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摘要
�

采用复性电泳方法研究了金鱼组织器官蛋白水解酶及个体发生过程中蛋白水解酶的

种类和 活性变化
,

主要结果表明
�

��� 金鱼各组织器官蛋白水解酶种类差异不大
,

大多数组织

器官都具有 � � �
、

��
、

��
、

�� � � 四条带
,

但不同组织器官常具有其特异性蛋白水解酶 � 肠道

蛋白水解酶种类最多
、

活性最强
。

�� 蛋白水解酶的活性受 �� 值影响和制约
,

大多数组织器官

蛋白水解酶活性最适 � � 值为 �
�

�
�

��� 在金鱼胚胎发育早期 �从卵裂到心跳期�多数种类蛋白

水解酶不表达
,

从孵化期开始表达 � 幼鱼蛋白水解酶种类相似于成鱼组织器官蛋白水解酶
。

�� 金鱼组织器官蛋白水解酶发生于胚胎发育后期 �孵化期�
,

多数蛋白水解酶在胚后发育阶

段 �仔鱼
、

幼鱼�逐渐出现
。
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�
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在动物胚胎发育过程 中
,

随着细胞的分化
,

导致其形态发生和生理功能特化
,

进而形

成具有各种组织器官的复杂新个体
,

而这种个体发育的完成有赖于一些特异性蛋白质和

酶的选择性合成和降解
,

通过对胚胎发育过程中某些特异性蛋白质和酶的研究
,

能使我们

对细胞分化和基因表达
、

调控作用联系起来 阐明生物发育的机理
,

关于在鱼类胚胎发育过

程 中同工酶的表达及其对胚胎发有 的作用已有一些报道 �� 一��
,

而在这一过程中蛋白水解酶

的表达等研究则未见报道
,

仅见到关于鱼类肝胰脏
、

肠道蛋白水解酶的零星报道 �� 一��
�

研

究表 明
,

蛋 白水解酶不仅在蛋 白质水解过程 中起决定作用
,

而且与细胞分化
、

胚胎发育及

生物体的抗逆反应密切相关 ��,
� �

。

作者用复性电泳方法研究了金鱼不同组织器官蛋 白水解

酶的特点及胚胎发育过程 中蛋白水解酶活性的动态变化
,

探讨了蛋白水解酶在金鱼胚胎

发育过程 中的作用
。

材料与方法

所用材料均为室内水族箱饲养的 � 龄鹤顶红金鱼
。
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金鱼不同组织器官及胚胎发育不同时期蛋白水解酶的种类和活性变化 �� �

