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蛋白质沉淀剂对棉铃虫谷胱甘肽 !"转移酶的部分纯化
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摘要：通过用聚乙烯亚胺（J6.）、硫酸铵、聚乙二醇（J65）沉淀技术和 5/K1/D"@8#?>D )L 亲和柱对棉铃虫 -.)+"’/.01$ $0(+*.0$
（KMN:D#）幼虫中谷胱甘肽 /1转移酶进行了部分纯化研究。结果表明 J65+’’’’ 和 J65&’’’’ 的纯化效果优于硫酸铵的沉淀效

果。通过 J6. 沉淀去核酸后，再用硫酸铵沉淀，中肠和脂肪体 5/O 活性分布在 ,’P Q ,(P和 2’P Q 2(P沉淀段，比活力分别为

+’*+R)3 和 (32R)+ :7?%S（7$:·7;），纯化倍数分别为 &R(4 和 &R&。在 2 种 J65 中，J65+’’’’ 和 J65&’’’’ 的纯化效果较好。在中

肠和脂肪体中 J65+’’’’ 沉淀的 5/O 活性峰分别在 )’P Q )(P和 4’P Q )’P，5/O 比活力分别为 ,3(R++ 和 + ’*’R+* :7?%S（7$:·
7;），纯化倍数分别是 &R) 和 4R3,。J65&’’’’ 沉淀中肠和脂肪体 5/O 的活性峰分别在 &(P Q )’P和 &(P Q )(P，比活力分别

是 ,2,R(, 和 3)(R32 :7?%S（7$:·7;），纯化倍数分别是 &R*+ 和 4R’(。用 5/K1/D"@8#?>D )L 纯化中肠 5/O，5/O 比活力达到( ***R))
:7?%S（7$:·7;），纯化倍数达到 +’,R4*。
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自然界中的各种生物，为避免受到内源性或外

