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提要   采用 Tris-HC l缓冲液 ( 50mm o l/L, pH 715)抽提、Q-sepharose F1F1阴离子交换层析、
Sephacry l S-300凝胶过滤层析、SDS-PAGE等方法, 进行中华管鞭虾虾头蛋白酶的分离纯化、

酶学性质及其动力学特性的研究。结果表明,中华管鞭虾虾头蛋白酶粗提物经层析后, 得到

聚丙烯酰胺凝胶电泳纯的一酶组分。该蛋白酶的比活力从 359139U /mg增加到 8277183U /

m g, 提高了 23103倍,回收率达 37169% , SDS-PAGE显示该蛋白酶只含一条谱带,相对分子量

为 24150kDa。以偶氮酪蛋白作为底物, 该酶的米氏常数 K m 值为 0128m g /m ,l最适温度为

55e ,最适 pH为 715;蛋白酶在 60e 以下比较稳定, 放置 1h后活性仍保持在 60%以上,而在

60e 以上时蛋白酶活性急剧下降, 80e 放置 1h后,酶活性只残留 21132%。 10mm ol /L Cu
2+
、

Zn
2+
和 EDTA对该蛋白酶有较强的抑制作用, 抑制率分别约为 97%、96%和 55% , 10mm o l/L

M g
2+
能显著促进蛋白酶活性,而 10mm o l/L Fe

2+
、B a

2+
、C a

2+
对蛋白酶活性的影响不大。推测中

华管鞭虾蛋白酶可能为一种金属蛋白酶。
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  中华管鞭虾 ( Solenocera crassicornis)是一种体

长为 510) 1010cm的中型虾类, 分布较广, 是桁

杆拖虾作业及沿海定置张网的重要捕捞对象,

其冻虾仁是出口创汇的重要水产品 (宋海棠等,

2003)。蛋白酶不仅在生物体内发挥重要生理

功能 (陈师勇等, 2004) , 而且在许多领域得到

广泛应用。目前提取蛋白酶的原料也不仅仅局

限于陆地动物的脏器和植物的种子, 开发利用

海洋生物蛋白酶已成为蛋白酶工业的研究热

点。有关虾蛋白酶的研究, 国内外的报道主要

集中在中国对虾 ( P enaeus orientalis)、罗氏沼虾

(M acrobrachium rosenbergii )、斑节对虾 ( P enaeus

monodon )、日本对虾 (P enaeus jap onicus)、南美白

对虾 (P enaeus vannamei)等养殖虾上, 试图通过

对其消化酶的研究工作, 促进其在饵料利用率、

生长率、环境适应性等的提高 (魏华等, 1996;

Jiang et al, 1991; Pau l et al, 1982; 沈文英等,

2004) ,而对中华管鞭虾蛋白酶的分离纯化及其

生化特性的研究国内外未见报道。中华管鞭虾

除鲜食外主要作为虾仁原料, 加工时占虾体

40%左右的虾头常常被弃掉, 从而降低了虾头

的利用价值。本文中作者分离纯化中华管鞭虾

虾头中的蛋白酶,并对其生化特性进行研究, 旨

为开发海洋生物蛋白酶、综合利用中华管鞭虾

提供理论依据。
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1 材料与设备
111 原料与主要试剂
中华管鞭虾 ( So lenocera crassicornis) : 长 8cm

