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绮丽刺毛霉的一种新型甘氨酸氨肽酶的研究

马晓航" 孙桂芹 赵宇华 贾小明
（浙江大学生命科学学院，杭州 -/""!5）

摘 要 研究了产自于绮丽刺毛霉（30/#$(4)0(* %,%1+$&）的一种甘氨酸氨肽酶。分子筛层析表明该酶的天然分子的

分子量为 -!"CD，EDE.FGH6 分析表明蛋白质的亚基分子量为 10I1CD。该酶水解含有甘氨酸残基的底物（如 =’,B9<3.
<8J;K;,’879<3）的效率要较其它氨基酸残基高得多。该酶的最佳反应温度为 -"L，最佳 JM 为 4I"。酶的 57 和 5B8K
值分别为 "I!#77&’NO 与 /""I4 PQ /。/I"77&’NO R<! S ，T+! S 和 TA! S 可完全抑制该酶的活性。作用于酶巯基的化学物

质对酶活性都有抑制作用。根据络合剂反应的实验结果表明该酶是一种含有金属的酶。当与蛋白酶共同作用时

该酶除了甘氨酸外还能提高脯氨酸、精氨酸及谷氨酸的水解率。
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在自然界，肽酶广泛存在于微生物中。它们在

微生物分解蛋白质生成氨基酸及利用各种短肽为营

养的代谢过程中起着至关重要的作用。

微生物所产生的肽酶可根据其基质谱分成两大

类。其中一些肽酶（如肽酶 G、V、)、D）具有较宽的

基质谱，能分解多种底物。而另一些则只能分解一

些特殊的肽类。例如肽酶 F 和 6，它们分别只能降

解含有脯氨酸和天冬氨酸残基的肽类［/ Q -］。

在应用领域，肽酶在食品工业中有重要的用途。

在奶酪的生产过程中以乳酸菌作为发酵的接种物。

由乳酸菌所产生的肽酶在分解酪蛋白生成短肽和氨

基酸的过程中起着重要的作用［# Q 4］。此外，奶酪所

特有的风味的形成也和肽酶的作用有关。为了更好

地控制发酵过程，人们对乳酸菌所产生的许多肽酶

已进行了详细的研究［5 Q /!］。

绮丽刺毛霉是一种能产生蛋白质水解酶系的微

生物。在我国人们利用该菌对豆类产品进行发酵生

产腐乳。在发酵过程中绮丽刺毛霉所产生的肽酶参

与了水解肽类形成氨基酸过程，它们的存在与腐乳

的特殊风味的形成有关。由于该菌可产生多种蛋白

水解酶类，并通过长期的应用已经证明该菌及其代

谢产物是安全可靠的，因而可为现代生物工程提供

各种食品级酶，具有良好的应用前景。但目前为止

人们对这些肽酶的性质的了解还非常之少。

本研究中从一株绮丽刺毛霉分离纯化了一种甘

氨酸氨肽酶（=’,B9<3 879<& J3JK9A8P3，HGF），并对其特

性及在生物工程中的潜在用途进行了研究。

! 材料和方法

!"! 微生物和培养条件

绮丽刺毛霉 WXY0#"4 的菌种培养于马铃薯蔗糖

培养基上。进行产酶发酵时培养基组成为：棉籽蛋

白 !I"Z，大 豆 蛋 白 "I1Z，葡 萄 糖 "I1Z，)8T’
"I-Z，[!MFY# "I/Z，T8TY- "I!Z，\=EY#·$M!Y
"I1Z 。

进行产甘氨酸氨肽酶发酵时，绮丽刺毛霉先于

马铃薯蔗糖培养基上活化，然后接种于装有 -"7O
产酶培养基的三角瓶中于 !#L培养 #A，再将其转接

至装有 -O 产酶培养基的 1O 发酵罐中进行培养，培

养时通气量为每分钟 / ] /I1O。培养 #A 后，过滤，收

集菌体，用于酶纯化。

!"# $%& 的纯化

酶的纯化在 #L进行。收集的菌丝体用相同体

积的 !"77&’NO JM 4I" 的 2^9P.MT’ 缓冲溶液悬浮后

用匀浆器处理 179< 破碎细胞。处理后 的 液 体 于

/" """ ^N79< 离心 /"79<。上清中（含有绝大部分的



!"#）用含有 $%&甘油的上述缓冲溶液进行透析。

得到的粗酶依次用 ’()(*+,-. /0123 柱、45"56’()(6
*+,-. 柱和 78*+-9+: ;%%/< 柱进行纯化。

!"# 酶活测定

于 %=>?@ ’-AB6/3. 缓冲溶液（*/>=%，;%??(.C@）

中 加 入 %=$?@ D??(.C@ 的 E.)FAG+6!6G,*HIH).,?AG+
（!.)6!6J"）溶液，在 DKL保温 D?AG 后加入 %=$?@ 酶

