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离子交换树脂固定果糖转移酶
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摘! 要：超声波破碎黑曲霉细胞提取游离果糖转移酶，然后选择 5"%. 大孔阴离子交换树脂为载

体，通过先吸附后交联的方法固定果糖转移酶* 优化的固定化条件：加酶量为每克湿树脂 $%% 6，吸

附 78 值为 4* % 9 4* 4，吸附温度为 #% :，吸附时间为 1 ;，交联剂戊二醛（ 终）质量浓度为 %* %. 9
%* %4 < = >?，交联时间为 1 ;，交联温度为 . 9 $ : * 固定化酶活最高回收率为 #%* " @ *
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! ! 低聚果糖是一种保健食品，具有很多对人体有

益的功能，如它热量低，不引起龋齿，润肠通便，是

双歧杆菌的增殖因子等［.］，所以低聚果糖的工业化

生产对促进我国低聚果糖研究和国民经济发展具

有重要的意义* 目前国内江波等人已经利用游离酶

进行工业化生产低聚果糖，并对其固定化生产高含

量低聚果糖进行了较深入地研究［"，#］* 普通酶法生

产具有工艺简单等特点，但生物催化剂无法重复使

用，生产上也只能使用批量法，而固定化技术则可

克服上述缺点* 树脂是工业上使用最广的材料之

一，它价格低廉，机械强度好，物化性能稳定，容易

再生，作为固定化载体使用有广阔的应用前景［$，4］*
用离子交换树脂进行固定化可通过离子交换吸附，

但利用此法固定在树脂上的酶蛋白结合的不够紧

密，在使用的过程中酶很容易脱落，故在吸附之后

又使用了戊二醛进行交联，以增加固定化效果［4］，
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目前国内对于固定化果糖转移酶的报道较少!
交联剂戊二醛是带有两个醛基的双功能试剂，

它与酶蛋白的结合是不可逆 "#$%&& 反应，若其使用

质量浓度过高会引起酶的失活，其交联机理如下（’
代表酶蛋白）［(］：

!" 材料与方法

!# !" 实验材料

黑曲霉 )"**+,：作者所在实验室保藏菌种；树

脂：江苏苏青化工集团生产；+( - . /0 戊二醛水溶液

（-1234541/6$7/6）：生化试剂，中国医药（ 集团）上海

化学试剂公司生产!
!# $" 主要实验仪器

8+( 高度分散仪：德国 9:);04<=536#$>%# 生产；

?@,;A+* 超声波细胞破碎仪：无锡市超声电子设备

公司制造；BCD@** 超声波细胞破碎仪："=>%#E 4>/
F4365%41E 9GC 公司提供；"?H;II 台式恒温水浴振荡

器：江苏太仓实验设备厂制造；超级恒温水浴锅：上

海实验仪器厂制造；J0;+*K 冷冻离心机：上海安亭

科学仪器厂制造；酶反应器：实验室定做!
!# %" 实验方法

!! %! !" 树脂的转型方法" 树脂转型有静态和动态

两种方法，作者采用静态法把 L+*A 型离子交换树

脂转成 C1 型：树脂 " 去离子水清洗多次 " @ - . /0
G4M? 浸泡 + $ " 去离子水清洗多次至中性 "@ - .
/0 ?C1 浸泡 + $ " 用去离子水清洗多次至中性 "
用 + 倍体积以上去离 子水浸泡备用!
!! %! $ " 游 离 果 糖 转 移 酶 提 取 方 法 " 黑 曲 霉

)"**+, 细胞的制备见参考文献［N］! 称取一定量黑

曲霉细胞放入烧杯中，加入适量的 *! *( F=1 . 0、O?
值 (! * 的柠檬酸;磷酸缓冲液，在冰浴环境中用超声

波处理一定时间后，于 @ P下冷冻离心（A* *** !）

+* F%>；收集上清液在 @ P条件下进行超滤以提高

单位 酶 活，压 力 *! A( QR4，截 留 相 对 分 子 质 量

A* ***，粗酶提取液放入冰箱保藏备用!
!! %! %" 果糖转移酶的固定化方法 " 湿树脂（ 本实

验所用树脂均为湿树脂）用滤纸吸干表面水后称取

A! * - 放入三角瓶中，加入一定量酶液，在所需的

O? 值条件下放入恒温水浴摇床进行吸附，摇床摇

速为 A+* 5 . F%>! 吸附完成后在搅拌的情况下加入

+! ( - . /0 戊二醛溶液，最后静置进行交联!
!! %! &" 固定化效果评价指标及其测定方法

A）固定化果糖转移酶活［N，I］：酶活定义：每分

钟产生 A !F=1 蔗果三糖（A;S6E3=E6）为一个活力单

位! 蔗果三糖质量不超过总糖质量的 A* T !
交联好的树脂用约 A* 倍体积的去离子水清

洗，以除去未固定的游离酶，清洗后的树脂于酶反

应器中测定固定化后的酶活，其方法同游离果糖转

移酶活力测定! 用高效液相色谱测定蔗果三糖的

质量!
+）固定化酶活回收率：酶活回收率定义为固

定化酶活与所添加的总酶活的比值!

