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摘要: 从菜青虫表皮分离纯化 N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷酶( N A Gase) , 获得电泳单一纯的酶制剂, 通过化学修饰法研究该

酶的活性必需基团.分别以碳化二亚胺( EDC)、N�溴代琥珀酰亚胺( NBS)、对�氯汞苯甲酸( pCM B)、二硫苏糖醇 ( D T T )、溴

代乙酸( BrA c)和乙酰丙酮在特定条件下对该酶进行特异的化学修饰, 结果表明酸性氨基酸的侧链羧基、半胱氨酸巯基、色

氨酸的吲哚基、组氨酸的咪唑基、二硫键被修饰后,酶活性均显著下降, 因此这些氨基酸残基是酶活性的必需基团, 而精氨

酸残基及赖氨酸��氨基被修饰后对酶活力没有影响,不是酶的必需基团 .
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� � 菜粉蝶( P ieri s brassicae )又名菜白蝶, 昆虫纲鳞

翅目粉蝶科,其幼虫称为菜青虫,是菜粉蝶危害蔬菜的

主要形态.菜青虫主要侵食十字花科植物的叶,严重影

响蔬菜品质.多年来应用化学农药进行防治, 但化学农

药的长期使用使害虫产生抗药性, 并在蔬菜中产生残

毒,且造成环境污染. 几丁质是由 N�乙酰葡萄糖胺通
过��1, 4键连结起来的线性多糖,是许多生物的结构

性组分.几丁质不仅是昆虫的重要结构组分, 而且也是

昆虫防止机械损伤和生物危害的屏障. 昆虫在蜕皮期

间,必须降解几丁质,才能蜕去旧表皮, 分泌新表皮,进

行正常的生长发育. 昆虫中催化水解几丁质的是几丁

质水解酶,主要包括几丁质酶和 N�乙酰���D�氨基葡萄
糖苷酶( NAGase, EC3. 2. 1. 52) .两者协同作用将几丁

质水解至单糖 N�乙酰氨基葡萄糖[ 1, 2] .由于几丁质及

其水解酶在昆虫中的重要性,因此通过转几丁质水解

酶基因植物[ 2]或其抑制剂[ 3] 都将起到破坏昆虫的生长

发育,达到杀灭害虫的目的.

我们已对菜青虫表皮的 NAGase 进行了分离纯

化、理化性质的研究� . 在此基础上, 进一步通过化学

修饰法探讨该酶活性部位的功能基团, 为了解菜青虫

的生理生化特性提供理论基础, 同时为筛选以该酶为

靶标的抑制剂开发新型生物农药奠定理论基础.

1 � 材料与方法

N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷酶从菜青虫表皮分离

纯化得到.通过解剖获得五龄菜青虫表皮, 用含 0. 1

mol/ L NaCl的 0. 05 mo l/ L PBS(磷酸盐缓冲液, pH

= 6. 8)抽提, 硫酸铵分级分离以及 Sephadex G�200、

羟基磷灰石柱层析分离纯化获得 PAGE 和 SDS�
PAGE为单一蛋白带的酶制剂,纯酶的比活力为8 715

U/ m g; 对硝基苯�N�乙酰���D�氨基葡萄糖苷 ( pNP�
NAG)为上海医药工业研究院生化室产品; N�溴代琥

珀酰亚胺 ( NBS )、碳化二亚胺 ( EDC )、二硫苏糖醇

( DT T)为 Sig ma产品;对�氯汞苯甲酸( pCMB)为 Kar l

Roth产品; 溴代乙酸( BrAc)、乙酰丙酮等为上海试剂

一厂产品;其它试剂均为国产 AR 纯, 所有溶液均以

Millipore纯水系统制备的超纯水配制.

酶活力测定方法参考文献[ 4] ,以 pN P�NA G为底

物,在 2. 0 mL 的反应体系中, 含 pH = 6. 2 的 0. 15

mol/ L 磷酸盐缓冲液 ( PBS) 和 0. 25 mm ol/ L pNP�
NAG, 加入 10  L 酶液,在37  下准确反应 10 m in,加

入 2. 0 mL 0. 5 mo l/ L 的 NaOH 终止反应, 在 752型

Spect rum 紫外可见分光光度计上测定波长为 405 nm

的光密度值( OD 405nm ) , 消光系数按 8. 80 ! 103 L/ ( mo l

∀ cm)计算.

