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金银花过氧化物酶抑制动力学研究
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摘要!为分离纯化金银花过氧化物酶!对其酶学性质及抑制

动力学进行研究!将三相法纯化所得金银花过氧化物酶!经

Z(U(

纤维素
Z():!

离子交换层析分离!得到
!

种金银花过

氧化物酶
VPW

+

和
VPW

2

!其比活力分别为
<<#!7<

!

:$;75C

$

*

A

#

VPW

+

反应动力学分析表明金银花过氧化物

酶的双底物酶促反应类型为乒乓机制#抑制动力学研究表

明柠檬酸"偏重亚硫酸钠对金银花过氧化物酶的抑制类型为

不可逆抑制#

!)

半胱氨酸对金银花过氧化物酶的抑制类型

为可逆抑制!可逆抑制类型为竞争性可逆抑制#

!)

半胱氨酸

抑制常数
>

b

为
"7":<**/-

$

B

#

关键词!金银花%过氧化物酶%纯化%抑制动力学
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金银花为忍冬属植物干燥的花蕾或初开的花$含有挥发

油+有机酸+黄酮环烯醚萜+皂苷等成分)

#Q<

*

$具有抗氧化+抗

菌+抗病毒)

;Q:

*等作用%作为一种1药食同源2植物被广泛应

用于食品+保健品等生产)

$Q5

*

%新鲜金银花不耐贮藏$采摘后

需及时加工处理$且金银花质地较嫩$处理不当易发生褐变$

造成功效成分降解$导致产品品质下降)

'

*

#Q:

%研究)

'

*

:Q#"

)

#"

*表

明$植物酶促褐变是在多酚氧化酶和过氧化物酶等相关酶的

作用下$酚类物质氧化为醌$醌类物质聚合形成褐色素引起

的%邓波等)

##

*分离纯化了藕带过氧化物酶$并对其酶学性质

进行了研究%夏炳乐)

#!

*

#9Q#'从烟草中分离出了过氧化物酶

D_W

+

和
D_W

2

$并对其酶学性质及
D_W

+

的二级结构进行了

研究%刘彩霞)

#<

*

#Q;研究表明木素过氧化物酶的双底物反应

机制为乒乓反应机制%

W1H1N

等)

#;

*对鹰爪豆过氧化物酶进

行了纯化$并研究了其二级结构和三级结构稳定性%

目前金银花过氧化物酶的相关研究尚不充分%刘娜

娜)

#:

*

#Q!对金银花过氧化物酶进行了纯化及酶学性质研究%

在金银花过氧化物酶双底物反应机制及抑制动力学方面尚

缺乏基础研究%由于金银花褐变过程代谢途径复杂)

#$Q#9

*

$

因此分离纯化与褐变相关的酶$并进行酶学性质及抑制动力

学研究$是控制褐变强度及阐明褐变代谢机理的有效途径%

本试验在对金银花过氧化物酶提取纯化的基础上$选择抑制

剂柠檬酸+

!)

半胱氨酸+偏重亚硫酸钠$研究其对金银花过氧

化物酶抑制效应$并对抑制动力学及双底物反应机制进行研

究$为抑制金银花加工过程中褐变发生提供理论基础%

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与试剂

磷酸二氢钠+磷酸二氢钾+硫酸铵+氢氧化钠+愈创木酚+

过氧化氢+磷酸+盐酸+叔丁醇+无水乙醇+考马斯亮蓝
c)!:"

+

###



考马斯亮蓝
R)!:"

+牛血清白蛋白+三羟甲基氨基甲烷+丙烯

酰胺+甲叉双丙稀酰胺+甘氨酸+溴酚蓝+甘油+四甲基乙二

胺+过硫酸铵"分析纯%

#7!

!

