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酶法制备2-O-α-D-吡喃葡萄糖基-L- 抗坏血酸的

分离纯化工艺及抗氧化活性分析

张秋莹1，孙晶晶2，王伟2，江承程2,刘莉莉1，郝建华2*

（1.浙江海洋大学水产学院，浙江舟山 316022）（2.农业农村部极地渔业可持续利用重点实验室，中国水产

科学研究院黄海水产研究所，山东青岛 266071）

摘要：该研究以 L-  抗坏血酸和 β- 环糊精为底物，在海洋环糊精葡萄糖基转移酶 MY20 的催化下制备了 2-O-α-D-

吡喃葡萄糖基 -L- 抗坏血酸（AA-2G），研究了其分离纯化工艺和抗氧化活性。通过使用阳离子离子交换树脂 SK1B

和阴离子离子交换树脂 WA30，重点优化了阴离子交换树脂 WA30 分离 AA-2G 的工艺参数，通过响应面试验确定

了最佳工艺参数为：洗脱液浓度 0.15 mol/L、洗脱液流量 3 mL/min、洗脱液 pH 值为 7，在该条件下纯化 AA-2G 的

纯度为 91.23 wt.%，回收率 89.92 wt.% ；在此基础上，建立了多步纯化工艺，使 AA-2G 的纯度由最初的 50.31 wt.%

提高到了 95.62 wt.%，纯度提高了 1.90 倍，回收率达到 85.12 wt.% ；对制备的 AA-2G 进行体外抗氧化性分析发现，

AA-2G 对超氧阴离子、羟自由基和 DPPH 自由基的清除率分别为 91.63%、90.21% 和 95.20%，验证了酶法制备的

AA-2G 具有抗氧化活性。该研究可为高纯度 AA-2G 的开发提供理论依据。
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Abstract: In the study, 2-O-α-D-glucosyL- L- ascorbic acid (AA-2G) was prepared using L- ascorbic acid and 

β-cyclodextrin as substrates under the catalytic action of marine cyclodextrin glucosyltransferase MY20. The separation and 
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purification process and antioxidant activity of AA-2G were examined. By using the cationic ion exchange resin SK1B 

and the anionic ion exchange resin WA30, the process parameters for separating AA-2G from anion exchange resin 

WA30 were optimized. The optimal process parameters were determined through response surface experiments: eluent 

concentration, 0.15 mol/L; eluent flow rate, 3.00 mL/min; eluent pH value 7. Under these conditions, the purity of AA-2G 

purified was 91.23 wt.%, with a recovery rate of 89.92 wt.%. On this basis, a multi-step purification process was established, 

in which increased the purity of AA-2G from the initial 50.31 wt.% to 95.62 wt.%, resulting in a 1.90-fold increase of purity 

and a recovery rate of 85.12 wt.%. In vitro antioxidant analysis of the prepared AA-2G revealed that the scavenging rates for 

superoxide anion, hydroxyl radical and DPPH radical were 91.63%, 90.21% and 95.20%, respectively, indicating that the 

enzymatically prepared AA-2G possessed antioxidant activities. The study provides a theoretical basis for the development of 

high-purity AA-2G.

Key words: 2-O-α-D-glucopyranosyL- L- ascorbic acid; L- ascorbic acid; separation and purification; anion-cation ion 

