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提要 利用硫酸铵分级盐析 !⁄∞�∞2纤维素阴离子交换层析 !≥̈ ³«¤§̈¬ �2zx凝胶层析法对由

海洋细菌 ƒ∞|u2{分泌的纤维蛋白溶酶进行了分离纯化 o结果得到 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝胶电泳

单一区带 ∀性质研究发现 o该酶分子量为 tu qy ®⁄o等电点为 z qwx o琼脂糖2纤维蛋白平板法测

得该酶作用的最适温度为 xs ε o最适 ³�为 { qs∀在 vz ε o³�为 { qs的情况下表现出很好的稳

定性 o温度超过 xs ε 热稳定性较差 o在碱性环境中稳定性较在酸性环境中稳定性强 ∀阴性平板

和阳性平板对比实验发现 o该酶只有纤溶活性而无激酶活性 o体外实验发现 o该酶具有快速溶

解血栓的能力 ∀

关键词 血纤维蛋白溶酶 o分离纯化 o不同性质

t 材料和方法

1 q1 材料

在最适条件下进行液体发酵培养所得发酵液 ∀

��2us型冷冻离心机 ∀���2冷冻干燥机 ∀排阻分子量为

{ ®⁄的透析袋 ∀ ≥̈ ³«¤§̈¬ �zx !⁄∞�∞2⁄∞xuk°«¤µ°¤¦¬¤
公司进口分装l ∀⁄≠≠2���u{�型夹心式垂直板电泳槽 !

⁄≠≠2���y�型稳压稳流电泳仪k北京市六一仪器厂l ∀

丙烯酰胺k�µ¦l !甲叉双丙烯酰胺k�¬¶lk≥¬ª°¤公司产

品l ∀十二烷基硫酸钠k≥⁄≥lk天津市化学试剂二厂产

品经重结晶l ∀低分子量标准蛋白试剂盒 k|w ®⁄∗

tw qw ®⁄l k中国科学院上海生物化学研究所东风生化

试剂厂l ∀等电点标准蛋白 k³� v qx ∗ | qxlk°«¤µ°¤¦¬¤

公司l ∀凝血酶 k×«µ²°¥¬±l !纤维蛋白原 kƒ¬¥µ¬±²ª̈±l

k≥¬ª°¤公司产品l ∀琼脂糖k�ª¤µ²¶̈lk北京中山生物技

术有限公司l ∀纤溶酶原k°̄¤¶°¬±²ª̈±lk牛血lk购自中

国药品生物制品鉴定所l ∀试剂均为国产分析纯 ∀

1 q2 实验方法

t qu qt 分段盐析参照文献≈t  ∀

t qu qu ⁄∞�∞2纤维素阴离子交换柱层析参照

文献≈u ov  ∀初始缓冲液 s qst °²̄r�³� z qx的 ×µ¬¶2�≤̄
缓冲液 o用 s ∗ t qs °²̄r��¤≤̄ 连续混合梯度洗脱 o洗

