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摘  要：为了增强酶的固定化效果，通过添加大分子试剂，在微波辐射作用下将木瓜蛋白酶固定在介孔泡沫硅的孔道

中. 结果表明，在加酶量为 400 mg/g 时，微波辐射下木瓜蛋白酶与牛血清白蛋白(BSA)共固定化制得的固定化酶催化

效果最好. 当 BSA 含量为加酶量的 5%(ω)时，固定化酶表观活力高达 419.1 U/mg，相对活力和酶活回收率分别为

126.0%和 119.1%. 影响固定化酶活力的主要因素依次为加酶量、BSA 含量、微波功率和固定化 pH. 该固定化酶的最

适反应 pH 为 7.0，最适反应温度为 75℃，热稳定性优于游离酶和未加入 BSA 的固定化酶，80℃下热处理 3 h，剩余

活力仍为初始活力的 88.2%. 
关键词：木瓜蛋白酶；微波辐射；介孔泡沫硅；大分子拥挤；固定化 
中图分类号：Q556.3      文献标识码：A      文章编号：1009−606X(2009)01−0157−04

1  前 言 

木瓜蛋白酶(Papain，EC 3.4.22.2)在食品、医药等领

域中应用广泛[1,2]，然而游离酶对温度、pH 等的耐受性

较差，且难以回收利用. 国内外对木瓜蛋白酶的固定化

进行了广泛的研究，各种新型的固定化载体和固定化方

法不断被提出和应用[3−7]. Diaz等[3]用MCM-41吸附固定

木瓜蛋白酶，酶的固定化效率与 pH 有关，最佳 pH<7，
但该固定化酶的酶负载量只有 4.9 mg/g；Li 等[4]采用溶

胶−凝胶法把木瓜蛋白酶固定在棉织物上，酶的热稳定

性与游离酶相比没有显著提高；Zhao 等[5]用戊二醛把木

瓜蛋白酶交联固定在 MCM-48 载体上，酶负载量仅为

20 mg/g，酶活力为 8.9 U/mg；高波等[6]采用冷冻−真空

吸附法把木瓜蛋白酶固定在介孔材料 SBA-15 中，因该

类载体孔道性能的限制，使加酶量 1000 mg 条件下，酶

负载量只达 450 mg/g，王安明等[7]研究了银纳米粒子在

木瓜蛋白酶固定化中的应用，80℃下处理 2 h，固定化

酶剩余活力为初始活力的 30%左右. 然而酶在细胞外的

催化活力远低于在细胞内，根据酶的仿生效应，模拟生

物体中酶的胞内环境[8]，可以提高酶的催化活性. 同时

随着大分子拥挤效应的深入研究[9]，加入拥挤试剂以模

拟细胞内拥挤环境[10]，从而提高酶的催化性能已成为研

究热点. 
同时，随着微波控制技术和专业反应系统的发展，

微波辐射具有的加快物质传输、加快化学反应等优点[11]

已被广泛用于有机合成、食品医药等许多领域[12,13]. 王 

华等[14]在微波辐射下将青霉素酰化酶固定在介孔泡沫

硅材料(Mesocellular Siliceous Foams, MCFs)中，明显提

高了固定化酶的性能. 然而在不控温的情况下，微波辐

射会使体系温度上升很快，容易导致蛋白酶的自解，从

而破坏酶的结构. 本工作利用制备的 MCFs[15]，加入大

分子拥挤试剂，组合微波反应器的智能控温系统和冰浴

条件，通过微波辐射将木瓜蛋白酶固定至其孔道中，初

步探讨了胞外大分子拥挤环境对木瓜蛋白酶固定化的

影响. 

2  实 验 

2.1 主要试剂及仪器 

木瓜蛋白酶(广西南宁庞博生物工程有限公司)，考

马斯亮蓝 G250(国药集团化学试剂有限公司)，酪蛋白

(上海青析化工科技有限公司)，聚蔗糖 Ficoll 70(70 kDa, 
Fluka)，牛血清白蛋白 BSA(国药集团化学试剂有限公

司)，葡聚糖 Dextran 10(10 kDa, Sigma)，葡聚糖 Dextran 
40(40 kDa, Sigma)，乙二胺四乙酸 EDTA(上海凌峰化学

试剂有限公司)，三氯乙酸(国药集团化学试剂有限公

司)，L-半胱氨酸(中国惠兴生化试剂有限公司). 
MARS5 微波反应器(美国 CEM 公司)，BP110S 型

电子天平(德国 Sartorias 公司)，LAMBDA25 紫外−可

见扫描光谱仪(美国 Pekin−Elmer 公司)，PHS-3C 型精密

pH 计(上海雷磁电子厂)，W201 恒温水浴锅(上海申顺生

物科技有限公司)，磁力搅拌器(江苏金坛医疗仪器厂)，
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EXPERT 20K-R 台式高速冷冻离心机(长沙市鑫奥仪器

