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重鱼鳝软骨的膜蛋白酶水解
及其"蜂窝式"降解机制

肖凯军，郭祀远，李琳，陈健，事妙颜，官家伦

(华南理工大学轻化工所，广东广州，剖面41)

摘 E研究了腕噩白酶水解蓝鱼鳝软骨的水解提取液中置臼质含量、粘多糖含量和硫酸基含量的变化规律，

并采用扫播电子显微镜分析了重鱼鳞软骨在降解过程中的结构变化，探讨了腕置白酶水解蓝蓝鱼鳝软骨的主

要过程和机理，首次提出了革鱼鳝软骨降解过程的"蜂窝式"降解理论。
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重鱼是我国海水经济鱼类之一，也是软骨鱼类最重要的一类。 重鱼骨为软骨，重鱼鳝软骨中吉有透
明质酸、硫酸软骨章、硫酸角质章、皮肤章和肝章等多种粘$糖，具有抗凝血、降血脂、抗病毒和抗肿瘤等
重要生理作用。吴国、古巴从草鱼鳝软骨提取物中发现了抗癌特效囡于(cm)，对骨髓癌、大肠癌和乳腹
痛治疗效果显著[1-3]。但囱于蓝鱼鳝软骨成分和结构的复杂性，对于蓝鱼鳝软骨置自酶降解过程及其
显微结构的变化及其降解过程的机理缺王研究，因此从重鱼鳝软骨中提取生理活性成分且其结构分析，
成为国内外研究的热门课题[46lo本文以童鱼鳝软骨为原料，通过膜置白酶水解软骨中的噩白质来降
解软骨，并研究水解提取掖中蛋白质吉量、粘多糖吉量和硫酸基啻量的变化，果取电于显微技术观察量
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鱼鳝软骨结构的变化，探讨草负蜡软骨降解规律，并建立软骨降解机制的物理模型。

