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摘　要　利用凝胶电泳技术分析芥菜叶片组织蛋白酶活性 , 结果显示 :采后芥菜叶片中含有 4个较强的蛋白酶活

性条带 (A、B、C、D) ,其中蛋白酶 D的活性最强 ,A、C次之 ,B的活性在贮藏 2～6 d的叶片中才能观测到。蛋白酶 D

的活性占总蛋白降解活性的 50 %以上 ,其最适反应温度为 50～60 ℃,在 p H 6～10的条件下均有很强的活性。

关键词　芥菜叶片 ; 衰老 ; 蛋白酶 ; 凝胶电泳

中图分类号　S 60913　　　　文章编号　1007 4333 (2005) 05 0049 03　　　　文献标识码　A

Characterizations of protea se s in harve sted mustard leave s
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Abstract　By improved SDS2gelatin2PAGE ass ay , 4 proteas e bands (A , B , C , D) in the mustard leaves were identi2
fied. Activity of the proteas e D in the leaves was the highest , activities of the proteas e A and C were modest , activi2
ties of the proteas e B was weak and only obs erved in the 2 - 6 d during storage . The proteas e D was the major pro2
teas e in the leaves and its activity attributed to more than 50 % the total proteolytic activity in the leaves . The optimal

temp erature was in the range of 50 - 60 ℃, and with optimal pH 6 - 10 for the proteas e D activity.
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　　叶菜采收后容易衰老 ,其衰老阶段的主要特征

之一是叶片蛋白质含量下降[1 ]。叶片中蛋白质的

快速降解会导致叶菜类产品品质的迅速下降[2 ]。

各个发育阶段植物组织中蛋白质合成与降解的代谢

循环持续进行 ,但不同发育阶段 ,特别是植物衰老阶

段 ,同一组织内所含有的蛋白酶种类及其活性会发

生显著变化[3- 4 ]。

蛋白酶在植物的生长发育和衰老等生理过程中

起着重要的调控作用 ,但目前对其在叶片中的确切

作用机理尚缺乏了解 ,叶片衰老过程中蛋白酶活性

的变化随植物种类的不同而有所不同[3 ]。本试验

以芥菜 ( B rassica j uncea Coss. )为试材 ,利用近年来

发展起来的蛋白酶活性凝胶分析方法 ,对与芥菜叶

片衰老相关的蛋白酶的特性进行了研究 ,拟为进一

步确定蛋白酶在叶片衰老过程中的作用方式提供理

论依据。

1　材料与方法

111　材料与处理

在最佳采收期采收芥菜 ,用地膜包装保湿运至

实验室 ,挑选无机械伤、无病虫害、均一形状的作为

试验材料。将挑选出的荠菜置于 12 L 经消毒的塑

料筐中 ,筐外加聚乙烯塑料膜密封袋包装 ,密封袋与

塑料筐之间放置 1块在 1 mol/ L 氢氧化钾溶液中浸

泡过的海绵 ,用于吸收 CO2。将试验材料置于 20

℃、相对湿度 85 %～95 %的恒温暗室中进行观测 ,

每隔 48 h 取样 1 次。叶片除去大叶脉后切成细丝

混匀 , - 20 ℃保存备用。

112　蛋白酶提取与电泳分析

将 3 g叶片与 2 mL 蛋白提取缓冲液 (50 mmol

Tris - HCl ,p H 715)放入预冷处理过的研钵中研磨 ,

匀浆后 12 000 g、4 ℃离心 10 min ,收集上清液 , - 20
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℃保存备用。

采用姜微波[5 ]改进的凝胶电泳蛋白酶活性分

析技术 ,将含有 15μg蛋白的提取样品液与 15μL 样

品缓冲液 (100 mmol Tris - HCl、p H 618、20 %甘油、

2 %SDS、0101 %溴酚蓝)混合 ,在 38 ℃水浴下温浴

10 min (样品预处理温度试验 (图 2)除外) ,然后对其

进行电泳分析。电泳浓缩胶质量浓度为 4 g/ (100

mL) ,分离胶质量浓度为 10 g/ ( 100 mL ) 并含有

012 %明胶 (蛋白酶分析底物) 。4 ℃下完成电泳后 ,

将分离胶置于复性缓冲液 (2 % Triton X- 100 , 50

mmol Tris - HCl , p H 715)中复性 15 min ,每隔 5 min

更换复性缓冲液 1次 ;再将分离胶置于 50 mmol Tirs

- HCl (p H715 , 酶反应缓冲液)中 ,37 ℃温浴下反应

6 h ;之后 ,将分离胶浸入氨基黑染色液 (011 %氨基

黑、10 %冰乙酸、30 %甲醇)中染色 2 h ; 最后用 15 %

甲醇与 5 %乙酸溶液对分离胶进行脱色处理。

113　蛋白酶特性分析

按姜微波[5 ]改进的方法 ,将分离胶“复性”浸洗

处理后纵向切成同等宽度的凝胶条 ,再分别将凝胶

条置于不同温度酶反应缓冲液、含有蛋白酶活性抑

制剂苯甲基磺酰氟化物 ( PSMF ,2 mmol)的酶反应

缓冲液、含有 2 mmol ED TA的酶反应缓冲液、不同

p H缓冲液 (p H3～6 , 为 012 mol 的柠檬酸缓冲液 ;

