
第 �� 卷 第 � 期

� � � � 年 � � 月

水 生 生 物 学 报
� � � � � � �  � � �� � � � ��  ! �� �� �

� � �
�

� �
,

� �
�

�

� � �
� ,

� � � �

长吻脆碱性磷酸酶的动力学研究
�

陈 定 福
�西南师范大学生物系

, 重庆 �� �� 巧�

提 要

采用生化手段
,

从长吻跪 ��
� �� �  � � �, � � , � � � � , � � “ � �� � � � �� 肝中提取出碱性磷酸酶

�� � ��
。

提纯倍数为 � �
�

� � 倍
,
比活为 � �

�

� � 单位 � � � 蛋白
,
提取酶液经 � � � � 和 �� � �

� � � � 只呈现一条区带
。

该酶的最适 � � 为 � �
�

�� � �
�

� � �� � � �
�

� 时不稳定 � 最适温度为

�� ℃ � 对热不很稳定 � 以磷酸苯二钠为底物其 � � 值为 �
�

�� � � � 一
,
� “� � �

。

� �
’十
为该酶的激

活剂
, � 一 � � �

、
� �

�
� � 。、 � ��

、

� �
、
� � � �

一
� � �

为抑制剂
。
选用 � �

�
� �

�

和 � �� 作抑制类型

的判断
,

结果表明
, � �

�
� �

�

属竞争性抑制剂
,

其抑制常数为 �
�

� � � � � �� � � � �  为非竞争

性抑制剂
,

抑制常数为 �
�

� � � � � � � �
。

关键词 长吻统
,

肝胜
,

碱性磷酸酌
,

动力学

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

,

� � �
�

�
�

�
�

�
,

简称 � � � � 广泛存在于动物
、

植

物及微生物体中
,

是一种对底物专一性较低的磷酸单醋水解酶
,

在生物体内直接参与磷酸

基团的转移和代谢过程
,

在脊椎动物的骨化作用 中起着重要作用
〔�� 。

提纯的 � �  常被

应用于核酸
、

毒物学
、

医学研究
,

是遗传工程常用的工具酶
〔�� 。

添加 � �  的药用化妆 品
,

有益于皮肤细胞的再生和新陈代谢
〔�, 。

关于微生物
、

软体动物
、

脊索动物
、

哺乳动物的

� � � 的研究
,

国内外均有报道
,

而鱼类 � � � 的研究
,

国内文献中迄今未查到
,

国外有见

�� �� �
� �� �鲤鱼 �的报道

。, 。
本研究从长吻脆肝脏中分离纯化了碱性磷酸酶

,

并对其动力

学性质进行了研究
。

� 材料和方法

� � 材料 长吻脆� � �肝脏为酶的提取材料
。

该鱼购 自重庆北陪鲜鱼市场
,

产自嘉陵江

北陪至合川段
。

� � 试剂 � � � � 一

纤维素 �� �
一 � � � 为美国 � �� �� �� 产品进 口 分装 � � � � �二异丙基

氟磷酸 �系英国 �
�

�
�

� 厂产品 � � � � � � � � �� �一 � � � 为 � �
� �
� � � �

�

产品 � � � �琉基醇�

等其他试剂为国产分析纯
。

�� � 酶的分离纯化 按颜思旭等 �� 和徐伟军等
〔习的方法进行

,

并有修改
。

将长吻脆的肝

用冷蒸馏水漂洗后切细
,

按 � � � �重量
�体积 �加人 �

�

�� � �� � � � ��
�一� �� 缓冲液 �� � �

�

�
,

� � � � 年 一月 � , 日收到 � �� �  年 � 月 � � 日修回
。
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内含 �
�

