
  

第 2 章 酶的生产与分离纯化

主要内容：
            2.1 国内外酶制剂工业生产及应用现状

            2.2 酶的发酵技术

            2.3 酶的分离纯化

            2.4 酶分离、纯化的评价

            2.5 酶的剂型与保存



  

2.1国内外酶制剂工业生产及应用现状



  

2.1.1 ．新技术在生产中的应用：

三种方法：

 组织提取：木瓜蛋白酶、凝乳蛋白酶

 微生物发酵：最大量的来源

 化学及生物合成：生物重组

高新技术的应用：酶的修饰、固定化、基

因重组、膜分离技术、冷冻干燥、微胶囊



  

2.1.2. 集中垄断，市场全球化：

规模企业由 20 世纪 80 年代初的 80 多家减少至 20 多家，

占市场 90%

丹麦诺和诺得公司（诺维信 novozymes ）→ 1978 年进入

中国诺维信公司，占 50% 市场（天津）；

美国杰能科公司（ Genencor ）→ 98 年进入中国，与无锡

合资，控股 80% （无锡），两家公司销售额占全球 2/3 ；

（ 2005 年杰能科国际公司被丹尼斯克公司收购）；

芬兰科特公司和丹麦丹尼斯克公司酶制剂业务合并， Pfiz

er ， Rhone ， SKW , Biosystems ，日本天野



  

2.1.3. 品种、规模不断扩大

目前 30 多家 600 多个品种，应用于 18 个工业领域。

我国 2000 年酶制剂产量为 30 万吨， 100 家，市场份额仅

占 5% ，以未经除菌去渣的粗制品粉状酶为主。

国际以液体、颗粒为主。

国内糖化酶、ａ - 淀粉酶、蛋白酶三大类占了 97% ，显然

不合理。

重要产品普鲁兰酶、真菌淀粉酶、系列果胶酶、低温碱性

蛋白酶，国内尚未投入生产 ;

我国有 7 家上市公司介入酶制剂开发生产。



  

2.1.4. 应用领域不断扩大：

美国酶制剂年产值 6.25 亿美元，食品工业占 62% ，拓展

饲料工业、洗涤剂工业、化学工业。



  

2.2 酶的发酵技术

利用微生物产酶的优点是：

 (1) 微生物种类多、酶种丰富，且菌株易诱变，菌种多样。

 (2) 微生物生长繁殖快，易提取酶，特别是胞外酶。

 (3) 微生物培养基来源广泛、价格便宜。

 (4) 可以采用微电脑等新技术，控制酶发酵生产过程，生产

可连续化、自动化，经济效益高。

 (5) 可以利用以基因工程为主的现代分子生物学技术，选育

菌种、增加酶产率和开发新酶种。因此，下面将主要介绍微

生物发酵法产酶的一般原理和工艺。



  

2.2.1 产酶微生物

菌种是发酵生产酶的重要条件。菌种不仅与产酶种类、产

量密切相关，而且与发酵条件、工艺等关系密切。已经在

自然界中发现的酶有数千种，目前投入工业发酵生产的酶

约有 50～ 60 种。它们的生产菌种十分广泛，包括细菌、

放线菌、酵母菌、霉菌。



  

2.2.2 酶的发酵技术

2.2.2.1 培养基

 培养基的营养成分是微生物发酵产酶的原料，

主要是碳源、氮源，其次是无机盐、生长因子

和产酶促进剂等。

重要
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（ 1 ）碳源

碳素是构成菌体成分的主要元素，也是细胞贮藏物质

和生产各种代谢产物的骨架，还是菌体生命活动的能

量的主要来源。当前酶制剂生产上使用的菌种大都是

只能利用有机碳的异养型微生物。有机碳的主要来源

有：一是农副产品中如甘薯、麸皮、玉米、米糠等淀

粉质原料；二是野生的如土茯苓、橡子、石蒜等淀粉

质原料。此外，以石油产品中 12～ 16碳的成分来作

碳源，如以某些嗜石油微生物生产蛋白酶、脂酶，均

已获得成功。

重要



  

 不同的细胞对各种碳源的利用差异很大，所

以在配制培养基时应根据不同细胞的不同要

求而选择合适的碳源。另外，选择碳源除考

虑营养要求外，还要考虑酶生物合成的诱导

作用和是否存在分解代谢物阻遏作用。尽量

选用具有诱导作用的碳源，尽量不用或少用

有分解代谢物阻遏作用的碳源。

 例如， α－淀粉酶的发酵生产中，应该选用

有诱导作用的淀粉作为碳源，而不用对该酶

有分解代谢物阻遏作用的果糖作为碳源。

重要



  

（ 2 ）氮源

 氮是生物体内各种含氮物质，如氨基酸、蛋白质

、核苷酸、核酸等的组成成分。酶制剂生产中的

氮源主要有有机氮源和无机氮源两种，常用的有

机氮源有：豆饼、花生饼、菜籽饼、鱼粉、蛋白

胨、牛肉膏、酵母膏、多肽、氨基酸等；无机氮

源有： (NH4)2SO4 、 NH4Cl 、 NH4NO3 、 (NH4)3

P04 、尿素等。

重要



  

 不同的细胞对各种氮源的要求各不相同，应根据

要求进行选择和配制。一般来说，动物细胞要求

有机氮，植物细胞主要要求无机氮。多数情况下

将有机氮源和无机氮源配合使用才能取得较好的

效果。例如黑曲霉酸性蛋白酶生产，只用铵盐或

硝酸盐为氮源时，酶产量仅为有胨时的 30% 。只

用有机氮源而不用无机氮源时产量也低，故一般

除使用高浓度有机氮源外尚需添加 1%~3% 的无机

氮源。

重要



  

