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摘!要!研究了超声场下胰蛋白酶水解酪蛋白的酶解反应条件与动力学)在超声波频率!#456"
作用与间歇时间比为.7.时!测定了不同功率下胰蛋白酶活性及该酶的最适温度"最适85和米
氏常数!9 的影响)结果表明!.2#!!!$: 功率下!超声.#9;<的酪蛋白水解率显著高于常规对照
组#"##)#$$%!!$: 超声功率下!在$=!.#=!!#=下水解率分别比对照组提高")"倍"!)"0
倍和!)%%倍#"##)#.$%超声场下胰蛋白酶!9 值减小!#9 增大)将胰蛋白酶"底物分别进行超声
处理!紫外和荧光光谱分析观察到!超声处理后!酶溶液荧光发射光波长从%%"<9移至%%!<9!荧
光强度提高!表明一定的超声波可能使酶及底物分子构象发生变化!提高胰蛋白酶水解活性)
关键词!超声波$胰蛋白酶$酪蛋白$酶动力学特性$光谱分析
中图分类号!>$$/ 文献标识码!?
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!!酶法对食品蛋白质进行改性%是有效改善蛋白
质的物理&化学性质%提高适口性&贮存与营养特性

的技术)近年来%随着声学技术向生物&食品技术领
域不断渗透’.%!(%应用超声技术提高水溶液中酶活
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力!促进酶催化反应已有一些研究报道"%#)超声波
是频率大于!#456的声波$具有波动与能量的双
重属性)当超声强度超过一定值时$可以通过传声
媒质相互作用$影响和改变传声媒质的状态!性质
及结构)超声可使液体介质中形成微泡$其破裂及
伴随能量的释放$可以提高许多化学反应的反应速
度$改善目的产物的选择性$引起了许多学者的关
注 $超声对不同酶!底物作用效果不尽一致$作用机
理尚不清楚)作者主要研究超声波对胰蛋白酶反应
速度!最适85值!最适温度及其米氏常数!9 的影

响$并通过光谱分析$初步探讨超声波促进酶反应
机理)

?!材料与方法

?@?!实验材料
试剂%酪蛋白%中国医药&集团’上海化学试剂

公司产品(胰蛋白酶&.7!$#’%上海化学试剂分装
厂产品(考马斯亮蓝&K!$#’%上海化学试剂采购供
应站经销)
仪器%[B13##超声波细胞破碎仪%宁波科生仪

器厂生产(0!!光栅分光光度计%上海精密科学仪器
有限公司生产(数显电热恒温水温箱%上海跃进医
疗器械厂生产(P3/荧光分光光度计%上海棱光技术
有限公司生产(A&1!.#!\XB型紫外可见分光光度
计%尤尼柯&上海’仪器有限公司生产)
?@A!实验方法
常规酶解%恒温水浴箱中将酪蛋白溶液和酶溶

液预热$将酶溶液加入到酪蛋白溶液中$在设定的
恒温条件下进行酶解反应$不同反应时间下取样$
测定底物水解率)
超声酶促反应%与常规酶解相同温度和85 值

条件下$在超声频率为!#456$超声作用与间歇时
间比为.7.$于不同的超声输出功率和反应时间
下$测定底物水解率)
?@B!酶水解率!水解速度的测定
参照]-,QO’-Q的考马斯亮蓝K!$#染色法""#测

定反应不同时间时的蛋白含量$计算水解率和水解
速度)水解率^&反应零时刻时的蛋白质量_反应
终止时刻的蛋白质量’)反应零时刻时的蛋白质量(
水解速度^&反应零时刻时的蛋白质量_反应终止
时刻的蛋白质量’)反应时间&9;<’)以酪蛋白为标
准蛋白)
?@C!紫外吸收和荧光发射光谱分析
将#)#.H)QI胰蛋白酶溶液!#).H)QI酪蛋白

溶液$用一定参数的超声波分别处理后$进行紫外

吸收光谱!荧光发射光谱扫描测定)紫外吸收光谱
扫描波长为.3#!%"#<9(荧光激发波长!$/<9$
发射光谱扫描波长!##!$##<9)

A!结果与讨论

A@?!不同超声功率对酶解速度的影响
质量浓度为.)#9H)QI的酪蛋白溶液.#9I$

加入#)##!9H)QI胰蛋白酶溶液$9I$分别在无
超声场和输出功率为3#$.2#$!!$: 的超声场下进
行酶解反应$不同时间下取样测定水解率)结果见
图.)

