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SDS变性剂对杂色鲍碱性磷酸酶的
活力与构象的影响
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摘要:以十二烷基磺酸钠 ( SDS)为变性剂,研究其对杂色鲍碱性磷酸酶 ( ALP)活力的

影响, 结果表明酶的剩余活力随着 SDS浓度增高而下降, 但当下降到 67%时, 随着

SDS浓度增高,酶活力几乎不再发生明显变化.这说明杂色鲍 ALP对 SDS具有高度

的耐受性.研究 SDS对杂色鲍 ALP的 pH稳定性的影响,发现该酶的 pH稳定性区域

由 5. 9~ 10. 0区域漂移到 7. 6~ 10. 6区域,显示酶的 pH稳定性往碱性区域偏移.进

一步以荧光和紫外光谱为监测手段, 研究杂色鲍 ALP经 SDS微扰后的分子构象变化

情况.其结果表明随着 SDS浓度增高, 荧光发射强度逐渐发生变化, 但发射峰未发生

明显变化;紫外吸收强度发生变化,但吸收峰也未发生明显变化. 这说明该酶活性中

心对 SDS变性剂并不敏感.这在以往文献中未见过报道.

关键词:海洋生物; 碱性磷酸酶; 实验研究;杂色鲍; 酶活力; SDS; 构象; 变性剂

中图分类号: Q356. 1     文献标识码: A 文章编号: 1000-8160( 2005) 02-0140-05

碱性磷酸酶 ( ALP, EC 3. 1. 3. 1)是一种膜结合蛋白, 在生物体内直接参与磷酸基团的转

移和代谢的生理过程,与维持体内适宜的钙磷比例相关, 并在免疫反应中发挥作用
[ 1]
.目前我

国学者已对多种海洋生物的 ALP进行了系列的研究
[ 2~ 4]

, 它在海洋生物对海水中钙质的吸

取、磷酸钙的形成、甲壳素的分泌及形成等方面均具重要的作用, 也是杂色鲍 (H aliotis d iversi-

color)赖以生长、生存的重要酶类之一. 当海洋环境受到污染,如某些化学物质、有机溶剂、重金

属离子、蛋白质变性剂等会影响磷酸酶的活力与构象,从而进一步影响到杂色鲍的正常生理活

动与物质代谢.

本文在分离纯化杂色鲍 ALP并研究酶的部分性质的基础上, 进一步研究十二烷基磺酸钠

( SDS)对酶活力的调控, 及酶经 SDS微扰后分子构象的变化.不仅在酶的结构与功能方面具有

重要的科学理论意义,也为了解杂色鲍 ALP与其生长及发病的关系和人工养殖提供了一些有

益的参考资料.
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1 材料与方法
1. 1 材料

杂色鲍 ALP酶制剂按文献 [ 5]的方法制备, 得到比活力为 1 226U /mg的电泳单一纯的酶

制剂. 对硝基苯磷酸二钠 ( pNPP)为 E M erk公司产品; SDS为 S igma公司产品;其他试剂均为

国产分析纯试剂.所用试剂均以玻璃重蒸水配制.

1. 2 酶活力测定

酶活力的测定按文献 [ 5 ]的方法, 即在 2cm
3
的反应体系中, 包含 0. 05mol /dm

3
N a2CO3-

N aHCO3缓冲液 ( pH = 10. 0) , 1. 0mmol /dm
3
MgC l2及 5mmo l/dm

3
的 pNPP. 在 37e 条件下,加入

10mm
3
酶液,准确反应 10m in, 然后加入 2cm

3
0. 1mo l/dm

3
NaOH溶液终止反应, 用 722光栅分

光光度计在 405nm 的波长下测定吸光值 ( A ) . 产物的摩尔消光系数按 1. 73 @ 10
4

mo l/ ( dm
3 # cm )计算

[ 3 ]
.

1. 3 SDS对酶活力的影响

在上述的测活体系中,加入不同浓度的 SDS, 加入 10mm
3
酶液, 测定酶的相对活力, 以酶

活力对 SDS浓度作图, 分析 SDS对酶活力的影响.

1. 4 SDS对酶 pH稳定性的影响

在不同浓度的 SDS测活体系中,改变测活缓冲液的 pH值,测定酶的活力, 研究酶在不同

浓度的 SDS溶液中 pH的稳定性,分析 SDS对酶 pH稳定性的影响.

