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磁性纳米颗粒定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 及

其热稳定性研究
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摘要：【目的】实现 β-琼胶酶的特异位点的定向固定化，以提高其热稳定性及操作稳定性。【方法】利用计算机

辅助手段，通过特定位点的半胱氨酸的巯基与载体特异性结合，得到定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D。

【结果】定向固定化的最优反应条件为：反应时间 12 h、酶载量（酶与载体的质量比）1∶50、交联剂与载体质量

比 10∶50。不同定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的固载率为 40%~75%，大多数定向固定化突变型 β-琼

胶酶 Aga50D 的相对酶活力>80%。在 40、45 ℃条件下，定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 比野生型游离

酶具有更好的热稳定性。定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 在重复使用 4 次后的酶活力保留率仍可达

30% 以上。在有机试剂中，野生型游离酶丧失了全部活性，而大多数定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的

酶活力保留率仍可达 70% 以上。【结论】该研究制备的定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 有较高的酶活力，

且热稳定性及操作稳定性较强，具有较高的工业应用潜力。
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Nanoparticles and Its Thermal Stability
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Abstract: [Objective] This study aims to achieve site-directed immobilization of β-agarase at targeted residues, thereby 

enhancing its thermal stability and operational performance. [Method] Computer-aided design was employed to 

selectively immobilize the mutant β-agarase Aga50D via sulfhydryl groups introduced at specific cysteine residues, 

enabling binding to the carrier. [Result] The immobilization conditions were optimized as follows: reaction duration of 

12 h, an enzyme loading level (enzyme-to-carrier mass ratio) of 1∶50, and a crosslinker-to-carrier mass ratio of 10∶50. 

The immobilization efficiency ranged from 40% to 75%, with most mutants retaining the relative enzyme activity >80%. 

Compared with the wild-type free enzyme, the site-directed immobilized mutant β-agarase Aga50D exhibited superior 

thermal stability at 40 ℃ and 45 ℃ . After four reuse cycles, the enzyme activity retention rate of site-directed 

immobilized mutant β-agarase Aga50D remained above 30%. Notably, while the wild-type free enzyme completely lost 

its activity in organic reagents, the enzyme activity retention rate of most site-directed immobilized mutant β-agarase 

Aga50D remained above 70%. [Conclusion] The site-directed immobilized mutant β-agarase Aga50D demonstrated high 

enzyme activity and enhanced thermal/operational stability, showing significant promise for industrial applications.
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琼胶酶能够特异性降解琼胶，其水解产物主

