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超声波对海芋过氧化物酶催化活性影晌的机理

许可，黄卓烈，邱桂英，巫光宏，詹福建，何平
(华南农业大学生命科学学院，广东广州 510642)

摘要:从海芋叶中分离和纯化过氧化物酶(POD) ，研究了不同参数超声波对其活性作用效果-结果表明，经不同频

率、功率超声波处理不同时间后，酶活性均比未经超声波处理的活性低-将粗酶经硫酸续分级沉淀、适析、DEAE­

纤维素离子交换柱层析，在聚丙烯-m胶凝胶电泳图谱上显示出 1 条蛋白带.对纯酶进行动力学分析，结果表明，超

声波处理后，POD 的 Kιm 值变大，而 V，怡1m，阳川m
外差示光语和荧光发射光i谱昔的研究进一步表明，超声波处理使酶分子的构象发生变化，从而导致酶活性的改变-
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Effect of Ultrasound on the Activity of Peroxidase from 
Alocosia macrorrhiza Leaves and the Mechanism 
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Abstract: In order to investigate the effects and action mechanism of ultrasound on activity of peroxidase 

( POD) , the enzyme was isolated from the leaves of Alocosia macro厅hizαand purified. The effects of ul­

trasound on the activity of the extracted enzyme were investigated with a variety of parameters of ultra­

sound. The results showed that when POD was disposed in ultrasound with different treatment , the activi­

ty of enzyme were lower than that of the enzyme not disposed in ultrasound. Further purified by ammoni­

um sulfate fractionation , ion exchange chromatography on DEAE-cellulose , the single enzyme strap could 

be seen on 出e polyacrylamide gel electrophoresis diagram. The kinetics analysis showed that Km in­

creased while V maX changed slightly after ultrasonic treatment. It indicated 由此 the affinity of POD to its 

substrate decreased after being disposed in ultrasound. Analysis of ultraviolet absorption spectrum , ultra­

violet differential spectrum and fluorescence emission spectrum of the enzyme indicated that the conforma­

tion of enzyme molecules had been altered after the treatment of ultrasound. 
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超声波是物质介质中的一种弹性机械波.功率

超声作为一种物理能量的形式，在生物工程领域的

应用日益受到重视，近年来已开始应用于酶的研究.

有文献阐述了超声波对酶的影响，并探讨了可能的

机理[1.3 J 超声波在传播过程中，对介质产生的作用

主要有 3 个方面，即温度效应、机械作用及空化作

用 [2J 超声波的化学促进作用，并非是声场与反应
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物分子的直接作用结果，而是源于超声空化现象[4J

超声波能引起水中单气泡的剧烈振动，由于气泡被

周期性的挤压，产生了一系列的相互摩擦[5] 研究

已证实，空化过程可以把声场能量集中起来，伴随空

化泡崩溃瞬间，在液体中的极小空间内将其高度集

中的能量释放出来，形成异乎寻常的高温( > 

5000 K) 、高压( > 5 x 107 
Pa) ，， 5虽冲击波、射流等极
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端物理条件[6J 研究表明，超声波对酶在水相、有机

相以及固定化酶的催化活性都有不同程度的影

响[ 1-3川在一定条件下超声波可使酶激活[叫，也

可使酶钝化[弘11] 但其影响的机理还未明确.过氧

化物酶(peroxidase ， POD ， EC L lL L 7) 是一类以血

红素为辅基的酶类，在生物界中广泛存在 1支酶具有

多种不同的生物功能，主要催化 H20Z 和过氧化物对
多种有机物和元机物的氧化作用[口有关超声波对

POD 的影响前人研究不多，本试验探讨了超声波对

海芋 Alocasia macrorrhiza 叶 POD 洁性的影响机理，为

超声波在生物催化中的应用提供理论参考.

1 材料与方法

1- 1 粗酶的提取

将新鲜的海芋叶洗净擦干，称取 5_ 0 g ，剪碎，加

入适量 0_2 moVL 的磷酸缓冲溶被( PBS , pH7 _ 0) ，研

磨成匀浆，冷冻离心 15 min (10 0∞ r/min 、4 "C)，取

上清液，用 PBS 定容至 25 mL[IZ] 作为粗酶液，用于

POD 活性和蛋白质含量的测定.

1- 2 POD 活性测定

以愈创木酣为底物测定酶活性.取 ψ=0_2% 愈

创木酣 0_ 95 mL , cp = 0_ 3% HzOz 2 mL , O_ 2 moVL 

pH7.0 的 PBS 1 mL，最后加人 0.05 mL 的酶液启动

反应，检测 470 nm 波长处光密度的变化.空白管用

0.05 mL 的 PBS 代替酶液[臼以每分钟每毫克蛋白

质在 470 nm 波长下引起光密度上升 0.001 的酶量

定义为-个酶的比活性单位(U·mg-1·min-1).

