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［摘要］ 使用原核表达系统表达了皱纹盘鲍 （ Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 脯氨酰内肽酶 （ ｐｒｏｌｙｌ ｅｎｄｏｐｅｐｔｉ⁃
ｄａｓｅ， ＰＥＰ）， 并对其进行高度纯化。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果表明， 该酶的相对分子质量约为 ８５ ｋｕ， 其二级结构主

要由 α⁃螺旋（２８． ３％ ）、 反向平行结构（１７． ４％ ）、 平行结构（８． ７０％ ）、 β 转角（１９． ０％ ）、 无规卷曲（２８􀆰 ５％ ）
组成。 选取 ＰＥＰ 特异性荧光底物 Ｓｕｃ⁃Ｇｌｙ⁃Ｐｒｏ⁃ＭＣＡ 测定其活性， 并选取了多种常见金属盐溶液对其进行抑

制作用分析。 结果发现， Ａｌ３ ＋ 、 Ｃｕ２ ＋ 、 Ｚｎ２ ＋ 、 Ａｇ ＋ 和 Ｐｂ２ ＋ 能够抑制 ＰＥＰ 的活性。 利用圆二色谱法， 对金属

离子作用下 ＰＥＰ 的二级结构变化进行分析和计算。 分析结果表明， 不同金属离子对 ＰＥＰ 的作用效果不同：
Ａｌ３ ＋ 、 Ｃｕ２ ＋ 和 Ｚｎ２ ＋ 在影响 ＰＥＰ 结构时也影响其活性； Ｃａ２ ＋ 、 Ｍｇ２ ＋ 对 ＰＥＰ 的结构和活性均不产生明显影响，
而 Ａｇ ＋ 和 Ｐｂ２ ＋ 可在不影响 ＰＥＰ 二级结构的前提下抑制其活性。
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０　 引言
脯氨酰内肽酶 （ｐｒｏｌｙｌ ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ， ＰＥＰ， ＥＣ ３􀆰 ４􀆰 ２１􀆰 ２６） 是丝氨酸蛋白酶家族中的一种大型胞

浆酶。 ＰＥＰ 对底物的分解特征是能够识别肽链中的脯氨酸残基并实施切割， 该酶与多个肌醇循环相关

的生理过程有关， 如精氨酸血管加压素和促甲状腺激素释放激素的代谢等［１］ 。 ＰＥＰ 不同于典型丝氨酸

蛋白酶的特征在于其所作用的底物长度具有一定的限制， 其所能作用的底物长度不超过 ３３ 个氨基

酸［２ － ３］ 。 限制 ＰＥＰ 作用底物长度的因素除了底物自身性质外， ＰＥＰ 独特的结构亦是重要的影响因

素［４］ 。 ＰＥＰ 作为分子质量较大的蛋白酶， 其冗长的一级结构赋予了其折叠为复杂且精巧的三级结构的

能力。 ＰＥＰ 除了催化三联体所在的核心催化区之外， 还具有一个大部分由 β 折叠特征结构所构成的

“螺旋桨” 结构， 该结构含有 ７ 个大致呈中心对称的 “桨叶”， 与核心催化区通过两个 “铰链” 结构

连接， 形成了将典型的丝氨酸蛋白酶的催化三联体包裹在中心的 “匣式” 外观［５］ 。 由于该结构精密

复杂， 较长底物中所含有的脯氨酸残基并不能顺利通过 “匣式” 结构的周边抵达核心区域， 导致了

ＰＥＰ 对底物长度限制这一性质。 这种 “匣式” 结构广受关注， 并已被深入研究［６］ 。
先前关于 ＰＥＰ 的研究多集中在哺乳动物和细菌真菌等领域， 有关人 ＰＥＰ 在直肠癌检测中的应用

潜力［７］揭示了 ＰＥＰ 在医学领域的深度挖掘价值。 近年报道的水生生物中 ＰＥＰ 研究多集中在鱼类［８ － ９］ ，
而对贝类 ＰＥＰ 的研究尚未见报道。 鲍鱼作为我国重要的高端水产动物， 其可食部分腹足具有丰富的

