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Abstract
AIM: To purify a new protease from the 
clamworm Perinereis aibuhitensis Grube, and 
study its properties.

METHODS:  After homogenization, Superdex-75 
chromatography, MonoQTM chromatography, 
and SP-Sepharose 4B chromatography were 
used ordinally to purify the protease from the 
clamworm Perinereis aibuhitensis Grube. A new 
gelatin zymography method was used to study 
the proteolytic activity of the protease: protease 
separated by non-reductive SDS-PAGE was elec-
trophoretically transferred to a gel containing 
gelatin, and the proteolytic activity of the prote-
ase was determined by the clear zone of the elec-
trophoretic protein band. The effect of pH value, 
temperature, protease inhibitor, organic solvents 
and metal ions on the proteolytic activity of the 
protease was studied.

RESULTS: After purification, one kind of protease 
was obtained, which showed two protein bands 
with molecular weights of 34 900 and 33 900 sepa-
rately by reductive SDS-PAGE, while three bands 
with molecular weights of 65 600, 57 900, and 43 
500 separately by non-reductive SDS-PAGE. Gela-
tin zymography showed that the proteolytic activ-
ity mainly appeared around the band of Mr 66 000. 
The protease was stable and displayed high proteo-
lytic activity within the range of pH 8 to 10 and at 
20 - 35℃ It was strongly inhibited by phenylmethyl 
sulfonyl fluoride (PMSF), while stable in the pres-
ence of organic solvents.

CONCLUSION: The protease is composed of 
two subunits, whose molecular weights are 
33 900 and 34 900, respectively. Gelatin zymog-
raphy is sensitive and effective in studying the 
proteolytic activity of proteases.
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摘要
目的: 纯化双齿围沙蚕(Perinereis aibuhitensis 
Grube)蛋白酶, 并对其性质进行研究. 

方法: 将沙蚕匀浆液先后进行Superdex-75凝
胶柱层析、MonoQTM阴离子交换柱层析及SP-
Sepharose 4B阳离子交换层析进行纯化. 将经
过非还原性SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳的蛋白
酶电转移至含明胶的SDS-聚丙烯酰胺凝胶中, 
通过观察明胶的分解来确定电泳条带的蛋白
酶活性. 对纯化后蛋白酶的最适pH值, 热稳定
性, 最适温度, 蛋白酶抑制剂的影响, 有机溶剂
的稳定性, 金属离子对酶活性的影响等性质进
行了测定. 

结果: 纯化后得到的一种蛋白酶, 还原性SDS-
PAGE显示纯化的蛋白酶为两条带, 分子量分
别为M r 34 900和M r 33 900, 而非还原性SDS-

■背景资料
沙蚕广泛分布在
我国沿海, 但目前
国内外对沙蚕药
用价值的开发和
利用却并不多见. 
同属环节动物的
蚯蚓中提取的蚓
激酶已经作为溶
栓药品推向了市
场, 本研究从双齿
围沙蚕中分离纯
化出了一种蛋白
酶. 
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PAGE出现了分子量分别为M r 65 600、M r 
57 900、M r 43 500的三条蛋白带, 明胶蛋白酶
活性图谱检测显示酶活性主要在约M r 66 000
处. 该蛋白酶具较好的热稳定性, 在pH 8-10和
20-35℃的情况下有较高活性. PMSF对该酶有
较强抑制作用, 而有机溶剂对该酶没有明显的
影响.

结论:  该蛋白酶由两个通过二硫键连接在
一起的亚基构成, 两亚基的分子量分别为M r 
33 900和M r 34 900; 本文所采用的新的明胶
蛋白酶活性图谱检测法是一种非常灵敏和有
效的蛋白酶活性检测方法.

