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番麻蛋白酶活性中心基团的初步研究
`

徐凤彩 项金荣 汪炬 李明启
(光合作用研究室 )

摘要 在不引起醉变性的条件下
,

用半胶氮酸 (Q” ) 专一性化学修饰试荆碘乙酸
、

对饭汞苯甲

酸 (刃M卫 )
、

5
,

5’ 一

二旅双葫荃苯甲敌 (。 T N万 ) 对醉分子进行化学修饰后
,

醉活性显著下降
.

发

现醉的失活程度与修饰荆浓度间存在着化学计 t 关系 , 同时底物 (璐蛋白) 对辞括性有明显的保

护作用
。

说明被修饰的部位 (Q口 残签 ) 是醉的活性中心签团
。

切 . 对醉有明显的激活作用 , 同时
,

杯” 丑
、 。 T润”

、

决乙酸对班活性有明显的抑创作用 . 被杯剐卫抑创或 认权化而失活的醉溶液
,

又

可被伪
. 重新激活

,

而恢复其活力
,

进一步证明其活性中心存在着 C , . 残基
。

以上事实均与典型

的植物琉签蛋白醉— 木瓜蛋白醉一致
,

说明番麻蛋白醉是一种琉墓蛋白醉
,

其活性中心存在着

伪. .

关链词 珑荃蛋白醉 . 半胶氮酸 , 括性中心

蛋白酶种类繁多
,

为此 1 9 7 9年国际生化协会命名委员会公布
,

按它们的催化机理分为
4大类

:
丝氨酸蛋白酶类

、

琉基蛋白醉类
、

狡基 (酸性 ) 蛋白酶类及金属蛋白酶类 [’1
。

在植物

中已知木瓜蛋白醉
、

无花果蛋白醉
、

菠萝蛋白酶为琉基蛋白酶闭
.

龙舌兰麻蛋白酶的研究始

于 1 9 6 4年 IPT otn 的工作 D幻 ,

他报告在剑麻伽卯二
忍自泊坛 . ) 叶片中含有几个蛋白酶组分

,

其

中一个组分中含有 珍+2 辅基 l1[ 〕 .

1 976 年 uD ioT t[, 〕从金边龙舌兰 (A卯 . a

~ 棘
` “ r

吻
a如 )

叶片中分离得 到一种碱性丝氛酸蛋 白酶
。

孙崇荣等从
“
东一号

”
剑麻 ( .A hy b r id N .o

1 1 6 4 8 ) 叶片中分离出一种琉基蛋白酶 .l[ 11
。

这些情况表明
,

同为龙舌兰科 ( gA
a

~
)

、

龙

舌兰属 (月卯 . ) 的不同种植物中的蛋白酶的性质相差甚远
,

为此
,

我们对番麻蛋白酶的活性

中心作了初步研究
,

现报告如下
。

吞

1 材料与方法

L i 材料与主要试荆

番麻
. ,

采自校园内生长良好的成熟叶片
。

木瓜蛋白酶
,

我室制备
,

活力为 6 0万 T y :
阳 / g 单位 (粗酶 )

。

酪蛋白 (进 口分装 )
、

考马斯亮蓝 G 一
2 5 0 (进口分装 )

、

对抓汞苯甲酸 (葬M B ,

进口分

装 )
、

5
,

5’
一

二硫
一

双硝基苯甲酸 ( 。 T N B ,

上海生化所 )
、

半耽氨酸 ( C yS ) 及碘乙酸 (均为

上海生化制药厂产品 ) 等所用试剂均为生化试剂或分析纯试剂
。

1
.

2 方法

.1 .2 1 奋本蛋白畴粗畴制荆制备 取成熟番麻叶片洗净切碎
,

加入 30 % (粉 冷乙醉匀浆
,

四层纱布过滤
,

离心 (3 5 00 adr / n公n ,

20 m仇
,

常温 )
,

于上清液中加一 15 ℃冷乙醉至 70 %

199 1一 02一 07 收件
。

经我校技物教研室徐祥浩
、

美万未软授鉴定
。
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浓度
,

宜冰箱过夜
,

次日 t 布氏斗上快速抽干并用一 2 0℃冷丙困脱 水干操
,

得白色粉末
,

即

为粗醉制剂
。

1
.

