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东北虎幼体消化系统蛋白水解酶的初步研究
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Preliminary studies on proteolytic enzymes in the digestive system of
Amur tiger cubs（Panthera tigris altaica）
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Abstract：The kinds and activities of proteolytic enzymes in the digestive systems（ tongue，esophagus，stomach，duode-
num，liver，pancreas and large intestine）of two Amur tiger cubs（Panthera tigris altaica）were investigated using protein
detection and SDS-G-PAGE. The results showed：1）the digestive system of Amur tiger cubs had 30 different kinds of pro-
teolytic enzymes ；2）the mostly optimal pH for these enzymes was a neutral environment，and an acid condition highly re-
strained their activity；3）the proteolytic enzymes in the tongue and esophagus were fewer than in other digestive organs and
their activities were weak as well；4）the duodenum had the most kinds of proteolytic enzymes with the strongest activities
under various pH conditions；5）the 16 kD enzyme bands always existed under neutral and alkalescence pH conditions in
all digestive organs except the tongue.
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  蛋白水解酶在许多生命活动中是必需的物质
（Vassalli and Pepper，1994）。蛋白质的酶解修饰
（Xu et al.，1999）、细胞迁移、组织再生与修复、
消化系统对蛋白质的消化等均与蛋白水解酶有关

（Baimbridge et al.，1992），且蛋白水解酶功能失
调会导致许多疾病（Teichert et al.，1989）。
东北虎（Panthera tigris altaica）隶属食肉目、

猫科，仅分布于中国东北部、俄罗斯远东地区和朝

鲜，数量极为稀少，为中国Ⅰ级保护动物，世界野
生动物基金会将东北虎列为十大濒危动物之首

（程会昌等，2004）。目前关于东北虎的人工饲养
和繁育等研究已有报道（赵云华等，1992；刘树
光等，2000），但对其消化系统蛋白水解酶的研究
尚未见报导。本文采用蛋白质测定和复性电泳技术

对东北虎幼体消化系统各器官蛋白水解酶的种类、

性质、分布及动态变化进行了研究，以期为研究东

北虎的系统演化、消化器官的功能以及人工饲养等

提供基础资料。

1 材料和方法
1. 1 实验材料
初生东北虎幼体 2 只，由河南省新乡市动物园

提供，因意外事故死亡。死亡 0. 5 h 后于 4℃环境
进行取材，所取材料为舌、食道、胃、十二指肠、

肝脏、胰脏、大肠，然后放入液氮中保存备用。

1. 2 蛋白质浓度的测定
采用 Neuhoff等（1979）方法进行。

1. 3 复性电泳（SDS-G-PAGE）
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1. 3. 1 电泳样品的制备
取东北虎幼体消化系统舌、食道、胃、十二指

肠、肝脏、胰脏、大肠各部分组织 1 g，分别加入
5 ml 样品提取液（0. 9% NaCl 溶液），冰浴匀浆，
4℃条件下 16 000 r / min 离心 15 min，取上清液分
装于 Eppendorf管中，于 - 20℃保存作为制备液备
用。

1. 3. 2 复性电泳
电泳前向样品制备液中加入 3 倍的样品缓冲液

（78%甘油 10 ml + 3. 5 ml、0. 5 M、pH6. 8 的 Tris-
HCl + 10 g SDS + 86. 5 ml 双蒸水），电泳方法按照
徐存拴等（1998）方法进行。采用 10%分离胶、
3%浓缩胶，每个加样孔均加入含 75 µg 蛋白质的
样品制备液和样品缓冲液混合物，4℃环境中恒压
电泳，电泳时电流不超过 10 mA /板，样品在浓缩
胶中时，电压(50 V，样品进入分离胶后，电压(
100 V。待指示剂（1%溴酚蓝）到达离胶板下缘
2 cm处时终止电泳，切除指示剂以下部分后，将胶
板放入 250 ml 胶板洗涤液（12 ml Triton X - 100，
3. 03 g Tris-base，500 ml双蒸水，pH 7. 0）中洗涤
30 min，每间隔 5 min 振荡 1 次，洗涤后，将胶板
放入双蒸水中洗涤 3 次，每次 5 min，然后将胶板
放入 37℃的孵育液（0. 1 M glycin，5 mM CaCl2，

pH 分别为 3. 5、7. 0、8. 5）中保温 24 h 后，按
Laemmli（1970）方法固定、染色、脱色并拍照。
相同方法重复电泳 3 次。
1. 4 药品与试剂
丙烯酰胺（Acrylamide，日本进口分装），甲

叉丙烯酰胺（Bisacrylamide，Fluka 公司进口分装）
N，N，N'，N' - 四甲基乙二胺（ TEMED，Bio-
Rad），明胶（Gelatin，Sigma），曲拉通（Triton X
- 100，Farco），十二烷基碘酸钠（ SDS，Serva），
牛血清白蛋白（BSA，Sigma），三羟甲基氨基甲烷
（Tris-base，上海巴斯氏生物公司），标准分子量蛋
白 97 ～ 14. 4 kD（Serva），考马斯亮蓝 R250（Coom-
assie Brillant blue R250，Fluka公司进口分装）。

