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文蛤抗癌多肽对 N-乙酰-B-D-氨基

葡萄糖苷酶活力的影响
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摘要:从文蛤体中分离纯化得到了抗癌多肽,研究该多肽对 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶 ( NAGase)

活力的影响,结果显示文蛤抗癌多肽对该酶有明显的抑制作用. 在本文中, 我们将深入地研究其抑

制作用机理和抑制效应类型,结果表明:随着文蛤多肽加入量的增大,该酶活力呈指数下降,测得导

致酶活力下降 50%的抑制剂浓度 ( IC 50 )为 112. 9Lg /cm
3
,该多肽对酶的抑制作用是一种可逆过程,

抑制机理表现为混合型抑制类型, 对游离酶 ( E )的抑制常数 ( K I )和酶-底物络合物的抑制常数

(K IS )分别为 77. 03和 697. 44Lg /cm
3
, 说明文蛤抗癌多肽与游离酶的结合导致酶活力的丧失,明显

的强于对酶-底物络合物的抑制效应,底物的存在对该酶被文蛤抗癌多肽抑制作用起了保护作用.
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病菌、病毒的侵染,癌细胞的增殖及转移, 自身免疫疾病等都与细胞表面的糖密切相关
[ 1 ]
. N-乙酰-B-D-

氨基葡萄糖苷酶 ( NAGase, EC 3. 2. 1. 52 )是一种位于溶酶体内的酸性水解酶,存在所有组织中,以前列腺和

肾近球肾小管溶酶体含量最高,在体内主要参与糖蛋白、氨基多糖分子内葡萄糖苷键的水解. NAGase中有多

种同工酶,大多数组织中有 A型和 B型同工酶. NAGase在正常血液中只有少量存在.近年来的研究表明, 在

肝细胞受损时,血清中该酶活性会升高
[ 2]
.有资料表明

[ 3]
, 多数肿瘤细胞中的溶酶体活性较高,而肿瘤细胞

中溶酶体活性的增强,似有利于溶解其周围的胶原基质,使肿瘤细胞易于向邻近组织侵犯或扩散转移. NA-

G ase作为溶酶体内水解酶之一,能提示溶酶体的总体功能.本文在获得锯缘青蟹 ( Scy lla serrata ) NAGase酶

制剂的基础上,探讨文蛤抗癌多肽对该酶的生物学效应.我们实验发现文蛤抗癌多肽对该酶具有较强的抑制

作用.本文首次报道了文蛤抗癌多肽在体外条件下对 NAG ase的抑制作用机理,该研究为阐明文蛤抗癌多肽

的抑癌作用机理,以及对文蛤的药用价值的进一步开发提供理论依据.

1 材料与方法
1. 1 材料

锯缘青蟹 NAGase酶液为本实验室从青蟹内脏分离纯化得到; 文蛤抗癌多肽为本实验室从新鲜文蛤

(M eretrix meretrix )中分离纯化得到;对硝基苯-N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷 ( pNP-NAG )为上海医药工业研究

院生化室产品;其余试剂均为国产 AR试剂, 所有溶液均以去离子重蒸水配制.

1. 2 方法

1. 2. 1 酶活力测定  参考文献 [ 4]并略作改变, 以 pNP-NAG为底物, 在 2. 0cm
3
反应体系中, 含 0. 05

mo l/dm
3
N aAc-HA c缓冲液 ( pH 5. 8), 0. 25mmol /dm

3
pNP-NAG,加入 10mm

3
酶液, 混匀,在 37e 恒温水浴中

准确反应 10m in,然后加入 2. 0 cm
3
0. 5mo l /dm

3
的 NaOH终止反应, 在 752型 Spectrum紫外可见分光光度计

上测定波长为 405nm的光密度值 ( OD 405nm ), 光径为 1cm, 测得在本体系下该产物的消光系数为 8. 80 @ 10
3

dm
3
/ (mo l# cm ).



台 湾 海 峡 27卷

1. 2. 2 文蛤抗癌多肽对酶活力的影响  在上述测活体系中加入不同浓度的提纯的文蛤抗癌多肽溶液,测定

酶的剩余活力,以酶的相对活力对文蛤多肽含量作图,绘制文蛤多肽对酶的抑制曲线图,测定导致酶活力下

降 50%的抑制剂浓度, IC 50值.

