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摘要 直接干燥丝兰叶表栅状组织获得粗酶
。

用硫酸铁分级盐析取得酶制剂
,

它的最适 p H 值为 1 2
。

用有机汞

作配基的琼脂糖凝胶 4B 柱分离出酶
,

聚丙烯酞胺凝胶电泳证明柱分离物为两个蛋白酶组分 ( Y uc ca in l
、

Y uc
-

ca in l )
,

薄层等电聚焦电泳证实这两个组分等电点分别为 pH 值 9
.

77 和 p H 值 9
.

61
,

S D S 电泳两个酶仅看到 1

条染色带
,

测得分子量为 3 万
。

它们的活性均依赖于琉基
。
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百合科丝兰属 ( Y u “ a L
.

) 植物常用作纤维制绳

和造纸 l[,
2〕 。

我们在该属植物叶中测出了高活性蛋白

酶 ( Y cu ca in)
,

为 了探索该酶的应用价值
,

我们对其

性质和提取工艺作了研究
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

活化的琼脂糖凝胶 ( C N
一

B r 一 a e t iv a t e a
, e p h a r o s e

4 B ) 产自 P h a r m a e i a F i n e C h e m i e a ls
,

S D S 及丙烯酶胺

为 lF u
ka 进 口分装

,

碘乙酸
,

5
,

5,-- 二硫双 (2
一

硝基苯

甲酸 ) ( D T N )B 为 IS G M A 产
,

对氨基苯基汞醋酸盐

取自复旦大学生化系
,

其余试剂均是分析纯品
。

L Z 蛋白水解酶活性测定
L .2 1 酪蛋白法阔 在 37 ℃ 以每分钟内水解酪蛋

白释放出相当 1 拜g 酪氯酸于 2 75 n m 的吸收值为 1

个酶活性单位
。

1 99 5 一 0 5
一
2 1 收稿

。

`
国家自然科学基金资助项目

。

1
.

2
.

2 D H T 酪蛋白法阁 在 40 ℃ 以每分钟内水解

D H T 酪蛋白释放出相当于 1 m g D H T 肤在 5 40
n m

的吸收值为 1个酶活性单位
。

1
.

3 丝兰醉的提取制备

1
.

3
.

1 直接法 采下丝兰健康叶
,

洗净凉干
,

刮取

栅状组织
,

鼓风烘干 (5 5 ℃ ) 至含水量 7 %左右
,

粉

碎包装即粗酶
。

1
.

3
.

2 盐析法 丝兰新鲜叶
、

刮皮
、

压取皮汁
、

加

人 1 倍量的蒸馏水
,

置 10 m in
,

905 9 离心收集沉淀
,

清液补足硫酸按至 50 %饱和度
,

离心收集沉淀
,

抽真

空冻干成酶制剂
。

1
.

4 丝兰酶的分离纯化

基本参照 L y n n 闭提出的方法
,

将活化的琼脂糖

凝胶 4 B 与对氨基苯汞醋酸盐 ( m p l “ ℃ ) 作用
,

接

上 带有汞基的亲和基团
,

制成有机汞
一

琼脂糖凝胶

4B
。

将这种亲和载体装入 1 c m X 1 2 c m 柱
,

用 20 %二

甲亚矾充分洗去游离汞化物备用
。

分离时
,

将酶制剂

1 0 0 m g ( 5 6 7 0 单位 ) 溶于 1 0 m L p H = 5 醋酸缓冲液

[含正丁醇 0
.

5%
,

K CI 0
.

1 m ol / L
,

乙二胺 四 乙 酸
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E (T D A) 1
·

0m m ol / L ]
,

上样后用同一缓冲液系统洗

去杂蛋白
,

用含 。
.

s m m ol / L H g CI
:

的同一缓冲液

(无 E D T A ) 洗下蛋白酶
,

每收集管为 2 m L
,

合并有

蛋白水解活性的收集液
,

浓缩后做进一步鉴定
。

最后

用 0
.

