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层析的方法从对虾血淋巴中部分纯化出酚氧化酶 ∀实验又以 �2⁄�°�为底物 o分析各种因子对

其活力的影响 ∀结果显示酚氧化酶的最适 ³�值约为 yqso最适温度为 ws ε o≤∏
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酚氧化酶的活性 o而 �ª
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无脊椎动物缺乏真正的抗体 o没有免疫记忆 ∀因

此无脊椎动物只能依靠先天性免疫过程来抵抗寄生

虫和疾病 ≈t ∗ v ∀其中甲壳纲动物在体腔中能利用血细

胞和体液防卫反应来保护自己免受寄生虫的侵染 ∀从

已有的证据说明 o酚氧化酶原激活系统在甲壳动物防

御系统中起了重要作用 ≈t ow ∗ y ∀非己信号可按一定的

顺序激活丝氨酸蛋白酶 o有活性的丝氨酸蛋白酶又激

活酚氧化酶原为有活性的酚氧化酶 ∀具有活性的酚氧

化酶诱导有关基质由酚到醌 o最终产生黑色素 o黑色

素及其代谢中产物可杀死微生物及寄生虫 o起到免疫

作用 ≈v oz o{ o| ∀t||t年 �¶³¤±等从螯虾 kΠαχιφασταχυσ λε2

νιυσχυλυσl 血细胞中提纯到酚氧化酶原 ≈ts ∀ t||z年
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°̈ µ¤½½²̄²
≈x 在圣保罗对虾k Πεναευσ παυλενσισl中研究了

酚氧化酶的激活系统 o发现 |sh的酚氧化酶活性存

在于血细胞中 ∀t|||年 o �²̄ ¤̄¶2�¤̄√¤±等 ≈tt 从加州对

虾k Πεναευσ χαλιφορνιενσισl的血细胞中纯化出了分子量

为 ttw ®∏的酚氧化酶原 o被水解后产生一个分子量

tsz ®∏!有活性的酚氧化酶 ~还利用 �2⁄�°�底物对其

生化特性进行了研究 o发现该酶具有酪氨酸酶样的性

质 ∀t|||年 o≥µ¬·∏±¼¤̄∏¦®¶¤±¤等
≈tu 对斑节对虾k Πεναευσ

µονοδονl的酚氧化酶原进行了分子克隆和鉴定 o其推

测分子量约为 z{qz ®∏~并发现酚氧化酶原的 °� ��

是在血细胞而不是在肝胰腺中合成的 ∀但到目前为

止 o关于中国对虾的酚氧化酶的分离纯化及各种因子

对纯化酚氧化酶的影响还未见有报道 ∀作者通过离

心 !凝胶过滤柱层析和离子交换柱层析的方法从对虾

血淋巴中部分纯化出酚氧化酶 o并对其部分生化特性

进行了研究 o以期为中国对虾非特异性免疫及其调控

机理的研究创造一定的基础 ∀

t 材料和方法

tqt 材料

海捕中国对虾k Πεναευσχηινενσισlk体长约 t{ ∗ uu

¦°l ~≥̈ ³«¤¦µ¼̄ ≥2tss凝胶过滤柱 !± ≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º

强阴离子交换柱均为 °«¤µ°¤¦¬¤公司产品 ~ �∂zvs紫

外分光光度计为日本岛津公司产品 ~≤ ±̈·µ¬¦²± ts浓缩

离心管为 �°¬¦²±公司产品 ∀其余试剂均为分析纯 ∀

tqu 方法

tquqt 酶液的制备 取海捕新鲜活中国对虾 o

用 x °�针筒吸入约 u °�预冷的 �̄ ¶̈√̈ µ氏抗凝剂

kuqsx ª葡萄糖 osq{ ª柠檬酸钠 osqwu ª氯化钠 o加双

蒸水至 tss °�l o将针头从对虾的头胸甲背部的间隙

中插入心脏取血 o所得血淋巴放入预置于 w ε 冰浴中

的 x °�离心管中 o于 w ε 离心 kt sssµr °¬±oys °¬±l

破碎血细胞 o然后收集上清液 o作为酚氧化酶粗品使

用 ∀

tququ 酶的纯化 ≥̈ ³«¤¦µ¼̄ ≥2tss凝胶过滤柱

用 sqsu °²̄r �×µ¬¶2�≤̄ kuqw ª ×µ¬¶溶于 |tu °�sqsu

°²̄r�的 �≤̄ 中 o加双蒸水至 t sss °�o³� zqtl缓冲

液预平衡 tu «后 o 取 u °�酚氧化酶粗品上柱 o用

sqsu °²̄r�×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液k³� zqtl进行洗脱k流速 }

