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摘要：对金银花多酚氧化酶底物特异性和不同抑制剂的抑制效应进行了动力学分析，结果表明：金银花多酚氧化酶

的最适作用底物为绿原酸，Ｋｍ值为 ０００５９ｍｍｏｌ／Ｌ。维生素 Ｃ、４己基间苯二酚、Ｌ半胱氨酸对多酚氧化酶的抑制

均属可逆抑制，其抑制类型分别属于混合性、竞争性、反竞争性，对游离酶的抑制常数 ＫＩ分别为 １６２０、４５８７、

０ｍｍｏｌ／Ｌ，对酶 底物络合物的抑制常数 ＫＩＳ分别为 １９９５、０、３７８０ｍｍｏｌ／Ｌ；柠檬酸的抑制效应属不可逆抑制。维生

素 Ｃ、４己基间苯二酚、Ｌ半胱氨酸、柠檬酸对金银花多酚氧化酶半抑制浓度分别为 ００６２、００５３、０１４０、

００４８ｍｍｏｌ／Ｌ。
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　　引言

金银花是忍冬科植物忍冬（Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ
Ｔｈｕｎｂ）的花蕾，是一种天然的药食同源原料［１－２］

。

金银花采摘后及其干燥过程中易发生外观劣变和药

用品质的降低，前期研究结果证实，这是由金银花多

酚氧化酶催化氧化绿原酸等酚类物质的酶促褐变造

成的
［３－４］

。

酶促褐变是农产品采后和加工过程中品质劣变

的重要原因，因此酶促褐变抑制剂的应用受到研究

者的重视。Ｄｏｇｒｕ等研究显示儿茶酚为西芹多酚氧
化酶（ＰＰＯ）的最适底物，维生素 Ｃ等还原性有机酸
能将邻醌还原成二元酚，通过非竞争性可逆抑制限

制褐色物质的产生
［５］
；Ｒｏｓａ等研究表明巯基化合物

能通过与醌中间物反应生成无色物质而阻断酶促褐

变的进行，也可通过与 ＰＰＯ活性中心的铜形成稳定
复合物直接抑制酶活性，其抑制效应属于可逆抑

制
［６］
。

目前对于金银花 ＰＰＯ的研究较为少见，Ｌｉｕ
等

［７］
研究显示金银花多酚氧化酶对儿茶酚、绿原酸

等二元酚的活性明显高于一元酚，其最适底物为儿

茶酚，并报道了曲酸、叠氮钠和环庚三烯酚酮对金银

花 ＰＰＯ活性有一定抑制效果，候爽爽［８］
研究了亚硫

酸氢钠和柠檬酸对金银花 ＰＰＯ的抑制作用，但是缺
乏对抑制剂抑制机理方面的研究，因此，本文在对金

银花多酚氧化酶底物特异性研究的前提下，选择维

生素 Ｃ、４己基间苯二酚、Ｌ半胱氨酸、柠檬酸作为
金银花 ＰＰＯ抑制剂，对其抑制效应和抑制动力学进
行研究，为减少储藏和加工过程中金银花及其产品

褐变和功效成分损失提供依据。

１　试验方法

１１　金银花 ＰＰＯ提纯
采用磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）匀浆浸提金银花

ＰＰＯ，硫酸铵沉淀及柱层析法对其进行纯化。
挑选新鲜无霉变虫蛀金银花１０ｇ，加入ｐＨ值为

８的磷酸盐缓冲溶液８０ｍＬ（内含 ＰＶＰＰ１６ｇ），匀浆
４ｍｉｎ，８层纱布过滤，４℃ 下浸提 １ｈ；４℃ 下以
９０００ｒ／ｍｉｎ转速离心 １５ｍｉｎ，收集上清液即为粗
ＰＰＯ液［９］

。

向粗酶液中缓慢加入等体积饱和硫酸铵溶液，

４℃静置１ｈ，４℃下９０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，弃去溶
有杂质蛋白和其他小分子物质的上清，收集沉淀用

ＰＢＳ溶解，溶解液 ４℃下在 ｐＨ值为 ７、００５ｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨｃｌ中透析 １２ｈ，离心，收集上清，用于进一步
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １００凝胶柱层析。取３ｍＬＰＰＯ液加样
于平衡的 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １００凝胶柱，用 ００５ｍｏｌ／Ｌ、
ｐＨ值为７的 ＴｒｉｓＨＣｌ进行洗脱，流速 ０３ｍＬ／ｍｉｎ，
每３ｍＬ收集 １管，检测各管的酶活性和 ２８０ｎｍ的
吸光度，层析柱分离持续至无蛋白峰出现为止

