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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. 以小分子荧光物质甘氨酰2天冬氨酰2
天冬氨酰2天冬氨酰2天冬氨酰2赖氨酰2β2萘胺 ( Gly2Asp2Asp2Asp2Asp2Lys2β2naphthylamide , GD4 K2β2naphthylamide) 为

底物 ,采用荧光跟踪法研究了不同氨基酸、几种常用有机溶剂、ED TA、D TT 等对牛肠激酶 (BEK)活力的影响. 结果表明 :

L2赖氨酸 (L2Lys) 、丙酮、ED TA、D TT 对该酶的活性有较强的抑制作用 , I C50分别约为 25 ,50 ,50 和 120 mmol/ L . 进一步

研究了 L2Lys 与丙酮对 BEK活力的抑制机理以及抑制类型 ,结果表明 :L2Lys 对该酶的抑制机理为可逆抑制 ,其抑制类

型为竞争型抑制类型 ,其抑制常数 KI 为 12. 02 mmol/ L . 丙酮对 BEK的抑制类型表现为不可逆抑制.
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　　肠激酶 ( Enterokinase , E K , EC 3. 4. 21. 9) 是存在

于哺乳动物十二指肠内的一种异源二聚体丝氨酸蛋白

酶[1 ] ,天然肠激酶由一条结构亚基 (heavy chain ,重链)

和一条催化亚基 (light chain ,轻链) 构成 ,两者通过一

个分子间二硫键结合 ,催化亚基的分子量通常为 26. 3

ku ,具有 3 个糖基化位点 ,经糖基化修饰后分子量大

约为 43 ku[2 ] . 催化亚基可以特异性识别胰蛋白酶原

中 Asp2Asp2Asp2Asp2Lys 序列并沿序列的羧基端切

下. (Asp) 4 残基强大的负电荷降低了这个位点胰蛋白

酶原自切割的可能性 ,而 E K 活性中心有一个特殊的

阳离子位点[3 ] , (Asp) 4 可以与其结合而行使上述特异

性酶切功能[1 ] . 目前 E K 作为工具酶已被广泛应用于

基因工程产品的生产中. 本文在开发研制重组的 E K

基础上 ,探讨几种效应物 (氨基酸、有机溶剂等)对该重

组的 E K 催化 GD4 K2β2nap ht hylamide 水解的酶活力

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

牛肠激酶 (B E K) 由厦门特宝生物工程股份有限

公司提供. Gly2Asp2Asp2Asp2Asp2L ys2β2nap ht hylam2
ide (简称 GD4 K2β2nap hthylamide)为 Sigma 公司产品 ;

L2天冬氨酸 ( L2Asp ) 、甘氨酸 ( L2Gly) 、精氨酸 ( L2
Arg) 、赖氨酸 (L2L ys)购自伯奥生物科技有限公司 ;其

余试剂均为国产分析纯 ;实验用水为超纯水.

1. 2 　方 　法

1. 2. 1 　B E K活力测定

参考文献[ 4 - 5 ]方法 ,以 GD4 K2β2nap hthylamide

为底物 ,在 B E K作用下 ,底物水解会释放出具有荧光

的β2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 μL p H 8. 0 的 Tris2
HCl 缓冲体系中 ,以 0. 10 mmol/ L GD4 K2β2nap ht hyl2
amide 为底物 ,加入 20μL B E K 酶液 ,在 25 ℃恒温下

跟踪荧光值 (ΔF)随反应时间的增大 ,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 　B E K催化底物 GD4 K2β2 nap ht hylamide 的

动力学参数测定

　　在 200μL p H 8. 0 的 Tris2HCl 缓冲体系中 ,改变

底物浓度 ,固定酶的终浓度为 2μg/ mL ,在 25 ℃恒温

下跟踪荧光值 (ΔF)随反应时间的增大 ,从直线斜率计

算酶活力. 以 Lineweaver2Burk 双倒数作图 ,计算酶催
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化反应的动力学参数 ,包括表观米氏常数 ( Km ) 和最大

反应速度 (V m ) .

1. 2. 3 　效应物对 B E K活力的影响

在固定底物浓度为 0. 10 mmol/ L 的测活体系中 ,

分别加入不同浓度的效应物 ,在正常测活体系中测定

酶活力. 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 %所需的抑制剂含量

( I C50 )表示.

1. 2. 4 　效应物对 B E K抑制机理的判断

在固定底物浓度为 0. 10 mmol/ L 的测活体系中 ,

加入不同浓度的效应物 ,改变 B E K 的加入量 ,测定不

同浓度效应物对B E K催化底物水解酶活力的影响 ,以

酶活力对酶浓度的作图 ,判断效应物对B E K的抑制机

理.

