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摘要　采用 DEAE-Sephadex A-50及磷酸纤维素柱层析 , 用底物亲和洗脱法从萌发油菜 (Brassica napus)种子

中分离纯化了焦磷酸: 果糖 -6-磷酸 1-磷酸转移酶 ( PFP)。纯化倍数 679. 7倍 , 比活力为 21. 75单位 /毫克· 蛋
白 , 活力回收率 22. 9%。酶的最适 pH值为 7. 5, Mg2+ 和 M2+

n 对酶有激活作用。进行酶的初级动力学及稳态动

力学研究 , 对果糖 -6-磷酸 ( F6P) 表现为典型的米氏规律 , Km值为 3. 33 mmo l /L; 对焦磷酸 ( PPi ) 的活力变

化 , 在 PPi浓度小于 1. 0 mmo l / L时具有部分米氏酶特点 ( Km = 1. 0 mmol /L) , 大于 1. 0 mmol /L时 , PPi对

酶有抑制作用。从两底物 F6P和 PPi的相互作用以及产物磷酸 ( Pi ) 与底物 ( F6P和 PPi )的相互关系分析 , 初

步推断油菜籽 PFP的催化反应为双底物双产物的有序机制。
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Abstract　 The py rophosphate: f ructose-6-pho spha te pho spho t ransferase ( PFP) w as iso lated

f rom germinating B rassica napus seeds mainly by DEAE-Sephadex A-50 chroma tog raphy and

then by substrate affinity elution f rom phosphocellulo se co lume. The mul tiple of puri fication is

679. 7. The speci fic activi ty is 21. 75 uni ts /mg· pro tein. The yield o f activi ty is 22. 9% . From

the analysis of polyacry lamide gel elect ropho resis in sodium dodecyl sulfate, the enzyme

consists of tw o subuni ts w hich molecular mass value is 60KD and 68 KD respectiv ely. The

optimum pH value is 7. 5. The divalent metal ions of Mg2+ and M n2+ could activa te the

enzyme. The prelimary kinetics and steady-state kinetics of the PFP from Brassica napus seeds

w ere researched. Fo r Fructose-6-phosphate ( F6P) , the enzyme exhibits a typical Michaelis-

M enten hyperbo lic kinetics and i ts Km value is 3. 33 mmo l /L. Fo r pyrophosphate ( PPi ) , when

the concentration of PPi i s lower than 1. 0 mmol /L, the enzyme displays par tly the properties of

Michaelis enzyme ( Km = 1. 0 mmo l /L) . But when the concentra tion o f PPi i s higher than 1. 0

mmo l / L, PPi inhibi ts the activi ty of the enzyme. From the research of the reaction betw een tw o

subst rates ( F6P and PPi ) and the relationship betw een product ( Pi ) a nd substrates ( F6Pand

PPi ) , a sequential enzyme mechanism with tw o substrates and tw o products are proposed

preliminari ly fo r the PFP from Brassica napus .

Key words　 Brassica napus , py ropho sphate: f ructose-6-phosphate 1-phosphotransferase,

purification, kinetics

　　在细胞内的糖代谢中 , 由果糖 -6-磷酸 ( F6P)向
果糖-1, 6-二磷酸 ( F1, 6P2 )转变的反应是糖酵解过
程的一个关键反应 , 由不可逆酶磷酸果糖激酶
( PFK)催化 ,以 ATP提供能量和磷酸基。 70年代以
来 , 在植物体内发现一种新酶 , 它也催化上述反应 ,

以焦磷酸 ( PPi )提供能量和磷酸基 ,故命名为焦磷酸:
果糖-6-磷酸 1-磷酸转移酶 ( PFP, EC2. 7. 1. 90)。自
1979年 Carnal等

[1 ]首先在高等植物 (菠萝叶 )中发现
此酶以来 , 已先后从绿豆

[ 2]
、马铃薯

[3, 4 ]
、小麦

[ 5]
、蓖

麻 [ 6]、黄瓜 [ 7]、玉米 [8 ]、 番茄 [9 ]等植物中纯化了该酶 ,
但在油料作物中未见任何报道。我们从萌发油菜种子
中首次分离纯化 PFP, 并对其动力学特性及其作用
机理进行了研究。
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1　材料和方法

1. 1　材料及试剂

实验材料为中国油料 821油菜 ( Brassica napus )

