
第 29卷　第 1期 西北农林科技大学学报 (自然科学版 )V ol. 29 N o. 1
2001年 2月 Jour. of N orthw est Sci2Tech U niv. of A gri. and For. (N at. Sci. Ed. ) Feb. 2001

谷氨酸脱羧酶亲和层析介质制备
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　　[摘　要 ]　将 Sepharose 4B 用环氧氯丙烷活化,接丁二胺臂,再用环氧氯丙烷活化,与谷氨酸的N 22氨基偶

联。在N ,N 2二环己碳化二亚胺催化下,以接臂的胶与谷氨酸的C25和C21羧基基团偶联。结果表明,谷氨酸N 22氨

基偶联和C21羧基偶联的亲和介质对小麦谷氨酸脱羧酶有部分亲和作用,洗脱下的酶活低,而谷氨酸 C25羧基基

团偶联的层析介质对小麦谷氨酸脱羧酶有完全亲和作用,洗脱的酶活高。谷氨酸能从亲和材料上洗脱掉脱羧酶,但

它抑制酶活,而同等浓度的 42氨基丁酸和谷氨酰胺梯度洗脱没有作用。
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　　42氨基丁酸 (42Am inobutric acid, BA )与植物逆

境代谢、种子活力和细胞发育有关[1 ] ,它由谷氨酸脱

羧酶 (Glutam ate decarboxylase, GAD )催化 L 2谷氨
酸脱羧产生。GAD 的活力可作为禾本科作物种子活

力和幼苗长势的指标, 它的辅酶是磷酸吡哆醛

(Pyridoxal 5′phosphate, PL P)。目前,根据酶的辅酶、

底物和酶中的结构域设计了赖氨酸、谷氨酸和钙调

蛋白亲和层析配体[2～ 4 ],其中L 2谷氨酸亲和层析效
率高,制备简单,它可一步纯化马铃薯 GAD [3 ] ,但得

率较低。植物体内存在GAD 同工酶,对其性质和作

用尚不清楚,而纯化它们需要高效亲和层析,为此,

笔者分别将谷氨酸的N 22 氨基、C21 羧基和 C25 羧

基 3个基团偶联在琼脂糖凝胶柱上,初步分析不同

偶联基团的谷氨酸对 GAD 的亲和性, 以期为小麦

GAD 同工酶的纯化及其性质和功能奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　材料、试剂和仪器

　　小麦幼苗由安徽农业大学马传喜教授惠赠。

Sepharose 4B (Pham acia) , 丁二胺 (M erck ) , PL P、L 2
谷氨酸单钠盐、N ,N 2二环己碳化二亚胺 (Sigm a) ,苯

