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长腕和尚蟹耐盐蛋白酶的纯化
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( 生物学系 )

摘 要

本文报导从长腕和尚蟹 ( M ` c *y r i s I o n g`e a : p u s I a f r e i l le ) 中分离出一种耐盐的 蛋 白

水解酶
,

测定了该酶作用最适 p H和温度
、

米氏常数
、

耐盐度
、

抑制剂与激活剂等性质
,

其

分子量为60 000 ~ 63 00。 ,

等电点为 4
.

5
.

该酶与木瓜蛋白酶水解海洋鱼肉蛋白的活力 作比

较
,

前者不仅具有很高活力
,

而且有耐高温
、

耐盐等优点
。

关键词 长腕和尚蟹
,

耐盐性蛋白酶
,

纯化

蛋 白水解酶是食品
、

医药
、

轻化工广泛应用的一类酶
` ’ , 2 〕 ,

目前主要来 源 于 微 生

物
、

动物内脏和植物的果实等
,

海洋生物中的蛋白酶报导极少
.

长腕和尚蟹 ( M i ` t岁 is

lo n
娜 ca 叻 su la 打成 11

。
) 主要分布于印度

、

中国南海及北部湾等处的潮间带
.

广西 钦廉一

带民间称为
“ 沙蟹

” ,

在夏秋间捕获后经短期腌制
,

具有开胃消滞功能
,

其风味芳香
,

增进食欲
,

是当地人民一种传统的海鲜调味品
。

作者经过了对腌制物及活体多次试验
,

发现了
“ 沙蟹

”
体液中含有极丰富的蛋 白水解酶 ( 简写为M L C蛋白酶 )

。

本文 报 导了

此酶的分离纯化和有关性质的初步研究结果
,

并对其应用前景作了扼要的讨论
。

1
·

材料与方法

1
。

1 材 料

长腕和尚蟹
,

为广西北海市渔民采集的新鲜活体 , 木瓜蛋白酶
,

购自广州园艺场植

物蛋 白厂
,

规格为 30 万单位 / 9
.

1
。

2 试 荆

考马斯亮蓝 G 2 5 o ,
S e p h a d e x

G
一 7 5

,
A m p h o l i n e

( p H 3~ 1 0 )等系 P h
a r m a e i a产品

。

D E A E 一
纤维素为 iS g m a

产品
。

其余试剂除特别说明外
,

均为国产化学纯或分析纯级
.

本文 1 9 8 8年 9 月 5 日收到
. 广西北海海洋食品厂的郑家烈

、

郑荫泉参加了部分实验研究工作
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1
.

3 实验方法

1
.

3
.

1 蛋 白质浓度测 定 按 B ar df or d 法 ( 又称染料法 )
〔 3〕 。

1
.

3
.

2 蛋白酶活性测定 按福林 ( F ol in )法
〔毛〕 ,

酶活力单位表示为在最适反 应 温 度和
p H条件下

,

每分钟水解酪蛋 白所产生一微摩尔的酪氨酸为该蛋白酶一个活力单位
。

为了

方便起见
,

本实验在比较活力时
,

有时直接用福林法 O
.

D 。 。 n 二吸收值或以紫外 分 光 法

O
.

D
Z。。 。

m吸收值
〔 “ , “ 〕的大小表示酶活力的大小

。

1
。
3

。

3 氛基氮含量 的测定 按甲醛滴定法
〔 7 〕 .

1
.

3
.

4 聚丙烯酸胺凝胶圆盘 电泳—
蛋白质纯度 的鉴定 〔叼 阴离子电泳系 统

: 用 浓度

为 7
。
5肠作分离胶

、

浓度为 2
。

5肠作浓缩胶的聚丙烯酞胺不连续 系 统
,

电极 缓 冲 液 为

o
.

l m ol / L
, p H S

.

3的 T r is 一甘氨酸溶液
,

此条件下 M L C 蛋白酶带 负 电
,

向 正 极移

动
。

电泳后
,

以 10 肠三氯醋酸固定
,

0
.

25 肠考马斯亮蓝 R 25 o液 染色
。

1
.

3
.

5 S D S一聚丙烯醚胺凝胶 电泳— 作蛋白酶分子量的刚定
〔 。 〕

上样前 将标 准 蛋 白

样品溶于 1肠S D S一 1肠琉基乙醇一 10 肠甘油一。
.

01 m ol / L 磷酸缓冲液 ( p H 7
.

