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日本鳗鲡胰蛋白酶的分离纯化及性质分析
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［摘要］ 通过硫酸铵分级盐析、 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 阴离子交换柱层析、 Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 疏水柱层析、
Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ 凝胶过滤柱层析等方法， 从日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 肝胰腺中分离纯化得到胰蛋白酶，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 显示其分子质量为 ２１􀆰 ５ ｋｕ。 以 Ｂｏｃ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 为底物， 胰蛋白酶最适温度和最适 ｐＨ 值

分别为 ４０ ℃和 ８􀆰 ５。 动力学实验表明， Ｋｍ值和 ｋｃａｔ值分别为 ３􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ５９􀆰 ９ ｓ － １。 丝氨酸蛋白酶抑制剂

Ｐｅｆａｂｌｏｃ ＳＣ、 ＰＭＳＦ、 ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ、 ＳＴＩ 等对其有特异抑制效果。 底物特异性结果显示， 该酶特异分解 Ａｒｇ 和

Ｌｙｓ 残基的 Ｃ 端。 肽质量指纹图谱获得 ５ 个片段， 共 ７６ 个氨基酸残基， 与基因文库中的日本鳗鲡胰蛋白酶

氨基酸序列完全相同。 说明本研究所纯化的蛋白质为胰蛋白酶。
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０　 引言
水生生物的胰腺组织富含丝氨酸蛋白酶， 这些酶与食物蛋白质的消化密切相关， 具有重要的生理

功能。 通过对这类酶的结构和功能特性的研究可阐明其作用机制以及可能的应用途径［１］。 丝氨酸蛋

白酶家族中的胰蛋白酶能够特异性分解蛋白质中赖氨酸和精氨酸残基端的 Ｃ 端肽键。 胰蛋白酶独特

的酶学特性已经被广泛应用到蛋白质组学、 质谱分析、 食品生产加工等领域［２］。 在水产动物胰蛋白

酶研究方面， 国内外关于鱼类胰蛋白酶的研究已有大量报道， 包括海水的弹丸鱼 （Ｂａｌｉｓｔｅｓ
ｃａｐｒｉｓｃｕｓ） ［３］ 、 沙 丁 鱼 （Ｓａｒｄｉｎａ ｐｉｌｃｈａｒｄｕｓ） ［４］以 及 淡 水 的 鲤 鱼 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） ［５］、 鲈 鱼

（Ｌａｔｅｏｌａｂｒａｘ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） ［６］等。
鳗鲡作为主要的水产经济物种， 肉质味道鲜美， 营养价值高， 深受消费者青睐。 ２０１３ 年， 淡水

鳗鲡在我国养殖量已达到 ２０􀆰 ６ 万 ｔ， 其中福建省的养殖量达到 ８􀆰 １ 万 ｔ， 占全国总量的 ３９􀆰 ３％ ［７］。 日

本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 生性凶猛， 为肉食性动物， 胡庚东等报道了日本鳗鲡消化酶中蛋白酶活性

明显高于欧洲鳗鲡和澳洲鳗鲡的蛋白酶活性［８］， 但仅限于对粗酶的研究。 Ｙｏｓｈｉｎａｋａ 等［９］ 通过柱层析

纯化得到日本鳗鲡的胰蛋白酶， 但对其分子质量及一级结构信息未作研究。 胰蛋白酶作为重要的消化

酶， 在饲料蛋白质的消化吸收中起重要作用。 Ｋｒｏｇｄａｈｌ 等［１０］ 报道了在大西洋鲑鱼的饲养过程中增加

蛋白质投放量， 可以促进胰腺中胰蛋白酶分泌量的增加， 从而提高其消化能力。 本文以日本鳗鲡为研

究对象， 对其肝胰腺中的胰蛋白酶进行分离纯化， 旨在为揭示其酶学性质及与其他鱼类胰蛋白酶的性

质比较提供理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与仪器

鲜活的日本鳗鲡 （每条质量约 ７００ ～ ８００ ｇ） 购自厦门集美菜市场。 层析树脂 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、
Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ 购于 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司。 荧光底物 Ｂｏｃ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 以及其

