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摘要: 研究甲醛对锯缘青蟹 N-乙酰氨基葡萄糖苷酶( N A Gase EC 3. 2. 1. 52)活力的影响, 结果表明:随着甲醛浓度的增

大,酶活力呈指数下降, 导致酶活力下降 50%的甲醛浓度(失活半衰期, I C50 )为 0. 60 mo l/ L. 酶在低浓度甲醛溶液中的失

活过程显示为可逆失活.用底物反应动力学方法考察酶在甲醛溶液中的失活动力学, 测定游离酶 ( E)和酶-底物络合物

( ES)在甲醛溶液中失活的微观速度常数 ,并比较游离酶( E)和酶-底物络合物( ES)的正向反应的微观失活速度常数 k+ 0 >

kc+ 0 , 表明底物对酶被甲醛的失活作用有一定的保护作用. 正向的失活速度常数 k+ 0和 kc+ 0随着甲醛浓度的增大而增大,

而逆向的速度常数 k- 0随着甲醛浓度的增大而减小,表明随着甲醛浓度的增大, 酶变性越来越快, 而活力恢复越来越难.
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  锯缘青蟹( Scy lla serr ata)是我国沿海重要的海

洋经济蟹之一. 由于病原体的侵蚀和养值环境的污染,

如水体中的重分离子、有机化合物、酸碱度的改变等都

将引起青蟹体内生理生化的变化, 影响其正常的代谢,

导致青蟹的疾病日益严重[ 1] ,严重制约了青蟹养殖业

的发展. N-乙酰氨基葡萄糖苷酶( EC 3. 2. 1. 52, 简称

NAGase)与甲壳动物生长发育过程中的周期性蜕皮

有密切相关
[ 2]

,研究该酶对青蟹的养殖具有重要意义.

我们已对该酶的分离纯化、理化性质的研究作了报道.

在此基础上,我们采用 Tsou [ 3]方法研究该酶在甲醛溶

液中的失活动力学, 通过建立酶在甲醛溶液中的失活

作用的动力学模型,测定游离酶( E )和结合酶( ES)的

微观失活速度常数, 研究该酶活力的调控对人工养殖

青蟹及对养殖环境监测具有一定的科学指导意义.

1  材料与方法

1. 1  材  料
锯缘青蟹 NAGase 酶液为本实验室从青蟹内脏

分离纯化得到,比活力为 7 990 U / m g;对硝基苯酚-B-

D-氨基葡萄糖苷( pNP-NAG)购于上海医药工业研究

院;甲醛为上海化学试剂有限公司分析纯产品;使用的

蒸馏水为玻璃重蒸水.

1. 2  方  法
( 1) 酶活力测定: 以 pNP-NAG 为底物, 在 2. 0

mL 的反应体系中, 含 0. 1 mol/ L NaA c-H A c缓冲液

( pH 5. 8) , 0. 4 mmo l/ L pNP-NAG, 10 LL 酶液,混匀,

在 37 e 下反应 10 m in 后加入 2. 0 mL 0. 5mo l/ L 的

NaOH 终止反应, 于 Beckman UV-650型分光光度计

上测定波长为 405 nm 的光密度值, 消光系数按 1. 73

@ 10
4
( mo l

- 1 # L # cm
- 1

)计算
[ 4]

.

( 2) 甲醛对酶活力的影响:在上述测活体系中加

入不同浓度的甲醛, 测定酶的相对活力,酶的失活程度

以导致酶活力下降 50%的抑制剂浓度( I C50 )为衡量.

( 3) 酶在甲醛溶液中的失活作用机理的判断: 参

考文献[ 5]方法在含不同浓度甲醛的测活体系中, 改变

加入的酶量,测定酶活力与酶量的关系,加以判断.

( 4) 酶失活动力学:采用 Chen等[ 4] 建立的酶在失

活过程中的底物反应动力学方法来分析测定酶在甲醛

溶液中失活动力学的微观速度常数.

