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摘　要　本文总结了近年来我校木瓜蛋白酶的研究及应用进展。1)对国产木瓜乳汁粗酶进行了分离与纯化 ,得到

了重结晶的木瓜蛋白酶和木瓜凝乳酶 ,结晶分别为柱状和针状 ; 2)为了提高木瓜蛋白酶活性检测的准确性 ,增强国

际市场的竞争能力 ,采用紫外分光光度法 ,茚三酮显色法及 BAEE法对国内外不同来源的木瓜蛋白酶进行了比较 ,

找出以上 3种方法的最适反应条件、提出了在工农业生产中的应用途径 ; 3) 在研制木瓜蛋白酶的基础上 ,利用酶

工程方法 ,制备了纤维素固定化木瓜蛋白酶和琼脂固定化木瓜蛋白酶 ,增强了酶的热稳定性及保存性 ,用于啤酒生

产可以提高防浊效果、增进氨基酸营养 ; 4)与广州园艺公司、广州酶制剂厂及前进食品厂等合作 ,进行了木瓜蛋白

酶的系列产品开发 ,陆续研制出国产嫩肉粉、啤酒澄清剂、饼干松化剂、饲料添加剂等新产品 ,在食品工业和饲料工

业中获得了较好的效益。
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Re search and application of papain

Wu Xianrong
(College of Biology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract　Pap aya ( Carica p ap aya L. ) is a herbaceous dicotyledon sp ecies of Caricaceae . There are many res ources

of p ap aya in China s outh provinces , but they are not well develop ed. In s ome areas , p ap aya is jus t us ed as feed of

pig. For a better utilization of Chines e p ap aya res ources , res earch on p ap ain extraction and application began in 1984 ,

and develop ed following for the need of p ap ain on the market . 1) In 1984 , the p ap ain was is olated and purified.

Guangzhou Horticulture Comp any prep ared the crude extract powder of p ap ain , which was purified in our laboratory.

Ten elution p eaks were identiufied through CM2cellulos e column chromatography. Peaks No. 1 to No 4 did not induce

proteas e activities . Peaks No. 5 to 9 poss ess ed chymop ap ain A and B , containing 65 % of total protein amount and

54 % of total enzyme activity. The M. W. of chymop ap ain A was 2818 kD and contained 015 % of total protein , which

mainly exis ted in p eak 5. Chymop ap ain B , having a M. W. of 24 kD in p eaks 6 to 9. Peak 10 was p ap ain. It contained

17 % of total protein amount and approximately 46 % of toal enzyme activity. Thus , it is obvious that at leas t 82 % of

total proteins in crude extract powder of p ap aya are protein hydrolas e . After fractionation , recrys tallized p ap ain and

chymop ap ain could be identified. Crystal forms are columnar and acicular. 2) The bioass ay of p ap ain activity was con2
ducted using three different methods : UV sp ectrometry , ninhydrin reaction and BAEE (N2benzoyl2L2arginine ethyl ether)

detection. Thes e methods were us ed to comp are the quantity of p ap ain activity from different s ources . The res ults

showed that the utilization of UV sp ectrometry method was simpler , cheap er and more s uitable than the purification pro2
cedures of enzyme activity , p ap ain quantification and industrial production and food enzymes . The Ninhydrin reaction

method was relatively complicated , but required simple equipment , effordable in non2develop ed areas . BAEE detection

had a good stability and reproducibility , which corroborated with theoretically res earch on enzymatic characteris tics and

determined the activity of reagent enzymes . 3) The immobilization of p ap ain : ①Cellulos e immobilized p ap ain —Car2
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boxylmethyl cellulos e immobilized p ap ain (CMCP) was produced by the azide method. The res ults showed that the op2
timum pH s cale of CMCP moved 015 unit towards basic range comp ared to free enzyme . CMCP has higher thermostabil2
ity. Being process ed at 60 ℃for three hours , the activity of CMCP almost retained and revealed good reproducibility.

