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蓝圆鲹骨骼肌脯氨酸内肽酶的分离纯化及 

其对胶原肽的作用 
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摘要：以蓝圆鲹为研究对象，探讨脯氨酸内肽酶（Prolyl endopeptidase，PEP）对鱼类肌肉胶原蛋白的作用及其机理。通过硫酸

铵分级盐析，DEAE-Sephacel 阴离子交换，Phenyl-Sepharose 疏水层析和 Q-Sepharose 阴离子交换，从蓝圆鲹骨骼肌中分离纯化得到一

种脯氨酸内肽酶。SDS-PAGE 结果显示，PEP 的分子量为 82 ku，肽质量指纹图谱分析得到 16 个肽片段，共 169 个氨基酸残基。片段

序列与墨西哥鲷鱼（Neolamprologus brichardi）PEP 的同源性达 98.8%，证明纯化得到的酶是 PEP。PEP 的最适温度为 35 ℃，但热

稳定性较差；最适 pH 为 6.0，在 pH 5.0~7.5 之间有较好的稳定性。将 PEP 与合成的鱼胶原蛋白小肽反应，利用反相高效液相色谱对

产物进行分离，电喷雾质谱分析结果显示 PEP 的水解位点在脯氨酸残基的羧基端。以上结果表明，鱼类肌肉中的 PEP 能够协同金属

蛋白酶，通过切割脯氨酸残基进一步降解胶原小肽从而参与到鱼肌肉胶原蛋白的新陈代谢中，是鱼死后参与胶原蛋白降解的重要酶类。 
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Abstract: The action and mechanism of a prolyl endopeptidase (PEP) isolated from round scad was explored. The PEP was obtained from 

the skeletal muscle of blue scad via separation and purification by ammonium sulfate fractionation and a series of column chromatographies, 

including anion-exchange chromatography using a DEAE-Sephacel column, hydrophobic interaction chromatography using a Phenyl-Sepharose 

column, and anion-exchange chromatography using a Q-Sepharose column. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) results showed that the molecular weight of the PEP was 82 kDa. Peptide mass fingerprinting revealed that there were 16 peptide 

fragments, including a total of 169 amino acid residues. The sequence homology between the obtained peptide fragment and PEP from 

Neolamprologus brichardi was 98.8%, suggesting the purified enzyme was indeed a PEP. The PEP had an optimal temperature of 35°C, but 

showed poor thermal stability. The optimal pH of the purified enzyme was 6.0, and good stability was observed in the pH range of 5.0 to 7.5. 

Purified PEP was allowed to react with three synthetic fish collagen peptides, then the degraded peptides were further separated by reverse 

phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC), and electrospray ionization mass spectrometry (ESI/MS) results showed that the 

PEP hydrolysis site was at the carboxyl terminus of prolyl residues. The results indicate that PEP in fish muscle can collaborate with matrix 

metalloproteinases to further degrade collagen peptides by cleaving peptide bonds at the carboxyl side of prolyl residues, thus participating in the 

metabolism of fish muscle collagen. PEP is an important enzyme that participates in post-mortem fish collagen degradation.  
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脯 氨 酸 内 肽 酶 [EC 3.4.21. 26] （ Prolyl 

