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Abstract： The substrate specificity of aminopeptidase from the recombinant Bacillus subtilis was
investigated by employing nine types of p-nitroanilide derivatives of amino acids as substrates. The
results indicated that the aminopeptidase shows the highest acitivity for Leu-pNA，whose amino acid
moiety is hydrophobic leucine. The enzyme also shows high hydrolytic activity to Arg -pNA and
Lys-pNA，whose amino acid moieties are basic amino acids. Followed are Ala-pNA，Ile-pNA，Val-
pNA，Phe-pNA and Pro-pNA，which contain hydrophobic amino acid moiety. However，Glu-pNA
which contains acidic amino acid moiety can hardly be hydrolyzed. Then the hydrolysis of corn
protein was carried out by the combination of aminopeptidase and endoprotease. With the hydrolysis
degree as index by using the single factor experiment，aminopeptidase combined with alkaline

摘要： 以 9 种不同的氨基酸-对硝基苯胺为底物， 考察重组枯草芽孢杆菌氨肽酶对底物的特异
性。 结果显示，该氨肽酶对由疏水氨基酸组成的 Leu-pNA 水解活力最强，其次是两种由碱性氨
基酸组成的 Arg-pNA、Lys-pNA，对其它几种由疏水氨基酸组成的 Ala-pNA、Ile-pNA、Val-pNA、
Phe-pNA、Pro-pNA表现出较弱的水解活力，而对酸性氨基酸组成的 Glu-pNA则无水解活力。在
此基础上考察其与内切蛋白酶协同水解玉米蛋白质的效果， 以水解度为指标进行单因素试验，
明确氨肽酶与碱性蛋白酶复配水解玉米蛋白质的效果较佳。双酶水解产物中新增游离氨基酸含
量分别为碱性蛋白酶和氨肽酶单独水解的 4.89 倍、6.05 倍；水解产物中多肽相对分子质量多在
1 000 Da以下，其中 500~1 000 Da的寡肽占 14.57%，180~500 Da的小肽质量分数为 68.42%，水
解度达 65%。 这些结果表明，氨肽酶和碱性蛋白酶协同水解蛋白质原料具有良好的应用前景。
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protease obtained high efficiency：（1） The content of free amino acid was 4.89 times and 6.05 times
than that of alkaline protease aminopeptidase was used alone，respectively.（2）The molecular weight
of the peptides was mostly less than 1 000 Da，14.57% is within 500~1 000 Da，and 68.42% is
within 180~500 Da.（3）The hydrolysis degree was 65%. These results suggested that aminopeptidase
combined with alkaline protease hydrolyzes protein raw material.
Keywords： recombinant aminopeptidase，substrate specificity，collaborative hydrolysis，corn protein

蛋白质经蛋白酶水解以后，水解产物主要为游
离氨基酸、寡肽及小分子肽，这些小分子水解产物
比大分子蛋白质具有更多的良好特性， 如稳定性、
水溶性等理化性质，并且其中一些寡肽还具有易吸
收、低过敏原性、抗血压、抗氧化性，以及降低血脂、
胆固醇和抗疲劳等生理功能[1-10]。 因此，将蛋白质原
料水解为游离氨基酸和小分子肽可有效提升蛋白

质原料的附加值。
酶对底物的催化作用分为专一性和非专一性，

由于蛋白酶对底物作用不同以及蛋白质原料组成

不同， 不同的蛋白酶水解蛋白质的产物也不尽相
同。 目前酶法水解蛋白质原料的酶主要有木瓜蛋白
酶、中性蛋白酶、碱性蛋白酶、酸性蛋白酶、风味蛋
白酶及复合蛋白酶等， 其蛋白质的水解度一般在
40%左右，水解程度普遍偏低。蛋白质的深度水解不
仅需要内切蛋白酶的作用，还需要外切蛋白酶的协
同作用。 课题组前期研究发现，枯草芽孢杆菌 Zj016
氨肽酶具有外切酶活性，而内切酶活性相对较低[11]。
故作者考察了重组枯草芽孢杆菌氨肽酶水解小分

