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摘　要： 为探究来源于海洋的重组海洋蔗糖磷酸化酶 Suc75290催化合成 α-熊果苷的条件及其分离纯化条

件，实验采用蔗糖和对苯二酚为底物，海洋蔗糖磷酸化酶Suc75290为催化剂合成 α-熊果苷，使用大孔吸附树

脂HP20对反应液中 α-熊果苷和对苯二酚进行分离纯化。结果显示，pH为 7的MES-NaOH缓冲液、反应温度

为40 ℃、最适对苯二酚浓度为38.5 g/L、蔗糖与对苯二酚摩尔比最佳为5∶1（蔗糖浓度为600 g/L）、最适加酶量

为300 U/mL、最适反应时间为28 h等6个因素是海洋蔗糖磷酸化酶Suc75290催化合成α-熊果苷的最优条件，

对苯二酚的转化率为 96.70%，α-熊果苷含量为 64.3 g/L（238.7 mmol/L）；采用大孔树脂吸附法分离，以去离子

水作为上样缓冲液，确定最佳分离条件：上样体积为 10 mL，上样流速为 0.5 mL/min，洗脱液为 30%乙醇，洗脱

流速 1 mL/min，经过旋蒸处理后得到 50 mg α-熊果苷，纯度为 99.9%。综上，使用海洋蔗糖磷酸化酶Suc75290

合成高浓度的α-熊果苷的条件优化及对α-熊果苷的分离纯化工艺研究为高纯度α-熊果苷的开发利用提供了

应用基础。
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α-熊果苷（α-arbutin）是对苯二酚（HQ）的天