� Shi Y , Jiang Z, Han P, et al. Purificatio n and so me

Pr operties of ��N�A cety l�D�g lucosaminidase fr om the cabbag e

butterf ly( Pier is bras sicae) . Biochimie, ( in pr ess) .



� 图 1 � EDC 对酶的修饰作用

� F ig . 1 � M odification of N A Gase by EDC

各种化学修饰采用的条件详见结果部分.修饰一

定时间后,取 10  L 处理的酶液在正常反应体系下测

定酶的剩余活力.

2 � 实验结果

2. 1 � 碳化二亚胺对酶的化学修饰
水溶性的碳化二亚胺( EDC)是目前最常用的羧基

修饰剂,在偏酸性条件下专一地修饰羧基.梁放等 [ 5]用

EDC 修饰人纤维蛋白溶酶原研究羧基对酶活力的影

响.本文采用在室温下, T EMED�H Cl 缓冲体系( pH

4. 5)中, NAGase 经不同浓度 EDC 修饰 1 h 后, 在正

常体系中测定酶的剩余活力 (图 1) , 结果表明随着

EDC浓度的增大, 酶活力逐渐丧失, 说明羧基是酶活

性所必需的基团.

� 图 3 � 溴代乙酸对酶的修饰作用

� F ig . 3 � M odification of N A Gase by Br Ac

2. 2 � 巯基的化学修饰
对�氯汞苯甲酸( pCM B)是常用于蛋白质分子中

巯基修饰的试剂, 在酸性条件下可以专一的修饰巯

基
[ 6]

. 取不同浓度的 pCM B 与酶在 0. 05 mol/ L pH

5. 8 NaAc�H Ac缓冲液中, 37  保温 30 m in 进行修饰

作用后,在正常体系中测定酶的剩余活力, 结果(图 2)

表明: 该酶随着 pCMB浓度增大,酶活力迅速下降,当

pCM B浓度达到 3. 0 mm ol/ L 时, 酶活力完全丧失,说

� 图 2 � pCM B对酶的修饰作用

� F ig . 2 � M odification of N A Gase by pCM B

明巯基也是酶活性的必需基团.

2. 3 � 溴代乙酸对酶的化学修饰
溴代乙酸( BrAc)在偏酸性条件下主要作用于组

氨酸的咪唑基, 采用 BrAc来修饰该酶,探讨组氨酸咪

唑基与酶活力的关系. BrAc在 pH 5. 8 NaAc�H Ac缓

冲液中, 37  下与酶作用 30 m in 后,在正常体系中测

定酶的剩余活力, 酶活力随着 BrAc 浓度的增大迅速

下降(图 3) . 可见咪唑基也与酶活性密切相关, 是该酶

活性所必需基团之一.

2. 4 � 色氨酸残基的化学修饰
N�溴代琥珀酰亚胺( NBS)在酸性条件下能较专

一地修饰蛋白质的色氨酸残基
[ 7]

. 采用 NBS 在 0. 1

mol/ L NaAc�H Ac缓冲液 pH 5. 4下对 NAGase进行

化学修饰,酶活力变化见图 4, 随着 NBS 浓度增大,酶

活力逐渐下降至完全丧失,表明色氨酸的吲哚基被修

饰会引起酶活力的丧失, 色氨酸残基是酶活性的必需

基团.

� 图 4 � N BS 对酶的修饰作用

� F ig . 4 � M odification of N A Gase by N BS

2. 5 � 二硫键的化学修饰
DTT 是蛋白质分子中二硫键的专一性修饰剂之

一[ 6] , 取不同浓度的 DT T 在 0. 01 m ol/ L pH 8. 0

Tris�H Cl缓冲液中, 37  修饰处理 NAGase 30 min,

在正常的测活体系中检测酶的剩余活力, 结果表明酶

活力随着 DTT 浓度的增大而下降(图 5) , 当 DT T 浓
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� 图 5 � DT T 对酶的修饰作用

� F ig . 5 � M odification of N A Gase by DT T

度达到 20 mm ol/ L 时,酶活力几乎丧失. 说明酶分子

中二硫键与酶活力相关, 二硫键的断裂会使酶活力丧

失.

2. 6 � 氨基及精氨酸残基的化学修饰
醋酸酐在半饱和的醋酸钠( pH 8. 0)下能特异地

修饰氨基,乙酰丙酮在 pH 9. 0条件下能特异地与蛋白

质中的精氨酸残基起反应,选择这两种修饰剂对酶进

行化学修饰, 在一定的修饰剂浓度范围内 (小于 100

mmo l/ L ) ,酶活力变化不大, 说明侧链氨基及精氨酸

残基与酶的活性无关,不是酶的活性必需基团.

