biochem , 1999 ,

37(11):841

10　Sanchez-Amat A , et al.Molecular cloning and functional characteri-

zation of a unique mult ipotent polyphenol oxidase f rom Marinomonas

medi terranea.Biochimica et Biophysica Acta , 2001 , 1547:104

11　Gooding P S , et al.Molecular cloning and characterisation of ba-

nana f ruit polyphenol oxidase.Planta , 213(5), 2001 , 748

12　Kavrayan D , et al.Partial purif icat ion and characterization of

polyphenoloxidase f rom peppermint (Mentha piperi ta).Food

Chemistry , 2001 , 74:147

13　Duangmal K , et al.A comparative study of polyphenoloxidases f rom

taro (Colocasia esculenta) and potato (Solanum tuberosum var.

Romano).Food Chemist ry , 1999 , 64:351

14　Mdluli K M , et al.Enzymatic brow ning in marula f ruit 1:Ef fect of

endogenous antioxidants on marula f ruit polyphenol oxidase.Journal

of Food Biochemist ry , 2003 , 27(1):67

15　Gacche R N , et al.Kinet ics of inhibit ion of polyphenol oxidase me-

diated brow ning in apple juice by beta-cyclodextrin and L-ascorbate-

2-t riphosphate.Journal of Enzyme Inhibi tion and M edical Chemsit-

ry , 2003 , 18(1):1

16　Dhankher Om Parkash , et al.Non-systemic induct ion of polyphenol

oxidase in pea and chickpea after w ounding.Physiology and Molecu-

lar Biology of Plants , 2003 , 9(1):125

17　Shi C H , et al.T he mechanism of azide act ivation of polyphenol oxi-

dase II f rom tobacco.Acta Biochemica Polonica , 2002 , 49(4):

1029

18　Ch rist ina B, et al.Induction of defence responses against Erwinia

sof t rot by an endogenous pectate lyase in potatoes.Physiological and

Molecular Plant Pathology , 2002 , 60:91

19　Mayera A M , et al.Laccase:New functions for an old enzyme.

Phytochemistry , 2002 , 60:551

20　Esteban-Carrasco A , et al.Oxidation of phenolic compounds f rom

Aloe barbadensis by peroxidase act ivi ty:Possible involvement in de-

f ence reactions.Plant Physiol Biochem , 2001 , 39:521

21　Marí a José Peñ alver , et al.Mechanist ic implications of variable stoi-

chiomet ries of oxygen consumption during tyrosinase catalyzed oxida-

t ion of monophenols and o-diphenols.Biochimica et Biophysica Acta ,

2002 , 1597:140

22　Fenoll L G , et al.Kinetic characterisat ion of the reaction mecha-

nism of mushroom ty rosinase on ty ramine/ dopamine and L-tyrosine

methyl esther/ L-dopa methyl esther.The International Journal of

Biochemistry &Cell Biology , 2002 , 34:1594

23　Vieira L C , et al.Sw eet potato(Ipomoea bata tas(L.)Lam.)ti s-

sue as a biocatalyst in a paraff in/ graphi te biosensor for hydrazine de-

termination in boiler feed water.Analyt ical Let ters , 2002 , 35(14):