exchange resin; marine cyclodextrin glucosyltransferase; oxidation analysis

L- 抗坏血酸（维生素 C）是一种具有良好水溶

性的抗氧化物质，在食品行业中被广泛应用 [1] ，也

是一种电子供体，它参与许多生理生化过程，是一

种必需的营养素，需要从食物和补充剂中摄取。然

而，L- 抗坏血酸存在水溶液中稳定性低、易降解食

品体系中的花色素苷等天然色素等缺陷；因此 L- 抗
坏血酸的应用受到很多限制，制备一种新的具有更

高稳定性的替代品，并保留 L- 抗坏血酸的生物活性

一直是学术界和工业界的研究热点 [2] 。2-O-α-D 吡

喃葡萄糖基 -L- 抗坏血酸（AA-2G）是一种 L- 抗坏

血酸的衍生物，具有类似的溶胶原活性。它是一种

增补剂，呈无色成柱状晶体结构。AA-2G 的 C-2 位

有一个葡萄糖的掩蔽物，使其不易被氧化，因而具

有良好的稳定性。AA-2G 不具有直接的还原性，在

人体内的各种生物酶的催化下，很容易被降解成葡

萄糖和 L- 抗坏血酸。AA-2G 在水解后产生 L- 抗坏

血酸，具有良好的抗氧化活性。突出的热稳定性

和抗氧化性，AA-2G 在化妆品 [3] 、医疗行业 [4] 和食   
品 [5.6] 等行业中具有重要价值。

在目前的研究中，AA-2G 的合成主要依靠酶介

导的生物催化作用，由于化学合成成本太高，且操

作步骤不如生物转化法便捷，不适用于 AA-2G 的工

业化生产，而酶法合成反应步骤简单、区域特异性

高、生产成本低，因此，酶法生产 AA-2G 比化学合

成更具吸引力。用于生产 AA-2G 的酶主要有 α- 葡
萄糖苷酶 [7] ，环糊精葡萄糖基转移酶（CGTase） [8] 和

蔗糖磷酸化酶（SPase） [9] 。其中 CGTase 由于其高底

物特异性和转化率，是制备 AA-2G 最深入和最广

泛研究的酶。在酶法制备 AA-2G 的过程中，糖基

供体和 L- 抗坏血酸会有所剩余，需要将这些分离杂

质去除，得到纯度较高的 AA-2G。目前，AA-2G 的

纯化方法研究尚少，主要有电渗析法和离子交换法。

Hajime 等 [10] 使用电渗析法，依据反应液中不同物质

的分子量不同的原理，使用不同截留分子量的阴离

子交换膜对 AA-2G 和 L- 抗坏血酸进行分离，在分

离过程中需要加热，此方法操作简单但回收率和纯

度较较低，不适用于高纯度的 AA-2G。Gudiminchi
等 [11] 使用离子交换法，首先使用阴离子交换树脂，

随后使用活性炭与煅烧硅藻土对 AA-2G 和 L- 抗坏

血酸进行分离，最后得到纯度为 98% 的 AA-2G ；

在 Hiroshi 等 [12] 的研究中，使用阴离子树脂进行分

离制备 AA-2G，得到纯度为 85%~99% 的 AA-2G。

海洋环糊精葡萄糖基转移酶 MY20 是一株来源

于马里亚纳海沟宏基因组中的 CGTase MY20 的重

组酶，重组 CGTase 拥有较好的热稳定及 pH 稳定性。

该重组酶于 10~80 ℃水浴放置 2 h 后，其活性几乎

不会发生改变；于 pH 值 4~6 缓冲液下放置 12 h 后，

其酶活力几乎也不会发生变化。而正是由于该重组

酶稳定的酶学性质，使得该重组酶在工业生产方面

将会拥有潜在的应用价值。

本文使用离子交换法对 CGTase 法制备的 AA-2G
进行分离纯化，采用单因子法和反应曲面法优选了

最佳的分离纯化工艺，经过多步纯化步骤，获得高

纯度的 AA-2G，并研究该工艺下制备的 AA-2G 的

体外抗氧化活性。

1  材料与方法

1.1 材料与仪器

材料：阳离子交换树脂 SK1B（苯乙烯骨架上
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带有磺酸基交换基团，在所有 pH 范围内均可使用，

交换容量≥ 2.00 mmol/mL，可耐 100~120 ℃高温）、

阴离子交换树脂 WA30（苯乙烯 / 二乙烯本共聚基体，

在 pH 值 0~9 内可用，交换容量≥ 1.50 mmol/mL，可

耐温度≤ 100 ℃），北京绿百草科技发展有限公司；

氯化钠（分析纯）、羟自由基能力检测试剂盒和

DPPH 自由基清除能力检测试剂盒，北京索莱宝科

技有限公司；超氧阴离子能力检测试剂盒，北京艾

普希隆生物科技有限公司；L- 抗坏血酸（分析纯），

国药集团化学试剂有限公司；β- 环糊精（色谱纯），

国药集团化学试剂有限公司；2-O-α-D 吡喃葡萄糖

基 -L- 抗坏血酸（分析纯），无锡景耀生物科技有

限公司；海洋环糊精葡萄糖基转移酶 MY20 ：由

作者实验室自制。

仪器：DKZ-450B 型恒温水浴摇床，上海市森

信实验仪器有限公司；Unique20 型纯水仪，瑞斯捷

公司；FA1035 型 SOPTOP 电子天平，舜宇恒平仪器

公司；AKTA explorer 10S 液相色谱蛋白纯化系统，

美国通用电气公司；IKA RV 10 控制型旋转蒸发仪，

艾卡（广州）仪器设备有限公司；LGJ-10D 型冷冻

干燥机，北京四环起航科技有限公司；Waters 2695
型液相色谱仪，沃特世科技（上海）有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 酶法合成AA-2G
在 15 mL 的离心管中分别添加 0.50 g 的 L- 抗坏

