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简称 A K p )
,

是一种有广泛使用价值的生化试剂
,

可专一性

地水解磷酸单醋化合物而释放无机磷
。

主要用于核酸研究
,

分析
、

测定核昔酸顺序及其基因的重组
、

分离
,

也

是酶标免疫测定技术的常用工具酶之一
,

药用化妆品中添加 A K p 有益于皮肤细胞的再生和新陈代谢
,

还可用

于核昔酸脱磷生产核昔等
。

自然界中
,

A K P广泛存在于动
、

植物组织和某些微生物中
。

国外商品 A K P 多数是

从大肠杆菌发酵和小牛 (或猪
、

鸡 )肠粘膜
、

牛脾等动物脏器中提取制备的
。

鉴于进口试剂十分昂贵〔李良铸等

1卯1」
,

因此开发利用国内的资源
,

特别是来源丰富
、

价格便宜
、

含量高的资源更具实际意义
。

我们在陈定福

〔1望砰〕
、

陈定福和唐云明 [ 1男5」和颜思旭等〔1 98川工作的基础上
,

从泥鳅体内分离纯化得到 A Kp
,

并对 A K p 进

行了部分性质研究
。

材料与方法

材料和试剂

实验材料
:
泥鳅(勃而 朋邵

止边ica
l拓阮)购自重庆北暗鲜鱼市场

。

试剂
: D E A卫

.

琼脂糖(D E AE
~

女沁肛吸 凡st 日 o w )
、

s印腼刀1 5
一

姗 凝胶
、

蛋白质等电点标准试剂盒 (PH 值为

3 一 10 )和两性载体电解质为 Fh a n翅￡la 产品 ; 丙烯酞胺和 甲叉丙烯酞胺为 Serv
a 产品 ; T 日ME D 为 B D H 产品 ; 其

它试剂为国产分析纯
。

2 方法

酶活性测定
:

酶活性测定采用磷酸苯二钠为底物的金 氏法 [上海市医学化验所 197 9」
。

酶活力单位定义
:

1
mL O

.

l n刃L
产

L 的碳酸盐缓冲液(PH 值 ro
.

0)
,

加人 l mL O
.

ol 咖U L 的磷酸苯二钠
,

37 ℃预热 5 ~
,

然后加人

0
.

1 11止 酶液
,

混匀后于 37 ℃保温 巧 ~
,

再加人 3 In]
J

铁氢化钾
,

最后在 sl o nln 波长下测定
,

产生 1 拼m ol 酚的

酶量为一个活力单位 (U )
。
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蛋白质含量测定
:

采用分光光度法 [u 扣e l95 7 〕和助w ry 法【195 1〕
,

以牛血清白蛋白为标准样品
。

酶的分离纯化
:
活泥鳅用蒸馏水漂洗干净

。

按 1 :

3( g :

v) 的比例加人预冷的 0
.

05 咖厂L 的 Tri s- H CI缓冲液

(PH 值 7
.

5)
,

用 JJ
一
2 型组织捣碎机捣碎两次

,

每次 I ln li l ,

转速 3 《拟〕r / m in
,

置冰箱过夜 ;然后在 巧 (众〕
x g 下

,

离心 2 0面n ,

收集上清液 ;再加人预冷的正丁醇
,

使其终浓度为 25 % (v: v)
,

抽提后 巧 0 以〕x g 离心 加m in
,

弃正

丁醇层
,

重复 2 次正丁醇抽提
,

得粗酶液
。

粗酶液用 0
.

35 和 0
.

75 饱和度的硫酸按分级沉淀
,

20 以刃 x g 离心

30 m in
,

收集 0
.

75 饱和度的硫酸按沉淀 ;该沉淀溶于 0
.

05 Ir 幻U L 的 T”5 .

H c l缓冲液 (PH 值 7
.

5) 中
,

并对此缓冲

液透析除去(N氏 )Z Sq ; 然后上 D B 闺巳琼脂糖柱(26 ~
x 140 ~ )层析

,

用 O 一 o
.

4 ln o】/ L 线性梯度的 N 副Cl溶

液(内含 0
.

05 在旧I/ L 的 Tri
s~

Hc l
,

PH 值 7
.

