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翘嘴鳜胚胎发育期间酸性和碱性磷酸酶活性的变化
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（湖南第一师范学院基础生物学实验室，湖南长沙４１０２０５）

　　摘要：酸性磷酸酶和碱性磷酸酶作为一种磷酸单酯水解酶，在蛋白（酶）的去磷酸化过程中起着非常重要的作用，
研究发现磷酸酶是动物发育过程中物质代谢的重要调控酶。采用磷酸苯二钠比色法检测翘嘴鳜（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ）胚
胎发育期间酸性磷酸酶和碱性磷酸酶的活性变化。结果显示，胚胎受精后进行细胞分裂时的酸性和碱性磷酸酶活性

较低，分别为（０．４３６±０．０５１）Ｕ／ｇ和（０．０６１±０．００９）Ｕ／ｇ，发育至囊胚期时酶活性均有微量下降；而从原肠胚时期开
始，酸性和碱性磷酸酶的活性随胚胎发育的进行呈现上升趋势，在出膜时期达到最高，分别为（１．０７６±０．０６３）Ｕ／ｇ和
（０．３３５±０．０２１）Ｕ／ｇ，酶活性显著增强（Ｐ＜０．０５）。这一结果表明，翘嘴鳜胚胎在原肠胚期合成了磷酸酶，且磷酸酶
在胚胎发育期间的细胞增殖、信号传导和物质代谢等方面可能发挥重要作用。
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　　酸性磷酸酶（ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＣＰ）和碱性磷酸酶
（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＫＰ）广泛存在于动物各种组织，是非
特异性的磷酸单酯水解酶。它们分别在酸性和碱性条件下起

催化作用，直接参与磷酸基团的转移与代谢，有众多的催化底

物和复杂的生理学功能［１］。其活性与生命活动密切相关，在

蛋白（酶）的去磷酸化、调节跨膜运输及生物体内 ＤＮＡ、蛋白
质和脂类等物质代谢中起着重要作用［２，３］。

　　胚胎期是鱼类整个生活史中的一个重要时期，这个时期
内鱼类依赖其母体提供的营养物质存活，出膜以后则实现了

其形态、代谢和生理上的巨大变化，而作为物质代谢过程中的

重要调控酶，ＡＣＰ和ＡＫＰ在鱼类的生长和发育过程中发挥了
重要作用。迄今为止，关于水生生物发育过程中磷酸酶的活

性变化及表达模式等已开展了相关研究［４－７］，而有关翘嘴鳜

（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ）胚胎发育过程中磷酸酶活性变化的研究还

未见报道。本研究采用磷酸苯二钠比色法对翘嘴鳜胚胎发育

期间ＡＣＰ和ＡＫＰ活性变化进行了定量研究，以期阐明这２种
酶在翘嘴鳜发育早期的活性变化规律，进一步掌握翘嘴鳜胚

胎发育过程中生理生化的动态变化，为翘嘴鳜的生物学研究

积累原始数据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　考马斯亮蓝Ｇ－２５０、牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ）、柠檬酸缓冲液、磷酸苯二钠、碳酸氢钠、氢氧化钠、４－氨
基安替吡林、铁氰化钾、硼酸等试剂购于湖南汇虹生物公司。

１．２　主要设备
　　ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＥ２００生物显微镜，购于日本尼康公司；
Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ核酸蛋白测定仪和 Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５９０４离心机，购
于德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；台式ｐＨ计，购于上海精科公司；岛津
ＵＶ２４０１型紫外可见光分光光度计，购于日本岛津公司。
１．３　试验材料
　　用于繁殖的性成熟亲鱼健康无伤，来自湖南省益阳市水
产养殖场。人工授精后，获取翘嘴鳜受精卵，随机分组，每组

大约５００粒，置于含曝气水的培养皿中。每组设３个平行，试
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验期间水温控制在（２０±２）℃，静水孵化，换水１次／ｈ以保
证溶氧充足。胚胎各发育阶段划分参照刘筠的胚胎发育观察

方法［８］，即所有鱼卵必须半数以上达到某个时期才能确定为

到达该时期。胚胎发育过程中，及时清除未受精卵和异常胚

胎。对受精卵、桑椹胚期、囊胚期、原肠胚期、神经胚期、视泡

出现期、肌肉效应期、心跳期、耳石出现期、出膜前期、出膜期

共１１个发育时期分别取样。
１．４　样品制备
　　每组分别取受精卵１２０粒，用滤纸吸干水分，在电子天平
上称质量后置于干燥的离心管中，贮存于－８０℃冰箱备用。制
样时，按质量体积比１∶４（ｇ／ｍＬ）加入生理盐水，冰浴匀浆；４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，分装储存于冰箱－２０℃
保存待测，用于测定酶活性的样本在４℃下存放不超过１ｈ。
１．５　匀浆粗提液蛋白定量
　　酶液中可溶性蛋白含量测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ（考马斯亮蓝）
方法［９］，样本于 ５９５ｎｍ下测定吸光度，以牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）作为标准蛋白。
１．６　ＡＣＰ和ＡＫＰ活性测定
　　ＡＣＰ和 ＡＫＰ活性测定采用磷酸苯二钠比色法［１０］，

