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基于壳聚糖、甲壳素载体的荧光假单胞菌脂肪酶固定

化及其水解性能研究

钟浩渝 1 覃红玉 1 张 俊 1,2,3* 李昆太 1,3 夏秋瑜 1,3 刘书成 1,3

（1. 广东海洋大学食品科技学院，广东  湛江  524088； 2. 中国科学院广州能源研究所，广东  广州  510640； 3. 大连

工业大学海洋食品精深加工关键技术省部共建协同创新中心，辽宁  大连  116034）

摘要：【目的】构建具有分级多孔片层结构的壳聚糖和甲壳素载体，系统评估壳聚糖和甲壳素载体对荧光假

单胞菌脂肪酶（Pseudomonas fluorescens lipase，PFL）的固定化效果，以及该固定化酶催化水解鱼油的性能。

【方法】基于溶胶-凝胶法对壳聚糖、甲壳素进行改性，以制备载体，使其与游离 PFL结合，再检测其酶学性质，

并分析其水解凤尾鱼油的产物组成成分。【结果】经化学修饰后的载体呈片层堆叠结构，表面含有丰富的游

离氨基，有利于 PFL的共价固定化。壳聚糖载体的固定化效率达 89.26%，酶负载量为 2.21 g/mg，壳聚糖载体

固定化 PFL 的酶活力为 221.33 U/mg，是游离 PFL 的 2.54 倍；甲壳素载体的固定化效率为 71.62%，酶负载量

为 1.84 g/mg，甲壳素载体固定化 PFL 的酶活力为 185.34 U/mg，是游离 PFL 的 2.12 倍。壳聚糖、甲壳素载体

固定化 PFL 的最适反应条件均为 55 ℃和 pH 8.0，均表现出良好的有机溶剂（甲醇、乙醇和丙三醇）耐受性及

储藏稳定性，4 ℃存放 11 d后酶活力分别为 115.11 U/mg与 91.43 U/mg。在凤尾鱼油水解反应中，用壳聚糖、

甲壳素载体制备的固定化 PFL 水解度分别为 23.1% 和 19.7%，且壳聚糖载体固定化 PFL 中的 EPA 和 DHA 占

比分别提高至 25.34% 和 18.51%，甲壳素载体固定化 PFL 中的 EPA 和 DHA 占比分别提高至 25.96% 和

18.89%。【结论】该研究展示了分级壳聚糖、甲壳素载体在增强脂肪酶催化性能方面的应用潜力，为开发新型

固定化酶催化体系用于深海鱼油中 ω-3脂肪酸的高效富集提供了理论基础与实践支持。
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Abstract: [Objective] This study aims to construct chitosan and chitin-based carriers with hierarchical porous 

lamellar structures, systematically evaluate the immobilization effects of these carriers for Pseudomonas 

fluorescens lipase (PFL) and the performance of the immobilized enzyme in catalyzing the hydrolysis of fish oil. 

[Method] Chitin/chitosan were modified via the sol-gel method to prepare the carriers for the binding with free 

PFL. The enzymatic properties of the immobilized PFL were then evaluated, and then analysed the hydrolysate 

composition of anchovy oil catalyzed by the immobilized PFL. [Result] The modified carriers exhibited lamellar 
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structures with abundant free amino groups on the surface, which facilitated covalent immobilization of the 

enzyme. The chitosan-based carrier achieved the immobilization efficiency of 89.26%, the enzyme loading of 

2.21 g/mg, and the PFL enzyme activity of 221.33 U/mg (2.54 folds that of the free enzyme). The chitin-based 

carrier showed the immobilization efficiency of 71.62%, the enzyme loading of 1.84 g/mg, and the PFL enzyme 

activity of 185.34 U/mg (2.12 folds that of the free enzyme). The chitosan and chitin-immobilized PFL exhibited 

optimal catalytic activity at 55 ℃ and pH 8.0, along with significant tolerance to organic solvents such as 

methanol, ethanol, and glycerol and storage stability. After 11 days of storage at 4 ℃, the enzyme activity reached 

115.11 U/mg and 91.43 U/mg, respectively. In the hydrolysis of anchovy oil, the hydrolysis degrees of the 

chitosan and chitin-immobilized PFL were 23.1% and 19.7%, respectively. The proportions of EPA and DHA in 

the chitosan-immobilized PFL increased to 25.34% and 18.51%, respectively, while the proportions of EPA and 

DHA in the chitin-immobilized PFL increased to 25.96% and 18.89%, respectively. [Conclusion] This study 

demonstrates the potential of hierarchical chitosan and chitin-based carriers in enhancing the catalytic 

performance of lipase and provides a theoretical basis and practical support for the development of immobilized 

enzymatic systems for the efficient enrichment of ω-3 fatty acids from deep-sea fish oils.

Keywords: Pseudomonas fluorescens lipase; chitosan; chitin; immobilized enzyme; hydrolytic performance