2 )中
,

待测

样品溶于 2肠S D S一 2弧筑基乙醇一20 肠甘油一 。
.

02 肠澳酚蓝一 0
.

01 m ol / L 磷 酸 缓 冲液
·

( p H 7
.

2 )中
.

凝胶含 10 肠聚丙烯酸胺
,

电极缓冲液为。
.

1肠S D S一 o
.

l m ol / L 磷 酸 缓冲液

( p H 7
。
2 )

.

电泳完毕后以考马斯亮蓝染色
,

以冰醋酸
:
水

:
甲醇 ( 75

:
87 5 : 5。 ,

体积比 )脱色液

脱色
,

以标准蛋自分子量对数值对相对迁移率作图
,

根据待测样品的相对迁移率查出其分

子量
。

1
.

3
.

6 等 电 聚 焦 电泳一浏 定 蛋 白 酶 等 电 点 凝 胶 含 7
.

3肠聚 丙 烯酞胺及 2
.

4 4肠

钓 A m p h ol in e
( p H 3一 8 )

,

样品液直接加入按比例配好的不连续凝胶 系 统 中
,

电极缓 冲

液上槽为 0
.

2肠 H Z S O
`

(正极 )
,

下槽为。
.

4肠乙醇胺溶液 (负极 )
。

开始电泳时电流强度为

2 m A /管
,

15 o V , 半小时后
,

电压调至 350 V
。

聚焦 3小时完毕后加入染 色 液 ( 4
.

7肠

T C A一 4
.

2肠磺基水杨酸一 3 5
.

3肠甲醇一。
.

1肠考马斯亮蓝 R 2 50 )
,

在 60 ℃水 浴中染色

1小时
,

最后以乙醇
:
水

:
冰醋酸 ( 25

: 2:5 8
,

体积比 ) 洗脱
。

1
.

3
。

7 硫酸胺分级沉淀及反抽提分 离法 一定量的长腕和尚蟹经 p H S的 。
。

02 m ol / L磷酸

缓冲液反复提取后
,

获得的蛋白酶提取液
,

依次用 35 肠
,

40 肠
,

50 肠
,

60 呱饱和度的硫酸按

分级沉淀
,

每次沉淀后经 4。。 0转 / m in 离心 10 分钟
,

收集沉淀
,

测定蛋白含量及酶活力
。

取分离效果最佳的 50 肠饱和度硫酸钱沉淀
,

按 1 : 2体积以50 肠
、

40 帕
、

30 肠
、

20 帕饱 和

度硫酸钱对沉淀分别进行反抽提
,

以清除盐析中由于共沉作用所带入杂质
。

1
。

3
.

8 eS p ha d e x G一 75 凝胶过滤层析分离 样品经硫酸按反抽提
,

对水透析除盐 后上

S e p h a d e x G一7 5柱
.

层析柱先以 o
.

o s m o l / L N a
C I溶液平衡

,

加样后仍以 o
.

o s m o l / L

N a C I洗脱
,

流速为21 m l/ h
,

每管收集 3 m l 并测定蛋 白含量和酶活力
。

1
.

3
.

9 D E A E一纤维素离子交换层析分离 根据预备实验
,

该酶在 C M一纤维 素层析及

凝胶电泳行为在 p H S
.

0时带负电荷
,

而采取 D E A E一纤维素层析进一步纯化
.

D E A E一

纤维素经处理为 O H
一

型
,

柱体积为 1
.

o x 1 5
.

sc m
,

用。
.

02 m ol / L
, p H S

.

。磷酸缓冲液平

衡
,

上柱总 蛋白量 为 l z
.

7 1m g ,

以 0
.

0 2 ~ z m o l / L 的 N
a C I一磷 酸缓 冲液 ( p H S

.

o
,

o
.

02 m ol / L )连续梯度洗脱
,

洗脱时
,

流速为10 m l/ h
,

每管收集 3 m l
,

分别测定蛋 白含
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量及酶活量
。

1
.

3
.

01 最适应 p H值侧定 取不同 p H值 ( p H 7一 9
.

6 ) ) o
.

04 m lo / L巴比妥缓冲液 2 m l
,

分别加入 2
.

5肠酪蛋白。
.

5 m l
,

65 ℃预热 2分钟
,

迅速加入经适当稀释的M L C 蛋白酶液
,

准确反应 10 分钟
, 5 肠三氯醋酸终止反应

,

过滤
,

按福林法测定酶活
,

以 p H 值对酶活

力作图
。

1
.

