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藕带过氧化物酶的分离纯化及酶学性质
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摘要!研究藕带中过氧化物酶!

%M]

#的提取和纯化技术"以

及温度%

B

T

值和部分化学物质对
%M]

酶活性的影响$结果

表明'藕带中的过氧化物酶提取物经过
()j

饱和度的硫酸铵

除杂%

Y)j

饱和度的硫酸铵沉淀%

].+./&;

纤维素柱层析

!

'))0̀

"

)8'0:3

(

`>1b3

的
B

T-8;

的磷酸缓冲溶液洗

脱#%葡聚糖凝胶
Z/-&

柱层析!

B

T-8;

的磷酸缓冲溶液洗

脱#进行分离纯化后"经
#]#

)

%+Z.

鉴定为单一带"其分子

量约为
(;N]

"纯化倍数及蛋白质产率分别为
7;8*Y

倍和

;8''j

$藕带中
%M]

的最适温度为
() [

"最适
B

T

值为

&8)

$温度高于
Y)[

基本失活"

B

T

值小于
;8)

或大于
Y8)

也基本失活$抗坏血酸对
%M]

有明显的抑制作用&尿素%

#]#

%

W#b>

对
%M]

具有轻微的抑制作用&草酸在低浓度时

对
%M]

具有激活作用"高于
)8)'0:3

(

`

时有明显的抑制

作用$

关键词!藕带&过氧化物酶&分离纯化&酶学性质
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藕带又称藕尖*藕稍*藕鞭%是莲藕!

#%@)O67&)=A

:

%8%

,/%89&P

#幼嫩的根状茎%是由顶端的几个节点和顶芽组成%

会逐渐生长发育成藕(

'

)

&过氧化物酶!

B

@G:62E1D

%

%M]

#广泛

地存在于植物组织中%能够催化由过氧化氢参与的各种氧化

反应%导致植物组织褐变(

;<&

)

%影响其外观和风味(

*<-

)

&

近年来%国内外对于番薯(

Y

)

*莲藕(

,

)

*甘薯叶(

')

)

')<;)

*苦

瓜(

''

)

*荔枝果皮(

';

)

*蕹菜叶片(

'7

)

*苹果(

'(

)

*水芹菜(

'&

)等果蔬

%M]

的分离纯化和酶学性质进行了大量研究%结果表明"不

同类别和品种果蔬的
%M]

性质差异较大&而关于藕带中

%M]

分离纯化及其性质研究还未见报道%本试验拟以藕带

为原料%采用硫酸铵沉淀和柱层析方法提取和纯化其过氧化

物酶%并对其酶学性质进行研究%为了解藕带采后褐变原因

和制定褐变预防措施提供理论依据&

'

!

材料与方法

'8'

!

试验材料与试剂

新鲜藕带"购自湖南岳阳华容县+

氢氧化钠*氯化钠*碳酸二氢钠*碳酸氢二钠*过氧化氢*

愈创木酚*硫酸铵*考马斯亮蓝
Z/;&)

*乙醇*磷酸*葡聚糖凝

胶
Z/-&

*

].+./&;

*牛血清蛋白"分析纯%市售&

'8;

!

试验仪器

可见分光光度计"

X?!-;))

型%尤尼柯!上海#仪器有

限公司+

高速冷冻离心机"

b@JFG2HC

L

@&Y)($

型%艾本德中国有

限公司+

电子天平"

b%;'(

型%上海奥豪斯仪器分析有限公司+

电热恒温水浴锅"

^̀ !̂ ./'))

型%北京市永光明医疗仪

器厂+

冷冻干燥机"

?a/'a

型%北京博医康实验仪器有限公司+

电冰箱"

ab]/'-&W+ \

型%青岛海尔股份有限公司+

);



移液枪"

+!&)&Y&

型%广州吉尔森仪器贸易有限公司+

电泳仪器"

]̂ /̂*b

型%北京六一仪器厂&

'87

!

