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柠檬烯转化酶的提取条件优化及酶学性质研究

张莹莹,李志,张璐璐,李晓,范刚,彭芷芊,任婧楠,潘思轶

华中农业大学食品科学技术学院/环境食品学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以指状青霉(Penicilliumdigitatum)DSM６２８４０为研究对象,采用高压细胞破碎法破碎菌体,对其

转化柠檬烯生成αＧ松油醇过程中的相关酶的提取条件进行优化.以柠檬烯转化酶活性为指标,在单因素试验的

基础上结合响应面试验法,确定最佳提取条件;同时,对柠檬烯转化酶的酶学性质进行了初步探索.结果显示,

最佳提取条件为:破碎压力１００ MPa、破碎６次、液料比１５∶１ (mL/g),在此条件下,αＧ松油醇的质量浓度为

８５５．７５mg/L,酶活力达到７１．３１U.柠檬烯转化酶最佳转化时间为４h,在磷酸盐缓冲液中获得的酶活性最高;

该酶可能为细胞色素P４５０,且不同的金属离子对酶活性的影响不同:Fe２＋ 对酶有轻微的抑制作用,而 Ca２＋ 、

Mg２＋ 、Mn２＋ 、Zn２＋ 、Co２＋ 、Ba２＋ 、Na＋ 、K＋ 、Fe３＋ 、Ni２＋ 则对酶有不同程度的激活作用.粗酶液SDSＧPAGE电泳

结果表明优化后的提取工艺效果较好.
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　　柠檬烯,一种单萜烯化合物,在柑橘类水果中广

泛存在[１].柠檬烯的C８位氧化产物αＧ松油醇[２]是

目前香料行业中商业价值较高的单萜醇之一,其年

消耗量约为９．２t[３].大量研究表明αＧ松油醇具有

抗氧化、抗癌、抗惊厥和镇静等方面的作用[４].
指状青霉(Penicilliumdigitatum)DSM６２８４０

能够专一性地转化柠檬烯生成αＧ松油醇,利用高压

细胞破碎法对柠檬烯转化生成αＧ松油醇过程中相

关酶的提取条件进行优化,以此获得较高活性的柠

檬烯转化酶.
在前期的工作中发现柠檬烯转化酶位于细胞

内,必须对细胞进行破壁处理.高压法破碎细胞的

原理是利用样品在通过极小的缝隙时,由于高压能

量喷出,产生碰撞、剪切和空腔三大效应[５Ｇ６],从而使

细胞破碎,目前已广泛用于红色诺卡氏菌和裂殖壶

菌等菌体的细胞破碎[７].
本研究采用高压细胞破碎辅助提取柠檬烯转化

酶,考察了破碎压力、破碎次数和液料比对柠檬烯转

化酶活性的影响,优化提取条件,并对柠檬烯转化酶

性质进行了初步探索,为指状青霉 DSM６２８４０转化

柠檬烯生成αＧ松油醇的工业化应用和后续柠檬烯

转化酶的分离纯化提供参考.

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

指状青霉 (Penicilliumdigitatum)DSM６２８４０
购自德国微生物菌种保藏中心(DSMZ).指状青霉

DSM６２８４０接种于PDA 斜面上,２５℃培养７d,在
４℃保存.将４℃放置的菌株转接于新鲜的 PDA
斜面培养基上,进行活化处理,２５℃培养７d,每７d
转接１次.

乙二胺四乙酸(EDTA)、磷酸氢二钠、磷酸二氢

钾、氯化钾、甘油,分析纯,均购于国药集团化学试剂

有限集团;RＧ(＋)Ｇ柠檬烯标准品,购于东京化工有

限公司;一氧化碳(高纯度)、美替拉酮(metyrapone,

９６％)、酮康唑(ketoconazole,≥９８％),购于麦克林

化学试剂有限公司;丙烯酰胺、四甲基乙二胺、过硫

酸铵(电泳专用级),购于北京庄盟国际生物基因科

技有限公司;蛋白彩虹 marker,购于上海碧云天生

物技术有限公司.

