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摘要: 肠激酶( EK, EC 3. 4. 21. 9) 是一种在基因工程产品中广泛应用的工具酶 . 以小分子荧光物质 Gly�Asp�Asp�

Asp�Asp�Lys���萘胺为底物, 采用荧光跟踪法研究了变性剂盐酸胍、硫脲、尿素对重组牛肠激酶( rEK )活力的影响及抑

制动力学. 结果表明: 盐酸胍、硫脲、尿素均对该酶的活性有较强的抑制作用 , 它们对该酶的半抑制浓度( IC50 )分别为

0. 025, 0. 080 和 0. 750 mol/ L . 研究的 3 种变性剂对该酶的抑制均显示可逆抑制机理; 抑制类型也均为竞争性类型, 测

定它们对酶的抑制常数 K I 分别为 0. 015, 0. 060 和 0. 553 mol/ L .
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� � 肠激酶( enterokinase, EK, EC 3. 4. 21. 9)是哺乳

动物消化系统中最基础的丝氨酸蛋白水解酶之一, 由

一条结构亚基(重链)和一条催化亚基(轻链)构成, 两

者通过一个分子间二硫键结合. 结构亚基负责将催化

亚基固定在小肠刷状缘膜上并引导它向肠腔移动, 催

化亚基可以特异性识别胰蛋白酶原中Asp�Asp�Asp�
Asp�Lys序列并沿序列的羧基端切下,将胰蛋白酶原

活化为胰蛋白酶,从而启动各种酶原活化的级联[ 1] .对

于 EK酶切的高度特异性, Rumsh 等
[ 2]
认为是由于酶

中钙离子的丧失使得酶自切割, 从而具备了激活其他

酶的高度特异性. Janska 等
[ 3]
研究氨基末端残基发现

了 EK轻链的三维结构与类胰蛋白酶等的丝氨酸蛋白

酶的结构同源性. Song 等[ 4] 则发现将轻链氨基末端的

Ile突变为 Val其酶活几乎不发生改变. 有研究
[ 5�6]
发

现 EK的重链强烈影响 EK 对大分子底物的识别, 而

对合成的融合蛋白或小分子底物的识别没有影响. 重

组牛肠激酶 ( r ecombinant bovine enterokinase, rEK)

的分子质量通常为 26. 3 ku,具有 3个糖基化位点[ 7] ,

其糖基化分子质量大约为 43 ku. Vozza 和 Lisa 等
[ 7�8]

先后报道了用大肠杆菌( Escher ichia coli )和甲醇酵母

制备 rEK 的方法, 另外, Vozza等
[ 7]
发现, r EK体外实

验证明有全酶酶切特异性并且相对于天然 EK 表现出

对基因工程融合蛋白底物的酶切活性增强, 因而现在

多采用基因工程的方法生产 rEK.

本文应用酶动力学方法,探讨几种常用蛋白变性

剂(盐酸胍、硫脲、尿素 )对 rEK 催化 Gly�Asp�Asp�

Asp�Asp�Lys���萘胺( GD4K���萘胺)水解反应的影响,

探讨其作用机理,该研究对于其作为工具酶应用于基

因工程产品的生产、应用方面具有重要的指导意义.

1 � 材料与方法

1. 1 � 材 � 料

rEK 由厦门特宝生物工程股份有限公司提供;

GD4K���萘胺为 Sigma 产品; 盐酸胍、硫脲、尿素均为

国产分析纯试剂;实验用水为超纯水.

1. 2 � 方 � 法

1. 2. 1 � rEK 活力的测定

参照文献[ 9�10]方法, 以 GD4K���萘胺为底物,在

rEK作用下,底物水解会释放出具有荧光的 ��萘胺,

激发光波长为 331 nm, 发射光波长为 420 nm , 采用

Max M 2e荧光酶标仪和 Costar 荧光酶标板测定.具体

测定方法是:在 200 �L pH 8. 0的 Tris�HCl缓冲体系

中,以 0. 10 mmol/ L GD4K���萘胺为底物, 加入 20 �L

rEK酶液,在 25 � 恒温下跟踪荧光值( �F )随反应时

间的变化,从直线斜率计算酶活力.活力单位定义为在

上述测活条件下,每秒引起的荧光强度增加 1个单位

的酶量.

