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哈茨木霉酸性蛋白酶基因的克隆表达及其水解应用

陈宇琛1,2，杨李1，谷敏1，陈凯欣1，胡秋怡1，邱小娴1，彭靖怡1，柯野1*

（1.韶关学院生物与农业学院，广东韶关 512005）（2.仲恺农业工程学院资源与环境学院，广东广州 510225）

摘要：为了对哈茨木霉酸性蛋白酶（Acid Protease，Ap）的性质研究，采用 RT-PCR 克隆了哈茨木霉 Ap 基因，

转化至毕赤酵母 GS115 菌株中获得高效表达，然后对该重组蛋白酶（Recombinant Acid Protease，rAp）的酶学性质

和水解大豆分离蛋白的效果进行测定。结果表明，重组毕赤酵母在 500 mL 三角瓶中诱导表达时，发酵液中 rAp 酶

活力达到 21.50 U/mL。该 rAp 为天冬氨酸蛋白酶，最适温度为 55 ℃，在 40 ℃处理 120 min 仍具有较强的热稳定性；

最适 pH 值为 2.50，在不同 pH 缓冲液中处理 24 h 后，pH 值 2.00~5.00 具有较强稳定性。Cu2+、Ni2+ 和 Mn2+ 能显著

促进活性，相对酶活分别高达 116.21%、113.79% 和 117.44% ；而 Fe2+、Fe3+、0.50% SDS 和 5.00% Trion X-100 显著

抑制活性，其相对酶活分别 78.02%、79.26%、2.6% 和 13.19%。rAp 和胃蛋白酶对大豆分离蛋白水解后，水解产物

中蛋白相对含量分别为 14.67% 和 3.64%，β- 伴大豆球蛋白抗原性分别降低了 30.01% 和 26.10%，球蛋白抗原性分别

降低了 22.37% 和 15.63%。从以上结果可知，rAp 对大豆分离蛋白具有较强水解和降低抗原性的能力，具有潜在的

应用开发价值。
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Abstract: In order to study the properties of acid protease (Ap) from Trichoderma harzianum, the acid protease gene 

was cloned using RT-PCR and then transferred to the Pichia pastoris GS115 strain to obtain high expression. Subsequently, 

the enzymatic properties of this recombinant acid protease (rAp) and its performance in hydrolyzing soybean protein isolate 

were determined. It was observed that the activity of rAp in the fermentation broth reached 21.5 U/mL when the recombinant 

P. pastoris was induced in a 500 mL triangular flask. This rAp is an aspartic protease with an optimal temperature of 55 ℃ 

and an optimum pH value of 2.5, which exhibited strong thermal stability after treatment at 40 ℃ for 120 min. After 24 h 

treatments in buffers of different pH, rAp still demonstrated excellent stability in the pH range of 2.00~5.00. The relative 
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activity of rAp significantly increased to 116.21%, 113.79%, and 117.44%  by Cu2+, Ni2+, and Mn2+, respectively. In the 

meantime,  rAp activity was significantly inhibited by Fe2+, Fe3+, 0.50% SDS, and 5.00% Triton X-100 , and the resulting 

relative enzyme activity was 78.02%, 79.26%, 2.6%, and 13.19%, respectively. After hydrolysis of soybean protein isolates 

by rAp and pepsin, the relative protein contents of the hydrolyzed products were 14.67% and 3.64%, respectively. Moreover, 

the β-conglycinin antigenicity is reduced by 30.01% and 26.11%, respectively, and the antigenicity of globulin is decreased 

by 22.37% and 15.63%, respectively. Based on these results, it is clear that rAp has a strong ability to hydrolyze and reduce 

the antigenicity of soybean isolates, demonstrating its potential development and application value.

Key words: Trichoderma harzianum; acid protease; enzymatic properties; soybean protein isolate; hydrolysis

