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转谷氨酰胺酶-多孔淀粉复合体系的制备与

稳定性分析

张 莹 1,2 缪 铭 1,2*

（1. 江南大学食品学院，江苏  无锡  214122； 2. 江南大学食品科学与资源挖掘全国重点实验室，江苏  无锡  214122）

摘要：【目的】探究酶固定化策略对转谷氨酰胺酶（transglutaminase，TGase）热稳定性、pH 适应性及储藏稳定

性的影响，拓展其在食品工业等领域的应用范围。【方法】以酶法改性制备的多孔淀粉（porous starch，PS）为

载体固定化 TGase，采用响应面法优化固定化工艺，通过傅里叶变换红外光谱、差示扫描量热仪和酶学性质

试验对 TGase-PS 复合体系进行结构表征及性能测试。【结果】最佳固定化条件为：PS 质量分数 12%、pH 7、

TGase体积分数 42%，TGase包埋率达 73.93%。酶固定化显著提升了 TGase的热稳定性、pH 稳定性和储藏稳

定性，TGase-PS 复合体系在 50 ℃保温 1 h后的相对酶活力为 69.99%（为游离 TGase的 3.41倍）；25 ℃储存 14 

d 后，其相对酶活力为 71.01%（为游离 TGase 的 1.84 倍），在极端 pH 为 10 条件下放置 2 h 后相对酶活力仍达

81.20%。【结论】该研究通过构建 TGase-PS 复合体系显著提升了 TGase的稳定性，为 TGase在高温或极端 pH

环境下的连续催化应用提供了高效、绿色的解决方案。
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Abstract: [Objective] This study aimed to investigate the impacts of enzymatic immobilization strategies on the 

thermal stability, pH tolerance, and storage stability of transglutaminase (TGase), thereby extending its 

application range in the food industry and related sectors. [Method] Porous starch (PS), prepared by enzymatic 

modification, was used as a carrier to immobilize TGase. The immobilization process was optimized by response 

surface methodology. Fourier transform infrared spectroscopy, differential scanning calorimetry, and enzymatic 

property experiments were employed to characterize the structure and test the performance of the TGase-PS 

composite system. [Result] Under optimal conditions (PS at a mass fraction of 12%, pH 7, and TGase at a 

volume fraction of 42%), the encapsulation efficiency of TGase was 73.93%. Immobilization significantly 

improved the thermal stability, pH stability, and storage stability of TGase. The TGase-PS composite system 

retained the relative activity of 69.99% (3.41 times that of free TGase) after incubation at 50 ℃ for 1 h. After 

14 d of storage at 25 ℃ , its relative activity was 71.01% (1.84 times that of free TGase). Furthermore, the relative 

activity was still 81.20% after the system was placed under pH 10 for 2 h. [Conclusion] This study significantly 

enhanced the stability of TGase by constructing a TGase-PS composite system, providing an efficient and green 
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solution for the continuous catalytic application of TGase under high temperatures or extreme pH conditions.