血酸和 0.50 g 的 β- 环糊精，向终质量浓度为 50 g/L
的反应溶液中添加 φ=10% 1 mol/L 的 NaOH 溶液，

使其 pH 值达到 4，加入海洋环糊精葡萄糖基转移

酶 MY20 [8] 使溶液中最终总酶活为 25 U，最后，加

入亚硫酸钠溶液以防止 L- 抗坏血酸的氧化分解。然

后使用去离子水将反应体系调至 10 mL。最后，用

锡纸密封离心管以避光，并将其放入 40 ℃水浴摇

床中反应 24 h。

1.2.2 反应液的预处理

反应结束后，使用 10 ku 超滤离心管除酶，离

心机转速为 4 000 r/min，10 min，4 ℃，滤出液经

阳离子交换树脂 SK1B 进行脱盐，纯水作为缓冲液

以 0.5 mL/min 进行上样，用 EP 管接流出液。

1.2.3 阴离子树脂静态吸附解析实验

用 φ=95% 乙醇将该树脂浸渍 24 h，其体积为阴、

阳离子交换树脂体积的 2 倍。然后，重复冲洗，直

到酒精含量低于 1% 或者没有显著的酒精味，备用。

在一个 250 mL 的锥形瓶中加入 0.50 g 处理好

的树脂，然后加入 15 mL 的反应液。将瓶放置在

120 r/min、25 ℃的摇床中震荡，分别于 10、20、
30 min、1、2 h 取样 0.50 mL，计算吸附率；去除树

脂中的反应液（将含有反应液的树脂放入烘箱中，

50 ℃，5 h），然后将 30 mL 的 0.15 mol/L 的 NaCl
溶液加入锥形瓶中，于 10、20、30 min、1、2 h 时

各取出 0.50 mL，并通过 HPLC 对其中的 AA-2G 含

量进行测定，计算解析率；计算公式如式（1）、（2）
所示。

I1 = 
C0-C1

C0
×100%                                             （1）

I2 = 
       C2×V2

（C0-C1）×V1
×100%                                 （2）

式中：

I1 ——树脂吸附率，wt.% ；

I2 ——树脂解析率，wt.% ；

C0——AA-2G 在反应液中的质量浓度，g/L ；

C1——经树脂充分吸附后 AA-2G 在反应液中的质量浓

度，g/L ；

C2——AA-2G 在洗脱液中的质量浓度，g/L ；

V1——反应液体积，g ；

V2——洗脱液体积，g。 

1.2.4 阴离子树脂WA30动态吸附单因素试验

将预处理的反应液流经阴离子交换树脂 WA30，
反应液中的 AA-2G 和 L- 抗坏血酸会吸附在树脂上，

先用去离子水去除其他糖分，再用一定浓度的 NaCl
洗脱吸附的 AA-2G 和 L- 抗坏血酸。以 AA-2G 的回

收率和纯度为指标对阴离子树脂 WA30 吸附条件进

行单因素实验。固定阴离子树脂 100 mL 于柱中（直

径 16 mm，长 1 000 mm），通过改变单一条件考察

反应液体积（5、8、15、20 mL）、NaCl 浓度（0.05、
0.15、0.25、0.35 mol/L）、洗脱液流量（0.50、1、2、3、
4 mL/min）、洗脱液 pH 值（5、6、7、8）对 AA-2G
和 L- 抗坏血酸分离效果影响 [12] 。

