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富士苹果中膜结合态多酚氧化酶分离纯化方法
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（中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 １０００８３）

摘要：以烟台红富士为原料，研究膜结合态多酚氧化酶（ｍＰＰＯ）的分离纯化条件，采用非离子型去污剂结合热诱导

方法粗提，硫酸铵分级沉淀，ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换柱层析方法对 ｍＰＰＯ进行纯化，并对其进行串联质

谱（ＬＣ ＭＳ／ＭＳ）分析鉴定。结果表明 ｍＰＰＯ提取纯化最佳条件为：超声提取 １０ｍｉｎ，５０％ ～８０％饱和度硫酸铵沉

淀，０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ梯度洗脱。纯化后的 ｍＰＰＯ纯度提高了 ６４３０倍，比活力高达 ３８７０３２９７Ｕ／ｍｇ。纯化后的

ｍＰＰＯ经 ＳＤＳ ＰＡＧＥ和 Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ分析均为单一蛋白带，且为亚基分子量 ６７ｋＤａ的二聚体。经串联质谱分析

及蛋白数据库鉴定此纯化蛋白为多酚氧化酶。

关键词：富士苹果　多酚氧化酶　分离纯化　膜结合态　离子交换柱层析　串联质谱

中图分类号：Ｑ８１４１；Ｓ６６１１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００１２９８（２０１５）０２０１９３０５

ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｏｆＭｅｍｂｒａｎｅｂｏｕｎｄ
ＰｏｌｙｐｈｅｎｏｌＯｘｉｄａｓｅｉｎＦｕｊｉＡｐｐｌｅ

ＬｉｕＦａｎｇ　ＧａｎＺｈｉｌｉｎ　ＺｈａｏＪｉｎｈｏｎｇ　ＷｅｎＸｉｎ　ＮｉＹｕａｎｙｉｎｇ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＮｕｔｒｉｔｉｏｎａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８３，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｂｒｏｗｎｉｎｇｗａｓｍａｉｎｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅａｂｌｅｔｏａｃｔ
ｗｉｔｈｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｏｘｙｇｅｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｑｕａｌｉｔｙ，
ｏｒｇａｎｏｌｅｐｔｉｃａｃｃｅｐｔａｎｃｅａｎｄｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔ．Ｍｅｍｂｒａｎｅｂｏｕｎｄｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ
（ｍＰＰＯ）ｉｎＦｕｊｉａｐｐｌｅ（ＭａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａＢｏｒｋｈ．ｃｖ．ＲｅｄＦｕｊｉ）ｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｉｎｄｕｃｅｄｐｈａｓｅｐａｒｔｉｔｉｏｎｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｆｒａｃｔｉｏｎａｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ
ＦａｓｔＦｌｏｗｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＬＣ
ＭＳ／ＭＳ）．Ｔｈｅｂｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｅｒｅｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｏｒ１０ｍｉｎ，５０％ ～
８０％ ｓａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ａｎｄｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ．ＴｈｅｍＰＰＯ
ｗａｓｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙ６４３０ｆｏｌｄｓｗｉｔｈａｈｉｇｈｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ（３８７０３２９７Ｕ／ｍｇ）．ＴｈｅＮａｔｉｖｅ ＰＡＧＥａｎｄ
ＳＤＳ ＰＡＧＥｗｅｒｅｓｉｎｇｌｅｂａｎｄｓｆｏｒｍＰＰＯａｎｄｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｍＰＰＯｗａｓａｄｉｍｍｅｒｏｆａｓｕｂｕｎｉｔｗｉｔｈａ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ６７ｋＤａ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗａｓａｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｆｕｊｉａｐｐｌｅ　Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｅｍｂｒａｎｅｂｏｕｎｄ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　Ａｎｉｏｎｉｃｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

