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摘要! 采用硫酸铵盐析&;2,2C0]N`FQ]6!;2,2C0]N`F̂5S]阴离子交换柱层析&0?C0]N`F̂5S]阳

离子交换柱层析和0]N`FQ̂I60C$%% 凝胶过滤柱层析!从青石斑鱼的胃中分离纯化到 ! 种胃蛋

白酶原#?dC#&?dC$ 和?dC!$!0;0C?,d2结果显示!它们的分子量分别为 !"&!: 和 !< cO" 在

N1$7% 下!! 种胃蛋白酶原转化为有活性的胃蛋白酶 ?C#&?C$ 和 ?C!!分子量分别约为 !!&!!

和 != cO" ! 种酶的最适 N1分别为 !7%&$7" 和 $7"!最适温度均为 =% [!且均能被典型的天冬

氨酸蛋白酶抑制剂 N]NS_F_GK ,有效抑制" 免疫交叉反应结果表明!! 种胃蛋白酶原能与大鼠

抗黄鳍鲷?dC

!

!?dC

"

!?dC!P!?dC!F!?dC=F及?dC=P 多克隆抗体发生不同程度的免疫交叉

反应" 动力学参数测定结果表明!?C#&?C$ 和?C! 对酸变性牛血红蛋白的 =

E

&2

QF_

及 2

QF_

>=

E

值

分别为 <7% g#%

9"

E56>-!#<7: 0

9#

!$7" g#%

"

E56>#-+0$% "7" g#%

9"

E56>-!$$7D 0

9#

!

=7# g#%

"

E56>#-+0$和 "7$ g#%

9"

E56>-!#D7< 0

9#

!!7: g#%

"

E56>#-+0$"

关键词! 青石斑鱼% 胃蛋白酶原% 胃蛋白酶% 纯化

中图分类号! ZD#=7#% 0@#<7=&&&&&&&文献标志码',

&&胃蛋白酶原#N]NSGK5L]K$是动物胃壁细胞分

泌的胃蛋白酶#23!=7$7!7# 9=$的前体+ 当 N1

低于 " 时"在胃酸的 1

f作用下"胃蛋白酶原失去

+C末端部分序列"激活为有活性的胃蛋白酶+ 胃

蛋白酶是动物胃部主要的消化酶"分子量约 !!

cO"属于天冬氨酸肽链内切酶)#*

+ 已激活的胃蛋

白酶也具有催化胃蛋白酶原转变成有活性的胃蛋

白酶的功能+ 胃蛋白酶适于在酸值较高的环境中

消化蛋白质"尤其是 N1为 $ 时)$*

+ 近年来国内

外研究者对鱼类胃蛋白酶的关注越来越多"已报

道的鱼类有鳜#!-/-$;0"' "%*'&+-$

)! 9=*

(欧洲鳗鲡

#J/D*-((' '/D*-((' $

)"*

(南极鳕鱼 #30;)'&#)*+

9;0/'""%--$

):*

(石斑鱼#N$-/;$%;(*+"#-#-:;+$

)<*

(

黄 鳍 鲷 # !$'0*+ ('&*+$

)D*

( 乌 鳢 # ?%'//'

