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长吻跪碱性磷酸酶的分子量及氨基酸组成
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碱性磷酸酶 ( A l k a li n e p h
o s p h

a t a s e ,
E C

.

5
.

2
.

3
.

1
,

简称 A K P )广泛存在于动物
、

植物及微生物体中
,

是一

种对底物专一性较低的磷酸单酷水解酶
,

在生物体内直接参与磷酸基团的转移和代谢过程
,

在脊椎动物的骨

化作用中起重要作用
。

提纯的 A K P 常被应用 于核酸
、

毒物学
、

医学的研究
,

是遗传工程常用的工具酶 [覃 甲

仁
、

魏 琦
,
1 9 8 6 ]

。

关于微生物
、

脊索动物
、

哺乳动物的 A K P 的性质及分子量的研究 已有报道
,

而 鱼类 A K P

的研究
,

国内文献中迄今未查到
。

本文报道从长吻跪肝脏中提取的 A K P 的分子量及氨基酸组成的研究结果
,

以利进一步开展对该酶结构与功能的研究
。

1 材料和方法

.1 1 材料与试剂

1
·

1
·

1 材料

实验用长吻脆 (早
,

体长 63
。m

,

重 3 4 5。克
,

性腺发育 W期末的成熟鱼 )产自嘉陵江北暗至合川段
,

购自重庆

北暗鲜鱼市场
,

用其肝脏为酶的提取材料
。

1
·

i
·

2 试剂

D EA E 一纤维素 (D E 一 3 2 )为美国 Wh a t m
a n
产品进 口分装 ; S

e p h a e r y l S 一 2 0 0和测分子量所用的标准品
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:
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均为 P h ar m ac ia 产品 ;其他试剂为国产分析纯
。

2 方法

1
.

2
.

1 酶的分离纯化

参照颜思旭等 [ 1 9 8。 ]和徐伟军等〔1 9 8 6〕的方法
,

并有所修改
。

长吻跪的肝用冷蒸馏水漂洗后切细
,

加入 3

倍体积的。
.

05 m ol / L iT
r s 一 H CI 缓冲液 (P H 7

.

5
,

内含 o
.

l m ol / L N a
CI )匀浆

,

向浆液中加入 20 % (甲 /甲 )冷正丁

醇抽提
,

离心 (4 C
,

8 0 。。 r /m in
,

30 m i n) 后取上清液 (粗酶液 )
。

粗酶液用 。
.

35 和 。
.

70 饱和度硫酸馁分级沉淀
,

离心 ( 4 C
,

l 0 0 0 o r /m i n
,

4 0 m in )取沉淀
。

沉淀溶于 0
.

0 5 m o
l / L T r is 一 H C I 缓冲液 ( p H 7

.

5 )并对 0
.

5 % N a C I 透

析至无 N H
; 十
和 50

; 一 ,

O C离心 3 0 m in ( 1 0 0 0 0
r
/m i n )

,

其上清液适当浓缩后进行 D E 一 3 2柱层析 ( 2
.

S X 3 o c m ;

L K B 柱层析系统 )
,

0
.

0 5 m o
l / L T r is 一 H C I 缓冲液 ( p H 7

.

5
,

内含 0一 0
.

3 m
o
l儿 N a

C I )洗脱 ( 4 m l /管
,

0
.

3 m l /

m in )
,

分管收集
,

280
n m 紫外检测后

,

测定蛋白吸收峰的酶活性
,

将酶活性峰部份上 S即 h ac yr l s 一 20 。柱 ( 2
.

6

x 6 o 。
m ; L K B 柱层析系统 )

,

o
.

o s m
o
l / L T

r i S 一 H C I缓冲液 ( p H 7
.

5 )洗脱 ( o
.

3 m l /m i n
,
4 m l /管 )

,

分管收集
,

追踪和收集酶活性部分
,

经适当浓缩后
、

进行该酶分子量及氨基酸组成的测定
。

1
.

2
.

2 纯度鉴定

聚丙烯酞胺凝胶电脉 (P A G E ) [张龙翔等
,

1 98 1口
,

分离胶浓度 7%
,

考马斯亮兰 G 一 25 0染色
;
S D S一 P A G E

〔朱广廉等
,

1 9 8 2 ]
,

分离胶浓度10 %
,

考马斯亮兰 R一 25 。染色
。

1
.

2
.

3 分子 t 及亚墓分子 t 测定

S e p h ac yr l S一 2。。凝胶过滤法〔张龙翔等
,

1 9 8 1 ]测定分子量
,

应用有效分配系数 ( K
a
v) 计算出 A K P 的分

子量 ; SD S 一 P A G E 〔朱广廉
、

杨中汉
,

1 9 8 2二测定亚基分子量
。

1
.

