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小麦 5-氨基酮戊酸脱水酶的纯化
及部分性质研究

范　军 1, 2 ,项　艳 2 ,李　纯2 ,郭蔼光 1

( 1西北农业大学基础科学系 ,陕西杨陵 712100)

( 2安徽农业大学生物技术研究中心 ,合肥 230061)

　　 [摘　要 ]　以 30% ～ 60%硫酸铵饱和度分级沉淀、 DE AE Sepha rose CL-6B、 Sephadex

G-200、 Phenyl Sepharo se CL-4B和羟基磷灰石层析纯化了小麦 5-氨基酮戊酸脱水酶

( ALAD) ,其在 p H 8. 5时比活为 31 U· mg- 1蛋白 ;酶纯化了 91倍 ,得率 5% ,酶亚基分子质

量约 52 ku,全酶分子质量约 330 ku,表明酶由 6个亚基组成 ;酶的等电点为 4. 8,在 400 nm

有吸收峰 ,最适反应温度 45℃ , M g2+激活酶 , Zn2+和磷酸吡哆醛抑制酶。 纯化的 ALAD浓缩

后 , - 20℃下在 0. 1 mo l· L- 1 , pH 8. 5的 Tris-HCl,内含 50%的甘油 , 5 mmo l· L- 1的巯基乙

醇和 M gCl2中黑暗贮藏 30 d酶活不损失。
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卟啉化合物如钴铵素、血红素和叶绿素等在生物界有着重要的作用。其生物合成的共

同途径是从 5-氨基酮戊酸 ( 5-amino levulinate, ALA)至尿卟啉原Ⅲ .催化第一步反应的

酶是 5-氨基酮戊酸脱水酶 ( 5-aminolevulinate dehydratase, ALAD, EC. 4. 2. 1. 24. ) ,已从

人血红细胞 [1 ]、牛肝 [2 ]和酵母中纯化。植物从斜生栅藻 [4 ]中纯化 ,用单克隆抗体技术从菠

菜纯化了 ALAD,发现其性质不同于动物的 ALAD
[5 ] .酶的反应机理研究表明 , ALAD存

在两个活性部位 , A位酶活中心的赖氨酸与底物形成舍夫碱 ,然后两分子 ALA脱水合成

一分子胆色素原 ( Po rphobi li-nogen, PBG) [6 ]。本研究用经典层析方法纯化了小麦 ALAD,

以合成昂贵的酶促产物胆色素原 ,它作为底物可用于其后的反应如胆色素原脱氨酶 ,尿卟

啉原Ⅲ合酶和尿卟啉原Ⅲ脱羧酶的酶活测定。 为研究突变体小麦返白系
[7 ]
的胆色素原脱

氨酶和尿卟啉原Ⅲ合酶代谢奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

　　小麦品种西安九号幼叶 ,采自西北农业大学实验田 ,层析装置和层析材料

SephadexG-200、 DE AE Sepharose CL-6B、 Phenyl Sepharo se CL-4B和电泳试剂为 Pha-
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m acia公司产品 ,羟基磷灰石为 Merck公司产品 , ALA购自 Fluka公司 ,巯基乙醇、磷酸

