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D-阿洛酮糖-3-差向异构酶交联聚集体的
制备及其性质分析

邱荣慧1,2，李子翼1,2，李　娇2，王德培1，曾　艳2, *，孙媛霞2

（1.天津科技大学生物工程学院，天津 300457；
2.中国科学院天津工业生物技术研究所工业酶国家工程研究中心，天津 300308）

摘　要：本研究旨在利用交联酶聚集体（cross-linked enzyme aggregates，CLEAs）技术固定化瘤胃球菌来源的 D-阿
洛酮糖-3-差向异构酶（D-allulose-3-epimerase from Ruminococcus sp.，RDAE）。选择聚乙二醇 PEG4000作为沉淀

剂、葡聚糖醛作为交联剂，通过优化沉淀剂用量、交联剂用量与交联时间制备交联聚集体 RDAE-CLEAs。比较游

离酶 RDAE与固定化酶 RDAE-CLEAs的酶学性质差异，并采用扫描电镜、红外光谱和分子动力学模拟分析固定化

前后酶的结构变化。在不添加稳定剂的条件下，研究采用终质量分数 36 %（w/v）PEG4000与终浓度 2.73 mg/
mL葡聚糖醛交联反应 4  h制备的 RDAE-CLEAs酶活保留率达到 55.88%。与游离酶相比，固定化酶在

pH6.0~7.5和 30~55 ℃ 下的环境耐受性显著提升（P<0.05），重复使用 10次后仍能保持 59.77%的初始活性。结

构分析显示 RDAE在交联过程中发生了明显的构象变化，酶蛋白四聚体结构中的亚基结合紧密程度降低。本研究

获得了重复使用性能良好的 RDAE-CLEAs，揭示了 RDAE表面赖氨酸残基不仅为共价交联提供有效位点，还在维

持酶蛋白四聚体刚性结构中发挥关键作用。基于四聚体刚性结构对 RDAE热稳定性的重要影响，在避免破坏酶蛋

白表面赖氨酸残基基础上开发新的交联策略对提高 RDAE-CLEAs应用潜力具有积极意义。
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Abstract： This  study  aimed  to  immobilize  D-allulose  3-epimerase  from  Ruminococcus  sp.  (RDAE)  using  cross-linked
enzyme  aggregates  (CLEAs)  technology.  The  immobilized  enzyme  (RDAE-CLEA)  was  prepared  by  optimizing  the
precipitant  polyethylene  glycol  (PEG4000)  concentration,  cross-linker  dextran  aldehyde  concentration,  and  cross-linking
time.  The  enzymatic  properties  of  the  free  enzyme  (RDAE)  and  the  immobilized  enzyme  (RDAE-CLEAs)  were
comparatively  evaluated.  Furthermore,  the  structural  changes  in  RDAE  before  and  after  immobilization  were  analyzed
using  scanning  electron  microscopy,  infrared  spectroscopy,  and  molecular  dynamics  simulations.  In  the  absence  of
stabilizers,  the  RDAE-CLEAs prepared  with  36% (w/v)  PEG4000 and  2.73  mg/mL dextran  aldehyde  at  4  h  achieved  an
enzyme activity recovery rate of 55.88%. Compared with the free enzyme, the immobilized enzyme exhibited siginificantly  
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improved  environmental  tolerance  (P<0.05)  at  pH6.0~7.5  and  30~55  ℃,  retaining  59.77%  initial  activity  after  10  reuse
cycles. Structural analysis revealed that RDAE underwent significant conformational changes during cross-linking, and the
binding  tightness  between  subunits  in  the  enzyme tetramer  was  reduced.  The  study  developed  RDAE-CLEAs with  good
reusability and elucidated the dual role of surface lysine residues in both facilitating covalent cross-linking and maintaining
the rigidity of the tetrameric structure of RDAE. Considering the critical impact of tetramer rigidity on the thermal stability
of RDAE, developing novel cross-linking strategies that preserve lysine residues on the enzyme surface would substantially
improve the application potential of RDAE-CLEAs.

