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右旋糖酐酶的吸附和固定方法及其对生物膜的影响
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摘要：为较好地消除生物膜，采用ＢＣＡ法和ＤＮＳ法分别探索羟基磷灰石吸附和固定化右旋糖酐酶的最适
条件及酶活，以吸附和固定化右旋糖酐酶的羟基磷灰石干预变异链球菌生物膜．结果显示：最佳吸附比
为１∶２０，吸附时间为１ｈ，吸附率可高达２３９％；最佳的固定化条件为００２％戊二醛交联２ｈ，固定化率
最高可达１７６％，最高酶活分别为０３２Ｕ／ｍｇ和０３５Ｕ／ｍｇ．在上述条件下，吸附和固定化右旋糖酐酶
的羟基磷灰石均能较好地清除变异链球菌生物膜的完整性．
关键词：右旋糖酐酶；羟基磷灰石；吸附和固定化；变异链球菌生物膜
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　　龋齿作为口腔最常见的疾病之一，在人群中的
发病率一直居高不下．研究［１－２］表明，变异链球菌

是引起龋齿的最主要致病菌，其会在牙齿的表面形

成牙菌斑生物膜，从而形成一个局部的微生态环

境．此外，由于其能够充分利用碳水化合物并代谢

为乳酸，且这些酸性物质会在局部环境中持续产生

腐蚀牙齿的主要结构物质—磷酸钙［３］．目前，虽
然市场上已有针对这类口腔致病菌，且具有显著作

用的杀菌剂，但由于其杀菌的广谱型，可能会进一

步破坏口腔生态菌群的平衡，以及增加细菌的抗药



性［４］和对宿主细胞的细胞毒性［５］．然而，生物酶
制剂与这类抑菌化合物相比较，则显得更加安全、

有效．
右旋糖酐酶是一种能够裂解高分子右旋糖酐中

的α１，６葡萄糖酐键的水解酶［６］，其变异链球菌

生物膜的主要成分是葡聚糖，为生物膜结构的建筑

支架．由于右旋糖酐酶能够有效地水解葡聚糖，从
而破坏生物膜结构、抑制牙菌斑的形成［７］．而羟
基磷灰石 （ＨＡＰ）是一种具有生物活性和生物相
容性的材料，其化学组成与人类牙釉质的磷灰石晶

体很相似［８］．研究［９－１１］表明，羟基磷灰石可以吸

附到牙齿表面，促进牙釉质和牙本质表面再矿化，

增强釉质的抗龋力．此外，羟基磷灰石具有特殊的
孔状结构和表面化学性质，从而具有良好的吸附性

能［１２］，且对蛋白质也具有较好的吸附作用［１３－１４］．
因此，可尝试利用羟基磷灰石吸附和固定化右旋糖

酐酶，以消除牙菌斑生物膜，缓解龋齿．
本文对羟基磷灰石吸附和固定化右旋糖酐酶的

方法进行探索，并通过体外模拟变异链球菌生物

膜，以及使用吸附右旋糖酐酶的羟基磷灰石进行干

预，旨在为生物酶牙膏研发提供一种方法．

１　材料与方法

１１　材料
右旋糖酐酶 （宁夏夏盛实业集团有限公司）；

羟基磷灰石和羟基磷灰石圆片 （云南白药集团健

康产品有限公司惠赠）；葡聚糖 Ｔ４０（源叶生物公
司）；异麦芽糖 （合肥巴斯夫生物科技有限公司）；

ＴａＫａＲａＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ（宝生物工程有限公
司）；ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＴＭＢａｃＬｉｇｈｔＴＭＢａｃｔｅｒｉａｌＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ科 技 公 司）；变 异 链 球 菌
ＡＴＣＣ２５１７５（广东省微生物研究所）．
１２　仪器

酶标仪 （ＳＰＥＣＴＲＡＭＡＸ１９０）；水浴震荡培养
箱 （上海一恒）；高速冷冻台式离心机 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
５８１０Ｒ）；２４孔细胞培养板 （ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ）；厌氧
培养罐 （日本三菱）；水浴锅 （常州国华）；超高

分辨共聚焦显微镜 （ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ８ＳＴＥＤ）．
１３　方法
１３１　右旋糖酐酶的吸附和吸附率

称取一定质量的羟基磷灰石置于１０ｍＬ离心管
中，向其中加入２ｍＬ的右旋糖酐酶溶液 （质量浓

度为１５ｍｇ／ｍＬ），涡旋混匀后将离心管置于３７℃
水浴中１００ｒ／ｍｉｎ震荡吸附１，８，１６，２４ｈ，随后
５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，将酶液倒入干净的离心
管中，用１ｍＬＰＢＳ缓冲液漂洗羟基磷灰石 ３次，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ将上清液转入酶液离心管
中，涡旋混匀后，利用 ＢＣＡ法测定其蛋白质量浓
度，根据体积计算蛋白质量，计算公式如下：

