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DFRKN一1碱性磷酸酶的纯化研究 
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摘 要：以根结线虫天敌 1号分离物为提取碱性磷酸酶的材料 ，菌体经液氮研磨破碎后，用正丁醇抽提 ，硫酸铵分级沉淀分离， 

透析获得酶的粗提取液。再经过 DEAE一52离子交换和 SephadexG一150分子筛两步层析得到纯化倍数为 27．17、比活力达 10 514 

U／mg的碱性磷酸酶。 
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Purification of alkaline phosphatase of DFRKN——1 

MA Ai—ying，ZHANG Kao—wen，BEI Zhan—lin，DENG Lei，MOU Yi 

(Collge of，J Science and Engineering，North Universityfor Nationalities，Yinchuan 750021，China) 

Abstract：The study aimed to isolate the alkaline phosphatase from destroying fungi of root—knot nematode-1 (DFRKN-1)．It had 

been isolated by means of the following procedures：n-butanol extraction and ammonium sufate fraetionation，the partially purified enzyme 

was gained by means of ion-exchange chromatography on DEAE-52，and gel filtration chromatography on Sephadex G-150 ．The 

purification attained to 27．17 folds and the specific activity was 10 514 U／mg． 
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根结线虫(Meloidogyne spp．)是严重制约世界农业生 

产发展的一类植物寄生线虫Ⅲ，一般采用化学杀线药剂对 

根结线虫进行防治，虽然有较明显的效果，但化学药剂的 

长期使用带来了一系列的环境污染问题，如土壤农药残 

留的增大 、地下水源的污染、病虫抗药性的增强等 。因 

此，符合现代农业可持续发展战略理念的生物防治方法 

成为根结线虫治理的首选措施 张靠稳从宁夏温室黄瓜 

根 结 线 虫 上 分 离 得 到 一 株 根 结 线 虫 天 敌 l号 分 离 物 

(Destroying fungi of root—knot nematode一1，DFRKN—1)， 

此分离物对根结线虫有较强的致病作用 ，该菌能够从根 

结线虫的卵 、二龄幼虫和成虫体表直接侵入。 

碱性磷酸酶广泛存在于微生物界和动物界．它在动物 

机体的骨化过程、磷化物和其他一些营养物质的消化 、吸 

收 、转运过程中起着重要作用 。碱性磷酸酶能催化磷蛋 白 

的水解，在细胞调节过程中具有一定作用。在生物体内， 

碱性磷酸酶直接参加磷的代谢活动，与磷和钙离子的消 

化 、吸收、分泌直接相关。 

本试验在前期研究的基础上『3】，对 DFRKN—l碱性磷 

酸酶 的纯化方法进行研究 ．以提高碱性磷 酸酶 的纯化效 

率 ．为进一步了解 DFRKN—l碱性磷酸酶的特性奠定基 

础 ．对于深入研究 DFRKN一1的致病机理及开发利用具有 

重要意义 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 
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1．1．1 试验材料 DFRKN一1由北方民族大学生物科学与 

