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摘  要 : 以葡萄糖氧化酶 (GOx) 为研究对象，系统地研究了钙离子对交联酶聚集体 (CLEA) 粒子尺寸和微观

结构的调控作用以及酶催化性能和实用性的影响。研究结果表明，GOx 酶沉淀过程中引入钙离子可显著降低

CLEA 粒子尺寸并导致粒子内纳米孔道结构逐步消失。在 0.1 mmol/L 钙离子浓度下，GOx 酶的 CLEA 仍保有

清晰的纳米孔道结构。以葡萄糖为底物的 GOx 酶 CLEA 催化结果显示，该 CLEA 粒子的酶活性为对照 CLEA

粒子的 2.69 倍。即便 1.0 mmol/L 钙离子浓度下制备的 CLEA 粒子的 GOx 酶活性仍高出对照 CLEA 粒子约 42%。

此外，0.1 mmol/L 钙离子浓度下制备的 CLEA 不仅具有更高的底物转化速率和很好的操作稳定性，而且 CLEA

中 GOx 酶的最大反应速度显著提高。这些实验结果明确了钙离子对 CLEA 粒子尺寸和微观结构的调控作用，

为制备具有高效生物催化活性的 CLEA 粒子奠定了基础。 

关键词 : 葡萄糖氧化酶，交联聚集体酶，钙离子，扩散通道，转化速率  
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Abstract:  We studied the effect of calcium ion on particle size and pore structure of cross-linked enzyme aggregates 

(CLEAs) of glucose oxidase, with activity and stability of the enzyme as evaluation criteria. With calcium ion to prepare 

CLEA significantly decreased particle sizes of CLEAs whilst the pore structures of CLEAs gradually disappeared with the 

increase of calcium concentration. When glucose oxidase was precipitated at 0.1 mmol/L Ca2+, glucose oxidase in CLEA 

showed the definitive pore structure. Moreover, glucose oxidase activity in CLEA with Ca2+ was 1.69 times higher than that 

without Ca2+. Even at Ca2+ as high as 1.0 mmol/L, glucose oxidase activity in CLEA was 42% higher than that of CLEA 

without Ca2+. Furthermore, CLEA prepared with 0.1 mmol/L Ca2+ not only exhibited higher substrate conversion and 

operational stability, but also increased the maximum reaction speed. Therefore, calcium ion improved the performance of 

glucose oxidase in CLEAs. 

Keywords:  glucose oxidase, cross-linked enzyme aggregates, calcium ion, channeling for diffusion, turnover rate 

交联酶聚集体 (Cross-linked enzyme aggregates，

CLEAs) 是本世纪初在交联酶晶体 (Cross-linked 

enzyme crystals，CLECs) 基础上发展起来的一

种新型无载体固定化酶技术[1]。相较于 CLEC中

利用复杂的酶分子晶体制备固定化酶的方法[2]，

CLEA 通过更加简便易行的物理沉淀方法使酶

分子聚集，进而通过戊二醛等交联而成稳定的

超分子结构。因其对酶纯度要求低、制备方法

简单、聚集体稳定性高且易于回收和重复利用

等诸多优点，单酶 CLEA 技术在生物催化和生

物分离等领域展现良好的应用前景并得到了系

统地研究[3-6]。López-Serrano等利用硫酸铵和十

二烷基硫酸钠联合沉淀方法制备的交联脂肪酶聚

集体具有高于天然脂肪酶 1–2 倍的催化活性[7]。

此后，聚集体粒径和结构、聚集体稳定性等影

响 CLEA 性能的参数和工艺条件也得到了系统

地考察[8]。2014 年，Torabizadeh 等提出引入钠

钙双离子聚集酶分子的阳离子辅助聚集策略。

但结果显示，α-淀粉酶沉淀中钠钙双离子的存在

改善了 CLEA 的稳定性并些许提高了淀粉底物

的亲和性[9]。相比于单酶催化，生物体内更为普

遍的代谢产物合成都是通过两个或多个酶的级联

反应完成的[10-11]。Sheldon 教授课题组于 2003 年

提出了多酶 CLEAs的“combi-CLEAs”概念[12]，

进而制备了级联催化 (S)-扁桃酰胺合成的 (S)-

醇腈酶和腈水解酶双酶 CLEA[13]。此后，该方

法也被用于构建包括级联[14-15]和非级联反应[16]

