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摘   要：【目的】将地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) E7 氨肽酶基因 pepN 克隆到大肠杆菌

(Escherichia coli) BL21 中，实现氨肽酶 EcPepN 的异源表达，研究重组酶的酶学性质及其与碱性

蛋白酶协同作用，高效水解大豆蛋白和酪蛋白，产生小分子活性肽和游离氨基酸。【方法】以地

衣芽孢杆菌 E7 基因组 DNA 为模板，将氨肽酶基因 pepN 克隆到载体 pET28a 中，构建重组表达

载体 pET28-pepN，转化到大肠杆菌 BL21 感受态细胞中，经 DNA 测序验证，获得重组菌 E. coli 
BL21/pET28-pepN。利用镍离子亲和层析柱对重组酶进行分离纯化，研究纯酶的 pH 和温度稳定

性、半衰期和 NaCl 的耐受性等酶学性质。以商品化氨肽酶与碱性蛋白酶协同作用为对照，重组

酶 EcPepN 与碱性蛋白酶协同水解大豆蛋白和酪蛋白，测定水解产物中小分子活性肽和游离氨

基酸的组成。【结果】EcPepN 在大肠杆菌 BL21 中可溶性表达，SDS-PAGE 分析表明纯化的重组

酶在 52 kDa 左右显示单一条带。在 7 种测定底物中，EcPepN 的最适底物为 Ala-pNA。在最适

条件(pH 9.0 和 50 °C)下，最高比酶活为 365.04 U/mg，KM 值为 1.2 mmol/L，kcat 为 598.3 s–1，kcat/KM

为 499.0 L/(mmol·s)。当重组酶 EcPepN 在 pH 6.0−9.0 孵育 2 d 后，相对酶活力保持 85%以上，

在 45 °C 下半衰期为 36 h。酶在 3.0 mol/L NaCl 中 22 d 后，残留酶活力为 55%以上。重组 EcPepN
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与碱性蛋白酶协同作用水解大豆蛋白和酪蛋白，和商品化氨肽酶与碱性蛋白酶协同作用水解蛋

白效率相当，水解产物中超过 70%为分子量小于 500 Da 的活性肽，同时含有超过 2 000 mg/L
种类丰富的游离氨基酸。【结论】构建了氨肽酶的重组菌株，重组酶 EcPepN 具有较好 pH 和温

度稳定性及较强的高浓度 NaCl 耐受性，能够高效催化大豆蛋白和酪蛋白水解，释放小分子活性

肽和游离氨基酸，该研究为提高蛋白质的深度水解和富含蛋白质生物资源的增值提供了重要研

究途径。 

关键词：地衣芽孢杆菌；氨肽酶；大肠杆菌；酶学性质；蛋白水解  

Heterologous expression of Bacillus licheniformis E7 
aminopeptidase and its application for efficient proteolysis 
CHEN Yahui, LIU Zhiyong, ZHANG Rongzhen*, XU Yan 
Key Laboratory of Industrial Biology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University,  
Wuxi 214122, Jiangsu, China 

Abstract: [Objective] Aminopeptidase gene pepN from Bacillus licheniformis E7 was cloned into 
Escherichia coli BL21 for heterologous expression of recombinant aminopeptidase EcPepN. The 
enzymatic properties of the recombinant EcPepN were studied. The combination of EcPepN with 
alkaline protease efficiently improved the hydrolysis of soybean protein and casein and released 
multitudinous peptides and amino acids. [Methods] With the genomic DNA of E7 as template, the 
aminopeptidase gene pepN was cloned into the expression vector pET28a to construct recombinant 
expression plasmid pET28-pepN, which was transformed into the competent cells of E. coli BL21. 
Through DNA sequencing verification, the recombinant E. coli BL21/pET28-pepN was obtained. The 
recombinant enzyme was purified by nickel-affinity chromatography. The pH and temperature stability, 
half-life, and NaCl tolerance of the pure enzyme were tested. With the commercial aminopeptidase 
combined with alkaline protease as a control, the combination of EcPepN and alkaline protease was 
used to hydrolyze soybean protein and casein, and the constituents of active small peptides and free 
amino acids in the hydrolysate were determined. [Results] The recombinant EcPepN was expressed in 
E. coli BL21. SDS-PAGE analysis showed that the purified target protein presented a single band at 
about 52 kDa. Among the seven substrates tested, the preferred substrate of EcPepN was Ala-pNA. 
Under optimal conditions (pH 9.0 and 50 °C), its highest specific activity was 365.04 U/mg, and its KM, 
kcat and kcat/KM values towards Ala-pNA were 1.2 mmol/L, 598.3 s–1, and 499.0 L/(mmol·s), 
respectively. After incubation at pH 6.0−9.0 for 2 days, the relative activity remained more than 85%, 
and its half-life was 36 h at 45 °C. After 22 days of incubation in 3.0 mol/L NaCl, the residual activity 
was more than 55%. When the recombinant aminopeptidase EcPepN worked synergistically with 
alkaline protease to hydrolyze soybean protein and casein, its hydrolysis efficiency was similar to that 
of the combination of commercial aminopeptidase and alkaline protease. More than 70% of the 
constituents of hydrolysate were peptides with molecular weight of less than 500 Da and it also 