哈茨木霉（Trichoderma harzianum）是最具代

表性的生物防治菌之一。该菌能促进植物的生长 [1] 、

控制植物病害 [2-4] 、促使植物启动防御反应 [5] 等多方

面的应用，而且能分泌产生多种胞外酶（如纤维素

酶 [6] 、漆酶 [7] 、几丁质酶、β-1,3 葡聚糖酶 [8] 等）；同

时也能分泌多种蛋白酶 [9] ，如中性丝氨酸蛋白酶 [10] 、

Subtilisin-like 类丝氨酸蛋白酶 [11] 、以及其他类型的

丝氨酸蛋白酶 [12] ，对其分泌的胞外酸性蛋白酶的

研究报道主要与其抗菌作用相关 [13] 。如 2005 年，

Suárez等  [14] 对 T. harzianum CECT 2413 菌株的蛋白

质组学分析发现，在真菌细胞壁的诱导下能产生一

种新型天冬氨酸蛋白酶。2009 年，Samolski 等 [15] 利

用基因芯片技术发现，哈茨木霉在番茄植物、几丁

质或葡萄糖存在下多种酸性蛋白酶基因表达上调。

Szabo 等 [16] 在 2013 年发现，哈茨木霉在寄生线虫卵

的过程中有多种蛋白酶表达，对其寄生过程中发挥

关键作用 ，但是对这些酸性蛋白酶的性质和开发应

用鲜见报道。

大豆蛋白具有非常高的营养价值，备受消费者

青睐，广泛应用于饲料、食品等各类行业；但是大

豆蛋白中存在大量致敏原，这些致敏原诱发机体产

生的过敏反应仍无特效治疗手段。为了降低大豆蛋

白的过敏危害，研制低致敏或脱敏的大豆蛋白制品

备受关注。目前常采用高温、高压、高强度超声波

等方法减少大豆蛋白致敏性，但降低致敏性的效果

不理想 [17] 。采用蛋白酶水解大豆蛋白，切断蛋白

质分子肽键，能有效降低致敏性，这是目前较好的

一种手段。当前主要利用的蛋白酶为碱性或中性蛋

白酶，但是水解产物中仍含有大量高致敏的抗水解

肽 [18,19] ；因此，筛选、研制出新型蛋白酶成为人们

关注的热点。

本文根据 T. harzianum 全基因组序列，采用

RT-PCR 技术克隆了酸性蛋白酶（Acid Protease，
ap）基因，连接至表达载体 pICH 上后，电转整合

至P. pastoris基因组上，筛选出高效表达的工程菌株，

并对其诱导表达获得重组酸性蛋白酶（Recombinant 
Acid Protease，rAp），进一步对该 rAp 的酶学性质、

对大豆蛋白水解、降低大豆蛋白致敏性进行了研究，

这为开发出新型酸性蛋白酶的提供参考。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

哈茨木霉（T. harzianum）购自中国微生物菌种

保藏中心。

Trizol 试剂，赛默飞世尔科技（中国）有限公

司；RNA 和 DNA 操作相关的酶，宝日医生物技术

（北京）有限公司；酵母提取物、胰蛋白胨、YNB、
Pepstantin、PMSF、Aprotinin、Leupeptin、AOX 引

物、P1 和 P2 引物，生工生物工程（上海）股份有

限公司；GS115 菌株和表达载体由本实验室保藏提

供；Sephadex G-75，美国 GE Healthcare ；Glycinin 
ELISA KIT，β-conglycinin ELISA KIT，上海纪宁实

业有限公司；其余化学试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

T100 PCR 仪，赛默飞世尔科技（中国）有限

公司；基因脉冲 XCell 系统，美国 Bio-rad 公司；

AKTA prime plus 蛋白纯化系统，美国通用 GE ；

MULiskan Go 全波长酶标仪，赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；IS-RDS4 叠加式恒温摇床，苏州捷

美电子有限公司；Mini-PROTEAN 微型垂直电泳槽，

中国 BIO-RAD ；Fresco17 小型高速离心机，德国

Thermo Scientific ；PYX-190M-13 霉菌培养箱，韶

关科力实验仪器公司等。

1.3 方法

1.3.1 哈茨木霉ap基因的克隆及其表达载体的构建

取一小块哈茨木霉菌丝块接种在马铃薯葡萄糖
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琼脂培养基平板上，28 ℃培养 48 h，用镊子刮取

约 200 mg 菌丝放置研钵中，添加液氮冷却，在液

氮中研磨菌丝体为粉末后，将其收集至预先装有

1 mL Trizol 的 2 mL Eppendorf 离心管中，采用旋

涡混匀仪高速混合 5 min ；据 Trizol 试剂指导，提

取、鉴定总 RNA ；利用 Prime Script™ 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit 将 RNA 反 转 录 合 成 cDNA。

参 考 T. harzianum 全 基 因 组 序 列（Accessionno.
JOKZ01000069  REGION:110313..111532）， 去 掉

