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猪胰梭肤酶 A 制剂 的抽提及其

对乙型肝炎抗原的降解或灭活作用

I
、

猪胰梭肤酶A 制剂的抽提及其鉴定

传染病研完室 吕新法 张秀芝

指 导 者 何南祥

1 9 2 9年W
a l s e h m i d t 一 L e i t z和 P u r r 〔` ’

首次报道在牛胰提出物中存在着梭 肤酶 A 的

活性
,

后该酶被 A n s o n ( 1 9 3 5 ) ` “ ’
从 牛胰中

分离结晶出来
。

此后对这种金属肤链端解酶

( m e t a l l o e x o p e p t i d a s e ) 的结构和功能作

了广泛研究
(吕~

” ) 。
1 9 7 5 年 G r a b o w ( 7 )

等

人报道
,

在电镜下观察到人粪中存在着一种

能破坏乙型肝炎抗原的拮抗物
,

并认为该物

质可能就是致肤酶 A
。

我室
` 8 ’ 1 9 7 5年 发 现

人及动物小肠粘膜等组织匀浆中存在着一种

抑制 H B , A g的物质
,

为了深入研究这 些 物

质
,

我们参照 C o x 等 ( “ ’ 分离结 晶 牛胰玫肤

酶 A 和 F ol k等 〔“ ) 分离猪胰玫 肤 酶 A 的方法

对猪胰梭肤酶 A 作了抽提和鉴定
,

现概述如

下
。

材料和方法

取新鲜猪胰放入贮有冰块的壶内备用
。

D E A E纤维素是W h a t m a n D E l l
,

使用

前按W i n t e r , b e r g e r ( ` “ )叙述的方法进 行预

处理
。

激活时用的胰蛋 白酶系 D i f c o 牌
,

内 加

5 0%的硫酸镁
。

竣肤酶的活性因测肤酶和醋酶活力的试

剂 “ ` ” “ ’
未能购到

,

故用 能 否降解高滴度

的 H B s A g来判定 C“ ) 。

蛋白质浓度用 10 %三氯醋酸沉 淀 后 置

1 0 4
“

C干燥后称量测定之
( ’ “ 、 。

等电点测定
,

样品对双蒸 水 透 析
、

蛋

自浓度要在 20 毫克 /毫升
,

而后稀释 到 15 毫

克 /毫升
,

用 0
.

I N 醋酸滴定 〔 ’ 4 ’ ` 5 ) 。

光谱测定时所用稀释剂 为 p H 7
.

。的 0
.

5

M氯化钠
、

O
.

01 M T r 贻
,

样品先对稀释液透

析平衡后再做 (1 “ , 。

天然竣肤酶 A 克分 子 吸 收 系 数 的 测

定
〔` “ ’ ,

将 样 品 在 p H 7
.

0 的 0
.

I M T r i s
,

o
.

OSM氯化钠液中透析 3次
,

每次 24 小 时
,

取出后用同液稀释
、

对照就用该缓冲液
。

用原素吸收光谱法测定锌 含量 “ 7 ’ ,

样

品需先对 p H 7
.

5的无金属 的 0
.

02 M T r
is

,

0
.

I M氯化钠缓冲液透 析 去除多余金属 ( 所

有缓冲液在临用前要用含有 0
.

01 %二硫踪的

四 氯 化 碳 抽 提 去 金 属 方 可 用 )
,

再 用

E D T A
,

1
.

1 0 一 菲绕林赘合后测定
。

聚丙烯酞胺凝胶盘状 电泳测定酶蛋白的

区带
。

热稳定
,

I生试验
: 5 0

“

C 和 7 0
”

C均 加 热 3 0

与6 0分钟
,

在最适 p H盐浓度下观察其 活 力
二

夹失情况
。

猪胰叛肤酶 A 抽提的具体方法如下
。

第一法
:

取新鲜的整只剥下的猪胰
,

剔

除结缔组织与脂肪
,

捣碎后 按 1 克 新 鲜 猪

胰加 2毫升双蒸水置 4
O

C 抽 提 4 小 时
、

后 置

一 4 0
“

C低温冰箱内过夜
。

用纱布除 去 组 织

祖渣和部分脂肪后
,

再经离心
、

赛氏滤器除

菌过滤得褐黄色透明滤液
。
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D E A E纤维素柱层析
,

洗涤后的 D E A E

纤维素用 P H S
.

O的 O
.

0 05 M 磷酸钾缓冲液 平

衡后
,

用水泵抽水所产生的真空进行装柱
,

边摇 D E A E纤维素混 悬 液 边 装填
,

装 填

到一定高度柱床匀称致密无皱褶断层 出现为

止
。

用同一缓冲溶液 2 升滴洗柱子后
,

把澄

清的猪胰提出液直接上柱〔54 厘米 火 1
.

