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木瓜蛋白酶在亲和双水相系统中的 

分配行为及机制研究进展 

张海德*, 王伟涛, 蒋欣欣 

 (海南大学食品学院, 海口 570228) 

摘  要: 本文查阅相关文献, 对木瓜蛋白酶传统提取方法(超滤法、盐析法、有机溶剂法、亲和层析法)及一些

新兴的提取方法如双水相萃取法、亲和双水相法作了简要综述。利用金属螯合亲和双水相分配系统, 能有效获

得高纯度木瓜蛋白酶, 但木瓜蛋白酶与亲和成相剂的相互作用及其分配行为与机制尚不清楚。研究木瓜蛋白酶

与不同金属离子亲和成相剂之间的相互作用和吸附动力学模型；对酶的亲和结合物进行物理表征和分子模拟。

阐明木瓜蛋白酶与不同金属离子亲和成相剂之间的亲和作用原理。将双水相萃取技术和亲和分配技术相融合, 

提出基于木瓜蛋白酶的金属螯合亲和双水相分配技术, 该技术有望大力推动木瓜蛋白酶工业化高效制备的发

展。 
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Progress on the study of mechanism and partition behavior of papain 
in affinity aqueous two-phase systems 

ZHANG Hai-De*, WANG Wei-Tao, JIANG Xin-Xin 

(College of Food Science, Hainan University, Haikou 570228, China) 

ABSTRACT: The separation methods of papain such as ultrafiltration, salt deposition, solvent extraction, 

affinity chromatography, aqueous two - phase extraction, affinity aqueous two-phase extraction and so on 

are evaluated. High purity papain can be expected to obtain by metal chelating affinity aqueous two-phase 

system (ATPS) technology, but the mechanism and partition behavior of papain in this system are not clear. 

It is important to study the interactions between papain and different metal ion affinity phase-separating 

agent, the adsorption kinetics model of papain in ATPS and the physical structure characterization and 

molecular simulation of the enzyme affinity adsorbent. Metal chelating affinity ATPS technology based on 

papain separation, will vigorously promote the development of papain industrialization and it has 

stimulative effect on the development of aqueous two-phase extraction technology. 
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1  前  言 