其 1~17 信号肽序列，采用 Oligo 6.0 软件设计引物

P1 ：5′CGGAATTCTCGCCTGTAAAGCCAAGT-3′，
P2 ：5′-ATCGCTCGAGAGCGGCGGTAGCAAAGCC
GAT-3′，斜粗体分别为 EcoR I 和 Xho I 酶切位点。以

cDNA 为模板，P1 和 P2 为引物，进行 PCR 扩增；

采用如下程序进行 PCR 扩增：98 ℃预变性 3 min ；

98 ℃变性 45 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s ；32
个循环，72 ℃保温 5 min。对纯化的 PCR 产物进

行 EcoR I 和 Xho I 双酶切后，连接至载体上构建出

pICH/ap 重组表达载体，化转至大肠杆菌 DH 5α 中

测序确认。

1.3.2 重组毕赤酵母菌株的构建、筛选和诱导表达

用 Stu I 线性化 pICH/ap 表达质粒后，电转入

P. pastoris GS115 菌株中。将电转后 GS115 菌株涂

布在 MD 平板上，30 ℃培养 2~4 d，挑取单菌落至

MM 牛奶培养基（1.34% YNB，1.00% 甲醇，1.50%
脱脂牛奶，1.50% 琼脂，20 mmol/L pH 值 5.0 柠檬

酸缓冲液）培养 2~4 d，以重组酵母菌周围产生透

明水解圈作为筛选标志，筛选具有透明圈的重组

GS115 菌株，提取其基因组，分别以 AOX 引物、

P1 和 P2 引物进行基因组 PCR，确认 ap 基因整合

到 GS115 菌株基因组中。空表达载体 pICH 电转入

GS115 菌株，获得重组转化子作为对照。

将重组 GS115 菌株接种入 BMGY 培养基（pH
值 6.00）中，28 ℃振荡培养 1 d 后，12 000 r/min 离

心 2 min 收集菌体，转接（初始接种量 OD600 约为

5.00~6.00）至 BMMY 培养基（pH 值 5.00）的摇瓶

中培养，每 24 h 补加 1.00%（体积分数）的甲醇诱

导表达 7 d 后，离心收集发酵上清液，即为粗酶液。

1.3.3 rAp的纯化及其活性测定

将粗酶液经过切向流膜过滤分离系统进行浓

缩，向浓缩液中添加硫酸铵至质量分数 85.0% 饱和

度过夜盐析，离心，收集沉淀，溶解于 20 mmol/L
柠檬酸缓冲液（pH 值 3.00）后透析，再超滤离心

浓缩去杂。以 20.00 mmol/L 柠檬酸酸缓冲液（pH
值 3.00）为洗脱液，30.00 mL/h 流速，对浓缩液进

行 Sephadex G-75 层析后，超滤浓缩收集洗脱液，

获得纯化的 rAp，以 SDS-PAGE 电泳鉴定纯化过程。

蛋白酶活性的测定方法见参考文献 [20] 。

1.3.4 rAp的生化特性测定

测定温度、pH 值、金属离子和化学试剂对 rAp
影响的方法见参考文献 [20] 。

1.3.5 rAp对大豆分离蛋白的水解

用 0.2 mol/L 柠 檬 酸 缓 冲 液（pH 值 2.2） 配

制 3.00% 大豆分离蛋白溶液后，分别加入 rAp 和

Pepsin（每毫升大豆分离蛋白溶液中加入 23.00 U 酶

量），35 ℃分别水解 0、5、60、180 和 360 min 后，

取出水解液置于沸水中 10 min 灭酶，12 000 r/min
离心 30 min，收集水解产物上清液，采用 Bradford
法 [21] 测定其蛋白质含量，并且观察分析其水解过程

