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绿 芦 笋 中 可 溶 态 和 结 合 态 过

氧 化 物 酶 的 鉴 定

王 璋 陆 伯 勋

用 O
。

O SM磷酸钠缓冲液 (p H7
。

)0和含有 1
。

OM氛化钠 的 同一缓冲液将绿芦笋中

可溶态和 以离子态结合的过氧化物晦分别革取 出来
。

通过下述的连续步骤将这两种

形态的过氧化物酶纯化
:

硫酸按分级沉 淀
,

eS p ha
c r y 1S

一

20 0 柱 色谱和 C on A
一

eS p ha
-

r os e 4 B 柱 色谱
。

两种不同形式 的过氧化物酶的 纯化 倍 数 分 别为 23 7 和 53 倍
。

用

等 电聚焦法从可溶态过氧化物酶中检 出 n 种具有不同等电点 的 同功 酶 ; 从 结 合态

过氧化物酶中则检 出 8 种同功酶
。

采用三类氮给予体和不同的缓冲液
,

测得两种不

同形态的酶具有类似的最适 p H 范围 4
.

2一 5
.

0
。

两种不同形态的酶 在 p H 4
.

5 时 的

最适温度在 50 ℃左右
。

两者在 70 ℃和 90 ℃时的热失活 曲线 呈双相形态
。

一
、

引 言

过氧化物酶广泛地分布在高等植物中
。

M
a e h l y ( 1 9 5 5 ) [` 1, p a u l ( 1 9 6 3 ) [2 ’ ,

S a u n d e r
等

( 1 9 6 4 ) 〔3 ] ,

W h i t a k e r ( 1 9 7 2 [4 1,
S e o t t ( 1 9 7 5 ) 〔5 1,

B u r n e t t e ( 1 9 7 7 ) [6 ]和 L i l ly V a ln o s 一 V i g y a z o

( 1 9 8 1 ) [` I 曾评论这个课题
。

J o s l y n 和 B e d f o r d ( 1 9 4 0 ) 〔8 1和 J o s ly n [9 1 曾报导热烫条件对芦笋

风味残留和酶活力的影响
。

W in et r ( 1 9 6 9 )[
’ ” l 曾报导热烫时过氧化物酶性质的变化

。

他指出
:

’

芦笋中过氧化物酶破坏的速度主要取决于颗粒的大小和热转移的速度
。

H aa
r d等 ( 1 9 7 4) t川 曾

报导新鲜收割的芦笋的底部
,

茎部和尖部中过氧化物酶的活力是不同的
。

他们还报导在芦笋的

三个不 同部位中
,

过氧化物酶的同功酶的分布是不 同的和外源乙烯对同功过氧化 物 酶 的 影

响
。

H a a r d 和 T o b i n ( 1 9 7 1 ) 〔̀ “ ] ,
H a a r d ( 1 9 7 3 ) [` ” I ,

H a a r d 和 M
a r s h a l l ( 1 9 7 6 ) [ ’ 4 j ,

G k i n i S 和

F e n n e m a ( 19 7 8 ) t ’ 5 ! ,
L e e ( 19 7 3 ) [` 6 ]和 K a h n

等 ( 1 98 1 ) t` : l 曾证明在植物组织中过氧化物酶以

可溶态
,

离子结合态和共价结合态存在
。

迄今为止
,

关于芦 笋中纯化的过氧化物酶的性质还

未见报导
。

本文叙述从芦笋中分离和纯化可溶态和离子结合态过氧化物酶的步骤
,

并介绍这两种形

态的过氧化物酶的一些性质
。

辛陆伯 勋 :

本文收到日期

美国加矛
!

1福尼亚 大学食品科学及工艺系教授
。

1 98 3 年 1 1 月 8 日



二
、

材 朴 和 方 法

绿芦笋

加利福尼亚大学戴维斯校农场提供了新鲜收割的绿芦笋
,

芦笋的 品 种 为 U C 1 5 7
。

将收

割下来的芦笋从顶部起切下 1 c5 m 长的嫩尖
,

嫩尖底部的直径为 1一 Z c m
。

芦笋嫩 尖经洗净
,

淋干后在鼓风冷冻器 ( 一 50 ℃ )中冻结
。

.

