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硒对华贵栉孔扇贝碱性磷酸酶的酶动力学及理化性质研究

余 群 ’ ,

王重刚
,

陈 荣
‘ ,

郁 昂‘ ,

郑微云 ‘

近海海洋环境科学国家重点实验室
,

厦门大学 环境科学研究中心
,

福建 厦门 厦门大学 生命

科学学院
,

福建 厦门

摘要 探讨 微量硒
‘

对华贵栉孔扇贝 碱性磷胶醉 的作用
。

以 催化动

力学原理研 究了不 同缓冲系统 中徽童硒时 的影响
。

结果表明
, ‘ 对该醉的作用与醉所处 的环境有

关
。

在
一

缓冲溶液 中
‘

浓度小 于 时呈现 出激 活作用

‘冲 浓度大于 时呈现 出非竞争性的抑制作用
,

其抑制常数为 ”
。

在
一

缓冲 系统 中
,

微 童 对 具 有强 烈 竞争性 抑制 作用
,

其抑制常数 为 火

一 ’ 。

经 紫外吸收光语
、

荧光发射光语和圆二 色语的实验表明
,

微圣
‘十 与 作用后

,

该酶的构象
已发 生 了变化

。

研究发现海水环境中若含有徽童
‘

犷
,

可 以 促进扇贝 的水解 利 于贝类的生

长发育和外壳的形 成
,

并有益 于贝类的繁殖
。
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由于硒元素的独特性质
,

人们广泛开展 了硒在

不同生物种类中的存在形态
、

功能及其机制研究
,

揭

示了硒与生命活动密切相关的许多重要信息
。

例如

扇贝硒蛋白使肿瘤生长减缓
,

具有一定程度提高抗

氧化能力
,

减轻放射治疗的副作用的功能川
。

硒 多

糖 硒 化卡拉胶 增强 栉孔扇 贝淋 巴 中氧化 酶活

力厂 〕。

碱性磷酸酶
,

简称 是一种含锌的水解酶
,

是生物体中

存在的赖以生长
、

生存的重要酶类之一
,

在生物体内

的磷代谢过程中具有重要的生理功能阁
。

它对扇贝

等贝类的生长具有重要 的作用
。

近年来
,

碱性磷酸

酶作为重金属对环境污染胁迫的生物指示物和生物

传感器已逐渐为人们所认识比 〕。

而硒与 酶的

关系研究甚少
。

本文拟对这二者的关系作一些初步

研究
,

通过硒对扇贝 的动力学研究以及作用后

引起酶构象的变化情况在理论上 的探讨
,

试图能为

扇贝等主要经济贝类在人工养殖环境中提高抗病免

疫能力研究提供一些有用的参数和依据
。

材料和方法

材料与试剂

华贵栉孔扇贝 采 自福建省漳

浦县下安区海珍品养殖场
。

对硝基苯磷酸二钠 系德国 产

品
,

作为酶作用的底物 牛血清白蛋白系上海生工生

物工程有限公司产品 电泳纯 亚硒酸系北京化工

厂出品 分析纯
,

配制时用 调节 值至弱

海洋科学

碱性
,

即为
。

溶液 其他化学试剂均采用国产

分析纯
。

