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超高压处理对毛栓菌多酚氧化酶的影响
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　　摘要：以茶多酚为底物，测定毛栓菌多酚氧化酶(Polyphenol Oxidase，PPO)活性的最适

pH 值为 5.0、最适底物浓度为 4 mg/mL，经 1 00、300 和 500 MPa 超高压处理 1 0 min 的 PPO
酶活分别是未处理的 9 3%、87%和 86%。圆二色谱和高效液相凝胶渗透色谱分析结果显示，
1 00 和 300 MPa 压力处理 PPO 的圆二色谱位于 1 90~210 nm 的正 Cotton 效应峰分别产生

“褶皱”和“分蘖”；高效液相凝胶渗透色谱中的第一时间出峰组分(即最大分子量组分)的保留

时间由 6.678 min 分别提前至 1.5 14 和 2.29 6 min。500 MPa 压力处理 PPO 的圆二色谱和高

效液相凝胶渗透色谱与对照相比差异更加显著，其圆二色谱中只有一个正 Cotton 效应峰；其
高效液相凝胶渗透色谱中主要组分的色谱峰面积减小(即 280 nm 的响应值降低)。不同压力

处理的 PPO 的圆二色谱与高效液相凝胶渗透色谱图的差异程度具有对应关系。
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1　引　言

　　生物材料的超高压处理(Ultrahigh Pressure Processing，UHPP)是在密闭的高压容器内进行的，用
水等作为传压媒介，对其施加 1 00~1 000 MPa 的压力。超高压处理能对生物大分子以及微生物产生显

著影响，使生物大分子的理化特性和功能活性发生变化，如蛋白质变性、酶失活和淀粉糊化等[1-2]。
多酚氧化酶(Polyphenol Oxidase，PPO)是在生物体中广泛分布的一种氧化酶，食品中 PPO 的存在

会使食品发生品质变化，如导致果蔬色泽发生变化。PPO 直接以茶多酚为底物，可进行茶黄素体外氧

化制备[3]。通过微生物发酵获得多酚氧化酶，得率高，成本低，易于商品化。超高压处理果蔬多酚氧化

酶的研究集中在处理压力、保压时间、温度、pH 值等因素对 PPO 的酶活性的影响研究，主要侧重于抑

酶处理工艺的优化或各处理因素对酶活的影响。如超高压处理山药 PPO 的结果表明，550 MPa、40 ℃
下处理 1 0 min 后，PPO 的酶活性最弱[4]。超高压处理对梨汁酶活性影响的实验结果表明：在处理温度

为 50 ℃、保压时间为 1 0 min 和梨汁 pH 值为 5 的条件下，在 200~300 MPa 压力范围处理梨汁时，多酚

氧化酶被激活，活性表现最高，500 MPa 时酶的活性下降到 7 5.3%[5]。
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圆二色谱(CD)是研究蛋白质等生物大分子构象变化的灵敏技术。大分子的凝胶色谱行为，与其分

子的空间结构和溶液构象紧密相关。本研究以一种毛栓菌发酵生产的多酚氧化酶为对象，研究超高压

处理对其水溶液构象、凝胶渗透色谱(HPGPC)行为及酶活性的影响，为超高压处理对食品中功能生物

大分子(如多酚氧化酶、过氧化物酶等品质酶)的作用机理研究提供分析技术手段。

2　实验部分

2.1　材料、试剂与仪器

　　多酚氧化酶(PPO)购自裕立宝公司，由毛栓菌(Tramete s Trogii)发酵制得；茶多酚，TGP90A(总多

酚含量 90%，其中儿茶素含量 6 5%)，购自无锡太阳绿宝科技有限公司；其它试剂为国产分析纯。实验

仪器设备包括：Agilent 1 1 00 系列高效液相色谱仪(HPLC)，TSK-GEL G4000PWXL(7.8 mm×
300 mm)凝胶色谱柱，HPP.L2-600/0.6 型超高压处理设备(天津华泰森淼生物工程技术有限公司生

产)，J-81 5 圆二色光谱仪，紫外可见分光光度计(SHIMADZU UV-25 50)。

2.2　多酚氧化酶活性测定的最佳条件[2]

2.2.1　最适 pH 值

　　配制 pH 值为 4.0、4.2、4.4、4.6、4.8、5.0、5.2、5.4、5.6、6.0、6.6、7.0、7.6、8.0 的磷酸缓冲溶液。
按照 0.5 mL 0.03%粗酶液＋0.5 mL 0.2%茶多酚溶液(TGP90A)＋4 mL 不同 pH 值的磷酸缓冲溶液

的体系，于 3 7 ℃水浴中加热 30 min，使用比色测定 41 6 nm 的吸光度值表示 PPO 的酶活性。

2.2.2　最适底物浓度

　　用 pH 值为 5.0 的磷酸缓冲液配制不同浓度的茶多酚(TGP90A)溶液：0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0
和 1 0.0 mg/mL。按照上述反应体系，采用不同浓度茶多酚溶液作为反应底物，于 3 7 ℃水浴中加热

