
第 44卷  第 4期 厦门大学学报 (自然科学版 ) Vo.l 44 No. 4

 2005年 7月 Journa l o fX iamen Un iversity (N atural Sc ience) Ju.l 2005 

乙醇对鲍鱼碱性磷酸酶活力与构象的影响

  

收稿日期: 2004-05-26

基金项目:细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室开发基

金,厦门大学科技创新工程基金 ( 20043001)资助

作者简介:陈巧 ( 1959- ) ,女,副教授,访问学者.现工作单位:福建

教育学院生化系.

* 通讯作者: chenqx@ jingx ian. xm u. edu. cn

陈  巧,廖金花,林丽蓉,陈清西
*

(厦门大学生命科学学院, 细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室,福建 厦门 361005)

摘要: 以乙醇为效应物研究对鲍鱼碱性磷酸酶 ( ALP )活力影响的结果表明, 酶的剩余活力随着乙醇浓度增大而迅速下

降, 乙醇浓度 40%可使酶活力完全丧失, 说明乙醇对鲍鱼 ALP有明显的失活作用, IC50为 13% . 含较低浓度乙醇 ( 30% )的

失活过程是可逆的反应.测定乙醇对酶的失活作用机理, 结果表明乙醇对鲍鱼 ALP的失活作用是非竞争性机制,说明底物

存在不影响乙醇对酶的失活作用.应用荧光光谱、紫外吸收光谱研究鲍鱼 ALP经乙醇微扰后的分子构象变化 ,发现乙醇对

酶分子构象有显著的影响,酶的内源荧光强度随乙醇浓度增大而增强 ,荧光发射峰逐渐发生红移. 紫外吸收光谱在 276 nm

吸收峰随乙醇浓度增大而增强.这些结果表明, 酶蛋白分子中的生色基团残基的微环境发生变化.
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  碱性磷酸酶 ( ALP, EC3. 1. 3. 1)广泛存在于自然

界,它催化磷酸单脂的水解及磷酸基团的转移反应,在

生物体内的磷代谢过程中起着十分重要的作用
[ 1, 2]

.

就贝类而言, ALP不仅参加钙磷代谢,维持体内适宜的

钙磷比例, 而且还与贝类角蛋白等蛋白质的分泌相

关
[ 3]
,同时也作为软体动物溶酶体酶的重要组成部

分,在免疫反应中发挥作用
[ 4, 5]

.鲍鱼体内 ALP对海水

中钙质的吸取、磷酸钙的形成、甲壳素的分泌及形成均

有重要的作用, 是鲍鱼赖以生长、生存的重要酶类之

一.随着我国工农业经济的发展和人民生活水平的提

高,我国近海海域的污染日趋严重.而鲍鱼的养殖, 特

别是工厂化养殖对水质的要求较高, 一旦海洋环境受

到污染, ALP的构象及活力势必受到影响,从而影响到

鲍鱼的生长和生存.本文报告鲍鱼 ALP在乙醇溶液中

的失活作用及酶经乙醇微扰后的分子构象变化. 为该

酶的结构与功能一致性提供理论依据, 对于鲍鱼的人

工养殖有指导作用.

1 材料与方法

1. 1 材  料
对硝基苯磷酸二钠 ( pNPP)为 E. M erk产品; DE-

AE-32为W hatman产品; Sephadex G-200为 Pharmacia

产品;乙醇为国产 AR纯试剂; 所用试剂均以玻璃重蒸

水配制. 鲍鱼 ALP酶制剂按前文
[ 6 ]
方法制备, 得到比

活力为 1 226 U /mg的电泳单一纯的酶制剂.

1. 2 方  法
蛋白浓度测定按 Low ry法

[ 7]
, 以牛血清白蛋白为

对照.酶活力测定见前文
[ 6]
, 酶在不同浓度乙醇溶液

中构象变性测定是在 0. 01 mo l /L Tr is-HC l缓冲液 pH

7. 5、4e 下处理 30m in, 以紫外吸收光谱、荧光光谱分

析测定.酶的紫外吸收光谱采用 Beckm anDU-650型分

光光度计, 30e 恒温, 从 200 nm 扫描到 320 nm, 自动

扫描记录,荧光光谱用日立 F-4010型荧光仪自动扫描

记录.激发光波长 279 nm,测定温度 25e .

2 结  果

2. 1 乙醇浓度对酶活力的影响
以乙醇为效应物,在测活体系中加入不同浓度乙

醇,研究对鲍鱼 ALP酶活力的影响, 结果见图 1. 随着

乙醇浓度增大, 酶活力成指数下降, 当乙醇浓度达

13%时,酶活力丧失 50% ,乙醇浓度达 45%时, 酶活力

丧失 100%. 说明乙醇对鲍鱼 ALP活力有明显的失活

作用.进一步探讨在低浓度的乙醇 ( 20%以下 )对酶的

失活作用机理,结果见图 2.酶活力对酶量作图得到一

组通过原点的直线,随着乙醇浓度的增大,直线的斜率

降低.表明乙醇是通过失活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,说

明乙醇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.