仪表有限公司)，SHZ-82 水浴恒温振荡器(常州国华电器

有限公司). 
2.2 木瓜蛋白酶在微波辐射下的固定化 

据文献[15]制备带模板的 MCFs，并对其去模板[14,16]，

得到去模板的 MCFs. 固定化过程中将 20 mg 去模板的

MCFs 分散于 2 mL pH 9.0 的磷酸缓冲液(PBS 0.1 mol/L)
中，加入 1 mL 木瓜蛋白酶酶液(酶/MCFs 400 mg/g,)，
在设定功率下磁力搅拌，冰浴，微波反应 80 s. 反应结

束后，用 0.01 mol/L pH 7.0 的 PBS 洗涤，离心得到固定

化酶，同时收集上清液，用 Bradford 法[17]测定上清中

的酶含量. 
在大分子拥挤试剂与酶的共固定过程中，分别将

Ficoll 70, BSA, Dextran 10, Dextran 40 四种大分子试剂

与酶液一起与介孔载体 MCFs 混合，并在微波辐射下将

其与酶共同固定在 MCFs 中，从而制得具有大分子拥挤

的固定化酶. 
2.3 木瓜蛋白酶的酶活测定 

以酪蛋白为底物测定木瓜蛋白酶活力. 木瓜蛋白

酶的一个标准活力单位(U)定义为 37℃及 pH 7.0 条件

下，1 min 内产生 1 µg 酪氨酸的酶量. 酶的负载率、相

对活力和活力回收率分别按下述公式进行计算： 

负载率=(加入酶总量−上清液中酶总量)/加入酶总量×100%, 

相对活力=固定化酶的总活力/等量游离酶的总活力×100%, 

酶活回收率=固定化酶的总活力/加入酶的总活力×100%. 

游离酶活力测定：将 100 µL 1 mg/mL 的酶液和 3 
mL 酶激活剂(含 0.005 mol/L L-半胱氨酸和 0.002 mol/L 
EDTA 的 pH 7.0 的 PBS)混匀，37℃水浴中预热 3 min，
再加入 0.7% pH 7.0 的酪蛋白溶液 7 mL (37℃水浴预

热)，37℃下振荡反应 10 min，然后加入 10 mL 5%(ω)
的三氯乙酸溶液，在 37℃下振荡 15 min 后过滤，测滤

液 275 nm 处的吸光值. 
空白：加入底物前先加入三氯乙酸，其余步骤不变. 
固定酶活力测定：称取一定量固定化酶，试剂和步

骤与游离酶活力测试相同. 

3  结果与讨论 

3.1 微波辐射功率的确定 

将 MCFs 分散于 2 mL 0.1 mol/L pH 9.0 的 PBS 中，

加入 1 mL 木瓜蛋白酶酶液，冰浴，磁力搅拌下微波辐

射 120 s，设定功率为 100∼400 W，实验结果见图 1. 300 
W 时酶活最高，微波功率进一步增加，相对酶活开始下

降. 一方面微波辐射可以提供额外的促进力，加快传质

速度[18]，从而大大缩短固定化时间；另一方面，微波辐

射强度过大会使酶结构发生改变，影响酶的催化性能. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 1 微波辐射功率对固定化酶的影响 
Fig.1 Effect of power input of microwave on 

the immobilized enzyme 

3.2 大分子试剂种类对酶固定化的影响 

选取 Ficoll 70, Dextran 10, BSA 和 Dextran 40 四种

生物大分子试剂，含量均为加酶量的 5%(ω)，分别将其

与载体一起分散于酶液中，冰浴，300 W 微波辐射 80 s 
(条件经实验优化)，将酶与大分子试剂一起固定在载体

上. 从表 1 可以看出，相同固定化条件下，加入大分子

试剂的固定化酶催化效果明显优于未加任何大分子试

剂的固定化酶，添加 BSA 的固定化酶催化效果最佳.  

表 1 不同大分子试剂对固定化酶的影响 

Table 1  Effect of various macromolecular agents  
on the immobilized enzyme 

Enzyme preparation 
Coupled yield 

(%) 
Relative activity 

(%) 
MCFs−papain (CM1)) 96.7 55.5 
MCFs−papain (MWM2)) 97.9 81.1 
MCFs−papain−Ficoll 70 (MWM) 96.2 111.1 
MCFs−papain−Dextran 10 (MWM) 98 110.4 
MCFs−papain−BSA (MWM) 94.5 126.0 
MCFs−papain−Dextran 40 (MWM) 97.4 121.4 
Note: 1) Conventional method; 2) Microwave-assisted method. 

