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基于分子动力学模拟的乙醇/丙酮复合沉淀法
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摘　要：苹果多酚氧化酶（polyphenol oxidase，PPO）是引发果蔬酶促褐变的关键酶，其高效分离纯化对褐变抑制

机制研究及工业化应用具有重要意义。针对传统单一沉淀剂用量大、酶活回收率低的问题，本研究旨在通过分子

动力学模拟辅助设计复合沉淀体系，结合层析技术优化苹果 PPO分离纯化工艺，以实现低成本、高效率的酶制

备。首先通过分子动力学模拟预测单一沉淀剂（硫酸铵、乙醇、丙酮）及复合体系的沉淀效果，再进一步采用

DEAE-Sepharose Fast Flow离子交换层析与 Sephadex G-100层析进行纯化。实验结果表明：乙醇/丙酮复合沉淀剂

与苹果 PPO的相互作用更优，50%浓度乙醇/丙酮（以 1:1的比例混合）单级沉淀 PPO可减少 33.33%沉淀剂用

量，同时获得了 89.85%酶活回收率和 1.24纯化倍数；层析后 PPO比酶活达 156362.78 U/mg，纯化倍数达到

18.33。SDS-PAGE电泳显示单一条带（分子量约为 28 kDa）。本研究基于分子动力学模拟提出的复合沉淀策略为

PPO的提供了新思路，对果蔬加工中酶促褐变控制技术的开发具有参考价值。
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Abstract：Apple polyphenol oxidase (PPO), a key enzyme triggering enzymatic browning in fruits and vegetables, requires
efficient  purification  for  both  mechanistic  studies  and  industrial  applications.  To  address  the  limitations  of  conventional
single precipitants (e.g., high solvent consumption and low enzyme activity recovery), this study aimed to develop a cost-  
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effective  PPO  purification  strategy  by  integrating  mixed  solvent  precipitation  guided  by  molecular  dynamics  (MD)
simulations  with  chromatographic  techniques.  First,  MD simulations  predicted  the  interaction  mechanisms  between  PPO
and  precipitants  (ammonium  sulfate,  ethanol,  acetone,  and  ethanol/acetone  mixtures).  Further  purification  was  then
conducted  using  DEAE-Sepharose  Fast  Flow  ion-exchange  chromatography  and  Sephadex  G-100  gel  filtration.  The
experimental validation demonstrated that the ethanol/acetone mixed solvent precipitant exhibited superior binding affinity.
Single-step mixed solvent precipitation (ratio of ethanol/acetone 1:1, v/v) at 50% solvent concentration reduced precipitant
usage by 33.33%, while achieving 89.85% enzyme activity recovery and a 1.24-fold purification. After chromatography, the
PPO specific activity reached 156362.78 U/mg, with a purification fold of 18.33. SDS-PAGE analysis confirmed a single
protein  band  at  approximately  28  kDa.  The  mixed  solvent  precipitation  approach  proposed  in  this  study  based  on  MD
provides  a  novel  approach  for  PPO purification,  offering  critical  implications  for  advancing  enzymatic  browning  control
technologies in fruit and vegetable processing industries.

Key words：apple；polyphenol oxidase；ammonium sulphate precipitation；organic solvent precipitation；mixed precipitant；

