
第 2 9 卷 第 4 期
1 9 9 8 年 7 月 IN] CA

V ol
.

2 9

Jul y,

卜沁
.

4

1 9 9 8

锯缘青蟹碱性磷酸酶分离纯化及部分

理化性质研究
*

陈清西 张材 庄总来 陈祥仁
(厦门大学生物系 厦门 3 6 10 0 5 )

提要 于 199 5 年 2 月在厦门海域采集锯缘青蟹
,

取其内脏经正丁醇抽提
、

硫酸钱分级分离
、

D EA E , 52 离子交换柱层析及 se Ph ad ex G 一200 凝胶过滤柱层析纯化
,

获得碱性磷酸酶制剂
,

以

快速蛋白液相色谱及聚丙烯酞胺凝胶电泳检验其纯度
,

获得单一蛋白纯的酶制剂
。

研究酶的

物理性质得出该酶的紫外特征吸收峰在 2 78 nm 处
,

荧光激发光谱特征峰在 282 nm 处
,

荧光发

射光谱特征峰在 343 nm 处
,

全酶分子量为 78 k D
。

研究酶催化对一硝基苯磷酸二钠水解的动力

学性质
,

金属离子及有机溶剂对其活力的影响
,

得知该酶水解对一硝基苯磷酸二的最适温度为

52 ℃
,

最适 p H 为 9
.

2
,

米氏常数为 6
.

67 x l0
’ 4 m ol / L

,

酶活性中心的转换常数为 460 m in
一 ‘;

Mg
Z 十

对酶有显著的激活作用 ;

cu
, 十 ,

Hg
Z +

和甲醇
、

乙醇
、

乙二醇对酶有不同程度的抑制
,

说明

在一定条件下
,

效应物引起酶分子构象发生了不同程度的变化
。
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碱性磷酸酶 (A L Pa se )广泛存在于微生物和动物界
,

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 (Fe m ley
,

19 7 1 )
。

生活在

海洋 的 甲壳动物
—

锯缘青蟹 (下 称青蟹)在生 长过程 中都要 经历 蜕壳过程
,

其体内

A LPas e 对其生存具有特别重要的意义
,

它对海水 中钙质的吸取
、

磷酸钙的形成
、

甲壳素的

分泌及形成均具重要的作用
,

是青蟹赖以生长
、

生存的重要酶类之一
。

一旦海洋环境受到

污染如重金属离子
、

有机溶剂
、

环境的酸碱度 改变等
,

A LPas e 的构象及活力势必受到影

响
,

从而影 响到青蟹的生长和生存
。

关于青蟹 A LPas e 功能基团性质
、

效应物的作用动力

学
、

酶的构象与活力 的关系
,

作者已进行系列的研究报道 (Ch
en e t a l

,

19 9 6
,

19 9 6 a
,

19 9 6b
,

19 9 7 ; 2五eng et al
,

1 9 97)
。

本文报告青蟹碱性磷酸酶 的分离纯化及部分理化性质
,

以期为

海洋污染的监测与防患
、

人工养殖青蟹等方面提供科学依据
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

于 1 9 9 5 年 2 月在厦门采集锯缘青蟹 (匆lla se rr a ta )
,

以其内脏为提取碱性磷酸酶的

材料
。

对一硝基 苯磷酸 二 钠 (pNP P) 为 E
.

Me re k 产 品
; D E A E 一纤 维素 (D EAE-- 52) 系
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w hatl n an 产品
;
葡聚糖凝胶 (S叩had ex G 2 0 0) 系 Ph ~ ac ia 产品 ; 牛血清白蛋 白为上海生

物化学研究所提供
;
卵清蛋 白

、

人血丙种球蛋 白
、

牛肠 A LP as e 为 Sig m a
产品

;
其它各种试

剂均为国产 A R 级
。

1 2 方法

L 2. 1 酶的分离纯化 (l) 抽提
,

解剖取出青蟹内脏物
,

加人 1: l( V/ 刚预冷的 0. 05 m of /

L Th
s一H C I(P十7

.