9厘米

( 内径 ) 〕
,

流速约 45 滴 /分
,

而后用磷酸盐

线性梯度叩。
.

o o 5M 到 0
.

33 M 的 缓冲液进 行

洗脱
,

计时收集
, 5 分钟为 一 管

,

每 管 约

1 0一 1 2毫升
,

用 U V 2 80 m 协的吸 收 度进行蛋

白质峰形定位 ( !别 1 )
。

该 法 之 优点 是在

很低的盐浓度下前竣肤酶 B 就被洗脱下来
,

从而排除了玫肤酶 B的干扰 ( 图 1 )

…
.

1
!!.

…
公

.

图 1
.

D E A E D E l l的住层析结果

把符合文献上所描述的 峰 形 管 号 ( 21

管一 1 20 管 ) 混合起来
。

每升洗脱液加 入 固

体硫酸按 2 83 克 ( 相 当 于 40 % 饱 和 度 )
,

待前次加入的溶解后再添加 第 二 次
,

加 入

的总时间不得超过 l 小时
。

同时 随 时 滴 加

I N氢氧化钠使混悬液的 p H 保 持 在 7
.

2 以

上
。

摇荡后置 4
“

C冰箱沉降
。

次 日将析出 沉

淀的混悬液离心
,

收集黄色沉淀 称 为 沉 淀

1 ,

此沉淀用双蒸水作成悬液
,

对蒸馏水透

析除盐
,

同时收集上清液备查
。

酶的激活和结晶
,

部分纯化的前狡肤酶

A ( 沉淀 1 )
,

虽经透析除盐通常仍有稀 疏

的
,

非结晶形态的沉淀存在
,

要离心去除
。

而后在清晰的
、

微微发黄的上清液中加进相

当原体积的 1/ 3的 I M磷酸钾缓冲液
,

使 p H

恢复到 8
.

0 ,

其时盐浓度 为 0
.

25 M
。

加 入胰

酶
,

同时加入少量百里酚抑制细菌生长
,

置

3 7
“

C水浴中孵育 16 小时后
,

立刻用 冰 块 冷

却到 O
O

C
,

孵育时形成的小量沉淀用离 心去

除
,

激活了的上清液 ( 所 谓 狡 肤 酶 A ) 在

5
“

C下对 p H S
.

o的 z升 0
.

0 0 1 五1磷酸钾缓冲液

透析 24 小时
。

如此反复对同一缓冲液透析多

次待用
。

为了证实上述提出液中有无酶的活性
,

把胰提出液
、

柱层析收集的前狡肤酶 B浓
、

和硫酸铰沉淀后的上清液及所 谓狡肤酶 A 与

H B s A g抗原作成 1 :

1( 稀释抗 原 )
,

在 37
“

C

水浴中作用 3小时
,

进行刘
一

流免 疫 电 泳 测

定
。

结果 :
胰提出液已无活 性

、

前狡肤酶 B

和所谓的竣肤酶 A 稍次
,

而 以硫酸按沉淀后

的上清液降解活力最佳
。

接着在冰块冷却下
,

往备查的硫酸钱沉

淀过的上清液中再继续加入固体 硫 酸 按 至

0
.

6 5饱和度左右
,

做法同前
,

其时有乳白色

沉淀出现
,

置 4
“

C冰箱静置过夜
,

次 日离心

收集沉淀
,

得沉淀 2 ( 呈灰褐色 )
,

用双蒸

水做成适量悬浮液
,

对蒸馏水透析除盐后
,

再对 p H S
.

o的。
.

OD IM磷酸钾缓冲液透 析 三

次
,

接着依次对 p H S
.

O的 O
.

02 M佛罗那钠屺

成的 0
.

5M
、

0
.

2M
、

0
.

1 5M
、

0
.

I M 的 氯 化

钠缓冲液
,

各透析 2 4小时贮存备用
。

所不同

的是该处沉淀 2 溶液未经胰酶激活
,

其沉淀

后的上清也收集备查
。

这时再进行 H B “ A g的降解试验 表 明
:

沉淀 2 作成的悬液对 H B s A g具有 很好的 降

解能力
,

所谓 梭 肤 酶 A 稍 次
,

上 清 液 最

差
。

第二法
:

为了克服柱子小
,

酶得量低的

l因难
,

我 们把 F O I k和 S e h i r xn e r ( ` 了 ) 分离猪

胰梭肤酶 A 方法同 C o x 等人结晶牛胰竣肤酶

A 的分离方法结合起来
,

加以适当更 改
,

达

到提高小柱分离能力的目的
。

其方法是
:

往

亡U.,

飞一
丫尝苦侧叫丫￡况z自6
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双蒸水猪胰提出液中 加入 IN N a O H溶 液
,

把 p H调到 7
.

