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２．４　不同产地金莲花与人工种植金莲花黄酮含量比较

金莲花属（ＴｒｏｌｈｕｓＬ．）属于毛茛科金莲花亚科，全世界约
２５种，其中我国１６种［５］，主要分布于河北、山西、内蒙古、新

疆、四川、云南、吉林、陕西、甘肃、青海等省（区），山西、河北

是传统的金莲花道地产地和栽培地［６］。从宁夏明德中药饮

片有限公司购买河北承德、山西五台山、内蒙古赤峰、吉林长

白山产的野生金莲花，在正交试验所得优化提取工艺条件下

进行提取，其结果见表４（ｎ＝３）。

表４　不同产地金莲花黄酮含量比较

金莲花产地 黄酮含量（％）
河北承德 １２．０２７
山西五台山 １２．２５３
内蒙古赤峰 １１．４７２
吉林长白山 ４．５７３
宁夏隆德 １１．９１６

３　结论

利用直观分析法，在微波辐射下提取金莲花黄酮，其影响

因素依次为Ｄ＞Ｃ＞Ｅ＞Ｂ＞Ａ，即微波辐射时间＞溶剂浓度＞

浸泡时间 ＞料液比 ＞微波辐射功率，最佳提取工艺条件是
Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２Ｅ４，微波辐射功率５００Ｗ，液物料比１ｇ∶２０ｍＬ，溶
剂浓度６０％，微波辐射时间３０ｍｉｎ，浸泡时间８０ｍｉｎ。与河
北、山西、内蒙古、长白山产的野生金莲花中黄酮含量相比，宁

夏隆德西北中药材有限公司人工种植的金莲花中黄酮含量较

高，完全能满足药用需要。不过影响金莲花中黄酮含量的因

素比较多，除人工种植与野生的区别之外，可能还与产地、生

长年份、采摘时间、生长环境（土壤养分）等因素有关。
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豆芽磷酸吡哆醛水解酶的部分纯化及性质

陶　奕
（安徽农业大学茶与食品科技学院，安徽合肥２３００３６）

　　摘要：采用硫酸铵沉淀及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤柱、ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ阴离子交换柱、ＳＰＳｅｐｈａｄｅｘＣ－２５阳离
子交换柱层析等步骤，对豆芽中磷酸吡哆醛（ＰＬＰ）水解酶进行分离纯化。结果表明：黄豆芽 ＰＬＰ水解酶被纯化了
２２０．１９倍，得率为２３６５％。最适温度为５０℃，最适反应ｐＨ值为５．５；Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋等对该酶有激活作用，Ｃｕ２＋、
Ｈｇ２＋及金属离子螯合剂ＥＤＴＡ对该酶有抑制作用，而Ｃａ２＋对该酶活性无明显影响。在最适反应条件下，测得反应底
物磷酸吡哆醛和磷酸吡哆胺（ＰＭＰ）的Ｋｍ分别为０．２７、０．４１ｍｍｏｌ／Ｌ。
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作者简介：陶　奕（１９８９—），女，江苏靖江人，硕士研究生，研究方向
为豆芽维生素Ｂ６代谢。Ｅ－ｍａｉｌ：ｔａｏｙｉ８９０６１６＠１２６．ｃｏｍ。

　　维生素Ｂ６是一组吡啶化合物的总称，其吡啶环第四碳位
被甲酰基取代后形成吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ，ＰＬ），ＰＬ的磷酸酯形
式为磷酸吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）。ＰＬＰ是重
要的功能型维生素 Ｂ６，含有强活泼性的醛基，能与细胞中多
数亲核物质和蛋白质形成复合体，参与催化氨基酸的各种代

谢反应［１］。ＰＬＰ水平的紊乱会影响生物体的正常生理机能。
在生物体内，受磷酸酶的作用，ＰＬＰ的浓度维持在一个较低的
水平，当体内ＰＬＰ浓度过高时，磷酸酶可以将ＰＬＰ水解为ＰＬ，
因此ＰＬＰ水解酶是ＰＬＰ代谢调控的关键性酶［２］。

