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1 酶的性质 

水蛭透明质酸酶是一种分子量为 2 8 500的 

单体蛋 白质 ，它专一 用于透明质酸内的葡萄 

糖苷酸键，产生还原端为葡萄糖醛酸 的四糖残 

基(A—U-A—U，其中A为乙酸葡糖胺，U为葡萄 

糖醛酸)。该酶在 50oc以下稳定，催化作用的最 

适 vI-I值是 5．5，最适温度是 38oc，可溶于 50％ 

的硫酸铵，冻干制剂能保持活力许多十月。其活 

性能被 l0 mo1．／LHg+ 完全抑制 ，但不被肝素 

抑制。酚酞葡糖苷酸、硫酸软骨素 B和 c、N一 

乙酰(基)软骨素、硫酸类肝素、四糖化肝素、III 

型多糖肢囊以及氧化淀粉对酶无影响。实验证 

明 1 0-3— 1 0 mot／L浓度下不能抑制水蛭透 明 

质酸酶活性的物质有乙二胺四 乙酸 (EDTA)、 

丙酮、氯仿、硫酸镁、葡糖酸、乙醇、草酸盐、酒石 

酸盐等。该酶能在二乙氨乙基纤维素柱上被吸 

收并且能用醋酸缓冲液 (pH 5．6)优先洗脱下 

来 (Yuki et a1．，1 963)。 

部傲材料，用 3，5一二硝基水杨酸比色法测量还 

厦糖，用分析纯葡萄糖作标准曲线，用 FD11in一 

酚试剂法测定蛋白质含量 ，求出酶的比活力。作 

者采用广泛分布在我国湖北的 日本 医 蛭 (H - 

rudo nipponia) 和湖北牛 蛙 (Poe*ilobdel{。 

hubeiensis)， 从活体中提取出唾液提取液并用 

硫酸铵进一步提纯。提纯的酶液与透明质酸在 

柠檬酸缓冲液中反应后，用 3，5-二硝基水杨酸 

(DNS)比色法进行糖的定量测定，每毫升酶液 

的活力单位数 ( )一 标准曲线上葡萄糖 微 克 

数 × lo。 测定结果表明： 1．日本医蛭唾液提 

取液中含酶 1 200单位／mr；比活力为 32O}l／mg 

蛋白。2．湖北牛蛭唾液提取 液 中 含 酶 400单 

位／ml；比活力为 2O0 ／mg蛋白。前人用欧洲医 

蛭头部提取的透明质酸酶，每条大约只能得到 

230单位的酶活力， 而从 日本医蛭唾液提取液 

中制备透明质酸酶比以上方法得率要大 得 多， 

活水蛭还可以多次重复使用，因此这是一种提 

取与制备透明质酸酶的好材料。 

2 酶活力的定义与测定方法 3 酶的分离与纯化 

对从哺乳动物来源的透明质酸酶 ，世界卫 

生组织 (WHO) 规定了一个通用的国际单位 

OU)和具体的 活 力 测 定 方 法 (Humphrey， 

1957)。 水蛭透明质酸酶的活力单位通常定义 

为：在 pH5．5和 38~C下，每小时从透明质酸中 

释放 lg．g葡萄糖还原当量的还原糖 所 需 的 酶 

量，一个单位大约相当于 2O个国际单位，其比 

活力规定为每 mg蛋白台有的单位数。Yuki等 

(1 963)采用新鲜欧洲医蛭(HirudoraediclnaliO 

头韶匀浆液离心所获得的酶溶液 0．1ml和透明 

质酸溶液 0．1m1(0．5rag)加于 0．4ml的 O．06mol／ 

L柠檬酸缓冲液 (pH6．0)中，用 5ml试管加塞 

在 38~C下保温 30分钟后迅速将管浸入沸水中 

2分钟，以终止反应。为了铡量还原能力 ，使用 

了一种改良的葡萄糖半微量分析方法 ，用 Cole— 

mail分光光度计在 660m~波长下进行测定，葡 

萄塘 (1—5 g)用作参考标准。Badds等(1 987) 

