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牙鲆孵化酶的分离纯化及其部分生物化学性质研究
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摘要 :利用凝胶过滤柱层析和阴离子交换柱层析技术 ,从牙鲆 ( Paralichthys oli vaceus) 胚胎孵化液中分离纯

化出了大小约为 34. 8 ku 的牙鲆孵化酶。该酶卵膜裂解的最适反应温度为 35 ℃,最适 p H 为 7. 0 ;对底物酪

蛋白的米氏常数 Km值为 1. 53 mmol/ L 。该酶对丝氨酸蛋白酶和胰蛋白酶的特异性抑制剂非常敏感 ,而对其

他蛋白酶抑制剂不敏感 ,表明该酶极可能是一种丝氨酸蛋白酶类型的胰蛋白酶。此外 ,该酶可浓度依赖性地

被 ED TA 所抑制 ,被 Cu2 + 所强烈抑制 ,被 Ca2 + 和 Mg2 + 所激活 ,对 Zn2 + 则不敏感 ,表明该酶很可能是一种金

属蛋白酶。
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　　在多种动物的早期胚胎发育过程中 ,胚胎周围
都包被有一层保护性外膜 ,发育到特定阶段后 ,胚胎
必须从这层膜的包围中解脱出来即孵化 (hatching) ,

才能进一步生长和发育。许多动物如昆虫[1 ] ,棘皮
动物[ 2 ] ,两栖动物[3～5 ] ,硬骨鱼[6 ,7 ] 和哺乳动物[ 8 ] ,其
孵化都是借助于特异性酶来完成的。在鱼类和两栖
类中 ,这种专门负责胚胎孵化的关键性蛋白酶被称
为孵化酶 ( hatching enzyme , H E) 。孵化酶是由早
期胚胎中的一时性 ( t ransient) 孵化腺细胞合成与分
泌的 ,这类酶合成量极少 ,故很难分离。1989 年 ,日
本鳉鱼 ( Ory z i as let i pes ) [6 ,7 ] 和海胆 ( S t ronglocen2
t rot us p ur p urat us) [9 ] 的孵化酶被高度纯化出来 ,并
查清了其生化性质。近年来 ,海胆[10 ] 、鳉鱼[11 ] 和非
洲爪蟾孵化酶 cDNA 克隆化的成功 ,使这些酶可被
用作分子生物学探针。

20 世纪 80 年代 ,学者们便开始对日本鳉鱼、虹
鳟 ( S al mo gai rdneri Rich) 和白斑狗鱼 ( Esox l uci us

L . ) 、底 鳉 ( Fund ul us heterocl i t us ) 和 斑 马 鱼
( B rachy danio rerio)孵化酶的部分生化性质进行研
究[6 ,7 ,12～15 ] ,随后又查清了日本鳉鱼的 cDNA 序列与
基因表达模式。但在重要的经济鱼类偏口鱼中 ,至
今还未见到有关其孵化酶生物化学性质及其基因表
达模式的研究报道。目前 ,学者们也逐渐认识到 ,弄
清鱼类的孵化机制也是人为控制鱼类胚胎孵化和提
高经济鱼类种苗育成率的重要途径之一[ 16 ] 。

牙鲆 ( Paral icht hys ol i v aceus) 是中国主要的海
水经济增养殖鱼类 ,尽管其成体生产技术已比较成
熟 ,但因其苗种繁育过程中胚胎孵化率较低 ,致使其
种苗养成率很不理想 ,已在一定程度上影响了牙鲆

养殖业的经济效益。弄清牙鲆孵化酶 ( Paral icht hys

hatching enzyme , P H E)的生化性质 ,对于阐明其胚
胎的孵化机制具有重要的理论意义 ,可通过提高孵
化率进而提高牙鲆种苗养成率及养殖效益 ,因此具
有极大的应用价值和广阔的应用前景。

