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羧甲基纤维素固定化胰凝乳蛋白酶的

稳定性研究
左秀凤,杨  莉

(河南职工医学院医学技术系,河南郑州 450003)

摘  要:研究以羧甲基纤维素作为载体,通过接枝后与胰凝乳蛋白酶进行偶联,通过正交实验测得酶固定化特性的最

佳方案为:接枝温度 50e ,接枝时间 10m in, 酶偶联温度 20e , 酶偶联时间 4h。所得固定化酶的热稳定性提高 5e , 最

适 pH提高到 8~ 9,具有连续操作性,在 2e 贮存放置 20d后酶活仍在 75%以上。
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  胰凝乳蛋白酶水解蛋白质、多肽、氨基酸的酯和
酰胺,特别是芳香族 L-氨基酸的羧基, 包括酪氨酸、

苯丙氨酸和色氨酸的多肽键的水解。此酶在医学上

可以制成辅料贴于伤口, 用于止血、抗炎、促进伤口

愈合等。但它容易发生降解, 因而催化效率下降,致

使药效不能很好的发挥。近几年来酶的固定化技术

的研究不断深入和发展, 酶的固定化是用物理或化

学的方法,使游离酶转变为在一定空间内其运动受

到完全约束或受到部分约束的一种不溶于水, 但仍

有活性的酶。固定化的酶以固相状态作用于底物,

进行催化反应。固定化酶与游离酶相比具有许多优

点,如在催化反应后,易于和底物、产物分离, 而且产

物不受污染, 容易精制; 酶可以反复使用,使用效率

提高,成本显著降低等
[ 3 ]
。固定化后的酶大多数情况

下的稳定性有所增加, 而且固定化酶有一定的形状

和一定的机械强度, 可以装填在反应器中长期反复

使用,便于实现生产连续化和自动化。固定化方法

很多,主要有:吸附法、共价结合法、包埋法和选择性

变性等
[ 2, 4]
。羧甲基纤维素作为天然高分子材料,因其

安全、环保等已广泛应用于酶的固定化。本文就是以

羧甲基纤维素为载体,对胰凝乳蛋白酶进行固定化,研

究固定化条件对酶活的影响,以及固定化后酶的操作

温度、操作 pH稳定性,操作次数、贮藏的稳定性。

1 材料与方法
111 材料与设备
羧甲基纤维素  购自二七有色仪器有限公司;

胰凝乳蛋白酶  购自美国 sigma公司; 二氧六环、甲

苯、丙酮、磷酸钠、碳酸钠等  均为分析纯。

DZKW- C恒温水浴锅  北京光明医疗仪器厂;

pHS- 3C型酸度计  上海第二分析仪器厂; H J- 6六联

体磁力加热搅拌器  江苏省金坛金城教学仪器厂。

112 实验方法 [ 1 ]

11211 2-氨基- 4, 6-二氯- S-三嗪的制备  在溶剂
为 1L的二氧六环和 200mL甲苯中溶有 184g氯化

氰, 向其中通入干燥的氨气 0188g, 反应在 5~ 8e 进

行, 逐渐有固体析出, 形成浓的悬浮液,抽滤,再用二

氧六环 500mL洗涤,而后经蒸发除去二氧六环,得粗

产品。再用丙酮B水 ( 1B1)溶解粗产品,减压抽滤得沉

淀, 沸水溶解,冷却至室温后待结晶得精品,备用。

11212 羧甲基纤维素氯氨- S-三嗪衍生物的制备  
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10g羧甲基纤维素 (干重 )加入到含有 1g 2-氨基- 4,

