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金属螯合载体定向固定化木瓜蛋白酶的研究
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摘 要 以磁性金属螯合琼脂糖微球为载体，利用金属螯合配体（KP;E?=! R ）与蛋白质表面供电子氨基酸相互作用的原理，定

向固定了木瓜蛋白酶。固定化最适条件为 ?=! R "S# T "$U ! /’(VA 载体、固定化时间 QB、固定化 -WFS$、给酶量 G$/AVA 载体。固

定化酶的最适反应温度 F$X、最适反应 -W:S$，固定化酶的热稳定性明显高于溶液酶，固定化酶活力回收为 D:SQY，且有较好

的操作稳定性，载体重复使用 # 次后固定化酶酶活为首次固定化酶 F%SF"Y。
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固定化酶是 !$ 世纪 D$ 年代开始发展的一项技

术，它对提高酶的稳定性，拓展酶的应用领域具有非

常重要的意义［"］。目前用于固定化酶的方法主要有

物理吸附、化学偶联、交联、凝胶包埋和微胶囊法等。

但这些常用固定化方法普遍存在固定化使用试剂和

载体成本高，固定化过程中酶的构象受到影响及底

物结合部位和活性中心受载体封闭所引起的酶活损

失较大，固定化操作过程繁琐等缺点，限制了固定化

酶的产业化应用［!］。针对当前固定化酶载体和方法

的不足，开发和研究成本低或重复利用性好的载体，



减少固定化过程中酶活损失，并简化操作工艺的载

体和方法一直是酶固定化领域的研究热点。

金属螯合亲和层析（!""#$%&%’( )’*+& !#, -..%,%*/
012#"+*#32+41/，简称 !)-0），是近 56 年发展起来的

一项分离技术。它利用金属螯合配体与蛋白质表面

的供电子氨基酸7组氨酸的咪唑基，半胱氨酸的巯醇

基等（其中以组氨酸最为重要）以配位作用紧密结合

的原理，从而对蛋白质进行分离，纯化［5］。金属螯合

载体对固定到表面的蛋白质构象影响小［8］，且载体

可以重复利用，若将这种技术应用于固定化酶，有望

克服目前常用固定化载体和方法的一些不足。

木瓜蛋白酶［90 5:8:;;:;］是一种来源广泛的巯

醇类植物蛋白酶，侧链存在供电子氨基酸（组氨酸7
<=），具备与金属螯合配体相结合的条件。木瓜蛋白

酶在酶动力学和结构学上都已得到深入的研究［>，?］，

并且在各种载体上的固定化国内外也有广泛研究，因

此很合适作为评测酶固定化方法效率的模式酶。

本文利用金属螯合配体与蛋白质相结合的原

理，选用磁性琼脂糖7亚氨基二乙酸（!@-）70A; B 做为

金属螯合载体，定向固定了木瓜蛋白酶，并对固定化

条件和酶学参数进行了深入研究，为这种技术广泛

应用于固定化酶奠定了基础。

! 材料与方法

!"! 材料、试剂与仪器

木瓜蛋白酶（C%3"+）、盐酸半胱氨酸（DD!）、亚氨

基二乙酸（!@-，DD!）、9@E-（DD!）、F’5G8 磁流体（自

制）、琼脂糖，C4+,7<6、0A0&;·;H;G、三氯乙酸、环氧氯

丙烷、硼氢化钠、甲苯、三氯甲烷等其它试剂均为市

售分析纯。实验用水为双蒸水（((H;G）。

IJK>= L@ 型紫外可见分光光度计（上海分析仪

器总厂）、LFI7;6;0 原子吸收分光光度计（北京分析

仪器厂）、<>7; 型恒温磁力搅拌器（江苏环保仪器

厂）、-D;6879 型电子分析天平（)’**&’2）、MD7=6 型酸

度计（C+2*#2%AN）。

!"# 载体的制备与酶的固定化

!"#"! 载体的制备：磁性琼脂糖微球采用反相悬浮

包埋法制备。将 K;"O 甲苯和 ;<"O 三氯甲烷混匀

后加入三颈瓶，加入 =:6"O C4+,7<6 混匀，>6P水浴

加热，在快速搅拌下将 ?Q的琼脂糖溶液（=:>3 琼脂

糖粉溶于 ;>"O F’5G8 磁流体）缓慢加入三颈瓶中，

继续快速搅拌，使琼脂糖在有机相中分散均匀，减慢

搅拌速 度，自 然 冷 却，过 滤，用 乙 醚 清 洗 5 次，用

((H;G 大量冲洗，湿态筛分得到 ?6 目的磁敏性琼脂

糖微球。

取 =>3 ?6 目的载体置于 56"O ;"#&RO S+GH 溶

液中，加入 ==6"3 硼氢化钠，5"O 环氧氯丙烷于 5KP
摇床中振荡，在以后的 ;1 内陆续滴加 =>"O S+GH
和 T"O 环氧氯丙烷，总反应时间为 ;81。反应结束