2  结  果

2. 1  酶催化 pNP-NAG 水解的动力学参数

在 0. 1 mol/ L pH 5. 8 的 NaAc-H Ac 缓冲体系

中,于 37 e 下,改变底物 pNP-NAG的浓度, 测定酶促

反应的初速度. 用 Linew eaver-Burk双倒数法作图,求

得该酶催化 pNP-NAG 水解的米氏常数 K m 为 0. 426

mmo l/ L , V m 为 16. 31 m mol/ L/ min(图 1) .
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 图 1  酶的动力学参数测定

 Fig. 1  L ineweaver- Burk plot of the enzy me fo r the hy-

dr olysis of pN P- N A G

2. 2  甲醛对酶活力的影响
在含 0. 4 m mol/ L pNP-NAG为底物的测活体系

中加入不同浓度的甲醛, 检测酶的剩余活力, 分析甲醛

对酶活力的影响,结果如图 2, 表明随着甲醛浓度的增

大,酶活力呈指数下降, 测定导致酶活力下降 50%的

甲醛浓度(失活半衰期 I C50 )为 0. 6 m ol/ L .

2. 3  酶在甲醛溶液中的失活作用
在含 0. 4 m mol/ L pNP-NAG和不同浓度甲醛的

测活体系中, 改变酶量, 测定酶催化反应的活力. 图 3

表示酶的剩余活力与酶量的关系, 酶活力对酶量作图

得到一组通过原点的直线,随着甲醛浓度的增大, 直线

的斜率降低.说明低浓度甲醛对酶的失活作用是可逆

过程,甲醛通过抑制酶活力而导致催化效率的降低,而

不是通过降低有效的酶量导致活力的下降.

2. 4  酶在不同浓度甲醛溶液中的失活动力学
监测酶在含不同浓度甲醛的测活体系中产物的形

成量与反应时间的关系.图4显示酶催化 0. 4 mmo l/ L

底物 pNP-NAG 水解反应的动力学过程. 在不同浓度

甲醛下,产物形成的速率随着反应时间的延长而逐渐

下降直到一条稳定斜率的直线. 说明在不同浓度甲醛

下,酶还保留一定的剩余活力.该直线的斜率随着甲醛

浓度的增大而下降, 显示酶在甲醛溶液中的失活作用

是一种可逆过程 [ 5] .其动力学模型为:

式中 E、ES 分别代表游离酶和酶-底物络合物, Ec和

ESc代表这两种形式的失活酶. 由于测活的底物浓度

  cHCH O / ( mol# L - 1 )

 图 2  甲醛对酶的失活作用

 F ig . 2  Inactivatio n o f for maldehy de o n the enzy me

cE / (Lg # mL- 1)

 图 3  甲醛对酶失活作用机理的判断

直线 0 ~ 5 的甲醛浓度分别为: 0、0. 2、0. 4、0. 6、

0. 8和 1. 0 mo l/ L

 F ig . 3  Determinatio n o f the inhibitio n mechanism o f

formaldehy de on the enzyme

和变性剂(甲醛)浓度均远大于酶浓度, 推导出酶在甲

醛溶液中的产物形成的动力学方程可以表示为:

[ P] t =
vk- 0

A
# t+

v
A

2 ( A - k- 0) ( 1 - e
- A#t

) ( 1)

A =
k+ 0 # K m + k+ 0 [ S ]

K m + [ S ]
+ k- 0 ( 2)

式中[ P] t为时间( t) 的产物形成量, A 为表观失活速度

常数, v 为酶在不含甲醛的测活体系中的反应初速度.

