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摘要 在酶学理论中，阐释酶识别底物专一性的代表性学说有“锁钥”和“诱导契合”模型等．作者此前研究了蚯蚓蛋白酶玉
(Eisenia fetida protease玉，EfP-玉)的底物专一性，提出了“诱导契合 -锁钥”反应模式．然而，采用 EfP-玉建立的模式是否
具有普遍的酶学意义需要进一步论证．以蚯蚓蛋白酶域 (Eisenia fetida protease域，EfP-域)、枯草杆菌蛋白酶(subtilisin，Sub)
以及乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase，LDH)为材料，分别研究了底物反应后酶与其他底物的相互作用．结果显示，经过凝
血酶底物 chromozym TH(CTH)反应后，蚯蚓蛋白酶域和枯草杆菌蛋白酶与尿激酶底物(chromozym U，CU)的反应活性显著降
低(P < 0.05)，表现出符合“诱导契合 -锁钥”反应的模式．蚯蚓蛋白酶域和枯草杆菌蛋白酶先与 CU反应后，却仍能与 CTH
反应，但后续不能与 CU发生反应，仍然表现为“诱导契合 -锁钥”模式．另外，丙酮酸反应后的 LDH，对乳酸的反应活力
显著降低(P < 0.05)，而乳酸反应后的 LDH对丙酮酸的活性却无显著变化．这可能是丙酮酸诱导的 LDH构象具有相对的刚
性，而乳酸诱导的酶构象具有相对柔性所致．
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1894年，Fischer 等 [1]针对酶的专一性提出了

“锁钥”模型，即酶与底物在相互作用之前其结构

就具有了互补性．1958年，Koshland[2]提出了酶促

反应的“诱导契合”学说，认为酶与底物在空间距

离上彼此接近时，酶受底物分子的诱导，其构象发

生有利于底物结合的变化，从而互补契合进行反

应．Ma等[3-5]近些年来提出了“构象选择 -群体移
动”学说，即与底物结合之前，酶具有不同的构

象，底物选择其中一种构象的酶相结合进行酶促

反应．

2010年，本实验室采用蚯蚓蛋白酶玉(Eisenia
fetida protease 玉，EfP-玉)，研究了 EfP-玉的底物
专一性机制[6]．观察到，酶与底物反应后，对于同

一底物，酶促反应表现出“锁钥”模式，而对于不

同底物，酶促反应表现出“锁钥”和“诱导契合 -
锁钥”模式．EfP-玉与底物相互作用的这两种模式
都可以归结为“诱导契合 -锁钥”模式．
虽然我们提出并验证了“诱导契合 -锁钥”模

型，但是 EfP-玉仅仅是自然界中许许多多酶中的一
种[7]，该模型是否具有普遍的酶学意义，则需要通

过其他类型的酶来进行验证．根据本实验室的工作

基础[8-10]，采用蚯蚓蛋白酶域(Eisenia fetida protease域,
EfP域)、枯草杆菌蛋白酶 (subtilisin，Sub)、乳酸
脱氢酶 (lactate dehydrogenase，LDH)为对象，探讨
了反应完成后，酶与其他底物的相互作用．

1 材料与方法

1援1 试剂

枯草杆菌蛋白酶 (EC 3.4.21.62) [11-12]、L- 乳酸
脱氢酶(EC 1.1.1.27)[13]、L- 乳酸钠、尿激酶生色底
物 (Ben-茁-Ala-Gly-Arg-4-nitroanilide hydrochloride)
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Chromozym U (CU) 购于 Sigma 公司．凝血酶生
色 底 物 (Tosyl-Gly-Pro-Arg-4-nitroanilide acetate)
Chromozym TH (CTH)、NAD+、NADHNa2为 Roche
Applied Science 产品，丙酮酸钠由 Amerisco生产.
其他试剂为国产分析纯．

