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摘要" 采用酰胺交联法将葡萄糖酸冼必泰修饰在载体上!并优化了修饰后的载体对中性蛋白酶

的结合条件及催化活性的影响" 结果表明!葡萄糖酸冼必泰对载体的修饰条件及修饰后的载体

对中性蛋白酶的固定条件为#葡萄糖酸冼必泰的添加量为
"#"$% !!&'

$树脂活化时间为
( )

$载

体羧基与
(*

%

+*

二甲氨基丙基&

*+*

乙基碳二亚胺%

,-.

&摩尔比为
(!+

$中性蛋白酶的添加量为

/"" 0

!酶活化时
,-.

的添加量为
(+#1 !2

" 在此条件下!固定化中性蛋白酶的酶活性可达
+$3

042

树脂" 经傅立叶红外分析!枯草芽孢杆菌中性蛋白酶成功的交联到修饰有亲和配基的亲和

树脂载体上" 经过固定后!固定化酶的米氏常数
;

!

值为
5#$ !24!6

!游离酶的
;

!

值为
(#1 !24

!6

!随意固定化酶的
;

!

值为
1#( !24!6

"
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研究论文

!"#$

年第
%&

卷第
'"

期食品与生物技术学报

张宇军!等" 枯草芽孢杆菌中性蛋白酶的固定化研究

枯草芽孢杆菌中性蛋白酶可裂解蛋白质中亮

氨酸!苯丙氨酸及酪氨酸形成的肽键"是温和的蛋

白质水解内切酶"具有催化效率高!专一性强及污

染低等优点# 枯草芽孢杆菌中性蛋白酶已经在食品

和生物制品行业中得到广泛的应用$ 但传统的游离

酶存在成本高%不稳定及难回收等缺陷"这些缺陷

在很大程度上限制了枯草芽孢杆菌中性蛋白酶的

应用!"#$%

$ 由于固定化酶比传统的自由酶更有优势"

所以固定化酶的固定化技术!&#'%引起化学生物学!生

物工程医学及生命科学等领域研究者的高度重视"

经过近几十年的研究"不仅提升了特性而且拓展了

应用领域!(#")%

$ 因而"很多研究将枯草芽孢杆菌中性

蛋白酶固定于载体之上"制成固定化酶"从而有效

解决游离酶成本高及不稳定等问题$ 固定化载体的

开发也日新月异"逐渐在生产中发挥不可替代的作

用!""#"*%

$

本课题组在前期的研究中采用
+,-./

蛋白表

面三维结构计算平台确定了枯草芽孢杆菌中性蛋

白酶的亲和配基结合区域" 该区域由
-01#&'2

"

304#&'5

"

,-67&(8

"

,-6#&55

"

934#*8"

"

934#*8:

和
,-6#*82

组成"且位于活性区域的背面$ 再通过

,;<=>=?@ ABCD

和
,;<=>=?@ *E$

分子对接软件从

FBC?

数据库中筛选出了对该结合区域有特异性结

合能力的小分子配基!"'7":%

$ 经过两轮筛选"发现葡萄

糖酸冼必泰对枯草芽孢杆菌中性蛋白酶有较大的

亲和力"其结合能达到
7"$G5( @?DHIJ=H

$ 因此"在前

期实验的基础上"采用酰胺交联法将葡萄糖酸冼必

泰偶联到弱酸性阳离子交换树脂上" 制成亲和载

体"再进一步将枯草芽孢杆菌中性蛋白酶偶联到亲

和载体上"制备出固定化酶"并对其酶学性质进行

研究$ 与传统方法相比"由该方法制备的亲和载体

对酶的亲和力更高" 酶的活性区域也得以充分暴

露"因而具有稳定性好!催化效率高及操作简单等

优点$

!"!