p H 7～12 , 为 012 mol Tris - HCl缓冲液)中 ,分析预

处理温度对蛋白酶活性的影响、蛋白酶活性的最适

温度、p H和抑制剂的作用效果。

114　蛋白质含量测定

按Bradford[6 ]的方法 ,以牛血清蛋白 (BSA)为

标准蛋白。

2　结果与讨论

211　芥菜叶片中蛋白酶活性的变化

采用凝胶电泳分析技术由芥菜叶片中检测出

A、B、C、D (电泳迁移速率由慢到快)等 4 个蛋白酶

活性条带 (图 1) , 其中蛋白酶 D 的活性最强 ,A、C

次之 ,B的活性在贮藏 2～6 d的叶片中才能观测到。

凝胶电泳密度分析软件 ( Scion Image 4102) 计

算结果显示 , 蛋白酶 D 的活性占总蛋白酶活性的

50 %以上 ,是芥菜叶片中的主导蛋白酶。

212　芥菜叶片中蛋白酶特性分析

将贮存 6 d的荠菜叶片提取样品与电泳样品缓

冲液混合 ,在不同温度下加热处理 10 min后进行电

泳分离并检测蛋白酶活性 ,结果见图 2。可以看出 :

芥菜叶片中的 4种蛋白酶在 20～40 ℃预处理温度

范围内均呈现很高的活性 ; 而经 45 ℃处理后蛋白

酶B完全失去活性 , C的活性也明显受到抑制 , A

的活性在 45～55 ℃时随温度升高而逐渐降低 ,60

℃时完全失去活性 , D的活性在 45～60 ℃范围内

随温度升高而逐渐降低 ,70 ℃时完全失去活性。

图 1　芥菜叶片蛋白酶活性变化分析

Fig. 1　Assay of protease activities in mustard leaves

图 2　电泳样品预处理温度对芥菜叶片蛋白酶活性的影响
Fig. 2　Effect of sample pretreating2temperature on the

protease activities in mustard leaves

用于样品预处理的电泳缓冲液中含有较高浓度

的蛋白变性剂 SDS ,处理温度越高 ,蛋白解聚作用越

强 ,电泳分离效果越好。分析蛋白酶对预处理的耐

受温度是进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析蛋白

酶活性的基础。

将贮存 6 d的荠菜叶片提取样品与电泳样品缓

冲液混合 ,在 40 ℃条件下处理 10 min后进行电泳

分离 ,分析蛋白酶的反应温度范围。结果显示 ,芥菜

叶片中的 4种蛋白酶在 50～60 ℃范围内活性最强 ,

80 ℃时仍能观测到微弱的活性 (图 3) 。

芥菜叶片蛋白酶的最适 p H分析结果 (图 4)表

明 :蛋白酶 A在 p H 6～10的条件下有较强的活性 ,

B和 C在 p H 5～7时有一定的活性 , D的适应范围

较广 ,在 p H 6～10的条件下均有很强的活性 ,而在
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图 3　芥菜叶片蛋白酶的最适反应温度
Fig. 3　Assay of the optimal temperature for the

protease activity in mustard leaves

p H 11～12时依然能检测到活性。

利用蛋白酶抑制剂对蛋白酶活性测定结果进行

分析 ,结果显示 ,丝氨酸蛋白酶专一性活性抑制剂

PMSF对芥菜所含蛋白酶活性均无影响 (图 5) ,表

明这些蛋白酶不属于丝氨酸蛋白酶类 ;而蛋白酶 B、

C的活性明显受金属蛋白酶抑制剂 ED TA 的抑制 ,

表明这 2种蛋白酶可能属于金属蛋白酶类。

对蛋白酶类型的鉴定是了解蛋白酶作用机理的

一个重要方面。根据蛋白酶活性中心的催化机制 ,

蛋白酶分为丝氨酸蛋白酶、巯基蛋白酶、天门冬氨酸

蛋白酶和金属蛋白酶等类型。目前在多种植物组织

图 4　芥菜叶片蛋白酶的最适 p H

Fig. 4　Assay of the optimal p H for the proteases activities in mustard leaves

图 5　PMSF和 EDTA对芥菜叶片蛋白酶活性的影响
Fig. 5　Effects of PMSF and EDTA on protease

activities in mustard leaves

中发现的蛋白酶都属于丝氨酸蛋白酶[7- 8 ] ,很多研

究表明 ,丝氨酸蛋白酶在植物衰老过程中起着重要

作用[3 ] ;而本试验中未能观测到 PMSF对芥菜叶片

蛋白酶活性的影响 ,说明芥菜叶片中的主要蛋白酶

类型不同于其他植物叶片中存在的蛋白酶。

本文中报道的芥菜叶片蛋白酶活性变化与特性

的分析结果 ,将有助于更加深入研究不同种类蛋白

酶在叶片采后衰老中的作用 ,并为分离纯化蛋白酶

奠定基础。
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