endopeptidase, PEP）是丝氨酸蛋白酶家族的重要成员

之一，广泛存在于各种动物、植物和微生物等生物有 

机体内。PEP 是一种内切酶，能从多肽链的羧基端特

异性的水解脯氨酸残基。PEP 在生物机体中参与对一

些重要蛋白质的关键肽段的加工，具有多种生物学功

能，例如许多作为神经递质的神经肽类物质均含有脯

氨酸残基，因此，PEP 活性的异常会导致一系列的神

经系统障碍，例如阿尔茨海默氏病（Alzheimer’s)、健

忘症（Amnesia)、抑郁症（Depression）等[1]。 

鱼类肌肉的软化与内源性蛋白酶的作用密切相关
[2]。已有研究证明，丝氨酸蛋白酶[3]、金属蛋白酶[4]、

组织蛋白酶 L[5]等内源性蛋白酶可以引起肌原纤维蛋

白和胶原蛋白的降解。特别是内源性基质金属蛋白酶

（MMP）对胶原蛋白的降解直接关系到肌肉的弹性下

降。但是，MMP降解胶原蛋白后产生的小肽在机体中

如何进一步降解成为更小的片段从而参与新陈代谢尚

未有文献作详细报道。由于胶原蛋白中富含脯氨酸残

基，因此，作为能够特异性切割脯氨酸残基的内源性

蛋白酶，PEP 在鱼肌肉生理变化过程中的作用，特别

是其是否参与到胶原蛋白的降解中，值得探究。 

在前期的研究中，我们从淡水鲤鱼肌肉中分离了

脯氨酸内肽酶并对其酶动力学等进行了研究，但对其

底物特异性，尤其是对胶原小肽如何进行分解的探讨

还不够深入[6]。由于胶原蛋白小肽对动物有较好的抗

氧化活性[7]，能够作用于胶原蛋白产生小肽的蛋白酶

值得研究。但是，海水鱼肌肉中是否存在类似 PEP 的

酶，迄今为止，尚未有报道。 

因此，本研究拟从海水鱼蓝圆鲹肌肉中分离纯化

脯氨酸内肽酶并对其相关性质进行分析，通过反相高

压液相色谱和电喷雾质谱联用技术研究其对鱼体胶原

蛋白小肽降解情况和作用位点，以期今后深入研究

PEP 在鱼类中的生理生化功能提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

蓝圆鲹（Decapterus maruadsi）购自厦门集美菜

市场，平均体重 30 g。经鲜度测定，原料蓝圆鲹的 K

值 为 17.11.2% ， 新 鲜 度 良 好 ； 层 析 树 脂

DEAE-Sephacel、Phenyl-Sepharose、Q-Sepharose 购自

美国 GE Healthcare 公司；SDS-PAGE 用标准蛋白购自

美国 Bio-Rad 公司；荧光底物 Suc-Gly-Pro-MCA 等购

自日本 Peptide Institute 公司；草鱼胶原蛋白小肽由合

肥赛曼诺生物有限公司合成。 

1.2  主要仪器设备 

Avanti J-25 高速冷冻离心机（Beckman，美国）；

PT 2100 组织捣碎机（Kinematica，瑞典）；Lamba 35