我国番木瓜的栽培历史已有 300 多年, 产地主要

分布在广东、广西、福建、海南、云南和台湾等省区, 

近年来, 随着人们对番木瓜的需求量增大, 种植番木

瓜经济效益的提高, 其种植面积也在逐步扩大。从番

木瓜中提取木瓜酶是番木瓜种植户的主要经济来源

之一。木瓜蛋白酶(EC3.4.22.2)存在于番木瓜未成熟

果实的乳液中, 乳液是通过切割果实的颈部进行收

集, 风干后制得粗木瓜酶制品。番木瓜收割乳汁后, 

并不影响果实的食用及商品价值, 粗木瓜酶的生产

是番木瓜产业中主要的副产业, 效益显著。木瓜蛋白

酶是由 212 个氨基酸残基组成的蛋白质单链, 具有耐

高温、稳定性好、蛋白质水解能力强等特征[1], 在食

品、医药等领域有广泛的应用[2]。由于木瓜蛋白酶与

木瓜粗酶中的其他蛋白酶的理化性质十分相似, 分

离纯化较为困难, 使得高纯度的木瓜蛋白酶价格昂

贵。又由于在粗酶中各酶的催化性质有异, 不利于其

在一些要求较高的精细化学反应中应用, 在医药、食

品添加剂等领域, 高品质的木瓜蛋白酶基本上靠进

口。现有工业化制备木瓜蛋白酶技术存在工艺繁琐, 

产品纯度不高, 产品酶活性不稳定, 很难规模化生产

等不足, 不能达到现代工业的需求[2], 因此, 人们有

必要进行高纯度木瓜蛋白酶制备新方法的研究, 特

别是对木瓜蛋白酶新型分离方法的分离行为及机制

的研究非常紧迫。 

2  国内外研究现状及发展动态分析 

2.1  木瓜蛋白酶传统提取方法进展 

提取木瓜蛋白酶的传统方法主要有：超滤法、盐

析法、有机溶剂法、亲和层析法等。 

超滤技术虽然广泛地应用于蛋白质的分离纯化, 

但也有一定的局限性, 如果要分离的两种产品的分

子量相差不大则无法用超滤进行分离, 而木瓜粗酶

中存在的几种蛋白酶分子量相差并不大。 

盐析沉淀法是许多蛋白酶初步纯化阶段常用的

方法。王丽彬等 [3]采用硫酸铵分级沉淀、Sephadex 

C-50 色谱柱分离, 从番木瓜乳汁中分离纯化得到木

瓜蛋白酶。结果获得比活为 1184 U/mg 的纯酶, 活力

回收率为 55.79%。乙引等[4]对番木瓜未成熟果实乳

汁进行真空干燥、(NH4)2SO4 沉淀和 Sephadex 50 柱

层析, 分别得到木瓜蛋白酶的粗酶、精酶和纯化酶, 

可用于不同的工业用途。但这些方法制备的酶比活力

并不高, 而且制品含有硫酸铵恶臭气味, 不脱盐无法

符合食品级酶的要求。 

有机溶剂沉淀法具有分辨率高的特点, 也是蛋

白酶初步纯化的常用方法。任国梅等[5]用四种不同的

有机溶剂提取法进行试验, 摸索出木瓜蛋白酶纯化

工艺。但工艺步骤较多, 且有机溶剂会破坏蛋白质的

氢键易引起酶变性失活。万婧等[6]采用乙醇作为提取

剂对番木瓜中木瓜蛋白酶进行提取, 并通过紫外法

测定其酶活性。旨在对有机溶剂沉淀法制备木瓜蛋白

酶的影响因素做较全面的研究, 但得到的酶活回收

率并没有显著的提高, 且工艺过程较复杂。 

亲和层析是 20 世纪 60 年代发展起来的一种高效

快速分离纯化蛋白质的技术。Fatima 等[7]利用偶联于

固相载体上的亲和配基对木瓜蛋白酶的亲和作用来

分离和纯化木瓜蛋白酶, 该法提取的木瓜蛋白酶虽

纯度较高, 但是操作复杂, 不易工业放大生产, 且用

于亲和层析的前处理液需是经过初步纯化的酶液。何

智妍等[8]以包裹壳聚糖的尼龙膜为基质, 通过环氧氯

丙烷交联活化、亚氨基二乙酸偶联、金属镍离子螯合

制备亲和层析膜, 对其色谱性能和再生性进行探讨, 

优化出木瓜蛋白酶最佳吸附条件。此法为亲和双水相

法成相剂的制备提供了思路, 制备金属螯合双水相

成相剂是可行的。Su 等[9]用活性蓝染料作为配体的亲

和膜技术吸附分离木瓜蛋白酶, 使用响应面分析法

对操作参数进行优化, 确定了最佳吸附条件。此方法

能够从水溶液中快速分离木瓜蛋白酶, 纯化倍数较

高, 但需要用 1.0 mol/L NaCl 溶液在碱性条件下进行

解吸附, 对酶活性会有一定的抑制影响。 

因此, 现有的纯化木瓜蛋白酶的方法都存在一

些问题, 有必要寻找制备高纯度高活性木瓜蛋白酶

的新方法。 

2.2  双水相萃取技术在木瓜蛋白酶提取中的应

用进展 

双水相萃取技术是近年出现的、极有应用前途的

新型生物化工分离技术, 特别适用于生物物质的分

离和提纯。近年来, 双水相法萃取木瓜蛋白酶已经引

起了人们的注意, 国内外都有相关的报道。 
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涂绍勇等[10]对 PEG/(NH4)2SO4 双水相系统提取

