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摘要：通过对罗汉果蛋白酶进行化学修饰，分析该酶结构与功能的关系。利用８种化学修饰剂
对罗汉果蛋白酶进行修饰，并测定修饰后该酶的酶活的变化。结果显示：苯甲基磺酰氟
（ＰＭＳＦ）、Ｎ－溴代琥珀酰亚胺（ＮＢＳ）和焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）对该酶的抑制作用很强，而其它修
饰剂对酶活性影响不大，说明羟基、吲哚基和咪唑基可能为蛋白酶活性的必需基团，而巯基、氨
基、羧基、胍基和二硫键可能并不是酶活性的必需基团。
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　　蛋白酶是催化肽键水解的一群酶类，它广泛存
在于动物内脏、植物茎叶、果实和微生物中。蛋白

酶在食品、化工、医疗、制药等方面应用广泛［１］，不

同来源的蛋白酶在工业上有不同的用途，如用于洗

涤剂、嫩化肉类、改良面团、制造蛋白水解物［２］，以

及在制革、毛皮工业上用作为脱毛和软化剂等。目
前生产最多的来自植物的蛋白酶是木瓜蛋白酶和

菠萝蛋白酶等［３］。
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罗汉果蛋白酶是作者从鲜罗汉果中发现一种

新植物蛋白酶，其对酪蛋白的水解活性高［４］。而罗
汉果 （Ｓｉｒａｉｔｉａ　ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ）是葫芦科 （Ｃｕｃｕｒｂｉ－
ｔａｎｃｅ）罗汉果属植物的成熟果实，其性凉味甘，无
毒，有润肺止咳、凉血、润肠通便的功效，盛产于广
西桂林地区［５］。作者已经从该酶的提取分离工艺、
酶起活性作用的最适条件和贮存稳定性的最佳条

件［４，６］及该酶对大豆蛋白的水解条件等方面进行了

初步研究和探讨［７］。由于某种化学修饰法是探明
酶活性部位功能基团的常用方法之一，为了加深对
罗汉果蛋白酶的认识，为开发利用该酶提供实验依
据，作者采用苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、Ｎ－溴代琥珀酰
亚胺（ＮＢＳ）、焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）等８种不种的
化学修饰剂对罗汉果蛋白酶的不同氨基酸残基进

行化学修饰，以通过考察不同修饰剂对酶活力的影
响，初步分析罗汉果蛋白酶的结构与功能关系。

１．１　材料与仪器
罗汉果蛋白酶：凝胶电泳均一纯酶，作者所在

实验室制备；２－巯基乙醇（２－ＭＥ）、苯甲基磺酰氟
（ＰＭＳＦ）和 Ａｍｒｅｓｃｏ焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）：Ａｍ－
ｒｅｓｃｏ公司产品，Ｎ－溴代琥珀酰亚胺（ＮＢＳ）和 Ｎ－乙
基马来酰亚胺（ＮＥＭ）：国药集团化学试剂有限公司
产品；二乙酰（ＤＩＣ，又称丁二酮）、１－乙基－３（３－二甲
氨基丙基）碳二亚胺（ＥＤＣ）和２，４，６－三硝基苯磺
酸（ＴＮＢＳ）：Ｆｌｕｋａ公司产品；其他试剂均为分析纯
试剂。
精密ｐＨ计：ｐＨＳ－３Ｃ，上海精密科学仪器有限

公司产品；ＵＶ２４０１紫外分光光度计：Ｓｈｉｍａｄｚｕ公
司产品。

１．２　方法

１．２．１　蛋白酶的活性测定　罗汉果蛋白酶酶活力
的测定方法见参考文献［８］。酶的活力单位定义：
在规定条件下，１ｍｉｎ内酶水解酪蛋白释放出相当
于１μｇ／ｍＬ酪氨酸在２７５ｎｍ波长处的吸收度为１
个活力单位。

１．２．２　蛋白质的含量测定　采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ检测
法，参考文献［９］进行。

１．２．３　罗汉果蛋白酶的化学修饰　８种化学修饰
剂（ＣＭ）修饰蛋白酶的方法按文献［１０］进行，修饰

条件如表１所示。将酶液５０μＬ加入２０μＬ终浓度
如表１的ＣＭ中，用不同的缓冲液（ＰＭＳＦ先用二甲
基亚砜配成１００ｍｍｏｌ／Ｌ）稀释到５ｍＬ，然后分别
在反应２０ｍｉｎ和４０ｍｉｎ后取出１ｍＬ反应液，测定
各自的相对蛋白酶活力（以不加修饰剂而用不同缓
冲液代替的酶液的蛋白酶活力为１００％）。

表１　罗汉果蛋白酶的化学修饰反应条件

Ｔａｂ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅａｓｅ

化学修饰 修饰基因
化学修饰剂／
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

缓冲液／
（ｍｍｏｌ／Ｌ） ｐＨ

ＮＥＭ　 Ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ　 １０．０ ０．１
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ７．４

