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摘  要: 【目的】制备出含 Cu2+的琼脂糖-IDA 螯合载体及对其固定糖化酶工艺条件进行

优化。【方法】利用金属螯合配体(IDA-Cu2+)与蛋白质表面供电子氨基酸相互作用的原理

制备载体, 采用紫外分光光度法测定不同影响因素下固定化糖化酶的酶活。【结果】Cu2+

的加入量和固定化过程的酸度比给酶量对固定化糖化酶的活性影响还要大 , 在给酶量

80 mg/g 载体、1.0×10−2 mol Cu2+/g 载体、pH 4.6 和固定化 4 h 的固定化条件下, 固定化酶

活为 252.1 U/g, 重复使用 5 次后酶活为首次固定化酶活的 65.1%。【结论】该 Cu2+-IDA-
金属螯合琼脂糖可用于淀粉水解糖化酶的优良固定化载体材料。 
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Abstract: [Objective] A chelate carrier with agarose containing Cu2+ iminodiacetic acid 
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(IDA) for hydrolysis saccharification enzyme was prepared and the fixed the glucoamylase 
process conditions with the chelate carrier was optimized. [Methods] Based on the technology 
of protein separation with immobilized mental ion affinity chromatography, the method for 
immobilization of glucoamylase has been selected, and the enzyme activity of the immobilized 
glucoamylase was determined using the UV spectrophotometric for research the process in-
fluencing factors. [Results] The optimum immobilization conditions of enzyme were as flows: 
enzyme load of 80 mg/g carrier, Cu2+ of 1.0×10−2 mol/g carriers, immobilized time of 4 h, pH 
value of 4.6, and the activity of immoblized glucoamylase was 252.1 U/g. The activity of im-
moblized glucoamylase on the regenerated matrix keep 65.1% effective of the new enzyme ac-
tivity after used 5 times. [Conclusion] The Cu2+-IDA-agarose magnetic metal chelate can be 
used excellent immobilization carriers for starch hydrolysis saccharification enzyme. 

Keywords: Metal chelating carriers, Immobilization, Glucoamylase, Cu2+ 

糖化酶 GA (Glucoamylase EC3.2.1.3)作为一

种重要的生物催化剂[1], 其重复利用性能与稳定

性一直是国内外研究的热点之一。吸附法、包埋

法、结合法、交联法和热处理法[2]等酶的固定化

有可使酶的可逆和不可逆热失活及由变性剂引

起的可逆性伸展, 或使寡聚酶离解成无活性亚基

等过程降低[3]。糖化酶固定化的研究主要集中于

选择与修饰载体, 以提高酶偶联量和相对活力、

动力学研究等, 但是限于工艺和成本等因素, 固

定化糖化酶尚未实现工业化生产[4–6]。固定化酶技

术的核心问题是有一定的化学稳定性、良好的机

械强度、一定的亲水性且能抵抗微生物及酸、碱

作用, 同时还要能在温和条件下与酶牢固结合的

载体材料的制备与选择, 以及提高固定化酶的活

性等方面的研究。近年来新型功能高分子材料的

不断涌现, 为固定化酶载体材料的选择提供了很

大的空间[7]。Duong 等[8]研究糖化酶的活性炭固

定, 阐明载体颗粒大小与酶活的关系。Celebi 等[9]

