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碱性脂肪酶同工酶的分离纯化�

邬敏辰�， 黄伟达�， 孙崇荣�， 邬显章�

（��复旦大学生物化学系，上海����；��无锡轻工大学中央研究所，江苏无锡�����）

摘 要：对经疏水层析（����������
���������）和阴离子交换层析（�� ��!
�"!��#）等部分纯

化的样品，采用制备型聚丙烯酰胺凝胶电泳进一步将其分离纯化，获得了�$%碱性脂肪酶的种

同工酶�&�
���、�&�
���和�&�
����用����聚丙烯酰胺凝胶电泳和����
’�($����凝胶色谱

法分别测得同工酶的相对分子质量为�%���和������测定了�&�
���的等电点为���，动力学

常数�� 和����分别为����)／’�和�����*��／（*&�·�)）�
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近几十年来，已分离提纯了哺乳动物［�，�］、细

菌［，�］、真菌［�］和植物［�］等不同来源的脂肪酶，并对

纯化酶的相对分子质量、氨基酸组成、金属结合能

力、糖苷和磷含量及底物的专一性进行了测定和研

究，从氨基酸或核苷酸的排列顺序确定了多种脂肪

酶的一级结构，到目前为止，在已确定序列的脂肪

酶中，都包含了$�����������$��序列（�：表示任意

的氨基酸残基）�
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同工酶（���������）是指能催化相同的化学反