蛋白质。 关于水产动物在贮藏过程中肌原纤维蛋白和胶原蛋白降解相关酶类， 已有丝氨酸蛋白酶［１０］ 、
半胱氨酸蛋白酶［１１］和金属蛋白酶［１２］等。 而 ＰＥＰ 由于其对底物大小的限制， 难以在胶原蛋白和肌原纤

维蛋白降解的初期发挥作用。 在活体中， 作为胞浆酶的 ＰＥＰ 应参与胶原蛋白和肌原纤维蛋白的新陈

代谢。 而对 ＰＥＰ 活性的抑制作用， 除了较为经典的 Ｚ⁃脯氨醛与 ＳＵＡＭ⁃１４７４６ 这两种 ＰＥＰ 特异性抑制

剂外， 金属离子、 脂肪酸［１３］ 、 合成小肽［１４］对 ＰＥＰ 的抑制作用亦被发现。 对蛋白酶而言， 金属离子具

有多重作用效应， 不仅可以作为金属蛋白酶中的必需基团促进其活性， 也可以通过与非金属蛋白酶中

活性区域发生可逆或非可逆的结合来抑制其活性［１５］ 。
本文使 用 ＮＣＢＩ 数 据 库 中 的 皱 纹 盘 鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 脯 氨 酰 内 肽 酶 全 长 序 列

（ＫＹ２１４２９０） 中的开放阅读框 （ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ） 对其进行体外表达， 获取高表达、 有活性

的皱纹盘鲍 ＰＥＰ （Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ） 后， 探讨了几种金属离子对该酶的抑制作用。 使用圆二色谱分析确定不

同金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 结构的影响， 通过配套软件计算出其二级结构的比例变化并作出比较。 通过

不同金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的作用效果进行分析， 初步预测了金属离子的作用机理， 为阐明金属离子

对 ＰＥＰ 的作用提供理论参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 表达菌株

Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 表达菌株 （Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ⁃Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３）） 为实验室自保种。 沿用原核表达体系， 含有

以 ｐＥＴ⁃２８ａ 为载体的皱纹盘鲍 ＰＥＰ 表达载体， 并能够可靠表达具活性的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ。 完整序列由 ＮＣＢＩ
数据库获取 （ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ： ＫＹ２１４２９０）。
１􀆰 ２　 主要试剂

磷酸氢二钠 ／ 磷酸二氢钠 （ＡＲ） 和其他无机金属盐类购自上海化学试剂公司； 咪唑 （ＡＲ） 购自

陇西试剂有限公司； β － 巯基乙醇购自 ＡＭＲＥＳＣＯ 试剂公司。 镍离子亲和纯化系统 （Ｎｉ⁃ＮＴＡ） 购自美

国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 生物公司。 荧光底物 Ｓｕｃ⁃Ｇｌｙ⁃Ｐｒｏ⁃ＭＣＡ 购自日本 ＰＥＰＴＩＤＥ 试剂公司； 酵母粉， 蛋白

胨购自英国 ＯＸＯＩＤ 生物公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的体外表达和纯化

·８６１·
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使用酵母粉、 蛋白胨和氯化钠配制成总体积为 ５００ ｍＬ 的标准 ＬＢ 液体培养基， 调节 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０
并密封灭菌。 冷却至室温后将表达菌株接种至培养基中并加入终质量浓度为 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 的卡那霉素， 于

３７ ℃ 、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的条件下培养 ６ ｈ 至 Ａ６００值为 ０􀆰 ６ 左右后， １８ ℃ 、 ９０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床继续培养 ３０ ｍｉｎ。 之

后迅速于超净台内加入异丙基硫代半乳糖苷 （ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β⁃Ｄ⁃ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ， ＩＰＴＧ） 使其终浓度为

０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， １８ ℃ 、 ９０ ｒ ／ ｍｉｎ 诱导表达 １５ ｈ。
将诱导后的细胞离心收集， 弃去培养基后， 用溶菌缓冲液 （２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ， ３００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑， ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ β⁃巯基乙醇， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 重悬细胞。 将重悬均匀的细胞悬浮液使用超声波

