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合浦珠母贝碱性磷酸酶的分离纯化与性质研究 m
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提要 以合浦珠母贝k Πινχταδα φυχαταl为提取酶的原料 o经 ×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液k³�zqxl抽提 o正

丁醇处理 o硫酸铵分级沉淀分离 o⁄∞�∞2纤维素离子交换树脂柱层析 o⁄∞�∞2�ux离子交换分子

筛柱层析纯化 o得到一定纯度的碱性磷酸酶 o比活力达到 t www �r°ª∀酶学性质和动力学性质

研究表明 o该酶催化对硝基苯磷酸k³�°°l的水解反应 o最适 ³�值为 |qzuo最适温度为 wx ε o

水解反应的活化能为 Κ¤ � utqw ®�r°²̄ o初速度为 yqt Λ°²̄r�o米氏常数 Κ° 值为 uq{y °°²̄r�o

ς° 值为 |qs| Λ°²̄r�∀产物类似物 �°�
u p

w o• �
v p

w 对该酶均有明显的抑制作用 o表现为竞争性

抑制 ∀金属离子对该酶的催化活力有不同的影响 o正一价金属离子对该酶活性无影响 o�ª
u n

o

≤²
u n

o�±
u n对该酶有激活作用 o�±

u n对该酶有明显的抑制作用 ∀

关键词 合浦珠母贝 o碱性磷酸酶 o酶活性

合浦珠母贝 kΠινχταδα φυχατα) 是培育海水珍珠的

主要贝类 ∀珍珠是贝类外套膜细胞的分泌物形成的 o

其主要成分是角蛋白和碳酸钙 ∀据小林新二朗等

t|ys年报道 o碱性磷酸酶 k�̄ ®¤̄¬±̈ °«²¶³«¤·¤¶̈ o ��°l

不仅参与体内的钙磷代谢 o维持体内适宜的钙磷比

例 o而且还与角蛋白等蛋白质的分泌相关 ∀因此 ��°

在珍珠质的形成过程中起了重要的作用 ∀目前我国学

者已对多种淡水贝类的 ��°进行了研究≈t 
o对合浦珠

母贝的研究未见报道 ∀

本文以合浦珠母贝为试验材料 o分离纯化了碱性

磷酸酶 o研究了该酶的理化性质及效应物对酶活力的

影响 o旨在探讨碱性磷酸酶对珍珠形成的作用 o为进

一步深入研究珍珠形成的机理以提高人工育珠的质

量奠定基础 ∀

t 材料与方法

1 q1 材料

tqtqt 实验材料 合浦珠母贝采自广西北海

市珍珠总公司珍珠养殖场 ∀

tqtqu 试剂 对硝基苯磷酸 k³�°°l 为 ���≤�

产品 ~ ⁄∞�∞2vu为 • «¤·°¤±产品 ~ ⁄∞�∞2�ux为 °«¤µ2

°¤¦¬¤产品 ~其余化学试剂均为国产分析纯 ∀

1 q2 方法

tquqt 酶的分离纯化 按参考文献≈u 的方法

分离纯化 o获得酶制剂 ∀

tququ 碱性磷酸酶活性的测定 活性测定体系

如下 }总体积 u °̄ o以 ³�°°为底物 o含 sqsx °²̄r �

³� � |qzu的 �¤≤� v2�¤�≤� v 缓冲液 ou °°²̄r �的

�ª≥� w o在指定温度下 o热平衡 x °¬±o加 ts Λ̄ 酶液 o

反应 tx °¬±o用 t °̄ squ °²̄r �的 �¤��溶液终止反

应 o以不加酶液的测活体系为参比 o用 zxw分光光度

计在 wsx ±°下测定吸光值 o其摩尔消光系数 k为 {{

sss �rk°²̄ #¦°l≈u  ∀酶活力单位的定义为 o在上述条

件下 o每升溶液每分钟底物水解后产物的微摩尔数 ∀

比活力的定义为 o每毫克酶蛋白所具有的活力单位数 ∀

tquqv 最适 ³�值与最适温度的测定 在上述

活性测定体系中 o改变体系的 ³�值 o以相对活力对

³�作图 o得酶促反应的最适 ³�值 ∀改变活性测定时

的温度 o以相对活力对温度作图 o得到酶促反应的最

适温度 ∀

tquqw 酶促反应的初速度与米氏常数 Κ° o ς°

的测定在上述测活体系中 ows ε 下 uowoyo{otsotuo

twous °¬±时测定反应速度 o以产物浓度对反应时间

m 国家海洋/ {yv0资助项目 {t|2su2sv

收稿日期 }usss2s{2st~修回日期 }usss2s{2uu
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图 x ��°催化 ³�°°

水解反应活化能

ƒ¬ªqx ×«̈ ¤¦·¬√¤·¬²±

±̈̈ µª¼ ²© ��°

图 { • �
v p

w 对酶的抑制类型

ƒ¬ªq{ �¬±̈ º̈ ¤√̈ µ2�∏µ® ³̄²·©²µ

¬±«¬¥¬·¬²± ²©³�°°

«¼§µ²̄¼¶¬¶¥¼ • �
v p

w

图 z �°�
u p

w 对酶的抑制类型

ƒ¬ªqz �¬±̈ º̈ ¤√̈ µ2�∏µ® ³̄²·©²µ

¬±«¬¥¬·¬²± ²©³�°°

«¼§µ²̄¼¶¬¶ ¥¼ �°�
u p

w

图 y �°�
u p

w 与 • �
v p

w

对酶的抑制作用

ƒ¬ªqy ∞©©̈¦·²© �°�
u p

w ¤±§ • �
v p

w

²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ��°

作图 o可求出酶促反应的初速度 ∀在上述测活体系中 o

改变 ³�°°的浓度在 ws ε 下反应 tx °¬±后 o分别测定

sqxosqzxotqsotqxouqsowqs °°²̄r �的活性 o并按

�¬±̈ º¤̈ √̈ µ2�∏µ®法k又称双倒数作图法 o据沈同等生物

化学 t||s年报道l作图 o求出 Κ°与 ς°∀

tquqx 酶促反应活化能测定 根据 �µµ«̈ ±¬∏¶

公式 o酶促反应速度常数 κ和反应的活化能关系为 :

