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贻贝仿生涂层修饰聚合物微球固定化脂肪酶
的制备及应用

王淑婧1，曾祥冰1，孙西同2，陈晓艺1，李　苗1，王添誉1，李　岩1，李　佥1, *，李宪臻1, *

（1.大连工业大学生物工程学院，辽宁大连 116034；
2.大连工业大学轻工与化学工程学院，辽宁大连 116034）

摘　要：为构建新型固定化酶催化体系，以聚甲基丙烯酸缩水甘油酯为载体，利用贻贝仿生技术——多巴胺/聚乙烯

亚胺共沉积进行修饰，采用扫描电镜（SEM）、能谱（EDS）、Zeta电位及红外光谱（FT-IR）表征所得材料，并

研究其固定化近平滑假丝酵母 CICC 33470所产脂肪酶的表征及酶学性质。最佳酶固定化条件为：固定化温度为

30 ℃，固定化 pH为 7.0，固定化时间为 5 h，初始酶活为 337.76 U/mL，载体添加量为 0.2 g。固定化酶最佳反应

温度为 50 ℃，最佳反应 pH为 8.0，最佳反应时间为 10 min，最优条件下固定化酶酶活为 484.42±5.97 U/g-载体。

固定化酶的稳定性明显提高，重复使用 8次后，固定化酶仍有 39.22%的初始酶活。进一步将固定化酶用于催化乙

酰丙酸与十二醇的酯化反应，转化率可达 75.94%，充分证明聚甲基丙烯酸缩水甘油酯经修饰后是固定化脂肪酶的

优良载体，为未来扩大脂肪酶的应用范围提供了基础数据。

关键词：甲基丙烯酸缩水甘油酯，固定化脂肪酶，多巴胺/聚乙烯亚胺共沉积，近平滑假丝酵母，酯

化反应
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Abstract：In order to construct a new type of immobilized enzyme catalytic system, poly (glycidyl methacrylate) was used
as  a  support,  and  was  modified  with  dopamine/polyethyleneimine  by  the  mussel-inspired  co-deposition  method.  The
resulted material was characterized by scanning electron microscope (SEM), energy spectroscopy (EDS), Zeta potential and
Fourier  transform  infrared  spectrometer  (FT-IR),  respectively.  Then, the  resulted  material  was  applied  for  the
immobilization of lipase, which was fermented via Candida parapsilosis CICC 33470. The characterization and enzymatic
properties  of  immobilized  enzyme  were  also  investigated.  The  optimal  immobilized  conditions  were  the  immobilization
temperature of 30 ℃, the immobilization pH of 7.0, the immobilization time of 5 h and the immobilization initial enzyme
acticity  of  337.76  U/mL,  together  with  the  carrier  addition  of  0.2  g.  It  was  indicated  that  the  maximum enzyme activity
reached 484.42±5.97 U/g-support, as the optimal reaction temperature, reaction pH and reaction time were 50 ℃, 8.0 and  
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10 min, respectively. In addition, the immobilized lipase exhibited excellent stability, and it kept 39.22% of original enzyme
activity after eight reuse cycles. Furthermore, when the immobilized lipase was used to catalyze the esterification reaction
of  levulinic  acid  and  lauryl  alcohol,  the  conversion  rate  could  reach  75.94%.  It  was  illuminated  that  the  modified  poly
(glycidyl  methacrylate)  could  serve  as  a  good  support  for  lipase  immobilization,  and  the  results  provided  basic  data  for
expanding the application areas of lipase in the future.

Key  words： glycidyl  methacrylate； lipase  immobilization； dopamine/polyethyleneimine  co-deposition；Candida  parapsi-