Key  words：D-allulose-3-epimerase； carrier-free  immobilization； cross-linked  enzyme  aggregates； enzymatic  properties；

molecular simulation

D-阿洛酮糖是 D-果糖的 C3差向异构体，其甜

度约为蔗糖的 70%，热量仅为 0.4 kcal/g。D-阿洛酮

糖不仅口感接近蔗糖，容积、冰点和褐变能力等物理

特性与蔗糖相似，同时具有预防肥胖、抗炎、抗高血

脂、抗高血糖、抗氧自由基、保护神经等多种生理功

能[1−2]。作为理想的蔗糖替代品，D-阿洛酮糖已通过

美国、澳大利亚、新西兰、日本、韩国批准应用于食

品[1]。目前，D-阿洛酮糖主要通过 D-阿洛酮糖-3-差
向异构酶（D-allulose 3-epimerase，DAE）催化 D-果
糖发生 C-3差向异构化获得[2−3]。2023年，我国卫健

委批准瘤胃球菌 Ruminococcus sp.来源的 D-阿洛酮

糖-3-差向异构酶（D-allulose  3-epimerase  from Ru-
minococcus sp.，RDAE）成为食品加工用酶制剂[4]，被

食品行业视为 D-阿洛酮糖未来可能获得国内应用许

可的重要信号。

酶固定化技术有助于提升酶的稳定性及其对环

境因素的耐受能力，同时固定化酶具备良好的可回收

性和重复使用性，因此在酶工程研究领域备受关注。

近年来，为提高 D-阿洛酮糖的酶法合成效率，除壳聚

糖、海藻酸钠、离子树脂外，硅基载体[5−6]、金属有机

材料骨架[7]、磁性复合粒子[8] 等新型材料以及仿生矿

化[9−10]、SpyTag/SpyCatcher体系共价连接[11] 等自组

装固定化策略纷纷被用于 DAE固定化。无载体固

定化酶技术交联酶聚集体 （ cross-linked  enzyme
aggregates，CLEAs），通常利用交联剂所含醛基与酶

蛋白沉淀聚集体表面的游离氨基发生反应形成水不

溶性聚合物实现酶固定化，与上述载体固定化技术相

比不需要对酶进行纯化，具有操作简单、成本低廉、

单位质量酶活高等优点，已广泛应用于食品、医药、

化工等领域[12−13]。然而，目前尚未有利用 CLEAs技
术固定 DAE的研究报道。同时，CLEAs（交联酶聚

集体）技术的研究主要集中于制备工艺的优化，旨在

获得具有适宜粒径和较高催化性能的固定化酶，提高

其在制备与应用过程中的操作稳定性，并改善底物传

质效率，以满足大规模生产的需求。然而，关于

CLEAs制备过程中酶蛋白结构变化与功能之间的关

联机制，相关研究仍较为有限，缺乏深入解析[14]。

尽管 RDAE的晶体结构尚未解析，AlphaFold2
系统预测其以同源四聚体形式存在。每个亚基含有

23个赖氨酸残基，其中 2个位于蛋白质内部（溶剂可

及表面积<20Å2）[15]，其余 21个分布于酶分子表面，

为 CLEAs的制备提供了丰富的交联位点。此外，该

酶的四聚体结构特征为研究 CLEAs技术对酶结构-
功能关系的影响提供了独特的结构基础和视角。因

此，本研究拟采用 CLEAs技术对 RDAE进行固定，

考察沉淀和交联条件对所获得的 RDAE-CLEAs酶
活性回收率的影响；对 RDAE与 RDAE-CLEAs的
酶学性质与结构特征进行比较分析，同时通过分子动

力学模拟分析 CLEAs技术应用对 RDAE结构稳定

性的影响机理，以期为 CLEAs酶固定化技术与 DAE
的固定化方法发展提供参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