收稿日期：２０１４ ０４ １４　修回日期：２０１４ ０５ ２２
“十二五”国家科技支撑计划资助项目（２０１２ＢＡＤ３１Ｂ００）
作者简介：刘芳，博士生，主要从事果蔬加工与保鲜研究，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｆａｎｇ＿８４＠１２６．ｃｏｍ
通讯作者：倪元颖，教授，主要从事农产品加工与贮藏及天然产物提取分离研究，Ｅｍａｉｌ：ｎｉｙｙｃａｕ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　引言

褐变一直是制约苹果深加工的关键因素，已成

为影响苹果加工的主要原因。多酚氧化酶（ＰＰＯ）是
导致苹果酶促褐变的关键酶，能在有氧条件下氧化

组织中内源性酚类物质形成邻醌，邻醌再相互聚合

从而使组织发生褐变
［１］
。

多酚氧化酶由于其重要的生理意义，受到国内

外的广泛关注。有研究表明 ＰＰＯ可分为游离态和
束缚态，前者主要存在于细胞液中属可溶态 ＰＰＯ，而



后者则主要存在于叶绿体、线粒体等细胞器中，与这

些细胞器的膜系统或其他特异部位结合呈不溶

态
［２］
。众多水果中 ＰＰＯ主要以结合状态存在，如苹

果中可溶态只占８％ ～１５％［３］
。国内外对可溶态多

酚氧化酶的分离机性质研究较多
［４－１１］

，而对膜结合

态多酚氧化酶的研究很少。本文选取烟台红富士为

研究对象，研究结合态多酚氧化酶的分离纯化方法，

提取出比活力及纯度较高的膜结合态多酚氧化酶

（ｍＰＰＯ），以期为 ｍＰＰＯ性质功能的深入研究和苹
果产品开发及保藏提供基础。

１　材料与方法

１１　原料与仪器
原料：成熟新鲜红富士苹果（产自山东烟台）购

自北京美廉美超市，４℃冰箱贮藏。
仪器：高速冷冻离心机（ＣＲ２１ＧⅢ型，日本日立

公司）；超 滤 装 置 （ＳｔｉｒｒｉｎｇＣｅｌｌ８０５０型，美 国
Ｍｉｎｉｐｏｒｅ公司）；超纯水器（２０００Ｄ型，北京长风仪器
仪表公司）；紫外可见分光光度计（ＵＶ１８００型，日本
Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；电泳槽（Ｍｉｎｉ ＰＲＯＴＥＡＮ４Ｃｅｌｌ
型，美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；电泳仪（ＤＹＹ ２型，北京
六一仪器厂）；蛋白质层析系统（上海沪西仪器厂）；

层析冷柜（ＹＣ １型，北京博医康公司）；ＨＤ ４型
电脑核酸蛋白（紫外）检测仪、Ｄ１００Ｂ型数显定时蠕
动泵 （上 海 青 浦 沪 西 仪 器 厂）。ｎａｎｏＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣ型超高效液相色谱系统配备自动进样器（美
国 ＷａｔｅｒｓＭｉｃｒｏｍａｓｓ公司）；ＳｙｎａｐｔＨｉｇｈＤｅｆｉｎｉｔｉｏｎ
ＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ质谱仪（美国 ＷａｔｅｒｓＭｉｃｒｏｍａｓｓ公
司）。

１２　ｍＰＰＯ蛋白粗提液条件的确定
将苹果洗净、切块，加入 ００５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ６８

的预冷磷酸氢二钠 柠檬酸缓冲溶液（含 ２％ 的

ＰＶＰＰ），料液比为 １∶１，搅碎，４℃下 １００００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ，所得滤液弃去。滤渣加入 １５０ｍＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ（ｐＨ值６８）缓冲液、０２５％ ＴｒｉｔｏｎＸ １００匀浆
并分别进行静置１、２、３、４ｈ；超声处理 ５、１０、１５ｍｉｎ。
然后 ４℃下 １１０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ。置于冰箱
３０ｍｉｎ，然后 ３５℃水浴保温 １５ｍｉｎ。２５℃下离心
１５ｍｉｎ，上清液即为 ｍＰＰＯ，测定不同静置时间下及
超声处理时间下的酶活，确定最佳提取方法及时间。