子底物的特异性，在此基础上探究了与其适宜的内
切酶协同水解玉米蛋白质的活力，以便更好地发挥
氨肽酶在蛋白质原料水解方面的应用潜力。

1.1 材料
1.1.1 菌株 重组枯草芽孢杆菌，本课题组从枯草
芽孢杆菌 Zj016中扩增出氨肽酶的基因， 并在枯草
芽孢杆菌表达体系中实现了它的高效分泌表达[12]。
1.1.2 主要试剂 Leu-pNA、Arg-pNA、Lys-pNA、
Ala -pNA、Ile -pNA、Val -pNA、Phe -pNA、Pro -pNA、
Glu-pNA，美国 Alfa 公司制品；玉米蛋白质，山东瑞
星集团有限公司制品；中性蛋白酶、碱性蛋白酶、胰

蛋白酶、木瓜蛋白酶，广西南宁庞博生物工程有限
公司制品；其他试剂均为国产分析纯，购于国药集
团化学试剂有限公司（上海）。
1.1.3 主要仪器与设备 BCD-208K 型低温冰箱，
青岛海尔股份有限公司制造；722 型分光光度计，上
海第三分析仪器厂制造；SHZ-22 型电热恒温水浴
锅，上海医疗器械五厂制造；himac CR22G 高速冷冻
离心机，日本日立（HITACHI）公司制造；氨基酸分析
液相色谱仪，美国安捷伦公司制造；Waters 600 型高
效液相色谱仪，美国 Waters公司制造。
1.2 实验方法
1.2.1 氨肽酶的制备 重组枯草芽孢杆菌氨肽酶
的发酵液经过 8 000 r/min，15 min 离心除菌体，上
清液中加质量分数 20%的硫酸铵澄清发酵液，然后
8 000 r/min，15 min 离心除杂， 上清液经过超滤浓
缩、脱盐后，采用体积分数为 20%~65%乙醇沉淀氨
肽酶，离心沉淀经真空冷冻干燥获得粉状氨肽酶。
1.2.2 氨肽酶的底物特异性 按照氨肽酶活性测
定方法， 分别以 Leu-pNA、Arg-pNA、Lys-pNA、Ile-
pNA、Phe-pNA、Ala-pNA、Pro-pNA、Val-pNA、Glu-
pNA 为底物，测定该氨肽酶对 9 种不同底物的水解
能力。
1.2.3 氨肽酶对不同底物的 Km及 Vmax测定 分别

以 Leu-pNA、Arg-pNA、Lys-pNA 为底物，测定不同
底物浓度（0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mmol/L）
时氨肽酶的酶活。 按照 Lineweaver-Burk 作图法，计
算该酶对不同底物的 Km和 Vmax。
1.2.4 单酶水解玉米蛋白 选用 4 种蛋白酶（中性
蛋白酶、碱性蛋白酶、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶），在表
1条件下进行单酶水解玉米蛋白质。 以酶解后的水
解度为指标，从中选择出酶解效果较好的内切型蛋
白酶。

材料与方法1
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表 1 不同蛋白酶的水解条件
Table 1 Hydrolysis conditions of various proteases