后，以大量 ((H;G 冲洗微球，于 ((H;G 中浸泡 =;1。

将充分洗涤过的载体加入到 86"O ;"#&RO S+;0G5 溶

液中，加入 ;:>3 !@-，于 5KP摇床中振荡 ;81，反应

结束后，以大量 ((H;G 冲洗，浸泡过夜，载体保存于

8P((H;G 中备用。

取 !@- 化的琼脂糖载体加入一定量的 0A0&; 溶

液，室温下振荡，随后以大量 ((H;G 洗涤，即得琼脂

糖7!@-70A; B 螯合载体。利用原子吸收分光光度法

测定上清 0A; B 浓度，计算载体吸附 0A; B 的量。

!"#"# 酶的固定化：取螯合载体，加入木瓜蛋白酶

（溶于 6:="#&RO 磷酸缓冲液（MDC），4HK:6）室温下

振荡 8 1，用 6:="#&RO MDC（含 ="#&RO S+0&）洗涤数次

至上清中检测不到酶活，即得固定化的木瓜蛋白酶。

!"$ 载体的重复利用

载体的再生：将使用多次的固定化酶加入洗脱

液（6:="#&RO MDC 含 6:="#&RO 9@E- ，="#&RO S+0& ）

室温下振荡 =1，再用 6:="#&RO MDC（含 ="#&RO S+0&）
冲洗 5 次，最后以 ((H;G 多次洗涤。再生载体对酶

的再次固定化同上述（=:;:;）操作。

!"% 酶活测定

酶活测定采取紫外分光光度法［K］。以 ="%, 内

催化酪蛋白水解生成 =!3 酪氨酸的酶量定义为一个

活力单位（A）。

固定 化 酶 活 的 测 定：在 固 定 化 酶 中 加 入 ="O
6:="#&RO MDC，86P预热，加入 >"O 86P预热的 6:?Q的

酪蛋白 MDC 溶液，86P反应 =6"%,，加入 =6Q三氯醋酸

;"O，摇匀静置 ;6"%, 后过滤，取滤液测定 !";K>。

溶液酶活力测定：将酶溶于 6:="#&RO MDC 中，取

="O 按上述方法测定溶液酶活力。

为便于考察变量（给酶量、4H、温度等）对酶活的影

响，以同组实验中酶活最高值为 =66，进行数据处理。

# 结果与讨论

#"! 固定化酶的制备

#"!"! 载体吸附 0A; B 的量对固定化酶的影响：取

!@- 化的载体，改变加入 0A; B 的量（6:> U =6V ; W K U
=6V ;"#&R3 载体），制备吸附不同 0A; B 量的螯合载体，

6TK #$%&’(’ )*+,&-. */ 0%*1’2$&*.*34 生物工程学报 ;66>，J#&:;=，S#:>



再以此金属螯合载体固定木瓜蛋白酶，测固定化酶

活及载体的载酶量，结果见图 !。

图 ! 载体吸附 "#$ % 的量与固定化酶活

及载酶量的关系

&’()! *+,-#.+/. 0, 1’,,.2.+3 4204023’0+ 0, "#$ %

5+1 /522’.26 0+ 2.-53’7. 5/3’7’38 5+1 5160243’7. .+98:.

从图 ! 可见，随着 *;< 化载体对 "#$ % 固定量的

增大，固定化酶的酶活先升高后降低。当 "#$ % = 载

体 > !?@ A !BC $ :0-·(C ! 时，酶活随给 "#$ % 量的增加

而增加，这是因为琼脂糖D*;< 只有在结合了 "#$ % 后

才能以配位作用固定酶，随给 "#$ % 量的增加载体表

面固定木瓜蛋白酶的位点增多，导致载酶量增加而

引起酶活上升；当 "#$ % = 载体 E !?@ A !BC $ :0-·(C !

