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摘要 ：从苦瓜 （Momordica  charantiaI 。． ）中分离和纯化过氧化物酶 (POD) ，分别测定其最适 pH 值 、 最适温度 、 热

  

稳定性 、 底物浓度对酶活性的影响 。结果表明 ：苦瓜过氧化物酶以邻苯二胺为底物时 Amax  =425nm,  Km  =4.6X

 

 101 ， Vm"=0.137unit/s ． 最适 pH 值为4.6 ，最适温度是50C 。在温度为50C 时过氧化物酶的酶活力最大 ， 酶活性

  

较高 。 在温度为60 （
、

以上时过氧化物酶的失活率升高 ， 在温度为70 （
、

以上时过氧化物酶基本失活 。抗坏血酸和半

  

胱胺酸对过氧化物酶有明显的抑制作用 ，其失活率分别达到 94% 和 92% ；Al.3+的抑制作用稍弱 ，过氧化物酶的失

  

活率为69% ；EDTA 的抑制效果最不明显 ，过氧化物酶的失活率仅为13% 。
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 Abstract:Peroxidase  was  separated  and  purified from  Momordica charantia.Its  optimum  pH  value,

 

 optimum  temperature,thermal  stability and  effect of  substrate  concentration  on  enzyme  activity

 

 were  determined.  The  results  were  showed  as  follows:With O-phenylenediamine  as  substrate,  Amax

  

一 425nm,  Km 一 4.6 × 10'.  Vmax 一 0.137unit/s,optimum  pH  value  4.6,optimum  temperature  at

 

 50C  with  high  enzyme  activity.The  inactivation  rate  of POD  raised  over  60℃ ,and  the  enzyme

 

 activity  was  almost  lost above  70  C.  Vitamin  C  and  Cysteine  had  great  inhabitation  effect on  POD

 

 activity,the  inhibition rate  reached  94 96and 92%respectively.  Al:'+ was  weaker,with  inhibition rate

 

 of 69%.  EDTA  had  no  significant effect of inhibition,the  inhibirion rate  was  only

 

 13%.

 

 Key  words:POD,property.  Momordica  charantia

      

苦瓜 （Momordica  charantiaI ． ． ）系葫芦科苦瓜属

  

植物‘】]
，又称癞葡萄和锦荔枝 ，属蔓性一年生蔬菜 ，广

  

泛分布于热带 、 亚热带和温带地区 ， 富含维生素 C 、 多

  

种氨基酸和丰富的矿物质 ，不仅营养丰富还具有很高

  

的药用价值 。苦瓜具有清暑涤热 、 明 目解毒的功效¨]
，

  

用于治疗肠 胃炎 、 赤眼中暑 ，还具有滋养强壮 、 降低血

  

糖等功效‘2]
。

      

过氧化物酶 (POD) 是广泛存在与各种动物 、 植

  

物 、 微生物体内的一类氧化酶 。 过氧化物酶以西红素

  

为辅基 ，参与了许多重要的生理过程如 ：细胞壁的合

  

成 ，应激反应 ，生长调节等等口一
。 过氧化物酶在植物细
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胞内主要分布在细胞壁 ，液泡 ，输导组织及膜结合核

  

糖上 。迄今过氧化物酶作为一种商品试剂也广泛用于

  

免疫组织化学 ，电镜技术 ，酶联反应等生物学研究 ，并

  

成为重要的诊断试剂‘4_
。

      

目前 ，关于植物体内过氧化物酶的研究多数集中

  

于它的理化过程 ，对苦瓜氧化物酶的理化研究及动力

  

特性研究的报道很少 。本试验对苦瓜中的过氧化物酶

  

进行提取 、 分离 、 纯化 ，较为系统地对苦瓜 POD 的动

  

力特性及常用抑制剂作用效果进行了研究 ，给该酶的

  

合理调控提供依据 。

  

实验材料和方法

 

 1.1 材料

      

新鲜苦瓜（购 自桂林市屏风市场）． 透析袋（北京

  

索莱宝科技有限公司生产），微孔滤膜（上海兴亚净化
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材料厂生产）。

 

 1.2 仪器

     

 TV-1800S 紫外可见分光光度计（北京瑞丽分析

  

仪器公司生产），TGL-16C 高速离心机（北京普析通

  

用仪器有限公司生产），BS-210S 电子天平（上海亚荣

  