 

 

 

陈雅惠等 | 微生物学报, 2022, 62(8) 3081 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

contained more than 2 000 mg/L of free amino acids. [Conclusion] The recombinant strain containing 
aminopeptidase EcPepN was developed. The recombinant EcPepN shows pH and temperature stability 
and strong tolerance to NaCl of high concentration. It can efficiently catalyze the hydrolysis of soybean 
protein and casein and release small molecular active peptides and abundant free amino acids. This 
study provides important methods for enhancing deep protein hydrolysis and improving the values of 
protein-rich bioresources. 

Keywords: Bacillus licheniformis; aminopeptidase; Escherichia coli; enzymatic properties; protein 
hydrolysis 
 

氨肽酶(aminopeptidases，APs，EC 3.4.11)
是一类外切蛋白酶，它能够选择性地降解多肽

链和蛋白质 N 末端氨基酸残基，释放出游离氨

基酸[1]。其具有降低蛋白质水解液苦味的用途[2]，

可提高乳制品、虾肌肉等食品的风味 [3]，被广

泛应用于食品加工等行业。此外，氨肽酶可以

生产具有特殊功能的生物活性多肽，如酪蛋白

磷酸肽、降压肽等[4]，还具有结合 DNA 的功能，

作为转录抑制因子在基因表达调控上扮演着重

要的角色[5–6]。 
氨肽酶来源广泛、种类繁多，大量存在于植

物、动物、微生物中，目前已报道的氨肽酶主要

来源于微生物，如米曲霉(Aspergillus oryzae)[7–8]、

Streptomyces septatus[9]、枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis)[10]。目前市场上氨肽酶的供应主要来自

诺维信、天野等几家国际公司，价格比较昂贵，

影响了相关产业的生产成本和行业竞争力。除

了氨肽酶自身底物特异性的影响，大部分氨肽

酶在高温环境下容易失活。稳定且耐高温的高

催化活性氨肽酶相对匮乏，阻碍了其工业化

应用。因此，挖掘高催化活力、高稳定性且具

有工业化应用价值的氨肽酶具有重要的研究

意义。 
碱性蛋白酶是内切型蛋白酶，能够水解蛋

白质肽键，被广泛应用于蛋白质水解中，但其

对大豆蛋白、小麦蛋白等植物蛋白水解效果不

理想，存在水解度较低、口感不佳等问题[11]。

利用氨肽酶对碱性蛋白酶水解产物进一步酶

切，不仅能够提高水解度，而且增加了水解液

中小肽和游离氨基酸的释放，改善产物风味，

提高营养价值[12]。亮氨酸氨肽酶协同碱性蛋白

酶水解大米蛋白，水解液中游离氨基酸含量是

碱性蛋白酶单独水解时的 3 倍，水解液中分子

量小于 180 Da的小肽比碱性蛋白酶单独水解时

提高了 25%[13]。 
目前，大量研究聚焦于产氨肽酶菌株的筛

选、异源表达、酶学性质表征等。Huang 等[14]在

毕赤酵母中过表达了来源于酱油曲霉 GIM3.30
的亮氨酸氨肽酶 Lap1。Lin 等[15]在黑曲霉中异源

表达来源于 Thermomyces lanuginosus 的高活性

和耐热性的亮氨酸氨肽酶。Liu 等[8]在大肠杆菌

异源表达来源于米曲霉 JN-412 的脯氨酸氨肽

酶，并利用随机突变和饱和定点突变等手段对

其进行改造，借助高通量技术筛选高催化活性

的突变体，得到了催化性能更优的氨肽酶。该

脯氨酸氨肽酶在酸性环境的稳定性与热稳定性

得到了显著提高，能够更好地与酸性和中性内

切蛋白酶协同作用。 
本实验室前期筛选获得一株产氨肽酶菌

株地衣芽孢杆菌 E7，并利用染色体步移技术从

其基因组中克隆出氨肽酶基因 pepN[16]。大肠

杆菌作为基因工程菌，具有遗传背景清晰、安

全易培养、繁殖速度快、蛋白表达水平高且稳

定等优点，是外源蛋白高效表达的理想宿主[17]。
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本研究通过在大肠杆菌中异源表达氨肽酶