l 材料与方法

1.1 实验材料
草鱼鳝软骨粉由深圳水产公司提供。

1.2 主要实验仪器与试剂
1.2.1 主要实验仪器

9卷

恒定pH恒温反应器(自由川， HH-511-2恒温水浴锅(北京长安科学仪器厂)，751紫外可见分光光度

计(上海分析仪器厂)，pHS-25 酸度计U.海雷磁仪器厂)，S-51O扫描电F扭曲镜(日本 Hîtachi)。

1 .2.2 主要实验试剂

膜置白酶(1 '250，上海生化试剂厂)，标准葡萄糖(AR级)，考马斯亮蓝G25O(Sern)，标准牛血清蛋白

(Sigma) ，氧化锁，明脏，革醋，硫酸何等(均为AR级)户

1.3 .h一法

1.3.1 蓝鱼蜻软骨的酶水解

称20.e革鱼鳝软骨粉置f21困mLpH 8.0 的磷 酸缓冲液中，首先进行100'1:加热预处理剧mm，咛却

军50屯，加入250mg腰蛋白酶，在此温度下I恒温水浴反应装置中进行酶解反应，用。因mollL NaOH溶

液滴定维恃pH值变动也罔为(0.20 酶解反应完毕后，以5(汩的r/min离心却mm得上清撞，然后测定上清

提取植中的蛋白含量、多糖吉量和硫酸基肯量。 剩余软骨粉残菌，冷晦升华干燥后供扫描电子显微观察

用。

1 .3.2 蛋白质的测定
参照Hmdforo法进行测定，见丈献[7J

1 .3.3 事糖的测定
按照菲酣 疏 酸法进行测定，见主献lsJ。

1.3.4 碗酸基团的测定
按DodJl'On阳cc比浊法测定，见文献(9」0

1.3.5 扫描电子显微镜观察

取酶解后剩余的冷啄升华干燥的草草鱼鳝软骨柑，进行抽真空，然后喷盘，在 S-5IO扫描电f显微镜

(日本Hitachi)下，以2.5kHz频率进行电子扫描观察井成像。

2 结果与讨论

2.1 鳖鱼鳝软骨降解过程中蛋白质含量的变化

由图l吁知，且的趋势是:随着水解反应的进行，提取液中的蛋白质不断增加，提取液中蛋白质含量

的变化nJ分为 个阶段，即OA段、AB段和BC段，可分别称之虫引 发期、快速期和缓慢期。 在 OA段，即

在开始水解的1.5h内，曲线呈平缓上升，水解速度较慢，提取檀中的置白质吉量的增加较缓慢，在AB

段，即在1.5h-lOh反应时间，提取液中的置白质吉量迅速提高，点解速度大大增加，曲线呈陡峭上升，

在 BC段，即lOh3':反应结束，水解反应卫变得缓慢，相时于OA段，曲线呈更加革平。

2.2 鳖鱼鳝软骨降解过程中多糖吉量的变化

在草鱼蜡软骨中，蛋白果糖分于中的粘多糖通过共价键和置白部分结合，压通过静电效应或立体化

学效应与其他置白成分发生专一性程度不 的结合。 直鱼鳝软骨粘多糖主要是硫酸软骨素和硫酸角质

章等，它们的组成通过 个三糖单位以-0-糖昔键与置白质肤键中的维氨酸相连(GAG 半轧糖 半乳
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糖 木糖 丝氨酸)[10]。 膜置白酶通过在解盖鱼鳝软骨中 的蛋白质，使粘多糖膏脏出来。 由图2 可知，

软骨提取液中多糖吉量和硫酸幕吉量随着时间的变化趋势和置白质含量的变化趋势基本 相似，也存在

三个阶段，即引 发期、快速期和缓慢期，由此时见，软骨的提取液中帖多糖的吉量和软骨中蛋白质的水解

有着密切联系，皇室鱼鳝软骨中的粘多糖主要是吉硫酸基的粘多糖。
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固I 鳖鱼鳝软骨的置白酶水解过程中水解液中

噩白质含量变化
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2.3 鳖鱼鳝软骨的电于显微分析

2.3.1 加热预处理的重鱼鳝软骨电于显微卦析
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图2 董鱼鳝软骨的蛋白酶水解过程中水解液中

多糖含量变化
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来用扫描电子显微镜观察未处理鳖鱼鳝软骨粉和加热预处理重鱼鳝软骨粉的显微结构(见图3、图

时，发现未处玉'前曾在、龟鳝软骨粉表面比较平整和紧凑，结构细致有规则，呈龟裂的块状，裂缝的宽度 般

圈3 未处理软骨电子显微照片

(川制)
Fig.3皿cro-stnæture of Wllr田d明rtlla驴( ， 四1O)

图4 '0热预处理软骨电于显微照片

(1∞℃热水浴中处理lh， x 1500) 
Fig.4 Micr萨structure of prel隧到ro_

(100'1巳晒.Ier for lh， x 15(0) 

小于4μn，井且表面附着少量直径小于5阳n的圆形小颗粒，这些小颗粒很有可能是未除去干净的鱼肉组

织，加热预处理后的重鱼鳝软骨表面变得凸凹不平，在表层形成光滑、胶稠、不规则的大块团状结构，促

使原有的裂缝增大，井生成许多新的沟塾和孔穴。 造成以上现象的原因，可能是因为 在监鱼鳝软骨中，

置自罪糖有植强的亲水性，这些大的多罪负离于与水和正离于结合，能使组织占较大的体积[1010 重鱼
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鳝软骨在制作软骨粉的脱水过程中，主要是和大量水结合的置自聚精失水造成皇室鱼蜻软骨粉的显做结

构呈现致密和平整的块状龟裂结掏，在加热预处理时，由于水分子作用，减弱r软骨构成组分中的分于

之间的静电和氢键相互作用，而软骨中胶原纤维的收缩温度低于 70'C，胶原纤维的高度有序的结构随

温度上升发生急剧变化，导致维持其原有空间的加强键断裂，有序的立体结构变得松驰和无规则，原胶

原分于也逐渐失去杆状外形，三股螺旋结构被破坏而形成无规则的线团结构[llJ。 同时，软骨中蛋白多

糖的罪集体通过次级键(氢键、盐键等)形成，;oj(浴加热能破坏置自多糖的罪集体的IX级键而断裂形成置

自多糖单体，井且使维持蛋白多糖单体的立体结构的IX级键也被破坏。 因此经过加热预处理后，草鱼鳝

软骨粉中胶原蛋白的高序奸维结构和置白罪糖的立体结构砸破坏，促使胶原蛋白暴露在软骨粉表面井

且E相粘连，在表面形成光滑、胶稠租不规则形状的困状结构和沟整，并且在水分于的作用下形成小洞

穴，表面变得凸凹不平，更有利于膜蛋白酶的作用。

2.3.2 膜蛋白酶水解蜻软骨的电于显微结构分析

图5、图6和图7 分别是膜蛋白酶水解 草鱼鳝软骨 1h、拙和 26h后的软骨表面的电于显微照片。 图

图5 酶解1h后软骨显微照片( x 1500) 

Fig.5 MicJ妒strueture of c缸ulage di移到d
wüh町rpsill f(町lh(x 1500) 