要是琼脂寡糖（agaro-oligosaccharides，AOS）和新

琼寡糖（neo agaro-oligosaccharides，NAOS）。AOS

易溶于水，安全且易被生物体吸收和利用，因此其

广泛应用于食品［1］、医药［2］、化妆品［3-4］等领域。目

前，已报道的琼胶酶均属于糖苷水解酶，根据琼胶

酶的降解作用，琼胶酶可分为 α-琼胶酶和 β-琼胶

酶。α-琼胶酶作用于 α-1，3-糖苷键，能产生还原

端含有 3，6-无水 -α-L-半乳糖的 AOS；β-琼胶酶作

用于 β-1，4-糖苷键，能产生还原端含有 D-半乳糖

的 NAOS。由于糖苷键的特异性，酶解琼胶是有

利的，且酶解过程不会形成有毒化合物，因此酶解

琼胶是可持续生产 AOS 和 NAOS 的有效方法。

研究表明，AOS 和 NAOS 有优良的生理、生物活

性 ，如具有抗炎 、抗氧化 、抗菌和皮肤美白等

作用［5-8］。

自然界存在的天然酶一般都需要改进酶学性

质，使其能够在高温或者强酸碱条件下保持较好

的酶活力，以适应实际工业条件。大多数天然琼

胶酶的最适温度为 30~40 ℃，而琼胶在 38 ℃时呈

凝胶状态，由于琼胶的胶凝特性，琼胶酶的热稳定

性和操作稳定性对其工业应用至关重要，因此提

高琼胶酶的热稳定性和操作稳定性是近几年的研

究热点。由于酶具有高效、选择性和专一性等优

异性能，其可作为催化剂广泛应用于各行业。然

而，野生型游离酶存在热稳定性差、可适用的 pH

范围窄、在水环境中的有效酶活力低且单次循环

使用后催化活性易丧失等缺点，导致其在工业上

的应用受到限制［9-11］。酶的固定化是指通过特定

方法将游离酶限制在特定空间内或完全负载在特

定支持物上，使酶不能自由移动，但仍能保留其原

有的空间结构和完整的活性中心。该技术通过将

酶固定在载体表面或孔洞内，得到稳定、可重复使

用且酶活力更高的酶。固定化酶通常具有更优良

的性质，例如在苛刻的工业条件下具有更高的酶

活力和可重复使用性［12-14］，因此酶的固定化是一

种以低成本实现高反应产率的策略，也是使酶能

够在实际工业中大规模应用的可靠方法。酶的固

定化方法很多，主要为 4 类：吸附法［15］、包埋法［16］、

交联法［17］和共价结合法［18］。其中共价结合法是目

前研究最深入、应用最广泛的固定化方法，可进一

步分为随机共价结合和定向共价结合。在随机共

价结合中，酶与载体位点随机结合，这样可能会破

坏酶的天然构象或造成空间位阻，影响底物进入

酶的活性位点，极大降低固定化酶的酶活力。同

时，随机共价结合可能会导致固定化酶活性位点

的阻塞，使底物结合和产物释放困难［19］。相反，定

向共价结合可使酶按特定方向（远离活性中心）固

定在合适的载体上，从而使酶更好地与底物结

合［20］。因此，位点特异性固定对于提高酶活力和

生产力至关重要。

该研究通过特定位点的半胱氨酸的巯基与载

体特异性结合，实现 β-琼胶酶的特异位点的定向

固定化，从而既可以保证较高的酶活力，又可以提

高酶的热稳定性及操作稳定性，最终获得具备较

高工业应用潜力的固定化 β-琼胶酶。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

六水三氯化铁（FeCl3⋅6H2O）、乙二醇、醋酸钠、

壳聚糖、无水乙醇、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、甲

醇、正丙醇、正丁醇、二甲亚砜、异丙醇、二恶烷、丙

酮、冰醋酸、硫酸、过硫酸钾（K2S2O8）：分析纯，国

药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ；琼 脂 糖 、

2，2-联氮-双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）（ABTS）：

北京伊诺凯科技有限公司；BSA 蛋白质浓度检测

试剂盒：南京诺唯赞生物科技股份有限公司；2-亚

氨基硫杂环戊烷盐酸盐（Traut）试剂、琼胶低聚糖

标 准 品 ：上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

1，1-二苯基-2-三硝基苯肼（DPPH）：上海麦克林生

化科技有限公司；羟基自由基清除能力检测试剂

盒：生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.2　仪器与设备

水浴摇床：SW22 型，优莱博技术（北京）有限

公司；高温烘箱：DRHX885-2 型，苏州达瑞电热设

备有限公司；酶标仪：Multiskan GO 型，美国赛默

飞世尔科技公司；傅里叶变换红外光谱仪（FTIR）：

IS10 型，美国 Nicolet公司；热重分析仪：TGA2 型，
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瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司；X-射线衍射