RDAE重组表达大肠杆菌　本实验室保藏；葡

聚糖（分子量 150 kDa）、高碘酸钠（分析纯）　上海麦

克林生化科技有限公司；聚乙二醇 PEG4000、二喹啉

甲酸蛋白浓度测定试剂盒（BC0020）　北京索莱宝科

技有限公司；其他试剂均为国产分析纯。

DHP-9082恒温振荡培养箱、DK-8D型电热恒

温水槽　上海一恒科学仪器有限公司；ScienTZ-
11D超声波细胞粉碎机　宁波新芝生物科技股份有

限公司；PB-10型 pH计　德国赛多利斯股份有限公

司；Agilent 1200 Series高效液相色谱　安捷伦科技

（中国）有限公司； SU 1510冷场发射扫描电镜　日

本株式会社日立公司；Thermo IS5型傅里叶变换红

外光谱仪　美国赛默飞世尔科技公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   RDAE粗酶制备　将 RDAE重组表达大肠杆

菌以 1%接种量接种 LB培养基（含 100 μg/mL氨

苄）中，在 37 ℃、200 r/min下培养至 OD600 为 0.6~
0.8，添加终浓度 0.1 mmol/L的 IPTG，16 ℃、200 r/
min下诱导培养 18 h。将获得的菌液在 6000 r/min
下离心 10  min，去除发酵上清液，用 50  mmol/L、
pH7.5 PBS缓冲液重悬菌体，使用高压均质破碎机

在 810 bar破碎，所得破碎液在 14000 r/min下离心

30 min，将所得的上清液分装−80 ℃ 下保存，即为固

定所需的粗酶液。

 1.2.2   葡聚糖醛的制备　参考李彦洁等[16] 方法，将

1.65 g葡聚糖和 3.85 g高碘酸钠溶于 50 mL蒸馏水

中，30 ℃、220 r/min下搅拌反应 1.5 h。置于截留分

子量 1 kDa的透析袋中透析 24 h，中途换水 3~4次，
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去除残余的高碘酸钠，冷冻干燥后备用。

 1.2.3   RDAE交联酶聚集体（RDAE-CLEAs）制备　

取 100 μL的 RDAE粗酶液（蛋白浓度 40 mg/mL），
在 4 ℃、低速搅拌下缓慢加入 900 μL沉淀剂（使用

50 mmol/L、pH7.5 PBS缓冲液配制的 PEG4000溶

液），低速搅拌 1 h后，加入 100 μL交联剂葡聚糖醛，

继续搅拌进行交联。交联反应结束后，4 ℃、10000 r/
min离心 5  min分离收集沉淀物，用 50  mmol/L、
pH7.5的 PBS缓冲液重悬洗涤离心 3次，获得交联

酶聚集体。

 1.2.4   RDAE交联酶聚集体（RDAE-CLEAs）制备条

件优化

 1.2.4.1   沉降条件优化　按照 1.2.3的方法，取 100 μL
的 RDAE粗酶液（蛋白浓度 40 mg/mL），分别加入

900 μL质量分数为 10%、20%、30%、40%和 50%
的 PEG4000溶液，使体系最终质量分数达到 9%~
45%，用于酶蛋白沉淀。搅拌 1 h后，4 ℃、10000 r/
min离心 5  min分离收集沉淀物，使用 1  mL的

10 mmol/L、pH7.5的 PBS缓冲液溶解沉淀，采用二

喹啉甲酸蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度计算酶

回收率。

酶回收率(%) =
沉淀酶蛋白量

加入酶蛋白量
×100

 1.2.4.2   交联剂用量优化　按照 1.2.3的方法，使用

900 μL质量分数 40%的 PEG4000溶液沉淀 100 μL
的 RDAE粗酶液（蛋白浓度 40 mg/mL），搅拌 1 h
后，分别加入 100 μL的 10、20、30、40、50 mg/mL
葡聚糖醛至终浓度为 0.83~4.55 mg/mL，继续搅拌

