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摘要: 以二甲亚砜( DMSO)为效应物, 研究其对杂色鲍碱性磷酸酶( ALP )活力的影响, 结果表明: 该酶的剩余活力随着

DMSO浓度增大而迅速下降,当 DM SO 浓度达 40% , 酶活力几乎完全丧失. 说明 DM SO 对杂色鲍 ALP 有明显的失活作

用.导致酶活力丧失 50%的 DMSO 浓度为 17% .在较低 DMSO 浓度( < 20% )的失活是可逆的反应过程.动力学研究表

明,该酶的失活过程属于混合型. 进一步测定游离酶( E)和酶底物络合物( ES)与 DMSO 的结合常数(K I 和 K IS ) , 结果表明

K I< K IS ,说明底物存在对酶被 DMSO 的失活作用有一定的保护作用.应用荧光发射光谱研究杂色鲍 ALP 经 DM SO 微扰

后的分子构象变化情况,随着 DMSO浓度增大, 荧光强度逐渐增强, 但发射峰未发生明显变化现象, 说明酶分子中的生色

基团残基的微环境发生了一定的变化.
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  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,在免疫反应

中发挥作用[ 1] .目前多种海洋生物的 A LP 已有深入的

研究报道
[ 2~ 5]

. 本文在分离纯化杂色鲍 ( H aliot i s di-

ver sicolor ) ALP 并研究酶的部分性质的基础上, 进一

步研究有机溶剂 DMSO 对酶活力的调控, 及酶经

DMSO 微扰后的分子构象变化, 对今后研究效应物对

酶的抑制作用时将起重要的指导作用, 并对酶的结构

与功能方面的研究具有重要的科学理论意义.

1  材料与方法
1. 1  材  料

对硝基苯磷酸二钠 ( pNPP) 为 E. M erck 产品;

DEAE-纤维素( DE-32) 为 Whatman 产品; Sephadex

G-200为 Pharmacia产品;乙醇为国产 AR纯试剂;二

甲亚砜( DM SO)为 Sigma 公司产品; 所用试剂均以玻

璃重蒸水配制. 杂色鲍 ALP 酶制剂按文献[ 6]方法制

备,得到比活力为 1 226 U/ mg 的电泳单一纯酶制剂.

1. 2  方  法

酶活力测定见文献[ 3] ,以 pNPP 为底物,在 2 mL

的反应体系中, 包含 0. 05 mo l/ L Na2CO3-NaHCO3 缓

冲液( pH 10. 0) , 1. 0 mmol/ L MgCl2 及 5 mmol/ L 的

pNPP,在 37 e 下, 加入 10 mL 酶液,准确反应 10 min,

然后用 2 mL 0. 1 mmol/ L 的 NaOH 溶液终止反应,

用722光栅分光光度计在405 nm 下测定吸光值. 产物

的摩尔消光系数按 17 300 ( mol/ L @ cm ) - 1计算[ 7] .

DM SO 浓度对酶活力的影响实验是在标准测活体系

中加入不同浓度的 DMSO, 检测酶的剩余活力, 以引

起酶活力丧失 50%的 DMSO浓度( IC50 )来衡量抑制

强度.酶在 DMSO溶液中的抑制作用的机理是通过测

定在不同 DMSO浓度的测活体系中,检测酶活力与加

入的酶量的关系, 通过作图判断. DMSO 对酶的抑制

作用类型通过 Lineweaver-Burk 双倒数作图, 比较酶

催化的观米氏常数( K m )和最大反应速度( Vm )的变化

来判断. 用日立 F-4010 型荧光仪测定酶在不同浓度

DMSO 溶液中的荧光光谱变化.

2  实验结果

2. 1  DMSO 对酶活力的浓度影响
以 DMSO 为效应物,在测活体系中加入不同浓度

DMSO,研究对杂色鲍 ALP 酶活力的影响, 结果见图

1.随着 DMSO 浓度增大, 酶活力成指数下降, 导致酶

活力下降一半所需的 DMSO 浓度 ( I C50 )为 17% . 当

DMSO 浓度达 40%时,酶活力丧失 94%. 说明 DMSO
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 图 1  DMSO 对酶活力的影响

 F ig . 1  Effect o f DMSO on the enzyme

 图 3  DMSO 对鲍鱼碱性磷酸酶的抑制作用的 Lin-

ew eaver-Burk 关系图

 Fig . 3  L inew eaver-Burk plot o f ALP inhibited by DMSO

对杂色鲍 ALP 活力有明显的失活作用.

2. 2  低浓度 DMSO 对杂色鲍 ALP 的抑制作

用表现为可逆效应

进一步探讨在低浓度的 DMSO( 20%以下)对酶

的失活作用机理,在固定一系列的 DMSO浓度的测活

体系中,改变酶浓度,测定酶促反应的初速度,以剩余

酶活力对加入的酶浓度作图(图 2)得到一组通过原点

的直线.随着 DMSO浓度增大,直线的斜率逐渐降低,

说明 DMSO是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, 即

DMSO 对酶的抑制作用属于可逆过程.因为不可逆的

失活将会导致有效酶量下降而产生一组平行线,横轴

的截距将随着不可逆失活剂浓度的增大而增大.