仪器与设备

搅拌机"

VR!5:"

型$飞利浦电子公司(

M

V

计"

WVP)<X

型$上海越平科学仪器有限公司(

紫外
)

可见分光光度计"

C=!;""

型$上海舜宇恒平科学

仪器有限公司(

台式高速冷冻离心机"

V#5:"R

型$湘仪离心机仪器有

限公司(

电泳仪"

ZTXh)!;Z%

型$北京六一仪器厂(

玻璃层析柱"

#7$8*]98*

$上海方畦仪器有限公司(

恒流泵"

VB)!

型$上海沪西分析仪器厂有限公司(

梯度混合器"

DV):""

型$上海沪西分析仪器厂有限

公司(

电脑紫外检测仪"

VZ):

型$上海沪西分析仪器厂有限

公司%

#7<

!

试验方法

#7<7#

!

金银花过氧化物酶的提取纯化
!

称取一定量新鲜无

损金银花$按照料液比
#

%

9

!

A

'

*B

#加入
;@

M

V$

的磷酸

盐缓冲液打浆
!*,2

$打浆后$提取液于
'"""H

'

*,2

冷冻

!

;@

#离心
#:*,2

$收集上清液即为粗酶液%

粗酶液的初步纯化采用三相分离法)

#5Q!"

*

%基于前期试

验$在
M

V:7$

$硫酸铵质量分数
<'7;'?

$叔丁醇与提取液体

积比为
#7<5

的条件下进行%粗酶液在
#""H

'

*,2

搅拌条件

下缓慢加入硫酸铵$至硫酸铵质量分数为
<'7;'?

$待硫酸铵

固体充分溶解之后用
#*/-

'

BVX-

或
%+_V

溶液调节混合

液的
M

V

至
:7$

$加入叔丁醇$继续搅拌
#"*,2

$在
;@

环境

中静置
#E

$再在
;"""H

'

*,2

离心
#"*,2

%离心之后可以观

察到混合液分为明显的三相!即上层的有机相$中间层和下

层的水相#%用吸管吸除上层的有机相和下层水相$中间层

用
#*B

M

V$

的磷酸盐缓冲液溶解$透析除去盐和有机溶

剂$冻干备用%

将冻干粉溶于
!"**/-

'

B

$

M

V97:

的
DH,6)VX-

缓冲液$

经
#""""H

'

*,2

冷冻!

;@

#离心
!"*,2

后$上样于经预平衡

的
Z(U(

纤维素
Z():!

层析柱$用平衡缓冲液洗脱至基线

稳定后$用
M

V97:

的
DH,6)VX-

缓冲液配制的
%+X-

溶液进

行梯度洗脱%

%+X-

浓度
"

"

#*/-

'

B

$流速
#75*B

'

*,2

$每

:*B

收集一管$分别测定每管酶活与蛋白含量$收集酶活性

峰$透析脱盐后冻干备用%

#7<7!

!

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

WUc(

#

!

对提取纯化的金银

花过氧化物酶进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析)

#:

*

!<

$分离胶浓

度
#"?

$浓缩胶浓度
:?

%

#7<7<

!

酶活力测定
!

根据文献)

#:

*

#5

$在比色杯中$以愈创

木酚为反应底物$反应体系包括
!7':*B#5**/-

'

B

愈创木

酚$

#**/-

'

BV

!

_

!

!

M

V:

磷酸缓冲液配制#$

"7":*B

酶液%

盖上盖子在比色皿中迅速混合均匀$在
<"@

下测定
;9"2*

处测吸光度值$每隔
!"6

计
#

次数$以吸光度值每分钟变化

"7"#

为
#

个酶活单位%

#7<7;

!

底物浓度对金银花过氧化物酶酶促反应速率的影响

在酶活测定反应体系中$固定愈创木酚浓度
#!**/-

'

B

$

分别在过氧化氢浓度为
"7"$!:

$

"7#!:"

$

"7#59:

$

"7!:""

$

"Y<#!:

$

"7;<9:

$

"7:"""

$

#7""""

$

!7""""

$

<7""""

$

;7""""

$

:7""""

$

$7""""**/-

'

B

条件下测酶活$测定不同过氧化氢

浓度对金银花过氧化物酶酶促反应速率的影响(固定过氧化

氢浓度
#**/-

'

B

$分别在愈创木酚浓度为
"7;

$

"7$

$

"75

$

#7"

$

!7"

$

<7"

$

;7"

$

:7"

$

$7"

$

#!7"

$

!;7"

$

;57"

$

'$7"**/-

'

B

条件下测

酶活$测定不同愈创木酚浓度对金银花过氧化物酶酶促反应

速率的影响%

#7<7:

!

