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摘　 要：α －半乳糖苷酶催化α －半乳糖苷键的水解，可将豆制食品及饲料中的抗营养因子α －
半乳糖苷类转化分解，改善营养成分使其易于消化吸收。近年，α －半乳糖苷酶的固定化更是成
为研究的热点。作为固定化酶技术的重要组成部分，载体及固定化方法的选取在很大程度上直
接影响着固定化酶的活性及稳定性。综述了近些年国内外有关α －半乳糖苷酶固定化方法、固
定化载体材料的研究现状和发展趋势，以期对固定化α －半乳糖苷酶的酶活性及稳定性提高提
供参考。
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　 　 α 半乳糖苷酶（α Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ． ＥＣ ３． ２． １． ２）
也称蜜二糖酶，广泛分布于动物、植物、微生物中，能
催化非还原性末端以α键结合的半乳糖苷类化合
物水解。常被应用于含抗营养因子（α －半乳糖苷
类物质）的豆类食品及饲料中，能够改善其营养成
分使其易于消化吸收［１］。

豆类作为一种传统作物，在世界范围内被广泛
种植，是食品与饲料工业的重要原料。豆类含有丰
富的必需氨基酸［２］、蛋白质、脂肪、磷脂、异黄酮等
营养和功能性成分［３］，同时也具有保健功能如减少
心血管疾病、骨质疏松症和癌症风险等［４］。但由于

豆类中含有无法被人类及其他单胃动物消化的半乳
糖苷类低聚糖如蜜二糖、棉子糖、水苏糖和毛蕊花糖
等［５ － ６］，所以摄食后会在小肠内部经厌氧发酵形成
胃肠胀气［７］，导致豆类制品的吸收利用率无法达到
最大。而通过添加α －半乳糖苷酶进行酶解，则可
显著改善营养吸收，提高产能［８］。

经研究发现，游离态α －半乳糖苷酶对所处反
应体系要求较高，在强酸、强碱、高温、高离子浓度等
条件下均会产生酶蛋白构象变化、酶活性值降低甚
至完全丧失。同时，游离态α －半乳糖苷酶在反应
后难以实现与产物及底物的高效分离，既影响了高
纯度反应产物的获取又影响了酶制剂的重复使用，
一定程度上局限了酶促反应的大规模应用［９］。对
此，将α －半乳糖苷酶进行固定化操作成为解决现
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状的主要途径之一。固定化后，α －半乳糖苷酶除
保持其原有的识别、结合、催化及理化活性外，还提
高了α －半乳糖苷酶的稳定性，使α －半乳糖苷酶
可反复连续使用，且效率高，成本低［１０ － １１］，能够实现
酶促反应的连续生产及酶反应过程的严格控制。

α －半乳糖苷酶固定化效率主要取决于固定化
方法和固定化载体的选取。固定α －半乳糖苷酶的
理想载体材料本身应具备良好的热稳定性、化学稳
定性、耐生物降解性和机械强度，在反应过程中应保
持与酶的高度亲和性并能够使酶发挥高效的催化活
性［１２ － １６］。所以，在α －半乳糖苷酶的研究中设计、开
发并制备出性能优异的α －半乳糖苷酶固定化载体，
使固定化操作后的酶发挥高效稳定的催化活性已成
为关键的研究点。目前，我国酶固定化方面的资料较
为多见，但针对于α －半乳糖苷酶这一特定酶类的固
定化载体及方法的研究鲜见报道，本文综述了近几年
国内外关于α －半乳糖苷酶固定化研究的新趋势，以
期为α －半乳糖苷酶的有效利用提供参考。

１　 α －半乳糖苷酶的固定化方法
固定化酶技术从１９５７年发展至今，虽已出现多

种固定化方法并成功应用于多种酶类，但截至目前，
还未有一种方法可用于所有酶的固定化。针对于
α －半乳糖苷酶这一特定酶类而言更是如此，由于
产物用途不同、载体材料不同，所选用的固定方法也

会大有不同。在实验过程中，如何依据产物需求及
载体材料，选取相对应的方法使α －半乳糖苷酶的
固定化操作简便、高效、低耗，固定化α －半乳糖苷
酶活性高、稳定性好，已成为α －半乳糖苷酶固定化
研究的关键所在。

依据游离态酶的理化特性和用途，酶的固定化
方法可分为物理法及化学法两类。物理法原理主要
是包埋固定［１７］和吸附固定［１８］；化学法原理主要是
化学交联固定［１９］和共价结合固定［２０］。各种方法优
缺点及适用载体如表１所示。

