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毛霉亮氨酸氨肽酶的纯化及性质研究

潘进权

(湛江师范学院生命科学与技术学院，广东 湛江      524048)

摘   要：采用硫酸铵盐析、离子交换层析、疏水层析、凝胶层析及超滤方法对毛霉胞外蛋白酶组分进行分离纯化，

从毛霉的发酵麸曲中分离纯化得到氨肽酶组分，并对其性质进行探讨。结果表明：纯化的毛霉氨肽酶是亮氨酸氨

肽酶，其对小肽 N 端的亮氨酸有非常强的水解活性；该氨肽酶在 40℃、pH6.5 有最大催化活性，在 40℃以内，

pH5.0～8.0 有很好的稳定性；在所实验的几种蛋白酶抑制剂(PMSF、EDTA、E-64、Pepstatin A)中，仅 EDTA
可以完全抑制该氨肽酶的活性，由此说明，纯化的毛霉氨肽酶是一种金属蛋白酶；常见的金属离子中，Ca2+ 对该

氨肽酶有激活作用，而 Zn2+、Cu2+ 及 Mn2+ 对其有强的抑制作用；该氨肽酶对大豆多肽的苦味有明显的去除效果，

大豆多肽脱苦处理 4h 后其苦味基本消除。
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Abstract ：An aminopeptidase was purified and characterized from crude extracellular protease extract from wheat bran koji

of Mucor through ammonium sulfate precipitation, ion exchange chromatography, hydrophobic chromatography, gel filtration

chromatography and ultra-filtration. The purified aminopeptidase was identified as leucine aminopeptidase, which was very

active in hydrolyzing N-terminal leucine of peptides. Its maximum activity was observed at pH 6.5 and 40 ℃. In addition, the

leucine aminopeptidase was stable in the pH range of 5.0－8.0 and at temperatures below 40 ℃. However, it could be completely

inhibited by the metal protease inhibitor EDTA, indicating that it belongs to the metal protease family. Ca2+ had an activating

effect on it, while Zn2+, Cu2+ and Mn2+ were very active in inhibiting it. The enzyme was effective in removing bitter taste from

soybean ploypeptides and basic elimination of bitter taste was achieved after 4 h of treatment with it.
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毛霉是腐乳发酵生产的主要菌种之一，在腐乳生产

工艺中其主要作用是分泌蛋白酶水解豆腐胚内的大豆蛋

白。腐乳成品中的蛋白质主要是以多肽形式存在的，具

有相当高的水解程度，并且已经从中分离出多种具有生

理活性的多肽 [ 1 -2 ]；而对众多腐乳产品的感官分析则表

明，腐乳产品通常不具有一般蛋白水解物所特有的苦

味。综合以上结果来看，毛霉蛋白酶在解决植物蛋白

(尤其是大豆蛋白)水解率低、水解产物具有强烈的苦味

等难题方面具有很大的潜力。

毛霉虽然在工业生产中有很悠久的应用历史，但是

对这类微生物胞外蛋白酶系的研究却并未完全展开。仅

有少数学者对该菌种的发酵产酶特性及粗酶的催化、水

解特性进行过探讨[ 3 -4 ]。然而，毛霉由于长期受到高蛋

白环境条件的驯化，它通常具有合成及分泌多种胞外蛋

白酶的能力，其胞外蛋白酶是由多种蛋白酶所构成的复

杂体系，因此单纯从总体上研究(即粗酶的研究)并不能

完全了解其内在的特性。为了更加全面的了解这一蛋白

酶系的组分构成、各组分的催化特性以及相互之间的作

用，本课题组开展了这方面的研究工作。在前期的工

作中，对毛霉胞外的内肽酶组分进行了分离纯化及性质

分析，并考察了它们对大豆蛋白的水解特性[ 5 -6 ]。结果

表明，毛霉胞外主要有 3 个内肽酶组分，包括一个碱性

蛋白酶和两个酸性蛋白酶，碱性蛋白酶与酸性蛋白酶之

间有一定的肽键选择互补性，两者共同作用于大豆蛋白

可以实现大豆蛋白的深度水解。然而，感官分析却发

现大豆蛋白的毛霉内肽酶水解物也有强烈的苦味。由此
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看来，在毛霉胞外可能存在一些具有脱苦作用的蛋白酶

