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剑麻蛋白酶分离纯化及特性研究
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(光合作用研充室 )

摘要 比较了用乙醉沉淀法和硫敌按盐析法从
·

东一号
·

剑寐中棍取蛋白醉的效果
.

用前者

侧得的粗醉经 , 伪“ “ -G 25 住层析得两个蛋白峰
.

其中峰 I与醉活性盆盛
。

峰 I再经斗一

eS曲
a
血 x C一 5。离于文换柱层析

.

PH
.

离子强度线性梯度洗脱得 峨个蛋白峰
.

其中峰 砚与醉活

性重登
、
此醉液经旅丙烯酸胺凝胶圆盘电泳

.

在每条胶柱上呈单一蛋白带 : 里 `℃下 Z d后出

现六角形结晶
.

结晶醉液在 PH .5 5 10
.

0
.

60 ℃范国内稳定性较好: 其最适哪 为 7
.

:5 最适

温度为 刁。℃ : Km (酪蛋白 ) 值为 0
.

1 1刁% w( 八 ) 用 s
sD 一聚丙始酸胺凝胶电泳 侣 D s一

P ^ G )E 测得其分子母 66K D:
用 , p ab d xe G一 100 柱层析测得的分子 t 为 69

.

g K D
.

用 uE am
n 、

试剂测得其游离硫基含童为刁
.

3 nI o万一 sH / 1。飞蛋白质
。

关键词
`

东一号
.

剑麻
:

筑基蛋白醛

`

东一号
.

剑麻 认州尼 h yb ir d N:o 1 1 6 48 ) 是龙舌兰科 (A gva
a

~
》 龙舌兰属 侧卯 . ) 中

的一个杂交种
,

为以假菠萝麻 (A
.

侧笋娜扣如 ) 为母本
,

蓝剑麻 (A
.

~
) 为父本杂交

,

再与蓝剑麻回交而成川
,

是一种热带经济作物
.

主要利用其叶纤维
,

去纤维后的叶汁中含有

丰富的蛋白质
.

孙崇荣等川用硫酸按分部沉淀法从中提取一种蛋白酶
,

并认为是一种琉基蛋

白酶
: 继而用亲和层析获得纯酶制剂

.

并证明有两个组分2[]
.

但其酶学性质尚需进一步研究
.

我们从
`

东一号
’

剑麻去纤维后的废弃汁中用乙醇分部沉淀法制得粗酶制剂
,

经纯化获得

结晶
,

并研究其性质
。

1 材料与方法

1
.

1 材料与主要试剂
`

东一号
.

剑麻
` ,

采自校园内生长良好的成熟叶米

酶蛋白 (进 口分装 ) :
考马斯亮蓝 G

一
2 5 0R/ 一2 5 0 侣i s m a )

,

决 ph a d e x G 一 2 5
.

G 一 5 0
,

s p

一se hP
a d e x c 一

5 0 ①ha m m a c认 )
.

低分子量标准蛋白 (上海申华公司) 等
,

所用试剂均为生化

或分析纯试剂
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 粗晦制荆制备 两种方法
:
其一

,

3 2 0 9 材料加入 250 ml
.

30 % 仪/ v) 预冷 (一 20 ℃ 》

乙醇压榨出汁
.

4 层纱布过滤
,

离心 ( 3 5 0 0 ar d / m in
.

15 而 n) 上清液加入冷乙醉至 5 0%

`v / v)
.

置冰箱过夜
,

离心 (同上》 收集沉淀
,

用 一 20 ℃丙酮脱水干燥
,

即得白色粉末为粗

酶
.

其二
,

1 5 09 材料加人 0
.

05 m of / L PH 7
.

5 rT is
一

H。 缓冲液 3 0 o ml 匀浆
.

4 层纱布过滤
,

离

啥

1 9 9 2一 0 8一2 6 收钱
`

经我校植物教研室徐祥浩
、

吴万未教授鉴定
.



1 3 4 华 南 农 业 大 学 学 报 第 14 卷

心 ( 同上 )
,

上清液加硫酸按至 30 %饱和度
,

离心 (同上 ) 除去沉淀
,

上清液再加硫酸按至

5 0%饱和度
,

离心收集沉淀
,

低温真空干燥为粗酶
。

2
.

