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背角无齿蚌碱性磷酸酶的功能

基团研究

张洪渊 刘克武 姜 云 龚由彬 罗胜清

�四川大学生物学系
,

成都 � �� � � ��

提 要

在一定条件下分别采用 �� �� � �丁
、

��� �
、

� ��
、

��  �
、

��  !
、

� �� � 及 �� � 等化学修饰

剂选择修饰背角无齿蚌碱性磷酸酶的多种氨基酸残基
,

并测定其酶活力变化
。

结果表明
,

���� � � �
、

� �  �
、

�� ��
、

】刀丁 的修饰能显著抑制酶的活力
,

活力的降低与修饰剂的浓度相

关
。

� �� �
、

�� �
、

��� � 的修饰不表现对酶的抑制作用
。

作者初步认为
,

�� �
、

��� 和 � 甲残基是

背角无齿蚌碱性磷酸酶的必需功能基团
,

部分二硫键对保护酶的催化功能也是必需的
。

关键词 碱性磷酸酶
,

必需基团
,

化学修饰
,

背角无齿蚌
。

探讨酶活性部位的功能基团
,

对研究酶的结构与功能及酶的催化机理具有重要意义
。

化学修饰法是 目前探明酶活性部位功能基 团的常用方法之一
,

已用此法探明多种动物不

同酶 的必需基 团 �,一 , �
。

对于碱性磷酸酶 ��即�的化学修饰
,

已对 �
、

� � ���‘�
、

牛肠 �, �
、

溢蛙 �‘� �
、

文昌鱼 �� ’�等的 ��� 作过研究
。

对于河蚌中与珍珠质分泌相关的 ��� 的功能基团研究尚

未见报道
。

本文用几种修饰剂对背角无齿蚌外套膜的 � � �进行了研究
,

初步探讨了其功

能基 团
。

材料和方法

� � 材料及试剂 背角无齿蚌 ���
口
��

� �� � �� �� ��
�

�� �� �� 取 自成都郊 区
,

蚌龄 �一� 龄
。

�� ���� �� � ��� 为 �� � �� �� 产品
,

磷酸苯二钠为 � �代� 产品
。

各种化学修饰试剂 苯甲基

磺酞 氟 ������
、

�‘澳代唬拍 酞亚胺 ��� ��
、

对氯汞 苯 甲酸 ��� � � �
、

二琉 基苏糖醇

�口�
,

�
,

�
、

三硝基苯磺酸 �� �  ! �
、

唬拍酸醉 �� � � � �
、

嗅 乙酸 ��
�� �� 及碘 乙酸 ��� �� 均为国

产分析纯或生化试剂级
。

�
�

� 方法 背角无齿蚌外套膜 � � � 的分离纯化及活力测定见前文 �� ��
。

外套膜经正丁醇

抽提
、

硫酸按盐析
、

��� ��� �� ��� ��� 凝胶过滤等步骤
,

分离出比活为 ��� 单位 � � � 蛋白的

酶制剂
。

�� �  年 �月 �� 日收到 � �� � �年 �月 � � 日收到修改稿
。
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各种化学修饰剂修饰酶的基本条件
�

基质缓冲液 由 �
�

� �� �� � � 磷酸苯二钠溶液
、

�
�

�� � �� � � 碳酸缓冲液 ����
�

��
、

�� � 一氨基安替 比林溶液及蒸馏水按 �� ��� � � �比例配制
,

分别加人不同浓度 ��
�

�或 �
�

�� � �� � �� 的各修饰剂
,

并各加人 �
�

�� � 提取酶液
,

在相同温

度 �� �℃ �
、

相 同 � � 值 ����
�

�� 条件下反应
,

测定随时间进程的活力变化
�

� 结果

�
�

� 几种化学修饰剂对背角无齿蚌 � � �活力的影响

取 试管 � 只
,

各管加 人 �� � � 基质缓冲 液
,

并分别 加人 ��� � �刀�
、

� � �
、

��� �
、

���
� 、

�� �
、

� � � � 及 � �  � 溶液
,

使其终浓度为 �
�

�� � � � � � ��� ��为 �
�

�� � � � � � �
�

再

于各管中加人酶液 �
�

�� 以�� 卜� � � ��
,

� �℃反应 �而
� ,

然后加人 �
�

�� � �
�

�� �一� � 恤� �

溶液终止反应
,

侧定各管的酶活力
,

以不加任何修饰剂的对照管的活力为 �� �
,

计算各管的

相对活力 �表 ��
。

表 � 一些化学修饰剂对� �  括力的影响

�� �
�

� 卫�� �

���
��� � � �� � � � �� � �� �� � 浏���

� �
�� � � � 朗�� � ���

修修饰剂剂 �� ���� � � ��� 代 � ��� � � ��� � �� ��� �� ��� ��� ��� �…� � ���

����� ���
� �������������������

终终浓度�� � ��� ���� �
�

��� � ��� � ���  
�

��� �
�

��� �
�

��� �
�

��� � ���

��� �� � �� �】� �  � !  ���  ! � �������������������

相相对活力力 � ��� � ���  ���    � ��� � ���     ! ∀∀∀

处处�
��� � � �� �� � ���������������������

由表 � 可 见
,

� � �
、

� � � � 和 �� �� 对 � �  活 力 影 响 较 大
,

��� � 仃门
,

次 之
,

而

��� �
、

� � ! 和 认
c 影响很小

.