sqx °�r°¬±l并分部收集洗脱组分 ∀ 利用 sqsu °²̄r�

�2 ⁄�°�进行酶活性测定 o具有高酶活性的峰值组分

被收集起来 o一部分作为 ≥̈ ³«¤¦µ¼̄ ≥2tss纯化样品置

p us ε 保存备用 ~另一部分再上样于 ± ≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·

ƒ̄ ²º阴离子交换柱进行进一步的纯化 o用含 sqx °²̄r �

�¤≤̄ 的 sqsu °²̄r�×µ¬¶2�≤̄ k³� zqtl缓冲液进行梯度

洗脱k流速 }t °�r °¬±l o分部收集洗脱液 o同样用 sqsu

°²̄r �的 �2⁄�°�进行酶活性测定 o收集具有高酶活性

的峰值组分 o经脱盐和浓缩 ktq|{ ªr �l 后 o作为 ±

≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º纯化样品置 p us ε 保存备用 k以上

柱层析纯化操作均在 w ε 进行l∀

tquqv 酚氧化酶的活性测定 酚氧化酶活性测

定以 �2⁄�°�为特异性底物 o参照 �¶«¬§¤等 ≈tv 的方法 ∀

具体测定时 o将 tss Λ�待测酶液及 tss Λ�sqsu °²̄r �

�2⁄�°�于 u{ ε 恒温水浴中混匀 o反应 ws °¬±后 o加入

tqv °�预冷的 sqst °²̄r �的磷酸钾盐缓冲液 k³�

yqsl∀在此反应条件下 o以 Αw|s值每分钟增长 sqsst定

义为一个酶活力单位 ∀分别在 ³� vqso³� wqso³� xqso

³� yqso³� zqso³� {qs和 ³� |qso以及 us ε ovs ε o

ws ε oxs ε 和 ys ε 的温度下 o测定酚氧化酶活性 o以

确定 ³�值与温度对酚氧化酶活性的影响 ∀

tquqw ∞⁄×� !金属离子实验 tss Λ�酚氧化酶

的纯化样品中分别加入 tss Λ�各种不同浓度的 ∞⁄×�

和各种金属离子k�±
u n
o�ª

u n
o≤¤

u n
o≤∏

u n
l o于 u{ ε 恒温

水浴中预处理 us °¬±后 o加入 tss Λ�的 sqsu °²̄r �

�2⁄�°�ou{ ε 反应 ws °¬±o最后加入 tqu °�的磷酸钾

盐缓冲液 o测定 w|s ±°光吸收 ∀阳性对照用 tss Λ�

sqst °²̄r�磷酸钾盐缓冲液k³� yqsl替代上述反应体

系中的 ∞⁄×�或金属离子 ~阴性对照用 tss Λ�sqst

°²̄r �磷酸钾盐缓冲液 k³� yqsl替代上述反应体系中

的酶样品 ∀

u 结果

uqt 酚氧化酶纯化

uqtqt 凝胶过滤柱层析 约 us °�酚氧化酶的

粗品 k蛋白质浓度 tzq{| ªr �l 分批上样于 ≥̈ ³«¤¦µ¼̄

≥2tss凝胶过滤柱 o分部收集洗脱组分 k图 tl∀用 sqsu

°²̄r��2⁄�°�进行酶活性测定 o发现 tt∗ tw号组分均

具有很高的酶活性 ∀将 tt∗ tw号组分混合 o部分作为酚

氧化酶凝胶过滤纯化样品使用 o其余样品进行离子交

换柱层析 ∀

uqtqu 离子交换柱层析 来自 ≥̈ ³«¤¦µ¼̄ ≥2tss凝

胶过滤的酚氧化酶纯化组分ktt∗ tw号组分l o上样于 ±

≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º强阴离子交换柱 o分部收集洗脱组

分k图 ul∀以 sqsu °²̄r��2⁄�°�进行酶活性测定 o发现

uv∗ uy号组分具有很高的酶活性 ∀将 uv∗ uy号组分混

合 o作为酚氧化酶纯化样品使用 ∀
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图 v 不同 ³�值和温度对中国对虾酚氧化酶活性的影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·¶²©§¬©©̈µ̈±·³� ¤±§·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²± °̈ ±¤̈ ∏¶³«̈ ±²̄²¬¬§¤¶̈

k�l不同 ³�值对中国对虾酚氧化酶活性的影响 ∀结果表明 o该酶的最适 ³�值为 yqs∀k�l不同温度对中国对虾酚氧化酶活性的影响 ∀结

果表明 o该酶的最适温度为 ws ε ∀酶活性用 sqsu °²̄r�的特异性底物 �2⁄�°�进行测定 ∀

k�l ∞©©̈¦·²©§¬©©̈µ̈±·³� ²± °̈ ±¤̈ ∏¶°� q×«̈ ²³·¬°¤̄ ³� √¤̄∏̈ ²©·«̈ ±̈½¼°̈ º¤¶yqsq k�l ∞©©̈¦·²©§¬©©̈µ̈±··̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²± °̈ ±¤̈ ∏¶°� q×«̈ ²³·¬°¤̄

