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摘 要 以表面带轻基的磁性高分子微球为载体
,

对位苯醒活化后
,

通过共价结合修饰中性蛋白

酶
,

得到比活性为 �� � � � � � 的磁性固定化酶
�

偶联蛋白量 �� � � �� � � � 载体
,

固定化酶活性保持达

�� �
�

自由酶和 固定化酶相 比
,

最适温度从 �� ℃变到 �� � �� ℃
,

最适 �� 从 �
�

� 变到 �
�

�
,

� 二

从

。
�

肠 � �变到 。
�

� �� �酪蛋 白溶液
,

� � 稳定性
、

热稳定性
、

贮存稳定性都有较大提高
�

关键词 磁性高分子微球
,

中性蛋 白酶
,

固定化

磁性高分子微球表面带有功能基团
,

可通过共价键来结合酶
、

细胞
、

抗体等生物活性物质
,

同时在外磁场作用下可方便地从反应介质中回收这些物 质
,

因此磁性高分子微球广泛应用于

固定化酶
、

免疫测定
、

亲合层析及临床诊断等领域
〔‘〕

�

中性蛋白酶是最早应用于工业生产的蛋

白酶
,

可用于皮革鞭制
、

食品加工
、

酒类澄清及医药工业二�〕
,

但其稳定性较差
,

极易失活 自溶
,

文

献曾有通过酞 化修饰改善其活性的报道川
�

本文以带轻基的磁性高分子微球为载体
,

苯醒活

化后
,

共价偶联中性蛋白酶
,

并对其固定化条件和磁性 固定化酶的特性进 行了研究
�

� 实验部分

�
�

� 材 料

磁性高分子微球
,

粒径 �� 一 �即 �
,

制备过程如下川
� �

�

�� � � ��
唯

粉末同聚乙二醇溶液超声

分散 � 小时
�

转入四 口 瓶中
,

加分散介 质水
一

乙醇
,

然后加入苯 乙烯 ��� �
、

甲基丙烯酸轻 乙酷

�� � � � �
、

二乙烯基苯 �� � � �和 引发剂过硫酸钾 �� � �
,

聚合 �� 小时
,

磁性分离
,

洗涤微球即

可
�

中性 蛋 白酶 �沪 州酶 制 剂 厂 �
,

用 阴离 子 交 换树 脂 除 去 蛋 白 质
,

浓 缩
,

冻 干
,

活 性 达

�� �
,

�� �� � � �中国科学院成都生物所测定 �
�

其余试剂为生 化试剂或分析试剂
�

�
�

� 磁性高分子微球的功能基化

将 �
�

�� 微球
,

� �
�

� � � �
�

�� � � � 对位苯醒缓冲溶液 �磷酸缓冲液 ���
,

� � �
�

�
,

含 �� � 乙

醇 �置于三角瓶中室温振荡 � 一 � 小时
,

抽滤
,

依次用 �� � 乙醇
、

� � �� � � � ��� 溶液
、

蒸馏水洗

至流出液无色为止
,

抽干
�

�
�

� 中性蛋白酶固定化

将 �
�

鲍 已功能基化 的微球加入 ��
�

� � � 酶缓冲液 �� � �
�

�
,

酶活性 � � � �
�

� � � � � �
,

在

。一 �� ℃磁搅拌 �� 小时
�

混合液在磁场 �� � � � 高斯 �中分离
,

蒸馏水洗涤微球至流 出液无蛋 白

为止
,

得固定化酶
�

�
�

� 酶活性和蛋白质含� 的测定

自由酶的活性按文献 � �」测定
,

以 � �酩蛋白为底物
,

�� ℃恒温 �� 分钟
,

�� � 型分光光度计

�� � � � 处测 � � 值
�

磁性固定化酶的活性测定类此
�

固定化酶量 �� � �
,

以 �
�

� � � � � �
�

� 磷

酸缓冲液 ���  �代替自由酶
�

� � � �一 ��
一 � � 收稿

, �� �  一 � � 一� � 修 回
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固定化酶活性保持
,