中蛋白条带的变化（SDS-PAGE 法，12.00% 分离胶，

5.00% 浓缩胶 [21] ）。采用抗原性试剂盒，测定水解产

物中大豆球蛋白或 β- 伴大豆球蛋白致敏性抗原性的

变化情况。

1.3.6 数据分析

本试验中的所有数据均为三次重复试验获得，

利用 SPSS 14.0 软件对这些数据进行方差分析和误

差值计算，利用 OriginPro 2021 软件绘制酶学性质

结果图。

2  结果与分析

2.1 ap基因的克隆及其序列分析结果

图 1 ap 基因的 RT-PCR 产物电泳图

Fig.1 RT-PCR products electrophoretic patterns of the ap gene

注：M ：DNA marker ；1 ：ap 基因的 RT-PCR 产物。

  将哈茨木霉菌株接种平板培养后，挑取其菌

丝体，采用 Trizol 试剂对其总 RNA 进行提取，总

现
代
食
品
科
技



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2024, Vol.40, No.5

 87 

RNA 的 28 s 和 18 s 两个条带清晰，且 28 s 条带比

18 s 宽，这表明提取的总 RNA 质量较好，达到反

转录质量要求。以总 RNA 为模板进行 RT-PCR，

将 PCR 产物（见图 1）连接至载体上后，测序表

明重组表达载体 pICH/ap 构建成功。ap 基因测序

结果推导编码的氨基酸序列，与 Genbank 序列比

对发现，除 V68A 和 R152S 两个位点的氨基酸残

基发生突变外，其余位点未见突变；利用 http://
www.ebi.ac.uk/interpro/ 预测 Ap 为天冬氨酸蛋白

酶（见图 2）。

图 2 基于 Ap 氨基酸序列预测为天冬氨酸蛋白酶的结果图片

Fig.2 Results predicted as aspartic acid protease based on amino acid sequence of Ap

2.2  重组毕赤酵母的构建及其诱导表达结果

图 3 在 MD 平板上生长的毕赤酵母转化子

Fig.3 P. pastoris transformants grown on MD plates

图 4 重组毕赤酵母工程菌株产生的水解圈图

Fig.4 Hydrolysis zoneproduced by recombinant 

P. pastoris engineering strain

将重组表达载体 pICH/ap电转入GS115菌株后，

在 MD 平板上约长出 200 多个转化子（见图 3）；转

化子转接至 MM 牛奶平板上培养观察可见，大多

数转化子培养 1~2 d 后，周围会出现凝乳现象，然

后会变为透明水解圈（见图 4）。而电转入空表达载

体 pICH 的转化子菌落周围未出现透明水解圈。挑

取水解圈直径最大的转化子进行基因组 PCR 鉴定，

PCR 产物大小与预期一致，P1 和 P2 引物扩增出

ap 基因；AOX 引物扩增出 2 个 PCR 产物，分别为

GS115 菌株的 AOX1 基因以及含有 ap 基因的表达

载体 pICH/ap 序列（见图 5），这表明 ap 基因已整

合至 GS115 基因组中，获得成功表达。

图 5 重组毕赤酵母 GS115 基因组 PCR 产物鉴定结果

Fig.5 Genomic PCR identification of recombinant 

P. pastoris GS115

注：M ：DNA marker ；1 ：引物 P1 和引物 P2 的 PCR 产

物；2 ：引物 5’AOX 和引物 3’AOX 的 PCR 产物。

将重组毕赤酵母在三角瓶中进行诱导表达时，

在 500 mL 三角瓶中诱导 144 h 时，发酵液的蛋

白酶活性最高为 21.50 U/mL，重组 P. pastoris 在
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96 h 时湿重最重约为 29.00 g/L 左右，而后基本

