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摘! 要：本试验采用硫酸铵分级沉淀和鸡卵类粘蛋白偶联的琼脂糖凝胶亲和层析的方法，从草鱼（!"#$%&’()*$+%,%$
-,#../0）肝胰脏中提取胰蛋白酶进行纯化，得到两种酶，即胰蛋白酶 E（FGE）和胰蛋白酶 H（FGH），并对其性质进行了
分析。结果表明，两种酶的 =I=JKEF?电泳均呈现出单一条带，表明已得到高度纯化，两种酶分子量约为 "C L@’。以
HE5KE为底物，测得草鱼胰蛋白酶 E（FGE）的动力学常数（L6）为 #) MC 6N。以 GEN?为底物测得两种胰蛋白酶最
适反应温度为 D# O，最适反应 PQ值为 $) #，当温度超过 D# O，它们不稳定，这两种胰蛋白酶在 PQ 值 R) # S %%) # 时
较稳定。
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! ! 胰蛋白酶属丝氨酸蛋白酶家族，具有肽链内切
酶活性，对由碱性氨基酸（精氨酸、赖氨酸）的羧基

与其它氨基酸的氨基所形成的键具有高度的专一

性，在对鱼类食物蛋白质的消化中起重要的生理作

用。它由胰腺分泌，广泛存在于鱼类的肝胰脏、肠道

以及幽门盲囊中。许多研究报道，胰蛋白酶是以无

活性的酶原形式存在于鱼类胰脏中，被肠激酶或有

活性的胰蛋白酶自身激活，从肽链 5 端赖氨酸和异
亮氨酸残基之间的肽键断开，失去一段六肽，分子构

象发生一定改变后转变为有活性的胰蛋白酶。

目前已经从多种哺乳动物如鼠、狗、牛、猪等中

分离出胰蛋白酶以及胰蛋白酶类丝氨酸蛋白酶。对

鱼类消化酶的研究也有报道，A+(U 在 %R"C 年就研
究了鲤鱼（!*&)1$/0 2()&1%）肝胰脏的蛋白酶活性［%］；
在国内，黄耀桐于最早对草鱼肠道肝胰脏蛋白酶活

性进行了初步研究，并分析了消化酶与饲料的关

系［"］；倪寿文对草鱼、鲤、鲢、鳙和尼罗罗非鱼的蛋白

酶、淀粉酶和脂肪酶作了初步探讨［M］；李广丽对草鱼

和鲤鱼肠道、肝胰脏消化酶的活性作了初步研究［B］；

黄峰等采用生物化学与组织学观察相结合的方法对

鲢、鳙的消化器官组织中胰蛋白酶的活性分布进行

了具体的研究［*］；叶元土等对长江特有的两种肉食

性鱼类南方大口鲶和长吻鮠的胃、肝胰脏、肠道中蛋

白酶、淀粉酶的最适温度和最适 PQ 值进行了测
定［D］。上述对鱼类胰蛋白酶的研究结果主要还是基

于粗酶活性测定的方法，还不能真正反映胰蛋白酶

的活性变化。本文在分离纯化草鱼胰蛋白酶的基础

上，进一步对得到的两种草鱼胰蛋白酶成分的酶学

性质进行了初步研究，有助于深入分析鱼类胰蛋白

酶在蛋白质消化中的作用。

% 材料与方法
%) % 亲和介质的合成

%）鸡卵类粘蛋白的分离及纯化。本试验使用
自提的鸡卵类粘蛋白，蛋清加入三氯乙酸沉淀杂蛋

白，再加入丙酮沉淀得到粗的卵类粘蛋白。用 =9P1J
’@9V FJ"* 凝胶层析脱盐，再用 I? JM" 离子交换层
析柱纯化，测定蛋白含量及卵类粘蛋白的比活性及

总活力［C，%#］。

"）亲和吸附剂的合成。本试验采用环氧丙烷
活化载体与偶联配基［C］，活化后抽干，用缓冲液溶解

卵类粘蛋白进行偶联，终止后，抽干淋洗浸泡于亲和
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柱平衡液中，装柱，平衡备用。