After 127 days at 4 ℃, CMCP activity s till remained 60 % , whereas , the enzyme2free group (control) los t its whole ac2
tivity. Concerning CMCP Filling into column , at 40 ℃, eluted s olution collection for turbidimetry and amino acid amount

analysis , the res ults showed that CMCP had a sp ecial effect on beer anti2turbidity , which could hydrolyze beer proteins

and increas e amino acid concentration in beer. ②Agar immobilized p ap ain —The thermostability of agar2immobilized

p ap ain increas ed notably with ABSE2cross2linking agar as carriers . Its Km value was 2113×10 - 3 M - 1 and optimal pH

range was 813—815 that moved 013—015 unit towards the bas e . Stored in 60 ℃for 2 hours , its activity remained

over 98 %. After 90 days cons ervation , its activity los t was no more than 15 %. Agar2immobilized p ap ain was effective

on beer anti2turbidity. Using batch2tank reactor to process beer is simple and cheap . Cons ecutive enzymatic column

has continuous reaction and higher automation , its reaction degrees can be controlled by flux rate at all times . But , the

half2life of enzymatic column is short and needs to be activated frequently. After ten2hour continuous reaction , the ac2
tivity decreas ed to 60172 %. Cleaning and activationres ulted in 90 % activity reacovery. In large2s cale beer produc2
tion , immobilized enzyme can be directly added into fermentive fluid in or after s accharifying , or combined to fluidized

bed reactor to control the reactive progression by time and flux rate when fermentive fluid p ass through. 4) The applica2
tion of p ap ain was entrepris ed in 1984. Our laboratory co - op erated with Guangzhou Horticulture Plant Protein Food

Manufactures and develop ed a s eries of techniques in p ap ain application. In 1985 , this res earch work was awarded the

national technical apprais e organized by Guangzhou Scientific Committee . The project , entitled Comprehensive Utiliza2
tion of Pap ain , was brought into line with the s tate plan , and continued in products developing. In December 1988 , this

work won the Firs t National Award for Application and Diss emination. The former production of p ap ain in our country on2
ly diversified in small workshops with backward techniques and bad quality. In recent years , with the application of

s elf2made far infra2red desiccator and advanced vaccum freezing2dryer , five kinds of p ap ain powders and reagents of

international s tandard quality are nowadays produced in large2s cale . Upon the above mentioned , we develop ed p ap ain

s eries products including meat tendering powder , beer clarifier , cake loosing powder , feed additives , etc . , which

were widely applied in food and feed processing industries and gained good profit .

