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摘要: 对豆豉纤溶酶 ( DFE )的催化动力学性质进行了研究, 结果表明: 酶的相对分子量为 41 970,是

一种新的豆豉纤溶酶; 酶最适用 pH为 7. 0,酶活力在 pH7 ~ 8范围内最稳定,在 pH 8~ 10范围内相

对稳定,在 pH 4以下降为 0;最适作用温度为 41e , 在 37~ 45 e 范围内,酶活性均较高, 在 15e 时酶

的保存稳定性最好; H g2+大大降低了酶活性, F e3+和 L i+则能显著提高酶活性; 以酪蛋白为底物时,

纤溶酶催化的反应受到底物的抑制.
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从传统大豆发酵食品中分离提取纤溶酶, 是近年来溶血栓药物研究的新方向之一. 1987

年,日本的须见洋行等人首先从日本纳豆食品中分离到一种具有强烈纤溶活性的酶, 即纳豆激

酶 ( N attokinase),此后在日本得到广泛深入的研究,证明其具有优越的溶解血栓功能, 并已制成

药品上市
[ 1]
. 受到对纳豆激酶研究的启发, 我国研究人员开始把目光投向中国的传统大豆发酵

食品, 经研究发现,在豆豉、酱油等传统大豆发酵食品和调味品中,同样也可以分离出高纤溶活

性的酶,其中分离自豆豉的纤溶酶活性更高, 命名为豆豉纤溶酶. 该酶不仅血栓溶解能力强, 而

且无毒副作用
[ 2]
,不引起内出血,在体内半衰期长

[ 3]
. 豆豉纤溶酶是从传统食品中发现的新型

纤溶酶,无论作为抗血栓药物还是预防血栓栓塞疾病的保健食品, 都具有十分重要的开发价值,

因此, 开发豆豉纤溶酶制剂具有极为广阔的前景.

本实验室亦从广东阳江豆豉中分离到一株可分泌高纤溶活性蛋白酶的芽孢杆菌菌株

WM I 1,通过菌株的发酵和酶的分离纯化,获得了电泳纯的豆豉纤溶酶 2. 本文对该酶 ( DFE )的

酶学特性进行研究,从而为进一步阐明该酶的纤溶机制和应用提供依据.

1 材料和方法

1. 1 材料

1) 供试材料:豆豉纤溶酶,从豆豉中分离的芽孢杆菌菌株WM I1发酵液中提取分离纯化而

得到, 相对分子质量约为 41 970.

2) 主要试剂:尿激酶,凝血酶, 牛血纤维蛋白原均购自中国药品生物制品检定所. 牛血清白

蛋白和酪蛋白购自上海伯奥生物科技有限公司.其他试剂均为分析纯.

1. 2 方法
1. 2. 1 纤溶酶活性测定
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1) 琼脂 -纤维蛋白平板的制备

综合有关 NK活性测定的 Austrup方法
[ 4]
和中华人民共和国药典 (二部 )

[ 5]
有关尿激酶的

测定方法,并加以改良.

牛纤维蛋白原溶液:取牛纤维蛋白原, 溶于巴比妥钠缓冲液 ( pH7. 8)中, 制成 6. 67 mg /mL

可凝蛋白溶液;

牛凝血酶溶液:取牛凝血酶,溶于巴比妥钠缓冲液 ( pH7. 8)中,制成 6 BP /mL溶液;

在 50mL巴比妥钠缓冲液 ( pH7. 8)中加入 1%琼脂,融化灭菌后置 50 e 水浴中,加入 5mL

牛凝血酶溶液,再加入 10mL牛纤维蛋白原溶液,迅速混匀倒平板.

测定时,取 10 LL样品于平板上,置于 37 e 恒温培养 18 h,测量其溶栓圈垂直直径.在同样

的平板上点 10LL 1 667 nmo l# s
- 1 # mL- 1的激酶作对照,计算出样品酶活.

2) 纤溶酶活性的测定

将尿激酶标准品溶于 pH7. 8巴比妥钠缓冲液中, 配制成 166. 7 nmol# s
- 1 # mL- 1、333. 4

nmo l# s
- 1# mL- 1、500. 0 nmol# s

- 1# mL- 1、666. 8 nmo l# s
- 1 # mL- 1、833. 5 nmo l# s

- 1 # mL- 1、
1 000. 2nmo l# s

- 1 # mL- 1、1 166. 9 nmo l# s
- 1 # mL- 1、1 333. 6 nmo l# s

- 1 # mL- 1、1 500. 3 nmo l#

s
- 1# mL- 1、1 667. 0 nmol# s

- 1 # mL- 1, 分别取 10 LL样品点于平板上, 置于 37 e 恒温培养 18

h,测量其溶栓圈直径.以溶栓圈垂直直径乘积 ( cm
2
)为横坐标, 尿激酶浓度 ( nmol# s

- 1 # mL- 1 )

为纵坐标,作出尿激酶标准曲线.测定时, 取 10 LL样品点于平板上,置于 37 e 恒温培养 18 h,

测量其溶栓圈垂直直径.在同样平板上点 10 LL 1 667 nmo l# s
- 1 # mL- 1的尿激酶作对照,计算

出样品酶活.