酶固定化的一般方法同样适用于α －半乳糖苷
酶，同时应考虑到方法的物理化学过程、载体选择范
围、操作经济性等各个方面，结合实际情况因地制宜
地确定固定化方法。另一方面，固定化载体材料对
α －半乳糖苷酶的活性及稳定性影响显著，对于α －
半乳糖苷酶固定化来说适宜的方法和载体材料都是
实验成功的关键性的因素。
２　 α －半乳糖苷酶固定化载体

固定化酶载体材料种类繁多，如何选取、改性并
最终成功应用于α －半乳糖苷酶固定化成为目前
α －半乳糖苷酶固定化研究的技术难点。由于酶本
身的环境敏感性、易失活等问题导致适合作为α －
半乳糖苷酶固定化的载体材料较少。现阶段已应用
于α －半乳糖苷酶固定化的载体如表２所示。

表１　 常用的酶固定化方法
方法名称 原理 优点 缺点 适用载体或方法
吸附法［１７］ 通过氢键、疏水键、电子亲

和力等作用力实现酶的固
定化

工艺简单、吸附条件温和、
酶活力回收率高、载体选
择范围较大

酶与载体结合力弱，受外
界因素影响，酶易与载体
分离

物理吸附：活性碳、几丁质、多孔玻璃；
离子吸附：ＤＥＡＥ（二乙氨基乙基）一纤维
素、ＴＥＡＥ（四乙氨基乙基）－纤维素、ＤＥ
ＡＥ一葡聚糖凝胶和阳离子交换剂（如羧
甲基纤维素ＣＭＣ）

包埋法［１８］ 通过物理作用将酶分子包
埋于载体的一定空间内，
实现对酶的固定化

不需要酶蛋白氨基酸残基
进行结合反应，很少改变
酶的高级结构，可以得到
活性较高的固定化酶。方
法工艺简单、使用范围
较广　

只适用于催化底物为小分
子的反应。因为酶分子被
包裹住，大分子很难通过
包裹酶分子底层，而与酶
分子接触，这样酶分子就
起不到催化的作用

凝胶交联聚丙烯酞胺凝胶（包埋首例）、
藻酸盐、卡拉胶、微囊包埋

化学交法［１９］ 利用双功能试剂或多功能
试剂，使酶分子之间发生
交联，实现对酶分子的固
定化

应用最广的双功能试剂是
戊二醛，它能够与游离的
酶分子所带的氨基形成吸
附碱，从而实现对酶的固
定。固定的酶能够牢固地
固定在载体上，不易脱离

由于交联需要酶分子参加
化学反应，所以酶的失活
比较严重

戊二醛

共价结合［２０］ 固相载体表面的官能团与
酶分子上的官能团发生化
学反应，形成共价键，酶分
子与载体之间通过共价键
的作用实现对酶分子的
固定

固定的酶比较牢固，并且
不宜脱落，具有很好的稳
定性和较高的重复使用率

共价结合酶的载体表面的
官能团一般有羧基、氨基、
羟基、羰基等；由于反应条
件比较剧烈，酶活力有所
降低，工艺复杂，操作难度
较大

纤维素、琼脂糖凝胶、葡聚糖凝胶、甲壳
素、氨基酸共聚物、甲基丙烯酸共聚物等
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表２　 α －半乳糖苷酶固定化载体材料及方法
载体名称 α －半乳糖苷酶来源 改性剂 固定化方法 残存酶活性 重复利用率
石墨烯［２１ ］ 鹰嘴豆 戊二醛 多点共价连接 ８４％ １０次６０％