�� �
�� � �

�

�� �
,

于高速组织捣碎机内匀浆
,

置冰箱内过夜 � 向匀浆中加人冷正乙

醇 � �多�
�
�
�
�

,

于 � �℃ 保温 �
�

� � ,

冰箱内放置过夜 �次 日离心 �� ℃
, �� � � � � � �

� ,

� �� �� �
,

用分液漏斗除去上清液上面的正丁醇和漂浮的细胞碎片
,

取上清液 �粗酶液 �
,

向其中加人

固体硫酸钱至 �
�

� � 饱和度
,

离 心 �� ��
, � � � � � � � �

� , � � � �� � � 取上清液
、

调 � � �
�

�一 �
�

�
,

加人 固体硫酸钱至 �
�

� � 饱和度
,

离心 �� ��
, � � � � � � � � �

� , � � � �� �
,

取沉淀 �将沉淀溶于

�
�

� �� � �� � � � ��
一
� � � 缓冲液 �� � �

�

, �
,

并对 �
�

�多 �
� � �透析至无 � �才和 � � 不

,

于零

度离心 �� � �� ��� �� �� � � �� �
,

所得上清液适当 浓 缩 后
,

进行 � � 一

�� 纤维 素 柱 层 析

��
�

� � � � � � � � � � 柱层析系统 �
,

用含有 �一 �
�

� � � �� � � � � � 的 �
�

��� � �� �  !∀#一 H e l

缓冲液 (pH 7
.
5) 进行线形梯度洗脱

,

流速 0
.
3m l/m i

n ,

4 m l 八
ube ,

部分收集
,

经 Zsonm

紫外检测后
,

对各蛋白吸收峰进行酶活性测定
,

收集酶活性峰部分并上 se ph acry1 s
一
2
00

柱 (2
.
6 X 60em ; L K B 柱层析系统)

,
0

.

o s m
o

l
/
L T

r
i
s 一

H e l 缓冲液 (pH 7
.
5) 洗脱 (0

.
3

m l/ m in ; 4m l八ub
e
)

,

分管收集
,

追踪和收集酶活性部分
,

经适当浓缩后
,

进行该酶的有

关测定
。

1

.

4 酶的纯度鉴定 聚丙烯酞胺凝胶 电泳 (P A G E )[6]
,

分离胶浓度 7多
,

考马斯亮蓝 G
-

250 染色
。

s D s
一
P A G E m

,

分离胶浓度 10 外
,

考马斯亮蓝 R 一 2
50 染色

。

L S 酶活力测定 采用磷酸苯二钠为底物的金氏法[8]
,

并在此法规定的条件下
,

每 15 m in

生成 l卜m ol 酚所需的酶量为一个酶活力单位 (U )
〔91 .

L 6 蛋白质含t 测定 按 L ow ry 法 [10]
,

以牛血清 白蛋白为标准
。

1

.

7 A K P 其他性质的测定 均按蔡武城等[11] 的方法进行
。

2 结果

2. 1 酶的纯化

按
“

材料和方法
”

所述步骤
,

鱼肝匀浆后用正丁醇抽提
,

得到活性较高的 A K P 粗酶

液
,

该酶液经硫酸按分级沉淀
,

回收率为 45
.
34 务

,

盐析透析液经离心后
,

其上清液以 D E -

32 纤维素柱层析
,

出孔 1个酶峰
,

2 个蛋 白峰
,

酶活性峰出孔在 o
.
16 m ol/ L N

a
cl 附近 (图

l)
。

收集酶峰
,

再经 Sepha cr y1 S
一
2
00 柱层析(图 2)

, 「

并将所得酶活性峰部分适当浓缩
,

1
1�一已\匀�共班遮

洲2010

,叭卜
-

八

,

十....1卜.......卜...月..Lr.胜r.,卜l
.

we
只�崎声nJ争�l000门()

1

0国人
QO(1

[-.
�
�
�欠性谧

:

刀
、

\

污1020304050
管数 T

ube num bers

�aJ叼。jg公
l0.住住0.以

!

。离Q
.

0

2 0 4 0 6 0

管数 T ube num be rs

巧l()5

.百泣‘....卜.‘.les‘l
卜
eeesse11|怪卜‘刃胜..‘

··,·I

�曰\一
c任�一切门之

-
公
J咔njg卜z门n曰�介�八曰

百
l
‘
J
l,。
se

l

卜

飞
,ee巾.....‘,. .....J
O

产��七

图 1 D E A E 一

纤维素 ( D E
一
2
)

F 1 9

.

1 C h
r o

m
a t o g r a p h y

o
f

D E
一
3 2

c o
l
u
m

n

柱层析 图 Z S eph aery l s一 2 0 0 柱层 析

A K p on F ig
. 2 C h rom aro g rap hy of A K p on seph aeryl

S 一2 0 0 e o
l
u
m

n



期 陈定福: 长吻蜕碱性磷酸酶的动力学研究

内含 O
.
lm o l/ L N

a
CI )

,

于高速组织捣碎机内匀浆
,

置冰箱内过夜; 向匀浆中加人冷正乙

醇 20多(
v
/
v
)

,

于 37℃ 保温 0
.
5h ,

冰箱内放置过夜 ;次 日离心 (4℃
,
s o o o

r

/
m i

n
,

3 o m i
n

)