当反应时间足够大时, 产物的形成量与时间成直线关

系,其直线方程可以表示为:

[ P] calc =
vk - 0

A
# t +

v
A

2( A - k- 0) ( 3)

根据方程式( 1) 和( 3) , 可以得到:

[ P] calc - [ P ] t =
v

A
2 ( A - k- 0 ) # e

- A#t
( 4)

ln( [ P] calc - [ P ] t ) = - A # t+ ln[ v ( A - k- 0) / A
2
]

( 5)
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 图 4  酶在不同浓度甲醛中的失活作用动力学

线 0~ 4的甲醛浓度分别为: 0、0. 2、0. 4、0. 6 和 0. 8

mo l/ L . a.动力学过程; b. 半对数作图

 F ig . 4  Co ur se of inactivat ion of enzyme in differ ent co n-

centrations o f for maldehy de

以 ln( [ P ] calc - [ P] t ) 对时间( t) 作图为直线, 从直

线斜率可以求表观速度常数 ( A ) . 在求得( A ) 后, 以

[ P] calc 对反应时间( t ) 作图(方程 3) , 从直线的斜率可

以求得微观逆反应速度常数 k- 0 .

表 1  青蟹 N A Gase在甲醛溶液中的失活速度常数

T ab. 1 T he inactivatio n r ate const ants of g reen crab N AG ase in fo rmaldehyde solution

甲醛浓度 / ( mol # L- 1 )
失活速度常数 / ( 103 s- 1 )

k+ 0 k- 0 kc+ 0

相对活力 / %

0 100. 0

0. 2 1. 086 ? 0. 020 0. 229 ? 0. 010 0. 209 ? 0. 015 81. 5 ? 1. 5

0. 4 1. 535 ? 0. 025 0. 136 ? 0. 015 0. 349 ? 0. 010 60. 8 ? 1. 0

0. 6 1. 613 ? 0. 022 0. 078 ? 0. 005 0. 633 ? 0. 010 49. 5 ? 0. 9

0. 8 2. 249 ? 0. 025 0. 054 ? 0. 008 0. 901 ? 0. 013 38. 5 ? 0. 6

1. 0 28. 8 ? 0. 5

结合方程( 2) 和米氏方程,可以得到:

A
v

=
K m

V m
( k+ 0 + k- 0)

1
[ S ]

+
k+ 0 + k- 0

V m
( 6)

由于 K m、V m 和 k- 0 是已求的知数,根据方程( 6) ,

以 A/ v 对 1/ [ S ] 作图为一直线,分别从直线的斜率和

截距可以求得正向失活速度常数( k+ 0 和 kc+ 0 ) .

2. 5  甲醛对酶的失活微观速度常数测定
分别测定酶在含不同浓度甲醛的测活体系中催化

不同浓度底物反应的动力学.图 5为 0. 4 mol/ L 甲醛

浓度下的测定结果. 以 ln( [ P] calc - [ P ] t )对 t 作图为

一组直线(图 5b) ,从直线的斜率可以求得表观失活速

度常数 A. 根据方程( 3) , 以[ P ] calc对反应时间 t作图为

一组直线,由于在每个底物浓度下的表观失活速度常

数 A 和对应的初速度 v 为已测定的已知数, 因此可以

 图 5  0. 4 mo l/ L 甲醛对酶的失活速度常数测定

线 1~ 5的底物浓度分别为: 0. 25、0. 33、0. 40、0. 45

和 0. 50 mmol/ L . a.底物反应动力学过程; b. 半对

数作图; c. A / v 对 1/ [ S]作图

 F ig . 5  Determination of the r ate co nstants of the enzyme

inact ivated by 0. 4 mo l/ L fo rmaldehyde

方便地求出酶在 0. 4 mo l/ L 甲醛溶液中的失活逆反应

的速度常数 k- 0值, 在不同底物浓度下的酶被甲醛失

活的逆反应速度常数基本相同, 其值为 0. 136 ? 0. 015

@ 103 s- 1 . 结果列于表 1. 根据方程式( 6) , 以 A/ v 对

1/ [ S ]作图为一条直线(图 5c) .由于 K m、V m 及 k- 0为

已知数,因此从直线的斜率和截距分别可以求得游离

酶的正向微观失活速度常数 k+ 0及结合酶的失活速度

常数 kc+ 0 ,酶在其它浓度的甲醛溶液中的微观失活速

度常数用同样的方法也可以求得, 结果均列于表 1.