吡哆醛和胆色素原购自 Sigma公司 ,电泳和层析用标准分子质量蛋白购自上海 Prom ega

公司 ,其余试剂为国产分析纯。

1. 2　方　法

1. 2. 1　 ALAD的纯化　除非特殊说明 ,所有操作均在 4℃下进行。取 400 g小麦幼叶 ,加

入 400 m L提取缓冲液 ( p H 8. 5的 0. 05 mol· L
- 1
的 Tris-HCl,内含 8 mm ol· L

- 1
的 Mg-

Cl2和 5 mm ol· L
- 1的巯基乙醇 )。匀浆 , 4层纱布过滤 , 10 000 g× 10 min离心 ,弃沉淀 ,上

清液加入硫酸铵至 30%饱和度 ,离心弃沉淀 ,上清液再加入硫酸铵至 60%饱和度 ,离心弃

上清 ,沉淀用少量提取缓冲液溶解 ,透析 ,上 DEAE Sepharose CL-6B柱 ( 2. 6× 90 cm ) ,以

提取缓冲液洗脱 1个柱体积 ,再以内含 0. 1 mol· L
- 1
的 NaCl提取缓冲液洗脱 1个柱体

积 , 0. 1～ 0. 5 m ol· L- 1的 NaCl梯度洗脱 , 10 m L·管 - 1 , 1. 2 m L· min- 1 ,合并酶活管 ,加

入硫酸铵至 60%饱和度 , 20 000 g× 20 min离心弃上清 ,沉淀用少量提取缓冲液溶解 ,透

析 , Sephadex G-200( 2. 6× 60 cm )层析 , 10 m L· 管
- 1 ,流速 0. 5 m L· min

- 1 ,合并酶活管 ,

Phenyl Sepha ro se CL-4B( 1. 6× 30 cm)层析 ,以提取缓冲液 (内含 0. 1 mol· L
- 1的 NaCl)

洗脱 3个柱体积 ,以体积分数为 0～ 80%的乙二醇梯度洗脱 , 4 m L·管
- 1

, 1 m L· min
- 1

,

合并酶活管 ,在 0. 02 mol· L
- 1的 PBS, p H 8. 5缓冲液 (内含 5 m mol· L

- 1的 MgSO4和 5

m mol· L
- 1
的巯基乙醇 )透析 ,羟基磷灰石 ( 1. 6× 10 cm )层析 ,先以上述 PBS缓冲液洗脱

2个柱体积 ,然后以 0～ 0. 4 m ol· L
- 1的磷酸氢二钾洗脱 , 3 m L· 管

- 1 , 0. 15 m L· min
- 1 ,

收集酶活高峰管 ,用提取缓冲液透析 ,浓缩 ,备用。

1. 2. 2　 ALAD的酶活测定　按 Mauzerall
[8 ]方法加以改进: 将低温贮藏的 0. 2 m L的

ALAD在 37℃活化 10 min,加入 15μg的 ALA,反应终体积 0. 5 m L, 37℃反应 20 min后

加入 0. 5 m L 500 g· L
- 1的 TCA和 10 g· L

- 1的 HgCl2混合液终止反应。离心弃沉淀 ,上

清液加入 0. 5 m L的 Eh rlichs试剂 , 555 nm比色 ,计算 PBG的含量 ,其吸光系数是

0. 6 Mm ol· L
- 1

,一个 ALAD的酶活单位为上述条件下每毫克蛋白每小时催化产生

1μmo l的 PBG.

1. 2. 3　 SDS-PAGE和凝胶测 ALAD分子质量　采用 Laemm li系统 ,用 12. 5%的分离

胶 , 2. 5%的浓缩胶 ,电泳后银染。 ALAD全酶分子质量测定采用凝胶方法 ,在 Sephadex

G-200( 2. 6× 60 cm )纯化 ALAD后 ,先后分别加入铁蛋白 ( 440 ku,马脾 )、谷氨酸脱羧酶

( 310 ku,小麦 )
[ 9]
、乳酸脱氢酶 ( 140 ku,牛心 )、血清红蛋白 ( 67 ku,牛血 )、血清红蛋白 ( 67

ku,牛血 ) ,确定其洗脱体积 ,与纯化 ALAD时的洗脱体积相比较。

1. 2. 4　 PBG的酶促合成　参照文献 [1 ]的方法 ,有改进。 按上述纯化程序 , ALAD于

37℃上疏水层析后 ,以 0. 1 mol· L
- 1
的 Tris-HCl内含 5 mmol· L

- 1
的 MgCl2和巯基乙

醇洗脱杂蛋白 ,未洗脱下来的 ALAD固定在苯基琼脂糖柱上。以 25 m L, 0. 1 mol· L
- 1

pH 8. 5的缓冲液 (内含 5 m mol· L
- 1
的巯基乙醇和 25 mg的 ALA)过该柱 ,流速

0. 05 m L· min
- 1 ,再以上述洗脱缓冲液洗脱一个柱体积 ,检测 PBG的含量 ,合并含产物

的试管 ,以 717树脂 ( 1× 10 cm )纯化。

1. 2. 5　蛋白质含量测定　采用考马斯亮兰法 ,以 BSA作对照。
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2　结果分析

