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摘要 培育 了酵母菌种 Y
.

Ll p耐 yt i。 (w idl w
一

29 )
,

并从 中制取
、

纯化 了一 种 蛋 白

质激 晦
—

酪蛋 白激 酶 n ( C K
一

n )
.

这 种 酶是 一 个 四 聚 休 吸俘
2 ,

其 分 子 量 为

15 8 kD
.

主题词 酵母 菌属 ; 蛋 白激酶 ; 纯化 ; 磷酸化作用 / Y
.

刀 P ol yt l’ a ; 酪 蛋 白激酶 “ ;

中图分类号 T S Z o l
.

2 5

0 前 言
酪蛋 白激酶 n ( C K

一
R )是一种 多功能

、

既不受钙又不受环状 A M P ( c 一 A M I,) 调节 的蛋

白质激酶
,

它能专一地对蛋白质中的丝氨酸 ( S e r
.

) 和苏氨酸 ( T hr
.

)进行磷酸化
二’

·

2」。

酪蛋白

激酶 皿对食用蛋白质的磷酸化
,

能显著改善蛋 白质的食用功能性质
,

使其质量得到提高
。

此

外
,

纯的酪蛋白激酶 n 还能被广泛应用于医药等行业
。

这种酶存在于大部分的动
、

植物和微

生物 中
。

H a at w a y 川等首先从兔子血液中提取 了它
; V

a n io M it e v
等

「4 」从牛脑中制取了 C K
-

n
.

还有的科学家从大麦
沛」、

豌豆 二̀」、

果蝇
7 」
等生物中制取 了 C K

一

皿
.

纯的 C K
一

R的分子结构是一个四聚体
,

由 a 月或 aa
,

两种 (4 个 a Z

月
: ,

或 姚 a’ 2
) 亚基组成

} 7 」。

其亚基 a 或 a ’

的分子量为 36 一 4 4k D
,

亚基 B 的分子量约 为 4 kI D
一

’ 丁; 整个分子的分子量是

1 20 一 1 6O kD .8[
’ 〕

.

c K
一 “ 在对其底物的催化 反应中

,

亚基 aa
,

起 催化作用
,

亚基 月起调节作

用 0[,
’ 。」,

使底物蛋白质一级结构序列 s e r

/ T h卜 x
一

x
一

A S p / G l
u

中的 s e r
.

和 T h r
.

磷酸化
仁̀ 。〕 。

自然界 中酵 母 的种类很 多
,

其 中许 多种 能被 广泛应 用 于食 品
、

医药
、

农业 等 领 域
。

Y a r r o ` i a L IP
o l少t i c a

( Y
.

L I P
o l夕 t i c a ) 是一种酵母

,

其名称由 、
’

a n d e r

w a l t
等命名

” J
,

并 已

被批准应用于食品工业
。

这种菌种
,

经过法 国国家农业科学院 ( IN R A )生物工程技术中心

( C B A )I 的遗传变异选育
,

能高产酪蛋 白激酶 且和磷酸酶
〔`’ 」。

实验方法与材料
酵母菌种的培育

酵母菌种 Y ar or w al LI P ol yt i ca ( S o u C h w
一

29 )
,

由法 国国家农业科学院生物工程技术中
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: 1 9 9 5 08
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28



1 24无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 1 5卷第 2期

心微生物及遗传实验室提供
。

选用三种液体培养基 (Me du m il
,

u
,

. )作对比
;
这三种培养基都主要 由酵母提取物

( L i f e T e e h n o l o g y L T D
,

U
.

K
.

)
、

生物蛋白陈 ( D I F C O L a b o r a t o r y
,

U
.

5
.

A
.

)和 D ( + )
一

葡萄

糖 ( S IG M A )

—
又 称 Y P I〕 组成

。

但 是
,

与 M
e d i u m l 相 比

,

M e d iu m l 强化 T 葡萄糖
,

M de iu m 皿 强化了无机磷酸盐
。

首先将菌种接种到固体培养基上
,

在 28 C条件下培养数个小时
,

然后将其接种到液体

培养基上
,

在 2 8 C 恒温振 荡条件下培养数小时
,

再将其稀释接种到液体培养基上
,

在 28 C 恒

温振荡条件下培养计时
。

1
.

2 细胞的计数

使用分光光度计 ( B E C K M A N )
,

在波长 5 7 o n m 处测定酵母 菌种 Y a r

~
i a L i p o lyt i c a

在培养液中的浓度
,

与标准相对应
,

从而间接得知单位体积培养液中菌种细胞的数量
。

也可

使用细胞计数器 ( C e l l u l e d e M a l la s s e z )
,

并借助于显微镜直接计数
。

1
.