液，于 DKL 再保温 $%?AG 后加入含有 $?EC?@ M,BI
!,-G+I !N3 和 $%& ’-AI(G O6$%% 的 $?(.C@ */P=% 乙

酸盐缓冲溶液终止反应。反应液于 DKL放置;2?AG
后测定 22%G? 的 !" 值。酶活定义为：在以上条件

下每分钟水解 $=%"?(. !.)6!6J" 的酶量为一个单

位。

! $% 酶性质研究

提纯后的酶于不同的温度和 */ 条件下测定其

活性，以确定其最佳反应条件；分别在酶液中加入

$=%??(.C@ 的金属 盐 或 %=$ Q $=%??(.C@ 的 酶 抑 制

剂，于 ;2L处理 D%?AG，再于含有相同浓度化学物质

的反应体系中测定酶活力，以确定各种化学物质对

酶活力的影响。

& 结果

&"! ’() 的纯化

接种后培养 P9，分别测定菌丝体中和发酵液上

清中的 !"# 活性。结果显示，约 R2&以上的酶活存

在于细胞中。因此确定该酶是一种胞内酶。菌丝体

收集后用于进行酶的纯化。

在 D@ 发酵液中共得到湿菌丝体 2R%E。在收集

的菌丝体中加入 2R%?@ ’-AB6/3. 缓冲溶液，悬浮后

用匀浆器将细胞破碎。然后于 $% %%% -C?AG 离心

$%?AG去除细胞碎片。收集的上清用含有 $%&甘油

的 ’-AB6/3.（;%??(.C@，*/>=%）透析。透析后的粗酶

液用于进一步纯化。

于粗酶液中加入固体硫酸铵至 2%& 饱和度，

$% %%% -C?AG 离心 $%?AG 去除沉淀。测定结果表明

!"# 酶活主要存在于上清中。将得到的上清上柱于

一预先用含 2%& 硫酸铵的 ’-AB6/3. 缓冲溶液（;%
??(.C@，*/ >=%）平衡后的 ’()(*+,-. /0 123 疏水层

析柱。然后用含 2%& Q %&硫酸铵的缓冲溶液进行

酶的梯度洗脱。洗脱液中酶活性存在于第 P2 Q 1%
管中（图 $）。收集第 2; Q 21 管，合并后用 $%??(.C@
’-AB6/3. 缓冲溶液（*/ >=%）透析，然后上预先以同缓

冲溶液平衡后的 45"56’(-(*+,-. 离子交换柱。之后

以含有 % Q $=% ?(.C@ J,3. 的同缓冲液洗脱（图 ;），

收集洗脱液第 21 Q 1; 管，用超滤法浓缩后得到的酶

液用 78*+-9+: ;%%/< $%CD% 柱进行分离纯化。酶上

柱后用含 %=$?(.C@ J,3. 的 ’-AB6/3@ 缓冲液洗脱，

!"# 酶活存在于洗脱液的第 $> Q ;D 管中（图 D），收

集 $R、;%、;$ 管作为纯酶用于进一步的研究。在此

过程中酶纯化了 2R; 倍。纯化后的酶活为$P=;8C?E
蛋白。纯化步骤及结果列于表 $ 中。

图 $ 用 ’()(*+,-. /0 1263 疏水层析分离

!"# 时的洗脱结果

MAES$ ’H+ -+B8.IB (T FH-(?,I(E-,*HAF *8-ATAF,IA(G (T
’()(*+,-. /0 1263 F(.8?G

图 ; 用 45"5 ’()*+,-. 离子交换层析分离 !"# 时的洗脱结果

MAES ; ’H+ -+B8.IB (T FH-(?,I(E-,*HAF *8-ATAF,IA(G
(T 45"5 ’()*+,-. F(.8?G

图 D 用 78*+-9+: ;%%/< $%CD% 分子筛层析分离

!"# 时的洗脱结果

MAES D ’H+ -+B8.IB (T FH-(?,I(E-,*HAF *8-ATAF,IA(G
(T , 78*+-9+: ;%%/< $%CD% F(.8?G
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表 ! "#$ 纯化的主要步骤及结果

