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重组人Ⅱ型胰蛋白酶的性质及初步应用研究

纪德凯，吴 倩，李素霞*

（华东理工大学生物反应器工程国家重点实验室，上海 200237）

摘 要：目的  研究重组人Ⅱ型胰蛋白酶的性质及初步应用。 方法  用米氏方程和双倒数作图法确定米氏常数Km，Vmax值，

BAEE法测定胰蛋白酶活性，将胰蛋白酶用于激活羧肽酶原B及细胞消化。 结果  重组人Ⅱ型胰蛋白酶最适反应温度

30 ℃，最适pH 7.6，以BAEE为底物，Km和Vmax分别为 12.7 μmol/L和212.76 μmol/min。EDTA与PMSF抑制酶活性，高于

50 ℃条件下易失活。与牛胰蛋白酶相比，重组人胰蛋白酶对羧肽酶原B有更高的激活效率，细胞消化方面二者效果基本相

同。 结论 温度及pH是影响酶稳定性的较大因素，重组人胰蛋白酶可替代牛胰蛋白酶用于激活羧肽酶原B和细胞消化。
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途、生产用原料的来源和质量、生产规模等灵活掌

握。例如，原料中如含较大量胶原蛋白，是去除还是

回收联产，则方法不同。

2.5  超滤过程的运用，宜根据上述不同情况，严格设

计和实施才能成功。国外生物制药工业生产规模的各

个过程，均有严格设计，包括超滤在内[13]。无论是酶

水解，还是离子交换分离及超滤等过程，要有所创

新，取得技术突破才能有良好的经济效益。
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Abstract: Objective  To study the characteristic and preliminary application of recombinant human trypsin II (rh-TII). 
Methods  The Km and Vmax values were calculated using Michaelis equation and double-reciprocal plot method. The 
activity of trypsin was determined using BAEE as the substrate. The trypsin was used to activate procarboxypeptidase 
B and digest cells. Results  The optimum reaction temperature and pH of rh-TII were 30 ℃ and 7.6, respectively. With 
BAEE as the substrate, the Km and Vmax values were 12.7 μmol/L and 212.76 μmol/min, respectively. The activity of 
rh-TII was inhibited by EDTA and PMSF. Rh-TII was easily inactivated up 50 ℃. Compared with bovine trypsin,  rh-
TII activated procarboxypeptidase B more effi ciently, but had almost equal effect on cell digestion. Conclusion  Both 
pH and temperature play more important roles in the stability of rh-TII. Rh-TII can be instead of bovine trypsin in 
procarboxypeptidase B activation and cell digestion.
Key Words: recombinant human trypsin II; bovine trypsin; characteristic; application