羟基磷灰石所吸附的蛋白量＝总蛋白质量－上
清液中蛋白质量；

吸附率＝（羟基磷灰石所吸附的蛋白质量／所
加入右旋糖酐酶的质量）×１００％．
１３２　右旋糖酐酶的固定和固定化率

称取１００ｍｇ羟基磷灰石置于１０ｍＬ离心管中，
向其中加入 ５ｍＬ体积分数分别为 ００２％、
０１０％、０２０％、０２５％的戊二醛溶液，２５℃
１００ｒ／ｍｉｎ震荡交联 ２ｈ和 ８ｈ．交联结束后，用
ｄｄＨ２Ｏ漂洗载体３次，再加入２ｍＬ酶液，３７℃水
浴下，１００ｒ／ｍｉｎ震荡交联１ｈ．

固定化条件优化：称取 １００ｍｇ羟基磷灰石，
首先在５ｍＬ０２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液中４０℃水浴震
荡活化 ９０ｍｉｎ，活化结束后，用 ｄｄＨ２Ｏ漂洗载体
３次．再重复上述戊二醛交联实验步骤．固定化率
的计算公式如下：

固定化率 ＝（羟基磷灰石所固定的蛋白质量／
所加入右旋糖酐酶的质量）×１００％．
１３３　右旋糖酐酶的吸附和固定化酶活

酶活测定方法：取 ２％的葡聚糖 Ｔ４０溶液
９５０μＬ，加入吸附或固定化右旋糖酐酶后的羟基磷
灰石载体，３７℃水浴反应３０ｍｉｎ后，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ后取上清液，根据 ＤＮＳ法并参照文献
［１５］测定酶活．

右旋糖酐酶水解葡聚糖，产物为异麦芽糖．将
酶活定义为１ｍｇ羟基磷灰石载体、１ｍｉｎ水解得到
１μｍｏｌ异麦芽糖的量为１个酶活单位 （Ｕ），活力
单位为１Ｕ／ｍｇ或１０００Ｕ／ｇ．
１３４　唾液收集与预处理

唾液收集：选择１０名１８～３０岁的健康志愿者
收集其唾液 （要求志愿者无吸烟史，在收集前１ｈ
内没有进食、饮水、饮酒等；没有生病、服用药

物，尤其１个月内未服用抗生素类药物；３ｄ内未
食用酸奶、益生菌饮料；无龋病、牙周病等口腔疾

病患者），健康成人在进食２ｈ后用清水漱口，口
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含棉棒１０ｍｉｎ左右，用５０ｍＬ离心管收集无刺激
性唾液．

唾液预处理：４℃ ８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后
取上清液，与 ＰＢＳ等体积混合后，添加终质量分
数为 ０２％的蔗糖，过滤除菌后分装，保存于
－２０℃备用．
１３５　变异链球菌生物膜模拟及干预

变异链球菌生物膜模拟：高压灭菌的羟基磷灰

石片置于２４孔细胞培养板中 （每孔中一个圆盘，

圆盘不可接触孔壁），用上述预处理好的唾液

（１０ｍＬ／孔）３７℃包衣４ｈ后，１０ｍＬＰＢＳ漂洗
２次．变异链球菌在３７℃接种两代至生长对数期，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液，ＰＢＳ洗涤 ２
次，悬浮于 １０ｍＬ预处理的唾液中，３７℃
４０ｒ／ｍｉｎ厌氧培养１ｈ后，置于３７℃厌氧培养罐
中静置培养２４ｈ形成生物膜．

羟基磷灰石载体干预：向１００ｍｇ吸附右旋糖
酐酶的羟基磷灰石载体中加入１０ｍＬＰＢＳ，悬浮
载体后加入模拟好的变异链球菌生物膜羟基磷灰石

圆片上，４０ｒ／ｍｉｎ厌氧培养１ｈ后，ＰＢＳ洗涤２～３
次，洗去羟基磷灰石载体．
１３６　激光共聚焦显微镜检测生物膜

生物膜样本使用ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＢａｃＬｉｇｈｔＢａｃｔｅｒｉａｌ
ＶｉａｂｉｌｉｔｙＫｉｔ进行染色，加入１０ｍＬＰＢＳ后，再加
入混合染料２μＬ，染色时间为１０ｍｉｎ，染色后再
用ＰＢＳ漂洗２～３次，洗去染料．

将羟基磷灰石圆片固定在激光共聚焦显微镜平

台上，采用４８８ｎｍＡｒ／ＡｒＫｒ激光共聚焦显微镜进
行共聚焦成像．使用４０×物镜观察，对羟基磷灰
石片上的中间区域５ｍｍ范围进行扫描，选择至少
３个独立且具有代表性的位置进行测量，通过图像
处理软件ＴＣＳＳＰ８ＳＴＥＤ３Ｘ量化和表征生物膜的三
维结构．

