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内容概要

　　食品酶学是基础酶学一个分支，酶技术是生物工程的重要组成部分。
当今，酶工程发展月异，酶的固定化、细胞固定化技术及基因工程等技术已在食品、医药、化工、农
业、环保等部门得到广泛应用。
《食品酶学导论》力求创新，内容新颖，理论联系实际，文字简练，阐述清晰，每章附有参考文献书
目。
可作为食品科学与工程学科专业研究教学参考教材，也可供从事食品工业生产的高、中级科技人员阅
读和参考。
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章节摘录

书摘   (1)盐浓度  常采用等渗溶液即0．15mol／LNaCl和0．02～0．05mol/L磷酸缓冲溶液或碳酸缓冲溶
液。
含金属离子的酶，需避免其解离，尚需添加金属离子螯合剂(如EDTA等)并使用柠檬酸钠缓冲溶液或焦
磷酸钠缓冲溶液。
如果能溶解在水溶液中或者与细胞颗粒结合不太紧的酶，细胞破碎后选择适当稀盐溶液便可达到提取
的目的。
    (2)pH pH与酶的稳定性紧密相关，一般在提取操作时控制在偏离等电点(pI)两侧为宜，这样可增大
酶或蛋白质的溶解度，例如细胞色素C和溶菌酶属碱性蛋白质，在提取时常用稀酸提取，肌肉甘油醛
—3—磷酸脱氢酶属酸性蛋白质，则在稀碱溶液中提取。
此外，如果细胞中的酶与其它物质以离子键结合，则需控制pH在3—6范围，对解离离子键有利。
    (3)温度  一般在低温(5℃以下)操作，以防止酶变性失活。
但是有少数酶对温度耐受力较高，则可适当提高温度，使杂质蛋白在变性条件分离，以利于一步提纯
。
    (4)辅助因子  在提取操作时，适当加入底物或辅酶成分，可改变酶分子表面电荷分布，提高其提取
效果。
此外，为了提高酶的稳定性，防止蛋白酶发生破坏性水解作用，往往加人苯甲基磺酰氟(PMSF)，而防
止其氧化，则加入半胱氨酸、惰性蛋白和底物等。
        酶经提纯后，酶的活力提高，但这并不是酶的纯度标准。
为了了解所获得的样品是否均一纯净，还要进行纯度鉴定。
酶均一纯净性的鉴定主要有以下几种方法：    1．电泳法        电泳法分辨率高，能在电泳谱带上分辨其
是否均一。
此法包括醋酸纤维素薄膜电泳、聚丙烯酰胺不连续电泳和聚焦电泳，特别是后二者有极高的分辨力。
聚焦电泳不仅分辨率高，而且当有杂质存在时，从谱带位置还可了解杂蛋白的解离性质，有利于采取
进一步的纯化措施。
       2．超离心法    在高达6万多转每分钟的离心力场情况下观察离心谱带，根据沉降峰的情况进行具体
分析判断。
    3．免疫学法    纯化的酶样品在琼脂胶上与相应的抗体进行免疫反应，然后进行分析比较。
    二、酶制剂的剂型    为适应各种需要，并考虑到经济和应用效果，酶制剂有如下几种剂型：        (一)
液体酶制剂    液体酶制剂包括酶液和浓缩酶液。
，一般需要经过除去菌体和除渣后，纯化直接制成或加以浓缩。
比较经济，但要加稳定剂，然后出厂。
    (二)固体粗酶制剂    固体粗酶制剂有的是发酵液经过杀菌后直接浓缩干燥制成；有的是发酵液滤去菌
体后喷雾干燥制成；有的则加有淀粉等填充料。
这些制剂多用于皮革软化脱毛、水解纤维素等方面。
    固体粗酶制剂便于运输和短期保存，成本也不高。
    (三)食品级固体酶制剂    食品级固体酶制剂对纯度不一定要求严格，但强调安全卫生，要严格按照国
家制订标准执行，采用乙醇沉淀提取，然后制成颗粒状或粉状。
    (四)纯酶制剂    纯酶制剂包括结晶酶在内，通常用作分析试剂或甩作医疗药物，要求有较高的纯度。