材料与试剂

枯草芽孢杆菌中性蛋白酶"湖北盛天恒创生物

科技责任有限公司&丙烯酸型
>K,KLM NO*8

树脂"

北京绿百草科技有限公司&干酪素"国药集团化学

试剂有限公司& 葡萄糖酸冼必泰" 美国
,HPDQ,RSDT

公司&

"#

'

&#

二甲氨基丙基(

#&#

乙基碳二亚胺盐酸

盐'

0>+

("

M#

羟基琥珀酰亚胺'

MU-

("

$#

'

M#

吗啉(

乙磺酸'

V0-

("国药集团化学试剂有限公司#

!"#

仪器与设备

酶反应器"自制&

6U-7&0

型
/U

计"上海仪电科

学仪器股份有限公司&

4A7(888 6+

型紫外
7

可见分

光光度计"上海元析仪器有限公司&

ON7"888>W

水

浴恒温振荡器" 金坛市科析仪器有限公司&

0X03,

,7&-

水流抽气机"上海爱明仪器有限公司#

!"$

方法

!"$"!

弱酸性阳离子交换树脂的预处理 将弱酸

性阳离子交换树脂置于
:8 !

双蒸水中搅拌清洗
&

次& 按照
"""G'

的比例在树脂中加入一定体积
8G''

J=HI3

的盐酸溶液" 置于
&8 !

"

"'8 TIJBC

的水浴中

振荡
*' JBC

"反应完毕后用蒸馏水将树脂冲洗至中

性&再按照上述步骤"依次采用相同浓度的氢氧化

钠和盐酸进行处理&将预处理过的弱酸性阳离子交

换树脂置于双蒸水中备用#

!"$"#

弱酸性阳离子交换树脂交换通量的测定

称取三份弱酸性阳离子交换树脂"分别置于干燥的

具塞三角烧瓶中" 向每个三角烧瓶中加入
"88 J3

%

8G" J=HI3

氢氧化钠标准溶液"摇匀"将瓶盖盖严"放

至在
(8 !

水浴锅中反应
$ Y

" 反应完毕后取出"冷

却至室温# 从具塞三角烧瓶中取出
$' J3

反应液

'不得吸出树脂颗粒( 置于三角烧瓶中" 再加入
'8

J3

双蒸水和
&

滴酚酞指示剂# 用
8G" J=HI3

的盐酸

标准滴定反应液至微紫红色" 且保持
"' S

不褪色"

即为终点"同时进行空白试验# 计算弱酸性阳离子

交换树脂的交换通量为

!

<

Z

*["

$

#"

"

\#

U+3

$

'

"

(

式中 )

!

<

为弱酸性阳离子交换树脂的交换通量 "

JJ=H]^

&

"

"

"

"

$

分别为空白组和实验组消耗的盐酸

标准溶液的体积"

J3

&

%

U+3

为盐酸标准溶液的浓度"

J=H]3

&

&

为弱酸性阳离子交换树脂的质量"

^

#

!"$"$

枯草芽孢杆菌中性蛋白酶活力测定

"

( 游离枯草芽孢杆菌中性蛋白酶酶活力的测

定 酪氨酸标准曲线的建立)称取预先于
")' !

干

燥至恒重的
3Q

酪氨酸
)E" ^

"用
() J3

%

)E" J=H]3

盐

酸溶解后定容至
")) J3

" 即得
" J^]J3

酪氨酸母

液# 取酪氨酸母液"配成不同浓度的标准溶液'

")

"

$)

"

&)

"

*)

"

') !^]J3

("并于波长
$:' CJ

处测定其吸

光值# 以吸光值为纵坐标"酪氨酸浓度为横坐标"绘

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

$$
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制出标准曲线!

枯草芽孢杆菌蛋白酶酶活力的测定" 将
!" #$

枯草芽孢杆菌中性蛋白酶溶于
!"" #%

#

"&"' #()*%

的磷酸缓冲溶液$

+, -./

%中&各取
' #%

酶液和酪蛋

白溶液&混匀&并在
0" !

条件下反应
!" #12

&加入

3."" #%

三氯乙酸&静止过滤&取滤液于波长
'-/ 2#

处测定其吸光值为

!"#!$"3*!""%!&

$

'

%

式中"

!

