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邻苯二酚诱导的蓝莓花色苷偶合氧化降解
曹少谦1，江　凯2，刘　亮2, *

（1.浙江万里学院生物与环境学院，浙江宁波 315100；
2.浙江医药高等专科学校食品学院，浙江宁波 315500）

摘　要：为了明确蓝莓花色苷在贮藏及加工过程中的降解途径，本文系统地研究了花色苷-多酚氧化酶（Polyphenol
Oxidase，PPO）-邻苯二酚的偶合氧化反应机制，探讨了三者之间的量效反应关系。结果表明，邻苯二酚的酶促氧

化生成醌类物质和花色苷与醌类物质的氧化反应是偶合氧化体系中主要的两类反应；花色苷的偶合氧化降解符合

一级反应动力学模型；当体系中花色苷浓度为 54 mg/L 时，虽然花色苷的降解速率会随着邻苯二酚浓度的增加而

增加，但当邻苯二酚浓度高于 1.33 mmol/L 时，邻苯二酚浓度的变化对花色苷降解速率影响逐渐变小；花色苷初始

浓度越高，邻苯二酚氧化的速率越低，花色苷的降解速率也越低；而酶浓度的增加会导致花色苷的降解速率线性

增加。本文结果可推断，在蓝莓贮藏及加工过程中，其组织中的 PPO 会与其酚类底物结合，产生相应的醌类物

质，而这些物质再通过耦合氧化反应导致蓝莓花色苷降解，从而最终导致果实或者相关产品的褐变。且其褐变速

率与组织中酶的活性、酚类底物以及花色苷含量都有密切的关系。
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Coupled Oxidative Degradation of Blueberry Anthocyanins Induced
by Catechol
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（1.College of Biological and Environmental Sciences, Zhejiang Wanli University, Ningbo 315100, China；
2.Faculty of Food Science, Zhejiang Pharmaceutical College, Ningbo 315500, China）

Abstract： In  order  to  clarify  the  degradation  pathway  of  anthocyanins  in  blueberry  during  storage  and  processing， the
mechanism  of  coupled  oxidation  of  anthocyanins-polyphenol  oxidase-catechol  was  systematically  studied,  and  the  dose-
response  relationship  among  them was  discussed.  The  enzymatic  oxidation  of  catechol  to  quinones  and  the  oxidation  of
anthocyanins  with  quinones  were  two  main  reactions  in  the  coupled  oxidation  system.  The  coupled  oxidation  of
anthocyanins  degradation  followed  the  first-order  reaction  kinetic  model.  Moreover,  although  the  degradation  rate  of
anthocyanins  increased  with  the  increasing  of  catechol  concentration,  when  catechol  concentration  was  higher  than
1.33 mmol/L, the effect of catechol concentration on the degradation rate of anthocyanins decreased. The higher the initial
concentration  of  anthocyanins,  the  lower  the  oxidation  rate  of  catechol  and  the  degradation  rate  of  anthocyanins.  The
degradation rate of  anthocyanins increased linearly with the increasing of enzyme concentration.  It  could be inferred that
during the storage and processing of  blueberry,  PPO in the tissue would combine with its  phenolic  substrates  to  produce
corresponding  quinones,  which  would  lead  to  the  degradation  of  anthocyanins  in  blueberry  through  coupled  oxidation
reaction,  and  eventually  lead  to  browning  of  fruit  or  related  products.  The  browning  rate  was  closely  related  to  enzyme
activity, phenolic substrate and anthocyanin content.
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蓝莓酸甜可口，营养丰富，富含花色苷、类黄酮

等多种功能活性成分[1−4]。随着人们对健康生活需求

的日益增长，蓝莓因其具有明目、护肝、抗癌、抗衰

老等多种功效而逐渐受到消费者的青睐[5−9]。但是蓝  
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莓因采后易腐烂和发生褐变而导致其花色苷等功能