MYB培养基:酵母提取物３０g/L、麦芽提取物

２０g/L、葡萄糖１０g/L、蛋白胨１０g/L.
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AvantiJXN 型冷冻离心机,美国 Beckman 公

司;JNＧ１０C高压细胞破碎仪,广州聚能纳米生物科

技股份有限公司;XHFＧDY 高速分散器,宁波新芝

生物科技股份有限公司;SHZＧD循环水式多用真空

泵,郑州科华仪器设备有限公司;Agilent６８９０N 型

气相色谱仪联合５９７５B质谱仪,美国 Agilent公司;

DYCZＧ２４DN型电泳仪,北 京 六 一 生 物 科 技 有 限

公司.
1.2　柠檬烯转化酶的提取

用７~１４d的指状青霉 DSM６２８４０斜面培养物

制取孢子悬浮液,再按１％的接种量接种于 MYB培

养基中,２４℃、１４０r/min振荡培养４８h,真空抽滤

得到菌体,用磷酸盐缓冲液 (pH７．０)重新悬浮,然
后再抽滤去除培养基成分,重复３次.将洗涤好的

菌体溶解于磷酸盐缓冲液(pH７．０)中,每１０g菌体

(湿质量)溶解于１００mL的缓冲液中,经高速分散

器处理５min,再用高压细胞破碎仪破碎５次(１L
样品破碎１次需８min),压力１５０MPa,然后１００００
r/min、４℃离心３０min,取上清液.
1.3　柠檬烯转化酶活性的测定

采用气相色谱Ｇ质谱法(GCＧMS)[８]测定柠檬烯

转化酶活性.Agilent６８９０N型气相色谱仪,气相色

谱条件为:HPＧ５毛细管柱 (３０m×３２０mm×０．２５

μm);程序升温,４０℃下持续３min,以３℃/min的

增加量升至１６０℃,保持２min,再以８℃/min升至

２２０℃,保持３min.进样口温度２５０℃,检测器温

度２５０℃.

Agilent５９７５B质谱仪,质谱条件为:四极杆温

度和离子源温度分别为１５０和２３０℃,采用EI的离

子化方式,电子能量 ７０eV,扫描质量范围 m/z
４５~５５０.使用计算机谱(NIST０５/WILE７．０)对αＧ
松油醇进行定性分析,外标法进行定量.

利用上述方法测定不同质量浓度的αＧ松油醇

对应的峰面积,绘制标准曲线,得到峰面积与αＧ松

油醇的质量浓度的线性方程:峰面积＝３４８５６９×
CαＧ松油醇 －３００００００,相关系数０．９９０１,有较好的拟

合 效 果,可 用 于 αＧ松 油 醇 的 定 量 计 算.其 中,

CαＧ松油醇 代表αＧ松油醇的质量浓度,mg/L.
酶活力单位的定义:在一定的条件下,１h产生

１mg/L的αＧ松油醇即为一个酶活力单位(U).
1.4　单因素及响应面试验设计

在４℃下,采用高压细胞破碎法辅助提取柠檬

烯转化酶,使用磷酸盐缓冲液进行提取.分别研究

破碎压力、破碎次数和液料比对酶活力的影响.每

个单因素水平重复３次.在单因素试验基础上,结
合BoxＧBenhnken试验设计原理,采用三因素三水

平响应面分析法,以酶活力为响应值,考察破碎压力

(A)、破碎次数(B)和液料比(C)对响应值的影响,
对提取条件进行优化.
1.5　柠檬烯转化酶活力的研究

１)反应时间对柠檬烯转化酶的酶活力的影响.
取粗酶液１ mL,加入１μL 柠檬烯,混合均匀,于

２４℃、１４０r/min分别反应４、８、１２、１６、２０、２４h后,
比较不同反应时间下柠檬烯转化酶的活性,探究最

佳反应时间.每组试验重复３次,下同.

２)缓冲液体系对柠檬烯转化酶的酶活力的影

响.重复本文“１．２”中的操作步骤,仅改变缓冲液种

类,分别使用磷酸盐(PBS)缓冲液、HEPES缓冲液

和TrisＧHCl缓冲液对柠檬烯转化酶进行提取,取粗

酶液１mL,分别加入１μL柠檬烯后混合均匀,于

２４℃、１４０r/min反应１２h后,测定酶活力.

３)添加物对柠檬烯转化酶的酶活力的影响.取

粗酶液１mL,分别加入１μL柠檬烯和１mmol/L
抑制剂,抑制剂分别是美替拉酮、酮康唑和 EDTA,
混合均匀,于２４℃、１４０r/min反应１２h,测定酶活

力.同时设置空白对照,试验重复３次.