破碎装置处理， 处理后的液体在 ４ ℃下离心， 将上清上样于已用缓冲液平衡的 Ｎｉ⁃ＮＴＡ 柱上。 上样完

毕后， 使用缓冲液流洗 ３ ｈ 直至杂蛋白洗净。 换用洗脱液进行目的蛋白洗脱， 带有组氨酸标签的重组蛋

白即被洗脱下来。 依照洗脱时间收集不同组分进行蛋白质浓度的测定， 并收集蛋白质浓度较高的组分。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的活性测定

选取对 ＰＥＰ 专一的荧光底物 Ｓｕｃ⁃Ｇｌｙ⁃Ｐｒｏ⁃ＭＣＡ 进行性质测定。 酶活力测定参照 Ｗａｎｇ 等［９］ 的方

法， 使用 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＰＢＳ 缓冲液 （ｐＨ ＝ ６􀆰 ０）， 在 ２０ ℃下反应 １０ ｍｉｎ 后， 加入终止液（Ｖ（甲醇） ∶
Ｖ （水） ∶ Ｖ （异丙醇） ＝ ３５∶ ３０∶ ３５） 终止反应。 在 ３８０ ｎｍ 的激发波长下， 利用荧光分光光度计测量

其在 ４５０ ｎｍ 发射波长下的荧光强度， 根据荧光强度值标定酶活力。

图 1 Hdh鄄PEP 体外表达结果的 SDS鄄PAGE
Fig.1 SDS鄄PAGE analysis of
the recombinant Hdh鄄PEP

说明：M—标准蛋白；BA—空载载体菌株全菌液；BU—
空载载体菌株上清液；PA—表达菌株全菌液；PU—表达
菌株上清液；P1-Ni2+柱 1 号纯化结果；P2-Ni2+柱 2 号纯
化结果
Notes：M—standard protein；BA—pET28a induced by IPTG；
BU—supernatant of pET28a bacterial lysates；PA—pET28a鄄PEP
induced by IPTG；PU—supernatant of pET28a鄄PEP bacterial
lysates；P1—sample 1 of purified recombinant protein；P2—sam鄄
ple 2 of purified recombinant protein

１􀆰 ３􀆰 ３　 金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 活性的抑制作用测定

金属盐溶液将统一以 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 对应金属离子的最终浓度加入酶液中。 以不添加金属离子的酶液

作为对照。 添加金属离子的酶液按照活性测定方法进行测定。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的圆二色谱分析

将纯化后的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 使用超纯水于 ４ ℃下进行透析并调整蛋白质质量浓度至 ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ。 以超纯水

作为空白对照， 扫描波长范围 １８０ ～ ２６０ ｎｍ， 步长 １ ｎｍ。 每个样品扫描 ３ 次， 将平均值进行作图分

析。 通过 ＣＤＮＮ 软件计算出各二级结构占比。
１􀆰 ３􀆰 ５　 金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 影响的圆二色谱分析

将金属盐溶液加入到 ＰＥＰ 中， 使其最终浓度为

１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 并在 ４ ℃ 下放置 ３０ ｍｉｎ。 同时， 将 １ ｍＬ
酶液在 ６０ ℃ 下加热 ３０ ｍｉｎ 作为高温失活处理组

（ＨＴ）， 以未经处理的酶液作为对照。 将样品进行圆

二色谱分析， 通过 ＣＤＮＮ 软件计算出各处理组中 ＰＥＰ
二级结构的占比。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的表达与纯化

使用 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 表达菌株成功诱导表达并纯化得

到了高纯度重组 ＰＥＰ （见图 １）。 本研究的目的蛋白

ＰＥＰ 相对分子质量为 ８０􀆰 ３ ｋｕ， 表达载体自带的 Ｈｉｓ
标签以及载体序列所编码的肽段序列相对分子质量为

５􀆰 １ ｋｕ， 因此， 表达蛋白的理论相对分子质量为

８５􀆰 ４ ｋｕ。 诱导表达的目的蛋白在超声破碎后的菌液

上清液中大量存在， 经 Ｎｉ２ ＋ 亲和层析柱后， 得到高

度纯化 （见图 １ 泳道 Ｐ２）， 用于进一步研究。
２􀆰 ２　 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级结构与三级结构预测