源性化学物质，尤其是有毒物质的损害，在进化过程

中形 成 了 一 系 列 的 代 谢 解 毒 酶 系 统（庞 战 军 等，

+33,）。谷胱甘肽 /1转移酶（;%A989@$?:D /19#8:><D#8>D>，
5/O）是其中最重要的酶系统之一。5/O 能使有害的

亲电物质与内源性的还原型谷胱甘肽（5/K

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

）结合。



亲电性底物包括内源性物质（如环氧化物、过氧化

物、氧化代谢产生的有活性的直链烯类）及外源性物

质（如杀虫剂、除草剂等）。在亲电物质与 !"# 结合

后把它们排出体外，保护体内的蛋白质和核酸等（唐

振华和毕强，$%%&）。

分离和纯化是进行蛋白质结构和功能研究的基

础。而分离参与抗性的蛋白（酶），明确其生物化学

特性及其与抗药性的关系，对于害虫抗药性治理具

有重要意义。许多研究者利用硫酸铵对 !"’ 进行

了初步的纯化。聚乙二醇（()!）是近年来用于蛋白

质非变性沉淀的主要物质之一，依据其聚合度有许

多型号，不同型号适用的蛋白质分子量不同。关于

()! 沉淀剂不同聚合度对昆虫 !"’ 沉淀的效果以

及与硫酸铵沉淀的比较还未见报道。本研究目的是

以棉铃虫 !"#$%&’"()* *(+$,"(*（#*+,-.）为对象比较研

究不同类型的沉淀剂对 !"’ 的非变性沉淀作用，为

该蛋白质的进一步纯化奠定基础。

! 材料与方法

!"! 供试昆虫

棉铃虫为室内饲养的品系，/001 年 2 月采自河

北邯郸，在不接触任何药剂的条件下用人工饲料饲

养。光 周 期 /13 4 56，温 度（$7 8 $）9，相 对 湿 度

27:。

!"# 化学试剂及药剂

/;氯;$，<;二硝基苯（=6>?）、还原型谷胱甘肽

（!"#）和聚乙烯亚胺（()@）为 "ABCD 公司产品；苯甲

基磺酰氟（(E"F）购自德国 E-.G 公司；二硫苏糖醇

（6’’）为美国 (.HC-BD 公司产品；!"#;"-IJD.HK- <?
为 (JD.CDLAD 公司产品；()!/%%%% 为 FMNGD 公司产

品；牛血清白蛋白（?"O）购自北京同正生物公司；

()!<%%、()!1%%% 和 ()!$%%%% 购自北京化学试剂公

司；()!$%%% 购自天津天泰精细化学品有限公司；

()!<%%% 购自北京华博源科技开发中心；其他药剂

均购自国内公司。试剂均为国产分析纯。

!"$ 酶液制备

取 1 龄老熟幼虫在冰浴上解剖出中肠和脂肪

体，中肠去除围食膜后用冰冷的 /P/7: Q=M 漂洗。

解剖的中肠和脂肪体，于 R 579冰箱中保存或立即

制备酶液。分别取中肠或脂肪体各 /%% 个用含 /
CCHMS3 乙二胺四乙酸二钠盐（)6’O）的 /$ C3 %P/
CHMS3 的磷酸缓冲液（I# 2P<）（缓冲液用前加 (E"F
和 6’’ 至 终 浓 度 为 / CCHMS3）匀 浆，然 后 在 <9，

/% %%% T B 离心 &% CA,，上清液用滤纸抽滤 $ 次。滤

液再 在 <9，/%7 %%% T B 离 心 0% CA,，上 清 液 于

R 579冰箱保存或直接用于测定。

!"% 硫酸铵沉淀

在中肠和脂肪体 !"’ 酶液中分别加入 /%: ()@
母液，其终浓度为 %P<:。用磁力搅拌器轻微搅拌

下，在冰上孵育 &% CA,，然后在 <9放置 /% CA,，<9，

/ /2% T B 离心 &% CA,，取部分上清液放入 R $%9用

于 !"’ 活性测定；在上清液中加入硫酸铵，使其饱

和度分别达到 $%:，在冰上孵育 &% CA,，用磁力搅拌

器轻微搅拌，然后在 <9放置 /% CA,，<9，/ /2% T B，
离心 &% CA,，用 I# 2P< 的磷酸缓冲液（含 / CCHMS3
)6’O）重悬浮沉淀，放入 R $%9用于 !"’ 活性测定；

上清液中继续加入硫酸铵，使其饱和度达到 <%:，

在冰上孵育 &% CA,，用磁力搅拌器轻微搅拌，然后在

<9放置 /% CA,，<9，/ /2% T B 离心 &% CA,，用 I#
2P< 的磷酸缓冲液（含 / CCHMS3 )6’O）重悬浮沉淀，

放入 R $%9用于 !"’ 活性测定；用同样的方法进行

不 同 沉 淀 段 的 分 析 直 到 硫 酸 铵 的 饱 和 度 达 到

/%%:。

根据上述方法分别得到棉铃虫中肠和脂肪体

!"’ %P<: ()@ 沉淀后的 $%: U $7:，$7: U &%:，

&%: U &7:，&7: U <%: 和 1%: U 17:，17: U
2%:，2%: U 27:，27: U 5%:硫酸铵沉淀。

!"& ’()%**、 ’()#***、’()%***、’()+***、

’()!**** 和 ’()#**** 沉淀 ),- 效果比较

在中肠和脂肪体 !"’ 酶液中分别加入 /%: ()@
母液，使其终浓度为 %P<:，在冰上孵育 $% CA,，用磁

力搅拌器轻微搅拌，然后在 <9 放置 /% CA,，<9，

< 12% T B 离心 /7 CA,，取少量的上清液放入 R $%9
用于 !"’ 活性测定；在上清液中加入 ()!，使其终

浓度分别为 7:，在冰上孵育 $% CA,，用磁力搅拌器

轻微搅拌，然后在 <9放置 /% CA,，<9，< 12% T B 离

心 /7 CA,，用 I# 2P< 的 磷 酸 缓 冲 液（含 / CCHMS3
)6’O）重悬浮沉淀，放入 R $%9用于 !"’ 活性测定；

上清液中继续加入 ()!，使其终浓度达到 /%:，在

冰上孵育 $% CA,，用磁力搅拌器轻微搅拌，然后在

<9放置 /% CA,，<9，< 12% T B 离心 /7 CA,，用 I#
2P< 的磷酸缓冲液（含 / CCHMS3 )6’O）重悬浮沉淀，

放入 R $%9用于 !"’ 活性测定；用同样的方法进行

不同沉淀段的分析直到 ()! 的浓度达到 $%:。

在 中 肠 和 脂 肪 体 !"’ 酶 液 中 分 别 加 入

()!/%%%% 和 ()!$%%%%，使其终浓度为 7:，放在冰

上孵育，用磁力搅拌器轻微搅拌 $% CA,，然后在 <9
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放置 !" #$%，&’，& ()" * + 离心 !, #$%，用磷酸缓冲