�
�

� 金鱼组织器官取材方法和样品制备 取健康无病的 � 龄金鱼
,

用冷的磷酸盐缓冲液

��
�

�� 叨�
,

���
�

�� 冲洗体表后置于冰浴上将鱼解剖
,

分别摘取眼
、

脑
、

肌肉
、

心脏
、

肝脏
、

肠

道
、

卵巢
、

精巢 � 种新鲜组织
,

在 �℃磷酸盐缓冲液中分别剪碎
,

冲洗去表面和内部的血液
,

肠道要剪开肠壁
,

清洗去 内容物
,

并剔 除肠壁脂肪
�

组织清洗干净后加人一定 比例的 � ℃

磷酸盐缓冲液
,

冰浴匀浆 � 在 �℃下
,

� ���鲍 离心 �� 而
� ,

分装上清液于 �� 
� � � �� 管

,

保存于

一 � � ℃冰箱中备用
。

�
�

� 金鱼胚胎发育不同时期取材和样品制备方法 按李璞等 �� 的人工授精方法获得受精

卵
,

置于室温中发育
,

水温 � �一�� ℃
,

� � �
�

�一�
�

�
,

每天早晚各换水一次并随时除去死卵

�胚胎 �
。

参照李璞对金鱼胚胎发育分期方法
,

分别取不同发育阶段的卵 �胚胎 �和幼鱼 �表

��
,

用 �℃磷酸盐缓冲液 ��
�

�� �� ��
,

� � �
�

�� 清洗表面
,

卵或胚胎要除去卵膜
,

加人一定 比

例磷酸盐缓冲液后
,

冰浴匀浆
,

� ℃下
、

� � � � � � 离心 � �而
� ,

分装上清液于 �� ��
� �� 管中

,

保

存于 一 �� ℃冰箱 中备用
。

� � 其他 样品蛋 白质浓度测定参照 �� ��
� �� 方法 ��  ! 采用复性单向电泳 �� �� � � �方

法 �� ’�分析研究金鱼蛋 白水解酶的种类和活性等特点
,

本方法在制备聚丙烯酞胺凝胶时
,

将

表� 金鱼胚胎发育时序和主要形态特征 �水温�� 一 �� ℃
,

���� �一�
�

��

� ��
�

� �� � � ��
� � � � �� �� �

� � ���� �� �� 比� �� � ��
� � �� �� � � �� �� �

� � � �� �� 
�� � � � ! ��

� �� ���

样品编号

� 白
�

� �

发育时期

氏
� � �� �� � � �� 

� � ����

受精后时间 �� �而��

�� � � �
�� 

�

�� 丙��� � �� � �

主要形态特征

���
� � � � �� ��� �� � ����

��田旧� �� �� ��� � �

�细胞期

� 一� ��� ��� � �

高囊胚期

血
��� ���� �� 

�

胚盘分裂为�个细胞

� ��� ��� �
��  �� �� ��

�� �� �� � � � ���

囊胚层较高
,

囊胚层上细胞数 目增多
,

而体积变小

� ��
�

�� ��
� � �

�� ��  � � ��� �� 
�

�� ��� �� ��� �� ��
� � �� � � � �� ��� �� �

��
��  � � �� �

原肠胚早期

� 泣��� � �� ��� 】�

晶状体形成期

� ���
��� 

� � � � � �� �� ��

心跳期

��  !∀ �� � �� � �

孵化期

� ��� �� ��

缥形成期

��
� �� � � � ����  ! 侧��

鳞片形成期

� � �� ��� �� � �  !
��

� � � � �

� � � !

∀ ! � # #

∃ % �! !

# &% �! !

胚盘下 包并形成胚环
、

胚盾
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易为蛋白水解酶降解的明胶 (用作蛋 白水解酶底物)共聚于分离胶里
,

电泳结束后
,

将与蛋

白水解酶结合的 SDS 用非离子去垢剂 (如 T ri to
n
X--
100) 除去

,

凝胶板里的蛋 白水解酶即

可恢复活性
,

然后将凝胶板在保温液里孵育
。

在孵育期间
,

凝胶板所含的蛋 白水解酶可将

相应位置 的明胶消化掉
,

胶板经固定后用 C
o
om
as si e B ril lan t R2 50 染色

,

整个胶板被染成

蓝色
,

但被蛋 白水解酶消化掉 明胶 的区域不再为 C oo m as si e B ril lan t R2 50 着色而成为无

色透亮 区域
,

该区域即为相应蛋 白水解酶的电泳位移
。

区域的大小和透光度代表该酶活

性的强弱
,

可用密度计定量测定
。

在电泳时
,

同时加人标准蛋白质
,

还可测知蛋 白水解酶

的相 对分子量
。

另外
,

保温液的 pH 值和化学成分可影 响蛋白水解酶的活性
,

通过调节保

温液的 pH 值
、

温度
、

加人酶的活化因子或抑制因子等来研究蛋 白水解酶的生化性质并鉴

定其种类
。

采用 10 % 分离胶
、

3 % 浓缩胶
,

样品在加样前加人 1/3 样品缓冲液 (78 % 甘油 10 m L +

3
.
sm L o

.
sm ol

、

p H 6

.

s 的 T ri s一H C I + 1 0 g S
DS

+ 8 6
.
5 m L 双蒸水)

,

每种样品加 2 槽
,

每槽加

样 100 “g 蛋白质 (唯肠道样 品加样 10尸g )
,

电泳时电流不超过 10m A /板
,

4 ℃下 电泳 巧一
17h

。

电泳后用洗涤液 (3
.
039 T ri s一b as e

、

1 2 m L T ri to

n

x--

I O O

、

s o o m L 双蒸水
、

p

H6

.