然糖基化衍生物，化学名称为 4-羟基苯-D-吡喃

葡萄糖苷。研究者发现熊果苷可作为酪氨酸酶

的抑制剂，能阻断多巴以及多巴醌的合成，从而

有效地抑制黑色素的生成，具有美白作用，且对

皮肤没有刺激性，毒副作用小，具有显著抑制酪

氨酸酶活性的作用，是一种新兴的无刺激、无过

敏和配伍性强的天然美白活性物质［1-2］，其美白活

性是 β-熊果苷的十倍［3］。除美白特性外，还有抗

氧化、抗菌、抗炎和作为抗癌剂的潜力［4］。在小麦

和梨等各种植物中发现 β-熊果苷，α-熊果苷和其

他熊果苷衍生物是通过化学［5］和酶促方法合成

的。酶促合成法利用糖基转移酶的转糖基作用，

从中间体如寡糖核苷二磷酸糖脂等物质上切下

一个糖基，然后特异性地转移到受体上，具有高

度的立体区域选择性，所以形成的产物特异性较

高，这种方法可以有效地克服一些化学法合成纯

度不高、同分异构体较多的缺点，用来高效合成

产物。已报道过的糖基转移酶包含：环糊精葡萄

糖基转移酶［6］、淀粉酶［2］和蔗糖磷酸化酶［7］等。

SU等［8］优化了一种新的蔗糖磷酸化酶重组 PeSP

生物合成 α-熊果苷的反应条件，α-熊果苷的产量

为 52.6 g/L，HQ 转化率为 60.9%。在 30 ℃和 pH 

7.0的条件下，使用 200 U/mL的PeSP以及将蔗糖

和对苯二酚以 5∶1 的摩尔比反应 25 h，达到最佳

条件。RUDEEKULTHAMRONＧ等［9-10］将来自

Thermus sp. 的 AMase 对 α-熊果苷衍生物的产物

回收率高达83%（24.9 mg/mL）。

蔗 糖 磷 酸 化 酶 （EC2.4.1.7， Sucrose 

phosphorylase，SPase）作为糖基水解酶第 13 家族

文章编号： 1674-5566（2025）03-0664-10 DOI：10. 12024/jsou. 20240404514

收稿日期： 2024-04-23   修回日期： 2024-07-20

基金项目： 国家重点研发计划（2022YFC2805101）；青岛市自然科学基金（23-2-1-185-zyyd-jch）；中国水产科学研究院基本科研业

务费项目 （2023TD71）

作者简介： 张秋莹（1998—），女，硕士研究生，研究方向为糖苷类物质的分离制备。E-mail：13180281702@163.com

通信作者： 郝建华，E-mail：haojh@ysfri.ac.cn



3 期 张秋莹，等：海洋蔗糖磷酸化酶Suc75290催化合成α-熊果苷的条件优化及纯化工艺

http://www.shhydxxb.com

（GH13）的一员，具有催化蔗糖和磷酸反应的能

力，生成 1-磷酸葡萄糖（Glc-1-P）和 D-果糖

（Fructose）。该酶可以利用简单的糖类生成有价

值的糖苷、多酚类物质，在食品、化妆品和医药等

方面有很大的应用前景。但野生菌生产的 SPase

量较低，还不能满足大规模的工业化生产。实验

聚焦于海洋来源的重组蔗糖磷酸化酶Suc75290，

人工合成蔗糖磷酸化酶Suc75290基因，并与载体

pET24a连接转化至大肠杆菌 BL21中，构建了重

组基因工程菌 E. coli BL21/pET24a-Suc75290。

通过 IPTG诱导E.coli BL21/pET24a-Suc75290，实

现了Suc75290在大肠杆菌中的表达，探讨其催化

生成α-熊果苷的条件优化。

酶催化反应液中有多糖和未反应完的底物

干扰，因此需要对分离纯化工艺进行优化。大孔

吸附树脂为一种有机高聚物吸附剂，具有选择性

吸附有机化合物的能力，对多糖基本不予吸附，

树脂的吸附能力及其解吸、纯化条件参数因化合

物的理化性质的不同而不同。张乐乐等［11］采用 3

种型号的大孔树脂对梨渣中熊果苷进行纯化；崔

婷婷［12］比较了 5种大孔吸附树脂对熊果苷的纯化

效果，筛选适宜提取和纯化工艺，纯度提高了

33.8倍。LIU等［13］从黄单胞菌CGMCC 1243发酵

液中分离 α-熊果苷，使用大孔吸附树脂 S-8最适

合纯化，回收率90.9%，纯度为 97.3%。

实验利用蔗糖和对苯二酚为底物，海洋蔗糖

磷酸化酶（Suc75290）为催化剂进行转糖基反应

得到 α-熊果苷，对反应进行条件优化。但由于发

酵液中大量多糖和底物的干扰，使用大孔树脂

HP20 对熊果苷的吸附及解吸特性作了重点考

察，优选出了最适条件分离熊果苷的方法。

1　材料与方法

1.1　主要材料和仪器

材料：大孔吸附树脂 HP20，北京绿百草科技

发展有限公司；对苯二酚，国药集团化学试剂有

限公司；α-熊果苷，北京普西唐生物科技有限公

司；无水乙醇，国药集团化学试剂有限公司；海洋

蔗糖磷酸化酶（Suc75290），本实验室自制。层析

柱（直径 16 mm，长 1 000 mm）， 北京瑞达恒辉科

技发展有限公司。

仪器：恒温水浴摇床，上海市离心机机械研

究所有限公司；Unique20 型纯水仪，厦门锐斯捷

水纯化技术有限公司；JY96-IIN 型超声波细胞粉

碎机，宁波新芝科技生物股份有限公司；SW-CJ 

超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

HANPING 电子天平，上海精密科学仪器有限公

司；GI54DS 高压蒸汽灭菌锅，致微（厦门）仪器有

限公司；AKTA explorer 液相色谱蛋白纯化系统，

美国通用电气公司；IKA 旋转蒸发仪，艾卡（广

州）仪器设备有限公司；Waters2695液相色谱仪，

沃特世科技（上海）有限公司；GL Science C18

（4.6 mm×250 mm），技尔（上海）商贸技术有限公

司。

1.2　蔗糖磷酸化酶催化合成α-熊果苷

利用糖磷酸化酶的葡萄糖基转移能力，将一

个葡萄糖基转移至受体对苯二酚的酚羟基上生

成 α-熊果苷。反应体系：一定量的蔗糖和对苯二

酚加入到含有适量酶活力的蔗糖磷酸化酶溶液

中，反应体系缓冲液为 MES-NaOH 缓冲液，反应

总体积为 10 mL，混匀后密封并避光反应一定时

间后，沸水浴 5 min终止反应。反应简式如图 1所

示。

1.3　制备α-熊果苷的条件优化

固定反应液体积 10 mL，通过改变单一条件

考察反应液 pH（5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、

8.5、9.0）、反 应 温 度（20、25、30、35、40、45、

50 ℃）、对苯二酚浓度（50、100、150、200、250、

300、350、400 mmol/L）、蔗糖与对苯二酚摩尔比

（1∶1、2∶1、3∶1、4∶1、5∶1、6∶1、7∶1）、加酶量（50、

100、150、200、250、300、350、400 U/mL）、反应时

图1　合成α-熊果苷反应简式
Fig. 1　Synthesis of α-arbutin reaction formula
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间（4、8、12、16、20、24、28、32、36 h）对催化蔗糖

