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亲水梳状环氧聚合物载体柔性固定化脂肪酶 

曲伟光, 魏荣卿, 何冰芳, 刘晓宁*, 仲  玉, 陈新营 
南京工业大学生物与制药工程学院, 江苏南京 210009 

摘要: 以氯乙酰化聚苯乙烯微球载体为大分子引发剂, 以甲基丙烯酸缩水甘油酯和亲水性丙烯酰胺为共聚接枝单体, 以氯化亚

铜及  2,2′- 联吡啶为催化体系 , 采用原子转移自由基聚合法接枝合成了具有柔性链的亲水梳状环氧聚合物载体 

PS-acyl-P(AM-co-GMA), 并将其用于耐有机溶剂 YCJ01 脂肪酶的共价柔性固定化.  结果表明, 固定化酶催化对硝基苯酚棕榈

酸酯水解的最适温度为 45~55 oC, pH = 8.5, 此时酶活为 16.6 U/g;  在 80 oC 以下, pH = 5~10 时, 酶的活性稳定;  连续进行 7 次

间歇操作, 固定化酶保留初始活性的 73.5%;  于 4 oC 保存 60 d, 酶活仍剩余 86.8%.  经亲水梳状环氧载体柔性固定化后, 该脂肪

酶对有机溶剂的耐受性有所提高.   
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Flexible Immobilization of Lipase on Hydrophilic and Comblike Polymer  
Support Containing Epoxy Group 
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College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering, Nanjing University of Technology, Nanjing 210009, Jiangsu, China 

Abstract: A hydrophilic and comblike polymer support PS-acyl-P(acrylamide-co-glycidyl methacrylate) containing epoxy groups for flexi-
ble and covalent immobilization of lipase has been prepared by an atom transfer radical polymerization method. The grafting reaction of 
glycidyl methacylate and hydrophilic acrylamid was initiated from the chloroacetyl groups on the styrene-divinylbenzene copolymer micro-
spheres with CuCl and 2,2′-bipyridine complex as a catalyst. The apparent activity of lipase immobilized on PS-acyl-P(acryla-
mide-co-glycidyl methacrylate) was 16.6 U/g, and the optimal temperature and pH were 45–55 oC and 8.5 for hydrolysis of p-nitrophenyl 
palmitate, respectively. The immobilized lipase was stable in the range of pH = 5–10 and at temperature below 80 oC. The operational stabil-
ity for the immobilized lipase was tested for consecutive hydrolysis of p-nitrophenyl palmitate. The result shows that the immobilized lipase 
has excellent operational stability. The residual activity of immobilized lipase was 73.5% after used 7 cycles. The activity of immobilized 
lipase remained 86.8% of the origin after storage at 4 oC for 60 d. Lipase got improved to varying degrees for organic solvent tolerance 
through immobilization on PS-acyl-P(acrylamide-co-glycidyl methacrylate). 
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脂肪酶  (lipase, EC3.1.1.3, 甘油三酰酯水解酶 ) 

能够在油-水界面催化酯合成、酯交换、酯水解或醇

解等反应 , 是目前使用较为广泛的商品化酶 [1].  然

而, 由于游离的脂肪酶在高温、强酸、强碱和有机溶
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剂等条件下, 容易丧失活性, 且存在不易回收、难以

实现连续操作等缺点 , 导致生产成本提高 .  固定化

酶可以克服游离酶的上述不足, 同时保持了其催化

特性, 因此得到了广泛的应用[2].   

