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解脂假丝酵母脂肪酶的纯化及性质研究
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摘 要：通过采用盐析和透析等提纯方法，对解脂假丝酵母（!"#$%$" &%’(&)*%+"）脂肪酶进行了纯

化，比活提高了 ! ) 6. 倍，回收率 3%7 )该酶反应的最适 89 值为 2 ) %，最适温度为 #0 :，89 稳定范

围为 6 ) " ; 2 ) %，温度稳定性较差，以 ! <’( = > 的蔗糖作保护剂效果较好 )该酶为金属酶，% <<’( = >
的钙离子有较好的活化效果 )
关键词：解脂假丝酵母；脂肪酶；纯化；稳定性

中图分类号：?0$3 ) $ 文献标识码：@

7#$+(+8&0+"% &%6 7$"9.$0+./ "( 04. 2+9&/. ($": !"#$%$" &%’(&)*%+"

1A B,C， >D 5E,CFG’， H@*I J’CK
（LMN’’( ’O 4E’PCKECPPQECK，HRSE ACETPQEUEV- ’O >EKNV DCWRUVQ-，HRSE !$3"#6，XNEC,）

;</0$&80：4- <P,CU ’O U,(VECK ’RV ,CW WE,(-UEU，VNP (E8,UP OQ’< !"#$%$" &%’(&)*%+" Y,U 8RQEOEPW YEVN
VNP QPUR(VU ’O VNP U8PMEOEM ,MVETEV- ! ) 6. VE<PU NEKNPQ ,CW VNP ,MVETEV- QPM’TPQ- ’O 3%7 ) ZNP 8Q’8PQV-
QPUP,QMN UN’YU VN,V VNP ’8VE<R< 89 ,CW VP<8PQ,VRQP ’O MQRWP PC[-<P YPQP 2 ) % ,CW #0 : QPU8PMVETP(-
,CW VN,V VNP UV,GE(E[,VE’C Q,CKP ’O 89 Y,U 6 ) " ; 2 ) % ) HEVN (’YPQ VP<8PQ,VRQP UV,GE(E[,VE’C，EV Y,U
O’RCW VN,V VNP ! <’( = > U,MMN,Q’UP Y,U GPVVPQ 8Q’VPMV,CV VN,C ’VNPQU) 4PECK <PV,((’PC[-<P，VNP (E8,UP
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目前发现的微生物中有近 6" 个种属产脂肪

酶，工业化生产的就有近 !" 种 )微生物脂肪酶的作

用 89 范围、作用温度范围以及对底物的专一性比

动植物酶广，便于进行工业生产和获得高纯度制

剂 )微生物脂肪酶在酶理论研究及实际应用方面发

展迅速［$］)已应用于食品、皮革、油脂化工等行业以

及洗 涤 剂、化 妆 品、医 药 等 方 面 ) 有 关 ,-%.(’/0
$1&1213、4/+(3 21%-1%、50’136%&&/0 #%613、7)*-%/2
/&*%2"2 和 81(*3%+-/2 +"#$%$/2 等脂肪酶的纯化

和性质已有众多文献报道［! ; %］)

我国在 !" 世纪 6" 年代就开展了微生物脂肪酶

的研究，并在 $.6. 年试制解脂假丝酵母脂肪酶制

剂并供应市场 )工业化生产解脂假丝酵母脂肪酶已

有 #" 年历史，但对其性质的研究却鲜有报道，尽管

有研究者［6］曾作过此方面的研究，但由于产酶菌种

的变化，酶学性质也发生了很大变化 ) 该酶是一种

粗酶制剂，含有大量硫酸铵、硫酸钠以及其它杂质，

直接应用会受到很大限制 ) 作者发现，此酶主要是

以菌体形式存在的胞内酶，胞外酶活为 $3" R = K，而

胞内酶活却高达 3 """ R = K 以上 ) 作者首先通过菌

万方数据



体破碎、盐析和透析等操作对该酶进行初步纯化，

然后进行常规的酶学性质研究 !

