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摘 要 选择 DEAE-52纤维素和 Sephadex G-150为分离介质, 采用柱层析法分离纯化海兔卵多肽酶 ( En-

dopeptidease ofAp ly sia egg, AEE )。选用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)法测定 AEE纯度

和亚基分子量 (约 39 kDa)。基质辅助激光解吸 /电离 (MALDI-TOF )质谱技术测定 AEE由单类型亚基 ( M )组

成, 其 m /z比值分别为 12738. 17、18108. 79和 38221. 42,即分子式为 [ M 3+ ]、[ M 2+ ]和 [M + ]。其中 AEE分子

量为 38221. 42 Da (称为 AEE39 ), 是一种含金属锌的多肽酶。以胰岛素 ( INS)为探针,研究 AEE39酶切 INS能

力, 其酶切产物 m /z比值为 1449. 51、2085. 84、40 80. 41和 4165. 42。自行设计 INS序列分析软件, 鉴定 AEE39

酶切 INS的位点,发现易酶切位点是 Leu-X (氨基酸残基 ) ,其次是 G lu-X,部分 Phen-X、Asn-X和 Se r-X结构也

可以发生酶切。通过 INS和海兔吸引素的分子结构比对后, 指出海兔卵中的 AEE39主要功能之一是负责酶切

海兔吸引素, 起着海兔之间信息交往、召唤、识别和交配的重要作用。AEE39具有酶切酸性多肽 ( ac idic pep-

tide, AP )中 Leu-Leu的能力, 属于一种广谱性多肽内切酶。
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1 引 言

海兔属于腹足纲软体动物,它是开展神经结构生物学研究的重要模式生物之一。海兔是雌雄同体

类动物,通常以独立食宿方式生活, 只有在产卵受精期间, 才聚集成群。吸引素来源于海兔卵腺 ( egg

cordons) ,是一种由 58个氨基酸残基组成的水溶性多肽, 它的空间结构包含两个 -螺旋
[ 1, 2]

, 其分子结

构类似人胰岛素,均具有三对链内二硫键。部分吸引素合成后直接释放到海水中,并作为海兔之间的信

息传递与交流媒介
[ 1, 3]
。研究吸引素结构与功能和如何识别海水中超微量吸引素及酶切片段均具有重

要的生物学意义,拟开展相关研究工作的关键技术之一,在于建立的最佳分析技术。

目前已从海兔卵带中分离出 4种吸引素酶切片段, 其分子序列分别从吸引素的 N端到 C端的

第 1-46、1-31、1-29和 1-24位多肽
[ 4]
,这种现象说明了吸引素在卵带中发生了降解过程, 卵内含吸引素

多肽内切酶。近年来有关吸引素的组成、结构和功能已进行较为详细地研究
[ 1~ 6]

,但有关吸引素多肽酶

和酶切吸引素的途径和机理尚未见报道。其主要原因是至今尚未发现吸引素多肽酶,并供结构与功能

研究。本研究采用生物工程下游技术分离纯化 AEE39,选用类似吸引素结构的 INS为探针, 采用 MAL-

DI-TOF质谱技术筛选与鉴定海兔卵 AEE39,并阐明 AEE39酶切吸引素和 INS途径,其机理为阐明吸引素

在海兔之间信息交往、召唤、识别和交配以及对理解动物本能起到至关重要的作用。

2 实验部分

2. 1 材料、试剂与仪器

每年 4~ 5月份,在厦门市潮间带采集蓝斑背肛海兔 ( notarcus leacii cirrosus stimpson, NLCS ) 卵带,

之后立刻置于 - 70 冻存备用; DEAE-52纤维素 (W ateman公司 )、葡聚糖凝胶 Sephadex G-150 ( Phar-
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macia)、2, 5-二羟基苯甲酸 ( DHB)、芥子酸 ( SA ) (美国 ICN生物医学公司 ) ; INS注射液 (徐州万邦生化