１３　ｍＰＰＯ硫酸铵沉淀饱和度的选择
加入固体硫酸铵粉末到粗酶液中，使其至２０％

饱和度，静置３０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，将
沉淀物冷冻保存，所余上清液加硫酸铵至下一饱和

度３０％，重复操作直至硫酸铵饱和度８５％为止。收
集沉淀，并用少量 ００５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓冲溶液

（ｐＨ值６８）将此沉淀物溶解，再用同样的缓冲溶
液在 ４℃条件下透析 ２４ｈ，期间更换缓冲液 ４次。
透析结束后，在９０００ｒ／ｍｉｎ，４℃条件下离心２０ｍｉｎ，
弃去沉淀物，收集上清液用于层析分离。根据 ＰＰＯ
活性的高低得出硫酸铵部分纯化的适宜条件。

１４　ｍＰＰＯ离子交换柱层析条件的选择
经硫酸铵沉淀后透析的粗蛋白质溶液，加样于

经５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值６８）平衡的 ＤＥＡＥ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ 阴 离 子 交 换 柱 （１０ｃｍ ×
１０ｃｍ），用平衡缓冲液冲洗 ４００ｍＬ，然后进行加盐
洗脱。

ＮａＣｌ线性洗脱 （０～０５ｍｏｌ／Ｌ）：用含 ０～
０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值６８的磷酸缓冲液共 １８０ｍＬ
进行梯度洗脱，洗脱速度为 ０３ｍＬ／ｍｉｎ，每管３ｍＬ，
紫外监测波长为２８０ｎｍ。检测各管 ＰＰＯ活性，收集
ＰＰＯ活性峰。将所得酶活高的蛋白质组分经３０ｋＤａ
超滤离心管浓缩后备用。

ＮａＣｌ分梯度洗脱（０、０１、０２、０４、０５ｍｏｌ／Ｌ）：
分别用含 ０、０１、０２、０４、０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值
６８的磷酸缓冲液进行洗脱，每个梯度洗脱 ４０ｍＬ，
洗脱速度为０３ｍＬ／ｍｉｎ，每管 ３ｍＬ，紫外监测波长
为２８０ｎｍ。检测各管 ＰＰＯ活性，收集 ＰＰＯ活性峰。
将所得酶活高的蛋白质组分经 ３０ｋＤａ超滤离心管
浓缩后备用。

１５　多酚氧化酶活性测定条件的选择
ＰＰＯ催化氧化酚类底物，能生成褐色醌类物质，

该氧化产物在特定波长处随着时间的延长，其吸光

度会不断升高，在反应的初始阶段，其吸光度随着时

间呈线性递增，可通过吸光度对时间的斜率计算酶

的活性。在３００～９００ｎｍ波长范围内进行全波长扫
描。重复３次，以确定其特征吸收波长。

本试 验 以 邻 苯 二 酚 为 反 应 底 物，用 浓 度

００５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值６８的磷酸缓冲液配成０２ｍｏｌ／Ｌ
的邻苯二酚溶液作为底物溶液。将 ０５ｍＬ蛋白洗
脱液和２５ｍＬ的底物溶液混合，在 ２０℃下用分光
光度计测定混合液在 ６０ｓ内、４１０ｎｍ下的吸光度变
化。一个活力单位（Ｕ）定义为在测定条件下１ｍｉｎ
引起吸光度改变 ０００１所需的酶量。

１６　蛋白质量测定

采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白质量的测定［１２］
。在

酸性环境下，蛋白质与考马斯亮兰 Ｇ ２５０染料相
结合，形成的复合物在 ５９５ｎｍ处形成最大吸收峰，

吸光度 Ａ５９５ｎｍ与蛋白质浓度成正比。以牛血清蛋白
（ＢＳＡ）标准品作为标准蛋白，绘制标准曲线。根据
标准曲线计算样品中蛋白质的浓度。
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１７　ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳
ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳中采用的浓缩胶和分离胶质