生化仪器公司生产），90-3 型恒温水浴箱（国华电器有

  

限公司生产）。

 

 1.3 试剂

     

 H202 ，邻苯二胺 ，硫酸铵 ，Vc ，EDTA ，硝酸铝 ，半

  

胱胺酸 ，磷酸氢二钠 ，柠檬酸等 ，均为国产分析纯 。

 

 1.4 酶液的制备

 

 1.4.1POD 粗提

      

称取4009 苦瓜用水冲刷干净 ，切成小块 ，用研钵

  

研成匀浆 ，4层纱布过滤用高速离心机 (4000r/min) 离

  

心 15min ，取上清液 。

 

 1.4.2 分级纯化及精制‘51

      

在不断搅拌下每升上清液中慢慢加入2669 硫酸

  

铵粉末（0.4 饱和度），在 1～ 2h 内加完后置冰箱中过

  

夜 。 次 日将 上 清 液 用 虹 吸 管 移 出 ， 下 面 浑 浊 液用

 

 3000r/min 离心 15min ，弃沉淀合并上清液 ，按每升上

  

清液加2569 硫酸铵粉末（0.8 饱和度）边加边搅拌 ，大

  

约在 th 内加完 。 当硫酸铵全部溶解后置冰箱内于 4C

  

下过夜 ，次 日用虹吸管吸出上清液 ，沉淀部分4000r/

 

 mm 离心 20min ， 保 留沉淀 ，悬浮 于 150ml 蒸馏水 中

  

（使沉淀全部溶解为止）分装于透析袋（规格 ：分子量

  

大于 10000 ，下同）内4C 下透析48h 以后有沉淀析出 ，

 

 4000r/min 离心 15min ，得上清液 。 将上清液倒入烧杯

  

中冰浴 ， 加入 -15  C的丙酮 ，4000r/min 离心 15min ，

  

得上清液 ，再加入0.8 倍体积的 -15  C的丙酮 ，离心后

  

收集沉淀并溶于少量蒸馏水中 ，透析除去丙酮 。 将沉

  

淀稀释 ，滴加 Imol/ml 的硫酸锌溶液 ，离心后上清液

  

透析除盐 ，用微孔滤膜（孔径 0.  22tim 规格 夺25mm ）

  

过滤后 ，经过真空冷冻干燥后得过氧化物酶干制品 ，

  

置干燥器低温保存 。

 

 2

  

结果与分析

 

 2.1

 

 POD 最大吸收波长的测定及反应进程曲线

      

室温下 ，取 1.  5ml 酶液（取 10mg 过氧化物酶二}制

  

品至 100ml 容量瓶加蒸馏水溶解定容 ， 下 同）， 加入

 

 0. Imol/L  pH 值4.6 的磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液2ml

  

（取 0.  Imol/L 磷酸氢二钠和 0.Imol/L 柠檬酸以体积

  

比 9.  35：10.  65配 比 ，下同），加入 0.02% 邻苯二胺 2ml

  

（取 0.  02mg 邻苯二胺溶于 100ml 水中 ，下同）迅速加

  

入0.  2%H ，022ml （取0.67ml  30%  H202 加水至 100ml

  

水 中 ， 临用前配制 ， 下 同）摇匀 ， Imin 后进行光谱扫
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描 。 经过光谱扫描最大吸收波长为 425nm ，其反应进

  

程曲线见图 1 。

  

三 1

  

要O

 

 0  0

  

喜：

      

图 1POD 反应进程曲线

     

 Fig.1

 

 Reaction  process  curve  of POD

      

图 1结果显示 ，POD 在反应过程中 ，在O ～ 100s 内

  

速度保持恒定 ，此后逐渐下降 。 本实验取 15 ～ 60s 光

  

密度变化值进行酶促反应计算 。

 

 2.2

  

测定 POD 的 Km 值及 Vm 。。值

      

温度 、 pH 值及酶液的浓度保持固定 、 以不同浓度

  

的邻苯二胺作为底 物 ， 根 据方程 1／y — K 。／f ×

 

 l/Vm。， +l/V  max

  

得回归方程为

 

 -y-0.  1747r+

 

 7. 3223(r — 0.0986) ， 计算得 Km 值为 4.63 × 10--

 

 mol/L ， Vm 。。 值为0.137unit/s  -gFW ，其数值表示见图

 

 2。
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图2  POD 酶促反应双倒数曲线

     