ＴＮＢＳ　 Ａｍｉｎｏ　 ２．０ ０．１
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ８．０

ＰＭＳＦ　 Ｈｙｄｒｏｘｙｌ　 １０．０ ０．１
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ７．４

ＤＩＣ　 Ｇｕａｎｉｄｉｎｏ　 ２０．０ ０．０５
ｂｏｒｏｎａｔｅ ８．５

ＥＤＣ　 Ｇａｒｂｏｘｙｌ　 １００．０ ０．０５
ａｃｅｔｉｃ ４．８

ＮＢＳ　 Ｉｎｄｏｌｙｌ　 ０．１ ０．１
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ５．８

ＤＥＰＣ　 Ｉｍｉｄａｚｏｌｙｌ　 ５０．０ ０．１
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ７．０

２－ＭＥ －Ｓ－Ｓ－ １００．０ ０．１
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ８．０

２．１　巯基的化学修饰
巯基存在于半胱氨酸残基中，是巯基蛋白所必

需的侧链基团，在木瓜蛋白酶、菠萝蛋白酶等的蛋
白中心都发现存在巯基基团。Ｎ－乙基马来酰亚胺
（ＮＥＭ）是一种有效的巯基修饰试剂。作者在ｐＨ
７．４条件下用不同浓度的ＮＥＭ 对蛋白酶进行化学
修饰，结果如图１。

图１　 ＮＥＭ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＮＥＭ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
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　　从图可以看出，当ＮＥＭ 的浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，蛋白酶的活性还保留８０％以上，因此基本可以
认为半胱氨酸残基并不位于该酶的活性中心。

２．２　氨基的化学修饰
三硝基苯磺酸（ＴＮＢＳ）常用来修饰赖氨酸残

基。作者在 ｐＨ　８．０的条件下用１０ｍｍｏｌ／Ｌ 的

ＴＮＢＳ与蛋白酶作用，结果如图２。从图看出，蛋白
酶的活性基本保留１００％左右，说明氨基并不是罗
汉果蛋白酶的必需基团。

图２　ＴＮＢＳ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＴＮＢＳ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．３　羧基的化学修饰
羧基存在于谷氨酸和天门冬氨酸中，水溶性的

碳化二亚胺类能特定修饰蛋白质分子的羧基基团。
作者在ｐＨ　５的条件下用０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＣ与蛋白酶
作用 ４０ ｍｉｎ 后，该 酶 的 活 力 还 保 留 率 高 达

１００．５％，因此可以确定羧基也不是该酶的活性必
需基团（图３）。

图３　ＥＤＣ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　２－ＭＥ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．４　咪唑基的化学修饰
组氨酸残基的咪唑基可以通过氮原子的烷基

化或碳原子的亲核取代来进行化学修饰，而常用来
修饰咪唑基的是焦碳酸二乙脂（ＤＥＰＣ），该试剂在
接近中性的条件下反应出很好的专一性，与组氨酸
残基反应使咪唑基上的一个氮羧乙基化，并在２４０

ｎｍ处有光吸收［１１］。作者在ｐＨ　７．０的条件下用不

同浓度的ＤＥＰＣ与蛋白酶作用，结果在ＤＥＰＣ浓度
为５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，蛋白酶的活性仅为７％，蛋白酶
被严重抑制，因此可以认为咪唑基可能存在于该酶
的活性中心（图４）。

图４　ＤＥＰＣ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＤＥＰＣ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．５　羟基的化学修饰
在酪氨酸、苏氨酸和丝氨酸残基中都存在羟

基，而丝氨酸残基是参与蛋白中心较多的一种残
基，羟基常见的化学修饰方法有脂化、碘化、硝化和
酰反应等，作者用不同浓度的苯甲酰基磺酰氟
（ＰＭＳＦ），在ｐＨ　７．５的条件下与蛋白酶作用。

图５　ＰＭＳＦ对蛋白酶活性的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＰＭＳＦ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　结果如图５，当ＰＭＳＦ的浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
时，蛋白酶的活性几乎为０，说明ＰＭＳＦ能很好地抑
制该酶的活性，因此推测羟基可能是该的必需
基团。

２．６　胍基的化学修饰
精氨酸残基含有１个强碱性的胍基，在结合带

有阴离子底物的酶的活性部位中起着重要作用。

丁二酮和１，２－环己二酮与胍基反应可逆地生成精
氨酸－丁二酮复合物，该产物可以与硼酸结合而形成
稳定的化合物，但反应须在黑暗中进行，因为丁二
酮可以作为反应试剂破坏其它残基如色氨酸、组氨
酸、酪氨酸残基等。作者采用丁二酮（ＤＩＣ）做修饰
剂在ｐＨ　８．５的硼酸盐缓冲溶液中与蛋白酶作用，
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梁成钦，等：罗汉果蛋白酶的化学修饰

