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脂肪酶的失活动力学与疏水特性研究
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摘  要:在不同温度下考察脂肪酶的失活动力学, 并将失活率不同的脂肪酶使用疏水层析色谱进行分析, 查看其保

留行为。结果表明, 设定 40 e 时的酶活为 100% , 则酶活为 0~ 100%在疏水层析柱上表现为 2. 16 ~ 2. 39 m in的保

留时间区间。但是在该保留时间区间内,脂肪酶的热失活引起的结构变化, 在疏水柱上的保留时间并不呈线性变

化, 使用 Z值查看脂肪酶与固定相的结合情况, 表明 Z 值的变化与脂肪酶失活情况下的结构变化不存在明显的对

应关系。
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Investiga tion on the deactivation k inetics
and hydrophob ic proper ties of lipase
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( School ofEnvironmenta l Sc ience and Engineer ing, Chang. an Un ive rsity, X i. an 710054, China)

Abstr act: Deact ivation k inetics of lipase was investigated under different temperature. Lipasesw ith d iffer2

ent inactivation ratewere ana lyzed by hydrophobic interaction chromatography and retent ion behaviorwas

stud ied. Results show that lipase activity of 0 ~ 100% would caused a retention time interval of

2. 16~ 2. 39m in when de fined lipase act ivity at 40 e as 100%. In this t ime interva,l structural change

caused by heat inactivation and retention time of itwas not changes in linearway. When interaction of li2

pase and stationary phase was investigated byZ va lue, there was no correspond ing re lationship between

changes ofZ and inactivat ion of lipase observed.
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  多数的酶都是蛋白质, 蛋白质对于温度非常敏

感,温度过高,会引起蛋白质的结构发生变化, 作为

酶来说,其活性部位结构的改变会引起酶的失活,在

这一过程中,往往会伴随着疏水基团的暴露,其溶解

性也会降低。疏水层析 (H IC)是根据分子表面疏水

性差别来分离蛋白质和多肽等生物大分子的一种较

为常用的方法,分子表面疏水基团越多,则在疏水层

析柱上该分子的保留时间就越长
[ 1]
。陈国亮等人

的研究发现,疏水柱中蛋白质保留值的增加是由构

象变化而不是由盐析和动力学因素引起的
[ 2]
。所

以,疏水层析柱上酶的保留时间可以反映出其疏水

基团的暴露程度, 进而能够反映其失活程度。本文

通过对脂肪酶的失活动力学进行研究, 将其失活行

为与其在疏水层析柱中的保留行为相关联, 初步探

索两者之间的联系。

1 实验部分

1. 1 试剂与仪器

  脂肪酶, 工业品; 磷酸、氢氧化钠、Na2HPO4、

NaH2 PO4、(NH 4 ) 2 SO4均为分析纯。

Toyopearl SuperButyl2550型疏水层析柱; LC2

2010A型高效液相色谱仪。

1. 2 脂肪酶的失活实验

  称取酶粉 5 g,先以少量磷酸缓冲液溶解, 并用

玻璃棒捣研,将上清液小心倾入容量瓶中,沉渣部分

再加入少量缓冲液,如此反复捣研,最后全部移入容

量瓶中,用缓冲液定容至刻度,摇匀。转入组织捣碎

机捣研 3m in,在不同温度下,热处理 1 h, 测定残余

酶活,并取样进行疏水层析分析。

1. 3 脂肪酶酶活的测定

  采用氢氧化钠滴定法测酶活
[ 3]
。在 40 e 、pH

9. 4的条件下,每分钟催化水解底物产生 1 Lmol游

离脂肪酸的酶量定义为一个脂肪酶国际单位。

1. 4 脂肪酶的疏水层析

  采用疏水层析柱, 用平衡缓冲液 [ 25 mmol/L
Na2HPO4 /NaH 2PO4, 1. 0mol /L (NH4 ) 2 SO4, pH 7. 0]
进行平衡,至基线平稳,上样体积 50 LL约 80 Lg, 控

制柱温 25 e 。以水的负峰测定死时间 t0,在色谱图
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上读出脂肪酶的保留时间 tR, 并按照公式 k. = ( tR
- t0 ) / t0计算不同温度下处理后脂肪酶在疏水层析

柱容量因子。

1. 5 溶质计量置换保留模型
  蛋白质在 H IC中的保留是遵从计量置换保留

模型 (简写为 SDM2R )且置换剂为水
[ 4]
。有如式

( 1)的数学表达式。

lgk. = lgI - Z lg[H2O] ( 1)
式中, k.为容量因子; Z表示从流动相中吸附 1 mol

蛋白质到配体上时, 在固定相及蛋白质接触的表面
处失去水分子的摩尔数; lgI为反映蛋白质与配体间

亲和势的一个参数, [H 2O]为水的摩尔浓度,可参考

Feng等人的测定方法测得
[ 5 ]
。

当流动相中盐浓度大于 0. 5 mol /L时, lgI和 Z

为两个常数,所以式 ( 1)为一线性方程式。Z和 lgI
分别为 lgk.对 lg[H2O]线性作图的斜率与截距。可

分别求出 Z和 lgI。

2 结果与讨论

2. 1 热失活
  将脂肪酶在不同温度下热处理 1 h,在 pH 7. 5

处测定残余酶活,见图 1。

图 1 脂肪酶的热稳定性测定
F ig. 1 Thermo2stability ana lysis of lipase

  在一定温度下, 脂肪酶的热失活速率可以表示

为:
det
d t

= - Kd et+ Kr [ ed ]