所有溶液均用重蒸水配制
。

方 法

扇贝 的分离提纯

按文献 的方法制备提纯
,

酶的纯度鉴

定采用快速蛋白液相色谱
,

及聚丙烯酞胺凝

胶圆盘电泳 检验为单一纯的酶蛋白
。

比活

力为
· 。

蛋白浓度测定

采用改进的考马斯亮兰
一

试剂测定 以

牛血清蛋白作标准
。

醉活力测定

在 反应液中含有
一

缓冲液
, ,

和适量的酶蛋白
。

反应前 ℃预热
,

加人适量酶液后
,

在 反应
,

以

终止反应
,

冷却后于 型分光光度

计中测定光吸收值以
, ,

参照对

硝基苯酚 标准曲线
,

计算酶活力
。

紫外吸收光谱
、

荧光吸收光谱和圆二色光谱
的测试

的紫外吸收光谱于 型紫外
一

可见

收稿 日期
一 一 , 修回 日期

一 一
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分光光度计 自动扫描记录 荧光发射光谱以
一

型荧光光谱仪自动扫描记录 圆二色谱

谱 采用 仔 型圆二色谱仪测定
。

结果与分析

璧一 对扇贝 活 力的影响

选用含有相同质量浓度的扇贝

底 物 和 激 活 剂

的不同缓冲液的测活系统
,

分别测定

不同浓度的 犷 对酶活力的影响
,

结果如图
。

实验结果表明
,

以
一

对扇贝 的作用与该酶

所处的缓冲液的测活系统有关
。

在
一

缓冲液中
,

当 犷 浓度小于 时
,

具

有较高的激活作用
,

尤以 浓度效应最

强
,

相 对 活 力 达 到 而 一

浓 度 大 于

时
,

犷 表现为对扇贝 的抑制

作用
,

并在 左右
,

抑制作用趋于饱和
,

如

图 中 所示
。

在
一

缓冲液中 丁 对扇贝

酶活力始终表现为抑制作用
,

如图 中 所示
。

逆的
。

图 的实验条件与图 相同
,

差别仅在于

缓冲系统的改变
,

即为在
一

系统
。

图 中呈现的抑制现象与图 中
, , ,

这一组

直线相似
。

这表明在该缓冲系统中
, 一

对扇贝

酶活力的抑制作用也是可逆的
。

国的导阅

腾蛋白质 浓度 , 产

原始 踌活力
璐蛋白质黄浓度 ,

考
一

浓度 功

图 不同缓冲系统中冤笼
一

浓度对扇贝 酶活力的影响
一

少

一 ,

缓冲液
一 ,

缓冲液
一

一

互一 对 的抑制类型

进一步研究硒对扇贝 活力的抑制作用机

理 在
一

系统

含有 的缓冲溶液中
,

测定不同酶

量对反应速度的影响
。

结果如图
,

得到一组通过

零点的 直线
,

从图中明显看出随着抑制剂浓度

升高
,

斜率下降
,

表明 犷 对扇贝 的抑制作

用是可逆的
。

比较图 中
, ,

得知
,

犷 浓度

小于 时对扇贝 的激活作用是可

图 犷 浓度变化时反应速度与 酶浓度的关系

。

一

一

缓 冲系统
、 ’