losis；esterification

脂肪酶是一种能够催化酯水解、酯化和酯交换

反应的工业酶，这使其成为食品、制药和生物能源行

业中炙手可热的生物催化剂[1−3]。然而，游离的脂肪

酶不能满足工业生物催化剂的所有要求，存在有机溶

剂耐受性低、热稳定性差，以及难以回收利用等问

题[4]，这都极大地制约了脂肪酶的进一步应用。为获

得适用范围更广、性能更加优越的脂肪酶，人们主要

从两方面入手开展相关研究工作。一方面，可以通过

分子改造提高脂肪酶本身的环境耐受性，但是存在改

造成本高、研究过程繁琐等问题[5−6]。另一方面，采

用固定化酶技术，将酶固定在载体上，使酶能够重复

使用并增加其稳定性，从而简化回收过程，在实际应

用中具有更大优势[7−8]。使用化学方法（如交联法）固

定化酶是研究热点之一，然而常用的戊二醛、京尼

平、环氧氯丙烷等交联剂会影响酶分子的构象，进而

造成酶活的损失，在一定程度上限制了固定化酶的进

一步应用。因此，减少使用或不使用交联剂，而是利

用材料表面的粘附性及氢键等作用力进行固定化酶，

是解决上述问题的主要方法之一。

以多巴胺（dopamine，DA）沉积为代表的贻贝仿

生技术，因其绿色、环保的优点受到越来越多的关

注，并已初步应用于固定化酶的研究中[9]。该技术的

主要反应机制是，在有氧和弱碱性条件下，多巴胺可

自发在材料表面氧化自聚形成聚多巴胺（polydo-
pamine，PDA）涂层。聚多巴胺凭借优良的粘附特性

以及丰富的反应基团（如邻苯二酚基团），通过迈克尔

加成或席夫碱反应再次键合功能分子，从而实现进一

步的功能化修饰[10]。例如，Liu等[11] 使用多巴胺与聚

乙烯亚胺（polyethyleneimine，PEI）共沉积作为柔性

链修饰氧化石墨烯，用于固定化腺苷酸环化酶，沉积

时间需 16 h。Zhai等[12] 以聚多巴胺/聚乙烯亚胺共

沉积修饰二氧化硅微球，用于固定化碳酸酐酶，固定

化酶在 10次循环之后有初始酶活的 95.10%，沉积

时间需 12 h。因此寻找合适的载体并尽量缩短沉积

时间，对制备和应用固定化酶具有积极意义。

甲基丙烯酸缩水甘油酯的合成方法简单，具有

良好的生物相容性，已被用于 β-葡萄糖苷酶[13]、纤维

素酶[14] 及葡萄糖氧化酶/过氧化氢酶共固定化[15] 的

研究中，而将其与贻贝仿生技术相结合并应用于脂肪

酶的固定化具有较强的创新性和重要的研究意义。

因此，本研究采用聚甲基丙烯酸缩水甘油酯（poly
（glycidyl methacrylate），PGMA）微球作为固定化酶

的载体，在其表面通过多巴胺（DA）和聚乙烯亚胺

（PEI）共沉积的方法进行贻贝仿生改性，实现在不使

用任何交联剂的前提下，利用载体表面的特异性官能

团直接与脂肪酶结合，进行酶的固定化工艺研究。进

一步评估固定化酶的酶学性能，包括催化活性、稳定

性和重复利用性等。最后，研究固定化酶催化酯化反

应的效果。该固定化酶策略具有反应条件较温和及

催化效率较高等优点，在大规模工业催化领域具有广

阔的实际应用前景。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

近平滑假丝酵母（Candida  parapsilosis）CICC
33470　购买自中国工业微生物菌种保藏中心；盐酸

多巴胺（98%）、聚乙烯亚胺（99%）、甲基丙烯酸缩水

甘油酯（97%）　上海阿拉丁试剂有限公司；聚乙烯吡

咯烷酮、棕榈酸对硝基苯酯　均为分析纯，上海麦克

林生化科技股份有限公司；偶氮二异丁腈、磷酸氢二

钠、磷酸二氢钠　均为分析纯，天津市科密欧化学试

剂有限公司；三羟甲基氨基甲烷（99%）　国药集团化

学试剂有限公司。

SpectraMax Plus384 酶标仪　上海仪电科学仪

器股份有限公司；Spectrum 10 傅里叶变换红外光谱

仪　铂金埃尔默仪器有限公司；JSM 7800F型场发

射扫描电子显微镜　日本电子株式会社；Zeta sizer
3000HSA激光粒度仪　英国马尔文仪器公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   近平滑假丝酵母脂肪酶的制备　根据石莹[16]

的方法活化冻干菌粉。用接种环蘸取活化后的近平

滑假丝酵母菌液，在麦芽汁琼脂培养基上划线，于

28 ℃ 的培养箱中培养 48 h，待有单菌落出现并生长

良好后，用接种环挑取一个单菌落，接种到装液量为

20%的摇瓶中，28 ℃，200 r/min培养 14 h，作为种子

液。将种子液以 10%接种量（v/v）接种至摇瓶中，

200 r/min培养 14 h，将得到的发酵液在 4 ℃，8000 r/
min离心 10 min，上清液即为脂肪酶酶液。 

1.2.2   贻贝仿生功能化 PGMA-OH的制备及表征　 

1.2.2.1   聚甲基丙烯酸缩水甘油酯（PGMA）的制备

　向三口烧瓶中加入 81 g无水乙醇、9 g水和 3 g聚

乙烯吡咯烷酮（PVP K-30），待固体超声溶解后，加入

10 g甲基丙烯酸缩水甘油酯单体和 0.2 g偶氮二异

丁腈。在通氮气的条件下将体系加热至 70 ℃，磁力

搅拌 24 h，反应结束后，用去离子水和乙醇交替洗涤
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微球，冷冻真空干燥得到的微球粉末记为 PGMA。 