（ 3 ） 碳氮比

 在微生物酶生产培养基中碳源与氮源的比例是

随生产的酶类、生产菌株的性质和培养阶段的

不同而改变的。

 一般蛋白酶 (包括酸性、中性和碱性蛋白酶 ) 
生产采用碳氮比低的培养基比较有利，例如黑

曲霉 3.350酸性蛋白酶生产采用由豆饼粉 3.75 
% 、玉米粉 0.625% 、鱼粉 0.625% 。 NH4Cl 1
% 、 CaCl2 0.5% 、 Na2HP04 0.2% 、豆饼石灰

水解液 10% 组成的培养基； 

重要



  

 淀粉酶 (包括 α－淀粉酶、糖化酶、 β－淀粉

酶等 ) 生产的碳氮比一般比蛋白酶生产略高，

例如枯草杆菌 TUD127α－淀粉酶生产采用由豆

饼粉 4 % 、玉米粉 8 % 、 Na2HP04  0.8% 、 (N

H4)2SO4  0.4% 、 CaCl2  0.2% 组成的培养基。而

在淀粉酶生产中糖化酶生产培养基的碳氮比是

最高的。以上是蛋白酶和淀粉酶生产培养基碳

氮比的一般规律，但是由于菌种很多而其性质

各异。很难说都是符合上述规律的。

重要



  

 在微生物酶生产过程中，培养基的碳氮比也因
培养过程不同而异。例如种子培养时，为了适
应菌体生长繁殖的需要，要求提供合成细胞蛋
白质的氮多些，容易利用的氮源的比例大些，
种子培养基的碳氮比一般要比发酵培养基低些。
发酵时，不同发酵阶段要求的碳氮比也是不同
的。例如在枯草杆菌 BF－ 7658 生产 α－淀粉
酶的发酵过程中，发酵前期要求培养基的碳氮
比适当降低，以利菌体生长繁殖，发酵中后期
要求培养基的碳氮比适当提高，以促进淀粉酶
的生成。

重要



  

（ 4 ） 无机盐
 微生物酶生产和其他微生物产品生产一样，培养基中需要有
磷酸盐及硫、钾、钠、钙、镁等元素存在。在酶生产中常以
磷酸二氢钾、磷酸氢二钾等磷酸盐作为磷源，以硫酸镁为硫
源和镁源。钙离子对淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶等多种酶的活
性有十分重要的稳定作用，例如在无 Ca2+ 存在时灰色链霉
菌中性蛋白酶只在 pH7~7.5很小范围内稳定，当有 Ca2+ 存
在时稳定 pH范围可以扩大到 5～ 7 。钠离子有控制细胞渗
透压使酶产量增加的作用，酶生产的培养基中有时以磷酸氢
二钠及硝酸钠等形式加入，例如米曲霉 α－淀粉酶生产，添
加适量的硝酸钠以促进酶生产。

 在天然培养基中，一般微量元素不必另外加入，但也有一些
例外。如玉米粉、豆粉为碳源时，添加 100 ppm Co2+ 和 Zn2+

，放线菌 166 蛋白酶活力可增加 70%～ 80% 。

重要



  

（ 5 ）生长因子 

 微生物还需一些微量的像维生素一类的物质，

才能正常生长发育，这类物质统称生长因子

(或生长素 ) 。其中包括某些氨基酸、维生素、

嘌呤或嘧啶等。酶制剂生产中所需的生长因子

，大多是由天然原料提供，如玉米浆、麦芽汁

、豆芽汁、酵母膏、麸皮、米糠等。玉米浆中

一般含有生长素 32~128mg / mL 。

重要



  

（ 6 ） 产酶促进剂 

 产酶促进剂是指在培养基中添加某种少量物质，能显

著提高酶的产率，这类物质称为产酶促进剂。产酶促

进剂大体上分为两种：一是诱导物，二是表面活性剂。

表面活性剂，如吐温－ 80 的浓度为 0.1 %时能增加许

多酶的产量。表面活性剂能增加细胞的通透性，处在

气－液界面改善了氧的传递速度，还可以保护酶的活

性。生产上常采用非离子型表面活性剂，如聚乙二醇

、聚乙烯醇衍生物、植酸类、焦糖、羧甲基纤维素、

苯乙醇等。离子型的表面活性剂对微生物有害。用于

食品、医药的酶的生产中所用的表面活性剂还须对人

、畜无害。此外各种产酶促进剂的效果还受到菌种，

种龄、培养基组成的影响。

重要



  

2.2.2.3 液体深层发酵的工艺控制

酶的发酵生产中发酵效果除了受到菌种产酶性能的影响外，还

受到发酵温度、 pH 、溶氧量等条件的影响。

(1) 温度对产酶的影响  

 发酵温度的变化主要随着微生物代谢反应、发酵中通风、搅

拌速度的变化而变化的。微生物在生长发育中，不断地吸收

培养基营养成分来合成菌体的细胞物质和酶时的生化反应都

是吸热反应；培养基中的营养物质被大量分解时的生化反应

都是放热反应。发酵初期合成反应吸收的热量大于分解反应

放出的热量，发酵液需要升温。当菌体繁殖旺盛时，情况则

相反，发酵液温度就自行上升，加上通风搅拌所带来的热量

，这时，发酵液必须降温，以保持微生物生长繁殖和产酶所

需的适宜温度。



  

