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蛋白酶和木瓜酶
,

远远不能适应我区饮料工业的发展
。

建议集中力量尽快建立一个酶制剂专

业厂
。

动 植 物 酶 制 剂
.

叶启腾 韦永成 陈 强

( 广 西亚热带作物研究所生化 室 )

一
、

国外动植物酶制剂生产应用概况

酶是一类生命体产生的具有催化功能的蛋白灰
,

也称生物催化剂
。

由于酶促 反 应有 高

效
、

专一
、

温和的特性
,

现在己越来越受到人们的重视
。

以植物酶来说
,

国外主要利用对象是植物蛋 白水解酶
,

其中最大一宗酶种是木瓜蛋白酶

( P
a

aP in )
。

在整个热带地 区都有它的生产和加工场所
。

单以美国来说
,

年进 口粗木瓜酶即

达 5 0 0吨
,

世界年产量达 60 。吨
。

日本的木瓜酶年产量达 2 7吨 (单价每K g 15 0 0 O一牙0 0 0 0 日元 )
。

它主要用于防止啤酒冷混浊和做肉类嫩化剂
。

此外
,

也广泛用于水解蛋白
、

制药 和 作 为 遗

传工程的工具酶
。

法国近年已大量利用木瓜酶做鱼 品加工
,

其中包括将杂碎鱼部分水解加工

成禽
、

畜易于消化 的饲料
。

其次
,

生产量较大的还有菠萝酶 ( B or m le ia
n )

,

产地除美洲
、

非洲热带还有东南亚 ,

利用范围与木瓜酶相仿
。

特别值得一提的是
,

由于上两种酶都是琉基酶
,

它不似胰蛋白酶之

类活性中心含丝氨酸经基的蛋白酶那样
,

受许多豆科植物种子内含的抑制物质抑制而降低活

性
。

所以这两种酶在豆制品加工时越来越受到重视
。

国外应用较多的还有无花果蛋白酶 ( F 玩 in )
,

基本用于肉拳嫩化工业
。

据 报道
,

这是

由于此酶对肌肉蛋白纤维 的切点较为合适所决定的
。

印度人早就会利用沙漠植物骆驼刺的蛋白酶 ( A hl a g ia n ,

j e w兮
e e )

,

它们在植物产地

建立了简单的加工场和作坊
,

直接将骆驼刺的千制品用于皮革脱毛或软化工艺
,

成革质量据

说比灰碱法的还要好
。

在国外
,

非蛋白酶类的植物酶制剂在工业上应用较广的还有仑一淀粉酶
,

它主要存在 于

麦芽
、

甘薯
、

小麦
、

大豆等高等植物中
,

用于麦芽糖和糊精的制造
。

动物酶的生产和应用就更广泛了
,

在欧美的大屠宰场或肉类加工厂内
,

大都设置有将动

物的胰
、

胃
、

胆等脏器综合利用的车间
. ’

将这些脏器制成人们熟知的胰蛋白酶 ( t r y sP in )
、

胰凝乳蛋 白酶 ( e
h y m o t r y p s i n )

、

胃蛋白酶 ( P e p s i n )
、

凝乳酶 (
r e n n i n

) 等大量用于 食

品
、

医药
、

轻纺工业的酶制剂
。
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许多国家从蛋清中分离提取的溶菌酶作为安全的食品防腐剂
、

