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蛋白酶A抑制剂GLPAI动力学性质的研究

李屹松， 田亚平
(江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏无锡214036)

摘 要：对一种从灵芝发酵液中提取得到的蛋白酶A抑制剂GLPAI(Ganoderma Lucidum pro—

teinase A inhibitor)的动力学性质进行了研究，分别以胃蛋白酶、胰蛋白酶和蛋白酶A为底物考察

了GLPAI的动力学性质，实验结果：GLPAI对上述3种蛋白酶的抑制类型均属于混合型抑制模

式，对胃蛋白酶的Ki=4．64(弘mol／L)；对胰蛋白酶的Ki一33．5(／_￡mol／L)；对蛋白酶A的Ki一2．7

(t卫mol／L)．
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The Kinetic Characteristics of Proteinase A Inhibitor GLPAI

LI Yi—song。TIAN Ya—ping

(The Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Southern Yangtze University，Wuxi 214036)

Abstract：The kinetic characteristics of proteinase A inhibitor GLPAI，separated and purified from

the broth of Ganoderma Lucidum，was discussed in this paper．The results were shown as

follows：the inhibition patterns of GLPAI to pepsin，trypsin and proteinase A were all mixed

inhibiting type；the kinetic parameters(Ki)of pepsin，trypsin and proteinase A were 4．64(t_￡mol／

L)，33．5(／,mol／L)，2．7(／卫mol／L)，respectively．
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纯生啤酒在包装前未经过巴氏灭菌，因而由酵

母分泌的少量蛋白酶活性得以存留下来，继而在啤

酒储存及货架寿命中对泡持性蛋白进行降解，从而

使纯生啤酒的泡沫变得较差．许多实验研究已证实

其中起主要作用的是蛋白酶A(Proteinase A，简称

PrA)[1]．为了提高啤酒泡沫的稳定性，人们对蛋白

酶A及其抑制剂进行了大量的研究．目前对蛋白酶

A的结构和特性的了解越来越深入，已经进入到分

子水平，推测蛋白酶A的活性中心与天冬氨酸族氨

基酸相似[2]．对蛋白酶A抑制剂的研究，特别是提

取的天然生物抑制剂的研究，国内鲜有报导．国外

学者已经从西红柿和马铃薯提取出蛋白酶A抑制

剂E引．作者对一种从灵芝发酵全粉中提取的蛋白酶

A抑制剂(GLPAI)的动力学性质进行了研究，为进

一步深入了解其抑制特性及其应用打下一定的

基础．

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 试剂 胃蛋白酶：中国医药集团上海化学

总公司，国产分装；胰蛋白酶：上海伯奥科技有限公

司，国产分装；血红蛋白：上海丽珠东风生物技术有
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限公司；灵芝发酵全粉：实验室自制；蛋白酶A：实

验室自制；其余试剂均为国产分析纯．

1．1．2 主要仪器 高速冷冻离心机himac

CR22G：日本日立HITACHI公司；其余均为国产

常规设备．

1．2试验方法

1．2．1 蛋白酶A提取工艺(经改良) 500 g活性

干酵母中加入1 000 mL蒸馏水搅拌溶解，静置2

h，加入220 mL三氯甲烷，静置0．5 h，然后调pH

值7．0，加入少许甲苯覆盖，30℃静置过夜；混合液

离心，收集上清液，调pH值5．0，加入少量甲苯覆

盖，30℃静置过夜；混合液离心，收集上清液，然后

向上清液中加入固体硫酸氨，使盐质量浓度达70

g／dL，混合液离心，收集沉淀；沉淀用0．01 mol／L

pH值6．0的磷酸钠缓冲液溶解，离心，上清即为蛋

白酶A粗酶液；粗酶液经DEAE离子交换层析，用

氯化钠进行不连续梯度浓度洗脱，收集0．35 mol／L

洗脱部分，经冷冻干燥即得所需的蛋白酶A[1]．

1．2．2 抑制剂的提取 灵芝发酵全粉与水按1 g

：10 mL混合，于40℃下保温0．5 h，过滤后收集

滤液，加入无水乙醇，使醇沉饱和度达50％，离心，

收集上清液，继续滴加无水乙醇，使醇沉饱和度达

60％，离心，收集沉淀，沉淀用0．01 mol／L，pH值

7．0的磷酸钠缓冲液溶解，离心，收集上清液，反复

醇沉脱色后即为粗抑制剂；粗抑制剂经Ultrogel

AcA44分子筛层析，收集相对分子质量38 000的

部分即为GLPAI．

1．2．3 抑制剂动力学性质研究 以质量浓度分别

为1．2，0．6，0．4，0．3，0．25，0．2 g／dL的血红蛋白为

底物，分别考察GLPAI对胃蛋白酶，胰蛋白酶和蛋

白酶A的动力学性质[4’5]．

酶活力定义：40℃时，每分钟分解血红蛋白产

生1肛mol酪氨酸所需酶量即为一个酶活单位．

2结果与讨论

2．1 GLPAI对胃蛋白酶的动力学分析

以不同浓度的血红蛋白为底物，分别在无GL—

PAI，有GLPAI的情况下，测定胃蛋白酶的酶反应

曲线，结果见图1、图2．

由图2可得出，K。一146．4(t生mol／L)，V。一

1．44×104(“／L·rain)，K。’一80(p．mol／L)，Vm’