他荧光多肽合成底物 （ＭＣＡ 底物） 为日本 Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 公司产品。 ＰＭＳＦ、 １， １０－ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ
ｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ 以及 ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ 购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 Ｅ－６４ 购于美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司。 Ｐｅｐｓｔａｔｉｎ、 Ｐｅｆａｂｌｏｃ
ＳＣ 购于德国 Ｒｏｃｈｅ 公司。 ＬＢＴＩ 和 ＳＴＩ 由本实验室制备。 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 所用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍａｒｋｅｒ 为美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ 公司产品。 其余试剂均为国产分析纯。

ＡｖａｎｔｉＪ－２６Ｓ ＸＰ 高速冷冻离心机 （Ｂｅｃｋｍａｎ， 美国）； Ｌａｍｄａ ３５ 型紫外可见分光光度计 （Ｐｅｒｋｉｎ
Ｅｌｍｅｒ， 美国）； ＦＰ－６２００ 荧光分光光度计 （Ｊａｓｃｏ， 日本）； Ｇ： Ｂｏｘ 凝胶成像仪 （Ｓｙｎｇｅｎｅ， 英国）； 组

织捣碎机 （Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ， 瑞士）； ＷＢ－１４ 恒温水浴锅 （Ｍｅｍｍｅｒｔ， 德国）； 蛋白质电泳装置 （Ｂｉｏ－Ｒａｄ，
美国）； 超滤膜浓缩装置 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ， 美国）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 蛋白质含量测定及纯度的鉴定

蛋白质含量按 Ｌｏｗｒｙ 法［１１］测定。 柱层析过程中的蛋白质检测用紫外分光光度计在 ２８０ ｎｍ 下进行测

定。 蛋白质纯度及纯化蛋白质的分子质量用质量分数 １２％ 的 ＳＤＳ － 聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ） ［１２］进行分析， 以考马斯亮蓝 Ｒ－２５０ 进行染色。 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ： 样品前处理过程中不加入 ＳＤＳ 和任

何还原剂， 样品不用加热， 整个电泳过程始终在 ４ ℃条件下进行， 恒定电流 ８ ｍＡ。 其他操作与 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ 相同。
１􀆰 ２􀆰 ２　 酶活力的测定

参照文献 ［６］， 以 Ｂｏｃ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 为底物， 反应体系为 ９００ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ ＝

·００１·
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７􀆰 ５） ＋ ５０ μＬ 酶液 ＋ ５０ μＬ 底物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 反应在 ３７ ℃下进行 １０ ｍｉｎ 后， 立即加入１􀆰 ５ ｍＬ终止

液 （Ｖ （甲醇） ∶ Ｖ （水） ∶ Ｖ （异丙醇） ＝ ３５∶ ３０∶ ３５） 终止反应。 反应释放的产物 ７－ａｍｉｎｏ－４－ｍｅｔｈｙｌ⁃
ｃｏｕｍａｒｉｎ （ＡＭＣ） 用荧光分光光度计在激发波长 ３８０ ｎｍ 和发射波长 ４５０ ｎｍ 下进行测定。 一个酶活力

单位 （Ｕ） 定义为每分钟释放 １ μｍｏｌ ＡＭＣ 需要的酶量。
１􀆰 ２􀆰 ３　 酶的分离纯化

酶的纯化方法参照文献 ［６］。 将鲜活日本鳗鲡宰杀后取肝胰腺 （２０ ｇ）， 加入 ４ 倍体积的

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝７􀆰 ５） （缓冲液 Ａ）， 以组织捣碎机捣碎， 在 ４ ℃、 ８８４３ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心