液 -. )/&（含 ! ##0123 4567）重 悬 浮 沉 淀，放 入

8 9"’用于 :;6 活性测定；在上清液中分别继续加

入 <4:!"""" 和 <4:9""""，使其终浓度达到 !"=，放

在冰上孵育，用磁力搅拌器轻微搅拌 9" #$%，然后在

&’放置 !" #$%，&’，& ()" * + 离心 !, #$%，用磷酸

缓冲液 -. )/&（含 ! ##0123 4567）重悬浮沉淀，放入

8 9"’用于 :;6 活性测定。用同样的方法进行不同

沉淀段的分析，直到 <4:!"""" 和 <4:9"""" 的浓度

达到 ,"=。

!"# $%&’()%* +,-、$%&’()%* +!-. 和 +$/0
$%&’(123% 45 分离纯化中肠 +$6

上 >" #3 样品于 ;?-@AB?C :9,，用 -. (/,、"/!
#0123 的磷酸缓冲液以 9 #32#$% 的速度洗脱。收集

第 ! 个 活 性 峰，用 冷 冻 干 燥 仪 浓 缩 后 上 ;?-@AB?C
:!," 柱，洗脱方法同上。收集活性峰，用冷冻干燥

仪浓缩后上 :;.D;?-@AE0F? &G 亲和柱，先用洗脱液 7
（!&" ##0123 HAI1， 9/) ##0123 JI1， !" ##0123
HA9.<K&，!/L ##0123 J.9 <K& ）洗脱 , M !" 个柱体

积，用 G$030+$N 3< 检测程序检测并记录层析图，直

到紫外检测器显示的 K59L"值回到基线，表明杂蛋白

已被洗脱下来；改用洗脱液 G（-. L/"、," ##0123
6E$FD.I1 中含 :;. !" ##0123）洗脱，收集第 ! 个洗脱

峰，此峰即为 :;6 活性峰；冷冻干燥备用。

!"7 +$6 活性测定

参照 .AO$+ 等（!P)(）方法。

!"8 蛋白质含量测定

参照 GEABQ0EB（!P)(）考马斯亮蓝 :D9," 方 法。

采用 > #3 的反应体系。对照缓冲液（-. )/&）,""

!3，考马斯亮蓝 9/, #3。处理缓冲液（-. )/&）&P"