活性成分降解，严重影响了其加工制品的品质，制约

了蓝莓产业的健康发展。

花色苷非常不稳定，易受 pH、温度、氧、酶、金

属离子和糖等因素的影响而发生降解[10−13]。虽然花

色苷不能直接被多酚氧化酶（Polyphenol  Oxidase，
PPO）氧化，但是花色苷在有多酚类底物和 PPO 同时

存在的情况下会迅速降解，因此，PPO 被认为在花色

苷的降解中扮演着重要的角色[14−15]。然而，有关蓝莓

花色苷稳定性的研究主要集中在热处理、超高压处

理等对其稳定性的影响上[16−19]，而关于蓝莓花色苷耦

合氧化降解的报道相对较少，仅 Karder 对蓝莓 PPO
耦合氧化降解矢车菊素-3-葡萄糖进行了报道，他认

为矢车菊素-3-葡萄糖是通过耦合氧化机制与绿原酸

或咖啡酸酶促氧化产生的醌形成降解产物而降

解[20−22]。但有关花色苷、PPO、底物三者之间的反应

量效关系尚待进一步研究。

针对以上问题，本文拟对蓝莓花色苷的偶合氧

化降解途径进行研究，阐明花色苷偶合氧化降解过程

中的量效反应规律，为进一步探寻蓝莓在贮藏及加工

过程中花色苷降解的调控措施提供理论依据和技术

支撑。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

蓝莓　品种园蓝，选择新鲜、无机械损伤的蓝

莓，贮藏于−18 ℃ 下备用；乙醇、丙酮、乙酸乙酯、盐

酸、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、柠檬酸、柠檬酸三钠、

邻苯二酚、无水硫酸铵、PVPP　分析纯，国药集团化

学试剂有限公司；苯基-琼脂糖凝胶 CL-4B（Phenyl-
Sepharose CL-4B）　Pharmacia 公司。

JJ-2 高速组织捣碎机　金坛市淮诚实验器材厂；

UV-1700 SPC 紫外可见分光光度计　SHIMADZU
公司；90-3 型磁力搅拌器　上海沪西分析仪器厂有

限公司；5804R 冷冻离心机　Eppendorf 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   蓝莓花色苷的提取分离　参照荔枝表皮花色

苷的提取方法[23]。将冰冻的蓝莓与丙酮以 1:5 的固

液比进行混合，置于打浆机中打浆。在 4 ℃ 下静置

提取 4 h 后过滤，滤液通过旋转蒸发除去丙酮，所得

浓缩液用大孔树脂柱层析分离纯化，收集 40% 乙醇

洗脱组分，再旋转蒸发除去乙醇。所得旋蒸液用乙酸

乙酯萃取，收集水相并再次旋转蒸发浓缩，即得蓝莓

花色苷提取物，置于 4 ℃ 的贮存备用。 

1.2.2   花色苷浓度的测定　采用 pH 示差法[24]。2.0 mL
花色苷提取液用 pH1.0 的缓冲液稀释至 25 mL，另
取 2.0 mL 花色苷提取液用 pH4.5 的缓冲液稀释至

25 mL，510 nm 处测定吸光值 A。按下面公式计算

含量：

Cmg/L =

(
ApH1.0 −ApH4.5

)×484.82×1000
24825

×DF

式中，484.82 是氯化矢车菊素-3-葡萄糖苷的分

子量；24825 是氯化矢车菊素-3-葡萄糖苷的摩尔吸

光系数；DF 为稀释度。 

1.2.3   蓝莓 PPO 提取、分离纯化　参照本实验室提

取水蜜桃 PPO 的方法[25]。在获得蓝莓 PPO 粗提液

后，用 Phenyl- Sepharose CL-4B（2 cm×20 cm）柱进

行分离纯化。上样液（NH4）2SO4 饱和度为 35%，流

速为 2 mL/min，收集 50 mmol/L 磷酸缓冲液（pH6.8）
洗脱下柱液中有酶活的组分，并在此缓冲溶液中透析

过夜后备用。 

1.2.4   PPO 活性测定　采用分光光度法[25]，分别加

入 1.8 mL 磷酸缓冲液（50 mmol/L，pH 6.0）、1 mL
10 mmol/L 邻苯二酚，调零后快速加入 0.2 mL 酶液，

并开始计时，每隔 30 s 记录 400 nm 吸光度值，计时

3 min，平行测定 3 次。以每分钟吸光值增加 0.001
为一个酶活性单位。 

1.2.5   不同邻苯二酚浓度对偶合氧化反应的影响　

在比色皿中分别加入 0.2 mL 的花色苷溶液（反应体

系中的终浓度为 54 mg/L）和不同体积的 20 mmol/L
邻苯二酚，邻苯二酚在体系中的终浓度分别为 0.67、
1、1.33、1.67、2、2.67、3.33 mmol/L，加柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液（pH3.5）至 2.8  mL，再加入 0.2  mL 的

PPO 混合均匀（总反应体系 3 mL，15 ℃），在 350~
600 nm 下，以 2 min 为一个间隔，对反应体系进行扫

描，记录峰值变化。 

1.2.6   不同花色苷浓度对偶合氧化反应的影响　在

比色皿中加入 0.1 mL 20 mmol/L 的邻苯二酚和不同

体积的花色苷，花色苷的在体系中的终浓度分别为

18、27、40.5、54、81、108、135 mg/L，用柠檬酸-柠
檬酸钠缓冲液（pH3.5）至 2.8 mL，再加入 0.2 mL 的

PPO 混合均匀（总反应体系 3 mL，反应体系在 520 nm
处的吸光值在 0.15~1.5 之间，15 ℃），在 350~600 nm
下，以 2 min 为一个间隔，对反应体系进行扫描，记录

