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摘要：本文研究不同浓度的 Fe2+和 Fe3+对菠萝蛋白酶活性和 60 ℃下酶稳定性的影响，以及通过圆二色谱检测 Fe2+和 Fe3+对酶构

象的变化，并初步探究EDTA-2Na结合超滤膜法在菠萝蛋白酶制备工艺中清除铁离子的应用效果。结果表明：Fe2+浓度在0~0.75 mmol/L

范围内，对菠萝蛋白酶活性有促进作用，以 0.5 mmol/L 促进效果最佳，但浓度大于 0.75 mmol/L 时，抑制酶活，且随浓度增加，抑制

程度增强。Fe3+对菠萝蛋白酶只有抑制作用，抑制程度与 Fe3+浓度成正比，且 Fe3+对酶的抑制作用强于 Fe2+。60 ℃下，Fe2+在浓度为

0.5 mmol/L 对菠萝蛋白酶的稳定性表现出促进作用，延长了酶的半衰期。Fe3+对酶的稳定性呈现抑制作用。Fe2+和 Fe3+浓度大于 0.5 

mmol/L 时，随离子浓度的升高，对酶稳定性的抑制作用增强。采用圆二色谱检测酶的二级结构表明：Fe2+和 Fe3+对酶抑制作用表现

为 α-螺旋含量下降，β-折叠和 β-转角含量稍下降，无规卷曲含量明显提高。EDTA-2Na 结合超滤膜法除铁的效果很明显，铁含量（干

重）从 291.63 mg/kg 降低到 142.99 mg/kg，铁离子去除率达 50.97%，其酶活也由 597.27 U/mg 上升到 808.52 U/mg，酶活提高了 26.13%。 
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Abstract: The effects of different concentrations of iron (II) (Fe2+) and iron (III) (Fe3+) on the activity of bromelain and the thermostability 

of bromelain at 60 ℃ were studied, and circular dichroism (CD) spectra were used to determine conformational changes of bromelain caused by 

Fe2+ and Fe3+. In addition, the iron ion removal effect of a method combining ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt and ultrafiltration 

during the preparation of bromelain was preliminarily explored. The results showed that Fe2+ at a concentration range from 0 to 0.75 mmol/L 

improved the activity of bromelain, and the best Fe2+ concentration  was found as 0.5 mmol/L. When the concentration of Fe2+ was higher than 

0.75 mmol/L, the activity of the enzyme was inhibited, and the extent of inhibition was increased with increasing Fe2+ concentration. Fe3+ had an 

inhibitory effect on enzyme activity, and the extent of inhibition was proportional to the concentration of Fe3+. The inhibitory effect of Fe3+ on 

the enzyme was stronger than that of Fe2+. At 0.5 mmol/L, Fe2+ had a promoting effect on the thermostability of bromelain at 60 ℃ and extended 

the half-life of the enzyme. However, Fe3+ had an inhibitory effect on the thermostability of bromelain. When the concentrations of Fe2+ and Fe3+ 

were higher than 0.5 mmol/L, their inhibitory effects on the thermostability of bromelain increased with increasing ion concentration. According 

to CD spectra, the inhibitory effects of Fe2+ and Fe3+ on bromelain were reflected in a decrease in the contents of α-helices, a slight decrease in 

the contents of β-sheets and β-turns, and a significant increase in random coil contents. The method combining ethylenediaminetetraacetic acid 

disodium salt and ultrafiltration was effective for iron ion removal, with a reduction of iron content from 291.63 mg/kg to 142.99 mg/kg (dry 

weight), and the elimination rate of iron ion was 50.97%. Moreover, the enzyme activity increased from 597.27 U/mg to 808.52 U/mg, and the 

growth rate of activity was increased by 26.13%. 
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菠萝蛋白酶是从菠萝植株中提取的一种蛋白水解

酶系[1]，具有较高的生物活性，在食品、生物医药、

化妆品等行业中有广泛的用途[2~5]。金属离子通过影响 
酶的解离及变性等对酶活性产生较大影响，且酶活的

大小和稳定性直接影响酶在各个生产领域中的使用效

果[6]。研究[7~11]发现，Ca2+、Mg2+和 Mn2+对菠萝蛋白

酶主要以促进作用为主，Zn2+和 Cu2+对菠萝蛋白酶低

浓度有促进作用，高浓度有抑制作用。易元龙等人[12]

