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摘要
:

报道 了杂色鲍碱性磷酸酶 (A廿 )在甲醇
、

乙 醇
、

丙醇
、

甲醛
、

丙酮等溶液中的失

活动力学
.

结果表明
:
酶的剩余活力随着有机溶剂浓度的增大而迅速下降

.

测得上述

5 种有机溶剂对该酶的半抑制 率(IC
S。
)分别为 5

.
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在这些有机溶剂溶液中酶的失活过程都是可逆反应
.

检测醇
、

醛
、

酮对该酶

的失活作用机理
,

结果表明甲醇
、

乙醇
、

丙醇对杂色鲍 A廿 的失活作用 均为非竞争性

机制
,

其抑制常数分别为 5
.
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甲醛
、

丙酮对杂色鲍 ALP 的失活

作用都呈现为混合型抑制
,

其对游 离酶的抑制常数 (凡 )分别为 24
.
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碱性磷酸酶(ALP
,

EC3
.

1
.

3
.

1) 是一种磷酸单醋水解酶
,

在碱性条件下 (pH 为 9 一 10 )
,

它

能催化磷酸基团的水解和转移
,

使磷酸单醋分解
.

有关文昌鱼 (Br
o nc h ios to m 。 be lch o i )[

‘

伙长

毛对虾 (凡
n n e r叩e n a e u s 尹e n ie illa tu s

)仁
’}

、

僧帽牡蝠 (o s rr e a e u e u lza te )〔
’]

、

锯缘青蟹 (s
e , lla

s e r ra t。 ) E‘]等 A廿 的研究均有报道
.

前文我们报道了从杂色鲍 (H
a lio ris d io ers ic o lo r

) 分离纯

化的 ALP 的基本性质〔’〕
,

本文在此基础上
,

进一步研究杂色鲍 A LP 在有机溶剂中的活力变化

及失活动力学
.

杂色鲍为海产软体动物
,

是我国南方优良的海水养殖种类之一 ALP 在其对海

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有重要的作用
,

是杂色鲍赖

以生长
、

生存的重要酶类之一 20 世纪 90 年代以来
,

随着我国工农业经济的发展我 国近海海

域的污染 日趋严重
.

而杂色鲍的养殖
,

特别是工厂化养殖对水质的要求较高
.

海洋环境受到污

染如重金属离子
、

有机溶剂等污染
,

杂色鲍 A廿 的构象及活力势必受到影响
,

从而影响其生长

和生存
.

本文报道杂色鲍 A廿 在醇
、

醛和酮溶液中的失活作用
.

这对于深入探讨该酶在磷代谢

中的作用
,

研究酶活力的调控机理
、

酶的分子构象与活力的关系
,

及 阐明酶的结构与功能的关

系等均具有重要的科学理论意义
,

同时对人工养殖鲍鱼具有重要的指导作用和实际应用意义
.

1 材料与方法
1

.

1 材料

对硝基苯磷酸二钠(pNPP)为 E Me rk 公司产品 ; 甲醇
、

乙醇
、

丙醇
、

甲醛
、

丙酮为国产 A R
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级试剂 ;鲍鱼 ALP 酶制剂按文献〔5〕中的方法制备
,

获得比活力为 1 2 26 U / m g 的丙烯酞胺凝

胶电泳单一纯的酶制剂〔’〕
,

所用试剂均以玻璃重蒸水配制
.

,
.

2 方法

有机溶剂对酶活力的影响实验方法
:
分别以有机溶剂(甲醇

、

乙醇
、

丙醇
、

甲醛
、

丙酮 )为效

应物
,

研究酶在不同浓度效应物的测活体系中活力的变化情况
.

酶活力测定方法同文献【5 〕
.

酶活力分析在 7 22 分光光度计(厦门分析仪器厂 )测定波长为 405
n m 的光密度值

.

消光系数按
1

.

7 3 x lo
4
d m

, / (m o l
·

C m )计算 t6 ]
.

酶在有机溶剂中失活机理的判断方法
:
按文献〔7 ]方法

,

在含不同浓度效应物的测活体系

中测定不同酶含量的反应初速度(。。)
,

通过酶活力与酶量的关系加以判断
.

酶在有机溶剂中抑制作用类型与抑制作用的测定方法
:
酶的抑制作用动力学以 U ne w ea v -

er
一

Bu rk 双倒数法作图加以判断
,

并根据酶的动力学参数包括表观米氏常数 (Km )和最大反应

速度 (。
。

)的变化进行二次作图
,

求其效应常数
.

