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漆酶在磁性壳聚糖微球上的固定及其酶学性质研究
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摘 要：以磁性壳聚糖微球为载体，戊二醛为交联剂，共价结合制备固定化漆酶。探讨了漆酶固定化的影响因素，

并对固定化漆酶的性质进行了研究。确定漆酶固定化适宜条件为："$ 8, 磁性壳聚糖微球，加入 6$8F $G%8,H8F 漆

酶磷酸盐缓冲液（$G68’(HF，@I 2G$），在 !J固定 #B。固定化酶最适 @I 为 1G$，最适温度分别为 6$J和 ""J，均比游

离酶降低 "J。在 @I 1G$，温度 12J时，固定化酶对 *K3L 的表观米氏常数为 626G6!8’(HF。与游离酶相比，该固定

化漆酶热稳定性明显提高，并具有良好的操作和存储稳定性。
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壳聚糖（NB:.’-9C，"56，!5#5氨基葡萄糖）是甲壳素的脱乙

酰化产物，具有生物降解性，生物相容性，生物亲和性和无毒

等特性，其分子链上大量存在的羟基和氨基又使其易于进行

化学改性，所以具有很高的应用价值，被广泛应用于废水处

理、酶固定、药物传递、纺织等领域［6 O 1］。漆酶是一类含铜的

多酚氧化酶（F9==9-4，#5P:@B4C’(’Q:P9-4，7) N) 6G6$G1G#），按其

来源可分为真菌漆酶和漆树漆酶两大类。漆酶作用的底物

包括多酚、苯硫醇、甲基替代单酚、聚甲氧基苯、芳香胺、二茂

铁等［!，"］。由于具有较好的底物专一性和稳定性，漆酶在废

水处理、造纸、芳香化合物转化、环境监测、生物传感器构建

等方面具有重要应用价值［0，2］。但随环境的变化，游离漆酶

在使用过程中易变性失活，且不易从反应体系中分离达到重

复使用的目的，这在一定程度上限制了漆酶的工业化应用。

将漆酶固定在磁性壳聚糖微球上，既提高固定化漆酶的稳定

性，同时还具有易分离，可连续重复使用和提高固定化酶催

化效率等优点，可以实现生产工艺和检验操作的连续化和工

业化。本文以磁性壳聚糖微球为载体进行漆酶固定，探讨了

漆酶的固定化条件以及固定化漆酶的性质。基于漆酶催化

的耗氧型光纤生物传感器在临床医学检测和早期疾病诊断

等方面具有十分重要的应用前景，使用该固定化漆酶可望提

高这类传感器的性能。

! 材料和方法

!"! 材料

血红密孔菌漆酶（分子量：0!RS）由北京中科院微生物研

究所馈赠，纯度经电泳测试；#，#T5连氮5双（15乙基并噻505磺
酸）（*K3L，L:,89 公司）；壳聚糖（武汉天源生物技术有限公

司），脱乙酰度 %$U；#"U戊二醛（*) V，中国医药集团上海化

学试剂公司）。其余试剂均为分析纯，实验用水为蒸馏水。

!"# 磁性壳聚糖微球的制备

参照文献［%］的方法制备磁流体。

!"$ 载体的测试与表征

利用 LW5!$ 型（日本）扫描电子显微镜观察磁性壳聚糖

微球的形貌。利用 FK5""$ 激光粒径仪（日本）测定磁性壳聚

糖微球的粒径与粒径分布。

!"% 漆酶的固定化

称取 "$8, 磁性壳聚糖微球，用磷酸盐缓冲液（$G68’(HF，

@I2G$）溶涨 #$B，抽滤后加入 6$8F 具有不同漆酶浓度的磷酸

盐缓冲液（$G68’(HF），#"J在摇床上震荡 6B 后，!J静置一定

的时间，用磁铁将微球沉淀，倒掉上清液，用 @I2G$ 的磷酸盐

缓冲液（$G68’(HF）反复洗涤，所得的固定化酶在 !J保存。

!"& 酶活力测定

用紫外5可见分光光度法，以 *K3L 为底物测定漆酶活

力。游离漆酶活力的测定：18F 含 $G$"88’(HF *K3L 的酒石

酸缓冲液中加入 %!F 62!,H8F 的酶液，在一定温度下，使用

