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摘   要：当前广泛应用的胰蛋白酶制剂，其主要来源为动物胰脏提取，具有原料受限、成本高和

纯度低等缺点。此外，胰蛋白酶的自切降解也影响了其在储存和应用中的稳定性。【目的】通过

毕赤酵母异源表达和甲基化修饰制备新型抗自切重组胰蛋白酶。【方法】通过基因重组技术实现

猪胰蛋白酶酶原在毕赤酵母中的异源表达；通过单因素试验对酶原激活的温度、pH 和时间进行考

察和优化；通过探索甲基化修饰方法提高重组胰蛋白酶的抗自切性能。【结果】成功构建了胰蛋

白酶酶原的毕赤酵母工程菌株，优化了酶原的肠激酶激活条件，考察了胰蛋白酶浓度、甲基化试

剂添加量和反应时间对甲基化效果的影响，在胰蛋白酶浓度 10 mg/mL，甲基化试剂添加量 30 μL，
反应时间 3 h 条件下，所获甲基化酶在酶活损失仅 22%情况下，自切 6 h 酶活保留率提高达到了

79%，相比对照提高了约 3.4 倍，大幅提高了重组胰蛋白酶的抗自切性能。【结论】本研究基于异

源表达和甲基化修饰成功制备了新型抗自切重组胰蛋白酶，该成果有助于提高我国胰蛋白酶的生

产和应用水平。 

关键词：胰蛋白酶；甲基化；抗自切  
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Preparation of an anti-autolysis recombinant trypsin based on 
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Abstract: The widely used trypsin is mainly extracted from animal pancreas, which has the 
disadvantages of limited raw materials, high costs, and low purity. In addition, the autolysis of 
trypsin affects its stability in storage and application. [Objective] To obtain an anti-autolysis 
recombinant trypsin by heterologous expression and methylation. [Methods] We employed 
gene recombination to realize the heterologous expression of porcine trypsinogen in Pichia 
pastoris. Furthermore, we conducted single factor experiments to investigate and optimize the 
temperature, pH, and time of enzyme activation and improved the anti-autolysis performance of 
the recombinant trypsin by methylation. [Results] The engineered strain of P. pastoris 
expressing trypsinogen was successfully constructed. Under the trypsin concentration of      
10 mg/mL, methylation reagent addition of 30 μL, and reaction time of 3 h, the methylated 
trypsin showed the activity loss of only 22% and the relative activity of 79% after autolysis for 
6 h, which was about 3.4 times higher than that of the control, suggesting that the anti-autolysis 
performance of the recombinant trypsin was greatly improved. [Conclusion] This study 
successfully produced a novel anti-autolysis recombinant trypsin by heterologous expression 
and methylation, which can improve the production and application of trypsin in China. 
Keywords: trypsin; methylation; anti-autolysis 
 
 