30 min，用比色测定 41 6 nm 的吸光度值来表示 PPO 的酶活性。

2.3　超高压处理方法

　　配制 2 mg/mL 的 PPO 水溶液，按 20 毫升/袋的规格密封于铝箔袋，置于高压容器中，于 2 5 ℃下进

行超高压处理，处理压力分别为 1 00、300 和 500 MPa ，保压时间为 1 0 min。将未经处理的酶液作为对

照。按“2.2 节”所述的 PPO 最佳测定条件分析酶活性。
相对酶活性(%)＝(超高压处理后 PPO 样品吸光度/对照 PPO 样品吸光度)×100

2.4　PPO 的圆二色光谱分析[6-7]

　　将上述超高压处理及对照酶液稀释至 0.4 mg/mL，对其进行圆二色谱(Circular Dichroism，CD)分析，

CD分析条件：用 J-815 圆二色光谱仪在室温条件下进行测定，波长范围为 1 90~250 nm，5 mm石英池，扫描

速度为 200 nm/min，带宽(Band Width)为 5.00 nm。每个样品扫描 3 次。

2.5　PPO 的高效液相凝胶渗透色谱分析

　　对经上述处理得到的样品及对照酶液进行高效液相凝胶渗透色谱(High Performance Gel Permeation
Chromatography，HPGPC)分析。HPGPC分析条件[8]：进样量10μL；色谱柱 TSK-GEL G4000PWXL，柱温

40 ℃；流动相为 H2O，流速 0.6 mL/min；检测波长 280 nm。

3　结果与讨论

3.1　毛栓菌多酚氧化酶活性测定最适条件

　　已报道多种果蔬 PPO 的最适 pH 值为酸性，且反应体系对 PPO 的活性有较大影响[3]。从图 1 可

知，在 pH 值为 4.0~5.6 时，毛栓菌多酚氧化酶的活性较高，在 pH 值为 5.0 时，其活性达到最高值。

pH5.6~pH8.0 时酶活性变化较大，在 pH6.5~pH7.0 时 PPO 活性降至最低值。
毛栓菌多酚氧化酶以不同浓度的茶多酚为底物的活性变化如图 2 所示，当底物浓度为 0.5~4.0 mg/mL

时，PPO的酶活性呈快速上升趋势，在 4.0 mg/mL达到最大值，其后随着茶多酚浓度的增加，其活性降低。
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图 1　不同 pH 值条件下 PPO 活性的变化

Fig.1　PPO activity under the conditions
of different pH

图 2　茶多酚浓度对 PPO 酶活性的影响

Fig.2　Effect of different concentration of
tea polyphenols on PPO activity

3.2　超高压处理对 PPO 活性的影响

图 3　不同压力处理 1 0 min 对 PPO 酶活性的影响

Fig.3　Effect on the activity of PPO at different
treatment pressure for 1 0 min

　　由图 3 可知，超高压处理对毛栓菌多酚氧化酶

活性具有钝化作用，100、300 和 500 MPa 压力下处

理的 PPO 活性分别是对照的 9 3%、87%和 86%，处
理压力增加，PPO 活性减小。将超高压处理后的样

品置于－20 ℃保存 45 d，酶活性未恢复。

3.3　圆二色光谱分析

　　PPO 的圆二色光谱(CD)见图 4，1 90~250 nm
为远紫外区，可反映蛋白质肽键的圆二色性，以此区

域的 CD 信号作为光谱探针，分析超高压处理 PPO
水溶液的构象变化，信号强，灵敏度高[9]。

未处理 PPO 的 CD 谱见图 4 (a)，在 1 9 8 和

222 nm处分别存在一个显著的正 Cotton 和负 Cotton 效应峰，为酶蛋白二级结构α-螺旋的特征效应

峰[9]；100 MPa 压力处理的 PPO 的 CD 谱于 200~21 6 nm 正 Cotton 效应区域出现“皱褶”(见图 4(b))，
“皱褶”点位于 20 1、207、21 3 和 2 1 6 nm 处。300 MPa 压力处理的 PPO 的 CD 图谱在 1 9 6~200 nm 区域

的正 Cotton 效应峰发生显著“分蘖”；分蘖点位于 1 9 6、1 98 和 200 nm 处，负 Cotton 效应峰区域变化不

显著。PPO 经 500 MPa 压力处理，在远紫外区的 CD 谱中，正 Cotton 效应峰发生“红移”，峰区位于 1 9 5
~235 nm(见图 4(b))，峰位产生更显著的“分蘖”小峰，“分蘖”峰位于 204、209、21 2 和 2 1 6 nm 处，原有