仪：D2 PHASER 型，德国布鲁克 AXS有限公司；扫

描电子显微镜（SEM）：GeminiSEM 300 型，卡尔蔡

司（上海）管理有限公司；振动样品磁强计（VSM）：

8604 VSM 型，美国 Lakeshore公司。

1.3　氨 基 化 磁 性 Fe3O4 纳 米 颗 粒（NH2-MNPS）的

制备

溶剂热法制备磁性纳米颗粒：将 6.25 mmol/L 

FeCl3 ⋅ 6H2O 溶 解 于 30 mL 乙 二 醇 中 ，加 入 50 

mmol/L 醋酸钠和 0.02 g 壳聚糖，剧烈搅拌 30 min

后，密封在高压釜（容量为 50 mL）中，在 200 ℃的高

温烘箱内加热 8 h，在室温下冷却后，用乙醇多次洗

涤，在 60 ℃下干燥 6 h，得到NH2-MNPS粉末。

1.4　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的制备

将 10 mg Traut 试剂与 50 mg NH2-MNPS 混

合 ，于 25 ℃ 水浴振荡 12 h，得到巯基修饰的氨

基化磁性 Fe3O4 纳米颗粒（SH-NH2-MNPS），将其

作 为 载 体 加 到 含 有 1 mg 突 变 型 β - 琼 胶 酶

Aga50D 的溶液中，使得最终酶载量（酶与载体

的质量比）为 1∶50，然后将混合物置于 25 ℃水

浴中振荡 24 h，得到定向固定化突变型 β -琼胶

酶 Aga50D。

1.5　定向固定化酶的性质表征

采用 KBr压片法，利用 FTIR 对样品的结构进

行分析，测试波数范围为 4 000~400 cm-1，分辨率

为 0.01 cm-1；称取适量 NH2-MNPS 和定向固定化

突变型 β-琼胶酶 Aga50D 于离心管中，加入无水乙

醇超声分散 5 min后，滴入硅片中，待乙醇挥发后，

将其粘于 SEM 铜台的导电胶表面，喷金后进行扫

描拍摄。采用 VSM 在室温下对样品的磁学性质

进行表征，磁感应强度为±2 T。

1.6　蛋白质浓度的测定

参照 BSA 蛋白质浓度检测试剂盒的操作说明

检测样品的蛋白质浓度。

1.7　反应条件的优化

1.7.1　反应时间的优化　

将 10 mg Traut 试剂与 50 mg NH2-MNPS 混

合 ，分别于 25 ℃ 水浴振荡 6、8、12、24 h，得到

SH-NH2-MNPS。将 50 mg SH-NH2-MNPS 加到含

有 1 mg 突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的溶液中，使得

最终酶载量为 1∶50，然后将混合物于 25 ℃水浴振

荡 24 h，得到定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D，

并按照式（1）计算定向固定化突变型 β -琼胶酶

Aga50D 的固载率。

A 1 =
X 1 - X 2

X 1

× 100% （1）

式中：

A1——定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

的固载率，%；

X1——定 向 固 定 化 前 溶 液 中 的 β - 琼 胶 酶

Aga50D 质量，mg；

X2——定向固定化后上清液中的 β -琼胶酶

Aga50D 质量，mg。

1.7.2　酶载量的优化　

将 50 mg SH-NH2-MNPS 分别加到含有 0.5、

1.0、2.0、5.0 mg 突变型 β -琼胶酶 Aga50D 的溶液

中，即酶载量分别为 0.5∶50、1∶50、2∶50、5∶50，将

混合物于 25 ℃水浴振荡 24 h，得到定向固定化突

变型 β-琼胶酶 Aga50D，并按照式（1）计算定向固

定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的固载率。

1.7.3　交联剂与载体质量比的优化　

分别将 1、5、10、15、20、25 mg Traut 试剂加到

含 50 mg NH2-MNPs 的悬浮液中，即交联剂与载

体质量比分别为 1∶50、5∶50、10∶50、15∶50、20∶50、

25∶50，将混合物于 25 ℃水浴振荡 12 h；取 50 mg 

SH-NH2-MNPS 加到含有 1 mg 突变型 β -琼胶酶

Aga50D 的溶液中，将混合物于 25 ℃水浴振荡 24 

h，得到定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D，并按

照式（1）计算定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D

的固载率。

1.7.4　最优反应条件下的固载率测定

将 10 mg Traut 试剂加到含 50 mg NH2-MNPS

的悬浮液中，混合物于 25 ℃水浴振荡 12 h；将 50 

mg SH-NH2-MNPS 加 到 含 有 1 mg 突 变 型

β -琼胶酶 Aga50D 的溶液中，使得最终酶载量为

50∶1，将混合物于 25 ℃水浴振荡 24 h，得到定向

固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D，并按照式（1）计

算定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的固载率。

1.8　相对酶活力的测定

酶活力单位（U）的定义：在 30 ℃、pH 7.5 条件

下，每分钟催化产生相当于 1 μmol D-半乳糖所需

的酶量定义为一个酶活力单位。
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取 2 mL琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 7.5）于比色

