
!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

第 /0 卷第 1 期

2345 年 1 月 6

水6产6学6报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

!203" 2345

文章编号!4333 73845#2345$31 74382 730 4")!4314408956781234532301/9

收稿日期!2345932929666修回日期!2345939941

资助项目!国家自然科学基金#/4214:/:$ %十二五国家科技支撑计划#2342J&4/:J30$ %福建省教育厅产学研专项#!&4/41/$

通信作者!曹敏杰",9:;<0!:68;/;6:21BD218>

海参内脏胶原降解酶的纯化及性质研究

麻金花!6翁6凌!6颜龙杰!6张凌晶!6刘光明!6曹敏杰"

#集美大学食品与生物工程学院"福建省水产品深加工工程研究中心"福建 厦门6/84324$

摘要! 针对海参自溶现象!研究海参内脏中与胶原降解相关蛋白酶的存在情况!以期了解内源

性蛋白酶在海参自溶过程中发挥的作用!为解明自溶的内在机理提供理论依据% 通过硫酸铵

盐析"4,&,9*BUA;@/?B阴离子交换柱层析"*BUA;8@30*9233 凝胶过滤柱层析"OAB>30*BUA;@/?B

((疏水柱层析及 S<><L离子交换柱层析等方法!从海参内脏中分离纯化出降解明胶的蛋白

酶% 利用荧光底物研究其酶学性质及其对海参体壁胶原蛋白的降解情况% 结果表明!该酶最

适温度为/3 Q!最适 U+为 115!可被金属蛋白酶抑制剂 ,4M&",IM&完全抑制!亦可被

OS*("OB7;H0/8*-等丝氨酸蛋白酶抑制剂完全抑制% 底物特异性表明!该酶只对金属蛋白酶

荧光底物有分解作用!推测其为金属蛋白酶% 该酶在 9 和 /1 Q下均能有效地分解海参体壁胶

原蛋白!表明其在海参自溶过程中起重要作用%

关键词! 海参' 内脏' 明胶酶谱' 金属蛋白酶' 分离纯化

中图分类号! M*259666666666666文献标志码&&

66海参 # B1-37&6*):.6&%-3*)$是一种极易发生

自溶现象的海洋生物"自溶导致其在贮藏和加

工过程中可食部体壁的组织结构破坏及品质下

降"从而造成经济损失+ 海参自溶主要发生在

海水污染*水温升高或受到机械性刺激时"首先

表现为排脏"然后有表皮软化*溶解等现象的产

生+ 海参排脏时"内脏中的蛋白酶被释放迁移"

蛋白酶参与体壁胶原蛋白的降解"从而破坏体

壁结构"促进自溶+ ZA2 等
(4)

通过电镜观察到海

参自溶过程中完整的胶原纤维断裂成不规则片

段"推测是由海参内源性蛋白酶降解胶原蛋白

所引起+

已有研究表明"海参体壁和肠道都有丰富的

酶系+ C2 等
(2)

从海参体壁中纯化得到金属蛋白

酶#:B=;00/U@/=B<>;?B"SO$"并发现 SO能降解海

参胶原蛋白"因此推测其可能参与海参自溶过程+

付雪艳
(/)

指出"海参消化道中有酸性蛋白酶和碱

性蛋白酶"并采用柱层析方法纯化得到一种在碱

性条件下具有高活力的蛋白酶+ ZA/2 等
(9)

从海

参内脏中分离纯化得到类组织蛋白酶 '"并采用

免疫组织化学技术研究该酶在海参体壁的分布+

[;> 等
(5)