用硅藻土吸附糖化酶。一些含有离子交换基团的

固相载体如 DEAE-纤维素、DEAE-交联葡聚糖、

离子交换树脂等也可吸附糖化酶。国内学者邱广

亮等[10]用两亲性的聚乙二醇胶体粒子、A12O3、多

孔聚酯材料等也取得了良好的效果。陈雄[11]利用

明胶和海藻酸钠的聚合作用与海藻酸钙凝胶球

的包埋作用制备固定化糖化酶, 得到固定化酶的

稳定性提高。张剑等[12]以聚乙烯醇复合凝胶作为

载体固定化糖化酶, 最终酶活达到 1 558 U/g 干

胶, 酶活回收率是 30.2%。郭伟利等[13]以磁性壳聚

糖微球为载体, 采用吸附-交联法固定化糖化酶。 
金属鳌合亲和层析(Immobilized metal ion af-

finity chromtography, IMAC)是近三十年发展起来

的一项分离技术[14−15], 其原理是金属鳌合配体与

蛋白质表面的供电子氨基酸: 氨酸的咪唑基、半

胱氨酸的巯醇基、色氨酸的吲哚基等(其中以组

氨酸最为重要)以配位作用紧密结合, 达到对蛋

白质进行分离和纯化的目的[16]。金属鳌合载体对

固定到表面的蛋白质构象影响小[17], 而且具有配

基简单、吸附量大、分离条件温和、通用性强、

载体可重复利用等特点, 使得金属鳌合亲和层析

在外源蛋白纯化中应用越来越广泛。金属螯合磁

性载体含有非常活泼的亲电子离子, 可以不需连

接剂活化, 能在 25 °C 左右与酶分子反应形成配

位键, 在较温和的条件下使酶固定化, 减少了固

定化过程中酶活力的损失。一方面载体具有亲水

性可以稳定地分散于水中进行催化反应; 另一方

面利用载体的磁响应性特点, 能在外加磁场下轻
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易地将酶从反应体系中分离出来。这些都显示磁

性金属螯合琼脂糖微球具有作为固定化酶载体

材料的许多独特优越性。 
本文采用两步法制备磁性微球, 对微球用环氧

氯丙烷和亚氨基二乙酸进行处理, 使微球带上了金

属离子螯合基团, 制备出了铜金属螯合琼脂糖微球

载体, 进行糖化酶固定, 通过研究固定化工艺条件, 
确定铜金属螯合载体固定糖化酶的最适条件。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂和仪器 
糖化酶(50 000 U/g), 无锡杰能科技生物工程

有限公司; 亚氨基二乙酸(IDA, BBI)、自制 Fe3O4

磁流铁、琼脂糖(AR)、三氯甲烷(AR)、甲苯(AR)、
环氧氯丙烷(AR)、硼氢化钠(AR)、可溶性淀粉

(AR)、Span-80、DNS、CuSO4·5H2O、石油醚等

其他试剂均为国产分析纯。实验用水为蒸馏水, 
pH 4.6 的 0.2 mol/L 醋酸缓冲液自制。 

仪器与设备: 恒温振荡器 SHA-BA, 金坛市

岸头国瑞实验仪器厂; 722E 型可见分光光度计, 
上海光谱仪器有限公司; HH-4 数显恒温水浴

锅, 金坛市科析仪器有限公司; 电子万用炉

220 V AC1000W, 天津市泰斯特仪器有限公

司; SHZ-III 型循环水真空泵, 上海亚荣生化仪

器厂; DZF 型真空干燥箱, 北京科伟永兴仪器

有限公司等。 

1.2  载体的制备和酶的固定化方法 
1.2.1  磁流体及待测酶液的制备: (1) 磁流体。按

照 Fe3+:Fe2+=1.75:1.00 的比例, 分别加入 35 mL 
0.5 mol/L 的 FeCl3 和 20 mL 0.5 mol/L 的 FeCl2 溶

液于烧杯中, 搅拌混匀, 置于 50 °C 水浴中, 快速

滴入 2 mol/L 的 NaOH 溶液至 pH 10.0±0.2, 液体

由棕色变为黑色, 升温至 80 °C 恒温保持 1 h, 然

后分别用蒸馏水和乙醇洗涤数次, 最后将磁流体

保存于 4 °C 蒸馏水中备用。 

(2) 待测 酶 液 。 精 确 称 取 酶 粉 0.2 g, 用

pH 4.6 的醋酸缓冲液溶解, 并稀释至 250 mL, 用

4 层纱布过滤。 

1.2.2  载体的制备: 磁性琼脂糖微球采用反相悬

浮包埋法制备[18–19]: 将 72 mL 甲苯和 28 mL 三氯

甲烷混匀后加入三颈瓶, 加入 1.0 mL Span-80 混

匀, 50 °C 水浴加热, 在快速搅拌下将 6%的琼脂

糖溶液(2.5 g 琼脂糖粉溶于 25 mL Fe3O4 磁流体)

