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摇 摇 摘要院为探讨 晕鄄糖基化对植酸酶 责澡赠渊匝云冤酶学性质的影响袁将植酸酶基因 责澡赠渊匝云冤在毕赤酵母中进行了表达袁利
用脱糖基化酶 耘灶凿燥 匀枣去除重组植酸酶 责澡赠渊匝云冤的糖链袁对去除糖链前后的植酸酶 责澡赠渊匝云冤进行了纯化和酶学性质研

究与比较遥 结果表明袁糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云 冤分子量约为 缘猿 噪阅葬袁酶活为 猿 圆园员 哉 辕 皂早袁运皂 越 猿怨圆 滋皂燥造 辕 蕴袁灾皂葬曾 越
猿 圆远苑 哉 辕 皂早曰糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤最适 责匀 值为 源援 缘袁最适反应温度为 缘缘 益袁与去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的最

适 责匀 值无明显区别袁比去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤最适温度提高了 缘 益袁栽皂值提高约 圆 益遥 经 苑园 益孵育 员园 皂蚤灶 后袁
去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤完全失活袁而糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤仍残留 员猿豫的活性袁说明 晕鄄糖基化作为一种重要

的翻译后修饰袁对植酸酶 责澡赠渊匝云冤的稳定性有促进作用遥
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摇 摇 植酸酶渊酝赠燥蚤灶燥泽蚤贼燥造 澡藻曾葬噪蚤泽责澡燥泽责澡葬贼藻 责澡燥泽责澡燥鄄
澡赠凿则燥贼葬泽藻冤能将植酸及其盐降解为肌醇和磷酸渊或磷

酸盐冤袁其作为饲料添加剂既可帮助单胃动物降解

植酸袁又可以减少由植酸引起的副作用袁这已得到了

广泛的应用咱员 原 远暂 遥
真核蛋白表达翻译后加工修饰对蛋白结构功能

具有重要的作用袁当蛋白质含有一致性序列 粤泽灶鄄载鄄
杂藻则 辕 栽澡则渊晕鄄载鄄杂 辕 栽冤渊载 代表任何氨基酸冤时袁毕赤酵
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母能对天冬氨酰残基上的酰胺氮进行糖基化袁产生

晕鄄糖基化遥 毕赤酵母表达植酸酶翻译后修饰主要是

晕鄄糖基化修饰袁而且糖基化对植酸酶的热稳定性有

促进作用咱苑 原 怨暂 曰但也有文献报道咱员园暂 袁有些糖基化反

而会降低植酸酶的热稳定性遥
山西大学生物技术研究所姚明泽前期获得了一

个植酸酶基因 责澡赠渊匝云冤袁由该基因编码的氨基酸序

列上有 猿 个潜在的 晕鄄糖基化位点遥 为了探讨糖基

化对该植酸酶性质的影响袁本研究首先将该基因在

毕赤酵母中进行了表达袁在获得了糖基化的植酸酶

责澡赠渊匝云冤后袁利用脱糖基化酶 耘灶凿燥 匀枣 去除植酸酶

责澡赠渊匝云冤的糖链袁对去除糖基化前后的植酸酶 责澡赠
渊匝云冤进行了纯化和酶学性质研究与比较袁旨在探讨

晕鄄糖基化对植酸酶 责澡赠渊匝云冤酶学性质的影响袁为植

酸酶的定向改造提供理论依据遥
员摇 材料和方法

员援 员摇 试验材料

员援 员援 员 摇 菌株和质粒 摇 大肠杆菌 渊耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤
阅匀缘琢冤尧毕赤酵母渊孕蚤糟澡蚤葬 责葬泽贼燥则蚤泽 郧杂员员缘冤尧酵母工程

菌 责澡赠渊匝云冤均由山西大学生物技术研究所梁爱华教

授课题组保存遥
员援 员援 圆摇 试剂摇 再晕月尧再孕阅 购于 杂燥造葬遭蚤燥 公司曰植酸钠

孕员园怨园 购于 杂蚤早皂葬 公司曰其余试剂均购于上海生工

公司遥 再孕阅尧月酝郧再尧月酝酝再 等培养基均按照 陨灶增蚤贼则燥鄄
早藻灶 公司提供的毕赤酵母操作手册进行配制遥 月则葬凿鄄
枣燥则凿 蛋白定量测定试剂盒购于 云藻则皂藻灶贼葬泽 公司遥
员援 圆摇 试验方法