Keywords: transglutaminase; porous starch; immobilization; stability

转谷氨酰胺酶（transglutaminase，TGase），即

谷氨酰胺转氨酶（EC 2.3.2.13），属于转移酶家

族［1］，可催化谷氨酰胺残基 γ-羧酰胺基（酰基供体）

与伯胺类化合物（酰基受体）的酰基转移反应［2］。

TGase 可催化蛋白质分子间和分子内共价键的形

成，由此产生的共价交联可改变蛋白质的物理和

化学性质［3］。TGase因其独特的蛋白质交联能力，

在食品、医药、生物材料等多个工业领域得到广泛

应用，尤其在食品加工中，其主要用于改善蛋白质

的结构、增强食品的稳定性和提升产品的感官品

质［4-6］。然而，TGase 在高温和极端 pH 条件下容易

失活，且重复利用率较低，导致其难以维持稳定的

酶活力，难以满足工业化生产要求［7-9］。酶固定化

是目前工业上提高酶热稳定性有效且应用广泛的

策略之一。Shi等［10］采用 UV 诱导接枝将交联结晶

型 TGase 固定在聚丙烯微孔膜上；Fatima 等［11］将

TGase 固定于多壁碳纳米管上，显著增强了 TGase

的热稳定性和重复利用能力。酶固定化技术已在

诸多研究中成功用于提高 TGase 的热稳定性和操

作稳定性，为其在食品工业中的推广应用提供了

有力支撑。不同的载体材料会直接影响固定化效

果，因此选择合适的载体对提高 TGase 稳定性至

关重要。

多孔淀粉（porous starch，PS）是一种通过对天

然淀粉进行物理、化学或酶法改性处理后，在淀粉

颗粒表面和内部形成大量孔洞结构的新型功能性

淀粉材料［12］。PS 具有高生物相容性、可生物降解

性、高安全性及低成本优势［13］，使其能够作为益生

菌、多酚类化合物、风味物质等多种活性物质的高

效载体，广泛应用于食品、生物医药、化妆品等领

域［14-17］。相较于传统载体，PS 不仅具备生物相容

性、可降解性和低成本优势，还可以通过保护酶活

性位点和控制释放，有效增强酶在复杂环境中的

稳定性［18］。这对于降低酶的使用成本、减少保护

剂的添加量以及实现酶的工业化连续生产具有重

要意义，同时符合现代绿色工业与可持续发展的

理念。目前以 PS 作为酶载体的相关研究较少，但

其在提高酶稳定性、延长使用寿命及降低工业成

本方面的潜力已受到广泛关注［19-20］。

为了解决 TGase 在食品加工过程中的热稳定

性、pH 稳定性较差的问题，作者以 PS为载体，制备

TGase-PS复合体系。通过调控加酶量和反应时间

制备不同孔隙结构的 PS，然后制备 TGase-PS 复合

体系，将 TGase 负载于高比表面积、孔道结构可调

控的 PS上，进而探究不同因素对 TGase-PS复合体

系中 TGase 包埋率的影响，开展制备工艺优化，最

后对 TGase-PS复合体系进行表征及稳定性分析。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

糖化酶（100 000 U/g）：上海源叶生物科技有限公

司；醋酸钠、无水乙醇、三氯乙酸、考马斯亮蓝G250、

牛血清白蛋白：国药集团化学试剂有限公司；转谷

氨酰胺酶：江苏一鸣生物科技有限公司；盐酸羟

胺：北京伊诺凯科技有限公司；还原型谷胱甘肽：

北京沃凯生物科技有限公司；FeCl3·6H2O：上海泰

坦科技股份有限公司；L-谷氨酸 γ -单异羟肟酸、

三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 、N-α-CBZ-Gln-Gly：德 国

Sigma-Aldrich 试剂公司；其他试剂：上海麦克林生

化科技股份有限公司。以上试剂均为分析纯。

1.2　仪器与设备

冷场发射扫描电子显微镜：SU6700 型，日本

株式会社日立高新技术公司；傅里叶变换红外光

谱仪：Antaris Ⅱ型，美国 Thermo Fisher Scientific公

司 ；台式冷冻型离心机：Sorvall ST16R 型，美国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ；多 功 能 酶 标 仪 ：

SpectraMax M2 型，美国 Molecular Devices 公司；

热重分析仪：TGA/DSC 3+型，瑞士 Mettler Toledo

公司。

1.3　方法

1.3.1　PS的制备　

参照 Han 等［12］的方法制备 PS 并稍加调整。

在 25 g 天然玉米淀粉（native starch，NS）中加入

100 g 醋酸钠缓冲液（0.1 mol/L，pH 5.2），制备质量

分数 25% 的淀粉悬浮液。将淀粉悬浮液置于恒温

酶反应器中，50 ℃磁力搅拌保温 10 min。然后向

淀粉悬浮液中分别加入 200、400、600 U/g 糖化酶

（amyloglucosidase，AMG），在 50 ℃下分别反应 4、

8、12 h。根据不同的酶解条件，PS 样品分别命名
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为 PS 2-4、PS 2-8、PS 2-12、PS 4-4、PS 4-8、PS 4-12、

