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摘 　要 　采用 3 种不同方法提取 21 个小麦品种籽粒的多酚氧化酶 ( PPO) ,以综合研究不同的提取方法与其活性的

关系 ,结果显示 :在 3 种提取方法中 ,用十二烷基硫酸钠 (SDS) 提取全麦粉 PPO 的活性平均值和变异系数最高 ,分

别为 5712 U/ (g·min)和 7717 % ;而用磷酸盐提取全麦粉 PPO 活性平均值为 1916 U/ (g·min) ,变异系数为 5916 % ,

低于前者。用磷酸盐提取完整籽粒的 PPO 活性平均值及变异系数最低 ,分别为 511 U/ ( g·min)和 1617 %。简单相

关分析结果表明 ,分别用磷酸盐和 SDS提取全麦粉 PPO 活性的相关性最好 ,相关系数达 01954 ;其次是磷酸盐提取

的完整籽粒和 SDS提取全麦粉的 PPO 活性的相关性 ,其相关系数为 01925 ;最小的是用磷酸盐分别提取完整籽粒

和全麦粉 PPO 活性的相关性 ,相关系数为 01877。相关性均达极显著水平。同时研究了磷酸盐和 SDS 分别提取

PPO 活性的时间特性 ,结果表明 :对于 PPO 活性差异较大的品种 ,其活性曲线的差别也较大 ;对于同一品种 ,这 2

种方法提取的 PPO 活性面积 (活性曲线下包含的面积)也差异明显。上述说明磷酸盐缓冲液中加入 SDS 可有效地

改善 PPO 的提取效果 ;不同品种、不同的提取方法 ,PPO 的活性曲线也有明显差异。
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Comparing activity of polyphenol oxida se by three

extraction methods in wheat kernel
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Abstract 　Polyphenol oxidas e ( PPO) is one of the major factors which influence the quality of wheat flour and related

products . It’s very ess ential to unders tand PPO characters in improving app earance of noodle and steam bread. In this

s tudy , three methods were us ed to extract PPO from 21 wheat varieties and their activity were meas ured. The res ults

indicated that PPO extracted from whole kernel meal by SDS (method 3) had highest activity , being up to 114 - 319

folds of that extracted by phosphate (method 2) . The PPOextracted from intact grain by phosphate (method 1) had

lowest activity 513 - 4211 times lower than that extracted by method 3 . The values of PPO activity meas ured by the

three methods were significantly related with each other. The res ults of time cours e showed that activity curve of high

PPO varietywas different from that of low PPO variety. Even for a variety , method 2 and 3 gave different PPO activity

areas . It is s uggested that SDS could improve PPO extraction and its activity meas urement .
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　　小麦籽粒中多酚氧化酶 (polyphenol oxidase ,

PPO)主要分布于麸皮中 ,面粉中含量较少 ,但其催

化酚类物质氧化生成黑色的醌 ,严重降低面粉及其

制品的色泽 ,是导致鲜面条、馒头、饺子等蒸煮类食

品表面发生褐变的重要因素 ,可解释面条白度 55 %

～70 %的变异[1 ] 。PPO 在植物体中以活性态和潜

伏态方式存在 ,发生抗逆反应时 , PPO 活性显著升

高 ,其重要原因就是潜伏态 PPO 转化成活性态 ,从
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而增强了 PPO 活性[2 3 ] 。Aravind 等的研究表明 ,在

成熟小麦籽粒中 ,大量的 PPO 与质体膜结合而转入

较为稳定的“潜伏”状态 ,用磷酸盐缓冲液提取潜伏

态 PPO 的效果较差 ;但在缓冲液中加入阴离子去污

剂 SDS (十二烷基硫酸钠) 可显著提高小麦籽粒

PPO 的提取效率 ,激活“潜伏”状态的 PPO[4 ] ,有利

于测定低 PPO 活性的小麦品种。

目前有多种方法提取小麦 PPO ,如磷酸盐提取

完整籽粒法、提取全麦粉法和提取面粉法等[4 6 ] ,但

对 SDS 提取小麦籽粒 PPO 以及对这些方法的综合

比较研究还较少 ,在国内尚未见报道。笔者研究不

同的 PPO 提取方法与其活性的关系 ,以进一步认识

小麦 PPO 的特性 ,特别是对小麦籽粒中“潜伏态”

