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摘要：研究了乙醇溶液对角质酶性质的影响，同时用圆二色光谱和荧光光谱法对经过硫酸铵沉

淀、镍柱亲和层析等方法 获 得 的 电 泳 纯 角 质 酶 进 行 了 构 象 研 究。结 果 表 明，在 体 积 分 数４０％、
３０％和２０％乙醇溶液中角质酶催化反应的最适温度分别为５０、５５和６５℃；在３７℃下，酶在体

积分数２０％～５０％乙醇中具有较好的稳定性，体积分数３０％和４０％乙醇对角质酶具有激活作

用；角质酶在体积分数３０％和５０％乙醇中催化反应的最适ｐＨ 分别为９．５和９．０；在体积分数

３０％乙醇溶液中角质酶的ｐＨ稳定范围为６．５～１０．５。角质酶在５０℃的乙醇溶液中的失活动力

学研究表明，角质酶的失活属于一级动力学反应（Ｒ２＞０．９８）。从角质酶构象的研究结果可以看

出，在乙醇体系中角质酶的二级结构和三级结构都发生了相应的变化。
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　　生物酶作为高效的生物催化剂，传统意义上是

在水 溶 液 中 进 行 的，但 是，目 前 对 其 在 有 机 溶 液 中

的催化反应已经倍受关注，酶学领域也有了一个全

新的分支－非 水 酶 学［２］。通 常 认 为 在 极 性 溶 剂 中
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酶的稳定性较差，大部分非水相酶反应均被限制于

相对非极 性 的 溶 剂 中。一 方 面 非 极 性 溶 剂 利 于 提

高酶 的 稳 定 性，另 一 方 面，在 非 极 性 溶 剂 中 酶 易 于

保持其活 性 构 象 而 表 现 出 高 的 催 化 活 力。极 性 有

机溶剂会争夺酶分子表面的结构水，使酶失活。因

此，对酶在有机溶剂中性质及稳定性的研究主要集

中与非极性溶剂中［３、４］。
角质酶是 一 种 可 以 降 解 角 质 并 产 生 大 量 脂 肪

酸单体的水解酶，是α／β水解酶家族中相对分子质

量较小的成员，其活性中心含有典型的催化三元组

（Ｓｅｒ１２０、Ｈｉｓ１８０、Ａｓｐ１７５），具 有 酯 酶 和 脂 肪 酶 的 功

能［５］。角质酶可降解不溶性甘油三酯、可溶性酯和

角质等聚酯，也能破坏角质多聚物分子的酯键使其

水解为单体和小分子寡聚体［６－７］。它作为一种多功

能水 解 酶，在 食 品、化 工 及 纺 织 等 诸 多 领 域 都 具 有

广泛的应用［７－９］。
目前，国内关于角质酶的 研 究 较 少，国 外 对 角

质酶的研究大多集中于酶学性质、结构以及生产菌

株构 建、以 及 酶 在 反 胶 束 体 系 中 的 性 质 及 应

用［１０－１２］，虽 然 有 研 究 表 明 角 质 酶 在 体 积 分 数７５％
乙醇中２０℃下放置１８ｈ活力基本不丧失［１３］，但并

未对酶在 乙 醇 体 系 中 的 性 质 进 行 系 统 研 究。乙 醇

在工 业 中 被 广 泛 应 用，是 一 种 良 好 的 有 机 溶 剂，许

多食品原料 中 功 能 性 成 分 的 提 取 都 是 用 乙 醇 作 为

溶剂 的，研 究 角 质 酶 在 乙 醇 中 的 催 化 性 质，将 有 助

于扩大角质酶的应用范围。

１．１　实验材料

角质酶发酵 液：作 者 所 在 实 验 室 提 供；对 硝 基

苯丁 酸 酯（ｐＮＰＢ）、硫 磺 脱 氧 胆 酸：购 自Ｓｉｇｍａ公

司；其它试剂均为分析纯试剂。

１．２　实验仪器

ＡＲＢ　１２０电子天平：尤尼柯上海仪器有限公司

产品；ＡＢ　２０４－Ｎ电子天平：上海森信实验仪器有限

公司产品；ＥＬ２０型ｐＨ计：梅特勒－托利多仪器有限

公司产品；Ｂａｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ（ＵＳＡ）台 式 冷 冻 离 心

机：上海力申科学仪器有限公司产品；Ｖ－１８００型可

见分光光度 计：上 海 美 谱 达 仪 器 有 限 公 司 产 品；Ｆ－
７０００荧 光 光 谱 仪：日 本 日 立 公 司 产 品；ＭＯＳ－４５０
ＡＦ－ＣＤ圆二色光谱仪：法国Ｂｉｏ－ｌｏｇｉｃ公司产品。