在反应底物浓度一定的情况下 , 有则有 Μ= κ#

¦²±¶·则有 }

用反应速度的对数 ±̄Μ对 tr Τ作图 , 得一直线 ,

直线的斜率为 Ε¤r Ρ ,其中 , Ρ = {qvtw k�# �lr °²̄ oΤ

为绝对温度 ∀改变酶促反应温度 , 按 �¬±̈ º¤̈ √̈ µ2�∏µ®
法作图 o求出不同温度下 ς° o以 ª̄ς° ∗ tr Τ作图 o得

到直线关系 o从直线斜率求出酶促反应的活化能 Ε¤ ∀

tquqy 效应物对酶活力的影响 在上述测活

体系中加入不同浓度的效应物 o测酶活力 o以不加任

何效应物的测活体系的测活结果为 to 计算相对活

力 o以相对活力对效应物浓度作图 ∀本实验采用的效

应物有产物类似物 �¤u �°� w !�¤v • � w o及其他金属

离子 o如 �ª≥� w !≤²≤̄ u !�±≤̄ u !�±≤̄ u ∀

tquqz 效应物对酶作用类型的测定 在上述测

活体系中 o 同时改变 ³�°°与效应物的浓度 o 按

�¬±̈ º¤̈ √̈ µ2�∏µ®法作图 o得一组直线 o根据这组直线间

的关系 o推出该效应物对酶的作用类型 ∀本实验采用

的效应物为 �¤u �°� w o�¤v • � w ∀

u 实验结果与讨论

2 q1 实验结果

uqtqt 分离纯化结果 酶分离纯化的效果见表

to可见经多步的分离纯化 o酶的比活达 t www �r °ªo

纯化了 w{qxy倍 ∀

uqtqu ³� 值对酶活力的影响 ³� 值对酶活

力的影响见图 to结果表明 o该酶催化反应的最适 ³�

值为 |qzu∀与淡水珍珠贝相比 o最适 ³�值有较大的

不同 ∀如背角无齿蚌 ��°的最适 ³�为 |qxo三角帆蚌

��°的最适 ³�为 tsqt∀

uqtqv 温度对酶活力的影响 温度对该酶活力

的影响见图 uo结果表明 o该酶催化反应的最适温度

约在 wx ε ∀

uqtqw ��°催化反应的初速度 ! Κ° 值 ! ς° 值

的测定 酶促反应初速度的测定结果见图 vo可得出

其初速度为 yqt Λ°²̄rk�# °¬±l ∀米氏常数 Κ° oς° 值

结果见图 wo通过直线与轴的交点可求出 Κ° � uq{y

°°²̄r�oς° � |qs| Λ°²̄rk�# °¬±l ∀
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ƒ¬ªqv �±¬·¬¤̄ √̈ ²̄¦¬·¼²©��°©²µ

·«̈ «¼§µ²̄¼¶¬¶²©³�°°

图 2 温度对酶活力的影响 图 w 酶促反应米氏常数的测定图 v 酶促反应初速度的测定图 1 ³�值对酶活力的影响

ƒ¬ªq2 ∞©©̈¦·²©·̈°³̈µ¤·∏µ̈

²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¼²©��°

ƒ¬ªq1 ∞©©̈¦·²©³� √¤̄∏̈ ²±

·«̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ��°

ƒ¬ªqw Κ° ¤±§ ς° ²©��°©²µ

·«̈ «¼§µ²̄¼¶¬¶²©³�°°
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图 tu �±
u n 浓度对酶