Key words　p ap ain ; chymop ap ain ; immobilized p ap ain ; meat tenderizer

　　番木瓜 ( Carica papaya L . )为番木瓜科草本植

物。其鲜果可以做果酱、果脯、饮料和罐头食品 ;从

其青果乳汁中提取的木瓜蛋白酶粗制品 ,内含多种

蛋白酶 ,有很强的分解蛋白质能力 ,并且有水解酰胺

键和酯键的特性 ,广泛应用于医药、食品、纺织、制

革、饲料及染料等工业[1 2 ] ,目前国际市场对木瓜蛋

白酶的需要量很大 ,每年约需 650 t ,但世界生产量

现只有 450 t ,不能满足需要 ,因此价格日渐上升。

根据本课题组多年的调查研究 ,我国南方广东、

广西、海南、云南、福建、四川、贵州及台湾等省有广

泛的番木瓜资源 ,但尚未加以充分利用 ,有的只用作

喂猪 ,是极大的浪费。木瓜蛋白酶是 100 %的天然

物质 ,因此 ,在食品及饮料工业上有独特的广阔发展

前途。为了充分利用我国丰富的番木瓜资源 ,开发

我国西南部山区的经济 ,在国家科委、农业部、广东

省及广州市科委的领导下 ,我们从 1984 年开始 ,与

广州市园艺公司合作 ,进行了木瓜蛋白酶的提取和

应用研究 ,开发了国产木瓜蛋白酶的多种应用途径。

本文综合叙述了这一时期工作的结果。

1　木瓜蛋白酶的分离与纯化

1984 年起 ,广州园艺公司投资 ,建立了广州园

艺植物蛋白食品厂和酶制品厂 ,用冷冻干燥等方法

制备了木瓜蛋白酶粗粉 ,然后由我校实验室进行分

离纯化。

经过 CM-纤维素层析分离 ,可得到 10 个洗脱

峰 (图 1) 。经分析鉴定 ,前 4个峰没有蛋白酶活性 ,

约占总蛋白含量的 1716 % ;峰 5～9 含有木瓜凝乳

酶 A和 B等[3 ] ,其蛋白含量占总蛋白的 65 % ,活性

占 54 %。其中木瓜凝乳酶 A分子量为 2818 kD ,约

占总蛋白的 015 % ,主要存在于峰 5中 ;木瓜凝乳酶

B分子量为 241 0 kD ,存在于峰 6～9中 ;峰 10为木

瓜蛋白酶 ,占总蛋白的 17 % ,酶活性约占 46 %。说

明 ,在木瓜蛋白酶粗粉中至少有 82 %的蛋白质是蛋
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白质水解酶。

图 1　木瓜乳汁提取物 CM-纤维素分离图
Fig. 1　Chromatography of crude papaya latex on

CM2cellulose (column 118 cm×28 cm)

木瓜蛋白酶粗粉通过分级分离 ,可以分别得到

重结晶的木瓜蛋白酶和木瓜凝乳酶 ,结晶为柱状和

针状 (图 2、3) 。

图 2　重结晶木瓜蛋白酶的显微照片 (312×215)
Fig. 2　Photomicrograph of recrystallized

papain (312×215)

2　木瓜蛋白酶活性测试方法

目前我国南方已有一些植物蛋白酶工厂 ,但在

生产中 ,木瓜蛋白酶的质量检测 ,特别是酶活性检测

的方法、条件和标准还比较混乱 ,使产品保存、销售

受到严重影响。为了提高木瓜蛋白酶活性检测的准

确性、增强国际市场的竞争能力 ,我们分别采用以酪

蛋白为底物的紫外分光光度法[4 ]、茚三酮显色法及

BAEE(苯甲酰- L -精氨酸-乙酯)法 ,测定不同来源

(美国 Sigma公司 ,德国 Merck公司和广州产品)的

木瓜蛋白酶活性 ,找出了不同测试方法的最适反应

条件 ,改进完善了测试方法。

图 3　重结晶木瓜凝乳酶的显微照片 (312×215)
Fig. 3　Photomicrograph of recrystallized

chymopapain (312×215)

　　结果显示 ,以酪蛋白为底物的活性温度为 (37±

011) ℃,酶反应时间为 10 min ;以BAEE为底物的活

性测试温度为 (25 ±011) ℃,酶反应时间为 32 min

(表 1) 。

表 1　不同测定方法木瓜 (干粉)蛋白酶活性比较

Table 1　Comparison of papain activity by
different methods μL/ mg

样
品
号

木瓜蛋白

酶来源

酪蛋白为底物

紫外分光

光度法

茚三酮显

色法

BAEE为底

物 ,紫外分

光光度法

1 美国 Sigma 3250 760±4 815±7 1117

2 Sigma 3375 971±3 1 056±5 2154

3 Sigma 4762 3 841±7 3 982±8 12170

4 德国 Merck 926±5 974±4 2120

5 广州 1号 309±5 345±2 0155

6 广州 2号 772±6 973±4 1121

以上测定木瓜蛋白酶活性 3 种方法各有特点 :

