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摘要:本文研究了几种金属离子对锯缘青蟹 ( Scy lla serra ta) N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖

苷酶 (NAG ase)活力的影响. 其结果表明: L i
+
、Na

+
和 K

+
对酶活力没有明显影响,

M g
2 +
、Ca

2+
和 Ba

2+
对该酶均有激活作用,激活程度依次为 Ca

2+
> Ba

2+
> M g

2 +
. A l

3+
、

Fe
3+
、Cd

2+
、Pb

2 +
和 H g

2+
对该酶具有一定的抑制作用, 210Lm ol/dm

3
的 H g

2+
可以使

酶活力完全丧失. Co
2+
对酶的效应是先激活后抑制, M n

2+
对酶仅有轻微的激活作用.

Cd
2 +
和 Fe

3+
对锯缘青蟹 NAG ase的抑制作用都呈竞争性-反竞争性混合Ⅱ型效应,

Cd
2 +
的抑制常数 K I和 K IS分别为 2319、510 mm o l/dm

3
, Fe

3+
的抑制常数K I和 K IS分别

为 39515、13516Lm ol/dm
3
. K I> K IS,说明酶-底物络合物 ( ES)与抑制剂的亲和力比游

离酶 ( E )与抑制剂的亲和力大.
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锯缘青蟹 ( Scy lla serra ta) 属于甲壳纲, 十足目, 短尾亚目,梭子蟹科.其个体大、生长快、

适应性较强,且营养丰富, 具有较高的商品价值,是我国沿海重要的海洋经济蟹类之一.其养殖

面积逐年增加,养殖由粗放型向集约化养殖方向发展.但由于病原体的侵蚀扰乱、环境的污染

(水体中的金属离子、有机化合物含量严重超标 )都将引起锯缘青蟹个体的生理生化变化, 影

响其正常生理活动与物质代谢,导致锯缘青蟹的健康程度下降,疾病的发生日益增多.这严重

制约了我国养蟹业的发展.

N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶 ( EC 31211152,简称 NAGase)广泛存在于海洋甲壳动物中,

能将较长链的壳聚糖降解成短链或单糖. 它直接参与甲壳动物生长发育中的周期性蜕皮
[ 1]

.

甲壳动物的很多疾病都与其蜕皮生理状态发生的病理性改变有关.因此,研究金属离子对该酶

活力的影响对锯缘青蟹的养殖具有重要意义. 我们在分离纯化锯缘青蟹 NAGase并研究酶的

部分性质的基础上
[ 2]

, 为了探讨 NAGase活力受养殖环境污染物影响的机理,我们系统地研究

金属离子对锯缘青蟹 NAGase活力的影响.这对于探讨养殖环境与锯缘青蟹生长发育过程的

相关性具有重要的科学和实践意义.
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1 材料与方法
1. 1 材料

锯缘青蟹 NAGase酶制剂按前文方法
[ 2]
制备, 获得的 PAGE和 SDS-PAGE为单一蛋白带

的酶制剂,纯酶的比活力为 7 990U /m g.对硝基苯-N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷 ( pNP-NAG)为上

海医药工业公司产品;各种金属的无机盐及其余试剂均为国产分析纯试剂, 所有溶液均以玻璃

重蒸水配制.

1. 2 方法
酶活力测定方法参考文献 [ 3]并略为修改.以 pNP-NAG为底物,在 210cm

3
测活体系中含

0105 m o l/dm
3

N aA c-HA c缓冲液 ( pH = 518), 0125mm o l/dm
3

pNP-NAG. 在 37e 恒温下, 加入

10mm
3
酶液, 准确反应 10m in后, 加入 210cm

3
015m o l/dm

3
N aOH终止反应. 在 Beckm an DU-

650分光光度计上测定波长为 405nm的吸光值.在该缓冲体系中,产物 ( pNP)的摩尔消光系数

测定结果为 1177 @10
3
dm

3
/ ( m ol# cm ) .金属离子对酶活力的影响实验是在上述测活体系中,

加入不同浓度的金属无机盐,以不加金属离子为对照,测定酶的相对活力. 抑制作用类型测定

是通过 L inew eaver-Burk双倒数作图,比较酶催化的动力学参数, 包括表观米氏常数 (K m )和最

大反应速度 ( vm )的变化来分析
[ 4 ]

.

2 结果
2. 1 碱金属离子对酶活力的影响

选用 L iSO4、N aNO3、NaC l、Na2SO4、Na2 SO3、KNO3等无机盐为效应物,检测它们对酶活力的

影响.结果表明, 当效应物浓度在 011~ 5010mm o l/dm
3
范围内, 测得酶活力保持不变.这说明

L i
+
、N a

+
和 K

+
等碱金属离子及 SO4

2 -
、SO3

2-
、C l

-
和 NO

-
3 等酸根离子对 NAGase催化水解反

应的活力没有明显影响.

