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虹豆多胺氧化酶的底物动力学研究
’

何生根
,

黄学林
,

傅家瑞
(中山大学生命科学学院

,

广州 51 02 75 )

摘 要 : 从虹豆 ( F咭朋
遥

叫画汕咖 ) 幼叶分离纯化的多胺氧化酶对腐胺 (utP )
、

尸胺 (cad )
、

1
,

吞己二胺和 1
,

1压癸二胺等二胺类底物有较强的亲和力
,

底物的碳链长度越短
,

亲和力越

强
.

该醉对亚精胺 (s闪 ) 和精胺 ( s户
n

) 的氧化也有一定 的催化 活性
.

另外
,

反应介质的

〔划〕 / 【、 〕 和 【S阳」/ 【枷」比值以及 场 浓度对该酶的催化活性有调节作用
.
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多胺氧化酶 (详勿助曲能 心滋山朋
,

PAO ) 是催化生物体内腐胺 ( utP )
、

尸胺 (。 d )
、

亚

精胺 (刘 ) 和精胺 ( S四 ) 等多胺 (卯卜叨血朋
,

P A日 ) 氧化降解的关键酶
.

已有研究表

明
,

植物 P AO 的生理功能除了调节细胞的 P sA 水平外
,

还参与种子萌发
、

碳氮循环
、

衰

老和胁迫等生理过程 [ ’ 〕
.

研究植物 PA o 的酶学性质对于深人认识植物多胺的氧化降解代

谢和调节机理具有重要意义
.

自 H il l z[] 最先从豌豆幼苗获得纯化的 PA o
,

迄今已分离纯化

出 P AO 的植物种类只不过十几种
,

且不同植物来源的 P AO 的酶学特性也有差异 〔3
一

叭 前

文 [,] 我们报道了虹豆幼叶中存在较高的 以。 活性并已将其分离纯化
,

本文着重研究该酶

底物动力学方面的有关特性
.

1 材料和方法

1
.

1 试验材料

虹豆 ( 碱卯
` 川堵泛流王山自 ) 品种为

“

金丰 1 号
” ,

购于广东省种子公司
.

种子经表面消

毒和吸胀后播于盛湿润河沙的瓷盘萌发并培育至一芽二 叶初展
.

1
.

2 肛豆 PAO 的纯化

按文献 〔7」的方法从更豆幼苗的幼叶分离纯化 PAO
.

1
.

3 p AO活性及 嵘 和 V面侧定

参照文献 【s] 的方法并略作修改
.

反应混合物含 Z mL 磷酸级冲液 (。
.

1 功ol / L
, p H

7
.

0)
,

0
.

2 mL 愈创木酚 ( 25 ~ 以 )
,

0
.

l mL 过氧化物酶溶液 ( 1 网扩` ) 及 0
.

2 ` 酶

液
.

混合液于 30 ℃水浴预保温 2 面 n 后分别加人适量底物起动反应
,

用 B即七粗m DU6 如

.
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U’V 分光光度计测定 盯 o unr 处光密度值的变化并由该仪器所配备的酶动力学软件计算酶活

性及 K m和 v~
.

以 0
.

01以。 /而
n
为一个酶活力单位 ( u)

.

1
.

4 反应介质 伍 浓度对 P AO活性的影响

参照文献 【31 的方法
,

用 C la kr 氧电极测定过盘底物 (2 仙脚刀 L Pu t ) 下 PA O 的耗氧

速率变化直至无耗氧为止
,

并用饱和的亚硫酸氮钠溶液在同样条件下进行标定
,

根据所得

的标定曲线和耗氧曲线得出各点的 仇浓度和对应的耗氧速率 (以此表示 P AO 活性 )
.

1
.

5 蛋白质含 t 测定

按文献 【9〕 的方法
,

以牛血清蛋白作标准
.

2 结果与讨论

2
.

1 肛豆 P AO 的底物特异性

分别以不同多胺类物质作为底物测定班豆 PAO 的活性
,

并计算其对各底物的 K m
和

V~ 值 (表 1
,

2)
,

可知该酶的最适底物为 utP
,

对 C ad
、
1

,

吞己二胺和 1
,

1压癸二胺等二胺也有

较强的亲和力 ;另外
,

该酶对卿 和 S脚 的氧化也有一定的催化作用
.

