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背角无齿蚌碱性磷酸酶的分离
、

纯化及其动力学研究
’

张洪渊 刘克武 石安静 龚由彬 罗胜清
�四�� �大学生物系

,

成都 � �� � �  �

提 要

作者对背角无齿蚌外套膜的碱性磷醉酶 �� ��� 进行了分离纯化
,

并对其动力学性质进行

了初步研究
。

外套膜匀浆
,

经正丁醇抽提
、

盐析
、

��� ��  ! � � 一 ��� 凝胶过滤等步骤
,

得到了比

活力为 �� �
�

� 单位 � � � 蛋白的酶制品
。

通过动力学方法测得其最适 �� 值为 �
�

�
,

最适温度

为 �� ℃
,

以磷酸苯二钠作底物的 � � 值为 �
�

�� � � � ! �
。

� � � 
、

� � �� 对酶有激活作用
,

而

� � ��
、

� � �十
、

� � ��� �
、

� � � � 和琉基乙醇有抑制作用
。

关键词 背角无齿蚌
,

外套膜
,

碱性磷酸酶

碱性磷酸酶 �� � � ��� � �� � �� � � � � ��
,

简称 � � �
,

�
�

�
�

�
·

�
·

�
·

��在细菌和高等动物

中已作过广泛研究
,

但对贝类中 � � � 的研究报道不多【
’一��

。

作者对我国主要淡水育珠蚌

种之一的背角无齿蚌外套膜的 � � � 进行了纯化
,

并对它的动力学特性进行了初步研究
,

以供淡水育珠机理探讨中的酶学性质和生化特征提供部分依据
。

�
�

材料和方法

�
�

� 材料和试剂

背角无齿蚌〔� �
�
��

� �� � � � �� � � � ��
� � � � �〕取 自成都郊区

。

�� ��� ��
� � 一��� 为 �� ��� �� �� 产品

,

磷酸苯二钠为上海新中化学厂出品
,

�一氨基安

替比林为上海试剂一厂产品
,

� � � � �乙二胺四乙酸二钠�
、

� � �琉基乙醇�等试剂亦均为

国产分析纯
。

� � 方法
� �

�

� � � � 的分离纯化 参考 � �� �� � � 等 �’� 的方法并略加修改
。

取外套膜组织块用

蒸馏水漂洗后 剪碎
,

按 � � � �� � � �加人预冷的 �
�

� �� � �� � � ���一� � �缓冲液 �� � �
�

�
,

含 �
�

�� �� � � 氯化钠 �
,

匀浆 �� � 
,

冰箱内放置过夜
。

于匀浆中加人在 �一�℃预冷过的

国家自然科学基金资助项目�� �  !  ∀ ∀ ��

万谦
、

黄雪松参加部分实验工作

� � �  年 �� 月 � � 日收到
,

��夕� 年 � 月 �� 日收到修改稿
。
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正 丁醇 至 � � � �� � � �
,

� � �� 保 温 ��� �� 后
,

冰箱 内放置 �� 
,

室温 下离心 ��� ��

���� � � � � �� �
。

上清液加人硫酸钱
,

取 �
�

�� 至 �
�

� 饱和度盐析物
,

溶解于 �
�

� �� � �� �

� ���一� � �缓 冲液 �� � �
�

� �后
,

对 �
�

�� � � ���溶液透析
,

透析液离心后上 �� � � � � � �

� 一 ��� 柱 ��
�

� � ��� � �
,

用 �
�

��� � �� � � ���一� � �缓 冲液 �� � 为 �
�

� �洗 脱
,

流 速

�� � � �� 而�
,

分部收集
,

分别测定蛋白质含量及 � � � 酶活
。

� � � 酶活力测定 参照 金 氏法【’�
,

基质缓 冲液 〔�
�

�� � �� � � 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 � � �� � � � �〕