活力的影响

ƒ¬ªqtu ∞©©̈¦·²©�±
u n

¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¼

²© ��°

图 tt �±
u n 浓度对酶

活力的影响

ƒ¬ªqtt ∞©©̈¦·²© �±
u n

¦²±§̈ ±·µ¤·¬²±

²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¼

²© ��°

图 ts ≤²
u n 浓度对酶

活力的影响

ƒ¬ªqts ∞©©̈¦·²©≤²
u n

¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¼

²© ��°

图 | �ª
u n 浓度对酶

活力的影响

ƒ¬ªq| ∞©©̈¦·²© �ª
u n

¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¼

²© ��°

uqtqx ��°催化 ³�°°水解反应的活化能 结

果见图 xo由图可以得出 o该酶催化 ³�°°水解反应的

活化能 Ε¤ � utqw ®�# °²̄ ∀

uqtqy 产物及其类似物对该酶活力的影响 �°�
up

w

是 ��°催化 °�°°水解的产物 o • �
v p

w 是其类似物 o它

们对酶均起了较强的抑制作用 o其中 ts °°²̄r�的

�°�
u p

w 使酶活仅余 u|h o而 ts °°²̄r�的 • �
v p

w 使酶

活仅余 vvh ∀�°�u p
w 与 • �

v p
w 对酶的抑制作用见图 y∀

uqtqz �°�
u p

w 与 • �
v p

w 对酶的抑制类型 以

�°�
u p

w 与 • �
v p

w 为效应物 o研究它们对 ��°活性的

抑制类型 o利用 �¬±̈ º̈ ¤√̈ µ2�∏µ®法作图 o可得到直线

关系 o并从中判断出 �°�
u p

w 与 • �
v p

w 对 ��°均起了

竞争性抑制作用 o其抑制常数分别为 sq{|wo tqusv

°°²̄r�k见图 z !图 {l ∀

uqtq{ 金属离子对酶活力的影响 在不含

�ª
u n的测活体系中 o加入不同浓度的金属离子 o在 ws

ε 下反应 tx °¬±o监测酶活力的变化 o结果见图 |otso

ttotu∀发现 �ª
u n

o≤²
u n

o�±
u n对酶有明显的激活作用 o

使酶活力分别提高到 tywqz h otu{qyw h ouuyqu h o

而 �±
un对酶则有明显的抑制作用o酶活力仅余 uvqy{ h ∀

2 q2 讨论

��°是一种金属酶 o其空间结构的维持与酶活

力的表现都需要金属离子的存在 ∀据报道≈v 
o��°含

两种金属离子 o即 �ª
u n与 �±

u n
o其中 �±

u n是酶活性所

必须的 o而 �ª
u n仅起调节作用 ∀在酶促反应的条件

下 o在一定浓度范围内 o�ª
u n

o≤²
u n

o�±
u n对酶起激活

作用 o 而 �±
u n 却起明显的抑制作用 o 可能是由于

�ª
u n

o≤²
u n

o�±
u n与酶活性中心的结合 o形成底物2酶2