盐胰蛋白酶原为胰蛋白酶的前体，在胰脏合成。

在Ca2+存在条件下，胰蛋白酶原可通过肠激酶或胰蛋

白酶的自身激活，断开肽链N端6位赖氨酸和7位异亮

氨酸残基之间的肽键，失去一段6肽，分子构象变为

有活性的胰蛋白酶[1，2]。胰蛋白酶可激活酶原，成为

有活性的酶[3]。商品化胰蛋白酶主要来源于猪或牛的

胰腺。

人胰蛋白酶有I型和Ⅱ型2种类型，根据等电点不

同，又分为阳离子型和阴离子型。我们用基因工程方

法得到了重组人阴离子型胰蛋白酶原（Ⅱ型胰蛋白

酶），激活后得到高活性的人源胰蛋白酶。由于胰蛋

白酶在溶液中稳定性较差，容易发生自降解，使酶活

性下降[4]。本实验研究了重组人Ⅱ型胰蛋白酶的稳定

性及部分性质，并初步研究了酶解激活羧肽酶B酶原

及在细胞消化中的应用。

1  材料 

1.1  试剂

牛胰蛋白酶（Sigma）；重组人Ⅱ型胰蛋白酶

（本实验室制备）；苯甲酸-L-精氨酸乙酯（BAEE，

Sigma）；其余试剂为进口或国产分析纯。

1.2  仪器

T6紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器公

司）；FE20型 pH计（梅特勒-托利多仪器公司）；

EV265双向电泳仪（PS265-230V，Hoefer ）

2  方法

2.1  Km值的测定

以BAEE为底物，测定重组人Ⅱ型胰蛋白酶和牛

胰蛋白酶的米氏常数Km。底物BAEE的浓度范围为

0.005 ~0.25 mmol/L，用双倒数作图法，以底物浓度

的倒数值为横坐标，反应速率即活性的倒数值为纵坐

标做图，与X轴交点的负倒数即为Km。

2.2  重组人Ⅱ型胰蛋白酶的最适温度及最适pH 

取3 mL底物分别置于4，15，20，25，30，40，

55，65，75 ℃保温1 h，加入等量的重组人Ⅱ型胰蛋

白酶，测定酶活性。底物用不同pH的20 mmol/L乙酸

钠-乙酸，Tris-HCl及Gly-NaOH缓冲液配制。测定重

组人Ⅱ型胰蛋白酶活性，确定最适pH。

2.3  重组人Ⅱ型胰蛋白酶与牛胰蛋白酶热稳定性和pH 

稳定性

将重组人Ⅱ型胰蛋白酶与牛胰蛋白酶分别配制

成0.5 mg/mL溶液，分别于-20，4，15，37，50 ℃保

温，测定不同保温时间的活性，计算失活百分比。

将重组人Ⅱ型胰蛋白酶1 mL分别加入不同pH的

缓冲液中，配成200 U/mL（0.3 mg/mL）溶液。缓

冲液分别用50 mmol/L乙酸钠-乙酸，Tris-HCl和Gly-

NaOH，pH<3直接用盐酸溶液。4 ℃放置24 h，测定

活性。另取牛胰蛋白酶粉末用不同pH的缓冲液溶解

后，按上述方法配置。

2.4  金属离子及化学试剂对重组人Ⅱ型胰蛋白酶与牛

胰蛋白酶活性的影响

向重组人Ⅱ型胰蛋白酶液（活性860 U/mL）分

别加入不同金属离子（Zn2+，Mg2+，Ba2+，Mn2+，

Ca2+，Fe2+，Cu2+）1 mmol/L，4 ℃保温1 h后测活性。

重组人Ⅱ型胰蛋白酶液（活性750 U/mL）分别按1 %

的量加入EDTA（乙二胺四乙酸），PMSF（苯甲基

磺酰氟），DTT（二巯基苏糖醇），SDS（十二烷基

硫酸钠），Triton X-100，4 ℃保温1 h后测活性。另

取牛胰蛋白酶粉末按上述方法配成相同活性溶液。

取重组人Ⅱ型胰蛋白酶分别加入不同浓度（0.5，

1 mol/L）氯化钠溶液及尿素（1，2 mol/L）溶液配制

成活性为1 200 U/mL溶液。4 ℃放置24 h后测活性。

另取牛胰蛋白酶粉末配成相同活性溶液，同法操作。
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2.5  重组人Ⅱ型胰蛋白酶酶解羧肽酶B动力学研究

