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3.2 三叉苦抗氧化能力因其部位的不同而清除活性氧的

能力也不同。

3.3 三叉苦各部位的水提取物清除体外产生的活性氧的

能力随其浓度的增加而增大，但当浓度达一定值后，清

除率随浓度的变化渐趋平缓。

3.4 中草药提取物清除活性氧是一个复杂的反应，其

抗氧化能力的大小取决于它们夺氢反应、还原作用及生

成自由基的稳定性等诸多因素，也与植物中所含的化学

成分及有效成分的溶解性有关。对三叉苦的抗氧化有效

成分的分离和提纯、清除机理及构效关系等有待进一步

研 究 。
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蒜氨酸酶的光谱特征研究
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摘   要：本实验采用Sephacryl S-200凝胶柱对新鲜大蒜中的蒜氨酸酶进行了分离纯化，并对纯化后的蒜氨酸酶的

紫外-可见光谱、荧光发射光谱和圆二色性等光谱学特性进行了研究。结果表明，蒜氨酸酶的α- 螺旋结构大约占

27%～30%，几乎不存在β- 折叠结构，β- 转角结构大约占 30% 左右，无规卷曲所占比例大约占 40% 左右。
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Study on Spectral Characteristics of Alliinase
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Abstract ：In this paper, alliinase from fresh garlic was purified with Sephacryl S-200 gel column and the spectral characteristic

of ultraviolet/visible spectra, fluorescence and CD spectroscopy were studied. The results showed that in alliinaseα-helix

structure accounts for about 27%～30%, β-pleated sheet structure almost doesn't exist, β-turn structure accounts for about 30%,

and random coil structure accounts for about 40%.
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蒜氨酸酶全称为S-烷基-L- 半胱氨酸亚砜酶。自从