1 m d / L 磷酸缓冲液 ( p H 一 7) 洗净柱子做下一

个循环
。

1
·

5 聚丙烯酞胺凝胶电泳的分析及分离

采 用 R e : s f i e l d 法 [5」 ,

分离 胶 p H = 4
.

3
,

浓 缩

胶 p H一 .6 8
,

胶浓度 .7 5% 或 15 %
,

槽液 件丙氨酸 /

醋酸
,

缓冲液 p H 4 : 3
。

采用花篮式圆盘电泳器 ; 每管

6 m A
,

于 4℃ 电泳分析
,

电泳时间 1
.

Z h
。

电泳胶用

考马斯亮兰 R 25 o 染色
,

做对照
。

电泳分离采用 14 c m

义 1 1 c m 板电泳器
,

电泳条件同上法
。

电泳结束即将

胶板浸人 1%丹宁液 (用 0
.

1 二ol / L p H 一 5
.

6 醋酸缓

冲液配 )
。

当胶表面出现白色时 ( 约 6 m in) 立即将胶

取出令胶内部不至渗人丹宁
。

切下蛋白带
,

用冰冷的

.0 l m ol / L
,

p H 一 .5 6 醋 酸缓 冲 液抽 提 3 次
,

合

并 提 液
,

用 含 Z m m o l / L E D T A 及 s m m o l / L

N a Z
S O

`

液于 4℃ 透析
,

以聚乙二醇浓缩后重复电泳
,

并以琉基试剂检验
。

L 6 聚焦电泳测定酶等电点

采用 L
·

K
·

B 的 p H = 3
.

5 ~ 1 0 的 A m p h o l in e
系

统
,

将丙烯酞胺配成 2 9
.

1%溶液
,

取 3
.

5 m L
,

甲叉

双丙烯酞胺 .0 9 %液取 3
.

5 m L
,

加人 p H 一 3
.

5一 10

的两性电鲜质载体 A m p h o il n e 1 m L
。

抽气 1 5 而
n 。

再加人过硫酸钱 .0 s m L 制成 10
.

3 c m 长 25
。
m 宽

0
·

s m m 厚胶板
,

正极 为 l m o l / L H
3P O

; ,

负极为

l m o l / L N a O H
, `

上样
。

预 电泳用 l o o V
,

3 o m i n

后 升 压 至 S O O V
,

l h 后再 升至 1 0 O 0 V
,

电 泳

1
.

5 h
。

当电流降至 4m A 不能再降时停止
,

取出胶
,

用考马斯亮兰染色
。

L 7 S D S 电泳测定酶分子全

采用 .T .G C oo ep r 的 S D S
一

P A G E 系统川测定丝

兰酶的分子量
,

用亲和层析分离得到的蛋 白水解活性

成分
,

经聚乙二醇浓缩后做酶样
。

凝胶浓度 7
·

5写
,

电

泳 电压 45 V
,

每管初始电流为 3 m A
,

20 m in 后增加

到 8 m A
,

电泳时间总计为 Z h
。

以牛血清白蛋白
,

蛋

清蛋白
,

胰蛋白酶
,

细胞色素 C 做标样 (它们的分子

量分别为 6 8 0 0 0
、

4 3 0 0 0
、

2 3 3 0 0
、

1 1 7 0 0 )
。

电泳结

束后用考马斯亮兰染色
。

测量电泳带迁移率
,

以其迁

移率及分子量作半对数图
。

2 结果与分析

2
.

1 丝兰酶分布

对丝兰叶片的栅状组织
、

海绵组织及新老叶片取

汁测定活性
。

表现情况如表 1
、

表 2
。

同时还对同属

不 同种的植物 Y
.

if il m an ot as 等的含酶情况做了测

定
。

结果发现 Y
.

g lo ir os a 活性最高 (表 3 )
,

其量与菠

萝相 当
,

酶主要存于叶表栅状组织
。

2
.