separation and purification

多酚氧化酶（polyphenol oxidase，PPO）是催化果

蔬原料酶促褐变的关键酶类[1]，其通过催化酚类底物

氧化的级联反应[2−4]，直接影响果蔬制品的感官品

质[5−7] 和营养价值[8]。苹果作为全球第二大水果品

类，其加工过程中的褐变控制研究尤为重要[4,9−10]，且

高度依赖于高纯度 PPO样品的获取。苹果 PPO的

研究涉及酶学性质及其影响因素[11] 等多方面，甚至

包括其生理功能[12]、基因克隆等[13]。然而，现有研究

多采用蘑菇 PPO作为模型酶[14−15]，这可能导致抑制

策略开发的物种特异性偏差。这种局限性的根源在

于苹果 PPO分离纯化技术的不足，特别是粗提取阶

段的技术瓶颈，已严重制约了其本征酶学特性的精准

解析，因而阻碍了苹果褐变控制理论的研究和理性技

术开发。

目前 PPO粗提取主要采用硫酸铵沉淀[16] 和有

机溶剂沉淀[7,17−18] 两种方法，这两种方法都面临着效

率和活性的双重挑战。硫酸铵沉淀法虽被广泛应

用，但需 60%~80%的高饱和度，存在蛋白质构象扰

动[19]、脱盐过程酶损失大等问题[11]（单步酶活损失超

60%[10,20−21]）。有机溶剂沉淀，如乙醇[22] 和丙酮[18]，虽

能规避脱盐步骤，回收率可达 70%~100%[23−24]。然

而，却要面临溶剂浓度高（往往高达 80%）、杂蛋白共

沉淀严重等挑战。更为关键的是，现有技术缺乏对沉

淀剂-酶相互作用机制的深入解析，严重依赖经验性

试错优化。分子动力学（molecular dynamics，MD）模

拟技术能预测蛋白质在不同条件下的构象和功能动

态变化[25]、提供蛋白质微观结构的模拟信息[26−27]，为

优化沉淀 PPO策略提供理论依据。然而，目前尚未

有研究者采用 MD模拟技术对乙醇、丙酮以及本研

究首次提出的乙醇/丙酮复合沉淀策略进行系统评价

和优化。本研究创新性地提出MD模拟指导的乙醇/

丙酮复合沉淀策略，旨在突破传统分离纯化技术的局

限，实现苹果 PPO的高效分离纯化。

本研究采用 MD模拟技术构建苹果 PPO-溶剂

分子相互作用模型，通过溶剂可及表面积（solvent-
accessible surface area，SASA）数据及亲疏水表面分

析等指标，从分子机制层面系统评价沉淀方案的优

劣。实验研究方面，首先比较硫酸铵、乙醇、丙酮单

一沉淀剂对苹果 PPO的沉淀效果，进而优化乙醇/丙
酮复合沉淀策略。通过模拟与实验相结合，建立高效

的苹果 PPO粗提取工艺，为苹果酶促褐变抑制研究

提供高质量的 PPO样品，推动果蔬加工业更科学

地、高效地解决酶促褐变问题。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

苹果　山东省烟台市栖霞市红富士苹果 1号种

植基地，挑选新鲜、无腐烂变质、无机械损伤，色泽正

常的为实验材料；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、硫酸

铵、无水乙醇、丙酮、十二烷基硫酸钠、邻苯二酚、氯

化钠　分析纯，国药集团化学试剂有限公司；交联

聚乙烯吡咯烷酮（polyvinylpolypyrrolidone，PVPP）、
DEAE琼脂糖凝胶 FF（DEAE-sepharose fast flow）、

葡聚糖 G-100（Sephadex G-100）凝胶、牛血清蛋白

（bovine serum albumin，BSA）、三羟甲基氨基甲烷

（tris（hydroxymethyl）aminomethane，Tris）、苯甲基磺

酰氟（phenylmethylsulfonyl fluoride，PMSF）、乙二胺

四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）、抗

坏血酸、考马斯亮蓝 G-250　北京索莱宝科技有限

公司。

Z8-V82榨汁机　九阳股份有限公司；Neo 1600R
高速冷冻离心机　上海力申科学仪器有限公司；HD-
2电脑紫外检测仪、HD-A核酸蛋白检测仪　上海沪

西分析仪器厂有限公司；Multiskan FC酶标仪　赛默

飞世尔科技公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品预处理　参考刘芳[28] 的方法并略作修

改。将苹果清洗、去皮后，切成小块，以料液比为

1:1加入 4 ℃ 预冷的 0.05 mol/L、pH6.80的磷酸盐

缓冲液中打浆 2  min，磷酸盐缓冲液（0.05  mol/L、
pH6.80）中添加 1 mmol/L PMSF、1 mmol/L EDTA、

2%（w/v）PVPP，0.07%抗坏血酸。然后将匀浆通

过两层 160目的纱布过滤，所得滤液在 4 ℃ 下，
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10000 r/min离心 20 min。所得上清液即为 PPO提