员援 圆援 员摇 重组植酸酶 责澡赠渊匝云冤的表达纯化及去糖基

化摇 毕赤酵母的培养及诱导按照 陨灶增蚤贼则燥早藻灶 公司酵

母表达操作流程说明书进行遥 诱导培养液经 愿园豫
硫酸铵沉淀尧阳离子交换层析渊杂孕 杂藻责澡葬则燥泽藻 栽酝 云葬泽贼
云造燥憎冤及分子筛凝胶层析渊匀蚤责则藻责 圆远 辕 员园冤进一步纯

化遥 植酸酶去糖基化处理采用 晕藻憎 耘灶早造葬灶凿 月蚤燥造葬遭泽
公司的脱糖基化酶 耘灶凿燥 匀枣遥 利用 杂阅杂鄄孕粤郧耘 分析

去糖基化前后的植酸酶 责澡赠渊匝云冤遥
员援 圆援 圆摇 植酸酶活力测定摇 植酸酶活性测定采用钼

蓝法遥 在 猿苑 益下每分钟释放 员 滋皂燥造 辕 蕴 无机磷所需

的酶含量咱员员 原 员圆暂为一个酶活力单位遥
员援 圆援 猿摇 去糖基化前后植酸酶 责澡赠渊匝云冤的性质比较

摇 最适酶促反应 责匀 值院酶分别在 责匀 值为 员援 园 耀 猿援 缘
的 圆缘园 皂皂燥造 辕 蕴 郧造赠糟蚤灶藻鄄匀悦造曰责匀 值为 源援 园 耀 远援 园 的

圆缘园 皂皂燥造 辕 蕴 晕葬粤糟鄄匀粤糟曰责匀 值为 远援 缘 耀 苑援 园 的 圆缘园
皂皂燥造 辕 蕴 栽则蚤泽鄄匀悦造 缓冲液中 猿苑 益保温 员 澡 后袁在标准

条件下测定酶活力袁确定酶的最适 责匀 值遥

最适温度院在最适 责匀 值条件下袁分别在 猿园 耀
苑园 益的条件下反应 员缘 皂蚤灶袁测定相对酶活力袁确定

酶促反应的最适温度遥
耐热性和热稳定性院将蛋白样品分别在 源园 耀

苑缘 益的恒温水浴中处理 员园 皂蚤灶 后袁冰浴 猿园 皂蚤灶袁在
标准条件下测定残余酶活力袁确定酶的耐热范围曰在
远缘 益的恒温水浴中分别处理 圆袁源袁远袁愿袁员园 皂蚤灶 后袁冰
浴 猿园 皂蚤灶袁在标准条件下测定残余酶活力袁比较酶的

热稳定性遥
动力学常数 运皂和 灾皂葬曾院在最适条件下袁让酶促

反应分别在 员 耀 员缘 皂蚤灶 的时间段进行袁测定酶活力曰
利用 蕴蚤灶藻 憎藻葬增藻则鄄月怎则噪 曲线测定蛋白样品的动力学

常数 运皂和 灾皂葬曾
咱员圆暂 遥

溶解温度渊 栽皂 冤 的测定院蛋白样品浓度为 圆 伊
员园 原苑 皂燥造 辕 蕴遥 以 圆愿园 灶皂 为荧光激发波长袁发射波长

扫描范围为 猿园园 耀 源缘园 灶皂遥 温度范围为 员园 耀 怨缘 益袁
狭缝 为 缘 灶皂遥 溶 解 温 度 渊 栽皂 冤 由 公 式 再 越
赠晕 垣 赠阅 伊 藻曾责渊驻匀皂

