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摘要 : 选用 L2Ala、L2Val、L2Leu 等 15 种氨基酸为效应物 ,研究它们对杂色鲍 ( Haliotis diversicolor)碱性磷酸酶 ( EC.

3. 1. 3. 1)催化 pNPP 水解反应的影响. 结果表明 :上述这些氨基酸对鲍鱼碱性磷酸酶均有一定程度的抑制作用 ,抑制

程度随着试剂浓度增大而加剧. 当浓度为 10. 0 mmol/ L 时 ,分别可以使酶活力下降 :7. 77 %、36. 75 %、22. 79 %、39.

86 %、16. 16 %、19. 33 %、94. 77 %、20. 19 %、17. 02 %、40. 15 %、31. 08 %、17. 52 %、30. 56 %、36. 77 %和 12. 59 %. 尤其

以 L2Cys 对酶的抑制作用最为显著 (抑制率为 94. 77 %) ,其次是 L2Ile 和 L2His ,它们均能使酶活力下降 40 % ;对酶抑

制率在 30 %以上的氨基酸还有 L2Val、L2Trp、L2Phe 和 L2Lys ,其它选用的氨基酸对酶的抑制率小于 25 %. 选择对杂

色鲍 AL P 具有较明显的抑制作用的氨基酸 L2Val、L2Ile、L2Trp 和 L2Cys 等氨基酸为研究对象 ,研究它们对酶催化

pNPP 水解反应的抑制作用机理 ,并测定其抑制常数. 结果表明 L2Cys 的抑制作用为混合型效应 ,其 KI 和 KIS值分别

为 0. 042 mmol/ L 和 0. 139 mmol/ L ;而 L2Val、L2Ile、L2Trp 为反竞争性 ,其 KIS分别为 9. 56、8. 55、8. 09 mmol/ L .
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　　碱性磷酸酶 (AL P ,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 ,它与海水中磷质与钙质的吸取、磷酸钙

的生成、甲壳素的形成和分泌直接相关. 目前我国学

者已对多种贝类的 AL P 进行了研究[2 ,3 ] ,对鲍鱼

AL P 的研究还处于空白. 我们在对鲍鱼 AL P 分离

纯化和研究部分酶学性质的基础上 ,进一步研究各

种氨基酸对酶活力的影响 ,探讨对酶有较强抑制作

用的氨基酸对酶的抑制作用机理. 该研究对深入探

讨该酶的催化作用机理、酶的结构与功能、酶活力的

调控有重要的指导作用和实际应用意义.

1 　材料与方法

对2硝基苯磷酸二钠 (pNPP)为德国 E. Merck 产

品 ;各种氨基酸及其余试剂均为国产分析纯试剂 ,使

用的蒸馏水为玻璃重蒸水. 鲍鱼 AL P 酶制剂参考文

献[ 1 ]制备 ,经 Tris2HCl 缓冲液 (p H 7. 5 ,含 0. 1

mol/ L NaCl) 抽提、正丁醇处理、硫酸铵分级沉淀分

离、DEAE2纤维素离子交换、葡聚糖凝胶分子筛和再

次的 DEAE2纤维素离子交换柱层析纯化 ,得到电泳

单一纯的碱性磷酸酶 ,比活力为 1 226 U/ mg. 碱性

磷酸酶的活力测定方法参考文献[ 2 ] ,以 pNPP 为底

物 ,在 2 mL 的测活体系中包含 0. 05 mol/ L

Na2CO32NaHCO3 缓冲液 (p H = 10) 、2 mmol/ L Mg2

Cl2 、5 mmol/ L 的底物 ,加入 10μL 酶液 ,在 37 ℃恒

温水浴中准确反应 10 min ,加入 2 mL 0. 1 mol/ L

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. 消光系数按 1. 73 ×104 (mol/

L·cm) - 1计算[2 ] . 效应物对酶的抑制作用的机理是

通过 Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,比较酶催化的动

力学参数 ,包括表观米氏常数 ( Km)和最大反应速度

( V m)的变化来判断.



2 　实验结果

2 . 1 　几种氨基酸对酶活力的影响

　　　　　　　　　　c / (mmol·L - 1)

　图 1 　氨基酸对酶活力的影响

　Fig. 1 　Effects of amino acids on the enzyme activity. L2
Ala (a) , L2Val (b) , L2Leu (c) , L2Ile (d) , L2
Ser (e) , L2Thr (f) , L2Cys (g) , L2Glu (h) , L2
Asp (i) , L2His (j) , L2Lys (k) , L2Arg (l) , L2
Phe (m) , L2Trp (n) , L2Pro (o)

分别以丙氨酸 (L2Ala) 、缬氨酸 (L2Val) 、亮氨酸

(L2Leu) 、异亮氨酸 (L2Ile) 、丝氨酸 (L2Ser) 、苏氨酸

(L2Thr) 、半胱氨酸 (L2Cys) 、谷氨酸 (L2Glu) 、天冬氨

酸 (L2Asp) 、组氨酸 (L2His) 、赖氨酸 (L2Lys) 、精氨酸

(L2Arg) 、苯丙氨酸 (L2Phe) 、色氨酸 (L2Trp) 和脯氨

酸 (L2Pro)为效应物 ,研究它们对酶活力的影响. 结

果 (图 1)表明 ,上述各氨基酸对鲍鱼 AL P 的催化活

力有不同程度的抑制作用. 当抑制剂浓度为 10. 0

mmol/ L 时 , 酶的相对活力分别为 92. 23 %、63.