2
.

2 番麻蛋白阵的纯化 eS p h a d e x G
一

5 0 层析柱 ( 3
.

0 cm X 2 4 cm ) 先用 0
.

0 5 m ol / L

PH 6
.

5 磷酸级冲液平衡
。

称取粗醉 1 8 加入 p H 7
.

8 上述级冲液研磨提取并定容至 10 耐
,

离

心 ( 1 5 0 0 0 ` ,
3 0 m加

,
4℃ )

,

取上清液 (醉活力 1 9 4 8 U /耐
,

蛋白质含 t 为 5
.

2 1 5 叫 /

而 ) 4 间 上柱
.

用上述级冲液洗脱
,

拐动泵恒流 (1
.

25 耐 /m jn )
,

自动部分收集器收集
,

洗

脱至洗脱液中不呈酶活性
。

共收集 48 支管
,

2 40 时
。

其蛋白质含 t 为 0
.

。刁3 s m盯耐
,

醉活

力为 3 6 9
.

2 5 U / ml
,

醉被纯化T 5 0
.

2 9 倍
。

将上述洗脱液低沮真空浓缩到 2 1 m l ,

离心 ( 1 5 0 0 0 5 ,
3 0 n幼n ,

4℃ )
,

取上清液 (蛋白

质含 t 为 0
.

2 45 m s /刘
,

醉活力为 s i i U /而 ) 3 耐
,

上歇 pha 山 x e 一 7 5 层析柱 ( 1
.

5 。m x 一5

c m )
,

层析柱处理同上
,

并同样洗脱至洗脱液不呈阵活性
,

共收集 ,0 耐
,

其蛋白质浓度为

0
.

0 2 8 m g /刘
,

醉活力为 3 53
.

S U /耐
,

酶被纯化了 7 4
.

85 倍
.

1
.

2
.

3 结品 将上述洗脱液低沮真空浓缩到 10 耐
,

蛋白质浓度为 0
.

91 m叮nu 左右
,

加入

yC
s ,

使其终浓度为 5 m m o l / L
,

里冰箱
, 5 夭后离心 ( 2 0 0 0 0 9 ,

4 0 m i n ,
峨℃ ) 收集结晶

,

并用 5 lm p H 7
.

8
,
0

.

05 m of / L 磷酸缓冲液溶解
,

蛋白质浓度为 。
.

088 0 5/ 耐
,

醉活力为 1 56 0

U /耐
,

醉被纯化 1 05 倍
.

此酶液立即用于分析测定
。

1
.

2
.

4 峰活力浏定 依 uK in tz[
.〕的方法

.

以酷蛋白为底物
.

0
.

1 耐 醉液
,

加入 0
.

9 耐 激活

剂 ( p H 7
.

8 0
.

0 5 m o l / L 磷酸缓冲液内含 0
.

0 2 mo . / L你` 及 0
.

0 0 1 m ol / L E D T A ,

现配现用
,

下同 )
,

37 ℃ ,

保沮恒定后
,

加入同徉预热的 1%酷蛋白溶液 ( w八
,

上述级冲液配制 ) 1 而
,

37 ℃ ,

准确反应 10 m幼
,

加入 3 而 三抓乙酸 (T以 ) 溶液 (内含 0
.

n m of L/ T C人 ,

0
.

22

m ul / L N â
“ ,

.0 33 m ol / L HA
C ) 终止反应

。

对照先加 T c A ,

后加底物
,

其余同侧定管
.

离

心 (5 0 0 0 ar d / m加 ) 或过挂
,

上摘液于 275
n m 波长下侧定 。 。 值

。

在上述条件下
,

每增加 。
.

01 个光吸收单位为 l 个醉活性单位 ( u )
。

1
.

2
.

5 蛋白质含贡侧定 按 Br
a dJ 沁 r d[ . 〕方法

。

n臼.0臼砚月仙里曰Of曰之
,二,已

(次)农犯.

2 实验结果

2
.

1 你
。
的激活作用

用 0
.

1 耐 醉液加入 0
.

