
第３０卷　第１期
２０１１年　 ２月

大 豆 科 学

ＳＯＹＢＥＡＮＳＣＩＥＮＣＥ
Ｖｏｌ．３０　Ｎｏ．１
Ｆｅｂ．　　２０１１

大豆脂氧酶的热失活动力学与其二级结构的圆二色谱表现

蔡　燕，方　云，夏咏梅
（江南大学 食品科学与技术国家重点实验室，化学与材料工程学院，江苏 无锡 ２１４１２２）

收稿日期：２０１０１１０８
基金项目：江南大学创新团队基金资助项目（２００８ＣＸＴＤ０１）。
第一作者简介：蔡燕（１９８３），女，博士，研究方向为酶催化。Ｅｍａｉｌ：ｃａｉｙａｎ８２１１１０＠１２６．ｃｏｍ。
通讯作者：夏咏梅（１９６５），女，博士，教授，从事酶催化和精细化学品合成等方面的研究。Ｅｍａｉｌ：ｙｍｘｉａ＠１２６．ｃｏｍ。

摘　要：应用大豆脂氧酶的变温圆二色谱图研究了大豆脂氧酶（ＬＯＸ）的热失活与二级结构变化过程。结果表明：

在５０～６５℃条件下，１０ｍｉｎ内，ＬＯＸ的酶活随热处理时间延长而下降，其热失活过程遵循一级动力学，活化能 Ｅａ值

为２１７ｋＪ·ｍｏｌ－１。在相同的热处理条件下，ＬＯＸ中二级结构 α螺旋和 β折叠的相对含量均在２０％左右浮动，不符

合一级反应动力学，二级结构的变化并非 ＬＯＸ失活的主要原因。
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　　脂肪氧合酶（ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＥＣ１．１３．１１．１２），通
称 ＬＯＸ在自然界中广泛存在，在豆类中具有较高的
活力，尤其在大豆中活力最高。ＬＯＸ能专一催化氧
化具有 ｃｉｓ，ｃｉｓ１，４戊二烯结构的多元不饱和脂肪
酸，形成具有共轭双键的氢过氧化衍生物

［１２］
。该

产物是一种重要的药物合成和化学合成的中间体，

有着较好的工业前景。对 ＬＯＸ的研究开发将提高
生物技术等高新技术在大豆加工中的应用水平和

大豆资源的高附加值利用。但 ＬＯＸ是一种非耐热
性酶，存在易失活的缺陷，为工业利用带来一定的

限制和困难。因此，研究 ＬＯＸ失活的原因和机理，
了解其失活过程中构象的变化，对于调控 ＬＯＸ的活
性，加深对其酶促反应过程中催化反应动力学和催

化机制的理解具有重要的指导意义。

圆二色谱（ＣｉｒｃｕｌａｒＤｉｃｈｒｏｉｓｍ，ＣＤ）是研究稀溶
液中蛋白质结构的一种快速、简单、较准确的方法。

特别是近十几年来，随着计算方法和拟合程序的极

大发展，ＣＤ数据拟合的数据库愈加精确，使得远紫

外 ＣＤ数据分析蛋白质二级结构的应用愈加广
泛

［３５］
。该文采用盐析法从大豆中提取了精酶

ＬＯＸ，考察了 ＬＯＸ的失活动力学，并采用 ＣＤ和计算
机辅助解析手段研究了 ＬＯＸ热失活过程中其二级
结构变化。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
ＴＵ１９０１型双光束紫外可见分光光度计（北京

普析）；ＭＯＳ４５０圆二色谱仪 （法国 Ｂｉｏｌｏｇｉｃ）；
８９１７Ｚ０１冷冻干燥仪（美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ）；透析袋（分
子截留量为３５００）。