! "材料与方法

! " ! 试剂与仪器

解脂假丝酵母脂肪酶：比活 " ! # $ % &’，产酶菌

株为 !"#$%$" "()，无锡酶制剂厂提供；*+,（聚乙

烯醇 (#"）：分析纯，日本进口分装，上海化学试剂站

分装厂产品；橄榄油：试剂纯，上海化学试剂供应站

提供 !其它试剂均为分析纯或化学纯 !
-./000 紫外分光光度计：日本日立公司出品；

超声波细胞破碎仪：1* 公司出品；冷冻高速离心

机：2345.#，日本日立公司出品；透析袋：截留相对

分子质量为 6 000 7 (# 000，进口产品 !
! " # 实验方法

! !# !! 酶活力测定 碱滴定法［8］!活力定义：在 "0
9，:1 8 ! ) 条件下，每分钟催化脂肪水解生成 (

!&;< 脂肪酸的酶量为 ( 个酶活力单位 !
! !# !# 蛋白质测定 采用紫外吸收法［6］，经验公

式 为：蛋 白 质 质 量 浓 度（ &’ % &=）> ( ! ") & #60.
0 ! 8" & #?0 !
! !# !$ 盐析范围的确定 取一定体积粗酶液，分

几次加入不同量的硫酸铵，第一次加完硫酸铵后，

静置 # @ 左右，离心得第一个分级沉淀，上清液以同

样的操作加硫酸铵，得到第二个分级沉淀，如此连

续进行，便可得到多个分级沉淀，将每个分级沉淀

重新溶解于一定体积的 :1 8 ! ) 磷酸缓冲液中，分

别测定蛋白质含量和酶活 !（注：整个过程在低温下

操作，并始终控制酶液 :1 在 8 ! ) 左右）

! !# !% 酶的纯化 酶粉溶入缓冲液，超声波破碎

（(0 &AB）!低温离心（8 000 C % &AB，() &AB）!上清

液（粗酶液）!硫酸铵（饱和度 /0D）沉淀 # @!低温

离心!上清液!硫酸铵（饱和度 ?0D）沉淀 # @!低

温离心!沉淀加磷酸缓冲液溶解!低温透析（:1
8 ! ) 磷酸缓冲液）

# 结果与讨论

# " ! 脂肪酶的纯化

# !! !! 盐析范围的确定! 硫酸铵分级试验结果见

表 (，可确定盐析范围为 /0D 7 ?0D ! 在饱和度为

?0D时，蛋白质已完全沉淀，但酶活回收率仅为 66 !
ED，可见酶在盐析过程中有部分失活 !因此有必要

考察酶的稳定性，寻找合适的保护剂，降低酶在放

置过程中失活的速度 !
表 ! 硫酸铵盐析试验结果

&’("! &)* *++*,-. /+（01%）#23% .’-45’-6/7 /7 8456+6,’-6/7

试验

次数

饱和

度 % D
相对酶

活 % D

蛋白质

质量浓度 %
（&’ % &=）

纯化

倍数
备 注

第一次

0 7 #0 () ! 6 #( ! ( 0 ! 8)

#0 7 "0 )/ ! ( ?E ! E 0 ! 8?

"0 7 ?0 #0 ! 0 E ! 0 # ! ##

酶 在 饱 和 度 为

#0D 7 "0D盐析

范 围 内 沉 淀 最

多，但纯 化 倍 数

不高，而 "0D 7
?0D的纯化倍数

较高，所 以 改 试

/0D 7 ?0D

第二次
0 7 /0 "/ ! 8 88 ! ? 0 ! )?

/0 7 ?0 ") ! # ## ! " # ! 0#

/0D 7 ?0D盐析

范 围 酶 活 回 收

率 和 纯 化 倍 数

均较高 !

