
　收稿日期:2004-06-07　　　　作者简介:舒　薇(1968-), 女 ,讲师 , 博士研究生;E-mail:happyyin@21cn.com

　基金项目:广东省重点科研项目(C11707)

木瓜凝乳蛋白酶的自水解作用及其

对分离纯化的影响

舒　薇1 , 2　郭　勇1

(1 华南理工大学 食品与生物工程学院 ,广东 广州 510640;2 华南农业大学 测试中心 , 广东 广州 510642)

摘要:对木瓜凝乳蛋白酶的自水解作用及其对分离纯化的影响作了探讨.结果表明:激活的和未激活的木瓜凝乳

蛋白酶液均能发生自水解作用 ,而激活剂的使用可加速酶的自水解过程 , 在分离纯化过程中易造成分离纯化产物

不均一 、酶活力回收率和蛋白回收率下降等;与之相比 ,未激活的木瓜凝乳蛋白酶的应用可抑制或延缓分离过程中

酶的水解 ,纯化产物蛋白回收率达 64.08%,比前者提高了 10%以上;酶活力回收达 68.9%, 比前者提高了 15%.
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Abstract:The effect of chymopapain autolysis on its purif ication w as studied.It w as found that:acti-

vated and inactivated chymopapain solut ion could undergo autolysis.The use of act ivato r accelerated

the autoly tic process , resulting in heterogeneity of the purified products , and decline in the recovery of

enzyme activity and protein.By contrast , using inactivated chymopapain inhibited o r delayed the au-

toly sis , the recovery of protein w as 64.08%, showing an increase of mo re than 10%, and recovery of

activi ty w as 68.9%, a gain of over 15%.
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　　木瓜凝乳蛋白酶(Chymopapain , EC 3.4.22.6 ,

简称 Cp)是木瓜乳汁中含量最丰富 、水解和凝乳活

性最强的一种巯基蛋白酶[ 1] .目前 ,该酶除了在食

品 、工业生产等领域有重要而广泛的用途外 ,在医药

(疗)领域也显现出越来越重要的药用价值 ,如治疗

腰椎间盘突出症[ 2～ 5] 、肿瘤的辅助治疗[ 6] 、分离细

胞[ 7 ,8] 、Rh 血型鉴定及交叉配血 、消炎和助消化等.

然而 , 因木瓜乳汁中 4种巯基蛋白酶的结构 、性质极

为相似 ,所以获得高活力 、高纯度的 Cp 非常困难.

近年来 ,我国的一些科研人员和实验室相继开展了

该酶的分离纯化 、抗体制备等相关的研究[ 9 ,10] ,在分

离纯化过程中大多采用先将酶液用半胱氨酸 、EDTA

或巯基乙醇激活半小时 ,再进行分离纯化的方法.本

研究通过对自水解过程的分析和对分离纯化结果比

较得出:激活的木瓜凝乳蛋白酶由于具有很强的自

水解作用 ,常造成分离产物不均一 、酶活力回收率及

蛋白回收率偏低等结果 ,这远不能满足临床医药和科

研方面的要求.本试验鉴于上述结果 ,在分离纯化过程
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中采用未激活木瓜蛋白复合酶为上样酶液 ,在离子强

度和 pH 线性双梯度洗脱下 ,获得比活力为3 389.1

U/mg 、蛋白回收率提高 10%以上 、比活力提高 1.05

倍的纯酶 ,这为今后制备高活力 、高纯度的木瓜凝乳蛋

白酶和开展相关的应用研究提供了重要依据.

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　材料与主要试剂　木瓜蛋白酶(粗粉),广州酶

制剂厂提供 ,ps1级别 ,活力为 130万酪氨酸单位/g;羧

甲基纤维素(CMC)、截留相对分子质量5 000的超滤

浓缩管(型号 Amicon Ult ra-4), Millipore 公司产品;

酪蛋白(casein)进口分装;木瓜凝乳蛋白酶标准品 ,

Sigma公司产品;其余试剂为电泳纯或分析纯试剂.

1.1.2　仪器设备　ECONO中低压层析仪 , Bio-rad

公司产品;截留相对分子质量为30 000的再生纤维超

滤包及超滤装置 ,型号 Pellicon XL 30 ,M illipore 公司

产品;小型双垂直电泳槽 ,大连捷迈科贸有限公司.

1.2　方法

1.2.1　Cp水解活力测定　参照徐凤彩
[ 11]
酶活力测

定方法并有所改进.酶活力单位定义为在测定条件

下[ pH7.0 ,(37±0.2)℃] , 每分钟水解酪蛋白产生

1μg 酪氨酸所需的酶量为 1个酶活力单位(U).按

下式计算酶活力:

酶活力(U/mL)=
D-D 0

D S
×M标×

V
t
×样品稀

释总倍数 ,

式中:(D -D 0)为 275 nm波长下待测酶液与对照的

光密度差值;Ds 指以水为对照 , 275 nm 波长下 50

μg/mL标准酪氨酸光密度值;M标为标准酪氨酸溶液

浓度;V 为反应体系总体积(mL);t 为反应时间 , 10

min.

