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摘要：羧肽酶（Ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ）是一类可水解肽链Ｃ末端氨基酸残基的蛋白酶，广泛存在于高
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－）和半胱氨酸羧肽酶（ＥＣ３．４．１８．－）３个亚类。作者综述了羧肽酶的研究进展，主要包括羧肽
酶的应用、性质、来源分布、克隆表达及研究意义，并对其研究前景进行了展望。
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　　羧肽酶（Ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ，ＣＰｓ）是一种专一
性地从肽链的Ｃ端逐个降解、释放游离氨基酸的一
类肽链外切酶。在动物、植物的组织器官中，羧肽
酶发挥着重要的生理功能，如胰腺羧肽酶Ａ和Ｂ可
用于消化食物，羧肽酶 Ｍ（ＣＰＭ）选择性地参与肽类
激素的加工，羧肽酶Ｄ（ＣＰＤ）和羧肽酶 Ｎ（ＣＰＮ）参
与肽和蛋白质加工等。如表１所示，羧肽酶广泛应
用于医药、食品等工业领域。在医药领域，由于羧
肽酶广泛参与机体的生化反应，可通过体内羧肽酶

的检测达到诊断和治疗疾病的目的；此外，在医药
上还可用于体内不良物质（毒素等）的降解。在食
品工业，可用于制备高Ｆ值寡肽［１］、食品和饲料中
赭曲霉素的去除［２］、用作脱苦味剂［３］等。在生物技
术领域，羧肽酶可用于多肽的合成及多肽氨基酸序
列测定［４］，也可作为模式酶，对其他酶的研究提供
帮助。动物来源的羧肽酶主要存在于猪、牛等的胰
脏中，如羧肽酶 Ａ／Ｂ（ｃａｄｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅＡ／Ｂ），其数量
非常有限、价格昂贵、导致其应用受到限制；微生物
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来源的羧肽酶存在于酵母、曲霉等真菌的液泡中，
具有广阔的应用前景。因此，借助基因工程策略采
用微生物为宿主大量生产重组羧肽酶，有望克服羧
肽酶生产过程所遇到的动植物原料来源限制等限

制，进一步降低生产成本、提高产品质量、深化酶学

性质研究、扩展应用范围。作者综述了羧肽酶的种
类、特点以及羧肽酶基因工程表达策略，主要包括
羧肽酶的性质、来源分布、克隆表达，并对其研究前
景和热点进行了展望。

表１　羧肽酶的用途

Ｔａｂ．１　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ

羧肽酶用途 参考文献

医药领域

羧肽酶Ａ、羧肽酶Ｇ２可用于抗体导向－酶前药疗法（ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ－ｐｒｏｄｒｕｇ　ｔｈｅｒａ－
ｐｙ），甲氨蝶呤的解毒

ＰＭＩＤ：１５０６７３５３
ＰＭＩＤ：１６４９１４８３
ＰＭＩＤ：１６２９０９３３

前列腺癌的治疗 ＰＭＩＤ：１６４９１４８３

小家鼠（ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）羧肽酶Ａ（ｍｃ－ＣＰＡ）是中和体内毒性的效应分子 ＰＭＩＤ：１７９２３５０５

早期胰腺癌的监测的血清标志 ＰＭＩＤ：１７２２２３９６

可作为治疗感染的一条新途径 ＰＭＩＤ：１８０８３１１２

凝血酶激活的ＣＰＢ具有广泛的抗炎特征 ＰＭＩＤ：１８７０６６９８

潜在的重要的药物靶点 ＰＭＩＤ：１７３１１５５４

食品工业

水解食品或饲料产品中的赭曲霉素Ａ ＰＭＩＤ：１７６５３５１０

高Ｆ值（Ｆｉｓｃｈｅｒ＇ｓ　ｒａｔｉｏ）寡肽的制备 ＰＭＩＤ：１７００２４３１

大豆蛋白水解液的脱苦 ＰＭＩＤ：１６１７９９８４

生物技术

用作锌蛋白酶特异性抑制剂设计的模式酶 ＰＭＩＤ：１５３２０７２２

胰岛素生产 ＰＭＩＤ：９８５９１４０

多肽合成 ＰＭＩＤ：１９１２４０５４

固定化的羧肽酶Ｂ可用于逐步消化细胞色素Ｃ ＰＭＩＤ：２５５２９１７

羧肽酶Ｅ可用于体外生产生物活性肽 ＰＭＩＤ：１７５４０３２８

　　根据羧肽酶活性中心含有丝氨酸残基、金属离
子和半胱氨酸残基的不同，将羧肽酶分为丝氨酸羧
肽酶（ＥＣ３．４．１６．－）、金属羧肽酶（ＥＣ３．４．１７．－）和半
胱氨酸羧肽酶（ＥＣ３．４．１８．－）。

