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摘　要:微晶纤维素经过两步活化 , 可在温和条件下实现木瓜蛋白酶固定化.用对甲基苯磺酰氯活化微
晶纤维素后 , 与乙二胺反应向载体引入有机胺基团 , 再用戊二醒处理所得的二次活化载体可在温和条件固

定木瓜蛋白酶.所得固定化酶活力为 103 U/g 载体 , 与溶液酶比较 , 热稳定性有明显提高.
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　　酶的固定化对于提高酶的稳定性 、 拓展酶的

应用领域具有非常重要的意义
[ 1]
.固定化载体表

面的亲水性有利于酶的活力保持 , 而温和的固定

化条件可减少固定化过程中的酶活力损失.微晶

纤维素具较为均匀的颗粒分布 、较好的机械强度

和良好的亲水表面 , 且廉价易得 , 是固定化酶的

较为理想的载体;但由于载体的活化和酶的固定

化条件较为严苛[ 2 , 3] , 固定化过程中有较大的酶

活力损失 , 这就限制了微晶纤维素作为固定化酶

载体的应用.本文应用二步法活化载体 , 即先用

磺酰氯活化微晶纤维素 , 然后引入有机胺基团 ,

再用戊二醛活化 , 即可在 4 ℃, pH 中性条件下

实现酶的固定化.与磺酰氯活化后直接进行酶的

固定化即一步法比较 , 二步法所得的固定化酶的

活力大为提高.

一步法和二步法活化 、固定化酶过程如下:

一步法

　　二步法

1　材料与方法

1.1　材　料

微晶纤维素 (上海试剂二厂 , 柱层析用),

对甲基苯磺酰氯 (化学纯 , 上海佘山化工厂),

戊二醛 (φ=25% in water , extra pure reagent ,

NACALAI TESQUE), 乙二胺 (分析纯 , 广东汕头

平安化工厂), 木瓜蛋白酶 (2.1 U/mg , Fluka),

酪蛋白 (ICN Biochemicals), 牛血清蛋白 (电泳

纯 , 北京红兴化学试剂厂).

753BI紫外可见分光光度计 (上海光学仪器

厂), 超级恒温水浴 (南通科学仪器厂).

1.2　蛋白浓度和酶活力测定

蛋白浓度测定.蛋白浓度测定参照文献

[ 4] , 用小牛血清白蛋白作标准曲线.

酶活力测定.以酪蛋白为底物 , 固定化酶和

溶液酶参照文献方法 [ 4] 测定酶活力.以在测

定条件下 1 min增加 0.01光吸收 (275 nm)为
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一个活力单位.

1.3　微晶纤维素的活化及固定化木瓜蛋白酶的

制备

　　一步法:①维晶纤维素预处理　称取维晶

纤维素20 g , 室温下在1 mol/L NaOH溶液中充分

搅拌使其充分溶胀 1 h.用 5倍维晶纤维素体积

的蒸馏水冲洗 3次 , 再用 5倍体积 φ=50%丙酮

水溶液和无水丙酮先后各洗涤一次.最后用 5倍

体积的干燥丙酮 (氯化钙干燥)洗涤 3 次;

②对甲基苯磺酰氯活化微晶纤维素　称取 5 g

对甲基苯磺酰氯溶于 20 mL干燥丙酮配成溶液.

将预处理过的微晶纤维素加入所配的甲基苯磺酰

氯溶液并补充适量丙酮调成糊状 , 加入 5 mL 吡

啶作催化剂.在室温下搅拌 3 h 使其充分反应.

反应完毕后用丙酮洗去微晶纤维素表面位反应试

剂 , 再用 1 mmol/L HCl溶液充分洗涤 , 再用蒸

馏水洗至中性;③木瓜蛋白酶的固定化1 g 活化

载体加到 5 mL酶浓度为 20mg/mL 的碳酸氢钠缓

冲溶液 (0.05 mol/L , pH 8.5)中 , 4 ℃下搅拌过

夜 , 然后用磷酸缓冲液 (0.1 mol/L , pH 7.1)冲

洗 , 去除载体表面未反应的游离酶.

二步法:依照一步法的步骤①对维晶纤维

素进行预处理;②用对甲基苯磺酰氯活化维晶纤

维素;③引入有机胺基团　取上 2步处理过的

维晶纤维素加入到0.01 mol/L 的乙二胺溶液 , 室

温下搅拌反应 1 h , 用蒸馏水充分洗涤至中性 ,

即得引入有机胺基的维晶纤维素;④戊二醛活化

维晶纤维素　引入氨基的维晶纤维素膜悬浮于 φ

=2%的戊二醛溶液 , 室温反应过夜.然后用磷

酸缓冲液 (0.1 mol/L , pH 7.1)冲洗除去载体表

面吸附的未反应的戊二醛;⑤瓜蛋白酶的固定

化　1 g 戊二醛活化的载体加到 10 mL 酶浓度为

20 mg/mL 的磷酸缓冲液 (0.1 mol/L , pH 7.1)

中 , 4 ℃下搅拌过夜 , 然后用磷酸缓冲液 (0.1

mol/L , pH 7.1)冲洗去除载体表面未反应的游

离酶.