酶固定化技术的核心是载体材料的选择与制

备.  目前, 酶固定化所用的载体多为聚合物, 如聚丙

烯膜[3], 聚丙烯酸酯类[4]及无机高分子材料[5]等.  其

中亲水性高分子载体因具有较好的生物相容性, 可

使得其最大化地与酶分子接触而固定更多的酶蛋

白, 因而具有较为广阔的应用前景[6~8].  “酶的柔性

固定化”是指在固定化载体上接上一些足够长度的

亲水分子链, 即“柔性链”, 然后再将酶键合到柔性

链上 [9,10].  该柔性链可使载体表面的刚性及疏水性

得到改善而变得柔顺、亲水, 减少并缓解固定化过程

中酶分子所受到的碰撞力, 维持酶蛋白的正常构象, 

从而减少酶活的损失[11];  同时被固定的酶仍有较高

的自由度, 可以较好地保留其游离态的均相催化活

性.  Gupta 等[12]通过聚乙烯醇 (PVA) 改性聚丙烯膜, 

再经醛基化后获得了柔性固定化载体, 并用于固定

化脂肪酶 .  结果表明 , 该载体通过化学键合所固定

的脂肪酶比聚丙烯膜吸附的脂肪酶具有更高的酶活

力、稳定性及催化性能.   

原子转移自由基聚合 (ATRP) 作为高效的可控

自由基聚合 (CRP) 方法之一, 在过去十多年中取得

了显著的发展.  典型的 ATRP 以有机卤化物 (R–X) 

为引发剂, 以低价过渡金属化合物和配体为催化剂, 

通过氧化-还原反应, 在活性种与休眠种之间建立可

逆的动态平衡, 使反应体系中自由基浓度维持在一

个较低的水平, 从而大大抑制了自由基的链转移及

链终止反应, 实现了对聚合反应的控制[13,14].   

本文采用氯乙酰化聚苯乙烯 (PS-acyl-Cl) 为引

发剂, 以氯化亚铜 (CuCl) 及 2,2′-联吡啶 (Bpy) 为催

化体系, 将含有反应性环氧基团的甲基丙烯酸缩水

甘油酯 (GMA) 和亲水性丙烯酰胺 (AM) 两种单体 , 

利用 ATRP 法合成含亲水性柔性链的梳状环氧聚合

物载体 (PS-acyl-P(AM-co-GMA), 见图式 1), 并用于

脂肪酶的柔性固定化.   

1  实验部分 

1.1  梳状环氧聚合物载体的制备 

梳状环氧聚合物载体参照文献 [15]制备 .  将 

PS-acyl-Cl (粒径为  200~260 μm, Cl 担载量为  4.63 

mmol/g, 南京麦科菲高效分离载体有限公司), CuCl 

(经冰乙酸和乙醇反复泡洗 , 低温真空烘干后  N2 氛

围下密封保存), Bpy (分析纯, 国药集团化学试剂有

限公司), AM (化学纯, 国药集团化学试剂有限公司) 

和  GMA (工业级 , 上海元吉化工有限公司 , 使用前

减压蒸馏提纯) 按摩尔比 1:1:2:20:60 加入到配有磁

力搅拌的圆底烧瓶中, 再加入 3 ml 的 N,N-二甲基甲

酰胺  (DMF, 分析纯 , 上海凌峰化学试剂有限公司).  

密封 , 抽真空 , 通  N2, 反复  3 次后 , 置于  80 oC 油浴

中反应 2 h.  反应结束后, 所得产物分别用 DMF 和

水洗滤多次至中性, 再用甲醇 (分析纯, 上海凌峰化

学试剂有限公司) 洗滤 3 次, 于 30 oC 真空干燥至恒

重 , 即制得  PS-acyl-P (AM-co-GMA) 梳状环氧聚合

物载体.   

1.2  梳状环氧聚合物载体的表征 

梳状环氧聚合物载体的红外吸收光谱  (FT-IR) 
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图式 1  AM 和 GMA 对 PS-acyl-Cl 的 ATRP 接枝聚合 

Scheme 1.  Grafting reaction of acrylamide (AM) and glycidyl methacylate (GMA) onto PS-acyl-Cl surface. 



www.chxb.cn 曲伟光 等: 亲水梳状环氧聚合物载体柔性固定化脂肪酶 1871 

由美国 Nicolet Nexus 870 型红外光谱仪测定.  扫描

范围 4000~400 cm1,  KBr 压片, 并采用增重率及环

氧值测定进一步予以表征.  其中环氧值由盐酸-丙酮

滴定法进行测定 [16].  增重率计算公式 :  ΔW = (W2  

W1)×100%/W1.  式中 W1 和 W2 分别为反应前和反应

后产物质量.   