研究不同浓度的ＤＩＣ对蛋蛋白的影响。见光下反
应（图６），当ＤＩＣ的浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ，蛋白酶的活
性４５％。而在黑暗中反应时保持７２．６％，这可能是
因为ＤＩＣ可以作为光敏性反应试剂见光时容易破
坏其它残基，特别是色氨酸、组氨酸和酪氨酸残基，
从而影响酶的活性［１２］。因此，推测胍基可能不存在
于该蛋白酶的活性中心。

图６　ＤＩＣ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＤＩＣ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．７　吲哚基的化学修饰
一种常用来修饰色氨酸吲哚基的试剂是 Ｎ－溴

代琥珀酰亚胺（ＮＢＳ），可以使吲哚基团氧化成羟吲
哚衍生物。ＮＢＳ可以和半胱氨酸残基作用，但实验
测得巯基不是该酶活性中心所必需基团，所以不需
要先对巯基进行保护［１３］。作者用ＮＢＳ与蛋白酶作
用来研究色氨酸对罗汉果蛋白的影响。

图７　ＮＢＳ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＮＢＳ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　图７表明：ＮＢＳ的浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时，作用

２０ｍｉｎ，蛋白酶的活性降低到３％，由此得出，吲哚
基存在于该蛋白酶的活性中心。

２．８　二硫键的化学修饰
用２－巯基乙醇（２－ＭＥ）将二硫键还原成游离巯

基是一种常用的二硫键的修饰方法，反应具有高度
的选择性和长的半衰期。由于反应的平衡常数接
近于１，为使二硫键充分还原，反应时必须使用大大
过量的巯基乙醇。作者在ｐＨ　８．０的条件下，用２－

ＭＥ浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ　２－ＭＥ作用于罗汉果蛋白
酶，４０ｍｉｎ后结果显示该酶的活性仍保持７６％，可
初步推测该酶的活性中心不含二硫键（图８）。

图８　２－ＭＥ对酶活性的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　２－ＭＥ　ｏｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．９　底物保护化学修饰剂对酶活力的影响
为了进一步探讨修饰剂ＰＭＳＦ、ＮＢＳ、ＤＥＰＣ所

修饰的氨基酸残基是否参与罗汉果蛋白酶的活性

中心，作者用不同质量分数的酪蛋白溶液作底物对
蛋白酶液进行保护，结果如图９。

图９　底物（酪蛋白）质量分数对ＤＥＰＣ、ＰＭＳＦ和ＮＢＳ修饰
酶活性的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｅｒｃｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｓｅｉｎ　ｏｎ
ｔｈｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｗｈｉｃｈ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ＤＥＰＣ、ＰＭＳＦ　ａｎｄ　ＮＢＳ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　３种修饰剂所修饰的罗汉果蛋白酶的活性随底
物质量分数的增加均呈先增加后降低的趋势。当
酪蛋白的质量分数分别为０．５％、０．１％和０．５％时，
分别用ＰＭＳＦ、ＮＢＳ和ＤＥＰＣ修饰的罗汉果蛋白酶
的活性为最高，分别保持原来酶活的９３％、７７％和
６１％，与不加底物相比，活性明显保持。这是因为
蛋白酶的必需基团在同化学修饰剂相结合之前先

和底物结合，从而有效阻止必需基团与化学修饰剂
的反应，使ＰＭＳＦ、ＮＢＳ、ＤＥＰＣ对蛋白酶的抑制作
用大大降低。因此可以进一步确定羟基、吲哚基和
咪唑基可能参与了罗汉果蛋白酶和酪蛋白底物的

结合，可能存在于该酶的活性中心。
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ＬＩＡＮＧ　Ｃｈｅｎｇ－ｑｉｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｓｔｕｄｙ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｓｅｐｅｒａｔｉｏｎ，Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｏｍｅ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ
ｔｈｅ　Ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　Ｆｒｕｉｔｓ　ｏｆ　Ｓｉｒａｉｔｉａ　Ｇｒｏｓｖｅｎｏｒｉｉ

　　通过对罗汉果蛋白酶的化学修饰和酪蛋白底
物保护，说明蛋白酶的活性中心可能存在羟基，因
为２．５ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ能严重地抑制该酶的活性，
而质量分数０．５％的酪蛋白能保护９３％的不被

ＰＭＳＦ抑制。此外由实验可知吲哚基和咪唑基也

可能是蛋白酶的活性必需基团，而巯基并不存在该
酶的活性中心，这与大多数植物蛋白酶属于巯基蛋
白酶不同。另外，氨基、羧基、胍基和二硫键可能不
是酶起活性作用所必需的基团。至于该酶的活性
位区的具体残基数及酶的具体催化反应机理还需

进一步研究。
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