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茶树鲜叶中维生素B6代谢酶PNPO的活性分析

李艳霞1，张剑韵2，黄龙全1。

(1．安徽农业大学茶与食品科技学院，安徽合肥2300361 2．安徽农业大学生命科学学院。安霰合肥230036)

摘要：采用液氮研磨、Tris．HCI+KP04缓冲液(pH8．5)浸提法和硫酸铵沉淀法从茶树鲜叶中提取磷酸毗哆醇氧化

酶(PNPO)粗酶液，并通过苯肼法研究其酶学性质．结果表明，以磷酸吡哆胺(PMP)为底物，PNPO催化

反应的最佳时间为30 min，最适温度为50℃，最适pH6．5．在pH6．O~9．0，温度lO～40℃的条件下，此酶稳定。

在最适条件下测得反应底物PMP的Km值为2．34 mmol／L．
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Abstracts：The crude extract of Pyridoxamine(Pyridoxine)一5'-phosphate Oxidase(PNPO)extracted from flesh tea

leaves which were grinded by liquid nitrogen with Tris·HCL+KPO buffer(pH8．5)and fractionated with solid

ammonium sulfate，the enzymatic properties were investigated with phenyl hydrazine method．Results showed that

when Pyridoxamine phosphate(PMP)as the substrate，the best time for the PNPO oxidation was 30 min，and the

optimum pH was 6．5．and the optimum temperature was 50℃．When the value of pH was from 6．0 to 9．0 and

temperature Was from 10"(2 to 40℃，the enzyme was stable．The Km哪ofthe reactive substrate PMP Was 2．34 mmoi／L

under the optimum measure condition．
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磷酸吡哆醛(pyridoxal-5'-phosphate，PLP)

是维生素B6(VB6)的主要辅酶形式，在生物体

的氨基酸代谢、抗生素的合成、调节免疫功能

等(1】方面发挥重要生理作用。在PLP从头合成

和补救途径中，磷酸Ⅱ比哆醇氧化酶(Pyridoxine

5'-phosphate oxidase。PNPO)起重要作用。

PNPO催化磷酸吡哆醇(Pyridoxine．5'-phosphate，

PNP)和磷酸毗哆胺(Pyridoxine-5'-phosphate，

PMP)的氧化反应，生成PLPl2‘3】。近年来的

研究【4】发现，VB6是一种很强的生物抗氧化

剂，可有效淬灭单线态氧分子和超氧化物负离

子；PLP或其同系物作为细胞信号传导的调节

分子，对一些细胞膜上的离子通道具有调节作

用；PLP是植物胚后期的根系发育所必需的，

可保护植物免受高盐、紫外线、渗透压、氧化

等环境胁迫因子的影响【5‘6】。植物体内VB6代
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谢途径与抗逆作用机制受到重视，成为植物生

理学和一个新的研究热点。

本实验研究茶树鲜叶中PNPO的催化条

件及在不同条件下的稳定性，为深入研究茶树

中维生素VB6的代谢途径，探讨茶树逆境生

理、老化机制和提高茶树的抗逆性措施奠定基

础。

l材料与方法

1．1材料、主要试剂与仪器

龙井43茶树二三叶(采于安徽省合肥市

大杨镇)；液氮(中国科技大学液氮公司)；

PVPP、磷酸氢二钾、磷酸氢二钾、PMSF(苯

甲基磺酰氟)、甘油、苯肼、三氯乙酸(TCA)、

浓硫酸均为分析纯，购自上海生物工程有限公

司；磷酸吡哆胺盐酸盐(PMP．HCL)购自Merck

公司；PLP购自sigma公司。UV-2600紫外可

见分光光度计(上海尤尼柯仪器有限公司)。

1．2实验方法

1．2．1鲜叶中PNPO粗酶液提取及初步纯化

提取液为0．2 mol／L pH8．5Tris．HCI+KP04

缓冲溶液；内含50％甘油；PMSF 50 mg／L；

EDTA．Na 1．5 mol／L。

称取茶树鲜叶，加入等量PVPP在液氮中

研磨成粉末状后，然后按固液比l：2．5加入

提取液继续研磨1 min，4℃8 000 r／min离心

20 min，上清液即为粗酶液。

粗酶液用硫酸铵分级沉淀蛋白质，收集饱

和度40％--60％之间沉淀物溶于l砣倍沉淀物

体积的提取液中，然后透析去除小分子杂质，

每3 h换一次透析液。

1．2．2茶树鲜叶PNPO的活性分析

茶树鲜叶中PNPO的活力测定参照文献

【7】的方法，略有改动。反应体系为3 mL，由

0．2 molFL pH6．5磷酸钾缓冲溶液2．35 mL、粗

酶液0．5 mL、40 mmol／L PMP．HCL 0．15 mL构

成。37℃下避光反应30 rain后添加100％TCA

0．5 mL终止反应，离心取上清液。再添加0．2 mL

苯肼溶液，冰浴反应10 min后，410 nm下测

定吸光度。测定设置3次平行试验，结果取其

平均值。空白为先加100％TCA，后加酶液。

制备不同浓度的PLP溶液，苯肼反应后

在410 nm处测定吸光值，作成标准曲线，确

定酶促反应生成的PLP量。酶活力单位(U)