金银花过氧化物酶双底物反应类型
!

分别固定愈创

木酚浓度为
!

$

;

$

$**/-

'

B

$在
V

!

_

!

浓度为
"7!

$

"7;

$

"7$

$

"Y5

$

#7"**/-

'

B

条件下测得酶促反应速率(分别固定
V

!

_

!

浓度为
"7;

$

"7$

$

"75**/-

'

B

$愈创木酚浓度为
#

$

!

$

<

$

;

$

:**/-

'

B

条件下测得酶促反应速率%通过
B,2101+K1H)

4̀Hf

双倒数作图$根据双倒数动力学图区分双底物反应的

乒乓机制和序列机制)

!#

*

<$<Q<$9

%

#7<7$

!

不同抑制剂的抑制效应
!

向酶反应体系中分别加入

"7":*B

不同种类及不同浓度的抑制剂)分别为
!)

半胱氨酸

!

"7#

$

"7!

$

"7<

$

"7;

$

"7: **/-

'

B

#$柠 檬 酸 !

!

$

;

$

$

$

5

$

#"**/-

'

B

#$偏 重 亚 硫 酸 钠 !

"7"!

$

"7";

$

"7"$

$

"7"5

$

"7#**/-

'

B

#*$混合均匀后$加入
"7":*B

酶液$测定不同条

件下酶活%通过计算不同抑制剂的半抑制浓度和迟滞时

间)

!!Q!<

*

$判断抑制剂的抑制效果%

#7<79

!

不同抑制剂的抑制作用类型
!

向酶反应体系中加入

"7":*B

不同浓度
!)

半胱氨酸!

"7#7!

$

"7<

$

"7;

$

"7:**/-

'

B

#+

柠檬酸!

!

$

;

$

$

$

5

$

#"**/-

'

B

#+偏重亚硫酸钠!

"7"!

$

"7";

$

"Y"$

$

"7"5

$

"7#**/-

'

B

#$分别加入
"7":*B

不同质量浓度

的金银花过氧化物酶!

"7#

$

"7!

$

"7<

$

"7;

A

'

B

#$测定酶活$分析

在不同抑制剂条件下酶浓度与酶活性的关系$判断不同抑制

剂的抑制类型)

!;

*

%

#7<75

!

可逆抑制剂的抑制动力学
!

根据
#7<79

对不同抑制剂

抑制类型的判断$选择对具有可逆性抑制的抑制剂进行抑制

动力学研究$向酶反应体系中加入
"7":*B

不同浓度抑制

剂$固定
V

!

_

!

浓度$在不同愈创木酚浓度!

!

$

;

$

$

$

5

$

#"**/-

'

B

#下测定酶促反应的速率$通过
B,2101+K1H)̀4Hf

双倒数作图判断不同抑制剂可逆抑制类型%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

横轴截距分别为抑制剂对游离酶的抑制常数
>

b

和对酶&底

物络合物的抑制常数
>

bP

)

!:Q!9

*

%

V

!

_

!

浓度测定用经草酸钠标定的高锰酸钾溶液进行滴

定%产物浓度)

!5

*以愈创木酚氧化产物四联甲氧基连酚的消

光系数
.

;9"

[!$7$*B

'!

**/-

,

8*

#计算%

!

!

结果与分析

!7#

!

金银花过氧化物酶的
Z(U(

纤维素
Z():!

离子交换

层析

!!

将三相法初步纯化的金银花过氧化物酶经
Z(U(

纤维

素
Z():!

进行离子交换层析$由图
#

+

!

可知$用
"

"

#*/-

'

B

!##

贮运与保鲜
!