１．１　丝氨酸羧肽酶
丝氨酸羧肽酶（Ｓｅｉｎｅ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅｓ，ＳＣＰ）

又称酸性羧肽酶，是一类真核生物蛋白水解酶，亚
基相对分子质量４０　０００－７５　０００，广泛存在于真

菌［５，６］、高等植物［７］和动物组织中［８］。在酸性环境
下，丝氨酸羧肽酶具有末端蛋白水解酶、酯酶和脱
酰胺酶的活性，可同时参与多肽和蛋白质的加工、
修饰与降解 ［９］。由于位切点不同，丝氨酸羧肽酶又
分为溶酶体Ｐｒｏ－Ｘａａ羧肽酶（ＥＣ　３．４．１６．２ －ｌｙｓｏ－
ｓｏｍａｌ　Ｐｒｏ－Ｘａａ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ）、丝氨酸Ｄ－Ａｌａ－Ｄ－
Ａｌａ羧肽酶（ＥＣ　３．４．１６．４ －ｓｅｒｉｎｅ－ｔｙｐｅ　Ｄ－Ａｌａ－Ｄ－
Ａｌａ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ）、羧肽酶 Ｃ（ＥＣ　３．４．１６．５－
ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ　Ｃ）、羧肽酶Ｄ（ＥＣ　３．４．１６．６－ｃａｒ－
ｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ　Ｄ）。其中，羧肽酶Ｃ因可水解所有
具有羧基末端的氨基酸（羟脯氨酸除外），已成为蛋
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白质多肽链Ｃ末端分析中常用工具酶；此外羧肽酶

Ｃ还可通过转肽反应将其它氨基酸衍生物或亲核物
质以取代肽链末端的氨基酸残基从而形成新肽。
在所有丝氨酸羧肽酶的活性位点中，含有１个由

Ｓｅｒ、Ａｓｐ、Ｈｉｓ按独特顺序构成的具有催化功能的结

构单元，其中Ｓｅｒ是亲核位点、Ａｓｐ是亲电子体、Ｈｉｓ
是基底。这一结构单元可被异氟磷（ＤＦＰ）、甲苯磺
酰丙氨酸和酮苯丙氨酸抑制 ［１０］。此外，丝氨酸羧
肽酶活性被Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｆｅ３＋、Ｈｇ２＋等金属离子抑
制，Ｍｇ２＋则促进羧肽酶活性 ［１１］。

表２　丝氨酸羧肽酶的主要催化反应

Ｔａｂ．２　Ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ　ｂｙ　ｓｅｒｉｎｅ－ｔｙｐｅ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ

底物 Ｋｍ／（ｍｍｏｌ／Ｌ） 抑制剂 参考文献
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Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｆｌｕｏｒｉｄｅ ＰＭＩＤ：７３４１９１６

Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ　ＩＩ　 ０．３４ ＥＤＴＡ；ＰＣＭＢ；Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ　ｆｌｕｏｒｉｄｅ；
Ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄｅ；Ｏ－ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ ＰＭＩＤ：７７６６０２８

Ｐｒｅｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ　 ６．７×１０－６ Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ　ＩＩ；Ａｎｔｉｐａｉｎ；Ｂｅｎｚｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｐｒｏ－
Ｐｒｏ－ａｌｄｅｈｙｄｅ　ｄｉｍｅｔｈｙｌ　ａｃｅｔａｔｅ ＰＭＩＤ：１１８３０５８１

ＥＣ　３．４．１６．４

ｇｌｙｃｙｌ－Ｌ－ａｌｐｈａ－ａｍｉｎｏ－ｅｐｓｉｌｏｎ－
ｐｉｍｅｌｙｌ－Ｄ－ａｌａｎｙｌ－Ｄ－ａｌａｎｉｎｅ ０．００７９　 ３－（Ｎ－ｇｌｙｃｙｌ－Ｌ－ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ）－Ｎ－ｅｔｈｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｅ　 ＰＭＩＤ：１５４９７９７１

