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黑曲霉乳糖酶催化反应特性

及水解机制的研究
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(食品科学与工程 系 ) (发酵工程系 ) (食品科学与工程系 )

摘要 从黑 曲 霉 CW L ZN U
一

3发酵液 中分离纯化得到 三种 分子 形 式的乳糖酶
,

对

其中含量最丰的 F l

进行 了研究 ;
探讨 了 p H

、

温度
、

碳水化合物对酶活性的影响
; 从

底物分子的 空 间构型及电荷分布分析 了酶对不 同底物 O N P G 和 P N P G 水解能力

的显著差别
; 以 O N P G 和 O N P S G 作为探针

,

研究 了酶作用键的专一性
; 运用关光

分光光谱法
,

对作用过程 中酶分子的构象进行 了分析
;
提 出 了乳糖酶的作用机制

。

关键词 乳糖解
, p

一

半乳糖普酶
; 乳糖酶的性质 ;乳糖酶作用机制

0 前 言

乳糖酶 ( L ac t a s e )
,

按国际酶学委员会的命名法
,

称为 p
一

D
一

半乳糖昔半乳糖水解酶 ( p
一

D
-

g a l a c t o s id e g a l a c t o h y d r o l a s e ,

E C 3
·

2
.

1
.

2 3 )
,

简称 卜半乳糖昔酶
。

有关乳糖酶的研究国外已

有不少报道 lj[ 闭
。

近年来
,

乳糖酶在食品工业中的应用 日益引起人们的重视
,

我国亦开展了

这方面的研究
。

然而有关乳糖酶催化反应特性及水解机制的研究报道不多
,

国外的一些报道

主要集中在大肠杆菌乳糖酶的研究方面川
。

·

我们从土壤中分离筛选到一株产高温乳糖酶的菌株
,

该菌对乳糖有较强的水解能力
。

通

过选育
,

获得一高产突变株 A
.

n i g e r c w L Z N u
一

3阁
,

研究了该酶有关催化反应的特性
。

1
.

1

材料与方法

酶的制备

接种 A
.

n ig e r C w L Z N U
一

3 摇瓶培养
,

过滤分离
,

( N H
;

)
2
5 0

;

分级沉淀
,

S e p h a d e x G
一

2 5

层析
,

超滤浓缩
,

所得酶液贮藏于 4 ℃冰箱 中备用
。

荧光光谱测定用酶的纯化过程为
:

发酵滤

液 经 ( N H
;

)
2
5 0

;

分级沉淀
,

S e p h a d e x G
一 2 5 层析

、

S e p h a d e x G
一

1 5 0 层析
、

D E A E
一

S e p h a d e x

A
一 2 5 离交层析

、

O e t y l
一

S e p h a d e x C L
一

4 B 疏水层析
、

C M
一

S e p h a d e x C
一

5 0 离交层析
,

超滤浓缩

得三种分子形式的圆盘电泳一条带纯酶阁
,

其中含量最丰的 F , ,

用于本研究
。
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2 Lp H和温度对酶活性的影响

p H影 响试 验 所用 的 缓 冲液 为
: 0

.

lm l o/ L甘氨 酸一盐 酸缓 冲液 (p H2
.

0~3
.

5 )
,

0
.

l m ol / L 醋酸钠缓冲液 ( p H 3
.

5一 6
.

0) 及 0
.

l m ol / L 磷酸钠缓冲液 ( p H 6
.

o ~ 8
.

0)
.

以不同

p H 缓冲液配制的 5 %乳糖溶液作底物
,

按酶活测定方法进行
,

计算不同 p H 时的反应速率
,

然后加以比较
。

最适温度的测定在 30 ~ 80 ℃范围内进行
,

于最适 p H
、

反应 15 m in 后
,

测定反应混合液

中所产生的葡萄糖 拌m ol
,

计算相对活力
。

L 3 p H
、

温度对酶的稳定性影响

p H 对酶 的稳定性影响于 p H I
.