［１０］
，

合并收集酶活性峰，经 ＳＤＳＰＡＧＥ检测酶液纯度后，
用于底物特异性及抑制剂效应的研究。



１２　酶活检测
２５℃下，向３ｍＬＰＢＳ中加入 ５ｍｍｏｌ／Ｌ绿原酸

１ｍＬ，加入纯化 ＰＰＯ液１ｍＬ，摇匀迅速倒入 １ｃｍ比
色皿中，４２０ｎｍ下测定吸光度，从酶液加入后开始
计时，每１０ｓ记录一次 ＯＤ值，以 ＰＢＳ和绿原酸混合
液为空白组，通过最初直线段的斜率计算酶活

力
［１１－１２］

，计算公式为

Ｕ＝
ΔＡＶｒ

０００１ＷＶｓＴ
（１）

式中　Ｕ———酶活　　Ｔ———反应时间
ΔＡ———一定时间内吸光度的变化值
Ｖｒ———加样缓冲液总体积，ｍＬ
Ｖｓ———取样比色体积，ｍＬ
Ｗ———取样质量

１３　底物特异性
按１２节酶活测定体系，选择多种不同底物：苯

酚、邻苯二酚、连苯三酚、绿原酸。３ｍＬｐＨ值 ６８
磷酸盐缓冲液与 １ｍＬ底物混合后，加入 １ｍＬＰＰＯ
液，充分混匀，室温４２０ｎｍ下测定３ｍｉｎ内反应体系
吸光度随时间的变化，计算 ＰＰＯ活性，利用双倒数
作图法

［１３］
，以底物浓度的倒数为 ｘ轴，反应速率的

倒数为 ｙ轴，作图得出金银花 ＰＰＯ与不同底物作用
时的米氏方程、米氏常数（Ｋｍ）和最大反应速率
（Ｖｍａｘ），Ｋｍ值可以反应酶与底物亲合力的大小，Ｋｍ
值越小，表示 ＰＰＯ与底物的亲合力越大。
１４　抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制效应

向２ｍＬＰＢＳ和１ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ绿原酸组成的反
应体系中分别加入 １ｍＬ不同种类及不同浓度的抑
制剂，分别为维生素 Ｃ（００１、００３、００５、００７、
００９ｍｍｏｌ／Ｌ）、４己基间苯二酚（００１、００３、００５、
００７、００９ｍｍｏｌ／Ｌ）、Ｌ半胱氨酸（００５、０１、０１５、
０２、０２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、柠檬酸（００１、００３、００５、００７、
００９ｍｍｏｌ／Ｌ），混合均匀后，加入１ｍＬＰＰＯ液，检测
不同条件下 ＰＰＯ的活性，通过得到不同抑制剂对酶
的半抑制浓度和迟滞时间

［１４－１５］
，分别判断其对金银

花 ＰＰＯ的抑制效果。
１５　抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制作用机理

含２ｍＬＰＢＳ和１ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ绿原酸的混合溶
液，在添加１ｍＬ不同浓度维生素 Ｃ、４己基间苯二
酚、Ｌ半胱氨酸及柠檬酸条件下（同１３节），分别加
入１ｍＬ不同质量浓度的 ＰＰＯ（２、４、６、８ｍｇ／ｍＬ），测
定酶活，分析在不同抑制剂存在条件下，酶浓度与酶

活性的关系
［１３，１６］

，判断抑制剂对 ＰＰＯ的抑制作用机
理。

１６　抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制类型和抑制常数
改变 ＰＢＳ和绿原酸混合溶液中绿原酸的浓度，

测定在加入１ｍＬ不同浓度维生素 Ｃ、４己基间苯二
酚、Ｌ半胱氨酸的条件下，绿原酸浓度对 ＰＰＯ活力
的影响，通过 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋ双倒数作图，以绿原
酸浓度的倒数为 Ｘ轴，反应速率的倒数为 Ｙ轴，通
过米氏方程得到米氏常数（Ｋｍ）和最大反应速度