ＥＣ　３．４．１６．５
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Ｐｈｅ；Ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ；Ｅｔｈａｎｏｌ；Ｌ－Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ ＰＭＩＤ：２３７００４
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Ａｃｅｔｙｌ－Ｐｈｅ　ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ　 １．２０ Ａｃｅｔｙｌ－Ｄ－Ｐｈｅ；Ｅｔｈｙｌ　ｅｓｔｅｒ；Ｂｅｎｚｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｄ－
Ｐｈｅ；Ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｏｒｍａｍｉｄｅ；Ｅｔｈａｎｏｌ；Ｌ－Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ ＰＭＩＤ：２３７００４

ＥＣ　３．４．１６．６

Ｄａｎｓｙｌ－Ｌ－Ａｌａ－Ｌ－Ａｒｇ　 ０．０６３ １，１０－ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ；ＤＬ－２－ｍｅｒｃａｐｔｏｍｅｔｈｙｌ－３－ｇｕａ－
ｎｉｄｉｎｏｅｔｈｙｌｔｈｉｏｐｒｏｐａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ ＰＭＩＤ：１５９１８７９６

１．２　金属羧肽酶
金属羧肽酶是一类存在于细胞外，帮助蛋白质

消化，在中性或弱碱性条件下具有极大活性的羧肽
酶，包 括：羧 肽 酶 Ａ、Ｂ、赖 氨 酸 羧 肽 酶 （ＥＣ
３．４．１７．３）、甘氨酸羧肽酶（ＥＣ　３．４．１７．４）和谷氨酸
羧肽酶（ＥＣ　３．４．１７．１１）等。其中，羧肽酶Ａ能释放

Ｃ末端氨基酸（除脯氨酸、羟脯氨酸、精氨酸和赖氨
酸），对具有芳香族侧链和大脂肪侧链的羧基端氨
基酸具有很强水解能力。相比较而言，羧肽酶Ａ释
放非极性氨基酸、组氨酸、苏氨酸、高丝氨酸等的速
度比较快，但对天冬氨酸、丝氨酸、蛋氨酸以及赖氨
酸等的释放速度则比较缓慢，但随着ｐＨ值的增加，
对天冬氨酸、丝氨酸和蛋氨酸的作用速度也不断加
快。羧肽酶Ａ的催化需要锌离子参与［１２］，它是第

一个被发现的金属酶和锌酶，正是因为如此，羧肽
酶Ａ是动力学、结构和光谱方法等方面研究最为清
楚的水解酶，为其他锌酶的研究奠定了坚实的基
础。羧肽酶Ｂ仅水解以碱性氨基酸（如精氨酸和赖
氨酸）为Ｃ末端残基的肽键，大部分特性与羧肽酶

Ａ很相似，唯一不同点在于羧肽酶Ｂ对Ｃ－末端是精
氨酸和赖氨酸残基的肽键具有很高的水解活性，有
时也能切断其它疏水性氨基酸残基。ｐＨ　８时羧肽
酶Ｂ活性达到最大值，偏酸性和偏碱性的条件都会
降低酶活，当ｐＨ≥１２时，活性则完全丧失。赖氨酸
羧肽酶能降解蛋白末端的基本氨基酸，因对赖氨酸
具有很强的活性而被命名为赖氨酸羧肽酶，通常用
于调节乙型肝炎病毒核心启动子表达活性的研究。
甘氨酸羧肽酶又名羧肽酶Ｓ，能降解倒数第二个为
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甘 氨 酸 的 肽， 如 Ｚ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ。 羧 肽 酶 Ｅ
（３．４．１７．１０）、羧肽酶 Ｍ（ＥＣ　３．４．１７．１２）、羧肽酶Ｕ
（ＥＣ　３．４．１７．２０）和羧肽酶Ｂ类似，主要降Ｃ－末端
为精氨酸和赖氨酸的肽。谷氨酸羧肽酶又名羧肽
酶Ｇ，能作用于含Ｎ－酰化底物的Ｃ－末端，释放谷氨
酸，用于甲氨蝶呤的解毒及抗体导向酶－前药疗法

（ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｐｒｏｄｒｕｇ　ｔｈｅｒａｐｙ，ＡＤ－
ＥＰＴ）。Ｃｄ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、Ｎｉ　２＋、Ｃｏ２＋都能不同程
度地提高金属羧肽酶的活性［１３］，但 Ｃｕ２＋、Ｈｇ２＋、

ＥＤＴＡ、３－Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎｉｃ　ａｃｉｄ、土豆羧肽酶抑制
剂［１４］等则抑制金属羧肽酶活性。

表３　金属羧肽酶的主要催化反应

Ｔａｂ．３　Ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ　ｂｙ　ｍｅｔａｌｌｏｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ

底物
Ｋｍ／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
抑制剂 参考文献

ＥＣ　３．４．１７．１

Ｎ－ｔｒａｎｓ－３－（－３－ｉｎｄｏｌｅａｃｒｙｌｏｙｌ）－Ｌ－Ｐｈｅ　 ０．０５　 ３－Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎｉｃ　ａｃｉｄ；ｉｎｄｏｌｅ　ａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ ［１５］

Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ－ａｌｐｈａ－ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ　 ０．００４　３ Ｌａｔｅｘｉｎ；ｐｏｔａｔｏ　ｍｅｔａｌｌｏｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　 ＰＭＩＤ：８８０６７０３

Ｈｉｐｐｕｒｙｌ－Ｐｈｅ　 ０．４１ ３－Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎｉｃ　ａｃｉｄ；ａｍｉｎｏｂｅｎｚｙｌｓｕｃｃｉｎｉｃ　ａｃｉｄ；
Ｐｏｔａｔｏ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｎ ＰＭＩＤ：８０１３７４１

ＥＣ　３．４．１７．２

Ｂｅｎｚｏｙｌ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ ０．７１ ＥＤＴＡ；Ｈｇ２＋ ＰＭＩＤ：１２３８１３８０

Ｈｉｐｐｕｒｙｌ－Ａｒｇ ０．０５　 ６－Ａｍｉｎｏ－ｎ－ｈｅｘａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ；ＥＤＴＡ；ＳＤＳ；Ｕｒｅａ　 ＰＭＩＤ：１７３９８

ＥＣ　３．４．１７．３

Ｂｅｎｚｏｙｌ－Ｇｌｙ－Ｌｙｓ ６．３０ ４－ａｍｉｎｏｍｅｔｈｙｌ－ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ　ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ　ａｃｉｄ；Ｎａｌ－
ｐｈａ－ａｃｅｔｙｌ－Ｌｙｓ；６－Ａｍｉｎｏｈｅｘａｎｏｉｃ　ａｃｉｄ ＰＭＩＤ：７０６１０４３

ＥＣ　３．４．１７．４

Ｂｅｎｚｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ …
１，１０－ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎ；Ａｇ；Ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｏｓｐｈｏｒｏｆｌｕ－
ｏｒｉｄａｔ； ＥＤＴＡ； ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄ； ｐ－ｃｈｌｏｒｏｍｅｒ－
ｃｕｒｉｂｅｎｚｏａｔ

ＰＭＩＤ：４９６１２３６

ＥＣ　３．４．１７．１１

Ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ … Ｂｅｎｚｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｇｌｕ；Ｇｌｙ－Ｇｌｕ　 ＰＭＩＤ：５２３７８６４

ＥＣ　３．４．１７．１２

Ｂｅｎｚｏｙｌ－Ｇｌｙ－ａｒｇｉｎｉｎｉｃ　ａｃｉｄ … ２－Ｇｕａｎｉｄｉｎｏｅｔｈｙｌｍｅｒｃａｐｔｏｓｕｃｃｉｎｉｃ　ａｃｉｄ； １，１０－
ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ ＰＭＩＤ：１８９５７２８７

ＥＣ　３．４．１７．２０

Ｆｉｂｒｉｎ … ２－（２－ｇｕａｎｉｄｉｎｏｅｔｈｙｌｔｈｉｏ ） ｓｕｃｃｉｎｉｃ　 ａｃｉｄ；
ａｎａｂａｅｎｏｐｅｐｔｉｎ－ｔｙｐｅ　ｃｙｃｌｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅ ＰＭＩＤ：２０４６６０３２

