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提要 事文报道丁武汉东胡富营养湖区(东湖T站)水体磷酸酶动力学参数(最大反应速度 

r⋯ 和米正常数 K )的季节变化规律 ，在 6月、8月和 I1月(或{『：近时问)，湖水溶解正磷酸盐的浓 

度较低而叶绿素的浓度达到高峰值．同时， _。达到撤太值．K 值明显减小。凼此 ．浮游植物可以 

通过提稿酶的反应速度以驶增强酶与底物的亲和能力这两种方式有救地利用有机辞 实睦结皋表 

明，湖水r{r对紫外线敏感的磷化台物可能足磷酸酶的竞争性抻制荆。 

关键词 水体磷酸酶 对紫外线敏感的磷化台物 湖泊礴循环 

湖水中可被生物直接利用的正磷酸盐(orthophosphate)的浓度较低 ，其含量往往难以满 

足浮游生物生长的需要口‘ 在缺磷状态 ‘，浮游植物和细菌胞外的或艰中溶解的磷酸酶将 

催化水中溶解的磷酸酯(phosphomonoester，PME)类化合物水解．释放出磷酸盐 ：此外，湖中 

溶解的对紫外线敏感的磷化合物 (UV sensitive P comp0unds，UVSP)亦可在紫外光或太阳 

光的作用下释放正磷酸盐_6]。这两种各具特色的反应构成了水生态系统中磷的生物的和非 

生物的循环、转化过程。目前，淡水水体磷酸酶的研究日趋活跃_． 。 ， 在我田 ，这一领域 

的工作尚未见报遭 ．田外已有的文献亦较少涉及水体磷酸酶的动力学特性 。本文讨论了武汉 

东湖富营养湖区(东湖 I站)水体磷酸酶动力学参数 (酶的最大眨应速度 和米氏常数 

Km)的季节变化规律。这一工作 旨在深入探讨富营养化水体磷酸酶的作用规律和特点 

材 料 与 方 法 

东湖已被分割戚 许多子湖，郭郑湖为东湖最大的湖区，面积为 l2．34kmz，I站位于郭郑 

湖内的水果湖湖湾 ，由于水果湖和茶叶港生活污水和工业废水的影响，水体 中氮、磷的含量 

明显高于其它采样站 ，因此，浮游植物不仅在数量上成倍增长，而且在群落结构_卜也发生了 

明显的变化 ，湖水变得混浊 ．富营养化程度日趋严重r 

l 991年 3月至 1992年 2月，每月从 I站采集表层水(0，5m)，将滤过 0，4—0．7L湖水的 

Whatman GFC滤膜置于 l0mL具塞试管中，加入 10mL 90 丙酮 ，静置过夜。用 751G型分 

光光度计测定经过离心的丙酮提取液上清液在 663nm及 750nm 处的消光值，根据文献[73 

鼓水生态与生物技术开放实验室和术所所长择优基盘资j出项目。研兜课题得到刘遣康戟授的支持与指导。黄样飞， 

林巍莲剐研兜员以及京胡生态系统试验站全体同志在工作『Il给干诸多帮助。诺此一并致埘． 

奉文于 1992年 4月28I：1Il皇到 7爿 4I：1改回 
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提供的公式计算湖水中叶绿紊的浓度。 