1.2.2.2   PGMA-OH的制备　取 3 g PGMA微球加入

100 mL硫酸水溶液（0.1 mol/L）中，70 ℃ 下磁力搅

拌反应 48 h。用去离子水和乙醇交替洗涤 PGMA
反应后得到的微球，冷冻真空干燥得到的微球粉末记

为 PGMA-OH。 

1.2.2.3   贻贝仿生功能化 PGMA-OH的制备　在

20 mL的 Tris-HCl缓冲液（0.05 mol/L，pH为 8.5）中
加入 0.5 g PGMA-OH。之后，迅速加入 40 mg聚乙

烯亚胺（PEI）及多巴胺（DA）。25 ℃ 条件下，磁力搅

拌 6 h。反应结束后，用去离子水和乙醇交替洗涤至

上清液无色，以 PGMA-OH@PDA/PEI表示冷冻真

空干燥得到的微球粉末。 

1.2.2.4   扫描电子显微镜与能谱分析　干燥后的

PGMA、PGMA-OH及 PGMA-OH@PDA/PEI样品

置于载物台上，真空条件下喷金处理，将处理好的样

品放入观察室，拍摄样品形貌照片，分析样品形貌，对

元素分布进行分析[17]。 

1.2.2.5   红外光谱分析　采用 KBr压片法，将干燥后

的 PGMA、PGMA-OH及 PGMA-OH@PDA/PEI与
KBr按照 1%的比例充分混合、研磨，压片后置于红

外光谱仪上测试[18]。 

1.2.2.6   Zeta电位分析　将 PGMA-OH及 PGMA-OH
@PDA/PEI分散于蒸馏水中，稀释后至 1 mg/L后，

80 W超声 10 min进行测试[19]。 

1.2.3   固定化酶的制备及表征　 

1.2.3.1   固定化酶的制备及工艺条件优化　将 0.2 g
PGMA-OH@PDA/PEI溶解于 5  mL  PBS缓冲液

（0.02 mol/L，pH为 7.0）中，然后与 5 mL脂肪酶酶液

混合，放入摇床中，200 r/min固定化 5 h，在 4 ℃，

6000 r/min的条件下离心 5 min，用 PBS缓冲液洗涤

三次，冷冻真空干燥得到固定化酶粉末。分别在不同

固定化温度（20、25、30、35、40 ℃）、不同固定化

pH（5.0、6.0、7.0、8.0、9.0）、不同固定化时间（3、4、
5、6、7 h）、不同初始酶活（112.59、225.18、337.76、
450.35、562.93  U/mL）及不同载体添加量 （0.05、
0.10、0.15、0.20、0.25 g）条件下进行实验，测定固定

