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摘  要：【目的】分离纯化米曲霉蛋白酶的主要组分，分析其酶学特性，并应用于酪蛋白磷酸肽

(Casein phosphopeptides，CPPs)的制备。【方法】采用硫酸铵盐析、DEAE-Sepharose FF 阴离子交

换层析和 Butyl-sepharose HP 疏水层析对米曲霉蛋白酶进行分离纯化，SDS-PAGE 检测分子量与

纯度，MALDI-TOF-MS 检测酶切位点。【结果】得到一种蛋白酶组分(命名为 PE)，分子量大小

为 58 kD 左右。该酶最适反应条件为 55 °C，pH 8.0，酶活被 Fe3+抑制，被 Mn2+激活。以酪蛋白

为底物时，Km=0.36 g/L，最大反应速率 Vm=18.18 mg/(L·min)。蛋白酶 PE 对牛胰岛素 B 链上

-Leu-Cys-、-Val-Glu-、-Tyr-Leu-和-Arg-Gly-组成的肽键有较高的切割能力，酶切位点较多。利用

其水解酪蛋白，通过钡-乙醇沉淀法得到 CPPs，产率为 15.87%，摩尔氮磷比 r (N/P)为 6.17，得

到的 CPPs 可以使钙沉淀推迟 35 min。【结论】利用米曲霉蛋白酶水解酪蛋白产生 CPPs，为其在

功能性食品加工方面的应用提供有利的参考。 
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Abstract: [Objective] This study aimed to purify and characterize protease from Aspergillus oryzae, 
and to apply in casein phosphopeptides (CPPs) preparation. [Methods] Ammonium sulfate 
precipitation, DEAE-Sepharose FF anion exchange chromatography and Butyl-Sepharose HP 
hydrophobic chromatography were performed to purify the enzyme. The molecular weight and purity 
were determined by SDS-PAGE, and cleavage sites were detected by MALDI-TOF-MS. [Results] A 
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protease named PE with the weight about 58 kD was obtained from Aspergillus oryzae. Protease PE 
shows maximal activity at pH 8.0 and 55 °C. It was inhibited by Fe3+, and activitied by Mn2+. With 
casein as the substrate, Km and Vm of the protease were 0.36 g/L and 18.18 mg/(L·min), respectively. 
Protease PE has cleavage ability in -Leu-Cys-, -Val-Glu-, -Tyr-Leu- and -Arg-Gly- residues of bovine 
insulin chain B, showing a wide range of residue specificity. CPPs were obtained after proteolysis of 
casein using PE by barium-ethanol precipitation. Yield and r (N/P) of the CPPs were 15.87% and 6.17, 
respectively, and delayed calcium deposit for 35 min. [Conclusion] The research provided a reference 
for Aspergillus oryzae protease using in the functional food industry. 

Keywords: Aspergillus oryzae, Protease, Purification, Enzymatic properties, Cleavage site, Casein 
phosphopeptides 

食品工业中常用的蛋白酶如胃蛋白酶、木瓜蛋

白酶和胰蛋白酶等，大多为动植物来源。而利用微

生物法生产蛋白酶具有生产周期短、条件简单、成

本低廉以及便于调控等优势，逐渐成为了蛋白酶制

剂生产的主要方式。米曲霉蛋白酶以其丰富的酶系

一直被应用于食品加工行业，经过基因及蛋白序列

分析发现，米曲霉蛋白酶的种类有上百种[1]，具有

广泛的应用范围。 

当前，对米曲霉蛋白酶的研究主要集中在分离

纯化以及基础酶学性质等方面，而对其酶切位点分

析及相应的酶解应用研究较少。酪蛋白磷酸肽

(CPPs)是利用特定酶切位点的蛋白酶切割酪蛋白产

生 的 一 种 功 能 性 短 肽 ， 其 核 心 结  

构-Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-可以作为离子载体

促进肠膜对钙铁等元素的吸收，目前已成功应用于

功能性食品的商业开发[2]。现阶段 CPPs 的生产通

常采用价格较高的胰蛋白酶[3]，一定程度上限制了

其在食品领域的应用，因此选择较为廉价的微生物

蛋白酶制备 CPPs 具有重要的商业价值。除了 CPPs

生产常用的蛋白酶，很多学者致力于寻找更多用于

CPPs 制备的微生物酶源，其中 McDonagh 等[4]用几

种微生物来源的商品蛋白酶水解酪蛋白得到 CPPs，

产率在 3.4%−16.0%之间。但到目前为止，鲜有米

曲霉蛋白酶制备 CPPs 的研究报道。 

本研究对米曲霉固态发酵产蛋白酶进行分离

纯化，分析其酶学性质和酶切位点，并水解酪蛋白

得到 CPPs，为米曲霉蛋白酶在功能性食品加工方面

的研究和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株：米曲霉(Aspergillus oryzae)为本研究中

