蛋白酶K
编 制 说 明
（征求意见稿）
一、任务来源

本国家标准的制定任务列入国家标准化管理委员会《二О一五年国家标准制修订项目》，项目编号“20154061-T-424”。本项任务由中国标准化研究院提出并归口，定于2016年完成。本标准起草工作组由中国标准化研究院、河北农业大学、浙江工商大学等单位共同组成。
二、目的及意义

丝氨酸蛋白酶是一类裂解肽键的蛋白酶，其活性中心的亲和氨基酸为丝氨酸，它们在生物有机体中起着重要而广泛的生理作用。丝氨酸蛋白酶超家族被分为胰蛋白酶和枯草杆菌蛋白酶两个大家族，蛋白酶K（EC 3.4.21.14）属于枯草杆菌蛋白酶家族，是由林伯氏白色念球菌（Tritirachium album Limber）产生的一类主要蛋白酶。因其能消化角蛋白（keratin），故将其称作蛋白酶K。蛋白酶K拥有典型的丝氨酸活性位点：Asp39-His69-Ser224。蛋白酶K具有稳定的结构、极高的酶活力和广泛的底物特异性，但偏好于带有脂肪族及芳香烃的肽链，能优先分解与疏水性氨基酸、含硫氨基酸、芳香族氨基酸羧基端连接的肽键，因而被广泛应用于工业、农业和科学研究领域，也因此吸引了来自学术界、工业和农业团体的研究兴趣。

基因工程技术的发展依赖于生物技术用的一些酶类，这些酶对与基因工程技术的作用，就如同CPU对与电脑的重要性一样，它们是现代生物技术产业中用于研究和开发基因工程产品和分子生物学研究的最基础物质。如果我国没有独立的生物技术用酶的生产体系，就不会有独立的现代化生物技术产业。作为一个大国，我国应该建立自主的蛋白酶K生产体系，以适应生物产业的快速发展。在政府监管中，标准的重要价值在于它架起了法律与科学之间的桥梁，提高了行政决定过程的公开性与结果的准确性，为规范和控制行政裁量权提供了工具。目前我国在诚信制度没有健全、存在巨大经济利益诱惑的情况下，对于生物产业的监督，政府主管部门才是最有公信力和最能承担责任的。因此，开展蛋白酶K技术标准研究是政府实施科学监管、有效监管的必要技术支撑。
通过研究制定基因工程常用蛋白酶K国家标准，有利于加快分子生物学实验的速度、提高分子生物学实验结果的可靠性和可重复性，从而提升整体分子生物学研发水平，产生广泛的社会效益。建立我国独立自主的蛋白酶K工业系统，即可创造出可观的经济效益又能解决我国目前主要依赖国外进口蛋白酶K的问题，突破国内生物技术酶产业发展受制于人的瓶颈。要对所检测的产品或相关过程的特性进行符合性判定，就需要制定技术标准。要对产品或相关过程的特性进行定量检测，就需要依据经过科学评估的、可重复的、公认的检测方法。目前，基因工程进步如此之快，对相关的定性定量分析方法进行全面的分析方法的验证非常有必要，只有可靠稳定的系列检测方法才能得出可靠的结果，才能保障这一新兴的产业健康发展。
在我国涉及蛋白酶产品的现行国家标准中，提供的产品指标不具有普适性，尤其是对于作为生化试剂主要用于核酸提取等分子生物学实验领域的蛋白酶K，针对性差。这就导致不同厂商的蛋白酶K酶活力单位定义不统一，标识不统一，从而无法对产品质量做出准确的判定，继而影响到其合理的使用。因此，亟待系统研究并确定影响蛋白酶K产品使用的重要指标，以建立蛋白酶K产品的相关标准。目前，我国蛋白酶产品的标准很少，仅有一项推荐性国家标准GB/T 23527-2009《蛋白酶制剂》，其适用范围是以淀粉质（或糖质）为原料，经微生物发酵、提纯制得的蛋白酶制剂的生产、检验和销售，不适用于动植物组织提取的蛋白酶制剂；有两项行业标准QB 1806-1993《洗涤剂用碱性蛋白酶制剂》和QB 1805.3-1993《工业用蛋白酶制剂》，前者的适用范围是以地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis No. 2709及CW301）、嗜碱性短小芽孢杆菌（Alkaliphilic Bacillus pumilus No. SMJ）、枯草芽孢杆菌（Bacillus subtilis No. CW302）深层培养，经提纯制取的洗涤剂用碱性蛋白酶制剂。后者的适用范围是采用该标准中指定的菌种，以发酵法生产，经提纯制取的蛋白酶制剂。到目前为止，国家尚未发布相关蛋白酶K产品的标准，这给人们使用蛋白酶K带来很大的不变，而且不同的生产厂家因其标识出的产品指标不同、检测方法不同，故对蛋白酶K的酶活力定义也不同，使得使用者无法对不同厂家的蛋白酶K活力进行正确的评价与比较，为购买与使用带来困难。因此，对其产品标准的需求也越来越迫切。蛋白酶K产品标准的建立，将为更多的行业使用蛋白酶K带来很大的便利。
三、标准制定原则及主要内容
（一）标准编制原则
标准的制定过程中采用文献调查法、专家座谈法、科学试验法等多种研究方法，方法科学先进、过程周密严谨、数据真实可信、结果明确。
本标准是为相关组织的蛋白酶K检测提供技术支撑，考虑到生产、监管等不同需求，在方法选择上，主要基于产业现状、现有成熟的技术以及试验结果验证基础确定的，因此实用性较强。
（二）标准制订主要依据
1、标准编写遵循GB1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的有关要求。
2、标准编写内容参考了与蛋白酶K检测相关文献，标准参照了GB/T 6379.1-2004《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）》第1部分 总则与定义和GB/T 6379.2-2004《测量方法与结果的准确度》第2部分 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法。
3、本标准检验方法参考了GB/T 23527-2009《蛋白酶制剂》、QB 1806-1993《洗涤剂用碱性蛋白酶制剂》和QB 1805.3-1993《工业用蛋白酶制剂》中的重要指标的选取、酶活力和酶活力单位的定义及检测流程，同时，还借鉴了Sigma公司和Merk公司有关蛋白酶K酶活力测定的文件。同时，通过系统地试验，验证了蛋白酶K比活力测定的方法和分子量的测定方法。