6-二氯- S-三嗪的 50mL丙酮水 ( 1B1)混合液中,在

一定的温度下搅拌一定时间, 再加入 pH8的碳酸钠

-盐酸缓冲液, 继续搅拌一定时间, 迅速用盐酸调节

pH到 710,而后抽滤,沉淀分别用丙酮水、蒸馏水、磷

酸钠洗涤至 pH710,储存于 2e 备用。
11213 酶偶联反应  将胰凝乳蛋白酶溶于水中, 使

浓度为 20mg /mL, 而后加入 015mo l/L的 pH715~ 8的

硼酸钠缓冲液, 使反应的盐浓度在 0107~ 012mo l之

间,加入用碱调 pH至 810的上述纤维素衍生物的悬
浮液,使反应的酶浓度在 7~ 15mg /mL。反应在一定

的温度和时间下搅拌进行,抽滤, 沉淀经洗涤除去未

反应的酶以及无氯离子,作为固定化胰凝乳蛋白酶。

11214 固定化酶活的测定

1121411 相对酶活的测定  采用 RVA- 3D型快速黏

度分析仪测定经固定化酶作用后大豆分离蛋白的凝

胶性,间接计算胰凝乳蛋白酶的相对酶活。

1121412 固定化酶酶活的测定 [ 1 ]  在 25e , pH 8,

1m in水解 110Lmo l的苯甲酰- L-酪氨酸乙酯的酶量

为 1单位,称为一个活性单位。

2 结果与讨论
211 酶的固定化条件的选择
经单因素实验, 选择影响酶固定化作用的主要

因素:接枝温度、接枝时间, 酶偶联的温度、酶偶联的

时间,选择合适的水平。采用 L9 ( 3
4
)正交表,安排 9

个实验, 每个实验重复 3次, 取平均值, 考察指标为

胰凝乳蛋白酶的相对酶活,见表 1,表 2。

表 1 正交实验因素水平表

水平

因素

A接枝温度

( e )

B接枝时间

( m in)

C酶偶联

温度 ( e )

D酶偶联

时间 ( m in)

1 30 5 15 4

2 40 10 20 415
3 50 15 25 5

表 2 正交实验结果与分析

实验号
因素

A B C D

相对酶活

(% )

1 1 1 1 1 5612
2 1 2 2 2 8916
3 1 3 3 3 7911
4 2 1 3 3 8118
5 2 2 1 1 9618
6 2 3 2 2 6815
7 3 1 2 2 8615
8 3 2 3 3 7319
9 3 3 1 1 9910

K 1 22419 22415 19816 25210
K 2 24711 26013 27014 24416
K 3 25914 24616 26214 23418
k
1 7510 7418 6612 8410

