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磁性壳聚糖微球固定化环糊精糖基转移酶

催化合成 α－熊果苷的研究
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摘要：利用磁性壳聚糖微球固定化环糊精糖基转移酶合成α－熊果苷，采用透射电镜、扫描电镜及傅里叶红外光谱对凝胶颗
粒及固定化载体进行表征，探讨了固定化条件及固定化酶的相关酶学性质。结果表明，环糊精糖基转移酶固定化最优条件为：

戊二醛体积分数为２％，交联时间为４ｈ，加酶量为０４５ｍｇ／ｍＬ，固定化时间为５ｈ。相比游离酶，固定化酶温度稳定性提高，重
复催化反应５次后，仍能保持初始转化率的４６３％。
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　　环糊精糖基转移酶（ＣＧＴａｓｅ，ＥＣ２４１１９）具
有多种催化功能，如水解、歧化、环化和偶合反应等。

ＣＧＴａｓｅ能催化分子间的转糖基反应，先把直链麦芽
低聚糖切断，然后将其中一段转移到另外的直链受

体上［１］。如 ＣＧＴａｓｅ催化 β－环糊精转移糖基到 Ｌ－
抗坏血酸上，生成葡萄糖基－Ｌ－抗坏血酸，提高产物
稳定性［２］。赵等［３］的研究发现，ＣＧＴａｓｅ能够催化麦
芽糊精水解产生小分子糖，转移至对苯二酚的酚羟

基上，形成 ＨＱＧｎ，再通过糖化酶水解糖苷键得到
ＨＱＧ１（α－熊果苷）。α－熊果苷具有美白肌肤、祛斑、
抗炎［４］、抗氧化［５］等生理功效。其美白机制主要是

通过抑制黑色素细胞中酪氨酸酶活性，阻断多巴胺

的合成，从而进一步阻止黑色素的形成，相比 β－熊
果苷更安全有效。游离ＣＧＴａｓｅ酶利用率不高，且酶
与产物混杂，在此基础上，提出采用固定化酶方法提

高ＣＧＴａｓｅ的利用率及稳定性，降低生产成本。
ＣＧＴａｓｅ固定化方法有：壳聚糖交联法和分子筛

吸附－交联－包埋法固定化 ＣＧＴａｓｅ催化转苷反
应［２，６］；功能化磁性核壳硅纳米颗粒固定化 ＣＧＴａｓｅ
合成环糊精等［７］。其中磁性纳米颗粒载体固定化

酶因具有超顺磁性，较大比表面积，外加磁场易分离

等优点备受关注。通常会以纳米四氧化三铁为磁

核，表面包裹基质，然后进行化学基团改性，再用于

固定化酶［８－９］。壳聚糖结构简单，易得，且易于改

性，常被作为四氧化三铁的表面基质。

笔者以离子凝胶法制备得到磁性壳聚糖凝胶微

球，该方法操作简单，并以此为载体，戊二醛为交联

剂，固定化ＣＧＴａｓｅ，用以制备 α－熊果苷。通过单因
素优化确定最佳固定化条件，并考察固定化酶性质

变化及重复使用次数。

·８９·
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１　实验部分

１１　材料与试剂
环糊精糖基转移酶（ＣＧＴａｓｅ），日本天野酶制剂

公司生产；壳聚糖（ＣＳ，脱乙酰度为８０％～９５％）、冰
醋酸（分析纯）、２５％（体积分数）戊二醛等均购于国
药集团化学试剂有限公司；α－环糊精（α－ＣＤ）、三聚
磷酸钠（ＴＰＰ）、Ｆｅ３Ｏ４（２０ｎｍ，９９５％）购于上海阿拉
丁生化科技公司。

１２　固定化载体的制备
１２１　壳聚糖凝胶颗粒的制备

ＣＳ溶液中质子化氨基与 ＴＰＰ中的磷酸基团间
通过静电作用相互吸引，使壳聚糖分子长链折叠团

聚呈小微粒，形成壳聚糖凝胶微球［１０］。通过优化，

以体积分数为１％的醋酸溶液溶解和配制成质量浓
度为４ｍｇ／ｍＬＣＳ溶液，用２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液调节
ｐＨ为４５。恒温磁力搅拌下（６００ｒ／ｍｉｎ），用 ５ｍＬ
注射器缓慢将２ｍｇ／ｍＬＴＰＰ溶液逐滴加入ＣＳ溶液
［Ｖ（ＣＳ）／Ｖ（ＴＰＰ）＝２∶１］，保持搅拌２０ｍｉｎ，形成稳
定凝胶微球乳悬液。