作者首次对海水养殖偏口鱼类 ———牙鲆的孵化
酶进行研究 ,旨在弄清其部分生物化学性质 ,为进一
步阐明牙鲆等鱼类的孵化机制奠定基础。

1 　材料和方法

1 . 1 　材料
牙鲆受精卵 ,由中国水产科学研究院黄海水产研

究所柳学周研究员与烟台海阳海珍品养殖厂惠赠。

1 . 2 　方法
1 . 2 . 1 　牙鲆胚胎的人工培养及孵化液的制备

新鲜牙鲆受精卵悬浮于新鲜海水中 ,21 ℃充气
培养。待 90 %以上的胚胎孵化后 ,用滤网捞出孵出
仔鱼 ,所得培养液即为孵化液。来自 5 000 个胚胎的
孵化液 ,于 4 ℃进行 67 %硫酸铵溶液 ( SAS) 沉淀处
理。离心 (8 000 r/ min , 30 min ; 4 ℃)收集蛋白质沉
淀 ,将沉淀溶解后用 20 mmol/ L Tris2HCl (p H 7. 0)

缓冲液透析 ;再用 Centricon 10 浓缩离心管进行脱

收稿日期 :2006204210 ;修回日期 :2006207202

基金项目 :国家教育部留学回国人员基金项目 (980418)

作者简介 :史振平 (19762) ,女 ,博士 ,主要从事海洋经济动物细胞工程

与细胞分化研究 ; 樊廷俊 ,通讯作者 ,教授 , 博士生导师 ,博士 ,电话 :

0532282031637 , E2mail ;tjfan @ouc. edu. cn

44



研究论文 · ARTICL E

Marine Sciences/ Vol. 32 ,No. 11/ 2008

盐和浓缩处理 ,至终体积 0. 3 mL 作为孵化酶粗品置
- 20 ℃保存备用。

1 . 2 . 2 　卵膜的制备
3 000 粒新鲜牙鲆卵 ,用 10 mL 玻璃注射器和 4

号针头挤破后 ,室温静置 20 min ,收集浮于上层的卵
膜 (vitelline envelope , V E) ,经蒸馏水充分冲洗后 ,

离心 (4 000 r/ min , 45 min) 收集卵膜。卵膜经超声
波破碎后 ,再用丙酮脱水处理 (10 min) 和蒸馏水冲
洗 ,悬浮于 3 mL 20 mmol/ L Tris2HCl (p H 7. 0) 缓
冲液中 ,分装后置 - 20 ℃冻存备用。
1 . 2 . 3 　酶的纯化

Sep hacryl S2100 凝胶过滤柱用 20 mmol/ L

Tris2HCl 缓冲液 (p H 7. 0) 平衡处理 14 h 后 ,将
0. 3 mL孵化酶粗品 (来自约 5 000 个胚胎) 上柱 ,用
20 mmol/ L Tris2HCl 缓冲液 (p H 7. 0) 进行洗脱 ,分
步收集洗脱组分并进行卵膜裂解活性测定 ,收集高
酶活性的峰值组分 ,经浓缩脱盐后 ,一部分作为
Sep hacryl S2100 纯化样品 ,置 - 20 ℃保存备用 ;其余
部分用阴离子交换柱进一步纯化。DEA E2sep harose

FF 离子交换柱用 20 mmol/ L Tris2HCl (p H 7. 0)缓
冲液平衡处理 2 h 后 ,将凝胶过滤纯化样品上柱 ,用
含 NaCl 浓度为 0 ,0. 1 ,0. 2 ,0. 3 ,0. 4 ,0. 5 mol/ L 的
20 mmol/ L Tris2HCl 缓冲液 (p H 7. 0) 进行梯度洗
脱 ,分步收集洗脱组分 ,进行卵膜裂解活性测定 ,收
集高酶活性的峰值组分 ,经脱盐和浓缩后 ,作为孵化
酶纯化样品置 - 20 ℃保存备用。以上柱层析纯化操
作均在 4 ℃进行。
1 . 2 . 4 　SDS2PA GE

孵化酶粗品和 Sep hacryl S2100 纯化样品经
Centricon 10 离心管浓缩和脱盐后 ,依 Laemmli [17 ]的
方法进行 SDS2PA GE ,用 0. 05 %考马斯亮蓝 R2250

显色。D EA E2sep haro se F. F. 纯化样品采用同样的
方法进行 SDS2PA GE ,用 0. 1 % AgNO3染色。
1 . 2 . 5 　酶活性测定
1. 2. 5. 1 　蛋白裂解活性测定