在内的多酶催化体系。相对于单酶 CLEA，多酶

CLEAs的复杂性不仅仅在于酶种类的增加，也带

来了底物扩散和中间产物通道等诸多问题[17-19]。

因此，CLEA合成的调控技术成为设计和优化酶

催化体系的重要基础。 

CLEA 的制备通常包括沉淀和交联两个步

骤[20-21]，首先在无机盐、水溶性有机溶剂、聚
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合物乃至有机酸等作用下溶液中的酶析出形成

聚集体[8]，聚集体与戊二醛、葡聚糖等交联剂反

应生成不溶性 CLEAs。沉淀方法和交联剂对

CLEAs 中酶活性的影响虽已被广泛地观察，但

少有涉及 CLEAs 尺寸和酶分子结构 [20,22]。

CLEAs 的尺寸乃至其中酶分子构象与生物催化

体系中底物扩散、酶的生物活性和生物催化性

能是密切相关的。 

本研究以葡萄糖氧化酶  (GOx) 为研究对

象，考察了钙离子对 CLEAs尺寸的调控作用以

及对酶分子结构、催化活性和 CLEAs稳定性的

影响，从而为优化葡萄糖氧化酶 CLEA 的合成

提供指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

GOx 酶购于 Sigma 公司；无水乙醇、十二

水合磷酸氢二钠 (Na2HPO4·12H2O)、二水合磷

酸二氢钠 (NaH2PO4·2H2O)、氯化钙 (CaCl2) 和

乙二胺四乙酸 (EDTA) 均为购于本地的分析纯

试剂；50% (V/V) 戊二醛和靛蓝胭脂红购于光复

精细化工研究所。 

1.2  方法 

1.2.1  GOx酶 CLEA的制备 

GOx酶 CLEA的制备步骤如下：称取 GOx

酶 4 mg置于 1.5 mL离心管中，然后加入 1 mL

蒸馏水溶解，制得 4 mg/mL的 GOx酶溶液；称

取 27.75 mg 氯化钙溶于 1 mL 蒸馏水中制得    

250 mmol/L 的氯化钙浓缩液，浓缩液经蒸馏水

依次稀释制得浓度为 25、2.5和 0.25 mmol/L的

氯化钙工作液。然后，分别量取 60 μL 的 GOx

酶溶液置于 5个 1.5 mL离心管中后，再依次向

GOx 酶溶液中加入 40 μL 的蒸馏水和不同浓度

的氯化钙工作液，各离心管中钙离子终浓度依

次为 100、10、1、0.1 和 0 mmol/L。上述溶液

混合均匀后，加入 900 μL无水乙醇并静置 30 min

沉淀 GOx酶，沉淀后向离心管中加入 50% (V/V) 