1援2 方法

1援2援1 蚯蚓蛋白酶域的制备．蚯蚓蛋白酶域的分离
纯化参考 Zhao等[14]建立的方法．纯化的蛋白质在

10% SDS-PAGE上为单一条带，活力单位(U)定义
为 25℃下每毫克酶每分钟催化 1 滋mol/L生色底物
转化为对硝基苯胺的酶量．

1援2援2 蚯蚓蛋白酶域的活性测定．酶活力的测定
参考 Pan等采用的方法[6, 15]．将蚯蚓蛋白酶域(终浓
度 40 滋mol/L)加入到 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液
(pH 7.5)中，再加入 Chromozym TH(终浓度 1 mmol/L,
25℃ ), 立刻在紫外可见分光光度计(UV-2010 Hitachi,
Japan)上记录 405 nm 吸光度变化．记录时间点：
0、1、2、4、8、 16、 32、 64、128、256、512、
600 min．当反应完成时，加入尿激酶生色底物，
同样条件下，继续记录各时间点的吸光度．待反应

完成后，继续加入第三个底物，监测 405 nm处吸
光度．不同底物的组合也按此条件进行测定，包

括：先加 CTH，后加 CTH；先加 CU，后加 CTH；
先加 CU，后加 CU；先加 CTH，后加 CU，再加
CTH；先加 CU，后加 CU，再加 CU．在反应初期
的线性范围，根据每分钟吸光度的变化，计算酶的

活性．

1援2援3 底物反应后枯草杆菌蛋白酶的活性测定．由

于枯草杆菌蛋白酶是一种常用的蛋白酶[16]，因此作

者选择该酶为材料进行底物专一性的研究．酶活力

测定参考 Kim等建立的方法[17]．将枯草杆菌蛋白

酶(终浓度 10 滋mol/L)溶解在 50 mmol/L Tris-HCl
缓冲液 (pH 8.5)中，加入 Chromozym TH(终浓度
1 mmol/L，25℃ )．反应完成后，反应液经过 4次
超滤(6 000 r/min，4℃，20 min)，除去剩余底物和
产物，得到 CTH反应后的枯草杆菌蛋白酶(SubCTH).
同样的方法得到 SubCU以及经过 CTH 和 CU 顺次
反应的 SubCTH+CU和 SubCU+CTH．把与底物反应完成的

枯草杆菌蛋白酶，加入到含有 CTH或者 CU(终浓
度 1 mmol/L)的比色皿中，监测 1、2、4、8、16、
32、64、128、256 min吸光度(405 nm)，并计算酶
的活力．

1援2援4 LDH酶活反应体系 pH范围的确定．乳酸脱
氢酶既能催化乳酸生成丙酮酸(正向反应，Lac→
Pyr)，也能催化丙酮酸产生乳酸(逆向反应，Pyr→
Lac)[18]．为了确定同时催化正向反应和逆向反应的

最适 pH值，配制不同酸碱度的 50 mmol/L Tris-HCl
缓冲液 (pH 7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、9.5)，分别
测定不同 pH下的正向反应活性和逆向反应活性．
正向反应体系为：10 滋l 2 mmol/L NADH，10 滋l
2 mmol/L丙酮酸钠，20 滋l LDH，160 滋l Tris-HCl
缓冲液．逆向反应体系为：10 滋l 2 mmol/L NAD+，

10 滋l 2 mmol/L乳酸钠, 20 滋l LDH, 160 滋l Tris-HCl
缓冲液．

1援2援5 乳酸脱氢酶的活性测定[19]．首先加入乳酸

脱氢酶 (终浓度 0.6 滋mol/L)及 NADH (终浓度
0.1 mmol/L)，25℃保温 5 min，然后加入丙酮酸钠
(终浓度 0.1 mmol/L)，立刻在紫外可见分光光度计
上监测 340 nm吸光度变化．待反应完成后，加入
乳酸钠和 NAD+(终浓度均为 0.1 mmol/L)，继续监
测 340 nm吸光度变化．反之，在同样条件下，乳
酸脱氢酶、NAD+和乳酸钠反应完成后，再加入丙

