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摘要! 采用 *GFK;JG> H7122 凝胶过滤$4,&,*GFK;C/AG离子交换$*GFK;JG> H738 凝胶过滤等

方法对黄颡鱼肝脏胞质中 %&46依赖性的异柠檬酸脱氢酶")462#进行纯化!并研究其相关的

酶学性质% 结果显示!)462的比活力为 91:4 #5:I!亚基分子量为 /719 N=% )462活性最大时

的 F+和温度分别为 012 和 78 O!活化能为 011// N!5:/0!底物米氏常数 R:%&46和 R:)-

分别为 21287 和 21198 ::/05'!底物最大反应速率 .:%&46和 .:)-分别为 :124 和 12181

#5:I!催化效率 R2;3%&46和 R2;3)-分别为 2117 和 2127 :<D5:I!产物 %&46+对 )462表

现为竞争性抑制!抑制常数 R

+

%&46+为 212/4 ::/05'% )462的催化作用强烈依赖于金属离

子 MD

3 C

$MI

3 C

!没有金属离子存在时反应几乎不进行!二价金属离子激活 )462的顺序为

MD

3 C

?MI

3 C

?YD

3 C

?-;

3 C

?-=

3 C

!-=

3 C几乎不能激活 )462的活性% -;

3 C和 YD

3 C既是激活

剂也是抑制剂!与其作用浓度有关!-=

3 C基本上对其无影响% 通过对 )462系统的酶学性质探

讨!能够为深入研究 )462催化与调节机制奠定基础%

关键词! 黄颡鱼& 异柠檬酸脱氢酶")462#& 分离纯化& 酶动力学

中图分类号! *:781155555555555 文献标志码'&

55异柠檬酸脱氢酶 #<A/2<3C;3GJGK@JC/IGD;AG"

)-4$是糖代谢三羧酸循环中一个重要的关键酶"

它能够催化异柠檬酸#<A/2<3C<2;2<J")-$和辅酶 )5

辅酶 ))# %&4

C

5%&46

C

$ 生成草酰琥珀酸和

%&4+5%&46+"草酰琥珀酸在 )-4的作用下又

能迅速脱羧生成
$

7酮戊二酸")-4是一种具有脱

氢和脱羧双重能力的酶
*1+

(

根据辅酶特异性"异柠檬酸脱氢酶可分为

%&47)-4#,-111111141$和 %&467)-4#,-111

111143$"前者仅存在于线粒体中"主要功能是参

与三羧酸循环'后者以 %&46

C

为辅酶"既存在于

线粒体也存在于胞质中
*3+

"其中细胞质中的

%&467)-4# )462$ 主要作用是产生 %&46+"

%&46+对生物体的能量代谢)脂类生物合成以

及抗氧化胁迫起重要作用
*/ 64+

( )462广泛存在

于肝脏)心脏)骨骼肌)肾脏)肾上腺以及血小板和

红细胞等组织细胞中"其中以肝脏中的含量最高"

当肝细胞发生病变时")462活性会发生显著性的

变化"检测 )462的活性能较准确地反映出肝细胞

病变程度"因而被广泛应用于医学研究
*8 6:+

(

目前"关于 )462的分离纯化和动力学的研究

在哺乳动物
*12 61/+

)植物
*14 618+

)微生物
*17 610+

中都

有过相关报道"在鱼类中仅见狼鲈#F+/5,"*0*/3-.

608*0;$

*1:+

( 黄颡鱼 #D56"5180=*-.@-6?+>*0/1$是

我国长江流域的一种重要鱼类"其肉味鲜美"营养

价值高"已引起广大养殖户浓厚的兴趣"近年来黄

颡鱼的养殖规模逐年扩大"高密度的养殖模式导

致黄颡鱼肝脏病变现象日益严重"基于 )462在肝

病变中的应用"本实验直接从黄颡鱼肝脏中分离

出 )462并对其进行纯化"通过对其进行系统的酶

动力学性质分析"为深入研究该酶的催化及调控

机制奠定基础(
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15材料与方法

)*)+实验材料

本实验所用的凝胶购买于瑞典 6K;C:;2<;公

司"部分化学药品如 37巯基乙醇#37M,$)辅酶 ))

