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摘 要 比较了以海藻酸钠为载体，用胶囊法、包埋P交联法、交联P包埋法三种不同方法固定化黑曲霉!P葡萄糖苷酶的效果，

并研究了最佳固定化方法的固定化条件和固定化酶的部分性质。结果表明，交联P包埋法即!P葡萄糖苷酶与 $W!$X戊二醛交

联后再用 !W$X海藻酸钠包埋的固定化方法中酶结合效率和酶活力回收率最高。海藻酸钠浓度和戊二醛浓度对酶结合效率

影响较大，戊二醛浓度和包埋颗粒直径大小对酶活力回收率影响显著。与游离酶相比，制备的固定化酶最适温度、最适 ;L 值

和 ;. 值分别由 I$Y、JWI 和 !WI%"DZ.S 下降到 J$Y、JW$ 和 !W$!"DZ.S。固定化酶具有更强的耐酸性和稳定性。该固定化酶

用于大豆异黄酮活性苷元染料木素的合成，重复使用 # 次后，固定化酶的活力仍保持 [JW?JX，染料木苷转化率为 I#W$JX。
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染料木素具有防治癌症（乳腺癌、前列腺癌等）

和防护心血管系统，防止骨质疏松等多种药理作用

及生物活性［&］，是非常有前途的保健品和药品。但

是，染料木素活性苷元含量极低［!］，主要以不具活性

的染料木苷糖苷形式存在。目前，转化染料木苷糖

苷为活性苷元的方法主要有酸水解法和酶水解法。



酸水解法存在要求温度高，反应缺乏专一性，对环境

产生污染等缺陷。酶水解法是用!!葡萄糖苷酶水解

染料木苷的!!糖苷键生成染料木素活性苷元［"］，水

解反应具有!!糖苷键专一性，条件温和，效率高，活

性苷元结构稳定。因此，酶水解法制备染料木素是

生产染料木素活性苷元的潜在方向。本研究对黑曲

霉!!葡萄糖苷酶催化染料木苷合成染料木素活性苷

元进行了尝试。

固定化酶不仅保持酶催化高效和专一的特点，

而且有利于酶的重复使用和产品的纯化。酶的固定

化常采用吸附、包埋、结合和交联等方法。关于!!葡
萄糖苷酶的固定化已有许多报道［# $ %］，但存在制备

价格昂贵，酶活力回收率低，酶的失活严重和渗漏等

不利影响。本文探讨了将!!葡萄糖苷酶交联后再包

埋的固定化方法，该固定化方法既防止了酶的渗漏，

又克服了交联酶不易与产物分离的缺陷。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 试剂：染料木苷和染料木素（色谱纯，上海同

田生化技术有限公司）。

!"!"# 菌种：黑曲霉 &%’（!"#$%&’(()" *’&$%），购于上

海工业微生物研究所。

!"# !$葡萄糖苷酶的制备

黑曲霉 &%’ 经 ()* 斜面活化、液体种子培养基

中扩培后转入 ’+ 发酵罐中发酵 ,-.。发酵罐操作

体积 "/0+，温度 "01，搅拌转速 "0023456，通气量

"+3456。取发酵液，7- 00023456 离心 7’ 456，得上清

即粗酶液；进行粗酶液的（89#）- :;# 分级沉淀，收集

"’< = %0< 饱和度沉淀物；取沉淀溶于 0/74>?3+，

@9’/0 的醋酸缓冲液中，#1冰箱透析过夜，即可用

于酶的固定化。

!"% !$葡萄糖苷酶的固定化

参考文献［% $ 70］进行，稍有改动，并根据各试

验需要，选择各自所需海藻酸钠、ABA?-、戊二醛浓度

以及包埋颗粒的直径大小。

!"%"! 胶囊法制备固定化!!葡萄糖苷酶：-04+ 酶

液、0/"-C ABA?-、D04+ 醋酸缓冲液（0/74>?3+，@9’/0，

下同）充分混匀后分成 # 等份，用注射器逐滴分别加

到 7004+ 海藻酸钠溶液（7< = #<，+ 3,）中制成胶

囊。向海藻酸钠溶液中加入 7004+ 蒸馏水，过滤，

收集胶囊；胶囊在 0/#< ABA?- 溶液中硬化 7. 后取

出，醋酸缓冲液冲洗直至洗液中无蛋白质析出。将

冲洗后的胶囊置甘油中 #1冰箱保存备用。

!"%"# 包 埋!交 联 法 制 备 固 定 化!!葡 萄 糖 苷 酶：

-04+ 酶液与 D04+ 醋酸缓冲液充分混匀后分成 # 等

份，分别加入适量海藻酸钠使海藻酸钠浓度为 7<、

-<、"<、#<，混匀，用注射器逐滴加到 0/#< ABA?-
溶液制成小球，并在其中硬化 7. 后取出，置 "04+
0/-<戊醛溶液交联 -. 后取出，冲洗后甘油处理、保

