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以复合硅胶为载体的胰蛋白酶的固定化 
陈 辉’ 

(1．重庆医科大学临床学院检验再丽丽 
扬继虞 

疆 大学药学生化教研室610044) 

摘 要 目的：制各固定化胰蛋白酶，用于转肽反应 方法 以涂敷了壳聚糖的硅胶为复台载体，以系统全面反馈优化 

技术进行优化制备固定化胰蛋白酶。结果：所制各的固定化胰蛋白酶平均酶活性为2282U／g，酶活性回收在9％以上。结论： 

制各的固定化酶的单位酶活性高，带入转肽反应体系的水分少，能有效地应用于转肽反应之中。 
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Abstract 0bjective：An immobilized trypsin(1TP)is prepared for Iranspeptidation Methods：The silica 

coated chitosan is used as compound carrier，and the process is optimized by a systemic an d all·around feedback 

optimization technique．Results： The average activity of ITP is as high as 2282U／g,and the recovery rate of 

activity is 9％．Conclusion： The aetivity per gramme n'P is very high．and it carries a little water to system of 

transpeptidation，so it WaS used for transpeptidation succcss~lly． 
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随着生物技术应用领域的不断扩大，作为生物 

催化剂的酶在工业生产中的应用也越来越广泛，但 

是由于液相酶存在诸多缺点而急需改进，因此固相酶 

的研究便成为一大热点，因为固相酶有许多优点 

： ㈤酶固定化后，抑制了酶的自溶现象，减少了副 

反应；(b)在酶反应完成以后，通过离心、过滤等简 

单的方法即可将酶与产物分离，为分离纯化提供了 

方便。(c)固相酶在生物反应体系中 (特别是 有机 

溶剂为反应体系时)的稳定性好，变性和失活少； 

(d)固定化酶易于回收和重复利用，降低了生产成 

本 现在人们对固定化酶的研究已经不仅仅停留在 

理论阶段，而更注重于它的实用性。本文以涂敷了 

壳聚糖的硅胶为复合载体，制备固定化胰蛋白酶用 

于转肽反应之中。 

1 材料与方法 

I．i 材抖与试剂 

结晶猪胰蛋白酶和脱乙酰壳聚糖均为Sigma公司产品， 

租孔硅胶(柱层析用)购自青岛海洋化工厂分厂，戊二醛 (进 

作者介绍：陈 辉 (I97O．o3出生)．男．主管技师．硕土 

口分装)购自成都华西生化制品厂。 

i．2 方法 

I．2．1 固定化胰蛋白酶的制各方法 

参照文 ，自行设计如下： 

取0 2窟壳聚糖，加l0 ml}bO，7．5 ml冰醋酸，在40℃水 

浴中搅拌l h．过滤，滤液中加硅胶3． ，室温振荡过夜，抽 

滤水洗三次，于60"(2孵箱中干燥1 h1印得涂敷了壳聚糖的硅 

胶：称此硅胶1．哩，加4．2％的戊二醛水溶渣20ml，室温振荡 

3 h1抽滤水洗三次，60℃孵箱中干燥lh，得淡黄色的活化后 

的硅胶；取此硅胶1． ，加入含2 5 mpJml的胰蛋白酶溶液8 

m1，调phi_7．0，置4"C冰箱过夜，抽滤，PBS充分洗涤，得 

固定化胰蛋白酶 (Immobilized Try~in，ITP)，置4"C冰箱 

中保存备用。 

I．Z2 筛选胰蛋白酶固定化的最佳条件 

本文采用系统全面反馈优化技术，对影响固定化的十四 

个关键因素进行优化，这十四个因素依次为：醋酸浓度、壳 

聚糖的量、溶解时间、涂敷时问、涂敷温度、戊二醛浓度、 

戊二醛体积、活化温度、活化时间、酶浓度、酶体积、固定 

化温度、固定化时问、固定化DH值，分别用x．——>x． 表 

示，设计出五组系统诊断实验 (见表1) 

以每克ITP的活力单位(Y-)和胰蛋白酶的活性回收rY 为 

目标量来考察优化方案的优劣。 

经数据处理，优化出固定化条件后，根据其优化条件， 

分别进干亍三次重复实验和放大实验。 
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寰1 固定化胰叠白一系统诊断实验设计方案 

组 2组 3组 4组 5组 

目标量：YI(u／gITP) 

Y2(活性回收) 

