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新型磁性纳米粒子固定脂肪酶的研究
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摘 要：用无皂乳液聚合制备了P(AM—CO—St)一Gb(Ⅲ)磁性高分子纳米微球，在此基础上通过共价

键合固定脂肪酶。结果表明：固定脂肪酶后的磁性纳米微球具有优异的磁分离能力；钆离子对固

定化酶有明显的激活作用，当钆离子质量分数为1．4％时，偶联率和活力回收率分别提高88％和

71％；脂肪酶被固定化后其pH值稳定性、操作稳定性均比自由酶明显提高。
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Study on the Immobilization of Lipase with

Novel Magnetic Nanoparticles
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Abstract：Based on the P(AM—co-St)-Gb(1lI)magnetic nanoparticles by emulsifier free，emulsion，

lipase was immobilized on this nanopartieles with covalent linkage．It was found that immobilized

lipase magnetic nanoparticles possessed excellent ability of magnetic separation．Gd(III)could

activate the immobilized lipase，when the weight ratio of Gd(III)is 1．4％，the coupled yield and

activity of the immobilized Lipase was increased by 88％and 7 1％，respectively．As compared

with free lipase。the pH and stabilities of immobilized lipase were increased remarkly．
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目前用于固定化酶的载体种类很多，磁性物质

作为一种绿色材料是近年来研究较多的材料‘卜31。

1973年Robinson[‘1等首次将磁性物质作为酶固定

化的载体，此后，磁性载体越来越多地应用于细胞

和酶的固定化‘5。¨。然而由于脂肪酶的价格和稳定

性等问题的存在，其应用仍然面临许多困难。采用

磁性微球固定化脂肪酶，将会大大提高酶的稳定

性，且可以稳定地分散在水溶液和有机溶剂中，分

散于有机溶剂中的磁性粒子吸附的脂肪酶显示出

较高酶活性。当把脂肪酶制成这种结合体时，它可
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在有机溶剂中催化酯的合成，并且利用磁场很简便