2　结果与讨论

2.1　木瓜蛋白酶浓度对固定化酶活力的影响

无论是一步法活化的维晶纤维素 , 还是两步

法活化的维晶纤维素 , 在不同浓度的酶溶液中进

行酶的固定化反应 , 所得的固定化酶的活力都随

着酶浓度的增加而增大.当酶浓度达到 20 mg/

mL 时 , 固定化酶的活力达到最大 , 酶浓度的增

加对固定化酶的活力变化影响不大 (图 1).实

验结果还表明 , 无论在那种酶溶液中进行酶的固

定化反应 , 两步法所得的固定化酶活力远高于一

步法所得的固定化酶活力.酶浓度在 20 mg/mL

时 , 两步法所得的固定化酶活力为 104 U/g , 而

一步法所得的固定化酶活力仅为 49 U.这种实

验现象的解释是:用一步法活化的载体用于酶的

固定化时 , 反应必须在碱性条件下进行 (pH

8.5), 较长时间固定化反应会使酶分子大幅度的

变性失活;而用两步法活化的载体用于酶的固定

化时 , 固定化反应对酸碱条件没有任何要求 , 可

选择能使酶稳定的 pH值 (7.2)下进行固定化反

应 , 固定化过程中酶活力的损失会大为减小;其

次 , 一步法所得的固定化酶 , 酶分子直接连接在

载体上 , 大分子底物蛋白质要接近酶分子的活性

中心要克服载体造成的较大空间位阻 , 两步法所

得的固定化酶 , 酶分子通过 9个原子组成的长臂

连接在载体上 , 载体造成的空间位阻要小得

多[ 6] .

图 1　木瓜蛋白浓度对固定化酶活力的影响

Fig.1　Effect of papain concentration on

activity of immobilized papain(1g support)

★-★:immobilized papain prepared by

two_step activation method;

×-×:immobilized papain by one_step activation method

2.2　pH值对固定化酶活力的影响

取0.2 g 固定化酶 , 在不同 pH 介质中测定

其活力.实验结果表明 , 无论是一步法所得的固

定化酶 , 还是两步法所得的固定化酶 , 最适 pH

均为 6.0 ～ 7.0 , 2种固定化方法对所得固定化酶

最适 pH影响不.溶液酶的是适 pH 为 6.5 ～ 7.5

(图 2).
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图 2　pH值对固定化酶及溶液酶的活力影响

Fig.2　Effect of pH on activity of

immobilized and soluble papain

+-+:immobilized papain prepared

by two_step activation method;

■-■:immobilized papain by one_step activation method;

★-★:for soluble papain

2.3　固定化酶的热稳定性

取0.2 g 固定化酶在不同温度的 pH 7.2的磷

酸缓冲液中悬浮振荡 1 h , 然后测定酶活力.以

未作处理的固定化酶作为参照.实验结果表明

(图 3), 2种固定化方法所得固定化酶的热稳定

性都有显著提高 , 在温度 65℃处理 1 h , 2种酶

活力均保持在 58%以上 , 而溶液酶的活力则低

于30%.

通过两步活化微晶纤维素进行木瓜蛋白酶的

固定化 , 由于反应条件温和 , 所得的固定化酶活

力较高.由于微晶纤维素具有良好的柱层析性

能 , 由这种方法固定适当的生物配体 , 可用于亲

合柱层析.从理论上讲 , 本文所涉及的方法也可

用于其它富含羟基的载体的活化.

图 3　固定化酶和溶液酶的热稳定性
Fig.3　Thermal stability of immobilized and soluble papain

+-+:immobilized papain prepared

by two_step activation method;
■-■:immobilized papain prepared

by one_step activation method;
★-★:soluble papain
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Activation of Microcrystalline Cellulose by Two_step Method

and Its Use in Immobilization of Papain

GUO Gang_jun , MA Lin , XIE Wen_lin , CHEN Guo_xiong , GU Lian_quan

(School of Chemistry and Chemical Engineering , Zhongshan University , Guanzhou 510275 , China)

Abstract:Immobilized papain was prepared using microcrystalline cellulos as support which was activated by two_

step method.The microcrystalline cellulose was first activated with p_toluenesulfonyl chloride , followed by coupling

with ethyl diamine.After treated with glutaraldehyde , papain was immobilized to the support.Immobilized papain

was obtained with activity 103 U/g support and high stability.
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