组分[7]，为此，本研究对毛霉胞外的氨肽酶组分进行分

离纯化及性质探讨。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

雅致放射毛霉 AS3.2778    湛江师范学院生命科学与

技术学院发酵工程实验室保藏菌种；大豆分离蛋白(SPI，
蛋白含量为 87.35%)    哈尔滨高科大豆食品有限公司。

DEAE-Sepharosee、Phenyl-Sepharose、Sephadex
G50    美国 Pharmacia 公司；苯甲基磺酰氟(PMSF)、乙

二胺四乙酸(EDTA)、N-(反式 - 环氧丁二酰基)-L- 亮氨酸 -
4- 胍基丁基酰胺(E-64)、抑肽素(Pepstatin A)   美国

Amersco 公司；Gly-Pro-pNA、Gly-pNA、Pro-pNA、

Arg-pNA、Leu-pNA、Val-pNA    美国 Sigma 公司；其

他试剂均为分析纯或生化试剂。

1.2 方法

1.2.1 蛋白酶活力测定

采用 Folin- 酚法[8]。1.5mL 离心管中加入 0.3mL 适当

稀释的酶液及 0.3mL 1.5g/100mL 酪蛋白(溶于 0.05mol/L
pH5.5 的乙酸 - 乙酸钠缓冲液)，40℃反应 l0min，再加

0.6mL 0.4mo1/L 的三氯乙酸终止反应，静置 15min 后

14000×g离心 10min，取上清液 0.6mL，加入 3mL 0.4mol/L
碳酸钠溶液及 0.6mL 福林酚试剂，于 40℃显色 20min，
于波长 680nm 处测其吸光度。根据标准曲线(y ＝ 0.0104x，
R2 ＝ 0.9991)计算酶活力。

1.2.2 氨肽酶活力测定[9]

150μL 酶液加入 150μL 0.2mmol/L L- 亮氨酸 - 对硝

基苯胺(Pro-pNA)，混匀后置于 40℃水浴反应 20min，沸

水浴灭活 3min。然后用微量比色皿测定波长 405nm 处吸

光度。以 150μL 灭活的酶液加 150μL 0.2mmol/L L- 亮
氨酸 - 对硝基苯胺作为空白对照。根据标准曲线( y ＝

0.0676x，R2 ＝ 0.995)计算酶活力。

酶活力单位定义：实验条件下，每分钟水解 L - 亮
氨酸 - 对硝基苯胺产生 1μg 对硝基苯胺所需酶量即为 1 个

酶活力单位 / U。

1.2.3 粗酶的提取

称取一定量干麸曲(发酵方法见文献[10])加入 10 倍

体积的 0.3mol/L NaCl 溶液，混匀后于 30℃水浴中抽提

1.5h，纱布过滤后在 4℃、7000 × g 离心 10min，取上

清液即得到粗酶液。

1.2.4 毛霉氨肽酶的纯化

1.2.4.1 硫酸铵分段盐析

取一定体积的粗酶液，在冰水浴上缓慢加入固体硫

酸铵到饱和度为 5 0 %，充分溶解后在 4℃冰箱中静置

4h，于 4℃、12000 × g 离心 20min，取上清液继续加入

固体硫酸铵至饱和度为 70%，4℃冰箱中静置过夜，然后

于 4℃、12000 × g 离心 20min，蛋白沉淀用 0.02mol/L、
pH7.5 的 Tris-HCl 缓冲液溶解，并透析脱盐。

1.2.4.2 DEAE-Sepharose 阴离子交换层析

用 0.02mol/L、pH7.5 的 Tris-HCl 缓冲液平衡阴离子

交换柱(3.0cm × 30cm)，取一定量盐析脱盐后的酶液，

加样阴离子交换柱。用平衡缓冲液充分洗柱后，用 A
液(0.02mol/L、pH7.5 的 Tris-HCl 缓冲液)和 B 液[0.5mol/L
NaCl 溶液(溶于 0.02mol/L、pH7.5 的 Tris-HCl 缓冲液)]进
行阶梯等度洗脱，流速 1.5mL/min，收集 50% B 阶梯洗

