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京尼平交联制备枯草杆菌碱性蛋白酶聚集体 
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摘要：本研究利用新型交联剂京尼平制备了枯草杆菌碱性蛋白酶交联聚集体（BAP-CLEAs）。以酶活回收率为指标，确定了

BAP-CLEAs 制备的最佳条件为：交联剂质量浓度 0.50%，交联温度 35 ℃，交联时间 12 h，此时BAP-CLEAs 的酶活回收率为 55.04%。

采用扫描电镜及红外光谱对 BAP-CLEAs 进行表征，结果证明枯草杆菌碱性蛋白酶在京尼平的作用下成功交联。与游离酶相比，

BAP-CLEAs 的最适 pH 值向碱性方向偏移，由 9.4 变为 10.3，在较宽的 pH 范围和温度范围内保持较高的酶活。另外，在 2%浓度的

酪蛋白底物中重复使用 5 次后，BAP-CLEAs 还能保持 86.42%的酶活性。以上催化特性的结果表明，枯草杆菌碱性蛋白酶在京尼平的

作用下可成功交联形成酶聚集体，且该交联酶聚集体具有比游离酶更优越的 pH 稳定性、温度稳定性和重复使用稳定性，有良好的工

业应用前景。 
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Abstract: In this study, Genipin as a novel crosslinking agent was used to prepare the crosslinked Bacillus subtilis alkaline protease 

aggregates (BAP-CLEAs). Using the recovery rate of enzyme activity as the main indicator, the optimal processing conditions for the 

preparation of BAP-CLEAs were determined: mass concentration of the crosslinking agent 0.50%, crosslinking temperature 35 ℃ and 

crosslinking time 12 h. The recovery rate of the enzyme activity of the BAP-CLEAs prepared under the optimum condition was 55.04%. The 

characterization results of the BAP-CLEAs by SEM and FTIR showed that Bacillus subtilis alkaline protease was successfully crosslinked with 

the aid of genipin. Compared with the free enzyme, the optimal pH of BAP-CLEAs shifted towards the alkaline direction (from 9.4 to 10.3), and 

a relatively high enzyme activity was maintained in wide pH and temperature ranges. In addition, BAP-CLEAs still had 86.42% of the initial 

enzyme activity after 5 repeated uses in a casein substrate at 2%. The above catalytic characteristics indicated that the Bacillus subtilis alkaline 

protease could be successfully crosslinked to form CLEAs with the aid of genipin. The BAP-CLEAs had superior pH stability, temperature 

stability and repeatability compared with the free enzyme, thus has a good industrial application prospect. 
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碱性蛋白酶来源于细菌，酵母菌、真菌等微生物，

