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摘要：脂肪氧合酶是一种过氧化物酶，具有多种用途，运用合

适的方法和材料将脂肪氧合酶固定化，可以提高酶的稳定

性、增加使用次数。该试验采用水热法制备纳米Ｆｅ３Ｏ４，并

用ＳｉＯ２和ＫＨ５５０对颗粒表面进行表面修饰得到复合载体，

以戊二醛为交联剂将脂肪氧合酶固定在复合载体上；考察不

同因素对游离酶和固定化酶活性的影响。结果表明，微粒在

电镜观察下呈亮黑色短棒状粒子，固定在载体上酶的含量约

为１４％；游离酶的活力为１．８２×１０３ Ｕ／ｍＬ，最适温度为

３０℃，最适ｐＨ８．０；而固定化酶的活力为２．３１×１０
３Ｕ／ｇ，最

适温度为２５℃，最适ｐＨ９．０；Ｈ２Ｏ２浓度为１２．０ｇ／Ｌ时，游

离酶和固定化酶的活性最强。说明以纳米磁性四氧化三铁

材料固定脂肪氧合酶是一种可行的方法，具有进一步深入研

究的意义。
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　　脂肪氧合酶是一类较为常见的酶，应用前景广阔，可用

于染料、涂料和洗涤剂等工业化生产［１－３］。然而，由于脂肪

氧合酶在动植物中含量低、分离纯化难导致其价格高，稳定

性也较差，难以在工业上广泛应用。将酶固定化可以加强酶

的稳定性，并可以重复利用从而降低生产成本。因此，酶固

定化技术一直是酶应用研究领域中一项引人注目且非常重

要的课题［４］。

　　用于固定化酶的载体和方法有很多，其中采用磁性微球

固定化酶，不仅会大大提高酶的稳定性［５］，而且利用载体具

有磁性的特点可以组装成磁性流化床或固定床反应器，有利

于固定化酶的进一步应用［６］，因此磁性微球固定化酶的研究

成为许多研究者［７－９］青睐的课题。目前，用于固定化酶的主

要载体之一是纳米Ｆｅ３Ｏ４。纳米Ｆｅ３Ｏ４的制备方法有多种，

如水热法、溶胶—凝胶法和共沉淀法等［１０］。此外，由于纳米

Ｆｅ３Ｏ４离子具有非常大的比表面积以及比表面能，从而导致

其在制备以及应用过程中极易发生团聚，进而严重影响其使

用，因此必须对其进行表面改性以消除影响［１１］。将酶固定

在磁性微球上的方法主要有吸附法和共价法等［１２］，尽管酶

的固定化方法很多，但到目前为止，很难找到一种适用于各

种酶的固定化方法，因此，研究并找到适宜的固定化方法仍

１



是固定化酶研究的热点课题［１３］。

　　本研究拟通过水热法制备纳米磁性Ｆｅ３Ｏ４，并用ＳｉＯ２和

ＫＨ５５０对粒子进行表面修饰得到纳米磁性载体，然后用交

联法固定脂肪氧合酶，研究影响酶活的因素，讨论固定方法

的适宜性，以便为该酶找到合适的固定化方法，从而为其进

一步的应用研究提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料及仪器

１．１．１　材料与试剂

　　硝酸钾、氢氧化钾、七水合硫酸亚铁、无水乙醇、正硅酸

四乙酯、氨水、亚油酸等：分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；

　　石油醚：化学纯，天津市富宇精细化工有限公司；

　　戊二醛、过氧化氢：分析纯，成都市科龙化工试剂公司；

　　Ｔｗｅｅｎ２０（ＣＰ）：分析纯，天津市科密欧化学试剂有限

公司；

　　ＫＨ５５０：化学纯，浙江新安有机硅试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

　　ｐＨ计：ＰＨＳ２５ＣＷ型，上海般特仪器制造有限公司；

　　电热恒温水浴锅：ＤＫＳ２８型，上海森信仪器有限公司；

　　双光束紫外可见分光光度计：ＴＵ１９０１型，北京普析通

用仪器有限责任公司。

１．２　方法

１．２．１　纳米磁性载体的制备　分别向圆底烧瓶中加入浓度

为０．６ｍｏＬ／Ｌ、体积为２５ｍＬ的 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３·５Ｈ２Ｏ溶液和浓