1. 2. 2 豆豉纤溶酶分子量的测定

  1.低分子标准蛋白

  2. 纤溶酶  3.纤溶酶 2

图 1 纤溶酶 SDS- PAGE

电泳图谱

采用 SDS- PAGE电泳法
[ 6]
.

2 结果与讨论

图 2 pH对豆豉纤溶酶活力的影响

2. 1 豆豉纤溶酶的分子量
由于在进行 Sephadex G - 100凝胶层析分离纯化纤溶酶发

酵液时,分别收集到两个纤溶酶活性峰, 这也说明有两种不同分

子量的纤溶酶存在.

根据 SDS- PAGE电泳图谱测定纤溶酶的分子量 (电泳图谱见

图 1).纤溶酶 1的电泳距离约为 33. 5mm,纤溶酶 2的电泳距离约为

38. 0mm,其相对分子质量分别为 52783和 41 970.其中相对分子质量

为 41 970的纤溶酶 2是一种新发现的酶,在文献中未发现有相近分

子量的豆豉纤溶酶.以下就是对纤溶酶 2其他性质研究的结果.

2. 2 pH对豆豉纤溶酶活性的影响

2. 2. 1 豆豉纤溶酶的最适反应 pH

配制一系列 pH为 5. 0~ 9. 0,测定不同 pH下豆豉

纤溶酶活性,结果如图 2.当 pH为 7. 0时,反应酶活力

最高, pH升高或降低都会引起酶活力的降低,其中酶

在酸性环境下酶活力降低很快,在 pH为 5. 0时酶活力

下降为 0.
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2. 2. 2 pH稳定性

pH除了能影响酶的动力学参数,即酶的反应速率, 还会影响酶的稳定性. 这是因为 pH可

以改变酶的构象,过酸或过碱都会使酶活力丧失
[ 7]
. 酶的最适 pH与酶活最稳定 pH不一定是相

符的. 对于蛋白酶类, 在最适 pH下,有可能因为其自降解现象而失活.

将酶保存在不同 pH值的缓冲液中, 37 e 放置 24 h,测定其纤溶酶活性,结果如图 3.

图 3 豆豉纤溶酶在不同 pH时的稳定性

结果表明,酶活性在 pH7~ 8范围内比较稳定, 以

pH7. 8时残存酶活力最高; pH 小于 6酶活力迅速下

降,在 pH4以下酶活力为 0; 酶在碱性条件下 ( pH 8~

10)相对较稳定.

2. 3温度对豆豉纤溶酶活性的影响

2. 3. 1 豆豉纤溶酶的最适反应温度

将豆豉纤溶酶在不同温度下测定酶活性,结果如图 4.

从图 4可见, 纤溶酶活力随温度升高,呈钟形曲线

图 4 温度对豆豉纤溶酶活力的影响

变化. 在 37~ 45 e 范围内, 纤溶酶活性最大.

据图中推断, 在 41 e 左右酶活性可达到最大

值,故 41 e 应是纤溶酶反应的最适温度. 当温

度低于 37 e 或高于 45 e ,纤溶酶活性迅速下
降,在 65 e 时,纤溶酶活性为 0.

2. 3. 2 温度稳定性相对酶活力

了解酶的温度稳定性关系到酶的保存,尤

其是纤溶酶在进入人体后, 在人体温度 37 e
左右的温度稳定性还关系到酶的实际作用,因

此,将酶用 pH7. 8的缓冲液配成纤酶溶液, 在

不同温度下放置一定时间,测定酶活力,结果见图 5.

 图 5 豆豉纤溶酶在不同温度下的稳定性       图 6 24 h内豆豉纤溶酶在不同温度下的稳定性

从图 5可看出,在 15 e 下酶的稳定性很好, 3 h内酶活性基本没有损失; 在 25 e 和 37 e 时

酶的稳定性也较好, 3 h内相对酶活力仍达到 96. 4%和 91. 2% ; 45 e 以上,酶稳定性明显下降,

55 e 时酶活力在 1 h内全部丧失, 65 e 以上在 30m in内已无纤溶酶活性.

将酶液在不同温度下放置 24 h, 测定残余酶活力,结果见图 6.
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从图 6可见,豆豉纤溶酶溶液在 15 e 下保存的稳定性最好, 24 h后残余酶活力仍有 90%; 37 e

下 24 h酶液残余酶活力为 68. 7%;而在 0 e 下,酶液放置 24 h后酶活力下降至 53. 8%,这可能是因为

酶液结冰时破坏了酶的构型,从而使酶活力下降,因此豆豉纤溶酶的溶液不适合反复冻融.

