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　　摘要：通过２次硫酸铵分段沉淀、２次ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤柱层析、２次ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子
交换柱层析，对新鲜豆芽中的吡哆胺－丙酮酸转氨酶进行分离纯化，经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测，样品达到电泳级纯。结
果显示：该酶被纯化了２０７．５６倍，得率为７．８４％，最适反应温度为５０℃，最适反应ｐＨ值为９．０，酶的温度稳定范围为
０～５０℃，ｐＨ值稳定范围为７．０～９．０。在最适反应条件下，以吡哆胺和丙酮酸为反应底物时测得酶的 Ｋｍ分别为

１．７７６５、５．３３３５ｍｍｏｌ／Ｌ。
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１６３．ｃｏｍ。

　　维生素Ｂ６是一类吡啶化合物的总称，２－甲基 －３－羟
基－５－羟甲基吡啶是维生素 Ｂ６的母体，吡啶环第四碳位被
羟甲基、氨甲基、甲酰基取代后分别形成吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ，
ＰＮ）、吡哆胺（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ，ＰＭ）和吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ，ＰＬ），三者
相应磷酸酯形式为磷酸吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＰＮＰ）、磷酸吡哆胺（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＭＰ）和磷酸
吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）。维生素 Ｂ６广泛存
在于自然界中，ＰＬＰ和 ＰＭＰ是其主要形式，作为多种酶的辅
酶，参加催化涉及氨基酸的各种代谢反应［１］。

吡哆胺 －丙酮酸转氨酶（ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ－ｐｙｒｕｖａｔｅａｍｉｎ
ｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＰＰＡＴ）是 ＰＬＰ非依赖性转氨酶［２－３］，它以 ＰＭ和
丙酮酸为底物生成ＰＬ和Ｌ－丙氨酸，酶促 ＰＭ和酮酸之间的
氨基转换不存在氨的中间形式［４－５］，而且此反应是可逆的。

另外，研究发现猪心脏中的谷草转氨酶经过脱辅基（ＰＬＰ）后，
也可以催化ＰＭ和草酰乙酸生成 ＰＬ和相应的氨基酸［６］。目

前，对于微生物和动物体内的ＰＰＡＴ已有广泛的研究，但在植
物中鲜有相关研究的报道。Ｙｏｓｈｉｋａｎｅ等首次在固氮共生根
瘤菌中发现编码此酶的基因，将重组的 ＰＭ－丙酮酸转氨酶
基因导入大肠杆菌细胞中表达，超声破碎得到粗酶液，经过

３０％～７０％（ＮＨ４）２ＳＯ４分段沉淀、离子交换层析、疏水层析等
步骤对酶进行纯化，并对其动力学进行了研究，发现 ＰＰＡＴ以
ＰＭ和丙酮酸为底物时米氏常数（Ｋｍ）分别为０．０４４ｍｍｏｌ／Ｌ、
０．３４ｍｍｏｌ／Ｌ［７］。Ｗａｄａ等将土壤假单胞杆菌中的 ＰＰＡＴ通过
精蛋白硫酸盐过滤、热处理、硫酸铵分段盐析、丙酮沉淀等进

行纯化，发现假单胞杆菌中的ＰＰＡＴ具有很强的耐热性，且缓
冲液中的磷酸盐离子对此酶的活性既没有抑制也没有促进作

用，而ＰＭ－草酰乙酸转氨酶在没有磷酸盐离子的缓冲液中
不能反应［２］。曾海彬等研究发现，植物中存在ＰＭ和ＰＬ之间

的相互转换［８］，但在其转换的过程中可能存在以多种酮体作

为受体的氨基转移酶，这一问题还未明确。本试验以豆芽为

材料，对ＰＰＡＴ进行分离纯化和鉴定，发现在植物 ＰＭ和 ＰＬ
氨基转移过程中起作用的是ＰＰＡＴ，这对研究植物体内维生素
Ｂ６的代谢途径有重要意义。

１　材料与方法

１．１　材料和主要试剂
新鲜豆芽购自农贸市场；盐酸吡哆胺、盐酸吡哆醛购于美

国Ｓｉｇｍａ公司。高氯酸、丙酮酸 α－酮戊二酸、草酰乙酸、盐
酸苯肼、甘油、等购自上海生物工程公司（Ｓａｎｇｏｎ）；Ｔｒｉｓ购自
上海生工生物工程技术服务有限公司。