!" # 草鱼胰蛋白酶（$%）的纯化
草鱼内脏采于北碚天生市场，取肝胰脏和少量

中肠前段，加入抽提液，搅碎，过夜激活，离心取上清

液，得到粗酶抽提液。粗提液用 &’( ) *’(硫酸铵
分级沉淀，离心收集沉淀溶解得粗酶液。将粗酶液

上样，先用 +, &" - 的亲和洗脱液（ ./012345,6/）洗
脱，收集洗脱峰，再用 +, &" ’ 的亲和洗脱液洗脱，收
集洗脱峰将 +,值调到 7" ’ 左右。

!）纯化效果及纯化蛋白质分子量的测定。各
阶段的纯化效果及纯化蛋白质的分子量用 !-(的
8985:;$<［=］，用低分子量蛋白质标准（!>" > ) 7*" >
?9@，;AB4C1D公司）作对照，银染法染色。

#）蛋白质含量的测定。参照 EB@FGDBF 的方
法［7］，以牛血清白蛋白（E8;）为标准蛋白，在 -7-
3A下测定吸光度，先作标准曲线，由此标准曲线，根
据测出的未知样品的 ;-7- 值，即可查出未知样品
的蛋白质含量。

&）胰蛋白酶的活性测定。以对甲苯磺酰5H5精
氨酸甲酯（%;I<）测定胰蛋白酶的活性。测定胰蛋
白酶的 %;I<活性单位定义是在底物（%;I<）浓度
为 ! AI、反应液为 ’" ’- I %B2C5,6/、+, *" =、光程 !
1A、反应温度 #- J、波长 #>* 3A 的条件下，K9 值
递增 ’" ’’! A23 L!，为 ! 个 %;I<单位。
!" & $%性质的研究

!）$%反应的最适温度和热稳定性。在不同的
温度下，以 %;I< 为底物测定酶活性，将最高的酶
活定义为 !’’(，计算其相对活性。再分别置于不
同的温度条件下保温 &’ A23 后，以 %;I< 为底物测
定剩余活性，计算其相对活性。

#）$% 反应的最适 +, 值和酸碱稳定性。以
%;I<为底物分别置于不同 +,值条件下进行反应，
并测定剩余酶活性。将最高的酶活力定义为

!’’(，计算其相对活性。再在不同的 +, 环境中温
育 ’" - M后，以 %;I<为底物测定剩余的酶活性，计
算其相对活性。

&）酶的动力学常数 ?A 的测定。以苯甲酰5H5
精氨酰5对硝基苯胺（E;:N;）为底物，用 ,@34C作图
法，以（［!］" #）)［!］作图，图中截距为 ?A" $ L !，斜

率为 $ L !，即可求得 ?A［*］。

# 结果
#" ! 鸡卵类粘蛋白的分离及纯化
蛋清经三氯乙酸沉淀杂蛋白，用丙酮沉淀，然后

经 84+M@F4O $5#- 凝胶层析脱盐（图 !），收集第一洗
脱峰，再用 9<5&# 离子交换层析柱纯化（图 #）。

图 !P 鸡卵类粘蛋白的 84+M@F4O $5#-凝胶层析图
Q2." ! 84+M@F4O $5#- $4/5G2/RB@R2D3

6MBDA@RD.B@+M0 DG 6,KI

图 #P 鸡卵类粘蛋白 9<;<5纤维素离子交换柱层析图
Q2." # SD3 <O1M@3.4 6MBDA@RD.B@+M0 D3

9<;<514//T/DC4 DG 6,KI

#" # $%的纯化
!）草鱼胰蛋白酶的亲和层析。草鱼肝胰脏经
抽提得粗酶抽提液，经硫酸铵分级沉淀得粗酶液，上

亲和层析柱吸附，先用亲和洗脱液 ! 洗脱，得到草鱼
胰蛋白酶 ;（$%;）；再用亲和洗脱液 # 洗脱，得到草
鱼胰蛋白酶 E（$%E），见图 &；用考马斯亮蓝法测定
E8;蛋白质含量标准曲线，见图 >；计算纯化效果见
表 !。