 微生物生长繁殖和产酶的最适温度随着菌种和酶的性

质不同而异，生长繁殖和产酶的最适温度往往不一致。

一般细菌为 37 ℃，霉菌和放线菌为 28～ 30 ℃，一些

嗜热微生物需在 40~50 ℃下生长繁殖，如红曲霉生长

温度 35~37℃，而生产糖化酶的最适温度为 37～ 40 ℃

。

 在酶生产中，为了有利于菌体生长和酶的合成，也有

进行变温生产的。例如以枯草杆菌 ASl.398 进行中性蛋

白酶生产时，培养温度必须从 31 ℃逐渐升温至 40 ℃

，然后再降温到 31℃进行培养，蛋白酶产量比不升温

者高 66% 。据报道，酶生产的温度对酶活力的稳定性

有影响，例如用嗜热芽孢杆菌进行 α－淀粉酶生产时

，在 55 ℃培养所产生的酶的稳定性比 35 ℃好。



  

(2) pH对产酶的影响

 种子培养基和发酵培养基的 pH直接影响酶的产量和质

量。在发酵过程中，微生物不断分解和同化营养物质

，同时排出代谢产物。由于这些产物都与 pH 有直接关

系，因此发酵液 pH 在不断发生变化。生产上根据 pH
的变化情况常作为生产控制的根据。

 一般来说，培养基成分中碳 /氮 (C/N)比高，发酵液倾

向于酸性， pH 低； C/N 低，发酵液倾向于碱性， pH
高。 pH 的这些变化情况，常常引起细胞生长和产酶环

境的变化，对产酶带来不利的影响。因此生产中常采

用一些控制 pH 的方法，通常有：添加缓冲液维持一定

的 pH ；调节通风量维持发酵液的氧化还原电位于一定

范围；调节培养基的初始 pH ，保持一定的 C / N比；

当发酵液 pH 过高时用糖或淀粉来调节， pH 过低时，

通过氮调节。



  

(3) 通风量对产酶的影响

 其实通风量的多少应根据培养基中的溶解氧而

定。一般来说，在发酵初期，虽然幼细胞呼吸

强度大，耗氧多，但由于菌体少，相对通风量

可以少些；菌体生长繁殖旺盛期时，耗氧多，

要求通风量大些；产酶旺盛时的通风量因菌种

和酶种而异，一般需要强烈通风；但也有例外

，通风量过多反而抑制酶的生成。因此，菌种

、酶种、培养时期、培养基和设备性能都能影

响通风量，从而影响酶的产量。目前用于酶制

剂生产的微生物都为好气性微生物，生产上普

遍采用自动测定和记录溶解氧的仪表。



  

(4) 搅拌的影响

 对于好气性微生物的深层发酵，除了需要通气

外，还需要搅拌。搅拌有利于热交换、营养物

质与菌体均匀接触，降低细胞周围的代谢产物

，从而有利于新陈代谢。同时可打破空气气泡

，使发酵液形成湍流，增加湍流速度，从而提

高溶氧量，增加空气利用。但搅拌速度主要因

菌体大小而异，由于搅拌产生剪切力，易使细

胞受损。同时搅拌也带来一定机械热，易使发

酵液温度发生变化。搅拌速度还与发酵液黏度

有关。



  

(5) 泡沫的影响

 发酵中往往产生较多的泡沫。泡沫的存在阻碍了 CO2

的排除，影响溶氧量，同时泡沫过多影响补料，也易

使发酵液溢出罐外造成跑料。因此，生产上必须采用

消泡措施。一般除了机械消泡外，还可利用消泡剂。

消泡剂主要是一些天然的矿物油类、醇类、脂肪酸类

、胺类、酰胺类、醚类、硫酸酯类、金属皂类、聚硅

氧烷和聚硅酮，其中以聚甲基硅氧烷最好。我国常用

聚氧丙烯甘油醚或泡敌 (聚环氧丙环氧乙烷甘油醚 ) 。

理想的消泡剂，其表面相互作用力应低，而且应难溶

于水，还不能影响氧的传递速率和微生物的正常代谢

。



  

(6) 湿度

 用固体培养基生产酶制剂时，一般前期

湿度低些，培养后期湿度大些，有利于

产酶。



  

2.3 酶的分离纯化

酶的分离纯化工作，是酶学研究的基础。酶的纯

化过程，就目前而言，还是一门实验科学。一个特定

酶的提纯往往需要通过许多次小实验进行摸索，没有

通用的规律可循。酶的纯化过程与一般的蛋白质纯化

过程相比，又有其本身独有的特点：一是特定的一种

酶在细胞中的含量很少，二是酶可以通过测定活力的

方法加以跟踪，前者给纯化带来了困难，而后者却能

使我们迅速找出纯化过程的关键所在。



  

2.3.1 酶原料的选择

一般来说，为了使纯化过程容易进行，总是选择目的

酶含量最多的生物组织为原料来进行提取纯化的。当

然，也要考虑原料的来源、取材方便、经济等因素。

在分离纯化动物 Cu ， Zn－ SOD(超氧化物歧化酶 )
时，一般就以含 Cu ， Zn－ SOD很高的动物血球为

原材料。 Mn－ SOD 主要存在于线粒体中，所以，龙

虾、灵芝草、人体组织适宜于作为提取 Mn－ SOD 的

原材料。但龙虾、灵芝草等非常昂贵，人体组织也很

难得到，因而，除非是特殊目的的纯化，一般不选用

这些材料提取酶。



  

