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cj;附辑化肉每( {'olyph何时OX1(缸:-，'，简称川咐，E ι1.14.18.1)什{Ii制广，往往\'1响、陆物、iJJ拘扣人在都

白白布 研究1.i:Jm战酶M:吁物体合成黑色幸的呆地酶 内战刊乎不[[[-头与附毕;\ {( jir:附树陆以后，

'l:; � hk ;句11水J[J，i1产保世ft品的才要原料之 一121 叫外it半月从马陆地妆洲j'IJ州挝损严i [l'::r i'I�"rt飞，
1门是，对内时黑黑色本应成和L理的研究肉术1ιJÆ泊 尔主{: 't;t: 1 J t19且从巧盹，'r、q I )j-I�j f'�化l啊讥从而为

削究内J贼吊川呐特阿以且提i十黑色辈JF;成相LJl41担iJ飞向纯度的附;在

l 材料与方法

1.1 实验材料

新鲜的乌贼购>1 C.I"吁地巾场，大小均匀，带[�ll实验?后1丑速ll� Jt:墨囊中;;J;ìl，]4吨下世崎
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1.2 PPO的提取及纯化

1.2.1 P凹的提取
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P凹的提取ι要垂寺Chen等c，的方法，并略作修改 战乌时墨粉3饨， h�预先冷却的150mL 0田

mol!L，pH 7.2磷酸盐提取缓冲被(内含NaCl榷度为1，Omol/L和O.2%Brij35)。 在4'C Fi!l和搅拌提取

Ih. 然后将畏取植于20α10，离心3Omin.取七消液作E粗酶雨。
1.2.2 硫酸铀沉淀

加入固体硫酸镀朝末到粗酶植中，他其饱和度达到到%，静由30min Ji丁，1' 20以lOg离'L'、30min，取

u古液，然后再加入团体硫酸锁粉末使其饱和应达到BO%，静胃30min盯，于却仪IOg离'L、30min.收辈

沉淀。 冉将其榕解在少M!:体积的0.05 !Tlol/L， pH 7.2的晴股纳!î忡液后，以该缓冲?在月透析液，透析过

夜，其问虫换3次透析被υ
1.2.3 DEAE-Seplwroseα..6B牲层析

经连析的酶砸采用DEAE-Sephan川、ι1. - 6R丰U�析纯化[雪， 上样后，先用500mJ吉0-1.0 mol/L 

NaCl的0.05 mol/L，pH 7.2的硝酸饷缓冲情幢ilt行闯世洗脱，然后用吉1.0刚才/1. Na川的0.05 illO川，
pH 7.21内磷酸讷缓冲市被洗脱，比庄严10.3ml/min，吁6.8rnl收集 节 以0.05 molJL.pH 7.2的晴酸

饷缰冲植11肘阳，于波长280mn仕洲íÊ各怜洗脱泊的咂Jt&1ι �� A2制为纵唯标，洗脱被节号血愤世

标，作出量1']质洗脱曲线，以呵节1'1'0 iHt，); \从吧标，)'，t脱j仪背�7 Î1柑毛主杯，ft: ffl问呐?世晚曲线 挝盯

将市有，'.，JPPO情件的冉管洗脱耐fT坪，技lìíj的l昕j主的h法;H: 11"透析
1.2.4 Seplwdex G -150牲层析

七庄硅忻盯的酶榄i且:ii S"'phadt'x (; - 150甜耻俯在股朴，片-j 0.05 mo川.pH 7.2的盹陋饷堤冲破Jlt

行íi\脱，流速岛O.18mι/min. Íl.j 5m!收!l 'IL. J"去|压力法仕川刊ill ili ['.1质和川呐洗脱酬均1 以l

H呐Jlê取E纯让步骤HJ在4吨J下址lr

1.2 PPO纯度的电泳鉴定
纯1UCi附植的纠旺用果丙烯耻临在监Il! l�承( PACι)赴1 r非在 i挝时陆度为7"仇，也tl:H丘冲植到J 0.05 

mol/L， pH 7.2的畸酸饷短冲市地，起怕也吨为3mA，恃样idr :ll样MI惘盯，1川大'Il吮1�30m，'\，Il!i水9 - IOh 
什另IJ采用\a蓝色'1和PI'O前ft染缸"向手中HìJ，;杭州ìlUI质和l阵i;』

1.4 P问i币力且蛋白质测定
，� (]阳刚才/L，pll 6.5阶附饷注叫Ii'Ki仪I�IL Jι5 nUllol/l的名巴附附'h底栩 l以2.98mL !l'(物市议

血气:保温3rnin后，迅速川人O.02ml陆恨，旧生]升地长475rnll处侧Jt咂jUi4-号7r钟的变化 A j lfJ民
件下，f�止吸Jt&值吁分协增j川0α11陆司，业的阴i止其J 个附"片}j 1'(1忻7日1