2
.

4 氮荃酸组成分析

纯酶于水解管中加入 6 m ol / L H CI
,

真空封管
,

1 10 C水解 24 小时
,

用 日立 835 一 50 型氨基酸自动分析仪测

定
。

按覃甲仁
、

魏 琦法【1 9 8 6〕计算氨基酸残基数
。

1
.

2
.

5 酶活力测定

采用磷酸苯二纳为底物的金氏法 [上海市医学化验所
,

1 97 9 ]
,

并在此法规定的条件下每巧 m in 生成 1

拌m ol 酚所需的酶量为 1个酶活力单位 (U )
。

1
.

2
.

` ,

蛋白质含 t 测定

按 L
o
w yr 法

,

牛血清白蛋白为标准
。

2 结 果

2
.

1 酶的纯化

鱼肝匀浆后
,

用正丁醇抽提
,

得到活性较高的粗酶液
,

该酶液经硫酸按分级沉淀
,

回收率为 45
.

34 %
。

盐析

透析液离心后
,

其上清液以 D E 一 32 纤维素柱层析
,

出现 2个蛋白吸收峰
,

其中1个有酶活性
,

且酶峰值位于 .0

1 6 m o l / L N
a C I 附近 (图 1 )

。

收集酶峰
,

再经 eS p h a e r y l S一 2 0 0柱层析
,

得 1个酶峰 ( 一
·

一一
,

图 2 )
。

A K P 纯化

结果如表 1
。

2
.

2 酶的纯度

纯化后的 A K P 经 P A G E (图3) 和 S D S一 P A G E (图4) 均为单一 区带
,

说明该酶已达到均一程度
。

2
.

3
.

1

酶的分子量及亚基分子量

分子 t

用 S
e p h a e r y l S一 2 0 0柱 ( 2

.

6 X 6 o e m ; L K B 柱层析系统 )层析测定分子量
。

柱总体积 v
:

为 2 9 4
.

7 m l
,

外水
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标准蛋白质及A KP

核糖核酸酶

胰凝乳蛋 白酶原A

卵清蛋 白

牛血清白蛋 白

醛缩酶

A KP

表2 标准蛋白质及A P K的有效分配系数

T ab l eZ K
一 , o f s t a n d a r d P r o t e i n s a n d A K P

分子量 ( d a l t o n ) 洗脱体积 ( m l ) 有效分配系数

1 3 7 0 0

2 5 0 0 0

4 3 0 0 0

6 7 0 0 0

0
.

5 2

0
.

4 3

0
.

3 2

0
.

2 4

丹了11Cg曰
.

…
11几bóM乙
ōliQ甘,

苦月b,é11
1.111

16 0 0 0 0 0
.

1 2

1 2 8 8 0 0 1 4 6
.

0 0
.

1 4

.2 3
.

2 亚墓分子 t

经 S D S 一 P A G E
,

以标准蛋白质的相对迁移率 ( R
,
)对分子量的对数 (1 g M

.

W )作图
,

得标准曲线 (图 6 )
,

根

据 A K P 在同一 电泳条件下的相对迁移率
,

从标准曲线上查得 lg M
.

w 一 4
.

81 0
,

故 A K P 的亚基分子量为 6 4 5 7。

(测定 3次
,

相对误差 士 4% )
。

表明 A K P 分子由 2个相同亚基组成
。

2
.

4 酶的氨基酸组成

用 氨基酸自动分析仪对 A K P 酸水解液进行测定
,

得出氨基酸组成比例
,

再结合 A K P 的分子量及组成

A K P 的各种氨基酸的分子量推算出整个 A K P 分子的氨基酸组成
。

表3示出长吻脆肝脏 A K P 由19 种氨基酸

(色氨酸未测 ) 1 1 4 4个氨基酸残基组成
。

其中 A
s p

.

G fu
.

T hr
.

rP
o

.

V a l 和 L eu 含量较高
。

沐
.
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0 0
.
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.

4 (〕
.
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.
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.
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图 5 A K P 的分子量测定

F i g
.

5 M
o l e e u l a r w e ig h t d

e t e r m i n a t io n o f t h e

A K P
o n s e p h

a e r y l s 一 2 0 0

标准蛋白质
:

1
.

醛缩酶 ( 16 0 0 0 0 )

2
.

牛血清白蛋白 ( 6 7 0 0 0 )

3
.

