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过氧化物酶的固定及同工酶鉴定
综合实验设计
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摘要：酶学原理及应用是生物化学课程的一个重点和难点内容，具有很强的理论性和实用性。为了提高学生对酶学知

识的综合理解及应用能力，在生物化学实验教学中设计了“过氧化物酶的固定及同工酶鉴定”综合性实验项目。该综合实

验将酶的重点内容进行了有机整合，着重设计了酶的制备、活性测定、酶学性质（米氏常数及稳定性）表征、酶的固定化和

同工酶鉴定 5 个实验环节。通过深度参与、统筹实施，提升学生分析及解决实际问题的能力，取得了很好的教学效果。
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Abstract: With strong theoretical and practical significance, the principles and applications of enzymology are a key and difficult
content in the course of biochemistry. In order to improve students’ comprehensive understanding and application ability of enzyme
knowledge,  a  comprehensive  experimental  project  “ immobilization  and  isoenzyme  identification  of  peroxidases”   is  designed.  It
integrates  the  main  content  of  enzymes  and  focuses  on  five  sections,  namely,  enzyme  preparation,  activity  determination,
characterization  of  enzymatic  properties  (Michaelis  constant  and  stability),  immobilization,  and  isoenzyme  identification.  Students’
ability  to  analyze  and  solve  problems  are  improved  by  deep  participation  and  coordinated  implementation,  and  the  experiment
achieves a good teaching effect.
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酶（enzyme）是由生物体活细胞产生的、对底

物具有高度特异性和高催化效率的蛋白质或核

酸。酶在生物体内发挥着重要作用，各种生命活

动都离不开酶的催化作用。近年来，酶在工业、

农业、医药卫生、能源开发及环境工程等领域的

应用也日益广泛[1]。酶学是生物化学课程的一个重

要模块，知识点繁多，难点也较多，如酶促反应

动力学、酶工程等内容[2]。生物化学是一门实验性

学科，综合性实验不仅能帮助学生巩固基础理论

知识，还有利于培养学生的实践动手能力、独立

思考能力和团队合作意识等综合素质 [3−4]。然而，

目前教材有关酶的实验教学均以独立实验为主，

缺少综合性实验设计，如“影响酶促反应的因

素”用的是淀粉酶，“米氏常数测定”用的是胰

蛋白酶，“酶的提纯结晶”用的是溶菌酶，“电

泳法分离同工酶”用的是乳酸脱氢酶。独立的实

验项目之间缺乏关联性和系统性，知识以碎片化

形式呈现，学生难以构架知识体系[5]。本文设计
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“过氧化物酶的固定及同工酶鉴定”突出单元内

容的关联性，综合考虑仪器设备等实验条件，整

合了酶的主要知识点，包括酶的制备、酶促反应

动力学、酶的固定化、同工酶电泳等重点内容，

以帮助学生加深对生物催化剂的理解。 

1    实验目的

1） 学习并掌握酶活、酶动力学、米氏常数、

酶工程、固定化酶、同工酶电泳等酶学相关的系

列概念；

2） 掌握酶活力的测定方法、海藻酸钠包埋法

固定化酶的原理及操作、同工酶分析方法；

3） 掌握聚丙烯酰胺凝胶电泳的种类、原理和

应用，学习垂直平板电泳的操作方法；

4） 掌握酶的米氏常数、最适反应温度、最适

反应时间、pH稳定性和温度稳定性的测定方法；

5） 锻炼学生数据分析及论文写作能力。 

2    实验原理
 

2.1    过氧化物酶

过氧化物酶（peroxidase，POD）（EC 1.11.1.7）
含有铁卟啉辅基，以过氧化氢（H2O2）为电子受体

催化多种底物的氧化反应，是过氧化物酶体的标

志酶，在自然界广泛存在[6]。植物体中含有大量过

氧化物酶，参与植物的呼吸作用、光合作用及生

长素的氧化等。在植物的不同生长发育时期和不

同的组织器官中，POD的活性和种类有较大变

化。POD用途广泛，如辣根过氧化物酶（horsera-
dish peroxidase，HRP）是生化分析技术中的一种主

要标记酶，在环境保护中用作清除剂，降解消除

酚类、胺类、甲醛、甲苯等多种污染物。POD可催

化邻甲氧基苯酚（愈创木酚）和过氧化氢生成红棕

色产物 4-邻甲氧基苯酚，反应式如图 1所示，本实

验即利用此方法通过分光光度计测定 POD活性。
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图 1    愈创木酚法测定过氧化物酶活性反应原理图
  