X&5#!"$ 紫外可见分光光度计测定反应体系 "8:C 内在 !#$C8
处的吸光度变化，求出反应初速度。固定化漆酶活力的测

定：18F 含 $G$"88’(HF *K3L 的酒石酸缓冲液中加入 #$8, 固

定化酶，在一定温度下，使用 X&5#!"$ 紫外可见分光光度计

测定反应体系 "8:C 内在 !#$ C8 处的吸光度变化，求出反应

初速度。*K3L 消光系数为$Y 10$$$ F H8’(·=8，以每分钟氧

化 6!8’( *K3L 的酶量定义为一个酶活单位。

# 结果

#"! 磁性壳聚糖微球的形貌

壳聚糖分子链上带有大量自由氨基，可利用戊二醛与其



反应，交联包裹 !"#$% 纳米粒子，制得磁性壳聚糖微球。悬

挂在微球表面的&’($ 可与酶分子上的&)(* 反应，用于酶的

固定。图 + 为磁性壳聚糖微球的扫描电镜图片。如图所示，

壳聚糖与 !"#$% 纳米粒子形成的复合微粒呈球状，且微球表

面较平滑，单分散性好，有利于漆酶的固定。该微球的平均

粒径为 ,-.!/，粒径分布范围窄，利于微球在反应体系中分

散和磁分离。小粒径的微球具有更大的比表面积，可以共价

结合更多的酶，同时也可以降低底物和产物扩散限制的影

响。

图 ! 磁性壳聚糖微球扫描电镜照片（!"""" # ）

!012+ 345 /0678179:; 8< /91=">06 6;0>8?9= /0678?:;"7"?（+.... @ ）

$%$ 酶的固定化条件

在固定酶之前，载体进行充分溶胀，可使其分子链松散，

有利于酶分子进入载体网络与载体上的活性基团发生反应；

另一方面，溶胀性能较好的载体还有利于底物由载体表面向

内部的扩散，使酶促反应进行得更为彻底。漆酶固定化的因

素影响包括：加酶量、戊二醛浓度、:( 和固定化时间。

$%$%! 加酶量对酶固定化的影响：平行称取 , 份 ,./1 磁性

壳聚糖微球，分别加入 +./A 不同浓度的漆酶磷酸盐缓冲液

（:( B-.）进行固定，并对固定化酶进行活力测试。结果表

明，当所加酶液的浓度低于 .-C/1D/A 时，随酶液浓度的增

加，固定化酶的活力随之增大；而当酶液浓度高于 .-C/1D/A
时，随酶液浓度的增加，固定化酶的活力反而下降。这是因

为一定量交联后的载体，其活性基团的数量是一定的，在其

结合位点达到饱和以前，固定化酶的数量随给酶量的增加而

增加，固定化酶的活力也随之增大，当结合位点达到饱和后，

有些酶分子进入载体孔深处，使底物扩散相对困难，因而，酶

分子发挥作用的能力减弱，另一方面，当固定的酶数量过高

时，酶分子自身的空间构象可塑性减小，从而不能充分发挥

其催 化 功 能。在 本 实 验 条 件 下，,./1 载 体 固 定 浓 度 为

.-C/1D/A 的酶液效果最佳。

$%$%$ 戊二醛浓度对酶固定化的影响：平行称取 , 份 ,./1
不同浓度（EF G +.F）戊二醛交联的磁性壳聚糖微球，分别

加入 +./A 浓度为 .-C/1D/A 的漆酶磷酸盐缓冲液（:(B-.）进

行固定，并对固定化酶进行活力测试。结果表明，当戊二醛

浓度低于 CF时，固定化酶活力随戊二醛浓度的增加而增大；

当戊二醛浓度高于 CF时，固定化酶活力则有所下降。因为

当戊二醛浓度较低时，微球的机械强度差，酶在微球内容易

脱落；而当戊二醛的浓度过高时，除了过量的戊二醛自身发

生羟醛缩合，固化成不规则物附在产物表面，影响微球的表

面孔结构，使得酶不易被固定外，还可能会产生微球上过多

的醛基与漆酶反应，易引起酶的构象发生变化，造成酶活力

下降。实验结果说明在本实验条件下，戊二醛浓度为 CF为

宜。

$%$%& :( 对酶固定化的影响：平行取 , 份 ,./1 磁性壳聚糖

微球，分别以 +./A 不同 :( 值的漆酶磷酸盐缓冲液（酶液浓

度 .-C/1D/A）进行固定，并对固定化酶进行活力测试。结果