3
.

n 最适反应温度的测定 在不同温度 (20 ~ 80 ℃ )下
,

操作如 10
,

所得结果以 不 同

温度对酶活力作图
.

1
。

3
。

12 薛的衬盆性试验 取不同 浓度 ( 。 ~ 16 肠 ) 的 N a
cl 溶 掖 2 二 1

,

加入 。
.

s m l,
。

。

5肠酪蛋白
,

65 ℃预热数分钟
,

加入适当稀释的酶液。
。

5m l
,

反应 10 分钟 后
,

测 定 酶

活力方法同上
。

以 O 肠 N a
C I所测的酶活力为 1。。

,

实验结果以酶的相对活力与百分盐浓

度作图
。

1
.

3
.

13 酶的一些基本动力学性质测定 ①酶反应初速度 :
取试管 15 支编号后

,

分 别 加

入 2
.

s m l 0
.

5肠酪蛋 白
,

在 65 ℃恒温水浴中进行反应
,

按不同间隔时间取出
,

终止 反 应

后测定酶活力
,

求出酶反应速度进程曲线
.

②米氏常数 :
用 o

.

Zm ol / L
, p H S

。
o 的磷酸

缓冲液稀释酪蛋白
,

配成一系列 (。
.

02
, 。

.

0 6 , 。
.

14
,
O

。
2 。 , 0

.

3 0
, 。

.

40 肠 )不同百分 浓度的

底物
,

65 ℃预热 2 分钟
、

每管加入酶液 0
.

5m l时
,

准确计时
。

第 1 ~ 6管反应 10 分 钟
,

第

犷~ 1 2管反应 15 分钟
,

终止反应后测定酶活如前
,
并以 1 /〔S〕对 1 /。作图

。

②金属离子

及某些还原剂对酶活力试验
: 金属离子除 N a `

外
,

选 择了 H g + ` ,

C
u “ ,

P b
十 + ,

z n + ` ,

C+o
牛 ,

M g 子 干 ,

M +n
+ ,

A g + ,
K

+

等的盐类
,

配成 1 ,

5
,

l o m m o
l/ L 丁三种浓度

,

各种不同浓

度的金属离子吸取 o
.

4 m l
,

与酶液 65 ℃预保温 2 分钟后
,

再加 入 底 物 反 应 10 分 钟
,

按上法测定酶活力
.

还原剂琉基乙醇配成 0
.

5 ,
1

, 2肠三种百分浓 度
,

半 胧 氨 酸配 成

4
,
8

,
1 2m m ol / L三种浓度

,

其对酶活力影响试验如同金属离子操作
,

所得结果均 与对照

作比较
。

1
。
3

。

14 与木瓜蛋白酶作衬盆性及水年 鱼 肉蛋 白的比较试验 两种蛋 白酶均需按其 对 酪

蛋白的水解活力求出每毫升酶液活力单位
,

然后取相等活力单位的酶液作试验
.

耐盐性

试验如方法 1 2
.

水解鱼肉蛋白的试验操作如下
:
海洋鱼类先除去内脏

,

取部份鱼肉洗净

并磨成鱼糜
。

称取每份 10 克分别加入 A
、

B两个 1 00 m l锥形瓶内
,

各加入 39 m l o
.

Zm ol / L
,

p H S
.

。磷酸缓冲液
,

煮沸使蛋白变性
。

冷至室温后
,
在 A

、
B两瓶中分别加入 1 m l 相当

于 4 。个酶活性单位的两种酶液
,

在各自最适温度下开始水解
。

每隔一定时间取样一次
,

离心
,

取上清液
,

按甲醛滴定法测定游离氨基酸的生成量
,

酶活力以滴定时消耗 N a O H

毫升数表示
。

结果与讨论

M L C蛋 白酶的分离纯化

2
.

1
.

1 新鲜 采集与盐腌后 的 M L C蛋白酶活力比较 当天捕获的与经过 15 天 18 肠 N a

CI 腌

制后的长腕和尚蟹
,

取同样重量样品用相同体积 p H S
。

0
, 0

.

02 m ol / L 磷 酸缓冲液提取
,

所得酶液进行酶活力比较
,

结果见表 1
。
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表 1 新鲜的与腌制的材料所含 M L C蛋白酶活力的比较

T a b
.

