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几种海洋微藻的碱性磷酸酶性质初步研究
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摘要 :对 5 种海洋微藻产生的碱性磷酸酶的性质进行了初步研究并确定了碱性磷酸酶的测

定条件。结果表明 ,在 p H 8. 2 的环境中 ,各藻产生的碱性磷酸酶最佳反应温度在 40～50 ℃

内 ,且存在一定差异 ;40 ℃下酶促反应恒速时间及米氏常数也有所不同 ,酶活恒速时间顺序

为东海原甲藻 ( Prorocent rum donghaiense) < 强壮前沟藻 ( A m phi dini um carterae) < 旋链角

毛藻 ( Chaetoceros curvisetus) < 中肋骨条藻 ( S keletonema costatum) < 塔玛亚历山大藻 ( A l2
ex and ri um tamarense) ;米氏常数大小顺序为塔玛亚历山大藻 < 东海原甲藻 < 中肋骨条藻 <

强壮前沟藻 < 旋链角毛藻。碱性磷酸酶测定条件为 :温度 40 ℃,反应时间 90 min ,底物浓度

260μmol/ L 。
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　　磷是海洋中的常量元素之一 ,在海洋环境中磷

对初级生产力有重要的调控作用 ,是许多海区中浮

游植物生长的限制因子。有文献报道 ,在磷限制海

区 ,藻类和细菌是依靠碱性磷酸酶水解产生的营养

物质 (包括碳和磷)而存在的 [1 ] 。

碱性磷酸酶 ( Alkaline phosphatase , A Pase , EC

3. 1. 3. 1)是一种最佳活性出现在碱性条件下的正磷

酸单酯水解酶 , 对磷酸单酯键具有高特异性 ,而对分

子中有机部分缺乏选择性 ,可催化包括初级生产与

次级生产所产生的各种醇类、糖类、环醇、酚及胺的磷

酸单酯化物的水解反应 ,释放正磷酸根。视研究海域

的不同 ,磷酸单酯在有机溶解磷 (DOP)中所占比例由

0～70 %不等 [2～4 ] ,并且较海水中其它种类的 DOP 更

易于再矿化 [5 ] ,表明磷酸单酯酶如 APase 在 DOP 的

循环中作用重大 [6 ] 。已有的研究表明 ,碱性磷酸酶在

浮游植物吸收利用 DOP 的过程中起重要作用 [7～9 ] ,

并与维持一定的细胞磷及 N/ P 比值有关 [10 ] ,因此受

到普遍关注 ,水体中碱性磷酸酶活性 (Alkaline phos2
phatase activity , APA)作为磷限制参数正逐步得到

应用 [11 ] 。与大多数酶相似 ,A PA 的测定也受到底物

浓度、温度、p H 等因素的影响 ,在进行多藻种 APA

比较前 ,必须先确定各藻 A Pase 特性上的区别。作

者对几种常见海洋微藻产生的 A Pase 的部分性质进

行了初步研究 ,以期确立进行藻 A PA 测定所需的具

体条件。

1 　材料与方法

1. 1 　藻种及培养
所用藻种塔玛亚历山大藻 ( A lex and ri um tama2

rense) 、东海原甲藻 ( Prorocent rum donghaiense) 、强

壮前沟藻 ( A m p hi dini um carterae ) 、中肋骨条藻

( S keletonema costatum ) 、旋链角毛藻 ( Chaetoceros

curvisetus)均为中国海洋大学海洋污染生态化学实

验室保存种。浮游植物的培养除磷浓度为 3. 2μmol/ L

外 ,其余各营养成分均采用 f/ 2 营养液配方 ,培养条

件为温度 20 ℃±1 ℃,明暗周期 12 h ∶12 h ,光源为白

色日光灯 ,光照强度约为 2 000 lx。在整个培养过程

中 ,各操作步骤均进行灭菌处理。

1. 2 　温度对酶反应速度的影响

取藻液 3 mL ,加入 Tris2HCl 缓冲液 0. 2 mL (p H
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8. 2) ,以对硝基苯磷酸二钠盐 (p2NPP) 为底物 ,在不