1- 3 蛋白质含量测定

采用考马斯亮蓝 G250 染色法[14] 测定蛋白质含

量，以牛血清白蛋白为标准蛋白质.

1- 4 超声波处理

L4.1 不同频率的超声波对 POD 活性影响的测

定先选择功率为 50 W，用不同频率的超声波处理

粗酶液 5 min ，然后测定其酶活性，并与未经超声波

处理的反应酶(CK) 洁性进行比较.

量的 pH7. O~O. 2 moνL 的 PBS 研磨成匀浆，于 4 'C、

10 000 r/min 离心 15 min ，取上清液.缓慢地向上清

液中加固体硫酸镀至饱和度为 45% ,4 'c盐析3 h后，

于 4 'C、7000 r/min 离心 10 min. 收集上清液，再补

加硫酸镀至饱和度为 65% ,4 'c盐析，静置10 h ，于

4 'C、7000 r/min 离心 15 min ，收集沉淀.每次离心

后分别测定上清液和沉淀(用 PBS 使沉淀刚好溶解)

的体积、酶活性以及蛋白质含量.65%饱和度的沉淀

对 0.02 moVL 的 PBS(pH7.0) 透析 10 h ，中间换 PBS

3 -4 次，得部分纯化的酶液.

部分纯化的酶液经 DEAE -纤维素离子交换柱

层析，NaCl 离子强度线性梯度洗脱，收集各分部液检

测蛋白质含量和酶活性，作 POD 的洗脱图谱.将酶

活性峰分部液浓缩后，用不连续垂直板聚丙烯眈胶

凝胶电泳(PAGE)鉴定酶的纯度.浓缩胶 ψ=2.5% , 

分离胶 ψ=7%. 凝胶配方参考文献[l3 J. 

1- 6 海芋叶 POD 动力学研究

对电泳得到 1 条带的纯酶进行动力学研究.以

0.125 、 0.250 、 0.500 、 1.000 、 2. 500 、 5.000 、 10.000

mmoVL 的 HzOz 在 4 mL 反应体系中反应，测定不同

底物被度下的酶促反应速度.用 PBS 调零.以底物

放度的倒数为横坐标，反应速度的倒数为纵坐标，作

POD 的 Lineweaver-Burk 图，求米氏常数(凡)和最大

反应速度( Vmax ) 值.另外，用一定参数的超声波处理

纯酶的酶液后，用同样的方法测定和作图，求经超声

波处理后纯酶的 Km 和 Vmax "

1- 7 海芋叶 POD 的光语学研究

把达到电泳纯的酶液和经一定参数的超声波处

理的酶液在 DU530 DNA/protein analyzer 上分别扫描

出 190 -380 nm 波长的吸收光谱.并用该仪器测定

超声波处理的纯酶液的紫外差示光谱.在 960MC 荧

光分光光度计上测定纯酶液和经超声波处理的纯酶

液的荧光发射光谱，激发波长为 365 nm. 

2 结果与分析

L4.2 不同功率的超声注对 POD 活性影响的测 2.1 超声波对海芋叶 POD 催化活性的影晌

定使用以上筛选出的频率，用不同功率的超声波 2. L 1 不同频率超声波处理对海芋叶 POD 活性的

处理粗酶掖 5 min，然后测定其酶活性，以未经超声 影响 海芋叶 POD 经 50 W、不同频率超声波处理

波处理的粗酶液作对照(CK). 5 min ，酶的比活性测定结果见图 la. 图 la 表明，经

1. 4.3 超声波处理不同时间对 POD 活性影响的测 超声波处理的酶的比活性为原酶比活性的 46.6% -

定使用筛选出的适宜频率和适宜功率的超声波处 52.8% ，其中l3.5 kHz 超声波处理使酶的比活性阵

理粗酶掖不同时间后测定酶活性. 低最少.可见，不同频率的超声披处理都使 POD 的

1- 5 海芋叶 POD 的分离纯化 比活性显著阵低.

POD 分离纯化参考文献 [15-17J 的方法进行 2.1.2 不同功率超声边处理对海芋叶 POD 5舌性的

将新鲜的海芋叶洗净擦干，称取 40 g ，剪碎，加人适 影响 选择使酶的比活性下降最少的超声波频率
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洗脱液 elution buffer: 0 - 1. 0 moVL NaCI (PBS pH7. 0) ;每管流速 ve­

locity:0.57 mL . min- 1 

固 2

Fig.2 

+一过氧化物酶带 peroxidase strap 

DEAE-纤维素柱层析图i昔

D EAE-cellulose chromatography 

21 31 41 51 61 
管号 tllbe nllmber 

II 

过氧化物酶的聚丙烯眈胶提胶电泳谱带

Fig. 3 P AGE pattem of peroxidase 

图 3

被处理后，凡值变大，说明酶与底物的亲和力变小;

而 Vmax变化不大，说明酶被底物饱和时的最大反应速
率是差不多的.由此得知，超声波对 POD 活性的影

响是通过改变酶与底物的亲和力实现的.超声波处

理后酶活'性的降低主要是酶与底物的亲和力阵低而

引起的.