6 h进行交联。交联反应结束后 4 ℃、10000 r/min
离心 5 min分离收集沉淀物，用 10 mmol/L、pH7.5
的 PBS缓冲液重悬洗涤离心 3次，测定形成的交联

酶聚集体的酶活保留率。

酶活保留率(%) =
交联后酶活力

原始粗酶液活力
×100

 1.2.4.3   交联时间优化　取 100 μL的 RDAE粗酶

液（蛋白浓度 40 mg/mL），在 4 ℃、低速搅拌下缓慢

加入 900 μL使用 50 mmol/L、pH7.5 PBS缓冲液配

制的质量分数 40%的 PEG4000溶液，搅拌 1 h后，

加入 100 μL的 30 mg/mL的葡聚糖醛，在交联反应

进行 2、4、6、8、10 h时取样，离心、洗涤后测定形成

的交联酶聚集体酶保活留率。

 1.2.5   酶活力测定　使用含 250 g/L D-果糖、适量游

离酶（粗酶液）或交联酶聚集体、10 mmol/L PBS缓

冲液（pH7.5）和 1 mmol/L Mn2+的催化体系测定酶活

性，反应温度为 55 ℃，反应时间为 10 min。一个酶

活力单位（U）定义为在 55 ℃ 和 pH7.5条件下，每单

位时间（1 min）产生 1 μmol D-阿洛酮糖。D-阿洛酮

糖的含量采用高效液相色谱仪测定。色谱条件：色谱

柱：Waters  Sugar-PakTM色谱柱（10  µm，6.5  mm×

300 mm），柱温：80 ℃，检测器：示差检测器。流动

相：超纯水，流速为 0.4 mL/min。根据 D-阿洛酮糖的

吸收峰面积和标准样品的峰面积计算相应糖样的

含量。

 1.2.6   酶学性质分析　分别在 30、40、50、55、60、
70、80 ℃ 水浴中测定游离酶与交联酶聚集体的酶活

力，以最高酶活力为 100%，计算相对酶活，确定最适

温度。分别在 10 mmol/L、pH为 5.0、6.0、7.0、7.5、
8.0、9.0、10.0的缓冲溶液中测定游离酶与交联酶聚

集体的酶活力，以最高酶活力为 100%，计算相对酶

活，确定最适 pH。将游离酶和交联酶聚集体置于

10 mmol/L、pH7.5的 PBS缓冲液中，55 ℃ 下保温

不同时间（0~24 h）后，测定剩余酶活力，以最高酶活

力为 100%，计算相对酶活，确定温度稳定性。

 1.2.7   重复使用性测试　在 55 ℃ 和 pH7.5条件下

测定交联酶聚集体的酶活力，反应结束后离心回收交

联酶聚集体，将回收的交联酶聚集体用 10 mmol/L、
pH7.5的 PBS缓冲液洗涤 3次，继续反应。连续重

复 10次，设定第一次测试的酶活力为 100%，计算不

同重复次数下的相对酶活（%）。

 1.2.8   扫描电镜观察　使用导电胶将冷冻干燥的交

联酶聚集体固定于电镜样品台上，在真空蒸发器中进

行表面喷金处理后，采用冷场发射扫描电镜（SEM）

观察样品表面形貌特征。

 1.2.9   红外光谱　将冷冻干燥的游离酶与交联酶聚

集体分别与溴化钾按 1:50（w/w）的比例混合，研磨

均匀后压片采集红外光谱。测试条件为扫描波数

500~4000 cm−1，分辨率 4 cm−1，扫描次数 48次。使

用 Peakfit软件归属拟合游离酶与交联酶聚集体位

于 1220~1330 cm−1 的酰胺Ⅲ带各子峰与二级结构的

对应关系，进行定量分析。

 1.2.10   分子动力学模拟　利用 AlphaFold2（https://
alphafoldserver.com/）构建获得 RDAE（GenBank登

录号 ：MBS6425357.1）的三维立体结构 ，利用

Chem3D v19.0软件（PerkinElmer Inc., 美国马萨诸

塞州沃尔瑟姆市）获得交联剂葡聚糖醛的立体结构，

随后利用薛定谔软件程序将葡聚糖醛配体对接到蛋

白表面的赖氨酸残基位点，生成 RDAE-CLEAs复合

物结构 [17−18]。采用 Amber  18软件（University  of
California, 美国旧金山）的 GAFF2小分子力场和

Amber ff14SB蛋白质力场[19−21]，对 RDAE和 RDAE-
CLEAs对接前后的体系进行 100 ns的分子动力学

模拟。系统置于 10Å的正六面体的 TIP3P水模型

中。加入 Na+和 Cl−使体系保持电中性。首先对体系

进行能量最小化（1000步最陡下降算法优化和

1000步共轭梯度算法优化），然后将体系在 100 ps
内缓慢从 0 K升温至 328 K。随后，在 328 K的恒温

温度和 1.0 atm的压力下，将系统保持 50 ps的密度

平衡。将系统进一步平衡 10 ns，以获得稳定的压力

和温度。最终，在 328 K、1.0 atm的压力下，每个系
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统进行 100 ns的最终模拟。模拟中的非键作用的截