2. 2 pM S F 对丝氨酸残基的修饰

用 0
.
lm m of /L P M S F 修饰 A KP

,

测定其失活的时间进程
。

结果表明
,

A K P 的活力随

修饰时间的延长而下降
,

在修饰 20 m in 后
,

活力下降一半
,

75 m in 后完全失活 (图 l)
。

如果

以相对活力的对数对时间作图
,

得到一条直线 (图 2)
,

表明 A K P 的失活过程为一级反应
。
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各种化学修饰剂修饰酶的基本条件
:
基质缓冲液 由 0

.
0 1m ol / L 磷酸苯二钠溶液

、

0

.

05
m of /

L 碳酸缓冲液 (pHg
.
5)

、

3 %
4
一氨基安替 比林溶液及蒸馏水按 5: 10: 1:4比例配制

,

分别加人不同浓度 (0
.
1或 1

.
om m ol / L) 的各修饰剂

,

并各加人 0
.
lm L 提取酶液

,

在相同温

度 (4 0℃ )
、

相 同 pH 值 (pHg
.
5) 条件下反应

,

测定随时间进程的活力变化
.

2 结果

2
.
1 几种化学修饰剂对背角无齿蚌 A K P 活力的影响

取 试管 8 只
,

各管加 人 10 m L 基质缓冲 液
,

并分别 加人 PM S E I刀T
、

N B S

、

P C M B

、

B

rA

e
、

I A

c
、

S U A N 及 TN B S 溶液
,

使其终浓度为 1
.
om m ol / L (PM S F 为 0

.
lm m ol/ L )

.
再

于各管中加人酶液 0
.
lm 以15卜g / m L)

,

4 0 ℃反应 s而
n ,

然后加人 2
.
om L o

.
lm o一/ L 恤OH

溶液终止反应
,

侧定各管的酶活力
,

以不加任何修饰剂的对照管的活力为 100
,

计算各管的

相对活力 (表 1)
。

表 1 一些化学修饰剂对A K I括力的影响

Ta b
.
l 卫le effe

ets o f som e che m ieal m 浏ifi
er
on A K P 朗tivity

修修饰剂剂 P M SFFF U l lll 代 M BBB N B SSS B rA CCC IA CCC SU A NNN 1…N B SSS

MMM od ifi
e rrrrrrrrrrrrrrrrrrr

终终浓度(m m
ol/L))) 0

.
111 l000 l 000 1

.
000 1

.
000 1

.
000 1

.
000 l 000

TTT en nlna】co n c e ntra ti o nnnnnnnnnnnnnnnnnnn

相相对活力力 7666 6999 8999 888 9333 9666 4444 3888

处处l
ative ac tivityyyyyyyyyyyyyyyyyyy

由表 1可 见
,

N B S

、

T N
B S 和 SU A N 对 A K P 活 力 影 响 较 大

,

P
M S E 仃门

,

次 之
,

而

PC M B
、

B

r

A

e 和 认
c 影响很小

.

2. 2 pM S F 对丝氨酸残基的修饰

用 0
.
lm m of /L P M S F 修饰 A KP

,

测定其失活的时间进程
。

结果表明
,

A K P 的活力随

修饰时间的延长而下降
,

在修饰 20 m in 后
,

活力下降一半
,

75 m in 后完全失活 (图 l)
。

如果

以相对活力的对数对时间作图
,

得到一条直线 (图 2)
,

表明 A K P 的失活过程为一级反应
。
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采用不 同浓度 的 D T T 在碱性条件 (P H 9
.
5 ,

0

.

05
m of

/L 碳 酸缓冲液
,

内含 0
.
00 5m ol /L

M g( A c)
2
)下与酶同时保温 20 m in (图 6)

,

由图可 见
,

随 D T T 浓度的增大酶活力急剧下降
,

但

l歹r T 浓度达到 15 m m ol 几 时
,

酶活被抑制 71
.
5%

,

D T T 浓度再增大
,

酶活力不再下降
。

2. 6
B

r
A

c 和 IA c对 A K P 的作用

通常在偏酸性条件下
,

嗅乙 酸和碘乙酸可与蛋白质分子中的组氨酸残基反应
。

而本

实验 中
,

A

KP

与 0
.
!m ol 几 B rA

c 和 IA
c 在酸性条件 (pH S

.
0

,

0

.

l m of /L 醋酸缓冲液 )下
,

40
℃

2
1
赓〕(rn m

ol/L )

图 7 PM S F 和 1刀T 对 A K P 的抑制动力学 曲线

R g
.
7 Inh 一b lto 仃 ki n etie s o f P M S F

an d l〕T T o n

alk al 一n e P h
o s

P h
a

眺
e.

