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摘要：对菠萝茎蛋白酶进行纯化和鉴定，并研究酶活力受超声处理影响的机理。采用羧甲基纤
维素柱层析纯化、ＰＡＧＥ鉴定纯度，测定纯化的酶经超声波处理后的酶活性、动力学参数以及紫
外和荧光光谱。柱层析分离出３个蛋白峰区域，其中第二蛋白峰经电泳鉴定纯度较高。酶经超
声处理后Ｋｍ 变小，Ｖｍ 也减小；紫外吸收光谱不变，而差示光谱出现了明显的正峰和负峰，荧光
发射光谱基本不变。羧甲基纤维素柱层析对菠萝茎蛋白酶纯化效果较好，超声处理可能通过改
变菠萝茎蛋白酶的构象从而改变酶活力。
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　　菠萝茎蛋白酶（Ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ，ＥＣ　３．４．２２．３２）
是来源于菠萝茎的菠萝蛋白酶（Ｂｒｏｍｅｌａｉｎ），广泛应用
于制革、食品、饮料、医药等行业［１－４］。它是一类糖蛋
白，至少含有６个蛋白酶组分 ［５－７］。由于组分较多，
在生产和研究中对其进行纯化尤为重要。本试验即
采用阳离子交换层析法分离纯化、阴极电泳鉴定菠萝
茎蛋白酶，并通过对酶活力、动力学参数及光谱特性
的研究，探讨了酶受超声处理影响的机理。

１．１　主要试剂
菠萝茎蛋白酶、酪蛋白（Ｃａｓｅｉｎ）为美国Ｓｉｇｍａ

公司产品；考马斯亮蓝Ｇ２５０、Ｒ２５０（Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　ｂｒｉｌ－
ｌｉａｎｔ　ｂｌｕｅ　Ｇ２５０、Ｒ２５０）是从Ｆｌｕｋａ公司进口的生化
试剂；羧甲基纤维素（Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ）、聚
乙二醇１０　０００（Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ）、丙烯酰胺（Ａｃ－
ｒｙｌａｍｉｄｅ）、Ｎ，Ｎ＇－甲叉双丙烯酰胺（Ｎ，Ｎ＇－Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ－
ｂｉｓ－ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）、ＴＥＭＥＤ原液，为进口分装试剂。
其他试剂为国产分析纯。

１．２　主要仪器设备
北京凯奥科技发展有限公司７５２型紫外光栅

分光光度计；上海沪西分析仪器厂生产的ＢＳ－１００Ａ
自动部分收集器、ＨＬ－２恒流泵、ＴＨ－梯度混合器；

２．４ｃｍ×３０ｃｍ 层析柱；北京六一仪器厂生产的

ＤＹＹ－Ⅲ型电泳槽、ＤＹＹ－５型稳压稳流电泳仪；

Ｈ６６０２５超声波发生仪，无锡市超声电子设备厂产
品；ＨＷＳ２４型电热恒温水浴锅：上海合恒仪器设备
有限公司产品；日本岛津 ＵＶ－２４０１ＰＣ紫外分光光
度计；日本日立Ｆ－４５００荧光分光光度计。

１．３　测定方法
在酶的分离和纯化中，柱层析参考前人［５，８－９］分

离菠萝茎蛋白酶的方法，聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＰＡＧＥ）参考何忠效［１０］的方法。以酪蛋白为底物
测定菠萝蛋白酶的酶活性，酶活力单位定义为：１
ｍｉｎ 内 每 毫 克 蛋 白 质 产 生 酪 氨 酸 的 μｇ 数
（μｇ／ｍｇ·ｍｉｎ）表示。蛋白质浓度的测定参照

