
2021年广东省普通高中学业水平选择考适应性

测试（生物学）中第 22题（选修 3：现代生物科技专

题）的第4小题的第二个填空，有关贴壁细胞的传代

培养常用什么酶进行消化处理一问，超过 30%的学

生填写了“胶原蛋白酶”，与答案不符。

事实上，在人教版高中生物学新旧两版教材《选

择性必修3·生物技术与工程》《选修3·现代生物科技

专题》中，对于细胞培养用“胰蛋白酶”还是“胶原蛋

白酶”这一问题均有直接阐述，但没有说明二者区别

并辨析相关原因。例如，在《选择性必修3·生物技术

与工程》中，表述为“在进行细胞培养时，首先要对新

鲜取材的动物组织等进行处理，或用机械的方法，或

用胰蛋白酶、胶原蛋白酶等处理一段时间，将组织分

散成单个细胞”“在进行传代培养时，贴壁细胞需要重

新用胰蛋白酶等处理，使之分散成单个的细胞”。从

学生对相关问题的作答情况来看，他们明显混淆了

“胰蛋白酶”和“胶原蛋白酶”的作用特点及情况。这

可能是教师与学生对教材相关描述的误解所导致。

尽管胰蛋白酶和胶原蛋白酶都是细胞培养中常

用于将体积较小的组织块分散成细胞团或单细胞的

消化液，但它们的作用机制及适用情况并不相同。

下面旨在通过胰蛋白酶和胶原蛋白酶的作用特点、

使用方法等，阐明两种酶的区别与细胞培养中的使

用情况。

1 胰蛋白酶和胶原蛋白酶的作用特点

1.1 胰蛋白酶的作用特点

胰蛋白酶分离自牛、猪等动物的胰，作用于与赖

氨酸或精氨酸相连接的肽链，除去细胞间黏蛋白及

糖蛋白，从而使细胞分离，是应用广泛的消化物，适

于消化细胞间质较少的软组织，如胚胎组织、羊膜、

上皮组织、肝、肾等软组织以及传代细胞等。胰蛋白

酶的消化作用与酶的浓度、pH、温度、组织块的大小

以及组织的硬度都有关系。胰蛋白酶浓度过大或消

化时间太长，会导致细胞被消化；但反之消化不充分

也达不到分散细胞的目的。此外，血清明显抑制胰

蛋白酶的活性，Ca2+和Mg2+对胰蛋白酶的活性有一定

抑制作用。

1.2 胶原蛋白酶的作用特点

胶原蛋白酶是能在一定的 pH和温度下切割胶

原蛋白主体螺旋多肽链的酶类，主要用于水解结缔

组织中的胶原蛋白，适于消化纤维性组织、上皮组织

以及癌组织等。当拟消化的组织较硬，内含较多的

结缔组织或胶原成分时，用胰蛋白酶解离细胞效果

较差，可采用胶原酶解离细胞法。钙、镁离子以及血

清不会影响胶原酶的消化作用，其消化作用缓和，且

无需机械振荡（表1）。

项目

消化特性

浓度

消化时间

pH
作用强度

细胞影响

血清抑活

Ca2+和Mg2+

胰蛋白酶

消化软组织

0.01％~0.5％
0.5~2 h（小块）

8~9
强烈

时间过长有影响

有

有影响

胶原蛋白酶

纤维多的组织

0.1~0.3 mg/mL（200 U/mL）
1~12 h
6.5~7.0
缓和

无大影响

无

无影响

表1 胰蛋白酶和胶原蛋白酶生物活性的差别

与胰蛋白酶不同的是许多动物的组织细胞和

细胞培养用“胰蛋白酶”还是“胶原蛋白酶”
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微生物都是它的来源，其中细菌是微生物胶原蛋白

的主要来源，已发现 40多种。目前商业化提供的

细菌胶原酶主要根据胶原酶活性的差异，分为 4种
类型：

（1）胶原酶Ⅰ型：含有比较均匀的各种酶活力

（包括胶原酶、酪蛋白酶、梭菌蛋白酶、胰蛋白酶活

性），通常用作上皮细胞、肝、肺、脂肪和肾上腺组织

细胞的制备。

（2）胶原酶Ⅱ型：含有更高的梭菌蛋白酶活性，

通常用于心脏、骨、肌肉、胸腺和软骨等组织来源细

胞的制备。

（3）胶原酶Ⅲ型：含有较低的蛋白酶活性，常用

于乳腺细胞的制备。

（4）胶原酶Ⅳ型：含有低胰酶活性，通常用于胰

岛细胞的制备，或者需要维持受体完整性的细胞制

备实验。

2 两种蛋白酶在细胞培养中的应用

2.1 原代培养

原代培养是从供体获取组织或细胞进行的首次

培养，也叫初代培养。由于取得的组织和细胞刚刚

离体，生物性状尚未发生较大变化，具有二倍体遗传

性状，在供体来源充分、条件稳定的情况下（年龄、性

别），能在一定程度上反映体内状态。原代培养的组

织通常由多种细胞成分组成，较为复杂，即使培养较

纯的单一类型的细胞，如上皮或成纤维细胞，也仍然

存在着异质性。正因如此，胰蛋白酶和胶原酶均可

在原代细胞培养中的酶消化培养法中使用，以便将

组织块分散成细胞团或单个细胞，使细胞从培养液

中摄取营养和排出代谢产物，从而达到细胞快速长

成单层的目的。本法尤适用于培养大量组织，细胞

产量高。

2.2 传代培养

当原代培养成功，细胞生长增殖形成单层细胞

后，会进一步扩展汇合，占满一切空间。此时，就需

要进行分离培养，这一操作即称为传代或再培养。

传代培养一般选择细胞生长的对数期进行。对于贴

壁生长细胞的传代培养而言，通常采用酶消化法，且

一般选用胰蛋白酶。这是因为传代培养的过程其实

就是细胞的分离稀释，此时细胞间质较少，且不含较

多的结缔组织或胶原成分。

“降低化学反应活化能的酶”和“细胞的能量‘货

币’ATP”分别是人教 2019版教材《必修 1·分子与细

胞》中第五章的内容。学生在学习该部分内容时经常

遇到各种问题。那么，常见的问题有哪些？又该如何

解答呢？

1 pH影响酶促反应速度的原理

酶促反应介质的 pH既可影响酶分子的结构，特

别是活性部位内必需基团的解离程度和催化基团中

质子供体或质子受体所需的离子化状态，也可影响底

物和辅酶的解离程度，从而影响酶与底物的结合。只

有在特定的 pH条件下，酶、底物和辅酶的解离状态，

最适宜于它们相互结合，并发生催化作用，使酶促反

应速度达到最大值。

2 酶的最适温度和最适pH是否是固定值

酶促反应速度最大时的温度或 pH称为酶的最

适温度或最适 pH。酶的最适温度和最适 pH均不是

酶的特征性常数，二者不是固定值。前者与反应所

需的时间有关。酶可以在短时间内耐受较高的温

度，相反，延长反应时间其最适温度便降低。后者受

底物浓度、缓冲液的种类和浓度以及酶的纯度等因

素的影响。

3 底物浓度与酶促反应速度的关系

酶促反应速度与底物浓度的关系可用米氏方程

表示：V=Vmax［S］/（Km+［S］）（其中Vmax为最大反应速度；

酶和ATP教学中常见问题释疑
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