砸栽 伊 栽 原 栽皂

栽皂
冤

员 垣 藻曾责渊驻匀皂

砸栽 伊 栽 原 栽皂

栽皂
冤

计算得出咱员猿 原 员源暂 遥

圆二色谱院圆二色渊悦蚤则糟怎造葬则 凿蚤糟澡则燥蚤泽皂袁悦阅冤光谱

是研究稀溶液中蛋白质构象的一种简单尧快速尧较准

确的方法遥 本研究使用的蛋白样品浓度为 圆 伊 员园 原缘

皂燥造 辕 蕴遥 扫描范围为 圆园园 耀 圆缘园 灶皂遥 比色杯选用

员 糟皂光程的石英比色杯袁电压低于 远园园 灾袁扫描速度

为 圆园 灶皂 辕 皂蚤灶袁响应时间为 员 泽遥 同一样品扫描 猿 次袁
取平均值袁悦阅 图像由 韵则蚤早蚤灶 愿援 园 完成遥
圆摇 结果与分析

圆援 员摇 重组植酸酶的表达纯化及去糖基化

杂阅杂鄄孕粤郧耘 结果渊图 员冤表明袁植酸酶 责澡赠渊匝云冤在
毕赤酵母 郧杂员员缘 中成功表达袁纯化后蛋白纯度达到

怨园豫以上曰植酸酶 责澡赠渊匝云冤的相对分子量约为 缘猿
噪阅葬渊图 员鄄粤 的泳道 圆冤袁责澡赠渊匝云冤上存在 猿 个 晕鄄糖基

化位点袁表达的蛋白分子量由于糖基化程度不同而

存在差异袁呈现多条带型遥 植酸酶 责澡赠渊匝云冤的含糖

量约为 员圆援 愿豫而经脱糖基化酶 耘灶凿燥 匀枣处理去除糖

链后袁责澡赠渊匝云冤的分子量为 源苑 噪阅葬袁并且为一条带

渊图 员鄄粤 的泳道 猿冤袁表明糖链去除完全遥
圆援 圆摇 酶学性质的分析与比较

圆援 圆援 员 摇 最适 责匀 值和最适温度的确定摇 分别对糖

基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶 责澡赠
渊匝云冤的最适 责匀 值和最适温度进行了测定与比较袁结
果表明袁二者的最适 责匀 值都为 源援 缘渊图 圆鄄粤冤遥 去糖



员 期 王摇 茜等院 晕鄄糖基化对植酸酶 责澡赠 渊匝云冤 酶学性质的影响 员苑怨摇摇

基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的最适温度为 缘园 益袁而糖基

化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的最适温度提高了 缘 益渊图 圆鄄
月冤遥

粤援 植酸酶 责澡赠渊匝云冤去糖基化前后的 杂阅杂鄄孕粤郧耘 图曰泳道 员援 低分子量标准蛋白曰泳道 圆援 纯化后的植酸酶 责澡赠渊匝云冤曰泳道 猿援 去糖基化后的植酸酶
责澡赠渊匝云冤曰月援 糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤经凝胶柱纯化的洗脱图曰悦援 去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤经凝胶柱纯化的洗脱图遥
粤援 杂阅杂鄄孕粤郧耘 燥枣 责怎则蚤枣蚤藻凿 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤曰蕴葬灶藻 员援 孕则燥贼藻蚤灶 皂燥造藻糟怎造葬则 皂葬泽泽 泽贼葬灶凿葬则凿泽曰蕴葬灶藻 圆援 孕怎则蚤枣蚤藻凿 责澡赠渊匝云冤曰蕴葬灶藻 猿援
阅藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 遭赠 耘灶凿燥 匀枣 援 月援 郧藻造 枣蚤造贼则葬贼蚤燥灶 糟澡则燥皂葬贼燥早则葬责澡赠 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤曰悦援 郧藻造 枣蚤造贼则葬贼蚤燥灶 糟澡则燥皂葬贼燥早则葬责澡赠 燥枣 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤援

图 员摇 植酸酶 责澡赠渊匝云冤的表达纯化及去糖基化的 杂阅杂鄄孕粤郧耘 分析

云蚤早援 员摇 杂阅杂鄄孕粤郧耘 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 责怎则蚤枣蚤藻凿 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤

粤援 糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的最适 责匀 值曰
月援 糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的最适温度遥

粤援 韵责贼蚤皂葬造 责匀 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤曰月援 韵责贼蚤皂葬造
贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 援

图 圆摇 去糖基化前后植酸酶 责澡赠渊匝云冤的最适 责匀 值和最适温度

云蚤早援 圆摇 韵责贼蚤皂葬造 责匀 葬灶凿 韵责贼蚤皂葬造 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤

圆援 圆援 圆摇 糖基化对植酸酶温度稳定性的影响摇 将糖

基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶 责澡赠
渊匝云冤分别在 源园 耀 苑园 益温度下孵育 员园 皂蚤灶袁标准条

件下测定酶活袁结果表明袁糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤
在 缘缘 耀 远园 益 处理 员园 皂蚤灶 后袁残余活性达 源园豫以上曰

苑缘 益时袁糖基化的植酸酶 责澡赠 渊匝云冤的残余活性为

员猿豫袁而去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤几乎测不到活性

渊图 猿鄄粤冤遥 远缘 益处理不同时间袁糖基化的植酸酶 责澡赠
渊匝云冤处理 员园 皂蚤灶 后仍有 圆员豫 的残余活性袁而去糖基

化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的残余活性低于 源豫渊图 猿鄄月冤遥

粤援糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的耐热性曰月援糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的热稳定性遥
粤援 栽澡藻 贼澡藻则皂燥泽贼葬遭蚤造蚤贼赠 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤曰月援 栽澡藻 贼澡藻则皂葬造 贼燥造藻则葬灶糟藻 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤援