PPO 的研究 ,有利于深入理解蒸煮类食品持续褐变

的原因 ,为低 PPO 活性小麦品种的选育提供参考。

1 　材料与方法

111 　试验材料

21 份 PPO 活性变异广泛的主推或地方小麦品

种 ,2003 —2004 年度种植于中国农业大学昌平实验

站 ,常规田间管理 ,收获的籽粒室温贮藏 3 个月后用

于本试验。

112 　PPO 提取与活性测定

全麦粉的制备 　以自然含水量籽粒 ,经装有

015 mm 孔筛的旋风磨 (瑞典 Tecator 公司) 磨制 ,尔

后立即进行试验或 - 20 ℃密封保存。

SDS/ 磷酸盐提取 PPO 　磷酸盐提取完整籽粒

PPO 参照文献 [ 5 6 ] ,略有改进。选取 3 粒已称重

的饱满小麦籽粒于 115 mL 离心管中 ,加 800μL 磷

酸盐提取液 (0105 mol/ L Na2 HPO4 - NaH2 PO4 ,5 g/

L PVPP , p H 615) ,4 ℃振荡提取 24 h。上清液即为

粗酶液 ,用于活性测定或 - 20 ℃保存 (方法 1) 。

提取全麦粉 PPO ,提取液为磷酸盐 ,同上。准

确称取 01100 g 全麦粉于干净的 115 mL 离心管中 ,

加 800μL 提取液。室温下振荡提取 45 min , 然后

12 000 r/ min 离心 15 min ,上清液即为粗酶液 ,用于

活性测定或 - 20 ℃保存 (方法 2) 。

SDS提取全麦粉 PPO 参照文献 [ 4 6 ] ,略有修

改。在上述磷酸盐提取液中加入 0105 mol/ L SDS ,

其他步骤同上 (方法 3) 。

PPO 活性测定 　PPO 活性测定参照文献 [ 4

6 ] ,略有修改 ,采用酶标仪法 ( ZS- 3 板式酶标仪) 测

定。每 g 试验材料每 min 吸光度上升 01001 ,则定

义为 1 个酶活单位[ U/ (g·min) ]。

113 　比较 SDS 和磷酸盐提取 PPO 活性的时间特性

分别在 10、20、30、40、50、60、70、90、120、150 和

180 min 反应时间内测定方法 2 和 3 所提取 PPO 活

性的变化 ,以研究其活性的时间特性。

上述所有活性测定均 2 次重复 ,取其平均值。

2 　结果与分析

211 　不同提取方法 PPO 活性比较

综合研究 3 种不同提取方法得到的 PPO 活性 ,

结果表明 :SDS 提取全麦粉 PPO 的活性最高 (方法

3) ,其平均值是磷酸盐提取 (方法 2) 的 219 倍 ;而磷

酸盐提取完整籽粒 PPO 活性最低 (方法 1) ,方法 3

提取的 PPO 活性是其 1112 倍 ,如表 1。从表 1 还可

看出 ,从全麦粉中提取 PPO 活性要明显高于从完整

小麦籽粒中提取的 , 且提取时间远小于后者。说明

表 1 　不同提取方法全麦粉 PPO活性比较

Table 1 　PPO activities measured with different methods

U/ (g·min)