1. 2. 2 � 效应物对 rEK活力的影响

在固定底物浓度为 0. 10 mmo l/ L 的测活体系中,
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分别加入不同浓度的效应物, 以未加入效应物为

100%的酶活力,计算酶的剩余活力, 考察效应物对该

酶活力的影响, 效应物的抑制强度以导致酶活力下降

50%所需的抑制剂浓度( I C50 )表示.

1. 2. 3 � 效应物对 rEK抑制机理的判断

在固定底物浓度为 0. 10 mmo l/ L 的测活体系中,

改变 rEK 的加入量, 测定不同浓度的效应物对 rEK

催化底物水解的酶活力的影响, 以酶活力对酶量的浓

度作图,判断效应物对 rEK的抑制机理.

1. 2. 4 � 效应物对 rEK抑制类型及抑制常数的测定

在固定 rEK 质量浓度为 2 �g/ mL 的测活体系

中,改变底物的浓度, 测定不同浓度的效应物对 rEK

催化底物水解的酶活力的影响. 以 Linew eaver�Burk

双倒数作图,比较酶催化反应的动力学参数, 包括表观

米氏常数( K m )和最大反应速度( Vm )的变化来判断变

性剂对 rEK的抑制类型.

2 � 实验结果

2. 1 � 盐酸胍、硫脲、尿素对 rEK活力的影响

在25 � 、pH 8. 0的测活体系中,固定底物浓度为

0. 10 mmol/ L 和 rEK质量浓度为 2 �g/ mL, 以不加效

应物为对照, 测定不同浓度的盐酸胍、硫脲、尿素对

rEK活力的影响, 结果如图 1所示. 实验结果表明, 3

种蛋白变性剂均对酶活力有较强的抑制效应,其中尿

素的抑制活性最弱, 其 I C50为 0. 750 mol/ L; 硫脲次

之,其 I C50为 0. 080 mol/ L ; 盐酸胍的抑制活性最强,

其 I C50为 0. 025 mol/ L, 当盐酸胍浓度达到 0. 050

mol/ L 时, 酶活力下降 75% .

2. 2 � 盐酸胍、硫脲、尿素对 rEK的抑制机理及

抑制常数的测定

在 25 � 、pH 8. 0测活体系中,固定底物 GD4K���
萘胺浓度为 0. 10 mmol/ L, 改变 rEK 的加入量, 测定

不同浓度盐酸胍对该酶活力的影响. 以酶活力对酶蛋

白的浓度作图, 得到一组通过原点的直线, 结果如图 2

所示.随着加入的盐酸胍浓度增大,直线的斜率逐渐下

降,说明盐酸胍对该酶的抑制作用属于可逆过程, 增加

盐酸胍浓度导致酶活力的下降是通过抑制酶活力降低

催化效率,而不是通过导致有效酶量的减少而引起酶

活力的下降.硫脲、尿素对 rEK 的抑制机理与盐酸胍

类似,也是随着加入硫脲、尿素浓度的增大, 直线的斜

率逐渐下降,也属于可逆过程.

曲线 1~ 3 分别表示盐酸胍、硫脲、尿素.

图 1 � 盐酸胍、硫脲、尿素对 rEK 活力的影响

F ig . 1� Inhibito ry effects on activ ity of rEK o f Guanidine

H ydrochlo ride, thiourea and urea

直线 1~ 6 盐酸胍浓度分别为 0, 5, 10, 15, 20和 25 mmol/ L .