脱蛋白峰，然后用超滤离心管浓缩收集液。

1.2.4.3 Phenyl-Sepharose 疏水层析

用1.2mol/L硫酸铵溶液(溶于0.05mol/L、pH7.5的PBS
缓冲液)平衡 Phenyl-Sepharose 疏水层析柱(1 .6cm ×

20cm)。将 1.2.4.2 节收集的浓缩酶液与 2.4mol/L 硫酸铵溶

液(硫酸铵溶于 0.1mol/L、pH7.5 的 PBS 缓冲液)等体积

混和后加样疏水层析柱，用平衡缓冲液充分冲洗疏水

柱，然后用 A 液(0.05mol/L、pH7.5 的 PBS 缓冲液)和
B 液[1.2mol/L 硫酸铵溶液(硫酸铵溶于 0.05mol/L、pH7.5
的 PBS 缓冲液)]进行阶梯等度洗脱，流速 1.0mL/min。收

集 20%B 阶梯洗脱蛋白峰(即氨肽酶蛋白峰)。

1.2.4.4 Sephadex G50 凝胶过滤层析

用0.02mol/L pH7.5的PBS缓冲液平衡凝胶柱(1.6cm×

100cm)，加样 1.2.4.3 节中收集的浓缩酶液，用 0.02mol/L、
pH7.5 的 PBS 缓冲液洗脱，流速 0.5mL/min。收集活性

蛋白峰，用超滤离心管浓缩收集样品。

1.2.5 毛霉氨肽酶的催化性质

1.2.5.1 毛霉氨肽酶底物选择性

按照氨肽酶活力测定方法，分别以 Gly-Pro-pNA、

Gly-pNA、Pro-pNA、Arg-pNA、Leu-pNA、Val-pNA、

Phe-pNA、Lys-pNA、Ala-pNA、Ile-pNA、Glu-pNA
为底物，测定毛霉氨肽酶对不同底物的水解活性。以

最大酶活力为 1 0 0 %，计算相对酶活力。

1.2.5.2 毛霉氨肽酶的最适作用温度

按照氨肽酶活力测定方法分别于不同的温度(25～
60℃)条件下测定毛霉氨肽酶的活力，考察温度对毛霉氨肽

酶活性的影响。以最大酶活力为 100%，计算相对酶活力。

1.2.5.3 毛霉氨肽酶的最适作用 pH 值

按照氨肽酶活力测定方法分别于不同 pH 值(pH3.0～
10.0)条件下测定毛霉氨肽酶的活力，考察 pH值对毛霉氨肽

酶活性的影响。以最大酶活力为 100%，计算相对酶活力。

1.2.5.4 毛霉氨肽酶的热稳定性

在毛霉氨肽酶的稳定 pH 值条件下，将酶液分别于
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图 3 氨肽酶 Sephadex G50 凝胶过滤层析洗脱曲线

Fig.3   Elution profile of aminopeptidase on Sephadex G50 column
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不同温度(25～55℃)条件下保温 30min，测定保温前后氨

