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蓖麻蚕核型多角体碱性蛋白酶的分离与性质

林栖凤 卢文药

武 汉大学病毒研究所
,

武汉

提 要

本文证 明在蓖麻蚕核多角体中也存在着碱性蛋 白酶
,

该酶 在 , 碱性溶液中能使

多角体蛋 白质降解
,

最适 为工 一
,

最适温度约为 ℃
,

在 ℃ 以上严重失活
,

重金属
斗 “ , 十 “ 高 子对酶 活性有较渔 的抑制作用

,

而
, ‘ “ 离子影响不大

。

本文采用

。 一 、 。 亲和 层析一 步分 离了蓖 麻蚕核多角体碱性蛋 白酶
,

简化了分离过 程
。

” ,

等川 于 年最早报道在家蚕核多角体病毒包涵体中存在着某种在

弱碱性介质中使多角体蛋 白降解的酶 —碱性蛋 白酶
。

其后
,

许多实验室相继证实在多

种昆虫杆状病毒包涵体中也存在这种蛋白酶 〔“一 ’。

对该酶的研究是病毒基础研究的一 部

分
,

对病毒多角体蛋 白和病毒粒子结构多肤的研究更有直接意义
。

蓖麻蚕核多角体病毒
,

简称 属

杆状病毒科 亚组
,

是一个有包涵体的环状双链 病毒
。

本文报道在 感染蓖麻

蚕形成的多角体中 也存在着碱性蛋 白酶
,

并对该酶的分离方法和若干性质进行了研究
。

材 料 与 方 法

一 核多角体的纯化 蓖麻蚕核多角体病毒由广西蚕业研究所惠赠
。

收集感染发病

的 龄蚕体
,

按 巳经发表的方法 〔吕 洗净多角体
,

悬于 中
,

在室温下搅拌 分钟
,

离心 分钟
,

用蒸馏水洗涤多角体沉淀 一 次
,

除去
。

纯净的多角体 置

℃保存备用
。

二
。

多角体蛋 白质的
一

聚丙烯酞胺凝胶 电泳
一

约 纯 净的多

角体悬于
一 。,

溶液 以下简称碱液 中
,

在 ℃保温

不同时间
,

于
、 、 、 、 、

分钟
,

各取出
,

立即用 缓冲液
一 , , , , ,

一

, 不至 左右
,

终止反应
。

在台式 离心诬儿上

岛合 分钟
,

涂去未 吝解的多角休
,

将 含有多角体蛋 白朴病毒粒子的 苛液

离心 分钟
,

使病毒粒子沉淀除去
,

上清液供电泳毛划
。

为了进 行比较
,

将预先在 ℃

热处理 分钟的多角体同样进 行碱溶和电泳
。

采用 的
一

系统 「”’,

凝胶

本文于 年 月 日收 到
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浓度为
。

样品缓冲液含 。
。 一 , ,

刀
一

琉基

乙醇
,

甘油
,

澳酚蓝
。

样品于沸水浴处理 分钟
,

置室温下冷却后
,

立 即电

泳
,

电泳后用。
。

考马斯亮蓝 染色
,

常规方法脱色
。

三 酶活性的测定

以多角体蛋白为底物 参考川懒茂实的方法 〔。〕 。

在两支试管中
,

各加入多角体
,

加少许蒸馏水制成悬液
,

分别进行 ℃
,

分钟加热和不加热处理
,

然后各加

入 碱液
,

于 ℃保温不同时间
、 、 、 、 、 、

分钟
,

取反应液
,

加入 三氯醋酸
,

℃ 静置 小时
,

离心 分钟
,

取上清液
,

以试剂为空 白对照
,

测定 消光值
,

用溶液中酸可溶性多肤的生成量表

示蛋白酶的活性
。

以酪蛋 白为底物 取多角体
,

加入 碱液
,

℃保温 分钟
,

取 作

为酶液
,

另 于 ℃ 加热 分钟
。

上述溶液各取 。 ,

分别加入 酪蛋白溶

液 酪蛋 白溶于
。 。一 ,

℃ 保温不同时
,

然后加

终止反应
。

℃静置 小时
,

离心 分钟
,

取上清液测定

的消光值
。

四 蓖麻蚕核多角体碱性蛋 白酶的分离 昆虫病毒碱性蛋 白酶大多是具有糖键的一

类蛋白质加 〕,

因此
,

本研究试图利用伴刀豆球蛋白 特异性吸附糖蛋白 的 能

力
,

将 与经过澳化氰活化的琼脂糖 偶联制成
一

亲

和吸附剂
,

分离 碱性蛋 白酶
。

。 一

亲和吸附剂的制备 参考赵永芳的方法 〔‘。’,

在 容

液 内含
,

中
,

加入经澳化氰活化的 约
,

置 冰

箱
,

搅拌 小时
,

