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橡胶树叶片转化酶提取方法的比较
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摘‘要 比较液氮研磨样品与蛋白抽提液研磨样品对6种提取橡胶树叶片转化酶方法的效果。结果表明：液氮

研磨法对转化酶活性影响很大．特别是中性，碱性转化酶和细胞壁结合的酸性转化酶已基本失活．而可溶性酸性转

化酶活性丧失也比较严重。利用蛋白抽提液研磨样品，用Hepe”NaOH法提取的可溶性转化酶的酶活性最高，达

472．44斗moI(gluCOse)^g(FW)·hi；虽然磷酸一柠檬酸法获得的粗酶液的蛋白含量较低，但其酶活性离达441．61 Ixmol

(glucose)／Ig(FW)．h】；’蹦pHcl法提取的细胞壁结合酸性转化酶的酶活性最高，达35．83pmol(glucose)f／g(Fw)-h】。从

转化晦的比活力看，磷酸一柠檬酸法最佳，所提取的町溶性转化酶比活力约为Hepes—NaOH法的4倍。本研究结

果为迸一步完善橡胶树叶片转化酶的提取方法提供重要的指导意义。
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Abstract Six methods were investigated in extracting invertase from the leaves of rubber tree(Hevea brawiliensis

Muell．Arg)by two ways of grinding leaves：liquid nitrogen and extraction buffer．Grinding leaves in liquid nitrogen

seriously destroyed the activities of invertasos．especially those of neutral／alkaline invcrtase and cell wall—bound

invertase which were totally inacfivated．In comparison，the way of州nding leaves in extraction buffers WaS

suitable for extracting val'ious types of invertase．After the lcaves were ground in extraction buffers，the activity of

crude soluble invella8e extracted by Hepes—NaOH method revealed to be the highest．being 472．44“mol

(glucose)／[g(Fw)·hi．Despite low protein yields obtained by phosphate-citrate method，the resulting inveaase

activity was a8 high∞441．61 txmol(shcose)4s(FW)·hi．Regarding the cell wall-bound invertase，Tris—HCI

method was the most suitable，resulting in invertase activity of 35．83 ILmol(ghlcnse)他(FW)·hi．With regard to

specific enzymatic activity，the phosphate-citrate method was the most appropriate，with specific activity of sohable

invertases about four times a8 much as the Hepes—NaOH method．The results presented here wouldcontribute to

developing more effective extraction methods for various types of inverlases from rubber leaves．
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转化酶(1nveaase，Inv)(又称8一D一呋哺果糖苷

酶，B—D—fructofuranosidase EC 3．2．1．26)广泛参与

植物的韧皮部装载和卸载、生长发育、生物和非生

物胁迫应答等．在光合产物同化碳分配中起关键调

控作用，是决定作物经济产量的一种关键酶im。

在橡胶树中．蔗糖只有降解为单糖后才能进一

步为橡胶生物的合成所利用．已髓确乳管蔗糖的降

解能力是制约胶乳产量的一个关键因素网．并证明

胶乳转化酶是影响橡胶树胶乳产量的一个关键酶。

在植物叶片中存在大量不同类型的转化酶．按其溶

解性、亚细胞定位和最适酶活pH值的不同，将其

分为可溶性酸性转化酶(Soluable acid invertase，

SAI)，主要存在于液泡中，最适酶活pH值为4．5～

5．0。等电点(pI)约为5．0；细胞壁结合的酸性转化

酶(Cell wall—bound invertase，CWI)．酶活最适pH

值为4．5，5．5，但pI较高为9。10。在很多植物体

中．CWI和SAI都存在多种形式的同工酶，分子

量有相同的f4j．也有差异较大的脚。可溶性中性磁
性转化酶(Neutral or alkaline invertaes．N／A—

INV)。存在于细胞质中，pH值为7．0—8．0，pl约为

4．5．5．0．一般情况下，该类转化酶的亚基分子量

均集中在54。65 ku。SAI和N／A—INV均属于可溶
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性转化酶(Soluable invertase，S1)，而SAI和CWI