25 %、77. 21 %、60. 14 %、83. 84 %、80. 67 %、5. 23 %、

79. 81 %、82. 98 %、59. 85 %、68. 92 %、82. 48 %、69.

44 %、63. 23 %和 87. 41 %. 非极性氨基酸对该酶的

抑制程度依次为 L2Ile > L2Val > L2Leu > L2Ala ,它们

分别可以使酶活力抑制 39. 9 %、36. 8 %、22. 8 %和

7. 8 % ;在极性氨基酸中 ,L2Cys 的抑制作用最强 ,可

以使酶活力抑制 94. 8 % ,而 L2Ser、L2Thr 分别只使

酶活力下降 16. 2 %和19. 3 % ;酸性和碱性氨基酸对

酶活力也有不同程度的抑制作用 ,它们对该酶的抑

制程度依次为 L2Asp > L2Glu > L2Arg > L2Lys > L2
His ,表明酸性氨基酸的抑制作用较碱性氨基酸强 ;

芳香族氨基酸的抑制程度依次为 L2Trp > L2Phe.

2 . 2 　疏水氨基酸对鲍鱼碱性磷酸酶抑制作

用类型和抑制常数测定
选择 L2Val 和 L2Ile 为效应物 ,探讨其抑制鲍鱼

AL P 的作用机理. 在含不同浓度效应物的测活体系

中 ,改变底物浓度 ,测定酶促反应的初速度 ,采用双

倒数法作图判断抑制类型. 图 2 为 L2Ile 对鲍鱼

AL P 抑制作用动力学的测定结果 ,测得的 1/υ～

1/ [ S ]关系为一组平行的直线 ,说明 L2Ile 只能与酶

2底物络合物 ( ES) 结合 ,而不与游离酶结合 ,对酶活

力的效应属于反竞争性抑制类型. 以不同浓度的效

应物所求的 1/ V m 对效应物浓度作图求得对 ES 的

抑制常数 K IS为 8. 55 mmol/ L . 类似的实验也表明

L2Val 对鲍鱼 AL P 的效应也是反竞争性抑制类型 ,

求得的抑制常数 K IS为 9. 56 mmol/ L .

　　　　　　　　[ S ] - 1/ ( mmol - 1·L)

　图 2 　L2Ile 对鲍鱼 AL P 的抑制效应的 Lineweaver2
Burk 图

直线 1～4 L2Ile 浓度分别为 0 ,2 ,4 和 8 mmol/

L ;内插图为以纵轴截距 1/ V m 对 [ Ile ]的 2 次

作图 ,求 KIS

　Fig. 2 　Lineweaver2Burk plots for L2Ile on the Haliotis

diversicolor alkaline phosphatase. The inset rep2
resents the secondary plot of 1/ V m versus con2

centrations of L2Ile to determine the inhibition

constant

2 . 3 　芳香族氨基酸对鲍鱼碱性磷酸酶也表

现为非竞争性抑制作用
以芳香族氨基酸中作用最强的 L2Trp 为效应

物 ,探讨其对鲍鱼碱性磷酸酶的抑制作用类型. 在含

不同浓度 L2Trp 的测活体系中 ,改变底物浓度 ,测定

酶促反应的初速度 ,以 Lineweaver2Burk 双倒数作

图 ,判断抑制类型. 结果表明 ,L2Trp 也表现为反竞

争性抑制作用 ,因为 1/υ～1/ [ S ]双倒数图为一组
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平行直线 ,说明 L2Trp 只能与酶2底物络合物 ( ES)结

合 ,而不与游离酶结合. 以相同的方法测得 L2Trp 对

鲍鱼 AL P 的抑制常数 K IS为 8. 09 mmol/ L .

2 . 4 　半胱氨酸对鲍鱼碱性磷酸酶抑制作用

机理研究
在含不同浓度 L2Cys 的测活体系中 ,固定酶的

浓度 ,改变底物浓度 ,测定酶促反应的初速度 ,以

1/υ～1/ [ S ]作图为 1 组相交于第 2 象限的直线 (图

3) ,横轴截距和纵轴截距都因 L2Cys 浓度的变化而

改变 ,米氏常数 ( Km) 随着 L2Cys 浓度增大而增大 ,

最大反应速度 ( V m)随着 L2Cys 浓度增大而下降 ,其

抑制机理表现为混合型效应. 以斜率和纵轴截距分

别再对 L2Cys 浓度作图 (图 3 内插图) 为直线 ,求得

L2Cys 对游离酶的抑制常数 ( K I) 为 0. 042 mmol/ L ,

对酶底物络合物的抑制常数 ( K IS) 为 0. 139 mmol/

L .