心筛选和保藏。 
1.1.2  主要原料与试剂：麸皮、豆粕和马铃薯，市

售；酪蛋白和牛血清白蛋白，购自国药集团化学试

剂公司；牛胰岛素氧化 B 链，购自美国 Sigma- 

Aldrich 公司；胰蛋白酶，购自上海生工生物工程有

限公司；其他试剂均为分析纯。 

1.1.3  培养基：斜面种子培养基(g/L)：马铃薯 200，

葡萄糖 20，琼脂 15；固态发酵培养基：麸皮:豆粕:

水=4:1:3，搅拌混匀，1×105 Pa 灭菌 30 min。 

1.1.4  主要仪器：AKTA 蛋白纯化仪(Avant 系统)，

购 自 美 国 通 用 电 气 医 疗 集 团 ； 分 光 光 度 计

UV2600(A)，购自尤尼柯(上海)仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  粗酶液的制备：将已制备的孢子悬浮液接种

于固态培养基中，30 °C 静置培养 36 h，每隔 6 h
翻曲一次。发酵结束后加入灭菌生理盐水，40 °C

浸提 1 h，过滤、离心后得到粗酶液。 
1.2.2  蛋白酶酶活测定：采用 Folin-酚法[5]，以 2%

的酪蛋白为底物。 

1.2.3  蛋白含量测定：采用 Brad-Ford 法[6]，以牛

血清白蛋白为标准。 
1.2.4  蛋白酶的分离纯化：粗酶液加入硫酸铵至

70%饱和度，8 000 r/min 离心 30 min，沉淀用

20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.5)缓冲液复溶，经过透析

后上样于预先用 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.5)缓冲
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液平衡过的 DEAE-FF 层析柱，含 0.5 mol/L NaCl
的缓冲液线性洗脱；收集酶活组分并等体积加入

3 mol/L 硫酸铵溶液，上样于预先用 1.5 mol/L 
(NH4)2SO4-20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)缓冲液平衡

过的 Butyl-HP 疏水层析柱，不含硫酸铵的缓冲液线

性洗脱。收集蛋白酶活性组分，透析、浓缩后备用。 

蛋白酶纯度与相对分子量大小检测采用

SDS-PAGE 法；蛋白酶酶谱检测采用 Native-PAGE

法[7]，其中酶解底物为 2%酪蛋白溶液。 
1.2.5  酶学性质测定：在不同的温度(30−70 °C)下

测定蛋白酶的活性，确定最适温度；把蛋白酶分别

放置于不同温度(37、40、55 和 60 °C)保温 120 min，

每隔 30 min 在 40 °C 下测定酶活，考察酶的温度稳

定性。用不同的缓冲系统(pH 4.0−11.0)配制酪蛋白

溶液，测定蛋白酶的最适 pH；用不同 pH 的缓冲液

调节酶液 pH 在 3.0−10.0 之间，40 °C 保持 60 min，

调节到最适 pH 测定酶活，考察酶的 pH 稳定性。

向酶液中分别加入不同的金属离子(Cu2+、Ca2+、

Mn2+、Zn2+、Mg2+、Fe3+、Fe2+和 Co2+)，使金属离

子终浓度达到 10 mmol/L，40 °C 放置 60 min，测定

金属离子对酶活的影响。在蛋白酶的最适酶解条件

下，以不同浓度的酪蛋白溶液(1、2、5、10、15 和

20 g/L)为底物测定酶活，以浓度的倒数 1/S 为横坐

标，反应速率的倒数 1/V 为纵坐标，利用双倒数作

图确定 Km 与 Vm。 
1.2.6  酶切位点测定[8]：用蛋白酶水解牛胰岛素氧

化 B 链，利用 MALDI-TOF-MS 检测水解液中肽段

分子量，与牛胰岛素氧化 B 链的随机片段比对，得

到酶解肽段的氨基酸序列，与牛胰岛素氧化 B 链氨

基酸序列对比，确定蛋白酶的酶切位点。 

1.2.7  水解酪蛋白制备 CPPs：配制浓度为 20 g/L
的酪蛋白溶液(pH 8.0)，按照 1 000 U/g 底物分别加

入 PE 蛋白酶和胰蛋白酶，40 °C 保温 3 h，80 °C 热

处理 10 min，终止反应。CPPs 提取采用钡-乙醇沉

淀法[9]；总氮测定采用凯式定氮法；总磷测定采用

钼蓝比色法[10]。设定 CPPs 与酪蛋白溶液的总氮含

量分别为 N1 和 N2，CPPs 的总磷含量为 P1。CPPs
得率和摩尔氮磷比 r (N/P)计算公式为： 

CPPs 得率= 1

2

100%N
N

×                   (1) 

r (N/P)= 1

2

31
14

N
P

×                        (2) 

