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氧化硅介孔泡沫材料固定木瓜蛋白酶的研究
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摘 要：以氧化硅介孔泡沫材料（ＳｉｌｉｃｅｏｕｓＭｅｓｏｃｅｌｌｕｌａｒＦｏａｍ，ＭＣＦ）为载体对木瓜蛋白酶进行了固定，并对固定化酶的性
能和影响因素以及酶的稳定性作了系统的研究．结果表明，木瓜蛋白酶在ＭＣＦ上能获得较大的负载量（３３４ｍｇ／ｇＭＣＦ）．
固定化木瓜蛋白酶的最适反应温度较游离酶提高了１０℃，最适ｐＨ向碱性方向偏移０．５个单位．固定化木瓜蛋白酶的
米氏常数（Ｋｍ）为６．９９×１０－３ｍｏｌ／Ｌ，在八批次操作后酶活保留６５．１％．在４℃条件下放置６０ｄ后，固定化酶的剩余活
性仍保持７５％以上，而游离酶的活性只有初始活性的５３．６％．与游离酶相比，固定化木瓜蛋白酶的ｐＨ稳定性、热稳
定性、操作稳定性和储藏稳定性都有明显改善，有利于酶的重复使用和储藏．介孔泡沫材料是一种良好的木瓜蛋白酶
固定载体．
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ｔｈａｔｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｐａｐａｉｎｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｏｎＭＣＦｍａｔｅｒｉａｌｒｅａｃｈｅｓ３３４ｍｇ／ｇＭＣＦ．ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｐＨａｎｄｒｅａｃ
ｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎａｒｅ７．５ａｎｄ５０℃，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＭｉｃｈａｅｌｉｓｃｏｎｓｔａｎｔ（Ｋｍ）ｏｆ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎｉｓｄｉｓｃｌｏｓｅｄａｓ６．９９×１０－３ｍｏｌ／ＬｂｙｔｈｅＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔａｔ３７℃．Ｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｐａｐａｉｎｗｉｔｈ６５．１％ ｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｍａｉｎｅｓａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｉｎｇｔｈｅｃａｔａｌｙｓｉｓｏｆｃａｓｅｉｎｆｏｒ８ｔｉｍｅｓ．Ａｆｔｅｒｓｔｏｒｅｄａｔ
４℃ ｆｏｒ６０ｄ，ｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎｒｅｔａｉｎｅｓ７５％ ｏｆｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｆｒｅｅｐａｐａｉｎｏｎｌｙｒｅｔａｉｎｓ
５３．６％．ＴｈｅｐＨ，ｔｈｅｒｍａｌ，ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ，ｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅａｒｅｉｍｐｒｏｖｅｄｄｕｅｔｏ
ｔｈｅｌａｒｇｅｐｏｒｅｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｓｈｉｅｌｄｏｆｔｈｅｍｅｓｏｐｏｒｅｓｏｆＭＣＦ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄａｓｅｘｃｅｌ
ｌｅｎｔｓｕｐｐｏｒｔｓｆｏｒｐａｐａｉｎｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｉｌｉｃｅｏｕｓｍｅｓｏｃｅｌｌｕｌａｒｆｏａｍ；ｐａｐａｉｎ；ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ；ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