5 ) 洗涤

胶板 30而
n ,

用双蒸水洗 15而n
、

胶板保温液 (0
.
lm ol O y

、

s

mm

o
l C

aO

Z

分别调所需 pH )

洗 涤 sm in 后
,

放人 保温 液 中置 37 ℃ 温 箱 中保温 24 h
。

胶板 的 固定
、

染 色
、

脱色参 照

Laem m h 方法112〕进行
。

电泳时还同时加人标准蛋 白质
,

按标准蛋 白质的相对迁移率作标准

曲线
,

从曲线上查知相应蛋 白水解酶的相对分子量
。

2 结果

2
.
1 金鱼不同组织器官蛋白水解酶的种类

、

活性及 pH 值的影响

金鱼不 同组织器官蛋 白水解酶的种类
、

活性及 pH 值的影响归纳如表 2
。

从表 2 及图 1

结果来看
,

眼组织蛋 白水解酶种类较少
,

仅有 113 kD
、

69
k D

、

5 3 k D 和 20kD 4 条酶带 (图

IC一G
,

a)

,

20
k D 蛋 白水解酶仅在 pH S

.
5 可检出 (图 IC

,

a)

,

是一种酸性蛋白水解酶
,

其

它 3 条酶带在大部分 pH 值下可检出
,

在 pH3
.
5

、

p

H4

.

5 未检 出
;
其活性随 pH 增大而加强

,

p H S

.

5 时最强 (图 IE
,

a
)

,

p H 再增大 (9
.
5 、

1 0

.

5
) 时

,

其活性又明显下降 (图 IF
、

o

,
a

)

。

说明这三种蛋白水解酶可能是碱性蛋 白水解酶
。

脑组织蛋白水解酶种类最少
,

仅检出 113kD
、

6 9 k D 两条酶带 (图 ID
、

E

、

E G

,

b)

,

p H 对这两种蛋白水解酶的活性的影响和眼组织相似
。

肌 肉组织 蛋 白水解 酶种 类较 多
,

共 检 出 14 7kD
、

1 1 3 k D

、

6 9 k D

、

5 2 k D

、

4 3 k D

、

2 0 k D

、

1
6 k D

7 条酶带 (图 IC一G
,

c

)

,

其 中 113
、

6 9

、

2 0

、

1 6 k D 为其它组织器官共有
,

p H 对肌肉蛋白水解酶活性 的影响类似于其它组织
,

但 20 kD 和 43 kD 两条带例外
,

20
k D 蛋

白水解酶 在酸性 (p形
.
5

、

5

.

5
) (
图 IB

、

C

,
c

) 和碱性 (pH S
.
5

、

9

.

5

、

1 0

.

5
)

(
图 IE

、

F

、

G

,

c) 时均表现较强活性
,

而在 中性时活性反而较弱 (图 ID
,

c)

。

而 43 kD 蛋 白水解酶仅在

pH 10
.
5 时能检出 (图 IG

, 。
)

,

显然是一种碱性蛋白水解酶
。

」

心脏蛋 白水解酶和肌肉组织很相似
,

但心脏 20 kD 蛋 白水解酶仅在 pHS
.
5检出 (图 IE,

d)
,

且活性很弱
,

这与肌 肉组织有较大差异
,

而心脏组织 的 16k D 蛋白水解酶却在 pHg
.
5 表

现出最强活性 (图 IF
,

d)

,

其它 pH 时均较弱或不表达
。
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表2 金鱼组织器官蛋白水解醉的种类
、

活性及pH 的影响
’

Ta

b Z T 七e ki nd s
、

ac
ti

v
i ti

e s a n
d P H 刁

epe ndenc e of Pro te inas
es in th e tiss讹5 of G oldfi

sh

一-一 组织器官
- -

一蛋白永解酶分子量 (K D〕
Ti ssue s M of eeul ar w eight of Pro telnas

es

250 174 147 133 113 86 72 69 53 52 43 40 35 31 27 25 20 18 16
pH3 万 心 He ar’t

肝 U ver
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+
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精巢 Spe rm
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art