荧光假单胞菌脂肪酶（PFL）是一类极具工业

应用价值的水解酶，在能源领域可用于生物柴油

的生产，在油脂加工方面对甘油酯具有较高的水

解度［1］。PFL 三维结构通常包含一个由 α 螺旋和

β折叠组成的核心结构域，以及一个覆盖活性中心

的盖子结构域，这种独特的结构赋予了该酶优异

的 sn-1，3位选择性和催化效率［2］。但是，游离 PFL

存在稳定性低、重复使用性差等缺点，导致其应用

受限，而这些弊端可通过固定化技术来规避。固

定化酶技术通过将酶锚定于载体材料，可显著提

升酶的稳定性和使用寿命，但载体的理化性质（如

比表面积和孔径结构等）会直接影响酶的负载效

率与催化性能。然而，传统的固定化策略通常存

在载体价格高昂、酶负载效率低和酶活力提升有

限等问题，因此开发低成本载体且探索新的固定

化策略具有迫切的现实意义。目前，关于脂肪酶

固定化载体的研究主要分为无机材料（纳米颗粒、

聚丙烯等）与有机材料（淀粉、甲壳素和壳聚糖等）

等［2-3］。本研究所使用的壳聚糖、甲壳素这类天然

聚合物因其具有成本低廉、独特的生物可降解性、

生物相容性好、无毒性且对蛋白质亲和力强等特

点，在研制新型脂肪酶固定化载体方面的前景

广阔［4］。

甲壳素是仅次于纤维素的第二大天然多糖，

是 N-乙酰 -D-葡萄糖胺单元通过 β-（1，4）-糖苷键

连接组成的线性聚合物［5］。天然甲壳素的结构复

杂而紧密，内部空间通常存在蛋白质和碳酸钙与

甲壳素相结合的扭曲网络［6-7］。Zhang 等［8］用天然

甲壳素改性制备中空片状大孔载体固定化脂肪

酶 ，酶活力可达 140 U/mg，蛋白质负载率可达

2.8 g/mg。此外，源于甲壳素脱乙酰化的天然多糖

壳聚糖富含氨基和羟基，具备高度的可修饰性（如

羧甲基化、季铵化），能进一步拓展其在酶蛋白负

载能力等方面的适应性，可通过物理吸附、静电作

用或化学交联等方式实现高效负载脂肪酶等功能

性分子［9］。

目前，深海鱼油因其优异的 ω -3 多不饱和脂

肪酸（ω-3 PUFA）的营养价值而备受市场关注，然

而 ，其二十碳五烯酸（EPA）和二十二碳六烯酸

（DHA）的含量无法满足消费者的需求，因而如何

绿色高效富集提升深海鱼油的 EPA/DHA 是目前

食品与医药领域的研究热点［10］。传统鱼油水解工

艺多依赖高温高压或强酸强碱条件，易造成目标

产物氧化降解、副产物增多等问题；而酶法水解因

其条件温和、选择性强和环境友好等优势成为理

想替代方案［11］。凤尾鱼油凭借其高 EPA/DHA 含

量、独特的 EPA/DHA 比例、良好的可持续前景和

相对较低的污染风险，已成为 ω-3 PUFA 研究领域

和市场的重要力量。张惠君等［12］采用米黑根毛霉

源固定化脂肪酶分析了凤尾鱼油的脂肪酸组成，

其中不饱和脂肪酸占比达 50% 以上，单不饱和脂

肪酸（MUFA）占比为 24.67%~33.51%，多不饱和脂

肪酸（PUFA）占比为 26.89%~36.15%。

基于此，本研究选取壳聚糖、甲壳素作为载体
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材料以实现 PFL 的高效负载，通过酶学性质探究