PS 6-4、PS 6-8 和 PS 6-12。反应后快速加入 15 mL 

体积分数 95% 的乙醇使酶失活，然后将淀粉-酶悬

浮液于 20 ℃、2 600 g 离心 10 min，倒去上清液，收

集含有淀粉的沉淀物，45 ℃干燥 36 h，研磨干燥后

的淀粉样品并储存在干燥器中。

1.3.2　扫描电子显微镜　

将干燥后的 NS 和 PS 样品通过黑色胶带固定

在铜样品台上，在真空条件下进行镀金处理，使用

扫描电子显微镜（scanning electron microscope，

SEM）在 5 kV 的加速电压下观察淀粉样品的微观

结构，于 5 000倍放大倍数下拍摄样品照片。

1.3.3　TGase-PS复合体系的制备　

将 NS 和 1.3.1中制备的多种 PS 样品配制成质

量分数为 12% 的淀粉溶液，搅拌均匀，超声 10 min

使淀粉完全分散。在搅拌条件下，向淀粉溶液中缓

慢加入体积分数 50% 的 TGase 酶液，调节体系 pH

至 7，在 4 ℃磁力搅拌 2 h 后于冰浴中超声 20 min，

得到 TGase淀粉复合溶液。将溶液在 4 ℃、2 600 g

离心 10 min，收集沉淀，将沉淀样品于-80 ℃冻干，

得到 TGase-PS复合体系，将其储存在 4 ℃冰箱中。

1.3.4　TGase包埋率的测定　

称取适量冻干 TGase-PS 复合体系样品，加入

磷酸盐缓冲液，使用高速剪切机高速（10 000 r/min）

剪切 3 min，将 TGase-PS 复合体系中的 TGase全部

释放，在 4 ℃条件下于 5 000 g 离心 10 min。采用

Bradford 法测定体系蛋白质质量浓度，使用 BSA

标准溶液绘制标准曲线。根据标准曲线计算

TGase质量，根据式（1）计算包埋率。

E =
M E

M F

× 100% （1）

式中：

E——TGase-PS 复 合 体 系 中 TGase 的 包 埋

率，%；

ME——TGase-PS复合体系中TGase的质量，mg；

MF——加入 TGase的总质量，mg。

1.3.5　TGase-PS复合体系制备的条件优化　

在淀粉质量分数 12%、pH 7、TGase 体积分数

50% 的条件下，分别考察在不同淀粉质量分数

（6%、8%、10%、12%、14%、16%）、pH（5、6、7、8、9、

10）、TGase 体积分数（20%、30%、40%、50%、60%、

70%）条件下，TGase-PS 复合体系中 TGase 包埋率

的变化。根据单因素试验结果，采用 Box-Behnken

设计响应面优化试验，以确定实现 TGase-PS 复合

体系中最大 TGase包埋率的最优工艺参数。

1.3.6　傅里叶变换红外光谱测定　

所有光谱数据均使用配备 ATR 附件的傅里叶

变 换 红 外 光 谱 仪（Fourier transform infrared 

spectrometer，FTIR）采集。将样品夹在金刚石晶体

上进行分析。测定条件：扫描波数 4 000~600 cm-1，

分辨率 4 cm-1，扫描次数 32 次。每次扫描时，通过

扣除空气背景光谱获取样品特征光谱。

1.3.7　差式扫描量热法　

使用差式扫描量热法（differential scanning 

calorimetry，DSC）测定 TGase、PS 和 TGase-PS 复

合体系样品的综合特性。准确称量 5 mg 样品置

于坩埚中，测定条件：升温范围 30~200 ℃，升温速

率 10 ℃/min。

1.3.8　TGase活性测定　

参照 Shi等［10］的方法，采用催化 N-α-CBZ-Gln-

Gly 底物形成羟肟酸的方法测定 TGase 活性。配

制 A 试剂：0.2 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 6.0）、0.1 

mol/L 盐酸羟胺、0.01 mol/L 还原型谷胱甘肽和

0.03 mol/L N-α-CBZ-Gln-Gly 的混合溶液；B 试剂：

3 mol/L HCl、120 g/L 三氯乙酸与溶解于 0.1 mol/L 

HCl 中的 50 g/L FeCl3·6H2O 等体积混合。反应体

系含 1 mL A 试剂和 0.2 mL TGase 酶液，37 ℃孵育

10 min 后，加入 1 mL B 试剂终止反应。在 25 ℃、

5 000 g 离心 5 min，取上清液，测定 525 nm 的吸光

度。以 L-谷氨酸 γ-单异羟肟酸标准曲线对 TGase

活性进行定量，1 个酶活力单位（U）指37 ℃条件下

每分钟催化1.0 μmol底物（N-α-CBZ-Gln-Gly）转化生

成 1.0 μmol/L谷氨酸 γ-单异羟肟酸所需的酶量。

1.3.9　TGase-PS复合体系稳定性分析　

1）反应最适温度及热稳定性：在 Tris-HCl缓冲

液（0.2 mol/L，pH 6.0）体系下，分别在不同温度（30、

35、40、45、50、55、60、65 ℃）下测定 TGase 活性，确

定酶的最适反应温度。在 pH 6.0条件下，将酶液分

别在不同温度（30、35、40、45、50、55、60、65 ℃）下保

温 1 h，以未保温处理的 TGase酶液酶活力为 100%，

计算相对酶活力，测定酶的热稳定性。

2）反应最适 pH及 pH稳定性：在 37 ℃反应温度

下，分别在不同 pH（3、4、5、6、7、8、9、10）的 Tris-HCl

缓冲液（0.2 mol/L）体系中测定 TGase 活性，确定
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酶的最适反应 pH。将 TGase分别在不同 pH（3、4、