的戊二醛各 42 μL，在 2% (V/V) 戊二醛终浓度

下交联 3 h。交联反应结束后，在 3 000 r/min离

心回收 GOD酶 CLEA并用蒸馏水反复置换除去

残留戊二醛、乙醇和游离钙离子。制备的 GOx

酶 CLEA经 LABCONCO FreeZone冷冻干燥机

冻干后称重，计算 GOD酶 CLEA的产率。使用

前，将GOx酶CLEA溶解于 600 μL的 20 mmol/L

磷酸盐缓冲液中 (pH 7.0)。 

1.2.2  GOx酶 CLEA活性测定 

GOx 酶 CLEA 的活性采用靛蓝胭脂红褪色

法测定[23]。过氧化氢浓度的标准曲线绘制方法

如下：向装有 5 mL含 1 mmol/L靛蓝胭脂红的

20 mmol/L磷酸盐缓冲液 (pH 7.0) 的试管中分

别加入 0、0.5、1、1.5、2和 2.5 mL的 10 mg/L

过氧化氢溶液并用蒸馏水稀释至 15 mL 配成过

氧化氢浓度依次为 0.0、0.5、1.0、1.5、2.0 和

2.5 mg/L 的靛蓝胭脂红溶液。上述溶液在沸水

中煮沸 10 min后用自来水冷却至室温，在波长

615 nm处测定其吸光度，绘制过氧化氢浓度与

靛蓝胭脂红吸光度的标准曲线。 

GOx 酶 CLEA 活性测定方法如下：向装有

1 mL含 5 mmol/L葡萄糖的 20 mmol/L磷酸盐缓

冲液 (pH 7.0) 的试管中加入 50 μL 的 GOx 酶

CLEA 溶液；混合均匀并反应 1 min 后，加入    

5 mL含 1 mmol/L靛蓝胭脂红的 20 mmol/L磷酸

盐缓冲液 (pH 7.0) 并加蒸馏水稀释至 15 mL；

上述溶液在沸水中煮沸 10 min后用自来水冷却

至室温，测定其在 615 nm处吸光度。根据上述

绘制的过氧化氢浓度与靛蓝胭脂红吸光度的标
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准曲线计算得到过氧化氢的产量。GOx酶 CLEA

活性 (A) 通过下式计算， 

1 min (μmol)

GOx (mol)
A 

内过氧化氢的生成量 

酶的摩尔量 
   (1) 

1.2.3  GOx酶 CLEA催化底物转化速率常数测定 

向 6只分别装有 1 mL含 5 mmol/L葡萄糖

的 20 mmol/L磷酸盐缓冲液 (pH 7.0) 的试管中

加入 50 μL的 GOx酶 CLEA溶液，混合均匀后

在 25 ℃下反应。反应过程中每间隔 10 min取出

一支试管，向其中加入 5 mL含 1 mmol/L靛蓝

胭脂红的 20 mmol/L磷酸盐缓冲液 (pH 7.0) 并

加蒸馏水稀释至 15 mL。上述溶液置于沸水中煮

沸 10 min 后用自来水冷却至室温，测定其在  

615 nm处吸光度。根据过氧化氢浓度与靛蓝胭

脂红吸光度标准曲线得到不同时刻过氧化氢产

量，计算出相应的葡萄糖消耗量。GOx酶 CLEA

的底物转化速率由下式计算， 

(mol)
=

GOx (g) (h)
葡萄糖消耗量 

转化速率
酶用量 时间 

   (2) 

1.2.4  GOx酶 CLEA动力学参数测定 

GOx酶CLEA的最大反应速率  (Vmax) 和米

氏常数  (Km) 采用 Lineweaver-Burk 双倒数作图

法获得[24]。首先，向分别装有 1 mL 含 5、10、

15、20 和 25 mmol/L 葡萄糖的 20 mmol/L 磷酸

盐缓冲液 (pH 7.0) 的试管中加入 50 μL 的 GOx

酶 CLEA 溶液；然后，依据 GOx 酶 CLEA 活性

测定方法测定不同底物浓度下的转化速率。最

后，采用 Lineweaver-Burk 作图法求出 GOx 酶

CLEA 的 Km 值和 Vmax 值。 

1.2.5  观测 GOx酶 CLEA粒径大小和形态结构 

GOx 酶 CLEA 的粒径和形态分别采用光学

显微镜和扫描电子显微镜 (SEM) 进行观测。步

骤如下：20 μL的 GOx酶 CLEA溶液均匀滴至

载玻片上后，置于倒置显微镜下观察本研究制

备的 GOx酶 CLEA粒径大小。此外，20 μL的

GOx 酶 CLEA 溶液均匀滴至锡箔纸上后自然风

干；风干样品喷金处理后在 SEM下扫描 CLEA

的结构形态。 

2  结果与分析 

2.1  GOx 酶 CLEA 的制备和性质 

不同钙离子浓度下制备 GOx酶 CLEA的收

率如图 1 所示。从中可以看出，GOx 酶 CLEA

收率随着钙离子浓度的升高而降低；当 GOx酶

沉淀中钙离子浓度达到 100 mmol/L 时，GOx酶

CLEA得率仅为 40.2%。这一得率远低于没有钙

离子条件下的 GOx酶 CLEA得率 (对照 CLEA，

95.5%)。造成这一结果的原因可能在于如下两

个方面：钙离子引入可能抑制了 GOx酶分子间

的聚集，促进更小粒径的 GOx酶 CLEA生成。

最终结果是，离心和清洗条件下收集的 GOx酶

CLEA产品减少，损失增大。 

不同钙离子浓度下制备的 GOx酶 CLEA形

态如图 2所示。图 2 (A) 为 0.0 mmol/L钙离子

浓度下 GOx酶 CLEA形态，其不仅具有较大的 

 

 
 

图 1  GOx 酶 CLEA 收率随钙离子浓度的变化 

Fig. 1  Effect of calcium concentration on the CLEA 
yield of GOx enzyme. 
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图 2  光学显微镜下 GOx 酶 CLEAs 形态照片 

Fig. 2  CLEA to pographies of GOx enzymes. The concentrations of calcium were (A) 0.0 mmol/L, (B) 0.1 mmol/L, (C) 
1.0 mmol/L, (D) 10 mmol/L and (E) 100 mmol/L. 