1.2.5 氨肽酶活力测定 采用 LNA 法[13]。 测定时，
首先加入 2 mL pH 8.5 的 Tris-HCl 缓冲液和 1 mL
1 mg/mL 的底物 （L-亮氨酸-4-硝基苯胺 L-Leu-
pNA）， 然后再加入 1 mL 稀释一定倍数的酶液，于
50 ℃下水浴反应 10 min 后，在 405 nm 波长处测定
吸光值。 酶活力定义：在 50 ℃水浴下，每分钟分解
L-亮氨酸-4-硝基苯胺产生 1 μmol 对硝基苯胺所
需酶量定义为一个酶活单位。
1.2.6 水解度（DH）测定 采用 pH-stat法[14]。
1.2.7 酶解液中游离氨基酸含量的测定 色谱条
件 ：色谱柱 ，ODS HYPERSIL （250 mm×4.6 mm，
5 μm）；流动相：A，将 8.0 g 结晶乙酸钠溶解在 1 L
水里，向其中加入 0.225 mL 的三乙胺，用质量分数
5%的醋酸将溶液 pH 调至 7.2， 再加入 50 mL 四氢
呋喃， 混合均匀；B， 将 8.0 g 结晶乙酸钠溶解在
400 mL 水里， 用质量分数 2%的醋酸将溶液的 pH
调至 7.2，再加入 800 mL 甲醇和 800 mL 乙腈，混合
均匀。 梯度洗脱程序：0~5 min， 体积分数 92%的 A
溶液；5~35 min，体积分数 8%~100%的 B 溶液。 体
积流量为 1 mL/min；柱温为 40 ℃；进样量为 10 μL；
检测波长为 338 nm。
1.2.8 酶解液中多肽分布的测定 色谱条件：色谱
柱，TSKgel 2000 SWXL （300 mm×7.8 mm，5 μm）；流
动相，乙腈/水/三氟乙酸，体积比 45/55/0.1。 检测波
长为 220 nm；体积流量为 0.5 mL/min；柱温为
30 ℃；进样量为 10 μL。 样品制备：吸取样品 2 mL
置 10 mL 容量瓶中 ， 用流动相稀释至刻度 ，用
0.22 μm 微孔过滤膜过滤后供进样。 相对分子质量
校正曲线所用标准品：细胞色素 C（MW12500）；杆
菌酶 （MW1450）； 乙氨酸－乙氨酸－酪氨酸－精氨酸
（MW451）；乙氨酸－乙氨酸－乙氨酸（MW189）。

2.1 氨肽酶的底物特异性
用 50 mmol/L pH 8.5 的 Tris-HCl 缓冲液将酶

粉稀释到一定倍数后进行底物特异性的研究， 以实
验中酶活力最高的一组作为对照，结果如图 1所示。

图 1 重组枯草芽孢杆菌氨肽酶的底物特异性
Fig. 1 Substrate specificity of aminopeptidase from

recombinant Bacillus subtilis

由图 1 可知， 在所测定的 9 种小分子底物中，
该重组枯草芽孢杆菌氨肽酶分解由疏水氨基酸组

成的 Leu-pNA活力最强，其次是两种由碱性氨基酸
组成的 Arg-pNA、Lys-pNA，对其它几种疏水氨基酸
组 成 的 Ala -pNA、Ile -pNA、Val -pNA、Phe -pNA、
Pro-pNA 表现出较弱的水解活力，而对酸性氨基酸
组成的 Glu-pNA则无水解活力。
选择 Leu-pNA、Arg-pNA、Lys-pNA 这 3 种底

物 ， 分别测定不同浓度下氨肽酶的酶活 ， 按照
Lineweaver-Burk 作图法计算氨肽酶对不同底物的
米氏常数 Km及其最大反应速率Vmax，结果如表 2所示。

表 2 氨肽酶对不同底物的 Km和 Vmax

Table 2 Km and Vmax of aminopeptidase of different
substrates

由表 2 可知，通过 3 组 Km数据的比较，氨肽酶
对 Leu-pNA的亲和力最强， 其次是 Arg-pNA、Lys-
pNA， 与直接分析该酶对这 3种底物水解能力的顺序
相吻合；此外，3组 Vmax的数据表明，当氨肽酶完全被
底物饱和时，其对 Leu-pNA的水解速度也是最高。
作者所在课题组前期考察了枯草芽孢杆菌

Zj016 氨肽酶协同碱性蛋白酶水解大豆分离蛋白
质，通过考察大豆分离蛋白水解液的苦味值和疏水
值指标， 发现枯草芽孢杆菌 Zj016 氨肽酶具有明显

4 5 7.5

4 5 9.0

4 5 10.0

4 5 6.5

时间/h 底物质量分数/% pH 值

中性蛋白酶

碱性蛋白酶

胰蛋白酶

木瓜蛋白酶

酶
酶解条件

温度/℃
50

50

50

50

结果与讨论2

底物种类 Km/（mmol/L） Vmax/（μmol/（L·min））

Leu-pNA 0.75 2 500

Arg-pNA 1 1 667

Lys-pNA 1.65 435
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的脱苦效果[15]。 从重组枯草芽孢杆菌氨肽酶底物特
异性研究发现，此酶能够切除多肽 N 端的疏水性氨
基酸，说明氨肽酶在脱除蛋白水解液苦味方面具有
较大应用潜力。
2.2 蛋白酶的选择
玉米蛋白质的氨基酸组成见表 3， 其中 Leu、