４)金属离子对柠檬烯转化酶活力的影响.分别

向粗酶液中添加 Ca２＋ 、Mg２＋ 、Mn２＋ 、Zn２＋ 、Co２＋ 、

Ba２＋ 、Fe２＋ 、Na＋ 、K＋ 、Fe３＋ 、Ni２＋ 等金属离子溶液,
金属离子浓度分别为２和５mmol/L,混合均匀,于

２４℃、１４０r/min反应１２h,测定酶活力,设置不添

加金属离子组为对照,结果用相对酶活表示(即试验

组酶活占不添加金属离子组酶活的百分比).
1.6　柠檬烯转化酶的表征

１)粗酶液的CO 活性检测.参考 Omura等[９]

和Schenkman等[１０]的方法,并做适当修改,对柠檬

烯转化酶的粗酶液进行CO差示光谱表征.取混合

均匀后的粗酶液０．６mL,等量分成２份,加入２个

微量比色皿中,对照组和实验组分别编号为 P１和

P２,记录波长４００~５００nm 的基线.在P１和P２中

加入等量(１mg)低亚硫酸钠粉末,混合均匀;取出

P２,通入CO气体(通风橱内操作)后静置３０s,重复

记录P１和P２中样品在４００~５００nm 的紫外吸收

光谱,扫描至样品在４５０nm 附近的吸光值没有变

化即可停止.

２)粗酶液的SDSＧ聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDSＧ

６０１
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PAGE).参照闫青[１１]的方法,并做适当修改.使

用本文“１．４”优化得到的高压细胞破碎条件提取柠

檬烯转化酶,得到粗酶液.配制１２％的分离胶溶液

和４％的浓缩胶溶液,使用垂直板电泳,分别吸取蛋

白 Marker和样品加入点样孔内,初始电压为８０V,
待样品移动到分离胶时调节电压为１００V,保持恒

压,约２h电泳结束.取胶,用考马斯亮蓝 R２５０过

夜振荡染色,然后脱色至凝胶背景透明,利用 BIOＧ
RAD蛋白凝胶呈像处理系统采集图像.
1.7　数据处理及分析

试 验 数 据 用 Excel２０１６ 进 行 整 理,使 用

SPSS１９．０和DesignExpert８．０软件进行数据统计

分析.

2　结果与分析

2.1　高压细胞破碎辅助提取柠檬烯转化酶的单因

素试验

　　１)破碎压力对柠檬烯转化酶活力的影响.在高

压下细胞破碎５次,液料比为１０∶１(mL/g)的条件

下,考察高压细胞破碎压力对酶活力的影响,结果如

图１A所示.随着破碎压力的增加,酶活力显著增

加,当破碎压力达到１００MPa时,酶活力达到最大

值;但随着破碎压力继续增大,其呈下降趋势.这有

可能是因为高压破坏了细胞膜和细胞壁,胞内的渗

透压使其内含物全部释放出来.如果破碎压力过

大,酶的高级结构可能会因为反应体系内部的高压

遭到破坏[１２],从而降低柠檬烯转化酶活力.因此,
选择破碎压力为１００MPa较为适宜.

２)破碎次数对柠檬烯转化酶活力的影响.在

细胞破碎压力为１５０MPa,液料比为１０∶１(mL/g)
的条件下,考察高压细胞破碎次数对酶活力的影响,
结果如图１B所示.随着破碎次数的增加,酶活力

呈上升趋势,当破碎７次时,酶活力达到最大值;随
后增加破碎次数,酶活力反而下降.在一定范围内,
柠檬烯转化酶活力随破碎次数增加而增加,这可能

是因为增加破碎次数有助于酶的溶出,破碎７次时,
细胞内的柠檬烯转化酶已基本溶出,此时酶活力达

到最大值.继续增加破碎次数,处理时间过长,可能

会导致柠檬烯转化酶结构破坏[１３],酶活力降低.因

此,选择破碎７次较为合适.