取原液。

 1.2.2   单一沉淀剂粗提取 PPO效果对比

 1.2.2.1   硫酸铵沉淀　参考 Han等[10] 的方法，加入

固体硫酸铵粉末到 PPO提取原液中，使其分别达到

10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、 80%、

90%饱和度，4 ℃ 静置 30 min后，10000 r/min离心

15 min，分别收集上清液和沉淀，并用 5 mL 0.05 mol/
L的磷酸盐缓冲液（pH6.80）将此沉淀物溶解。溶解

后的沉淀物作为后续实验的粗酶液。收集粗酶液保

存于 4 ℃ 冰箱供后续分析使用。分别测定不同饱和

度硫酸铵沉淀所得上清液和沉淀溶解后粗酶液的酶

活和蛋白浓度，并计算沉淀酶活回收率、蛋白回收率

及纯化倍数。

 1.2.2.2   冷丙酮沉淀　参考 Derardja等 [18] 的方法，

将−20 ℃ 预冷的丙酮，加入到 PPO提取原液中，使

其分别达到 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、

70%、80%的浓度。−20 ℃ 静置 4 h后，10000 r/min
离心 15 min，分别收集上清液和沉淀，将沉淀置于冰

上在通风橱中挥发 15 min。并用 5 mL 0.05 mol/L
的磷酸盐缓冲液（pH6.80）将此沉淀物溶解。溶解后

的沉淀物作为后续实验的粗酶液。收集粗酶液保存

于 4 ℃ 冰箱供后续分析使用。分别测定不同浓度丙

酮沉淀所得上清液和沉淀溶解后粗酶液的酶活和蛋

白浓度，并计算沉淀酶活回收率、蛋白回收率及纯化

倍数。

 1.2.2.3   冷乙醇沉淀　参考 Li等[22] 的方法，将−20 ℃
预冷的乙醇，加入到 PPO提取原液中，使其分别

达 到 10%、 20%、 30%、 40%、 50%、 60%、 70%、

80%的浓度。−20 ℃ 静置 4 h后，10000 r/min离心

15 min，分别收集上清液和沉淀，将沉淀置于冰上在

通风橱中挥发 15 min。并用 5 mL 0.05 mol/L的磷

酸盐缓冲液（pH6.80）将此沉淀物溶解。溶解后的沉

淀物作为后续实验的粗酶液。收集粗酶液保存于

4 ℃ 冰箱供后续分析使用。分别测定不同浓度乙醇

沉淀所得上清液和沉淀溶解后粗酶液的酶活和蛋

白浓度，并计算沉淀酶活回收率、蛋白回收率及纯化

倍数。

 1.2.3   分子对接和分子动力学模拟优化 PPO提取策

略　为比较不同沉淀剂使用策略在分子机制上的优

劣性，使用 AutoDock分别对 PPO+乙醇、PPO＋丙

酮和 PPO+乙醇+丙酮三种体系进行分子对接，网格

间距为 0.375 Å，基于 lamarkian遗传算法获得结合

能最低的体系。对接过程中使用的 PPO的晶体结构

（PDB Code：6ELS）从蛋白质数据库 RCSB（https://
www.rcsb.org）获取，乙醇（Pubchem CID：702）和丙

酮（Pubchem CID：180）的分子结构从 NCBI Pubchem
（https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）获得。

