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采用双层静电自组装技术制备 nPAM-木瓜蛋白酶- 

CNC催化剂 
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摘要：本研究利用载体材料纤维素纳米晶（CNC）、木瓜蛋白酶（papain，PA）以及非离子型聚丙烯酰胺（non-ionic polyacrylamide, 

nPAM）的表面电荷特性，制备了新型的固定化木瓜蛋白酶，利用Zeta电位分析，探寻固定化过程中的静电作用机制；并通过傅立叶

变换红外光谱(FTIR)分析固定化 PA 的组成成分和各物质的相互作用。通过对固定化过程中的各因素进行研究，得到了制备该固定化

酶的最优条件，分别为 pH 5.0，CNC和PA 质量比为 36:1（CNC/PA），nPAM（5%质量分数）的添加量为 0.3 mL，酶层自组装时间

30 min；在此条件下酶活回收率达 85.8%。随后，对游离酶和固定化酶的动力学参数研究显示固定化酶的 Vmax/Km 值（1.40 min-1）

明显高于游离酶（0.80 min-1），表明所制备的固定化 PA 具有更高的催化效率、更广的最适 pH 范围和温度范围以及操作稳定性，在重

复使用 5 批次之后，相对酶活仍在 96.5%以上。可见双层自组装技术是一种进行固定化酶的新途径。 
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Abstract: A novel, immobilized papain (PA) was prepared by double layers electrostatic self-assembly using the surface charge 

characteristics of support material cellulose nanocrystal (CNC), papain (PA), and non-ionic polyacrylamide (nPAM). The electrostatic interaction 

mechanism of the immobilization process was explored via zeta potential (ZP) analysis and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was 

used to analyze the composition of immobilized PA and the interactions between each substance. The optimal immobilization conditions were 

obtained through a study of each factor in the immobilization process, as follows: pH: 5.0; CNC/PA mass ratio: 36:1; dosage of 5% (by mass) 

nPAM: 0.3 mL; the enzyme layer assembly time: 30 min. Under these conditions, the enzyme activity recovery was as high as 85.8%. 

Subsequently, the kinetic parameters of the free and immobilized enzymes were studied, and the results showed that the Vmax/Km of immobilized 

enzyme (1.40 min-1) was significantly higher than that of free enzyme (0.80 min-1), indicating that the prepared immobilized enzyme had higher 

catalytic efficiency as well as wider optimal pH and temperature range. Moreover, the immobilized PA still remained > 96.5% of its initial  

enzyme activity after the repeated use  for five cycles. Therefore, double-layer electrostatic self-assembly technique is a novel and convenient 

method for enzyme immobilization. 

Key words: cellulose nanocrystals(CNC); electrostatic interaction; self-assembly; immobilized papain 

 

收稿日期：2015-01-06 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（21222606；21376096）；广东省自然科学基金重点项目（S2013020013049）；华南理工大学中央高校基本科研业务费

（2013ZG0003)；全国百篇优秀博士论文作者资助项目（201504） 

作者简介：娄文勇，教授，博导，研究方向：应用生物催化 

通讯作者：范晓丹（1980-），女，讲师，研究方向：生物催化与发酵工程 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.8 