缓慢加入三颈瓶中, 继续快速搅拌, 使琼脂糖在

有机相中分散均匀, 自然冷却, 过滤, 乙醚清洗 3

次, 蒸馏水冲洗。 
取 15 g 载体磁性琼脂糖微球置于 30 mL 

2 mol/L 的 NaOH 溶液中, 加入 10 mg 硼氢化钠, 

3 mL 环氧氯丙烷于 37 °C 摇床中振荡, 在之后的

2 h 内陆续滴加 15 mL NaOH (2 mol/L)和 9 mL 环

氧氯丙烷, 总反应时间为 24 h。反应结束后, 用

大量蒸馏水冲洗微球, 于蒸馏水中浸泡 12 h。将

充分洗涤过的载体加入到 40 mL 2 mol/L Na2CO3 

溶液中, 加入 2.5 g IDA, 于 37 °C 摇床中振荡

24 h, 反应结束后, 以大量蒸馏水冲洗, 浸泡过

夜, 载体保存于 4 °C 蒸馏水中备用。 

取 IDA 化的琼脂糖载体加入一定量的 CuSO4

溶液, 室温下振荡, 随后以大量蒸馏水洗涤, 即

得琼脂糖-IDA-Cu 螯合载体。载体形态和沙粒一

样大小, 小颗粒状, 表面粗糙, 见图 1。 

1.2.3  酶的固定化: 取 0.05 g 螯合载体, 加入

1 mL 酶液和 5 mL pH 4.6 的醋酸缓冲液, 在室温

振荡 5 h, 然后用 pH 4.6 的缓冲液洗涤数次, 直至

上清中检测不到酶活。然后用缓冲液浸泡 5 min, 

倒去缓冲液, 即得固定化的糖化酶。 

1.3  分析测试方法和指标 
酶活力: 以 40 °C、pH 4.6 条件下, 每小时水

解淀粉产生 1 mg 葡萄糖作为一个酶活力单位。 

酶活测定: 采用比色法, 配制 1×103 mg/L 标

准溶液于 722E 型分光光度计 0.5 cm 比色皿,  
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图 1  螯合载体形态照片 

Fig. 1  Chelating carriers photos 
 

550 nm 比色。标准曲线: OD=1.133 1x (x 为葡萄糖

浓度)−0.017 6, R2 = 0.995 1, 求出 k 倾斜率 k 值[20]。 

游离酶酶活力测定[17]: 在 25 mL 磨口塞试管

中, 加入于 40 °C 水浴中预热 3−5 min 的 2%可溶

性 淀 粉 9.8 mL, 加 入 稀 释 一 定 倍 数 的 酶 液

0.2 mL, 准确反应 20 min, 立刻取出 0.5 mL 移入

预先吸有 1.5 mL DNS 液的比色管中, 开水煮沸

15 min, 冷却后加 10.5 mL 蒸馏水, 摇匀, 比色测

定, 条件与标准曲线一致。空白用高温灭活酶液。

酶活力用如下公式计算: 

酶活力= OD×n×k×5×20×3。            (1) 

