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枯草芽饱杆菌糖化型 久 一
淀粉酶的研究 ( I)

— 酶 的 性 质

陶文沂 奥村晋 杉原耿雄 冈田茂 ,
-

(无锡轻工业学院发醉系 ) (大阪市 扭工 业研究 听
,

f l 本 )

糖化型 a 一
淀粉酶等电点为 p H 5

.

16
,

分子量为 4 2 ,
0 0 0 ~ 4 5

,
0 0 0

,

紫外 吸 收 值

E 280 / E 26 。 = l
。

80
,
由 3 9 6 个氛基酸残基所组成

, p H 稳定范围 5
.

0一 8
。

5
,

温度稳 定

范围 4 0一 50 ℃ 以下
,

最适作 用 p H 为 5
.

5
,

最适作用温度 “ ℃
,

对可容性淀粉 的米

氏常数为 0
.

0 5 7
,

最大反应速度 为 1
.

3 微克分子 /分钟
。

毫升
。

单位酶活
,

钠
、

钾
、

钙

钡等离子有活化作 用
,

铅
、

汞
、

铁 离子及疏塞试剂有抑制作用
。

引 言

a 一

淀粉酶分成液化型和糖化型两组
。

本文在前报 〔’ !制得纯净糖化型 a 一

淀粉酶的基础上
,

讨论酶的蛋白质化学和酶学方面的性质
。

材 料 与 方 法

1
。

醉制剂

搪化型 a 一

淀粉酶由枯草芽抱杆菌 K O Z 产生并纯化获得
、

电性及分子量均为均一的 【̀ , 。

2
。

等电聚焦法

根据 V e s t e r b e r g 2I[ 的方法在瑞典 L K B 公司制造的等电聚焦柱 ( 1 10 m l 溶积 )上进行酶蛋

白等电点的测定
。

密度梯度由甘油溶液构成
,

其中所含 p H 3一 10 范围的载体两性电解质形成

均匀的 p H 梯度
,

样品 1 m l 处于柱的中部
。

阳极溶液 使 用 50 %甘油 20 m l + 磷 酸 o
.

Zm l,

阴极溶液使用去离子水 20 m l+ 单乙醇胺 o
.

Zm l
。

通过夹层循环冰水维持 柱 温 4℃
, 3 0 0丫 电

压下电泳 40 小时
,

结束后按每 2 m l 一管收集柱中液体
,

共计收集 60 管
,

测定各收集样品的

p H
、

O D 及酶活性
。

3
.

凝胶过滤法测定蛋白质分子最

按照 A n d r e w s l3[ 41[ 的方法
,

使用葡聚糖凝胶 G
一

10 0 作为分子筛
。

凝胶柱大 小 为 中15 x

10 0 c m
,

上柱样品为①标准蛋白质 + 兰葡聚糖 2
,

0 0 0 ,

②样品酶液 + 兰 葡 聚 糖 2 , 0 0 0 ,

使用

胰凝乳蛋白酶原 A ( e h y m o t r y p s i n o g e n A
,

分子量 2 5 , 0 0 0 )
,

卵清蛋白 ( O v a lb u m i n ,

分子量

4 3 , 0 0 0 )
,

牛血清蛋白 ( B o v i n e s e r u m a l b u m i n ,

分子量 6 7
, 0 0 0 ) 作为 已知分子量标准蛋白

本文 19 84 年 4 月 10 日收到
。
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质
,

分别称取该三标准 1 , 3 , 2 毫克溶于 0
。

5 m l o
.

IM N a : H P O 。
溶液中

。

兰葡聚糖 2 ,

00 0 分子

量为 2 , 0 0 0 , 0 0 0
,

称取 l o m g 溶于 0
.

s m l H ZO
。

以 0
.

0 1M p H S
.

6醋酸钠缓冲 液 加 0
。

IM N a C I

作为凝胶过滤流动相
,

连接收集器进行过滤
。

测定各管收集物紫外吸收值
,

蛋白质峰值位置

(流出液体积 V e ) 与兰葡聚糖峰值位置 ( v o) 之比称为相对滞留时间
,

以此值与分子量作图可

得线性关系
,

以此测定未知蛋白质的分子量
。

4
。

高压液相色谱法测定蛋白质分子量

T S K
一
G E L SW型凝胶是多孔

、

球形
、

坚硬且具高的孔积率
,

高亲水性表面及对溶质 特

别是蛋白质和酶的低吸附性
,

可用于蛋白质分析及分子量测定 5[]
。

使 用 G 3 0 0 o SW
x Z 柱 与

高压液相色谱仪 H i t a e h i 6 3 5A 配合
,

鉴测器 U丫 ID E C l o o ( 2 8 o n m ) 流速 1
.