管中，分别加入 0.1 mL的野生型游离酶和定向固定

化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 酶液，于 30 ℃振荡混

匀 ，反应 5 min，加入 1.5 mL 3，5-二硝基水杨酸

（DNS）终止反应，沸水浴 5 min，室温下冷却，于

520 nm处测定吸光度，按照式（2）计算相对酶活力。

B 1 =
K i

K f

× 100% （2）

式中：

B1——相对酶活力，%；

Ki——定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

的酶活力，U/mg；

Kf——野生型游离酶的酶活力，U/mg。

1.9　重复使用性的测定

取 2 mL 琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 7.5）于比

色管中，分别加入 0.1 mL 的野生型游离酶和定向

固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 酶液，于 0 ℃振荡

混匀，反应 5 min，磁性分离后倒出上清液，加入

1.5 mL DNS终止反应，沸水浴 5 min，室温下冷却，于

520 nm处测定吸光度并计算其酶活力。再向固定

化酶中加入 2 mL 琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 7.5），

重复上述步骤，按照式（3）计算定向固定化突变型

β-琼胶酶 Aga50D 的酶活力保留率。

B 2 =
Kn

K 0

× 100% （3）

式中：

B2——定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

的酶活力保留率，%；

Kn——定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

第 n（n>1）次使用后的酶活力，U/mg；

K0——定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

第 1次使用后的酶活力，U/mg。

1.10　热稳定性的测定

取 0.1 mL 的野生型游离酶和定向固定化突变

型 β-琼胶酶 Aga50D酶液，分别于 40 ℃孵育 30、60、

90、150、270、360 min；再取 0.1 mL的野生型游离酶

和定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 酶液，分别

于 45 ℃孵育 30、60、90、150、270、360 min。加入 2 

mL 琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 7.5）后置于比色管

中，于 30 ℃振荡混匀，反应 5 min，加入 1.5 mL DNS

终止反应，沸水浴 5 min，室温下冷却，于 520 nm 处

测定吸光度并按照式（4）计算酶活力保留率。

B 3 =
Kx

K 1

× 100% （4）

式中：

B3——酶活力保留率，%；

Kx——不同孵育时间（x）的野生型游离酶或

定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

的酶活力，U/mg；

K1——野生型游离酶或定向固定化突变型

β - 琼 胶 酶 Aga50D 的 初 始 酶 活 力 ，

U/mg。

1.11　有机试剂对定向固定化突变型 β - 琼胶酶

Aga50D 的影响

取 0.1 mL 的野生型游离酶和定向固定化突变

型 β -琼胶酶 Aga50D 酶液，分别加到体积分数 50%

的有机试剂（甲醇、正丙醇、正丁醇、二甲亚砜、异

丙醇、二恶烷、丙酮）溶液和无水乙醇中，于 30 ℃

孵育 30 min，加入 2 mL 琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 

7.5）后置于比色管中，于 30 ℃振荡混匀，反应 5 

min，加入 1.5 mL DNS 终止反应，沸水浴 5 min，室

温下冷却，于 520 nm 处测定吸光度并按照式（5）

计算酶活力保留率。

B 4 =
K y

K 2

× 100% （5）

式中：

B4——酶活力保留率，%；

Ky——在不同的有机试剂中孵育 30 min 后的

野生型游离酶或定向固定化突变型

β -琼胶酶 Aga50D 的酶活力，U/mg；

K2——在不同的有机试剂中野生型游离酶或

定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D

的初始酶活力，U/mg。

1.12　酶解产物的薄层色谱（TLC）分析

取 2 mL 琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 7.5）于离

心管中，加入 0.1 mL 酶液，在 30 ℃的水浴摇床中

孵育，分别在 10、30 min 和 1、2、4、6 h 的酶解时间

点取样，将样品和 NAOS［新琼二糖（NA2）、新琼

四糖（NA4）、新琼六糖（NA6）、新琼八糖（NA8）］

标准品分别点样于硅胶板上。展开剂为正丁醇-

冰醋酸-水（体积比 2∶1∶1）溶液，显色剂为含有体

积分数 10% H2SO4的乙醇溶液［21］。
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1.13　酶解产物的液相色谱 -质谱联用仪（LC-MS）