关键词: 纯化; 蛋白酶; 纯化双齿围沙蚕; 性质

汪靖超, 赵峰, 李荣贵, 王斌. 双齿围沙蚕蛋白酶的纯化及其性

质.  世界华人消化杂志  2007;15(8):800-806

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/800.asp

0  引言

双齿围沙蚕(Perinereis aibuhitensis  Grube)属环节

动物, 俗称海蜈蚣、青虫, 广泛分布在我国沿海

滩涂, 平常被用作钓饵和对虾养殖的优质饵料[1]. 
关于沙蚕的性质研究, 很多学者也进行了大量的

工作[2-5], Takahashi et al [6]从沙蚕中分离出了多种

具有生物活性的多肽, 这些多肽对环节动物的

食管具有较强的收缩作用, Takahashi认为, 可以

开发为新型胃动力药; Pan et al [7]从双齿围沙蚕

体内分离出了具有广谱抗菌活性的一种抗菌肽; 
Li et al [8]从双齿围沙蚕体内克隆出了一种蛋白酶

的cDNA, 插入表达载体后转化大肠杆菌, 得到

了重组的沙蚕蛋白酶; 张伟云 et al [9]从沙蚕体内

分离出了一种蛋白酶. 我们从双齿围沙蚕体内

分离纯化了一种蛋白酶, 具酪蛋白酶活性, 有望

开发为一种新型的助消化药物. 我们在实验过

程中还对传统的明胶蛋白酶图谱检测方法进行

了改进. 

1  材料和方法

1.1 材料  双齿围沙蚕产于山东青岛 .  Ä K TA 
Purifier、SP-Sepharose 4B树脂为Amersham 
Biosciences产品, Superdex-75 树脂、MonoQTM阴

离子交换树脂为Pharmacia公司产品, 其他试剂均

为国产分析纯. 
1.2 方法
1.2.1 沙蚕蛋白酶的分离纯化 称取约5 g新鲜活

沙蚕, 加入25 mL TRIs-HCl缓冲液(20 mmol/L, 

p H8.0) ,  组织匀浆机中匀浆 ,  匀浆液于高速

冷冻离心机中10 000 g 离心30 m i n, 取上清

液. 以20 mmol/L TRIs-HCl缓冲液(pH8.0)平
衡Superdex-75凝胶柱(1.6 cm×60 cm), 上样

2 m L上清液 ,  用同样的缓冲液洗脱 ,  流速设

置为0.5 mL/min, 分部收集器收集, 每管3 mL, 
280 nm处检测. 取峰值样品进行蛋白酶活性检

测. 将凝胶过滤后收集的Ⅳ号峰样品进一步经

过MonoQTM阴离子交换树脂分离纯化, 首先用

TRIs-HCl缓冲液(20 mmol/L, pH8.0)平衡层析

柱, 取样品20 mL上样, 以含0.01-0.5 mol/L NaCl
的相同缓冲溶液进行NaCl连续梯度洗脱, 流速

0.5 mL/min, 分部收集器自动收集, 每管0.5 mL, 
280 n m处检测. 取峰值样品进行蛋白酶活性

检测. 取SP-Sepharose 4B树脂100 μL于1.5 mL 
eppendorf管中, 用TRIs-HCl (20 mmol/L, pH8.0)
缓冲液平衡树脂. 将500 μL上一步中收集的第

22管样品稀释至1 mL, 加入平衡好的树脂, 充
分悬浮后低速离心, 弃上清. 再依次用250 μL含
0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.45 mol/L NaCl的TRIs-HCl 
(20 mmol/L, pH8.0)洗脱缓冲液进行不连续梯度

洗脱, 每次洗脱后均低速离心, 收集上清, 并进

行蛋白酶活性检测. 
1.2.2 蛋白酶活性的测定 20 mL TRIs-HCl缓冲液

(20 mmol/L, pH8.0)中加入0.2 g琼脂糖、0.3 g脱
脂奶粉, 混匀, 加热煮沸, 倒平板, 静置冷却, 用
打孔器在平板上打直径约3 mm的孔. 在每个孔

中点样20 μL蛋白酶样品, 于28℃恒温培养箱中

保温12 h, 测量透明圈垂直的两直径, 取两值的

乘积. 
1.2.3 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE) 配
制150 g/L的SDS-聚丙烯酰胺凝胶(50 g/L浓缩胶, 
150 g/L分离胶)对蛋白样品进行电泳[10], 考玛斯

亮蓝R-250染色, 电泳时分别使用还原与非还原 
(不含β-巯基乙醇)的载样缓冲液, 观察条带位置

与数目的变化. 
1.2.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE) 配置150 g/L
的聚丙烯酰胺凝胶对样品进行电泳, 观察并记