１．２　豆芽ＰＰＡＴ的分离纯化
称取１５０ｇ新鲜豆芽，按固液比１ｇ∶２ｍＬ的比例加入预

冷的３００ｍＬ的提取液（ｐＨ值７．４的０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲
液）中，一起放入电动匀浆器制成细胞匀浆，４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ
高速离心２０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。向粗酶液中缓慢加入
干燥的硫酸铵粉末至 ３５％饱和度，４℃搅拌 １ｈ，（４℃、
８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ），弃去沉淀，向上清液中加入硫酸铵
粉末至６０％的饱和度，相同条件下离心，沉淀即为目的蛋白。
４℃条件下于超纯水中透析，每４ｈ更换１次透析液。将透析
后的目的蛋白进行第２次硫酸铵盐析，收集饱和度为４０％ ～
６０％的硫酸铵沉淀，上样于 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００（柱长５００ｍｍ，
直径 ２０ｍｍ）凝 胶 柱，用 蒸 馏 水 进 行 洗 脱，流 速 为
０．５ｍＬ／ｍｉｎ，５ｍＬ／管，收集活性高的部分进行透析浓缩。将
浓缩的酶液上样于用缓冲液Ⅰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液，ｐＨ
值８９）平衡后的ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ（柱长３００ｍｍ，
直径２０ｍｍ）阴离子交换柱中，以缓冲液Ⅰ和０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
溶液进行梯度洗脱，流速为２．０ｍＬ／ｍｉｎ，收集活性部分进行
透析，每４ｈ更换１次透析液。第２天将透析好的酶液进行
浓缩，再次上样于 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶柱，条件方法同上。
将收集的活性部分进行浓缩，再次上样于 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
ＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换柱中，方法同上，最后收集具有活性峰
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的洗脱液。

１．３　吡哆胺－丙酮酸转氨酶的活性测定
烟草转氨酶的活力检测参照 Ｙｏｓｈｉｋａｎｅ等的方法［７，９］。

反应体系为１．５ｍＬ，其中包括０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值
８９）缓冲液、３ｍｍｏｌ／Ｌ酮酸、３ｍｍｏｌ／ＬＰＭ、酶液。３７℃水浴
锅振荡反应 １ｈ，加入 ０．３ｍＬ３ｍｏｌ／Ｌ高氯酸终止反应。
８０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，弃去沉淀，加入 １ｍＬ蒸馏水与
０．２ｍＬ苯肼，６０℃反应２０ｍｉｎ，４１０ｎｍ下测定吸光度。酶活力
单位（Ｕ）定义为：１ｍｉｎ１ｍｇ蛋白催化生成ＰＬ的量（ｎｍｏｌ／Ｌ）。
１．４　蛋白浓度的测定

蛋白质浓度测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ的方法［１０］。

１．５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测酶的纯度
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离胶和浓缩胶的浓度分别为１２％和

１４％，开始的操作电压为１００Ｖ，当样品刚跑过浓缩胶时，加
压到２００Ｖ，电泳时间为４ｈ左右。
１．６　ＰＰＡＴ部分酶学性质的测定
１．６．１　酶的最适反应温度　分别在２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０、１００℃，ｐＨ值８．９的条件下测定酶活力，设其中最高点酶
活力为１００％，其余与之比较得到相对酶活力，由相对酶活力
对应反应温度作图，即得到最适反应温度。