分析

取 10 mL琼脂糖溶液（1 mg/mL、pH 7.5）于玻璃

试管中，加入 0.5 mL 的酶液，酶解 24 h 后，煮沸

5 min，离心取上清液，加入适量体积（3~4倍）的无水

乙醇，静置一夜，直至不溶物沉淀，用 0.22 μm滤膜过

滤上清液，除去杂质，再通过旋转蒸发仪去除上清液

中的乙醇，对样品进行富集，最后将样品冻干至粉末

状，得到酶解产物。取适量 NA2标准品和酶解产物

冻干粉末，溶于超纯水中，用 LC-MS 进行分析。

色谱柱为 XBridge BEH C18 色谱柱（2.1 mm×150 

mm×3.5 μm），流量为 0.30 mL/min。流动相A为体积

分数 0.1% 的甲酸，流动相 B 为乙腈。洗脱程序为：

0~40 min，流动相 A体积分数为 100%；40~45 min，流

动相 A体积分数为 70%，流动相 B体积分数为 30%；

45~50 min，流动相A体积分数为 20%，流动相B体积

分数为 80%；50~55 min，流动相B体积分数为 100%。

2　结果与讨论

2.1　定向固定化酶突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的表征

2.1.1　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的 FTIR

分析

由于 β-琼胶酶 Aga50D 分子表面含有较多的

氨基及羧基，无法实现特定位点的定向固定化，而

酶分子表面不含有巯基，因此可以将其他氨基酸

突变为半胱氨酸，利用巯基实现特定位点的定向

固定化。在前期研究中，作者所在研究团队得到

了位于酶分子表面的 6 个正向突变位点 R66C、

K211C、E308C、N452C、S558C 和 K588C，因此该

研究基于突变型酶分子表面半胱氨酸的巯基与磁

性纳米颗粒上的巯基可以形成二硫键，实现了突

变型 β-琼胶酶 Aga50D 的定向固定化。由图 1（a）

可知 ，各定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D

（R66C-SH-NH2-MNPS、 K211C-SH-NH2-MNPS、

E308C-SH-NH2-MNPS、 N452C-SH-NH2-MNPS、

S558C-SH-NH2-MNPS、K588C-SH-NH2-MNPS）的

FTIR 谱图均一致。由图 1（b）可知，NH2-MNPS 在

3 413 cm-1和 1 634 cm-1处的峰明显变大，3 413 cm-1

和 1 634 cm-1 处的峰为伯胺 N—H 的伸缩振动峰，

证明磁性纳米 Fe3O4颗粒的成功氨基化；1 072 cm-1

和 436 cm-1处为 N452-SH-NH2-MNPS单元中 C—S

和 S—S 的吸收峰［22］；而 NH2-MNPS 中没有 C—S

和 S—S 的吸收峰，证明酶已成功负载在氨基化磁

性纳米颗粒上。

2.1.2　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的 SEM

分析

由图 2 可知，NH2-MNPS 的粒径均匀，粒子间

空隙较少；突变型 β-琼胶酶 Aga50D 被定向固定化

后（以 N452C-SH-NH2-MNPS为例），NH2-MNPS表

面覆有一层薄膜，颗粒变得光滑，表明酶被固定在

了巯基修饰的 NH2-MNPS上。

2.1.3　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的 VSM

分析

由 VSM 分析可知 ，NH2-MNPS 及 R66C-SH-

NH2-MNPS、 K211C-SH-NH2-MNPS、 E308C-SH-

NH2-MNPS、N452C-SH-NH2-MNPS、 S558C-SH-

NH2-MNPS、K588C-SH-NH2-MNPS 的矫顽力都依

旧为 0，饱和磁化强度分别为 70.38、71.74、80.06、

61.92、74.61、65.29、67.59 emu/g。其中 ，R66C-SH-

NH2-MNPS、 K211C-SH-NH2-MNPS、 N452C-SH-

NH2-MNPS 具有更强的磁响应能力，因此更容易

在磁场作用下进行定向运动，这将有利于酶的重

复回收利用。

2.2　反应条件优化结果

2.2.1　反应时间优化结果　

由图 3 可知，随着反应时间的增加，定向固定

化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的固载率出现明显的

提升，当反应时间为 12 h 时达到最大值，而当反应

时间延长至 24 h 时，固载率略微下降。结果表明，

当反应时间为 12 h时，Traut试剂与 NH2-MNPS 的反

应 已 完 成 ，而 反 应 时 间 过 长 会 影 响 突 变 型

β-琼胶酶 Aga50D 的定向固定化效果，因此后续试

验选择 12 h为最优反应时间。

2.2.2　酶载量的优化结果　

由图 4 可知，当酶载量为 0.5∶50 时，K211C-

SH-NH2-MNPS和 E308C-SH-NH2-MNPS的固载率

约为 90%，其他 4 种定向固定化突变型 β -琼胶酶

Aga50D 的固载率可达 100%。当酶载量分别为

1∶50、2∶50、5∶50时，曲线趋于平稳，表明载体达到

饱和，因此后续试验选择酶载量为 1∶50。

2.2.3　交联剂与载体质量比的优化结果　

由图 5 可知，随着交联剂与载体质量比的增

加，定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的固载率

也逐渐增加，但交联剂与载体质量比高于 10∶50
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时，曲线趋于平缓，证明交联剂质量浓度已达到饱

