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摘要 : 以棉铃虫为材料 ,经 (NH4 ) 2 SO4 分级沉淀、Sephadex G2200分子筛凝胶过滤柱层析和 DEAE232离子交换柱层析分离

纯化 ,获得棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶酶制剂. 研究几种有机溶剂对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶 ( EC3. 2. 1. 14)的活力与

构象的影响. 结果表明 :甲醇、乙醇和乙二醇对酶有先扬后抑的作用 ,正丙醇和丙三醇对酶有失活作用. 低含量的丙酮 (体积

分数为 12. 5% )对酶有可逆失活作用 ,随着丙酮含量的提高 ,其酶促反应的动力学参数也随之改变 , Vm ax值降低 , Km app值

不变. 在 278 nm波长激发下 ,天然酶内源荧光在 339 nm处有特征的荧光发射 ,其强度随着丙酮含量的上升而减弱 ,荧光发

射峰也逐渐蓝移 .这表明丙酮改变了酶的构象.
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Abstract: Aβ2N 2Acetyl2D 2glucosam inidase ( EC3. 2. 1. 30) was isolated from the pupae of Helicoverpa arm igera (Hubner) and par2
tially purified by ammonium sulfate fractionation, chromatography on Sephadex G2200 and DEAE232. Effects of different organic sol2
vents on the activity and conformation ofβ2N 2Acetyl2D 2glucosam inidase was investigated. The results indicated that the methanol,

alcohol and glycerol activated the enzyme at low concentrations, but they inactivated it at high concentrations. The enzyme activity

declined along with the increase of glycol, p ropanol and acetone concentrations. The values of Vm ax decreased gradually along with

the increase of acetone concentration, however, the value of Km app kep t unchanged. A t the same time, the conformational changes

of the enzyme in acetone solutions of different concentrations were measured by fluorescence absorp tion spectra. The fluorescence e2
m ission tensity of the enzyme gradually weakened with the increasing of acetone concentrations, accompanied by the peak being

gradually blue2shifted. The result showed that acetone could affect the conformation of the enzyme.

Key words: Helicoverpa arm igera; β2N 2Acetyl2D 2glucosam inidase; organic solvent; activity and conformation of enzyme

N 2乙酰氨基葡糖苷酶 ( EC3. 2. 1. 14)是一类能与内切几丁质酶和外切几丁质酶协同作用 ,特异地催化

水解几丁质β21, 42糖苷键而生成 N 2乙酰 2D 2氨基葡糖 (NAG)的水解酶 ,它直接参与几丁质的分解代谢过

程 ,在生物体内物质代谢中发挥着重要作用 [ 1 ]
. 昆虫的外骨骼和中肠围食膜均含有几丁质. 几丁质不仅是

昆虫的主要结构组分 ,也是昆虫防止机械损伤和生物危害的屏障. 降解几丁质是一种防治昆虫的重要方

法. N 2乙酰氨基葡糖苷酶由于具有水解几丁质、破坏围食膜的作用而被作为防治害虫的潜在靶标. 可以将

此酶导入昆虫体内 ,破坏其正常的组织结构 ,协助细菌或病毒侵入目标虫体 ,达到抑杀害虫的目的 ;也可以

通过调控几丁质酶活性来影响昆虫的生长发育 [ 1, 2 ] .
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本文以棉铃虫 Helicoverpa arm igera (Hubner)为材料 ,分离提取其 N 2乙酰氨基葡萄糖苷酶. 研究有机溶

剂对 N 2乙酰氨基葡糖苷酶酶活力的影响 ,不仅可以为研究酶在有机溶剂中的催化反应提供新的信息 ,为

寻找酶特效的激活剂与抑制剂提供依据 ;而且还能为新型生物杀虫剂的开发利用提供理论指导 ,为生产上

控制棉铃虫提供有效手段.

1　材料与方法

1. 1　材料

棉铃虫由福建省浦城绿安生物农药有限公司提供 ,饲养至蛹后用于酶的分离纯化. 对硝基苯 2N 2乙酰 2
β2D 2氨基葡糖苷 (pNp2β2D 2GlcNAc)购于上海医药工业研究院生化室 ;其余试剂均为国产分析纯 ;使用的

蒸馏水为重蒸水. DU2650分光光度计为 Beckman公司产品 ;日立 F - 4010型荧光分光光度计是 H itachi产

品.