=1．38×103(“／L·min)．GLPAI对胃蛋白酶的作

用：一方面，在抑制剂存在下，V。和K。都下降了，类

似于反竞争性抑制作用(反竞争性抑制类型的特点

是抑制剂存在的条件下，V。和K。都同等程度的下

降)嘲；另一方面，V。下降的幅度比K。大得多，这类

似于非竞争性抑制作用，因此将这类混合型抑制称

为非竞争和反竞争性混合抑制作用‘6’73．K。／v。×

(1+[c。-1／Kz)一0．582，其中[c。]为抑制剂浓度=

2．2(,umol／L)．
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图1 GLPAI对胃蛋白酶的v-s图

Fig．1 Reaction curves of GLPAI on pepsin
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图2 GLPAI对胃蛋白酶的双倒数图

Fig．2 L-B plot of GLPAI on pepsin
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计算可得GLPAI对胃蛋白酶的Ki一4．64(umol／

L)，抑制类型为非竞争和反竞争性混合抑制作用．

2．2 GLPAI对胰蛋白酶的动力学分析

分别在无GIPAI与有GLPAI的情况下，测定

胰蛋白酶的酶反应曲线，结果见图3，4．

血红蛋白浓度／(“mol／mL)

图3 GLPAI对胰蛋白酶的V-S图

Fig．3 Reaction CHIVES of GLPM on trypsin

由图4可得出，K。一50(tlmol／L)，V。2 1．61

×104(肛／L·min)，K。’=70(tlmol／L)，V。7—1．51

×104(tz／L·min)．GLPAI对胰蛋白酶的作用：一

方面不改变最于反应速度(从图3可以看出)，类似
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于非竞争性抑制作用；另一方面，抑制剂结合以后，

K。增大，这又类似于竞争性抑制作用，因此称这种

抑制类型为竞争与非竞争性混合抑制作用嘲．K。／

V。×(1+[c，IlK；)一0．046 5，其中[cI]=1．1

(／zmol／L)．

计算可得GLPAI对胰蛋白酶的K；一33．5

(／卫mol／L)，抑制类型属于竞争与非竞争性混合抑制

作用．
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图4 GLPM对胰聋白酶的双倒数图

Fig．4 L-B plot of GLPAI ON trypsin

2．3 GLPAI对蛋白酶A的动力学分析

以不同浓度的血红蛋白为底物，分别在无GL—

PAl与有GLPAI的情况下浊定蛋白酶A的酶反应

曲线，结果如图5和图6．

血红蛋白浓度，(p mol／mL)

图5 GLPAI对蛋白酶A的v-S图

Fig．5 Reaction curves of GLPAI on proteinase A
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图6 GLPAI对蛋白酶A的双倒数图

Fig．6 L-B plot of GLPAI on proteinase A
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由图6可得出，K。一56(／zmol／L)，V。一1．48

×104(肚／L·rain)，K。’一96(umol／L)，V。’一

0．67×104(“／L·rain)，GLPAI对蛋白酶A的作

用，一方面V。下降，类似于反竞争性抑制作用；另

一方面，K。增大，类似于竞争性抑制作用，因此称这

种抑制类型为反竞争与非竞争性混合抑制作用[6]．

K。／V。×(1+-c，]／Ki)一o．1422，其中[fI]一

7．47(弘mol／L)，计算可得GLPAI对蛋白酶A的

Ki=2．7(／1mol／L)．

表1 GLPAI对兰种蛋白酶的作用

Tab．1 Effect of GLPAI傩pepsin．trypsin and Proteinase A

注：表中Ic50是指抑制率达到50％时所需的抑制剂的浓度；

}为由于GLPIA对胰蛋白酶的抑制作用较弱，0．283(蛋白

质g／L)为抑制率达到20％时所需的抑制剂的浓度1c。。．

实验结果表明，GLPAI对蛋白酶A的Ki比胃

蛋白酶的小，对蛋白酶A的Ic。。也较小，说明GL—

PAI对蛋白酶A的抑制作用较强．

3 结 论

本文研究了从灵芝发酵全粉中提取得到的

GLPAI对胃蛋白酶、胰蛋白酶和蛋白酶A的动力

学性质，实验结果表明：GLPAI对胃蛋白酶的抑制

类型为非竞争和反竞争性混合抑制作用，对胰蛋白

酶和蛋白酶A的抑制类型为竞争和非竞争性混合

抑制作用；对胃蛋白酶的Ki为4．64(弘mol／L)，对胰

蛋白酶的K；为33．5(弘mol／L)，对蛋白酶A的Ki为

2．7(／卫mol／L)．因胃蛋白酶和蛋白酶A都属于天冬

氨酸族蛋白酶[2]，可以推测GLPAI对天冬氨酸族

蛋白酶有较强的抑制作用．胃蛋白酶抑制剂有很好

的临床应用前景，可以用于治疗胃炎，胃溃疡等疾

病‘83；蛋白酶A抑制剂在啤酒行业，特别是纯生啤

酒中有良好的应用前景．作者对GLPAI动力学常

数及抑制类型的研究，可以进一步揭示灵芝发酵全

粉中GLPAI的生化性质，为其应用开发奠定理论

基础．
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3 结 论

在菊花曲奇饼干的烘焙过程中，菊花中部分特

有的挥发类物质也有所损失，可能还有一些挥发类
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