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大豆是豆类植物中最早发现存在蛋白酶抑制子的，由于

其存在影响了豆类的利用价值，因此研究人员一直在寻找着

解决办法。采用加热处理方法不能彻底钝化豆类蛋白的蛋

白酶抑制子活性，且豆类蛋白的含硫氨基酸主要存在于各类

蛋白酶抑制子中，从豆类蛋白中除去抑制子蛋白将大大降低

其营养效价。本研究的目的是试图寻找一种可在常温下降

解豆类胰蛋白酶抑制子的蛋白酶，从而钝化豆类的胰蛋白酶

抑制活性。在前期工作中，我们发现枯草杆菌蛋白酶（ABC0
D<(<E<>）可在在常温下降解花生及大豆胰蛋白酶抑制剂［!］，近
期我们的研究表明，@(.,(,E5蛋白酶可同时降解大豆蛋白和
大豆胰蛋白酶抑制子，但@(.,(,E5仅可降解A4F中的GB><D=
4-HIE<>F>/<C<D’-（G4F），而不能降解J’K;,>0C<-L4-HIE<>
F>/<C<D’-（JJ4F）。鉴于豆类种子在萌发后即丧失了胰蛋白
酶的抑制活性，本文试图从萌发的绿豆种子中分离纯化可降

解大豆胰蛋白酶抑制子的蛋白酶，研究其酶学特性并进行固

定化方面的研究。

! 实验材料与方法

!)! 材料
实验材料为市售绿豆（M/,E5’(BE,B-5BE）种子。绿豆种

子在#9"%9N及黑暗条件下发芽不同时间，液氮研磨成粉，

O6$N保存备用。A4F、*0苯甲酰0PQ0精氨酸0对硝基苯胺
（J@M*@）和胰蛋白酶（活力为9$$$J@::／;R）购自A<R;,公
司。

!)" 酶的提取
发芽绿豆粉以!S9（3／4）比例加入下述预冷的（6N）

缓冲液：9$;;’(／Q4-<E0TU(（IT1)#），含$)9;’(／Q*,U(，

!$;;’(／Q#0巯基乙醇及!;;’(／Q苯甲基磺酰氟。漩涡振
动混合!$;<>，#$$$$-／;<>离心#$;<>（6N），提取#次，合并
上清液为粗酶液。取不同发芽时间的粗酶液按!V9测定其

钝化A4F的活性。另取粗酶液加入（*T6）#AW6至饱和度

%$X，6N过夜，!9$$$-／;<>离心!9;<>，上清液继续加入
（*T6）#AW6至饱和度3$X，!$$$$-／;<>离心沉淀（6N），沉
淀用9$;;’(／Q4-<E0TU(（IT1)$）溶解，对9$;;’(／Q4-<E0
TU(（IT1)$）透析#6/（6N），M:Y3$$$浓缩，冷冻干燥即为
蛋白酶粗品。

!)# 酶的纯化

!$#$! P:@:0A5I/,-’E5UQ03J离子交换：蛋白酶粗品按

!$R／Q比例溶于9$;;’(／Q4-<E0TU(（IT1)$）缓冲液，过

P:@:A5I/,-’E5UQ03J离子交换柱（#V3Z%$.;），9$;;’(／Q
4-<E0TU(（IT1)$）洗脱，[,D5-E39$:蛋白纯化系统（[,D5-E
公司产品）控制流速!)9;Q／;<>，待未结合蛋白洗脱后，用
含$"!V$;’(／Q*,U(的上述洗脱液于!V$;Q／;<>流速线
性洗脱!$/，每管收集!$;Q，按!$%测定胰蛋白酶抑制剂钝
化活性，收集具有酶活的组分，对4-<E0TU(缓冲液（9$;;’(／Q

IT1)$）透析#6/，然后M:Y03$$$浓缩至一定体积。

!$#$" A5I/,.-H(A0#$$凝胶过滤：浓缩的酶液过A5I/,.-H(
A0#$$ 离子交换柱（!V9Z!$$.;），9$;;’(／Q 4-<E0TU(
（IT1V$）洗脱，[,D5-E39$:蛋白纯化系统控制流速!V9;Q／

