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红肉桃皮中多酚氧化酶的酶学特性及结构表征
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摘要　以红肉桃桃皮中多酚氧化酶(polyphenoloxidase,PPO)作为研究对象,采用 TrisＧHCl缓冲液进行提

取并采用硫酸铵盐析法和柱层析法进行纯化,电泳得到单一的条带.根据米氏常数确定桃皮 PPO 的最适底物

为邻苯三酚,采用分光光度计法测定桃皮中多酚氧化酶的活性,其最适温度为４５℃、最适pH 值为７．０~７．５,

PPO 在中性pH 值环境中以及５５℃以下更为稳定.分别应用圆二色谱仪、荧光光谱仪、动态散射光谱仪对PPO
的结构进行表征.圆二色谱表明,该PPO二级结构包含αＧ螺旋、βＧ折叠、βＧ转角以及无规卷曲等结构,其含量分

别为５０．６１％、３２．４７％、１０．８３％ 和６．２１％.荧光光谱表明,该 PPO 最大发射波长为３５２nm,相对荧光强度为

１３３．９,表明荧光基团处于极性亲水环境中.动态散射光谱显示,该 PPO 粒径分布集中在２５５nm 处,表明其在

溶液中以聚集形态存在.
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　　红肉桃(Prunuspersica (L．)Batsch)是湖北省

特色桃品种之一,又称血桃,其果肉呈红色或紫红

色.红肉桃果实风味香甜,肉质鲜美,质地脆嫩[１].
然而受传统消费习惯及果实经济效益所限,红肉桃

的种质资源相对于白肉桃和黄肉桃,在桃产业中仅

占极小比重.红肉桃中花色苷含量丰富,一些红肉

桃资源果实的抗氧化能力可与蓝莓相媲美[２],深受

人们的喜爱.然而,红肉桃在贮藏过程易出现表皮

或果肉褐变,导致果肉软绵,风味丧失,营养损耗[３];
同时在加工过程中,多酚氧化酶(polyphenoloxiＧ
dase,PPO)催化多酚类化合物的氧化褐变,导致其

加工制品色泽深暗,严重影响了红肉桃及其加工制

品的食用价值和商品价值[４Ｇ５].影响褐变的主要因

素包括氧气浓度、环境温度、抗氧化剂种类及用量,
这些因素的变化影响PPO 的活性与酚类底物的相

互作用.目前国内外对于红肉桃的研究主要集中在

其种质资源[１,６]、色素类成分分析[７Ｇ１０]、生理活性评

价[１１]等方面.但对于红肉桃的贮藏及加工性能,特
别是加工过程中酶促褐变及褐变相关酶的酶学特性

鲜见报道.笔者对红肉桃桃皮中PPO 的酶学特性

进行研究,考察红肉桃 PPO 在不同环境下的稳定

性,并采用圆二色谱仪、荧光光谱仪以及动态散射光

谱仪对其结构进行表征,为红肉桃加工产业化应用

过程中的酶促褐变控制提供参考依据.

1　材料与方法

1.1　材料与设备

１)试验材料.湖北红肉桃购于农贸市场.邻苯

二酚、邻苯三酚、间苯二酚、没食子酸、绿原酸、硫酸

铵、磷 酸 氢 二 钠、考 马 斯 亮 蓝 R２５０、甘 氨 酸 和

TEMED,国药集团化学试剂有限公司;交联聚乙烯

吡咯烷酮,美国国际特品公司(InternationalSpecial
Products);丙烯酰胺、N,N′Ｇ甲叉双丙烯酰胺和过硫

酸铵,武汉谷歌生物科技有限公司;二硫苏糖醇

(DTT)、SDS、Tris,上海源叶生物科技有限公司;电
泳分子质量 Marker、DEAEＧSephadexＧFastflow 和

SephacrylS２００,GEＧHealthcareAmersham 公司.