� �
固定化酶活性

加入酶总活性 一上清液未偶联酶活性
� � � � �

自由酶和固定化酶的蛋白质按文献〔�」测定
,

以蛋 白含量为 � �拌� � � � 牛血清蛋白为标准
�

偶联效率一加玉叠熏焦浩套塑迫
� �。。�

刀 � � 、 �

拐
、生反 口

� 结果与讨论

�� � 固定化过程

在本研究中
,

用作固定化酶载体的磁性高分子微球
,

内部是 � �
�
�

‘

磁粉微 晶
,

外包苯 乙烯
�

甲基丙烯酸轻乙醋共聚高分子壳层「‘�
,

微球表面带有 一� ��
,

既可改善其亲水性
,

又可作为功

能基团同酶等共价结合得到磁性固定化酶
�

微球表面的 一戒〕� 经对位苯酿活化后
,

与酶蛋白

的 一� �
�

共价结合
�

机理见文献 ��〕
�

�
�

� 固定化条件的确定

�
�

�
�

� 酶与载体的比例 在相同条件下
,

量取 � �
�

� � � 酶液
,

改变微球重量
,

固定化结果如表

� 所示
�

随着载体 �酶的比例减小
,

偶联蛋白量增加
,

活性保持在 �� 肠一�� �范围内变化
�

载体

用量小于 �
·

� � 后
,

偶联蛋白及酶活性的变化渐缓
,

同时载体 �酶 比例减小
,

固定化过程用酶量

多
,

故确定载体用量 �
�

� � 为固定化条件
�

表 � 载体与酶的比例对固定化的影响

载体
, �

醉液

蛋白浓度
,

� � � � � 体积
,

� � 醉活性
,

� � �

固定化脚性质

偶联蛋白�
,

� � � � 活性保持
�

�
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自
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固定 化时间
� � �� � 醉

� � � �
�

�
�

�
�

�
�

� � � 对 固定化的 影响 在相 同条件下加入不 同 � � 值的 �� 
,

结果见表 �
�

可以看 出

� � �
�

� 时固定化酶活性最高
,

且 �� 值对偶联蛋白量影响不大
�

表 � �  对固定化的影响

� � 
! ∀ ! ∀∀ !

#
∃%&

∋ ( ) 目 由. 活也Ul mL 俩联蛋 白t, m
叭

固定化醉性质

活性
,

U /
g 相对活性

,

%

5

.

0

6

.

0

6

.

5

7

.

0

2 9 0 3

.
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.

7
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.

2
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.

7
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.
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.

6
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.

0
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.

9
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.

1
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.

9
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.

6

5 4 5

.

0

5 4 7

.

0

8 0 9

.

7

3 5 3

.

8

9 6

.

4

7 0

.

4
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}

:

1 0 0

.

0

4 3

.

7

,

;

.
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0
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U

……
00C0CC�

固定化时间
:4oh ;载体

:一 0 9 .醉(5
.
45m g/m L )

:10
.om L

·

2

.

2

.

3 固定化时间的影响 0
.
59 功能化微球

,

5

.

o m L 粗酶溶液 (pH 6
.
5

,

蛋白 5
.
45 m g/m L )

,

分别固定化 5 、

1 0

、

1 5

、

20

、

25

、

30

、

40 小时
,

洗涤后测定其活性和偶联效率
,

结果如图 1 所示
.

2
.
3 固定化酶的性质

2
.
3
.
1 最适温度 分别将固定 化酶和 自由酶同 2% 酩蛋白缓冲液 (p H 6

.
5) 在 30 一70 ℃范围
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之口
.
塑奥谧

800600,20000
n”n�八U八U�衬�h月组八‘

次
.
锌叔舀军

内反应 10 分钟
,

测定其活性
,

对温度作图
,

如图

2 所示
.
自由醉最适温度是 50 ℃

,

固定化酶为

50 ~ 60℃
,

比自由酶宽
.