1.3  固定化酶的制备和性能评价 

1.3.1  固定化酶的制备 

称取  50 mg 梳状环氧聚合物载体于三角瓶中 , 

加入含有  200 μl 的  YCJ01 脂肪酶液  ( 酶活  140 

U/ml, 蛋白含量 0.7 mg/ml, 本院发酵组提供) 的磷酸

盐缓冲液  (0.05 mol/L, pH = 7.0) 10 ml, 于一定温度

下反应一段时间.  反应结束后, 滤去脂肪酶液, 用磷

酸盐缓冲液  (0.05 mol/L, pH = 7.0) 清洗固定化酶 , 

直到洗液中不含蛋白为止.   

1.3.2  酶水解活力的测定 
采用  pNPP 法测定脂肪酶的活性 [17].  A 液为 

10.61 mmol/L 的 pNPP (对硝基苯酚棕榈酸酯, 美国 

SIGMA 公司) 的异丙醇  (分析纯 , 上海申博化工有

限公司) 溶液, B 液为 0.1% (W/V) 阿拉伯树胶 (分析

纯 , 中国医药上海化学试剂公司) 和  0.6% (V/V) 的 

Triton X-100 (分析纯, 中国医药上海化学试剂公司) 

的磷酸盐缓冲液 (0.05 mol/L, pH = 7.0), 底物溶液 C 

液由 A 液和 B 液按体积比 1:9 混合制得.   

将  50 mg 固定化酶或稀释  200 倍的游离酶  10 

μl 加到配制好的底物溶液 (固定化酶所用底物溶液

为  10 ml, 游离酶为  240 μl) 中 , 于一定温度反应  10 

min (游离酶酶活测定直接在酶标仪中反应) 后, 在 λ 

= 410 nm 处利用酶标仪  (Power Wave XS 型 , 美国 

BIO-TECH 公司 ) 测定反应生成的对硝基苯酚 

(pNP) 的量.  以每分钟产生 1 μmol 的 pNP 所需的酶

量为一个酶活力 (U) 单位.  文中固定化酶的酶活以

载体的干重计算.   

1.3.3  蛋白含量的测定 

蛋白含量的测定按照  Bradford 的方法进行 [18].  

以牛血清白蛋白  (分析纯, 生工生物工程  (上海) 有

限公司 ) 为标准 .  采用紫外 - 可见分光光度计 

(UV-2800H 型 , 尤尼柯  (上海) 仪器有限公司) 测定

固定化后体系中总蛋白含量及清洗固定化酶洗液中

蛋白含量, 从而算得固定化蛋白含量 (mg/g) = (加入

总蛋白  固定化后体系蛋白量  清洗液蛋白量)/载

体质量.   

1.3.4  酶的最适反应 pH 值和最适反应温度 
最适反应 pH 值:  将游离酶或固定化酶加入到 

pH = 6.5~10.0 底物溶液中, 于 45 oC 反应 10 min, 定

义最高酶活为 100%.   

最适反应温度 :  将游离酶或固定化酶加入到 

pH = 7.0 的底物溶液中 , 于  35~60 oC 反应  10 min, 

定义最高酶活为 100%.   

1.3.5  固定化酶的 pH 值和热稳定性 

pH 值稳定性:  在 30 oC 将游离酶或固定化酶于 

pH = 4.0~12.0 磷酸盐缓冲液  (0.05 mol/L) 中保育  1 

h 后测定酶活, 并定义最高酶活为 100%.   

热稳定性:  将游离酶或固定化酶于不同温度的

磷酸盐缓冲液  (0.05 mol/L, pH = 7.0) 中保育  1 h 后

测定酶活, 并定义最高酶活为 100%.   