型紫外分光光度计（Perkin Elmer，美国）；Box 凝胶

成像仪（Syngene，美国）；蛋白质电泳装置（Bio-Rad，

美国）；FP-6200 荧光分光光度计（Jasco，日本）；高

效液相色谱仪（Agilent，美国）。 

1.3  实验方法 

1.3.1  蛋白质浓度测定 

酶在柱层析纯化过程中，各组分的蛋白含量测定

用紫外分光光度计测定其在 280 nm 处的吸光值，根

据吸光值的大小来确定蛋白的浓度，以牛血清白蛋白

(Bovine Serum Albumin, BSA)为对照。 

1.3.2  PEP 活性测定 

酶活性测定以 Suc-Gly-Pro-MCA 为底物，参照

Yoshida 等[8]方法并略做修改。具体方法如下：适当稀

释的酶液（100 µL）加入至 850 µL 的 25 mmol/L 磷

酸缓冲溶液中（pH 6.0），再加入浓度为 10 μmol/L 的

荧光合成底物 50 µL，在 35 ℃反应 30 min 后加入 1.5 

mL 终止液终止反应。用荧光分光光度计测定反应后

释 放 的 7- 氨 基 -4- 甲 基 香 豆 素 （ 7-amino-4- 

methylcoumarin，AMC）的荧光强度，测定的激发波

长和发射波长分别为 380 nm、450 nm。以不加荧光底

物的样品为对照。酶活力单位（U）定义为每分钟释

放 1 nmol AMC 需要的酶量。 

1.3.3  PEP 的分离纯化 

将新鲜的蓝圆鲹去头，去皮，去内脏后，收集其

骨骼肌并切碎。切碎的骨骼肌 700 g 加入 4 倍体积的

缓冲液 A（含 4 mmol/L β-巯基乙醇的 25 mmol/L 磷酸

盐缓冲溶液，pH 7.5）中，用组织捣碎机捣碎，10，

000 r/min 离心 15 min，弃沉淀取上清液，即为粗酶液。

粗酶液经 60%~80%硫酸铵盐析后，所得沉淀用少量的

缓冲液 A 溶解，并用相同缓冲液透析。透析后的样品

上样于DEAE-Sephacel阴离子交换层析，上样结束后，

用缓冲液 A 充分洗去未吸附的杂蛋白。待洗脱液的

A280低于 0.05 后，用含 0~0.3 mol/L NaCl 的缓冲液 A

作线性洗脱，以每管 5 mL 进行收集。测定洗脱样品

的 A280 和酶活力。收集酶活力较高的组分加入

(NH4)2SO4 至终浓度 1.2 mol/L 后上样于 Phenyl- 

Sepharose 疏水层析柱，上样结束后用含 1.2 mol/L 

(NH4)2SO4 的缓冲液 A 以除去杂蛋白，然后以 1.2~0 

mol/L (NH4)2SO4的缓冲液 A 进行线性梯度洗脱，每管

收集 4 mL 洗脱样品。分别测定每管样品的蛋白含量
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和酶活力，将活性部分合并，用缓冲液 A 充分透析。