２)试验设备.５８０４R 离心分离机,德国 EpＧ
pendorf公司;DYYＧ６C型电泳仪电源,北京市六一

仪器厂;MiniＧPROTEAN４型电泳仪,美国BioＧRad
公司;NanoＧZS型动态散射光谱仪,马尔文仪器公

司;FＧ４６００型荧光分光光度计,日本日立公司;JＧ
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１５００型CD光谱仪,日本JASCO仪器公司.
1.2　试验方法

１)PPO 的提取、分级及纯化.红肉桃桃皮洗

净,切碎,与０．５mol/L、pH７．０的 TrisＧHCl提取缓

冲液(含５％的PVPP)以１∶２(体积比)混合榨汁,
于４℃浸提过夜.将料液以４０００r/min离心取上

清液,加入硫酸铵粉末进行蛋白质沉淀,至８０％饱

和度后静置２h,１００００r/min离心,取沉淀.用少

量 TrisＧHCl缓冲液溶解沉淀并透析.
经透析后的粗蛋白提取液浓缩并加样于经０．０５

mol/LTrisＧHCl缓冲液 (pH ７．０)平衡的 DEAE
SepharoseFastFlow 阴离子交换柱,用平衡缓冲液

(５００ mL、０．０５ mol/L TrisＧHCl)冲洗,用含０~１
mol/LNaCl、pH７．０的 TrisＧHCl缓冲液５００mL
进行梯度洗脱,洗脱速度为１mL/min.检测各管

的PPO 活性,收集有活性的组分并浓缩,浓缩后的

蛋白质溶液加样于经 TrisＧHCl缓冲液(pH７．０)平
衡的SephacrylS２００凝胶柱进行分子筛层析分离.
以pH７．０的TrisＧHCl缓冲液洗脱,洗脱流速为０．３
mL/min,收集活性组分,浓缩后备用,绘制PPO 活

性峰[１２].

２)NativeＧPAGE和SDSＧPAGE电泳.NativeＧ
PAGE电泳:０．２mL非变性样品缓冲液(不含SDS
及DTT)与１mL蛋白质样品混合.分别配制底物

５％邻苯三酚染色溶液及考马斯亮蓝(RＧ２５０)染色

液,NativeＧPAGE电泳中采用的浓缩胶和分离胶含

量分别为５％和１５％.样品的上样量为２０μL,MarkＧ
er为５μL,电流设置恒流１５mA.电泳完毕后,以

５％邻苯三酚溶液作为底物反应溶液,凝胶浸泡并震

荡１０s,取出凝胶观察显色条带;将凝胶于考马斯亮

蓝(RＧ２５０)染色液中染色１h,转移至脱色液中浸泡至

蛋白条带清晰[１２].

SDSＧPAGE电泳:０．２mL变性样品缓冲液(含

SDS及DTT)与１mL蛋白质样品混合.SDSＧPAGE
电泳中采用的浓缩胶和分离胶含量分别为５％和

１２％.样品混合液煮沸５min,样品的上样量为２０

μL,Marker上样量１５μL,电流设置恒流１５mA.电

泳完毕后,将凝胶于考马斯亮蓝(RＧ２５０)染色液中染

色１h,转移至脱色液中浸泡至蛋白条带清晰[１２].

３)PPO活性测定.以邻苯二酚为反应底物进

行酶活性测定.以０．０５mol/L、pH６．０的磷酸缓冲

液为母液,配制０．１mol/L的邻苯二酚溶液.反应

体系包括０．５mL 酶液和２．５mL的底物溶液.采

用分光光度计于２５℃下记录反应液在４２０nm 下

３min内的吸光值的变化情况,绘制吸光值随时间变

化的曲线,取线性变化范围的斜率作为酶活.即绝

对酶活定义为单位酶量在测定条件下单位时间内引

起吸光值的改变量[１３].

