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摘 要 利用-.+纤维素离子交换层析法，从宿主细胞枯草芽孢杆菌+./(($中纯化了嗜热

脂肪芽孢杆菌01+)%的耐热金属蛋白酶基因的表达产物，达电泳纯。该酶的最适反应温度

为&’2，有着较好的热稳定性和极高的盐酸胍抗性。&’2的半寿期为34567。在$5"8／9的

盐酸胍中变性,’567，仍残余近3’:的酶活。利用凝胶过滤和;<;+=>?@，测定其分子量均

为,&’’’A(’’’。通过-<光谱得知，该酶含有)):的!+螺旋，,*:的"+转角，):的无规则

卷曲，无"+折叠。利用-<光谱和荧光光谱研究了该酶在盐酸胍变性过程中的构象变化，推

测其主要是通过增加包装效率，减少无规则卷曲来提高酶的稳定性。
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蛋白酶已被广泛应用于洗涤剂、皮革、食品等工业生产领域，是目前世界上产销量最

大的一种商品酶［(］。酶的不稳定性是制约酶制剂工业进一步发展的一个重要因素。耐

热酶因其对高温、酸碱、有机溶剂、蛋白变性剂等的良好抗性而倍受青睐。

嗜热脂肪芽孢杆菌01+)%耐热金属蛋白酶具有良好的热稳定性［,］，该酶的基因已在

蛋白酶缺陷型的常温菌—枯草芽孢杆菌+./(($中克隆并表达［$］。为了进一步研究耐热

蛋白酶的性质，我们纯化了该克隆基因的表达产物，对其在盐酸胍变性过程中的-<光谱

和荧光光谱进行了研究，初步探讨了该酶的耐热机制。

& 材料与方法

&’& 菌种与发酵

参见文献［$］。

&’( 酶的纯化

-.+纤维素经酸碱处理后，悬浮于’C’,5"8／9!D>E+0>E，F04#*的缓冲液中，装柱

（$#’G$4E5），用同样的缓冲液平衡过夜，上样液在缓冲液中透析过夜。上样后，用,倍

柱床体积的上述缓冲液冲洗，然后用*’’59含’#’C$5"8／9!D-8的上述缓冲液进行线

性梯度洗脱。分部收集流出液，测定,*’75吸收和酶活，合并酶活峰。
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!"# 酶活测定

参见文献［!］。

!"$ 蛋白测定

用"#$%&—酚法测定［’］，以牛血清白蛋白作标准。

!"% 分子量测定

参照文献［(］，分别利用凝胶过滤和)*)+,-./进行测定。

!"& 光谱的测定

冻干酶粉溶于010(2#$／345%6+78$，97:;(缓冲液中，酶的终浓度为01<2=／23。利

用>?6@#:!0+)9A@B5#9C#B#2ABA5进行8*的光谱测定，以同样的缓冲液作为空白对照。扫

描范围DE0!!(0&2，灵敏度!02FA=，带宽D10&2。

!"’ 荧光光谱的测定

冻干酶粉溶于010(2#$／345%6+78$，97:;(缓冲液中，酶的终浓度为010!2=／23。

利用日立"$G#5A&6@A&@A)9A@B5#9C#B#2ABA5<(0测定在不同变性条件下的荧光光谱，以同

样的缓冲液作空白对照。激发光波长!<0&2。发射光波长!E0!’00&2。

!"( 氨基酸组成分析

01:2=的脱盐纯酶于DD0H在(1:2#$／3的盐酸中水解!’C，用I?@J2?&D!DKI氨基

酸自动分析仪测定酶的氨基酸组成。

) 结果与讨论

)"! 克隆基因表达产物的分离与纯化

取(0023发酵液在’H，<0005／2%&离心!02%&，取上清液，用分子量下限为D0J*的

中空超滤纤维柱浓缩至!0023，8K+纤维素柱层析，收集酶活峰，透析除盐，冻干备用。以

下该酶简称为LM酶。8K纤维素层析结果见图D。

图D 8K+纤维素柱层析

"%=;D 8K+@A$$G$#6A@C5#2?B#=5?9CN

经8K+纤维素层析纯化，该酶的酶活回收率可达’D1’O，纯化倍数为!P1E。结果见

表D。在,-./和)*)+,-./上该酶显示单一条带。结果见图!、图M。
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表! 酶的分离纯化
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图C 聚丙烯酰胺凝胶电泳

