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摘 要：以常压层析系统纯化的碱性脂肪酶为出发蛋白，采用高效反相色谱对其进一步分离纯化，

达到 * 末端氨基酸测序及肽谱分析所需的纯度 ) 用电喷雾质谱测得脂肪酶的相对分子质量为

$3 $!3 7 ! )对该脂肪酶的胰蛋白酶水解条件及肽段的相对分子质量等进行了研究 )
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到目前为止，研究较多的产碱性脂肪酶菌主要

为假单胞菌族［! ] 2］，而有关霉菌碱性脂肪酶方面的

报道则很少 )李江华等曾分离筛选到一株高产碱性

脂肪酶产生菌———圆弧青霉 \I/3［#］，作者研究了

该酶的发酵和提取等工艺条件［4，3］，并对该菌所产

脂肪酶进行了分离纯化及酶学性质研究［0］)
作者采用高效反相色谱和电喷雾质谱法对碱

性脂肪酶的胰蛋白酶酶解肽谱和相对分子质量进

行了分析，首次报道了该脂肪酶相对分子质量的测

定结果和酶解肽谱的构建 )

D 材料与方法

D E D 材料

乙腈 色谱级，T(F@W 公司产品；三氟乙酸

=,K@W 公司产品；胰蛋白酶 比酶活 $ #%% < ^ GD，

+>DGJ 公司产品；脂肪酶酶粉 常压层析系统纯化，
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作者所在实验室制备；丙烯酰胺和亚甲双丙烯酰

胺，!"#$% 公司产品；所用水为超纯水 &
! " # 仪器

’()**++ 型液相色谱仪 ’,-.,// (%01%23 公

司产品；4(5)*67 型质谱仪 美国 (8 公司产品；

9:);<+ 分光光度计 日本 !="$%3>? 公司产品；@A
冷冻干燥机 美国 :"2B"C 公司产品；!D)A++ 快速

成像仪 上海四星公司生产；E’!);@ 型精密酸度

计 上海雷磁仪器厂生产 &
! " $ 方法

! &$ &! 高效反相色谱分离纯化 采用 ’()**++ 型

高效液相色谱仪，反相 FG2H%I A++!J)@K 柱 & 洗脱

液：溶剂 4，+ & *L BM4)’;N；溶剂 J，+ & +O7L BM4)
4@K；洗脱液流速：* & + $P Q $"R &
! &$ &# 电喷雾质谱测定相对分子质量 采用 4(5)
*67 型质谱仪 &样品进样速度：+ & A $P Q =；8!5 电压：

7 *++ :；NS 电压：O+ : &
! &$ &$ 脂肪酶的胰蛋白酶水解 胰蛋白酶具有选

择性地水解多肽链的功能，它能断裂由赖氨酸或精

氨酸的羧基参与形成的肽键，可以得到长度合适的

肽段［T］&
! &$ &% 脂肪酶酶解图谱的构建 将脂肪酶水解溶

液上样于反相 FG2H%I A++!J)@K 柱，在 ;*< R$ 和

;O+ R$ 波长下记录脂肪酶肽段的 ’(P@ 分离图谱 &
! &$ && 紫外吸收扫描 采用 9:);<+ 分光光度计

测定脂肪酶样品在 ;++ U A++ R$ 之间的紫外光吸

收曲线及 NV;O+值 &
! &$ &’ 蛋白质含量测定 采用 PG-2W 法［*+］进行

测定，以牛血清白蛋白作标准 &
! &$ &( 聚丙烯凝胶电泳 !V!)(4X8 采用不连续

垂直 板 状 电 泳 系 统 进 行［**］，分 离 胶 质 量 浓 度 为

*7 # Q 3P &

# 结果与讨论

# " ! 碱性脂肪酶的 )*+,分离纯化

将待纯化的脂肪酶冷冻 干 粉 配 成 浓 度 为 *7
$# Q $P 的溶液，采用高效反相色谱进行分离纯化 &
反 相 色 谱 采 用 ’,-.,// (%01%23 公 司 的 FG2H%I
A++!J)@K 柱进行 &样品上样量 A+!P &洗脱条件为：