!3，酶液 !"!3，考马斯亮蓝 9/, #3。以牛血清白蛋

白作标准曲线。

图 ! 棉铃虫中肠（7）、脂肪体（G）:;6 "/&= <4R 沉淀后的

硫酸铵沉淀图

S$+T ! 7##0%$U# FU1QAV? QEANV$0%AV$0% AQV?E "/&= <4R
QEANV$0%AV$0% 0Q :;6 $% V@? #$B+UV（7）A%B QAV O0BW（G）

0Q !"#$%&’"()* *(+$,"(*

, 结果

,"! 硫酸铵沉淀

,"!"! 中肠 :;6 硫酸铵沉淀：棉铃虫中肠匀浆液

差速离心后，先用 "/&=<4R 沉淀，上清液再用硫酸

铵沉淀，当使用的硫酸铵饱和度梯度差为 9"=时，

发现在硫酸铵饱和度为 &"= 和 L"= 时各有一个

:;6 活性峰。但是这时 :;6 活性峰与蛋白质峰几乎

是重叠的，说明 :;6 蛋白和非 :;6 杂蛋白并没有很

好的分离，特别是硫酸铵饱和度为 ("= M L"=时。

图 !（7）显示出棉铃虫中肠匀浆液差速离心后，

先用 "/&=<4R 沉淀，然后上清液用硫酸铵沉淀，当

饱和度梯度差为 ,=时，:;6 活性峰与蛋白质峰得

到较好的分离。:;6 比活力在硫酸铵饱和度为 9,=
时出现一个小的活性峰，在 ),=时出现一个大的活

性峰，比活力分别是 ,((/9! 和 ! "L!/&P %#012（#$%·
#+），纯化倍数分别是 !/>9 和 9/,>。在 :;6 的两个

活性峰处，蛋白含量都是最低的，分别为 !/&, 和

>/(9 #+2#3；而在硫酸铵饱和度为 &"=，:;6 比活

力最低时，蛋白含量几乎达到顶峰 (/") #+2#3。说

明 :;6 蛋白和非 :;6 蛋白已经得到很好的分离。

因此，硫酸铵饱和度为 )"= 能够沉淀大量的杂蛋

白，饱和度为 )"= M ),=硫酸铵沉淀段 :;6 比活力

最高。

,"!", 脂肪体 :;6 硫酸铵沉淀：棉铃虫脂肪体匀

浆差速离心上清液经 "/&=<4R 沉淀后上清液再用

硫酸铵沉淀，当梯度差为 9"=时，:;6 的比活力在硫

酸铵饱和度为 L"= 时达到峰值，比活力为 ,P(/&!
%#012（#$%·#+），纯化倍数为 9/9。蛋白质的高峰在

&)! 昆虫学报 -%.* /0.&+&#&,$%* 1$0$%* &L 卷



饱和度为 !"# $ %"#沉淀段，在 %"#时仍很高，为

&"’(& )*+),。-./ 活性峰与蛋白质峰部分是重叠

的，说明 -./ 蛋白和非 -./ 蛋白并没有很好的分

离。

棉铃虫脂肪体匀浆差速离心上清液经 "’0#
123 沉淀后上清液再用硫酸铵沉淀，以 4#为梯度差

沉淀时，-./ 的比活力在硫酸铵饱和度为 &4#时达

到峰值，比活力为 &%% 5)67+（)85·)*），但此时蛋白

的含量最小，为 &’&4 )*+),。可以看出 -./ 比活力

的趋势恰好与蛋白含量相反，说明 -./ 蛋白和非

-./ 蛋白已经得到很好的分离（图 9：:）。

棉铃虫中肠和脂肪体匀浆液差速离心后，先用

"’0#123 沉淀后，再用硫酸铵沉淀时，&"#硫酸铵饱

和度梯度不能把 -./ 活性峰与蛋白质峰分离，当硫

酸铵饱和度梯度为 4#时，-./ 蛋白和非 -./ 蛋白

都能够很好的分离，-./ 比活力的峰值恰是蛋白质

的谷底。

!"! #$% 的 &’# 沉淀

!"!"( ! 种 12- 的选择实验：棉铃虫中肠和脂肪

