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二甲基亚矶对木瓜蛋白酶活性与构象的影晌

何 平，黄卓烈，巫光宏，初志战，黄家乐，史清翠

(华南农业大学生命科学学院，广东广州 510642)

摘要:利用紫外吸收光谱、荧光发射光谱研究了二甲基亚明对木瓜蛋白酶活性与构象的影响-当二甲基亚枫溶液

为低体积分数时，木瓜蛋白酶活性比对照(伊二甲基~II\ =0)有所上升;随着二甲基亚枫溶液体积分数升高，木瓜蛋白酶

活性却不断降低，紫外吸收光谱的第 1 吸收峰明显地向长波长方向移动;且紫外光吸收峰值逐渐降低，到伊二甲基亚飘

为 50% 时又有所升高-木瓜蛋白酶在不同体积分数二甲基亚枫溶液中荧光发射光谱发生变化.在伊二甲墓四为 5% 、

10% 、209毛二甲基亚枫溶液中，与对照(伊二甲扭飘 =0)相比，酶对底物分子的亲和力降低;最大反应速度上升结果

表明:低体积分数的二甲基亚副对木瓜蛋白酶的构象影响较小，酶活性上升 i高体积分数的二甲基亚枫对木瓜蛋白

酶的构象影响较大，酶活性下降.
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Effect of Dimethyl Sulfoxide on the Activity and Conformation of Papain 
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Abstract: The effects of dimethyl sulfoxid.e ( DMSO) on the activity and confonnation of papain by ultravi­

olet and fluorescence spec甘a were studied. The papain activity in the reaction system contained low vol­

ume fraction of DMSO increased as compared with 由at in control experiment (伊d皿elhyl .ulforide = 0 ). Howev­

er , with farther increasing the volume fraction of DMSO , the activity of papain constanÙY decreased , the 

first ultraviolet absorption peak exhibited a red shift , and when reduced up. to q; dimelhyl 叫foxide of 50% 也e

first ultraviolet absorption increased. In different volume fraction of DMSO ，由e papain activity in fluores­

cence emission spectra had significant changes. As compared w町i由 the control experiment ( 伊d副i皿m.由向蚓y抖l 皿

0)λ， the Km decreased , but the Vm皿皿 increased in q伊~d巾田m酣..础li由向h守yl 且时LlfoIÎ阻rid也e of 5% , 10% and 20%. It was demonstrated 

由剖， in low volume fraction of DMSO , the papain activity increased and its confonnation had less chan­

ges , however , in high volume fraction of DMSO ，出e papain activity decreased and its confonnation had 

more changes. 

Key words: papain; dimethyl sulfoxide; ultraviolet absorption spectra; fluorescence emission spectra 

近年来，酶在有机介质中催化反应的研究十分

活跃，日益增多的研究报道和综合评述，展示了有机

溶剂中的酶优于水相酶的巨大应用潜力[1.3] 为许多

重大理论的研究提供了新的方法和手段[时紫外吸

收光谱、荧光发射光谱在蛋白质分子构象的研究中

收稿日期 :2007-06-20

也发挥着越来越重要的作用.紫外吸收光谱、荧光发

射光谱利用化合物吸收光子，引起分子中电子的跃

迁，产生吸光度的变化而进行定性和定量分析.当酶

蛋白以一定的微区结构发挥作用时，这些基团具有

特定的空间位置，若酶蛋白的构象发生变化，这些基
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团的空间位置也发生变化，从而引起了酶的变性失

活[6-8J 有机相中酶促反应动力学的研究也成了当

今酶工程领域中引起广泛兴趣的一个研究方向 [9-归川-1刊10叫OJ

酶在非水介质中的反应动力学变化符合 M阳icha叫el臼

M陡en时ten 公式，影响有机介质中酶促反应动力学变化
的因素涉及底物和溶剂的性质[川11-川l卜川-1刊叫1臼2幻

木瓜蛋白酶( papain)是广泛存在于番木瓜 Cari­

ca p叩α归中的琉基蛋白酶，其开发前景越来越广

阔[旧4J 木瓜蛋白酶是一单体酶，由 212 个氨基酸残

基组成.此酶分子含有 19 个 Tyr 残基、5 个 T甲残

基、4 个 Phe 残基，在 275 - 280 nm 处有紫外吸收

峰[臼当木瓜蛋白酶在有机洛剂中进行催化时，其

酶分子光谱特性的变化与酶分子构象改变的关系尚

未进行详细的研究.本文研究了在各种体积分数的

二甲基亚矶洛液中木瓜蛋白酶的酶活性、酶动力学

变化以及酶分子光谱的改变，有助于人们了解在有

机溶剂中酶分子结构的变化，揭示有机溶剂影响酶

分子催化的作用机理.