%&’() ! %*) +,-.)//)/ &01 ,)/2(3/ -4 +2,545.&35-0 -4 "#$

!"#$% &’"() #*+,-# (."/0/"/#%12 34’"#/*1-5 !$#./6/. (."/0/"/#%1（21-5） 7/#)819 324/6/.("/’* 6’)8

:428# #*+,-# ;<< =><<< <?<=@ A<< A?<

&’,’$#(4) BC;>: A;<?@ D=E <?@E =;?F AE?;

GHIHJ&’,$#(4) DE?@ A< D?E@ ;?; A>K

!2$#48#L =<< BM AE?E A?@ A@?= D?D >E=

676 "#$ 的分子量

纯化后的酶经 !G!J3INH 电泳显色后在凝胶上

只观察到一条蛋白质条带，通过与标准蛋白质比较，

NI3 的亚基分子量为 >;?>OG（图 @）。

图 @ 纯化后的 NI3 的 !G!J3INH 结果

P/5Q @ &R# 4#%2)"% ’6 !G! $’),(.4,)(-/8# 5#)
#)#."4’$R’4#%/% ’6 $24/6/#8 NI3

S：%"(*8(48 $4’"#/* -(4O#4%；N：NI3

图 > 用凝胶过滤法测定的 NI3 天然酶的分子量

P/5Q> &R# *("/0# -’)#.2)(4 -(%% ’6 NI3 #%"/-("#8
T, 5#) 6/)"4("/’*

P’24 $4’"#/* -(4O#4% U#4# 2%#8： (-/-’$#$"/8(%# 3 64’- ! Q "#$%，

=<<OG；().’R’) 8#R,84’5#*(%# 64’- ,#(%"，A@<OG；T’0/*# %#42- ()T2J

-/*，;FOG；(*8 $4’)/*# /-/*’$#$"/8(%# 64’- & Q "#’()$’*+,，D= OG

为确定天然酶分子的分子量，纯化后的酶与标

准蛋白混合后，上 !2$#48#L =<<BM A<1D< 柱，然后用

含 <?A-’)1V W(:) 的 =<--’)1V &4/%JB:)（$BK?<）洗

脱，结果显示 NI3 的天然分子量约为 D=<OG（图 >）。

678 +9 和温度对 "#$ 活性的影响

用 @<--’)1V，$B @?< X AA?< 的缓冲液对酶进行

稀释，测定其活性。结果显示酶活性在 $B K?< 时最

高。如以该点的酶活性为 A<<9，在 $B ;?< 和 A<?<
时活性为 @<9左右（图 ;）。

图 ; $B 对 NI3 活性的影响

P/5Q ; &R# #66#." ’6 $B ’* "R# (."/0/", ’6 NI3

在 =< X ;<Y的范围内，于不同的温度条件下测

定 NI3 的酶活，结果如图 F 所示，在 D<Y时酶的活

性最高，当温度高于 D<Y时活性迅速降低，在 ><Y
时活性只有 D<Y的 A<9左右（图 F）。

图 F 温度对 NI3 活性的影响

P/5Q F &R# #66#." ’6 "#-$#4("24# ’* "R# (."/0/", ’6 NI3
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!"# $%& 底物的特异性

用了 !" 种不同底物考察了 #$% 的底物特异性

（表 "）。结果显示 #$% 除了 #&’(!()$ 之外还能水

解 $&*(!(+*,-.-’&*/0+1（$&*(!()$），21.(!(+*,-.-’&(
*/0+1（21.(!()$），314(!(+*,-.-’&*/0+1（314(!()$）

及 516(!(+*,-.-’&*/0+1（516(!()$），根据酶解速率进

行比较，在以上这些基质中 #&’(!()$ 是 #$% 的最佳

底物。结 果 还 显 示 #$% 对 其 它 的 基 质 如 76,(!(
+*,-.-’&*/0+1， %’6(!(+*,-.-’&*/0+1， %68(!(+*,-.-’&(
*/0+1， $9,(!(+*,-.-’&*/0+1， 3’9(!(+*,-.-’&*/0+1 及

:*&(!(+*,-.-’&*/0+1 无水解能力。

表 ! $%& 底物特性的试验结果

’()*+ ! ,-)./0(/+ .1+234323/5 64 /7+ $%&

54;9.6*.19 $<.0=0.019>4 ?1&*.0=1 *<.0=0.019>@

#&’(!)$ !ABCD !EE

$&*(!)$ "BFE !GB!