1. 2　棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶的制备

1. 2. 1　酶的分离纯化 　以棉铃虫蛹作为分离 N 2乙酰氨基葡糖苷酶的材料. 用硫酸铵分级分离 ,收集 30%

- 70%饱和度的沉淀蛋白 ,透析后得到棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶粗酶制剂. 进一步通过 Sephadex G2200

分子筛凝胶过滤柱层析纯化 ,采用 pH为 6. 8的 0. 01 mol·L
- 1磷酸缓冲液 (内含 0. 2 mol·L

- 1
NaCl)洗脱 ,

柱规格为 2. 6 cm ×60 cm,流速为 8 mL·h
- 1

,自动分步收集 ,每管 2. 0 mL. 测定酶活力和蛋白含量 ,合并酶

活性峰 ,比活力为 1609. 8 mg·mL
- 1

. Sephadex G2200的洗脱酶液通过 DEAE232离子交换柱层析纯化 ,采

用 0. 01 mol·L
- 1磷酸缓冲液 (pH 6. 8,内含 0 - 1. 2 mol·L

- 1的 NaCl溶液 )洗脱. 柱规格为 2. 0 cm ×30 cm ,

流速为 12 mL·h
- 1

,分步收集 ,每管 3. 0 mL. 合并酶活性峰 ,测定酶活力和蛋白含量. 比活力为 2678. 79 mg

·mL
- 1

. 酶经以上步骤纯化 ,纯度提高 10. 36倍. 此酶作为酶活力分析原料.

1. 2. 2　蛋白含量的测定 　采用 Folin2酚试剂法 [ 3 ]测定蛋白含量 ,以牛血清蛋白为对照.

1. 2. 3　棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶活力的测定 　酶活力的测定参照文献 [ 4 ]的方法 (略有改进 ). 以 pNp2
β2D 2GlcNAc为底物 ,在 2 mL的测活体系中 (含终浓度为 0. 1 mol·L - 1、pH为 5. 63的磷酸缓冲液及 0. 2

mmol·L - 1的底物 ) ,于 37 ℃恒温水浴中加入 20μL酶液 ,反应 10 m in,加入 2 mL 0. 5 mol·L - 1 NaOH终止

反应. 用 Beckman DU2650分光光度计测定 D (405 nm )值. 消光系数为 8. 8 ×10
3
L· (mol·cm ) - 1

. 酶活力

单位 (U )定义 :在上述条件下 ,每升溶液中每分钟释放 1μmol NAG的量为 1个酶活力单位. 比活力定义为

每毫克酶蛋白所具有的酶活力单位数.

1. 2. 4　有机溶剂对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶的影响 　选择甲醇、乙醇、正丙醇、乙二醇、丙三醇、丙酮等

有机溶剂为效应物 ,在 2 mL的测活体系中 (含终浓度为 0. 1 mol·L
- 1、pH为 5. 63磷酸缓冲液及 0. 2 mmol

·L
- 1的底物 ) ,加入不同浓度的效应物 ,测定酶的相对活力 ,分析研究效应物对酶活力的影响.

1. 2. 5　丙酮对酶失活作用机理的判断 　在不同浓度丙酮 (0 - 2 mol·L - 1 )的测活体系中 ,固定底物浓度

为 0. 2 mmol·L - 1 ,改变加入的酶量 (0 - 40μg·mL - 1 ) ,测定酶促反应的初速度.

1. 2. 6　丙酮对酶失活作用的类型 　在测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物浓度 (分别为 0. 1、0. 15、0. 2、

0. 25、0. 3 mmol·L
- 1 ) ,测定不同浓度抑制剂对酶活力的影响 ,以 L ineweaver2Burk双倒数作图 ,求其最大反

应速度及其表观米氏常数.

1. 2. 7　酶经丙酮微扰后的荧光发射光谱的变化 　棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶经不同浓度丙酮微扰后测

定荧光发射光谱. 激发光的波长为 278 nm,扫描荧光光谱的范围在 300 - 400 nm.