Ｂｒａｄｆｏｒｄ［１１］的方法，以牛血清蛋白为标准蛋白。

２．１　菠萝茎蛋白酶的纯化结果与鉴定
菠萝茎蛋白酶用羧甲基纤维素经梯度洗脱后

分离出３条单独的蛋白峰区域（见图１Ａ），其中第二
蛋白峰的蛋白质含量最高，经检测３个蛋白峰均有
酶活力，且酶活力峰与蛋白峰基本吻合。３种成分
应为菠萝茎蛋白酶的同工酶，可选取其中一种成分
进行深入研究。将柱层析得到的第二蛋白峰中酶
活力最高的一支管酶液浓缩后进行ＰＡＧＥ，电泳图
谱（见图１Ｂ）显示酶纯度较高。

图１Ａ　菠萝茎蛋白酶ＣＭ－纤维素层析图谱
Ｆｉｇ．１Ａ　ＣＭ－ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅ－

ｌａｉｎ

图１Ｂ　菠萝茎蛋白酶ＰＡＧＥ图谱
Ｆｉｇ．１Ｂ　ＰＡＧＥ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

２．２　超声波对菠萝茎蛋白酶催化作用的影响

菠萝茎蛋白酶经过２５Ｗ、不同频率的超声波处

理５ｍｉｎ后，酶活力均有提高（见表１）；采用新复极

差法进行多重比较，结果见表１。该酶经过１６．５

ｋＨｚ、不同功率的超声波处理５ｍｉｎ后（见表２），或

经过１６．５ｋＨｚ、２０Ｗ 的超声波处理不同时间后（见

表３），酶活力均有提高。故激活菠萝茎蛋白酶的最

佳超声波参数组合为：频率１６．５ｋＨｚ，功率２０Ｗ，

处理时间５ｍｉｎ。
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表１　２５Ｗ不同频率超声波处理菠萝茎蛋白酶５ｍｉｎ效果

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｏｎ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

ｗｉｔｈ　２５Ｗ、５ｍｉｎｕｔｅｓ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

超声频率
（ＫＨｚ）

酶活力
（μｇ／ｍｇ·ｍｉｎ）

差异显著性

０ ５１９．９７±５．０４ ｃ

１３．５　 ５４０．１９±５．１０ ｂ

１５　 ５５５．０８±１３．１８ ａｂ

１６．５　 ５７６．８２±１．５８ ａ

１７　 ５５２．９５±１５．１４ ａｂ

１８　 ５３１．６２±７．１８ ｂ

　注：表中差异显著性为多重比较结果，凡差异显著的平均
数标注不同字母，差异不显著的标注相同字母。（下同）

表２　１６．５ｋＨｚ不同功率超声波处理菠萝茎蛋白酶５分钟

效果

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｏｎ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

ｗｉｔｈ　１６．５ｋＨｚ、ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐｏｗｅｒ　ａｎｄ　５ｍｉｎｕｔｅｓ

超声功率
（Ｗ）

酶活力
（μｇ／ｍｇ·ｍｉｎ）

差异显著性

０ ５２０．５９±４．０３ ｃ

１０　 ５６０．４５±９．６８ ａｂ

１５　 ５６０．９６±９．５９ ａｂ

２０　 ５８４．５８±１３．４７ ａ

２５　 ５６３．９４±８．３０ ａｂ

３０　 ５５３．４７±１０．１８ ｂ

３５　 ５４９．４４±９．４２ ｂ

４０　 ５４５．３９±７．６８ ｂ

７０　 ５３７．４７±１．６４ ｂ

表３　１６．５ｋＨｚ、２０Ｗ 超声波对菠萝茎蛋白酶处理不同时

间效果

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｏｎ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