1 P r o t e a s e a e t i v i t y e o m P a r i s o n o f f r e s h

a n d s a l t e d M i e t y r i s l o n g i e a r P u s l a t r e i t t e

项 目 新鲜材料 经 18% N a C I

浸泡

保 存 期

提取液的酶活力

当天 15天后

( O
。

D ` a 。 / m g / m l )
3

。

2 8 2
。

5 6

相对活力比较 10 0%
*

7 8%

. 以新鲜材料活力为 100 %
,

活力表示为酶液中每

毫克蛋白量在 68 0n m处的0
.

D值

回般%

表 1 说明
,

经 15 天 18 肠N a C I浸 渍 的 材

料
,

除已泄漏到体外
,

蟹体内尚含有 78 呱的酶

活
,

可见盐腌对酶活力损失很少
,

有利于材料

的保存和蟹体内的蛋白类物质的缓慢分解
.

2
。

1
。

2 硫酸按分级沉淀及反抽提分离 取新鲜

长腕和尚蟹 2 0 0 9 ,

得酶提取液 62 5 m l
,

经硫酸

钱分级沉淀后
,

测 得 各部 分 酶活 力 如图 1

所示
。

根据图 1 酶活力分布
,

以 50 肠饱和度硫酸

按所得沉淀
,

进行反抽提
,

所得结果见表 2
。

盛公蛋白回吸

{{{{{
3 0 4 0 5 0 6 0 (尺H)声0 4

图 1 M L C蛋白酶分级盐析中酶

活力分布
F i g

.

1 T il e d i s t r i b u t i o n o f M L C

P r o t e a s e a e t i v i t y b y

( N H
。
)
:
5 0

: f r a e t i o n a t i o n

表 2 不同饱和度硫酸按反抽提酶活分布

T a b
.

Z T五e d i s t r i b u t i o o o f M L C P r o t e a s e a e t i v i t y b y

b a e k e x t r a e t i o n o f d i f f e r e n e e p e r e e n t a g e ( N H
4

) 25 0 :

反抽提液的
( N H ` ): 5 0 一

饱和度
总活力

( u )
总蛋白
( m g )

比活力
( u / 。 g蛋白)

积l)体m总(

( 沉淀 )

50%

40%

3 0 %

2 0%

2 5 5
。

7 2 7 7
。
5

1 1
。
3 3

6 8
。
2 8

1 3 5
。
4 8

37
。
3 0

3
。
4 5

1 4
。

2 5

2 1
。

34

38
。

5

4
。

1 5

4
。

79

6
。

3 5

0
。

9 7

510101010

结果表明
,

沉淀经 30 肠 (N H
`
)
: 5 0 `

反抽提后
,

酶的比活力比原来约提高 了 一倍
.

2
.

1
.

3 S eP h a d
e x G一 75 柱层析分离 实验结果如图 2 所示

.
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从图 2层析图谱看到
,

蛋白洗脱峰与酶活洗脱峰基本重叠
,

但蛋白峰前后缘拖延较

长
,

样品仍获得一定程度的纯化
。

姗一
·

一一 蛋魄
” -

一 徐
,

犷亨盲筋而石了万丽丽 之
2 24 邵 28

图 2 M L C 蛋白酶 S e p h a d e x G一 7 5柱

层析图谱
F i g

.

2 C h r o m a t o g r a P h y o f

P a t i a l l y P u r i f i e d M L C

P r o t e a s e o n S e P五a d e了

G
一

75

柱体积
: 1

.

l x 5 6 e。 ; 上柱量
: 2 1

。

34口 g
,

平衡及洗脱缓冲 液
: 。

.

o s m ol / L N a C卜

流速
:

24 m l/ 场 每管收集
: 3 m l

olt06.06

4
丹̀Oa

o4砚

2
.

1
.

4 D E A E一纤维素层析分离 实验结果见图 3
.

10 2 0 3 0 如 50 印 管号

图 3 阿 L C蛋白酶 D E A E一纤维素柱层

析图谱
F 19

.

3 C il r o m a t o g r a P h y o f

p a t i a l l y P u r i f i e d M L C

P r o t e a s e o n D E A E
-

c e l l u l o s e

柱体积
: 1

。
0 x 1 5

.

5 c m
,

上柱量
:
1 1

。

7 1m g
,

平衡液
: 。

.

02 m ol / L
, p H S

.

。磷酸缓 冲液

洗脱液
: 。 .