研究还发现，Fe3+和 Fe2+使浸提液中菠萝蛋白酶稳定

性下降，Fe3+的影响更大。铁含量超标是目前影响菠

萝蛋白酶质量的最主要因素。铁元素一部分来自菠萝

自身，另外一部分来自工厂规模生产过程的接触材料

和机械设备[13]。叶剑芝等人[13]通过微波消解-电感耦合

等离子体质谱法测定对菠萝蛋白酶无机元素的含量

时，测得 Mg、Mn、Ca、Zn、Fe 和 Cu 含量（mg/kg）
分别为：150、53、1700、4.1、1000、3.2，其中 Zn
和 Cu 含量低于 5 mg/kg，Ca 含量高于 1000 mg/kg，
铁含量（1000 mg/kg）远高于医药标准（20 mg/kg）。
EDTA-2Na 是一种重要的金属离子螯合剂，能够在一

定程度上减轻金属离子对酶的抑制作用[14]。超滤法作

为一种无相变、低温、能耗少、操作简单的分离方法，

可以有效地除去小分子蛋白质、盐离子等，该方法在

蛋白质纯化中已得到广泛应用[15]。本文重点研究不同

浓度的 Fe2+、Fe3+对菠萝蛋白酶活性的影响，60 ℃下

Fe2+、Fe3+对酶的稳定性的影响，以及通过圆二色谱探

究菠萝蛋白酶构象的变化，并初步探究了 EDTA-2Na
结合超滤膜法在菠萝蛋白酶制备工艺中清除铁铁离子

的应用效果，为菠萝蛋白酶的制备和使用提供理论依

据。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

材料：菠萝蛋白酶（10 万 U/g），广州蓝泽生物科

技有限公司；酪蛋白，美国 Sigma 公司；菠萝皮渣，

工厂提供；中空纤维超滤膜（截留分子质量为 10 ku）；
铁元素标准使用液(浓度均为 1000 μg/mL)，中国标准

物质研究所；硝酸，优级纯；三氯乙酸、无水醋酸钠、

冰醋酸、磷酸氢二钠、L-酪氨酸、L-半胱氨酸盐酸盐、

乙二胺四乙酸二钠、氢氧化钠、36%盐酸、氯化钙、

氯化镁、氯化铜、硫酸亚铁、氯化铁和过氧化氢等试

剂均为分析纯；测定和分析用水，均为去离子水。 
仪器：DK-S24 型电热恒温水浴锅，广东环凯微

生物科技有限公司；FA2204B 型电子天平，三爱思化

学试剂有限公司；722S 型紫外-可见分光光度计，上

海棱光技术有限公司；Jasco 500c 型圆二色谱仪，日

本 Jasco 公司；中空纤维超滤器（型号：JW30522W）；

Z-2000 原子吸收分光光度计，日本日立公司；微波消

解仪，意大利 Milestone 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菠萝蛋白酶活测定 
菠萝蛋白酶活测定方法参考中华人民共和国药典

二部[16]：以酪蛋白为底物，在 37 ℃、pH 7.0 条件下

酶与酪蛋白准确反应 10 min，在 275 nm 波长下测定

吸光度值。菠萝蛋白酶活定义：每 1 min 水解酪蛋白

生成1 μg酪氨酸所需的菠萝蛋白酶的量为1个酶活单

位，以 U/mg 表示。菠萝蛋白酶活按式(1)计算 

n
W
W

A
AA

n

×××
−

=
10
1130菠萝蛋白酶活单位   （1） 

式中：W3为对照品溶液每 1 mL 中含酪氨酸的量，μg；W

为样品的取样量，mg；11 为测定总体积，mL；10 为反应时间，

min；n 为供试品的稀释倍数。 

酶活残留率计算公式见式（2）： 

%100
Uo
U%)( ×=酶活残留率              （2） 

式中：U 为添加金属离子后的酶活，Uo为纯酶的酶活。 
1.2.2  菠萝蛋白酶半衰期的测定 

菠萝蛋白酶热失活遵循动力学—级反应规律[9]；

温度恒定时，酶热失活是动力学一级反应，即： 

inactiveEK
⎯⎯ →⎯
d

activeE  

根据动力学理论，则： 
[ ]
[ ] [ ]EKE

d-
td

d
=                          （3） 

式中[E]为活性酶浓度，Kd为热失活常数。 

将公式（3）转化为积分形式： 
[ ]
[ ] tK
E
E

d
0

ln −=                          （4） 

式中[E0]为酶的初始浓度。 

以 ln([E]/[E0])对 t 作图得一过原点直线，斜率为

-Kd，由公式（4）求出酶热失活半衰期： 

dK
2lnt 2/1 =                              （5） 

1.2.3  圆二色谱测定菠萝蛋白酶二级结构 
采用 Chirascan 圆二色谱仪对酶液进行扫描，在

25 ℃恒温和连续充氮条件下，进行远紫外扫描，扫描

范围：190~260 nm，扫描速度：50 nm/min，数据采集

间隔 1 nm，累加 3 次测量求平均值消除仪器噪音，并

用 CDPro 软件中的 continll 算法对其二级结构进行计
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 微波消解-火焰原子吸收光谱法测定铁