酮酸钠和 NADH进行酶活力的测定．
1援2援6 底物反应后乳酸脱氢酶活性测定．乳酸脱

氢酶 (终浓度 0.6 滋mol/L)与丙酮酸钠 (终浓度
0.1 mmol/L)反应完成后，超滤除去产物和剩余底物
(方法同枯草杆菌蛋白酶)．超滤后的乳酸脱氢酶加
入乳酸钠和 NAD+，在 340 nm 监测吸光度的变
化．同样的方法制备与乳酸钠反应后的 LDH，然
后测定其作用于丙酮酸钠的活性．

2 结果与分析

2援1 蚯蚓蛋白酶域
蚯蚓蛋白酶域能分别与 CTH和 CU进行反应

(EfP-域+CTH，EfP-域+CU；图 1a 和 1b)．事先在
EfP-域中加入 CTH，待反应完成，再加入 CU，则
EfP-域表现出的尿激酶活性显著下降(P < 0.05)．然
而，在 EfP-域中加入 CTH，待反应完成，再继续
加入 CTH，则该酶对 CTH的反应速度无显著差异
(图 1c)．经过 CTH诱导的 EfP-域几乎失去与 CU
反应的生物学功能 (EfP-域+CTH+CU；图 1a)，表
现为“诱导契合 -锁钥”反应模式．相反，如果先
以 EfP-域与 CU反应，待反应完成，再加入 CTH，
则反应可继续进行(EfP-域+CU+CTH，图 1b)．在
此基础上，再加入 CU，EfP-域则不再具有与 CU

419· ·
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2援2 枯草杆菌蛋白酶

为了进一步确定酶促反应完成后，形成的构象

具有相对刚性，即符合“诱导契合 -锁钥”模式．
作者采用枯草杆菌蛋白酶进行验证．Sub不仅能降
解 CTH，也能降解 CU[20]．为了排除剩余底物和产

物的抑制作用，Sub与 CTH反应完成后，通过超
滤去除产物和剩余底物，再分别测定其凝血酶

(CTH)活性和尿激酶(CU)活性．结果表明，CTH诱
导的 Sub，其降解 CTH的活力无显著变化，但降
解 CU的活性却显著(P<0.05)降低(图 2a、2c和 2g),
该结果与 EfP-域相似．同样，经 CU诱导的 Sub不
但能够与 CU 反应，而且还能与 CTH继续反应，
其活性与对照之间无显著性差异(图 2b、2d和 2g ).
说明 CU诱导的 Sub构象，其稳定性较 CTH诱导
的构象相对较低．经过 CU和 CTH依次诱导的枯
草杆菌蛋白酶，对 CU的活性明显降低(图 2e)，但
是经过 CTH和 CU依次诱导后，其凝血酶活性变
化不明显(图 2f)．
2援3 乳酸脱氢酶

乳酸脱氢酶能催化丙酮酸与乳酸相互转化的正

逆反应，作者采用乳酸(Lac)和丙酮酸(Pyr)分别与
LDH进行反应，进一步研究 LDH与 Lac反应完成
后再与丙酮酸反应的活力变化；反之亦然．首先需

要确定一个 pH范围，使得正逆反应的相对活力近
似相等．如图 3所示，当 pH = 8.3，正向和逆向反
应的相对活力在同一个交叉点上(图 3a)，在此条件
下，乳酸脱氢酶与 NADH温育 5 min，然后加入丙
酮酸钠，待反应完成，再加入乳酸和 NAD+，记录

340 nm吸光度变化(图 3b和 3d)．结果显示，与丙
酮酸钠反应后的 LDH对于乳酸的反应速度显著变
慢(P < 0.05)．然而，如果 LDH、NAD+与乳酸钠进

