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摘要:为了高效制备木瓜蛋白酶ꎬ利用三相分离法对番木瓜乳粉进行分离纯化ꎮ 对影响分离纯化的主要因素有机溶剂种类

及浓度、硫酸铵质量分数、三相成相时间及 ｐＨ 等进行了研究ꎮ 实验结果表明ꎬ该酶的最佳分离条件为:粗酶液与叔丁醇的体积

比为 １ ∶１􀆰 ５ꎬ硫酸铵质量分数为 ５０％ꎬ成相时间为 ６０ ｍｉｎꎬ体系 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ꎮ 在此条件下使用三相法分离出的木瓜蛋白酶纯化倍

数为 ２􀆰 ９８ 倍ꎬ酶活回收率为 ７６％ꎮ
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　 　 蛋白酶是一类水解蛋白质的酶类ꎬ其来源比较

广泛ꎬ不仅许多种微生物可以产生ꎬ而且从动物的胰

脏等器官也可以获得[１]ꎮ 近年来ꎬ从植物中获取酶

越来越受到人们的关注ꎮ 其中ꎬ从木瓜果中提取蛋

白酶和凝乳蛋白酶就是获取该酶的一条简捷高效的

途径ꎮ 木瓜蛋白酶 Ｐａｐａｉｎ 具有催化活性强、稳定性

好、耐高温等优点ꎬ广泛应用于食品、纺织等领域ꎬ主
要用于啤酒发酵、肉类嫩化、纺织原料处理等方

面[２]ꎻ此外ꎬ在洗涤行业也有着较好的应用效果[３]ꎮ
Ｒａｔｈｎａｓａｍｙ 等[４] 利用双水相结合凝胶过滤层

析得到纯度 ９６％的木瓜蛋白酶ꎻ王丽彬等[５] 采用硫

酸铵分级沉淀与柱层析结合的方法得到纯度为

９９􀆰 ３１％的高纯度木瓜蛋白酶ꎬ但层析法的操作复

杂ꎬ成本极高ꎬ酶活损失较大ꎬ因此ꎬ该法并不适合大

规模生产应用ꎮ
三相分离是一种新型蛋白质分离纯化技术ꎬ具

有盐析、共溶剂沉淀及等电点沉淀等特点[６]ꎬ三相

分离技术可选择性地将目的蛋白分配到一相中ꎬ而

杂蛋白和杂质被分配到其他相中ꎬ从而达到蛋白纯

化和浓缩的作用[７]ꎮ 与硫酸铵分级沉淀相比ꎬ三相

法无需分步多级沉淀和脱盐处理ꎬ也无需柱层析的

繁琐操作ꎬ一步即可分离ꎬ收率也较其他多步分离方

法较高ꎮ 不仅如此ꎬ在三相法提取酶的过程中ꎬ由于

相转变的过程中涉及到蛋白的空间结构的微调ꎬ有
些情况下会发生酶活提高的现象[８]ꎮ 目前ꎬ国内三

相法分离蛋白的相关研究报道较少ꎬ王琼等[９] 利用

三相分离对胆固醇氧化酶进行纯化ꎬ纯化倍数为

４􀆰 ５ 倍ꎻ本课题组对来源于苦杏仁中的 β－葡萄糖苷

酶进行纯化ꎬ纯化倍数为 ５􀆰 ９７ 倍[１０]ꎮ 国外对三相

法分离蛋白的研究已有不少的研究报道ꎬ包括柚苷

酶[１１]、纤溶酶[１２]、脂肪酶[１３]、β－淀粉酶[１４]等的分离

纯化ꎬ但是还没有关于三相法分离制备木瓜蛋白酶

的相关报道ꎬ在课题组前期三相法分离 β－葡萄糖苷

酶的基础上ꎬ笔者研究了用该方法从番木瓜乳粉中

提纯木瓜蛋白酶的过程ꎬ为木瓜蛋白酶的高效提取

提供新的方法ꎮ
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

番木瓜乳粉购自江苏锐阳生物科技有限公司ꎻ
其他试剂购自国药集团上海试剂公司ꎬ均分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 木瓜蛋白酶的三相法分离

准确称取 １􀆰 ００ ｇ 番木瓜乳粉ꎬ 量取 ５０ ｍＬ
５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ６􀆰 ０ Ｎａ２ＨＰＯ４ －ＫＨ２ＰＯ４ 缓冲液充分

溶解ꎬ配置成 ２０ ｇ / Ｌ 的酶液ꎬ４℃ １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ上清液即为所需木瓜蛋白酶粗酶液ꎬ置于