1. 5 SDS对酶的微扰作用

天然酶与不同浓度 SDS溶液在 4e 下处理 24h,然后取出 20mm
3
处理的酶液在含相应浓度

SDS的测活体系中检测酶的剩余活力,研究受 SDS微扰后酶活力的变化情况.

1. 6 天然酶受 SDS微扰后酶分子构象变化的研究

天然酶与不同浓度的 SDS溶液于 4e 下共同处理 24h后, 分析酶的紫外吸收光谱和荧光

发射光谱的变化.酶的紫外吸收光谱测定仪器为 Beckman UV-650分光光度计,以含相应浓度

SDS的相同溶液为对照.酶的荧光发射光谱测定仪采用日立 F-4010型荧光仪, 也以含相应浓

度 SDS的相同溶液为对照.

2 实验结果
2. 1 SDS对酶活力的影响

在不同浓度 SDS的测活体系中,加入 10mm
3
酶液,测定酶的相对活力,检测 SDS对酶活力

影响. 发现 SDS浓度低于 20mmo l/dm
3
时酶活力基本保持不变, 当 SDS浓度达 50mmo l/dm

3

时,酶活力开始随着 SDS浓度的增大而下降, SDS浓度增高到 100mmol /dm
3
时, 酶的相对活力

下降了 18%.随着 SDS浓度继续增高,酶活力不再下降, 维持在一定的水平, 保持 82% (图 1).

这显示该酶对 SDS具有较好的稳定性.

2. 2 SDS对酶的 pH稳定性的影响

在不同浓度的 SDS测活体系中,改变缓冲液的 pH值,测定酶的活力,探讨 SDS对酶的 pH

稳定性的影响.结果 (图 2)表明:在不含 SDS的溶液中, 酶的 pH稳定性区域为 5. 9~ 10. 0; 而

在 SDS浓度为 100~ 400mmo l/dm
3
的溶液中,酶的 pH稳定性区域为 7. 6~ 10. 6,显示酶的 pH

稳定性往碱性区域偏移.
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图 1 SDS对杂色鲍 ALP活力的影响

F ig. 1 Effect o f SDS on ALP activ ity

from Haliotis diversicolor

2. 3 SDS对酶的微扰作用

天然酶与不同浓度的 SDS溶液在 4e 下处理 24h, 然

后取出 20mm
3
处理过的酶液在含对应浓度 SDS的测活体

系中检测酶的剩余活力,研究 SDS对杂色鲍 ALP酶的微扰

作用. 其结果 (图 3)表明在 SDS浓度低于 300mmol /dm
3

时,随着 SDS浓度增高,酶活力呈指数下降到 67%左右. 但

随着 SDS浓度的继续增高, 酶活力未发生明显变化. 这说

明杂色鲍 ALP活力对 SDS有明显的耐受作用.

2. 4 酶经不同浓度 SDS微扰后紫外光谱的变化

杂色鲍 ALP在 0. 01mo l/dm
3
T ris-HC l缓冲液 ( pH值为

7. 5)与不同浓度的 SDS溶液在 4e 下处理 24h, 酶的紫外

吸收光谱变化结果见图 4. 未经 SDS处理的酶液在 279nm

波长处有特征的紫外吸收峰, 经 SDS处理后, 该峰位置基

本不变,但吸收强度均有不同程度的下降.随着 SDS浓度

的上升,酶的紫外吸收强度出现逐渐下降后又回升的趋势,当 SDS浓度为 300mmo l/dm
3
时,下

降到最低点,但变化不显著. 这显示该酶在 SDS变性剂的作用下, 酶分子构象仅发生轻微的变

化,生色基团的微环境没有发生明显变化. SDS浓度高达 400mmo l/dm
3
也不致以使酶分子构

象发生明显的改变,说明该酶对 SDS有较强的抗变性作用.