具有催化水解蛋白质的氨基酸酰胺键、酯键，并具有

转酯和转肽的能力，能将一些蛋白质水解成多肽或氨

基酸，且具有较高的酶活力和广泛的 pH 稳定性[1]，是

一种重要的生物催化剂[2]。 
游离碱性蛋白酶存在不可回收、稳定性差等缺

点，阻碍了其在工业上的应用，而对游离酶的固定化

技术可以克服这些缺点。目前酶的固定化技术分为载

体固定化技术和无载体固定化技术。载体固定化技术

中所采用的固定化技术、载体、介质条件等会在一定

程度上导致酶的催化性能或保留活性降低，其中载体

所带来的分配效应、空间障碍效应和扩散限制效应是

影响固定化酶催化效率的主要因素[3,4]。交联酶聚集体

（Crosslinking Enzyme Aggregates，CLEAs）是一种无

载体固定化酶技术，与传统固定化方法相比，其作为

生物催化剂具有一些优势：制备过程简单[5]；不需要

载体，成本低；有广泛的适用范围，例如合成氨苄青

霉素[6]，对映选择性合成氰醇[7]，酯化合成[8]和丙烯酰

胺的生产[9]等；具有宽泛的 pH 和温度稳定性，良好的

重复使用性。CLEAs 技术广泛应用在食品、制药、化

工等领域，如 Cerrena sp. HYB07 的漆酶 CLEAs 与游

离漆酶相比，不仅可以回收利用，且对 RB 亮蓝和孔

雀绿有较好的降解效果，2 h 内降解率达到 90%[10]。

贺雪珊[11]等研究发现，绿豆环氧水解酶 CLEAs 可以

保持较高活性，并且可以重复使用而没有明显的活力

损失。基于碱性蛋白酶在食品行业的广泛需求，如生

产小分子肽等，将碱性蛋白酶通过交联剂形成交联酶

聚集体，能够使其更广泛的应用于食品工业生产中。 
交联剂通常在制备固定化酶的过程中起重要作

用[12]。常见的交联剂如戊二醛、甲醛等具有生物相容

性差，细胞毒性大等缺点。在制备 CLEAs 的过程中，

一般应用戊二醛为交联剂，但使用戊二醛为交联剂对

酶活回收率的影响较大，区晓阳[13]等以戊二醛为交联

剂制备碱性蛋白酶 CLEAs，最大酶活回收率仅为

22.6%。而京尼平是栀子苷经葡萄糖苷酶水解后的产

物，是一种优良的天然生物交联剂，不但能够形成稳

定的交联制品，且细胞实验表明其毒性低于戊二醛

10000 倍[14]。唐荣华[15]等采用磁性壳聚糖微球为载体，

京尼平为交联剂，对脂肪酶进行固定化，在京尼平浓

度为 0.6 g/L，交联温度为 55 ℃，交联时间 8 h 时，固

定化酶的比活力最大，为 4.31 U/g，效果优于使用戊

二醛为交联剂的情况。在制备 CLEAs 的过程中，尚

未见到有采用京尼平作为交联剂的相关文献，而京尼

平分子能够自发与氨基反应，生成一种蓝色素[15]，适

用于蛋白的交联，所以本研究选用京尼平作为交联剂。 

本研究采用新型交联剂京尼平对枯草杆菌碱性

蛋白酶（Bacillus subtilis alkaline protease，BAP）进行

交联，制备高效的无载体固定化酶 BAP-CLEAs，并

对制备过程中的影响因素进行系统研究；研究

BAP-CLEAs 水解催化酪蛋白的酶学性质，并与游离

枯草杆菌碱性蛋白酶的催化性质进行比较，为进一步

研究 CLEAs 开发和应用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料  
枯草芽孢杆菌碱性蛋白酶（BAP），购于诺维信（日

本）有限公司；京尼平，购于之信生物科技有限公司；

其他所有化学品纯度均为分析纯，并购买于天津市大

茂化学试剂厂。 
1.1.2  仪器 

DF-101S 型集热式恒温加热磁力搅拌器，上海凌

科实业发展有限公司；DHG-9030A 型电热鼓风干燥

箱，上海一恒科技有限公司；VERTEX 70 型傅里叶变

换红外光谱仪，德国 Bruker 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1 交联碱性蛋白酶聚集体(BAP-CLEAs）的
制备 

取 1 mL 的酶液（40 mg/mL），加入一定量的饱和

度为 90%的饱和硫酸铵溶液，将混合物在室温下用磁

力搅拌器以 200 r/min 的速度搅拌沉淀 20 min，加入适

量的交联剂京尼平，反应一段时间溶液变蓝，对其进

行离心分离，用蒸馏水反复离心洗涤 3 次，得到

CLEAs，平行 3 次。将离心后的洗液和滤液合并在一

起，测定上清液剩余的蛋白质含量，以计算碱性蛋白

酶的结合量；收集离心所得的沉淀测定 BAP-CLEAs
的酶活性，计算 BAP-CLEAs 的酶活性回收率。 
1.2.1.1  交联温度对 BAP-CLEAs 影响的研究 