制药有限公司 )。Re flex III型 MALDI-TOF质谱仪和 HPLC-ESI-Q-TOF质谱仪 (德国 Bruker公司 )。根

据吸引素和 INS分子结构特殊性和相似性,自行设计分析软件鉴定 INS和吸引素的酶切位点。

2. 2 AEP39的分离纯化实验

取 50 g海兔卵于含有 25. 0mmo l/L Tris-HC l缓冲液 ( pH = 7. 4,下同 )的研钵中,加入少量的石英砂

进行人工捣碎 10m in。随后离心 30 m in( 6 000 g, 4 ) ,收集上清液,并用真空冻干法将上清液冻成干

粉。取适量干粉,溶于 Tris-HC l缓冲液, 得粗酶液。选用离子交换柱 DEAE-52纤维素 ( 20 mm 200

mm)对粗酶液进行分离, 平衡液为 25 mmo l/L T ris-HC l缓冲液。样品洗脱液 NaC l浓度分别配制为

0 10、0. 20、0. 30和 0. 40 mo l/L ( 25 mmol /L T ris-HC l缓冲液 ) , 并采用非线性梯度洗脱法依次分离样

品。每 5m in收集一管样品,每管 50 L (图 1) ,并按文献 [ 7]的质谱筛选法, 筛选出含有 AEE39样品管,

再真空浓缩。随后通过 Sephadex G-150层析柱 ( 10mm 250mm)纯化样品 (图 2) ,采用质谱筛选方法

筛选 AEP39样品,并用聚丙烯酰胺凝胶电泳法鉴定 AEP39纯度。

2. 3 质谱分析

每管吸取 0. 8 L与等体积基质 DHB混合、点样,作质谱分析。质谱条件:脉冲氮激光 ( 337 nm )作

为离子解吸电离源。选用反射模式, 加速电压控制 20 kV为分析基本条件。平均每次测定样品的激光

脉冲次数在 120次左右。采用外标法标定多肽质谱峰峰位。

2. 4 质谱法检测 AEP39酶切 INS活性

取 10 L胰岛素、约为 0. 3 g的 AEE39和 50 L缓冲液均匀混合混匀后,常温下反应 30 m in,随后

进行质谱分析。按上述反应条件,以 10 L缓冲液替代 INS作为空白对照。酶切产物以新增 INS分解

产物为依据。 INS分解产物按自行设计软件进行比对分析。AEE39亚基类型和分子量测定, 按常规的

SDS-PAGE方法进行分析与测定。

2. 5 分析 AEE39活性中心重金属 取 50 L EDTA ( 250mmo l/L )溶液与 700 L电泳纯 AEE39均匀混

合反应 10m in,采用超滤膜管离心过滤的方式, 去除样品中 EDTA和其它游离重金属离子, 收集 apo

AEE39,反复进行 3次。取适量 Tris-HC l缓冲液溶解 AEE39, 并按 2. 4节的方法测定 AEE39酶解 INS活性

和精确测定 AEE39质荷比 (相对分子量 )
[ 7]
。采用石墨炉原子吸收光谱法测定 AEE39重金属种类与含量。

3 结果与讨论

3. 1 液相层析法分离与纯化 AEE39

图 1是第 2次采用 DEAE-52纤维素层析柱分离纯化 AEE39的层析图。从图中可以看, AEE39粗酶主

要分布在样品收集管第 6~ 15管之间,其中第 10管含量最高。洗脱液 NaC l浓度约为 0. 06 mol /L,属于

低离子浓度交换类型的蛋白质。DEAE -52纤维素属于阴离子交换树脂,它可有效地分离 AEE39介质,

但仅需要低浓度 N aC l。可见 AEE39蛋白壳表层含有可交换的阴离子基团数目并不多,难于通过离子交

换介质的途径获得电泳纯 AEE39。

为了获得电泳纯 AEE39,实验选用 Sephadex G-150为分离介质。利用 AEE39与其它蛋白质之间的分

子尺寸差异进行高效分离,并获得图 2结果。由图 2可见, 经 DEAE-52纤维素分离后的 AEE39, 再次经

Sephadex G-150凝胶介质分离后,即可获得纯度较高 AEE39组分 (图 2A ) ,同时去除部分杂蛋白, 经聚丙

烯酰胺凝胶电泳再次分离后,获得单一蛋白层析条带,这一现象说明所收集的 AEE39样品 (图 2A )已达

到电泳纯,可供质谱分析。

3. 2 AEE39亚基组成

图 3是 AEE39的 SDS-PAGE图谱。从图中可看出, AEE39呈单亚基类型。参考标准分子量迁移率,

可计算获得 AEE39亚基分子量约为 39 kD a。林庆梅等合成了酸性多肽 ( A cidic pept ide, AP) , 选用 RP-