P H E 蛋白裂解活性的测定以 3. 3 g/ L 酪蛋白为
底物 ,参照 Yasumasu 等[6 ] 的方法进行。取 100μL

待测酶样品与 100μL 3. 3 g/ L 酪蛋白溶液混匀 ,在
30 ℃反应 30 min 后 ,加入 3 mL 冰三氯乙酸终止反
应 ,于 4 ℃静置 30 min ,离心 (5 000 r/ min , 30 min ,

4 ℃) ,收集上清液测定 A 280 光吸收值。阴性对照用
100μL缓冲液替代待测酶样品 ,其他条件相同。在
此反应条件下 ,以 A 280 值每分钟增加 0. 001 定义为
一个酶活力单位 (U) 。
1. 2. 5. 2 　卵膜裂解活性测定

PHE卵膜裂解活性的测定参照 Yamagami [18 ]的

方法进行。取 100μL 卵膜与 100μL 待测酶样品混

匀 ,在 30 ℃反应 30 min 后 ,加入 3 mL 冰冷水终止反
应 ,于 4 ℃静置 2 h ,离心 (5 000 r/ min , 30 min ,4 ℃)

收集上清 ,测定 A 280 光吸收值。阴性对照用100μL

缓冲液替代待测酶样品 ,其他条件相同。在此反应
条件下 ,以 A 280 光吸收值每分钟增加 0. 001 定义为
一个酶活力单位 (U) 。
1 . 2 . 6 　ED TA、金属离子与蛋白酶抑制剂实验

蛋白酶抑制剂碘乙酰胺 ( IAM) 、亮抑蛋白酶肽
(leupeptin) 、利马豆胰蛋白酶抑制剂 (LB TI) 、N2乙
基马来酰亚胺 (N EM) 、卵类黏蛋白 (ovomucoid) 、脒
苯基甲烷磺酰氟盐酸 ( p2A PMSF) 、抑胃酶肽 A
(pep statin A) 、苯甲基磺酰氟 ( PMSF) 、大豆胰蛋白
酶抑制剂 (SB TI) 、甲苯磺酰赖氨酰氯甲酮 ( TL C K) 、
甲苯磺酰苯丙氨酰氯甲酮 ( TPC K) 以及 ED TA 溶解
于蒸馏水中 ,苯丁抑制素 ( bestatin) 和胰凝乳蛋白酶
抑制剂 (chymostatin) 溶解于二甲基亚砜 (DMSO)

中。取不同浓度的 ED TA、金属离子 ( Zn2 + , Mg2 + ,

Ca2 + ,Cu2 + ) 和各种蛋白酶抑制剂各 20μL ,分别与
20μL 孵化酶纯品混匀 ,再各加入 50μL 3. 3 g/ L 酪
蛋白 ,于 30 ℃反应 30 min 后 ,加入 3 mL 冰三氯乙酸
终止反应 ,于4 ℃静置30 min 后 ,离心(4 ℃,5 000 r/ min ,

30 min)收集上清液 ,分别测定其 A280 光吸收值。阴
性对照用 20μL 20 mmol/ L Tris2HCl 缓冲液 (p H 7. 0)

替代上述反应体系中的酶样品 ;阳性对照用 20μL

上述 Tris2HCl 缓冲液替代反应体系中的 ED TA 或
金属离子或各种蛋白酶抑制剂 ,其 A 280 光吸收值定
为 100 %。

P H E 的活性回复实验具体方法参照 Hata [19 ]等
的方法 , P H E 纯化样品 100 μL 与 100 μL ED TA
(20 mmol/ L)混匀 ,置 0 ℃静置作用 20 min 后 ,分别
加入 100μL 5 mmol/ L 的 Zn2 + , Mg2 + , Ca2 + , Cu2 +

溶液 ,于 0 ℃中反应 3 h ,然后测定各样品的蛋白裂解
活性。
1 . 2 . 7 　温度和 p H 对 P H E 活性的影响

分别在 20 ,25 ,30 ,35 和 40 ℃的温度下以及5. 0 ,

6. 0 ,7. 0 ,8. 0 ,9. 0 和 10. 0 的 p H 下测定 P H E 的活
性 ,以确定温度与 p H 对 P H E 活性的影响。
1 . 2 . 8 　酶动力学曲线的测定