1 材料与方法

1. 1 材料

木瓜蛋白粗酶为广西热带作物研究所产品，部

分纯化，木瓜蛋白纯酶和酷蛋白为 Sigma 公司产品.

其他试剂为国产分析纯.

去1. 2 方i法

1.2.1 木瓜蛋白酶i活舌性的测定 取 1 glL 的木瓜蛋

白酶粗酶溶液 0.2 mL，加人 O. 2挡5 mL 激活剂(仰o. 1 

mol/L pH 7.2 磷酸缓冲液，内含 3览6 mmo 

酸~o. 6 mmol/νLE四DT咀'A) 和 2.3 mιn乱IιL 二甲基亚枫溶液

[使反应体系中二甲基亚硕矶l体积分数分别达到 O队、

5% 、 1ω0% 、 1臼5% 、20% 、 25% 、 30%毛、35% 、40% 、 50% 、

60% 和 70% ，用 o. 1 mol/L pH7.2 磷酸缓冲液配

制J.于 37 'c下预热 10 min ，加入 37 吃预热的 10

glL酷蛋白搭液 0.5 r此， 37 "c恒温水浴振荡(160

次Imin) 反应 10 min ，然后加入 200 glL 三氯乙酸溶

液1. 0 mL 终止酶反应.对照管先加人 200 glL 三氯

乙酸溶液，再加酷蛋白溶液，其他与测定管相同.过

滤，取其上清液于波长 275 nm 处测定光密度.

将 37 'c下木瓜蛋白酶水解酷蛋白时每分钟产

生 1 闻酷氨酸的酶量定义为一个酶洁性单位(U) . 

1.2.2 二甲基亚矶溶液中木瓜蛋白酶的紫外吸收

光谱、荧光发射光谱的测定取 1 glL 的木瓜蛋白酶

纯酶液 0.2 mL ，)JQ激活剂 1 mL，加 9.8 mL 二甲基亚

矶溶被[使溶液中二甲基亚矶体积分数分别达到 0 、

5% 、 10% 、20% 、 30% 和 50% 二甲基亚矶溶于 O‘ l

mol/L pH7. 2 磷酸缓冲液] ,37 "c恒温水浴中保温 10

min; 以 o. 1 mol/L pH7. 2 磷酸缓冲液代替酶液作对

照.混合后，以对照调零，用 UV-2401pc 紫外光谱仪

在 195 -400 nm 下扫描各处理样品的紫外吸收光

谱;以 280 nm 为激发光波长，用 F-4500 荧光分光光

度计在 280 -450 nm 下测定各处理样品的荧光发射

光谱.

1.2.3 木瓜蛋白酶在不同体积分数二甲基亚巩中

动力学曲线的测定 木瓜蛋白酶动力学测定采用酷

蛋白为底物进行[16-17] 取 1 glL 木瓜蛋白酶纯酶液

0.1 mL ，加人 0.25 mL 激活剂和 2.4 mL 二甲基亚枫

溶液[使反应体系中二甲基亚矶体积分数分别达到

0~5% 、 10% 和 20% ;二甲基亚~溶于 pH7.2 的 O. 1 

mol/L 磷酸缓冲液J.于 37 'c下预热 10 min ，然后分

别加入 37 "c预热的 15 glL 酷蛋白溶液 0.045 、

0.065~0.085~0. 125 、 0.250 、 0.500 mL (少于 0.500

mL 的，用 pH7.2 的 0.1 mol/L 磷酸缓冲液补齐) ,37 

℃下恒温水浴振荡(160 次Imin) 反应 10 min ，然后

加入 200 glL 三氯乙酸溶液1. 0 mL 终止酶反应.对

照管先加人 200 glL 三氯乙酸溶液，再加酷蛋白溶

液，其他与测定管相同.过滤，取其上清液于波长

275 nm 处测定光密度.

1. 2. 4 蛋白质的测定按 Bradford 方法[18] 测定蛋

白质.并以牛血清白蛋白为标准蛋白质.