１．３　半胱氨酸羧肽酶
半胱氨酸羧肽酶（ＥＣ　３．４．１８．１）又称组织蛋白

酶Ｘ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ　Ｘ）、组织蛋白酶Ｚ（ｃａｔｈｅｐｓｉｎ　Ｚ）、酸
性羧肽酶，是一类由Ｃｙｓ８４、Ｈｉｓ２３３和 Ａｓｎ２５４组
成活性中心，催化功能结构域中包含半胱氨酸
（Ｃｙｓ）的羧肽酶。存在于牛（Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ）、鲤鱼

（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ　ｃａｒｐｉｏ）、人 （Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）、小家鼠
（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）、褐牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ　ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）
等动物的消化道、脑、眼、心脏、肝等组织的细胞液
中［１６］，对Ｃ－末端氨基酸具有广谱活性，但对Ｃ－末端

Ｐｒｏ无活性作用，内切酶活性很弱［１７］。
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表４　半胱氨酸羧肽酶的主要催化反应

Ｔａｂ．４　Ｃａｔａｌｙｔｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎｓ　ｂｙ　ｃｙｓｔｅｉｎｅ－ｔｙｐｅ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ

底物
Ｋｍ／

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
抑制剂 参考文献

ＥＣ　３．４．１８．１

Ｚ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－７－ａｍｉｄｏ－４－ｍｅｔｈｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ …
１，１０－ｐｈｅｎａｎｔｈｒｏｌｉｎｅ；ａｎｔｉｐａｉｎ；Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ；ｃｈｙｍｏ－
ｓｔａｔｉｎ；ＥＤＴＡ； ＥＧＴＡ； ＮＥＭ； Ｐｅｐｓｔａｔｉｎ　Ａ；
ＰＭＳＦ；Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ；Ｅ－６４

ＰＭＩＤ：１８６７４６３０

（２，４－ｄｉｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ）－ＧＦＦＷ　 ０．００１ Ｃｈｉｃｋｅｎ　ｃｙｓｔａｔｉｎ；Ｓｔｅｆｉｎ　Ａ；ＧＦＧ－ｓｅｍｉｃａｒｂａｚｏｎｅ；
ＣＡ－０７４ ＰＭＩＤ：１０９５１１９８

　　根据来源分类，羧肽酶可分为动物羧肽酶、植
物羧肽酶和微生物羧肽酶。在哺乳动物的不同组
织中含有一系列的金属羧肽酶，以执行相应的生理
功能。如胰腺羧肽酶Ａ和Ｂ主要帮助消化食物、羧
肽酶Ｅ选择性地加工生物活性肽、羧肽酶 Ｍ 选择
性地参与肽类激素的加工、羧肽酶Ｄ（高尔基体中）
和羧肽酶Ｎ（血浆中）参与肽和蛋白质的加工。对
动物源羧肽酶的研究，主要集中于人、猪、牛、小家
鼠等。其中对人源羧肽酶的研究是为了解析羧肽
酶在人体内的作用机制，以进行疾病的诊断、治疗；
而对小家鼠羧肽酶的研究则是作为研究模型，以解
析人源羧肽酶生理机制。动物源羧肽酶的另一主
要研究领域是应用于胰岛素、多肽的工业化生产
中。目前，已从大麦、小麦、拟南芥、水稻，番茄、绿

豆等多种植物中分离到丝氨酸羧肽酶（ＳＣＰ）及丝氨
酸羧肽酶类蛋白（ＳＣＰＬ）的基因和蛋白，除参与催
化蛋白水解反应、植物损伤应答反应外，还在油菜
素内酯、芥子酰基苹果酸等化合物的合成中发挥积
极的作用。微生物羧肽酶包括微生物自身生产的
羧肽酶及以微生物为宿主过量表达的羧肽酶。已
有研究表明，酵母、假单胞杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、曲
霉等是微生物羧肽酶的主要来源，所生产的羧肽酶
主要是丝氨酸羧肽酶，具有广泛的底物特异性。源
于酵母细胞的羧肽酶 Ｙ是使用范围最为广泛的羧
肽酶，用于将猪胰岛素Ｂ链末端的丙氨酞胺残基以
苏氨酸残基取代，以半合成人胰岛素（通过羧肽酶
的转肽作用）［１８］、蛋白序列的测定［１９］等；而源于假
单胞杆菌的羧肽酶 Ｇ可用于甲氨蝶呤解毒、ＡＤ－
ＥＰＴ。此外，研究发现存在于米曲霉、构巢曲霉、黑
曲霉等真核微生物液泡中的羧肽酶，可用于多肽脱
苦、生物活性多肽的延长或特异性修饰等。