将冻结的芦笋密封在尼龙袋中并贮藏在 一 25 ℃的冷库

过氧化物酶的萃取

从绿芦笋嫩尖萃取粗制的过氧化物酶的步骤参照了 G ik in s 和 F e n n e m a ( 1 97 8 l)[
” ]的方

但有些变动
,

具体步骤如下
:

除了另有注明外
,

所有的萃取和纯化步骤是在 4℃ 下进行
。

将冻结的芦笋解冻后切成小

将 1 0 0 0 9 芦笋小块和 i 0 0 0 rn l o
。

0 5 M 磷酸钠缓冲液 ( p H 7
。

o ) 及 5 0 9 P V P 亡聚乙 烯聚毗

法中块

咯烷铜 )在 W
a r

in g 捣碎器中搅切 2 分钟
,

然后转移到 V i r it s 均质器中均化 1 分钟
。

将均浆

压挤通过 6 层纱布
,

残渣被保留下来作进一步萃取之用
。

沪液在 18
,

00 0 X g 离心力下离心分

离 30 分钟
,

将所得之上层清液定义为可溶态过氧化物酶
。

用去离子水反复洗涤从压 挤 均浆

所得之残渣直到在洗涤下来的溶液中不含过氧化物酶的活力为止
。

将经过洗涤的残渣分散在

15 0 0 m l 含有 I M 氯化钠的 0
。

05 M 磷酸钠缓冲液 ( p H 7
。

0)
,

搅拌过夜
,

然后压挤通 过 6 层纱

布
。

沪液在 15 00 0 x g 离心力下离心 30 分钟
,

将所得之上层清液定义为离子结合态过氧化物

酶
。

纯 化

在 O℃下
,

用硫酸钱分别处理可溶态和离子结合态过氧化物酶萃取液达到 90 %饱和度
,

然后在 1 80 0 0 X g 离心力下离心 30 分钟
。

将所得之沉淀分别溶解于用来萃取可溶态和离子结

合态酶的缓冲液
。

将所得之溶液对着 o
.

05 M 醋酸钠 (P H 3
.

8) 缓冲液透析 16 小时
,

在 透析进

行最初的 8 小时后更换缓冲液一次
。

透析物在 1 8 0 0 0 X g 的离心力下离心 30 分钟
’
,

弃去沉淀
。

用 A m i c 。 n
超沪器 及 y m

一

10 膜对上层清液进行超沪浓缩
。

经浓缩的酶液再对着 含 有 6
.

8 M

N ac l 的 O
。

05 M 磷酸钠缓冲液 (P H 6
。

0) 透析
。

经透析的酶液施加到 S e p h a e r v lS
一 2 0 0 ( P h a r m a e i a F i n e C h e m i e a l s ) 柱 ( 2

.

6 x i o o c m )

中
,

此柱事先已用含有 0
.

S M N a c l的磷酸钠缓冲液 ( p H 6
.

0 )平衡
。

然后用相向的缓冲液洗脱
,

流速 3 o m l /时
。

用 P e r k i n E l m e r 5 7 5分光光度计在 Z s o n m 波长测定每一分 部 ( 6
.

s m l ) 的蛋

自质消光和过氧化物酶活力 (具体步骤见下述 )
。

将可溶态过氧化物酶溶液分为两部分后依次
上柱

。

将含有过氧化物酶活力的分部合并
,

经超沪浓缩后再 对 着含有 0
.

2 M N a砚的 。
.

05 M

T r i s 一 H e l ( p H 7
。

4 ) 缓冲液透析
。

将所得之透析液施 加 到 C o n A
一

S e p h a r o s 。 4 B ( P h a r m a e i a

F i n e C h e m i e a l )柱 ( i
。

6 x 4 0 e m )
,

在进样前
,

此柱已用含 。
。

ZM N a e l 的 0
.

0 5 M T r i s 一
H

e l 缓

冲液 (P H 7
.

4) 平衡
。

用相当于 1
.

5 倍柱体积的同一缓冲液洗柱
,

然后 用 含有 1
.

OM N ac l 和

。
.

3 M a 一

甲基
一

D
一

甘露糖贰的 0
.