缓 冲系统

一 一

置一 ,
,

八

以一 作用 于 的抑制动 力学和抑

制常数
‘

选择 犷 浓度分别为
, , ,

个组在
一

缓冲系统 为 中测

定其酶活力
,

用
一

盯 双倒数法作图
。

结

果表明 犷 对扇贝 的抑制作用为非竞争性

抑制
。

再以 对 犷 浓度作图
,

求出抑制常数

为 一。
一 。 一

缓冲系

统 中测定 活力
,

结果 以

盯 法作图表明该系统 彗
一

对 酶的抑制作

用为竞争性抑制
。

再以 。
对 犷 浓度作图

,

求出

其抑制常数为
一

, 。

八工︸

次、长斑诊贫要

,
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不 同 咪一 浓度作用于扇贝 后 的紫

外吸收光谱
、

荧光发射光谱和圆二色谱

于 值均为 的不 同缓冲系统

和
一

中进行了无底物存在条件下

犷 作用于 酶的紫外吸收光谱
、

荧光发射光

谱和圆二色谱的实验
。

结果表明
,

在
一

缓

冲体系中
,

不同浓度
一

作用于酶的催化反应液

时
,

除 了在灵 敏度 高的荧光 发 射光谱激发波长

时
,

扇贝 酶在其内源性荧光发射波长

处出现随着 犷 浓度增大逐渐降低之

外
,

其他波谱均体现不 出变化
。

这种现象产生仍符

合在该缓冲体系中 弼
一

对 的抑制动力学规

律
,

即具有非竞争性 的抑制作用
。

根据实验现象

推测
,

犷 仅能与 活性部位以外的某些功能

基团可逆地结合
,

而这些功能基团不是维持酶分子

催化活性的三维构象所必需的
。

所以灵敏度稍低的

紫外吸收光谱
、

圆二光谱以及激发波长在 下

激发的荧光发射光谱均显示不 出明显 变化
。

而在
一

缓冲体系中
,

犷 对

具有竞争性抑制作用
。

其特点是 犷 抑制剂能与

游离的酶结合
,

即它与正常底物竞争在酶的活性部

位与酶结合
。

因而在无底物存在条件下进行 种波

谱的扫描结果发现均呈现明显的变化
。

图 为 犷 与扇贝 酶作用后的紫外吸

收光谱图
。

纯扇贝 酶在 波长范

围内出现两个吸收峰
。

第一个吸收峰在 附

近
,

峰值较大
,

是由于酶蛋白中肤基团的吸收而产生

的闭
。

此峰值随着
一

浓度的增大而明显降低
,

且有不同程度的红移
。

表明扇贝 内的肤键由

无规则卷曲变成 。一

螺旋的构象变化
。

第二个吸收峰

在 处
,

此峰是蛋白质的特征吸收峰
,

它主要

来自蛋 白质分子 中酪氨酸 残基
,

而 色氨酸

残基也有部分贡献
。

图 显示的第二峰随

犷 浓度的增加亦略有下降
,

表明扇贝 构象

已发生了变化
。

图 为 犷 作用于扇贝 酶的荧光发射

光谱图
。

当激发波长为 时
,

纯 酶中

的内源荧光发射波长为
。

由此波长引起的

荧光发射现象既有 残基的贡献
,

也有解离的

残基的贡献
,

但主要反映的是酶蛋白的 残

基的荧光 图 是以 波长激发
,

即以 的

激发波长 〕激发
,

在 处也观察到了荧光

发射的现象
,

但其强度较低
,

该峰变化可更好地反映

酶蛋 白中 残基 所处环境的变化
。

加入

后
,

和 处的荧光发射强度均随

着 犷 浓度的提高而逐渐降低
,

其中 犷 浓度

在 一 之间荧光强度下降稍大
,

并略

有蓝移 其余相邻浓度之间变化较为缓慢
,

当 。

浓度达到 时还未使荧光完全淬灭
,

峰位

也没有移动
。

该现象表明扇贝 在
一

作用

后构象已改变
,

特别是在 之间变化较

大
。

荧光强度的下降是由于处于更加非极性微区的

印 和 残基共同作用的结果 〕。

这种变化使得

酶的高级结构松散
,

肤链伸展
,

内呈 于疏水环境的

印 和 残基逐渐暴露到亲水表面
,

和极性的溶

剂分子碰撞
,

引起能量损失
,

致使荧光强度下降
,

发

射峰发生位移
。

刀助介叭月该刀了了︸飞
。

阅

孟 垃

又

图 弼
一
对扇贝 酶影响的紫外吸收光谱

酶蛋白质量浓度为
少

若
, , ,

分别表示 伪一 浓度为 。, , ,

海洋科学

图 以
一
对扇贝 醉影响的荧光发射光谱

少 泛

酶蛋白终质量浓度为
, , ,

分别表示 弓
一

浓度为
, , , , 。

激发波长 凡 为
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图 为 犷 作用 于扇贝 在 圆二光谱

谱 的谱图
。

圆二光谱是左右圆偏振光的吸收

光谱
,

它的差异反映了酶分子空间结构的差异
。

从

谱明显看出
,

纯扇贝 无明显的吸收峰
,

这与

为 , 十 辅基酶有关
,

因为其中 具有闭层

电子结构
。 ,

故没有明显 的光磁性质变化 〕。

当 犷 浓度加到 拌 后
,

酶在 一

处出现较明显 的正 效应峰
。

它们主

要由蛋白质中芳香侧链所致
。

其中
,

第
、 、

峰是

苯丙氨酸 残基的 特征吸收峰
,

峰 是

残基的特征吸收峰
,

峰
、

分别为 的
’