1.3.6  固定化酶的操作稳定性及贮藏稳定性 
操作稳定性 :  将固定化酶加入到底物溶液中 , 

于 40 oC 水浴振荡下进行水解反应 10 min 后测定其

活性 , 然后再用  pH = 7.0 的磷酸盐缓冲液  (0.05 

mol/L) 清洗该固定化酶 3 次, 重新加入到新的反应

液中, 进行下一次反应.  定义初始酶活为 100%.   

贮藏稳定性:  将游离酶或固定化酶于磷酸盐缓

冲液 (0.05 mol/L, pH = 7.0) 中, 于 4 oC 冰箱存放, 定

时测定酶活, 直至 60 d.   

1.3.7  亲水性有机溶剂对酶活的影响 
将游离酶或固定化酶于 40% (V/V) 有机溶剂中, 

在 30 oC 保育 48 h 后测定酶活, 定义磷酸盐缓冲液 

(0.05 mol/L, pH = 7.0) 中保育的酶活为 100%.   

2  结果与讨论 

2.1  载体的表征结果 

图  1 为  PS-acyl-Cl 和  PS-acyl-P(AM-co-GMA) 

聚合物载体的  FT-IR 谱 .  可以看出 , 与  PS-acyl-Cl 

相比, 后者出现酯羰基 1730 cm1 和环氧基 906 cm1 

吸收峰 [19].  由此可见 , GMA 单体发生了接枝反应 .  

另外 , 3440 和  3360 cm1 处吸收峰分别对应于酰胺

中  N–H 的反对称和对称振动吸收 , 1450 cm1 处为

伯酰胺的强吸收峰[20].  结果表明, GMA 和 AM 都参

与了接枝反应.   

聚合物载体接枝后, 产物可获得 25 倍的高增重

率, 说明接枝有效可信;  盐酸-丙酮滴定法测得该聚
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合物载体环氧基含量为 4.90 mmol/g.  由此算得 AM 

与 GMA 的平均链节数分别为 19.46 和 25.73, 平均

总链节数为 45.19.  综上可见, 该聚合物载体有一定

的链长, 可满足所设计的柔性链结构要求.   

2.2  固定化温度和时间对酶活的影响 

在固定化时间为 48 h 的条件下, 考察了固定化

温度对酶活的影响, 结果示于图 2(a).  由图可见, 随

着固定化温度的升高, 蛋白载量逐渐升高, 而固定化

酶活先升后降.  这说明虽然温度升高使得载体能够

键合更多的蛋白, 但温度太高, 易引起部分游离酶失

活.  因此, 较适固定化温度为 30 oC.  另外, 该酶活是

在反应体系中振荡了 48 h 后所测, 说明该固定化酶

有较好的稳定性.   

在固定化温度为  30 oC 的条件下 , 考察了固定

化时间对酶活影响, 结果示于图 2(b).  由图可见, 随

着时间的延长 , 酶活及蛋白载量逐渐上升 , 至  48 h 

时酶活最高;  进一步延长时间, 两者升高不明显;  特

别是超过 70 h 后, 酶活及蛋白载量都下降.  由此可

见, 该固定化反应 48 h 较为合适.   

2.3  酶最适反应 pH 值和最适反应温度 

游离酶和固定化酶的最适反应 pH 值和最适反

应温度示于图 3.  由图可见, 游离酶和固定化酶的催

化反应最适 pH 值都是 8.5, 但后者对环境 pH 的敏

感度略有降低, 而稳定性略有提高.  由图 3(b) 可知, 
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游离酶的催化反应最适温度为 45 oC, 而固定化酶的

为 45~55 oC, 说明固定化酶催化温度最适范围变宽.  

这可能是柔性载体与酶分子间形成的共价键不仅在

固定化过程中维持了酶分子的构象, 使其受外界环

境影响较小, 抑制了酶的失活, 而且也稳定了酶的构

象, 从而提高了其热稳定性.   

2.4  酶的 pH 和热稳定性 

游离酶与固定化酶的  pH 稳定性结果示于图 

4(a).  由图可见 , pH < 7 或  > 7 时 , 两者的酶活都逐

渐下降, 但后者下降得缓慢.  当 pH = 4 时, 固定化酶

和游离酶保留酶活分别为  78.2% 和  50%;  当  pH = 

12 时, 两者分别为 69% 和 59.5%.  这说明脂肪酶经

固定化后, pH 稳定性有所提高.   