I.2?C 6JKL$’""#01&3"H#$0&"#’G#
=?D&1-#1"0’"#7G*$#01’"’1"

C?J3"#0DEF-#((*-&G#-H0&+’"&20’$H/

图A !M!F聚丙烯酰胺凝胶电泳

I.2?A !M!F6JKL$’""#01&3"H#$0&"#’G#
=?60&"#.1+’0N#0

C?J3"#0DEF-#((*-&G#-H0&+’"&20’$H/

图; 酶的热稳定性

I.2?; %H#0+&G"’O.(."/&3"H#$0&"#’G#

343 分子量测定

利 用!#$H’7#PKF=99凝 胶 过 滤 和

!M!F6JKL测定酶的分子量，结果分别为

CBNM和C:NM。该酶是单亚基蛋白。

345 最适反应温度与热稳定性

在不同温度下，按标准测活方法测定

酶活力，酶的最适反应温度为>9Q。

酶在 不 同 温 度 下 保 温A9+.1，冰 浴

=9+.1，>9Q按标准方法测活。以未经保

温的酶活力作对照。从图;可知该酶具

有较好的热稳定性，在89Q保温AH，酶活

力无明显变化，B9Q保温AH仍残余:95的酶活。在>9Q的半寿期为;8+.1。

346 酶的氨基酸组成分析

氨基酸组成分析的结果见表C，该酶含氨基酸残基共计C;C个（不包括%0$和D/G），

推测其分子量为CBBC9，与!#$H’7#PKF=99凝胶过滤和!M!F6JKL测定结果相近。该蛋

白中多含J(’、K(*、JG$、K(/等倾向于形成!螺旋和"F转角的氨基酸残基，这与下面DM光
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谱所测的二级结构结果相符。

表! 氨基酸组成分析

"#$%&! ’()*+#,)-,+(.+/)0)+*+102&.3+0&#/&

!"#$%&’#(
)%*+,-.’-$/

／0

!"#$%&’#(

.-1#(2-1／"%*
!"#$%&’#(

)%*+,-.’-$/
／0

!"#$%&’#(

.-1#(2-1／"%*

!13 45+644 56 !*& 44+758 56

9:. ;+<4; 4; =&* 7+76> 4>

?-. 46+4;> @A )-/ 6+47; 4

B*2 44+8>< @A C*- A+@@6 44

D.% @+6;7 8 E-2 5+87< 44

D:- 6+84A 5 !.F 4+7A> ;

G#1 4+>8< < 9H. 5+>;< 4@

EH1 <+>64 44 9., IJ —

B*H 45+6AA 54 KH1 IJ —

IJ：$%/(-/-."#$-(

图< 盐酸胍变性时间对酶活力的影响

L#F+< MNN-’/%N(-$&/2.&/#%$/#"-%$
/:--$OH"-&’/#P#/H

图7 盐酸胍对酶热稳定性的影响

L#F+7 MNN-’/%NB($QGK*%$/:-."%1/&R#*#/H
%N/:-,.%/-&1-

图; 蛋白酶变性前后的KJ光谱

L#F+; KJ1,-’/.&%N$&/#P-&$(
(-$&/2.-(,.%/-&1-

!45 酶在盐酸胍变性过程中的稳定性研究

!4546 盐酸胍对酶活力的影响：将酶在57S分

别保温于4"%*／E和5"%*／E的盐酸胍溶液中，每

隔46"#$取出一定量的酶液置于冰浴中，按标准

方法测定酶活力，结果见图<。该酶显示出很强

的盐酸胍耐受性，在5"%*／E的盐酸胍溶液中变

性@6"#$，仍残余近A60的酶活，4"%*／E的盐酸

胍基本对酶活力没有影响。

酶在盐酸胍变性后，用缓冲液稀释<6倍终
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止反应，放置过夜，并未发现明显的复性现象。曾有报道［!］，某些耐热金属蛋白酶在热变