试验方法

'878'

!

%M]

粗酶液的提取
!

取新鲜的藕带用蒸馏水洗净%

切成碎块并置于研钵中%加入两倍藕带体积的
)8)&0:3

'

`

磷酸缓冲液!

B

T-8;

#%研磨均匀后%于
([

浸提
(K

&将酶液

转移到离心管中%于
([

%

'))))G

'

02J

离心
'&02J

%收集上

清液作为粗酶液&

'878;

!

%M]

活性测定
!

采用分光光度法&在
'90

的比色

皿中%加入
)8)&0:3

'

`

磷酸缓冲液!

B

T-8)

#

;8--&0̀

%再加

入
(j

愈创木酚
)8'0̀

*

'j

过氧化氢
)8'0̀

%迅速加入

%M]

粗酶液
)8);&0̀

%混匀&于
(-)J0

波长处测定吸光

度%每
'&D

记录
'

次吸光度!

1Y

(-)

#&一个酶的活力单位定

义是"在测定条件下%每分钟所引起的吸光度的改变
)8))'

所需要的酶量&

'8787

!

可溶性蛋白质含量的测定
!

采用考马斯亮蓝
Z/;&)

比色法&

'878(

!

%M]

的纯化

!

'

#硫酸铵盐析"取
%M]

粗酶液
'))0̀

%边搅拌边加入

硫酸铵固体至
()j

的饱和度%静置
')02J

%然后置于
([

冰

箱内%静置
7)02J

&于
([

%

'))))G

'

02J

离心
7)02J

&在收

集的上清液中%缓慢加入硫酸铵固体至
Y)j

的饱和度%静置

')02J

%再置于
([

冰箱内%静置
7)02J

&于
([

%

'))))G

'

02J

离心
7)02J

%弃上清液%沉淀用
B

T*8)

*

)8)&0:3

'

`

的磷酸

缓冲液进行溶解&于
([

%

'))))G

'

02J

离心
7)02J

%取上清

液于
([

透析
;(K

%得经初步纯化的
%M]

酶液&

!

;

#

].+./&;

纤维素阴离子交换层析"将经初步纯化的

%M]

酶液加入到
].+./&;

纤维素阴离子层析柱&装柱后%

先用
B

T-8;

*

)8)&0:3

'

`

的磷酸缓冲液平衡层析柱&每次

上样量为
&0̀

%用
)8'

%

)8;

%

)870:3

'

`>1b3

的磷酸缓冲液

进行梯度洗脱!每个梯度洗脱剂为
'))0̀

#%流速控制在

)8&0̀

'

02J

%每
&0̀

收集一管&测定每管的蛋白含量和

%M]

活性%并收集活性高的酶溶液%透析*冷冻干燥后进行

下一步凝胶层析&

!

7

#葡聚糖凝胶
Z/-&

层析"将冷冻干燥后的酶用超纯

水溶解%上葡聚糖凝胶
Z/-&

凝胶层析柱&装柱后%先用

B

T-8;

*

)8)& 0:3

'

`

的磷酸缓冲液平衡%每次上样量为

;0̀

%用
B

T-8;

*

)8)&0:3

'

`

的磷酸缓冲液进行洗脱%流速

为
)8;0̀

'

02J

%每管收集
70̀

%测定每管蛋白含量和
%M]

活性%并收集活性较高部分的洗脱液&透析后冷冻干燥得到

%M]

纯品%供电泳及酶学性质研究&

!

(

#

%M]

的纯度鉴定"采用
#]#

$聚丙烯酰胺凝胶电泳

!

#]#

$

%+Z.

#进行
%M]

的纯度鉴定&

'878&

!

%M]

酶学性质研究

!