02 一 l m ol / L N a C I一磷酸缓

冲液

流速
:

40 m l/ h
,

每管收集
: 3 m l

口曰幽内U
。

,
11一

|引

干
-

)印
门O,t曰月,q甘OJI一

D E A E一纤维柱层析所得活性部份
,

经聚丙烯酞胺凝胶电泳鉴定
。

主要呈现一条 十

分清晰的区带及附近一条很浅的带 (见图 1 2 b) 说明经 D E A E一纤维素柱分离后
,

样品 巳

达相当纯度
。

M L C蛋白酶分离纯化结果见表 3
。

表 3 M L C蛋白晦提纯小结

T a b
.

3 P u r i f i e a t i o n o f M L C P
·

r o t e a s e

提纯步骤
体积
( m l )

总活力
( u )

总蛋白
( m g )

比活
( u

/ m g )
产率
( % )

提纯倍数

原提取液

4 0~ 5 0 %硫酸
钱分级沉淀

30 %硫酸按
反抽提

6 2 5

5

1 0

2 8
。
6

3 1 1
。

8 3

7 7
。

5

1
。

8 7 6 1 0 0

3
。
3 4 3

。
7 1

2 1
。
3 4 6

。

3 5 2 3
。
1 6

S e P h a d e x G一
7 5柱层析

D E A E一纤维素
柱层析

1 1
。
7 1 1 0

。
4 20

。

82

6 3
。
5 3

。

9 16
。
3 1 0

。

8 6

1

l
。
7 6

3
。

38

5
。
5 4

8
。

6 9

八乙内了ù匕no

.沙

…
几ù一勺ù匕,上尸alóJ乃J,口

月自1一电l
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2
0

2 M L C蛋白醉基本性质

.2 2
.

1 p H 讨酶活 力 的影响 实验结果如图 4 所示
.

图 4 表示
, p H S时

,

M L C蛋 白酶活

力最高
,

说明此酶作用环境属微碱性蛋白水解酶
.

而在一定范围内对 p H 变 化不甚敏感
。

2
。

2
。

2 温度讨酶活加勺影响 实验结果如图 5所示
。

图 5 表明
,

在本实验条件卞
,

M L C

蛋白酶最适反应温度为65 ℃左右
,

属于中 等 耐热性的蛋白酶
.

嚼
拼一

/
一

、 、

.7 0 2 5 底Owe瓦『瓦燕荡甲 p H

图 4 p H对酶活力影响
F i g

.

4 E f f e e t o f PH

0 0 M L C P r o t e a s e

活力
0

.

0 1

臀
_

/
.

\
。 6

}
,

/ \
Q

件
,

/ 、
Q Z卜洲尸产

a e t i丫 i t y

脂言玄满薄商办铂幻嫉
,

图 5 温度对酶活力影响
F 19

.

5 E f f e e t o f t e m P e r a t u r e

o n M L C P r o t e a s e a e t i v i t y

2
。

2
.

3 不同浓度 N a C I衬酶活性影响 实验结果见图 6
.

图中说明
,

低于 3
.

33 肠的 N a
C I

,

酶活性随着N
a C I浓度增加而提高

,

当盐 浓度 达 4 肠时酶活缓慢下降
,

盐 浓度 达 12 呱

时
,

酶仍保持原来活性的一半
,

说明此酶在游离情况下耐盐性还是相当强的
。

2
。

2
。

4 酶的反应速度进程曲 线 图 7 指出M L C蛋自酶酶促反应的初 速 度 是 反 应 开 始

后 20 分钟范围内
.

在此区域
,

反应速度与时间成正比例
。

和对活力

z
·

尸
’

2仓 3舀 礴0 S U 6D 7 0 8 0

时可
〔分)

/ó口

/一

.全山曰引翻田ōJ川川 |目阳州一引甲内匕八é

图 6 N a C I浓度对酶活力的影响
F i g

.

6 E f f e e t o f N a C I

e o n e e n t r a t i o n o n M L C

P r o t e a s e a e t i , i t y

图 7

F i g
.

M L C蛋白酶反应速度进程曲线
7 R e a e t i o n 一 t i m e e u r v e s f o r

h y d r o l y s i s e a s e i n o f M L C

P r o t e a s e
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2
.

2
.

5 术氏常数 ( K m )的测 定 实验结果见图 8
。

从图 8测出的 M L C 蛋白酶的 K m 值

为 4
.