保持恒定。Dou 等  [22] 从 T. asperellum 中克隆了一

个天冬氨酸蛋白酶基因 Asp55，并在 Escherichia 
coli BL21 中表达，获得重组 Asp55 最高酶活才

为 9.52 U/mL，这表明本文获得的 rAp 表达量高，

为其应用研究提供了来源保障，并且 P. pastorisr
表达系统属于真核表达系统，可能更适合霉菌蛋

白酶的异源表达。

2.3 rAp的纯化结果

将发酵上清液经切向流膜系统（膜包分别为

50.00 ku 和 10.00 ku）浓缩后，盐析、超滤浓缩，

再通过 Sephadex G-75 纯化后，其 SDS-PAGE 电泳

结果见图 6。基于相对迁移率与分子质量的关系 [23] ，

推算图 3 泳道 3、4 中的单一蛋白条带分子量约为

32.00~34.00 ku 之间，与 rAp 大小基本一致。由此

可见，该单一蛋白条带为 rAp。

图 6 纯化 rAp 的 SDS-PAGE 电泳图

Fig.6 SDS-PAGE analysis of the purified rAp

注：M ：蛋白质 markers ；1 ：粗酶液；2 ：盐析超滤浓缩；

3、4 ：Sephadex G75 柱层析纯化。

2.4 rAp的生化特性结果

2.4.1 温度和pH值对rAp活性和稳定性的影响结果

温度和 pH 值对 rAp 活性和稳定性的影响结

果见图 7。由图 7a 和 7b 可见，rAp 最适反应温度

为 55 ℃。在热稳定性方面，低于 40 ℃时情况下，

120 min 后相对酶活为 100% 几乎保持不变；45 ℃
保温 120 min 后，残留的相对活性有 84.65%，高于

55 ℃保温 20 min 后，酶几乎完全失活。由此可见，

rAp 在高于 40 ℃以上热稳定性降低，该性质与来

源于其他霉菌（如 Rhizopus oryzae [24] 、Talaromyces 
leycettanus [25] ）的酸性蛋白酶基本一致。

图 7 温度和 pH 值对 rAp 的活性和稳定性的影响

Fig.7 Effects of temperature and pH value on activity and 

stability of rAp

注：（a）温度对 rAp 活性的影响；（b）温度对 rAp 稳定

性的影响；（c）pH 值对 rAp 的活性及稳定性影响。

由图 7c 可见，rAp 最适反应 pH 值 2.50，反应

pH 值为 2.00 仍具有 96.47% 相对活性。在 pH 值稳

定性上，将 rAp 放置于不同 pH 缓冲液 24 h 后，pH
值 2.00~5.00 之间保持 90.00% 以上相对活性，pH
值高于 5.00 后稳定性下降，pH 值 7.00 几乎完全

失活。在大多数酸性蛋白酶中 pH 值小于 3.00 后，

最适合 pH 值和 pH 稳定性的相对活性都会急剧下

降，如 T. leycettanus 中的一种酸性蛋白酶最适合

pH 值 3.00，反应 pH 值于 2.50 和 2.00 时相对活性分别

下降了约 35.00% 和 75.00%，而 pH 值为 2.0 时该酶失

去活性，无稳定性 [25] ；相比较而言，rAp 更具有耐酸性、
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适应酸性环境，其结构机理有待于进一步研究。