'0D*+$

)@*

(鲈#6'&;#('90',8'$#/-"*+$

)#%*以及大西

洋鳕鱼#P':*+)#0%*'$

)##*等+

青石斑鱼 #N$-/;$%;(*+'O#'0'$ 属鲈形目

#?]̂QGa5 Ê]S$" 科 # 0]̂̂FKGRF]$" 石 斑 鱼 属

#N$-/;$%;(*+$"俗称青斑(青鳍(泥斑等"为沿海暖

水性中下层鱼类"分布于北太平洋西部"在我国主

要产于南海及东海南部"其中尤以南海各地海域

较多+ 青石斑鱼肉质细嫩(味道鲜美"营养价值极

高+ 近几年"其人工养殖在我国的广东(福建等南

方沿海地区发展较快)#$*

+ 作为鱼体内最基本的

消化酶之一"胃蛋白酶在鱼饲料蛋白消化中起着

重要作用+ 本实验通过对青石斑鱼胃蛋白酶原分

离纯化并对其酶学性质进行研究"以期为胃蛋白

酶的基础研究提供理论依据"同时也可对鱼饲料

的合理配制及生产提供参考+

#&材料与方法

!"!#材料

鲜活青石斑鱼购于厦门集美菜市场';2,2C

0]N`FQ]6" 0]N`FQ̂I60C$%% ;2,2C0]N`F̂5S]" 0?C
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## 期 刘西之"等!青石斑鱼胃蛋白酶原的分离纯化及酶学性质 &&

0]N`F̂5S]#瑞典,E]̂S̀FEVG5SQG]KQ]S公司$'牛血

红蛋白#美国 0GLEF公司$'大鼠抗黄鳍鲷多克隆

抗体#六种$由日本长崎大学水产学部原研治教授

提供'1*?标记的兔抗大鼠 /Ld二次抗体#丹麦

;,A(公司$'丙烯酰胺"0;0#美国 VG5C*FR 公

司$' 0;0C?,d2标准蛋白#立陶宛 .]̂E]K_FS公

司$'ŴGS"?]NS_F_GK ,#德国*5Q̀]公司$+

!"$#方法

青石斑鱼胃蛋白酶原的分离纯化&&青石斑

鱼即杀后取胃(洗净(称取 $" L(切碎"加入 : 倍体

积#5RC$冰冷的 "% EE56>-磷酸盐缓冲液# N1

<7%$"用组织捣碎机充分捣碎+ 在 = ["#% %%% g

L下离心 @% EGK"收集上清液"沉淀再加入 = 倍体

积#5RC$"% EE56>-磷酸盐缓冲液#N1<7%$进

行二次均质"离心收集上清液+ 合并上清液即得

胃蛋白酶原粗提液+

胃蛋白酶原粗提液加入硫酸铵至 $%m饱和

度"= [下静置 # `"#% %%% gL"离心 !% EGK"弃沉

淀+ 上清液继续加入硫酸铵至 :%m饱和度"= [

下静置 $ `"离心收集沉淀+ 用少量 $" EE56>-

的磷酸盐缓冲液#N1<7%$溶解沉淀"并用相同缓

冲液透析+ 离心取上清液"上样于用 $" EE56>-

的磷酸盐缓冲液 # N1 <7% $ 平衡过的 ;2,2C

0]N`FQ]6阴离子交换柱#$7" QEg#" QE$"用 $"

EE56>-磷酸盐缓冲液线性梯度洗脱#含 % Y%7"

E56>-+F36$"流速 %7D E->EGK"检测到三个活性

峰"分别收集+ 第一个活性峰#?dC#$的样品用 $%

EE56>-的乙酸钠缓冲液#N1"7"$透析后"上样

于用相同缓冲液平衡过的0?C0]N`F̂5S]阳离子交

换层析柱"用 $% EE56>-的乙酸钠缓冲液 # N1

"7"$洗脱#含 % Y%7! E56>-+F36$"收集活性峰+

第二个活性峰 #?dC$$的样品用 $% EE56>-的

ŴGSC136缓冲液#N1<7"$透析后"上样于用相同

缓冲液平衡过的 ;2,2C0]N`F̂5S]阴离子交换柱

#$7" QEg: QE$"用 N1<7" 的 $% EE56>-的

ŴGSC136缓冲液#含 % Y%7! E56>-+F36$洗脱"收

集活性峰+ 第三个活性峰#?dC!$的样品经超滤

浓缩后"上样于用含 %7#" E56>-+F36的 $"

EE56>-磷酸盐缓冲液#N1<7%$平衡的0]N`FQ̂I6

0C$%% 凝胶过滤层析柱##7D QEg@: QE$"用同样

的缓冲液洗脱"流速 %7" E->EGK"收集活性峰+

蛋白质浓度检测方法&&柱层析过程中的蛋

白质含量用紫外分光光度计测定样品在 $D% KE

波长下吸光值+ 蛋白质含量按 -(T*\法)#!*进

行测定+

酶活检测方法& &酶活力的测定采用

,+0(+

)#=*的方法"略有改进+

实验组!"%

#

-胃蛋白酶原与 !"%

#

-%7$"