5)
,

内含 0
.

lm ol / L N aCI及 l: l( W/ 刚石英砂
,

于研钵中研磨
,

置 4 ℃保

存
。

加人 20 % (V/ 的正丁醇进行抽提
,

使结合酶释放完全
,

于 4 000 r/ m in 转速离心 20 而 n,

得到酶的提取液
。

(2) 分离
,

采用 0
.

3 5
,

0
.

70 饱和度的硫酸钱分级分离法 (颜思旭等
,

19 8 5)

分离出酶蛋 白
,

再经透析
、

离心得到粗酶制剂
。

(3) 纯化
,

参考颜思旭等 (1 9 8 5) 方法
,

先经

过 D EAE-- 52 离子 交换柱 层析纯化 (柱规格 2 x 30c m )
,

洗脱液为 0
.

ol m of / L Tri
s一H C I

,

pH= 7
.

5 ; 采用 N aC I浓度 由 0一 lm ol/ L 直线梯度洗脱
,

部分收集
,

每管 3ml
,

流速为 0
.

25 m l/

而
n

。

合并 活力 峰
,

进 一 步 经 se 曲ad ex G-- 200 凝胶过滤 柱层 析纯 化 (柱 规格为 2
.

5 x

60 c m )
,

洗脱液 为 0
.

ol m of / L Tri
s一H C I

,

p玲 7
.

5
,

内含 0
.

2 m of / L Na CI ;
采 用恒 压

、

恒流装

置
,

部分收集
,

每管 2
.

5 m l
,

流速为 0
.

巧m l/ 而
n 。

合并活力峰得到纯酶制剂
。

酶的纯度鉴定

采用快速蛋 白液相色谱 (FP LC ) (W ate rs 65 0E) 及聚丙烯酞胺凝胶电泳检测
。

1 2. 2 蛋 白质浓度测定 按 L o w ry 等 (l 9 5 1 )”法
,

以牛血清 白蛋 白为对照
。

酶活力测定

按陈清西等 (1 9 8 6) 所用方法
,

以 p
NP P 为底物

,

在 Zml 反应体系中包含 50 ~
of / L Na

ZCO 3

一 N aH C O 3 ( pH= 9
·

5 )
,

lm m o l/ L Mg C 1
2

及 s
rnm

o l/L pNP p
,

加人适量酶液后于 3 7 oC 反应

10 m in ; 然后加人 2 m l 0
.

lm of /L Na OH 终止反应
,

于 722 型分光光度计测定波长为 4 05 nm
的光密度值 (口D )

。

1
.

2. 3 酶的物理性质测定 (l) 特征参数的测定
,

酶的紫外 吸收光谱采用岛津 U V 一2 40

型分光光度计 自动扫描记录
,

荧光光谱采用 日立 F-- 4 0 10 型荧光仪 自动扫描记录
。

(2) 酶

(w
m

)分 子量 的测 定 应 用 SeP h ad e x

G 200 凝胶过 滤 柱层析法 测 定
,

柱规格 为 2
.

4 x

74
.

5c m
,

总床体积为 340 m l; 洗脱采用恒压装置
,

洗脱液为 o
.

0 1m of /L Tri
s

~

H C I
,

p作 7
.

5
,

内含 0
.

2 m o l/L 卜抽C l; 洗脱时间 (r)为 2 8而
n

。

用 胃蛋 白酶 (PEP
,

3 5 kD )
、

卵清蛋 白 (O A
,

45 kD )
、

牛血清 白蛋 白 (B S A
,

68 k D )
、

牛肠 ALP , (B LA LP
,

1 15 kD )及人血丙种 球蛋 白

(H G G
,

165 扔)为标准蛋白
,

检测各种标准蛋 白的洗脱体积 (K )
,

以洗脱体积对已知蛋白

分子量之对数作图
,

得直线关系
,

从而求得全酶的分子量
。

1.2 .4 酶的动力学性质测定 (l )最适温度的测定
,

在 5 0

~
of / L 的 Na

ZC O
3 一 卜抽H CO 3

缓冲体系 (pH= 9
.