２０ ｍｉｎ， 经绢布过滤除去脂肪后得上清液， 上清液缓慢加入研碎的硫酸至饱和度为 ６０％ ， 搅拌 １ ｈ 后

静置 ２ ｈ， 在 ４ ℃、 ８８４３ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ２０ ｍｉｎ， 收集所得沉淀。 将沉淀用最少体积的 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝７􀆰 ５） 溶解后置于 １０ 倍体积以上缓冲液 Ａ 中充分透析。 将透析好的样品上样于用缓

冲液 Ａ 平衡好的 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ （２􀆰 ５ ｃｍ ×１０ ｃｍ） 离子交换柱， 用相同缓冲液充分流洗到蛋白质含

量达到基线， 吸附部分用 ０ ～ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 线性洗脱， 洗脱总体积为 ６００ ｍＬ。 柱层析期间保持流速

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 每管收集样品体积为 ５ ｍＬ， 同时测定样品的酶活力和 ２８０ ｎｍ 处的吸光度值。
将吸附部分加入硫酸铵至终浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， 然后上样于用含 １ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４缓冲液 Ａ 平衡

好的 Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ （１􀆰 ５ ｃｍ × ７ ｃｍ） 疏水层析柱， 充分流洗以后， 先用 １ ～ ０ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４

线性洗脱， 洗脱总体积为 ２００ ｍＬ， 接着用缓冲液 Ａ 流洗， 此过程得到胰蛋白酶活性部分。 柱层析期

间保持流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 每管收集样品体积为 ３ ｍＬ。
收集胰蛋白酶活性部分， 经过 ＹＭ－１０ 超滤膜超滤浓缩后， 上样于用含 ０􀆰 １５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 缓冲液 Ａ

平衡好的 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ ＨＲ （２􀆰 ５ ｃｍ ×９８ ｃｍ） 凝胶柱。 此过程保持流速 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 每管收集的

样品体积为 ２􀆰 ４ ｍＬ。 经过凝胶过滤柱后， 得到高度纯化的胰蛋白酶。
１􀆰 ２􀆰 ４　 酶的性质分析

１） 最适温度和热稳定性　 将 ５０ μＬ 酶液加入到 ９００ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ５） 中， 再

加入浓度为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的底物 ５０ μＬ， 在 ２０ ～ ７０ ℃下加热 １０ ｍｉｎ， 测定酶活力， 得出酶的最适温度。
热稳定性实验是将上述反应体系在 ２０ ～ ７０ ℃下恒温放置 ３０ ｍｉｎ， 而后迅速用冰水冷却， 然后在 ３７ ℃
下测定剩余酶活性。 实验各重复 ３ 次。

２） 最适 ｐＨ 值和 ｐＨ 值稳定性　 最适 ｐＨ 值的测定是将合理稀释的酶液置于 ＮａＡｃ－ＨＡＣ （ｐＨ ＝
４􀆰 ０ ～ ６􀆰 ０）、 ＰＢＳ （ｐＨ ＝６􀆰 ５ ～ ７􀆰 ０）、 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ （ｐＨ ＝７􀆰 ５ ～ ９􀆰 ０）、 Ｎａ２ＣＯ３－ＮａＨＣＯ３ （ｐＨ ＝９􀆰 ５ ～ １１􀆰 ０）
缓冲液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 中 ， 在 ３７ ℃条件下反应１０ ｍｉｎ。 ｐＨ 值稳定性的测定， 将合理稀释的酶液在上

述不同的缓冲液中孵育 ３０ ｍｉｎ， 然后按照酶活力的测定方法， 取 ５０ μＬ 酶液在 ｐＨ ＝８􀆰 ５ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液中测定其剩余活力。 实验各重复 ３ 次。

３） 蛋白酶抑制剂对酶活性的作用　 将酶液分别与不同类别的蛋白酶抑制剂在室温下孵育 ３０ ｍｉｎ
后， 参照酶活力的测定方法， 测定其剩余活力， 实验重复 ３ 次。