目前，利用动、植物细胞体外大规模培养技术，

可以大量获得以前极为珍贵的原材料 (例如人参
细胞、某些昆虫细胞等 ) ，用于酶的分离纯化。

利用基因工程重组 DNA 技术，能够使某些在细胞

中含量极微的酶的纯化成为可能。例如，大肠杆

菌胞内芳香族氨基酸的合成需要 EPSP 合成酶

（丙酮酰莽草酸磷酸合成酶）的参与。现已分离

出这种酶的基因并重组入多拷贝质粒 pAT153 ，

将此质粒转化大肠杆菌，产生一种比野生型大肠

杆菌株高 100倍 EPSP 合成酶含量的新菌株。从 1
8g 新菌株的菌体中，可纯化得 4.8 mgEPSP 合成

酶。



  

2.3.2 酶的提取



  

2.3.2.1 生物组织的破碎

各种生物组织的细胞有着不同的特点，在考虑破
碎方法时，要根据细胞性质、处理量及酶的性质
，采用合适的方法。

(1) 机械 (匀浆 ) 法
 利用机械力的搅拌、剪切、研碎细胞。常用的有高速
组织捣碎机，高压匀浆泵、玻璃或 Teflon加研棒匀浆
器高速球磨机或直接用研钵研磨等。

(2) 超声波法
 超声波是破碎细胞或细胞器的一种有效手段。经过足
够时间的超声波处理，细菌和酵母细胞都能得到很好
的破碎。超声处理的主要问题是超声空穴局部过热引
起酶活性丧失，所以超声振荡处理的时间应尽可能短
，容器周围以冰浴冷却处理，尽量减小热效应引起的
酶的失活。



  

(3) 冻融法
 生物组织经冰冻后，细胞胞液结成冰晶，使细胞壁胀
破。冻融法所需设备简单，普通家用冰箱的冷冻室即
可进行冻融。一般需在冻融液中加入蛋白酶抑制剂，
如 PMSF(苯甲基磺酰氟 ) 、络合剂 EDTA 、还原剂 DT
T (二硫苏糖醇 ) 等以防破坏目的酶。

(4) 渗透压法
 渗透破碎是破碎细胞最温和的方法之一。细胞在低渗
溶液中由于渗透压的作用，溶胀破碎。如红血球在纯
水中会发生破壁溶血现象。但这种方法对具有坚韧的
多糖细胞壁的细胞，如植物、细菌和霉菌不太适用，
除非用其他方法先除去这些细胞外层坚韧的细胞壁。



  

(5) 酶消化法
 利用溶菌酶、蛋白水解酶、糖苷酶对细胞膜或细胞壁
的酶解作用，使细胞崩解破碎。将革兰氏阳性菌 (如
枯草杆菌 ) 与溶菌酶一起温育，就能得到易破碎的原
生质体，用 EDTA 与革兰氏阴性菌 (如大肠杆菌 ) 一
起温育，也可制得相应的原生质体。几丁质酶和 3－
葡聚糖酶则常用于水解曲霉、面包霉等的细胞壁。

(6) 化学破碎法
 化学破碎法是应用各种化学试剂与细胞膜作用，使细
胞膜的结构改变或破坏的方法。

 常用的化学试剂可分为有机溶剂和表面活性剂两大类
。



  

 ① 有机溶剂处理

 常用的有机溶剂有甲苯、丙酮、丁醇、氯仿等。

 有机溶剂可使细胞膜的磷脂结构破坏，从而改变细胞膜的透过

性，再经提取可使膜结合酶或胞内酶等释出胞外。例如，将细

胞悬浮在 10倍体积的预冷至－ 20℃的丙酮之中，搅拌均匀，

待自然沉降后弃上清液，抽滤得细胞，再用 2.5倍体积的－ 20 

℃丙酮洗涤，抽干后，把得到的细胞立即放入真空干燥器中

，除去残余的丙酮，得到细胞干粉，可长期保存，使用时再用

水或缓冲液把胞内的酶提取出来。

 ② 表面活性剂处理

 表面活性剂可以和细胞膜中的磷脂及脂蛋白相互作用使细胞膜

结构破坏，增加膜的透过性。



  

2.3.2.2 酶的提取

酶的提取是指在一定条件下，用适当的溶剂处理含酶原料，使

酶充分溶解到溶剂中的过程，也称作酶的抽提。酶提取时首先

应根据酶的结构和溶解性质，选择适当的溶剂。大多数酶能溶

解于水，可用水或稀酸、稀碱、稀盐溶液提取；有些酶与脂质

结合或含较多的非极性基团，则可用有机溶剂提取。为了提高

酶的提取率并防止酶的变性失活，在提取过程中，要注意控制

好温度、 pH 值等各种条件。破碎生物组织一般在适当的缓冲

液中进行。典型的抽提液由以下几部分组成：



  

抽提液 ＝ 离子强度调节剂 十 pH缓冲剂 ＋ 温度效应

剂

      (KCl 、 NaCl 、蔗糖 )   (各种缓冲液 )  (甘油、二甲基亚

砜 )

     ＋ 蛋白酶抑制剂＋ 防氧化剂 ＋ 重金属络合剂 ＋ 

增溶剂

     (PM3F 、 DIFP)  (DTT 巯基乙醇 )   (EDTA 、柠檬酸 )  (Tri
tonX－ 100)

根据酶提取时所采用的溶剂或溶液的不同，酶的提取方法

主要有盐溶液提取、酸溶液提取、碱溶液提取和有机溶剂

提取等。



  