度为４．０ｍｏＬ／Ｌ、体积为２５ｍＬ的ＮａＯＨ溶液，搅拌混合均

匀，再向烧瓶中逐滴加入浓度为４．０ｍｏＬ／Ｌ、体积为５０ｍＬ

的ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ溶液，持续搅拌１ｈ后，将体系转移至反应

釜，加热至１６０℃使其持续反应１６ｈ，取出反应体系，用磁铁

将体系中黑色物质分离出来并水洗３次，得到黑色物质即为

纳米磁性Ｆｅ３Ｏ４；室温下，将１００ｍＬ乙醇、１０ｍＬ水和２．５ｍＬ

正硅酸四乙酯分别加入烧瓶中，搅拌５ｍｉｎ后，向其中加入

２．０ｍＬ的浓氨水以及制备的纳米Ｆｅ３Ｏ４，继续搅拌１０ｈ后，

磁铁分离获得ＳｉＯ２包裹的纳米Ｆｅ３Ｏ４；将５４ｇ乙醇、３ｇ水及

２．２８ｇＫＨ５５０分别加入烧瓶中，水解１０ｍｉｎ后，加入上述步

骤制备的ＳｉＯ２包裹的纳米Ｆｅ３Ｏ４，在氮气保护下搅拌２ｈ后，

磁铁分离即获得以ＳｉＯ２和ＫＨ５５０修饰的纳米磁性载体，保

存备用。

１．２．２　脂肪氧合酶的固定化　将大豆粉碎，然后用４０目的

筛子筛分去皮，再按照固液比为１∶５（犿∶犞）的比例用石油

醚对大豆浸提５次；取５０ｇ脱脂大豆粉于圆底烧瓶中并加水

３５０ｍＬ，室温下搅拌１ｈ后，搅拌液于４０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，收集上清液即为粗酶液，保存备用；取１．５ｇ纳米磁

性载体和５０ｍＬ粗酶液加入到烧瓶中，超声使其分散后，加

入１．０ｇ戊二醛（占体系总量２％），常温搅拌２ｈ后，以强力

磁铁分离出反应液中的固体物质，并用水洗涤３次后，即得

纳米固定化酶微粒，密封于４℃下保存备用。

１．２．３　底物溶液的配制及酶活的测定　参照文献［１４］。

１．２．４　酶活影响因素的测定

　　（１）ｐＨ值的影响：将粗酶液（或固定化酶０．０５ｇ）加入

到ｐＨ分别为６，７，８，９，１０的反应体系中，２０℃反应后，进行

酶活测定。

　　（２）温度的影响：将粗酶液（或固定化酶０．０５ｇ）置于温

度分别为２０，２５，３０，３５，４０，４５℃的水浴中进行反应后，测定

酶活。

　　（３）Ｈ２Ｏ２浓度的影响：将粗酶液（或固定化酶０．０５ｇ）加

入到 Ｈ２Ｏ２浓度分别为０，３，６，９，１２，１５，１８ｇ／Ｌ的反应体系

中，恒温（游离酶３０℃，固定化酶２５℃）反应后进行酶活

测定。

２　结果与分析

２．１　纳米Ｆｅ３Ｏ４形貌分析

　　对固定化酶而言，载体结构和组成直接影响着固定化酶

的活性及其催化效率。将制备好的Ｆｅ３Ｏ４粒子在无水乙醇

中超声分散一定时间后，用电子显微镜进行观察。由图１可

知，载体为亮黑色短棒状粒子，平均长度约为６００ｎｍ，平均

粒径约为４０ｎｍ，由于制备的粒子粒径属于纳米范围，从而

具备了很高的比表面积，因此使得粒子具有非常高的表面自

由能［１５］，而粒子之间的团聚可以有效降低表面自由能，使体

系逐渐趋于稳定，因此从图１中可以所看到粒子有一定的

聚集。

图１　Ｆｅ３Ｏ４纳米粒子电镜图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｎａｋｅｄＦｅ３Ｏ４ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．２　Ｆｅ３Ｏ４及固定化酶的ＸＲＤ分析

　　Ｆｅ３Ｏ４及固定化酶的 ＸＲＤ分析见图２。Ｆｅ３Ｏ４会在２θ

为３０．１°，３５．５°，４３．１°，５３．３°，５７．４°，６２．３°下出现了６个特征

峰，而由图２可知所检测的固定化酶出现了与Ｆｅ３Ｏ４相同的

特征峰，说明对Ｆｅ３Ｏ４的表面修饰和酶的固定化，并没有改

变合成的磁性纳米Ｆｅ３Ｏ４的内部晶体结构，表明纳米Ｆｅ３Ｏ４

能在反应过程中很好地保持其磁性等特性，从而有利于其在

后续的反应过程中进一步应用，也证明了可以以纳米Ｆｅ３Ｏ４

粒子作为固定化脂肪氧合酶的载体进行探索和研究。

２．３　热失重分析

　　由图３可知，热失重曲线的形状带有过渡和倾斜区段；

曲线的水平部分表示颗粒的质量恒定没有发生变化，而带有

斜率的部分表示颗粒的质量发生了变化。温度在０～２００℃

２

基础研究 　 ２０１５年第４期



20 30 40 50 60 70 80

b. 固定化酶

a. Fe
3
O
4

b

a

2 /(°)

图２　Ｆｅ３Ｏ４及固定化酶的ＸＲＤ分析

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｂａｒｅＦｅ３Ｏ４ａｎｄ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