DEAE层析表明 ,需要 0. 25 mol· L- 1的 NaCl才能将小麦 ALAD洗脱。这与动物的

ALAD性质一致。苯基琼脂糖强烈吸附小麦 ALAD,须用乙二醇才能将其洗脱 (图 1) , 纯

化最有效 ,这与人血红细胞 ALAD层析性质一致。经此纯化后电泳仅有一条杂蛋白带。羟

基磷灰石层析在 0. 3 mol· L
- 1的磷酸氢二钾将小麦 ALAD洗脱 ,与牛肝的 ALAD一致。

纯化的小麦 ALAD比活 31 U· mg- 1蛋白 ,和斜生栅藻 ALAD的比活接近。 纯化结果见

表 1.

图 1　小麦 5-氨基酮戊酸脱水酶的苯基琼脂糖洗脱图谱

表 1　小麦 5-氨基酮戊酸脱水酶纯化结果

步　骤 总蛋白 /
mg

总活力 /
U

比活 /
( U· mg- 1 )

产率 /
%

纯化倍数

离心上清液 8 233 2 800 0. 34 100 1. 0

AS 30% ～ 60% fraction 2 654 2 362 0. 89 84 2. 6

DE AE Seph rose CL-4B 237 1 827 7. 71 65 22. 6

Sephadex G-200 74 1 149 15. 53 41 45. 7

Phenyl Sepharose CL-4B 25 668 26. 75 24 78. 7

羟基磷灰石柱 4. 7 145 30. 78 5 90. 5

　　纯化的小麦 ALAD的 SDS-PAGE银染图谱 (图 2)显示单点纯 ,其亚基分子质量约

51 ku,全酶分子质量 330 ku(图 3) ,表明酶由 6个亚基组成 ,这与斜生栅藻和菠菜的 AL-

AD分子结构一致。菠菜 ALAD的亚基分子质量约 50 ku,从其基因序列获得分子质量为

40 123 u[ 10] ;人和动物的 ALAD由 8个亚基组成 ,分子质量 340～ 350 ku,亚基分子质量

35～ 40 ku.小麦 ALAD的等电点约为 4. 8(图 4) ,与其他生物来源的 ALAD相似。

小麦的纯 ALAD最适反应温度为 45℃ , 55℃加热 20 min酶活丧失 50% ,纯酶浓缩

后在 0. 1 mol· L
- 1 , p H 8. 5的 Tris-HCl缓冲液 (内含 5 mmo l· L

- 1的 M gCl2和巯基乙醇

和 50%的甘油 ) , - 20℃下保存 30 d酶活不损失。

纯化的 ALAD呈黄色 ,经 BECKM EM DU-7扫描显示在 400 nm有吸收峰 (图 5) ,这

和人血红细胞 ALAD扫描性质一致。 据推测人红细胞中含有磷酸吡哆醛 ( PLP) ,但 PLP
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抑制小麦 ALAD的酶活。 5 m mol· L
- 1
的 Mg

