
稀土离子和钙调蛋白对乳酸脱氢酶活性的影响
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!中国科学院长春应用化学研究所稀土化学与物理开放实验室" 长春 #$%%&& ’

分别研究了三价稀土离子、稀土离子和钙调蛋白 ! ()*’ 的复合物以及作为稀土离子配体的二乙三胺五乙

酸 !+,-.’ 及其衍生物二乙三胺五乙酸 / 双二甲酰胺 !+,-./0+*.’ 和二乙三胺五乙酸 / 双 ! 异烟肼 ’
!+,-./012’ 对乳酸脱氢酶 ! 3+4’ 活性的影响。结果表明稀土离子浓度小于 $!567·3 8 # 时对酶活性具有轻微

的激活作用" 离子浓度增大到 9!567·3 8 # 后则开始表现出抑制作用: 钙调蛋白可以缓解这种抑制作用: 二乙三

胺五乙酸及其衍生物在浓度超过 ;!567·3 8 # 时对酶活性均有抑制" 这种抑制作用在加入外源的钙调蛋白后也

得到缓解。
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分类号< =9#>? $$

稀土微肥由于具有对农作物的增产作用" 已经在我国得到广泛的应用。随着稀土在农业、

畜牧业和医药领域的大量使用" 稀土离子不可避免地会随食物链进入到人体" 因此稀土离子与

生物体的相互作用也日益受到人们的关注。由于生物体系的复杂性" 稀土离子与它们相互作用

的过程也是相当复杂的" 作用机理也不甚清楚" 有关稀土进入生物体内是否有毒仍然存在争

议。有文献 @ # A报道" 稀土离子可以和生物体内的一些酶系相互作用" 影响着它们的活性和生物

体的代谢过程。

钙调蛋白 ! ()*’ 是广泛存在于真核细胞中的一种多功能的调节因子" 它通过生物体内的

钙离子介导参与许多的细胞代谢调控过程" 在细胞代谢过程中发挥着重要的作用" 调节着近三

十余种酶的活性 !如环核苷酸磷酸二酯酶" 腺苷酸环化酶等 ’ @ & A。乳酸脱氢酶 ! 3+4’是生物体糖

代谢过程中的一种重要酶系" 文献 @ $" > A曾经报道钙调蛋白对它具有一定程度的激活作用。本文

选取乳酸脱氢酶作为研究对象" 考察了稀土离子以及稀土离子取代后的钙调蛋白对它活性的

影响" 同时还研究了作为稀土离子配体的二乙三胺五乙酸及其衍生物对 3+4 酶活的影响" 初

步探讨了它们作用的机理。

# 实验部分

#? # 材料和仪器

二乙基氨基乙基 / 纤维素离子交换树脂 !+B.B/;& ’ 为 CD)E5)F 公司产品" 苯基 / 琼脂糖

凝胶购自 -D)G5)HI) 公司" 乙二醇 / 双 ! &/ 氨乙基 ’ 四乙酸 ! BJ,.’ 为 KIL5) 公司产品: 丙酮酸

钠" 还原型辅酶 2.+4 购自 0? *? 公司。二乙三胺五乙酸 !+,-.’为北京化工厂产品 !分析纯 ’ "
二乙三胺五乙酸 / 双二甲酰胺 !+,-./0+*.’ 和二乙三胺五乙酸 / 双 !异烟肼 ’ !+,-./012’ 由
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长春应化所冯江华博士馈赠。稀土氧化物 % &’()*+ ,-()*+ ./()*+ 01()*+ 纯度 223 224 5购自珠江

冶炼厂+ 使用时用浓盐酸溶解+ 配成 67 为 8 9 : 的溶液+ 用标准 ,.;< 溶液滴定测得其准确浓

度。乳酸脱氢酶 % (8==>5购自 ?@AB’ 公司+ 其它试剂均为国产分析纯。

;C#(" 型高 速冷冻 离心 机 + >DC2(( 型 紫外 C 可 见分 光光度 计 % 瑞士 EFGHIFG 公 司 5 +
EFJKC6’IBKI 酸度计+ 7L&E 层析系统 %瑞典 LM’IB’N@’ 公司 5 + 冷冻干燥系统 %美国 &’1NFGNF 公