1. 2. 3 文蛤抗癌多肽对该酶抑制机理的判断  在含不同浓度的文蛤抗癌多肽作为效应物的测活体系中, 加

入不同量的纯化 NAGase酶液,测得酶催化 pNP-NAG水解的活力, 以酶活力对相应当酶量作图, 根据文献

[ 5]作图结果判断此多肽对酶抑制作用是否是可逆反应.

1. 2. 4 文蛤抗癌多肽对 NAG ase抑制类型及抑制常数的测定  在含不同浓度的文蛤抗癌多肽作为效应物

的测活体系中,改变底物 pNP-NAG的浓度, 加入等量的 NAG ase酶液, 测得酶催化反应当初速度, 以 L in-

ew eaver-Burk双倒数作图,通过比较酶催化的动力学参数,包括表观米氏常数 ( Km )和最大反应速度 ( vm )的

变化来判断,并通过文献 [ 6]方法,分别以双倒数的斜率和纵轴截距对效应物浓度作图,求得效应物对游离

酶 ( E)的抑制常数 (K I )和酶-底物络合物的抑制常数 (K IS ) .

2 实验结果
2. 1 文蛤多肽对 NAGase活力的影响

以文蛤抗癌多肽为效应物, 在测活体系中加入不同浓度的效应物,测得文蛤多肽对锯缘青蟹 NAGase活

力的影响.结果见图 1,随着多肽浓度的升高,酶的相对活力呈指数的下降,说明从文蛤提取的抗癌多肽对该

酶有明显的抑制作用,当多肽浓度达到 325Lg /cm
3
时, 酶的剩余活力仅为 28. 5%. 测定导致酶活力丧失一半

所需的文蛤抗癌多肽浓度为 112. 9Lg /cm
3
.

2. 2 文蛤多肽对 NAGase的抑制机理

在固定底物 ( pNP-NAG )浓度为 0. 25mmo l/cm
3
的测活体系中,加入不同浓度的文蛤多肽,改变加入 NA-

G ase的量,测定酶催化 pNP-NAG水解的活力.以酶的剩余活力对加入的酶量作图,结果见图 2. 从图 2可以

看出, 酶活力与加入的酶量关系图为一组通过原点的直线,随着效应物浓度的增大,直线的斜率降低.说明此

多肽对酶的抑制作用属于可逆过程, 该多肽是通过抑制酶活力而导致催化效率的降低,而不是通过降低有效

的酶量导致活力的下降,如果是不可逆的反应,应该是得到一组横轴截距往右移动的平行线.

2. 3 文蛤多肽对 NAGase的抑制类型及抑制常数的测定

以文蛤多肽为效应物,在测活体系中固定酶的浓度,改变底物 pNP-NAG的浓度, 测定不同浓度效应物对

酶活力的影响,以 L inew eaver-Burk双倒数作图 (图 3), 得到相交于一点在第 2象限的 1组直线, 横轴截距和

纵轴截距都因多肽浓度的变化而改变,米氏常数 (Km )和最大反应速度 ( vm )都随着多肽浓度增大而变化, Km

值增大而 vm 值下降, 其抑制机理表现为混合型效应.二次作图,以斜率和纵轴截距对多肽浓度作图为直线,
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分别可以求出该多肽对游离酶的抑制常数 ( K I )为 77. 03Lg /cm
3
和对酶-底物络合物的抑制常数 ( K IS )为

697. 44Lg /cm
3
.