胰蛋白酶具有较强的水解位点专一性，广泛

应用于皮革加工、医药、科学研究、食品加工和

洗涤剂[1]等领域。在皮革加工中使用胰蛋白酶软

化皮革对胶原蛋白破坏程度小，不易引起松面和

烂面等质量问题[2]。临床上使用胰蛋白酶进行人

皮肤细胞培养可以用于治疗急性伤口及慢性不

愈合伤口如静脉溃疡[3]；用于治疗复发性阿弗他

溃疡，促进溃疡愈合减少疼痛[4]；在不损伤或极

小损伤组织的情况下稀释血块、脓液等加快伤口

代谢、抗炎症[5]。胰蛋白酶具有优异的水解位点

特异性，作为首选的工具酶广泛应用于蛋白质组

学研究[6-7]。在食品加工领域，用于生产各种食

品原料的蛋白水解物[8-10]，如利用胰蛋白酶-糜蛋

白酶从鱼糜洗涤水中回收蛋白肽营养物质，可作

为营养保健品和功能食品的配料[11]。 
传统上多采用从动物胰脏中提取的方法生

产胰蛋白酶，不仅步骤繁琐、原料来源易污染，

而且成本高、产率低[12-13]。随着基因工程技术的

迅速发展，利用基因工程技术通过微生物发酵生

产动植物来源酶制剂成为研究开发的热点。徐晓

峰 [14]成功构建了生产胰蛋白酶的大肠杆菌

(Escherichia coli) BL21(DE3)工程菌，比酶活达

到 10 526 U/mg。杨敏等[15]以 E. coli BL21(DE3)
为表达宿主，通过定点突变获得倾向于切割精氨
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酸的突变酶，比酶活达到 1 566.28 U/mg。Wang
等[16]利用酿酒酵母可溶性表达了大鼠胰蛋白酶

原，并研究了二硫键 C191−C220 的作用。Shu
等[17]利用毕赤酵母表达了猪胰蛋白酶，蛋白产

量为 0.48 mg/mL，最大酶活性为 19.2 U/mL。此

外还有研究利用毕赤酵母表达了冷适应鱼胰蛋

白[18]、牛胰蛋白酶原[19]、虾类胰蛋白酶原[20-21]

等，但表达量普遍较低。 
胰蛋白酶存在明显的自溶现象，影响了其稳

定和水解效率。胰蛋白酶专一性识别和水解羧基

端含有赖氨酸和精氨酸位点的肽键。理论上，通

过化学法修饰胰蛋白酶的赖氨酸和精氨酸位点，

可以阻碍其对这些自切位点的识别和切割，进而

提高抗自切能力。Treetharnmathurot 等[22]利用聚

乙二醇(polyethylene glycol, PEG)修饰胰蛋白酶，

与天然酶相比增加了其稳定性。Villalonga 等[23]

利用 β-环糊精-羧甲基纤维素对胰蛋白酶进行化

学修饰，修饰的酶孵育 3 h 后保留约 65%的初始

活性，而天然酶孵育 90 min 活性完全丧失。

Treetharnmathurot 等[24]的研究结果表明，糊精、

PEG、 semi-telechelic poly[N-(2-hydroxypropyl) 
methacrylamide] (ST-HPMA)修饰胰蛋白酶均可

以增加其热稳定性和自溶稳定性。Promega 公司垄

断了全球蛋白质组学研究领域对高品质胰蛋白酶

的大部分需求，其胰蛋白酶产品经过了甲基化修饰

处理，具有很强的抗自切稳定性。然而该公司并未

公开其胰蛋白酶甲基化修饰的技术实现细节，相关

研究也缺乏公开报道。为摆脱对跨国公司抗自切胰

蛋白酶的依赖，本研究以猪胰蛋白酶为对象，致力

于通过基因重组技术和甲基化修饰实现新型抗自

切重组胰蛋白酶的微生物异源表达。 

1  材料与方法 
1.1  菌种和质粒 

本研究所用的克隆宿主 E. coli JM109，表达

宿主毕赤酵母(Pichia pastoris) GS115，均为实验

室保存；克隆载体 T-Vector pMD19 (Ampr)，
TaKaRa 公司；表达载体 pPIC9K (Kanr，Ampr)，
Invitrogen 公司。 

1.2  培养基 
MD、YPD、BMGY、BMMY 培养基参考文

献[25]配制。 
1.3  主要试剂和仪器 

重组肠激酶，上海雅心生物技术有限公司；

分子生物学操作酶制剂，TaKaRa 公司。 
多功能微孔板读数仪和 PCR 热循环仪，赛

默飞世尔科技(中国)有限公司。 
1.4  重组菌株的构建 

猪胰蛋白酶重组序列及其毕赤酵母重组质

粒的构建如图 1 所示。猪胰蛋白酶原的基因原始

序列需要经过密码子优化后才适合在 P. pastoris 
GS115 中表达，优化后的基因序列见图 1A，基

因序列合成后，将其连接到通用质粒 pUC57 上，

并命名为 pUC57-try。将基因克隆至 T 载体，所

得重组质粒命名为 T-try，分别采用 SnaB I 和 Not I
对重组质粒 T-try 和 pPIC9K 进行双酶切处理，并

纯化回收 710 bp的目的基因片段以及约 9.3 kb的

载体片段，随后将目的基因与 pPIC9K 载体连接

(图 1B)，12−16 h 后转化至 E. coli JM109，挑取

阳性转化子，提取重组质粒，并用 SnaB I 和   
Not I 双酶切验证，重组质粒命名为 pPIC9K-try。
重组质粒使用 Sal I 酶线性化，纯化后电转至   
P. pastoris GS115 感受态中，依次经 MD 板筛选、