从海参内脏中纯化得到一种丝氨酸蛋白

酶#*O$"并应用 CB?=B@> H0/=检测其在海参中的

分布情况+ 以上研究对于了解海参内源性蛋白酶

的性质"揭示海参自溶的本质具有重要参考价值+

但是"由于海参体内酶的种类丰富"尤其是与胶原

降解相关的酶的研究报道仍然很少+

近年来"随着北参南养技术的不断进步"我国

南方#如福建$的海参产量逐年增加+ 由于南方

气温高"海参加工过程中遇到的自溶问题更为突

出"因此"研究海参体内的蛋白酶及其性质尤为

重要+

本研究以海参为原料"探究其内脏中能分解

明胶的蛋白酶类的相关性质"以期了解内脏蛋白

酶在海参自溶过程中发挥的作用+ 进一步分离纯

化得到一种金属蛋白酶"并对其酶学性质进行分

析"为研究金属蛋白酶在海参自溶过程中的作用

机理提供理论参考+
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46材料与方法

$%$&材料与试剂

海参购于福建省泉州市泉港区某海参养殖基

地"平均体质量 433 N+

4,&,9*BUA;@/?B" *BUA;8@30 *9233" OAB>30

*BUA;@/?B(;?=(0/E"S<><L *BUA;@/?B"美国 I,

+B;0=A8;@B公 司% JB>\;:<D<>B" OS*(" 4" 439

UAB>;=A@/0<>B:/>/A3D@;=B" ,4M&" ,IM&" 美 国

*<N:;公司%猪明胶",989"乳化剂 M@<=/> V9433"

美国 &:@B?8/ 公司%OB7;H0/8*-"德国 SB@8K 公

司% OBU?=;=<> &" M@<?J;?B" 德 国 $/8AB公 司%

S"-&89O@/9'B294>U9&0;9&@N9%+

2

等荧光底物"

日本 OBU=<DB)>?=<=2=B公司%标准蛋白"立陶宛

(B@:B>=;?公 司% 海 参 胶 原 蛋 白 由 本 研 究 室

制备
(5)

+

$%'&仪器与设备

OM92433 组织捣碎机"瑞士 F<>B:;=<8;公司%

&Y;>=<!&925 高速冷冻离心机"美国 JB8K:;> 公

司% -B>=@<72NB 594 小 型 冷 冻 离 心 机" 德 国

,UUB>D/@7公司%';:HD;/5 紫外分光光度计"美

国 OB@K<> ,0:B@公司%(O98233 荧光分光光度计"

日本 !;?8/ 公司%#O-9033 &FM&蛋白纯化系统"

美国 I,+B;0=A8;@B公司%&:<8/> 超滤浓缩装置"

美国 S<00<U/@B公司%I9J"V凝胶成像分析系统"

英国 *3>NB>B公司+

$%(&海参内脏粗酶制备

鲜活海参运到实验室后立即取出内脏"预冷

蒸馏水冲洗"存储于 7:3 Q超低温冰箱备用+ 解

冻后称取内脏"切碎"加入 9 倍体积的预冷缓冲液

&# 53 ::/05' M@<?9+-0" U+ :13" 含 3132G

%;%

/

$"组织捣碎" 9 Q下 42 333 A'"离心 43

:<>"取上清液"即为粗酶液+

$%,&粗酶相关性质的分析

蛋白酶活力的测定66参照 F0B<>B@等
(8)

的

方法采用明胶酶谱检测酶的活性+ 制备凝胶时"

分离胶中用 315 :': :N5:'明胶溶液替换 315

:'去离子水"其余与 *4*9O&I,胶的制备相同+

电泳结束后"用 215G M@<=/> V9433 充分洗去

*4*+ 然后将凝胶置于缓冲液 &中"于 /1 Q 下

孵育 49 A+ 孵育后将凝胶用考马斯亮蓝 $9253 染

色+ 最终凝胶未着色的亮带表示明胶已被蛋白酶

降解"而着色区域则表示明胶未被降解"并根据亮

带的强弱判断蛋白酶的活性+

抑制剂对粗酶活性的影响66将洗去 *4*

的凝胶分别放入含有不同抑制剂的孵育液中"于 /1

Q孵育 49 A"考马斯亮蓝染色后观察酶的活性变

化"以不加抑制剂的孵育液为对照+ 所用抑制剂!