蛋白质古趾的测jlf方让杏:tj- Ibrll1'p jt;�1 fiIi吐it.JI均'1 1胆的，'1 ili i'， ( H州)

2 结果与讨论

2.1 PPO的稳定性

国I�之示租用每商业的PPO泊n Lj时间的大系UJr
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线内fft毕」之明，4'C下应附(� 0.05川，ν1.，才17.21'1\1崎主
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酸制统冲搜旱辑巾 周内-N:.fÆ!Jl t放ltt的tJ f立性，而 O 

R酶活忏在贮藏的6d r均咱们l曾JJu， ü 现象llrí出
是I在酶液中fi在"少量的PI盯酶隙，去到激jl� I什
致r10" 

2.2 PPO的提取及纯化

" 
，p叶，1

Ffl I {E 4'l:T" p阴}稳定们
Fig.l 'lhe slahilily of 1哩引圳4吨

， 

出表l可见，咀酶经30% - 80%饱和度硫酸饨什级沉淀后，去除[50.7%的朵置白，耐活力归j收轩
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高达126.59%，比活力比粗酶砸提高了2.57倍c 在提取虾英F凹的过程中也有酶ii!ì性增加的现象[句，

原因μ]能是在提取过程中去除了 ιPI唱抑制物质而造成的。

表1 鸟瞄蛊P四纯化结果
Tab.l Purifi，臼IÜon of世le cutt1efi血inkPPO

Niil'.步蠕 体积 1月)J
{mLl {U/mLl 

相 '" 97 3Wi.7 

30% -剧'在的咂脏话i1i出 14 27臼))0

口L他- SephillnseιL 仙 2' 12544 6 

s.-，phad�J(ι- 150 26 7!Xi2.7 

生旺因含量 比前!J
( mg!mL) ( 1I/"唱)

' " 2518.97 

4.27 M70.0(' 

。τ6 165C�J.(曰

0.26 271M 35 

产率
(%) 
l∞ 

126.5<) 

!l6 31 

00.16 

!'� j七俏散

2.57 

6.55 

1O.711 

经硫酸钱?而缸后的i啊)乖用DEAE-Sepharu� CL - 60性层析迸 步纯化，并选用也变洗脱;在离[-1.强

度的方法又I PI咱草行棉度洗脱，NaCl的精rrr J.J 0 - 1. O mül/L h人用2 11)以看出，通过此巨析性，朵最1'1

和酶得到了有娃的分离n 根据洗脱曲线，将对应f草 个洗脱峙的前29 - 31营泄脱被fy井，经i9!lj):È茧
1'11重榷匪月6.30n哈马/III r.， iJJ:句检测到附门的力n 将村附J� 个洗脱峙的培43 - 45节洗脱液什并，蛋
白质浓度为O.76mwml.，悄的力却12544.6 U/mL.L-ti芮JJ J.J 16506.02 U/rn饵，对J，丛(10 NaCl 浓度大约J;

O. 6rnol/l..， t1>过此地化在蝉，阴被的it活JJit粗酶梅世尚(6.551ì'L
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附 2 1'1削的m…AE.St>1'1阳时CL-6日村u析洗脱rtll吨

川目2 �:lL业，url pnlfile of 1'1阶rl'Olll

IH.'u，忡忡皿田CL-6B c让明m

h主m:.'u:如phuw>，俨CL- 6B件后析旧的Rf;jì1� 
�tll ri，纶Ji Sepha'世川� - 150甜绿帖趾胶村j斗忻i丘

E扣"E1t .lkH且曲线YIII到3 IiJ川、 将对州I洗HlI吨
的第7 - H 11'洗脱地什丹，蛋白质肯t..l- J.J O. 26mg/ 
1111. .闹市力为7阳2.73 LJ/rnL，比的11 J，) 27 tó4.35 

U/mg.经过此纯化非帽，酶坡的Lt ì-I� jJ Lt扭隅被提

高r 10.78倍 凸 主整个纯化过科巾，酶沽)J的lil 0 

问收率高达6O.16()(同时!J<;fu l' I去除丰岛94.429也

2.3 PPOf'�度的电泳鉴定

PPO罪丙怖由t胶凝胶水平极电i水结果见回4c

.H\:击倒诠包.BJ-UW邻来 酣;句底物的PPO i舌
件染包。 出国4可见，采用假染包和活性峰色都只
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四3 1'1附(I'� �I】btlCb cr.-150 HUtJI洗脱内地
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时 4 PPO纯度的锅内烯献股电i木阳谱
Fi".4 I'A.CE l�lU"1Il ，，[ purir."d川'。

(A银快色的纯化'"被�l'.vHfJ ;U邻本 附

为底物洞"朱色的纯化阶被，"泳阿)
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检测到 条电!ik带的存在，且它们的迁移率(Hf)�冗个 悻的，均为0.17这说明瞄准已经达到很简的
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