甲基磺酰氟、L 2谷氨酸、BA、T ris (华美) , 其他试剂

为国产分析纯产品。层析柜 ( Pham acia) , 离心机

(H itach i) ,紫外可见分光光度计 (Beckm an) ,凝胶成

像系统 (Kodak)。

1. 2　缓冲液

缓冲液 A : 0. 1 molöL 的磷酸盐缓冲液,

pH 5. 8,内含 5 mmolöL 的 PL P。缓冲液B: 0. 1 molö

L 的磷酸盐缓冲液, pH 5. 8, 内含5 mmolöL的 PL P

和 2 mmolöL 的苯甲基磺酰氟。缓冲液C:缓冲液A

中内含 0. 5 molöL 的N aC l。

1. 3　方　法

1. 3. 1　Sepharose 4B 的活化　方法参见文献 [ 5 ],

有改进。取约 40 mL 的 Sepharose 4B 湿胶,蒸馏水

充分浸泡后,水洗抽干,加入 150 mL 0. 5 molöL 的

N aOH 和 30 mL 的环氧氯丙烷, 60 ℃水浴搅拌反应

50 m in 后抽滤, 蒸馏水洗 4 次, 抽干后溶于一定体

积的质量分数 1%丁二胺溶液中, 45 ℃水浴搅拌反

应 3 h,抽滤水洗几次,抽干,备用。从中取 10 mL 溶

于一定体积的环氧氯丙烷, 45 ℃水浴搅拌反应3 h,

抽滤水洗,备用。

1. 3. 2　L 2谷氨酸铜盐的制备　称取 0. 5 g 的L 2谷
氨酸,溶于 50 mL 蒸馏水中,缓慢加入适量的固体

碱式碳酸铜, 45 ℃水浴反应 5 h 后用新华 1号滤纸

热过滤,滤液冷却备用。

1. 3. 3　Glu2Sepharose 4B 的制备　方法参见文献

[ 5 ],有改进。谷氨酸的N 22氨基偶联: 将 50 mL 含

0. 5 g的L 2谷氨酸溶液加入上述 10 mL 环氧氯丙烷

再活化的胶中, 45 ℃水浴搅拌反应 6 h,抽干,蒸馏

水洗几次, 抽干后溶于一定体积的蒸馏水中, 装柱

( 1. 0 cm×6 cm ) , 以缓冲液A 平衡 3 个层析柱体

积,备用。谷氨酸C25和C21羧基偶联:将接臂的胶

分为 2 组, A 组加入 50 mL 质量分数为 1%的谷氨
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酸C25单钠盐,B 组加入 50 mL 上述谷氨酸铜盐,同

时加入等量 20 mL 1. 3 molöL 的N , N 2二环己碳化
二亚胺,调pH 约 6. 0,室温反应 1 d,蒸馏水洗几次,

抽干,装柱 (1. 0 cm×6 cm ) ,A 组用缓冲液A 平衡 3

个层析柱体积, B 组用 0. 1 molöL 的 ED TA 2N a2 洗

脱 3个层析柱体积,用蒸馏水洗脱 3个层析柱体积,

再用缓冲液A 洗脱 3个层析柱体积,备用。

1. 3. 4　小麦 GAD 的分离和亲和纯化　分离按文

献 [ 6 ]的方法,略有改进。除非说明,所有操作均在

4 ℃下进行。称取 200 g小麦幼苗,加入 400 mL 的

缓冲液B ,匀浆, 12 000× g离心 10 m in,弃沉淀,上

清液加入固体硫酸铵至 30%饱和度, 离心弃沉淀,

上清液加入固体硫酸铵至 55%饱和度, 离心弃上

清,沉淀用一定体积的缓冲液B 溶解,离心弃沉淀,

上清液在缓冲液B 中透析,加入等体积- 20℃预冷

的丙酮, 6 000× g离心 10 m in,弃沉淀,上清液以少

量缓冲液A 溶解,透析,分别上 3种亲和柱,先以缓

冲液A 洗脱两个层析柱体积,再以缓冲液A 和C 梯

度 洗 脱, 测 定 GAD 酶 活。 此 外, 分 别 以

0～ 100 mmolöL的 42氨基丁酸和谷氨酰胺对 GAD

洗脱,测定 GAD 酶活。

1. 3. 5　GAD 的酶活测定　方法参见文献 [ 2 ]。取

0. 2 mL 质量分数为 1%的L 2谷氨酸缓冲液A , 加

0. 1 mL 待测酶液, 37℃保温 30 m in, 将反应管加

0. 2 mL的 2 molöL pH 10的硼酸缓冲液,离心,上清

液加 0. 03 mL 重蒸苯酚和 0. 4 mL 质量分数为 10%

次氯酸钠, 震荡, 沸水浴加热 10 m in 后立即冰浴 5

m in,待溶液出现蓝绿色化合物后,加入2 mL的体积

分数为 65%的乙醇, 645 nm 比色, 以已知浓度的

BA 作对照, 测定每小时生成 42氨基丁酸的 Λmol

数。

1. 3. 6　蛋白质含量测定　采用B radfo rd 法, 以牛

血清白蛋白作对照。

2　结果与分析

用 3种谷氨酸不同基团偶联的亲和层析洗脱表

明, N 22 氨基偶联和C21 偶联的亲和材料对小麦谷

氨酸脱羧酶有部分亲和作用,梯度洗脱前后有 2 个

蛋白峰, 2 个 GAD 酶活峰,且洗脱的 GAD 酶活低,

最高酶比活分别约为 10和 16 Λmolöm g·m in,而C2
5 偶联的亲和柱梯度洗脱前后有 2 个蛋白峰,只有

在梯度洗脱后才显示 1个GAD 酶活峰 (图 1) , GAD

比活性约为 26 Λmolöm g·m in 蛋白, 低于文献 [ 2 ]