PepN，研究其酶学性质，以大豆蛋白和酪蛋

白等富含蛋白的生物物质为底物，利用重组氨

肽酶与碱性蛋白酶协同作用进行水解，获得活

性小分子肽和丰富的游离氨基酸。 

1  材料与方法 
1.1  材料和试剂 
1.1.1  菌株和质粒 

菌株地衣芽孢杆菌 E7 由本实验室筛选与

保 藏 ； 菌 株 大 肠 杆 菌 JM109 、 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)和质粒 pET-28a 由本实验室保藏。 
1.1.2  主要的试剂 

Primestar、限制性核酸内切酶(BamHⅠ和

XhoⅠ)、DNA Marker、Premixed Protein Marker 

(Low)购于宝生物工程(大连)有限公司；单片段

同源重组试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、质粒

提取试剂盒购于南京诺唯赞生物科技股份有限

公司；卡那霉素、异丙基硫代半乳糖苷(IPTG)、

感受态细胞制备试剂盒购于生工生物工程(上

海 )股份有限公司；对硝基苯胺衍生物购于

Bachem 公司；碱性蛋白酶和商品化氨肽酶购于

安琪酵母股份有限公司；其余试剂均为国产分

析纯试剂。 
1.1.3  培养基和主要溶液 

LB 培养基：蛋白胨 1.0% (W/V)，酵母提取

物 0.5% (W/V)，NaCl 1.0% (W/V)。 

缓冲液 A：20 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L 

NaCl，pH 8.0。 

缓冲液 B：20 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L 

NaCl, 1 mol/L 咪唑，pH 8.0。 

1.2  重组氨肽酶表达载体的构建 
以地衣芽孢杆菌 E7 基因组 DNA 为模板，

设计合成引物 P1 (5′-CAAATGGGTCGCGGATC 

CATGGGCCTCTTCAAGAAAAGTA-3′) 和 P2 
(5′-GTGGTGGTGCTCGAGTTACAGGTTCCCA
CTAAACCGCTC-3′)，引入酶切位点 BamHⅠ和

XhoⅠ，PCR 扩增目的基因 pepN。PCR 反应条

件：98 °C 30 s；98 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C   
90 s，30 个循环；72 °C 10 min，4 °C 保温。利

用单片段同源重组试剂盒将目的基因 pepN 与

经双酶切处理的线性化载体 pET-28a 进行连

接，构建表达载体 pET28-pepN，转化进感受

态细胞大肠杆菌 JM109。经 DNA 测序验证后，

将重组质粒 pET28-pepN 转化进感受态细胞大

肠杆菌 BL21(DE3)，构建重组表达菌株 E. coli 
BL21/pET28-pepN。 

1.3  重组氨肽酶的诱导表达和纯化 
挑取单克隆于含 50 μg/mL 卡那霉素的 5 mL 

LB 液体培养基中，37 °C、200 r/min 振荡培养

7−8 h。按照 1%接种量转接到含 50 μg/mL 卡那

霉素的 200 mL LB 液体培养基中扩大培养，当

OD600 达到 0.6−0.8，加入终浓度为 0.2 mmol/L
的 IPTG，于 20 °C、200 r/min 振荡培养 12−14 h。
离心收集菌体，用缓冲液 A 将细胞重悬。在冰

浴条件下，使用超声破碎仪对细胞进行破碎处

理，破碎条件为：350 W 功率，工作 2 s，间隔

3 s，破碎时间 10−15 min。将细胞破碎液于 4 °C、

10 000×g 条件下离心 30 min 获得上清液，即为

粗酶液 EcPepN。粗酶液经 0.22 μm 水系滤膜过

滤，滤液用于蛋白纯化。 
用缓冲液 A 将镍离子亲和层析柱平衡 5 个

柱体积。粗酶液上样后，用 2%缓冲液 B 洗脱

杂蛋白，接着用 10%缓冲液 B 洗脱并收集目的

蛋白。再利用超滤管对收集的酶液进行脱盐处

理，除去酶液中的咪唑。脱盐后的纯酶液

EcPepN 进行 SDS-PAGE 验证。蛋白纯化操作在

4 °C 下进行。 
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1.4  重组氨肽酶酶学性质的测定 
1.4.1  酶活测定 

酶活测定参考 Lei 等[11]的方法，并在其基础

上有所调整。反应体系为：50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 8.0)缓冲液，2 mmol/L 底物 Ala-pNA 和适

量的酶液，37 °C 进行反应。利用酶标仪连续测

定 405 nm 处的吸光值，以测定数值呈线性部分

的斜率计算酶活。酶活定义为 37 °C 下每分钟

催化底物生成 1 μmol 对硝基苯胺所需的酶量为 
一个酶活单位(U)。 
1.4.2  重组氨肽酶 EcPepN 的最适反应 pH 和

pH 稳定性 
测定不同 pH 条件下重组氨肽酶的酶活力，

探究重组氨肽酶 EcPepN 的最适反应 pH。不同

pH 缓冲液为：0.2 mol/L 的磷酸二氢钠-磷酸氢

二钠缓冲液(pH 6.0)，50 mmol/L 的 Tris-HCl 缓
冲液(pH 7.0 和 8.0)，50 mmol/L 的甘氨酸-NaOH
缓冲液(pH 9.0 和 10.0)。 