３)液料比对柠檬烯转化酶活力的影响.在高

压细胞破碎压力为１５０MPa、破碎５次的条件下,考
察液料比对酶活力的影响,结果如图１C所示.随

着液料比的增大,酶活力有所增加,增加至１５∶１
(mL/g)时,酶活力达到最大值;液料比继续增大,酶

A:破碎压力;B:破碎次数;C:液料比.A:Extractionpressure;B:Extractiontimes;C:Theratioofliquidtosolid．

图１　高压细胞破碎辅助提取柠檬烯转化酶的单因素试验

Fig．１　Theeffectsofhighpressurecrackeronenzymeactivitybysinglefactorexperiment

７０１
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活力下降.当液料比为５∶１(mL/g)时,酶活力也

较高,但浓度过低,一次收集到的菌体碎片少,能耗

较大,不适于产业化生产.综合考虑,选择液料比为

１５∶１(mL/g)较为合适.
2.2　高压破碎法辅助提取柠檬烯转化酶的响应面

试验

　　１)响应面试验设计及结果.在单因素试验基础

上,结合BoxＧBenhnken试验设计原理,采用三因素

三水平响应面分析法,以酶活力为响应值,考察破碎

压力(A)、破碎次数(B)和液料比(C)对响应值的影

响,优化提取条件.响应面试验的因素水平编码值

和试验方案结果分别见表１和表２.
表１　响应面试验的因素和水平编码值

Table１　Codedfactorsandlevelsinquadraticregression

rotationalcombinationaldesign

水平

Levels

因素 Factors

A
破碎压力/MPa

Extraction
pressure

B
破碎次数

Extraction
times

C
液料比/(mL/g)
Ratioofliquid

tosolid

－１ ７５ ５ １０∶１

０ １００ ７ １５∶１

１ １２５ ９ ２０∶１

表２　响应面分析试验设计方案及结果

Table２　Thecorrespondingresultsfor

responsesurfaceexperiment

序号

Number
A B C

酶活力/U
Enzymeactivity

１ ０ １ －１ ３１．９４

２ ０ ０ ０ ６８．７２

３ １ ０ －１ ３１．６０

４ ０ ０ ０ ７１．５９

５ ０ ０ ０ ６９．０３

６ －１ －１ ０ ２６．２０

７ －１ ０ １ ２３．３８

８ ０ １ １ ３６．０２

９ ０ ０ ０ ６９．８８

１０ ０ －１ １ ５０．４０

１１ １ －１ ０ ４７．１８

１２ ０ ０ ０ ７３．１０

１３ １ ０ １ ２９．５７

１４ －１ ０ －１ ３０．７２

１５ ０ －１ －１ ５３．５４

１６ －１ １ ０ ３１．９５

１７ １ １ ０ ２４．３１

　　２)因素与得率模型的建立及显著性检验.应用

DesignExpert８．０软件对表３中的数据进行分析,
得到破碎压力(A)、破碎次数(B)、液料比(C)与酶

活力的回归方程如下:Y＝７０．４６＋２．５５A－６．６４B－
１．０５C－７．１６AB＋ １．３３AC＋１．８BC－２６．１１A２－
１１．９５B２－１５．５４C２.显著性检验结果见表３.表３
的方差分析结果中,构建模型P 值＜０．０００１,极显

著,具有统计学意义.失拟P＝０．０５６３＞０．０５,不显

著,说明失拟因素不存在.结合回归方程分析,R２

为０．９８６５,这说明该模型与实际情况拟合度较好.
不同因素之间存在交互作用,B的P 值小于０．０１,
说明破碎次数对柠檬烯酶活性影响极显著,A 和 C
没有显著性;A２、B２、C２对柠檬烯酶活性的影响均达

到了极显著(P＜０．０１)水平.在一定范围内,F 值

的大小可以反映出各因素对柠檬烯酶活性的影响作

用强弱,强弱关系依次为:破碎次数(B)＞破碎压力

(A)＞液料比(C).