 Fig.2  Double  reciprocal  plot of POD  enzymatic  reaction

 

 2.3  pH 值对 POD 活力的影响

      

配制磷酸氢二钠一柠檬酸缓 冲液 ， 以每隔 0.5 个

 

 pH 值为单位梯度进行测定 。 取 1.5ml 酶液 ，分别加入

 

 2ml 相应 pH 值的磷酸氢二钠一柠檬 酸缓 冲液 ， 2ml

 

 0. 02%邻苯二胺 ，迅速加入 2ml  0.2%  H202 摇匀 ， 在

 

 425nm 处 ，测其吸光度的改变值 ， 每 15s 间隔测 1 次 。

  

每组数据重复测量 5 次 ，所测数据进行 SPSS 方差数

  

理分析 (P<0.01) 后计算酶活性 ， 其 pH 值与 POD

  

活性关系见图3 。

     

 pH值 pH  value

      

图 3  pH 值对 POD 活性的影响

     

 Fig.3

 

 Effects  of pH  on  POD  activity

      

由图 3 可以看出 ，苦瓜过氧化物酶活性与温度的

  

关系fHj线为典型的钟罩曲线 ，该酶在 pH 值为 4.6 时
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活性最高 ，之后随着 pH 值升高活性有降低的趋势 。

  

所以说过氧化物酶的最适酸度值应是4.  5～ 5.O 。

 

 2.4 温度对 POD 活力的影响

      

取 1.  5ml 酶液至试管中 ，设定温度在 25 ℃ 、 30  C 、

 

 40C 、 45  C 、 50C 、 55  C 、 60C 、 70  C 、 80  C的水浴箱中

  

水浴 。 5min 后取出试管 ，加入2ml  pH  4.6 的磷酸氢二

  

钠一柠檬酸缓冲液 ， 0.  02%邻苯二胺2ml 之后 ，迅速加

  

入0.2%

 

 H2022ITil摇匀 ，在425nm 处测定吸光度的变

  

化值 ，每 15s 间隔测 1次 ，每组数据重复测量 5次 ，所测

  

数据进行 SPSS 方差数理分析 (P<0.05) 后计算酶

  

活性 ，温度变化与 POD 活性的关系见图4 。

  

三
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图4

  

温度变化对 POD 活性的影响

     

 Fig.4

 

 Effects of temperature  on  POD  activity

      

图4结果显示 ，在 50  C时 苦瓜过氧化物酶活性

  

较高 ，过了 70  C之后活性下降 。

 

 2.5

  

 POD 的热稳定性实验

      

取 1.  5ml 酶液于试管中在 50  C时水浴保温 2min

  

后 ，分别将 4支试管移到 100  C沸水中，计时间分别在

 

 30s，Imin ，2min ，3min 后把试管从沸水中取出立即用

  

冰水冷浴 ，加入 2ml  pH 值 4.6 的磷酸氢二钠一柠檬酸

  

缓 冲液 ， 加 入 0.02% 邻苯二胺 2ml 之后 ， 迅速加入

 

 0.2%  H2022Hil 摇匀 。 在425nm 处测定吸光度的变化

  

值 ，每 15s 间隔测 1次 ，每组数据重复测量 5次 ，所测数

  

据进行 SPSS 方差数理分析 (P<0.05) 后计算酶活

  

性 ，热稳定性与 POD 活性关系见图5 。
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图 5 热稳定性对 POD 的影响

     

 Fig.5

   

 Effects  of  blanching  time  on  relatively residual

 

 enzyme  activity

      

由图5可知 100  C沸水加热1.5min 后过氧化酶开

  

始失活 ， 3min 之后才完全失活（失活率>99.5% ）。

 

 2.6  POD 的抑制性反应

      

取 0.  Img/ml 的过氧化物酶液 1.5ml ， 分别加入
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 20mmol/L 的 EDTA 、 Vc 、 AI(N03)3 以及半胱胺酸溶

  

液 Iml 反应 30min 后 ， 在温度为 50  C 、 pH 值为 4.6 条

  

件下 ，加入 0.  02%邻苯二胺2ml 之后 ，迅速加入0.2%

 

 H200  2IT11摇匀 。 在425nm 处测定吸光度的变化值 ，每

 

 15s 间隔测 1次每组实验数据重复测定 5次 。 以处理过

  

的 POD 吸光度值 (V) 与对照 POD 的吸光度值 (Vo)