OB7;H0/8*-"4 ::/05'%JB>\;:<D<>B"5 ::/05'%

OS*("43 ::/05'%,989"23

"

:/05'%OBU?=;=<> &"

23

"

:/05'%,4M&"43 ::/05'%,IM&"43 ::/05

'%4"439UAB>;=A@/0<>B"43 ::/05'+

金属离子对粗酶活性的影响66将洗去 *4*

的凝胶分别放入含有不同金属离子的孵育液中"

/1 Q孵育 49 A 后"考马斯亮蓝染色并观察酶活性

变化"以不加金属离子的孵育液为对照"测定金属

离子对粗酶活性的影响+ 所用金属离子浓度均为

43 ::/05'+

$%-&金属蛋白酶的分离纯化

取海参内脏 433 N"于 9 倍体积缓冲液 J#53

::/05'M@<?9+-0" U+ :13"含 3132G %;%

/

" 5

::/05'-;-0

2

$中组织捣碎"9 Q下 42 333 A'"离

心 23 :<>"取上清液"加固体硫酸铵至饱和度为

:3G"9 Q下 42 333 A'"离心 23 :<>"取沉淀"溶

于缓冲液 J中+ 透析后样品上样于 4,&,9

*BUA;@/?B阴离子交换柱#215 8:A4415 8:$"采

用线性结合阶段洗脱的方式进行分离+ 收集酶活

峰"超滤浓缩后上样于 *BUA;8@30*9233#215 8:A

05 8:$ 凝胶柱"用缓冲液 -# 53 ::/05'M@<?9

+-0"U+:13"含 3132G %;%

/

"5 ::/05'-;-0

2

"

3145 :/05'%;-0$洗脱"收集酶活峰"加入固体硫

酸铵至终浓度为 415 :/05'+ 上样于 OAB>30

*BUA;@/?B疏 水 层 析 柱 # 4 :'$" 采 用 降 低

#%+

9

$

2

*"

9

浓度从 415 到 3 :/05'的缓冲液进

行线性梯度洗脱"收集活性部分用缓冲液 J充分

透析"上样于 S<><L *BUA;@/?B#31: :'$"采用

3 <315 :/05'%;-0线性洗脱+ 最终获得的活性

部分进行 *4*9O&I,电泳检测+

$%M&金属蛋白酶活力检测方法

参照 F><NA=等
(1)

的方法"采用金属蛋白酶底

物 S"-&89O@/9'B29I039'B294>U9&0;9&@N9%+

2

进

行酶活力检测"并作适当修改!/1 Q下"在 033

"

'

缓冲液 J中依次加入 53

"

'酶液和 53

"

'的 43

"

:/05'荧光底物"反应 43 :<> 后迅速加入 415

:'终止液 #甲醇E异丙醇E水 >/5E/3E/5"GQGQ

G$+ 使用荧光分光光度计在激发波长 /2: >:*发

/834
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射波长 /0/ >:条件下进行酶活力检测+

$%Q&金属蛋白酶的酶学性质研究

最适 U+ 及 其 稳 定 性 6 6 在 /1 Q" 以

S"-&89O@/9'B29I039'B294>U9&0;9&@N9%+

2

为底

物"在浓度为 53 ::/05'的不同 U+#913 <4413$

缓冲液中测定酶的活性"确定其最适 U++ U+稳

定性的测定则是将酶置于上述缓冲液中"于室温

下放置 /3 :<> 后"按照酶活性的测定方法在

/1 Q"U+:13 下测定酶的剩余活力+

最适温度及热稳定性66按照酶活力的测定

方法"不改变其他条件"于不同温度#9 <83 Q$下

测定酶的活性"确定其最适温度+ 将酶置于 53

::/05'M@<?9+-0#U+:13$缓冲液中"分别在不同

温度#43 <83 Q$下孵育 /3 :<> 后"加入荧光底

物"于 /1 Q下测定酶的剩余活性"以研究酶的热

稳定性+

蛋白酶抑制剂对酶活性的影响66将不同类

型的蛋白酶抑制剂加入到缓冲液 &中"至相应的

终浓度"同时加入 53

"

'适当稀释的酶液"在室温

下放置 /3 :<>"按照酶活力测定方法"测定酶的剩

余活性+ 对照组为不加蛋白酶抑制剂的样品+

酶对海参体壁胶原蛋白的降解66将 53

"

