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摘　要　建立了一种基于荧光各向异性原理均相测定蛋白酶及其抑制剂的方法。具有如下特点 :灵敏度高

(可测到纳克级的蛋白酶 ) ;是一种均相检测方法 ,可对酶反应体系进行实时跟踪检测 ;作用底物是蛋白酶的

天然底物—蛋白质 ;适用的 pH值范围宽 (pH 210～1010) ,可用于酸性、中性和碱性介质中蛋白酶的测定 ;所

用荧光标记物 TMR ITC的发射波长 (581 nm)大于荧光素类 (520 nm) ,有利于减少散射光的干扰 ,提高了荧光

各向异性测量的稳定性。还可应用于蛋白酶抑制剂的检测。
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蛋白酶在理论研究和生产实践中具有广泛的应用前景 [ 1, 2 ]。蛋白酶的常用测定方法有分光光度

法 [ 3 ]、化学发光法 [ 4 ]、放射性测定法 [ 5 ]、凝胶电泳法 [ 6 ]以及酶联法 [ 7 ]。这些方法或者存在准确度、灵敏

度较低、或者易产生放射性污染、或操作步骤繁琐、或成本高等缺点。荧光各向异性技术作为一种均相

检测技术 ,在酶学检测中的应用已受到关注 [ 8 ]。它具有可均相 (无须分离过程 )实时测定 ,灵敏度较好 ,

成本较低等优点。H iroshis等 [ 9 ]曾用异硫氰酸荧光素 ( fluorescein isothiocyanate, F ITC)标记的蛋白质作

为底物测定了多种蛋白酶 ,灵敏度可到微克级。但由于 F ITC的发光行为对酸度变化敏感 ,只适于检测

在中性或弱碱性介质中表现出活性的酶 ,而不适于检测在酸性介质中具有活性的酶。因此 ,本文以对酸

度不敏感的荧光物质四甲基异硫氰酸罗丹明 ( tetramethyl rhodam ine isothiocyanate, TMR ITC)标记白蛋白

作为蛋白酶的荧光底物 ,利用荧光各向异性原理 ,建立了测定蛋白水解酶的方法。该法拓宽了荧光各向

异性技术在酶学分析中的应用范围 ,减少了散射光的干扰 ,提高了测定的稳定性。

1　实验部分

1. 1　仪器和试剂

Perkin Elmer LS255型荧光分光光度计 (1 cm石英液槽 ) ,超级恒温水浴 ,摇床 ,层析柱。

胰蛋白酶 ( Tryp sin) , 239 u /mg , Worthington Corporation;胃蛋白酶 ( Pep sin) , 纯度 > 85% ,活力

1∶3 000, Amersco;菠萝蛋白酶 (B romelain) , 48 u /mg , Sigma;四甲基异硫氰酸罗丹明 ( Tetramethyl2
isocyanate Rhodam ine, TMR ITC) , Sigma;牛血清白蛋白 (Bovine Serum A lbum in, BSA ,北京红星生物化学

制品厂 ) ;胰蛋白酶抑制剂 (Ap rotinin) , Am resco;多酶片 (四川蜀中制药有限公司 )。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　TMR ITC2BSA偶联物的制备　将 5 mL (510 ×10
- 3

g/mL )的白蛋白溶液与 815 mL生理盐水混

合 ,室温搅拌下缓慢加入 115 mL TMR ITC溶液 ,浓度为 0110 ×10
- 3

g/mL,继续搅拌 4～6 h,过 Sephadex

G25柱 (以 PBS缓冲液洗脱 ) ,收集第 1峰。

1. 2. 2　典型酶解与荧光各向异性的测定　实验用 TMR ITC2BSA偶联物的浓度为 213 ×10
- 7

g /mL,变化

蛋白酶的浓度对底物 ( TMR ITC2BSA偶联物 )进行酶解。测定激发波长为 560 nm,发射波长为 581 nm,在

酶反应 10 m in后测量荧光各向异性值。荧光各向异性的计算公式为 [ 10 ] :
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r = ( I∥ - GI⊥ ) / ( I∥ + 2GI⊥ )