  

比较 ，把对照酶活性作为100% ，从而计算各种抑制剂

  

对酶活性的影响 。 抑制程度公式为 （1  -  V/Vo）×

 

 100 ，所测数据经过 SPSS 方差分析得的结果见表 1 。

  

表 l  POD 的抑制性反应

 

 Table  l

 

 The  inhibitory  reaction  of  POD

  ┏━━━━━━━━┳━━━━━━━━━━━━┳━━━━━━━━━━━━━┓  ┃

处理

            ┃   

 POD 的吸光度

         ┃   

 POD 的失括率

           ┃  ┃

rreatment

       ┃ 

 The  absorption  of POD

 ┃

The  lost of POD  activity

  ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃

酶

              ┃

0.  526士 0.  011

          ┃   

 O

                     ┃  ┃

Enzyme

          ┃                        ┃                          ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃

酶+EDTA

         ┃                        ┃                          ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃

Enzyme+

         ┃

0.  461士 0.  019
 '

        ┃   

 13

                    ┃  ┃

EDTA

            ┃                        ┃                          ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃

酶+AI3+

         ┃

0.  216士0.  010
 '

        ┃   

 69

                    ┃  ┃

Enzyme+Al3

      ┃                        ┃                          ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃

酶十半胱胺酸

    ┃                        ┃                          ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃

Enzyme+

         ┃

0.  048+0.  005
 *  '

       ┃   

 92

                    ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃ 

 cystem

        ┃                        ┃                          ┃  ┣━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━━┫  ┃  

酶十抗坏血酸

  ┃

0.  046± 0.  004'
 *

       ┃   

 94

                    ┃  ┃ 

 Enzyme+Ve

     ┃                        ┃                          ┃  ┗━━━━━━━━┻━━━━━━━━━━━━┻━━━━━━━━━━━━━┛     

 * ： P<0.01 ， ** ：，
’ <0.05 ．升 一 5 。

      

从表 2可以看出 ，不同抑制剂对过氧化物酶抑制

    

作用差别很大 ，半胱胺酸和 Vc 对酶活性有明显抑制

    

作用 ，金属离子 Al3+ 对酶活性的抑制作用也比较强 ．

   

 EDTA 对酶活性抑制作用较小 。

   

 3 结束语

      

姜远 良‘63对辣根过氧化物酶 ，何平：7  3对甘蔗苗过

    

氧化物酶分别进行相关研究 。本文对苦瓜过氧化物酶

    

进行了提取 、 纯化 ，较为系统地研究了该酶的动力学

    

特征及相关特性 。 本实验以邻苯二胺做为底物的结果

    

表明 ：苦瓜过氧化物酶的最适 pH 值为4.6 ，最适温度

    

为50C ，在较高温度下有较强的耐热性 。 苦瓜过氧化

    

物酶的动力学参数 Km 为 4.63 × l0-3mol/L ． Vm 。。
一

   

 0. 137unit/s - gFW ，至于邻苯二胺是否是该酶的最适

    

底物还需要迸一步的研究 。

     

 4种常用过氧化物酶抑制剂的作用效果有明显差

    

‘

别 ，抗坏血酸和半胱胺酸对酶的抑制程度较高 ，POD

    

的失活率分别达到了94% 和92% ；Al3+ 的抑制作用稍

    

弱 ，POD 的失活率为69% ，EDTA 的抑制效果最不明

    

显 ，POD 的失活率仅为 13% 。
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噬指数 ，高剂量组也能明显的提高吞噬指数 。 提示泡

  

桐甲素可促进单核巨噬细胞的吞噬功能 ，具有非特异

  

性免疫增强作用 。

  

表3 泡桐甲素对单核巨噬细胞吞噬功能的影响 (X ± SD ，n-

 

 10)

 

 Table  3

 

 Effect  of  paulownin  on  the  phagocytic  funtion  of

 

 mononu

 

 clear  phagocyte  (X +SD,n=  10)

  ┏━━━━━━━━━━┳━━━━━━━━┳━━━━━━━━━━━━┓  ┃

组别

                ┃    

剂量

        ┃    

吞噬指数 K

           ┃  ┃

Group

               ┃   

 Doses(g/kg)

 ┃ 

 Phagocytic  index  K

    ┃  ┣━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━┫  ┃

对照组 Control

       ┃                ┃

0.  0062+0.  0027

         ┃  ┣━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━┫  ┃

左旋咪唑 Levamisole

  ┃   

 0. 05

       ┃

0.  0024 ± 0.  0012
 '  '  '

