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摘要 }试验以小麦为材料 o纯化了 � ∏¥¬¶¦²活化酶 o经 ≥⁄≥2聚丙烯凝胶电泳鉴定呈 u 条蛋白质谱带 o分子量为

wt sss和 wx sss o利用tw≤ 标记法测定并探讨了 � ∏¥¬¶¦²活化酶的活性 o并发现 � ∏¥¬¶¦²活化酶在纯化和储藏过程中

都需要 �×°以稳定其活性 ∀
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  � ∏¥¬¶¦²kt ox2二磷酸核酮糖羧化酶r加氧酶l存

在于所有光合生物中 o既能催化光合作用中的碳还

原 o又能催化光呼吸作用中的碳氧化≈x  o对整个光

合作用起着重要的调节作用 o但是 � ∏¥¬¶¦²只有处

于活化状态时才具备有上述催化功能 ∀在体外 o

� ∏¥¬¶¦²的活化过程是一个依赖于一定 ³� 值 o并与

活化分子 ≤ �u !� ªu n 结合的过程 ~而在体内由于高

浓度底物 � ∏�°与非氨基甲酰化的 � ∏¥¬¶¦²紧密结

合 o阻止了 � ∏¥¬¶¦²的氨基甲酰化作用 o再者 o体内

≤ �u 浓度 !³� 值等生理因子都不能满足体外活化所

需要的条件 o因此用 � ∏¥¬¶¦²的体外活化机制来解

释 � ∏¥¬¶¦²体内活化过程是远远不够的 ∀t|{x 年 o

≥¤̄√∏¦¦¬等≈| 发现植物体内存在着一种促进 � ∏¥¬¶¦²

活性的酶 o称之为 � ∏¥¬¶¦² 活化酶 k � ∏¥¬¶¦² ¤¦·¬2

√¤¶̈l ∀经过多年研究 o现在人们普遍认为 � ∏¥¬¶¦²

活化酶活化 � ∏¥¬¶¦²是最大限度地产生 � ∏¥¬¶¦²2

≤ �u2 � ªu n形式的 � ∏¥¬¶¦²o即 � ∏¥¬¶¦²活化酶克服了

其与磷酸糖类物质结合的不利效应 o并且降低了催

化氨基甲酰化所需要的 ≤ �u 浓度而促进了 � ∏¥¬¶¦²

的活性 ∀但是 o有关 � ∏¥¬¶¦²活化酶的理化特性 !活

化机理和调节因素至今还没有完全阐明 o以往有关

� ∏¥¬¶¦²活化酶的研究材料多以菠菜 !拟南芥 !烟草 !

水稻为主 o小麦 � ∏¥¬¶¦²活化酶的研究在国内外尚

属空白 ∀本试验以小麦为试验材料 o摸索并建立了

� ∏¥¬¶¦²活化酶的快速纯化和活性测定的方法 o并对

其活性作了一些探讨 o为进一步研究 � ∏¥¬¶¦²活化

酶的生理特性和活性调节奠定了基础 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

选用扬麦 x 号 k Τριτιχυ μ αεστιϖυ μ �q≤ ∂

≠¤±ª°¤¬xl于田间种植 ∀ �×° !°∞° !�̈∏³̈ ³·¬± !

�̈ ±½¤°¬§¬±̈ !° � ≥ƒ !³¼µ∏√¤·̈ ®¬±¤¶̈ 及 � ∏�°�¤w 盐

均为 ≥¬ª°¤公司产品 o⁄∞�∞2× � ≠ �°∞� � �yxs �
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为日本 ×²¶²«公司产品 ∀