2.2    酶的固定化

酶固定化技术是指通过物理吸附、包埋或化

学结合、交联等方法，将酶与不溶于水的固相载

体结合，把酶束缚或限制在一定的空间内，保留

其催化活性，能够重复连续使用的一种技术。固

定化酶的稳定性普遍高于游离酶，且易于回收，

有利于简化生产工艺、降低成本、提高产品纯度

和生产效率。目前，固定化酶技术已广泛用于医

药生产、食品加工及环境保护等多个领域。包埋

法是一种常用的固定化方法，其基本原理是将酶

液与载体混合后，借助引发剂进行聚合反应，把

酶包埋在高聚物形成的微小凝胶网格中。包埋法

通过物理作用进行固定，未发生化学反应，酶的

活性不受影响，回收率高，适用于各种类型酶的

固定。海藻酸是由 β-D-甘露糖醛酸和 α-L-古洛糖

醛酸两种结构单元组成的线性阴离子型多聚糖，

可与二价阳离子形成凝胶，具有来源丰富、生物

相容性好、化学稳定性高等优点。本实验采用海

藻酸钠包埋法对 POD进行固定化。 

2.3    聚丙烯酰胺凝胶电泳

聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 （ polyacrylamide  gel
electrophoresis，PAGE）是分离蛋白质常用的电泳

技术。聚丙烯酰胺凝胶是由丙烯酰胺和甲叉双丙

烯酰胺在催化作用下聚合形成的亲水性高聚物，

为三维网状立体结构，具有分子筛效应。常用的

催化方法以过硫酸铵为催化剂，四甲基乙二胺为

加速剂。常用的 PAGE有非变性（Native-PAGE）和
变 性 （ SDS-PAGE） 两 种 形 式 。 在 Native-PAGE
中，蛋白质空间结构是完整的，蛋白质的电泳迁

移率与其分子质量、形状、带电荷量都有关系。

SDS-PAGE中由于引入了强阴离子型变性剂十二

烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS），破坏

了蛋白质的空间结构，使蛋白带上大量负电荷，

消除了蛋白质分子的空间结构和电荷差异，电泳

迁移率仅取决于分子质量大小。Native-PAGE中蛋

白活性不受影响，可对分离后的蛋白进行活性分

析。本实验中，用联苯胺染色法对 Native-PAGE
后的凝胶进行 POD同工酶谱分析，SDS-PAGE后

的凝胶则用考马斯亮蓝 R-250染色，以分析样品

中的总蛋白分布。 

3    实验材料、试剂与仪器

实验材料：豆芽、红薯、香蕉、白菜、西葫

芦、土豆、小米谷糠、小米粉、小麦粉。

实验试剂：磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、愈创
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木酚、过氧化氢、中分子量标准蛋白、考马斯亮

