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摘　要：南极磷虾生活在极寒环境，其体内特殊的蛋白酶系统是其维持正常新陈代谢的关键因素。羧肽酶是
南极磷虾蛋白酶系统中一类主要且关键的蛋白酶，酶学性质研究对其后续基础研究开展及商业利用都具有

指导意义。本研究以南极磷虾为原料，采用缓冲液提取、硫酸铵分级盐析，ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶 ＦＦ阴离子层析
和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶层析，从南极磷虾匀浆液中分离纯化出一种羧肽酶，ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示其分子量为
３０ｋｕ。酶学性质研究结果显示：该酶最适温度为３０℃；最适ｐＨ为８．０。热稳定性较差，即使在４℃下保温超
过２ｈ酶活性会急剧下降。金属离子Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋和Ｍｇ２＋具有激活作用，且激活作用依次增强；而Ｃａ２＋、
Ｆｅ３＋和Ｃｕ２＋起抑制作用，Ｃｕ２＋抑制效果最明显。对巯基有修饰作用的抑制剂ＤＴＴ和β巯基乙醇对其有抑制
作用，推测该酶活性中心存在二硫键；金属蛋白酶抑制剂 ＥＤＴＡ和１，１０菲罗啉对该酶活性有明显的抑制作
用，说明了其具有金属蛋白酶特性；而丝氨酸蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ对该酶抑制作用并不强烈。以脲酰Ｌ苯丙
氨酸为底物溶液，测得该酶Ｋｍ为０．００５９ｍｇ／ｍＬ、Ｖｍａｘ为４．９０９１Ｕ／ｍｉｎ。
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　　磷虾是一类主要分布于南半球、生存在海洋
中的一类甲壳浮游动物，种类繁多，生物资源量

大，人们一般习惯称生活在南极水域的磷虾为南

极磷虾［１］。南极磷虾（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ）隶属于
节肢动物门（Ａｒｔｈｒｏｐｏｄａ）甲壳动物纲（Ｃｒｕｓｔａｃｅａ）
磷虾目（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｃｅａ）磷虾属（Ｅｕｐｈａｕｓｉａ）磷虾
（Ｅｕｐｈａｕｓｉａｓｕｐｅｒｂａ），是企鹅、海豹、鲸类等动物
的食物来源［２３］。这种虾个体较小，成年个体约