肽酶活力的变化，考察温度对毛霉氨肽酶稳定性的影

响。以最大酶活力为 1 0 0 %，计算相对酶活力。

1.2.5.5 pH 值对毛霉氨肽酶稳定性的影响

用不同的缓冲液分别调节酶液 pH 值为 pH3.0～10.0，
于室温(25℃)放置约 1h，测定放置前后酶活力变化，考

察 pH 值对毛霉氨肽酶稳定性的影响。以最大酶活力为

1 0 0 %，计算相对酶活力。

1.2.5.6 抑制剂对毛霉氨肽酶活性的影响

在酶的稳定 pH 值条件下，将酶液与不同类型的抑

制剂混和，然后在室温中放置约 30min，测定加入抑制

剂保温后氨肽酶的活力。以未加抑制剂组为对照，其

酶活力计为 100%，计算抑制剂组的相对酶活力，考察

抑制剂对毛霉氨肽酶活性的影响。

1.2.5.7 金属离子对毛霉氨肽酶活性的影响

在酶的稳定 pH 值条件下，将酶液与不同的金属离

子溶液混和，于室温放置 30min 后测定氨肽酶活力，以

未加金属离子组为对照，其酶活力计为 100%，计算加

金属离子组的相对酶活力，比较各种金属离子对氨肽酶

活性的影响。

1.2.6 大豆多肽的制备

配制 5g/100mL 大豆分离蛋白，用 1mol/L NaOH 调

节 pH 值到 11.0，置于 90℃恒温水浴中预处理 15min，冷

却后按 3000U/g 加入 Alcalase 碱性蛋白酶，置于 50℃的

水浴中保温水解 5 h。水解结束后直接加热煮沸，并趁

热过滤，滤液冷冻干燥，即得到大豆多肽样品。

1.2.7 苦味评价方法

以硫酸奎宁为标准对照物，采用感官分析的方法

对大豆多肽的苦味进行评价，大豆多肽苦味强度以具有

相同苦味的硫酸奎宁浓度表示[11]。配制一定浓度的硫酸

奎宁溶液，分别稀释到 1 0 － 4、1 0 － 5、1 0 － 6、1 0 － 7、

1 0 － 8m o l / L，对应的苦味强度分别为：强、较强、中、

弱、无。感官评定小组由 8 人组成，评定人员用蒸馏水

漱口后，取待测水解液 3～5mL 置于口中，10s 后吐出，

漱口后取与之苦味程度相近的标准品溶液品尝，如确认两

苦味相近，即可把待测水解液定义为该标准品溶液的苦味

值，否则取其他标准品溶液品尝，直至确定其苦味值。

1.2.8 毛霉氨肽酶脱苦效果的分析

用 pH6.5、0.02mol/L磷酸盐缓冲液配制 3g/100mL大豆

多肽溶液，按 3000U/g 加入纯化后的氨肽酶，置于 35℃
水浴保温 4 h，每隔一定时间取样进行苦味感官分析。

2 结果与分析

2.1 毛霉氨肽酶的纯化

采用层析法对毛霉氨肽酶进行初步分离及纯化。首

先，采用 DEAE-Sepharose 阴离子交换层析对盐析后样品

进行初步的分离纯化，通过对其洗脱方法进行优化，最

终使氨肽酶组分完全集中在 50% B 的洗脱峰(图 1)，并实

现了内肽酶与氨肽酶的分离，同时使氨肽酶得到了浓

缩；然后，采用疏水层析的方法对上一步收集的氨肽酶

样品做进一步的分离(图 2)，结果发现在疏水层析中可以

分离得到两个有活性的洗脱峰，即 60% B 洗脱峰(活性峰 1)
和 20% B 洗脱峰(活性峰 2)，相比而言，峰 1 的亮氨酸

氨肽酶活性较弱，仅为峰 2 的 30% 左右[17]，因此在后续

研究中主要针对峰 2 氨肽酶组分进行纯化及性质探讨；最

后，采用凝胶过滤层析的方法对疏水层析收集的活性峰 2
进行进一步的纯化并同步对样品进行脱盐，结果见图

3。可以看出，疏水层析收集的样品中仍然有较多的杂

蛋白，而且杂蛋白的分子质量与氨肽酶的分子质量较为

接近，用凝胶层析的方法并不能将它们完全分开。

图 1 氨肽酶 DEAE-Sepharose 阴离子交换洗脱曲线

Fig.1   Elution profile of aminopeptidase on DEAE-Sepharose column
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图 2  氨肽酶 Phenyl-Sepharose 疏水层析洗脱曲线

Fig.2   Elution profile of aminopeptidase on Phenyl-Sepharose column
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通过以上一系列的纯化操作，虽然可以实现内肽酶