另取不加蛋白酶的酪蛋白溶液测定酪蛋白内

源 CPPs 的含量及其 r (N/P)。 
1.2.8  CPPs 持钙能力测定：采用 pH-stat 法测定

CPPs 的持钙能力[11]，反应条件为 37 °C，pH 8.0，
与人体小肠末端环境一致。加入 CPPs 的终浓度为

0.1 g/L，以不加 CPPs 为对照。 

2  结果与分析 

2.1  米曲霉蛋白酶的分离纯化 
米曲霉粗酶液经过硫酸铵盐析、透析后上样于

DEAE-FF 层析柱和 Butyl-HP 层析柱，最后经过透

析、超滤，得到电泳纯的蛋白酶 PE (图 1)。经过纯

化，PE 比酶活达到了 5 859 U/mg，纯化倍数 5.69

倍，回收率 7.18% (表 1)。 

SDS-PAGE 结果如图 2 所示，纯化得到的蛋白

酶 PE 只有一条带，条带清晰，纯度达到电泳纯，

分子量约为 58 kD。相应的酶谱显示只有一条酶解

条带，亮度较高，说明纯化的蛋白具有较高的蛋白

酶活性。 

2.2  蛋白酶 PE 的酶学性质 
蛋白酶 PE 的最适反应温度为 55 °C，最适 pH 

8.0。在 pH 5.0−10.0 范围内，40 °C 放置 60 min，

PE 的相对酶活均维持在 90%以上。在中性条件下，

40 °C 放置 120 min，PE 的相对酶活保持在 95%以

上；55 °C 放置 30 min，PE 的相对酶活为 50%，

60 °C 放置 30 min 已完全失活。金属离子对酶活影

响的测定表明，Fe3+对 PE 有一定的抑制作用，Mn2+

对 PE 有激活作用。以酪蛋白为底物时，PE 的表观

米 氏 常 数 K m = 0 . 3 6  g / L ， 最 大 反 应 速 率 
Vm=18.18 mg/(L·min)。Km 值反映了酶与底物的亲和

力，较低的 Km 值说明蛋白酶 PE 与酪蛋白较高的亲 
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图 1  米曲霉蛋白酶的层析洗脱曲线 
Figure 1  Elution profile of protease from Aspergillus oryzae 

注：A：蛋白酶的 DEAE-FF 洗脱曲线；B：蛋白酶的 Butyl-HP 洗脱曲线. 
Note: A: Elution profile of protease on DEAE-FF; B: Elution profile of protease on Butyl-HP. 
 

表 1  蛋白酶 PE 纯化结果 
Table 1  Purification of protease PE from Aspergillus oryzae 

纯化步骤 
Purification step 

总酶活 
Total activity (U) 

总蛋白 
Total protein (mg)

比酶活 
Specific activity (U/mg)

纯化倍数 
Purification (Fold) 

回收率 
Yield (%)

Crude extracts 1 713.00 1.663 1 030 1.00 100.00 

(NH4)2SO4 precipitate 1 491.83 1.334 1 118 1.08 87.00 

DEAE-Sepharose FF 179.88 0.034 5 290 5.20 10.50 

Butyl-Sepharose HP 123.03 0.021 5 859 5.69 7.18 

 

 
 
图 2  蛋白酶 PE 的 SDS-PAGE 与酶谱分析 
Figure 2  SDS-PAGE and zymography analysis of the 
purified enzyme PE 
注：1：PE 的酶谱；2：PE 的 SDS-PAGE 条带；3：蛋白 Marker. 

Note: 1: Zymography of PE; 2: SDS-PAGE of PE; 3: Protein 
marker. 

和力。 

2.3  蛋白酶 PE 的酶切位点 
酶解得到的肽段与胰岛素 B 链序列作比对发

现，蛋白酶 PE 对牛胰岛素 B 链的-Leu6-Cys7-、
-Val12-Glu13-、-Tyr16-Leu17-和-Arg22-Gly23-组成的肽

键有较强的切割能力，对 Val、Leu 及 Gly 等脂肪族

氨基酸组成的肽键选择性较强(图 3)。在酪蛋白的氨

基酸序列中，磷酸丝氨酸基团附近存在很多 Val 和
Gly 组成的肽键[12]，容易被 PE 切割而形成纯度较

高的 CPPs。另外，相比胰蛋白酶、胃蛋白酶等专一

性较高的蛋白酶，纯化到的米曲霉蛋白酶 PE 具有

较多的切割位点。 

2.4  蛋白酶 PE 水解酪蛋白生成 CPPs 及其持钙

能力测定 
用蛋白酶水解酪蛋白，通过钡-乙醇沉淀法提取
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图 3  蛋白酶 PE 在胰岛素 B 链上的酶切位点 
Figure 3  Cleavage sites of PE on the oxidized insulin chain B 

注：图中箭头和竖线表示酶切位点，箭头指示的水解强度大于竖线. 
Notes: The arrows and the vertical lines indicate the cleavage sites, the arrow indicated the greater hydrolysis strength. 
 