杀菌剂和消炎药
,

也早己

形成相当的生产力
。

蛇毒除了作为生物工程所必须的工具酶外
,

目前巴西
、

印度
、

泰国诸地生产的眼镜蛇
、

五步蛇之类的毒素大部分被运往瑞典
、

美国
、

英国
、

丹麦
、

瑞士分离制成用于心血管疾病的

良药
。

目前我国台湾省的蛇毒就相当程度地占领 了国际市场
。

为 了节省资金
、

能源
、

材料和便于连续生产
,

欧美国家更多地把昂贵的酶类固定于活化

的载体上
,

做成酶反应器柱
。

诸如将木瓜酶接于固相载体处理啤酒
,

一般认为效果比水溶性

木瓜酶要好
,

并 且不会改变啤酒的原有风味 〔法国专利20 9 1了8 6 ( 1 9 72 年 ) 〕
。

二
、

动植物酶的生产及优越性

虽然 目前生产性用酶大多还靠微生物体制取
,

微生物酶制剂的生产也有其独到之处
,

然

而
,

动植物酶的制备比起微生物酶的生产仍有着不可低估的方便和优越的地方
。

其一
,

它不需微生物酶生产时所用的繁多而大型的发酵设施
,

无需耽心发酵时杂菌污染

甚至满罐作废
;
其二

,

不似发酵微生物要消耗大量粮食 , 其三
,

生产时排出的废料也远不如

发酵时那么多且臭气冲天
,

不致导致空气和环境污染
。

最后
,

它一般也不要微生物酶制取时

破除细胞壁所需的麻烦工序
。

很多动植物酶制剂都可以是组织的直接干燥粉末
。

如剑麻酶可由干燥剑麻植 物 叶 表 栅

栏组织制成产品
。

这样的粗制品即可用于皮革工业
。

骆驼刺酶用于糠革的制品亦与 剑 麻酶 相

似
。

蜗牛酶也仅需把蜗牛的消化道冷冻干燥制成干粉就获得了有相当活性的工业酶制剂
。

当
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然
,

轻纺
、

制革甚至食品工业所用的动植物蛋白酶往往也只需直接干燥动植物组织做成的制品

即可
。

这不但是因为这些行业对酶的纯度要求不高
,

而更重要的是这样制成的产品因含多种天

然保护物质
,

且加工程序不多
,

活性保存情况反而较高
。

众所周知
,

酶制剂往往越是纯净
,

其活性降低就越迅速
。

可是
,

将酶进一步纯化的步骤也并不复杂
。

它的制法也象通常的蛋 白质溶 液 的 提 纯一

样
。

一般可采取如下方法和步骤
: ①盐析

,

分级盐析 , ②有机溶剂沉降
,

有机溶剂分级 , ③

等电点沉降 , ④吸附分离 , ⑤透折法提取 , ⑥柱层析分离 , ⑦结晶法提纯分离 , ⑧或者是这

些方法的混用
。

上述的方法步骤中
,

以分级盐析和有机溶剂分级分离提纯最为常用
。

这两种方法都是根

据不同的蛋白质在不同浓度的中性盐溶液和不同浓度的各种有机溶剂中随溶解度不同而达到

分离的目的的
。

例如血浆中的蛋白质 ( 它们大多是酶 ) 在低盐浓度时所有的蛋白质都是溶解

的
,

但是中性盐硫酸按为 20 %饱和度时
,

纤维蛋白析出 ; 23 一幼%时优球蛋 白析出
,

33 一 50 %

时拟球蛋 白性 出
,

50 % 以上 白蛋白析出
。

对于有机溶剂的不同浓度
,

酶蛋 白就更敏感了
。

盐析工艺过程可归纳如下
:

