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小麦尿卟啉原 Ⅲ 合酶的分离和纯化 
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[摘 要] 以 4O ～7O 饱和度 硫酸铵分级沉淀、DEAE Sepharosei CL-6B、Sephadex 

G-100、羟基磷灰石 Phenyl Sepharose CL一4B和制备电泳分 离纯化了小麦的尿卟啉原 Ⅲ台酶 

(UROS)。酶的亚基分 子质量为 54 ku，全酶分子质量为 66 ku+酶的等电点 6．3，在 pH 8．2时 

比括为 257~*mol／(mg·rain)，最适反应温度 4O℃．5 mmol／L的琉基 乙醇和 Mg抖促进 酶括 ． 

纯化的小麦 UROS在 一2O℃下 0．i mol／L，pH 8．5的 Tris—HCI，内含质量分数为 50 的甘 

油 ，5 mmol／L的巯基 乙醇和 MgC12中贮 藏 7 d酶活损失 9O 。 
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生物体内血红素和叶绿素等四卟啉化台物合成的共同前体尿卟啉原 I，由四分子胆 

色 素原在胆色素原脱氨酶和尿 卟啉原 I台酶(Uro·porphyrinogen Ⅱ synthase，UROS， 

EC．4．2．1．75．)共同催化下合 成 ]。已从人血红细胞 ]、小球藻 和大 鼠 中纯化到 

uRos，高等植物 中迄今未见 UROS的纯化报道 ，仅从小麦 和豌豆 部分纯化。由于 

UROS不稳定且在生物体内含量低 ，现有人采用转人 UROS基 因的大肠杆菌 和枯草杆 

菌D3研究 UROS的性质。我国发现 1种冬小麦突变体小麦返自系，其 PBGD—UROS代谢 

受阻 。为此用经典层析方法纯化了小麦的 uROs，为研究小麦返 自系的 uROs代谢打 

下基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

小麦品种矮变 1号幼叶+采 自西北农业大学实验田。层析装置和材料如 Sephadex G— 

100，DEAE Sepharose CL一6B和 Phenyl Sepharose CL一4B电泳试剂购 自瑞典 Phamacia 

公司，羟基磷灰石购 白Merck公司，ALA 由Fluka公司生产，琉基乙醇和胆色素原为 Sig· 

ma公 司产 品，部分 胆色素原 由 自己台成。电 泳和层 析用标 准分子质 量蛋 白是上 海 

Promega公司产品，其余试剂为国产分析纯产品。 

1．2 方 法 

1．2．1 UROS的纯化 除非说明，所有操作均在 4℃下进行。取 500 g小 麦幼 叶，加 
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500 mL的 pH 8．2，0．1 mol／L的磷酸盐缓冲液．内含 5 mmol／L的巯基乙醇，匀浆，4层纱 