!"#9

年第
9

期



的
%+X-

进行梯度洗脱$可以得到
;

个洗脱峰%分别测定各

洗脱峰的酶活和蛋白含量$结果表明前
!

个洗脱峰未表现出

过氧化物酶酶活$第
<

+

;

洗脱峰有过氧化物酶活性$分别为

VPW

+

!

E/21

I

648f-1

M

1H/.,L+61

+

#和
VPW

2

!

E/21

I

648f-1

M

1H/.,L+61

2

#$出现第
<

+

;

洗脱峰时的
%+X-

浓度分别为

"Y!#:

$

"7!'#*/-

'

B

%将第
<

+

;

个峰对应的洗脱液试管分别合

并$由酶活和蛋白含量计算出
VPW

+

比活力为
<<#!7<C

'

*

A

$

VPW

2

比活力为
:$;75C

'

*

A

%所得
VPW

2

低于上样所用三

相法得到的比活力为
#"!#7$C

'

*

A

的酶$可能是离子交换

层析通过所带电荷不同将蛋白组分分离$第
;

洗脱峰可能含

有较多带电相同的杂蛋白$因此选择第
<

洗脱峰所得活性较

高的
VPW

+

进行抑制动力学研究%

图
#

!

金银花过氧化物酶洗脱曲线

a,

A

4H1#

!

XEH/*+G/

A

H+

M

E,81-4G,/2

M

H/J,-16/J

E/21

I

648f-1W_Z

#7

三相分离法纯化金银花过氧化物酶
!

!7

离子交换层析纯化金银花

过氧化物酶

图
!

!

金银花过氧化物酶聚丙烯酰胺凝胶电泳

a,

A

4H1!

!

WUc(/J!'(,E;@3/3

[

'(,E3C20(?6;@'T,F3I;

!7!

!

底物浓度对金银花过氧化物酶酶促反应速率的影响

由图
<

+

;

可知$当愈创木酚浓度固定$过氧化氢浓度在

"7"$!:

"

#7""""**/-

'

B

时$酶促反应速率随底物浓度增大

而增大(当过氧化氢浓度
#

#7""""**/-

'

B

时$反应速率趋

于稳定%固定过氧化氢浓度$愈创木酚浓度在
"7;

"

'$7"**/-

'

B

时$反应速率随底物浓度增大而增大$当愈创

木酚浓度
#

'$7"**/-

'

B

时$反应速率趋于稳定%根据中间

反应复合物学说)

!#

*

<:#

$当酶浓度一定+底物浓度较小时$反应

速率与底物浓度有关$随着底物浓度的增大$酶&底物中间

复合物生成增多$反应速率取决于酶&底物中间复合物浓

度(当底物浓度继续增加时$溶液中酶处于饱和状态$即使增

加底物浓度$也无法生成更多的酶&底物中间复合物$反应

图
<

!

过氧化氢浓度对酶促反应速率的影响

a,

A

4H1<

!

(JJ18G/JV

!

_

!

8/2812GH+G,/2/212N

I

*+G,8

H1+8G,/2H+G1

图
;

!

愈创木酚浓度对酶促反应速率的影响

a,

A

4H1;

!

(JJ18G/J

A

4+,+8/-8/2812GH+G,/2/212N

I

*+G,8

H1+8G,/2H+G1

速率达到最大值%

!7<

!

金银花过氧化物酶双底物反应类型

双底物酶促反应按动力学机制可分为序列反应和乒乓

反应)

!#

*

<$<Q<$9

%这
!

种反应可以通过
B,2101+K1H)̀4Hf

双倒

数作图区分%在乒乓机制中$将一种底物固定在几个不同浓

度$用另一种底物浓度与反应速率作图$可以得到
#

组平行

线$在序列反应机制中$可以得到
#

组相交直线%由图
:

可

知$固定几个不同的愈创木酚浓度$过氧化氢浓度与反应速

率的双倒数曲线相互平行%固定几个不同的过氧化氢浓度$

愈创木酚浓度与反应速率的双倒数曲线相互平行%说明在

反应动力学方面金银花过氧化物酶的双底物酶促反应类型

为乒乓机制%与烟草过氧化物酶)

#!