为酶活力&

4*$

$

4*#%

%'

'

为吸光值'

$

为吸

光常数 '

3

为反应总体积 &

#%

'

!"

为反应时间
!"

#12

'

%

为稀释倍数'

&

为紫外法与福林法的换算系

数&取
"./

!

'

% 固定化枯草芽孢杆菌中性蛋白酶酶活力的

测定 取
"."/ $

左右的固定化枯草芽孢杆菌中性

蛋白酶&将其置于
' #%

的磷酸缓冲溶液$

"."' #()*

%

&

+, -./

%中'再向其中添加
'#%

酪蛋白溶液&在
0"

!

下反应
!" #12

& 加入
3."" #%

三氯乙酸& 静止过

滤&取滤液于波长
'-/ 2#

处测定其吸光值为

!"'!$"3*!""&()

$

0

%

式中"

!

为酶活力&

4*$

树脂'

)

为固定化酶质量&

$

'

其他同上!

!"#"$

葡萄糖酸冼必泰在载体上的修饰及表征

!

%葡萄糖酸冼必泰在载体表面的修饰 将
5 $

预处理好的弱酸性阳离子交换树脂载体加入到
0"

#%

含有
!"."" $ !6

$

06

二甲氨基丙基%

606

乙基碳二

亚胺盐酸盐 $

789

% 和
3."" $ :6

羟基琥珀酰亚胺

$

:,;

%的
'6

$

:6

吗啉 %乙磺酸 $

<7;

%缓冲溶液中

$

".! #()*%

&

+, 5."

%&并在
'/ !

条件下搅拌活化
"./

=

! 活化完毕后&以蒸馏水清洗树脂&直至上清液无

紫外吸收&再抽干活化载体中的残余水分'在活化

的载体中加入
5./ #%

#

".-'/ ##()*%

的葡萄糖酸冼

必泰溶夜&并在
'/ !

#

!3" >?#12

的恒温振荡水浴中

反应
!' =

! 反应完毕后&采用蒸馏水洗去未交联的

葡萄糖酸冼必泰&直至上清液无紫外吸收&即获得

修饰有葡萄糖酸冼必泰的亲和载体!

在上述实验条件下&考察葡萄糖酸冼必泰添加

量 $

"&"@/

#

"&!A!

#

"&05'

#

"&-'/

#

!&3/

#

'&@ ##()?%

%#载

体活化时间$

"&'/

#

"&/

#

!

#

' =

%及载体羧基与
789

摩

尔比例$

!#!

#

!$'

#

!$0

#

!$3

%对枯草芽孢杆菌中性蛋白

酶固定化效果的影响!

'

% 修饰有葡萄糖酸冼必泰的载体表征 葡萄

糖酸冼必泰修饰量的测定"树脂活化反应完成后取

上清液&利用紫外分光光度法测定上清液中葡萄糖

酸冼必泰的浓度&并根据反应前后的浓度差计算葡

萄糖酸冼必泰的修饰量!

傅立叶变换红外光谱"取适量冷冻干燥后的空

白树脂和修饰有葡萄糖酸冼必泰的亲和载体&分别

与溴化钾一起置于玛瑙研钵中&研磨成粉后装样压

片! 采用红外光谱仪在
/""%3 """ B#

6! 区间内对样

品进行扫描&获得傅立叶红外光谱图!

!"#"%

枯草芽孢杆菌中性蛋白酶在亲和载体上的

固定及表征 配置
5"" !"?#%

的枯草芽孢杆菌中

性蛋白酶液&添加到
!/ #%

含有
!6

$

06

二甲氨基丙

基%

606

乙基碳二亚胺盐酸盐$

789

%和
:6

羟基琥珀

酰亚胺$

:,;

%的交联溶液中&混合均匀!将溶液置于

'/ !