（Ｖｍａｘ），判断不同抑制剂对 ＰＰＯ的抑制类型
［１７－１８］

；

抑制常数的测定是通过米氏方程的斜率和纵轴截距

对抑制剂浓度二次作图，所得两条直线的斜率分别

为抑制剂对游离酶的抑制常数 ＫＩ和对酶 底物络合

物的抑制常数 ＫＩＳ
［１９－２０］

。

米氏方程为

１
Ｖ
＝
Ｋｍ
ＶｍａｘＳ

＋ １
Ｖｍａｘ

（２）

式中　Ｖ———反应速率
Ｓ———绿原酸浓度

２　结果与分析

２１　底物特异性

图 １　ＰＰＯ的 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳图谱

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳＰＡＧＥｐａｔｔｅｒｎ

ｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄＰＰＯ

经 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ １００
型凝胶柱分离纯化所得酶

液，进行 ＳＤＳ ＰＡＧＥ型凝
胶电泳纯度检验，所选分

离胶质量分数为 １２％，浓
缩胶质量分数为５％，电流
调至 ２０ｍＡ，电泳结果如
图 １所示，发现只有一条
谱带，说明此酶已经达到

电泳纯，可用于底物特异

性及抑制剂效应的研究。

金银花 ＰＰＯ作用底
物为苯酚、邻苯二酚、连苯

三酚、绿原酸时，通过双倒数作图所得米氏方程、米

氏常数及最大反应速率如表１所示。

表 １　不同底物对金银花 ＰＰＯ的动力学参数

Ｔａｂ．１　Ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ

底物
米氏

方程

Ｋｍ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｖｍａｘ／（ｍｍｏｌ·

（Ｌ·ｍｉｎ）－１）
苯酚 ｙ＝００４３９ｘ＋０４７９５ ００９１６ ２０８５５

邻苯二酚 ｙ＝００８１３ｘ＋５８５６４ ００１３９ ０１７０８

连苯三酚 ｙ＝０３３３６ｘ＋４６７２３ ００７１４ ０２１４０

绿原酸 ｙ＝０００１３ｘ＋０２２０３ ０００５９ ４５３９３

　　由表１可知，当绿原酸作为底物时 Ｋｍ值最小为
０００５９ｍｍｏｌ／Ｌ，这说明绿原酸为金银花 ＰＰＯ的最
适作用底物，金银花 ＰＰＯ与绿原酸的亲和力最强，
与金银花 ＰＰＯ亲和力由强到弱顺序为绿原酸、邻苯
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二酚、连苯三酚、苯酚，可以推出金银花 ＰＰＯ对二元
酚酶有较好的结合力，对一元酚和多元酚的结合力

相对较弱，因此可得金银花 ＰＰＯ为二酚酶，最适底
物为绿原酸。

２２　不同抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制效应
２２１　维生素 Ｃ

由图 ２可知，维生素 Ｃ对金银花 ＰＰＯ的抑制
效应随着浓度的增大而增大。而维生素 Ｃ浓度与
迟滞时间和酶稳态活力的关系也证实，随着浓度

的增大，相对活力逐渐下降，迟滞时间逐渐延长，

其半抑制浓度为 ００６２ｍｍｏｌ／Ｌ。ＡｎｉｌＫｕｍａｒ和

ＢａｒｒｙＧ等研究显示维生素 Ｃ可以抑制樱桃 ＰＰＯ
和芒果 ＰＰＯ活性，有效抑制樱桃和芒果果浆褐变
现象

［２１－２２］
。

２２２　４己基间苯二酚
由图３可知 ４己基间苯二酚对金银花 ＰＰＯ活

性的发挥有一定抑制作用，随着其浓度的增加，迟滞

时间延长，相对活力持续下降，当 ４己基间苯二酚
浓度为 ００５ｍｍｏｌ／Ｌ时，迟滞时间为 １２０ｓ，活力下
降 ５０％，即半抑制浓度为 ００５３ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｉｙｉｄｏｇａｎ
等

［２３］
研究称 ４己基间苯二酚组合能抑制苹果汁

８９２％的褐变，是苹果汁最有效的抑制剂。

图 ２　不同浓度维生素 Ｃ对金银花 ＰＰＯ的抑制效应

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　

图 ３　不同浓度 ４己基间苯二酚对金银花 ＰＰＯ的抑制效应

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ４ｈｅｘｙｌｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　
２２３　Ｌ半胱氨酸

由图 ４可知 Ｌ半胱氨酸对金银花 ＰＰＯ活性的
发挥有延迟作用，并对酶稳态活力有抑制作用。

Ｌ半胱氨酸浓度对 ＰＰＯ稳态活力和迟滞时间二次
作图，分析可知，随着其浓度的增加，ＰＰＯ的稳态活
力持续下降，半抑制浓度为 ０１４０ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｊｉａｎｇ研
究表明 Ｌ半胱氨酸、硫脲均能够明显地抑制龙眼
ＰＰＯ活性［２４］