（三）本标准的主要内容
本标准主要包括以下7个部分：
（1） 范围；
（2） 术语和定义；
（3） 技术要求；
（4） 试验方法；
（5） 校验规则；
（6） 标志、包装、运输、贮存；
四、主要工作过程

（一）组成标准起草小组
根据国家标准制修订有关程序和要求，2015年10月下旬，中国标准化研究院主持召开了《蛋白酶K酶活力及杂质检测方法》国家标准制定研讨会。会上，组成了标准起草工作组，明确了任务要求，安排了工作进度，成立了标准起草工作小组，会议研究讨论了《蛋白酶K》初稿，对起草小组在标准起草过程中的一些思考及难点问题进行了深刻讨论，各单位代表就标准内容及方法选择进行了讨论。
（二）开展相关调研情况
蛋白酶K产品标准属于生物产业领域的标准，是支撑生产方、第三方组织开展产品评价的技术依据。起草工作小组首先针对生产和检测开展了大量的调研工作。从满足实际检测需要出发，开展了国内外相关资料的收集和确认工作，资料的检索和信息的收集过程中，分析比较了大量的国内外文献方法。
（三）标准起草完善过程
在广泛调查研究的基础上，标准起草单位组织相关技术人员对蛋白酶K产品标准项目进行了预研，课题组成员广泛收集了国内外蛋白酶K产品的标准、文献，了解了国内外相关技术动态，并且明确了工作思路和进程安排，分析了通过前期的实验摸索、反复论证，确定了本标准方法设定的重要参数，开展了实际样品的检测。然后依据GB/T 1.1—2000《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 1.2—2002《标准化工作导则  第2部分：标准中规范性技术要素内容的确定方法》等标准编制要求，对《蛋白酶K》标准开展了起草工作。于2016年3月中旬，起草工作小组完成了《蛋白酶K》国家标准（草案）。2016年6月，在北京组织有关单位和专家分别召开了标准草案讨论会，重点对蛋白酶K的重要指标选取提出了完善建议。同时对方法进行了验证，针对验证所出现的问题，在2016年11月11组织专家对标准逐字逐句进行了讨论完善，形成了《蛋白酶K》国家标准征求意见稿。
五、国内外研究概况