存（方法同 7/"/7）。

!"%"% 交 联!包 埋 法 制 备 固 定 化!!葡 萄 糖 苷 酶：

-04+ 酶液与 770"+ "D< 戊二醛溶液混合、交联 -.
后，分 成 # 等 份，分 别 加 入 7’4+ 海 藻 酸 钠 溶 液

（7/"<、-/,<、#<、’/"<，+ 3,），混匀，用注射器逐

滴加到 0/#< ABA?- 溶液制成小球，并在其中硬化 7.
后取出，冲洗后甘油处理、保存（方法同 7/"/7）。

!"& 固定化酶最适反应温度、最适反应 ’(、热稳

定性、’( 稳定性和 !) 的测定

参考文献［77］进行。

!"* 固定化酶转化制备大豆异黄酮活性苷元染料

木素

704+ 醋 酸 缓 冲 液 中 加 入 0/74C 染 料 木 苷 和

’/0C 固定化!!葡萄糖苷酶，在 #’1下反应 D0456 后

取样测定染料木苷转化率。每次反应后，将固定化

酶过滤，洗涤后重复使用，共进行 D 次转化反应。

!"+ 分析方法

!"+"! 染料木素的检测：9(+A 法，参考文献［7-］

进行。

!"+"# 蛋白质含量的测定：采用 E2BFG>2F 法，以牛

血清白蛋白为标准［7"］。

!"+"% 酶活力的测定：

游离酶活力的测定：含 0/-4+ 酶液、0/-4+ 染料

木 苷 以 及 0/D4+ 醋 酸 缓 冲 溶 液 的 反 应 体 系

（@9’/0），于 #’1反应 "0 456 后，测定染料木素含

量。

固定化酶活力的测定：含 0/’C 固定化酶、0/-4+
染料 木 苷 以 及 0/%4+ 醋 酸 缓 冲 溶 液 的 反 应 体 系

（@9’/0），于 #’1反应 "0 456 后，测定染料木素含

量。

酶活力的定义为在上述测定条件下释放出 7"C
染料木素所需的酶量为一个酶活力单位（H）。

酶活力回收率3< I 固定化酶总活力
用于固定化的总酶活力

J 700<

酶结合效率3< I 加入的总酶活力 $ 未结合的酶活力
加入的总酶活力

J 700<
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! 结果与分析

!"# !$葡萄糖苷酶固定化方法的比较

三种不同固定化方法对!!葡萄糖苷酶的固定化

效果见表 "。表 " 结果显示，三种固定化方法中海

藻酸钠浓度对酶结合效率的影响不大，但是，交联!
包埋固定化法中海藻酸钠浓度对酶活力回收率有一

定的影响，可能是因为酶构象的改变或底物扩散限

制所致。交联!包埋法中酶结合效率和酶活力回收

率最大即固定化效果最佳，其次是包埋!交联法，最

次的是胶囊法，这可能与酶的渗漏有关，酶经戊二醛

交联后，大多数酶分子连接在一起，因此，从海藻酸

钙凝胶中渗漏的酶就少，进而提高了酶结合效率。

因此，以下选择交联!包埋法固定化!!葡萄糖苷酶。

表 # 不同固定化方法对!$葡萄糖苷酶固定化效果的影响
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!"! 交联$包埋法固定化!$葡萄糖苷酶的条件优化