左右, 2004年 4月从舟山渔场获得,于 - 20e 下冻
藏。Q Sepharose Fast F low ( Am ersham Pharm ac ia

B iotech AB); Sephacry l S-300HR ( Am ersham Phar-

m acia B iotech AB);标准蛋白质 ( sigm an公司,分子

量 范 围 为 1910) 11810kDa ), 包 括 Lysozym e

1910kDa、B-lactog lobu lin 2610kDa、Carbonic anhy-

drase 3410kDa、Ova lbum in 4710kDa、Bov ine serum

album in 8610kDa、B-ga lactosidase 11810kDa;结晶牛

血清白蛋白和偶氮酪蛋白 ( Azocase in)为 sigm an公

司产品;其余试剂均为国产分析纯。

112 主要仪器
快速蛋白液相色谱系统 ( 'KTAfplc System

w ith Frac 900, Am ersham B ioscience); 真空冷冻干

燥机 ( F reezone 12L, 美国 Labconco) ;台式高速冷

冻离心机 (TGL-16G型 ) ;电子天平 ( BP221D型,德

国 Sartorius公司 ) ;数控层析冷柜 ( SL-2型 ); 电泳

仪 ( EPS 301 Am ersham B ioscience);凝胶成像系统

(TANON G IS-2008);转移脱色摇床 ( TS-9型 )。

2 实验方法
211 中华管鞭虾蛋白酶的分离与纯化

所有操作未经特殊说明,均在 4e 下进行。
21111 粗酶液的制备   取新鲜的中华管鞭虾

头与 T ris-H C l( 50mm ol /L, pH 715)缓冲液 1B3

(W /V )混合→高速匀浆→ 10000r /m in冷冻离心

20m in→上清液过微孔滤膜 ( <0122Lm )以除去一

些不溶性杂质和脂类, 滤液透析后用聚乙二醇浓

缩得粗酶液 A, 冷藏待用。

21112 Q-Sepharose F1F1离子交换层析   先

以 20mm o l/L T ris-H C l (含 有 5mm o l/L Ca
2+

,

pH 715)平衡色谱柱, 4m l粗酶液 A上样后, 用含

0) 110m o l/L NaC l的 Tris-HC l缓冲液线性梯度洗

脱, 流速 110m l/m in, 610m l/管分步收集, 280nm

检测, 绘制洗脱曲线并检测蛋白酶活性, 合并蛋

白酶活性峰, 透析后超滤浓缩, 进一步用聚乙二

醇浓缩到 2m l(样品 B) ,冷藏待用。

21113 Sephacryl S-300 HR凝胶过滤层析   

20mm ol /L Tris-HC l(含有 5mm o l/L Ca
2+

, pH 715)

平衡色谱柱, 样品 B 上柱后控制洗脱液流速

015m l/m in, 215m l/管分步收集, 280nm检测,绘制

洗脱曲线并检测蛋白酶活性, 合并蛋白酶活性

峰,透析后用超滤、聚乙二醇法浓缩,冻干得到样

品 C,冷藏用于电泳分析及蛋白酶性质研究。

21114 SDS-PAGE   按 Laemm li方法 ( Lae-

mm l,i 1970)对样品 C进行电泳, 分离胶浓度为

12%,考马斯亮蓝 R- 250染色, 测定其纯度及相

对分子量。

212 蛋白含量测定
以结晶牛血清白蛋白作为标准蛋白, 采用

Low ry法 ( Low ry et al, 1951)测定。

213 酶活测定

参照魏玉西等 ( 2002)。以偶氮酪蛋白 ( A zo-

case in)作底物,三氯醋酸为酶促反应终止剂。加

2m l偶氮酪蛋白 ( 1mg /m l)和 320Ll的 T ris-H C l

( pH 710)缓冲液, 样品组加 240Ll稀释一定倍数

后的酶液, 37e 反应 1h后加 12% 的三氯乙酸

015m ;l对照组则先加三氯乙酸, 37e 反应 1h后加

酶液。室温放置 30m in, 离心并取上清液 2m l于

试管中, 加 014m l 10m ol /L N aOH, 室温下放置

15m in后测 OD 450nm。在此测定条件下, OD 450nm每

增加 01001即为一个蛋白酶活力单位 ( U)。

214 中华管鞭虾蛋白酶性质研究
测定时样本数 n = 5, 以平均值 ?标准误

表示。

21411 pH值对蛋白酶活的影响   临用前称

取 50mg偶氮酪蛋白分别溶于 50m l不同 pH的缓

冲液中, 包括 pH 610的 100mm o l/L柠檬酸-磷酸

氢二钠缓冲液体系和 pH 为 710、715、810的

50mm o l/L Tris-H C l缓冲液, pH 为 910、1010的

100mm o l/L甘氨酸-氢氧化钠缓冲液体系,按 213

方法测不同 pH下的蛋白酶活力变化情况。

21412 温度对蛋白酶活的影响   按 213方法

在不同的反应温度下测定酶活, 具体温度包括

20e 、30e 、37e 、40e 、45e 、50e 、55e 、60e 、
70e 、80e ,以确定蛋白酶的最适温度。此外将

酶液在 30e 、37e 、40e 、50e 、60e 、70e 、80e
放置 015h和 1h后按 213方法分别测定蛋白酶的

残留活性, 进行酶的热稳定性研究。

21413 EDTA和金属离子对蛋白酶活的影响  

 EDTA:在酶液中加入 10mm ol /L的 EDTA,水浴

37e 放置 015h后测残留酶活。金属离子: 在酶

液中分别加入 10mm o l/L的氯化钡、乙酸锌、氯化

钙、硫酸亚铁、硫酸铜、硫酸镁, 室温放置 15m in

后测残留活性。

21414 米氏常数 (K m )的测定   以偶氮酪蛋白
为底物,浓度范围为 012) 610m g /m ,l 37e 下保温
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40m in, 三氯醋酸沉淀除去未水解蛋白, 测定