磷酸化酶合成 α-熊果苷反应的影响。

1.4　树脂预处理

首先使用去离子水冲洗大孔树脂 HP20，去

除可能存在的杂质和残留物，直至流出液清澈为

止。然后将 95%乙醇缓慢地加入到色谱柱中，充

分浸泡大孔树脂不少于 24 h，最后使用去离子水

洗去乙醇。

1.5　大孔树脂分离条件优化

将处理好的大孔吸附树脂 HP20 装柱，固定

大孔吸附树脂 100 mL 于柱中（直径 16 mm，长

1 000 mm），通过改变上样流速（0.5、1.0、2.0、3.0 mL/

min）、上样体积（5、10、15、20 mL）、上样 pH（4、5、

6、7、8）、洗脱液浓度（20%、30%、40%、50%、60%、

70%、80%）、洗脱流速（0.5、1.0、2.0、3.0 mL/min）

来分析对α-熊果苷和对苯二酚的分离效果。

1.6　回收率与纯度计算

对 α-熊果苷和对苯二酚进行分离洗脱时，每

10 mL 对洗脱液进行收集，α-熊果苷的回收率和

纯度计算公式：

H1 =∑1
n ( )Cn × Vn
N （1）

H2 =∑1
n ( )Cn × Vn∑1
i ( )Ci × Vi （2）

式中：H1为 α-熊果苷回收率，%；H2为 α-熊果苷纯

度，%；Cn为 α-熊果苷洗脱第 n 管时的质量浓度，

g/L；Vn为 α-熊果苷洗脱第 n 管时的体积，L；N 为

α-熊果苷上样反应液的质量，g；Ci为 α-熊果苷和

对苯二酚洗脱第 i管时的质量浓度，g/L；Vi为α-熊

果苷和对苯二酚洗脱第 i管时的体积，L。

1.7　旋蒸处理

将收集的流出液分别旋蒸 30 min，水浴温度

为40 ℃，压力为50 mbar，旋转速度为100 r/min。

1.8　α-熊果苷检测条件

收集的流出液使用 0.22 μm 的滤膜过滤，随

后取 20 μL液体上样。使用Waters高效液相系统

（HPLC）进行检测，检测器为Waters 2695 PDA检

测器，色谱柱为 GL Science C18（4.6 mm×250 

mm），流动相为 95∶5∶1 的水、甲醇、乙酸混合溶

液，检测波长为 280 nm，流速为 0.5 mL/min，柱温

为30 ℃。

2　结果与讨论

2.1　蔗糖磷酸化酶催化合成α-熊果苷条件优化

2.1.1　pH对催化合成α-熊果苷反应的影响

在pH为6.5~7.5时，α-熊果苷的产量较高，且在

反应缓冲液pH=7.0时，α-熊果苷的产量最大，浓度

为165.5 mmol/L，对苯二酚的转化率为81.5%。这

表明反应体系在中性条件下更有利于α-熊果苷的合

成。实验结果如图 2 所示，pH=7.0 的缓冲液与

Suc75290的最适pH接近，这说明在这个pH下酶的

活性可能达到最佳状态，有利于催化合成反应的进

行。因此，最终选择缓冲液pH=7.0的MES-NaOH

缓冲液作为催化合成熊果苷的最适pH缓冲液是合

理的。

图2　pH对Suc75290催化合成α-熊果苷反应的影响
Fig. 2　Effect of pH on the synthesis of α-arbutin catalyzed by Suc75290
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2.1.2　温度对催化合成α-熊果苷反应的影响