2
.
3
.
2 最 适 pH 改变 2% 酪 蛋白缓 冲液 的

pH 值
,

40
℃反应 10 分钟

,

分别测定固定化酶和

自由酶的活性
,

对 pH 作图
,

结果如图 3 所示
.

自由酶最适 pH 是 7
.
5 ,

固定化酶为 6
.
5.

2
.
3
.
3 德定性 将固定化酶在 pH 6

.
5一 8

.
5

P BS 中
,

5 0 ℃下保温 l 小时
,

测定其酶活性
,

结

果如图 4 所示
.
pH 6

.
5 时最稳定

.
根据固定化

条件的 pH 值
,

固定化酶的最适 pH 及 p H 稳定

10 20 40 50

图 1 固定化时间的影响

性说明
,

p H 6

.

5 是磁性高分子微球 固定化中性蛋白酶的最好环境
.
分别将固定化酶和 自由酶

80

1
汉
_
l

劝
““

「
毒 } 自由醉

墓
‘。

{

‘

20卜

固定化酶

固定化酶

自由醉

|�l|||
‘卜|||||�|||
|l‘!!es|JS

80602010
0

%

,

塑望港朽喊早

0 20 40 60

沮度
,

℃

6 7 8 9 10

图 2 沮度对 自由酶和 固定化酶活性的影响 图 3 p H 对自由酶和固定化酶活性的影响

在 30 一70 ℃范围内的恒温水浴内保温 1 小时
,

测定其活性
,

结果如图 5 所示
.
固定化酶在 30

~ 50 ℃ 比较稳定
,

而 自由酶在 50 ℃迅速失活
.
固定化酶和 自由酶分别在 。

,

20 ℃放置 30 天
.
活

性为 96
.
4%

、

83

.

0
% 和 62

.
6 %

、

0

.

2
%

.

固定化酶的贮存稳定性显著提高
.

100r母叫哎二一二一一一一一一一一一一一一- ~ 一- 一一,

次
.
塑班谧朽试早

100

次80

自由
必 沪定化酶

.
刘定谧七队年

7 8 9 30 40 50 60 70

沮度
,

℃

图 4 固定化酶的 pH 稳定性 图 5 固定化酶和 自由酶的热稳定性
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由上面的结果可以看出
,

酶和高分子载体结合固定化后
,

结构变得牢固
,

构象被固定
,

即使

受热酶蛋白肤链也难以伸展
,

酶蛋白的高级结构得以维持
,

所以固定化酶 的稳定性显著提高
.

2
.
3
.
4 动 力 学 常 数 K 二 值 分 别 以 l %

、

0

.

5
%

、

0

.

2 5
%

、

0

.

1
%

、

0

.

0 5
% (

W /
V ) 酪蛋白的

磷酸缓冲液为底物
,

测定 固定化酶和 自由酶的

活性
,

按 L in ew eave卜B u rk 法作图 (图 6)
,

求得

固定化酶的 K 二 为 0
.
0 88 % 酪蛋白溶液

,

自由酶

的 K
。

为 0
.
05 4% 酩蛋 白溶液

.
可知

,

固定化酶

的亲合力约为 自由酶 的 61
.
4 %
.
酶 固定化后

,

其活性中心受到高分子载体的影响
,

具有一定

的空间位阻
.
在酶水解底物过程中

,

外部底物

0.3
固定化酶

之0
.2

0.1

二
一

一

J

一

自由酶

一20

图 6

一 10 l 0 2O

〔l/s〕x 10一 2

固定化酶和 自由酶的 I
_inew eaver一B u r

k 曲线

溶液首先扩散到活性中心部位
,

这 一扩散控制过程造成活性中心部位 的底物浓度 比外部低
.

动力学常数 K
m
可理解为酶活性中心被 占据一半时所需底物浓度

,

固定 化酶活性中心的空间

位阻大
,

所以其 K
。

值变大
.
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