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胰蛋白酶水解全酪蛋白反应过程中的色谱分析
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摘要：将高效凝胶排阻色谱（;<=)>）技术与水解度（?;）概念相结合，对酪蛋白$胰蛋白酶水解体系的酶解反应过程

进行色谱分析，得到定量表征复杂酶解反应进程和不同 ?; 值时多样性酶解产物相对分子质量分布的二维图线；

依据蛋白质结构信息，结合 ;<=)> 实验谱图，对胰蛋白酶作用于酪蛋白时的酶解断裂位点进行剖析，初步推断反

应历程，并得到理论酶解肽段的相对分子质量分布图及酶解物中活性多肽酪蛋白磷酸肽（><<@）肽谱。
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酶法水解酪蛋白所得产物蛋白胨是一种高档微

生物氮源，常用于菌种的培养与发酵；酶解物经进一

步分离纯化还可制得一类含有成簇磷酸丝氨酸残基

（:6#;<:6#;<:6#;$W-4$W-4）的高效促钙吸收生物活性

多肽 酪蛋白磷酸肽（><<@）［#］。文献中对蛋白

质酶解过程研究多采用水解度（?;）值作为衡量反

应进程的参量［!］，采用反相高效液相色谱$电喷雾电

离质谱联用技术（X<$;<Y> Z )=EG=）对终态酶解物

进行肽谱分析［(］，前者参数单一，后者操作繁琐复

杂，而且均不能真实表征酶解反应全过程。

高效凝胶排阻色谱（;<=)>）技术在解决了低

相对分子质量蛋白质的测定问题后，有效分离范围

已基本满足酶解物的分析要求，为研究酶促水解反

应过程提供了十分有用的工具。

本文利用胰蛋白酶（ 2MNO@,8）的专一性切割特

点，定点酶解全牛乳酪蛋白（7+@0,8，包含!@#，!@!，"
和# : 种肽链），将 ;<=)> 技术与 ?; 概念相结合，

对不同 ?; 值时肽段的相对分子质量分布进行跟踪

监控，分析酶解物组成与 ?; 值之间的对应关系，并

结合蛋白质数据库信息，剖析断裂位点、初步推断酶

解历程，这种基于结构生物学信息，从分子水平研究

酶解反应的策略，对于解释功能位点作用机制，理解

活性多肽构效关系均有一定意义，同时也为制备高

纯度、高产率的目标产品提供理论基础。
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! 实验部分

! " ! 材料

酪 蛋 白：生 化 试 剂，蛋 白 氮 的 质 量 分 数 为

!" # $%，购自军事医学科学院天津东方卫生材料厂；

胰蛋白酶：&’()* 公司提供；牛血清白蛋白（++ ,-.，

! / 值，下 同）、卵 清 蛋 白（," ---）、牛 血 红 蛋 白

（"! ---）、细胞色素 0（!1 "12）和维生素 3!1（! "$$）

标准品：购自 &’()* 公司；甲醇：色谱级，购自天津科

密欧科技有限公司；其他试剂均为分析纯，市售。

! " # 仪器

分析天平：上海天平仪器厂，45!--, 型；自动

电位滴定 仪：上 海 雷 磁 仪 器 厂，6781 型；9:&;0：

<7=8.$ 色谱工作站，:1--!型高压恒流泵，>?8
1--!紫外可变波长检测器，大连依利特科学仪器公

司；凝 胶 排 阻 色 谱 柱：美 国 <*@A/B 公 司，:/C@A’D8
:5E !1$（F )) ’G H G I "-- ))）。

! " $ 方法

! " $ " ! 水解度定义［1］

79 J "
" @C@

I !--% J
# I $ K

L: I " @C@ I!
I !--%，其中

# 为碱的消耗量（=），$ K 为碱的浓度（)CM N =），L:
为蛋 白 质 质 量（ (），" @C@ 为 底 物 中 的 肽 键 总 数

（)CM N (），!为氨基酸残基中!8氨基的平均解离度。

! " $ " # 多肽样品的制备及预处理

配制一定质量浓度的酪蛋白溶液，升温至 ,-