;<>，每管收集!$;Q，按!$%测定胰蛋白酶抑制剂钝化活性，
收集具有酶活的组份，用M:Y3$$$浓缩至一定体积。

!$#$# [,D5-E@M0!.’(B;5（M-’D5<>4+0M,LP:@:!9T\）离
子交换：浓缩的酶液过M-’D5<>4+0M,LP:@:!9T\柱（[,0
D5-E@M0!）离子交换柱，9$;;’(／Q4-<E0TU(（IT1)$）洗脱，

[,D5-E39$:蛋白纯化系统控制流速$V1;Q／;<>，待未结合
蛋白洗脱后，用含$"!)$;’(／Q*,U(的上述洗脱液于

$V1;Q／;<>流速线性洗脱9$;<>，每管收集%;Q，按!$%测
定胰蛋白酶抑制剂钝化活性，收集具有酶活的组份，对4-<E0
TU(缓冲液（9$;;’(／Q，IT1)$）透析，然后用M:Y03$$$浓
缩，冷冻干燥即得到蛋白酶酶纯品。



!!" 蛋白酶酶学特性的测定
绿豆蛋白酶的浓度采用"#$%&’#%方法测定［(］。蛋白酶

的纯度按!#$的)*)+,-./方法测定。分子量以低分子量
标准蛋白在)*)+,-./胶上的相对迁移率对蛋白质分子量
作半对数图得出。绿豆蛋白酶的热稳定性和01稳定性如
下测定：将绿豆蛋白酶在设定的(2!324系列温度范围、

01352的条件下，恒温水浴67后，按!#%方法测定该酶钝化

)89的相对活力，检测出其热稳定性。将绿豆蛋白酶以

25(:’;／<浓度溶解于01=52!>52的系列缓冲液中，=4下
保存(=7，按!#%方法测定该酶钝化)89的相对活力，检测
出其 01 稳定性。蛋白酶的 !: 值和 ":$?测定采用

<@ABCB$DB#+"E#F作图法测定［G］。

!&% 酶降解’()活性测定
可降解)89蛋白酶的活性采用改进的"-,H-法测

定［=，I］。首先在总体积为I22"<的反应体系中加入622"<
蛋白酶溶液（以一定比例稀释）和622"<大豆胰蛋白酶抑制
剂（)@J:$产品），GK4水浴反应=7，迅速吸取622"<反应液，
加入622"<胰蛋白酶溶液（活力为I222"-//／:<），GK4水
浴62:@A；然后加入6::’;／<"-,H-溶液6:<，GK4水浴

62:@A，加入622"<G2L的醋酸终止反应，=62A:比色，用空
白样作参比。通过比较加与不加蛋白酶液样品的吸光值，就

可通过残留的胰蛋白酶抑制剂活性间接反映出粗酶液对

)89的酶解程度。

!&$ ’*’+,-./电泳分析

)*)+,-./按<$B::;@（6>K2）［M］方法。蛋白酶反应液加
入等体积的I2::’;／<8#@N+1O;缓冲液（01M!3，含IL（#／

"）)*)；62L（"／"）#+P/；(2L（"／"）甘油；252(L（#／

"）溴酚蓝）。)*)+,-./方法分析蛋白酶酶解产物。浓缩
胶浓度=L，分离胶浓度6(5IL。

!!0 绿豆蛋白酶的固定化
将绿豆芽酶配制成62:<活力为(I222"-//／:<的酶

溶液后，加入到(I:<G2L的丙烯酰胺单体胶储备液（-Q#：

"@NR(>：6）中，再加入8#@N+1O;缓冲液（I2::’;／<，013!2）

6=!(:<，混匀后分别加入加速剂和引发剂，即62L的过硫酸
铵（-,）溶液25=:<以及62L的8/P/*溶液25=:<，混匀
后室温下待溶液凝胶，然后将凝胶切碎，就制成了聚丙烯酰

