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波叶青牛胆胰蛋白酶抑制剂的纯化及其性质研 究 

曾 英，桑玉英，胡金勇，李志坚 
(中N科学院昆明植物研究所 ．云南 昆明 650204) 

摘要 ：采用亲 和层析厦 电泳制备等方法 ，从防已科植物 波叶青牛胆 (Tinos~ra惭 )根茎 中 

分离到一种胰蛋白酶抑制剂 TCI'I。对 其性质研究表明 ：TCTI的相对分子量约为 10．0 kD，对牛 

胰蛋 白酶的抑制常数 I(i为 2．嘴 ×10"mol／L(BAPNA为底物时)，摩尔抑制 比为 1：3．5，是一种 

抑制活力很强的竞争性抑制剂 TcrI具有很高的耐热性 ，在 100℃加热 印 rain，仍保持 93％的 

抑制活力。另外，TC17在低温容易结晶。 
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Purification and Characterization of a Trypsin Inhibitor from 

Tinospora crispa 
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Ahjh ：A trypsin irdfibitor txamed TCrl was isolated from the rhizon~es of llnos~ra er~pa (Menisper- 

maceae)by trlehloroacefic acid precipitation， s d out，chromatography on try-psin-Sepberose 4B and 

SH)q~er 10 FPLC cofumn， preparative PAGE and eleetr~ ufion．The rehtive molecular weight ofTcr1 w∞ 

10．0kD by TSDS—PAGETheinhibition bythe TCTIWO．S c~ itive，with a蔚 valueof 2．08 

×1 mol／L(BAhq~A日s substrate)andthemole ratiowf1．$about1：3．5 Tcr1was heat—tolerating．When 

heated upto 100~C for砷 rain，it刚 had 93％ residual activities．Onthe other hand，TcrI Can be ea3I1v 

erystalized under lower temperature． 

Key WOl~ I Tino~pora crispa；Try~in inhbitor；Isolation and pttrificatio~ 

丝氨酸蛋白酶抑制剂 (serine protease inhibitor，简称 serpin)普遍存在于动物、植物、 

微生物体内。已从慈姑、苦瓜籽等植物 中分离得到胰 蛋白酶抑制剂，分子量从 3．0 kD到 

60 0 kD不等，对胰蛋 白酶的抑制程度也各有不 同 来 自植物的丝氨酸蛋 白酶抑制剂有 的 

在植物体内已经存在 ，有的受病原感染而诱导产生。蛋 白酶抑制剂被认为是植物天然的 自 

我防御体系 ，是植物抗病基 因工程 的重要 目的基 因来源 (卢晓风等 ，1998)。另一方 面， 

丝氢酸蛋白酶抑制剂的分子量一般 比较小而且稳定 ，在 自然界含量丰富，活性明确 。因此 
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丝氨酸蛋 白酶抑制剂非常适合于研究蛋白质的分子进化 、蛋白质结构与功能的关系及蛋白 

质分子间的相互作用机制等 。因此 ，寻找新型的 、高活性的丝氨酸蛋白酶抑制剂具有重要 

的理论和应用价值 。 

波叶青牛胆 (Tinospora c )属于防已科 的一种藤本植物 ，是传统的中草药。由于 

它有发达的根系 ，因此具有 “千里找根”的佳话。茎 由癫浆包裹 根茎有清热解毒，通经 

活血的功能。可用于治疗骨折 、挫伤、刀伤 、毒蛇咬伤、痢疾 、腹胀等疾病。本文报道波 

叶青牛胆胰蛋 白酶抑制剂 (TCTI)的分离纯化及其生化特性研究结果。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

波叶青牛胆 (Tinost~ra c )根茎采 自西双舨纳，洗净后于 一20℃备用。CNB acti ated—Sepharose 

4B为 Phammcla产品；低分子量标 准蛋 白为 GibeoBRL产品；牛胰蛋 白酶 (TLyp~in)、大豆胰蛋 白酶抑制 剂 

(Soybean psinInhibitor)、牛血清 白蛋 白、：X~cry．1amide(Aer)为 Sigma产 品； ，N —Methylene-his-ac~lam- 