式中 , I∥和 I⊥分别为起偏器和检偏器方向相互平行和垂直时测得的荧光强度。G为仪器校正因子 ,由仪

器自动给出。

1. 2. 3　方法原理　四甲基异硫氰酸罗丹明 ( TMR ITC)是经典的荧光标记物 ,分子中带的异硫氰酸基团

容易与蛋白质上的伯氨基发生共价偶联反应 ,而与蛋白质牢固结合。与蛋白质 (大分子 )结合后 ,其分子

运动受到限制而导致荧光各向异性明显增强。当偶联物中的蛋白质被酶催化降解成较小分子量的多肽

片断后 , TMR ITC分子的各向同性增强 ,其荧光各向异性又变小。变小程度与加入的酶量相关 ,据此可建

立溶液中蛋白酶的直接 (均相 )测定法。如在体系中加入蛋白酶抑制剂 ,则酶的活性受到抑制 ,导致上述

荧光各向异性变小的趋势减弱 ,又可依此现象建立测定或研究蛋白酶抑制剂的方法。

2　结果与讨论

2. 1　不同 pH介质中 TM R ITC的荧光行为

图 1为不同 pH介质中 TMR ITC的荧光强度变化 ,在 pH值为 210～910范围基本保持恒定且具有

较强的荧光发射。因此 ,当以 TMR ITC为标记物用于荧光各向异性测定时 ,所适用的酸度范围将比经典

的荧光标记物———异硫氰酸荧光素 ( F ITC)更宽。而且 TMR ITC的荧光发射波长更长 ,其荧光各向异性

测定更稳定。

2. 2　蛋白酶降解 TM R ITC2BSA偶联物的反应条件

未加入酶时 , TMR ITC2BSA偶联物存在最大荧光各向异性 ( r0 )。加入酶后 ,体系的荧光各向异性减

小 ( r)。以荧光各向异性的比值 r/ r0为指标考察了各反应参数对其值的影响 ,优化了反应条件。

按经典的蛋白酶水解法 [ 11 ]
,考察了 3种缓冲体系对蛋白酶降解 TMR ITC2BSA的影响。结果表明 ,

KCl2HCl(pH = 116)、柠檬酸 2磷酸氢二钠 (pH = 610)、Tris2HCl (pH = 819)分别是胃蛋白酶、菠萝蛋白酶

和胰蛋白酶的最佳酶解介质 (图 2)。

分别在上述最适 pH缓冲体系中对蛋白酶的温度效应进行了考察 (图 3)。结果表明 ,最适酶解温

度 :胰蛋白酶为 37 ℃,胃蛋白酶为 40 ℃,菠萝蛋白酶为 55 ℃。

2. 3　蛋白酶抑制剂的检测

蛋白酶抑制剂是抑制蛋白酶活性的物质。利用荧光各向异性法同样可检测蛋白酶抑制剂。在蛋白
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酶抑制剂存在下 ,蛋白酶的活性受到抑制 ,体系的荧光各向异性表现出与上述情形相反的现象。荧光各

向异性的比值与抑制剂的浓度呈正相关。据此 ,建立了胰蛋白酶抑制剂抑肽酶 (Ap rotinin)的检测方法。

图 4为测定抑肽酶的工作曲线。

2. 4分析参数与样品分析

3种蛋白酶的分析参数列于表 1。表中结果说明 ,荧光各向异性技术测定蛋白酶及其抑制剂具有较

好的灵敏度和线性响应区间。

表 1　不同蛋白酶标准物测定结果

Table 1　Ana lytica l results for d ifferen t protea se standards

Regression equation r 106L im it of detection / ( g·mL - 1 ) 106L inear range ( g·mL - 1 )

Tryp sin Y = 0. 964 4 - 0. 116 4X 0. 995 2 0. 005 4 0. 033～3. 00

Pep sin Y = 1. 001 6 - 0. 111 7X 0. 997 1 0. 026 0. 050～3. 00

B romelain Y = 0. 998 8 - 0. 042 0X 0. 995 5 0. 015 0. 050～3. 00

　　多酶片中含有胰蛋白酶和胃蛋白酶 ,本文对其中的含量进行了测定。多酶片经去糖衣 ,溶解 ,离心

后 ,取上清液 ,按实验方法进行测定 (见表 2)。

表 2　样品分析 2多酶片中蛋白酶的测定
Table 2　Ana lytica l results of protea se in m ultienzym e tablets

Content of p rotease /% RSD /% 106Addition / ( g·mL - 1 ) 106Determ ination / ( g·mL - 1 ) Recovery/% ( n = 7)

Tryp sin 18. 93 2. 43 1. 70 1. 53 90. 00

Pep sin 10. 68 3. 35 1. 70 1. 83 107. 60

　　以上结果表明 ,用罗丹明为荧光标记物的蛋白水解酶荧光测定法具有灵敏度高 (可对纳克级蛋白

酶做出响应 )、线性范围较宽 ;适用的 pH范围宽 ;可均相检测 ;标记技术简便 ,底物稳定性好等优点。可

能是适合多种蛋白酶及其抑制剂的分析方法。
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Abstract　This paper reports the app lication of fluorescence anisotropy technique to the assay of p roteases via

a p rotein substrate labeled with tetramethyl isothiocyanate rhodm ine ( TMR ITC ). The linear ranges for the

assay of pep sin, bromelain and tryp sin are 510 ×10
- 8～310 ×10

- 6
, 510 ×10

- 8～310 ×10
- 6

, and 313 ×

10 - 6～310 ×10 - 6 g/mL, respectively. The detection lim its of the three p roteasesmentioned above are 2611 ×

10
- 9

, 1417 ×10
- 9

, 514 ×10
- 8

g/mL, respectively. The method is suitable for the real2time quantitative and

homogeneous determ ination of a variety of p roteases, because the fluorescence behavior of TMR ITC is hardly

affected in a wide range of pH. The substrate can be p repared easily and is stable under conventional condi2
tions. On the other hand, the em ission2wavelength of TMR ITC is longer than that of fluorescein isothiocyanate

( F ITC) , a conventional fluorescence p robe for tagging p roteins, thus it imp roves the detection of fluorescence

anisotropy. In addition, this method is suitable for the determ ination of p rotease inhibitors, such as ap rotinin,

an inhibitor of tryp sin.

Keywords　fluorescence anisotropy, p rotease, rhodam ine, tryp sin, pep sin, bromelain, ap rotinin
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