量分数分别为 ４％ 和 １２％。样品缓冲液 （ＳＤＳ
５００ｍｇ、β巯基乙醇 ０５ｇ、甘油 ３ｍＬ、溴酚蓝 ４ｍｇ、
１ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ６８的 Ｔｒｉｓ甘氨酸 ２ｍＬ，定容至
１０ｍＬ）与蛋白溶液 １０μＬ等体积混合，沸水中煮
５ｍｉｎ。样品的上样量为１５μＬ，Ｍａｒｋｅｒ为５μＬ。浓缩
胶上所加电压为 ７５Ｖ，当染料前沿进入分离胶后，
将电压提高到１１０Ｖ。

电泳完毕后，小心取出凝胶立即将凝胶于快速

染色液（北京索莱宝公司）中染色，脱色，至电泳带

清晰，背景脱色干净后用凝胶成像系统成像及数据

采集。ＳＤＳ ＰＡＧＥ蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ为：磷酸化酶 ｂ，
９７４ｋＤａ；牛血清清蛋白，６６２ｋＤａ；兔肌动蛋白，
４３０ｋＤａ；牛碳酸酐酶，３１０ｋＤａ；胰酶抑制剂，
２０１ｋＤａ；溶菌酶，１４４ｋＤａ。
１８　Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ电泳

Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ电泳中采用的浓缩胶和分离胶
质量分数分别为 ４％和 １２％。样品缓冲液（甘油
３ｍＬ，溴酚蓝 ４ｍｇ，１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ６８的 Ｔｒｉｓ甘氨
酸 ２ｍＬ，定容至１０ｍＬ）与蛋白溶液１０μＬ等体积混
合。样品的上样量为 ２５μＬ，Ｍａｒｋｅｒ为 ５μＬ。在恒
压８０Ｖ下进行电泳。电泳完毕后，背景脱色干净后
用凝胶成像系统成像及数据采集。Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ
蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ为：甲状腺球蛋白，６６９ｋＤａ；马脾铁
蛋白，４４０ｋＤａ；过氧化氢酶，２３２ｋＤａ；乳酸脱氢酶，
１４０ｋＤａ；牛血清蛋白，６６ｋＤａ。

活性电泳多酚氧化酶（ＰＰＯ）染色：显色参照文
献［１３］，００６％邻苯二胺（００１ｍｏｌ／Ｌ草酸溶解）、
１０％邻苯二酚、００５ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ６８磷酸缓冲液
３种溶液按体积比例１∶３∶１混合倒入透明塑料盒中，
电泳完毕后将凝胶放入盒中，至酶带显现，取出漂

洗，并拍照记录结果。

１９　蛋白质的 ＬＣ ＭＳ／ＭＳ分析
１９１　胶内酶切

经考马斯亮蓝染色后的蛋白质条带用刀片切下，

切成１ｍｍ２的胶块，置于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中脱色，用真空
离心浓缩仪将其完全干燥，再加入非离子去污剂后进

行胶内酶切。具体操作如下：于 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中加入
２μＬ 含 ００５μｇ Ｔｒｙｐｓｉｎ、０１％ ｎｄｏｄｅｃｙｌβＤ
ｍａｌｔｏｓｉｄｅ、２５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３溶液湿润胶粒（０１％
ｎｄｏｄｅｃｙｌβＤｍａｌｔｏｓｉｄｅ、２５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３）。
１９２　ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ ＭＳ分析的条件

采用德国 ＢＲＵＫＥＲ公司 ＲｅｆｌｅｘＴＭＩＩＩ型基质
辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ ＴＯＦ
ＭＳ）仪进行测定；反射检测方式：飞行管长 ３ｍ；氮

激光器波长 ３３７ｎｍ；加速电压 ２０ｋＶ，反射电压
２３ｋＶ。

方法：将 α氰基４羟基肉桂酸（αＣＣＡ，Ｂｒｕｋｅｒ
公司）溶于含０１％三氟乙酸的５０％乙腈溶液中，制
成饱和溶液，离心，取１μＬ上清液与１μＬ肽段提取
液等体积混合，取 １μＬ点在靶上，送入离子源中进
行检测。