(1) 盐溶液提取
 大多数酶溶于水，而且在一定浓度的盐存在条件下，

酶的溶解度增加，这称之为盐溶现象，然而酶浓度不

能太高，否则溶解度反而降低，出现盐析现象。所以

一般采用稀盐溶液进行酶的提取，盐浓度一般控制在 0
.02~0.5 mol/L 的范围内。例如，用固体发酵生产的麸曲

中的 α－淀粉酶、糖化酶、蛋白酶等胞外酶，用 0.15 
mol/L 的氯化钠溶液或 0.02~0.05 mol/L 的磷酸缓冲液提

取；酵母醇脱氢酶用 0.5~0.6 mol/L 的磷酸氢二钠溶液

提取； 6－磷酸葡萄糖脱氢酶用 0.1 mol/L 的碳酸钠提

取：枯草杆菌碱性磷酸酶用 0.1 mol/L 的氯化镁提取等。

有少数酶，如霉菌产生的脂肪酶，用清水提取比盐溶

液提取的效果较好。



  

(2) 酸溶液提取

 有些酶在酸性条件下溶解度较大且稳定性较好宜用酸溶液提取。例如

从胰脏中提取胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶，采用 0.12 mol/L 的硫酸溶液

进行提取。

(3) 碱溶液提取

 有些在碱性条件下溶解度较大且稳定性较好的酶，应采用碱溶液提取。

例如，细菌 L－天门冬酰胺酶的提取是将含酶菌体悬浮在 pH 11~12.

5 的碱溶液中，振荡 20 min ，即达到显著的提取效果。

(4) 有机溶剂提取

 有些与脂质结合比较牢固或分子中含非极性基团较多的酶，不溶或难

溶于水、稀酸、稀碱和稀盐溶液中，需用有机溶剂提取。常用的有机

溶剂是与水能够混溶的乙醇、丙酮、丁醇等。其中丁醇对脂蛋白的解

离能力较强，提取效果较好，已成功地用于琥珀酸脱氢酶、细胞色素

氧化酶、胆碱酯酶等的提取。



  

2.3.2.3 离心分离

离心是借助于离心机旋转所产生的离心力，使不同大小和不

同密度的物质分离的技术，在酶的提取和分离纯化过程中，

细胞的收集、细胞碎片和沉淀的分离以及酶的纯化等往往要

使用离心分离。在离心分离时，要根据欲分离物质以及杂质

的大小、密度和特性的不同，选择适当的离心机、离心方法

和离心条件。

离心机多种多样，按照离心机的最大转速的不同可以分为常

速 ( 低速 ) 、高速和超速三种。

常速离心机的最大转速在 8000 r / min 以内，相对离心力 (R

CF) 在 1×104g 以内，在酶的分离纯化过程中，主要用于细

胞、细胞碎片和培养基残渣等固形物的分离。



  

高速离心机的最大转速为 1×104 ~ 2.5×104 r / min ，相对

离心力达到 1×104 g ~ 1×105 g ，在酶的分离中主要用于沉

淀、细胞碎片和细胞器等的分离。

超速离心机的最大转速达 2.5×104 ~ 8×104 r / min ，相对

离心力可以高达 5×105 g 。超速离心可以采用差速离心、

密度梯度离心或等密梯度离心等方法。超速离心可用于酶

分子的分离纯化。在离心过程中，应该根据需要，选择好

离心力 (或离心速度 ) 和离心时间，并且控制好温度和 p

H 值等条件。



  

2.3.3 酶的纯化

抽提的酶液是否需要进一步经过纯化，要视其应用部门的
要求。一般工业的酶，如纺织工业应用 α－淀粉酶脱胶处
理，往往采用液体粗酶便可；皮革工业应用的细菌蛋白酶
也是如此。食品工业应用的酶如果粗酶液已达到食品级标
准要求，特别是卫生指标，也无需进一步纯化。然而，应
用于医药、化学试剂级的酶液必须进一步纯化。

在浓缩液或发酵液中，除含有我们需要的酶以外，还不可
避免地存在着其他大分子物质和小分子物质。其中小分子
物质在以后的纯化步骤中会自然而然的除去。大分子物质
中包括核酸、粘多糖及其他蛋白质等。因此，酶的分离纯
化工作主要是，将酶从杂蛋白中分离出来或者将杂蛋白从
酶溶液中除去。现有酶的分离纯化方法都是依据酶和杂蛋
白在性质上的差异而建立的。



  

酶和杂蛋白的性质差异大体有以下几个方面，它们的分离

方法根据这个基础分为：

 (1) 根据分子大小而设计的方法。如离心分离法、筛膜

分离法、凝胶过滤法等。

 (2) 根据溶解度大小分离的方法、如盐析法、有机溶剂

沉淀法、共沉淀法、选择性沉淀法、等电点沉淀法等

。

 (3) 按分子所带正负电荷多少分离的方法，如离子交换

分离法、电泳分离法、聚焦层析法等。

 (4) 按稳定性差异建立的分离方法，如选择性热变性法

、选择性酸碱变性法、选择性表面变性法等。

 (5) 按亲和作用的差异建立的分离方法，如亲和层析法

、亲和电泳法等。

酶的纯化方法：
重要



  

有机溶剂沉淀法

利用和水互溶的有机溶剂使酶沉淀的方法很早就用来纯化

酶。在工业上也很重要，例如血浆蛋白质的分离纯化，至

今仍采用本法。由于本法的机理和盐析法不同，可作为盐

析法的补充。

加入有机溶剂于酶溶液中产生多种效应，这些效应结合起

来，使酶沉淀。其中主要效应是水的活度的降低。当有机

溶剂浓度增大时，水对酶分子表面上荷电基团或亲水基团

的水化程度降低，或者说溶剂的介电常数降低，因而静电

吸力增大。在憎水区域附近有序排列的水分子可以为有机

溶剂所取代，使这些区域的溶解性增大。但除了憎水性特

别强的酶外，对多数酶来说，后者影响较小，所以总的效

果是导致酶分子聚集而沉淀。
                   



  