5 ~ 10 之间进行试验
,

所用缓冲液为
: 0

.

l m ol / L 甘氨酸
-

盐酸缓冲液 ( p H I
.

5一 3
.

5 )
, 0

.

l m o l / L 醋酸钠缓冲液 ( p H 3
.

5沁 6
.

0 )
,

0
.

l m o l / L 磷酸钠缓冲

液 ( p H 6
.

o ~ 9
.

0 )
,

0
.

l m o l / L 硼酸钠缓冲液 ( p H g
.

o ~ 1 0
.

5 )
.

用不同 p H 的缓冲液将酶适 当

稀释后
,

于 30 ℃下保温 24 h
,

然后按 O N P G 法测定活力
,

计算残存酶活百分率
。

热稳定性试

验于 30 ~ 80 ℃之间进行
,

用 p H 4
.

o
、

0
.

l m ol / L 醋酸钠缓冲液将酶适 当稀释后
,

于确定的温

度下热处理 10 m in
,

立即放入冰水浴 中冷却
,

然后按 O N P G 法测定酶活
,

计算残存酶活
。

L 4 底物特异性

以含有半乳糖残基的 O N P G
、

P N P G
、

O N P S G
、

I S O S G
、

H O S G
、

乳糖等作底物
,

进行底物

特异性试验
。

以乳糖
、

O N P S G
、

I S O S G
、

H O S G 为底物
,

取 0
.

s m l
、

1
.

0 %的底物 ( p H 4
.

o )
,

0
.

l m o l / L 醋

酸钠缓冲液
,

加入 0
.

s m l 适当稀释的酶液
,

于 5 , ℃下反应 30 m in 后
,

用葡萄糖氧化酶法测定

乳糖产生的葡萄糖
,

计算每分钟产生的葡萄糖 拌m o l
.

以 s o m o g y l N e l s o n 法 [̀ ]测定 O N p S G
、

IS O S G
、

H O S G 所产生的还原糖
,

计算每分钟产生的还原糖 拜m ol
.

以 O N P G 及 P N p G 等为底物时
,

取 1 0 0拜l
、

0
.

2 5 %的 O N p G 及 p N p G
,

分别加入 2 5 0拜l
、

p H 4
.

0
、

o
·

Z m o l / L 的醋酸缓 冲液及 5 0拼 l 酶液
,

于 5 5 ℃下反 应 z s m i n 后
,

加入 0
.

4 m l
、

5 %

N a Z
C O

3

终止反应
,

用蒸馏水定容至 4m l
,

测 O D 值 ( 4 2 0n m )
,

计算每分钟产 生的半乳糖的

拜m o l
.

L S 酶促水解位置

二
\

取 0
.

s m l
、

i %的 O N P G 及 O N P s G ( p H 4
.

o
、

0
.

l m o l / L 醋酸钠缓冲液 )
,

加入 0
.

s m l 酶

液
,

用酶量 2 0川 / m l
,

于 55 ℃下反应 1 h2
,

将 O N P G 及 O N P S G 溶液和它们的反应液分别点

样
,

反应液每个样品点两个点
,

进行纸上层析 s[]
,

层析结束后
,

层析纸于室温下晾干
,

将反应

液样品的层析纸一半用于显色
,

一半用于硫基的测定
。

L 6 疏基的测定

将上述用于琉基测定的层析滤纸按样品剪开
,

然后将各滤纸条分成 5 等份
,

分别用蒸馏

水浸泡 l h
,

浸泡液中的琉基采用 D T N B 法 6[] 测定
。

1
.

7 碳水化合物对酶活性的影响

取 5 0产 l 各 种 碳水 化 合 物 ( p H 4
·

o
、

o
·

Zm o l / L 醋 酸钠缓冲液 )
,

加 入 2 0 0拼 l
、

p H 4
·

o
、

0
.

Zm o l / L 醋酸钠缓冲液和 1 0 0拼l
、

0
.