2.4.2 金属离子与抑制剂对rAp活性的影响

不同金属离子和抑制剂对 rAp 活性的影响结果

见表 1。Mg2+、Ca2+、K+、Zn2+ 和 Na+ 金属离子对

rAp 的活性影响不大。这与金属蛋白酶不同，二价

金属或者一价金属离子（K+ 和 Na+）通常对天冬氨

酸蛋白酶没有影响，如米曲霉天冬氨酸蛋白酶，其

活性不受 Ca2+ 的影响，仅受 Zn2+ 和 Cu2+ 的轻微影

响 [24] ，黑曲霉 BCRC 32720 菌株产生的蛋白酶也有

类似结果 [26] 。在本研究中，Cu2+、Ni2+ 和 Mn2+ 显著

提高 rAp 活性，而 Fe2+ 和 Fe3+ 显著抑制 rAp 活性，

这可能是由于这几种金属离子对 rAp 三级结构稳定

性的影响所致，该结果同 T. leycettanus JCM12802
菌株产生的天冬氨酸蛋白酶性质相似 [25] 。

rAp 能 被 Pepstantin 显 著 抑 制， 而 PMSF、
Aprotinin、Leupeptin 和 EDTA 对活性影响不显著，

这表明 rAp 属于天冬氨酸蛋白酶，与其氨基酸序列

预测的结果一致。表面活性剂 SDS 和表面活性剂

Trion X-100 对 rAp 具有显著抑制作用，当 SDS 质

量分数为 0.50% 时，rAp 仅残留了 2.60% 活性。

2.5 rAp对大豆分离蛋白的水解作用

rAp 和胃蛋白酶对大豆分离蛋白水解后，水解产

物 SDS-PAGE 电泳见图 5。图 5 可见，水解 5 min，大

豆分离蛋白的 β- 伴大豆球蛋白（α’、α、β 亚基）

和球蛋白（A、B 亚基）均被水解；胃蛋白酶水解产

物中生成约 35.00、25.00 ku 左右的多条新条带；而

rAp 水解产物中未见明显条带，仅在 18.40 ku 条带

产生较粗的弥散条带。随着水解时间延长，两种酶

水解产物中蛋白条带逐步降解甚至消失，最后只有

弥散小于 14.40 ku 条带，rAp 水解产物中弥散条带

未有胃蛋白酶的浓和粗。图 5 电泳表示的结果与水

解产物中蛋白含量一致（即大豆分离蛋白水解 0、5、
60、180 和 360 min，胃蛋白酶水解产物中蛋白质相

对含量分别为 100.00%、71.97%、52.89%、27.07%
和 14.67%，rAp 水解产物中蛋白质相对含量分别为

100.00%、47.98%、13.06%、11.16% 和 3.64%）。对

大豆分离蛋白水解产物中抗原性测定结果表明，胃

蛋白酶水解后 β- 伴大豆球蛋白和球蛋白的抗原性分

别下降了 26.11% 和 15.63%，而 rAp 水解后抗原性

分别下降了 30.01% 和 22.37%。

大豆蛋白抗原性主要是由构象型抗原表位和序

列型抗原表位共同决定 [27] ，蛋白酶对大豆蛋白的

酶解作用破坏和酶切这两种抗原表位，从而降低了

大豆蛋白抗原性。木瓜蛋白酶、碱性蛋白酶 [28] 对大

豆蛋白水解不彻底，产生新的抗蛋白酶水解肽。本

实验中，rAp 和胃蛋白酶水解 360 min 后，未见明

显抗酶解蛋白质条带，这表明这两种蛋白酶对大豆

分离蛋白具有较强水解能力。虽然 rAp 和胃蛋白酶

水解产物未见明显蛋白条带，仍含较高抗原性，这

可能是由于这两种酶将大豆分离蛋白的降解为小于

14.40 ku 的肽链后，这些肽链中含有序列型抗原表

位（一般为十几个或者几十个氨基酸构成） [27] ，导

致水解产物中仍含有抗原性。

表 1  金属离子及化学试剂对rAp活性的影响

Table 1 Effects of metal ion and chemical reagent on activity of rAp

金属离子 浓度 /(mmol/L) 相对活性 /% 试剂 浓度 相对活性 /%

None 5.00 100.00±4.65a Aprotinin 0.10 μg/mL 104.91±2.93a

Mn2+ 5.00 117.44±3.46b Aprotinin 2.00 μg/mL 92.66±5.56c

Cu2+ 5.00 116.21±8.13b Leupeptin 0.50 μg/mL 102.43±2.72a

Ni2+ 5.00 113.79±6.74b PMSF 1.00 mmol/L 98.89±4.48a

Zn2+ 5.00 101.59±3.54a Pepstantin 3.00 μmol/L 66.60±2.82e

Na+ 5.00 100.35±4.28a EDTA 1.00 mmol/L 103.86±3.78a

K+ 5.00 99.18±4.54a EDTA 5.00 mmol/L 95.79±4.64c

Ca2+ 5.00 98.35±2.41a TritionX-100 1.00% (m/V ) 97.30±3.88c

Mg2+ 5.00 95.29±4.54c TritionX-100 5.00% (m/V ) 13.19±1.32g

Fe3+ 5.00 79.26±2.49d SDS 0.10% (m/V ) 41.39±1.51f

Fe2+ 5.00 78.02±3.24d SDS 0.50% (m/V ) 2.60±0.18h

注：相对酶活的上标 a、b、c 等小写字母表示组间差异显著（P＜0.05），相同的小写字母表示组内差异不显著（P＞0.05）。
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图 8 rAp 和胃蛋白对大豆分离蛋白的水解产物电泳图

Fig.8 SDS-PAGE analysis of SPI hydrolysates at different 

hydrolysis time by rAp and pepsin

注：M ：蛋白质 markers ；1 ：水解 0 min 的大豆分离蛋

白；2~5 ：胃蛋白酶分别水解 5、60、180 和 360 min 的水解

产物；6~9 ：rAp 分别水解 5、60、180 和 360 min 的水解产物。

3  结论

本文采用 RT-PCR 获得哈茨木霉 ap 基因，电

转入毕赤酵母 GS115 菌株获得高效表达，进一步对

rAp 分离纯化和性质测定。结果表明 rAp 为天冬氨

酸类蛋白酶，最适反应温度和最适合 pH 值分别为

55 ℃和 2.50 ；在低于 40 ℃、pH值 2.00~5.00环境中，

酶结构稳定、相对活性保持在 90.00% 以上；Cu2+、

Ni2+ 和 Mn2+ 能提高酶活，而 Fe2+ 和 Fe3+、SDS 和

Trion X-100 显著抑制其活性。rAp 对大豆分离蛋白

水解后，水产产物中 β- 伴大豆球蛋白和球蛋白的抗

原性分别下降 30.01% 和 22.37%。这表明 rAp 具有

较强地降低大豆分离蛋白抗原性能力，对大豆分离

蛋白的深加工具有开发潜力。
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