2 两种工艺的酶得率

用直接干燥法和硫钱法提取丝兰酶
,

结果见表

4
。

可 见直 接干 燥法酶 活 性 回 收 要 比硫钱 法高

2 7
.

8 %
。

2
.

3 酶的亲和层析和电泳鉴定

按前述方法层析
、

层析监测波长为 27 5 n m
,

结果

见图 1
。

所得的两个蛋白组分
,

前一个无酶活性
,

后

表 1 .y glo ir
osa 叶不同组织酶活力

aT b l e 1 T h e p r o t e in ase
a e t i v it ie s in d i f f e r e n t t i s s u s e s o f Y

.

g l o ir o s a l e a v e s

总重量 (克 )

A ll we ig h t

部 位
T i

s s u e

重量 (克 )

W
e ig h t

J

簇
e

(m L )

加 c Y S H 激活活力
A

e t iv it y w i t h

C Y S H

(拌/ m L )

不加 C Y S H 激活活力 不激活总活力
A

e t i
v it y w i t h

o u t T o t o l a e t iv i t y

C Y S H w it h o u t C Y S H

(拌/ m L ) ( u )

1 0 0 0
绿色栅状组织

G r
ee n P a

il sa d
e t is s u e

3 2 1
.

6 7 8
.

1 9 8 1 6 1 9 6 1 0 3 0

4 4 0

0
.

4 6

1 6 8 2 4

6A
ù月b内了匕J1

1

Qé

海绵组织
S p

o n

gy t iss u e

芯部 /皮部
P a li s a d e

/ pS
o n gy

6 7
.

5 6

C Y S H
:

半胧氨酸 C y s t e i n e
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表 2 y
.

g l
o r io

s a不同叶龄的蛋 白阵活性
Ta b leZ

i nY
.

h Tepr o t ei n

s a e
a eti vi t yi nt h e la evs eo fdi f fr n e et

g lo r io s a

类 别
吸光值 0

.

D

Pr at

ǎ日口的卜 Nà 0
.

0

加 Y C SH激活
A

eti v at e
d

w i t hY C SH

不加 Y C SH激活
A

eti v at ed

w i t ho u tY CH S

老 叶 Od l la ef

未张开白色嫩叶

W hi t eyo u n g la ef

0
.

035

0
.

03

0
.

02

0
.

02

健康叶
H

a e lt hy la ef
0

.

5 3 0
.

1 35

菠萝健康叶 P i n a ep p l
e

ha et hy la ef( eo ntr o ) l
0

.

1 5 0
.

1 5 3

s y cH
:

半胧氨酸 cs y t ei n e
; DH T

:

重氮 5
一

氨基四哇酪蛋白
,

D H T
一

C
a s e in

·

6 0 12 0

T im e ( m in )

表 3 不同品种的丝兰醉活性

T a b l e 3 T h e p r o t e in
ase

a e t iv i t y o f d if f e
r e n t v a r

i
e t ie s o f

Y翻 CC口

活性 ( C a se i n 法 )

品 种 V a r ie t y A e t iv it y ( b y aC
s e
i
n )

(拌 /m L )

图 1 丝兰醉亲和层析分离图

F i g
.

1 E l u t i o n p r o f i l e o f Y u e e a in 卜y a f f i n i t y e h r介

m a t go
r a p h y

(日u卜的N)Q
.

0

Y
.

if l a
mo nt o

as

金边丝兰 oG dl e n s id
e
Y cu ca

( 1 0 0

1 1 0 0~ 2 0 0 0

光叶丝兰 B a r e le a f Y cu 亡
a

6 0 0 0~ 8 0 0 0

Y
.

g le r

los
a

1 0 0 0 0~ 1 9 0 0 0

+++

土
___

一个有酶活性
。

收集活性组分
,

浓缩后用聚丙烯酞胺

凝胶电泳进行分离并扫描
,

结果见图 2
。

将蛋白带各

自测定活性
。

得知柱层析所得的活性物质含有两个活

性组分
,

即组分 I 和组分 l
。

将柱层析所得活性物质用电泳分离后的胶板以

丹宁染色
,

收集方法如前述
。

各取浸出液 .0 5 m L 分

图 2 丝兰醉电泳扫描图
F ig

.