式中  Kd ) ) ) 失活反应速率常数, h
- 1
;

 Kr) ) ) 复活反应速率常数数, h
- 1
;

 et ) ) ) 保温时间 t时的脂肪酶活性;

 ed ) ) ) 保温时间 t时的脂肪酶变性失去的活

     性。

假设脂肪酶的变性过程不可逆, 则 Kr = 0, 则

d et
et
= - Kdd t,积分可得 ln

et
e0
= - Kd t+ C。基于图 1

的结果, 可计算脂肪酶的热失活常数 Kd。我们认

为,酶活的损失在一定温度范围内是随时间呈直线

下降的,基于此认识,结合图 1的结果, 可知半衰期

t1 /2, 从而根据 ln2= Kd# t1/2,求得 Kd,见表 1。

表 1 脂肪酶在不同温度下的热失活情况

T ab le 1 Inactiva tion of lipa se a t
d ifferen t tem pera tur es

温度 /e Kd /h
- 1 t1/2 /h

40 0. 38 1. 82

50 0. 61 1. 14

60 4. 33 0. 16

  从热失活反应速率常数 Kd可以看出, 在温度

为 40 e 和 50 e 时, Kd变化并不是特别明显, 但是

当温度为 60 e 时, Kd从 40 e 的 0. 61增加到 4. 33,

相应的半衰期也急剧下降。

2. 2 疏水层析分析

  将脂肪酶在 40, 50, 60 e 下处理 1 h, 并进行疏

水层析,见图 2。

图 2 脂肪酶的疏水层析色谱图
F ig. 2 H ydrophob ic interaction chromatography of lipase

a. 40 e ; b. 50 e ; c. 60 e
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  脂肪酶在疏水柱上表现出不同的保留行为,主

要体现在保留时间的增加,见表 2。
表 2 脂肪酶在疏水层析柱上的保留行为

Table 2 Reten tion behavior of lipa se on Sup erButyl2550

温度 /e 保留时间 /m in Z值

40 2. 16 21. 3

50 2. 24 28. 1

60 2. 39 31. 2

  脂肪酶基本组成单位仅为氨基酸, 通常只有一

条多肽链,它的催化活性仅仅决定于它的蛋白质结

构。蛋白质分子在天然状态下都有一个特殊的三级

或四级结构,且蛋白质表面大多数为亲水性的氨基

酸残基,而分子内部则主要为疏水性的氨基酸残基。

在较高温度下热处理一段时间后, 其分子内部的疏

水键被破坏, 从而使包藏在分子内部的疏水性氨基

酸残基更多地暴露出来, 结果使脂肪酶分子与固定

相之间的接触面积发生变化, 这种接触表面面积的

变化自然导致了 Z值的变化, 即在固定相及脂肪酶

接触的表面处失去水分子发生了变化。脂肪酶在分

子构象变化的程度应与热处理的强度有关。从表观

上来看,高温下处理后脂肪酶在疏水层析柱上的保

留时间增加得更明显一些。

2. 3 酶的失活与疏水层析柱中的保留行为

  在较高温度的处理下, 脂肪酶分子的立体结构

发生改变,当温度的处理导致分子内部氨基酸残基

的外露时,在使用疏水层析进行分析时,可以和固定

相之间发生疏水部位接触的面积就会变大, 则 Z值

变大, 从而导致脂肪酶在进行疏水层析时保留时间

的延长,但是当更多疏水基团外露,脂肪酶与固定相

之间的接触只使用其中疏水性较强的表面即可,这

样使得脂肪酶与固定相接触的牢靠程度并不取决于

接触表面的面积,如表 2所示,虽然随着失活程度的

加重, Z值逐渐增加,但是 Z值的变化并不呈简单的

线性关系。

3 结论

  ( 1)游离脂肪酶的最适反应温度为 40 e ,设定

40 e 时的酶活为 100% ,当酶完全失活的时候,酶活

为 0,则在疏水层析柱上表现为 2. 16 ~ 2. 39 m in的

保留时间区间。

( 2)脂肪酶的热失活引起的结构变化, 在疏水

柱上的保留行为并不呈线性变化, 即并不能通过保

留时间线性的反映脂肪酶的结构变化,即酶的活性

残留状况。

( 3)Z值的变化能够初步反映固定相与脂肪酶

之间的结合情况, 但是 Z值的变化与脂肪酶的失活

情况不存在明显的对应关系。
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