３)响应面图分析及最佳工艺验证结果.破碎压

力、破碎次数和液料比之间的交互作用对酶活力的

影响结果见图２.由表３和图２可知,AB的P 值小

于０．０１,破碎压力与破碎次数交互作用显著,其余各

因素之间交互作用都很小.根据模型得到的最佳提

取工艺条件为破碎压力１０２．２ MPa,破碎次数为

６．３８次,液料比为１４．７５∶１(mL/g).在此条件下,
柠檬烯酶活性为７１．６３U.参考实际操作,将优化

后的工艺参数调整为破碎压力１００MPa、破碎６次、
液料比１５∶１(mL/g),在此条件下进行３次重复试

验验证,得到柠檬烯转化酶的平均酶活力为７１．３１
U,与预测值十分接近,说明回归模型能较好地预测

高压破碎辅助提取柠檬烯转化酶的提取条件,最优

试验因素参数组合有较强的可行性.
2.3　柠檬烯转化酶的性质

１)反应时间对柠檬烯转化酶活力的影响.由

图３可知,柠檬烯转化酶活力随着反应时间的增加

逐渐降低,在４h时酶活力最大,约为８h时酶活力

的２倍,反应时间为１２、１６、２０和２４h时,柠檬烯转

化酶活力缓慢下降.这可能是由于随着反应时间的

延长,底物柠檬烯已经反应完全,再延长反应时间,
产物αＧ松油醇的浓度也不会增加,因此,在１２、１６、

２０和２４h时柠檬烯转化酶活力没有出现大幅度的

降低.经显著性分析得到,反应８、１２、１６、２０和２４h

８０１
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　A:破碎压力和液料比对酶活力的影响;B:破碎次数和液料比对酶活力的影响;C:破碎压力和破碎次数对酶活力的影响.A:ResponsesurＧ

faceoftheeffectsofextractionpowerandmaterialＧtoＧliquidratioonenzymeactivity;B:Responsesurfaceoftheeffectsofextractiontimesandliquid

tosolidratioonenzymeactivity;C:Responsesurfaceoftheeffectsofextractionpowerandextractiontimesonenzymeactivity．

图２　交互作用分析

Fig．２　Transactionalanalysis

表３　回归方程的方差分析

Table３　Analysisofvarianceinregressionequation

方差来源

Sourcesofvariance

平方和

Sumofsquares

自由度

Degreesoffreedom

均方

Meansquare

F 值

Fvalue

P 值

Pvalue
模型 Model ５５７７．２６ ９ ６１９．６７ ５６．８１ ＜０．０００１∗∗

A ５２．０７ １ ５２．０２ ４．７７ ０．０６５３

B ３５２．４５ １ ３５２．６６ ３２．３３ ０．０００７∗∗

C ８．８９ １ ８．８９ ０．８２ ０．３９６５

AB ２０４．９０ １ ２０４．９０ １８．７８ ０．００３４∗∗

AC ７．０３ １ ７．０３ ０．６４ ０．４４８４

BC １３．０１ １ １３．０１ １．１９ ０．３１１０

A２ ２８６９．１５ １ ２８６９．１５ ２６３．０５ ＜０．０００１∗∗

B２ ６０１．２２ １ ６０１．２２ ５５．１２ ０．０００１∗∗

C２ １０１６．６６ １ １０１６．６６ ９３．２１ ＜０．０００１∗∗

剩余项 Residual ７６．３５ ７ １０．９１
失拟 Lackoffit ６２．７０ ３ ２０．９０ ６．１２ ０．０５６３
误差 Error １３．６５ ４ ３．４１
总和 Total ５６５３．３５ １６
R２＝０．９８６５

　注:∗．差 异 显 著,P ＜０．０５;∗ ∗．差 异 极 显 著,P ＜０．０１.Note:∗．significantdifference(P ＜０．０５);verysignificantdifference
(P＜０．０５)．

的酶活力与４h相比差异均显著,说明反应时间为

４h时产物αＧ松油醇浓度达到最大值,最佳反应时

间为４h,在以后的试验中可选择４h进行反应.

２)缓冲体系对柠檬烯转化酶活性的影响.由图

４可知,缓冲体系对柠檬烯转化酶的酶活力影响较

大.选择用PBS缓冲液提取柠檬烯转化酶时,酶活

力达到最大值,约为其他 ２ 种缓冲液的 ２ 倍,而

HEPES和TrisＧHCl缓冲液则对柠檬烯转化酶活力

没有显著影响,推测可能是由于不同缓冲液中所含

有的离子对于柠檬烯转化酶活性的促进及抑制作用

各有不同[１４].结果表明,使用磷酸盐缓冲液提取该

酶的效果较好.

９０１
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　∗代表与反应时间为４h时的酶活力相比差异显著(P ＜０．０５).