报道的小麦纯 GAD 的酶活。

图 1　小麦 GAD 在 Glu Sepharose 4B 层析

F ig. 1　The p rofile of GAD from w heat

on Glu Sepharose 4B colum n

图 2　小麦 GAD 的 SD S2PA GE 图谱

F ig. 2　The pattern of GAD from w heat on SD S2PA GE

　

　　小麦C21偶联的 GAD 亲和层析纯化中酶活峰

仅有 1个,表明其对 GAD 完全亲和,但也说明其不

能分离 GAD 的同工酶。这和文献[ 3 ]的结果一致。

SD S2PA GE 结果显示 (图 2) , 经亲和纯化的

GAD 除 1条主带外,还有几条杂带,可能含有 GAD

同工酶带或与L 2谷氨酸反应有关的酶及其他酶带。

以N aC l洗脱亲和柱获得一个酶活峰,而用 0～

100 mmolöL 的谷氨酸洗脱虽然专一性更好,但洗脱

下的酶比活仅有 12 Λmolöm g·m in 蛋白,这可能是

底物抑制的结果,而 0～ 100 mmolöL 梯度的催化产
物 42氨基丁酸或底物类似物谷氨酰胺不能从亲和
柱上将 GAD 洗脱下来,推测是 GAD 催化反应不可
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逆的结果。

3　讨　论

亲和层纯化的小麦GAD 在 SD S2PA GE 中存在

几条杂蛋白带,推测原因一可能是前期处理差异,马

铃薯 GAD 在亲和纯化前分离用加热法除杂蛋白,

穆小民等[6 ]认为加热会使酶活大大降低,因此采用

丙酮沉淀法。但此法不能除去对亲和吸附剂有吸附

的某些催化L 2谷氨酸反应的酶。二是存在 GAD 同

工酶, 大麦的胚和根分别有分子质量为 260 ku 和

310 ku 的 GAD [8 ] ,南瓜种子 GAD 纯化中经羟基磷

灰石层析有 3 个酶活峰[9 ] ,矮牵牛发芽的种子中分

别有 48, 58和 66 ku 的多肽与 GAD 抗体发生免疫

反应[10 ]。从拟南芥获得了 2 个 GAD 的 cDNA 克

隆[11 ]。三是亲和层析的非特异性吸附。虽然如此, C2
5 偶联的谷氨酸亲和层析对小麦 GAD 的专一性大

大高于赖氨酸配基。通过羟基磷灰石层析分离小麦

GAD 的同工酶,有望用此亲和层析将 GAD 纯化至

均一,为研究不同 GAD 的性质,在植物生长发育和

逆境中的作用打下基础。

植物中谷氨酸作为氨基酸代谢的核心,除了氨

基转移外,它的C21羧基可以脱羧,还能还原后经一

系列反应生成脯氨酸,在叶绿体内其C25 羧基还原

后经一系列反应分别生成血红素和叶绿素[12 ]。作者

制备的这些谷氨酸亲和层析也有可能用于催化这些

起始反应酶类的高效亲和纯化。
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A ffin ity ch rom atography m aterials fo r glutam ate decarboxylase

FAN Jun ,L I Pe i- j in ,L I Chen , J IYao-q in ,L U Cui-zhen
(B iotechnology Centre, A nhui A g ricu ltural U niversity , H ef ei, A nhui 230036, China)

Abstract: Sepharose gels w ere activated w ith ep ich lo rohydrin, spaced w ith putrescine and reactivated w ith

ep ich lo rohydrin. T hey w ere coup led w ith Α2am ino group of L 2glutam ate. Spaced gels w ere coup led w ith Α2
carboxylic and ∆2 carboxylic group of L 2glutam ate by the aid of N , N 2dicyclohex lcarbodiim ide respectively. T he

glutam ate decarboxylase from w heat w as comp letely abso rbed by Glu Sepharose w ith coup led ∆2carboxylic

group, partly abso rbed by o ther affin ity gels. Glutam ate could elute the enzym e but inh ibit the enzym e activity.

Glutam ine and 42am inobytrate could no t elute the enzym e at the sam e concen tration.

Key words: glu sepharose; glutam ate decarboxylase; affin ity ch rom atography; w heat
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