1.2.5 响应面优化实验设计

本研究在 Box-Behnken 中心组合实验的设计原

理为指导下 [13] ，进行三因素三水平的响应面分析试

验，如表 1。
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表 1  响应面因素水平表

table1 Factors and levels of independent variables for 
response surface design

因素
水平

-1 0 1

A 洗脱液 pH 值 6 7 8

B 洗脱流速 /(mL/min) 2 3 4

C 洗脱浓度 /(mol/L) 0.05 0.15 0.25

1.2.6 AA-2G的体外抗氧化活性评价

精密称取一定量的 AA-2G 配制成 10 mg/mL 原

液，分别使用超氧阴离子、羟自由基、DPPH 自

由基清除能力检测试剂盒提取液至 1、2、3、4、
5 mg/mL，对比待测样品和对照溶液的清除作用，

使用相同质量浓度梯度的 L- 抗坏血酸作为对照。按

照试剂盒说明书的步骤方法，依次加入测试试剂，

测定吸光度值来测定 AA-2G 和 L- 抗坏血酸对超氧

阴离子、羟自由基和 DPPH 自由基的清除作用。每

个质量浓度下进行 3 次重复实验，最后计算 AA-2G
和 L- 抗坏血酸对各自由基的清除率： 

D1 = 
A1-A2

A0-A2
×100%                                            （3）

D2 = 1-
B1-B2

B0
×100%                                       （4）

D3 = 
C0- （C1-C2）

C0
×100%                                 （5）

式中：

D1、D2、D3——分别为超氧阴离子、羟自由基、DPPH

自由基清除率，wt.% ；

A1、B1、C1——样品为 AA-2G 的在 570 nm、536 nm、

515 nm 波长下的吸光度值；

A2、B2、C2——L- 抗坏血酸的吸光度值；

A0、B0、C0——空白对照吸光度值。

以 AA-2G 的质量浓度作为横轴，各种自由基

清除速率作为纵轴，利用 Excel 及 Origin 2023 进行

数据处理，计算并绘制各自由基清除率。

1.2.7 AA-2G检测方法

收集的流出液可以通过 0.22 μm 的滤膜进行过

滤，然后使用 20 μL 的样品进行上样。使用 Waters
高效液相系统（HPLC）进行检测，色谱柱为 GL 
Science C18（4.60 mm×250 mm），检测器为 Waters 2695 
PDA 检测器，流动相为稀磷酸 20 mmol/L，检测波

长为 242 nm，流量为 0.8 mL/min，柱温为 25 ℃。

用最小二乘法经线性回归，得 L- 抗坏血酸回归方程

为 Y=1×10-8X+0.091 3（相关系数 R2=0.998）AA-2G
回归方程 Y=2×10-8X（相关系数 R2=0.999）。

1.2.8 数据处理   
所有实验数据取三次重复实验使用 Origin 2023

计算平均值和作图，采用 Design-Expert 13.0 软件对

实验结果进行响应面设计和作图。 

2  结果与讨论

2.1 酶法合成AA-2G

图 1 AA-2G 的合成

Fig.1 Synthesis of AA-2g

如图 1 所示，以 β- 环糊精和 L- 抗坏血酸为底物，

海洋环糊精葡萄糖基转移酶作为底物生成 AA-2G，

使用色谱柱 GL Science C18 进行检测。检测结果为

AA-2G 质量浓度 50.52 g/L，L- 抗坏血酸质量浓度为 
39.63 g/L。Jiang 等 [14] 的研究中通过环糊精葡萄糖基

转移酶合成 AA-2G，产量为 9.1 g/L ；张子臣 [15] 使

用固定化环糊精葡萄糖基转移酶合成 AA-2G，产量

为 21 g/L，是游离酶产量的 2.15 倍。在本研究中，

AA-2G 的产量远高于其他研究。

2.2 反应液预处理

反应液为混合物，海洋环糊精葡萄糖基转移酶

MY20、单糖、β- 环糊精、盐、AA-2G 和 L- 抗坏血

酸，本文所用的环糊精葡萄糖基转移酶 MY20 为耐

热酶 [16] ，加热难以失去酶活，酶蛋白为大分子，因

此通过超滤的方法，除去反应液中的酶。阳离子交

换树脂能将反应液中的盐离子与树脂内的氢离子交

换，达到脱除盐离子的目的。该工艺在硬水软化，

海水淡化以及高纯水的生产中具有广泛的用途 [17] ，

有效去除多余的盐离子，提高水质的纯度。除酶后

的反应液经过强酸性阳离子交换树脂 SK1B 纯化后，

大部分盐类被除去，实验结果如图 2 所示。在一些
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研究中，使用树脂除盐成为研究热点，例如张继卫