　　木瓜蛋白酶（Ｐａｐａｉｎ，ＥＣ３．４．２２．２）是一种硫基
蛋白水解酶，具有很强的蛋白水解活力，能催化水解

肽键、脂键、酰胺键等，又含凝乳、溶菌、脂解及蛋白

合成等功能，在轻纺、食品、医药等工业领域中应用

广泛［１２］，在食品中，用于肉类嫩化、啤酒澄清、饲料

添加剂，饼干松化剂和鱼类加工等；在工业上，用于

明胶制造、蚕茧脱胶、皮革脱毛等；在医疗方面，用于

驱除肠道寄生虫的片剂，用于治疗消化不良、各种炎

症和水肿，防止腹膜粘连，处理血检及创伤脱痂等；

此外它还用于研究蛋白质结构，合成生物活性短肽

等［３］．但是游离的木瓜蛋白酶稳定性较差，并且使用
后分离纯化较困难，这大大降低了其使用效率［４］，为

了解决这些问题，人们对该酶的固定化进行了研究．
番木瓜在我国有着大面积的栽培，在现代人类社会

日益追求“绿色天然产品”的趋势下，它具有诱人的

开发前景．随着科学技术的发展，对木瓜蛋白酶的固
定化研究，特别是对其固定化载体的研究开发，将会

加快木瓜蛋白酶的工业化应用步伐，从而带动相关
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产业的发展［５］．
自从１９９２年 Ｂｅｃｋ［６］和 Ｋｒｅｓｇｅ［７］等首次报道了

介孔氧化硅材料 Ｍ４１Ｓ以来，具有均一可调的介孔
孔径、稳定的骨架结构、易于修饰的内表面和高比表

面积的各个系列的介孔材料（ＭＣＭ、ＳＢＡ、ＰＭＯｓ、
ＭＳＵ、ＫＩＴ、ＪＬＵ、ＦＤＵ等）相继被合成出来，这些具有
优异性能的无机介孔材料克服了微孔沸石分子筛孔

径尺寸不足的限制，在酶固定领域受到众多研究者

的关注［８１１］．其中 ＭＣＦ是一种具有超大三维介孔和
热稳定性的新型材料，其孔径约在２０～５０ｎｍ，是目
前所合成的介孔材料中孔径最大的一类材料［１２１３］．
相对于具有较小孔径的 ＭＣＭ４１和 ＳＢＡ１５等二维
直孔道介孔材料，ＭＣＦ大而可调的孔径、较大的孔
容及特殊的三维泡沫状结构，不仅加大了酶蛋白分

子的负载量，而且有利于反应物和溶剂分子在孔道

中的扩散，同时其孔与孔相连接的特殊的窗口结构

降低了酶蛋白分子在应用中的泄露现象，在酶的固

定方面具有较大的应用前景［１４１５］．本工作合成了
ＭＣＦ材料，将木瓜蛋白酶组装到其孔道中，并对固
定化酶的性能和影响因素以及酶的稳定性做了系统

研究．

１　实验

１．１　氧化硅介孔泡沫材料的制备与表征
在１０ｍＬＨＣｌ（３７％）和６５ｍＬ去离子水的酸性混

合液中加入 ２．０ｇ表面活性剂 Ｐ１２３（Ｍａｖ＝５８００，
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｐａｎｙ）和２．０ｇ扩孔剂
１，３，５三甲苯（ＡｌｄｒｉｃｈＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｐａｎｙＩｎｃ），在
４０℃中搅拌２ｈ直至溶液混合均匀，然后滴加４．６ｍＬ
的硅源正硅酸乙脂（广东汕头市西陇化工厂），继续

搅拌 ２４ｈ．将混合溶液倒入聚四氟乙烯瓶中，于
１００℃高压釜中水热晶化２４ｈ，然后用砂芯漏斗抽滤
产物，并依次用无水乙醇、蒸馏水各洗涤３次，室温
干燥，最后在马弗炉中加热到５００℃煅烧６ｈ除去表
面活性剂．采用日本 ＪＥＯＬＪＥＭ２０１０型透射电镜观
察介孔材料结构；氮气吸附 脱附实验在液氮温度

（－１９６℃）下进行，由美国 ＭｉｃｒｏｍｅｒｉｔｉｃｓＡＳＡＰ２０２０
比表面和孔隙度分析仪自动完成，测定前将样品在

真空下２００℃预先脱气５ｈ．
１．２　木瓜蛋白酶的固定

用磷酸缓冲液（ｐＨ＝７．０）配制质量浓度为
１ｍｇ／ｍＬ的木瓜蛋白酶（ＳｉｇｍａＰ３２５０）溶液，取３０ｍｇ
ＭＣＦ加入到３０ｍＬ酶液中于４℃冰箱中搅拌吸附５ｈ，
混合液以４０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心５ｍｉｎ，保留上清液，
沉淀用磷酸缓冲液洗涤，直到溶液中检测不到蛋白