2221

24　Vieira I C , et al.Determinat ion of paracetamol in pharmaceutical

products using a carbon paste biosensor modif ied w ith crude ext ract

of zucchini(Cucurbi ta pepo).Quimica Nova , 2003 , 26(1):39

25　Xue H , et al. In si tu elect ropolymerized polyaniline-polyacry-

lonit ri le composi te fi lm for the const ruction of a polyphenol oxidase-

based biosensor.Journal of Applied Elect rochemistry , 2002 , 32

(11):1265

26　陈桂信 , 等.园艺植物多酚氧化酶的分子生物学研究进展.江

西农业大学学报(自然科学版), 2003 , 25(1):107

27　赵　东 ,等.茶树多酚氧化酶基因的克隆及其序列比较.茶叶科

学 , 2001 , 21(2):94

28　Goodling P S , et al.Molecular cloning and characterizat ion of ba-

nana f ruit polyphenol oxidase.Planta , 2001, 213:748

29　Bucheli S , et al.Polyphenol oxidase is induced by chi lling and

w ounding in pineapple.Aust ralian Journal of Plant Physiology ,

2001 , 28(3):181

30　Mazzafera P , et al.Characterization of polyphenol oxidase in cof fee.

Phy tochemist ry , 2000 , 55:285

31　Newman S M , et al.Organizat ion of the tomato polyphenol oxidase

gene family.Plant Mol Biol, 1993 , 21:1035

32　Hunt M D , et al.cDNA cloning and expression of potato polyphe-

nol oxidase.Plant Mol Biol , 1993 , 21:59

33　Thygesen P W , et al.Polyphenol oxidase in potato.A multigene

family that exhibits dif ferential expression patterns.Plant Physiol ,

1995 , 109:525

34　Cary J W , et al.Cloning and characterizat ion of cDNAs coding for

Vicia faba polyphenol oxidase.Plant M ol Biol , 1995 , 20:245

35　Anderson J V , et al.Purification and analysi s of w heat grain polyphe-

nol oxidase(PPO)protein.Cereal Chem , 2003 , 80(2):135

36　许传俊 , 等.植物多酚氧化酶的研究进展.生命科学研究 ,

2002 , 6(1)Suppl:45

37　Thipyapong P , et al.Tomato polyphenol oxidase.Different ial re-

sponse of the polyphenol oxidase F promoter to injures and w ound

signals.Plant Physiology , 1997 , 115:409

38　Shahar T , et al.The tomato 66.3-kD polyphenoloxidase gene:

Molecular ident ification and developmental expression.T he Plant

Cell , 1992 , 4(2):135

39　Kim J Y , et al.Tw o polyphenol oxidases are dif ferentially expressed

during vegetative and reproductive development and in response to

612 自然科学进展 　第 14卷　第 6期　2004年 6月



w ounding in the Fuji apple.Plant Science , 2001 , 161:1145

40　Seo Jeong Hak , et al.Changes of phenolic compounds and occu rance

of skin browning and characterizat ion of partially purified polyphenol

oxidase in oriental pear fruit s.Journal of the Korean S ociety for

Horticultural S cience , 2001 , 42(2):184

41　Miyoshi Haruta , et al.Immunological and molecular compari son of

polyphenol oxidase in Rosaceae f rui t t rees.Phytochemistry.1999 ,

50:1021

42　Gerdemann C , et al.Comparative modeling of the latent form of a

plant catechol oxidase using a molluskan hemocyanin st ructure.Jour-

nal of Inorganic Biochemist ry , 2002 , 89:155

43　Gerdemann C , et al.Isozymes of Ipomoea batatas catechol oxidase

dif fer in catalase-like activity.Biochimica et Biophysica Acta , 2001 ,

1548:94

44　Pruidze G N , et al.Mult iple forms of phenol oxidase f rom Kolkhida

tea leaves(Camelia Sinensis L.)and Mycelia S ter il ia IBR 35219/

2 and thei r role in tea production.Food Research International ,

2003 , 36:587

45　Paranjpe P S , et al.Characterization of tyrosinase and accompanying

laccase f rom Amorphophal lus campanulatus.Indian Journal of Bio-

chemistry &Biophysics , 2003 , 40(1):40

46　Nagai T , et al.Polyphenol oxidase f rom bean sprouts(Glycine max

L .).Journal of Food S cience , 2003 , 68(1):16

47　Tsay Jyh-Shyan , et al.Changes of polyphenol oxidase activity ,

ethylene and carbon dioxide product ion in flush du ring w ithering and

shaking process of Paochung tea.Journal of the Chinese S ociety for

Horticultural S cience , 2002 , 48(3):227

48　Jiang A L , et al.Effect s of cont rolled atmospheres w ith high-O-2 or

high-CO2 concentrat ions on postharvest physiology and storability of

“ Napoleon” sw eet cherry.Acta Botanica Sinica , 2002 , 44(8):925

49　Pesis E , et al.Ethylene involvement in chilling injury symptoms of

avocado during cold storage.Postharvest Biology and Technology ,

2002 , 24:171

50　Witit suwannakul D , et al.Polyphenol oxidases from latex of Hevea

brasi liensis:Purification and characterizat ion. Phytochemist ry ,

2002 , 61:115

51　Shi C H , et al.The purif icat ion and spectral properties of polyphe-

nol oxidase I f rom Nicotiana tobacum .Plant Molecular Biology Re-

porter , 2002 , 19:381a

52　雷东锋 , 等.烟叶中PPO 的抑制效应.西北农林科技大学学

报.2002 , 30(增刊):130

53　雷东锋 , 等.几种抑制剂对烟叶 PPO 活性的影响.农业生物技

术学报.2002 , 10(3):67

54　Demir Y , et al.Effects of NaCl and praline on polyphenol oxidase

activity in bean seedings.Biologia Plantarum (Prague), 2001 , 44

(4):607

55　Akhov L S , et al.T he influence of saponins on polyphenol oxidase

activity.Ukrayins' kyi Botanichnyi Zhurnal , 2001 , 58(2):206

56　Pérez-Gilabert M , et al.Partial pu rif icat ion , characterization , and

histochemical localizat ion of fully latent desert t ruff le (Terfez ia

Claveryi Chatin) polyphenol oxidase.J Agric Food Chem , 2001 ,

49:1922
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