加入 的乙醇胺溶液
,

反应 分钟
,

然后依次用 。

一 , ‘ 一 ,

以 及

溶液洗涤
。

置冰箱中备用
。

粗酶液的制备 为了简化分离过程
,

首先将纯净的多角体约 悬浮于
一 。 碱性溶液中

,

低温 一 放置不同时 间
,

取样进行
一

分析
,

确认使分子量较高的蛋 白质几乎完全降解所需的时间 大约

两昼夜
,

然后按此条件处理约 一 多角体
,

离心 分钟
,

除去未溶解

的多角体
,

上清液即为粗酶液
,

℃保存备用
。

。 一

亲和层析 上述粗酶液用平衡液
。 一

。
。

一 , 卫 了 在 ℃透析 小时
,

再加入平衡液稀释至 左右
。

加在巳平衡好的
一

层析柱上 柱体积 又 ,

先用 平衡液洗涤
,

再用含
一

甲基毗喃
一 一

甘露糖普的
一 一 , 了 溶液洗脱

。

流速 分钟
,

每管收集
,

用瑞典
一

部分收集器收集和检测
。

洗脱结束

后
,

测定各组分的 消光值
,

绘制洗脱曲线
,

并用 酪蛋 白为底物测定各收 集 组

分的酶活力
。

五 对醉活的影响 用 甘氨酸和 配制 到 的

一系列含 酪蛋 白的溶液
,

各加入酶液 相当于 多角体
, ℃反应
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,

小时
,

然后按三
。

所述方法处理
,

并测定 消光值
,

绘制 与蛋白酶相对活性的

关系曲线
,

峰值所示即为蛋白酶作用的最适
。

六
。

沮度对醉活性的影响 以 的 写酪蛋白为底物
,

加入 酶液
,

在

℃到 ℃区间各温度反应 分钟
,

然后按三
。

所述方法处理
,

并侧定 消光值
,

绘制温度与蛋 白酶相对活性的关系曲线
。

七
。

金属离子的形响 在 的 酪蛋白底物溶液中
,

分别加 入 ,
, ,

溶液
,

调整各金属离子浓度为
一

到
一 ‘脚 ,

加入

酶液
,

℃反应 小时
,

然后加入等体积 环 终止反应
,

在室温下放置 分 钟
,

离心 分钟
,

取上清液测定 的消光值
。

将未加入任何金属离子的溶液

作对照
,

规定其剩余相对酶活为
,

比较上述几种金属离子对蛋白酶活性的影响
。

结果与讨论

一
。

核多角体的碱溶解行为

多角体在 的 声 溶液中
,

于 ℃反应 分钟后
,

即发生一定程度的降解
,

随着碱溶时间的增加
,

降解现象愈来愈明显
。

若 多角体先经 ℃加热 分钟
,

再

进行碱溶解 ℃
,

分钟
,

则多角体蛋 白基本不被降解 图
,

表明多角体中某些蛋 白

酶已灭活
。

多角体的碱溶现象即使在低温下也能观察到 图
,

小时后多角体

蛋白的主要组分几乎完全降解
。

以上与文献〔 一 ’的报导十分相似
。

图
图 碱解不 同时间的 蓖麻蚕 多角体

一

图
。

一
。

在
· 一

任
·

溶液中
, ‘

保温
, , , , ,

分钟 多角体碱解前
’

加热 分钟
· · , 主 了 , 叹

奴 一
· 。 一 ,

’ , , , , , ,

一
,

五
‘

图 多角体在。 碱解的
·

图 一
, , , , 礴

,

小时 标准蛋 自 多

角体蛋白
‘

· ‘ 名 了
‘ ’ , , , , , ,

卜 。 一
, , 。

︸‘里‘
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二 酶活性的测定

多角体碱性蛋 白酶的活性可通过测定多角体基质蛋 白的减少
,

或降解产物的增加来

表示
。

本文是通过测定多角体碱溶不同时间与溶液中酸可溶性蛋白生成量的关系来研究

的
。

图 表示
,

酸溶性蛋白生成量在 分钟内急剧增加
,

说明多角沐中的蛋白酶能迅速

分解多角体基质蛋白
。

当用酪蛋 白作底物时
,

二者的关系在 分钟内基本上呈直线

图
。

若将多角体先经 ℃加热 分钟
,

则酸溶性蛋白的量没有变化
,

表明加热使酶

失活
,

多角体不被降解
。

吸氏︺八八﹄

︸二叫口︻闪匀口

,‘‘‘
,,幼八仙

·

荡苏孟打 。

,自,几甘︸
日曰仍闪口

℃一 立

合沙

才间 分
’