2
.

2 杯的纯化 se ph a d e 、 o
一

2 5 层析柱 ( 2
,

s 。m x 3 o c m ) 先用 o
.

o s m o l / L p H 7
.

S T r is
一

H e l

缓冲液平衡
,

取方法 l 制备的粗酶 1 5 溶于上述缓冲液并定容至 10 烈
,

离心 ( 9 0。。 r ad /m in
,

1 0 m in
,

室温 )
,

取清液 5 m l (1
.

12 m g 蛋白 / m l) 上柱
,

用上述缓冲液洗脱至洗脱液在 2 80
n m 波长下无光吸收 ( 1

.

2 5 m一/ m i n
,

5 m l /管 )
.

收集呈酶活性的第 8 ~ 1 4管共 3 5 m 一,

透析

(对重蒸水 )
,

低温真空浓缩至 5 m l ( 1
.

2 4m g 蛋白 / m l )
,

再上柱
,

s P
一

s e ph a d e x e
一

5 0 经预处

理 仁̀ j装柱 (之
.

s x 3 0 e m )
,

0
.

0 2 m o l / L
`

p H 7
,

4 柠檬酸
一

N a ZH P o 、
、

缓冲液平衡
,

用 PH 4
.

0 ~ 8
.

0
,

0
.

0 2 ~ 0
.

4 0 01 / L 上述缓冲液进行线性梯度洗脱 ( 6 0m lh/
,

5 m l/ 管 )
,

收集呈酶活性的第 4

峰 (即 56 ~ 72 管 ) 洗脱液共 60 m l
,

对重蒸水透析过夜
,

再经低温真空浓缩至蛋白质浓度

为 1
.

1 m g / m l 左右
,

置冰箱 ( 4℃ ) Z d 后 出现结晶
,

7 d 后结晶完全
,

离心 ( 1 0 5 0 0 5
,

4℃ ,

3 0 m i n ) 收集结晶备用
。

味、仁口ù了尸刁划八0七A.0刊J曰
1

.

2
.

3 聚丙 烯耽按凝胶 圈盘电泳

用 2
.

5%浓缩胶
,

10 %分离胶
。

结晶酶

溶于 0
.

0 5 m o i / I
J

pH 7
。

S T r is
一

H C I 缓冲

液并定容至 5 m z ( 1
.

2 , / n 飞g 蛋白 /m l )
,

每管加样 5 时 在 s m A 下 电泳 1 0 0

m in
口

脱 胶 后 用 。
.

25 % 考 马 斯亮 蓝

R一 2 5 0 (含 20 % T C A ) 染色
,

以 7% 乙

酸退色 Z d
,

观察蛋 白带
。

.1 .2 4 游 离 筑 基 含 童 测 定 用

E l lm a n 、 试剂法
匕̀ 。」。

.1 .2 5 分子贡测定 两种方法
:

其

一
,

s D s
一

P A G E 法 〔5」 ;
其二

,

s e
p h a d e x

G 一 1 0 0柱层析 ( 1
.

5 e m 火 6 0 e m ) 法
,

0
.

0 5 m o l / L p H 7
.

5 T r i s
一

H c x缓冲液平

衡
,

加样 6 m z ( 1
.

2 x m s 蛋白 / m一)
,

同

A ZO S

0 5 0

0
.

刁O
军1

。

0
.

3 0

0
.

2 0

0
.

1 0

0
.

] C

0
.

0卜

白
.

0护O

管号 ( 5 m l /管 )

图 l sP
一

eS p
had ex C

一
5 0 离

一

子交换柱层祈

sP
一

反 p h a d ex C
一
5 0 用 0

.

02 m说 / L PH 7
.

4 柠檬 酸
-

N a ZH p o ;

缓冲液平衡
,

用 0
.

02 m o l / L~ 0
.

4 m o l / L
、

p H 4~ p H S
.