用不同 pH 缓冲液稀释纯酶液，将其放于

4 °C 静置 2 d，测定重组酶 EcPepN 残余酶活力，

研究氨肽酶 EcPepN 的 pH 稳定性。 
1.4.3  重组氨肽酶 EcPepN 的最适反应温度和

温度稳定性 
将 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 9.0)和   

2 mmol/L 底物 Ala-pNA 置于 30−55 °C (间隔

5 °C)保温 3 min，加入适量酶液，测定不同温

度条件下重组氨肽酶 EcPepN 的酶活力，研究

氨肽酶 EcPepN 的最适反应温度。 
将等量酶液分别置于 30−55 °C (间隔 5 °C) 

1 h，然后加入其余反应物，测定重组酶 EcPepN
的残余酶活力，研究其温度稳定性。 
1.4.4  重组氨肽酶 EcPepN 的半衰期测定 

将重组酶 EcPepN 置于 50 °C 和 45 °C 金属

浴，间隔一段时间测定其酶活，直到残留酶活

力降低到 50%以下，酶活降至 50%的时间即为

半衰期。 

1.4.5  NaCl 对重组氨肽酶 EcPepN 酶活力的影响 
在反应体系中加入适量的固体 NaCl，使体

系中的 NaCl 终浓度达到 0−3 mol/L。测定不同

NaCl 浓度下重组氨肽酶 EcPepN 的酶活，探究

NaCl 对重组酶活力的影响。将酶液置于 3 mol/L 
NaCl 溶液中，间隔一段时间测定残余酶活力，

研究重组酶 EcPepN 的 NaCl 稳定性。 
1.4.6  重组氨肽酶 EcPepN 的底物特异性 

以 aminoacyl-p-nitroanilines (Ala-pNA 、

Arg-pNA 、 Lys-pNA 、 Leu-pNA 、 Val-pNA 、

Met-pNA、Pro-pNA)为底物，测定重组酶 EcPepN
的酶活力。以 Ala-pNA 为底物时测定酶活为

100%，计算酶催化其他底物的相对酶活。 
1.4.7  重组氨肽酶 EcPepN 的动力学测定 

在最适反应条件下，测定重组氨肽酶EcPepN
的动力学参数。将反应体系(除酶外)在金属浴

孵育 5 min，测定不同浓度(0.2−5.5 mmol/L) 
Ala-pNA 的初始反应速率。利用 Origin 9.0 软件

处理数据，采用非线性模拟方法计算重组酶

EcPepN 对 Ala-pNA 的 KM 和 kcat 值。 

1.5  重组氨肽酶 EcPepN 催化蛋白水解 
以商品化氨肽酶(亮氨酸氨肽酶)为对照组，

利用重组氨肽酶 EcPepN，组合或不组合碱性蛋

白酶对大豆分离蛋白和酪蛋白进行水解反应。

取一定量蛋白样品溶于 50 mmol/L Tris-HCl (pH 
8.0)中，使得反应体系终浓度为 1% (W/V)。在

沸水浴中煮沸 5 min，确保蛋白完全溶解。待冷

却至室温后，在反应体系中加入 0.5 g/L 碱性蛋

白酶(酶活力为 400 000 U/g，即 E/S=20 000 U/g)
和 0.5 g/L 的重组氨肽酶 EcPepN 或商品化氨肽

酶。反应结束后，将反应体系放入沸水中煮沸

5 min 以终止反应。将反应液于 10 000×g 离心  
5 min，分离上清，用 0.22 μm 水系滤膜处理后，

样品进行高效液相色谱(HPLC)分析水解液中

多肽分布和疏水性氨基酸的含量。 



 

 

 

3084 Chen Yahui et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(8) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

2  结果与分析 
2.1  重组氨肽酶表达菌株的构建与表达 

以地衣芽孢杆菌 E7 基因组 DNA 为模板，

PCR 扩增氨肽酶基因 pepN，经 1%琼脂糖凝胶

电泳验证，1 500 bp 左右有清晰的单一条带，

与目的片段理论分子大小(1 446 bp)相一致。载

体 pET28a 经限制性内切酶 BamHⅠ和 XhoⅠ  
双酶切处理后，利用同源重组法与目的基因

pepN 连接，构建重组质粒 pET28-pepN。测序

正确后，将重组质粒转化到感受态细胞大肠杆

菌 BL21，构建重组氨肽酶表达菌株 E. coli 
BL21/pET28-pepN。 

将重组菌经过 0.2 mmol/L IPTG 诱导培

养，经超声破碎后离心获得细胞破碎液上清

液，即粗酶液。用镍离子亲和层析柱对粗酶液

进行分离纯化，100 mmol/L 咪唑将目标蛋白洗

脱。洗脱蛋白经脱盐处理，SDS-PAGE 电泳结

果(图 1)显示目标蛋白基本为单一条带，分子量

为 52 kDa 左右，与重组氨肽酶理论分子量

(52.45 kDa)相吻合。 

2.2  pH 和温度对重组酶 EcPepN 酶活力的

影响 
测定了不同 pH 和温度对重组酶 EcPepN 酶 

 
 
