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大"消化系统蛋白水解酶种类和活性分析
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（河南师范大学生命科学学院 新乡 $(&"")）

摘要：采用蛋白水解酶复性电泳（*+,-*.）技术对大1（1)2%( "%3#,+&#)&）消化系统 (种器官腺胃、胰脏、十
二指肠、空肠、大肠蛋白水解酶的种类和性质进行了研究，以期为研究野生鸟类的分类地位、系统演化提

供基础资料，结果表明，!受 /0值的影响和制约，大1消化系统蛋白水解酶的活性在碱性、中性与酸性
条件下递减；"在酸性条件下，$( 12蛋白水解酶存在于除腺胃外的各受检器官；#/0 )3"时，腺胃、胰脏
酶谱相似，均含有 #4、&(、&$、!" 12的蛋白水解酶；$ /0 43"时，空肠和十二指肠的蛋白水解酶种类最多、
活性最强，分别检出 4种和 )种蛋白水解酶。总之，/0值对蛋白水解酶的活性有明显的制约作用，$#、$%
12蛋白水解酶随着 /0值的增高而失去活性，为酸性蛋白水解酶，!("、!"#、$( 12蛋白水解酶随着 /0值
的增高活性逐渐增强，为碱性蛋白水解酶。十二指肠和空肠的蛋白水解酶种类多、活性强，可能为蛋白

质消化的主要场所。
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蛋白水解酶在蛋白质水解过程中起决定作

用，这一过程是生命活动必不可少的［%］。同时

蛋白水解酶不仅参与多种生理过程如细胞迁

移、细胞之间相互作用、增殖和分化，还与炎症、

肿瘤的浸润等病理过程密切相关［! ’ $］
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猴、金鱼、大鲵、大鼠各器官蛋白水解酶的研究

曾有报道［! " #］，但关于大1（!"#$% &$’()*+("+）消
化系统蛋白水解酶的研究尚未见报道。因此，

研究大1消化系统的蛋白水解酶，对了解大1
的分类地位、系统演化、消化系统的功能等是十

分必要的［$］。本文采用活性电泳方法对大1消
化系统蛋白水解酶的种类、活性、分布及 %&依
赖性进行了初步分析，现将结果报道如下。

! 材料与方法

!"! 材料 实验用大1 ’只（冬季），来自新乡市
林业局，为严重受伤个体，没有喂食，经抢救无效

自然死亡，立即 ()环境中取材，腺胃、胰脏、十二
指肠、空肠、大肠，然后迅速放入液氮中备用。

!"# 主要化学药品 丙烯酰胺（*+,-./0123，日
本进口分装），甲叉丙烯酰胺（415/+,-./0123，
6.78/公司进口分装），9，9，9:，9:;四甲基乙二
胺（<=>=?，41@;A/2），明胶（B3./C1D，E1F0/），曲拉
通（<,1C@D G;HII，6/,+@），十二烷基碘酸钠（E?E，
E3,J/），牛血清白蛋白（4E*，E1F0/），三羟甲基氨
基甲烷（<,15;K/53，上海巴斯氏生物公司），标准
分子 量 蛋 白（ E3,J/），考 马 斯 亮 蓝 A’!I
（L@@0/5513 4,1../DC K.73 A’!I，6.78/公司进口分
装）。本实验所用的药品和试剂纯度为分析纯。

!"$ 方法
!"$"! 组织匀浆液制备 取大1消化系统的
腺胃、十二指肠、空肠、大肠、胰脏各部分组织 H
F，分别加入 ! 0.样品提取液（IM$N9/L.溶液）
冰浴上匀浆，()离心（’I III F，! 01D），取上清
液分装于 =%%3D2@,O管，保存于液氮中备用。
!"$"# 蛋白质浓度测定 采用937P@OO等［HI］方法。
!"$"$ 活性电泳（B;Q*B=） 电泳前将样品制
备液中加入 R倍的样品缓冲液（S#N甘油 HI 0.
T RM! 0.、IM! 0@.、%& UM#的 <,15;&L. T HI F E?E
T #UM! 0.双蒸水），电泳为 E?E聚丙烯酰胺凝
胶复性电泳（又称活性电泳），方法按徐存拴