1. 2. 5 　效应物对 B E K抑制类型及抑制常数的测定

在测活体系中 ,固定B E K的浓度 ,改变底物浓度 ,

测定不同浓度的效应物对 B E K 催化底物水解的酶活

力的影响. 以 Lineweaver2Burk 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 ( Km ) 和最大

反应速度 (V m )的变化来判断.

2 　实验结果

2. 1 　B E K催化合成底物 GD4 K2β2
nap ht hylamide 的动力学特征

　　在 200μL p H 8. 0 的 Tris2HCl 缓冲体系中 ,以不

同浓度的 GD4 K2β2nap ht hylamide 为底物 ,加入 20μL

B E K酶液 ,在 25 ℃恒温下跟踪荧光值 (ΔF) 随反应时

间的改变. 以不同批次的B E K样品进行以酶反应的初

速度对底物浓度作图为一组双曲线 ,说明酶促反应遵

循米氏 (Michaelis2Menten)动力学方程. 以 Lineweav2
er2Burk 双倒数作图 ,从直线的截距求得该酶催化底物

GD4 K2β2nap ht hylamide 水解的米氏常数 Km 和最大速

度 V m 分别为 0. 23 mmol/ L 和 84. 03 U/ s.

2. 2 　氨基酸对 B E K活力的影响
在 25 ℃、p H 8. 0 的测活体系中 ,固定底物浓度为

0. 10 mmol/ L ,酶浓度为 2 μg/ mL ,测定 L2Asp 、L2
Gly、L2Arg、L2L ys 4 种氨基酸对酶活力的影响. 结果

(图 1) 显示 :在小于 30 mmol/ L 的范围内 , L2Asp 对

B E K基本没有抑制作用 ; L2Gly , L2Arg 对 B E K 有轻

微的抑制作用 ,随着效应物浓度的增加 ,抑制作用增

大 ,但未达到 50 % ; L2L ys 对该酶具有较强的抑制活

性 ,其抑制也具有剂量依赖性 ,其 I C50为 25 mmol/ L .

　图 1 　氨基酸对 BEK活力的影响

直线 1～4 分别为 L2Asp ,L2Gly ,L2Arg ,L2L ys

　Fig. 1 　The inhibitory effect of amino acids on the BEK ac2
tivity

2. 3 　L2L ys 对 B E K的抑制机理及抑制常数

的测定
　　在测活体系中 ,固定底物 GD4 K2β2nap hthylamide

浓度 ,加入不同浓度的 L2Lys 并改变加入酶蛋白的

量 ,测定不同浓度 L2L ys 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 ,如

图 2 所示. 随着加入的 L2L ys 的浓度增大 ,直线的斜率

逐渐下降 ,说明 L2L ys 对该酶的抑制作用属于可逆过

程 ,增加 L2Lys 含量导致酶活力的下降是由于酶活力

受到抑制 ,催化效率降低 ,而不是通过导致有效酶量的

减少而引起酶活力的下降.

　图 2 　L2L ys 对 BEK抑制机理的判断

直线 1～ 4 的 L2Lys 浓度分别为 0 , 15 , 25 和 40

mmol/ L

　Fig. 2 　Inhibitory mechanism of L2Lysine on BEK
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在测活体系中 ,固定酶的浓度 ,改变底物浓度 ,测

定不同浓度的 L2L ys 对 B E K 活力的影响. 图 3 为 L2
L ys 对 B E K抑制作用的 Lineweaver2Burk 图 ,得到一

组相交于纵轴的直线 ,说明 L2L ys 对B E K的抑制只影

响酶促反应的表观米氏常数 ( Km ) ,不影响最大反应速

度 (V m )值 ,其抑制机理表现为竞争性类型 ,以不同浓

度 L2Lys 求得的表观米氏常数 ( Km ) 对抑制剂浓度作

图 ,见图 3 内插图 ,求得 L2L ys 对 B E K的抑制常数 KI

为 12. 02 mmol/ L .

2. 4 　有机溶剂对 B E K活力的影响
在 25 ℃、p H 8. 0 的测活体系中 ,固定底物浓度为

0. 10 mmol/ L ,酶的反应终浓度为 2μg/ mL ,测定甲

醇、正丙醇、乙腈、丙酮 4 种有机溶剂对酶活力的影响.

