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固定化青霉素!酰化酶的制备及性质

董志扬 崔福绵
（中国科学院微生物研究所 北京$33313）

摘 要 尖镰孢（!"#$%&"’()*#+(%"’）45"6$青霉素&酰化酶经!2氧化铝吸附洗脱、硫酸铵
沉淀和脱盐处理后，固定在环氧丙烯聚合物载体上，湿固定化酶表现活力为%$789／:，固定
化产率为;!<。固定化酶作用最适温度为;;=，最适>?为1@3；在>?;@3"$$@3及;3=以
下稳定；!7=使用%;次后，酶活力保留"3<。
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固定化青霉素&酰化酶（5+DE,E((ED&F,G(FH+IJ!);)$)$$）在国外已用于#2内酰胺系列
抗菌素改造方面，制备半合成#2内酰胺抗菌素的中间体

［$］。前文［%］报道了尖镰孢（!"#$%&"’
()*#+(%"’）45"6$青霉素&酰化酶产生条件，本文报道该酶的固定化及性质。

" 材料和方法

")" 载体
酶固定化载体为环氧丙烯聚合物，白色小球状，本实验室自制。

")# 青霉素&酰化酶的部分纯化
参考文献［%］方法制备粗青霉素&酰化酶液。向粗酶液中加入6<!2氧化铝，调

>?#@;，搅拌吸附%K，然后将氧化铝装入柱子中，用>?1@3、%6<硫酸铵溶液将酶洗脱下
来，洗脱液加硫酸铵至饱和度1;<，收集酶沉淀，溶于>?7@3、$-’(／L磷酸缓冲液中，并
相对此缓冲液透析去盐，得到部分纯化的青霉素&酰化酶。

")$ 固定化青霉素&酰化酶的制备
在部分纯化的酶液中加$3<载体，%;=固定化处理%6K，过滤、洗涤、收集固定化酶。

"%& 青霉素!酰化酶活力的测定
参照文献方法［!］测定。每分钟由底物产生$$-’(#2B5B所需的酶量定义为一个酶

活力单位（89）。

")’ 蛋白质含量的测定
按L’M/G等人［6］的4’(ED2酚试剂法测定。

# 结果和讨论

#%" 青霉素!酰化酶的部分纯化
由%L粗酶液得到部分纯化酶液$3-L。由表$结果可以看出，酶提纯6@$倍，酶活



力总回收为!"#"$。
表! 青霉素"酰化酶的部分纯化结果
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#$# 青霉素"酰化酶的固定化
由H;<部分纯化酶液，按上述方法，得到F#L@湿固定化酶（相当于干重D#H@）。经

/NL#D、*;3(／<上述缓冲液洗涤后，固定化酶的理论活力为E!D=>／@，表观活力为!*L=>／

@。固定化酶理论活力回收率为L"$，表观活力回收率为HE$。计算表明，该固定化酶活
力表现率为G"$。

#Q% 酶的性质

#Q%Q! 青霉素6酰化酶作用/N：于不同/N条件下，测定酶活力。由图*可以看出，自
然青霉素6酰化酶作用最适/N为L#D，固定化青霉素6酰化酶作用最适/N为"#D。

#Q%Q# 青霉素6酰化酶/N稳定性；酶于不同/N值的缓冲液中ELR保温*!S。图!表
明，自然酶在/NG#D""#D范围内较稳定，固定化酶在/NH#D"**#D范围内较稳定。这说
明该青霉素6酰化酶经固定化处理后其/N稳定性显著提高。

图* /N对酶作用的影响
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图! 酶的/N稳定性
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#Q%Q% 青霉素6酰化酶的作用温度：于不同温度分别测定自然酶和固定化酶的活力。
图E表明，自然酶作用最适温度为FHR，固定酶为HHR，后者作用最适温度明显提高。

#Q%Q& 青霉素6酰化酶的热稳定性：将自然酶和固定化酶分别于/NL#D缓冲液中，于不
同温度下保温LS后，测定酶活力。图F表明，自然酶在FDR以下稳定，固定化酶在HDR
以下稳定。这说明，酶经固定化处理后，其热稳定性提高。

!HH 微 生 物 学 报 EO卷



图! 温度对酶作用的影响
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图< 酶的热稳定性
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!%"%# 固定化青霉素>酰化酶的重复利用试验：取?@6$固定化酶加入7A,B含7C青
霉素>的-DE@?、?@6,+:／B磷酸缓冲液中，!EF水浴中水解反应!?,#1。固定化酶利用

7A次后酶活力保持G?C。这说明该固定化酶具有较好的使用稳定性。
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