# !! !# 酶的纯化! 将盐析范围为 /0D 7 ?0D的分

级沉淀透析过夜，分别计算抽提后的粗酶液、盐析

后的酶液及透析后的酶液的比活和酶活回收率，见

表 # !
表 # 脂肪酶纯化结果

&’("# 2499’5: /+ ;68’.*’. 8456+6,’-6/7

纯化步骤
酶活回收率 %

D
比活力 %
（$ % ’）

纯化倍数

抽提后 (00 "?)?# ( ! 00

盐析后 ") ! # E"0)E # ! 0#

透析后 ") ! 0 (#)"0? # ! ?E

# " # 粗酶酶学性质研究

在脂肪酶纯化过程中，酶活有一定的损失，作

者对脂肪酶粗酶液进行了一系列的温度稳定性和

:1 稳定性研究 !
# !# !! 脂肪酶的温度稳定性! 将粗酶液分别在 /)
9、"0 9、") 9、)0 9下放置 /0 &AB，酶活回收率分

别为 )0 F #D、// F /D、0、0 !该酶在高于 "09的条件

下极易失活 !将粗酶液室温放置 ( @、# @、/ @、" @，

测定酶活，结果见图 ( !

图 ! 室温下脂肪酶的稳定性

<6=" ! &)*59’; .-’(6;6-: ,45>* +/5 ;68’.* ’- ’9(6*7-
-*98*5’-45*
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室温条件下，该酶在 ! " 内酶活下降很快，! # $
" 内酶活较为稳定 %在将粗酶液冷冻干燥之后，发现

酶活损失仍然很大，所以进一步研究该酶在低温下

的稳定性，将粗酶液分别于室温、冷藏（$&）和冷冻

条件下放置，结果见图 ! %

图 ! 不同条件下脂肪酶的温度稳定性

"#$% ! &’()*+, -.+/#,#.0 12)3( 45) ,#6+-( +. 7#44()(8.
1587#.#58-

在第 ’ 天，酶在 ( 种放置方式下失活速度都很

快，’ 天后较稳定 %从图 ’、图 ! 可知，该脂肪酶在放

置的开始阶段酶活损失很快，后趋于稳定，可以推

测此酶由两类脂肪酶组成，其中一类稳定性很差，

即使在低温下也很容易失活，属于冷不稳定酶；而

另一类相对较稳定，但如果温度升高，也会很快失

活 %
! %! %! 脂肪酶的 )* 稳定性

酶的稳定性除了受温度影响外，)* 也是一个

重要因素 %现分别用 + % +!, -./ 0 1 的不同系列磷酸

缓冲液（)* , % +、)* 2 % +、)* 3 % +、)* 3 % ,、)* 4 % !、

)* 5 % +）溶解酶（粗酶液经冷冻干燥），室温放置 !
"、$ "、2 "，分别测定酶活，结果见图 ( %

图 9 酶在不同 6: 下的活力和稳定性

"#$% 9 ;44(1. 54 6: 58 ,#6+-( +1.#3#.0 +87 -.+/#,#.0
可以看出：在 )* 2 % +、3 % + 和 3 % , 下该酶的稳

定性较好，放置 2 "，酶活下降幅度不大 %在 )* , % +、

4 %! 和 5 % + 下该酶极易失活，2 " 后，酶活接近于 + %
因此，该酶的稳定 )* 范围为 2 % + # 3 % , %
! %! %9 酶的保护剂 从上面对酶的稳定性研究可

知，该酶很不稳定，有必要寻找酶的保护剂 %多羟基

化合物对酶有保护作用，在粗酶液中分别加入 + % ’
-./ 0 1 的蔗糖、乳糖、葡萄糖和甘油，不加的作为对

照，室温下放置 $ "，分别测定酶活，结果见图 $ %

图 < 保护剂的选择

"#$% < ;44(1. 54 6)5.(1.+8. 58 +1.#3#.0
由图可知：蔗糖、乳糖对酶有保护作用，而葡萄

糖、甘油几乎没有保护作用 % 初步确定保护剂为蔗

糖和乳糖 % 然后对保护剂的添加量进行研究：在粗

酶液中分别加入 + % ’ -./ 0 1、+ % , -./ 0 1、’ -./ 0 1、!
-./ 0 1 的蔗糖和 + % ’ -./ 0 1、+ % , -./ 0 1、’ -./ 0 1 的