１．６．２　酶的温度稳定性　酶分别在０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、
８０℃下保温３ｈ，于最适反应条件下反应，检测酶活力。设其
中最高点酶活力为１００％，其余与之比较得到相对酶活力，由
相对酶活力对应反应温度作图，即得到温度的稳定范围。

１．６．３　酶的最适ｐＨ值　将反应体系的ｐＨ值分别调至６．０、
７．０、８．０、９．０、１０．０、１１．０、１２．０，测定其酶活力，设其中最高点
酶活力为１００％，其余与之比较得到相对酶活力，由相对酶活
力对应ｐＨ值作图，即得到最适ｐＨ值。
１．６．４　酶的ｐＨ稳定性　将酶液分别于ｐＨ值６．０、７．０、８．０、
９．０、１０．０、１１．０、１２．０、１３．０的磷酸缓冲液中放置３ｈ，在最适
条件下进行反应，设其中最高点酶活力为１００％，其余与之比
较得到相对酶活力，由相对酶活力对应反应温度作图，即得到

ｐＨ值的稳定范围。
１．６．５　双底物乒乓反应动力学和底物特异性　动力学性质
研究：由于该反应是双底物反应，米氏方程不能完全精确，而

一般转氨酶的反应都符合乒乓反应机制（方法略有不

同）［１１］，即酶结合底物 Ａ放出产物后，才能结合底物 Ｂ生成
另一产物。底物特异性研究：测定不同化学试剂（ＰＭ，丙酮
酸；ＰＭ，草酰乙酸；ＰＭ，α－酮戊二酸；ＤＬ－天冬氨酸；α－酮戊
二酸；ＤＬ－丙氨酸；α－酮戊二酸）作为底物时酶的活力，并进
行比较。

２　结果与分析

２．１　ＰＰＡＴ的纯化
由表１可知，ＰＰＡＴ通过２次硫酸铵分段盐析、２次 Ｓｅｐｈ

ａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤柱层析、２次 ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔ
Ｆｌｏｗ阴离子交换柱层析分离纯化后，该酶的比活力逐渐上
升，由０．８６Ｕ／ｍｇ上升至１７８．３８Ｕ／ｍｇ，酶被纯化了２０７．５６
倍，得率为７．８４％，说明经过以上步骤去除了很多杂蛋白。
２．２　ＰＰＡＴ的纯度鉴定

采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测纯度，结果如图１所示，经过

纯化，杂蛋白被逐一去除，纯化后的酶液有１条较明显的单一
区带，说明用此方法纯化ＰＰＡＴ能达到理想的效果。

表１　豆芽吡哆胺－丙酮酸转氨酶的分离纯化结果

处理
总活力

（Ｕ）
总蛋白

（ｍｇ）
比活力

（Ｕ／ｍｇ）
纯化

倍数

得率

（％）

粗酶液 ５２３．５６ ６０９．２０ ０．８６ １００．００
第１次硫酸铵沉淀 ３０９．４２ ４９．２４ ６．２８ ７．３１ ５９．１０
第２次硫酸铵沉淀 １７９．１８ １７．２７ １０．３７ １２．０７ ３４．２２
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００ １０１．２８ ５．４８ １８．４７ ２１．４９ １９．３４

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．５２．７０ １．３６ ３８．７２ ４５．０５ １０．０６
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００ ４８．９３ ０．６４ ７５．９４ ８８．３６ ９．３５

ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦ．Ｆ．４１．０５ ０．２３ １７８．３８ ２０７．５６ ７．８４

２．３　ＰＰＡＴ的部分酶学性质的研究
２．３．１　酶促反应的最适温度　由图２可知，该酶的最适反应
温度为５０℃，随着反应温度的升高，酶的活力逐步升高，
５０℃ 时酶活力达到最高，继续升高反应温度，活力逐渐
降低。