种子 ,取自四川大学生物系植物遗传研究室。

F6P、 NADH、 α-磷酸甘油脱氢酶、 磷酸丙糖异

构酶均为 Sigma产品 , 醛缩酶为上海生物化学研究

所东风 试剂厂 产品 , DEAE-Sephadex A-50为

Pha rmacia公司产品 ,磷酸纤维素 -11为 Wha tman生

产 , SDS-PAGE用标准蛋白为东风试剂厂产品 ,其余

试剂为国产分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　 PFP的分离纯化
[4, 9 ]

油菜籽用自来水浸种 2 d,在 26℃萌发 2 d。取萌

发芽 60 g , 按 1∶ 1. 25 ( w /v ) 比例加入缓冲液 A

(每升含: 0. 1 mo l Tris-HCl, pH值 8. 0, 1 mmol

EDTA, 1 mmol Mg Cl2 , 14 mmol巯基乙醇 , 100 ml

甘油 ) , 研磨 30 min, 匀浆 4次 , 每次 15 min。匀浆

过滤后 , 滤液调 pH值 7. 5, 用硫酸铵盐析 , 取 0. 35

～ 0. 55饱和度盐析物 , 溶于缓冲液 B (每升含: 0. 02

mol Tris-HCl, pH值 7. 5, 1 mmol MgCl2 , 14 mmol

巯基乙醇 , 0. 1 mo l KCl, 100 ml甘油 ) ,即为酶粗提

液。
粗酶液透析除盐后上 DEAE-Sephadex A-50柱

( 3. 5 cm× 12 cm) , 用含 0. 10 mol /L、 0. 25 mol /L、

0. 40 mol /L KCl的缓冲液 B分段洗脱。合并活性部

分 , 对缓冲液 C (将缓冲液 B中的 KCl改为 0. 05

mol, 其余成分相同 ) 透析 , 以除去过量 KCl, 用聚

乙二醇 20 000浓缩后上磷酸纤维素 -11柱 ( 2. 5 cm×

5. 4 cm ) , 用含 0. 2 mol /L KCl的缓冲液 B洗脱至流

出液 A280 < 0. 01后 , 再用含 0. 01 mol /L焦磷酸的上

述缓冲液进行亲和洗脱 , 合并活性部分 , 对每升含

0. 02 mo l Tris-HCl, pH值 7. 5, 7 mmol巯基乙醇和

100 m l甘油的缓冲液透析 ,去除 PPi和 KCl,浓缩后

用含 30%甘油的上述缓冲液保存于 - 20℃。

1. 2. 2　 PFP活性测定

参照 Frederik等 [7 ]的方法进行。在测活条件下 ,

每分钟转化 1μmo l F6P为 F1, 6P2的酶量为 1个活

力单位。

1. 2. 3　蛋白质含量测定

按 Bradfo rd
[10 ]方法进行。

1. 2. 4　 PFP的初级动力学研究
[7 ]

不改变测活系统的其它条件 , 固定 PPi浓度为

0. 5 mmo l /L, 测定在不同 F6P浓度下酶反应初速度

的变化 ,并作出 Linew eaver-Burk双倒数图 ;另外 ,固

定 F6P浓度为 2 mmo l /L, 测定在不同 PPi浓度下酶

反应初速度变化 , 并作出双倒数图。

1. 2. 5　 PFP的稳态动力学研究
[ 4]