先用溶剂 4 洗涤 7 $"R，然后采用 + U 77L溶剂 J
进行梯度洗脱 6+ $"R；洗脱液流速 * & + $P Q $"R &在
;O+ R$ 处检测样品组分的紫外光吸收值并收集洗

脱液 &分离结果如图 * 所示 &
由图 * 可见，’(P@ 分离图谱在 <7 & O $"R 处出

现一个杂蛋白吸收峰，在 76 & Y $"R 处出现 ; 个紧靠

在一起的酶蛋白吸收峰 &聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

结果与文献报道结果［*;］的比较显示，; 个峰内的组

分为脂肪酶同工酶 ."E%C, "和 ."E%C, #，其中 ."E%C,
"为主成分，集中在后一个峰内，表明 ."E%C,"和 .")
E%C, #的疏水性很接近，但前者略强于后者 & 电喷

雾质谱分析进一步证实了凝胶电泳的检测结果以

及脂肪酶同工酶在 ’(P@ 上不能完全分离的原因 &

图 ! 碱性脂肪酶纯化的高效反相色谱图

-./" ! )*+, 0123.45 23 675 081.3.9:6.2; 23 4.0:<5

# " # 酶蛋白的相对分子质量测定

将 ’(P@ 图谱中出峰时间在 76 & Y $"R 处的收

集液直接在电喷雾质谱仪上进行酶蛋白相对分子

质量的测定 &结果如图 ; 所示 &

（=）脂肪酶多电荷谱图 （>）脂肪酶质量谱图

图 # 碱性脂肪酶的电喷雾质谱分析

-./" # ?@AB@ :;:4C<.< 23 :; :4D:4.;5 4.0:<5

图 ;（4）为脂肪酶的多电荷谱图（或称质荷比

图），图 ;（J）为脂肪酶的质量谱图，是由多电荷谱图

重组而来 &从图 ;（J）可得到 P"E%C,"的相对分子质
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量为 !" !#$ % & ，同时，还得到一相邻相对分子质量

为 !" #’( % " 的小峰，即 )*+,-. ! %电喷雾质谱分析

证实了该样品中 )*+,-. "和 )*+,-. !二种蛋白相

对分子质量仅相差一个氨基酸，加上它们的疏水性

相差无几，所以就连分离效果极高的 /0)1 也很难

将两者完全分开 % 文献［2］曾报道采用 34350678
测定了脂肪酶同工酶的相对分子质量均为 !" &’’，

其原因是受测定方法精确度的限制，无法将 )*+,-.
"和 )*+,-. !的相对分子质量的微小差别显示出

来 %
! " # 脂肪酶胰蛋白酶酶解肽谱分析

! %# %$ 胰蛋白酶酶解条件的确定 取! 个 # % & 9)
的离心管，分别加入 #’#) 脂 肪 酶 溶 液（#& 9: ;
9)），(#) 反应缓冲液和 (#) 胰蛋白酶溶液（# % ’
9: ; 9)），用水补足 (’#) 反应体积，其中 # 个离心

管内含有 ( 9<= ; ) 尿素 %将该酶解体系置于 !& >恒

温箱内，在 !、?、$ @ 分别从 ! 个离心管中各取出 #’