司 5 + 超虑膜 % ?6KNHI-B 公司 5。
#3 ( 实验方法

#3 (3 # 钙调蛋白的分离纯化

E’O 参照文献 P 8 Q的方法分别用 .,<,C8( 阴离子交换层析和苯基 C 琼脂糖疏水亲和层析两

步柱层析法从牛脑中分离纯化得到+ 产物经 ?.?CL<R, 电泳结果证实为一条带+ 分子量为

#$S.’。E’O 的 脱 钙 采 用 超 滤 法 T *3 =BA E’O 溶 于 8B& ;I@UC7EJ 缓 冲 液 % 8=BBFJ·& V #+ 67
$3 8=+ 含 (BBFJ·& V # 的 ,R;<5中+ 离心除去不溶物+ 然后转入 #=B& 的超滤杯中+ 于 #3 8’HB 的

条件下用截留分子量为 #=== 的超滤膜超滤浓缩至 #B&+ 补加 8B& 缓冲液+ 继续超滤+ 如此反

复三次+ 再换用 8B& 二次去离子水超滤浓缩+ 反复四次。残留的钙离子含量用原子吸收光谱测

定 + 以 牛血 清 白蛋 白作 为 标准 蛋 白 + 用 &FWI/ 法 P : Q 测 蛋 白浓 度 。最 后将 脱 钙的 钙 调 蛋白

% ’6FE’O5冻干保存。

#3 (3 ( 乳酸脱氢酶活性测定

&.7 活性测定参照 XFIHM@GAHFG 法 P $ Q + 以丙酮酸作为底物+ 在辅酶 Y<.7 存在的条件下+
&.7 将丙酮酸还原成乳酸+ 同时将还原型的辅酶 Y<.7 转化为氧化型的辅酶 Y<.。反应总体

积为 #B&+ 缓冲液为 8=BBFJ·& V # 的 ;I@UC7EJ % 67 $3 8 5。测定时将稀释 8=== 倍的酶液和稀土离

子于 *$Z下预保温 8B@G+ 然后加入到底物中混合均匀+ 最后加入 Y<.7 启动反应+ *$Z条件下

反应+ 同时测定体系在 *"=GB 处的吸光度下降值+ 每隔 #8 秒读取一个数据+ 共连续测#3 8B@G。

酶活力定义为每分钟吸光度下降 =3 #8 所需的酶量为一个酶活力单位。

( 结果与讨论

(3 # 钙调蛋白的分离纯化和表征

E’O 是一种耐热性较好的酸性蛋白 % 6[ "3 = 5 + 在脑组织中分布最为丰富。牛脑经缓冲液匀

浆和提取后+ 分别经过 *B@G 的热处理 % 2=Z 5 + 8=4 饱和硫酸铵沉淀+ 可以除去大部分的杂蛋

白+ 最后用等电点沉淀离心分离后+ 得到 E’O 的粗产品+ 该粗产品再经过 .,<,C8( 阴离子交

换和苯基 C 琼脂糖疏水亲和层析两步柱层析法进一步纯化。图 # 给出了 E’O 分别在 .,<,C8(
柱 % ’ 5 和苯基 C 琼脂糖柱 % 1 5 上的洗脱曲线。由洗脱曲线可以看出+ 经过热处理和硫酸铵沉淀

后+ 杂蛋白的洗脱峰减少+ 有利于提高 E’O 的纯度。合并洗脱下来的 E’O+ 用十二烷基磺酸钠 C
聚丙烯酰胺凝胶电泳 % ?.?CL<R,5测定其纯度和分子量+ 结果如图 ( 所示。E’O 在电泳图上只

显示出一条带+ 纯度大于 284 + 分子量约为 #$ S.’+ 与理论值相符合。

(3 ( 稀土离子对 &.7 活性的影响

&.7 是一组含锌的金属酶+ 其活性受到金属离子的调控 P ! Q。图 * 给出了 &.7 的活性随稀

土离子浓度变化的结果。作为对照+ 同时测定了相应浓度下的锌及钙离子对酶活的影响。由图

中结果可以看出+ 当离子浓度小于 *!BFJ·& V # 时+ 稀土离子以及锌和钙离子对 &.7 均有轻微

的激活作用+ 当离子浓度升高到 :!BFJ·& V # 后+ 稀土离子则开始表现出抑制作用+ 离子浓度继
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续增大到 !%!&’(·) * + 时几乎完全抑制它的活