0 柠檬酸一 N a : H
oP

`

缓冲液 p H
、

离子强

度线性梯度洗脱 (6 O m l / h )
。 。
、

。
蛋白质峰 ; ·

一
·

酶活性峰 ;

一
p H 梯度

。

一缓冲液洗脱 ( 6 0 m l / h
,

5 m l /管 )
。

均用下列标准蛋白
:

磷酸化酶 B ( M w 9 4K n ) ;
牛血清

白蛋白 ( M w 6 7K D ) ; 肌动球蛋白 (Mw 4 3K D ) ,
碳酸醉酶 (M w 3 0 K o ) ; TM v 外壳蛋白

( MW 1 7
.

SK D )
。

1
.

2
.

6 晦活性浏定 用酪蛋白为底物
。

0
.

1 m x酶液加入 0
.

9 m l激活剂 ( 0
.

0 5 m o l / L p H 7
.

5

T r i s
一

H c l缓冲液内含 2 0m m o l / L e y s

一 m m o l / L ED T A )
,

加入预热的 1%酪蛋 白溶液 ( w / v
,

0
.

0 5 m o l / L p H 7
.

5 T r i s 一 H e l 缓冲液 配制 ) l m一
,

4 0℃反应 10 m i n ,

加入 3 m l 三抓乙酸

( T C A ) 溶液 ( 0
: 1 1 m o l / L T c A

,

0
.

2 2 m o l / L N a A e ,

0
.

3 3 m o 一/ L H A。 配制 ) 终止反应 (对照

先加 T C A ,

后加底物 )
,

静置 30 m in
,

过滤
,

上清液于 2 75
n m 波长下 比色

。

在上述条件下

每 10 m in 增加 1个光吸收单位的酶 t 为 1个酶活力单位 ( u )
。

1
·

么 7 蛋 白质含全测定 用 Br ad f or d 法 e[]
,

并以牛血清白蛋白为标准蛋白
。

2
.

1

实验结果

曲制荆制奋与纯化 两种方法制备的粗酶制剂 (表 1) 表明
,

乙醉法提取的产率 (s/
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. 曰. . . . . . . . . . . . . . 山. .

. 曰口 . . . . . . . . . . . . .

转鲜重) 较高
,

但比活力稍低
,

为白色粉末
,
盐析法制备的粗酶比活力较高

,

但产率稍低
,

为淡绿色
。

在 ’ 粗稗制荆的栩奋方法

方 法 醉产率 ( % ) 醉的比活力 (U /m g 蛋白 )

一一
乙醉分部沉淀法

(N H ` ) : so
`

盐析法

乙醉法制备的粗酶经 se hP ad ex G 一

25 柱层析分离
,

洗脱液出现两个蛋白峰
,

其中第 1 峰

为酶活性峰
,

收集峰 1 洗脱液经 s P一 eS p h a d e x c
一

50 离子交换柱层析
, p H

、

离子强度线性梯

度洗脱
,

得 4个蛋白峰
,

其中第 4 峰为酶蛋白峰 (图 1 )
。

此峰洗脱液经聚丙烯酞胺凝胶圆

盘电泳
,

在每条胶柱上均只显示一条蛋白带 (图 2)
。

此酶液置冰箱内 (4 ℃ ) Z d 后出现六

角形结晶 (图 3)
。

一 ~ - ~ ~ _

一_

图 2
“

东一号
”

剑麻蛋白醉获丙烯酞胺凝胶圆盘电泳 图 3
“

东一号
”

剑麻蛋白酶结晶 (1 0x0 )

酶的纯化结果如表 2
,

酶被纯化了

农 2

总蛋白

3 4倍
。

一的分离纯化结果

纯化步霖

抽六 提

离心上清液

粗 醉

S
,

由目喊 G
一

25 层析

离子文换柱层析

结 晶

( m s )

32 0

25 0

9 8
.

9

7
.

0

0
.

4

0
。 .

0 7

总体积
.

总活力

(而 ) 单位 ( U )

5 00 1186

4 00 1 1 08

.

7 6 ( g ) 7 12
.

6

3 5 6 8
:

5

6 0 2 5
.

5

2 8
.

9

比活力 纯化

( U / m吕) X

3
.