0.5 mg/mL 和 2 mg/mL 遗传霉素抗性平板筛选，

获得重组菌株 GS115-pPIC9K-try。YPD 培养基

培养的菌液，接种于 50 mL BMGY 培养基中，

30 ℃条件下培养至 OD600 值达到 2.0−6.0 后，通

过离心洗涤更换培养基为 BMMY 培养基，每   
24 h 补加 500 μL 甲醇，诱导表达 108 h 后，     
12 000 r/min 离心 10 min，收集上清液，通过

SDS-PAGE 分析胰蛋白酶原的表达情况。 
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图 1  猪胰蛋白酶原重组序列及其 Pichia pastoris GS115 重组质粒的构建    
Figure 1  Construction of the recombinant plasmid of trypsinogen in Pichia pastoris GS115. A: The 
codon-optimized gene sequences of trypsinogen. B: Recombinant plasmid pPIC9K-try construction. 

 
1.5  重组胰蛋白酶酶原激活条件的优化 
1.5.1  不同激活温度的比较 

使用 3 mol/L HCl或NaOH将发酵上清液 pH
调至 6.5，向 1 mL 发酵液中加入 1 μL 的 10 U/μL
的肠激酶和 100 μL 肠激酶缓冲液(25 mmol/L 
Tris-HCl, pH 8.0)，分别于 20、25、30、37 和 42 ℃
条件下孵育激活，并于 0、12、24、36、48、60
和 72 h 取样测定胰蛋白酶酶活力。 
1.5.2  不同激活 pH 值的比较 

使用 3 mol/L HCl或NaOH将发酵上清液 pH
分别调至 4.5、5.5、6.5、7.5 和 8.5，向 1 mL 发

酵液中加入 1 μL 10 U/μL 的肠激酶和 100 μL 肠

激酶缓冲液(25 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0)于 37 ℃
孵育激活，并于 0、12、24、36、48、60 和 72 h
取样测定胰蛋白酶酶活力。 

1.6  胰蛋白酶的甲基化修饰 
使用含有 5 mmol/L CaCl2的 50 mmol/L醋酸

溶液(pH 3.5)配制一定蛋白浓度的胰蛋白酶溶

液，取 1 mL 加入一定体积的 1 mol/L 二甲胺硼

烷(dimethylamine borane, DMAB)和 1 mol/L 甲

醛溶液(DMAB 和甲醛添加体积比为 1:2)，4 ℃
避光振荡反应一定时间。对照不添加甲基化试

剂。分别考察胰蛋白酶浓度、甲基化试剂添加量

和反应时间对甲基化修饰效果的影响，具体条

件：胰蛋白酶浓度 2.5、5、10、15 和 20 mg/mL；

甲基化试剂添加量 15、30、60、90 和 150 µL；

甲基化反应时间 0、1、2、3 和 4 h。 

1.7  胰蛋白酶酶活力测定 
酶活力测定采用苯甲酰精氨酸乙酯(benzoyl 

arginine ethyl ester, BAEE)法[26]，以 BAEE 为底
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物，在 pH 8.0 和 25 ℃条件下进行酶解反应，测

定 A253 下吸光度的增加速率，以 A253 每分钟增加

0.001 为 1 个酶活单位。 

1.8  甲基化酶酶活收率和 6 h酶活保留率的

测定 
取甲基化酶样品，用 50 mmol/L 碳酸氢铵溶

液(pH 8.0)稀释到蛋白酶浓度为 1 mg/mL，并于

37 °C 自切孵育，在 0 h 和 6 h 取样测定酶活力，

计算初始酶活收率和自切 6 h 酶活保留率，见公

式(1)和公式(2)。 
甲基化酶酶活收率=(甲基化酶酶活力 /对照酶酶活

力)×100%                                      (1) 
自切 6 h 酶活保留率=(自切第 6 h 酶活力/自切第 0 h