而后采用 GROMACS 2020.3软件对上述对接

模型进行分子动力学模拟。参考 Wen等[29] 的方法

并略作修改，使用 AMBER99sb.ff力场分别对上述

对接模型进行 MD模拟（100 ns），总能量均值取从初

始值到 100 ns的平均值。复合物被封闭在适当大小

的立体（TIP3P）水盒子的中心，以满足最小的空间约

束。为了获得中性溶剂化体系，加入 6个钠离子平衡

体系电荷，并使用最快速下降算法在 50000步中进

行能量最小化，使用 Berendsen恒温器和 Parrinello-
Rahman压力耦合方法在 288 K和 1 bar的压力下进

行 100 ps的 NVT和 NPT平衡。静电相互作用采用

粒子网格（PME）方法计算，网格间距为 0.16 nm，模

拟过程中的时间步长设置为 2 fs，使用截断距离

1 nm，以限制短程非键相互作用和范德华相互作用。

模拟完成后，基于溶剂可及表面积（SASA）、均方

根偏差（root mean square deviation，RMSD）、回转半

径（radius of gyration，Rg）和总能量等指标进行分析，

并使用开源版 PyMol和 BIOVIA Discovery Studio
2019绘图。

 1.2.4   乙醇/丙酮复合沉淀实验验证　将−20 ℃ 预冷

的乙醇和丙酮，以 0:10、2:8、4:6、5:5、6:4、8:2、
10:0的比例，分别加入到 PPO提取原液中，使其分

别达到 10%、20%、30%、40%、50%、60%、70%、

80%的浓度。−20 ℃ 静置 4 h后，10000 r/min离心

15 min，分别收集上清液和沉淀，将沉淀置于冰上在

通风橱中挥发 15 min。并用适量 0.05 mol/L的磷酸

盐缓冲液（pH6.80）将此沉淀物溶解。溶解后的沉淀

物作为后续实验的粗酶液。收集粗酶液保存于 4 ℃
冰箱供后续分析及层析使用。分别测定不同比例乙

醇/丙酮沉淀所得上清液和沉淀溶解后粗酶液的酶活

和蛋白浓度，并计算每步沉淀后的酶活回收率、蛋白

回收率以及纯化倍数。

 1.2.5   层析纯化

 1.2.5.1   DEAE-Sepharose  Fast  Flow离子交换层析

　参考 Han等[9] 的方法略作修改，装柱后（16 mm×
650 mm），先用磷酸缓盐缓冲液（0.05 mol/L、pH6.80）
平衡 4个柱床体积后 ，取 1.2.4所得的粗酶液

20 mL上柱，静置 10 min后用 pH6.80、0.05 mol/L
的磷酸盐缓冲液（含 0~1 mol/L氯化钠）进行线性梯

度洗脱，恒流泵速度设置为 0.3 mL/min，每管收集

3 mL；然后分别测定各管中 PPO酶活性，收集活性

较高的酶液，然后用 10 kDa超滤管浓缩。将浓缩后

的 PPO酶液于 4 ℃ 冰箱中保存，后续利用 Sephadex
G-100色谱柱进一步纯化。

 1.2.5.2   SephadexG-100柱层析　装柱后（16 mm×
200 mm），用磷酸盐缓冲液（0.05 mol/L、pH6.80）平
衡 4个柱床体积后，然后加入 DEAE-Sepharose Fast
Flow离子交换层析后浓缩酶液 4 mL，用磷酸盐缓冲

液（0.05 mol/L、pH6.80）洗脱，流速设为 0.3 mL/min，
每管收集 3 mL；分别测定各管中 PPO酶活性，收集

活性较高的酶液，获得 PPO，−20 ℃ 冰箱保存备用。

并对 PPO的纯度和相对分子质量进行测定。
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 1.2.6   检测方法

 1.2.6.1   酶活测定　参照 Han等[9] 的方法略作修改。

将 30 µL 1.2.2、1.2.4及 1.2.5节中获取的粗酶液或

纯化酶液和 150 µL邻苯二酚（20 mmol/L）溶液混

匀，测定混合溶液在 420 nm处的吸光度变化，空白

对照为 30 µL的磷酸盐缓冲液（0.05 mol/L、pH6.80）。
以每分钟反应混合液在 420 nm波长处吸光度变化

0.001为 1个酶活力单位（U），计算各酶液的酶活。

酶的比活力（U/mg pro）为酶活与酶液蛋白含量的比

值。酶活回收率的计算如式（1），纯化倍数的计算如

式（2）所示。

酶活回收率(%) =
每一步的总酶活

初始总酶活
×100 式（1）

纯化倍数 =
每一步的比活力

初始比活力
式（2）

 1.2.6.2   蛋白质含量的测定　采用 Bradford法[30] 进

行蛋白含量测定。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。标准曲线方程：Y=2.2614X+0.6404
（R2=0.9915）。蛋白回收率的计算如式（3）所示。

蛋白回收率(%) =
每一步的总蛋白

初始总蛋白
×100 式（3）

 1.2.6.3   PPO纯度测定　实验利用十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium  dodecyl  sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）变性

