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富士苹果中多酚氧化酶活性的

中心必需基团与抑制动力学
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摘要：　以源于苹果的多酚氧化酶（ＰＰＯ）为对象，选取溴乙酸、乙酰丙酮、Ｎ?溴代琥珀酰亚胺、１，４?二硫代苏糖

醇和对氯汞苯甲酸等具有相对专一性的氨基酸基团修饰剂，研究ＰＰＯ的酶活性中心必需基团，并确定乙醇对

ＰＰＯ的抑制动力学特性．结果表明：富士苹果中的ＰＰＯ蛋白结构中酶活性中心必需基团有组氨酸的咪唑

基、精氨酸的胍基与色氨酸残基．抑制动力学实验表明：乙醇通过与ＰＰＯ酶活中心基团的结合抑制ＰＰＯ酶活

性，其对ＰＰＯ的半抑制浓度（ＩＣ５０）为０．１４ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，抑制类型为可逆的竞争性抑制．
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多酚氧化酶（ＰｏｌｙｐｈｅｎｏｌＯｘｉｄａｓｅ，ＰＰＯ）是一类从细菌、植物到高等动物都广泛存在的一类含铜蛋

白．它能催化单酚、二元酚和多元酚到联苯酚的羟基化及羟基酚到醌的脱氢反应，而醌在植物体内能发

生自身聚合或与细胞内的氨基酸和蛋白质发生反应，产生黑色或褐色的聚合物．这种褐色聚合物是果蔬

等在加工过程中产生酶促褐变的主要原因［１?３］，ＰＰＯ与底物接触发生作用，从而使果蔬中的蛋白质的结

构、营养特征发生改变而降低营养价值［４］．因此，果蔬加工过程中的保鲜始终是食品加工行业重要的研

究内容．在果蔬加工过程中，底物与氧影响无法避免，因此抑制ＰＰＯ的活性就成为加工过程中控制酶促

褐变的极其重要方法［５］．ＰＰＯ的氧化反应特性与其酶活性中心结构及抑制特性有密切关系．ＰＰＯ酶学

特性与抑制动力学的研究已有相关报道［１，６?８］，但有关酶活性中心结构与抑制特性的研究尚未见报道．本

文探讨苹果中多酚氧化酶（ＰＰＯ）的酶活性中心必需基团与抑制作用．

１　实验方法

１．１　材料与试剂

完整无损伤富士苹果一个．溴乙酸（ＢｒＡｃ），乙酰丙酮（Ｈａｃａｃ），Ｎ?溴代琥珀酰亚胺（ＮＢＳ），１，４?二硫

代苏糖醇（ＤＴＴ），对氯汞苯甲酸（ｐＣＭＢ），乙醇，柠檬酸，三氯乙酸，丙酮，硫酸铵，邻苯二酚；磷酸盐缓冲

液（由０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｎａ２ＨＰＯ４，０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１ ＫＨ２ＰＯ４配制），磷酸氢二钠?柠檬酸缓冲液（由０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＨＰＯ４，０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１柠檬酸配制），ＮａＡｃ?ＨＡｃ缓冲液（由０．２ｍｏｌ·Ｌ

－１ ＨＣＯＯＮａ，０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１ ＨＣＯＯＨ配制）．

１．２　苹果犘犘犗酶液制备与纯化

将洗净的富士苹果于４℃下保温，去皮后称取８０ｇ的果肉，加入２００ｍＬ预冷丙酮，用高速组织捣

碎机匀浆２ｍｉｎ并用布氏漏斗抽滤；滤饼用８０ｍＬ冷冻丙酮再次提取抽滤，称得３．４５ｇ的白色粉末．

将白色粉末冷冻真空干燥２４ｈ，可得ＰＰＯ丙酮粉．称取０．５ｇ的ＰＰＯ丙酮粉置于５００ｍＬ烧杯中，加入

４℃，０．５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝６．８的预冷磷酸盐缓冲溶液２５０ｍＬ搅拌２０ｍｉｎ，于５０００ｒ·ｍｉｎ
－１下离心
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１０ｍｉｎ，上清液过滤即为苹果ＰＰＯ粗酶液．量取２００ｍＬ的ＰＰＯ粗酶液，加入４５．２ｇ硫酸铵粉末至

４０％饱和，于４℃下放置１２ｈ，１５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ；收集沉淀，用４℃，ｐＨ＝６．８的０．０５ｍｏｌ·

Ｌ－１磷酸盐缓冲液充分溶解并透析多次，于８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，可得ＰＰＯ纯化液，使其在４℃