2 结果与分析

2.1 不同体积分数的二甲基亚砚溶液对木瓜蛋白

酶洁性的影晌

木瓜蛋白酶在不同体积分数二甲基亚帆中酶活

性变化见图 1 ，当二甲基亚~体积分数为 5% 、 10% 、

159岛和 20% 时，木瓜蛋白酶活性比对照(伊二甲基亚鼠=

0) 分别上升 4. 789毛、8. 320毛、7.06% 和 4.84%. 经方

差分析，不同体积分数二甲基亚矶对木瓜蛋白酶的

影响差异极显著(表 1) .随着二甲基亚酬体积分数

进一步升高，木瓜蛋白酶活性不断降低，当二甲基亚

~体积分数为 30% 、 50% 和 70% 时，木瓜蛋白酶活

性比对照分别下降了 22.770毛、39.130毛和 6 1. 750毛.

2.2 木瓜蛋白酶在不同体积分数二甲基亚现溶液

中的紫外吸收光谱

从图 2 可以看出，对照中(伊二甲基回 =0) 木瓜蛋

白酶的紫外吸收光谱有 2 个明显吸收峰，分别在

205.8 和 274 nm 处，紫外光吸收值(光密度)分别为

O. 358和0.03. 随着二甲基亚~体积分数的升高，第



1 吸收峰明显地向长波长方向移动，在 ψ 为 5% 、

10% 、20% 、30% 和 50% 的二甲基亚1iIXl溶液中，紫外

光第 1 吸收峰位置分别为 235 、 238 ， 240 、 242 和 246

nm. 在二甲基亚矶溶液中，木瓜蛋白酶的紫外光吸

收值低于对照中木瓜蛋白酶的吸收值.在二甲基亚

酬体积分数从 O 提高到 30% 时，木瓜蛋白酶的紫外

光第 1 吸收峰值逐渐降低，但到 50% 时又有所升高.

在第 2 吸收峰区间内 (270 - 300 nm) ，吸收峰宽平，

没有位移的现象.

2.3 木瓜蛋白酶在不同体积分数二甲基亚砚溶班

中的荧光发射光谱

从图 3 可以看出，在不同体积分数二甲基亚矶

溶液中，木瓜蛋白酶荧光发射峰均为单峰，峰型基本

相似.二甲基亚矶体积分数为 10% 时，木瓜蛋白酶

荧光发射峰值低于对照;当二甲基亚酬体积分数分
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表 1 不同体积分数{ψ} 的二甲基亚砚藩液对木瓜蛋白酶活性影响的方差分析1)

Variance analysis of papain activities affected by different volume fraction (fI') of dimethyl sulfoxide Tab.l 

P>F F 
均方平方和
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Fig. 3 The Jluorescence emission spectra of papain in different 

volume [raction (伊) of dimethyl sulfoxide 
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Fig. 2 The ultraviolet absorption spectra of papain in difIerent 

volume 丘action (cp) of dimethyl s吐foxide
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图 2

17.39 和 14.38 g • L -1 ，最大反应速度( Vmax ) 分别为

101. 01 、 147.06 、 185. 19 和 144. 93 mg . L -1 • min -1 . 

在伊为 5% 、 10% 、20% 的二甲基亚矶溶液中 ， Km 分

别为对照(伊二甲基亚飘= 0) 的 147. 749毛、 18 1. 40% 、

149.98% ，酶对底物分子的亲和力阵低 ， v皿由分别为

对照的 145.59% 、 183.33% 、 143.48% ，可见，在此范

围内，二甲基亚枫体积分数升高，与对照相比，最大

反应速度上升.

别为 10% 、0 、5% 、30% 、20% 和 50% 时，木瓜蛋白酶

荧光发射峰值逐渐依次升高加入二甲基亚嗣后木

瓜蛋白酶荧光发射峰的波长基本不变.

2.4 木瓜蛋白酶在不同体积分数二甲基亚碗中的

动力学曲线

采用 Lineweaver-Burk 作图法(图 4) 计算得到，

在￠为 0 、 5% 、 10% 和 20% 的二甲基亚枫溶液

中，木瓜蛋白酶的米氏常数(Km) 分别为9.59 、 14.16 、
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图 4 不同体积分数(ψ)二甲基亚剧中木瓜蛋白酶的动力学

曲线

Fig. 4 The kinetic CUIVes of papain in different volume fraction 

(伊) of dimethyl sulfoxide 

3 讨论

蛋白质在紫外光范围内 (250 - 3∞ nm) 的光吸

收主要是由于色氨酸(T甲)和酷氨酸 (Tyr) ，其次是

苯丙氨酸( Phe) 和组氨酸( His) 的电子激发引起的.