OD 450nm,以测得的吸光值表示反应速度 v。以 1 /v

为纵坐标, 1 / [ S ]为横坐标, 双倒数作图法求 K m

(陈毓荃, 2002)。

3 结果与分析
311 中华管鞭虾蛋白酶的分离纯化
利用 Tris-HC l缓冲液抽提,滤液透析浓缩,约

4m l的粗酶液 A上样到 Q-Sepharose F1F1柱进行
层析,结果发现, 离子交换层析过程中得到两个蛋

白质洗脱峰, 但只有第 2个峰显示较高的酶活,洗

脱该蛋白酶需要浓度较高的 N aC l。该步相对纯化

倍数为 5117,得率为 67161%。合并蛋白酶活性峰

组分,共 18m l。透析后超滤浓缩, 进一步用聚乙二

醇浓缩到 2m ,l上样于 sephacryl S-300凝胶过滤柱

并洗脱,结果发现,该纯化过程得到两个蛋白质洗

脱峰,但从蛋白酶活力曲线看,只有第 1个峰具有酶

活。该步相对纯化倍数为 23103, 得率为 37169%。

纯化过程的酶活及蛋白含量变化见表 1。

表 1 中华管鞭虾蛋白酶的纯化结果

T ab1 1 Pur ifica tion o f the protease from S1 crassicorn is

纯化步骤 总蛋白 ( m g) 总活力 ( U ) 比活力 (U /m g) 得率 (% ) 纯化倍数

粗酶液 22100 7906167 3591 39 100100 1100

Q-sepha rose F1F1 21 88 5346100 18561 25 67161 5117

Sephacry l S-300HR 01 36 2980102 82771 83 37169 23103

  许多学者曾利用电泳分析虾蛋白酶的分子
组成, Fernndez-G im enez等 ( 2001)研究野生红虾

P leoticusmuelleri时, 发现其肝胰腺蛋白酶 SDS-

PAGE图谱中有 12条不同分子量的活性谱带, 分

子量范围为 1714) 6610kDa; Tsai等 ( 1991)分离

到分子量分别为 2610kDa和 2710kDa的斑节对

虾胰凝乳蛋白酶; V an等 ( 1992)对南美白对虾蛋

白酶 进行 SDS-PAGE 分析, 得 到分子 量为

2510kD a的一条谱带。本实验对纯化得到的样品

C进行 SDS-PAGE, 考马斯亮蓝染色显示一条蛋

白带, 其相对分子量 24150kD a, 结果见图 1。说

明中华管鞭虾蛋白酶粗提物经 Q-sepharose F1F1
阴离子交换层析、Sephacry l S- 300凝胶过滤层析

后所得到的蛋白酶达到电泳纯, 推测该酶只有一

条肽链或由均一的亚基组成, 亚基的分子量与斑

节对虾胰凝乳蛋白酶及南美白对虾蛋白酶亚基

分子量接近。

312 中华管鞭虾蛋白酶的性质研究
31211 pH对酶活性的影响   甲壳动物蛋白

酶的最适 pH 差异较脊椎动物大, 一般在 515)
910之间 ( FernÒ ndez-G im enez et al, 2001 )。由表

2可以看出, 从 pH 610) 715范围内随 pH值上升

中华管鞭虾蛋白酶活性明显上升,而 pH大于 715

以后随 pH增加活性逐渐降低, 可见中华管鞭虾

蛋白酶的最适 pH为 715, 偏弱碱性。这一数值与

P leoticusmuelleri肝胰腺蛋白酶最适 pH 715) 810

( FernÒ ndez-G im enez et al, 2001 )、斑节对虾蛋白

酶的最适 pH 710) 810( Jiang et al, 1991)、加州对

虾 P enaeus californiensis消化道蛋白酶最适 pH 810

接近。

图 1 中华管鞭虾蛋白酶的 SDS-PAGE图

F ig11 SDS-PAG E of the protease from S1crassicornis

31212 温度对酶活性的影响   温度对中华管

鞭虾蛋白酶活性的影响见表 3。可以看出蛋白酶
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在 55e 以前随着温度的升高, 蛋白酶活性逐步