21.(!)$ EBH! FBC

314(!)$ EBCI "BF

516(!)$ EBDE CBD

$6J(!)$ EBHE FBC

图 G #$% 以 J&’(!)$ 和 *&*(!)$ 为底物时的双倒数曲线

K0JL G 7-1 &0+1=1*6(;46M ,&8.9 8N #$% N86
J&’(!)$ *+O *&*(!)$

!"8 酶抑制剂及二价阳离子对 $%& 活性的影响

考察了各种抑制剂对该酶活性的影响。结果如

表 C 所示，丝氨酸酶抑制剂 O0098,68,’& N&8468,-89,-*<1
（PK%）对该酶无抑制作用，而巯基蛋白酶抑制剂如

%(<-&868/16<460(;1+Q80<*<0O（%R2S）和碘乙酸（08O8*<1(
.0<*<0O）则能对该酶产生明显的抑制作用。不同的络

合剂对该酶的作用有所不同：TP7$ 对酶活性无抑

制作用，而强络合剂邻菲"啉对酶活有明显的抑制

作用。二价阳离子实验结果显示 2J" U 和 R*" U 对酶

活性无不利影响，而 V+" U 、R4" U 、RO" U 对酶活性的抑

制作 用 最 强，几 乎 抑 制 了 全 部 酶 活。K1" U 、R8" U 、

)0" U 和 2+" U 对酶活的抑制作用中等，抑制了酶活的

"E@ W GE@左右。

表 9 各种酶抑制剂及二价阳离子对 $%& 的作用

’()*+ 9 ’7+ +44+2/ 64 3:73)3/60. (:; ;3<(*+:/ 2(/36:. 6: $%&

X+-0;0.869 86

O0=*&1+. <*.08+9
R8+<1+.6*.08+9>（//8&>3） ?1&*.0=1 *<.0=0.019>@

S&*+M EBE !EE
PK% !BE !ECBC

X8O8*<1.0< *<0O !BE A!BI
%R2S EB! !"BD

8(,-1+*+.-68&0+ !BE DBH
TP7$ !BE !!CBD
RO" U !BE E
)0" U !BE !GBD
V+" U !BE !BC
K1" U !BE F!BH
R4" U !BE EBC
2+" U !BE GEB!
R8" U !BE DGBE
2J" U !BE !EEB!
R*" U !BE !E!B!

!"= $%& 的催化动力学参数

根据该酶以 #&’(!()$ 及 $&*(!()$ 为底物反应

时测定的双倒数曲线的斜率及截距计算出了该酶水

解以上两种底物时的催化动力学常数。结果显示

（图 G，表 A）该酶以 #&’(!()$ 及 $&*(!()$ 为底物时

的 !/ 常数分别为 EB"A//8&>3 和 EBFF//8&>3。这

一结果显示该酶对 #&’(!()$ 的亲合力大于对 $&*(!(
)$ 的亲合力。但是 #&’(!()$ 在较高浓度的情况下

（高于 "//8&>3）可以观察到底物的抑制作用。在

"E//8&>3 时酶活只有 "//8&>3 的 DE@左右。而 $&*(

!()$ 为底物时没有发现这一现象。

表 # $%& 以 >*5?!@% 及 (*(?!@% 为底物时酶

的动力学常数

’()*+ # ’7+ 2(/(*5/32 1(0(A+/+0. 64 $%& 460 /7+
>*5?!@% (:; (*(?!@%

54;9.6*.19 !/>（//8&>3） !<*.>（!>9）（!<*.>!/）>［3>（9·//8&）］

#&’()$ EB"A !EEBG A"E

$&*()$ EBFF !CBE !HBI

!"B $%& 对蛋白质酶解的促进作用

于 "@ 的 明 胶 溶 液 中 加 入 EBD@ 蛋 白 酶 与

EBD4>/3 #$%，DEY保温 !G- 测定水解生成的氨基酸。
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!"# 能明显地促进蛋白酶的水解作用。与不含 !"#
的对照相比，!"# 的加入使生成的氨基酸总量提高