组织匀浆—
、 稀盐溶液溶出蛋白—

” 离心去除沉淀杂物—
” 上清液再加入一定量

中性盐离心去除沉淀杂蛋 白—
、 加入一定量同种 中性盐—

一
, 离心去除上清杂蛋 白—

、

将沉淀酶蛋白干燥—
` 封装得制剂

。

有机溶剂分级沉降程序基本与盐析相 同
,

只是将盐溶液转换成有机溶剂在冷冻条件下制

备
,

且要增加一个使产品脱去和回收有机溶剂的步骤
。

上面举的均是胞外酶的提取
,

而细胞 内酶则要经过破除细胞壁这一步
,

当然细胞内酶的

含量较少
,

提取也较困难
,

因而也较少用于工业提取
。

三
、

提取酶的原则

( 一 ) 筛选好的品种及其组织

在动植物酶提取时
,

首先要注意筛选高活力
、

高含量的动植物 品种和组织部分
,

并选择

在高含量的生育阶段来提取
,

尤其是植物酶要注意 以上条件
。

例如
,

在提取无花果酶和木瓜酶时首先要选择高活性含量的品种
。

无花果中有些品种就

可能无法测出其蛋白酶活性
,

木瓜和剑麻菠萝的酶均取自皮汁
,

木瓜酶也只有在未成熟 的绿

果才含有
。

剑麻酶的含量与植株生长状况极有联系
,

唯生长旺盛的麻株酶活性高
,

低产麻比

高产麻的酶活性可 以相差数 10 倍
。

动物酶的提取则主要是含酶组织局限很大
,

比如胰 蛋 白 酶
、

糜蛋白酶仅在动物胰脏含

有
,

只能从胰腺提取
。

胃蛋 白酶仅在动物胃脏存在
,

因而只能从 胃脏提取
。

( 二 ) 掌握酶的性质

要考虑酶的蛋白质特性
,

避免接触蛋 白质变性因素
。

譬如避免接触强酸
、

强碱
、

高温
、

重金属离子
、

表面活性剂之类
,

它们都能使蛋白质变性
,

或改变酶蛋自的结构而令酶失活
。

( 三 ) 避免破坏酶 的活性 中心

酶虽然是一种蛋 白质但又与一般蛋白质不同
,

首先它的氨基酸链盘曲折叠以至某几个氧
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基酸残基在一级 结构中相距很远 ( 氨基酸首尾连接成肤的顺序称为一级结构 )
,