到白色的 CPPs 粉末。经测定，酪蛋白内源性 CPPs
含量为 4.62%，r (N/P)为 16.35；经过蛋白酶 PE 水

解后，CPPs 含量为 15.87%，净产率为 11.25%，水

解后得到 CPPs 的 r (N/P)为 6.17。而在相同的条件

下，利用胰蛋白酶获得的 CPPs 产率为 18.46%，净

产率 14.84，r (N/P)为 7.35。相比之下，虽然蛋白酶

PE 制备的 CPPs 产率低于胰蛋白酶制备的 CPPs，

但其具有更低的氮磷比，磷酸丝氨酸基团更容易得

到富集。 

持钙能力是 CPPs 的功能性指标，是检测 CPPs

品质的有效手段，pH-stat 法是测定 CPPs 持钙能力

普遍采用的方法。在弱碱性条件下，NaH2PO4 与

CaCl2 形成 Ca3(PO4)2 会释放 H+，在维持体系 pH 不

变的同时，NaOH 溶液的加入量与 Ca3(PO4)2 形成量

一致。如图 4 所示，未加 CPPs 时磷酸钙沉淀迅速

形成；加入蛋白酶 PE 制备的 CPPs 后，CPPs 与溶

液中的钙离子结合形成较稳定的络合物，在碱性条 
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图 4  pH-stat 法测定 CPPs 持钙能力 
Figure 4  The ability to maintain calcium of CPPs by 
pH-stat 

件下缓慢形成沉淀，于 35 min 沉淀完全。在人体消

化系统中，CPPs 推迟钙离子沉淀的效果，有利于钙

离子被肠道有效吸收[13]。在同等条件下，陈雪香

等[14]研究了 8 种商品 CPPs 的持钙能力，其中 7 种

CPPs 延缓钙离子沉淀的时间在 18−29 min 之间，从

一定程度上反映出本研究获得的 CPPs 具有较好的

品质。 

3  讨论 

米曲霉蛋白酶以酶系丰富和安全性高等优点

广泛应用于食品加工行业，然而很少有关于其酶切

位点分析及酶解应用研究，未能给米曲霉蛋白酶在

实际应用中带来具体的指导。本研究对米曲霉所产

蛋白酶的主要组分进行分离纯化，研究了酶学性

质、酶切位点及其在 CPPs 制备中的应用。 

经过纯化得到的蛋白酶 PE 分子量大小约

58 kD，最适反应条件为 55 °C 和 pH 8.0，与

Vishwanatha 等[8]得到的酸性蛋白酶(47 kD)和马俊

阳等[15]纯化出的中性蛋白酶(分子量为 37 kD 和

45 kD)均不相同，并且对酪蛋白具有更高的亲和力。

对 PE 的酶切位点研究发现，该酶对 Val、Leu 及

Gly 等氨基酸组成的肽键有较高的选择性，切割位

点较多。在功能性食品生产中，专一性高的蛋白酶

切割位点较少导致水解产物单一，为了尽可能多的

释放功能性小肽，一般选择用多种不同酶切位点的

蛋白酶复合的方式进行加工，但由于各种酶的最适

反应条件不同，很难发挥酶的最佳效果。而酶切位

点较多的蛋白酶 PE，无疑为功能性食品加工提供了

一个更好的选择。在 CPPs 的制备中，使用蛋白酶

PE 有利于切除更多 CPPs 核心序列之外的氨基酸，

得到纯度较高的产品。 
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用纯化到的米曲霉蛋白酶 PE 水解酪蛋白，得

到的CPPs与胰蛋白酶所制备的CPPs相比虽然产率

稍低，但具有较低的 r (N/P)，反应出较高的纯度，

因此具备很大的开发潜力。可以进一步通过酶解条

件的优化获得更高产率和纯度的产品。在模拟与人

体消化系统相同的条件下，得到的 CPPs 持钙能力

优于一些商品 CPPs，证明得到的 CPPs 具有较好的

品质。同时，考虑到米曲霉可以利用麸皮豆粕等廉

价原料高效生产蛋白酶，极大降低了生产成本，因

此可以预见米曲霉蛋白酶在功能性食品行业具有

广阔的发展前景。 
与此同时，我们注意到，在 CPPs 的商业化生

产过程中会产生含量近 80%的蛋白副产物，其中包

含的多种功能性物质往往被丢弃，造成了严重的浪

费。在研究过程中我们发现，酪蛋白经过蛋白酶 PE

水解后，水解液具有一定的抗氧化和抑菌活性，相

关工作仍在研究中。 
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