２．３．２　酶的温度稳定性　由图３可知，在０～５０℃保温３ｈ
后，残留酶活力仍在９０％以上；６０℃、７０℃保温３ｈ后酶活力
分别下降了４４．５４％、５６．６２％；７０℃下保温３ｈ后残留酶的
活力仍有４３．４８％。说明该酶有较好的耐热性。
２．３．３　酶促反应的最适 ｐＨ值　由图４可知，ＰＰＡＴ的最适
反应ｐＨ值为９０，该酶在ｐＨ值８．０～１０．０的条件下具有较
高的酶活力，ｐＨ值过高或过低，酶活力相对有较大损失，ｐＨ
值为６．０和 １２．０时，酶活力分别只有峰值的 １５．０３％和
２１．６８％。
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２．３．４　酶的ｐＨ值稳定性　由图５可知，ＰＰＡＴ的ｐＨ值稳定
范围在７．０～９．０之间，３ｈ后残留的酶活力仍在９０％以上，
当ｐＨ值低于７．０或高于１０．０酶活力下降迅速。

２．３．５　双底物乒乓反应动力学常数的测定和底物特异性
２．３．５．１　豆芽 ＰＰＡＴ动力学常数的测定　在３７℃、ｐＨ值
９０的条件下，采用双底物乒乓反应动力学的方法，以 ＰＭ、丙
酮酸作为底物，测得该酶的Ｋｍ分别为１．６７、５．３３ｍｍｏｌ／Ｌ（图
６、图７）。

２．３．５．２　底物特异性　由表２可知，以 ＰＭ，丙酮酸；ＰＭ，草
酰乙酸作为底物时，豆芽ＰＰＡＴ表现出较强的活性；而以ＰＭ，
α－酮戊二酸；ＤＬ－天冬氨酸、α－酮戊二酸；ＤＬ－丙氨酸，
α－酮戊二酸作为底物时，该酶具有相对较小的催化活性。

表２　豆芽ＰＰＡＴ的底物特异性

氨基供体 氨基受体 相对活性（％）
ＰＭ 丙酮酸 １００±０．８
ＰＭ 草酰乙酸 ９８．４±０．６
ＰＭ α－酮戊二酸 １８．１±１．２

ＤＬ－天冬氨酸 α－酮戊二酸 １９．４±１．６
ＤＬ－丙氨酸 α－酮戊二酸 ３．５±１．０

３　结论与讨论

本试验通过硫酸铵分段盐析、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤
柱层析、ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阴离子交换柱层析，对新
鲜豆芽中的吡哆胺－丙酮酸转氨酶进行分离纯化，该酶被纯
化了２０７．５６倍。经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测，提供的酶样品达
到电泳级纯。

部分酶学性质研究结果表明，该酶的最适酶促反应温度

为５０℃，温度的稳定性范围为０～５０℃，最适酶促反应 ｐＨ
值为９．０，ｐＨ值稳定范围为７．０～９．０。另外，当底物为 ＰＭ、
丙酮酸和 ＰＭ、草酰乙酸时，ＰＰＡＴ具有较高活性。Ｗａｄａ等发
现草酰乙酸在较高温度的条件下可以分解成丙酮酸，所以在

进行底物特异性测定时，ＰＭ和草酰乙酸作为底物，ＰＰＡＴ表
现出较高活性。同时，也说明ＰＭ和丙酮酸是作为ＰＰＡＴ酶促
反应的特异性底物，此酶为专一性转氨酶［２］，这与 Ｙｏｓｈｉｋａｎｅ
等研究的结论［３］相符。以 ＰＭ和丙酮酸作为底物，通过乒乓
双底物反应动力学方法得到该纯化样品酶 Ｋｍ分别为１．６７、
５．３３ｍｍｏｌ／Ｌ，结果表示底物ＰＭ和ＰＰＡＴ的亲和力更强。
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高压脉冲电场对普洱茶中茶水浸出物含量的影响