图 2 � 盐酸胍对 rEK 抑制机理的判断

F ig. 2� I nhibito ry mechanism of Guanidine Hydrochlo ride

on rEK

在 25 � 、pH 8. 0 测活体系中,固定 rEK 质量浓

度为 2 �g/ mL, 改变底物 GD4K���萘胺浓度, 测定不同

浓度盐酸胍对 rEK 活力的影响. 根据盐酸胍对 rEK

抑制作用的 Lineweaver�Burk 图, 得到一组相交于纵

轴的直线, 结果如图 3所示,说明盐酸胍对 rEK 的抑

制只影响酶促反应的K m, 不影响Vm ,其抑制机理表现

为竞争性类型, 以不同浓度盐酸胍求得的 K m 对抑制

剂浓度二次作图(图 3内插图) ,求得盐酸胍对 rEK 的

抑制常数 K I 为 0. 015 mol/ L. 硫脲、尿素对该酶的抑

制机理与盐酸胍类似, 其抑制常数 K I 分别为 0. 060

和 0. 553 mol/ L . 现将 3种变性剂的抑制动力学参数

列于表 1.

3 � 讨 � 论

EK的底物酶切位点序列具有高度的特异性, 这
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直线 1~ 5 的盐酸胍浓度分别为 0, 5, 10, 20, 30 mmol/ L .

图 3 � 盐酸胍对 rEK 活力抑制作用的 L inew eaver�Burk 图
Fig. 3 � L ineweaver�Burk polts for inhibition of

Guanidine H ydrochlo ride on rEK activity

表 1 � 不同变性剂对 rEK 催化反应的动力学参数

T ab. 1� Kinetics parameters o f rEK at different denaturant

变性剂 � IC50/ ( mo l� L - 1 ) 抑制类型 K I / ( mol � L- 1)

盐酸胍 � 0. 025 � � 竞争性 � 0. 017

硫脲 � 0. 080 � � 竞争性 � 0. 060

尿素 � 0. 750 � � 竞争性 � 0. 553

种特点使得 EK成为基因工程融合蛋白表达后修饰过

程中一个极其有用的工具而被广泛应用[ 11] . 目前, 该

酶主要是通过毕赤酵母重组表达生产, 不同的提纯工

艺对酶的活力有很大的影响, 然而,生产中各因素对酶

活力的影响报道并不多. 郑丽钦等[ 12] 的研究表明赖氨

酸、异丙醇、乙腈、丙酮、EDTA 和 DT T 均对 rEK 有不

同程度的抑制效应.

本文以荧光物质 GD4K���萘胺为底物,采用荧光

跟踪法研究了几种常用蛋白变性剂对 rEK 活力的影

响. 研究结果表明, 3种变性剂盐酸胍、硫脲、尿素对

rEK 活力均有不同程度的抑制作用, 其半抑制浓度

( I C50 )分别为 0. 025, 0. 080和 0. 750 mol/ L. 酶动力

学研究表明, 3种变性剂均为竞争性的可逆抑制剂,

并求得其抑制常数.本文深入探讨了 3种变性剂的抑

制作用机理,从理论上阐明了效应物的抑制机理和类

型, 为寻找其他的对该酶有抑制活性的效应物提供理

论依据.在基因重组药物生产实践中, 盐酸胍、硫脲、

尿素均为常用的变性剂, 本研究结果表明, 变性剂的

使用浓度对 rEK 活力有较大的影响, 对生产实践有

一定的指导作用.
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Effects of Different Denaturant on Recombinant Bovine Enterokinase
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Abstract: Enterokinase( EK , EC 3. 4. 21. 9) is an impo rtant enzyme w idely used in gene engineer ing . I n this study , the inhibito ry

effects of sever al denaturant guanidine hydrochlo ride, thiourea and urea on the activ ity of rEK for the hydro lysis of G ly�Asp�Asp�

Asp�Asp�Lys��� naphthylamide w ere invest igat ed by the monit or ing the change of fluo rescence. T he r esults indicated that guanidine

hydrochlo ride, thiourea and urea had str ong inhibitor y effect on the activity of rEK , wit h the concentrations of 0. 025, 0. 080 and

0 . 750 mo l/ L , respectively leading t o 50% enzyme activity lo st . Research show ed that the mechanism of guanidine hydrochlo ride,

thiourea and urea effect ing on rEK activity w ere r eversible, belonging to competetiv e type inhibitor y . T he inhibit ion constants o f

guanidine hydrochlo ride , t hiourea and urea were r espectively 0. 015, 0. 060 and 0. 553 mol/ L .

Key words: denatur ant; r ecombinant bovine enterokinase; kinetics; inhibition
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