在一定温度范围内，提高温度通常有利于提

高酶的活性，因为温度可以促进酶分子的运动和

反应速率。然而，当反应温度过高时，会导致酶

分子结构的变性，从而使其催化能力下降，甚至

失活。另一方面，随着温度的升高，对苯二酚的

氧化速率也会加快，这会导致反应体系中对苯二

酚的浓度下降。由于对苯二酚是催化合成 α-熊
果苷反应的底物之一，其浓度的下降会直接影响

最终产物 α-熊果苷的产量。不同温度对催化合

成 α -熊果苷反应的影响见图 3。当温度低于

40 ℃时，对苯二酚的转化率和α-熊果苷的产量随

着温度的提高而升高，当温度为 40 ℃时，α-熊果

苷的浓度为 207.5 mmol/L，对苯二酚转化率为

88.2%，当温度高于 40 ℃时，由于酶的稳定性较

差，导致对苯二酚转化率和 α-熊果苷产量低，所

以确定α-熊果苷催化反应最适温度为40 ℃。

2.1.3　蔗糖与对苯二酚的摩尔比对催化合成 α-

熊果苷反应的影响

蔗糖与对苯二酚的摩尔比对催化合成 α-熊
果苷反应有着重要影响。实验结果如图 4所示，

随着供受体比例的增加，即蔗糖与对苯二酚的摩

尔比的增加，对苯二酚的转化率和 α-熊果苷的产

量也在升高。当蔗糖与对苯二酚的摩尔比为 5∶1

时，α-熊果苷的浓度为 212.5 mmol/L，对苯二酚的

转化率为 86.5%，当蔗糖与对苯二酚的摩尔比高

于 5∶1时，蔗糖浓度的进一步增加并不能继续提

高 α-熊果苷的含量，反而会增加反应体系的黏

度。因此，可以确定在 α-熊果苷催化反应中，蔗

糖与对苯二酚的最佳摩尔比例为5∶1。

图3　温度对Suc75290催化合成α-熊果苷反应的影响
Fig. 3　Effect of temperature on the synthesis of α-arbutin catalyzed by Suc75290

图4　蔗糖与对苯二酚的摩尔比对Suc75290催化合成α-熊果苷反应的影响
Fig. 4　Effect of the molar ratio of sucrose to hydroquinone on the synthesis of α-arbutin from Suc75290
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2.1.4　对苯二酚的浓度对催化合成 α-熊果苷反

应的影响

对苯二酚具有抑制酪氨酸酶活性的特性，同

样可能对蔗糖磷酸化酶的活性产生影响。在实

验中发现，当缓冲液中对苯二酚的浓度超过一定

量时，对苯二酚与酶发生相互作用，导致酶的活

性下降。在ZHU等［14］研究中，发现底物对苯二酚

对黄单胞菌的淀粉蔗糖酶（Amy-1）有显著抑制

作用，而产物α-熊果苷则没有。如图5所示，随着

对苯二酚浓度的增加，α-熊果苷的产量逐渐提

高。当对苯二酚浓度为 350 mmol/L时，α-熊果苷

的产量达到最高值，为218.9 mmol/L，对苯二酚的

转化率也达到 84.45%。因此，可以确定在催化反

应中，对苯二酚的最适浓度为350 mmol/L。

2.1.5　反应时间对催化合成α-熊果苷反应的影响

反应时间对催化合成 α-熊果苷反应有显著

影响。实验结果如图 6所示，随着反应时间的增

加，α-熊果苷的产量也在增加，但增加速率逐渐

减缓。当反应时间达到 28 h时，α-熊果苷的产量

达到最大值为 225.3 mmol/L，对苯二酚的转化率

为 95.1%。因此，根据实验结果可以确定最佳的

反应时间为28 h。

图6　反应时间对Suc75290催化合成α-熊果苷反应的影响
Fig. 6　Effect of reaction time on the synthesis of α-arbutin catalyzed by Suc75290

图5　对苯二酚的浓度对Suc75290催化合成α-熊果苷反应的影响
Fig. 5　Effect of the concentration of hydroquinone on the synthesis of α-arbutin catalyzed by Suc75290
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2.1.6　加酶量对催化合成α-熊果苷反应的影响