时，载体表面的 *;< 逐渐被 "#$ % 饱和至过饱和，载

体的载酶量达到并稳定在最大值，但被琼脂糖D*;<
载体过量吸附的 "#$ % 在随后的酶反应过程中溢出

至溶液中抑制了木瓜蛋白酶的活性，所以在 "#$ % =
载体 E !?@ A !BC $ :0-·(C ! 时，酶活随给 "#$ % 量的增

加而减少。在以后的实验中，加入的量为 "#$ % !?@
A !BC $:0-F( 载体，这样可以保证载酶量又可以消除

"#$ % 对酶的抑制作用，此时载体吸附 "#$ % 的量为

"#$ % B?@ A !BC $:0-F( 载体。

!"#"! 固定化时间的影响：取金属螯合载体，加入

木瓜蛋白酶溶液，不同时间测定上清蛋白及被 GHI
洗脱下来的蛋白质的量，计算载体载酶量。

从图 $ 可以看出，载体的载酶量随固定化时间

的延长而增加，JK 达到最大值并趋于稳定，可达到

酶 LM?B!:(F( 载体，载体的载酶量较大。在以下的

固定化实验中固定化时间均采用 JK。

!"#"$ 4N 对固定化酶的影响：在不同 4N（@ O M）的

磷酸缓冲液中制备固定化酶，缓冲液的 4N 值与载

体的载酶量关系见图 P。

从图 P 可以看出，载体的载酶量随 4N 值的增大

而增加，4N Q 时饱和。根据价键理论，蛋白质与金属

图 $ 固定化时间对载酶量的影响

&’()$ R+,,./3 0, ’::0S’-’953’0+ 3’:.
0+ 5160243’7. .+98:.

的螯合是通过蛋白质表面的氨基酸上的给电子原子

（组氨酸的 T 原子）的孤对电子与金属离子上的空杂

化轨道结合形成的，而氢原子也可以提供空轨道，因

此会与金属离子竞争蛋白质表面的孤对电子，4N 值

越低（氢离子浓度越高），它的这种竞争就越强烈，所

以随着 4N 的增加，载体的载酶量也随之增加。

图 P 固定化反应介质 4N 值对载酶量的影响

&’()P R,,./3 0, 4N 0+ 5160243’7. .+98:.

!"#"% 给酶量对固定化酶的影响：取金属螯合载

体，通过改变给酶量得到不同给酶量的固定化酶，测

固定化酶酶活与固定化率。结果如图 J。

从图 J 可以看出，给酶量为 !B:(F( 载体时，酶

的固定化率最高，随着给酶量的增大，载体上金属螯

合配体结合位点逐渐饱和，固定化率逐渐降低，与此

相反，所得的固定化酶的活力逐渐增加。根据以上

结果，在 固 定 化 酶 的 制 备 实 验 中，每 次 给 酶 量 为

PB:(F( 载体，这样就能以较低的给酶量得到较高活

力的固定化酶和较高的固定化率。固定化酶的相对

活力为 U@V，固定化酶的活性为 QQJ@#F(，所得固定

化酶的活力回收为 UL?JV，明显高于国内外的报道

（P$V O @$V）［L］。

!"! 固定化酶的性质

!"!"# 固定化酶的最适反应温度：取固定化酶与适

!MQ刘琳琳等：金属螯合载体定向固定化木瓜蛋白酶的研究



图 ! 给酶量与酶活及固定化率的关系

"#$%! &’’()* +’ *,( -.*#+ +’ (/012( ./3 ).--#(-4
+/ -(5.*#6( .)*#6#*1 ./3 .34+-7*#6( (/012(

当稀释的溶液酶于不同的温度（!8 9 :8;）下分别测

定其酶活，结果（图 <）表明固定化酶在 =8;时酶活

力最高，较溶液酶的最适反应温度（>8;）高。这可

能是因为固定化过程稳定了酶分子的构象，提高了

酶的变性温度。

图 < 酶活力与温度的关系

"#$%< &’’()* +’ *(27(-.*?-( +/ -(5.*#6( .)*#6#*1
+’ 4+5?@5( ./3 #22+@#5#0(3 (/012(

