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中国对虾酚氧化酶的部分生物化学特性的初步研究

汪小锋 樊廷俊

青岛海洋大学海洋生命学院海洋生物系 青岛

提要 以海捕中国对虾 Πεναχυσχηινενσισ 为材料 运用离心 !凝胶过滤柱层析和离子交换柱

层析的方法从对虾血淋巴中部分纯化出酚氧化酶 ∀实验又以 2⁄ ° 为底物 分析各种因子对

其活力的影响 ∀结果显示酚氧化酶的 适 值约为 适温度为 ε ≤∏ 能强烈抑制

酚氧化酶的活性 而 则能促进其活性 表明酚氧化酶可能是一种金属酶 ∀
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无脊椎动物缺乏真正的抗体 没有免疫记忆 ∀因

此无脊椎动物只能依靠先天性免疫过程来抵抗寄生

虫和疾病 ≈ ∗ ∀其中甲壳纲动物在体腔中能利用血细

胞和体液防卫反应来保护自己免受寄生虫的侵染 ∀从

已有的证据说明 酚氧化酶原激活系统在甲壳动物防

御系统中起了重要作用 ≈ ∗ ∀非己信号可按一定的

顺序激活丝氨酸蛋白酶 有活性的丝氨酸蛋白酶又激

活酚氧化酶原为有活性的酚氧化酶 ∀具有活性的酚氧

化酶诱导有关基质由酚到醌 终产生黑色素 黑色

素及其代谢中产物可杀死微生物及寄生虫 起到免疫

作用 ≈ ∀ 年 等从螯虾 Παχιφασταχυσ λε2

νιυσχυλυσ 血细胞中提纯到酚氧化酶原 ≈ ∀ 年

研究报告 Ρ ΕΠΟΡΤΣ



海洋科学 年 第 卷 第 期

°
≈ 在圣保罗对虾 Πεναευσ παυλενσισ 中研究了

酚氧化酶的激活系统 发现 的酚氧化酶活性存

在于血细胞中 ∀ 年 2 √ 等 ≈ 从加州对

虾 Πεναευσ χαλιφορνιενσισ 的血细胞中纯化出了分子量

为 ∏的酚氧化酶原 被水解后产生一个分子量

∏!有活性的酚氧化酶 还利用 2⁄ ° 底物对其

生化特性进行了研究 发现该酶具有酪氨酸酶样的性

质 ∀ 年 ≥ ∏ ∏ 等 ≈ 对斑节对虾 Πεναευσ

µονοδον 的酚氧化酶原进行了分子克隆和鉴定 其推

测分子量约为 ∏ 并发现酚氧化酶原的

是在血细胞而不是在肝胰腺中合成的 ∀但到目前为

止 关于中国对虾的酚氧化酶的分离纯化及各种因子

对纯化酚氧化酶的影响还未见有报道 ∀作者通过离

心 !凝胶过滤柱层析和离子交换柱层析的方法从对虾

血淋巴中部分纯化出酚氧化酶 并对其部分生化特性

进行了研究 以期为中国对虾非特异性免疫及其调控

机理的研究创造一定的基础 ∀

材料和方法

材料

海捕中国对虾 Πεναευσχηινενσισ 体长约 ∗

≥ ≥2 凝胶过滤柱 !± ≥ ƒ ƒ

强阴离子交换柱均为 ° 公司产品 ∂ 紫

外分光光度计为日本岛津公司产品 ≤ 浓缩

离心管为 公司产品 ∀其余试剂均为分析纯 ∀

方法

酶液的制备 取海捕新鲜活中国对虾

用 针筒吸入约 预冷的 √ 氏抗凝剂

葡萄糖 柠檬酸钠 氯化钠 加双

蒸水至 将针头从对虾的头胸甲背部的间隙

中插入心脏取血 所得血淋巴放入预置于 ε 冰浴中

的 离心管中 于 ε 离心

破碎血细胞 然后收集上清液 作为酚氧化酶粗品使

用 ∀

酶的纯化 ≥ ≥2 凝胶过滤柱

用 × 2 ≤ × 溶于

的 ≤ 中 加双蒸水至 缓冲

液预平衡 后 取 酚氧化酶粗品上柱 用

× 2 ≤ 缓冲液 进行洗脱 流速

并分部收集洗脱组分 ∀ 利用

2 ⁄ ° 进行酶活性测定 具有高酶活性的峰值组分

被收集起来 一部分作为 ≥ ≥2 纯化样品置

ε 保存备用 另一部分再上样于 ± ≥ ƒ

ƒ 阴离子交换柱进行进一步的纯化 用含

≤ 的 × 2 ≤ 缓冲液进行梯度

洗脱 流速 分部收集洗脱液 同样用

的 2⁄ ° 进行酶活性测定 收集具有高酶活性