70 1

4
.

43 1
。

2

7
.

21 1
.

9

9
.

9 7 2
.

6

63
.

8 1 7
.

2

125
.

7 34
.

0

110山恤UJ,ó勺月O

曲的. 徽 . 定性及 . 通 PH 结晶醉液在 PH 2
.

5~ 11
. `

5
、

室温下放 t 4 h 后调 PH 至
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7
.

5 测定各自的醉活力结果表明
.

该酶在 p H S
.

5 ~

1 0
.

0 范围内活力稳定
.

在上述不同 p H 条件下侧定

醉活力结果 (图 4) 表明其最适 p H 为 7
.

5
.

2
.

3 的的热称定性及最适沮度 结晶醉液在 16 ~

90 ℃下保沮 30 汕 后
,

流水冷却
,

分别侧定醉活性
,

姿
结果 (图 5) 表明该醉在 1 6~ 60 ℃内醉活力称定

.

在 ,

上述沮度下直接侧定醉活力结果表明其最适沮度

为 4 0℃
。

2
.

` Km 值 以酷蛋白为底物
.

侧定醉在 0
.

0 3 13
.

0
。

6 0

0
.

` 0

0
。

4 0

}
。

.

: 。

认 2 0

0.’ 10

0
.

0 3 5
.

0
.

0 4 1 7
.

0
.

06 2 5
,

0
.

0 8 3
,

0
.

1 2 5
,

0
.

2 5
,

1
.

似 /v) 不同底物浓度下的醉活力
.

双倒数作图

6 ) 求得 K m 值为 0
.

1 1 4%
。

2
.

5 酶的分子 t 测定 用 s D S 一 P A G E 电

泳法 tsj 求得磷酸化酶 B
、

牛血清蛋白
、

肌动球

蛋白
、

碳酸哥酶
、

T M v 外壳蛋白的迁移率

(R m ) 分别为 0
.

5 4 0
,

0
,

6 0 7
,

0
.

6 8 0
,

0
.

7 3 6
,

0
.

81 0
,

以 L SM 一 R m 作图
,

依据
“

东一号
’

剑

麻蛋白醉的 R m .(0 6 10 )
.

求得其分子量为 笃
。6

.

o x o
,

用 令p h翻 e x o 一 2 0 0 ) 柱层析法以 `

洗脱体积 份 e
,

m l) 对分子盆的对数 亿g M 》

作图 (图 7)
.

依据
`

东一号
’

剑麻蛋白醉的

洗脱体积 仅 e = 1 44
.

4 m l) 求得其分子童为

6 9
.

g K D
。

。嗽病花渝病下石丫衬汽不箔汀介

声
图 4

.

东一号
“

剑麻蛋白璐级适困
( 1

.

2 1鸣 蛋白/时 )

0
,

1 0

0
.

0 5

.0的U寺几甘
ù勺n妞ù勺

产
劝口口̀勺
J,.甘.甘确̀心̀10川划公.00.00认仓

,
.

6 游离筑荃含 t 测定 结晶醉溶于 rT is

一 H a 缓冲液并对 该缓冲液透 析过 夜
,

用

lE lm o n 、 试剂 [,7 测定
`

东一号
’

剑麻蛋白醉游

离琉基含 t 为 弓
.

3 m ol 一 s H八 O
一 `

g 蛋白
.

若

依上述平均分子盆 68 K D 计
,

每
In ol 酶蛋白含有

。 j 万
_

获
’

属
’

丽
’ .

孔
一

于示丽厂赢
沮度 (℃ )

图 5
`

东一号
’

剑寐蛋白醉热挽定性

( 1
.

2 1 m s 蛋白 / m l
.

处理时间 3 0 而
n )

.2 9 m ol 游离颐基
.

-一v
.....̀.
l̀
r狂c00.9.B.7.63 讨论

龙舌兰月 “ 尹、 〕 中经研究含有蛋白醉

的有 5 个种 (或杂交种 )
.

其中 T ip t o n [ , 。
·

` ” 报

告 在 剑 麻 侧
.