2+
激活小麦 ALAD达 110% ,而同等浓度的

Zn
2+
抑制酶活达 95% , 5 m mol· L

- 1
的 EDTA-Na2抑制酶活达 45% ,原因是它螯合了

ALAD中的 Mg
2+

, 5 m mol· L
- 1
巯基乙醇对小麦 ALAD酶活有微弱激活作用 ,可以防止

PBG氧化 ,对拟南芥和大肠杆菌的 ALAD没有作用。

图 2　小麦 ALAD的 SDS-PAGE图谱 图 3　小麦 ALAD的全酶分子量测定

图 4　小麦 ALAD的 IEF-PAGE图谱 图 5　小麦 ALAD的吸收光谱扫描

用 250 mg的 ALA经酶促合成 100 m g的 PBG,比以人和动物的 ALAD酶促合成得

率略低 ,经阴离子交换树脂 717提纯后可用于尿卟啉原Ⅲ合酶的测定。

3　讨　论

小麦 ALAD的层析性质与人及动物的 ALAD相似 ,不同于斜生栅藻 ,但分子结构和

酶的性质与菠菜、斜生栅藻的 ALAD一致。 酶需要 M g
2+ 激活 ,人和动物的 ALAD需要

Zn
2+激活 ,微生物的 ALAD需要 K

+ 激活 ,有人据此将 ALAD划分为 3大类 [11 ]。植物 AL-

AD中以 Asp残基 [ 12]结合 Mg2+ ,而人和动物的酶以 His和 Cys残基结合 Zn2+ ,作者曾尝

试用 M g
2+
螯合层析纯化 ALAD,但发现不吸附 (资料未出示 ) ,推测酶中 Asp残基对

Mg
2+ 亲和力太小。
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从人和牛的 ALAD吸收光谱断定其 ALAD中含有磷酸吡哆醛 ( PLP) ,作者也发现

小麦 ALAD在 380 nm有吸收峰 ,但对于酶中是否含有 PLP,还有待深入研究 ,因为 PLP

抑制酶活。在含有 PLP的小麦谷氨酸脱羧酶中 PLP激活酶 , PLP可以和酶活中心的赖氨

酸残基结合 [13 ] ,在人血红细胞 ALAD中发现 PLP是竞争性抑制剂。这进一步证明了 AL-

AD的作用机理。 在 ALAD后催化反应的胆色素原脱氨酶和尿卟啉原Ⅲ合酶中都发现

PLP抑制酶活 ,并据此推断赖氨酸为酶活中心必需氨基酸残基。

与牛 ALAD相比 ,小麦 ALAD合成 PBG得率偏低。原因是小麦酶的最适 p H在 8. 0

～ 9. 0,而牛 ALAD最适 p H在 6. 7左右 , ALAD在碱性条件下易形成二聚体。但以小麦

ALAD合成 PBG也有优点。首先 5 mmo l· L- 1的 M g2+激活小麦 ALAD,对催化下一步

的酶抑制作用仅 10% ,在酶活联合测定法中 , ALAD催化 ALA生成 PBG,它又被 PBGD

所催化 ,可有效利用 ALA.动物 ALAD以 Zn
2+
为辅基 ,它强烈抑制 PBGD,须螯合除去

Zn
2+

.其次 ,小麦 ALAD比牛 ALAD稳定 ,不易氧化。 合成的 PBG用于联合酶活法测定

PBGD酶活 ,可以定量 ,效果比 ALAD粗品好
[14 ]
。

本研究虽然纯化了小麦 ALAD,但步骤繁杂 ,简化纯化步骤 ,寻找新亲和层析材料 ,

有待以后研究。
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Purification and some properties of 5-aminolevulinate

dehydratase from wh eat leaf
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Abstract: 5-aminolevulina te dehydratase ( ALAD) is purified to homogenei ty f rom

w hea t leaves w ith 30%～ 60% ammonium sulpha te fractionation, chroma tog raphy DEAE

Sepharose CL-6B, Sephadex G-200, Pheny l Sepharose C L-4B and hydroxylati te. The pu-

rified enzyme has a specific activi ty o f 31 U /mg pro tein at p H 8. 5 wi th a fo ld of 91 and

yield o f 5% . It has a rela tiv e M r of 330 ku and subuni t M r of 52 ku, thus showing six i-

dentical subuni ts. IEF confirm s i ts pI is about 4. 8. The enzyme has an abso rption maxi-

m um a t 400 nm in Tris-HCl buf fer, p H 8. 5. It is maximally activ e at a tempera ture of

45℃ and activa ted by M g2+ , but inhibi ted by Zn2+ . The purified enzym e af ter concen-

trated is sto red w ithout a loss of activi ty for a month a t - 20℃ in the da rk in the 0. 1

m ol · L
- 1

Tris-HCl buffer, pH 8. 5, including 50% g lycero l 5 mm ol · L
- 1

2-mercapto ethano l and MgCl2 .

Key words　 5-aminolevulina te dehydratase ( ALAD); w hea t; enzym e activi ty
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