改性载体对固定化 PFL 催化性能的影响，并分析

固定化 PFL 催化水解凤尾鱼油的转化效率。本研

究解析了甲壳素基载体材料的结构特性，有望为

固定化酶体系的创新应用提供新策略，可为开发

绿色高效的酶法凤尾鱼油精炼工艺提供技术

支撑。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

甲壳素、壳聚糖、石蜡油、吐温-80、氢氧化钠、尿

素、氯化胆碱、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、氢氧化钠、

戊二醛、甘氨酸、三（羟甲基）氨基甲烷、三氯乙酸、

异丙醇、4-硝基苯基丁酸酯、4-硝基苯基辛酸酯、

4-硝基苯基癸酸酯、4-硝基苯基月桂酸酯、4-硝基苯

基肉豆蔻酸酯和 4-硝基苯基硬脂酸酯、4-硝基苯基

棕榈酸酯（ρNPP）、PFL（75 U/mg）：上海麦克林生化

科技股份有限公司；1 mol/L 盐酸标准溶液：分析

纯，北京普西科技有限公司；凤尾鱼油：分析纯，挪

亚圣诺（太仓）生物饲料有限公司。

1.2　仪器与设备

扫描电子显微镜 ：JEOL 7610F 型 ，捷欧路

（北京）科贸有限公司上海分公司；傅里叶变换红

外光谱仪：Thermo Scientific Nicolet iS50 型，赛默

飞世尔（上海）仪器公司；酶标仪：Multiskan FC 型，

赛默飞世尔（上海）仪器公司；冷冻干燥机：LGJ-12F

型，北京四环起航科技有限公司；台式冷冻离心

机：H2050R 型，湖南湘仪科技有限公司；集热式恒

温加热磁力搅拌器：DF-101S 型，河南豫华仪器科

技有限公司。

1.3　方法

1.3.1　壳聚糖、甲壳素载体的改性制备　

参考 Zhang 等［8］的方法并稍加修改 ，配制

m（NaOH）∶m（尿素）∶m（H2O）=8∶4∶88 的溶液，分

别取 3 g 壳聚糖 、甲壳素加入 97 g 上述溶液 ，

在-20 ℃条件下冻结成冰，冰层融化前剧烈搅拌

至壳聚糖、甲壳素粉末均匀分布后再次冻结，重复

冻融搅拌，直至沉淀完全溶解，制得质量分数 3%

的壳聚糖、甲壳素溶液。

取 100 g 石蜡油加入 1 g 吐温 -80，在冰浴条件

下缓慢倒入上述壳聚糖、甲壳素溶液，低速搅拌

3 h。在 25 ℃、5 000 r/min条件下用去离子水离心，

去除结构内部的石蜡油与吐温 -80，然后用无水乙

醇洗涤去除结构内部析出的石蜡油，最后再用去

离子水离心以除去残余的无水乙醇，收集沉淀并

冷冻干燥得到壳聚糖、甲壳素载体。

1.3.2　固定化 PFL的绿色制备　

将 4 mg PFL、1 g 载体加到 10 mL 的 PBS 缓冲

溶液（pH=8.0）中，在冰浴条件下搅拌 2 h，搅拌结

束后于 4 ℃放置过夜。固定化结束后用 PBS 缓冲

溶液洗涤沉淀 3 次 ，洗去残余未固定化的游离

PFL，收集洗涤出的上清液，用 BCA 试剂盒测定上

清液中的蛋白质质量浓度，确定固定化效率。

称取 1.3.1 中制得的样品 0.05 g 至 2 mL PBS

缓冲溶液（0.05 mol/L、pH=8.0）中，加入 200 μL 的

PFL（1 mg/mL），在冰浴条件下于 100 r/min 混合搅

拌 3 h，然后于 5 000 r/min离心 5 min。所得沉淀即

为固定化 PFL，保留上清液，用 PBS 缓冲溶液清洗

固定化 PFL 3次，收集清洗的所有上清液。并测定

蛋白质质量浓度，通过式（1）计算其固定化效率。

Q =
m 0 −m 1

m 0

× 100% （1）

式中：

Q——固定化效率，%；

m0——总蛋白质质量浓度，μg/mL；

m1——上清液中蛋白质质量浓度，μg/mL。

1.3.3　固定化 PFL的酶活力测定　

脂肪酶水解 4-硝基苯酚棕榈酸酯会产生对硝

基苯酚，对硝基苯酚在碱性条件下显黄色。因此，

检测 410 nm 处的吸光度，采用标准曲线法测定对

硝基苯酚的浓度并测定酶活力。脂肪酶的酶活力

单位定义为每分钟水解 4-硝基苯酚棕榈酸酯释放

出 1 μmol 对硝基苯酚所需的酶量。根据式（2）计

算酶活力回收率。

R =
I

F
× 100% （2）

式中：

R——酶活力回收率，%；

I——固定化酶的酶活力，U/mg；

F——游离酶的酶活力，U/mg。

1.3.4　固定化 PFL的催化特性　

使用 1.3.3的酶活力测定方法，分别对壳聚糖、甲

壳素载体固定化PFL的最适温度和 pH、储藏稳定性、

底物特异性、有机试剂耐受性、重复利用性进行研究。
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1）最适温度和 pH：将壳聚糖、甲壳素载体