取牛胰蛋白酶和实验室制取的重组人Ⅱ型胰蛋白

酶，按蛋白浓度比1∶50将等量的2种酶加入羧肽酶B

复性液（0.5 mg/mL）中。间隔一定时间测羧肽酶B活

性，并留取样品检测SDS-PAGE。

2.6  重组人Ⅱ型胰蛋白酶消化细胞的初步研究

细胞消化液组成：胰酶0.5 mg/mL，EDTA 0.04 g/mL

溶于PBS液中，并用盐酸调为pH 7.4。所用溶液均经

高温灭菌，或者经0.22 μm滤膜过滤。

A组为牛胰蛋白酶组，A1：800 U/mL牛胰蛋白酶

酶液200 μL，EDTA 0.04 g/mL；A2：800 U/mL牛胰

蛋白酶酶液100 μL，EDTA 0.04 g/mL。

B组为重组人胰蛋白酶组，B1：800 U/mL重组人

Ⅱ型胰蛋白酶酶液200 μL，EDTA 0.04 g/mL；B2：

800 U/mL重组人Ⅱ型胰蛋白酶酶液100 μL，EDTA 

0.04 g/mL；B3：400 U/mL重组人Ⅱ型胰蛋白酶酶液

200 μL，EDTA 0.04 g/mL。

C组为专用细胞消化液200 μL，活性800 U/mL，

EDTA 0.04 g/mL。

将传代的鼠T3细胞传代于6孔板，加入细胞培养

液培养。待细胞贴壁生长后，向6孔板分别加入上述6

种试液。显微镜下观察细胞形态变化，待细胞完全脱

离培养瓶时拍照并记录时间。比较细胞形态变化和完

全消化所需时间。

3  结果

3.1 重组人Ⅱ型胰蛋白酶和牛胰蛋白酶Km值的测定

结果见图1。由图1 A计算可知，重组人Ⅱ型胰蛋

白酶的Km值为12.7 μmol/L，Vmax为212.76 μmol/min。

由图1 B计算可知，牛胰蛋白酶Km 值为40 μmol/L，

Vmax为588.23 μmol/min。表现出重组人胰蛋白酶对

BAEE有更高的亲和力。

3.2  最适温度及最适pH的确定

不同的测定温度测得的吸光度在5 min内的变化

见图2。测活温度低于30 ℃，吸光度变化均匀。高于

30 ℃，5 min内的吸收度随时间呈下降趋势，即酶在

高于30 ℃条件下易失活。所以，30 ℃为测定重组人

Ⅱ型胰蛋白酶活性的最适温度。通常情况下，我们仍

选择25 ℃的标准条件为测活温度。

pH对测定活性有很大的影响，pH 7.6时酶活性最

高，所以pH 7.6为胰酶测活的最适pH。见图3。

A

B

图1  重组人Ⅱ型胰蛋白酶和牛胰蛋白酶Km值确定           

图2  不同测活温度下胰酶催化反应动力性曲线
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3.3  重组人Ⅱ型胰蛋白酶与牛胰蛋白酶的热稳定性及

pH稳定性

重组人Ⅱ型胰蛋白酶酶液置于不同温度下，活

性随着时间的变化见图4A。由图4A可见，温度越 

图3   重组人Ⅱ型胰蛋白酶的最适pH测定曲线
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图4  重组人源胰蛋白酶及牛胰蛋白酶温度稳定性

低，酶活性损失越小，温度高于50 ℃，酶活性很快

丧失。但是，酶置于-20 ℃的条件下，活性丧失相当

快。这可能是冻融过程中蛋白构象发生变化所致。所

以重组人Ⅱ型胰蛋白酶的最适保存温度为4 ℃。牛胰

蛋白酶酶液置于不同温度下，活性随着时间的变化见

图4B。牛胰蛋白酶随着温度升高活性丧失很快，-20 ℃

条件下酶液最稳定。相同时间内，牛胰蛋白酶活性丧

失的速度比重组人Ⅱ型胰蛋白酶快。
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重组人Ⅱ型胰蛋白酶及牛胰蛋白酶在不同pH条

件下活性变化见图5。由图5可见，2种酶的变化趋势

基本相同。pH过低或过高都使2种酶活性降低，重组

人Ⅱ型胰蛋白酶pH 8~9时活性最稳定。牛胰蛋白酶对

pH的耐受性要强，pH 7~10时牛胰蛋白酶活性只有较

小的损失。

3.4  金属离子及试剂对胰蛋白酶活性的影响

各种试剂对酶活性的影响见表1。牛胰蛋白酶活

性随着EDTA浓度上升丧失增多，1 mmol/L EDTA就

能使重组人Ⅱ型胰蛋白酶活性丧失80 %。EDTA使酶

活性丧失是因酶液中钙离子被EDTA螯合，表明重组

人Ⅱ型胰蛋白酶活性中心的钙离子对酶活性的发挥有

至关重要的作用。二者不同可能与牛胰蛋白酶含Ca2+

有关。PMSF对酶活性有抑制作用，因为PMSF是丝

氨酸蛋白酶抑制剂，这也表明胰蛋白酶是丝氨酸蛋白

图5  重组人源胰蛋白酶及牛胰蛋白酶pH稳定性
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表1  不同试剂对牛胰蛋白酶及重组人胰蛋白酶活性的