图 &P 草鱼胰蛋白酶的亲和层析
Q2." & ;GG232R0 6MBDA@RD.B@+M0 DG $B@CC 6@B+ %B0+C23
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图 !" 考马斯亮蓝法测定 #$%蛋白质含量标准曲线
&’() ! $*+,-+.- /0.12 34 #$% 5.3*2’, /3,*2,*

62+70.’,( 8’*9 #.+-43.- 62*93-

表 :" 草鱼肝胰脏胰蛋白酶的纯化
;+<=2 :" 50.’4’>+*’3, 34 ;.?@7’, 4.3A B.+77 /+.@ C2@+*3@+,>.2+7

步骤
总蛋白

D A(

总活力 D

;%6E

单位

比活力 D

（;%6E单

位) A( F:）

产率

D G

纯化

倍数

粗酶抽提液 :H!I !JK!IL MKL :II :

粗酶 HLM LI:JII LJM) K J!) H :) !

B;% :) JKJ :!::NM) ! J:LHH LI) L M!L

B;# I) OM :I!:) H :!!O I) M K

从试验结果可以看出，通过简单、实用的几步纯

化手段，获得草鱼胰蛋白酶相当程度的纯化。其中

B;%的比活力达到 J:LHH ;%6E单位，纯化倍数 M!L
倍，产率 LI) LG；B;# 的活性较低，比活力 :!!O
;%6E单位 D A(，纯化倍数 K。

M）分子量的确定。经 $P$Q5%BE，求得 B;% 和
B;#分子量约为 MO RP+，见图 K。

注：!低分子量蛋白质标准；"粗酶抽提液；#粗酶；% B;%；# B;#

图 K" $P$Q5%BE电泳图

&’() K" $P$Q@3=?+>.?=+A’-2 B2= B=2>*.3@93.27’7 34

B;% +,- B;#

M) L B;部分性质的研究

:）B;%的动力学常数 SA。以 #%5T% 为底物，
求得 B;%的动力学常数 SA为 I) LO A6。见图 J。

图 J" B;%的动力学常数 SA（以 #%5T%为底物）
&’() J" SA U+=02 34 B;% V7’,( #%5% +7 $0<7*.+*2

本试验研究了草鱼胰蛋白酶的部分性质，测得

B;%的动力学常数 SA，B;# 因活性较低，未能测得
其动力学常数 SA。

M）B;7的反应最适 @C值。这两种酶的反应活
性受 @C 值的影响较大，反应的最适 @C 值为 H) I；
@C值低于 K) K 时酶活性很低；@C 值在 K) K W H) I
之间，其活性迅速升高；@C 值超过 H) I 后，活性降
低，结果见图 O。

图 O" B;7的反应最适 @C值（以 ;%6E为底物）
&’() O" @C X@*’A0A 34 B;7 3, ;%6E

L）B;7的 @C值稳定性。B;%，B;#在低 @C值
条件下稳定性均较差，在 @C N) I W ::) I 时较稳定。
B;%在 @C K) K W N) I 之间稳定性逐渐升高，@C超过
N) I 后，稳定性逐渐降低，@C N) I 时稳定性最高；
B;#在 @C K) K W N) K 之间稳定性逐渐升高，@C超过
N) K 后，稳定性逐渐降低，@C N) K 时稳定性最高，结
果见图 H。

!）B;7的反应最适温度。两种胰蛋白酶的活性
随温度升高而增强，最适反应温度为 JI Y。B;%
在反应温度超过 JI Y时，活性逐渐下降，反应温度
达到 OI Y后，酶活性迅速降低；B;# 在反应温度超
过 JI Y后，活性迅速降低，结果见图 N。
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图 !" #$%的 &’值稳定性（以 $()*为底物）
+,-. !" &’ /012,3,04 56 #$% 57 $()*