行反应(完成)，再加入丙酮酸和 NADH，其反应速
度无显著变化(图 3c和 3d)．
为了排除剩余底物和产物抑制的可能性，我们

分别将与乳酸和丙酮酸反应后的 LDH进行超滤，
除去剩余底物和产物，再分别加入丙酮酸和乳酸进

行反应．结果显示(图 4)，与丙酮酸反应后的 LDH
对乳酸的反应也显著变慢(P < 0.05)，而和乳酸反应
后的 LDH与丙酮酸的反应速度却无显著性差异．

的反应活性(EfP-域+CU+CTH+CU，图 1b)，也表
现出“诱导契合 -锁钥”反应模式．另外，在相同
条件下，CU 反应后的 EfP-域仍能继续与 CU 反

应(EfP-域+CU+CU；图 1b)，且活力无显著性差异，
表现为“诱导契合 - 锁钥”模式．与之相同，
EfP-域+CTH+CTH的反应也符合此模式．

Fig. 1 The activity of EfP鄄域 on its different substrates
EfP-域 was first reacted with one substrate, and then with the second one, followed by measurement of A 405 at 25℃ . When it reached to the completion,

the third substrate was added to the mixture with monitoring A 405. (a) CTH first, CU second and CTH third (EfP-域+CTH+CU+CTH); CTH first, CU

second (EfP-域+CTH+CU); CTH first, CTH second (EfP-域+CTH+CTH) as a control. (b) CU first, CTH second and CU third (EfP-域+CU+CTH+CU);

CU first CTH second(EfP-域+CU +CTH); CU first, CU second (EfP-域+CU+CU) as a control. (c) The relative activities of EfP-域 on the second

substrates.The relative activity was defined as (the activity of substrate- induced EfP-域/the activity of native EfP-域)伊100%. *P < 0.05.
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Fig. 2 Changes in the activities of subtilisin in the presence of its different substrates
The first substrate was added to subtilisin and allowed to approach the completion. Activity was measured by recording the A 405. Products and residual

substrates were then removed from the incubated samples by four rounds of ultrafiltration (6 000 r/min, 4℃ , 20 min). The second substrate was then

reacted with the induced enzyme, followed by measurements of A 405. (a) Activity of CTH-induced Sub (SubCTH) and native subtilisin with CU. (b)

Activity of CU-induced Sub (SubCU) and native subtilisin with CTH. (c) Activity of SubCTH and native subtilisin with CTH. (d) Activity of SubCU and

native subtilisin with CU. (e) Activity of SubCU+CTH and native subtilisin with CU. (f) Activity of SubCTH+CU and native subtilisin with CTH. (g) The relative

activities of subtilisins in different forms. *P < 0.05. SubCU+CTH represented subtilisin treated with CU and CTH in turn, and SubCTH+CU was that treated with

CTH and CU in turn.
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Fig. 4 The activities of lactate dehydrogenase after reacted with pyruvate or lactate
Assays of the forward and reverse activities of LDH were referred to Figure 3, and native LDH was used as control. (a) The reaction of LDH with lactate

in the presence of NAD+ was allowed to approach the completion. The reaction mixture was ultrafiltered to remove the products and residual substrates

before assay of LDH on pyruvate. LDHLac represents lactate-incubated enzyme after ultrafiltered. (b) The activity of LDHPyr on lactate compared with that

of native LDH. (c) Relative activities of LDHLac on pyruvate and LDHPyr on lactate, respectively. *P < 0.05.