５～６ｃｍ，身体由头胸部和腹部两部分组成，呈半
透明红色，一般以群居生活，以微小浮游植物为

食，是一种嗜冷水性动物［１］。南极磷虾死亡后，

即使在低温的环境下也极易自溶、黑化，这与虾

体内存在高效的酶系统有密切的关系［４５］。目前

已经发现的南极磷虾蛋白酶主要有８种，内切酶
以胰蛋白酶为主，外切酶以羧肽酶为主［６］，具体

包括３种丝氨酸类胰蛋白酶（ＴＬＩ，ＴＬＩＩ，ＴＬＩＩＩ）、
１种丝氨酸类胰凝乳蛋白酶（ＣＬ）、２种羧肽酶Ａ

和两种羧肽酶 Ｂ［７］。羧肽酶 Ａ的分子量约为
２４～２８ｋｕ，羧肽酶Ｂ的分子量约为２４～２８ｋｕ［８］。

羧肽酶是一种可专一性地从肽链的 Ｃ端开
始逐个降解释放出游离氨基酸的肽链外切酶，在

医药、食品等领域应用广泛。在医药领域，因羧

肽酶与机体的生化反应关系密切，故可通过体内

羧肽酶的检测达到诊断和治疗疾病的目的，例如

羧肽酶对阿尔茨海默病［９］和肿瘤［１０］等疾病的诊

断治疗；在食品工业上，羧肽酶可用于制备高 Ｆ
值寡肽、食品和饲料中赭曲霉素的去除、用作脱

苦味剂等。目前，商用羧肽酶的获取主要来源于

猪、牛等的胰脏，数量有限，价格昂贵［１１］。南极磷

虾不仅生物资源巨大，且具有适冷性特点，但目

前尚未充分开发利用。本文对南极磷虾羧肽酶

进行了分离纯化并对其酶学性质进行了研究，以

期为南极磷虾羧肽酶的开发应用提供参考。
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１　材料与方法

１．１　实验材料
本研究用南极磷虾于２０１８年捕获于南极渔

场４８．１区，由辽宁省大连海洋渔业集团公司提
供，运输至实验室后立即放入超低温冰箱（－８０
℃）贮藏备用。
１．２　试剂与仪器
１．２．１　主要试剂

三（羟甲基）氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、硫酸铵、乙二胺
四乙酸（ＥＤＴＡ）、１，１０菲啉、低分子量标准蛋
白、氯化铁、氯化钙、氯化锌、氯化镁、氯化镍、无

水硫酸铜、磷酸氢二钠、柠檬酸、甘氨酸、氢氧化

钠、ＤＴＴ购于国药；十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）购于
生工；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、四水氯化锰、β巯
基乙醇购于麦克林；脲酰Ｌ苯丙氨酸（Ｈｉｐｐｕｒｙｌ
Ｌｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ）、ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶ＦＦ购于上海
源叶生物科技有限公司；ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ１００凝胶过
滤柱购于美国ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；蛋白定量测试
盒购于南京建成生物工程研究所。

１．２．２　主要仪器
主要仪器包括Ｈ２０５０Ｒ台式高速冷冻离心机

（湘仪离心机仪器有限公司）、层析柜（上海沪西

分析仪器厂有限公司）、ＪＢ１Ａ型磁力搅拌器（上
海精密科学仪器有限公司）、ＵＶ１８００ＰＣ紫外可
见分光光度计（上海美谱达仪器有限公司）、

ＤＹＣＺ２４Ｄ垂直电泳槽（北京市六一仪器厂）、ＴＳ
２０００Ａ脱色摇床（海门市其林贝尔仪器制造有限
公司）、双列四孔恒温水浴锅（上海慧泰仪器制造

有限公司）、ｐＨ计（梅特勒托利多仪器有限公
司）。

１．３　实验方法
１．３．１　粗酶液的制备

参考杭虞杰等［１２］的方法，略作改变。取－８０
℃贮藏的南极磷虾，按照１∶２比例将南极磷虾加
入到预冷的０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
中，经组织捣碎机捣碎，４℃静置４ｈ。取匀浆液
于冷冻离心机１１０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃去沉
淀，收集上清液，即为粗酶液。

１．３．２　酶活测定
参照ＦＯＬＫ等［１３］的方法略作改变，进行羧肽

酶活性测定。以脲酰Ｌ苯丙氨酸为底物，用缓冲
液为含０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的 ０．０２５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．０

ＴｒｉｓＨＣｌ溶解，测其在２５４ｎｍ处５ｍｉｎ内分光光
度值的变化。该条件下吸光度每增加０．００１即为
１个酶活单位（Ｕ）。
１．３．３　蛋白质浓度测定

采用考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度。

１．３．４　南极磷虾羧肽酶纯化
粗酶液４℃静置２ｈ，于冷冻离心机１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收集上清液并分别用２０％ ～
８０％饱和度硫酸铵进行分级沉淀，测定羧肽酶酶
活性及蛋白含量。

取１．５×４０ｃｍ层析柱，装柱后将凝胶柱固定
于４℃的层析柜中。用 ３倍柱体积的 ｐＨ８．０
０．０２５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液以１．０ｍＬ／ｍｉｎ平衡
层析柱，直至 ＵＶ２８０成一条直线。取经５０％饱和
度的硫酸铵初分离的酶液经透析除盐后，过０．２２
μｍ滤膜，上ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶ＦＦ阴离子交换层
析柱，以０．０２５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．０的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液
和０～０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ进行梯度洗脱，每２ｍｉｎ
收集１管，绘制洗脱曲线。将用于后续研究的洗
脱液透析除盐后，冻干备用。