O，调 P9 J F，按酶与酪蛋白的质量比为 ! Q $- 加入

胰蛋白酶溶液，在恒温、恒 P9、恒搅拌速率条件下反

应至不同 79 值（P98B@*@ 法［1］计算）。取相应时刻

酶解液 $ )=，加三氯乙酸终止反应，再经 - # ,$")
微孔滤膜过滤后，进行 9:&;0 分析。

! " $ " $ 9:&;0 操作条件

流动相：- # ! )CM N = P9 2 磷酸缓冲液；流速：- # $
)= N )’D；进样量：1-"=；检测波长：1F- D)；检测时

间：,$ )’D；柱温：1$ O。

# 结果与讨论

# " ! 标准品相对分子质量工作曲线

图 ! 是质量分数为 - # !%的 $ 种蛋白质标准品

溶液的 9:&;0 检测结果，依据文献［,］报道的方

法，经一元回归分析得到标准品相对分子质量（ ! /）

与保留时间（ %R）之间的关系式为：

MC( ! / J S - # !1 %R T + # $.，&1 J - # ..$ 2

图 ! 标准蛋白质相对分子质量工作曲线
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# " # 酶解前底物酪蛋白的色谱分析

图 18* 为酶解前全酪蛋白的 9:&;0 谱图。底

物纯度较高，主体成分集中在单一主峰（峰 !Z）中，

对应 ! /!!1! "".，远远大于其他 , 种单体成分的

相对 分 子 质 量。 说 明 酪 蛋 白 以 文 献 中 常 见 的

<*V(W 胶粒核8壳模式存在，即由!’和"’酪蛋白构

成球核，外覆一层由#8酪蛋白构成的保护壳［$］。

# " $ 酶促水解反应的色谱实验分析

# " $ " ! 谱图解析

图 18K，X，H 是 79 分别为 $%，!-%，!$%（相应

水解时间为 . )’D，"! )’D，.- )’D）时酶解产物的

9:&;0 谱图。主要谱峰保留时间与对应相对分子

质量关系如表 !。

与未水解酪蛋白的谱图（图 18*）相比，随酶解进

行（79 增大），底物主峰很快消失，同时在 %R J !2
)’D [ "1 )’D 区域内先后出现对应于某几种相对分

子质量的较强谱峰吸收，并在不断积累变化。这说

明：在酶解作用下，!B!，!B1，"和#四肽链构成的

<*V(W 胶粒极易解聚，释放的单体被胰蛋白酶专一

切割为相对集中的肽段组成，即 ! / 为 1 # + 万 [ ! # .
万的单体片段（峰 1），! / 为 ! # $ 万 [ - # , 万的大肽

片段（峰 " 和峰 ,），! / 为 " 2-- [ ! --- 的多肽片段

（峰 $，+），以及 ! / 为 F-- 以下的寡肽片段（峰 2）。

对比 79 值不同时的谱图图 18K，X，H 可知：峰 !
对应的酪蛋白球核，在低 79 值时出现，高 79 值时

消失，说明 <*V(W 胶粒解聚后出现的蛋白聚体逐渐

被打碎降解；峰 1 对应的单体肽链吸收强度随 79
值增大而先升后降（! -,- )5>" ! -$- )5>"
! -,F )5>），证明反应初期蛋白解聚速率大于酶解

速率，表现为吸收强度增加，而高 79 值时，单体已

基本释放完全，水解过程将使吸收强度逐渐减弱；峰

" 和峰 , 对应的大肽片段反应初期即已形成，其峰

高随 79 增大而升高（! -,$ )5>"! -$1 )5>#
! -+! )5>），说明其生成速度快而降解速度慢；峰 $
和峰 + 对应的多肽片段，相对分子质量较小，因此在

水解程度较深（79 \ !-%）时形成。上述大肽及多
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图 ! 全酪蛋白"胰蛋白酶水解体系的 #$%&’谱图

()*+ ! #)*, -./01/2345. 6)7. .859:6)14 5,/123;1*/326 10 ;/<-;)5 ,<=/19<6)6 10 >,19. 536.)4
!" #$%&’ (!)’*+；," -. / 01；(" -. / 231；4" -. / 201 5