7 x 1 0
“ “

m ol / L
,

由于使用的底物— 酪素分子量的大小只能采取 平 均 值 计 算
.

所

得 K m只能表示一定范围值
,

此值与文献报导的猪胃蛋白酶以乙酞
一 L 一
苯 丙 氨 酞一二碘

酪氨酸为底物的K m值 ( 7
.

5 x l 。一 ` m o l/ L ) 和牛胰蛋 白酶以苯酸
一 L 一
精氨酸 乙醋为 底物

的 K m值 ( 5 x 1 0 “ s
m ol / L )相比较

,

处于同一数量 级 且相 当接近
.

可以认 为
,

M L C 蛋白

酶对底物酪蛋白的亲和力还是相 当高的
〔 ` “ 〕 。

图 8 M L C蛋白酶活力对酪蛋白浓度的L一B图

F 19
.

5 L i n e w e a v e r 一 B u r k P l o t o f M L C

P r o t e a s e a e t i v i t y

e o n e e n t r a t i o n

V e r S U S C a s e l n

剐以诚讯县
l

详

: 一 :
一

厂 厂
一

犷
一

厂石犷交, 亩又

图中求出一 1/ K m ’ = 一 2
.

5 ,

酪蛋白分子量

为 7 00 0 0一 1 0 0 0 0 0
,

取平均值 8 5 0 00计算
,

得 K m 二 。 .

4% ( 酪蛋白 ) 相当于 。 .

O47 m

m 。 l / L (即侧 4
.

7 x i o
一 5二 0 1/ L )

.

1 /。 为酪

氨酸拜二 o1 /二 in 的倒数
,

1 /〔 s 〕 为酪蛋 白
百分浓度的倒数

2
.

2
.

6 金属离子和某些还原剂时酶活性影响 在已试验的金属离子中
,

经过定性观察
,

对酶活力有较明显抑制作用的有 H g + 十 、
C u 十 + 、

P b
斗十 、

Z+n
专

和 A g十等
,

作用不 明 显 的

有M +n
十

和 K
+ ,

对酶活力有较明显激活作用的只有M g 十 斗
。

为了使以上定性观察 能 深入

一步
,

每组加入与金属离子等当量的 E D T A
,

结果表明 H g + 干 、

C u 十 十 、

A g 十组加入 E D T A

后
,

酶活有不同程度回复
,

其中C
u + 十

被鳌合后酶活回复率接近 1 00 肠
.

而 M g 十 十被 E D T A

鳌合后
,

酶活力明显下降
,

说明 M L C蛋白催化活力需要 M g 十 +

的存在
。

还原剂琉基乙醇和半胧氨酸对M L C蛋 白酶的影响见图 9 和图 1 0
.

图中曲线表 明
,

以上两种还原剂对酶均有一定保护及激活作用
.

意味着琉基与该酶活性中心有关
。

活力
0

.

D !
28 01

一一
一\

姗喊
/

/
o ~丽

~

而 , 丽橇而 (% )

图 9 琉基乙醇对 M L C蛋

白酶活力影响

F 19
.

9 E f f e e t o f

刀
一

m e r e a P t o e t h a n o l

o n M L C P r o t e a s e

a e t i v i t y

。` 一犷一亨一它
一

霖孰放
m川

图 1 0 半胧氨酸对 M L C蛋白

酶活力影响
F i g

.

1 0 E f f e e t o f e y s t e i n e

o n M L C P r o t e a s e

a e t i v i t y

2
.

2
.

7 分子量及等电点 的测 定 M L C蛋 白酶的分子量按 S D S一聚丙烯酞胺凝胶电 泳测

定结果如图 1 1
.

由于电泳图谱显示出一深一浅迁移率十分相近的两条带
,

根据蛋白质含
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量推算深色主带应是M L C蛋白酶
,

在标准曲线位置计算
,

该酶分子量范 围 ( 或亚 基分

子量 ) 在 6 0 0 0 0一 6 3 0 0 0道尔顿左右
.

称 准 蛋 白

而币两不丽而丽

Z AI卜
认爪 in ( 6不000 )

3入亡七in 以 3
,

0 00 )

4 C妞
r
b

o n i。 ( 3众00 0 )

ST MV外壳蛋白(了乙5示0 )

E 〔醉带)深
X 汽

州 r

0
.

122

O
,

396

0 612

O
,

7 7

0 已5了

0 44

0 42
.