将 100μL 待测酶液与 100μL 不同浓度的酪蛋
白混匀后 ,在 30 ℃反应 30 min 后 ,加入 3 mL 冰三氯
乙酸终止反应 ,于 4 ℃静置 30 min ,离心 (5 000 r/ min ,

30 min ,4 ℃) ,收集上清液测定 A 280光吸收 ,以 A 280值
每分钟增加 0. 001 定义为一个酶活力单位。所用底
物的质量浓度分别为 2 ,3 ,4 ,5 ,6 g/ L 。并根据米氏
方程 v = V max [ S ]/ ( Km + S) (式中 S 为反应底物 , [ S ]

为反应底物浓度 , v 为反应速率 , V max 为酶完全被底
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物饱和时的最大反应速率) 及 Gollás2Galvan 等描述
的 Lineweaver2Burk 双倒数作图法[9 ] 绘制酶动力学

曲线 ,计算米氏常数 Km值。

2 　结果

2 . 1 　酶的纯化
来自 5 000 个胚胎的孵化液经 67 %硫酸铵 4 ℃

过夜沉淀 ,收集沉淀并用 20 mmol/ L Tris2HCl (p H
7. 0)缓冲液透析 ;再用 Cent ricon 10 浓缩离心管进
行脱盐和浓缩处理 ,至终体积 0. 3 mL 作为孵化酶粗
品置 - 20 ℃保存待用。经测定 ,孵化酶粗品蛋白含
量为 15. 9 mg ,酶的总活力为 118ΔA 280 ×10 - 3 / min。

用 0. 3 mL 来自 5 000 个牙鲆胚胎的 67 % SAS
沉淀的 P H E 粗品上样于 Sep hacryl 凝胶过滤柱 ,分
步收集洗脱组分 (图 1) 。以卵膜为底物分别进行卵
膜裂解活性测定 ,发现第 10～12 号洗脱组分具有很
强的卵膜溶解活性 ,将 10～12 号洗脱组分混合 ,取
出部分作为凝胶过滤纯化样品使用 ,其余样品再次
上样于 DEA E2sep harose FF 离子交换柱 ,分别对分
布收集洗脱组分进行卵膜溶解活性测定 ,发现第 26
号洗脱组分具有很高的卵膜溶解活性 ,其洗脱 NaCl
浓度为 0. 3 mol/ L ,收集第 26 号洗脱组分 ,作为
P H E 纯化样品使用。

图 1 　P H E 粗品的凝胶柱层析和阴离子柱层析
Fig. 1 　Column chromatography of crude P H E

A. P HE 粗酶的凝胶过滤柱层析 ;B. 凝胶过滤样品的离子柱层

析 (10～12 管)

A. sephacryl S2100 gel2filt ration chromatography of crude P HE ;

B. DEA E sepharose fast flow column chromatography of t he gel2
filt rated P HE fraction (No. 10～12 run2off f ractions)

以上各步的纯化倍数及得率见表 1。
表 1 　PHE的纯化结果

Tab. 1 　Purif ication of PHE

纯化步骤
总蛋白

(mg)

总酶活

( IU)

比活b

( IU/ mg)

得率

( %)

纯化

倍率

P H E 粗品a 15. 90 118 7. 42 100 1. 0

Sephacryl S2100

纯化样品
5. 24 90 17. 18 76. 27 2. 32

DEA E Sepharose

FF 纯化样品
0. 08 23. 67 295. 88 20. 06 39. 88

a. 取自 5 000 个牙鲆胚胎 , P HE 为牙鲆孵化酶 ; b. 以卵膜 (1 000

个/ mL) 作为特异性底物测定牙鲆孵化酶的卵膜裂解活性

2 . 2 　SDS2PA GE

取 P H E 粗品和凝胶过滤纯化样品各 20μL 进

行 SDS2PA GE ,用 0. 05 %考马斯亮蓝 R2250 显色。

结果表明 , P H E 粗品中含有多种蛋白 ,凝胶过滤纯

化样品中含有两种以上的蛋白 (图 2A ) 。DEA E2
sep harose F. F. 纯化样品采用同样的方法进行 SDS2
PA GE ,用 0. 1 % AgNO3 染色。结果表明离子交换