应，但在蛋白质分子的结构、理化性质和免疫性能

等方面都存在明显差异的一组酶�	
��年，有人用

淀粉凝胶电泳分离血清乳酸脱氢酶（��），发现血

清中的��可以分出�条带�作者在对����所产

碱性脂肪酶的分离纯化中发现，当该酶液纯化到一

定程度后，其在����聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱上呈

现单一条带，而非变性凝胶电泳却呈现�条带，采

用酶蛋白活性条带印迹方法证明了�个条带都具

有脂肪酶活性�实验结果确定了����所产碱性脂

肪酶中存在�种同工酶，它们的相对分子质量相同

（酶蛋白条带在��������图谱上位于同一水平位

置，在����������	��层析图中处于同一洗脱峰

内），只是所带电荷或糖基化程度的不同�作者选取

其中的一个同工酶������，测定了它的等电点、动

力学常数和�未端氨基酸残基�

� 材料与方法

��� 材料

����� 碱性脂肪酶样品 ���������������	
���

����菌 株 所 产 碱 性 脂 肪 酶 粗 粉［�］经 疏 水 层 析

（����������� ���!�"）和 阴 离 子 交 换 层 析

（�����#��$#��%）等部分纯化的溶液，经透析、冷

冻离心，取上清液冷冻干燥制得精酶粉�

����� 试剂 丙烯酰胺和�，��双甲叉丙烯酰胺

（#�&’�公司），(�)��（*���+��公司），�种标准相

对分子质量蛋白质（牛血清蛋白,-���；卵清蛋白

"����，碳酸酐酶�����；��乳球蛋白，	����，溶菌

酶，	"���），聚乙烯醇（聚合度，	���.��），三丁酸

甘油 酯，橄 榄 油，维 多 利 亚 蓝，两 性 电 解 质 载 体

（/*公司），����!�，����������	��，细胞色素0

（��1��公司），蓝色葡聚糖2���及其它常用化学

试剂�

��� 主要仪器

垂直板型电泳系统，圆盘电泳槽，�3����快速

成像仪，高速组织捣碎机，恒温培养箱，脱色摇床，

层析缸，紫外分析仪，层析柱（�	�,0�4,�0�），

核酸蛋白检测仪，自动部分收集器等�

��� 实验方法

����� 聚丙烯酰胺凝胶电泳 采用不连续垂直板

状电泳系统，分离胶质量浓度�1／�，浓缩胶质量

浓度�1／�，( ����!�缓冲体系，具体操作参见文

献［-］�

����� 等电聚焦电泳 参照文献［
］方法，采用管

状等电聚焦电泳系统，使用两性电解质载体（���

�-）进行等电聚焦，测定脂肪酶的等电点�

����� 聚丙烯酰胺凝胶电泳印迹法 将��5���

����等［	�］的方法略作改动，用聚丙烯酰胺凝胶电

泳替代等电聚焦电泳�

����� 酶相对分子质量的测定 采用����不连续

垂直板状电泳系统测定酶蛋白亚基的相对分子质

量，分离胶质量浓度	�1／�，浓缩胶质量浓度�1／

�，按������
［		］的方法进行�采用����������

	��凝胶柱层析系统测定天然酶的相对分子质量，

����������	��层析的具体操作参见文献［	2］，其

主要柱层析条件为：平衡液和洗脱液为���2���／

��6�����，缓冲液（��-�,），	�,0�4,�0�层析

柱；脂肪酶样品或标准蛋白质混合溶液2��作为上

样液，洗脱速度��"�／���，每管收集	��；整个

过程用部分收集器和自动记录仪分别收集样品和

记录洗脱曲线�

����� 酶活性测定 参见邬敏辰等［	�］方法，以橄

榄油�聚 乙 烯 醇 乳 化 液 为 底 物，�������／，��

	���，������6�缓冲液�在一定酶反应条件下，每

分钟水解产生	微摩尔游离脂肪酸的酶量定义为

一个脂肪酶国际单位�

����� �末端氨基酸残基测定 采用丹磺酰氯

（������0��� ���）荧光法测定������的�末端氨

基酸残基，具体步骤参见文献［
］�

����� 蛋白质质量浓度测定 采用�% �
［	"］法测

定蛋白质质量浓度�

� 实验结果

��� �	��碱性脂肪酶的同工酶分离

精酶粉在聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱上呈现�

条具有脂肪酶活性的蛋白条带，需进一步分离纯化

这�种酶蛋白�取��1精酶粉溶于2���去离子

水中，作为凝胶电泳待分离溶液�采用分离胶质量

浓度�1／�，浓缩胶质量浓度�1／�的聚丙烯酰

胺凝胶制备型电泳分离纯化样品液，电泳结束后采

用活性印迹技术显示脂肪酶各蛋白条带的相对位

置，结果见图	�

从图	可见，样品经电泳后在固体琼脂平板上

显示出�个分离的酶活性条带，将已分离的条带割

下，分别用���2���／������6�缓冲液（��-�,）

萃取和回收聚丙烯酰胺凝胶中的脂肪酶，从上至下

依次称为������，������和�������

��� �种同工酶的纯度鉴定

为了鉴定所分离的同工酶纯度，分别将粗酶、

精制酶、�种同工酶在同一聚丙烯酰胺凝胶和����

�	 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第	
卷
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� �������；� �������；� �������

图� 脂肪酶凝胶电泳活性条带印迹图
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�����	�������
������	
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聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳，由图�可见，������

�，�和�分别在	
��图谱上呈现不同位置单一

的蛋白条带（图�可见），而�种同工酶在��

	
��图谱上却呈现同一水平位置单一的蛋白质条

带�

� 粗酶；� 精制酶；� �������；

� �������；� �������

图� 脂肪酶聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

����� ����������	�������	
���������������	
��������

����������

��� �种同工酶的相对分子质量测定

分别用两种不同的方法测定�种同工酶的相

对分子质量�用��聚丙烯酰胺凝胶电泳测得该�

种同工酶的相对分子质量都为�����，电泳图谱见

图��另 外，将 �������，� 和 � 溶 液 混 合，经

������������凝胶过滤，洗脱结果呈现一个蛋白

峰，经与标准蛋白的洗脱曲线对照，该�种同工酶

的相对分子质量均为�����（图�）�

分析图�和图�可知，�������、�������和

�������虽然在聚丙烯酰胺凝胶电泳中属于不同的

�个活性条带，但它们在��聚丙烯酰胺凝电泳中

的条带在同一水平线上，说明该�个酶活性组分相

对分子质量相同，通过与标准蛋白质的相对分子质

量比较和�����成像仪的计算机处理，测得酶的

相对分子质量为������由于�凝胶电泳测定的

� 粗酶；� 精制酶；� �������；

� �������；� �������；� ������

图� 碱性脂肪酶� ������图谱

����� �������	�������	
������
�!
������	
����

� ������

� 牛血清白蛋白；� 卵清白蛋白

� 碳酸酐酶；� �������；� 细胞色素 

图" 碱性脂肪酶的凝胶过滤测定结果
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只是蛋白的亚基或单条肽链的相对分子质量，不一

定是天然酶的相对分子质量�所以有可能这�个活

性组 分 是 酶 的 不 同 聚 合 体 形 式，从 而 使 它 们 在

	
��和��	
��中呈现上述现象�为了确证是

否存在这种可能，作者又采用������������凝胶

色谱确定了天然酶蛋白相对分子质量为�����（图

�），从两种方法测定的酶的相对分子质量可知，该

酶以单体形式存在，不存在各种多聚体�以上实验

结果可以完全确定�个酶活性组分相对分子质量

相同，只是所带电荷或糖基化程度不同，推测可能

是	���菌株同一产酶基因在蛋白质翻译后处理加

工中所引起的各种同工酶性质的差异�!"�#等曾从

黑曲霉的�"#$（
）%&’
合成了两种(�’
，并认为

它们分别对应于糖化酶同工酶�和�，因两种(��

’
仅在编码区近 端处相差���)�，他们提出假

设，认为糖化酶�的*&’
是糖化酶�的*&’


经转录后加工产生的，即把糖化酶�*&’
中���

)�的一段作为内含子切割掉生成的�

��第�期 邬敏辰等：碱性脂肪酶同工酶的分离纯化
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��� �������的等电点测定