录条带的数目, 与上述SDS-PAGE结果进行比较

分析. 
1.2.5 明胶蛋白酶图谱检测 制备150 g/L的SDS-
聚丙烯酰胺凝胶一块(含1 g/L明胶), 待用. 配制

SDS-聚丙烯酰胺凝胶(50 g/L浓缩胶, 150 g/L分
离胶), 取分离纯化的蛋白酶样品1 μL, 加15 μL
非还原性载样缓冲液(不含β-巯基乙醇), 进行

SDS-PAGE. 电泳后取下凝胶, 浸在印迹缓冲

■研发前沿
关于沙蚕蛋白酶
的研究国内外目
前都较少, 沙蚕蛋
白酶有相当大的
开发前景和空间, 
其药理、毒理、
临床反应等方面
的研究是本领域
的研究热点. 
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■相关报道
Li et al从双齿围
沙蚕体内克隆出
一 种 蛋 白 酶 的
cDNA, 插入表达
载体后转化大肠
杆菌, 得到了重组
的沙蚕蛋白酶; 利
用分子生物学技
术, 克隆出沙蚕蛋
白酶的基因, 利用
基因工程菌发酵
生产重组沙蚕蛋
白酶, 这种途径可
以大量、持久的
得到沙蚕蛋白酶.

液(25 mmol/L TRIs-HCl, 192 mmol/L甘氨酸, 
200 mL/L甲醇, pH8.3), 120 mA恒流条件下电转

移1 h, 将凝胶中的蛋白转印至已制备好的含1 g/L
明胶的SDS-聚丙烯酰胺凝胶中. 蒸馏水冲洗后

浸入复性缓冲液(50 mmol/L TRIs-HCl, 25 g/L 
TritonX-100, pH 8.0), 室温振荡30 min(期间更换

一次复性缓冲液), 倒掉复性缓冲液, 加入培育

缓冲液(TRIs-HCl, 50 mmol/L, pH7.5, 5 mmol/L 
CaCl2, 200 mmol/L NaCl), 28℃温育约3 h. 然后

用考玛斯亮蓝R-250染色液充分染色, 脱色后观

察电泳条带的蛋白酶活性. 
1.2.6 蛋白酶性质的研究 沙蚕蛋白酶的最适pH
值: 以pH3.0-pH10.0的缓冲液(pH3.0-pH6.0为
NaAC-HAC缓冲液, pH7.0-pH10.0为TRIs-HCl
缓冲液)配制蛋白平板测蛋白酶活性. 沙蚕蛋白

酶的最适温度: pH8.0的蛋白平板, 加样后20℃, 
25℃, 30℃, 35℃, 40℃下保温4 h, 测蛋白酶活性. 
沙蚕蛋白酶的热稳定性: 将纯化的沙蚕蛋白酶

置于10-80℃的水浴中保温30 min, 4℃下静置片

刻, 测蛋白酶活性. 蛋白酶抑制剂的影响: 选用

丝氨酸蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟(PMSF). 测
PMSF终浓度分别为2.5, 5, 10, 20 mmol/L的纯

化蛋白酶的酶活性. 沙蚕蛋白酶对有机溶剂的

稳定性: 在纯化的沙蚕蛋白酶样品中分别加入3
倍体积的甲醇、1,2-丙二醇、正己烷、丙酮4℃
保存, 每10 d取样一次, 测蛋白酶活性. 金属离

子对酶活性的影响: 检测Zn2+, Cu2+, Mn2+, Fe2+, 
Ni2+, K+, Ca2+, Mg2+ 8种金属离子对沙蚕蛋白酶

活性的影响. 