Ｌｕｍｅｎｇ等最早对小鼠体内的ＰＬＰ水解酶进行了研究［３］，

之后Ｆｏｎｄａ从人体红细胞中纯化出了 ＰＬＰ磷酸酶，参与人体

中ＰＬＰ的代谢调控［４］。近年，Ｔａｚｏｅ等对细菌中 ＰＬＰ水解酶
也进行了研究［５］，但植物体内有关ＰＬＰ水解代谢酶的研究只
在烟草［６］中有报道，证实其为酸性磷酸酶，酸性磷酸酶是一

组在酸性条件下水解各种磷酸酯的酶，因此，研究开发来源丰

富的植物ＰＬＰ水解酶具有重要意义。本试验以取材容易且
成本低的黄豆芽为材料，对其体内 ＰＬＰ水解酶进行初步分离
纯化和部分酶学性质研究，以期为 ＰＬＰ水解酶的进一步研究
和应用提供依据，同时也为豆芽体内磷酸吡哆醛代谢调控机

制的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料和主要试剂
黄豆芽购自合肥市农贸市场。磷酸吡哆醛、磷酸吡多胺

（ＰＭＰ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、对硝基
苯磷酸二钠（ＰＮＰＰ）、柠檬酸、柠檬酸三钠等均购自上海生工
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生物工程公司。

１．２　黄豆芽磷酸吡哆醛水解酶的分离纯化
称取黄豆芽５０ｇ，组织捣碎机捣碎，按固液比１ｇ∶２ｍＬ

加入预冷的５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸三钠缓冲液Ⅰ（ｐＨ值
５．５，含０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ、１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、５０％甘油），４℃、
８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。将粗酶液的
（ＮＨ４）２ＳＯ４饱和度调到 ５０％，４℃下搅拌 １ｈ，相同温度下
８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液继续加入（ＮＨ４）２ＳＯ４至饱和
度６０％，相同条件下离心。目的蛋白存在于饱和度为４０％～
６０％的（ＮＨ４）２ＳＯ４沉淀中，沉淀用缓冲液Ⅰ悬浮。将重悬液
上样于 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤柱（柱长 ５００ｍｍ，直径
２０ｍｍ）中，用１０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸－柠檬酸三钠缓冲液Ⅱ（ｐＨ
值５．５，含 ５０μｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ、０．５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２）进行洗脱，洗脱速度为０．３５ｍＬ／ｍｉｎ，收集具有酶活性
的洗脱液，放入透析袋中，于４℃下用缓冲液Ⅱ透析，每４ｈ
更换１次透析液。将透析后的酶液置于超滤管中，４℃、
４４００ｒ／ｍｉｎ浓缩，上样于 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ阴离子交换柱
（柱长３００ｍｍ，直径２０ｍｍ）中，用缓冲液Ⅱ和ＮａＣｌ溶液（０～
０．６ｍｏｌ／Ｌ）进行连续梯度洗脱，洗脱速度为２．０ｍＬ／ｍｉｎ，收集
具有酶活性的洗脱液，放入透析袋中，于４℃用缓冲液Ⅱ透
析，每４ｈ更换１次透析液。将透析后的酶液至于超滤管中，
４℃、４４００ｒ／ｍｉｎ浓缩，上样于 ＳＰＳｅｐｈａｄｅｘＣ－２５阳离子交
换柱（柱长６００ｍｍ，直径１２ｍｍ）中，用缓冲液Ⅱ和ＮａＣｌ溶液
（０～０．６ｍｏｌ／Ｌ）进 行 连 续 梯 度 洗 脱，洗 脱 速 度 为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ，最后收集具有酶活性的洗脱液。
１．３　磷酸吡哆醛水解酶酶活性的测定