1 q2  � ∏¥¬¶¦²的纯化 !鉴定和活性测定

按李卫芳等≈t 的方法 o将小麦鲜叶匀浆后通过

ws h ∗ xx h饱和硫酸铵盐析 o脱盐后再上 ⁄∞�∞2纤

维素阴离子交换柱 o用 �¤≤¯ s ∗ s qx °²̄r�梯度洗

脱 o收集蛋白质峰 ∀分别采用凝胶电泳和紫外光谱

法进行纯度鉴定 o用tw≤ 同位素法测定其活性 ∀

1 q3  � ∏¥¬¶¦²活化酶的纯化

取 tssª小麦叶片 o经液氮冷冻研磨成粉末 o加

入 uxs °̄ � ∏¥¬¶¦²活化酶提取液kxs°°²̄r� �∞°2

∞≥2��� ³� z qs ot°°²̄r�∞⁄× � ox°°²̄r� �ª2

≤ ū os qw°°²̄r��×° otx°°²̄r�⁄× × ot°°²̄r�

° � ≥ƒ o u°°²̄r� �̈ ±½¤°¬§¬±̈ o s qst°°²̄r� �̈∏2

³̈ ³·¬±ouª可溶性 °∂ °l o叶片匀浆后 ou| sssª离心

vs°¬±o上清液用k��wlu≥�wk³� z qsl盐析 o取 us h

∗ vx h 的蛋白质段 o沉淀用 x °̄ 含 vx h 饱和

k��wlu≥�w 的缓冲液 ´ kus°°²̄r� �∞°∞≥2���

³� z qs o s qw°°²̄r� �×° o ts°°²̄r� ⁄× × o

tss°°²̄r��≤ l̄悬浮 ots sssª离心 ts°¬±后 o沉淀

再用 v °̄ 不含k��wlu≥�w 的缓冲液 ´ 溶解 o离心 o

经 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2uxkt qx¦° ≅ us¦°l脱盐 o用缓冲液 ´