2  结果

2.1 沙蚕蛋白酶粗酶的提取 沙蚕经匀浆后, 匀
浆上清液滴加到含脱脂奶粉的平板上, 28℃放

置12 h后, 滴样孔周围有明显的透明圈(图1), 说
明沙蚕匀浆上清液有酪蛋白水解活性, 所以断

定沙蚕粗提液中有能水解酪蛋白的蛋白酶.
2.2 蛋白酶纯化
2.2.1 凝胶过滤柱层析 沙蚕匀浆上清液经Su-
perdex-75凝胶层析分离后, 共有9个紫外吸收

峰(图2), 经蛋白平板检测Ⅳ号吸收峰的样品有

明显蛋白酶活性, 对照管数合并Ⅳ号吸收峰样

品, 进行阴离子交换层析.
2.2.2 阴离子交换柱层析 经MonoQTM阴离子交

换树脂进一步分离纯化, 结果见图3. 经蛋白平

板检测12-28号管中样品有活性, 对应的相对电

导率(cond%)范围为3.2%-23.7%, 其中22号管中

的样品酶活性最高(图3中箭头所示). 取22号管

样品再进行阳离子交换层析.
2.2.3 阳离子交换层析 经SP-Sepharose 4B阳离子

交换层析后发现, 未与SP-Sepharose 4B树脂结合

的流出液有明显的蛋白酶活性, 而由各浓度盐

离子洗脱下的蛋白样品并没有水解酪蛋白平板

的蛋白酶活性(图4). 这说明该蛋白酶在pH8.0的
缓冲液中带有负电荷. 
2.3 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 经以上多步

纯化后, 还原性SDS-PAGE显示纯化的蛋白酶

为分子量分别为M r34 900和M r 33 900的两条带

(图5, 2), 两条带靠的很近且条带很弱. 我们怀

疑这两条带是纯化出的蛋白酶的两个亚基, 在
电泳过程中, 两亚基分开, 所以显为两条带. 为
了研究还原性SDS-PAGE电泳中M r 34 900和M r 
33 900的两条带是独立的两个蛋白质, 还是一

个蛋白质的两个亚基, 我们又进行了非还原性

SDS-PAGE. 结果显示, 在M r 35 000分子量左右

并没有再出现蛋白质条带, 而出现了分子量分

别为M r 65 600、M r 57 900、M r 43 500的3条蛋

白带(图5, 3). 将纯化的蛋白酶在4℃保存10 d后, 

图  1  沙蚕匀浆上清液的蛋白水解酶活性. 1: 沙蚕匀浆上清
液; 2: 对照.
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图  2  Superdex-75凝胶过滤层析洗脱曲线.
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■创新盘点
本文提纯的蛋白
酶是一种新型的
蛋白酶, 同时本文
还创新的使用了
一种新的检测蛋
白酶活性的明胶
蛋白酶活性图谱
检测法.

再次进行非还原性SDS-PAGE, 结果显示, (图
5, 3)中的两条大分子量蛋白条带均减弱, 只在

M r40 000左右有一条清晰蛋白条带(图5, 4). 在
进行非还原SDS-PAGE时, 使用的载样缓冲液

中不添加β-巯基乙醇, 并且上样样品不进行煮

沸处理, 因此蛋白间的二硫键不能被打开, 以二

硫键相连的亚基也不会分开, 既然非还原SDS-
PAGE电泳图中没有还原SDS-PAGE电泳图分子

量为M r 35 000左右的两条带, 而是出现了分子

量更大的条带, 所以我们推断, 还原SDS-PAGE
电泳图谱中M r 34 900和M r 33 900的两条带不

应该是两个独立的蛋白, 而应该是一个蛋白质

的两个亚基 ,  这个蛋白质的分子量应当在M r 

60 000-70 000之间. 非还原性SDS-PAGE图谱中

出现了3条蛋白条带, 而保存10 d后再次进行的

非还原SDS-PAGE图谱中仅剩一条分子量约为

M r 40 000的条带. 这两次电泳出现的差异我们

认为可能是由于蛋白酶发生降解而引起的结果.
2.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)检测 聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测图谱见图6, 与非还原SDS-
PA G E(图5, 3-4)的结果基本吻合 .  为了探讨

M r57 900与M r 43 500两条带的出现是否是由于

肽链间弱相互作用(如疏水性相互作用)的结果, 
我们又进行了聚丙烯酰胺凝胶电泳, 聚丙烯酰

胺凝胶电泳体系(电极缓冲液、凝胶、载样缓冲

液)中没有SDS, 并且载样缓冲液中也不添加β-
巯基乙醇, 因此蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳时