峰值变化。 

1.2.7   PPO 浓度对偶合氧化反应的影响　在比色

皿中加入 0.2 mL 花色苷（反应体系中的终浓度为

54 mg/L），0.1 mL 20 mmol/L 邻苯二酚和柠檬酸-柠
檬酸钠缓冲液（pH3.5），加入不同体积的蓝莓 PPO 混

合均匀（总反应体系 3 mL，15 ℃），PPO 在体系中的

终酶浓度分别为 7.5、15、22.5、30、37.5、45 U/mL，
在 350~600 nm 下，以 2 min 为一个间隔，对反应体

系进行扫描，记录峰值变化。 

1.3　数据处理

数据采用 Excel 进行统计分析，并计算标准偏差。 

2　结果与分析 

2.1　花色苷-PPO-邻苯二酚之间的相互作用

结果表明，在仅有蓝莓 PPO 或邻苯二酚存在的

情况下，蓝莓花色苷在 1 h 内并没有发生明显降解。

但在邻苯二酚与蓝莓 PPO 同时存在时，花色苷开始
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逐渐降解。花色苷-PPO-邻苯二酚反应体系在不同

波长下的吸光值变化如图 1 所示，随着反应的进行，

该反应体系在花色苷的特征吸收峰（520 nm）附近的

吸光值逐渐降低，说明在邻苯二酚存在的条件下，

PPO 与花色苷之间发生了偶合氧化反应。偶合氧化

反应先是由 PPO 将邻苯二酚氧化成苯醌，苯醌再与

花色苷反应生成无色物质[26]。基于上述理论，在蓝莓

花色苷的偶合氧化体系中应有两类主要的反应，一是

邻苯二酚的酶促氧化反应，该反应产物的特征吸收峰

在 400 nm 附近，会导致反应体系在 400 nm 附近的

吸光值不断增加；二是花色苷与醌类物质的氧化反

应，该反应最终导致花色苷不断被氧化降解。
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图 1    邻苯二酚存在的情况下蓝莓花色苷耦合氧化
降解体系光谱图

Fig.1    Spectrophotometric recordings for the degradation of
blueberry anthocyanins in the presence of catechol and PPO
注：1~3 为反应开始后每 10 min 扫描一次所得的光谱图。

 

蓝莓花色苷-PPO-邻苯二酚偶合氧化反应体系

在不同波长下吸光值变化研究结果显示（图 2），反应

体系在 520 nm 处的吸光值降低最快，并形成一个倒

峰，此变化由花色苷与醌类物质的氧化反应所致。然

而，400 nm 处的吸光值虽然在不断增加，但并没有

在 400 nm 处观察到一个正增长的吸光值变化峰，这

与前期研究荔枝花色苷的偶合氧化降解反应时所得

结果不一致[23]。这可能是由于本研究所用蓝莓花色

苷为粗提物，是含有多种花色苷以及其他酚类物质的

混合物，而在荔枝花色苷的研究中用的是经过纯化的

单一花色苷。

在蓝莓花色苷的耦合氧化降解反应的前 20 min

内，花色苷的 lnC/C0 降解曲线为一条直线，说明在这

段时间内，花色苷的偶合氧化降解符合一级反应动力

学模型。但 20 min 后，其降解速率大大降低（图 3）。
同时，在 400 nm 处的吸光值的变化在前 20 min 线

性增加，但 20 min 后，其变化速率略有降低。该结果

可能是由于随着花色苷大量的被耦合氧化降解，花色

苷浓度下降，邻苯二酚与花色苷分子间的碰撞概率下

降，导致降解速率逐渐减小所致[23]。
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图 3    花色苷的耦合氧化降解与邻苯二酚的酶促氧化
Fig.3    Coupled oxidation of blueberry anthocyanins and

enzymatic oxidation of catechol
  

2.2　邻苯二酚浓度对偶合氧化反应的影响

邻苯二酚浓度对偶合氧化降解体系中花色苷降

解速率的影响如图 4 所示。邻苯二酚浓度的增加会

导致花色苷的降解速率的增加。当邻苯二酚浓度低

于于 1.33 mmol/L 时，花色苷的降解速率随着邻苯二

酚浓度的增加而迅速增加；而当邻苯二酚浓度高于

1.33 mmol/L 时，邻苯二酚浓度的变化对花色苷降解

速率的影响逐渐变小。
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图 4    邻苯二酚浓度对花色苷降解速率的影响
Fig.4    Effect of catechol concentration on coupled oxidation of

blueberry anthocyanins
 

与此同时，邻苯二酚氧化速率在所选择的所有

浓度范围内均随着邻苯二酚浓度的增加而线性增加

（图 5）。这说明在蓝莓花色苷的偶合氧化反应体系

中，增加邻苯二酚浓度会导致苯醌生成速率的增加，

但这些生成的苯醌并没有进一步与花色苷发生反
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Fig.2    Changes in absorbance of the model system at different
wavelengths during the coupled oxidation of

blueberry anthocyanins
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始值之间的差异。
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应。其原因可能是：增加邻苯二酚浓度可能使得邻苯