工程学院保存。 

1．1．2 试验试剂 对硝基苯磷酸二钠 (PNPP)、DEAE一52、 

SephadexG一150、牛血清白蛋白购自北京拜尔迪 ；玉米粉购 

自超市 ；硫酸铵、葡萄糖、盐酸 、Tris试剂 、正丁醇 、氯化钠 

均为国产分析纯 

1．2 试验方法 

1．2．1 碱性磷酸酶粗酶的提取 参照张靠稳等[31的方法略 

有改动：将 DFRKN一1按 l％接种到 150 mL玉米粉液体培 

养基中，于 27cc、100 r／min的摇床中培养 3 5 d。4~C下 ， 

8 000 r／min离心 5 min，收集菌体 ，用预冷的 0．02 mol／ 

LTris—HCl缓冲液 (pH7．5，含 0．02 mol／L NaC1)洗涤2~3 

次。用液氮研磨破碎。再按 l：4加入预冷的0．02 mol／L s— 

HC1缓 冲液 和正丁 醇抽 提 ．4℃、3 000 r／min离心 20 

rain，上清液加入固体硫酸铵至饱和度为 30％，4℃、4 000 

r／min离心 30 min，取上清液，加入固体硫酸铵至饱和度为 

70％，4clC、4 000 r／min离心 30 min，收集沉淀。 

将上述沉淀溶于 0．02 no1／LTris—HC1缓 冲液 (代 ， 

pH7．5)，用 0．15％ NaC1透析至无 NH4+和S042-。4~C，10 000 

r／min离心30 min，取上清液备用。 

1．2．2 DEAE-52离子 交换层析 进行 DEAE一52离子交 

换层析 ，柱床规 格为 2x30 CITI。用 含有 0～0．5 mol／L NaC1、 

pH7．5的Tris—HC1进行梯度洗脱 ，紫外监测波长为 280 

nm，对各蛋白吸收峰进行酶活测定。将活性峰各管合并于 

4℃保藏_31 

1．2．3 SephadexG一150葡聚糖凝胶层析 收集 DEAE一52 

离子交换层析活性峰进行 SephadexG一150分子筛柱层析 

纯化 。柱床规格为 2x30 cm。洗脱液为 pH7．5的 0．01 mol／L 

Tris—HC1缓冲液，经 280 nm紫外检测后 ，对各蛋白吸收 

峰进行酶活测定，收集酶活性峰部分[41。 

1．2．4 蛋 白质含量的测定 用 Lowry法同测定蛋白质含量 ． 



以牛血清白蛋白为标准。 

1．2．5 酶活力的测定 参考赵欣平等[61的方法进行 ，略有 

改动 。 

1．2．6 纯度测 定 采 用 SDS—PAGE电泳测 定 ，浓缩 胶浓 

度为 3％，分离胶 浓度 为 10％。 

2 结果与分析 

2．1 DEAE一52离子 交换层析分离纯化 

菌体经破碎 、正丁醇抽 提 、硫 酸铵分级沉淀 、盐析物透 

析 、离心后 ．上 清液 经 DEAE一52离子 交换 层析 得到 3个 

蛋 白峰 (图 1)，其 中只有 1个活力峰 (图 2)。 
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图 1 DEAE一52离子交换层析紫外检测仪检测蛋白吸光值 
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图 2 DEAE一52离子交换层析各收集管碱性磷酸酶活性的测定 

2．2 SephadexG一150葡聚糖凝胶层析分离纯化 

经 DEAE一52离子交换分离纯化后所得的碱性磷酸 

酶初液 ，进 一步通过 SephadexG一150 葡聚糖凝 胶层析分 

离纯化得两个蛋白峰(图3)，其中只有 1个活力峰(图 4)。 

纯化结果见表 1。 
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图 3 SephadexG一150葡聚糖凝胶层析紫外检测仪检测蛋白吸光值 

2．3 酶纯度 的鉴定 

由SephadexG一150柱纯化的酶液经聚丙烯酰胺凝胶 

电泳分析 ，用考 马斯 亮蓝 R 染 色 ，显现 单一 区带 (图 

5)。 

管 数 

图 4 SephadexG一15O葡 聚糖 凝胶 层 析各 

收集管碱性磷酸酶活性的测定 
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表 1 根结线虫天敌真菌 1号分离物碱性磷酸酶的纯化情况 
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纯化步骤 煮 U黝／mg) 
破碎后 的蛋白溶液 40 

正丁醇抽提 34 24．31 9410 38 7 1．oo 

0．3O硫酸铵饱 和度 32 8．21 8400 1023 2．64 

0．70硫酸铵饱 和度 4 0．16 782 4887 12．63 

DEAE一52离子交换柱层析 3 0．14 766 5471 14．13 

G一150葡 聚糖 柱层 析 3 0．07 736 10514 27．17 

3 结语 

97．4KD 

66-2KD 

43．0KD 

3l_0KD 

20．1KD 

14．4KD 

M 

电泳标 纯化后碱 

准蛋 白 性磷酸酶 

图 5 纯 化后 酶 的电泳 图 

不同研究者采用不同方法提取和纯化碱性磷酸酶。赵 

欣平等闸采用匀浆法处理白蜡虫雌虫，经过正丁醇抽提、硫 

酸铵分段盐析、SephadexG一150凝胶过滤等步骤，得到了纯 

化倍数为 16．83的碱性磷酸酶，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分 

析，用考马斯亮蓝 G 染色，显现为单一区带。李遂焰等 对 

赤子爱胜蚓碱性磷酸酶 的分离纯化采用正丁醇提纯 、硫酸 

铵分 级沉淀 、DEAE一纤维素柱 层析 、SephadexG一100及 

SeDhadexG-200凝 胶层析柱 ，得 到了纯化倍数为 57．24的碱 

性磷酸酶，经 PAGE鉴定达到了电泳纯。李兴暖等[81以长牡 

蛎 为酶 源提取 材料 ，用正 丁醇 抽提 ，硫酸 铵分 级分 离 ， 

DEAE一52和 SeDhadexG一150柱层析 ，得到一定纯度 的碱性 

磷酸酶，提纯倍数为61．96。陈巧等 从僧帽牡蛎中提取纯化 

碱性磷酸酶采用 的是 SephadexG一200凝胶过滤柱层析法 ， 

然后用快速蛋白质液相色谱(FPLC)层析为单一蛋白峰，聚 

丙烯酰胺凝胶电泳为单一蛋白纯酶制剂 ，证明该酶已达到 

均一程度。王静云等 对小牛肠中的碱性磷酸酶的提纯没 

有 采用传 统方法 ，而是将 一种含有碱性磷酸酶抑制剂—— 
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其他条件不变的前提下，如散热片的面积一般都会有所限 