5 )中
,

测定不 同温度 (3 5
,

4 0
,

4 5
,

5 0
,

5 5
,

6 0℃ )对酶活力的影 响
,

以酶促反

应的初速度 (v
。)对相应的温度 (T )作图

,

从而求出该酶在此反应条件下 的最适温度
。

(2)

最适 pH 的测定
,

在 37 ℃恒温下
,

不同 p H 的缓冲体系中
,

测定不 同 pH 对酶活力的影响
,

以

酶促反应的初速度 (v0 )对相应的 pH 作图
,

从而求出该酶在此反应条件下 的最适 p H
。

(3)

米氏常数瓜的测定
,

在 pH= 9
·

o
,

37 ℃下
,

改变底物浓度 〔S]
,

测定酶促反应的初速度
v。,

以

v0 对 [S] 作图
,

求得该酶催化 p卜甲p 水解的 K 矿酶活性 中心的分子转换数 (长at) 及二级速度

常数酶催化 pN甲p 水解的二级速度常数 (气)
。

l) Lo w 尽 0 H e t a l, 19 5 1
.

Pr o te in me as ure me
n t w ith the Fo lin-- Pl e

nol re 昭
e
吐 J B iol C为e

m. 19 3 : 2 6 5一2 6 9
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L 2. 5 效应物对酶活力的影响测定 在正常测活体系中测定不 同浓度的效应物 (金属

离子如 Mg
, 十 ,

Cuz
十 ,

Hg
, 十 ; 有机溶剂如甲醇

、

乙醇
、

乙二醇)对酶作用后酶相对活力 (次)的

变化
。

其中 Mg
, 十

浓度分别为
:
o

,

0
.

5
,

1
.

0
,

2
.

0
,

4
.

0
,

5
.

0
,

l
.

o
mrn

o l/ L ;

Cu2
十

浓度分别为 o
,

0
.

5
,

2
.

0
,

4
.

0
,

5
.

o

rnm
o lz L ;

Hg
Z 十

浓度分别为 。
,

0
.

10
,

0
.

2 0
,

0
.

2 5
,

0
.

5 0
,

0
.

5 0
,

l
.

Zo
rnm

o l/ L
。

甲醇
、

乙醇
、

乙二醇的浓度均分别为 10 %
,

20 %
,

30 %
,

40 % 和 5 0%
。

2 结果与讨论
2. 1 酶的分离及纯度鉴定结果

将分离得到 的粗酶制剂经 D E AB 52 离子交换柱层析初步纯化
,

其洗脱图谱见图 la,

活力峰在管号 25 一29 之间
。

由 S ep ha d e x G-- Zoo 凝胶过滤柱层析纯化
,

其洗脱图谱见 图

lb
,

活力峰在 管号 24 一 30 之 间
。

经 各步分离纯 化
,

最终可得 到提 纯 220 倍
、

比活 力为

3 犯o u / m g 的酶制剂
,

该酶经 FPLC 层析鉴定为单一蛋 白峰
,

见 图 2 ; 以聚丙烯酞胺凝胶电

了�粤才7宕
·

之可

600500400300目钊川��钊川
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了甲妙甘

1.61

、

、
,

��
口4

、、色。,41!
尹

12功060.80402

oo002
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沪声尹
一

1 0 2 0 30 4 0 0 10 2 0 30

试管号

图 l 青蟹A Lp as e 经D EA E , 52 (a )及se Ph ade
x G 一20 0 (b)纯化的图谱

R g
.

l Pu ri fi e
ati

o n c hro m a to g ra P勿
5 o f the A LPas e fr o ln 5 s e r r a ta o n D E A E弋

e llul os e
(D E A卜52 )

io n e x c han g e e ol

umn (a) an d on S e p had e x G 一0 0 g e l fi ltra ti o n e o lum
n

(b)

为蛋白质浓度
;
一

·

一 为酶活力
; - -
一为N台Cl梯度

泳鉴定 为单一蛋 白带
,

说明该酶制剂 已达蛋 白

质 单一 纯
。

可 见 以此 二 步纯化法 纯 化青蟹

A LPas e 是有效的
。

2. 2 酶的理化性质

2. 2
.