Suc75290 的加酶量对催化合成 α-熊果苷反

应有重要影响。实验结果如图 7所示，加酶量不

足会导致 α-熊果苷产量不高，这是因为酶作为催

化剂在反应中起到关键作用。当加酶量在 100~

300 U/mL 时，随着加酶量的增加，对苯二酚的转

化率和 α-熊果苷的产量也逐渐升高。在实验中

发现，当加酶量达到 300 U/mL时，达到了最优加

酶量，α-熊果苷的浓度达到 238.7 mmol/L，对苯二

酚转化率为 96.7%。进一步增加加酶量并不能再

提高 α-熊果苷产量和对苯二酚的转化率，这可能

是因为反应体系已经饱和，过多的酶不能再增加

反应速率。因此，在催化合成 α-熊果苷反应中，

加酶量为300 U/mL时为最优加酶量。

2.2　大孔吸附树脂分离纯化

2.2.1　反应液除糖

大孔树脂的吸附原理依靠它和被吸附的分子

（吸附质）之间的范德华引力，通过它巨大的比表

面进行物理吸附而工作，使有机化合物根据有吸

附力及其分子量大小可以经一定溶剂洗脱分开而

达到分离、纯化、除杂、浓缩等不同目的。当反应

液中含有蔗糖作为底物时，蔗糖一部分会被利用

生成α-熊果苷，另一部分会水解成果糖和葡萄糖。

大孔吸附树脂依靠它和被吸附的分子（吸附质）之

间的范德华引力，通过它巨大的比表面进行物理

吸附而工作。在图 8 中，HPLC 色谱分析条件：

Waters 2410 示差折光检测器；色谱柱：Agilent 

ZORBAX NH2，5 μm 4.6×250 mm；V（流动相∶乙

腈）/V（水）=80∶20，流速 0.8 mL/min，进样量

20 μL，柱温30 ℃。在洗脱过程中，洗脱液乙醇与已

吸附的物质形成竞争关系，因其吸附力的不同及分

子量的大小，导致糖类物质优先被洗脱（集中在前

40 mL），随后待分离的其他物质才逐渐被洗脱出

来。HATANO等［15］提到使用蒸馏水进行洗脱，以

去除残留的蛋白质和糖类等物质，提高反应液纯度。

2.2.2　上样流速的优化

上样流速对样品回收率产生影响，较慢的上

样流速会导致树脂更多地吸附目标样品 α-熊果

苷，因此样品的回收率会更高（图 9）。相反，上样

流速增加时，流经柱子的尚未被吸附的样品逐渐

增多，导致吸附效果降低，从而导致样品的回收

率也随之降低。因此，可以得出结论：上样流速

越低，吸附效果越好，回收率也会随之增加；反

之，吸附效果降低，回收率也会随之降低。

2.2.3　上样体积的优化

不同树脂的载样量不同，分离纯化效果也不

同，在层析柱中加入树脂 100 mL，为确定HP20对

反应液的最佳上样体积（反应液中 α-熊果苷的含

量为64.3 g/L），研究了大孔吸附树脂 HP20对反应

液不同上样体积的纯化效果。当上样体积为5 mL

时，纯度达到 98.1%，回收率 84.8%；当上样体积

10 mL时，纯度和回收率都达到最高，分别为99.2%

和 89.3%；逐渐增加上样体积时，回收率和纯度都

逐渐降低（图10）。因此，选择上样体积为10 mL。

图7　加酶量对Suc75290催化合成α-熊果苷反应的影响
Fig. 7　Effect of dosage enzyme on the synthesis of α-arbutin from Suc75290
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2.2.4　上样反应液pH的优化