同温度下反应 30 min ,于波长 410 nm 测定吸光度并

计算对硝基苯酚 (p2N P) 的生成量 ,酶活力以单位时

间内对硝基苯酚的生成量来表征。各藻种的每个温

度设平行实验 3 组。

1. 3 　酶促反应的时间效应
取适量藻液 ,参考 1. 2 所确立的酶促反应温度按

1. 2 中方法进行酶促反应 ,不同时间后测定 p2N P 生

成量 ,考察 APA 与酶促反应时间的关系 ,以确定进

行 A PA 测定时所需的最佳时间。每个藻种设平行

实验 3 组。

1. 4 　碱性磷酸酶米氏常数 ( Km )的测定

取适量藻液 ,加入底物 p2N PP ,使其浓度变化范

围为 0～100μmol/ L ,分别参考 1. 2 和 1. 3 中所确立

的酶促反应温度和酶促反应时间按 1. 2 中方法测定

A PA ,采用 Origin 7. 0 软件进行米氏方程拟合得到

Km ,各藻种的每个浓度设平行实验 5 组。

2 　结果与讨论

2. 1 　温度对酶反应速度的影响
温度对 5 种常见海洋微藻产生的 A PA 的影响

见图 1。由图 1 可知 ,在 p H 8. 2 的环境中 ,各藻

APA 随温度的变化趋势相似 ,均呈钟形曲线 ,但不同

海洋微藻产生的 APase 最适反应温度 ( Tm)和温度系

数 ( Q10 )有所不同。各藻 A Pase 具体的 Tm 和 Q10 见

表 1。从表 1 中可以看出 ,各藻 APA 的 Tm 均较自然

海洋环境温度为高 ,这与 Hernández 等 [12 ] 对底栖藻

APase 的研究结果相同 ;实验测得的各藻 Tm 在 40～

50 ℃之间 ,在一般植物酶的 Tm 之内。此外 ,各藻

APA 在不同温度区间内 Q10不同 ,表明在不同的温度

范围内 ,升高温度引起的酶促反应速度增大的程度

不同 ,除中肋骨条藻外 ,其余各藻在较低温度下 (20～

30 ℃) Q10较大 ,即低温下 A PA 更易于受到温度的影

响。

图 1 　温度对碱性磷酸酶活性的影响

Fig. 1 　The effect of temperature on APA

表 1 　各藻 APase 的 Tm 和 Q10

Tab. 1 　The optimum reaction temperature and Q10 of APase

in various marine phytoplanktons

浮游植物种类 Tm ( ℃)
Q10

20～30 ℃ 30～40 ℃

强壮前沟藻 43 ±1 1. 87 1. 43

东海原甲藻 50 ±1 1. 92 1. 27

中肋骨条藻 50 ±1 1. 38 1. 51

旋链角毛藻 40 ±1 1. 40 1. 08

塔玛亚历山大藻 50 ±1 1. 77 1. 57

为了方便进行各藻 A PA 的比较 ,后续实验中 ,

选择酶促反应温度在 40 ℃下进行。在此温度下 ,强

壮前沟藻、旋链角毛藻均达到了最大活性 ,中肋骨条

藻、东海原甲藻及塔玛亚历山大藻分别达到最大活性

的 87 %、86 %和 80 %。

2. 2 　酶促反应的时间效应
图 2 表明了 p2N P 生成量与酶促反应时间的关

系。如图 2 所示 ,在 p H 8. 2 ,温度 40 ℃的反应条件

下 ,各藻 A Pase 的酶促反应速度曲线有所不同 ,即 :

初速度保持恒定的时间不同。这表明 ,在实验环境

下 ,各藻 A Pase 的失活程度不同 ,底物浓度的降低、

产物对酶的抑制及由于产物浓度增加而导致的逆反

应加速的程度也存在区别。其中 ,东海原甲藻保持时

间最短 (90 min) ,塔玛亚历山大藻保持时间最长 (在

实验设定时间范围内 :323 min) ,其余各藻初速度恒
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定时间在两者之内 ,分别为 :强壮前沟藻 120 min ,旋

链角毛藻 180 min ,中肋骨条藻 210 min。若确定实

验所用 5 种微藻 A PA 测定时通用的酶促反应时间 ,

需选择各藻酶促反应初速度均恒定的时间即 :90 min

为宜。

图 2 　APase 酶促反应时间效应

Fig. 2 　The effect of time on APase2catalyzed reaction

2. 3 　各藻碱性磷酸酶的米氏常数 ( Km )