升高, 55e 后随着温度的升高, 酶活性显著下

降, 酶的最适作用温度为 55e ,与中国对虾中内

源蛋白酶、P enaeus californiensis消化道蛋白酶的

最适温度 50e 相近, 但比一般海洋生物蛋白酶

的最适温度 ( 37e 左右 )要高, 这可能与中华管

鞭虾为亚热带、热带暖水品种 (宋海棠等,

2003)有关。

将酶液在不同温度下保温不同时间, 然后

测定酶活力, 结果见表 4。蛋白酶在 30) 40e

分别放置 015h和 1h后, 蛋白酶的活性基本没

有损失,在 50e 放置 015h和 1h后, 蛋白酶剩余

活力在 70% 以上, 60e 放置 015h和 1h后蛋白

酶活性仍能保持在 60%以上, 而在 60e 以后,

蛋白酶的活性急剧下降。 80e 放置 1h后, 蛋白

酶活性只残留 21132%。说明该蛋白酶有较高

的热稳定性, 但 80e 以上的高温将使之变性失
活。 Jiang等 ( 1991)发现斑节对虾蛋白酶 55e

左右放置 5m in活力损失一半。可见中华管鞭

虾蛋白酶的热稳定性明显高于斑节对虾蛋白酶

的热稳定性。

31213 金属离子和 EDTA对酶活性的影响   

10mm o l/L EDTA和各种金属离子对蛋白酶活性

的影响见表 5。

表 2 pH对中华管鞭虾蛋白酶活性的影响

T ab12 E ffect of pH on the activ ity of the protease from S1crassicornis

pH 61 0 71 0 715 810 91 0 101 0 111 0

蛋白酶相对活力 (% ) 551 72 ? 3118 921 59 ? 4106 100100 90132 ? 31 13 87153 ? 31 17 80172 ? 41 89 6912 ? 5136

表 3 温度对中华管鞭虾蛋白酶活性的影响

T ab13 E ffect o f temperature on the activ ity o f the protease from S1 crassicornis

温度 ( e ) 20 30 37 40 45

蛋白酶相对活力 (% ) 18190 ? 31 76 26181 ? 41 89 501 01 ? 2178 541 20 ? 3116 69131 ? 41 36

温度 ( e ) 50 55 60 70 80

蛋白酶相对活力 (% ) 94104 ? 31 79 100100 931 72 ? 4121 351 57 ? 3187 25122 ? 41 18

表 4 中华管鞭虾蛋白酶的热稳定性

T ab1 4 T herm o-stab ility of the pro tease from S1crassicornis

温度 ( e )
蛋白酶相对活力 (% )

处理时间 015h 处理时间 1h
温度 ( e )

蛋白酶相对活力 (% )

处理时间 01 5h 处理时间 1h

30 1001 00 1001 00

37 95193 ? 11 62 95167 ? 01 71

40 97112 ? 01 89 96132 ? 01 92

50 74163 ? 21 12 70178 ? 31 11

60 681 73 ? 4112 621 80 ? 3150

70 491 44 ? 2178 371 81 ? 2172

80 371 63 ? 1192 211 32 ? 2110

表 5 EDTA和金属离子对中华管鞭虾蛋白酶活性的影响

T ab15 E ffect of EDTA and me tal ions on the activ ity o f the protease from S1 crassicornis

EDTA和

金属离子
M g2+ F e2+ Zn2+ Ca2+ Ba2+ Cu2+ EDTA N one

蛋白酶相对

活力 ( % )
2251 32 ? 8168 105187 ? 41 21 4100 ? 01 12 1031 90 ? 3141 931 06 ? 2139 3105 ? 01 13 45103 ? 21 85 1001 00
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  可以看出, 10mm o l/L EDTA对蛋白酶有较强