酶活力)×100%                                  (2) 

2  结果与讨论 
2.1  胰蛋白酶酶原重组表达菌株的构建 

酶分子异源表达常用大肠杆菌工程菌株，但动

物来源的胰蛋白酶在大肠杆菌里以包涵体的形式

表达，导致其复性和纯化困难[14-15]。与之相比，毕

赤酵母工程菌株可以进行真核来源蛋白质的转录

后加工修饰，将异源蛋白可溶性表达，并分泌至胞

外，便于分离纯化，因此选择了毕赤酵母作为异源

表达工程菌株。本研究构建了胰蛋白酶酶原的毕赤

酵母重组表达工程菌株 GS115-pPIC9K-try (图 2)。
重组质粒进行双酶切验证，结果如图 2A 所示，在

8 000−10 000 bp 和 500−750 bp 之间各存在一条清

晰可见的条带，其大小分别与质粒 pPIC9K 和 try
的大小相符，表明重组质粒 pPIC9K-try 构建成功。

重组菌株和对照菌株摇瓶发酵的上清液进行胞外

蛋白 SDS-PAGE 检测，结果如图 2B 所示，重组菌

株相比对照菌株表达了大小接近 25.0 kDa 的蛋白

质，与胰蛋白酶原的理论分子量 24.4 kDa 接近，表

明重组菌株成功表达了胰蛋白酶原，表达水平约为

0.43 mg/mL。 

 

 
 

图 2  毕赤酵母异源表达胰蛋白酶酶原    
Figure 2  Heterogeneous expression of trypsinogen gene in Pichia Pastoris. A: Double enzyme digestion 
verification of the recombinant plasmid pPIC9K-try. Lane M: 1 kb DNA Ladder; Lane 1: Double digestion 
verification with SnaB I and Not I. B: Detection of recombinant trypsinogen by SDS-PAGE. Lane M: Protein 
marker; Lane 1: GS115-PPIC9K-try fermentation solution; Lane 2: GS115-pPIC9K fermentation solution. 
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2.2  重组胰蛋白酶酶原的激活和自切失活 
重组表达的胰蛋白酶原，并无蛋白酶活性，

需要肠激酶切割前肽后才能激活[27]。直接表达

活性胰蛋白酶，可能对细胞产生毒性，并在发

酵过程中因自切导致活力损失。表达非活性胰

蛋白酶原，也便于根据需求选择合适时间点进

行激活。本研究考察和优化了肠激酶激活胰蛋

白酶原的适合条件，并通过 SDS-PAGE 和酶活

力变化分析揭示了胰蛋白酶的自切失活过程，

结果如图 3 所示。由图 3A 可知，温度对胰蛋

白酶原的激活速率有较大影响，37 ℃条件下激

活能够收获最高的比活力。酶活力随着激活时

间的延长，先升高后降低，激活 48 h 能够获得

最高的酶活力。激活达到最高酶活力之后，推

测失活速度超过了激活速度，因此酶活力开始

呈现下降趋势。由图 3B 可知，pH 同样对胰蛋

白酶原的激活速率存在很大影响，pH 7.5 条件

下激活能够收获最高的酶活力。综上所述，胰

蛋白酶原肠激酶激活的适合条件为 pH 7.5 和温

度 37 ℃条件下激活 48 h。 
 
 

 
 
 
 

图 3  胰蛋白酶原的激活和胰蛋白酶的自切失活    
Figure 3  The activation of trypsinogen and the autolysis of trypsin. A: The effect of different temperatures on 
activation. B: The effect of different pH on activation. C: Changes in enzyme activity during trypsin autolysis. 
Lane M: Protein marker; Lane 1: 2 h; Lane 2: 4 h; Lane 3: 6 h; Lane 4: 8 h; Lane 5: 10 h; Lane 6: 12 h. D: 
SDS-PAGE analysis of the trypsin autolysis process. 
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了解胰蛋白酶的自切过程和特点，有助于通