以 BAP-CLEAs 的酶活性回收率作为优化指标，

探讨不同温度对 BAP-CLEAs 的影响。取 1 mL 40 
mg/mL 的碱性蛋白酶于离心管中，并加入 5 mL 饱和

度为 90%的饱和硫酸铵溶液，200 r/min 的条件下搅拌

沉淀 10 min，加入一定量的交联剂京尼平，使其体系

质量浓度为 0.25%，分别在 25 ℃、35 ℃、45 ℃、55 ℃、

65 ℃的条件下搅拌反应 12 h。然后对其进行离心分

离，利用蒸馏水反复洗涤干净，收集洗液和滤液测定

蛋白质含量，同时收集 BAP-CLEAs 沉淀测定其酶活

性。 
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1.2.1.2  交联时间对 BAP-CLEAs 影响的研究 
以 BAP-CLEAs 的酶活性回收率作为优化指标，

探讨不同交联时间对 BAP-CLEAs 的影响。取 1 mL 40 
mg/mL 的碱性蛋白酶于离心管中，并加入 5 mL 饱和

度为 90%的饱和硫酸铵溶液，200 r/min 的条件下搅拌

沉淀 10 min，加入一定量的交联剂京尼平，使其体系

质量浓度为 0.25%，在 35 ℃的条件下分别搅拌反应 6、
10、12、16、20、24 h。然后对其进行离心分离，利

用蒸馏水反复洗涤干净，收集洗液和滤液测定蛋白质

含量，同时收集 BAP-CLEAs 沉淀测定其酶活性。 
1.2.1.3  交联剂浓度对 BAP-CLEAs 影响的研究 

以 BAP-CLEAs 的酶活性回收率作为优化指标，

探讨不同交联剂浓度对 BAP-CLEAs 的影响。取 1 mL 
40 mg/mL 的碱性蛋白酶于离心管中，并加入 5 mL 饱

和度为 90%的饱和硫酸铵溶液，200 r/min 的条件下搅

拌沉淀 10 min，加入一定量的交联剂京尼平，使其体

系质量浓度分别为 0.1%、0.25%、0.50%、0.75%、1%，

在 35 ℃的条件下搅拌反应 12 h。然后对其进行离心分

离，利用蒸馏水反复洗涤干净，收集洗液和滤液测定

蛋白质含量，同时收集 BAP-CLEAs 沉淀测定其酶活

性。 
1.2.2  蛋白质浓度和酶活性的测定 

蛋白质浓度根据 Bradford[16]法进行测定，使用牛

血清白蛋白作为标准品。以酪蛋白为底物，测定游离

酶和 BAP-CLEAs 的酶活性，用紫外分光光度计测定

660 nm 下酪氨酸的释放量，在 40 ℃下每分钟水解酪

蛋白产生1 μg酪氨酸，定义为1个蛋白酶活力单位[17]，

酶活回收率和相对酶活力计算方法分别见式（1）和式

（2）。 

/ % 100%
-

×
固定化酶活力

酶活性回收率 =
加入酶的总活力 剩余酶活力

（1） 

%= 100%×
某一条件下的酶活力

相对酶活力/
该系列条件下的酶活力

      （2） 

1.2.3  多肽含量的测定[18] 
以 Gly-Gly-Tyr-Arg 四肽为标准品制作标准曲线，

用 10%(m/V)的三氯乙酸沉淀蛋白水解液中的大分子

蛋白质，经离心过滤后，在上清液中加入双缩脲试剂，

于 540 nm 下测定其 OD 值，继而在 Gly-Gly-Tyr-Arg
四肽标准曲线上查出样品中的多肽含量。 
1.2.4  BAP-CLEAs 的结构表征 