*

#9Q#'和木素过氧化物

酶)

#<

*

#Q;双底物反应类型类似%

!7;

!

不同抑制剂的抑制效应

!7;7#

!

!)

半胱氨酸对金银花过氧化物酶的抑制效应
!

由

图
$

可知$

!)

半胱氨酸浓度在
"7#

"

"7:**/-

'

B

时$

!)

半胱

氨酸对金银花过氧化物酶抑制作用表现在迟滞时间的延长

与酶相对活性的下降$对酶活性的抑制作用随抑制剂浓度增

大而增强%酶的相对活性由
9'7#?

下降到
;'7$?

$迟滞时间

由
#"7'6

上升到
<"7<6

$可能是
!)

半胱氨酸的存在使底物较

难与酶活性位点结合$导致酶促反应迟滞时间延长$酶催化

活性降低%
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图
:

!

金银花过氧化物酶双底物反应类型

a,

A

4H1:

!

Z/4F-164F6GH+G112N

I

*+G,8H1+8G,/2G

IM

1/J

!'(,E;@3/3

[

'(,E3C20(?6;@'T,F3I;

图
$

!

!)

半胱氨酸对金银花过氧化物酶抑制作用

a,

A

4H1$

!

(JJ18G/J!)8

I

6G1,21/2!'(,E;@3/3

[

'(,E3

C20(?6;@'T,F3I;

!7;7!

!

柠檬酸对金银花过氧化物酶的抑制效应
!

由图
9

可

知$柠檬酸浓度在
!

"

#"**/-

'

B

时$柠檬酸对金银花过氧

化物酶的抑制作用逐渐增强$酶的相对活性由
597#?

下降到

9"7#?

$迟滞时间由
57;6

上升到
#57<6

%柠檬酸在对金银花

过氧化物酶的抑制作用一方面使酶的活性下降$另一方面延

长了酶发挥作用的时间%在相同浓度条件下$与
!)

半胱氨

酸相比$柠檬酸对金银花过氧化物酶抑制作用较弱%

图
9

!

柠檬酸对金银花过氧化物酶抑制作用

a,

A

4H19

!

(JJ18G/J8,GH,8+8,L/2!'(,E;@3/3

[

'(,E3

C20(?6;@'T,F3I;

!7;7<

!

偏重亚硫酸钠对金银花过氧化物酶的抑制效应
!

由

图
5

可知$偏重亚硫酸钠对金银花过氧化物酶抑制作用表现

在迟滞时间的延长与酶相对活性的下降%偏重亚硫酸钠浓

度在
"7"!

"

"7#"**/-

'

B

时$酶的相对活性由
::7:?

下降到

!57<?

$迟滞时间由
#:756

上升到
!#7$6

%在相同浓度条件

下$偏重亚硫酸钠较柠檬酸和
!)

半胱氨酸表现出较强的抑

制作用$原因可能是亚硫酸盐能够与酶蛋白键联$修饰了酶

蛋白使其活性降低)

!'

*

%

!7:

!

不同抑制剂的抑制作用类型

向酶反应体系中加入一定量抑制剂$在不同浓度抑制剂

条件下$用酶浓度对反应初速率作图$通过抑制剂浓度与酶

量的关系$可以判断抑制剂作用于酶的抑制类型是可逆抑制

还是不可逆抑制)

!:

*

%由图
'

可知$在不同浓度
!)

半胱氨酸

条件下$酶活力与酶量是一组斜率不同的直线$说明
!)

半胱

氨酸对金银花过氧化物酶的抑制为可逆性抑制(在不同浓度

柠檬酸和偏重亚硫酸钠条件下$酶活力与酶量是一组平行直

线$说明柠檬酸和偏重亚硫酸钠对金银花过氧化物酶的抑制

为不可逆抑制%
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图
5

!