3 � 讨 � 论

通过修饰剂对菜青虫表皮 NAGase 的化学修饰

研究,结果表明:酸性氨基酸的侧链羧基、半胱氨酸巯

基、色氨酸的吲哚基、组氨酸的咪唑基、二硫键被修饰

后,酶活性均显著下降,因此这些氨基酸残基是酶活性

的必需基团.而精氨酸残基及赖氨酸 ��氨基被修饰后
对酶活力没有影响, 不是酶的必需基团. Amutha 等

[ 8]

报道来源于耐热菌 Baci llus sp. NCIM 5120的 NA�
Gase 色氨酸、组氨酸、酸性氨基酸是该酶的活性功能

基团,其中色氨酸与底物 pNP�NAG的结合有关,而组

氨酸、酸性氨基酸与酶的催化功能有关,但巯基及赖氨

酸不是活性功能基团. L in等
[ 9]
报道蝾螺( T urbo corn�

utus ) NAGase色氨酸的吲哚基、组氨酸的咪唑基、酸

性氨基酸的侧链羧基、赖氨酸的��氨基是它的活性功
能基团,而巯基与酶活性无关.来自甲壳纲的南美白对

虾( P enaeus vannamei ) [ 10] 的 NAGase 化学修饰研究

结果表明半胱氨酸的巯基、色氨酸的吲哚基、组氨酸的

咪唑基、酸性氨基酸的侧链羧基、赖氨酸的��氨基是酶
活性所必需的, 而锯缘青蟹 ( Scy l la serr ata )

[ 11]
NA�

Gase 的二硫键及侧链氨基与酶活力无关. 关于昆虫

NAGase功能基团的研究还未见报道,但是通过比较

烟草天蛾( Manduca sex ta )与其他物种来源的 NA�

Gase 的氨基酸保守序列推测酸性氨基酸与酶的催化

或结合底物密切相关 [ 1] . 可见酸性氨基酸是不同来源

NAGase共同的保守功能基团,色氨酸的吲哚基、组氨

酸的咪唑基也是大多数 NAGase 所共有的功能基团,

但是巯基、精氨酸残基、赖氨酸 ��氨基以及二硫键与该
酶活性的相关性与其来源有关.这些不同来源的 NA�
Gase 功能基团的保守性是该酶能正常行使催化功能

的保证,而某些功能基团的改变则可能是在进化过程

中各物种为了适应各自的生活环境而出现的基因变异

而导致的.
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Studies on the Essential Groups of the ��N�acetyl�D� glucosaminidase
from the Cabbage Butterfly(Pieris brassicae)

SHI Yan, LIU Wei�feng, CHEN Q ing�x i*

( K ey L aborat ory of the M inistr y o f Educat ion for Cell Bio lo gy and T umor Cell Engineer ing ,

Scho ol o f L ife Sciences, X iamen U niv ersity , X iamen 361005, China)

Abstract: A ��N�acety l�D�g lucosaminidase ( N A Gase) w as purified from the integ ument o f the lar va o f cabbag e butterfly ( Pier is

brass icae) . T he pur ified enzyme w as determined t o be homo geneous by polyacry lamide gel electro pho resis( P AG E) . T he character s o f

functio nal gr oups of t he enzy me act ive site have been studied using chemical modificatio n metho d. T he enzy me was mo dified respec�

t ively by several chemica l modificat ion r eagents, such as ca rbidiimide( EDC) , pCM B( p�chlor omer cur ibenzoate) , N�br omo succinimide

( N BS) , br omoacetic acid( Br A c) , DT T ( dithiothreit ol) , acetic anhy dr ide and acetyl acetone at cert ain conditio n, and the residue activ ity

was assayed in no rmal r eaction media. T he results sho wed that the enzyme activ ity was decreased w hen t he carbox yl g ro up, sulfhy dr yl

gr oup, indo ly l g ro up, imidazo ly l g ro up and disulfide bo nd w ere modified, respectiv ely , which means that t hese g ro ups w ere essential

for the enzyme catalytic activ ity. T he r esults also show ed that the r esidues o f lysine, ar ginine wer e ir respect ive with the enzy me activ i�

t y.

Key words: cabbag e butterfly( Pier is bras sicae) ;��N�acetyl�D�gluco sam inidase; essent ial g ro ups; chemistr y modification
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