有机溶剂沉淀法的优点是溶剂容易蒸发除去，不会残留在

成品中，因此适用于制备食品级酶。而且有机溶剂密度低

，与沉淀物密度差大，便于离心分离。有机溶剂沉淀法的

缺点是，容易使酶变性失活，且有机溶剂易燃、易爆、安

全要求较高。



  

凝胶过滤 (gel filtration chromatography)

凝胶过滤有多种名称，又称凝胶排阻层析、分子

筛层析法、凝胶层析法等。是根据溶质分子的大

小进行分离的方法。它具有一系列的优点：操作

方便，不会使物质变性，层析介质不需再生，可

反复使用等；因而在酶纯化中占有重要位置。由

于凝胶层析剂的容量比较低，所以在生物大分子

物质的分离纯化中，一般不作为第一步的分离方

法，而往往在最后的处理中被使用。它的应用主

要包括脱盐，生物大分子按分子大小分级分离以

及分子量测定等。



  

(1) 基本原理

在显微镜下，可观察到凝胶过滤层析介质具有海绵状结构。

将凝胶装于层析柱中，加入混合液，内含不同分子量的物

质，小分子溶质能在凝胶海绵状网格内，即凝胶内部空间

全都能为小分子溶质所达到，凝胶内外小分子溶质浓度一

致。在向下移动的过程中，它从一个凝胶颗粒内部扩散到

胶粒孔隙后再进入另一凝胶颗粒，如此不断地进人与流出

，使流程增长，移动速率慢故最后流出层析柱。而中等大

小的分子，它们也能在凝胶颗粒内外分布，部分送入凝胶

颗粒，从而在大分子与小分子物质之间被洗脱。大分子溶

质不能透人凝胶内，而只能沿着凝胶颗粒间隙流运动，因

此流程短，下移速度较小分子溶质快而首先流出层析柱。

因而样品通过定距离的层析柱后，不同大小的分子将按先

后顺序依次流出，彼此分开。 



  

图 2－ 4 凝胶过滤层析的原理
a.小分子由于扩散作用进入凝胶内部被截留；大分子被排阻在颗粒

外，在颗粒间迅速通过。 b. 1. 蛋白质混合物上柱， 2. 洗脱开始，小
分子扩散进入凝胶颗粒内大分子被排阻在颗粒外， 3. 小分子被截留，

大分子向下移动，大小分子分开， 4. 大小分子完全分开，
5. 大分子行程较短，已洗脱出层析柱，小分子尚在行进中。
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(2) 凝胶种类

① 葡聚糖凝胶 是分子量几万到几十万的葡聚糖凝
胶通过环氧氯丙烷交联而成的网状结构物质，可分
离分子量从 l 000~500 000 的分子。其商品名是 Sep
hadex G ，有各种型号 (表 2－ 3 ) ， G后的数字表
示每 g 干胶吸水量 (即吸水值 ) 的 10倍。其特性
如表 2－ 3所示，另外还有一种为 Sephacryl－ S ，
通过 N ， N－甲叉双丙烯酰胺交联的烯丙基葡聚糖
，可适用于水、有机溶剂及高浓度解离试剂存在的
系统。另一类 Sephadex－ LH ，适用于脂类化合物
的分离。
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葡聚糖凝胶在干燥状态是坚硬的白色粉末
，不溶于水和盐类溶液。因具有大量的羟
基，故有很大的亲水性，在水中即显膨胀
，吸水后机械强度大大降低。它对碱和弱
酸 (pH 2~12) 稳定。在强酸溶液中，特别
是在高温度下，糖苷键会水解。在中性下
，可在 120 ℃加压消毒保存。和氧化剂接
触会分解。长久不用时，有时会长霉，应
加防腐剂。



  

② 聚丙烯酰胺凝胶  是以丙烯酰胺为单体
，通过 N ， N－甲叉双丙烯酰胺为交联剂
共聚而成的凝胶物质。商品名是 Bio－ Gel 
P ，有各种型号， P－后的数字乘以 1 000
表示其分离的最大分子量 (即排阻分子量 ) 
。



  

③ 琼脂糖凝胶  琼脂糖是琼脂抽去琼脂胶

等之后所得 D－半乳糖和 3 ， 6－脱水半
乳糖，自动缔合而成的网眼结构物质，孔

径大小由胶的浓度决定。以商品 Sepharose
为例，有 2B 、 4B 和 6B 等规格， B 前面

数字表示胶百分浓度。这类凝胶孔径都比

较大，适于分离较大的物质，如病毒、细

胞颗粒和 DNA 等。



  

其他纯化方法

亲和层析法
 利用生物体内存在的特异性相互作用分子对而设计的
层析方法

染料层析法
 具有亲和配基的染料可以吸附酶，由于配基的结构类
似某些酶的底物。

疏水层析
 将疏水性基团如丁烷、辛烷、苯固定化到介质上，这
些基团会与蛋白质生物大分子上的疏水区亲和。

电泳
 靠溶质在电场移动中移动速度不同而分离的方法。



  

