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乙二醇对长毛对虾酸性磷酸酶

活力与构象的影响
‘
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摘 要 应 用 荧光光谱
、

紫外差示光谱及园二 色性光谱等生物物理技术研究

长毛对虾酸性磷酸酶经 乙二醉微扰后的分子构 象变化情况
,

结果表明 乙二醉对酶分

子构象有显著的影响
。

酶的 内源 荧光强度 随乙 二醉浓度增大而 增强
,

T yr
、

T rP 残基

的微环境发生明显的变化
;
紫外差示光谱在 22 0 和 2 75 n m 出现 2 个 负峰

,

而 23 6

n m 出现正峰
,

22 0 和 23 6 n m 的 差吸收与酶分子主链去折叠有关
,

而 27 5 n m 主要

与 T r p 残基微环境变化有关
; 乙二醉变性后

,

酶的 园二 色性光语变化说明酶分子二

级结构也发生 了明显的 变化
。

比较酶在 乙二 醉溶液中失活与去折叠的关系
,

结果表

明
:

酶在 乙二醇溶液中的 失活作 用明 显快于 构象的变化
,

说明酶活性中心 处于对 变

性剂 乙二醉较为敏感的 区域
。

关键词 长毛对灯 酸性磷酸酶 酶构象与活力 乙二醉
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1

近年来
,

在蛋 白质 (酶 )分子溶液构象的研究 中
,

以紫外差光谱
、

灸光光谱和园二色光谱

等方法起了及其重要 的作用 [i. 幻
。

我们曾经用这些技术研究青蟹碱性磷酸酶[3j
、

菠萝蛋 白酶川

和长毛对虾 (尸en ae us p en ic ￡lla tu : )酸性磷酸酶 [s] 在盐酸肌溶液中的分子构象变化和酶活力 的

变化情况
,

并对变性与失活速度进行 比较
,

表明酶的失活速度明显大于变性速度
,

酶活性部

位处于对变性剂较为敏感的脆弱区域
,

表现酶活性部位的柔 曲性
,

酶活力的表现很大程度上

依赖于酶分子构象 的稳定性
。

本文报道长毛对虾酸性磷酸酶 (A CPas e )在有机溶剂乙二醇微扰

下
,

酶分子构象与活力 的变化
,

从另一侧面揭示 酶活力表现与酶分子构象完整性密切相关
;

同时
,

研究有机溶剂对重要的海洋水产长毛对虾的酸性磷酸酶的活力与构象的影响
,

可尝试利

用酶的高度灵敏性为海洋养殖污染提供一种新的监测指标
。

1 材料与方法
1

.

1 材料

对
一

硝基苯磷酸二钠 (pN PP )
,

CM
一

纤维素 (CM
一5 2 )

,

Se Ph a d e x G
一2 0 0 均为进口 生化试剂

,

乙二醇为国产 A R 纯试剂
,

试剂均为玻璃重蒸水
。

长毛对虾酸性磷酸酶按前文方法[sj 制备
,

获

得 S D S 电泳及 H PL C 柱层析检验为单一蛋白纯酶制剂
。
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1
.

2 方法

蛋 白浓度和酶 活力测 定见前文 [6] ; 酶在不 同浓度 乙 二醇溶液 中构象变性测定是 在 。
.

1

m ol / d m
,
N a A 。一H A c

缓冲液 p H 4
.

5
、

4 ℃下处理 24 h
,

以紫外差示光谱
、

荧光光谱和 C D 光谱

分析测定
。

荧光光谱用 H it ad hi
一

85 0 型荧光仪测定
,

激发光波长 2 8 4n m
,

测定温度 25 ℃
。

紫外

差示在 shi m ad
: u u v

一 3 0 0 0 型双光束分光光度计上测定
,

在含隔板的一对石英杯中
,

参比光路

上的杯子两池分别只含酶溶液和有机溶剂
,

在样品光路 的杯子 中
,

一池含酶和有机溶剂棍合

液
,

另一池只含缓冲液
,

2 5 ℃恒温
,

从 2 0 0 n m 扫描到 3 2 0 n m
。

C D 谱是在 Ja s e o so 0C 型园二色

谱仪上测定
,

25 C恒温
,

扫描范围为 2 00 ~ 2 5o n m
,

吸收池光路 2 m m
。

2 实验结果

2
.

1 酶经乙二醇微扰后的荧光发射光谱的变化

长 毛对 虾 ACPas e
在不同浓 度 乙二醇溶液中 (于 。

.

lm ol /d m
3
N a A c 一

H A 。 缓冲液
,

p H

4
.