４)PPO最适底物的测定.配制邻苯二酚、邻苯

三酚、间苯二酚、没食子酸、绿原酸为底物溶液,浓度

分别为０．０４、０．０５、０．０６、０．０７、０．０８mol/L.参照本

文“１．２”３),取０．５mL酶液与２．５mL底物混匀,分
别测定不同底物浓度下PPO 的催化反应速率.计

算每种底物反应的米氏常数 Km,根据不同的底物

浓度[S]及其对应的反应速度v,求出两者的倒数,
参照 LineweaverＧBurk作图法,以１/v 为纵坐标,

１/[S]为横坐标,绘出直线并外推至与坐标轴相交,
纵坐标值即为１/vmax,横截距即为１/Km,即 Km＝
－１/x[１３].

５)PPO最适pH 值的测定.为排除缓冲液的

组成对PPO活性造成的误差干扰,采用３种缓冲体

系对PPO的最适pH 值进行测定,并在相邻pH 范

围内的缓冲液分别设置重叠的 pH 值.配制０．１
mol/L的柠檬酸缓冲溶液(pH 值分别为３．０、３．５、

４．０、４．５、５．０、５．５),０．１mol/L的磷酸缓冲溶液(pH
值分别为５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５),０．１ mol/L
TrisＧHCl缓冲溶液(pH 值分别为７．０、７．５、８．０、８．５、

９．０).反应体系包括０．５mL酶液以及２．５mL０．１
mol/L的邻苯二酚溶液(以上述不同pH 值的缓冲

液为母液配制),混匀后参照本文“１．２”３)测定酶活,
比较不同pH 下酶的活力表现,得出其酶催化反应

的最适pH 值[１２].

６)PPO 酸碱稳定性的测定.配制０．１mol/L
的柠檬酸缓冲溶液(pH 值分别为３．０、３．５、４．０、４．５、

５．０、５．５),０．１mol/L的磷酸缓冲溶液(pH 值分别为

５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５),０．１mol/LTrisＧHCl缓

冲溶液(pH 值分别为７．０、７．５、８．０、８．５、９．０).将酶

孵育于上述不同pH 值的缓冲液中,冷藏放置１２h,
透析到中性环境,参照本文“１．２”３)测定PPO活性.
以pH 为７．０的磷酸缓冲液中蛋白质的活性作为原

始活性值,计算各梯度缓冲液作用下蛋白质的残留

活性值[１２].

７)PPO最适温度的测定.设定温度分别为２５、

３５、４５、５５、６５、７５、８５℃,取样品缓冲液于各温度下

预热１５min,与１．０mol/L邻苯二酚溶液快速混匀,
使底物溶液终浓度为０．１mol/L,迅速加入酶液,参

５１１
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照本文“１．２”３)测定 PPO 活性,比较其吸光值变化

速率,确定PPO的最适温度[１２].

８)PPO温度稳定性的测定.设定温度分别为

２５、３５、４５、５５、６５、７５、８５℃,取１００μL酶液于各温

度下分别处理１５、２５、３５、４５min,样品溶液于各温

度下处理不同时间后,静置于室温,参照本文“１．２”

３)测定PPO活性,比较不同温度下,处理不同时间

后酶活性的变化[１２].

９)PPO 的结构表征.圆二色谱的测定:采用

０．１cm 光程的石英样品池.光栅扫描速度设定为

１２０nm/min,响应时间为０．２s,带宽为１nm,扫描

范围１９０~２４０nm.用pH 为７ 的５０mmol/L的

TrisＧHCl缓冲液与０．０６２０mg/mL蛋白质样品混

合,以不含蛋白质的缓冲液作为空白对照,界面上

HT不超过７００.所有试验在光电倍增管电压的线

性范围内进行.每条谱线采集３遍.数据采用圆二

色谱仪自带的 YANGＧUS,jwr来分析酶的二级结

构含量.

