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离子液体双水相提取木瓜蛋白酶及条件优化 
 

王伟涛，张海德，蒋志国，许英豪，董安华，彭健，杨雪芳 

（海南大学食品学院，海南海口 570228） 

摘要：采用[C4mim]Br/K2HPO4 双水相体系提取木瓜蛋白酶。首先考察各成相试剂对木瓜蛋白酶活性的影响，其次考察了离子

液体侧烷基链长度、离子液体浓度、酶添加量、pH、温度对木瓜蛋白酶分配行为的影响；并采用响应面法（CCD）优化

[C4mim]Br/K2HPO4 双水相萃取木瓜蛋白酶的条件。结果表明：离子液体对木瓜蛋白酶的活性影响较小，低浓度时还能促进酶活性，

而无机盐对木瓜蛋白酶活性的影响较大；高温不利于离子液体双水相萃取木瓜蛋白酶；各因素对木瓜蛋白酶萃取的影响从大到小依

次为K2HPO4的浓度、[C4mim]Br的浓度、酶添加量、pH。响应面优化得到的最佳萃取条件：0.30 g/mL 的[C4mim]Br，0.30 g/mL 的

K2HPO4，pH 6.0，酶添加量 3.0 mg/mL，温度30 ℃。在此条件下木瓜蛋白酶的酶活性回收率达到 91.20%，纯化因子可以达到 1.73。

为该体系的放大实验或规模化生产提供理论指导。 
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Extraction of Papain by Ionic Liquid/Aqueous Two-phase System and 

Optimization of Process Conditions 
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(College of Food Science and Technology, Haikou 570228, China) 

Abstract: Papain was extracted by a [C4mim] Br/K2HPO4 ionic liquid/aqueous two-phase system. First, the influence of reagents on the 

activity of papain was investigated. Second, the effects of alkyl chain length and concentration of the ionic liquid, dosage of papain, pH, and 

temperature on the partitioning behavior of papain were discussed concretely, and the extraction conditions were optimized using the central 

composite design (CCD). The results showed that ionic liquids had little impact on the activity of papain and could promote the activity at low 

concentrations, while the inorganic salt had a larger influence on the activity of papain. There was a negative influence on the extraction of 

papain in the ionic liquid/aqueous two-phase system at high temperature. The influence of the various parameters was in the following order: 

concentration of K2HPO4 > concentration of [C4mim]Br>dosage of papain> pH. The optimized extraction conditions were as follows: [C4mim] 

Br content, 0.30 g/mL; K2HPO4 content, 0.30 g/mL; pH, 6.0; dosage of papain, 3.0 mg/mL; reaction temperature, 30.0 ℃. Under the optimum 

conditions, the activity recovery of the enzyme and purification factor reached 91.20% and 1.73, respectively. The result provided the 

experimental basis for further research and large-scale production. 
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木瓜蛋白酶（EC3.4.22.2）是由 212 个氨基酸残

基组成的蛋白质单链，具有耐高温、稳定性好、蛋白

水解能力强等特征，在食品、医药等领域有广泛的应

用[1]。因此对木瓜蛋白酶的分离纯化技术进行深入研

究，提取高品质的木瓜蛋白酶具有重要的应用价值。

而传统提取木瓜蛋白酶的方法存在酶活性不稳定，纯

度不高，工艺繁琐且很难大规模生产，达不到现代工 

收稿日期：2014-04-20 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(31260401) 

作者简介：王伟涛（1988-），男，硕士，研究方向：天然产物的提取 

通讯作者：张海德（1970-），男，博士，教授，研究方向：天然产物的提

取 

业的需求[2]，因此有必要寻找制备高品质、高活性木

瓜蛋白酶的新方法。 

双水相萃取技术（ATPS）具有条件温和、操作简

便和分离效率高等特点[3]。与传统的有机溶剂萃取相

比，双水相体系能够为生物活性物质提供一种温和的

环境，而使其不易失活。因此双水相萃取技术已广泛

应用于生物活性物质的分离和纯化[4]。 

离子液体，又称室温熔盐，是由特定的有机阳离

子和无机或有机阴离子构成的在室温或近室温下呈液

态的熔盐体系。作为一类新型的绿色溶剂，离子液体

具有其它常规溶剂无可比拟的优点 [5]，如蒸气压极

低，热稳定性和化学稳定性高，液程宽，溶解性强和
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可设计性等。作为新型绿色溶剂的离子液体也可以形

