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荔枝果皮过氧化物酶的纯化及部分酶学性质研究 
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摘要 ：经硫酸铵分级盐析、DEAE-Sepharose和 Sephadex G-75柱层析分离，从荔枝果皮中分离提纯了过氧化物酶 

(POD)，该酶被纯化了 12．5倍，产率为 1．9％。经 SDS-PAGE确定为单一条带。该酶最适反应温度为 35~C，对热具有较 

强的稳定性，经 75℃处理 30 min，酶活性只损失 50％。最适 pH约为 6．5，但在 pH 4．0—8．0范围内活力仍比较稳定。该 

酶在 25~(2和 0．05 mol／L磷酸缓冲液 (pH 7．0)条件下对愈创木酚 、邻苯二酚和没食子酸的 Km分别是 2．75、12．4和 

12．8 mmol／L。二硫苏糖醇和抗坏血酸能完全抑制POD活性，L半胱氨酸、柠檬酸、FeSO4、GSH、SDS和ZnSO4对POD 

活性有一定的抑制作用，而 FeC1 和 CuSO 对 POD则有较好的激活作用。 
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Purification and Some Properties of Peroxidase from Pericarp of 

Litchi(Litchi chinensis Sonn．) 

PANG Xue．qun ， DUAN Xue．WH ， ZHANG Zhao-q i ， XU Feng-ca i ， J I Zuo-1 i ang 

(1．College of Life Science，South China Agricultural University，Guangzhou 510642，China； 

2．College of Horticulture，South China Agricultural University，Guangzhou 5 10642) 

Abstract：Peroxidase(POD) from pericarp of litchi(Litch chinensis Sonn．) was purified by l2．5．f0ld and a 

1．9％ yield using ammonium sulfate． DEAE．Sepharose an d Sephadex G．75． The enzyme was determined to be 

homogenous by SDS-PAGE， which was relatively heat stable with a optimum  temperature of 35~C， requiring a 

time ofat least 30 min at 75oC for 50％ loss ofthe activity．Litchi POD had a optimum pH at 6．5，but it was stable 

within a range of pH 4．0-8．0． The apparent Km values with guaiacol， catechol an d pyrogallol as substrates were 

2．75．12．4 and 12．8 ITInlO儿 at 25oC an d pH 7．0，respectively．The presence of Fe3 an d Cu2 enhanced POD 

activity．L-cysteine，citrate acid,FeSO4，SDS，GSH and ZnS04 partially inhibited POD activity,but it was completely 

inhibited by dithiothreitol and ascorbate． 

Key words：Litchi chinensis：Peroxidase；Purification；Property 

过氧化物酶 (Peroxidase，POD，EC 1．1 1．1．7)能 

催化过氧化物对酚类物质的氧化，导致组织褐变[1]。 

POD被认为参与了梨[2]、苹 和草莓 等果实的褐 

变。荔枝果皮中也存在高活力的 POD，并认为 POD 

参与了荔枝果皮褐 ～。随着荔枝果皮褐变及贮藏 

时间的延长，果皮 POD活性迅速增加 ]。陈贻竹和 

王以柔证实，荔枝果皮 POD可催化某些酚类物质 

的氧化[1q。因此，推测 POD以某种方式参与了荔枝 

果皮的酶促褐变，Underhill和 Critchley甚至推测 ， 

POD在荔枝果皮褐变中的作用可能比多酚氧化酶 

(PPO)更大[6】。但在荔枝采后生理研究中，对果皮 

POD的研究还没有受到足够重视，对 POD是如何 

参与荔枝果皮褐变的，了解很少。本试验分离纯化 

了荔枝果皮 POD酶，并研究了它的酶学性质，为荔 
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枝贮运保鲜提供理论依据。 