在紫外光区能吸收某一波长光的基团称为生色团，

生色团的吸收光谱通常受溶剂的性质如折射率、解

离度、氢键等的影响，当生色团的环境经受一定的变

化时，它的吸收光谱会产生变化，吸收峰会向短波长

或向长波长方向移动(分别称为蓝移或红移) [凹

Glazer 等[20] 指出，236 nm 紫外差示光谱的变化可能

和蛋白质的 α- 螺旋结构的变化直接相关;许根俊

等[21] 指出 260 、285 和 292 nm 的吸收峰主要与 Phe 、

Tyr 和 T甲残基有关，

在本试验中，随着二甲基亚矶体积分数的升高，

木瓜蛋白酶的紫外光第 1 吸收峰明显地向长波长方

向移动;吸收峰值逐渐降低，但到 ψ 为 50% 时又有所

升高.木瓜蛋白酶第 1 吸收峰的红移可能由于二甲

基亚酬的加入使 Trp 、 Tyr 、 Phe 中的 τ-τ 共辄体系

中 τ-旷跃迁的吸收峰向长波长方向移动[6] 吸收

峰值的降低与二甲基亚帆的影响有关.

在蛋白质分子中，能发射荧光的氨基酸有 T甲、

Tyr 和 Phe. 其中 T甲的荧光强度最大， Tyr 次之， Phe

最小.因为蛋白质的荧光通常在 280 nm 或更长的波

长被激发， Phe 在绝大多数试验条件下不被激发，所

以很少能观察到 Phe 的发射光.这样，蛋白质的内源

荧光主要来自 T甲和 Tyr 残基.T甲残基对微环境的

变化很敏感，并且大多数蛋白质都含有几个 T甲残

用 280 nm 波长的激发光所得到的 340 nm 左右

的荧光发射光谱主要与 T甲残基和 Tyr 残基有关.

本试验中，在伊为 0 、5% 、 30% 、 20% 和 50% 二甲基

亚枫溶液中，木瓜蛋白酶的荧光强度逐渐依次增大，

其原因可能是随着二甲基亚枫体积分数的增大，改

变了酶分子环境中的介电常数，使木瓜蛋白酶的空

间结构变得松弛，从而改变了 Tyr， Trp 残基的微环

境，使 Tyr 残基形成的氢键遭到破坏，致使处于掉灭

状态的 Tyr 残基荧光发射得以恢复，从而使其荧光发

射增加.在伊为 10% 二甲基亚~溶液中，木瓜蛋白

酶的荧光强度降低，其原因可能是在 ψ 为 10% 二甲

基亚酬溶液中，在分子表面 Tyr 残基形成更稳定的氢

键，造成荧光津灭.

在不同体积分数的二甲基亚矶溶液中，木瓜蛋

白酶的紫外光吸收第 1 吸收峰明显地向长波长方向

移动和荧光发射光谱的发生变化，说明木瓜蛋白酶

的构象发生变化.与在低体积分数二甲基亚矶溶液

中相比，在较高体积分数下 (ψ 为 30% 和 50%) ，随

着二甲基亚帆体积分数升高，第 1 吸收峰向长波长

方向移动更多，荧光发射光谱增加更大，说明木瓜蛋

白酶构象变化更大.

本试验中，木瓜蛋白酶活性在低体积分数二甲

基亚帆溶液中 (ψ 为 5% 、 10% 和 20%) ，与对照相

比，酶对底物分子的亲和力降低，最大反应速度上

升，木瓜蛋白酶活性上升;与初志战等[叫研究乙醇溶

液对木瓜蛋白酶水解酷蛋白的催化活性影响的结果

相似a 这可能是在低体积分数二甲基亚枫溶液中 (cp

为 0% 、5% 、 10% 和 20%) ，酶分子构象变化较小，虽

然酶对底物分子的亲和力降低，但最大反应速度上

升，木瓜蛋白酶活性也上升.随着二甲基亚眠体积分

数进一步提高(ψ=30% 以上) ，酶分子构象变化逐步

加剧，木瓜蛋白酶的空间结构变得更加松弛，α-螺旋

结构向无规则卷曲方向发展，木瓜蛋白酶活性逐步

降低.
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