HP20树脂的吸附原理依靠它和被吸附的分

子（吸附质）之间的范德华引力。在研究中考虑

到 α-熊果苷在碱性和强酸性条件下容易分解的

特性，测试了不同 pH 下反应液在树脂上的吸附

情况。如图 11 所示，在不同 pH 条件下，随着 pH

的升高，回收率呈现先升高后降低的趋势，在 pH

为 7 时达到最高值；同时，纯度也在 pH 为 7 时达

到最高点。当 pH为 8时，对苯二酚会发生解离并

带有氧负离子，使其极性与 α-熊果苷接近，导致

两者难以分离。而在反应液的 pH小于 8时，对苯

二酚可能以分子形式存在，其极性较低，使得 α-

熊果苷和对苯二酚易于分离。因此，在 pH 为 7

时，纯度达到 99.9%，回收率为 89.1%，表现出最

佳的分离效果，因此选择在 pH 为 7时进行上样。

另外，贺绍祥等［16］使用S-8树脂进行分离，发现在

pH 为 1 时，对熊果苷、对苯二酚和麦芽糖的分离

效果最佳。这些研究结果为选择合适的反应条

件和树脂类型提供了重要参考，有助于优化分离

纯化过程，提高产物的纯度和回收率。

2.2.5　洗脱液浓度的优化

选择不同浓度的乙醇进行洗脱会影响洗脱

液的极性，导致对苯二酚被洗脱下来，从而影响

α-熊果苷的分离效果。如图 12所示，随着乙醇浓

度的增加，α-熊果苷的纯度逐渐降低，同时对苯

二酚的洗脱率增加，使得两者的洗脱峰重合，分

离效果不理想。在此情况下，回收率在 30%乙醇

时达到最高点，随后逐步降低，50% 时到达最低

点，之后有所回升。因此，综合考虑最佳洗脱液

浓度为30%乙醇。

刘春巧［17］研究发现，使用不同浓度的甲醇和

乙醇进行洗脱，随着浓度的增加，α-熊果苷的洗脱

（1）水；（2）果糖；（3）葡萄糖；（4）蔗糖。
（1）Water； （2）Fructose ；（3）Glucose； （4）Sucrose.

图8　洗脱液前10 mL和前40 mL色谱图
Fig. 8　Chromatogram of the first 10 mL and 

first 40 mL eluents

图9　上样流速对α-熊果苷回收率的影响
Fig. 9　Effect of sample flow rate on the 

recovery of α-arbutin

图10　上样体积对α-熊果苷分离纯化的影响
Fig. 10　Effect of sample volume on 

separation and purification of α-arbutin

图11　上样pH对α-熊果苷分离纯化的影响
Fig. 11　Effect of sample pH on separation and 

purification of α-arbutin
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率增加，但纯度相对降低。这是因为随着溶剂浓

度的增加，溶剂极性减小，导致被洗脱下来的杂

质增加，进而降低了目标产物的纯度。考虑到甲

醇的毒性，最终选择了 25%乙醇进行洗脱。祝上

宾［18］在梨叶中提取 β-熊果苷时，使用 40%乙醇作

为洗脱液；而在使用 20% 甲醇、25% 乙醇和 45%

乙酸乙酯作为洗脱液的实验中，发现在 25%乙醇

溶液下 α-熊果苷的纯度达到最高。这些实验结

果表明在洗脱过程中正确选择洗脱液的浓度对

于提高目标产物的纯度和回收率至关重要。

2.2.6　洗脱液流速的优化

大孔树脂由于其多孔结构，使用过快的流

速会使洗脱液难以进入空隙进行洗脱。在实验

中使用 30% 乙醇进行洗脱时，发现洗脱流速会

影响分离效果。如图 13 所示，在上样流速为

0.5 mL/min，上样 pH 为 7，上样体积为 10 mL，洗

脱液浓度为 30% 乙醇的基础上，随着流速的增

加，回收率下降，而纯度在前 3 个流速下都能达

到 95% 以上；在 1 mL/min时，纯度达到最高值为

98.3%，回收率为 89.1%；而在 3 mL/min 时，纯度

达到最低为 92.2%，回收率为 80.1%。流速的提

高会导致洗脱液体积增加，从而影响了洗脱效

果，导致分离效果不太理想。最终确定洗脱流

速为 1 mL/min，这一流速能够在保证较高纯度

的同时，使得回收率相对较高，提高了洗脱效果

和分离效率。

2.3　最终结果

将分离液进行旋蒸处理，水浴温度为 40 ℃，

最终收集到 50 mg熊果苷，回收率为 75.1%，纯度

达到 99.9%，分离效果较为显著。在李晓玉［19］的

研究中，使用重组蔗糖磷酸化酶生产 α-熊果苷，

经过纯化后的 α-熊果苷的纯度为 99.5%。如图

14a所示，为旋蒸后的 α-熊果苷粉末，图 14b为 α-
熊果苷反应液纯化前后高效液相色谱图。

图12　乙醇浓度对α-熊果苷分离纯化的影响
Fig. 12　Effect of ethanol concentration on the 

separation and purification of α-arbutin

图13　洗脱流速对α-熊果苷分离纯化的影响
Fig. 13　Effect of elution flow rate on the separation 

and purification of α-arbutin

图14　α-熊果苷旋蒸后粉末和纯化前后HPLC色谱图
Fig. 14　HPLC diagram of α-arbutin powder after rotary evaporation and before and after purification
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3　结论