既不会打开二硫键, 也不会破坏亚基间的疏水

性的相互作用, 电泳结果与非还原SDS-PAGE的
结果基本吻合, 可以推断在蛋白亚基之间除二

硫键以外并不存在疏水相互作用等弱连接. 对
于M r  57 900与M r 43 500两条带出现原因, 我们

推测可能是由于蛋白酶降解造成的. 
2.5 明胶蛋白酶图谱检测 非还原SDS-聚丙烯酰

胺凝胶电泳后, 将蛋白电转移到含明胶的聚丙

烯酰胺凝胶上, 检测蛋白条带的明胶蛋白酶活

性, 结果见图7. 刚纯化出的蛋白(图7, 2), 其酶

活性只在约M r 66 000处, 但随蛋白保存时间的

延长, 出现了分子量小于M r 66 000的有酶活性

的蛋白带(图7, 3-4), 尽管保存10 d后的蛋白在

非还原SDS-PAGE、PAGE中均只显示为一条

带, 但由于明胶蛋白酶图谱检测法的敏感性, 仍
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图  3  阴离子交换柱层析洗脱曲线和蛋白酶活力曲线. 1: 活
性区域(12-28管); 2: 百分电导率(cond%); 3: 活性曲线.

1 2

图  4  阳离子交换层析后活性对比.  1:  样品流出液; 2: 
0.3  mol/L NaCl洗脱下的蛋白样.

图  5  纯化蛋白酶的SDS-PAGE分析. 1: 标准蛋白; 2: 还原
SDS-PAGE; 3, 4: 非还原SDS-PAGE; 5: 沙蚕全蛋白.

 1           2       3

图  6  聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE). 1: 标准蛋白; 2: 蛋白酶
样品; 3: 保存10 d后蛋白酶.
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可显现出M r  66 000与M r 57 900左右的两条带