SEM 观测：以水为分散剂，制备一定浓度的

BAP-CLEAs 溶液，分别将其滴在铝箔制样台上面，

自然条件下干燥，进行喷金处理，然后进行 SEM 观

察形貌。 
FTIR 测定：按照与 KBr 为 1:100 的比例分别将

BAP 与 BAP-CLEAs 进行压片处理，空白对照为 KBr，
设置分辨率为 4 cm-1，测定波长为 400~4000 cm-1，扫

描次数为 32 次，进行 FTIR 扫描。 
1.2.5  游离酶与 BAP-CLEAs 的酶学特性研究 

以酪蛋白为模型底物，经碱性蛋白酶水解成为酪

氨酸。研究游离酶和 BAP-CLEAs 的酶学特性，包括

酶的最适 pH，最适温度和重复使用稳定性。 
1.2.5.1  最适 pH 

取游离酶和上述最佳条件制备的 BAP-CLEAs 置

于 pH 分别为 5.5、6.5、7.5、8.5、9.4、10.3、11.0 的

缓冲溶液体系（pH 5.5，6.5~7.5，8.5，9.4~10.3，11.0
分别为 20 mmol/L 的磷酸氢二钠-柠檬酸，磷酸氢二钠

-磷酸二氢钠，Tris-盐酸，碳酸钠-碳酸氢钠、碳酸氢

钠-氢氧化钠缓冲溶液）中，底物溶液 pH 值也对于为

相应的反应 pH 值，不改变酶活力测定的其他条件，

对游离酶与 BAP-CLEAs 的酶活力进行测定。 
1.2.5.2  最适温度 

取游离酶和制备的 BAP-CLEAs，分别在 25 ℃、

35 ℃、45 ℃、55 ℃、65 ℃、75 ℃、85 ℃下，不改

变酶活力测定的其他条件，对游离酶与 BAP-CLEAs
的酶活力进行测定。 
1.2.5.3  BAP-CLEAs 的重复使用稳定性 

测试 BAP-CLEAs 的重复使用性能。酶解条件设

置为：pH 9.5，温度 35 ℃，时间 1.5 h，底物浓度 2%，

酶添加量 0.9 mg/mL。酶解结束后立即进行 9000 
r/min，10 min 离心，取上清液进行多肽含量测定来评

价酶解效率。BAP-CLEAs 沉淀重复酶解步骤，共循

环反应 5 次。 
1.2.6  数据处理 

每组实验重复测定 3 次，结果表示为平均值±标
准偏差 SD。采用 SPSS 19.0 及 Origin 8.5 软件对实验

数据进行分析。 

2  结果与讨论 

2.1  BAP-CLEAs 的制备优化 

2.1.1  交联温度对 BAP-CLEAs 的影响  
图 1 为不同交联温度对 BAP-CLEAs 的酶活回收

率的影响。从图中可以看出，在 25 ℃~35 ℃的范围内，

BAP-CLEAs 的酶活回收率逐渐上升，超过 35 ℃后，

BAP-CLEAs 的酶活回收率逐渐降低。在 25 ℃时的条

件下，BAP-CLEAs 交联程度较低。超过 45 ℃后，在

温度较高的条件下交联反应速度加快，形成的

BAP-CLEAs 聚集体过大，空间传质受阻，底物不能

充分与活性位点接触，从而造成酶活回收率迅速降低。
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因此，将制备碱性蛋白酶 BAP-CLEAs 的最佳交联温