2 ,

搅拌下加入固体 硫 酸 钱 到

0
.

3 5饱和度 ( 每 升 加 2 0 9 克 )
,

并滴 加 l

N N a O H溶 液 维持该液 p H 在 7
.

0 ~ 7
.

2 之

间
,

放置 30 分钟
,

离心收集蛋 白 沉 渣 用 双

水蒸配成 适量 体积 ( 2 50 毫升 )
。

搅拌下往

该液里加入 50 毫升于零度下饱和的硫酸按溶

液
,

调节 p H至 7
.

2
。

平衡 30 分钟后
,

离心去

沉淀
,

往每 1 00 毫升上清液里再次加入 零 度

下饱和的硫酸钱液 2 2
.

5毫升
,

搅拌 30 分钟离

心之
,

收集沉淀用最少 量的 p H S
.

O的 0
.

00 5

M磷酸钾缓冲液加 以溶解
,

并对它透析多次

至 平衡
,

然后上 D E A E 纤维素柱
,

其后步

骤与第一法基本类同
,

层析结果看图 2 ,

用

该方法可直接分离得沉淀 2 。

节一一
一

曰犷 -

一欢洲

习 2
、

国 1
.

火 D E A E的柱层析结果

第三法
,

将经三次硫酸按分部沉淀
,

后

用 P H S
.

。的 o
.

00 5M 磷酸 钾 缓 冲 液 溶 解
,

再 对 该 液 透 析 24 小 时
、

继而对双蒸水透

析 3次
,

每次24 小时
,

再 用 一 5
“

C一 一 10 ℃的

盐水冷却
,

以 6 ,

00 0转 /分离心 45 分钟
,

去除

透析中析出的无定形沉渣
。

上清 液经 p H 计

测定后直接用 o
.

I N醋酸滴定到 5
.

5 ,

这时清

晰液由清变成乳浊
,

静置平衡 5 分 扣}
, 。

马上

放入 一 S
O

C~ 一 1 0
“

C的用盐水冷却的离心机

上离心
,

弃上清液
,

沉淀用冷却的双蒸水洛

解
,

如此 重 复 进 行 2 一 3 次等电沉淀
,

对

H sB A g作了降解试验
,

表明 也 可 得到活力

高的玫肤酶 A
。

结果与讨论

一
、

致肤酶 A 的一般性质以及将提出物

定为梭肤酶 A 的几个实验依据 ?

1
.

梭肤酶 A 的一般性质
。

梭肤酶 A 属于蛋白水解酶类的肤链 端解

酶 ( e x o p e p t记 a s e ) 之一
,

它能水 解 与 末

端狡基邻接的肤键
,

即能切去 C端部 位的芳

香族的和非极性氨基酸 “ “ ) 。

近年 来
,

蛋 白

水解酶受到极大的重视
,

因为它们在研究蛋

白质结构上是一种很有用的工具
,

对它们的

化学性质和作用机制的阐述有着理论与重大

的现实意义
。

俊脓酶 A 在机体中以无活 性 的 酶 原 形

式即前狡肤酶 A 的 形 式 存 在
,

分 子 量 为

98
, 0 0。 ,

经过胰酶等激活
,

成为有活性的致

肤酶 A
,

分子量为 3 4 , 3 0 0
。

它的沉降常数为

5
2 。 w = 3

.

3 4 ,

由 3 0 5 ( 或 3 0 7 ) 个氨 基 酸组

成
。

其等电点为 5
.

5 ,

第 2 48 个位 置 是 酪 氨

酸
,

它结合有一个锌原子
,

每个克分子竣肤

酶 A 含有 1克原子锌
,

即 65
.

38 克锌
,

或 者说

侮克酶蛋白含锌 1 , 9 1 0微克
。

锌起催化作用
,

当用 1
.

1 0一 菲绕林
、

日一 苯基丙酸 等 把锌拿

掉时酶便无活性
。

而由这类鳌合剂引起的抑

制可 以通过稀释或者加入象铜这类金属离子

而恢复活性
。

许多金属离子如钻
.

锌
、

镍
、

锰
、

镐等也能起催化作用
,

以钻 和 锌 为最

佳
。

该酶在水溶液中较稳定
、

纯度越高稳定

性越差
。

把酶液冰冻会导致部分活力丧失
,

冻干的酶仅保留原有活力的20 一 40 %
。

酶的

最适 p H为 7
.