化酶酶活的变化规律。 

1.2.3.2   固定化酶的红外光谱分析　采用 KBr压片

法，将冷冻真空干燥所得最佳酶固定化条件下制备出

的固定化酶样品与 KBr按照 1%的比例充分混合、

研磨，压片后置于红外光谱仪上测试[18]。 

1.2.4   游离酶及固定化酶的酶学性质研究　 

1.2.4.1   游离酶及固定化酶的最佳反应温度及温度

稳定性　当 pH为 7.0时，将游离酶及固定化酶分别

置于不同温度（30、40、50、60、70 ℃）下反应，确定

最佳反应温度后，以处理前的酶活力定义为 100%，

测定 8 h内，游离酶与固定化酶的相对酶活。 

1.2.4.2   游离酶及固定化酶的最佳反应 pH及 pH稳

定性　在最佳反应温度下，将游离酶及固定化酶分别

置于不同 pH（6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0）反应，确

定最佳反应 pH后，以处理前测定的酶活力定义为

100%，测定 2 h内、4 ℃ 下，游离酶与固定化酶的相

对酶活。 

1.2.4.3   游离酶及固定化酶的最佳反应时间　在最

佳反应温度及最佳反应 pH条件下，将游离酶及固定

化酶分别反应不同时间（5、10、15、20、25 min），确
定最佳反应时间。 

1.2.4.4   固定化酶的重复利用性　在最佳反应条件下，

依据固定化酶酶活测定方法，将制备的固定化酶进

行 8次循环实验。向 3 mL PBS缓冲液（0.02 mol/L）
中加入 0.022 g固定化酶及 200 μL棕榈酸对硝基苯

酯，在 50 ℃ 下反应 10 min，每次反应结束后用 PBS
缓冲液洗涤三次，之后投入下一次循环。以第一次循

环测定的酶活力定义为 100%，测定固定化酶的相对

酶活。 

1.2.4.5   游离及固定化酶的储藏稳定性　将游离酶

和固定化酶分别置于 4 ℃ 环境中储藏 1个月，每 5 d
测定酶活力，以储藏当天（第 0 d）的酶活力定义为

100%，计算出各储藏天数的相对酶活。 

1.2.5   固定化酶在催化乙酰丙酸与十二醇酯化反应

中的应用　按照王立晖等[20] 的方法，向无溶剂体系

中，加入摩尔比为 1:10的乙酰丙酸及十二醇，测定

4 h内，乙酰丙酸在不同反应温度（35、40、45、50、
55 ℃）下的转化率。在最佳反应温度下，改变乙酰丙

酸和十二醇的摩尔比（1:2.5、1:5、1:10、1:15、1:20、
1:25），测定 4 h内乙酰丙酸的转化率。在上述最优

条件下，测定乙酰丙酸在不同反应时间（3、6、9、12、
15、18、21、24 h）下的转化率。 

1.2.6   酶水解活性的测定　利用改进的棕榈酸对硝

基苯酯（p-NPP，5.0 mg/mL）的方法对脂肪酶的水解活

性进行测定[21]。在 3 mL的 PBS缓冲液（0.02 mol/L，
pH7.0）中，加入 200 μL的游离酶（或 0.022 g固定化

酶）和 200  μL的 p-NPP。混匀后在 50 ℃ 下反应

10 min，过滤取上清液，稀释适当的倍数后，使用酶标

仪测定上清液在 410 nm处的吸光值。根据上清液

中对硝基苯酚（p-NP）的含量，确定游离酶（或固定

化酶）的水解酶活。酶活力（U）定义为：单位时间内

（min），释放单位产物（1 nmol）所需的酶量，定义为

1个酶活单位。固定化酶酶活（U/g-载体）定义为：单

位时间内（min），单位载体（g）上，释放单位产物

（1 nmol）所需的酶量。 

1.2.7   乙酰丙酸转化率的测定　利用热乙醇法，分别

测定反应前后乙酰丙酸含量，按照公式（1）计算乙酰

丙酸的转化率[20]。

乙酰丙酸转化率(%) =
A0 −A1

A0

×100 式（1）

式中，A0 为反应前乙酰丙酸含量，A1 为反应后

乙酰丙酸含量。 
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1.3　数据处理

每个样品设置三组平行，利用 Origin 8.0软件进

行数据分析，测定结果以平均值±标准差表示，使用

SPSS 22.0进行差异显著性分析。
 

2　结果与分析
 

2.1　载体的表征
 

2.1.1   载体的扫描电镜图与能谱分析　通过图 1的

扫描电镜图可以看出，与 PGMA相比，PGMA-OH

表面形貌没有发生明显的变化，是粒径大小为 1 μm

的光滑的微球。在微球表面进行聚多巴胺/聚乙烯亚

胺涂覆之后，微球表面产生了细小的颗粒，使其表面

变得粗糙。由能谱图（图 2）可知，与 PGMA相比，

PGMA-OH的 C元素含量由 69.99%提高到 77.50%，

N元素含量为 0.44%，O元素含量由 30.01%下降到

22.06%，这可能是因为，PGMA中环氧基在酸性条件

下开环之后在其表面产生丰富的羟基[22]，导致 C、
O、N元素含量发生变化。聚多巴胺/聚乙烯亚胺修

饰 PGMA-OH能在其表面引入更加丰富的氨基[23]，

因此与 PGMA-OH相比，PGMA-OH@PDA/PEI的
C元素含量由 77.50%上升到 84.67%，N元素含量由

0.44%上升到 0.83%，而 O元素含量由 22.06%下降

到 14.50%，证明了聚多巴胺/聚乙烯亚胺的成功涂覆。 

2.1.2   载体的红外光谱图　通过图 3a的红外光谱图

可以看出，1724 cm−1 是 PGMA中-C＝O的特征吸收