以酪蛋白为底物的紫外分光光度法操作简便 ,成本

低 ,适于酶纯化过程中的活性比较、系列产品的酶活

性测定 ;茚三酮显色法虽操作烦琐 ,但所需仪器简

单 ,在条件简陋的地区也可以用 ;BAEE 法反应稳

定、重复性好 ,适于酶学性质的理论研究和试剂酶的

活性测定。

3　木瓜蛋白酶的固定化研究

固定化酶是近代生物技术的重要手段 ,利用不

同载体制备固定化木瓜蛋白酶 ,可以大大节约用酶 ,

并能反复利用。

目前国外已开始在酿造、牛奶加工等多种领域
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中广泛应用。我国在这一领域尚处于试验阶段。大

力开发固定化木瓜蛋白酶的系列产品 ,已成为当务

之急。

近年来我们在研究木瓜蛋白酶的基础上 ,用纤

维素及琼脂作载体 ,成功地制备了纤维素固定化木

瓜蛋白酶及琼脂固定化木瓜蛋白酶 ,并测定了其营

养价值及对啤酒的防浊能力。

311　纤维素固定化木瓜蛋白酶的研究

我们曾采用叠氮法制备了纤维素固定化木瓜蛋

白酶 (简称 CMCP) [5 ] ,结果表明 ,与自由酶相比较 ,

CMCP的最适 p H 向碱性范围移动 015 个单位。

CMCP具有高度的热稳定性 ,60 ℃处理 3 h ,活性几

乎未下降 ,而且表现了良好的保存性 ,在 4 ℃条件

下 ,保存 127 d ,酶活性仍高达原来的 60 %左右 ,而

相应的酶液在相同条件下活性全失。

将 CMCP装柱 ,啤酒在 40 ℃条件下过柱 ,对收

集液进行比浊分析和氨基酸含量分析。表明 CMCP

用于啤酒防浊有独特的效果 ,CMCP能水解啤酒中

的蛋白质 ,使氨基酸含量增加 (表 2) 。

312　琼脂固定化木瓜蛋白酶的研究

以 ABSE-交联琼脂为载体 ,制备固定化木瓜蛋

白酶 ,热稳定性也大为提高 ,其 Km 值为 2113 ×

10 - 3 M - 1 ,最适 p H单位为 813～815 ,60 ℃条件下

保存 2 h仍得到 98 %以上的活性 ,固定化酶经贮存

90 d ,仍保持 85 %以上的活性。

表 2　CMCP柱处理前后啤酒的氨基酸含量

Table 2　The amino acid concentrations of beer
before and after CMCP treatment

ng/ (25μL)