断半径为 10Å，采用 particle mesh Ewald（PME）方法

处理长程静电相互作用，采用 SHAKE算法对氢键

进行限制[22−23]。采用VMD软件（https://www.ks.uiuc.
edu/Research/vmd/）进行轨迹分析，使用 Pymol软件

（Schrödinger, LLC，美国纽约）对模型进行可视化。

 1.3　数据处理

交联酶聚集体制备及其酶学性质测试实验设置

3个平行，结果以平均值±标准差表示。数据使用

SPSS 22.0软件处理，采用单因素方差分析（One-way
ANOVA），并通过 Tukey’s检验进行事后多重比较，

P<0.05为有显著性差异，图像使用 Microsoft Office
Excel 2021绘制。

 2　结果与分析

 2.1　RDAE-CLEAs制备优化

交联酶聚集体的制备包括酶蛋白沉淀和酶聚集

体交联两个步骤。在酶蛋白沉淀中，合适的沉淀剂不

仅能高效地促使酶蛋白析出，并且不会引入对酶活性

有害的杂质。文献报道聚乙二醇能够有效促进蛋白

沉淀保留酶活性，并已应用于 D-阿洛酮糖-3-差向异

构酶纯化[24−25]，因此，研究采用不同浓度的聚乙二醇

PEG4000沉淀 RDAE，测定所获得的蛋白聚集体的

酶回收率。图 1a为 AlphaFold2模拟的 RDAE结

构。发现加入终质量分数 27%~45%的 PEG4000，
蛋白溶液出现明显的浑浊现象。加入终质量分数

36%的 PEG4000进行蛋白沉淀时酶回收率最高，为

41.93%（图 1b），酶活保留率为 91.87%。这一结果

与 Chen等[26] 使用 PEG4000沉淀蔗糖异构酶达到

46%的酶回收率相似。说明非离子型直链大分子

PEG4000可通过空间排斥效应和长链缠绕作用，有

效破坏蛋白质表面的水化层，促进 RDAE四聚体蛋

白沉淀。然而，过高浓度的 PEG4000会显著增加溶

液黏度，影响混匀、离心及分离等操作步骤，降低了

蛋白沉淀的酶回收率。

研究前期发现利用戊二醛作为交联剂制备的

RDAE交联酶聚集体的酶活丧失严重，因此，在确定

使用 40%的 PEG4000作为沉淀剂后，选用有利于保

持酶原有结构和性能的葡聚糖醛作为交联剂[27]，并对

其用量与交联时间进行优化。如图 2a所示，随着葡

聚糖醛浓度的增加，RDAE交联后的酶活保留率相

应增加。当葡聚糖醛终浓度为 2.73  mg/mL时，

RDAE交联效果最好，酶活保留率达到 43.29%。如

果继续增加葡聚糖醛用量，酶活保留率降低。进一步

优化交联时间，如图 2b所示，交联时间过短时，

RDAE交联不够充分，得到的交联酶聚集体的固体