0 100 200 300 400 500 600
75

80

85

90

95

100

0 100 200 300 400 500 600
92

94

96

98

100

W
ei
gh
t/

（a） 固定化酶

（b） 固定化复合载体

重
量

W
ei
gh
t/

重
量

温度
Temperature/℃

温度
Temperature/℃

图３　固定化酶的热失重分析

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴＧＡｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

时，纳米磁性载体和固定化酶的失重大约有１％和５％，这部

分失重是因载体上的可挥发物和水分挥发等损失造成的，随

着温度的继续升高，脂肪氧合酶和其他包裹物都会被逐渐烧

掉，当温度达到６００℃左右时，曲线逐渐趋向水平，此时剩下

的物质为Ｆｅ３Ｏ４，而脂肪氧合酶等都已经被全部烧掉，据此

计算，载体上脂肪氧合酶的固定量约占固定化酶颗粒质量

的１４％。

２．４　ｐＨ对酶活性能的影响

　　游离酶和固定化酶的活性测定结果见图４，固定化酶的

最适ｐＨ为９．０，游离酶的最适ｐＨ为８．０。ｐＨ值对酶活的

影响，主要是通过影响酶分子活部位上的有关基团，从而进

一步影响与底物的结合与催化；固定化酶最适ｐＨ值向碱性

一侧发生偏移，主要原因可能是纳米磁性微粒作为一种复合

的碱性氧化物，对酸的耐受性较差，在碱性的环境下，固定化

酶比游离酶有更宽的适应范围［１６］，但随着ｐＨ 值的不断升

高，无论游离酶还是固定化酶均将逐渐失活。
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图４　ｐＨ对游离酶和固定化酶的活性影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

２．５　温度对酶活性能的影响

　　由图５可知，温度对酶促反应速率的影响比较大，游离

酶的最适温度为３０℃，而固定化酶的最适温度为２５℃，且

在２５～３５℃内都保持了较高的酶活力，说明固定化酶扩大

了反应温度范围，对温度的敏感性有所下降；而对脂肪氧合

酶的利用和处理都应尽量在低温下操作，以便保持较高的酶

活［１４］，所以将脂肪氧合酶的固定化有利于降低酶对温度的

苛刻要求。

２．６　双氧水对酶活性能的影响

　　由图６可知，游离酶和固定化酶的活性都随着 Ｈ２Ｏ２浓

（a） 游离酶

（b） 固定化酶

20 25 30 35 40 45
1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

2.2

20 25 30 35 40 45

1.8

1.9

2.0

2.1

2.2

2.3

温度
Temperature/℃

温度
Temperature/℃

吸
光
度

A
b
so
rb
an
ce
(2
3
4
 n
m
)

吸
光
度

A
b
so
rb
an
ce
(2
3
4
 n
m
)

图５　温度对游离酶和固定化酶的活性影响
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图６　Ｈ２Ｏ２浓度对游离酶和固定化酶的活性影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＨ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｆｒｅｅａｎｄ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

度的增加而增加，当 Ｈ２Ｏ２浓度为１２．０ｇ／Ｌ时，酶的活性达

到最高，当 Ｈ２Ｏ２浓度继续增加时，酶的活性开始降低，可能

是前期加入 Ｈ２Ｏ２起到了诱发酶活性的作用，但环境中过多

的 Ｈ２Ｏ２会改变酶的结构，从而抑制酶的活性
［１７］。最后在最

适条件下经测定，游离酶的酶活约为１．８２×１０３ Ｕ／ｍＬ，固定

化的酶活约为２．３１×１０３Ｕ／ｇ。

３　结论
　　本试验采用水热法制备了纳米磁性四氧化三铁，然后用

ＳｉＯ２和ＫＨ５５０对其表面进行表面修饰得到复合纳米四氧化

三铁载体，再用戊二醛将脂肪氧合酶固定在复合载体上；通

过电镜观察，合成得到的纳米磁性四氧化三铁呈亮黑色短棒

状粒子；通过ＸＲＤ分析得到合成的颗粒具有四氧化三铁的

特征峰，且这些特征峰在经过对颗粒的表面修饰和酶的固定

化后仍然得到了保持；通过热失重分析得到，载体上酶的含

量占载体质量的１４％；通过对酶活的影响因素考察得到，游

离酶的最适温度为３０ ℃，最适ｐＨ８．０，Ｈ２Ｏ２浓度达到

１２．０ｇ／Ｌ时，酶活达到最高，最适条件下酶活为１．８２×

１０３Ｕ／ｍＬ；固定化酶的最适温度为２５ ℃，最适ｐＨ９．０，

Ｈ２Ｏ２浓度为１２．０ｇ／Ｌ时，酶活最高，最佳条件下酶活为

２．３１×１０３Ｕ／ｇ。结果表明以纳米磁性四氧化三铁固定脂肪

氧合酶方法适宜可行，因而在此基础上，可将以该材料固定

化的脂肪氧合酶进一步进行应用研究，如氧化氯丙嗪或发酵

产生香味物质等，同时也可以进一步研究该酶的性质，如酶

的半衰期、稳定性及使用次数等。
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