,

用分液漏斗除去上清液上面的正丁醇和漂浮的细胞碎片
,

取上清液 (粗酶液 )
,

向其中加人

固体硫酸钱至 0
.
3 5 饱和度

,

离 心 (4oC
,

s 0 0 0
r

/
m i

n ,
3 0 m i

n

)
; 取上清液

、

调 pH S
.
o一5

.
5 ,

加人 固体硫酸钱至 0
.
7 0 饱和度

,

离心 (4oC
,

l o 0 0 o
r

/
m i

n ,
4 o m i

n

)

,

取沉淀 ;将沉淀溶于

o
.
o sm ol/L T

ris一 H e l 缓冲液 (pH 7
.
, )

,

并对 0
.
5多 N

ae l透析至无 N H 才和 50 不
,

于零

度离心 30 m in (10 00 0r /m in )
,

所得上清液适当 浓 缩 后
,

进行 D E 一

32 纤维 素 柱 层 析

(2
.
8 X 3ocm ; L K B 柱层析系统 )

,

用含有 0一0
.
3m ol/L N

ae l 的 0
.
osm ol/L T

ris一 H e l

缓冲液 (pH 7
.
5) 进行线形梯度洗脱

,

流速 0
.
3m l/m i

n ,

4 m l 八
ube ,

部分收集
,

经 Zsonm

紫外检测后
,

对各蛋白吸收峰进行酶活性测定
,

收集酶活性峰部分并上 se ph acry1 s
一
2
00

柱 (2
.
6 X 60em ; L K B 柱层析系统)

,
0

.

o s m
o

l
/
L T

r
i
s 一

H e l 缓冲液 (pH 7
.
5) 洗脱 (0

.
3

m l/ m in ; 4m l八ub
e
)

,

分管收集
,

追踪和收集酶活性部分
,

经适当浓缩后
,

进行该酶的有

关测定
。

1

.

4 酶的纯度鉴定 聚丙烯酞胺凝胶 电泳 (P A G E )[6]
,

分离胶浓度 7多
,

考马斯亮蓝 G
-

250 染色
。

s D s
一
P A G E m

,

分离胶浓度 10 外
,

考马斯亮蓝 R 一 2
50 染色

。

L S 酶活力测定 采用磷酸苯二钠为底物的金氏法[8]
,

并在此法规定的条件下
,

每 15 m in

生成 l卜m ol 酚所需的酶量为一个酶活力单位 (U )
〔91 .

L 6 蛋白质含t 测定 按 L ow ry 法 [10]
,

以牛血清 白蛋白为标准
。

1

.

7 A K P 其他性质的测定 均按蔡武城等[11] 的方法进行
。

2 结果

2. 1 酶的纯化

按
“

材料和方法
”

所述步骤
,

鱼肝匀浆后用正丁醇抽提
,

得到活性较高的 A K P 粗酶

液
,

该酶液经硫酸按分级沉淀
,

回收率为 45
.
34 务

,

盐析透析液经离心后
,

其上清液以 D E -

32 纤维素柱层析
,

出孔 1个酶峰
,

2 个蛋 白峰
,

酶活性峰出孔在 o
.
16 m ol/ L N

a
cl 附近 (图

l)
。

收集酶峰
,

再经 Sepha cr y1 S
一
2
00 柱层析(图 2)

, 「

并将所得酶活性峰部分适当浓缩
,
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oo50
认思>一祠u门。>�1四。么

�饮�明到友霉
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认1一>-1。.。奋-1四。国
�袄�划胆贫年

20 30 40 50 60

温度 T em 沐rature(
o
C )

图 , p H
一

酶活性曲线 图 6 温度
一

酶活性曲线

F 19
.
5 P H 一 a e t

i
v
i
t
y

e u r v e s o
f A K P F 1 9

.

6 T
e
m p e r a t u r e 一 a e t

i
v
i
t y e u r v e s o

f A K P

本实验条件下有其表现活性的最适pH 范围
,

其代表值为pH 10
.
05.