取１．５×４０ｃｍ层析柱，装柱后将凝胶柱固定
于４℃的层析柜中。用３倍柱体积的０．０２５ｍｏｌ／
ＬｐＨ８．０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液以０．５ｍＬ／ｍｉｎ平衡层
析柱，直至 ＵＶ２８０成一条直线。将收集的 ＤＥＡＥ
琼脂糖凝胶ＦＦ阴离子交换柱层析最大活性峰样
品，过０．２２μｍ滤膜，上样ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ１００凝胶
柱，用０．０２５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．０的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液进
行洗脱，每１０ｍｉｎ收集１管，绘制洗脱曲线。将
用于后续研究的洗脱液透析除盐后，冻干备用。

采用ＳＤＳＰＡＧＥ不连续电泳的方法，用考马
斯亮蓝Ｒ２５０进行染色，检验酶的纯度并测定酶
的分子量。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳中使用的分离胶浓度
为１２％，浓缩胶为 ５％。浓缩胶电流设置为 １５
ｍＡ，分离胶为３０ｍＡ。
１．３．５　南极磷虾羧肽酶酶学性质分析

温度梯度设置范围为４～７０℃（每隔１０℃
设置１个梯度）。将纯化后南极磷虾羧肽酶用
０．０２５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液溶解，置于
水浴锅中保温１５ｍｉｎ后，加入底物溶液，测相对
酶活，每组实验重复３次。

温度梯度的设置为４、２５、３７和４０℃，将纯化
后南极磷虾羧肽酶用０．０２５ｍｏｌ／ＬｐＨ８．０Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲液溶解，在各个温度下分别保温３０ｍｉｎ、

４９５
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１ｈ、２ｈ、４ｈ、８ｈ、１２ｈ，分别测出不同温度及保温
时间下的相对酶活，每组实验重复３次。

在３０℃下，将纯化后的南极磷虾羧肽酶酶
液分别置于 ｐＨ５．０～１０．０缓冲液中（每隔０．５
设置１个梯度）。测定不同 ｐＨ缓冲液条件下相
对酶活，每组实验重复３次。不同 ｐＨ缓冲液为
磷酸氢二钠柠檬酸（ｐＨ５．０～６．５）、ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ
７．０～９．０）和甘氨酸氢氧化钠（ｐＨ９．０～１０．０）。

向南极磷虾羧肽酶中分别加入１．０、５．０和
１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ的金属离子溶液，包括 Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、
Ｃｕ２＋、Ｎｉ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋和 Ｍｇ２＋。在同一条件下，
向纯化后的南极磷虾羧肽酶中加入上述金属离

子溶液，保温１５ｍｉｎ，测定其相对酶活，每组实验
重复３次。

分别配制１．０和１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ的化学抑制剂
溶液，包括二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、β巯基乙醇
（βＭＥ）、乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）、１，１０菲啉、苯
甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）。在同一条件下，向纯化后的
南极磷虾羧肽酶酶液加入上述化学抑制剂溶液，保

温１５ｍｉｎ，测定其相对酶活，每组实验重复３次。
在最适反应条件下，改变底物脲酰Ｌ苯丙氨

酸的浓度［Ｓ］，测定酶促反应的初速度 Ｖ０，采用
ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数法作图，以１／Ｖ对１／［Ｓ］作
图，横坐标截距为－１／Ｋｍ，纵坐标截距为１／Ｖｍａｘ。
１．４　统计分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ２５．０进行方差分析、
Ｏｒｉｇｉｎ８．５作图。每项实验数据的测定采用３个
平行。

２　结果

２．１　羧肽酶的分离纯化
２．１．１　硫酸铵分级沉淀

高浓度的盐离子在蛋白质溶液中可与蛋白

质竞争水分子，从而破坏蛋白质表面水化膜，降

低溶解度，使蛋白从溶液中沉淀出来，从而达到

蛋白质粗分离［１］。本研究以１０％为１个浓度梯
度，对不同硫酸铵浓度下南极磷虾羧肽酶的盐析

效果进行了研究。由图１可见，南极磷虾羧肽酶
的酶活和蛋白含量随硫酸铵浓度的增加而增加，

至５０％硫酸铵饱和度时最高，随后因盐浓度的增
加会导致蛋白变性而使酶失活，故选择５０％硫酸
铵饱和度粗分离的样品进行后续纯化。

图１　不同浓度硫酸铵作用下粗酶蛋白含量及酶活
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ（ＮＨ４）２ＳＯ４