峰，848和 907 cm−1 是环氧基的特征吸收峰[24]。图 3b
中，3456 cm−1 是-OH的弯曲振动峰，与图 3a相比，

该峰强度显著增强，说明反应形成了更多的-OH，且

848和 907 cm−1 处环氧基特征峰的消失，表明环氧

基成功开环，这些均证明载体的表面水解成功[24]。通

过图 3c可以看出，2944 cm−1 为-CH2-键的特征峰，苯

环骨架的特征吸收峰出现在 1629 cm−1 处[23]，这些结

果表明，聚多巴胺/聚乙烯亚胺成功地涂覆在 PGMA-
OH表面。
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图 3    PGMA（a）、PGMA-OH（b）及 PGMA-OH@PDA/PEI（c）
的红外光谱图

Fig.3    FT-IR spectra of PGMA (a), PGMA-OH (b) and PGMA-
OH@PDA/PEI (c)

  

2.1.3   载体的 Zeta 电位分析　当 pH 为 7.0 时，与

PGMA-OH相比，PGMA-OH@PDA/PEI电势值由

−10.30±1.83 mV变为−13.67±0.55 mV，当 pH为 8.0
时，与 PGMA-OH相比，PGMA-OH@PDA/PEI电势

值由−11.56±0.80 mV变为−16.97±1.72 mV。电势值

的变化可能与贻贝仿生功能化修饰有关，聚乙烯亚胺

带有正电荷，而多巴胺带有更多负电荷[10]，共沉积时

二者共同作用导致 PGMA-OH表面带有较多负电

荷。Zeta电位分析结果同样证明聚多巴胺/聚乙烯亚

胺成功地涂覆在 PGMA-OH表面。 

2.2　固定化酶制备工艺优化 

2.2.1   固定化温度　从图 4可以看出，当固定化温度

为 20 ℃ 时，固定化酶的酶活较低，这可能是因为低
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c

图 1    PGMA（a）、PGMA-OH（b）与 PGMA-OH@PDA/PEI（c）
的扫描电镜图

Fig.1    SEM images of PGMA (a), PGMA-OH (b) and PGMA-
OH@PDA/PEI (c)
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图 2    PGMA、PGMA-OH与 PGMA-OH@PDA/PEI的
能谱图

Fig.2    EDS images of PGMA, PGMA-OH and PGMA-
OH@PDA/PEI
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温时席夫碱反应的反应速率较慢[25]。与 25 ℃ 相比，

当固定化温度为 30 ℃ 时，固定化酶酶活显著升高

（P<0.05），达到 284.40±5.91 U/g-载体。继续升高温

度至 40 ℃，可能由于温度对脂肪酶的酶分子构象产

生了影响[26]，导致固定化酶酶活降低。因此，选择固

定化温度为 30 ℃ 进行后续实验。
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图 4    固定化温度对固定化酶酶活的影响
Fig.4    Effect of immobilization temperature on immobilized

enzyme activity
注：不同小写字母表示差异显著（P<0.05），图 5~图 8，图 10~
图 19同。
  

2.2.2   固定化 pH　从图 5可以看出，固定化 pH处于

5.0至 7.0范围内，固定化酶酶活随 pH的增加而升

高，在 pH为 7.0时，达到最高值，且显著高于 pH
为 5.0和 6.0的酶活数据（P<0.05）。进一步提高 pH
至 9.0，固定化酶酶活明显降低，这可能是因为 pH的

变化导致部分酶失活，这与田家英等[27] 的研究结果

类似。因此，选择固定化 pH7.0进行后续实验。
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图 5    固定化 pH对固定化酶酶活的影响
Fig.5    Effect of immobilization pH on immobilized enzyme

activity
  

2.2.3   固定化时间　从图 6可以看出，随着固定化时

间的增加，固定化酶酶活呈现先上升后下降的变化规

律。当固定化时间为 5 h时，酶活达到 346.55±2.62 U/
g-载体，显著高于固定化时间为 3 h或 4 h的酶活数

据（P<0.05）。当固定化时间为 7 h时，固定化酶的酶

活显著下降（P<0.05）。这种现象出现的原因可能是

由于时间的增加，酶分子与 PDA/PEI涂层发生共价

结合的比例提高，因此酶活呈现出上升趋势；当酶与

载体的连接位点达到饱和后，即使继续增加固定化时

间，酶分子暴露出的活性位点也非常有限甚至减少，

故而酶活表现出下降趋势[28]。因此，选择固定化时间

为 5 h进行后续实验。
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图 6    固定化时间对固定化酶酶活的影响
Fig.6    Effect of immobilization time on immobilized enzyme