４） 蛋白酶的底物特异性　 不改变酶活力测定的其他条件， 只更换相应的荧光底物， 测定酶分解

各种底物的活力， 以底物 Ｂｏｃ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 为对照， 实验重复 ３ 次。
５） 酶动力学　 按酶活力测定方法， 将胰蛋白酶 （０􀆰 ０５ ｍｇ ／ ｍＬ） 分别与不同浓度的底物 Ｂｏｃ－

Ｐｈｅ － Ｓｅｒ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 在 ３７ ℃反应 ５ ｍｉｎ。 通过绘制双倒数曲线［１３］ （１ ／ Ｖ ＝ （Ｋｍ ／ Ｖｍａｘ） ∗１ ／ ［Ｓ］ ＋
１ ／ Ｖｍａｘ）， 推算出动力学参数米氏常数 （Ｋｍ） 和最大速率 （Ｖｍａｘ）。 催化常数 ｋｃａｔ ＝ Ｖｍａｘ ／ ［Ｅ］， 其中：
［Ｓ］ 为底物浓度， ［Ｅ］ 为总的酶浓度。

６） 蛋白酶的肽质量指纹图谱分析 　 为获取胰蛋白酶的一级结构信息， 将纯化的胰蛋白酶进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ， 然后将所得凝胶经过硝酸银显色后， 切下目标蛋白， 最后将样品寄往中科新生命生物科

技公司 （上海） 进行质谱分析。

·１０１·
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２　 结果与讨论
２􀆰 １　 胰蛋白酶的分离纯化

２􀆰 １􀆰 １　 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 离子交换柱层析

样品上样于 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 离子交换层析柱， 用缓冲液 Ａ 充分流洗以后， 经过 ０ ～ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ 线性洗脱， 胰蛋白酶同时出现在吸附部分和未吸附部分 （见图 １）。
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 疏水柱层析

收集 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 吸附酶活性较高的部分， 上样于 Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 疏水层析柱， 从图 ２可以

看出， 经过 １ ～ ０ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４的线性洗脱和 ０ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４充分流洗以后， 得到胰蛋白酶

活性部分。
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图 1 DEAE-Sepharose 阴离子交换柱层析

Fig.1 DEAE-Sepharose ion鄄exchange
column chromatography

图 2 Phenyl-Sepharose 疏水层析

Fig.2 Phenyl-Sepharose hydrophobic
interaction chromatography
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Fig.3 Sephacryl S-200 gel filtration
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1 ）２􀆰 １􀆰 ３　 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ 凝胶过滤层析

收集 Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 柱层析组分中胰

蛋白酶活性较高的部分， 经过 ＹＭ－１０ 超滤膜

浓缩后， 上样于 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ （２􀆰 ５ ｃｍ ×
９８ ｃｍ） 凝胶过滤柱。 结果如图 ３ 所示， 经

过凝胶柱的作用后， 得到单一的胰蛋白酶活

性峰， 用电泳检测其纯度。
本实验通过硫酸铵分级沉淀、 ＤＥＡＥ－

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 阴离子交换、 Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 疏水

层析以及 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ 凝胶过滤等方法，
从日本鳗鲡肝胰腺中得到纯化的胰蛋白酶。
纯化结果如表 １ 所示， 胰蛋白酶的纯化倍数

为 ６５􀆰 ３ 倍， 得率为 ４􀆰 ６％ 。

表 １　 日本鳗鲡胰蛋白酶的纯化结果

Ｔａｂ． １　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒｙｐｓｉｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｓ ｏｆ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｅｌ

纯化步骤
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

总蛋白质 Ｔｏｔａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ／ ｍｇ

总活力 Ｔｏｔａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ／Ｕ

比活力 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ （Ｕ·ｍｇ － １）

纯化倍数
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ／ ％

粗酶 Ｃｒｕｄｅ ｅｎｚｙｍｅ ５１４２． １ ９８４５００． ０ １９１． ５ １． ０ １００． ０
（ＮＨ４）２ＳＯ４ Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ６９５． ５ ２５７６２５． ７ ３７０． ４ １． ９ ２６． １
ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ７６． ３ １５８６００． ２ ２０７８． ６ １０． ９ １６． １
Ｐｈｅｎｙｌ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ １４． ２ ５８５００． ３ ４１１９． ７ ２１． ５ ５． ９
Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ－２００ ３． ６ ４５０００． ４ １２５００． １ ６５． ３ ４． ６
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２􀆰 ２　 胰蛋白酶的性质分析