�� �
,

在 � �℃水浴中预热 �� ��
,

加人酶液 �
�

�� �
,

混匀后于 � �℃保温 ��� ��
,

加人 �
�

�� 高

铁氰化钾溶液
,

�� � 后用 ��� 型分光光度计
,

在波长 � ��� � 下测定其光吸收值
。

在此条

件下
,

以每分钟产生 �产� � 酚的酶量定义为 �个活力单位
。

�
�

��  蛋 白质测定 按照 � � � �� 法�� 测定蛋白质浓度
。

� � � � � 值对酶活力的影响 参考文献【�� 的方法
,

以 �
�

�� � �� � � 磷酸苯二钠为底

物
,

加人 � 倍体积的具有系列不同 � � 值的 �� �� � �� � � 碳酸缓冲液作为基质缓冲液 �另

含 �
�

� 倍的 �� �一氨基安替 比林溶液)
,

测定由 SeP ha dex G 一 100 柱洗脱的酶液在不同

p H 值时的活力
,

以最高活力植为 10 0
,

将其余各 pH 值下测得的酶活力
,

换算成相对酶

活
。

p H 值选择范围为 8. 77 至 9
.
300

L 2. 5 温度对酶活 力的影响 以 上项测定 中酶 活最高的 pH 基质缓 冲液
,

测定

Se Ph ad ex G
一 100 柱洗脱的酶液在不同温度下的活力

,

以最高活力值为 100
,

其余各温度

下测得的酶活力
,

换算成相对酶活
。

温度范围选择在 6一50 ℃
。

L 2. 6 A K P 米氏常数 K
m
的测定

·

按文献【7] 的方法
,

以磷酸苯二钠为底物
,

选择活力

最高的 p H 基质缓冲液
,

在上项测定的最适温度下
,

测定经 SeP hadex G 一 100 柱洗脱的酶

液在不同底物浓度下的反应速度
。

并按 Li ne w ea ve r一B ur k 法作 图
,

求出 V m 和
.
K m

。

这

里底物浓度选择在 o
.
25m m ol / L 至 3m m of / L 的范围

,

反应速度以 5 10n m 波长下的光

吸收值表示
。

1.2

.7 激活剂和抑制剂对酶活力的影响l3,
’. 以酶活力最佳条件下的 pH 值

、

温度及底

物浓度
,

分别加人 M g (A e)
:、

C
a

C 1

2
、

K H

Z

P o

4
、

B
a

(
o H )

:
、

C
u

S 0

4
、

Z
n

C 1

2
、

M
E 和 E D T A

,

其终浓度为 1一3m m of / L
,

测定经 SeP ha dex G 一100 柱层析酶液的酶活力;以不加上述

化学物质的酶活力为 100
,

其余条件下测定的酶活换算成相对酶活
。

2 结果

2. 1 A K P 的提纯

外套膜组织经过几步分离纯化
,

最后经过凝胶过滤
,

测定各步的总蛋白
、

总活力
,

并据

此计算比活
、

回收率和纯化倍数(表 1)
。

由 sep hadex G 一1 0 0 柱纯化的酶液经聚丙烯酞胺凝胶 电泳分析
,

用考马斯亮蓝 R 225

染色
,

显现三条区带(图 1)
,

靠近负极端有两条强窄带
,

靠近正极端有一条弱宽带
。

2. 2 A K P 的动力学特性

2. 2. 1 酶的最适温度和最适 pH 以 0. O lm ol / L 磷酸苯二钠为底物
,

p H 为 9
.
5

,

测定

不同温度下酶的活力
,

结果表明
,

背角无齿蚌外套膜 A K P 的最适温度为 40 ℃ (图 2)
。
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活力随 pH 值的变化趋势呈现典型的钟罩形规律 (图 3)
。

2. 2. 2 酶的米氏常数 以磷酸苯二钠为底物
,

在 40 ℃
、

p H g

.

5 条件下
,

分别测定在底物

浓度为 0
.
25

、

0

.

5 0

.

0

.

7 5

、

1

.

0 0

、

1

.

5 0

、

2

.

0 0

、

2

.

5 0

、

3

.

0 0 m m

o
l / L 时的反应速度

,

按测定结果分

别计算 1/ V 和 1/ 〔S〕
,

并按 Li ne w eav
e卜Bur k 法作图

,

求得背角无齿蚌 A K P 的 K m 值

为 0
.
57m m ol/ L (图 4)

。

:官。/2
0。已韦

尹户 尹

子 , 尸

2 3 4

渝
‘m m 。,‘L ,

一‘

图 4 米氏常数 K 。 的测定

Fig 4 D eterm inatio n o fM i
ehaelis eonstan t

1 2. 3 激活剂和抑制剂对酶活力的影响 一些化学物质对 A K P 活力的影响见表 2o

由表可见
,

M
g 2+

、

c
a

2+ 对背角无齿蚌 A K P 酶活力有激活作用
,

且以前者的激活作用更

强
。

K H

Z

p o

4
、

E D T A

、

e
u

Z +

、

z
n

Z + 和 M E 都有不同程度的抑制作用
,

其中 E D T A 的抑制

作用最强
。

表 2 一些化学物质对 A K P 酶活力的影响

T ab Z T he effe
ct of so m e ch em ical reagents o n A K P aetivity

化化学物质质 对照照 M gZ
+++ C aZ+++ K H Zp 0 444 E D T AAA B aZ+++ C u Z+++ Z n Z+++ h 1EEE