壳聚糖［２２］ 鹰嘴豆 吸附交联法 ６２％ １２次５２％

海藻酸钙［２３］ 黑曲霉 戊二醛 亲和固定（包埋） ８２％ ８次７７． ９％

二氧化硅［２４］ 青霉属 戊二醛 共价连接 ３３％ ８次３３％７５％

明胶［２５］ 米曲霉 甲醛 ６４． ３％ ４次４５％

ＭＢ －１５０［２２］ 鹰嘴豆 吸附交联法 ５１％ １２次２２％

ＥＣ － ＥＡ［２６］ 番茄 乙二胺 Ａ：戊二醛共价固定化
Ｂ：戊二醛交联吸附

Ａ：４７． ６％
Ｂ：３６． ２％

ＥＣ － ＨＡ［２６］ 番茄 茶酚胺 Ａ：戊二醛共价固定化
Ｂ：戊二醛交联吸附

Ａ：５２． ３％
Ｂ：３８． １％

Ｄｙｎａｂｅａｄｓ  Ｍ －２８０
Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ［２７］

人类 化学耦合 ４次１５％

ＭｙＯｎｅＴＭ

Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ［２７］
人类 化学耦合 ４次２５％

Ｄｙｎａｂｅａｄｓ 
ＴＡＬＯＮＴＭ［２７］

人类 化学耦合 ４次１５％

　 　 注：Ｄｙｎａｂｅａｄｓ  Ｍ －２８０ Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ［２７］：链霉亲和素磁珠２． ８μｍ疏水；ＭｙＯｎｅＴＭ Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ［２７］：表面活化磁珠１μｍ甲苯磺酰基；
Ｄｙｎａｂｅａｄｓ  ＴＡＬＯＮＴＭ［２７］：超顺磁性磁珠。

２． １　 功能化氧化纳米石墨烯
纳米材料作为一种新型固定化载体因其良好的

生物相容性、较大的比表面积（能有效地提高载酶
量）、较小的颗粒直径（具有很小的扩散限制，在溶
液中能稳定存在）、易于在其表面偶联一些特异性
配体，调控酶的结构和功能等优势，已成功应用于多
种酶的固定化［２８ － ２９］。功能化氧化纳米石墨烯具有
紧密结合的二维蜂窝状晶体碳原子，使载体材料拥
有高导电性、机械强度和大的反应表面积［３０］；大量
的亲水基团如环氧基、羟基、羧基酸，使载体表面积
呈亲水性［３１ － ３２］，此外，其耐热特性及良好的生物相
容性，使其作为新型酶固定化载体材料在α －半乳
糖苷酶固定化过程中首次使用并受到广泛关注［３３］。

Ｎ． ｓｉｎｇｈ等人［２１］将鹰嘴豆α －半乳糖苷酶固定
到功能化石墨烯载体上并进行了扫描电子显微镜
（ＳＥＭ）和透射电子显微镜（ＴＥＭ）测定，结果如图１
所示，ａ、ｃ中所呈现的功能化的石墨烯粒子透明、形
状规整，而在ｂ、ｄ中所表现的粒子形状模糊、不完
整、折叠状突起较多，这是由于功能化氧化纳米石墨
烯经改性剂改性后表面结构改变，增加了酶的结合
位点。实验表明功能化氧化纳米石墨烯适合α －半
乳糖苷酶的固定化操作。功能化氧化石墨烯作为
α －半乳糖苷酶的固定载体，所得固定化酶的酶活
性值较高、稳定性较好（详见表２），连续使用１０次
后可保持初始活性的６０％。但由于石墨烯材料的

稀有性导致载体材料价格昂贵、目前仍难以适应工
业化生产。

ａ功能化氧化石墨烯载体（ＳＥＭ）；ｂ功能化氧化石墨烯载体＋ α

－半乳糖苷酶（ＳＥＭ）；ｃ功能化氧化石墨烯载体（ＴＥＭ）；ｄ功能化
氧化石墨烯载体＋ α －半乳糖苷酶（ＴＥＭ）

图１　 功能化纳米石墨烯结构图［２５］
２． ２　 壳聚糖

壳聚糖是一种丰富、可再生的天然资源，属自然
界中罕见的带正电荷的碱性多糖，具有生物兼容性、
可降解性、生理惰性、亲水性、蛋白质亲和性、抗菌性
及无毒性［３４ － ３７］。基于上述优势，壳聚糖的酶载体化
研究受到多方关注。

目前，Ｎｅｅｌｅｓｈ Ｓｉｎｇｈ等人［２２］已成功将鹰嘴豆中
α －半乳糖苷酶固定到壳聚糖上，固定化酶残留活
性及稳定性较好（见表２），在连续使用１２次后可保
持初始值的５２％，下降率较低，且壳聚糖廉价易得，
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该法操作简单，适合于大规模生产操作。
２． ３　 树脂