2 结果
2

.

1 有机溶剂对酶活力影响的浓度效应

以甲醇
、

乙醇
、

丙醇
、

甲醛
、

丙酮为效应物
,

在测活体系中加人不同浓度的效应物
,

研究对杂

色鲍 A廿 酶活力的影响
.

结果 (图 l) 表明随着有机溶剂浓度增大
,

酶活力呈指数下降
.

测定导

致酶活力下降50 % 的上述 5 种溶剂 z‘匆值依次为 5
.
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这说明醇
、

醛
、

酮对杂色鲍 A廿 活力有明显的失活作用
.

酶在醇类有机溶剂溶液中的失活作用

强度顺序是
:
丙醇 > 乙醇 > 甲醇

,

说明随着溶剂极性的下降
,

对酶的抑制作用加强
.
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图 1 醇
、

醛和酮对杂色鲍 ALP 酶活力的影响

Fi g
.

1 Effe e t o f o r g a n i e so lv e n t o n the e n z ym e

a
.

甲醇
, b

.

乙醇
, c. 丙醇

,

d
.

甲醛
, e. 丙酮

2
.

2 酶在有机溶剂溶液中的失活作用呈可逆效应

在含 。
.

s m m o F d m
, pNPP 的测活体系中

,

加人不同量的有机溶剂
,

改变加人的酶量
,

测定酶

促反应的初速度
,

以酶活力对加人的酶量作图判断酶的失活作用
.

图 2 是酶在不同浓度甲醛溶
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液中的失活作用
,

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
.

这表明甲醛是通过酶的失活作用而导致催化效

率的降低
,

而不是通过降低有效的酶量导致酶活 力

的下降
.

其说明酶在甲醛溶液中的失活作用属于可

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

剂浓度的增高而增大
.

酶在其他有机溶剂溶液中也

有相同的行为
,

均为可逆的失活作用
.

2
.

3 酶在醇溶液中的失活作用类型与失活常数的

测定

研究酶在甲醇
、

乙醇和丙醇溶液中的失活作用

类型
,

在含 不同浓度醇 的测活 体系 中
,

改变底物

( pN PP )浓度〔
s
〕

,

测定酶促反应的初速度 (
。。

)
,

以

Li ne w ea ve r一

Bu rk 双倒数作图
,

确定其失活作用类型
.

图 3 为酶在甲醇溶液中失活作用 的 Li ne w ea ve r 一

B u rk

双倒数关系图
,

得到一组相交于横轴

的直线
,

说明米氏常数 Km 不变而表

观最大反应速度 (
。。

)降低
.

这表明酶

在甲醇溶液中的失活作用属于非竞争

性
,

酶对底物的亲和力不受影响
,

而酶

催化活力下降
.

以 1/ 。,

对甲醇浓度作

图
,

可 以求得酶在甲醇溶液中的失活

常数
,

测定结果总结于表 1
.

酶在乙

醇
、

丙醇溶液中的失活作用也表现出

相同的机制
,

以同样的方法可以求得

它们的失活常数
,

结果也列于表 1
.
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4 酶在甲醛和丙酮溶液中的失活

作用类型及失活常数测定

分别研究酶在甲醛和丙酮溶液中

的失活作用类型
.

图 4 为酶在不同浓

度甲醛溶液中的 Li ne w ea Ve r 一

B u rk 双

倒数关系图
,

得到一组相交于第二象

一2 一1 0 1 2 3 4 5

l互51 (d m V m m o l)

图 3 甲醇对杂色鲍 ALP 失活效应的 U ne w ea ve 卜I弧rk 关系图

Fi g
.

3 巨n e w e
av

e r 一B u rk plo ts fo r in ac ti v a ti o n o f ALP b y m e th a n o l

图中线 0 一4 甲醇浓度分别 为: o
、

1
.

2 3
、

2
.

4 6
、

3
.

6 9
、

4
.

9 2 m o

ljd m
, ,

内插图为 1加
。

与甲醇浓度的关系

限的直线
,

说明凡 和
v ,

都发生变化
.

这表明酶在甲醛溶液中的失活作用属于混合型
,

酶对底

物的亲和力下降 ( K
二

值增大
、。 m

值下降 )
.