5、6、7、8、9、10）的缓冲液中保存 2 h，以未处理的

TGase酶液酶活力为 100%，计算相对酶活力，测定

TGase的 pH 稳定性。

3）储存稳定性：将游离 TGase 和 TGase-PS 复

合体系分别置于 4、 25 ℃下储存，并在 14 d内测定

其活性。以初始酶液酶活力为 100%，计算相对酶

活力，测定 TGase的储存稳定性。

4）TGase-PS 复合体系热失活动力学：在 pH 

6.0 的 0.2 mol/L Tris-HCl 缓冲液中，探究 TGase 在

不同温度（40、50、60 ℃）下的热稳定性。样品在

适当的时间段内保温，分别在 10、20、30、60、100、

120 min 时取等量样品，以未处理样品的酶活力为

100%，测定相对酶活力（A）。以 ln A 为纵坐标、时

间为横坐标，绘制拟合曲线，将指数衰减的失活过

程转化为线性关系。TGase 失活遵循一级动力学

反应，根据拟合曲线，计算酶失活反应速率常数 k

和酶的半衰期。酶半衰期是指酶活力下降 50% 所

需的时间，半衰期越长，说明酶的稳定性越好。

1.4　数据处理

所有的试验均经过 3次及以上重复，试验结果

以平均值 ±标准偏差形式表示。试验数据采用

SPSS 软件进行单因素方差分析（P<0.05）。使用

GraphPad Prism 10.2软件绘图。

2　结果与讨论

2.1　不同淀粉对 TGase-淀粉复合体系中 TGase包埋

率的影响

如图 1 所示，不同淀粉体系对 TGase-淀粉复

合体系中 TGase 包埋率产生了显著影响，其核心

机制与酶解程度调控的孔隙结构及颗粒完整性密

切相关。NS 及 PS 的表面结构特性见图 2。NS 因

其表面光滑、孔隙结构少［21］，限制了对 TGase 的吸

附，包埋率仅为 37.32%。相比之下，经 AMG 酶解

后的PS的TGase包埋率升高，其中酶解适度的PS 4-8

的 TGase 包埋率（71.48%）最高。酶解处理的 PS

形成了规整的孔隙结构，使其与 TGase 分子尺寸

匹配，为 TGase 提供了稳定的包埋空间。相比之

下，酶解程度不足的 PS 2-4 和 PS 2-8 由于孔隙数

量或深度有限，导致负载空间不足；而 PS 6-12 的

孔隙虽然较多，但由 SEM 图可以看出，过度酶解

会使 PS 颗粒结构坍塌，骨架的支撑能力丧失［22］，

进而导致其包埋空间和稳定性下降，使其 TGase

包埋率下降至 46.62%。研究表明，优化酶解条件

需要平衡孔隙生成与结构完整性的关系，通过精

准调控孔隙与 TGase 尺寸的适配性及骨架稳定

性，可进一步提升酶的固定化效率，拓展 TGase-淀

粉复合体系的应用潜力。

2.2　单因素试验分析

2.2.1　PS质量分数对 TGase包埋率的影响　

从图 3（a）可知，PS质量分数对 TGase-PS复合体

系 TGase包埋率的影响显著。当 PS质量分数由 6%

提升至 12% 时，TGase 包埋率明显增加，最大值达

70.97%；当 PS质量分数超过 12%时，TGase包埋率呈

下降趋势。这可能是因为适度提高 PS质量分数可

增加接触面积与负载空间，促进了 TGase的包埋；但

PS质量分数过高会增加体系黏度，阻碍酶分子的扩

散与传质，导致 TGase包埋率下降。当 PS质量分数

为 6%~12% 时，对 TGase包埋率的提升效果显著，过

度提高 PS质量分数不仅会导致 TGase包埋率下降，

还可能造成载体浪费，并增加工艺的操作复杂性。

因此，PS质量分数 12%可作为工艺优化基准值，在保

证经济性的同时，也为后续通过精细化调控进一步

提升TGase包埋率提供了可行方案。

2.2.2　pH 对 TGase包埋率的影响　

如图 3（b）所示，pH 对 TGase-PS 复合体系的

TGase 包埋率有明显影响。当体系 pH 由 5 升至 7

时，TGase包埋率显著增加；当 pH 为 7时，TGase包

埋率达到最大值（72.69%）；当 pH>7 时，TGase 包

图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

图 1　不同淀粉对 TGase包埋率的影响

Fig. 1　Effects of various starch on the encapsulation efficiency 

of TGase
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埋率随 pH 升高显著下降。其原因在于 TGase 与