偏重亚硫酸钠对金银花过氧化物酶抑制作用

a,

A

4H15

!

(JJ18G/J/2!'(,E;@3/3

[

'(,E3C20(?6;@'T,F3I;

!7$

!

!)

半胱氨酸对金银花过氧化物酶的可逆抑制动力学

由图
#"

可知$在不同
!)

半胱氨酸浓度条件下$以酶促反

应速率对底物浓度通过双倒数作图$双倒数曲线相交于纵

轴$直线的斜率随抑制剂浓度的增大而增加$直线与纵轴截

距不随抑制剂浓度的增加而变化$即最大反应速率
U

*+.

不

变$米氏常数
>

*

随抑制剂浓度的增大而增加$这是竞争性抑

制的特点$说明
!)

半胱氨酸只能与金银花过氧化物酶结合$

不能与酶&底物复合物结合%通过将抑制剂浓度与一次作

图的斜率和截距分别二次作图可以得到酶抑制剂复合物的

解离常数
>

b

与酶底物抑制剂复合物的解离常数
>

bP

$由

图
##

可知$抑制常数
>

b

为
"7":<**/-

'

B

$

>

bP

为
"

$即
!)

半

胱氨酸不能与酶&底物复合物结合%

<

!

结论
!

#

#将三相法提取纯化的金银花过氧化物酶经
Z(U(

纤维素
Z():!

离子交换层析分离得到
!

种金银花过氧化物酶

VPW

+

和
VPW

2

$其比活力为分别为
<<#!7<

$

:$;75C

'

*

A

%酶

学性质及抑制动力学研究表明"当愈创木酚浓度固定$过氧

化氢浓度在
"7"$!:

"

#7""""**/-

'

B

时$酶促反应速率随

底物浓度增大而增大%当过氧化氢浓度
#

#7""""**/-

'

B

时$反应速率趋于稳定%固定过氧化氢浓度$愈创木酚浓度

在
"7;

"

'$**/-

'

B

时$酶促反应速率随底物浓度增大而增

大$当愈创木酚浓度
#

'$**/-

'

B

时$反应速率趋于稳定%

金银花过氧化物酶的双底物酶促反应类型为乒乓机制%柠

檬酸+偏重亚硫酸钠对金银花过氧化物酶的抑制类型为不可

逆抑制%

!)

半胱氨酸对金银花过氧化物酶的抑制类型为可

逆抑制$可逆抑制类型为竞争性可逆抑制%

!)

半胱氨酸抑制

图
'

!

在不同浓度抑制剂下酶活力和酶量的关系

a,

A

4H1'

!

(JJ18G/J,2E,F,G/H8/2812GH+G,/26/2+8G,K,G

I

/J

!'(,E;@3/3

[

'(,E3C20(?6;@'T,F3I;

图
#"

!

!)

半胱氨酸对金银花过氧化物酶抑制作用

的双倒数曲线

a,

A

4H1 #"

!

B,2101+K1H)̀4Hf

M

-/G6 J/H ,2E,F,G,/2 /J

!)8

I

6G1,21 /2 !'(,E;@3 /3

[

'(,E3 C20(?

6;@'T,F3I;
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图
##

!

!)

半胱氨酸浓度与
B,2101+K1H)̀4Hf

曲线纵轴截距

和斜率的关系

a,

A

4H1##

!

(JJ18G/J8/2812GH+G,/2/J!)8

I

6G1,21/2,2G1H81

M

G

+2L6-/

M

1/JB,2101+K1H)̀4Hf

M

-/G6

常数
>

b

为
"7":<**/-

'

B

%

!

!

#本试验通过三相分离纯化与离子交换柱层析相结

合的方法对金银花过氧化物酶进行纯化$同时对金银花过氧

化物酶的双底物酶促反应类型和抑制动力学进行了研究$对

当前金银花过氧化物酶的研究起到补充作用%

!

<

#本试验只对酶学性质和抑制动力学进行了研究$对

金银花过氧化物酶的蛋白质结构等尚缺乏研究%
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