５１０ｎｍ下测定吸光度。ＡＣＰ和 ＡＫＰ活性测定缓冲液 ｐＨ值
分别为４．９和１０。酶比活力单位的定义为：３７℃下，反应体
系中１ｍｇ／ｍｉｎ蛋白酶产生１μｇ酚所需的酶量作为１个酶活
力单位（Ｕ）。
１．７　数据处理
　　采用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行统计
分析，采用单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）检验组间差
异显著性，以Ｐ＜０．０５作为显著性差异的标准。试验数据以
平均值±标准差（ｘ±ｓ，ｎ＝１１）表示。

２　结果与分析

２．１　ＡＣＰ活性变化
　　翘嘴鳜胚胎从受精卵发育至囊胚期，酶活性变化不
显著（Ｐ＞０．０５），其 中 受 精 卵 时 期 的 酶 活 性 为

（０．４３６±０．０５１）Ｕ／ｇ（图１）；原肠胚期 ＡＣＰ活性开始增强，
发育至出膜前期的时候，酶活性明显增强，数值为（０．９３１±
０．０３０）Ｕ／ｇ，与前面各发育时期相比差异显著（Ｐ＜０．０５）。
出膜期的酶活性继续上升至（１．０７６±０．０６３）Ｕ／ｇ，显著高于
胚胎其余各个发育时期（Ｐ＜０．０５）。从受精卵发育开始至耳
石出现期ＡＣＰ活性的变化不明显（Ｐ＞０．０５）；继续发育至出
膜前期后ＡＣＰ活性显著性升高（Ｐ＜０．０５）；到出膜期，ＡＣＰ
活性已是受精卵时期酶活性的２．５倍。可见，翘嘴鳜胚胎从
原肠胚发育开始ＡＣＰ活性随着发育的进行而升高。
２．２　ＡＫＰ活性变化
　　在受精卵阶段ＡＫＰ活性较低，仅为（０．０６１±０．００９）Ｕ／ｇ
（图２）；胚胎继续发育至囊胚期，ＡＣＰ维持一定活性且有微弱
降低的趋势，但酶活性变化不显著（Ｐ＞０．０５），随着胚胎的进
一步发育，ＡＫＰ活性逐渐增高，原肠胚期ＡＫＰ活性为（０．０９６±
０．０１４）Ｕ／ｇ，显著高于前面各发育时期（Ｐ＜００５）；肌肉效应
期的ＡＫＰ活性为（０．１７９±０．００８）Ｕ／ｇ，显著高于原肠胚期
（Ｐ＜０．０５）；心跳期后ＡＫＰ活性增加幅度更大。耳石出现期、
出膜前期、出膜期的酶活性，与前面各发育时期相比，显著提高

（Ｐ＜０．０５）；出膜期ＡＫＰ活性达到（０３３５±０．０２１）Ｕ／ｇ，约为
受精卵时期ＡＫＰ活性的５５倍。

３　讨论

３．１　翘嘴鳜胚胎发育期间ＡＣＰ特性及活性变化
　　ＡＣＰ定位于溶酶体和内膜系统，在酸性条件下催化磷酸
单脂水解，在代谢调节、能量转化及信号转导上起重要作用，

同时作为溶酶体标志酶，参与生物大分子消化、凋亡或坏死细

胞的清除，在免疫功能和维持细胞的正常代谢活动方面发挥

着重要作用［１１－１３］。本研究发现，翘嘴鳜受精卵分裂开始时

ＡＣＰ活性为（０．４３６±０．０５１）Ｕ／ｇ，发育至囊胚期时为
（０．４２５±０．０２１）Ｕ／ｇ，呈现微量下降的现象，但活性变化不
显著（Ｐ＞０．０５），表明了受精卵在发育早期具有一定的 ＡＣＰ
活性，但为受精卵中的母源性酶类，并非合子基因表达的产

物；且胚胎早期细胞分裂对磷酸酶的需求无显著变化。贾玉

东等研究发现，大菱鲆（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）繁殖期卵子中
含有一定活性的ＡＣＰ和ＡＫＰ［１４］，说明这２种酶来自母体，在
胚胎发育过程中起重要作用。因此，受精卵中储存的相关酶

或ｍＲＮＡ对胚胎发育的启动具有重要作用，进而为胚胎早期
发育中细胞的快速增长及迁移提供保障［１５］。而翘嘴鳜胚胎发

育到原肠期开始ＡＣＰ活性为（０．５０２±０．０３１）Ｕ／ｇ，与之前相
比活性有了较大的提高，说明在原肠期合成了ＡＣＰ，胚胎内酶
基因表达开始逐渐增强，合成水解酶，为胚胎的继续发育提供