1 物理性质 该纯酶制剂 的紫外吸收光
�。。工x�自八划

0 4 5 12 16 20 24 25

t /而n

图 2

R g. 2

青蟹A LPas e快速蛋白液相色谱图

C 加ro m at o gra Ph y o f A LPa se fr o m

5 s e r r a ta o n FPLC

谱测定 结果表明
,

在 2 78 nln 处有一个特 征吸收

峰
,

酶 的荧光特征研究表 明
,

该酶的荧光激发光

谱只有一个特征峰
,

波长为 282 nln
;
在 2 82 nln 波

长激发下
,

酶 的荧光发射光谱只在 343 nm 处有

一个特征的发射峰
。

测定青蟹 ALP as e
全酶分子

量为78 kD
,

见图 3
。

2. 2. 2 酶催化 pN p p 水解 的动力学性质 在

pH= 9
.

5 条件下
,

测定不同温度对酶活力的影响
,
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Q翻飞j比

以酶促反应的初速度 (v0 )对相应的温度 (劝作图
,

得到一个钟罩形曲线
,

求得该酶催化 p N pp 水解的

最适温度 为 52 ℃
; 4 0 ℃ 与 50 ℃ 之 间的温度 系数

(Ql
。)为 1

.

23
,

说明温度 对酶 活力 的影 响并 不显

著
。

在 37 ℃ 恒温下
,

测定不 同 p H 对酶活力的影

响
,

结果也呈钟罩形曲线
,

求得最适 pH 为 9
.

2
。

在 p十9
.

0
,

37 ℃下
,

改变底物浓度 〔S]
,

测定

酶促反应的初速度
v 。与 【S] 的关系

,

以 v 。
对 [S]

作 图 得 曲 型 双 曲 线
,

说 明 酶 促 反 应 遵 循

Mi
e hae lis一M七n te n 方 程式

,

以 Li n e w eav eo B u rk

法作图
,

可得一直线
,

求得凡为 6
.

67
‘ 10

一 ‘m ol /

L
,

凡
at
为 460 而

n 一 ‘,

k
Z

(用来衡量酶对底物的亲和

力大小 )为 6
.

g o x lo
,

(m
o l/ L )

一 ‘ ·

m in
一 ’。

H G G

、、一
B l从P

14 0

V. / 司

PE P川‘
. . 肠 . . . .

160

图 3 青蟹A LP as e 经Se p lla d e x G 一200 测定

的分子量

R g 3 M o le eu la r w e ig ht of A L Pa se fr om 5 se r r a ta

de te
蒯ne d by

ehr om at o g ra Phy o n Se

Ph ad
ex

G 一2 0 0 g e l fi ltra tio n e o lllll ln

2. 3 效应物对酶活力的影响结果

2. 3. 1 金属离子对酶活力的影响结果 M g
Z + ,

C了
+ ,

Hg
, +

对酶活力的影响结果 (图 4)

表 明
:

Mg
, +

对酶有显著的激活作用
,

当Mg
Z 斗

浓度达到 10
~

of / L 时
,

酶活力提高到 4 18%
。

C了
十 ,

Hg
Z +

对酶活力有抑制作用
:
1
~

ol / L C u Z +

可 以使酶活力丧失 20 %
,

当 C价
十

浓度达

5

~ ol/ L 时
,

酶活力丧失约 40 % ;

Hg
, 十

对酶活力的抑制更为显著
,

o
.

4 m m ol /L Hg
Z +

即可使

酶活力丧失 75 %
,

而 1
.

2 m m of / L Hg
“ +

几乎可以使酶活力完全丧失
。

8060
M犷

+

H g Z+

500300400200100

攀\
�Y

10 0 0
.

5

C / 功n 幻卜L一 ,

图 4 Mg
, 十 ,

c 扩
十
和 Hg

, +

对青蟹 A Lp a se 活力的影响结果

R g
.