在 p H 8. 2 ,温度 40 ℃的反应条件下 ,中肋骨条

藻碱性磷酸酶活性 (A PA sk )与底物浓度 ( S)的关系如

图 3 所示。从图 3 可以看出 ,对于一定浓度的酶而

言 ,当底物浓度较低时 ,APA sk随底物浓度的增加而

升高 ,并在一定的浓度范围表现出线性关系。但当底

物浓度增加到一定程度时 ,A PA sk却不再随底物浓度

的增加而上升 ,趋于一个极值 ,此时浓度为酶的底物

饱和浓度。其它各藻 APA 与底物浓度的关系与中

肋骨条藻类似。将 APA 与底物浓度关系以米氏方

程拟合 , 可以得到各藻 A Pase 的特征动力学常

数 ———米氏常数 ( Km ) 及拟合结果的相关系数 (表

2) 。

图 3 　APA sk与底物浓度的关系

Fig. 3 　The relationship between APA sk and subst rate

concent ration

表 2 　各藻碱性磷酸酶 Km

Tab. 2 　The Km of APase in various marine phytoplanktons

浮游植物种类 Km (μmol/ L) R2

强壮前沟藻 10. 98 ±1. 34 0. 991 7

东海原甲藻 3. 17 ±0. 28 0. 989 2

中肋骨条藻 4. 63 ±0. 35 0. 995 7

旋链角毛藻 25. 51 ±3. 68 0. 992 2

塔玛亚历山大藻 1. 39 ±0. 16 0. 989 3

注 :p H = 8. 2 , T = 40 ℃

Km 值是当酶促反应速度达到最大反应速度 1/ 2

时的底物浓度 ,其倒数 (1/ Km ) 可近似地表示酶对底

物亲和力的大小 ,1/ Km 愈大 ,亲和力愈大。由表 2

可知 ,对于 5 种海洋微藻的 A Pase ,在试验条件下 ,其

Km 值存在一定的差异 ,表明各藻 APase 对底物对硝

基苯磷酸二钠盐的亲和力及饱和底物浓度有所不同。

比较各藻的 Km 值可以发现 :塔玛亚历山大藻 < 东海

原甲藻 < 中肋骨条藻 < 强壮前沟藻 < 旋链角毛藻 ,揭

示在磷限制情况下 ,塔玛亚历山大藻更易于分解利用

DOP ,东海原甲藻、中肋骨条藻次之 ,旋链角毛藻利用

DOP 的能力最差。此外 ,若确定实验所用 5 种微藻

APAase 测定时通用的底物浓度 ,需选择令各藻 A PA

均可饱和的浓度 ,即至少为 10 倍旋链角毛藻的 Km :

260μmol/ L 。

3 　结论

作者在接近天然海水环境的 p H (8. 2) 下 ,以对

硝基苯磷酸二钠盐为底物 ,对 5 种常见海洋微藻在磷

胁迫下产生的碱性磷酸酶的性质进行了初步研究。

结果表明各藻种 A Pase 在最适酶促反应温度、活性

保持时间及米氏常数等特性都有所不同 ,揭示各海洋

微藻产生的 A Pase 存在着种属差异。通过性质实

验 ,确立了酶促反应温度为 40 ℃,酶促反应时间为

90min ,底物浓度为 260μmol/ L 的 A PA 测定条件 ,为

进行本实验中选用的 5 种微藻 APA 的进一步研究

提供了方法基础。
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Abstract : The alkaline phosphatase (A Pase) characteristics of five marine microalgaes were investigated.

The result s showed that the optimum enzyme2catalyzed reaction temperature was between 40 and 50 degree ,

which was various among different species. There also appeared species2specific difference in the constant ve2
locity time and Km under 40 degree. The sequence of constant velocity time was as follows : Prorocent rum

donghaiense < A m p hi dini um carterae < Chaetoceros curvisetus < S keletonema costatum < A lex and ri um tama2
rense and the sequence of Michaelis constant was as follows : A . tamarense < P. donghaiense < S . costatum <

A . carterae < C. curvisetus.
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