聚集形态分析:开启 NanoZS等待３０min使激

光稳定.设置样品参数,散射光为波长５３２nm 的

激光,激光反射角为１５°,测定酶溶液的粒度,每组

测量重复３次.
荧光光谱的测定:配制质量浓度为０．１mg/mL

的酶液,进行荧光测定,测定时先在３５１．０nm 发射

波长下扫描得到其最大激发波长,然后用最大激发

波长对蛋白质进行扫描得到各发射光谱[１４].激发

光谱的操作条件:扫描范围２００~９００nm,扫描速度

２４０nm/min,激发狭缝和发射狭缝宽均为５．０nm,
响应时间０．１s,记录数据波长间隔为０．２nm,PMT
电压为４００V.

2　结果与分析

2.1　PPO 纯化结果

粗酶液经 DEAESepharoseFastFlow 阴离子

交换层析的洗脱曲线和经SephacrylS２００柱层析分

离曲线如图１所示.

A:阴离子交换层析 DEAESepharoseFastFlow;B:SephacrylS２００柱层析 SephacrylS２００．

图１　蛋白质洗脱曲线

Fig．１　 Proteinelutionprofiles

　　先采用不含 NaCl的平衡缓冲液洗脱杂蛋白,
之后采用１mol/LNaCl的平衡缓冲液.在梯度洗

脱过程中主要出现２个酶活峰,其中第１个蛋白质

吸收峰的蛋白质含量不高但有酶活,第２个蛋白质

吸收峰的蛋白质含量较高,２个蛋白质吸收峰与酶

活峰重叠,表明至少有２种含有 PPO 活性的蛋白

质.２个蛋白质峰分别命名为峰１和峰２.每隔１
管进行酶活性检测,如图 ２所示,可知１６~１８管,

２８~３８管颜色相对较深,表明这些管中蛋白质有酶

活性.这些管的位置正好与洗脱的蛋白含量高峰管

相对应.收集活性峰,预处理试验测定峰１蛋白质

含量极少,峰２蛋白质含量较高,收集峰２蛋白质样
图２　小管检测颜色对比图

Fig．２　Colorcomparisonchartofsmalltubesdetection

６１１
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液经超滤杯浓缩,再经SephacrylS２００柱进行层析

分离.在洗脱过程中出现１个紫外吸收峰,且该吸

收峰和酶活性峰重叠(图１B),表明该蛋白值吸收峰

主要为酶蛋白.
2.2　PPO 的 SDSＧPAGE 和 NativeＧPAGE 电泳结果

峰２PPO 经SephacrylS２００柱层析纯化浓缩

后,经SDSＧPAGE电泳、NativeＧPAGE电泳以及底

物染色,对蛋白质进行分析(图３).
如图３所示,采用考马斯亮蓝染色时,PPO 在

NativeＧPAGE电泳胶上呈现单一的蛋白条带,通过

迁移率比对,其分子质量约为１２０ku,而在 SDSＧ
PAGE上则显示为１条２９ku左右亚基条带,说明

该PPO 可能为一个四聚体.这一亚基的分子质量

比蛇果 (３８ku)[１５]、茄子 (５８ku)[１６]、柿 (２２~２８
ku)[１７]更低.PPO 在 NativeＧPAGE电泳胶上可被

邻苯三酚底物染色并显示单一条带,其位置与考马

斯亮蓝染色的条带位置相同,因此,可确定此蛋白质

为目标PPO.

　１:SDSＧMarker;２:PPO SDSＧPAGE;３:PPO NativeＧPAGE;

