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蛋白酶由于具有催化蛋白质水解的能力 因此在

蛋白酶溶液中 蛋白酶分子可以相互催化 造成蛋白酶

降解 酶活降低 这种现象称为蛋白酶自溶

∏ ∀许多蛋白酶都具有自溶的特点 ∀蛋白酶的

自溶对蛋白酶的研究和保存带来很多困难 ∀因此 弄清

蛋白酶自溶的特点和机制非常重要 这是探讨防止蛋

白酶降解方法的基础 ∀ ∏ ∏ 等 ≈ 对荧光假单胞菌

产生的蛋白酶的自溶现象进行了研究 他们发现该蛋

白酶在 ε 下 保温 就丧失 的活性 ∀利用

° ≤ 分离自溶片段进行 端测序表明 该酶的自溶

酶切位点是不确定的 但靠近酶切位点的氨基酸常常

是侧链较短的氨基酸 如甘氨酸和丙氨酸 ≈ ∀

和 ∏
≈ 发现 升温可以使 产生

的蛋白酶很快自溶 ∀改变 或用 ∞⁄× 部分剥夺酶

的金属离子都可以使酶的构象更容易自溶 而甘油 !钙

离子和硫酸铵则可以提高酶的热稳定性 ≈ ∀这些研究

为弄清蛋白酶自溶的特点和机制奠定了基础 ∀

目前 研究蛋白酶自溶的方法主要是利用

≥⁄≥2° ∞电泳 ≈ ∗ ∀≥⁄≥2° ∞电泳需要经过制胶 !

蛋白样品变性 !上样 !电泳 !染色和脱色等步骤 进行一

次 ≥⁄≥2° ∞电泳约需 ∗ ≈ 费时较长 这对研

究蛋白酶自溶的动态过程和机制很不方便 ∀毛细管电

泳具有分离效率高 !速度快 !样品用量少等特点 无需

制胶 一次电泳只需 左右 ≈ 这为研究蛋白酶

自溶的动态过程和机制带来方便 ∀适冷蛋白酶由于结

构比较松散 而且在低温下具有高的催化活性 因而其

自溶的特点更为明显 是研究蛋白酶自溶的动态过程

和机制的良好材料 ∀作者从深海淤泥中分离到一株适

冷菌 ° ∏ ≥
≈ 其所产蛋白酶

≤°2 是一种比较典型的适冷蛋白酶 未发表结

果 ∀本文利用毛细管电泳研究了深海所产的适冷蛋白

酶的自溶动态过程 ∀

材料和方法

适冷蛋白酶 ≤°2 的纯化与制备

° ≥ 在产酶培养基 ≈ 中 三角

瓶 装 培养液 ε 下培养

离心 上清液加入硫酸铵至

离心 ∀沉淀溶于

的磷酸 缓冲液中 ∀ 离心

取上清液 ∀透析浓缩后上 ≥ ¬ 柱 用毛细

管电泳检测酶的纯度 回收纯酶部分 ∀所有的操作均在

∗ ε 以下进行 ∀蛋白酶酶活测定方法同文献≈ ∀

毛细管电泳方法

毛细管电泳仪为 公司生产的 ° ≤∞
×

⁄± 型 ∀毛细管管长 内径 Λ 分

离压力 ∂ 进样时间 进样压力 ° 电泳温

度 ε ∀电泳缓冲液为 硼砂缓冲液

∀

结果

利用毛细管电泳检测适冷蛋白酶 ≤°2 在磷

酸缓冲液中的自溶动态过程

将制备的纯适冷蛋白酶 ≤°2 分装于

的 管中 每管 Λ 分别在 ε 保

温不同的时间 ∀保温时间到后 将酶液上毛细管电泳检

测 ∀图 为利用毛细管电泳检测蛋白酶 ≤°2 在
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磷酸缓冲液 中在 ε 下的自溶