柱纯化后的 P H E 样品只有一条 34. 8 ku 的电泳带 ,

表明所得 P H E 纯化样品的纯度很高 (图 2B) 。

图 2 　P H E 不同纯化样品的 SDS2PA GE

Fig. 2 　SDS2PA GE of different P H E preparations

A. P HE 粗酶和凝胶过滤样品的 SDS2PA GE (考马斯亮蓝染色)

M. marker ; Ⅰ. P HE 粗酶 ; Ⅱ. 凝胶过滤样品

B. 离子柱样品的 SDS2PA GE(银染)

M. marker ; Ⅲ. 离子柱样品

A. crude enzyme and sephacryl f ractions ; Lane M , SDS2PA GE

middle molecular protein standards ; Lane Ⅰ, 67P2SAS precipitate ;

Lane Ⅱ, sephacryl S2100 f ractions

B. silver2stained DEA E2sepharose f raction , Lane M , SDS2PA GE

middle molecular protein standards ; Lane Ⅲ, DEA E2sepharose f rac2
tion
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2 . 3 　不同温度与 p H 值对孵化酶活性的影响

通过测定不同温度 (20～40 ℃) 与不同 p H 值

(p H 5～11)下 P H E 纯化样品的卵膜裂解活性 ,发现

温度与 p H 值对 P H E 活性均有明显的影响 ,P H E 的

最适作用温度为 35 ℃,最适 p H 值为 7. 0 (图 3) 。

图 3 　温度和 p H 对 P H E 活性的影响

Fig. 3 　Effect s of temperature and p H on P H E

2 . 4 　ED TA 和几种金属离子对孵化酶活性

的影响
　　在不同浓度 ED TA 的作用下 ,通过测定 P H E

纯化样品的蛋白裂解活性 ,发现孵化酶活性可浓度

依赖性地被 ED TA 所抑制 (表 2) 。通过测定不同浓

度的 Cu2 + , Mg2 + ,Zn2 + 和 Ca2 + 对 P H E 纯化样品的

蛋白裂解活性的影响 ,发现孵化酶活性可被 Ca2 + 和

Mg2 + 所激活、被 Cu2 + 所强烈抑制 ,而对 Zn2 + 不敏感

(表 2) 。
表 2 　EDTA和金属离子对 PHE的影响

Tab. 2 　Effects of EDTA and metal ions on PHE

处理方法 最大抑制率 ( %)

P H E 100

ED TA (1 mmol/ L) 11. 8

ED TA (5 mmol/ L) 29. 4

ED TA (10 mmol/ L) 82. 4

ED TA (20 mmol/ L) 88. 2

Cu2 + (5 mmol/ L) 5. 8

Zn2 + (5 mmol/ L) 88

Mg2 + (2 mmol/ L) 170

Ca2 + (2 mmol/ L) 447

利用浓度为 5 mmol/ L 的各种金属离子对

20 mmol/ L ED TA 预处理后的 P H E 样品进行酶活

性回复实验发现 ,只有 5 mmol/ L Cu2 + 能有效地回

复被 ED TA 所抑制的 P H E 活性 ,而其他金属离子

几乎没有回复作用 (表 3) 。
表 3 　不同金属离子对 EDTA 预处理后 PHE 的活性回复

效果

Tab. 3 　Recovery effects of different metal ions on EDTA2pre2
treated PHE

处理方法 酶活性 ( %)

P H E 100

P H E + ED TA (20 mmol/ L) 17. 4

P H E + ED TA (20 mmol/ L) + Cu2 + (5 mmol/ L) 86. 9

P H E + ED TA (20 mmol/ L) + Zn2 + (5 mmol/ L) 21. 7

P H E + ED TA (20 mmol/ L) + Mg2 + (5 mmol/ L) 30. 4

P H E + ED TA (20 mmol/ L) + Ca2 + (5 mmol/ L) 39. 1

2 . 5 　各种蛋白酶抑制剂对孵化酶活性的影

响
　　利用对各种蛋白酶抑制剂对 P H E 纯化样品的

蛋白降解活性进行研究 ,该酶活性可为 LB TI ,SB TI ,

bestatin , p2A PMSF 所强烈抑制 ,对 leupeptin ,ovo2
mucoid ,PMSF ,pep statin , TL C K 也非常敏感 ,但对