$" 结果与讨论

$# !" 果糖转移酶活提取方法的选择

将不同提取方法进行对比其结果见表 A!
表 !" 几种酶活提取方法的对比

’()# !" *+,-.,/(01+ 1./2(,34.0 .- 56,++ +75,(153.0 /+56.84

提取
方法

提取后
单位活力 .
（U . F0）

提取前
总酶活 .

U

提取后
总酶活 .

U

酶活
提取

率 . T

高度分散仪
处理 +* F%> A! II +VV+! VV @*W! I@ A(! ,W

?@,;A+* 型超声
处理 +* F%> A*! NN W+N*! A* A(I,! AW AN! *I

BCD@** 型超声
处理 +( F%> X 超滤

W@! IV AV,V(! V( I*V,! A* @W! +N

Y Y 由表 A 可知，用高度分散仪和 ?@,;A+* 型超声

波处理效果不理想，酶活均很低，而用 BCD @** 型

超声波破碎黑曲霉细胞的效果却很好，明显高于前

两种方法! 两种超声波仪器在工作功率和时间相差

不大的情况下，其破碎效果相差很大的原因可能在

于二者探头的不同! 两种超声波均为平面辐射，而

前者超声波探头底部直径为 ,* FF，后者仅为 A,
FF，所以探头底部面积小的波密度大，能量集中，

破碎效果显著；另外，两种超声波探头的材料不同，

对破碎效果也有很大影响，前者为锡铅合金，后者

为钛合金!
$# $" 树脂的选择

对 L+*A，L+*+;"，L,*A;J , 种型号树脂进行

上述操作，其吸附交联情况见表 +!
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表 !" # 种阴离子交换树脂的固定化

$%&’ ! " ()*+,*-%./) /,-0%*12,. ,+ 34*)) 51.62 ,+ %.1,.7
)8/4%.9) *)21. ,. 1--,&1:1;%31,.

树脂型号
每克树脂

固定化酶活 ! "
酶活

回收率 ! #

$%&’ ()* &( +&* %

$%&%,! )%* )- %.* %’

$+&’,/ ++* %’ ’)* .%

0 0 由表 % 可知，$%&’ 型树脂的固定化效果最好，

酶活回收率达 +&* % # * 因为 $%&’ 型树脂的强型基

团容量高于其它两种树脂，约为 +* 1& 2234 ! 5，故

酶蛋白与树脂进行离子交换的几率较高；另外也可

能 $%&’ 型树脂的孔径更有利于该酶蛋白与它进行

离子交换吸附，故选择 $%&’ 型树脂作为本实验的

固定化材料*
!’ #" 固定化条件的选择

!* #* <" 吸附条件的选择

’）加酶量的选择：选择不同的加酶量，固定以

下条件进行吸附交联：吸附 67 值为 )* &，吸附时间

’& 8，吸附温度 +& 9，戊二醛（终）质量浓度 &* . 5 !
:;，交联时间 ’% 8，交联温度. 9，其效果见图 ’*

图 <" 加酶量对固定化效果的影响

=19’ <" >++)/3 ,+ ).;?-) %66131,. %-,@.3 ,. 1--,&17
:1;%31,.

0 0 由图 ’ 结果表明：在每克湿树脂加酶量 +%. "
之前，随着酶液的增加，固定化酶活基本不变，并且

较低，这是由于添加酶活过低树脂上阴离子和酶蛋

白接触几率很小的缘故；当加酶量大于 +%. " 时，

固定化酶活才逐渐升高，直到每克树脂加酶量为

.&& " 时，固定化酶活和酶活回收率才达到最好* 当

加酶量高于 .&& " 时，酶和载体结合的几率大大增

加，这样会造成酶分子间的空间障碍增大，底物和

产物的扩散受到某种程度的限制，固定化酶活和回

收率开始呈降低趋势［)，<］*
%）吸附 67 值的选择：在吸附 67 值分别为

.* )，)* &，(* &，-* & 时进行固定化，其它条件为：每克

树脂加 酶 量 为 .’% "，吸 附 时 间 ’& 8，吸 附 温 度

+& 9，戊二醛（终）质量浓度 &* . 5 ! :;，交联时间 ’%
8，交联温度 . 9，见图 %*

图 !" 吸附 0A 值对固定化的影响

=19’ !" >++)/3 ,+ %62,*&31,. 0A ,. 1--,&1:1;%31,.