平衡和洗脱 o收集到的蛋白质峰部分上 ⁄∞�∞2阴离

子交换柱 k ⁄∞�∞2× � ≠ �°∞� � �2yxs � ot qx¦° ≅

us¦°l o先用 vs °̄ 缓冲液 µ kus°°²̄r� �∞°∞≥2

��� ³� z qs ow°°²̄r�⁄× ×l 洗脱 o然后用 ys °̄

含 s ∗ s qx°²̄r��≤¯的缓冲液 µ梯度洗脱 ∀洗脱

速度为 t °̄ r°¬±o每 t °̄ 收集一管 o蛋白质峰进行

纯度鉴定和活性测定 o得到的蛋白质峰加 �×°至 t

°°²̄r�o置液氮中保存 ∀试验在ks ∗ w ε 下进行l ∀

1 q4  � ∏¥¬¶¦²活化酶的纯度鉴定

采用 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳≈tt  方法 ∀

tu qx h分离胶 ow qx h 浓缩胶 os qt h ≥⁄≥ 在 t°° 厚

的胶板上 tx°� 电流电泳 x ∗ y«∀用含 s qt h 考马

斯亮兰的水Β甲醇Β冰醋酸kxΒxΒul混合液染色 o

z qx h冰醋酸和 x h的甲醇混合液脱色 ∀

1 q5  � ∏¥¬¶¦²活化酶活性测定

� ∏¥¬¶¦²活化酶的活性测定用tw ≤ 标记法测定 ∀

测定过程 }ktl形成 ∞� 复合物k� ∏¥¬¶¦²2� ∏�°l ∀将

纯化的 � ∏¥¬¶¦² 上一根 t¦° ≅ us¦° 的 ≥ ³̈«¤§̈ ¬2

�xs柱 o用缓冲液k×µ¬¶2�≤¯ tss°°²̄r�o∞⁄× � s qu

°²̄r�o³� { qsl平衡 !洗脱 o除去 � ª
u n !≤ �u o让酶充

分失活 o在收集的 � ∏¥¬¶¦²峰中加入 � ∏�°k终浓度

为 s qx °°²̄r�� ∏�°l oux ε 保温 t«o以形成 ∞� 复

合物 o使 � ∏¥¬¶¦²钝化 ~kul由 � ∏¥¬¶¦²活化酶活化

� ∏¥¬¶¦²k∞� l ∀在活化液ktss °°²̄r�×µ¬¶2�≤¯³�

{ qs ots °°²̄r� �¤�≤ �v ots °°²̄r� �ª≤ ū ow

°°²̄r�� ∏�° ot °°²̄ �×° ot°°²̄r�°∞° ous ��r

°̄ 丙酮酸激酶l中加入 ∞� 复合物k浓度为 t °ªr

°̄ l和 � ∏¥¬¶¦² 活化酶 k浓度设计为 xsΛªr°̄ 和

tssΛªr°̄ l ∀活化酶要在 ∞� 加入前 s qx°¬±加入反

应液 o活化温度为 ux ε ~kvl测 � ∏¥¬¶¦²活性的增加

值 ∀在 ∞� 加入反应液后 o在 s !t !u !v !w !,k°¬±l各

时间点取 xsΛ̄ 反应液加到 wxsΛ̄ � ∏¥¬¶¦²活性测定

液中 ktss °°²̄r� ×µ¬¶2�≤¯ ³� { qs ots °°²̄r�

�¤�tw ≤ �v ks qu≤¬°²̄2tl ots °°²̄r� �ª≤ ū os qx

°°²̄r�� ∏�°l反应 t°¬± 后 o加入 ussΛ̄ t °²̄r�

�≤¯终止反应 ∀样品 yx ε 烘干后 o加入 w qx °̄ 闪烁

液kwª°°� ows°ª°�°�° o甲苯 yss °̄ o乙醇 wss °̄ l o

用 �≥2|{ss液体闪烁仪计数 ∀

1 q6  蛋白质含量的测定

纯化的 � ∏¥¬¶¦²和 � ∏¥¬¶¦²活化酶采用紫外分

光光度法测定 o粗蛋白采用 ƒ²̄¬±2酚试剂法测定 o以

牛血清蛋白作标样≈v  ∀

2  结果与分析

2 q1  � ∏¥¬¶¦²活化酶的纯化

匀浆 !离心后的上清液经 us h ∗ vx h 的

k��wlu≥�w盐析 o除去了色素蛋白 !� ∏¥¬¶¦²等大量

杂蛋白 o经 ⁄∞�∞2纤维素梯度洗脱后 o有 u 个洗脱

峰 o其中在 �≤¯浓度达 s qv°²̄r�的第 u 个洗脱峰

的 � ∏¥¬¶¦²活化酶含量较高k图 tl ∀所得样品经

≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳 o呈现 wt sss 和 wx sss

两条蛋白质谱带k图 ul o含其它杂蛋白极少 o说明小

麦 � ∏¥¬¶¦²活化酶与菠菜 !水稻k具有 wt sss 和 wx

sss两条多肽l相似 o不同于烟草 !玉米k只有 wt sss

一条多肽l ∀从小麦叶片中分离 � ∏¥¬¶¦²活化酶的

步骤和效果如表所示 ∀ � ∏¥¬¶¦²活化酶经该方法被

纯化了 u{倍 o回收率达 xv h ∀

2 q2  � ∏¥¬¶¦²活化酶的活性