一州盯臼韶招料78。l一4
J,截.4峨东或

若\ 、 争

义火
盯万犷丽1 沐旋八汀价

,

斌犷方舔

训O
八廿八O月呼

1
OJ八U I

ó

旧5月,4
月,
4礴

图 1 1

F i g
.

M L C蛋白酶分子量测定 ( S D S一 P A G E法〕
,

M o t e e u l a r w e i g五t o f M L C P r o t e a s e

g e l e l e e t r o p h o r e s i s ( S D S
一

P A G E )

以坛M分子一相对迁移率 ( m 。 )作图

d e t e m i n e d b y S D S
一

P o l y a e r y l a m i d e

们
,

2
.1H
、

L
口D卜护下JJj

`J

等电点聚焦法测定M L C 蛋 白酶的等电

点
,

在凝胶带近 p H 3的一端
,

也显 示 出一

深一浅两条带纹 (见图 1 2 b )
,

取主带计算该

酶的等电为点 4
.

5
.

从图 12 可看到三种凝胶电泳对 M L C 蛋

白酶的分离结果
,

均获得一深一浅两条带
,

它们带电性质和分子量均 十 分 相 近
,

以至

S e p五a d e x G一 75 和 D E A E一纤 维 素 柱层

析均未能把它分开
。

虽然从蛋 白含量可以推

定深色主带为 M L C蛋 白酶
,

但 浅 色带所含

微量蛋白是什么成份仍有待研究
。

亡竺二二

~ 二
+

( 及 )

p ol o巨二二二二二二二疙二 p H“

〔二一二二登兰〕p o 3

一一一一而不一一一一
( b )

2
.

3 M L C蛋 白酶与木瓜蛋白醉的耐盐性及

水解鱼肉蛋白的活性比较

耐盐 性 比较 实 验 结 果 如 图 13 所示
,

在盐浓度为 2 肠时
,

木瓜 蛋 白 酶 活 力损 失 近半
,

力
。

当盐浓度达 10 肠时
,

M L C蛋白酶还有42 肠活力
,

抑制
。

M L C蛋白酶的纯度电泳鉴

定 ( a) 及等电聚焦图谱 ( b )
1 2 P A G E o f P u r i f i e d M L C

p r o t e a s e ( a )
,

I s o e l e e t r i e

f o e u s i n g o f M L C p r o t e a s e

o n A m p五o l i n g ( p H s
一

2 0 )
一

A e r y l a m i d e g e l s ( b )

而 M L C 蛋 白 酶仍 有 95 肠以上活

而木瓜蛋白酶活力巳 绝大 部份被

从图 14 中可见
,

相同活力单位 ( 以酪素为底物 ) 的两种酶
,

在各自最适 p H和温度

下水解等量的鱼肉蛋白
。

M L C蛋白酶的水解效力明显比木瓜蛋白酶高
,

并在反应 开 始

后较长一段时间内维持较高水解活力
。

巳知木瓜蛋白酶是一种非特异性酶
,

能切断多种

不同侧链组成的肤键
.

在工业上应用于啤酒澄清及各种肉类的嫩化
,

效果显着
.

故推测

M L C蛋白酶作用的特异性也不会太高
,

更适于含盐份较多的蛋白质水解作用
。

长腕和尚蟹现仅在中国北部湾沿海一带发现
,

其繁殖力极强
.

M L C蛋白酶具 有 耐

热
、

耐盐
,

在偏碱条件具有极高活力
,

在一定盐浓度下可长期保存等优点
,

而且对海产
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t
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图13 M L C 蛋白酶与木瓜蛋白酶
耐盐能力的比较

F i g
.

13 C o m P a r i s o n t h e d e -

g r a d a t i o n o f f i s h
-

P r o t e i n b y M L C p r o t e a s e

a n d P a P a i n a t o P t i垃 u n

PH a n d t e m P e r a t u r e

r e s P e e t i v e l y

图14 M L C蛋白酶与木瓜蛋白酶水解鱼肉活

力比较
F i g

.

14 C o m P a r i s o n t h e a e t i v i t y o f

M L C P r o t e a s e a n d P a P a i n t n

d i r f e r e n t a i l N a C I e o n e e n t r a t i o n

鱼类加工所得产品风味甚佳
,

宜于老人及幼儿食用
。

因此
,

M L C蛋白酶在鱼肉蛋 自 类

食品的加工及保健医疗上的应用是很有前途的
,

是一项有价值的可供开发的海 洋生 物
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