实验使用蔗糖和对苯二酚为底物，海洋蔗糖

磷酸化酶 Suc75290 为催化剂合成 α-熊果苷，探

究最适反应条件，最适缓冲液为 pH=7.0的 MES-
NaOH 缓冲液，最适温度为 40 ℃，体系中最适对

苯二酚浓度为 38.5 g/L，蔗糖与对苯二酚摩尔比

最佳为 5∶1（蔗糖浓度为 600 g/L），最适加酶量为

300 U/mL，最适反应时间为 28 h。在最佳条件

下，对苯二酚的转化率最高为 96.7%，α-熊果苷

最 高 转 化 率 为 68.2%，最 高 含 量 为 64.3 g/L

（238.7 mmol/L）。

使用大孔吸附树脂HP20对 α-熊果苷反应液

进行分离纯化的实验过程，将被吸附在树脂上的

α-熊果苷和对苯二酚进行分离纯化，对上样流速、

上样体积、上样pH、洗脱液浓度、洗脱液流速等因

素进行优化，并对分离纯化的 α-熊果苷进行旋

蒸。利用去离子水作为上样缓冲液进行上样，上

样流速为 0.5 mL/min，上样 pH为 7.0，乙醇作为洗

脱液，洗脱液浓度为 30%，洗脱流速为 1 mL/min，

上样体积为 10 mL，回收率达到 89.1%，纯度为

99.9%。经过旋蒸处理后得到50 mg α-熊果苷，纯

度为 99.9%，回收率为 75.1%。这一实验通过合

理选择生成和分离纯化 α-熊果苷条件，成功地实

现了对α-熊果苷的高效转化和分离纯化。
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Optimization of synthesis conditions and purification process of α-arbutin 

catalyzed by marine sucrose phosphorylase Suc75290

ZHANG Qiuying1， SUN Jingjing1， WANG Wei1， JIANG Chengcheng1， LIN Cong2， HAO Jianhua1

（1.Key laboratory of Polar Fishery Sustainable Utilization， Ministry of Agriculture and Rural Affairs， Yellow Sea Fisheries 

Research Institute， Chinese Academy of Fishery Sciences， Qingdao 266071，Shandong， China； 2.Qingdao Ruixin Tianyou 

Biological Technology Co.， Ltd， Qingdao 266315，Shandong， China）

Abstract: In order to explore the conditions for the catalytic synthesis of α-arbutin by recombinant marine 

sucrose phosphorylase Suc75290 from the ocean and its separation and purification conditions， sucrose and 

hydroquinone were used as substrates， and marine sucrose phosphorylase Suc75290 was used as a catalyst 

to synthesize α-arbutin. The macroporous adsorption resin HP20 was used to separate and purify α-arbutin 

and hydroquinone in the reaction solution. The results showed that the optimum conditions for the synthesis 

of α -arbutin catalyzed by marine sucrose phosphorylase Suc75290 were as follows ： MES-NaOH buffer 

with pH value of 7， reaction temperature of 40° C， optimum hydroquinone concentration of 38.5 g/L， 

optimum molar ratio of sucrose to hydroquinone of 5∶1 （ sucrose concentration of 600 g/L）， optimum 

enzyme dosage of 300 U/mL， and optimum reaction time of 28 h. The conversion rate of hydroquinone was 

96.70%， and the content of α-arbutin was 64.3 g/L （238.7 mmol/L）. The macroporous resin adsorption 

method was used for separation， and deionized water was used as the loading buffer. The optimal separation 

conditions were determined as follows： the loading volume was 10 mL， the loading flow rate was 0.5 mL/

min， the eluent was 30% ethanol， and the elution flow rate was 1 mL/min. 50 mg of α-arbutin was obtained 

after rotary evaporation， and the purity was 99.9%. In summary， the optimization of the conditions for the 

synthesis of high-concentration α -arbutin using marine sucrose phosphorylase Suc75290 and the study on 

the separation and purification process of α -arbutin provide an application basis for the development and 

utilization of high-purity α-arbutin.

Key words: Sucrose phosphorylase Suc75290； enzymatic synthesis； α-arbutin； separation and purification
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