2 q2 q1  � ∏¥¬¶¦²活化酶的活性测定  � ∏¥¬¶¦²活化

酶的活性测定是依据在 � ∏�°生理浓度条件下 o� ∏2

¥¬¶¦²活化酶促进 � ∏¥¬¶¦²的能力来测定的k图 vl ∀

未活化的 � ∏¥¬¶¦²加入含 ≤ �u !� ªu n的介质后 o活性

含 ts °°²̄r��¤�≤ �v ots °°²̄r� �ª≤ ū 的活化

液中活化 ts°¬±o它的活性仍然极小 o说明在体内条

件下 � ∏¥¬¶¦²自发活化的可能性很少 ∀当加入 � ∏2

¥¬¶¦²活化酶后 o这种无活性的 � ∏¥¬¶¦²2� ∏�° 复合

物能够很快地恢复活性 o且活性的增加与 � ∏¥¬¶¦²

sv|                    中  国  农  业  科  学                   vx卷



图 1  � ∏¥¬¶¦²活化酶在 ⁄∞�∞2×�≠ �°∞�� �2650 � 柱上的梯

度洗脱图

ƒ¬ªqt  × «̈ ªµ¤§¬̈±·¨̄∏·¬²± ³µ²©¬̄̈ ¶ ²© � ∏¥¬¶¦² ¤¦·¬√¤¶̈ ²±

¦²̄∏°±¶²© ⁄∞�∞2× � ≠ �°∞�� �2yxs �

� }纯化的 � ∏¥¬¶¦²活化酶谱带

�}标准蛋白质谱带

� } ×«̈ ³∏µ¬©¬̈§ � ∏¥¬¶¦²¤¦·¬√¤¶̈

�}°µ²·̈¬± °²̄ ¦̈∏̄¤µº ¬̈ª«·°¤µ®̈ µ

图 2  �∏¥¬¶¦²活化酶的 ≥⁄≥2°��∞图谱

ƒ¬ªqu  ≥⁄≥2°��∞ ©µ¤¦·¬²± ²© � ∏¥¬¶¦²¤¦·¬√¤¶̈

因自发活化而显著增加 ~但若首先加入 � ∏�° o� ∏�°

和 � ∏¥¬¶¦²结合后 o� ∏¥¬¶¦²的活性几乎为 s o即使在

活化酶的浓度成正相关 o当 � ∏¥¬¶¦²活化酶浓度为

tssΛªr°̄ 时 o在测定的第 x ∗ y°¬±时 o� ∏¥¬¶¦²的活

性可以恢复 {s h ots°¬±时活性达最高 o基本与无

� ∏�°的自发活化持平 o之后由于底物 ≤ �u !∞� 的

图 3  �∏¥¬¶¦²活化酶k� ≤ �l对 �∏¥¬¶¦²2� ∏�°的活化作用

ƒ¬ªqv  �¦·¬√¤·¬²± ²© � ∏¥¬¶¦²¤¦·¬√¤¶̈k� ≤ �l ²± � ∏¥¬¶¦²2� ∏�°

减少 o活化型酶与未活化型酶比例的变化等因素而

略呈缓慢下降趋势 ∀因此我们在测定 � ∏¥¬¶¦²活化

酶活性时 o标准测试液中的 � ∏¥¬¶¦²2� ∏�°复合物和

� ∏¥¬¶¦²活化酶的浓度都设定为 tssΛªr°̄ o用 � ∏2

¥¬¶¦²活性增加的初始速率来表示活化酶活性 o把酶

活力单位定义为每分钟增加的 � ∏¥¬¶¦²比活性为

tΛ°²̄ ≤ �ur°¬±#°ª � ∏¥¬¶¦²∀经纯化的小麦 � ∏¥¬¶2

¦²活化酶活性可以达到 u ∗ v个酶活力单位k表l ∀

2 q2 q2  � ∏¥¬¶¦²活化酶对 �×°的依赖  � ∏¥¬¶¦²活

化酶活性依赖于 �×° 的存在 o而被 �⁄° 抑制≈ts  ∀

因此在活性测定过程中需加入 �×° 再生系统

kt°°²̄r� °∞° ous��r°̄ 丙酮酸激酶l o以维持

�⁄°至最低浓度水平 o从而减少 �⁄°对 � ∏¥¬¶¦²活

化酶的抑制作用 ∀我们在 �×°过量而不加 �×°再

生系统的情况下也测得了活化酶的活性 o但在相同

活化时间 !相同 �×°浓度下 o该活性比存在 �×°再

生系统情况下要小k图 wl ∀有 �×° 再生系统时 o

�×°浓度达 s qx°°²̄r�时 o就趋于饱和 ∀无 �×°

再生系统时 o在 �×°浓度达 t°°²̄r�以前 � ∏¥¬¶¦²

活性呈线性增长 o但最终仍达不到具有再生系统的

� ∏¥¬¶¦²活性 ∀

唐如航等≈u 报道 �×° 对纯化的 � ∏¥¬¶¦²活化

酶的储藏有很大影响 ∀我们将提纯的小麦 � ∏¥¬¶¦²

活化酶保存于液氮中 o发现不加 �×°时 o� ∏¥¬¶¦²活

化酶活性下降很快 ouw«后检测基本无活性 ~加入

s qx°²̄r��×° ouw«后检测其活性仍有 zs h ~加入

t qs°²̄r��×° ouw«!vy«后分别检测 o其活性基本

无变化 ∀为此我们建议提纯的 � ∏¥¬¶¦²活化酶应立

即加入 �×°至 t qs°²̄r�o置液氮中保存 ∀
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表  小麦叶片中 � ∏¥¬¶¦²活化酶的纯化