2 结果
2. 1 酸性条件下检出的蛋白水解酶种类与活性
在酸性条件（pH3. 5）下，蛋白水解酶的检出种

类较少（图 1，A）。大肠仅检出 16 kD 和 15 kD两条
酶带，且活性极弱。十二指肠中检出 52 kD、40 kD、
36 kD、35 kD、16 kD、15 kD 6条酶带和1个86 kD ～
60 kD的活性区域，其中 52 kD和 40 kD酶带活性强，
15 kD酶带活性弱，36 kD、35 kD、和16 kD酶带活性
极弱。其余各消化器官均未检出酶带。

图 1 东北虎幼体消化系统蛋白水解酶

A. pH 3. 5 时消化系统蛋白水解酶 B. pH 7. 0 时消化系统蛋白水解酶 C. pH 8. 5 时消化系统蛋白水解酶

a：舌；b：食道；c：胃；d：十二指肠；e：肝；f：胰；g：大肠

Fig. 1 Proteases in the digestive system of the baby Panthera tigris altaica. A. The digestive system proteolytic enzymes under the condition

of pH 3. 5；B. The digestive system proteolytic enzymes under the condition of pH 7. 0；C. The digestive system proteolytic enzymes under

the condition of pH 8. 5. a：tongue；b：esophagus；c：stomach；d：duodenum；e：liver；f：pancreas；g：large intestine.
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2. 2 中性条件下检出的蛋白水解酶种类与活性
在中性条件（pH7. 0）下，各器官蛋白水解酶

的检出种类明显增多、活性明显增强（图 1，B），
其中十二指肠和胃内蛋白水解酶的种类最多，十二

指肠共检出 212 kD、151 kD、123 kD、40 kD、
39 kD、35 kD、34 kD，31 kD、30 kD、23 kD、
22 kD、21 kD、17 kD、16 kD和 15 kD 15 条酶带和
1 个 86 ～ 52 kD的强活性区域，其中 212、151、123、
23 kD 4条酶带活性弱，40 kD活性强，其余酶带活
性极弱。胃中共检出 212、102、86、80、71、67、
45、40、33、32、22、21 和 16 kD 13 条酶带，其中
212、40 kD活性弱，16 kD 活性极强，其余酶带活
性极弱。舌、肝脏、胰脏、大肠内蛋白水解酶种类

较少，舌中仅检出 53、34、32 kD 3条酶带，且活性
均极弱。肝脏和胰脏均检出16、15 kD 2条弱活性酶
带，此外，肝脏还检出80、67 kD 2条强活性酶带和
77、54、45 kD 3 条活性极弱酶带，胰脏还检出 34、
32 kD 2 条活性极弱酶带。大肠共检出 212、136、
77、67、22、21、16 kD 7 条酶带，其中 16 kD酶带
活性极强，其余酶带活性极弱。食道蛋白水解酶种

类最少，仅检出 16 kD酶带，但活性极强。
2. 3 碱性条件下检出的蛋白水解酶种类与活性
在碱性条件（pH8. 5）下，大肠蛋白水解酶的

检出种类显著增多（图 1，C），共检出 183、169、
123、75、70、59、54、40、33、32、23、22 kD
12 条活性极弱酶带和 1 个 18 ～ 15 kD 强活性区域。
其余各器官蛋白水解酶种类均有所减少，胃内共检

出 212、102、75、67、39、23、21、20、16 kD 9
条酶带，其中 16 kD活性极强，102、67、39 kD活
性弱，其余酶带活性极弱。十二指肠检出 212、
169、33、32 kD 4 条活性极弱酶带和 123 ～ 40 kD
和 23 ～ 15 kD 2 个强活性区域。舌中检出 33、
32 kD 2 条活性极弱酶带。食道、肝脏、胰脏中除
16 kD酶带外未检出其它酶带。

3 讨论

东北虎幼体蛋白水解酶的总酶活依次表现为中

性 >碱性 > 酸性，其消化系统最适 pH 为中性环
境，而酸性条件对蛋白水解酶抑制较强。这一结论

与吉爱玲等（1999）对猕猴的研究结果相一致，

而与乔志刚等（2003）对大鲵的研究有所不同。
可见不同种类的动物，其消化系统蛋白水解酶的

pH依赖性有明显差异。不同 pH 条件下，十二指
肠蛋白水解酶种类最多，活性也最强，是东北虎消

化蛋白质的最重要器官。中性、碱性条件下，

16 kD酶带普遍存在于除舌外的各消化器官中，这
说明16 kD酶带对东北虎是一条非常重要的酶带。
同猕猴和大鲵相比，东北虎消化系统蛋白水解酶的

种类最多，达 30 条，而猕猴和大鲵最多时分别为
8 条和 5 条，其原因在于东北虎为肉食性动物，其
食物中含有更多的蛋白质，这就需要有更多的蛋白

水解酶参与降解，这是动物长期进化的结果。
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