酶活性测定参考 Ｆｏｎｄａ的方法［４］，略作修改。反应体系

３ｍＬ，添加０．２ｍｍｏｌ／ＬＰＬＰ、４ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ
值５．５的柠檬酸－柠檬酸三钠缓冲液在３７℃下反应１５ｍｉｎ，
３９１ｎｍ下测定吸光度。酶活性单位（Ｕ）定义为１ｍｉｎ内１ｍｇ
蛋白消耗ＰＬＰ的纳摩尔数。
１．４　磷酸吡哆醛水解酶部分性质的测定
１．４．１　酶的最适温度和最适 ｐＨ值　分别在 ｐＨ值 ５．５、
３７℃ 条件下测定ＰＬＰ水解酶在不同温度（２０～８０℃，间隔
１０℃ ）和不同ｐＨ值（４．０～７．０，间隔ｐＨ值０．５）条件下的酶
活性。以最适条件下的酶活性为１００％，其余测得酶活性与
之相比为相对酶活性。

１．４．２　酶的温度稳定性和 ｐＨ值稳定性　将酶液分别置于
不同温度（２０～８０℃，间隔１０℃）及不同 ｐＨ值（４．０～７．０，
间隔ｐＨ值０．５）条件下，每隔５ｍｉｎ测定酶液的活性。温度
稳定性以３７℃下的酶活性为１００％，ｐＨ值稳定性及反应体
系中缓冲液ｐＨ值５．５时测得的酶活性为１００％，其余测得的
酶活性用相对酶活性表示。

１．４．３　金属离子对酶活性的影响　测定不同金属离子浓度
对黄豆芽磷酸吡哆醛水解酶的促进或抑制作用。分别添加

１～５ｍｍｏｌ／Ｌ（其中 Ｈｇ２＋与 Ｃｕ２＋浓度为０．１、０．２、０．４、０．６、
０．８ｍｍｏｌ／Ｌ）的金属离子和１、４ｍｍｏｌ／／Ｌ的化学试剂于反应
体系中，在３７℃、ｐＨ值５．５的缓冲液中反应１５ｍｉｎ，测定酶
活性。以等量酶液与不加金属离子的该缓冲液混合作为对

照组。

１．４．４　底物特异性及酶反应动力学参数　底物特异性及酶

反应动力学参数的测定采用 Ｈｅｉｎｏｎｅｎ等的方法［７］。底物特

异性：测定不同化学试剂（ＰＮＰＰ、磷酸苯基二钠、ＡＴＰ、ＦＭＮ、
焦磷酸钠、ＰＬＰ、ＰＭＰ、ＰＮＰ）作为底物时的酶活性，并予比较。
酶反应动力学参数 Ｋｍ测定：配制不同浓度的底物（ＰＬＰ和
ＰＭＰ）溶液，分别与酶液在酶活测定条件（３７℃、ｐＨ值５．５）
下反应，采用Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ的双倒数法［８］确定其Ｋｍ。

２　结果与分析

２．１　酶的分离纯化
黄豆芽磷酸吡哆醛水解酶采用硫酸铵沉淀及ＳｅｐｈａｄｅｘＧ

－１００凝胶过滤柱、ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换
柱、ＳＰＳｅｐｈａｄｅｘＣ－２５阳离子交换柱层析分离纯化后，所得
到的纯化倍数和得率等相关系数见表１。

表１　豆芽磷酸吡哆醛水解酶的分离纯化

处理
总活性

（Ｕ）
总蛋白含

量（ｍｇ）
比活性

（Ｕ／ｍｇ）
纯化

倍数

得率

（％）

粗酶液 ６４９４９．１３４３３５．８０ １４．９７ １．００ １００．００
硫酸铵沉淀 ６２９７０．１８ ２３６．５５ ２６６．２０ １７．７７ ９６．９５

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００ ３８１３２．９４ ６９．５２ ５４８．５１ ３６．６１ ６０．５５
ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ１３３８５．０１ ６．７４４ １９８４．７２１３２．４９ ３５．１０
ＳＰＳｅｐｈａｄｅｘＣ－２５３１６６．４８ ０．９６ ３２９８．４２２２０．１９ ２３．６５

２．２　酶的部分性质研究
２．２．１　酶促反应的最适温度和温度稳定性　反应缓冲液ｐＨ
值５．５，在２０～８０℃下测定酶活性，该酶的最适温度为５０℃
（图１）。酶液在２０～５０℃温度范围内稳定性较好，保温１ｈ，
残留活性仍在原来的９０％以上。６０℃保温１ｈ后剩余活性
为原来的７４．５６％，但在高于环境温度６０℃时，酶迅速失活，
７０、８０℃ 保温１ｈ后残留活力仅为原来的１５．４９％、１．８２％。