属于酸性转化酶11·叼。

N／A—INV活性极不稳定．极易丧失酶活性嗍。

研究发现．N／A—INV‘不仅存在细胞质的胞液

(cytos01)中，且广泛存在于细胞质的细胞器(如线

粒体、叶绿体和其它类型的质体)中。虽然尚不清

楚这些细胞器中N／A—INV的确切生理功能．但推

测它们可能参与细胞内碳源的转运和代谢调控旧．

选择合适的方法提取转化酶粗酶液．是进行相关酶

种类与活性测定的第一步．关于转化酶提取的方法

很多，如Hepes—NaOH法[91、Tris—HCI法【lq、磷酸～

柠檬酸法【111、磷酸二氢钾法【扭、磷酸钠法㈣和水溶

液法fJ4】等．其中Hepes—NaOH法是国内外广泛应用

于植物转化酶的提取．并已在莲花191等多种植物上

应用：磷酸一柠檬酸法的应用也比较多．在大豆叶

片等材料转化酶提取上得到应用f11l：磷酸钠法已用

于橡胶树叶片及树皮【13】的SI的提取：其它提取方

法也有应用．如Tris—HCl法用于苹果果实SAI及

CWI的提取lml．Lingle等【1日利用KH2P04提取甜瓜果

实的可溶性转化酶。但尚未见比较不同提取方法对

不同种类转化酶提取效率与活性影响的研究报道。

基于对转化酶生理生化特性研究的需要．本研究以

橡胶树新鲜叶片为材料．比较分析了这6种常用提

取方法对转化酶提取效果和活性的影响．为进一步

完善橡胶树叶片转化酶的提取方法提供重要的指导

意义．

1材料与方法
1．1材料

巴西橡胶树(Hevea brasiliensis Mall．Arg)