05 M T r i s 一 H o l 缓冲液 (P H 7
.

4) 洗脱
。

每一分部的体积为 4 m l
,

流速为 10 m l/ 小时
。

测定每一分部中蛋白质含量和过氧化物酶活力
。

将含有过氧化物酶活力

2 0



的分部合并后对着蒸馏水透析
。

透析液经冷冻千燥后贮藏在冷冻器中作进一步研究之用
。

过氧化物酶的测定

用分光光度法在4 7 0nm 波长测定过氧化物酶的活力
。

具体步骤参照Ka hn
等( 1 98 1 )[` , I

的方法后加以修改
,

简述如下
:

检验混合物含有 O
。

2 25 m ot
。

3 % H Z O Z , 0
.

2 25 m ll %愈创木酚

水溶液和 2
.

5 m 0I
.

2 M 醋酸钠缓冲液 (P H 4
.

5 )
。

在检验混合物达到 30 ℃时加 入 0
.

01 一 0
。

02 m l

酶液使反应开始
。

初步试验表明此反应体系的最适 p H 在 4
.

5 左右
。

使用 eP
r k in lE m e : 5 7 5

分光光度计测定消光随时间变化
,

此分光光度计装备有恒温小室和自动记录仪
。

从曲线的直

线部分的斜率计算酶的活力
。

将每分钟光密度增加 1 定义为一个酶单位
。

蛋白质含量

用 B io 一R a d 蛋白质检验法 ( iB o
一 R a d 实验室 1 9了9 )[

’ 8 ]测定蛋白质含量
,

用牛 血 浆 丫

球蛋 白作为蛋白质标准
。

最适 p H

采用三类氢给予体和不同的缓冲液测定过氧化物酶的最适 p H
。

具体步骤如下
:

l
。

采用愈创木酚作为氢给予体和 o
.

Z M 醋酸钠缓冲液 (P H 3
。

6一 5
。

6) 及 M cl vl ia ne 柠檬

酸盐一磷酸盐缓冲液 (P H 3
。

O一 6
。

6 ) ;

2
.

采用邻一苯二胺作为氢给予体
,

参照 V吐 t er 等 l9[ ] ( 1 9 5 8) 的方法后加 以修改
。

具体

步骤简述如下
:

反应混合物含有 。
。

Z m 1 o
。

3 % H Z O : , 。
。

l m l l % 邻一苯二胺的乙醇 ( 95 % ) 溶

液和 2
.

6 m l 柠檬酸盐一磷酸盐缓冲液 (P H 3
.

。一 6
。

6)
。

此混合物在 30 ℃平衡后加入 0
。

01 m l 酶

液
。

在 4 3 o n m 波长下记录消光随时间变化
。

按前述相同方法计算过氧化物酶活力
。

3
。

第三种方法是根据 W
o r t h i n g t o n

E
n z夕m e M a n u a l ( 1 9 7 2 ) [2 0 ]而改 变 的

,

此法的氢

给予体是邻一联甲氧基苯胺
。

检验混合物含有 。
。

03 m l o
。

3 % H Z O Z , o
.

o 25 m ll %邻一联甲氧

基苯胺 甲醇溶液
, 2

。

9 m l 柠檬酸盐一磷酸盐缓冲液 ( p H 3
。

0一 6
。

6) 和 o
.

01 m l 酶溶液
。

在 30 ℃

和 4 6 0 n m 波长下记录消光随时间的变化
。

最适温度

测定芦笋过氧化物酶的活力随温度而变化
,

然后确定酶的最适温度
。

测定的温度范围是

30 ℃一60 ℃
,

测定的温度间隔是 5 度
。

反应混合物的组成和在 “ 过氧化物酶的测定
”
一节中

所描述的相同
。

热处理

参照 W
a n g D i m a r e o ( 1 9 7 2 ) 〔艺

` ! 的方法后加 以改变
。

具体步骤如下
: 将长度为 i s e m

,

外径为 3 m m 和厚为 o
.

6 m m 的 P y r e x 玻璃管密封一端
。

用毛细管将溶解于 。
。

05 M 醋酸钠缓

冲液 ( p H S
.