2. 2 碱土金属离子对酶活力的影响

分别以 M gC l2、Ca ( NO3 ) 2 和 BaC l2 为

效应物,在 0~ 110mm o l/dm
3
浓度下测定了

这 3种正二价碱土金属离子对酶活力的影

响.其结果 (图 1a)表明: 这 3种碱土金属

离子对该酶都有激活作用, 激活程度依次

为 Ca
2+

> Ba
2 +

> M g
2+

; 当其浓度达到

110mm o l/dm
3
时, 分别使该酶活力提高

2915%、2710%和 2211% .

2. 3 过渡金属离子对酶活力的影响

分别以 CoC l2 和 M nC l2 为效应物, 研

究过渡金属离子 Co
2+
和 M n

2+
对酶活力的

影响. 结果 (图 1b)表明, Co
2+
对酶的效应

是先 激活后 抑制, 当 Co
2+
浓度 达到

110mm o l/dm
3
时,激活作用达最大, 可使酶

活力提高 2213%; 随着 Co
2+
浓度增高, 酶

#344#



 3期 杨学敏等:金属离子对锯缘青蟹 NAG ase活力的影响

活力逐渐下降, 15mm o l/dm
3
的 Co

2 +
可使酶活力下降 25%. M n

2+
对酶有轻微的激活作用,当其

浓度达到 15mm o l/dm
3
时,仅使酶活力提高 8% .

2. 4 正三价金属离子对酶活力的影响

以 A lC l3、FeC l3 为效应物, 在 0~ 300Lm o l/dm
3
浓度范围内检测正三价金属离子 A l

3+
、

Fe
3+
对酶活力的影响.结果 (图 1d)表明: A l

3+
、Fe

3+
对该酶活力均有一定的抑制作用,在较低

浓度下,对酶的抑制强度较大, 酶活力随着抑制剂浓度的增高而下降较显著;当抑制剂浓度较

高时, 这种下降的趋势变得较缓慢.当效应物浓度达到 300Lmo l/dm
3
时, A l

3+
和 Fe

3+
分别使该

酶活力下降 4913%和 6119% .

2. 5 重金属离子对酶活力的影响
选择 CdC l2、Pb(NO3 ) 2和 H gC l2为效应物,研究重金属离子 Cd

2+
、Pb

2+
和 H g

2+
对锯缘青

蟹 NAGase的影响.结果 (图 1c)表明, H g
2+
对该酶有强烈的抑制作用, 115Lm ol/dm

3
H g

2 +
几乎

可以使酶活力完全丧失. 图 1b显示: Cd
2+
和 Pb

2+
对该酶有不同程度的抑制作用, 当其浓度达

到 15mm o l/dm
3
时,分别可以使酶活力下降 4415% ;而 Pb

2+
在低浓度条件下, 对酶的抑制强度

较大, 浓度为 8mm o l/dm
3
时, 可使酶活力下降 77%, 当 Pb

2 +
浓度继续增高时, 下降的趋势则变

得平缓.

2. 6 Cd2+对酶的抑制作用类型和抑制常数的测定
以 CdC l2为效应物,研究 Cd

2+
对该酶促反

应动力学参数的影响. 以 L inew eaver-Burk双倒

数作图,图 2结果表明: L inew eaver-Burk双倒数

为一组相交于第三象限的直线, 横轴截距和纵

轴截距都因 Cd
2 +
浓度的变化而变化.这表明米

氏常数 (Km )和最大反应速度 ( vm )都随着 Cd
2+

浓度的增高而变化, K m值和 vm值都下降, 其抑

制机理表现为竞争性-反竞争性混合Ⅱ型效应,

Cd
2 +
对酶-底物络合物 ( ES)的抑制强度比对游

离酶 ( E )的抑制强度强.二次作图,分别以得到

的直线斜率和纵轴截距对 Cd
2+
浓度作图 (图

2b、c ), 求出 Cd
2+
对游离酶 ( E )的抑制常数

(K I )和对酶-底物络合物 ( ES )的抑制常数

(K IS )分别为 2319、510 mm o l/dm
3
. K I > K IS,表

明酶与抑制剂结合后能增加对底物的表观亲和力.

2. 7 Fe
3+
对酶抑制作用类型和抑制常数的测定

FeC l3对该酶的抑制作用动力学研究结果表明,其抑制作用与 Cd
2+
的抑制作用相似,也表

现为竞争性-反竞争性混合Ⅱ型. 采用相同的方法测得其抑制常数 K I 和 K IS分别为 39515、

13516Lm ol/dm
3
.