说明：M－Protein Marker；泳道 1－纯化的胰蛋白酶。
Notes：M－Protein Marker；lane 1－purified trypsin.

图 4 日本鳗鲡胰蛋白酶的 SDS-PAGE
和 Native-PAGE

Fig.4 SDS-PAGE and Native-PAGE
of purified trypsin from Japanese eel
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２􀆰 ２􀆰 １　 电泳分析

如图 ４ 所示， 胰蛋白酶在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 和 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ
均显示单一条带， 证明胰蛋白酶得到高度的纯化。 胰蛋白

酶分子质量为 ２１􀆰 ５ ｋｕ。 其分子质量与来自鳜鱼 （Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ
ｃｈｕａｔｓｉ） ［１４］、 乌 鳢 （Ｃｈａｎｎａ ａｒｇｕｓ） ［１５］以 及 罗 非 鱼

（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ × Ｏ􀆰 Ａｕｒｅｕｓ） ［１６］的胰蛋白酶分子质

量大小相似。
２􀆰 ２􀆰 ２　 胰蛋白酶的最适温度和热稳定性

如图 ５ 所示， 胰蛋白酶的最适温度为 ４０ ℃， 在 ２０ ～
５０ ℃的范围内， 保持 ６０％ 以上的剩余活力。 鳗鲡胰蛋白

酶的最适温度与鲈鱼［６］１８３和鳕鱼 （Ｇａｄｕｓ ｏｇａｃ） ［１７］的一致，
但低于南美白对虾丝氨酸蛋白酶的 （２８ ｋｕ） ［１８］。 热稳定

性方面， 在 ２０ ～ ５０ ℃， 胰蛋白酶较为稳定， 有 ９０％ 以上

的相对活力， 温度高于 ５０ ℃时， 活力急剧下降， 在 ７０ ℃
下孵育 ３０ ｍｉｎ 后， 仅能保持 ２４％的相对活力。 文献 ［１９］
报道来自罗非鱼的胰蛋白酶即使在 ８０ ℃ 的条件下孵育

３０ ｍｉｎ仍能维持 １００％的相对活力。 因此， 日本鳗鲡胰蛋白

酶的热稳定性相对较差， 这可能与其生活的水温较低有关。
２􀆰 ２􀆰 ３　 胰蛋白酶的最适 ｐＨ 值和 ｐＨ 值稳定性

如图 ６ 所示， 胰蛋白酶的最适 ｐＨ 值为 ８􀆰 ５， 比鲈鱼［６］１８３的胰蛋白酶低， 与日本鳗鲡［９］５的胰蛋白

酶一致。 当 ｐＨ 值低于 ５􀆰 ０ 时， 胰蛋白酶没有活性。 胰蛋白酶在低 ｐＨ 值下失去活力的原因可能是：
在酸性条件下， 蛋白酶发生了不可逆的变性， 或者蛋白酶表面的电荷发生了改变， 导致其不能有效地

结合底物［２０］。 ｐＨ 稳定性方面， 在 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ ～ １１􀆰 ０ 的范围内， 胰蛋白酶表现出 ８０％以上的相对活力，
但在 ｐＨ 值低于 ６􀆰 ０ 的条件下不稳定。 该结果与来自鳀鱼 （Ｅｎｇｒａｕｌｉｓ ｊａｐｏｎｉｃａ） ［２１］和比目鱼

（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） ［２２］的胰蛋白酶一致。
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图 5 日本鳗鲡胰蛋白酶的最适温度和热稳定性