卵清蛋白 ( 4 3 0 0 0 )

4
.

胰凝乳蛋白酶原 A ( 2 5。。0)

5
.

核糖核酸酶 ( 1 3 7 0 0 )

图 6 A K P 亚基分子量的测定

F ig
.

6 M
o
l
e e u l a r w e

ig h t d e t e r m i n a t i o n o f

t h
e s u

b
u n it s o f A K P b y S D S一 P A G E

标准蛋白质
:

1
.

牛血清白蛋白 ( 6 7 0 0 0 )

2
.

卵清蛋白 ( 4 3 0 00 )

3
.

胰凝乳蛋白酶原 A ( 2 5。。 0)

4
.

核糖核酸酶 ( 1 3 7 0 0 )
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表 3长吻鱿肝脏碱性磷酸酶的氮基酸组成

Ta b le 3 A mi na oei d e o mPo si ti o o nf Af K Pr o m

th ei l ver Lei e oa s si sLo ni gr o
sti r s

.. 6 3 0 55 2. 33 1. 3 88

氨基酸

A sP A (sn)

Th r

Sr e

l Gu G (l n)

Gl y

l Aa

C ys

Va l

M
e t

l Ie

百分含量 ( %)

1 1
.

0 7

8
.

5 9

46 0

13 12

4
.

74

5
.

85

0 80

6 5 4

0
.

9 2

5
.

6 2

每分子残基数

3 10
.

9 2 (3 1 1)

1 13
.

9 9 (14 1)

6 8
.

03 (6) 8

1 129 1 (3 1 1)

6 0 1
.

9 7 (10 7)

10 5
.

9 8 (10) 6

9
.

98 (10)

84
.

5 9 (85)

9
.

03 (9)

6 3
.

6 9 (6 4)

氨基酸

Lu e

T yr

Ph e

L ys

H 1
5

A
r g

Pr O

Tr p (未测)

百分含量 ( %)

1
.

3 8

5
.

45

7
.

6 1

每分子残基数

3 7
.

9 7 (74)

4 1
.

98 (4) 2

28
.

6 9 (29)

3 8
.

98 (3 9)

12
.

9与 (13)

4 4
.

3 9 (45)

4 9
.

94 9 (5)

共 计 94
.

0 4 1 14 4

3
.

讨论

从不同动物或细菌中纯化的 A K P
,

其分子量从 8 0 0 00 到 2 1 6 0 0 。不 等 [徐伟军等
,
1 9 8 6 ]

,

小牛肠粘膜为

1 4 5 0 0 0
,

乳牛胎盘是 1 6 8 0 0 0
,

文昌鱼 (整体 )为 1 3 8 0 0 0仁颜思旭等
,

1 9 8 5 ]
,

大 肠杆菌是 8 0 0 0 0 ( 4 0 0 0 0 x 2 )
。

广西眼

镜王蛇毒 A K P 的分子量为95 00 0( 分子筛法 )及 9 1 90 0( 凝胶电泳求商法 ) 〔覃甲仁
、

魏 琦
,

1 9 8 6二
。

本实验用凝

胶过滤法测得长吻跪肝脏 A K P 的分子量为 1 28 8 00
,

用 S D S一 P A G E 测得其亚基分子量为 6 4 5 7 0( 整酶分子量

6 4 5 7 O X 2 )
,

此结果与文昌鱼 (脊索动物 )接近
。

但分子量测定方法较多
,

最好再用聚丙烯酞胺浓度梯度凝胶电

泳
、

离心沉降平衡等方法加以测定
,

使其彼此配合
、

相互对照
、

相互验证
,

以作出可靠的结论
。

不同来源的 A K P 的氨基酸组成
,

报道不 多
,

已知文昌鱼 (整体 ) A K P 由20 种氨基酸 1 1 1 7个氨基酸残基组

成 [颜思旭等
,

1 9 8 5 ]
,

广西眼镜王蛇毒 A K P 由至少 17 种氨基酸 (色氨酸未测 )约 845 个氨基酸残基组成〔覃 甲

仁
、

魏 琦
,

1 9 8 6 ]
。

本文报道的长吻跪肝脏 A K P 由19 种氨基酸 (色氨酸未测 ) 11 4 4个氨基酸残基组成
,

与文昌

鱼 比较接近
。

本实验因样品酸水解
,

除色氨酸被破坏外 (未另作测定 )
,

丝氨酸和苏氨酸也有一定程度的破坏
,

所以水解 24 小时的测得值也常低于真实值 (这种误差未作校正 )
。
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