成双水相体系。离子液体双水相体系（Ionic liquids 

aqueous two－phase system，ILATPS）通常由一种有

机盐（亲水性离子液体）、一种无机盐（如磷酸盐、

碳酸盐、氢氧化物等）和水形成，该双水相体系综合

了离子液体和双水相体系的优点[6]，开辟了新的萃取

分离体系。作为一种高效而温和的新型绿色分离体

系，与传统的双水相体系相比，离子液体双水相体系

具有分相时间短、粘度低、萃取过程不易乳化且离子

液体可以回收利用（采用反萃取、离子交换法、透

析、超滤等方法使成相物质和目标产物分离）[5]等优

点[7]，这些优点刚好克服了传统双水相体系的缺点。

目前，利用离子液体双水相萃取的蛋白质、氨基酸、

酶等活性物质已达数十种[5]。因此，离子液体双水相

体系在生物分离工程中具有广阔的应用前景。 

目前，双水相萃取木瓜蛋白酶的研究国内外已有

报道，但主要集中在 PEG/盐双水相系统[2]，而聚乙

二醇双水相相对离子液体双水相，存在黏度大，后续

酶的分离较困难；分相慢，有些需要离心才能彻底分

相；易乳化，单位酶处理量不多；以及萃取率不高等

现象。实验拟把 ILATPS 应用于木瓜蛋白酶的提取，

取得了理想的萃取效果，为该体系的放大实验和工业

化大规模生产提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

木瓜蛋白酶（生化酶），生工生物（上海）股份

有限公司；[C2mim]Br、[C4mim]Br、[C6mim]Br，上

海成捷化学有限公司；K2HPO4（分析纯），广州化学

试剂厂；其他都为市售分析纯。 

1.2  仪器与设备 

TU1901紫外可见分光光度计，北京普析通用有

限责任公司；DK-98-1 型恒温水浴锅，天津泰斯特仪

器有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  木瓜蛋白酶活性的测定 
以酪蛋白为底物，测定木瓜蛋白酶的活性[1]。 

1.3.2  蛋白含量的测定 
采用 Bradford 方法测蛋白质的含量[8]。 

1.3.3  离子液体双水相萃取木瓜蛋白酶 
取 5mL刻度冷冻管，加入 0.30 g/mL（离子液体

质量/体系体积，以下同）的离子液体、0.35 g/mL 的

K2HPO4、1.0 mg∕mL（木瓜蛋白酶的质量/体系体积，

以下同）木瓜蛋白酶溶液，体系 pH 7.0，30 ℃。研究

酸度影响时加入不同 pH值的 B.R 缓冲溶液1.0 mL，

加去离子水至 5.0 mL，空白加与酶溶液相同pH和等

体积的酶稀释液，30.0 ℃振荡30.0 min，静置至分相。

读取上下相的体积 V，测定上相的蛋白浓度（mg/mL）

和酶活性浓度（U/mL），计算公式如下： 

Ye（%）=Etop×Vtop/Me×100 

注：Ye（%）-酶活性回收率；Etop-上相酶活性浓度

（U/mL）；Vtop-上相体积（mL）；M e-加入体系的总酶活性

（U）。 

Yp（%）=Ptop×Vtop/Mp×100 

注：Yp（%）-蛋白回收率；Ptop-上相蛋白浓度（U/mL）；

Vtop-上相体积（mL）；Mp-加入体系的总蛋白（mg）。 

SA=E/P 

注：SA-木瓜蛋白酶比活力（U/mg）；E-酶活性浓度

（U/mL）；P-可溶性蛋白浓度（mg/mL）。 

I

top

SA

SA
PF   

注：PF-纯化因子；SAtop-上相酶的比活力；SAI-初始酶

的比活力。 

1.3.4  响应面实验设计 

在上述单因素实验基础上，采用 CCD 实验设

计，选择 X1（pH），X2（[C4mim]Br 质量浓度），

X3（K2HPO4 质量浓度），X4（酶添加量）4个因素进

行优化（为操作方便，实验在 30.0℃下进行），以获

得最佳的双水相萃取条件，以酶活性回收率（Ye%）

和纯化因子（PF）两个响应值为考察对象，实验因素

及水平编码表见表1。  

表 1 响应面实验因素及水平编码表 

Table 1 List of coded factors and levels for RSM 

因素 
水平 

-2 -1 0 1 2 

X1 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 

X2/(g∕mL) 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 

X3/(g∕mL) 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 

X4/(mg∕mL) 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 

1.3.5  数据处理及分析 

采用 Origin8.0 和 SAS9.3 对数据进行处理和分

析，每组均重复 3 次，数据表示为平均值±标准偏

差。 

2  结果与分析 

2.1  各成相试剂对酶活性的影响 
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配制质量分数为 5.0%、15.0%、25.0%、35.0%、