２．１．２　ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶ＦＦ阴离子交换柱层析
ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶 ＦＦ阴离子交换柱层析是

通过带电的溶质分子与离子交换层析介质中可

交换的阴离子进行交换而达到的分离纯化的目

的。结果如图 ２所示，出现 ６个酶活性峰，在
ＮａＣｌ浓度为０．４ｍｏｌ／Ｌ时，有最大吸收峰，且酶
活性和蛋白含量最高，因此收集 ＮａＣｌ浓度 ０．４
ｍｏｌ／Ｌ下的洗脱液进行后续纯化。

图２　ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶ＦＦ阴离子交换柱层析结果
Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈＤＥＡＥ
ａｇａｒｏｓｅｇｅｌＦＦａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｌｕｍｎ

２．１．３　ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ１００凝胶层析
ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ１００凝胶层析是以被分离物质

相对分子质量差异为基础的一种层析分离法，利

用一定孔径大小的多孔凝胶作固定相，从而达到

分离的目的。其结果如图３所示，经酶活性测定

５９５



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２９卷

结果显示，只有一个酶活性峰，该峰具有较高活

性，且蛋白含量也较高，位于２９～４２管处，故收集
该峰样品，经透析除盐后冻干备用。

图３　ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭ Ｇ１００凝胶层析结果
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈ

ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭ Ｇ１００ｇｅｌｃｏｌｕｍｍ

２．１．４　ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果
对经ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ１００凝胶层析纯化后的南

极磷虾羧肽酶进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，结果如图４ｂ
所示，在３０ｋｕ位置出现了１条清晰的条带。经
与试验前期南极磷虾羧肽酶粗酶液图４ａ作比对，
显示经过硫酸铵分级沉淀、阴离子柱、凝胶层析分

离纯化后，得到了电泳纯水平的南极磷虾羧肽酶。

２．２　酶学性质分析
２．２．１　南极磷虾羧肽酶最适温度测定

将纯化的南极磷虾羧肽酶进行酶活最适温

度分析，结果如图５所示。在０～３０℃，南极磷虾
羧肽酶酶活随着温度的升高而上升；当温度高于

３０℃时，其活性随着温度的升高而降低；至７０℃
时，相对酶活性仅为２０％。因此，本研究纯化所
得的南极磷虾羧肽酶的最适反应温度为３０℃，
比猪胰［１４］、牛胰［１５］等陆生恒温动物羧肽酶最适

反应温度低，这可能与南极磷虾长期生活在低温

环境有一定关系。

图４　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果
Ｆｉｇ．４　ＲｅｓｕｌｔｏｆＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．２．２　南极磷虾羧肽酶的热稳定性
在ｐＨ８．０条件下，将纯化的南极磷虾羧肽

酶进行热稳定性分析。结果如图６所示，在４℃、
２５℃、３０℃、４０℃下，当保温不超过２ｈ时其活

性保持８０％以上，当保温２ｈ后其活性迅速下降，
原因可能是南极磷虾羧肽酶自溶能力较强，热稳

定性较差。但当活性降至原３０％后，在４℃下活
性丧失速度较其他温度变小，这可能与南极磷虾
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的生存环境有关，南极磷虾是常年生活在南极这

样极端低温环境中的一种嗜冷生物，它们栖居于

南极海域的冰下，生活的水域温度一般维持在 －
１．７℃至 －３℃［４］，在进化过程中形成了适应寒

冷环境的能力，使其在低温环境中酶活保持相对

稳定来维持其生存需要。

图５　不同温度对南极磷虾羧肽酶酶促反应速率的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＥ．ｓｕｐｅｒｂａ
ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图６　不同时间对南极磷虾羧肽酶稳定性的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｎｚｙｍｅｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＥ．ｓｕｐｅｒｂａ
ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