肝 Li ver

肠 G ut 4 + 2 +

卵巢 Ov
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特有蛋白水解酶 (174
、

1 33

、

43
k D )

。

至幼鱼期 (鳞片形成期)蛋白水解酶种类 已基本接近成

鱼组织器官蛋 白水解酶
,

共检出 250
、

1 1 3

、

8 6

、

6 9

、

5 2

、

4
3

、

4
0

、

3 5

、

3 1

、

2
0

、

1
8

、

1
6 k D 等 12 条酶

带 (图 2
,

h)

,

金鱼成鱼各组织器官蛋白水解酶到幼鱼期大多都已表达
。

3 讨论

3
.
1 金鱼组织器官的蛋白水解酶及其异同

从实验结果来看
,

金鱼 8 种组织器官中
,

除肠道组织外
,

其它组织蛋 白水解酶种类很

相似
,

大多都具有 113
、

69

、

2 0

、

1 6 k D 4 条蛋白水解酶带
,

但每种组织常有其自身的特异

性酶带
,

如肌 肉组织特有的 20 kD 酸性蛋白水解酶 (图 IB
、

C

,

c)

,

肝脏 中 8IkD 中性蛋 白水

解酶 (图 ID
,

e

)

,

心脏
、

肌 肉组织特有的 14 7
、

4 3 k D 碱性蛋 白水解酶
,

肠道特有的 250
、

1 7 4

、

1 3 3

、

8 6

、

7 2

、

5 2

、

3 5

、

3
1

、

1
8 k D 蛋 白水解酶

,

从蛋 白水解酶的种类来看
,

以肠道最多
,

肝脏次

之
,

肌 肉
、

心脏
、

眼
、

脑
、

生殖腺依次减少
。

从蛋白水解酶的活性来看
,

也是 以肠道最强
,

这

是由肠道执行消化食物蛋白质的功能决定的
,

其次是肝脏
、

肌 肉
、

心脏
、

眼
、

精巢
,

卵巢和脑

组织最弱
。

1 2 关于肌肉组织中的 20 kD 蛋 白水解酶

金鱼大部分组织器官中的 20 k D 蛋白水解酶在偏弱碱性时 (P H 8
.
5) 活性最强

,

而肌 肉

组织 中 20k D 蛋 白水 解酶不仅在弱碱性 时活性 强
,

而酸性 时也表 现 出较强 的活性 (如

p
H4
.
5一5

.
5 时)[ 图 IB

、

C

,

c]