'

#最适温度"取
B

T-8;

*

)8)&0:̀

'

`

的磷酸缓冲液

;8--&0̀

%分别于
;)

%

7)

%

()

%

&)

%

*)

%

-)

%

Y)[

恒温水浴处理

'&02J

%然后加入过氧化氢
)8'0:̀

%愈创木酚
)8'0:̀

%酶

液
)8);&0:̀

%于常温下测定
%M]

活性&

!

;

#热稳定性"将
%M]

酶液分别于
7)

%

()

%

&)

%

*)

%

-)

%

Y)[

恒温水浴处理
'K

后%再于室温下测定
%M]

活性&

!

7

#最适
B

T

值"分别在
B

T;

"

Y

的磷酸缓冲液中%加入

酶液%于最适温度下测定在不同
B

T

值的
%M]

活性&

!

(

#酸碱稳定性"将
%M]

酶液分别置于
B

T

值
;

"

Y

的

缓冲液中%

([

下保存
;(K

后%于最适温度下测定不同
B

T

值

的
%M]

活性&

!

&

#化合物对
%M]

活性影响"分别将抗坏血酸*

#]#

*尿

素*

W#b>

*草酸
&

种化合物配置成
)8'0:3

'

`

的溶液%取

)8'0̀

于试管中%加入
B

T-8;

*

)8)&0:3

'

`

的磷酸缓冲液

;8--&0̀

%

'j

过氧化氢
)8'0̀

%

(j

愈创木酚
)8'0̀

混匀%

立即加入酶液
)8);&0̀

%于
;&[

反应
7)02J

%在最适温度

下测定
%M]

活性&其活力大小以相对酶活性!与无相应化

合物时酶活性的百分比#来表示&

;

!

结果与分析

;8'

!

藕带
%M]

分离纯化试验结果

预试验结果表明%在硫酸铵饱和度为
()j

时%藕带
%M]

粗酶液沉淀的蛋白质最少%而硫酸铵饱和度为
Y)j

时沉淀的

蛋白质最多%且
%M]

活性最高&所以蛋白质除杂时硫酸铵

的饱和度控制在
()j

%有效蛋白质沉淀时硫酸铵的饱和度控

制在
Y)j

&

硫酸铵分级沉淀和透析后所得的藕带
%M]

酶液%经

].+./&;

纤维素离子交换层析%所得结果见图
'

&

图
'

!

%M]

的
].+./&;

阴离子树脂洗脱图

?2

L

CG@'

!

.3CF2:J

B

G:H23@DHG:01].+./&;9:3C0JH:G%M]

!!

由图
'

可知%第
;)

管洗脱液的蛋白质含量和
%M]

酶活

性最高%表明
%M]

主要存在于第
;)

管洗脱液中&第
7&

管

洗脱液出现一个较小的蛋白质吸收峰%但基本没有
%M]

酶

活性%表明第
7&

管洗脱液中含有少量蛋白质%但不是
%M]

&

从
%M]

比活性!表
'

#可以看出%经过
].+./&;

纤维素阴离

子交换层析后%藕带
%M]

酶活性比粗酶提高了
'&8);

倍%蛋

白质的产率为
&8'7j

&

收集上述的酶活最高的
%M]

%经葡聚糖凝胶
Z/-&

进行

层析分离%结果见图
;

&

!!

由图
;

可知%第
&

管洗脱液出现一个较小的蛋白质吸收

峰%但是基本没有
%M]

活性%表明第
&

管洗脱液中含有少量

';

基础研究
!

;)'*

年第
;

期



蛋白质%但不是
%M]

&第
'&

管洗脱液的蛋白质含量高而且

%M]

活性高%表明
%M]

主要存在于第
'&

管洗脱液中&从

%M]

比活性!表
'

#可以看出%经过葡聚糖凝胶
Z/-&

的层析后%

藕带中
%M]

的比活性达到了
';-;8-("

'

0

L

%比粗酶活性提

高了
7;8*Y

倍%蛋白质的产率为
;8''j

&

;8;

!

藕带
%M]

纯度检测和分子测定结果

葡聚糖凝胶
Z/-&

分离纯化后的酶液进行
#]#

$

%+Z.