品种

序号

品种

名称

方法 1 方法 2 方法 3

PPO 活

性/

M3/

M1

PPO 活

性/

M3/

M2

PPO 活

性/

1 京 9428 017 4211 1810 116 2915

2 扬麦 158 1414 716 3410 312 10910

3 扬麦 5 号 210 1013 1510 114 2015

4 农大 152 1717 715 3315 319 13210

5 钱尼 912 719 2310 312 7215

6 京 771 311 1415 1410 312 4510

7 皖麦 19 317 513 1110 118 1915

8 扬麦 9 号 315 711 1110 213 2510

9 中优 9507 511 1819 2415 319 9615

10 宁麦 9 号 112 2719 1310 216 3315

11 太原 3403 619 1310 2615 314 9010

12 济南 17 110 3510 1310 217 3510

13 山 935031 113 2619 1110 312 3510

14 改约瑞 018 1215 315 219 1010

15 9114 111 2618 1010 310 2915

16 塔春 2 号 715 1218 3210 310 9610

17 8612 618 1311 3615 214 8910

18 加尔折达 43 019 2510 910 215 2215

19 燕京白芒白 1814 912 4910 315 17010

20 ZM2855 116 1417 1110 211 2315

21 中国春 019 2010 1310 114 1810

平均 5113 1112 1916 219 5712

　　注 :M3/ M1 为方法 3 与方法 1 PPO 活性的比值 ,M3/ M2 为方

法 3 与方法 2 PPO 活性的比值。
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加入 SDS 后 ,PPO 的提取效率显著提高 ;和完整籽

粒相比 ,全麦粉更有利于 PPO 的提取。

　　本研究又用 SDS 重新提取方法 2 剩余沉淀的

PPO ,结果说明 :在高 PPO 活性小麦品种中 ,SDS 提

取剩余沉淀物 PPO 活性也显著高于方法 2 所提取

的活性 ;而对于较低 PPO 活性的品种 ,两者差异不

大 (数据未列出) 。说明用磷酸盐提取全麦粉 PPO

后仍有部分残留而无法提出 ,对于高 PPO 活性的小

麦品种 ,这种残留的 PPO 活性更高。

由表 2 可知 ,方法 3 提取 PPO 活性的变异系数

最大 ,其次是方法 2 ,最小的是方法 1。这 3 种方法

提取的 21 个小麦品种籽粒 PPO 活性差异均达极显

著水平。相比而言 ,用方法 3 提取更能反应小麦品

种间 PPO 活性的变异。

表 2 　3 种方法提取 PPO活性的变异

Table 2 　Variation of PPO activity by the three methods

U/ (g·min)