布过滤，10 000 g×10 rain离心，弃沉淀；上清液加入 4o 饱和度(NHt) SO一，离心弃沉 

淀；上清液再加入 7O 饱和度(NH ) s0 ，离心弃上清液；沉淀用少量提取缓冲液溶解 ，透 

析，离心弃沉淀。上 DEAE Sepharose CL 6B柱(2．6×95 cra)，以提取缓冲液洗脱 2个柱 

体后，0～0．5 mol／L的 KC1梯度洗脱，6 mL／管，1．2 mL／min。收集酶活管，7O 饱和度 

(NH )2sO 沉 淀，离 心 (2 5000 g×10 rain)，弃上 清液，少量 提取 缓 冲液 溶解，透 析。 

Sephadex G一100(2．6×95 cra)层析，10mL／管，流速 0．5mL／min，合并酶活管 ；羟基磷灰 

石 (2．6×30 cm)层析，以提取缓冲液洗脱 2个柱体后 ，以 O～0．3 mol／L的 K：HPO：梯度 

洗脱，3 mL／管+0．15 mL／min，收集酶活高峰管；在 0．05 raol Tris—HC1(pH8．0)透析，再 

放至 0．1 raol Tris—HC1(含 30 饱和度(NH )2SO ，pH 8．0)中透析，Phenyl Sepharose 

CL一4B(1．6×30 Crl1)层析，以 3O ～0饱 和度(NH{)zSO 0 1 raol Tris—HC1梯度洗脱， 

4 mL／管，1 mL／min，收集酶活管；在提取缓冲液透析，浓缩后制备电泳，切下少量古有蛋 

白的胶条后酶促反应确定uROs的位置，然后研碎凝胶+加入 0，1 mol／L，pH8．2的 Tris— 

HC1，内含质量分数 5O 的甘油，5 mmol／L的巯基乙醇和 MgC1 z，一20℃保存。 

1．2．2 UROS酶活测定 参考文献[11]。在pH8．2+0．05 mol／L的Tris—HC1缓冲液，内 

含约 2O个单位纯化的小麦胆色素原脱氨酶 ，0．1 mL的 4 mmol／L胆色素原，尿卟啉原 

Ⅲ合酶溶液 的体积视纯化程度而定，为 0．O5～0．4 mL，反应终体积 为 1 mL，37℃反应 

5 rll[n后加入 0．03 mL的 I。／KI溶液(即体积分数为 5 的 I ／体积分数为 1 的 KI溶 

液)，37℃下保温 5 rain，加入 0．05mL新鲜配制质量分数为 1 的 Na：S 0：溶液 ，然后加 

入0．1 mL的三氯乙酸溶液，沉淀蛋 白，8 000 g×10 rain离心 ，上清液用 Beckmen DU7分 

光 光度仪，405 nrll下 比色。对照试 验 中不加尿卧 啉原 Ⅲ合 酶，37"C反应5 rll[n后加入 

0．03mL的体积分数为 5％的 I。，然后加酸沉淀蛋 白，比色，所测值为 UROS底物羟 甲基 

胆色烷 的合成速率。1个 UROS酶活单位为上述条件下每小时生成 1 nmol的尿卟啉 

原 Ⅱ。 

1．2．3 SDS—PAGE和凝胶测ALAD分子质量 采用 Laemmli系统 ，质量分数12．5 

的分离胶 ，质量分数 2．5 的浓缩胶，电泳后银染 。uROs全酶分子质量测定采用凝胶 

方法，在 Sephadex G一100(1．6×90 cra)柱上分~,lJJu人牛心乳酸脱氢酶(140 ku)，牛血清红 

蛋 白(67 ku)。鸡卵清蛋白(43 ku)和牛细胞色素 C(12 ku)，UROS粗 品由上述 Sephdex 

G一100纯化获得，确定其洗脱体积。 

1_2．4 蛋 白质含量 测定 采用考马斯亮兰法，以 BSA 作对照 凝胶 中的蛋白质采用 

280 D_rll紫外分 光法 。 

2 结果与分析 

在 uROs纯化 中，硫酸镀分级沉淀后进行离子交换层析，不但上样量大，且能除去粗 

酶液中的胆色素原脱氮酶，这样才能测定UROS的酶活。比活从这一步开始计算。纯化最 

有效的步骤是苯基琼脂糖层析，洗脱图谱见图 1。小麦uROs的SDS—PAGE电泳图谱(图 

2)表明亚基分子质量约 54 ku，Sephadex G一】O0测得全酶分子质量约 66 ku(图 3)，表明小 

麦UROS是单亚基酶，2种方法测定值有差异，和其他生物的 UROS相似，推测可能是 
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UROS的分子形状非球状体蛋 白所致。纯化结果见表 1，纯化的小麦 UROS的比活约 