2. 3  DMSO 对酶的抑制效应的常数测定
研究 DMSO 对酶的抑制作用机理: 以第一底物

( pN PP)为变化底物,在第二底物(水)饱和的情况下,

探讨 DMSO对该酶的抑制作用类型. 在含不同浓度

DMSO 的的测活体系中,改变底物( pNPP)浓度,测定

酶促反应的初速度 ( v 0 ) , 以 Linew eaver-Burk 双倒数

cE / (Lg # mL- 1)

 图 2  DMSO 对鲍鱼碱性磷酸酶的效应机理的判断

DMSO 浓度分别注在图中

 F ig . 2  Deteminnation o f the inhibito ry mechanism o f

DMSO on the enzyme

K/ nm

 图 4  ALP在 DMSO溶液中的荧光发射光谱

 F ig . 4  Fluorescence emission spectra of ALP in DMSO

solutions

作图,得到一组纵轴截距不变的直线(图 3) . 表明酶经

DMSO 抑制作用的 1/ v 0 对 1/ [ S ]双倒数图为一组相

交于第二象限的直线, 随着 DMSO 浓度的增加, 酶的

K m 增大、Vm 降低,其效应为混合型机制. 分别以斜率

和纵轴截距 DMSO 浓度作图, 求得抑制常数 K I 和

K IS分别为 11. 6%和 24. 0% . K I< K IS , 说明底物存在

对酶被 DMSO 的失活作用有一定的保护作用.

2. 4  DMSO 微扰后酶的荧光发射光谱变化
杂色鲍 ALP 在不同浓度 DMSO溶液中(于 0. 01

mmo l/ L T ris-HCl缓冲液, pH 7. 5)的荧光发射光谱

变化结果见图 4.天然酶内源荧光在 335 nm 处有特征

的荧光发射峰, 其强度随着 DMSO 浓度上升而增强.

当 DMSO 浓度达 20%时, 荧光强度还继续增强,荧光

发射峰未发生明显变化. 说明 DMSO使酶分子构象发

生了微小变化.
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3  讨  论

Effect of Dimethyl Sulfxide ( DMSO) on Activity and Conformation of

Alkaline Phosphatase from Haliot is diversicolor

CHEN Q iao, HONG Yan-fei, L IAO Jin-hua, CH EN Qing-xi
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( Key Laborat ory of the M inistr y o f Educat ion for Cell Bio lo gy and Tumor Cell Engineer ing ,

School o f L ife Sciences, X iamen Univ ersity , X iamen 361005, China)

Abstract: The effect of dimethyl sulfx ide ( DMSO) on t he activ ity of H aliotis div er s icolor a lkaline pho sphatase ( ALP ) was stud-

ied. The results showed that the enzyme activ ity r apidly declined w ith incr easing DMSO concentrations. T he inactivat ion o f the en-

zyme in DMSO solut ions w as r eversible reaction. The inhibition of DMSO on the enzyme w as found to be mixed type and the pr esence

of substrat e had protection on the enzyme inhibited by DMSO. The confo rmational changes of the enzyme in different concentrat ions

of DMSO so lution w ere measured by fluor escence absorption spectr a. T he results show ed t hat the fluor escence emission peak in in-

tensity of the enzyme g radually st rengthened w ith incr easing DMSO concentrations. Those results w ere in conco rdance w ith the con-

fo rmational changes o f the micr oenvir onment s of ty ro sine and tr yptophan residues o f the enzyme. It can be recognized that confo rma-

t ional integ rit y is impor tant fo r maintaining the activ ity of the enzyme and slight changes at the act ivity site could lead to inact ivation

of the enzyme.

Key words: H aliotis div er s icolor ; alka line pho sphatase; inactiv ation; confo rmation; dimethyl sulfxide

  酶蛋白在 DMSO 溶液中的分子构象变化主要表

现在于酶分子的主肽链以紧密的构象变成松散状态、

从有序的二级结构变成无规线团. 利用不同的物理化

学监测手段,可以从不同侧面揭示蛋白质变性的肽链

伸展及构象变化概貌. 用 279 nm 波长激发得到 335

nm 荧光发射峰主要由生色基团 T rp和 T yr 残基所贡

献
[ 8]
. 有机溶剂 DMSO 微扰杂色鲍 ALP 后的荧光强

度显著增大,其原因可能是由于 DMSO 介入酶分子,

改变酶分子所处环境的介电常数, 从而增加了 T yr、

Trp残基的微环境的极性, 以致处于淬灭状态的 Ty r

残基荧光得以恢复, 并使其量子率增加.荧光强度的增

大随着 DMSO 浓度的增高而增大,酶的荧光发射峰不

变,这说明酶的活性中心的柔性太小,不利于酶与底物

结合与催化, 表现为 K m 增大、V m 降低, 使 DMSO 对

ALP呈混合型抑制, 不同浓度的 DMSO 均未使 A LP

荧光光谱的峰位发生红移,提示在该测定条件下酶仍

未变性.在 DMSO浓度达 20%时,酶活性中心构象已

经发生变化,但酶尚保留部分活力,说明整体酶分子构

象尚未完全变化,显示酶活性中心处于对 DMSO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;但若酶活性部位的构象与以荧光强度增加及

发射峰位红移为标志的整体构象变化相比较,其活性

部位构象的变化明显快于其整体构象的变化,支持酶

活性部位的柔性理论.
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