图?!不同超声功率对水解率的影响

)-2@?!4((.,0"(#’0$&5"#-,;">.$"%01.13*$"’35-5

!!从图.中可以看出$在反应的前"#9;<内$超
声场下酪蛋白水解率均高于对照组$尤其在反应的
前.#9;<$超声场下的水解率显著高于对照&"#
#)#$’)黄卓烈"$#研究观察到$一定参数的超声波对
多酚氧化酶和过氧化氢酶活性均有显著提高)
B,4,4(Y,-,等观察到$在%种不同的超声强度下蔗
糖酶水解蔗糖水解速度均高于对照"/#$与试验结果
基本一致)
图.可见$不同功率超声对水解率影响有差

异)在超声功率为!!$ : 时底物水解率最高$.#
9;<时比对照组提高"2)2‘$随着反应的进行$!!$
: 时超声场对酶解速度的促进作用减弱$!#9;<时
高于对照./)$‘$%#9;<时高于对照.!)$‘$/#
9;<后水解率低于3#:!.2#: 组和对照)而3#:
和.2#: 组的水解速度仍呈缓慢升高趋势)
A@A!超声波对酶反应最适温度的影响
不同温度下$反应.#9;<$测蛋白水解率结果

见表.!图!)温度设置为%$$.#$!#$%#$"#$$#$/#$

0#=)超声条件为%超声时间与间歇时间比为.7
.$频率!#456$输出功率!!$:)
超声场下胰蛋白酶的温度曲线发生了显著的

变化)在$!%#=范围内$底物水解率极显著高于
对照&"##)#.’$水解率变化相对平缓$与对照的钟
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形曲线不同!在$ =时超声场下的水解率达到

$"‘"比对照提高了")"倍!!#=时比对照高!)%%
倍!"#=时与对照水解率基本相同"$#=达到超声
反应最佳反应温度"而常规酶解条件下"#=为最
佳温度)高大维等#.33"$对超声波条件下糖化酶的
研究中"未观察到温度对糖化酶活性影响%0&"可能
是由于酶的种类不同所致)当水浴温度大于$#=
时"超声场下的酪蛋白水解率迅速降低"下降速率
快于对照组)超声波作为一种能量形式"具有加热
作用和空化作用"对酶反应可产生促进或抑制双重

作用)当温度较低时"与空化作用相比"加热作用占
主导"超声场下的反应体系吸收超声波能量"从而
加速了酶促水解反应"表现为促进作用)随着温度
的升高"空化作用显现"在液体介质中微泡的形成
和破裂及伴随能量的释放"产生瞬时’局部高温’高
压"可产生自由基"如水分子电离产生5(和a5(
自由基"这些自由基进入酶活性中心"破坏酶分子
构象"因此"当水浴温度进一步升高时"一方面酶蛋
白热变性"另一方面可能是自由基的破坏作用"导
致水解率快速下降)

表?!超声波对酶反应最适温度的影响

:&9@?!4((.,0"(#’0$&5"#%*"%";0-D&’.%E3D.$.&,0-"%0.D;.$&0#$.

酶反应
温度 $= .#= !#= %#= %$= "#= $#= /#= 0#=

对照 #).##b
#)##/?

#).0%b
#)#!#?

#)!.2b
#)#!#?

#)$".b
#)#.2?

#)/$3b
#)#%#,

#)0/2b
#)#!$,

#)/%%b
#)#.$?

#)"%/b
#)#!#?

#)!3$b
#)#!#,

超声 #)$"#b
#)#."]

#)/##b
#)#!#]

#)0!0b
#)##"]

#)0%/b
#)##0]

#)0$3b
#)#./,

#)000b
#)##"Y

#)02/b
#)##/]

#)$%/b
#)##/]

#)./"b
#)##/Y

!!实验重复!次!字母大写为极显著#"##)#.$"小写为显著#"##)#$$"字母相同为不显著)

图A!超声波对酶的最适温度的影响

)-2@A!4((.,0"(#’0$&5"#%*"%";0-D&’.%E3D.0.D;.$&0#$.

A@B!超声波对酶反应最适;7的影响
取不同85值的酪蛋白溶液及酶液"与A)A相

同的超声条件下反应.#9;<"测水解率)

图B!超声波对酶的最适;7的影响

)-2@B!4((.,0"(#’0$&5"#%*"%";0-D&’.%E3D.;7

!!由图%可见"该超声条件下对胰蛋白酶的最适

85值影响不大"B,4,4(Y,-,等研究超声条件下"蔗
糖酶水解蔗糖时"最适宜85值也未发生改变%0&"本

试验结果与其一致)溶液85是决定酶催化活性的
重要参数之一"酶只有在有限的85值范围内保持
较高的活性!主要由于酶分子活性部位可解离基团
的解离状态"随溶液85值的变化而改变"影响到酶
的活性以及酶与底物的亲和力)此外"85值亦引起
底物的带电状态变化"影响酶与底物的结合"使酶
催化活力降低或升高)在低85值时"胰蛋白酶酶活
力下降是由于较强的酸性使酶分子发生不可逆变