5 表明，童鱼鳝软骨酶水解 1h后，加热预处理生成
的粘稠的光滑物质基本 完 全消失，在层的大块团状

物质变成较小的突起，在软骨表面生成许多很浅的

小孔穴，井且未处理对照软骨表面的龟裂状结构仍

然清晰可见，软骨结构且得较坚实;童鱼鳝软骨经过

腕蛋白酶水解 5h后( 图 6 )，软骨表面更加凹凸不

平，小孔穴变成大孔穴，更加深入到内部井且孔穴之

间开始连通，形成了许多大小不一的璋状颗糙，整个

软骨结构变得松脆:软骨水解 26 h后(图7)，表面几

乎呈蜂窝状结构，于L穴与孔穴互相交错连通，者层堆

飘着许多大小约5间的比较有规则的小球状物质，

其中很多小球状物质即将软骨表面，使整个软骨颗

桩变得更加松散和不牢固。

图8 和 图 9 分别是膜蛋白酶在解童鱼鳝软骨

1h、5h后的软骨表面的孔穴细微结构照片。 由图8，

图6 酶解5h后软骨显微照片(x 15曲)

Fig.6 Micro-stçuct町'" ""'""'" "移到时
ffi由回回nfor5h(x15田)

�7 酶解26h后软骨量徽照片( x 15回)
Fig.7 陆，�如"'""'，，. =远.... ....划时

w;Jh町严in for 26h{ x 1筑的)
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水解1h后，软骨表面的孔穴较探，孔穴周围有大块状结构，但孔穴内部表面较平槽，存在裂缝;经过 5h

71<解后，可以明显观察到孔穴向周围延伸，孔穴间互相连通，软骨结构髓分割成许多块状结构，洞穴内部

变得松散和不规则。

国8 酶解1h后软骨孔穴显微照片(>1页阳)

Fig.8 Micr萨structure oc CartiIage ca归W
di廖现:ed with町阳n如lh( x 15曲)

2.4 盗鱼鳝软骨分解方式及降解机制

图9 酶解组后软骨孔穴显微照片( ， 1筑泊)

Fîg.9 Micro-structure of cartilafl归cavity
d伊ted with町-psin f(时5h ( x 1500) 

在以上直鱼蜻软骨分解的显微结构探讨之上，井结合膜置白酶作用特征和重鱼鳝软骨组成特点的

分析，阐述了董鱼鳝软骨的膜置白酶分解蛋白质主要过程和方式，井建立了"蜂窝式"降解机制的理论u

具体观点阐述如下

( 1)童鱼鳝软骨的高度致密和牢固结构的破坏井形成章乱主序的结构，是膜蛋白酶对软骨蛋白质进

行卦解和软骨降解的基础。 经过预加热处理过程，维持软骨结构的加强键和次级键断裂，原来有序的立

体结构变得松驰和无规则，胶原置自纤维结构变成杂乱无章的团状结构，并且，通过71<分子的作用，置臼

噩糖靠告体有可能解罪和单体变得松散和杂乱。 预加热处理的结果表现为·胶原蛋白暴露在软骨粉表

面并且互相粘连，形成光滑、胶稠和不规则形状的团状结构，井且在水分于的作用下形成小洞穴，使表面

变得凸凹不平。且之，这种无规则l、松散、紊乱的结掏为膜置白酶和反应物水分子的自由进入，并且和底

物蛋白质的结合提供了良好的反应环境。

(2)软骨的阵解首先是"表层式"降解阶段，代表软骨中蛋白质分解的"引 发"期开始(见图1 )。 腕置

自酶最先分解的是表层的肢原置白，促使粘多糖和软骨分离，井且初步在表面形成浅的小"孔穴"。

量鱼鳝软骨主要由纤维状的胶原置白和非纤维状的蛋白噩糖等构成，粘多糖是蛋白罪糖整体结构

中的"青糖片段"。 腕置自酶是相当专一的置白酶只在赖氨酸租精氨酸残基的搜段断裂肤键[IOJ 和带

大量负电荷的蛋白噩糖结合的机会相对于胶原置自来说要小得多。 这是因为粘多糖是多罩阴离子，带

大量负电荷，而腕置自酶是属于丝氨酸蛋白酶，活性部位吉有丝氨酸残基，丝氨酸的提基是圭和核基团，

存在一个电荷接力网络，井青有一个氧负离子穴。如图10所示，膜蛋白酶的结合部位吉有Gly - 216 和

Gly-22 5，结合底物的"口袋"显得十分敞开，于是体积较大的氨基酸残基的侧链能进入这个"口袋" "口
袋"的底部青有带负电荷的ASp- 189 .与底物赖氨酸庄的氨基的正电荷之间形成静电相互作用[12]。 而