式中: OD: 吸光度; 5: 将 0.2 mL 酶液换算成

1 mL 酶液; k: 比色常数; n: 酶稀释倍数; 20: 将

0.5 mL 反应液换算成 10 mL; 3: 将 20 min 按换算

成 1 h。 

固定化酶酶活的测定[21]: 在 0.05 g 固定化酶

中加入 5 mL 0.2 mol/L 醋酸缓冲液浸泡 10 min 后

倒出浸泡液, 按照上述方法测得固定化酶酶活。 

2  结果与分析 

2.1  固定化酶的制备 
2.1.1  固定化载体的铜改性: 取 IDA 化的载体

(琼脂糖-IDA-Cu 螯合载体), 改变加入 Cu2+的量

(0.5×10−2−2.5×10−2 mol/g 载体), 制备吸附不同

Cu2+量的螯合载体, 再以此金属螯合载体固定糖

化酶, 测其酶活, 结果见图 2。 

从图 2 可见, 适当添加 Cu2+对固定化载体

(IDA)进行改性是有效的 , 随着加入 Cu2+量对

IDA 化载体改性, 固定化酶的酶活先升高后降

低。当 Cu2+:载体<1.0×10−2 mol/g 时, 酶活随给

Cu2+量的增加而增加, 这是因为琼脂糖-IDA 只有

在结合了 Cu2+后才能以配位作用固定酶, 随给

Cu2+量的增加载体表面糖化酶的位点增多, 导致

结合的酶量增加而引起酶活上升; 当 Cu2+:载体> 

1.0×10−2 mol/g 时, 载体表面的 IDA 逐渐被 Cu2+饱

和至过饱和, 载体结合的酶量达到并稳定在最大

值, 但被琼脂糖-IDA 载体过量吸附 Cu2+的酶在随

后的反应过程中, Cu2+可能溢出至溶液中抑制了糖

化酶的活性, 所以在 Cu2+:载体>1.0×10−2 mol/g 时, 

固定化酶活随给 Cu2+量的增加而减少。在以后的

实验中, 加入的量为 1.0×10−2 mol/g Cu2+载体, 这 

 
图 2  Cu2+的添加量与固定化酶活的关系 
Fig. 2  Influence of different proportion of Cu2+ and 
carriers on relative activity 
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样可以保证载酶量又可以消除 Cu2+对酶的抑制

作用。 

2.1.2  固定化时间的影响 : 取 金 属 螯 合 载 体

(1.0×10−2 mol/g Cu2+), 加入糖化酶溶液, 测定不

同反应时间固定化酶活, 结果如图 3 所示。 

 

图 3  固定化时间对酶活的影响 
Fig. 3  Effect of immobilized time on relative activity 
 

图 3 表明固定化酶的活力随固定化时间的延

长先增加后减少, 在 4 h 达到最大值, 然后开始

有下降的趋势。这是因为随着反应时间的增加, 

载体结合的酶量增大, 酶活逐渐升高, 当结合的

酶量达到饱和时, 酶活最高, 继续增加反应时间, 

由于载体上酶量的继续增多而使酶分子相对集

中 , 空间位阻增大 , 影响酶与底物的有效接触

以及产物在溶液中扩散而使固定化酶活下降。 

2.1.3  固定化液酸度对固定化酶活的影响: 在

Cu2+为 1.0×10−2 mol/g、不同酸度(pH 3.6−6.6)的醋

酸缓冲液中固定化 4 h, 制备固定化酶, 研究缓冲

液的 pH 与固定化酶相对活力的关系, 结果如图 4

所示。 

从图 4 可以看出, 固定化酶活随 pH 的增大而

增加, 在 pH 5.6 时饱和。根据价键理论, 蛋白质

与金属的螯合是通过蛋白质表面的氨基酸上给

电子原子(组氨酸的 N 原子)的孤对电子与金属离

子上的空杂化轨道结合形成的, 而氢原子也可以

提供空轨道, 因此会与金属离子竞争蛋白质表面

的孤对电子, pH 越低(氢离子浓度越高), 它的这

种竞争就越强烈, 所以随着 pH 的减小, 固定化

酶活也降低, 在 pH 超过 5.6 后, 可能由于 pH 过

高会使糖化酶损失部分酶活。 

2.1.4  给酶量对固定化酶的影响: 在 1.0×10−2 mol/g 

Cu2+、固定化时间 4 h、pH 5.6 的条件下, 取金属螯

合载体, 通过改变添加酶液的量得到不同给酶量的

固定化酶, 测定固定化酶活, 结果如图 5 所示。 

从图 5 可以看出, 随着给酶量的增大, 固定

化酶活在给酶量为 60 mg/g 时达到最大值, 此时

载体上金属螯合配体结合位点基本饱和, 再继续

增加给酶量, 载体上结合的酶分子增多, 酶与载

体的亲和力降低, 影响酶与载体的结合, 导致酶

活的下降。 

 
图 4  固定化反应介质 pH 对固定化酶活的影响 
Fig. 4  Effect of pH on relative activity 

 
图 5  给酶量与固定化相对酶活的关系 
Fig. 5  Effect of the ratio of enzyme and carriers on 
relative activity  
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2.2  固定化酶影响因素及工艺条件优化 
在单因素试验基础上对影响固定化酶的 4 个