#%&46

C

$)还原型辅酶 ))#%&46+$和异柠檬酸

#)-$购买于美国 *<I:;公司"*4*76&H,试剂盒

以及考马斯亮蓝检测蛋白试剂盒购买于南京建成

科技有限公司"其余试剂全部为分析纯"购于国药

集团化学试剂有限公司(

)*,+实验鱼暂养

从华中农业大学菜市场购买规格为#122 @12$I

的健康)无伤的黄颡鱼 72 尾"平均分成 / 组"静水暂

养于华中农业大学水产学院校内实验基地的室内水

族箱#容积 /22 '$中"每缸 32尾"每天分别按照饱食

法投喂湖北海大的商业膨化饲料"使黄颡鱼的生理

条件保持相对稳定"暂养 3 周( 养殖过程中水体溶

氧 ?814 :I5'"F+912 <014"氨氮含量 212/2 <21274

:I5'"养殖水温#34 @8$O( 实验时间为 321/ 年 /

月底-8 月底(

)*.+取样

暂养实验结束并停饲 34 K 后"从每个水族缸

随机取 / <4 尾实验鱼"每 12 尾为 1 组( 在冰上

解剖鱼体"分离出肝脏组织"每 12 尾鱼的肝脏放

入同一袋中进行标记和编号( 分离的肝组织放入

602 O冰箱贮存(

)*/+分离纯化步骤

从 602 O冰箱中取出一袋肝脏"称取 12 I 左

右"用 E=BBGC&#主要包括 12 ::/05'LC<A7+-0)8

::/05'37M,和 1 ::/05',4L&"F+ 9108$解

冻"清洗 / 次"除去血液等其他杂质( 用剪刀稍微

剪碎"装入匀浆器中"用 /7 :'E=BBGC&将肝脏匀

浆"所得的浆液在 4 O)122 222 A= 下离心 72

:<D( 将所得上清液#34 :'$分 / 次上样#每次上

样 0 :'"待吸光值降到最低值时再进行第 3 次上

样$到 *GFK;JG> H7122 凝胶层析柱 #117 2:A82

2:$中"控制流速 21/ :'5:<D"每 8 :<D 收集 1

管"将酶活性大于 318 #5:'的收集管收集起来(

所得酶液全部上样到 4,&,7层析柱#117 2:A12

2:$上"先用 E=BBGC&将不能结合到柱上的杂蛋

白全部洗脱掉"直到 "4值降到 212/ 以下"再改

用 12 <322 ::/05'%;-0进行线性梯度洗脱"每

8 :<D 收集 1 管"将酶活大于 318 #5:'的收集管

收集起来( 再将所得酶液分 7 次上样#每次上样

/ :'$到 H738 层析柱#112 2:A/2 2:$中"每 /

:<D 收集 1 管"将酶活大于 312 #5:'的收集管

收集起来( 所得的酶液再全部上样到另一 4,&,

层析柱#117 2:A12 2:$中"同样用 E=BBGC&洗脱

至 "4值降到 212/"采用 198 <1:8 ::/05'%;-0

阶段洗脱"收集酶活性大于 /12 #5:'的收集管(

)*0+酶活性的测定

酶活的测定参考 -;C0<GC等
*32+

的方法( 在

38 O"以 122 ::/05' LC<A7+-0# F+ 012 $) 12

::/05'MI-0

3

)213 ::/05'%&46

C

)1 ::/05'