Fig.5 Optimal temperature and thermal
stability of the trypsin from Japanese eel
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图 6 日本鳗鲡胰蛋白酶的最适 pH 值和 pH 值稳定性

Fig.6 Optimal pH and pH stability of
trypsin from Japanese eel
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２􀆰 ２􀆰 ４　 蛋白酶抑制剂对胰蛋白酶活性的影响

如表 ２ 所示， 丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｐｅｆａｂｌｏｃ ＳＣ、 ＰＭＳＦ、 ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ、 ＬＢＴＩ 以及 ＳＴＩ 可以强烈抑

制胰蛋白酶的活性。 半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Ｅ－６４ 可以明显抑制酶的活力， 原因可能是胰蛋白酶活性

·３０１·
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位点附近存在半胱氨酸残基， 影响了酶与底物的结合， 这与鲈鱼胰蛋白酶的结果相似［６］１８３。 天冬氨酸

蛋白酶抑制剂 Ｐｅｐｓｔａｔｉｎ 对酶活性有一定的影响。 金属蛋白酶抑制剂 ＥＤＴＡ 和 １， １０－ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ 对

其活性几乎没有影响。 然而， Ｙｏｓｈｉｎａｋａ 等［９］５ 报道， 日本鳗鲡胰蛋白酶 １ 的稳定性与钙离子有关，
ＥＤＴＡ 添加可降低其稳定性， 而 ＥＤＴＡ 对胰蛋白酶 ２ 的稳定性影响较小， 与本研究的结果类似。
２􀆰 ２􀆰 ５　 胰蛋白酶的底物特异性

如表 ３ 所示， 与其他底物相比， 胰蛋白酶对 Ｂｏｃ－Ｇｌｎ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 的分解能力最强， 相对分解

效率为 １０４􀆰 ４％ ， 其次为 Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－ＭＣＡ （１０１􀆰 ０％ ）。 胰蛋白酶对 Ｂｏｃ－Ｇｌｎ－Ａｒｇ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 和

Ｂｏｃ－Ｌｅｕ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ－ＭＣＡ 的分解效率分别为 Ｂｏｃ－Ｖａｌ－Ｌｅｕ－Ｌｙｓ－ＭＣＡ 的 ５􀆰 ２ 倍和 ２􀆰 １ 倍。 Ｃｒａｉｋ 等［２３］研究

表明， 胰蛋白酶对 Ａｒｇ 的分解效率为 Ｌｙｓ 的 ２ ～ １０ 倍。 本研究的结果表明， 胰蛋白酶对 Ｐ１位为 Ａｒｇ 底

物的分解强于 Ｐ１位为 Ｌｙｓ 的底物。 然而， 胰蛋白酶对胰凝乳蛋白酶底物 （ Ｓｕｃ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｔｙｒ－
ＭＣＡ） 和氨肽酶底物 （Ａｒｇ－ＭＣＡ） 不产生分解， 表明其良好的底物特异性。

表 ２　 蛋白酶抑制剂对日本鳗鲡胰蛋白酶活性的影响

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｒｙｐｓｉｎ ｆｒｏｍ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｅｌ

抑制剂
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

终浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ （ｍｍｏｌ·Ｌ － １）

相对活性
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％

Ｎｏｎｅ ０ １００
Ｐｅｆａｂｌｏｃ ＳＣ １ ０
ＰＭＳＦ １ ９． ６ ± ０． ６
ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ ５ ０
ＳＴＩ ０． ００１ ０
ＬＢＴＩ ０． ０５ ３５． ２ ± ２． ３
ｐｅｐｓｔａｔｉｎ ０． ００１ ８１． ３ ± ３． １
Ｅ － ６４ ０． ０１ ６６． １ ± ６． ４
ＥＤＴＡ １０ ９８． ０ ± ５． ４
１，１０⁃ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ １０ ９０． ７ ± ２． １