过改造提高其抗自切稳定性。胰蛋白酶专一性识

别和水解羧基端为赖氨酸和精氨酸的肽键，而胰

蛋白酶分子本身含 4 个精氨酸和 11 个赖氨酸位

点，因此理论上其会因为自切而不断失去活力。

图 3C 的 SDS-PAGE 图直观地展示了胰蛋白酶

12 h 内的自降解过程，随着自切时间的延长，

胰蛋白酶的条带逐渐变浅，第 12 h 条带近乎消

失。图 3D 展示了胰蛋白酶活性因自切不断失

活下降的过程，激活后的胰蛋白酶初始酶活力

为 6 700 U/mL，但自切孵育 6 h 后酶活力降到

了 1 200 U/mL，其自切 6 h 酶活保留率仅为

17.9%，说明胰蛋白酶的抗自切稳定性较差，需

要通过改造提高其抗自切能力。 

2.3  胰蛋白酶的甲基化修饰 
胰蛋白酶特异性水解底物蛋白的赖氨酸和

精氨酸位点，同样其自切失活也是通过对自身

的赖氨酸和精氨酸位点选择性水解而实现。通

过化学法修饰胰蛋白酶的赖氨酸和精氨酸位

点，理论上可以阻碍胰蛋白酶对自切位点的识

别和切割。研究表明，蛋白质中的赖氨酸可以

选择性被甲基化修饰[28]。占据市场主导地位的

Promega 公司的胰蛋白酶产品，正是通过甲基

化修饰处理获得了优异的抗自切性能，但是其

技术细节和条件并未公开。本研究选择 DMAB

和甲醛进行甲基化修饰，比较不同反应条件对

甲基化胰蛋白酶酶活收率和抗自切稳定性的影

响，结果如图 4 所示。甲基化反应前后的酶活

收率，可以反映甲基化修饰对酶活力的损伤效

果，而甲基化酶自切 6 h 后的酶活保留率，则

能反映甲基化酶的抗自切能力，因此本研究选

择甲基化酶活收率和甲基化酶自切 6 h 酶活保

留率作为考察甲基化修饰条件的关键指标。两

个指标可能存在冲突，需要通过对比实验和综

合考虑确定合适的甲基化条件。 
2.3.1  胰蛋白酶蛋白浓度对甲基化修饰效果的

影响 
图 4A 为 2.5、5、10、15 和 20 mg/mL 胰蛋

白酶样品分别进行甲基化修饰后的结果。其他甲

基化条件：每毫升酶液加入 10 µL 1 mol/L DMAB

溶液和 20 µL 1 mol/L 甲醛溶液，4 ℃反应 2 h。

由图 4 可知，甲基化酶的酶活收率随胰蛋白酶浓

度的增加呈现先升高后下降的趋势，10 mg/mL

时酶活收率最大，蛋白浓度在 2.5−10 mg/mL 范

围内获得的甲基化酶，其自切 6 h 酶活保留率无

明显差异，但是当蛋白浓度高于 10 mg/mL 后，

其获得甲基化酶自切 6 h 的酶活保留率开始下

降。因此，甲基化修饰反应最佳的胰蛋白酶浓度

为 10 mg/mL。 
2.3.2  甲基化试剂添加量对甲基化修饰效果的

影响 
在 1 mL 的 10 mg/mL 胰蛋白酶溶液中分别

添加 15、30、60、90和 150 µL甲基化试剂(1 mol/L 

DMAB 溶液和 1 mol/L 甲醛溶液添加体积比

1:2)，4 ℃避光振荡 2 h 进行甲基化修饰，其结

果如图 4B 所示。由图 4 可知，甲基化试剂添加

量的不断增加，导致甲基化酶的酶活收率呈下降

趋势，反映了甲基化反应会对酶活力造成损伤，

并且与甲基化试剂添加量呈正相关关系。当甲基

化试剂添加 30 µL 时，酶活收率达到 83%，添加

90 µL 时酶活收率降为 71%，但甲基化酶的自切

6 h 酶活保留率则随着甲基化试剂添加量的增加

呈现上升趋势，证明了甲基化程度的升高有助于

提高甲基化酶的抗自切能力，其中甲基化试剂添

加 30 µL 时，自切 6 h 酶活保留率达到 70%，添

加 90 µL 时自切 6 h 酶活保留率进一步升高至

80%。综合考虑，每毫升酶液甲基化试剂的添加