表５　羧肽酶的来源及分布

Ｔａｂ．５　Ｓｏｕｒｃｅｓ　ａｎｄ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ

典型生物 ＥＣ　ｎｕｍｂｅｒ 来源组织／分布 参考文献

动物

Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ　 ３．４．１７．１　３．４．１７．２
直肠肥大细胞分泌颗粒，内质网和
膜皱褶，胰液，肺，前列腺癌细胞
系，细胞质，胞外，溶酶体，细胞膜

ＰＭＩＤ：１４７６０７５４
ＰＭＩＤ：９３８６２２
ＰＭＩＤ：１６４９１４８３

Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ　 ３．４．１７．１　３．４．１７．２ 胰腺细胞胞外 ［２０］

Ｓｕｓ　ｓｃｒｏｆａ ３．４．１７．２ 胰腺细胞胞外 ［２０］

Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　 ３．４．１７．２ 细胞质溶液 ＰＭＩＤ：１９７１７５１１

植物

Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｓｐ　 ３．４．１６．５
细胞悬液及幼苗液泡、细胞壁、胞
外

ＰＭＩＤ：１５１９０１８１
ＰＭＩＤ：１６１２３０４６

Ｃｉｔｒｕｓ　ｓｐ． ３．４．１６．５ 果实，叶，果皮
ＰＭＩＤ：９２７２０１
ＰＭＩＤ：１３２６８
ＰＭＩＤ：５１４０８１５
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续表５

典型生物 ＥＣ　ｎｕｍｂｅｒ 来源组织／分布 参考文献

Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ　 ３．４．１６．５　３．４．１６．２ 根，幼苗，芽 ＰＭＩＤ：１６９４９９５６

Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ　 ３．４．１６．５ 子叶 ＰＭＩＤ：８６５４４０３

微生物

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉ－
ｓｉａｅ ３．４．１７．４　３．４．１６．５　３．４．１６．６ 液泡，膜，高尔基体 ＰＭＩＤ：１７１０１７７３

ＰＭＩＤ：１８４７４５９０

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ ． ３．４．１７．１１ 胞外 ＰＭＩＤ：１９７８０１８３

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ　 ３．４．１６．４ 细胞壁 ＰＭＩＤ：１４７３１２７６

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ ． ３．４．１６．４ 细胞质，胞外，膜 ＰＭＩＤ：１２６２７９５５
ＰＭＩＤ：１４４５２８４

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　 ３．４．１７．１ 液泡，胞外分泌 ＰＭＩＤ：１７６５３５１０

　　目前，商业应用的羧肽酶主要来源于猪胰腺，

价格比较昂贵，且存在一定浓度的蛋白酶。因此，

研究人员将关注点转移到利用基因工程策略或方

法在微生物宿主中异源表达和生产羧肽酶，展现了
良好的应用前景。采用基因工程策略过量表达动
物源羧肽酶主要用于进行基因测序、机理研究。测
序结果（ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＡＡ４７７３２．１）表明，ＣＰＡ含４１９
个氨基酸，１－１６位为信号肽，１７－１１０位为前肽，１１１－
４１９位为成熟肽，Ｚｎ２＋ 结合位点为第１１４、１１７、２４８
位，其催化位点及抑制剂结合位点均已测出。ＣＰＡ
为单一的多肽链，在体内首先合成出来的是无活性
的羧肽酶 Ａ（ｐｒｏｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ　Ａ），以亚基双聚
体或三聚体形式存在。经分辨率为０．２ｎｍ的Ｘ射
线结构测定，羧肽酶分子呈椭圆球形，大小为５．０
ｎｍ×４．２ｎｍ×３．８ｎｍ。羧肽酶 Ｈ 又称羧肽酶Ｅ
是由４７６个氨基酸组成，前２５个氨基酸为信号肽
（ＮＣＢＩ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ：ＮＰ＿００１８６４．１），向斌等
人已构建人羧基肽酶 Ｈ（ＣＰＨ）的原核表达系统，