这一结果与豌豆 4 ]
、

-E
泛

孙
。 br 她 c

加欣如 6[]
、

水稻 s[]
、

大豆 〔̀ “ ]等植物的 P AO 的底物特异性相似
,

但与玉米 3[]
、

凤眼

莲5[]
、

满江红 ll[ 〕等植物的 P Ao 的底物特异性不同
,

后者的最适底物则为 S冈和 s脚
.

从虹豆

P AO 的 mK 和 叭呱与二胺底物碳链长度的关系 (图 1) 来看
,

二胺底物的碳链长度明显影响该

酶的瓜 和 F~ 值
,

即二胺底物碳链越长
,

瓜值越大声沁值则越小
.

表 1 红豆 P AO 的底物特异性

项目
底物 ( l m山飞 )

1
,

1乐癸二胺

P AO 活性/ ( u’ mg
一

l)

相对活性 / %

3 2闷0

1oo

刘
5印

S帅
月20

吞己二胺

2 150

17
.

3 13
.

0 砧
.

4

1 7的

52
.

5

表 2 不同底物对觅豆 P AO 的 mK 和 v他的影响

项 目
底物 ( 1侧山飞 )

P u t Cad 刘
)

.

46

S帅
〕

.

53

1
,

6 己二胺 l压癸二胺
孟` / (画d

·

L
一

l) 0
.

07

3 翻l)

0
.

12 0
.

17 0
.

笠

2 《从 )

nó内nUU0nUnùon
ùnù,J,̀,盈

ǎ碗a
.

)n、淡

2
.

2 反应介质中【为记』/ 【uP lt 和【匆m」[/ 几1t 比

值对虹豆 PAO 活性的影响

前人研究表明
,

种子萌发和植物的形态发

生等 生理 过程 与 其体 内的 【匀记〕/ 〔跑 1或

〔S四」,[ 拟 l比值的变化有着十分密切 的关

系「l2, ’ 3 ]
.

为此
,

我们研究 了反应介质 中不 同

【和」/【utP l或【汤冲
1

」/ 【跑 ]比值对肛豆 P Ao 活

性的影响
,

并分别以 P AO括性对【S l
x l」/ 〔几 t] 和

【s p
ln

」/【跑1的比值作图
,

结果见图 2a 和 bZ
.

无

论固定 巧 t浓度
、

改变 S冈 或 S p n l ,

还是固定 S冈

5 6

二胶类底物的碳原子数

图 1 肛豆 P AO动力学参数与

二胺底物碳链长度的关系
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或 smP 浓度
、

改变灿 浓度
,

更豆 P Ao 活性都随【s dP 〕/ 【utP 」或【S pm 」/ 【几 t] 比值的变化而改

变
,

表明虹豆 P AO 活性受到【刘」/ 【uP t] 和【s脚」/ 【几 t] 比值的调节
.

我们认为这可能是卿
和 孙m 与 uP t 竞争酶的结合位点的结果

.

不过
,

植物体内【s冈」[/ 灿〕或【孙m」[/ uP t] 比值的

变化对一些生理过程的调控作用是否与它们对 PAO 活性的效应有关则需进一步研究
.
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【S柳」/ 〔uP t〕 ( b) 比值对肛豆 P AO 活性的影响
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.

3 q 浓度对肛豆 PA O 活性的影响

仇 也是植物 PA O 的底物之一 l[, l0]
,

用氧

电极测得该酶耗氧速率与 q 浓度之间的关系

(图 3) 表明
,

当 仇 浓度低于 20 脚加 F L 时可

豆 PAO 无活 性
,

当 仇 浓度在 25
一
so 脚On F L

之间该酶活性随 q 增加而增加
,

之后则达到

饱和
.

说明除非在严重的氧胁迫条件下
,

否则

仇 难以成为班豆 PA O 催化活性的限制因子
.
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图 3 反应介质中 q 浓度

对盯豆 P AO 活性的影响
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