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摘要:为了探索不同参数超声波对淀粉酶活性的影响效果 , 将水稻淀粉酶经分级盐析初步纯化后, 用 DEAE-纤维素进

行柱层析.层析结果分离出两个蛋白峰.第 1 个蛋白峰无酶活力;第 2个蛋白峰有很高的酶活力 ,且酶活力峰与蛋白

峰吻合.将此峰中蛋白成分进行聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,电泳结果显示的蛋白带比粗酶的蛋白带明显减少.经柱层析

后淀粉酶被纯化13.726倍.将部分纯化的淀粉酶用适宜参数的超声波处理可以使酶活力提高 9.09%～ 33.09%.
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Effect of ultrasound on catalytic activity of amylase
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Abstract:In order to probe into the effects of ultrasound in different parameters on amylase activi ty ,

coarse amylase of rice was purified w ith diethylaminoethyl cellulose chromatography after being salted

out w ith(NH 4)2SO4.Two sing le protein peaks were separated wi th g radient elution.The second pro-

tein component show ed quite high amylase activi ty and the activity peak inosculated w ith the protein

peak.The ingredient having the highest activity in the second protein peak w as used to process poly-

acrylamide gel electropho resis.The results showed that there w ere less ing redients in the purified sam-

ple than in the coarse sample.Ultrasound treatment with sui table parameters could increase the en-

zyme activity by 9.09%-33.09%.
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　　淀粉酶家族有 α-淀粉酶(EC 3.2.1.1)、β-淀粉

酶(EC 3.2.1.2)、葡萄糖淀粉酶(EC 3.2.1.3)、麦芽

四糖淀粉酶(EC 3.2.1.60)等几种 ,是一类能催化 α-

D-吡喃葡糖基之间(1※4)糖苷键水解的酶类.另外 ,

还有水解支链淀粉的 R酶等.不同种淀粉酶之间氨

基酸等同性很低.近期研究表明 , α-淀粉酶和麦芽四

糖淀粉酶在空间结构和功能上有一定程度的类似

性 ,其他两种淀粉酶则具有另外的结构和功能特

点
[ 1]
.α-淀粉酶广泛应用于食品 、酿造 、制药 、纺织 、

医药及石油开采等方面[ 2] , β-淀粉酶多应用于饴糖 、

啤酒和高麦芽糖的生产[ 3] .近年来有研究发现 ,适

当强度超声波处理可增强细胞膜的透性[ 4] ,促进生

物酶的催化活性
[ 5 ,6]

.声场对酶催化过程影响的研

究将对酶学理论产生积极的影响 ,在酶的工业生产

利用方面也有很大的应用前景.本研究试图确定声

场能量与淀粉酶催化反应速度的关系 ,为其在工业

催化上的应用提供依据.

1　材料与方法

1.1　供试材料

淀粉酶从水稻 Oryza sativa L.(品种丰丝占)的发

芽种子中提取.水稻种子取自广东省农科院水稻所.

第 26 卷 第 1 期
　2005 年 1 月

　　　　　　　　　　 华南农业大学学报
Journal of South China Ag ricultural University

　　　　　　　　　　Vol.26 , No.1
　Jan.2005



1.2　酶活力和蛋白质含量测定

参照 Bradford[ 7] 方法测定蛋白质浓度 ,参考赵

赣[ 8]方法测酶活力.酶活力以每分钟每毫克蛋白质

催化生成 1 mg 麦芽糖所要的酶量为一个活力单位

(U),即 U/(mg·min).

1.3　酶纯度鉴定

采用聚丙烯酰胺不连续凝胶电泳(质量分数为

4%浓缩胶 ,质量分数为 10%分离胶)[ 9]进行.

2　结果与分析

2.1　淀粉酶的提取 、部分纯化与鉴定

取稻种在 30 ℃浸种 24 h ,然后 30 ℃培养至露

白.取已露白种子研磨匀浆 , 12 000 r/min 离心 20

min ,上清液为粗酶液.向粗酶液中加固体硫酸铵至

饱和度 35%, 4 ℃盐析 3 h 后12 000 r/min 离心 20

min ,收集上清液 ,添加硫酸铵至饱和度60%.4 ℃盐

析 6 h 后12 000 r/min离心 20 min ,收集沉淀.将沉

淀溶于少量 0.02 mol/L 、pH 7.0的磷酸缓冲液 ,于 4

℃透析至酶液中不含硫酸根离子 ,测定酶活力.