6%7 !8 !+4 " 7 %9 :$’ ;!*+ <’!=)，)’’ >!,&’ 2 5

肽片段多含有成簇磷酸丝氨酸残基构成的活性区

域，一旦形成，酶解较难。

! + ? + ! 酶解体系的相对分子质量分布

图 ? 是对图 @A,，(，4 各谱图依据谱峰位置按相

对分子质量大小分段积分，计算所占质量分数后得

到的二维图线。

表 @ 全酪蛋白"胰蛋白酶水解体系的色谱峰保留时间及相对分子质量与肽片段对照表

A3B9. @ A,. /.93;)146,)- 10 /.;.4;)14 ;)2.，/.93;)C. 219.5:93/ 2366 34= -.-;)=. 0/3*2.4;6 01/ ;/<-;)5 ,<=/19<6)6 10 >,19. 536.)4

BC<’7*;’+:!& 7’)D&:) %9 :7E<:*( $E47%&E)*) %9 #$%&’ (!)’*+ >$’%7’:*(!& !+!&E)*) %9 :7E<:*( $E47%&E)*) %9 #$%&’ (!)’*+

<’!=) *+
6*F 5 @

!8（;*+） " 7（ G 23H） 9D+(:*%+!& <’<:*4’)（(%+:!*+*+F I’7J） (%;;%+ <’<:*4’)

!2K 2@ " 00 2@ " 2? #$%&’ (!)’*+
,2 2H " 3@ L 2M " @3 L 2M " N@ O " 3O L H " H? L ? " O? (!)’*+ (%7’（,’ (%;<%)’4 %9!)2，!)@，"A(!)’*+）

,@，(@，4@ 2M " N@ L 2O " ?? L 2P " P0 ? " O? L @ " HM L 2 " 02 ;%+%;’7：!)2，!)@，"，#A(!)’*+
,?，(?，4? 2P " P0 L @@ " 20 L @@ " P0 2 " 02 L 3 " OM L 3 " MO $A(!)’*+ !+4 %:$’7 (%;,*+!:*%+ <’<:*4’)

,H，(H，4H @@ " P0 L @? " PO L @0 " @3 3 " MO L 3 " 0@ L 3 " ?N !)2AN#（H? L NP）!，#$2#（22N L
2MP） !)2（20@ L 2P?），"（HP L PN），"（22H L 2MP）

40 @0 " @3 L @0 " O3 L @O " 20 3 " ?N L 3 " ?2 Q 3 " 2M
!)2A@#（H? L 0O），!)2A0J（0P L NP），

!)2A2J（23M L 22P），!)@AHJ（ 2 L
@2），!)@AHJ（HM L N3），"AHJ（2 L
@0）!，"A2J（?? L HO）

!)2（O L @@），!)2（@? L ?H），!)2（2?? L 202），

!)@（P@ L 22?），"（2NN L 2O?），"（2OH L
@3@），#（2 L 23），#（HN L M?），#（MP L OM）

4M @O " 20 L @P " @0 L ?3 " O3 3 " 2M L 3 " 2@ L 3 " 3O !)@A2J（2?O L 2HP），!)@A@J（2@M L
2?M）

!)2（OH L P3），!)2（P2 L 233），!)2（2@0 L
2?@），!)@（@0 L ?@），!)@（?? L H2），!)@（O2 L
P2），!)@（220 L 2@0），!)@（2NH L 2O2），!)@

（2O@ L 2OO），"（2N3 L 2NM），#（@0 L ?H），
#（?0 L HM），#（ON $PN），#（PO L 222）

4N ?3 " O3 L ?2 " @? L ?@ " 0@ 3 " 3O L 3 " 3N L 3 " 30 !)2A2J（?N L H@）

!)2（H L N），!)2（O3 L O?），!)2（2@3 L 2@H），

!)2（2PH L 2PP），!)@（H@ L H0），!)@（N2 L
NM），!)@（NN L O3），!)@（20? L 20O），!)@（2M2
L 2M0），!)@（2MN L 2N3），!)@（2P@ L 2PN），

!)@（@33 L @30），"（233 L 230），"（23O L
22?），"（@3? L @3P），#（2N L @2），#（MH L
MO），#（22? L 22M）

!：!)2ANJ（H? L NP）*)!A(!)’*+%<$%)<$%<’<:*4’（ " 7 / H M33）；"AHJ（2 L @0）*)"A(!)’*+%<$%)<$%<’<:*4’（ " 7 / ? 233）5
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图 ! 全酪蛋白"胰蛋白酶水解体系的相对分子质量分布图