E56>-+F,QC136缓冲液#N1!7%$充分混合"室

温放置 " EGK"加入 #%%

#

-$m 酸变性牛血红蛋

白并混匀"!< [孵育 !% EGK+ 加入 "%%

#

-终止

液#Dm三氯乙酸"W3,$终止反应+ 反应液 D %%%

gL离心 #% EGK"取上清"测 $D% KE处的吸光值+

对照组!"%

#

-胃蛋白酶原与 !"%

#

-(%7$"

E56>-+F,QC136缓冲液#N1!7%$充分混合"室

温放置 " EGK"加入 "%%

#

-终止液#Dm W3,$使

酶失活"加入 #%%

#

-$m酸变性牛血红蛋白混匀"

!< [孵育 !% EGK"离心取上清"测J

$D%

+

实验组与对照组间的J

$D%

差值即为实际的酶

活值+ 每组实验设 $ Y! 个平行+ 在酶活性测定

反应体系中"胃蛋白酶在 !% EGK 内消化分解底物

使其上清液在 $D% KE吸光值增加 #7% 定义为一

个酶活单位+

蛋白质纯度及蛋白分子量的测定&&参照

-,2UU-/法)#"*

"使用 #$m0;0聚丙烯酰胺凝胶

电泳#0;0C?,d2$"考马斯亮蓝 *C$"% 染色来分

析胃蛋白酶原和胃蛋白酶的分子量及纯化效果"

以标准蛋白质 ###:7% Y#=7= cO$作对照+ 用

<7"m非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 #+F_G8]C

?,d2$"考马斯亮蓝 *C$"% 染色进一步分析胃蛋

白酶原的纯化效果+

胃蛋白酶原激活过程的研究&&胃蛋白酶原

在酸性条件下#N1$7%$分别酸化 % S(#% S(!% S(#

EGK($ EGK(= EGK(#% EGK($% EGK(!% EGK"立即加

入终止液#D

#

-#:m W3,和 $

#

-#% EL>E-

N]NS_F_GK ,$终止反应+ 样品经 0;0化后"进行

0;0C?,d2"考马斯亮蓝*C$"% 染色+

N1和温度对酶活力的影响&&在 N1为 #7% Y

:7%范围内"测定不同 N1下胃蛋白酶的活力+ N1

#7% Y=7% 所用缓冲液为 %7$" E56>-+F,QC136'N1

=7% Y:7%所用缓冲液为 %7$" E56>-乙酸钠+ 在 #%

Y:" [范围内"测定不同温度下胃蛋白酶的活力+

免疫交叉反应&&参考W(TV/+等)#:*方法+

将0;0C?,d2凝胶上蛋白电转移至硝酸纤维素

膜"于 #m脱脂牛奶中封闭 # `"WV0CW洗涤"加入

大鼠抗黄鳍鲷多克隆抗体作为一抗"室温孵育$ `'

*%*$
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WV0CW洗涤"加入1*?标记的兔抗大鼠 /Ld作为

二抗"孵育 # `"WV0CW洗涤"荧光显色拍照+

动力学参数测定&&采用,+0(+

)#=*的方法

测定酶活"底物浓度为 #7"" Y:7$ g#%

9D

E56>-"

反应时间为 : EGK"其他条件不变"计算不同底物

浓度下酶催化反应的平均速率+ 按照米氏方程

(

eC

E

)0*>=

E

f)0*和 -GK]J]F8]̂CVO ĉ 作图法

#C

E

为最大反应速率")0*为底物浓度$"计算动

力学参数=

E

和2

QF_

值+

统计学分析&&实验过程中"酶活性均测定 !

