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摘要 以菠萝果为材料
，

用盐析法制备菠萝果蛋白酶粗酶
，

进一步经 ����
���� �

一

�� 和 ����
一

纤

维素柱层析纯化
，

其 ���
一

���� 呈单一的电泳带
，

并获得了菠萝果蛋白酶结晶
。

一定参数的超声作

用可以使酶活力提高
，

经光谱分析
，

超声处理后酶的吸收光谱不改变
，

而荧光发射峰由 ����� 红移

到 �����
，

紫外差示光谱在一定的波长也呈现出明显的正峰和负峰
。

本文讨论了超声波影响菠萝果

蛋白酶活性的机理
。
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菠萝蛋白酶 ����������� 是一种广泛存在

于菠萝茎叶和果实中的蛋白水解酶
，

其中存在

于果中的菠萝蛋白酶称为菠萝果蛋白酶 ���

����咒
�

��
。

根据 ���等人的研究 ���
，

菠萝果蛋白

申
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酶至少有 �个组分
，

分别称为 ��� 和 ���
。

菠萝蛋白酶有广泛的用途
，

在医药
、

食品
、

轻

工
、

化妆品和生物科学等方面应用较多 �“ 一��
。

但是由于菠萝蛋白酶本来是在生物细胞内合成

并在细胞内行使功能的
，

一旦提取出来用于细

胞外的环境时
，

再也没有细胞内部的那种适宜

环境
，

其分子构象可能发生改变
。

因此人们生

产的各种生物酶制剂与生物体内的酶相比
，

其

生物学活性和稳定性已大为下降
。

为了使菠萝

蛋白酶得到充分的应用
，

运用各种外来手段提

高其活力及稳定性显得尤为重要
。

超声波是一种物理波
。

其在生物学上的应

用越来越广泛
。

近年来有人开始将超声波的能

量作用于酶分子
，

使其活性改变 ��一��
，

从而达

到人为控制酶促反应的目的
。

本文报道使用功

率超声提高菠萝果蛋白酶活性的实验结果
，

并

且对超声波影响其活性的作用机理进行探讨
。

别在 。 分钟和 �� 分钟用 ���
������ 紫外光谱仪

测定其紫外差示光谱
。

以确定经超声处理后菠

萝果蛋白酶的分子构象是否起了变化
。

��� 蛋白质含里和菠萝果蛋白酶活性的测定

方法

菠萝果蛋 白酶活性的测定采用陶宙铬等

人 网 的方法进行
，

以美国 �����
公司的酪

蛋白为底物
，

在 ��� 紫外光栅光度计测定
。

酶活力单位定义为
�

每 �� 蛋白质每 ��� 使

����� 波长光密度变化 �
�

�� 作为一个酶活力

单位 ������
������

·

����
。

蛋白质浓度的测定

参照 ������������ 所介绍的方法
，

以牛血清蛋

白为标准蛋白
。

� 结果与分析

� 实验方法

�
�

� ��� 聚丙烯酸胺凝胶电泳

菠萝果蛋白酶的纯度鉴定和相对分子质量

的测定在 ��
一

��� 型电泳仪上用 ��� 聚丙烯

酞胺垂直板凝胶电泳法进行
。

浓缩胶的浓度为

�
�

��
，

分离胶的浓度为 �
�

��
。

点样量为每样品

槽 ��拼�
。

以美国 �����
公司的相对分子质量

为 �����一�����的蛋白组为标准蛋白
。

电泳后

用考马斯亮蓝 ����� 染色 �小时
。

用对数作图

法计算菠萝果蛋白酶的相对分子质量
。

�
�

� 菠萝果蛋白酶吸收光谱和荧光光谱的测

定

将菠萝果蛋白酶的纯酶在 ������型超声

发生器上用一定参数的超声波处理后
，

用 ��
�

������� ���� 紫外�可见光谱仪测定其紫外吸收

光谱� 用 ������� ��� 荧光仪测定荧光发射光

谱
。

以观察经超声处理的酶分子的紫外吸收光

谱和荧光发射光谱与未经处理的有否区别
。

�
�

� 菠萝果蛋白酶的紫外差示光谱测定

将菠萝果蛋白酶纯酶用超声波处理后
，

分

�
�

� 菠萝果蛋白酶的提取和纯化过程

本试验用新鲜菠萝 ���
���� �����。 �果

为材料
。

将菠萝果洗干净
，

称取果肉若干
，

加

�
�

������
、

���
�

�的柠檬酸缓冲液进行匀浆
，

过滤后的滤液加固体 ���
�
�
����

盐析
，

使溶

液中硫酸钱饱和度为 ���
。

离心后将沉淀溶

于 �
�

�����
、

����� 的磷酸缓冲液
，

即得粗

酶液
。

将粗酶液透析后离心 ����� 转 ����
，

������
，

取上清液上 �������� �
一

�� 层析柱

��
�� ������

，

以 �
�

������
、

�� �
�

� 的磷酸缓

冲液洗脱
，

流速为 �
�

�������
，

在部分收集器上

收集 �
�

����管