activity
  

2.2.4   初始酶活　由图 7可以看出，当初始酶活为

337.76 U/mL时，固定化酶活达到 444.05±0.87 U/g-
载体。进一步增加初始酶活至 562.93 U/mL，固定化

酶酶活显著下降（P<0.05），这是因为初始酶活为

337.76 U/mL时，载体的反应位点可能被酶分子完全

占据，继续增加初始酶活，造成酶与载体的空间位阻

增加，发生酶促反应时酶和底物接触不完全，因而导

致酶活降低[23]。因此，选择初始酶活为 337.76 U/mL
进行后续实验。
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图 7    初始酶活对固定化酶酶活的影响
Fig.7    Effect of initial lipase activity on immobilized enzyme

activity
  

2.2.5   载体添加量　如图 8所示，当载体添加量从

0.05 g增加至 0.20 g时，由于酶与载体的连接位点增
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图 8    载体添加量对固定化酶酶活的影响

Fig.8    Effect of carrier addition on immobilized enzyme
activity
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加[13]，固定化酶酶活显著提高（P<0.05），达到 444.19±
2.26 U/g-载体。继续增加载体添加量至 0.25 g，酶活

显著降低（P<0.05）。这可能因为，当固定化体系中载

体含量较高时，载体与酶分子间的共价作用减弱，从

而导致酶活下降[28]。因此，选择载体添加量为 0.20 g
来进行后续实验。 

2.3　固定化酶的表征

通过图 9可以看出，2944 cm−1 处-CH2-键的特

征峰减弱，并且固定化脂肪酶之后，1276、1167及

1042 cm−1 衍射峰强度增加，表明脂肪酶与 PGMA-
OH@PDA/PEI存在着相互作用力，结合图 3，实验结

果证明 PGMA-OH@PDA/PEI成功固定化脂肪酶。
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图 9    PGMA-OH@PDA/PEI及固定化酶的红外光谱图
Fig.9    FT-IR spectra of PGMA-OH@PDA/PEI and

immobilized enzyme
  

2.4　游离酶和固定化酶的酶学性质研究 

2.4.1   游离及固定化酶的最佳反应温度及温度稳定

性　由图 10可知，游离酶的最佳反应温度为 40 ℃，

固定化酶的最佳反应温度为 50 ℃。对固定化酶而

言，与 50 ℃ 相比，60 ℃ 其酶活显著下降至 89.28%
（P<0.05），与 60 ℃ 相比，70 ℃ 固定化酶酶活差异不

显著（P>0.05）。对游离酶而言，与 40 ℃ 相比，反应

温度为 50、60及 70 ℃ 酶活显著下降（P<0.05）。这

是因为，将酶固定在载体上时，PDA/PEI涂层能稳定

酶的结构，因此固定化酶对高温表现出较高的抵抗

力，实验结果与林海蛟等[29] 的研究结果相似。同时，

最佳反应温度的提高也有利于固定化酶的实际工业

化生产[30]。

由图 11可知，在 50 ℃ 下，固定化酶在前 6 h内

能保留初始酶活的 60%以上，而游离酶在 40 ℃ 放

置同样的时间，仅为初始酶活的 40%。与 0 h相比，

在 50 ℃ 放置 8 h后，固定化酶的酶活显著下降（P<
0.05），此时固定化酶有 47.61%的相对酶活，而游离

酶在 40 ℃ 放置 8 h后酶活显著下降（P<0.05）为初

始酶活的 36.58%。从结构上看，当酶的活性中心长

时间暴露在较高温度下时，酶分子从有序结构到无序

结构转变是引起酶失活的主要原因[31]。与游离酶相

比，固定化酶中的酶分子被限制在载体表面，载体表

面对酶分子空间结构的限制效应，可以使固定化酶保

持良好的活性构象，避免因温度变化而导致失活[32]。
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图 11    游离酶及固定化酶的温度稳定性
Fig.11    Thermal stabilities of free and immobilized enzyme

  

2.4.2   游离及固定化酶的最佳反应 pH及 pH稳定性

　由图 12可知，游离酶最佳反应 pH为 7.0，而固定

化酶为 8.0。对游离酶而言，与 pH为 7.0相比，pH
增加至 8.0、9.0、10.0及 11.0时酶活显著下降（P<
0.05），对固定化酶而言，与 pH为 8.0相比，pH增加