　　　　　　　[ S ] - 1/ (mmol - 1·L)

　图 3 　L2Cys 对鲍鱼 AL P 的抑制效应类型与抑制常数

的测定

直线 0～4 代表 L2Cys 浓度分别为 0 ,0. 05 ,0. 1 ,

0. 15 和 0. 2 mmol/ L . 内插图分别为直线的斜率

和截距对[L2Cys]2 次作图

　Fig. 3 　Lineweaver2Burk plot for the AL P activity inhib2
ited by L2Cys

3 　讨　论

一般说来 ,氨基酸对 AL P 的抑制具有立体异构

专一性 ,只有 L2氨基酸才有明显的抑制作用[3 ,4 ] . 在

测活体系的 p H 为 10 的条件下 ,氨基酸羧基解离带

负电荷 ,可与酶活性部位附近的带正电荷的基团可

逆结合 ,而阻碍了底物与酶活性中心的结合 ,从而抑

制了酶活力 ;也可能由于氨基酸的侧链基团与酶的

结合 ,导致酶分子构象的变化而影响酶的催化作

用[4～7 ] . 不同结构的氨基酸对于鲍鱼 AL P 有不同程

度的抑制作用 ,非极性疏水性氨基酸中 L2Ile 的作用

最强 ,具极性的中性氨基酸作用最大的是 L2Cys ,而

L2His 则是酸性和碱性氨基酸抑制作用最大的一

种. 因此氨基酸对于鲍鱼 AL P 抑制作用程度不仅与

其侧链的理化性质有关 ,还与特殊的基团有关 ,如苯

环、巯基等. 进一步研究氨基酸的抑制机理 ,L2Cys

对酶的效应是混合型抑制作用 ,与锯缘青蟹 AL P 的

结果相一致[2 ] . 可见 ,L2Cys 不仅与酶结合 ( EI) ,其

结合物还可进一步与底物结合 ( EIS) ,L2Cys 对游离

酶的抑制强度是对酶底物络合物的抑制强度的 3

倍. 说明底物的存在可以降低 L2Cys 对酶的抑制作

用. 而 L2Val、L2Ile、和 L2Trp 对鲍鱼 AL P 的抑制作

用表现为反竞争性机理 ,说明这些较大的疏水氨基

酸及芳香族氨基酸不与游离酶结合 ,而仅与酶2底物

络合物结合 ,这些结果与文献报道的锯缘青蟹 AL P

具有相同的结果[2 ] .
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Inhibition of Alkaline Phosphatase by Amino Acids

L IN Li2rong ,L IAO Jin2hua ,CHEN Qing2xi 3

( The Key Lab. of Education Minist ry for Cell Biology and Tumor Cell Engineering ,

School of Life Sciences ,Xiamen University ,Xiamen 361005 ,China)

Abstract : Alkaline phosphatase (AL P ,EC3. 1. 3. 1) is a metalloenzyme which catalyzes the nonspecific hydrol2
ysis of phosphate monoesters. It is also concerned with the absorption of phosphate and calcium from seawater

and exuviating cell of Haliotis diversicolor. The effects of some amino acids on the activity of alkaline phos2
phatase f rom Haliotis diversicolor were studied. The results showed that all the amino acids tested had inhibitory

effects on the enzyme activity , and that the inhibitory intensity enhanced with increasing the concentrations of

amino acids. At the concentration reached to 10. 0 mmol/ L ,the inhibition ratios were determined to be 94. 77 %

(L2Cys) ,40. 15 %(L2His) ,39. 86 %(L2Ile) ,36. 77 %(L2Trp) ,36. 75 %(L2Val) ,31. 08 %(L2Lys) ,30. 56 %(L2
Phe) ,22. 79 %(L2Leu) ,20. 19 % (L2Glu) ,19. 33 % (L2Thr) ,17. 52 % (L2Arg) ,17. 02 % (L2Asp) ,16. 16 % (L2
Ser) ,12. 59 %(L2Pro) and 7. 77 %(L2Ala) . The inhibitory kinetics of L2Cys ,L2Val ,L2Ile ,L2Trp ,on the enzyme

were further studied. The results showed that the inhibition of L2Cys on the enzyme is found to be a mixed type.

The inhibition constants of f ree enzyme ( K I) and enzyme2substrate complex ( K IS) by L2Cys were determined to

be 0. 042 mmol/ L and 0. 139 mmol/ L ,respectively. L2Val ,L2Ile ,and L2Trp were found to be uncompetitive in2
hibitors of the enzyme ,and their inhibition constants( KIS) were determined to be 9. 56 ,8. 55 and 8. 09 mmol/ L ,

respectively.

Key words : Haliotis diversicolor alkaline phosphatase ;amino acids ;inhibitory kinetics
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