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氨基酸对凡纳滨对虾N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶活力的影响 
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摘要：选用甘氨酸（Gly）、丙氨酸（Ala）、缬氨酸（Val）、亮氨酸（Leu）、异亮氨酸（Ile）、
脯氨酸（Pro）、苯丙氨酸（Phe）、色氨酸（Trp）、丝氨酸（Ser）、苏氨酸（Thr）、半胱氨酸
（Cys）、谷氨酰胺（Gln）、天冬酰胺（Asn）、谷氨酸（Glu）、天冬氨酸（Asp）、组氨酸（His）、
赖氨酸（Lys）及精氨酸（Arg）等 18种氨基酸为效应物，研究它们对凡纳滨对虾（Litopenaeus 
vannamei）N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶催化 pNP-NAG 水解反应的影响。结果表明，非极
性氨基酸及不带电荷的极性氨基酸对 NAGase 没有明显的抑制作用；带正电荷的碱性氨基
酸 L-His 及 Lys 有轻微的激活作用，而 Arg 则先激活后抑制；带负电荷的酸性氨基酸 Asp
及 Glu有明显的抑制作用，其 IC50分别为 20，28 mmol/L。研究 Asp，Glu对酶催化 pNP-NAG
水解反应的抑制作用机理，并测定其抑制常数。研究表明 Asp 及 Glu 的抑制作用均表现为
可逆效应，抑制类型均为竞争性抑制，其抑制常数 KI值分别为 9.50 mmol/L和 11.06 mmol/L。 
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几丁质酶系是由内切几丁质酶、外切几丁质酶

和 N-乙酰 -β-D-氨基葡萄糖苷酶（ NAGase，
EC3.2.1.52）等 3 种不同组分组成的[1]，广泛存在于

动物和微生物界。对虾 NAGase不仅与对虾生长发育
过程中的周期性蜕皮及虾幼体的孵化密切相关[2]，还

与食物消化吸收、抗菌防卫等有关。目前，国外有关

于美国龙虾、南极磷虾的 NAGase 的研究报导[3~5]，

但研究工作还局限于酶的分离纯化、基本性质及组织

分布差别方面。而国内有关于罗氏沼虾、中国明对虾

几丁质酶的研究[6~8]，但未见甲壳动物 NAGase 的相
关研究报导。南美白对虾，学名凡纳滨对虾

（Litopenaeus vannamei），是目前世界上三大养殖对
虾中单产量最高的虾种，适应能力强，经济价值高，

中国沿海养殖面积逐年增加，但在对虾养殖过程中经

常因食物调配不当、养殖环境污染而扰乱了对虾的正

常生理活动与物质代谢，使对虾的健康程度下降，容

易受到病原体的侵蚀而感染发病导致大量死亡，造成

巨大的经济损失。因此，研究氨基酸对 NAGase的活

力影响，对于 NAGase催化机理的了解、不同生长期
的食物调配具有重要的指导作用。 

１材料与方法  

1.1 材料 
N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷酶从凡纳滨对虾内

脏分离纯化得到[9]，酶制剂为 PAGE单一纯，比活力
为 1560 U/mg；对硝基苯-N-乙酰-β-D-氨基葡萄糖苷
（pNp-β-D-GlcNAc）购置于上海医药工业研究院生
化室；其余试剂均为国产分析纯；使用的蒸馏水为玻

璃重蒸水。 
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1.2 方法 
酶 活 力 测 定 方 法 见 参 考 文 献 [10] ， 以

pNP-β-D-GlcNAc为底物，在 2 mL的测活体系中，包
含 0.15 mol/L NaAc-HAc 缓冲液  (pH 5.2)，0.5 
mmol/L 的底物，不同浓度的氨基酸，于 37 ℃恒温水
浴中加入适量酶液，准确反应 10 min，加入 2 mL 0.5 
mol/L NaOH 终止反应，在 752型 Spectrum紫外可见
分光光度计上测定波长为 405 nm 的光密度值

(A405nm)，消光系数按 1.73×104 L/(mol⋅cm) 计算[11]。

氨基酸对酶的抑制作用类型是通过 Lineweaver-Burk
双倒数作图，比较酶的动力学参数（包括表观米氏常

数和最大反应速度）的变化来判断。 

２ 结果 

2.1 几种氨基酸对凡纳滨对虾NAGase的活力 
影响 
以甘氨酸（Gly）、丙氨酸（Ala）、缬氨酸（Val）、

亮氨酸（Leu）、异亮氨酸（Ile）、脯氨酸（Pro）、苯
丙氨酸（Phe）、色氨酸（Trp）、丝氨酸（Ser）、苏氨
酸（Thr）、半胱氨酸（Cys）、谷氨酰胺（Gln）、天冬
酰胺（Asn）、谷氨酸（Glu）、天冬氨酸（Asp）、组氨
酸（His）、赖氨酸（Lys）及精氨酸（Arg）等 18 种
氨基酸为效应物，研究它们对酶活力的影响。结果（表