酶为止．将洗脱液与上清液混合形成剩余酶液，测定

剩余酶液的浓度就可以计算负载在 ＭＣＦ上的木瓜蛋
白酶量，最后将离心所得沉淀放入冰箱中干燥得到

固定化酶．
１．３　酶活的测定

酶活的定义是在 ｐＨ＝７．０和３７℃条件下，１ｍｉｎ
内每毫克木瓜蛋白酶分解酪蛋白（Ｃａｓｅｉｎ）产生１μｍｏｌ
酪氨酸作为一个活力单位（Ｕ）．具体步骤如下：向
５ｍＬ浓度为１ｍｇ／ｍＬ游离酶液（或者３０ｍｇ固定化酶）
中加入 ５ｍＬ激活剂（２ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｌ半胱氨酸和
１ｍｍｏｌ／Ｌ的乙二胺四乙酸在ｐＨ７．０磷酸缓冲液中的
混合液），置于３７℃水浴中１０ｍｉｎ，然后向混合液中
加入５ｍＬ浓度为５ｇ／Ｌ的底物酪蛋白溶液，反应５ｍｉｎ
后加入５ｍＬ５ｗｔ％的三氯乙酸溶液终止反应，离心分
离后用美国ＴｈｅｒｍｏＥｖｏｌｕｔｉｏｎ６００紫外分光光度计在
２７５ｎｍ处测定酪氨酸的浓度（根据预先在 ２７５ｎｍ处
测定的酪氨酸标准曲线，相关系数为０．９９９７），从而
计算得到游离酶和固定化酶的活力．
１．４　ｐＨ、温度对固定酶活力的影响

恒定其它条件，按照酶活力测定的方法，测定游

离酶和固定化酶在不同温度、不同 ｐＨ条件下的活力
（以酶活最高者为１００％），研究温度和ｐＨ对游离酶
和固定化酶活性的影响．
１．５　酶的稳定性实验

将游离酶和固定化酶放置于不同ｐＨ的缓冲溶液
２４ｈ，然后进行活力测定，研究酶的ｐＨ稳定性．将游
离酶和固定化酶放置于５０℃的缓冲溶液（ｐＨ＝７．０，
０．１ｍｏｌ／Ｌ）中，间隔一段时间测定其活性，研究酶的
热稳定性．将已测定酶活的固定化酶用去离子水洗
涤，抽滤，测定上清液中酶蛋白的含量，重复上述操

作，比较多次测定结果，由酶蛋白的脱落程度来比较

固定化酶的操作稳定性．最后，将固定化酶储藏于
４℃的冰箱中，间隔一段时间测定其活力，研究其活
力与储藏时间的关系，即固定化酶的储藏稳定性．
１．６　米氏常数Ｋｍ的测定

分别用１．００、１．２５、２．５０、３．７５、５．００ｇ／Ｌ的酪蛋
白磷酸缓冲溶液为底物在ｐＨ＝７．０和３７℃条件下测
定游离酶和固定化酶的活力，从而计算出米氏常数

Ｋｍ的值．

２　结果与讨论

２．１　介孔泡沫材料的结构及酶固定化
从介孔泡沫材料的 ＴＥＭ图（图１）可以看出，所

合成的ＭＣＦ具有较大的孔径（＞２０ｎｍ），孔与孔之间
由较小的窗口相连通，没有规则的介观结构，呈现泡

沫状结构，这与文献［１３］报道的一致．

３０７
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图１　介孔泡沫材料的ＴＥＭ图像
Ｆｉｇ．１　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＭＣＦｓａｍｐｌｅ

　　从图２木瓜蛋白酶固定前后 ＭＣＦ材料的吸附
脱附等温线中可以看出，固定前后样品都具有典型

的第ＩＶ类等温线和 Ｈ１型滞后环，这表明酶蛋白的
进入并未破坏ＭＣＦ的介孔骨架结构，但由于酶蛋白
部分地填充了ＭＣＦ的孔道，导致比表面积和孔容都
减小．比表面积从４６９ｍ２／ｇ降低到９５ｍ２／ｇ，孔容从
１．５２ｃｍ３／ｇ降低到０．２６ｃｍ３／ｇ，说明大量酶分子成功
组装进了ＭＣＦ的孔道中．由于木瓜蛋白酶分子尺寸
为３．５ｎｍ×３．５ｎｍ×３．７ｎｍ，与所得介孔泡沫材料
ＭＣＦ窗口尺寸（５．６ｎｍ）相互匹配，一方面，酶分子通
过这些小窗口能快速进入孔道内部；另一方面，当吸

附达到饱和后，这些小窗口又起到降低酶泄露的作用．
木瓜蛋白酶在 ＭＣＦ载体上的负载量达到 ３３４ｍｇ／ｇ
ＭＣＦ，其较高的负载量可归因于 ＭＣＦ三维泡沫结构
及其较大的孔容（ｄ＝２９．７ｎｍ，Ｖ＝１．５２ｃｍ３／ｇ）．
２．２　ｐＨ、温度对固定酶活力的影响
　　从图３可以看出，固定化酶的最适ｐＨ值为７．５，
较游离酶向碱性方向移动了０．５个ｐＨ值单位．这可

图２　酶固定化前后ＭＣＦ的吸附 脱附等温线

Ｆｉｇ．２　Ｎ２ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｓｏｔｈｅｒｍｓｏｆＭＣＦａｎｄｐａｐａｉｎｉｍ
ｍｏｂｉｌｉｚｅｄＭＣＦ（ｐａｐａｉｎＭＣＦ）

能是由于ＭＣＦ内表面含有丰富的羟基，带负电，载
体会吸引反应液中的氢离子到其附近，产生 Ｈ＋浓度
梯度；另外，酪蛋白的水解产物是含有酚羟基的酪氨

酸酸性产物，产物的扩散活动受到介孔材料内部微

环境的约束和限制，以至在介孔孔道里出现局部的

ｐＨ浓度梯度．所以，越靠近微环境表面的地方，ｐＨ
值越低，这时外部环境的 ｐＨ值就要提高一点，这样
才能抵消微环境的这种作用，使酶达到最适 ｐＨ，充
分发挥其催化功能．

由图４可以看出，固定化酶的最适反应温度为
５０℃，较游离酶升高了１０℃，当温度超过５０℃时，随
着温度的升高，游离酶的活性下降很快，而固定化酶

的活性则下降得相对较慢，这说明固定化酶受温度

的影响较小．固定化酶的酶分子受到介孔骨架的屏
蔽作用，另外酶分子与孔道内壁上的羟基之间的氢

键作用使其构象的稳定性有了一定程度的提高，从

而导致固定化酶的活性受到温度的影响相应减小．

图３　ｐＨ对酶活性的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｅｅｐａｐａｉｎａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｐａｐａｉｎ

图４　温度对酶活性的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｒｅｅｐａｐａｉｎａｎｄｉｍ
ｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎ
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２．３　固定化酶的ｐＨ稳定性和热稳定性
从图５可以看出，在ｐＨ为 ６．０～８．５的范围内，

固定化酶的活力保持在８０％以上，并且在碱性条件
下，随ｐＨ的变化没有游离酶明显，耐碱性能增强，
酶经过固定化后，其 ｐＨ稳定性有了一定程度的改
善．ＭＣＦ的表面有许多羟基，对孔道中的溶液ｐＨ起
到缓冲作用，使得孔道内溶液与外部的主体溶液相

比，其ｐＨ变化范围要窄一些，这可能是固定化酶ｐＨ
稳定性升高的原因．

从图６可以看出，在５０℃、０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲溶
液中放置４０ｍｉｎ后，游离酶的活性只有最初的７０％
左右，而固定化酶在同样条件下放置４０ｍｉｎ后，其活
性仍在最初的９０％以上，可能是由于酶的固定化抑
制了酶在孔道中的聚集或构象转变，热稳定性有了