２　结果

２１　吸附和固定化条件
２１１　最佳载体量和吸附时间

为了探索不同量的羟基磷灰石载体在不同时

间条件下的最佳吸附效率．固定右旋糖酐酶体积
为２ｍＬ（酶质量浓度为１５ｍｇ／ｍＬ），在离心管中
分别添加１０，５０，１００ｍｇ羟基磷灰石，在３７℃
水浴中分别吸附１，８，１６，２４ｈ，比较不同量的

羟基磷灰石在不同时间条件下的吸附率，每个实

验重复３次．
实验结果如图１所示，１００ｍｇ羟基磷灰石在

２ｍＬ酶液中吸附 １，８，１６ｈ的吸附率均高于
１０ｍｇ和５０ｍｇ羟基磷灰石在２ｍＬ酶液中吸附率，
并且在１ｈ时１００ｍｇ羟基磷灰石吸附率最高，达
到２３９％，随着时间的延长，吸附效率逐渐下降，
可能是由于时间延长，羟基磷灰石上吸附的蛋白又

出现了脱落．

图１　不同质量的羟基磷灰石在不同时间条件下的吸附率

２１２　离子强度对吸附率的影响

研究［１６］表明，离子强度的变化会改变羟基磷

灰石的 ζ电位，从而影响其对蛋白的吸附量．因
此，实验中分别添加终浓度为００５，０１０，０１５，
０２０，０２５，０３０ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ，探索不同离子
强度下羟基磷灰石对右旋糖酐酶的吸附率．

图２　不同离子强度下羟基磷灰石对右旋糖酐酶的吸附率

如图２所示，在 ＮａＣｌ终浓度为００５，０１０，
０１５，０２０ｍｏｌ／Ｌ时，吸附率分别为 ２６６％、
２５６％、２７７％和 ２６８％，均高于直接吸附的最
大吸 附 率 ２３９％．当 ＮａＣｌ终 浓 度 为 ０２５，
０３０ｍｏｌ／Ｌ时，吸附率为 ２２０％和 ２０６％．这与
文献［１３～１４］报道的一致，离子强度对羟基磷灰石的

Ｚｅｔａ电位的影响具有双重性，低浓度的离子强度有
利于其形成双电层，增加羟基磷灰石表面的吸附作

０８ 　　　　　　　　　　　　　　昆明学院学报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２１年１２月



用，高离子强度又压缩了双电层，从而抑制了羟基

磷灰石表面的吸附作用．
２１３　戊二醛体积分数和交联时间

戊二醛作为一种广泛使用的蛋白质交联剂，能

够使蛋白质紧密的交联在载体上，相比普通的化学

吸附，其更加牢固，且不容易脱落［１７］．实验中探
索了 １００ｍｇ羟基磷灰石在体积分数分别为
００２％、０１０％、０２０％、０２５％的戊二醛溶液中
分别交联２ｈ和８ｈ，随后再交联右旋糖酐酶，比
较不同体积分数的戊二醛及交联时间对羟基磷灰石