PS 的表面电荷相互作用，PS 表面带负电，当 pH 约

为 7 时，TGase 通常带正电，可与 PS 产生较强的静

电吸附，促进了酶分子在载体孔隙中的高效固

定［23-24］；在低 pH 条件下，尽管 TGase 正电荷增多，

但大量 H+会中和 PS 表面的负电荷，削弱吸附驱动

力；而当 pH 增大到超过 TGase 的等电点（本研究

中测定的结果为 7.6）时，TGase 带负电，酶和载体

间的电荷斥力增加，导致酶构象变化及结合效率

降低。因此，当体系 pH 为 7时，电荷协同效应既能

维持酶活力与结构稳定，也能实现包埋效率最

大化。

2.2.3　TGase体积分数对 TGase包埋率的影响　

如图 3（c）所示，TGase 体积分数对 TGase-PS

复合体系 TGase包埋率影响显著。TGase-PS 复合

体系包埋率随 TGase 体积分数增加呈先升高后降

低的趋势。当 TGase 体积分数由 20% 增至 40%

时，TGase 包埋率升至峰值（73.89%）；当 TGase 体

积分数继续提升至 70% 时，TGase 包埋率相较于

峰值下降了 31.83%。这说明当 TGase体积分数较

低时，PS 具备充足的负载空间和接触面积来保持

较高的 TGase 包埋率；当 TGase 比例超过 PS 提供

图中不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

图 3　不同因素对 TGase包埋率的影响

Fig. 3　Effects of various factors on the encapsulation efficiency of TGase

图 2　NS和 PS的 SEM 图

Fig. 2　SEM images of NS and PS
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负载空间的上限时，过量的 TGase 分子因空间位