个平行实验"数据的处理方式为 ! 个平行实验的平

均值X标准差+ 动力学参数=

E

和2

QF_

由测定两组

平行实验的平均值获得"组间误差i"m+

$&结果

$"!#青石斑鱼胃蛋白酶原的分离纯化

从图 # 可知"青石斑鱼胃蛋白酶原粗酶液上

样于 ;2,2C0]N`FQ]6柱"经 % Y%7" E56>-+F36

线性梯度洗脱得到 ! 个活性峰+ ! 个活性峰经过

透析或超滤浓缩后分别上样于0?C0]N`F̂5S]阳离

子交换柱(;2,2C0]N`F̂5S]阴离子交换柱以及

0]N`FQ̂I60C$%% 凝胶过滤层析柱进行纯化 #图

$$+ 分离得到的 ! 种胃蛋白酶原"分别命名为

?dC#"?dC$ 和 ?dC!+ 纯化结果如表 # 所示"经硫

酸铵分级沉淀和两次柱层析纯化得到的?dC# =7%

EL(?dC$ #$7$ EL和?dC! =7= EL"其相应的纯化

倍数分别为 #$7D(#!7% 和 #D7<+

图 !#胃蛋白酶原的)@A@HG*/6',*:柱层析结果

#CCC$ $D% KE处吸光值' #

,

$ 酶活力+

I.4"!#)@A@HG*/6',*:,6-19'014-'/6< 13

/*/+.214*2+3-19G/'K#'1'

#CCC$ ,PS5 P̂FKQ]F_$D% KE' #

,

$ 2KlIE]FQ_G8G_I7

图 $#青石斑鱼胃蛋白酶原柱层析纯化结果

#F$ ?dC# 的0?C0]N`F̂5S]柱层析结果' # P$ ?dC$ 的 ;2,2C0]N`F̂5S]柱层析结果' #Q$ ?dC! 的 0]N`FQ̂I60C$%% 柱层析结果+

#CCC$ $D% KE处吸光值' #

,

$ 酶活力+

I.4"$#C1:892,6-19'014-'/6< /8-.3.,'0.1213/*/+.214*2+3-19G/'K#'1'

#F$ 0?C0]N`F̂5S]Q̀ 5̂EF_5L F̂N`I 5a?dC#' #P$ ;2,2C0]N`F̂5S]Q̀ 5̂EF_5L F̂N`I 5a?dC$' #Q$ 0]N`FQ̂I60C$%% Q̀ 5̂EF_5L F̂N`I 5a

?dC!7#CCC$ ,PS5 P̂FKQ]F_$D% KE' #

,

$ 2KlIE]FQ_G8G_I7

(%*$



!""#!

!

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

## 期 刘西之"等!青石斑鱼胃蛋白酶原的分离纯化及酶学性质 &&

表 !#青石斑鱼胃蛋白酶原的纯化结果

&'("!#G899'-< 13/8-.3.,'0.1213S?+3-19G/'K#'1'

步骤

N 5̂Q]RO ]̂

总蛋白>EL

_5_F6N 5̂_]GK

总活力>)

_5_F6FQ_G8G_I

比活力>#)>EL$

SN]QGaGQFQ_G8G_I

纯化倍数

NO ĜaGQF_G5K a56R

得率>m

IG]6R

粗酶液 Q̂OR]]b_̂FQ_ # #@:7# : @$= "7D # #%%

硫酸铵盐析 FEE5KGOESO6aF_] :=@7% = #%"7$ :7! #7# "@7!

;2,2C0]N`FQ]6

?dC# !$7$ # %%% !#7# "7= #=7=

?dC$ =$7D $ DD% :<7! ##7: =#7:

?dC! =D7% # D%% !<7" :7" $:7%

0?C0]N`F̂5S]#?dC#$ =7% $@:7= <=7# #$7D =7!