１９３　ＬＣ ＥＳＩ ＭＳ／ＭＳ分析和数据库检索
ＬＣ ＥＳＩ ＭＳ／ＭＳ分析由清华大学生物医学测

试中心蛋白化学实验室完成。比对结果在 Ｍａｓｃｏｔ
及 ＢＬＡＳＴ数据库检索完成。

２　结果与讨论

２１　粗酶液的提取
通过预试验，确定了提取具有 ＰＰＯ活性的蛋白

质缓冲液最佳提取 ｐＨ值 ６８，料液比 １∶１。提取缓
冲液为 ００５ｍｏｌ／Ｌ的磷酸氢二钠 柠檬酸缓冲液，

含有２％的不溶性聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＰ）。ＰＶＰＰ
用于吸附多酚类物质，可由离心去除。

从 ｍＰＰＯ与邻苯二酚发生酶促反应开始，对其
反应系统进行３次３００～９００ｎｍ波段扫描。邻苯二
酚溶液与酶反应液在波长３００～９００ｎｍ处测得的吸
收波谱见图１。由图１可以看出，在波长 ４１０ｎｍ处
有重叠峰，３次重复扫描结果在 ４１０ｎｍ处随时间有
显著升高，因此，可以确定 ｍＰＰＯ氧化邻苯二酚的产
物特定吸收波长为４１０ｎｍ。试验中ｍＰＰＯ活性均在
４１０ｎｍ处测定。

图 １　３００～９００ｎｍ全波长扫描图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃａｎｎｉｎｇｉｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ３００～９００ｎｍ
　
从表１中可以看出超声处理不仅可以大大缩短

提取时间，而且可以使提取更充分，ｍＰＰＯ活力显著
高于低温４℃浸提４ｈ（ｐ＜００５）。超声提取１０ｍｉｎ
时，ｍＰＰＯ比活力显著高于超声提取 ５ｍｉｎ及 １５ｍｉｎ
时比活力（ｐ＜００５）。但超声提取 １０ｍｉｎ时比活力
与低温 ４℃浸提 ４ｈ比活力并无显著差异（ｐ＞
００５），但超声提取１０ｍｉｎ可以大大缩短提取时间，
所以超声处理 １０ｍｉｎ作为 ｍＰＰＯ粗酶液提取的条
件最合理。
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表 １　提取方式及时间对 ｍＰＰＯ活性的影响