Ala、Phe、Val、Pro 等疏水性氨基酸和 Glu 等含量较
高，根据内切蛋白酶具备的主要作用位点不同（表
4），选择合适的内切酶对其水解，通过控制一定水
解度可获得多种小分子肽[16]。

表 3 玉米蛋白质的氨基酸组成
Table 3 Amino acid composition of corn protein

表 4 4 种蛋白酶主要作用位点
Table 4 Main active sites of four kinds of proteases

注：1表示酶作用的位点在氨基酸羧基端。

从图 2 可知，当使用碱性蛋白酶对玉米蛋白质
进行水解时，其水解度最高，为 23.2%，其它蛋白酶
对玉米蛋白质的水解活性均低于碱性蛋白酶。 由表
3、4可知， 玉米蛋白质中暴露出碱性蛋白酶的酶切
位点（Ala-、Leu、Val、Tyr-、Phe、Trp-）多于其他蛋白
酶的酶切位点，所以碱性蛋白酶酶解玉米蛋白质的
效果最好。
2.3 温度对水解度的影响
配制质量分数为 5%的玉米蛋白溶液， 碱性蛋

白酶加量 8.0×103 U/g，在不同温度、pH9.0 条件下水
解 3 h，测定不同温度对水解度的影响，结果如图 3
所示。
从图 3可知，从 40 ℃上升到 50 ℃的过程中，在

开始的 80 min 内，水解度升高非常明显；而当温度

达到 60 ℃后，在水解开始的 40 min 内，水解度是最
高的，但是之后随着水解时间的延长，水解度降低，
原因是温度偏高，引起了酶活性降低。 因此，最适水
解温度为 50 ℃。

图 2 不同蛋白酶的水解度
Fig. 2 Hydrolysis degree of different proteases

图 3 不同温度对水解度的影响
Fig. 3 Effect of different hydrolysis temperatures on

degree of hydrolysis

2.4 pH 值对水解度的影响
配制质量分数为 5%的玉米蛋白溶液， 碱性蛋

白酶加量 8.0×103 U/g，在反应温度 50 ℃、不同 pH
条件下水解 3 h， 测定不同 pH 对水解度的影响，结
果如图 4所示。

图 4 不同 pH 值对水解度的影响
Fig. 4 Effect of different hydrolysis pH on degree of

hydrolysis

氨基酸
质量

分数/%
氨基酸

质量

分数/%
氨基酸

质量

分数/%

Lys 0.96 Val 3.00 Ile 2.05

His 0.87 Pro 3.00 Ala 4.81

Arg 1.56 Gly 1.36 Met 1.05

Asp 3.21 Trp 0.20 Glu 12.26

Cys-s 0.56 Ser 12.26 Phe 3.09

Leu 8.24 Thr 1.52 Tyr 2.31

蛋白酶种类 主要作用位点

碱性蛋白酶 Ala-，Leu，Val，Tyr-，Phe，Trp-1

中性蛋白酶 Tyr，Phe，Trp-

木瓜蛋白酶 Arg-，Lys-，Phe-

胰蛋白酶 Arg-，Lys-
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由图 4 可知，当水解液 pH 为 9.0 时，玉米蛋白
质的水解度最高，为 22.3%；当 pH 低于或高于 9.0
时，水解度均低于 pH 9.0时的水解度。因此，最适水
解 pH为 9.0。
2.5 底物浓度对水解度的影响
配制不同浓度的玉米蛋白溶液，碱性蛋白酶加量