CCC h em iealreagen ttt C o ntro lllllllllllllllllll

终终浓度度度 lll 333 lll 333 lll 333 lll 333 lll 333 333 222

TTT efm in alllllllllllllllllllllllllllll

CCColl Centratio nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

(((m m ol/ L )))))))))))))))))))))))))))))

相相对活力力 10000 14888 16666 11777 14333 8666 6 555 6444 4666 10 333 6000 7555 7 888

RRR elative ae tivityyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyyy

3
.
讨论

贝壳和珍珠是由贝类外套膜细胞分泌的产物形成的
,

珍珠的主要成分为壳角蛋白和

碳酸钙
,

而碳酸钙的分泌和积聚与 A K P 有关l8]
。

A K P 不仅参与钙磷代谢
,

维持体内适宜

的钙磷比例
,

而且还与贝类壳角蛋白等蛋白质的分泌相关[9,
‘01

。

石安静等[川对背角无齿
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蚌外套膜的组织化学研究指出
,

外套膜的表皮细胞中
,

A K P 的反应很强
,

并且认为 A K P

不仅涉及蛋白质的分泌
,

还参与蛋白质的合成
,

以及贝壳和珍珠质前身物质的形成
、

矿化

过程
,

即 A K P 在珍珠形成过程中
,

具有重要而广泛的作用
。

因此
,

A K P 作为生物体内一

种重要的代谢调控酶
,

研究其特性对了解不同条件下贝类的代谢活性
,

探索珍珠及贝壳形

成的机理具有一定的意义
。

A K P 的酶学特性
,

在不同动物中有明显差异
。

作者测定背角无齿蚌 A K P 的最适温

度为 40 ℃
,

在 37一45 ℃均有较高活性
,

这与三角帆蚌一致l3j
,

但贻贝为 38 oc[
2] ,

而猪肠却

为 45℃[
‘21

。

p H 值对酶活力的影响也十分明显
。

背角无齿蚌 A K P 在 pH g
.
12 一10

.
1 的

范围内均有较高活性
,

但以 pH g
.
5 时活性最高

。

这与三角帆蚌 A K P 有明显差异
,

后者的

较高活力在 pH g
.
7一10

.
3 范围

,

最适 pH 为 10
.
1[, ]

。

而贻贝 A K P 最适 p H 为 10
.
2{, l

,

猪肠

A K p 更高
,

为 一0
.
41”]

。

A K P 的米氏常数 K m
,

作者以磷酸苯二钠为底物测得背角无齿蚌为 Q
.
57 m m ol / L

,

而三角帆蚌 (磷酸苯二钠为底物)为 l
.
82m m ol / L1 31

,

贻则对硝基苯磷酸为底物 )为

2
.
62m m ol/ L [2]

,

猪肠 (对硝基苯磷酸为底物)为 2
.
som m ol/ L [‘’l

。

由以上结果可见
,

A K P 的酶学性质不仅因动物种属不同而异
,

而且看来背角无齿蚌

外套膜 A K P 具有更为广泛的适应性
。

它 比三角帆蚌具有更广的 pH 值适应范围
,

具有

更高的底物亲和力
,

这可能与背角无齿蚌的分布范围广
、

适应能力强有关
。

这也提示背角

无齿蚌比三角帆蚌具有更强的钙磷代谢
、

蛋白质合成与分泌活性
。

至于这些差异与不同

蚌种在形成珍珠的速度和质量上有什么关系? 对同一种蚌而言
,

在不同季节
、

不同生理条

件以及育珠过程中的不同阶段
,

A K P 的酶学特性有何变化? 有待进一步研究
。

从不同化学物质对 A K P 活力的影响来看
,

M
g 2+ 和 c a2+ 有明显的激活作用

,

而 c u找

zn 2+
、

K H

Z
P 认

、

E D T A 和琉基乙醇有不同程度的抑制作用
。

此结果与三角帆蚌一致[alo
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