至 9.0、10.0及 11.0时酶活显著下降（P<0.05）。通

过 Zeta电位分析，在固定化条件下（pH为 7.0），载体

表面存在很多负电荷，电势值为−13.67±0.55 mV，载

体表面电荷分布不均会引起 pH的变化[33]。由于载

体表面带负电，会吸引反应体系中的阳离子，造成固

定化酶周围 H+浓度升高，呈酸性，为维持反应体系中

微环境的动态平衡，整个反应体系要向碱性方向移

动，因此固定化酶的最佳反应 pH提高至 8.0。同时，

Suo等[32] 使用磁性 ZIF-90固定化脂肪酶，所得固定

化酶最佳反应 pH提高至 7.5，而游离酶为 7.0。除此
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图 10    游离酶及固定化酶的最佳反应温度

Fig.10    Optimum reaction temperature of free and immobilized
enzyme
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图 12    游离酶及固定化酶的最佳反应 pH
Fig.12    Optimum reaction pH of free and immobilized enzyme
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之外，Zheng等[23] 在固定化柚苷酶的过程中发现，强

酸和强碱会破坏酶与底物结合位点的结构，使二者不

能有效结合，造成酶活的下降。

由图 13 可知，与 pH 为 7.0 相比，在 pH 为 6.0
的缓冲液中放置 2 h后，游离酶与固定化酶的酶活显

著下降（P<0.05），均保持在各自初始酶活的 60%左

右。而在 pH 为分别为 9.0、10.0 及 11.0 的缓冲液中

放置相同的时间，游离酶与固定化酶酶活均呈现明显

的下降趋势，但固定化酶的 pH稳定性强于游离酶，

这可能是由于载体为酶分子提供了相对稳定的微环

境，可以更好地维持酶分子的空间构象而有效保持酶

活[34]。
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图 13    游离酶及固定化酶的 pH稳定性
Fig.13    pH stabilities of free and immobilized enzyme

  

2.4.3   游离及固定化酶的最佳反应时间　如图 14所

示，与反应时间 5 min相比，当反应时间为 10 min
时，游离酶及固定化酶的酶活显著上升（P<0.05）。与

反应时间为 10 min相比，当反应时间增加至 15 min，
游离酶酶活显著下降（P<0.05）。进一步延长反应时

间至 25 min，游离酶及固定化酶的酶活均呈下降趋

势。这可能是由于 PDA/PEI涂层与酶的共价结合能

够保护酶活性中心[35]，因此固定化酶酶活的下降趋势

较游离酶缓慢，最优条件下固定化酶酶活为 484.42±
5.97 U/g-载体。

 
 

100
c

b b b
c

a a

d

ab ab

80

60

40

20

0
5 10 15 20 25

反应时间 (min)

相
对

酶
活

 (%
)

固定化酶 游离酶

图 14    游离酶及固定化酶的最佳反应时间
Fig.14    Optimum reaction time of free and immobilized

enzyme
  

2.4.4   固定化酶的重复利用性　如图 15所示，与第

1次循环相比，经过 5次循环使用后，固定化酶酶活

显著下降（P<0.05），但仍保留有 50%以上的初始酶

活。Maharani等 [36] 以二氧化硅固定化脂肪酶，在

5次循环后，固定化酶酶活仅保留最初酶活的

30.28%。刘振山等[37] 制备出的脂肪酶杂化纳米花

在 5次循环之后仅能保持 40%左右的酶活力。这些

实验结果表明，可能是由于多次搅拌、洗涤，使得酶

分子从载体上脱落，造成固定化酶酶活的损失[38]。而

本研究中的固定化酶在循环使用 8次后，仍保留有

初始酶活的 39.22%，说明贻贝仿生修饰策略能有效

提高固定化酶的重复利用性。
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图 15    固定化酶的重复利用性
Fig.15    Reusability of immobilized enzyme

  

2.4.5   游离及固定化酶的储藏稳定性　如图 16所

示，与储藏 0 d相比，固定化酶在 4 ℃ 条件下储存 30 d
后，其酶活显著下降（P<0.05），但仍有初始酶活的

54.52%，而储存后的游离酶酶活仅为初始酶活的

33.63%。储藏过程中，与游离酶相比，固定化酶酶活

的变化趋势较缓慢，这可能是因为载体表面贻贝仿生

涂层对脂肪酶存在束缚作用，在长期储存过程中保持

了其活性构象，可以有效减少储藏过程中酶分子的失

活[38]。
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图 16    游离酶及固定化酶的储藏稳定性
Fig.16    Storage stabilities of free and immobilized enzyme

  