固定化 PFL 分别置于 35、45、55、65、75 ℃ 的水

浴 中 ，以 及 pH 分 别 为 6.0~8.5（PBS）、9.0~10.0

（Gly-NaOH）的缓冲溶液中，按照 1.3.3 的方法测

定酶活力。

2）储藏稳定性：将壳聚糖、甲壳素载体固定化

PFL 置于 4 ℃中储藏，按照 1.3.3 酶活力测定方法

每隔 24 h 测定一次酶活力，探究 14 d 内的酶活力

变化。

3）有机试剂稳定性：在反应体系中分别加入

体积分数为 5%、10%、25%、50% 的有机试剂（甲

醇、乙醇、丙三醇、正丁醇、正己烷、糠醛），按照

1.3.3的方法测定酶活力。

4）底物特异性：选择碳链长度分别为 4、8、10、

12、14、16、18 的对硝基苯酚酯来研究固定化 PFL

对不同底物的偏好性。

5）重复利用性：按照 1.3.3的方法测定酶活力，

将壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 用 PBS 缓冲溶

液清洗后进行重复测定。

1.3.5　固定化 PFL催化凤尾鱼油水解　

根据李艳阳等［13］的方法并稍加修改，用 PFL 水

解凤尾鱼油。将 5 g 凤尾鱼油置于圆底烧瓶中，分别

加入质量分数 5% 的壳聚糖、甲壳素固定化 PFL 和

5~20 mL 磷酸盐缓冲溶液（由 0.2 mol/L Na2HPO4 与

0.3 mol/L NaH2PO4混合调配，pH 5.5~8.0），置于磁力

控温搅拌器中，在 100~300 r/min、30~45 ℃条件下水

解 8 h。称取 0.2 g 凤尾鱼油水解液，加 5 mL 无水乙

醇-乙醚溶液（乙醇与乙醚体积比为 1∶2）、滴加 1~2

滴酚酞作为指示剂，混匀，用 0.1 mol/L 的 NaOH 溶

液滴定，以反应液变为微红色且 30 s 内不褪色作为

滴定终点，进行 3 次平行测定。按照式（3）计算水

解度。

D =
56.1 × c × V

m × 0.25 × 187
（3）

式中：

D——水解度；

56.1——KOH 摩尔质量，g/mol；

c——NaOH 溶液浓度，mol/L；

V——NaOH 溶液体积，mL；

m——水解液质量，g；

0.25——油相在水解液中的占比；

187——凤尾鱼油的皂化值，mg/g。

1.3.6　水解甘油酯的提取　

在水解液中加入 2 mL 无水乙醇终止反应，再

逐滴加入 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液中和游离脂肪

酸，根据水解度计算所需 NaOH 溶液的体积。先

后用乙醚和正己烷萃取水解甘油酯，于 45 ℃旋转

蒸发，氮气吹干残留的有机溶剂后，于 4 ℃下密封

保存。

1.3.7　表征仪器与方法　

利 用 傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱（Fourier 

transform infrared，FTIR）分析样品官能团的光

谱。将样品研磨并与 KBr 按质量比为 1∶200 进

行混合 ，压片后进行测试 ，以 KBr 作为空白对

照，在 4 000~500 cm-1 波数范围内分析样品所含

官能团变化。

用扫描电子显微镜（scanning electron microscope， 

SEM）在 2 000~20 000 的放大倍数下观察不同条

件处理后的样品外部形貌。

使用酶标仪测定样品的 OD410值和 OD562值。

1.3.8　PFL 水解凤尾鱼油所得甘油酯的脂肪酸组成

分析

1）样品甲酯化：准确称取 0.2 g 样品于 25 mL

具塞试管中，加入 3 mL KOH-甲醇溶液，振荡后置

于 50 ℃烘箱中 30 min，直至油滴消失。将试管取

出，冷却至室温，向其中加入 2 mL 正己烷，振荡，

静置 2 min后，取出上清液。向上清液中加入适量

的无水硫酸钠，猛烈振荡，滤膜过滤，在 4 ℃下保

存以供 GC-MS分析。

2）GC-MS分析条件：载气为氦气，压力 54.2 kPa，

控制模式为线速 31.5 cm/s，总流量 41.7 mL/min，色

谱柱流量 0.7 mL/min；分流方式进样，体积比 50∶1，

进样量 1 μL。进样口温度 250 ℃ ，FID 检测器温

度 250 ℃。色谱柱先于 130 ℃保持 5 min，然后

以 4 ℃/min 升至 240 ℃，保持 30 min，直至分析完

成。采用 GC-MS 质谱库结合脂肪酸甲酯混合标

准品对样品中的脂肪酸进行定性，确定样品中脂

肪酸甲酯的样品峰，用面积归一化法进行定量

（不计溶剂峰面积），以确定各种脂肪酸的占比。

1.4　数据与分析

所有试验均重复进行 3 次，结果表示为平均

值±标准差，采用 Origin 2024进行数据分析。
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2　结果与讨论

2.1　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 及固定化酶的

形貌特征

载体的结构特征和特性对于脂肪酶的固定化

尤为重要，使用 SEM 对壳聚糖、甲壳素载体进行

形貌分析。如图 1（a）~（b）所示，甲壳素和壳聚糖

的原料基本没有区别。如图 1（c）~（d）所示，制备

的甲壳素载体和经过脱乙酰化的壳聚糖载体均具

有明显的片层结构。此外，本课题组前期通过相

同方法制备的固定化酶载体的表面大部分区域呈

现片层堆叠结构，有碎片剥落状特征，整体呈现出

交叠和延伸的形貌，这种结构赋予载体一定的吸附

架桥能力，基于载体表面褶皱紧密结合呈现出的片

层结构，可增大载体的比表面积，还有利于提升

PFL的负载性能，并通过形成更多的活性结构来进

一步增强载体对 PFL的吸附能力［8］。如图 1（e）~（f）

所示，PFL被有效固载于载体表面。

进一步进行定量分析，以蛋白质质量浓度为

横坐标，OD410 值为纵坐标建立标准曲线，用于测

定固定化效率。曲线方程为 y=0.010 6x+0.150 8，

R2=0.990 4。壳聚糖载体的固定化效率为 89.26%，

酶活力为 221.33 U/mg，酶负载量为 2.21 g/mg；甲

壳 素 载 体 的 固 定 化 效 率 为 71.62%，酶 活 力 为

185.34 U/mg，酶负载量为 1.84 g/mg。综合上述分

析可知，经改性处理后的壳聚糖、甲壳素载体的片

图 1　载体材料及固定化酶形貌特征的 SEM 分析

Fig. 1　SEM analysis of morphological features of carrier materials and immobilized enzyme
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层多孔结构有利于 PFL 的负载，从而能增强固定