度确定为 35 ℃。 

 
图 1 不同交联温度对 BAP-CLEAs酶活回收率的影响 

Fig.1 Effect of different temperature on enzyme activity 

recovery 

2.1.2  交联时间对 BAP-CLEAs 的影响  

 
图 2 不同交联时间对 BAP-CLEAs酶活回收率的影响  

Fig.2 Effect of different cross-linking time on enzyme activity 

recovery 

图 2 为不同交联时间对 BAP-CLEAs 的酶活回收

率的影响。从图中可以看出，在 4~12 h 的范围中，随

着时间的增加，BAP-CLEAs 的酶活回收率不断上升，

这是因为随着时间的增加，通过京尼平交联起来的酶

聚集体越来越多，操作稳定性增强，从而造成酶活回

收率的上升。交联时间超过 12 h 后，虽然总体的酶结

合率上升，但酶活回收率却逐渐下降，这是因为过多

的酶聚集在一起，造成 BAP-CLEAs 的空间位阻大，

许多活性位点被包埋在交联聚集体内部，底物不能充

分与活性位点接触，从而造成酶活回收率逐渐降低。

因此，碱性蛋白酶 BAP-CLEAs 制备的最佳交联时间

为 12 h。这一结果与孙立梅[19]等的研究结果相似。 
2.1.3  交联剂浓度对 BAP-CLEAs 的影响 

图 3 为不同交联剂浓度对 BAP-CLEAs 酶活回收

率的影响。从图中可以看出，在较低的京尼平浓度下，

酶活回收率较低，这是因为在这时低浓度的京尼平对

酶聚集体交联不完全或不牢固，易发生酶泄露，不溶

性聚集体较少；随着京尼平浓度逐渐增加到 0.50%时，

BAP-CLEAs 的酶活回收率不断升高；但京尼平浓度

进一步升高超过 0.50%后，酶活回收率开始降低，这

可能是因为高浓度的京尼平会导致酶分子的硬化，从

而使酶的柔韧性丧失[10]，且使用过量的京尼平会造成

资源浪费。因此，碱性蛋白酶 BAP-CLEAs 制备的最

佳交联剂浓度为 0.50%。 

 
图 3 不同交联剂浓度对 BAP-CLEAs酶活回收率的影响 

Fig.3 Effect of different cross-linking agent concentration on 

enzyme activity recovery 

 

 
图 4 样品图 

Fig.4 Sample diagram  

注：a：BAP-CLEAs 0-4h 沉淀图；b：BAP-CLEAs 和 BAP

冻干样品图。 

对碱性蛋白酶 BAP-CLEAs 制备过程中的影响因

素分析表明，以 90%的饱和硫酸铵溶液作为沉淀剂，

沉淀时间为 20 min，交联剂浓度为 0.50%，交联温度

为 35 ℃，交联时间为 12 h 时，BAP-CLEAs 的酶活

回收率达最大值，为 55.04%。范方宇[20]等以海藻酸钠

为载体，采用包埋法固定化碱性蛋白酶，在氯化钙浓

度为 3.0%、海藻酸钠溶液与酶液体积之比为 1:1、海

藻酸钠质量分数为 3.0%和固定化时间为 2 h 下获得最

大固定化酶酶活回收率为 23.6%。李扬等[21]用 3-氨丙

基三乙氧基硅烷对四氧化三铁磁性纳米粒子表面进行

修饰，以戊二醛作为交联剂固定化碱性蛋白酶，在酶
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添加量为 7000 U/g、反应温度为 40 ℃、时间为 1.5 h
时获得最大酶活回收率为 48%，在反复使用 5次以后，

