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摘要 本文介绍了菠萝蛋白醉的紫外吸收光谱
、

分子
、

米氏常数
、

徽活荆等的影响
,

以及最适

的 和沮度
、

热失活情况等基本性质 买验表明菠萝蛋白阵为非金属辞 ,发理不同案橄的菠萝蛋

白醉的最适 州 为中性
,

都具有一定的耐热性

关键词 蛋白酶
,

菠萝蛋白旅
,

性质

前言

菠萝蛋白醉 , 纽幼 即植物琉基蛋白酶
〔‘〕,

是从菠萝表皮
、

果肉和茎中提取出来的蛋白

水解酶
,

由 幻 于 年首先发现‘即 据报道〔习
,

含八种有活力的酶组分
,

并具有自

消化作用
,

因而给该醉的分离提纯及研究工作带来很大困难 迄今为止
二
对该酶的研究主要有

以下三个方面 酶一级结构的初步研究
了“

·

‘二 对不同合成底物的研究与比较伟幻 〔 用拉

曼光谱研究酶与底物结合的情况‘
, 二 此外

,

尚未见系统地报道该酶的基本性质 本文针对菠萝

果酶的主要成分进行较系统的基本性质研究
,

并结合菠萝茎酶的某些性质进行比较

实验部分

仪器

讥 自动扫描可见紫外分光光度计
一

型分光光度计
一

型离心

沉淀机

试剂与材料

试剂 葡聚糖凝胶 , 如
一 , 一

为 二 公司进 口 分装 干漪素 比犯功 为

七 公司进 口分装 其它试剂均为国产分析纯 材料 菠萝果系亚热带鲜果
,

取七成熟于 ℃

下冰箱贮存备用

本文 。一 一 。 收到

中侨办资助项 目
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酶的提取及活力测定

将菠萝果肉或茎切碎榨汁
,

经硫酸按沉淀
,

离心分离
,

除去杂蛋白
、

多糖等非酶物质
,

所得

沉淀物即为粗醉 再经 反钊劝山 层析柱进一步分离提纯 口劝 凝胶按文〔幻方法进行处理

蛋白浓度采用
一

型紫外分光光度计测定
,

波长为 然后进行酶活力的潞定
,

在 耐 。

干酪素中加入 时 “ ” 几 溶液
,

时 加 琉基乙醇
,

于 ℃恒温
,

再加入 园 酪液于 ℃反应 加 后
,

加入 而 三氛醋酸溶液终止酶反应
,

于室温放

置
,

过滤 滤液于分光光度计测定
,

波长为 , 以标准酪氨酸为产物浓度参比
,

计算酶

活力
,

在 ℃下
,

单位定义为每分钟酶水解干酪素产生 咯 酪氨酸
,

定为 个酶活力单位

结果与讨论

酶的分离提纯

将粗醉透析至无 伪一 后
,

上
一

层析柱
,

必
,

水柱压头 以

功旧 磷酸缓冲液洗脱
,

流速为 一
,

每 收集一管
,

分别测定每管的

蛋白浓度及活力 柱层析谱图 图
,

由此可获供本实验用的纯酶

愈几抓川
注“

、 笼笼

叹叹叹璐侧祥

于先只蜘林久佼。, 之

图 菠萝蛋白酶柱层析谱图

亏民长伙川

图 酶的紫外吸收光谱

酶的紫外吸收谱图

对纯酶液的紫外吸收光谱测定结果见图
,

在 处有一个特征吸收峰

分子里的测定

应用 到幽 七
一

凝胶渗透色谱法测定标准蛋白和菠萝蛋白酶的洗脱体积
,

以 对

已知蛋白质分子量之对数 叼 。 作图
,

见图 未知酶蛋白分子量可从图 求得
,

结果为
,

激活剂对酶活力的影响

由于酶的活性基团为琉基 容易被氧化成二硫键而使酶失去活力
,

加入的激活剂为含硫基

化合物
,

如二疏基苏搪醇‘
、

琉基乙醇 、
、

半肤氨酸汇 等 它们能与酶的琉基竞争氧
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化 起到保护酶的作用
,

同时能把已被氧化的酶的二硫键还原
,

而使酶重新恢复活力
,

即所谓的

酶激活 激活剂浓度对菠萝蛋白酶活力的关系曲线如图

落滋诫加睁

公

一一认一 一日

一
护州嗯

伽枷

伙匕未古贾

乙 今 ‘

爪污御滚知
, , 殉

价之丫︺书夕常,’