和，继续增加交联剂质量浓度对试验效果无影响，

因此后续试验选择交联剂与载体质量比为 10∶50。

2.3　最优反应条件下定向固定化突变型 β -琼胶酶

Aga50D 的固载率

根据优化试验结果，得到最优反应条件为：反

应时间 12 h、酶载量 1∶50、交联剂与载体质量比

10∶50，因此后续试验均在此反应条件下进行。在

最优反应条件下，测定野生型游离酶和定向固定

化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的固载率，结果见图 6。

野生型游离酶由于没有 Cys基团，无法固定在 SH-

NH2-MNPS 载体上；R66C-SH-NH2-MNPS、K211C-

SH-NH2-MNPS、E308C-SH-NH2-MNPS、N452C-

SH-NH2-MNPS、 S558C-SH-NH2-MNPS、K588C-

SH-NH2-MNPS 的 固 载 率 分 别 为 63.5%、41.7%、

42.3%、71.6%、61.9%、55.1%，定向固定化突变型

β-琼胶酶 Aga50D 均成功固定在了 SH-MH2-MNPS

载体上。

2.4　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的相对酶

活力

如 图 7 所 示 ，R66C-SH-NH2-MNPS、K211C-

SH-NH2-MNPS、E308C-SH-NH2-MNPS、N452C-

SH-NH2-MNPS、 S558C-SH-NH2-MNPS、K588C-

SH-NH2-MNPS 的 相 对 酶 活 力 分 别 为 92.2%、

94.4%、68.3%、88.0%、81.3%、96.8%，除 E308C-SH-

NH2-MNPS外，其他定向固定化突变型 β -琼胶酶

图 2　NH2-MNPS和定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的 SEM 图

Fig. 2　SEM images of NH2-MNPS and site-directed immobilized mutant β-agarase Aga50D

图 1　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的 FTIR 谱图

Fig. 1　FTIR spectra of the directed immobilized mutant β-agarase Aga50D
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Aga50D 的相对酶活力均在 80% 以上，证明该种定

向固定化策略对突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的酶活

力影响较小，方法较成功。

2.5　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的重复使

用性

如图 8 所示，固定化酶在重复使用 4 次后，酶

活力保留率均保持在 30% 以上，E308C-SH-NH2-

MNPS、N452C-SH-NH2-MNPS 和 K588C-SH-NH2-

MNPS 在重复使用 4 次后的酶活力保留率仍达

50% 左右。定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D

在反复使用后，酶活力保留率下降幅度较大，主

要原因在于重复 1 个循环后固液无法实现完全分

离，部分定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D 因

琼胶凝固无法回收等原因会造成损失，从而导致

酶活力保留率下降。如果将定向固定化突变型

β-琼胶酶 Aga50D 固定在填充床中连续反应可避

免该损失，实现较高的重复使用性。
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图 6　野生型游离酶和定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D

的固载率

Fig. 6　Immobilization efficiency of wild-type free enzyme 

and site-directed immobilized mutant β-agarase 

Aga50D
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图 3　不同反应时间下的定向固定化突变型 β-琼胶酶

Aga50D 的固载率

Fig. 3　Immobilization efficiency of site-directed immobilized 

mutant β-agarase Aga50D at different time points of 

reaction
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图 5　不同交联剂与载体质量比下的定向固定化突变型 β-琼

胶酶 Aga50D 的固载率

Fig. 5　Immobilization efficiency of site-directed immobilized 

mutant β-agarase Aga50D at different crosslinker-to-

carrier mass ratios

0.5:50 1:50 2:50 5:50
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95

100

固
载

率
/%

酶载量

 R66C-SH-NH2-MNPS
 K211C-SH-NH2-MNPS
 E308C-SH-NH2-MNPS
 N452C-SH-NH2-MNPS
 S558C-SH-NH2-MNPS
 K588C-SH-NH2-MNPS

图 4　不同酶载量下的定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D

的固载率

Fig. 4　Immobilization efficiency of site-directed immobilized 

mutant β-agarase Aga50D at different enzyme loading 

levels
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2.6　定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D 的热稳