0 毫升 /分
,

使用

1 / 3 0 M p H 6
.

8 磷酸缓冲液 + 0
.

2M N a C I作流动相进行层析
。

使用参照 物 为 p h a r m a e i a 精 制

试剂标准蛋白质
,

包括卵清蛋白
、

牛血清蛋白
、

核糖核酸酶 A (分子量 13
,

7 0 0) 及兰葡聚糖

2 ,
0 0 0

,

根据层析相对滞留时间作图计算
。

5
.

超速离心沉降平衡法测定分子量

在 H it ac h i 2 82 型分析离心机上进行
,

样品酶液先经 0
.

I M p H S、 6 乙酸缓冲液透析平衡
,

透析外液作为对照空白置溶剂池
,

25 ℃
, 10 ,

00 0 印 m 离心 20 一 24 小时
,

由记 录 曲 线 按 照

F uj it a
的计算公式

: M W
.

二
Z R T d l n e

( 1一 U p ) 。 2 `

d r Z 可求得分子量
。

式中 R 气体常数
,

’

r 绝

对温度
,

U 部分比容
, p 溶液密度

, 。 角速度
,

C 浓度
, r 距离

。

6
.

氨基酸组成分析

根据 M
o or e 6I[ 等人的方法

,

取酶液 o
.

l m l 于小硬质玻管中
,

加重蒸盐酸 (约 5
.

7N )

o
.

s ml
,

冰一乙醇中冷却
,

真空封 口
, 1 10 ℃烘箱中水解 18 小时

,

然后在旋转蒸发器上除去

H C I
。

由于盐酸水解造成色氨酸
、

半恍氨酸和胧氨酸的破坏
,

色氨酸的分析按照 G o o d w in l7[

等人 的方法
,

由紫外吸收光谱计算色氨酸与酪氨酸的残基数的比值来决定
,

半胧氨酸和胧氨

酸的分析可经过甲酸氧化转变为磺基丙氨酸后定量检出 81[
,

过甲酸氧化造成其它酸测定值降

低
,

所以必须分别进行
。

经以上方法制得水解液可按 K an g S
.

L e e lg] 等人的方法使用邻苯二

甲醛荧光分析法测定
。

了
.

pH 稳定性试验

B r i t t o n 一 R o b i
n s e n 缓冲液 [` 0 ]具有从 p H I

.

s 至 1 2 的 p H 调节范围
,

可用于 此试 验
。

分

别取不同 p H 的缓冲液
’

l
。

8 m l
,

加入酶液 O
。

2 m l
,

混合后检查 p H 变化情况
,

28 ℃温箱放 置

1 8 小时后测定 p H 及 酶活
。

8
。

热稳定性试验

酶液使用 。
.

05 M p H S
.

6 乙酸缓冲液稀释 1 0 0 0 倍
,

在细试管中 各 放 2 m l 该稀 释 液
,

在

40 一 90 ℃水浴中分别准确处理 15 分钟
,

立即置冰浴冷却
, 5 分钟后测定酶活

。

日
。

动力学研究

测定某一酶对特定底物的 K
口

和 V 。
:

值可分为两步
。

首先以相同底物浓度
,

不同酶浓度

进行作用
,

在一定时间间隔取样中止反应
,

测定产物量
,

作出产物与时间
、

酶浓的关系曲线
,

由

此选择产物与酶浓呈线性较好的酶浓度
。

然后以此酶浓度作用于不同浓度的底物
,

间歇取样
11

5

ù
1V

、
-

-
.

一一
』 ,

一
.

_ _
` .

_
. , 、 _ J , 、

`

二
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,

_ I K
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关系直线
,

并由图上求出 K
。
及 V 口 . :

位
。

1 0
。

各种物质对酶反应的影响

先将酶液在无离子水中透析除去缓冲界质中的离子
,

取此透析后酶液 o
.

l m l 加入 2 m l被

试物质溶液中
,

30 ℃维持 30 分钟后常法测定酶活
。

结 果 与 讨 论

1
.