1）表明，当效应物浓度为 5~15 mmol/L时，非极性
氨基酸 Gly，Ala，Val，Leu，Ile，Pro及极性氨基酸
Ser，Thr，Cys，Gln，Asn对凡纳滨对虾 NAGase的
催化活力没有明显的影响；芳香族氨基酸 Phe也没有
明显作用，但 Trp 有轻微的抑制作用，当浓度为 15 
mmol/L时，酶的剩余相对活力 91.7 %；酸性氨基酸
Asp，Glu 对酶活力有较明显的抑制作用，它们对酶
的抑制程度依次为 Asp > Glu；而碱性氨基酸对酶有
轻微的激活作用，浓度为 15 mmol/L时，它们对酶的
激活程度依次为 His > Lys > Arg。

 
表 1  几种氨基酸对酶活力的影响 

Tab. 1  Effects of some amino acids on the enzyme activity 

名称 浓度(mmol/L) 相对活力（%）  名称 浓度(mmol/L) 相对活力（%） 名称 浓度(mmol/L) 相对活力（%）

对照  0 100.0  Phe 15 101.7 His  5 112.9 

Gly  5  99.7  Trp  5  97.8  15 124.7 

 15  99.1   10  94.6 Lys  5 106.2 

Ala  5  101.3   15  91.9  10 112.7 

 15  101.8  Ser  5  99.7  15 113.7 

Val  5  100.6   15 100.1 Arg 5 109.5 

 15  101.1  Thr  5 100.6  10 113.4 

Leu  5  101.5   15 100.4  15 109.8 

 15  99.3  Cys  5 103.7 Glu  5  95.4 

Ile  5 103.5   15 100.4  10  87.4 

 15 105.9  Gln  5  98.7  15  74.5 

Pro  5  99.9   15  99.6 Asp  5  84.0 

 15 100.4  Asn  5  99.3  10  70.7 

Phe  5 101.4   15  97.3  15  58.1 

 
2.2 酸性氨基酸对该酶活力影响的浓度效应 
与其它氨基酸相比，酸性氨基酸 Glu 和 Asp 对

NAGase有较明显的抑制作用，故进一步考察它们对
凡纳滨对虾 NAGase催化水解 pNp-β-D-GlcNAc活力
影响的浓度效应。酶的剩余活力与氨基酸的浓度依赖

关系结果见图 1，随着 Asp与 Glu浓度的增大，酶活

力呈指数迅速下降，导致酶活力下降一半所需的效应

物浓度（IC50）分别为 20，28 mmol/L。显然 Asp的
抑制能力比 Glu强。 
2.3 酸性氨基酸对凡纳滨对虾NAGase的抑制 

作用 
分别在含不同浓度 Asp，Glu的测活体系中，固 
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图 1  Glu和 Asp对酶活力的影响 

Fig.1 Effects of Glu and Asp on the enzyme activity 

 
定底物浓度为 0.5 mmol/L，改变酶的加入量，测定不
同浓度 Asp，Glu 对凡纳滨对虾 NAGase 催化
pNp-β-D-GlcNAc 的水解活力影响。以效应物作用后
的剩余酶活力对加入酶量作图，得到一组通过原点的

直线（图 2），随着效应物浓度的增大，直线的斜率
降低。此结果说明酸性氨基酸对酶的抑制作用属于可

逆过程，增加氨基酸浓度导致酶活力的下降是由于酶

活力受到抑制，催化效率降低，而不是通过减少有效

的酶量引起酶活力的下降。 

 

图 2  不同 Asp或 Glu浓度下酶活力和酶量的关系 

Fig.2  The effect of concentrations of amino acids on the enzyme 

activity 

a.L-Asp；b.L-Glu 

1~6 的氨基酸浓度分别为 0,5,10,15,20 和 25 mmol/L 

1~6 were 0,5,10,15,20 and 25 mmol/L, respectively 

 
2.4 天冬氨酸对酶的抑制类型和抑制常数的 
测定 
研究 Asp 对凡纳滨对虾 NAGase 的抑制作用类

型，在测活体系中，固定酶量，改变底物浓度，测定

不同浓度 Asp 对酶活力的影响，以 Lineweaver-Burk
双倒数作图，可以判断 Asp的抑制类型。实验结果见
图 3，Lineweaver-Burk双倒数作图得到相交在纵轴的
一组直线，横轴截距随着 Asp浓度的增大而增大，即
米氏常数（Km）随着 Asp 浓度增大而增大，最大反
应速度（Vm）则不受影响。说明其抑制机理表现为竞

争性抑制，Asp和底物(S)竞争游离酶(E)的结合部位，
但不能和结合酶(ES)结合。二次作图，以不同 Asp浓
度下的表观米氏常数(Km)对 Asp浓度作图为直线，从
斜率可求出其抑制常数 KI = 9.50 mmol/L。 
2.5 谷氨酸对该酶也表现为竞争性抑制 
以谷氨酸为效应物，探讨其对凡纳滨对虾