图 8" #$%的反应最适温度（以 $()*为底物）
+,-. 8" $9:&9;10<;9 =&0,:<: 56 #$% 57 $()*

>）#$%的热稳定性。#$% 在 ?@ A以下具有相
当高的热稳定性。当 #$% 在 ?@ A保温 B@ :,7 后，
其残留活性达到酶最大活性的 8C. DE（#$(）和
!@. FE（#$G）；在温度 ?@A以上酶迅速失活；到达
F@ A时，酶残余活性仅为最大活性的 H. FE（#$(），
H. @E（#$G）；到达 !@A时，酶残余活性仅为最大活
性的 C. @E（#$(），@. >E（#$G），结果见图 C@。

图 C@" #$%的热稳定性
+,-. C@" $9:&9;10<;9 /012,3,04 56 #$% 57 $()*

B 讨" 论
B. C 草鱼胰蛋白酶的纯化
在固体硫酸铵分级沉淀操作过程中，应注意控

制硫酸按的加入速度，应在轻轻搅拌下，少量多次缓

慢加入，避免硫酸按局部浓度过高引起蛋白质共沉

淀。纯化操作无须透析，使得纯化时间大大缩短，并

获得较高回收率。从试验结果可以看出，通过简单

实用的几步纯化手段，获得一定程度纯化的草鱼胰

蛋白酶。其中 #$( 纯化倍数 H?B 倍，产率 B@. BE，
但是 #$G的活性较低纯化倍数为 >，可能与鱼类胰
蛋白酶在酸性条件下不稳定有关。经两步洗脱，

#$G在亲和层析柱上停留时间过长。这个问题可能
的解决途径为，直接用亲和洗脱液 H 将 #$(、#$G
洗脱下来，然后用其他层析方法进一步进行分离。

本试验所测得的草鱼胰蛋白酶的分子量为 HD
IJ1，据目前研究，鱼类胰蛋白酶的分子量主要范围
是在 C! K B@ IJ1。不同种鱼胰蛋白酶的分子量一般
是不相同的，但是差异都不是太大。如 =L9;7933
等［CC］得到鳕鱼（!"#$% &’()$"）几种胰蛋白酶的分
子量为 C! K HH IJ1；G5<-1096 等［CH］得出沙丁鱼
（*"(#+," -+./)"(#$%）的胰蛋白酶分子量为 H> IJ1，
鲤鱼（01-(+,$% /"(-+’）［CB］胰蛋白酶的分子量为 H!
IJ1，远东沙脑鱼（*"(#+,’-% &2.",’%3+/3$%）和远东多
线鱼（4.2$(’-("&&$% "5’,$%）［C?］胰蛋白酶的分子量
均为 H? IJ1；$,017,等人［C>］通过电泳技术，从多刺猫
鲨（*6$".$% "/",3)+"%）胰脏中纯化出胰蛋白酶，电泳
后出现两条带，一条 CC IJ1，另一条 HB IJ1。
B. H 草鱼胰蛋白酶的性质
米氏常数（M:）表示底物浓度对胰蛋白酶水解

速度的影响，M: 值越小，酶与底物的亲和力越大；
反之，M:值越大，酶与底物的亲和力越小。它是酶
的特征性常数，只与酶的性质，酶所催化的底物和酶

促反应条件（如温度、&’、有无抑制剂等）有关，与酶
的浓度无关。酶的种类不同，M: 值不同，同一种酶
与不同底物作用时，M:值也不同。酶的 M:值范围
很广，大致在 C@ NC K C@ NF ) 之间。以 G(OP( 为底
物时，凤尾鱼（7,8("$.+% 2,/(",%+/)’.$%）两种胰蛋白
酶 M:值为 @. !B :) 和 @. FF:)［CF］；鲤鱼（01-(+,$%
/"(-+’）胰蛋白酶的 M:值为 @. @B8 :)［CB］；大西洋鳕
（!"#$% &’()$"）胰蛋白酶的 M:值为 @. @DD :)［CD］；
格陵兰鳕（!"#$% ’8"/）胰蛋白酶的 M: 值为 C. FD
:)［C!］。本试验测得草鱼胰蛋白酶的 M:值为 @. BD
:)，大小适中，比鲤鱼的高，可知胰蛋白酶对 G(OQ
P(的亲和力偏小。
根据国内外研究结果显示［C8］，大多数鱼类消化