9 m l 滋活剂
,

分别

激活 0
,
5

,
1 0

,
1 5

,
2 0 n “ n

后
,

浏定醉活力
.

以

同样处理不加激活剂 (代之以缓冲液 ) 的酶活

力作为对照
,

结果如图 1
.

从图 l 可见
,

伪
s
对

番麻蛋白醉具有强烈的激活作用
,

在相同的

yC
。
浓度下

,

随着激活时间的延长
,

激活作用越

强烈
,

激活 25 而
n
后

,

其酶活力为此时未被激

活的酶活力的 1
.

8 倍
.

铸

1 5 2 0 2 S

时两 ( . I n )

.2 2 , C M B 的可逆抑制作用

实验分为 2 个处理
.

处理 1
:

分别加入 0
.

s d 不同浓度的 (0 X

6 X
, 8只

,
1 OX

,

12 X 1 0一 m o l / L )

0
.

魂而 缓冲液 (同上 )
,

37 ℃ ,

抑制

图 l q
,

对香麻蛋白醉的橄活作用

(醉活力为 1 5 60 u /m一
,

碑蛋白为 0
.

08 8 呻 /耐 )

0
·

1 耐 酶液 . 一 . 伽 徽活 ( Z o m 二 0 1L/ )
,

,

Z x ,

4 x
, 0一 0 未经伽 激活

.

的 沁M B 溶液 (以 0
.

05 m of / L p H 7
.

8 磷酸缓冲液配制 )和

2 0 m in 后
,

测定酶活力 ; 处理 2 ; 0
.

1而 醉液加入 0
.

5 m l
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00的,0
.

,00z

(次勺只地契翻
·

不同浓度 (同上 ) 的 沁 M卫 浓液
,

37 ℃ ,

抑制

20 m迈 后
,

再加入 0
.

4 而 激活剂
,

同样测定酶

活性
.

同时以不加 术 M卫 的酶活力为 1 00 %
,

对

木瓜蛋白酶以同样处理作 比较
,

结果如图 2
.

从

图 2可见
,

番麻蛋白酶活力受 沁M卫 的强烈抑

制
,

随着 沁 M田 浓度的增加
,

酶活性下降越大
,

抑制作用也就越强烈
。

说明酶的失活程度与抑

制剂浓度间存在明显的化学计量关系
。

但是

杯M B 的这种抑制作用可被 你
s
逆转

,

即重新

激活
。

而且这些情况与木瓜蛋白酶极相似
,

当

沁M卫 浓度为 s x l o一m ol / L 时
,

番麻蛋白酶的

相对活力为 21 %
,

木瓜蛋白酶的相对活力为

1 6% ; 此时若加人 0
.

0 0 8 m o x / L yC
s
再激活 1 0

m j n ,

番麻蛋白酶的活力可以恢复到 93 %
,

木瓜

蛋白酶活力可以恢复到 96 %
。

这些结果表明番

麻蛋白酶与木瓜蛋白酶具有相似的活性中心基

团
。

3 4 5 .

伽
浓度 X 10一喃 d戊

2
。

3

2
。

3
。

1

碘乙酸和 D T N B 的抑制作用

图 2 杯M B对番麻蛋白醉的可逆抑侧作用 (醉

活力为 1 5 60 U/ d
,

酶蛋 白含蛋为 0
.

088 哪 /

时 )
.

△— △重激活 , O— O 抑衬作用
.

木瓜

蛋白醉 (活力为 1 56 0u /耐
,

蛋白含 t 为。
.

3B

呢 /回 ) ▲— 么重激活 , . — . 抑制作用

(0后哄 乙酸的抑 制作用 取 0
.

I iln 酶液与 0
.

5 血 不同浓度
m of / )L 碘乙酸 (上述缓冲液配制 ) 充分混合

,

37 ℃抑制 20 m in

乙酸的酶活力为 1 00 %
。

对木瓜蛋白酶作同样处理
,

与之对照
。

2
,

4
,

6
,

8
,

1 0 X 1 0一

测定酶活力
,

以不加碘

2
.

3
.

2 D T N B 的抑制作用 取 0
.

1 时 酶液与

0
.