!"!"! 固定化酶的热稳定性：取固定化酶和适当稀

释的溶液酶，不同温度下保温 A82#/，测定酶活力，

结果（图 >）表明固定化酶有良好的热稳定性。

!"!"# 固定化酶的最适反应 7B 值：取固定化酶和

适当稀释的溶液酶分别在不同 7B 值（>C8 9 :C<）条

件下测定酶活力，结果见图 =。

从图 = 可见，固定化酶的最适 7B 为 :C8，较溶

液酶（=C8）高出 D 个单位。原因可能为载体经活化

后，表面带羧基，是一种带负电荷载体，载体会吸附

溶液中阳离子（包括 BE ）使其附着于载体表面，结

果使固定化酶扩散层偏酸，这样外部溶液中的 7B
必须向碱性偏移，才抵消微环境作用，使其表现出酶

的最大活力。

!"!"$ 米氏常数的测定：取一定量的固定化酶和溶

图 > 酶的热稳定性

"#$%> F,(-2.5 4*.@#5#*1 +’ (/012(

图 = 7B 对酶活力的影响

"#$%= &’’()* +’ 7B +/ -(5.*#6( .)*#6#*1 +’
4+5?@5( ./3 #22+@#5#0(3 (/012(

液酶，在 7B=C8，!8;下，选用不同的底物浓度，测量

相应酶促反应的初速度（!"G=< ），用双倒数作图法，

分别求其米氏常数，结果如图 : 所示。溶液酶的米

氏常数（#2）为 DC!D2$H2I，固定化酶的米氏常数为

ACJ<2$H2I，说明固定化酶对底物的亲和力低于溶液

酶。

图 : 酶的 I#/(K(.6(-LM?-N 曲线

"#$%: I#/(K(.6(-LM?-N 75+* +’ 4+5?@5(
./3 #22+@#5#0(3 7.7.#/

原因可能为，固定化酶的米氏常数 #2 与载体

的带电性质相关［J］。底物酪蛋白（7O !C>）在反应体

系中带负电荷，与载体电荷性质相同，在固定化酶微

GJ= $%&’()( *+,-’./ +0 1&+2(3%’+/+45 生物工程学报 G88<，P+5CGD，Q+C<



环境中底物浓度较低，因此固定化酶需要较高的底

物浓度才可达到最大反应速度，固定化酶的 !! 值

高于溶液酶的 !! 值。

!"!"# 固定化酶的操作稳定性：取 "#$% 固定化酶，

加入 $&!’ "#() 的 酪 蛋 白 *+, 溶 液，-". 反 应

$"!/0，磁场下分离固定化酶，*+, 洗涤。重复以上

步骤直至得到重复反应 ( 次的固定化酶，测定酶活

力的 结 果 表 明：使 用 ( 次 后，酶 剩 余 活 力 保 持 在

1&)左右，说明该固定化酶有较好的操作稳定性。

!"$ 载体的重复利用

从表 $ 可以看出载体在重复利用 & 次后，仍可

达酶 1&#$!%2% 载体，酶活为首次固定化酶酶活的

13#1$)，说明载体的重复利用性较好。

表 % 载体的重复利用与载酶量及固定化酶活力的关系

&’()* % +,,-(.)./’0.-1 ’12 3*.,,-(.)./’0.-1 -4
5’5’.1 -1 ,*0’) 67*)’0.18 ,’81*0.6 6’33.*39
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$ 讨论

以金属螯合载体固定木瓜蛋白酶，在固定过程

中用高盐洗脱液将以静电作用吸附在载体表面的酶

蛋白洗脱下来，只剩余以配位作用与载体结合的酶，

载体再生时的洗脱液成份（含 ?MIN，高盐）及 @O 对

固定化酶的影响曲线（图 L）也说明了酶和载体是以

配位作用结合的，这种作用使酶与载体结合牢固。

以金属螯合载体固定化木瓜蛋白酶，固定化过

程不使用交联剂，避免了交联剂的使用对酶分子造

成的化学损伤，酶以配位作用固定在载体上更大程

度上保持酶分子的天然构象，可以更大限度保留酶

活；同时用金属螯合载体固定木瓜蛋白酶实质上实

现了 对 木 瓜 蛋 白 酶 的 定 向 固 定 化（ >/A7P>@7;/:/;
/!!96/=/QBA/90），根据木瓜蛋白酶的立体结构图（LM
H9!B/0>，*56R7H）分析，木瓜蛋白酶表面只有一个组

氨酸（O/>PG$），且远离酶的活性中心，将其固定在载

体上时，载体通过对木瓜蛋白酶的特定位点（O/>P
G$）作用，使木瓜蛋白酶在载体表面形成一种高度有

序的酶分子的二维阵列，载体对酶的作用位点远离

催化活性中心，酶的活性中心朝向溶液方向，底物能

充分接近活性中心，所以固定化酶酶活力回收高

（(G#-)）。

综上所述，在使用金属螯合载体定向固定化木

瓜蛋白酶时，固定化反应条件温和，对酶的高级结构

影响小，酶活回收高；固定化酶的热稳定性明显提

高；载体的载酶量大；载体的再生、酶的固定化过程

操作简单；固定化酶及载体可多次重复利用，固定化

酶生产成本低。因此，该技术在工业上具有广泛的

应用前景。
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