Fig. 3 The activities of lactate dehydrogenase on lactate then pyruvate and vice versa
(a) The activities of forward (Lac→Pyr) and reverse (Pyr→Lac) reactions at different pH values. (b) The activity of LDH on lactate after LDH first

reacted with pyruvate approaching the completion. (c) The activity of LDH on pyruvate after incubated with lactate. (d) The relative activities of LDH

on Lac then Pyr, and vice versa. Pyruvate is abbreviated in Pyr and lactate in Lac. *P < 0.05.
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3 讨 论

随着生命科学的发展，酶学理论越来越多地应

用到了各个领域，如食品、发酵、制革、纺织、日

用化学等．越来越多的不同来源的酶被发现和分离

纯化[21]，具有新型功能的酶也被不断地发现[22]．此

外，多种酶及其复合物的晶体结构被解析[23-24]，固

定化技术[25]和分子生物学等技术[26]应用于酶活性的

改造，以期获得活性较高且稳定高产的酶．另一方

面，酶学基本原理也用来解释生命代谢．细胞通讯

现象，如衰老与端粒酶的关系[27]、肿瘤与蛋白磷酸

酶的关系[28]、酶与细胞增殖的关系[29]、参与免疫系

统应答的酶分子[30-31]以及表观遗传学的甲基化酶和

脱甲基化酶[32]等．无论在酶的应用领域[33]还是针对

生命代谢的基础研究 [34]，都或多或少地涉及到了

酶学中的基本问题，即酶与底物相互作用的专一性

问题．

生物化学教材在提及酶的底物专一性时，常常

采用 Koshland提出的“诱导契合”学说来进行解
释[35-36]，并认为 Fisher提出的“锁钥”学说存在一
定的不合理性．本文结果显示，当酶与某一底物相

互作用之后，酶的构象发生改变，而改变后的构象

具有相对的稳定性，即第一个底物与酶相互作用

后，第二个相同底物以及第 n个、第 n+1个相同底
物的酶促反应可能均为“锁钥”模式．因此，在这

种情况下，“锁钥”模式具有其合理性．

被底物诱导的蛋白酶活性中心构象变得相对刚

性，这一现象首先是在蚯蚓蛋白酶玉与底物相互作
用过程中观察到的[6]．蚯蚓蛋白酶玉和域具有较高
的同源性(约 97%)，都同时具有凝血酶和尿激酶活
性[37]，被 CTH诱导后，它们的活性中心构象发生
与底物结构互补的变化，变化后活性中心的构象不

再适合 CU结构，从而难以结合 CU，使得该酶的
尿激酶活性明显下降(P < 0.05)．另一方面，CU诱
导所形成的蛋白质构象稳定性相对较低，仍有进一

步变化的空间，所以在 CTH的作用下，酶仍能够
发生诱导契合．因此，与 CU相互作用后，蛋白酶
能够继续与 CTH反应，且活力无显著变化．与蚯
蚓蛋白酶玉和域类似，枯草杆菌蛋白酶与 CTH反
应后，也表现出对 CU活性的显著下降(P < 0.05)，
表明 Sub与底物的作用也符合“诱导契合 -锁钥”
模式．

凝血酶生色底物 CTH与尿激酶生色底物 CU
在一级结构上有明显差别．凝血酶生色底物 P2位

是 Pro，而尿激酶底物 P2 位是 Gly，从而决定了
CTH 的结构相对刚性，而 CU 的结构相对柔性，
即自身具有一定形变能力．我们推测，蚯蚓或枯草

蛋白酶的活性口袋被结构刚性较强的 CTH诱导后，
其构象发生了较大变化，不能被结构相对柔性的

CU再诱导，而遵循“锁钥”反应模式．相反，如
果蛋白酶先经过 CU诱导，其构象变化相对较小，
则仍能被 CTH诱导，进一步发生诱导契合．
乳酸脱氢酶是糖酵解途径中的关键酶，可以催

化乳酸和丙酮酸的相互转化，其催化反应本质是氢

质子转移．同时，乳酸和丙酮酸在结构上十分接

近．因此，采用 LDH作为对象研究底物反应后的
酶与其他底物的反应机制具有可行性．结果显示，

无论去除剩余底物和产物与否，丙酮酸反应后

的 LDH 均表现出对乳酸反应速度的显著降低
(P < 0.05)，而乳酸反应的 LDH对丙酮酸的反应活
性无显著影响．以上结果表明，LDH在与丙酮酸
反应后，酶的构象会发生变化，而这一变化有利于