A
.
汇I」=0; B

.
〔PM S FI = 0

.
lm M ; C

.
【D 下T」= l

.
om M

.

保温 20 m i
n ,

酶活力变化不大
,

影响很小

(表 1)
,

表明组氨酸残基被 BrA
c 和 IA c

修饰后并不影响 A K P 的活力
。

2. 7
P

M
S

F 和 D T T 对 A K P 的抑制动

力学

在 0
.
0 5m ol / L 碳 酸 缓 冲 液 中

(p H g
.
s

,

含 0
.
00 5 m ol / L M g(A e)

,

)

,

分

别 加 人 pM S F (0
.
lm m ol / L )和 D T T

(1
.
0 m m ol / L)

,

求出底 物浓度下 的酶

活力
,

而后 按 双 倒数 作 图 法作 图 (图

7)
。

结果 表 明
,

P
M S F 和 D l丁 对 A K P

均为非竞 争性抑 制
,

二者抑 制程度有

差别
。

B
\
八

氏0.0‘

(

1.1"u

/
1
0。T�)今

3 讨论

PM sF 是对蛋白质分子中丝氨酸残基的专一修饰剂[l]
,

作者用该试剂对背角无齿蚌的

A K P 进行修饰
,

75 m in 可使酶完全失活
,

而且失活过程对 PM SF 表现为一级反应
,

说明 Ser

残基可能是背角无齿蚌 A K P 的功能基团之一
。

这个结果与 E
.
co lils ]

、

绩蛙 【’0] 和牛肠[9] 是一

致的
。

表明对 A K P 而言
,

Se

r 残基在生物进化中是保守的
,

这可能与它作为 A K P 重要功能

基团相关
。

N-B

s 是常用于修饰蛋白质中色氨酸残基的特异试剂阴
,

用它修饰背角无齿蚌 A KP
,

随

N B S 浓度的增加
,

A K P 活力急剧下降
,

当达 ! In m ol 几
,

A K P 活力下降 92%
。

将经修饰的

酶测其紫外吸收光谱
,

T
rp 的特征吸收峰 (2 78 nm )消失

,

说明 A KP 中 T rp 已被
NB
S 氧化

,

酶活力的丧失与 Trp 的氧化直接相关
,

因此初步判断T rp 也应是 A KP 的功能基团
。

这对溢

蛙[
’
0] 和文昌鱼刚的 A K P 也是相吻合的

。

Tai

t 等l8] 用乙酸醉
、

M

e

ig
he

:

等{
‘,

]用唬拍酸醉修饰 E
.c
oli 的 A KP

,

发现赖氨酸残基被修

饰
,

引起 A KP 活力下降
。

作者用三硝基苯磺酸 (T NB
s) 和唬拍酸醉 (S u A N )修饰 Ly

s ,

均引

起 A K P 活力下降
。

但修饰剂浓度达 1 m m ol 几 时
,

酶活力仅分别抑制了 62 % 和 56 %
。

说

明 Ly
s
残基的

。一N H Z与背角无齿蚌 A KP 活性相关
,

但可能仅有少数 Ly
s
残基才有直接关

系
。

二琉基苏糖醇 (仃1
,

I …)具有较强的还原性
,

可将蛋白质分子中的二硫键还原
,

引起分子

构象变化
,

进而影响其功能
。

本文讨论了用不同浓度的 D T I, 在碱性条件(P H9
.
5

,

碳酸缓冲
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液)下与酶作用的结果
,

即酶活随 D T 】
,

浓度提高而下降
,

口T l…为 2
.
5m m of / L 时

,

20
m in 内

酶活力下降 50%
,

但 D l丁浓度达 15. Om m of / L 时
,

酶活只被抑制 71
.
5%

,

说明酶分子中仅

有一部分二硫键与酶的活力相关
,

这些二硫键可能在维持酶活性 中心构象中起着重要作

用
。

从动力学研究看
,

属非竞争性抑制类型
,

只影响最大反应速度
,

对酶与底物的亲和力

没有影响
。

P C M B 是常用于修饰蛋 白质分子琉基侧链的试剂
,

常用于修饰半胧氨酸残基
。

本实

验结果琉基修饰对酶活力影响不大 (表 1)
,

表明琉基可能不是背角无齿蚌 A K P 催化功能

所必需
.

嗅乙酸
、

碘乙酸在偏酸性条件下
,

能专一地与蛋 白质中组氨酸残基反应
,

生成梭甲基

衍生物
。

本实验 中这两种修饰剂对 A K P 活力几乎没有什么影响 (表 1)
,

说明 巧
S残基可能

不是 A K P 的必需功能基团
.
Tai
t等l8] 用重氮一 1一氢

一四哇 (D H T )修饰 E
.c
oli A

KP 及余卫平

等。0] 用嗅乙酸修饰级蛙 A KP 的 托
s ,

其活力均有提高
,

与本实验的结果有所差异
,

这可能

与种属差异或所用修饰剂不同有关
,

但从总的变化来看
,

经修饰后的酶活力不变或略有提

高
,

均说明 托s残基可能不是 A K P 的必需功能基团
。
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