193 

PA主要提取于未成熟的青木瓜乳液中，是一种能

作用于各类蛋白的纯天然产物，被广泛应用于各个行

业
[1]
。在食品加工中，PA具有重要的作用：在肉类加

工中能使肉类嫩化，口感风味提高，经 PA 加工生产

的嫩肉粉是健康天然的食品添加剂，脱水汤料的制作

可使产品利用率更高[2]；另外还有碎肉杂骨蛋白质的

回收，因为经酶解的肉骨粉盒羽毛都是优质利用高的

饲料；PA还可用做饼干的膨松剂，酱类食品的酿造，

饮料澄清剂和酵母提取物等等。 

近年来，纳米生物科学技术的发展表明纳米结构

材料在固定化酶和细胞领域具有良好的应用前景。目

前，固定化酶的纳米结构载体包括无机纳米粒子，有

机多孔材料，有机聚合物纳米材料等。聚合物纳米材

料的结构功能多样，有良好的表面性能，亲疏水性可

控，能够很好地适应不同生物催化剂和不同催化介质

的要求。同时，聚合物载体固定化的生物催化剂能够

较好地保持酶的催化活性、提高酶在极端环境的稳定

性，并能够方便地进行回收利用，是目前的研究热点。

纤维素、甲壳素、淀粉等天然多糖化合物具有廉价易

得、可生物降解、可再生、无毒、生物相容性好等特

点，同时，多糖带大量活性羟基，能够根据需要对其

进行改性以适应不同的要求[3]。因此，研究多糖纳米

材料作为载体制备固定化生物催化剂具有重要的科研

价值和现实意义。 

纤维素纳米晶体（Cellulose nanocrystals，CNC）

作为一种新型的基质材料，不仅具有优异的物理和化

学特性（如高结晶度、纯度、强度、杨氏模量，高生

物相容性，可改性等）而且在自然界中含量丰富，天

然可再生，生物可降解[4]。此外，CNC 还具有独特的

纳米尺寸和形态结构，这使其成为生物基质材料方面

的研究热点。但是 CNC 作为载体材料固定化酶分子

的报道还不多
[5~6]

，而且目前的研究主要通过对 CNC

进行活化使其与酶发生分子间交联从而达到固定化酶

的目的，其活化过程较复杂，固定化过程耗时较长，

不利于 CNC 作为酶载体在生物催化研究领域的进一

步应用。 

研究表明，经硫酸水解得到的 CNC 表面带有大

量的负电荷，可以与带正电荷的壳聚糖分子在水溶液

中发生静电自组装
[7]
。酶是两性分子, 在溶液中通过调

节 pH 值，可以酶分子表面带有正电荷[8]。本研究通

过调节 pH，使木瓜蛋白酶带有一定量的正电荷，与带

有负电荷的 CNC 进行静电自组装，使木瓜蛋白酶分

子负载到纤维素纳米晶表面；随后利用表面带负电的

聚丙烯酰胺与木瓜蛋白酶进行第二层组装，从而制备

出新型木瓜蛋白酶制剂。这种双层静电自组装固定化

简化了以 CNC 作为酶载体的固定化酶过程，有效避

免了交联法固定化酶过程中由于戊二醛、二氮烯等交

联剂的毒害作用酶失活较严重的缺点。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂与仪器 

试剂：微晶纤维素购于国药集团化学试剂有限公

司；木瓜蛋白酶（PA，来源于木瓜乳）购于

Sigma-Aldrich (USA)，酶活为 1.8 U/mg 粗酶粉；非离

子聚丙烯酰胺(non-ionic polyacrylamide, nPAM)：相对

分子量为9×10
-6
，工业级；其它试剂均为市售分析纯。 

主要仪器：HITACHI UV-3010 紫外-可见光分光

光度计（日本日立公司），用于蛋白含量和木瓜蛋白酶

酶活测定；Zeta 电位用 Mastersize 2000（Malvern 仪器

公司）来测定；德国 Bruker公司的 Tensor 37傅立叶

变换红外光谱仪（DTGS 检测器）。 

1.2  实验方法 

1.2.1  纤维素纳米晶（CNC）的制备 

参照文献制备纤维素纳米晶
[9]
：将5 g 微晶纤维素

置于 200 mL质量分数为 64%的浓硫酸溶液中，45 ℃

下加热搅拌 90 min；随后置于4 ℃冰浴中冷却停止反

应，去离子水洗涤后 4000 r/min 离心 5 min 除去上层

溶液中残留的酸（重复5次）；加入氨水调节 pH至7.0；

最后，搅拌情况下将 CNC 分散于蒸馏水中，得到固

体含量为2%的 CNC 原液备用。 

1.2.2  双层自组装固定化木瓜蛋白酶的过程中

各因素对固定化效果的影响 

如图 1所示：将一定质量的 CNC 加入2mL磷酸

缓冲溶液中配成 CNC 原液，向其中加入 2mL 含有 2 

mg/mL PA的磷酸缓冲溶液，冰浴条件下搅拌 30 min，

PA 和 CNCs 进行静电自组装（酶层自组装过程）；然

后再加入一定体积质量分数为0.5%的 nPAM溶液，冰

浴中搅拌 30 min（保护层自组装过程），得双层自组

装固定化PA，离心洗涤，直至上清液无蛋白后，分别

测定洗涤液和上清液中的蛋白含量，用于负载量和负

载率的分析；下层所得到的双层自组装固定化酶，4 ℃

冰箱保存备用。 

为了确定制备该固定化酶的最佳条件，研究了固

定化过程中各因素（木瓜蛋白酶与载体 CNC 的质量

比、固定化过程的pH、nPAM 的添加量、酶层自组装

时间）对固定化效果的影响。 

CNC/PA：取适量粗酶粉溶于 pH 6.0，200 mM PBS

中，测定蛋白含量后取一定体积于10 mL试管中，加
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入一定体积固体含量为 2%的 CNC 溶液（分散于 pH 