波消解条件[17]：参照 GB/T 5009.90-2003《食品

中铁

Table 1 M ocedure 

步骤 /min 

算。 
1.2.4 
含量 

微

、镁、锰的测定》，并加以改进。 
表1 微波消解条件 

icrowave digestion pr

 功率/W 温度/℃ 保持时间

1 1000 130 10 

2 1000 180 5 

3 1000 180 25 
4 0 45 40 

Z- 00 原子 分光光 工作条件

等人

超滤膜法清除铁离子工

酶液→8000 r/min、4 ℃离心 10 min→收集上清液→超

滤处

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度下Fe2+和Fe3+对菠萝蛋白酶活性

的影响 

液中分别加入不同浓度的 Fe2+和 Fe3+溶液，

摇匀

20 吸收 度计 ：参考成娟
[18]的方法，并加以改进。波长：248.3 nm；灯电

流：12.5 mA；狭缝：0.2 nm；乙炔流量：1.8 L/min；
空气流量：15.0 L/min。 
1.2.5  EDTA-2Na 结合

艺[19] 

粗

理→在浓缩液中加入 0.05%(m/V) EDTA-2Na，搅拌使其充

分溶解→收集浓缩液→盐析（缓慢加入饱和度 40%(NH4)2SO4）

→4 ℃静置过夜→8500 r/min、4 ℃离心 15 min→收集沉淀→酶

初品。 

在酶

后，测定酶活并计算酶活残留率，结果如图 1 所

示。 

 
图1 Fe2+和 Fe3+对菠萝蛋白酶活性的影响 

Fig.1 E elain 
2+

对菠

不同浓度下 2+和Fe3+对菠萝蛋白酶稳定

性的影响 

体积比为 1:1 分别与不同浓度的 Fe2+和

Fe3+

热处理时间的延长，

酶液

ffects of Fe2+ and Fe3+ on the activity of brom

从图 1 知：在 0~0.75 mmol/L 浓度范围内，Fe
萝蛋白酶活性具有明显的促进作用，且在 0.5 

mmol/L 时，Fe2+对菠萝蛋白酶活性促进作用最强，相

比于纯酶，Fe2+使酶活提高了 6.95%。但 Fe2+浓度高于

0.75 mmol/L 时，对菠萝蛋白酶活性具有显著的抑制作

用，并随着离子浓度的增大，对酶活的抑制作用增强。

在 0~3 mmol/L 浓度范围内，Fe3+对菠萝蛋白酶活性具

有明显的抑制作用，离子浓度越大抑制作用越强，Fe3+

对酶活的抑制作用始终比 Fe2+更强。由于菠萝蛋白酶

是巯基蛋白酶[20]，低浓度（0.5 mmol/L）的 Fe2+对酶

活性有促进作用，可能有以下两个原因：其一是 Fe2+

的还原能力比游离巯基强，能够优于游离巯基被氧化，

对游离巯基起到了保护作用；其二是已被氧化的巯基

能够被 Fe2+还原，进而将失活的酶重新激活[21]。Fe3+

降低酶活性的原因可能是 Fe3+的加入后，与酶蛋白结

合，致使酶的构象发生改变，酶分子的二级结构从有

序变成无规卷曲，从而降低酶活[12]，后文将结合酶的

结构变化进行进一步论述。由于 Fe2+极易被氧化为

Fe3+，因此在生产和使用菠萝蛋白酶时，应该严格控

制 Fe2+和 Fe3+含量。 

2.2  Fe

将酶液按

溶液混合，在 60 ℃处理不同时间（0、10、20、
40、60、120、180 min）后，测定酶活并计算酶活残

留率，结果如图 2 和图 3 所示。 
从图 2 和 3 知，60 ℃下，随着

的活性逐渐降低。其中纯酶热处理 60 min 后，酶

活残留率为 50.31%，当热处理时间超过 120 min，酶

活残留率低于 26%，酶活损失较高，说明菠萝蛋白酶

是热不稳定的酶。除热处理时间对酶活性的影响外，

Fe2+和 Fe3+的浓度对酶的稳定性也会产生影响。从图 2
知，Fe2+对菠萝蛋白酶的稳定性主要表现出抑制作用，

只有在低浓度（0.5 mmol/L）时对酶的稳定性表现出

