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高灌蓝越橘多酚氧化酶的提取和纯化
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摘要　采用丙酮粉沉淀抽滤法、硫酸铵分级沉淀法及苯基琼脂糖疏水性层析法对高

灌蓝越橘多酚氧化酶进行提取和纯化。在提取和纯化中,用加入不同的酚吸收剂和

抑制剂并比较酶活性的高低来确认最佳方法。结果表明在粗提中加入酚吸收剂、增

溶剂和抑制剂提取效果较好,苯基琼脂糖疏水性层析法对此类酶纯化效果较佳并为

后来的辅酶的分离提供了较高的纯化倍数。
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0　前　　言
较有效的提取高灌蓝越橘( V accyniun Corybosum L . ) 多酚氧化酶( PPO)的方法, 是采

用果实总体破碎经丙酮粉沉淀,在适量酚吸收剂、还原剂和抑制剂存在下,缓冲液提取活性

酶,获得较高粗酶活性。经硫酸铵分级沉淀,苯基琼脂糖( Penly sepharoseCL4B)疏水性层析,

纯化倍数最后可达19倍,再经聚丙烯酰胺电泳, 结果可分出2个辅酶。而酶活性高低与其前期

提取方法有很大关系, 困难的是如何防止 PPO 的氧化失活反应的进行。笔者就前期提取和

纯化方法进行了研究, 旨在为从自然资源中提取酶提供一些方法。

1　材料和方法
1. 1　材料

供试果实来自法国东部山区,采集于1994年7月, 4 ℃下运到法国洛林理工学院( I N P

L)农业和食品工业高等联合学校( E N S A I A )的应用生化实验室,速冻于- 30 ℃的冷库。

苯基琼脂糖( Penly sepharoseCL4B) 由瑞典 Phar macia-LKB提供。

1. 2　制备丙酮粉

操作前, - 30 ℃的果实在4 ℃环境下解冻1 h, 随后的全部过程在4 ℃下操作。150 g 果

实用200 mL 体积比80� 20的丙酮-蒸馏水混合, 由捣碎器( BraunM×32)粉碎, 用100～160

�m 的石英板式过滤器抽滤,滤渣用- 30 ℃的丙酮冲洗,冲洗后滤渣为丙酮和滤渣混合物,



既为丙酮粉, 置于室温下晾干。

1. 3　活性酶的提取

用 pH 7. 4的磷酸缓冲液作为溶剂,将上述丙酮粉充分溶解, 4 ℃下19 700 r/ m in离心30

min,沉淀可再用 pH7. 4的磷酸缓冲液作为溶剂反复提取1次, 合并2次离心后上清液, 用氮

气压膜式超过滤器浓缩,浓缩液为粗酶E 1.

1. 4　( NH4 ) 2SO4分级沉淀　

200～900 g/ L ( NH4 ) 2SO 4质量浓度进行9个分级,加入粗酶液中。在0 ℃环境下静置2

h, 48 400 r/ min 离心30 min,上清液再加入下一级的( NH4 ) 2SO 4浓度, 静置,离心,测定每次

沉淀的酶活性和蛋白含量。

1. 5　疏水性层析

1. 5. 1　装柱　用蒸馏水、酒精、正丁醇、20%的酒精使柱材料再生, 缓冲液 A [ 50 m mol / L、

NaH2PO 4、pH6～8含1 mol / L ( NH4 ) 2SO 4、1 m ol/ L KCl]平衡后加入20 cm×1. 1 cm 柱中。

1. 5. 2　层析洗脱　已装柱好的 PenlysepharoseCL4B 柱, 用高盐缓冲液 A 预平衡, 9～10

mL 的酶液借助梯级蠕动泵( M anipuls2, Gilson)加在柱上, 洗脱液以0. 5～1. 5 mL/ m in的

流速, 从高盐缓冲液 A 减弱至低盐缓冲液 B[ 10 mm ol/ L NaH2PO 4、pH= 6. 5含0. 1 mol / L

( NH4 ) 2SO 4 ] , 最后以50%的乙二醇进行洗脱。层析状态由紫外监控器 ( 280 nm )监控

( ISCO) ,调节分级收集器( ISCO, Lincoln-Nebraska )以流速2. 5～3 mL/ m in 收集。

1. 6　酶活性测定

测定波长视底物而定,测定温度为25 ℃,反应液由800 �L、pH4的柠檬磷酸缓冲液、测

定底物100 �L 和酶液100 �L 组成,一个酶活力单位为测定条件下,每分钟引起光密度改变

0. 001所需的酶量 [ 1]。

1. 7　蛋白质测定

LOW RY 法
[ 2]

,以牛血清蛋白为标准。

2　结果与讨论
2. 1　多酚氧化酶( PPO)的提取

果实中存在大量酚底物、低蛋白含量及高浓度的果胶物质,这些都是造成多酚氧化酶难

提取、低活性的原因[ 3]。笔者采用过不同的提取方法,但在提取过程中酶活性很易丧失, 在制

备丙酮粉时,用还原剂抗坏血酸可还原一部分醌,保护一部分在反应中失活的酶。用某些酚

作吸收剂,如:聚乙烯吡咯烷酮( PVP)、聚二乙烯吡咯烷酮( PVPP)、聚乙二醇( PEG)也同样

可以增加 PPO的活性
[ 4, 5]。报道指出 [ 6] ,

在大多数情况下, PPO在植物体中是与

细胞内的线粒体和叶绿体的膜结合在一

起的形式存在, 我们在制备丙酮粉和提

取酶时分别用了丙酮、T ritonX-100增加

膜的溶解性, 提高 PPO 的提取效率
[ 1 , 6]
。

结果见表1.