!"!"# J2J(@ 浓度的影响：J2@ M 可能影响凝胶网格

的大小和酶的活力，因此，试验了 J2J(@ 溶液的浓度

对!!葡萄糖苷酶固定化的影响。图 " 结果显示，

J2J(@ 浓度对酶结合效率和酶活力回收率影响不显

著。

!"!"! 戊二醛浓度的影响：戊二醛作为交联剂含有

@ 个醛基，能够与酶分子之间形成共价键，得到三维

交联的网状结构。戊二醛浓度对固定化酶的影响见

图 @。酶结合效率随着戊二醛浓度的增加而增大，

酶活力回收率却随之减小。戊二醛是双功能交联

剂，但是，浓度增大后也会成为变性剂。

图 " J2J(@ 浓度对!!葡萄糖苷酶固定化的影响

N’0L" C88*3, %8 J2J(@ 3%13*1,42,’%1 %1 ,-*!!0(E3%.’+2.* ’$$%&’(’)2,’%1
/(0’12,* 3%13*1,42,’%1 O @6，0(E,242(+*-9+* 3%13*1,42,’%1 O H=@6，&*2+

.’)* O ;$$? H=@$$L

图 @ 戊二醛浓度对!!葡萄糖苷酶固定化的影响

N’0L@ C88*3, %8 0(E,242(+*-9+* 3%13*1,42,’%1 %1 ,-*

!!0(E3%.’+2.* ’$$%&’(’)2,’%1
/(0’12,* 3%13*1,42,’%1 O @6，J2J(@ 3%13*1,42,’%1 O H=B6，&*2+ .’)* O

;$$? H=@$$L

!"!"9 包埋颗粒直径的影响：在固定化酶反应体系

中，因为包埋颗粒直径的大小可能影响传质过程而

影响固定化酶活力，因此考察了包埋颗粒直径对!!
葡萄糖苷酶固定化的影响，结果见图 ;。结果表明，

包埋颗粒直径的大小对酶结合效率影响不大，对酶

活力回收率却随着包埋颗粒直径的增大而减小，这

图 ; 包埋颗粒直径对!!葡萄糖苷酶固定化的影响

N’0L; P*2+ .’)* %1 ,-*!!0(E3%.’+2.* ’$$%&’(’)2,’%1
/(0’12,* 3%13*1,42,’%1 O @6，J2J(@ 3%13*1,42,’%1 O H=B6，0(E,242(+*-9+*

3%13*1,42,’%1 O H=@6 L

可能是传质受到限制所致，这种现象在脂肪酶的固

@>H" !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 @HH<，Q%(=@;，K%=>



定化中也有报道［!"］。

!"# 固定化酶的部分理化性质

!"#"$ 固定化酶反应的最适温度及热稳定性：温度

（#$ % &$’）对固定化!(葡萄糖苷酶的活性和稳定性

的影响如图 " 所示。固定化酶的最适温度为 "$’，

游离酶的最适温度 )$’。当温度高于 )$’时，固定

化酶和游离酶的活力随着温度增高而快速降低。这

可能是因为高温破坏了苷元的结构，从而影响了酶

活。与游离酶相比，!(葡萄糖苷酶固定化后，增强了

对热的抵抗能力。

图 " 温度对固定化酶及游离酶活性和稳定性的影响

*+,-" .//012 3/ 20450672860 39 +443:+;+<0= 79= /600

!(,;813>+=7>0 712+?+2+0> 79= 2@0+6 >27:+;+2A

!"#"! 固定化酶反应的最适 5B 和 5B 稳定性：试

验过程中发现，固定化酶在碱性环境中机械强度差，

故只试验了 5B#C$ % DC) 对固定化!(葡萄糖苷酶的

活性及稳定性的影响（图 )）。图 ) 结果显示，固定

化酶的最适 5B 为 "C$，比游离酶的最适 5B 减少了

$C) 个 5B 单位；同时固定化酶对酸碱的耐性有所提

高。

图 ) 5B 对固定化酶及游离酶活性和稳定性的影响

*+,-) .//012 3/ 5B 39 +443:+;+<0= 79= /600

!(,;813>+=7>0 712+?+2+0> 79= 2@0+6 >27:+;+2A

!"#"# 米氏常数 !4：取不同浓度染料木苷，分别加

入固定化酶和游离酶，于各自最适温度、最适 5B 条

件下测定两种酶水解染料木苷的反应初速度，根据