。

２２４　柠檬酸
由图 ５可知柠檬酸对金银花 ＰＰＯ活性的发

挥有一定延迟作用，并对酶稳态活力有一定抑

制，随着柠檬酸浓度的增加，迟滞时间增加，ＰＰＯ
的稳态活力持续下降，柠檬酸对金银花 ＰＰＯ的半
抑制浓度为 ００４８ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｌｉｕ等认为柠檬酸可
作为蘑菇 ＰＰＯ的有效抑制剂应用于工业生产

中
［９］
。

２３　抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制作用机理
图６ａ～６ｃ均为通过原点的直线，随着抑制剂浓

度的增加，直线斜率减小，酶促反应速率下降明显，

酶活逐步降低，说明维生素 Ｃ、４己基间苯二酚、
Ｌ半胱氨酸对金银花 ＰＰＯ的抑制属于可逆抑制，抑
制剂与酶以非共价键结合而引起酶活性降低，并不

导致酶分子结构永久变化。

由图６ｄ可知在柠檬酸存在的测活体系中，ＰＰＯ
稳态活力与加入酶量的关系为一组平行直线，随着

柠檬酸浓度的增加，反应速度不受影响，横轴截距增

大，说明柠檬酸在酶促反应初期对金银花 ＰＰＯ的抑
制属于不可逆抑制，柠檬酸能与酶分子某些必需基

团以牢固的共价键结合，使酶永久失活减少有效酶

量。
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图 ４　不同浓度 Ｌ半胱氨酸对金银花 ＰＰＯ的抑制效应

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬｃｙｓｔｅｉｎｅｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　

图 ５　不同浓度柠檬酸对金银花 ＰＰＯ的抑制效应

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｉｔｒｉｃａｃｉｄｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　

图 ６　在不同浓度抑制剂下酶活力和酶量的关系

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＰＰＯ
（ａ）维生素 Ｃ　（ｂ）４己基间苯二酚　（ｃ）Ｌ半胱氨酸　（ｄ）柠檬酸

　
２４　抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制类型及抑制常数
２４１　维生素 Ｃ对金银花 ＰＰＯ的抑制类型

由图７可知添加维生素 Ｃ时，为相交于第二象
限的一组直线，直线的斜率和纵轴截距均随维生素

Ｃ浓度的变化而变化，其抑制机理表现为混合性抑
制，即维生素 Ｃ既能与酶结合，又能与酶底物络合
物结合，且结合常数不同。随着维生素 Ｃ浓度的增
大，Ｋｍ增大，Ｖｍａｘ减小，说明维生素 Ｃ既能改变 ＰＰＯ

与底物的亲和力，又能影响酶促反应速率。

２４２　４己基间苯二酚对金银花 ＰＰＯ的抑制类型
由图８可知添加 ４己基间苯二酚时，为交于 ｘ

轴的一组斜率不同的直线，随着 ４己基间苯二酚浓
度的增加，Ｋｍ不变，Ｖｍａｘ依次减小，说明其抑制类型
属于竞争性抑制，４己基间苯二酚在反应体系中与
绿原酸竞争与酶反应，降低参与到酶促反应的酶量，

可同时与酶和酶 底物络合物结合，且抑制常数相
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图 ７　维生素 Ｃ对金银花 ＰＰＯ抑制作用的

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋ曲线

Ｆｉｇ．７　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋｐｌｏｔｓｆｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｓｃｏｒｂｉｃ

ａｃｉｄｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　

图 ８　４己基间苯二酚对金银花 ＰＰＯ抑制

作用的 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋ曲线

Ｆｉｇ．８　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋｐｌｏｔｓｆｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

４ｈｅｘｙｌｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　
同，其不影响 ＰＰＯ与绿原酸的结合力，只影响酶促
反应速度。

２４３　Ｌ半胱氨酸对金银花 ＰＰＯ的抑制类型
由图 ９可知添加 Ｌ半胱氨酸时，为一组平行

的直线，酶促反应的 Ｋｍ和 Ｖｍａｘ均随着 Ｌ半胱氨酸
浓度的增大而减小，其抑制类型表现为反竞争性

可逆抑制，Ｌ半胱氨酸只能与酶 －底物络合物结
合，形成酶 底物 抑制剂复合物，从而阻断酶促反

应进程，抑制褐色物的生成，并且浓度越大结合力

越强。

图 ９　Ｌ半胱氨酸对金银花 ＰＰＯ抑制作用的

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋ曲线

Ｆｉｇ．９　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ Ｂｕｒｋｐｌｏｔｓｆｏｒｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