蓝 R-250、丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、十二烷基

硫酸钠、过硫酸铵、四甲基乙二胺、溴酚蓝、联

苯胺、氯化铵、乙二胺四乙酸二钠（EDTA-2NA）、

乙酸、甘油、海藻酸钠、氯化钙。

实验仪器：紫外可见分光光度计、离心机、

电子天平、酸度计、电泳仪、垂直电泳槽、凝胶

成像系统。 

4    实验方法
 

4.1    粗酶液的制备

称取新鲜样品各 8 g（豆芽、红薯、香蕉、白

菜、西葫芦、土豆），切碎剁细，量取 20 mL、pH 6
的磷酸缓冲液，分次加入研钵中，对样品进行冰

浴研磨。浸提 30 min后，于 8 000 r/min、4 ℃ 下

离心 15 min，所得上清即为粗酶液。小米谷糠、

小米粉、小麦粉以相同的料液比加入 pH 6的磷酸

缓冲液，相同条件提取、离心后取上清液，得到

粗酶液。POD活性测定及固定化实验以小米谷糠

过氧化物酶为研究对象，PAGE实验以 9种材料为

研究对象。 

4.2    谷糠过氧化物酶活性测定

向 3.5 mL PBS缓冲液（50 mmol/L，pH 6）中加

入 0.1 mL H2O2（1%）和 0.4 mL 愈创木酚（1%）作为

反应液。加入 0.1 mL酶液启动反应后测定溶液在

470 nm处的吸光度值，每隔 15 s记录一次数据，

至光吸收值不再增加。以时间为横坐标，A470 nm
为纵坐标绘制反应进程图，根据点的斜率确定反

应初速率。在测定条件下，吸光度变化值 ΔA470

每分钟变化 0.01定义为一个酶活力单位 （U）。 

4.3    谷糠 POD酶学性质分析

以谷糠过氧化物酶为研究对象，测定酶的米

氏常数、最适反应温度、最适反应 pH、热稳定性

及 pH稳定性。 

4.3.1    米氏常数（Km）的测定

在 pH  6、25 ℃ 条件下测定不同浓度 H2O2

（10~50  mmol/L）时的酶活力，采用双倒数作图

（Lineweaver-Burk）法计算酶的 Km值[7]。 

4.3.2    最适反应温度和热稳定性的测定

在不同温度下（35~85 ℃）测定 POD的催化活

力以确定最适反应温度。将酶分别于不同温度下

（40~80 ℃）加热不同时间（10~60 min）后测定酶活

性，以剩余酶活力分析酶的热稳定性。 

4.3.3    最适反应 pH 值和 pH 稳定性的测定

配制系列缓冲液（100 mmol/L，pH 3~11），测

定不同 pH值时酶的催化活力，确定最适反应 pH
值。分别将酶液在不同 pH值缓冲液中处理不同时

间（10~60 min），测定剩余酶活，确定酶的 pH稳

定性。 

4.4    海藻酸钠包埋法固定谷糠过氧化物酶 

4.4.1    固定化酶的制备

配制 4% 海藻酸钠溶液作为固定相载体，与酶

液按体积比 1:1充分混合一定时间后，用注射器缓

慢滴注到 7% 的氯化钙溶液中。海藻酸钠迅速形成

凝胶，POD被包埋在凝胶中制成固定化酶，得到

球状固定化 POD，并用蒸馏水洗涤 3次，备用。

称取 0.10 g固定化酶，测定固定化酶的活力。 

4.4.2    不同因素对酶固定化效果的影响

测定不同浓度 CaCl2（ 2%、 4%、 6%、 8%、

10%）、载体与酶液比（0.5:1、1.0:1、1.5:1、2.0:1、
2.5:1）和固定化时间（5、15、25、35、45 min）对固

定化酶活性的影响。 

4.5    聚丙烯酰胺凝胶电泳分离过氧化物酶 

4.5.1    Native-PAGE
所用分离胶和浓缩胶浓度分别为 7.5% 和

4%。将 9种材料的粗酶液与 6×Native-PAGE样

品缓冲液以 5:1的比例混合后直接点样，4 ℃ 下

100 V稳压电泳至指示剂溴酚蓝到分离胶底部，结

束电泳。

采用联苯胺法对分离胶进行染色。称取 0.8 g
联苯胺，加入 6 mL冰醋酸和 34 mL蒸馏水溶解

即制得联苯胺溶液。将联苯胺溶液、氯化铵溶

液（4%）、EDTA-2NA溶液（5%）、过氧化氢溶液

（0.3%）和蒸馏水以 1:2:2:2:3混合制成染色液。用

该染色液浸泡凝胶，振荡，待酶谱带显现后，拍

照，得到各样品的过氧化物酶同工酶电泳图。 

4.5.2    SDS-PAGE
将 9种材料的粗酶液与样品缓冲液混合，煮

沸 3 min，12 000 g离心 1 min后取上清点样。以

分子质量 Marker 为对照。采用 4% 浓缩胶和

12.5% 分离胶，考马斯亮蓝 R-250染色，用脱色液

（V甲醇:V醋酸:V水=2:3:35）脱至背景无色后在凝胶成

像系统中拍照[8]。 

5    实验安排

本实验安排在学期的中期进行，集中在 4周
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内完成。由于实验内容较多，耗时较长，学生实