和
’
特征吸收带

。

观察 处 谱的变

化
,

可直接反映扇贝 芳香侧链基团性质的改

变
,

由此说明经 犷 作用后
,

扇贝 构象已发

生变化
,

与紫外光谱和荧光光谱所得的结论一致
。

因此
,

种波谱的扫描 图
, ,

均表明扇贝

酶的构象已发生 了变化
。

—一
孟

’︿爪间日
︿门日国

,

念
污

,,﹄、、

、、、

户
、、口比甘谓

、

日日岌于

们删︵。日。乞乙侧国辉

,,·小、、、先、、

诬

、 心备

图 扇贝 酶的圆二色谱图

夕

酶蛋白质量浓度为 。 ,

犷 浓度为 拜

讨论

关于重金属对海洋动物碱性磷酸酶

的影响已有许多报道
‘ , ‘ , 一‘ 〕。

等
‘〕研究了

海水中
, , , , ,

对蛤不 同器官和组

织酸性和碱性磷酸酶的动力学性质
,

表明这两种酶

均呈现很好的米氏动力学模式
。

其中 是

最强的抑制剂
,

表现为混合型的抑制
,

指示

对体内蛋白有高度的亲和力
,

破坏了酶的活性中心
。

颜思旭 等 〕探讨 了多种 金 属 离 子对 文 昌鱼 体内

的酶动力学影响发现
, , ,

对酶活

力没有影响
, , , , , , , , ,

, 为激活作用
, , , , , , , , , 为

抑制作用
。

其 中 为非竞争性 抑制作用
,

而

和 , 十 可使失活的酶复活
。

这与 等 〕研

究重金属对红海绸 综合影响的结果基本一

致
。

等 〕则认为意大利海域铜
、

锌
、

砷
、

铁
、

锰
、

铅和硒对贻贝 活性诱导不明显
,

似乎在

慢性污染环境中生物体内存在着某些适应和补偿机

制
。

该酶的抑制可能代表 了对金属反映的初始阶

段
。

这些研究都显示 是一种金属酶
,

其结

构的维持和酶活性的表现均需要金属离子
。

是

酶的辅基
,

是酶活性所必需的
。

在酶催化反应

中起激活的作用〔‘ 〕。

由于碱性磷酸酶对金属盐类的

敏感性
,

在生态毒理学中作为很好的生物标志物被

推荐 “ 〕。

根据世界 个海湾海水中硒含量分析
,

得出海

洋中总硒浓度为 一 ’” 。

厦门地 区

养殖海域海水 的总硒浓度为 一
碑 ,

浓度为
, 。 。

在水生生态

环境中
,

硒具有特殊的生物效应
,

它既有毒性而又是

生命的必需微量元素
。

其生物功能很大程度上取决

于它的剂量浓度
。

它的生物富集曲线非常陡
,

从无

毒性到完全致毒效应仅差 个数量级 ’〕。

由于生物

链的生物富集
,

使得硒在鱼类和野生动物体内迅速

达到致毒水平 〕。

海洋中无机硒的存在形式主要有

硒酸盐 犷 和亚硒酸盐
一 ,

其中以亚硒酸

盐更易被生物所利用 〕。

硒 的来源主要来 自于采

矿
、

石油化学工业
、

工业生产废料的排放
,

尤其是火

力发电厂通过烟囱发射排放以及废渣的倾倒等〕〕。

由于硒的特殊性
,

在研究上存在着很大的差异
。

在

研究硒污染的潜在毒性方面
, 〕研究了火力

发电厂附近 湖中硒对鱼类的毒性影响证实
,

硒通过成鱼摄食进入体内富集
,

诱导蛋白合成错误
,

其幼体孵化后
,

在生 长过程产生 亚致死性 的变形
。

等卿 〕研究了倾倒火 电厂灰渣 的河 中重金属

暴露对蓝腮太阳鱼体内包括 在内的几种酶

的影响发现
,

与对照站点比较
,

鱼体内 活性

与
, , ,

呈正相关
,

与 水平呈负相关
。