-6 

酶活力 enzyme activity: 812 800 U;p ( 蛋白质 protein) = O. 736 

mg . mL -1 ;比活性 specific activity: 1 104 348 U . mg -1 • min- 1 

图 4 过氧化物酶 Lineweaver-Burk 曲线

同
归
叫
\
A

理处
(
-
l
Q
E
E
E
)
\
(
ξ
-
)
 

-8 

75 50 
PIW 

ι
 

「E
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
υ
A
U
n
υ
n
u
 

nununUAUAVAUAUnunu nUAUnunununununUAU 
5
n
u
气
w
n
v

，
、J
n
v
气
W
O
U
气

U

4433221Al FEE--MFEED)\bzzud 

u
巳
-
Q
U告
制
←
胆
量

Lineweaver-Burk cUn'e of peroxidase Fig.4 

。

图 1 超声波处理对过氧化物酶比活性的影响

Effect of ultrasound on specific activity of peroxidase 超声波处理前后过氧化物酶动力学参数比较

The comparison of kinetics parameter of peroxidase 

表 1

Tab.l 

处理 treatment

经超声波处理的酶

treated by ultrasound 

未经超声波处理的酶液

untreated 

差值 mmus 。.475

POD 的光谱学变化研究

2.4.1 紫外吸收光谱 比较纯酶和经超声波处理

的 POD 的紫外吸收光谱(图 5) 可知，经超声波处理

后，吸收峰的波长没有多大变化，处理前后 2 个吸收

v=/(Ð. min- 1
) Km/(mmol. L- 1

) 

0.655 

0.180 

0.0007 

2.4 

海芋叶 POD 的纯化和纯度鉴定

酶液经硫酸接分级沉淀、透析和 DEAE -纤维素

离子交换柱层析(图 2) ，洗脱液出现 4 个蛋白峰，其

中第 4 峰为酶活性峰.取第 4 蛋白峰酶液浓缩，经聚

丙烯酷肢凝肢电泳，显示出 l 条蛋白带(图 3) ，表明

此峰的 POD 已经达到电泳纯，用此峰纯酶可以进行

动力学和光谱学研究.

2.3 POD 的动力学性质

纯酶液的 Lineweaver-Burk 图以及经适宜参数的

超声处理的 POD 的动力学曲线见图 4 ，由此计算出

的Km 和1 V lllaX 列于表 1 中-从表 l 可看出，酶经超声

Fig.l 

0.0259 

0.0252 

13.5 kHz，用不同功率超声波处理 5 min ，酶的比洁性

测定结果见图 1b ，图 1b 表明，经超声波处理的酶的

比活性为原酶的 5 1. 9% - 57. 2% ，其中， 25 W 的功

率使酶的比活性下降最少.可见，不同功率的超声波

处理也使海芋叶 POD 的比活性显著阵低.

2. 1. 3 超声波处理不同时间对海芋叶 POD 活性的

影响 选择影响最为不显著的超声波功率 25 W 和

频率 13.5 kHz ，以不同的时间对海芋叶 POD 进行处

理，结果见图 1 c. 处理时间为 10 min 时，影响最为显

著，其比活性为原酶的 44.0% ;下降最少的是用超声

波处理 4 min，其比活性为原酶比活性的 63.8%. 从

图 1c 中分析可知，超声波处理不同时间同样使海芋

叶 POD 的比活性显著下降.

2.2 
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峰都分别在 215 nm 和 279 nm 附近，只是峰形稍有

变化.一般来说， 230 nm 波长以下的紫外吸收光谱

的变化反映酶蛋白主链构型的变化，240 - 300 nm 波

长范围内的紫外股收光谱的变化主要是色氨酸

(T甲)、酷氨酸(Tyr) 、苯丙氨酸( Phe) 的作用.从本

试验超声波处理前后的结果比较可知，超声波的处

理使酶分子的构型基本没有发生变化.