0 0 从图 % 可知，在 67 值为 )* & = )* ) 时，固定化

效果最好* 果糖转移酶的等电点为 .* )［’&］，所以一

定要保证吸附 67 值大于 .* )，使酶蛋白带负电，这

样它才与阴离子交换树脂进行离子交换；当然，当

67 值高于一定值时，就改变了固定化的最适条件*
+）吸附时间的选择：在不同的吸附时间（+，(，

1，’& 8）下测定固定化效果，其它条件为：每克树脂

加酶量为 %)& "，吸附 67 值为 )* &，吸附温度 +&
9，交联剂戊二醛（终）质量浓度 &* &. 5 ! :;，交联时

间 ’% 8，交联温度 . 9，见图 +*

图 #" 吸附时间对固定化效果的影响

=19’ #" >++)/3 ,+ %62,*&31,. 31-) ,. 1--,&1:1;%31,.

0 0 从图 + 可知，1 8 为最佳吸附时间，说明 1 8 吸

附达到平衡；在吸附没有达到平衡前，随着时间的

增加，酶蛋白和树脂的离子交换一直增加，而在平

衡后再继续增加吸附时间，树脂上可供交换的阴离

子基本上没有了，固定化酶活基本不变*
.）吸附温度的选择：改变吸附温度（%&，+&，

.& 9）进行固定化，其它条件为：每克树脂加酶量
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为 !"# $，吸附 %& 值为’( )，吸附时间 ") *，戊二醛

（终）质量浓度 )( ! + , -.，交联时间 "# *，交联温度

! /，见图 !(

图 !" 吸附温度对固定化效果的影响

#$%& ! " ’(()*+ ,( -./,01+$,2 +)34)0-+50) ,2 $33,1$6
7$8-+$,2

0 0 从图 ! 可知，1) /为最佳吸附温度( 这是因为：

蛋白质的吸附是吸热过程，在温度较低时，酶不容

易吸附到树脂上；而在温度较高时，则可能引起酶

的失活(
9( :( 9" 交联条件的选择

"）交联剂质量浓度的选择：选择不同的戊二

醛质量浓度进行固定化，其它条件为：每克树脂加

酶量为 !"# $，吸附 %& 值为 ’( )，吸附时间 ") *，吸

附温度 1) /，交联时间 "# *，交联温度 ! /，见图

’(

图 ;" 交联剂戊二醛终质量浓度对固定化的影响

#$%& ; " ’(()*+ ,( *0,//7$2<$2% *,2*)2+0-+$,2 -%)2+ ,2
$33,1$7$8-+$,2

0 0 从图 ’ 可知，戊二醛（ 终）质量浓度为 )( )" 2
)( )’ + , -. 时固定化效果较好( 戊二醛质量浓度过

低，和酶蛋白交联的量少，酶不能完全牢固地吸附

在树脂上；若质量浓度过高和酶蛋白反应过于剧

烈，使酶失活［’］(
#）交联时间的选择：改变交联时间（!，3，"#，

"4 *）进行固定化，其它条件：每克树脂为加酶量

156 $，吸附 %& 值为’( )，时间 ") *，温度 1) /；戊

二醛（终）质量浓度 )( " + , -.，交联温度 ! /，见图

4(

图 =" 交联时间对固定化的影响

#$%& =" ’(()*+ ,( *0,//7$2<$2% +$3) ,2 $33,1$7$8-+$,2

0 0 从图 4 可知，交联反应 3 * 固定化效果最好( 低

于 3 *，戊二醛和酶蛋白的反应还不完全；高于 3 *，

戊二醛可发生交联反应的醛基数目已经很少了，所

以再增加交联时间固定化酶活和回收率也 基 本

不变(
1）交联温度的选择：在不同的交联温度（"，!，

") /）下进行固定化，其它条件：每克树脂为加酶

量 156 $，吸附 %& 值为 ’( )，时间 ") *，温度 1) /；

戊二醛质量浓度 )( " + , -.，交联时间 "# *，见图 5(

图 >" 交联温度对固定化的影响

#$%& >" ’(()*+ ,( *0,//7$2<$2% +)34)0-+50) ,2 $33,1$6
7$8-+$,2

0 0 从图 5 可看出：交联温度在 " 2 ! / 时固定化

酶活及其回收率变化不明显，但有上升的趋势，这

是因为温度过低戊二醛会发生分子间交联；在 ! 2
") /时固定化酶活回收率有明显的下降，估计是

温度偏高不利于交联反应进行，且酶容易失活，所

以选择交联温度 " 2 ! / (

140 第 ! 期 张 艳等：离子交换树脂固定果糖转移酶

万方数据



!" 结" 论

用 !"#$%% 型超声波处理黑曲霉细胞提取果

糖转移酶，提取率可达到 $&’ () *，选择 +(%, 大孔

阴离子交换树脂作为载体，通过先吸附后交联的方

法固定果糖转移酶’ 优化的固定化条件：每克树脂

加酶量 为 $%% -，吸 附 ./ 值 为 0’ % 1 0’ 0，温 度

2% 3，时间 4 5；交联剂戊二醛（ 终）质量浓度 %’ %,
1 %’ %0 6 7 89，交联时间 4 5，交联温度 , 1 $ 3 ’ 固定

化酶活的回收率最高为 2%’ ( * ’
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