5一 5
.

0 ,

盐浓度为 0
.

15 M一 i入1

N a o l液
。

测定活力时常用的底物为苯醋基甘

氨酞 一 L 一 苯丙氨酸 ( C a r b o b e n z o x y g l y e y l

一 L 一 P h e n y l a l a n i n e )
,

它 还 具 有 醋 酶

活性能催化苯酞胺基乙酞 一 d l 一日一 苯基 乳

酸盐 ( h i p p u r y l 一 d l 一 日一 p h e n y l l a e t a t e )

水解
。

若用 N 一 乙 酞 咪 哩 处 理 使 酶 乙 酞

化能增加醋酶活力
,

降低肤 酶 活 力
。

用 经

胺去酞化后又能恢复该酶的 原 有 活 力
。

四

硝基甲烷亦具有类似的效果
。

此 酶 对 热 不

…
…
!…爪
;

域
“!

卜
.

|
厂!|
L

||
|日日l}1训lL日臼

加佗肠叫

竿嘴
*é碑石阮、

00
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表 1三种不同方法制得的提 出物降解 H B s A g的 结果

H B S
A g的 稀 释 度

: : 2

}
: : 4, : : 。 l : 1。

{

1 : 3 2 } 1 : 6 4

书一 法 ( 。
.

89 毫克 /毫升 )

有二法 (。
.

了5毫克 /毫升 )

桩似
,

,

2毫亏不髻们
一

丁一厂几一 }-
- -

-

一
H B s A g 对 招 + } + 十 十 { 十 } +

( 一 ) 班乏示H B s A g阴性
,

( + ) 表示 H B s
A g阳性

。

稳定
, 5 0

“

C加热 5 0分钟
,

活力丧失 9 0% ( g ’ ,

p H S
.

。时酶就失活
。

在用第一法试制时
,

由于系用未经加工

的抽提原液上柱
,

其结果是得量很低
。

第二

法将第一法原液先经三步硫酸按盐析预筛
,

去掉原液中的相当数量的杂蛋 白
,

由于提高

了上柱样品的纯度
; 最大限度地使用了柱子

的分离效能
,

从而提高了得量
,

终于制得了

小量
、

形状为晶亮的细微盐状结晶 ( 当在双

蒸水中反复透析时 )
。

我们将上述三法提得

的提出物对H B “ A g作了降解试验
,

均 显 示

它们有降解 H B , A g的能力 ( 表 1 )
。

2
.

本文用上述三法制得的提出物认为是

竣肤酶 A的实验依据是
:

( 一 ) 等电点 5
.

5一 5
.

6与文献相符
。

( 二 ) 2 3 5一 3 2 0 m `L的全光谱 测 定
:

证

明有一典型的蛋白质峰形 ( 图 3 )
。

( 三 ) 天然竣肤酶 A克 分 子 吸 收系数

为 6
.

4 2 X l o 4
m o l e

’ `
C m

一 ’
或 者 说 1 % 狡肤

酶 A溶 液在光路为 I C m 的比色杯中
,

其 27 3

m ; 的 吸 收 度 为 1 8
.

8即 E }氛
= 1 8

.

, ,

本文

为 E {轰
= 10

.

1
。

( 四 ) 本提出物的含锌量为 1 6 9 0 微克 /

充酶蛋白 (
一

叮能是受酶纯度不高的影响 )
。

( 五 ) 聚丙烯酸胺疑胶盘状 电泳层析 aIJ

谱显示区带所处位置与文献同
( ” ’ ,

但 还 有

其它杂蛋白存在
,

说 明我们的 提 出 物 系由

A
,
A

Z
A

3

组成的 ( 图 4 )
。

( 下转 2 1 6 页 )

丈
川众州

图 3提出物的全光谱测定结果

表 2 提 出 物 加 热 后 的 失 活 情 况

州
一

…一答怕一
…
哥

一

吧
一

少
一 _

…一一一一
一 _

…
_ _ _

.