5) 于 4 ℃下处理 24 h 后
,

酶的荧光发射光谱变化结果见图 1
。

天然酶 内源荧光在 3 4 0tl m 处

有特征的荧光发射峰
,

其强度随着乙二醇浓度上升而增强
。

当乙二醇浓度达 40 %时
,

荧光强度

还继续增强
,

但荧光发射峰基本未出现位移现象
。

2
.

2 酶经乙二醇微扰后的紫外差吸收光谱的变化

长毛对虾 A CP as e
在不 同浓度 乙 二醇溶液 中 (0

.

lm ol /d m
3 N a A c 一

H A c 缓冲液
,

pH 4
.

5)

4 ℃下处理 2 4h 后
,

酶的紫外差示光谱测定结果见图 2
。

在 2 20 和 2 68n m 处出现明显的负吸收

峰
,

而在 23 6 和 2 8 0n m 有正吸收峰
,

这些差吸收均随着有机溶剂浓度增大而增大
。

4

3

2 云
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图 1 A CPas e
在乙二醇变性后的荧光发射光谱

Fi g
.

1 Flu o r e s e e n e e e m is s io n sp e e t r a

o f A CPa s e d u r in g d e n a t u r a t io n

in E t hy le n e g lye o l s o lu t i o n s

2 10 23 0 25 0 27 0 2叨 3 10
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图 2 A CPas
e
在 乙二醇变性后的紫外差吸收光谱

F i g
.

2 D iffe r e n t ia l U V
一a b so r p t io n s p e e t r a

o f A C Pa s e d u r i n g d e n a t u r a t io n

in E t hy le n e g lye o l s o lu t io n s

2
.

3 酶经乙二醇微扰后 的 CD 光谱变化

长毛对虾 A CPas e
在不 同浓 度 乙二醇溶液 中 (于 0

.

lm ol /d m
“
N a A c 一H A 。

缓 冲液
,

pH

4
.

5) 于 4 ℃下处理 24 h 后
,

酶的园二光谱变化结果见图 3
。

天然酶在 Z1 0n m 处有一个负吸收

峰
,

在 2 18 n m 有一个吸收平台
。

在 乙二醇溶液中
,

C D 吸收峰型发生了明显的变化
,

在 2 1 On m
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的吸收负峰红移到 2 1 5n m
,

并且负吸收值随着乙二醇浓度的增大逐渐增大
,

说明酶分子的有

序结构 (主要是 a 一

螺旋结构 )发生了变化
,

其变化随着乙二醇浓度的增大而增大
。

印
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1.一�石
·

飞
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图 3 乙二醇变性后酶的 C D 光谱

Fig
.

3 C D sP e e t r a o f A C P a s e d u r in g d e n a t滋
a t i o n

in E th yle n e g ly e o l s o lu t io n s

图 4

Fig
.

4

10 ZD 30 4()
乙二醇浓度 ( % )

乙二醇对酶活力的影响

I n flu e n e e o f e th yle n e g lye o l

o n A C Pa s e a e t iv ity

2
.

4 乙二醇对酶活力的影响

长毛对虾 A C Pas e 在 不同浓度乙 二醇溶 液 中 ( 于 0
.

lm ol /d m
“
N a A c 一H A c 缓 冲液

, p H

4
.