量较少，酶活保留率低。当交联时间为 4 h时，RDAE
交联效果最好，酶活保留率达到 55.88%。再继续增

加交联时间，酶活保留率下降。推测交联剂用量过高

与交联时间过长导致酶的空间结构发生变化失

活[28]。Chen等[26] 以 PEG4000作为沉淀剂、葡聚糖

醛作为交联剂制备蔗糖异构酶 CLEAs时，添加牛血

清白蛋白可显著提高酶活保留率，从 19.5%提高至

31.2%。类似地，Charoenwongpaiboon等[29] 和 Shah
等[30] 也分别在果聚糖蔗糖酶与脂肪酶的 CLEAs制
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图 1    RDAE的结构模拟及 PEG4000终质量分数对
RDAE蛋白沉淀回收影响

Fig.1    Predicted structure of RDAE and the effect of PEG4000
concentration on the recovery of RDAE in protein precipitation
注：（a）AlphaFold2模拟的 RDAE结构（蓝色：赖氨酸残基），
（b）不同 PEG4000终质量分数下的酶回收率。不同小写字母
代表差异显著（P<0.05），图 2~图 3同。
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图 2    葡聚糖醛终浓度（a）与交联时间（b）对固定化酶
RDAE-CLEAs酶活的影响

Fig.2    Effect of dextran aldehyde concentration (a) and cross-
linking time (b) on the activity of RDAE-CLEAs
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备中添加牛血清白蛋白作为稳定剂以补充氨基供

体。相比之下，RDAE在未添加外源蛋白的条件下

亦能获得较高的酶活性保留率。推测原因在于

RDAE含有较高比例的赖氨酸残基（摩尔含量达

7.9%），且主要分布于酶分子表面，这些残基不仅能

作为有效的氨基供体，与葡聚糖醛发生席夫碱反应形

成共价键连接，同时也有助于避免交联过程对酶活性

中心产生干扰。

 2.2　RDAE-CLEAs酶学性质分析

如图 3a与图 3b所示，RDAE-CLEAs的最适

pH为 7.5，最适温度为 60 ℃。在 pH6.0~7.5与 30~
55 ℃ 范围内，其相对酶活均显著高于游离酶 RDAE
（P<0.05）。这一特性与文献中报道的磷脂酶 D交联