5 血 不同浓度 ( 0
, 1 , 2 ,

3
,

4
, 5 X 1 0

一 s m ol /

)L 的 D T N B (上述缓冲液配制 )充分混合
,

37 ℃ ,

抑制 20 恤 后
,

测定醉活力
.

以不加 D T N B 的获

酶活力为 1 00 %
,

对木瓜蛋白醉作同样处理
,

与基
一 - - - - - - - - . - - . ’

— 一
~ -

… ”
’ `
一 一” 犯

之比较
.

墓
上述各处理结果如图 3

.

从图 3中可见
,

当碘
’

乙酸浓度为 s x i o
一

o1 / L 时
,

番麻蛋白酶的相
.

对 活力 为 38 %
,

木 瓜蛋 白酶的相对活力为

20
.

5%
,

说明它们的活力均受碘乙酸的强烈抑

制
。

当 D T N B 浓度为 2
.

5 x lo
一 `

m ol L/ 时
,

番麻

蛋白酶的相对活力为20 %
,

木瓜蛋白酶的相对

活力为 2 8%
,

同样说明
,

二者的活力均受 D T N B

的强烈抑制
.

这些结果表明二者具有相似的活

性中心基团
。

不同的是
,

当碘乙酸浓度在 l x

1 0一
s

mo lL/ 以下时
,

木瓜蛋白酶的活力下降很

快 ; 在此之后
,

酶活力下降变得缓慢
.

皿C封沁0 0 倪 浓度 X 1 0一

4

. d / L

百

奋

~ ` _

_
J匕~

一
几一~ ~ - - -~ ~ ~ ` -- ~ ` ~

0
.

5 1 0 1
.

5 2
。

0 2
。

5 3
。

O

D T 卜旧 浓度 X 10 一
场 d八

图 3 碘乙酸
、

D T N B 对番麻蛋 白醉的抑创作

用
,

(番麻蛋白醉的活力 1 560 U /时
,

醉蛋白含

t 为。
.

08 8鸣 /回 )
.

0一 O碘乙酸抑制作用 .

. 一 . D T N , 的抑制作用 , 木瓜蛋白醉 (活力

为 1 56 O W inr
,

蛋白含 t 为 o
.

38 mg / 回 )

▲— ▲ D丁 N刀抑创
,

△— △碘乙酸抑侧

冷

2
.

4 D T N B 的抑制与底物 (酪蛋白 ) 的保护作用

实验分 2个处理
.

处理 l :
取 1 而 酶液先加入 0

.

5 成 巧 m m of 邝 D T N B ,

充分混合后
,

再
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加 0
.

5 ml 0
.

1%酷蛋白溶液
,

每隔 5 m in 取样侧定醉活性
,
处理 2

:
l mJ 醉液先加入 0

.

5 耐

0
.

1%酷蛋白溶液充分混合后
,

再加入 。
.

5 nU 15 m m ol / L D T N B 溶液
,

每隔 s m勿 取样洲定

醉活力
,

结果 (如图 4) 表明
,

当 D T N B 抑制20 m i n 时
,

有决物保护的醉的相对活力为68 %
,

而没有底物保护的醉的相对活力只有32 %
。

这一结果证明
,

底物 (酪蛋白 ) 对醉的活性中心

有明显的保护作用
,

同时也说明衍
:
位于醉的活性中心

.

健

l00的

(次)只犯翻招(次)长犯有籍

0 ` 10 1呀 2 0
.

2 5

时一 ( . 肠 )

田` D l刊B 抑创及底物 (酷蛋白 ) 对醉活性中心的

保护作用 (阵活力为 1 5 60 U /回
,

蛋白含 t 为。
.

0 88

邺 /时
, 。 T N” 浓度为 Z x 1 o

一

喻ol 邝 )
.

. — . 先加

璐蛋白 , O— O后加酷蛋白

时门 (4 )

图 5 番麻蛋白醉的活力衰变 (蛋白含 t 为 0
.

088

m` /而 )

O— O c ” 徽活 ( 2 0 m mo
一/L

,
1 0 nI 初 )

. — . 未经你 . 徽活

.2 5 番麻蛋白曲的衰变

将一定 t 的醉溶液盆室沮下 (约 28 ℃ ) 数夭
,

每天取样测定醉活力
:

其一
,

0
.