8.0×103 U/g，在温度 50℃、pH 9.0条件下水解 3 h，测定
不同底物浓度对水解度的影响，结果如图 5所示。

图 5 不同底物质量分数对水解度的影响
Fig. 5 Effect of different substrate concentration on

degree of hydrolysis

由图 5可知，当底物质量分数≤10%时，随着底
物质量分数的增加，水解度逐渐升高；但是当底物
质量分数达到 12.5%时，水解液粘度增大，影响碱性
蛋白酶的扩散，降低酶的作用效果。 因此，最适底物
质量分数为 10%。
2.6 碱性蛋白酶加酶量对水解度的影响
配制质量分数为 10%的玉米蛋白溶液，在温度

50 ℃、pH 9.0 条件下 ， 分别按 8.0×103、 1.6×104、
3.2×104、 4.8×104 U/g加入不同量的碱性蛋白酶进行
酶解，水解 3 h，测定不同碱性蛋白酶加酶量对水解
度的影响，结果如图 6所示。

图 6 不同加酶量对水解度的影响
Fig. 6 Effect of different enzyme -substrate ratios on

degree of hydrolysis

由图 6 可知，在相同酶解时间下，随着加酶量
的增加水解度也逐渐增加；当酶底比由 8.0×103 U/g
增加到 3.2×104 U/g 时 ， 水解度由 40.1%增加到
55.3%；然而当加酶量增加到 4.8×104 U/g 时，水解度
为 58.3%，增加量不明显。考虑到成本因素和提高酶
的利用价值，最适酶底比为 3.2×104 U/g。
2.7 氨肽酶和碱性蛋白酶协同水解玉米蛋白质
由于氨肽酶最佳酶解反应温度为 50 ℃，pH 为

8.5，与碱性蛋白酶的最佳酶解条件基本一致，并且
氨肽酶相对碱性蛋白酶来说，价格较高，考虑到成
本问题，水解过程中的温度、pH 按照氨肽酶最佳酶
解条件进行，底物质量分数和酶解时间按照碱性蛋
白酶水解的最佳条件进行。
选用碱性蛋白酶的最佳添加量（3.2×104 U/g）及

较优的水解条件（温度 50 ℃，pH 8.5，底物质量分数
10%，水解 3 h），通过改变氨肽酶的添加量，考察不
同添加量的氨肽酶与碱性蛋白酶协同水解玉米蛋

白质的效果，结果如图 7所示。

图 7 不同添加量的氨肽酶与碱性蛋白酶协同水解玉米蛋白质
Fig. 7 Aminopeptidase under different amounts of

coordinationwith alkali protease hydrolyzed corn
protein

由图 7 可知，当氨肽酶的添加量≤900 U/g 时，
随着氨肽酶添加量的增加， 酶的活性基团也增加，
酶促反应加快，水解度增加的速度较快；随后继续
增加氨肽酶添加量，水解度仍然有所提高，但增加
幅度较小。 因此考虑到成本因素，选择氨肽酶添加
量 900 U/g较合适，此时水解度达 65%。
2.8 单酶和双酶水解玉米蛋白的比较
配制质量分数为 10%的玉米蛋白溶液，分别添

加 3.2×104 U/g 的碱性蛋白酶、900 U/g 的氨肽酶，在
温度 50 ℃，pH 8.5 条件下水解 3 h， 将水解液分别
进行水解度、游离氨基酸、多肽分布分析，考察单
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酶、双酶水解玉米蛋白质的效果，结果如表 5、6所示。
表 5 游离氨基酸组成比较

Table 5 Comparison of amino acids composition
mg/L

由表 5 可知，双酶水解玉米蛋白质时，水解液
中新增游离氨基酸含量分别为碱性蛋白酶和氨肽

酶单独水解的 4.89 倍、6.05 倍； 双酶水解液中 Leu
含量最高，占总氨基酸的 25.32%，其次分别是 Ala
11.61% 、Arg 7.99% 、Val 7.74% 、Phe 7.67% 、Glu
6.45%、Ile 6.21%、Tyr 5.79%、Met 5.34%。 蛋白水解
液中的苦味主要来自水解物中的苦味肽，苦味肽一
般是肽链末端带有单个或多个疏水氨基酸残基的