2 5 % O N P G 及 50拜l 酶液
,

于 5 5 oC 下反应 15 m i n 后
,

计

算相对酶活
。

1
.

8 酶溶液荧光光谱的测定

取 。
,

2 5 m l
、

p H 6
.

o
、

0
.

Z m o l / L 磷酸钠缓冲液
、

0
.

l m l 酶液 ( 蛋白质含量 5 0拌g ) 和 o
·

s m l
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乳糖溶液混合
,

加去离子水至 Z m l
,

摇匀后立 即用 H i t ac hi 6 5 0
一

60 型双光束荧光光度计测定

荧光
,

比色杯直径为 l e m
,

激发光为 2 8 o n m
,

发射波长为 20 0 ~ 3 0 0 n m
,

测定温度为 2 5℃
.

.1 , 主要试剂

对
一

硝基苯酚
一

p
一

D
一

半乳糖昔 ( P N P G )
:

S E R V E 公司产品
; 邻硝基苯酚书

一

D
一

硫代半乳糖

昔 ( O N P S G )
:

iS g m a
公司产品

;异丙基
一

件 D
:

硫代半乳糖昔 ( is O S G )
:

iS g m a
公司产品

;
轻乙

基
一

p
一

D
一

硫代半乳糖昔 ( H O S G )
:

S i g m a
公司产 品

;
半乳糖胺 ( G a l a e t o s a m i n e )

:
S i g m a

公 司产

品 ;
邻

一

硝基苯酚
一

件D 半乳糖昔 ( O N P G )
:

中科院上海生化所产品
;乳糖 ( A

.

R
.

)
:

上海试剂一

厂产 品
, 5

,

5
一

二硫
一

双二硝基苯 甲酸 ( D T N B )
:

F l u k a C h e m i e A G 产品
; S e p h a d e x G

一

2 5 :

瑞典

P h a m ac 谊 公司产品
;
其它试剂为分析纯或优级纯

;
荧光光度计

:
H i t a

hc i6 5 o
一

60 型
,

日本日立

公司
。

2 结果与讨论
2

.

1 p H 及温度对乳糖酶活性的影响

图 1 显示了 p H 对酶活性的影响
,

以乳

糖为底物 时
,

最适 p H 为 3
.

0 ~ 4
.

0
,

而 以

O N P G’ 为底物 时
,

最适 p H 为 3
.

0一 4
.

5
.

由

此可见
,

p H 对酶活性的影响随着底物 的不

同而发生变化
。

这一结果与文献〔2〕报道相

同
。

图 2 所示为温度对酶活性的影响
。

以

O N P G 为底物时
,

最适温度为 “ ℃ ; 以乳糖

为底物时
,

最适温度为 70 ℃
.

文献报道的黑

曲霉乳糖酶最适温度为 55 ~ 60 ℃图
,

而 A
.

门ùj01̀lǎ次à

50250只织谧友年

笼A ) O N P G 作底物

2
_

3

抓
_

5
.

( B ) 乳糖作底

n l g e r

图 1 p H 对酶活性的影响

,

可见该酶为高温酶
,

这在应用上具有重大

意义
。

C W L ZN U
一

3 乳糖酶最适温度为 “ ~ 70 ℃

……户
军 25 L 二

“
愉斌厂打喻嗽厂前

温度 ` “

C )