糖化型
。 一

淀粉酶的蛋白质化学性质

1) 等电点 利用前报所得的纯糖化型
a 一

淀粉酶 l m l 按方法中所述
,

用等电聚焦法测定

等电点
,

收集电泳柱中样品测定 的结果如图 1 ,

表明此酶的等电点为 5
.

1 60

2) 分子量的测定

① 凝胶过滤法测定 按照方法中所述
,

使川葡聚糖凝胶 G
一 1 00 作为分子筛进行分子 量

测定
。 _

匕柱酶液先经火棉胶袋真空浓缩
。

分别测定两次过滤收集样品的紫外吸收值
,

计算相

对滞留时间
,

作图如图 2 ,

由此确定 B S A 分子量 理5 , 0 0 0
。

!
.

琴
à
邺礼

一
蕊赢产

图 2 凝胶过滤法测 定分子量
图 l 等电架焦法测定 B S A 的等电点

O p H
, △ O D 值

,

口淀粉酶活性

a .

牛血清蛋白
,

b
.

印清蛋白
,

c .

月轰凝乳蛋白酶原 A
,

5
.

样品

② 十二烷基磺酸钠一聚丙烯酞胺凝胶 电泳法测定 ( S D S
一
P A G E ) 按照 W

e
be

r 〔̀ “ I的方

法
,

使用胰蛋白酶抑制剂 (分子量 2 1
, 5 00 )

,

牛血清蛋白 ( 68
, 0 0 0 )

,

核糖核酸多聚酶 a( 39
, 0 0 0 )

、

日( 1 5 5
,

0 0 0 )
、

和 日
,
( 1 6 5

,
0 0 0 ) 作为标准分子量蛋白质对照物

。

在凝胶浓度 5 % 及每根柱电流

强度 s m A 条件下电泳三小时
,

结果如图 3
。

由此确定 B S A 分子量为 47
, 0 0 0

。

③ 高压液相色谱法测定 ( H P L C ) 按照方法中四
,

使用蛋白质标 准 Zm g / o
.

6 m l
,

得图

谱及计算曲线如图 4
。

由此确定 B S A 分子量为 39
, 0 0 00

④ 超速 离心沉降平衡法测定

按方法五
,

吸 l m l 酶液经透析后在 H i t a e h i 2 5 2型分析离心机上进行
, 2 5℃ 1 0 , o 0 0 r p m
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图 3 S D S
一
P A G E 法刚定分子量

左
、

电泳图讲 : a 。

胰蛋白酶抑制剂
,

b
。

牛血清蛋白
, c .

核糖核酸多

聚酶 a ,

d
。

日
, e 。

日
尹
以 及

, s 。

样品
,

右
、

计算曲线

警叫窄

I `
试6 灯

图 4 高压液相 色语法浏定分子量

左
、

层析图谱
a 。

兰荀聚糖 2 ,
0 0 0

,
b

.

牛血清蛋白
, c 。

卵清蛋白
,

d
。

核抬核酸醉 A
、 s 。

样品
,

右
、

计算曲线

离心 20 小时 25 分钟
,

计算中取值 U = 0
.

73
, p = 1

.

0 01
,

并据实 验 条 件 知 T = 2 9 8
O

K
, 。 2
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县一娜娜石

= 1
。

0 9 7x 0 16 ,

计算得分子量为 4 2 , 2 0 0
。

综合以上结果可以认为 B S A 分子量为 4 2 , 0 00 一 4 5 , 0 0 0
。

3) 紫外吸 收光谱 糖化型 a 一

淀粉酶的紫外吸收光谱如图 5

所示
。

样品酶液先经 O
。

5协m 孔径微孔过滤片过滤
,

使用 U V 2 10 A

双光路分光光度计
,

扫描速度 0
.

5 ,

记录纸速 4 ,

灵敏度
X Z

。

由此可知该酶 E 28 。
/ E

2 6。
值为 1

.

80
。

4) 氨基酸组成 如方法中六所述
,

测定色氨酸含量所 得 紫

外吸收光谱见图 5 谱线 2 ,

由此计算得色氨酸与酪氨酸残基数之

比为 。
.