&

!!" >?#12

的恒温振荡器中反应
! =

& 再加入

"&/ $

修饰葡萄糖酸冼必泰的亲和载体&继续振荡反

应
!'=

! 采用蒸馏水分别洗去未交联的枯草芽孢杆

菌中性蛋白酶#

789

和
:,;

& 即得固定化枯草芽孢

杆菌中性蛋白酶!

在上述实验条件下&研究加酶量$

-/

#

!/"

#

0""

#

5""

#

@""

#

! '""

#

! /"" 4

%&

789

添 加 量 $

0&3

#

5&A

#

!0&-

#

'-&3

#

/3&A

#

!0- #$

% 对枯草芽孢杆菌中性蛋白

酶固定化效果的影响!

傅立叶变换红外光谱"取适量游离枯草芽孢杆

菌中性蛋白酶和固定化枯草芽孢杆菌中性蛋白酶&

分别与溴化钾一起置于玛瑙研钵中&研磨成粉后装

样压片! 采用红外光谱仪在
/""%3 """ B#

6! 区间内

对样品进行扫描&获得傅立叶红外光谱!

!"#"&

固定化酶!游离酶及随意固定化酶米氏常数

"

$

#

# 的测定 配置浓度为
"&!C

#

".!'/C

#

".'C

#

".0C

#

".3C

和
"./C

的酪蛋白底物溶液! 分别测定固

定化酶#游离酶和随意固定化酶在各底物浓度下的

反应初速度! 按照
%12DEDFGD>6HI>J

双倒数法作图

原理&测出这几种酶的
K#

值!

随意固定化酶的制备工艺" 称取
"&/ $

预处理

好的弱酸性阳离子交换树脂& 将其加入到
!/ #%

#

3"" !$?#%

的枯草芽孢杆菌中性蛋白酶液中&在
'/

!

&

!!" >?#12

水浴振荡器中反应
!' =

! 反应完成后&

以蒸馏水洗去未吸附的枯草芽孢杆菌中性蛋白酶&

即得随意固定化枯草芽孢杆菌中性蛋白酶!

9::
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!"#

弱酸性阳离子交换树脂的交换通量的确定

采用酸滴定方法对弱酸性阳离子交换树脂的

交换通量进行了测定! 结果表明"弱酸性阳离子交

换树脂的交换通量为
!"# $%&'

树脂"即每克弱酸性

阳离子交换树脂含有
!"# $$()

的羧基!

!"!

葡萄糖酸冼必泰在载体上的修饰

!"!"$

葡萄糖酸冼必泰添加量对亲和载体修饰量

及固定化酶活的影响 在载体羧基与
*+,

的摩尔

比例为
-!.

"载体活化时间为
/"0 1

"加酶量为
#// 2

的条件下" 考察了葡萄糖酸冼必泰添加量#

/"/#0

$

/"-3-

$

/".4!

$

/"5!0

$

-"60

$

!"# $$()&7

%对其在载体上

的修饰量及固定化酶活力的影响! 结果见图
-

!

图
$

葡萄糖酸冼必泰添加量对载体配基修饰量及枯草芽孢

杆菌中性蛋白酶固定化效果的影响

%&'" $ ())*+,- .) /01.20*3&4&5* +.5+*5,26,&.5 .5 1&'654-

7.4&)8 9:65,&,8 .) ,0* +622&*2 654 ,0* 6+,&;&,8 .)

.2&*5,*4 5*:,261 <2.,*6-*

由图
-

可知"随着葡萄糖酸冼必泰添加量的增

加" 载体上葡萄糖酸冼必泰的修饰量也随之增加!