爪
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三
、

本病例根据第一次手木记载
,

术前
、

术后都

考虑为畸胎瘤
。

实际 上
,

叩使是实质性的畸胎瘤
,

多半也是恶性的
。

对于恶性卵栗肿瘤
,

示论包膜完

整与否
,

术后加用一定量的预防性化疗
,

以防手术

不彻底
,

是十分必要的
。

本病例当时无明显转移征

象
,

但从术后 3个月出现钮骨上转移性无性细 胞瘤

这一事实
,

充分证明当时实质上已有淋巴转移
。

临

床上
,

为了初步判断卵巢种瘤的性质
,

我们建议
,

肿瘤切下后
,

立即剖开检查
,

最好列为常规
。

本病

例先后 3 次住院手术
,

2 次复发
,

第 1次左锁 骨 土

转移瘤完整切除后
,

虽采用化疗
,

但 因 白血 球下

( 上接 第 1 7 6 页 )

( 六 ) 对热很不 稳 定
, 5 0

“

C加 热 6 0分

钟和 7 0
O

C加热 3 0分钟时
, 7 0 ~ 8 0% 的 降解

H sB A g活力遭到破坏
。

表 2 是 同 一批提 出

物在最适 P H盐浓度下加热造成降解 活 力丧

失的情况
。

综上所述
,

根据制品的理化 性 质 和 对

H B , A g具有降解作用
,

我们初步 认 为 本实

验提出物即是按肤 酶 A
。

二
、

为什么本文第一法提得的酶的活性

物质在沉淀 2 而不在沉淀 1 中呢 ?

猪胰提 出物对 H B s A g的降解试验中
,

发

现活性物质在沉淀 2 而不在沉淀 1 中
。

沉淀

2 是我们在沉淀 1 的上清液中加入固体硫酸

按而得的一个灰褐色沉淀 物
。

按 C o x 等人制

备结晶牛胰致肤酶 A 的方法
,

致肤酶 A 应 在

用 4 0%饱和度的固体硫酸钱沉淀部分中
,

而

本文在 降 解 H sB A g的试验中沉淀 1的活力

不及沉淀 2 的活力强
。

分析造成酶的活性主

要在沉淀 2 的原 因是 由于分离 过 程中 1
.

全

过 程 温 度 太 高 ; 2
.

无酶 的 自动激活的抑

制剂 盐 酸 苯 甲眯 ( B e n z a m i d i n e ·

H C I )

和激活该酶的胰酶抑制剂一 一 大豆胰酶抑制

剂
; 3

.

无鳌 合 剂 1
.

1 --0 菲绕 林 或日一苯
一

块

丙酸
,
以致在实验中还未来得及用 40 %饱和

度固体硫酸钱沉淀之前
,

就导致无活性的酶

原前狡肤酶 A 自动激活成有活 性 的 竣 肤 酶

A
。

而第二法除前面增加几步用零度下饱 和

的硫酸按沉淀步骤外其余同于一法
、

意味着

有更多时间让前狡肤酶 A激活和 自动激活
,

降
,

被迫停药
。

事后不单在原处又出现转移瘤
,

而

且左上腹也出现巨大转移瘤
,

在如此广泛转移而又

无法切除的情况下
,

第2次化疗
,

同样 因反应 严重

和白细胞降到 9 5 0
,

血小板降到 29
,

00 0
,

而再次被迫

停药
。

经过化疗
,

疗效是显著的
,

但 自动回家时
,

肿瘤未完全消失
,

病情垂危
。

在绝望之余
,

采用长

期服用草药蛇霉的治疗方法
,

收到肿瘤完全消失
,

健康逐渐恢复的效果
。

迄今 3年余
,

特别 经过 1 次

足月妊娠分娩
,

仍无复发征象
。

应该说
,

中草药蛇

霉也发挥了一定作用
。

因此
,

这是一 个中西医结合

治愈的典型病例
,

大有探讨的价值
。

故此分离不到沉淀 1
。

第三法是利用各种蛋

白质的等电点的差异进行分离的一种简便方

法
,

故不牵涉沉淀 1 与沉淀 2 等用不同浓度

硫酸按盐析的问题
。

( 本文原素吸收光谱测定承省地质局实

验室协助
; 聚丙烯酞胺凝胶盘状电泳由浙医

一院生化室协助
; 抽提酶制剂的冰库 由杭州

肉联厂提供
; D E A E D E ll 由上海生物制品

研究所赠予
,

特此致谢 ) ( 图 见插 页 18 )
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图4凝状胶盘电泳结果
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I猪旋筱肤酶A制剂的抽提及其鉴定
乙型肝炎抗原的解降或灭作活用

胰猪竣伙酶A制剂的抽提及其对

I
。

戎肤岭 A 制 剂甘 乙型肝炎抗原的降解或 灭活作用

( 正文 见 1 7 7页 )

图 1 为衬照组
,

显示 乙型肝炎杭原各

形领粒 的形态与数量
。

( x 12 万 )

图 2 为实验组
,

显示一只 外膜开始破 裂

的 D a n e 领粗
。

( x 1 2万 )