定性

由图 9 可知，随着水浴时间的增加，定向固

定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D 的酶活力保留率

逐渐降低，但其酶活力损失速率明显低于野生

型游离酶。结果表明，与野生型游离酶相比，定

向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D 的热稳定性

得到显著增强，可能是定向固定化后酶的空间

构象发生了改变，定向固定化提高了酶的结构

稳定性［23］。

在 40 ℃条件下，野生型游离酶在孵育 30、60 

min后，酶活力保留率分别为 79.8% 和 37.8%；而孵

育 360 min后，几乎丧失所有酶活力；R66C-SH-NH2-

MNPS、 K211C-SH-NH2-MNPS、 E308C-SH-NH2-

MNPS、 N452C-SH-NH2-MNPS、 S558C-SH-NH2-

MNPS、K588C-SH-NH2-MNPS在 40 ℃条件下孵育

30 min后，酶活力保留率分别为 98.4%、87.6%、95.0%、

94.0%、88.3%、95.0%；孵育 60 min后，酶活力保留率

分别为 91.7%、82.1%、85.5%、90.0%、78.1%、95.0%；

孵育 360 min 后 ，酶活力保留率分别为 52.3%、

65.7%、63.1%、65.0%、66.2%、69.6%。

在 45 ℃条件下，野生型游离酶在孵育 30 min及
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图 7　定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的相对酶活力

Fig. 7　Relative enzyme activity of site-directed immobilized 

mutant β-agarase Aga50D
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图 8　野生型游离酶和定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D

的重复使用性

Fig. 8　Reusability of the wild-type free enzyme and site-

directed immobilized mutant β-agarase Aga50D
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图 9　野生型游离酶和定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 在 40、45 ℃下的热稳定性

Fig. 9　Thermal stability of wild-type free enzyme and site-directed immobilized mutant β-agarase Aga50D at 40 ℃ and 45 ℃ 
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60 min后，酶活力保留率分别为 60.8%和 22.2%；孵育

360 min时，丧失全部酶活力。R66C-SH-NH2-MNPS、

K211C-SH-NH2-MNPS、E308C-SH-NH2-MNPS、N452C-

SH-NH2-MNPS、S558C-SH-NH2-MNPS、K588C-SH-

NH2-MNPS在 45 ℃条件下孵育 30 min后，酶活力保

留 率 分 别 为 88.1%、77.6%、88.8%、84.0%、77.0%、

86.8%；孵育 60 min后，酶活力保留率分别为 81.3%、

72.1%、82.7%、75.0%、66.8%、78.6%；孵育 360 min后，

酶活力保留率分别为 52.3%、38.8%、56.4%、59.0%、

56.6%、55.6%。

2.7　有 机 试 剂 对 定 向 固 定 化 突 变 型 β- 琼 胶 酶

Aga50D 的影响分析

甲醇、正丙醇等有机试剂的存在会影响蛋白

质的溶解性、折叠、解折叠和变性行为，从而导致

酶活力下降，限制了酶的工业化应用。如表 1 所

示，在体积分数为 50% 的甲醇、正丙醇、正丁醇、异

丙醇、二恶烷、二甲亚砜和丙酮以及无水乙醇中孵

育 30 min后，野生型游离酶均丧失全部酶活力，这

表明有机试剂对野生型游离酶的酶活力影响较

大。而定向固定化显著提高了酶的结构稳定性，

能够有效抵抗有机试剂对酶活力的影响，例如在

体积分数为 50% 的正丙醇、二甲亚砜中，定向固定

化突变型 β -琼胶酶 Aga50D 的酶活力保留率均

>80%，相较于野生型游离酶均明显提高，这表明

定向固定化突变型 β -琼胶酶 Aga50D 的空间构象

更加稳定，使得其酶学性质更加稳定。

2.8　酶解产物的 TLC 分析结果

酶解产物可以通过 TLC 进行鉴定。如图 10

所示，不同的反应时间下，样品均生成条带清晰

的单一产物，与标准品 NA2、NA4、NA6、NA8 进

行对比，可以得出酶解产物为单一的 NA2；当酶

解 反 应 10 min 时 ，即 可 观 察 到 清 晰 的 NA2 条

带，延长反应时间至 6 h，条带未发生明显变化。

结果表明，酶解反应进行得很快，且产物为单一

的 NA2。

2.9　酶解产物的 LC-MS分析

由图 11 可知，经过分离纯化后的酶解产物的

LC-MS 图谱中，杂峰少，且在 m/z 323 处有明显的

峰，经比对分析，证实该产物为高纯度的 NA2，与

TLC 的结果一致。

表 1　有机试剂对定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 酶活力保留率的影响

Table 1　Effects of organic reagents on the enzyme activity retention rate of site-directed immobilized mutant β-agarase Aga50D