用通过 0．45̈ 孔径滤膜的过滤水样测定溶解正磷酸盐、磷酸酯(PME)和对紫外线敏感 

的磷化合物(UVSP)的浓度，具体方法如下： 

用MxLrphy和Ritoy建立的方法[ 测定溶解正磷酸盐的浓度。过滤水样在紫外灯下照射 

3h，用照射前后水样中正磷酸盐浓度的差值表示UVSP的浓度。 

将碱性磷酸酶 (Sigma，D．5ms／mL)溶解在浓度为 0．】mo]／L的 Tris援冲液中 (古 

0．O01mol／L的 MgC]2，pH9．0)，酸液与过滤水样以 1-9的比倒混合，在 37"C下保温 24h， 

用保温前后水样中正磷酸盐浓度的差值表示 PME的浓度[E]。 

酶促反应的米氏(Micha~lis—Menten)方程为 ： 

式中Km为酶的米氏常数， ～ 为酶的最大反应速度，[s]为底物浓度D1。 

．Km是酶的特征参效之一，值小表明酶与底物的亲和能力较强，即酶不需要根高的底物 

浓度就能够接近其最大反应速度 ～ 。 

求 取 sm 和 ～ 值 的 常用 方 法 是双 倒 数 法．即将 米 氏方 程 改 写 成 饲数 形 式 

(Lineweaver-Burke转换式)，使之成为形如 一4 + 6的直线方程 

上：Km．土 +—L L 。 

选择一系列不同的[s]测定与之对应的 ，根据1／r与l／[墨]的线性关系即可求得 Km 

和 一 。 

表1 采用 ⋯ Km以及PME璀度等数值根据米氏方程推算的酶促释敲正辨馥盐的建度 一 

Tab．1 The velocity of咖 e of phosphate from PME ( r )estimated 

by using the M ichsclts-M ~ teat equatlon 

m r 一  PM E— P —I- 

时同 (
mmoi／L) (nmot／L·rain) 细  L) (nmol／L·m_咀) 

1991年 3月 吼03他 33,27 0287 01 

4 0．0318 2 5B n O00O n O0 

0．0309 4 24 m 05∞  卫 01 

B n 0098 5饥g3 饥oo55 m 91 

0184 31．27 0128 0．99 
●  

8 m Ol33 5刍 78 n O212 刍 58 

0 0．oo75 45．81 m 0o43 83 

1B n o227 3 25 饥 1295 16 

11 “ 0348 '79．90 m 0184 I_35 

12 0101 35．25 0．0134 1．45 

1992年 1月 0．o213 34．86 0．0o∞ 00 

2 m 0604 46．50 n oo46 0．11 
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在束过滤湖水加入 Tris缓冲液(0．2mol／L，pH8．6)叠氮化纳(5m0I／L)以及 l3种不同浓 

度(从1．0×10Smol／L到21．OX 10一 mol／L)的磷酸酶底物对硝基苯磷酸二钠 ，在37℃下保温 

一 定时问后，~75]O型分光度计测定反应液在4l0nm处的消光值，酶解释放的对硝基苯在 

41 0nm处的克分子消化系数为1．62×1 0 ，根据米氏方程的 Lineweaver—Burke转换式利 

用回归的方法计算来过滤湖水中磷酸酶的最大 反应速度 ～ 和米氏常数 Km。 

3 4 5 6 7 8 9 i0 11 12 i 2 

r月似  

图1 叶绿素(△)和正磷酸浓度(。)以及辞酸酶的最大反应速度 ～ (Ⅱ) 

和米氏常数 Km(×)的季节变化(东胡I站)． 

F ．1 0rthophc~phate(0)and cbi0r0Dhyn(A)cone~ntrations，and _t(口) 

and Km(× )of phosphatase in Dongbu Lake(Station I)durlng the study period 

结 果 

图1表明，在6、8~[H1B，湖水中正磷酸盐的浓度较低而叶绿紊的浓度较高 ，同时，磷酸酶 

的最大反应速度 ～ 出现高峰值，米氏常数 Km在相同或相近的时间范围内(6月、9,q和12 

月)明显减小。 

将每月测出的PME浓度作为湖中磷酸酶底物浓度的近似值，同时利用每月测定的 Km 

值和 ～ 值，即可根据米氏方程，估算湖水中磷酸酶释放正磷酸盐的速度 ～  

一 3幡啭} -̂ 口EEv暑 

蛐 啪 m 帅 ∞ 钟 ∞o 哪 吣 吣 ㈣ 。 

肿 m m m m o ∞ 如 钟 蛐 加 m 0 0 O 0 O 0 O 0 O 、 ．_．̂；；} lll- 。 。 _l 
。 (1毛 ； 营 -1l u】§墨  
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= 等 
由表 1可知⋯V 亦在接近于6月、8月和11月和5月、8月以及】0--12月出现最大值。 