性, 这一结果与汪勋清等 - . /用单扫伏安法所得到

的结果相一致。与稀土离子不同的是, 高浓度的

012 3 和 452 3 则维持着对 )67 的激活作用, 这说明

二价的 452 3 可以取代 )67 活性中心的 012 3 而保

持着它的活性, 三价的稀土离子在较低浓度时也

可以取代酶分子活性中心的 012 3 离子, 发挥着和

012 3 相类似的作用。继续增大稀土离子的浓度后,
则由于其携带着较高的电荷和具有较高的离子

势, 它们除了与活性中心的配体结合以外, 在酶

分子上可能还有一些非特异性的结合位点, 当它

们结合在这些非特异性的位点后会引起酶分子较

大的构象变化, 进而影响到酶与底物的作用, 结果

表 现 出 抑 制 酶 的 活 性 。 另 外 在 该 体 系 中 补 加

8%%!&’(·) * + 的 012 3 或 452 3 后仍然不能缓解这

种抑制作用, 表明稀土离子对 )67 酶活的抑制是

一种竞争性的取代抑制作用。

29 8 稀土离子和钙调蛋白对 )67 活性的影响

45: 是一种多功能调节蛋白, 它通过如下的

机理来调节靶酶的活性; 45: 首先与 452 3 结合 ,
诱导出自身的构象变化, 暴露出肽链表面的疏水

基团, 它再与靶酶结合 , 将靶酶活性中心的抑制

肽段移位, 暴露出靶酶的活性中心, 从而提高靶

酶的活性。李晓东 - 2 /和杜国忠 - 8 /曾先后报道了 45: 对乳酸脱氢酶的活性也具有促进作用, 动力

学实验结果证实这种促进作用是一种非竞争性的激活作用, 我们在实验过程中也观察到了类

似的现象, 表明 45: 与 )67 的作用过程也符合它调控靶酶的作用机理。为了考察稀土离子与

图 + 45: 在 6<=<>#2 柱 ? +9 # @ 8#A&, 5 B和苯基 > 琼脂糖柱 ? +9 # @ +$A&, C B上的洗脱曲线

峰 + 是用缓冲液平衡得到的洗脱峰, 峰 2 是杂蛋白的洗脱峰, 峰 8 为 45: 洗脱峰

DEF9 + 4GH’&5I’FH5&J ’K 45: LMHEKEA5IE’1 CN 6<=<>#2 ?+9 # @ 8#A&, 5 B 51O CN LGP1N(>JPLG5H’JP ?+9 # @ +$A&, C B
A’(M&1J9 QP5R + A’HHPJL’1OE1F I’ M1CE1OE1F LH’IPE1J, LP5R 2 A’HHPJL’1OE1F I’ E&LMHEIN LH’IPE1J, 51O
LP5R 8 A’1I5E1E1F LMHEKEPO 45:

图 2 45: 的 S6S>Q=T< 电泳结果

DEF9 2 S6S>Q=T< HPJM(I ’K LMHEKEPO C’UE1P 45:

图 8 金属离子对 )67 活性的影响

DEF9 8 <KKPAIJ ’K &PI5( E’1J ’1 IGP 5AIEUEIN ’K )67

李伟国等; 稀土离子和钙调蛋白对乳酸脱氢酶活性的影响
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&’( 作用后对其靶酶调控作用的影响) 我们

进一步研究了稀土离子与 ’*+&’( 结合后对

,-. 酶活的影响 ) 所得到的结果如图 " 所

示。结果表明) 和稀土离子直接与 ,-. 作用相

类似的是) 在离子浓度小于 /!0+1·, 2 $ 时)
稀土离子与 &’( 结合后同样能够激活 ,-.)
但与稀土离子不同的是) 当离子浓度在 / 3
/4!0+1·, 2 $ 的范围之间 ) 尽管稀土离子和

