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水溶性有机溶剂对鸡肝酯酶酶活力的影响

赵 洁，徐 斐 *，曹 慧，于劲松

(上海理工大学医疗器械与食品学院，上海      200093)

摘  要：从新鲜鸡肝中提取出鸡肝酯酶，并研究水溶性有机溶剂对鸡肝酯酶酶活力的影响。结果表明：甲醇、乙

醇、正丙醇、乙二醇 - 甲醚、乙二醇 - 乙醚在低体积分数时对鸡肝酯酶酶活力有激活作用，高体积分数使其失活。

乙二醇 - 甲醚能够较好的保持鸡肝酯酶活力，当体积分数达到 50% 时，相对酶活力仍保持 93%。丙酮和 1,4- 二氧

六环对鸡肝酯酶主要表现为失活作用，当体积分数达到 10% 时，相对酶活力低于 80%。
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Abstract ：Chicken liver esterase, isolated from fresh chicken liver, is available for detecting pesticides. The effects of water-

soluble organic solvents on the activity of chicken liver esterase were investigated. The results indicated that methanol, alcohol,

propanol, ethylene glycol monomethyl ether (EGME) and glycol ether at low concentration could activate chicken liver esterase;

in contrast, these organic solvents at high concentration could inactivate chicken liver esterase. Ethylene glycol monomethyl ether

was the best organic solovent to maintain the activity of chicken liver esterase. When EGME concentration was 50%, the relative

activity of chicken liver esterase remained 93%. Acetone and dioxane had negative effect on enzymatic activity. Acetone and dioxane

at a concentration of 10% could result in 20% loss for relative activity of chicken liver esterase.
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鸡肝酯酶是一种由上海理工大学食品质量与安全研究

所从鸡肝中提取的动物酯酶，是用于农药残留快速检测

仪中的检测工具酶，目前已有关于鸡肝酯酶用于多种有

机磷、氨基甲酸酯、拟除虫菊酯类农药检测的报道[1-3]。

在农药速测过程中，利用有机溶剂提取农药是关键步骤

之一，而有机溶剂的存在会对酶活力产生影响，进而

影响检测效果，因此研究有机溶剂对鸡肝酯酶酶活力的

影响尤为重要 [ 4 ]。本实验以鸡肝酯酶液酶为研究对象，

研究几种常用的水溶性有机溶剂对鸡肝酯酶酶活力的影

响，以期为今后选取农药提取剂提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜鸡肝    上海沔青食品厂；固兰 B(fast blue-salt)

美国 Sigma 公司；α- 乙酸萘酯(色谱纯)、柠檬酸、柠

檬酸三钠、十二烷基硫酸钠、丙酮、甲醇、无水乙

醇、正丙醇、乙二醇甲醚、乙二醇乙醚、1 , 4 - 二氧六

环均为分析纯    国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

DS-1 型组织捣碎机    上海标本模型厂；超高速冷

冻离心机    美国Beckman公司；722S型分光光度计    上
海精密科学仪器有限公司；水浴摇床    江苏太仓市实

验设备厂；超声波清洗器    上海科导超声波仪器有限

公 司 。

1.3 方法

1.3.1 鸡肝酯酶的分离提取

将 30.0g 新鲜鸡肝和 90.0g 的柠檬酸 - 柠檬酸三钠缓

冲液(0.025mol/L 的缓冲溶液，pH6.4)以 1:3 的比例混合，
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用组织捣碎机将上述混合物打成匀浆，为避免捣碎过程