与氨肽酶的分离，两个氨肽酶组分之间也得以分开，氨

肽酶的纯度有所提高，但是最终并不能完全纯化出目标蛋

白酶。纯化得到的氨肽酶样品中仍然含有一定量的杂蛋

白。因此，对毛霉氨肽酶的纯化还需考虑其他的方法。

2.2 毛霉氨肽酶的底物专一性

由表 1 可知，毛霉氨肽酶对不同底物的水解活性显

示出一定的差异。总的来看，毛霉氨肽酶主要对于小

肽 N 端疏水性氨基酸，如 L eu、I l e、P he 构成的肽键

有很强的水解活性(Val 例外)；而对于小肽 N 端非疏水性

氨基酸，如 Arg、Ala 构成的肽键水解活性非常弱，甚

至无水解活性；除此外，该氨肽酶对于小肽 N 端的 Pro、
Glu、Gly 也有一定的水解活性。比较毛霉氨肽酶对表

中各底物的水解活性，该氨肽酶对 Leu-pNA 有最大的水

解活性，确定其是亮氨酸氨肽酶。

2.3 抑制剂及金属离子对氨肽酶活性的影响

由表 2 可见，在所实验的几种蛋白酶抑制剂中，仅

10mmol/L 的 EDTA 可以完全抑制该氨肽酶的活性。由此

说明，纯化的毛霉氨肽酶是一种金属蛋白酶。金属离

子 Ca2+ 对该氨肽酶有一定的激活作用，而 Cu2+、Zn2+ 及

Mn 2+ 对其有非常显著的抑制作用。

2.4 pH 值对毛霉氨肽酶活性及稳定性的影响

底物类型 Leu-pNA Pro-pNA Arg-pNA Phe-pNA Val-pNA Lys-pNA Ala-pNA Ile-pNA Glu-pNA Gly-pNA Gly-Pro-pNA
相对酶活力 /% 100.00 29.51 ± 2.10 0.05 ± 0.01 53.14 ± 0.10 2.87 ± 0.30 21.30 ± 0.21 4.50 ± 0.14 80.40 ± 0.31 31.40 ± 0.22 15.74 ± 0.15 0.41 ± 0.16

表 1 毛霉氨肽酶的底物专一性

Table 1   Substrate specificity of aminopeptidase from Mucor

                          抑制剂 5mmol/L金属离子
项目 对照

10mmol/L EDTA 10μmol/L E-64 10μmol/L PepstatinA 1mmol/L PMSF Ca2+ Mg2+ Zn2+ Fe2+ Mn2+ Co2+ Cu2+

相对酶活力/% 100.00 0 ± 0.10 97.43 ± 1.50 102.21 ± 2.40 92.28 ± 2.20 123.28 ± 1.40 83.07 ± 2.10 10.58 ± 3.10 94.71 ± 2.70 58.73 ± 2.40 81.48 ± 3.30 0 ± 0.10

表 2 抑制剂及金属离子对毛霉氨肽酶活性的影响

Table 2   Effects of inhibitors and metal ions on the activity of aminopeptidase from Mucor

pH5.0 时，氨肽酶的相对酶活力为 30% 左右，当 pH 值

低于 4 时则基本上没有活性。稳定性实验结果表明，毛

霉氨肽酶在中性 pH 值附近(pH5.0～8.0)有相对较好的稳

定性，偏离这一范围该氨肽酶会迅速失活。

2.5 温度对氨肽酶活性及稳定性的影响

图 4 pH 值对毛霉氨肽酶活性及稳定性的影响

Fig.4   Effect of pH on the activity and stability of aminopeptidase
from Mucor
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由图 4 可知，pH 值对毛霉氨肽酶活性的影响非常

显著，该氨肽酶在 p H 6 . 5 左右有最大催化活性；而在

图 5 温度对毛霉氨肽酶活性及稳定性的影响

Fig.5   Effect of temperature on the activity and stability of
aminopeptidase from Mucor
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由图 5 可知，该氨肽酶在 40℃有最大催化活性，温