亚油酸（Ｓｉｇｍａ，９８％，生化试剂），超纯水（电导
率为 ０．０７８μｓ·ｃｍ－１

，２５℃），大豆样品为 ２００９年
东北吉林产，其余试剂均为国产 ＡＲ级。
１．２　试验方法
１．２．１　ＬＯＸ的制备　大豆洗净去皮，经石油醚浸
提、粉碎后过４０目筛。称取一定量脱脂大豆粉，加
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乙酸钠缓冲溶液（ｐＨ４．４）室温搅拌１ｈ（ｍ大豆∶ｍ
水 ＝１∶１０），在 ４０００ｒ·ｍｉｎ－１转速下离心 ２０ｍｉｎ；
向滤液中加入硫酸铵使其质量百分数为 ４０％，离心
２０ｍｉｎ，弃去沉淀；再在上清液中加入硫酸铵至质量
百分数为６０％，离心 ２０ｍｉｎ后取沉淀，用超纯水溶
解。在室温下透析２４ｈ后冷冻干燥。
１．２．２　分光光度法测定 ＬＯＸ酶活　ＬＯＸ的酶活基
于其催化氧化底物亚油酸形成氢过氧化亚油酸的

反应测得
［６］
。底物溶液按如下方法配制：将０．２５ｍＬ

Ｔｗｅｅｎ２０和 ０．２７ｍＬ亚油酸先后在磁力搅拌下分
散于１０ｍＬｐＨ９．０的 ０．２ｍｏｌ·Ｌ－１硼酸硼砂缓冲
液中，滴加 １ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧化钠溶液使体系澄清
并用１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸调回 ｐＨ９．０，然后用上述缓
冲液定容至 ５００ｍＬ。移取 ０．２ｍＬＬＯＸ酶液于
２５℃ １．５ｍＬ的底物溶液中，混匀后于 ２５℃恒温水
浴中保温３ｍｉｎ，用 ５ｍＬ无水乙醇终止反应，加入
５ｍＬ超纯水，混匀后用分光光度计在 ２３４ｎｍ处测
定反应液的吸光度。空白为加入 ０．２ｍＬ酶液后，
依次加入 ５ｍＬ无水乙醇和 １．５ｍＬ底物溶液，于
２５℃恒温３ｍｉｎ，再加入５ｍＬ超纯水。一个酶活单
位定义为使３ｍＬ反应体系每分钟 （ｍｉｎ）在２３４ｎｍ
处增加０．００１个吸光度的酶量 （ｍＬ）。
１．２．３　ＬＯＸ的热稳定性测定　热稳定性试验在
５０～６５℃的恒温水浴中进行。移取一定量 ＬＯＸ酶
液置于指定温度的水浴中，一定时间后取出置于冰

浴中，冷却３ｍｉｎ后测定酶活。取 ３个平行样进行
测定。参照样为室温放置的 ＬＯＸ酶液。
１．２．４　ＣＤ光谱测定 ＬＯＸ的二级结构　所用 ＬＯＸ
水溶液的浓度为 ０．０７ｍｇ·ｍＬ－１。光源为氙灯，液
池光径为 １ｍｍ，１９０～２４０ｎｍ扫描累加 ４次，用
ＭＯＳ４５０自带软件对图谱进行平滑处理。各二级
结构的比例利用软件 ＤＩＣＨＲＯＷＥＢ在线计算［７］

。

２　结果与分析

２．１　ＬＯＸ的热失活动力学
ＬＯＸ只有在低温下才能较长时间地保持其活

性。将 ＬＯＸ置于 ５０～６５℃下加热 １０ｍｉｎ，考察其
活性随时间的变化情况，如图１（ａ）。在不同加热温
度条件下，ＬＯＸ剩余酶活（Ａ）随加热时间的延长呈
下降趋势，加热温度越高其下降速度越快，６５℃时
３ｍｉｎ内 ＬＯＸ的酶活已基本完全丧失。

图１（ｂ）表明 ＬＯＸ的热失活动力学为拟一级
反应。ＬＯＸ的热失活常数 ｋ、半衰期 ｔ１／２可由对数残
余酶活 （ｌｎＡ）的自然对数对时间（ｔ）的直线方程得
到，归总列于表 １。热失活常数 ｋ随温度升高而增
大，相应 ＬＯＸ活性的下降速率也越快。由图 ２所得
直线方程并根据阿伦尼乌斯方程，可知 ＬＯＸ的热失
活反应的活化能 Ｅａ为２１７ｋＪ·ｍｏｌ－１。大量研究结

５０℃（◇）；５５℃（＋）；６０℃（△）；６５℃（×）

图 １　ＬＯＸ溶液的热失活
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｒｍａｌｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＬＯＸｉｎ

ｐＨ９ｂｏｒａｘｂｏｒａｔｅｂｕｆｆｅｒ

果表明大部分蛋白质的热失活动力学为一级反

应
［８１２］
，豌豆

［８］
、绿豆

［９］
、番茄

［１０］
汁液中 ＬＯＸ的热

失活也遵循一级动力学，活化能分别为 １６８、５４０、
１７４ｋＪ·ｍｏｌ－１，与该文研究的大豆 ＬＯＸ的 Ｅａ值
（２１７ｋＪ·ｍｏｌ－１）在相同数量级。

表 １　ＬＯＸ热失活的一级动力学参数
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｒｍａｌｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆ
ＬＯＸｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｆｉｔｔｉｎｇｔｏｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒｋｉｎｅｔｉｃｍｏｄｅｌ

温度

Ｔ／℃

方程

ｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｒ２

ｋ×１０－３

／ｓ－１
ｔ１／２／ｓ

５０ ｌｎＡ＝－０．０４１３ｔ＋１２．０４１ ０．９９８６ ０．６９ ９９０

５５ ｌｎＡ＝－０．１９２５ｔ＋１２．１５ ０．９９８７ ０．３２ ２１６

６０ ｌｎＡ＝－０．６０７５ｔ＋１２．２９７ １．００００ １０．１ ６８．６

６５ ｌｎＡ＝－１．５３３２ｔ＋１２．２６６ ０．９６８６ ２５．６ ２５．９

图 ２　ＬＯＸ热失活动力学的阿伦尼乌斯方程拟合
Ｆｉｇ．２　Ａｒｒｈｅｎｉｕｓｐｌｏｔｏｆｔｈｅｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｈｅａｔ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＬＯＸｆｏｒｔｈｅｒｍａｌｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

２．２　ＣＤ光谱分析 ＬＯＸ热失活过程的二级结构变化
图３为 ＬＯＸ在远紫外区的圆二色图谱。通常

２００～２２０ｎｍ处的双负峰是蛋白中含有α螺旋结构
的反映。前者为 ππ电子跃迁所贡献，后者为 ｎ
π电子跃迁所贡献。２１０ｎｍ处的负峰是 β折叠构
象的特征峰。此图反映 ＬＯＸ同时含有 α螺旋和 β
折叠结构

［１３］
。

由图４可见，总体上，在 ５０～６５℃下，ＬＯＸ的
二级结构变化并不像失活过程一样遵循一级反应

动力学，与其失活的剧烈程度相比，各二级结构含

量变化并不明显。ＬＯＸ的失活速率受温度影响很



１５２　　 大 豆 科 学 １期

大，尤其在６５℃时３ｍｉｎ内酶活完全丧失，但此时其
二级结构的含量相对很平稳。在 ５５～６５℃下 α螺
旋和 β折叠的含量均在２０％左右浮动。

图 ３　ＬＯＸ溶液的 ＣＤ光谱
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅＣＤｓｐｅｃｔｒａｏｆＬＯＸ

α螺旋（◆）；β折叠（□）；转角（△）；无规卷曲（×）

αｈｅｌｉｘ（◆）；βｓｈｅｅｔ（□）；ｔｕｒｎ（△）；ｕｎｏｒｄｅｒｅｄｃｏｉｌ（×）

图 ４　ＣＤ光谱测定 ＬＯＸ二级结构的变化
Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ＬＯＸｄｕｒｉｎｇｈｅａｔｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｔ５０～６５℃
ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＣＤｓｐｅｃｔｒａ

３　讨论

在５０～６５℃下，１０ｍｉｎ内，ＬＯＸ的热失活遵循
拟一级反应动力学，Ｅａ值为 ２１７ｋＪ·ｍｏｌ－１。但
ＬＯＸ的二级结构并不遵循一级反应，而是保持相对
稳定，α螺旋和 β折叠的含量均在 ２０％左右浮动，
表明二级结构的变化不是导致 ＬＯＸ失活的直接原
因。Ｔｏｕ［１４１６］认为活性部位只占其 ＬＯＸ整体分子的
微小部分，与其它结构部位相比，具有较大的柔性，

对环境溶液的反应更灵敏。推测在 ５０～６５℃时，
ＬＯＸ分子整体刚性结构保持相对完整，而活性部位
的局部结构已发生明显变化，如活性位基团的相互

靠近或立体取向受到破坏等，导致 ＬＯＸ活性的丧
失，这需要进一步的研究证实。
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