‘热研7—33—97’叶片采自中国热带农业科学院试

验场三队。橡胶树于2001年定植，2008年开割，

割制为二分之一树围、3 d一刀(S／2．d3)．未施乙

烯利刺激。采集橡胶树枝条带回实验室，置于冰

上．选取成熟叶片用去离子水清洗干净，滤纸吸于

水迹．用剪刀将完整叶片剪成1 cmxl cm小片，用

于下步的研磨与粗酶提取。

1．2方法

1．2．1蛋白抽提液的配制 在本研究中．笔者对

转化酶提取液稍作修改，添加蛋白酶抑制剂PMSF

和盐酸苯甲醚．而这两者都可防止蛋白降解，终浓

度均为1 rtmlol／L：同时．考虑到非离子去污剂

Triton X一100可提高蛋白的抽提效率，B一巯基乙醇

可保护许多酶的活性[151：用PVPP去除叶片中的多

酚物质及减少褐变；根据相关文献Ill。将磷酸一柠

檬酸提取液的pH值调为5．0，其它类型提取液的

pH值调为7．O～8．0。

HeDes—NaOH缓冲液参照Welham等191的方

法．稍作修改．配方为50 mmol／L Hepes—NaOH、

加mmol／L氯化镁、20％甘油，pH值7．5。Tris—HCl

缓冲液参照Pan等【婀的方法．稍作修改，配方为

150 mmol／LTris-HCl、10 mmol／L氯化镁、10％抗坏

血酸。pH值8．0。磷酸一柠檬酸缓冲液参照张振清

等【llJ的方法。稍作修改，配方为100 mmol／L磷

酸一柠檬酸缓冲液，pH值5．0；磷酸二氢钾缓冲

液参照Ungle等it2]的方法，稍作修改，配方为

50 mm01]L磷酸二氢钾、5 mmol／L氯化镁，pH值

7．5。磷酸钠缓冲液参照de Oliveira等113】的方法，稍

作修改．配方为50 mmol／L磷酸二氢钠一磷酸氢二

钠、20mm01]L氯化镁、20％甘油，pH值7．0。水

溶液参照王镜岩等【14】的方法．稍作修改，配方为

20mmol／L氯化钠，pH值7．0。所有蛋白抽提液统

一添加2 mmol／L EDTA—Na2、0．05％TritonX—100、

1％B一巯基乙醇、l mmol／L PMSF、1 mmol／L盐酸

苯甲醚：上述试剂均为分析纯。购自广州化学试剂

厂和加拿大BBI公司。

1．2．2液氮研磨 采取新鲜橡胶树叶片，将其剪

成约1 emxl cm小片。称取209。放置在已经预冷

的研钵中。加液氮充分研磨，按4mL／g(叶片)的比

例加蛋白抽提液(含2％PVPP)，并放置冰上磁力

搅拌2h。用4层纱布进行过滤去除残渣，于4℃，

39 000×g离心20 min。上清液则为SI粗酶液．沉

淀物用蛋白抽提液洗涤2次后。用于提取CWI。

对上清液用MW 10 000 n超滤管于4℃．3 000xg

离心10 min．浓缩后的SI粗酶液进行饱和硫酸铵

(Saturated ammonium sulfate．SAS)分级沉淀，先进

行30％SAS沉淀蛋白．将沉淀溶解于适量蛋白抽

提液中：上清液则用80％SAS沉淀，此步骤在冰

浴中搅拌过夜．将沉淀溶解于蛋白抽提液中，上清

液在用80％。95％SAS沉淀．将沉淀溶解于蛋白抽

提液中。蛋白溶液迸行透析(用蛋白抽提液作透析

液)去除多余的盐离子。则为SI酶液；全部试验均

在冰浴中进行。

由于CWI带正电荷．以离子键形式紧密的结

合于带负电的细胞壁上．通常需要较高浓度的盐溶

液(O．5～2．0 mol／L氯化钠)才能将它浸提出来liOl。在

CWI提取中．在上述的沉淀物中加入蛋白抽提液

(含1 mol／L氯化钠和0．1％TritonX—100)4℃抽提

过夜。抽提重复2^，3次，合并抽提液进行超滤浓

缩。浓缩后样品进行SAS分级沉淀．步骤同上。
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1．2．3提取液研磨 采取新鲜橡胶树叶片．将其