1948年Arthur Stoll和Ewald Seebeck[1]发现大蒜中存在内

源酶蒜氨酸酶(alliinase，蒜氨酸裂合酶，EC 4.4.1.4)，

蒜素和其它的硫代亚磺酸酯是在大蒜被切割或挤压条件

下，由大蒜中含量丰富的非蛋白质氨基酸经蒜氨酸酶的

酶解作用而生成的，之后对蒜氨酸酶的研究一直没有中

断，但直到上世纪80年代后才将此酶纯化为均一的酶[2]，

且纯化步骤较为烦琐。目前对蒜氨酸酶动力学特性的研

究很多。1989 年，Jansen 等[3-4]对此酶的稳定性、动力

学特性、辅酶以及酶 / 底物、酶 / 抑制剂之间的反应进

行了研究；Kyung 等[5]研究了高压对蒜氨酸酶的活力以

及大蒜风味的影响；1999年，Krest等[6]对分别从蒜粉以

及新鲜大蒜中提取得到的蒜氨酸酶的动力学特性进行了比

较。本实验将对采用Sephacryl S-200凝胶柱分离纯化得

到的新鲜大蒜中的蒜氨酸酶的光谱学性质进行研究。

1 材料与方法

1.1 材料

市售山东仓山无苔大蒜。

1.2 仪器

HD-3紫外检测器    上海沪西分析仪器厂；650-60

型荧光分光光度计    日本日立公司；CS-900 型扫描仪

日本岛津公司。

1.3 方法

1.3.1 蒜氨酸酶的分离纯化

以下所有操作均在 4℃条件下进行。

500g 新鲜大蒜，加600ml pH7.0 的磷酸缓冲液A

(60mmol/L NaH2PO4 和 60mmol/L Na2HPO4，10%(V/V)的

甘油，5%(W/V)NaCl，5mmol/L EDTA)以最大速度均浆

1min，3000 × g冷冻离心5min，上清液10000 × g冷冻

离心30min。45% 饱和硫酸胺盐析，溶液缓慢搅拌20min

后，10000×g冷冻离心30min，滤饼重新溶于300ml pH7.0

的磷酸缓冲液 B(6 0 m m o l / L  N a H 2P O 4 和 6 0 m m o l / L

Na2HPO4，10%(V/V)的蔗糖，1%(W/V)NaCl)中，10000

× g 冷冻离心15min，上清液超滤(截留分子量为1 万的

滤膜，操作压力0.25MPa，浓缩倍数约为3 倍)，10000

× g 冷冻离心 30m i n，得新鲜大蒜的蒜氨酸粗酶液。

将处理好的Sephacry S-200凝胶柱填料装成1.6×

150cm柱。取经处理好的新鲜大蒜的蒜氨酸粗酶液9ml上

柱，pH7.0 缓冲液 C(60mmol/L NaH2PO4 和 60mmol/L

Na2HPO 4，1%(W/V)NaCl、25μmol/L 磷酸吡哆醛)以

30ml/h 流速洗脱，同时用紫外检测仪在 280nm 进行检

测，收集组分。最终得到冷冻干燥样品。

1.3.2 紫外－可见光谱

取0.5mg 蒜氨酸酶溶解于2.5m1 重蒸水中，测定温

度25 ℃。以不加蒜氨酸酶的重蒸水为空白参比，用1cm

石英比色皿在 UV1100 型光度计上测试。

1.3.3 荧光光谱

取2mg 蒜氨酸酶溶解于2.5m1 重蒸水中，以lcm 石

英比色皿在 850 荧光分光光度计上完成荧光测定。测定

温度 25℃。激发狭缝 5n m，发射狭缝 6n m，扫描速度

120nm/min。

1.3.4 圆二色性测定

蒜氨酸酶浓度为0.50mg/ml，比色皿光径0.1cm，分

辨率 1.0nm，扫描速率为100nm/min，扫描三次，测定

远紫外区200～250nm 范围溶液的圆二色性光谱。

2 结果与分析

2.1 紫外 -可见光谱

溶液中蛋白质分子可以产生紫外吸收光谱是由于色

氨酸(Trp)、酪氨酸(Tyr)、苯丙氨酸(Phe)残基的侧链基

团对光的吸收，上述氨基酸由于其发色团不同而有不同

的紫外吸收光谱，其中Trp在 280nm附近有一个吸收峰；

Tyr 在 275nm 附近有一个吸收峰；Phe 在 257nm 附近有

一个吸收峰。三种氨基酸的摩尔分子吸收系数ε也不

同，Trp 的摩尔分子吸收系数最大(ε=5600)，所以一般

蛋白质均在 280nm 附近出现吸收峰。

PLP 是蒜氨酸酶的辅基，游离PLP 在中性和酸性pH

的特征吸收峰都在390nm 附近，结合态PLP 的吸收峰将

会发生移动，出现在 400～440nm 之间。

新鲜大蒜中分离得到的蒜氨酸酶在240～600nm的波

长范围内进行了紫外可见扫描(图1)，和一般的蛋白质一

样，蒜氨酸酶在 280nm 处有一最大吸收峰，除此之外，

在325nm 以及 430nm 附近也出现最大吸收峰。蒜氨酸酶

430nm处的最大吸收是由于其辅助因子5'-磷酸吡哆醛与

蒜氨酸酶主链结合产生的吸收峰。325nm 附近的最大吸

收是由于 PLP 的醛基与蒜氨酸酶中专一性赖氨酸残基的

ε-氨基活性位相连，形成了质子化的或非质子化的PLP-
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图1     蒜氨酸酶紫外-可见光谱扫描

Fig.1      UV and visible spectra scan of alliinase
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Lys醛亚胺复合物(aldimine)。

2.2 荧光发射光谱

荧光光谱能提供包括激发光谱、发射光谱以及荧光

强度、量子产率、荧光寿命、荧光偏振等许多物理参

数。这些参数从各个角度反映了分子的成键和结构情

况。通过对这些参数的测定，可以推断蛋白质分子在

溶液中的构象变化，从而阐明蛋白质结构与功能之间的

关系，对蛋白质分子中荧光生色基团的结构及其所处的

微环境提供有用的信息。在蛋白质分子中，能发射荧

光的氨基酸只有色氨酸(Trp)、酪氨酸(Tyr)、苯丙氨酸

(Phe)，Trp、Tyr、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。Trp 荧光强度最大，而

Phe 的强度最小，因而蒜氨酸酶的内源荧光主要是由Trp

和 Ty r 残基所发射的。

选取 330、390、430nm 三种不同的激发波长分别

对新鲜大蒜中分离得到的蒜氨酸酶的发射荧光进行扫

描。由图 2 可见，激发波长为 4 3 0 n m 时，蒜氨酸酶在

发射波长为505nm 处有一最大荧光信号。当激发波长为

3 9 0 n m 时，蒜氨酸酶的最大发射波长发生蓝移至

453nm，且荧光吸收强度也增加，在430nm 附近增加了

一小吸收峰。当激发波长为 3 3 0 n m 时，蒜氨酸酶的最

大发射波长进一步发生蓝移至 410nm，荧光吸收强度大

大增加，且在 375nm 附近增加了一中等强度的发射峰。

这些现象表明，荧光信号不仅来自于Trp、Tyr 和 Phe，

也来源于蒜氨酸酶的辅助因子5'- 磷酸吡哆醛。

3 结  论

通过蒜氨酸酶的紫外可见光谱、荧光发射光谱和圆

二色性测定，紫外-可见光谱结果表明，蒜氨酸酶430nm

处的最大吸收是由于其辅助因子5'-磷酸吡哆醛与蒜氨酸

酶主链结合产生的吸收峰。325nm 附近的最大吸收是由

于PLP的醛基与蒜氨酸酶中专一性赖氨酸残基的ε-氨基

活性位相连，形成了质子化的或非质子化的PLP-Lys 醛

亚胺复合物(aldimine)。荧光发射光谱结果表明，荧光

信号不仅来自于 Trp、Tyr 和 Phe，也来源于蒜氨酸酶

的辅助因子5'-磷酸吡哆醛。圆二色性光谱结果表明，蒜

氨酸酶的α- 螺旋结构大约占27%～30%，几乎不存在β-

折叠结构，β- 转角结构大约占 30% 左右，无规卷曲所

占比例大约占 4 0 % 左右。
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图2    蒜氨酸酶荧光发射光谱

Fig.2     Fluorescence emission spectra of alliinase
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2.3 圆二色谱

圆二色性光谱分为远紫外区(185～245nm)和近紫外区

(245～320nm)。远紫外区是肽键的吸收峰范围，反映了

主链构象。在远紫外区，一般天然蛋白质的光谱包含

一个正峰(在190nm波长左右)和一个负槽(在205～235nm

波长范围) 。其中，负槽的形状与主链构象密切相关。

一般地说，典型的α- 螺旋给出 209nm 和 222nm 左右的

两个负槽，称为双槽曲线，β- 折叠给出215nm 的负槽。

根据图 3 计算可知，新鲜大蒜中蒜氨酸酶的α- 螺

旋结构大约占27%～30%，几乎不存在β-折叠结构，β-

转角结构大约占 3 0 % 左右，无规卷曲所占比例大约占

4 0 % 左右。
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图3    蒜氨酸酶的圆二色谱

Fig.3     CD spectrum of alliinase