。

因此推测肌肉中20 功蛋白水解酶是分子量相 同的两种蛋白

水解酶
,

即肌肉组织中具有 20 kD 的酸性蛋白酶和碱性蛋 白水解酶
,

碱性蛋 白水解酶为其

它组织共有
,

而酸性蛋 白水解酶为肌 肉组织所特有
,

这种蛋白酶可能与肌 肉组织的 自主性

收缩运动生理功能密切相 关
,

因为在肌肉收缩运动时常呈现酸性环境
。

关于这种蛋白水

解酶的生化性质 (如等电点
、

结构
、

性质等)和生理功能有待于进一步研究分析
。

3. 3 关于肝脏
、

肠道蛋 白水解酶及其消化功能

肠道蛋白水解酶种类最多
、

活性最强
,

其中大部分是一些跟肠道中食物蛋 白质的消化

密切相关的组织蛋白水解酶
,

这些蛋 白水解酶的最适 pH 偏弱碱性
,

与饱食时肠液 pH 相一

致
,

这一结果也与倪寿文等[6] 对草鱼
、

鲤等肠道蛋 白水解酶活性研究结果相吻合
。

关于肠道蛋 白水解酶的来源
,

不同研究者看法不一
,

J

any

【” ]认为银螂肠道主要分泌肠

激 活酶
,

以 激 活肝 胰脏 分泌 的蛋 白水 解酶 原
,

而 Sarb幽
[l4]则报 道螂 肝胰脏

、

肠
、

肠 球

(i nte sti nal bo lb )都分泌蛋 白水解 酶
。

从本结果来看
,

金鱼肠道蛋 白水解酶可能大部分为

肠道所分泌
,

但也不能排除肝脏分泌后被肠激酶激活的可能
,

这一问题有待于应用免疫酶

组织化学方法研究
。

3. 4 p H 值对金鱼组织器官蛋 白水解酶活性的影响

金鱼组织器官蛋 白水解酶活性受 pH 值的影响和制约
,

大部分蛋 白水解酶在低 pH 值

时 (P H3
.
5一5

.
5) 无活性或活性很弱 (图 IA-- C)

,

随着 pH 升高 (P H 7
.
0一8

.
5)(图 1介E)

,

蛋 白

水解酶活性明显加强
,

且以 p H S
.
5 时最强

,

p H 值再升高 (P H9
.
5一10

.
5)( 图 IP G )

,

活性又

迅速下降
,

因此
,

金鱼组织器官蛋 白水解酶最适 pH 值大多为 8
.
5

,

即大部分都是弱碱性蛋

白水解酶
。

尽管 pH 值对蛋 白水解酶的活性起着制约作用
,

但对组织器官蛋白水解酶的种

类影响不大
,

除极个别情况外
,

同一组织器官蛋白水解酶在不同 pH 值时其种类基本相同
,



期 李效宇等
:
金鱼不同组织器官及胚胎发育不同时期蛋白水解酶的种类和活性变化 135

仅活性不同而已
。

3. 5 金鱼蛋白水解酶的发生

金鱼组织器官蛋白水解酶在胚胎发育早期均不表达
,

这是 由于早期胚胎发育阶段细

胞同化作用 占优势
,

大部分组织器官未发育健全
,

还不可能行使其生理功能
,

因此
,

体现组

织器官特异性的蛋 白水解酶未表达或发生
,

但原肠胚期检出的 106 kD 蛋 白水解酶是这一

发育时期的特异性蛋白水解酶
,

它是母细胞 m R N A 的表达而非胚胎基因控制下的新酶分

子的合成
。

考虑到原肠胚期主要进行胚层分化 (细胞分化)
,

因此这种蛋 白水解酶可能跟

细胞分化有一定关系
。

金鱼组织器官蛋白水解酶的发生始于孵化期
,

该时期 174
、

1 4
7

、

1
13 和 20k D 蛋白水解

酶表达
,

这些蛋 白水解酶可能是 由胚胎基 因编码合成 的
,

由于孵化期 已有呼吸
、

循环等生

命现象
,

并伴有很强的肌肉收缩运动
,

这些蛋 白水解酶的发生可能与该时期生理活动相适

应
。

到仔鱼期 (未开食)蛋 白水解酶发生进一步增加
,

此时仔鱼 已不是胚胎而成为完全独

立的新个体
,

各种生理机能都趋于完善和复杂化
,

相应蛋 白水解酶种类增加
,

但 由于仔鱼

尚不 能平游
,

也未开始摄食
,

蛋 白水解酶活性很弱
,

且肠道中大部分蛋 白水解酶不表达
。

到幼鱼期
,

蛋 白水解酶种类 已很接近成鱼
,

大部分蛋 白水解 酶都已发生或表 达
。

由此可

见
,

金鱼组织器官蛋 白水解酶是在胚胎发育后期逐渐发生和表达的
,

大部分是胚胎或新个

体基因编码的蛋 白水解酶
,

其基 因调控的分子机理有待进一步研究
。

3. 6 关于孵化期的蛋白水解酶

孵化期特有 的两种活性很强的蛋 白水解酶 (229
、

1 8 8 k D ) ( 图 2
,

f) 可能是胚胎孵化腺

细胞所分泌的孵化酶
,

它与胚胎破膜时卵膜蛋白的水解有关
,

关于这两种蛋白水解酶发生

时期
、

活性表达
、

衰退和消失时期及其生化特性有待于进一步的研究
。
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