, 口 护弘 九口

奋先只铸取
、砂

图 目
一

洗脱体积

对分子量对数作图

图月 激活剂对醛活力的影响

①为琉基乙醇对醉活力的影响

②为半肤氨酸对酶活力的影响

③为二琉墓苏梦越对蕊长力的裁‘

从图中的三条曲线可以看出
,

随着激活剂浓度的增加
,

其激活程度加大
,

但达到一定浓度

后
,

其激活能力不再显著增加而趋向一定值 上述三种激活剂以琉基乙醉的效果最好
,

其激活

能力可高达 倍 通过此性质的研究
,

为激活剂及用量的选择提供了依据

‘尹产工

又、
,
·

誉
足资史

入坎︸长把血书

多 令 了 ‘ ·眺截各 奋 叔众乙 声‘

饮伪
,咖 》

留 浓度对酶活力影响

犷〔, 农 ”, ￡在
“‘

图 醉水解千酪寒的 公 , 二 作图

对酶活力的影响
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对醉的作用机理与筑基类化合物的激活机理不同 它是用络合的方法除去对酶活

力有影响的金属离子 因而其作用曲线不一定与流荃类的激活曲线相同 该曲线为何出现一小

峰有待于进一步探讨 图 表明
,

菠萝蛋白酶是非金属醉 否则
,

的加入不仅不能提高醉

活力
,

还可能使醉失活

米氏常数 的测定

米氏常数
。

表示醉催化反应达到最大反应速度一半时的底物浓度
。

是酶的一个基本

特征常数
,

它与酶浓度无关
,

但与 及温度等因素有关一的侧定方法 以干酪素为底物
,

在

℃ 下测定不同底物浓度时醉反应的初速度 用⋯ 而俄旧 腼 的双倒数作图法
‘ , 。, ,

求得 值 干酪素的分子量按 。计 从图 可求得‘ 二 犷喻
,

一 企
’

,

其中迢沁代表茎酶的米氏常数 、代表果酶的米氏常数

对酶反应速率的影响

在同一实验条件下
,

摄度采用 ℃
,

改变体系的
,

测定醉促反应的初速度
,

表明该酶有

最适 区域
,

见图 由图可见
,

两种不同来源的菠萝蛋白醉
,

其最适班 均为中性

沟秘争介和肠渔谁办争力介初知

沦嚎办今苏

“
口 ,

树 奋叙‘ ,

图 对醉反应速率的影响 图 退度对醉反应速率的影响

温度对酶反应速率的影响

在
,

同一实验条件
,

测定温度对酶促反应的影响 结果表明 酶催化作用有个最适

区域
·

果酶和茎酶的最适温度分别为 ℃和 ℃
,

见图

酶的热稳定性

在不同温度下
,

测定醉活力随保温时间的变化
,

结果如图 实验表明在高至 ℃时
,

其酶

活力仍然基本不随保温时间的延长而下降
,

呈现出一定的耐热性

酶的热失活动力学及热力学参数

根据文献‘川
,

我们观察了茎酶在 ℃
,

℃ ℃
,

等四个温度下的热失活反应情况
、

反应在 下进行 实验结果见图
·

在这些温度下
,

酶的热失活反应都是很好的一级反

应
,

从图 可以求出各温度下一级反应速率常数 介
。 ,

用 公式作 无。 一 , 关系图 图
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,

可以求出热失活反应的活化能 肠 及活化热治 △万护
,

用 狡”加 的绝对反应速度理论山 ,可

求得 △ ‘及 △ ‘ 表 只列出 ℃和 ℃下醉失活反应的动力学及热力学参数
,

,

一
口 , 户
找
笋飞

扣飞

。饮劝
‘
令

户‘冬

脚,司悠食蟹七公份

劫 知

布勤友时简
,

叭 和热时询。‘
, ,

图 醉的热稳定曲线 图 醉热失活反应情况

表 醉的热失活热力学参数

讨硕
沮度 ℃ 一

仑 又 一

丫 一 月

肠 过

·

丫 ‘

’

亡口爪目暇︸

△万 , 介均二少 △占
·

‘

凸口 ,

‘

‘

又 里

工
,‘多

飞 卜
‘ ’

图们 醉热失活速度与沮度关系

本项工作甘得到厦门大学颜忍旭教授的指导
,

在此谨衣谢意
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