)-为反应体系"最后加入适量的酶液启动反应(

在 /42 D:下"通过检测产物 %&46+的变化来确

定酶活力"以酶反应最开始 1 :<D 内的线性变化

确定酶的反应速率( 酶活性的定义!每分钟产生

1

+

:/05'%&46+为 1 个酶活单位 #( 酶蛋白浓

度采用考马斯亮蓝法测定
*31+

(

)*D+"&"28(O4检测蛋白

采用 ';G::0<

*33+

的 *4*76&H,法检测 )462

亚基分子量和分离纯度(

)*E+K#%温度对酶活性的影响

38 O下"分别用不同 F+# 4 <12 $ 的 122

::/05'LC<A7E=BBGC"检测酶的活性"确定 )462活

性最高时对应的 F+(

在上述酶活性最高对应的 F+下"分别在不

同温度#38 <08$O下测定酶的活性"确定温度对

酶活性的影响(

为了研究温度对酶稳定性的影响"分别将酶

液置于不同的温度下#2)38)/8)48 O$孵育"每隔

32 :<D 测定其活力(

)*V+底物动力学参数

采用 '<DGWG;QGC等
*3/+

的作图法测定底物米

氏常数 R:和 .:值(

固定 )-浓度 1 ::/05'"分别在 2123 <213

::/05'%&46

C

浓度下测定酶反应初速率 M( 采

用 '<DGWG;QGC78=CN 方法作图得出 R:%&46和

M:;>%&46"同时计算出催化效率 R2;3%&46

#M:;>5R:$'固定 %&46

C

浓度 213 ::/05'"分

别在不同 )-浓度#2138 <1 ::/05'$下测定酶反

应速率 M( 采用 '<DGWG;QGC78=CN 方法作图得出

R:)-和 M:;>)-"同时计算出催化效率 R2;3)-(

)*W+产物 '(&8#的抑制作用

设置反应体系中刚开始 %&46+的浓度为 2)

2121)21218 和 2123 ::/05'"%&46浓度分别为 2123

<213 ::/05'"按照矩阵组合添加"并且使得整个反

应体系中 )-处于饱和浓度 1 ::/05'"测得酶反应

速率 M( 根据 '<DGWG;QGC78=CN 作图方法
*3/+

判定
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%&46+的抑制类型并求得抑制常数R

+

%&46+(

)*)X+二价金属离子对酶活性的影响

以二价金属离子的氯化物为载体"分别向反

应体系中添加不同浓度的#12)1)211 ::/05'$的

MD

3 C

)MI

3 C

)-;

3 C

)-=

3 C

)YD

3 C

等二价金属离子"

并测定相应的酶活性大小"研究不同浓度不同金

属离子对 )462活性的影响(

为了探究其他金属离子对反应体系中 MI 的

催化作用是促进还是抑制"在原反应体系中添加 12

::/05'MI

3 C

"再分别向反应体系中添加不同浓度

#12)1)211 ::/05'$的 MD

3 C

)MI

3 C

)-;

3 C

)-=

3 C

)

YD

3 C

等二价金属离子"并测定其活性(

35结果

,*)+分离纯化结果

通过 4 步纯化洗脱"结果显示")462比活力

为 91:4 #5:I)回收率为 3719P)纯化倍数为

4318#图 1$"各参数见表 1( *4*76&H,检测得到

表 )+黄颡鱼肝脏中 R&8%的分离纯化参数

567*)+8>9:H:%6A:G@GHR&8%H9G; C<JJGS%6AH:=BJ:I<9

纯化步骤

F=C<B<2;3</D A3GFA

体积5

:'

Q/0=:G

酶活5

##5:'$

;23<Q<3@

总活力5

#

31;23<Q<3@

蛋白浓度5

#:I5:'$

FC/3G<D

总蛋白5

:I

31FC/3G<DA

比活力5

##5:I$

AF1;23<Q<3@

回收率5

P

@<G0J

纯化倍数

F=C<B7B/0J

122 222 A= 超速离心 =03C;2GD3C<B=I;3</D 34 /170 00143 1:198 49411 211: 122 1

*GFK;JG> H7122 凝胶过滤 IG02KC/:;3/IC;FK@ /3 3173 0/1: 11171 /91177 213/ :41: 113

4,&,*GFK;C/AG离子交换 1

</D7G>2K;DIG2KC/:;3/IC;FK@ 1

10 4123 93144 /174 78149 1111 011: 81:

*GFK;JG> H738 凝胶过滤 IG02KC/:;3/IC;FK@ /2 31/7 92170 21:8 30171 3149 9:1: 1/13

4,&,*GFK;C/AG离子交换 3

</D7G>2K;DIG2KC/:;3/IC;FK@ 3

7 /1:4 3/174 218 31:0 91:4 3719 4318

图 )+洗脱图谱

#;$*GFK;JG> H7122 凝胶过滤洗脱图谱' # E$第一次 4,&,*GFK;C/AG离子交换层析图谱' #2$*GFK;JG> H738 凝胶过滤洗脱图谱'

# J$第二次 4,&,*GFK;C/AG离子交换层析图谱' # E$和# J$图中的剪头表示开始用 %;-0进行洗脱

!:F*)+4J>A:G@K9GH:J<

#;$IG02KC/:;3/IC;FK@ /D *GFK;JG> H7122' #E$G0=3</D FC/B<0GBC/:4,&,*GFK;C/AG2KC/:;3/IC;FK@' #2$IG02KC/:;3/IC;FK@ /D *GFK;JG> H7

38' #J$G0=3</D FC/B<0GBC/:4,&,*GFK;C/AG2KC/:;3/IC;FK@' 3KG;CC/WA<D #E$"#J$ <DJ<2;3G3KGA3;C3/B0<DG;CIC;J<GD3%;-0<D E=BBGC

9291
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单一目的条带#图 3$"利用蛋白分子量对数 6迁

移率标准曲线作图法"计算得到 )462亚基分子量

为 /719 N=#图 /$(

图 ,+聚丙烯酰胺凝胶电泳图

1 <4泳道为*GFK;JG> H738 凝胶过滤后收集的酶液' 8 <7 泳道为

第一次4,&,*GFK;C/AG洗脱收集的酶液' 9 <:)11 <13 泳道为第

二次4,&,*GFK;C/AG洗脱收集的酶液' 12 泳道为蛋白 M;CNGC"

从上到下每一条带分子量为 128)98)82)/8)38 和 17 N=

!:F*,+"&"28(O4KBGAGF96KB

0;DG# 1 64 $ "GD?@:G2/00G23GJ BC/: *GFK;JG> H738 2/0=:D'

0;DG# 8 6 7 $ " GD?@:G BC/: B<CA33<:G 4,&, *GFK;C/AG

2KC/:;3/IC;FK@' 0;DG# 9 6:"11 613 $ "B<D;00@ GD?@:GG0=3GJ

BC/: 3KGAG2/DJ 4,&, *GFK;C/AG2KC/:;3/IC;FK@' 0;DG12"

A3;DJ;CJ FC/3G<DA"3KGM9 /B3KGE;DJ BC/: 3/F 3/ E/33/: <A

128"98"82"/8"38 ;DJ 17 N="CGAFG23<QG0@

图 .+聚丙烯酰胺凝胶电泳蛋白分子量的

对数和迁移率标准曲线

!:F*.+"A6@?69?>&2$GFNQ F96KB

>=:@F "&"28(O4

,*,+温度%K#的影响

)462在温度为 78 O)F+为 012 时"酶反应

速率最高"在温度为 2 O时最稳定"活化能为

011// N!5:/0#图 4$( 虽然在 78 O时酶反应速

率最高"但由于鱼类生存的适宜温度大都在 32 <

/2 O"因此本实验中动力学以及其他参数都是在

生理温度 38 O下测定(

图 /+温度"?$和 K#对酶活性的影响

#;$38 O条件下"不同 F+对酶活性的影响'# E$ F+=0 条件下"不同温度对酶活性的影响'#2$ F+=0 条件下"温度对酶稳定性的影

响' # J$阿尔尼乌斯曲线求酶的活化能"温度#E$为绝对温度"曲线斜率#4$ =6活化能#,;$ 5631/2/ A$"$等于 01/14"为气体

常数

!:F*/+4HH<%A=GHK# 6@?A<;K<96A>9<G@R&8%6%A:I:AC

#;$GBBG23/BF+ /D )462;23<Q<3@ =DJGC38 O 3G:FGC;3=CG' # E$ GBBG23/B3G:FGC;3=CG/D )462;23<Q<3@ =DJGCF+=0' #2$ GBBG23/B

3G:FGC;3=CG/D )462A3;E<0<3@ =DJGCF+=0' # J$3KG&CCKGD<=AF0/33/ JG3GC:<DG,;Q;0=G' 3KGA0/FG/B3KG0<DG=6,;5631/2/ A$"