0) 中的过氧化物酶引入上述的玻璃管
。

先将盛有酶液的玻璃管在 恒 温 水 溶中予

热到 45 ℃
,

然后转移到另一个水浴
,

温度为 70 ℃ 或 90 ℃
。

在确定的加热时间达到后
,

立即

将玻璃管在冰浴中快速冷却
。

用邻一苯二胺作为氢给予体按照前述步骤测定酶的活力
。

聚丙烯酸胺凝胶等电聚焦



芦笋过氧化物酶等电聚焦是参煦
“
聚丙烯酞胺凝胶电泳实验室技术

” ( Pha r ma oai F主 ne

Ch e m ie a l s, 1 9 8 0 ) 12 2 1所述的步骤而加以改变的
。

凝胶的长度和直径分别是 1 0 e m 和 0
.

5 e 。
。

单体的总浓度是 7
.

5 %
,

亚甲基双丙烯酸胺的浓度占总单体浓度的 3%
。

两性电解质试剂 (P H

3一 2 0 ) ( F a r m a e i a F i n e C h e m i e a l s )在凝胶中的浓度为 i : 15 ( V / V )
。

加入 10 % 甘油以改进

凝胶的一致性 ( R i g h e t t i 和 D r u y s d a l e , 1 9 7 3 ) [2 3 ]
。

电泳仪的上下两室分别盛有 阴 极 电解液

( o
。

01 M 乙二胺 )和阳极电解液 ( O
。

01 M 亚氨基二醋酸 )
。

将酶的样品溶解于含有 15 % 蔗 糖的

1 : 15 两性电解质溶液后施加到巳经预先聚焦的凝胶中去
。

在酶染色的凝胶中施加 样 品 的量

相当于一个酶单位
,

而在蛋白质染色的凝胶中样品的量为 150 微克
。

在不变的 电压 (5 00 V )

和 4℃ 下聚焦 9
。

5 小时
。

酶染色的步骤基本上参照 L e e ( 1 9 7 3) l6[ l的方法
,

除了染 色 的时间

仅用 10 分钟
。

染色溶液由 0
.

03 % H Z O : , 0
。

05 %邻一联甲氧基苯胺和 。
。

Z M 醋酸钠缓冲液 ( p H

4
。

5) 组成
。

蛋白质染色采用资料 22[ ]所述的步骤
。

将没有施加样品的空白凝胶切成 20 片相同

厚度的切片
。

用 o
.

s m l 0
.

01 M 氯化钾溶液萃取每一切片 6小时
。

用微型复合 电极 测 定每一

萃取液的 p H
,

从而确定沿着凝胶长度的 p H 梯度
。

S D S一聚丙烯酸胺凝胶 电泳

采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酚胺凝胶 电泳测定芦笋过氧化物酶的分子量
。

除了分离凝胶

和浓缩凝胶中的总单体浓度分别为 12 %和 4 % 外
,

其他步骤按照 L ae m m h ( 1 9 7 3 )[
“ ` 1方法

。

采用 iB 。 一

R a d 实验室的 S D S 凝胶电泳标准
,

它包括溶菌酶
,

大豆胰蛋 白酶抑制剂
,

碳 酸醉

酶
,

卵白蛋白
,

牛血清白蛋白和磷酸才翻晦 B
,

其分子量分 别 为 1 4 , 3 0 0 , 2 1 , 0 0 0 ,
3 0 , 0 0 0 ,

4 3
,

00 0 , 6 8
, 。 o 。和 94

,

00 。道尔顿
。

从比较节笋过氧化物酶样品和蛋白质标准在凝胶中产生

的蛋白质带的移动距离计算芦笋过氧化物酶的分子量范围
。

三
、

结 果 和 讨 论

芦笋过氧化物酶的纯化

芦笋过氧化物酶纯化的结果总如表一
、

表二
。

可溶态和离子结合态过氧化物酶在 O
。

05 M

醋酸钠缓冲液 (P H 3
。

8) 中是稳定的
。

在硫酸按分步沉淀后
,

酶液对着 o
。

05 M 醋 酸钠 缓 冲液

(P H 3
.

8) 透析
,

96 % 以上的可溶态酶活力和 92 %的离子结合态酶活力保留在溶液中
,

而 90 %

和 74 %的蛋白质沉淀下来
。

经过透析
,

可溶态和离子结合态过氧化物酶的比活 力显着增加
。

采用 S 。 p h a e r y 1s
一 2 0 0 柱 ( 2

.