HPLC和 MALD I-TOF质谱非在线技术研究海兔大脑神经节中的多肽与酶蛋白质组成时, 发现该神经节

内含有超微量的 Leu-X (任何氨基酸残基 )多肽内切酶, 其精确分子量为 78218. 25D a,约高于 AEE39亚
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图 1 第 2次 DEAE-52纤维素分离纯化 AEE39层析图

F ig. 1 Ch rom a tom ap o f endopeptidease of aplysia egg

( AEE39 ) separated and purified w ith DEAE-52 ce llu lose

for second tim es

A. 粗 AEE39 ( cu rde AEE39 ) ; B, C. 杂蛋白 ( rema in protein s

except for AEE39 )

图 2 Sephadex G-150介质分离纯化 AEE39层析图

F ig. 2 Chrom atogram of AEE39 separated and pur ified

w ith Sephadex G-150

A. 电泳纯 AEE39 (AEE39 w ith electroph ores is degree) ; B. 杂蛋

白 ( rem ain p rote ins except for AEE39 )

基分子量 1倍。如果采用 MALDI-TOF质谱技术分析 AEE39的组成、结构与功能,其实验结果和论点对

图 3 采用 SDS-PAGE测定 AEE39亚基

分子量

F ig. 3 M o lecular we ight of AEE39 sub-

unit m eausred w ith SDS-po lyacry lam ide

gel e lectrophoresis ( SDS-PAGE) m ethod

A. AEE39亚基 ( AEE39 subun it) ; B. 系列标

准蛋白分子量 ( m ark ers)。

理解 AEE39结构与功能起着重要的作用。

3. 3 AEE39质谱特性和酶活性

采用 MALDI-TOF质谱技术直接测定 AEE39, 可获得图 4a结

果。由图 4a可看出, 在质荷比位于 8000至 80000范围内, AEE39

显示出 4个特征质谱峰, 其质荷比分别为 12738. 17、19108. 79、

38221. 42和 75442. 34。参考图 3结果可以看出,图 2A样品属于

质谱纯。AEE39由单类型单亚基组成, 其分子量为 38221. 42 Da,

称为 [M
+
]。由此类推,图 4中所显示的质谱峰均为 AEE39亚基

多电荷及聚合体组成,其分子式可视为 [M
3+

] 、[M
2 +

]、[M
+
]和

[ 2M
+
]。为了了解 AEE39是否属于金属酶, 选用广谱性金属螯合

剂 EDTA作为金属络合剂,并作用于 AEE39,获得图 5结果。比较

图 4a和图 4b, 可发现 AEE39各自对应的质谱峰的质荷比值具有

一定的差异, EDTA络合 AEE39中的金属离子, 导致脱金属 AEE39

( apo AEE 39 )质谱峰所对应的质荷比值稍微降低 (除了

图 4 AEE39 ( a)和经 EDTA处理 ( b)的 MALDI-TOF质谱图

F ig. 4 M ass spectrum of AEE
39
( a) and treated by EDTA ( b) measured w ith MALDI- tim e o f

flight ( TOF )-MS

m /z 76125. 75稍微增加外 ) , 说明 AEE39属于金属多肽内切酶。采用原子吸收分光光谱法测定, AEE39

含有较高浓度的锌离子, 推测金属锌是 AEE39活性中心的必需基团。为了证实这一问题, 实验采用

apoAEE39与微量锌盐直接重组后,其 apoAEE39酶切 INS活性可明显得到改善。此外,作者选用 INS作为

探针, 自行设计 INS序列分析软件,研究 AEE39酶切 INS位点和机理。
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图 5 AEE39酶切 INS的质谱图