NAGase的抑制作用类型。以相同的方法，在含不同

浓度 Glu的测活体系中，改变底物浓度，测定酶促反

应的初速度，以 Lineweaver-Burk双倒数作图（图 4）。

结果表明，Glu 也表现为竞争性抑制作用，因为 1/υ

对 1/cs的双倒数作图为一组相交在纵轴的直线，横轴

截距随着 Glu浓度的增大而增大，即米氏常数（Km）

随着 Glu浓度增大而增大，最大反应速度（Vm）则不

受影响。以相同的方法测得 Glu 对凡纳滨对虾

NAGase的抑制常数ＫI为 12.06 mmol/L。 

 

图 3  Asp 对凡纳滨对虾 NAGase的抑制作用 

Fig.3  Lineweaver-Burk plots for inhibition of Asp on the NAGase 

from the prawn (Litopenaeus vannamei) 

1~6的抑制剂浓度分别为 0，5，10，15，20和 25 mmol/L,  

v 表示酶促反应初速度；Cs表示底物浓度 

1~6 were 0,5,10,15,20 and 25 mmol/L,respectively 

v presents initial velocity of enzyme promotion reaction; Cs presents the 

concentration of the bottom matters  

 



 

Marine Sciences/Vol.30,No.3/2006 49

 

图 4  Glu对凡纳滨对虾 NAGase的抑制作用 

Fig.4  Lineweaver-Burk plots for inhibition of Glu on the NAGase 

from the prawn (Litopenaeus vannamei) 

1~6的抑制剂浓度分别为 0，5，10，15，20和 25 mmol/L 

 v 表示酶促反应初速度，Cs表示底物浓度 

1~6 were 0,5,10,15,20 and 25 mmol/L,respectively 

v presents initial velocity of enzyme promotion reaction; Cs presents the 

concentration of the bottom matters 

3 讨论 

NAGase主要分布在凡纳滨对虾的内脏及虾壳下
的表皮，能催化几丁质的降解和合成，在对虾生长发

育过程中对旧壳的蜕换及新壳的形成起着重要作用。

作者在研究金属离子、有机溶剂、产物及产物类似物

对酶活力影响的基础上[12~15]，进一步研究氨基酸对

NAGase 催化水解 pNp-β-D-GlcNAc 活力的影响，对
NAGase在对虾体内的催化机理及功能研究、虾蜕壳
前后的食物调配具有重要意义。 

大部分蛋白质都由 L 型氨基酸组成，且氨基酸
对酶的抑制具有立体异构专一性，只有 L-氨基酸才有
明显的抑制作用[16,17]。实验结果显示，所选的非极性

氨基酸 Gly，Ala，Val，Leu，Ile，Pro，Phe，Trp及
极性氨基酸 Ser，Thr，Cys，Gln，Asn中，除了 Trp
有轻微的抑制外，其它对凡纳滨对虾 NAGase的催化
活力皆没有明显的影响；碱性氨基酸 His、Lys和 Arg
对酶有轻微的激活作用，当浓度为 15 mmol/L时，酶
相对活力依次为 124.7%、113.7%、109.8%；而酸性
氨基酸 Asp及 Glu对酶则有较明显的抑制作用，当浓
度为 15 mmol/L时，酶相对活力依次为 58.1%、74.5%.
导致这种结果可能与氨基酸的带电性有关，在测活体

系的 pH 为 5.2 的条件下，非极性氨基酸及极性氨基
酸均不带电或只带少量电荷；而碱性的-NH2结合 H+

带正电荷，酸性氨基酸的-COOH 解离带负电荷。带
正电荷的碱性氨基酸可与酶活性部位外围的负电荷

结合，有利酶活性部位的暴露而便于底物结合；而带

负电荷的酸性氨基酸可与酶活性部位带正电荷的必

需基团可逆结合，阻碍了底物与酶活性中心的结合，

从而抑制了酶活力。Trp 的轻微抑制则可能由于侧链
基团与酶的结合，导致酶分子构象的变化而影响酶的

催化作用。进一步研究酸性氨基酸的抑制机理，结果

显示对酶的效应是竞争性抑制作用，Asp与酶的结合
能力比 Glu强，这些结果与文献报道的锯缘青蟹 ALP
具有较大差异[18]。 
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Abstract: The β-N-Acetyl-D-glucosaminidase (NAGase, EC.3.2.1.52) catalyzes the cleavage of 
N-acetylglucosamine polymers. It is a composition of the chitinases and cooperates with endo-chitinase and 
exo-chitinase to disintegrate chitin into N-acetylglucosamine. It is widely distributed in animal tissues and in 
microorganisms. The effects of some amino acids on the activity of NAGase from the viscera of prawn（Litopenaeus 
vannamei） were studied. The results showed hydrophobic amino acids and neutral hydrophilic amino acids had no 
effects on the enzyme activity apparently. The alkaline amino acids activated the enzyme activity lightly, and the 
order of activation was His > Lys > Arg. The acidic amino acids had inhibitory effects on the enzyme activity, and the 
inhibitory effects were reversible with remaining enzyme activity. The IC50s of Asp and Glu (the inhibitor 
concentrations leading to 50% activity loss) were estimated to be 20 and 28 mmol/L, respectively. The inhibitory 
mechanisms were competitive types and their KI s were determined to be 9.50 and 11.06 mmol/L respectively. 
 

    (本文编辑:张培新) 


