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辣根过氧化物酶（345，<7!(!!(!(!;）催化酚类及芳香

胺类物质进行羟基化、氧化或聚合。这些反应在精细化学

品、食品添加剂、功能性材料制备以及有机废水治理中具有

重要的应用价值［!］。但是由于在某些条件下酶的稳定性及

催化活性较低，限制了其在工业中的应用范围。

酶的稳定性可以通过对酶分子所处微环境性质的调节

而加以改善。实现这种作用的一种有效方法是利用一些特

殊成分，如糖苷类、多元醇类，或有机溶剂与酶之间的修饰作

用［#］。有关研究显示，这些成分能够起到调节酶分子的亲水

性／疏水性及空间构象，改善其催化性能及对环境稳定性的

作用［0］。

环糊精是一类环状葡聚糖化合物，分子构象呈截中空圆

锥状。极性羟基和非极性糖苷氧的分布使得分子外表面具

亲水性，而内部空腔呈较强的疏水性［2］。因而，环糊精能够

以非共价键结合及包络其它几何尺度，疏水性适宜的分子或

其侧链基团，形成包络复合物，改变其局部构象或其表面性

质［=］。

利用这种方式对酶的构象及极性产生修饰作用，改变酶

蛋白的物理、化学或生物学特性，有可能成为酶性能调节的

一种具有实用价值的方法［"］。以">环糊精为母体的系列物

被认为更适合于酶的修饰。

有关"/!/葡糖基/"/环糊精对辣根过氧化物酶性能的影

响未见研究报道。本研究以"/!/葡糖基/"/环糊精对辣根过

氧化物酶进行处理，初步探讨了对酶的热稳定性及催化性能

的影响，对相关因素进行了分析。

# 实验材料与方法

#$# 实验材料

345上海丽珠东风生物技术有限公司产品，4?#0，比

活力"#=$@／,A，BC2$D8。6/"/78<EF@GD&H@AI.4+JGEGEA
公司产品，BC!K1=D8。所用试剂均为分析纯。

#$% 实验方法

#(%(# 6/"/78对345的处理———饱和溶液法：将在0$L
下饱和的6/"/78溶液按不同摩尔比例加入到含345浓度

为;K$,A／,M的$K!,&’／M，N3;K=的磷酸盐缓冲液中，在

#$L下混合$K=O。然后继续在!$L下混合#O。使用前以

缓冲液调整酶浓度为0K=,A／,M。

#(%(% 345活力测定［;］：反应体系含有$K!,M0$,,&’／M
愈创木酚，$K!,M0K=,A／,M345。以缓冲液补充至#KP
,M。加入$K!,M$($!,&’／M3#Q#引发反应。反应温度为