透析后的样品上样于 Q-Sepharose 阴离子交换柱，上

样结束后用缓冲液A洗去未吸附蛋白，然后用含0~0.5 

mol/L NaCl 的缓冲液 A 作线性梯度洗脱，每管收集 2 

mL。测定各管的蛋白含量和酶活力值，得到的活性部

分用 SDS-PAGE 进行纯度鉴定。 

1.3.4  PEP 的性质分析 

1.3.4.1  SDS-PAGE 分析 

纯化的PEP用浓度为10%的凝胶进行SDS-PAGE

电泳分析，确定目的蛋白的分子量及纯度。 

1.3.4.2  肽指纹质量图谱鉴定蛋白质 

纯化的 PEP 经 SDS-PAGE 电泳后，在凝胶上将蛋

白条带切下，委托中科院上海生科院蛋白质组研究分

析中心进行肽质量指纹图谱分析。将得到的数据在

NCBInr 数据库中进行肽段序列检索，并进行蛋白质评

分。 

1.3.4.3  最适温度和热稳定性 

最适温度的测定是将酶液放置在不同温度下

（5~55 ℃）下，按照上述酶活力测定方法，不改变加

酶量（100 µL）、底物量（50 µL）、底物浓度（10 μmol/L）

及缓冲液的 pH 值（6.0），测定 PEP 在不同温度下的

活性，从而确定其最适温度。 

热稳定性的测定是将酶液加入测酶活缓冲液中，

分别在 5 ℃、15 ℃、25 ℃、35 ℃、45 ℃和 55 ℃

下恒温加热 30 min 后立即冷却到 4 ℃，再在 35 ℃下

测定其剩余活性，以此来检验酶的热稳定性。 

1.3.4.4  最适 pH 和 pH 稳定性 

最适 pH的测定是将酶液放置在 0.1 mol/L的不同 

pH 值缓冲液中进行酶活力测定，保持其他测定条件不

变，包括加酶量（100 µL）、底物量（50 µL）、底物浓

度（10 μmol/L）以及反应温度（35 ℃）。 

pH 稳定性的测定是将酶液放置在 0.1 mol/L 的不

同 pH 值缓冲液中 4 ℃下孵育 6 h，再取出 100 μL 酶

液，加入到 900 μL 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液（pH 6.0）

中，在 35 ℃下测定其剩余酶活力。 

其中，不同 pH 值缓冲液为乙酸钠缓冲液（pH 

4.0~5.5)、磷酸盐缓冲液（pH 6.0~7.5)、Tris-HCl 缓冲

液（pH 8.0~8.5)和碳酸钠缓冲液（pH 9.0~9.5）。 

1.3.4.5  酶的底物特异性 

以不同类型的荧光底物为目标分解物，酶活力测

定的其他条件不变，测定相应的酶活力。以

Suc-Gly-Pro-MCA 荧光底物为对照。 

1.3.5  高效液相色谱与电喷雾质谱联用分析

PEP 对胶原蛋白小肽的降解 

将 50 µL 纯化的 PEP（0.125 U/mL)与 50 µL 2 

mg/mL 的胶原蛋白小肽共同加入到 200 µL 磷酸盐缓

冲溶液体系中，在 35℃反应 2 h 后立即在 95 ℃高温

下灭活。随后，将 10 µL 反应液注入高效液相色谱 

ZORBAX SB-C18 反相柱，以 5~40%的乙腈进行线性

洗脱，洗脱时间为 40 min，流速为 1 mL/min，并在

220 nm 下检测吸收峰。对照组的 PEP 先经过高温灭

活，其他条件不变。通过检测紫外吸收峰，观察原始

胶原小肽的吸收峰是否消失并出现新的吸收峰，来判

断鱼胶原蛋白小肽是否被 PEP 降解。 

收集降解产物的吸收峰，委托合肥赛曼诺生物科

技有限公司进行电喷雾质谱分析。通过 ESI-MS 可以

测得由 RP-HPLC 显示的每个吸收峰对应的降解产物

的分子质量，由此与小肽氨基酸组合的理论分子质量

作对比，来判断出酶对小肽的切割位点。 

1.3.6  数据统计分析 

实验数据均为 3 次平行实验结果的平均值，采用

Excel 2007 及 SPSS 13.0 软件处理，计算数值以均值±

标准差（Mean±SD)表示。 

2  结果与讨论 

2.1  PEP 的分离纯化 

通过 60~80%的硫酸铵分级沉淀，使含有目的蛋

白的酶液高度浓缩的同时有效去除杂蛋白。随后将沉

淀用缓冲液溶解并透析后上样于DEAE-Sephacel阴离

子交换层析。由图 1 可知，大量杂蛋白在未吸附部分

被除去，在 0.15~0.2 mol/L NaCl 的梯度洗脱部分，有

一个单一的酶活性峰，收集此活性峰，进行下一步的

纯化。 

 
图 1 PEP的 DEAE-Sephacel纯化柱层析图 

Fig.1 DEAE-Sephacel chromatographic purification of PEP 

注：280 nm 吸光值（---），酶活性（●）。 

将经过DEAE-Sephacel阴离子层析柱分离的样品

加入(NH4)2SO4至终浓度为 1.2 mol/L 后，上样于疏水

层析柱。由图 2 可知，在未吸附部分去除了一些杂蛋

白，在 0.8~0.6 mol/L (NH4)2SO4梯度洗脱部分，有一
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个单一的酶活性峰并与蛋白峰偏离，说明此纯化步骤