酶聚集体相似，后者在低 pH条件下亦表现出较游离

酶更佳的稳定性[31]。此外，与固定在磁性二氧化硅基

载体上的 DAE相比[32]，RDAE-CLEAs在增强酸性

耐受性的同时，其碱性耐受性与游离酶相比无明显降

低。在单糖生物转化过程中产生的非酶促副反应，可

在中温（30~55 ℃）及中性至弱酸性（pH6.0~7.0）条件

下得到有效抑制[32−33]。RDAE-CLEAs所展现的宽

pH和温度适应性，增强了其在不同 D-阿洛酮糖生物

转化应用场景中的灵活性与适用性。55 ℃ 下温度

稳定性测试结果表明，游离酶与 RDAE-CLEAs的酶

活力随着保温时间延长逐渐降低，在前 8 h两者没有

明显差异。但是继续延长保温时间，RDAE-CLEAs
的酶活力下降更加明显（图 3c）。说明与游离酶

RDAE比较，其交联酶聚集体 RDAE-CLEAs在低

pH与中温下的耐受性虽然有所提高，温度稳定性却

没有提高。de Freitas等[34] 发现使用葡聚糖醛作为

交联剂制备的 β-半乳糖苷酶交联聚集体在 60 ℃ 下

的半衰期为 15.87  min，低于游离酶的半衰期

22.24 min。此外，Kulkarni等[35] 也发现其所制备的

芳香酰胺酶的交联聚集体热稳定性低于游离酶，推测

这是由于交联酶聚集体中蛋白构象刚性发生变化所

导致。

重复使用稳定性是衡量无载体固定化酶优劣的

关键因素。如图 3d所示，RDAE-CLEAs显示出中

等的使用稳定性，其相对转化率随着使用次数增加而

减小，但重复使用 5次后相对转化率趋向稳定，循环

10次后的相对转化率保持 59.77%，优于分别用磁性

金属-有机框架纳米粒子[36] 与二氧化钛纳米粒子固

定的 DAE[37]，后两者重复使用 8次后的相对转化率

均低于 50%。

 2.3　RDAE-CLEAs结构表征研究

Schoevaart等[38] 将 CLEAs根据其微观形貌分

为Ⅰ型和Ⅱ型两种典型结构。Ⅰ型呈规则球形，具有

较高的孔隙率，有利于底物分子的扩散；Ⅱ型由于聚

集方式较为松散，形成不规则的大颗粒，其内部结构

较为致密，孔隙较少。SEM观察显示与表面平滑的

游离酶不同，RDAE-CLEAs具有粗糙、多孔的无定

形结构，呈典型的海绵状形态，归类为Ⅱ型 CLEAs
（图 4）。尽管传统观点认为Ⅰ型 CLEAs由于其丰富

的内部通道具有更优的传质效率，Wang等[39] 在研究

纤维二糖差向异构酶 CLEAs时发现，类似于 RDAE-
CLEAs的多层网络结构（Ⅱ型）能够促进底物与酶分

子的有效接触，表明在特定条件下Ⅱ型 CLEAs仍能

保持良好的传质性能。

红外光谱分析发现 RDAE-CLEAs除包含来源

于交联剂葡聚糖醛骨架位于 3400 cm−1 的 O-H伸缩

振动峰与 1103  cm−1 的葡萄糖残基 C-4位置上
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图 3    固定化酶 RDAE-CLEAs酶学性质分析

Fig.3    Enzymatic properties of immobilized enzyme
RDAE-CLEAs

注：（a）最适 pH；（b）最适温度；（c）温度稳定性；（d）重复使用性。
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C-O键伸缩振动峰等信号 [40] 外，原酶蛋白位于

1650 cm−1 的酰胺 I带 C=O伸缩振动峰向低波数方

向移动至 1632 cm−1，位于 1366 cm−1 的 C-N伸缩振

动峰向低波数方向移动至 1362 cm−1，并且吸收强度

明显增加（图 5a），表明酶蛋白通过共价键合被葡聚

糖醛有效交联[41−42]。

  

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
波数 (cm−1)

RDAE

1650

1366

RDAE-CLEAs

3400
1632 1362 1103

1220 1240 1260 1280 1300 1320

RDAE

β-折叠

无规则卷曲
β-转角 α-螺旋

1220 1240 1260 1280 1300 1320
波数 (cm−1)

RDAE-CLEAs

β-折叠 无规则卷曲 β-转角
α-螺旋

(a)

(b)

图 5    RDAE与 RDAE-CLEAs的红外光谱表征
Fig.5    Infrared spectroscopy characterization of RDAE

and RDAE-CLEAs
注：（a）傅里叶红外光谱；（b）酰胺Ⅲ带拟合光谱分析。

 