F ig. 5 M ass spectrum of insu lin ( INS ) lysated

w ith AEE39

3. 4 AEE39酶切 INS过程与途径

实验发现,在弱酸性 ( pH 2. 0~ 3. 5)条件下, INS只显

示 3个特征质谱峰, m /z比值分别为 2892 31(双电荷峰 )、

6784. 20(单电荷峰 )和 11568. 23(二聚体峰, 绝对强度很

弱 )。图 5是 AEE39酶切 INS后的质谱图, 约为 10个质谱

峰,分别是 INS、INS酶切产物和 AEE39自降解产物所对应

的质谱峰。经比对对照样品质谱峰数目和 m /z比值后, 可

获悉图 5中 m /z为 1449. 51、4915. 89和 5781. 39为 INS酶

切产物和 INS, 其余质谱峰均为 AEE39自降解产物。为了了

解 apoAEE39酶切 INS的能力, 实验采用 EDTA和膜过滤方

式去除 AEE39中 Zn,收集电泳纯 apoAEE39, 并按相同条件研

图 6 ApoAEE39酶切 INS的质谱图

F ig. 6 M ass spectrum o f INS lysated w ith

apoAEE39

究 apoAEE39酶切 INS能力,并获得图 6结果。由图 7结果

可看出中, apoAEE39仍然具有酶切 INS的能力,但酶活性明

显减弱。采用比较法, 可观察到 INS酶切产物质谱峰所对

应的 m /z比值分别为 2085. 84、4080. 41和 4167. 42, 均为

INS的酶切产物。m /z为 4294. 88和 4457. 79的质谱峰, 可

能是 AEE39自降解产物。图 6中 m /z为 2894. 76是 INS的

双电荷质谱峰。图 6中 INS质谱峰 (m /z 6780. 64)绝对强

度明显高于图 5中 INS质谱峰强度近 9倍, 说明 apoAEE39

酶切 INS的酶活性明显低于 AEE39, 因而只产生少量的自

降解产物 (图 5)。参比上述实验结果, 虽然 AEE39是金属

酶, Zn
2 +
是 AEE39活性中心的必需基团,但该 AEE39是一种

广谱性多肽内切酶,所以 apoAEE39仍然可以酶切 INS,但酶切位点不同于 AEE39。根据图 5、图 6结果和

自行设计分析 INS酶切位点软件,对 AEE39和 apoAEE39酶切 INS产物进行逐点分析, 可获得表 1结果。

从表 1中可获悉最容易被酶切的位点是 Leu-X,其次是 G lu-X。
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在 Phe-X、Asn-X和 Ser-X均发生了酶切。从海兔卵鞘中分离出吸引素 4种肽片段, 其中酶切位点分别

为 Phe-G lu、G lu-G lu、Ile-Ile和 Asn-G ly,与上述表 1中所描述的酶切位点很类似, 只有 Ile- Ile差异性
[ 1]
。

实验选用 AP为探针发现, AEE39具有酶切 AP中的 Leu-Leu酰氨键能力。MALD I-TOF质谱和肽指纹联

用分析技术
[ 8, 9]
研究发现, NLCS口腔神经节中含有一定量的吸引素

[ 10]
, 推测它可能也含有吸引素多肽

内切酶。由此看来, AEE39是一种广谱性多肽内切酶, 它具有酶切 INS、吸引素和 AP的能力, 是海兔卵

腺和卵内一种极其重要的工具酶,起着酶切和活化前体多肽及酶蛋白的作用。如果能人工合成吸引素,

并分析 AEE39酶切吸引素的位点,其结果和论点将能进一步证实上述论点的可靠性。

海兔以含糖量较高的藻类及海草为食物, 这表明 AEE39具备高效酶切 INS的能力, 以维持机体中的

含糖类组分比例,起着平衡体内新陈代谢的重要作用。当海兔一旦需要通过吸引素吸引或阻止同类交

配时, 它将启动 AEE39的调控作用,以调节吸引素分泌速率、含量和释放等生物功能的重要作用。MAL-

DI-TOF质谱技术是筛选生物体内酶蛋白及多肽组成、结构与功能的有效分析手段之一, 相关的研究已

获得一系列突破性的研究进展
[ 8, 9, 11, 12]