2　结果与分析

2. 1　几种伯醇对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶活力的影响

甲醇、乙醇和正丙醇对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶的影响的测定结果见图 1. 甲醇和乙醇对此酶的效

应表现为先扬后抑作用 ,随着甲醇和乙醇含量的提高 ,酶的活力迅速下降. 导致酶活力丧失一半的甲醇、乙

醇的体积分数分别为 27%、25%. 正丙醇对 N 2乙酰氨基葡糖苷酶的作用表现为失活效应 ,其失活作用比甲

醇和乙醇强 ,当正丙醇的体积分数达 13%时 ,酶活力丧失一半.
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2. 2　多元醇对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶活力的影响

不同浓度的乙二醇、丙三醇对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶活力的影响见图 2. 乙二醇和丙三醇对酶的

效应有所不同 ,乙二醇对酶的效应是先扬后抑 ,其体积分数低于 5%时 ,对酶有轻度的激活作用 ;当其体积

分数高于 5%时 ,酶活力开始降低 ;当其体积分数提高到 45%时 ,酶活力仅剩下 33. 75%. 而不同含量的丙

三醇均可使酶活力下降 ,当其体积分数为 45%时 ,酶的剩余活力为 27. 21%. 丙三醇对酶的失活作用略比

乙二醇强.

2. 3　丙酮对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶的影响

2. 3. 1　丙酮含量对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶活力的影响 　丙酮对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶活力的

影响试验表明丙酮对酶有失活作用. 丙酮的体积分数为 45%时 ,酶活力降低了 97. 6%(图 3).

2. 3. 2　丙酮对酶失活作用机理的判断 　丙酮使棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷酶失活的作用机理如图 4所

示. 以酶活力和酶含量为坐标轴作图 ,得到一组通过原点的直线 ,随着丙酮含量的提高 ,直线的斜率减小.

这说明丙酮对酶的失活作用属于可逆过程 ,丙酮是通过影响酶活力而导致催化效率降低 ,而不是通过降低

有效酶含量来降低酶活力.

　　
a. 甲醇 ; b. 乙醇 ; c. 正丙醇. a. 乙二醇 ; b. 丙三醇.

图 1　伯醇对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡
糖苷酶活力的影响

图 2　多元醇对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡糖苷
酶活力的影响

图 3　丙酮对棉铃虫 N 2乙酰氨基葡
糖苷酶活力的影响

Fig. 1 　Effects of methanol, alcohol and

p ropanol on the activity ofβ2N 2Acetyl2D 2
glucosam inidase

Fig. 2　Effects of glycol and glycerol on the activity

ofβ2N 2acetyl2D 2glucosam inidase

Fig. 3　Effects of acetone on the activity of

β2N 2acetyl2D 2glucosam inidase

2. 3. 3　丙酮对酶失活作用的类型 　结果表明 (图 5) :随着丙酮浓度的提高 ,表观米氏常数 ( Km app )不变 ,而
最大反应速度 (Vmax )则随着丙酮浓度的提高而降低 ,可见在反应体系中加入丙酮不会影响酶与底物之间
的亲和力 ,只是降低酶促反应的最大反应速度. 这一现象表明失活作用是非竞争性机制.

2. 3. 4　酶经丙酮微扰后的荧光发射光谱的变化 　棉铃虫 N 2乙酰 2β2D 2氨基葡糖苷酶经不同浓度的丙酮微
扰后的荧光发射光谱变化情况如图 6所示. 天然酶内源荧光在 339 nm处有特征的荧光发射峰 ,其强度随
着丙酮浓度的上升而减弱. 荧光发射峰逐渐兰移至 334 nm处.

3　讨论
研究伯醇对棉铃虫 N 2乙酰 2β2D 2氨基葡糖苷酶的影响时发现甲醇和乙醇对酶有低含量的激活作用 ,

甲醇和乙醇的体积分数为 5%时酶活力达到最大. 当甲醇和乙醇的的体积分数分别高于 15%和 10%时 ,

酶活力开始下降. 酶在低含量的甲醇与乙醇溶液中有被激活的现象 ,说明酶在这 2种介电常数较小的介质
中进行催化反应时 ,酶活性中心的柔性构象会发生改变 ,而且改变的构象比天然的构象更适合于底物的结
合和催化 ,所以酶活力增强. 可见酶的天然构象并不一定是酶发挥生物学功能的最佳构象. 正丙醇对酶没
有低含量的激活作用 ,其失活作用比甲醇和乙醇都强 ,乙醇的失活作用比甲醇强. 这是因为伯醇碳链的长
度对酶有影响 ,酶活力会随着碳链的延长而下降.