Ｌ ｃｙｓｔｅｉｎｅｏｎｈｏｎｅｙｓｕｃｋｌｅＰＰＯ
　

２４４　不同抑制剂对金银花 ＰＰＯ的抑制常数
以米氏方程斜率和纵轴截距对抑制剂浓度二次

作图可得到维生素 Ｃ、４己基间苯二酚、Ｌ半胱氨酸
对多酚氧化酶的抑制常数，如图１０根据直线斜率可

求得 维 生 素 Ｃ 对 游 离 酶 的 抑 制 常 数 ＫＩ为
１６２０ｍｍｏｌ／Ｌ，对酶 底物络合物抑制常数 ＫＩＳ为
１９９５ｍｍｏｌ／Ｌ。由图１１、１２可知，分别根据直线斜率
可求得４己基间苯二酚对游离酶的抑制常数 ＫＩ为
４５８７ｍｍｏｌ／Ｌ，对酶 底物络合物的抑制常数 ＫＩＳ为
零；Ｌ半胱氨酸不能与游离酶结合，ＫＩ为零，其对酶
底物络合物的抑制常数 ＫＩＳ为３７８０ｍｍｏｌ／Ｌ。

图 １０　维生素 Ｃ浓度与斜率和纵轴截距的关系

Ｆｉｇ．１０　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆａｓｃｏｒｂｉｃａｃｉｄ

ｏｎｓｌｏｐｅａｎｄｉｎｔｅｒｃｅｐｔ
　

图 １１　４己基间苯二酚浓度与纵轴截距的关系

Ｆｉｇ．１１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

４ｈｅｘｙｌｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌｏｎｉｎｔｅｒｃｅｐｔ
　

图 １２　Ｌ半胱氨酸浓度与纵轴截距的关系

Ｆｉｇ．１２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＬｃｙｓｔｅｉｎｅｏｎｉｎｔｅｒｃｅｐｔ
　

３　结论

（１）金银花 ＰＰＯ最适底物为绿原酸，米氏常数
为 ０００５９ｍｍｏｌ／Ｌ。维生素 Ｃ、４己基间苯二酚、
Ｌ半胱氨酸和柠檬酸均对金银花多酚氧化酶有抑制
作用，半抑制浓度分别为 ００６２、００５３、０１４０、
００４８ｍｍｏｌ／Ｌ。

（２）维生素 Ｃ、４己基间苯二酚、Ｌ半胱氨酸对
金银花多酚氧化酶的抑制属于可逆抑制，柠檬酸为

不可逆抑制。通过双倒数作图分析得出维生素 Ｃ、
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４己基间苯二酚、Ｌ半胱氨酸对金银花多酚氧化酶
抑制类型分别为混合性、竞争性、反竞争性。

（３）维生素 Ｃ对游离酶的抑制常数 ＫＩ为
１６２０ｍｍｏｌ／Ｌ，对酶 底物络合物抑制常数 ＫＩＳ为
１９９５ｍｍｏｌ／Ｌ；４己基间苯二酚对游离酶的抑制常
数 ＫＩ为４５８７ｍｍｏｌ／Ｌ，对酶 底物络合物的抑制常

数 ＫＩＳ为零；Ｌ半胱氨酸对游离酶的抑制常数 ＫＩ为
零，对酶 底物络合物抑制常数 ＫＩＳ为３７８０ｍｍｏｌ／Ｌ。

（４）柠檬酸对金银花 ＰＰＯ的抑制效果最强，半
抑制浓度为 ００４８ｍｍｏｌ／Ｌ；其次为 ４己基间苯二
酚，其在酶促褐变初始阶段通过对游离酶抑制而阻

碍褐变进程，半抑制浓度为 ００５３ｍｍｏｌ／Ｌ；第三为
维生素 Ｃ，其从游离酶和酶底物络合物两方面阻碍
酶促褐变的发生，抑制常数相对比较低，半抑制浓度

为００６２ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｌ半胱氨酸的抑制作用最弱，半抑
制浓度为０１４０ｍｍｏｌ／Ｌ。
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