剪成约1 em×l em小片．称取209．放置在已经预

冷的研钵中。按4mL／g(叶片)的比例加蛋白抽提液

(预冷)、2％PVPP和石英砂在冰上研磨30rain后，

放置冰上磁力搅拌2 h。用4层纱布进行过滤去除

残渣，39 000 xg(4 oC)离心20 rain。上清则为SI粗

酶液．沉淀物则用于提取CWI．实验步骤同

“1．2．2”。

l。2．4 蛋白含量和酶活性测定 用改良的

Bradford法测定蛋白含量旧．以牛血清蛋白为标准

样品，取适量粗酶液及SAS沉淀后酶液测定。

SAI和CWI活性的测定参照Miron等e，q的方法．

略有改动。测定反应液为5．2D“L抽提粗酶液或

SAS沉淀后酶液、25仙L蔗糖(O．4 mol／L)一氟化钠

(0．24 tool／L)混合液和55。70“L 0．1 mol／L磷酸一柠

檬酸缓冲液，反应体系总体积为100斗L，pH值

4．8，然后用3，5一二硝基水杨酸(DNS)法旧测定形

成的还原糖量。

N／A—INV酶促反应体系及反应条件参照Tupyll目

的方法，略有改动。取5～20恤L抽提粗酶液或

SAS沉淀后酶液、25“L蔗糖(o．4 mol／L)一氟化钠

(0．24 mol／L)混合液和55。70仙L磷酸一柠檬酸缓冲

液，反应体系总体积为100uL，pH值7．2；还原

糖定量采用DNS法【瑚。

1．2．5 SDS—PAGE电泳 聚丙烯酰胺凝胶电泳参

照郭尧君㈣的方法，5％浓缩胶，10％SDS—PAGE

分离胶，取粗酶液10斗L上样，凝胶进行考马斯亮

蓝染色。

2结果与分析

2．1液氮研磨样品后不同提取橡胶树叶片转化酶

方法的比较

橡胶树叶片经液氮研磨后．采用不同方法提取

转化酶粗酶液的结果见表1。由表l可知．在6种

提取方法中，磷酸一柠檬酸缓冲液法提取的SAI活

性最高，达110．00 tool(glucose)／[g(FW)·hi。比活

力亦为最高，达25．52 I．Lmol(glueose)／mg；Hepes—

NaOH法和磷酸钠提取的酶活性也较高．而其它2

种方法(磷酸二氢钾和水溶液)提取的酶活力较低．

尤其是磷酸二氢钾法．用该法提取的酶活性显

著低于其它的提取方法．仅为10．33 l上mol(glucose)／

[g(FW)·h1；Tris—HCI法提取的蛋白含量最高，磷

酸一柠檬酸法提取的蛋白含量最低．但其SAI比活

力最高，达25．52 Ixmol(glucose)ling。但叶片经渡氮

研磨后．采用不同提取方法提取的粗酶液中都未检

测到N／A—INV和CWI活性．

表1液氮研磨叶片后不同提取方法获得的转化酶粗酶液蛋白含量与酶活性比较

说明：擐自含量及酶活性相对标准偏差(RsD)均小于25％；同列不同酶活数据后标注不同宁母表示其在5％水平上差异显著。下同。

2．2提取液研磨后不同提取橡胶树叶片转化酶方

法的比较

橡胶树叶片经提取液研磨后．采用不同提取液

提取转化酶粗酶液的结果见图l。SDS—PAGE电泳

检测显示：不同提取方法获得的粗酶液蛋白条带存

在明显差别．Tris—HCl法和Hepes—NaOH法提取粗

酶液的蛋白条带最多．而磷酸～柠檬酸法提取的这

2种转化酶粗酶液的蛋白条带最少。。

蛋白抽提液研磨后，Tris—HCI法、HeDes—

NaOH法和磷酸钠法提取SI的效率较高．蛋白含

量均在23 mg／g(FW)以上：磷酸二氢钾法次之．但

蛋白含量仅为lO．80 mg／g(FW)：水溶液法和磷酸一

柠檬酸法较差，蛋白含量在10mg／g(阿)以下；尤
其是磷酸一柠檬酸法的蛋白含量不足5 mg／g(冈)
(见表2)。不同提取方法获得的粗酶液蛋白含量与

酶活性之间无明显的相关性．但对SAI和N／A—INV

的酶活性影响很大。对SAI而言．Hepes-NaOH法

和磷酸钠法提取的酶活性显著高于其它4种方法．

分别达261．28和250．11 gcmol(glucose)／[g(FW)·h1，

磷酸一柠檬酸法和水溶液法次之。Tfis—HCl法提取

的酶活性最低．不足Hepes—NaOH法和磷酸钠法的

一半。对N／A—INV而言，磷酸一柠檬酸法提取的酶
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活性最高，达231．50 wmol(glucose)／[g(FW)·h]，

HepeB—NaOH法提取的酶活性次之．达到211．33

ttmol(glucose)／{g(FW)·h】，磷酸二氢钾法最差，酶

活力不足55 v,mol(ghcose)／[g(FW)·hi。而从S1分

析．Hepes—NaOH法提取橡胶树叶片可溶性转化

酶的效果最好．总活性高达472 44 pmol(glucose)／

【g(rw)·hi。磷酸一柠檬酸法次之。

从CWI粗酶液的蛋白含量来看，磷酸二氢钾法>

水溶液法>Hepes--NaOH法>Tfis-HCl法>磷酸钠法>磷

酸—柠檬酸法。磷酸二氢钾法提取蛋白含量最高，为

3．0mgg(rW)，磷酸-丰}檬酸法仅有0．48nl如(FW)。从

酶活性分析，％s—HCI法酶活力最高达35．83‘Lmol

(glucdse)以(FW)·h】，磷酸二氢钾法仅有19．44 V,mol

(glucose)他(FW)·h】。由表2可知，比较t'x述6种方

法发现：橡胶树叶片转化酶提取方法中提取SAI用

Hepes—NaOH法提取最佳．提取NIA—INA则以磷

酸一柠檬酸法最佳．而CWI的提取以Tris-HCI法最

佳。综上所述。橡胶树叶片转化酶提取的SI酶活性

为Hepes-NaOH法，其次为磷酸—柠檬酸法。

从比活力来看．磷酸一柠檬酸法的SAI、N／A—

INV、SI、CWI比活力最高分别为42．70、47．73、

91．26、50．35 pmol(glucose)／rag．与其它5种方法

相比呈显著差异。

2．3粗酶液硫酸接的分级沉淀

粗酶液通常需进一步纯化才可用来研究其酶学

特性．笔者发现6种不同方法用30％SAS沉淀
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时。只有少量蛋白沉淀，酶活性也很低，即使最高