6.0 的 PBS 缓冲液中）使 CNC 和 PA 的质量比

（CNC/PA）分别为 7:3、9:2、7:1、9:1、18:1，36:1

冰浴中搅拌进行酶层自组装，30 min后加入1 mL质

量分数为5%的 nPAM，搅拌30 min 进行保护层自组

装。离心洗涤，收集上清测洗涤液的蛋白含量，计算

固定化效率。 

nPAM添加量：固定化过程使用 200 mM pH 6.0

的 PBS 溶液中，按质量比 CNC/PA 为 36:1 加入反应

体系，冰浴搅拌进行酶层自组装，30 min 后分别加入

不同体积（0.05 mL、0.15 mL、0.3 mL、0.4 mL、0.5 mL、

0.6 mL）的质量分数为 5%的 nPAM 溶液，保护层自

组装 30 min。离心洗涤，收集上清测洗涤液的蛋白含

量，计算固定化效率。 

固定化过程 pH：分别用 200 mM不同 pH（5.0、

5.5、6.0、6.5、7.0、7.5）的缓冲液来溶解粗酶粉和分

散 CNC，按质量比 CNC/PA 为 36:1 加入反应体系，

酶层自组装 30 min 后，加入0.3 mL质量分数为5%的

nPAM，搅拌 30 min进行保护层自组装。离心洗涤，

收集上清测洗涤液的蛋白含量，计算固定化效率。 

酶层自组装时间：固定化过程使用 200 mM pH5.0

的 PBS 溶液中，按质量比 CNC/PA 为 36:1 加入反应

体系，冰浴搅拌进行不同时间（0.5 h、1.0 h、1.5 h、

2.0 h、4.0 h）的酶层自组装；之后加入 0.3 mL质量分

数为 0.5%的nPAM 溶液，保护层自组装30 min。离心

洗涤，收集上清测洗涤液的蛋白含量，计算固定化效

率。 

 