２．２．３　南极磷虾羧肽酶最适ｐＨ测定
酶活性一般受 ｐＨ的影响，通常酶只有在一

定ｐＨ范围内才表现它的活性［１６］，缓冲液的酸碱

度通过影响酶的空间构象或酶分子活性中心有

关基团的解离或是中间产物的解离状态而改变

酶的活性。将纯化的南极磷虾羧肽酶进行最适

ｐＨ分析，结果如图７所示。在 ｐＨ５．０～１０．０范
围内南极磷虾羧肽酶都显示不同程度的活性，而

在ｐＨ５．０～８．０酶活性随着 ｐＨ的增升高而增

大，至ｐＨ８．０时达到最高，随后酶活性随着 ｐＨ
的增大而降低，故本研究中纯化得到南极磷虾羧

肽酶最适ｐＨ为８．０。

图７　不同ｐＨ对南极磷虾羧肽酶活性的影响
Ｆｉｇ．７　ＥｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥ．ｓｕｐｅｒｂａ
ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

２．２．４　金属离子对南极磷虾羧肽酶活性的影响
在同一条件下，不同金属离子对南极磷虾羧

肽酶活性的影响如图８所示。不同金属离子对
南极磷虾羧肽酶活性影响不同，同一金属离子的

不同浓度对羧肽酶酶活性影响也不同，浓度越

高，抑制或激活作用越明显。在这些金属离子

中，Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｎｉ２＋对其具有激活作用：当
浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｚｎ２＋的激活作用较显著；当
浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｍｎ２＋的激活作用较显著；当
浓度为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｍｇ２＋激活作用较显著。
Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋和 Ｃｕ２＋起抑制作用，在不同浓度下
Ｃｕ２＋的抑制效果都是最显著的。
２．２．５　化学抑制剂对南极磷虾羧肽酶活性的
影响

在同一条件下，将纯化的南极磷虾羧肽酶进

行不同化学抑制剂作用下其酶活性影响的分析。

结果如图９所示，不同化学抑制剂对南极磷虾羧
肽酶酶活影响不同，同一化学抑制剂的不同浓度

对羧肽酶的酶活性影响也不同。对巯基有修饰

作用的抑制剂 ＤＴＴ、β巯基乙醇对其有明显抑制
作用；金属蛋白酶抑制剂 ＥＤＴＡ、１，１０菲罗啉对
羧肽酶活性有明显的抑制作用，且随抑制剂浓度

的增加，抑制效果就越明显；丝氨酸蛋白酶抑制

剂ＰＭＳＦ对纯化的南极磷虾羧肽酶抑制作用并不
强烈。由上述结果推测，本研究纯化所得南极磷

虾羧肽酶具有典型的金属蛋白酶特性。
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图８　不同金属离子对南极磷虾羧肽酶活性的影响
Ｆｉｇ．８　ＥｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥ．ｓｕｐｅｒｂａ
ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔａｌｉｏｎｓ

图９　不同化学抑制剂对南极磷虾羧肽酶活性的影响
Ｆｉｇ．９　ＥｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥ．ｓｕｐｅｒｂａ

ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

２．２．６　动力学常数Ｋｍ和Ｖｍａｘ
在３０℃、ｐＨ８．０条件下，以不同浓度梯度的

脲酰Ｌ苯丙氨酸为底物，测定南极磷虾羧肽酶的
Ｋｍ和 Ｖｍａｘ。通过 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｃｋ得到拟合曲线
公式为ｙ＝０．００１２ｘ＋０．２０３７，Ｒ２＝０．９９４７，根据
公式计算得到酶促反应最大速度 Ｖｍａｘ为４．９０９１
Ｕ／ｍｉｎ，米氏常数Ｋｍ为０．００５９ｍｇ／ｍＬ。