图 1  重组酶 EcPepN 的表达纯化 
Figure 1  SDS-PAGE analysis of expression and 
purification of EcPepN in E. coli BL21/pET28- 
pepN. M: protein marker; lane 1: the cell-free 
extracts; lane 2: the sedements; lane 3: the purified 
EcPepN. 
 
活力的影响。EcPepN 在 pH 9.0 时酶活力达到

最高，且在 pH 6.0−9.0 范围内酶活力非常稳定，

孵育 2 d 后相对酶活力仍保持 85%以上(图 2A)。
重组酶 EcPepN 表现出较好的 pH 稳定性，能够

在较宽的 pH 范围内发挥功能。 
随着反应温度的提高，EcPepN 酶活力逐渐

增加，在 50 °C 时达到最高，当温度高于 50 °C
酶活力迅速降低(图 2B)。将 EcPepN 置于不同

温度条件下温浴 1 h，测定重组酶的温度稳定 

 

 
 
图 2  pH (A)和温度(B)对重组酶 EcPepN 酶活和稳定性的影响 
Figure 2  Effects of pH (A) and temperature (B) on activity and stability of EcPepN. 
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性。当温度不高于 45 °C 时，EcPepN 残留酶活

力几乎不变，而当温度高于 45 °C 时酶活力逐

渐丧失。EcPepN 在 50 °C 条件下温浴 1 h，残

留酶活力保持 58%。 

2.3  重组酶 EcPepN 的半衰期 
氨肽酶广泛应用于蛋白质水解，酶在特定

温度条件下稳定催化对实现高效水解具有重要

意义，因此有必要测定重组酶 EcPepN 的半衰期。

EcPepN 在 50 °C 条件下的半衰期为 1 h，在 6 h
后酶活力几乎完全丧失(图 3A)。在 45 °C 下

36 h，EcPepN 酶活力下降约 50% (图 3B)。值

得关注的是，热处理 12 h 后，EcPepN 酶活力

显著上升。这可能是由于酶分子具有较高的整

体稳定性，导致其热失活率较低，且随着热处

理时间的增加，活性位点趋向更灵活、更利于

催化反应的变化，使其展现出更好的催化效  
率[18]。随着时间的增加，体系中失活的酶占大

多数，从而导致酶活力的降低 [19]。重组酶

EcPepN 在 45 °C 环境下具有良好的热稳定性，

因此选择 45 °C 来进行大豆分离蛋白和酪蛋白

的水解实验。 

2.4  NaCl 对重组酶 EcPepN 酶活力的影响 
耐盐氨肽酶被广泛地应用于各种发酵食品

的生产中，如酱油、豆瓣酱等。探究 NaCl 对重

组酶 EcPepN 酶活力的影响具有重要的研究意

义。从图 4A 可知，低浓度的 NaCl 对重组酶活 
 

 
 
图 3  重组酶 EcPepN 的半衰期 
Figure 3  Half-lives of EcPepN at 50 °C (A) and 45 °C (B). 

 

 
 
图 4  NaCl 对重组酶 EcPepN 酶活力的影响 
Figure 4  Effect of NaCl on activity (A) and stability (B) of EcPepN. 
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力有一定的促进作用。当 NaCl 浓度为 1.0 mol/L
时，EcPepN 酶活力达到最高，相对酶活力为

108.5%。随着 NaCl 浓度的增加，酶活力逐渐降

低。当 NaCl 浓度为 3.0 mol/L 时，EcPepN 的相

对酶活力为 59.8%。将 EcPepN 置于 3.0 mol/L 
NaCl 条件下 22 d，其残留酶活力仍能保持 55%
以上(图 4B)，表明重组酶 EcPepN 具有良好的

盐耐受性。 

2.5  重组酶 EcPepN 的底物特异性和动力

学测定 
以 Ala-pNA、Arg-pNA、Lys-pNA、Leu-pNA、

Val-pNA、Met-pNA、Pro-pNA 为底物，测定重

组酶 EcPepN 的底物特异性。EcPepN 对底物

Ala-pNA 表现出最高酶活力，然后依次为

Lys-pNA 和 Arg-pNA，其相对酶活力分别为

26.6%和 17.2% (图 5)。EcPepN 对底物 Met-pNA
和 Leu-pNA 的催化活性较低，均不高于 4%。

酶催化底物 Pro-pNA 和 Val-pNA 几乎检测不到

酶活力。因此，该重组氨肽酶 EcPepN 被认定

为丙氨酸氨肽酶。在最适反应条件 pH 9.0 和

50 °C 下，重组酶 EcPepN 催化 Ala-pNA 底物的

KM 值为 1.2 mmol/L，kcat 为 598.3 s–1，kcat/KM 为

499.0 L/(mmol·s)。 
 

 
 
图 5  重组酶 EcPepN 的底物特异性 
Figure 5  Substrate specificity of EcPepN. 