４℃冰箱保存ꎮ 取一定粗酶液加入适量硫酸铵ꎬ用快

速混匀器高速震荡溶解 ２ ｍｉｎꎻ加入一定体积的有机

溶剂ꎬ摇匀ꎬ室温静置 １ ｈꎬ形成三相体系ꎬ再以

４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ使中间相形成相对致密的

薄层状蛋白ꎻ移除上层有机相与下层水相ꎬ取中间相

蛋白沉淀于干燥皿中干燥 ２ ｄꎬ即可得到纯化后的木

瓜蛋白酶粉末ꎮ
１􀆰 ３　 酶活及蛋白质的测定

以干酪素为底物测定木瓜蛋白酶酶活[１５]ꎮ 酶

活定义:在一定条件下ꎬ每分钟内蛋白酶水解底物产

生 １ μｇ 酪氨酸所需的酶量为一个酶活力单位(Ｕ)ꎻ
以牛血清白蛋白(ＢＳＡ)为标准蛋白ꎬ采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测定蛋白质浓度[１６]ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 三相分离条件的优化

２􀆰 １􀆰 １　 有机溶剂的种类对三相分离的影响

有机溶剂作为共溶剂在三相分离中不仅影响体

系的极性和介电常数ꎬ对三相的形成和纯化效果也

有重要的影响[７]ꎬ因此ꎬ有机溶剂的选择对三相分

离的纯化过程至关重要ꎮ 选取硫酸铵作为无机盐加

入到粗酶液中ꎬ使 ω(硫酸铵)＝ ４０％ꎬ加入相同体积

的有机溶剂混匀ꎬ３０℃ꎬ静置 ６０ ｍｉｎꎬ离心ꎮ 取正丁

醇、叔丁醇、异丙醇、正丙醇、１ꎬ４－二氧六烷ꎬ考察有

机溶剂对三相分离的影响ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 １　 有机溶剂的种类对三相分离效果的影响

由图 １ 可以看出ꎬ用叔丁醇作有机溶剂时的纯

化倍数最高ꎬ为 ２􀆰 ２５ 倍ꎮ 一方面ꎬ相对其他具有 ３、
４ 个碳原子的有机溶剂ꎬ由于叔丁醇具有叔丁基ꎬ结
构呈分枝状ꎬ空间位阻较大ꎬ不易破坏酶的内部空间

结构[１７]ꎬ因而其酶活性未被破环ꎬ保留较高酶活ꎻ另
一方面ꎬ叔丁醇使整个体系的介电常数降低ꎬ增强了

蛋白上带电基团间的静电作用力ꎬ使酶蛋白发生聚

集沉淀ꎮ 因此ꎬ选择叔丁醇作三相分离木瓜蛋白酶

的有机相ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 成相时间对三相分离的影响

取硫酸铵为无机盐加入到粗提取液中ꎬ与叔丁

醇等体积混匀ꎬ３０℃ꎬ研究三相成相时间对三相分离

的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 ２　 成相时间对三相分离效果的影响
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　 　 三相分离过程是一个平衡的过程ꎬ当反应时间

较短时ꎬ酶液中的蛋白没有足够的时间进行传质过

程ꎬ目标蛋白和杂蛋白没有达到分配平衡ꎬ从而影响

木瓜蛋白酶的分离纯化ꎻ当反应时间过长时ꎬ木瓜蛋

白酶与叔丁醇接触时间过长ꎬ破坏了部分酶蛋白的

空间结构ꎬ影响酶分离效果ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ成相

时间在 ６０ ｍｉｎ 时ꎬ分离效果最佳ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 叔丁醇的用量对三相分离的影响

叔丁醇作为有机溶剂能够同硫酸铵共同作用将

酶蛋白从粗提取液中分离纯化出来ꎬ但体系中叔丁

醇的用量也影响着三相分离纯化的效果ꎮ 为此ꎬ保
持其他条件不变ꎬ考察粗酶液与叔丁醇的体积比

(１ ∶０􀆰 ５、１ ∶ １、１ ∶ １􀆰 ５、１ ∶ ２、１ ∶ ２􀆰 ５)对三相分离的影

响ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 ３　 叔丁醇的用量对三相分离效果的影响

由图 ３ 可以看出ꎬ当粗酶液与叔丁醇的体积比

为 １ ∶１􀆰 ５ 时ꎬ木瓜蛋白酶的纯化倍数最高ꎮ 叔丁醇

用量较低时ꎬ改变溶液介电常数和破坏蛋白质水合

层的能力有限ꎬ沉淀效果不明显ꎻ当叔丁醇用量过高

时ꎬ明显降低酶液的介电常数ꎬ杂蛋白也发生沉淀ꎬ
大大降低其纯化倍数ꎻ同时ꎬ过量的叔丁醇破坏了酶

蛋白表面的水化层结构ꎬ使部分酶失活ꎬ从而降低酶

活回收率ꎮ 因此ꎬ三相分离时选择粗酶液与有机溶

剂体积比为 １ ∶１􀆰 ５ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 硫酸铵的质量分数对三相分离的影响

蛋白质的盐析效率首先取决于盐的作用ꎬ即离

子强度ꎬ其次才取决于蛋白质净电荷的作用ꎮ 因此ꎬ
硫酸铵质量分数在三相分离中是一个关键因素ꎬ分
离时必须优化硫酸铵的质量分数ꎮ 保持其他条件最

优ꎬ考察硫酸铵质量分数对三相法分离木瓜蛋白酶

效果的影响ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ
由图 ４ 可以看出ꎬ当硫酸铵的质量分数较低时ꎬ