木瓜蛋白酶进行了研究。得到双水相体系最佳条件为

PEG600 27%, (NH4)2SO4 21%, pH 7.0 和温度 60 ℃。

曹对喜等[11]建立 PEG/(NH4)2SO4 体系提取木瓜蛋白

酶。探讨了 PEG 分子量、PEG 质量分数、(NH4)2SO4

质量分数、pH 值以及粗酶添加量对木瓜蛋白酶萃取

效果的影响, 酶活回收率为 89.30%, 纯化倍数 2.02。

李明亮[12]采用双水相体系从木瓜粗酶中分离纯化木

瓜蛋白酶, 确定了最佳的双水相萃取条件, 还利用氨

基载体和壳聚糖小球对富集到 PEG 相中的木瓜蛋白

酶进行“原位固定化”以回收酶蛋白, 获得了高的固

定化率(>90%)和酶活回收率(>40%)。Kubni 等[13]初步

探索了双水相体系对木瓜蛋白酶的萃取效果, 指出

其构建的双水相体系分离得到的木瓜蛋白酶中仍然

有木瓜凝乳蛋白酶的污染。Nitsawang 等[14]对比研究

了双水相萃取法与两步盐析法对木瓜蛋白酶的纯化

效果, 采用 8% PEG/15% (NH4)2SO4 双水相体系分离

纯化木瓜蛋白酶的纯度较两步盐析法高, 并减少了

提取时间, 但未对双水相体系进行系统的优化。Ling

等 [15]将活性染料 Reactive Red 120 添加到 PEG/ 

(NH4)2SO4 双水相系统中, 对木瓜蛋白酶分配的成相

条件进行了优化, 木瓜蛋白酶的分配比为 1.92, 得率

为 50.09% 。 但 是 , 体 系 中 加 入 的 游 离 亲 和 染 料

Reactive Red 120 对木瓜蛋白酶的分配没什么影响。

Azarkan 等[16]对番木瓜中存在的木瓜酶种类、含量及

分离技术进行了综述, 还介绍了离子交换、共价亲和

层析等方法在木瓜酶分离纯化中的应用。 

以上研究表明, 双水相法制备的木瓜蛋白酶活

力较高, 但产品中仍然存在木瓜凝乳蛋白酶等的污

染, 纯度达不到某些领域应用的要求, 并且研究多集

中在纯化工艺方面 , 即使是相同的双水相系统(例

如：PEG/(NH4)2SO4), 不同的学者优化的工艺结果也

不一致, 对木瓜蛋白酶的分配行为及规律缺乏理论

解释, 无法计算和指导纯化木瓜蛋白酶的过程设计

和工程放大。因此, 寻找一种新型、高效的高纯度木

瓜蛋白酶制备的双水相分离方法, 是目前亟待解决

的问题, 而亲和双水相萃取技术正是在这一背景下

提出的。 

2.3  亲和双水相法分离木瓜酶的相关研究进展 

本实验室进行了亲和双水相法分离木瓜蛋白酶

的相关研究, 万婧等[17]通过双水相法、乙醇法、超滤

法三种提取方法的比较研究, 确定各提取工艺的最

佳参数以期获得具有理想酶活的木瓜蛋白粗酶, 并

研究亲和双水相法较传统工艺提取木瓜蛋白酶的优

劣性, 发现亲和双水相法较传统工艺提取木瓜蛋白

酶具有高分配比和回收率。何继芹等[18]对亲和层析

法、超滤膜分离法、沉淀分离法、溶剂萃取法、双水

相萃取法等分离提取木瓜蛋白酶的方法进行了评述, 

木瓜蛋白酶的产率、活性及应用性与其分离方法相关, 

指出今后需深入进行木瓜蛋白酶的亲和双水相萃取

等新型分离方法的理论研究。 

亲和双水相法在其他蛋白酶的分离领域已经有

一些研究, 主要集中在相系统操作条件的优化和亲

和配体的选择方面。Teotia 等[19]用丙烯酸树脂、海藻

酸钠聚合物作为生物配体, 在聚乙二醇/盐双水相体

系中分离木聚糖酶、支链淀粉酶。Xu 等[20]用三嗪染

料作为亲和配体, 在聚乙二醇/羟丙基淀粉(聚醚砜)