'

酶液与 53

"

'海参胶原蛋白混合于 433

"

'缓冲

液 &中"对照组用等量的缓冲液代替酶液"于 9

和 /1 Q下分别反应不同时间后"进行 *4*9O&I,

电泳"然后用考马斯亮蓝染色观察胶原蛋白的降

解情况+

26结果与分析

'%$&海参内脏粗酶的鉴定

海参内脏肌浆中能分解明胶的蛋白酶类分子

量主要集中于 23 </5 K2"此外还存在分子量为

:5 K2 左右的蛋白酶"表明海参内脏中含有多种能

分解明胶的蛋白酶#图 4$+ 水产动物内脏中含有

丰 富 的 蛋 白 酶+ -/AB> 等
(:)

从 鲤 # !$60-%*)

3.06-&$胰脏中鉴定出 9 种分子量在 25 </9 K2 的

蛋白酶"&/K<等
(0)

从北方长额虾#4.%A.(*)+&*)$

的肝胰腺中分离纯化了 / 种可降解胶原的丝氨酸

蛋白酶+ 海参内脏组织较鱼类等水产动物复杂"

受刺激后的排脏作用又易导致内脏的破裂"增加

了研究的难度+ 本研究利用明胶酶谱的方法检测

海参内脏粗酶"所得蛋白酶多样性存在的结果与

其他水产动物相似+

图 $&海参内脏蛋白酶的明胶酶谱

S1标准蛋白% 41海参内脏粗酶

012%$&D9<>#1;W"5324>=8" 37A4:C9=43#91;>6961;

69> A:A:5@94B16A94>

S1U@/=B<> :;@KB@% 418@2DB?;:U0B

'%'&海参内脏中粗酶的性质研究

海参内脏粗酶的最适 U+为 :13 <013"最适

温度为 /3 <93 Q"丝氨酸蛋白酶抑制剂 OS*(和

金属蛋白酶抑制剂 ,4M&*,IM&对酶活力均具

有强烈抑制作用 #图 2$+ 丝氨酸蛋白酶抑制剂

OB7;H0/8*-对酶活力有部分抑制效果"而凝血酶

和胰蛋白酶抑制剂 JB>\;:<D<>B*半胱氨酸蛋白酶

抑制剂 ,989 和天冬氨酸蛋白酶抑制剂 OBU?=;=<>

&对酶活力几乎没有抑制作用+ 因此"可判断海

参内脏中分解明胶的蛋白酶主要为丝氨酸蛋白酶

和金属蛋白酶+ 王诚等
(43)

在鲤肌肉中发现了具

有分解明胶活性的丝氨酸蛋白酶和金属蛋白酶%

颜龙杰
(44)

利用海参胶原蛋白作为底物"在海参内

脏粗酶液中添加不同类型的蛋白酶抑制剂"研究

降解 海 参 胶 原 的 蛋 白 酶 类 型" 发 现 OS*(*

OB7;H0/8*-和 ,4M&*,IM&均可抑制粗酶对胶

原蛋白的降解"而 ,989 不能抑制粗酶活性"结论

与本研究相似+ 值得注意的是"-;

2 =

对分子量为

//12 K2 的蛋白酶有激活作用"且该酶的活性又可

被 ,4M&所抑制"表明其为金属蛋白酶+ 其他金

属离子"如 S>

2 =

*Z>

2 =

*-2

2 =

则可强烈抑制粗酶

活性"J;

2 =

*SN

2 =

也可部分抑制酶的活性+

'%(&金属蛋白酶的分离纯化

为进一步研究分子量为 //12 K2 的金属蛋白

酶#SO$"利用柱层析方法对其进行分离纯化+

采用 :3G硫酸铵进行分级沉淀+ 所得沉淀经透

析后上样于 4,&,9*BUA;@/?B阴离子交换柱"酶活

峰主要出现在 445 <4// 管之间"经过凝胶过滤层

析后 "酶活峰与大分子量杂蛋白得到有效分离

9834
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图 '&各种因素对海参内脏粗酶活力的影响

#;$温度的影响% # H$ U+的影响% #8$各种蛋白酶抑制剂的影响% # D$金属离子的影响

012%'&?899779A#37C177949;#7>A#3463;#89A4:C99;W"59>A#1B1#" >6C9#9A#9C@" 29<>#1;W"5324>=8"

#;$=ABB77B8=/7=B:UB@;=2@B% # H$=ABB77B8=/7U+% #8$=ABB77B8=/7D<77B@B>=U@/=B<>;?B<>A<H<=/@?% # D$=ABB77B8=/7:B=;0</>?