1 时 醉

液加入 0
.

g lm 激活剂 , 其二
,

0
.

1而 醉液加入上述级冲液 0
.

9 时
,

侧定酶活力
.

结果 (如图

5) 表明
,

随醉溶液在室沮下放 t 时间的延长
,

醉活力下降越多
,

第 3天酶活力下降了 50 %
,

第 4天的醉活力只有原活力的33 %
.

但不管时间长短
,

一经 yC
`
! 新激活

,

醉活力又可以恢

复
,

如第 4天的醉活力可以恢复到 80 %
.

这是由于醉被空气中的 认权化
,

使不稳定的 一 s H

基
,

转变稼定的二硫桥
:
一 s 一 s 一结构

,

致使醉活力下降
。

但是这种转变是可逆的
,

可被 你
.

等还原剂逆转
,

由一 s 一 s 一结构
,

再转变为一 s H 基
.

证明 C ys 位于醉分子的活性中心
。

盛

3
。

1

讨论

碘乙酸
、

杯M B
、

D T N B 是 贷
s
专一性化学修饰试剂

,

在不引起酶变性的条件下
,

能专一

性地修饰醉分子中的 yC
: :

IQ 王
: C O O H十 HS 一 E

— , -E S
一

C H: C () ( ) H+ H l

H

OOC惬多
ee H

csl + `
E

一
一 H oo c

返乡
-

H:
一

S
一

E+ H c ,

S一 S

.

仁身{
N

+OI SH
一

E

一
“ 一“ 一 s

C 0 0 H

惬聆
-

N认

’

C O O H

+ S
,

毛致
一 N o : 〔”

C O哎) H

( D T N B )

经修饰后
,

引起酶活性下降
,

说明 C ys 存在于酶的活性中心
.

进一步证明被修饰的基团是否
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乡

存在于酶分子活性中心
,

一般有两条标准
:

一是酶的失活程度与修饰剂浓度之间是否存在

化学计量关系 ; 二是酶分子的活性中心是否受到底物 /竞争性抑制剂的保护 [,1
.

我们的结果

也说明了上述事实
,

从图 2
,

3
,

4中可以看出酶的失活程度与修饰剂浓度存在着明显的化学

计量关系 ; 图 4证明底物 (酷蛋白 ) 对酶分子活性中心有明显的保护作用
.

由于酶的活性中

心被底物占领后
,

修饰剂就不能再与活性中心结合
,

从而不能起修饰作用了
。

3
.

2 一般筑基蛋白酶易被氧化而失去活性
,

因此一些氧化剂如 。 : 、

重金属离子如 H g Z十 、

cu
十 、

A st `
等

,

易使酶失去活性
。
0 :

易使一 s H 基氧化形成稳定的一 s 一 s 一结构而失去活性
;
金

属离子能与一 sH 形成硫醉衍生物
,

从而抑制酶的活性
。

但是
,

这些氧化剂对酶的抑制都可被

某些还原剂如 你
s
逆转

,

而使醉恢复活性
。

我们实验也证明了这一点
。

3
.

3 植物蛋白酶以琉基蛋白酶最为普遍 .[]
,

目前商品植物蛋白酶如木瓜蛋白酶
、

菠萝蛋白

酶
、

无花果蛋白酶等大都为琉基蛋白酶
,

孙祟荣等报告
“
东一号

”
剑麻为琉基蛋 白醉 .l[ 习

,

本

实验报告番麻蛋白酶活性中心基团与木瓜蛋白酶活性中心有相似的性质
,

认为也是琉基蛋

白酶
,

其活性中心存在心
`
残基

。

琉基存在于酶的活性中心对酶的催化作用有着重要意义
,

如进行亲核催化
,

与底物 /辅因子结合等
.

证明伪
s
存在于活性中心

,

对研究番麻蛋白酶的作

用机理及其酶制剂的生产与应用
,

都具有较大的意义
.

但其活性中心是否还存在其它氮基酸

残基
,

有待进一步证明
。
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