由于盐析作用不显著ꎬ大量酶蛋白依然溶解在水相ꎬ
酶活回收率和纯化倍数较低ꎻ当硫酸铵质量分数为

５０％时ꎬ纯化倍数最高ꎻ而硫酸铵质量分数大于 ５０％

　 　 　 　 　 　 　

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 ４　 硫酸铵的质量分数对三相分离效果的影响

时ꎬ盐析作用过于突出ꎬ三相体系选择能力降低ꎬ使
酶蛋白和杂蛋白都集中于中间沉淀相中ꎬ造成纯化

倍数降低ꎬ因此ꎬ木瓜蛋白酶三相分离纯化时ꎬ选择

硫酸铵质量分数为 ５０％ꎮ
２􀆰 １􀆰 ５　 体系的 ｐＨ 对分离的影响

在最优叔丁醇用量和硫酸铵质量分数下ꎬ考察

体系 ｐＨ 对三相分离木瓜蛋白酶收率及纯化倍数的

影响ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ

１—酶活回收率ꎻ２—纯化倍数

图 ５　 体系 ｐＨ 对三相分离效果的影响

酶蛋白的表面电荷浓度在很大程度上影响了盐

析的效率ꎬ由于蛋白质的两性解离ꎬ酶蛋白所带电荷

又高度依赖于体系的 ｐＨꎬ因此盐析法的最佳 ｐＨ 往

往集中在目的蛋白的等电点附近ꎮ 与传统盐析法不

同ꎬ三相体系 ｐＨ 在目的蛋白等电点附近时ꎬ由于受

到盐析与有机溶剂的双重作用ꎬ盐离子与目的蛋白

间的静电作用急剧下降ꎬ影响分离效果[１８]ꎮ 由图 ５
可以看出ꎬ分离效果在 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ 时最佳ꎻ而木瓜蛋

白酶的等电点(ｐＩ)一般在 ８􀆰 ５ 左右ꎮ 这是由于 ｐＨ
为 ７􀆰 ０ 时酶蛋白表面含有大量的 Ｈ＋ꎬ更有利于蛋白

在中间相中沉积[１９]ꎬ从而提高了酶活回收率ꎬ故分

离前应将 ｐＨ 调节至 ７􀆰 ０ 左右ꎮ
２􀆰 ２　 纯化结果分析

三相法分离纯化番木瓜乳粉效果图如图 ６
所示ꎮ

从图 ６ 中可以看出ꎬ最终分离体系形成明显的

３ 个部分:第 １ 层为以叔丁醇为主的有机相层ꎻ中间

􀅰６１１􀅰
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图 ６　 木瓜蛋白酶的三相分离

层则为以酶蛋白为主的固态沉淀相薄层ꎻ最下面为

含有硫酸铵的水相层ꎮ 分别以三相法、硫酸铵分级

沉淀法对 １􀆰 ０ ｇ 番木瓜乳粉进行分离纯化ꎬ结果如

表 １ 所示ꎮ 由表 １ 可以看出ꎬ三相法与硫酸铵分级

沉淀纯化木瓜蛋白酶的纯化倍数分别为 ２􀆰 ９８ 和

１􀆰 ８３ꎬ酶活回收率分别为 ７６􀆰 ０％和 ６７􀆰 ２％ꎬ由此可

见ꎬ三相法对木瓜蛋白酶的分离纯化效果较硫酸铵

分级沉淀法更为明显ꎬ且三相法处理后的木瓜蛋白

酶无需脱盐处理ꎬ更加简便ꎮ
表 １　 木瓜蛋白酶纯化结果

纯化方法
总酶活 /

Ｕ

总蛋白 /

ｍｇ

比活力 /

(Ｕ􀅰ｍｇ－１)

纯化

倍数

酶活

回收率 / ％

三相法　 　 　 　 　 ４８４􀆰 ９５ ２９􀆰 ７７ １６􀆰 ２９ ２􀆰 ９８ ７６􀆰 ０

硫酸铵分级沉淀法 ４６８􀆰 ６０ ４２􀆰 ７２ １０􀆰 ０３ １􀆰 ８３ ６７􀆰 ２

３　 结论

利用三相分离技术对木瓜蛋白酶进行分离ꎬ实
验证明ꎬ三相法可有效分离纯化木瓜蛋白酶ꎬ通过对

有机溶剂种类及浓度、硫酸铵质量分数、成相时间等

分离条件的优化ꎬ可使木瓜蛋白酶的纯化倍数达到

２􀆰 ９８ꎬ酶活回收率达 ７６％ꎬ经三相法分离后的木瓜

蛋白酶纯度得到显著提高ꎮ 利用三相法分离纯化可

获得高纯度的木瓜蛋白酶ꎬ操作简单ꎬ且有机溶剂易

回收ꎬ可重复利用ꎬ降低分离纯化成本ꎮ
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