依然能保持 34.2%的酶活力。相对于其它碱性蛋白酶

的固定化，本实验制备的 BAP-CLEAs 无载体成本，

固定化步骤简单，酶活回收率高，可于较高温度下进

行固定化。 
图 4a 为 BAP-CLEAs 0~4 h 的沉淀图，从右往左

每隔 2 h，1 h，1 h 对离心管内的悬浮液重悬一次，可

以看出 0 h 时 BAP-CLEAs 很好的分散在水中，溶液

为深蓝紫色，随着时间的推移逐渐沉淀，到 4 h 时

BAP-CLEAs 已完全沉淀，上清液透明。图 4b 分别为

BAP-CLEAs（1 号）与枯草杆菌蛋白酶 BAP（2 号）

冷冻干燥得到的实物图，可以看到 BAP-CLEAs 为深

蓝紫色，枯草杆菌蛋白酶为土黄色，上述两图结合表

明利用京尼平进行的无载体固定化酶 BAP-CLEAs 成

功交联。 

2.2  BAP-CLEAs 与 BAP 的表征结果 

2.2.1  BAP-CLEAs 的 SEM 分析  
CLEAs 是一种多孔结构聚合物，所制备的交联体

结构直接影响到酶的催化活性，如交联体的孔道直径

会直接影响到酶与底物的接触面积和底物与产物进出

孔道的快慢。为了更直接观察所制备的 BAP-CLEAs
形态特征，使用 SEM 对所制备的 BAP-CLEAs 表面特

征进行观察。 

 
图 5 BAP-CLEAs的 SEM图 

Fig.5 SEM images of BAP-CLEAs 

图 5 为通过 SEM 观察 BAP-CLEAs 的形貌特征

图。由图中可以看出本研究制备的 BAP-CLEAs 符合

常规 CLEAs 所应具有的形貌，是一个多孔结构聚合

物，且表面有许多层次分明的球状重叠结构(白色箭头

所示)，可以说明有大量的酶分子聚集在一起，有许多

大小不一的孔道，表明所制备的 BAP-CLEAs 表面积

大，有利于酶与底物的接触。董守利[22]等采用 SEM
对脂肪酶 CLEAs 进行形貌表征，结果呈现出一定的

脂肪酶分子堆积的现象，不规则形状的 CLEAs-PFL
由一个个粒径较小的聚集体组成，孔径空隙能让反应

底物与酶催化位点接触，保证催化反应的顺利进行，

粒径大部分在 20~45 μm 范围内，本研究 BAP-CLEAs
粒径较小，传质阻力较小，更能保证催化反应的顺利

进行，更加利于保持较高的酶活。 
2.2.2  红外图谱分析 

对游离枯草杆菌蛋白酶（BAP）和经京尼平交联

的 BAP-CLEAs 进行红外光谱分析，结果如图 6 所示。

1680~1630 cm-1、1570~1515 cm-1、1350~1310 cm-1分

别是蛋白质的酰胺Ⅲ带(C=O)、酰胺Ⅱ带(N-H)及酰胺

Ⅰ带(C-N)吸收峰[23,24]。BAP 和 BAP-CLEAs 在这三个

波长处均有明显吸收，证明两者均为含有典型蛋白质

结构。BAP-CLEAs 经京尼平交联后在 1730 cm-1处出

现一个新的吸收峰，这是京尼平分子上 C11 位上的酯

化羧基（ -COOCH3）由于不完全交联而被引入

BAP-CLEAs 分子中所导致的[25]。BAP-CLEAs 在 1463 
cm-1和 1310 cm-1处的吸收显著强于 BAP，表明部分

京尼平分子完成对多个 BAP 分子进行交联。这两个波

长的吸收增强分别代表京尼平分子C11位酯基取代反

应（向 BAP-CLEAs 分子中引入-CONH-）[26]以及 O2
位氨基取代反应（向 BAP-CLEAs 分子中引入 N-H）
[27]。综上所述，京尼平成功实现了对枯草杆菌蛋白酶

的交联。 

 
图 6 红外光谱图 

Fig.6 Infrared spectrum 

2.3  BAP 及 BAP-CLEAs 的特性分析结果 

酶的催化活性与反应温度和 pH 值密切相关，过

高过低都会影响酶的催化效率，因此，探索酶的最适

催化 pH 和温度对更好发挥 BAP-CLEAs 的催化性能

及其应用具有重要意义。 
2.3.1  最适催化 pH 

pH 值是影响酶活性的主要参数之一。酶的固定化

通常会导致酶的构象变化，从而导致最优 pH 的变化
[13]。pH 对游离酶和 BAP-CLEAs 活性的影响见图 7，
在 pH 5.5~9.4 范围内，游离酶与交联后的 BAP-CLEAs
的相对酶活性均随着 pH 的增加而增加，游离酶的最

适 pH 为 9.4，交联后的 BAP-CLEAs 的最适 pH 略向
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碱性偏移，在 pH 值为 10.3 下最好。在 pH 5.5~9.4 范