2.4 酶分离、纯化的评价

酶经分离、纯化后要确定该纯化步骤是否

适宜，必须经过对有关参数的测定及计算

才能确定。酶的产量是以活力单位表示，

因此在整个分离过程中每一步始终贯穿比

活力和总活力的检测、比较。



  

基本概念 1

酶活力 (Enzyme activity) ：酶活力是指酶催

化反应的能力，它表示样品中酶的含量。 1

961 年国际酶学会规定， l min催化 lμmol

分子底物转化的酶量为该酶的一个活力单

位 ( 国际单位 ) ，温度为 25 ℃，其它条

件 (pH 、离子强度 ) 采用最适条件。

重要



  

酶的总活力为样品的全部酶活力。

               总活力 = 酶活力 × 总体

积 (mL)

                   或     = 酶活力 × 

总质量 (g)



  

比活力 (Specific activity) ：比活力是指单

位蛋白质 (毫克蛋白质或毫克蛋白氮 ) 所
含有的酶活力 (单位 /毫克蛋白 ) 。比活

力是酶纯度指标，比活力愈高表示酶愈纯

，即表示单位蛋白质中酶催化反应的能力

愈大。但是，比活力仍然是个相对酶纯度

指标。要了解酶的实际纯度，尚需采用电

泳等测定方法。



  

 

回收率 (Yield percent) ：回收率是指提纯

前与提纯后酶的总活力之比。它表示提纯

过程中酶的损失程度，回收率愈高，其损

失愈少。 

提纯倍数：提纯倍数是指提纯前后两者比

活力之比。它表示提纯过程中酶纯度提高

的程度，提纯倍数愈大，提纯效果愈佳。



  

酶纯化评价实例 
表 2－6 过氧化物酶纯化表 

分离方法 
总的酶活力 

(单位) 
产量 
(%) 

总的蛋白质 
(mg) 

比活力 
(酶单位/mg蛋白质) 

纯化 
倍数 

粗萃取液 33652 100 4982 6.8 1.0 
30%(NH4)2SO4饱和

度，上清液 
32200 96 3300 9.8 1.4 

Bio-Gel P-60 柱 25560 76 1474 17.3 2.5 

DEAE-Sephadex柱 17253 51 308 56.0 8.2 

ConA-Sepharose柱 4614 14 5.9 782.0 115.0 

Phenyl-Sepharose 
CL-4B 柱 

2300 7 1.7 1352.9 199.0 

DEAE-Sephadex柱 1410 4 0.33 4272.7 628.4 

 



  

2.5 酶的剂型与保存

酶制剂通常有下列四种剂型：
 液体酶制剂
 固体粗酶制剂
 纯酶制剂
 固定化酶制剂（见书中第五章）



  

2.5.1 液体酶制剂 

包括稀酶液和浓缩酶液。一般除去固体杂质后，不再纯化

而直接制成，或加以浓缩而成，一般需要加稳定剂。这种

酶制剂不稳定，且成分复杂，只用于某些工业生产。

http://images.google.cn/imgres?imgurl=http://www.21food.cn/userImages/xtthsh/xtthsh%2432712246.jpg&imgrefurl=http://www.21food.cn/offerdetail/438685.html&h=225&w=300&sz=81&hl=zh-CN&start=8&um=1&tbnid=Wlz2BfPHM1ptxM:&tbnh=101&tbnw=135&prev=/images%3Fq%3D%25E6%25B6%25B2%25E4%25BD%2593%25E9%2585%25B6%25E5%2588%25B6%25E5%2589%2582%26svnum%3D10%26um%3D1%26complete%3D1%26hl%3Dzh-CN%26newwindow%3D1%26rls%3DRNWE,RNWE:2006-39,RNWE:zh-CN%26sa%3DG
http://images.google.cn/imgres?imgurl=http://www.sdjienuo.cn/UploadFiles/200632793642742.jpg&imgrefurl=http://www.sdjienuo.cn/ArticleShow.asp%3FArticleID%3D50&h=160&w=200&sz=7&hl=zh-CN&start=12&um=1&tbnid=U1Y0w3xrT4VVeM:&tbnh=83&tbnw=104&prev=/images%3Fq%3D%25E6%25B6%25B2%25E4%25BD%2593%25E9%2585%25B6%25E5%2588%25B6%25E5%2589%2582%26svnum%3D10%26um%3D1%26complete%3D1%26hl%3Dzh-CN%26newwindow%3D1%26rls%3DRNWE,RNWE:2006-39,RNWE:zh-CN%26sa%3DG


  