∗representsthesignificantdifference(P ＜ ０．０５)comparedwith

thesampleatreactiontimeof４h．

图３　反应时间对柠檬烯转化酶活性的影响

Fig．３　Effectofreactiontimeonlimonene
convertingＧenzymeactivity

图４　缓冲液体系对柠檬烯转化酶活性的影响

Fig．４　Effectofbufferonlimonene

convertingＧenzymeactivity

　　３)添加物对柠檬烯转化酶的影响.分别添加３
种浓度均为１mmol/L的抑制剂,测定柠檬烯转化

酶的相对酶活,结果见表４.细胞色素P４５０酶抑制

剂美替拉酮和酮康唑能够抑制柠檬烯转化酶活性,
说明在P．digitatum DSM６２８４０生物转化柠檬烯

生成αＧ松油醇的过程中,细胞色素 P４５０酶发挥了

作用[１５Ｇ１６].添加金属离子螯合剂EDTA 后,显著抑

制了 柠 檬 烯 的 微 生 物 转 化,仅 为 空 白 组 酶 活 的

６０％,说明在柠檬烯转化的过程中除了涉及到细胞

色素P４５０外,还可能涉及到其他酶,并且这个酶含

有其他的金属离子活性位点.

４)金属离子对柠檬烯转化酶的影响.在之前的

试验中,发现金属离子螯合剂EDTA 能够明显地抑

制柠檬烯生物转化,降低酶活力,这可能是由于EDＧ
TA与酶的金属离子活性位点结合.所以进一步研

究了金属离子对酶活性的影响.由表５可知,当添

加２mmol/L的金属离子时,只有Fe２＋ 对酶活性有

轻微的抑制作用,其余离子则对酶有不同程度的激

活作用;其中,Fe３＋ 、Mn２＋ 和 Co２＋ 对酶活的激活作

用较大,并且与不添加金属离子的空白组相比,

Fe３＋ 能够显著增加酶活力.当添加５mmol/L的金

属离子时,Ni２＋ 对酶活性有轻微抑制作用,Fe２＋ 能

够显著地抑制酶的活性,其余的金属离子对酶有不

同程度的激活作用,这与２mmol/L浓度时对酶活

的影响相同.
表４　添加物对柠檬烯生物转化的影响

Table４　Theeffectsofadditivesonlimonenebiotransformation

添加物

Addtive
相对酶活/％

Relativeenzymeactivity
空白 None １００
美替拉酮 Metyrapone ６８．１０±６．１６
酮康唑 Ketoconazole ６４．０８±６．７９
EDTA ６０．５４±４．６７∗

　注:∗代表与空白相比差异显著(P＜０．０５).Note:∗representsa

significantdifferencefromnone(P＜０．０５)．

表５　金属离子对柠檬烯生物转化的影响

Table５　Theeffectsofmetalionsonlimonenebiotransformation

金属离子

Metalion

相对酶活/％

Relativeenzymeactivity
２mmol/L ５mmol/L

空白 None １００ １００
Fe２＋ ９１．０１±６．２４ ７５．４１±９．４７∗

Fe３＋ １６４．５４±２１．８５∗ １１８．９７±５９．１１
Ba２＋ １１２．２７±２３．０９ １２９．２９±０．０３
Zn２＋ １５２．０９±５１．１７ １４５．８８±５８．６８
K＋ １２４．６±１０．７８ １０３．２４±３３．３６
Mg２＋ １１９．２６±１５．９３ １３４．３５±１２．８５
Na＋ １１５．６１±１３．８２ １２０．３９±１９．２０
Mn２＋ １６８．３１±５７．６４ １６１．８８±１９．６６
Co２＋ １６３．８３±３３．６５ １８６．８１±４６．１８
Ni２＋ １３９．２９±１８．０７ ９３．９６±１６．１６
Ca２＋ １１８．２±２３．７５ １９１．１４±５２．０４