进一步去除了一些杂蛋白。 

经 Q-Sepharose 阴离子交换层析后的结果如图 3

所示，在 0.2 mol/L NaCl 梯度洗脱部分，酶活峰与蛋

白峰重叠，且在 SDS-PAGE 电泳中显示为单一条带(图

3 泳道 1），说明 PEP 得到了高度纯化。 

 
图 2 PEP的 Phenyl Sepharosel纯化柱层析图 

Fig.2 Phenyl Sepharose chromatographic purification of PEP 

注：280 nm 吸光值（-），酶活性（●）。 

 
图 3 PEP的 Q-Sepharose纯化柱层析图与纯化 PEP的电泳图 

Fig.3 Q-Sepharose chromatographic purification and 

SDS-PAGE pattern of PEP 

注：280 nm 吸光值（-），酶活性（●），M，标准蛋白；

PEP，纯化的 PEP。 

2.2  PEP 的性质分析 

2.2.1  PEP 的肽质量指纹图谱 

将纯化的 PEP 进行 SDS-PAGE，切下蛋白条带先

经胰蛋白酶酶解，得到的肽段混合物经基质辅助激光

解吸电离/飞行时间质谱分析。选取一级质谱中信噪比

大于 50 的母离子进行二级质谱（MS/MS）分析，一

共获得 16 个肽片段共 169 个氨基酸残基。 

将得到的肽片段的质量指纹图谱数据在 NCBInr

数据库中进行肽段序列检索。经过数据匹配，发现得

分最高的是墨西哥鲷鱼（Neolamprologus brichardi）

的 PEP (gi：583994882)。如图 4 所示，16 条肽段 169

个氨基酸残基中的 167 氨基酸残基与墨西哥鲷鱼 PEP

完全一致，同源性达到 98.8%，证明得到的酶为 PEP。 

2.2.2  PEP 的最适温度与热稳定性 

以 Suc-Gly-Pro-MCA 为底物，在 pH 6.0 的缓冲液

A 中，按照酶活测定方法测定不同温度下蓝圆鲹 PEP

的酶活力，作温度—酶促反应相对活力曲线。结果如

图 5 所示，PEP 催化底物水解反应的最适温度是

35 ℃，当温度高于 45 ℃以后其活性迅速下降，但

PEP 在低温下仍能表现出较高的活性，即使在 5 ℃，

仍然能表现出 30%左右的酶活力。说明鱼肉在低温贮

藏阶段，该酶也能发挥其作用。 

 

图 4 蓝圆鲹 PEP与墨西哥鲷鱼 PEP的同源性比较 

Fig.4 Alignment of PEP trypic peptide fragment sequences with 

the Neopamprologuc brichardi PEP sequence 

 
图 5 PEP的最适温度（●）和热稳定性（○） 

Fig.5 Optimal temperature (●) and thermal stability (○) of PEP 
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PEP 的热稳定性如图 5 所示，在 25 ℃下放置 30 

min 后，其活力基本保持不变。随着温度的升高，其

热稳定性不断下降，在 55 ℃下放置 30 min 后，酶活

力几乎全部丧失，证明其热稳定性较差。 

2.2.3  PEP 的最适 pH 与 pH 稳定性 

 
图 6 PEP的最适 pH（●）和 pH稳定性（○） 

Fig.6 Optimal pH (●) and pH stability (○) of PEP 

由图 6 可知，PEP 催化 Suc-Gly-Pro-MCA 水解反

应的最适 pH 为 6.0，而当 pH 高于 7.5 或者低于 5 时，

酶活力下降显著，表明 PEP 为中性或者弱酸性酶。 

此外，在 pH 5.0~7.5 之间，酶活性能够很好的保

持，但当 pH 低于 5.0 或者高于 7.5 时，酶活力会迅速

下降直至完全丧失。 

2.2.4  PEP 的底物特异性 

以不同的荧光合成底物测定PEP的底物特异性，

结果如表1所示，该酶最易分解在羧基端包含脯氨酸残

基 的 底 物 Suc-Gly-Pro-MCA 和 Suc-Gly-Pro-Leu 

-Gly-Pro-MCA。而其他如胰蛋白酶底物Boc-Val-Pro 

-Arg-MCA 、 胰 凝 乳 蛋 白 酶 底 物 Suc-Ala-Ala 

-Pro-Phe-MCA、组织蛋白酶底物Z-Phe-Arg-MCA，氨

肽酶底物Pro-MCA均不被PEP分解，表明其是一种能

够特异性切割脯氨酸残基的内切酶。 

表 1 PEP的底物特异性 

Table 1 PEP substrate specificity 

底物 相对活力/% 

Suc-Gly-Pro-MCA 

Suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-MCA 

Boc-Val-Pro-Arg-MCA 

Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA 

Z-Phe-Arg-MCA 

Pro-MCA 

100 

167.5 

0 

0 

0 

0 

2.3  高效液相色谱与电喷雾质谱联用分析

PEP 对胶原蛋白小肽的作用 

PEP 与胶原蛋白之间的关系近年来越来越成为科

学研究者特别是病理研究中关注的热点问题。已有的

研究表明，PEP 会与小鼠机体中的金属蛋白酶共同作

用降解胶原蛋白，产生细胞化学引诱物 PGP

（Proline-glycine-proline），导致肺气肿[9]。同样，在慢

性嗜中性细胞炎症病人的血液中也发现了 PGP 这种

物质[10]，证明也是由 PEP 与金属蛋白酶共同作用于胶

原蛋白产生的。由此可见，PEP 与金属蛋白酶协同作

用于胶原蛋白会产生对生物体生理机能产生重要影响

的物质。 

 