度高于 4 5℃活性会迅速下降。此外，该氨肽酶在相对

较低的温度下也显示出较强活性，在 2 5℃时，该氨肽

酶的相对酶活力为 6 3 %。稳定性实验结果表明：该毛

霉氨肽酶具有相对较好的热稳定性，在温度低于 40℃的

条件下保温 30min，该氨肽酶的活性基本上无损失，在

45℃保温 30min 后，相对酶活力依然可高达 90% 左右；

若保温温度超过 4 5℃，则该氨肽酶会迅速失活。

2.6 毛霉氨肽酶脱苦效果的分析

图 6 毛霉氨肽酶对大豆多肽脱苦过程中苦味的变化

Fig.6   Bitterness change of soybean polyeptides during treatment with
aminopeptidase from Mucor
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由图 6 可知，毛霉亮氨酸氨肽酶对大豆多肽有明显

的苦味去除效果。在脱苦之前，3g/100mL 的大豆多肽

有非常强烈的苦味，用毛霉氨肽酶脱苦处理 0.5h 后，其

苦味有明显的减轻，接近中等苦味强度；脱苦处理 1.5h
后，大豆多肽的苦味强度变弱；继续处理到 4h 后其苦

味基本上消失。

毛霉亮氨酸氨肽酶对大豆多肽有显著的脱苦效果，

这应该与该酶选择性切除小肽 N 端的疏水性氨基酸有密

切的关系。已有的研究表明，多肽之所以有苦味主要

与其疏水性有关，尤其是位于小肽分子两端的疏水性氨

基酸对肽的苦味有很大的贡献[12-13]。因此，氨肽酶对小

肽 N 端疏水性氨基酸的切除可以从根本上解除小肽的苦

味，这一结论已为较多的实验结果所证实[14-16]。相比而

言，毛霉亮氨酸氨肽酶的脱苦效率要比毛霉脯氨酸氨肽

酶的脱苦效率低，这应该与它们的底物选择性差异有关

系[17]。虽然这两种氨肽酶都对疏水性氨基酸构成的肽键

有较强的水解活性，但是对不同的氨基酸(尤其是脯氨

酸)其水解活性有明显差异。毛霉亮氨酸氨肽酶对小肽 N
端的 Pro 水解活性太低(仅为 Leu 水解活性的 30%)，而

小肽 N 端的 Pro 对小肽苦味有非常突出的贡献[18]，这就

是为什么该氨肽酶脱苦进程较缓慢的主要原因了。另

外，用亮氨酸氨肽酶脱苦后的多肽液有很明显的“鲜

味”，这可能是由于脱苦时间太长，大量 Glu 从小肽末

端释放的结果。

比较毛霉脯氨酸氨肽酶[17]与亮氨酸氨肽酶的底物选

择性可以看出，它们两者之间存在一定的底物选择互

补性：毛霉脯氨酸氨肽酶对小肽 N 端的 Pro 有很强的水

解活性，而对 N 端的 Leu 水解活性相对较低(仅为 Pro
水解活性的 58%)；而毛霉亮氨酸氨肽酶则对小肽 N 端

L e u 有很强的水解活性，而对 N 端 P r o 的水解活性很

低。因此，这两种氨肽酶在小肽脱苦过程中可以实现

优势互补，加速脱苦进程，从而提高脱苦效率，并可

以有效防止脱苦过程中小肽的过度水解而丧失其原有的

生理活性 [ 1 9 ]。

3 结  论

利用多种层析相结合的方法从毛霉的发酵麸曲中分

离纯化出一氨肽酶组分，并对其性质及脱苦效果进行了

分析。结果表明：该酶是一亮氨酸氨肽酶；在 4 0℃、

pH6.5 有最大催化活性，在 40℃以内，pH5.0～8.0 有很

好的稳定性；该氨肽酶对小肽 N 端的疏水性氨基酸(如
Leu、Ile、Phe 等)有很强的水解活性，而对小肽 N 端

非疏水性氨基酸的水解活性较弱；脱苦实验结果表

明，毛霉氨肽酶对大豆多肽有很明显的脱苦效果。在

3g/100mL 的大豆多肽溶液中，按 3000U/g 加入毛霉氨肽

酶处理 4h 可以消除大豆多肽的苦味。底物专一性的结

果表明，毛霉亮氨酸氨肽酶与毛霉脯氨酸氨肽酶之间存

在一定的底物选择互补性，两者共同作用于多肽可以实

现各自优势互补，提高脱苦效率。
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