阻及表面竞争效应使 TGase包埋率降低；而 TGase

体积分数过低也会使溶液中酶水平不足，导致结

合效率偏低。结果表明 ，当 TGase 体积分数为

40% 时，TGase-PS 复合体系能充分利用载体孔隙

并避免酶过量，获得较高的包埋效率。

2.3　TGase-PS 复合体系制备工艺的响应面优化结

果分析

2.3.1　模型方程建立与响应面分析　

基于单因素试验结果 ，采用 Design Expert 

12.0 软件的 Box-Behnken，设计响应面试验，因素

水平见表 1，试验方案及结果见表 2。以 PS 质量分

数（A）、pH（B）和 TGase 体积分数（C）为自变量、包

埋率（Y）为响应值，采用 Design-Expert 12.0软件对

试验结果进行多元回归拟合，得到 TGase-PS 复合

体系制备工艺参数的多元二次回归方程为：Y=

71.13+8.05A+2.00B-3.88C+2.60AB-2.72AC+1.76BC-

10.51A2-7.15B2-13.20C2。

响应面模型的方差分析和可信度分析结果见

表 3。方差分析结果显示，二次回归模型极其显著

（F=109.61，P<0.01），失拟项 P>0.05；相关系数 R2=

0.993 0、调整后 R2
Adj=0.983 9，CV=2.7%，说明模型

拟合度和预测能力良好，重现性高，能较好地反映

各影响因素与 TGase 包埋率之间的关系。显著性

分析结果表明，PS 质量分数、pH、TGase 体积分数

对包埋率均有极显著影响（P<0.01），影响程度依

次为 A>C>B；交互项 AB 影响显著，交互项 AC 影响

极显著，交互项 BC 影响不显著；二次项 A2、B2、C2

影响极显著。因此，该模型能准确反映并预测各

因素与响应值的关系，为工艺优化提供了可靠

依据。

2.3.2　交互作用对包埋率的影响　

三维响应曲面图通过曲面坡度与等高线特征

反映因素的影响程度，等高线代表水平切面。坡

度越大、等高线越密，说明因素对响应指标的影响

越显著；等高线呈椭圆形时表示两因素存在显著

交互作用，等高线呈圆形时则表示交互作用不明

显［25］。PS 质量分数与 pH 的等高线呈椭圆形，表

明两者交互作用显著，对 TGase 包埋率影响较大。

PS 质量分数与 TGase体积分数的等高线呈椭圆形

且最为密集，表明其交互作用最显著，对 TGase 包

埋率影响最大。pH 与 TGase体积分数的等高线最

不密集，说明交互作用最弱，见图 4。

2.3.3　最佳工艺参数及验证试验　

通过回归模型预测最佳 TGase-PS 复合体系

制备条件为：PS 质量分数 12.29%、pH 7.20、TGase

体积分数 42.33%，在该条件下的 TGase 包埋率为

73.41%。为验证该响应面法的可行性，同时便于

实际操作，将理论值调整为：PS 质量分数 12%、

pH 7、TGase体积分数 42%。采用该制备条件进行

3 次重复试验，测得 TGase-PS 复合体系中 TGase

包埋率为 73.93%，与理论值偏差仅为 0.52%。该

结果表明回归模型拟合良好，通过响应面法优化

的工艺参数可靠且具有实用价值。

表 1　TGase-PS复合体系制备工艺的响应面试验因素水平表

Table 1　Factors and levels of response surface experiment on the 

preparation process of the TGase-PS composite system

水平

-1

0

1

PS

质量分数/%

8

12

14

pH

6

7

8

TGase

体积分数/%

30

45

60

表 2　响应面优化试验设计与结果

Table 2　Experimental design and results of response surface 

methodology optimization

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

PS

质量分数/%

11

11

11

8

8

14

14

8

11

11

14

11

11

11

8

14

11

pH

7

6

7

8

6

8

7

7

7

6

6

8

8

7

7

7

7

TGase

体积分数/%

45

30

45

45

45

45

30

30

45

60

45

30

60

45

60

60

45

包埋率/%

71.37

53.93

71.25

43.92

47.28

64.87

61.66

39.77

69.85

41.46

57.83

56.57

51.16

70.63

38.62

49.64

72.55
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表 3　回归模型的方差分析

Table 3　ANOVA for the regression model

差异来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

校正总和

平方和

2 307.28

518.58

32.08

120.51

27.04

29.54

12.46

464.76

215.18

733.78

16.37

12.40

3.98

2 323.65

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

256.36

518.58

32.08

120.51

27.04

29.54

12.46

464.76

215.18

733.78

2.34

4.13

0.99

F

109.61

221.71

13.72

51.52

11.56

12.63

5.33

198.70

92.00

313.72

4.16

P

<0.000 1

<0.000 1

0.007 6

0.000 2

0.011 4

0.009 3

0.054 3

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.101 2

显著性

**

**

**

**

*

**

**

**

**

注：“*”代表差异显著（P<0.05）；“**”代表差异极显著（P<0.01）。

图 4　各因素交互作用对 TGase包埋率的影响

Fig. 4　Effects of interactions between various factors on the encapsulation efficiency of TGase
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2.4　TGase-PS复合体系结构特征分析