( A ) O N P G作底物

30 4 0 50 6 0 70 80

温度 ( 。

C )
_

( g )乳糖作底物

图 2 温度对酶活性的影响

以 O N P G 为底物时
,

温度
一

活力曲线上

在 5 5 ℃处有一肩峰
; 以乳糖为底物时

,

温度
-

活力曲线上出现两个峰值
,

一个 位于 55 ℃
,

一个位于 70 ℃ ,

这一现象未见有文献报道
。

这可能是该酶与不同底物结合后
,

表现出异

常的温度特性所致
。

.2 2 p H 与温度对乳糖酶稳定性的影响

酶的稳定性的测定是将酶在缓 冲液 中

于规定温度下处理一定时间后
,

测定残存活

力
,

故它与所用底物无关
。

图 3 所示为 p H 与

温度对 C W L ZN U
一

3 菌株乳糖酶稳定性的影

响
,

在 p H Z
·

5一 .8 5及温度 30 一 70 ℃时
,

酶是稳定的
。

即在上述范围内
,

酶活随 p H
、

温度的变

化是可逆的
,

超过上述范围
,

酶发生不可逆变性
。

压
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3 碳水化合物对乳糖酶活性的影响

文献【7〕报道碳水化合物对糖昔酶

活性有影响
。

乳糖酶属于糖昔酶
。

本研

究试验了半乳糖
、

葡萄糖等 18 种碳水

化合物 (表 1 )
。

结果表明
,

半乳糖
、

半乳

糖醛酸
一

7 一

内醋
、

O N P S G
、

I S O S G
、

H O S
-

G
、

乳糖
、

半乳糖胺对酶呈现较明显的抑

制作用
。

这些化合物分子中都含有半乳

糖残基
,

与酶的活性中心具有一定的亲

和性
,

因而对酶具有竞争性抑 制作用
。

在低浓度下
,

其它化合物无显著影响
。

P H

图 3

30 4 0 5 0 60 70 80

温度 (
。

C )

p H 与温度对酶稳定性的影响

表 1 碳水化合物对酶活力的影响

浓度
( m m o l / L )

相对活力
( % )

浓度
( m m o l / L )

相对活力
( 写 )

5 7 5
.

5 7

8 3
.

3 1

7 7 6 0

`任ǐ口几jQéǹ宁曰连
`

8
亡Jl匕nO月七40月bōbn`O甘肠j80ù,口.....

……
0̀0碑Oé月了UO比b工Jdd
`已JQ.48

0丹
SO
d1.工Qé门or口Oó内开ùO曰10

·

10010010050100100100100100100

9 6
.

9 6

9 7
.

7 0

9 0
.

5 1

9 6
。

4 1

9 1
。

8 0

9 5
.

8 2

1 0 8
.

7 6

5 3
.

4 6

9 8
.

6 1

8 5
.

1 6

1 0 3
.

0 4

9 5
.

8 5

8 3
.

6 6

9 6
。

2 2

0000000000
ù合ōbl匕,1UJ工óJU口ù勺ó勺已」

6 6
。

3 6

9 5
.

8 5

8 3
。

32

OCéOCó0000
一.1,11.1,1

碳水化合物

O N P S G

I S O S G

H O S G

半乳糖胺

D
一

阿拉伯糖

D
一

木糖
L
一

岩藻糖

D
一

半乳糖

D
一

葡萄糖

乳糖

蜜二糖

棉子糖

麦芽糖

D
一

葡萄搪醛

酸
一 7一内脂

D
一

半乳糖醛

酸
一

y- 内醋

纤维素

D
一

半乳糖醛

酸

D
一

甘露糖

L
一

山梨糖

对照

2 3
.

2 3

5 0

5 0

1 0 1
.

38

1 0 2
.

6 7

::
9 6

.

4 1

1 0 0
.

4 6

1 00

8 8
.

8 5

9 7
.

7 0

2
.

4 乳糖酶的底物特异性

以半乳糖的衍生物进行底物特异性试验
。

设以 O N P G 为底物的水解速度为 1 00 %
,

其它

基质作底物的相对水解速度如表 2 所示
。

由表 2 可见
,

C w L Z N U
一 3 菌株乳糖酶对以 件糖昔键结合的半乳糖衍生物具有水解能

力
,

当糖昔中配基不同时
,

酶的水解速度也发生改变
,

但仍能被酶水解
。

这说明 c w晚N u
一

3

菌株乳糖酶对糖昔配基要求不严格
。

S y k es 等人 8j[ 在研究黑曲霉乳糖酶性质时发现这一现

象
,

大肠杆菌乳糖酶 l1[
、

米曲霉乳糖酶图也有类似的情况
,

这可能是乳糖酶的共性
。

糖昔键中

月
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的氧原子被硫原子取代后
,

仍能被酶水解 ( O N P S G o
.