　注:∗代表与空白相比差异显著(P＜０．０５).Note:∗representsa

significantdifferencefromnone(P＜０．０５)．

2.4　CO 差示光谱

为进一步验证 P４５０酶的存在,本试验利用粗

酶液进行CO活性检测.根据P４５０酶的蛋白生化

特征[１７],又结合图５所示的 CO 差示光谱中位于

４５０nm 处的一个特征吸收峰 (箭头所指),初步说

明在该粗酶液中存在一个具有可溶性且能与CO结

合的亚铁血红素蛋白.与CO 结合后在４５０nm 处

产生的吸收峰值较小,这可能是粗酶液中的该蛋白

质的溶解度较低造成的.另一个较为明显的现象就

是CO差示光谱在４２０nm 处出现了明显的吸收峰,
推测可能是由于P４５０失活后转变为P４２０,P４２０又

与CO 结合引起的[１８],并且在４２０nm 处的吸收峰

０１１
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较高.研究发现真菌中的P４５０分离到细胞外后较

易失活[１９],这说明有相当数量的 P４５０在分离过程

中失去了活性,转化为P４２０.

图５　CO差示光谱

Fig．５　COdifferencespectra
2.5　粗酶液 SDSＧPAGE 电泳分析

在破碎压力１００MPa、破碎６次、液料比１５∶１
(mL/g)的条件下提取柠檬烯转化酶,获得的粗酶液

通过SDSＧPAGE电泳结果如图６所示.大多数的

真菌细胞色素P４５０的分子质量位于４０~６０ku[１７]

内,由图６可以看到,有几条较粗的蛋白质条带集中

分布在分子质量４５~６５ku,说明这一部分的蛋白

可能就是菌株能够转化柠檬烯生成αＧ松油醇的目

标蛋白,证明经过条件优化后能达到较好的提取

效果.

１:Marker;２:样品Sample．

图６　粗酶液SDSＧPAGE电泳图

Fig．６　SodiumdodecylsulfateＧpolyacrylamide

gelelectrophoresisofcrudeenzyme

3　讨　论

目前,虽然关于柠檬烯生物转化生成αＧ松油醇

的研究较多,但尚未发现把提取方法作为侧重点对

柠檬烯转化酶进行研究的报道,多是对柠檬烯转化

过程 中 参 数 如 底 物 浓 度、转 化 温 度 和 时 间 的 优

化[３,２０].在前期试验中我们发现该酶位于细胞内,
本试验选用高压细胞破碎法进行提取,结果得到在

最优破碎条件下 αＧ松油醇的质量浓度为 ８５５．７５
mg/L,酶活力达到７１．３１U,与台亚楠[２０]优化后得

到的αＧ松油醇质量浓度８３３．９３mg/L 相比,高出

２．６２％.万红贵等[２１]比较了不同破壁方法对三孢布

拉霉提取番茄红素的影响,发现利用高压均质法提

取能获得较高的番茄红素提取量,与其他方法相比,
高压均质法具有处理量大、破碎效果好等优点,适合

于工业化生产.在进行柠檬烯转化酶相关研究前对

提取工艺进行优化,及时选择酶活性较高的酶进行

分离纯化的试验,这对于柠檬烯转化酶的后续研究

以及酶的工业化应用具有重要意义.
在研究破碎压力对柠檬烯转化酶活性的影响时

发现,酶活力随着破碎压力的增加先增加后降低,而
压力为１７５MPa时的酶活力却比１５０MPa更高,这
与王雪等[１２]研究抽提物 GＧ６ＧPDH 活性随压力的变

化趋势不同.压力为１７５MPa时,高温高压会对酶

活造成一定损失,但由于１７５MPa相对压力增加,
作用于菌体细胞的作用力增强,细胞壁被破坏数量

增加,使菌体释放的酶量增加[２２].因此,该现象的

出现可能是由于更多菌体细胞壁被破坏而造成酶活

力增加的程度超过了因高温高压造成的酶活损失

程度.
研究发现,胞内酶提取效果的好坏与所用的匀

浆缓冲液类别有一定关系[１７].本试验发现提取时

使用磷酸盐缓冲液获得的酶活性较高,说明磷酸盐

缓冲液可以较好地保护酶活性.反应时间对柠檬烯

的转化也有一定影响,本试验发现柠檬烯转化酶活

性随着反应时间的延长逐渐降低,Agrawal等[２３]在

利用黑曲霉转化αＧ萜品烯生成马鞭草酮的研究中

发现,由于长时间转化,马鞭草酮进一步转化为其他

降解产物,导致产品产量下降.因此,推测柠檬烯转

化生成αＧ松油醇的过程中,长时间转化产量下降,
相应酶活力降低,这可能与αＧ松油醇转化为其他物

质有关.台亚楠[２０]在研究转化时间对指状青霉

DSM６２８４０转化柠檬烯过程中αＧ松油醇产量的影响

时得出,产物αＧ松油醇在最初的１２h大量生成,此
后在２４和４８h产量逐渐下降,与本试验结果不同.