总可溶性转化酶酶活性也仅为5．22 I_Lmol(glucose)／

fg(Fw)·h1；而进一步用80％SAS沉淀时，有大量

沉淀．其酶活性也较高(Hepes—NaOH法酶活为

201．77 Ixmol(ghcose)／[g(FW)·h1；80％-95％SAS

沉淀时．有蛋白沉淀。其酶活性亦也很低

(Hepes—NaOH法酶活也仅为10．69斗mol(glucose)／

fg(聊)．h1)。说明橡胶树叶片的转化酶主要存在
于30％。80％SAS沉淀．因此对其它方法所获得

粗酶液进行SAS分级沉淀时，仅测定其30％一

80％SAS分级沉淀的蛋白含量及可溶性转化酶

活性。结果显示：SAS分级沉淀对不同类型转化

酶的分离纯化效果不同．对N／A—INV类型酶的

效果较好。纯化后多数样品酶的比活力有所提高。

但对SAI类型酶的纯化效果较差．多数样品酶的

比活力有所下降(表2和表3)。SAS分级沉淀后。

用Hepes—NaOH法提取的SI粗酶液的酶活性得率

较高，酶活性达201．77 Ixmol(glucose)／[g(FW)·h1，
其次为磷酸一柠檬酸法．SI酶活达182．06 Izmol

(glucose)／[g(FW)．h】。综上所述，提取液研磨叶

片的Hepes—NaOH法和磷酸一柠檬酸法提取橡胶树

叶片转化酶的效果最好．但从比活力来看．磷

酸一柠檬酸法更佳．比活力比Hepes—NaOH法高
约4倍。

表3不同方法可溶性转化酶的30％一80％硫酸铵(SAS}沉淀蛋白含量及其酶活性比较

3讨论与结论
尽管目前提取植物转化酶的方法繁多．但尚未

见系统比较不同方法对转化酶提取效率与酶活性

影响的报道．提取转化酶的方法中通常是用液氮

直接研磨样品．由于其研磨时间较短．通常为10—

20 min．但研磨需频繁添加液氮会造成温度骤变；

蛋白抽提液冰上研磨样品比较费时．但温度变化不

明显．而敏感性的酶比较忌讳反复冻融．因此更有

利于保护转化酶活性。本试验结果表明：在橡胶树

叶片蛋白含量的提取效果上．液氮研磨样品与蛋白

抽提液研磨相差较小．但液氮研磨使转化酶的酶活

损失严重．在粗酶提取液中已检测不到N／A—INV

和CWI的活性．SAI的活性也降低很多．即使最

高可溶性酸性转化酶酶活性也仅为蛋白抽提液研磨

时的52％。因此，在提取橡胶树叶片转化酶时，适

宜用预冷的蛋白抽提液在冰浴条件下研磨的样品优

于液氮研磨．此结果应该也适于其它种类植物叶片

转化酶的提取。

蛋白抽提液研磨样品，添加PVPP去除植物细

胞研磨时释放的次生物质．以避免对酶活性的影

响：笔者在粗酶液中检测到不同类型转化酶(SAI，

N／A—INV和CWI)的活性。Hepes—NaOH法提取橡

胶树叶片的sI蛋白含量和活性都较好．但SAI和

N／A—INV比活力均较低：Tri8一HCl法也可较好的抽

提橡胶树的叶片蛋白。但SI(SAI和N／A—INV)的活

性却较低：磷酸一柠檬酸法抽提蛋白含量的较低，

但其提取的3类酶的比活力却为最高：磷酸二氢钾

法抽提橡胶叶片的蛋白含量低．其酶活性亦低：磷

酸钠法抽提橡胶叶片蛋白含量也较好．其酶活性也

较高．其3类酶的比活力仅次于磷酸一柠檬酸法；

水溶液抽提橡胶叶片SI的蛋白含量低。活性也不

高。同SI的活性相比，橡胶树叶片的CWI活性很

低．其中Tris—HCI法抽提CWI粗酶液的效果较好。

蛋白含量及酶活性均最高。Hepes—NaOH法、Tris—

HCl法和磷酸钠法提取蛋白测定时含量比较高。再

30％～80％SAS时白色沉淀也较多．但酚类及色素

也较多．SI的比活力没有磷酸一柠檬酸法高；磷

酸一柠檬酸法抽提蛋白含量较低及30％～80％SAS

沉淀也较少．但基本上无色素干扰；30％。80％

SAS时．为了更好的让sI沉淀而搅拌过夜，但也

因此损失一部分酶活性。尤其是磷酸二氢钾及水

溶液。

在橡胶树中．de Oliveira等㈣利用磷酸钠缓冲

液提取叶片和树皮的可溶性转化酶(SAI和N／A一
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