k2 8214 8617 9011 8115
k3 8615 8212 8715 7813
R 1115 1119 2319 517

优方案 A 3 B2 C2 D1

  由表 2可以看出,不同的固定化条件下, 所制得

的固定化胰凝乳蛋白酶的相对酶活有一定的差别,

其中 A 3B3C1D1实验的固定化酶的相对酶活最大, 为

9910%; A1B1C1D1实验的酶活最小, 为 5611%。进行

极差分析的实验结果表明, 对固定化胰凝乳蛋白酶

的相对酶活影响最大的是酶偶联温度, 其次是接枝

温度和接枝时间, 酶偶联时间影响最小。固定化酶

的最佳偶联方案为: A3 B2C2D1, 即接枝温度 50e , 接

枝时间 10m in,酶偶联温度 20e , 酶偶联时间 4m in。

在最佳偶联方案下制备固定化胰凝乳蛋白酶, 得相

对酶活是 9915% 。

212 固定化胰凝乳蛋白酶的稳定性
21211 固定化胰凝乳蛋白酶的最适反应温度和耐热
稳定性  取一定量的固定化酶和游离酶, 分别加入

pH810的 0105mo l/L的磷酸钠缓冲液, 在不同的温度

下分别处理 30m in,测定其酶活。

从图 1可以看出, 在实验条件下游离酶的最适

反应温度为 30e , 固定化后酶的最适作用温度提高

到 35e , 并且固定化酶的酶活作用温度范围扩宽。

而游离酶在高于最适温度后,随着温度增加,酶活降

低得较快,即对温度较为敏感。这可能是羧甲基纤维

素氯氨- S-三嗪衍生物与胰凝乳蛋白酶结合经固定

化后,增加了酶分子的空间构象的牢固程度,使反应

最适温度提高了 5e , 即固定化酶比游离酶的抗热稳

定性有所提高
[ 6 ]
。

图 1 固定化酶和游离酶的最适反应温度和耐热稳定性

21212 固定化胰凝乳蛋白酶的 pH 稳定性  称取一

定量的固定化酶和游离酶,分别加入不同 pH的磷酸

钠-盐酸缓冲液, 处理 30m in,测定其相对酶活。

从图 2可以看到,在实验条件下游离酶的 pH相

对稳定范围是 7~ 8, 固定化后酶的相对酶活最适 pH

提高到 8~ 9。并且,固定化酶的 pH 操作范围扩宽。

这可能是固定化后酶分子所处的微环境得以改善,

使酶的活性中心受到羧甲基纤维素氯氨- S-三嗪衍

生物的影响, 活性中心的必需基团解离状态发生了

变化,适合于偏碱性范围的催化作用
[ 5, 6]
。

图 2 固定化酶和游离酶的 pH稳定性

21213 固定化酶的操作稳定性  游离酶一次性使
用, 反应后无法从反应体系中分离出来, 又因酶的价
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格较高,所以显得浪费。固定化的酶可以从反应体系

中分离出来,进行重复使用。用 pH810的 0105mol /L的

磷酸钠缓冲液浸泡固定化酶,在 35e 放置 30m in (模

拟底物反应 ) ,重复测定固定化酶的酶活。

从图 3可以看出,连续操作 6次后的相对酶活还

保持在 70%以上,说明固定化酶可以连续使用, 减少

酶的使用成本。

图 3 固定化酶的操作稳定性

21214 固定化酶的贮存稳定性  将游离酶和固定化
酶在 0105mo l /L的磷酸钠缓冲液中 2e 贮存, 每隔

24h取样测定酶活,实验结果如图 4。

图 4 贮存时间与相对酶活的关系

从图 4可以看出,游离酶随时间的增加, 酶活力

降低得很快, 在 12d后酶活力丧失。而固定化酶放

置 20d后仍能保持 7 5%以上的酶活。这可能是由

于羧甲基纤维素氯氨- S-三嗪衍生物与酶结合后,使

酶的结构更加牢固, 不易随着存放时间的延长而变

化, 保持酶的活力。

3 结论
羧甲基纤维素固定化胰凝乳蛋白酶的最佳酶偶

联条件是:接枝温度 50e ,接枝时间 10m in, 酶偶联温

度 20e ,酶偶联时间 4h,所制得的固定化相对酶活是

9515%。又考察了最佳固定条件下胰凝乳蛋白酶的
热稳定性、pH稳定性、操作稳定性及贮存稳定性, 实

验结果表明, 胰凝乳蛋白酶经羧甲基纤维素氯氨- S-

三嗪衍生物固定化后,热稳定性提高 5e , pH 作用范

围从 7提高到 8~ 9,连续操作 6次后的相对酶活还保

持在 70%以上,固定化酶在 0105mol /L的磷酸钠缓冲

液中 2e 贮存放置 20d后仍能保持 75% 以上的酶

活, 并且固定化酶易于从反应体系中分离出来,使得

价格昂贵的酶得以反复使用。
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著。通过大量实验结果表明, 竹荪干子实体的粉碎

细度、复合酶的种类、酶解时间、加酶量、超声波破碎

等预处理条件都会对竹荪有效成分的提取率产生显

著影响, 确定了详细的预处理工艺及酶解条件, 即:

竹荪干子实体粉碎细度为 80目, 超声波 ( 45kH z)破

碎处理 20m in,复合果胶酶制剂的添加量为 011% ,酶

解时间为 1h。

通过提取工艺的优化实验, 可以看出: 料液比、

浸提温度、浸提时间等因素对长裙竹荪有效成分提

取率有直接影响,最终优化的提取工艺条件为: 浸提

时间为 8h,浸提温度为 80e ,料液比为 1B15。

抑菌实验的结果表明: 长裙竹荪子实体含有广

谱抗菌成分,特别是对细菌有明显的抑制作用, 为进

一步提取并生产纯天然生物防腐剂
[ 12]
奠定了基础,

但其有效抑菌成分的化学成分及其抑菌机理还有待

于进一步研究。
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