3 讨论
我们探讨了文蛤抗癌多肽对 NAG ase的体外实验, 结果表明 1 /v- 1 / ( S)关系为一组相交于第二象限的

直线, 酶催化 pNP-NAG水解的动力学参数 Km和 vm 均受影响.表明该多肽可使酶对底物 pNP-NAG的亲和力

下降 ( Km 增大 ) ,也可使酶催化活力下降 ( vm 下降 ), 说明该多肽对 NAGase表现为混合型抑制效应. 混合型

抑制效应分为竞争性抑制与非竞争性抑制之间的混合型抑制以及少量存在的非竞争性抑制与反竞争性抑制

之间的混合型抑制两种中间类型.该多肽既可以与游离酶 ( E)结合,也可以与酶-底物的络合物 ( ES)结合, 也

就是说,底物 ( S)和该多肽对酶 ( E )的结合互不排斥,该多肽对 E与 S的亲和力, S对 E与该多肽的亲和力是

有影响的.因此, 兼有部分竞争性抑制作用属于非竞争性抑制与竞争性抑制之间的类型. 但底物 ( S)与酶

( E )的亲和力大于多肽与酶的亲和力.而所形成的酶-底物-多肽络合物为无活性的,不能分解出产物. 说明底

物对酶有保护作用,但即使底物浓度极高,也必有部分的酶与多肽结合.该多肽对酶作用的动力学模型可以

表示为:

  近些年来,已有研究报道
[ 7]
, 原发性肝癌病人血清中 NAGase活性值明显升高, 但原发性肝癌病人经过

相应治疗,包括手术、局部酒精或化学药物栓塞、全身化疗、射频治疗后, 整体血清 NAGase值明显下降,提示

血清 NAGase值可随着病情得到控制而下降, 血清 NAGase值测定对原发性肝癌疗效观察有积极的检测意

义.另有报道
[ 8]
,在其它癌症病人,如胃、肾脏、乳腺癌和结肠的恶性肿瘤患者的 NAGase活性也明显增高, 乳

腺癌患者血清 NAGase活性与肿瘤的分期无相关性,但和 CEA等肿瘤标志物具有相关性. 癌症患者 NAG ase
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活性病理性增高可能使肿瘤细胞新陈代谢的加快而导致细胞外排加强所致, 或是枯否氏细胞摄粒作用的加

强导致 NAGase从外循环清除减少.

本实验的结果预示该多肽有可能通过参与抑制 B-D-N-乙酰氨基葡萄糖苷酶的活力,从而起到抑制癌细

胞生长的作用.通过研究,我们从理论上阐明了文蛤抗癌多肽对 NAGase的抑制效应, 为寻找文蛤抗癌多肽

的抑癌机理提供了一些理论依据,但文蛤抗癌多肽的抑癌机理还有待于进一步更深入地研究.
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Effects of anticancer peptide from Asiatic hard clam

(Me re trix m e re trix ) on the activ ity ofB-N-acety-l D-glucosam inidase

KANG Jin-he, LENG Bo, HE L iang, FAN Cheng-cheng, WANG Q in, SH I Yan, CHEN Q ing-x i

( Key Laboratory o fM inistry o f Education fo r Ce ll B iology and Tum or C ell Eng ineering,

Schoo l of L ife Sc iences, X iam en Un iversity, X iam en 361005, Ch ina)

Ab strac:t An ant icancer peptide from A siatic hard clam ( M eretrix m eretrix ) has been purified. In this paper, the

effect of th is peptide on N-acety-l B-D-glucosam inidase ( NAGase) from mud crab ( Scy lla serrata ) was investiga-

ted. The resu lts show ed that the peptide inhibited the enzyme activ ity obviously. The inh ib itory kinet ics o f the pep-

t ide on the enzyme w as further studied. The results show ed that the residua l enzyme activity rapidly decreased w ith

increasing concentrations of the peptide. The value of IC50, the inh ib itorcs concentrat ion lead ing to loss o f 50% ac-

t iv ity, w as est imated to be 112. 9Lg /cm
3
. The inh ib ition reaction o f the peptide w ith the enzyme w as determ ined to

be reversible and the inh ib ition typew as determ ined to bem ixed-type by L inew eaver-Burk plots. The inhibition con-

stants K I and K IS were determ ined to be 77. 03Lg /cm
3
and 697. 44Lg /cm

3
, respectively. The results show that the

loss o f the act iv ity of enzyme caused by the comb ination o f peptide w ith free enzyme is obv iously stronger than w ith

the enzym e-substrate complex. The presence o f substrate offers a protection for the enzyme against the peptide inh-i

b it ion.

Key w ords: Asiatic hard clam (M eretrix meretrix ) ; anticancer peptide, N-acety-lD-g lucosam in idase; inh ib it ion; k-i

netics
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