进一步利用红外光谱考察 RDAE与 RDAE-

CLEAs的蛋白质二级结构变化，由于水容易对 1600~

1700 cm−1 的蛋白质酰胺Ⅰ带信号产生干扰[43]，选择

位于 1220~1330 cm−1 的蛋白质酰胺Ⅲ带信号通过

Peakfit软件进行拟合表征[44]。如图 5b所示，RDAE-

CLEAs中的 β-折叠（1220~1250 cm−1）与无规则卷曲

（1255~1270  cm−1）较 RDAE分别增长了 5.96%与

12.62%，β 转角（1270~1295 cm−1）与 α-螺旋（1295~

1330  cm−1）分别减少了 7.98%与 10.60%。α-螺旋

与 β-折叠作为蛋白质二级结构的主要形式，对蛋白

质的热稳定性具有重要影响[45]。α-螺旋与 β-折叠含

量显著变化说明在 RDAE-CLEAs中酶蛋白原有的

刚性结构被破坏，而无规卷曲含量的显著增加说明蛋

白质的二级结构的随机性增强 [46]，因此可能导致

RDAE-CLEAs的热稳定性没有提升。

 2.4　RDAE-CLEAs的分子动力学模拟分析

为进一步解析 CLEAs技术对 RDAE蛋白结构

及其热稳定性影响的作用机制，在红外光谱分析酶

蛋白二级结构变化的基础上，对 RDAE与 RDAE-

CLEAs三级结构进行分子动力学模拟分析。

在分子动力学模拟中，均方根偏差（Root Mean

Square Deviation，RMSD）是衡量蛋白质分子结构变

化程度的重要指标，温度因子（B-factor）反映蛋白质

中各原子因热运动而发生的偏离程度，回转半径

（Radius of Gyration，Rg）则用于描述体系的结构致

密度。这三个参数能够反映分子的稳定性[47−49]。为

探讨 RDAE-CLEAs在热稳定性上未见提升的原因，

利用分子动力学模拟分析了 RDAE与 RDAE-

CLEAs中的 RMSD、B-factor和 Rg差异。如图 6a

所示，RDAE的 RMSD值略低于 RDAE-CLEAs，并

且在 10  ns左右开始收敛，逐渐保持稳定。对比

RDAE与 RDAE-CLEAs的 B-factor，发现在与交联

剂分子结合的 RDAE-CLEAs中，Loop1（E246-I261）、

Loop2（W262-M276）以及 Loop3（W553-M567）的

B-factor值较 RDAE更高，表明这些区域的残基位

置变化较大，柔性较强，可能对酶的稳定性不利

（图 6b）。观察 RDAE与 RDAE-CLEAs体系中 Rg

的变化（图 6c），RDAE的蛋白体积较为稳定，而

RDAE-CLEAs中蛋白体积变化较大。说明在 RDAE-

CLEAs中，分子发生较大构象变化，结构较为松散。

这一结果与红外光谱二级结构分析一致，说明表面赖

氨酸残基在维持 RDAE四聚体结构的稳定性中发挥

关键作用。然而，在 RDAE-CLEAs的制备过程中，

这些赖氨酸残基与葡聚糖醛发生交联反应，破坏了四

聚体的刚性结构，导致酶构象稳定性下降，固定化酶

的热稳定性未有提高。这也表明，即使来自赖氨酸残

基的游离氨基不位于酶的催化活性中心，其在维持蛋

白质高级结构中仍可能发挥重要功能。因此，在

CLEAs的交联过程中，应加强对酶蛋白整体结构的

了解，谨慎调控非催化位点赖氨酸残基的参与程度，

以避免对酶整体结构稳定性的破坏。
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图 4    扫描电镜观察的 RDAE与 RDAE-CLEAs微观形貌

Fig.4    Microscopic morphology of RDAE and RDAE-CLEAs
observed by SEM
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 3　结论
研究采用 PEG4000作为沉淀剂、葡聚糖醛作为

交联剂，通过制备交联酶聚集体（CLEAs）的方法对

RDAE进行固定化，并对沉淀剂浓度、交联剂用量与

交联时间进行了优化。优化条件下制备的 RDAE-
CLEAs在弱酸性至中性 pH（6.0~7.5）与中温（30~
55 ℃）条件下表现出优于游离酶的耐受性，且具有良

好的重复使用性能。红外光谱分析和分子动力学模

拟结果表明，RDAE表面的赖氨酸残基与葡聚糖醛

发生共价交联，破坏了酶蛋白的四聚体结构，导致

RDAE-CLEAs的热稳定性未有提升。后续研究可以

通过改变交联剂种类或交联方式，以减少对 RDAE
表面赖氨酸残基以及酶蛋白四聚体结构的破坏，从而

改善 RDAE-CLEAs的性能。
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