抑制了鱼体内 活性
,

当倾废停止后
,

活性恢复
。

然而
,

在研究重金属对红海绷

综合影响的结果时发现
, ‘

和 混合暴露

时
,

硒能降低过量铜对 活性的抑制作用
,

表

明
‘

与
,

之间呈现拮抗作用 〕
。

其他的研究

也表明
,

硒能拮抗汞
、

甲基汞
、

锡
、

铅砷等多种物质的

毒性 〕
。

评价金属离子在碱性磷酸酶的结构与功能中所

起的作用中
,

动力学与酶学的研究可 以从不 同的角

度提供信息
。

最通用的方法是观察加人金属鳌合物

对酶活性是否表现抑制
,

以 了解金属离子是否是活

,
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性中心
。

是否在改变酶活性的同时
,

也改变活性部

位的金属离子的波谱行为等物理性质
。

金属酶失活的研究也是阐明金属离子在酶结构

和功能中所起作用的一条重要途径
。

中有

两类功能不同的金属离子
。

其中只有一类金属离子

直接涉及酶的活性
。

另一类金属离子虽然确定能与

酶蛋白结合
,

但在功能上没有明显的直接作用
。

关于硒对海洋生物体内 酶动力学性质

的研究仍未见报道
,

尤其是在相同 介质
、

不 同缓

冲体系下硒对栉孔扇贝 酶动力学性质的比

较研究
。

本实验通过 比较 了两个相同 介质
、

不 同缓

冲系统金属硒离子对 的作用
。

并在无底物存

在下进行紫外吸收光谱
、

荧光发射光谱和圆二色谱

的波谱研究
。

上述结果表明
,

犷 对扇贝 的

活性影响与酶所处的环境介质具有密切关系
。

在
一

缓冲系统 中
,

当 犷 浓度小于

时表现出对 的激活作用 当大于

时则表现出抑制作用
。

由于 所 占

据的不是活性部位而是结构部位
,

因此 犷 对酶

活性的影响较为温和
。

种谱图的分析也显示 出与

酶抑制动力学相同的结果
。

因为海水中的 值一

般偏于弱碱性
,

其中含有弱酸的离子是 以 。犷 和

于离子为主而形成的
,

所以在该环境体系中海

水若含有微量
‘

犷
,

将可以促进扇贝

的水解
,

将有利于调节体内钙和磷的代谢
,

促进贝类

的生长发育和外壳的形成
,

同时也有益于贝类的繁

殖〔,‘ 。

即使有高浓度
‘

犷 存在
,

因为其抑

制作用是属于非竞争性抑制作用
,

所 以能使扇贝等

贝类能够耐受海水中高浓度
‘

犷
。

在
一

缓冲系统中
, ‘

犷 对扇贝

的作用是竞争性抑制作用
。

谱图结果可 以表

明
,

在该系统中该酶的构象均已发生变化
。

说明在

该有机物存在的环境介质中 犷 与 的结合

部位是酶的活性功能基团
。

有机物介质破坏了酶的

活性中心的结合位点
,

使得硒对酶蛋白的亲和力增

强
,

从而破坏了原有的 酶的构象
。

因此该

环境体系将不利于扇贝的繁殖与生长
。

在此环境中

高浓度的
‘

将可能造成扇贝等贝类生物的中毒甚

至死亡
。

上述实验结果还提示
,

在有机物污染的水

体中
,

金属硒对养殖贝类的协同毒性作用不容忽视
。

在某些特殊情况下
,

如海湾
、

河 口 和工业废水排出污

染的海区中
,

海水环境条件改变了
,

即使存在对生物

生长有益的微量硒
,

也将不利于扇贝等贝类的生长
。
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