16 % )
。

H of s et w l0[ 〕在研究大肠杆菌乳

糖酶的底物特异性时
,

发现氧原子被氟原子和氮原子取代后的半乳糖衍生物也能被酶水解
。

可见微生物乳糖酶对糖昔键中的氧原子并非绝对专一
。

这对理论研究具有一定的意义
。

表 2 乳糖酶的底物特异性

底物
相对水解速度

(纬 ) 底物

I S O S G

H O S G

相对水解速度
( % )

O N P G

P N P G

L a e t o s e

O N P S G

10 0
.

0 0

28 2
。

90

3 9
.

0 0

0
。

1 6

注 O N P G
:

o
一 n i t r o p h e n y l

一

卜 D
一 g a la e t o s id e

P N P G
:

P
一 n i t r o p h e n y l

一

卜D
一 g a l a e t o s id e

O N P S G
:

0
一 n i t r o p h e n y l

一

卜D
一 t h io g a l a e t o s id e

IS O S G
:

Is o p r o p y l
一

卜 D
一 t h i o g a la e t o s id e

H O S G
:

H y d r o x y 一

俘
一

D
一 t h i o g a l a e t o s id e

O N P G 和 P N P G 是常用的乳糖酶的底物
,

具有完全相同的组成
,

常被用于酶的底物特异性

的研究
。

C w L Z N U
一

3 菌株乳糖酶对 O N P G 和 P N P G 的水解速度相差很大 (约 3 倍 )
。

文献

[ 9〕也曾报道过
,

但缺少分析和解释
。

`

这一现象可能有两个方面的因素引起的
:

( 1 ) O N P G 和

P N P G 的区别只是在苯环上连接位置不同
,

由于一 N 0
2

电负性较大
,

具有吸电子的性能
,

将

N 一 C 之间 a 一

键的电子对吸向一 N O
: ,

导致苯环上的电子云密度降低
,

即硝基具有吸电子的

诱导效应 (图 4 ( B ) )
。

另外
,

硝基上的
二
轨道与苯环上的

二
轨道形成共扼体系

,

由于氧原子的

电负性较强
,

致使共扼体系的电子云向硝基方面转移
,

即产生吸电子的共扼效应 ( 图 4 ( C ) )
。

由于上述的吸 电子效应和共扼效应
,

结果使苯 环上 电子云密度重新分布
,

导致一 N O
:

对位

的电位高于邻位的 电位 ( 图 4( D ”
。

在 O N P G 与 P N P G 中
,

半乳糖基分别连接于一 N O
:

的

邻位和对位
,

由于 一 N O
:

的作用
,

引起了 电子云转移 ( 图 5 )
,

结果造成 P N P G 中糖昔键比

O N P G 中的弱
,

故酶对 P N P G 水解速度高子 O N P G ;

N 0 2

图 4 一 N O :

对苯环上电子云的影响

( D )

N 0 2

è咖
·。è夺

。
。

今
。

.

()A

N 0 2

图 5 一 N O :

对 P N P G 及 O N P G 中糖普键的影响

( 2 ) O N P G 和 P N P G 的立体结构不同
,

如图 6 所示
。

在 O N P G 中 ( 图 6 (八 ) )
,

一 N O
:

与苯环

同位于平面 M
,

半乳糖残基 C
l
一 0 一苯环 C

:

位于另一个平面 N
,

由于空间位阻效应
,

平面
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M 与 N 不能自由旋转
,

酶只能从一个方向向糖昔键进攻
。

在 P N P G 中 ( 图 6 ( B ) )’ ,

两个平面

可以 自由旋转
,

酶分子可以从几个方向进攻糖昔键
。

故酶对 P N P G 的水解速度高于 O N P G
.