Ｔａｂ．１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄａｎｄｔｉｍｅｏｎｍＰＰＯａｃｔｉｖｉｔｙ

提取方式 时间 酶活／（Ｕ·ｍＬ－１） 蛋白质量／ｍｇ 比活力／（Ｕ·ｍｇ－１）
１ｈ ６０２１３４±１１４２ｅ ９６５±２５ｃ ６２３９７３±１０１２ｄ

４℃浸提 ２ｈ ７０７５６６±２１０７ｄ １０５４±１９ｃ ６７１３１５±９９８ｂ

４ｈ ９０１１０２±２５０１ｃ １１６８±２８ｂ ７７１４９１±８７５ａ

５ｍｉｎ ９０４２１１±１０８５ｃ １２１４±３１ｂ ７４４８２０±１２１３ｂ

超声处理 １０ｍｉｎ １１７１０００±２２７９ａ １５０５±２２ａ ７７８０７３±１４５２ａ

１５ｍｉｎ １００５４２０±２６５４ｂ １５５９±４５ａ ６４４９１３±１０４５ｃ

　　注：不同小写字母表示同一列之间有显著性差异（ｐ＜００５）。

２２　硫酸铵沉淀
在进行硫酸铵沉淀时，硫酸铵主要起盐析作用，

使蛋白质在不同的浓度下沉淀出来。从图２中可以
看出在硫酸铵饱和度 ３０％、４０％、５０％、６０％时沉淀
出来的蛋白较多，显著高于 ７０％、８０％时沉淀的蛋
白含量（ｐ＜００５），在饱和度 ４０％时沉淀出来最多。
在硫酸铵饱和度 ８０％时比活力显著高于其他饱和
度（ｐ＜００５）。饱和度 ３０％时比活力最低。从图 ２
还可看出，当饱和度为 ２０％时，比活力也较高，但此
饱和度下沉淀的蛋白稳定性很差，透析 ２４ｈ后酶活
丢失８０％（数据未列出）。５０％ ～８０％饱和度下比
活力较高，试验选取此饱和度进行硫酸铵分级分离。

经硫酸铵 ５０％ ～８０％分级沉淀后的酶比活力为
３２００１３３Ｕ／ｍｇ，比 原 粗 酶 液 的 比 活 力 增 加 了
２５９８１７１Ｕ／ｍｇ。

图 ２　不同饱和度下硫酸铵沉淀

Ｆｉｇ．２　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｐｈａｔｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｆｒａｃｔｉｏｎ
　２３　离子交换柱层析
ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ是弱阴离子交换柱，

对酸性蛋白质具有很强的吸附能力。在低盐洗脱缓

冲溶液中，酸性蛋白质可以牢固地吸附在柱子上。

而其他呈电正性或吸附能力较弱的蛋白则在洗脱的

过程中被除去。将经过 ８０％硫酸铵盐析并透析后
得到的蛋白质溶液再经 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ
柱层析分离。

由图３可见，梯度洗脱过程中酶活随着 ＮａＣｌ浓
度的升高而一直持续出现且有几个峰值，但是并无

显著区别。且蛋白含量（图中用２８０ｎｍ处紫外吸光

图 ３　０～０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ线性洗脱曲线

Ｆｉｇ．３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｍＰＰＯ

ｗｉｔｈａｌｉｎｅｒｇｒａｄｉｅｎｔｏｆ０～０５ｍｏｌ／Ｌ
　
度 Ａ２８０表示）也随着 ＮａＣｌ浓度的升高而一直持续出
现，没有明显的蛋白吸收峰，表明 ０～０５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ梯度洗脱并不能达到分离纯化的效果。

图 ４　０、０１、０２、０４、０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗脱曲线

Ｆｉｇ．４　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｍＰＰＯｗｉｔｈ

ｇｒａｄｉｅｎｔｓｏｆ０，０１，０２，０４，０５ｍｏｌ／Ｌ

在试验中发现，当采用不含 ＮａＣｌ的平衡缓冲液
进行洗脱时，出现一个大的蛋白吸收峰，说明不含

ＮａＣｌ的平衡缓冲液能洗下某些杂蛋白，而采用 ０、
０１、０２、０４、０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的平衡缓冲液在梯度
洗脱过程中，每个浓度洗脱下，均出现蛋白洗脱峰，

其中０４ｍｏｌ／Ｌ和０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ浓度下蛋白洗脱
峰较高（图 ４），但此蛋白吸收峰对应的酶活较低。
而０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ浓度下酶活最大，且在第 ２５、２６、
２７管酶活最高。因此，ｍＰＰＯ柱层析时，选择浓度为
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０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ进行洗脱，选择酶活最高的洗脱
液收集、脱盐、浓缩。

２４　纯化结果分析
如表２所示，富士苹果的 ｍＰＰＯ粗提液经过硫

酸铵盐析、ＤＥＡＥＦａｓｔＦｌｏｗ柱层析分离后，被纯化了
６４３０倍。Ｚａｉｎｉ等［１４］

采用 １５％ ＴｒｉｔｏｎＸ １１４、
４０％ ～８０％硫酸铵沉淀、ｈｉｔｒａｐｐｈｅｎｙｌｓｅｐｈａｒｏｓｅｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｏｌｕｍｎ及 ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００ＨＲ１０／３０ｃｏｌｕｍｎ
纯化蛇皮果 ｍＰＰＯ的纯化倍数为１４１倍，比活力为
１５１６Ｕ／ｍｇ。与此相比，本研究的纯化倍数提高了