来, 此时M r 66 000处条带明显变弱, 小分子量蛋

白增多(图7, 4). 至此, 我们断定M r  57 900和M r  

43 500的两条带是由M r 65 600的蛋白自溶产生

的, 该蛋白由M r  34 900和M r  33 900的两个亚基

组成. 蛋白酶的分子量约为M r 65 600, 也与该蛋

白在凝胶过滤层析中的出峰位置(图2)基本吻

合. 在最初进行明胶蛋白酶活性图谱检测时, 我
们是参照文献[11]中介绍的方法进行的: 将蛋白

样品直接在含1 g/L明胶的SDS-聚丙烯酰胺凝

胶上进行电泳, 然后复性、温浴、考玛斯亮蓝

R-250染色、脱色. 但效果并不好, 这是由于该

蛋白酶的活性非常高, 伴随着电泳的进行蛋白

酶已将凝胶板中的明胶水解, 活性染色时从加

样孔至蛋白条带间出现大片的白色区域, 且分

辨不清不同的蛋白条带, 我们也尝试了用冰浴

法进行电泳、减少蛋白酶的上样量、缩短温浴

时间等多种方法, 试图降低电泳时蛋白酶对明

胶的分解, 但效果并不显著. 后来受Western blot
实验原理的启发, 我们创造性的采用了电转移

法来进行蛋白酶活性检测. 结果证明用该方法

检测蛋白酶活性, 一方面避免了在电泳过程中

蛋白酶就对明胶进行分解, 影响了最终结果的

观察, 同时用该方法检测蛋白酶活性也极为敏

感, 对条带的分辨率很高(图7). 
2.6 沙蚕蛋白酶性质的研究 pH值对沙蚕蛋白酶

活性的影响见图8, 沙蚕蛋白酶属碱性蛋白酶, 在
碱性条件下有较高活性, 而在中性和酸性条件下

活性较低, 最大酶活的pH值为8.5. 沙蚕蛋白酶在

20-35℃间都有较高活性, 最适温度为30℃, 随着

温度的升高, 酶活下降较快(图9). 沙蚕蛋白酶在

不同温度下保温30 min后的酶活性见图10, 该沙

蚕蛋白酶有较好的热稳定性, 60℃处理30 min
对酶活性并没有影响, 70℃时酶活性才有显著

降低, 80℃时酶则完全失活. PMSF对沙蚕蛋白

酶具有明显的抑制作用(图11), 随PMSF浓度的

升高抑制作用逐步加强, 20 mmol/L的PMSF能
对此酶完全抑制. 这同时表明该沙蚕蛋白酶属

于丝氨酸蛋白酶家族. 实验用各有机溶剂对沙

蚕蛋白酶的稳定性并没有显著的影响(图12), 沙
蚕蛋白酶对有机溶剂有较好的稳定性. 金属离

子对沙蚕蛋白酶活性的影响见表1, Zn2+的存在

对沙蚕蛋白酶有明显抑制作用, 随离子浓度的

升高抑制作用也明显加强. Cu2+对沙蚕蛋白酶活

性有一定抑制作用, 但离子浓度升高时, 抑制作

用并不显著. Mn2+、Ni2+、K+对沙蚕蛋白酶活性
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图  7  蛋白酶活性染色. 1: 标准蛋白; 2-4: 保存0, 5, 10 d后
的蛋白酶.
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图  8  pH对沙蚕蛋白酶活性的影响.
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图  9  温度对沙蚕蛋白酶活性的影响.
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图  10  沙蚕蛋白酶的热稳定性.

■名词解释
明胶蛋白酶活性
图谱检测法: 为了
检测电泳蛋白条
带的蛋白酶活性, 
将电泳后的蛋白
电转移至含明胶
的聚丙烯酰胺凝
胶中, 考玛斯亮蓝
R-250染色后观察
电泳条带的蛋白
酶活性.
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有微弱的抑制作用, Fe2+、Ca2+对沙蚕蛋白酶活

性则完全没有影响, 而Mg2+在低离子浓度的情

况下对沙蚕蛋白酶有激活作用. 

3  讨论

近年来, 蛋白酶及其抑制剂已成为研究热点. 众
多研究表明, 蛋白酶在许多重要的生命活动过

程中发挥着十分重要的作用. 蛋白酶参与蛋白

质的水解、消化、血液凝固与血栓溶解、血管

形成、炎症、受精以及细胞生长和维持细胞的

形态等. 蛋白酶及其抑制剂与许多疾病的发病

机制有关, 在人类疾病的治疗与诊断中也发挥

着重要的作用[12-15]. 
沙蚕与蚯蚓同属环节动物 ,  人们对从蚯

蚓中提取的蚓激酶已经做了大量的研究 [16-21], 
并作为溶栓药品推向了市场 [22].  沙蚕虽然广

泛分布在我国沿海 ,  但目前国内外对沙蚕药

用价值的开发和利用却并不多见 .  我们采用

Superdex75凝胶过滤柱层析、MonoQTM阴离子

交换柱层析、SP-Sepharose 4B阳离子交换柱层

析等方法从双齿围沙蚕中分离纯化出了一种蛋

白酶, 该蛋白酶有很强的体外水解酪蛋白活性, 
有较好的热稳定性, 有机溶剂对该酶没有明显

的影响. 该蛋白酶有望开发为一种新型溶栓药

物或新型的助消化药物.
我们推断, 本次纯化的蛋白酶由两个亚基

组成, 两亚基的分子量分别约为M r 33 900和M r  
34 900, 两亚基间通过二硫键相连. 张伟云 et al [9]

曾从双齿围沙蚕中提取出一种沙蚕纤溶酶, Li 
e t a l [8]从双齿围沙蚕体内克隆出一种蛋白酶的

cDNA, 插入表达载体后转化大肠杆菌, 得到了

重组的沙蚕蛋白酶,  但他们所得蛋白酶的分子

量与我们提纯的蛋白酶分子量并不相同, 所以本

文所报道的双齿围沙蚕蛋白酶是一种新型的蛋

白酶. 在实验中进行明胶蛋白酶活性图谱检测

时, 我们先是参照Noritaka et al [11]的方法进行的, 
但由于该蛋白酶的活性非常高, 该方法并不可

行, 后来我们创新性的采用了电转移法来进行蛋

白酶活性检测. 结果证明我们的方法极其灵敏, 
检出限极低, 是一种检测蛋白酶活性与纯度的好

方法. 下一步我们将深入研究该蛋白酶的功能, 
对其进行药理、毒理、临床反应等方面的研究, 
为其作为一种新型药物的应用奠定基础.
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