３　讨论

近年来，由于南极磷虾资源量丰富且体内蛋

白质降解酶系统呈现高效性的特点，成为生物活

性物的热点研究领域之一，据报道其体内的蛋白

酶即使在较低温度下仍具有较高的活性，不仅存

在严重的自溶现象，并且能够迅速降解各种蛋白

质的特点，且对复杂蛋白质的降解活性均高于目

前其他同类商品酶［１７］。羧肽酶为南极磷虾体内

一种重要的蛋白酶，对其进行深入研究对理解南

极磷虾体内独特的蛋白酶系具有指导意义，也为

后续的开发应用提供参考。

本研究以南极磷虾为原料，通过粗酶提取、

ＤＥＡＥ琼脂糖凝胶 ＦＦ阴离子交换层析和
ＳｅｐｈａｄｅｘＴＭＧ１００凝胶层析分离纯化出了一种羧
肽酶，经 ＳＤＳＰＡＧＥ显示该酶的分子量约为 ３０
ｋｕ，这与ＪＳ?ＤＨＡＬ等［１８］等通过毛细管电泳的方

法测得的南极磷虾羧肽酶分子量的结果相符。

但陆兆新等人［１９］从曲霉发酵液中提取得到的羧

肽酶分子量为１５．９ｋｕ，这可能是因为从曲霉发
酵液中纯化出的可能是一种新型的羧肽酶，或者

因物种不同，导致了分子量间存在的差异。

对分离纯化的羧肽酶进行酶学性质研究，发

现该酶的最适温度为３０℃，较其他猪胰、牛胰纯
化得到的羧肽酶最适温度偏低，且在很低的温度

（０～１０℃）下仍有一定的催化活性，说明该酶可
能是一种适冷酶［２０］，具有适冷性。本研究中南极

磷虾羧肽酶动力学常数 Ｋｍ较其他鸵鸟
［２１］、海星

幽门盲肠［２２］等来源羧肽酶低，说明南极磷虾羧肽

酶对底物的亲和力较强。

金属离子对南极磷虾羧肽酶作用的研究结

果显示，Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋、Ｎｉ２＋对其具有激活作
用，而 Ｃａ２＋、Ｆｅ３＋、Ｃｕ２＋起抑制作用。这与 ＸＵ
等［２３］和许大洲等［２４］研究的金属羧肽酶性质结论

大致相似。已知金属蛋白酶家族活性中心一般

存在于Ｚｎ２＋［２５］，本研究中，在金属离子浓度为１
ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｚｎ２＋的激活作用最强；而Ｍｇ２＋是作为
酶促反应的重要辅助因子，所以只有当浓度达到

一定程度时，具有激活作用［２６］，因此随着浓度的

增加，当浓度达到１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｍｇ２＋激活作用
最显著。因此，南极磷虾羧肽酶具有金属羧肽酶

特性。另外，本研究中的羧肽酶的最适 ｐＨ为
８．０。研究表明，金属羧肽酶在中性或弱碱性条
件下具有极大活性［１１］，进一步证实了南极磷虾羧

肽酶具备典型的金属蛋白酶特性。金属蛋白酶

参与了人体的许多重要生理过程，如消化吸收、

血管生成等作用，在医药应用方面具有广阔空

间。

对各种化学抑制剂对南极磷虾羧肽酶活性

进行研究发现：对巯基有修饰作用的抑制剂

ＤＴＴ、β巯基乙醇对其活性有明显抑制作用，说明
其酶的活性中心存在二硫键；金属蛋白酶抑制剂
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ＥＤＴＡ、１，１０菲罗啉对羧肽酶活性也同样有明显
的抑制作用，且随浓度的增大而不断增强，进一

步证实其具有金属蛋白酶特性；丝氨酸蛋白酶抑

制ＰＭＳＦ对该羧肽酶抑制作用并不强烈。

４　结论

目前人们主要从动物器官组织中生产获得

商业化的羧肽酶，成本高、量少、操作困难，造成

其售价昂贵，限制了羧肽酶功能的开发与应用。

南极大磷虾资源丰富，本研究发现南极磷虾羧肽

酶具有金属酶属性，且具备一定的适冷性和高活

性特点，本研究以期通过对其获取并进行酶学性

质研究，为南极磷虾羧肽酶后续分子生物学领域

研究及医药、食品工业等方面应用推广提供参

考。
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