2 cS an n i n g p r o f妞e o n S D S
一
P A G E o f p u r if i e d Y u e -

r 匆 i n

别加进 0
.

5 m L Z又 1 0 一“ m ol / L 碘乙酸或 H g CI
:

做酶

的半脱氨酸激活和不激活测定
,

结果见表 5
。

组分 I

和组分 耳活性分别为 89 %和 28 %
。

以碘乙酸抑制的

组分 I 和组分 l 无论是否用半胧氨酸激活
,

都无法测

表 4 两种工艺的酶得率
T a b l e 4 T h e r a t e s o f r

ec o v e r y f r o m t w o so
r t s Of t e e h n i q u e s

率of料)得et呻%醉aR现̀工 艺
T

e e
h

n iq u e

叶重 L ea f

w e i g h t

( k g )

栅状组织重
P a

l i
s a
d

e t is s u e

w e
ig h t ( kg )

酶重 E n z y m e

P r e P a r a t l o n

( k g )

活性
A

e t i v it y

(拌/ g )

总活性
T ot a l a e t iv i t y

(
u )

02l0.72
直接法 T h e

d i
r e e t m e t h

《记
3 0

.

0 5 1 2
.

6 3
.

9 4 1 5 7 1 8 6 1 9 2 8 9 2 0

硫按法 A m m o n iu m

s u lf a t e m e t h od
1 7

.

4 0
.

4 1 1 10 8 7 7 5 4 4 70 6 5 25

G
u a n g x i 段 i

e n e e s ,

V
o l

·

2 N o
·

4
,

N o v e m b e r 1 9 9 5
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出活性
。

以二氯化汞抑制的组分 I和组分 I都可用半

胧氨酸基本恢复活性
。

因为碘乙酸在 p H一 7时是经

典的琉基酶不可逆抑制剂
。

酶被它抑制后活性不可恢

复
。

而被 H gC 1
2

结合的酶为半胧氨酸恢复活性只有一

种情况
,

即酶活性中心为 SH 基困
,

这一组试验证明

组分 I
、

组分 万确是琉基酶
。

以重复电泳证明了组分

I 和组分 l 都是均一的
。

为了进一步确定酶的等电点
,

我们将亲和层析收

表 5 抑制剂和激活剂对组分 I 和组分 I 的影响

aT b l e 5 T h e a e t i讨 t ie s o f Y u c c a i n s l
,

1 i n s P e c i f i
c i n

-

h i b i t o
r s

活性 A
e t iv i t ie s ( % )

集的活性峰浓缩后做聚焦电泳鉴定
,

从图 3 中可见距

负极 ” m m 和 “ m m 处各有一务染色带
,

测算得这两

组分的 p H 值分别为 9
.

77 和 9
.

61
。

S D S 电泳对亲和层析物分析
,

染色后测得牛血

清白蛋白
,

蛋清蛋白
、

胰蛋白酶
、

细胞色素 C 的迁移

率分别为 o
·

3 1 0 0
、

o
·

4 4 9 5
、

0
.

7 0 8 5
、

0
.

8 9 9 0
。

而丝兰

酶亲和层析样仅出现一条染色带
,

迁移率为 .0 3 7 4.9,

测算得分子量为 3万 (见图 4 )
。

多次重复试验
、

结果

一样
。

因此认为这两个酶有相同的分子量
。

处 理 T
r e a t m e n t

组分 I

Y u e e a i n

组分 I

Y u e e a i n

碘乙酸
Ido

o a e e t i e
加 S Y S H激活
w i t h C Y S H

不加 S Y S H激活
w i t h o u t C Y S H

氯化汞
Hg C l

z

加 S Y S H激活
w i t h C Y S H

8 9 2 8

0
.