#$%& ! ’()*+$,( -.)(/0)*1 -*22 3$2+1$40+$.52 .6 +178+$/ 9731.)72$2 .6 :9.)( /*2($5
!" #$% &’()%** (+ %,-./!#0) $.1’(2.*0*；3" 4!’0!#0(, 0, #$% )(/&(*0#0(, (+ $.1’(2.*!#%*5

! ’（ 6 789）：7，: ; " 7；<，; " 7 = < " >；?，< " > = 7 " @；9，7 " @ = 8 " >;；@，8 " >; = 8 " ?A；>，8 " ?A = 8 " 8;；A，B 8 " 8; 5
CD（E）：!，8；"，@；#，78；$，7@ 5

从酶解反应进程看（见图 ?F!）：反应初期（CD B
@E，时间小于 78 /0,），原始底物很快消失（@<E!
8E），并有部分小分子寡肽迅速生成（约占 AE）；随

反应进行（CD G @E H 7@E），大分子所占比例逐渐

减小（如 ; " 7 万 H < " > 万 蛋 白 聚 体 由 <9E 降 至

>E），而小分子所占比例不断增大，各族肽段因一级

序列及空间结构的差异而变化速率不等，但总体趋

势因底物中敏感肽键含量的降低以及温度、&D、自

水解等因素造成的胰蛋白酶失活而逐渐减慢，并且

各肽段所占比例也因胰蛋白酶的专一性极限水解作

用而趋于恒定。

从酶解产物组成变化看（见图 ?F3）：低 CD 值

（"@E）时，相对分子质量介于 ; " 7 万 H 8 " 8; 万的

各族肽段所占比例差距较小；高 CD 值（#78E）时，

8 " ?A 万 H 8 " 8; 万的多肽片段变化最快，所占比例最

高，反应 I8 /0,（CD G 7@E）时增至 ?8E，说明此部

分肽段生成容易降解难，可能是酶解反应的终肽；酶

解过程中相对分子质量为 < " > 万 H 7 " @ 万，7 " @ 万 H
8 " >; 万，8 " >; 万 H 8 " ?A 万的中等长度肽段呈波动

变化且涨落较小，说明此范围内的各族肽段间高度

耦联并相互制约，表现为总体降解速率与生成速率

接近；相对分子质量 B ;88 的寡肽在反应初期快速

形成后增幅最小，所占比例最低，仅为 AE H ;E，这

与酪蛋白极为松散开放的空间结构易被胰蛋白酶进

攻而快速降解以及胰蛋白酶高度专一性的切割特点

有关。

; & < 断裂位点剖析与酶解历程推断

查询文献［@］及蛋白质数据库，计算得到!*7，

!*<，"和# 9 种主要酪蛋白的结构信息如表 <。由于

酪蛋白结构极为松散开放，而胰蛋白酶为高度专一

性切割酶，其活性中心疏水袋穴所具有的“J*&;9F

D0*98FK%’7AA”电荷中继网可断裂 L.* 及 J’M 羧基端

肽键，因此经理论计算求得可能生成的平均肽段数

为 <<9，其相对分子质量分布如图 9。

表 ; 酪蛋白结构信息

=*4)( ; >56.1-*+$.5 .6 /*2($5 2+10/+01(

N!*%0,
O%’)%,#!M%

（E）

! ’