1材料和方法 

实验材料 荔枝 (Litchi chinensis Sonn．)品 

种为淮枝。 

POD的提取与纯化 参照 Sciancalepore等 

人的方法【1”，并作改进。取鲜红荔枝果皮，加入 2倍 

体积己预冷 (4o(=)的 0．05 mol／L的磷酸缓冲液 (pH 

7．0)和果皮重量 5％的不溶性 PVP(聚乙烯吡咯烷 

酮)，在高速组织捣碎机上捣碎，用4层脱脂纱布过 

滤。滤液在 l5 000 X g下离心 20 min，上清液即为 

POD粗提液。向酶粗提液中边搅拌边加入固体硫酸 

铵至 30％饱和度，15 000 X g离心 20 min，弃沉淀。 

继续向上清液中加入硫酸铵至 80％饱和度，搅拌、 

静置 l一2 h，然后于 15 000×g离心 20 min，弃上清 

液。沉淀用0．05 mol／L的磷酸缓冲液(pH 7．0)溶解， 

并以同样的缓冲液透析2 d，透析液在50℃下加热 

20 min，10 000 X g离心 20 min，弃沉淀取上清液，得 

到POD提取液。将上述酶提取液上DEAE—Sepharose 

层析柱 (1．5 cmx50 cm)，该柱先用 0．05 mol／L的磷 

酸缓冲液 (pH 7．0)平衡，用含 0-0．5 mol／L NaCI的 

磷酸缓冲液进行离子强度线性梯度洗脱(流速为 

0．5 ml min。)，收集具有较高 POD酶活性的组分。 

然后将此部分酶液上用 0．05 mol／L的磷酸缓冲液 

(pH7．0)平衡过的 Sephadex G一75层析柱 (1．5 cm x 

50 cm)，用含 0-0．5 mol／L NaCI的缓冲液进行离子 

强度线性梯度洗脱 (流速为 0．2 ml min。)，收集含 

有POD最高活性的组分，进行SDS—PAGE电泳。上 

述过程均在 4~C下进行。 

POD活性和蛋白质含量测定 按照陈贻竹 

和王以柔的方法【l 进行。POD测定系统为 3 ml，其 

中含 2．775 ml 0．05 mol／L磷酸缓冲液 (pH 7．0)、 

0．1 ml l％过氧化氢、 0．1 ml 4％愈创木酚。加入 

0．025 ml酶液后启动反应，于波长 470 am和 25℃ 

下记录 2min内OD值的变化。一个酶单位 (U)定 

义为在测定条件下每分钟引起的光密度改变 0．Ol 

所需的酶量。蛋白质含量测定采用 Bradford染色方 

法【1 ，以牛血清蛋白作标准蛋白质。 

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳 按郭尧君的方 

法㈣进行，浓缩胶浓度为5％，分离胶浓度为 12％， 

上样量为 20 u l。电泳结束后银染。 

POD最适反应an值和对 pH的稳定性 按 

Sciancalepore等人的方法【l”进行。酶反应系统组成 

同上，其中pH值在 6．0-8．0范围内，采用 0．05 mol／L 

的磷酸 缓冲 液 ；pH值 在 3．0-5．6范 围 内，采 用 

0．05 mol／L的磷酸 一柠檬酸缓冲液。另外为了测定 

POD对 pH的稳定性，将 0．05 ml酶液直接加入到 

1．95 ml不同pH值的缓冲液中，于4~C下预先放置 

24 h，然后按酶活性测定方法测定残余的 POD活 

性。实验重复 3次。 

POD 的最适反应温度和热稳定性 采用 

Sciancalepore等人的方法【l1]o将 2．775 ml磷酸缓冲 

液在不同温度 (25—65oC)水浴中分别保温 10 min， 

然后加入过氧化氢、愈创木酚和酶液。反应 3 min 

后，用 1 ml丙酮终止反应，立即测定 OD oo对于 

POD热稳定性的测定，分别将 0．5 ml酶液在不同温 

度 (30、40、50、60、70、80和 90oC)水浴中保温 30 min， 

然后冰浴冷却至室温，测定各处理残余 POD的活 

性。实验重复 3次。 

底物 Kin的测定 分别配制不同浓度的愈 

创木酚、邻苯二酚和没食子酸 ，根据陈贻竹和王以 

柔【1 的报道，以这 3种底物测定 POD活性，所采用 

的波长分别是470 hill、398 hill和 334 hill。根据上述 

POD活性的测定方法，测定 POD活性，然后，利用 

双倒数作图法，求出 Km值。实验重复 3次。 

不同化合物对POD活性的影响 将 2．675 ml 

0．05 mol／L磷酸缓冲液 (pH 7．0)、0．1 ml 1％过氧化 

氢、0．1 ml 4％愈创木酚与 0．1 ml不同化合物溶液 

(见表 2)均匀混合后，立即加入 0．025 ml酶液，然 

后测定 POD活性。酶活性大小按无化合物时的酶 

活性百分比来表示。实验重复 3次。 

2结果和分析 

2．1 POD的分离纯化 

经硫酸铵分步盐析和热处理后，进行 DEAE— 

Spharose离子交换 柱层 析 ，并用含 0-0．5 mol／L 

NaCI的0．05 mol／L的磷酸缓冲液 (pH7．0)进行离 

子强度线性梯度洗脱，出现两个酶活性峰。其中第 
一 峰占酶活力的 78．9％，收集该活性峰 (图 1A)。然 

后进行 Sephadex G一75柱层析，分离出5个主要蛋 

白峰，仅第一峰具酶活性 (图 1B)。收集该活性主 

峰，得到了纯化倍数为 l2．5、产率为 1．9％的荔枝果 

皮 POD。对其进行 SDS—PAGE电泳得到 POD单一 

条带 (图2)。纯化全过程总结于表 1。 

2．2 POD最适反应 pH值和对 pH的稳定性 

以愈创木酚为底物，荔枝果皮POD最适pH值 
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管号 Fraclmn number 