胺固定化酶。制备好的固定化酶=4下保存。

!!1 固定化酶的酶学特性的测定
绿豆蛋白酶的热稳定性和01稳定性如下：将固定化绿

豆芽酶在设定的系列温度范围（(2!324）、013!2的条件
下，恒温水浴保温67后，按!#%方法测定该酶钝化)89的相
对活力，检测出其热稳定性。将固定化绿豆芽酶用系列01
范围（=52!62!2）的缓冲液（2!(:’;／<）浸泡后，=4下保存

(=7按!#%方法测定该酶钝化)89的相对活力，检测出其

01稳定性。固定化酶的表观 !: 值和 ":$?测定采用

<@ABCB$DB#+"E#F作图法测定。固定化绿豆芽酶半衰期通过
测定=4下存放不同时间后固定化酶水解抑制子的能力，然
后对时间作图，从而推算出固定化酶的半衰期$6／(

［K］。

2 结 果

2&! 萌发绿豆种子存在可降解’()的蛋白酶
本文首先确定了萌发绿豆种子中存在可降解)89的蛋

白酶（图6）。图6中粗酶可以降解掉部分的)89。在-样品
中对应)89的位置，颜色较对照样"及标样的浅，这说明反
应液中的)89剩下的量较原来减少了，也就证明了从萌发绿
豆芽提取出的粗酶中，存在能降解)89的酶类。接着我们确
定了提取绿豆蛋白酶的最适发芽时间。当绿豆发芽时间大

约在63!(27时，粗酶液降解)89（)@J:$产品）的相对酶活
力达到最高（图(），可钝化M2L的)89活性。因此确定绿豆
萌发的最适时间为63!(27。

图6 )*)+,-./照片

S@J!6 )*)+,-./0@QTE#B

-：O#E%BBAUV:B$A%)89（#B$QT@’AT@:B=7）

"：O#E%BBAUV:B$A%)89（#B$QT@’AT@:B27）

O：)89

图( 绿豆发芽时间与酶活的关系

S@J!( /AUV:B$QT@D@TV’&:EAJWB$AJB#:@A$T@AJT@:B

2!2 绿豆蛋白酶的纯化及酶学特性测定
经G2L!M2LN（H1=）()X=分级沉淀的蛋白酶进行

*/-/+)B07$#’NBO<+M"离子交换柱层析、)B07$Q#V;)+(22凝
胶过滤层析和,#’TB@A+,$F8P*/-/6I1Y离子交换柱（Z$+
TB#N-,+6）层析进行进一步的纯化，测定每步纯化后提取物
的蛋白质含量及其降解)89的活性，计算出其比酶活（以

"-//／:J表示）、纯化倍数和活性回收率（表6）。由表6可
见，I2J绿豆种子经萌发制成6I2J豆芽，经过破碎提取、盐
析、离子交换、凝胶过滤和离子交换等I步分离纯化过程，可
得到M3!G:J蛋白酶纯品。其比酶活可达I==3G56"-//／:J。

(6( 生 物 工 程 学 报 6K卷



表! 发芽绿豆中蛋白酶的纯化

"#$%&! ’()*+*,#-*./.+-0&1).-&*/#2&+).34(/5$&#/$()5&./

!"#$%$&’($)*

+(,-

.)(’/-#)(,$*+
／01

2,/’($3,,*450,’&($3$(5
／（6788／01）

!"#$%$&’($)*

%’&()#

2,&)3,#5
／9

:#";,,*450, <=>?@< A<>@B =@CC =CC

（DC9!>C9+）（EFB）GHIB D?CB@D =>B=@D =@>?= ?A@G=

J878KH,-L’#)+,:MK>6 D=B@? =DNBG@< =D@?< >C@A=

H,-L’&#5/HKGCC =BD@B G<<A?@= G?@B< N>@AN

!#)(,$*K!’O.PJ878=NF2 >?@D NBB?D@= NN@?C ND@=>

蛋白酶的活性回收率为NDQ=>9，纯化倍数达到NNQ?C倍。
本文的研究表明，绿豆蛋白酶酶解H.R的最适反应温度

为BC!NCS。随温度的升高该酶降解H.R的能力下降，当温
度高于<CS时，酶基本上失去活性。绿豆蛋白酶酶解H.R的
最适-F值为<QN!?@N。采用M$*,T,’3,#K6"#O作图法测定
出该蛋白酶的!0 值和 "0’U分别为：<>AQG6788／0M和