ｗｉｔｈ　１６．５ｋＨｚ、２０Ｗａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ

超声处理时间
（ｍｉｎ）

酶活力
（μｇ／ｍｇ·ｍｉｎ）

差异显著性

０ ５２５．５７±２２．５４ ｃ

１　 ５５５．７０±８．３１ ｂ

３　 ５６９．２４±１５．３０ ａｂ

４　 ５８４．１１±９．９３ ａｂ

５　 ６０３．６９±９．４７ ａ

６　 ５７６．２２±９．０１ ａｂ

７　 ５７０．７２±１７．４５ ａｂ

９　 ５５５．９４±１５．２０ ｂ

１０　 ５５６．７０±１４．１４ ｂ

２．３　菠萝茎蛋白酶动力学研究
用双倒数作图方法（见图２Ａ）求得菠萝茎蛋白

酶纯酶Ｋｍ 值为３６．９４（ｍｇ／ｍＬ），Ｖｍ 值为７．２２×
１０３（μｇ／ｍｇ·ｍｉｎ）（３７℃，ｐＨ７．０）；经适宜的超声波
处理后酶的Ｋｍ 值为９．１８（ｍｇ／ｍＬ），Ｖｍ 值为２．４６
×１０３（μｇ／ｍｇ·ｍｉｎ）（３７℃，ｐＨ７．０）（见图２Ｂ）。即
超声处理后菠萝茎蛋白酶的Ｋｍ 变小，比对照下降
了３．０２倍；而Ｖｍ也变小，比对照下降了１．９３倍。

图２Ａ　菠萝茎蛋白酶催化反应双倒数曲线图谱
Ｆｉｇ．２Ａ　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ　ｃｈａｒｔ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

图２Ｂ　菠萝茎蛋白酶超声波处理后催化反应双倒数曲线图谱
Ｆｉｇ．２Ｂ　Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ　ｃｈａｒｔ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ　ａｆｔｅｒ　ｕｌ－

ｔｒａｓｏｕｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．４　 菠萝茎蛋白酶的光谱研究
紫外吸收光谱：天然菠萝茎蛋白酶纯酶有两个

明显的紫外吸收峰（见图３Ａ），分别在２７９．２ｎｍ、

２３１．６ｎｍ 处。可 以 推 测，酶 分 子 中 含 酪 氨 酸
（Ｔｙｒ）、色氨酸（Ｔｒｐ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ），其中 Ｔｙｒ
和Ｔｒｐ吸收强度很大，而Ｐｈｅ只有微弱吸收。经适
宜参数（１６．５ｋＨｚ、２０Ｗ）超声波处理５ｍｉｎ后，菠
萝茎蛋白酶两个紫外吸收峰分别出现在２７８．６、

２３１．２ｎｍ（图３Ｂ），即超声波处理后酶的紫外吸收
峰基本没有变化，只是吸光值均略有增加。
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图３Ａ　菠萝茎蛋白酶紫外吸收光谱
Ｆｉｇ．３Ａ　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

图３Ｂ　１６．５ｋＨｚ、２０Ｗ超声波处理菠萝茎蛋白酶紫外吸收
光谱

Ｆｉｇ．３Ｂ　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ
ａｆｔｅｒ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　紫外差示光谱：菠萝茎蛋白酶经１６．５ｋＨｚ、２０
Ｗ 的超声波处理５ｍｉｎ后，其紫外差示光谱表明

（见图４Ａ），在２６２ｎｍ处出现一正峰，在２３６．８ｎｍ
处出现一负峰。另外，在１９０～２２１ｎｍ范围内有大
量的正峰出现，且差示吸收值较大。

图４Ａ　１６．５ｋＨｚ、２０Ｗ超声波处理菠萝茎蛋白酶紫外差示
光谱

Ｆｉｇ．４Ａ　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｐｅｃｔｕｍ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ　ａｆｔｅｒ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　将用适宜的参数超声波处理后的酶放置１０
ｍｉｎ后，在２５７、２３４ｎｍ处出现２个正峰；放置２０、

３０、４０、５０、６０ｍｉｎ时，酶均出现两个正峰，其中一个
峰值分别位于２５７．２、２５７．４、２５７．４、２５７．２、２５７．２
ｎｍ，且随着放置时间增加差示吸收值逐渐增大，放
置４０ｍｉｎ以上后变化逐渐减小，趋于稳定；另一个
峰值分别位于２３４、２３３、２３１．６、２３３．２、２３０．６、２３３．４
ｎｍ，除放置５０ｍｉｎ时的差示吸收增大外，其它时间
差示吸收值基本不变（见图４Ｂ）。