Me(Bis)为 Fluka产 品；其余试剂均为国产分析纯。 

1．2 制备固相化胰蛋白酶 

鸡卵类牯蛋 白 (ovomucoid)的制备和亲和纯化胰蛋 白酶 参照张龙翔 (I99q)的方法进行。 固相化鸡 

卵类牯蛋白和固相化胰蛋白酶的制备参照 Pharmaeia产品 cNB acdvated_se【h棚 4B的操作说明书。 

1．3 波叶青牛胆胰蛋白酶抑制剂 (唧 )的制备 

根茎经高速组织捣碎机捣碎后 ，用 0．1 mol／L pH 5．0 NaAc一}L̂c缓冲漓提取 24 h。6I60 g离心 30 

min弃沉淀 ，在上清漓 中缓慢加人 30％的三氧乙酸至最终浓度为 3．0％，在 4℃放置 2 h。36 200 g离心 

20min，所 得上清漓调 pH至中性后 80℃加热 10 rain，36 2∞ g离心 20 rain取上清 液，加 固体硫酸铵至 

80％饱和度 ．4℃下静置过夜 ．离心嘘集沉淀，用少量双蒸水溶解 ，对亲和平衡 漓 (0 1 mol／L p}l 8．0Tris 

— HCI内古 0．05mol／L CaCb)充分透析。43 400 g离心 I5min后直接 上胰蛋 白酶 一Sephorose 4B亲和柱 ， 

收集活性洗脱峰 ，经阳离子柱 FPLC (s Hyl~rDTM10，Beckman)进一步纯化 ：最后通过 电泳制备获得纯化 

的 1cⅡ，通过 Ds—PAGE (Rosenberg，i996)鉴定蛋白质 的纯度。 

1．4 胰蛋白酶抑制剂 的活性测定 

BAPNA为底物 (God~le等，I994)测定胰 蛋白酶和胰 蛋 白酶抑制 剂的活性 ，待测抑制剂与 O．05 

mol／L，pH 8．0Tris—HCI缓 冲漓共 0 8tIlL，加人 0．2 rIlL牛胰蛋白酶 (0．I rns／mL)，在 3T：C保 温 5min，加 

B_M~NA溶液 2 5mL (1 retool／L)，3T：C反应 5min，立 ~P,bD人 0 5mL 33％醋 酸溶液终止反应 ， 不加抑制 

剂的试样为对照，在 410tlnl处测定 吸收值 (光程 1 cn|)。酶 活性单位定 义为：在实验条件 下，使 O 

达到 0．1所需 的酶量为 1个 BAPNA单位 ；抑制剂活性单位定义为 ：在相同条件下 ，降低 1个酶活性单位 

所需 的抑制剂量。 

1．5 抑制剂的分子■测定 (TsDs—PAGE) 

参照 Roseidmrg(1996)的方法 ，采用低分子量蛋 白电泳的 TSDS—PAGE系统。分离胶 浓度为 16．5％ 

(C=6％)，浓缩胶浓度 为4％ (c=2．67％)，凝胶 厚度 0 75衄 =电泳条件为 180V恒压，10℃水循环 。 

相对迁移率为横从标 ，标准蛋 白分子量 的对数 (1ogMW)为纵坐标 ，得 出线性方程 ，计 算 目的蛋 白的 

相对分子量。 

1．6 抑制剂对温度稳定性实验 

TCTI用 0．05mol／L，DH 8．0的Tris—HCI缓冲漓溶解 (5vg／mL)，分别在 20、40、∞、8o和 100~C恒温 

下处理 30 n和 60min，迅速冷却 ，取 0．2 niLTCTI溶液按 前述方法测定其抑制活性。 

1．7 抑制动力学实验 
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以 BAPNA为底物 ，浓度分 别为 O．4、O．6、0．8和 1 rmnol／L，按 前述方法 测定反 应速 度 ，根 据 un一 