==NQD6788／（0$*·0MV=）。
蛋白酶的纯度及分子量由HJHK!7W8测定（图D）。由

图D可见，经过上述N步分离纯化步骤，所提取的蛋白酶含
杂蛋白的量逐渐减少，酶的纯度逐步提高，最后经!#)(,$*K
!’O.PJ878=NF2离子交换柱（X’(,#+7!K=）层析后只剩下
一条泳带（考马斯亮蓝2KGNC染色），说明该蛋白酶已较纯。
用低分子量标准蛋白的分子量对蛋白质相对迁移率作半对

数图，计算出该蛋白酶的分子量为GAQ?OJ。

图D HJHK!7W8电泳检测酶的纯度及分子量

Y$1@D HJHK!7W8)%-"#$%$&’($)*,*450,%#)0

P"*1Z,’*Z"#1,)*

7：:#";,,*450,

6：Y#’&($)*’/-#,&$-$(’($)*T$(L（EFB）GHIB

:：7*$)*K,U&L’*1,)*J878KH,-L’#)+,:MK>6

J：W,/%$/(#’($)*)%-#)(,$*+)*H,-L’&#5/HKGCC

8：7*$)*K,U&L’*1,&L#)0’()1#’-L5)*X’(,#+7!K=&)/"0*

6@7 绿豆蛋白酶的固定化
本文的研究表明，经聚丙烯酰胺固定化，绿豆蛋白酶的

酶活损失约DC9。固定化绿豆酶酶解H.R的最适反应温度
为BC!>CS，当温度高于?CS时，基本上失去活性。酶解

H.R的最适-F值为<QC!AQC。采用M$*,T,’3,#K6"#O作图
法测定出该固定化酶的表观 !!0 值和 "0’U!分别为：

=DCDQ?6788／0M和ABQDB6788／（0$*·0MV=）。固定化酶在

BS时的半衰期#=／G约为=G;，较游离酶有所增加（图B）。

图B BS下存放时间对固定化酶水解H.R的影响

Y$1@B 8%%,&()%(L,L)/;($0,)*(L,$00)Z$/$(5
,*450,’&($3$(5’(BS

7 讨 论

国外研究者关于豆类胰蛋白酶抑制子的研究目前主要

集中在蛋白酶抑制子的结构及其与靶酶的作用机理，以及抑

制子的基因表达和药用等方面［?，A］。国内对蛋白酶抑制子的

研究较少，杨晓泉等曾从花生种子中提取纯化了胰蛋白酶抑

制子（!,’*"((#5-+$*$*L$Z$()#，简称!.R），研究了其性质，测

定了!.R的等电点和分子量，并发现!.R高度耐热、耐酸且

不易被蛋白酶降解［=C］。至于对抑制子的酶水解研究则更

少，印度学者7+L)O!@W$#$等最近发现某些昆虫中存在能钝

化豆类蛋白酶抑制子的蛋白酶［==］。本论文从萌发的绿豆种

子中纯化出一种可降解H.R的蛋白酶，并进行了酶的固定化

研究。

豆类由于含有胰蛋白酶抑制剂等营养限制因子，一直影

响着人类对其的利用，钝化抑制子酶的发现使我们可以在常

温下快速地去除大豆胰蛋白酶抑制子，大大拓展豆类蛋白资

源的利用范围。

D=GG期 陈 中等：萌发绿豆中水解大豆胰蛋白酶抑制子蛋白酶的纯化及固定化
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