游离酶与固定化酶的热稳定性结果示于图 

4(b).  由图可见 , 固定化酶在  80 oC 条件下保育  1 h 

后 , 仍能保留  91.8% 的酶活 ;  而游离酶在  70 oC 保

育  1 h 后 , 保留酶活仅为  60.9%, 80 oC 时则已基本

失活.  这是由于柔性载体在固定化过程中可维持酶

分子的构象 , 同时也可稳定酶的构象 , 提高其耐热

性.   

2.5  固定化酶的操作稳定性及贮藏稳定性 

固定化酶的操作稳定性与贮存稳定性在很大程

度上反映了固定化载体的性能, 由固定化酶的操作

稳定性的结果 (图 4(c)) 可知, 该固定化酶使用 5 次

后, 保留酶活为 96.8%;  当使用 7 次后, 其酶活仍为

初始酶活的 73.5%, 显示出较好的操作稳定性.  其中

至第  6 次时 , 酶活下降明显 .  这可能是由于水解反

应结束后, 固定化酶虽经磷酸盐缓冲液清洗, 但仍有

部分 pNP 残留在酶活性中心上或其附近区域, 随着

使用次数增加, 活性中心区域的 pNP 残留量也随之

增加, 当固定化酶第 5 次催化 pNPP 时, 残留的 pNP 

量使得部分活性中心被掩盖而无法起到催化作用 , 

致使第 6 次反应的酶活显著下降.    

将游离酶与固定化酶置于 pH = 7.0 的磷酸盐缓

冲液  (0.05 mol/L) 中 , 于  4 oC 冰箱中存放  30 d 时 , 

其保留酶活分别为  95.5% 和  95.6%, 两种酶活稳定

性相同;  继续延长至  60 d 时 , 两者分别降至  75.5% 

和 86.8%.  可见, 该柔性梳状环氧聚合物载体固定化

酶比游离酶具有更好贮藏稳定性.   

2.6  亲水性有机溶剂对酶活的影响 

亲水性有机溶剂对游离酶与固定化酶的影响列

于表 1.  由表可见, 除甲醇和 DMSO 外, 游离酶酶活

在所考察的有机溶剂中均有所下降, 而固定化酶的

有机溶剂耐受性大都有所提高.  这可能是由于该脂

肪酶因来源或结构而使得其本身对甲醇和  DMSO 

耐受性较强, 酶活不仅未降低, 反而在甲醇体系中得

到一定的激活;  当该脂肪酶经固定化后 , 在甲醇和 
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图 4  固定化酶的 pH 稳定性、热稳定性及操作稳定性 
Fig. 4.  pH stability (a), thermal stability (b), and operational stability (c) of immobilized lipase. 

表 1  亲水性有机溶剂对游离酶与固定化酶酶活的影响 
Table 1  Effect of hydrophilic organic solvents on free and 
immobilized lipase 

Residual activity (%) 
Solvent (40%, V/V) 

Free lipase Immobilized lipase
Methanol 110.7 100.4 
Ethanol  74.4  94.0 
Acetone  81.4  97.0 
DMF  64.6  98.0 
Isopropanol  79.5  84.1 
DMSO 103.3  94.7 
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DMSO 中酶活下降不明显.  可能该脂肪酶经固定化

作用后, 对酶活稳定性的正面影响较大, 而对酶的激

活可能有一定的负面影响 .  综合考虑 , 固定化酶具

有更高的稳定性.   

3  结论 

采用 ATRP 法合成的柔性亲水梳状环氧聚合物

载体 PS-acyl-P(AM-co-GMA), 既存在可与酶键合的

环氧基团, 又有亲水性的酰胺基团, 因而在固定化过

程中有利于维持 YCJ01 脂肪酶蛋白的正常构象, 减

少了酶的失活, 且比游离酶具有更高的稳定性.   
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