TPC K ,N EM ,IAM 和 chymostatin 不甚敏感 (表 4) 。

表明 P H E 可能是一种属于胰蛋白酶类型的丝氨酸

蛋白酶。
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表 4 　几种抑制剂对 PHE活性的影响

Tab. 4 　Effects of different protease inhibitors on PHE

抑制剂 抑制剂浓度 (mmol/ L) 最大抑制率 ( %)

LB TI 10 98. 9

SB TI 10 92. 1

bestatina 10 90. 6

p2A PMSF 20 83. 0

leupeptin 10 73. 6

ovomucoid 5 73. 2

PMSF 50 68. 7

pepstatin A 10 64. 9

TLCK 100 60. 4

TPCK 50 48. 3

N EM 100 39. 6

IAM 50 35. 5

chymostaina 2 30. 2

a 以二甲亚砜 (20 %) 为溶剂时不影响酶的活性

2 . 6 　酶动力学曲线
使用不同浓度的酪蛋白作为底物 ,研究牙鲆孵

化酶的酶动力学特性。根据 Lineweaver2Burk 双倒
数作图法绘出动力学曲线 (图 4) ,计算所得的 Km值
为 1. 53 mmol/ L 。

图 4 　P H E 的酶动力学曲线

Fig. 4 　The kinetic p roperties of P H E

3 　讨论

孵化酶是在早期胚胎发育过程中由孵化腺细胞
合成与分泌的专门负责胚胎孵化的一种关键性蛋白
酶。对多种鱼类孵化酶的研究表明 ,孵化酶不仅具
有卵壳裂解活性 ,而且具有蛋白水解酶活性[20 ] ,两栖
类也是如此[3～5 , 21 ] 。但到目前为止 ,国内外仍未见
有关 P H E 和牙鲆孵化腺细胞的研究报道。作者首
次对偏口鱼类 ———牙鲆孵化酶进行了研究 ,旨在弄
清其生物化学性质和酶性质 ,为进一步阐明牙鲆等
鱼类的孵化机制奠定基础。

Yamagami 于 1970 年设计了一种快速而有效的
孵化酶卵膜裂解活性的测定方法 ,即用卵膜作为底
物 ,通过测定酶解后反应液 A 280 值的增加来表示孵
化酶的卵膜裂解活性。并首次以卵膜为天然底物对
日本鳉鱼的 H E 活性进行了测定 ,成功地鉴定出了
日本鳉鱼 H E。鉴于卵膜为鱼类 H E 的天然底物 ,作
者选用牙鲆卵膜对 P H E 活性进行测定 ,以保证所测
酶活性确为 P H E 的特异性酶活性。

作者利用 67 %硫酸铵沉淀、Sep hacryl 凝胶过滤
柱层析和 DEA E2sep harose FF 阴离子交换柱层析 ,

从牙鲆胚胎的孵化液中分离纯化出了 P H E 分子 ,其
在 SDS2PA GE 电泳中的分子质量约为 34. 8 ku ,这
与海鞘 ( Ciona i ntest i nal is) H E (34 ku) 在大小上是
非常相似的[22 ] ,也处在底鳉 H H E 的分子质量范围
内 (15～40 ku) [20 ] ,但比日本鳉鱼 HCE (24 ku) [7 ] 、
L CE(25. 5 ku) [6 ] 、虹鳟 (10 ku) [23 ] 及白斑狗鱼 (10～
15 ku) [14 ]的 H E 要大。

牙鲆 P H E 的最适反应温度约为 35 ℃,比日本鳉
鱼和底鳉 H E 的最适温度 ( 30 ℃) 稍高[14 ] 。牙鲆
P H E 的卵膜裂解活性在 p H 7. 0 时最高 ,该最适 p H

值要低于日本鳉鱼 HCE ( 8. 0 , 8. 5) [7 ] 、L CE (p H

8. 6) [6 ] 、底鳉 H E ( 8. 0～ 8. 5 ) [15 ] 及虹鳟 H E (p H

8. 0) [23 ]的最适 p H 值。
通过对 P H E 纯化样品进行蛋白酶抑制实验发

现 ,孵化酶对 LB TI ,SB TI ,bestatin , p2A PMSF 极为
敏感 , 对 PMSF , ovomucoid , leupeptin , pep statin ,