×¤¥̄¨ °∏µ¬©¬¦¤·¬²± ²© � ∏¥¬¶¦²¤¦·¬√¤¶̈ ©µ²° º«̈ ¤·̄ ¤̈√ ¶̈

纯化步骤
°∏µ¬©¬¦¤·¬²± ¶·̈³

总蛋白
×²·¤̄ ³µ²·̈¬±

k°ªl

总活力
×²·¤̄ ¤¦·¬√¬·¼

k∏±¬·¶l

比活力
�¦·¬√¬·¼

k∏±¬·¶r°ªl

回收率
� ¦̈²√ µ̈¼
k h l

纯化倍数
°∏µ¬©¬¦¤·¬²±

k©²̄§l

匀浆 t stx |t s qs{| tss t qs

�²°²ª̈ ±¤·̈

us h ∗ vx h k��wlu≥�w 盐析 zs |s t qu| || tx

� °°²±¬∏° ¶∏̄©¤·̈ ¶¤̄·¬±ª2²∏·
⁄∞�∞2纤维素柱层析 t| w{ u qx xv u{

⁄∞�∞2× � ≠ �°∞�� �2yxs � ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼

� ∏¥¬¶¦²2� ∏�° 复合物 !� ∏¥¬¶¦²活化酶浓度均为 s qt°ªr °̄ o� ∏¥¬¶¦²

活化酶加入后 ts°¬±测定其活性

× «̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© � ∏¥¬¶¦²2� ∏�° ¦²°³²∏±§ ¤±§ � ∏¥¬¶¦² ¤¦·¬√¤¶̈