吕如边侧。 ) 中 存 在 被 称 为
`
^ , v a i n

一

的蛋白酶
,

n t . T o i t [ . 〕报告在金边龙

舌兰 (沌
.

~ ~
va r

.

。 令血 ) 中存在的他认

为是碱性丝氨酸蛋白酶
;
孙祟荣等

〔`
·

, J
报告

“

东一号
”
剑麻中存在的琉基蛋白酶 ( A g a va in

一 S H )
,

以及我们实验室发现的番麻 ( A卯 ,

a

~ 。 ` )[
`〕和假菠萝麻 (彻 , ayl 州汀山

砚
) (中

5
。

0
.

弓
,

0

3
。

O

2
.

0

j
.

0

。 : : :
`
; 。 ` “ , ’ l

思麟
一

图 6
“

东一号
’

剑麻蛋白醉的双倒数作图

(底物
:

璐蛋白 ;醉蛋白浓度
: 1

.

2l m s/ 耐 )

国植物生理学
·

中国植物生理学会第五届全国会议论文摘要 汇编
,

武汉
,

1 9 90
,

10
.

27 ~
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11
.

02
,

第 131 页 ) 叶片中的琉基蛋白酶
。

从这几种蛋白酶 一
的特性 (表 3) 可以看 出

,

它们的分子量有较大差异
,

最

大的和最小的相差 l 倍
;
但它们的最适 p H 较接近

,

约在

p H .7 O~ 8
.

5 之间
。

至于这几种酶蛋白的特征
,

T i p ot lln
二 ’幻

最初报告
“ A g va ia n ,

不被 解M B 抑制
,

认为不是琉基蛋

白酶
,

但它被 E D T A 抑制
,

因此认为是一种含凡 的金属

蛋白酶
;
也可被 D F P A 抑制

,

又可能是一种丝氛酸蛋白

酶
。

但 OB en rt’ 〕重复 T IP otn 的实验却未能证实他的结果
,

“ A ga
v ia n ”

对 E D T A 不敏感而受 PM` F 抑制
.

我们实验室

则观察到剑麻蛋白酶受 p Q随B 和 D T N B 抑制 (植物学报
,

1 9 9 2
,

待发表 )
。

因此 T IP ot n
认为

“ A ga via n" 是金属蛋白

酶或丝氨酸蛋白酶是可疑的
。

OB Ue r
认为 IT atP

n
所用的酶

不纯
,

混杂了真菌的酶
。

因此
“
A ga va in ”

的性质尚待进

一步证实
.

金边龙舌兰是番麻的一个变种
,

0 。
oT it[, ,只根

2 4 0

2 0 0

借
,

卜

丫 1 6 0

卜

12 0

5
。

0

gL M

图 7 eS 口止配
x G一 10 0 测定

`

东一号
.

剑麻蛋白醉分子 t

1 T M v 外壳蛋白 2 碳酸哥酶

3 肌动球蛋白 刁牛血清白蛋白

5 磷酸化醉 B

据金边龙舌兰蛋白酶中测不出半肤氨酸
,

便认为不是琉基蛋白酶
,

但它却可被沁M B 抑制
,

因此也不能排除它亦是琉基蛋白醉
,

以上看来已知几种龙舌兰属植物的蛋白醉可能均是琉

基蛋白酶
。

表 3 几种龙舌兰蛋白醉的特性比较

街
酶来源 酶定名 分子量 ( K )D 最适 PH

最适沮度

(℃ )

酶活性
文 献

剑 麻

金边龙舌兰
“

东一号
”

剑麻

番 麻

假菠萝麻

A醉
v ie n 5 2

.

5

5 5~ 5 7

6 8
.

0

3 2
。

4 ~ 3 4
.

6

6~ 8
.

0

7
.

8~ 9
.

0

7
.

5

7
.

0~ 7
。

5

8
.

5

中心特性

含铁 ( ? )

丝氮酸 ( ? )

A ga
v ia n 一 S H

A qa va in
一
S H I

A ga
v 石 n 一

S H 皿

4 0

4 5

4 5

筑墓

琉基

硫基

1 1
,

12

7

l
,

2

5
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