和聚乙二醇/磷酸盐双水相系统中进行 6-磷酸葡糖脱

氢酶和己糖激酶的分离, 对影响的各种参数进行了

优化。Ekblad 等[21]用抗生物素蛋白作为亲和配体, 在

水溶液聚乙二醇/葡聚糖两相系统中分离生物素(酰)

化的脂质体。这些方法显示使用大分子固定化或者非

固定化的亲和配体可用于双水相萃取系统中, 而金

属离子螯合固定化后作为亲和配体, 研究很少, 关于

木瓜酶亲和分配的理论研究方面也很少。 

2.4  双水相系统中蛋白酶的分配行为研究进展 

国内外学者对于双水相系统中其他蛋白酶的分

配行为的研究, 有一些报道, 对本项目的研究有一定

的启发。Mirjana 等[22]研究了果胶酶在 PEG/Na2SO4

双水相系统中的分配行为, 采用响应面试验设计方

法建立了统计学模型, 来预测果胶酶分配比与双水

相成相剂的关系, 证实响应面试验分析方法可用于

双水相系统这样的复杂体系的实验统计模型建立。

Selber 等[23]探讨了数学模型的建立, 对双水相系统中

相系统的选择和分离过程的优化是有效的。陆瑾等[24]

利用简洁的亲和分配模型对纳豆激酶在双聚合物亲

和分配体系中(PEG/PES 以及 EOPO/PES)的实验数据

进行了关联, 计算值与实验值符合较好。然而, 与不

断涌现的双水相分配实验数据形成鲜明对比, 双水

相分配的理论探讨工作显得十分薄弱。 

关于蛋白质与亲和配基间相互作用的关系, 目

前主要有两类模型来表达：①基于非均质晶格理论
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(heterogeneous lattice theory)的表达[25], ②基于多元

平衡形式(multiple-equilibria formalism)的表达[26]。亲

和分配行为受多种因素的影响, 甚为复杂, 目前没有

一套完整的理论和方法来解释和预测物质在双水相

体系中的分配行为, 而最佳的操作条件必须经过实

验来确定, 所以, 对于很多物质在双水相体系的分配

现象还难以从理论上来解释。纵观已有的亲和分配模

型, 并没有合适的便于推导木瓜蛋白酶在亲和双水

相系统中的分配行为。由于缺乏必要的理论指导, 对

很多组分在双水相体系中的分配还不能进行有效的

计算和预测, 有关双水相体系及物质分配的基础数

据非常缺乏, 严重阻碍了使该技术的实际应用。 

3  展 望 

通过国内外的研究表明, 双水相萃取木瓜蛋白

酶已经引起了人们的注意, 但在亲和双水相萃取木

瓜蛋白酶方面研究较少, 本课题组通过多年的研究, 

以番木瓜果中木瓜蛋白酶为研究对象, 通过对其进

行亲和双水相萃取的分离研究, 发现亲和双水相萃

取木瓜蛋白酶有较好的实验预期, 有可能是解决高

纯度、高活力木瓜蛋白酶制备的有效方法, 并取得了

一些成果[27]。但如何解释和预测木瓜蛋白酶在亲和

双水相体系中的分配行为, 特别是木瓜蛋白酶的分

配与亲和成相剂的相互作用, 目前还不清楚。 

所以, 制备一种新型的木瓜蛋白酶分离材料-以

金属离子为配基的亲和成相剂, 探讨木瓜蛋白酶在

固定金属离子亲和成相剂上的吸附行为, 建立亲和

分配模型, 对亲和双水相体系中木瓜蛋白酶的亲和

分配数据进行关联。明确亲和成相剂与木瓜蛋白酶结

合物的物理结构, 阐述木瓜蛋白酶与不同金属离子

亲和成相剂之间的亲和作用, 阐明木瓜蛋白酶在此

双水相体系中的分配行为及机制, 将对高纯度、高活

力木瓜蛋白酶的制取具有理论指导意义, 对目前制

约我国高端木瓜蛋白酶生产技术的关键问题的解决

有促进作用, 具有明显的应用前景。 
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