3  讨  论

在青蟹中, NAGase主要分布在其内脏及壳膜,能

催化几丁质的降解和合成,在青蟹生长发育过程中旧

壳的蜕换及新壳的形成起着重要作用. 研究该酶活力

的调控对人工养殖青蟹及对养殖环境监测具有科学指
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导意义.本文报道该酶在甲醛溶液中的失活作用动力

学,比较游离酶和酶-底物络合物在甲醛溶液中的失活

速度常数.从表 1可以看出, 在相同浓度的甲醛溶液

中,游离酶的正向微观失活速度常数( k+ 0 )是酶底物络

合物的失活速度常数( kc+ 0 )的 3~ 5倍, 表明游离酶比

结合酶更容易失活; 此外,正向反应的微观失活速度常

数 k+ 0随着甲醛浓度的增大而增大, 说明其变性越来

越快,逆向反应的微观速度常数 k- 0相反地随着甲醛

浓度的增大而下降, 表明酶复活的过程越来越慢. 有关

该酶构象与活力变化的关系还值得进一步深入的研

究,以阐明其结构与功能之间的关系及作用的机理.从

本文结果看,青蟹 NAGase 在甲醛溶液中的失活作用

机理与对虾 NAGase 在二氧六环溶液中的失活作用

机理[ 6] 及福寿螺 B-葡萄苷酶在盐酸胍溶液中的失活动

力学
[ 7]
具有相同的动力学模型, 该研究结果进一步补

充 Tsou[ 3]提出的底物反应过程中测定酶的不可逆失

活作用动力学方法也同样适合于研究可逆失活作用.
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Inactivation Kinetics of NAGase from Green Crab

(Scylla serrata) by Formaldehyde

XIE Jin- jin, ZH ANG J-i ping, WANG Qin, YANG Xue-min,

LIN Jian-cheng , CH EN Qing-xi
*

( K ey L aborat ory of the M inistr y o f Educat ion for Cell Bio lo gy and T umor Cell Engineer ing ,

Scho ol o f L ife Sciences, X iamen U niv ersity , X iamen 361005, China)

Abstract: T he effect o f forma ldehy de on N- acety-lB- D- gluco sam inidase ( N A Gase) from g reen crab ( Scy lla ser rata) w as invest-i

g ated. T he results show ed that for maldehyde co uld inactiv ate t he enzy me activ ity wit h IC50 o f 0. 6 mol/ L . T he inactiv atio n of enzy me

by for maldehy de is a r ev ersible r eaction w ith remaining enzyme act ivity. Inactivatio n kinetics o f the enzy me in for maldehyde solut ions

was studied using the T sou. s method o f the substr ate reaction, and the micr oscopic rate const ants of inactiv ation for the fr ee enzy me

and t he enzyme- substr ate complex w ere deter mined. Co mpar ison of t hese r ate constants w as made, the r esult show ed that k+ 0 w as lar-

g er than kc+ 0 , indicating a marked pro tect ive eff ect of the substrate on the inact ivation r eaction of this enzyme w ith for maldehy de.

M or eo ver , the value o f forw ar d inactiv ation r ate co nstant of t he enzy me ( k+ 0 and kc+ 0 ) incr eased w ith increasing formaldehy de con-

centration while the v alue of r everse reaction ( k- 0) decr eased. T he r esult s sugg ested the inactivat ion of enzyme in hig her concent ra-

t ion of fo rmaldehyde wo uld be mor e difficultly rev ersible.

Key words: Gr een crab ( Scy lla ser r ata) ; N- acet y-l b- D- g lucosaminidase; for maldehy de; inact ivation kinet ics
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