等［HH］改良的方法进行。采用 HIN分离胶、RN
浓缩胶，每槽加样 S!!F 蛋白质，()环境中恒
压电泳，电泳时电流不超过 HI 0*V板，样品在
浓缩胶里时，电压!!I W，样品进入分离胶后，

电压!HII W。待前沿指示剂（HN溴酚蓝）到达
离胶板下缘 ’ +0处时，约 U P停止电泳，切除前
沿指示剂以下部分后，将胶板放入 ’!I 0.胶板
洗涤液（H’ 0. <,1C@D G;HII，RMIR F <,15;K/53，!II
0.双蒸水，%& SMI）中洗涤 RI 01D，每 ! 01D振荡
H次，洗涤后，将胶板放入双蒸水中洗涤 R 次，
每次 ! 01D，然后将胶板放入 RS)的孵育液（IMH
0@. B.-+1D，! 00@. L/L.’，%&分别为：RM!大多数
酶失活的最低 %&值；!MI大多数酶酸性条件下
活性的最强 %&值、SMI中性条件、#MI大多数酶
碱性条件下活性的最强 %&值）中保温 ’( P后，
按 X/300.1［H’］方法固定、染色、脱色、照相。相同
方法重复电泳 R次，结果基本一致。
!"$"% 相对分子量的确定 X/300.1［H’］方法
中，蛋白质分子量（>Y）的对数与其相对迁移
率呈良好的线性关系，因此，以标准蛋白质的分

子量相对迁移率做图，制出标准曲线。根据未

知蛋白的迁移率，从标准曲线中查出其分子量。

# 结 果

#"! &’ $"(时消化系统蛋白水解酶的种类与
活性 在 %& RM!时，腺胃、胰脏、十二指肠均检
出 ’ 条酶带（图 H：*），活性弱或极弱，分别为
(U、(H 87，’IU、(! 87，H#I、(! 87。空肠酶带最
多，检出 ’!I、(!、(U、R’ 87 (条活性极弱的酶带
和 H个 H#I " HU’ 87的极强活性区。(! 87酶带
存在于除腺胃外的各受检器官，但活性均极弱。

#"# &’ (")时消化系统蛋白水解酶的种类与
活性 %& !MI时，’!I、(! 87酶带广泛存在于胰
脏、十二指肠、空肠、大肠中（图 H：4），其中 ’!I
87酶带在空肠中活性强，其余均极弱；(! 87酶
带活性强，仅在大肠中极强。此外，胰脏和十二

指肠分别检出 ’IU、H#I 87活性极弱的酶带；空
肠和大肠还检出 HU’ 87 活性极弱的酶带。空
肠酶带最多，除上述酶带外还检出 H 条 R’ 87
的强活性酶带。腺胃仅检出 H条 UU 87活性极
弱的酶带。

#"$ &’ *")时消化系统蛋白水解酶的种类与
活性 %& SMI时，(! 87酶带在十二指肠、空肠、
大肠中被检出（图 H：L），活性强或极强。腺胃
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检出 !条 "# $%活性极弱的酶带和 &’、&(、)* $%
&条弱活性酶带。胰脏检出 ’条酶带，+’、"# $%
活性极弱；&’、&( $% 活性弱；)* $% 活性强。除
(’ $%酶带外，十二指肠检出 )’*、"# $% )条活
性极弱的酶带和 !条 )*" $%的强活性酶带；空肠
检出 !条 )’* $%活性极弱的酶带和 !#*、&) $% )
条强活性酶带；大肠还检出 !条 &) $%活性极弱
的酶带和 !条 !# $%的强活性酶带。
!"# $% &"’时消化系统各器官蛋白水解酶的
种类与活性 ,- #.*时，在胰脏、十二指肠、空
肠、大肠中各受检器官中均检出 )’*、(’ $%的酶
带（图 !：/），)’* $%酶带活性极弱，仅在胰脏中