2.5.2 固体粗酶制剂 

发酵液经杀菌后直接浓缩或喷雾干燥制成。有的加入淀粉

等填充料，用于工业生产。有的经初步纯化后制成，如用

于洗涤剂、药物生产。用于加工或生产某种产品时，务须

除去起干扰作用的杂酶，才不会影响质量。固体酶制剂适

于运输和短期保存，成本也不高。

http://images.google.cn/imgres?imgurl=http://www.21food.cn/userImages/futiangu/futiangu%24327104045.jpg&imgrefurl=http://hotproduct.21food.cn/list3574-p1.html&h=375&w=250&sz=43&hl=zh-CN&start=36&um=1&tbnid=akIxGcEAh2UcPM:&tbnh=141&tbnw=94&prev=/images%3Fq%3D%25E5%259B%25BA%25E4%25BD%2593%25E7%25B2%2597%25E9%2585%25B6%25E5%2588%25B6%25E5%2589%2582%2B%26start%3D20%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26um%3D1%26complete%3D1%26hl%3Dzh-CN%26newwindow%3D1%26rls%3DRNWE,RNWE:2006-39,RNWE:zh-CN%26sa%3DN
http://images.google.cn/imgres?imgurl=http://www.spdaqu.com/index/cp2-1x.jpg&imgrefurl=http://www.spdaqu.com/mj.html&h=150&w=215&sz=11&hl=zh-CN&start=38&um=1&tbnid=Tw9MvDPmEmohPM:&tbnh=74&tbnw=106&prev=/images%3Fq%3D%25E7%25BA%25AF%25E9%2585%25B6%25E5%2588%25B6%25E5%2589%2582%2B%26start%3D20%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26um%3D1%26complete%3D1%26hl%3Dzh-CN%26newwindow%3D1%26rls%3DRNWE,RNWE:2006-39,RNWE:zh-CN%26sa%3DN
http://images.google.cn/imgres?imgurl=http://www.cn-ferment.com/info/Pic/2007-1/small/200711684541129.jpg&imgrefurl=http://www.cn-ferment.com/&h=64&w=64&sz=2&hl=zh-CN&start=59&um=1&tbnid=X8UX2PnFYmHSuM:&tbnh=64&tbnw=64&prev=/images%3Fq%3D%25E7%25BA%25AF%25E9%2585%25B6%25E5%2588%25B6%25E5%2589%2582%2B%26start%3D40%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26um%3D1%26complete%3D1%26hl%3Dzh-CN%26newwindow%3D1%26rls%3DRNWE,RNWE:2006-39,RNWE:zh-CN%26sa%3DN


  

2.5.3 纯酶制剂 

包括结晶酶，通常用作分析试剂和医疗药物。要求较高的

纯度和一定的活力单位数。用作分析工具酶时，除了要求

没有干扰作用的杂酶存在外，还要求单位质量的酶制剂中

酶活力达到一定的单位数。用作基因工程的工具酶要求不

含非专一性的核酸酶，或完全不含核酸酶， 



  

酶的保存方法

(1) 温度。

(2) pH 与缓冲液。 

(5) 为提高酶稳定性，常加入下列稳定剂：
 ① 底物、抑制剂和辅酶，它们的作用可能是通过降低
局部的能级水平，使酶蛋白处于不稳定状态的扭曲部
分转入稳定状态。

 ② 对巯基酶，可加入－ SH 保护剂。如二巯基乙醇、
GSH(谷胱甘肽 ) 、 DTT(二硫苏糖醇 ) 等。

 ③ 其他如 Ca2+ 能保护 α－淀粉酶， Mn2+ 能稳定溶
菌酶， Cl －能稳定透明质酸酶。

•(3) 酶蛋白浓度。
•(4) 氧。



  

基本概念 2
酶分子修饰：

 通过各种方法使酶分子的结构发生某些改变，从

而改变酶的某些特性和功能的技术过程。如金属

离子交换法、 大分子修饰法

 例如， Bender 和 Kosland 成功地利用化学修饰法

将枯草杆菌蛋白酶活性中心的丝氨酸转换为半胱

氨酸，修饰后，该酶失去对蛋白质和多肽的水解

能力，却出现了催化硝基苯酯等底物水解的活性

。

重要



  

酶分子的修饰方法

化学法又可分为：金属离子置换法、大分子修饰

法、肽链有限水解法、蛋白侧链基团的小分子修

饰法等。

生物法是通过基因工程的手段改变蛋白质，即基

于核酸水平对蛋白质进行改造，利用基因操作技

术对 DNA或 mRNA 进行改造和修饰以期获得化

学结构更为合理的蛋白质。

物理修饰法的特点是不改变酶的组成和基团，酶

分子的共价键不发生变化。

重要



  

酶原：

 酶是在活细胞中合成的，但不是所有新合成的酶都具

有催化活力，这种新合成酶的前体 ( 无催化活力 ) 称
为酶原 (Proenzyme) 。就生命现象而言，酶原是酶结

构一种潜在的存在形式，如果没有这种形式，生命就

会停止。

 例如，哺乳动物的胰脏分泌到消化系绕中的胰蛋白酶原和胰凝

乳蛋白酶原，每种酶原都是由二硫键交联的单一多肽链组成，

它们在到达十二指肠以前，一直是十分稳定的，而到达十二指

肠后则被另一种蛋白质水解酶所活化，这种活化过程是从无活

力酶原转变成有活力酶的过程。该种酶原往往由该种酶所激活

，称为酶原的自我激活。

重要



  

酶的多形性与同工酶

 1975 年 H. Harris 提出酶的多形性概念，认为很

多酶可催化相同的反应，但其结构和物理化学

性质有所不同，这种现象称为酶的多形性。根

据其来源可分为异源同工酶和同工酶 (Isoenzy

me) ，前者是不同来源的同工酶 .

重要



  

 例如，酵母菌中醇脱氢酶和动物肝脏中的醇脱

氢酶，而后者是指来自同一生物体同一生活细

胞的酶，能催化同一反应，但由于结构基因不

同，因而酶的一级结构、物理化学性质以及其

它性质有所差别，称为同工酶。测定同工酶最

常用的方法是电泳法，此法对样品纯度要求不

严格，分辨力强，而且简便快速。



  

 例如乳酸脱氢酶有 5 种同工酶： LDH1 、 LDH

2 、 LDH3 、 LDH4 和 LDH5 ，天冬氨酸激酶 

(AK) 有三种同工酶： AK1 、 AK2 、 AK3 ，

磷酸葡萄糖变位酶有 50 种以上的同工酶。



  

谢  谢 ！



  

1 、分离纯化酶有哪些常用方法，根据什么
？
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