获得其重组蛋白，并初步应用于人 ＣＰＨ 自身抗体
（ＣＰＨ－Ａｂ）的检测［２１］。人肥大细胞羧肽酶基因
（ＮＰ＿００１８６１．２）编码４１７个氨基酸，与胰腺来源的
羧肽酶同源性仅为３６．２４％。大鼠羧肽酶Ｂ基因
（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＡＡ４０８７２．１）序列大小为１２４５ｂｐ，编
码４１５个氨基酸，与人羧肽酶Ｂ（ＮＭ＿００１８７１．２）氨
基酸序列的同源性为７５．７８％。尽管已有多种植物

源羧 肽 酶 基 因 被 测 序，如 拟 南 芥 （ＧｅｎＢａｎｋ：

ＡＥＤ９３１０４．１）、豌豆 （ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＡＡ９２２１６．１）、莱
茵衣藻 （ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＤＰ０７５６７．１）等。然而，将植物
源羧肽酶基因进行克隆表达并进行深入研究的案

例很少。大量微生物源的羧肽酶基因已被测序，

Ｙｏｓｈｉｄａ等成功克隆并测定了编码串珠镰孢菌羧肽
酶基因的全长ｃＤＮＡ，将克隆所得基因序列与其他
真菌羧肽酶序列比对，得出了它们的进化关系［２２］；

Ａ．ｎｉｇｅｒ　ＴＣＣＣ４１０１３ 脯 氨 酸 内 肽 酶 基 因 长

１５８１ｂｐ，共编码５２６个氨基酸，包括２２个氨基酸的
信号肽序列和５０４个氨基酸的成熟肽序列［２３］。羧
肽酶基因序列的测定与分析，有利于重组表达载体
的构建及重组酶优化。
根据来源不同，羧肽酶高效表达的宿主和载体

完全不同。如动物源羧肽酶的表达宿主主要是大
肠杆菌ＢＬ２１［２４］、毕赤酵母 ＧＳ１ｌ５及ＣＯＳ－７细胞，
载体则是 ｐＧＥｘ－４Ｔ－ｌ、ｐＰＩＣ９Ｋ、ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－１。
而真菌羧肽酶则很容易在酿酒酵母ＹＰＨ２５０［２５］、构
巢曲霉（Ａ．ｎｉｄｕｌａｎｓ）Ａ８９［２６］、米曲霉［２７］等宿主中
得以高效表达，表达载体分别为ｐＧ－３、ｐＩＥＣＳ３、ｐＵ－
ＣＬＴＳ１。总体而言，羧肽酶在大肠杆菌等原核表达
宿主中表达时，多以包涵体的形式存在，尽管纯化
简单，但需后续复性处理。而以毕赤酵母等真核微
生物为表达宿主时，则具有产量稳定性好、易于高
密度培养、胞外产物和易于分离等优点。对以哺乳
动物细胞为表达宿主，则容易获得高活性的目标蛋
白，如以ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－１为哺乳动物细胞分泌表达
载体，因携带胰蛋白酶信号肽基因，很适合在ＣＯＳ
细胞系中瞬时性高分泌表达目的基因，且获得的目
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标蛋白氨基端融合了ＦＬＡＧ－ｔａｇ（６肽）标签，易于表 达产物的检测。
表６　羧肽酶的克隆表达

Ｔａｂ．６　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｘｙｐｅｐｔｉｄａｓｅ

典型生物 基因长度 表达系统 表达载体 活性 参考文献

Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ　 １　２６０ｂｐ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
ＢＬ２１／Ｐｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ／ＣＯＳ－７

ｐＧＥＸ－４Ｔ－１；
ｐＰＩＣ９Ｋ；

ｐＦＬＡＧ－ＣＭＶ－１

ＭＴＴ测 ＣＰＡ１＋ＭＴＸ－Ｐｈｅ对
肿瘤细胞的杀伤力

［２４］［２８］［２９］

Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ　 １　２５４ｂｐ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ／
Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ

ｐＭＡＬ－ｃ２ｘ；
ｐＰＩＣ９Ｋ

以Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ为表达系统表
达的酶活较 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ高 ＰＭＩＤ：１４７６０７５４

Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ　ｚｅａ　 １　２９０ｂｐ　 Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ　 ｐＰＩＣ９Ｋ 对赖氨酸残基有高选择性 ＰＭＩＤ：１６８７６７０８

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ １　５７２ｂｐ　 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　 ｐＥＴ２２ｂ

活性为原始 Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ　ＣＰＹ
的６３％ ＰＭＩＤ：１１３８８８０６

Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ
ｏｌｉｖａｃｅｕｓ １　２６２ｂｐ　 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１

对 Ｚ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－ＡＭＣ 酶 活 为
３４５７．１０Ｕ／ｍｇ ＰＭＩＤ：１８６７４６３０

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　 １　５８１ｂｐ　 Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ　 ｐＰＩＣ９Ｋ
对 Ｚ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－ｐＮＡ 酶 活 为
２２７５．４ｍＵ／ｍＬ，是出发菌株的
５．３倍

［２３］

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｓａｉｔｏｉ １　８１６ｂｐ Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ

ＹＰＨ２５０ ｐＧ－３
对 底 物 Ｚ－Ｔｙｒ－Ｌｅｕ 酶 活 为
４．１ｋａｔ／ｋｇ ＰＭＩＤ：７７７２０２０

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｏｒｙｚａｅ １　８１６ｂｐ　 Ａ．ｎｉｄｕｌａｎｓ　Ａ８９ ｐＩＥＣＳ３

对 底 物 Ｚ－Ｇｌｕ－Ｔｙｒ 酶 活 为
４６３．０ｍｋａｔ／ｋｇ ＰＭＩＤ：２０４６０７３１

　　综上，目前在羧肽酶的应用、性质、来源分布、
克隆表达等方面开展了大量的研究工作，然而，羧
肽酶的研究还需要在以下方面开展工作：（１）获得
大量的羧肽酶：由于从动物组织中提取的羧肽酶价
格昂贵，如何通过借助基因重组技术和生化工程的
高密度发酵技术，获得专一、纯度高的羧肽酶，对于
拓展其应用领域，具有重要的现实意义；（２）解析羧

肽酶的生理作用：目前羧肽酶的应用范围主要集中
在医药和食品加工中，由于酿酒酵母与人具有较高
的同源性，如能以酿酒酵母为研究模型，解析羧肽
酶在人体内生理作用，及如何影响疾病的发生发展
过程，以对疾病进行预防和治疗；（３）优良性能的定
向改造，拓展应用领域：从羧肽酶的基因序列入手，
在阐释分子结构与功能之间的关系的基础上，借助
蛋白质工程的方法和策略，增强羧肽酶的底物适应
性、催化效率、提高酸碱耐受性以及拓宽最适作用
温度范围等工业应用特性，以拓展应用领域。
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科 技 信 息

新型玉米包装材料可使花菜的货架期延长两倍

据报道，近日英国一家包装公司Ｓｉｒａｎｅ宣布，其研制的生物性食品包装材料可以使花菜、西兰花等芸苔属植
物的货架期延长两倍。
在试验过程中，花菜、西兰花和在货架上放置１天便会变质，然而经过Ｓｉｒａｎｅ公司玉米材料薄膜Ｓｉｒａ－Ｆｌｅｘ

Ｒｅｓｏｌｖｅ包装后，花菜和西兰花在放置５天后仍可保持良好的品质。

Ｓｉｒａｎｅ公司称，这种膜的独特材料结构使其对湿度保持渗透性，可在不同的情况下改变Ｏ２和ＣＯ２的含量，
膜的渗透性根据温度变化，在储存温度发生变化的情况下使包装中的环境达到最优状态。
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欧盟拟废除石蜡油在动植物产品中的最大残留限量

据欧盟食品安全局ＥＦＳＡ消息，７月２３日欧盟食品安全局提议，废除石蜡油（ｐａｒａｆｆｉｎ　ｏｉｌ，ＣＡＳ　６４７４２－５４－
７）在动植物产品中的最大残留限量。

ＥＦＳＡ认为，由于在欧盟地区，石蜡油已不允许出现在动植物商品中，而且希腊作为书记会员国（ｒａｐｐｏｒｔｅｕｒ
Ｍｅｍｂｅｒ　Ｓｔａｔｅ）也没有收到其它地区批准该物质用于动植物产品的通报，因此有必要废除它的最大残留限量。
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