表 ３　 胰蛋白酶的底物特异性
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ

ｔｒｙｐｓｉｎ ｔｏｗａｒｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

底物
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

相对活性 Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％

Ｂｏｃ － Ｐｈｅ － Ｓｅｒ － Ａｒｇ － ＭＣＡ １００
Ｂｏｃ － Ｇｌｎ － Ａｒｇ － Ａｒｇ － ＭＣＡ １０４． ４ ± ２． ８
Ｂｏｃ － Ｖａｌ － Ｐｒｏ － Ａｒｇ － ＭＣＡ １０１． ０ ± ２． ０
Ｂｏｃ － Ｌｅｕ － Ａｒｇ － Ａｒｇ － ＭＣＡ ５７． ２ ± １． １
Ｂｏｃ － Ｌｅｕ － Ｌｙｓ － Ａｒｇ － ＭＣＡ ４１． ３ ± １． ４
Ｚ － Ｐｈｅ － Ａｒｇ － ＭＣＡ ２３． ６ ± ０． ６
Ｂｏｃ － Ｖａｌ － Ｌｅｕ － Ｌｙｓ － ＭＣＡ ２０． ５ ± ２． ６
Ｂｏｃ － Ｇｌｕ － Ｌｙｓ － Ｌｙｓ － ＭＣＡ ５． ８ ± ０． ３
Ａｒｇ － ＭＣＡ ０
Ｓｕｃ －Ｌｅｕ －Ｌｅｕ －Ｖａｌ －Ｔｙｒ －ＭＣＡ ０

２􀆰 ２􀆰 ６　 胰蛋白酶的动力学参数

如表 ４ 所示， 以 Ｂｏｃ － Ｐｈｅ － Ｓｅｒ － Ａｒｇ － ＭＣＡ 为底物， 日本鳗鲡胰蛋白酶的 Ｋｍ值为 ３􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，
ｋｃａｔ值为 ５９􀆰 ９ ｓ － １。 鳗鲡胰蛋白酶的 Ｋｍ值比鲈鱼［６］１８３胰蛋白酶 Ｂ 和鳜鱼［１４］３５２胰蛋白酶 Ｂ 的 Ｋｍ值高， 说

明其对底物的亲和力弱。 鲈鱼胰蛋白酶 Ｂ 和鳜鱼胰蛋白酶 Ｂ 的催化效率 （ｋｃａｔ ／ Ｋｍ） 分别为鳗鲡胰蛋

白酶的 ４􀆰 ８ 倍和 ３􀆰 １ 倍。

表 ４　 日本鳗鲡胰蛋白酶的动力学参数

Ｔａｂ． ４　 Ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｒｙｐｓｉｎ ｆｒｏｍ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｅｌ

酶 Ｅｎｚｙｍｅｓ Ｋｍ ／ （μｍｏｌ·Ｌ － １） ｋｃａｔ ／ （ｓ － １） ｋｃａｔ ∶ Ｋｍ ／ ［（μｍｏｌ·Ｌ －１） －１·ｓ －１］
鳗鲡胰蛋白酶 Ｊａｐａｎｅｓｅ ｅｅｌ ｔｒｙｐｓｉｎ ３． １ ５９． ９ １９． ３
鲈鱼胰蛋白酶 Ｂ Ｊａｐａｎｅｓｅ ｓｅａ ｂａｓｓ ｔｒｙｐｓｉｎ Ｂ ０． ７ ６７． ８ ９２． ６
鳜鱼胰蛋白酶 Ｂ Ｍａｎｄａｒｉｎ ｆｉｓｈ ｔｒｙｐｓｉｎ Ｂ １． ９ １１１． ３ ５９． ２

２􀆰 ２􀆰 ７　 鳗鲡胰蛋白酶肽质量指纹图谱的分析

将纯化的蛋白酶进行 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ／ ＴＯＦ 二级质谱分析， 结果如图 ７ 所示， 共获得 ５ 个肽段， 含