图 6 O N P G 和 P N P G 的立体结构

2
.

5 乳糖酶水解位置

酶促水解键位置的研究对水解机制的阐明具有重要意义
。

乳糖是乳糖酶的天然底物
,

由

半乳糖和葡萄糖通过 件 l
,

4 糖昔键结合成二聚糖
,

无论酶水解 c
,
一 O 或 O 一 C

; ,

结果产生同

样的两种产物
,

半乳糖和葡萄糖 (图 7 )
。

“

瞥H
徽

H

。
.了

乒垫卫哭

丫
、

毒
一
瑞

。 ` c `。 s e

+ H 2 0

口一 D一 G a la e t o s e

,

产丝琶
、 .

+
胡 H 月

_

D 一 G lu c o s e

H O卜- 一 r 0 H

( O N P S G )

7 乳糖的水解键位置与产物的关系 图 8 O N P G’ 和 D N P S G 的立体结构

底物特异性研究表明
,

该酶可以水解一系列半乳糖昔化合物
,

在这些化合物中水解键

的位置应该是相同的
。

O N P S G 与 O N P G 分子结构完全相同
,

只是
.

O N P G 中糖昔键氧原子

为硫原子取代 ( 图 8 )
,

其结果导致酶水解产物的不同
。

如水解的键为 C
,
一 O

,

则 O N P G 和

O N P S G 水解产物中都有半乳糖
,

此外
,

O N P G 还产生邻
一

硝基苯酚
,

O N P S G 产生邻
一

琉基硝

基苯 ( 图 9 )
。

反之
,

如水解的键为 O 一 C i
,

则 O N P G 和 O N P S G 水解产物中都有邻
一

硝基苯

酚
。

此外
,

O N P G 产生半乳糖
,

O N P S G 产生 1一琉基半乳糖 (图 1 0)
。

故对水解产物进行成分

分析
,

即可判定水解键位置
。

图 11 所示为 O N P G
、

O N P S G
.

及水解液纸上层析情况
,

O N P G 和 O N P S G 呈暗绿色斑

点
,

此移值 R f一 0
.

34
.

O N P G 及 O N P s G 水解后层析斑点与半乳糖相同
,

比移值 R f ~ 0
.

50 4
.

由于 S 取代 O N P G 中的糖昔键 O 原子后
,

O N P S G 的层析行为与 O N P G 无 明显差异
,

故难

以判断 O N P S G 水解产物是半乳糖还是琉基半乳糖
。

’

丫

将 O N P G 及 O N P s G 水解液平行展开的滤纸剪开
,

晾干
,

平分成 5 等份 (显色斑点对应

位置 N o
.

4 )
,

分别洗涤
,

测定琉基分布
。

结果 (表 3) 表 明
,

R f一 0
.

50 4 处硫基物质并不高于其

他位置
,

而是较均匀地分布在滤纸上
,

这就是说 R f
二 0

.

50 4 处的物质不含琉质
,

而是半乳糖
,

滤纸上分布的琉基物质是水解产生的溶于展开剂中的琉基硝基苯
。

由此可见
,

该酶水解的键为 C
,
一 O

,

W a l l e u f e l s [川在 H
Z
O

` 8

中进行 O N P G 的酶促水解反
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应
,

在产物半乳糖中发现有 Ol
“ ,

由此推测
:

大肠杆菌乳糖酶水解 C
,
一 O 键

。

后来他们用三硝

N 0 2

O N P G O N P S G

。
.

5。

} 0 0 0

刀一 D 一 G a la e t o s e o N p 刀
一

D
一

e a 恤e t o se

图 9 水解 C
I 一 O 键的产物

0
一 S H 一 n i t r o p h e n o n e

3国

朴吸 ; 尹~ 气些理 `奖气
。 N P G

仁) :树 仁沪;州
O N P S G

鄂卷
·

粼心刀一 。 一 G a一a e ot s e
O N P _ _ 。 . _ _ , _ _ _

O N p

一 匕。 “ 几、 ` U舀后

玄 } 令 诊

U
.