而在空间位置

相近
。

它们的活性琉基
、

经基
、

咪哇基之类作用形成所谓的电子传递链
。

其次
,

这一部位还可能

含有金属或接有辅酶
,

辅基
; 正是这一部位起到了与反应底物结合并催化底物反应的功能

,

如

果它们的结构或组成被破坏就令酶的生物学活性完全丧失
。

故凡不利酶活性部位结构的因素

都必须避免
。

如
:
剑麻酶

、

木瓜酶
、

无花果酶
、

菠萝酶活性中心的琉基 ( S H基 )
,

就极易被氧

化剂
、

重金属作用而形成二硫链等令酶失活 , 胰
、

胃蛋白酶活性 中心的经基 ( O H ) 却容 易

为二异丙基氟磷酸之类破坏
,
金属酶则不能接触柠檬酸

、

乙二氨四乙酸 ( E D T A ) 等 金 属

整合剂
。

在生产过程中
,

如上所述的这些因素就必须考虑
,

否则忽视一点最终将使所得产品

毁于一旦
。

四
、

国内动植物酶制剂生产原料现状和展望

在我国
,

微生物
、

动物
、

植物三方面的酶源中的后两项一直未能受到应有的重视
,

我国

多年来出版的工业酶制剂教科书中就都未见提及动
、

植物酶
。

我国幅原辽阔
,

生态环境复杂
,

动植物酶的资源十分丰富
。

南方诸省数以百 万亩计的菠

萝
、

剑麻
、

番木瓜便是富含蛋白酶的植物
。

菠萝果肉做成罐头后剩下的皮汁尚能进一步处理

成果汁和菠萝酶
。

可是
,

能这样综合利用的全国也仅有南宁罐头厂一家而 已
,

用于制醉的菠萝

基地不到 5%
,

全国菠萝酶的年产量还不足两吨
。

由于产品短缺
,

价格飞涨
。

1 974 年初
,

南宁罐

头厂 4 0万福林单位 / g 的菠萝酶尚是 160 元 / K g ,
1 9 74 年中升至 2 40 元 / 公斤至 1 9 7 5年底已升至

4 00 元 / k g
,

可见大大供不应求
。

木瓜酶也有同样现象
,

产量之少远不足需
,

按 1 9 8 5年统 计
,

全国仅有与我们有联系的 5家作坊生产
,
总产不足 1吨

。

而按
“ 七五

”
计划

,

广西生物工程专业

组预算
,

单啤酒一项用酶量即达 500 吨 / 年
,
而我国木瓜酶和菠萝酶年产之和尚未达需求量的

千分之 三
。

至子剑麻酶这一丰富酶源的情况更是令人遗憾
。

南方诸省拥有麻园 30 万亩
,

以中

等麻田分析
,

每 m l麻皮汁含酶 10 0 0 0单位 ( 酪蛋白法 )
,

每亩地可提酶 3 0 0 0 0万万单位
,

比菠萝

的含酶活性要高得多
,

却根本没有得到利用
,

使大量可制酶的原料都在纤维加工过程中随污

水排出
,

成了公害
。

一

我国的动物脏器酶生产原料的命运也好不 了多少
。

每年宰杀的猪
、

牛
、

羊牲畜何止亿万
,

它们的胰
、

胃均可加工成酶
,

包括治蛇伤坏疽
、

烧伤的灵药胰蛋白酶
、

胃蛋白酶 , 治白内障

的药物糜蛋白酶 , 治疗心脏病高血脂的弹性蛋白酶
、

激肤酶
。

当然这些酶也多是 食 品 和 纺

织丁业用的重要酶类
。

可在我 国
,

真正能将这些资源利用起来的也仅有武汉
、

上海等少数厂

家
。

我们都知道蜗牛 的消化道内确含有高活性的纤维素酶
。

蜗牛肉尽可出口
,

其消化道干粉则

能用来处理杂草
,

将不能消化的纤维素部分水解而变为营养物质
。

故以小而言
,

可为轻纺工业

用酶
`
大则可用于整个饲料处理

,

解决禽畜喂养的碳水化合物来源
,

以改变消耗大量粮食的

现状
。

可是在我国
,

蜗牛酶却只能在一些研究单位做成为数很少的工具酶
。

总之南方诸省地处热带
、

亚热带
,

且多山地丘陵
,

有着特殊的生态环境
,

这是神州其他

地方所不能比拟的
,

所谓山区有山货
。

上海
、

北京之类大城市虽有雄厚的技术力量
,

却无法

找到这样好的地理
、

气候条件
。
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可以说北纬 22 度以南
,

木瓜繁茂
; 24 度以南适于菠萝结实

,

而至25 度剑 麻 尚能正常生

长
,

至 29 度凤尾丝兰生势仍很旺盛
。

此 外这些地方也是无花果
、

称猴桃
、

人心果
、

马来豆
、

萝摩
、

牛角瓜
、

灰叶麻等作物的产地
,

从这些植物中完全可提取出催化反应专一性各异的醉

制剂
,

最低限度也都将能提取出这些酶的试剂产品
,

填补我国的空白
。

同样
,

由于南方水面宽阔
、

在发展鸡
、

鸭
、

鹅
、

鸽等家禽的 同时
,

按我国国情尽可不采

用价格高昂的蛋清做原料
,

而是利用蛋壳制取溶菌酶
,

做抑菌剂
、

抗菌剂或生物工程破除细

胞壁的工具酶
。

这一酶源
,

在我国南方几乎完全未被开发
。

两广
、

福建受南太平洋季风影响
,

终年湿度较高
,

蜗牛品种很多
,

在广西 北海市就有蜗

牛肉加工基地
,

蜗牛罐头加工的废料亦可利用
,

变废为宝
,

提取出大量的纤维素酶
。

可以预

料
,

在南海
、

北部湾广 阔的热带海域中
,

蚌
、

蛤之类以水草为食物的软体动物消化道内将可

测 出切点各异
,

用途广泛的纤维素酶
。

将其利用则是一笔财富
。

众所周知
.

尿激酶在体内可活化血纤溶酶原成为血纤液酶
。

它对血纤维蛋白
、

血纤蛋白

原
、

凝血因子 VI
、

V
、

VII
、

恤都有溶解作用
,

因此可溶血栓
、

抗凝血
,

所 以是一种 十 分 有

效的溶血栓药剂
。

动物实验证明它尚有明显的降低血压效应
,

在国外早已用于中风
、

各种栓

塞
、

风湿的治疗
,

并用于肿瘤的协同治疗及脏器移植中
,

因其无毒无副作用
,

所 以是很好的药

物
。

它主要存在于哺乳动物的尿中
,

人尿平均每毫升 5一 6国际单位
,

只要对公共厕所做到适

当的控制
,

这一资源简直无穷无尽
。

〔沉淀〕
男 性 尿1些笙〔塑旦

里
互。

它的生产工艺也不算复杂
,

现列出
,

供参考
:

〔酸化 〕

〔洗涤〕
旦卫冷土

.

。 硅藻土柱 -

一

上清尿液

M

卫少
二

些 、 酸化 尿
.

壁
-

夔些遇冲吸附物

M 〔去热原
,

色素〕
O

。

02 氨水
·

0
。

02 氮水
+ o

。
I M N a C I

、

洗脱凳砚一旦型全生互 一

一 p H S
。

0

〔浓缩 〕

流 出 液 监路
一 C“ 一 C柱

〔洗脱〕
_

_
_ _ 一

醒灌二查聋酸钠
_

_
_

_

_
一件 肺 、 、

氨水加氯化钠 p H l l
.