 图 1 乙醇对鲍鱼碱性磷酸酶活力的影响

 F ig. 1 Effects o f ethano l on the activ ity o fALP

2. 2 鲍鱼 ALP在乙醇溶液中失活机制

研究鲍鱼 ALP在乙醇溶液中的失活动力学,探讨

底物浓度对酶被乙醇失活的效应. 在含不同浓度乙醇

的测活体系中, 改变底物浓度, 测定酶促反应的初速

度,以 Linew eaver Burk双倒数法作用, 确定其失活作

 图 3 乙醇对鲍鱼 ALP失活的 L ineweaver-Burk图

直线 1~ 5乙醇浓度分别为: 0、5%、10%、15% 和

20%

 F ig. 3 L inew eaver-Bu rk plot of ALP inactivation in e thano l

so lu tion

用类型,结果 (图 3)表明酶经乙醇失活后 1 /v0对 1 /

[S ]关系图交于一点, K m不变、Vm降低,其效应为非竞

争性机制,说明底物浓度存在并不影响乙醇对酶的失

活,酶的失活不因底物浓度的增大而改变.

2. 3 酶经乙醇微扰后的荧光发射光谱的变化
鲍鱼 ALP在不同浓度乙醇溶液中 ( 0. 01 mo l/L

Tris-HC l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处有特征发射峰, 其

强度随着乙醇浓度上升而增强. 当乙醇浓度达 40%

时,荧光强度还继续增强, 荧光发射峰逐渐红移至 340

nm处.说明酶分子构象发生了明显的变化.

2. 4 酶经乙醇微扰后的紫外吸收光谱的变化

 图 2 乙醇对鲍鱼 ALP失活机理的判断

直线 0~ 4乙醇浓度分别为: 0、5%、10%、15% 和

20%

 F ig. 2 De term ina tion o f the inactiv ation m echanism of etha-

nol on the enzyme

鲍鱼 ALP在不同浓度乙醇溶液中的紫外吸收光

谱测定结果见图 5. 在 278 nm处的吸收峰随着乙醇浓

度增大而增大.酶分子中生色基团的微环境的极性发

生了改变,由极性环境变为疏水性,从而使得色氨酸残

基的消光系数增大.

 图 4 ALP在乙醇溶液中的荧光发射光谱

曲线 0~ 6的乙醇浓度分别为 0、5%、10%、15%、

20%、40%和 60%

 F ig. 4 F luorescence em ission spectra o fALP dena turation in

e thano l so lutions

3 讨  论

酶蛋白在乙醇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
[ 8]
. 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.我们用 279 nm波长激发得到 335

nm荧光发射峰主要由 Trp和 Tyr残基所贡献.有机溶
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 图 5 ALP在乙醇溶液中的紫外吸收光谱

曲线 0~ 6的乙醇浓度分别为 0、5%、10%、15%、

20%、40%和 60%

 F ig. 5 UV-absorption spectra o fALP denatu ration in e thano l

so lutions

剂乙醇微扰鲍鱼 ALP后的荧光强度显著增大,其原因

可能是由于乙醇介入酶分子, 改变酶分子所处环境的

介电常数,引起肽链伸展, 从而降低了 Tyr、Trp残
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Abstract: The effec t of e thano l on the activ ity o fH. d iversicolor a lkaline phosphatase has been studied. The resu lts show ed that the en-

zym e activity rap idly dec lined w ith inc reasing ethano l concentrations. The inactivation of the enzym e in ethanol so lu tions w as reversib le reac-

tion. The inactivation o f ethano l on the enzym ew as found to be noncom petitive type and the presence of substrate did no t in fluence the inact-i

va tion o f the enzym e. The conform ationa l changes o f the enzyme in different concentrations o f e thano l so lution werem easured by fluo rescence

absorption spec tra and u ltrav iolet absorption spec tra. The fluorescence em ission peak in in tensity o f the enzym e g radua lly strengthened w ith in-

creasing e thano l concentra tions, accom pan ied by the peak be ing gradua lly red-sh ifted. The ultrav io let absorption spectra peak a t 278 nm o f the

enzyme denatured in ethano l solution increased w ith increasing e thano l concentra tions. Tho se results we re in concordancew ith the conform a-

tional changes of the m icroenv ironm ents of tyrosine and tryptophan residues of the enzym e. W e can recogn ized that con fo rm ational integr ity is

im po rtant for ma in tain ing the activ ity o f the enzym e and slight changes at the activ ity site could lead to comp le te inac tivation of the enzym e.

The study o f re lationsh ip be tw een conform ation and activ ity o f the enzym em ay g ive us som e inform ation and would be of great benefit to the

H. diversico lor. s cu lture.

Key words: a lkaline phosphatase; H alio tis d iversico lor; inac tivation; conform a tion; ethano l

基的微环境的极性,使得 Tyr残基形成的氢键遭到破

坏,以致处于淬灭状态的 Tyr残基荧光得以恢复,使其

量子率增加.荧光强度的增大随着乙醇浓度的增高而

增大, 酶的荧光发射峰也出现红移, 当乙醇浓度达

60%时,荧光发射峰的增大和红移现象尚未达到稳定.

紫外吸收光谱显示在 278 nm的吸收峰随着乙醇浓度

的增大而逐渐增大, 这与 Trp残基微环境变化相关.

T rp微环境, 由极性变为疏水性,使得色氨酸残基消光

系数增大,导致酶的紫外特征吸收峰增大,当乙醇浓度

达 60%时,酶的紫外吸收峰增大尚未达到终态. 鲍鱼

ALP在乙醇浓度达 45% 时, 酶活力已经全丧失, 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,显示酶活性中心处于对乙醇较为敏感区

域,酶活力的表现与酶分子构象的完整性密切相关.
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