2 5

0 执 P S G O N P S G

l 、

塑业三一 9丝匹
.
一三巴一

水解 o h 12 h

图 10 水解 O 一 C ; 键的产物 图 1 1

基硫代半乳糖昔作底物进行研究
,

进一步证实水解的键为 c
,
一O[

` 2〕
.

大肠杆菌乳糖酶水解键相同
。

O N P G 及 O N P S G

水解液纸层析图谱

看来黑 曲霉乳糖酶和

O N P G

O N P S G 0
.

0 1 5 0
.

0 1 3 0
.

0 1 5 0 0 17 0
.

0 0 3

.2 6 乳糖酶的水解机制

图 1 所示的 p H 对酶活性的影响为一典型的钟形
,

这说明酶的活性中心至少有两个可

解离的活性必需基团
。

根据 p H 对游离酶或酶
一

底物复

合物的效应可推出
,

在最适 p H 时
,

p H 与解离基 团的

解离常数之间的关系 ls[ 〕 :

( 1 )

200080

p H 一 要( p 、
a ,

+ , 、
a 。

)

` i `

29 0 3 3 0 3 70 4 1 0

几 ( n m )

图 12 乳糖对酶荧光光谱的影响

1
.

o m m o l / L乳糖 2
.

l o m m o l / L乳糖

式中 K
a l

和 K
a Z

分别为活性中心两个可解离基团的解

离常数
。

C W L ZN U
一

3 菌 株乳糖酶 最 适 p H 为 4
.

。
,

由式

( 1) 可知
,

活性中心有一个解离基团的 户K
a :

< 4
,

另一

个 p K
a Z

> .4 Y o cn ya m a
等 人 l[’ 〕报道了黑曲菌中两个

解离基团都是一 c o O H
.

酶溶液的荧光光谱分析 ( 图 1 2) 表明
,

在底物乳糖

存在下
,

酶的荧光光谱发生显著变化
,

这种变化是乳

糖诱导引起的
,

酶蛋 白的构象改变有利于活性中心与底物的结合和催化反应 的进行
。

假设 C W L ZN U
一 3 乳糖酶的酶促水解通过正碳离子进行的

,

则乳糖的水解可用图 13 所
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示的反应机制表示
,

即
:

底物与酶分子靠近
,

诱导酶蛋白发生向有利于和底物结合的构象变

艺雇

呀H : O H ,

/
l
广一一代厂

。 〕厂一一人
·

f

回 瑞沪
’

泛
L a c at s e 卜 , ~

一~ ~ 洲产 T ~ 0

H 2 0 H

二
俏

“ 一“ C H 2 0 H

0 一 H
一

毛
= 。 色 卿

H ” 一 G ’ u c o s e

口一 D一 G a协 e t 0
eS

图 13 乳糖的酶促水解机制

化
,

然后底物与酶的活性中心结合
,

形成酶
一

底物复合物
。

活性中心的两个按基
,

一个处于解

离状态 (一 C O O H
一

)
,

另一个处于非解离状态 ( 一 C
Z
O O H )

,

此时非解离状态的一 C
Z
O O H 中

质子发生解离
,

并与糖昔氧结合
,

致使 C
,
一 0 间电子对进一步偏 向氧原子

,

C
l

呈正电性
,

原

来处于解离状态的 一 c
,
0 0 一

与 c
,

在空间上可能较接近
,

中和 c
,

的正 电性
,

从而导致 c
:
一 O

的断裂
,

水分子发生极化
,

裂解为 H + 和 O H 一 ,

H +
与一 C

Z
O O 一

结合成一 C
Z
O O H

,

O H 一
与半乳

糖基结合成半乳糖
,

扩散离开活性中心
。

底物被水解
,

酶恢复成游离酶
。

这一机制还有待进

一步证明
。
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