１２２　磁性壳聚糖微球的制备
取适量Ｆｅ３Ｏ４先超声分散于 ＴＰＰ溶液中，再逐

滴加入ＣＳ溶液。随着ＣＳ与ＴＰＰ形成凝胶微球，纳
米Ｆｅ３Ｏ４被包裹其中，从而形成壳聚糖包裹的磁性
微球。用强磁铁块进行收集、洗涤 ３次，并冷冻
干燥。

１３　固定化酶方法
根据 １２２中所述的方法制备磁性壳聚糖微

球，并用去离子水重复收集、洗涤、收集３次，去除多
余ＣＳ及ＴＰＰ溶液。取一定量的磁性壳聚糖微球水
重悬液作为固定化酶的载体。根据不同优化条件，

加入一定体积的戊二醛，避光置于 ２５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ
条件下进行交联。交联结束后，用去离子水洗涤 ３
次，去除多余戊二醛。之后，加入５ｍＬｐＨ为６０的
０１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液重悬载体，并
加入一定量的游离 ＣＧＴａｓｅ，２５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ条件下
进行酶的固定化。

１４　蛋白浓度测定
采用考马斯亮蓝法 （Ｂｒａｄｆｏｒｄ）测定蛋白

浓度［１１］。

１５　α－熊果苷浓度测定
利用高效液相色谱仪（岛津ＬＣ２０１０）测定α－熊

果苷浓度。取４ｍＬ反应液，加入１ｍＬ甲醇（ＨＰＬＣ
纯），混匀后于８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取少
量上清液过滤后利用高效液相色谱测定 α－熊果苷
浓度。色谱条件为：色谱柱为 Ｃ１８柱，柱温箱温度
为３０℃；流动相为２０％甲醇，流速为０６ｍＬ／ｍｉｎ；紫
外检测器，检测波长为２８０ｎｍ，进样量为１０μＬ。
１６　酶活力测定

根据文献［１２］中所述的方法测定游离酶活力，
仅稍作改动：试管中依次加入 ０６ｍＬ体积分数为
１％淀粉溶液，２３ｍＬｐＨ６０，０１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸－
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高分子材料科学与工程，２０１２，２７（５）：１３３－１３６．

［１２］ＬｉＡ，ＳｕｎＨＸ，ＴａｎＤＺ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｅｒｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｍｉｃｒｏ
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［１３］ＺｈａｏＪＨ，ＨａｎＷＱ，ＴａｎｇＭＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｃｅｌｌ

ａｆｆｉｎｉｔｙｏｆｐｏｌｙ（Ｌｌａｃｔｉｄｅ） ｆｉｌｍｓｓｕｒｆａｃｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｗｉｔｈ

ｃｈｉｔｏｓａｎｎａｎｏｆｉｂｅｒｓｖｉａａｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｐｈａｓｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

［Ｊ］．ＭａｔｅｒｉａｌｓＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ｃ，２０１３，３３（３）：１５４６－
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ｐｈｉｌｉｃＰＶＤＦｍｅｍｂｒａｎｅｓｆｏｒｅｆｆｅｃｔｉｖｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｗａｔｅｒｉｎｏｉｌｅ
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［１５］ＰａｒｋＫ，ＪｕｎｇＨＪ，ＫｉｍＪＪ，ｅｔａｌ．Ａｃｒｙｌｉｃａｃｉｄｇｒａｆｔｅｄｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ

ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓｐｏｌｙ（Ｌｌａｃｔｉｃａｃｉｄ）ｓｃａｆｆｏｌｄ［Ｊ］．Ｍａｃｒｏｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２００６，１４（５）：５５２－５５８．■
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柠檬酸钠缓冲液。将上述混合液置于 ４０℃水浴保
温１０ｍｉｎ后，加适量稀释一定倍数的 ＣＧＴａｓｅ，４０℃
水浴反应１０ｍｉｎ。加入１５０μＬ６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ停止反
应，加入 ０１ｍＬ，１ｍｍｏｌ／Ｌ的甲基橙溶液，并置于
１６℃下水浴静置显色１５ｍｉｎ。用紫外－可见光分光
光度计于５０５ｎｍ下测定吸光度 Ａ５０５。对照组不加
ＣＧＴａｓｅ，其他条件不变。以对照组和样品组的吸光
度之差ΔＡ５０５对应的 α－ＣＤ浓度标准曲线得出上述
反应条件下所合成的α－ＣＤ浓度。

固定化酶活力测定：用１０ｍＬｐＨ６０，０１ｍｏｌ／Ｌ
的柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液重悬固定化酶，取０１ｍＬ
加入反应液中（同游离酶活力测定反应体系）。其

他条件与上述反应过程相同。

酶活定义：在确定的反应条件下，每分钟合成

１μｍｏｌα－ＣＤ所需酶量为一个酶活力单位Ｕ。
固定化酶蛋白回收率Ｒ１ ＝

［（初始加入酶量 －上清液含酶量）／初始加入酶量］×１００％
固定化酶活回收率Ｒ２ ＝

［（初始加入酶比酶活 －固定化酶比酶活）／
初始加入酶比酶活］×１００％

１７　固定化载体的表征
利用透射电镜（日立 Ｈ－７６５０）和扫描电镜（德

国蔡斯Ｍｅｒｌｉｎ）观察壳聚糖凝胶颗粒及磁性壳聚糖
微球的大小及形态；利用傅里叶红外光谱（美国尼

高力ＮＥＸＵＳ）对壳聚糖、纳米 Ｆｅ３Ｏ４及磁性壳聚糖
微球化学结构进行图谱分析。

２　结果与分析

２１　磁性壳聚糖微球的表征
２１１　壳聚糖凝胶微球ＴＥＭ分析

根据 １２１中所述的方法制备壳聚糖凝胶颗
粒，采用乙醇分散。透射电镜分析结果如图１所示。
由于ＣＳ溶于乙酸溶液中，自身也会形成多糖凝胶，
图１中白色背景即为该多糖凝胶。黑色原点状即为
ＣＳ与ＴＰＰ形成的壳聚糖凝胶颗粒，大小近似为
２００～６００ｎｍ左右，个别颗粒间有粘连。

图１　壳聚糖凝胶颗粒的ＴＥＭ分析

２１２　磁性壳聚糖凝胶微球ＳＥＭ分析
根据１２２中所的方法制得磁性壳聚糖凝胶微

球，采用乙醇分散，硅片制样。对磁性凝胶微球进行

扫描电镜分析，结果如图２所示。由图２可以看出，
磁性壳聚糖凝胶微球大小在 １μｍ左右，与图 １中
制得的凝胶颗粒平均粒径相比较大，这是由于凝胶

中包裹有磁性纳米 Ｆｅ３Ｏ４。磁性壳聚糖凝胶颗粒表
面粗糙不平、多孔，有助于颗粒对酶蛋白分子的吸附

和交联。

图２　磁性壳聚糖凝胶颗粒的ＳＥＭ分析

２１３　傅里叶红外光谱图
对磁性壳聚糖凝胶微球进行红外分析，结果如

图３所示。从图３中谱线１可看出，５８４２２ｃｍ－１处
有明显的 Ｆｅ—Ｏ振动峰。从图 ３中谱线 ２可以看
出，３４００ｃｍ－１左右处为缔合—ＯＨ和—ＮＨ２的伸缩
振动峰，２８６０ｃｍ－１左右处为脂肪族Ｃ—Ｈ的伸缩振
动峰，１５９９１６ｃｍ－１对应于 Ｎ—Ｈ的伸缩振动峰，
１４２６、１３８３、１２５６ｃｍ－１分别是壳聚糖Ｃ—Ｈ的不对
称、对称弯曲振动峰和 Ｃ—Ｎ的伸缩振动峰。图 ３
中谱线３与谱线１、２对照可以看出，在３４００ｃｍ－１附
近也表现出—ＯＨ和—ＮＨ２的伸缩振动峰，２８６０、
１５６６２８ｃｍ－１和 ５８００４ｃｍ－１处分别也表现出脂肪
族Ｃ—Ｈ、Ｎ—Ｈ和 Ｆｅ—Ｏ的振动峰，说明壳聚糖成
功包埋Ｆｅ３Ｏ４。并且，１６５４２１ｃｍ