化 PFL的性能。

2.2　壳聚糖、甲壳素载体及其固定化 PFL 的化学

结构

参照 Dwivedee 等［14］的 PFL 游离酶红外光谱

分析结果 ，分析 PFL 的化学结构 ，结果见图 2。

3 700~3 100 cm-1 之间的吸收峰与 OH 的伸缩振动

有关，反映氢键的强度。通过对比固定化前后

3 700~3 100 cm-1之间光谱带的变化，在经过固定化

处理后，羟基的特征峰增强，表明经过处理后的壳聚

糖、甲壳素载体 O—H数量增加，载体可能具有亲水

性表面，且该载体可能将 PFL进行了固定化，同时也

证实了PFL经固定化后的天然构象得到固定和保存。

固定化载体在 2 915 cm-1处出现 C—H 伸缩振

动特征吸收峰，该峰为有机修饰层（如长链烷基、

氨基官能团）的特征峰，证实载体骨架中 C—H 结

构完整。值得注意的是，Dwivedee 等［14］的 PFL 游

离酶却有该特征峰，而 PFL 经过固定化处理后，此

特征峰明显减弱甚至消失，表明 PFL 通过表面修

饰层与载体发生特异性结合，导致原有 C—H 振动

信号被屏蔽或修饰层构象发生重排。这一现象可

作为载体功能化修饰及酶成功固载的双重光谱学

证据。

而 1 670、1 635 cm-1附近的谱带可认为是次级

酰胺 C＝O 伸缩振动产生的酰胺 Ⅰ带，此处的特征

峰表明 PFL 通过物理吸附或共价结合固定在载体

上。纳米壳聚糖、甲壳素的胺官能团有利于酰

胺化反应等，这取决于官能团与胺基团连接的

反应活性。纳米壳聚糖与酶的共轭可通过桥接

机 制 和 相 反 电 荷 的 相 互 作 用 形 成 酰 胺 键［15］。

1 590、1 558 cm-1 的特征带则属于酰胺Ⅱ带［15］，这

与 1 670 cm-1处的峰共同说明了 PFL 存在，结合上

述分析证明，PFL 已成功固定于壳聚糖、甲壳素材

料上。

固定化载体在 1 090、1 068 cm-1处检测到的吸

收峰可能是壳聚糖、甲壳素载体的醚键或酯键的

C—O—C 振动，说明载体可能为多糖类材料，具有

高机械强度或生物相容性。对比固定化前后的峰

值，表面经固定化后的载体具有更高的机械强度

或生物相容性。壳聚糖载体在 2 915 cm-1 处检测

到的吸收峰，进一步说明载体具有完整的碳链骨

架并确认载体经过有机修饰。

2.3　固定化 PFL的生化特性评估

2.3.1　温度及 pH 对固定化 PFL的酶活力的影响　

壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 在不同 pH 体

系下的酶活力变化见图 3。结果表明，壳聚糖、甲壳

素载体固定化 PFL的最佳 pH 均为 8.0，偏酸性的缓

冲体系会大幅抑制其酶活力，PFL更倾向于在碱性

条件下表达活性。对比同 pH下的体系，Gly-NaOH

缓冲体系在 pH=9.0 时的酶活力弱于在 pH=8.0 的

2种缓冲溶液；当 pH>9.0时，Gly-NaOH缓冲体系中

NaOH 配比增大，会对试验中的显色反应造成干

扰，因此不对后续 pH进行进一步探究。

不同 pH 条件下不同孵育温度（35~75 ℃）的

影响研究结果表明，固定化 PFL 的最佳孵育温度

为 55 ℃，在不合适的孵育温度下，壳聚糖、甲壳素

载体固定化 PFL 的酶活力均受到明显抑制，导致

酶活力低于最佳温度条件下酶活力的 50%。由此

图 2　壳聚糖、甲壳素载体材料及其固定化 PFL的傅里叶变换红外光谱图

Fig. 2　Fourier transform infrared spectra of chitosan and chitin carrier materials and their immobilized PFL
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可知，温度过低或者过高不仅会影响酶的聚集状

态，还可能导致壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 的

变性失活。而经过壳聚糖、甲壳素载体的固定化

后并没有改变 PFL 的 pH 和温度适应性，其最佳

pH 为 8.0，最佳反应温度为 55 ℃。结果表明，固定

化 PFL的 pH 和温度特性没有受到影响。

pH 通过调控酶分子表面电荷分布及活性中心

影响 2 种载体固定化 PFL 与底物的结合亲和力与

催化能力。由图 3可知，尽管壳聚糖因脱乙酰化暴

露氨基而带正电荷（甲壳素不带电荷），但 2种载体

固定化 PFL的酶活力无显著差异（两者最高酶活力

相差约 35 U/mg）。两者结合机制上可能存在差别，

原因如下：一是缓冲体系屏蔽效应，PBS（pH 8.0）的

高离子强度削弱了壳聚糖正电荷的静电吸附优势；

二是脱乙酰化仅改变了官能团，未能显著破坏壳聚

糖、甲壳素的晶体结构，这使得负载酶的作用力主

要依赖物理包埋与疏水作用，而非静电引力；三是

对于大分子酶，固定化的主导机制是载体大孔结构

对酶的空间限域作用，而非静电吸附［16］。因此，决

定酶活力的关键因素包括由反应条件、酶特性及载

体物理结构，三者共同调控酶活力。通过测定酶在

pH 6.0~10.0 与 35~65 ℃范围内的固定化酶活力响

应曲线，可解析其最适工作区间、酸碱/热稳定性阈

值及热失活临界点，为工业级酶反应的参数优化和

极端环境适用型固定化酶的理性设计提供依据［17］。

结果表明，在最适温度和 pH条件下，壳聚糖载体固

定化 PFL 的酶活力优于甲壳素载体固定化 PFL。

同时，壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 均保持了

PFL 的最适 pH 与温度特性，证实固定化过程未改

变该酶的固有特性。

2.3.2　热稳定性　

固定化酶在实际工业应用（如油脂水解、生物

柴油生产等）中，往往需要在特定温度下长时间运

行或经历预热阶段。评估其在预设温度下经历一

段孵育时间后的剩余酶活性，直接反映了酶的热

稳定性，这是决定其工业实用价值和使用寿命的

关键性能指标［18］。图 4 显示了不同孵育温度

（35~75 ℃）、不同孵育时间（0.5~3.0 h）对壳聚糖、

甲壳素载体固定化 PFL 活性的影响。当孵育温度

为 35 ℃时，壳聚糖载体固定化 PFL 的酶活力先随

着孵育时间的延长而提升，在孵育 1.5 h 时的酶活

力达到顶峰，而甲壳素载体固定化 PFL在孵育 1.0 h

时，酶活力达到顶峰，后续随着孵育时间的延长两

者的酶活力均逐渐下降；当孵育温度为 55 ℃时，壳

聚糖载体固定化 PFL 的酶活力在孵育时间为

0.5~2.0 h时逐步提升，并在 2.0 h 时达到峰值，而甲

壳素载体固定化 PFL 的酶活力在 1.5 h 时达到峰

值；当孵育温度为 75 ℃时，壳聚糖载体固定化 PFL

的酶活力也在孵育时间为 0.5~2.0 h时逐步提升，并

在 2.0 h 时达到峰值，但甲壳素载体固定化 PFL 的

酶活力却在逐步下降。游离 PFL 的最佳孵育温度

为 55 ℃，而壳聚糖载体固定化 PFL在 75 ℃展现出

较高的酶活力，说明固定化技术提高了 PFL的热稳

定性。当孵育时间为 2.0~3.0 h 时，壳聚糖、甲壳素

载体固定化 PFL的酶活力逐步下降，这种现象为不

可逆的，原因可能是热量的累积使酶的空间结构发

图 3　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL在不同 pH 和温度环境下的酶活力

Fig. 3　Activities of chitosan and chitin-based carrier-immobilized PFL in different pH and temperature environments
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生扭转，部分酶失活引起总体酶活性下降［8］。进一