表明，在 :( B-. 条件下进行固定，所得的固定化酶活力最

高。磁性壳聚糖微球对漆酶具有静电吸附作用，而溶液的酸

度的改变会影响微球表面的带电基团的电性，同样也会对漆

酶所带的电荷产生影响，从而影响漆酶在微球表面的吸附

量。

$%$%’ 固定化时间对酶固定化的影响：平行取 , 份 ,./1 磁

性壳聚糖微球，各加入 +./A 浓度为 .-C/1D/A 的漆酶磷酸盐

缓冲液（:( B-.），在 *,H搅拌反应 +; 后，分别于 %H静置 +;、

+-,;、*;、*-,;、#;、%;、E;、C; 进行固定化，并对固定化酶进行

活力测试。结果表明，在本实验条件下，静置 *;，固定化酶的

活力便达到最高，再延长吸附时间，固定化酶活力开始下降，

这可能是因为延长固定化时间有利于酶分子与载体充分接

触，从而与载体上的活性基团发生共价偶联，而当载体偶联

的酶量逐渐增大时，载体网络上的酶分子之间较为拥挤，于

是载体孔径相应变细，在酶促反应过程中，底物不易与酶充

分接触，故使酶整体的活力有所下降［I］。

由上可知，确定漆酶固定化适宜条件为：,. /1 CF戊二

醛交联的磁性壳聚糖微球，加入 +./A .-C/1D/A 漆酶磷酸盐

缓冲液（.-+/8JDA，:( B-.），在 %H固定 *;。在此固定化条件

下，酶的固定化效率为 *%F。

$%& 固定化酶的酶学性质

$%&%! 温度对酶活力的影响：在不同温度下分别对游离酶

和固定酶活力进行测定。结果表明，游离酶有两个最佳催化

温度，分别为 +,H和 E.H，固定化酶的最佳催化温度比游离

酶的低了 ,H，分别出现在 +.H和 ,,H，并且固定酶对温度

较敏感，在 *,H，活力下降了 I.F（+.H时的酶活力按 +..F
计算）。游离与固定化漆酶均具有两个最佳催化温度，这可

能是由于该漆酶在低温低 :( 条件下不稳定，从而导致其催

化活性发生变化所致。

$%&%$ :( 对酶活力的影响：在不同 :( 条件下分别对游离

酶和固定酶活力进行测定。结果表明，固定酶与游离酶的最

适 :( 均为 #-.，这是因为吸附固定化漆酶之后，磁性壳聚糖

微球表面的带电基团与漆酶结合，载体的电荷变为中性，所

以缓冲液 :( 值对固定化酶活力影响不大［+.］。

$%&%& 游离酶与固定化酶的米氏常数 !/：以 KLM3 为底物

在不同浓度下测定游离酶和固定化酶的反应初速度。按

A0="N"9O"7&LP7Q 的 方 法 作 图。由 图 * 求 得 在 :( #-.，温 度

#BH时，游离酶与固定化酶对 KLM3 的表观米氏常数分别是

为 #E-C!/8JDA 和 +B+-+!/8JDA。表观米氏常数变大说明固定

化后，漆酶对底物的亲和力有所降低，这可能是由于内扩散

+#E*..,，R8J2%, )82% 姜德生等：漆酶在磁性壳聚糖微球上的固定及其酶学性质研究



限制，壳聚糖微球附近底物的浓度要比溶液中低，导致底物

与酶的接触几率变小，亲和力降低［!!］。

图 ! 游离酶和固定化酶的米氏常数

"#$% & ’()(*+#,-)#., ./ +#01-(#23 0.,3)-,) ./ /*(( -,4 #++.5#2#6(4

(,67+(3

!"#"$ 酶的热稳定性：将固定酶和游离酶置于 89:水浴中，

每半小时分别取 &9+$ 固定酶和 ;!< 游离酶测定其活力（图

=）。游离酶在 89:保温 =9+#, 后，其活力下降很明显，&!9+#,
后，残余活力仅为最初的 !>?@A。而固定酶在 89:保温，其

活力下降缓慢，&!9+#, 后，活力仍为原来的 B@A，可见固定酶

具有更好的热稳定性。这可能是因为固定化后酶分子之间、

以及酶与载体分子之间的相互作用使得酶分子结构刚性增

强，因而抗拒热变性作用能力增加所致，游离酶由于缺乏这

些作用力，较容易因为去折叠而变性。

图 # 酶的热稳定性