2.6  重组酶 EcPepN 在蛋白质水解中的应用 
碱性蛋白酶是一类内切蛋白酶，它能将蛋

白质从内部水解成短肽。由于其作用的蛋白质

水解液水解度低、口感欠佳，易产生苦味，因

此通常采用碱性蛋白酶和氨肽酶进行协同水

解 [11,20]。氨肽酶作为外切蛋白酶，能够以碱性

蛋白酶切割的短肽作为底物，特异性地催化 N
末端氨基酸残基的释放，将短肽进一步切割成

更小的小肽或游离氨基酸[21]。蛋白质水解液的

苦味通常来自于水解液中的苦味肽，其在 N 末

端带有疏水性氨基酸[22]。氨肽酶将苦味肽上的

疏水性氨基酸进行水解释放，可以极大程度地

改善蛋白质水解液的风味。选择大豆分离蛋白

和酪蛋白作为底物，协同碱性蛋白酶进行水解，

并以商品化氨肽酶作为对照组，对比分析，探

究重组氨肽酶 EcPepN 的水解能力。 
以大豆分离蛋白作为底物，碱性蛋白酶单

独水解 6 h 底物剩余量为 47.3%，而重组酶

EcPepN 协同碱性蛋白酶水解底物剩余量为

11.9%，商品化氨肽酶协同碱性蛋白酶水解为

12.8% (图 6A)。碱性蛋白酶单酶水解的大豆分

离蛋白底物剩余量是协同重组酶 EcPepN 或商

品化氨肽酶双酶水解底物剩余量的 4 倍。当碱性

蛋白酶单独作用时，大豆蛋白水解液中的多肽分

子量分布主要集中在 1 000−2 000 Da (~10%)、
500−1 000 Da (~25%)、150−500 Da (~43%)以及

<150 Da (~12%) (图 6B)。其中，绝大部分多肽

集中在 150−1 000 Da 范围内，占比为 68%。当

碱性蛋白酶协同重组酶 EcPepN 或商品化氨肽

酶共同水解时，大豆蛋白水解液中的多肽分子

量分布则主要集中在 1 000−2 000 Da (~7%)、
500−1 000 Da (~13%)、150−500 Da (~30%)以及

<150 Da (~42%)。其中，小于 500 Da 的多肽分

子量占比高达 72%。 
以酪蛋白作为底物，碱性蛋白酶单独水解
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6 h 的底物剩余量为 26.2%，是协同重组酶

EcPepN 或商品化氨肽酶双酶水解的 2 倍左右

(图 6C)。当碱性蛋白酶单独作用时，酪蛋白水解

液中的多肽主要分布为 1 000−2 000 Da (~13%)、
500−1 000 Da (~28%)、150−500 Da (~50%)以及

<150 Da (~4%) (图 6D)。绝大部分多肽集中分

布在 150−1 000 Da 范围，为 78%。当进行双

酶水解时，酪蛋白水解液中的多肽主要分布在

1 000−2 000 Da (~8%)、500−1 000 Da (~13%)、

150−500 Da (~55%)以及<150 Da (~23%)。此时，

双酶协同水解释放的<150 Da 大小的小肽含量

是碱性蛋白酶单酶水解时的 6 倍。小于 500 Da
的多肽分子量占绝大部分，约为 78%。 

利用 HPLC 测定蛋白质水解液中的游离氨

基酸含量。对大豆分离蛋白进行水解，碱性蛋

白酶单独作用的水解液中游离氨基酸含量为

43.81 mg/L，而协同重组酶 EcPepN 或商品化氨

肽酶双酶水解产生的游离氨基酸含量分别为 
 

 
 

图 6  蛋白水解液的底物剩余量和多肽分子量分布 
Figure 6  Substrate residue and molecular weight distribution of peptides in protein hydrolysate. A: residual 
soybean protein hydrolyzed by alkaline protease alone or its combination with EcPepN or commercial 
aminopeptidase; B: the distribution of polypeptide molecular weight in soybean protein hydrolysates; C: 
residual casein hydrolyzed by alkaline protease alone or its combination with EcPepN or commercial 
aminopeptidase; D: the distribution of polypeptide molecular weight in casein hydrolysates. 
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2 277.46 和 2 284.66 mg/L (表 1)。其中，His、
Arg、 Cys 和 Leu 含量增加最为明显，在