步提高孵育温度可以看到固定化 PFL逐渐失活，孵

育温度为 35 ℃时，在 0.5~1.0 h 时仍能看到因热量

累积触发的激活效应，但酶活力明显低于 55 ℃。

酶活力随孵育时间延长而逐步降低，该变化趋势从

侧面表明：长时间的孵育可能引发固定化 PFL空间

构象发生不可逆改变，最终造成固定化 PFL的渐进

性失活。

综上，壳聚糖载体固定化 PFL的酶活力在最佳

反应温度下孵育 2.5 h 前高于甲壳素载体固定化

PFL，但在 2.5 h后略低于甲壳素载体固定化 PFL，说

明壳聚糖载体固定化 PFL的热稳定较好。载体固定

化脂肪酶失活现象同样存在于其他材料固定化脂肪

酶的研究中。Zha等［19］通过简便的一锅法和配位驱

动的自组装策略开发出一种混合脂肪酶@ZIF-8 的

生物催化剂，当反应温度超过 50 ℃时，脂肪酶活力

逐渐降低；当孵育温度达到 70~80 ℃时，持续暴露在

高温下最终导致脂肪酶完全失活。

2.3.3　底物特异性　

由图 5 得知，以壳聚糖、甲壳素为载体制备

的固定化酶对底物 4-硝基苯基丁酸酯的作用效

果最强，对 4-硝基苯基硬脂酸酯的作用效果最

弱，说明其对水解短链脂肪酸的偏好性更强。其

原因为丁酸为 C4 链脂肪酸，苯基硬脂酸为 C18 链

脂肪酸，而 PFL 更倾向于水解短链脂肪酸，因此

在同时间内对 4-硝基苯基丁酸酯水解最彻底。

另外，固定化 PFL 对中链脂肪酸的水解能力也表

现出优异的效果。壳聚糖载体固定化 PFL 在水

解短链和中链脂肪酶方面表现优异，其水解各类

底物所展现的酶活力远高于甲壳素载体固定化

PFL，在面对长链脂肪酸时，随着碳链的增长，两

者的酶活力呈下降趋势。在长链脂肪酸底物体

系中，酶活力随碳链增长呈下降趋势，说明 2 种

载体固定化的 PFL 更倾向于中链脂肪酸底物。

固定化过程改变了酶的水解特性，使其最佳底物

由中链脂肪酸转变为短链脂肪酸。

该结果可能是由 PFL与壳聚糖、甲壳素载体共

价交联时，酶结构上的某些基团与载体上的基团结

图 4　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL在不同孵育温度和时间下的酶活力

Fig. 4　Activities of chitosan and chitin-based carrier-immobilized PFL incubated at different temperatures and for different time 

periods

（1）—4-硝基苯基丁酸酯；（2）—4-硝基苯基辛酸酯；

（3）—4-硝基苯基月桂酸酯；（4）—4-硝基苯基肉豆蔻酸酯；

（5）—4-硝基苯基硬脂酸酯；（6）—4-硝基苯基棕榈酸酯；

（7）—4-硝基苯基癸酸酯。

图 5　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL的底物水解偏好性

Fig. 5　Substrate hydrolysis preferences of chitosan and chitin-

based carrier-immobilized PFL
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合引发了酶活力的改变［8］。Stemler等［20］研究了各