1.2.2　Cp凝乳活力的测定 　参照 Arima
[ 12]
方法.

把 40 min内凝固 1 mL 质量浓度为 0.1 g/mL 脱脂

乳(含 0.01 mol/L CaCl2)的酶量定义为 1个酶活力

单位 ,即 1 个索氏单位(Soxhlet Unit),以相对活力

(RU)表示各因素的影响效果.

1.2.3　蛋白质含量的测定　按 Bradfo rd 方法[ 13] .

并以牛血清白蛋白为标准蛋白质.

1.2.4　SDS-PAGE电泳比较　取 2组酶液 ,第 1组将

Cp溶于 0.05 mol/L pH 7.0 含 20 mmol/L Cys、1

mmol/L EDTA 的磷酸缓冲液中(蛋白质质量浓度 30

mg/mL),室温放置并分别于激活 3 、6 、24和 36 h 后

提取酶液进行 SDS-PAGE 电泳分析.第 2组将 Cp

溶于 0.05 mol/L pH 7.0 的磷酸缓冲液中(蛋白质质

量浓度 30 mg/mL),室温放置并分别于第 3 、6 、24和

36 h 提取酶液作 SDS-PAGE电泳分析.电泳参照张

龙翔[ 14]方法.用 w =5%浓缩胶 、w =12.5%分离

胶 , 每孔点样 10μL , 稳流 10 mA.剥胶后以考马斯

亮兰 R-250染色1 ～ 2 h ,脱色液脱色至条带清晰 ,用

凝胶成像系统拍照.

1.2.5　Cp的分离纯化结果比较　分 2组.第 1 组

将0.6 g 木瓜蛋白酶粗粉溶于 20 mL 0.05 mol/L pH

7.0 含 20 mmol/ L Cys 、1 mmol/ L EDTA 的磷酸缓

冲液中(蛋白质质量浓度 30 mg/mL),研磨 15 min ,

4 000 r/min 离心 10 min , 上清液上 CMC 层析柱 ,

用0.05 mol/ L pH 5.8 ～ 0.4 mol/L pH 8.0 的磷酸

缓冲液进行线性梯度洗脱 , 在 280 nm 波长检测下 ,

收集第 2活性峰 , 经超滤及冰冻干燥成酶粉;第 2组

将 0.45 g 木瓜蛋白酶粗粉溶于 15 mL 0.05 mol/L

pH 7.0 的磷酸缓冲液中(蛋白质质量浓度 30 mg/

mL),研磨 15 min , 4 000 r/min离心 10 min ,上清液

转入5 000超滤离心管 , 5 000 r/min离心 5 min , 取

上清液上 CMC层析柱 , 用0.05 mol/L pH 5.8 ～ 0.5

mol/L pH 8.0的磷酸缓冲液进行 pH 、离子强度线性

梯度洗脱 , 在 280 nm 波长检测下 , 收集第 2 活性

峰 , 经超滤及冰冻干燥成酶粉.在 CMC 层析过程

中 , 层析柱大小为 2.6 cm×22.5 cm , 流速均控制在

0.55 mL/min , 5 mL/管.

1.2.6　Cp的分离纯化及纯度鉴定　Cp的分离纯化

按1.2.5中第 2组未激活酶液的方法进行 , 其纯化产

物用SDS-PAGE电泳进行分析 , 电泳方法同 1.2.4.

2　结果与分析

2.1　水解活性随时间变化的趋势

从图 1 、2可见 ,激活和未激活酶液(蛋白质质量

浓度 0.9 mg/mL)的水解酶活力和凝乳酶活力均随

时间的变化呈下降趋势 ,其中以激活态酶活力下降

明显 ,而未激活酶液的酶活力下降相对缓和.可能的

原因是:木瓜凝乳蛋白酶的独特结构[ 15 ,16] ,使它具

有高反应活性的潜能 ,在溶液状态下 ,活性-SH一

旦被激活就表现出极强的活性 ,并以自身为底物 ,分

子之间相互切割 , 发生自水解作用 ,导致酶活力下

降.而此过程中也出现活性反弹波动 ,说明酶的水解
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作用使它的一级结构和空间结构不断发生变化 ,有时

结构的变化使其活性中心更有利于与底物结合 ,也验

证了酶的天然结构并不一定是酶的最佳活性结构.

图 1　木瓜凝乳蛋白酶水解活力随时间变化曲线

Fig.1　Curve of proteolytic activity of chymopapain against time

图 2　木瓜凝乳蛋白酶凝乳活力随时间变化曲线

Fig.2　Curve of milk clotting activity of chymopapain against time

2.2　蛋白质浓度随时间的变化

从图 3可见 ,随着时间的变化 , 2种 Cp 酶液(蛋

白质质量浓度约 0.9 mg/mL)的 D 595 nm值在不断下

降.其中未激活酶液的下降程度较激活的平缓 , 这

与上述结果一致.