以 ＮＣＢＩ 数据库中已登录的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的原始序列

·９６１·
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为基础， 根据在线软件 Ｐｒｏｔ Ｐａｒａｍ ｔｏｏｌ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）预测， Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的理论相

对分子质量为 ８５􀆰 ４ ｋｕ （含重组表达时载体自带标签）， 等电点为 ５􀆰 ９３。 运用 Ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ 在线分析其二

级结构（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｏｆｔｂｅｒｒｙ． ｃｏｍ ／ ）， 初步模拟结果表明， Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 主要由 ４ 种二级结构原件构成，
其中， α 螺旋占 ２７􀆰 ０５％ ， β 折叠占 ２８􀆰 ４７％ ， β 转角占 １０􀆰 ０６％ ， 无规则卷曲占 ３４􀆰 ４２％ 。 其中， 大量

的 β 折叠和 β 转角集中出现在 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 序列的前部， 即 “匣式” 外观中的 Ｎ 端 β 螺旋桨型结构域。
而 α 螺旋集中出现在序列后部， 即催化区域。 在此基础上， 使用 ＳＷＩＳＳ⁃ＭＯＤＥＬ 在线建模， 对 Ｈｄｈ⁃
ＰＥＰ 进行三级结构的初步模拟。 模拟结果显示 ， Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 呈现出经典的 ＰＥＰ 匣式结构 （见图 ２）， 其

三级结构明显由两个分界清晰的结构域组成。 与图 ２ａ 即 Ｆｕｌｏｐ 等［５］ 对猪 ＰＥＰ 的结构模拟结果相比，
图 ２ｂ 中 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的三级结构与其基本相似， 但在结构细节上仍有区别。

a) 猪 PEP 的三级结构预测[5]

Prediction of the tertiary structure of pig PEP
b) Hdh鄄PEP 的三级结构预测
Prediction of the tertiary structure of Hdh鄄PEP

图 2 以 SWISS鄄MODEL 为基础的 PEP 的三级结构预测

Fig.2 Prediction of the tertiary structure of Hdh鄄PEP based on SWISS鄄MODEL

２􀆰 ３　 不同金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的抑制效果
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图 3 不同金属离子对 Hdh鄄PEP 的活性影响

Fig.3 Effect of different metal ions on Hdh鄄PEP activity
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不同金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的作用效果见

图 ３。由图 ３ 可见， Ｎａ ＋ 和 Ｍｇ２ ＋ 对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的活

性没有产生影响。 Ｃａ２ ＋ 作为多种蛋白酶的激活因

子［１５］ ， 对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 同样产生了促进作用， 其相

对酶活力增加了约 １０％ 。 Ａｌ３ ＋ 、 Ｚｎ２ ＋ 、 Ｃｕ２ ＋ 、
Ａｇ ＋ 和 Ｐｂ２ ＋ 在终浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ
活性产生强烈的抑制作用， 各组的相对酶活力基

本消失。 肖琳琳等［１３］ 对鲈鱼 ＰＥＰ 的研究表明，
Ｃｕ２ ＋ 是 ＰＥＰ 的混合型抑制剂， 能够有效抑制 ＰＥＰ
的活性。
２􀆰 ４　 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的圆二色谱分析

利用圆二色谱对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 进行波长范围为

１８０ ～ ２６０ ｎｍ 扫描后， 汇总数据作图。 由图 ４ 可

见， Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 在波长 １９０ ｎｍ 处出现正吸收峰，
在 ２００ ｎｍ 处峰值变为负值。 将图 ４ 所示的点阵