。
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Huang H e-Q ing* 1, 2, 3, Lu Yong- Jin1, L in Q ing-M ei1, 3, ZhuoH u-iQ in1, H uangH u-iY ing1

1 (K ey Laboratory of the M inistry of Education for C ell B iology and Tumor C ell Eng ineering, Schoo l of Life Sciences,
2 State K ey Labora tory of Phy sical Chem istry of So lid Surface, C ollage Chem istry & Chem ical Engineer ing,

3S tate K ey Laboratory of Marine Environm ental Science, College of O ceanography and

E nvironm ental Science, X iam en University, X iam en 361005)

Abstract Endopept idease ofAp ly sia egg ( AEE) w as separated and purified by co lumn chrom atography using
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separation gel both DEAE-52 cellu lose. The purity o fAEE and its molecular w eight o f the subun it ( approx-i

mately 39. 0 kDa) w ere determ ined by Sephadex G-150 and SDS-po lyacrylam id gel e lectrophoresis ( PAGE )

methods. The results from MALDI-TOF mass spectrom etry ind icated that AEE39 consisted of single subunit

type (M ) , and its ratio ofm ass to charge (m /z ) w as 12738. 17, 18108. 79 and 38221. 42, called [M
3+

],

[M
2+

] , and [M
+
] , respect ive ly. Using probe of insulin ( INS) , a comb ined techno logy w ith bothmeta l che-

lator EDTA andMALDI-TOF mass spectrom etry w as employed to m easure mo lecu lar we ight o f AEE39 and to

identify an endopeptidease w ith meta l zinc, show ing mo lecu lar w eight w ith 38221. 42Da, ca lled AEE39. It

w as found that AEE39 has the capacity for lysating INS, g iv ing enzymo lysis produces w ith m /z 1449. 51,

2085 84, 4080. 41, 4165 42. The softw are designed w ith ourselves w as used to ana lyze the produces

sequences and to identify the cleavage of INS. A s a conc lusion, itw as found tha t the best sensitive c leavage

for enzymo lysis w as Leu( leuc ine)-X ( X: residues of am ino acid), next one is G lu( glutam ic acid)-X. In

add ition, Phe( phenyla lanine)-X, A sn ( asparag ine)-X and Ser( serine)-X in INS can be lysated once in a

w hile. Compared to mo lecu lar structure both INS and attract ion, it ind icated that one of ma in functions o f

AEE39 was responsible for lysat ing the attraction in egg, wh ich p layed an important ro le in inform ational inter-

course, recalling, recogn izing, and m ating. In addition, AEE39 had another nove l function for enzymo lysis

Leu-Leu in acidic peptide, wh ich was amultifunctional ednopeptidease.

Keywords Ap ly sia, endopeptidease, mass spectrometry, attraction, insu lin
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首届沈阳国际微流控学学术论坛 ( SICOM I)第一轮会议通知

首届沈阳国际微流控学学术论坛 ( The F irst Shenyang Inte rnational Co lloquium onM icroflu idics)将于 2007年 10月 21~

24日在沈阳举行。本届会议由沈阳市政府、国家自然科学基金委员会主办,东北大学承办。方肇伦院士担任会议主席。

会议主要议题包括:微流控和纳流控操控技术及理论模型、微流控和纳流控元件及装置加工方法与技术、微流控芯

片新材料及材料改性方法与技术、微流控系统的进样及试样处理与分离、微流控检测系统的微型化与集成化以及微流控

系统在化学、生物学和医学中的应用。会议同时举办相关设备和产品的展览会。

会议将邀请微流控学领域 14位国际知名学者作大会报告。此次会议旨在为从事微流控学基础、应用和开发研究的

学者提供多学科交叉的、可实现广泛和深入学术交流的平台, 促进微流控学的发展。竭诚欢迎从事微流控学及相关领域

研究的专家、学者以及从事本领域内产品研发的公司代表参加本届会议。

详细信息请浏览 www. sicom. org. cn

联系方式: 东北大学分析科学研究中心 332信箱秘书处;邮政编码: 110004;

电话: 024-83687659;传真: 024-83676698;电子邮件: sicom@ m ai.l neu. edu. cn

首届沈阳国际微流控学学术论坛组委会
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