种脂肪酶的底物特异性，发现常见的脂肪酶只能水

解 1 种或 2 种脂肪酸，因此本研究所用的壳聚糖载

体能在一定程度上扩展 PFL的应用范围。

2.3.4　储藏稳定性　

固定化脂肪酶的储藏稳定性是衡量其商业化

应用的重要指标之一［21］。壳聚糖、甲壳素载体固

定化 PFL 在 14 d 内的储藏稳定性结果见图 6。以

0 d 测得的酶活力为原始酶活力，间隔 24 h 测定固

定化 PFL 的酶活力。结果表明，壳聚糖载体固定

化 PFL 的酶活力均高于甲壳素载体固定化 PFL，

两者的酶活力均在 5 d 时下降至原始酶活力的

80.6%，在 6 d 时下降至原始酶活力的 80.0% 以下，

后续其酶活力呈梯度下滑趋势。

这可能是由于储藏时固定在壳聚糖载体的纤

维网状结构不太稳定，重复洗涤使得外层的 PFL

较容易脱落成游离 PFL，缺少载体保护的 PFL在反

复冻融操作下容易发生蛋白质变性导致 PFL 失

活；而固定于壳聚糖内部的 PFL 取代了杂蛋白质

与壳聚糖的交联位点，且被壳聚糖内部的层叠结

构束缚，最后使得固定化 PFL 的稳定性显著提升，

可耐受反复冻融的恶劣条件，且在 2~9 d 内能保留

较为稳定的酶活力［8］。Atiroğlu等［22］合成了透明质

酸涂层的磁性纳米粒子功能化氧化石墨烯复合材

料作为脂肪酶的固定化载体，并在 60 d 的储藏周

期内保持了 80% 的酶活力。壳聚糖、甲壳素固定

化载体经过本研究中的方法处理后，能够表现出

与合成材料类似的特性，且壳聚糖载体固定化 PFL

在 14 d内的酶活力均高于甲壳素载体固定化 PFL。

2.3.5　有机试剂耐受性　

有机试剂耐受性是影响脂肪酶在非水相中催

化能力的重要因素。一般来说，当酶暴露在非水

体系中时，酶的结合水极易受到影响，进而容易被

剥离，从而导致酶的天然结构受到破坏，引起酶的

快速失活［23］。为探究壳聚糖、甲壳素载体固定化

PFL 在有机试剂中的酶活力变化，在其反应体系

中选择不同的有机溶剂，包括甲醇、乙醇、丙三醇、

正己烷、糠醛和正丁醇。

以最佳反应条件（pH 8.0 的 PBS 缓冲溶液，温

度 55 ℃）下的酶活力为原始酶活力，不同的反应

溶剂对 2 种载体固定化 PFL 的影响结果见图 7。

与原始酶活力相比，壳聚糖、甲壳素载体固定化

PFL在甲醇、丙三醇和乙醇体系中的酶活力有所升

高，说明在甲醇和丙三醇体系中固定化 PFL的酶活

力反而得到了强化。壳聚糖载体固定化 PFL 在甲

图 6　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL的储藏稳定性

Fig. 6　Storage stability of chitosan and chitin-based carrier-

immobilized PFL

图 7　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL的有机溶剂耐受性

Fig. 7　Organic solvent tolerance of chitosan and chitin-based carrier-immobilized PFL
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醇体系中的耐受性能最强，最高可达 216.72 U/mg。

覃红玉等［24］研究发现，甲醇与诱导酶失活及酶促

反应活化自由能升高密切相关，这可能是造成壳

聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 在不同水平甲醇溶

液中酶活力变化无规律的原因。

当丙三醇体积分数为 5%~25% 时，2 种载体固

定化 PFL 的酶活力呈升高趋势；当丙三醇体积分

数为 50% 时，其酶活力开始下降，但仍高于原始酶

活力，说明固定化酶在丙三醇中的酶活力得到提

升。此外，壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 在体积

分数为 5%~10% 的乙醇体系中也表现出良好的耐

受性；壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 在糠醛反应

体系中的酶活力被完全抑制。壳聚糖、甲壳素载

体固定化 PFL 在甲醇、乙醇和丙三醇等短链醇中

表现出较好的耐受性能，说明其在短链醇参与的

有机合成中具有良好的应用前景。

2.3.6　重复利用性　

壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 在 10 次重复

利用过程中酶活力的变化见图 8，壳聚糖载体固定

化 PFL 的酶活力始终高于甲壳素载体固定化

PFL。通过载体结合法固定化的 PFL可循环使用，

这种稳定性源自固定化材料对酶分子结构的保护

作用及较高的抗变性能力［25］。在重复利用 7次时，

壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL的酶活力下降幅度

较明显，酶活力分别减少了 168.80 U/mg 和 145.07 

U/mg，可能是由于在对固定化酶清洗过程中，材料

表面遭到破坏，使 PFL 从材料中剥离，导致酶活力

骤降。随着使用次数的增加，固定化 PFL 的酶活

力逐渐下降，在重复利用 2~6次时，仍能保持较好的

酶活力，而在重复利用 8次时，酶活力基本消失，直

至第 9次重复利用时，酶活力完全消失。相较于游

离 PFL 的单次使用模式，具有良好重复利用性的

壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 在实际应用中可

大大降低生产成本。在油脂水解和酯类合成等连

续化生产过程中，该特性可大幅减少酶制剂的消

耗量，同时降低反应后分离纯化的设备投入，从而

有效控制酶催化环节的成本［25］。

2.4　PFL水解凤尾鱼油

2.4.1　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 水解凤尾鱼

油的水解度分析　

游离 PFL 与壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL

对凤尾鱼油的水解效果见图 9。随着反应时间的

延长，3 种酶的水解度均呈现典型的酶促反应动

力学特征 ：在 0.5~4.0 h 内呈现快速上升趋势 ；

4.0~8.0 h 增速逐渐放缓；8.0 h 后各体系均达到相

对稳定状态；最终在 12.0 h时达到峰值，壳聚糖、甲

壳素载体固定化 PFL 的水解度分别达到 23.1% 和

19.7%。值得注意的是，与游离 PFL 相比，壳聚糖

载体固定化 PFL 表现出最优异的催化性能。在相

同水解时间下，壳聚糖载体固定化 PFL 的最高水

解度较游离 PFL 提升了约 38.2%，相同条件下甲壳

素固定化 PFL 的水解度较游离 PFL 增加了 25.6%。

李艳阳等［13］利用固定化脂肪酶 ROL 水解凤尾鱼

油，优化后的水解度为 21.3%，证明载体固定化技

术能显著增强酶活力。

本研究中，壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 催

图 9　不同水解时间下壳聚糖、甲壳素固定化 PFL 催化水解

凤尾鱼油的水解度

Fig. 9　Degree of anchovy oil hydrolysis catalyzed by chitosan 

and chitin-based carrier-immobilized enzyme after 

hydrolysis for different time periods

图 8　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL的重复利用性

Fig. 8　Reusability of chitosan and chitin-based carrier-

immobilized enzyme
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化水解凤尾鱼油水解度的提升主要归因于固定化