７６ 个氨基酸残基。 经与 ＮＣＢＩ 数据库中现有数据比对发现， 获得的序列与日本鳗鲡胰蛋白酶原 （ｇｉ ｜
１９０３２２９３） 的氨基酸序列相似性为 １００％ ， 证明所纯化的蛋白质为胰蛋白酶。 在酶原活化方面， 日本

鳗鲡胰蛋白酶原前体将 １３ 和 １４ 位氨基酸之间的肽键断裂， 去掉信号肽 （ＭＲＳＬＶＦＩＬＬＬＧＶＡ） 而形成

胰蛋白酶原。 胰蛋白酶原经过肠激酶活化后， 去掉激活肽 （ＶＡＬＤＤＤＫ） 变成有活性的胰蛋白。 理论

·４０１·
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上， 成熟的鳗鲡胰蛋白酶包含 ２２４ 个氨基酸残基， 对应的分子质量为 ２３􀆰 ５ ｋｕ 左右， 而本研究纯化得

到胰蛋白酶分子质量 （２１􀆰 ５ ｋｕ） 略小于理论的蛋白质分子质量。 因此， 有可能是自身降解导致纯化

得到的胰蛋白酶的分子质量偏低。 由于质谱分析在其 Ｃ 末端获得了 ＶＣＭＦＳＤＷＬＲ 片段， 因此， Ｃ 末

端的降解最多只能去掉分子质量约为 ６ ｋｕ 的多肽 ＴＴＭＡＳＴ。 而 Ｎ 末端发生自身降解的第一个位点是

第 ６３ 位 Ｋ 残基， 但这与电泳获得的分子质量不符。 因此， 最大可能是由于电泳迁移率的影响， 导致

电泳结果与实际产生差异。

Mass/(m·z-1)

图 7 日本鳗鲡胰蛋白酶的质谱分析

Fig.7 MALDI-TOF-MS/MS analysis of the trypsin from Japanese eel

a. 胰蛋白酶的二级质谱图以及有效的肽段
The map of mass spectrometry (MS/ MS) and acquired peptide fragments

b. 胰蛋白酶质谱肽片段与日本鳗鲡胰蛋白酶原蛋白
序列比对结果（阴影部分为相同的氨基酸残基，三角
块标记构成活性中心的 His、Asp 和 Ser 残基）。
Sequence alignment of trypsin compared with the complete se鄄
quence of trypsinogen from Japanese eel (Anguilla japonica)
（Identical amino acid residues were shown in black shadow,
triangles indicate the catalytic triad of His, Asp, and Ser）.
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３　 结论
本研究以日本鳗鲡为实验对象， 通过硫酸铵分级沉淀、 ＤＥＡＥ － Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 阴离子交换柱层析、

Ｐｈｅｎｙｌ － Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ 疏水柱层析以及 Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ Ｓ － ２００ 凝胶过滤的结合， 从其肝胰腺中分离纯化得到胰

蛋白酶。 胰蛋白酶分子质量为 ２１􀆰 ５ ｋｕ， 最适温度为 ４０ ℃， 最适 ｐＨ 值为 ８􀆰 ５。 在 ２０ ～ ５０ ℃范围内，
胰蛋白酶的热稳定性较好。 丝氨酸蛋白酶抑制剂 Ｐｅｆａｂｌｏｃ ＳＣ、 ＰＭＳＦ、 ｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ、 ＬＢＴＩ 以及 ＳＴＩ 可
以强烈抑制胰蛋白酶的活性。 胰蛋白酶优先分解 Ｐ１位为 Ａｒｇ 或 Ｌｙｓ 残基的底物且分解 Ａｒｇ 残基能力强

于 Ｌｙｓ 残基。 胰蛋白酶的 Ｋｍ值为 ３􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ， ｋｃａｔ值为 ５９􀆰 ９ ｓ － １。 肽质量指纹图谱数据进一步表明所

纯化的蛋白质为胰蛋白酶。
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