凝胶电泳法检测经 DEAE-Sepharose  FF层析和

SephadexG-100凝胶层析纯化后 PPO的分子质量。

配制体积分数为 5%的浓缩胶和体积分数为 12%的

分离胶，10 μL蛋白上样缓冲液加入 40 μL 1.2.5.2所

得 PPO样品，混合均匀，沸水浴 10 min，之后吸取

Marker 5 μL和样品 15 μL注入凝胶孔道内，设定起

始电压为 80 V，电泳一段时间至指示剂进入分离胶

时，改变电压至 120 V继续电泳，结束电泳后用考马

斯亮蓝 R-250染色。最后凝胶在脱色液脱色。脱色

开始 1 h换 1次脱色液，连续换 3次后，再脱色过

夜。通过电泳凝胶上该样品泳道的条带情况判断该

PPO样品是否达到电泳纯。

 1.2.6.4   PPO相对分子质量的测定　实验方法如

1.2.6.3所述，最终通过 Marker泳道和样品泳道的比

对初步判断样品 PPO的分子量。

 1.3　数据处理

所有数据均为 3次重复实验的平均值±标准差，

实验数据采用 Origin 2022软件作图。采用 SPSS
22.0软件对组间和组内差异性进行分析，P<0.05表

示差异显著。

 2　结果与分析

 2.1　单一沉淀剂沉淀规律

 2.1.1   硫酸铵作为沉淀剂　本研究首先系统评估了

传统硫酸铵沉淀法对苹果 PPO的纯化效能。图 1显

示，当硫酸铵饱和度低于 80%时，PPO酶活回收率

始终低于 20%；饱和度提升至 80%以上后，酶活回

收率显著增至 57.93%±0.12%（P<0.05）。表 1和图 1
数据结合显示，在饱和度达 80%前，尽管蛋白回收率

一直增加，纯化倍数却出现降低，提示此阶段增加的

沉淀物以杂蛋白为主。因此，采用此法沉淀 PPO时

硫酸铵饱和度需超过 80%。
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图 1    不同饱和度硫酸铵沉淀 PPO
Fig.1    Precipitation of PPO by ammonium sulphate

at different saturation levels
注：（a）酶活回收率，（b）蛋白回收率；不同大写字母表示沉淀
组差异显著（P<0.05），不同小写字母表示上清组差异显著
（P<0.05），图 2同。
  

表 1    不同饱和度硫酸铵沉淀后 PPO纯化倍数
Table 1    Purification multiplicity of PPO after ammonium

sulphate precipitation at different saturation levels

硫酸铵饱和度（%） 纯化倍数

10 3.39±0.37a

20 2.15±0.10b

30 1.43±0.10c

40 0.61±0.03de

50 0.45±0.02ef

60 0.27±0.07f

70 0.19±0.01f

80 0.61±0.01de

90 0.76±0.03d

注：同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05），表2同。
 

上述实验结果与文献报道的苹果 PPO硫酸铵沉

淀工艺[10−11,21] 中饱和度的选择并不吻合（文献通常采

用 50%~80%饱和度），可部分解释相关研究中酶活

回收率普遍低于 40%的现象。分级沉淀策略虽被部

分研究采用[10−11,18,31]，试图通过牺牲酶活回收率提高
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纯化效果，但本实验表明，该方案将导致 PPO大量流

失。因为在硫酸铵饱和度低于 80%时沉淀物中仍残

留 12%~19%的 PPO酶活。

进一步分析发现，高饱和度硫酸铵（≥80%）沉淀

虽可得到较高 PPO酶活回收率，但引入的盐离子需

透析处理，此过程酶活损失率极高[20]。上述局限性表

明，硫酸铵沉淀法在规模化 PPO制备中存在本质缺

陷：为维持合理回收率（>60%），需同步承担高盐负荷

与复杂后处理成本，难以满足大剂量制备对效率与经

济性的双重需求。

 2.1.2   乙醇或丙酮作为单一沉淀剂　结合上文结果

及文献研究基础[18,22]，本实验进一步探索了乙醇或丙

酮作为单一蛋白沉淀剂对苹果 PPO的纯化效能。与

硫酸铵沉淀法相比，这两种有机溶剂浓度 50%以上

时所得的酶活回收率均提高了 30%以上。图 2、表

2显示，当乙醇浓度增至 60%时，PPO开始大量沉

淀，其酶活回收率可达 97.96%，纯化倍数为 1.23。
丙酮沉淀效果稍差，其浓度增至 60%时，PPO沉淀

也大量出现，酶活回收率达 93.44%，纯化倍数为

1.25。此时纯化倍数均仅略高于 1，伴随大量杂蛋白

共沉淀。统计显示，丙酮和乙醇沉淀法在酶活回收率

上有显著性差异（P<0.05），造成该差异的原因可能在

于丙酮和乙醇与 PPO分子相互作用的不同：乙醇在

分子层面上对 PPO疏水性的提升作用优于丙酮，使

其具备了略强的沉淀能力与酶活保护效果。
 
 

表 2    不同浓度乙醇、丙酮沉淀后 PPO纯化倍数
Table 2    Purification multiplicity of PPO after precipitation

with different concentrations of ethanol and acetone

乙醇/丙酮浓度（%） 纯化倍数（乙醇） 纯化倍数（丙酮）

10 0.30±0.02e 0.52±0.05e

20 0.39±0.07de 0.41±0.01f

30 0.51±0.03d 0.39±0.02f

40 0.69±0.07c 0.73±0.04d

50 1.09±0.05b 0.84±0.03c

60 1.23±0.06a 1.25±0.05a

70 1.14±0.07ab 1.06±0.01b

80 1.27±0.00a 1.32±0.02a

 