图2 末湖I站碱性磷酸酶的米氏常数 Km与对紫外线敏感的磷化台物(UVSP)浓度 

之间(A)以及米氏常数Km与 UVSP浓度与磷酸酯浓度之比率之间(B)的相关关系图 

Fig．2 Relationship betwccn Mlchaell吕constant(Km )of totM alkaline phosphatasc 

andthe cono~ntratloon UV—sensitive P compounds(A，r=0．7510)-and betwocnKm 

and thc ratio of UV—sonsitl~／o P tompounds to phogphomonoostcr(B，r=0．8{I1)st 

Station 1 of Donghu Lakc during tbe stud period 

讨 论 

湖水中可以直接利用的溶解正磷酸盐的含量不足时，浮游植物能够借助磷酸酶 的作用 

有效地利用有机态磷 而得以繁盛 (图1、表1)。富营养型的波兰湖泊中水体磷酸酶活性在浮 

游植物的增殖高峰期与叶绿索的浓度成正比[ ，根据这些现象以及其它有关的系统研究， 

Rysz．ard J．Chrost等提出不应混淆正磷酸盐限制与总磷限制的概念，因为即使正磷酸盐不 

足 ，可供酶解的磷酸酵类化合物仍能满足细胞生长的需要 -这一点在富营养化湖泊或许更为 

重要 ，因为就其含量而言，富营养湖水中的有机磷库可能等同于乃至于超出正磷酸盐库r”]。 

本文报道的实验结果为这一观点提供了佐证。 

值得注意的是 ，当 ～ 升高时 Km值减小， 一 和 Km的变化说明浮游植物可以通过 

提高酶的反应速度和增强酶与底物的亲和能力(即减小 Km值)这两种方式有效地转化和 

利用有机态磷。 

方差分析表 明，UVSP浓度与 Km 值之间( =l2，P< 0．05， 一0．7510)以及 UVSP 

与 PME的比率(UVSP／PME)与 K值之间( =10∞，P< 0．01． =0．84l1)均存在正相关 

关系。根据酶的抑制动力学理论 ．这种关系说明 UVSP可能是磷酸酶的竞争性抑制剂，因 

此，在湖泊磷的生物和非生物转化过程之问可能存在着某种相互调节的机制。 

@ 由表i可知，】99】年4月和199辉 1月i咧得的PME的浓度为0．O作式UVSP／PME中的分母设有意义，故只取】0组 

数据 。 
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SEASONAL VA R1ATION OF K1NETlCS pARAM  ETERS 

OF ALKALINE PH OSPH ATASE IN THE EUTROPHIC ZONE OF 

A SHALLOW CH1NESE FRESHW ATER LAKE (DONGHU LAKE) 

Zhou Yiyong X诅 Yicheng 

(Jl 妇 ，， 础 哪 曲 螂I·Wshaa 430072) 

Abstract 

Seasonal variation of kin eti~~ parameters of total alkaline ph~ phatas e in the eutrophic 

zone of a shallow Chinese freshwater lake(Donghu Lake)Was reported．The concentration of 

chlorophyll and V～ of total alkaline phosphatas e reached the highest level when am bient 

orthophosphate concentration was low and the va|ues of Michaelis constant(Km)of alkaline 

ph~ phatas e decreas ed． Thus ，phytoplankton seems to com pensate for their ph~ phorus 

deficiency not only by an in Creas e in enzym e activity but also an im proved  ability to use low 

substrate concentrations． The K m of alkaline ph~ phatas e bore a direct p~ itive relation to 

UV—sensitive P compounds (UVSP)·A better relationship by plotting Km values against the 

ratio U VSP：phosphom onoester is also found，suggestin g that U VSP is a co m petitive in hibitor 

of alkaline phosphatas c activity in the lake． 

Key words Phosphatas e in aquatic environm ent，U V -sensitive P com pounds 

P cycling in lake 
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