下保存待用．

１．３　犘犘犗酶活性中心必需基团的测定

在２ｍＬ修饰体系中，取一定量的酶与不同浓度化学修饰剂于３６℃下水浴反应５ｍｉｎ；取０．５ｍＬ

修饰后的酶液加入２ｍＬ已预热的磷酸氢二钠?柠檬酸缓冲液（ｐＨ＝６．４）及０．５ｍＬ，０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１邻苯

二酚的测酶活体系中；反应２ｍｉｎ后，加入１ｍＬ，０．５ｍｏｌ·Ｌ－１的三氯乙酸终止反应，测定酶活．

１．４　犘犘犗酶活力测定

在３ｍＬ的反应液（含０．２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液，０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的邻苯二酚及初酶液０．２ｍＬ）

中，于３０℃，４２０ｎｍ处连续跟踪酶反应过程中的吸光值变化，通过酶活计算公式计算即可得到多酚氧

化酶的酶活．酶活力单位（ｋａｔ）定义：在最适条件下，１ｓ能使１ｍｏｌ底物转化的酶量．

１．５　犘犘犗抑制动力学

取不同浓度的乙醇加入０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ｐＨ＝６．４）中，在３６℃下与一定酶液量反应，

再转入正常的测活体系反应２ｍｉｎ，加入三氯乙酸终止反应，测定酶活，作相对酶活与乙醇关系图，判断

乙醇是否有抑制作用．固定底物邻苯二酚浓度，在不同浓度乙醇抑制剂下，改变酶的加入量，测定不同

酶量与酶活力的关系，判断其为可逆抑制还是不可逆抑制．在正常的测活体系中，固定酶的浓度，改变

底物的浓度，测定不同浓度乙醇对酶活力的影响，做Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ?Ｂｕｒｋ双倒数图，判断其抑制类型
［９］．

２　结果与讨论

２．１　苹果犘犘犗提取与纯化

采用丙酮粉法提取苹果ＰＰＯ，获得粗酶液，由４０％硫酸铵饱和分离后测得单位体积蛋白量与ＰＰＯ

酶活，获得纯化倍数为１．７倍的较纯的ＰＰＯ酶液．

２．２　苹果犘犘犗酶活性必需基团的化学修饰

选取溴乙酸（ＢｒＡｃ），乙酰丙酮（Ｈａｃａｃ），Ｎ?溴代琥珀酰亚胺（ＮＢＳ），１，４?二硫代苏糖醇（ＤＴＴ），对氯

汞苯甲酸（ｐＣＭＢ）等对ＰＰＯ进行分子修饰
［１，７］；然后，根据酶活力的变化确定酶活性必需基团［１０］．ＢｒＡｃ

在偏酸性条件下主要作用于组氨酸（Ｈｉｓ）的咪唑基；Ｈａｃａｃ能特异地与精氨酸（Ａｒｇ）上的胍基反应；Ｎ?