文献多采用 80%冷丙酮沉淀 PPO[18,23−24]，酶活

回收率在 70%~100%之间，但未探索更低浓度沉淀

的可行性。本研究结果显示，60%的有机溶剂浓度

同样可实现 90%以上的酶活回收率，且溶剂用量大

幅减少。具体而言，处理 1 L粗酶液时，80%浓度需

4 L沉淀剂，而 60%浓度仅需 1.5 L。
在有机溶剂沉淀工艺研究中，乙醇和丙酮的低

浓度沉淀物中均保留近 20%的酶活。因此，从维持

高酶活回收率的角度考虑，有机溶剂分级沉淀策略仍

不具备推荐价值。

 2.2　乙醇/丙酮复合沉淀策略探析

从降低环境污染和成本的角度考虑，采用更低

有机溶剂用量以实现更高酶活回收率的工艺策略具

有重要探索价值。为此，本研究分别从分子动力学模

拟计算和实验验证两个角度探索了乙醇/丙酮复合溶

剂沉淀的工艺策略可行性。

 2.2.1   分子对接和分子动力学模拟　通过分子动力

学模拟，本研究首先预测了 PPO在乙醇、丙酮以及

乙醇/丙酮混合溶液中的疏水性变化（结果如图 3、

表 3所示）。

RMSD显示模拟体系在 30 ns左右达到平衡构
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图 2    不同浓度乙醇、丙酮沉淀 PPO
Fig.2    Precipitation of PPO with different concentrations

of ethanol and acetone
注：（a，c）酶活回收率，（b，d）蛋白回收率。
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象（图 3b），表明 PPO-溶剂复合体系趋于稳定[32]。通

过蛋白质亲疏水表面分析显示（图 4），PPO在与乙

醇、丙酮单独结合以及乙醇/丙酮混合溶剂结合后，均

呈现疏水区域增多和 SASA增大的趋势。值得注意

的是，乙醇和丙酮单独作用时主要表现为疏水区域疏

水性的增强，而乙醇/丙酮复合体系在疏水性的增强

的同时还增加了疏水区域的暴露面积（图 4c）。这一

现象表明，混合溶剂体系通过协同作用诱导 PPO分

子疏水区域结构的暴露，其作用机制不同于单一溶剂

对局部疏水性的简单增强效应。上述发现与经典疏

水相互作用驱动蛋白质沉淀的理论相契合，因此，乙

醇/丙酮复合溶剂沉淀策略的理论可行性存在，值得

进一步实验验证。

单沉淀剂模拟结果显示，乙醇、丙酮单独与

PPO对接时都优先选择与 Pro 237结合。与丙酮结

合体系相比，乙醇对 PPO疏水性的提升作用较好

（图 4a、b）。这与前文实验中乙醇沉淀效果略好的结

果也能相互对应，进一步显示了分子动力学模拟结果

可用于沉淀效果的预测。对同时对接了两种沉淀

剂的 PPO分子进行分子动力学模拟结果显示（如

图 4c），在乙醇/丙酮共同作用下，丙酮对接的位置并

未发生变化，而乙醇被迫对接到其他地方，SASA出

现了进一步增加（图 3a），据推测与此对接方式也有

关。这进一步证实结合后 PPO分子表面疏水性可能

会增加，进而促其更快沉淀。

基于图 4进行更进一步空间分析显示，苹果

PPO酶的上部二级结构以 α-螺旋为主，下部为 β-折
叠所围成桶状结构，活性中心位于接近两部分中间的

上部区域。结合文献数据推测[33−35]，β-折叠所围成的

桶状结构应为 PPO的跨膜区域，而桶中的通道应为

底物达到内部活性中心所经过的区域。图 4还显

示，在结合了乙醇、丙酮或同时结合乙醇/丙酮后，

PPO疏水性变化较大的两个区域主要是上部远离活

性中心的顶端和侧面。上部靠近活性中心的侧面以

及下部 β-桶状结构，尤其是活性中心附近，均较好地

维持了原状。据此推测，这样的表面疏水性变化对

PPO活性的影响可能不大，这和单一有机溶剂沉淀

的结果也能很好的吻合。

此外，一些蛋白结构数据也反映了结合有机溶

剂后 PPO的结构性质发生了一些变化。首先，相比

于单独溶剂体系，复合溶剂体系中 PPO的 RMSD更
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图 3    分子动力学模拟结果