１．３　试验方法

１．３．１　ｐＮＰＢ水解 酶 活 力 的 测 定　 分 光 光 度 法。
酶活在２０℃下测定，反应体积为１ｍＬ，其含２０μＬ
酶液、５０ｍｍｏｌ／Ｌ对硝基苯丁酸酯和５０ｍｍｏｌ／Ｌ硫

磺脱氧胆酸钠ｐＨ为８．０的缓冲液９８０μＬ。在４０５
ｎｍ记录对硝基酚的生产速率。酶活定义：２０℃下，
每分钟催化对硝基苯丁酸酯水解１μｍｏｌ对硝基酚

的酶量为一个酶活力单位［１、１４］。

１．３．２　酶 的 分 离 与 纯 化 　将 发 酵 液 于４ ℃、

１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ去除菌体，上清液经质量

分数５０％的 硫 酸 铵 盐 析，４℃、１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

２０ｍｉｎ，得沉淀并透析，经０．４５ｎｍ的滤纸微滤，然

后经镍柱进行亲和层析，得纯酶制品。

１．３．３　蛋白质含量测定　福林酚法。

１．３．４　ＳＤＡ－ＰＡＧＥ分析 　分 离 胶 质 量 浓 度 为１２
ｇ／ｄＬ，浓缩胶质 量 浓 度 为２．５ｇ／ｄＬ，电 泳 采 用ｐＨ
８．３的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲 体 系，电 泳 后 用 考 马 斯 亮 蓝

Ｇ２５０染色。

１．３．５　角质酶性质的研究　角质酶性质研究采用

硫酸铵分级沉淀、透析后的粗酶液。

１）角质酶在乙醇溶液中的最适反应温度 　以

ｐＮＰＢ为底 物，用 不 同 体 积 分 数 乙 醇 溶 液（２０％、

３０％、４０％、５０％）配制ｐＨ　８．０、２０ｍｍｏｌ／Ｌ的缓冲

液代替ｐＮＰＢ水解酶活测定方法中的缓冲液，在不

同温度下（３７～７０℃）测定酶的剩余活力，以天然酶

活力为１００％，确定该酶在不同体积分数乙醇溶液

中的最适反应温度。

２）角质酶在体积分数３０％和５０％乙醇溶液中

的最适反应ｐＨ值　分别用体积分数３０％和５０％
的乙醇溶液配制不同ｐＨ值（６．０～１１．０）的缓冲液，
代替ｐＮＰＢ水解酶活测定方法中的缓冲液，在其最

适反应温度下测定酶的残余活力，以天然酶活力为

１００％，研究酶在体积分数３０％和５０％乙醇溶液中

最适作 用ｐＨ。所 用 的 缓 冲 液 体 系 是 用 体 积 分 数

３０％和５０％乙醇溶液配制，分别为：２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷

酸缓冲体系（ｐＨ　６．０～７．０）；２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲液体系（ｐＨ　７．５～９．０）；２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷 酸 氢 二

钠－ＮａＯＨ缓冲体系（ｐＨ　９．５～１１．０）。

３）角质酶在乙醇溶液中的热稳 定 性　为 了 研

究 该 酶 的 在 不 同 体 积 分 数 乙 醇 溶 液（２０％、３０％、

４０％、５０％）中的热稳定性，将酶液按一定比例分别

与不同体积分数乙醇溶液配制的ｐＨ　８．０　２０ｍｍｏｌ／

﹥
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Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液混合在３７、４５、５０和５５℃保温，
每隔一定时 间 取 出 部 分 酶 液，立 即 在 冰 浴 中 冷 却，
按ｐＮＰＢ水解酶活力测定方法测定残余酶活。