表1　多酚氧化酶( PPO)的提取方法比较

200 mL 提取液
所加化合物

10 g 丙酮粉溶于 pH7. 4
的缓冲液中所加化合物

粗酶比活力/
( MU/ g)

T riton X-100 3 m L PVPP10 g 0. 800

抗坏血酸3 g T ritonX-100 3 mL+ PVPP 0. 935

聚乙二醇50 g TritonX-100 3 mL 1. 500

聚乙二醇50 g
抗坏血酸3 g

TritonX-100 3 mL,
半胱氨酸0. 6 g

2. 496

　　从表1中可以看出在提取液中加聚乙二醇和抗坏血酸, pH7. 4的缓冲液中加 T ritonX-
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100、半胱氨酸获得粗酶比活力最高, 其中半胱氨酸可以还原醌成为含氧二酚化合物,也可以

直接抑制PPO,在提取物加入中半胱氨酸是很必要的。

2. 2　硫酸铵分级沉淀

用200～900 g/ L 的饱和硫酸铵浓度分级沉淀粗酶,同时测定离心后上清液和沉淀物中

图1　沉积物中的酶活性及蛋白含量的关系

的酶活性及蛋白含量, 见图1, 可

以看出在400～900 g/ L 的饱和

硫酸铵浓度沉淀时,其酶活性大

部分在这个区间内, 而小于300

g / L 饱和硫酸铵含较多的杂蛋

白,我们选择300～400 g / L 浓度

的饱和硫酸铵一次性沉淀去除杂

蛋白和一部分杂质,同时保持较

高的酶活性。

2. 3　疏水性层析

图2　PPO的活性与其紫外吸收峰之间关系

硫酸铵浓度分级沉淀粗酶后的酶

液, 可作为 E2, 加到层析柱上, PPO

从层析柱上洗脱状态如图2所示,以高

盐缓冲液 A 和低盐缓冲液 B 为洗脱

液形成一个盐浓度梯度进行洗脱,收

集全部试管测定酶活力, PPO 的活性

与其紫外吸收峰之间关系见图2. 从

图2可看出, PPO 的活性存在于第3个

紫外吸收峰值内,在低盐强度下呈单

峰洗脱下来。前两峰为杂蛋白和果胶,

最后还有一些已褐变的二酚物质可牢

固结合在层析材料上, 这些可被50%的乙二醇移走, 收集在26～30号的试管中。

疏水性层析曾被认为是快速、不变性、有效的多酚氧化酶纯化方法, 曾有报道 [ 1]苹果的

多酚氧化酶用此方法可纯化161倍,

纯化倍数的高低取决于提取方法和

层析条件, 在这项实验中, PPO 可

纯化19倍, 见表2. 并在此之后的聚

丙烯酰胺电泳中,由 FARIND等人

成功的分出2个辅酶。

表2　PPO提取、纯化的酶活力比较

提取和纯化
比活力/
( M U/ g)

纯化倍数
回收效率/

%

粗酶 　　2. 496 　　1 　　　100

硫酸铵沉淀后透析液 3. 510 1. 5 95

层析后透析液 44. 675 18. 7 49

3　结　　论
在比较不同的提取方法后, 发现在制备丙酮粉并加入酚吸收剂 PEG、还原剂抗坏血酸

在溶剂中, 加 TritonX-100和半胱氨酸在 pH7. 4的缓冲液中提取活性酶是有效的。在硫酸铵

分级沉淀中,用30%～40%饱和硫酸铵溶液一次性沉淀去除杂蛋白和部分杂质, 用 Pheny l-

Sephar oseCL-4B疏水性层析可有效的去掉杂蛋白和果胶,同时50%的乙二醇可移走牢固结
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合在层析材料上的物质, PPO 可纯化19倍,回收效率在49%,并在此之后的聚丙烯酰胺电泳

中,可成功地分出2个辅酶。
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Purification and Extraction of Highbush Blueberry Polyphenol Oxidase

Yang M eng
( Research C enter Ins t itu re, Wux i U nivers ity of L ight Indu st ry W uxi 214036)

B. Rovel　　M . Metche
( In st itut Nat ional Polytechniqu e de Lorraine, Laboratoire de Biochimie Ap pliqu�e)

Abstract　This paper describes an actone pow der method for the ex t ract ion of polypheno l

fr om blueberr y fruit s. T he enzyme w as further purif ied by using ammonium sulfate frac-

tionat ion and hydrophobic chromatog raphy on Phenylsephar ose CL4B. To f ind the best

method, dif ferent kinds of pheno lic adsorbents and inhibtor s have been used in the ext rac-

tion and purificat ion process. T he results show that the act ivity o f the po lyphenol can be

increased by adding the agent and the phenolic adso rbents in the ex tr act ing media. The

PPO has been purif ied 19-fold by using hydrophobic chrom ato graphy on Pheny lsepharose

CL4B and it has pro vided a high pur if icat ion rate for the isoenzymes.

Key words　polyphenol ox idase; ex t ract ion; purif ication; actone pow der; hydrophobic

chromato graphy ; phenolic adsorbents
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