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。
作为蛋白质结构分析对象的酶必须“绝对地”纯净，而注射用的医用酶则应设法除去热原类物质。
    (三)邻近效应    化学反应速度与反应物浓度成正比，若反应系统的局部区域的底物浓度增高，反应速
度也随之增高。
因此，提高酶反应速度的最简单的方式是使底物分子进入酶的活力部位，即增大活力部位的底物有效
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浓度。
酶的活力部位(区域)与底物可逆地接近结合，这种效应称为邻近效应(Approximation)。
有实验证实，当底物浓度由0．001mol/L提高到100mol／L时，其酶的活性可提高10 5倍左右。
        (四)亲核催化作用    若一个被催化的反应，必须从催化剂供给一个电子对到底物才能进行时，称为
亲核催化作用。
这种亲核“攻击”在一定程度上控制着反应速度。
   一个良好的电子供体必然是一个良好的亲核催化剂。
例如，许多蛋白酶和脂酶类在其活性部位上，亲核的氨基酸侧链基团(丝氨酸的羟基、半胱氨酸—SH
，组氨酸的咪唑基团等)可以作为肽类和脂类底物上酰基部分的供体，然后把酰基转移。
例如，咪唑基催化对—硝基乙酸脂的水解，其亲核催化作用反应式如图。
    若能用适当的方法将酶蛋白的肽链进行有限水解，既可保持酶活力，又可降低其抗原性，对酶蛋白
的应用是极为有利的。
常用于水解蛋白质的酶有木瓜蛋白酶、真菌蛋白酶、胰酶和胃蛋白酶等。
例如：木瓜蛋白酶由180个氨基酸连结而成，若用蛋白酶有限水解，除去整条肽链的三分之二，即除
去120个氨基酸组成的肽段，可保持其酶活力，而其抗原性大大降低。
又如酵母的烯醇化酶除去150个氨基酸组成的肽段后，酶活力仍可保持。
   另外，有些酶蛋白原来没有活性或者酶活力不高，利用蛋白酶对这些蛋白质进行有限水解后，除去
一部分氨基酸或肽段，可使酶的空间构型发生某些精细的改变从而提高酶的催化能力[9-12，体内酶原
的激活实质上便是一种自发的有限水解修饰。
X射线衍射结果表明(分辨率0．2nm)a—胰凝乳蛋白酶具有球型的三维结构，5个氨基酸残基即N—末端
的Ilel6、Aspl94、Aspl02、Serl95和His57对该酶的活力来说是重要的，酶的活力部位之所以具有催化反
应的活力就是这5个氨基酸残基协同作用的结果。
这些氨基酸残基在酶蛋白的一级结构中是分得很开的。
生物体内首先合成的胰蛋白酶原A和B是没有活力的。
胰凝乳蛋白酶原A是由245个氨基酸残基构成的一条多肽链，当连接Argl5和Ilel6的肽键被胰蛋白酶裂开
时，酶原转变成有活力的2r—胰凝乳蛋白酶，丌—胰凝乳蛋白酶经自我消化作用除去两个肽后产生a—
胰凝乳蛋白酶。
在体外，也可以利用这一方法来提高酶蛋白的催化活力。
例如，胰蛋白酶原用蛋白酶修饰，除去一个六肽，即可显示出胰蛋白酶的催化活力。
用胰蛋白酶从天冬氨酰酶的C端切去十多个氨基酸的肽段后，活力提高4．5倍。
又如，天冬氨酸酶用胰蛋白酶水解，结果可使该酶的活力提高约千倍。
    除可用蛋白酶对酶进行有限水解修饰外，也可用其它方法使肽链部分水解，以达到修饰目的。
例如，枯草杆菌中性蛋白酶，先用．EDTA等金属螯合剂处理，再经纯水或稀盐溶液透析，可使蛋白
酶部分水解，得到仍有蛋白酶活力的小分子肽段，用作消炎剂时，不产生抗原性，表现出良好的疗效
。
但蛋白质的化学方法水解修饰，常常由于作用条件剧烈，易导致蛋白质功能特性及生物活性的降低或
丧失。
    酶的催化能力及其稳定性主要依赖于酶的空间结构，而酶蛋白的空间结构主要靠副键(二硫键、盐键
、酯键、疏水键和范德华力等)来维持，而各种副键的形成是由氨基酸基团决定的。