45.0%的各成相试剂，各取2.0 mL加1.0 mL稀释一定

倍数的酶溶液，放置10.0 min 后测其酶活性。空白取

2.0 mL去离子水加1.0 mL稀释一定倍数的酶溶液，

放置10.0 min后测其酶活性。以酶活性比Y为指标，

考察成相试剂对酶活性的影响。 

X%=成相试剂存在时的酶活性 ∕空白的酶活性

×100% 

 
图 1 各成相剂对酶活性的影响 

Fig.1 Effect of concentration of ingredients on the activity of 

enzyme 

由图 1 可知，在较低浓度，35.0%以下，成相物

质的存在对酶活性没有明显的抑制作用，即使成相物

浓度达到 35.0%，酶活性回收率仍在 85.0%以上，其

中离子液体[C2mim]Br 对酶活性反而还有促进作用；

随着成相剂浓度的进一步增加，对酶活性的抑制作用

加强，故成相时离子液体浓度以及盐的浓度不宜太

大，控制在 35.0%（m/m）以下。 

2.2  离子液体侧烷基链长度对分配行为的影

响 

考察不同侧烷基链长度的离子液体（[C4mim]Br,n 

=2, 4, 6）对分配行为的影响，结果见图 2。结果表

明，在所选取的 K2HPO4 浓度范围内，[C6mim]Br 体

系的酶活性回收率明显低于[C2mim]Br 和[C4mim]Br

体系。随着离子液体侧烷基链的增长，疏水性增强，

其形成的双水相临界点越靠近原点，越有利于蛋白质

选择性分离，即易于分配于富含离子液体相中，分配

系数增大[9]，但离子液体侧烷基链越长，反而对酶活

性影响较大，不利于酶活性的保持，故舍去

[C6mim]Br体系。[C2mim]Br和[C4mim]Br体系的酶活

性回收率和纯化因子先增大后减小，在盐浓度为 0.35 

g/mL 时，酶活性回收率达到最大，分别为 87.74%和

88.27%；在盐浓度为 0.40 g/mL 时，[C2mim]Br 体系

的纯化因子达到最大为 1.41，在盐浓度为 0.35 g/mL

时，[C4mim]Br 体系的纯化因子达到最大为 1.61。原

因是无机盐的盐析作用是双水相成相的主要原因之一
[10]，增大 K2HPO4 的浓度，无机盐的盐析作用加强，

木瓜蛋白酶更趋向分配于上相，但过多的盐对木瓜蛋

白酶的活性影响又较大。相比而言，[C2mim]Br 和

[C4mim]Br 体系的酶活性回收率在盐浓度较高时相差

不多，但[C4mim]Br 体系的纯化因子比[C2mim]Br 体

系整体偏高，纯化因子越高表明体系对木瓜蛋白酶的

选择性越强。综上所述，选取[C4mim]Br 体系，

K2HPO4 浓度 0.35 g/mL为进一步优化。 

 

 

图 2 不同侧烷基链长度的离子液体对分配行为的影响 

Fig.2 Effect of the alkyl chain length and concentration of the 

ionic liquid on partitioning behavior 

2.3  离子液体浓度对分配行为的影响 

 