酶的酸碱稳定性
。

将一定量纯酶液适当稀释后
,

分别置于一系列不同 pH ( pH 7
.
00 一

12
.
00) 缓冲液中

,

37 ℃ 保温处理 lh ,

然后再调至 pH 10
.
00 (测酶活时的 pH 值) 进行酶

活力测定
,

结果表明
,

该酶在 7
.
00 > pH > 11

.
00 的条件下不稳定

。

2. 3. 2 温度对酶活性的影响及酶的热稳定性 在不同温度下 (20 ℃
、

30 ℃
、

35 ℃
、

37 ℃
、

40 ℃
、

45 ℃
、

50 ℃
、

60 ℃)
,

测定酶促反应速度(测定条件及方法与酶活力测定相同 )
,

以温

度为横坐标
,

反应速度(相对活性 )为纵坐标作图(图 6)
,

得温度
一

酶活性曲线
,

根据此曲

线
,

可知温度对酶活性的影响
,

并可求得该酶在本实验条件下的最适温度为 40 ℃
。

取一定量酶液
,

在不同温度下分别保温一定时间
。

到时
,

迅速冷却
,

然后再调至 37 ℃

按测酶活的条件和方法测定酶活力
,

与 同时置 37 ℃ 的对照样比较
,

求 出酶的残留活性
。

结果表明
,

A K P 于 45 ℃ 保温 50 m in 酶活性明显下 降
,

60 ℃ 保温 30 m in 活性完全丧失

(表 2)
。

提示 A K P 对热不很稳定
。

表 2 酶的热租定性

T ab
. 2 H eat sta bility of A K P

温度(℃) T
em p eratu re 3 5 37 40 45 4 , 5 0 6 0

保温时间 Incu bation tim e (m i
n
)

残留活性 R esid u al aetiv itv (% )

3 0 3 0

100 100 100 100 78 62 3 8

2. 3. 3 酶的 K m 值 按酶活力测定方法
,

分别测定在不同底物浓度(酶反应体系中
,

底

物的最终浓度分别为 0
.
48 、

0

.

7 2

、

0

.

9 6

、

1

.

4 5

、

2

.

3 5

、

3

.

3 5

、

4

.

7 8 m m
o
l
/
L

) 下的酶反应速度
,

将

测定结果
,

按 Li ne w eaver
一
B 盯k 作图法

,

求得该酶以磷酸苯二钠为 底 物 的 K m 值 为

1
.
82 X 10一 3 m o

l
/
L

( 图 7)
。

2

.

3. 4 激活剂和抑制剂对酶活力的影响 选用几种化学试剂
,

在指定浓度下
,

测其对酶活

力的影响 (测定条件及方法与测酶活力相同 )
,

结果见表 3
。

从表 3 可知
,

M g 2+ 对 A K P

有明显的激活作用 ; C
a2+ 在 0

.
95 m m ol /L 时有激活作用

,

而在 2
.
38 m m ol /L 时则产生

抑制(抑制该酶活性 16 外)
,

其他试剂均表现出不同程度的抑制作用
。

其中
,

尤以 D F P 对

酶的抑制最为强烈
。
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表 3 几种化学试剂对 人K P 活力的影响

T ab
.
3 T h e E ffect o f som e chem ieal reag ents on A K P activ ity

化学试剂
C hem ieal reagen t
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5
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和 D F P 的抑制类型和抑制常数 儿 在抑制剂 中
,

选 用 K H ZP O ; 和

D FP 作为对酶的抑制类型的判断
,

并求出相应的 K ;. 在酶反应体系中
,

改变底物浓度

(终浓度分别为 0
.
4 8、 0

.

7 2

、

0

.

9 6

、

1

.

4 5

、

2

.

3 5

、

3

.

3 5

、

4

.

7 8 m m
o
l
/
L

)

,

并分别加 人 K H :PO ; 和

D F P (终浓度分别为 2
.
00 和 1

.
20m m ol /L )

,

按酶活力测定条件和方法测定酶活力
,

以

1/
v 对 1/ [s ] 作图 (图 s)

,

由图可知
,

K H 少O
。

属 竞争性抑制剂
,

D F P 为非竞争性抑

制剂
。

并按蔡武城等
【川的方法求得 K H 护o

;
和 D FP 的抑制常数 K

;
分别为 2

.
4lm m ol 广

L 和 1
.
0 1m m ol/L

.

下宕任\闷、工
ouJ欲�
升
\一

1 2

l/ fs l (m rn o 1 L )一 :

一

少拼
一 1 J Z

!/汇s了(m m ol/L、
一 ’

图 7 K m 值 的测定 图 S K H ZP O 。

和 D F P 对酶 的抑制类型

L inew ea ver一 B u r
k p l

o t s o
f A K P F i g

.

8 I
n
h i b i

t
i
o n t y p e s o

f A K P b y K H
Z
P O

一 a n
d D F P

引
.
19

F

3 讨论

本实验证明
,

C
a

2+ 的浓度 为 0
.
95 m m ol /L 时

,

可使 A K P 的活力提高 12 外
,

但浓度

为 2
.
38 m m ol /L 时

,

则对酶产生抑制
,

使酶活降低 16 并
。

这种现象正如沈同等
〔, ”指出

的:
“

同一种酶由于激活剂浓度升高
,

可以从被激活转化为被抑制
” 。

笔者认为
,

这种激活

和抑制的转化
,

除与激活剂的浓度有关外
,

是否与不 同生物材料来源的 A K P 的特异性有

关
,

有待进一步研究
。
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