图４Ｂ　１６．５ｋＨｚ、２０Ｗ超声波处理菠萝茎蛋白酶后放置１０－６０ｍｉｎ紫外差示图谱
Ｆｉｇ．４Ｂ　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｐｅｃｔｕｍ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ　ａｆｔｅｒ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｌａｉｎ　１０ｔｏ　６０ｍｉｎｕｔｅｓ

　　荧光光谱：天然菠萝茎蛋白酶有两个荧光发射
峰（图５Ａ），分别位于３４４．６、５５９．８ｎｍ（此峰值很
小，在本图中因纵坐标较大，故此峰峰形不明显）
处。因游离 Ｔｒｐ、Ｔｙｒ荧光发射峰分别位于３４８、

３０３ｎｍ，故第一个发射峰（３４４．６ｎｍ）由Ｔｒｐ和Ｔｙｒ
共同作用引起，而由于 Ｔｒｐ的存在，Ｔｙｒ的发射光
谱未表现出来；由于第二发射峰（５５９．８ｎｍ）荧光值
很小，且经鉴定与背景溶液的发射峰吻合，故认为
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是由背景溶液中激活剂与酶分子相互作用引起，不
是酶分子的特征发射峰。

图５Ａ　菠萝茎蛋白酶荧光发射光谱
Ｆｉｇ．５Ａ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｕｍ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ

　　经超声波处理后酶的荧光发射峰略有红移（见
图５Ｂ），位于３４６．８ｎｍ，荧光值降低；但是发射波长
只改变约２ｎｍ，没有较大的改变，因而不是酶分子构
型改变引起的。天然酶中存在的第二发射峰经超声
处理后消失。处理后的酶放置１０ｍｉｎ后，荧光发射
峰开始由３４６．８ｎｍ向低波长移动，位于３４５．２ｎｍ，
荧光值继续降低；放置２０ｍｉｎ后，荧光发射峰继续向
低波长移动，恢复到天然酶发射峰，即位于３４４．６
ｎｍ，荧光值则升高，接近天然酶荧光值（见图５Ｂ）。

图５Ｂ　超声波处理后放置０、１０、２０ｍｉｎ菠萝茎蛋白酶荧光发
射光谱

Ｆｉｇ．５Ｂ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｔｕｍ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｂｒｏｍｅｌａｉｎ　ａｆｔｅｒ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ａｎｄ　ｌａｉｎ　０，１０ａｎｄ　２０ｍｉｎｕｔｅｓ

　　菠萝茎蛋白酶是一类碱性蛋白质，ｐＩ约为９．５５；
虽然Ｔ　Ｌ　Ｍｙｎｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ［１２］采用ｐＨ　５．０的乙酸缓冲液
在Ｓ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ上快速高效液相层析将菠萝蛋白酶
纯化得到约１５　０７０、２５　８５０和２７　４５０相对分子质量
并具有等电点１０．４和１０．４５的蛋白，并申请了专

利，但研究发现采用阴离子交换剂进行柱层析分离效
果欠佳，而文献［７，１３－１４］中也多采用阳离子交换剂进行
纯化，都得到了３～５种较单一的组分。故本研究采
用阳离子交换剂羧甲基纤维素进行分离，得到了３个
均具有酶活力的蛋白峰，其中酶活最高的蛋白峰经电
泳鉴定表明为单一条带，分离效较好果。由于等电点
高，采用一般的阳极电泳时该酶在相应缓冲系统中解
离的离子不泳动，所以本研究在柱层析后采用阴极电
泳鉴定纯度，效果较好。
经超声波处理后，菠萝茎蛋白酶Ｋｍ 减小，而Ｖｍ