·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²©·«̈ ±̈½¼°̈ º¤¶ws ε q ×«̈ ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼ º¤¶ °̈ ¤¶∏µ̈§¥¼ ∏¶¬±ªsqsu °²̄r��2⁄�°� ¤¶¤¶∏¥¶·µ¤·̈

图 t 中国对虾酚氧化酶粗品的 ≥̈ ³«¤¦µ¼t ≥2tss

凝胶过滤柱层析

ƒ¬ªqt ≥̈ ³«¤¦µ¼̄ ≥2tss ¦²̄∏°±¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²©¦µ∏§̈

³«̈ ±²̄²¬¬§¤¶̈ ©µ²° Πεναευσχηινενσισ

酚氧化酶活性用 sqsu °²̄r �的特异性底物 �2⁄�°�进行测定 o

图中显示出的为 u{s ±°光吸收曲线和酶活性曲线

×«̈ ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼ º¤¶ °̈ ¤¶∏µ̈§¥¼ ∏¶¬±ªsqsu °²̄r ��2⁄�°� ¤¶¤

¶∏¥¶·µ¤·̈q °µ²©¬̄̈ ¶¦²µµ̈¶³²±§¬±ª·² ¤¥¶²µ¥¤±¦̈ ¤·u{s ±° ¤±§·«̈ ±̈½¼°̈

¤¦·¬√¬·¼¤µ̈ ¶«²º±

图 u 中国对虾酚氧化酶 ≥̈ ³«¤¦µ¼t ≥2tss凝胶过滤

样品的 ± ≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º柱层析

ƒ¬ªqu ± ≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º¦²̄∏°±¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ ²©·«̈

ª̈ 2̄©¬̄·µ¤·̈§³«̈ ±²̄²¬¬§¤¶̈ ©µ²° Πεναευσχηινενσισ

≥̈ ³«¤¦µ¼t ≥2tss凝胶过滤样品 ktt ∗ tw号洗脱组分l 上样于 ±

≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º离子交换柱 ∀酚氧化酶活性用 sqsu °²̄r�的特异

性底物 �2⁄�°�进行测定 o图中显示出的为 u{s °°光吸收曲线和酶

活性曲线

×«̈ ≥̈ ³«¤¦µ¼̄ ≥2tssµ∏±2²©©©µ¤¦·¬²±¶ ktt ∗ twl º̈ µ̈ ²̄¤§̈§²±·²¤ ±

≥̈ ³«¤µ²¶̈ ƒ¤¶·ƒ̄ ²º ¦²̄∏°±q ×«̈ ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼ º¤¶ °̈ ¤¶∏µ̈§¥¼ ∏¶¬±ª

sqsu °²̄r��2⁄�°� ¤¶¤¶∏¥¶·µ¤·̈q°µ²©¬̄̈ ¶¦²µµ̈¶³²±§¬±ª·²¤¥¶²µ¥¤±¦̈ ¤·

u{s ±°o ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼¤µ̈ ¶«²º±uqu 酚氧化酶样品的酶活性分析

uquqt 温度和 ³� 对酚氧化酶活性的影响

在不同 ³�值下对酶活性进行测定发现 o³� yqs时酶

活性最高 o³�低于 yqs时 o酶活性随着 ³�值的升高

而逐渐升高 ~³�超过 yqs后 o酶活性则随着 ³�值的

升高而逐渐降低≈图 vk�l  ∀在不同测定温度下 ows ε

时的酶活性最高 o在 us ∗ ws ε 之间 o酶活性随着温度

的升高而逐渐升高 ~而超过 ws ε 以后 o酶活性便随着

温度的升高而逐渐降低≈图 vk�l  ∀

uququ ∞⁄×�和几种金属离子的作用 利用各

种金属离子和 ∞⁄×�对所得酚氧化酶活性的影响进

行研究发现 o ∞⁄×�和 ≤∏
u n能强烈抑制酚氧化酶的活
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图 w ∞⁄×�与不同金属离子对中国对虾酚氧化酶

活性的影响

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·¶²©∞⁄×� ¤±§§¬©©̈µ̈±·°̈ ·¤̄ ¬²±¶²±