图 2 SDS对杂色鲍 ALP的 pH 稳定性的影响

F ig. 2 E ffect o f SDS on pH stab ility of ALP fromH. d iver sicolor

图中曲线 1~ 4的 SDS浓度分别为 0、100、200、400mm ol /dm 3

图 3 SDS对杂色鲍 ALP的效应

F ig. 3 ALP activ ity from H. diversico lor

a fter treated by SDS at 4e fo r 24h

2. 5 酶经不同浓度的 SDS微扰后荧光发射光谱的变化

杂色鲍 ALP在 0. 01mo l/dm
3
T ris-HC l缓冲液 ( pH = 7. 5)与不同浓度的 SDS溶液在 4e 下

处理 24h,酶的荧光发射光谱变化结果见图 5. 天然酶内源荧光在 335nm波长处有特征的荧光

发射峰,其荧光强度在 SDS浓度低于 300mmol /dm
3
时,随着 SDS浓度的增高而下降,荧光发射

峰无明显变化. 在 SDS浓度达 400mmo l/dm
3
时, 荧光强度有所回升, 并伴随着轻微的蓝移现

象.这说明 SDS只有在较高浓度下,才能使杂色鲍 ALP的分子处于部分紧缩状态,但仍未能使
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其变性.

3 讨论
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肽链伸展及构象变化

概貌.如紫外吸收光谱及荧光光谱的变化反映酶蛋白在变性过程中与酪氨酸 ( Tyr)和色氨酸

( T rp)等残基有关的构象变化.我们用 279nm波长激发得到 335nm荧光发射峰主要由生色基

团 Trp和 Tyr残基所贡献. 文献 [ 6~ 8]中报道,锯缘青蟹 ( Scy lla serrata )碱性磷酸酶在变性剂

溶液中的分子构象变化主要表现在酶分子的主肽链以紧密的构象变成松散状态, 出现酪氨酸

发射峰;酶的荧光强度随着变性剂浓度的增高而逐渐下降,吸收峰峰值位置也出现了一定程度

的 /红移 0和 /蓝移 0.相比之下,杂色鲍 ALP在 SDS浓度为 [ 20mmo l/dm
3
时, 酶活力与构象均

不受影响, 只有在 SDS浓度高达 50mmol /dm
3
时, 酶活力才略有下降, SDS浓度高达 400

mmo l /dm
3
也只使酶活力下降 33% .在如此高的变性剂 ( SDS)浓度下,酶的荧光光谱才出现轻

微的 /蓝移0现象,说明酶分子构象未发生较大变化.实验结果表明,杂色鲍 ALP对 SDS的变性

有很高的抗拒作用.杂色鲍 ALP酶的活力在含 SDS变性剂测活体系中 pH稳定性的范围略有

缩小, 其稳定区域从5. 9~ 10. 0变化到 7. 6~ 10. 6, 显示酶的 pH稳定性往碱性区域偏移.
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Effec t o f sod ium do decy l su lfate ( SDS ) d ena tu ran t

on ac tiv ity and con fo rm a t io n o f a lka lin e pho spha tase

from Ha lio t is d iv e rs ico lo r
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Ab stra ct: The effect o f sod ium dodecyl su lfate ( SDS ) on the activity of a lkaline phosphatase

(ALP) from H aliotis diversicolor has been stud ied. The results show ed that residua l activ ity o f the

enzym e decreased w ith increasing SDS concentra tion. When the concentrat ion o f SDS w as high to 400

mmo l /dm
3
, the enzyme activ ity just lost 33%. A fter tha,t w ith increasing SDS concentrations, the

activ ity w as kept at the level of 67% of the nature enzyme, indica ting the enzym e had high endur-

ance to SDS. The effect of SDS on the pH stability of the enzyme w as d iscussed and the results

show ed that the pH stability range changed from pH 5. 9~ 10. 0 to pH 7. 6~ 10. 6. The conform a-

t iona l changes o f the enzyme in different concentrat ions o f SDS so lu tion w ere measured by fluores-

cence abso rpt ion spectra and ultravio let absorption spectra. The f luorescence em ission peak ( at 335

nm ) o f the enzym e hadn. t shifted sharply. The f luo rescence intensity decreased w ith increasing SDS

concentrations at low concen trat ion o f SDS and rose back at h igh concentra tion o f SDS. The u ltrav io-

let absorption peak of the enzyme hadn. t shifted sharply, too. It w as suggested that the enzyme

mo lecu le hadn. t spread su ff ic iently, ind icating the enzym e conformat ion w as no t sensitive to SDS.

Key w o rd s: marine bio logy; alka line phosphatase( ALP); experimental study;H aliotis d iversico lor;

enzym e act iv ity; sodium dodecy l su lfate( SDS) ; conform ation; denaturant
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