一 Burk作圈法 ，确定 TcⅡ的抑制类型和抑制常数。 

1．8 蛋白质含 ■ 

蛋 白质含量测定采用考 马斯亮兰染色法 (李建武等 ，1994)。 

2 结果与讨论 

2．1 TCTI的分离纯化 

渡叶青牛胆根茎提取物经 3．0％三氯醋酸、80％ (N ) SO,盐析以及亲合柱层析，得 

到抑制剂粗品。经 阳离子柱 FPLC (S HyperD 10，Beckman)进一步分离得到具有强抑制 

活性的峰 1(图 1)，用含明胶的常规 PAGE检测峰 1(桑玉英等 ，2001)，发现有多条带具 

有胰蛋酶抑制活性 (图 2a) 最后通过常规 PAGE和 电洗脱获得纯化的 TCTI，经 TSDS— 

PAGE (图 2b)检测显示单一谱带 各纯化步骤的活性 回收见表 1，经过这些纯化步 骤， 

TCTI可被纯化 22倍 ，收率为 l7％。 

根据 TCTI的相对迁移率 ，由线性方程计算得出 TCTI的相对分子量约为 10．0 kD。 

表 I TCII的分离纯化 

Table I Purifieafi~ of the【 玎 n iablbit~ from ?h 帆 仃 

2．2 抑制曲线和抑制类型 

为保证测定抑制剂活性时底物是过量的，实验 了一定底物浓度下胰蛋白酶浓度与反应 

速度的关系，确定反应系中底物 BAPNA为 1．1 mg，酶量为 20 时 ，反应都呈线性关系 ， 

从而保证了在抑制曲线和抑制类型的测定时底物是过量的；反应时间确定为 5 min，以保 

证酶反应是在初速度范围内 

取不同量的 TCTI按方法 1．4测定 TCTI对胰蛋白酶抑制曲线 (图 3)，根据线性方程可 

知当 TCTI为 2．3835 时 (BAPNA作为底物)，即可饱和 加 蠼 的胰蛋白酶。从而得出 rc． 

11对胰蛋白酶的重量抑制 比为 1：8．4，摩尔抑制比为 1：3．5(胰蛋 白酶的分子量 23．4 kD)。 

另外 ，在相同条件下测定了大豆胰蛋白酶抑制剂的抑制 比活力为 2 736U／mg，TCTI的抑制 

比活力为 4 531 U／mg，TCTI明显高于大豆胰蛋 白酶抑制剂。 

按 Lineweaver—Burk做图法，以 BAPNA为底物 ，在胰蛋 白酶的反应初速度范围内进行 

TCTI的抑制动力学实验 ，确定 TCTI为竞争性抑制类型 (图 4)。根据胰蛋白酶与 BAPNA 

反应的线性方程 a(Y=4．4236x+1．1477)计算 Km为 3．854×10-3mol／L；根据 
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图 1 TCTI和 FPLC层 析 

平衡液：0．05mol／L，pH 7．0 s—HC1柱 ：S HyperDTM 

10蛋白纯化柱流速：0 6mL／mln 

Fig 1 Elut[on profile ofTCTI∞ S HyP目Dn 10 

FPLC COIILIOll 

The ~lmnn — eluted with DH 7 0．0 ∞ mol／L Tris— 

HC1 Ptok⋯ yt：o~titored bv 2帅 nm abeorption Flow 

眦 一 0 6mL／nEn 

2 

m， ； 

图 3 TCTI对胰蛋白酶的抻翻曲线 

Fig．3 lnhibifi~ 0fTCTI to L 弹  

a b c 

图 2 PAGE检 测 TCTI 

n 含明腔的常规 PAGE {峰 1)；b．纯化的 TCTI(TSDS 

— PAGE)；c标准分子量蛋白质 {1'5136一PAGE) 

Fig．2 PAGE TCTI 

a Nadve PAGE oontsdnJng目“  ； b PurifiedTCTI t Ds— 

PAGE)一 Stmdard proteins('rSDS—PAGE) 

TCTI(0．318 ，与酶 保 温 的体积 1．0 

mL)抑制胰蛋 白酶与 BAPNA反应 的线 

性方程 c(Y：5．978x+1．345)，按公式 

Kin"=Km (1+ [I]／ )计算得出抑制 

常数 为 2．08×10 moL／L。根据 TCTI 

(0．159 ，与酶保温的体积 1．0mL)抑 

制胰蛋白酶与 BAPNA反应的线性方程 b 

(Y=5．2072x+1．2576)，计算抑制常数 

为 2．14×l mol／L。Ki值远小于 Km值 ， 

说明抑制剂和酶亲和力大 过酶和底物的 

亲和力。因而 ，渡叶青牛胆胰蛋 白酶抑 

制剂是一种抑制活力很强的抑制剂。 

m㈣ ⋯ ⋯  ̈
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图4 抑制动力学作图 

a． ☆ 咖  TCT10．159 ；c．TCTIO．318 

F ．4 Lift*we．tiler—BIⅡk plots 0fTrypsin*ai~dty 

a WitherⅫ ； b．TUn 0 159 ；c咖 0 318 

2．3 抑制剂的稳定性 

TCTI经不同温度、不 同时问处理后 ，以 BAPNA为底物按方法 1．4测定抑制活力 的变 

化 (图 5)，结果表明，在 100 加热 30min后 ，TCTI对胰蛋白酶的抑制活性无明显变化； 

即使在 100 的受热时间延长为 60 rain，仍保持 93％的抑制活力 ，可见 TCTI具有极高的热 

稳定 性 。 

o 20 40 60 80 】00 

T，。C 

图 5 咖 的热 稳定 性 

◆30分钟 ． -6o分钟 

Fig．5 Heat stabi k oGTCTI at diffe r 

◆30min． ·60min 

此外，经测定发现 TCTI对胰蛋白酶有 

较强的抑 制专一性 ，对 胃蛋 白酶、木瓜蛋 

白酶未表现抑制作用。 

本实验室 已从 天南星科植物海芋分 离 

到胰蛋 白酶抑制剂 (王东等，1996)。本文 

报道的渡叶青牛胆胰蛋 白酶抑 制剂 TCTI， 

就多肽类抑制剂 的重量抑制 比而言 ，TCTI 

仅次于抑制活力最 强的天花粉胰蛋白酶抑 

制剂 (谭复隆等，1985)，后者的重量抑制 

比为 1：10。我们在实验过程中发现 TCTI在 

低温容易结 晶。根据上述特性，推测 TCTI 

在蛋白质结 构上可能存在特别之处 ，有可 

能成为研究蛋白质结构与功能的理想材料。 

0  B  6  4  2  
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