3.3 大分子含量对酶固定化的影响 

加入 BSA 对提高固定化酶的活力有显著效果. 图
2 给出了固定化酶相对活力随 BSA 含量变化曲线，固

定化酶活力呈现先增后减的趋势，当 BSA 含量为加酶

量的 5%(ω)时，固定化酶的相对酶活最大，为 126.0%，

其表观活力达 419.1 U/mg(以干酶计). 
3.4 影响固定化酶活力的主要因素 

结合上述实验结果，采用四因素三水平L9(34)正交

实验设计，考察微波功率(A)、加酶量(B)、BSA含量(C)
和固定化pH(D)四个重要因素对固定化酶活力的影响.
实验结果如表2所示，4种因素对固定化酶相对活力的影

响程度为B>C>A>D，最佳条件是B1C2A2D3，即加酶量
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400 mg/g, BSA含量为5%，微波功率300 W，固定化pH
为9，这与上述实验结果一致. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 BSA 含量对固定化酶的影响 
Fig.2 Effect of the ratio of BSA to enzyme on 

the immobilized enzyme 

表 2 正交实验设计及结果 

Table 2  The results of orthogonal experiments 
Test A B C D Relative activity (%)

1 1(200) 1(400) 1(2.5%) 1(7) 63.78 
2 1(200) 2(800) 2(5.0%) 2(8) 67.29 
3 1(200) 3(1200) 3(7.5%) 3(9) 51.47 
4 2(300) 1(400) 2(5.0%) 3(9) 125.97 
5 2(300) 2(800) 3(7.5%) 1(7) 60.12 
6 2(300) 3(1200) 1(2.5%) 2(8) 57.16 
7 3(400) 1(400) 3(7.5%) 2(8) 78.43 
8 3(400) 2(800) 1(2.5%) 3(9) 57.04 
9 3(400) 3(1200) 2(5.0%) 1(7) 50.12 
k1 60.85 89.39 59.33 58.01  
k2 81.08 61.48 81.13 67.63  
k3 61.86 52.92 63.34 78.16  
R 20.24 36.48 21.80 20.15  

3.5 固定化酶的 pH 及温度特性 

如图 3 所示，游离酶的最适催化反应 pH 为 6.5，
而固定化酶则偏移至 7.0，加入 BSA(含量为 5%)的固定

化木瓜蛋白酶最适反应 pH 并未发生明显变化，但其酶

活力比游离酶和未加 BSA 的固定化酶明显增加. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 pH 对游离酶和固定化酶活力的影响 
Fig.3 Effect of pH on the activities of free 

and various immobilized enzymes 

固定化酶的最适温度与游离酶相比没有变化，仍为

75℃，如图 4 所示. 此外，固定化酶活力下降速度低于

游离酶. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 4 温度对游离酶和固定化酶活力的影响 
Fig.4 Effect of temperature on the activities of free and 

various immobilized enzymes 

3.6 固定化酶的热稳定性 

取一定量游离酶、未加入 BSA 的固定化木瓜蛋白

酶和加入 BSA(含量为加酶量的 5%)的固定化木瓜蛋白

酶，80℃水浴处理 1∼4 h 后，迅速冷却至 37℃测定酶活，

计算各自的剩余活力. 从图 5 可以看出，热处理 1 h 后，

游离酶的残余活力急剧下降，固定化酶仍能保持相对缓

慢的下降趋势，而加入 BSA 的固定化酶活力则维持在

较高水平. 热处理 3 h 后，加入 BSA 的固定化酶活力仍

维持在 88.2%，而普通固定化酶剩余活力已降到 80%以

下，明显优于文献[6,7]结果.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5 80℃处理后游离酶和固定化酶的剩余活力 
Fig.5 Residual activities of free and various immobilized 

enzymes treated at 80℃ 

4  结 论 

(1) 探讨了大分子试剂种类对酶固定化的影响，比

较实验结果可知，添加BSA 的木瓜蛋白酶固定在MCFs
载体上制得的固定化酶催化效果最好，BSA 的最佳含量
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为加酶量的 5%(ω)；此时固定化酶表观活力为 419.1 
U/mg，相对活力和酶活回收率分别为 126.0%和 119.1%. 

(2) 影响固定化酶活力的主要因素依次为加酶量、

BSA 含量、微波功率和固定化 pH. 
(3) 与游离酶和未加 BSA 的固定化酶相比，加入

BSA 的固定化酶热稳定明显提高，在 80℃下处理 3 h
后，酶活力仍保持在初始活力的 88.2%. 
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Immobilization of Papain by Macromolecular Crowding in Mesopores under Microwave Irradiation 
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Abstract: To improve the immobilization of papain, papain was immobilized on the mesocellular siliceous foams (MCFs) by 
macromolecular crowding under microwave irradiation. It was observed that the immobilized enzyme exhibited the highest catalysis 
activity when papain was co-immobilized on MCFs with bovine serum albumin (BSA) and the ratio of enzyme to support at 0.4 (ω). The 
observed activity of dry immobilized enzyme was 419.1 U/mg, the relative activity and activity yield of immobilized enzyme 126.0% 
and 119.1%, respectively, when the ratio of BSA to papain was 5%(ω). The main factors influencing the activity of immobilized enzyme 
were orderly the amount of papain, ratio of BSA to enzyme, power input of microwave and pH .The optimum pH and temperature of 
immobilized enzyme were 7.0 and 75℃, respectively. The co-assembled papain with BSA was more resistant to heat than free enzyme 
and the papain assembled solely in MCFs. Its residual activity was still maintained as 88.2% of the initial activity after heating at 80℃ 
for 3 h.  
Key words: papain; microwave irradiation; mesocellular siliceous foams; macromolecular crowding; immobilization 