图 1 双层自组装固定化酶的制备示意图 

Fig.1 Schematic illustration of double-layer self-assembly to prepare 

immobilized enzymes 

1.2.3  木瓜蛋白酶中蛋白含量和酶活力的测定 

采用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量。 

将国标（GB/T 23527-2009）进行略微改进之后用

于测定游离/固定化木瓜蛋白酶的酶活：将含 3 mg PA

的游离酶或固定化酶置于 2 mL磷酸缓冲液（200 mM 

pH 7.0）中，随后加入 2 mL质量分数为1%的酪蛋白

溶液，60 ℃ 200 r/min 反应 15 min 后加入4 mL 5%三

氯乙酸溶液终止反应，离心，用紫外可见光分光光度

计测上清液在 275 nm 波长的吸光度。根据游离酪氨

酸含量与吸光度的标准曲线，计算出游离酪氨酸含量，

从而可得酶活[10]。 

酶活（U/g）定义为：1 g游离或固定化木瓜蛋白

酶每分钟催化酪蛋白水解生成的酪氨酸的含量（µg）。 

1.2.4  固定化各组分的 Zeta电位分析 

用 Mastersize 2000（Malvern 仪器公司）在不同

pH下测定 CNCs 和PA表面 Zeta 电位（平行测定三次

取平均值）。 

1.2.5  各材料及固定化酶的红外光谱分析 

将 PA，CNC，nPAM，PA和 CNC 组装后的半成

品(CNC+E)以及最终所得的双层自组装固定化酶

(Immobilized PA)压片之后，用德国 Bruker 公司的

Tensor 37傅立叶变换红外光谱仪（DTGS检测器）在

400 cm
-1
~4000cm

-1
波长下扫描。 

1.2.6  固定化木瓜蛋白酶酶学性质的研究 

动力学参数：以酪蛋白作为模型底物，在 65 ℃，

pH 6.0，底物浓度为 1~15 mg/mL (0.1~1.5 wt%)的范围

内，分别测定游离 PA和固定化 PA的反应初速度，根

据双倒数作图计算出这 2种酶制剂各自的 Km与 Vmax。 

最适 pH的研究：含 3 mg PA的固定化酶或 3 mg 

游离蛋白酶分别在 200 mM pH 4.0~10.0 （pH为 4.0

时为柠檬酸-磷酸盐缓冲液；pH 5.0~8.0 时为磷酸盐

缓冲液；pH为 9.0~10.0 时为甘氨酸-NaOH缓冲液），

45 ℃的条件下按照上述方法测定酶活。以所测得最

大酶活为100%。 

最适温度的研究：含 3 mg PA的固定化酶或 3 mg

游离蛋白酶分别在 200 mM PBS (pH 6.0)，55~90 ℃的

条件下按照上述方法测定酶活。以所测得最大酶活为

100%。 

操作稳定性：用 1.2.3中所提及的酶活测试法对固

定化酶进行 5个批次的反应，考察固定化酶的操作稳

定性。在每一批次反应结束后，通过离心（4000 r/min，

3 min）将反应介质与固定化酶分离，并用磷酸缓冲液

（pH 6.0，200 mM）洗涤，离心（4000 r/min）弃去

缓冲溶液（重复三次）。随后再进行下一批次反应。依

此方法进行 5批次实验。以第一批反应时所加入酶的

酶活为 100%。 

1.2.7  数据分析 

每组试验平行三次，利用 Excel 2010 计算数据的

平均值以及 95%置信水平下的标准差，试验结果以平

均值±标准差表示。采用 Origin 8.0进行图形绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  固定化酶各组分的 Zeta 电位分析 
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为了确定固定化酶材料表面的电荷密度，在不同

pH下测定 CNC、PA以及 nPAM的 Zeta 电位。如图 2

所示，在 pH 8.5~10.0 的范围内，PA 和 CNC 带有相

同的电荷，容易发生排斥作用；而在 pH 5~8 的范围

内，PA带正电荷而 CNC带有相反的电荷，易通过静

电作用进行自组装（第一层的酶层自组装）。而 nPAM

在 pH为 2~12之间 Zeta电位一直是-14.5 mV左右[11]，

其 Zeta 电位值随环境 pH 的变化改变不大，可利用

nPAM表面的负电荷进行第二层（保护层）的组装。 

 
图 2 不同 pH时 CNC和 PA的Zeta 电位 

Fig.2 Zeta potentials of PA and CNC at different pH values 

2.2  材料及固定化酶的红外光谱分析 

 
图 3 材料及固定化酶的红外图谱 

Fig.3 FT-IR spectra for immobilized enzymes and various materials 

Note: A, CNC; B, CNC+PA; C, Immobilized PA; D, PA; E, 

nPAM。 

对 CNC(3A)，第一层自组装后的产物(CNC+E, 

3B)，固定化酶(3C)，PA(3D)，nPAM(3E)，进行了傅

立叶红外光谱分析，如图 3A所示，1645 cm
-1和 1556 

cm
-1
分别为 CNC 中的氨基 I、II振动峰；1165 cm

-1
和

1114 cm
-1分别为C-O-C和不对称环的振动峰；667 cm

-1

为 C-C-O 的振动峰，613 cm
-1
为糖单元典型的 β-糖苷

键的振动峰。如小图所示，PA的氨基峰在1650 cm
-1，

但是当 PA 和 CNC 发生静电自组装作用后(CNC+E)

该峰偏移至 1651 cm
-1处，与 nPAM 进行第二层自组

装之后(Immobilized PA)该峰偏移至1652 cm
-1。两次自

组装后氨基 I 特征峰位置发生偏移且偏移幅度较小

（仅为 2 cm
-1），表明 CNC、PA、nPAM 之间通过温

和的弱静电作用结合形成固定化酶，这也是本文后面

研究中固定化酶活酶活回收较高的原因。 

2.3  固定化过程中各因素对固定化效果的影

响 

2.3.1  木瓜蛋白酶质量与载体 CNC 质量比对

固定化效果的影响 

 