体匀浆差速离心上清液经 "’0# 123 沉淀后上清液

再 分 别 用 12-0""、12-&"""、12-0"""、12-!"""、

12-9"""" 和 12-&"""" ! 种聚合度不同的 12- 沉

淀，12-9"""" 和 12-&"""" 的沉淀效果明显优于其

他 0 种（图 & ）。在一定范围内，12- 分子量越大，对

-./ 的沉淀效果越好。
图 & 棉铃虫中肠（;）和脂肪体（:）-./ "’0# 123 沉淀后

的 12- 沉淀图

<8*= & 12- >?@AB865@B865 @>BC? "’0# 123 >?@AB865@B865 6> -./
85 BDC )8E*FB（;）@5E >@B G6EH（:）6> !"#$%&’"()* *(+$,"(*

!"!"! -./ 的 12-9"""" 沉淀：图 I（;）为棉铃虫中

肠匀浆差速离心上清液用 12-9"""" 的沉淀图谱。

12-9"""" 的浓度为 9"# 时，-./ 的比活力达到谷

底，而蛋白含量达到峰值；12-9"""" 的浓度为 04#
时，-./ 的比活力达到峰值，而蛋白含量到达谷底。

-./ 活性峰与蛋白峰是相反的，说明 -./ 蛋白和非

-./ 蛋 白 能 够 很 好 的 分 离。12-9"""" 的 浓 度 为

9"# $ 04#时，中肠 -./ 的比活力随着浓度的增加

而增大，12-9"""" 的浓度为 04#时，比活力达到最

高。而在 12-9"""" 的浓度为 9"#时，蛋白的含量

达到峰值，为 9I’%I )*+),。当比活力达到峰值，蛋

白含 量 最 低，为 9’4! )*+),。 因 而，0"# $ 04#
12-9"""" 的沉淀段 -./ 的比活力最高。

棉 铃 虫 脂 肪 体 匀 浆 差 速 离 心 上 清 液 在

12-9"""" 沉淀中，12-9"""" 的浓度为 9"# 时，-./
的 比 活 力 到 达 谷 底，而 蛋 白 含 量 达 到 峰 值；

12-9"""" 的浓度大于 &"#时，蛋白的含量都很低。

-./ 活性峰与蛋白峰是相反的，说明 -./ 蛋白和非

-./ 蛋白能够很好的分离（图 I：:）。12-9"""" 的

浓度为 9"# $ I4#时，-./ 比活力随着浓度的增加

而增大，12-9"""" 的浓度为 I4#和 0"#时，-./ 比

活力 达 到 最 高，分 别 是 9 "!4’4I 和 9 "%"’9% 5)67+
（)85·)*），其纯化倍数分别是 I’(& 和 I’(J。蛋白含

量在 12-9"""" 的浓度为 9"#时达到高峰，为 I9’"%
)*+),，此时 -./ 比活力达到最低；当 12-9"""" 的

浓度大于 &"#，蛋白含量越来越低，表明 &"# 的

12-9"""" 便能沉淀绝大部分的杂蛋白。因而利用

12-9"""" 来沉淀脂肪体匀浆差速离心上清液，I"#
$ I4#的 12-9"""" 沉淀段 -./ 的比活力最高，蛋白

含量也最少。

!"!") -./ 的 12-&"""" 沉淀：棉铃虫中肠匀浆差

速离心上清液在 12-&"""" 沉淀中，12-&"""" 的浓

度为 9"#时，-./ 的比活力达到最低，而蛋白含量达

到峰值；12-&"""" 的浓度为 I4#时，-./ 的比活力
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图 ! 棉铃虫中肠（"）和脂肪体（#）$%& 的 ’($)**** 沉淀图