中温度过高失去酶活力，先加入 1 / 3 的缓冲液进行捣

碎，待鸡肝全部粉碎后，再加入剩余 2 / 3 缓冲液，每

旋转 10s，停 20s。重复 5 次。所得匀浆在冷冻离心机

上以 4℃、4000r/min 的转速离心 10min 后，上清液即为

鸡肝酯酶，用脱脂棉过滤后，立即于－ 18℃冻藏备用。

1.3.2 鸡肝酯酶酶活力的测定

根据 van Asperen[5]所述方法改进，参考徐斐等[2]对

鸡肝酯酶液酶酶活力的检测方法，具体方法如下：将酶

液用 pH6.4 的柠檬酸 - 柠檬酸三钠缓冲液适当稀释。在

2.5mL稀释酶液中加入50μL底物(16mmol/L α-乙酸萘酯

的丙酮溶液)混合均匀，在 3 0℃恒温水浴中保温反应

5min，然后与 0.5mL 显色剂(0.4% 固兰 B 的 1.8% SDS 溶

液)混合均匀，再于 30℃条件下保温 5min。以不加酶液

的反应液作空白，记录 595nm 波长处的吸光度，根据

下式计算鸡肝酯酶液的活力。

                           K×A
EL/(U/mL)=D ×———× 10-3

                                 5

式中：EL 为酶液的鸡肝酯酶酶活力 /(U/mL)；D 为酶

液的稀释倍数；K 为α- 萘酚标准曲线的斜率(10-6mol/L)；
A 为反应液的吸光度。

1.3.3 有机溶剂对鸡肝酯酶酶活力的影响

选择甲醇、乙醇、正丙醇、丙酮、1 , 4 - 二氧六

环、乙二醇 - 甲醚、乙二醇 - 乙醚等水溶性有机溶剂为

效应物，在 3mL 的测定体系中，加入不同体积分数的

效应物，测定酶活力。以原来测得的酶活力记为 E 0，

加入有机溶剂后测得的酶活力记为 E 1，用相对酶活力

E 1/E 0 分析研究效应物对鸡肝酯酶酶活力的影响。

同时，以不含羟基的乙醚为效应物，测定相对酶

活力，以此作为对照实验，分析醇类、含羟基醚类有

机溶剂在低体积分数条件下激活鸡肝酯酶酶活力的原因。

2 结果与分析

2.1 一元醇对鸡肝酯酶酶活力的影响

由图 1 可知，3 种水溶性一元醇对鸡肝酯酶的效应

均表现为先激活后抑制作用，其中以正丙醇对鸡肝酯酶

酶活力影响最为明显，当体积分数为 5% 时对酶活力的

激活作用达到最大，随后迅速下降，2 5 % 时酶活力完

全丧失。乙醇低于 2 5 % 时对酶活力有激活作用，且该

作用相对较平缓，随乙醇体积分数升高变化不大；以

25% 为分界，高于 25% 鸡肝酯酶酶活力迅速下降，当

乙醇到达 40% 时，酶活力完全丧失。甲醇为 40% 时仍

然能够保持原酶活力的 120%。从 3 种醇类对酶活力的影

响推断该影响可能与碳链长短有关。

2.2 2 种含羟基醚对鸡肝酯酶酶活力的影响

由图 2 可知，乙二醇 - 乙醚和乙二醇 - 甲醚对鸡肝

酯酶酶活力都表现为先激活后抑制作用，且体积分数在

20%～25% 区间激活作用达到最高值，在 40% 内都能较

好的保持酶活力。不同的是，乙二醇 - 乙醚大于 40% 后

开始对酶活力产生抑制作用，到体积分数为 50% 时酶活

力仅剩 20%；而乙二醇 - 甲醚在体积分数为 50% 时仍保

持较好的酶活力，相对酶活力约为 1 0 0 %。

2.3 丙酮、1,4- 二氧六环对鸡肝酯酶酶活力的影响

由图 3 可知，丙酮和 1,4- 二氧六环对鸡肝酯酶酶活

力的影响类似，多数情况下表现为抑制作用。丙酮体

积分数小于 5% 时表现出轻微激活作用，随后随着体积

图 1 3 种一元醇对鸡肝酯酶酶活力的影响

Fig.1   Effects of methanol, alcohol and propanol on the activity of
chicken liver esterase
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图 2 2 种含羟基醚对鸡肝酯酶酶活力的影响

Fig.2   Effects of EGME and glycol ether on the activity of chicken liver
esterase
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图 3 丙酮、1 ,4 - 二氧六环对鸡肝酯酶酶活力的影响

Fig.3   Effects of acetone and 1,4-dioxane on the activity of chicken
liver esterase
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分数升高，酶活力迅速下降。1,4- 二氧六环体积分数小