的负 Cotton 效应峰消失。CD 图谱直观地表明了随着处理压力的增加，PPO 水溶液构象的变化程度

加大。

3.4　高效液相凝胶渗透色谱分析

　　由 PPO 的高效液相凝胶渗透色谱(HPGPC)图(见图 5)可知，所用毛栓菌来源 PPO 为多组分混合

物，由 6 个基本组分组成 ，在 HPGPC 图谱上的出峰时间依次为 6.678、8.680、1 1.99 1、12.53 1、1 7.21 6
和 1 8.850 min(图 5(a))；对于大批量生产的商品化酶制品，多组分的混合物与其纯化工艺相关。与对

照相比，100 和 300 MPa 压力处理的 PPO 的第一时间出峰组分(即最大分子量组分)的保留时间分别提

前至 1.5 14 和 2.29 6 min，第一和第二时间出峰组分 280 nm 吸光度响应值均增大(图 5(a)、图 5(b)、
图 5(c))，表明不超过 300 MPa 的压力仅影响 PPO 的水溶液分子构象；与对照及 1 00、300 MPa 处理的

PPO 的 HPGPC 相比，500 MPa 时的谱图发生显著变化，主要组分的色谱峰面积和峰高降低(280 nm 的

响应值降低)，表明水溶液中溶质(PPO 混合组分)减少，推断 500 MPa 压力使 PPO 混合物中的部分组

分发生变性，其可溶性降低而损失，从而使 PPO 的溶液构象和凝胶色谱行为的变化程度更大。

732　第 2 期　　　　　　　　　　　　陈小强等：超高压处理对毛栓菌多酚氧化酶的影响



图 4　高压处理 PPO 的远紫外圆二色谱

Fig.4　Far UV CD spectra of PPO processed by ultrahigh pressure

图 5　超高压处理 PPO 的高效液相凝胶渗透色谱(HPGPC)

Fig.5　HPGPC chromatogram of PPO processed by UHPP
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4　结　论

　　500 MPa 压力处理 PPO 的 CD 谱和 HPGPC 图谱相比 1 00 和 300 MPa 处理压力差异更显著，100、

300 和 500 MPa 压力处理 PPO 的 CD 和 HPGPC 谱图差异程度具有对应关系。高压处理可使酶蛋白中

维系大分子构象的氢键、疏水键和离子键等非共价键弱化，从而不同程度地改变酶活性中心的空间构

象，进而影响 PPO 的酶活性。在远紫外区段(190~250 nm)，主要的生色团是肽键，这一波长范围的 CD
谱包含着蛋白质等生物大分子主链构象的信息，组分光度吸收信号的增加或者减少可能与酶蛋白空间

构象变化、某些生色基团的暴露与隐藏相关。
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Effect of High Pressure Processing on Polyphenol Oxidase
from Trametes Trogii

CHEN Xiao-Qiang1，2，ZHANG Yin-Jun3，ZHANG Shi-Kang1，LI Jian-Rong2，6，
JIN Jian-Chang4，ZHENG Na5，YANG Xiu-Fang1

(1.Hangzhou Tea Research Institute，China COOP ，Hangzhou 3 1 00 1 6，China；

2.College of Food Science and Biotechnology，Zhej iang Gong shang University，

Hangzhou 3 1 003 5，China；

3.College of Biological and Envrionmental Engineering，

Zhej iang University of Technology，Hangzhou 3 1 00 14，China；

4.College of Biology and Environmental Engineering，Zhej iang Shuren University，

Hangzhou 3 1 00 1 5，China；

5.State Key Laboratory of Chemical Engineering，Zhej iang University，

Hangzhou 3 1 002 7，China；

6.Bohai University，J inzhou 1 2 1 0 1 3，China)

Abstract：The activity of polyphenol oxidase(PPO)produced from Tramete s Trogii was determined
through using tea polyphenols as substrate.The pH value and the substrate concentration of strongest
activity of PPO are 5.0 and 4 mg/mL，respectively.The activity of PPO processed by ultrahigh pres-
sure of 1 00，300 and 500 MPa for 1 0 min accounted for 9 3%，87% and 86% of that of untreated one.
The CD spectra of PPO processed by 100 and 300 MPa pressure respectively displayed folding shape
and tillering shape of Cotton effect peak located in 1 90-210 nm，while the retention time of the first
peak fraction(i.e.，the maximum molecular weight fraction)of the two processed PPO on HPGPC
profiles were advanced to 1.5 14 and 2.29 6 min，respectively from 6.678 min.Compared with control，

CD spectrum and HPGPC of PPO treaded by 500 MPa showed more significant difference with only
one positive Cotton effect peaks on CD spectra and reduced peak area of main components on HPGPC
profiles (ie，the response value of 280 nm decreased).The disparity of CD and HPGPC of PPO treated
by various UHPP showed the corresponding difference in the degree
Key words：ultrahigh pressure processing(UHPP)；polyphenol oxidase(PPO)；circular dichroism(CD)；

high performance gel permeation chromatography(HPGPC)；Tramete s Trogii
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