3 C K一 的制取

1
.

3
.

1 细胞的破碎及 离心分离 在低温 (液体二氧化碳 )条件下
,

酵母细胞于破碎缓冲液

中
,

加入球型固体微粒 ( G l a
s p e r

l e n ,

直径 0
.

12 一 0
.

18 m m )
,

超高速振荡破碎
。

破碎液于高速

低温离心机 ( S IG M A
,

J A 2 0 )内
,

在转速 18 5 0 0 r

/ m i n
、

温度 4 C 条件下离心分离
。

收集离心

液
。

1
.

3
.

2 离
,

公液 中 C K一 的分 离
,

浓缩
,

纯化 首先将 层析需 用的磷酸纤维素 ( w ha t m an

e o r p
. ,

F i b r o u s e a t i o n E x e h a n g e r ,

p l l )用酸
、

碱
、

缓冲液洗涤
,

活化
。

然后将其装入层析柱

( 6 o co m ) 内
,

用缓冲液平衡
。

加入上述离心液于层析柱中
,

通入缓冲洗脱液
,

对 C K
一

l 进行梯

度洗脱分离
。

用自动分步收集器定量收集洗脱液于各试管中
,

并对各试管中 C K
一
皿 活力和

蛋 白质含量进行测定
。

保留 C K
一

l 活力较高的部分
,

继续进行以下实验
。

将以上样液装 入透析膜 T u y a u ( Z o k D
,

PO L Y L A B O ) 内
,

在低温去离子水 ( M i l l i Q
. ,

o

~ 4 C )中
、

于搅拌条件下透析一夜
。

使用高效液相色谱仪 ( P H A R M A C IA )
,

清洗
、

平衡配用的 H i
一

T r a p H e p a r i n e ( H e p a r i n e -

se p h a r o s e ,

P H A R M A cI A )柱
,

然后加入上述透析液于柱中
,

通入梯 度缓冲洗脱液
,

对 C K
-

n 进行浓缩
、

分离
。

用自动分步收集器定量收集洗脱液于 各试管中
,

并对各试管中 C K一 活

力和蛋白质含量进行测定
。

保留 C K
一

皿活力较高的样液部分
,

继续进行以下实验
。

清洗
、

平衡高效液相色谱仪的 S叩er d e x 一

20 0 柱
,

然后加入上述样液于柱中
,

通 入缓冲洗

脱液
,

对 C K
一

。进行纯化
、

分离
。

用 自动分步收集器定量收集洗脱液于各试管中
,

并对 各试管

中 C K一 活力和蛋白质含量进行测定
。

保存 C K一 溶液的部分
。

将纯品 C K
一

I 溶液储存于一 20 C
、

密封的条件下备用
。

1
.

4 C K
一

u 的活力测定和对蛋 白质的磷酸化

由于这一实验使用放射性同位素
’ Z

P 作标记
,

故在 防辐射实验室内进行
。

C K一 以经过酶促脱磷酸的牛酪蛋 白 (S GI M A )
、

A T P 及具有放射性的 A T P ( 〔
3 2

P 〕
-

A T P
,

B xO T E e H N O L O G xE )为底物
,

在温度 Z o C
、

p H s 的缓冲液中催化蛋白质磷酸化
。

示

踪物— 放射性同位素
” P

— 由闪烁测定仪 ( K O N T R O N )测定
,

放射量的大小以 C P M 表

不
。

C K
一

皿的活力
,

是以单位时间 ( m in )内
、

催化单位数量 ( m ol / L ) A T P 的磷酸基
,

结和到单
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位质量 (拼 g )牛酪蛋白质上来定义的
。

C K
一

皿活力的大小与 C PM 的量成正 比
。

C K
一

I 的一个活力单位 u( )为
:

一分钟内
、

催化 1 0一 ’ Z
m ol A T P 的磷酸基结和到 25 拌 g 牛

酪蛋白质上 ( 0
.

sm g /m l )
,

所需酶的量
。

L 5’ 蛋白质含量的测定

选用 B R A D F O R D 法 〔` ’ ]
。

1
.

6 C K
一 l 纯度

、

分子结构及分子量的确定

采用 S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶 (薄板 ) 电泳 ( S D S
一

p A G E
,

N O v E x p r e 一

C a s t
,

g r a d i e n t 4% 一

2 0 % p o l y a e r y l a m id e )和高效液相色谱法 ( S H E N H u i
,

1 9 9 4 )
.