性中因自溶而引起不可逆变性，但是因为盐酸胍变性是在常温下进行，此时该酶活性很

低，自溶不是其不可逆变性的主要原因，其真正原因有待进一步研究。

!"#"! 变性过程中酶的"#$光谱研究：盐酸胍变性前后的"#光谱见图!，酶在%&’(／)
盐酸胍中%*+保温,-&./后，!$螺旋和"$转角消失，代之以"$折叠，变性,-&./后立即稀

释0-倍以终止反应，然后分别取变性与未变性的酶在不同温度下保温,-&./，按标准方

法测定酶活，比较其热稳定性，变性前后的残余酶活计算分别以变性前后未保温的酶活力

作标准。从图*结果表明变性后酶的稳定性下降，说明!$螺旋和"$转角被"$折叠取代后，

分子的包装效率下降，结构疏松，导致了热稳定性的下降。从变性前的

表$ 几种蛋白酶的二级结构比较

%&’()$ *+,-&./0+1+20)3+1405.6356.)+20)7).&(-.+5)&0)0

1/23&4 !$54(.6 "$75448 9:;’& "$8<=/

9%>=’84:74 -?!! - -?-! -?,@

A54=&’(37./［*］ -?,B -?%- -?CD E#

F<G.8.(.7./［*］ -?CC -?DC -?C, E#

E#：/’8;484=&./4;

"#光谱计算出该酶的二级结构组

成，如表%所示，与A54=&’(37./和

F<G.8.(.7./的二级结构相比，该酶含

有更多的!$螺旋，而无"$折叠，作为

二级结构，前者比后者的折叠程度

更高。又因该酶仅含有!H的无规

则卷曲，所以整个分子有着更高的

包装率———即 表 面 积 与 体 积 比 更

图@ 不同盐酸胍变性浓度下的荧光光谱

I.J?@ I(<’=47K4/K47>4K8=::8L:=.’<7
K’/K4/8=:8.’/’MN;/$O"(

"<=L4-75’P7M(<’=47K4/K47>4K8=:’M854/:8.L4>=’$

84:74；K<=L4D#075’PM(<’=47K4/K4’M854>=’84:74

;4/:8<=4;G3D#0&’(／)N;/$O"(，=47>4K8.L4(3?

小，刚性更强，酶的稳定性也就更高。

!"#"$ 变性过程中酶的荧光光谱研究：酶在不

同浓度的盐酸胍溶液%*+变性%-&./，测定荧光

光谱。 结 果 见 图@。 该 酶 处 于 天 然 状 态 时，

,@-/&激发的荧光光谱只表现出%%-/&处的荧

光发射峰，该峰是A=>在蛋白内部的典型发射

峰，而未发现A3=在蛋白中的%%-/&处发射峰。

该酶的氨基酸组成分析表明其蛋白中含有D,个

A3=，这说明了在蛋白的三级结构中，存在着从

A3=到A=>的有效能量转移［@#B］，因此，它们在蛋

白的空间结构中相距较近，芳香环之间有可能形

成疏水内核，起到稳定蛋白高级结构的作用。

"’PJ.((等人认为蛋白处于无规则卷曲时，肽

链自由羰基对A=>有荧光淬灭作用［D-］。而处于

高级结构中的羰基因参与了氢键的形成而失去了

荧光淬灭作用。所以随着高级结构逐渐被破坏，

自由羰基增加，会引起荧光强度的下降。图@所

示结果与此相符，在盐酸胍变性浓度为-#,&’(／)，只显示出荧光强度的下降而无激发峰

的明显红移。而随着盐酸胍浓度的增加，高级结构完全被破坏，A=>暴露在水溶液中，荧

光强度因溶剂对A=>的荧光淬灭作用而继续下降，发射峰也红移至%0-/&左右。此后随

着盐酸胍浓度的增加，溶液极性增加，淬灭作用相应增加，荧光强度也有所下降。
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