制 。由于内燃机下面排气管空间有限，过大会加大安装的 

难度 ，而通过改变散热片的形状 ．增大其与空气的接触面 

积，增加冷热交换面积，是提高散热效率的有效手段 ．本系 

统 中散热器的面积为 0．2*0．2 m 。 

每 汽油燃烧时约放热 46 000 kJ，以 93号汽油为 

例 ，93号汽油 的密度 为 0．72～0．74 g／mE，折巾取 0．73。则燃 

烧一升汽油放热 0．73：l：46000=33580 kJ。 

2．3 吸热装置的吸热量 (Q) 

Q= A △T，Q=237W／(m2．℃) (0．2 0．2)m (120-60)~C 

= 568．8W=2048．O1 kJ 

2．4 节能计 算 

资料表明：目前半导体温差发电材料的热电转化效率 

可 达 2％ ，甚 至 是 7％ ，若 取 2％ ，则 能发 出 的 电量 为 

568．8*0．02W =ll-38W 。 

小型内燃机发电机一般功率为 1 000 W，1 kW·h等 

于 3 600 000 kJ．也就是说每小时要消耗 3600／33580= 

0．107L的汽油用于小型内燃机上的发电机向蓄电池充电。 

温差发 电装置最终给小 型内燃机蓄 电池充 电 。可算 出充满 

1 kW·h的时间为T=1000／11．38 h=87．87 h。所以，当发 

电时问为 87．87 h时，可节省汽油 0．107 L，如果一辆车每 

天工作 6 h，那么每 l5辆车工作 1 d就可以节省汽油 

0．107 L．现在中国的小型内燃机按 6 000万辆计算，那么 

1 d就 可以节省 汽油 0．107~60000000／15=428000 L，在石 

油供应 日益紧张的今天，这可是不小的数据。 

3 前景展望 

设计的小型内燃机尾气发电装置还有一些不足之处， 

其 中有很 大改进 空间的就是温差 发 电片 的冷 端温度 怎么 

维持低温。针对该问题，提出了以下解决的方案。 

利用氨一水为工质，设计一个循环散热系统，该系统 

l5l 

直接贴在发电片的冷端，吸收冷端发出的热量传给氨—— 

水蒸发冷却介质，氨一水蒸发冷却介质温度随之升高．当介 

质温度达到对应压力下的饱和温度时 ．液体蒸 发冷却介质 

汽化 ，相变吸热 ，形 成气体 ，介质 气体沿冷却通道斜 向上上 

升进入空气冷凝器 ．在空气冷凝 器中与外部 自然风进行热 

交换 ，冷凝后液化 ．重新回到装有单向流动阀的铜管的冷却 

通道 ，最后又流回温差发电片 的冷端进行下一次循环。 

通过此循 环散 热系统后 ，理论上温差发 电片 的发 电效 

率将得到进一步提高，能更有效地利用内燃机的余热，前 

景广阔。 
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对氨基苯磷酸的新型偶氮染料配基偶联到凝胶 Sepharose 

CL一6B上 ．制备 出新 型的亲 和层 析介质 ，分 离纯化小 牛 中 

的碱性磷酸酶。通过考察不同配基密度的层析介质对碱性 

磷酸酶的选择性，得出配基密度为4．55 mg配基的层析介 

质选择性高。用 NaC1和 Na：HPO 进行阶段洗脱，可使酶的 

纯化倍数一步达到65倍，活力回收率达到 89％。 

综上所述，目前纯化碱性磷酸酶的方法主要是离子层 

析和凝胶层析．或者是两种方法的结合，由于亲和介质开 

发的限制，目前市场上不能购买到经济实用的亲和填料用 

于碱性磷酸酶的纯化，因此本试验在参考大量文献的基础 

上 ．采用粗 体酶液进 一步经过 DEAE一52离子交换和 

SephadexG一150分 子 筛 两 步 层 析 。得 到 了 纯 化倍 数 为 

27．17、比活力达 10 514 U／mg的碱性磷 酸酶。 
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