图 4 PA和 CNC的质量比对固定化效率的影响 

Fig.4 Effect of the mass ratio of PA and CNC on immobilization 

efficiency 

注：反应条件：200 mM pH 6.0的 PBS 溶液，不同质量比

的 PA 与载体 CNC，酶层自组装 30 min，1 mL质量分数为 5%

的 nPAM，保护层自组装 30 min。 

酶的负载率除与 CNC 的比表面及孔径有关外还

与 CNC 的添加量有密切关系，因此我们考察了 CNC

和 PA不同质量比（CNC/PA）对固定化效果的影响。

如图 4 所示，当 CNC 与 PA 质量比超过 40:1 时载体

所负载的酶量达到稳定不再增加为 55.8%，但是此时

每g载体所负载的酶量较低，造成材料的浪费。当CNC

与PA质量比为 36:1 时酶蛋白固定化效率达到55.5%，

其酶在载体上的负载量为 19.1 mg酶/g CNC，随着质

量比继续加大到 7:3 ，固定化效率逐渐降低

（42.1%~37.2%）。综合考虑固定化效率，酶量和载体

量可以看出 36:1 为所得的最适 CNC 和PA的质量比。 

2.3.2  nPAM 的添加量对固定化效果的影响 

nPAM 表面含有大量的负电荷，能够与酶层的正

电荷进行二次组装，作为保护层。因此 nPAM的添加

量对固定化效果有很大影响。考察了分别添加

0.05~0.6 mL质量分数 0.5%的 nPAM对固定化效果的

影响。如图 5所示，当nPAM 的添加量由 0.05 mL增

加到 0.3 mL时，固定化效率由 36.8%增加至55.5%；

但是当继续增加nPAM的用量时，固定化效率基本不

变，表明保护层能组装的 nPAM量已经达到饱和且过
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量的 nPAM会对酶产生毒害作用，造成酶活损失。综

上所述，nPAM的最佳添加量为 0.3 mL。 

2.3.3  固定化过程 pH对固定化效果的影响 

 
图 5 nPAM的添加量对固定化效果的影响 

Fig.5 Effect of nPAM dosage on immobilization efficiency 

注：反应条件：200 mM pH 6.0的 PBS 溶液， CNC/PA

质量比为 36:1，冰浴搅拌，酶层自组装 30 min，分别加入不同

体积（0.05 mL、0.15 mL、0.3 mL、0.4 mL、0.5 mL、0.6 mL）

的质量分数为 5%的 nPAM 溶液，保护层自组装 30 min。 

 
图 6 固定化过程 pH 对固定化效果的影响 

Fig.6 Effect of pH on immobilization efficiency 

注：反应条件：CNC/PA 质量比为 36:1加入反应体系，不

同 pH，酶层自组装 30 min，加入 0.3 mL 质量分数为 5%的

nPAM，搅拌 30 min进行保护层自组装。 

固定化过程中 pH 是影响固定化效果的关键因素

之一。酶作为一个两性分子，pH可以影响酶在溶液中

的离子状态，当 pH 位于酶分子的等电点以下时酶分

子带正电荷，当 pH 位于酶分子的等电点以上时酶分

子带负电荷；因此通过调节pH使其处于PA的等电点

以下使其带正电荷与带负电荷的 CNC 发生静电作用

进行自组装。根据 Zeta电位图（图1），在 pH 5.0~8.0

的范围内 CNC 和 PA带有相反的电荷，能够进行静电

自组装。因此，考察了 pH在 5.0~7.5 的范围内对固定

化效果的影响。如图 6 所示，pH在 5.0时，固定化效

率达到最大为 75.21%，固定上的载体与酶的质量比为

21.32 mg 酶/g CNC 载体，该条件下酶活回收率达到

85.8%。随着pH的升高，其固定化效率和基于载体的

负载量随着降低，这可能是因为随着 pH 的升高，PA

的 Zeta 电位逐渐降低，所带的正电荷减少，与 CNC

的静电作用变弱，从而导致通过静电自组装负载到

CNC 表面的酶量减少。 

2.3.4  酶层自组装时间对固定化效果的影响 

 
图 7 酶层自组装时间对固定化效果的影响 

Fig.7 Effect of immobilization time on immobilization efficiency 

注：反应条件：200 mM pH 5.0的 PBS溶液，CNC/PA 质

量比为 36:1，冰浴搅拌，进行不同时间（0.5 h、1.0 h、1.5 h、

2.0 h、4.0 h）的酶层自组装；0.3 mL质量分数为 0.5%的 nPAM

溶液，保护层自组装 30 min。 

酶层自组装时间过短会导致酶分子不能充分和载

体 CNC 发生静电作用，从而导致负载率低；但是若

自组装时间过长又会造成酶分子与 nPAM接触，由于

nPAM 的毒害作用使酶失活。因此，考察了自组装

0.5~4 h对固定化效果的影响。如图 7 所示，当酶层自

组装时间由 0.5 h增加至 1 h时，固定化效率由 75.2%

增加至 75.8%；随后虽然自组装时间增长，但是固定

化效率略为下降后持平，因此选择酶层自组装时间为

0.5 h。 

2.4  酶学性质的研究 

2.4.1  pH 对游离酶和固定化酶的影响 

 
图 8 pH对固定化酶和游离酶的影响 

Fig.8 Effect of pH on theimmobilized and free enzymes 

注：反应条件：含 3 mg PA 的固定化酶或 3 mg游离酶，2 

mL 不同 pH 的缓冲液，2 mL 质量分数为 1%的酪蛋白溶液，200 
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r/min，45 ℃。以所测得最大酶活为 100%。 