３倍多。而且纯化后的 ｍＰＰＯ比活力大大高于其他
植物中纯化的 ｍＰＰＯ，比如枇杷（９１５Ｕ／ｍｇ）［１５］、茄
子（４９５２Ｕ／ｍｇ）［１６］。

采用ＳＤＳ ＰＡＧＥ凝胶电泳检测纯化后的酶液，
考马斯亮蓝 Ｒ ２５０进行蛋白染色，结果显示为单
一蛋白带（图 ５ａ），其分子量约为 ６７ｋＤａ，高于茄
子

［４］
、柿子

［１６］
和桃

［１７］
。Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ凝胶电泳检

测分离纯化后的蛋白质，结果显示也为单一电泳带

（图５ｂ），分子量约为 １３０ｋＤａ，表明 ｍＰＰＯ为亚基
６７ｋＤａ的二聚体。

表 ２　富士 ｍＰＰＯ提取过程比活力及纯化倍数变化

Ｔａｂ．２　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍＰＰＯｆｒｏｍＦｕｊｉａｐｐｌｅ

纯化步骤 体积／ｍＬ 总酶活／Ｕ 总蛋白质量／ｍｇ 比活力／（Ｕ·ｍｇ－１） 得率／％ 纯化倍数

１５％ＴｒｉｔｏｎＸ １００粗提 １５０ ９５１１００ １５８０１ ６０１９６２ １００ １

温度诱导分离 １００ ６５９８００ ７２６０ ９０８８１５ ４５９５ １５１

５０％ ～８０％硫酸铵沉淀 １４ ２４００１０ ７５０ ３２００１３３ １０３３ ５３２

ＤＥＡＥＦａｓｔＦｌｏｗ柱层析 ５０ ３５２２０ ００９ ３８７０３２９７ １２１ ６４３０

图 ５　纯化后 ｍＰＰＯ的 ＳＤＳ ＰＡＧＥ和 Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ图

Ｆｉｇ．５　ＳＤＳ ＰＡＧＥａｎｄＮａｔｉｖｅ ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｕｒｉｆｉｅｄｍＰＰＯ
（ａ）ＳＤＳ ＰＡＧＥ　（ｂ）Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ邻苯二酚染色

（ｃ）Ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ考马斯亮蓝染色
　

２５　质谱分析鉴定
为精确鉴定出所纯化出的蛋白质，采用 ＬＣ

ＥＳＩ ＭＳ／ＭＳ进行分析。胶上蛋白经胰蛋白酶酶解
后，将蛋白质多肽片段进入 ＬＣ ＥＳＩ ＭＳ／ＭＳ进行
　　

质谱分析，均有质谱信号，所得质谱结果经 Ｍａｓｃｏｔ
及 ＢＬＡＳＴ数据库检索后，得出的匹配蛋白为苹果属
（Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ）的多酚氧化酶（ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ
ＩＩａ），序列号为 ３８４５６３６７９，匹配度分值为 １１１３７６
分，覆盖范围为５１６７％。

３　结论

（１）确定了 ｍＰＰＯ提取条件：粗酶液经 ０２５％
ＴｒｉｔｏｎＸ １００均质及温度诱导后进行 １０ｍｉｎ超声
提取，在 ５０％ ～８０％饱和度硫酸铵中沉淀透析，然
后用 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ层析柱 ０１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ进行梯度洗脱，收集酶活最高的洗脱液。

（２）该酶被纯化了 ６４３０倍，比酶活远高于其
他研究中提取的多酚氧化酶。

（３）此蛋白经过串联质谱分析后，在数据库中
检索到与之相匹配度为 ５１６７％的蛋白，属于 ＰＰＯ
蛋白。

（４）ｍＰＰＯ为亚基相对分子质量 ６７ｋＤａ的二聚
体蛋白。
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