通过测试蛋白酶K水解经尿素变性的血红蛋白的酶活性，显示出蛋白酶K在pH7.5-12.0范围内都具有较高的酶活性。目前蛋白酶K通常使用的pH范围是7.5-9.0，蛋白酶K的最适pH是8.0。在37℃时，蛋白酶K显示出最高的活性，在20-60℃之间蛋白酶K的酶活性可保持在80%以上。Shu-Qun Liu等人探讨了蛋白酶K在催化过程中动力学机制，提出了在蛋白酶K的催化三分子中，Asp39 和His69以及 His69 和eSer224 之间静电和氢键的相互作用，使得一些在催化过程中起到不同功能的催化残基，具有不同的热动力学和取向。之后，陶燕分别对没有底物结合的蛋白酶K和结合了肽底物AAPA的蛋白酶K进行长时间分子动力学模拟，以研究底物结合对蛋白酶K的动力学行为和分子运动特征的影响。结果显示，在动力学模拟过程中，与底物结合的蛋白酶K比没有底物结合的蛋白酶K具有更加致密稳定的构象。提出了大尺度的协同运动所导致的底物结合口袋动力学行为与底物的识别、结合、定位以及产物的释放相关联，发现底物结合口袋区域运动模式可以调整酶与底物之间的动态相互作用。补充了前人的生物化学和结构生物学研究结果，从分子运动和蛋白质动力学角度阐释了蛋白酶K的催化机制。
蛋白酶K含有两个Ca2+结合位点，距离酶的活性中心有一定的距离，它们与催化机理并无直接关系，但当用EDTA去除Ca2+之后，催化活性将在6 h之内降低至原来的20%，这是由于Ca2+的去除引发了底物识别位点构象的改变。同时Ca2+的去除会影响氯甲烷类较长肽抑制剂的结合，提高了48 h之后的自溶率，降低了蛋白酶K的热稳定性等。蛋白酶K在抑制剂如尿素和SDS存在时仍能保持较高的稳定性。在除去Ca2+后其剩余活性通常不足以降解在一般情况下污染酸制品的蛋白质，所以蛋白酶K消化过程中通常加入EDTA。但是，如果要消化对蛋白酶K具有较强耐性的蛋白，如角蛋白一类，则可能需要使用含有1mmol/LCa2+而不含EDTA的缓冲液。在消化完毕后、纯化核酸前要加入EGTA（pH8.0）至终浓度为2mmol/L，以鳌合Ca2+。
蛋白酶K是一种丝氨酸蛋白酶，因此可以用苯甲基磺酰氟抑制其作用，苯甲基磺酰氟是一种丝氨酸蛋白酶的抑制剂，在纯化蛋白质时用于防止蛋白质的降解。此外，Anilkumar R. Kore等人合成了一种五肽化合物，即MeOSuc-AAAPF-CH2Cl，可以抑制蛋白酶K的水解活性，浓度仅需要0.1mM。 Jürgen Bajorath等人用单肽或二肽氯甲基酮对蛋白酶K进行了处理，发现该化合物对蛋白酶K的水解起到了一定的抑制作用。
蛋白酶K的比活力测定，可以衡量酶制剂的纯度，是蛋白酶K产品标准的一个重要指标。在测定比活力时，需要先测定出酶制剂的酶活力和蛋白质含量，在此基础上计算出比活力。蛋白酶K酶活力的测定方法按照GB/T xxxx-201x《蛋白酶K酶活力及杂质检测》。蛋白酶K蛋白质含量的测定方法按照SN/T 3926-2014《出口乳、蛋、豆类食品中蛋白质含量的测定 考马斯亮蓝法》。在目前的相关标准中，可用于蛋白质含量的测定方法有以下几种，每种实验方法都有各自的优缺点，实验者需根据实验要求和实验条件来选择适合的检测方法。
（1）红外光谱法。该法的原理是：均质牛乳中肽键的胺基在6.5 μm处红外吸收测定蛋白质。该方法的适用范围是：牛乳中蛋白质的快速测定（NY/T 2659-2014《牛乳脂肪、蛋白质、乳糖、总固体的快速测定》）。
（2）双缩脲比色法。该法的原理是：利用三氯乙酸沉淀样品中的蛋白质，将沉淀物与双缩脲试剂进行显色，通过分光光度计测定显色液的吸光度值，采用外标法定量，计算样品中的蛋白质含量。该法的适用范围是：乳与乳制品中蛋白质含量的测定（NY/T 1678-2008《乳与乳制品中蛋白质的测定 双缩脲比色法》）。
（3）凯氏定氮法。该法的原理是：食品中的蛋白质在催化加热条件下被分解，产生的氨与硫酸结合生成硫酸铵。碱化蒸馏使氨游离，用硼酸吸收后以硫酸或盐酸标准滴定溶液滴定，根据酸的消耗乘以换算系数，即为蛋白质含量。该法的适用范围：各种食品中蛋白质的测定（GB 5009.5-2010《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》）。
（4）分光光度法。该法的原理是：食品中的蛋白质在催化加热条件下被分解，分解产生的氨与硫酸结合生成硫酸铵，在pH4.8的乙酸钠-乙酸缓冲溶液中与乙酰丙酮和甲醛反应生成黄色的3,5-二乙酰-2,6-二甲基-1,4-二氢化吡啶化合物。在波长400 nm下测定吸光度值，与标准系列比较定量，结果乘以换算系数，即为蛋白质含量该法的适用范围：各种食品中蛋白质的测定（GB 5009.5-2010《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》）。
（5）燃烧法。该法的原理是：试样在900℃～1200℃高温下燃烧，燃烧过程中产生混合气体，其中的碳、硫等干扰气体和盐类被吸收管吸收，氮氧化物被全部还原成氮气，形成的氮气气流通过热导检测仪（TCD）进行检测。该法的适用范围：蛋白质含量在10 g/100 g以上的粮食、豆类、奶粉、米粉、蛋白质粉等固体试样的筛选测定（GB 5009.5-2010《食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定》）。
（6）免疫检测法。该法的原理是：从测试样品中按照一定的程序抽提出含有目标蛋白质的基质，利用抗体与目标蛋白（抗原）特异性结合特性，通过偶联抗体与抗原抗体复合物的作用产生可检测的信号该法的适用范围是：以检测目标蛋白为基础的转基因产品定性定量检测（GB/T 19495.8-2004《转基因产品检测 蛋白质检测方法》）。（7）考马斯亮蓝法。该法的原理是：考马斯亮蓝G-250在稀酸溶液中与蛋白质结合后变为蓝色，其最大吸收波长从465 nm变为595 nm，其蓝色蛋白质染料复合物在595 nm波长下的吸光度与蛋白质含量成正比。该法适用于乳、蛋、豆类食品中蛋白质含量的测定（SN/T 3926-2014《出口乳、蛋、豆类食品中蛋白质含量的测定 考马斯亮蓝法》）。
六、关键试验内容和技术指标说明
6.1 主要仪器与设备