6 X i o o e m )通过凝胶过消色谱纯化过氧化物酶
。

图 i 和图 2 表明

了可溶态和离子结合态过氧化物酶从 S e p h ac
r y lS

一

20 0柱上洗脱的过程
。

从图中可看 到 两种

形态的酶都 以单一峰的形式被洗脱下来
,

而且具有类似的洗脱体积
,

它们分别为 2 92
.

5 m l 和

29 9 m l
。

已经证明多种植物过氧化物酶是糖蛋白
。

M a e h ly ( 19 5 5 )[
’ l 曾报告碳水化合物 在 辣

根过氧化物酶中的含量是 1 8
。

4 %
。

D ar b y s h i r e ( 1 97 3 )[ 25] 也曾研究碗豆根中过氧化物酶的本

质
。

刀豆球蛋白 ( C o n A )是从刀豆粗粉中分离出来的一种外源聚集素
,

它能结合含有 a 一
D

一

毗

喃甘露糖基
, a 一

D
一

毗喃葡萄糖基和空间结构类似的残基的碳水化合物 ( G ol ds et i n1 9 6 5 )[ 26]
。

B r a t t a i n
等 ( 1 9 7 6 ) tZ丁 ]使用 C o n A S e p h a r o s e

柱 ( 2
.

s x 2 5 e fn )研究了各种不同纯度 的 辣 根

过氧化物酶
,

其 R Z 值 ( A 4 o 3 / A 2 7 5 )分别从 0
.

6 2 , 2
.

2 0 和 2
.

4 5 增加到 2
.

78
, 2

.

9 5 , 3
.

0 8
。

从图 3 和图 4可以看到大部分可溶态和离子结合态的过氧化物酶被吸附在 C o n A
一

S e p h ar o S。



芦笋中可 溶态过乳化物晦的纯化一表

沂
一

—
一下——

一—— — 一

容 积 入

( m l ) l (单位 /m l )
总

、

单位
蛋自质 含量

( m g / m l )

总蛋 白质

( m g )

比活力

(单位 /m g )

粗制萃取液

硫酸按分步沉淀

转移到 O
。

05 M醋酸
钠缓冲液 (p H 3

.

8)

Se p h a e r y 1S
一 2 0 0柱

C o n A S e P h a r o s e
柱

1 3 9 0

32 0

1
。

8 0

5
。

7 5

2 5 0 2

1 8 4 0

5
。

9 3

1 3
。

3

8 2 4 2

4 2 5 6

0
。

3 0 4

0
。

4 3 2

4
。

1 0

9
。

5 0

1 7 7 5 1
。

0 1 4 3 7 4
。

0 6

10 6

1 3 7 8

8 4 8

0
。

8 3 7

1
。

4 6

1 2 1

1 1
。

7

1 1
。

4

7 2
。

5

八0LOSno月任月性1止

表二 芦笋中离子结合态过乳化物酶的纯化

步 骤
容 积

( m l )

活 力

(单位 /m l )
总单位

…蛋白质含量

…( m g /m ` )

总蛋白质

( /m g )

比活力

(单位 / m 幼

粗制萃取液

硫酸按分步沉淀

转移到 O
。

05 M醋 酸钠
缓冲液 ( p H 3

。

8)

S e p h a e r y l S
一 2 0 0柱

C o n A S e P h a r o s e
柱

1 5 0 0

1 3 2

3
。

1

3 2

4 6 5 0

4 2 2 4

0
。

7 4 0

6
。

6 7

1 1 10

8 8 0

1 8 6

6 8

8

3 9 0 6 1
。

2 4 2 3 1

4
。

19

4
。

8 0

17
。

1

4 6
。

4

1 9 8

3 15 5

1 5 8 4

0
。

7 4 1

0
.

8 6 5

5 0
。

4

6
。

92

6 2
。

6

2 2 9
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.
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图 i 可溶态 芦笋过氛化物晦的 S o p h a e r y 1S
一 2 0 0 色谱

样品被分成两部分后分两次进样
。

用含有 。
。

S M 氯化钠 的 。
.

05 M 磷 酸 钠缓冲

液 ( p H 6
.

o )平衡和洗脱柱 ( 2
.

6 X l o o e 二 )
。

每一分部的 体积 是 6
.