２．２．２　酶促反应的最适ｐＨ值和ｐＨ稳定性　３７℃条件下，
在ｐＨ值４．０～７．０的反应缓冲液体系中测定酶活性，该酶的
最适ｐＨ值为５．５，且在 ｐＨ值４．５～６．０范围内酶活性较大
（图２）。ｐＨ值在４．５、６．０下保持３０ｍｉｎ，酶活性仅下降了
８３４％、１２．０５％，而在 ｐＨ值４．０、７．０条件下，酶活性下降较
大，分别下降了４０．２３％、５０．５３％。
２．２．３　金属离子对酶活性的影响　二价阳离子和金属螯合
剂对酶活性具有不同程度的促进和抑制作用。其中 Ｍｇ２＋、
Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋对酶有催化作用，且随着浓度升高，催化作用增
强；Ｃａ２＋对酶活性基本无影响；而Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋对酶活性有强烈
的抑制作用；ＥＤＴＡ对酶活性也有抑制作用，随着浓度升高，
抑制作用增强，但加入Ｍｇ２＋后抑制作用得到解除（图３）。
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２．２．４　底物特异性及酶反应动力学参数的测定　（１）底物
特异性。由表２可见，以 ＰＮＰＰ、磷酸苯基二钠、ＡＴＰ、焦磷酸
钠、ＰＬＰ作为底物时，ＰＬＰ水解酶表现出较强的活性；而以
ＦＭＮ、植酸钠、ＰＭＰ作为底物时，该酶具有较小的催化活性。
（２）酶反应动力学参数Ｋｍ的测定。在３７℃、ｐＨ值５．５条件
下，采用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅ－Ｂｕｒｋ作图法，以 ＰＬＰ、ＰＭＰ为反应底物，
测得其Ｋｍ分别为０．２７、０．４１ｍｍｏｌ／Ｌ。

表２　黄豆芽ＰＬＰ水解酶的底物特异性

底物 相对活性（％）
ＰＮＰＰ １００．００

磷酸苯基二钠 ８２．４５
ＡＴＰ ９０．５２
ＦＭＮ ４１．１２

焦磷酸钠 ９６．９４
植酸钠 １３．０３
ＰＬＰ ７４．８３
ＰＭＰ ２９．７３

３　结论与讨论

本研究采用硫酸铵沉淀及凝胶过滤柱、离子交换柱层析等

分离纯化技术，对黄豆芽ＰＬＰ水解酶进行纯化，纯化了２２０．１９
倍。本试验测得该酶的最适ｐＨ值为５．５，这与烟草中ＰＬＰ水
解酶的最适ｐＨ值相似，证明该酶是酸性磷酸酶。本试验测
得黄豆芽ＰＬＰ水解酶的最适温度为５０℃，且在２０～５０℃温
度范围内活性较稳定。

本研究结果还表明，Ｃａ２＋对水解 ＰＬＰ的磷酸酶活性基本
无影响。Ｃｕ２＋和Ｈｇ２＋对该酶的活性有明显的抑制作用，这与
杨立红等对酸性磷酸酶的研究结果［９］相似。Ｚｎ２＋和 Ｍｎ２＋对
该酶的激活作用相对较小。Ｍｇ２＋对该酶有明显的激活作用，
这与 Ｄｕｆｆ等分离出来的酸性磷酸酶的结果［１０－１１］相符。

ＥＤＴＡ对该酶活有抑制作用，但加入Ｍｇ２＋后抑制作用得以解
除，可能是因为Ｍｇ２＋与ＥＤＴＡ形成络合物。

此外，黄豆芽ＰＬＰ水解酶可以水解ＡＴＰ、磷酸苯基二钠等
多种底物。采用 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅ－Ｂｕｒｋ作图法，以 ＰＬＰ、ＰＭＰ为反
应底物，测得该酶的Ｋｍ分别为０．２７、０．４１ｍｍｏｌ／Ｌ，表明黄豆芽
ＰＬＰ水解酶更容易催化ＰＬＰ的水解。
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