金属离子复合物 o而 �±
u n与酶活性中心结合力强 o使

底物无法与酶的活性中心结合 o从而丧失活力 o这一

结果与其他生物来源的 ��°完全一致 ∀

已知 ��°是钙的搬运体 o能使钙大量聚集于外

套膜缘 o还参与壳角蛋白的分泌与合成 o在贝壳及珍

珠质的形成过程中起重要的作用 ∀不同物种的 ��°的

酶学特性有明显的差异 ∀研究 ��°的酶学性质 o对于

深入探讨珍珠形成的机理 o为寻找适宜的酶激活剂提

高珍珠的产量和质量具有重要的指导意义 ∀
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ΠΥΡΙΦΙΧΑΤΙΟΝ ΑΝ∆ ΧΗΑΡΑΧΤΕΡΙΖΑΤΙΟΝ ΟΦ ΑΛΚΑ2
ΛΙΝΕ ΠΗΟΣΠΗΑΤΑΣΕ ΦΡΟΜ Πινχταδα φυχατα

÷�∞ �¬2³¬±ªt ����¬±ª2¼∏u ÷��� �∏¬
t

����� �²±ª2́ ¬±ªt

k
t ∆επαρτµεντ οφ Βιολογιχαλ Σχιενχε ανδ Βιοτεχηνολογψ, Χεντερφορ Οχεαν Σχιενχε ανδ Ενγινεερινγ , Τσινγηυα Υνιϖερσιτψ,

Βειϕινγ , tsss{wl
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°°²̄r�¤±§·«̈ °¤¬¬°∏° √̈ ²̄¦¬·¼ k ς°l ¬¶|qs| Λ°²̄r�q×«̈ ¤¦·¬√¤·¬²± ±̈̈ µª¼ ²©·«̈ ±̈½¼°̈ ¬¶utqw ®�# °²̄ q �°�
u p

w¤±§ • �
v p

w ¦¤±¬±«¬¥¬··«̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²© ��°o·«̈¬µ¦²2̈ ©©̈¦·¤³³̈¤µ¶·² ¥̈ ¦²°³̈·¬·¬√̈ ·¼³̈ q �ª
u n

o ≤²
u n

¤±§ �±
u n

¦¤±
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沈志良 }

长江和长江口氮的
生物地球化学研究
) ) ) 关于长江口无机
氮的浓度

长江口高含量的无机氮已经引起

国内 !外海洋学家的重视 o{s年代比较

ys年代 o长江口门处的硝酸盐浓度增加

数倍 o这显然是人类活动影响的结果 ∀

本项研究 k由中国科学院重点项目

��|xup ≥tp wut号 o国家自然科学基金

项目 t|{zysus和国家专项 ≥÷k|zl p

ttp w资助l于 t||z年 tu月 !t||{年 ts

月 ! tt月和 t|||年 x月对长江口进行

调查 o长江口无机氮浓度的调查结果与

近 us ¤来作者和其他作者的调查资料

对比列于表 t∀从表 t可以初步认为 o从

{s年代至 |s年代 o长江口无机氮含量

可能略有增加 o但并没有很大的变化 ∀

不同作者所获得数据上的差异可能与

采样时间 !地点 !水样处理以及测试方

法等有关 ∀长江口的调查正在继续进

行 o有关成果将陆续发表 ∀

态

研

动
究

核
心
科
学
家