5 m l
。

在 2 8 o n fn 波

民下测定消光 ( 0 )和按文中所述的步骤测定酶的活力 ( . )
。



澡 羹

。日偷严限罗代有咔喇卜菊一 书 一 自 谧
’
自

一

叮 节
一

万
一

e Q

分布乎或上

图 2离子结合态芦笋过氛化物酶的 SP eha c ry 1 S
·0 2。色谱

除了样品一次进样
,

其他条件和在图 1 中所描述的相同
。

4 B 柱上
,

而大部分未吸附的蛋白质被起始缓冲液从柱上洗出
。

芦笋可溶态和离子结合 态 过

氧化酶经纯化后其比活力分别提高 27 3 倍和 53 倍
。

离子结合态过氧化物酶的比活力是 可 溶

态的 3 倍
,

其原因是大部分可萃取的蛋 白质存在于可溶态过氧化物酶的粗制萃取物中
。

可溶

态和离子结合态过氧化物酶的 R Z 值分别为 O
。

25 和 O
。

59
。

S h a n n o n 等 ( 1 96 6 )[ 281 曾报 导 辣

根过氧化物酶同功酶的 R Z 值从 2
.

5 至 4
.

1 9
。

虽然不同来源的过氧化物酶的 R Z 值是不 同的

( W hi t ak
e r 1 97 2 ) 41[

,

但从本研究所得到的芦笋过氧化物酶的 R Z 值指示了两种形态 的 酶 仅

是部分纯化的
。

碌ù爪

拟碎举砂病鄂巍义骂礴
分告户崖走

图 3 可 溶态芦笋过氧化物酶的 C o n A
一

S e p h a r o s e 4 B 色谱
。

用含有 。
。

Z M 氯化钠的 。
。

o 5 M T r i s 一 H e l 缓冲液 ( p H 7
.

4 )平衡柱 ( 1
.

5 X 4 0 e 。 )
。

在被箭头指出的位置开始用含有 o
.

3 M a 一

甲基
一

D
一

甘露糖试和 1
.

o M 氯化 钠的相同

缓冲液洗脱柱
。

每一分部的体积是 4 lm
。

在 2 8 0n m 波长下测定消光 ( O ) 和按文中

所述步骤测定酶的活力 ( . )



最适 p H

当采用不同的氢给予体和缓

冲液时
,

可溶态和离子结合态过

氧化物 酶 的 最 适 p H 从 4
。

2 至

5
。

0( 图5 )
。

它们的最适 p H 随不

同的氢给予体而增加的次序是愈

创木酚
,

邻
一

联甲氧基苯胺和邻
-

苯二胺
。

在 同 V a m o s 一 V i g y a z o

( 1 98 1 ) [: ]搜集的数据比较后
,

可

以看出芦笋过氧化物 酶 的 最 适

p H 类似于青刀豆 (5
.

的
,

马铃薯

( 5
.

0一 5
。

4 )和菠萝 ( 4
.

2 )
。

落 访

味
12 弓宪

分却教

最适温度

在 30 ℃一 50 ℃ 的温度 范 围

图 4 离子态 芦笋过氧化物酶的 C o n A
-

S e p h a r o s e 4 B 色谱

条件与图 3 中所描述的相同
。

伙倪育共荣..’节侧听只倪t畏

气
切

只吧协、时赞

礴 5

户

哈一毒 5 6

声

孟6儿5.1沐 助4

图 5 p H 对可溶态和 离子结合态 芦笋过氧化物酶的活 力的影响
。

A
.

可溶态过氧化物酶
,

缓冲液
:

醋酸钠
,

氢给予体
:

愈创木酚
;

B
。

离子结合态过氧化物酶
,

缓冲液
; 醋酸钠

,

氢给予体
:
愈创木酚

;

C
.

可溶态过氧化物酶
,

缓冲液
:

柠檬酸钠
一

磷酸钠
,

氢给予体
:

愈创木酚 ;

D
.

离子结合态过氧化物酶
,

缓冲液
;
柠檬酸钠

一

磷酸钠
,

氢给予体
:
愈创木酚

;

E
.

可溶态过氧化物酶
,

缓冲液
:

柠檬酸钠
一

磷酸钠
,

氢给予体
:

邻
一

苯二唆 ,



F
.