#图 /$+ 利用疏水层析作进一步纯化"在吸附部

分出现一个蛋白峰"同时也只有一个酶活峰"但其

主要在蛋白峰的右肩部分#图 /98$+ 收集活性部

分"透析后上样于 S<><L阴离子交换柱"酶活峰

与蛋白峰重叠"目的蛋白酶得到纯化+ *4*9

O&I,结果显示"目的蛋白酶分子量约为 //12

K2"与明胶酶谱结果相对应+ 该酶的纯化倍数和

回收率分别为 40313G和 310G#表 4$+

前期研究报道的水产动物金属蛋白酶的分

子量较高"如从鲤肌肉中纯化得到分子量为 15*

81 和 89 K2 的金属蛋白酶
(42)

"在真鲷 #4.'0*)

,.:&0$肌肉中发现的金属蛋白酶分子量为 52

K2

(4/)

"C2 等
(2)

从海参体壁中纯化出一种分子

量为 95 K2 的金属蛋白酶+ 而付雪艳
(/)

在研究

海参肠道蛋白酶时"发现了分子量为 2318 K2 的

金属蛋白酶"与本研究得到的 //12 K2 较为接

近+ 在不同水产动物中存在不同分子量的金属

蛋白酶"推测原因是由于物种以及生理功能差

异导致的结果+ 迄今为止"已报道的金属蛋白

酶有近 93 种"因此"在今后的研究工作中"应对

来源于海参的金属蛋白酶的具体种类作详细

分析+

'%,&T.的最适温度和热稳定性

对纯化的 SO进行性质分析"其最适温度为

/3 Q"当温度高于 93 Q时"酶活力快速下降#图

9$ + 在低温时"SO具有较强的活性"即便在 9

Q时"仍表现出 13G的活性+ 该酶在 43 <93 Q

范围内的热稳定性较好"孵育 /3 :<> 后"相对酶

活力均保持在 03G以上"高于 93 Q时"其活性

急剧下降"83 Q下孵育 /3 :<> 后"相对活力仅

为 43G+ 与 本 研 究 相 比" 从 草 鱼

#!1+%&67.0$%'&A&% -A+((.$肌肉中纯化所得具有

明胶水解活性的基质金属蛋白酶的最适温度为

93 Q

(49)

+ C2 等
(2)

从海参体壁中纯化所得 SO

的最适温度则为93 <95 Q"推测这种差异可能

与酶存在的部位或酶所作用的底物不同有关+

此外"海参是生活在低温环境中的生物"本研究

纯化的 SO在较宽的低温范围内具有较高的活

性"使得 SO在海参正常的生长条件下有较强的

活性以维持其生理功能+
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图 (&金属蛋白酶纯化图

#;$金属蛋白酶的4,&,9*BUA;@/?B离子交换层析% # H$*BUA;8@30*9233 凝胶过滤层析% #8$OAB>309*BUA;@/?B((疏水层析% # D$S<><