图 1荔转里监 POD的DEAE—s印hamsc{A}丰̈Sepbadex G-75{H)} 层析 

FigI E]utitm profiles oflitcchi periea~ POD by DEAE Sepharose(A，and SephadcxG一75fB)column chromatography 

表 1荔枝果皮过氧化物酶的纯化 

Table l Purification ofpernxida,-,e f m lilchi pcri,ca~p 

样 一  

图2荔姓景皮过氧化物酶 SDS一震fE；I烯班胺凝腔电孙图谱 

Fig 2 Electropho~togram ofPOD h㈣ litchi pericarp 

衄 SDS—polyacrylamide gel 

约为6．5，在 pH 5．6和 pH 8 0处约f『_保持虽大活力 

的 50％(罔 3A)，可见荔枝果皮 POD反应 pH范围 

较窄 POD对 pH的稳定-性如图 3B所示，POD在 

pH 4 0-8．0范围内活力比较稳定 例蜘I．在 pH4．0 

和pH 8．0时的残余酶活力分别为 8 J．3％午钉75．O％， 

F降I旧度 人；但当pH 3．0时．不能榆测到残余 

酶活性 

2．3 POD最适反应温度和热稳定性 

在 25—65 范围内分别测定荔枝果皮的 POD 

活力。结果表明，荔技粜皮 POD最适反应温度为 

35X：，随着温度 商，酶活力逐渐下降，在 65屯时酶 

活力为3O．1‰(图 4A) 将酶液 不问温度下保温 

30rain后迅速冷却，立即测定其活性．结果表明，荔 

枝粜皮 POD在 6O℃以下时报稳定．40 和 50 有 

轻微激活作用，7O℃后酶活力迅速降低，90=CI]-f不能 

榆删到酶活力(圈4B) 

2．4 POD底物专一性 

用不同浓度的愈刨木酚、邻苯二酚和没食予酸 

作废物 ，删 定 同浓 度下的酶活性 ，然后按 

Lineweaver-Burk作 法，汁算得到荔枝粜皮POD 

在25℃和 0．05 moL,％磷酸缓 I 液 (pH 7．0)条件下 

对愈创水酚、邻堆二酚千【I没食了酸的 Km分别是 

2 75、I2 4干u l2．8mmol／L 可 l见荔枝粜皮 POD对 

几种供试的酚类物质部有较商的亲和力 

【ILE 3一̂ l三j。日凸0 掣悝o0 
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图3荔枝果皮 POD的最适 pH(A)和对pH的稳定性 (B) 

Fig．3 pH Clll'ves ofactivity(A)and stability(B)oflitchi pedcarp POD 

温度 Temperature(oC) 

图 4荔枝果皮 POD的最适反应温度 (A)和热稳定性 (B) 

Fig．4 Optimum temperature(A)and thermal smb~ity 03)of litchi peficarp POD 

2．5不同化合物对 PoD活性的影响 

不同化合物对荔枝果皮POD活性的影响如表 

2所示。0．1 mol／L的DTT、AsA能完全抑制 POD活 

性，而半胱氨酸、柠檬酸、FeSO 、SDS、GSH及 ZnSO 

则对 POD活性有不同程度的抑制作用。NaC1和 

CaC1：在高浓度时有轻微的抑制作用，但低浓度时 

有轻微的激活作用。FeC1，和 CuSO 对 POD均有激 

活作用，特别是在浓度较高时；而 Na：SO，则对 POD 

活性无明显影响。 

3讨论 

在 H：O：存在的情况下，POD能催化多种酚类 

物质氧化并形成褐色产物p】。愈创木酚被认为是 

POD的最适底物，葡萄⋯ 和大豆 POD对愈创木酚 

的Km分别为 5．5和 5．9 mmol／L，豌豆三种 POD同 

功酶 N、C1、C2对 愈创木酚 的 Km 分别为 10．2、 

10．8、10．2 mmol／L【1 5】。在本试验中，荔枝果皮POD 

表2 不同化合物对荔枝果皮POD活性的影响 

Table 2 Effect ofvarious compounds on POD activity from 

litchi peficarp 

化合物 

Compound 

相对活性Relmive activity(％) 