2 结果与讨论
.2 1 酵母的培育

2
.

1
.

1 培育时间的影响 酵母 y ar ~
ia iL 户ol yt ica 于培养基 中在 2 8 C恒温条件 下

,

培养

Z h 后
,

定时取样
,

用上述两种方法同时测定酵母细胞在不同培养时间的数量
,

结果见图 1
.

由图 1 可知
,

随着培养时间的增长
,

s h 后
,

酵母细胞的数量显著增加
,

但培养到 2 h4 后

不再增加
,

表明此时培养基中的养分几乎被消耗贻尽
,

不能再维持细胞的生长
、

繁殖
。

2
.

1
.

2 培养基的影响 酵母 Yar or 二 ia IL Pol yt ica 于三种不同培养基 中
,

在 2 8 C 恒温条件

下培养
,

定时取样
,

测定酵母细胞在不同培养时 间内的数量及所含 C K
一

I 的活力大小
,

结果

见图 2
,

表 1
.

2 0 0 0

1 0 0 0

ǎ乙工Xà-彭
(̀uOL叻à八义曰

500000.2LL

0
.

5 0

1 2 1 6 2 0 2 4 2 8 3 2

t ( h )

1 2 1 6 2 0 2 4 2 8 3 0

t ( h )

2000250015001000500
。

(
.O工xà-翻

图 l 醉母菌种培育时间对细胞数 t 的影响 图 2 醉母菌种培养垂对细胞数 t 的影响
l 数量 2 (D ) 1 M e d iu m l 2 M

e d i u n 飞 I

图 2 结果表明
,

对于酵母的生长
、

繁殖
,

培养基 I 与 I 的效果无多大差异
。

因此
,

葡萄活

在培养基中的含量为 10 9 / L 已足够
。

但是
,

由表 1
,

图 3 可知
,

酵母在 M de iu m l 及 l 中的生长
、

繁殖有较大的差异
:

在 M de i
-

u m l 中
,

培养时间在 27 h 内时
,

细胞繁殖的数量和所含 C K
一

I 的活力
,

都明显高于在 M ed i
-

u m 可中培养的酵母
。

这可能是由于 M ed iu m 班中添加的无机磷酸盐减少了酵母中磷酸脂酶

的生成〔’ ` 〕
,

进而影响了 c K
一

l 的生成及活力
。

再之
,

酵母在 M ed iu m l 及 , 中的生长
、

繁殖
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表 1 培养基对醉母生长和 c K
一

, 的影响

时间 ( h ) 1 4 1 6 1 8 20 2 3 2 5 / 2 7

Q目叮矛
,.人ù月lUO内b

ù
111

中
,

细胞繁殖的数量和所含 C K
一

l

的 活力都随着培养时间的增加而

增高
,

并在 20 h 时都达到最高值
,

ZOh 后细胞数量不再增加
,

C K
一

1

的活力降低
。

因此
,

此酵母旺盛繁

殖生长并产出高活性 C K
一

I 的较

佳 条件是
:

在培养温度为 28 C ( l)

条件下
,

选用 Y P D 液体 M e d i u m

一
,

培养时间 2 0h
.

细胞数
X 1 0 7 ) ..s

` .

{;

C K
一 I 活性

( u )

0
.

7 0
“

0
.

1 6二

0
.

8 9 1
.

9 4 3
.

1 5

0
.

8 9 1
.

3 4 1
.

4

1 9

l 7

1
.

6 2

0
.

7 4 {: ;;

C K
一 I 活性

( u / m g 细胞 )

1

赞几
8 0 2 1 5 95

8 4 1 3 7 10 3

1 2 0 7 4

5 0 5 2

赞
M e d iu m l 份 并 M e d iu m l

.2 2 C K
一

l 的制取
、

纯化

2
.

2
.

1 哮母细胞的破碎及超速离心分离 在低温 (液体二氧化碳 )条件下
,

酵母细胞于破

碎缓冲液中与球型固体微粒超高速振荡破碎
。

经过破碎
,

细胞内含物 (包括 C K
一

互 )被释放出

来
,

溶于缓冲液 中
。

然后
,

破碎液于超速低温离心机内
,

在转速 1 8 5 0 0 r / m in
、

温度 4℃条件下

离心分离
,

收集离心液
。

2
.

2
.

2 磷酸纤维素柱层析 在低温实验 室 (4 C ) 中
,

加入上述离心液于层析柱中
,

通入缓

冲洗脱液
,

对 C K
一

I 进行梯度 (0
.