影响

试剂
牛胰蛋白酶酶 重组人胰蛋白酶

浓度/
mmol·L-1 活性/% 浓度/

mmol·L-1 活性/%

阳性对照 100 100

EDTA      10   46.6        1   20

EDTA      50   40      10     0

PMSF    1%   26.6        1%     0

DTT 1   40        1     0

DTT 5   26.6        5     0

SDS     1 %     0        1 %     0

Triton-X100
NaCl
NaCl
Urea
Urea

      0.1%
   500
1 000
1 000
2 000

    0
100
100
70
  65.8

       0.1%
   500
1 000
1 000
2 000

    0
100
100
  95.2
  80.9

3.5  重组人Ⅱ型胰蛋白酶及牛胰蛋白酶用于羧肽酶原

B的酶解激活

用重组人Ⅱ型胰蛋白酶酶解的羧肽酶B的最终比

活性是用牛胰蛋白酶酶解样品的1.5倍。由图6可见，

重组人离子型胰蛋白酶酶解羧肽酶原B在速率上优于

牛胰蛋白酶。由图7可见，羧肽酶原B在加入胰蛋白

酶后，逐步酶解为羧肽酶B。所以，我们通过基因工

程方法制备的重组人胰蛋白酶在某些方面已经达到甚

酶，活性被抑制。DTT对2种酶的活性也有很大的影

响，尤其是对重组人Ⅱ型胰蛋白酶。1 % SDS和0.1 % 

Triton-X100能使酶活性彻底丧失，使蛋白质发生变

性。高浓度的NaCl（如0.5 mol/L和1 mol/L）和低浓

度的Urea （如1 mol/L和2 mol/L）对重组人Ⅱ型胰蛋

白酶活性没有影响。
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图6  重组人Ⅱ型胰蛋白酶及牛胰蛋白酶酶解激活羧肽

酶原B的速率比较

2，4，6，10，12为牛胰蛋白酶酶解羧肽酶B酶原样品1，
2，3，4，5 h； 3，5，7，9，11，13为重组人胰蛋白酶酶

解羧肽酶B酶原样品1，2，3，4，5 h
图7  羧肽酶原B酶解电泳图

至超过了市场同类产品。

3.6  重组人Ⅱ型胰蛋白酶消化细胞初步研究结果

各组样品完全消化细胞所用时间见表2。由表2可

见，在活性相同时，重组人Ⅱ型胰蛋白酶完全消化细

胞所用的时间较短，几乎与市场上消化细胞专用消化

液所用时间相同。

表2  不同胰酶样品完全消化细胞所用的时间 

组别 完全消化所需时间/min

牛胰蛋白酶
A1 13
A2 19

重组人Ⅱ型胰蛋白酶

B1   3
B2     4.3
B3   6

细胞消化液 C      2.5

A                                                  B

图8  T3细胞消化前（A）与细胞消化后（B）形态比

较（10×光学显微镜）

真核系统中表达，很难得到完整的胰蛋白酶原，并且

其活化为有活性的胰蛋白酶会对宿主细胞造成一定的

毒性[5]。因此，在毕赤氏酵母中天然牛胰蛋白酶没有

成功表达[6]。

我们在大肠杆菌中成功的表达出人胰蛋白酶原。

人胰蛋白酶原以无活性的包涵体形式表达，避免了活

性胰蛋白酶对宿主细胞的毒性作用。此后通过激活作

用获得活性的人源胰蛋白酶。

但是我们研究发现，重组胰蛋白酶在常温下容易

失活。研究证明，阴离子型胰蛋白酶的稳定性较阳离

子型胰蛋白酶稍差。我们试图通过对其自降解位点进

行突变以提高其稳定性，此项研究正在进行。初步研

究结果说明，我们制备的重组人Ⅱ型胰蛋白酶酶解羧

肽酶B的效率及效果都优于牛胰蛋白酶；消化细胞的

速率也快于牛胰蛋白酶，效果与牛胰蛋白酶相当。
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细胞消化效果见图8。经过胰蛋白酶消化作用

后，原来贴壁生长的T3细胞从培养瓶壁上脱离，细

胞形态从扁平状变成球状，T3细胞之间出现空隙。

细胞生长状态良好。

4  讨论

胰蛋白酶原具有自身活化和自身降解的特性，在