2. 4 金属离子对豆豉纤溶酶活性的影响
表 1 金属离子对豆豉

纤溶酶活性的影响

金属离子 相对酶活力 /%

对照 100

H g2+ 41. 0

C a2+ 851 7

M g2+ 103. 1

Cu2+ 79. 9

M n2+ 106. 4

Fe3+ 113. 1

N i2+ 101. 8

Na+ 95. 8

K + 99. 9

L i+ 120. 2

  为检测金属离子对酶稳定性的影响, 向酶溶液中分别加入不

同的氯化金属盐,使金属离子最终浓度为 1mol /mL, 在 37 e 放置
24 h,测定残余酶活力,并与不加金属离子的空白对照相比较, 结果

如表 1所示.

Hg
2+
、Ca

2+
、Cu

2+
对酶活性都有不同程度的抑制作用,尤其是

Hg
2+
的加入,会引起蛋白质的变性失活,从而使纤溶酶活性大大下

降; M g
2+
、Mn

2+
、N i

2+
、K

+
、N a

+
对酶活性影响不大, 是较好的酶活

性稳定剂; Fe
3 +
和 Li

+
对酶有非常显著的激活作用.

2. 5 以酪蛋白为底物的酶学特性研究
纤溶酶活性的测定方法 ) ) ) 琼脂 - 纤维蛋白平板法在检测中

存在一些缺点,如平板的制作、点样技术以及溶栓圈直径的测量都

会使结果出现误差,该法无法检测反应产物的生成, 因而不能测定

反应曲线及研究其反应动力学.

考虑到纤溶酶实际上也是一种蛋白酶,于是按照蛋白酶测活

图 7 Fo lin酚法与琼脂 -纤维蛋白平板法测定

酶活值的相关性

方的 Fo lin酚法,以酪蛋白为底物进行研究.

2. 5. 1 两种酶活测定方法的相关性

配制不同浓度的酶液, 用两种方法测得

的酶活性作图如图 7.由此可得其相关方程:

y ( Fo lin酚法 ) = 1. 853 4x+ 0. 043 3(琼脂 -

纤维蛋白平板法 ) , r = 0. 987 4. 由此可见,

Fo lin酚法与琼脂 - 纤维蛋白平板法有一定

的相关性.

2. 5. 2 反应过程曲线

以酪蛋白为底物, 在不同反应时间测定

图 8 豆豉纤溶酶的反应过程曲线

所生成的酪氨酸的量,结果如图 8.

在酶反应前期,即 0~ 30m in内,酪氨酸生成量

随着反应时间的延长而呈上升趋势; 30m in以后,

随着时间的增长, 酪氨酸生成的量大大减少, 直至

不再增加.

2. 5. 3 底物浓度对酶反应速率的影响

配制 2mg /mL、4 mg /mL、6mg /mL、8 mg /mL、

10mg /mL、12mg /mL、14mg /mL、16mg /mL、18mg /

mL、20mg /mL、24 mg /mL、28 mg /mL、32mg /mL、36mg /mL、40mg /mL一系列底物质量浓度溶

液,测定不同底物浓度下的反应速率.结果见图 9.

图 9的结果显示,当底物浓度很小 ( < 18mg /mL)时, 反应速率 v近似地与底物浓度 [ S ]成
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图 9 底物浓度对豆豉纤溶酶反应速率的影响

正比, 但底物浓度大于 18mg /mL后, 反应速率随着

底物浓度 [S ]的增大而减小.

3 小结

1) 豆豉纤溶酶的最适反应 pH为 7. 0;酶活力

在 pH7~ 8范围内最稳定, pH4以下酶活力为 0,

pH8~ 10范围内相对稳定.

2) 酶的最适作用温度为 41 e , 在 37 ~ 45 e

范围内,纤溶活性均较强, 在 15 e 下酶的稳定性很好.

3) Hg
2+
、Ca

2+
、Cu

2+
对酶活性都有不同程度的抑制作用, 尤其是 Hg

2+
的加入, 会引起蛋白

质的变性失活,从而使纤溶酶活性大大下降; M g
2+
、Mn

2+
、N i

2+
、K

+
、N a

+
对酶活性影响不大, 是

较好的酶活稳定剂, Fe
3+
和 Li

+
对酶有非常显著的激活作用.

4) 当底物质量浓度很低 ( < 18 mg /mL)的时候, 反应速率 v近似地与底物浓度 [S ]成正比;

但底物质量浓度大于 18mg /mL后, 反应速率随着底物浓度 [S ]的增大而减小,纤溶酶催化的反

应受到底物的抑制.
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Abstract: Catalysis kinetics characterizat ion of douchi fibrinolytic enzyme ( DFE) is studied. The resu lts

show tha:t the relative mo lecularwe ight is 41 970, the optmi al react ion pH is pH7. 0, DFE s' activ ity is the

stab lest at the pH range of 7~ 8, relatively stable at the pH range of 8-10, 0 under the pH 4; the optmi a l re-

action comperature is 41 e , enzyme activ ity is higher at the comperature range of 37-45 e ; the stability o f

conservation is best at 15 e ; Hg2+ cou ld remarkably inhib itDFE s' activ ity, Fe3+ and Li+ could enhance i.t
When casein is used as a substrate, the reaction catalyzed by DFE is inh ibited by the substrate.

K ey words: douchi f ibrinolyt ic enzyme; cata lysis k inetics; study
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