方法 均值 活性范围 变异系数/ % F 测验

方法 1 511 017～1814 1617 1719433

方法 2 1916 315～4910 5916 5910133

方法 3 5712 1010～17010 7717 3418033

　　注 :33表示在 0101 上的显著水平。

212 　3 种方法提取 PPO 活性的相关性

对 3 种方法提取的 PPO 活性进行简单相关性

分析 ,结果表明 : 3 种不同方法提取的 PPO 活性的

相关性很好 (表 3) ,均达到极显著正相关 ;其中方法

2 提取的 PPO 活性与方法 3 提取的相关性最好

( r = 0195433 ) ,其次是方法 1 与方法 3 的相关性

(0192533) ,最低的是方法 2 和 3 (0187733) ;结果与

Aravind 的研究一致[4 ] 。3 种方法提取的 PPO 活性

具有较好的平行性和相关性。

表 3 　不同方法提取的 PPO活性的相关性

Table 3 　Correlation matrix of PPO activities

determined by different methods

方法 1 方法 2 方法 3

方法 1

方法 2 0187733

方法 3 0192533 0195433 -

　　注 :33表示 0101 的显著水平。

213 　SDS 与磷酸盐提取的全麦粉 PPO 的活性变化

及时间特性

本研究结果说明 ,不同方法提取的 PPO 活性变

化曲线差异较大 (图 1、2) ,对于高 PPO 活性品种

(如农大 38)来说 ,方法 3 提取的 PPO 活性面积 (在

特定时间内曲线下包含的面积[7 ] ) 显著高于方法 2

提取的 PPO 活性面积 (指图 1 活性曲线下包含的面

积) 。在 10～40 min 反应时间内 ,方法 3 提取的农

大 38 PPO 活性急剧上升 ,并达到最高峰 (图 1) ,而

后又显著下降 ,在 180 min 时趋于稳定 ;然而 ,用方

法 2 提取的 PPO 的活性 ,10～40 min 反应时间内活

性即达最高峰 ,而后一直保持稳定状态。

图 1 　SDS/ 磷酸盐提取农大 38 PPO活性曲线

Fig. 1 　The activity curve of Nongda 38 PPO

对于低 PPO 活性小麦品种 (如扬麦 5 号) ,其活

性曲线在 10～150 min 时间内平稳上升并达最高

峰 ,150～180 min 时保持稳定水平 ,其达到活性峰值

的时间明显长于农大 38 ;且方法 3 提取其 PPO 活性

面积小于方法 2 (图 2 的阴影区域反映了活性面积

差值) ,与农大 38 正相反。上述表明对于高、低

PPO 活性的小麦品种 ,其 PPO 反应时间特性是不同

的 ;不同方法提取的 PPO 的特性也是有差异的。

图 2 　SDS/ 磷酸盐提取的扬麦 5 号 PPO活性曲线

Fig. 2 　The activity curve of Yangmai 5 PPO
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3 　讨 　论

Aravind 等认为成熟小麦籽粒中 ,SDS 可显著提

高籽粒 PPO 的提取量和活性[4 ] 。本文结果表明高

PPO 活性的小麦品种其潜伏态的 PPO 活性也相应

较高 ;低 PPO 活性的品种 ,其活性态和潜伏态 PPO

活性差异不大。在面团形成过程中 ,潜伏态的 PPO

会慢慢转化成活性态并长时间影响面团及其制品的

色泽[4 ,8 ] ,因此研究潜伏态的 PPO 特性显得较为

重要。

比较了 3 种 PPO 的提取方法 ,结果表明 :不同

方法对 PPO 提取量及活性的影响是巨大的 ,但不同

方法提取的 PPO 活性间存在较高的相关性 ,因此可

以根据具体情况决定采用何种提取方法。方法 1 不

破坏小麦籽粒 ,利于早代选择 ,但其提取时间较长 ,6

h 提取的 PPO 活性仍很低 (数据未列出) ,原因可能

是种皮致密的结构阻碍了 PPO 的释放 ,不利于提

取 ,同时其活性的测定还受籽粒大小的影响。在磷

酸盐缓冲液中加入 0105 mol/ L 的 SDS 可明显提高

全麦粉 PPO 的提取量 ,对于活性很低的品种 (如改

约瑞、加尔折达 43 等) 测定有利 ,且提取时间较短 ,

所需的样品量也较少 ,可用于早代选择[9 ] 。仅仅用

磷酸盐或其他缓冲液如 MOPS[ 32(N2吗啉代) 丙磺

酸 ]、柠檬酸盐等 , 无法完全提取小麦籽粒中的

PPO [4 ] ,这将会影响对其活性特点的研究。相比而

言 ,用 SDS 则能较彻底提取籽粒中的 PPO ,利于研

究“潜伏态”PPO 对面团色泽的持续影响。高低活

性不同的品种 (农大 38 和扬麦 5 号) 其活性曲线差

异较大 ;即使同一品种 ,不同方法提取的 PPO 活性

曲线也不同 ;同一品种、相同提取方法 ,在不同的反

应条件下 ,其 PPO 特性也表现出较大的差异。这些

不仅反映了小麦 PPO 活性大小的差异 ,更说明籽粒

中 PPO 复杂的特性 ,值得进一步研究。在小麦 PPO

性状早代筛选时 ,严格确定合适的 PPO 提取方法、

活性测定条件是有必要的。
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