的抑制效果,抑制率约为 55% ; 10mm o l/L Cu
2+
和

Zn
2+
对蛋白酶的活性有很强的抑制效果, 抑制率

分别约为 97%和 96% ; 10mm o l/L M g
2+
能显著促

进蛋白酶活性, 10mm o l/L Fe
2+
、C a

2+
对蛋白酶活

性有轻微的激活作用, 10mm o l/L Ba
2+
则产生轻微

的抑制作用。另外在酶纯化过程中发现, 洗脱液

含有 5mm o l/L C a
2+
时蛋白酶的稳定性提高。推

测该蛋白酶可能是一种金属蛋白酶 ( m e-t

alloenzym e) , 需要一定的辅助因子如 M g
2+
或

Ca
2+
。M g

2+
能较大幅度地提高蛋白酶的活性, 可

能是通过促进底物与酶活性中心的亲和力从而

提高酶活 (朱春华等, 2003)。

31214 中华管鞭虾蛋白酶米氏常数 (Km )的测定

  使用不同浓度的偶氮酪蛋白底物,研究中华

管鞭虾蛋白酶的动力学特性。采用 L inew eaver-

Burk双倒数作图法, 测得中华管鞭虾蛋白酶的

K m值为 0128m g /m ,l这一数值低于 Yersinia ruckeri

胞外蛋白酶的 1. 68m g /m l和黑曲霉 A sp ergillus ni-

ger HU53菌株产酸性蛋白酶的 2180m g /m l ( Se-

cades et al, 1999 )。Km 的大小可近似地反应出

酶与底物亲和力的强弱, Km 值越小, 则酶与底物

分子的亲和力就越强, 中华管鞭虾蛋白酶对底物

偶氮酪蛋白有很强的亲和力。

4 结语
从海洋动物内脏中提取的蛋白酶活性较高,

可广泛地应用于鱼类加工以生产蛋白胨和用于

鱿鱼脱皮等。虾肝胰腺蛋白酶含量高,而肝胰腺

存在于虾的头胸部, 因此可直接利用鲜虾的加工

废弃物虾头捣碎抽提,取材十分经济而方便。

实验得到的电泳纯中华管鞭虾蛋白酶最适

pH为 715,最适温度为 55e , 60e 以下比较稳定。
以偶氮酪蛋白作为底物,该酶的 Km值为 0128m g /

m ,l 10mm ol /L Cu
2+
、Zn

2+
和 EDTA对该酶有较强

的抑制作用, 10mm o l/L M g
2+
能显著促进蛋白酶

活性,而 10mm o l/L Fe
2+
、Ba

2+
、Ca

2+
对蛋白酶活性

影响不大。
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PURIFICATION AND BIOCHEM ICAL PROPERTIES OF PROTEASE IN
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(D ivision of L if e S cience and T echnology, Ocean Univer sity of China, Qingdao, 266003)

(Faculty of Life S cience and B iotechno logy, N ingbo Univer sity, N ingbo, 315211)


(Zhej iang P harm aceu tical C ollege, N ingbo, 315100)

Abstract  So lenocera crassicornis is an im po rtant shrim p species in fishery resource and w ide ly distributed

in the East Ch ina Sea. S. crassicornis are usua lly frozen for worldw ide trade. H ow ever, the shrim p head that

takes 40% of the body w e igh t is often d iscarded during the process. In order to fu lly utilize the d iscarded, a

purification procedure for pro tease from S. crassicornis heads w as developed. To our best know ledge, it is the

first trial to study the protease in deta il from S. crassicornis to abstract and use the m arine pro teases.

The procedures of ex tracting and purify ing pro tease from S. crassicorn is heads include three steps: prepar-

ing crude protease w ith T ris-H C l bu ffer so lut ion ( 50mm o l/L, pH 7. 5), ion-exchang ing w ith Q-sepharose F.

F. , and ge-l filter ing w ith sephacry lS-300HR. The enzym o logy nature and dynam ics characteristicsw ere stud-

ied w ith biochem ical and e lectrophoretic techn iques.

The enzym e w as purified to an electrophoretically hom ogenous state, reach ing 23. 03- fo ld purif ication

w ith a y ield o f 37. 69%. The abstracted pro tease show ed a sing le band in its relat ive m olecu lar w eight at

24. 5kD a based on sodium dodecy l sulpha te-po lycry lam ide gel electrophoresis ( SDS-PAGE ). C alcu lated from

L ineweaver-Burk p lo t of 1 /v versus 1 / [ S ] , the apparentKm value o f the enzym e w as 0. 28m g /m .l U sing azo-

casein as the substrate, the opt imum tem perature w as 55e and the optim um pH o f the enzym e react ion w as

7. 5. Th is protease show s a good therm al stability below 60e . M ore than 60% o f protease activity still re-

m a ined after incubation a t 60e for 1h. But the enzym e becam e inactivated rap id ly w hen tem perature rose

above 60e , and on ly 21. 32% of pro tease activ ity rem a ined at 80e for 1h.

E ffects o f som e m eta l ions and EDTA on the protease activity w ere also investigated. The results indicated

that the protease activ ity cou ld be inhibited by 10mm ol /L of Cu
2+

, Zn
2+

and EDTA, w ith their inh ib ito ry rat-i

os at 97%, 96% and 55%, respectively. 10mm o l/L o fM g
2+

cou ld obv iously increase the enzym e activity,

w hile 10mm o l/L of Ca
2+

, Ba
2+

and Fe
2+

had no significant effect on the pro tease activ ity. It is speculated that

the protease from S. crassicornis shou ld be a type of m eta lloenzym e.

Key words  So lenocera crassicornis, P ro tease, Purification, B iochem ical propert ies