也减小。Ｋｍ 变小，说明酶与底物的亲和力变大；而
Ｖｍ也变小，可能是由于超声处理后的酶构象发生变
化，虽然由于与底物亲和力增大酶很快被饱和，但酶
与底物复合物不能迅速分解为产物，反应速度不能随
着底物浓度的增加而增大，而且在高底物浓度时活力
被抑制。在两种情况中，酶与底物亲和力增大是超声
波处理后酶活力增大的主要影响因素。
一般认为在２３０ｎｍ波长以下的紫外吸收光谱的

变化反映酶蛋白主链构型的变化；２４０～３００ｎｍ波长
内紫外吸收光谱的变化主要是Ｔｒｐ、Ｔｙｒ和Ｐｈｅ的作
用。紫外光谱的研究表明，超声波处理后，菠萝茎蛋
白酶的紫外吸收光谱与对照比较并没有多少改变，因
而其分子构型并没有发生变化，分子的各种共价键依
然保持原来的结构；而处理后紫外差示光谱出现了明
显的正峰和负峰，因Ｐｈｅ的苯基在２６１ｎｍ处有吸收
峰，而Ｔｙｒ的酚基和半胱氨酸（Ｃｙｓ）残基在２３５ｎｍ处
有一吸收峰，表明酶的构象发生了变化，从而使Ｐｈｅ、

Ｔｙｒ和Ｃｙｓ所处的微环境改变，出现明显的差吸收
峰。另外，在１９０～２２１ｎｍ范围内有大量的正峰出
现，且差示吸收值较大，表明酶分子的二级结构改变，
可能是主链上大量基团暴露，出现大量正峰。处理后
的酶放置１０ｍｉｎ时的光谱特征说明，在超声波处理
后，酶的构象仍在变化，有可能是超声波处理时传递
给酶的能量在放置一段时间后逐渐消失，生色氨基酸
残基微环境逐渐复原。放置至６０ｍｉｎ，差吸收峰基本
不变，但２５７ｎｍ处的吸收强度逐渐增大，可能是因为

Ｐｈｅ已经完全暴露出来；而２３４ｎｍ附近的吸收峰强
度变化不大，说明Ｔｙｒ或Ｃｙｓ微环境放置１０ｍｉｎ以
上后不再变化。
蛋白质的内源荧光来自芳香族氨基酸。Ｔｒｐ残

基，Ｔｙｒ残基和Ｐｈｅ残基由于其发色团（侧链基团）不
同，而有不同的荧光光谱，其最大荧光强度的波长分
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Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　ｏｎ　Ｉｔｓ　Ｃａｔａｌｙｓｉｓ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ
别是３４８、３０３和２８２ｎｍ［１５］。荧光光谱的研究进一步
揭示了超声处理后菠萝茎蛋白酶的构型与构象的关

系。处理后酶分子的荧光发射峰的波长虽然稍有改
变，但并没有太大的变化，而处理前后的差别主要是
发射强度的改变。这些进一步说明超声波处理后酶
分子的构型沒有变化，但分子的构象确实改变了。主
要表现为芳香族氨基酸荧光强度改变。文献［１６］曾经
报道，菠萝茎蛋白酶包含５个Ｔｒｐ残基，大量序列与
木瓜蛋白酶同源表明３个埋在疏水核内，而另两个位
于分子表面。菠萝茎蛋白酶经超声波处理后，荧光值

降低；说明Ｔｒｐ所处的微环境极性增大，可能的原因
是超声作用改变酶的构象，使原本处于分子内部疏水
环境中的Ｔｒｐ暴露到分子表面。天然酶中存在的第
二发射峰消失，可能是超声处理使酶的构象发生了变
化，影响激活剂与酶之间的互作，使荧光熄灭。超声
处理后的酶放置一段时间后，Ｔｒｐ所处的微环境极性
逐渐变小，酶分子构象逐渐恢复到天然状态。由此进
一步说明，超声波处理改变菠萝茎蛋白酶活力不是改
变酶分子构型，而是使分子构象改变，从而导致酶活
力的改变。
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