溴代琥珀西（ＮＢＳ）在酸性条件下能较专一地修饰色氨酸（Ｔｒｐ）残基；ＤＴＴ是蛋白质分子中二硫键专一

性修饰剂之一；ｐＣＭＢ常用于蛋白质分子中巯基修饰，在酸性条件下可以专一地修饰巯基．

在３６℃下，ＢｒＡｃ和ｐＣＭＢ在ｐＨ＝５．８的ＮａＡｃ?ＨＡｃ缓冲液，以及 Ｈａｃａｃ，ＮＢＳ和ＤＴＴ分别在

ｐＨ＝９．０的Ｔｒｉｓ?ＨＣｌ缓冲液，ｐＨ＝５．４的ＮａＡｃ?ＨＡｃ缓冲液和ｐＨ＝８．０的Ｔｒｉｓ?ＨＣＬ缓冲液中与酶

作用．在正常体系中测定酶的剩余活力，其酶活变化（Δ狕）与抑制剂浓度（犆）关系曲线如图１所示．

从图１（ａ），（ｂ）中可见：酶被ＢｒＡｃ，Ｈａｃａｃ修饰之后，其活性下降至剩余酶活力的２０％～３０％．说

明，Ｈｉｓ的咪唑基和Ａｒｇ上的胍基对ＰＰＯ酶活力有影响，咪唑基与胍基是酶活性必需基团，但不位于酶

活性中心催化部位．根据氨基酸特性分类可知，组氨酸与精氨酸均属于带正电荷的极性氨基酸，而ＰＰＯ

作用底物邻苯二酚的羟基解离后带负电荷．因此，推测组氨酸与精氨酸应位于酶活性中心的底物结合

部位，修饰剂通过影响其与底物的结合来影响酶活力大小．

从图１（ｃ）可见：酶被ＮＢＳ修饰后，其酶活力迅速下降，当ＮＢＳ浓度达到０．１４ｍｍｏｌ·Ｌ－１时酶几乎

全部失活，说明Ｔｒｐ残基对酶活性的影响程度更大．因此，Ｔｒｐ残基是反应所必需的基团，且位于酶活

性中心催化部位，对酶催化过程有直接作用．

从图１（ｄ）可见：随着ＤＤＴ的浓度增加，酶活性呈线下降的趋势，说明由巯基形成的二硫键是ＰＰＯ

催化反应所必需的一种构象．从图１（ｅ）可见：不论修饰剂的浓度如何，ＰＰＯ酶活基本不受影响，这说明

游离的巯基不是ＰＰＯ酶活性中心所必需的基团．

综合以上结果可知：在ＰＰＯ酶蛋白中，由巯基形成的二硫键在酶活性中心结构起到稳定作用，但巯

基本身不是以游离态存在，也未参与ＰＰＯ酶氧化反应过程，故不是ＰＰＯ的酶活性中心．
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（ａ）ＢｒＡｃ　　　　　　　　　　　 （ｂ）Ｈａｃａｃ　　　　　　　　　　　（ｃ）ＮＢＳ

（ｄ）ＤＴＴ　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ｅ）ｐＣＭＢ

图１　不同修饰剂对ＰＰＯ酶的化学抑制作用

Ｆｉｇ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｅｍｉｃａｌｍｏｄｉｆｙｉｎｇａｇｅｎｔｓｔｏＰＰＯ

２．３　乙醇对苹果犘犘犗抑制机理研究

取不同浓度的乙醇加入０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝６．４的磷酸缓冲液中，在３０℃下与酶液反应，转入

正常的测活体系反应２ｍｉｎ后，终止反应测定酶活．酶活变化与抑制剂浓度关系曲线如图２所示．从图

２可知：随着乙醇浓度的增大，酶活力逐渐下降，乙醇对酶活产生抑制作用，半抑制浓度（酶活下降一半

时的抑制剂浓度）ＩＣ５０为０．１４ｍｍｏｌ·Ｌ
－１．

在测酶活体系中，固定底物邻苯二酚的浓度为１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，在各个不同浓度乙醇条件下，改变酶

的加入量，测定不同浓度乙醇对苹果ＰＰＯ酶反应速度的影响，如图３所示．从图３可知：随着抑制剂浓

度的增大，直线的斜率降低．由动力学规律推知，乙醇对ＰＰＯ抑制类型为可逆抑制作用．导致酶活力

的下降的原因是抑制剂浓度的增加，而不是通过减少有效酶量．

在正常的测活体系中，固定酶的浓度，改变底物的浓度，测定不同浓度乙醇对酶反应速度影响，并做

双倒数曲线，得共交于纵轴一点的一系列直线，如图４所示．根据酶抑制动力学规律，可推知乙醇对苹果

ＰＰＯ的抑制类型为可逆竞争性抑制．由此说明，乙醇对ＰＰＯ的抑制是通过与底物竞争酶活性中心基团

的方式进行．这是因为乙醇分子中的羟基与ＰＰＯ作用底物邻苯二酚分子中的羟基有类似的化学特性，

从而在与酶的结合过程中，易与底物竞争酶活性中心产生竞争性抑制．

图２　酶活变化与乙醇关系　　　图３　反应速度与酶量关系　　　图４　可逆抑制类型判断
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３　结论

１）根据不同化学修饰剂对苹果中的ＰＰＯ进行修饰反应后酶活力变化的结果，依据酶活变化与功

能域之间关系规律，判断 Ｈｉｓ的咪唑基、Ａｒｇ的胍基与Ｔｒｐ残基均是酶活力的必需基团，二硫键的结构

对维持酶活性中心结构稳定有贡献，但游离的巯基不是ＰＰＯ的必需基团．

２）根据基团修饰后对酶活不同程度影响，进一步推测 Ｈｉｓ与 Ａｒｇ位于酶活性中心的底物结合部

位，而Ｔｒｐ残基位于酶催化部位，直接参与酶的催化过程，对酶活的影响最大．

３）一定浓度的乙醇对ＰＰＯ酶活有抑制作用且为可逆的竞争性抑制．

研究结果对苹果等果蔬的深加工过程中保鲜技术开发与抑制剂的设计及应用，提供了酶蛋白结构

信息与动力学作用规律参考．
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