脱条件 }灵敏度 s qx � o流速 s qw °̄rk°¬±#管l o琼脂

糖2纤维蛋白平板法测酶活 o收集活性峰 ∀

t qu qv ≥̈ ³«¤§̈¬ �2zx柱层析参照文献≈u ov  ∀用

s qt °²̄r�³� z qw的 �¤u �°�w2��u°�w 缓冲液作为洗脱

缓冲液 ∀洗脱条件 }灵敏度 s qx� o流速 z滴r °¬±ots

°¬±r 管 o琼脂糖2纤维蛋白平板法测酶活 o收集活性

峰 ∀

t qu qw 酶活性峰的纯度鉴定用聚丙烯酰胺凝

胶电泳 o以牛血清白蛋白为标准≈v ∗ x  ∀采用不连续系

统 o分离胶终浓度 z qx h o浓缩胶终浓度 v qzx h o上样

ts Λ̄ k约含样品 ts Λªl o电泳 y «os qsx h考马斯亮蓝

� uxs染色 oz h乙酸脱色 ∀

t qu qx 分子量测定用 ≥⁄≥2°��∞≈v ∗ x  ∀采用不连

续系统 o浓缩胶 v h o电流 ts °� o分离胶 ts h o电流 ux

°� ∀用中分子量标准蛋白k|w ∗ tw qw ®⁄l作为对照 ∀

t qu qy 等电点测定参照文献≈x oy 进行 ∀

t qu qz 酶活力测定采用 �¶·µ∏¥ ×q等 t|xu年 o

� ¬̈̄¤±§o�q• q�qt|zt年报道的琼脂糖 2纤维蛋白平

板法 ∀琼脂糖2纤维蛋白平板组成为 }t h琼脂糖 t{s

°̄ ous °ªr°̄ 纤维蛋白原 us °̄ os q{ °ªr°̄ 凝血酶 u qu

°̄ o相当于 usv qy尿激酶活力单位 k��l o纤溶酶原 u

支kty ��lu qu °̄ o以上试剂均用 s qsu °²̄r�³� { qs的
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×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液配制 ∀平板制作方法为 }首先将 t h琼

脂糖加热溶解后放 wx ε 水浴中 vs °¬±o再将纤维蛋

白原溶液放 wx ε 水浴中保温 ts °¬±o然后将凝血酶

加入到琼脂糖中充分搅拌 o同时将纤溶酶原溶液加入

到琼脂糖中 o在 wx ε 混匀 o然后迅速倒入 ts个直径

{ qx ¦°的玻璃平皿中 o室温放置 t «后 o在已凝固的

平板上打直径 v °°的小孔 o将待测样品各 ts Λ̄ 点在

孔内 o放置 ts °¬±后移入 vz ε 恒温箱中 o t{ «后取

出 o测定溶圈的垂直直径以表示其活力大小 ∀阴性平

板在制作过程中不加纤溶酶原 o用于测定酶的直接纤

溶活性 ∀

t qu q{ 酶作用的最适温度和最适 ³�参照 �¤̈ °°̄¬

t|zs年的方法进行 ∀

t qu q| 体外溶栓实验参照武祥福 t|{t年的报道 ∀

u 结果与讨论

u qt 纤维蛋白溶酶粗品的制备 o将发酵液 w

ε x sssµr °¬±离心 vs °¬±后 o分段盐析发现 }同一初

始 ³�下 o随着k�� wlu ≥� w 饱和度的提高 o上清液中

蛋白质含量和酶活力均出现下降趋势 ∀ 在同一

k�� wlu ≥� w 饱和度下 o随着 ³�由 v ∗ {的变化 o上清

液中蛋白含量呈逐渐升高趋势 o说明 ³�越低越有利

于蛋白质的沉淀 o酶活性也呈现这种变化趋势 ∀

图 t ⁄∞�∞2纤维素柱层析酶活力曲线

ƒ¬ªqt ∞±½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼¦∏µ√̈ ©µ²° ⁄∞�∞2¦̈¯̄∏̄²¶̈

¬²±2̈ ¬¦«¤±ª̈ ¦²̄∏°±¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼

u qu 进行大量发酵 o 发酵液调 ³� v ∗ w o 用

tss h饱和度的k�� wlu ≥� w w ε 盐析 o离心后沉淀用

少量水溶解 o用截留分子量为 { ®⁄的透析袋 w ε 透

析除盐 o冷冻干燥 o得粗酶制剂 ∀将粗酶上 ⁄∞�∞2纤维

素阴离子交换柱 kv ¦°≅ ty ¦°l o洗脱结果如图 t所

示 ∀收集活性峰 ¶ ∀峰 ¶上 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2zx层析柱 o结

果如图 u所示 ∀由图可知 o洗脱后得到一个主要蛋白

峰和一个主要活力峰 ∀收集该峰 o作纯度检测 ∀

u qv 峰 ¶经 ≥⁄≥2°��∞的电泳区带比标准分子

量蛋白中分子量最小的 ktw qw ®⁄l 还靠近染料前沿 o

即分子量还小 ∀用标准分子量蛋白制作相对迁移率 2
分子量的对数标准曲线 o根据样品的相对迁移率找出

相对应的分子量为 tu qy ®⁄∀

图 u ≥̈ ³«¤§̈ ¬ �2zx柱层析蛋白洗脱曲线和酶活曲线

ƒ¬ªqu °µ²·̈¬±¦∏µ√̈ ¤±§ ±̈½¼°̈ ¤¦·¬√¬·¼¦∏µ√̈ ©µ²°

≥̈ ³«¤§̈¬ �2zx ª̈¯¦²̄∏°±¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼

u qw 峰 ¶经过等电聚焦电泳 o根据已知等电点

标准蛋白的迁移情况制作标准曲线 o得出等电点为 ³�

z qwx∀

u qx 酶纤溶活性与激酶活性比较实验结果表

明 o阳性平板中的平均溶圈面积为 uw qv| °°
u
o阴性平

板上的平均溶圈面积为 uu q|u °°
u
o两者无显著差异

kΠ� s qtl ∀

u qy 酶作用的最适温度和最适 ³�温度如图 v !