载体的多重优势：一方面，壳聚糖、甲壳素的三维

网状结构为 PFL 提供了稳定的微环境，有效维持

其活性构象；另一方面，载体表面的氨基等活性基

团可通过化学交联增强 PFL 的固定作用，增加

PFL 的活性位点，使酶活力显著提升［26］。另外，壳

聚糖载体较甲壳素载体表现出更优的固定化效

果，这可能与其更好的亲水特性有关，且这些结构

优势有利于底物的传质扩散和酶-底物复合物中

间体的形成［27］，从而提升了壳聚糖载体固定化

PFL对凤尾鱼油的水解度。

2.4.2　壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 水解凤尾鱼

油所得甘油酯的脂肪酸组成分析结果

酶法水解凤尾鱼油时，不同水解度所得水解

甘油酯的组成和结构有差异。由于 ω -3 PUFA 极

不稳定，水解时间过长容易导致产物氧化变质，因

此本研究选择在 12 h 时终止反应，提取水解甘油

酯，分析其脂肪酸组成，见表 1。结果表明，不同

载体固定化 PFL 对鱼油脂肪酸具有选择性水解

作用。随着壳聚糖、甲壳素固定化载体的加入，

饱和脂肪酸（SFA）和单不饱和脂肪酸（MUFA）

占比降低，SFA 占比从 31.88% 分别降至 24.88%

和 25.73%，MUFA 占 比 从 26.11% 分 别 降 至

19.45% 和 20.80%；而多不饱和脂肪酸（PUFA）占

比 显 著 提 升 ，从 42.15% 分 别 增 至 55.95% 和

53.54%。其中 EPA、DHA 占比显著提升，EPA 占

比从 17.11% 分别增至 25.34% 和 25.96%，DHA

占比从 15.47% 分别增至 18.51% 和 18.89%。这

可能是因为 EPA 与 DHA 分子中顺式碳碳双键形

成的分子构象会导致脂肪酸链发生弯曲折叠，使

脂肪酸链末端的甲基与酯键的空间距离大幅缩

短，进而产生显著的空间位阻效应，增大了 PFL

的活性位点接近脂肪酸与甘油主链之间酯键的

难 度［28］。 壳 聚 糖 载 体 固 定 化 PFL 对 SFA 和

MUFA 的水解强度高于甲壳素载体固定化 PFL，

且壳聚糖载体固定化 PFL 对 PUFA 的富集效果

最突出。这表明不同载体的选择性存在差异，壳

聚糖载体固定化 PFL 更适用于凤尾鱼油的生产。

这些差异对凤尾鱼油在食品、医药等领域的应用

具有重要意义。

综上，与甲壳素载体固定化 PFL 相比，壳聚

糖载体固定化 PFL 水解凤尾鱼油能降低 SFA 占

比，并增加 PUFA 占比，表现出较好的脂肪酸改

性效果。因此，经过壳聚糖载体固定化酶改性后

的凤尾鱼油脂质具有作为功能性结构脂质的

潜力。

3　结论

本研究采用生物相容性良好、成本低廉的

壳聚糖与甲壳素材料构建固定化载体，系统比

较了其对 PFL 的固定化性能。结果表明，壳聚

糖载体在 PFL 负载能力及催化性能方面明显优

于甲壳素载体，其固定化效率高达 89.26%，酶负载

量 为 2.21 g/mg，固 定 化 PFL 的 酶 活 力 最 高 达

221.33 U/mg。同时，固定化 PFL在 pH 及温度稳定

性、热稳定性、有机溶剂耐受性、储藏稳定性及重

复使用性方面均优于游离 PFL。在凤尾鱼油水解

反应中，壳聚糖、甲壳素载体固定化 PFL 的水解度

分别达到 23.1% 和 19.7%，且壳聚糖载体固定化

PFL 中的 EPA 和 DHA 占比分别提高至 25.34% 和

表 1　凤尾鱼油水解前后的主要脂肪酸组成及占比

Table 1　Composition and proportions of major fatty acids in anchovy oil before and after hydrolysis

样品

凤尾鱼油

壳聚糖载体固定化 PFL水解的凤尾鱼油

甲壳素载体固定化 PFL水解的凤尾鱼油

样品

凤尾鱼油

壳聚糖载体固定化 PFL水解的凤尾鱼油

甲壳素载体固定化 PFL水解的凤尾鱼油

脂肪酸占比/%

C14∶0

8.19

6.78

6.97

脂肪酸占比/%

C20∶5n3 （EPA）

17.11

25.34

25.96

C16∶0

18.45

14.47

14.96

C22∶5n3 （DPA）

3.10

3.25

3.29

C16∶1

11.79

8.49

9.32

C22∶6n3 （DHA）

15.47

18.51

18.89

C18∶0

3.80

2.61

3.75

SFA

31.88

24.88

25.73

C18∶1

12.69

9.57

10.46

MUFA

26.11

19.45

20.80

C20∶4

0.85

1.04

0.98

PUFA

42.15

55.95

53.54
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18.51%，甲壳素载体固定化 PFL 中的 EPA 和 DHA

占比分别提高至 25.96% 和 18.89%。根据前人的

制备方法，本研究使用脱乙酰度更高的壳聚糖为

载体，与更适合催化凤尾鱼油的 PFL 结合，构建

出更高效、稳定的新型酶固定化材料；同时也将

其进一步应用到凤尾鱼油中，为深海鱼油的酶催

化高值化加工提供了潜在的技术路径。但本研

究未明确揭示酶在壳聚糖与甲壳素载体上的负

载机制，该作用机制的缺失，限制了从载体设计

维度解析固定化效率、酶催化活性之间的构效关

系，也难以明确各参数调控固定化酶性能的核心

逻辑。
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