验时间可以灵活安排[9]。在学生掌握基本操作（如

酶活测定等）后，实验室可以全天对学生开放，学

生只要在规定教学周内完成即可。实验报告要求

以学术论文的形式呈现，具体格式和要求参照《山

西大学学报（自然科学版）》。 

6    实验结果与讨论
 

6.1    反应初速率及米氏常数测定

如图 2（a）所示，在反应刚开始阶段（0~5 min），

反应液的吸光度值随着时间的延长呈线性增加，

反应速率保持恒定。5 min后吸光度值缓慢增加，

反应速率下降。约 8 min后，随着时间延长反应液

吸光度值并没有发生明显变化，表明催化反应已

基本完成。

以不同浓度 H2O2 为底物，测定谷糠 POD 活
力，用双倒数作图法求得谷糠 POD 的 Km值为

5.61 mmol/L，如图 2（b）所示。此 Km值远低于甘

薯叶 POD 的 Km值（291 mmol/L）   [10]，表明谷糠

POD 与底物具有较高的亲和力。
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图 2    谷糠过氧化物酶反应速率曲线及米氏常数测定
  

6.2    最适反应温度与温度的稳定性

随着温度上升谷糠  POD 的催化活性缓慢

升高，60 ℃ 时活性最高，为其最适反应温度，继

续升高温度后酶活力逐渐下降，85 ℃ 时已检测

不到酶活性，如图 3（a）所示。谷糠 POD的最适

反应温度高于枸杞 POD（50 ℃）
[11]，低于金鱼藻

POD（70 ℃）
[12]。在 40~60 ℃ 范围内谷糠 POD非

常稳定，继续升高温度则酶的稳定性下降，如

70 ℃ 加热 1 h 后酶剩余活力不到 40%，80 ℃ 加

热 10 min后酶催化活性完全丧失，如图 3（b）所
示。谷糠 POD的热稳定性与枸杞 POD相近，后

者在 40~60 ℃ 内稳定。
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图 3    谷糠过氧化物酶最适反应温度及热稳定性
 
 

6.3    最适反应 pH值和 pH稳定性

谷糠 POD在不同 pH溶液中的相对活力如

图 4（a）所示，酶的最适反应 pH值为 6，过酸过

碱都会影响酶的活性。相对而言，谷糠 POD

在偏碱性环境时活力下降更明显，如 pH值为

8和 pH值为 11时酶活力较最适 pH值时分别降低

了 30% 和 85%。 pH稳定性实验结果如图 4（ b）
所示，谷糠 POD在 pH值为 4~8 范围内稳定性
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较好，在 pH值为 3时最不稳定，仅处理 10 min酶

便基本失活。谷糠 POD的 pH稳定性与金鱼藻

POD相似，但后者的最适反应 pH值为 5 [12]。与

化学催化剂相比，生物酶的专一性强，催化效

率高，但易失活，因此酶的稳定性是限制其

应用的重要因素。谷糠过氧化物酶有较好的

热稳定性和 pH稳定性，有利于其进一步生产

应用。
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图 4    谷糠过氧化物酶最适反应 pH及酸碱稳定性
  

6.4    海藻酸钠包埋法固定过氧化物酶

将过氧化物酶与海藻酸钠的混合液滴注到

CaCl2 溶液中形成球状凝胶，POD便被束缚在凝

胶颗粒中，制备得到固定化的过氧化物酶，如

图 5（a）所示。加入底物 H2O2 和愈创木酚，溶液变

成棕红色，如图 5（b）所示，表明凝胶颗粒有

POD活性，过氧化物酶固定成功。单因素实验结

果如图 5（b） 所示，表明谷糠 POD固定化的最佳

CaCl2 浓度为 6%，载体与酶液体积比为 1.5:1，固

定化时间为 25 min。
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图 5    谷糠过氧化物酶的固定化及固定化条件优化
  

6.5    聚丙烯酰胺凝胶电泳分离过氧化物酶 

6.5.1    过氧化物酶同工酶谱

对 9种植物材料的过氧化物酶进行了聚丙烯

酰胺凝胶电泳及活性染色，结果如图 6所示。不

同材料的酶液经电泳染色后呈现不同的谱带，表

明过氧化物酶的种类不同，条带颜色的深浅不同

则反映了酶活力的不同 [13]。由图可知，红薯和绿

豆芽中所含的 POD同工酶种类较多，电泳迁移率

最小的条带着色最深，活性最强。西葫芦和土豆

均有两条明显的活性染色带，且两条带的灰度值

接近，活性相近。白菜和谷糠中只有一条明显的条

带，谷糠过氧化物酶的电泳迁移率显著大于白菜
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过氧化物酶。香蕉的过氧化物酶活性染色条带不