凝胶电泳%结果见图
7

&由图
7

可知%藕带中的
%M]

为清晰

图
;

!

%M]

的葡聚糖凝胶
Z/-&

柱层析洗脱图

?2

L

CG@;

!

.3CF2:J

B

G:H23@DHG:01D@

B

K1E@6Z/-&

9:3C0JH:G%M]

表
'

!

藕带
%M]

的纯化效果表

P1A3@'

!

%CG2H291F2:J:H%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

纯化

步骤

蛋白质

含量'
0

L

总活性'

"

比活性'

!

"

,

0

L

<'

#

纯化

倍数

蛋白产

率'
j

提取粗

酶液
'-;8'* *-)&8*) 7Y8,& '8)) '))8))

硫酸铵

沉淀
(;8,- *(;-8); '(,8&- 78Y( ;(8,*

].+./&;

层析
Y8Y7 &'*&8Y; &Y&8)7 '&8); &8'7

葡聚糖凝胶
Z/

&;

层析凝胶
78*( (*7;8-) ';-;8-( 7;8*Y ;8''

#8

藕带
%M]

!

\8

相对分子量标准品
!

'8

磷酸化酶
,-8)N]

!

;8

牛

血清白蛋白
**8;N]

!

78

卵清蛋白
(&8)N]

!

(8

牛碳酸酐酶
7'N]

!

&8

胰蛋白酶抑制剂
;)8'N]

!

*8

溶酶菌
'(8)N]

图
7

!

藕带中过氧化物酶的
#]#

)

%+Z.

的电泳图谱

?2

L

CG@7

!

.3@9FG:

B

K:G@F:

L

G10:H%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

:J#]#

)

%+Z.

的单一条带%表明藕带中的
%M]

为单一的蛋白质组分%其分

子量约为
(;N]

%试验结果还表明上述藕带
%M]

的纯化工艺

是可行的&

;87

!

%M]

酶学性质研究结果

;878'

!

最适温度的确定
!

由图
(

可知%温度在
;)

"

()[

时%藕带
%M]

酶活性随温度的升高而升高%

()[

时酶活性最

高%之后
%M]

酶活性随着温度的升高而降低%达到
Y)[

时%

%M]

基本失活&在其他果蔬的研究中%

%M]

的最适温度为

番薯
-) [

(

Y

)

%莲藕
7& [

(

,

)

%甘薯叶
*)[

(

')

)

'-

%荔枝果皮

7&[

(

';

)

&藕带
%M]

的最适温度与莲藕和荔枝果皮的相近%

与番薯和甘薯叶的差异较大&

图
(

!

温度对
%M]

活性的影响

?2

L

CG@(

!

.HH@9F:HF@0

B

@G1FCG@:J19F2O2F

4

:H

%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

;878;

!

温度对
%M]

的热稳定性的影响
!

由图
&

可知%

%M]

酶活性在
()

"

*)[

时比较稳定%之后随着温度的升高酶活

性迅速降低%

Y)[

时已基本失活&在其他果蔬的研究中%番

薯
%M]

在
*) [

时还能保持很高的活性(

Y

)

+莲藕
%M]

在

;)

"

&)[

时酶的热稳定性比较好(

,

)

+甘薯叶
%M]

在
&)[

还

具有较高的酶活性%

*)[

以后酶活性开始降低(

')

)

'-

+荔枝果

皮
%M]

在
*)[

时比较稳定%

-)[

后酶活性开始下降(

''

)

+甘

蔗苗
%M]

在
&&[

以上时酶活下降(

'*

)

&藕带中
%M]

的热稳

定性与甘蔗苗*莲藕和甘薯叶的相似%与番薯*荔枝果皮中

%M]

的有一定差异&

图
&

!

%M]

的热稳定性

?2

L

CG@&

!

#F1A232F

4

:HF@0

B

@G1FCG@:H%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

;8787

!