，

随时检测酶活性和蛋白质含

量
。

层析结果
，

洗脱液出现两个蛋白峰
，

其中酶

活性峰与第一个蛋白峰重叠 �图 ��
。

收集第一

个峰具有酶活性的洗脱部分
，

用聚乙二醇加以

浓缩
。

浓缩液进一步经 ����
一

纤维素离子交换

层析柱 ��
�� 火�����

，

用含 �
�

������
、

���
�

��

�
�

����������
、
���

�

�的磷酸缓冲液进行离子

强度线性梯度洗脱 ，‘�
，

流速为 �
�

�������
，

在

部分收集器上收集 ������管 �图 ��
。

收集具

有酶活性的部分
，

即得到纯酶
。

每步纯化的过

程及其纯化效果见表 �
。

取纯化酶进行 ���
一

���� 电泳
，

可看到电

泳后纯化酶在凝胶上呈一条蛋白质谱带 �图 ��
，

应用声学



一一
渗

一
版萝里蛋白，活性性

一一�一涟白翻合���

图 � 菠萝果蛋白酶用 �������� �
一

�� 柱层析

洗脱程序

匀、到谧扭洲咙咪恻舔
与李叭巡咧如唱扭洲

图 � 菠萝果蛋白酶的 ���
�

���� 电泳图谱

之到鹅溉扭当咪协摧���
� ， 、 �‘ ����
��� 瓜曰们 日里里

���
脚活活里旨娇巡飒如妈仁洲

图 � 菠萝蛋白酶的 ����
一

纤维素色谱

其相对分子质量相当于 ��
�

���
。

另外
，

取适

量纯酶液保存于 ��� 冰箱
，

一周后
，

可观察到

有结晶析出
，

晶形如图 �所示
。

图 � 菠萝蛋白酶的结晶体

表 � 分离纯化过程中的酶活性的变化

纯化步骤

粗提取液

总体积 ���� 总蛋白 ���� 总活性 ��� 比活 ������ 活力回收 ��� 提纯倍数
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� 超声波对菠萝果蛋白酶催化活性的影响

在菠萝果蛋白酶与底物酪蛋白反应的过程

中
，

一定参数的超声作用会在一定程度上改变

菠萝蛋白酶的分子构象
，

并影响其活力
。

当把

酶反应系统置于 ������ 型超声发生器 ����

����
，
��

�

����，
�����

��时
，

测得的酶活力都有

一定的提高
。

在 ���� 范围内
，

随着功率的增

加
，

作用效果越明显 �表 ��
。

当然这种增长不

会是无限制的
，

当作用功率超过 ���� 后
，

酶

活力不再增加
，

并稍有下降
。

方差分析结果 �表

��表明
，

经超声处理的酶活性极显著地高于不

经处理的对照酶活性
。

如果把酶反应系统置于较小功率的超声发

生器 ����
，
����

�
�时

，

发现作用效果并不明

显
。

因此使用超声提高酶活性时
，

一定范围的超

声作用功率是必须的
。

作用时间也是一个重要

��卷 �期 ������



的影响因子
，

实验中使用 ����
，
����

，
���� 时

作用效果也不明显
，

酶活性没有明显的提高
。

一个比较适宜的超声作用参数组合是 ����
，

��
�

����
，
�����

。

表 � 用超声波 ������
， ��

�

����� 处理和未经超声波处理对菠萝果蛋白酶活性的影响

超声波声功率 ���

未经超声波处理酶活性 ����� �
������

·

����

经超声波处理酶活性 ����� �
������ ����

处理酶活性比未经处理酶活性提高 ���

注
� �次重复

。

��
，

�土 �
�

��

��
�

�士 �
�

��

��
�

��

��
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�士 ���
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�

�士 �
�

��

��
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��
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�

�士 ���
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�

�士 �
�

��
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�

��

��
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�士 �
�

��

��
�

�士 �
�

��

��
�
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表 � 超声波对菠萝果蛋白酶活性影响的方差分析 〔���

变异来源 自由度 平方和 均方 � 值

�
�

���

标准值 ��
�

�� 标准值 �。 刀�

功率大小之间

超声处理与不处理之间

误差

总变异

���
�

��

���
�

��

���
�

��

������

��
�

��

�����

��
�

��

��刀�

�
�

��

�
�

��

��

��

��

����������������卜�������������������
�

��侧卿采似

��� 菠萝果蛋白酶的吸收光谱和荧光发射光

谱分析

为了研究超声作用促进菠萝果蛋白酶催化

活性的作用机理
，

本研究对菠萝果蛋白酶的吸

收光谱和荧光发射光谱进行了研究
。

首先对纯

化的菠萝果蛋白酶进行紫外吸收光谱的扫描
，

发现在 ����� 处有一特征吸收峰 �图 �����
。

—— 对照照
��� �

一 超声处理理

�����
，

������
�����

���

����� 一一

匕匕匕一卜
一一

��� ��� ��� ���� �加

波长�朋�

图 � 菠萝果蛋白酶的荧光发射光谱

侧米督

波长角�

�����口二……侧来督

��� ����

波长���

图 � 菠萝果蛋白酶的吸收光谱

当用 ����
、

频率 ��
�

���� 的超声处理 �����

后
，

菠萝果蛋白酶的紫外吸收光谱与对照的图

谱几乎没有差别 �图 �����
。

也就是说
，

经超声

处理后对菠萝果蛋白酶的吸收光谱没有明显的

影响
。

说明经超声处理后
，

酶分子的分子构型

没有改变
，

分子的原子组成
、

化学基团和化学键

等都没有改变
。

当以 ����� 为激发波长扫描菠

萝果蛋白酶的荧光发射光谱时
，

未经超声处理

的酶分子的荧光发射峰在 ����� 处 �图 ��
。

而经超声处理后 �超声处理参数同前�菠萝果

蛋白酶的荧光发射光谱发射峰在 ����� 处
，

比

对照的酶的发射峰向右红移了 ���
。

这个变化

从一个侧面证明了经超声作用后菠萝果蛋白酶

分子的构型虽然没有变化
，

但其构象发生了变

化
。

应用声学



�
�

� 菠萝果蛋白酶的紫外差示光谱变化

为了进一步探讨超声处理后菠萝果蛋白酶

分子的构象是否发生了变化
，

本试验研究了菠

萝果蛋白酶分子的差示光谱变化
。

用一定参数

的超声 �����
，
��

�

����，
������处理菠萝果蛋

白酶后
，

立即进行紫外差示光谱的扫描分析
。

可以看到
，

在一定的波长范围内出现了大量正

峰和负峰 �图 �����
。

这些正峰和负峰的出现是

菠萝果蛋白酶经超声处理后分子构象改变引起

的
。

放置 ����� 后
，

再次进行扫描
，

此时图谱

�
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�
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���
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���

苍
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住���一一
一羊羊

���
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�

图 �
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�

�

波长 �而�

���
�

�

经超声处理后菠萝蛋白酶的

紫外差示光谱的变化

已经发生了变化
，

既有大量负峰
，

又有正峰 �图

�����
。

这些结果说明
，

经超声波处理后
，

菠萝

果蛋白酶分子的构象确实发生了明显的变化
。

由此认为
，

经超声波处理后酶活性的改变是由

酶分子构象的改变所引起的
。

这是前人研究尚

未得到过的新观点
。

� 讨论

应产生影响的必要因子
。

实验中
，

当酶反应系

统置于较小功率的超声场时
，

超声波对酶反应

并没有产生影响
，

而加大其功率
，

作用效果明

显
。

因此我们可以推测
，

只有当超声达到一定

的能量水平时
，

才有可能对酶分子产生影响
，

并从宏观上表现出酶活性的变化
。

超声在介质中的相互作用机制可分为加热

作用
、

机械作用及空化作用 ����
，

其作用的强弱

与超声波的频率和强度有关
。

实验中所有的酶

促反应都是恒温条件下完成的
，

不存在加热效

应
。

因此超声作用对酶活性的提高似乎可以从

另外两个机制来解释
。

首先
，

超声在介质中传

播时
，

加速了介质中的质量传递作用
。

这有利于

反应底物进入酶的催化部位及产物进入介质的

传质作用
，

从而表现出酶活性的增加
。

超声作用

产生的空化效应是酶活性提高的主要原因
。

超

声空化是指液体中气泡在声场作用下发生的一

系列动力学过程
，

表现为泡核的振荡
、

生长
、

收缩及崩溃等过程
。

气泡的收缩至崩溃瞬间
，

可产生强大的冲击波
。

在酶促反应中
，

这种冲

击波可以改变酶分子的构象
，

从而影响酶促反

应的进程
。

有研究表明
�

酶活力的表现在很大

程度上依赖于酶分子的构象 ����
。

本试验中也

观察到
，

超声处理后的酶分子的荧光发射光谱

发生了变化
，

紫外差示光谱在一定的波长呈现

正峰和负峰
，

这说明酶分子构象已经发生了变

化
，

并导致了酶活性的提高
。

因此可以说
，

适

宜的声场作用会使菠萝果蛋白酶分子的构象发

生变化
，

使其折叠更合理
，

更容易与底物结合

成中间产物
，

从而提高酶的催化活力
。

超声作用引起了酶分子构象的改变
，

这种

改变是可逆的
。

在不同的时间段
，

可以测得超

声处理后酶的紫外差示光谱是变化的 �图 ��
。

这意味着超声作用对酶分子构象的改变不是永

久性的改变
，

而是具有一定的半衰期的改变
。

也就是在超声处理时
，

酶分子的构象会发生相

应的变化
。

而在停止超声波处理后的一段时间

内
，

酶分子的构象又会慢慢地恢复
。

一定范围的超声作用参数是超声波对酶反
�下转第 �� 页�
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