 

 
图 7 PEP降解胶原小肽 1的高效液相色谱与电喷雾质谱联用分

析 

Fig.7 HPLC-ESI-MS-based peptidomics of collagen peptide 1 

after PEP degradation 

注：a，小肽GEVGPQGARG的RP-HPLC图；b，小肽经PEP

降解后的RP-HPLC图；c，分解产物的ESI-MS谱图。 

在先前的研究中，我们发现海水真鲷鱼肌肉中存

在一种基质金属蛋白酶，该酶即便在低温（4℃）下也

能够降解胶原蛋白[11]。脯氨酸含量高是胶原蛋白的重

1 2 
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要特征。PEP 作为特异性切割脯氨酸残基的内切酶，

推测其在鱼肌肉胶原蛋白的生理变化过程中起到重要

作用。 

 

 

 
图 8 PEP降解胶原小肽 2的高效液相色谱与电喷雾质谱联用分

析 

Fig.8 HPLC-ESI-MS-based peptidomics of collagen peptide 2 

after PEP degradation 

注：a，小肽GAMGPRGLPGERGRAG的RP-HPLC图；b，

小肽经PEP降解后的RP-HPLC图；c，分解产物的ESI-MS谱图。 

在 PEP 对胶原蛋白的分解研究中，由于蓝圆鲹胶

原蛋白的基因序列尚未被克隆，难于合成其小肽。考

虑到鱼类胶原蛋白的同源性高，本研究参考淡水草鱼

胶原蛋白基因序列合成小肽。用纯化的蓝圆鲹 PEP 来

分析其对三段不同长度的草鱼胶原蛋白小肽的降解情

况。第一段胶原蛋白小肽的序列为 GEVGPQGARG，

图7是其与PEP反应前后的高效液相色谱与电喷雾质

谱联用分析图。小肽的原始峰出现在第 15 min，而在

与 PEP 反应后，原始峰消失，取而代之的是两个新的

小峰，说明该小肽能够被 PEP 降解。通过电喷雾质谱

ESI-MS 测得降解产物的相对分子质量分别为 458.39 

u 与 471.37 u，与 GEVGP 和 QGARG 两个肽片段的理

论分子质量 456.47 u 和 486.5 u 相近。证明 PEP 是从

脯氨酸位点“P”羧基端切开，切割位点为 Pro-Gln，

来完成对该小肽的降解。 

第 二 个 胶 原 蛋 白 小 肽 的 序 列 为

GAMGPRGLPGERGRAG。由图 8 可知，该小肽的原

始峰出现在第 20 min，与 PEP 反应后该峰消失并出现

新的吸收峰。ESI-MS 分析得出产物的相对分子质量

为 442.43 u 与 432.25 u，这两个数值与 RGLP 和

GAMGP 的理论分子质量 441.65 u 和 431.69 u 相近，

说明其降解的切割位点为 Pro-Arg 和 Pro-Gly。 

 

 

 
图 9 PEP降解胶原小肽 3的高效液相色谱与电喷雾质谱联用分

析 

Fig.9 HPLC-ESI-MS-based peptidomics of collagen peptide 3 

after PEP degradation 

注： a ，小肽 QGPVGATGPKGARGAAGPPGATGF 的

c 
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RP-HPLC图；b，小肽经PEP降解后的RP-HPLC图；c，分解产

物的ESI-MS谱图。 

第三个胶原蛋白小肽的序列为 QGPVGATGPKG 

ARGAAGPPGATGF。如图 9 所示，其高效液相色谱

图的原始峰出现在 20 min，加入 PEP 后同样消失并产

生新的峰，电喷雾质谱分析测得 2 个降解产物小肽的

相对分子质量分别为 501.31 u 和 452.31 u。这两个数

值与VGATGP 和GATGF的理论分子质量 499.54 u和

450.47 u 相近，说明其降解的切割位点同样是脯氨酸

残基的 C 端，即位于 Pro-Lys 和 Pro-Gly 键。 

 