L强阴离子交换层析% #B$金属蛋白酶的 *4*9O&I,电泳% S1标准蛋白% 41海参内脏粗酶

012%(&!3<:5;A8435>#324>=8" =:4171A>#13;3759#><<3=43#91;>69

#;$ 4,&,9*BUA;@/?B8A@/:;=/N@;UA<8U2@<7<8;=</> /7SO% # H $ *BUA;8@30*9233 8A@/:;=/N@;UA<8U2@<7<8;=</> /7SO% # 8$ OAB>309

*BUA;@/?B((8A@/:;=/N@;UA<8U2@<7<8;=</> /7SO% # D$S<><L8A@/:;=/N@;UA<8U2@<7<8;=</> /7SO% #B$*4*9O&I,/7SO% S1U@/=B<>

:;@KB@% 418@2DB?;:U0B

表 $&海参内脏 T.的分离纯化

?>@%$&V:55>4" 37=:4171A>#13;37T.7435 #89B16A94> 3769> A:A:5@94

纯化步骤

U2@<7<8;=</> ?=BU

总蛋白5:N

=/=;0U@/=B<>

总酶活力5#

=/=;0;8=<Y<=3

酶比活5##5:N$

?UB8<7<8;8=<Y<=3

酶活回收率5G

3<B0D

纯化倍数

U2@<7<8;=</> 7/0D

粗酶液 8@2DB?;:U0B 2 15313 24312 314 43313 413

硫酸铵分级沉淀 ;::/><2:?207;=B 93518 9314 314 4014 413

4,&,9*BUA;@/?B /:1/ 4418 31/ 515 /13

*BUA;8@30*9233 411 111 915 /11 9513

OAB>307*BUA;@/?B(( 311 812 :10 210 :013

S<><L 314 410 40 310 40313
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图 ,&T.的最适温度及热稳定性

012%,&?893=#15:5 #95=94>#:49>;C

#8945><6#>@1<1#" 37T.

'%-&最适 =\及其稳定性

海参内脏 SO的最适 U+值为 115"在 U+

113 <4313范围内该酶的相对酶活均保持在 13G以

上#图 5$+ SO在 U+813 <013 范围内较为稳定"当

U+值低于 813 时"酶活快速下降"而该酶对碱性条

件的耐受性较好"在 U+4413 时仍剩余 55G的活性+

大多数基质金属蛋白酶发挥降解细胞外基质作用时

的 U+接近中性+ 而本研究所纯化的 SO最适 U+

偏碱性"这与已报道的大多数关于金属蛋白酶的研

究结果相似"如鲤红色肉中的金属蛋白酶 IO94 和

IO92 降解明胶的最适 U+为:13

(42)

"*<Y;K2:;@等
(45)

报道的锯缘青蟹#B3$((. )+00.1.$肝胰腺明胶酶的最

适 U+为 :13"并且在碱性条件下酶活力较强%J@;8A/

等
(48)

报道太平洋岩鱼#B+#.)1+)?U1$中的 SO最适

U+为 :15 左右+ 由此可见"不同水产动物中的 SO

具有较为相似的最适 U++

图 -&T.的最适 =\及其稳定性

012%-&?893=#15:5 =\>;C=\6#>@1<1#" 37T.

'%M&蛋白酶抑制剂对 T.活性的影响

金属蛋白酶抑制剂 ,4M&*,IM&能够强烈

抑制 SO的活性"4"439UAB>;=A@/0<>B能够部分抑

制其活性"而半胱氨酸蛋白酶抑制剂 ,989 和天冬

氨酸蛋白酶抑制剂 UBU?=;=<> &对酶活性几乎无影

响+ 值得注意的是"该蛋白酶活性也可以被丝氨

酸蛋白酶抑制剂 OS*(*OB7;H0/8*-强烈抑制#表

2$+ C2 等
(2)

从海参体壁中纯化所得 SO只能被

金属蛋白酶抑制剂所抑制"其他蛋白酶抑制剂对

其无作用%王诚
(43)

在鲤肌肉中发现的金属蛋白酶

也被金属蛋白酶抑制剂特异性抑制+ 而本研究所

得 SO也可以被丝氨酸蛋白酶抑制剂抑制"推测

在其活性中心附近含有丝氨酸残基"与丝氨酸蛋

白酶抑制剂作用后影响 SO与底物的结合"从而

抑制其活性+ (2 等
(41)

利用底物9*4*9O&I,方法

在 U+>:13 条件下研究蛋白酶抑制剂对海参消

化酶的影响"发现 ,4M&和 OS*(均可抑制分子

量为 /014 K2 的胶原蛋白酶的活性"这与本研究

所得 SO性质相似+

表 '&蛋白酶抑制剂对 T.活性的影响

?>@%'&I;81@1#34" 9779A#37C177949;#=43#91;>669

1;81@1#3463;#89>A#1B1#" 37T.