图 3　蛋白质浓度随时间变化曲线

Fig.3　Curve of chymopapain concentration against time

2.3　SDS-PAGE电泳比较结果

通过对SDS-PAGE 电泳图(图 4)比较发现 ,第 1

组激活的 Cp于激活 3 h 内已出现明显的降解带 ,于

第6 、24和 36 h在纯酶的对应位置电泳带逐渐变浅

或消失 ,而下方的降解带却较为明显(图 4-a),而第

2组未激活 Cp的降解带较第 1 组明显少 ,降解速度

相对较慢(图 4-b),进一步说明了木瓜凝乳蛋白酶

的激活加速了其自身降解 ,最终导致水解片段产生 、

酶活力下降及产物的不均一性.

图4　激活和未激活木瓜凝乳蛋白酶液不同时间的 SDS-

PAGE 电泳比较

F ig.4　SDS-PAGE analysis of activated and inactivated chy-

mopapain at different times

2.4　Cp分离纯化结果的比较

从表 1纯化结果比较来看 ,未激活酶经多步纯

化后酶比活力为3 389.1 U/mL ,是激活酶的 1.05

倍;酶活力回收率为 68.9%,比激活酶的 53.87%提

高 15%以上;蛋白回收率为 64.1%, 比激活酶的

53.0%提高了 11%.

2.5　Cp分离纯化及纯度鉴定

通过以上对比研究表明 ,激活态酶液活性高 ,在

分离纯化过程中易导致自身降解而造成酶蛋白含量

下降及产物的不均一性 ,因此试验选择以未激活的木

瓜蛋白复合酶为上样酶液 ,经 CMC离子交换柱层析

分离(图 5)、超滤 、冻干等步骤纯化 ,获得 Cp纯品 ,经

SDS-PAGE电泳分析呈现单一条带 ,达电泳纯(图 6).
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表 1　木瓜凝乳蛋白酶的分离纯化结果

Tab.1　Result of chymopapain purif ication

木瓜凝乳

蛋白酶
chymopapain

步骤　　　
step　　　

V/mL
m(总蛋白
to tal

pro tein)/ mg

比活力

specific activity

/(U·mg-1)

纯化倍数

folds of
purification

活力回收率

recovery of
activity/ %

蛋白回收率

recovery of
protein/ %

激活态
activated

chymopapain

原液 crude proteinase 18.0 49.514 3 166.553 1.00 100.00 100.0

CMC 收集液

chymopapain af ter CMC
57.0 31.851 8 233.769 2.60 64.26 64.3

超滤浓缩液

chymopapain af ter ultrafiltration
10.0 26.248 3 217.997 1.02 53.87 53.0

未激活态

inactivated
chymopapain

原液 crude proteinase 14.0 40.023 3 151.993 1.00 100.00 100.0
5 000超滤管收集液

chymopapain after 5 000 ultrafiltra-
tion

13.0 36.540 3 302.966 1.05 95.67 91.3

CMC 收集液

chymopapain af ter CMC
52.4 28.128 8 195.19 2.60 81.65 70.3

超滤浓缩液

chymopapain af ter ultrafiltration
10.0 25.648 3 389.095 1.08 68.90 64.1

洗脱缓冲液 washing buffer:0.05 mol/ L pH5.8 ～ 0.5 mol/ L pH8.0

PBS , 流速 f low rate:0.55 mL/min , 5 mL/ tube

图 5　未激活木瓜凝乳蛋白酶 CMC 柱层析洗脱曲线

Fig.5　The chromatography of inactiv ated chymopapain on CMC

图 6　木瓜蛋白酶粗酶和木瓜凝乳蛋白酶冻干品的 SDS-PAGE

F ig.6　SDS-PAGE analy sis of crude proteinase and lyophilized

chymopapain

3　结论

木瓜凝乳蛋白酶有很强的水解蛋白质 、小(多)

肽的能力 ,它的切割位点很多 ,但最优先分解精氨

酸 、苯丙氨酸的肽键 ,此外也具有水解酰胺键和酯键

的特点以及具有凝乳活性.由于它的高水解活性 、纯

天然性和木瓜资源极其丰富 ,目前 Cp已成为一种非

常重要的药用酶.本试验的结果表明:在分离纯化过

程中 ,采用未激活的 Cp酶液将大大提高产物酶活力

回收率 、蛋白回收率 ,提高产物品质.这一结果将为

该酶的实际生产和开展应用研究提供一定的理论依

据和参考.
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3　Conclusion

Various genotypes of soybean show different re-

sponses in somatic embryogenesis in terms of bo th

quantitative and qualitative responses at different aux-

in levels.Some varieties poo rly respond whereas some

o thers highly respond at the same auxin level.All the

local varieties used in this study responded well in the

lowest concentration of auxin used.However , their

responses could be improved by using additives such as

copper sulfate and silver nitrate.According to our study ,

silver nitrate could be used with copper sulfate to obtain

their synergistic effects on somatic embryogenesis.The

present results have high application value for improvement

of soybean when bio-technical means are to be used.
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