主要因素做正交试验, 得出其最佳组合, 因素水

平如表 1 所示, 结果如表 2 所示。 

通过极差分析, 各因素影响固定化酶活主次

顺序是: 固定化的酸度>螯合剂 Cu2+的添加量>给

酶量>固定化时间。其中固定化溶液的酸度和

Cu2+的添加量为重要因素, Cu2+的添加量直接关

系到酶固定化的量。综合单因素试验, 最后得出

最佳组合为 A2B2C1D2, 即 Cu2+为 1.0×10−2 mol/g

载体、固定化时间 4 h、固定化液的 pH 4.6、给

酶量 80 mg/g 载体, 固定化酶活为 252.1 U/g。 
 

表 1  正交试验因素水平表 
Table 1  Factors and levels of the orthogonal test 

因素 
Factor 水平 

Level 添加 Cu2+的量 
Proportion of Cu2+ and carrier (mol/g) 

固定化时间 
Immobilized time (h)

pH 
给酶量 

Proportion of enzyme and carriers (mg/g)
1 0.5×10−2 3 4.6 60 

2 1.0×10−2 4 5.6 80 

3 1.5×10−2 5 6.6 100 
 

表 2  正交试验结果 
Table 2  Results of orthogonal test 

试验号 
Test number 

添加 Cu2+的量 
Proportion of Cu2+ and 

carriers (mol/g) 

固定化时间 
Immobilized time (h) 

pH 
给酶量 

Proportion of enzyme 
and carriers (mg/g) 

酶活 
Enzyme activity (U/g)

First 1 1 1 1 174.7 

Second 1 2 2 2 87.9 

Third 1 3 3 3 94.3 

Fourth 2 1 2 3 137.7 

Fifth 2 2 3 1 175.8 

Sixth 2 3 1 2 252.1 

Seventh 3 1 3 2 131.3 

Eighth 3 2 1 3 185.3 

Ninth 3 3 2 1 116.5 

K1 356.9 443.7 612.1 467.0  

K2 565.6 449.0 342.1 471.3  

K3 433.1 462.9 401.4 417.3  

1K   119.0 147.9 204.0 155.7  

2K  188.5 149.7 114.0 157.1  

3K  144.4 154.3 133.8 139.1  

R 69.5 6.4  90.0  18.0  

注: Ki: 同一水平之和; iK : 各因素同一水平的平均值; R: 各因素的极差.  

Note: Ki: The sum of the level of experimental results; iK : The average value of K; R: The range. 
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2.3  固定化酶的重复利用 
从表 3 可以看出, 在正交试验得出的最适条

件下制备固定化酶, 重复使用 5 次后酶活为首次

固定化酶活的 65.1%, 说明载体的重复利用性较

好, 使用寿命较长。 
 

表 3  固定化酶重复利用与固定化酶活力的关系 
Table 3  The relationship of immobilized enzyme for 

repeated use and immobilized enzyme activity 
重复使用次数 

Number of cycles 
相对酶活 

Relative activity (%) 
First 100.0 
Second  94.2 
Third  83.1 
Fourth  75.6 
Fifth  65.1 

 

3  结论 

利用磁性琼脂糖微球表面的亚氨基二乙酸

(IDA)螯合 Cu2+得到铜金属改性的螯合载体, 当

将其用于固定糖化酶时, 可与糖化酶稳定结合。

Cu2+的加入量和 pH 对酶活的影响较大, 在较优

的条件下制得铜金属螯合载体固定糖化酶, 其活

性可达 252.1 U/g, 重复使用 5 次后酶活为首次固

定化酶活的 65.1%, 说明铜金属螯合琼脂糖微球

能作为优良固定化酶载体材料。 
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