轻微的促进作用，浓度大于 0.5 mmol/L 时，随着离子

浓度的增加，这种抑制程度越显著。值得注意的是，

当 Fe2+浓度为 1 mmol/L 时，对酶稳定性的抑制作用并

不显著。从图 3 知，Fe3+对酶的稳定性表现出强抑制

作用，抑制作用随浓度增加而增强。Fe3+对酶的抑制

作用比 Fe2+强。Fe2+和 Fe3+与菠萝蛋白酶在 60 ℃处理

60 min 后，当 Fe2+和 Fe3+离子浓度均为 0.5 mmol/L 时，

酶活残留率分别为 55.87%和 47.21%，相比于纯酶液，

Fe2+使酶活提高了 5.56%，Fe3+使酶活降低了 2.73%。

但浓度在2~3 mmol/L范围内的Fe2+、Fe3+与酶在60 ℃
下处理 120 min 后，酶活残留率均低于 9%，尤其是处
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理了 180 min 后，酶活残留率均低于 5%，酶几乎无活

性。说明酶的稳定性与 Fe2+和 Fe3+浓度密切相关，且

Fe3+对酶稳定性的影响更大。 

 

图5 Fe3+对菠萝蛋白酶在60 ℃半衰期的影响 

Fig.  ℃ 

，

当 Fe

2+

和 F

化 

组别 Α-Heli  Random/% 

5 Effect of Fe3+ on the half-life of bromelain at 60

从图 4 知：60 ℃下纯酶的半衰期为 60.54 min
2+浓度为 0.5 mmol/L 时，此时酶的半衰期为 71.43 

min，比纯酶延长了 10.93 min。Fe2+除浓度为 0.5 
mmol/L 外，浓度大于 0.5 mmol/L 时，均显著缩短了

菠萝的半衰期，且随着浓度的增加，酶的半衰期也越

来越短。从图5知：60 ℃下纯酶的半衰期为60.54 min，
Fe3+加入酶液后，极大地缩短了酶的半衰期，半衰期

与酶液中 Fe3+含量成反比。由 Fe2+和 Fe3+对酶半衰期

的影响可知，Fe3+对酶的热稳定性作用效果更差。 

2.4  Fe2+和 Fe3+对菠萝蛋白酶二级结构影响 

图2 60 ℃下Fe2+对菠萝蛋白酶稳定性的影响 

Fig.2 Ef t 60 ℃ fect of Fe2+ on the thermostability of bromelain a

 

由上述实验结果可知，浓度大于 1 mmol/L 的 Fe
e3+对酶活和热稳定性均具有抑制作用，且离子浓

度越大，抑制作用越强。为探究 Fe2+和 Fe3+对酶活和

热稳定性的抑制机理，实验取浓度均为 2 mmol/L 的

Fe2+和 Fe3+加入酶液后，在 60 ℃下处理 40 min 后，

采用圆二色谱测定酶的二级结构，并用 CDPro 软件中

的 continll 算法对其二级结构进行计算。对照组为纯

酶液，其他条件一致，实验结果如表 2 所示。 
表2 Fe2+和 Fe3+对菠萝蛋白酶作用后二级结构含量的变

图3 60 ℃下Fe3+对菠萝蛋白酶稳定性的影响 

Fig.3 Ef t 60 ℃ 

的影响 

同浓度的 Fe2+和 Fe3+对菠萝蛋白酶半

衰期

fect of Fe3+ on the thermostability of bromelain a

2.3  60 ℃下 Fe2+和 Fe3+对菠萝蛋白酶半衰期

60 ℃下不 Table 2 Percentage of secondary structures in bromelain 

treated with Fe2+ and Fe3+ 

x/% Β-Sheet/% Β-Tum/%

的影响，如图 4 和图 5 所示。 

 

3.90 44.20 22.00 29.80 对照组

Fe2+ 3.70 44.10 21.70 30.60 
Fe3+ 3.30 43.00 21.00 32.60 
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图4 Fe2+对菠萝蛋白酶在60 ℃半衰期的影响 