1．2 3 ITP的单位活力和活力回收的测定 

ITP的单位活力的高低直接关系着其在生产应用中的可 

行性，而活力回收是衡量固定化效果的重要参数。 

A：ITP单位活力的测定 

参照文献 ，自行设计ITf 惋 方法如下： 

取ITP 0．3 P，加含caCb的BBS 18ml，40℃保温10 rain， 

加入已预热的1．，％酪蛋 白30 IⅡI，40℃水浴中搅拌反应15 

rain，加入5％的TCA 30 ml终止反应，过滤，取续滤液1．0 ml 

加福韩．酚试剂，于650Ⅱm处测光密度值，从酪氨酸含量的 

标准曲线的回归方程上计算出对应的酪氨酸含量，得出ITP 

的活性。 

参照文甫 。，将ITP的单位括力定义为：在上述条件下， 

每分钟水解酪蛋白生成的产物 (包括短肽与含酚基的氨基 

酸)与福林一酚试剂反应生成蓝色，在650~n处与1 u g酪氨 

酸相当的酶量。 

B：活力回收的测定 

括力回收是指所得固定化酶的总括力占所投入的液相酶 

的总活力的百分比。 

2 结 果 

2．1 固定化胰蛋白酶的制备结果 

2．1．1 系统诊断实验 结果见表2 

2．1．2 优化实验 

经数据处理，得出固定化酶的优化条件依次如 

下 (XI—XH)： 

l组 

2组 

3组 

4组 

5组 

表2 系统诊断实验结果 

ITP单位活性 (U／g) 活力回收 (％)’ 

373 

597 

965 

1l07 

2245 

寰3 优化条件的重复实验结果 

批次 lTP单位活性 (U／g) 

2304 

2l95 

2347 

3 83 

4．39 

440 

3．36 

4．50 

活力回收 (％) 

9．07 

8．94 

9l 8 

42 0．15 0．85 10 22 3 l7 22 1 5 3．5 5 I2 10 7．5 

根据上述优化条件，重复三次实验，结果见表 

3。根据优化条件，将壳聚糖投量放大至1．0g进行三 

次放大实验，结果为：ITP单位活力平均为2282 U／ 

g ITP，括力回收平均为在9．15％以上。 

2．2 酶活力渊定中的标准曲线 

经直线拟和，标准曲线的回归方程为： 

123_31×x-0．892 r=0．9999 

3 讨 论 

3．1 固定化载体的选择 

用于ITP的载体很多，琼脂糖 ”、羧甲基纤维 

素 、壳聚糖等均可运用。本室以前曾将胰蛋白酶 

直接固定于单纯的壳聚糖上用于催化酶促半台成人 

胰岛素的转肽反应，发现其存在明显的不足：这种 

ITP带入反应体系的水分过多，不易控制 (投壳聚 

糖1．0g，往往可收到10g以上的1TP)，而以转肽反 

应为代表的许多酶促反映都需严格控制水的含量： 

在反应过程中lTP往往浮于液面，不能与底物充分 

接触，这些对反应极为不利。作者充分利用硅胶吸 

水少，能均匀地分布于反应体系的优点，以涂敷_， 

壳聚糖的硅胶做胰蛋白酶的载体，严格地控制了酶在 

固定化过程中带入的水分；在转肽反应过程只需轻 

微的振荡，即可使固化酶和反应体系充分接触，达 

到理想的催化效果，因而成功地应用于转肽反应之 

中。 
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表1 Tc、T HDL-C、LDL-C测定结果f ± 

年 龄(岁) 

20～ 40 

4l～60 

61～80 

表2 ApeA、ApoB、Lp(_)测定结果( ± ) 

年龄(岁) 

20~40 

41～6O 

61～80 

例数 AopA(mg／L) ApoB(mg／L) Lp(aXrng，L) 

男 40 

女 35 

男 136 

女 100 

男 29 

女 7 

I461± 146．4 

l 5l1± 153．4 

1477± l40 

1580± l44 9 

l479±192．6 

1580± ll2 3 

的饮 食 习惯有 关 。HDL-C、LDL．C、ApoA、 

ApoB、Lp(a)平均水平接近国内的平均水平，是否 

可以认为除 TG之外的各项受饮食习惯的影响不大。 

总而言之，不同地区人群血脂水平可能有一定 

的差异，随时监测人群的血脂水平变化，对预防心 

血管性疾病的发生有十分重要的意义。 

参 考 文 献 

840±l79．8 

720± 134．7 

883± 163 

8观 ± l 84 

922± 185．2 

934± I29．2 

l20±63 

ll9±33 

184±ll3 

146±57 

153±62 

I73±68 
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3．2 固定化方法的选择 

在用交联法固定化酶的过程中，绝大多数的文献 

都是将双功能试剂(以戊二醛为代表)、载体、酶三 

者混合，这在将酶与载体交联的同时势必会造成大量 

的交联剂损伤酶的活性中心，从而影响酶的活性。 

本方法在用戊二醛的醛基活化硅胶表面的脱已酰壳 

聚糖中的氨基以后，立即用水洗抽滤的方法除去过 

量的戊二醛，使酶的损失减少到最低，制得的ITP 

比本室以前制得的ITP的平均单位活性提高了30％。 

3．3 优化技术 

作者在实验中采用了系统全面反馈优化技术。 

该优化技术能在较短的时间里对众多的因素进行筛 

选，其优化效果好，收敛速度快，具有实用性和先 

进性。较之传统的正交设计和均匀设计更节约人 

力，物力和时间，是值得推广的新型优化技术。 
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