200−500 mg/L 范围内；其次 Ser、Gly、Ala、Tyr、
Ile 和 Lys 的含量也有明显增加，在 100−200 mg/L
范围之间。以酪蛋白作为底物进行水解，水解

液中检测到的游离氨基酸含量较大豆分离蛋白

水解液的氨基酸含量大幅度降低。碱性蛋白酶

单独水解时，酪蛋白水解液中的游离氨基酸含

量未达到检测最低值。在添加重组酶 EcPepN
或商品化氨肽酶后，游离氨基酸含量上升到

182.38 和 205.90 mg/L (表 2)。游离氨基酸中 Tyr
和 Leu 的增加最为明显，达到 40−60 mg/L，约

占总游离氨基酸含量的 50%。   
上述结果表明，不论是植物蛋白或是动物

蛋白，氨肽酶的加入不仅能够提高蛋白质水解 
 
表 1  大豆分离蛋白水解液游离氨基酸含量分布 
Table 1  The free amino acid contents of soybean 
protein hydrolysates 

Amino 
acids 

Alkaline 
protease/ 
(mg/L) 

EcPepN/alkaline 
protease/(mg/L) 

Commercial 
aminopeptidase/ 
alkaline protease/ 
(mg/L) 

Asp 0.06 8.50 14.63 
Glu 7.20 70.05 39.32 
Ser – 144.66 123.78 
His – 210.48 197.78 
Gly – 146.40 49.96 
Thr – 20.36 54.84 
Arg – 308.89 314.29 
Ala 8.21 131.36 98.87 
Tyr 0.03 119.65 107.99 
Cys – 263.88 303.37 
Val – 90.92 128.72 
Met – 39.59 40.10 
Phe – 23.47 30.38 
Ile – 100.00 144.68 
Leu 28.31 434.13 471.76 
Lys – 165.11 164.20 
Total 43.81 2 277.46 2 284.66 
–: not detected. 

表 2  酪蛋白水解液游离氨基酸含量分布 
Table 2  The free amino acid contents of casein 
hydrolysates 

Amino 
acids 

Alkaline 
protease/ 
(mg/L) 

EcPepN/alkaline 
protease/(mg/L) 

Commercial 
aminopeptidase/ 
alkaline 
protease/(mg/L) 

Asp – – – 
Glu – 0.52 – 
Ser – – – 
His – 17.50 22.55 
Gly – 2.50 3.46 
Thr – 29.39 17.23 
Arg – 26.99 28.18 
Ala – 2.60 2.14 
Tyr – 50.16 60.00 
Cys – – – 
Val – – 6.18 
Met – 2.54 4.17 
Phe – – – 
Ile – – – 
Leu – 40.98 51.79 
Lys – 9.20 10.20 
Total – 182.38 205.90 
–: not detected. 
 
程度，而且进一步促进了水解液中小肽以及游

离氨基酸的释放。重组氨肽酶 EcPepN 的水解

效果与商品化氨肽酶相当，与其他报道的氨肽

酶相比较(表 3)具有较为突出的优势，因此，

EcPepN 与碱性蛋白酶协同作用具有良好的蛋

白水解能力，在多种蛋白水解中具有广泛的应

用价值。 

3  讨论 
本研究从实验室前期筛选到的一株产氨肽

酶地衣芽孢杆菌出发，通过分子克隆、同源重

组、转化等手段，成功构建重组大肠杆菌，实

现重组酶 EcPepN 在胞内的可溶性表达。利用

镍离子亲和层析柱纯化目标蛋白。重组酶在 pH 
9.0、50 °C 条件下达到最大比酶活 365.04 U/mg。 
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表 3  不同氨肽酶协同碱性蛋白酶的水解情况 
Table 3  Hydrolysis of different aminopeptidases with alkaline protease 

Enzyme T/°C pH and time Substrate 
Hydrolysis 
efficiency* 

EcPepN+alkaline protease 45  8.0; 6 h Soybean protein isolate 4.0 times 
EcPepN+alkaline protease 45  8.0; 6 h Casein 2.3 times 
Commercial aminopeptidase+alkaline protease 45 8.0; 6 h Soybean protein isolate 3.7 times 
Commercial aminopeptidase+alkaline protease 45 8.0; 6 h Casein 2.1 times 
rLap1+Alcalase[14] 50 8.5; 6 h Soybean protein isolate 1.2 times 
rLap1+Alcalase[14] 50 7.5; 6 h Casein 2.3 times 
Thelap+alkaline protease[15] 65 8.0; 6 h Soybean protein isolate 1.8 times 
BLAP+Alcalase[11] 50 8.0 for Alcalase,  

8.5 for BLAP; 12 h 
Soybean protein isolate 2.0 times 

*: The hydrolysis efficiency refers to the multiple of improvement of the sample compared with that of alkaline protease alone. 