5 ~ 1 1
.

5
’ “ “ 川

“ ’
卜

〔透析〕 〔冻干 〕
4℃水

_
:
* 、 初

:
_ ,。 : j

—
一 刃立 似 曰伙

—
-
-

一一 少彩心口口

下面再将几个主要推荐开发的酶工艺列出
,

仅供参考
:

①菠萝酶工艺

下 一上清液消毒做果汁

〔吸附〕
_ _

_
_

. _ 、 . _ _ _
_ . _ _

越萝
一

削座
,

丝星过、 皮汁旦当遥i卫扯七
一 ,

沉淀物坦匹型旦l旦丛卫星分 生旦夔塑
一叶

〔盐析 〕 〔分 离〕
滤液塑

黯
` L一

皿离
`

哑
一沉淀物

蟹
一冻千物 笠磅、 成品菠萝酶

蛋

②溶菌酶生产工艺

、 几旦屯卫通丝少旦1鱼红契琶 ;丛、 相1埠滴
J b 4 0

c

C ( 固液 比 1
: 1 )

丝丝卫旦丛违七卫旦鉴
_ ,

速兰鱼必。
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上清液
N a O H 调P H 6 + 1 0 %聚丙烯酸

、 凝聚物 到少坚卫创迎迈 。 物料查塾置一

一
, 上清回收聚丙 烯酸

+ ZN H C I + 5 0% C a C I: , p H 6
。

o呻 物料
一

壁塾兰
-

习沉淀生丝兰9丝
全卫少迈。 离心*

, N a C I一 , 5%
、 结晶—

、 重结晶

③木瓜酶工艺

木瓜皮乳胶
一

砷液化土途护剑 , 过遮圭金、 滤液 高速离心

去淀粉及死蛋白

_ 卜 、 薄膜浓缩
一 习一 嘴曰

—
一

护

浓 缩 物咬里王夔、 干 燥 物巫
一

鱼 、 成品

在使用酶反应器方面
,

我国是较落后的
。

我们完全可 以象海外厂 家那样把价格 并 不 低

廉的木瓜酶
、

菠萝酶
、

胰蛋白酶等接在活化的载体上 ( 比如接在琼脂糖凝胶
,

狡甲基纤维素

等上 )
,

做成所谓酶反应器柱
,

让啤酒流水线通过反应器柱获得澄清优质产品
,

令豆浆通过反

应器柱取得水解蛋白
。

五
、

酶筛选和提取的几个易行方法举例

<一> 蛋白酶筛选的简易法

我们在筛选蛋白酶时是基于蛋白酶对明胶的水解作用
,

利用废 X光胶片的明胶底膜作反

应底物
。

由于只需 20 个福林单位的低蛋白水解活性即可在附有黑色的银粒的胶片上腐蚀出白

色空斑 ( 因水解掉明胶片基而 附于其上的黑色银粒子 随之脱落 )
。

我们将怀疑含有蛋白酶的

各个科属的植物汁液滴加于其上而找出了含酶活性较高的龙舌兰科植物
,

并 选出了较高活性

的无花果酶
。

( 二 ) 纤维素酶筛选

利用不含杂质的定性滤纸做底物
。

基于纤维素酶的水解溶化特性
,

将各种软体动物的消

化道榨出液
,

浸泡这些定性滤纸
,

观察水解斑或溶解程度大小
,

根据消化道液的用量亦可筛

选出较高活性的纤维素酶
。

这样的例子当然还可以举一反三
。

我们以为好似这种简单方便的普查形式在南方技术力

量不足
、

设备也很少的情况下是可以发挥大作用的
。

( 三 ) 利用亲和层折提取纯酶制剂

将动植物浆用稀盐溶液泡浸溶解出含酶液后
,

离心去除沉淀的杂物
,

这时可采用亲和层

折一步提出纯酶
。

该法是利用抗体与抗原
、

抑制物与酶
、

底物与酶的亲和配对结合能力
。

将

这些与酶亲和的配基连接在固相载体上做成层折柱
,

让含酶液通过其上而吸附
,

最后甩适当

的溶液洗脱柱上的酶就得到了很纯的酶蛋白
。

该法因为提取率高而纯
,

且分离柱一般都可多

次反复使用
,

所以 己成为国外工业性酶生产的常规方法
。

比如用甘氨酞
、

酪氨酞
、

酪氨酞
、

精

氨酸 ( B ZI ) 做配基的层抗柱
,

用水做洗脱剂就能分离出木瓜酶 的纯品
。

用壳质底物做配基

接于载体上
,

用。
.