5)洗脱
,

流速 so m 以h
,

每管收集 s mL
,

紫外监测波长为 280 nm (所有

孺隔掀护
Z里��口巴受尸�

432
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层析在 l卫丑
一

柱层析系统上操作 ) ;测定各管的 A K P

活性和蛋白质含量 ;收集活性较高的各管酶液
,

透析

除去 N尤1
,

再用冷冻干燥仪浓缩
,

得到初步纯化的

酶液
。

该酶 液再用 决钟区叮1 5
~

2仪) 分子筛层析纯

化
,

以 0
.

1 住幻l/ L 的 N丈1溶液 (内含 0
.

05 止幻l/ L 的

Tri s- H C I
,

PH 值 7
.

5) 洗脱
,

流速 18 m L/ h
,

每管收集 3

功L ; 测定 A KP 活性和蛋白质含量
,

将活性高的各管

洗脱液集中
,

透析
、

浓缩
、

干燥
,

这样就得到纯化的

A K P
。

聚丙烯酞胺凝胶电泳
:
按吴少伯〔197 9」方法进

行
,

分离胶浓度为 7
.

5 %
。

等电聚集电泳 :按王重庆等【l望辫〕的方法进行
。

30 40 50
管数 (5园L/ 管 )

一
-

一了o

一 10

1
0

、~
- -、

了0

丽一万6
一 一 0

性
.

卜

图 l 泥鳅 A K P的 D E 气B- 琼脂糖柱层析

巧9
.

1 Cb加叮m c

hrD tDa tog rph y of

A KP in l“犯h on D E 勺巳决p压功飞e

—
《I 叉g 】;

· - -

一 A班
,

活力 ; N以」

争男叼印卜�口�
似裕儿如理怜招场

\一70
�一印

l。. .

机夕山印瞥
。

州习40灿入一)数
/

乙so创
一即

:2
o00

一只扔巴

AK P其它性质的测定 :按张树政等【19盯〕的方法进行
。

2 结果与讨论

2
.

1 酶的分离纯化

粗酶液经透析脱盐后
,

通过 D E A B 琼脂糖

柱层析
,

结果如图 1 所示
。

初步纯化的酶样品经透

析浓缩后过 斗户明叫 s么刃分子筛层析柱
,

结果如

图 2 所示
。

整个纯化结果见表 1
。

从 500 9 鲜泥鳅

中得到 6
.

9 mg A Kp
,

比活力为 1咒 .9 8 U/ m g 蛋白
。

所得酶样品经聚丙烯酞胺凝胶电泳显示一条带 (图

3)
,

经等电聚焦电泳也显示一条带 (图 4)
,

说明该酶

样品达到均一程度
。

图 2 经 D EAE ~

琼脂糖柱分离的 AK P 的

女户舰叮1 5
~

2印 凝胶过滤

E g
.

Z G记1
.

皿吐妞6m 稗比巴刀5 of A KP Se Pha 卿1 5 2切
C o llJ叮川 峨e r be in g iso la往刁 on D EA E ~

S即加功se c ol
~

—
O〔反阳 ;’

- -

一八K卫活力

表 1 泥鳅碱性磷酸酶的纯化

肠止.e l 乃叮访ca 肠祖 成 AK r 丘 . . 如鱿七 引M)g

纯化步骤 总活力 (U ) 总蛋白 (mg ) 比活力 U /叱
0

.

19

0
.

3 7

蛋白 回收率 ( % ) 纯化倍数
粗 酶 液

0. 35
一 0

.

75 (阅戈)
2 504 沉淀

D 曰正
.
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SeP h a

Cry l S
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图 8 A K p 最适反应 PH 曲线

Fig
.

8 刀le e ll记c t of PH on ac ti vi ty

图 7 A Kp 的热稳定曲线

凡
.

7 Stab ilj ty of A KP in di 蛋此nt

p 限扛K”加6m te 单pe 拍tU re

2
.

2
.

4 PH 对酶反应速度的影响

在不同 PH 值 8
.

0 一
12

.

0 条件(其它条件同酶活性测定 )下测定酶活力
,

作 州
~

酶活力曲线 (图 8 )
,

结果表

明
,

该酶在 州 值 10
.

0 一
10

.

2 时活性最强
。

将酶液在不同 PH 值 6 一
理缓冲液中于 25 ℃放置 l h

,

然后按酶活

性测定相同条件进行酶活性测定
。

结果表明泥鳅 A Kp 在 PH 值 7
.

5 一 n
.

0 范围内稳定
。
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