多肽，苦味正是由这些苦味肽末端的疏水性氨基酸
暴露出来引起的。双酶水解液中疏水性氨基酸 Leu、
Ala、Val、Phe、Ile、Tyr含量较高， 说明该氨肽酶可以
通过水解苦味肽末端疏水性氨基酸而达到蛋白水

解液的脱苦效果。
由表 6 可知，未酶解的玉米蛋白溶液中主要是

大分子物质，质量分数为 65.77%，小肽、寡肽、多肽
的含量较低；碱性蛋白酶与氨肽酶单独水解玉米蛋
白质，水解液中大分子物质含量减少，小肽含量有
一定增多； 双酶复配水解液中则不存在大分子物
质， 多肽相对分子质量多在 1 000 Da 以下， 其中
500~1 000 Da 的寡肽占 14.57%，180~500 Da 的小
肽含量占 68.42%，水解度可达 65%。 双酶协同水解
的效果明显优于单酶水解。

表 6 相对分子质量分布比较
Table 6 Comparison of the molecular weight distribution

of the peptides

碱性蛋白酶是疏水专一性内切蛋白酶，蛋白质
经其水解后，生成较多末端带有疏水性氨基酸的多
肽，苦味正是由多肽末端的疏水性氨基酸暴露出来
引起的 [15]，而该氨肽酶能够切除这些多肽 N 端的疏
水性氨基酸，碱性蛋白酶水解的主要位点（亮氨酸、
丙氨酸等）恰巧是氨肽酶容易水解的疏水氨基酸残
基。 这两种蛋白酶的复配使用，不仅能够提高玉米
蛋白质的水解度、脱除水解液的苦味，还有利于获
得更高比例的小肽。

对重组枯草芽孢杆菌氨肽酶底物特异性的研

究表明，该氨肽酶易水解肽链末端带有疏水氨基酸
或碱性氨基酸残基的多肽，在提高蛋白质原料的水
解度和脱除蛋白水解液苦味方面具有潜力；该氨肽
酶与碱性蛋白酶复配水解玉米蛋白质原料，水解度
可达 65%，较单酶水解显著提高；氨肽酶与碱性蛋
白酶的复配使用， 不仅提高了蛋白质原料的水解
度，还显著增加了小分子肽的含量，表现出氨肽酶
与碱性蛋白酶外切与内切活性互补的协同作用，具
有良好的应用前景。

结 语3

氨基酸种类 未酶解 碱性蛋白酶 氨肽酶 双酶水解

Asp 19.23 21.48 29.70 40.15

Glu 17.34 65.44 86.43 180.10

Ser 0.11 1.19 4.21 10.91

His 0.94 3.10 8.65 11.62

Thr 2.84 22.50 13.13 91.45

Arg 7.33 14.32 13.57 223.42

Tyr 3.30 5.93 46.87 161.96

Cys 0.58 63.13 1.68 64.78

Lys 3.32 24.03 72.49 128.20

Val 6.55 25.63 40.75 216.35

Gly 13.28 15.07 27.09 91.16

Ala 9.43 82.84 49.20 324.49

Met 3.38 61.00 15.42 149.10

Phe 9.57 24.97 54.69 214.46

Ile 3.93 14.65 27.77 173.40

Leu 14.25 215.51 64.82 707.43

Pro 2.09 4.05 3.48 5.15

总量 117.47 664.84 559.95 2 794.13

氨基酸

增加量
0 547.37 442.48 2 676.66

相对分

子质量

未酶解/
%
碱性蛋白

酶/%
氨肽酶/

%
氨肽酶+碱性
蛋白酶/%

>5 000 65.77 5.76 27.70 -

5 000~3 000 7.58 3.45 10.26 0.23

2 000~3 000 5.80 2.32 6.58 0.55

2 000~1 000 6.58 5.21 8.69 4.92

1 000~500 4.39 17.26 10.69 14.57

500~180 4.60 56.74 30.65 68.42

<180 5.28 9.26 5.43 11.31
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