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楠 '自:以岛鹏撮为材料，用0.05刷νL pH7.2的确酸盐援冲攘攘取多酣氧化酶(PPO) ，30% � 80%的硫酸锁分

组沉淀眉通过DEA览- Sepherose CL-ω层析柱分酶，合并具宿棋高酶捕性的洗脱液，避析、融捕后用于酶的特

性研究。通过金属离子对该酶活性影响的研究表明，在mmoνL水平，铜离子和铅离子对该酶具有强剧抑制作

用，但铜离子在20 IIDlOVL撒度时，对酶却有跟著激活作用。在mmoνL水平，N.旷、K+ ，M(+利Ca1+对PPO活

性无显著影响。在无机阴离子中HS龟'对酶活性有强烈抑制作用，在10 mmol/L时抑制敢E陆1 ∞%.而CI-、

8r-、r和sol-则对PPOt雷性无显著影响。

提蝇调:多盼氧化酶(PPO);乌鹏噩;酶促褐变
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Some properties of polyphenol 0对伽se from cuttletish 

(Sepia esc，!-lenωHoyle) ink 

JIANG Jin-jin， QI Xi胁yu， ZHOU P ei-gen 
( College 01 F ood Scie脚，蜘nglwi Fis加阳Univers峙，孤叫h4i 2酬佣 • China) 

Abstract: P olyphenol oxidase (PPO) was extracted from cuttlefish ink with O. 05mollL pH 7 . 2 sodium phosphate 
extraction buffer. The crude extract wωfractìonated with solid ammonium sulfate of 30 % - 80 % saturation. Mter 
dialysis and concentration， The enzyme solution w，ωpurified by DEAE仇pharose CL-6B column chromat'咱raphy
and a 12.2 fold purification of PPO was obtained. Cu2 + and Pb2 + at level of mmollL inhibited PPO activity while 

Na + ， K + ， Mi" and Ca2 + have little effect on PPO activ坷. however PPO was apparently activated by Cu2 + 创

20μmollL. P PO activity was strongly inhibited by HS03 - and也e activity was completely inhibited at lOmmollL. 

Cl- • Br - ， 1 - and soi - have almost no effect on PP O ac制ty.
Key words:polyphenol oxidase(P PO); cuttlefish ink; enzymatic browning 

多盼氧化酶(polyphenol oxidase，简称P 凹，E.C. 1.14 18.1)分布广泛，是果蔬褐变和甲壳类照变的
关键酶[1，3]。乌贼握中的多酣氧化酶活性 很大[4]许多学者已对其他物种中的多盼氧化酶的抑制剂、撒
活剂等进行过研究[1斗。但目前对乌贼螺中多盼氧化酶的研究报道 很少。 实验主要研究金腐离子对乌
贼墨PPO活性的影响 以及无机阴离子对该酶的敷应。
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1 材料与方法

1. 1 实验材料

新鲜乌贼( 金乌贼Sep归附ulenta Hoyle)购·自上海当地市场，带回实验室后，迅速取墨囊中 墨汁，4CC
下保藏备用。

1.2 PPO的提取及纯化

以下操作均在4吧下进行。
主要参考Chen等(2，8]和 Simp脯n and Marshall [6，7]的方法并加以改进。取乌贼昌l50g，加2∞mL 0.05 

moνL pH7.2 的磷酸铀缓冲液(内含lmollL 的NaCl和0.2 % Brij35)提取， 于 15，侧g离心30川，取上清
液，30%时80%的硫酸锻分级沉淀后，沉淀榕于少最缓冲掖中并 在相同梅掖中透析，透析后在骤乙二醇
( PEG)20，ωo中撒缩， 浓缩厉的酶液采用。EA缸-Sepharose CL-6B层析柱纯化。梯皮洗脱 后合并含高 PPO
活性的各智，同样进行选析井浓缩。

1.3 PPO活性测定及蛋白质含量的测定

参考Zhou[ll和杨昌凤(51的方法并略加改动。
以2.9 8mL5m mo1lL的多巴榕掖为底惕，加入0.02 mL酶液后棍匀，分光光度 计在股长475nm处测吸

光度每分钟的变化。 一个 酶活力单位定义为:在30CC， pH6.5时每分钟引起A.mnm变化O.∞1所需的酶
量 。置白质含量的测定 采 用 Hartree法 以计算比活力[川，标准蛋白质用牛血清白蛋白(BSA )。

1.4 金属离子对PPO活性的影响

酶准分别加入Na+、r、Mi+、ci+、Cu2+、Mn2+、 P b2+和Co2+使其浓度达5mmollL，再加入底物溶
掖，30CC反应2min，测定PPO捕力。酶液中分别加入从10μm川-IOm mollL 的不问浓度的 CUZ+， 在冰
浴中放置30 min 后，立即加入底物榕掖(预"衡到30CC) 0 30CC反应2min，测定P PO描力。