3 讨论
L i

+
、N a

+
和 K

+
等正一价碱金属离子在生物细胞内外是常见的.细胞对这些离子的浓度变
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化有着严密的调控机制,通过长期的进化,许多酶的结构与功能已能适应这些离子的变化
[ 5]

.

我们的实验结果显示了它们对锯缘青蟹 NAG ase的活力没有影响.而正二价碱土金属离子中

的 M g
2+
、Ca

2+
和 B a

2+
是许多酶的激活因子, 对锯缘青蟹 ( Scy lla serrata )碱性磷酸酶均表现为

激活作用
[ 6]

. 本文的研究结果与此一致, M g
2+
、Ca

2+
和 Ba

2 +
对锯缘青蟹 NAGase也有激活作

用,其激活程度依次为 Ca
2+

> Ba
2 +

> M g
2+

.正三价金属离子 A l
3 +
、Fe

3+
对该酶具有一定的抑制

作用.过渡金属离子 Co
2 +
对该酶的效应是先激活后抑制, 在较低浓度条件下,对该酶有激活作

用.但随着其浓度的进一步增高,酶活力则逐渐下降,出现不同程度的抑制作用.而 M n
2 +
对酶

仅有轻微的激活作用,浓度达 15mm o l /dm
3
时,仅使酶活力提高 8% .重金属离子对酶一般都有

抑制作用,它们常常使酶失活, 尤其是 H g
2+
对酶具有很强的抑制作用. H g

2+
对来自蚕消化道、

真菌及原生动物锥虫 (Trypanosoma cruzi )的 NAGase都具有很强的抑制作用
[ 7]

. 本实验得到类

似的结果, 当 H g
+
浓度为 115Lm o l/dm

3
时可使锯缘青蟹 NAG ase活力下降 9512% ;当其浓度达

到 210 Lm o l/dm
3
时酶活力几乎完全丧失. Cd

2+
和 Pb

2+
对该酶也有不同程度的抑制作用.说明

酶对不同的金属离子的敏感性差异较大.研究 Cd
2+
和 Fe

3 +
对锯缘青蟹 NAG ase的抑制作用,

均表现为混合Ⅱ型机理.这说明它们既能与游离酶结合,也能与酶-底物络合物结合. Cd
2+
的抑

制常数 K I和K IS分别为 2319、510mm o l/dm
3
, K I约为 K IS的 5倍. Fe

3+
的抑制常数K I和 K IS分别

为 39515、13516Lm o l/dm
3
, K I约为 K IS的 3倍. 这说明酶-底物络合物 ( ES)与抑制剂的亲和力

比游离酶 ( E )与抑制剂的亲和力大.这与 Chen等 ( 2003)研究不同化合物对酪氨酸酶的影响有

相似的结果
[ 8]

.
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Abstrac:t The effects of som e m eta l ions on the act iv ity o fN-acety-l B-D-g lucosam in idase ( NAG ase)

from green crab ( Scy lla serrata) have been studied and the resu lts show thatL i
+
, N a

+
and K

+
have

no effect on the enzym e act iv ity; M g
2+

, Ca
2+

and Ba
2+

activate the enzym e w ith an order of Ca
2 +

>

Ba
2+

> M g
2+

in intensity, w hile A l
3+

, Fe
3+

, Cd
2+

, Pb
2 +

and H g
2 +

inhibit the enzym e activity.

2. 0Lm o l/dm
3

ofH g
2+

decreases the enzym e activ ity com pletely. C o
2 +

activates the enzym e at con-

centrat ion low er than 410 mm o l/dm
3

but inh ib its it at h igher concentra tion. M n
2 +

has a little active

effects on the enzym e. Inhibitory k inetics of Cd
2+

and Fe
3+

on the enzym e has been stud ied. It

show s that the inh ib it ion type of Cd
2 +

and Fe
3+

on the enzym e is o fm ix- typedⅡ. The com binat ion

constants of Cd
2+

and Fe
3 +

w ith free enzym e(K I ) and enzym e-substrate com plex (K IS ) w ere deter-

m ined respect ively. The va lues ofK I andK IS are abta ined as 23. 9 and 5. 0mm o l /dm
3

for Cd
2+

and

395. 5 and 135. 6Lm ol/dm
3

for Fe
3+

, respective ly. K I is larger thanK IS, w hich elucidates thatCd
2+

and Fe
3+

inh ib it enzym e-substrate com p lex much po tently than free enzym e.

Key words: m arine organ ism; N-acety-l B-D-g lucosam inidase; Scy lla serrata; enzym e activ ity; m e-

tal ions; inhibition k inetics
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