2.4.1　FTIR 分析　

如图 5 所示，游离 TGase 在 3 400~3 200  cm-1

（O—H 伸缩）和 1 650 、1 540  cm-1（蛋白质 Amide I、

II）附近出现强吸收峰［26］。PS则在 3 400~3 200 cm-1

（O—H 伸缩）和 1 200~950  cm-1（C—O—C 振动、

C—O 振动）出现强吸收峰［27］。蛋白质各特征峰对

应的二级结构如下：1 640~1 610 cm-1处为 β折叠，

1 650~1 640 cm-1处为无规卷曲，1 658~1 650 cm-1处

为 α螺旋，1 700~1 660 cm-1处为 β转角［28］。蛋白质

二级结构 α 螺旋和 β 折叠是常见的二级结构，而 β

转角和无规卷曲表现出相对无序。TGase-PS复合体

系表现出 TGase 和 PS 的特征吸收峰，但在 1 660 

cm-1 处的吸收峰明显减弱，说明了酶结构有序状

态增加。此外，TGase-PS 复合体系在 1 200 cm-1处

的吸收峰发生偏移，在 3 600~3 200  cm-1处的峰区

域加宽，发生红移，说明 PS表面的羟基与 TGase的

N—H 和 O—H 形成了氢键结构，表明两者存在氢

键、静电力主导的非共价相互作用［29］。PS 表面的

羟基与孔隙通过吸附 TGase 极性基团引发了光谱

叠加与峰形改变，同时酶分子嵌入载体孔隙形成

了物理保护，由此建立了能够维持酶稳定的氢键

网络结构。 TGase-PS 复合体系在 1 047 cm-1 与

1 022 cm-1处吸收峰强度的比值（0.64）相较于游离

TGase（0.69）略有下降，说明 TGase 的负载破坏了

PS 的部分有序结构，导致其结晶度下降，这可能

是由于 TGase 分子的物理嵌入作用，使 PS 的部

分结晶区转变为无序状态［21］。TGase-PS 复合体

系未出现新的化学键信号，证实 TGase 的负载既

维持了酶与载体化学结构的完整性，又通过物理

缔合实现了高效固定，为 TGase-PS 复合体系稳

定性提升提供了分子机制支撑。

2.4.2　DSC 分析　

DSC 能够反映 TGase 与 PS 载体的综合特性。

如图 6所示，游离 TGase的吸热峰出现在 82.50 ℃，

是热变形蛋白质构象变化的吸热峰［30］。 PS 在

117.50 ℃处有较宽的热吸收区域。TGase-PS复合

体系的吸热峰在 94.17 ℃处，高于游离 TGase吸热

峰温度。TGase-PS复合体系仅表现出单独的吸热

峰，说明了 TGase被 PS有效包封。此外，TGase-PS

复合体系的焓值低于 PS，这是因为酶的介入降低

了淀粉本身的有序度，从而使加热过程中所需能

量降低。淀粉有序结构变化与 FTIR 光谱一致。

因此，结合其他研究结论，推断 PS 主要通过氢键

和 静 电 相 互 作 用 固 定 化 TGase，提 高 了 其 耐

温性［31］。

2.5　TGase-PS复合体系稳定性分析结果

2.5.1　最佳反应温度及热稳定性分析结果　

如图 7（a）所示 ，游离 TGase 和 TGase-PS 复

合体系的相对酶活力在 40~55 ℃范围内均较高，

且在 50 ℃ 时达到峰值。低温下 TGase-PS 复合

体系的相对酶活力略低于游离 TGase，可能由于

酶在孔隙中受限 ，接触效率降低 ；随着温度升

高，酶分子热运动增强，被限制的 TGase 得以逐

渐释放或充分伸展，表现出更高的酶活力。此

外，TGase-PS 复合体系的相对酶活力在较高温

度下优于游离 TGase，说明载体对酶结构起到一

定的保护作用，使其在更高的温度下仍能保持

较高的酶活力。由图 7（b）可知，随着温度的升

高 ，游离 TGase 的酶活力快速衰减。当温度为

50 ℃ 时 ，游 离 TGase 相 对 酶 活 力 迅 速 下 降 至

图 5　游离 TGase、PS和 TGase-PS复合体系的 FTIR 图谱

Fig. 5　FTIR spectra of free TGase， PS， and TGase-PS 

composite system

图 6　游离 TGase、PS和 TGase-PS复合体系的 DSC 图

Fig. 6　DSC of free TGase， PS， and TGase-PS composite system 
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20.52%，而 TGase-PS 复合体系的相对酶活力为

69.99%，比游离 TGase 提升了 2.41 倍。 PS 通过

空间位阻效应减弱了外界高温对酶分子的直接

作用，保持了酶在微孔中的稳定构象，氢键及静

电相互作用也稳固了酶结构。TGase-PS 复合体

系 在 最 适 温 度 和 热 稳 定 性 方 面 均 优 于 游 离

TGase：一方面，TGase-PS 复合体系可在合适的

温 度 区 间 内 保 持 较 高 的 酶 活 力 ；另 一 方 面 ，

TGase-PS 复合体系在高温条件下具有显著的抗

热变性能力。

2.5.2　最佳反应 pH 及 pH 稳定性分析结果　

如图 8（a）所示 ，TGase-PS 复合体系与游离

TGase在 pH 6~8时均保持了较高的稳定性，并在 pH

为 8 时的相对酶活力达到最大值；在反应 pH 为

3~4时，TGase-PS复合体系和游离 TGase的相对酶

活力均显著降低，这可能是由于该 pH环境限制了酶

与底物的结合［32］。值得注意的是，当在偏碱性环境

下，TGase-PS复合体系的酶活力衰减幅度大于游离

TGase，可能是由于在碱性环境中底物难以进入 PS

孔洞，从而导致 TGase 活力降低。由图 8（b）可知，

TGase-PS复合体系能在 pH为 4~9时保持较高的相

对酶活力，在 pH 10时相对酶活力仍有 81.20%，而游

离TGase在 pH 10时相对酶活力仅有 62.94%。PS表

面的负电性与孔道结构可减弱极端 pH对酶活性中

心的直接冲击，维持酶分子的构象稳定［33］。同时，载

体的负电位点与酶表面的正电位点相互吸引，有助

于抵抗过酸或过碱导致的电荷失调，从而延缓酶的

变性或失活。这些特征使得 TGase-PS复合体系在

更广的 pH区间内依然能保持较高的酶活力，提升了

TGase在各类加工或反应环境中的灵活性。

2.5.3　储存稳定性分析结果　

如 图 9 所 示 ，在 25 ℃ 储 存 条 件 下 ，游 离

TGase 与 TGase-PS 复合体系的相对酶活力均随

时间的延长而逐渐下降，但衰减幅度存在明显

差异。在 4 ℃条件下，两者在 14  d 内的相对酶

活力基本都能保持在较高水平，表明低温显著

图 7　TGase-PS复合体系最佳反应温度及热稳定性

Fig. 7　Optimal reaction temperature and thermal stability of the TGase-PS composite system

图 8　TGase-PS复合体系最佳反应 pH 及 pH 稳定性

Fig. 8　Optimal reaction pH and pH stability of the TGase-PS composite system
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减缓了酶的失活速率，TGase-PS 复合体系的载