Fig.3    Results of molecular dynamics simulation
注：（a）SASA，（b）RMSD，（c）Rg，（d）总能量。

 

表 3    分子动力学模拟结果的定量数据

Table 3    Quantitative data from molecular dynamics simulation results

体系 PPO 乙醇 丙酮 乙醇/丙酮

SASA均值（nm2） 100.82±1.56 101.27±1.83 102.82±2.01 104.73±1.98
RMSD均值（nm） 0.16±0.01 0.20±0.02 0.18±0.02 0.24±0.03
Rg均值（nm） 2.21±0.01 2.22±0.01 2.22±0.01 2.23±0.01

总能量均值（kJ/mol） −783332.69±1475.72 −790115.77±1480.72 −790002.56±1491.9 −790176.99±1485.57

注：SASA（溶剂可及表面积）：表征蛋白质表面与溶剂接触的面积；RMSD（均方根偏差）：反映蛋白质构象相对于参考结构的偏离程度；Rg（回转半径）：描
述蛋白质结构的紧凑性；总能量：系统所有能量贡献的综合体现，用于评估系统的稳定性、相互作用强度及动态行为。
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高，表明复合溶剂具有更强的改变 PPO构象的能力。

PPO分子的 Rg呈相同的增加趋势（图 3c），这表明

PPO分子在结合了有机溶剂后将变得更加松散[32]，

比表面积倾向于增加，这同样预示着蛋白有更高的沉

淀可能性。通常，类似的变化均会得到蛋白结构趋于

不稳定的推测[32]。然而在本研究对接后的分子动力

学模拟的结果中，其总能量却是降低的（图 3d），说明

这种疏水性增加的结构变化趋势并未造成蛋白质构

象的不稳定[36]。

 2.2.2   乙醇/丙酮复合沉淀剂实验结果　结合上文的

模拟结果，本研究进一步进行了乙醇/丙酮复合沉淀

策略的探索，结果如图 5所示。乙醇/丙酮复合溶剂

浓度仅为 50%时，PPO即开始大量沉淀。图 5和

表 4的数据进一步显示，两种溶剂的比例对 PPO的

沉淀效果有显著影响。乙醇/丙酮的比例为 1:1，浓度

为 50%时，PPO的酶活回收率和纯化倍数均为最高。

在 50%有机溶剂浓度下，复合溶剂沉淀较单一

乙醇或丙酮沉淀的酶活回收率提升约 30%。与 60%

的单一有机溶剂相比，本方案酶活回收率略低

（89.85%），但蛋白回收率也出现了降低（即 72.40%，

去除到上清中的杂蛋白量有所增加），纯化倍数提高，

且有机溶剂用量减少 33.33%。
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图 4    PPO分子对接图像以及分子动力学模拟后 PPO三级结构

Fig.4    Docking images of PPO molecules and tertiary structure of PPO after molecular dynamics simulation
注：（a）单结合乙醇，（b）单结合丙酮，（c）结合乙醇+丙酮，（d）单纯 PPO；负值（蓝色）亲水，正值（棕色）疏水。
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图 5    不同浓度和比例的乙醇/丙酮混合溶液沉淀 PPO
Fig.5    Precipitation of PPO by mixed ethanol/acetone solutions

of different concentrations and ratios
注：（a）酶活回收率，（b）蛋白回收率；不同大写字母表示组间
差异显著（P<0.05），不同小写字母表示组内差异显著（P<0.05）。
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与文献 [23]中 80%浓度的有机溶剂沉淀 PPO
相比，本方法节省 75%的有机溶剂用量。与前文提