了 $%&。进 一 步 分 别 测 定 各 氨 基 酸 的 浓 度 表 明

!"# 并不是对所有的氨基酸的水解都有相同的促进

作用。水解液中的甘氨酸、脯氨酸、丙氨酸、精氨酸

和谷氨酸的生成量有较大幅度的增加（表 ’）。

表 ! "#$ 对蛋白质水解产生氨基酸的促进作用

%&’() ! %*) )++),- .+ /(0,12) &312.4)4-15&6) .2

1347.8)3)2- 7)()&612/ &312. &,156 +7.3 47.-)12

"()*+ ,-)./
0+*-1*23,2)+*4（(546）

7+ !"# 89’:4(6 +; !"#
<(=3+>1. 3,214&

!?@ %$98 %A9B CB9%

#3+ B9D CD9D $A8

!?: %$98 %’9E $’9C

"?, F$9F B89F %89B

"35 B89F A’9A $A98

9 讨论

生物体内的 C8 种氨基酸中甘氨酸是唯一的无

手性碳原子的氨基酸，因而水解末端含甘氨酸残基

多肽的酶有可能与其它的肽酶有所不同。迄今为

止，所发现的肽酶对甘氨酸的水解效率一般都较

低［$，C，B G $C］。本文首次报道了从绮丽刺毛霉中分离

纯化了一种甘氨酸氨肽酶，该酶水解含有甘氨酸基

团的速率高于其它氨基酸基团。这一点与现已报道

的其它肽酶有明显的差异。考虑到除了 !?@H!H7"
之外 "?,H!H7" 是其最佳底物，在试验中比较了两种

底物的 !(，!-,2 和 !-,24!( 值。结果显示与 "?,H!H
7" 相 比 !?@H!H7" 具 有 低 的 !( 和 高 的 !-,2，其

!-,24!( 值是 "?,H!H7" 的 C$9% 倍。这些结果显示，

对 !"# 来说 !?@H!H7" 是其最佳底物。

在食品工业发展的早期，食品加工的过程中引

进了化学方法对蛋白质进行水解，替代传统的酿造

方法，以提高生产效率、降低生产成本（如酱油的生

产），但今后随着社会的发展人们在选食品时会更加

偏爱用传统方法酿造的食品。然而以传统方法进行

食品的发酵生产，生产周期太长、生产成本太高是一

个致命的弱点。为解决这一问题，用现代生物化学

方法对传统的发酵工艺进行改造是一个可以选择的

方案。本研究的目的是从传统食品发酵微生物中分

离能水解蛋白的酶类，研究在食品加工过程中酶法

蛋白质水解的可能性。实验结果表明，该酶的各种

反应特性都适合于食品加工的要求。由于目前已知

的多数肽酶对 !?@HI 键的水解能力都很差，蛋白质

的酶法水解过程中氨基末端甘氨酸残基的去除是主

要的限速步骤。在本实验中加入 !"# 能明显促进

蛋白质水解的效率。分析各氨基酸浓度发现，水解

液中所提高的氨基酸种类和浓度与 !"# 的底物水

解特性并不完全一致。例如 !"# 对脯氨酸残基并

无水解活性，但在混合反应液中却能极大地促进蛋

白酶对其水解作用。这也说明甘氨酸残基的存在可

抑制其它氨基酸的水解。本研究结果还表明在蛋白

质水解过程中采用多个不同底物特异性的酶可以提

高处理工艺的效率。

JKJH#"!L 分析表明该酶蛋白质亚基分子量为

’F9’MK，分子筛层析表明该酶的天然分子的分子量

为 %C8MK，这说明该酶是由 F 个亚基所组成的寡聚

酶。丝氨酸酶抑制剂 KN# 对该酶活性无抑制作用。

表明在该酶的活性中心不存在丝氨酸残基。而 !"#
酶活不能被 LKO" 所抑制，但却能被有强络合能力

的邻菲"啉所抑制，这一现象说明该酶结合有金属

离子，并结合的很紧密，不易被分离。实验结果还表

明金属离子对 !"# 的抑制强度与它们所形成的硫

化物的溶解度有关，P5C Q 和 0,C Q 不能形成硫化物，

因而对酶活无抑制作用，而其它阳离子则能与 RCJ
反应生成不溶性的硫化物，对酶活产生强烈的抑制。

这一现象表明这些阳离子对酶所产生的抑制作用很

可能是通过与酶活中心或附近的巯基反应所造成

的。巯基蛋白酶抑制剂 #0PS 和碘乙酸对酶的抑制

实验结果也支持以上推测。
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更 正

本刊 FUU2 年 FU 卷 4 期第 2UF 页，在柯为“源于植物的新型抗癌药物”一文中，第 F 行提到紫杉醇价格为“每千克 1E 美元”，

实际应为“每千克 1E 万美元”。特此更正。
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