结果见图 4 ,在小于 6 mol/ L 的范围内 ,甲醇对 B E K

的酶活力没有影响 ,而正丙醇、乙腈对B E K具有一定

的抑制作用 ,其半抑制浓度 ( I C50 ) 分别为 2. 8 和 3. 0

mol/ L ,丙酮对 B E K 的活力的抑制作用最强 ,其半抑

制浓度 ( I C50 )为 50 mmol/ L .

在测活体系中 ,固定底物 GD4 K2β2nap hthylamide

浓度 ,改变加入的酶蛋白的量 ,测定不同含量丙酮对该

酶催化底物的影响. 图 5 表示酶在含不同浓度的丙酮

的测活体系中 ,酶的活力与加入的酶量间的关系. 以酶

活力对酶的浓度作图得到一组平行的直线 ,说明丙酮

对B E K的抑制属于不可逆过程 ,即丙酮通过减少有效

酶量而非通过抑制酶的活力导致酶的活力下降.

　图 5 　丙酮对 BEK抑制机理的判断

直线 1～5 丙酮的浓度分别为 0 , 17 , 34 , 51 和 68

mmol/ L

　Fig. 5 　Inhibitory mechanism of acetone on BEK

2. 5 　ED TA 和 D T T 对 B E K活力的影响
在 25 ℃、p H 8. 0 的测活体系中 ,固定底物浓度为

0. 10 mmol/ L ,酶的反应终浓度为 2μg/ mL ,改变 ED2
TA 与 D T T 的浓度 ,结果如图 6 所示. 实验结果表明 :

ED TA 与 D T T 均对 B E K具有抑制作用 ,其抑制具有

剂量依赖性 ,其 I C50分别为 50 和 120 mmol/ L .

3 　讨　论

易进华[6 ]等发现 L2L ys 对丝氨酸蛋白酶的活性具

有一定的抑制作用 ,本实验采用的B E K为丝氨酸蛋白

酶 ,实验结果证实了 L2L ys 对该酶活性有明显的抑

制 ,用反应稳态速度及底物浓度的双倒数作图 ,其结果

符合米氏方程. 分析 L2Lys 的抑制作用可能与该酶特

异性识别 Asp2Asp2Asp2Asp2L ys 序列有关 ,结合表观

米氏常数及抑制类型的判断实验 ,推断 L2L ys 同底物

竞争与酶的结合.
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　图 6 　ED TA、D TT 对 BEK活力的影响

曲线 1 和 2 分别表示 ED TA 与 D TT

　Fig. 6 　The inhibitory effect of ED TA and D TT on the BEK

activity

本文通过跟踪法研究了不同的效应物对 B E K 活

力的影响. 研究发现 ,在 6 mol/ L 的浓度下 ,甲醇对

B E K的活性没有影响 ,而正丙醇、乙腈与丙酮对 B E K

有着不同程度的抑制作用 ,其半抑制浓度 ( I C50 ) 分别

为 2. 8 , 3. 0 mol/ L 与 50 mmol/ L . 另外 ED TA 与

D T T 对 B E K的酶活力也具有较高的抑制作用 ,其半

抑制浓度 ( I C50 ) 分别为 50 和 120 mmol/ L . 本文对 L2
L ys 及丙酮的抑制机理进行了深入的探讨 ,从理论上

阐明了效应物的抑制机理 ,为寻找其它对该酶有抑制

活性的效应物提供理论依据.

此外 ,Lei 等报道[ 7 ] ,酶切反应可在较宽的变化范

围内进行 ,温度可在 4～45 ℃之间 ,p H 值可在 4. 5～

9. 5 之间变化 ,而且在多种变性剂和去污剂存在下仍

具有活性 ,对于活性测定的其它影响因素如温度、p H

值等有待进一步深入探讨.
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Abstract :Enterokinase (BEK , EC 3. 4. 21. 9) is an important enzyme widely used in gene engineering. In this study , the inhibitory

effect s of several amino acids ,organic solvent s ,ED TA and D TT on the activity of bovine enterokinase (BEK) for the hyclrolysis of

Gly2Asp2Asp2Asp2Asp2Lys2β2naphthylamide were investigated by monitoring the change of fluorescent . The result s indicated that L2
Lys ,acetone ,ED TA and D TT had st rong inhibitory effect on the activity of BEK ,with the concentrations of 25 ,50 ,50 and 120 mmol/

L ,respectively leading to 50 % enzyme activity lost . The research result showed that the mechanism of L2Lys effect on BEK activity

was reversible ,belonging to competitive type inhibitory. The inhibition constant of L2Lys ( KI) was 12. 02 mmol/ L . The result s also

showed that the mechanism of acetone inhibiting effect on BEK was irreversible.

Key words :L2Lysine ;bovine enterokinase ;dynamics ;inhibitory