地把酶从含有胶体物质或不溶物的反应液中回收

并重复使用[73。作者通过无皂乳液聚合方法，首次

制得P(AM-eo—St)-Gb(111)磁性纳米微球，在此基

础上加入脂肪酶与其作用。由于这种纳米材料既

保留了脂肪酶的活性，又继承了镧系元素优异的磁

性能，有望拓宽该固定化脂肪酶的应用领域¨]。因

此，进行磁性微球固定脂肪酶的研究，无论在理论

上还是在实际应用上都具有较为重要的意义。

l材料与方法

1．1试剂与仪器

丙烯酰胺：化学纯，中国医药(集团)上海化学

试剂公司生产，用氯仿进行两次重结晶纯化；脂肪

酶Lipolase：100 L，诺维信公司惠赠；GdCl3：分析

纯，上海跃龙化工有限公司生产，直接使用；无水乙

醇：分析纯，上海振兴化工一厂生产，蒸馏提纯后使

用；苯乙烯：分析纯，中国医药(集团)上海化学试剂

公司生产，减压蒸馏后使用；过硫酸钾：分析纯，国

药集团化学试剂有限公司生产，重结晶提纯后使

用。扫描电镜：Quanta-200型荷兰FEI公司制造。

1．2磁性纳米粒子的合成

纳米微球的合成参照文献[9]方法进行，反应

产物在Agilent 1100 series凝胶色谱仪测得其数均

分子量为3．55×104 g／mol，相对分子质量分布为

1．15．将微球分散液用高速离心机离心沉淀，并用

去离子水反复洗涤。将洗涤后的微球分散液置于

一60--一一70℃的冷冻干燥机中，冷冻干燥2～3 d，

得到絮状固体粉末。按文献[10—11]制得磁性纳

米粒子(P(AM—co-St)一Gb(III))。

1．3脂肪酶在纳米微球表面的共价固定化

称取1．0 g磁性纳米微球粉末于50 mL的三角

烧瓶中，加入含有一定量酶的缓冲液5 mL，35℃条

件下振荡(120 r／rain)反应30 h，离心直到上清液

中酶的偶联率大于95％，抽滤，用5℃的去离子水

洗涤，得到固定化酶。

1．4脂肪酶偶联率和活力的测定

取一定量原酶稀释作标准曲线，考马斯亮蓝法

测定蛋白质的含量。

偶联率【12]=((加入的酶蛋白量一上清液中游

离酶蛋白量)／加入的酶蛋白量)×100％。

按文献[13]所述的方法操作。酶活定义：在反

应条件下，每分钟水解产生1／比mol脂肪酸的酶量定

义为一个脂肪酶国际单位。活力回收=(固定化酶

的总活力／加入酶的总活力)×100％。

2结果与讨论

2．I扫描电镜分析

通过扫描电镜(SEM)观察纳米颗粒固定脂肪

酶前后的形态和大小。

图l磁性纳米粒子(a)和固定脂肪酶磁性纳米粒子

(b)扫描电镜图

Fig．1 The SEM micrograph of magnetic nanoparticles

and immobilized lipase nanoparticles

图1为磁性纳米粒子固定脂肪酶前后的SEM

照片。从图1可以看出，无皂乳液聚合法制备的颗

粒粒径分布较均匀，粒径为100 nm左右。固定脂

肪酶后，颗粒的形貌没有大的改变，平均粒径变化

也不明显。这表明脂肪酶的固定过程没有使颗粒

发生明显的粒径和形貌的改变。这是因为酶的固

定化只发生在颗粒表面c2]。

2．2纳米粒子磁性分析

为考察纳米磁性粒子的磁分离性能，实验测定

了质量分数为1．4％时的固定化酶磁性粒子在深10

cm的缓冲液和正己烷中的沉降时间，结果列于表

1。可以看出，无论是在缓冲液还是在正己烷中，纳

米磁性粒子在磁场下的沉降速度都远高于重力场

下的沉降速度。在缓冲液中，磁沉降速度是重力沉

降的lo倍；在正己烷中，磁沉降速度是重力沉降的

40倍。此外，由于苯乙烯参与共聚使得纳米粒子具

有一定的疏水性，在有机溶剂中的分散性较好，故

在有机溶剂中的沉降速度比在水溶液中低。因此，

利用磁性纳米粒子固定后的脂肪酶，在有机溶剂中
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同时具有良好的分散性和方便回收的优点。

表1 固定化酶纳米粒子重力沉降和磁沉降的比较(zs℃J

Tab．1 Comparison of sedimentary time of the magnetic nan。

oparticles in gravitational and magnetic field(2s℃)

溶剂／
mL

时间／rain

重力场沉降时间 磁场中沉降时闻(o．5T)