乳糖（受溶解度的限制，浓度不能更高），不加的作

为对照，室温下放置 $ "，分别测定酶活，见表 ( %
表 9 保护剂的添加量

678%9 9::;<=> .: ="; )?.=;<=7@= 7AAB=B.@ .@ 7<=BCB=D

样品 浓度 0（-./ 0 1） 残余酶活 0 E

对照 + !( % $

蔗糖

+ % ’
+ % ,
’ % +
! % +

!5 % 4
$+ % 2
3! % ,
52 % ,

乳糖
+ % ’
+ % ,
’ % +

!2 % 2
$$ % 3
$, % 2

可以看出：! -./ 0 1 的蔗糖保护效果最好，$ "
后酶活还有 52 % ,E % 因此选 ! -./ 0 1 蔗糖作保护

剂 %
! %! %< 金属离子对酶活的影响

某些金属离子与酶结合，对酶的最佳活力构象

起稳定作用，有利于底物的接近，并起着酶F金属F底
物三者间的诱导应变配位，从而活化或加强酶的催

化活性 %选择合适的活化离子对酶的利用有一定的

价值 % 向 粗 酶 液 中 分 别 加 入 , --./ 0 1 的 G7H/、
IH/、H7H/!、JKLM$、N;LM$ 和 HOLM$，不加离子的作

为对照，分别测定酶活 %
图 , 可知，镁离子、钙离子活化效果较好，可以

作为活化剂；亚铁离子、铜离子对该酶有抑制作用，

属于抑制剂 % 向粗酶液中分别加入 , --./ 0 1、’+
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!!"# $ % 和 &’ !!"# $ % 的 ()*+, 与 -.-#/，不加金

属离子的作为对照，分别测定酶活 0

图 ! 金属离子对酶活的影响

"#$% ! &’’()* +’ ,(*-. #+/0 +/ -)*#1#*2
表 3 活化剂的添加量

4-5%3 &’’()* +’ -)*#1-*+6 -77#*#+/ +/ -)*#1#*2

样品 浓度 $（!!"# $ %） 残余酶活 $ 1

对照 ’ 2’’

()*+,

&
2’
&’

223
42 0 4
&, 0 /

-.-#/
&
2’
&’

23’
23’
56 0 &

由表 , 可知，& !!"# $ % 或 2’ !!"# $ % 的钙离

子对该酶的活化作用最好，可使酶活提高 3’1 0 而

随着镁离子、钙离子浓度的升高，活化效果下降，甚

至出现抑制现象，这可能是由于过量的金属离子对

酶蛋白产生竞争结合，使酶的构象偏离其最佳活力

构象，而使酶活降低 0这也是活化剂的特点之一 0可
选定酶液中 -.-#/ 的添加量为 & !!"# $ % 0
8 08 0! 789: 对酶的影响 由于该酶可被金属离

子活化，所以其活性中心可能有金属离子，属于金

属酶 0在粗酶液中加入 & !!"# $ % 的 789:，低温放

置 3’ !;<，酶活测定，结果为 ’，这是因为 789: 螯

合了维持酶活性中心结构的金属离子，使酶失活，

据此推断该酶为金属酶 0
8 08 0 9 脂肪酶的最适水解 : => 值分别用 ’ 0 ’/&
!"# $ % 的不同系列磷酸缓冲液（=> & 0 4、=> ? 0 /、=>
? 0 &、=> ? 0 5、=> 6 0 2、=> 6 0 ,、=> 6 0 &、=> 6 0 6、=>
5 0 ’）取代酶活测定方法中的缓冲液，酶活测定结果

见图 ? 0由图可知，该酶的最适水解 => 值为 6 0 & 0

图 9 最适作用 ;< 曲线

"#$% 9 &’’()* +’ ;< +/ -)*#1#*2
8 08 0= 脂肪酶的最适水解温度 分别用不同的反

应温度（/& @、3’ @、3& @、,’ @、,& @）取代酶活

测定方法中的 ,’@，测定酶活，由图 6 可知，该酶的

最适水解温度为 35 @ 0

图 = 温度对脂肪酶水解活力的影响

"#$% = &’’()* +’ *(,;(6-*>6( +/ -)*#1#*2
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