树脂是一种廉价易得，物理稳定性、化学稳定性
和机械渗透稳定性均极佳的固定化载体材料。树脂
有天然树脂和合成树脂之分，其中在现代化工业生
产领域应用最广泛的当属合成树脂。现阶段，α －
半乳糖苷酶已成功固定到合成树脂类中的凝胶树
脂［２２］及大孔吸附树脂［２６］上。其中凝胶型树脂与大
孔型树脂的主要区别在于它们的孔隙度不同。凝胶
型树脂的孔隙度很小，一般都在３ ｎｍ以下，而且严
格地讲这些孔隙并不是真正的孔，而是交联与水合
多聚物凝胶结构之间的距离，它随运行条件的改变
而改变［２２］；而大孔型树脂则不同，它的“孔”大于原
子距离，而且不是凝胶结构的一部分，所以这个孔是
真正的孔，其大小及形状不受环境条件影响，因而在
水溶液中不显示溶胀［２６］。
２． ３． １　 安博莱特ＭＢ －１５０凝胶树脂

凝胶树脂是工业上应用广泛的材料之一，其价格
便宜，机械性能好，再生容易，在酶工程领域作为固定
化载体的应用日益广泛［３８］。Ｎｅｅｌｅｓｈ Ｓｉｎｇｈ等人［２２］成
功将鹰嘴豆中的α －半乳糖苷酶固定到安博莱特ＭＢ
－１５０凝胶树脂上。图２ａ为安博莱特凝胶树脂，ｂ为
将酶固定到安博莱特凝胶树脂上的实物高清图。

ａ安博莱特凝胶树脂；ｂ安博莱特凝胶树脂＋ α 半乳糖苷酶
图２　 安博莱特凝胶树脂高清图［３４］

安博莱特凝胶树脂为α －半乳糖苷酶固定化载
体，固定后残留酶活性虽与使用壳聚糖作为载体时
相差不大为５１％，但是当同样连续进行１２次操作
后其固定化酶酶活性值大幅度降低仅为２２％，相比
之下，选用壳聚糖为α －半乳糖苷酶固定化载体更
有利于α －半乳糖苷固定化酶的稳定性保持。
２． ３． ２　 ＳＥＰＡＢＥＡＤＳ系列大孔树脂（ＥＣ － ＥＡ、ＥＣ －
ＨＡ）

ＳＥＰＡＢＥＡＤＳ系列大孔吸附树脂是日本三菱化

学享誉全球的品牌材料，它以吸附量高、颗粒均匀、
机械强度好、不易破碎、残留物少，预处理方便而闻
名世界。目前，以聚甲基丙烯酸酯（ｓｅｐａｂｅａｄｓ ＥＣ）
为基础的载体已成功地用于α －半乳糖苷酶固定
化。Ｈａｓａｎ Ｂａｙｒａｋｔａｒ等人［２６］将番茄α －半乳糖苷酶
固定到ＳＥＰＡＢＥＡＤ ＥＣ － ＥＡ和ＳＥＰＡＢＥＡＤ ＥＣ － ＨＡ
两种大孔树脂上，两种固定化载体分别通过乙二胺
和茶酚胺进行活化。然后进行不同温度点、不同酸
碱度、不同重复次数后的残留酶活性测定，再分别与
游离态酶进行比较，结果显著：固定化操作后其酶活
性稳定明显优于游离态酶。具体数值如表２所示。
２． ４　 磁性材料

磁性粒子是指可均匀分散于一定基液中的胶态
复合材料，具有超顺磁性、较高的比表面积、可修饰
功能基团等。因此，通常会将抗原／抗体、酶、核酸／
寡核苷酸、小分子药物等固定在其表面。磁性粒子
的空间分布（ＭＰＳ）可以实现远程区域控制，提供了
一种独特的粒子精确控制［３９］。在α －半乳糖苷酶
固定化研究中，由于磁性粒子的载体化使α －半乳
糖苷固定酶能够借助外部磁性从反应体系中快速简
便富集、分离、回收，做到酶促反应的可操纵，极大地
提高了固定化α －半乳糖苷酶的使用效率。

Ｊｏｓé Ｌ． Ｃｏｒｃｈｅｒｏａ等人［２７］现已首次通过化学耦
合（共价键和金属亲和吸附）手段成功地将α －半
乳糖苷酶固定到不同型号的微型磁性粒子上（见表
３），得出：固定化α －半乳糖苷酶与其对应的游离态
酶相比具有更高的特异活性，而且通过与磁性定位
粒子的耦合加强了酶本身的稳定性和重复利用性。
最终以α －半乳糖苷酶残存酶活为考察指标，得出：
固定化载体性能Ｄｙｎａｂｅａｄｓ  ＴＡＬＯＮＴＭ ＞ ＭｙＯｎｅＴＭ
Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ ＞ Ｄｙｎａｂｅａｄｓ Ｍ －２８０ Ｔｏｓｙｌａｃｔｉｖａｔｅｄ。