（ 6 789）
PQ/3%’ (+
’%*01Q%

"7） #<）

!*7FN!*%0, 99 " A < " ?> 7II <7 <@?
!*<FN!*%0, 78 " @ < " @< <8A ?8 9I>

"FN!*%0, ?< " I < " 98 <8I 7@ 7?>
#FN!*%0, 77 " I 7 " I8 7>I 79 7<8
J4%’!M% = < " ?9 <88 7I <<9

7）" 0* #$% ,Q/3%’ (+ L.* !,1 J’M ’%*01Q%*；<）# G <·" R $<
"，

# 0* #$% ,Q/3%’ (+ #$%(’%#0)!2 $.1’(2.*0* &%&#01%*"

图 < 胰蛋白酶水解全酪蛋白的理论酶解肽段数

相对分子质量区间关系图

#$%& < =9( 50-4(1 .6 +9(.1(+$/*) 9731.)72$2 8(8+$3(2 !"
1()*+$,( -.)(/0)*1 -*22 3$2+1$40+$.5

6.1 +178+$/ 9731.)72$2 .6 /*2($5

将 DOKSN 实验谱图与文献［>］中酪蛋白F胰蛋

白酶的酶解物肽序列测定结果进行对比分析，可得

到各肽段的谱峰归属（见表 7）。由于具有相近相对

分子质量的一族多肽对应于 DOKSN 谱图中的单一

·9· 色 谱 第 <8 卷



谱峰，所以酶解物中实际肽段数目远远多于谱峰数

目。因此，若要建立各肽段与谱峰间精确的对应关

系，还需其他更为复杂的分析技术，如反相液相色谱

!质谱联用、高效液相色谱!毛细管区带电泳联用等。

分析图 " 中计算数据发现，不同谱峰对应的理论酶

解肽段数目不等：高 #$ 值时，相对分子质量介于

% & ’ 万 ( ) & * 万的大肽片段数目较少，而 ) & * 万 (
+ & +, 万的多肽片段较多，这与色谱实验结果相吻

合。由此推断，可能的酶解历程为：首先发生!!酪
蛋白 断 裂（-./))’!012))3），生 成 少 量 寡 肽，同 时

45671 胶粒被破坏，蛋白球核（! 2!, ( " 万）及""，

#"，$!单体肽链（! 2!% & ’ ( ) & 8 万）逐渐释放，经初

期酶解生成大量 ) & * 万 ( + & ’, 万及 ’ ,++ ( 9 3++
的大肽片段，再经深度酶解，得到 9 3++ ( ,++ 的多

肽及 : ,++ 的寡肽和游离氨基酸，其中含不同数目

磷酸丝氨酸残基的 ;<</ 肽谱如表 9 所示，这些功

能性多肽片段因结构上的封闭性极可能为酶解反应

的终肽。可见，使用专一性切割酶胰蛋白酶水解酪

蛋白，可保证活性中心连续丝氨酸残基的完整性，在

制备目标产物 ;<</ 等活性多肽时具有特殊功用。

表 ! 全酪蛋白"胰蛋白酶水解体系的 #$$% 肽谱与 &$’(#谱峰归属

)*+,- ! #*%-./0120%1201-13.4-% 5*11./6 */4 7088-%10/4./6 2.62 1-89085*/7- %.:- -;7,<%.0/ 72805*3068*12.7 1-*=%

<=>?@A= B5C= <=>?@A= C5>>@B7 ! 2
<=5D @B
E@7 F %

"/)!)<（93 G "%） H5I!J/B!KI6!-=6!’-8$!-./ 3’, 3

"/)!3<（"9 G 38） J/>!LI=!KI.!’-8$!KI6!’-8$!012!KI6!J/>!KIB!JI5!M=?!KI6!J/>!LI=!-./!KIB!M=?!KI6!JI5!KI6!’-8$!
LI=!’-8$!’-8$!’-8$!KI6!KI6!LI=!H5I!<2N!J/B!’-8$!H5I!KI6!KIB!-./ "’"* "

"/)!)<（)+’ G ))8） H5I!<2N!KIB!-=6!KI6!LI=!H5I!<2N!J/B!’-8$!JI5!KI6!KI6!J27 )’*8 *
"/%!"<（) G %)） -./!J/B!012!M=?!KI6!$@/!H5I!’-8$!’-8$!’-8$!KI6!KI6!O=2!LI=!LI=!’-8$!KIB!KI6!012!0.2!-./ %3"* *