将经硫酸铵分级沉淀的粗酶上 DEAE-纤维素柱

层析 , 2 cm×30 cm.采用分段洗脱与梯度洗脱结合

法洗脱 ,先用 0.02 moL/L 、pH 7.0 的磷酸缓冲液洗

脱 ,第 1个蛋白峰全部出来后换为梯度洗脱;洗脱瓶

中为 250 mL 含 0.05 moL/L NaCl的 0.02 moL/L 、

pH 7.0 的磷酸缓冲液 ,贮液瓶中为 250 mL 含 1.0

moL/L NaCl的 0.02 moL/L 、pH 7.0 的磷酸缓冲

液.每 10 min洗脱速度为 4 mL/管.梯度洗脱后分

离出 2个单独的蛋白峰区域 ,其中洗脱体积较小的

蛋白峰无酶活力 ,洗脱体积较大的蛋白峰有很高的

酶活力 ,且酶活力峰与蛋白峰吻合(图 1),故其中含

淀粉酶 ,可进行下一步研究.层析后酶的活力比粗酶

液提高了 13.726倍(表 1).将酶活力最高的成分进

行聚丙烯酰胺凝胶电泳 ,结果见图 2.从图2可见 ,未

经纯化的图谱上可观察到十多条蛋白带 ,而纯化后蛋

白带只有 6条 ,说明层析后酶已得到进一步纯化.

表 1　淀粉酶部分纯化

Tab.1　Partial purification of amylase

步骤

process

ρ(蛋白 protein)/

(μg·m L-1)

酶活力 enzyme activity/

(U·mg-1·min-1)

纯化倍数

purifica tion folds

粗酶液提取 enzyme ex traction 6 857.1 0.441 1.000

硫酸铵分级沉淀(饱和度 60%)(NH4)2SO4 fractionation(60% satulation) 9 755.4 1.584 3.592

DEAE-纤维素层析 DEAE-cellulose chromatography 247.1 6.053 13.726

图 1　淀粉酶 DEAE-纤维素层析图谱

Fig.1　DEAE-cellulose chromatography o f amylase

2.2　超声波对淀粉酶催化活力的影响

2.2.1　不同功率超声波处理对淀粉酶活力的影响

效果　淀粉酶经过 16.5 kHz 、不同功率的超声波处

理 5 min后 ,酶活力均有较大的提高 ,激活酶的最适

功率为150 W(表2),酶活力比对照提高了31.88%.

方差分析表明 ,不同功率超声波处理淀粉酶的效果

达到显著水平[ F =3.151>F0.05(5 , 29)] .

1～ 3:经 DEAE分离后;　4 ,5:未经 DEAE分离

1-3:After DEAE colum n;　4 , 5:Before DEAE column

图 2　淀粉酶电泳结果

Fig.2　Results of amylase by polyacrylamide gel electrophoresis

2.2.2　超声波处理不同时间对淀粉酶活性的影响效

果　淀粉酶经过 16.5 kHz 、150 W 的超声波处理不同

时间后 ,酶活力均得到激活 ,最适处理时间为5 min(表

3).在此条件下 ,酶活力比对照提高 33.09%.方差分

析得到 ,超声波处理不同时间对淀粉酶活力的影响效

果达到显著水平[ F =5.576>F 0.05(8 , 29)] .
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表 2　16.5 kHz不同功率超声波处理淀粉酶 5 min的效果1)

Tab.2　Ef fect of ultrasound treatment with 16.5 kHz, different

power and 5 min on amylase activity

超声功率

ultrasound

pow er/W

酶活力平均数

average of enzyme

activity/(U·mg-1·min-1)

比对照提高百分率

percentage above

control / %

0 0.276±0.026 b

25 0.359±0.016 a 30.07

50 0.354±0.015 a 28.26

100 0.360±0.016 a 30.43

150 0.364±0.015 a 31.88

200 0.343±0.022 a 24.48

　1)表中的字母为多重比较结果(α=0.05), 不同字母表示

差异显著 ,相同字母表示差异不显著

表 3　16.5 kHz、150 W超声波对淀粉酶处理不同时间效果1)

Tab.3　Effect of treatment by ultrasound with 16.5 kHz,

150 W and different time on amylase activity

t(超声处理

ultrasound

treatment)

/ min

酶活力平均数

average of

enzyme activity

/(U·mg-1·min-1)