本试验利用添加物、金属离子和 CO 差示光谱

对柠檬烯转化酶性质进行了初步探索,在研究添加

物的影响时发现,细胞色素 P４５０酶抑制剂美替拉

１１１
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酮[１５]对柠檬烯的生物转化,抑制率为３１．９％,表明

P．digitatum DSM６２８４０转化柠檬烯生成αＧ松油

醇的酶可能是一种细胞色素 P４５０.真菌细胞色素

P４５０多为膜蛋白[１７],溶解度低,宁大亮等[１８]利用光

谱法检测白腐真菌细胞色素 P４５０进行了研究,发
现通气和还原条件对 P４５０检测值有显著影响,因
此,关于细胞色素 P４５０在提取液里的存在仍有待

进一步研究.Poonsin等[２４]发现 EDTA 能够抑制

胰蛋白酶活性,认为是由于EDTA 螯合了维持胰蛋

白酶活性所需的 Ca２＋ 而导致的酶活力降低.本试

验中EDTA 也显著抑制了生物转化,因此,推测可

能是由于EDTA 螯合了柠檬烯转化酶保持活性所

需的金属离子,影响了酶的结构,导致部分活性的丧

失.Ca２＋ 、Mg２＋ 、Mn２＋ 、Zn２＋ 、Ba２＋ 、Na＋ 、K＋ 、

Co２＋ 、Fe３＋ 和 Mn２＋ 对酶有不同程度的激活作用,说
明这些金属离子对柠檬烯生物转化有一定的促进作

用,后续可以选择促进作用较大的离子进一步研究.
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OptimizationofextractionconditionsoflimoneneconvertingＧenzymeand
studyonenzymaticproperties

ZHANGYingying,LIZhi,ZHANGLulu,LIXiao,FANGang,PENGZhiqian,RENJingnan,PANSiyi

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofEnvironmentCorrelativeDietology,MinistryofEducation,Wuhan４３００７０,China

Abstract　WithPenicilliumdigitatum DSM６２８４０astheobjectofresearch,theextractioncondiＧ
tionsofrelatedenzymesintheprocessofconvertinglimonenetoαＧterpenolwereoptimizedtoobtain
highactivity．AndlimoneneconvertingＧenzymewasextractedbyhighpressurecellcrushingmethod．
TakingthelimoneneconvertingＧenzymeactivityasevaluationindicator,theresponsesurfacemethodoloＧ
gywasusedtooptimizetheextractiontechnologybasedonsinglefactortest．Atthesametime,the
propertiesoflimoneneconvertingＧenzymewerepreliminarilystudied．TheresultsshowedthattheoptiＧ
mumconditionsforextractingwereasfollows:disruptionpressureof１００MPa,crushingtimesof６,and
liquidＧtomaterialratioof１５∶１ (mL/g)．Undertheconditions,theyieldofαＧterpenolwas８５５．７５
mg/L,andtheenzymeactivitywas７１．３１U．TheoptimumconversiontimeoflimoneneconvertingＧenＧ
zymewas４h,andthehighestenzymeactivitywasobtainedinphosphatebuffer．LimoneneconvertingＧ
enzymemightbecytochromeP４５０,anddifferentmetalionshavedifferenteffectsontheenzyme:Fe２＋

hadslightinhibitionontheenzyme,whileCa２＋ ,Mg２＋ ,Mn２＋ ,Zn２＋ ,Co２＋ ,Ba２＋ ,Na＋ ,K＋ ,Fe３＋ andNi２＋

haddifferentactivationeffectsontheenzyme．SDSＧPAGEanalysisofthecrudeenzymesolutionshowed
thattheextractioneffectcouldbebetterundertheoptimumconditions．

Keywords　Penicilliumdigitatum;limonene;extractionconditions;biotransformation;limonene
convertingＧenzyme;responsesurfaceoptimization;enzymeactivity
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