动态过程 ∀图中自上而下分别为蛋白酶 ≤°2 在

ε 下保温 和 后的的自溶

状态 ∀从图 中可以看出 蛋白酶 ≤°2 在 ε 下

发生自溶 随着保温时间的延长 自溶加剧 酶蛋白峰

越来越小 而新产生的蛋白峰却越来越大 表明随着蛋

白酶的自溶降解 降解产生的蛋白片段越来越多 ∀图

自上而下分别为蛋白酶 ≤°2 在 ε 下保温

后的自溶状态 ∀蛋白酶 ≤°2

在 ε 下自溶速度明显加快 保温 后 酶蛋白峰

已经很小 基本消失 ∀图 自上而下分别为蛋白酶

≤°2 在 ε 下保温 后的自溶状

态 ∀蛋白酶 ≤°2 在 ε 下自溶速度进一步加快

保温 酶蛋白峰已基本消失 产生很多降解的片

段 ∀ 2 .2 在磷酸缓冲液中蛋白酶 ΜΧΠ201 在不同温度下

保温不同时间后的残留酶活性

测定蛋白酶 ≤°2 在磷酸缓冲液中在

ε 保温不同时间后的残留酶活 ∀结果表明 蛋白酶

≤°2 酶活丧失较慢 在 ε 保温 后 酶活基

本没有丧失 ∀在 ε 和 ε 保温 后 酶活分

别丧失 和 表 ∀从图 可以看出 蛋白

酶 ≤°2 在 ε 下保温 后 酶蛋白已经完

全自溶 但从表 可看出 蛋白酶 ≤°2 在 ε 下

保温 后 仍有 的残留酶活 ∀这表明 蛋

白酶 ≤°2 自溶后产生的某些大蛋白片段仍具有蛋

白酶酶活 ∀

讨论

毛细管电泳具有分离效率高 速度快和样品用量少

的特点 近十几年 被广泛应用于分析化学 !生物化学 !

分子生物学 !药物化学 !食品化学 !环境化学 !医学和法

医学等领域 主要用于无机及有机化合物 !氨基酸 !肽 !

图 利用毛细管电泳检测的蛋白酶 ≤ °2 在 ε 下的

自溶动态过程

ƒ ∏ ≤°2 ∏ ε

图 利用毛细管电泳检测的蛋白酶 ≤ °2 在 ε 下的

自溶动态过程
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图 利用毛细管电泳检测的蛋白酶 ≤ °2 在 ε 下的

自溶动态过程

ƒ ∏ ≤°2 ∏ ε

表 1  蛋白酶 ΜΧΠ201 在磷酸缓冲液中在 20 ,30 ,40 ε 保温

不同时间后的残留酶活

Ταβ .1  Τηε ρεσιδυαλ αχτιϖιτψ οφ ΜΧΠ201 ινχυβατεδ φορ διφ2

φερεντ τιµε ατ 20 , 30 , 40 ε

保温温度 ε 保温时间 残留酶活
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蛋白质 !核酸和对映体的分离分析 ≈ ∀

由于毛细管电泳的速度比普通的聚丙烯酰胺凝胶

电泳快得多 因此毛细管电泳比普通电泳更适合用于

研究生物大分子的动态变化过程 ∀以前研究蛋白酶的

自溶都是采用 ≥⁄≥2° ∞电泳 ≈ ∗ ∀本文利用毛细

管电泳研究了适冷蛋白酶的自溶动态过程 ∀结果表

明 利用毛细管电泳研究蛋白酶的自溶动态过程 无

需制胶 !染色和脱色 电泳一次只需 ∗ 非常

简便迅速 而且 可以随时观察蛋白酶自溶的程度和

状态 这是 ≥⁄≥2° ∞ 电泳无法做到的 ∀ 尽管

≥⁄≥2° ∞电泳速度慢 无法随时观察蛋白酶自溶

的程度 但可用来进行自溶片段的转膜回收 用于

端测序 ≈ ∗ ∀因此 用毛细管电泳和 ≥⁄≥2° ∞电泳

研究蛋白酶的自溶各有优点 二者结合起来用于研究

蛋白酶的自溶动态过程和机制 将会更迅速有效 ∀

本文利用毛细管电泳研究适冷蛋白酶 ≤°2
自溶动态过程的结果表明 适冷蛋白酶 ≤°2 在

ε 下均发生自溶 随着温度的升高 自溶速

度加快 随着自溶的加剧 降解产生的片段增多 ∀酶活

测定结果表明 适冷蛋白酶 ≤°2 降解产生的片段

仍具有部分酶活 这说明 ≤°2 自溶后产生的某些

大片段的底物结合域和催化域的结构可能没有被破

坏 因而仍具有催化活性 ∀
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