7例
。

氨基酸分析在高压液相色谱仪上进 行
,

使用流动相

为 p H 3
.

25
,

4
.

25
, 9

.

00 三种缓冲液
,

显色剂为次氯酸钠及邻苯

二甲醛
,

萤光鉴测器鉴测
,

记录结果如图 6
。

用浓度均为 O
。

6 微

克分子 /毫升的各种氨基酸混合液以同样条件进入色谱 仪
,

获得

图谱为对照
。

比较酶组分中各氨基酸峰面积与相对应标准氨基酸

峰面积
,

由此比值 可计算各组 分的克分子百分比
,

结合酶的分子

量可计算此酶分子中各种氨基酸残基的个数
,

如表 1 所示
,

搪化

型
a 一

淀粉酶分子由 396 个氨基酸残基所组成
。

5) 糖的存在 按照酚一硫酸法 〔川确定该酶是否 为糖 肤 类

复合酶
,

结果为含糖 0
.

5 98 %
,

远小于该方法的误差范围 2%
,

可

认为在此酶中无糖存在
。

6) 稳定性 酶的 p H 稳定性及热稳定性试验按方法中七
、

八

进行
,

结果如图 7
。

表明糖化型
a 一

淀粉酶在 p H S至 8
.

5 的范围内

图 5 糖化 型 a
一

淀粉晦

的紫夕卜吸收光谱

I 线样品 0
。

9 m l
,

水
0

。

g m l 作 ,寸照
, 11 线

加 0
.

l m l I N N a O H
。

S T八R丫 0 0
.

田 0 0
·

OD

头淤
一宁二3 夕声硒一

—
-

一 -一一一
朋ó,8423一ùóōùù

一陈一
2 1 9月 8
13, 2 3 2

1 4 7 , 3 ,

5 0 6 2 4

日, 2 1 1

` 了, 1 0

5 8 7 8 7

2 0 2 8之

} 0 3 3 7日

斌两 2 , 1 7

卜
二 ;

一

~
二

4

一
L,

…
犷

` ’ “ ” ’ 心

图 6 氛基酸组成分析高压液相 色谱 图 ( 甲 )
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图 6 氛基酸组 成分析高压液相 色谱图 (乙 )

甲
、

盐酸水解样
,
乙

:

过甲酸氧化后盐酸水解样
,

其 中磺基丙 氛酸位置 无峰
,
无 法

浏圣面积
,

但有一明显 台阶
,

并结合筑基试剂的作 用 ( 见后 )表示存在半扰 氛酸
。

表 1 糖化型 a 一

淀粉酶氮基酸组成

名 称 百 分 数 一 个 数 l 名 称 百 分 数 个 数

Q.八O八b,é,工

91
J.111

001上,土9口ù只ùOU

…
Q山尸a八Q

A s x

T h r

S e r

G l x

P r o

G l y

A l a

V a l

M e t

11。 {
L e u

T y r

P h e

H i s

L y s

A r g

T r P

月 C y s

2
。

9 1

OU八bs
八b八bgú0自00八b一

bg自八Q。d
`
卫占nogLJJ.1OU八Dn乙n6110自八0laRùO甘代口污了11八U自勺nU工óJnJ

:
O

……
月任内00口QU-ǎ洲ù00月,11.̀上

是稳定的
,

过酸及过碱环境都能使酶严重失活 ; 另一方面
,

此酶在 40 ~ 50 ℃ 及以下是 稳 定

的
,

60 ℃时失活约万
,

70 ℃时则基本上完全失活
。

2
。

糖化型
a 一

淀粉酶的酶学性 质

1) 酶反应的动力学性质 M i c h ae h s 和 M
e nt e n

二氏提出的酶与底物反应的基本方程式

K -

为
: E + S芬全

K 2

K
, _ _ “ _ _

_

_
〔E S〕

一
匕 + 尸

,

形成络合物 〔E S〕的平衡常数 K 二 (米氏常数 ) 反映了酶与某
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图 7 糖化型 。 一
淀粉酶的稳 定性试验

A
.

pH 稳定性
,

缓 冲液使用 B r i t t o n 一

R o b i n s e n 系统
。

B
。

热稳 定性
,

处理时间 15 分钟
。

种底物的亲合能力
。

按照方法中九所述 可得图 8 ,

按 iL en w e
va

e r 一

B ur k 图解法可 知此 酶对

于可溶性淀粉的米氏常数为 O
。

05 7%
,

最大反应速度为 1
。

3 微克分子 /分钟
.