－１是— Ｃ Ｎ—的
特征峰［１３］，说明壳聚糖与戊二醛交联形成席夫碱。

同时，２９２８９３、１７１８０２ｃｍ－１处的振动峰表明颗粒
表面存在游离— ＣＨ Ｏ，从而能够用于下一步固定
化酶。

１—纳米Ｆｅ３Ｏ４；２—壳聚糖；３—戊二醛交联载体

图３　壳聚糖、纳米Ｆｅ３Ｏ４及戊二醛交联载体的

傅里叶红外谱图

·００１·
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２２　固定化酶制备工艺
将磁性壳聚糖凝胶微球进一步用于固定化酶。

吸取０９ｇ（湿重）固定化载体（以下所用载体质量
相同），加入戊二醛溶液进行交联反应，结果如表 １
所示。由表１可以看出，随着戊二醛体积分数的增
加，Ｒ１增大，这是由于载体表面醛基量随着戊二醛
体积分数的提高而增多，结合酶量增加；Ｒ２随着戊
二醛体积分数的增加而降低，这与戊二醛本身对蛋

白构象的影响有关。戊二醛体积分数过高，与之结

合的酶蛋白分子上的氨基也增多，会引起相应催化

活性中心构象的变化，从而导致酶活性下降。当戊

二醛体积分数为 ２％时，Ｒ１及 Ｒ２都相对较高，以此
戊二醛体积分数作为后续优化条件。

表１　戊二醛体积分数对固定化酶的影响

戊二醛

体积分数／％

固定化酶蛋白

回收率Ｒ１

固定化酶酶活

回收率Ｒ２

１ ４０８３±０９８ ８９１４±４２６

２ ５７５１±２６５ ７７３２±３９６

３ ６４５６±２７７ ６２４１±５１６

４ ６６３５±４７９ ５９３３±３３２

５ ７１７９±１１４ ２１３０±１５０

６ ７５２３±１６９ １６７３±２１７

交联时间对固定化酶过程影响如表２所示。由
表２可以看出，当交联时间较短（２ｈ），能够与壳聚
糖交联的戊二醛量有限，不足以固定化更多的酶；而

当交联时间太长（６～７ｈ），则增加了戊二醛的不稳
定性，使得戊二醛上的２个醛基都被交联的机会增
大，从而使载体表面游离醛基数量减少，固定酶量下

降。当交联时间为４ｈ时，Ｒ２最大。这是由于交联
４ｈ时，固定化酶量达到最适宜的水平，使酶的催化
位点及空间构型不至于被过多的酶蛋白遮蔽或挤

压，从而表现出较高的催化活性。

表２　交联时间对固定化酶的影响

交联时间／ｈ 固定化酶蛋白回收率Ｒ１ 固定化酶酶活回收率Ｒ２

２ ４２４３±０２７ ６１７０±１５６

３ ７４２１±１２４ ７５０２±１８２

４ ６６２８±０２８ ８８６６±２２５

５ ６１９８±１６６ ７０２４±４５６

６ ５５４４±１２４ ６３９７±１８６

７ ３６６６±２９１ ４９３５±１１９

加酶量对固定化酶过程影响如表３所示。由表３

可以看出，随酶质量浓度的增加，Ｒ１逐渐增大，Ｒ２
也适当增大。当加入酶质量浓度过高，载体上蛋白

质结合位点趋于饱和，固定化酶量达到稳定［１４］。但

是固定化酶活力在加酶质量浓度大于 ０４５ｍｇ／ｍＬ
后逐渐下降。这是由于当固定化酶质量浓度过大

时，导致酶活性位点被遮蔽，酶活性下降。

表３　加酶量对固定化酶的影响

加酶量／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

固定化酶蛋白

回收率Ｒ１

固定化酶酶活

回收率Ｒ２

０３７ ０２５±０００１ ６９５４±２８２

０４５ ０２８±０００８ ８４９６±０５２

０５４ ０３２±０００４ ７２３９±１００

０６２ ０３７±０００２ ６５５５±２６３