研究了pH在4~10范围内对游离酶和固定化酶的

影响，如图 8所示，虽然游离酶和固定化酶都在 pH 6.0

相对酶活最大，但是在 pH为 7.0~9.0 的范围内，固定

化酶的相对酶活始终在94%以上，相比之下，游离酶

在 pH为 9.0时相对酶活下降为 61.85%。当 pH为 10.0

时，固定化酶和游离酶的相对酶活分别为 81.27%和

55.63%。结果表明，酶经过固定化后，最适 pH 范围

有所扩大，这和其它课题组的研究保持一致[12]。 

2.4.2  温度对游离酶和固定化酶的影响 

 

图 9 温度对游离酶和固定化酶的影响 

Fig.9 Effect of temperature on the free and immobilized enzymes 

注：反应条件：含 3 mg PA 的固定化酶或 3 mg游离酶，2 

mL pH6.0的磷酸缓冲液，2 mL质量分数为 1%的酪蛋白溶液，

200 r/min，不同温度。以所测得最大酶活为 100%。 

如图 9 所示，游离酶和固定化酶的都在 65 ℃相

对酶活最大，但是可以看出 65 ℃~75 ℃之间固定化酶

的相对酶活在 95%以上，但是 75℃时游离酶的相对酶

活仅为 71.84%；且随着温度的升高，游离酶的相对酶

活下降迅速。 

由此可以看出，与游离酶相比，固定化酶的最适

温度范围更广。 

2.4.3  游离酶和固定化酶的动力学参数研究 

表 1 游离酶和固定化酶的表观动力学参数比较 

Table 1 Comparison of apparent kinetic parameters of the free and 

immobilized enzymes 

Enzyme 

preparation 

Km 

/(mg/mL) 

Vmax 

/[µg/(mL·min)] 

Vmax/ Km 

/min-1 

Free 

Immobilized 

13.33 

8.29 

10.83 

11.58 

0.81 

1.40 

注：反应条件：含 3mg PA 的固定化酶或 3 mg游离酶，磷

酸缓冲液（200 mM，pH 6.0），酪蛋白浓度为 1~15 mg/mL (0.1~1.5 

wt%)的范围内，65 ℃，220 r/min，反应 15 min。 

动力学参数可以直观的表示酶催化能力的大小，

如表 1 所示，游离酶和固定化酶的米氏常数 Km分别

为 13.33 mg/mL和 8.29 mg/mL，固定化酶的表观 Km

低于游离酶，表明固定化酶具有更好的底物亲和力[10, 

13]。这可能是因为 PA 在静电自组装过程中，三级结

构发生改变，使底物分子更容易接近酶活性中心，因

此固定化 PA 表现出较小的表观 Km 值。从酶的催化

效率的比较可以看出固定化 PA 的 Vmax/Km 值（1.40 

min
-1）高于游离酶（0.80 min

-1），表明通过这种双层

静电自组装技术固定化的PA具有更高的催化效率。 

2.4.4  固定化酶的操作稳定性研究 

固定化酶的重复使用是衡量固定化酶稳定性的一

个重要指标[14]。从图10 可以看出，固定化PA在重复

使用 5批次后其相对酶活依然很高，达到 96.94%。表

明了该酶经过双层自组装固定化之后便于回收和重复

利用，降低了生产成本，具有潜在的工业应用价值。 

 
图 10 固定化 PA 的操作稳定性 

Fig.10 Stability of the operation to immobilize PA 

3  结论 

本研究报道了一种基于双层静电自组装技术的简

单、温和快速的木瓜蛋白酶的固定化方法，并利用 Zeta

电位分析阐明固定化的原理。在 pH5.0，CNC/PA 质

量比为 36:1，nPAM添加量为 0.3 mL，酶层自组装时

间 30min时，固定化效率最高，达98.48%。与游离酶

相比，固定化酶具有更好的 pH 稳定性、温度稳定性

及更高的催化效率，重复使用 5批次之后，固定化PA

仍保持很高的活力。该固定化酶制剂有望进一步用于

手性氨基酸拆分以及手性小肽合成等领域，拥有良好

的潜力。 
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