毫升
.

酶活单位
。

2) 酶反应的热力学性质 酶反应的速度与温度的关系是酶的热力学特性
。

为了测 定 温

度对酶反应速度的影响
,

将底物试管在不同温度水浴中预热五分钟
,

然后加入酶液作用
,

结果

见图 g
。

表明该酶作用的最佳温度约为 66 ℃
,

虽然在这温度下维持 15 分钟会使酶失活万以上
,

但温度对反应速度的促进与对酶蛋白性失活的综合作用产生的最佳温度高出了耐 热 温 度 范

围
。

由以上试验结果和热力学有关公式可计算得该酶的某些热力学性质 【“ l : 活化能 E 二 8
.
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图 8 酶 反 应 动 力 学 研 究

A
.

不 同酶浓度作用于同一底物时产物与酶浓度的关 系
; B

。

l u
/ 111 {酶 液作 用

于不 同浓度底物时产物与时间的关系
; C

。

由 B 计算获得反应初速度与底物浓

度的关系 ; D
。

L in e w e a v e卜 B u r k 双 倒数图
,

由直线与座标轴 交点计算米氏常

数及最大反应速度
。

千卡 /克分子
,

自由能变化 △G 祷 = 15
.

1千卡 /克分子
,

少含变 △H 哈 二 7
.

75 千卡 /分 子
,

嫡变 △S争 =

一 2 3
.

5 嫡单位
。

3) p H 对酶反应的影响 p H 除了对酶稳定性有影响外
,

对酶的电性状态的影响亦直 接

关系到酶反应的最大速度及与底物的亲合能力
。

利用上述 B r it ot n 一

R o b isn e n 缓冲液进行 p H

对酶反应影响的试验
,

结果见图 10
。

表明在试验条件下酶作用的最佳 p H 处 于 5 和 6 之 间
。

匆贫粉粉

仍叻
弓塑罄姆

图 9

一

苏一荀
一`

一

葡
一一油

混度`万)

温度对酶反应速度的影响

洲

图 1 0 p H 对酶反应速度的影响

4) 酶反应的激活剂和抑制剂 盐类对于酶反应的影响或是使形成活化络合物的平衡常

数发生改变
,

或是与反应物发生结合
。

为避免酶制剂中缓冲盐类的干扰
,

样品需先经透析处

理 , 使用同一种酸的盐类 以避免不 同酸根离子的不同影响
,

结果见表 2
。

表明钠
、

钾
、

钙
、

钡对此酶有激活作用
,

而铅
、

汞
、

铁则起抑制作用
。

对于三种有机物对酶反应影 响 的 试 验

(见表 2 )可看到① 能受 E D T A 络合除去的金属离子对此酶并非是特需的
,

因此 E D T A 没有

导致酶活下降 , ② 酶的活性中心存在半胧氮酸
,

但该琉基并非处于活性中心的关键部位上
,

由 P C M B 结合琉基造成的抑制酶活作用并不十分强烈
,

同样说明组氨酸或酪氨酸在酶 分 子
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活性中心 占有一定地位但也不是必需的
。

表 2 某些试剂对酶活的活和抑制

试 剂

对 照

N aC I

M g C I :

N iC I
,

S n C I
,

C u C I
,

S r C I
,

卜
`

e C I
: ,

P
一

C M B

浓 度
( M )

相对活性
( % )

试 剂 浓 度
(人4 )

相对活性
(% )

0
。

0 0 1

0
。
0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

1 0 0

1 4 3
。

3

1 0 3
。

8

1 0 9
。

6

6 9
。

3

8 2
。

9

8 3
。

4

0

8 6
。

6

K C I

C a C I
,

B a C I
,

Z n C I
,

l王g C 12

P b C I:

C o C I
,

E D T A

入工I A e

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。
0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

0
。

0 0 1

1 3 3
。

1

1 2 3
。

6

1 2 1
。

0

8 1
。

5

6 2
。

0

6 2
。

0

1 0 3
。

9

1 1 2
。

7

8 4
。

7

( C IH g 一
C o H ; C O O H ) ( I C H Z C O O H )
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