王白娟
（云南农业大学基础与信息工程学院，云南昆明６５０２０１）

　　摘要：以云南勐库大叶种普洱茶为原料，利用３组不同条件的高压脉冲电场（ＨＰＥＦ）对茶样进行处理，检测经
ＨＰＥＦ处理前后的茶样的茶水浸出物。结果表明，经ＨＰＥＦ处理后，茶样的茶水浸出物含量明显增加。
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　　普洱茶是以云南省一定区域内的云南大叶种晒青毛茶为
原料，经过后发酵加工工艺制成，是具有特殊品质的茶叶，按

加工工艺分为熟茶和生茶［１］，具有香气独特陈香，汤色红浓

明亮，滋味醇厚回甘的特点［２］，普洱茶因其对人体健康具有

特殊的保健功效和“越陈越香”的存储方式，备受国内外饮茶

者的喜爱。在几百年的生产实践中，人们已经摸索出一整套

关于发酵、贮藏与陈化的工艺方法，尤以贮藏与陈化作为至关

重要的环节备受重视。当年的新鲜普洱茶刺激性大、苦涩，需

要经过自然贮藏很长时间，使其陈化老熟，柔和醇厚，达到最

佳饮用期，但随着存储时间增长，普洱茶中茶水浸出物的含量

明显下降，如何提高陈年普洱茶的茶水浸出物含量的研究备

受关注。

茶叶水浸出物即茶叶中能溶于热水中的茶多酚类、游离

氨基酸类、咖啡碱、维生素Ｃ等品质化学成分和保健成分，是
茶叶品质的重要指标之一［３］。茶水浸出物是人体所必需及

平衡协调作用的营养成分，有研究表明，茶叶品质优与次是由

茶叶中生化成分种类、含量及其比例决定。水浸出物对茶叶

品质起着决定性作用。“祁红美名甲天下，祁红品质群芳最”

就是因为各种可溶性物质含量和比例较协调，形成了祁红声

誉百年不衰。研究不同处理对水浸出物含量及制茶品质影

响，对茶树育种、栽培管理和茶叶制作等都具有积极意义［４］。

本研究对不同年份的１４种云南勐库大叶种普洱茶茶水
浸出物含量进行分析，比较相同茶叶在经过不同存储时间以

后茶水浸出物含量的差异。结果表明，时间存放越久，茶水浸

出物含量越低；比较不同加工工艺的茶叶（生茶和熟茶），发

现生茶的茶水浸出物含量高于熟茶的茶水浸出物含量。利用

３组不同条件（电压／频率／时间）的高压脉冲电场（ＨＰＥＦ）对
茶样进行处理，高压脉冲电场是近年来非热杀菌技术的热门

研究领域之一，它具有能耗低、传递均匀、作用时间短、无污染

等诸多优点，已被广泛应用于食品加工工业中［５］。除了杀菌

外，同时也越来越多地应用于物质提取、污水处理、烟草除虫、

白酒和红酒的陈化等［６－９］。本研究结果为提升普洱茶的品质

提供了新的途径，也为今后普洱茶深加工和开发普洱茶功能

食品提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　普洱茶样品
普洱茶样品来自普洱茶第一品牌云南勐海茶厂的大益品

牌，选择了被誉为“普洱茶标准”的大益７５７２和大益７５４２，原
料均来源于云南省的主要产茶区勐海县，普洱茶品名、类型、

形状、等级、生产日期、产地等见表１。
１．２　茶水浸出物检测

茶水浸出物测定按照中华人民共和国国家标准

ＧＢ／Ｔ８３０５—２００２《茶　水浸出物测定》。
１．３　高压脉冲电场（ＨＰＥＦ）的产生

采用由大连理工大学静电与特种电源研究所研制的直流

高压发生器，配上储能电容Ｃｅ和脉冲电容Ｃｐ等２组电容器，
通过相互垂直的２个火花隙开关ＲＳＧ１和ＲＳＧ２的一通一断，
实现脉冲电容的充电和向高压接口相连的反应器极板与地极

板间放电，从而在两极板间形成前沿陡峭的高压脉冲电场

（图１）。主要性能参数：输出电压０～６０ｋＶ可调，脉冲宽度
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