于 5% 时能够保持酶活力在 90% 以上，但是高于 5% 后

酶活力随 1,4- 二氧六环体积分数升高而迅速下降。

2.4 不含羟基醚(乙醚)溶剂对鸡肝酯酶酶活力的影响

由图 4 可知，乙醚在体积分数低于 25% 时对鸡肝酯

酶酶活力表现为抑制作用，随着体积分数升高，酶活

力逐渐降低。低体积分数条件下，乙醚呈油状小颗粒

形态均匀分布在体系中，对鸡肝酯酶酶活力并无激活作

用，与含羟基醚类相比较作用完全不同，推断可能与

分子结构中的羟基有关。

3 讨  论

本实验表明，正丙醇、乙醇、甲醇、乙二醇 - 乙

醚、乙二醇 - 甲醚、丙酮、1 , 4 - 二氧六环有机溶剂对

鸡肝酯酶酶活力具有低体积分数激活、高体积分数抑制

的作用。鸡肝酯酶与多数酶一样，在有机溶剂 - 水体系

中可以发挥作用，而且在不同的有机溶剂中会表现出不

同的催化活性；同一种溶剂中不同体积分数对鸡肝酯酶

酶活力的影响不同[6-10]。在以上实验基础上，对鸡肝酯

酶酶活力在有机溶剂 - 水体系中的变化及可能的原因做初

步探讨。

3.1 有机溶剂种类对鸡肝酯酶酶活力的影响

醇类、含羟基醚类对鸡肝酯酶酶活力的作用表现为

先激活后抑制作用，而丙酮、1,4- 二氧六环对酶活力的

作用则以抑制为主、仅在体积分数极低的情况下表现出

轻微的激活；而不含羟基的醚溶剂乙醚对酶活力不具有

激活作用，主要表现为抑制作用。从分子结构上看，

推测醇和醚中所含的羟基可能对激活鸡肝酯酶的酶活力

起主要作用。化合物中所含的羟基结构不仅能够通过氢

键与酶蛋白表面分子相连，又能够通过氢键与体系中

的水相连，使酶的蛋白结构稳定，酶活性得到保护，

不致于受到溶剂夺取酶分子所含的结合水而失活[11-13]。

而丙酮、1 , 4 - 二氧六环分子结构中无羟基结构，对鸡

肝酯酶酶活力作用表现为抑制作用，可能与溶剂本身

结构有关。

3.2 鸡肝酯酶对一元醇的耐受性

研究一元醇对鸡肝酯酶酶活力的影响时，发现鸡肝

酯酶处于低体积分数的甲醇、乙醇溶剂中酶活力增加。

只有当这两种有机溶剂的体积分数升高到一定程度时，

酶活力才逐渐受到抑制。这与国内学者黄小红等[8-9]研究

甲醇、乙醇对其他酶活力的影响结果一致。不同的是，

黄小红等研究的甲醇、乙醇对棉铃虫 N - 乙酰氨基葡糖

苷酶和 Bt 几丁质酶活力影响结果显示，两种酶酶活力下

降 50% 时甲醇、乙醇的体积分数为 25%，而本实验中

引起鸡肝酯酶酶活力损失 50% 的甲醇、乙醇体积分数分

别为 5 0 %、3 5 %，均比前者高。这说明鸡肝酯酶与其

他酶相比，对甲醇、乙醇的耐受性较高。

3 种一元醇对鸡肝酯酶酶活力的失活作用以正丙醇

最明显，乙醇次之，甲醇第三，出现这种情况可能与

碳链长短有关。碳链越长，溶剂中羟基的相对含量较

少，所引起介质中的介电常数相对较低，对酶活力保

护作用较弱，酶也越容易失活，因此，3 种醇中正丙

醇对鸡肝酯酶酶活力的影响最大[14]。

3.3 有机溶剂体积分数对鸡肝酯酶活力的影响

鸡肝酯酶酶活力在较高浓度有机溶剂中受到抑制作

用，这是由于有机溶剂存在时鸡肝酯酶的分子构象发生

变化造成的[15]。酶分子中的疏水键对维持鸡肝酯酶的三

维结构起着极其重要的作用，酶在水中以氢键、静电

力和疏水键等维持自身稳定的三维构象，并在酶分子表

面形成一个极性水化层。当引入有机溶剂后，高浓度

的有机溶剂可能通过破坏水化层，使鸡肝酯酶酶分子中

维系构象的次级键被破坏，从而改变该酶的构象，引

起酶活力的下降。Griebenow 等[16]用 FTR 定量地研究蛋

白质在有机溶剂 - 水混合体系中的二级结构，测定溶菌

酶和枯草杆菌蛋白酶在 3 种不同体积分数的水溶性有机

溶剂(乙腈、四氢呋喃、正丙醇)中的二级结构，发现

随着体积分数上升，在 60% 的混合溶液中两种酶的α

折叠含量明显减少。这说明随着溶液中有机溶剂体积

分数的增加，蛋白质结构受到越严重的破坏，酶失活

的趋势增加，这也可能是有机溶剂影响鸡肝酯酶酶活

力的方式。

3.4 溶液极性对鸡肝酯酶酶活力的影响

有研究表明，有机溶液浓度越高，溶液极性越

小，酶活力随之减小 [ 1 7 ]。溶液极性对鸡肝酯酶酶活力

的影响可能为：酶的带电基团与极性基团一般分布在酶

的表面上，非极性疏水基团包埋于酶内部，在极性较强

的水溶液中，其处于热力学稳定状态(即能量最低状态)。
由于热运动，鸡肝酯酶在水溶液中的构象存在着涨落与

呼吸，可使酶内部的非极性疏水基团翻到表面[18-19]。翻

出作用是一种热力学非自发过程，需要很高的活化能，

因此鸡肝酯酶处于动态平衡中，内部的非极性疏水基团

图 4  乙醚对鸡肝酯酶酶活力的影响

Fig.4   Effect of glyeol ether on the activity of chicken liver esterase
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翻出机率很小。当水溶液中加入有机溶剂使溶液极性降

低时，酶的稳定性降低，鸡肝酯酶内部的非极性疏水

基团翻出到表面上所需的活化能减小，翻出机率增大，

从而使酶的活力降低[20]。

有机溶剂水溶液中当浓度较低时，鸡肝酯酶酶活力

受到激活，对于这种现象可能是由于鸡肝酯酶在极性有

微弱降低的体系中，内部的非极性疏水基翻到表面上的

机率适当增大，酶柔性增加所致。而鸡肝酯酶柔性增

加，活力提高，酶的活力有所激活 [ 2 1 ]。

有机溶剂对酶活力的影响是酶工程研究的一个重要

的领域。研究鸡肝酯酶在有机溶剂 - 水体系中的活力变

化，对建立新的鸡肝酯酶检测农药体系，选择最佳有

机溶剂作为农药提取剂与反应介质等，都具有重要的科

研价值。
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