例如，半胱氨酸残基上的巯基可形成二硫键，碱性氨基酸残基上的氨摹和酸性氨基酸的羧基可形成盐
键等。
若将肽链上的某一个氨基酸换成另一个氨基酸，则可能引起酶蛋白空间结构的某些改变。
这种修饰方法，称为氨基酸置换修饰。
      通过氨基酸置换修饰，可使酶蛋白的结构发生某些精细的改变，从而提高酶活力或增加酶的稳定性
。
例如，酪氨酰—tRNA合成酶催化酪氨酸和其对应的tRNA合成酪氨酰—tRNA，若将该酶第51位的苏氨
酸由脯氨酸置换，则可使酶活力提高25倍，使该酶对ATP的亲和性提高近100倍。
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又如将丁4溶菌酶分子中第3位的异亮氨酸变成半胱氨酸，使之与第97位的半胱氨酸形成二硫键，经过
这个氨基酸置换修饰后，T4溶菌酶活力保持不变，但该酶对温度的稳定性大大提高。
      氨基酸置换修饰技术不但在酶分子修饰中应用，而且可用来修饰其它功能蛋白质或多肽。
例如，在β—干扰素和白细胞介素的修饰中取得显著效果。
干扰素的稳定性很差，这是由于分子中有三个半胱氨酸，其中两个半胱氨酸的巯基会与一分子干扰素
的游离巯基结合成二硫键而使干扰素失去活性，若将这个半胱氨酸换成丝氨酸，便可使干扰素的稳定
性大大提高。
这种修饰后的干扰素在低温条件下，保存半年之久其活性不变，为临床使用创造了条件。
       化学方法进行氨基酸置换修饰存在着许多困难，但近年来兴起和发展的蛋白质工程，却为氨基酸
置换修饰提供了可靠的手段。
    ⋯⋯
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媒体关注与评论

前言生命的重要特征是自我复制和新陈代谢，这种复杂的生物化学变化是由数千种酶所催化的。
蛋白质是生命的体现者，而蛋白质(包括酶)是由活细胞中DNA作为基因信息载体，通过mRNA作为模
板，在rRNA、tRNA、ATP、辅助因子及酶的作用下合成的。
因此，了解酶的生物合成机理，对于开发新酶源、阐明酶催化特性及其应用，具有重要理论指导意义
。
    食品酶学是基础酶学一个分支，酶技术是生物工程的重要组成部分。
当今，酶工程发展日新月异，酶的固定化、细胞固定化技术及基因工程等新技术已在食品、医药、化
工、农业、环保等部门得到广泛应用。
丹麦Novozyme公司是世界上最大的酶制剂生产企业之一，目前，该公司所生产的酶制剂品种(包括食
品级酶)有60％以上是通过基因工程改良微生物菌种生产的，同时研究证明，这些食品级酶是安全、无
毒的。
    食品酶学是食品科学与工程一级学科的重要专业理论课程。
国内许多院校已把该门课程列为培养研究生的必修课。
本书作者在多年来为研究生讲授《食品酶学》的基础上，搜集了国内外大量文献资料，同时得到曹劲
松、徐建祥两位博士的大力协助，结合我国国情和现代生物技术发展，经过多年来教学实践，编著而
成《食品酶学导论》。
该书力求创新，内容新颖，理论联系实际，文字简练，阐述清晰，每章附有参考文献书目。
可作为食品科学与工程学科专业研究生教学参考教材，也可供从事食品工业生产的高、中级科技人员
阅读和参考。
由于水平所限，不足之处难免，恳请读者批评指正。
                                                                         彭志英                                                                    华南理工大学
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