#)，用 34350678 检测蛋白质的水解情况，结果发

现酶水解时间对蛋白水解程度的影响不大，而添加

尿素的蛋白水解率远大于不加尿素的 %比较同一水

解时间下添加和不添加尿素的 /0)1 分离图谱后

发现，肽段总的吸收峰面积相差不大，但前者的出

峰数明显多于后者，而且峰的分离效果也较好 % 用

蛋白酶（例如胰蛋白酶）水解蛋白质，在反应系统中

添加 ! A ? 9<) ; ) 尿素，可使蛋白质发生变性，多肽

链松散而成无规则的构象，这样蛋白酶才能作用于

原来 处 在 分 子 内 部 的 肽 键，较 彻 底 地 水 解 蛋 白

质［B］%
! %# %! 碱性脂肪酶肽谱的构建 采用胰蛋白酶部

分水解（断裂由赖氨酸或精氨酸的羧基参与形成的

肽键）脂肪酶蛋白质，得到不同长度的肽段 %水解条

件：!’#) 脂肪酶溶液，?#) 反应缓冲液，" % ! 9: 尿

素和 ’ % $#) 胰蛋白酶溶液（#’ 9: ; 9)），用水补足

?’#) 反应体积，在 !& >反应 ? @ %水解结束后，取

(’#) 反应液构建脂肪酶的酶解肽谱，结果如图 (
所示 %

作者研究了多种蛋白质的胰蛋白酶酶解肽谱，

结果发现，在蛋白质水解酶以及水解和分离条件确

定的情况下，各种特定的蛋白质有其特定的肽谱 %
因此，蛋白质酶解肽谱的构建有助于未知蛋白质的

确定 % 同时，可利用已知的多肽链来研究和发现新

的蛋白水解酶［#(］%
比较不同波长（!#? C9 和 !2’ C9）处的 /0)1

谱图，作者还发现检测到的峰数明显多于前者 % 例

如在 !#? C9 检 测 波 长 下，洗 脱 时 间 在 !! % 2&’，

!? % 2(’，!& % (##，?? % "B# 9*C 处出现吸收峰，在 !2’
C9 却没有吸收峰，说明这几个峰所代表的肽段不

含有在 !2’ C9 处有紫外吸收的氨基酸（包括酪氨

酸、苯丙氨酸和色氨酸）%

图 # 碱性脂肪酶的 %&’(肽谱（!$) *+ 和 !,- *+）

./0" # &123/41 +522/*0 67 58958/*1 8/25:1 53 !$) *+
5*4 !,- *+

! %# %# 脂肪酶酶解肽段的相对分子质量测定 收

集了脂肪酶酶解液 /0)1 分离吸收峰处的洗脱液，

用电喷雾质谱测定了其中具有代表性肽段的相对

分子质量，结果见表 # %
表 $ 脂肪酶胰蛋白酶水解肽段的相对分子质量

;5<" $ =681>?85@ A1/0B3 67 2123/41: 67 8/25:1 BC4@68CD14
A/3B 3@C2:/*

编号 出峰时间 ; 9*C 峰高度 ; 96D 相对分子质量

# !# % (#! &?& % B" "&’ % ’2

! !" % B’( $’2 % "& #!$? % ’

( (’ % !B# &’? % !B #(B# % 2

? (& % ("2 $2# % !B #&"& % 2

& ?? % "#B B#? % ?! (!$& % 2

! " ) 脂肪酶紫外光吸收特性

蛋白质在紫外区的吸收光谱，特别是 !#’ A !(’
C9 区肽键的紫外吸收和 !$’ A !2’ C9 区芳香族氨

基酸的紫外吸收，给蛋白质研究提供了重要的资

料 %将 &’#) 脂肪酶溶液（#& 9: ; 9)）稀释至 # 9)，

测定稀释液在 !’’ A (’’ C9 的扫描曲线（见图 ?），

由 E4!2’值计算得到脂肪酶的吸光系数为 2 % ’( %
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图 ! 碱性脂肪酶的紫外吸收光谱

"#$% ! &’()*+#,’-( -.(#/0(#,/ 12-0()34 ,5 */ *’6*’#/-
’#2*1-

7 结 论
!）采用高效反相色谱对常压层析系统纯化的

碱性脂肪酶进行了进一步的分离纯化，结合电喷雾

质谱分析，研究了脂肪酶 " 个同工酶之间包括相对

分子质量和疏水性在内的细微差别 #
"）首次测定了圆弧青霉 $%&’ 碱性脂肪酶 "

个同工酶的准确相对分子质量，并推测它们之间相

差一个氨基酸（亮氨酸或异亮氨酸）#由于 ()*+,- !
比 ()*+,- "多一个疏水性的氨基酸，所以前者的疏

水性略强于后者，.$(/ 和 01231 分析结果基本一

致 #
&）在确定了脂肪酶酶解条件后，构建了其肽

谱，对该肽谱进行了分析，并测定其中 4 个水解肽

段的相对分子质量 #
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