有机试剂

体积分数 50% 甲醇

体积分数 50% 正丙醇

体积分数 50% 正丁醇

体积分数 50% 二甲亚砜

体积分数 50% 异丙醇

体积分数 50% 二恶烷

体积分数 50% 丙酮

无水乙醇

酶活力保留率/%

野生型游离酶

0.0±0.0

0.0±0.0

0.0±0.0

0.5±0.3

0.0±0.0

0.0±0.0

0.5±0.1

0.0±0.0

R66C-SH-

NH2-MNPS

80.0±0.5

98.4±1.2

94.3±2.6

98.5±4.8

95.4±3.2

78.4±2.8

75.6±3.6

50.7±3.6

K211C-SH-

NH2-MNPS

78.9±1.8

98.5±2.9

78.5±1.2

93.3±2.5

89.0±3.5

60.8±3.6

92.4±2.6

70.9±3.6

E308C-SH-

NH2-MNPS

83.7±3.6

87.4±4.9

80.5±5.2

95.0±3.1

69.5±2.4

70.5±3.7

88.9±4.6

60.4±3.5

N452C-SH-

NH2-MNPS

79.4±3.9

99.4±1.2

83.2±4.3

80.9±3.5

70.8±3.6

86.4±3.7

75.3±3.6

73.6±5.2

S558C-SH-

NH2-MNPS

80.6±4.6

89.5±5.6

76.4±3.6

98.5±1.0

79.6±3.6

80.7±1.6

94.3±6.8

80.9±5.7

K588C-SH-

NH2-MNPS

90.3±3.8

85.4±4.6

72.1±3.7

87.6±2.5

85.3±3.8

88.9±4.2

94.6±5.7

40.6±6.9

图 10　样品和 NAOS标准品在不同反应时间下的酶解产物的 TLC 图

Fig. 10　TLC profile of enzymatic hydrolysates from samples and NAOS standards at different time points of reaction

36



Vol. 44 No. 10 解巧玲等： 磁性纳米颗粒定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 及其热稳定性研究

3　结论

该研究利用 Traut 试剂交联 NH2-MNPS 得到

SH-NH2-MNPS，该颗粒可自发与突变型 β-琼胶酶

Aga50D 上的半胱氨酸残基形成二硫键，从而实现

突变型 β-琼胶酶特定位点的定向固定化。此方法

得到的定向固定化突变型 β-琼胶酶 Aga50D 的相

对酶活力较高，R66C-SH-NH2-MNPS、K211C-SH-

NH2-MNPS、E308C-SH-NH2-MNPS、N452C-SH-

NH2-MNPS、 S558C-SH-NH2-MNPS、K588C-SH-

NH2-MNPS 的相对酶活力分别为 92.2%、94.4%、

68.3%、88.0%、81.3%、96.8%；相较于野生型游离酶，

该定向固定化方法显著提高了突变型 β -琼胶酶

Aga50D的热稳定性。例如，在 45 ℃下，野生型游离

酶在孵育 30、60 min后，酶活力保留率分别为 60.8%

和 22.2%，而在孵育 360 min后，野生型游离酶丧失

了全部酶活力。固定化酶 E308C-SH-NH2-MNPS

在 45 ℃条件下孵育 30 min 和 60 min 后，酶活力保

留率分别为 88.8% 和 82.7%；孵育 360 min后，酶活

力保留率仍达到 56.4%。此外，定向固定化还显著

提高了突变型 β-琼胶酶 Aga50D 对有机试剂的耐

受性，在有机试剂中，野生型游离酶丧失了全部酶

活力 ，而大多数定向固定化突变型 β -琼胶酶

Aga50D 的酶活力保留率仍可达 70% 以上，这表明

定向固定化能有效抵抗有机试剂对酶活力的影

响，提高了 β-琼胶酶 Aga50D 的稳定性。该研究为

β-琼胶酶 Aga50D 的工业化应用提供了参考依据。
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