Fig.4  ℃  Effect of Fe2+ on the half-life of bromelain at 60

从表 2 2+和 对菠萝蛋白酶二 的

影响

Fe3+知，Fe 级结构

，与对照组相比，主要表现在 α-螺旋含量下降，

β-折叠和 β-转角含量稍下降，无规卷曲含量明显提高。

且对酶抑制作用更强的 Fe3+处理酶液后，α-螺旋、β-
折叠和 β-转角下降幅度比 Fe2+更快，无规卷曲含量升

高的幅度比 Fe2+更快。由此进行初步推断，Fe2+和 Fe3+

对酶抑制作用主要是通过改变酶的构象，α-螺旋含量

下降，肽链变的松散，酶分子由有序结构变成无规卷
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3 所

滤后，在浓缩液中加入 EDTA-2Na，可络

合酶

曲，从而降低酶活力，酶活力降低程度与酶二级构象

的变化程度相关。赵力超等人[8]通过 CD 图谱发现，

对菠萝蛋白酶产生抑制作用的 Cu2+和 SDS，主要是降

低 α-螺旋度，不同程度提高 β-折叠、β-转角以及无规

卷曲含量，改变酶的二级构象，使其二级结构变得松

散，从而降低酶的活性，与本文结果一致。若要进一

步探究 Fe2+和 Fe3+对酶抑制作用的机理，需进行傅里

叶红外光谱、荧光光谱以及紫外吸收表征分析。 

2.5  EDTA-2Na结合超滤膜法除铁离子结果

经EDTA-2Na结合超滤膜法除铁离子的结果如表

示。 
酶液超

液中金属离子，降低金属离子的含量。盐析，进

一步对酶进行了纯化。从表 3 可知，经 EDTA-2Na 结
合超滤膜法除铁的效果很明显，铁离子含量（干重）

从 291.63 mg/kg 降低到 142.99 mg/kg，铁离子去除率

达 50.97%，其酶活也由 597.27 U/mg 上升到 808.52 
U/mg，酶活提高了 26.13%。要使酶中的离子含量达

到医药用酶的标准还需要将酶溶解后按上述实验方法

进行 4~5 次精制处理。 

表3 EDTA-2Na结合超滤膜法除铁离子结果 

Table 3 Results of iron ion removal with a method combining EDTA disodium salt and ultrafiltration 

 铁含/(mg/kg，湿重) 水分含量/% 铁含量/(mg/kg，干重) 酶活/(U/mg，湿重) 酶活/(U/mg，干重)
盐析酶沉淀 80.17±0.21 72.51 291.63±0.77 164.19±6.32 597.27±23.00 

EDTA-2Na结合超滤膜

法处理的盐析酶沉淀 
37.95±0.45 73.46 142.99±1.71 214.58±5.91 808.52±22.27 

3  结论 

3.1  研究表明：Fe2+在离子浓度为 0~0.75 mmol/L 范

围内，对菠萝蛋白酶活性有促进作用，以 0.5 mmol/L
促进效果最佳，但离子浓度大于 0.75 mmol/L 时，抑

制酶活，且随离子浓度增加，抑制程度增强。Fe3+对

菠萝蛋白酶只有抑制作用，抑制程度与 Fe3+浓度成正

比，且 Fe3+对酶的抑制作用强于 Fe2+。60 ℃下，Fe2+

在离子浓度为0.5 mmol/L对菠萝蛋白酶的稳定性表现

出促进作用，延长了酶的半衰期，延长 10.93 min。当

Fe2+和 Fe3+离子浓度大于 0.5 mmol/L 时，2 种离子对

酶稳定性均是抑制作用，离子浓度越高，抑制作用越

强。采用圆二色谱检测酶的二级结构表明：Fe2+和 Fe3+

对酶抑制作用主要是通过改变酶的构象，α-螺旋含量

下降，肽链变的松散，酶分子由有序结构变成无规卷

曲，从而降低酶活力。低浓度（0.5 mmol/L）的 Fe2+

对酶活性有促进作用，可能与其还原性有关，但 Fe2+

极其不稳定，易被氧化成 Fe3+，因此在酶的制备和使

用中，要密切注意这两种离子的浓度。 
3.2  EDTA-2Na 结合超滤膜法除铁的效果很明显，与

单独使盐析法相比铁含量（干重）从 291.63 mg/kg 降

低到 142.99 mg/kg，铁离子去除率达 50.97%，酶活由

597.27 U/mg上升到808.52 U/mg，酶活提高了26.13%。

此方法虽可以有效降低铁离子含量，提高酶活，但是

要达到医药用酶的标准，需进一步对酶进行 4~5 次精

制处理。 
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