4.0 
3.5 
3.0 
2.5 

Q 2.0 
1.5 
1.0 
0.5 

?~ 90 210 230 250 270 290 310 330 350 370 
λ/nm 

酶活力 en可me activity: 812 800 U;p (蛋白质 protein) = O. 736 

mg. mL -1 ;比活性 specific activity:l 104348 U . mg- 1 . min- 1 

图 5 过氧化物酶的紫外吸收光谱

Fig.5 Ultraviolet absorption spectrum of peroxidase 

2.4.2 紫外差示光谱 超声波处理后，酶的差示光

谱见图 6 ，在 190 -233 nm 波长范围内有大量的正峰

和少量的负峰出现，且差示吸收值较大. Trp 、 Tyr 的

微环境改变而出现差示吸收峰 ;190 -233 nm 波长范

围的大量正峰，说明经超声波处理后，酶分子的构象

发生了非常明显的变化.

0.20 

。 15

0.10 
Q 

0.05 

。

-0.05 
190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 

λ/nm 

酶活力 en可me activity: 812 800 U;p (蛋白质 protein) = o. 736 

mg.mL-1; 比活性 specific activity:l 104348 U . mg- 1 . min- 1 

图 6 经超声波处理的过氧化物酶的紫外差示光谱

Fig. 6 Ultraviolet difIerential spectrum of peroxidase disposed in 

ultrasoumd 

2.4.3 荧光发射光谱 天然的海芋叶 POD 的荧光

发射光谱(图 7a)有 4 个荧光发射峰，分别位于354 、

376 、727 、733 nm 处，其荧光值分别为 7.2 、0.8 、0.3 ，

0.7 ，可见其荧光值都很低.经过适宜超声波处理的

POD 的荧光发射光谱(图 7b) 只剩下 1 个发射峰，在

376 nm 处，其荧光值为 4.6. 与天然酶相比，在 376

nm 下的荧光值变大，而其他 3 处的荧光发射峰、津

灭.蛋白质中 Trp 、Tyr 残基是主要的荧光基团，其荧

光峰位置分别为 348 和 303 nm. 据认为，应用荧光

技术，可探索 T甲、Tyr 的微环境以及蛋白质构象的变

化[叫.海芋叶 POD 的荧光发射峰主要在 354 和

376 nm ，因此，该酶的荧光主要来自于 T甲·比较超

声波处理前后荧光峰的变化，峰位发生红移，可能是

处在酶分子内部疏水环境的 T甲残基暴露到分子表

面的结果.超声波处理酶中有 3 个荧光峰的拌灭，可

能是超声波的处理使海芋叶 POD 的分子构象发生了

变化的结果.
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酶活力 enzyme activity: 812 8∞ U;p (蛋白质 protein) = O. 736 

mg. mL -1; 比活性 specific activity: 1 104 348 U . mg -1 . min- 1 

图 7 过氧化物酶的荧光发射光谱

Fig.7 Fluorescence emission spectrum of peroxidase 

3 讨论与结论

酶是生物大分子，其催化功能决定于其分子构

象.一般来说，酶分子的构象改变会导致其催化活性

的改变.本试验的结果表明，利用不同频率、不同功

率的超声波处理海芋叶的 POD ，其比活性明显下降.

为了探讨出现这种现象的机理，本试验分别从动力

学变化和酶分子的构型与构象变化等方面来寻找

证据.

首先，经过超声波处理的 POD 的凡值比未处

理酶的明显升高，而其 U 却几乎没有变化，说明经

超声波处理后，酶分子对底物的亲和力大大下降超

声波处理后酶活性下降是由于其对底物亲和力下降

而引起的.这种机理类似于竞争性抑制.这与刘程、

等[19] 所测得豆壳 POD 的作用机理遵循乒乓反应机

制有所不同.从动力学 t看，酶所处的体系不同，作

用机理也有所不同.

其次，超声波处理后，酶分子的紫外吸收光谱波

峰与对照比较基本没有改变，只是波形稍有变化而
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己.此结果说明，超声波处理后酶分子的构型基本没

有改变，其各种共价键和化学基团基本没有改变.

再次，超声波处理后紫外差示光谱出现了明显

的正峰和负峰，说明酶分子的构象有较大的改变;另

外，从荧光发射光谱可以看出，超声波处理后，酶分

子的荧光发射峰比对照减少，变化较大，这也充分证

明超声波处理后酶分子的构象起了较大的变化.这

些光谱学上的变化，与 Atequad 等问]在研究超声对

木瓜蛋白酶的影响中的发现类似.丘泰球等[21]阐述

了声场对蛋白酶的催化活力及分子构象的影响情

况，这在本文研究 POD 中也有所证实.

因此，从本试验结果可以得出结论:一定参数的

超声波处理海芋叶 POD 后，超声波的物理能量可以

使酶分子的构象改变，使酶分子对底物的亲和力下

降，从而导致酶的催化活性阵低.这可能就是超声波

影响海芋叶 POD 活性的基本机理.
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