;2,2C0]N`F̂5S]#?dC$$ #$7$ @#:7@ <"7$ #!7% #!7$

0]N`FQ̂I60C$%%#?dC!$ =7= =<:7< #%D7! #D7< :7@

$"$#青石斑鱼胃蛋白酶原和胃蛋白酶的性质

分析

纯化效果和分子量测定&&0;0C?,d2结果

显示"纯化得到的 ! 种青石斑鱼胃蛋白酶原#?dC

#"?dC$ 和?dC!$的分子量分别约为 !"(!: 和 !<

cO#图 !CF$'而激活后的三种胃蛋白酶的分子量

则分别约为 !!(!! 和 != cO#图 !CF$"并命名为?C

#(?C$ 和?C!+ 此结果与本实验室报道的鳜)!*

(欧

洲鳗鲡)"*

(黄鳍鲷)D*

(乌鳢)@*以及鲈)#%*的胃蛋白

酶原的分子量大小相近+

图 %#青石斑鱼胃蛋白酶原和胃蛋白酶的

G)GHSA?@$'%和K'0.E*HSA?@$(%

#F$ U7标准分子量蛋白' #7?dC#' $7?C#' !7?dC$' =7?C$' "7

?dC!' :7?C!+ #P$ #7?dC#' $7?dC$' !7?dC!7

I.4"%#G)GHSA?@$A%'27K'0.E*HSA?@$Z%13/8-.3.*7

/*/+.214*2+'27/*/+.2+3-19G/'K#'1'

#F$ U7?̂5_]GK EF̂c]̂' #7N]NSGK5L]KC#' $7N]NSGKC#' !7

N]NSGK5L]KC$' =7N]NSGKC$' "7N]NSGK5L]KC!' :7N]NSGKC!7# P$

#7N]NSGK5L]KC#' $7N]NSGK5L]KC$' !7N]NSGK5L]KC!7

&&+F_G8]C?,d2结果#图 !CP$显示"! 种胃蛋

白酶原均为单一电泳条带"表明纯化效果良好+

图中所示的 ! 种胃蛋白酶原的迁移率不同"?dC

# 的迁移速率最慢"?dC! 的迁移速率最快"表明

它们尽管分子量相似但属于不同类型的胃蛋白

酶原+

胃蛋白酶原激活过程分析&&胃蛋白酶原在

酸性条件或者胃蛋白酶存在下"+C末端会发生

! Y" cO小分子肽的断裂"从而活化成为胃蛋白

酶+ 转化过程一般有两种不同的路径!一种是直

接转化成具有活性的胃蛋白酶"另一种是通过中

间体逐步转化成有活性的胃蛋白酶)#"#< 9#D*

+ 图 =

显示了 ! 种胃蛋白酶原转化为胃蛋白酶的过程"

?dC# 直接转化成胃蛋白酶"而?dC$ 和?dC! 都是

通过中间体逐步转化为有活性的胃蛋白酶"这也

进一步证明青石斑鱼的 ! 种胃蛋白酶原为不同

类型+

N1和温度对青石斑鱼胃蛋白酶活力的影响

在 ! 种胃蛋白酶中"?C# 的最适 N1值为 !7%"?C$

和?C! 的最适 N1值为 $7"+ 在 N1"7% 以上 ! 种

酶活力均较低#图 "$+ ?C# 和 ?C! 两种酶在%7$"

E56>-A36C136缓冲液#N1=7%$中的活力高于在

%7$" E56>-乙酸钠缓冲液#N1=7%$中的活力"说

明缓冲液的种类对酶活力也有一定程度的影响+

?C#(?C$ 和 ?C! ! 种酶的最适温度均为 =%

["在 $% Y=" [之间都有较高活力"而在 "% [

以上时酶活力快速下降"表明酶的热稳定性较差

#图 :$+

)%*$
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图 >#青石斑鱼胃蛋白酶原转化为胃蛋白酶的过程

?dC#7胃蛋白酶原C#' ?dC$7胃蛋白酶原C$' ?dC!7胃蛋白酶原C!' ?C#7胃蛋白酶C#' ?C$7胃蛋白酶C$' ?C!7胃蛋白酶C!' /7中间体+