等 [18] 使用阴离子交换树脂对煤层气产出水除盐的研

究，成功地将煤层气产出水的盐浓度降低；以丁二

酸钠溶液为例，金浩等 [19] 考察了 3 种不同类型的阳

离子交换树脂对钠离子的吸附性能，筛选出对钠离

子具有最佳吸附性能的阳离子交换树脂。

图 2 反应液预处理前后色谱图

Fig.2 Chromatographic diagram before and after 

pretreatment of reaction solution 

注：（1）盐类；（2）α- 环糊精；（3、4）单糖。

2.3 阴离子树脂静态吸附解析

本文选用阴离子交换树脂分离 AA-2G 和 L- 抗
坏血酸，该树脂对 AA-2G 的静态吸附实验结果如

图 3 所示，在最初的 20 min，AA-2G 的静态吸附率

快速上升，在这一阶段中阴离子树脂中吸附位点的

数量较多，能够对反应液中的 AA-2G 进行快速吸附，

随着时间的延长，树脂的活性位点减少，且反应液

中 AA-2G 浓度变低，树脂难以继续吸附，吸附率

保持稳定，在 30 min 后逐渐达到平衡。因此，选择

30 min 为吸附平衡时间。 
由图中解析率曲线可知，AA-2G 的静态解析

率先上升后保持平稳，在最初 1 h 内，树脂中含

有的 AA-2G 较多，洗脱液中 AA-2G 的浓度较小，

AA-2G 容易从树脂上洗脱，所以 AA-2G 的解析率

随着时间的增加而急速上升。随着时间的延长，树

脂中的绝大多数 AA-2G 已被洗脱到溶剂中，树脂

中剩余的 AA-2G 和溶液中的 AA-2G 达到动态平衡

扩散，AA-2G 解析率保持稳定。因此，选择 1 h 为

解析平衡时间。徐锋等
 [20] 在阴离子树脂分离橄榄苦

苷的过程及性能研究中，使用 LX-68M 阴离子树

脂静态吸附解析，7 h 达到吸附平衡，4 h 解析达

到平衡，此树脂吸附解析时间较长，而在本研究

中使用的阴离子树脂 WA30 吸附解析时间短，可

以节约时间成本。

图 3 AA-2G 静态吸附解析曲线

Fig.3 Static adsorption-desorption curve of AA-2g

注：图中字母不同代表不同时间之间差异显著（P ＜ 0.05）。

2.4 阴离子树脂WA30动态吸附单因素和响
应面试验

经过阳离子交换树脂 SK1B 对反应液进行除盐

后，反应液流经阴离子交换树脂 WA30，带有电荷

的 AA-2G 和 L- 抗坏血酸和树脂中的 OH- 进行离子

交换，AA-2G 和 L- 抗坏血酸会被树脂吸附，OH- 被

交换到穿透液中，不带电荷的糖类会穿透流出，达

到除糖目的。

2.4.1 上样体积的优化

树脂有一定的载样量，如图 4a 和 5a 所示，

随着上样体积的增加，回收率前三个上样体积在

80.12 wt.% 左右。当上样体积为 20 mL 时，回收率

最低，可能是上样体积过大，达到树脂的最大吸附

量，AA-2G 和 L- 抗坏血酸与 OH- 的交换位点逐渐

减少，反应液就会未被吸附而穿透出来，导致回收

率降低。随着上样体积的增加，纯度呈现出先下降

后上升再下降的趋势，纯度在 5 mL 的上样体积时

最高，其次是 15 mL，考虑到工业化生产的需求，

选择 15 mL 为后续实验的上样体积。

2.4.2 洗脱液NaCl质量浓度的优化

本文通过对洗脱液的质量浓度进行了优化，上

样体积为 15 mL，如图 4b 和 5b 所示，随着盐浓

度的增加，AA-2G 和 L- 抗坏血酸的解析率增加，

CL- 与 AA-2G 和 L- 抗坏血酸属于竞争性洗脱，随着

洗脱液浓度的升高，CL- 被吸附在阴离子树脂上越

多，AA-2G 和 L- 抗坏血酸越容易被洗脱下来，因

AA-2G 和 L- 抗坏血酸带有电荷数不同，AA-2G 先

被洗脱下来，L- 抗坏血酸随后被洗脱。不同浓度的

NaCl 回收率都在 80.4% 左右，而纯度在洗脱液浓

度 0.15 mol/L 时最高，其次是 0.50 mol/L。最终
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选择 0.15 mol/L 为洗脱液浓度。在阴离子交换树脂