清晰，呈弥散状，这可能与香蕉粗酶液中较多的

杂质（如糖分等）有关。小米粉中过氧化物酶条带

颜色很弱，面粉中几乎观察不到 POD的活性条带。
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9

注：泳道 1~9分别为豆芽、红薯、香蕉、白菜、西葫芦、土豆、

谷糠、小米粉、面粉粗酶液。

图 6    过氧化物酶同工酶谱
  

6.5.2    粗酶液的 SDS-PAGE 图谱

与酶的活性染色不同，考马斯亮蓝 R-250对

所有蛋白都可染色。由粗酶液 SDS-PAGE结果如

图 7所示，每种样品均有多个条带，条带大小分

布也不相同。在 SDD-PAGE中，蛋白质的电泳迁

移率取决于其分子质量大小，颜色与蛋白含量有

关。红薯中丰度最高的一种蛋白质分子质量约为

20 kDa，白菜中则以 50 kDa的蛋白含量最高。土

豆中含量丰富的蛋白质有 3种，其相对分子质量

分别约为 35、18、16 kDa。小米谷糠和小米粉的

蛋白图谱相同，只是条带亮度不同，这与谷糠更

高的蛋白含量有关。虽然面粉中未检测到明显的

POD条带，但在 SDS-PAGE结果中，面粉蛋白质

呈现出多个条带，表明其蛋白种类丰富。
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图 7    粗酶液蛋白的 SDS-PAGE图谱
  

7    综合性实验的实践体会

在授课过程中，老师注重问题引导，培养了

学生分析问题和解决问题的能力[14]。结合实验内

容，让学生思考为何本实验选择过氧化物酶为研

究对象？还能选择哪些材料制备过氧化物酶？酶

的固定化还能用哪些方法？酶的化学固定法和物

理固定法各有哪些优缺点？Native-PAGE和 SDS-
PAGE有何异同点？操作时有哪些注意事项？同工

酶谱有何实际应用？通过提问，让学生积极思考

并查阅文献，以点带面，帮助学生触类旁通，更

好地构建知识体系，达到了综合实验设计的目的。

学生反映在实验中收获颇多。整个实验设计

给了学生充分的自由度，在规定时间内学生可以

自己安排进度。更为重要的是，本实验所用的主

要仪器如离心机、分光光度计、电泳设备等都是

生化实验室的常规仪器，台套件多，实验分组时

可保证一人一组，每位同学都能得到一整套数

据，保证了教学效果[15−16]。通过实践，学生自主

学习、分析问题的能力得到锻炼和提升。另外，

实验报告以学术论文的形式呈现，培养了学生查

阅文献、分析数据、论文撰写等科研能力[17]。本

文的数据结果均来自本科生实验，还有同学整理

发表了科研论文，极大提高了学生的学习兴趣和

科学素养[18−19]。

然而，本实验设计还存在一些问题和不足，

如酶的纯化、比活等也是酶学部分的重点内容，

本实验只是制备了粗酶液，并未对酶进行纯化。

今后可通过盐析、透析、离子交换层析和凝胶过

滤纯化谷糠 POD，并计算酶活回收率和纯化倍

数，评价纯化方案的优劣。另外，酶的固定化方

法有多种，其中共价固定法比物理吸附法重复使

用次数更多，在实际应用中也更广泛。以后可以

设计一组共价固定 POD的实验，并与海藻酸钠包

埋法进行比较，研究两种方法在固定率、相对活

力、重复使用率等方面的不同。最后，POD的应

用广泛，可以再设计与实际应用联系更加密切的

一些实验，如将其用于检测血糖、降解双酚 A等，

以增加学生的学习兴趣。 

8    结束语

“过氧化物酶的固定及同工酶鉴定”综合实

验着重设计了酶的制备、活性测定、酶学性质（米

氏常数及稳定性）、酶的固定化和同工酶鉴定 5个

实验内容，将酶的关键知识点有机融合在一起。

实验内容同时兼顾了酶学基础理论知识和酶工程

应用，旨在培养学生综合分析问题、理论联系实
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际的能力。经过 6年实践，取得了很好的教学效

果，学生们给予了高度评价。学生普遍反映通过

实验学习不仅加深了对酶学知识点的理解，学生

的自主性、责任感、解决问题的能力都得到了锻

炼与提高。
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