很大程度的改善．
２．４　固定化酶的操作稳定性和储藏稳定性

从图７中可以看出，经过前两批次的反应后，酶
活下降得较多，可能是载体表面吸附着游离的木瓜

图５　游离酶和固定化酶的ｐＨ稳定性
Ｆｉｇ．５　ｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｆｒｅｅｐａｐａｉｎａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎｉｎｃｕ
ｂａｔｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｂｕｆｆｅｒ（０．１ｍｏｌ／Ｌ）ａｔ２５℃ ｆｏｒ２４ｈ

图６　游离酶和固定化酶的热稳定性
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｆｒｅｅｐａｐａｉｎａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎ０．１ｍｏｌ／Ｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔ５０℃

蛋白酶，还有在离心和洗涤过程中，固定在 ＭＣＦ孔
道口的木瓜蛋白酶脱落下来导致总体酶活下降；而

接下来的几个批次酶活相差不大．八批次后酶活保
留６５．１％，说明吸附在载体上的木瓜蛋白酶基本没
有脱落，固定化酶的操作稳定性较好．

从游离酶和固定化酶的储藏稳定性随时间的变

化曲线（图８）可以看出，在４℃条件下放置６０ｄ后，
固定化酶的剩余活性仍保持７５％以上，而游离酶的
活性只有初始活性的５３．６％．结果表明，与游离酶
相比，固定化酶的储藏稳定性有了很大程度的改善．
２．５　米氏常数（Ｋｍ值）

米氏常数是酶的特征常数（它与温度、ｐＨ值和酶
的性质有关，与酶浓度无关），表明酶与催化底物的

亲和性大小．由于载体内部介孔孔道的影响，固定化
酶与底物酪蛋白的亲和力会发生变化．

按ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数曲线法（图９）求得的固
定化木瓜蛋白酶的米氏常数Ｋｍ为６．９９×１０－３ｍｏｌ／Ｌ，
稍大于游离酶的６．７１×１０－３ｍｏｌ／Ｌ，说明固定后木瓜
蛋白酶与底物的亲和力变化较小，这是由于

ＭＣＦ的大孔径及特殊的三维泡沫状结构，对孔道内

图７　固定酶的操作稳定性
Ｆｉｇ．７　Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎ

图８　游离酶和固定化酶的储藏稳定性
Ｆｉｇ．８　Ｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆｆｒｅｅｐａｐａｉｎａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｐａｐａｉｎ
ｓｔｏｒｅｄａｔ４℃
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图９　游离酶和固定化酶的ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ线
Ｆｉｇ．９　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｏｆｆｒｅｅｐａｐａｉｎａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｐａｐａｉｎｉｎ０．１ｍｏｌ／Ｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ＝７．０）ａｔ３７℃

的酶分子构象影响较小，而且有利于反应物和溶剂

分子在孔道中的扩散．固定化酶Ｋｍ值有所升高可从
两个方面进行解释：一方面，在ｐＨ＝７．０的缓冲溶液
中，载体所带负电荷和底物所带负电荷之间会产生排

斥作用，以致只有增加底物浓度，才能获得最大反应

速度，故 Ｋｍ值升高；另一方面，酶经过固定化后产
生了扩散限制效应及空间位阻作用，导致 Ｋｍ值
升高．

３　结论

以氧化硅介孔泡沫材料为酶固定化载体，由

物理吸附法所制得的固定化木瓜蛋白酶具有较高

的负载量，达到 ３３４ｍｇ／ｇＭＣＦ，米氏常数 Ｋｍ为
６．９９×１０－３ｍｏｌ／Ｌ．与游离酶相比，固定化酶的ｐＨ稳
定性、热稳定性、操作稳定性和储藏稳定性都有明显

的改善，有利于酶的重复使用和储藏．ＭＣＦ是一种
良好的木瓜蛋白酶固定载体．
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