在草鱼鳝软骨胶原置白分于中，主要由甘氨酸、援基脯氨酸和提基赖氨酸组成，其中，赖氨酸是肢原纤维

重要构成部分，胶原纤维在分于内交联是!A赖氨酸的侧链引 出的，另外，胶原古有糖链单位，它们也通过

共忻键结合在胶原的控基赖草酸残基上[，日，故经过加热预处理后的重鱼鳝软骨在膜置白酶作用下，先
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是*解位于软骨表面团状结构的肢原蛋白上的赖氨

酸部分，然后*解在层深处的胶原蛋白和盖自罪糖

中的蛋白部分，并在软骨表面"钻出"孔穴束，表现

为 预加热处理后软骨表丽粘稠的团状结构消失，内

层较坚实结构暴露出来，未处理对照软骨表面的电

裂状结构仍然清断可见并且生成许多很浅的小孔

穴。

(3 )皇室鱼鳝软骨的"于L穴式"降解阶段，代表软骨

中置白质分解反应的"快速"期，此阶段软骨降解主

要通过"孔穴式"降解方式进行快速降解，对软骨的

降解起着决定性作用。 相对于软骨表面来说，孔穴

的存在有利于酶租置自结合，即孔穴的存在有利f

形成酶和底物作用的"微环境"。 膜蛋白酶首先和底

物生成共价中间物，然后在亲核试剂(水)妻与下融

*解[则 在孔穴的"微环境"中，酶和底物结合形成

酶 - 底物宣告体的几率更大，促进了反应的进行v

赖氨酣底物

、‘i气/ω、口VLl-MI但 OH - ):;er195 

H，c H 

"。
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国10 膜置自酶和底物结合部位

Fig. 10 The linkage of町pain and 
suhstrate 

9卷

在另一方面，孔穴的形成促使蛋白酶和软骨作用的表面权增大，也提高了软骨降解速度。 在此阶段，膜

蛋白酶水解孔穴周围的蛋白质，在软骨内部使fL穴向横向和纵向发展，孔穴进 步堂大，促使孔穴与fL

穴之间互相贯通，并在表面形成了许多大小不 的球状颗粒，软骨结构变得更加松散易碎。 因此，在这

个阶段，革鱼鳝软骨的降解实际上是通过"孔穴式"和"表面式"两种降解方式进行的，但以"孔穴式"为

主，因为"孔穴式"降解方式比"表面式"降解方式更加有敢，更加迅速。

(4)董鱼鳝软骨的"蜂窝式"降解阶段，表示软骨中蛋白质分解反庇的"缓慢"期(见图1)，大的软骨

颗粒断裂成更小的颗粒。

在此阶段，随着反应的进行，软骨表面几乎呈蜂商状结构，孔穴与孔穴互相交错连通，洞穴内部变得

松散和不规则。 立体结构主周则和紊乱的底物蛋白质被蛋白酶分解后，变性程度不大而结构较牢固置

白质不容易被蛋白酶作用，导致置白质分解反应的降低。 另一方面，底物蛋白质 数目的减少而反应产物

增加和蛋白质水解速度的降低有夫。 在软骨的"蜂窝式"降解阶段，表现出来的现象是:软骨表面呈蜂窝

状结构，内部存在许多孔穴，并且孔穴与孔穴互相史错连遇，整个结构变得恰散，软骨组织以圆球形状态

脱离原"母体" 形成更小的软骨颗啦。

3 结论

(1)膜蛋白酶水解软骨中置白质反应中，上清提取砸中置白质古量变化可分为三个阶段，即引发期、

快速期和缓慢期。

(2)随着在解软骨中蛋白质反应的进行，上请提取液中的粘事糖吉量和硫酸基含量也逐渐增加井且

变化趋势和蛋白质含量变化基本一致，革鱼鳝软骨粘多糖主要为吉硫酸基吉量的帖多糖。

(3)董鱼鳝软骨的降解主要是通过"蜂窝式"降解机制进行的。 主要观点有 重鱼鳝软骨的高度致

曹和牢固结构的破坏井形成紊乱无序的结构，是膜置自酶对软骨置白质进行分解和软骨降解的基础;软

骨的降解第一阶段是"表层"降解阶段，代表软骨中置白质分解的"引发"期;直鱼鳝软骨降解的第二阶段

是"孔穴"降解阶段，代表软骨中置白质分解反应的"快速"阶段，是对软骨的降解主要方式;监鱼鳝软骨

降解的第三阶段进入"蜂商式"降解阶段，表示软骨中蛋白质分解反应的"缓慢"阶段，大的软骨颗粒断裂

成更小的颗粒，井脱离软骨"母体飞
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