图 猿摇 温度对糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤和去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的影响

云蚤早援 猿摇 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 贼藻皂责藻则葬贼怎则藻 燥灶 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤
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摇 摇 以上结果说明袁与去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤
相比袁糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤有更好的热稳定性

及耐热性曰糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云 冤的溶解温度

渊栽皂 越 缘远 益冤比去糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤 渊栽皂 越
缘源 益冤提高了 圆 益遥
圆援 圆援 猿摇 动力学参数及酶活摇 利用 蕴蚤灶藻 憎藻葬增藻则鄄月怎则噪
曲线测定糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植

酸酶 责澡赠渊匝云冤的 运皂分别为 猿怨圆袁员远怨 滋皂燥造 辕 蕴袁灾皂葬曾分
别为 猿 圆远苑袁猿 猿苑远 哉 辕 皂早曰在最适条件下袁糖基化的植

酸酶 责澡赠渊匝云冤的比活为 猿 圆园员 哉 辕 皂早袁去糖基化的植

酸酶 责澡赠渊匝云冤的比活为 猿 圆缘苑 哉 辕 皂早遥
圆援 圆援 源摇 圆二色谱摇 为研究糖基化对酶构象的影响袁
对糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去糖基化的植酸酶

责澡赠渊匝云冤进行了 悦阅 光谱检测袁结果显示袁去除糖基

化后袁植酸酶 责澡赠渊匝云冤的二级结构发生了变化袁琢鄄螺
旋结构明显减少袁表明糖基化对于维持植酸酶 责澡赠
渊匝云冤的正确构象起到了重要的作用渊图 源冤遥

图 源摇 糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤与去

糖基化的植酸酶 责澡赠渊匝云冤的圆二色谱

云蚤早援 源摇 悦蚤则糟怎造葬则 凿蚤糟澡则燥蚤泽皂 泽责藻糟贼则燥泽糟燥责赠 燥枣 早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿
责澡赠渊匝云冤 葬灶凿 凿藻早造赠糟燥泽赠造葬贼藻凿 责澡赠渊匝云冤

猿摇 讨论

晕鄄糖基化是真核生物蛋白质最重要的翻译后修

饰之一袁植酸酶在毕赤酵母中表达经 晕鄄糖基化修

饰袁对植酸酶的热稳定性有促进作用咱员缘暂 遥 糖基化可

增加蛋白质对于各种变性条件渊如变性剂尧热等冤的
稳定性咱员远暂 袁防止蛋白质的相互聚集咱员苑暂 遥 同时袁蛋白

质表面的糖链还可覆盖蛋白质分子中的某些蛋白酶

降解位点袁从而增加蛋白质对于蛋白酶的抗性咱员愿暂 遥
不同的植酸酶糖基化程度不同袁如曲霉植酸酶 粤泽鄄
责藻则早蚤造造怎泽 灶蚤早藻则 晕砸砸蕴 猿员猿缘 含糖量为 猿缘援 猿豫 咱员怨暂 曰无花

果植酸酶约含有 圆苑援 猿豫糖基咱圆园暂 袁我们对植酸酶 责澡赠
渊匝云冤 的含糖量也进行了估算袁结果约为 员圆援 愿豫 遥

植酸酶 责澡赠渊匝云冤序列中含有 猿 个糖基化位点袁
分别位于 晕灾栽员猿怨鄄员源员尧晕灾杂圆园源鄄圆园远 和 晕宰栽猿员苑鄄猿员怨

上遥 通过 杂阅杂鄄孕粤郧耘 检测袁结果表明袁猿 个糖基化位

点都已被毕赤酵母正确识别袁形成糖蛋白遥 本研究

利用高碘酸希尔法咱圆员暂 检测糖蛋白袁结果表明袁图 员鄄
粤 的 圆 泳道中的 猿 条带均为糖蛋白遥 在去除糖链的

试验中袁对脱糖基化酶 耘灶凿燥 匀枣和植酸酶的比例进

行了优化袁通过优化可用最少量的脱糖基化酶使植

酸酶的糖链完全去除遥 当利用脱糖基化酶 耘灶凿燥 匀枣
去除糖链后袁植酸酶 责澡赠渊匝云冤的热稳定性下降袁可能

是由于糖基化使酶分子侧链构象更加稳定遥 因此袁
这 猿 个糖基化位点可使植酸酶 责澡赠渊匝云冤更稳定袁在
改善植酸酶 责澡赠渊匝云冤酶学性质方面起着重要的作用遥
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