#=L，反应时间为0,GE。取样，在P0L水浴中经!,GE灭

酶，迅速冷却至#=L。1$$$A条件下离心!$,GE，取上清

液。分别测定原溶液和上清液的32;$值，计算两者间差值

$!2;$。酶活力3 定义为每毫克酶每分钟内产生的$!2;$
值，天然酶的活力为3$。以3／3$表示相对活力值。

#(%(& 345热稳定性测定：取0K=,A／,M，N3;K=的345
溶液!,M放入薄壁试管中，;=L条件下保温。于预定时间

取样，迅速降温至#=L。测定酶活力3，不经处理的酶的活

力做为对照值3R$。以34／34$表示相对活力值。

#(%(’ N3对345影响的测定：以磷酸盐或乙酸盐缓冲液

调节体系的N3，N3变化范围为2K$#PK$。#=L下放置P$
,GE，测定酶活力3S，天然酶在N3;K$条件下的活力做为对

照值3S$。以35／35$表示相对活力值。

% 结果与讨论

%(#［)"""*+］／［,-.］对,-.活性的影响

不同［6/"/78］／［345］处理的酶活性测定结果见图!。

图!［6/"/78］／［345］对345活性的影响

处理后的345的活性有所降低，这一效应在［6/"/78］／

［345］摩尔比为0左右时较为显著。然后，酶活性随这一浓

度比增加而恢复，这一比值为=时得到较好的综合效果。除

另有说明外，以下实验均选择这一条件。



随［!"!"#$］／［%&’］的增加，对酶活性的影响逐渐趋于

平衡。这是由于酶蛋白分子表面可与!"!"#$作用的基团是

有限的，并且酶蛋白分子的构象只在某种状态下才对应着较

高的活力［(］。

!"! 经处理#$%的热稳定性

在!)*+,，-%*.+条件下%&’的活性随时间"的实

验结果如图/。

图/［%&’］的热失活曲线

［!"!"#$］／［%&’］：（!）012345%&’；（"）6；（#）+

与%&’发生作用的!"!"#$通过对酶分子疏水性侧链

基团的包络作用稳定酶分子构象。因此，降低了因体系条件

改变而产生的酚分子变性失活的程度。

利用"7／/)89/／:求出不同［!"!"#$］／［%&’］条件下酶

的表观热失活常数:，如表7。

表& 表观热失活常数’的计算值（()*+&）

［!"!"#$］／［%&’］（;<8／;<8）

012345%&’ 6 + ( 7/ 7+ /=

:（>7==） 7?=6 =?*@ =?A@ =?A7 =?+@ =?+( =?+*

由此可知，当［!"!"#$］／［%&’］为+时，:出现较大程度

降低，而进一步增加对:影响的程度逐渐减小。

!", -#对经处理#$%活性的影响

在/+,，天然酶及经处理酶在不同-%相对于天然酶在

-%*.=条件下的活性变化如图6。

图6 -%对%&’活性的影响

［!"#$］／［%&’］：（!）012345%&’；（"）6；（#）+

经处理酶的最适-%为*.+，与天然酶相比，向碱性方向

移动=.+个-%单位，并且-%对酶活性的影响降低。其中

在-%+.A，即%&’的等电点处酶活性的变化较小。

!"!"#$的作用使得酶对-%变化的稳定范围变宽，最适

-%向碱性移动。虽然处理作用使酶的活力略有降低，但在偏

离最适-%处有较大程度的改善，加大了相应的-%调节范围。

!". /0!012对#$%反应动力学特性的影响

在不同愈创木酚浓度条件下测定反应初速度，做［#］／

［$］"［#］曲线，图B。

图B［#］／［$］"［#］曲线

（!）012345%&’；（#）C<D3E35D%&’

反应体系中%/F/浓度远大于愈创木酚浓度，反应过程

对愈创木酚满足单底物不可逆酶促反应。由于!"!"#$与

%&’的摩尔浓度比远大于7，酶分子主要以包络复合物的形

式存在。包络复合物的形成影响酶活性中心的性质，催化动

力学特性出现相应改变。

!"3 反应动力学参数的变化

对于不可逆酶促反应，有

［#］

$ %
［G］

$;1H&
I’
$;1H

由最小二乘法计算(;及$;1H，结果列于表/。

表! 反应动力学参数计算值

(;／（;;<8／J） $;1H／（;;<8／;39K7·JK7）

012345%&’ 7?6+ */?(

C<D3E35D%&’ 7?6* +@?*

!"!"#$的包络作用使得酶的$;1H降低，其值为天然酶

的(/L，而对(; 没有明显影响。!"!"#$的作用符合非竞

争性、非专一性抑制［@］，即不影响酶与底物的结合及平衡。

!"4 反应过程热动力学分析

测定不同温度下酶的反应速率常数)。在实验温度范

围内，)与温度之间符合MNNO593PQ方程

*89)%
+,
-!&.

图+给出利用实验数据做出的K89)"7／!变化曲线。

图+ K89)"7／!曲线

（!）012345%&’；（#）C<D3E35D%&’
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从曲线斜率计算得到处理酶和天然酶的反应活化能分

别为!!"#$%&’(／)*+，!!",-%#’(／)*+。这一结果证明，

./!/01对234的影响是通过增加反应活化能，降低最大反

应速度实现的。
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内容简介：

大5K开，双月刊，四色彩印封面，新的世纪《生物工程学报》将以全新的形象呈现给广大的生物技术工作者。

《生物工程学报》为国内外公开发行的生物科学类核心期刊。据5&&&年中国科学引文数据库提供的资料显示，《生物工

程学报》影响因子的排名在国内生物类期刊中已跃居第#名。@??5年，本刊仍将保持自己的学术特色，重点刊登获得“-K$”高

技术、国家自然科学基金资助及“八五”、“九五”攻关项目的研究论文和简报，并将更多地关注国内外生物技术各领域（基因工

程、细胞工程、酶工程、生化工程和生物反应器等方面）的研究进展。不定期的“RQOQ3IaQIb”将使读者更快更深入地获得

最新的科研信息。

今天，《生物工程学报》已成为广大生物技术工作者发表学术见解，了解国内外动态，进行学术交流的必读之物。愿《生物

工程学报》成为您忠实的朋友。

版面增加！周期更快！内容丰富！欢迎订阅！
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