当葡萄糖酸冼必泰的添加量达到
. $$()&7

时"载体

上配基修饰量达到最大"为
-40 !'&'

树脂! 随着葡

萄糖酸冼必泰添加量的增加"固定化酶酶活力呈减

小的趋势"当葡萄糖酸冼必泰添加量为
/"/#0 $$()

时"即载体上修饰的配基量为
6! !$()&'

时"固定化

酶酶活力最大"达到
.-6 2&'

数脂!葡萄糖酸冼必泰

的添加量与其固定的酶分子量并不成正比"这可能

是由于随着葡萄糖酸冼必泰添加量的增加"载体上

葡萄糖酸冼必泰的修饰量相应增大"过量修饰的配

基反而形成空间位阻"使枯草芽孢杆菌中性蛋白酶

不能充分与亲和载体交联"从而降低了酶活力! 因

此选取葡萄糖酸冼必泰的添加量为
/"/#0 $$()

!

!=!"!

载体活化时间对枯草芽孢杆菌中性蛋白酶

固定化效果的影响 在葡萄糖酸冼必泰添加量

/"/#0 $$()&7

"载体羧基与
*+,

摩尔比为
-!.

"加酶

量
#// 2

的条件下! 考察了载体活化时间&

/"!0

$

/"0

$

-

$

! 1

%对其在载体上的修饰量及固定化酶活力

的影响' 结果如图
!

所示!

图
!

载体活化时间对载体配基修饰量及固定化效果的影响

%&'" ! ())*+,- .) 6+,&;6,&.5 ,&7* .5 1&'654- 7.4&)8

9:65,&,8 .) ,0* +622&*2 654 ,0* 6+,&;&,8 .)

&77.>&1&?6,*4 5*:,261 <2.,*6-*

由图
!

可知"随着载体活化时间的增加"载体

上葡萄糖酸冼必泰修饰量也随之增加(当载体活化

时间为
! 1

时" 葡萄糖酸冼必泰在载体上的修饰量

达到最大"为
0! !'&'

树脂) 随着载体活化时间的增

加"固定化酶活力呈先增加后减小的趋势! 当载体

活化时间为
- 1

时" 固定化酶酶活力达到最大"为

.46 2&'

树脂! 载体的活化时间与其固定的酶分子

量并不成正比! 这是由于随着活化时间的增加"载

体羧基活化生成的酯被水解"导致交联的酶分子量

下降8-39

! 因此选取树脂活化时间为
- 1

!

!=!=@

载体羧基与
*+,

摩尔比对枯草芽孢杆菌中

性蛋白酶固定化效果的影响 在葡萄糖酸冼必泰

添加量
/"/#0 $$()&7

"载体树脂活化时间
- 1

"加酶

量
#// 2

的条件下" 考察载体羧基与
*+,

摩尔比

&

-!-

"

-!!

"

-!.

"

-!6

%对其在载体上的修饰量及固定化

酶活力的影响! 结果如图
.

所示!

由图
.

可见"随着
*+,

与载体羧基摩尔比例的

增加" 载体上葡萄糖酸冼必泰的修饰量也随之增

加( 随着
*+,

与载体羧基摩尔比例的进一步增加"

葡萄糖酸冼必泰的修饰量呈平稳的趋势(当载体羧

基与
*+,

摩尔比为
-!6

时"载体上修饰的配基量达

到最大"为
64 !'&'

树脂! 随着载体羧基与
*+,

摩

尔比例的增加"固定化酶活力呈先增加后减小的趋

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

'"'
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势! 在载体羧基与
!"#

摩尔比为
$!%

时固定化酶活

力最大"达到
%&' ()*

树脂! 这是由于当
!"#

浓度

较低时"活化的葡萄糖酸冼必泰较少"载体上固定

化酶的量也较少#随着
!"#

浓度的增加"活化的葡

萄糖酸冼必泰也随之增加"为中性蛋白酶的固定提

供了较多的结合位点# 随着
!"#

浓度的进一步增

加"过量活化的葡萄糖酸冼必泰会使大量的酶结合

在载体表面"酶分子之间相互挤压"导致酶的活性

位点被覆盖"从而降低了固定化酶活力! 因此选择

载体羧基与
!"#

摩尔比为
$!%

!

图
!