纯化硫代葡萄糖苷的研究中，Hebert 等 [21] 使用 KCl
和 NaCl 根据其溶解硫代葡萄糖苷的能力，选择它

们在静态模式下对吸附在树脂上的硫代葡萄糖苷进

行解析，研究发现 NaCl 具有较高的离子强度，其

洗脱能力优于 KCl ；Hiroshi 等 [12] 实验研究中，使用

0.20~0.30 mol/L 盐酸溶液对 AA-2G 进行洗脱，盐

浓度高于本研究，后续除盐时间较长。

2.4.3 洗脱液流速的优化

本实验通过改变洗脱液 NaCl 的流速，对

AA-2G 反应液进行分离优化。上样体积为 15 mL，
0.15 mol/L 的 NaCl 洗脱液，如图 4c 和 5c 所示，随

着流速增加，回收率逐渐增加，最大回收率达

到了 84.22 wt.%。而纯度在 3 mL/min 时达到最

高 82.40 wt.%。随着流速的增加，洗脱液中 CL- 与

AA-2G 和 L- 抗坏血酸进行竞争性洗脱，在图 5 中，

AA-2G 首先被洗脱，L- 抗坏血酸随后被洗脱。由

于洗脱流速过低，不能充分洗脱吸附在树脂内部

的 AA-2G 和 L- 抗坏血酸，而当洗脱流速过大时会

导致部分 AA-2G 和 L- 抗坏血酸未能及时被分离而

导致纯度低；因此，选择流量 3 mL/min 进行洗脱。

Hiroshi 等 [12] 使用 SV 0.50 的流量（8.33 mL/min）进

行洗脱，在色谱柱承受压力范围之内。

图 4 单因素试验

Fig.4 Single factor test

注：（a）上样体积优化；（b）洗脱液 NaCl 浓度优化；

（c）洗脱流速的优化；（d）洗脱 pH 值的优化。图中字母不

同代表不同上样时间、浓度、流量和 pH 值之间差异显著

（P ＜ 0.05）。

2.4.4 洗脱液pH值的优化

由于 pH 值决定了化合物电离的程度并影响吸

附亲和力，因此有必要探索不同 pH 值洗脱液进行

洗脱分离 [22] 。上样体积为 15 mL，0.15 mol/L NaCl
洗脱液，洗脱流量为 3 mL/min，选择不同的 pH 值

的洗脱液进行洗脱，考虑到实验室仪器耐酸碱程

度，我们选择了四个不同的 pH。如图 4d 和 5d 所

示，pH 值为 7 的回收率达到 87.41 wt.% 左右，而

pH 值为 5 的回收率最低，是由于在这个 pH 下，

AA-2G 和 L- 抗坏血酸不容易洗脱，从而导致回收率

降低。纯度在 pH 值为 7 时最大，达到 86.62 wt.%
左右，最终选择洗脱液 pH 值为 7。在刘阳雪  [23] 的

研究中，为探究 pH 对于树脂吸附腐殖酸过程的吸

附效能的影响，使用不同的 pH 进行吸附实验。在

pH 值为 7 时，吸附性能最好，当 pH 过高时，溶

液中 OH- 较高，由于树脂表面带负电荷会抑制离

子交换反应的发生。
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图 5 最优条件分离色谱图

Fig.5 Separation chromatograms under optimal conditions

注：（a）最优上样体积 ；（b）最优洗脱液浓度；（c）最

优洗脱流量；（d）最优洗脱 pH 值。

2.4.5 响应面结果

通过单因素实验，采用三因素三水平的响

应面进行实验设计，得到 17 个不同的试验数

据。 利 用 设 计 Expert 13.0 对 试 验 资 料 的 二 次

多项回归拟合，得模型方程为：纯度（wt.%）

=90.02+2.01A+3.80B+7.09C+5.82AB+4.55AC-

1.83BC-15.41A2-12.54B2-10.56C2。对两种模型回归

进行方差分析及显著性检验，结果如表 2 和表 3 所

示。可知回归模型极显著（P ＜ 0.000 1），说明模型

稳定性较高；而回归方程的失拟项 P=0.078 2 ＞ 0.05
检验结果不具有显著性差异，预测 R2 值为 0.996 6，
说明该模型可靠；变异系数 CV=1.73，表明除模式

之外的其它因素对模型响应值纯度影响较小，以上

各项数据都表明，此模型是可以应用于实际实验。

由方差分析表可知，洗脱液浓度（A）、洗脱液流速

（B）和洗脱液 pH 值（C）三个因素对 AA-2G 的分

离纯化效果具有极显著性差异（P ＜ 0.01），根据三

个因素的 F 值可知洗脱液 pH 值（C）对 AA-2G 的

纯度影响较大，其次是洗脱液流速（B），最后是洗

脱液浓度（A）。

表 2  响应面实验设计与实验结果

table 2 Experimental design and results for response surface

A：洗脱液浓
度 /(mol/L)

B: 洗脱液流
量 /(mL/min)

C：洗脱
液 pH 值

纯度 /
(wt.%)

回收率 /
(wt.%)

1 0.15 3 7 89.50 91.53

2 0.25 4 7 74.60 58.82

3 0.05 2 7 61.20 74.02

4 0.15 4 8 74.60 75.03

5 0.15 2 6 55.61 72.54

6 0.15 3 7 89.11 89.03

7 0.25 3 8 78.21 79.31

8 0.05 4 7 59.03 80.52

9 0.25 3 6 54.01 65.01

10 0.15 2 8 72.52 85.92

11 0.25 2 7 53.54 87.02

12 0.15 4 6 65.02 72.62

13 0.15 3 7 90.50 92.04

14 0.15 3 7 90.00 91.51

15 0.05 3 6 59.00 75.02

16 0.15 3 7 91.01 90.72

17 0.05 3 8 65.01 75.61

2.4.6 各因素响应面分析

响应面图中曲面越陡峭，等高线越密集近似于

椭圆形，则说明各因素间有较强的交互作用；当等

高线趋向于圆时，说明这些因素间的交互作用不显
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著。如图 6a 所示，洗脱液浓度（A）与洗脱液流量