了保证。朱俊华等研究瓯江彩鲤（Ｄｉｐｌｏｄｕｓｓａｒｇｕｓ）早期发育
过程中的ＡＣＰ活性时，也发现出膜期的酶活性显著增加［１６］。

王书平等研究金鱼胚胎发育中ＡＣＰ的变化也有类似发现［７］。

在本研究过程中翘嘴鳜胚胎在出膜前期已有少量的胚胎孵

出，而在出膜期几乎所有胚胎均已孵出，这２个时期 ＡＣＰ活
性分别为（０．９３１±０．０３０）Ｕ／ｇ和（１．０７６±０．０６３）Ｕ／ｇ，且酶
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活性显著增强（Ｐ＜０．０５）。推测出膜以后的仔鱼可能由于失
去了卵膜的保护而直接与外界环境接触，需要较高的ＡＣＰ活
性参与生理代谢调控和免疫防护有关，因此诱导了酸性酶活

性大幅增加。

３．２　翘嘴鳜胚胎发育期间ＡＫＰ特性及活性变化
　　ＡＫＰ是一类膜结合蛋白，在碱性条件下催化磷酸基团的
移除，通过跨膜运输参与核酸、蛋白质与脂类物质代谢，从而

调控细胞的增殖、凋亡和分化，在动物的早期发育时期发挥重

要作用［１７－１８］。本研究中，翘嘴鳜受精卵时期的 ＡＫＰ活性为
（０．０６１±０．００９）Ｕ／ｇ，且活力处于一个较低的水平，随着胚
胎的发育，母源性 ｍＲＮＡ的消耗，ＡＫＰ在桑椹胚期与囊胚期
酶的活性呈下降趋势，但活性变化不显著（Ｐ＞０．０５）。而发
育至原肠胚期的酶活性为（０．０９６±０．０１４）Ｕ／ｇ，较前面的发
育时期有了显著增强（Ｐ＜０．０５）；达到出膜期时，ＡＫＰ活性达
到最高，且酶活性显著增加（Ｐ＜０．０５）。试验结果表明，ＡＫＰ
活性呈现先减后增的变化可能是因为母源性酶的存在，且胚

胎发育初期对ＡＫＰ的需求量较低，而随着胚胎继续发育到达
原肠胚时期，基因转录活动逐步增强，合子基因在发育过程中

起调控作用，代谢酶活力上升以满足胚胎继续发育所需求的

物质与能量，到出膜期时，胚胎向仔鱼进行转变，其生理机能

各方面逐渐趋于完善需要大量ＡＫＰ的参与，从而导致酶活性
增强至最高。由此可见，原肠胚时期是由母型调控向合子型

调控转变的关键时期，开始合成自身的ｍＲＮＡ。有意思的是，
在翘嘴鳜胚胎的整个发育过程中 ＡＫＰ活性的变化倍数明显
高于ＡＣＰ，推测ＡＫＰ可能大量参与了胚胎发育过程中的细胞
分裂和组织分化。朱俊华等研究发现，瓯江彩鲤受精卵至孵

化出仔鱼，ＡＫＰ活性持续显著增加，推测可能是伴随胚胎发
育的进程，生理代谢中磷酸化／去磷酸化的调控增多，需要较
多的 ＡＫＰ参与代谢调控，以满足胚胎发育的生理需求［１６］。

关于ＡＫＰ在鱼类发育中的基因表达及功能已有报道［６，１９］，通

过克隆牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）的 ＡＫＰ基因，并检测了早
期发育过程中该基因的分布及表达情况，表明该基因在牙鲆

发育过程中具有时间表达的特异性。陈慕雁等研究发现，大

菱鲆（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓ）仔稚鱼发育过程中 ＡＫＰ的活性
在总体上保持持续增长的趋势［２０］。这些研究表明，鱼类在早

期发育过程中，为了调控细胞增殖与分化、信号传递等过程及

完善生物体机能，ＡＫＰ活性相应提高。
　　鱼类胚胎发育过程中 ＡＣＰ和 ＡＫＰ的作用较为复杂，其
活性变化也受外源性激素、重金属元素和温度等多种因素影

响，不同种间也存在一定的差异。本试验发现，翘嘴鳜胚胎从

受精卵开始发育至囊胚期磷酸酶降至较低水平后，于原肠胚

期有了较大的提高，说明在原肠胚期合成了磷酸酶，胚胎内酶

基因开始表达并合成水解酶，随着胚胎的进一步发育，磷酸酶

活性显著增强，这标志着翘嘴鳜由胚胎期向仔鱼期的转变及

生理机能的完善。同时，研究发现受精卵时期的母源性 ＡＣＰ
的活性要显著高于ＡＫＰ，因此推测ＡＣＰ很可能参与了调控卵
母细胞的成熟。这些工作为进一步确定磷酸酶在鱼类受精过

程和胚胎发育中的功能提供了新的理论依据。
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