分别吸取凝胶贮液���，两性电解质载体���

��，����	�
溶液�����和������溶液���

��，混匀，向胶液加入����过硫酸铵溶液���，

立即装入两支电泳玻管（������������）中，在

����电压下，等电聚焦���电泳结束后取出玻管

内的凝胶柱，将其中一根用����考马斯亮蓝染色�

�，洗去背景颜色，量取固定染色后凝胶柱的长度和

蛋白质区带中心至正极的距离�同时，量取另外一

根凝胶柱长度，再用刀片依次切成���长的小段，

用���蒸馏水浸泡，测浸提液的�值，由于测定

的每管凝胶柱浸出液的�值，都是以���长为

一小段的�混合平均值，因此在作图时可以把这

个�值视为���小段中心区的�值，于是第一

小段的�值所对应的凝胶长度应为�����，依次

类推�以凝胶柱长度对�值作图，绘制出凝胶柱上

的梯度曲线�������蛋白区带所对应的�值即

为该酶的等电点，结果见图��

图	 等电聚焦凝胶柱�
梯度曲线

����	 �
����������������������������������

实验结果表明，固定前后凝胶柱的长度为����

��，������条带距正极�������根据固定前后

长度，换算成固定前的距离为������，直接从�

梯度曲线上求出������的等电点为����

��	 酶动力学常数的确定

取稀释一定倍数的������溶液，并对溶液中

的蛋白质质量浓度作定量测定�按照底物质量浓度

对酶作用的影响规律，在一系列不同底物质量浓度

下测定反应初速度，再通过双倒数作图可求出��
和�����

图�表示了������对乳化底物进行水解的动

力学����������� !�"双倒数图，由此可知对于橄

榄油乳化底物的动力学常数 �� 和����分别为

����#／$�和������%&／（���·�#）�脂肪酶催化的

是简单的水解反应，但由于底物油脂非水溶性，对

它的动力学研究较为复杂�但是，在使用合适的乳

化稳定剂后，底物乳化系统中油滴直径可以较稳定

地保持恒定，只要初始的油滴直径小到一定程度，

在米氏方程中仍能用底物的浓度计算［��］
�

图� �����的反应动力学双倒数图

’�#�� ���������� !�"�!���%(&�����

� 讨 论

�%(�&����等从黑曲霉（���	
���）发酵液中

分离和纯化到了两个脂肪酶同工酶（�和�），它们

的相对分子质量分别为)����和�����，等电点分

别为���和)��，它们的酶学性质也各不相同�在较

早期对真菌脂肪酶的研究工作中，*���等［��］从德氏

根霉的培养液中分离了)种脂肪酶活性成分，并对

它们的性质进行了研究�+�,%����
［��］进一步采用高

压液相层析（凝胶色谱）分离德氏根霉脂肪酶�发现

在-
-�聚丙烯酰胺双向凝胶电泳上存在��种酶蛋

白，它们的分子量均为)����，等电点范围在����

�����!#��.�����等［��］从��������������中分

离出两种具有脂肪酶活性的糖蛋白，它们的糖基化

程度不相同�两种形式酶的氨基酸成分具有类似的

氨基酸组成，该两种形式脂肪酶的
/+已被测定，

它们 具 有 相 同 的 一 级 结 构，即 来 源 于 真 菌 ����

�����������的同一脂肪酶基因，只是以后的蛋

白质加工或糖基化作用有所不同，导致了某些性质

的改变� ��&&��#�%�
［��］对一种�����������
����

商品脂肪酶粗制品进行了提纯，采用辛基�-����%��

疏水层析分离纯化的酶是一个微不均一的糖蛋白，

含有各种不同相对分子质量、等电点和专一性的同

工酶�在-
-�聚丙烯酰胺凝胶电泳上有�����，��

���和�����相对分子质量序列；采用等电聚焦检

测到等电点分别为����，����，����，����和����

的�个同工酶�当使用内切糖苷酶’／/�糖苷酶除去

碳水化合物，同工酶的数目减少到两个（*为����

和����）�这些微观不均一的糖蛋白（即各种同工

酶）可能是由两个脂肪酶基因编码的�0����&&�!��1�

�&%�!�2��,���#产脂肪酶+和 ，*���等［��］对该
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两种脂肪酶分别进行了分离纯化及性质研究，���

�����和�������的等电点分别为	
��和	
�，相

对分子质量分别为�����和�����，两者对底物的

专一 性 有 显 著 的 差 别
������等［��］从 ��������

�	��
��������发酵上清液中采用等电聚焦分离

到脂肪酶�和�两个组分，其等电点分别�
	和�


�，两者的相对分子质量均为	����


本研究从�
���������������������所产碱

性脂肪酶中分离到�个同工酶，其相对分子质量均

为�����（��������测定）和�����（����������

��凝胶色谱测定），�������的等电点分别为�
	，

结合以上讨论中其它研究者的实验结果，可以推测

����碱性脂肪酶的�种同工酶是由同一个脂肪酶

基因所编码，只是在以后的蛋白质后加工中所引起

的电荷或糖基化程度的不同，导致了同工酶之间某

些性质的差异，但进一步证实还有待于糖基含量和

���序列的测定
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