道中的胰蛋白酶适宜 &’ 值都是中性偏碱性，在酸
性条件下极不稳定，同时也存在种属特异性。鱼类

胰蛋白酶适宜 &’ 值一般在 !. @ K C@. @。如美洲沙
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脑鱼（!"#$%&’() )"*"+ ,"-#./-"）［!"］胰蛋白酶的最适
#$值为 %& "；沙丁鱼（!"#$%&" (%/,0"#$.)）［’!］胰蛋白
酶的最适 #$ 值为 %& " ( )& "；*+,-../0*123, 等［!’］

比较研究深海鲑（!-1")2-) 3-&2-//"）、大鲮鲆（!,’(04
20"/3.) 3"+%3.)）和乌颊鱼（!("#.)".#"2"）等 4 种肉
食性鱼类，发现其胰蛋白酶最适 #$ 值为 )& 5 (
’"& "；但也有个别情况，大西洋鲑（!"/3’ )"/"#）则大
于’"& "，其最适 #$值达到了 ’"& 6［!!］。本实验测得
草鱼胰蛋白酶的最适 #$ 值为 %& "，其最适 #$ 值为
中性偏碱性，符合鱼类胰蛋白酶的最适 #$ 值范围。
根据本试验对草鱼胰蛋白酶酸碱稳定性的研究，结

果表明，草鱼胰蛋白酶在酸性条件下活性丧失得最

快，由此可知，草鱼胰蛋白酶在 #$ )& " ( ’’& " 范围
内稳定性较高，在弱碱性条件下稳定，在酸性条件下

极不稳定。和哺乳动物的胰蛋白酶在酸性条件下稳

定不同，从各种鱼类分离得到的胰蛋白酶在碱性条

件下稳定［!40!7］，草鱼的胰蛋白酶具有类似性质。

据研究报道，鱼类胰蛋白酶的最适反应温度在

4" ( 65 8 范围内，如非洲鲶鱼（ 5/"#%") *"#%-(%4
&.)）［!5］胰蛋白酶的最适温度为 4" ( 7" 8；美洲沙
脑鱼（ !"#$%&’() )"*"+ ,"-#./-"）［’)］为 5" 8；鲻鱼
（6.*%/ ,-(0"/.)）［!6］为 558，鲣鱼（7"2).8’&.) (-/"4
3%)）［!9］和沙丁鱼（!"#$%&" (%/,0"#$.)）［’!］均为 6"8；
青干金枪鱼（90.&&.) 2’&**’/）［!%］可高达 65 8。本
试验测得草鱼胰蛋白酶的最适温度为 6" 8，这与鱼
类胰蛋白酶的最适反应温度范围相一致。对黄鳝胰

蛋白酶热稳定性的研究表明，:;<在 7" 8以下具有
相当高的热稳定性，温度在 7" 8以上，酶迅速失活。
本试验的结果表明，草鱼胰蛋白酶的热稳定性随着

温度的升高，其活性丧失越快，热稳定性越差。其它

学者的研究结果也是如此，如凤尾鱼［’6］胰蛋白酶在

75 8保温 ! =后，失去 !">的活性；在 55 8时失去
6">的活性；在 6" 8时则全部失去活性；鲣鱼（7"24
).8’&.) (-/"3%)）［!9］胰蛋白酶在 4" ( 5" 8较稳定，
5" 8以上活力减弱，6" 8保持 6%>的活力，%" 8时
全部失活。:;?、:;@在一些性质上表现相似，而在
另一些性质上表现相异，进一步说明，:;?、:;@ 是
两种相似的酶。这和鲤鱼有两种胰蛋白酶相类

似［!)］。
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