1. 2. 5. 1　底物的相互作用。 不改变测活系统的其它

条件 ,固定 PPi浓度分别为 0. 1 mmo l /L、 0. 3 mmo l /

L和 0. 5 mmo l /L, 测定一系列 F6P浓度下的酶反应

速度 ,在同一坐标系中作双倒数图 ;固定 F6P浓度分

别为 2. 0 mmo l /L、 4. 0 mmol /L、 6. 0 mmol /L, 测定

不同 PPi浓度时的酶反应速度 , 并作双倒数图。
1. 2. 5. 2　产物 Pi 对 PFP催化反应的影响。不改

变测活系统的其它条件 , 测定产物 Pi 浓度分别

为 0. 00 mmol /L、 0. 25 mmo l /L、 0. 50 mmo l /L和

1. 00 mmo l /L时 , 酶在一系列不同 F6P浓度下的反

应速度 , 作双倒数图 ; Pi浓度固定为 0. 0 mmo l /L、

0. 5 mmol /L和 1. 0 mmol /L时 , 测定酶在一系列不

同 PPi浓度下的反应速度 , 作双倒数图。

2　结果

2. 1　油菜籽 PFP的分离纯化

经过匀浆、 硫酸铵盐析、 DEAE-Sephadex A-50

柱、 磷酸纤维素 -11柱层析等步骤 , 从油菜籽中分离

纯化了 PFP。纯化倍数 679. 7倍 ,比活力 21. 75单位

/毫克·蛋白。活力回收率为 22. 9%。纯化过程及结

果见表 1。
表 1　油菜籽 PFP的分离纯化

Table 1　 Isolation and purif icat ion of PFP from germinate of

Brassica napus

步骤
Step

总蛋白
Total

p ro tein

( mg)

总活力
To tal

activi ty
(单位
unit s)

比活力
Specif ic
activity
(单位 /毫
克· 蛋白
uni ts /mg
· protein )

纯化率
Puri-

fication
mul tiple
(% )

回收率
Yied

(% )

粗提液
Crude ex t ract

1188. 0 　 38. 0 　 0. 032 — 100

盐析

Sal ting-out
251. 9 31. 3 0. 124 　 3. 9 82. 4

DEAE-Sephadex
A-50

29. 0 15. 8 0. 545 17. 0 41. 6

磷酸纤维素 -11
Phosphocellulose-11

0. 4 8. 7 21. 750 679. 7 22. 9

　　经盐析、透析的粗提液上 DEAE-Sephadex A-50

柱 , 用含不同浓度 KCl的缓冲液阶段洗脱 , 流速 16

m l /h, 每管 6 ml , 分部收集 , 洗脱曲线见图 1。活力

部分在含 0. 25 mo l /L KCl区段被洗脱 , 但活力峰与

蛋白峰不重合 , 说明尚含较多杂蛋白。

　　 DEAE-Sephadex A-50柱洗脱活力部分经浓缩

后上磷酸纤维素柱 , 在含 0. 2 mol /L KCl, 用 0. 01

mo l /L PPi亲和洗脱下得到纯化 (图 2)。
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　　　　图 1　 PFP经 DEAE-Sephadex A-50柱层析

　　 Fig. 1　 Ch roma tog raphy of PFP on DEAE-Sephadex A-

50 column

A280蛋白质 A280 Protein; PFP。

　　 图 2　 PFP经磷酸纤维素 -11柱层析

　　 Fig . 2　 Chromato g raph y o f PFP on phosphocellulo se-11

column

A280蛋白质 A280 Protein; PFP。

2. 2　 PFP催化反应的初级动力学

底物之一 F6P对 PFP活力的影响见图 3和图
4。可见 F6P浓度的变化 , 遵从米氏动力学规律 , 由
图 4求得 Km值为 3. 33 mmol /L。

底物之二 PPi对 PFP活力的影响见图 5和图 6。
PPi 在低浓度下符合米氏动力学 ,但 PPi浓度大于

1 mmol /L时 , 表现出底物抑制现象。在低浓度时求
得 PFP对 PPi的 Km值为 1. 0 mmo l /L。

　　 图 3　 F6P浓度对酶活力的影响

　　 Fig. 3　 The effec t of F6P concent ration on PFP activ ity

　　 图 4　 PFP对 F6P的米氏常数测定

　　 Fig. 4　 De termina tion of PFP Michaelis constant on F6P

　　 图 5　 PPi浓度对酶活力的影响

　　 Fig. 5　 The effect o f PPi concent ration on PFP ac tiv ity

　　 图 6　 PFP对 PPi的米氏常数测定

　　 Fig. 6　 De termina tion o f PFP M ichaelis constant on PPi

2. 3　 PFP催化反应的稳态动力学

在 3种 PPi浓度下 , F6P浓度的变化与酶活性的

关系见图 7; 在 3种 F6P浓度下 , PPi浓度的变化与

酶活性的关系见图 8。

　　在不同的固定 Pi浓度下 , 产物 Pi对 F6P和 PPi

与反应初速度双倒数曲线的影响结果见图 9和图

10。

　　两个底物对初速度的影响结果表明 , F6P和 PPi

与初速度的双倒数作图均在纵轴左侧有一交点 ,说明

油菜籽 PFP催化反应的机制不是乒乓机制 , 而是迅
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速平衡随机机制或有序机制。产物抑制研究的结果 ,