+,-. ! ’($)**** /0123,4513,45 4/ $%& ,5 367 8,9-:3（"）

159 /13 ;49<（#）4/ !"#$%&’"()* *(+$,"(*

达到峰值，而蛋白含量达到谷底。$%&活性峰与蛋

白峰是相反的，说明$%&蛋白和非$%&蛋白能够很好

的分离（图 =："）。’($>****的浓度在)*?之前，中

肠 $%& 比活力随着 ’($ 浓度的增加而降低，在 )*?
@ !*? 时，比活力随着 ’($>**** 浓度的增加而增

加。当 ’($>**** 的浓度为 !*?时，$%& 的比活力是

A==B)C 584DE（ 8,5·8-），纯 化 倍 数 是 >BA>。 在

’($>**** 的浓度为 )*?时，蛋白含量为 !>BF* 8-E
8G，达到峰值，然后随着浓度的增加蛋白含量减少，

此时 $%& 的比活力达到谷底。当 ’($>**** 的浓度

分别为 )H?、>*?、>H?、!*?、!H?、=*?和 =H?时，

蛋白含量分别为 )*B*>、HBHI、!B**、=B!C、)B=I、)B==
和 )BCA 8-E8G。’($>**** 沉淀中肠 $%& 时，’($ 浓

度为 >H? @ !*?时效果最好，此时得到的沉淀比活

力高，$%& 蛋白和杂蛋白能够很好的分离。

图 =（#）表明棉铃虫脂肪体 ’($>**** 沉淀的比

活力出现 > 个峰，在 ’($>**** 的浓度分别为 >H?和

=*?时各有一个活性峰，这 > 个峰的比活力分别是

C>)BC! 和 C=HBCF 584DE（8,5·8-），纯化倍数分别是

>BCA 和 !B*H。’($>**** 的浓度为 H?时，比活力达

到最低，为 F)B== 584DE（8,5·8-），仅仅为原酶比活力

图 = 棉铃虫中肠（"）和脂肪体（#）$%& 的 ’($>**** 沉淀图

+,-. = ’($>**** /0123,4513,45 4/ $%& ,5 367 8,9-:3（"）

159 /13 ;49<（#）4/ !"#$%&’"()* *(+$,"(*

的 )EH，但此时沉淀的蛋白达到较高值，为 )IB== 8-E
8G，表明在 ’($>**** 的浓度为 H?时能够沉淀出大

量的杂蛋白。

无论是 ’($)**** 还是 ’($>****，达到 >*?的

浓度就能沉淀绝大部分棉铃虫中肠和脂肪体匀浆差

速离心上清液中的杂蛋白。$%& 活性峰与蛋白质峰

是完全分开的，$%& 比活力的峰值恰是蛋白含量的

谷底，而比活力的谷底恰是蛋白含量的峰值。$%&
蛋白和非 $%& 蛋白能够很好的分离。

!"# $%& 的硫酸铵沉淀与 ’($ 沉淀的比较

表 ) 表明对于棉铃虫中肠和脂肪体匀浆差速离

心上清液而言，’($)**** 的沉淀效果 J ’($>****
的沉淀效果 J ’(K 沉淀后硫酸铵的沉淀效果。在 F
种 ’($ 中，’($)**** 和 ’($>**** 对棉铃虫中肠和

脂肪体匀浆差速离心上清液的沉淀效果较好，但是

’($)**** 的沉淀效果优于 ’($>****。’($ 沉淀所

需的浓度较小，$%& 蛋白与杂蛋白能够分离的完全，

杂蛋白沉淀的更加彻底，所得沉淀 $%& 的比活力更

高。例如 >*?’($)**** 和 ’($>**** 便可沉淀绝大

多数杂蛋白。’($)**** 对棉铃虫脂肪体匀浆差速

离心上清液的纯化倍数达 !BCA；而饱和度为 A*? @

FA) 昆虫学报 -%.* /0.&+&#&,$%* 1$0$%* =I 卷



!"#的硫酸铵对棉铃虫中肠匀浆差速离心上清液的

纯化倍数最高为 $%"&。所以，对于棉铃虫中肠和脂

肪体匀浆差速离心液来说，’()*++++ 的沉淀效果最

好，所得到的沉淀 ),- 的比活力最高，),- 蛋白与杂

蛋白能够分离的完全。

表 ! 蛋白质沉淀剂对棉铃虫幼虫 "#$ 纯化效果的比较

$%&’( ! )*+,%-./*0 *1 23( ,4-.1.5%2.*0 (11(52 *1 "#$ &6 ,-*2(.0 ,-(5.,.2%2*-/ .0 ’%-7%( *1 !"#$%&’"()* *(+$,"(*

方法

./0123

沉淀前 4/526/ 01/ 5678092:7092: 沉淀后 ;50/6 01/ 5678092:7092:

比活力

,</89598 7809=90>
［:?2@A（?9:·?B）］

蛋白含量

’620/9: 82:0/:0
（?BA?C）

比活力

,</89598 7809=90>
［:?2@A（?9:·?B）］

蛋白含量

’620/9: 82:0/:0
（?BA?C）

纯化倍数

’D695987092:
578026

’(EA硫酸铵沉淀 F$G%H$ I%"F * +H*%FG &%I$ $%"&
’(EA;??2:9D? JD@570/ 5678092:7092:
’()*++++ 沉淀 $!*%!G H%*& * +H+%*H *%G* &%G!
’()*++++ 5678092:7092:
’()$++++ 沉淀 &*+%*$ *+%*H GF"%GI *%I* &%+"
’()$++++ 5678092:7092:

89: "#;<#(,3%-*/( := 亲和柱分离纯化中肠 "#$
粗酶 液 经 过 超 速 离 心、硫 酸 铵 沉 淀、,/<173/K

)$" 和 ,/<173/K )*"+ 分离后再利用 ),LM,/<1762J/
F4 亲和柱来分离纯化中肠 ),-。),LM,/<1762J/ F4
亲和层析柱能够除去大量的杂蛋白，纯化效果较好，