体保护作用不显著。而在 25 ℃ 储存时 ，游离

TGase 与 TGase-PS 复合体系的相对酶活力均呈

多阶段衰减趋势，而两者相对酶活力的阶段性

差异证明了 PS 对 TGase 的保护作用。储存 14  d

时 ，游离 TGase 的相对酶活力仅为 38.64%，而

TGase-PS 复合体系的相对酶活力达 71.01%，为

游离 TGase 的 1.84 倍。这是由于 PS 的孔隙结构

与表面极性基团为 TGase 提供了微环境保护作

用，有效减弱了外界温度及水分波动对酶分子

构象的干扰 ，从而在室温条件下显著提升了

TGase 的储存稳定性。

2.5.4　热失活动力学　

酶在不同温度下的热失活速率可以通过线性

回归拟合曲线的斜率差异来区分［34］。由图 10 可

知，TGase-PS 复合体系在 40~60 ℃内的热稳定性

明显优于游离 TGase。当温度为 60 ℃ 时，游离

TGase的酶活力随时间的延长急剧衰减（拟合曲线

陡峭），而 TGase-PS 复合体系失活速率明显减缓

（斜率绝对值降低）；当温度为 40 ℃和 50 ℃时，两

者拟合曲线的斜率差异减小。酶热失活的原因主

要是天然构象的丧失，活性三级蛋白质结构展开

为无序多肽，这是由高温下分子迁移率增加导致

的［35］。线性拟合结果表明，TGase-PS复合体系在各

温度下的热失活速率常数（k）均低于游离 TGase，

且半衰期延长。随着温度的升高，游离 TGase 倾

向于形成聚集体，这些聚集体的形成会导致游离

TGase活力的丧失［36］。而 PS载体能在一定程度上

抵御热能对酶分子的破坏，限制聚集体的形成，使

TGase-PS复合体系具有更高的表观热稳定性。

游离 TGase和 TGase-PS 复合体系在不同温度

下的半衰期见表 4。在不同温度下，TGase-PS 复

合体系的半衰期均大于游离 TGase。TGase‑PS 复

合体系在 40、50、60 ℃的半衰期较游离 TGase分别

延长了 87.87%、63.43% 与 83.01%。这表明 PS 载

体在 40 ℃和 60 ℃条件下均能有效减缓 TGase 的

热失活，并在 50 ℃时仍能将失活速率降低约 2/3。

在高温下，酶分子的热运动加剧，容易发生聚集和

沉淀，而 PS 的包埋可有效抑制这一过程，从而维

持酶的分散性和溶解性，延长其在高温下的使用

寿命。

图 9　TGase-PS复合体系在 4 ℃和 25 ℃下的储存稳定性

Fig. 9　Storage stability of the TGase-PS composite system at 4 ℃ and 25 ℃

图 10　TGase-PS复合体系的热失活动力学结果

Fig. 10　Thermal inactivation kinetics results of the TGase-PS 

composite system

表 4　游离 TGase与 TGase-PS复合体系的半衰期

Table 4　Half-life of free TGase and TGase-PS composite system

温度/℃

40

50

60

半衰期/min

游离 TGase

1 814.00±21.50

231.60±1.40

12.42±0.04

TGase-PS复合体系

3 408.00±3.51

378.50±1.30

22.73±0.10
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3　结论

以酶法制备的多孔淀粉（PS）为载体，构建了

TGase-PS 复合体系，该体系通过控制反应条件来

调控 PS 孔道尺寸以匹配 TGase，从而提升 TGase

的包埋率与稳定性。响应面优化试验结果表明，

TGase-PS 复合体系的最佳制备条件为：PS 质量分

数 12%、pH 7、TGase 体积分数 42%，TGase-PS 复

合体系的最适温度和 pH 分别为 50 ℃和 8，此时

TGase 包 埋 率 达 73.93%。 相 较 于 游 离 TGase，

TGase-PS 复合体系热稳定性显著提升，50 ℃保温

1 h 后的相对酶活力达 69.99%，是游离 TGase 的

3.41 倍 ；25 ℃ 储存 14 d 后的相对酶活力仍达

71.01%，为游离 TGase的 1.84倍，表明 TGase-PS复

合体系具备良好的耐温性和操作稳定性。本研究

表明通过 PS可有效缓解外部条件对 TGase活力的

影响，提高了 TGase 的热稳定性与 pH 稳定性，为

其在高温或极端 pH 条件下的连续催化应用提供

了绿色、高效的固定化策略。与传统无机或合成

高分子载体相比，PS 具有成本低、生物相容性好、

结构可调、生物可降解等优点，是一种兼具环境友

好性与工业适配性的优质酶固定化载体。未来还

应进一步研究微观作用机制，开展载体结构优化

与工业化工艺适配研究，以推动 PS 载体固定化

TGase在食品加工等领域的规模化应用。
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