4 E fl’e e t 叮 Mg
, 十 ,

c u Z + a n d Hg
Z 十 o n th e 朗ti v i ty o f A Lp ase

fro m ￡ s e r r a ta

鉴于 Hg
Z 十

对酶活力抑制较为显著
,

进一步通过监测酶的紫外 吸收光谱及荧光发射光

谱的变化来研究 Hg
Z +

对酶分子构象的影响
。

结果表 明
,

随着 Hg
Z +

浓度的增大
,

酶的紫外

吸收特征峰 (278 nln ) 逐渐消失
,

而紫外 吸收值则逐渐增大
,

可见
,

Hg
, 十 的加人使酶分子构

象发生 了明显的变化
,

酶分子的生色基 团 T中
,

Ty
r
及 Ph e 残基的微环境由疏水的环境暴露

到分子表面
,

引起消光值的升高
。

酶经不 同浓度 Hg
, +

处理后
,

荧光强度变化结果 (图 5) 表

明
,

Hg
Z 十

对酶的荧光发射峰没有位移效应
,

但荧光强度值有明显的下降
,

Hg
Z +

浓度在 0
.

2
,

0
.

8 和 1
.

2~ ol / L 时
,

分 别 使 酶 的 荧 光 强 度 下 降 55 %
,

25 % 和 22 %
。

Hg
Z +

浓 度 在
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姿
次 60
、、 卜

阅

、

3 50 3 7 0

几 / 幻” 1

0 10 面 一弱 城厂一命
C / %

图 5 垅
2 +

对青蟹 A Lp a se 荧光强

度的影响结果

R g
.

5 E ffe
et o f Hg

Z 十

on the nuo re se e -

nc
e in te n sity of A L Pa se fro n l 汉 s e r r a ta

图 6

R g6
0 ll

甲醇
、

乙醇和乙二醇对青蟹A LPa se相对活

力的影响

E ffe
et o f m e th an ol

, et】la zlo l a lld et】lyle ne g lye o l

the re lati v e ac ti v ity o f A L Pase fr om 5 s e r r a ta

一O 一 甲醇
;
一 . 一乙醇

; 一 一 . 一乙二醇

0. 2

~ ol/ L 时
,

酶 的荧光强度下降最显著
,

随着 Hg
Z +

浓度增大
,

酶的荧光强度逐渐 回升
,

这

可能是 由于 Hg
, +

的介入
,

改变 了 T rp
,

Ty
r
等残基的微环境

,

内埋 的残基暴露到极性环境

中
,

引起荧光淬灭
。

2. 1 2 有机溶剂对酶活力 的影响结果 以甲醇
、

乙 醇
、

乙二醇等有机溶剂为效应物
,

研

究它们对青蟹 A LP as e 活力的影响
,

结果 (图 6) 表 明
,

这三种有机溶剂对酶活力均有明显的

抑制作用
。

当甲醇
、

乙醇
、

乙二醇的浓度 (c) 均在 50 % 时
,

对酶 的相对活力 (A
r

)抑制作用

更为明显
,

分别下降至 13
.

4%
,

7
.

1%
,

1 8
.

2 %
,

其抑制作用的大小顺序为
:
乙醇 > 甲醇 > 乙

二醇
。

可见
,

极性度越低对酶抑制程度越高
,

说明酶分子 中疏水键对维持酶的三维构象起

了重要 的作用
。

酶在水介质中
,

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
,

破环 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 (陈清西等
,

1 9 9 3 )
。

3 结语

以上实验结果表明
,

环境污染 因素重金属离子如 C u Z 十

和 Hg
, + ,

以及有机溶剂如 甲醇
、

乙醇
、

乙二醇对锯缘青蟹碱性磷酸酶有明显的抑制作用
,

其中以 Hg
Z +

的抑制最为显著
,

并

伴随着酶分子构象及酶活性 中心其微环境发生了不同程度的变化
。

甲醇
、

乙醇
、

乙二醇的

浓度在 50 % 时
,

分别可以使酶活力抑制 86
.

6%
,

92
.

9% 和 8 1
.

8%
,

其抑制作用的大小顺序

为
:
乙醇 > 甲醇 > 乙二醇

。
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