序列数据导入软件 ＣＤＮＮ， 计算出 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级结构占比。 结果表明， 在 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级结构中，
α － 螺旋占比 ２８􀆰 ３％ ， 反向平行结构占比 １７􀆰 ４％ ， 平行结构占比 ８􀆰 ７０％ ， β 转角占比 １９􀆰 ００％ ， 无规

卷曲占比 ２８􀆰 ５０％ 。 相比于软件预测的结果， 圆二色谱扫描结果中的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 含有更多的 β － 转角结

构与更少的无规卷曲结构， 但其共同特征均为 β － 折叠与 β － 转角元素占据较多的结构比例， 与三级

结构模拟中体现出的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的结构特征相符。

·０７１·
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图 4 Hdh鄄PEP 的圆二色谱图

Fig.4 Circular dichroism assay of Hdh鄄PEP

２􀆰 ５　 金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 构型变化的圆二色谱

分析

对不同金属离子存在下的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 进行圆二

色谱扫描分析， 按照无抑制作用和有抑制作用对金

属离子进行分组。 由图 ５ 可见， Ｍｇ２ ＋ 、 Ｃａ２ ＋ 对

Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 无抑制作用的离子均未在与其共孵育后体

现出与对照组相比的图形改变， 总体趋势与原酶相

近。 说明这两种金属离子并未对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的整体

结构产生较大影响。 结合节２􀆰 ３ 结果， Ｃａ２ ＋ 对 Ｈｄｈ⁃
ＰＥＰ 的活性具有约 １０％ 的促进作用， 说明 Ｃａ２ ＋ 可

通过直接作用于活性中心的方式促进酶活性。
图 ６ 为具有抑制效果的金属离子对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ

影响的圆二色谱图。 与对照组相比， 金属离子组

的图线均在扫描范围内产生了偏移， 说明其抑制效果与 ＰＥＰ 的构象变化有关。 本组中， 在 ６０ ℃失活

温度下处理过样品的圆二色谱图的变化最为明显。 各实验组的构象变化均通过 ＣＤＮＮ 软件计算后总

结于表 １ 中。
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图 5 无抑制效果金属离子对
Hdh鄄PEP 影响的圆二色谱图

Fig.5 Circular dichroism assay of Hdh鄄PEP in
the presence of metal ions without inhibitory activity

图 6 具抑制效果金属离子对
Hdh鄄PEP 影响的圆二色谱图

Fig.6 Circular dichroism assay of Hdh鄄PEP in
the presence of metal ions with inhibitory activity

表 １　 不同条件处理后 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级结构占比

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

占比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％
Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｍｇ２ ＋ Ｃａ２ ＋ ６０ ℃ Ａｇ ＋ Ａｌ３ ＋ Ｃｕ２ ＋ Ｐｂ２ ＋ Ｚｎ２ ＋

α 螺旋 α⁃ｈｅｌｉｘ ２８． ３ ２９． ７ ２９． ５ ２７． ０ ２８． ３ ２７． １ ２８． ０ ２８． ６ ２７． １
反向平行 Ａｎｔｉｐａｒａｌｌｅｌ １７． ４ １３． ６ １４． １ １７． ６ １７． ３ ２０． ５ １８． ４ １７． ６ １８． ２
平行 Ｐａｒａｌｌｅｌ ８． ７ ８． ９ ８． ８ ９． ５ ８． ８ ８． ８ ８． ７ ８． ５ ９． ３
β 转角 β⁃ｔｕｒｎ １９． ０ １８． ２ １８． ３ １８． ９ １９． ０ １９． ６ １９． ２ １９． １ １９． １
无规卷曲 Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌｓ ２８． ５ ３０． ５ ３０． １ ３２． ０ ２８． ８ ２７． ９ ２８． ０ ２７． ５ ３０． ８

３　 讨论
ＰＥＰ 作为一种大型胞浆酶， 因与多个激素代谢和神经系统失调进程相关， 受到广泛关注。 但 ＰＥＰ

·１７１·
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在生物体内含量低， 利用天然蛋白研究其酶学特性有较大难度。 本研究采用体外表达法获取了大量具