的峰值组分 经脱盐和浓缩 后 作为 ±

≥ ƒ ƒ 纯化样品置 ε 保存备用 以上

柱层析纯化操作均在 ε 进行 ∀

酚氧化酶的活性测定 酚氧化酶活性测

定以 2⁄ ° 为特异性底物 参照 等 ≈ 的方法 ∀

具体测定时 将 Λ 待测酶液及 Λ

2⁄ ° 于 ε 恒温水浴中混匀 反应 后 加入

预冷的 的磷酸钾盐缓冲液

∀在此反应条件下 以 Α 值每分钟增长 定

义为一个酶活力单位 ∀分别在

和 以及 ε ε

ε ε 和 ε 的温度下 测定酚氧化酶活性 以

确定 值与温度对酚氧化酶活性的影响 ∀

∞⁄× !金属离子实验 Λ 酚氧化酶

的纯化样品中分别加入 Λ 各种不同浓度的 ∞⁄×

和各种金属离子 ≤ ≤∏ 于 ε 恒温

水浴中预处理 后 加入 Λ 的

2⁄ ° ε 反应 后加入 的磷酸钾

盐缓冲液 测定 光吸收 ∀阳性对照用 Λ

磷酸钾盐缓冲液 替代上述反应体

系中的 ∞⁄× 或金属离子 阴性对照用 Λ

磷酸钾盐缓冲液 替代上述反应体系中

的酶样品 ∀

结果

酚氧化酶纯化

凝胶过滤柱层析 约 酚氧化酶的

粗品 蛋白质浓度 分批上样于 ≥

≥2 凝胶过滤柱 分部收集洗脱组分 图 ∀用

2⁄ ° 进行酶活性测定 发现 ∗ 号组分均

具有很高的酶活性 ∀将 ∗ 号组分混合 部分作为酚

氧化酶凝胶过滤纯化样品使用 其余样品进行离子交

换柱层析 ∀

离子交换柱层析 来自 ≥ ≥2 凝

胶过滤的酚氧化酶纯化组分 ∗ 号组分 上样于 ±

≥ ƒ ƒ 强阴离子交换柱 分部收集洗脱组

分 图 ∀以 2⁄ ° 进行酶活性测定 发现

∗ 号组分具有很高的酶活性 ∀将 ∗ 号组分混

合 作为酚氧化酶纯化样品使用 ∀
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≥ ∂

图 不同 值和温度对中国对虾酚氧化酶活性的影响

ƒ ∞ ∏ ° ∏ ¬

不同 值对中国对虾酚氧化酶活性的影响 ∀结果表明 该酶的 适 值为 ∀ 不同温度对中国对虾酚氧化酶活性的影响 ∀结

果表明 该酶的 适温度为 ε ∀酶活性用 的特异性底物 2⁄ ° 进行测定 ∀

∞ ° ∏ ° × √ ∏ ∞ ∏ ° ∏ ° ×

∏ ε × √ ∏ ∏ 2⁄ ° ∏

图 中国对虾酚氧化酶粗品的 ≥ ≥2

凝胶过滤柱层析

ƒ ≥ ≥2 ∏ ∏

¬ Πεναευσχηινενσισ

酚氧化酶活性用 的特异性底物 2⁄ ° 进行测定

图中显示出的为 光吸收曲线和酶活性曲线

× √ ∏ ∏ 2⁄ °

∏ °

√

图 中国对虾酚氧化酶 ≥ ≥2 凝胶过滤

样品的 ± ≥ ƒ ƒ 柱层析

ƒ ± ≥ ƒ ƒ ∏

2 ¬ Πεναευσχηινενσισ

≥ ≥2 凝胶过滤样品 ∗ 号洗脱组分 上样于 ±

≥ ƒ ƒ 离子交换柱 ∀酚氧化酶活性用 的特异

性底物 2⁄ ° 进行测定 图中显示出的为 光吸收曲线和酶

活性曲线

× ≥ ≥2 ∏2 ∗ ±

≥ ƒ ƒ ∏ × √ ∏ ∏

2⁄ ° ∏ °

√酚氧化酶样品的酶活性分析

温度和 对酚氧化酶活性的影响

在不同 值下对酶活性进行测定发现 时酶

活性 高 低于 时 酶活性随着 值的升高

而逐渐升高 超过 后 酶活性则随着 值的

升高而逐渐降低≈图 ∀在不同测定温度下 ε

时的酶活性 高 在 ∗ ε 之间 酶活性随着温度

的升高而逐渐升高 而超过 ε 以后 酶活性便随着

温度的升高而逐渐降低≈图 ∀

∞⁄× 和几种金属离子的作用 利用各

种金属离子和 ∞⁄× 对所得酚氧化酶活性的影响进

行研究发现 ∞⁄× 和 ≤∏ 能强烈抑制酚氧化酶的活
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图 ∞⁄× 与不同金属离子对中国对虾酚氧化酶