载体羧基与
"#$

摩尔比对载体配基修饰量及枯草芽

孢杆菌中性蛋白酶固定化效果的影响

%&'( ) "**+,-. /* 0,-&10-&/2 34/3/4-&/2 /2 5&'026. 7/6&*8

9:02-&-8 /* -;+ ,044&+4 026 -;+ 0,-&1&-8 /*

&77/<&5&=0-+6 2+:-405 34/-+0.+

>?@(A

葡萄糖酸冼必泰修饰载体的傅立叶红外图

谱 采用傅立叶红外波谱仪对葡萄糖酸冼必泰修

饰的亲和载体与空白树脂的结构进行了表征"结果

如图
'

所示!

图
B

亲和载体和空白载体的红外图谱

%&'( B C2*404+6 .3+,-4/'407 /* 0**&2&-8 4+.&2 ,044&+4 026

4+.&2 ,044&+4

由图
'

可见" 在空白载体红外图谱中的
$ +$$

,-

.$处出现了羧酸
#/0

的伸缩振动峰"当载体修饰

上葡萄糖酸冼必泰后"其峰消失"说明载体中的羧

基与葡萄糖酸冼必泰之间发生了酰胺化交联反应!

此外"在亲和载体红外图谱中的
$ &%% ,-

.$处出现

了酰胺
11

带的
2.3

变形振动峰"

% 454 ,-

.$处出现

了仲胺反对称伸缩振动峰"同时在亲和载体红外图

谱中的
4 5'$ ,-

.$处出现了较强的
.#3

4

振动峰"说

明亲和树脂上引入了氨基和甲基"即葡萄糖酸冼必

泰已修饰在载体上!

@(D

枯草芽孢杆菌中性蛋白酶在亲和载体上的固

定

@(!(E

加酶量对枯草芽孢杆菌中性蛋白酶固定化

效果的影响 在
!"#

添加量为
$%+ -*

"

236

添加

量为
'57% -*

的条件下" 考察不同加酶量$

+8

%

$89

%

%99

%

&99

%

599

%

$ 499

%

$ 899 (

&对固定化酶活力的影

响'结果如图
8

所示!可知"随着枯草芽孢杆菌中性

蛋白酶添加量的增加"固定化酶的活力呈先增加后

略微减小的趋势"这是由于当载体的载酶量达到一

定程度后"再增加给酶量反而会增加固定化酶分子

之间的拥挤程度"使之与底物结合时的空间位阻增

大"造成固定化酶活力的降低! 当枯草芽孢杆菌中

性蛋白酶的添加量为
&99 (

时"固定化酶酶活力最

大"达到
%:9 ()*

数脂"因此选择
&99 (

作为最适的

酶添加量!

图
F

酶添加量对固定化效果的影响

%&'? F "**+,-. /* +2=87+ ,/2,+2-40-&/2 /2 -;+ 0,-&1&-8 /*

&77/<&5&=0-+6 2+:-405 34/-+0.+

@?D?@ !"#

添加量对枯草芽孢杆菌中性蛋白酶固

定化效果的影响 在加酶量为
&99 (

(

$8 -; '99

!*)-;

&"

236

添加量为
'57% -*

的条件下" 考察不

同
!"#

添加量(

%7'

"

&7:

"

$%7+

"

4+7'

"

8'7:

"

$%+ -*

&对

固定化酶活力的影响) 结果如图
&

所示!

由图
&

可知"随着
!"#

添加量的增加"固定化

酶酶活力呈先增加后略微减小的趋势!当
!"#

添加

9:;



研究论文

!"#$

年第
%&

卷第
'"

期食品与生物技术学报

张宇军!等" 枯草芽孢杆菌中性蛋白酶的固定化研究

参考文献!
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!

/0'1$2)-.

!
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量达到
!"#$ %&

时! 固定化酶的活力达到最大!为

"'( )*&

" 这是由于当
+,-

添加量达到一定程度后!