０６９ ０４１±０００５ ５０４０±１６７

０７６ ０４３±０００６ ４５１３±１２８

固定化时间对固定化酶过程的影响如表 ４所
示。由表４可以看出，Ｒ１随着固定化时间的增加而
提高，６ｈ后，Ｒ１趋于稳定，固定化蛋白的收率趋于
饱和。而固定化酶质量浓度的增加也引起 Ｒ２随固
定化时间先升后降。当固定化时间为 ５ｈ时，固定
化酶质量浓度最适宜，Ｒ２较高。

表４　固定化时间对固定化酶的影响

固定化时间／ｈ固定化酶蛋白回收率Ｒ１ 固定化酶酶活回收率Ｒ２

３ ５４０４±０７１ ７０７７±２０９

４ ６２３７±１１２ ８５７４±３１４

５ ６８７０±１６５ ９０５６±３０９

６ ７２１１＋１２９ ７７２５±０９５

７ ７２３６±０２４ ６６９１±３５０

２３　固定化酶酶学性质
通常情况下，固定化酶性质将会发生改变，结果

如图４所示。由图４（ａ）可以看出，游离酶和固定化
酶的最适ｐＨ相近，都在ｐＨ６０左右；由图４（ｂ）可
以看出，游离酶最适温度在３５～４５℃左右，而固定化
酶最适温度提高至４０～６０℃。固定化酶在高温下仍
能保持７５％以上的催化活性。ＣＧＴａｓｅ通过多点交
联固定在壳聚糖载体上，依附于载体的刚性，在较高

温度下，固定化酶依然表现出较好的结构稳定

性［１５］。由图４（ｃ）可以看出，固定化酶的热稳定性
较游离酶好，在静置５ｈ后，仍能保持初始酶活力的
９０％以上。

·１０１·
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（ａ） （ｂ）

（ｃ）

１—游离酶；２—固定化酶

图４　固定化ＣＧＴａｓｅ和游离酶的性质比较

２４　固定化酶ＣＧＴａｓｅ制备α－熊果苷
以８％麦芽糊精，２２０ｍｍｏｌ／Ｌ氢醌为底物，固定

化酶于５０℃，１００ｒ／ｍｉｎ的恒温水浴锅中进行催化
反应２４ｈ。反应结束后磁铁收集固定化酶，收集反
应液加入糖化酶水解１ｈ，并测定水解液中 α－熊果
苷的质量浓度。用缓冲液冲洗固定化酶，再加入相

同反应体系重复上述过程。每次测得 α－熊果苷的
质量浓度如表５所示。固定化酶初始转化率低于同
条件下游离酶转化率。这是因为在固定化过程中酶

的部分空间结构受交联影响，与底物的接触不如游

离酶条件下充分。

表５　固定化ＣＧＴａｓｅ应用合成α－熊果苷

反应次数 １ ２ ３ ４ ５

α－熊果苷质量

　浓度／（ｇ·Ｌ－１）

２５１５±

００３５

２２１±

００２８

１７９±

００９９

１３９±

００７１

１１６５±

００３５

３　结论

以磁性壳聚糖微球为载体，戊二醛为交联剂，固

定化环糊精糖基转移酶用于合成 α－熊果苷。结果
表明，采用离子凝胶法制备的壳聚糖凝胶颗粒成功

包裹纳米Ｆｅ３Ｏ４形成磁性壳聚糖凝胶微球；并以此
为载体，采用 ２％戊二醛为交联剂，交联 ４ｈ，加酶
０４５ｍｇ／ｍＬ，固定化５ｈ，固定化酶蛋白回收率可达
７２％，酶活回收率达９０％。相比于游离酶，固定化酶
的最适ｐＨ不变，最适温度范围提高 ５～１０℃；与游
离酶转化率（相同底物及反应条件下合成３３ｇ／Ｌ）

相比，固定化酶初始转化率为前者的７５％。重复使
用该固定化酶 ５次后，α－熊果苷产量为初始的
４６３％。该方法实现了酶的重复使用，提高了
ＣＧＴａｓｅ催化合成α－熊果苷的利用率。
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