●

2．3纳米微球粒径对固定化酶的偶联率和活力回

收的影响

高分子微球直径对固定化酶的偶联率和活力

回收的影响见图2。

磁性纳米粒子粒OJnm

图2磁性纳米微球粒径对固定化脂肪酶偶联率和活

力回收的影响

Fig．2 Effect of diameter on the coupled yield and activ。

ity of the immobilized lipase

从图2可以看出，随着微球直径的增加，固定

化酶的偶联率逐渐减小，活力回收也逐渐减小。这

可能是由于随着微球尺寸的增大，其比表面积减

小，单位质量的微球给脂肪酶提供的负载场所减

少，酶的附着机会减小，以致于酶的偶联率减小；同

时，固定化酶催化底物的过程中，酶与底物的接触

机会也大大减小，最终导致固定化酶的活力回收大

为降低。

2．4钆的质量分数对固定化酶的偶联率和活力回

收的影响

钆的质量分数对固定化酶的偶联率和活力回

收的影响见图3。

从图3可以看出，钆离子对固定化酶偶联率和活力

回收提高有着明显的促进作用。随着纳米微球表

面钆质量分数的增加，固定化酶的偶联率和活力回

收皆出现了先增大后减小的变化趋势，在钆质量分

数为1．4％时，偶联率最大达到了95．5％。这可

能是因为钆与脂肪酶分子表面氨基具有配位的作

用，以及纳米微球特异的小尺寸效应，导致了钆离

子对酶分子的强烈定向吸附效应[1‘]。当钆离子质

量分数较低时随着钆质量分数的增加，微球表面钆

离子的数目增多，吸附效应更加明显，脂肪酶与微

球接触并共价连接的机会增加，以致于酶的偶联率

增加；当钆离子质量分数达到一定水平后，随着微

球表面钆离子数目的继续增多，微球表面可供脂肪

酶附着并连接的面积减少，最终导致固定化酶的偶

联率下降。类似地固定化酶的活力回收在钆质量

分数为1．4％时，最大值为74％，这可能也是由于过

多的钆离子阻挡了底物与脂肪酶接触的机会，以致

于活力回收先增大后减小。从图3还可以看出，钆

离子能大大提高固定化酶的偶联率和活力回收。

当脂肪酶直接连接在高分子微球表面时，固定化酶

的偶联率和活力回收仅为51％和42％，而当微球表

面钆纳米粒子质量分数为1．4％时，固定化酶的偶

联率和活力回收为96％和74％，分别比原来提高了

88％和71％，可见钆离子对固定化酶有明显的激

活作用口]。这可能是因为钆离子与脂肪酶分子结

合后，改变了酶的构象并最终形成了稳定的活性构

象。

钆质量分数，％

图3钆的质量分数对固定化酶的偶联率和活力回收

的影响

Fig．3 Effect of of Gd(III)on the coupled yield and ac-

tivity of the immobilized lipase

2．5给酶量对固定化酶偶联率和活力回收的影晌

给酶量对固定化酶偶联率和活力回收的影响

见图4。

从图4中可以看出，当给酶量为80 rng／g时，

酶的偶联率仍高达59％，这可能是由于纳米微球的

小尺寸效应及钆与脂肪酶中氨基的络合作用，增加

了酶与微球的联接机会，从而增大了单位微球表面

的载酶量。但是随着微球表面酶分子数量的增多，

脂肪酶分子之间的距离减小，从而导致相互作用力
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增大，以致于影响酶的构象，导致酶的活力下降；同

时偶联率下降也是导致固定化酶活力回收下降的

原因之一[2]。

摹

垂
回
R
!ig

给酶量L／(mg／g)

图4给酶量对固定化酶偶联率和活力回收的影响

Fig．4 Effect of the load of enzyme on the coupled yield

and activity of the immobilized iipase

2．6 pH值对酶活性的影响

在pH值6．0"--,10．0的条件下比较了固定化酶

与游离酶的相对活性，结果见图5。
90
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R 60
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a：固定化酶；b；自由酶

图5 pH值对固定化酶、自由酶活性的影响

Fig．5 Effect of pH 011 the activity of immobilized lipase

and free lipase

固定化酶在pH值6"--10范围内均保持较高的

活性，与之相比自由酶在这个范围内，其活性均较低。

这说明脂肪酶被固定化后，其耐酸耐碱性明显增强。

这可能与固定化能使酶的构象更加稳定有关嘲。

2．7 固定化酶的操作稳定性

用磁性固定化脂肪酶连续催化底物5次，每次

回收在0．5 T磁场下进行。其活力保持情况见

图6。

零

誊
回
R
lig

。

催化次数

图6固定化酶的操作稳定性

Fig．6 The operation stabilities of immobilized lipase

图6表明，固定化脂肪酶连续催化底物5次后，

其酶活力仍保持65％，这说明固定化脂肪酶具有较

高的操作稳定性。但由于微球粒径较小，受磁场力较

弱，反应液粘度较大，回收过程中会损失一部分，所以

连续催化过程中，其活力降低较快。如果增加磁场

力，延长回收时间，其活力回收情况将更为理想。

3 结 语

通过无皂乳液聚合法制备了磁性高分子纳米

微球，并将脂肪酶共价连接在微球表面。初步研究

了微球直径、钆的质量分数等因素对固定化酶活力

的影响。结果显示随着微球直径减小，固定化酶的

偶联率和活力回收逐渐增加。固定脂肪酶后的磁

性纳米微球具有优异的磁分离能力。钆离子对固

定化酶有明显的激活作用，当钆离子质量分数为

1．4％时，偶联率和活力回收分别提高88％和71

％。脂肪酶被固定化后其pH值稳定性、操作稳定

性均比自由酶明显提高。固定化后的脂肪酶回收

便捷，在有机介质中的分散性好，其在有机介质中

的应用有待进一步研究。
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的博士生以及国内外著名专家就食品与生物技术领域内的前沿学术问题进行广泛的交流和深入

的探讨。

食品与生物技术博士生学术论坛是全国博士生论坛的重要组成部分。此次论坛以“食品与生

物技术领域内的新趋势、新起点、新发现、新超越”为主题，下设六个分论坛，涉及“食品化学与生物

化学”、“食品营养与安全”、“食品加工新技术”、“食品生物技术”、“工业微生物和发酵技术”、“功能

因子微生物创造技术”等方面，旨在为国内外食品及生物技术领域的研究生提供高起点、大范围、

深层次、多领域、最前沿的学术交流平台，营造浓厚的创新研究学术氛围，丰富广大博士生的知识，

促进优秀知识成果的交流，拓宽博士生的学术视野，活跃博士生的学术热情，启发博士生的科学思

维。

此次学术论坛活动中，我刊编辑部向所有与会代表赠送了《食品与生物技术学报》样刊，同时

与部分与会代表就如何进一步提高《食品与生物技术学报》的学术影响进行了广泛地交流。

 万方数据