2 0
.

4 o j
R f

不加 S Y S H激活
w i th

o u t C Y S H

CY S H
:

半胧氨酸 C y s t e i n e

1 2 3

户尧 龟 硫

图 4 s D s
一
P A G E电泳中各蛋白质的分子 t 对数与相对

迁移率图

Fi g
.

4 D e t e r m i n a t io n o f th e m o l ce
u l a r w e i g h t o f Y u e -

e a i n b y SD S
一
P A G E

a
.

牛血清白蛋白 oB
v
i n

e se r o a lb u m i
n ( 6 80 0 0 ) ; b

.

蛋清蛋白 -O
v a lb u m i n ( 4 3 0 0 0 ) ; c

.

胰蛋白酶 T
ry p s

i n ( 23 3 0 0 ) ; d
.

细胞色

素 C y t co h r

om
e ( 1 1 7 0 0 )

2
.

4 丝兰酶的性质

2
.

4
.

1 温度对丝兰酶制剂活力及稳定性的影响

在 p H~ 7, 反应时间 10 m in 的条件下
,

将丝兰酶

置于不同温度下测定活性
,

结果如图 5
,

它表明丝兰

酶最适反应温度在 60 ℃附近
,

,

且在 20 ℃ 以下或 70 ℃

以上仍表现出一定活性
。
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取 33
、

4 0
、

6 0℃三个温度测定酶在不同放置时间

的活性
,

结果见图 6
。

可以看到酶在 33 ℃和 40 ℃ 时十

分稳定
、

60 ℃ 时较差
、

但 60 ℃下放置 l h
,

其活性仍

有 30 m in 时的 30 %
。

此特性对酶的提取和应用是有

利的
。
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图 6 丝兰酶的温度稳定曲线
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2 丝兰酶的最适 p H

将酪蛋白用不同的缓冲液配制成 p H 一 5一 12
·

7

的底物系列
,

并将酶液用缓冲液调成相应的 p H 值然

后进行活性测定
。

结果见图 7
。

它表明丝兰酶制剂的

最适 p H = 1 2
,

适应 p H = 7一 1 2
。

在 p H = 6一 1 2 之间
,

它对 p H 值变化反应不敏感
,

可 以认为它是碱性蛋白

酶
。

3 讨论

用亲和层析技术从丝兰叶子中获得的水解蛋白

酶活性成分在聚丙烯酞胺凝胶电泳和等电聚焦 电泳

中都呈现两条染色带
、

并且胶中两带分别都可测出活

性
,

证明丝兰叶含两个蛋白酶组分
。

因这两个组分均

为 p H ~ 7 时的碘乙酸 (典型的琉基试剂 ) 抑制
,

同时

被 H g 1C
2

抑制后的酶能用半胧氨酸恢复活 性
,

说明

这两个酶活性均依赖于琉基
。

它们的等电点分别

为 p H 一 9
.

77 和 p H 一 9
.

61
。

而两个酶组分在 S D S 电

泳中不能分离
,

只呈现一条带
,

提示这两个酶组分的

分子量很接近
,

测得其分子量均为 3 万
。

我们称之为

丝兰酶 I 和丝兰酶 I (即 Y u e e a i n l 和 Y u e e o i n l )
。

丝兰酶在其植物叶汁的含量与菠萝酶在菠萝果

汁中的相当
,

这在表 2 中可明显看出
。

丝兰在我国常

作为纤维植物栽培
,

它的来源相当广泛
。

丝兰酶制剂

的最适酸碱度为 p H 一 1 2
,

很耐碱
。

它可用直接脱水

干燥的简单方法获取
。

这在生产成本上就远优于需硫

按两次盐析法
,

提尔丝兰酶在洗涤剂应用有着广阔的

前景
。
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