WKGCG$<A3KGI;A2/DA3;D3GU=;03/ 01/14

0291
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,*.+底物动力学参数

利 用 '<DGWG;QGC78=CN 作 图 结 果 显 示"

R:%&46和 .:%&46分别为 21287 ::/05'和

:124 #5:I"R:)-和 .:)-为 21198

+

:/05'和

12181 #5:I"催化效率 R2;3%&46和 R2;3)-为

2117 和 2127 :<D5:I#图 8$'%&46+的抑制类型

为竞争性抑制"抑制常数 R

+

%&46+为 212/4

::/05'#图 7$'相关参数见表 3(

图 0+双倒数作图法求底物 '(&8和 R3的 Y;和 Z;值

#;$固定底物 )-浓度为 1 ::/05'"不同 %&46#2123 <213 ::/05'$浓度下的酶反应速率' #E$固定底物 %&46浓度为 213 ::/05'"

不同 )-#211 <112 ::/05'$浓度下的酶反应速率

!:F*0+$:@<S<6I<92̂>9TF96KBAG ?<A<9;:@<Y; 6@?Z; I6J><=GHAB<=>7=A96A<=

#;$0<DGWG;QGC78=CN IC;FK W<3K Q;C<GJ %&462/D3GD3A/B# 2123 <213 $ ::/05'"CGAFG23<QG0@";33KGB<>GJ )-# 1 ::/05'$ ' # E $

0<DGWG;QGC7E=CN IC;FK W<3K 3KGQ;C<GJ )-2/D3GD3A/B#211 <112$::/05'"CGAFG23<QG0@";33KGB<>GJ %&46#213 ::/05'$

图 D+双倒数作图法判断 '(&8#抑制类型

并求得抑制常数 Y

*

'(&8#

!:F*D+$:@<S<6I<92̂>9TF96KBAG ?<A<9;:@<

:@B:7:A:I<ACK<6@?:@B:7:A:I<

%G@=A6@AGH'(&8#

表 ,+底物 '(&8和 R3动力学参数

567*,+Y:@<A:%K696;<A<9=GHR&8%

参数

F;C;:G3GCA

数值 @标准差

Q;0=G@*4

R

:

%&46

C

5#::/05'$

21287 @2122

R

:

76H&5#::/05'$

21198 @2122

.

:

%&46

C

5##5:I$

:124 @11/1

.

:

76H&5##5:I$

12181 @2170

R

2;3

%&46

C

5#:<D5:I$

2117 @212/

R

2;3

76H&5#:<D5:I$

2127 @2122

R

+

%&46+5#::/05'$

212/4 @2121

,*/+二价金属离子对酶活性的影响

MD

3 C

)MI

3 C

能够有效提高催化效率#图 9$"

MD

3 C

的催化效率明显强于 MI

3 C

"二价金属离子

激活 )462的顺序为 MD

3 C

?MI

3 C

?YD

3 C

?-;

3 C

?-=

3 C

"-=

3 C

几乎不能激活 )462的活性( -;

3 C

和 YD

3 C

既是激活剂也是抑制剂"与其作用浓度有

关( -=

3 C

对 )462活性无显著影响#表 /$(

图 E+N@

, [和 NF

, [催化活性的比较

!:F*E+5B<?:HH<9<@%<=GHAB<<@PC;6A:%6%A:I:A:<=6;G@F

?:HH<9<@ANF

, [

_N@

, [

%G@%<@A96A:G@=

/5讨论

)-4是三羧酸循环的限速酶"对能量和物质

代谢的调节具有重要作用"曾被国际上公认是研

究蛋白质结构与功能关系)酶的催化与调节机制)