在不同的 Pi浓度影响下 , F6P、 PPi与初速度的双倒

数作图在横轴上有一交点 , 说明 Pi对 F6P和 PPi均

　　 图 7　在 PPi存在下 PFP对 F6P的动力学

Fig. 7　 F6P sa tura tion kinetics o f PFP in the presence of PPi

　　 图 8　在 F6P存在下 PFP对 PPi的动力学

Fig. 8　 PPi sa turation kinetics of PFP in the presence o f F6P

　　 图 9　在 Pi存在下 PFP对 F6P的动力学

Fig . 9　 F6P sa turation kinetics of PFP in the presence o f Pi

　　 图 10　在 Pi存在下 PFP对 PPi的动力学

Fig. 10　 PPi satura tion kinetics o f PFP in the pr esence of Pi

表现非竞争性抑制 ,这就排除了迅速平衡随机机制的

可能。因此 ,我们初步推断 ,油菜籽 PFP催化反应的

机制为双底物双产物的有序机制。

3　讨论

在糖的分解代谢中 , F6P向 F1, 6P2的转化 , 在

植物和动物体内都由 PFK催化 , 但在植物体内 PFP

也催化这步反应 (至今在动物体内尚未发现此酶 )。

PFK只能催化 F6P向 F1, 6P2的单向反应 , 而 PFP

催化这步反应是可逆的 ; 果糖 2, 6 二磷酸 ( F2,

6P2 ) 可激活动物细胞中的 PFK, 但不调节植物细胞

中的 PFK活性 , F2, 6P2刺激植物组织 PFP的正向

反应。这些特点说明植物组织中可能存在受 F2, 6P2

和 PPi调节的另一条酵解途径
[11 ]
。 而且在多种植物

中 , 种子萌发时 PFP的活性常常高于 PFK, 在缺乏

Pi、 缺氧等条件下 PFK活性保持不变 , 而 PFP活性

增加 [12 ]。这些事实说明 , PFP在植物细胞的基础代谢

中起着重要作用 ,不仅涉及能量代谢 ( ATP生成 ) ,而

且与物质代谢紧密相关。在油料作物中 ,可能对种子

萌发、脂肪酸合成等生理生化过程起着一定的调节作

用 , 有待深入研究。

我们用 DEAE-Sephadex A-50和磷酸纤维素柱

层析 ,并用 PPi亲和洗脱纯化萌发油菜籽的 PFP,通

过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳测定 , 该酶含有分子量

分别为 60 KD和 68 KD两个亚基 , 这与马铃薯块

茎
[ 3, 4 ]
、小麦幼苗

[5 ]
、番茄果实

[9 ]
一致 ,而且从现有研

究表明 ,植物 PFP可能都是寡聚酶 ,可以有几种不同

分子酶型。我们测得油菜籽 PFP催化正向反应的最

适 pH值为 7. 5, 在 pH值 7～ 8范围具有较高活性。

催化正向反应的最适 pH值 , 黄瓜种子为 7. 2～

7. 6
[7 ]

, 蓖麻种子为 7. 3～ 7. 7
[ 6 ]

, 表明不同植物中

PFP催化正向反应的 pH值适应性可能十分接近。

Mg
2+
和 Mn

2+
对 PFP的活性有激活作用 ,其中 Mg

2+

的激活作用最强。

油菜籽 PFP的底物动力学 , 对 F6P遵从米氏规

律 ,对 PPi则有双重表现: PPi浓度小于 1 mmo l /L时

遵从米氏规律 ,但大于 1 mmol /L表现出底物抑制现

象 , 这与马铃薯
[4 ]
、 玉米

[8 ]
、 豌豆等植物一致 , 只是

不同植物 PFP表现底物抑制的浓度有差异。 这种动

力学现象与高浓度 AT P对 PFK的抑制作用相类似。

从底物的相互作用及产物对反应的影响动力学 ,

我们初步推断油菜籽 PFP的催化反应机制为双底物

双产物的有序机制。 李林等 [4 ]对土豆块茎的研究表

明 , 土豆 PFP为有序机制 , 但 Carnal等
[ 13]报道菠萝

PFP的反应机制为乒乓机制 , 可能在不同植物中 ,

PFP催化反应的机制不尽相同 , 其原因有待进一步
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研究。
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