721G型可见分光光度计（上海仪电分析仪器有限公司），FA1004型电子天平（上海良平仪器仪表有限公司）等。
6.2 主要材料与试剂
（1）牛血清白蛋白标准溶液：准确称取100 mg牛血清白蛋白，溶于100 mL蒸馏水中，即为1000 μg/mL标准蛋白质溶液。
（2）考马斯亮蓝G-250(0.01%)染液:称取100 mg考马斯亮蓝G-250,溶于50 ml 95%乙醇中，加入85%（m/v)的磷酸100 ml,最后用蒸馏水定容至1000 ml（此溶液不宜久存，在常温中可放置1～2个月）；将定容好的染液过滤并装入棕色瓶中保存。
（3）蛋白酶K样品液：分别准确称取四种不同厂家的蛋白酶K 0.0100 g，加入pH 8.0的0.01 mol/L Tris-HCl缓冲液10 mL，配成1mg/mL蛋白酶K样品溶液。四种蛋白酶K分别来自Solarbio公司，一种国产蛋白酶K，Merck公司，Calbiochem公司。
6.3 主要试验方法
6.3.1 0～1000μg/ml蛋白质标准曲线
参考GB/T 28715-2012 分光光度法测定。
取6支10 mL具塞试管，编号后，按下表加入试剂，配制不同浓度的蛋白质标准液。
表1 0～1000μg/ml蛋白质标准曲线制作

	试管号
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	蛋白质标准液（mL）
	0
	0.2
	0.4
	0.6
	0.8
	0

	蒸馏水（mL）
	1.00
	0.8
	0.6
	0.4
	0.2
	1.0

	蛋白质含量（μg）
	0
	200
	400
	600
	800
	0

	A595
	-
	-
	-
	-
	-
	-


另取6支10 mL具塞试管，从上述各试管中分别吸取0.1 mL溶液，加入5 mL考马斯亮蓝G-250，充分混匀，室温放置2 min后用1 cm光径的比色杯在595nm 下比色测定，记录各试管的A值。以标准蛋白质含量m（μg）为横坐标，吸光度A为纵坐标，绘出标准曲线。
6.3.2 样品中蛋白质含量测定
另取两支干净的试管（做一重复），标号A、B。分别加入0.1 mL待测样品液体和5.0 ml考马斯亮蓝染液，充分混匀，室温放置2 min后，在595nm 下比色测定吸光度。由样品液的吸光度查标准曲线即可求出含量。
6.4 主要试验结果

6.4.1 蛋白质含量标准曲线

[image: image1.emf]A = 0.0007×m + 0.0006
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七、验证情况及结果分析
分别准确称取四种不同厂家的蛋白酶K 0.0100g，加入pH 8.0的0.01mol/L Tris-HCl缓冲液10 mL，配成1mg/mL蛋白酶K样品溶液。四种蛋白酶K分别来自Solarbio公司，一个国产蛋白酶K公司，Merck公司，Calbiochem公司。
计算公式：样品中的蛋白质含量（μg/g蛋白酶K）={[标线中查得的蛋白质含量（μg）] ×稀释倍数}/ [蛋白酶K质量（g）]

表2  测定结果
	样品编号
	1
	2
	3
	4

	A595
	0.106
	0.087
	0.289
	0.317

	蛋白质含量

（μg）
	150.57
	123.43
	412.00
	452.00


八、标准属性的建议
本标准属于基础通用标准，建议作为推荐性标准批准发布。
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