"/%!"<（"’ G 3+） J/B!JI5!J/B!KI6!KI6!KI6!0.2!O=2!LI=!KI.!’-8$!’-8$!’-8$!KI6!KI6!’-8$!JI5!KI6!H5I!JI5!012!KI6!
KI6!H5I!-./ %,8, *

"/%!%<（)%’ G )9’） KI6!KIB!-=6!’-8$!012!’-8$!KI6!KI6!J/B!O=2!-./ )")+ ’
"/%!)<（)9, G )"8） 012!H5I!J/>!M=?!KI6!’-8$!012!KI6!H5I!<1=!012!-./ )"’* ’

#!"<（) G %*） J27!KI6!-=6!KI6!KI6!-=6!J/B!H5I!<2N!KI.!KI6!LI=!H5I!KI6!’-8$!-=6!’-8$!’-8$!’-8$!KI6!KI6!O=2!
LI=!012!J27 9)%+ *

#!)<（99 G ",） <1=!KIB!’-8$!KI6!KI6!KIB!KIB!KIB!012!KI6!J/>!KI6!-=6!KIB!J/>!-./ %+’+ *

!!)<（))3 G )’8）
012!KI6!LI=!<2N!012!LI=!J/B!012!LI=!JI5!O=2!KI.!KI6!<2N!012!O=2!012!<2N!012!012!KI6!JI5!H5I!
KI6!O=2!012!H5I!JI5!012!-=6!KI6!J/>!’-8$!<2N!KI6!H5I!LI=!KI6!O=2!<2N!<2N!KI6!LI=!J/B!012!H5I!
KIB!H5I!012!O=2!012!JI5!H5I

*’)+ "

! 结论

$<OP; 技术与 #$ 值概念相结合是跟踪分析

蛋白质酶促水解反应的有效方法，同时还可实现对

复杂酶解历程和多样性酶解产物的定量表征。

依据 $<OP; 实验谱图，推断胰蛋白酶水解酪

蛋白可能的反应历程为：首先发生!!酪蛋白断裂，

然后 45671 胶粒被破坏，"，#等单体释放，经专一

性酶解切割，得到不同相对分子质量范围且相对集

中的肽段组成。

依据蛋白质结构信息，得到酶解物中含不同数

目磷酸丝氨酸残基的 ;<</ 肽谱，其活性中心结构

完整，证明胰蛋白酶水解酪蛋白是制备功能性多肽

的有效工艺体系，同时作用位点极强的规律性也为

酶促水解反应过程研究提供了理想的模型体系。

参考文献：
［)］ 0JQK R5!S@=，4T O@!U5B7 & ENNA OV@=BV=，)88,，)8

（*）：9
汤亚杰，吴思方 F 食品科学，)88,，)8（*）：9

［%］ W2=//NII@=2 <，<=?@? X M，X6I@=B YF W@N?=V1BNI W@N=B7，
)8,,，9)（3）：’*+

［9］ P2@V ; Y，<=?=2 E Y，Q@V1NI5/ X JF JB5I W@NV1=C，

)88"，%)3：%33
［"］ O$PQ 0NB7，4JQK X@B7!.5BF W@NV1=C@/?2. & %BA =A&

W=@S@B7：$@71=2 PA6V5?@NB <2=//，)88+ & %+*
沈 同，王镜岩 F 生物化学 F第 % 版 F 北京：高等教育出

版社，)88+ & %+*
［*］ Z[=B Y E F ENNA ;1=C@/?2. & Q=[ RN2D： M52V=I

#=DD=2，)8,* & ’33
［’］ \$JQK X@5!V1=B7 F ENNA 5BA E=2C=B?5?@NB LBA6/?2@=/，

)88’，%%（’）：*"
张佳程 F 食品与发酵工业，)88’，%%（’）：*"

·*·第 ) 期 齐 崴等：胰蛋白酶水解全酪蛋白反应过程中的色谱分析