二酚会与苯醌的反应机率增加，使体系中邻苯二酚和

花色苷会相互竞争与苯醌发生反应[22]。
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图 5    邻苯二酚浓度对邻苯二酚氧化速率的影响
Fig.5    Effect of concentration of catechol on the

oxidation rate of catechol
 
 

2.3　花色苷浓度对对偶合氧化反应的影响

当邻苯二酚浓度不变时，花色苷浓度对对偶合

氧化降解体系中花色苷降解速率的影响如图 6 所

示。随着体系中初始花色苷浓度的增加，体系中花色

苷的降解速率不断降低。同时，邻苯二酚的氧化速率

随着花色苷浓度的增加而降低（图 7）。Hemachandran

等[27] 的研究表明，花色苷可以抑制苹果 PPO 的活

性，且这种抑制属于非竞争性抑制模式。本研究中花

色苷浓度的增加可能导致蓝莓 PPO 活性被抑制，导

致苯醌的生成速率变小，从而导致花色苷降解速率逐

渐降低。

当花色苷浓度大于 81 mg/L 时，其浓度的增加

不再导致邻苯二酚氧化速率的降低，此时的邻苯二酚

氧化速率趋近与 0。这说明在此条件下，体系中所有

产生的苯醌几乎全都与花色苷发生了偶合氧化反应，

所以再进一步增加花色苷浓度，并不会导致降解的花

色苷增多，但花色苷浓度的增加使得体系中降解花色

苷的相对量变小，所以体系中花色苷的降解速率仍然

在降低。 

2.4　PPO 浓度对偶合氧化反应的影响

如图 8 所示，蓝莓花色苷偶合氧化降解速率随

着酶浓度的增加而加快，且花色苷降解速率和

PPO 浓度呈现良好的线性关系。这说明酶浓度的增

加导致苯醌的生成量增加，使得能有更多的氧化产物

与花色苷发生偶合氧化反应，从而加快花色苷降解速

率。文献 [20,22] 分别研究了绿原酸和咖啡酸醌降

解花色苷的反应机制，其研究表明当花色苷与底物等

摩尔量反应时，反应体系中花色苷的降解速率与绿原

酸或咖啡酸的氧化速率之比均为 2。这说明当花色

苷与底物浓度不变时，花色苷的偶合氧化降解速率与

底物的氧化速率成正比，而当酶浓度增加时，底物的

酶促氧化速率会线性增加，从而导致了花色苷降解速

率的线性增加[23]。
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图 8    酶浓度对蓝莓花色苷耦合氧化反应速率的影响
Fig.8    Effect of concentration of enzyme on coupled oxidation

of blueberry anthocyanins
  

3　结论
本文分别从蓝莓中分离提取得到花色苷和 PPO，

研究了花色苷-PPO-邻苯二酚的偶合氧化反应机制，

邻苯二酚的酶促氧化生成醌类物质和花色苷与醌类

物质的氧化反应是偶合氧化体系中主要的两类反

应。且花色苷的偶合氧化降解符合一级反应动力学

模型。同时，本文还探讨了花色苷-PPO-邻苯二酚三

者之间的量效反应关系。研究结果表明，在偶合氧化

降解体系中，邻苯二酚、花色苷和 PPO 浓度均会影

响花色苷的降解速率。虽然花色苷的降解速率会随

着邻苯二酚浓度的增加而增加，但随着邻苯二酚浓度

的增加，其花色苷的降解速率的增幅却在逐渐减小。
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花色苷初始浓度越高，其降解速率越低，两种呈现出

较为线性的负相关，而酶浓度的增加会导致花色苷的

降解速率线性增加。

根据实验结果可以进一步推断，在蓝莓贮藏及

加工过程中，蓝莓中的 PPO 会与其组织中的酚类底

物结合，产生相应的醌类物质，而这些物质再通过耦

合氧化机制导致蓝莓花色苷降解，从而最终导致果实

或者相关产品的褐变。且其褐变速率与组织中酶的

活性、酚类底物以及花色苷含量都有密切的关系。

本研究结果有利于进一步揭示蓝莓花色苷的降解机

制，并为探寻蓝莓在贮藏及加工过程中花色苷降解的

调控措施提供理论依据。当然，在后续的研究中，应

进一步利用色谱、液质联用以及核磁共振分析等技

术手段对耦合氧化产物的结构进行鉴定，从而更深入

地阐明蓝莓花色苷的降解机制。
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