图 3 离子液体浓度对分配行为的影响 

Fig.3 Effect of the ionic liquid concentration on partitioning 

behavior 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.9 

213 

在上述最佳条件下，考察 [C4mim]Br 浓度对分

配行为的影响，结果如图 3。结果表明，随着

[C4mim]Br 浓度的增大，木瓜蛋白酶的酶活性回收率

和纯化因子先增大后减小，为[C4mim]Br 浓度 0.30 

g∕mL 时达到最大，酶活性回收率 88.59%，纯化因子

1.62。原因是随着离子液体的浓度增大，体积排阻效

应增大导致木瓜蛋白酶在相间的传递和在相中的扩散

阻力大大增大，不利于蛋白质进入离子液体相，回收

率明显下降。综合考虑，试验中[C4mim]Br 质量浓度

选取 0.30 g/mL为最佳。 

2.4  酶添加量对分配行为的影响 

 
图 4 酶添加量对分配行为的影响 

Fig.4 Effect of the papain dosage on the partition behavior 

在上述最佳条件下，考察酶添加量对木瓜蛋白酶

分配行为的影响，结果如图 4。随着酶添加量的增

大，木瓜蛋白酶的酶活性回收率和纯化因子先增大后

减小，在酶添加量在 3.0 mg/mL时，酶活性回收率和

纯化因子达到最大，为 89.42%和 1.67。原因是酶添

加量的增加使相比增大，回收率随之增大，但过多的

酶不仅使上相发生微乳化现象，增大后续分离酶的工

作量，也使上相的酶容量达到饱和，从而导致过多的

酶分配于两相中间，使回收率下降，造成酶的浪费，

故实验中酶添加量为 3.0 mg/mL比较合适。 

2.5  pH 对分配行为的影响 

在上述最佳条件下，由于木瓜蛋白酶是中性蛋

白，在pH 7.0左右酶活性最大，为保持木瓜蛋白酶的

活性，选取 pH 5.0~9.0 考察 pH对分配行为的影响，

结果如图 5 所示。在所选 pH 范围内，随着 pH 的增

大，木瓜蛋白酶的酶活性回收率和纯化因子先增大后

减小，在 pH 7.0 时达到最大，分别为 89.38%和

1.69。蛋白质是两性电解质，离子液体双水相体系

pH 的变化必然会改变蛋白质的电荷性质[11]，从而影

响到离子液体咪唑类阳离子与蛋白质之间的静电相互

作用。因此，静电相互作用在蛋白质选择性分离中起

着重要的作用。 

 
图 5 pH 值对分配行为的影响 

Fig.5 Effect of pH on partition behavior 

2.6  温度对分配行为的影响 

 

图 6 温度对分配行为的影响 

Fig.6 Effect of temperature on partition behavior 

在上述最佳条件下，考察温度对分配行为的影

响，结果如图 6 所示。温度的变化一方面影响相物理

性质的变化，例如粘度和密度等，从而影响蛋白质的

分配，另一方面温度对体系的疏水相互作用和氢键作

用也有影响，而疏水相互作用是蛋白质在离子液体双

水相中分配的主要驱动力，氢键相互作用对蛋白质的

分配也有重要影响[6]。在 20.0~30.0 ℃时酶活性回收

率变化不大，在 30.0 ℃时达到 90.42%，随着温度的

继续增大，酶活性回收率急剧下降。蛋白回收率先减

小后增大，在 50.0 ℃时最小，只有 18.78%。原因

是，一方面在此温度下成相物质的密度、黏度等性质

发生变化，从而影响蛋白质在离子液体双水相中的分

配，另一方面，随着温度的升高，疏水相互作用逐渐

增强，氢键作用逐渐减弱，在 50.0 ℃时，蛋白质氨

基酸残基和水分子间的氢键作用遭到破坏。此时氢键

(其它分子间)的形成受疏水相互作用的影响较少，导

致疏水相互作用的效果减弱 [12]。一般来说，适当提

高温度有利于蛋白质分配于富离子液体相，但在

60.0 ℃时，蛋白回收率达到 60.52%，而酶活性回收

率只有 1.27%。根据文献可知，木瓜蛋白酶具有耐高
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温的特性，60.0 ℃对活性有一定影响，但影响不是

很大，而离子液体的热稳定性非常好，咪唑类离子液

体在 400.0 ℃左右才开始分解[13]，说明高温(≥60 ℃)

条件下，离子液体和木瓜蛋白酶之间发生反应(需进

一步研究)，影响了木瓜蛋白酶的活性。故提取木瓜

蛋白酶的离子液体双水相体系的温度不宜太高，

30.0 ℃左右为宜。 

2.7  响应面实验设计及分析 

2.7.1  响应面实验设计方案及结果 
表 2 响应面试验设计方案及结果 

Table 2 Experimental design and result of RSM (Uncode ) 