图 w所示 ∀

图 v 酶作用的最适温度

ƒ¬ªqv ×«̈ ²³·¬°∏°·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²©·«̈ ±̈½¼°̈

u qz 体外溶栓实验结果发现 o不同浓度的溶栓

酶在 tu «内均能将血栓全部溶解 o高剂量的酶在 u «

内即可将血栓全部溶解 o而对照组蛇毒抗栓酶经 vs «

只有 tr v的血栓被溶解 o由此可见 o该酶的溶栓作用

明显优于蛇毒抗栓酶 o可能成为一种理想的溶栓剂 ∀

样品纯化结果如表 t所示 ∀统计结果表明 o发酵液经
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过一系列纯化过程 o样品纯化倍数为 v qu{ o蛋白回收

率为 vu qzy h o得到了较好的纯化 ∀分子量测定结果表

明 o 该物质比已知的几种溶栓剂分子量都小 k��

� • xw®⁄o·2°� � • zu®⁄o蚓激酶 � • u|®⁄l o对于今后

成为溶栓药物而应用于临床提供了有利条件 ∀等电点

测定结果表明 o该酶是一种弱碱性蛋白 ∀阳性平板和

阴性平板比较实验发现 o该酶只有纤溶活性而无激酶

活性 ∀由温度曲线和 ³�曲线可以看出 oxs ε 是酶作

用的最适温度 o此结果比程牛亮等 t||s年报道的双

胸蚓纤溶酶的最适作用温度 kxx ∗ ys ε l要低 ∀该酶

在中性和碱性条件下活力远远大于在酸性条件下的

活力 o说明该酶是一种偏碱性蛋白酶 ∀酶的热稳定性

实验表明 o该酶在 vz ε 以下比较稳定 o当温度超过 xs

ε 时酶活力下降明显 o说明该酶为一种热不稳定性蛋

白 ∀

对于该酶的氨基酸顺序 !分子结构 !酶的细胞及

体内实验 !药理 !毒理等 o以及在此基础上对该酶进行

的结构和功能上的合理的有针对性的改造等方面还

有待于深入研究 o以进一步提高该酶的活力及作用的

目标性 ∀对该酶的深入研究和应用将有助于推动治疗

心血管疾病药物的发展 ∀

图 w 酶作用的最适 ³�

ƒ¬ªqw ×«̈ ²³·¬°∏° ³� ²©·«̈ ±̈½¼°̈
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表 1  酶的分离纯化结果

Ταβ .1  Ρεσυλτ οφ ισολατε ανδ πυριφψ οφ πλασµιν

纯化步骤 蛋白液体积 总蛋白量 总活力 比活力 纯化倍数 蛋白回收率

k °̄ l k°ªl k��l k��r°ª蛋白l k h l

发酵液 v{s qss uxz qzs v {ss tw qzx t qss tss qss

k��wlu≥�w 盐析所得沉淀 xw qss tts qss u {|s uy quz t qz{ wu qzs

⁄∞�∞2纤维素层析活力峰 } wx qss wx qys u ty{ wz qxw v quu vv quu

≥ ³̈«¤§̈ ¬�2zx活力峰 tss qss wv qvs u s|{ w{ qwx v qu{ vu qzy
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¬¶²2̈ ¯̈ ¦·µ¬¦©²¦∏¶¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶q×«̈ ©¬¥µ¬±²̄¼¶¬¶¤¦·¬√¬·¼ º¤¶§̈·̈µ°¬±̈ §¥¼¤µ¤ª²¶̈2©¬¥µ²∏¶³µ²·̈¬± ³̄¤·̈ °̈ ·«²§q×«̈ ²³2
·¬°∏°·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ¤±§³� º̈ µ̈ xs ε ¤±§{qs µ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄q�·¬¶¶·¤¥̄¨¬±·«̈ ¥¤¶¬¦¶²̄∏·¬²±q�¦¦²µ§¬±ª·²·«̈ ¦²±·µ²̄ ²©