&’( 的复合物对 ,-. 的激活程度有所下降)
但仍然要高于 ,-. 的基础活性 5没有金属离

子和 &’( 时的活性 6。由于在 &’( 上含有金

属离子的结合位点) 它可以与体系中的稀土

离子结合) 诱导出与钙离子相类似的构象变化) 进一步与 ,-. 作用后表现出促进 ,-. 的活

性。这说明 &’( 与稀土离子结合后可以部分地缓解稀土离子对 ,-. 酶活的抑制程度) 起到了

一种类似金属解毒剂的作用) 这与 &’( 在其它重金属离子中毒机制研究中所得到的结论是相

一致的 7 $4 8。高浓度的稀土离子则由于可以直接与 ,-. 作用而抑制其活性。

9: " -;<= 及其衍生物对 ,-. 酶活抑制作用

-;<= 是一种含氮的多元羧酸) 可以作为

金属离子的螯合剂与它们形成配合物。其中

>? 与 -;<= 形成的配合物由于具有良好的稳

定性和弛豫性能已经作为核磁造影剂在医学

检验中得到了广泛的应用。在比较自由稀土离

子与稀土配合物对 ,-. 影响的实验中) 我们

发现当稀土离子与 -;<= 形成的配合物在浓

度为 94!0+1·, 2 $ 时对酶活性表现出很强的

抑制作用) 其抑制程度甚至比同浓度的自由稀

土离子对酶活的抑制程度还要大) 这提示我

们 -;<= 有可能直接与 ,-. 发生了作用。为

了进一步证实这种推论) 我们考察了不同浓

度的 -;<= 及其衍生物对酶活的影响) 结果如图 @ 所示。当 -;<= 的浓度在 /!0+1·, 2 $ 以下

时) 其对 ,-. 酶活的影响不明显) 可是当浓度继续增大到 #!0+1·, 2 $ 时则表现出较强的抑制

作用) 浓度继续升高到 9@!0+1·, 2 $ 时几乎完全抑制了 ,-. 的活性。其它两种衍生物也有类

似的作用) 但抑制程度要小于 -;<= 的抑制作用) 这一现象目前还没有类似的报道。-;<= 系列

是一种较强的金属离子络合剂) 但在上述体系中加入过量的 &’9 A 或 BC9 A 离子后 5见 9: @ 6 )
-;<= 仍然表现出抑制 ,-. 的活性) 显然 -;<= 对酶活性的抑制作用不是因为它们络合了酶

活性中心的金属离子所致) 而是因为它们与酶分子发生了直接的作用) 改变了酶分子的构象)
进而影响到酶与底物的结合) 从而表现出抑制酶的活性)
9: @ 钙调蛋白和 -;<= 及其衍生物对 ,-. 酶活的影响

文献和我们的实验都已证实 &’( 对 ,-. 的酶活具有有一定程度的激活作用) 为了进一

图 " 稀土离子和 &’( 的复合物对 ,-. 活性的影响

DEF: " GHHIJKL +H KMI J+0*1INIL +H &’( OEKM P’PI I’PKM
E+CL +C KMI ’JKEQEKR +H ,-.

图 @ -;<= 及其衍生物对 ,-. 的抑制作用

DEF: @ SCMETEK+PR IHHIJKL +H -;<= ’C? EKL ?IPEQ’KEQIL +C
KMI ’JKEQEKR +H ,-.
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步证实这一结论% 我们还考察了 &’( 和 )*+, 对 -). 酶活的影响。在 )*+, 与 -). 的体系中

加入 /00!123·- 4 / 的 &’5 6 % )*+, 仍然表现出对 -). 的抑制作用% 说明 )*+, 与 -). 的作用

部位远离其活性中心% 它对 -). 的抑制作用不能通过加入过量的金属离子来缓解。有趣的是%
在上述体系中加入 &’( 后% -). 的活性却表现出明显的提高 7见表 / 8。/9: ;!123·- 4 / 的

)*+, 与 -). 作用后% 其活性仅为基础活性的 9: ;< % 加入 /00!123·- 4 / &’5 6 后活性没有明

显变化% 但在此基础上加入 0: 9$!123·- 4 / 的 &’( 后% 其活性则提高到 ;#: =<。)*+,>?)(,
和 )*+,>?@A 两种衍生物的体系也有类似的现象 % 在加入 &’( 后其活性分别由 //: ;< 和

/#: $<提高到 /0/: "< 和 /0=: $< 。这一结果证实了 &’( 对 -). 的酶活的确具有激活作用。

外源 &’( 的加入可以缓解 )*+, 对 -). 的抑制作用% 其原因可能在于 &’( 与 -). 活性部位

的肽段作用后% 诱导出酶分子活性中心的构象变化% 将酶与底物结合的部位重新暴露出来% 有

利于酶和底物的结合% 这一结果同时还说明 )*+, 以及 &’( 与 -). 作用时% 其结合位点不在

同一部位% )*+, 与 -). 的结合位点远离其活性中心% 这一结论与上述实验结果也是相符合

的。

表 / &’( 和 )*+, 及其衍生物对 -). 活性的影响

!"#$% & ’((%)*+ ,( -". ,/ *0% 1)*232*4 ,( 567 8/02#2*%9 #4 6!:1 ,; 2*+ 6%;23"*23%+

’BB’C D2EFGHG2EB
IJ3’HGKJ ’DHGKGHC L <

)*+, )*+,>?)(, )*+,>?@A
MGHN2OH &’5 6 2I &’( 9: ; //: ; /#: $
MGHN &’5 6 ": 9 /5: " /$: #
MGHN &’5 6 ’EF &’( ;#: = /0/: " /0=: $

!*NJ D2EDJEHI’HG2EB 2P )*+, ’EF GHB FJIGK’HGKJB ’IJ Q2HN /9: ;!123·- 4 /%

D2EDJEHI’HG2E 2P &’5 6 2I &’( GB /00 ’EF 0: 9$!123·- 4 /% IJBRJDHGKJ3C:
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