再增加
+,-

的量反而会抑制枯草芽孢杆菌中性蛋

白酶的活力! 导致固定化酶活力降低" 因此选取

+,-

添加量为
!".$ %&

为最佳水平"

图
! "#$

添加量对固定化效果的影响

%&'( ) "**+,-. /* "0$ ,/1,+1-23-&/1 /1 -4+ 3,-&5&-6 /*

&77/8&9&:3-+; 1+<-239 =2/-+3.+

>?@

枯草芽孢杆菌中心蛋白酶的傅立叶红外分析

通过傅立叶红外光谱仪测定固定化酶#游离酶

及修饰配基的亲和树脂载体的傅立叶红外图谱!结

果如图
$

所示"

图
A

固定化酶"游离酶和亲和载体的傅立叶红外图谱

%&'( B C1*232+; .=+,-2/'237 /* /2&+1-+; &77/8&9&:+;

1+<-239 =2/-+3.+

#

*2++ 1+<-239 =2/-+3.+ 31;

3**&1&-6 ,322&+2

由图
$

可见!固定化酶#游离酶及亲和载体的

红外图谱在
" /'0 1%

2!处都有
324

的伸缩振动吸

收峰!说明三者都含有氨基" 其中亲和载体
324

伸

缩振动峰最强! 表明亲和载体上具有最多的氨基!

但随着亲和载体的氨基与枯草芽孢杆菌中性蛋白

酶的羧基之间酰胺化反应的进行!亲和载体上所含

氨基减少 " 固定化酶及亲和载体的红外图谱在

! 5"" 1%

2!处有酰胺
66

带$

324

变形振动峰%!且固

定化酶在此处的振动频率更强!而游离酶红外图谱

在此没有振动峰!说明酶分子与亲和载体之间发生

酰胺化交联反应" 固定化酶及亲和载体在红外图谱

! 78$ 1%

2!处都有仲酰胺
66

带 $

324

的弯曲振动%

峰!且振动频率不同!而游离酶无此振动峰!说明枯

草芽孢杆菌中性蛋白酶与修饰小分子配基的亲和

载体发生反应9!':

"

D(E

固定化酶及游离酶的米氏常数

!

%

值是酶的特征常数!可以用来表示酶的专一

性以及与底物的亲和性! 因而本研究根据米氏方

程! 采用
;<=>?>@A>B2CDBE

双倒数作图法测定了固

定化酶#游离酶及随意固定化酶的米氏常数" 结果

表明!固定化酶#游离酶及随意固定化酶的
!

%

值分

别为
/#'

#

!#$

#

$#! %&F%;

" 根据文献!以传统方法制

备的固定化酶的
!

%

值通常会增加
!."G8."

倍 9/02//:

"

在本研究中!

!

%

值仅增加了
!.$0

倍!表明该固定化

方法对中性蛋白酶的构象和活性位点几乎没有影

响!酶对底物蛋白具有较高的亲和力" 而随意固定

化酶的
!

%

值为
$.!

!比游离酶高约
8.!(

倍" 随意固

定化酶与底物亲和力的降低可能是由于酶构象发

生了变化!活性位点形成的空间位阻对溶质分子的

转运产生了阻力"

采用酰胺化偶联方法将葡萄糖酸冼必泰修饰

到弱酸性阳离子载体上!再将枯草芽孢杆菌中性蛋

白酶交联在亲和载体上以制备固定化酶" 以固定化

酶活力为指标!确定了固定化枯草芽孢杆菌中性蛋

白酶的最佳制备工艺& 葡萄糖酸冼必泰添加量为

0.0'7 %%HIF;

!载体羧基&

+,-

$摩尔比%为
!!"

!载体

活化时间为
! J

! 枯草芽孢杆菌中性蛋白酶添加量

为
500 )

!酶活化
+,-

添加量
!".$ %&

" 傅立叶红外

光谱结果表明!枯草芽孢杆菌中性蛋白酶已经成功

偶联到葡萄糖酸冼必泰修饰的亲和载体上" 采用该

法制备的固定化酶的
!

%

值为
/.' %&F%;

!表明其与

底物具有较高的亲和力"

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

'"%
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