性"而其活性中心的基团被离子化"也直接影响酶
与底物的结合以及产物的生成)
A@C!超声对酶米氏常数的影响
超声条件为!#456"输出功率!!$:"作用时

间与间歇时间比为.7.的超声作用下"以不同底
物浓度进行酶解反应"以%%&对%%&)# 作图)
!!试验结果表明"超声波可影响胰蛋白酶的米氏
常数)计算得对照组!9 为#).0/"#为.)%/!超声场
下米氏常数 !9 为#)./3"小于对照组"而#9 为

.)$$)!9 是反映酶特性的常数"表示酶与底物的亲

和能力"!9 值越小"亲和力越强)#9 是衡量酶分子

转换率的参数"表示当酶浓度不变时"酶受底物饱
和"反应速度达到最大的状态)#9 越大"酶分子将
底物转化成产物的效率越高)高大维等’B,4,4(Y,-,
研究了在超声作用下糖化酶’纤维素酶米氏常数"
也出现了变化%/"0&)超声波是一种纵波"经过反应液
时"对酶与底物分子作用"可能使酶与底物碰撞的
几率增多"提高二者的结合几率"表现为亲和力增
大!而以能量形式作用于酶分子时"可加快酶分子

!$ 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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的周转!再者超声波的振荡作用!可以加快产物从
酶1产物复合物中离去!提高催化效率)

图C!超声波对酶的!D 的影响

)-2@C!4((.,0"(#’0$&5"#%*"%!D"(0$3;5-%

A@F!超声波预处理酪蛋白对酶反应的影响
用超声波分别对质量浓度为.)#9H"QI的酪

蛋白溶液分别预处理!#!/#9;<!再加入#)#.9H"

QI酶溶液$9I!"#=保温反应!分别在#!.!%!$!

0!.#9;<时测定水解率!结果见表!)底物超声/#
9;<预处理后!酪蛋白水解率高于未处理的水解率

.$‘!表明超声波预处理酪蛋白!可影响酶解反应
速度)+,V,<,’F9,;等将纤维素超声波预处理再与
酶解共同作用!观察到纤维素经超声波预处理后再
酶解!酶解速度提高显著#2$!与本试验对酪蛋白预
处理的结果相似)
表A!超声预处理底物对酪蛋白水解率的影响

:&9@A!4((.,0"(#’0$&5"%-,5#950$&0.;$.0$.&0D.%0"%01.13G

*$"’35-5"(,&5.-%

反应

时间"9;<

%对照&

水解率

超声处理

!#9;<水解率

超声处理

/#9;<水解率

. #).3 #)!% #)%"

% #)%% #)%! #)".

$ #)"% #)". #)$.

0 #)$$ #)$" #)/

.# #)$2 #)$3 #)/2

A@H!胰蛋白酶!底物的紫外吸收光谱和荧光发射
光谱分析

近年来为了研究超声波促进酶催化活性的作

用机理!人们从超声波对溶液中酶分子构象的影响
角度进行探讨#3$)配制质量浓度为#)#.9H"QI的
胰蛋白酶溶液!用!!$:!!#456的超声处理.#
9;<!对胰蛋白酶溶液进行紫外吸收光谱的扫描!扫
描波长.3#!%"#<9!结果见图$%,!Y&)实验观察
到!在!2#<9附近有一特征吸收峰!为酪氨酸特征
吸收)荧光光谱扫描在激发波长!$/<9下!观察到

荧光强度和发射波长均有变化%见图/&)胰蛋白酶
的荧光发射光谱!有两个特征吸收!一个在!2#<9
附近!为酪氨酸特征吸收!另一个在%%#<9附近!
为色氨酸特征吸收)超声波作用下酶溶液荧光发射
光波长从%%"<9蓝移至%%!<9!荧光强度提高!表
明超声波使胰蛋白酶的分子中某些基团暴露!构象
发生了变化)

图F!胰蛋白酶的紫外吸收光谱

)-2@F!+;.,0$#D"(6I&95"$;0-"%"(0$3;5-%

!!底物超声’未超声荧光发射光谱%见图/&可以
看出!超声预处理/#9;<的酪蛋白溶液!荧光强度
显著提高!表明超声波引起了酪蛋白荧光基团的暴
露或内埋!使构象发生变化(结合水解率提高的结
果!说明一定的功率下!超声波预处理底物!由于引
起酪蛋白一些基团暴露或某些次级键受到影响!使
胰蛋白酶容易作用于其一级结构肽键!产生肽键断
裂!加速酪蛋白的水解)

B!结!论

研究结果表明!超声波在一定的功率和作用方
式下!能提高胰蛋白酶水解酪蛋白的速度!即使酶
活性提高!酶的米氏常数!9 减小!酶与底物的亲和
力增强(超声场下在较低温度下!能显著提高酪蛋
白水解率!在$=时超声场下的水解率已达到$"‘!
比对照提高了")"倍!达到最高水解率的%.)%‘!
在工业生产中具有实际意义)此外!超声波使底物
和胰蛋白酶荧光光谱’荧光强度发生变化!超声波
对酶作用机理还有待于进一步深入研究)
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