5) 于 4 ℃下处理 24h 后
,

取出 加m m
,

处理的酶液在含相对应 乙二醇浓度的测活体系中检

测酶的剩余活力
。

结果表明
,

随着乙二醇浓度的增大
,

酶 的活力迅速地呈直线下降直至完全

丧失
,

当乙二醇浓度达 15 %时
,

酶活力丧失 了一半
;
当乙二醇浓度达 30 %时

,

酶活力完全丧

失 (图 4 )
。

而这时酶的荧光发射峰的强度 (F 34 0n m)
、

2 2 o n m 的紫外差吸收以及 Z 15n m 的 C D 椭

圆度仍然还在继续变化
,

酶分子构象的变化 尚未达到终态
。

说明对虾 A CPas e
在乙二醇变性

过程中
,

酶活力丧失明显快于构象的变化
。

说明酶活性中心处于对有机溶剂乙二醇较为敏感

的区域
,

30 %的乙二醇可 以使酶活性中心构象完全改变而导致酶活力完全丧失
,

但必需更高

的乙二醇浓度才能使酶分子整体构象变化完全
。

3 讨论
对虾 A CPas e

是二聚体酶
,

酶分子构象变化主要表现在于酶分子主肤链 以紧密的三维构

象变成松散状态
;
从有序的二级结构变成无规线团

。

用不同的物理化学监测手段
,

可以从不

同的侧面揭示 蛋白质变性的肤链伸展及构象变化概貌
。

我们用 2 8 4n m 波长激发得到 3 4 o n m

荧光发射峰主要 由生 色基团 T rP 和 T y r
残 基所贡献川

。

有 机溶剂 乙 二醇微扰长 毛对 虾

A CPa se 后
,

荧光强度显著增大
,

其原因可能是由于乙二醇介人酶分子
,

改变酶分子所处环境

的介电常数
,

引起肤链伸展
,

从而改变了 T y r 、

T rP 残基的微环境极性
,

T y r 形成的氢键遭到



4 期 陈清西等
:

乙二醇对长毛对虾酸性磷酸酶活力与构象的影响

破坏
,

致使处于淬灭状态的 T y :
荧光得以恢复

,

并使其量子率增加
。

荧光强度的增大随着乙

二醇浓度的增高而增大
。

T rP 微环境非极性也引起 T印 残基的荧光强度增大
。

紫外差示光谱

在 2 6 8 n m 出现负吸收峰及在 2 8 o n m 出现正吸收峰
,

是与 T rp 残基微环境变化直接相关
,

在

2 2 0n m 处 出现负峰则与酶主链去折叠变化相关 [lj
,

对虾 A C Pas e
在有机溶剂乙二醇的微扰作

用下
,

肤链构象发生变化
,

由有序的结构变成无规则卷 曲
,

从而在 2 20n m 处出现差吸收峰
。

酶经 乙二醇变性后主肤链构象变化也可以从 C D 谱中体现
。

远紫外的 C D 谱直接反映了酶的

二级结构变化情 况图
,

酶经 乙二醇变性后
,

C D 光谱由天然酶在 2 10
n m 负峰红移至 Z1 5n m

处
,

并且吸收强度也逐渐加强
。

随着有机溶剂乙二醇浓度增大
,

酶分子构象逐渐从有序结构变为无序的无规则卷曲
,

同

时伴随酶活力的丧失
。

乙二醇浓度增大
,

酶活力快速下降
,

当乙二醇浓度达 30 %时
,

酶活力

已经近于完全丧失
,

说明酶活性 中心构象 已变性达终态
,

但整体酶分子构象 尚未完全变化
,

荧光强度
、

紫外差示光谱及 C D 谱仍还在继续变化
,

表明酶活性中心处于对乙二醇较为敏感

的区域
,

酶活力的表现与酶分子构象的完整性密切相关
。

环境污染对海洋水产养殖有很大影响
,

化工厂排放的有机溶剂污染也是常见的污染源之

一
,

本文中 巧% 的乙二醇就能使长毛对虾 A CPas e 酶活力下降一半
,

可见该酶对有机污染反应

灵敏
。

目前
,

用酶作为水产养殖有机污染的监测尚少报道
,

本文的研究可以揭示其影响的本质

所在
。

研究活力变化的同时
,

研究酶分子构象的变化
,

为污染监测提供理论基础和依据
。
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, a n d the n e g a tiv e p e a k d e s e e n d e d o b v io u sly

w ith in e r e a s in g e th yle xle g lye o l e o n e e n tr a tio n
.

T h e iiia e t iv it io n a n d th e u n fo ld in g o f tl飞e

e n z y m e d u r in g d e n a t u r a t io n in e t l、y le n o g ly e o l s o lu t io n l、a d b e e n e o m p a r e d
.

T h e r e s u lts

s ho w e d th a t in a e t iv a t io n o e e u r s b e fo r e n o t ie e a ble e o n fo r m a t io n a l e h a n g e e a n be d e t e e te d
.

It

15 s u g g e s te d th a t th e a e t iv e site o f th e e n z y m e 15 s it u a t ed in a lim it ed a r e a o f the e n z ym e

n l o le e u le tha t 15 m o r e fr a g ile t o e th yle n e g lye o l tha n the p r o t e in a s a w ho le
.

K E Y W O R D S P e n a e u s Pe , : ie‘lla t u s , a e id ph o s p ha t a s e , e o n fo r m a t io n a n d a e tiv it y o f

e n z y m e , e th yle n e g lye o l