¤¦·¬√¬·¼ ²©·«¬¶ ±̈½¼°̈ ¥̈·º̈ ±̈ ³²¶¬·¬√̈ ¤±§±̈ ª¤·¬√̈ ³̄¤·̈o ·«¬¶ ±̈½¼°̈ «¤§«¬ª«¤©©¬±¬·¼·²©¬¥µ¬±o¤±§·«̈ ¤¥¬̄¬·¼ ²©¤¦2
·¬√¤·¬±ª³̄¤¶°¬±²ª̈± º¤¶̄ ²ºq Ιν ϖιτρο o·«¬¶ ±̈½¼°̈ «¤§¶·µ²±ª¤¥¬̄¬·¼·²«¼§µ²̄¼½̈ ¤µ·¬©¬¦¬¤̄ ·«µ²°¥∏¶q

k本文编辑 }刘珊珊l

酶法进行海洋低值蛋白资源高值化利用初探 m

师晓栋 何海伦 王运涛 张玉忠 高培基

k山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 uxstssl

提要 首先分析了 鱼与四角蛤两种低值海洋蛋白资源的营养成分 o然后利用两株高产蛋

白酶菌株通过液体发酵制备的蛋白酶制剂对两种蛋白资源进行了酶解 o经过比较酶解率和肽

含量 o表明对于四角蛤 o菌株 ≥�|{stv产生的碱性蛋白酶和 ≥�|{stt产生的中性蛋白酶都可

高效酶解 ~而对于 鱼 o菌株 ≥�|{stv产生的碱性蛋白酶的酶解效率较高 ∀文中对海洋低值蛋

白资源的高值化利用的途径进行了讨论 ∀

关键词 低值海洋蛋白资源 o蛋白酶 o酶解

m 国家海洋 {yv计划海洋生物技术主题资助项目

{t| p su p u号 ∀

收稿日期 }usss p tu p t| ~修回日期 }usst p st p s{

我国海洋生物资源蕴藏量十分丰富 o其中海洋蛋

白资源种类尤其繁多 o由于海洋环境不同于陆地环

境 o为适应某些极端生境 o海洋生物蛋白无论是氨基

酸组成还是氨基酸序列上都与陆地蛋白有很大不

同 ∀向海洋索取食物 !功能蛋白和特殊活性物质 o已成

为世界各沿海国家海洋开发的一项重要内容 ∀我国每

年捕获的低值海产品产量十分丰富 o目前主要用来制

作鱼粉等低值产品 o产品的得率和附加值没有得到有

效的提高 o并且在一定程度上造成了对海洋环境的严

重污染≈t  ∀

本文在对两种低值海洋蛋白资源营养成分进行

分析的基础之上 o将酶工程技术应用于海洋蛋白资源

的酶解效应研究 o试图为开发源于海洋蛋白的活性

肽 o促进低值海洋蛋白资源高值化利用探索有效途

径 ∀

t 材料与方法

1 q1 材料

本文选用两种低值海洋蛋白资源 鱼 k Ενγρανλισ

ϕαπονιχυσl和四角蛤 k Μαχτρα ϖενερι φορµισ ⁄̈¶«¤¼̈ ¶l o

鱼捕自山东荣成海域 o四角蛤捕自山东无棣近海水

域 ∀

1 q2 蛋白酶制剂的制备

以高产中性和碱性蛋白酶的枯草芽孢杆菌菌株

Βαχιλλυσ συβτιλισ ≥�|{stt和 Βαχιλλυσσυβτιλισ ≥�|{stv为

菌株 o通过液体摇瓶发酵制备蛋白酶制剂 o产酶培养

基参照文献≈u ov 的方法 o转速 uusµr °¬±ovx ε 下通

风培养 ∀

1 q3 营养成分分析

粗蛋白 !粗脂肪 !粗纤维 !灰分 !总磷 !钙的测定按

文献≈w 中的国标规定的方法进行 ~水分测定 }冷冻干

燥法 ~氨基酸测定见文献≈x  ~蛋白酶活测定方法见文

献≈v  ∀

蛋白酶解率 }酶解液氨基酸总量r 底物蛋白总氨

基酸含量 ≅ tss h

1 q4 海洋蛋白资源的酶解

t qw qt 工艺流程见图 t∀

t qw qu 酶解处理
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