 

聚集体尺寸，而且呈现出一定的透光性。但随

着沉淀过程中钙离子的引入 GOx酶 CLEA不仅

透光性逐步丧失而且聚集体的表观尺寸 (粒径) 

显著减小。通常，较小的 CLEA 粒径有利于底

物的扩散，进而提高酶的催化效率。图 3 中不

同钙离子浓度下制备的 CLEA 粒子表面的扫描

电镜 (SEM) 照片更清晰地显示出这种变化。从

SEM 结果可以看出，钙离子引起了 GOx 酶

CLEA 的纳米孔道结构发生了显著改变。图 3A

显示，作为对照 CLEA 具有明显的纳米孔道结

构。当钙离子浓度由 0.0 增至 1.0 mmol/L 后，

CLEA 不仅粒子尺寸降低 (图 2C 所示)，CLEA

粒子的纳米孔道结构也渐趋消失 (图 3C所示)。

这种变化与光镜下 CLEA 粒子透光性改变相  

一致。从上述显微镜结果可知，钙离子浓度为   

0.1 mmol/L时，GOx酶 CLEA仍然具有明显的纳

米孔道结构 (图 3B所示)，从而有利于底物和产

物的扩散。同时，酶分子呈现较为紧密的结合， 

有利于维持酶的稳定性。此前，Wang等通过淀

粉与木瓜蛋白酶的共沉淀获得了更大的微米级

孔道结构以改善底物的传递[24]。随着钙离子浓

度进一步增大，CLEA粒子内的纳米孔道结构渐

趋消失 (图 3C–E)。 

2.2  钙离子对 CLEA 粒子 GOx 酶活性的影响 

在明确沉淀过程中钙离子的引入对 GOx 酶

CLEA 形态和孔道结构影响的基础上，进一步考

察了这种变化对 CLEA粒子 GOx酶活性的影响。

本文研究中定义对照CLEA粒子的GOx酶活性为

100%。不同 CLEA 粒子中 GOx 酶的相对活性如

图 4 所示。CLEA 酶活性分析中，反应液内无游

离钙离子，因此 GOx酶活性变化与 CLEA粒子尺

寸及纳米孔道结构的改变密切相关。从图 4 中可

以看出，低钙离子浓度下制备的 CLEA 粒子中

GOx 酶的活性显著提高。相较于对照 CLEA，钙

离子浓度为 0.1 mmol/L条件下制备的 CLEA粒

子具有更高的 GOx酶活性，其相对活性为对照 
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CLEA 的 269% (图 4)。当钙离子浓度进一步提

高至 1.0 mmol/L时，制备的 CLEA粒子中 GOx

酶活性仍比对照 CLEA 高 42%。进一步研究显

示，这种 CLEA粒子中 GOx酶活性的提高与钙

离子的结合密切相关。0.1 mmol/L 钙离子浓度

下制备的CLEA粒子经 10 mmol/L EDTA溶液处

理除去结合钙离子后，CLEA 粒子 GOx 酶活性

降低了 56%。这一结果表明，低浓度钙离子的

引入不仅调控了 CLEA 粒子的尺寸和纳米孔道

结构，也对酶的活性位点起到了保护作用。这

种保护作用很有可能是通过稳定 GOx酶构象等

方式实现的。 
 
 

 
 

图 3  GOx 酶 CLEA 的 SEM  

Fig. 3  SEM images of GOx enzymes CLEA. The concentrations of calcium were (A) 0.0 mmol/L, (B) 0.1 mmol/L, 
(C) 1.0 mmol/L, (D) 10 mmol/L and (E) 100 mmol/L. 
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2.3  CLEA 粒子的 GOx 酶底物转化速率 