。 , 、、

图 多角体的水解 时间关系 曲线
一

·

一多角体不 加热
一 一了。

奋

加热 分钟

一
·

一 订 丫

一 一
已 之 ’ 少

时 分
‘

。 ,

图 酪蛋 白为 底物的水解 时间关系 曲 线
一

·

一酶液 不加 热
一 一丁。

’

加 热 分钟
弓 心

一一 ·

一 里 ,

一 义 一 丁 〕
。

〔

三 多角体碱性蛋 白酶的
一

柱层析分离

多角体在
一 。 碱液中

,

于 。
一 “

放置二昼夜
,

部分多角体基质蛋白降解 图
,

如图 所示
,

组分
一

有酶活性
, ‘

然后采用
一

亲和层析进行分离

使大
,

结牛

而组分 没有活性
,

表明蛋 白酶与其他蛋白质 通 过

一 一
‘ 妙

一 。 。 皿
一

““ 君 一 · “ 五一 万

组 分 管号 以 主 二。

图 入
一 “ 东 和反析与酶活力测定

柱体积 。 流速 分 哲 一 火 一 蛋 自

一
·

一酶活力 幸开 始洗脱

云
一

卜习 万

, , , 义 一
‘

二

一 只 一 一
·

一 。。

令
、

一

柱层析已 被 分

离
。

该法与其他研究者 〔。’ ‘ ”〕采川

的二次柱层析相比
,

简 化 了 分

离过程
,

效果仍尚为满意
。

同时

这一事实还表明蓖麻蚕核多角体

碱性蛋白酶是具有糖键的一类 蛋

白质
。

四 碱 比蛋白酶的 着 干

性质
。

对酶活性的影响如图 所

示
, 以下几乎没有活 性

,

从 一
,

酶活性急剧上

升
,

在 达到最大值
,

即使在
,

其活性仍有约 舀
。

该酶的 最 适 作用温度乡为

夕问七︺。。。只实摸︸公阴

﹃

比,作,八八‘门甲

⋯
介

洲︸卜州﹃口的翻口口一‘︸。﹄山成一公洲
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℃
。

从 ℃到 ℃酶活性增加约 信
,

在 ℃以上酶活性急剧下降
,

在 ℃以上处理 分

钟
,

活性完全丧失 图
。

因此
,

当制备多角体蛋 白时
,

为了消除蛋 白酶的干扰
,

一

般 先 将多角体在 ℃加热 分钟
,

使可能存在的蛋 白酶失活
。

几种金属 离子对酶活仕的影响如图 所示
,

二价重全属
十 , 干 泛

离子对 酶 有 较

强的抑制作用
,

但
月 , 入 十 了 一 丁 卜 存 在

一

则几乎 ‘受毛
一

影明
, 雨 能 全属离子与碱性蛋 白酶

的结合存在着 军些特异性
。

︵眯︶卜二、

立汇

圣
共 三

。卜︸树”︸︺怂
一一︸

︸﹄卜叫︸习川

习 , 王 对蛋 自西任活 性的 影 响

奋 召 护 全 。 刀 ,

“ ‘

撇度

图丁 温度对蛋 白酶活性的 赞晌
一

只丁 尸 护 ‘一 ‘, 卜

只 。 二 , 。 号 厂 下

‘

从 币

︵孚﹀补︺︸沪
︸︸﹄,一山二甲﹃的。国口一、一气三洲

二
一 昌 一 盛 砰 ‘ 产

,、 入

圈 二

盛 吕

离子 浓度 王

属离子对 蛋 白酶 活性的 影响

二 刀 、

许多研究者 〔“ 一 ’‘’一

川 报道
,

在昆虫杆状病毒的多角体中存在着某种碱性蛋 白 酶
,

最 适 一般在 一
,

最适温度一般为钓一 ℃
。

本文报道 多角体碱性蛋

白酶的最适 为
,

最适温度为
‘

℃ ,

与他们的结果十分相似
。

关于昆虫病毒包涵体中碱性蛋 白酶的由来
,

曾引起许多研究者 的 兴 趣
。

〔’‘ ”, 。 〔, 〕在通过细胞培养获得的多角休中没有发现碱性蛋白酶
,

因而否认它是多

角休的组成部分
。

然而 〔’‘

等指出
,

碱性蛋 白酶包含在多角体蛋 白内
,

位于病毒粒

子膜上
,

该酶对病毒粒子的释放可能起很大作用
。
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