（B）的等高线接近于椭圆形，说明两因素的交互作

用显著，与表中 AB 的 P（P ＜ 0.000 1）值相一致。

如图6b所示，洗脱液浓度（A）和洗脱液pH值（C）
等高线也接近于椭圆形，说明两因素的交互作用显

著，与表中的 AC 的 P（P=0.000 2）值相一致。同

样的，如图 6c 所示，洗脱液流量（B）和洗脱液

pH 值（C）等高线图接近于椭圆形，说明洗脱液流

速和洗脱液 pH 值的交互作用显著。由此可知，AB
交互 ＞ AC 交互 ＞ BC 交互。

表 3  回归模型的方差分析及显著性检验

Table 3 Variance analysis and significance test of 
regression model

来源 平方和 自由度 均值 F 值 P 值 显著性

Model 3 154.92 9 350.55 225.63 <0.000 1 **

A- 洗脱
液浓度

32.40 1 32.40 20.86 0.002 6 **

B- 洗脱
液流速

115.52 1 115.52 74.35 <0.000 1 **

C- 洗脱
液 pH 401.86 1 401.86 258.66 <0.000 1 **

AB 135.72 1 135.72 87.36 <0.000 1 **

AC 82.81 1 82.81 53.30 0.000 2 **

BC 13.32 1 13.32 8.58 0.022 1 *

A² 999.87 1 999.87 643.56 <0.000 1 **

B² 661.58 1 661.58 425.82 <0.000 1 **

C² 469.53 1 469.53 302.21 <0.000 1 **

残差 10.88 7 1.55

失拟项 8.57 3 2.86 4.95 0.078 2

误差项 2.31 4 0.577 0

总变异 3165.8 16

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

2.4.7 最佳纯化工艺验证

利用 Design expert 13.0 软件，以 AA-2G 的纯度

作为响应值，得出了最优的制备条件：洗脱液浓度

0.16 mol/L、洗脱液流量 3.15 mL/min、洗脱液 pH 值

7.37，在该条件下预测 AA-2G 纯度为 91.70 wt.%。根

据实际操作可行性，将工艺参数优化为洗脱液浓度

0.15 mol/L、洗脱液流量 3 mL/min、洗脱液 pH 值为 7，
在此条件下重复实验三次，测得 AA-2G 纯度

91.23 wt.%（误差为 0.27 wt.%），回收率 89.92 wt.%，

与预测值差距较小，证明优化工艺具有准确性。 

图 6 各因素交互作用对 AA-2G 纯化的响应面图和等高线图

Fig.6 Response surface and contour plots of the interaction 

of various factors on AA-2G purification

2.5 制备工艺研究

图 7 冻干粉末和纯化前后色谱图

Fig.7 Lyophilized powder and chromatogram before and 

after purification

注：（a）AA-2G 粉末 ;（b）纯化前后色谱。（1）：L- 抗

坏血酸；（2）：AA-2G。
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表 4  纯化AA-2G的方法比较

Table 4 Comparison of purification methods of AA-2G

合成 AA-2G 方法 纯化方法 洗脱液 纯度 固体制备

酶法合成 离子交换树脂 WA30/SK1B 0.15 mol/L NaCl 95.62% 冻干 本实验

酶法合成
离子交换树脂和活性炭、

硅藻土结合
0.15、0.25、0.5 mol/L NaCl

三步洗脱
98% 冻干  [11] 

酶法合成 离子交换树脂 WA30/SK1B 0.25 mol/L HCl 93% 结晶罐  [12] 