25 M K c l磷酸缓冲液 ( P H 4
.

6 ) 做洗脱剂即能分离得到纯净的溶菌酶
。
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我们认为这样简易的提取酶的工作是值得一试
、

有待开发的
,

应当从实验室走出来
,

走

进工厂造福于民
。

总之我国南部亚热带地域物产丰富
,

有着独特的酶生产资源
,

在做动植物酶的工作中也

有其领先和优越的地方
,

比如广西就有剑麻酶
、

菠萝茎酶
、

菠萝酶
、

木 瓜酶等儿个独省经营

或基本上魏省经营的酶种
,

我们还有许多眼见的资源有待开发
。

所以在这块土地上
,

无论是

生物工程
、

酶工程或是遗传工程都将是大有作为的
,

重要的是我们不可低估了 自己的优势
。

质 粒 和 发 酵 工 业

汪 一 平

( 广西 医学院 )

发现细菌中的质粒 ( P las m id ) 己经有 40 年的历史了
,

开始只在大肠杆 菌 中发 现有 质

粒
,

现在已普遍接受大多数细菌都有质粒这样的观点了
,

质粒的定义正在被推广
,

泛指那 些

不依附于细菌染色体
,

能够稳定遗传的 D N A分子
。

质粒是分子水平的生命体
,

对宿主细菌并

非必需的
,

然而有的质粒能够赋予 宿 主 某 些遗传特性
,

如抗药性
,

降解有机物
,

产生细菌

素
、

致病性等
,

增加细菌对环境的适应力
。

70 年代
,

质粒生物学发生了重大变革
。

质粒首次被作为基因载体
,

在原核细胞中表达了

真核基因
,

显示出了质粒对物种改造的巨大潜力
,

并终于 导 致 了 70 年 代 后 期 生 物 工程

( BI Ot “ 。
iln ol o g y ) 的兴起

。

传统的发醉工业也受到了冲击
,

发酵工业不再是
“
发酵技术

”

而成为
“
发酵科学

” 了
。

发酵科学包括了遗传
、

代谢调控
、

细胞外环境控制三个不同层次的

内容
。

一项好的发酵设计应当综合考虑这三方面内容的相互联系
,

达到高产
、

低耗
、

优质
、

安全 的目的
。

这种优化设计往往要从菌种开始
,

菌种很主要地决定了产量的高低
。

由于70 年代质粒生

物学的进展
,

在发酵工业中已经可以创造一些自然界没有的 高 产工 程 菌 ( e n g执 ee ir n g一

ba ct 盯 ia ) 来取代传统的工业菌株
。

英国的帝国化学工业公司在 1 9 6 8年就从几千种分离物中

分离出可利用 甲醇为碳源的 甲醇菌
,

但利用率不高
。

后来
,

该公司利用基因工程将一个关键

酶的基因从大肠杆菌转移到 甲醇菌中
,

这样就降低了能量消耗
,

更多地积累蛋白质
,

其含量

可高达菌体重量的 72 %
。

1 9 72年中试
,

1 9 7 6年就开始建造直 径 8 米
,

高 60 米
,

容 量 1 50 立方

米
,

年产 5~ 15 万吨单细胞蛋白质的连续发酵塔
,

经 17 7次动物试验证明产 品无毒性
。

1 9 8 3年

正式投产
,

是 目前最大的发酵工程
。

谷氨酸发酵工业已有近30 年的历史了
,

现在谷氨酸的生产水平达 60 ~ 1 20 克 / 升
。

传统的

方法是选育抗代谢和 自养突变型的菌株而获得高产的
。

因为所诱导的积累 突变株已经彻底或

是走向彻底破坏氨基酸合成途径的反馈调节
,

所以诱变技术发展到一定阶段之后很难再提高

菌株的产量了
。

另一种更合理的方法是把谷氨酸基因克隆在质粒上
,

创造一种专 门高产谷氨酸