酶催化底物的!(!E［"］关系，通过 .7=+0(B3/>200 作图

法得固定化酶和游离酶的米氏常数 !4 分别为 FC$F

",E4G 和 FC)&",E4G。

!"#"% 固定化酶的储存稳定性：将固定化酶于 "’
和室温保存，定时取样，测定固定化酶的酶活。结果

显示，室温保存时，固定化酶活力随着保存时间的延

长而逐渐降低，贮存至 F) =，相对酶活为 &#C!H；"’
保存时，固定化酶活力损失不明显，贮存至 F) =，相

对酶活为 I$C!H。

!"#"& 固定化酶的操作稳定性：以固定化!(葡萄糖

苷酶为催化剂，考察固定化酶催化染料木苷合成染

料木素活性苷元的操作稳定性，结果见图 D。图 D
结果表明，在试验条件下，该固定化酶催化染料木苷

糖苷合成染料木素活性苷元的转化率为 DDC"$H，

经过重复 D 次使用后转化率为 )DC$"H。将合成染

料木素活性苷元的转化率转化为酶活力，相当于经

D 次重复使用后，该固定化酶仍保持有 J"CI"H的催

化活性，进一步说明该固定化酶具有较好的稳定性。

图 D 固定化酶的操作稳定性

*+,-D K50672+39 >27:+;+2A 3/ +443:+;+<0=!(,;813>+=7>0

# 讨论

!(葡萄糖苷酶产生菌中，黑曲霉产!(葡萄糖苷

酶和酶活力较一般菌株高，而且营养需求简单，不产

生毒素；同时，黑曲霉!(葡萄糖苷酶为胞外酶，制备

简单，对底物专一性较差。因此，黑曲霉!(葡萄糖苷

酶具有较广泛的应用范围。将黑曲霉!(葡萄糖苷酶

固定化以生产高价值的大豆异黄酮活性苷元染料木

素，不仅能提高酶的利用率，而且对大豆深加工具有

重大现实意义。本研究中的黑曲霉!(葡萄糖苷酶能

够水解大豆异黄酮糖苷键，将其固定化后用于活性

苷元染料木素的合成，重复使用 D 次后，固定化酶活

#D$!潘利华等：固定化黑曲霉!(葡萄糖苷酶制备染料木素活性苷元的研究



力仍保持 !"#$"%，染料木苷转化率 &’#("%。为使

该方法具有工业应用价值，扩大试验将有待于进一

步完善。

随着研究的深入，多种固定化载体被用于!)葡
萄糖苷酶的固定化。但是，许多载体都有存在一些

不尽人意的地方。*+ 两性载体 ,-./0123 4)5(( 和纳

米碳管制备费用高，6-78239 :)&’! 树脂等树脂因为

制备过程中可能会有有害物质残留而不允许在药品

等特殊行业中使用，丝素膜因载体膜的屏障作用酶

活力回收率仅为 &’#;%。海藻酸钠因其安全无毒，

价廉易得，固定化方法简单，条件温和，酶活力损失

小而成为较为理想的固定化载体。海藻酸钠固定化

是通过其与钙、钡等多价金属离子交联成网状凝胶

将酶和细胞进行包埋，因此，有些酶和细胞会从网格

中渗漏出来，造成酶<细胞结合效率低［5&］。为减少

酶失活和渗漏，除了优化固定化条件外，也有学者在

海藻酸钙凝胶外在包一层壳聚糖外衣［5’］。本研究

将!)葡萄糖苷酶用 (#=%戊二醛交联后，再进行海

藻酸钙包埋以减少酶渗漏。结果表明，酶结合效率

和酶活力回收率都大大提高了，酶结合效率比 >-?37
@6 等［5A］用海藻酸钙直接包埋法高 5&% B =&%。究

其原因，本研究所用的黑曲霉!)葡萄糖苷酶的分子

量相对较小（约 5(=C6），不交联时容易渗出；戊二醛

交联后，酶分子聚集，减少了蛋白质渗漏现象。因

此，通过固定化条件的优化，交联)包埋法有效防止

了酶的泄露，高效地固定化了黑曲霉!)葡萄糖苷酶，

提高了酶的稳定性和利用率。

酶经固定化后，最适反应温度、*+ 以及对热、

*+ 的稳定性酶学性质通常会发生较大的改变，有些

变化对工业生产是非常有利的。!)葡萄糖苷酶固定

化后，最适反应温度从 &(D转变为 "(D，最适 *+ 从

"#& 变为 "#(，对热和 *+ 的耐性都有所提高。这对

其在酸性环境催化合成热敏性产品是有利的。固定

化酶酶学性质的改变，可能是因为海藻酸盐中的甘

露糖醛容易离子化，导致 +E 在凝胶内部微环境和

外环境不同，从而影响了酶的催化特性［$］。
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