"#$%= C1(*+-2 3)-5#2#)7 ./ )1( (,67+(

!"#"% 固定化酶的操作稳定性：将 &9+$ 固定酶置于比色皿

中，加入 =+< 含 9?9D++.2E< FGCH 的酒石酸缓冲液（IJ K =?9）

在 DD:下反应，在 LMN&@D9 紫外可见分光光度计测定反应体

系 D+#, 内在 @&9,+ 处的吸光度变化，计算出固定化酶活力。

至底物被完全氧化后用磁铁分离固定化酶，&9+$ 固定化漆

酶用 9?!+.2E<，IJB?9 磷酸盐缓冲液洗涤 = 次后，重新装入新

鲜底物溶液，再次测定固定化酶活力。这样进行多次氧化循

环，来测定固定化酶操作稳定性。结果表明，固定化酶的活

力基本保持不变，在反应 !9 次后，其活力仍保持最初的 ;9A
以上，可见固定化酶具有良好的操作稳定性。

!"#"& 固定化酶的贮存稳定性：将固定酶和游离酶在 @:分

别保存 !，&，=，@ 周后，测定酶活力。结果表明，固定酶活力

没有明显下降，保存一个月后酶活力仍在 B9A以上，而在相

同条件下，游离酶仅保留 =9A的活力，说明固定化后漆酶有

更好的贮存稳定性。

# 讨论

壳聚糖分子链上含有大量的氨基，可与戊二醛反应生成

壳聚糖微球，悬挂在微球表面的NOJP 可与酶分子上的NQJ&

反应，用于酶的固定。制得的壳聚糖微球表面平滑，单分散

性好，平均粒径为 D?9!+，粒径分布范围窄，小粒径的微球具

有更大的比表面积，可以共价结合更多的酶，同时也可以降

低底物和产物扩散限制的影响。另外微球的磁性能利于固

定酶的分离，可连续重复使用提高利用效率。确定的固定化

适宜条件为：D9 +$ 磁性壳聚糖微球，加入 !9+< 9?;+$E+< 漆

酶磷酸盐缓冲液（9?!+.2E<，IJ B?9），在 @:固定 &1。在此条

件下酶的固定化效率为 &@A。固定化酶最适温度分别为

!9:和 DD:，均比游离酶降低 D:，游离与固定化酶最适 IJ
均为 =?9，这是因为吸附固定化漆酶之后，磁性壳聚糖微球表

面的带电基团与漆酶结合，载体的电荷变为中性，所以缓冲

液 IJ 值对固定化酶活力影响不大。与游离酶相比，固定化

漆酶 与 FGCH 的 亲 和 力 降 低，!+ 值 从 =8?;!+.2E< 增 至

!B!?!!+.2E<，这可能是由于内扩散限制，壳聚糖微球附近底

物的浓度要比溶液中低，导致底物与酶的接触几率变小，亲

和力降低，实验上即表现为酶催化反应的 !+ 值增加。固定

化后漆酶的稳定性有明显改善，89:条件下保温 &!9+#,，固

定化漆酶保留酶活 B@A，而在相同条件下游离酶酶活明显下

降，这可能是因为固定化后酶分子之间、以及酶与载体分子

之间的相互作用使得酶分子结构刚性增强，因而抗拒热变性

作用能力增加所致，游离酶由于缺乏这些作用力，较容易因

为去折叠而变性。固定化漆酶与底物 FGCH 在相同条件下连

续进行 !9 批次操作，固定化酶酶活仍保持 ;9A以上，漆酶的

使用效率明显提高。保存一个月后酶活力仍在 B9A以上，说

明固定化后漆酶有较好的贮存稳定性。
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生物芯片技术是一种高通量检测技术，它包括基因芯片、蛋白芯片及芯片实验室三大领域。蛋白质

芯片以蛋白质代替 KI; 作为检测目的物，比基因芯片更接近生命活动的物质层面，能直接测定蛋白质的

相对水平及与其他分子的交互作用情况，以定量化的方式反映基因的活动情况，因而蛋白质芯片有着比

基因芯片更加直接的应用前景。本书对蛋白质芯片技术进行了全面细致的阐述，包括技术原理、生产方

法、表面化学、检测策略、以及抗原、抗体数据分析，同时全书图文并茂，提供了许多生物学应用实例及实

验草案。
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