４）角质酶在体积分数３０％和５０％乙醇溶液中

的ｐＨ稳定性　将酶在３７℃、不 同ｐＨ 值（ｐＨ６．０
～１１．０）的缓冲 液 中 放 置１２ｈ，每 隔 一 段 时 间 取 出

部分酶液，按ｐＮＰＢ水解酶活力测定方法测定残留

酶活。缓冲液体系同１．３．７。

５）酶在乙醇溶液中的失活动力学　将 酶 液 按

一定比例分别与体积分数２０％、３０％、４０％、５０％乙

醇溶液配制 的ｐＨ　８．０、２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲

液混合，在５０℃下放置一定时间，每隔一定时间取

出部分酶液，按ｐＮＰＢ水解酶活力测定方法测定残

余酶活。
根据Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程ｌｎＡ＝－ｋｔ和ｌｎｋ＝ｌｎｋ０－

（Ｅ０／ＲＴ）计 算 失 活 动 力 学 参 数。其 中Ａ 是 酶 活，

Ｕ／ｍｌ；Ｔ是 绝 对 温 度，Ｋ；Ｅ０ 是 活 化 能；ｔ１／２是 半 衰

期，ｍｉｎ；ｔ是 保 温 时 间，ｍｉｎ；Ｒ 是 气 体 常 数，８．３１４
５１０Ｊ／（Ｋ·ｍｏｌ）；ｋ是速率常数，１／ｍｉｎ。

１．３．６　角质酶在醇溶液中的构象　圆二色光谱检

测：将纯化后的样品溶解于ｐＨ　８．０、２０ｍｍｏｌ／Ｌ的

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液中室 温 放 置３０ｍｉｎ，立 即 冰 浴；样

品溶解于体积分数３０％、５０％乙醇溶 液 配 制 的ｐＨ
８．０、２０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓 冲 液 中，各 自 分 别 在

３７℃、５０℃下放置３０ｍｉｎ，立即冰浴。蛋白质质量

浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ。测定远紫外区（１９０～２５０ｎｍ）

ＣＤ谱，扫描速度１ｎｍ／ｓ，重复５次。圆二色谱用平

均椭圆度［θ］表示，单位为度·厘米２分摩尔（ｄｅｇ·

ｃｍ２·ｄｍｏｌ－１）。
荧光光谱检测：样品处理方式同圆二色光谱检

测。荧光扫描采用Ｆ－７０００ＦＬ型分光光度计，激发

波长为２８０ｎｍ，发射波长为２９０～４５０ｎｍ［１５－２０］。

２．１　角质酶的分离纯化

将含有角质酶的发酵液通过硫酸铵分级盐析、
透析、镍柱亲和 层 析 进 行 分 离 纯 化，纯 化 表 见 表１，
得到的样品通过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电 泳 检 测 只 显 现

出一条谱带，说 明 纯 化 的 角 质 酶 已 达 到 电 泳 纯（图

１）。纯化后ｐＮＰＢ水解酶比活力从１９．０２Ｕ／ｍｇ提

高到１１６．２８Ｕ／ｍｇ，纯 化 倍 数 为６．１２，回 收 率 为

９．７５％，以上各步的纯化结果如表１所示。

Ｌａｎｅ　１：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｃｕｔｉｎａｓｅ；Ｌａｎｅ　２：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｍａｒｋｅｒ（Ａ，