４:底物染色 Stainedbypyrogallol．
图３　PPO电泳图

Fig．３　PPOelectrophoresispatterns
2.3　PPO 的酶学性质

１)PPO的最适底物.不同浓度的邻苯二酚、邻
苯三酚溶液,与蛋白质作用的反应速率结果如图４
所示.由图４可知,邻苯三酚和邻苯二酚催化蛋白

质反应的速率皆与底物浓度成线性变化,且邻苯二

酚反应速率随浓度的增大变化较快,邻苯三酚反应

速率变化较慢.
米氏(MichaelisＧMenten)方程是表示一个酶促

反应的起始速度v 与底物浓度[S]关系的速度方

程,是在假定存在一个稳态反应条件下推导出来的,

Km只由酶的性质决定,而与酶的浓度无关.由图５
可知,邻苯三酚 Km值为０．０１２７０,邻苯二酚 Km值

为０．０２４２０.由于Km值反映的是酶与底物的亲和

力,Km值越小,表示亲和力越好.比较可知,红肉桃

中PPO与邻苯三酚的结合力较强,最适底物为邻苯

三酚.PPO能催化氧化酚羟基为羰基,酚羟基的数

目越多,PPO 活性越高.同时在同一苯环中,相邻

的酚羟基比相间或者相对的酚羟基显现出更高的

活性.

图４　不同底物浓度与PPO活性的关系

Fig．４　Differentsubstrateconcentrations
relationshipwithPPOactivity

图５　米氏常数的测定

Fig．５　DeterminationoftheKm

　　２)PPO 的最适作用pH 值.为避免不同缓冲

体系对蛋白质活性造成影响,试验中３组缓冲体系

的pH 值两两覆盖,以保证测出的PPO活性不受缓

冲体系的干扰.PPO 在不同缓冲液、不同pH 条件

下的酶活性值测定结果如图６所示.PPO 的最佳

反应pH 值为７．０~７．５,柠檬酸缓冲液环境为酸性

环境,PPO 活性随pH 升高而升高,TrisＧHCl缓冲

液中的PPO活性随pH 升高而降低.在pH７．０时,

PPO活性是在pH５．０时活性的４倍,相比pH６．５
时酶活性升高３７．５％.pH７．５~８．０之间,酶活性
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下降较快,降低４５．５０％.分别测定柠檬酸缓冲液和

磷酸缓冲液环境中的样品,活性值并不重叠,相同

pH 值 不 同 缓 冲 液 环 境,仍 会 对 PPO 活 性 造 成

影响.

图６　不同pH值下PPO的活性

Fig．６　PPOactivityatdifferentpHvalues

　　３)PPO 的最适作用温度.样品分别在不同温

度下处理１５min,测定PPO活性值(图７).在４５℃
之前随温度升高活性增大,在４５℃处达到最高活

性,４５~６５℃条件下,活性随温度升高下降缓慢,继
续升温PPO 活性下降较快,至７５℃时活性降为最

高值的１３．３０％.温度对 PPO 的活性影响是双重

的,低于最适温度下,温度升高活性增大,加快PPO
催化反应速度,高于最适温度时,随着温度升高活性

降低,高温条件下PPO 发生不可逆的变性,丧失催

化反应的能力.

图７　不同温度处理后PPO的活性

Fig．７　PPOactivityatdifferenttemperatures

　　４)PPO 的pH 稳定性.在最适温度４５℃条件

下,不同缓冲液的不同pH 值条件下,测定 PPO 残

余活性值(图８).在柠檬酸缓冲液和 TrisＧHCl缓

冲液环境中,PPO的残余活性随pH 值变化相对较

快,磷酸缓冲液中 PPO 残余活性随pH 变化缓慢.
柠檬酸缓冲液中的PPO 活性处于潜伏状态,随pH

升高活性逐渐释放.在pH７．０~７．５,PPO 残余活

性值为 １,达到最佳状态,随着 pH 的继续升高,

PPO活性受到抑制.较高酸性条件下以及碱性条

件下PPO的活性较低,在低酸性以及接近中性条件

下活性较高,pH７．０~７．５活性最高.