257 t~mol／(mg·min)蛋 白。 

表 1 小麦尿 卟啉原 Ⅲ台酶纯化结果 

注 ：蛋白质古量梗I定由 280 ntrl推算 

垂 

l昌 

图 1 小麦尿卟啉原 I台酶的苯基琼脂糖洗脱图谱 图2 小麦 UROS的SDS—PAGE图谱 
— —

A2B。|一0一UROS活 性 ；⋯ (NH‘)2so‘ 

囊色素 C 

卜 
圈 3 小麦 UROS的全酶分子质量测定 图4 小麦UROS的IEF-PAGE图谱 

纯化的小麦 UROS对热 极不稳定 ，45"C保 温 15 min酶活全部 丧失 ，在 一20~C下 ， 

0．1 mol／L，pH8．5的 Tris—HC1，内含质量 分数 5O 的甘油，5 mmol／L的琉基 乙醇 和 
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MgC12中贮藏 7 d，酶活损失 9O 。 

URnS的等电点约 6．3(图 4)．比其他生物来源的 URnS略高，5 mmol的巯基乙醇 

和 Mg”对小麦 URnS作用分别达 105 和 130 ，说 明有激活作用，这和人血红细胞的 

UROS性质相似。 

3 讨 论 

由于尿卟啉原 Ⅱ台酶在生物体内含量少且不稳定 ，加之尚未发现有效 的亲和层析方 

法，纯化一直是个难题。本研究经过 i次硫酸铵分级沉淀、4次层析和 1次制备电泳才获 

得均一的酶 ，费时费力。 

以往报道的小麦UROS纯化中缓冲液加EDTA—Na。，本研究发现小麦的UROS可被 

5 mmol／L的镁离子激活，故在提取缓冲液中省去EDTA—Na。。镁离子是催化合成胆色素 

原的酶 5一氨基酮戊酸脱水酶的激活剂，而胆色素原脱氨酶被二价金属离子抑制，但该浓 

度的镁离子对其抑制率仅 10 ，这对于联合酶活法测定 URnS有利。 

在人血红细胞 “、大豆和小麦中发现胆色素原脱氨酶和尿卟啉原 Ⅱ合酶结合在一 

起，用加热法可除去尿卟啉原 _合酶 据此将纯化的小麦胆色素原脱氨酶偶联在有 8个碳 

原子的活化琼脂糖介质，但未发现它对 UROS有专一性亲和作用。要获得大量的uROs， 

需要高教率表达的转基因工程菌和高效层析系统。 
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Isolation and purification of ur0p0rphyrin0gen Ⅲ 

synthase from wheat leaf 

FAN Jan 。 ．GUO Ai—guang’ 

(1 l~partment ‘Basic Science，Ⅳ0 ^t 帅 Agrirutt~ at Un~verdty Yangling，S 瑚̂  712100⋯Chi ) 

(2 Anhui Agricuhural UniverMty， }， 23006]，China) 

Abstract：Uroporphyrinogen II synthase (UROS) is isolated and purified from 

wheat 1eaves by 40 -- 70 amm onium sulphate fractionation and followed bv chro— 

matography DEAE Sepharose CL一6B，Sephadex G一100，hydroxylatite，Phenyl Sepharose 

CL一4B and finally by electrophoresis、The purified enzym e has a specific activity of 257 

~mol／(mg·min)protein at pH of 8．5．It shows homogeneity and has a subunit Mr of 

54 ku by SDS—PAGE．The whole enzyme has about a relative M r of 66 ku by Sephadex 

G一100 and thus appears to be monomeric．Its pI is about 6．3．It was maximally active at 

a temperature of 40℃ and activated by 2-mercaptothanol and M g ．The purified enzyme 

after concentrated is stored with a IOSS of 90 activity for a week at-- 20℃ in the dark 

in 0．1mol／LTris—HCI buffer(pH 8．5)，including 50 of glycerol，5mmol／L 2-mercap— 

toethanol and M gC12． 

Key words：uroporphyrin。gen III synthase(UROS)；purification；wheat 
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