氨基

酸

未经 CMCP

柱处理

经 CMCP

柱处理

氨基

酸

未经 CMCP

柱处理

经 CMCP

柱处理

Asp 59158 135148 Cys 452120 2 609197

Thr 23122 115121 Val 144136 296143

Ser 18161 116184 Lys 47171 184154

Clu 395181 427192 Met 20198 324159

　　琼脂固定化木瓜蛋白酶应用于啤酒防浊 ,也有

良好的效果 ,用批量罐式反应器处理啤酒 ,操作简

单 ,成本低 ,用连续式酶柱处理啤酒 ,可进行连续反

应 ,自动化程度高 ,反应程度可通过流速来随时控

制。但其酶柱活性半衰期较短 ,需经常激活。酶柱

连续反应 10 h ,活性降到 60172 % ,经清洗激活 ,活

性可恢复到 90 %以上。在大规模啤酒生产中 ,可在

啤酒发酵原液糖化时或糖化后 ,将固定化酶加入或

将原液经过固定化酶的流化床反应器 ,用时间和流

速来控制反应程度。

经固定化木瓜蛋白酶处理以后 ,啤酒内的蛋白

质大量水解成氨基酸和小肽 ,从而有效地防止了啤

酒在低温贮存时因蛋白质沉淀而变得混浊 ,同时使

游离氨基酸得到大量增加 (表 3) 。

表 3　玉泉山啤酒游离氨基酸含量

Table 3　The free amino acid contents in Yuquanshan beer ng/ 50μL

氨基酸 CK 罐反应处理 柱反应处理 氨基酸 CK 罐反应处理 柱反应处理

Asp 31114 130109 722160

Thr 75173 166121 140176

Glu 104150 216132 1 833177

Gly 270175 280169 446113

Val 548192 586107 1 296189

Met 44109 48103 174122

Tyr 882171 1 371199 1 536135

Phe 777142 801126 1 941162

Lys 70189 92109 96182

His 255190 257152 558124

Arg 856120 861162 941186

注 :反应条件为 2 ℃, 20 d。

　　木瓜蛋白酶的固定化方法很多 ,最近国内也有

用尼龙[6 ]、壳聚糖[7 ]及甘蔗渣等作载体材料 ,可以

大大降低成本。

4　木瓜蛋白酶的应用

1984年 ,我们与广州园艺公司合作 ,筹建成立

广州园艺植物蛋白食品厂 ,在木瓜蛋白酶的开发应

用方面获得成功 ,1985年通过了广州市科委组织有

关部门的技术鉴定。对木瓜蛋白酶的综合利用项

目 ,于 1986 年纳入国家星火计划 ;其后继续开发了

多种新产品 ,1988年 12月 ,获首届国家星火奖。

以往 ,国内并无大规模木瓜蛋白酶的生产 ,只有
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少量作坊式的分散经营 ,生产技术落后、产品质量低

劣。近 5年来我们参考国外先进生产技术 ,设计和

生产了远红外线干燥设备 ;最近又采用先进的真空

冷冻干燥设备 ,大量生产优质的木瓜蛋白酶。目前

我们已投产 5种规格的木瓜蛋白酶原粉及试剂级产

品 ,质量达到国外同类水平。

在上述基础上 ,我们又进行了木瓜蛋白酶的系

列产品开发 ,先后研制了嫩肉粉、啤酒澄清剂、饼干

松化剂和饲料添加剂等产品 ,在食品工业及饲料工

业方面得到较大成功 ,获得了较好的经济效益。

411　嫩肉粉

它是 100 %的天然物质 ,无化学合成物 ,无防腐

剂 ,能使老牛肉、老鸡肉、猪肉、羊肉、猪肚、鱿鱼及鲍

鱼等较坚韧肉类迅速嫩化 ,有利消化并提高营养价

值 ,并可节省烹调时间与能源 ,适合饭店、宾馆及家

庭使用。

我们生产的园艺牌嫩肉粉是农业部首批授予

“绿色食品”标志的无公害、安全营养食品 ,曾是第

11届亚运会特选食品添加剂 ;1992年获中国农业博

览会金质奖。

412　啤酒澄清剂

啤酒澄清剂俗称啤清 ,是液体木瓜蛋白酶的新

剂型 ,用于提高啤酒、果酒等的品质及稳定性 ,防止

在贮运时混浊沉淀 ,延长啤酒、果酒的贮运时间和货

架期。

413　饼干松化剂

它能降低面团筋度、提高饼干疏松度、成形性

好 ,能使饼色油润 ,减少次品率、提高成品率。适合

各种风味的高、中、低档饼干、糕点及面包的制造。

414　饲料添加剂

是新开发的系列产品 ,是饲料业的新型添加剂。

其适用性广 ,可帮助饲料消化、提高饲料的效价 ,同

时对奶牛的增乳、提高奶质以及预防乳房炎等有显

著功效。

目前 ,以上产品已畅销国内 ,并远销国外。

5　展　望

木瓜蛋白酶在医药、食品、饮料、化学试剂、饲

料、纺织化妆品等方面都有广泛的用途 ,开发前景广

阔。木瓜蛋白酶粗粉除含木瓜蛋白酶外 ,还含有木

瓜凝乳酶、木瓜肽酶和溶菌酶等。木瓜凝乳酶可制

造乳酪及治疗椎间盘脱出症 ,是很有价值的成分 ;溶

菌酶及木瓜肽酶也有重要的用途。将以上各种酶分

别提取加以利用 ,是今后亟待研究和开发的课题。
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