９７　４００；Ｂ，６６　２００；Ｃ，４３　０００；Ｄ，３１　０００）

图１　ｐＮＰＢ水解酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳

Ｆｉｇ．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ

表１　角质酶纯化过程参数

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

纯化
过程

总酶活／Ｕ
回收

率／％
总蛋白质／
ｍｇ

比酶活／
（Ｕ／ｍｇ）

纯化
倍数

粗酶液 ３７　３８４．４０　１００．００　１　９６５．９５　 １９．０２　 １．００

盐析 ３７　１１１．９５　９９．２７　 ９７５．４５　 ３８．０５　 ２．００

透析 ３６　８５８．６４　９８．５９　 ８９６．０６　 ４１．１３　 ２．１６

镍柱层析 ３　６４６．６８　 ９．７５　 ３１．３６　 １１６．２８　６．１２

２．２　角质酶在乙醇溶液中的性质

２．２．１　乙醇体积分数对角质酶最适反应温度的影

响　温度是影响酶催化作用的主要因素之一，一方

面随着温度 的 升 高，化 学 反 应 速 度 加 快，另 一 方 面

高温会使酶变性失活，有机溶剂的加入也会影响酶

反应的最适温度。因此，需要通过实验确定酶在有

机介质中酶催化的最适温度，以提高酶催化反应速

率。
在不同体积分数乙醇溶液中，角质酶的最适反

应温度也不同，且不同于酶在正常情况下的最适作

用温度６０℃［１］。由图２可知，体积分数２０％、３０％
和４０％乙 醇 溶 液 中，酶 的 最 适 反 应 温 度 分 别 为

６５℃、５５℃和５０℃，且当乙醇体积分数低于４０％时，
角质酶的催化活力明显高于其在缓冲液中，该体系

对角质酶具有激活作用，在体积分数３０％乙醇溶液

中的酶活力最高可达缓冲液中的２．１４倍，当乙醇体

积分数达到５０％时，酶活力显著降低。有研究表明

﹥
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上述现象可能是由于适当体积分数的乙醇改变了酶

的构象，从而使酶分子更有利于与底物接触进行催化

反应，当乙醇浓度过高时，它对酶构象的改变超出了

酶的承受能力，使酶变性，酶活力下降甚至失活［２］。

图２　不同体积分数乙醇中角质酶的最佳反应温度

Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍａｌ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．２．２　角质酶在乙醇溶液中的热稳定性研究　角

质酶在乙醇溶液中热稳定性研究表明（见图３）。在

体积分数２０％乙醇溶液中，４５℃以下酶活基本保持

不变，酶相对稳定。温度高于４５℃时，随着 温 度 的

升高，酶的稳定性显著 降 低（图３（ａ））；在 体 积 分 数

３０％乙醇溶液中，３７℃时酶稳 定 性 较 好，在 此 条 件

下保温１００ｍｉｎ后，残余酶活仍比在缓冲液中的原

始酶活高。但在４５℃下 酶 的 稳 定 性 有 所 下 降，且

随着温度升高酶稳定性快速下降（图３（ｂ））；当乙醇

体积分数为４０％～５０％时，酶只在３７℃具有较好的

热稳定性（图３（ｃ）、（ｄ））。这 说 明 酶 在 高 体 积 分 数

的乙醇溶液 中，只 有 在 低 温 下 具 有 较 好 的 稳 定 性。
角质酶在水溶 液 中４０℃下 保 温７０ｈ，残 留 酶 活 仍

在８０％以上；在６０℃时半衰期为４２ｈ。［１］，与此相

比在乙醇 溶 液 中 热 稳 定 性 有 所 下 降。乙 醇 是 与 水

互溶 的 极 性 溶 剂，会 与 酶 争 夺 水 分 子，甚 至 剥 除 蛋

白质分子的“必需水”层，扰乱酶分子天然构象的形

成［３］，在乙醇存在的条件下，高温更易使酶变性，从

而使酶在醇中的稳定性降低。

图３　角质酶在乙醇溶液中的热稳定性 （ａ、ｂ、ｃ、ｄ分 别 为 角

质酶在体积分数２０％、３０％、４０％和５０％乙 醇 中 的 热

稳定性）
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ａ

（２０％），ｂ（３０％），ｃ（４０％）ａｎｄ　ｄ（５０％）

２．２．３　角质酶在乙醇溶液中的最适ｐＨ值　由上

述研究结果可 知 角 质 酶 在 体 积 分 数３０％乙 醇 溶 液

中的催化活性最高，当乙醇体积分数大于３０％时，

角质酶的催化活性下降，达到体积分数５０％时只在

３７℃下 有 一 定 的 稳 定，选 择 研 究 体 积 分 数３０％和

５０％乙醇中角质酶的最适反应ｐＨ值具有 代 表 性。

前人 研 究 表 明，角 质 酶 在 水 溶 液 中 的 最 适 ｐＨ
８．０［１］，乙醇对角 质 酶 最 适ｐＨ 值 的 影 响 如 图４所

示，角质酶在乙醇溶液中的最适反应ｐＨ值发生了

改变，在体积分数３０％、５０％乙醇溶液中 的 最 适 反

应ｐＨ值分别为９．５和９．０，在 体 积 分 数３０％乙 醇

﹥
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溶液中ｐＨ８．０～１０．０范围内酶活 变 化 不 大，但 均