围内 BAP-CLEAs 的相对酶活性均高于游离酶，说明

通过京尼平交联形成的 BAP-CLEAs 比游离酶的 pH
的耐受性更高，且具有较宽的 pH 范围。 

 
图 7 反应 pH对游离酶 BAP与 BAP-CLEAs活性的影响 

Fig.7 Influences of various pH value on activity of free enzyme 

and BAP-CLEAs 

2.3.2  最适催化温度 
温度对游离酶和 BAP-CLEAs 活性的影响见图 8，

在 25~45 ℃范围内，游离酶与固定化酶的酶活性均随

温度的升高而增大，在 45 ℃时两者酶活性均达到最

高值，当温度大于 45 ℃时，游离酶的酶活性迅速下

降，且在 85 ℃时接近为 0，而固定化酶在 85 ℃时仍

具有 16.85%的酶活回收率。在整个温度范围内固定化

酶的相对酶活性均高于游离酶，这可能是由于京尼平

引起了蛋白质间共价键的形成，增加了酶构象的刚性，

进而防止酶因热交换而引起扭曲或破坏[28,29]，说明通

过京尼平交联的 BAP-CLEAs 相比起游离酶具有较宽

的温度范围，在高温下更稳定，不易失活。 

 
图 8 反应温度对游离酶 BAP与 BAP-CLEAs活性的影响 

Fig.8 Influences of various temperature on activity of free 

enzyme and BAP-CLEAs 

2.3.3  BAP-CLEAs 的重复使用稳定性分析 
BAP-CLEAs 的重复使用稳定性是衡量无载体固

定化酶优劣的关键因素，因此生物催化剂的重复使用

性能是固定化酶的一个重要指标。以生物催化水解酪 
 

蛋白为模型反应，研究了 BAP-CLEAs 的重复使用稳

定性，结果见图 9。图 9 表明，BAP-CLEAs 在重复使

用 5 批次后，剩余酶活性仍然有 86.42%。由于

BAP-CLEAs 具有易分离、稳定性好、可重复利用等

特点，在生物水解工业上将具有更大应用潜力。范方

宇[21]等以海藻酸钠为载体，采用包埋法固定化碱性蛋

白酶，在氯化钙浓度为 3.0%、海藻酸钠溶液与酶液体

积之比为 1:1、海藻酸钠质量分数为 3.0%和固定化时

间为 2 h 下获得最大固定化酶酶活回收率为 23.6%。

李扬等[22]用 3-氨丙基三乙氧基硅烷对四氧化三铁磁

性纳米粒子表面进行修饰，以戊二醛作为交联剂固定

化碱性蛋白酶，在酶添加量为 7000 U/g、反应温度为

40 ℃、时间为 1.5 h 时获得最大酶活回收率为 48%，

在反复使用 5 次以后，依然能保持 34.2%的酶活力。

相对于其它碱性蛋白酶的固定化，本实验制备的

BAP-CLEAs 无载体成本，固定化步骤简单，酶活回

收率高，可于较高温度下进行固定化。 

 
图 9 BAP-CLEAs水解酪蛋白的重复使用稳定性 

Fig.9 Reuse stability of BAP-CLEAs for enzymatic hydrolysis 

of casein 

3  结论 

本文采用新型生物交联剂京尼平对 BAP 进行交

联聚集体的制备，在交联温度为 35 ℃，交联剂浓度

为 0.50%，交联时间为 12 h 时，BAP-CLEAs 的最大

酶活回收率为 55.04%。BAP-CLEAs 的对 pH 和温度

的耐受性明显优于游离酶，这表明所制备的固定化酶

更符合工业用酶的苛刻要求。此外，BAP-CLEAs 具

有良好的重复使用稳定性，重复使用 5 批次后，

BAP-CLEAs 的剩余酶活性还能保持 86.42%以上。所

制备的 BAP-CLEAs 在食品、医药等行业的具体应用

有待进一步研究，但其简单的制备和回收步骤，优异

的催化性能和稳定的操作性都表明，碱性蛋白酶

CLEAs 的优越性要高于游离酶，这将会使其在生物催

化工业上具有更大的应用潜力。 
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