低含量的乙二醇对 N 2乙酰 2β2D 2氨基葡糖苷酶有轻度的激活作用 ,高含量的乙二醇对酶有失活作用.

而乙二醇对长毛对虾酸性磷酸酶并没有低含量的激活作用 ,只有失活作用 [ 5 ]
. 丙三醇能降低棉铃虫 N 2乙
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酰 2β2D 2氨基葡糖苷酶的活性 ,但对豇豆根瘤腺苷酸琥珀酸裂解酶则有激活作用 [ 6 ]
. 这都说明同一种有机

溶剂对不同酶所起的作用是不同的. 棉铃虫 N 2乙酰 2β2D 2氨基葡糖苷酶活力之所以受丙三醇和高含量的
乙二醇的影响 ,是因为它们能介入酶分子内部 ,导致维持蛋白质分子构象的次级键 (尤其是氢键 )和蔬水
作用力发生变化 ,酶分子的高级结构被破坏 ,从而影响了酶的催化活性.

　　
a - e. 丙酮浓度分别为 0、0. 8、1. 2、1. 6和 2. 0

mol·L - 1.

a - e. 丙酮浓度分别为 0、0. 4、0. 8、1. 2和 1. 6

mol·L - 1.

图 4　丙酮对 N 2乙酰氨基葡糖苷酶失
活机理的判断

图 5　丙酮对酶失活效应的 L ineweav2
er2Burk关系图

图 6　酶在丙酮溶液中的荧光发射
光谱 (曲线 0 - 3的丙酮浓度分别为

Fig. 4 　 Determ ination of the inactivation

mechanism of acetone on β2N 2acetyl2D 2glu2
cosam inidase

Fig. 5　The L ineweaver2Burk p lot ofβ2N 2ace2
tyl2D 2glucosam inidase inactivation in acetone

solution

0、40、60、80 mm ol·L - 1

Fig. 6　Fluorescence em ission spectra ofβ2N 2
acetyl2D 2glucosam inidase denaturation inace2
tone solutions

　　丙酮对酶有失活作用 ,同时会影响酶的内源荧光发射. 在蛋白质分子中 ,能发射荧光的氨基酸有色氨
酸、酪氨酸以及苯丙氨酸 ,其中色氨酸的荧光强度最大 ,酪氨酸次之 ,苯丙氨最小. 我们以 278 nm作为激发
波长 ,苯丙氨酸在这种条件下一般不被激发 ,由于酪氨酸的荧光发射峰在 303 nm ,而色氨酸在 348 nm

[ 7 ]
,

所以酶的内源荧光主要来自酪氨酸和色氨酸. 丙酮与酶分子相互作用后 ,发生荧光强度降低的现象 ,即荧
光淬灭. 荧光淬灭的研究可以揭示发色基团在蛋白质中的位置 [ 8, 9 ]

. 荧光强度随着丙酮含量的提高而降
低 ,同时酶的荧光发射峰也出现了兰移. 伴随酶构象的改变 ,酶活力也随之降低.

总之 ,酶的构象是靠酶分子中的次级键来维持的 ,当反应体系中含有有机溶剂时 ,体系的氢键和蔬水
性发生改变 ,这会影响酶分子的构象 ,进而改变酶的活性. 不同有机溶剂对酶的构象有不同的影响 [ 10 ] . 即
使是同一种有机溶剂在不同含量范围所起的作用也有差异. 长期以来 ,人们一直认为酶分子只能在水溶液
中发挥其生物学功能 ,水溶液是这些大分子存在及其相互作用的天然介质. 本试验证实酶也可以在有机溶
剂中发挥作用 ,而且在不同有机溶剂中会表现出不同的催化活性.
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