离子结合态过氧化物酶
,

缓冲液
; 柠檬酸钠

一

磷酸钠
,

氢给子体
:

邻
一

苯二胶 ;

G
.

可溶态过氧化物酶
,

缓冲液
:

柠檬酸钠
一

磷酸钠
,

氢给予体
: 邻

一

联甲氧基苯胺
。

H
.

离子结合态过氧化物酶
,

缓冲液
:

柠檬酸钠
一

磷酸钠
,

氢给予体
:

邻
一

联甲氧基苯胺
。

内两种形态过氧化物酶的活力随温度升高而增加 (图 6 )
。

当温度超过 50 ℃ 时
,

过氧 化 物酶

变得不稳定
,

测定酶活力的消光对时间图不再呈现直线关系
,

因此在温 度 高于 50 ℃ 的条件

下很难从酶反应的初速度正确地测定酶的活 力
。

Jos ly
n 和 R e df o r d ( 19 40) 18] 曾报导 芦笋过

氧化酶活力在 20 ℃一 60 ℃ 温度范围内未 曾因热烫而有可觉察到的变化
,

但是在 5 5℃ 加热时

它稍受影响
。

本研究中的过氧化物酶比起芦笋中的粗制酶具有较低的热稳定性
。

、、、、

、、、、、、、·、、̀
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图 6 温度时可 溶态 ( )S 和离子结合态 ( B ) 芦笋过氧化物酶活 力的影响
。

虚线指示在高温时过氧化物酶变得不稳定
。

热稳定性

在 70 ℃和 90 ℃ (P H 5
.

0) 条件下热处理
.

使可溶态和离子结合态过氧化物酶失活的结果可

见图 7
。

从百分残余活力 (对数座标 )对热处理时间作图所得的曲线表明
:

两种形态的过氧化

物酶在两个不同的温度下的热失活曲线都呈双相形 态
。

按 照 Y a m a m 。 ot 等 ( 1 9 6 2) 9z[ J的 观

点
,

曲线的第一部分代表过氧化物酶的易失活部分
,

而曲线的第二部分代表酶的耐热部分
。

参照他们的方法
,

将代表酶耐热部分的曲线外延至零时间后
,

可以计算出在 70 ℃ 时可 溶 态

和离子结合态的过氧化物酶的耐热部分分别 占酶的总活力的 12 % 和 31 % , 在 90 ℃ 时 则 仅

为 3% 和 4 %
。

林图 7可以看到
: 在 70 ℃ 时热处理 30 秒约 65 % 的离子结合态酶 失 活

,

而

可溶态酶仅 32 % 失活
。

这个结果指示了离子结合态过氧化物酶的易失活部分较可溶态 酶 的

易失活部分更不稳定
。

从图 6 也能看到这个类似的差别
: 当温度 超 过 55 ℃ (P H 4

.

5) 时
,

离

子结合态过氧化物酶的活力比可溶态酶的活力下降得更快
。

根据 W i nt e r ( 19 69 ) 汇̀“ l的报导
,

在热烫时
,

芦笋中过氧化物酶活力的破坏遵循一级动力学
。

他并没有提到在芦笋过氧化物酶

中存在耐热部分
。

这一分歧或许是因为本研究工作中所采用的热处理 样 品 的 方 式 不 同 于

W i n t e r 的方法的缘故
。
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图 7 可溶态 ( )S 和离子结合态 ( B ) 芦笋过氧化物酶在 70 ℃ 和 90 ℃ 时的热稳定性
。

聚丙烯酞胺凝胶等电聚焦

可溶态和离子结合态过氧化物酶聚焦在含有两性电解质 (P H 3一 1 0) 的 聚 丙烯酞胺凝胶

中
。

图 8 显示了凝胶经酶和蛋白质显色后的结果
,

在凝胶的下面指出了沿凝胶长度方向的 p H

梯度
。

从整个凝胶至少可以检

出 n 种可溶态过氧化物酶的同

功酶和 8 种离子结合态过氧化

物酶的同功酶
。

虽然从两种不

同形态的过氧化物酶中可 以看

出一些同功酶的 p l 值是 类 似

的
,

但是通过比较两个凝胶上

主要同功酶带后仍然可以看出

两种不同形态的过氧化物酶具

有不同的同功酶 模 式
。

从 p H

3
.