O．1 mmol／L l mmoI／L 

Na2SO3浓度分别为 100 lag L- 和 500 lag L～ The concentration 

ofNa2SO3 solution is 100 lag L and 500 lag L- ，respectively． 

一o／a一誊，、弓∞o0 ∞≯焉Ia正 

∞ ∞ ∞ ∞ ∞ 

一 言o∞Q0 8̂焉Ia 
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对愈创木酚的Km 为 2．75 mmol／L，可见愈创木酚 

对不同来源的 POD的亲和力是不一样的。我们还 

发现荔枝果皮 POD对邻苯二酚和没食子酸的 Km 

分别为 12．4 mmol／L和 12．8 mmol／L，表明不同酚类 

物质对 POD的亲和力差异较大。 

不同来源 POD的最适 pH和对pH的稳定性不 
一 样，但比较接近。如以愈创木酚为底物时，草莓[1司、 

葡萄⋯ 和番茄 等果实的 POD的最适 pH分别为 

6．0、5．5和 5．5。我们以愈创木酚为底物测得荔枝果 

皮 POD的最适 pH为 6．5，并且反应 pH范围较窄， 

与草莓比较相似【l61。Civello等发现草莓 POD在pH 

4．0-11．0比较稳定，低于pH 3．0时不能检测到残余 

酶活力[1司；而辣椒 POD在 pH 6．0-9．0范围内稳定， 

在pH 5．0以下时失活很快，而pH 3．0时完全失活[1目。 

我们也发现，荔枝果皮 POD在 pH 4．0-8．0范围内 

稳定，在pH 3．0以下完全失活。Burnette认为，POD 

在 pH 3．0以下完全失活是 由于在低 pH条件下 

POD失去了亚铁原卟呤(Heme group)组份[ ，该组 

份是构成POD结构及活性中心的必需成分 。 

荔枝果皮 POD最适温度为 35℃，介于草莓果 

实 POD(30~C)[ 司和葡萄果实 POD(40~C)[ 之间。 

随着温度的升高，草莓果实POD活性迅速降低， 

50~C时酶活力只有最适温度时的 20％[ ，而温度对 

荔枝果皮 POD活力影响较小，随温度升高酶活力 

下降缓慢，65℃仍然保持 30．1％的酶活力，这与葡萄 

果实的 POD比较一致⋯】。荔枝果皮 POD也表现较 

高的热稳定性，在 60~C以下稳定，超过 60~C酶活力 

开始下降，80℃处理 30 min尚保持 39．8％的酶活 

力，与大豆 POD相似㈣。而葡萄 POD在 65℃下 

2 min就 失活 50％[ ”，草莓 果实 POD 在 60℃仅 

5 min就失活 80％以上 。因此不同植物来源 POD 

的热稳定性差异较大。 

Halpin研究表明，铁离子是 POD活性中心的 

必需成分[151。本研究发现，Fe 显著抑制 POD活性， 

而 Fe 可激活 POD活性，暗示荔枝果皮 POD活性 

中心的铁离子可能是高价铁离子。Cu2十对荔枝果皮 

POD活性也具有显著的激活作用。 

抗坏血酸是 POD的有效抑制剂[21】。本研究发现 

0．1 mmol／L的抗坏血酸 (AsA)能完全抑制 POD活 

性。巯基试剂如二硫苏糖醇(DTT)、半胱氨酸和谷 

胱甘肽 (GSH)也能完全或强烈抑制荔枝果皮 POD 

活性。虽然二氧化硫可以抑制荔枝果皮褐变[91，但本 

研究发现 500 t,t gL Na SO3对荔枝 POD没有抑制 

作用。王璋认为 SO 抑制 POD活性的机理在于它 

能破坏 H 0：，对 POD活性的抑制效果取决于它与 

H 0 的比例 。通常在测定 POD活性时采用过量 

的 H 0 ，因此 NaESO3不足以破坏 H 0 ，也就不能抑 

制 POD活性。 

综上所述，荔枝果皮 POD对供试的几种酚类 

物质都具有较高的亲和力。事实上，可作为 POD底 

物的酚类物质种类远比PPO多[3】，考虑到荔枝果皮 

具有高活力的 P0D ，推测 POD在荔枝果皮褐变 

中起到了不可忽视的作用。荔枝 POD与多数其他 

来源的植物 POD相似，具有较高的热稳定性，因此 

选择热处理抑制 POD活性作为防褐采后技术往往 

要求较高的温度，难以取得较好防腐效果[2川；但荔枝 

果皮 POD在低 pH条件下很不稳定，并且活力低， 
一

些强还原剂如 DTT、AsA等可强烈抑制 POD活 

性，因此，从抑制荔枝果皮 POD活性的角度 出发， 

本研究为进一步筛选合适的化学药剂、结合热处理 

及浸酸处理防止荔枝果皮褐变提供了理论依据。 
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