2.5　固定化酶在催化乙酰丙酸与十二醇酯化反应中的

应用 

2.5.1   反应温度对乙酰丙酸转化率的影响　从图 17
可以看出，乙酰丙酸的转化率随温度的升高呈现先

上升后降低的趋势。与 35 ℃ 相比，当反应温度升高

到 40 ℃ 时，乙酰丙酸转化率显著上升至 52.96%（P<
0.05），这可能是因为温度的升高促进了产物合成[39]。

而当反应温度继续增加到 45、50、55 ℃，乙酰丙酸
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转化率下降，与 40 ℃ 相比具有显著性差异（P<0.05）。
温度的升高可能造成固定化酶出现了一定程度的变

性甚至失活，最终导致乙酰丙酸转化率降低。
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图 17    反应温度对乙酰丙酸转化率的影响
Fig.17    Effect of reaction temperature on the conversion of

levulinic acid
  

2.5.2   乙酰丙酸与十二醇的摩尔比对乙酰丙酸转化

率的影响　从图 18可以看出，与摩尔比为 1:2.5相

比，摩尔为 1:5时，乙酰丙酸的转化率由 40.93%显

著提高至 54.64%（P<0.05），这主要是因为酯化反应

朝着正反应的方向进行。而继续增加十二醇的含量，

反应体系中的固定化酶分子构象发生了变化[20]，导致

乙酰丙酸转化率降低。
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图 18    乙酰丙酸与十二醇摩尔比对乙酰丙酸转化率的影响
Fig.18    Effect of the molar ratio of levulinic acid to n-laury

alcohol on the conversion of levulinic acid
  

2.5.3   反应时间对乙酰丙酸转化率的影响　由图 19
可知，随着反应时间延长到 21 h，乙酰丙酸的转化率

逐渐增加，此时最大的乙酰丙酸转化率为 75.94%。

继续延长反应时间至 24 h，与 21 h的实验数据相比，

此时乙酰丙酸转化率差异不显著（P>0.05）。因此，本

实验所得固定化酶催化条件为反应温度 40 ℃、乙酰

丙酸/十二醇的摩尔比 1:5、反应时间 21 h，与王立晖

等[20] 的研究结果（构建核壳结构磁性树枝状纤维形

有机硅材料，用于南极假丝酵母脂肪酶 B的固定化

研究，所得固定化酶在 50 ℃、乙酰丙酸/十二醇的摩

尔比 1:10、反应时间 22 h条件下，催化乙酰丙酸的

转化率为 85.05%）相比，本研究制备得到固定化酶在

较低的催化温度和较少的十二醇用量条件下，用较短

的反应时间，达到了较高的转化率，不仅反应条件温

和，且在一定程度上减低了反应成本，具有良好的应

用前景。

 
 

80

60

40

20

0
63 9 12 15

反应时间 (h)

乙
酰

丙
酸

转
化

率
 (%

)

242118

d
e

c c
b

abaab

图 19    反应时间对乙酰丙酸转化率的影响
Fig.19    Effect of reaction time on the conversion of

levulinic acid
  

3　结论
本研究通过探索载体与酶分子之间的构效关

系，实现了固定化酶的高效制备并应用于催化酯化反

应。使用扫描电镜观察聚多巴胺/聚乙烯亚胺共沉积

前后 PGMA-OH表面的变化，并用能谱检测聚多巴

胺/聚乙烯亚胺共沉积前后 PGMA-OH微球 C、N、

O元素含量的变化，采用红外光谱分析共沉积前后及

固定化前后 PGMA-OH表面官能团的变化，以证明

PGMA-OH@PDA/PEI的成功制备并成功固定化脂

肪酶，Zeta电位结果表明 PGMA-OH@PDA/PEI在
pH为 7.0时电势值为−13.67±0.55 mV。最佳酶固定

化条件为：固定化温度为 30 ℃，固定化 pH为 7.0，固
定化时间为 5 h，初始酶活为 337.76 U/mL，载体添加

量为 0.2 g。使用该固定化策略，固定化酶的最佳反

应温度为 50 ℃，最佳反应 pH为 8.0，最佳反应时间

为 10  min，最优条件下固定化酶酶活为 484.42±
5.97 U/g-载体。与游离酶相比，固定化酶的稳定性有

了明显提高，在重复使用 8次之后，固定化酶仍有

39.22%的初始酶活。进一步将固定化酶用于催化乙

酰丙酸与十二醇的酯化反应，转化率可达 75.94%，通

过固定化载体的设计构建，为脂肪酶的工业化应用提

供了新的技术路线和数据支持。
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