表３　 磁性离子特性［２７］

项目 Ｍ －２８０ ＭｙＯｎｅ ＴＡＬＯＮ

粒子直径／ μｍ ２． ８ １． ０８ １． １

比表面积／（ｍ２ ／ ｇ） ４ ～ ８ ８ ｎ． ａ．

粒子数／ ｇ ６ × １０１０～ ７ × １０１０ １０１２ ｎ． ａ．

化学功能活性／（ｍｍｏｌ ／ ｇ） ０． １ ～ ０． ２ ０． ０４ ～ ０． ０６ ｎ． ａ．

粒子密度／（ｇ ／ ｃｍ３） １． ４ １． ７ ｎ． ａ．

　 　 注：ｎ． ａ．表示未从商品供应商处获取数据。

２． ５　 海藻酸钙
海藻酸钠的分子链上含有大量的羟基和羧基，
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用氯化钙溶液作为交联剂，可形成交联的海藻酸钙
聚合物，具有良好的生物降解性和生物相容性，可用
于食品加工、制药，也是一种良好的α －半乳糖苷酶
固定化载体材料［４０］。

在海藻酸钙固定α －半乳糖苷酶的实验中，其
固定化操作后残留酶活性为８２％，８次操作后酶活
性值为初始酶活性的７７． ９％，固定化α －半乳糖苷
酶较为稳定，且载体材料廉价易得，操作简便，适合
作为α －半乳糖苷酶固定化载体。
２． ６　 二氧化硅

二氧化硅作为一种传统无机材料，因其安全、稳
定、廉价易得受到α －半乳糖苷酶固定化研究者的
关注。α －半乳糖苷酶可与二氧化硅载体直接进行
吸附也可与化学改性后的二氧化硅进行共价结
合［４１］，从而实现α －半乳糖苷酶的固定化。有研究
指出以二氧化硅为载体所获得的固定化α －半乳糖
苷酶酶活性值较低且稳定性较差（如表２），针对实
验方法及操作仍需进一步优化。
２． ７　 明胶

明胶是一种廉价、丰富、安全的载体材料，在
食品领域常用作添加剂。与其他高分子载体材料
相比，明胶拥有更多优势。天然明胶可供α －半乳
糖苷酶固定化操作选择。材料本身在实验过程中
稳定性强、可控性强、与α －半乳糖苷酶的结合
性强。　

目前研究多集中于将α －半乳糖苷酶包埋固定
于甲醛改性后的明胶载体上，并最大限度提高游离
酶加载量及固定化操作后的酶活性值。

Ｋ． Ｎａｇａｎａｇｏｕｄａ等人已将［２５］米曲霉中的α －半
乳糖苷酶固定于甲醛改性的明胶上，通过连续反应
模式将固定化酶作用于底物（豆浆），观察底物中棉
子糖等寡糖类物质的水解率，评定α －半乳糖苷酶
固定化效率。由表２数据可知，以明胶为载体固定
α －半乳糖苷酶其酶活值较高，稳定性较强，表明明
胶作为α －半乳糖苷酶固定化载体较为合适。
３　 结论

以固定化α －半乳糖苷酶残留酶活值作为考察
指标，发现功能化氧化纳米石墨烯、壳聚糖、海藻酸
钙和明胶均可以作为α －半乳糖苷酶的固定化载
体。但考虑到载体材料价格、来源及可操作性，壳聚
糖、海藻酸钙和凝胶三种载体材料更适合大规模生

产固定化α －半乳糖苷酶。
未来α －半乳糖苷酶的应用会更加广泛，固定

化操作的必要性会体现的更加明显。结合无机载体
材料及天然高分子载体材料特性，加以改性剂改良
修饰、人为设计合成等方法开发新型α －半乳糖苷
酶固定化载体，最大可能地提高固定化α －半乳糖
苷酶的酶活值及稳定性，已成为α －半乳糖苷酶研
究的重要方向。通过固定化方法提高固定化α －半
乳糖苷酶的应用优势，扩大α －半乳糖苷酶工业化
生产。
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［２７］ＪＯＳＥ Ｌ，ＣＯＲＣＨＥＲＯＡ Ｂ Ｃ，ＲＯＳＡ ＭＥＮＤＯＺＡＡ Ｂ． Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
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