分别以直线的斜率 ( 内插图 b) 和纵轴截距 ( 内插图
c
) 对甲醛浓度作图

,

可以求得游离酶和 E S 络合物在甲醛溶液中的失活常数 (K
‘和 凡

S )
,

测定

结果总结于表 1
.

酶在丙酮溶液中的失活作用也表现出混合类型
,

采用同样的方法可以求得它

们的失活常数
,

结果也总结于表 1
.
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表 1 杂色鲍碱性磷酸酶在有机溶剂中的失活作用

T a b 1 Irla e tiva t ; o n Of A LP in s o m e o 吧 an ie sol v e n ts

化化合物物 IC。。道(
n lo

l/ d
n 13 ))) 失活作用用 作用类型型 抑制常数数

KKKKKKKKKKK , (m o F d m 3 ))) K ,S
(。

o口dm
3 )))

甲甲醇醇 5 4 111 「‘J逆逆 非竟争性性 5
.

3 666 56
.

2 ¹¹

乙乙醇醇 3
.

0 777 可逆逆 非竞争性性 3
.

0 222 5
.

如如

丙丙醇醇 1
.

8 000 可逆逆 非竞争性性 1
.

800000

甲甲醛醛 31
.

0 ¹¹ 可逆逆 混合型型 24
.

7
‘

砂砂砂

丙丙酮酮 2
,

3000 可逆逆 宁昆合型型 1
.

6 66666
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¹
”

的单位为
。
涌

。口 dm 3

】】 口口

产产才吠吠
CCCCC

III ...

牺留舜荔

0

一一。已寻�

三。

斗 疚找二乡丫
0 0 3

厂一一引
l , 户 z 尸‘) / 口尸产 阔 让 2 卜 」r 」

} 汤乡乡尝之/ 一

翼 卜 」丫 一 1
卜名乙弓月L 尹~ 伪 . 」『 甘

拔扮, . 澎 住 1中产
一

1
,

户犷
. , .

⋯
侧 十

“
{

‘日. 1 口 . ‘ . 1

二
已 I 阮

二
, 。

.

0 ‘~ ~ ‘~ ~ 盛es es 曰一
.

“司
一2 一 1 0 1 2 3

l吓s】(d m 3/ : n m o l)

0 2 0 4 0

甲醛浓度 ( m mo Fd n l〕

图 4 杂色鲍 A廿 在甲醛溶液中的失活作用

Fi g
.

4 I n a e ti v a ti o n Of th e e n z ym e b y al d e h ycle

(
a )L in e w e a v e r一 Bu r k 关系图

,

线 。一4 甲醛浓度分别为: o
、

10
、

2 0
、

3 0 、

40 m m甜d m气(b) 斜率对 甲醛浓度作图
; (c) 截距对甲醛浓度 作图

3 讨论
从表 1 可以看到杂色鲍碱性磷酸酶在醇

、

醛和酮溶液中均表现出失活作用
.

在醇溶液中的

失活作用强度呈丙醇 > 乙醇 > 甲醇
,

说明极性越低的醇对酶的失活作用越高
,

可见酶分子中疏

水键对维持酶的三维构象起了重要作用
.

在酶的水介质中
,

以氢键
、

静电力 和疏水键等维持其

形成稳定的三维构象
,

并在酶分子表面形成一个极性水化层
.

当引人有机溶剂后
,

破坏了该水

化层
,

降低了溶液的极性
,

使酶分子中维系构象的次级键被破坏
,

从而改变酶的构象
,

酶活性中

心的微环境构象变化引起酶活力的下降红8 }
.

酶在甲醛
、

丙酮溶液中的失活作用表现为混合型
,

但抑制强度有很大的差异
,

从 I几
。

值的大小来看
,

酶在甲醛溶液中失活率是在丙酮溶液中失活

率的 100 倍强
.

可见
,

醛类物质对养殖动物如鲍鱼
、

对虾等毒性更大
.

甲醛对该酶抑制作用更明

显
,

环境中甲醛在较低浓度就可 以使该酶的活力呈指数下降
.

正如文献Lg 〕所示 :
当乙醇浓度

达 30 % ( v/ V)
,

即约为 5
.

13 m o F d砰 时
,

健康虾酶活力完全丧失
,

其失活的酶蛋白在乙醇溶液

中的分子构象变化主要表现在酶分子的主肤链以紧密的构象变成松散状态
.
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