 
图 10 PEP降解 45 AA小肽的高效液相色谱图 

Fig.10 HPLC chromatograms of the 45 AA peptide cleaved by 

PEP 

注：a，小肽的RP-HPLC图；b，小肽经PEP降解后的

RP-HPLC图。 

Lu 等[12]的研究发现，三种来源于细菌的 PEP 均

能够降解含有脯氨酸残基的底物，分别是肽链较短的

显色底物（Suc-Ala-Pro-pNA)、长度居中的小肽（13

个氨基酸）和稍长一些的小肽（33 个氨基酸）。这与

本实验中蓝圆鲹肌肉PEP对荧光底物特异性以及对鱼

胶原蛋白小肽降解的实验结果相吻合。此外， 在第三

个胶原小肽（QGPVGATGPKGARGAAGPPGATGF）

的降解结果中我们发现，当有两个脯氨酸残基相邻的

情况下，切割位点是在第二个脯氨酸残基 C 端。

Banbula 等[13]对一种来源于微生物（Porphyromonas 

gingivalis）的脯氨酸内切酶对Ⅰ型胶原蛋白片段的降

解进行了分析， 结果发现在任意一段肽段

（NH2-Xaa-Xaa-Pro-Yaa-(Xaa)n）被 PEP 降解的过程

中，当切割位点位于 Pro-↓Yaa-的情况下，Xaa 可以是

任意一种氨基酸，但是 Yaa 只能是除了脯氨酸以外的

任一氨基酸，这也说明当两个脯氨酸毗邻的时候切割

位点一定是在靠后的脯氨酸 C 端。在本研究中，我们

发现，蓝圆鲹 PEP 可对两个脯氨酸残基同时分解（图

9）。 

由此可以确定，在鱼体死后，金属蛋白酶等内源

性蛋白酶将胶原蛋白降解成为小肽片段，脯氨酸内肽

酶通过切割脯氨酸残基的羧基端水解这些胶原蛋白小

肽，将其变为更小片段的肽。这些小片段的肽段将会

在各种特异性的外切氨肽酶的作用下变为各种游离氨

基酸，如精氨酸氨肽酶可以将这些小片段肽中 N 端的

Arg 切下产生游离的精氨酸。值得注意的是，PEP 对

小肽的切割是有链长限制的，一般不切割 30 个氨基酸

以上的小肽。在 Lu
[12]等的研究中，相比含有 33 个氨

基酸残基的底物，PEP 更易降解长度为 13 个氨基酸残

基的底物。根据 Fulop
[14]对脯氨酸内肽酶晶体结构的

研究结果，PEP 的非催化区域中特殊的“β-螺旋桨”

会控制大分子底物的进入，使得大分子底物无法进入

PEP 中包含着三联体结构中的催化区域，因此其只能

与小分子底物反应。为了证实在鱼类中 PEP 也存在着

这样的限制机制，我们将蓝圆鲹 PEP 与长度为 45 个

氨基酸且含 6 个脯氨酸残基的小肽反应。结果如图 10

所示，该小肽在 30 min 左右出现原始峰，加入 PEP

后该原始峰保持不变，说明 PEP 未能降解该小肽，也

即鱼肌肉 PEP 作用同样受到底物链长的限制。因此，

在鱼肌肉蛋白的生理代谢过程中，PEP 需要在其他内

源性蛋白酶将大分子底物水解成短肽之后再发挥其作

用。 

3  结论 

从蓝圆鲹骨骼肌中分离纯化出脯氨酸内肽酶

（PEP），并通过肽质量指纹图谱和同源性分析证明纯

化得到的酶为 PEP。其最适温度为 35 ℃，并且在

5~15 ℃的低温下也表现出较高的活性，但随着温度

升高热稳定性不断下降，在 55 ℃下放置 30 min 后即

丧失酶活性；最适 pH 为 6.0，在 pH 5.0~7.5 的范围内

较稳定。PEP 通过切割胶原蛋白小肽脯氨酸残基的羧

基端进而继续水解胶原小肽，参与到鱼肌肉蛋白的降

解过程中。本研究为今后深入探讨 PEP 的酶学性质及

其对鱼肌肉新陈代谢的影响提供了理论基础。 
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