º µ̈̈ ¤̄¯s qt°ªr °̄ o ¤̈¦«¤¦·¬√¬·¼ ¤¶¶¤¼ º¤¶·̈¶·̈§ts °¬± ¤©·̈µ¤§§¬±ª

µ∏¥¬¶¦²¤¦·¬√¤¶̈

图 4  再生系统对 � ∏¥¬¶¦²活化酶活性的影响

ƒ¬ªqw  × «̈ ©̈©̈ ¦·¶²© �× ° µ̈ª̈ ±̈ µ¤·¬±ª¶¼¶·̈° ²± ¤¦·¬√¤·¬²± ²©

µ∏¥¬¶¦²¤¦·¬√¤¶̈

3  讨论

3 q1  � ∏¥¬¶¦²活化酶的纯化

≥¤̄√∏¦¦¬等≈| 最早采用分子筛从菠菜叶绿体中

纯化 � ∏¥¬¶¦²活化酶 o得率仅 vy h o且周期长 o易造

成酶失活 ∀后来 � ²¥¬±¶²±等≈z 发现 � ∏¥¬¶¦²活化酶

可在 vx h的饱和硫酸铵下完全沉淀 o于是采用经硫

酸铵盐析和 ƒ°�≤2 �²±²± 离子交换从液氮研磨的

叶子干粉提纯了菠菜的 � ∏¥¬¶¦²活化酶 o但这种方

法因样品仅通过 t次 ≥ ³̈«¤§̈ ¬ �xs柱脱盐 o流出液

粘度大 o易使 �²±²± 柱堵塞 o对 ƒ°�≤2 �²±²± 柱子

寿命影响很大 ∀唐如航等≈u 增加了 ⁄∞�∞2≥ ³̈«¤¦̈¯

阶段洗脱 o有效地吸附了一些核酸 !色素及杂蛋白 o

回收率达 yz h ∀ ƒ°�≤ 分离的效率虽高 o但仪器昂

贵 o一般实验室难以支付 o而离子交换柱法纯化酶蛋

白是生化中常用的方法 o翁晓燕等≈w 采用 ⁄∞�∞2

≤¨̄ ∏̄̄²¶̈ 柱 o并用不同饱和度硫酸铵沉淀法 o发现经

us h饱和度的硫酸铵沉淀后 o可基本除尽 tss sss

左右的蛋白k主要为叶绿素蛋白部分l ∀因此 o采用

us h ∗ vx h 硫酸铵盐析 o用 ⁄∞�∞2≤¨̄ ∏̄̄²¶̈ 和

�²±²± 连用 o纯化了水稻 � ∏¥¬¶¦²活化酶 o回收率为

vs h左右 ∀我们根据本实验室的条件采用液氮研

磨 ous h ∗ vx h 硫酸铵盐析 o�2ux 柱脱盐 o再上

⁄∞�∞2× � ≠ �°∞�� �2yxs � 柱梯度洗脱 o纯化了小

麦的 � ∏¥¬¶¦² 活化酶 o收集的蛋白质峰经 ≥⁄≥2

°��∞分析 o仅呈 wt sss 和 wx sss 两条谱带 o得率

为 xv h o该方法因步骤简单 o缩短了纯化时间k仅需

tx«l o减少了蛋白质的丢失和酶的失活 o从而提高了

酶的回收率 ∀

3 q2  小麦 � ∏¥¬¶¦²活化酶的特性

体外试验表明 o� ∏¥¬¶¦² 活化酶可以活化因

� ∏�°紧密结合而不能自发活化的 � ∏¥¬¶¦²的活性 ∀

据 °²µ·¬¶等研究发现≈y 在 � n !� ªu n生理浓度下 o离

体 � ∏¥¬¶¦²达 tru最大活化值的所需要的 ≤ �u 浓度

为 uv ∗ wsΛ°²̄r�k依该值计算 o在大气 ≤ �u 浓度且

无 � ∏�°的条件下仅约 us h的 � ∏¥¬¶¦²活化位点被

氨基甲酰化l o而当 � ∏¥¬¶¦²活化酶和 � ∏�° 共同存

在下 o其值降低了 w倍多至 wΛ°²̄r�k即相当于在大

气 ≤ �u 浓度下 o约有 zs h ∗ |s h 的 � ∏¥¬¶¦²活化位

点被氨基甲酰化l ∀因而植株体内 � ∏¥¬¶¦²活化酶

的存在 o有效地保证了 � ∏¥¬¶¦²能在体内生理条件

下处于高度的活化状态 ∀

小麦 � ∏¥¬¶¦²约占叶片可溶性蛋白的 xs h ≈t  o

� ∏¥¬¶¦²活化酶约占 u h k表l o两者质量比为 uxΒt o

而 � ∏¥¬¶¦²!� ∏¥¬¶¦² 活化酶的摩尔分子量分别为

xxs sss和 uss sss≈|  o表明两者在体内的分子比率

为 |Βt o即每一个 � ∏¥¬¶¦²活化酶要同时与几个 � ∏2

¥¬¶¦²全酶反应 o并轮流激活它们 ∀但是由于至今仍

没有分离到 � ∏¥¬¶¦²活化酶和天然 � ∏¥¬¶¦²的双重

复合体 o有关蛋白质与蛋白质相互作用的区域也没

有被明确 o因此 � ∏¥¬¶¦²活化酶和 � ∏¥¬¶¦²相互作用

的具体过程还有待进一步阐明 ∀

我们在测定 � ∏¥¬¶¦²活化酶活性时 o发现缺乏

�×°再生系统时 o� ∏¥¬¶¦²活化酶的活性降低 o说明
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� ∏¥¬¶¦²活化酶对 � ∏¥¬¶¦²的活化依赖于 �×° o其机

理可能为 }在有 � ∏�° 存在下 o� ∏¥¬¶¦²的活化需要

�×°水解以供给能量 ∀据 � ²¥¬±¶²±≈{ 报道 o纯化的

� ∏¥¬¶¦²活化酶具有 �×° 水解酶的功能 o可以达到

t qxΛ°²̄r °¬±#°ª蛋白质 o同时释放等量的 �⁄°和

°¬o表明 �×°的水解是 � ∏¥¬¶¦²活化酶的一个重要

性质 ∀有关 � ∏¥¬¶¦²活化酶在纯化 !保存过程中对

�×°的需求 o可能是由于 �×°对 � ∏¥¬¶¦²活化酶构

象的维持起着必不可少的作用 o至于 �×°的具体机

理也还有待于作进一步的探讨 ∀

� ©̈̈ µ̈±¦̈ ¶
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