2 ~ 1
.

o m ol / L N a CI ) 洗脱分离
。

用 自动分步收集器定量收

集洗脱液 (0
.

sm l) 于各试管中
,

并对各试管中 C K
一

l 活力和蛋白质含量进行测定
,

保留 C K
-

l 活力较高的部分
。

结果如图 .3

图 3 结果表明
,

在磷酸纤维素柱层析分离 C K
一

I 过程中
,

随着洗脱液洗脱体积的增加

( N a C I浓度升高— 梯度升高 )
,

收集到的蛋白质的量减少
;而 C K

一
n 的量趋于增加

,

并在梯

度达到约 0
.

7 m o / L N a C I时
,

最大量的 C K
一

皿被分离
、

洗脱出来
。

这一结果与 V a n io M i t e v

从牛脑 [` ]
、

s h u q u n Z h a n g 从豌豆 「̀ 5 〕中用磷酸纤维素柱层析制取
、

分离 e K
一

n 的结果相似
。

但

是
,

磷酸纤维素柱层析对 C K
一

l 只是初步的粗的分离和纯化
,

尚需使用高效液相色谱仪进一

步对 C K
一

I 进行纯化
。

2
.

2
.

3 高效 液相 色谱 ( H P L C )层析 将以上经过磷酸纤维素初步分离
、

纯化的样液
,

用透

析膜透析
,

去除 N a CI 等杂质
,

然后使用高效液相色谱仪分离
、

纯 化 C K
一

1
.

先用 iH
二T ar p

H e p a r i n e ( H e p a r , n e 一

S e p h a r o s e ,

p H A R M A C I A )柱对透析液中的 C K
一

I 进行浓缩
、

分离 (结

果见图 4)
.

用 自动分步收集器定量收集洗脱液于各试管中
,

并对各试管中 C K
一

I 活力和蛋

白质含量进行测定
,

保留 C K
一

I 活力较高的样液部分
。

再用 S u p er d ex
一

2 00 柱对 C K
一

I 进行

纯化
,

收集洗脱液于各试管中
,

对 C K
一

I 活力和蛋 白质含量进行测定
,

保留 C K
一

I 活力较高

的样液
,

结果见图 5
.

由图 5 可知
,

C K
一

I 已被高效液相色谱仪的 H i
一

T r a p H e p a r i n e ( H e p a r i n e 一 s e p h a r o s e ,

P H A R M A CI A )柱有效地浓缩
、

分离
。

同时对蛋白质含量进行测定
,

保留 C K
一

I 活力较高的

样液再经高效液相色谱仪的 S u p e r
de

x 一

200 柱的层析 (结果见图 5 )
,

C K
一

l 被高度纯化
,

经测

定 其相对活力达到 l o 8 5 u / m g
,

比酵母的破 碎离心液提 高了 9 6 0倍
。

经计算
,

用以上方法
,

2
.

89 酵母蛋 白质可产出 1拌g 的 C K
一

l
,

总活力的得率为 58 %
.

.2 3 C K 一
n 的纯度及分子特性

用 S D S
一

聚丙烯酞胺凝胶 (薄板 ) 电泳和高效液相色谱法
,

对制取
、

纯化的 C K
一

l 的纯度

及分子特性进行了测定
、

研究
,

结果见图 5
,

图 今从图 5 和 图 6 可知
,

C K
一

’ 以被纯化为均
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图 5 高效液相色谱对 C K
一

, 图 6 H P L C C K一 分子 t

C PM Z

的分离纯化 ( 2)

XL )

一体
,

这 种酶是一个四聚体 内月
2 ,

由 a 月两种 (4 个 ) 亚基组成
,

其分子量为 1 5 8 k .D

综 之
,

我们培育了酵母菌种 y
.

LI Pol yt ica ( w il d w
一

29 )
,

并从中制取
、

纯化了一种蛋白

质激酶—
酪蛋白激酶 I ( C K

一

皿 )
.

在研究中发现
,

此酵母繁殖生长并产出高活性酪蛋白

质激酶 皿的较佳条件是
:

l) 选用 Y P D 液体培养基
; 2) 培养时间 20 小时

; 3) 培养温度为

2 8 C
。

在低温 4 C条件下
,

采用细胞破碎
、

高速离心
、

柱色谱层析
、

膜透析
、

高效液相色谱等方

法
,

提取
、

分离
、

纯化了 C K
一

1
.

经研究发现
,

这种酶是一个四聚体 价月
: ,

由
a
月两种 (4 个 )亚

基组成
,

其分子量为 1 5 8k .D
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