试验号 X1 X2/(g/mL) X3/(g/mL) X4/(mg/mL) Ye/% PF 

1 6.0 0.25 0.30 2.50 89.46 1.65 

2 6.0 0.25 0.30 3.50 88.35 1.66 

3 6.0 0.25 0.40 2.50 82.17 1.36 

4 6.0 0.25 0.40 3.50 81.57 1.39 

5 6.0 0.35 0.30 2.50 86.29 1.52 

6 6.0 0.35 0.30 3.5 85.10 1.54 

7 6.0 0.35 0.4 2.50 79.23 1.27 

8 6.0 0.35 0.40 3.50 78.10 1.29 

9 8.0 0.25 0.30 2.50 83.21 1.42 

10 8.0 0.25 0.30 3.5 83.63 1.46 

11 8.0 0.25 0.40 2.50 77.51 1.24 

12 8.0 0.25 0.40 3.50 80.01 1.30 

13 8.0 0.35 0.3 2.50 85.03 1.46 

14 8.0 0.35 0.30 3.50 84.53 1.49 

15 8.0 0.35 0.40 2.50 78.50 1.26 

16 8.0 0.35 0.40 3.50 78.47 1.29 

17 5.0 0.30 0.35 3.00 88.39 1.64 

18 9.0 0.30 0.35 3.00 84.36 1.48 

19 7.0 0.20 0.35 3.00 82.63 1.41 

20 7.0 0.40 0.35 3.00 84.32 1.45 

21 7.0 0.30 0.25 3.00 84.35 1.47 

22 7.0 0.30 0.45 3.00 71.36 1.13 

23 7.0 0.30 0.35 2.00 87.82 1.61 

24 7.0 0.30 0.35 4.00 89.22 1.68 

25 7.0 0.30 0.35 3.00 89.49 1.67 

26 7.0 0.30 0.35 3.00 89.87 1.71 

27 7.0 0.30 0.35 3.00 89.45 1.68 

28 7.0 0.30 0.35 3.00 91.74 1.73 

29 7.0 0.30 0.35 3.00 90.36 1.72 

30 70 0.30 0.35 3.00 90.36 1.71 

31 70 0.30 0.35 3.00 91.47 1.74 

2.7.2  响应面方差分析 

采用 SAS9.3 软件进行方差分析，结果见表 3 和

4。 

表 3 响应值 Ye%的方差分析 

Table 3 Variance analysis of Ye% 

响应值 来源 自由度 离差平方和 均方 F 值 P 值 

Ye% 

X1 1 31.37307 31.37307 19.17435 0.0005 

X2 1 2.208267 2.208267 1.349632 0.2624 

X3 1 240.7934 240.7934 147.1662 <.0001 

X4 1 0.056067 0.056067 0.034266 0.8555 

X1
2 1 44.78091 44.78091 27.36885 <.0001 

X1X2 1 14.0625 14.0625 8.594611 0.0098 

X1X3 1 2.418025 2.418025 1.47783 0.2417 

X1X4 1 2.576025 2.576025 1.574395 0.2276 

X2
2 1 111.6993 111.6993 68.26755 <.0001 

X2X3 1 0.664225 0.664225 0.405956 0.533 

X2X4 1 1.030225 1.030225 0.629645 0.4391 

X3
2 1 326.9597 326.9597 199.8287 <.0001 

X3X4 1 0.6084 0.6084 0.371837 0.5506 

X4
2 1 14.62495 14.62495 8.938362 0.0087 

模型 14 714.7071 51.05051 31.20066 <.0001 

残差 16 26.17919 1.6362 
  

失拟项 10 21.22451 2.122451 2.570235 0.1301 

净误差 6 4.954686 0.825781 
  

总离差 30 740.8863 
   

表 4 响应值 PF 的方差分析 

Table 4 Variance analysis of PF 

响应值 来源 自由度 离差平方和 均方 F 值 P 值 

PF 

X1 1 0.0486 0.0486 18.48756 0.0006 

X2 1 0.003267 0.003267 1.242648 0.2814 

X3 1 0.256267 0.256267 97.48448 <.0001 

X4 1 0.006017 0.006017 2.288755 0.1498 

X12 1 0.068708 0.068708 26.13686 0.0001 

X1X2 1 0.0169 0.0169 6.428802 0.022 

X1X3 1 0.0064 0.0064 2.434576 0.1382 

X1X4 1 0.0004 0.0004 0.152161 0.7016 

X22 1 0.190023 0.190023 72.28535 <.0001 

X2X3 1 2.77E-32 2.77E-32 1.05E-29 1 

X2X4 1 0.0001 0.0001 0.03804 0.8478 

X32 1 0.371747 0.371747 141.4134 <.0001 

X3X4 1 0.0001 0.0001 0.03804 0.8478 

X42 1 0.022049 0.022049 8.387441 0.0105 

模型 14 0.876881 0.062634 23.82627 <.0001 

残差 16 0.042061 0.002629 
  

失拟项 10 0.038175 0.003817 5.894669 0.0208 

净误差 6 0.003886 0.000648 
  

总离差 30 0.918942 
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图 7 Ye%和 PF的相应曲面图 