 
来源于米曲霉的脯氨酸氨肽酶在枯草芽孢杆菌

中异源表达，其最适温度也为 50 °C，最适 pH 
7.5，纯化酶比酶活为 247.3 U/mg[23]。 

重组酶 EcPepN 具有较好的 pH 稳定性和温

度稳定性，能在 pH 6.0−9.0 范围内 2 d 保持 85%
以上的残留酶活力，在 30−45 °C 环境下温浴 1 h
酶活力基本保持不变。45 °C 时重组酶 EcPepN
的半衰期为 36 h。因此，EcPepN 可以在 45 °C
稳定地发挥其催化活性，具有良好的工业应用

潜力。据报道米曲霉 3.042 氨肽酶在 pH 6.0−9.0
条件下孵育 1 h 残留酶活力高于 70%[24]。沙克

乳酸杆菌精氨酸氨肽酶的最适反应温度为

37 °C，在 45 °C 温浴 20 min 后残余酶活只剩下

80%左右[25]。酱油曲霉 GIM3.30 的亮氨酸氨肽

酶在毕赤酵母中过表达，在 50 °C 下温浴 1 h
残留酶活力为 50%[14]。来源于黑曲霉的天冬氨

酸氨肽酶在 40 °C 保温 3 h，残留酶活力低于

70%[26]。重组酶 EcPepN 还具有较强的耐盐性，

在 3.0 mol/L NaCl 存在时，EcPepN 的相对酶活

力为 59.8%。然而在 3.0 mol/L NaCl 条件下维持

22 d，残留酶活力仍能保持 55%以上。已报道

米曲霉 3.042 的天冬氨酸氨肽酶在 3.0 mol/L 
NaCl 中 15 d，残留酶活力约为 30%[24]。重组酶

EcPepN 对底物 Ala-pNA 表现出最佳的催化活

性，是一种丙氨酸氨肽酶。目前丙氨酸氨肽酶

的相关报道较少，绝大部分为亮氨酸氨肽    
酶[14,27–28]、赖氨酸氨肽酶[29]、脯氨酸氨肽酶[30]

等。重组酶 EcPepN 对多肽链 N 末端丙氨酸的

高特异性和催化活性，给丙氨酸特异性催化(如
蛋白质 N 端测序等)提供了更多的选择。此外，

重组丙氨酸氨肽酶的蛋白水解效果与商业化的

亮氨酸氨肽酶相当。 
重组酶 EcPepN 与碱性蛋白酶的组合使用，

大幅度提高了蛋白质的水解程度，并促进活性

小分子多肽和丰度游离氨基酸的释放。在大豆

分离蛋白水解液和酪蛋白水解液中，以碱性蛋

白酶单独水解底物为对照，碱性蛋白酶协同重

组氨肽酶 EcPepN 或协同商品化氨肽酶水解底

物的效率提高 2−4 倍。在毕赤酵母中异源表达

的亮氨酸氨肽酶与碱性蛋白酶协同水解，其大

豆分离蛋白水解液的水解度比碱性蛋白酶单独

水解提高了 5%左右[14]。碱性蛋白酶协同重组氨

肽酶 EcPepN 或商品化氨肽酶作用的水解液中

多肽分子量主要集中在<500 Da 范围内，占比

高达 72%，并且其释放的游离氨基酸含量是碱

性蛋白酶单独水解所释放游离氨基酸的 50 倍，
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疏水性氨基酸主要为 Leu、Ala 和 Ile。已报道

的耐热亮氨酸氨肽酶 Thelap 协同碱性蛋白酶水

解大豆分离蛋白，其水解液中氨基酸总量是碱

性蛋白酶单独水解时的 1.6 倍[15]。在酪蛋白水

解液中，双酶协同水解更是极大地促进了游离

氨基酸的增加。碱性蛋白酶单独水解底物，其

水解液中的游离氨基酸未达到检测范围。双酶

协同水解产生的游离氨基酸为 180−200 mg/L，

疏水性氨基酸主要为 Leu，约占总游离氨基酸

含量的 20%。因此，重组氨肽酶 EcPepN 在蛋

白质水解上具有较强的水解能力，能够释放出

丰富多样的游离氨基酸，与商品化氨肽酶的水

解效果相当。此外，由于 EcPepN 具有较好的

盐耐受性，可以在含盐度较高的环境中稳定发

挥其催化活性，这赋予重组酶更广阔的蛋白水

解应用范围。因此，基于上述重组酶 EcPepN
的高催化活力、稳定性以及高效的蛋白水解能

力；考虑到本研究重组酶在大肠杆菌中表达纯

化，增加了下游蛋白纯化成本，在蛋白水解应

用方面也具有一定的局限性，我们后续将研究

氨肽酶在枯草芽孢杆菌中的重组表达，降低酶

的提纯成本，保证重组氨肽酶在食品应用领域

的安全性。本研究为重组酶 EcPepN 的使用和

蛋白水解应用提供了理论基础。 
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