采用新鲜的 以及在 一2O℃ 下冷 冻保 存的 欧 州 

医蛭和颗粒牛蛭 (PD c 06 fd gra~ulo,a)头 

目前大多数人都采用 Yuki等(1 963)的方 

法来分离和纯化水蛭透明质酸酶，基本上是先 

匀浆水蛭的头部，加入 40％ 的硫酸铵溶液，取 

离心后的上清液，再加入固体硫酸铵使其达到 

80％ 饱和度并搅拌 1 0分钟，750转／分钟离心 

20分钟分离沉淀。 将 以上沉淀悬浮于 70％饱 

和度的硫酸铵溶液中，再经离心取沉淀并溶于 

pH 7．O的 50％ 饱和度硫酸铵溶液中即得 到 粗 

制品。若要进一步提纯，可将粗翩品先透析除盐， 

然后通过二乙氨乙基纤维素 (DEAE)柱层析， 

便可获得较纯的制品。为了检铡每步分离与纯 

化的效果，必须对每一步产物进行活力测定。 

Budds等(1987)用欧洲医蛭和颗粒牛蛭获得了 

纯度为 1 5 000单位的制备物 作者所在的水 

蛭课题组于 1993年采用 日本医蛭和湖北 牛 蛭 

的唾液提取液分别通过硫酸铵的分级沉淀、透 

析除盐以及二乙氨乙基纤维素 (DEAE—cs：)柱 

层析获得了较纯的翩品，纯化后的日本医蛭透 

踞质酸酶比活力为 2450 『珂g～， 湖北牛蛭为 
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2340~．／mg一，其洗脱曲线也大致相同。这个结 

果与 Bud& 等 (1 987)的纯化结果相比 ，日本 

医蛭略低，湖北牛蛭的纯化结果较好。在提纯 

时，始终面临着两个难题 ，即是如何提高纯化的 

倍数和得率。据报道英国水蛭饲养场兼生物药 

物公司生产的水蛭透明质酸酶比活力 可 达 1 0‘ 

以上。 尽管在二乙氢乙基纤维素 (DEAE—C) 

柱层析后，曾经设法使部分纯化的 酶 再 经 过 

DEAE-C 或磷酸钙凝胶柱层析一次，但是并没 

有提高比活力，反而得率下降。因此，更新提纯 

方法仍是解决比活力不高的唯一途径。 

4 药理与应用前景 

水蛭透明质酸酶强有力的抗菌性能于1 941 

年为 Hirst所证实，在被链球菌有毒菌株腹膜 

感染的老鼠中，一组用水蛭提取物进行治疗，另 
一 组用加热后 的水蛭提 取物 治疗，对 照组 则不 

接受治疗，结果第一组的老鼠都活着，而其它两 

组均死去。因为链球菌及其它细菌能产生保护 

它们自身免遭伤害的多糖囊，水蛭透明质酸酶 

能溶解体内和体外细菌被膜并形成抗体，从而 

使老鼠获得很好的药物治疗效果。唯乳动物透 

明质酸酶作为一种“扩散因子 长期用于促进药 

物传递以及麻醉剂和止痛剂的散布并被列^各 

国的药典。然而 ，由于这种酶的固有特性以及 

能被肝素抑制，使其在这类治疗中难以发挥应 

有的效果。对比之下，永蛭透明质酸酶能促进 

药物迅速穿透皮肤并在皮内扩散，在治疗血栓 

疾病时不被肝素抑制 ，因而具有更大的应用价 

值(Powell et a1．，I9s9)。Bagdasarova(1 969) 

首先发现永蛭透明质酸酶在治疗青光眼 (白内 

障)方面效果很好。 由于水蛭透明质酸酶能降 

解在细胞间起联系作用的粘多糖一透明质酸，如 

果将它和水蛭瞳原酶一起使用则可以分散动物 

组织的细胞，便于挑取单细胞进行分代培养或 

细胞克隆，这在生物工程中特别是细胞工程中 

应用广泛并已成为眼科和整形医学中的有利工 

具。水蛭透明质酸酶不像哺乳动物透明质酸酶， 

它不能降解软骨素或硫酸软骨素，故可以在生 

物化学上用来原位鉴定透明质酸和研究 滑 液、 

HA一纤维蛋 白以及其它台 HA 分子的细 胞 间 

基质。 

我国医学蛭类种类繁多，有着丰富的资源 

可加以利用。通过深入开展对水蛭透明质酸酶 

的基础理论和应用研究，无凝将推动我国生物 

化学、药物学以及l临床医学的发展，并可望获得 

良好的临床治疗效果。 
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