活性的影响

ƒ ∞ ∞⁄×

° ∏ ¬

∞⁄× 和 ≤∏ 对酶活性的抑制作用 强 抑制率在 ∗

以上 ≤ 和 的抑制作用次之 图中所示 ≤ 和 的

浓度为其抑制率 高时的浓度 ∀ 对酶活性具有促进作用 促进

率约为 ∀酶活性用 的特异性底物 2⁄ ° 进行测

定 ∀

× ∞⁄× ≤∏ ¬ ∗ 2

≤ ≤

¬

√ × √

∏ ∏ 2⁄ ° ∏

性 而 则能促进酚氧化酶活性 说明 ° 很可能

是一种金属蛋白酶 图 ∀

讨论

酚氧化酶 ° 是广泛存在于无脊椎动物体内的

非特异性免疫系统的主要成员之一 然而目前对 °

生化性质的研究大多集中在昆虫方面 至于甲壳类动

物 ° 生化性质的研究则比较少 至今还未见到有关

中国对虾 ° 的分离纯化及其生物化学性质的研究报

道 ∀本文通过离心 !凝胶过滤柱层析和离子交换柱层

析的方法从对虾血淋巴中得到了具有较高纯度的酚

氧化酶 ∀

实验得到的酚氧化酶 适 值为 ∀本文所

得的 适 值 与罗日祥等 ≈ 对中国对虾血淋

巴中酚氧化酶粗提物的 适 值是完全一致的 与

日本对虾 ≈ 和龙虾 ≈
° 的 适 值也相同 而与

加州对虾 °
≈ 和白对虾 °

≈ 的

适 值有一定差异 这可能与不同对虾种类的生

存环境如环境温度以及病原体类型等不同有关 ∀由于

罗日祥等得到的酚氧化酶粗提物实际上既含有酚氧

化酶 也含有酚氧化酶原 这样所得的 适 值与纯

酚氧化酶的 适 值相一致 说明 值的变化对

酚氧化酶原可能没有激活作用 ∀

本文所得酚氧化酶的 适温度 ε 与日本对

虾 ° 的 适温度 ≈ 相同 略低于栉孔扇贝 ≈ 和白

对虾 ≈
° 的 适温度 ε 而高于龙虾的 适温

度 ε ≈ 其间的差异很可能与对虾的种类及其

生活环境 如环境温度和病原体类型等 不同有关 ∀罗

日祥等在中国对虾中发现 酚氧化酶粗提物的 适温

度约为 ε 这一温度之所以与本文所得 适温度

有较大差异 很可能是因为他们在实验中所用的酶样

品为酚氧化酶的粗提物 含有很多杂蛋白 所得结果

为多种蛋白酶综合反应的 适温度 而并非单纯酚氧

化酶的 适温度 ∀

本文在研究 ∞⁄× 和金属离子对纯化的中国对

虾酚氧化酶活性的影响时 发现 ∞⁄× 及 ≤∏ 能较强

的抑制酚氧化酶的活性 而 ≤ 对酚氧化酶作用很

小 则能较大幅度地增加酚氧化酶的活性 表明

该酶很可能是一种 ≤∏ 2金属蛋白酶 ∀这与贻贝多酚

氧化酶的研究结果相同 ≈ 也证实了 ⁄ 等认为

多酚氧化酶催化过程中需要 ≤∏ 维持结构的观点 ∀而

之所以能较大幅度地增加酚氧化酶的活性 很可

能是通过促进底物与该酶活性中心的亲和力进而有

助于酚氧化酶活性的发挥来实现的 ∀此外 ≤ 对酚

氧化酶粗品的活性具有很强的促进作用 表明 ≤ 可

能参与了酚氧化酶原的激活过程 ∀但至于 ≤ 是直接

作用于酚氧化酶原 还是通过酚氧化酶原激活系统起

到激活作用的 目前正在进一步研究中 ∀
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