固定化右旋糖酐酶效率的影响．
结果如图３所示，羟基磷灰石在不同时间、不

同体积分数的戊二醛交联下，对右旋糖酐酶的固定

化率影响不大．当戊二醛体积分数为 ００２％，交
联时间为２ｈ的固定化率达到最高，为１７６％，而
其余体积分数的戊二醛及交联时间下固定化效率则

略低于此值，并且最高的固定化率低于直接吸附的

吸附率，可能是羟基磷灰石表面的羟基数较少，导

致交联上去的蛋白量较低．
２２　羟基磷灰石吸附和固定化右旋糖酐酶酶活比较

为了进一步比较羟基磷灰石吸附和固定化右旋

糖酐酶的效果，对吸附和固定化右旋糖酐酶的羟基

磷灰石载体的酶活力进行测定．因为改变离子强度
与直接吸附右旋糖酐酶的效率相差不大，所以分别

比较了１００ｍｇ羟基磷灰石直接吸附法和戊二醛交
联法的酶活．

图３　不同体积分数戊二醛及交联时间

下羟基磷灰石对右旋糖酐酶的固定化率

采用直接吸附法，则１００ｍｇ羟基磷灰石吸附
１ｈ的酶活力最高，为０３２Ｕ／ｍｇ（图４ａ）．使用
戊二醛交联法，不同体积分数的戊二醛、不同时间

交联，固定化右旋糖酐酶后的酶活力相差不大，最

高为０３５Ｕ／ｍｇ，最低为０３３Ｕ／ｍｇ（图４ｂ）．

图４　羟基磷灰石吸附和固定化右旋糖酐酶的酶活

２３　吸附和固定化右旋糖酐酶的载体对生物膜的影响
为了进一步验证吸附和固定化右旋糖酐酶的羟

基磷灰石对变异链球菌生物膜的影响，在羟基磷灰

石圆片上模拟了变异链球菌生物膜模型，使用吸附

和固定化右旋糖酐酶的羟基磷灰石载体对变异链球

菌生物膜进行干预．
结果如图５所示，通过激光共聚焦显微镜对羟

基磷灰石圆片中５ｍｍ范围内进行扫描，吸附右旋
糖酐酶的羟基磷灰石 （图５ｂ）和固定化右旋糖酐
酶的羟基磷灰石 （图 ５ｃ）与未干预对照组 （图

５ａ）相比，生物膜的结构完整性遭到了破坏，生
物膜的菌体之间更加稀疏，说明吸附和固定化右旋

糖酐酶的羟基磷灰石载体能够有效清除变异链球菌

生物膜的完整性．
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　　　　　（ａ）未干预对照组　　　　　　　 （ｂ）吸附右旋糖酐酶的羟基磷灰石　　　（ｃ）固定化右旋糖酐酶的羟基磷灰石

图５　吸附右旋糖酐酶的羟基磷灰石对变异链球菌生物膜的影响

３　讨论

羟基磷灰石对右旋糖酐酶具有较好的吸附效

果，最佳吸附比为１∶２０（ｍ／Ｖ），吸附时间为１ｈ，
吸附率可达２３９％．通过戊二醛交联进行固定化，
固定化率低于吸附率，可能是由于羟基磷灰石表面

的羟基数有限，不能固定较多的右旋糖酐酶．
羟基磷灰石对右旋糖酐酶的固定化率低于吸附

率，但是固定化酶酶活与直接吸附的酶活相当，可

能是通过固定化后，酶活性中心的构象发生了略微

变化，导致其更加容易与底物分子接触，从而酶活

有所提高．也可能是由于羟基磷灰石载体吸右旋糖
酐酶的数量较多，从而压缩了酶的生存空间，其与

底物接触的空间位阻增加，因此酶活并未出现显著

提高．
右旋糖酐酶通过水解变异链球菌生物膜基质葡

聚糖的 α１，６糖苷键，从而破坏生物膜的结构，
阻止其在牙齿表面附着［１８］．羟基磷灰石可以通过
封堵牙小管本质［１９］，促进牙釉质表面再矿化，增

强釉质的抗龋能力［２０］．将羟基磷灰石吸附或固定
化右旋糖酐酶后，不仅能增加抗龋力，而且能够显

著抑制口腔致龋菌对牙齿的附着，降低牙菌斑，预

防龋病和牙周病．研究［７］表明，将具有防龋作用

的ＮａＦ和右旋糖酐酶联合使用也能显著抑制变异
链球菌生物膜的形成．羟基磷灰石与氟化钠的再矿
化和预防脱矿作用并没有显著差别［２１－２２］，但是

ＮａＦ不能吸附或固定化右旋糖酐酶，而羟基磷灰石
由于具有多孔性质，不仅能吸附或固定化右旋糖酐

酶，而且具有一定的缓释性能，能够保证右旋糖酐

酶持续发挥作用［２３］．
目前，牙膏中应用较多的生物酶主要为溶菌

酶、葡聚糖酶和右旋糖酐酶等．溶菌酶通过水解细
菌细胞壁，从而抑制致病菌；葡聚糖酶通过切断

α１，６糖苷键来分解牙菌斑．将葡聚糖酶添加到
牙膏中能够较好地去除牙菌斑［２４］，如溶菌酶牙膏

能有效地抑制口腔致病菌［２５］，海藻酸钠微球包埋

右旋糖酐酶能有效地抑制变异链球菌生物膜的形

成［２６］．通过在牙膏中添加复合酶和功效成分，可
以使其具有多重功效，如 ＦＥ生物酶复合牙膏，同
时添加了溶菌酶、蛋白水解酶和氯化锶，不仅能增

强抑菌作用，还具有抗牙本质敏感作用［２７］．隆力
奇ＤＬ复合酶牙膏，同时添加了溶菌酶和葡聚糖
酶，不仅能够降低变异链球菌的粘附性，还能有效

抑制伴放线杆菌、牙龈卟啉单胞菌和黏性放线

菌［２８］．
吸附和固定化右旋糖酐酶的羟基磷灰石载体都

能够较好地消除变异链球菌生物膜的完整性，这将

为更好地消除牙菌斑生物膜、促进牙釉质和牙本质

再矿化、提高釉质的抗龋力提供一种可行的方法．
但是，目前仅做了单一酶的吸附和固定化，后续工

作还将尝试使用多种酶，以期赋予其更多的功效．
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