图８　pH稳定性测定结果

Fig．８　PPOstabilityatdifferentpHvalues

　　５)PPO的温度稳定性.样品加于pH７．０磷酸

缓冲液中,不同温度处理不同时间后,测量其残余活

性(图９).２５、３５℃条件下,处理时间小于３５min,

PPO处于潜伏态,随着处理时间的延长,残余活性

逐渐提高,即在较低温度下,延长处理时间,有利于

激发PPO活性.４５℃条件下,处理１５minPPO活

性被激活,随着时间的延长,活性逐渐提高,处理３５
min活性最高.５５℃条件下,PPO 活性被激发,处
理２５min,出现酶活性的最高峰值,随着时间的延

长,活性下降.这说明在５５℃条件下分子动能增

大,PPO表面基团暴露,与底物结合更充分,从而残

余活性增高.６５℃条件下 PPO 活性被抑制,残余

活性随处理时间呈线性变化,处理时间越长PPO残

余活性越低.在７５、８５℃条件下,PPO处理１５min
即钝化,处理２５min完全失活.５５℃处理２５min

图９　不同温度处理后的PPO残余活性

Fig．９　PPOresidualactivityatdifferenttemperatures
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的残余活性高于１５min,在处理时间相同时,高温

处理下相比低温,PPO整体残余活性较低.
2.4　PPO 结构表征

１)圆二色谱分析.PPO 圆二色谱图结果如图

１０所示.PPO在１９７nm 处出现正的圆二色峰,在

２０３nm 处出现负的圆二色峰,有典型的αＧ螺旋的双

凹槽图形.根据 Young式算法得出二级结构含量,
结果表明,αＧ螺旋、βＧ折叠、βＧ转角和无规卷曲的含量

分别为５０．６１％、３２．４７％、１０．８３％和６．２１％.

图１０　PPO的圆二色谱图

Fig．１０　CDspectraofPPO

　　２)动态散射光谱分析.PPO 的粒径测量结果

如图１１所示.粒径集中分布在２５５nm 处,对应光

强最高达到３８．０５％,粒径分布范围为 １９０~３９６
nm,且在２２０~２９５nm 范围内光强较高.从 PPO
粒径分布可知,溶液状态下的蛋白呈现出天然的聚

集状态,可能由蛋白质单体分子在氢键、疏水相互作

用和静电相互作用下而自发聚集,形成稳定而均匀

分布的胶体溶液.

图１１　PPO粒径分析结果

Fig．１１　TheanalysisofPPOparticlesizedistribution

　　３)荧光光谱分析.PPO 荧光光谱如图１２ 所

示.PPO最大发射波长在３５２nm 处,相对荧光强

度为１３３．９.荧光基团处于极性环境中,暴露于亲水

环境中[１８].

图１２　PPO的荧光光谱图

Fig．１２　FluorescencespectraofPPO

3　讨　论

本试验以红肉桃皮为原料提取桃皮中PPO,在

PPO纯化过程中采用 DEAESepharoseFastFlow
柱,该柱填料为弱阴离子交换柱,对酸性蛋白质有较

强的吸附力.在低盐或无盐的洗脱液中,酸性蛋白

质可以牢固地吸附于柱填料上,而其他蛋白则可在

洗脱过程中被除去.通过洗脱峰和电泳条带,可知

红肉桃皮中至少有２种同工酶,与底物反应均显示

活性,以含量较高且活性较高的PPO 为研究对象,
其最适底物为邻苯三酚.

PPO在中性pH 环境下活性最高,在酸性环境

下活性较稳定.碱性和酸性环境都不利于其与底物

发生反应.大部分的蛋白质都是在中性环境中发挥

最大的催化活力.已报道的 PPO 的最佳反应pH
值在５．５~７．５之间[１９],其最适温度为４５℃.PPO
在较高温度下会被激活,同时在较低温度下,活性较

稳定.因此,在红肉桃果加工过程中,调节适当的糖

酸比,降低果汁中的pH 值,在较低温度下保存可避

免果肉褐变.
蛋白质的二级结构主要有αＧ螺旋、βＧ折叠、βＧ转

角和无规卷曲,其中常见的二级结构有αＧ螺旋和βＧ
折叠[１３].二级结构是通过骨架上的羰基和酰胺基

团之间形成的氢键维持的,氢键是稳定二级结构的

主要作用力[１３].圆二色谱(CD)的紫外区段(１７５~
２４０nm)主要生色团是肽链,这一波长范围的CD谱

包含了蛋白质大分子主链构象的信息.典型的 αＧ
螺旋构象的CD谱在２２２、２０８nm 处呈负峰,在１９０
nm 附近有正峰.而典型的βＧ折叠构象的CD谱,在

２１７~２１８nm处有负峰,在１９５~１９８nm处有１个
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强正峰.无规则卷曲构象的 CD谱在１９８nm 附近