比在水溶液中有大幅提高，当ｐＨ为９．５时，最大活

力是水中的２．４５倍。很多研究表明酶在有机介质

中催化反应的最适ｐＨ 值通常与酶在水溶液中反应

的最适ｐＨ 值 接 近 或 相 同［４、１６］，这 主 要 是 针 对 非 极

性有 机 溶 剂 而 言，乙 醇 是 与 水 互 溶 的 极 性 溶 剂，它

对角质酶的激活效应有待进一步探讨。

图４　角质酶在体积分数３０％、５０％乙醇中的最适反应ｐＨ值

Ｆｉｇ．４　Ｏｐｔｉｍａｌ　ｐＨ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．２．４　角质酶在乙醇溶液中的ｐＨ稳定性　由角

质酶在乙醇 溶 液 中 最 适 反 应 温 度 和 温 度 稳 定 性 可

知，３７℃时角 质 酶 在 体 积 分 数５０％以 下 的 乙 醇 溶

液 中 都 具 有 一 定 的 稳 定 性，且 角 质 酶 在 体 积 分 数

３０％乙醇溶液中活性最高；从角质酶在乙醇溶液中

最适反应ｐＨ的研究结果可知，角质酶在体积分数

５０％乙醇溶液具有一定的酶活，且乙醇作为一种食

品级的有机溶剂，高体积分数的乙醇在工业中被广

泛应用，因此研究角质酶在体积分数５０％乙醇中的

ｐＨ稳定性是有必要的。角质酶在乙醇中的ｐＨ稳定

性如图５所示，在体积分数５０％乙醇溶液中，角质酶

的ｐＨ稳定性较差，短时间内，在ｐＨ　６～７的范围内

有一定稳定性，当ｐＨ到９．０时，酶的稳定性迅速下

降（图５（ａ）），而在３０％乙醇溶液中，角质酶较稳定，

ｐＨ稳定范围为ｐＨ　６．５～１０．５（见图５（ｂ））。

图５　角质酶在体积分数５０％（ａ）、３０％ （ｂ）乙醇中的ｐＨ稳

定性

Ｆｉｇ．５　ｐＨ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（ａ）（５０％）
ａｎｄ（ｂ）（３０％）

２．２．５　角质酶在乙醇溶液中的失活动力学　为了

进一步探索 分 析 不 同 体 积 分 数 乙 醇 对 角 质 酶 活 力

的影响，作者对５０℃下 角 质 酶 的 失 活 动 力 学 进 行

研究，不同乙醇体积分数下角质酶的失活动力学曲

线见图６所示。

图６　角质酶在醇溶液中的失活动力学曲线

Ｆｉｇ．６　Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎ　ｅｔｈａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

　　从图６可以看出，角质酶的失活反应基本符合

一级反应动力学的规律，利用 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程可以

计算出各种失活动力学参数，结果如表２所示。
从表２可以 看 出，随 着 醇 体 积 分 数 的 增 大，酶

的失活速率常数增加，失活的活化能下降。角质酶

在体积分数２０％乙醇溶液中半衰 期 为７１．６３ｍｉｎ，
而在体积分数５０％乙 醇 溶 液 中 其 半 衰 期 迅 速 下 降

到５．２３ｍｉｎ。这说 明５０℃下 角 质 酶 会 很 快 失 活。
酶失活的活化能Ｅ０ 与角质酶的稳定性有关，Ｅ０ 越

大角质酶越稳定，由此也可以看出随着醇体积分数

﹥
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的增大，角质酶的稳定性在下降。
表２　角质酶在醇溶液中的失活动力学参数

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｋｉｎｅｔｉｃ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎ　ｅｔｈ－
ａｎｏｌ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

乙醇
体积分数／％

失活速率
常数ｋ

活化能
Ｅ０（Ｊ）

半衰期
ｔ１／２／（ｍｉｎ）

２０　 ０．００９　６　 １７　６３６．０７　 ７１．６３

３０　 ０．０５３　１　 １２　９９７．２２　 １３．８９

４０　 ０．１０５　６　 １１　１０６．９１　 ６．８６

５０　 ０．１１８　６　 １０　７１２．０８　 ５．２３

２．２．６　角质酶在醇溶液中的构象　上述研究表明

角质酶在３７℃体积分数３０％的乙醇溶液中具有较

高活性，且有较好的稳定性，为此，作者对角质酶的

构象进行了研究。图７是角质酶在不同温度下、不

同体积分数的乙醇溶液中放置３０ｍｉｎ后测得的圆

二色图谱。

图７　不同方式处理后角质酶的圆二色光谱

Ｆｉｇ．７　Ｃｉｒｃｕｌａｒ　ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ　ｓｐｅｃｔｒｕｍｓ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎｃｕｂａｔｅｄ
３０ｍｉｎ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｗａｙｓ

　　从图７可以看出，在不同体积分数的乙醇溶液

中角质酶ＣＤ光 谱 有 较 大 差 别，通 过ＳＥＬＣＯＮ３软

件分析，得出角质酶在不同体系中α螺旋、β折叠、β
转角及无规则卷曲的比例（见表３）。从表３的数据

可以看出，酶的相对活力与其二级结构之间没有明

显的相关 性。因 此 作 者 采 用 荧 光 光 谱 法 对 酶 蛋 白

的三级结 构 进 行 进 一 步 的 研 究。图８是 不 同 体 系

中角质酶的荧光发射光谱，角质酶在３３６～３４２ｎｍ
处有一特 征 荧 光 发 射 峰，但 在５０℃下、体 积 分 数

５０％乙醇中角质酶的荧光发射峰位红移至３４２ｎｍ，

其他条件下角质酶的荧光发射峰未发生位移，只是

荧光强度不同，对于活力较 高 的３７℃下３０％乙 醇

中的角质酶，在３３６ｎｍ的 荧 光 强 度 明 显 低 于 其 他

条件下角质酶的荧光强度。蛋白质在３４０ｎｍ左右

的荧光强度主 要 与 蛋 白 质 分 子 中Ｔｒｐ和Ｔｙｒ残 基

的暴露和解 离 的 程 度 有 关 ［２，２１］。荧 光 发 射 光 谱 的

变化与生 色 基 团 的 微 环 境 等 多 方 面 因 素 相 关。由

此推测，角质酶在３７℃下３０％乙 醇 中 三 级 结 构 发

生了有利于催化活性的变化。
表３　角质酶分子构象中各结构单元含量

Ｔａｂ．３　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ

处理方式 α螺旋／％β折叠／％β转角／％
无规则

卷曲／％

缓冲液、常温 ４２．３７　 １５．２７　 １７．３９　 ２５．０８

３０％乙醇、３７℃ ９．２４　 ４５．８８　 １０．８４　 ３３．９４

３０％乙醇、５０℃ ５５．６６　 ３．４０　 １９．４２　 ２０．５２

５０％乙醇、３７℃ ９．１１　 ４５．９５　 １０．９１　 ３３．９３

５０％乙醇、５０℃ ９．３２　 ４５．７９　 １０．７２　 ３４．１７

图８　不同方式处理后角质酶的荧光发射光谱图

Ｆｉｇ．８　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｃｕｔｉｎａｓｅ　ｉｎｃｕｂａｔｅｄ　３０ｍｉｎ　ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｗａｙｓ

　　１）角质 酶 在 低 体 积 分 数 的 乙 醇 溶 液 中 的 催 化

性质发生 了 变 化。２０％、３０％、４０％乙 醇 溶 液 中 的

最适温 度 分 别 为６５、５５、５０℃。热 稳 定 性 研 究 表

明，在３７℃下，酶在体积分数２０％～５０％乙醇中都

具有较好的稳定性。

２）角质酶在体积分数３０％和５０％乙醇中催化

反应的最适ｐＨ分别为９．５和９．０。在３０％乙醇溶

液中角质酶的ｐＨ 稳 定 范 围 为６．５～１０．５；在５０％
乙醇溶液中角质酶的ｐＨ稳定性较差。

３）角质酶在５０℃的乙醇溶液中的失活动力学

研究表明，角 质 酶 的 失 活 属 于 一 级 动 力 学 反 应（Ｒ２

﹥



　　　　　　　研究论文 王莉，等：乙醇对角质酶性质的影响

＞０．９８）。

４）用ＣＤ光谱法和荧光光谱法对电泳纯的角质

酶进行构象研究表明，角质酶的二级结构与其催化

活性没有明显相关性，但与三级结构有很大的相关

性，且角质酶在３７℃下３０％乙 醇 中 三 级 结 构 可 能

发生了有利于催化活性的变化。
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