82 到 4
.

90 可溶态过氧化物

酶具有 4 条较强的同功酶带
,

而离子结合态过氧化物酶仅有

一条同功酶带 (P 工4
.

5) 是较强

的
。

在凝胶的另一端
,

可溶态

过氧化 物 酶具 有 一 条 强 的

( p I 7
。

8 3 )和一条弱的 ( P I 7
。

8 7 )

同功酶带
,

而离子结合态过氧

化物酶在 p H 7
.

85 一 8
.

55 具有

一条宽而强的同功酶带
。

一些

p l 值超 过 8
。

55 的同功酶可能

声
幼 ` 切 一` 鱼一` 纽一卑

吕

毒寸势

图 8 可容态和 离子结合态 芦笋过氧化物酶的等电聚热

聚丙烯酸胺凝胶单体总浓度为 7
.

5 %
,

两 性 电解质
( p H 3一 1 0 ) 的浓度为 z : 2 5 ( v

/
v )

。

施加到每一凝胶

中去的酶量如下
:

酶染色凝胶 ( 1) 一 1 个酶单位
;
蛋

白质染色凝胶 ( 2) 一 1 50 协g
。

S 代表可溶态过氧化物

酶 ; B 代表离子结合态过氧化物酶
。

在 稳 定 电 压

( 5 0 0 v )下聚焦 9
.

5 小时
。

没有进入凝胶
。

在两个凝胶的中部
,

由于同功酶较弱
,

因此有几个同功酶很难从图上确证
。

众所周知
,

植物过氧化物酶由许多同功酶组成
。

D e h cn
e e 和 R ad ol a( 1 9 7 0) 30[ 1曾报导

,

采用

两性电解质的 p H 范围为 3一10 的薄层等电聚焦可以从一个较纯的辣根过氧化物酶样品中鉴

定出 8 种同功酶
,

而从一个较不纯的样品中可检出 20 种 同功酶
。

在比较蛋白质染色凝胶和



酶染色凝胶后
,

可以看到对两种不同形态的酶来说
,

量
,

因此本研究所使用的酶样品

所得到的芦笋过氧化物酶同功酶

蛋白质带的数量都是多于同功酶带的数

仅是部分纯化的
。

等电聚焦实验曾重复进行多次
,

从实验中

的模式具有良好的重现性
。

分子量

图 9显示了 L “ e m m il 非连续缓冲液体系 S p S
一

聚丙烯酞胺凝胶 电泳
。

三个凝胶分别代表

分子量标准 ( A )
,

可溶态过氧化物酶 ( )S 和离子结合态过氧化物酶 ( )B
。

部分纯化酶的大部分

蛋 白质带位于大豆胰蛋白酶抑制剂 (分子量 2 1 ,

道尔顿 )之间
。

00 0道尔顿 )和牛血清白蛋白 ( 分 子 量 68
, 000

可溶态过氧化物酶样品在凝胶上的主要蛋白质带的分子量范围 是 3 3
,

00 0一 48
, 。00 道尔顿

。

而离子结合态过氧化物酶样品的主要蛋 白质带分子量范 围 是 3 4 , 0 0 0一 4 7 , 0 0 0

道尔顿
。

根据 V a m os 一V i g y a z
o( 19 8 1 ) 毛̀ ]提供的数据

,

不同的水果和蔬菜中的过氧化物酶的

分子量是在 3 0 ,

00 0 和 5 4 , 0 0 0 道尔顿之间
。

本研究所得到的结果是接近于这个数值的
。

礴破亿酶 8
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图 9 可溶态和离子结合态 芦笋过氧化物酶的

凝胶 A :
分子量标准 ; 凝胶 S

:

可溶态过氧化物酶
;

物酶
。

数字指出了蛋白质带的估计分子量

S D S
一

聚丙烯院胺凝胶 电泳

凝胶 B ;
离子结合态过氧化



四
、

结

绿芦笋中可溶态和离子结合态过氧化物酶 由许多同功酶组成
。

这两种不同形态的过氧化

物酶具有不同的同功酶模式
,

但是这个差别不是非常显著的
。

它们的其他性质也略有不同
。
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