有负峰,在２２０nm 处有１个小而宽的正峰.蛋白

质的CD谱是这几种构象CD谱的综合显示[１３].红

肉桃皮中 PPO 的 αＧ螺旋含量较高.研究表明[２０],

PPO的活性中心多存在于αＧ螺旋结构中.但也有

报道番木瓜中 PPOαＧ螺旋和 βＧ折叠含量分别为

１０％ 和３０％ [２１],可能由于PPO在不同物种中的构

象不同导致.
蛋白质变性后,蛋白质分子的结构改变,聚集状

态发生变化,空间改变.这一变化可以导致流体动

力学半径的变化,光散射技术可以用来检测这一变

化过程.粒径结果表明,PPO 处于聚集的状态中.

PPO分子间的作用力以及氢键的作用等结合力,共
同构成了其聚集的空间结构.

蛋白质分子中发射荧光的氨基酸 Trp、Tyr以

及Phe由于其侧链生色基团的不同而有不同的荧

光激发和发射光谱.因为 Phe在绝大多数试验条

件下不被激发,所以很少能观察到 Phe的发射,因
而蛋白质的内源荧光主要来自 Trp和 Tyr残基.
在这些内源荧光团中,色氨酸的消光系数最高,可作

为能量转移的受体.暴露于溶剂中的色氨酸的最大

发射波长为３５２nm,埋藏于蛋白质内部的色氨酸的

最大发射波长变化较大,从３０７nm 到３５２nm 都

可.PPO荧光结果表明,其荧光处于极性环境中,
有利于酶促催化反应的发生.
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Propertyandcharacterizationofpolyphenol
oxidaseinredＧfleshedpeachskin

HUANGXingjian　CHENGYuxin　LIUSiyu　XUXiaoyun　HU Wanfeng　PANSiyi

CollogeofFoodScienceandTechnology/MOEKeyLaboratoryofEnvironment
CorrelativeDietology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThepolyphenoloxidaseinredＧfleshedpeachskinwasextractedinTrisＧHClbufferand
purifiedbyammoniumsulfateprecipitationandcolumnchromatography．OnepuresinglebandwasobＧ
tainedusingelectrophoresis．AccordingtotheMichaelisＧMentenconstant,theoptimalsubstrateofthe
PPOwaspyrogallol．TheoptimaltemperatureandpHofthePPOat４２０nm was４５℃and７．０Ｇ７．５,reＧ
spectively．PPOwasmorestableinneutralpHenvironmentandbelow５５℃．Circulardichroism (CD)

spectrum,fluorescencespectroscopy,anddynamiclightscatteringwereusedtocharacterizethestrucＧ
turesofthePPO．ResultofCDspectrumshowedthatthesecondarystructureofPPOcontained５０．６１％
αＧhelix,３２．４７％ βＧfolded,１０．８３％ βＧcornerand６．２１％randomcoil．Resultoffluorescencespectroscopy
showedthatthemaximumemissionwavelengthofPPOwas３５２nm．Theintensityoffluorescencewas
１３３．９,indicatingthatthefluorophorewasinapolarhydrophilicenvironment．Resultofdynamiclight
scatteringshowedthattheparticlesizedistributionwasconcentratedat２５５nm,indicatingthatthePPO
wasinagatheringstate．

Keywords　redＧfleshedpeachskin;polyphenoloxidase;enzymaticbrowning;enzymologicalproperＧ
ty;structuralcharacterization
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