最适
B

T

值的确定
!

由图
*

可知%当
B

T

值在
;8)

"

&8)

时%藕带
%M]

酶活性随着
B

T

值升高而升高%

&8)

时酶活

性最高%之后
%M]

酶活性降低+

B

T

值小于
;8)

或大于
Y8)

时%

%M]

基本失活&在其他果蔬的研究中%

%M]

最适
B

T

值

为番薯
&8&

(

Y

)

%甘薯叶
&8*

(

')

)

'Y

%荔枝果皮
*8&

(

''

)

%甘蔗苗

(8(

(

'*

)

&藕带
%M]

的最适
B

T

值与番薯和甘薯叶的相近%与

荔枝果皮和甘蔗苗中的差异较大&
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图
*

!B

T

对
%M]

的活性的影响

?2

L

CG@*

!

.HH@9F:H

B

T:J19F2O2F

4

:H%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

;878(

!B

T

值对
%M]

酸碱稳定性的影响
!

由图
-

可知%藕

带
%M]

酶活性在
B

T

值为
&8)

"

Y8)

时比较稳定%

B

T

值为

;8)

时不能检测出
%M]

活性&在其他果蔬的研究中%番薯

%M]

在
B

T

值为
*8)

"

')8)

稳定性好(

Y

)

+莲藕
%M]

在
B

T

值

为
*8)

"

-8)

时稳定性好(

,

)

+甘薯叶(

')

)

'Y<',和荔枝果皮(

''

)

%M]

在
B

T

值为
(8)

"

Y8)

时稳定性好&藕带中
%M]

的酸

碱稳定性比莲藕酸碱性稳定性范围广%与番薯*荔枝果皮*甘

薯叶的不同&

图
-

!

%M]

的酸碱稳定性

?2

L

CG@-

!B

TDF1A232F

4

:H%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

;878&

!

化合物对
%M]

酶活性的影响
!

由图
Y

可知%化合物

种类及其浓度对藕带
%M]

酶活性有不同的影响&草酸在低

浓度时对
%M]

活性有一定的激活作用%但随着浓度升高%草

酸对
%M]

活性表现出明显的抑制作用%达到
)8)70:3

'

`

时%

酶活性被完全抑制+尿素*

#]#

*

W#b>

对
%M]

活性均表现出

轻微的抑制作用+抗坏血酸对
%M]

活性有明显的抑制作用%

在浓度为
)8)'0:3

'

`

时能完全抑制酶的活性&

7

!

结论
本试验对

%M]

的分离纯化以及酶学性质方面进行了研

究&结果表明"藕带中
%M]

的分子量约为
(;N]

%纯化倍数

图
Y

!

化合物对藕带
%M]

的影响

?2

L

CG@Y

!

.HH@9FD:HO1G2:CD9:0

B

:CJED:J19F2O2F

4

:H%M]HG:03:FCDD

B

G:CF

及蛋白质产率分别为
7;8*Y

和
;8''j

&最适温度为
()[

%

最适
B

T

值为
&8)

&温度高于
Y)[

基本失活%

B

T

值小于
;8)

或大于
Y8)

也基本失活&抗坏血酸对
%M]

有明显的抑制作

用+尿素*

#]#

*

W#b>

具有轻微的抑制作用+草酸在低浓度时

对
%M]

具有激活作用%高于
)8)'0:3

'

`

时有明显的抑制

作用&

在过氧化氢存在的条件下%果蔬中的
%M]

能够催化多

种酚类物质氧化产生褐色物质%影响果蔬的风味&因此%果

蔬中的
%M]

与新鲜产品的风味和品质有关&新鲜的藕带保

鲜可以考虑选择合适的
B

T

值*温度以及结合使用不同的化

合物抑制
%M]

的活性%使藕带的褐变程度降到最低&本试

验有助于进一步了解藕带中过氧化物酶的催化反应*本身的

特性以及运输保鲜方法的研究%以便改进藕带运输和贮藏保

鲜的方法&

参考文献

(

'

)刘玉蝶%张长峰%高梦祥%等
8

藕鞭褐变与软化的控制及其机理

的研究(

!