蛋白质分子进化机制的最好模型之一
*34+

(

:291
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表 .+不同金属离子和浓度对 R&8%酶活性的影响

567*.+-<J6A:I<6%A:I:AC GHR&8%S:AB?:HH<9<@A;<A6J:G@=6@?%G@%<@A96A:G@ `

添加各离子的浓度

J<BBGCGD3</D </DA

2/D2GD3C;3</D

初始 MI

3 C浓度 <D<3<;0MI

3 C

2/D2GD3C;3</D

*MI

3 C

+ =2 ::/05'

12 ::/05' 1 ::/05' 211 ::/05'

*MI

3 C

+ =12 ::/05'

12 ::/05' 1 ::/05' 211 ::/05'

MI

3 C

12212 @/10 0019 @718 1414 @117 :313 @811 12011 @419 12:1: @314

MD

3 C

12:11 @/11 12/12 @/11 3412 @411 14917 @1717 14717 @411 1481/ @710

-;

3 C

1313 @714 719 @112 25 7418 @/12 0813 @/18 12811 @414

YD

3 C

/817 @:19 81: @210 25 1013 @/10 3919 @2 11/13 @1/13

-=

3 C

2 2 25 1241: @314 12814 @1211 11819 @917

注!反应体系中加入 12 ::/05'MI-0

3

的酶活为相对活性 122P"其余均以此对照测得相对酶活

%/3GA!3KGCG;23</D A@A3G:2/D3;<DA12 ::/05'MI

3 C

<A3;NGD ;A2/D3C/0W<3K 3KGCG0;3<QG;23<Q<3@ /B122P

55本实验通过常规的凝胶过滤和离子交换层析

等方法"进行了 3 J 的 )462蛋白纯化过程( 所得

目的蛋白经过 *4*76&H,检测为单一条带"其亚

基分子量为 /719 N=( 部分研究报道 )462由 3 个

亚基组成
*12 611"32"38 637+

"也有报道认为 )462是由

单个亚基组成
*1/"39+

"甚至在绿豆中还存在四聚

体
*14+

( 不同组织中亚基的分子量也存在一定的

差异"例如"在猪肝脏中为 /918 N=

*12+

)在公牛心

脏线粒体中为 48 N=

*11+

)在兔肾上腺中为 82

N=

*13+

)在鼠肝脏中为 48 N=

*1/+

)在单细胞藻青菌

中为 84 N=

*38+

)在土豆中为 47 N=

*37+

)在猪心脏中

为 80 N=

*39+

)在蟋蟀翅膀中为 471/ N=

*30+

"说明在

不同物种中"相同的酶其亚基结构还是存在差异"

本实验结果与猪肝脏
*12+

的报道最接近(

温度和 F+值是影响酶活性和催化效率最重

要的两个外界条件"温度和 F+的不适宜都会导

致酶活性不同程度的降低"甚至失活( 本研究表

明"38 O时"黄颡鱼 )462的最适 F+为 012"略偏

碱性"这与在不同动物组织研究中最适 F+范围

为 912 <012 一致
*30 63:+

( )462的最适 F+可能与

该酶中催化残基的解离常数有关"这些残基在异

柠檬酸氧化脱羧过程中充当初始的质子给予体和

最后的质子接受体
*10+

( )462的反应初速率随着

温度的增加而增加"当温度大于 78 O时"反应速

率开始下降"并且下降速度很快( 然而"温度越

高"虽然 )462的反应初速率增大"但 )462的稳定

性却变差"在 48 O的水浴中孵育之后")462很快

就失活了"但在 2 O冰上孵育的 )462却能保持良

好的稳定性( M=A;