但回收率较低。当用洗脱液 4（<L H%+、"+ ??2@AC
-69JMLN@，含 ),L *+ ??2@AC）洗脱时，能够得到 $ 个

峰，收集第 * 个洗脱峰，此峰即为 ),- 活性峰（图

"）。 经 ),LM,/<1762J/ F4 纯 化 ),-，比 活 力 达 到

" HHH%FF :?2@A（?9:·?B），纯化倍数达到 *+!%&H。

图 " 棉铃虫中肠 ),- 的 ),LM,/<1762J/ F4 洗脱图

O9BP " -1/ /@D092: 25 ),LM,/<1762J/ F4 25 ),- 9: 01/ ?93BD0
25 !"#$%&’"()* *(+$,"(*

> 讨论

在进行柱层析（例如凝胶过滤、Q(;( 纤维素、

亲和层析等）前，首先用非变性蛋白质沉淀剂部分纯

化是 常 用 的 手 段。最 经 典 的 沉 淀 剂 是 硫 酸 铵。

N19/: 和 Q7D0/6?7:（*GG*）用硫酸铵沉淀的方法对美

洲棉铃虫 !"#$%&’"()* -"* 的 ),- 进行了初步纯化研

究，其活性主要分布在 ""# R H+#沉淀段，纯化倍

数为 F%&。S7T/0U 和 V26/:（*GHF）用硫酸铵沉淀技

术对地中海实蝇 ."(*/$/$0 %*)$/*/* 的 ),- 纯化达到

I%& 倍。SD（*GHG）在对 " 种植食性鳞翅目害虫的

),- 纯化时，采用了同样的技术，用 F"# R !+#的硫

酸铵进行分级沉淀，再亲和层析进行分离。VD 等

（*GGF）在纯化小菜蛾 1#2/"##* 34#&0/"##* 幼虫 ),- 同

工酶时，首先使用 &+# R I+#的硫酸铵沉淀。SD 和

LD7:B（$+++）在纯化德国小蠊 5#*//"##* ,"(+*6$%* 的

),- 时，在上亲和柱之前使用了 F"# R !"#的硫酸

铵沉淀。本研究以棉铃虫 ),- 为例比较研究不同

类型的沉淀剂对蛋白质的非变性沉淀作用，结果表

明 ’() 沉淀所需的浓度较小，),- 蛋白与杂蛋白能

够分离的完全，杂蛋白沉淀的更加彻底，所得沉淀

),- 的比活力更高。

棉铃虫中肠和脂肪体同工酶的组成既有一定的

相似 性 又 有 一 定 的 差 异。在 硫 酸 铵 的 饱 和 度 为

$"#和 !"#时，棉铃虫中肠和脂肪体沉淀的 ),- 比

活力都达到峰值；棉铃虫脂肪体匀浆差速离心上清

液中的 ’()*++++ 和 ’()$++++ 沉淀的比活力和蛋白

含量的趋势都与中肠的类似，说明中肠和脂肪体同

工酶的组成具有一定的相似性。在硫酸铵各沉淀

段，棉铃虫脂肪体酶液的比活力与中肠的有很大的

差别；在 ’()*++++ 和 ’()$++++ 沉淀中，脂肪体沉

淀的 ),- 比活力和蛋白含量的实际值都与中肠的

又有所不同，可能是由于中肠和脂肪体同工酶的组

!!*$ 期 汤 方等：蛋白质沉淀剂对棉铃虫谷胱甘肽 ,M转移酶的部分纯化



成具有一定的差异。

!"#$%%%% 在浓度大于 &%’及其 !"#(%%%% 的浓

度大于 )%’时粘度便增大，从而也增大了误差。所

以，棉 铃 虫 中 肠 和 脂 肪 体 匀 浆 差 速 离 心 上 清 液

!"#$%%%% 沉淀的最佳浓度为 )%’ * )+’。棉铃虫

中肠匀浆差速离心上清液 !"#(%%%% 沉淀的最佳浓

度为 (+’ * )%’；棉铃虫脂肪体匀浆差速离心上清

液 !"#(%%%% 沉淀的最佳浓度为 (%’ * (+’。

由于棉铃虫中肠和脂肪体匀浆差速离心上清液

硫酸铵沉淀和 !"# 沉淀所需时间较长，所以在操作

过程中存在失活现象，从而造成所测比活力比实际

的 比 活 力 要 低。 利 用 蛋 白 质 沉 淀 剂（ 硫 酸 铵、

!"#$%%%% 和 !"#(%%%%）对棉铃虫中肠和脂肪体匀浆

差 速 离 心 上 清 液 进 行 了 纯 化 对 比 研 究，发 现

!"#$%%%% 和 !"#(%%%% 的纯化效果优于硫酸铵。但

是硫酸铵、!"#$%%%% 和 !"#(%%%% 的存在对 #,- 的

活性的影响还有待于研究。
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