抑制剂

<>A<H<=/@

浓度5#::/05'$

8/>8B>=@;=</>

残余相对活性5G

@B?<D2;0;8=<Y<=3

对照 8/>=@/0 3 433

,4M& 43 0

,IM& 43 0

4"439UAB>;=A@/0<>B 43 1:

JB>\;:<D<>B 5 0/

OS*( 5 42

OB7;H0/8*- 4 43

,989 3132 04

OBU?=;=<> & 3132 09

'%Q&T.对海参胶原蛋白的降解效果

为探究纯化的 SO是否参与海参的自溶过

程"以海参体壁胶原蛋白为底物"观察 SO对其降

解情况+ 在 /1 Q下反应 /3 :<>"SO对胶原蛋白

即有较明显的分解#图 8$+ 随着时间的延长"胶

原蛋白继续被分解"反应 / A 后"胶原蛋白几乎被

完全分解+ 在 9 Q下"可观察到相似的分解作用"

只是作用时间较长"可见 SO对胶原蛋白的降解

效率与反应温度关系密切+ 这可能与胶原蛋白的

热变性温度有关"胶原蛋白发生热变性后使得胶

原的三股螺旋结构解旋
(4:)

"更有利于蛋白酶对其

降解+

海参 体 壁 中 胶 原 蛋 白 含 量 达 总 蛋 白 的
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13G

(40)

"因此"胶原蛋白的降解直接导致海参自

溶的发生+ 尽管前期实验从海参体壁中分离了可

降解胶原的金属蛋白酶"但该酶的含量较低
(2)

+

最近"[;> 等
(5)

在海参中分离纯化了具有降解胶

原蛋白作用的丝氨酸蛋白酶 *O"而 *O在海参肠

道中的含量也极低+ 鉴于海参自溶过程的快速

性*与温度的相关性以及中性偏碱性的 U+条件"

多种含量较低的蛋白酶共同参与胶原蛋白降解的

可能性极大"尤其是排肠作用导致的内脏中蛋白

酶释放"使生理条件下完全隔离的内脏蛋白酶与

体壁直接接触"加快了体壁胶原蛋白的降解和自

溶的发生+

图 M&两种温度下 T.对海参胶原蛋白的降解效果

#;$SO与胶原蛋白在 9 Q下反应不同时间% # H$SO与胶原蛋白在 /1 Q下反应不同时间

012%M&)924>C>#13;3769> A:A:5@94A3<<>29;@" T.>##G3 C177949;##95=94>#:496

#;$SO;>D ?B;8282:HB@8/00;NB> EB@B<>82H;=BD ;=9 Q 7/@D<77B@B>=<>=B@Y;0?% #H$SO;>D ?B;8282:HB@8/00;NB> EB@B<>82H;=BD ;=/1 Q

/6结论

利用明胶酶谱法分析发现海参内脏中存在多

种分解明胶的蛋白酶"这些蛋白酶主要为丝氨酸

蛋白酶和金属蛋白酶+ 其中分子量为 //12 K2 的

蛋白酶可被 -;

2 =

所激活"而被 ,4M&所抑制+ 通

过硫酸铵盐析以及系列柱层析"分离纯化得到该

蛋白酶+ 性质研究结果表明"该酶的最适温度为

/3 Q"最适 U+为 115"对金属蛋白酶的荧光底物

有特异性的分解"推测其为金属蛋白酶+ 此外"该

蛋白酶在 9 和 /1 Q下均能有效地分解海参体壁

胶原蛋白"推测其参与海参自溶过程+ 本研究初

步探讨了海参内脏中降解胶原的金属蛋白酶"今

后有必要在蛋白质水平上深入研究海参内脏中参

与胶原降解的蛋白酶"并结合分子生物学和免疫

学手段分析它们在海参中更精确的存在部位以及

它们的生理功能"为解明海参自溶的内在机制提

供可靠的依据+
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