将收集到的分离液进行旋蒸处理发现，成品呈

现出粘稠状的固体，水分没有完全除去，经过高效

液相检测，结果显示 AA-2G 的回收率为 86.50 wt.%，

纯度为 90.63 wt.%。为了提高 AA-2G 的品质，又尝

试了冷冻干燥工艺，得到成品脱水彻底呈现出粉末

状，图 7a 为分离液冻干后粉末，冻干后，AA-2G
的回收率为 85.12 wt.%，纯度为 95.62 wt.%。冻干

后 AA-2G 的纯度有所提高，可能是由于 L-  抗坏血

酸氧化分解。如表 4 中，在 Hiroshi 等 [12] 的研究中，

将阴阳离子树脂纯化后的 AA-2G 浓缩至一定浓度，

控制其温度和湿度，使用结晶罐对分离后的反应液

进行结晶，纯度达到 99%，结晶前需加入 1% 的晶种，

此方法较为复杂且成本高；在涩谷孝等 [24] 的研究中，

将分离过后的 AA-2G 进行浓缩，浓缩至 AA-2G 浓

度的约 65%~85%，浓缩液的温度通常调节至大约

30~45 ℃，将 AA-2G 达到一定纯度、温度和湿度加

入到结晶罐中，结果显示，结晶度在 90% 以上与本

研究接近，但本研究操作方法简便，更满足于工业

化生产。

在分离纯化 AA-2G 的研究中，对酶法合成

的 AA-2G 大多是用离子交换法进行纯化。在表 4
中，Hiroshi 等 [12] 使用与本实验相同的方法进行纯

化，纯度达到 93%，低于本研究的纯度，而洗脱液

使用盐酸容易降低仪器的使用寿命，且不利于环保。

Gudiminchi 等 [11] 的研究中使用阴离子交换树脂的同

时添加活性炭和硅藻土，存在成本高和过程复杂的

缺点。

2.6 体外抗氧化试验结果

2.6.1 清除超氧阴离子自由基能力

在测定样品 1~5 mg/mL 的范围内，AA-2G 与

L-  抗坏血酸的质量浓度与其清除率呈明显的正相关

关系。如图 8a 所示，在这个质量浓度范围内，L- 抗
坏血酸对超氧阴离子自由基的清除强度高于 AA-2G，

但随着质量浓度的增加，它们的清除率逐渐接近。

这表明在一定质量浓度范围内，L- 抗坏血酸对超氧

阴离子自由基有更好的清除效果，但随着质量浓度

增加，AA-2G 的清除效果也逐渐接近 L- 抗坏血酸，

清除率达到 91.63%。

2.6.2 清除羟自由基能力

Fenton 反应中将 Fe2+ 氧化为 Fe3+，这个过程导

致在 536 nm 波长处的吸光度下降 [25] 。在这种情况

下，样品 536 nm 波长处吸光度下降的速率抑制程

度可以反映样品清除羟自由基的能力，即其抗氧化

能力。因此，测定了样品在 536 nm 处的吸光度降

低时，表明样品对羟基自由基的清除能力较强，表

明其抗氧化性能较好。实验设计可以帮助评估样品

在清除羟自由基方面的功效，从而揭示其抗氧化活

性的强弱。由图 8b 可知，AA-2G 在测定的质量浓

度内，随着质量浓度的升高，对羟自由基的清除率

逐渐升高。在 L- 抗坏血酸的对照实验中，随着质量

浓度的增加，对羟自由基的清除能力也逐渐增加，

最后两者的清除率逐渐接近，AA-2G 的清除率达到

90.21%。

2.6.3 清除DPPH自由基能力

DPPH 自由基具有一个未成对电子，因此属于

单电子自由基。DPPH 自由基在乙醇中呈紫色，在

515 nm 附近有较强的吸收；在有抗氧化剂的情况

下，可与 DPPH 自由基作用，从而消除 DPPH 自由

基 [26] 。DPPH 自由基在 515 nm 波长处的吸光度明显

降低。该方法可用于评价抗氧化剂清除 DPPH 自由

基的能力及抗氧化能力。以吸光度降低程度作为评

价样品清除 DPPH 自由基能力的指标。如图 8c 所

示，AA-2G 清除 DPPH 自由基的能力随其质量浓度

的增大而增强，而 L- 抗坏血酸的的清除率始终保持

稳定。当质量浓度为 5 mg/mL 时，两者对 DPPH 自

由基的清除率都达到 95% 以上，AA-2G 的清除率

达到 95.20%。在 Tai 等 [27] 的研究中，探讨了 AA-2G
的 DPPH 自由基清除活性机制，首次发现了缓慢而

持久的自由基清除反应。首先，对 AA-2G 和 DPPH
自由基的反应混合物进行了高效液相色谱（HPLC）
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分析，并鉴定了 AA-2G 自由基清除反应中的反应

中间体。然后，对中间体 AA-2G 和 L- 抗坏血酸的

自由基清除活性进行时间研究，确定了 AA-2G 与

DPPH 自由基的反应速率和化学计量，并提出了

AA-2G 对 DPPH 自由基的自由基清除活性的机制。

图 8 自由基清除能力

Fig.8 Free radical scavenging ability

注：（a）超氧阴离子自由基清除能力图；（b）羟基自由

基清除能力；（c）DPPH 自由基清除能力。不同小写字母代

表不同质量浓度之间差异显著（P ＜ 0.05）。

3  结论

通过离子交换法对酶法制备 AA-2G 的反应液

进行了分离纯化，除去了多余的盐分、糖类以及未

反应 L- 抗坏血酸，制备了高纯度的 AA-2G。通过

响应面试验对分离纯化条件进行了优化，最终确定

合适的上样体积为 15 mL、洗脱液浓度 0.15 mol/L、
洗脱 pH 值 7、洗脱流量 3 mL/min ；回收率达到了

89.92 wt.%，纯度 91.23 wt.%。冻干后 AA-2G 纯度

达到 95.6%，回收率 85.1%，相比于最初的反应液

纯度提高了 1.9 倍。体外抗氧化性分析表明，纯化

后的 AA-2G 保持了较高的抗氧化活性，对超氧阴

离子自由基、羟自由基和 DPPH 自由基清除率分别

为 91.61%、90.21% 和 95.20%。本研究的开展为海

洋环糊精糖基转移酶法高效制备 AA-2G 提供了理

论依据，为 AA-2G 工业化应用提供了条件。
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