有活性的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ， 并研究了多种较常见的金属离子对其的抑制效果。 对不同情况下 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的相

对活性、 圆二色谱数据和二级结构变化情况进行综合分析， 可以得出以下结论： 在无金属离子存在

下， ６０ ℃作用下的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 失活伴随着 α 螺旋的减少和无规则卷曲的增加， 表明该温度下 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ
已出现了结构上的损坏， 导致其活性降低； Ｃｕ２ ＋ 、 Ｐｂ２ ＋ 和 Ａｇ ＋ 虽然能够强烈抑制 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的活性，
但在二级结构占比方面和对照组相比并无明显变化， 说明这 ３ 种金属离子作用于 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 使其失活

的机理并非破坏其二级结构， 而是倾向于与活性中心结合或是干扰其三级结构， 从而使 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 丧

失活性。
Ａｌ３ ＋ 作为具抑制效果组中相对原子质量最小的金属离子， 却依旧有着较强的抑制作用， 且 Ａｌ３ ＋ 的

加入使 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 中的反向平行结构明显增加， 表明 Ａｌ３ ＋ 的抑制作用在一定程度上是由干扰 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ
的结构所引起的。 此外， Ａｌ３ ＋ 作为多种退行性神经疾病的诱因［１７］ ， 其毒性多体现在和铁促自由基的

竞争过程以及对抗氧化酶系统的抑制作用［１８］ ， Ａｌ３ ＋ 在强烈抑制 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 活性的同时， 明显增加了

Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的反向平行结构比例， 在一定程度上反映了其结合能力对酶结构的影响。
值得注意的是， Ｍｇ２ ＋ 与 Ｃａ２ ＋ 虽不会抑制 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 活性， 却明显影响了 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级结构， 且

与对照组相比均呈现反向平行结构减少而 α 螺旋和无规则卷曲增加的趋势。 这一差异并未在圆二色

谱图中体现得较为明显。 实际上， ＰＥＰ 对底物限制的一个重要因素即是 “匣式” 结构中富含 β 折叠

结构的 “螺旋桨” 结构。 Ｍｇ２ ＋ 与 Ｃａ２ ＋ 的作用可能通过解离部分 β 折叠结构改善了该结构域的通透

性， 其详细作用机理和应用潜质值得进一步挖掘。 有文献报道， Ａｇ ＋ 既可以通过与酶活性中心结合影

响其活性， 也会通过改变酶的构象破坏其活性［１７］ 。 在本研究中， Ａｇ ＋ 并未显著影响 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级

结构比例， 其作用或为破坏 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 活性中心与底物的结合路径， 从而抑制酶活力。 Ｐｂ２ ＋ 作为细胞

毒性离子， 对 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 产生强烈抑制效果， 但 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的二级结构占比并无明显变化， 提示 Ｐｂ２ ＋ 可

能是通过结合 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 的活性区域来抑制其活性的。
Ｚｎ２ ＋ 作为生物体的必需元素之一， 在很多金属离子相关酶类中充当辅基， 维持多种蛋白酶在细胞

质中的结构与功能。 但 Ｚｎ２ ＋ 的低浓度长期暴露会在水生生物体内累计可观的毒性［１９］ 。 本研究中，
Ｚｎ２ ＋ 作用下的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 产生了近似于高温失活的构象变化。 据此推测， Ｚｎ２ ＋ 可作用于 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 使其

部分结构被破坏， 从而使其丧失活性。

４　 结论
金属离子的抑制作用与其生物毒性似乎直接相关， 而对蛋白酶的抑制作用的详细机制却具有多样

性。 本研究通过圆二色谱法对常见金属离子作用下的 Ｈｄｈ⁃ＰＥＰ 进行二级结构含量分析， 通过与对照

组和 ６０ ℃失活组的比较， 初步推测了各金属离子在影响其活性时的作用机制。 今后拟通过测定酶动

力学参数等详细指标， 对特定金属离子的抑制机理进行探讨， 为 ＰＥＰ 的生理功能研究提供理论基础。
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