活性弱；(’ $%酶带在空肠、大肠中活性极强，十
二指肠中活性强，在胰脏中活性弱。腺胃检出

))*、!0*、!+)、"#、&’ $% ’ 条弱活性的酶带和 !
条 !# $% 活性极弱的酶带。空肠酶带最多，十
二指肠次之，胰脏酶带最少，除 )’*、(’ $%酶带
外，胰脏还检出 !条 )*" $%弱活性的酶带；十二
指肠检出 ))*、"# $% )条弱活性酶带和 !个 !0*
1 !*) $%的极强活性区；空肠还检出 ))* $%的
极弱活性酶带、&) $%的强活性酶带和 !个 !0*
1 0* $%的极强活性区；大肠还检出 &)、!# $% )
条活性极弱的酶带。

图 ( 大"消化系统蛋白水解酶
2.,- 3 &.’；4.,- 3 ’.*；5.,- 3 +.*；/.,- 3 #.*。

6：标准分子量蛋白；7：腺胃；8：胰脏；9：十二指肠；:：空肠；;：大肠。
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! 讨 论

实验结果表明，大1消化系统 ! 种器官的
蛋白水解酶受 "#条件的影响均发生了较大的
变化。"# $%!时大部分蛋白水解酶活性较弱，
种类较少，随着 "# 值的升高，酶活性明显增
强，种类明显增多，至 "# &%’时酶活性最强，种
类也最多。可见，大1消化系统蛋白水解酶的
最适 "#值为 &%’，酶活性在碱性、中性与酸性
条件下递减。这一结果与李效宇对金鱼各组织

器官的研究一致［(］。

在相同 "#条件下，大1消化系统各器官
蛋白水解酶有其自身的特异性，都执行着对蛋

白质降解的生理功能。各器官蛋白水解酶的种

类和活性虽有明显的差异，但也具有相同的蛋

白水解酶，活性也很相似。例如，)! *+蛋白水
解酶在 "# $%!、!%’、&%’ 时均存在于除腺胃外
的各受检器官，在 "# ,%’ 时存在于十二指肠、
空肠、大肠中。-!’ *+ 蛋白水解酶在 "# !%’、
&%’时存在于胰脏、十二指肠、空肠、大肠中。
这些蛋白水解酶在不同器官中的相似性，表明

构成各个器官的基本成分及代谢所必需的蛋白

水解酶及各种因子相似［&］。同一系统中不同器

官之间蛋白水解酶的种类和活性虽有不同，但

同一系统中执行相同或相近生理功能的器官蛋

白水解酶的种类和活性相似。十二指肠、空肠、

大肠的主要功能都是对食物进行消化和吸收，

其蛋白水解酶种类和活性的相似性，充分说明

了结构、功能与生化基础的统一性。在 "# &%’
时，十二指肠、空肠的蛋白水解酶不仅种类最

多、活性也最强，表明十二指肠和空肠可能是蛋

白质消化的主要场所。

在不同 "#条件下，蛋白水解酶的种类和
活性均发生了较大变化。)(、). *+蛋白水解酶
随着 "#值的增高而失去活性，为酸性蛋白水
解酶，-!’、-’(、)! *+蛋白水解酶随着 "#值的
增高活性逐渐增强，为碱性蛋白水解酶，这表明

"#值对蛋白水解酶的活性有着明显的制约作
用，使消化系统各器官在不同 "#条件下，都有
不同的蛋白水解酶参与蛋白质降解，从而保证

了消化系统在不同的酸碱环境中充分发挥其消

化功能。十二指肠和腺胃在酸性条件下蛋白水

解酶的种类少、活性弱。随着 "#升高，酶种类
明显增多，"# &%’ 时，酶种类最多，活性最强。
至于腺胃蛋白水解酶在中性、碱性条件下比酸

性条件下种类多，活性强，这与对猕猴［!］、小白

鼠［.$］和大鲵［,］的研究结果均不一致，其原因有

待进一步研究。
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