°̈ ±¤̈ ∏¶³«̈ ±²̄²¬¬§¤¶̈

∞⁄×�和 ≤∏
u n 对酶活性的抑制作用最强 o 抑制率在 ysh ∗

{sh以上 ~≤¤
u n 和 �±

u n 的抑制作用次之 o图中所示 ≤¤
u n 和 �±

u n 的

浓度为其抑制率最高时的浓度 ∀�ª
u n 对酶活性具有促进作用 o促进

率约为 vsh ∀酶活性用 sqsu °²̄r �的特异性底物 �2⁄�°�进行测

定 ∀

×«̈ ¬±«¬¥¬·¬²±¬±·«̈ ∞⁄×� ¤±§ ≤∏
u n

¬̈«¬¥¬·̈§{sh ∗ tssh ¬±«¬2

¥¬·¬²±¤·¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶«¬ª«̈µ·«¤±·«²¶̈ ¬±§¬¦¤·̈§q≤²±¦̈±·µ¤·¬²±¶²©≤¤
u n

¤±§�±
u n

¬±§¬¦¤·̈·«²¶̈ ¬̈«¬¥¬·¬±ª«¬ª«̈¶·¬±«¬¥¬·¬²± ¶²©¤µ·̈¶·̈§q �ª
u n

¶«²º¶vsh ±̈«¤±¦̈ °̈ ±·²© ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼q ×«̈ ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¬̈¶ º̈ µ̈

°̈ ¤¶∏µ̈§¥¼ ∏¶¬±ªsqsu °²̄r��2⁄�°� ¤¶¤¶∏¥¶·µ¤·̈q

性 o而 �ª
u n则能促进酚氧化酶活性 o说明 °�很可能

是一种金属蛋白酶k图 wl ∀

v 讨论

酚氧化酶k°�l是广泛存在于无脊椎动物体内的

非特异性免疫系统的主要成员之一 o然而目前对 °�

生化性质的研究大多集中在昆虫方面 o至于甲壳类动

物 °�生化性质的研究则比较少 o至今还未见到有关

中国对虾 °�的分离纯化及其生物化学性质的研究报

道 ∀本文通过离心 !凝胶过滤柱层析和离子交换柱层

析的方法从对虾血淋巴中得到了具有较高纯度的酚

氧化酶 ∀

实验得到的酚氧化酶最适 ³�值为 yqs∀本文所

得的最适 ³�值 kyqsl与罗日祥等 ≈tw 对中国对虾血淋

巴中酚氧化酶粗提物的最适 ³�值是完全一致的 o与

日本对虾 ≈tx 和龙虾 ≈ty 
°�的最适 ³�值也相同 o而与

加州对虾 °� k³� {l
≈tt 和白对虾 °� k³� zqxl

≈tz 的

最适 ³�值有一定差异 o这可能与不同对虾种类的生

存环境如环境温度以及病原体类型等不同有关 ∀由于

罗日祥等得到的酚氧化酶粗提物实际上既含有酚氧

化酶 o也含有酚氧化酶原 o这样所得的最适 ³�值与纯

酚氧化酶的最适 ³�值相一致 o说明 ³�值的变化对

酚氧化酶原可能没有激活作用 ∀

本文所得酚氧化酶的最适温度kws ε l与日本对

虾 °� 的最适温度 ≈tx 相同 o略低于栉孔扇贝 ≈t{ 和白

对虾 ≈tz 
°�的最适温度kwx ε l o而高于龙虾的最适温

度 kvz ε l
≈ty 

o其间的差异很可能与对虾的种类及其

生活环境k如环境温度和病原体类型等l不同有关 ∀罗

日祥等在中国对虾中发现 o酚氧化酶粗提物的最适温

度约为 xx ε o这一温度之所以与本文所得最适温度

有较大差异 o很可能是因为他们在实验中所用的酶样

品为酚氧化酶的粗提物 o含有很多杂蛋白 o所得结果

为多种蛋白酶综合反应的最适温度 o而并非单纯酚氧

化酶的最适温度 ∀

本文在研究 ∞⁄×�和金属离子对纯化的中国对

虾酚氧化酶活性的影响时 o发现 ∞⁄×�及 ≤∏
u n能较强

的抑制酚氧化酶的活性 o而 ≤¤
u n对酚氧化酶作用很

小 o �ª
u n则能较大幅度地增加酚氧化酶的活性 o表明

该酶很可能是一种 ≤∏
u n2金属蛋白酶 ∀这与贻贝多酚

氧化酶的研究结果相同 ≈t| 
o也证实了 ⁄µ̈¶¶̄ µ̈等认为

多酚氧化酶催化过程中需要 ≤∏
u n维持结构的观点 ∀而

�ª
u n之所以能较大幅度地增加酚氧化酶的活性 o很可

能是通过促进底物与该酶活性中心的亲和力进而有

助于酚氧化酶活性的发挥来实现的 ∀此外 o≤¤
u n对酚

氧化酶粗品的活性具有很强的促进作用 o表明 ≤¤
u n可

能参与了酚氧化酶原的激活过程 ∀但至于 ≤¤
u n是直接

作用于酚氧化酶原 o还是通过酚氧化酶原激活系统起

到激活作用的 o目前正在进一步研究中 ∀
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