I.4">#C12E*-+.1213G/'K#'1' /*/+.214*2+01 /*/+.2+

?dC#7N]NSGK5L]KC#' ?dC$7N]NSGK5L]KC$' ?dC!7N]NSGK5L]KC!' ?C#7N]NSGKC#' ?C$7N]NSGKC$' ?C!7N]NSGKC!' /7/K_]̂E]RGF_]a5 Ê7

图 O#/T对青石斑鱼胃蛋白酶活力的影响

I.4"O#@33*,013/T1206*',0.E.0.*+13

/*/+.2+3-19G/'K#'1'

图 P#温度对青石斑鱼胃蛋白酶活力的影响

I.4"P#@33*,0+130*9/*-'08-*1206*',0.E.0< 13

/*/.2+3-19G/'K#'1'

&&抑制剂对青石斑鱼胃蛋白酶活力的影响&&

不同浓度 N]NS_F_GK ,对胃蛋白酶的抑制效果显

示"N]NS_F_GK ,对青石斑鱼胃蛋白酶 ?C#(?C$ 和

?C! 的有效抑制摩尔比分别为 Dn#(:n#和 =n##图

<$+

免疫交叉反应&&青石斑鱼的 ! 种胃蛋白酶

原与 : 种大鼠抗黄鳍鲷多克隆抗体产生不同程度

的免疫交叉反应#图 D$+ 由图可知"?dC# 和?dC$

能与大鼠抗黄鳍鲷多克隆抗体 ?dC

!

(?dC

"

和

?dC!P 有较强的免疫交叉反应"而与抗 ?dC!F(

?dC=F和 ?dC=P 的免疫交叉反应很弱'?C! 与抗

?dC=P多克隆抗体有较强的免疫交叉反应"而与

其余的多克隆抗体反应较弱+ 这些结果表明"

?dC# 和?dC$ 两种胃蛋白酶在蛋白质一级结构上

的同源性较高"但它们与 ?dC! 的同源性较低"也

可以说明它们与黄鳍鲷的胃蛋白酶原 ?dC

!

和

?dC

"

的同源性较高+ 本研究结果以及已报道的

研究结果均表明"鱼胃中存在多种形式的胃蛋白

酶原"每种类型的酶原又有多种同工酶"胃蛋白酶

的多样性对鱼类本身消化各种食物非常

有利)D 9@"#@*

+

图 Q#S*/+0'0.2HA对青石斑鱼胃蛋白酶的抑制效果

I.4"Q#@33*,013/*/+0'0.2HA12/*/+.2+3-19G/'K#'1'

&&青石斑鱼胃蛋白酶动力学参数&&在有胃鱼

中"食物蛋白的消化主要集中在胃中"胃蛋白酶是

其主要消化酶"含量最高)$%*

+ 当鱼类饲料进入鱼

体后"营养物质要首先在胃中进行消化"因此"胃

蛋白酶的活性将影响到食物蛋白的消化速率"进

"&*$
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而影响到鱼类的生长速度+

根据-GK]J]F8]̂CVO ĉ双倒数作图"计算动力

学参数米氏常数 =

E

和催化常数 2

QF_

值"结果显

示"?C#(?C$ 和?C! ! 种胃蛋白酶的 =

E

值分别为

<7% g#%

9"

("7" g#%

9"和 "7$ g#%

9"

E56>-+ 其

中"?C! 的 =

E

值略低于其它两种胃蛋白酶"表明

其对牛血红蛋白底物有更大的亲和力+ ! 种酶的

2

QF_

值分别为 #<7:($$7D 和 #D7< 0

9#

"?C$ 的2

QF_

值

高于其它两种胃蛋白酶'特异性常数#2

QF_

>2

E

$值

分别为 $7" g#%

"

(=7# g#%

" 和 !7: g#%

"

E56>#-

.0$"其中"?C$ 的2

QF_

>2

E

值高于其它两种胃蛋白

酶"提示其在生理条件下的催化效率更高+ 青石

斑鱼与其它鱼类"包括欧洲鳗鲡)"*

(乌鳢)@*

(鲈)#%*

和大西洋鳕鱼)##*的胃蛋白酶动力学参数比较结

果见表 $+ 通过比较发现"青石斑鱼胃蛋白酶的

催化常数 2

QF_

值高于淡水乌鳢和海水鲈胃蛋白酶

的2

QF_

值"其催化效率2

QF_

>2

E

值也较高+

图 R#胃蛋白酶原的免疫交叉反应结果

#F$ 与抗黄鳍鲷?dC

!