TL C K也非常敏感 ,而对 chymostatin , TPC K ,N EM

和 IAM 却不敏感 ;由于 PMSF , p2A PMSF ,leupeptin

为丝氨酸蛋白的特异性抑制剂 ,LB TI , SB TI ,ovo2
mucoid 为胰蛋白酶的特异性抑制剂 , IAM 为巯基酶
的特异性抑制剂 ,pep statin 为酸性蛋白酶的特异性
抑制剂 ,可见 ,牙鲆 P H E 既不像是巯基酶也不像是
酸性蛋白酶 ,而是一种属于胰蛋白酶类型的丝氨酸
蛋白酶。这与在底鳉[ 15 ] 、斑马鱼[16 ] 甚至与非洲爪蟾
( X enop us l aevis) [3 ,5 ] 、小鼠[24 ] 中的研究结果是一致
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的 ;但与日本鳉鱼[6 ,7 ]和虹鳟鱼[23 ] H E 的碱性蛋白酶
性质是不同的 ,与蛙 ( R ana pi rica) [4 ] 的半胱氨酸蛋
白酶性质也不相同 ,尽管它们均是胰蛋白酶类型的
蛋白酶。

利用 ED TA 与金属离子 Ca2 + , Mg2 + , Cu2 + ,

Zn2 + 对该酶活性进行研究发现 ,该 P H E 可浓度依赖
性地为 ED TA 所抑制 ,20 mmol/ L 的 ED TA 对该酶
活性的抑制作用可高达约 90 % ;同时 ,该酶活性还能
为 Ca2 + 和 Mg2 + 所强烈激活、为 Cu2 + 所强烈抑制 ,但
几乎不受 Zn2 + 的影响。活性回复实验表明 ,Cu 离子
能够有效回复被 ED TA 所抑制的酶活性。所有这些
结果均表明 ,P H E 很可能也是一种 Cu2金属蛋白酶 ,

与日本鳉鱼[6 ,7 ] 、虹鳟鱼[23 ] 、底鳉[15 ] 、白斑狗鱼[14 ] 等
鱼类以及海鞘[22 ] 、非洲爪蟾[3 ,5 ]和蛙[4 ] H E 的金属蛋
白酶性质是相同的 ,只不过上述 H E 隶属于 Zn2金属
蛋白酶 ,而 P H E 则属于 Cu2金属蛋白酶。

综上所述 ,牙鲆作为海水鱼中偏口鱼类的代表 ,

其孵化酶在大小、反应温度、p H 值以及酶性质等方
面大都与底鳉的 H E 相似 ,均是属于丝氨酸蛋白酶
类型的金属蛋白酶。目前 ,本实验室正在进行牙鲆
H E cDNA 探针的制备和 cDNA 文库的构建研究 ,旨
在弄清牙鲆 H E 基因在孵化前后牙鲆胚胎中的时空
表达模式 ,将为进一步弄清牙鲆胚胎的孵化机制与
建立孵化率的人为提高技术奠定理论基础。
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Abstract : U sing sep hacryl S2100 column gel2filt ration and DEA E2sep harose fast flow ion2exchange chroma2
tograp hy , hatching enzyme ( H E) f rom Paral icht hys ol i v aceus ( P H E) was p urified. The molecular size of

P H E in SDS2PA GE is about 34. 8 ku , and it s choriolytic activity was optimized at p H of 7. 0 and tempera2
t ure of 35 ℃, respectively. The Km value was 1. 53 mmol/ L with t he subst rate of casein. The P H E was

very sensitive to t ryp sin2specific inhibitors and serine p rotease2specific inhibitors but not sensitive to ot her

p rotein inhibitors. The result s of inhibitors on P H E imply that P H E is most p robably a t ryp sin2type serine

p rotease. The P H E could be inhibited by ED TA in a dose2dependent manner. Metal ions of Ca2 + and Mg2 +

could greatly enhance t he choriolytic activity of P H E , whereas Cu2 + could enormously inhibit t he choriolytic

activity of P H E. But Zn2 + had shown almost no inhibition on P H E activity. The result s on ED TA and met2
al ions imply t hat t his P H E might be a kind of metallop rotease.
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