到的 60%单一有机溶剂沉淀 PPO相比，本方法节

省 33.33%的有机溶剂用量。

然而，乙醇/丙酮复合溶剂所得沉淀蛋白的纯化

倍数也仅为 1.24，这表明其中的杂蛋白尚未得到有

效去除，仍需通过层析进一步去除杂蛋白，获取可用

于研究的 PPO单条带样品。因此，针对乙醇/丙酮复

合溶剂的沉淀物，后续继续结合离子交换和凝胶排阻

层析继续进行纯化。

 2.3　DEAE-Sepharose FF离子交换层析和 Sephadex
G-100层析

本研究首先采用 DEAE-Sepharose FF离子交换

层析进行杂蛋白的去除。实验中以含有 0~1 mol/L
氯化钠的磷酸盐缓冲液（0.05 mol/L、pH6.80）进行梯

度洗脱，在整个洗脱过程中发现三个蛋白峰（如图 6a
所示的 A、B、C峰），其中 C为酶活力峰。依据活力

检测结果收集 C峰，并使用 10 kDa超滤管进行浓

缩。如表 5所示，得到的 PPO酶液的比酶活为

66140.39 U/mg，纯化倍数为 7.75。
再利用 Sephadex G-100层析对上述浓缩后的

PPO酶液进一步层析，实验中以磷酸盐缓冲液

（0.05 mol/L、pH6.80）进行洗脱，在整个洗脱过程中

发现三个蛋白峰（如图 6b所示的 A、B、C峰），其中

B为酶活力峰。依据活力检测结果收集 B峰，使用

10 kDa超滤管浓缩。如表 5所示，PPO酶液的比

酶活达到 156362.78 U/mg，纯化倍数为 18.33。这一

结果优于从蛇果[37] 中分离的 PPO（15.16 U/mg，纯化

倍数为 14.1）以及澳洲青苹果 [10] 中分离的 PPO
（17500 U/mg，纯化倍数为 20.53）。

将经过层析纯化后的酶液进行 SDS-PAGE电

泳，结果如图 6c所示。经纯化后，可得到较为纯净的

单一条带，PPO的分子量约为 28 kDa，这和文献报道

的苹果 sPPO[9,11] 分子量接近（30~31 kDa）。

 3　结论
本研究通过对比硫酸铵、乙醇、丙酮及乙醇/丙

酮复合沉淀剂对苹果 PPO的沉淀效果，结合分子动

力学模拟的机理阐释，系统评估了乙醇/丙酮复合沉

淀的可行性。结果表明，1:1比例的乙醇/丙酮复合

沉淀剂在 50%浓度下效果最佳，酶活回收率达

89.85%，纯化倍数为 1.24，沉淀剂用量较单一沉淀剂

减少 33.33%。通过 DEAE-Sepharose Fast Flow离子

交换层析和 Sephadex G-100层析进一步纯化，获得比

酶活为 156362.78 U/mg、纯化倍数为 18.33的 PPO。

SDS-PAGE分析显示纯化后的 PPO呈单一清晰条

带，分子量约为 28 kDa，证实了纯化工艺的高效性。

 

表 4    50%浓度下不同比例乙醇/丙酮混合溶液沉淀后 PPO纯化倍数

Table 4    Purification multiplicity of PPO after precipitation from different proportions of ethanol/acetone mixture
at 50% concentration

乙醇/丙酮比例 2:8 4:6 5:5 6:4 8:2

纯化倍数 1.16±0.05ab 1.19±0.05ab 1.24±0.04a 1.16±0.06ab 1.07±0.02b

注：同行不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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图 6    苹果 PPO纯化步骤

Fig.6    Purification steps of apple PPO
注：（a）DEAE Sepharose Fast Flow洗脱曲线，（b）Sephadex G-100洗脱曲线，（c）PPO的 SDS-PAGE图。

 

表 5    苹果多酚氧化酶纯化步骤

Table 5    Purification steps of apple polyphenol oxidase

纯化步骤 蛋白（mg/mL） 酶活（U/mL） 比酶活（U/mg） 纯化倍数

粗酶 0.10±1.79×10−3 845.83±89.77 8530.21±742.35 1.00
乙醇/丙酮混合沉淀 0.12±2.24×10−3 1535.83±127.04 12939.02±1242.15 1.52

DEAE-Sepharose FF层析 0.10±2.67×10−3 6577.50±173.55 66140.39±2245.57 7.75
Sephadex G-100层析 0.17±1.79×10−3 27000.00±212.13 156362.78±753.50 18.33
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本研究首次提出并验证了乙醇/丙酮复合沉淀剂

的可行性，较以往单一沉淀剂工艺大幅提升了酶活回

收率并降低了沉淀剂用量，为 PPO的高效提取和分

离纯化提供了新思路。该研究为果蔬加工业解决酶

促褐变问题提供了技术支持，同时减少了有机溶剂用

量，符合绿色化学趋势。复合沉淀剂提取蛋白工艺及

该过程的分子机制阐释，均为本研究首次提出，该法

在更多蛋白分离纯化策略的优化中是否具有普适性

意义，仍待深入验证。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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