1.5 元机阴离子对PPO活性的影响

向底物榕液中加人Cαlγ幽、，Br加r幽、，r附、H附:S03幽、，sol-使其浓度分别 为 0川.1 m删ν川L、，1 m阳删I盯mω叫011ν/L、，10阳ωwνL、
100 mr叫/几L。取上述各糯液 2.98 mL分别再加入0.02 mL 酶液，30CC反应2min，测定 PPO活力。

2 结果与讨论

2.1 岛贼愚PPO的提取与纯化结果

岛贼墨 PPO的纯化步骤与敷果见费1。 采 用 DEAE-Sepharose CL-6B柱展析，并用浓度 为0-1.0
mollL的NaCl进行梯度洗脱 的恍脱闹绒见阁 1。因1 中第一个蛋白峙 的酶活力十分微弱，故将对应于第
二个洗脱 峙的各管合并再进析除躁，经此步骤，去除了仰%的杂蛋白， ，即得到较高纯度的 PP O酶液。

纯化步骤
租酶液

30%啕80%硫酸

镀沉淀

透析除盐后浓缩
。EAE.Sepharo嗣

CL-6B校层析

主峰I

体飘(mL)

170 

38 

28 

32 

班1 岛瞰矗PPO纯化编果
Tab .1 Purlftcad幽or the cuttlefIsh iDk PI咱

总活力(u) 总蛋白含量(mg) 比活力(ν吨) 产率(%)

573750 

384删

42∞ 

1856ω 

242.64 

50.28 

6.8 4 

6 .43 

nω.6 

765 3.1 

6 1 4 

28侃5

67. 1 

1.1 

48.2 

纯化倍数

3. 24 

12 .2 
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2.2 金属离子对酶活性的影响 0.3 "剧。

不同的金属离子对酶活性的影响见图2，在
mmol/L浓度水平，Na+、r、M(+、 Ca2+对PPO活性2 3a2

元显著影响。Co�+、Mn2+对 PPO括性有 一定的抑雪运
窍。.1

制，使酶活性降低到原来的 6 7 %和59 % ，Cu2+、盹2命
对P凹陷性的抑制最为强烈。

oj丁10豆豆豆半岛川平牛牛牛能司
PPO一向被认为活性中心含 Cu2+[10] ，但在 一 洗脱管徽/(4叫./管)

mmol/L浓度水平，Cu2+对乌贼撞PPO活性却有抑制 固 1 PPO的DEAE也phar脚CL-6B柱屠析挽脱曲线
作用，根据文献推测可能是铜离子浓度过商所致，故 Fig.1 . ElutiQß profile Q{ PPO {rom 

以不同的 铜 离于浓度来探讨铜离子与F川的关 DEAE品plw酬CL-6日ωlumn

系[12J。实验结果见图3，在20，umol/ L的制离子的作 120 r 

用 下，阳的活力比原来提高 46 %。在30 μmol/L 5 131 … ·  
的铜离子的作用下 ，该酶的活力为原来的 l酬。器 : l …… 
当铜离子浓度丈于80μmνL时，则开始表现出对再甲↑ .•.•.•.•.•.•.•.• 
捅力的抑制，所以乌贼盘PPO活性中心可能含铜离 tialO.悔陶予"禽子蜘离子ω离子问离子ω离子

子。萧等人在 1佣9年发现，当铜离子浓度为11.25 偏离子/f.Jar.øω

μmoνL时，对大头红虾PPO有 最大的活化作用，而 回2金属离子对PPO酶洒的影响
Fig.2 Elfect of metal ion on PPO 8Ctivity 

高浓度的铜离子却对PPO有抑制作用[削。
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阁3 铜离子融度对PPO活性的影响
Fig . 3 Elfect of the叫树'r iOll concentration on PPO ac刷阳

2.5 元机阴离子对PPO活性的影响 120 
lω 

由四 4可见， 在 mmol/L 水平， CI-、Br- ，1幽和嗖ω

sol- X'就PPO括性无跟着影响，而H5Û)阳则表现出E创
.8:40 

很强的抑制性，0.1 mmollL 浓度时 即能使酶活丧失 精细
30 % ，10 mmollL，时的抑制效率达到1ω %，表明 。

日S03‘是PPO的强烈抑制剂。
多酣氧化酶曲脚阳和制j剂可用于红茶制造甜旷ifi[13μ阳13叭3

愚PPO抑制剂、激洒剂的研究'可直接应用于防止
g .4 Elfect of various inor事anic anion on PPO activity 

食品不良褐变的保鲜和酶制剂的保藏，同时也有助
e 

于探讨乌贼墨的研发和利用。

呻钳制子
4←演离于
刷咖'.属离子
哺-:1..隙.，根离子
嘈"硫酸辙'自于

20 40 ω 80 
阴离子浓度/_I!L)

1∞ 120 

朋4 无机阴离子对PPO括性的影响
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