Fig.7 Responsive surface and contours of Ye% and PF 

对表 2 数据进行二次多项回归拟合，得到两个响

应值的二次多项回归模型： 

Ye%=-180.917+5.23375X1+400.069X2+965.3226X

3+11.56774X4-1.251399X1
2+18.75X1X2+7.775X1X3+0.8

025X1X4-790.5595X2
2-81.5X2X3-10.15X2X4-1352.56 

X3
2+7.8X3X4-2.860595X4

2 

R2=96.47%，RAdj
 2=93.37%                （1） 

PF=-8.08307+0.25625X1+15.08095X2+31.31905X3

+0.618095X4-0.049018X1
2+0.65X1X2+0.4X1X3+0.01X1

X4-32.60714X2
2-6.54E-10X2X3-0.1X2X4-45.60714X3

2+ 

0.1X3X4-0.111071X4
2 

R2=95.42%，RAdj
 2=91.42%                （2） 

方程（1）和（2）的决定系数 R2 分别为 96.47%

和 95.42%，说明拟合性良好。两个模型的校正 R2

（K:93.37，Y:91.42），表明 90%以上的实验数据的变

异性可用此回归模型来解释。 

对表 2 实验数据进行方差分析，结果见表 3 和

4。由表 3和 4可知，两个模型的p 值＜0.01，这表明

回归方程的F 检验极显著，说明所拟合的二次回归方

程合适。对回归方程中一次项系数的绝对值进行比

较，可判断因子影响的主次性 [14]。对于木瓜蛋白酶

的萃取，各因素对木瓜蛋白酶萃取的影响从大到小依

次为：K2HPO4 的浓度、[C4mim]Br 的浓度、酶添加

量、pH。表 3和4 的分析结果表明，在所选的各因素

水平范围内，X1、X3、X1
2、X1X2、X2

2、X3
2、X4

2、

X1X3 对 Ye%和 PF 的影响显著，X2、X4、X1X3、

X1X4、X2X3、X2X4、X3X4 对 Ye%和 PF 的影响不显

著。 

从表 3 和 4 以及 Ye%和 PF 的响应面图（图 7）可

以看出，X1 和 X2 交互效应显著。在已建立的模型基

础上，设定优化目标响应值 Ye%和 PF 达到最大，通

过 SAS 软件来预测模型的最优条件：0.30 g/mL 的

[C4mim]Br，0.30 g/mL 的 K2HPO4，pH 6.0，酶添加

量3.0 mg/mL，温度30.0 ℃。为检验响应面法所得结

果的可靠性，以上述条件进行实验结果的验证。预测

值 Ye%（90.46）和 PF（1.71），相应的实验值为 Ye%

（91.20）和PF（1.73）。预测值和实验值的一致性非

常好，表明对双水相萃取木瓜蛋白酶的条件优化是有

效的。 

3  结论 

3.1  通过考察各成相试剂对酶活性的影响可知，离

子液体对木瓜蛋白酶的活性影响较小，低浓度时还能

促进酶活性，而无机盐对酶活性的影响较大，故无机

盐的添加量不宜太大。 

3.2  对温度的考察可知，高温对离子液体双水相体

系萃取木瓜蛋白酶不利。 

3.3  响应面实验结果表明：pH 和[C4mim]Br 的浓度

对木瓜蛋白酶的酶活性回收率和纯化因子的交互影响

显著；各因素对木瓜蛋白酶萃取的影响从大到小依次

为：K2HPO4 的浓度、[C4mim]Br 的浓度、酶添加

量、pH。CCD 试验优化得到[C4mim]Br∕K2HPO4 双

水相萃取木瓜蛋白酶的最佳条件为：0.30 g/mL 的

[C4mim]Br，0.30 g/m 的 K2HPO4，pH 6.0，酶添加量

3.0 mg/mL，温度 30.0 ℃。此条件下木瓜蛋白酶的酶

活性回收率为 91.20%，纯化因子 1.73。为该体系的

放大试验或规模化生产奠定了相应的试验基础。 

3.4  实验中存在的不足在于离子液体的成本太高，

对工业化大规模生产不利。实验室对廉价离子液体的

合成进行研究，具有实际应用价值。 
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