  ┃  ┣━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━┫  ┃

泡桐甲索 Paulownin

   ┃   

 O． 45

       ┃

0.  0032+0.  0021*

        ┃  ┣━━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━━━━┫  ┃

泡桐甲素 Paulownin

   ┃   

 O． 23

       ┃

0.  0020 ± 0.  0012
 *  '  *

  ┃  ┗━━━━━━━━━━┻━━━━━━━━┻━━━━━━━━━━━━┛      

与对照组 比较 Compare  with  control:

 

 *P<0.05

 

 ***P<

 

 0. 0001 。

      

表4结果显示 ，泡桐甲素高剂量在o ． 5h 、 th 、 2h 时

  

对葡萄糖引起的血糖升高有显著的抑制作用 ，低剂量

  

抑制作用不明显 ，说明泡桐甲素具有降血糖作用 。

  

表 4 泡桐 甲紊对葡萄糖引起高血糖小 鼠血糖的影响 (x ±

 

 SD,n=10)

 

 Table

 

 4

   

 Effect  of  paulownin  on  blood  glucose  of

 

 hyperglycemia  induced  by  glucose  in mice  (X+SD,n=10)

  

组别

 

 Group

  

剂量

 

 Doses

  

血糖 Blood

 

 glucose（mmoI-L
 -1 ）

 

 (g/kg)

      

 0. 5h

              

 th

                

 2h

  ┏━━━━━━━━━┳━━━━━━━━┳━━━━━━━━━┳━━━━━━━┓  ┃

对照组

            ┃                ┃                  ┃              ┃  ┃

Control

           ┃ 

 3. 77士 1.44

   ┃ 

 4. 29± 2.26

     ┃ 

 8. 98士 4.69

 ┃  ┣━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━╋━━━━━━━┫  ┃

模型组

            ┃                ┃                  ┃              ┃  ┃

Model

             ┃ 

 4. 63士 1.43

   ┃ 

 7. 48土 2.29

     ┃ 

 7. 91士 1_13

 ┃  ┣━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━╋━━━━━━━┫  ┃

优降糖

            ┃                ┃                  ┃              ┃  ┃

Glybenzcy-

 

 0.25

  ┃

3.12 士 1.  47
 *  '

 ┃

3.  98土 1.  85
 '  *

  ┃

4.  21土 2.47
…

 ┃  ┃

 clamlde

          ┃                ┃                  ┃              ┃  ┣━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━╋━━━━━━━┫  ┃

翟徽烹 0.40

        ┃

 3. 25± 1.85'

   ┃

3.  36± 1.  24
 '  *

  ┃

4.  02± 2.08
…

 ┃  ┣━━━━━━━━━╋━━━━━━━━╋━━━━━━━━━╋━━━━━━━┫  ┃

塑躲慧 0.23

        ┃ 

 3. 42± 1.85

   ┃ 

 6. 26± 2.51

     ┃ 

 6. 42± 1.73

 ┃  ┗━━━━━━━━━┻━━━━━━━━┻━━━━━━━━━┻━━━━━━━┛      

与模型组比较 Compare  with  modeI

 

 ***P<0.001 。
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急性毒性试验的最大给药量为4.  5g/kg 。 观察动

  

物7d ，未见异常行为 、 死亡等情况 ，体重增长正常 。
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结束语

      

近年来泡桐的研究集中于生物碱 、 黄酮类 、 有机

  

酸化学成分的提取分离和药理作用研究 ，对泡桐甲素

  

药理作用的研究报道较少 。 为了探讨和开发泡桐甲素

  

的药用价值 ，本文采用多种动物模型及实验方法 ，对

  

其进行了抗炎 、镇痛 、 免疫 、 降血糖等药效作用和毒性

  

的初步研究 。 发现其对小鼠早期炎症有抑制作用 ；提

  

高化学物质所致小鼠扭体反应次数 ；增强非特异性免

  

疫功能 ；降低高血糖小鼠的血糖 ；且毒性很小 。 因此有

  

必要对泡桐甲素进行深入药理活性研究 ，进一步弄清

  

泡桐甲素药理作用机制及其构效关系 ，以期有效的利

  

用泡桐甲素 ，为开拓广西植物药在疾病治疗中的新优

  

势成为可能 。
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