定义为37℃下，每毫克蛋白每分钟催化生成

PLP的纳摩尔数。

1．2．3 pH值对茶树PNPO的影响

分别用pH4．0～10．0的Britton．Robinson缓

冲液研究不同pH对茶树PNPO活性的影响，

另用上述pH范围的Britton．Robinson缓冲液

与酶液等量混合，在4℃下放置24 h后分析此

酶的酸碱稳定性。

1．2．4温度对茶树鲜叶PNPO的影响

测定10-70℃下的酶活力，研究温度对酶

活力的影响。另将酶液在10--60℃下热处理30

rain后，迅速冷却到室温，37℃下检测酶的剩

余活力。

1．2．5 PNPO以PMP为底物时的Km值的测定

在最适反应条件下，以PMP为底物采用

双倒数法，以底物浓度的倒数1／[S]为横轴，各

管光密度的倒数I／OO(代表各管的反应速度的

倒数)为纵轴作图，计算茶树PNPO的Km值。

2结果与分析

2．1茶树PNPO粗酶初步纯化

茶树PNPO粗酶经硫酸铵分级沉淀和透

析处理后比活力为O．719 nmol／(min·mg)，纯

化倍数为4(表1)。

2．2茶树PNPO基本酶学性质

茶树PNPO体外催化反应的时间曲线如图

1所示，在30 rain内呈线性关系。反应的最适

pH值为6．5(图2．A)。在pH6．0~9．0的环境下

相对稳定(图2．B)。此酶反应的最适温度为50℃

(图3-A)。在10-40"(2的环境下相对稳定(图

3-B)。在最适反应条件下，以PMP为底物时，

茶树PNPO的Km为2．34mmol／L(图4)。
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表l茶树鲜叶PNPo粗酶初步纯化效果

Tablel Primary purification PNPO crude enzyme from tea leaf

处理 体积 蛋白质质量浓度 总蛋白质量 活力 总活力 比活力[nmol／(min·mg)】

Treatment (mL) (mg／mL) (rag) [nmol／(rain·mL)】 (nmol／min) Specific activity
Volume Protein concentration Totai protein Activity Total activity

粗酶Crude extract n0 1．65 181．5 0．318 34．97 0．193

沉淀Deposition 5 7．82 39．25 5．643 28．217 0．719

注：酶活单位U定义：37℃下．每毫克蛋白每分钟催化生成PLP的纳摩尔数．蛋白质浓度采用Bmdfbrd法181测定。以牛血清蛋

白作为标准．

Note：A unit of activity is defined鹤the nmol of PLP formed per minme per mg of protein at 37。C．Protein concentrations were

determined by the method of Bradford using bovine serum albumin雏standard．
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图l茶树PNPO催化反应的时间曲线

Fig．1 Time curve of catalysis of PNPO from tea plant
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图3温度对茶树PNPO催化活性和稳定性的影响

Fig．3 Impact of temperature on activities and

the stability of PNPO from tea plant

注：A：测定酶的活力，B：纯化的酶液保温30 rain后．测定

酶的剩余活力．

Note：A：The enzyme activity was determined．B：The enzyme
residual activity was determined after the enzyme waS

treated for 30 min．
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图2 pH值对茶树中PNPO酶活性的影响和
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Fig．2 Impact of pH on activities and the

stability of PNPO from tea plant

注：A：测定酶的活力；B：4"C下，放置24 h后，测定酶的剩

余活力．

Note：A：The enzyme activity was determined under the optimum

temperature． B：The enzyme residual activity was

determined after the enzyme WaS treated for 24 h under 4"C．
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3讨论

茶鲜叶富含多酚类物质，在细胞破碎后多

酚类物质会在内源多酚氧化酶的作用下形成

茶褐素，这些色素以共价键吸附蛋白使许多酶

失活【9】。使用PVPP(不溶性聚乙烯吡咯烷酮)

吸附多酚能减少多酚与蛋白质的接触，防止蛋

白变性，有效地保护了酶和蛋白质，可获得满

意的提取效果。本实验研磨茶叶时加入与鲜叶

等量的PVPP提取PNPO酶液，经初步纯化后，

利用产物PLP和苯肼发生衍生化反应生成在

410 nm下具有吸光度的衍生物这一特征检测

PNPO的活性【10】。结果表明，提取的PNPO酶

液具有活性。

茶树PNPO的体外最佳反应时间为30 min，

最适温度为50℃，在10-：40℃、pH5．0～9．0的

环境下可以维持较高活性。茶树PNPO反应的

最适pH值为6．5，与兔肝和家蚕PNPO最适

pH值不同，造成此现象的原因可能是种间差

异，具体原因尚需进一步研究。以PMP作为

底物，茶树PNPO的Km为2．34 mmol／L，而

动物体内的PNPO酶以PMP为底物时，Km

值的范围是3．6～100 pmol／L[,,】。这表明在茶树

体内的VB6代谢途径中，PMP对PNPO的亲

和力远低于动物体。
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