丙酮酸的反应，而不利于乳酸的互补结合(图 4)．
这是一个十分有趣的现象，值得进一步探讨其分子

机制．

在此，酶与底物相互作用的“诱导契合 - 锁
钥”模式可以描述成为(图 5)：S1和 S2是酶 E的两
个底物，底物 S1诱导酶 E形成与之互补构象 E忆．
有趣的是，E忆能继续与 S2作用形成 E"而进行酶促
反应．但是，底物 S2 诱导酶 E 形成相对稳定的
E"，不能被 S1诱导而进行反应．根据上述结果，

我们推测，酶与底物反应后，对同一种底物的反应

遵循“锁钥”模式，而与不同底物的反应可以是

“锁钥”模式，也可以是“诱导契合 - 锁钥”模
式．在此，我们认为“诱导契合 -锁钥”模式可能
具有普适性，其理由是：a．枯草杆菌蛋白酶、蚯
蚓蛋白酶玉[6]和域均表现出对同一底物，如与 CU
反应后，仍保留与 CU反应速度的基本不变；b．
事先用 CTH进行反应，则反应后的蛋白酶几乎不
再识别 CU；c．用 CU进行诱导，再与 CTH反应，
反应后的蛋白酶不再识别 CU；d．如果采用丙酮
酸进行反应，LDH对乳酸的反应活性显著降低．
因此，这些酶促反应均符合“诱导契合 - 锁钥”
模式．
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综上所述，无论蚯蚓蛋白酶、枯草杆菌蛋白酶

还是氧化还原酶 LDH，经过底物诱导后，其构象
的变化均会影响酶与其他底物的反应，其酶促反应

表现为“诱导契合 -锁钥”模式．然而，在自然界
酶的种类繁多，如氧化还原酶类、转移酶类、水解

酶类、裂合酶类、异构酶类和连接酶类．我们的工

作仅仅验证了其中的几种酶，要阐释“诱导契合 -
锁钥”模式在酶促反应中的普遍性，尚需做更多实

验来加以证明．
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"Induced Fit鄄Lock and Key" Model in Enzymic Reactions*
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Abstract As described in enzymology, "induced fit" and "lock and key" models are used to explain the enzymic
specificity of substrate. Previously, authors have studied the substrate specificity of Eisenia fetida protease玉 (EfP-玉),
showing that the interaction between this protease and its substrates underwent an "induced fit" followed by "lock
and key" model. It needs further investigating whether this model is suitable for other enzymes. Here, the reactions
of substrate-induced Eisenia fetida protease域 (EfP-域), subtilisin (Sub) and lactate dehydrogenase (LDH) with
their substrates were shown. EfP-域 and Sub could not recognize chromozym U (CU) (P < 0.05) after incubated
with chromozym TH (CTH) although the two proteases are natively able to react with both CTH and CU. The
reaction followed an "induced fit-lock and key" pattern. In contrast, the two proteases were still able to react with
CTH even though they have been incubated with CU. But neither earthworm protease nor subtilisin could
recognize CU after CU and CTH treatment in turn, still suggesting that the reactions followed an "induced fit and
then lock and key" procedure. Furthermore, the activity of LDH with lactate significantly decreased (P < 0.05) after
the enzyme had been incubated with pyruvate. The activity on the conversion of pyruvate into lactate was not
significantly affected by a prior incubation with lactate. This suggests that the pyruvate-induced complementary
conformation of LDH is more stable than lactate-induced conformation.

Key words Eisenia fetida protease域 , subtilisin, lactate dehydrogenase, lock and key, induced fit, induced
fit-lock and key model, substrate specificity
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