*3:+

的研究也发现 )462在 48

和 82 O中孵育 18 :<D 后基本上丧失了 :2 P和

:0 P的活性"但是在 632 O条件下能保持稳定 1

个月"说明低温可以保持 )462的良好活性"但高

温易导致 )462失活"为保证实验过程中酶具有较

好的活性状态"后续整个实验过程中"完全将酶液

保存于冰上( 本实验通过温度与酶反应初速率的

关系"利用阿尔尼乌斯曲线"求得活化能为 011//

N!5:/0"远远低于兔肾上腺中 的 387172 N!5

:/0

*13+

"表明同种酶的活化能在不同物种间存在

显著差异(

底物和产物是影响酶促反应过程的 3 个基本

因素" 本 实 验 中 通 过 双 倒 数 曲 线 求 得 底 物

R:%&46和 R:)-分别为 21287 和 21198 ::/05

'"R:)-大于 R:%&46说明 %&46

C

对酶的亲和

力强于 )-( 这与在单细胞藻青菌
*38+

和蟋蟀翅

膀
*30+

中的研究结果一致"但是和狼鲈肝脏的研究

结果 相 反
*1:+

( 黄 颡 鱼 )462的 .:%&46和

.:)-分别为 :124 和 12181 #5:I( 底物的催化

效率 R2;3%&46和 R2;3)-分别为 2117 和 2127

:<D5:I"说明 %&46

C

的催化效率高于 )-( 产物

%&46+对酶的催化具有抑制作用"抑制类型为

竞争性抑制"抑制常数为 212/8 ::/05'"该抑制

常数远远低于在绿豆中的 211/ ::/05'

*18+

"但是

远远高于猪肝脏中的 21222 4 ::/05'

*12+

(

金属离子既可以是机体内酶的辅酶"也可以

作为一种毒物破坏酶或者受体上的具有生物学功

能的硫醇基团"从而导致酶的失活"继而引发细胞

死亡
*/2 6/1+

"这种现象在 )462中尤为显著")462

是一种强烈依赖金属离子的酶"在无金属辅酶存

在的情况下基本没有活性( 在二价金属离子

MD

3 C

)MI

3 C

存在时具有很高的活性( 其中 MD

3 C

的活性高于 MI

3 C

"并且当 MD

3 C

浓度达到 218

::/05'之后"酶活增加的趋势趋于平缓"而

MI

3 C

则在 1 ::/05'浓度时未见平缓趋势"

*C<Q;A3;Q;等
*18+

在绿豆研究中发现"当 MD

3 C

浓度

2191
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为 218 ::/05') MI

3 C

浓度为 318 ::/05'"金属

离子与酶的结合达到饱和( 从表 / 中可以看出"

当最初反应中不加入 MI

3 C

时"二价金属离子激活

)462的顺序为 MD

3 C

?MI

3 C

?YD

3 C

?-;

3 C

?

-=

3 C

"-=

3 C

几乎不能激活 )462的活性"*C<Q;A3;Q;

等
*18+

在绿豆的研究中也有类似的报道'而当反应

中加入 12 ::/05'MI

3 C

时"再加入其他相应浓度

的金属离子时"可以看出高浓度的-;

3 C

和YD

3 C

能

够强烈抑制 )462的活性"说明 -;

3 C

和 YD

3 C

既是

抑制剂也是激活剂"其作用方式存在浓度效应"

S;A=3;NG等
*/3 6//+

和 X= 等
*/4+

在研究 )462的结构

和功能时也发现了同样的现象( )462的底物实

际上是金属辅酶#MI

3 C

5MD

3 C

$和 )-形成复合物

后再与酶进行催化反应
*/8+

"当 -;

3 C

取代 MI

3 C

后

则产生了金属离子配位的变化"引起活性中心底

物变性进而导致酶丧失活性
*/7+

( 本实验中高浓

度的 -;

3 C

)YD

3 C

之所以能够抑制酶的活性"很可

能是因为 -;

3 C

)YD

3 C

与 MI

3 C

竞争同 )-的结合"

引起活性中心的底物变性"导致该酶活性下降'而

对于 -=

3 C

"在金属 MI

3 C

存在的情况下"-=

3 C

几乎

不影响该酶的活性"说明-=

3 C

很可能不能与)462

结合"因而既不能激活也不能抑制 )462的活性(
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