比对照提高

百分率

percentage above

control / %

0 0.275±0.003 c

1 0.338±0.016 ab 22.91

2 0.338±0.019 ab 22.91

3 0.339±0.011 ab 23.27

4 0.347±0.021 a 26.18

5 0.366±0.009 a 33.09

10 0.300±0.012 b 9.09

15 0.299±0.010 b 8.73

20 0.300±0.019 b 9.09

　1)表中的字母为多重比较结果(α=0.05), 不同字母表示

差异显著 ,相同字母表示差异不显著

2.2.3　不同频率超声波处理对淀粉酶活力的影响

效果　淀粉酶经过 150 W 、不同频率的超声波处理 5

min后 ,酶活力均有提高 ,但不同频率处理下增幅差

别不大 ,对酶活力提高最多的频率为 16.5 kHz(表

4).方差分析得到 ,在本试验中用不同频率超声波处

理时 , 淀粉酶活力的激活没有显著的差异 [ F =

0.519 8<F0.05(5 , 35)] .

　　各种参试频率的超声波均有接近相同的效果.

综合超声波功率 、时间参数 ,可知激活淀粉酶的最佳

超声波参数组合为:功率 150 W ,频率 16.5 kHz ,处

理时间为 5 min.

表 4　150 W不同频率超声波处理淀粉酶 5 min效果1)

Tab.4　Effect of treatment by ultrasound with 150 W, 5

min and dif ferent power on amylase

超声频率

ultrasound

frequency/kHz

酶活力平均数

average of enzyme

activity/ (U·mg-1·min-1)

比对照提高百分率

percentag e above

control / %

对照 control 0.279±0.034 b

13.5 0.334±0.037 a 19.71

15.0 0.327±0.036 a 17.20

16.5 0.357±0.034 a 27.96

17.0 0.320±0.043 a 14.69

18.0 0.320±0.040 a 14.69

　1)表中的字母为多重比较结果(a=0.05), 不同字母表示差

异显著 ,相同字母表示差异不显著

3　讨论

一般认为较低的超声波功率对酶起激活作用 ,

大功率的超声波会让酶失活.本研究中适宜的超声

波处理使淀粉酶活力提高 ,激活的最适功率为 150

W ,属于大功率.可见 ,激活酶的超声波参数因酶而

异 ,且影响规律要综合考虑功率 、频率等参数.超声

波对一种酶的酶促反应究竟有何影响 ,要看不同的

参数和试验条件而定 ,并不能一概而论.曾有研究表

明 ,超声场条件下 ,固定化糖化酶表现较对照条件高

2倍多的酶活力
[ 10]

,本试验中超声波可激活淀粉酶 ,

但最大增幅比上述增幅小得多 ,可能的原因是:超声

波对溶液酶的促进作用不如对固定化酶明显;酶的

来源不同.

超声波在媒质中传播时使媒质质点进入振动状

态 ,二者相互作用主要产生空化现象.空化现象分为

瞬态空化与稳态空化.前者短暂而剧烈(发生在较高

声强下),空化泡迅速涨大并破裂;后者空化泡的大

小变化是有规律和缓和的(在较低声强作用下).两

种空化现象在超声波处理时几乎同时存在.空化泡

破裂时发出的冲击波能引起空化泡周围物质的机械

破坏作用 ,同时也引起围绕小泡的液体物质的剧烈

流动 ,即微声流现象的发生 ,低速微声流可使空化泡

周围的物质混匀[ 11] .倘若在稳态空化气泡附近存在

有酶或细胞 ,它们将会在微声流作用下受到较大的

切向力作用[ 12] .超声波作用于化学反应 ,不仅来源

于分子间的相互作用 ,更主要的是来源于超声波空

化现象.
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前人曾研究了超声波对淀粉的作用 ,发现超声

波处理引起淀粉颗粒物理降解 ,导致淀粉表观粘质

的下降 ,使淀粉分子变小 ,温和的超声波条件使淀粉

水溶性增加 , 而较强的超声处理使支链淀粉降

解[ 13] .在淀粉糊化开始温度或该温度以上 ,超声波

对降解速率有加快作用 ,高的声功率也加快降解速

率
[ 14]
.所以 ,结合本试验结果 ,初步认为超声波在淀

粉酶酶促反应过程中起作用的机理可能是:超声波

直接作用于底物 , 使其溶解度增大 ,或产生部分降

解 ,进而使酶促反应更易进行;超声波作用产生的微

声流对底物和酶分子产生一定程度的冲击 ,使二者

接触次数增加 ,进而促进反应速率增加 ,产物在此微

声流作用下也可能释放速度加快;稳态空化产生一

定的能量 ,传递给反应系统 ,从而改善底物进入酶及

产物进入溶质的传质扩散过程;超声波作用也可能

改变了酶分子构象 ,使其空间结构更适宜与底物结

合发挥催化功能.
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