反应+ #P$ 与抗黄鳍鲷 ?dC

"

反应+ #Q$ 与抗黄鳍鲷?dC!F反应+ #R$ 与抗黄鳍鲷?dC!P反应+ #]$ 与抗

黄鳍鲷?dC=F反应+ #a$ 与抗黄鳍鲷?dC=P反应+ U7预染标准分子量蛋白' #7?dC#' $7?dC$' !7?dC!+

I.4"R#Y*+0*-2(:1013/*/+.214*2+8+.24 '20.H+*' (-*'9/1:<,:12':'20.(17.*+

#F$ *]FQ_]R JG_̀FK_GC?dC

!

FK_GP5RI7#P$ *]FQ_]R JG_̀FK_GC?dC

"

FK_GP5RI7#Q$ *]FQ_]R JG_̀FK_GC?dC!FFK_GP5RI7#R$ *]FQ_]R JG_̀

FK_GC?dC!P FK_GP5RI7#]$ *]FQ_]R JG_̀FK_GC?dC=FFK_GP5RI7#a$ *]FQ_]R JG_̀FK_GC?dC=P FK_GP5RI7U7?̂]S_FGK]R N 5̂_]GK EF̂c]̂' #7?dC

#' $7?dC$' !7?dC!7

表 $#鱼类胃蛋白酶动力学参数表

&'("$#B.2*0.,/-1/*-0.*+13/*/+.2+3-19

7.33*-*20+/*,.*+133.+6

酶

]KlIE]

米氏常数>

#E56>-$

=

E

催化常

数>0

9#

2

QF_

特异性常数>

)E56>#-.0$*

2

QF_

>=

E

胃蛋白酶C#>N]NSGK #

青石斑鱼
<7% g#%

9"

#<7:

$7" g#%

"

乌鳢
@7D g#%

9"

D7$=

D7= g#%

=

鲈
"7" g#%

9"

$$7D

#7! g#%

"

胃蛋白酶C$>N]NSGK $

青石斑鱼
"7" g#%

9"

<7!=

=7# g#%

"

乌鳢
:7% g#%

9"

=7%$

:7< g#%

=

鲈
#7$ g#%

9=

<7%=

"7@ g#%

=

胃蛋白酶C!>N]NSGK !

青石斑鱼
"7$ g#%

9"

#D7<

!7: g#%

"

乌鳢
#7= g#%

9=

#!7$

@7" g#%

=

鲈
!7D g#%

9"

!7%@

D7# g#%

=

胃蛋白酶C#>N]NSGK #

欧洲鳗鲡
D7D g#%

9"

$!7<

$7< g#%

"

大西洋鳕鱼
#7": g#%

9=

#D

#7$ g#%

"

胃蛋白酶C$>N]NSGK $

欧洲鳗鲡
@7$ g#%

9"

#@7=

$7# g#%

"

大西洋鳕鱼
=7= g#%

9"

!!

$7D g#%

"

胃蛋白酶C!>N]NSGK !

欧洲鳗鲡
<7% g#%

9"

!=7=

=7@ g#%

"