量选择为 30 µL 为适宜量。 
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2.3.3  甲基化反应时间对甲基化修饰效果的影响 
根据以上优化的胰蛋白酶蛋白浓度和甲基

化试剂添加量条件，在 1 mL 10 mg/mL 的胰蛋白

酶样品中加入 30 µL 甲基化试剂，4 ℃避光振荡

反应，分别在 0、1、2、3 和 4 h 测定甲基化酶

酶活收率和自切 6 h 酶活保留率，结果如图 4C

所示。由图 4C 可知，随着甲基化时间的延长，

甲基化酶的酶活收率不断下降，而其自切 6 h 的

酶活保留率则不断升高。前者说明甲基化修饰反

应对酶活力有损伤，并且损伤大小与修饰程度呈

相关关系，后者表明甲基化修饰确实提高了胰蛋

白酶的抗自切稳定性，并且抗自切性能的改善与

修饰程度也呈现正相关关系。优化条件下甲基化

修饰 3 h时获得的甲基化酶，酶活收率约为 78%，

而自切 6 h 的酶活保留率达到了 79%，综合来看

其在酶活收率和自切 6 h酶活保留率两个指标方

面更加平衡，其在酶活力损失 22%的情况下，

自切 6 h 酶活保留率相比对照未修饰酶提高了 

3.4 倍(图 4D)，远高于文献报道的 β-环糊精-羧

甲基纤维素修饰的胰蛋白酶，后者自切 3 h 酶活

保留率仅为 65%[23]，可见甲基化修饰能够大幅

提高重组胰蛋白酶的抗自切性能。 
 
 

 
 
 

图 4  甲基化修饰条件对胰蛋白酶酶活收率和自切 6 h 酶活保留率的影响   
Figure 4  Effects of methylation modification conditions on enzyme activity yield and activity retention rate 
after autolysis for 6 h. A: Different protein concentration conditions. B: Different methylation reagent addition 
amounts. C: Different methylation reactivity time. D: The enzyme activity yield and activity retention rate after 
autolysis for 6 h.  
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3  结论 
本研究通过毕赤酵母异源表达和甲基化修饰

成功制备了抗自切性能优异的重组胰蛋白酶。通

过基因重组技术构建了猪胰蛋白酶酶原异源表达

的毕赤酵母工程菌株 GS115-pPIC9K-try。对酶原

激活的温度、pH 和时间进行考察，发现肠激酶

激活胰蛋白酶酶原的适宜条件为 pH 7.5，温度

37 ℃，激活时间 48 h。激活后的重组胰蛋白酶

自切 6 h 酶活保留率仅为 17.9%，自切稳定性较

差。通过考察胰蛋白酶蛋白浓度、甲基化试剂添

加量和甲基化反应时间对甲基化修饰效果的影

响，发现胰蛋白酶浓度 10 mg/mL，甲基化试剂

添加量 30 µL，反应 3 h 条件下所获甲基化酶的

综合性能较佳，在酶活损失仅 22%情况下，自

切 6 h 酶活保留率达到了 79%，相比修饰前提高

了约 3.4 倍，大幅提高了抗自切性能。本研究基

于异源表达和甲基化修饰成功制备了新型抗自

切重组胰蛋白酶，该成果有助于提高我国胰蛋白

酶的生产和应用水平，摆脱我国对跨国公司抗自

切胰蛋白酶的依赖。 
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