在上述研究工作的基础上，进一步研究了 

0.1 mmol/L钙离子浓度下制备 CLEA粒子的 GOx  

酶底物转化率，结果如图 5 所示。结果表明，制

备的 CLEA粒子获得了更高的 GOx酶底物转化

速率，转化速率达到 0.28 mol/(g·h)。随着葡萄

糖的消耗，底物浓度降低，底物转化速率逐步

下降。而在相同条件下，对照 CLEA 粒子的底

物转化速率仅为 0.10 mol/(g·h)，并随着催化反

应时间而降低。 
 

 
 

图 4  不同 GOx 酶 CLEA 的相对活性变化 

Fig. 4  Relative activities of CLEAs of GOx enzymes. 

 

 
 

图 5  CLEA 的 GOx 酶底物转化速率随时间变化情况 

Fig. 5  The relationship of turnover rate of CLEA of 
GOx enzyme and time. 

GOx 酶的 CLEA 粒子反应动力学的

Lineweaver-Burk图见图 6。结果显示，CLEA粒

子中 GOx酶的 Km值为 51.06 mmol/L，仅略低于

对照 CLEA的 Km值 (64.83 mmol/L)。与此同时，

0.1 mmol/L 钙离子浓度下制备的 CLEA 粒子的

GOx酶 Vmax值达到 81.30 mmol/(L·min)，其显著

高于对照 CLEA的 34.48 mmol/(L·min)。这一结

果不同于钠钙双离子作用下以大分子淀粉为底物

的 α-淀粉酶的 CLEA 结果[9]，表明钙离子存在下

的 CLEA 制备方法对于促进小分子底物 (如葡萄

糖等) 的反应更加有利。 

CLEA 粒子的稳定性测定通过 CLEA 粒子

重复催化相同浓度葡萄糖溶液的方法进行测

定，结果如图 7所示。从中可以看出，0.1 mmol/L

钙离子浓度下制备的CLEA在重复使用过程中，

酶的活性逐步降低，在重复使用 8次后 GOx酶

活性损失了 15%。相较于此，对照 CLEA 粒子

在重复使用过程中酶活性的损失更为严重，重

复使用 8次后 GOx酶活性降低了 32%。这一结

果显示，引入钙离子能够起到稳定 GOx酶活性 

 

 
 

图 6  Ca2+对 GOx 酶 CLEA 反应动力学的影响 

Fig. 6  Effect of calcium ions on the CLEA kinetics of 
GOx enzyme. Cs is the concentration of the substrate. 
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图 7  GOx 酶 CLEA 活性随催化次数的变化 

Fig. 7  Relationship of relative activity of CLEA and 
operational cycles. 

 

的作用。这也从另一侧面进一步验证了低浓度

钙离子的引入对 GOx酶活性位点和分子构象的

保护作用。  

3  结论 

针对 CLEA 粒子尺寸和微观结构的调控，

以 GOx酶为研究对象，系统地考察了钙离子对

CLEA 粒子尺寸和微观结构以及酶催化性能和

实用性的影响。研究结果表明，GOx 酶沉淀过

程中引入钙离子显著降低了 CLEA 粒子尺寸，

同时 CLEA 粒子的纳米孔道结构也随之渐趋消

失。0.1 mmol/L 钙离子浓度下制备 CLEA 粒子

仍保有清晰的、有利于底物和产物扩散的纳米

孔道结构。以葡萄糖为底物的 GOx酶催化结果

显示，0.1 mmol/L 钙离子浓度下制备的 CLEA

粒子 GOx酶活性为对照 CLEA的 2.69倍；即便

1.0 mmol/L钙离子浓度下制备的 GOx酶 CLEA

活性仍高出对照 CLEA 42%。此外，0.1 mmol/L

钙离子浓度下制备的 CLEA 粒子不仅具有更高

的 GOx酶底物转化速率和很好的操作稳定性，

而且 CLEA 中 GOx 酶的最大反应速率显著提 

高。研究结果显示，这归功于钙离子对 GOx酶

活性位点和酶分子构象的保护作用。本文的研

究结果明确了钙离子对 CLEA 粒子尺寸和微观

结构的调控作用，为制备具有高效生物催化活

性的 CLEA粒子奠定了基础。 
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