)

8

食品科技%

;))-

!

&

#"

,&/,,8

(

;

)

T102E\

%

WK11323/CG/$@K01J8%:F@JF2131

BB

3291F2:JD:H

B

@G:62/

E1D@D

(

!

)

8?::EbK@02DFG

4

%

;)),

%

''&

!

(

#"

''--/''Y*8

(

7

)田国忠%李怀方%裘维蕃
8

植物过氧化物酶研究进展(

!

)

8

武汉

植物学研究%

;))'

%

',

!

(

#"

77;/7((8

(

(

)

X13N@G!$

%

?@GG1G% T8]2

B

K@J:3:62E1D@

%

@JI

4

0@/91F13

4

D@E

AG:5J2J

L

1JE

B

31JFE2D@1D@G@D2DF1J9@

(

!

)

8a2:F@9KJ8Z@J8.J

L

8

$@O8

%

',,Y

%

'&

"

(&-/(,Y8

(

&

)金定睴%夏文水
8

柠檬酸亚锡二钠对鲜切莲藕护色作用的研究

(

!

)

8

食品与机械%

;)''

%

;-

!

(

#"

';,/'7;8

(

*

)张华%董月强%李星科%等
8

高密度二氧化碳技术对鲜切莲藕酶

活性的影响(

!

)

8

食品与机械%

;)'7

%

;,

!

'

#"

'-)/'-;8

(

-

)张慧君%宋春丽%李文娟%等
8

微波钝化马齿苋过氧化物酶活力

的研究(

!

)

8

食品与机械%

;)';

%

;Y

!

7

#"

',,/;);8

(

Y

)韩风%谢恬
8

番薯过氧化物酶的纯化及其性质研究(

!

)

8

杭州师

范大学学报%

;)''

%

')

!

7

#"

;&7/;&-8

(

,

)阙瑞琦%张丽丽%郭小路%等
8

莲藕过氧化物酶的分离纯化及性

质研究(

!

)

8

西南大学学报"自然科学版%

;))-

%

;,

!

';

#"

*7/*-8

(

')

)付伟丽%唐云明
8

甘薯叶过氧化物酶的分离纯化*部分性质及

固定化研究(

]

)

8

重庆"西南大学%

;)')8

(

''

)刘金磊%苏涛%李典鹏%等
8

苦瓜过氧化物酶的提取分离及性

质测定(

!

)

8

广西科学%

;))-

%

'(

!

(

#"

()-/(')8

(

';

)庞学群%段学武%张昭其%等
8

荔枝果皮过氧化物酶的纯化及

部分酶学性质的研究(

!

)

8

热带亚热带植物学报%

;))(

%

';

!

&

#"

((,/(&(8

(

'7

)王红扬
8

蕹菜叶片过氧化物酶的分离纯化*酶学性质及固定化

研究(

]

)

8

重庆"西南大学%

;)'&

"

''/;)8

(

'(

)王倩%刘伟%刘成梅%等
8

苹果
%M]

酶学性质及动态高压微射

流对
%M]

的影响(

!

)

8

食品与机械%

;)''

%

;-

!

;

#"

(/-8

(

'&

)叶宏宇%许学勤%舒枝%等
8

软包装水芹菜护绿保脆工艺研究

(

!

)

8

食品与机械%

;)'7

%

;,

!

;

#"

'*7/'**8

(

'*

)何平%施伟平%傅雪琳%等
8

甘蔗苗过氧化物酶的分离*纯化及

性质测定(

!

)

8

上海交通大学学报"农业科学版%

;))7

%

;'

!

;

#"

'7'/'7(8

7;

基础研究
!

;)'*

年第
;

期