!&讨论

本研究采用硫酸铵盐析并结合柱层析技术"从

青石斑鱼胃中纯化得到 ! 种胃蛋白酶原+ 根据报

道"胃蛋白酶原通常采用 !次或更多次的柱层析才

达到较好的纯化效果"如 \(+2B,T,等)$#*运用

了 ;2,2CQ]66O65S](;2,2C0]N`F̂5S]和 0]N`FQ̂I6

0C$%% !次柱层析才从响尾蛇胃中得到胃蛋白酶

原+ 本研究采用的分离纯化方法相对较简单"获得

的胃蛋白酶种类多"且重复性好+ 0;0C?,d2和

+F_G8]C?,d2结果均表明 ! 种酶得到了高度纯化+

! 种胃蛋白酶原#?dC#(?dC$ 和 ?dC!$在 +F_G8]C

?,d2上的迁移率不同"其中 ?dC# 的迁移速率明

显的小于其余两种"?dC$的迁移率也略小于?dC!+

证明了 ! 种蛋白酶原是不同类型的+ 通过 0;0C

?,d2"推测!种胃蛋白酶原的分子量分别约为!"(

!:和 !< cO"激活后对应的胃蛋白酶的分子量则分

别约为 !!(!!和 != cO+ 此结果与本实验室报道的

黄鳝)$$*和欧洲鳗鲡)"*

(黄鳍鲷)D*和鳜)!*以及乌

鳢)@*和鲈)#%*等的胃蛋白酶原分子量相似+ 但小于

金枪鱼)$!*

(突吻鳕)$=*的胃蛋白酶原的分子量"而

大于毛鳞鱼胃蛋白酶的分子量)$"*

+ 由此可知"在

不同鱼种中纯化得到的胃蛋白酶原的分子量以及

$&*$
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对应的胃蛋白酶活力存在一定差异+ 鱼类胃蛋白

酶的这些差异"可能与它们有不同的摄食习惯与生

活环境有关+

以牛血红蛋白为底物"测得 ! 种胃蛋白酶的

最适 N1分别是 !7%($7"($7"'最适温度均为

=% [+ 本研究得到的青石斑鱼胃蛋白酶的最适

N1和最适温度与本研究室已报道的鳜)!*

(欧洲鳗

鲡)"*

(黄鳍鲷)D*

(乌鳢)@*以及鲈)#%*的胃蛋白酶

相近+

实验所用 ! 种酶均能被天冬氨酸蛋白酶特异

性抑制剂 N]NS_F_GK ,有效抑制"证明它们属于天

冬氨酸蛋白酶家族+ 动力学研究表明"?C! 对牛

血红蛋白底物有更强的亲和力"?C$ 的催化效率

高于其它两种胃蛋白酶"可能在食物蛋白的消化

过程中起着更重要的作用+ 青石斑鱼与黄鳍鲷都

属于海水硬骨鱼"鲈亚目+ 为了进一步确定从青

石斑鱼胃中纯化的蛋白是胃蛋白酶原"本研究采

用大鼠抗黄鳍鲷胃蛋白酶原抗体做免疫交叉反

应+ 结果表明"青石斑鱼的 ! 种 ?d均与大鼠抗

黄鳍鲷?d抗体有不同程度的反应"且 ?dC# 和

?dC$ 的同源性较高"但它们与 ?dC! 的同源性较

低+ 该结果进一步证明"从青石斑鱼胃中分离纯

化的目的蛋白为胃蛋白酶原"且这 ! 种胃蛋白酶

原是不同类型的+

在动力学方面"酶的特异性常数 2

QF_

>2

E

代表

了其催化效率+ 其中"?$ 最高"是 ?! 的 #7#= 倍"

?# 的 #7:= 倍"提示这 ! 种酶的活性中心的立体

结构有一定差异从而影响了它们的催化效率+ 鱼

体内多种胃蛋白酶的存在推测可能有利于消化不

同来源的食物蛋白+

对青石斑鱼胃蛋白酶的酶学性质研究"有助

于了解海水鱼类胃蛋白酶的生理功能(消化特性

等"同时也可为鱼类配合饲料的研制及改良提供
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#!-/-$;0"' "%*'&+-$)'*7',L ĜQ.55R 3̀]E"$%%D"
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FKR N]NSGKSâ5E 'FNFK]S]S]FPFSS# 6'&;#('90',

8'$#/-"*+$)'*735EN VG5Q̀]E?̀ISG56V"$%##"#"D

#=$!$"@ 9$:"7

)##*&d/-;V2*d,"(-02+ * -"V',*+,0(+ 'V7

3F_F6I_GQN 5̂N]̂_G]SFKR Q̀]EGQF6Q5EN5SG_G5K 5a
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