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肉桂醛%壳聚糖功能化碳纳米管的制备

及其固定脂肪酶的研究
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摘要#肉桂醛改性处理的壳聚糖对碳纳米管表面进行修饰#

制得一种新型的肉桂醛)壳聚糖)碳纳米管复合材料%用傅

立叶红外光谱!

2̂S=O

"(

_

射线衍射仪!

_O>

"(热分析系统

!

24L

"(透射电镜!

2N+

"对该肉桂醛)壳聚糖)碳纳米管复

合材料及相应中间产物进行表征与分析%以猪胰脂肪酶为

模型#探究该肉桂醛)壳聚糖)碳纳米管复合材料固定化酶的

性质%结果表明&在肉桂醛与壳聚糖中游离氨基的物质的量

之比为
.

#

$

(

X

:%)#

及脂肪酶浓度为
0F

T

)

FP

时#该复合

材料最大负载量为
"./F

T

)

T

#酶活性为
/#B.<

)

T

#重复利

用
%

次后#酶活性仍然保持
BRQ

%

关键词#碳纳米管'肉桂醛'壳聚糖'非共价修饰'固定化酶
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自被发现以来!碳纳米管一直受到科学家们的关

注0

$V"

1

"由于碳纳米管管束具有非常大的比表面积!体系内

碳原子形成高度离域的
$

电子体系!故其易于与含有
$

电子

体系的化合物&如苯系化合物'发生非共价结合0

!V0

1

!具备优

异的吸附性能!因此一直是相关学者研究的热点0

B

1

"但是!

由于碳纳米管之间具有非常强的范德华力!碳纳米管非常容

易团聚0

%V/

1

!这种团聚行为严重限制了碳纳米管的应用!所

以对碳纳米管进行表面修饰以改善其分散性显得非常重

要0

RV$$

1

"目前!对碳纳米管表面修饰方法主要分为共价修饰

和非共价修饰"共价修饰是指通过化学反应破坏碳纳米管

结构!在碳纳米管表面引入新的基团"非共价修饰即为通过

物理吸附作用!在碳纳米管表面引入有机高分子"共价修饰

一般需要浓硫酸或浓硝酸作为氧化剂!反应条件苛刻!且破

坏碳纳米管刚性结构0

$"V$!

1

"目前!已有文献0

$.V$B

1报道利用

有机高分子对其表面进行非共价修饰以改善其分散性!其工

艺简单!操作方便!且碳纳米管结构未被破坏"

_G

等0

$%

1将

少根根霉&

OLP

'共价固定在羧基化碳纳米管上!

2̂S=O

表征

表明其保留了游离酶
B!Q

的
!

螺旋结构"

5̂9

T

等0

$/

1在碳

纳米管上引入氨基环糊精!将耶氏酵母脂肪酶
cPP

物理吸

附在碳纳米管上!负载量可达
%0#F

T

/

T

"

壳聚糖是甲壳素脱乙酰作用后的产物!作为一种天然的

有机高分子!其分子链中存在着大量的氨基和羟基!这种结

构特性使其具有良好的生物相容性%成纤成膜性和吸附

性0

$RV"#

1

!也为壳聚糖改性提供了条件0

"$

1

!因而在众多领域

应用广泛"

P'9

T

等0

""

1采用羧甲基壳聚糖对碳纳米管非共价

修饰!以用于细胞载体运输领域!证明羧甲基壳聚糖能够改

善碳纳米管的分散性和生物兼容性"目前尚未见壳聚糖衍

生物功能化碳纳米管在固定化酶中的应用"同时!

;,-,

等0

"!

1通过分子动力学模型研究
"#

种氨基酸吸附碳纳米管

的影响因素和机理!在氨基酸吸附模型中!苯环基团的影响

最大!根本原因是苯环基团与碳纳米管管束形成了较强的

/



$

V

$

键"因此!本试验将以肉桂醛/壳聚糖接枝物作为有机

高分子对碳纳米管表面进行修饰!制得肉桂醛/壳聚糖/碳纳

米管复合材料"先通过肉桂醛对壳聚糖进行接枝化改性!生

成肉桂醛/壳聚糖接枝物"肉桂醛的引入使得改性壳聚糖分

子链中存在苯环结构!有助于在
$

+

$

共轭作用以及高分子

疏水作用下接枝化的壳聚糖分子缠绕在碳纳米管的表面!同

时!壳聚糖分子中存在的羟基和氨基增加了复合材料对蛋白

分子的固载能力!且有助于稳定蛋白酶分子构象!减少蛋白

酶分子失活"并为其工业化应用提供条件"最后!以猪胰脂

肪酶为模型!探究该肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管复合材料固定

化脂肪酶的性质及其应用"

$

!

材料与方法
$)$

!

材料与试剂

碳纳米管&

M*2

'.

R0Q

!

M*,9'25789'('

TJ

P6H

&

;,96,

M(,-,

!

ML

'(

甲醇%乙醇%氢氧化钠.分析纯!国药集团化学试剂有限

公司(

壳聚糖&

M;

'%牛血清白蛋白&

[;L

'.生化试剂!国药集团

化学试剂有限公司(

肉桂醛&

ML

'.

R0Q

!国药集团化学试剂有限公司(

猪胰脂肪酶.酶活力
&

!###<

/

T

!国药集团化学试剂有

限公司"

$)"

!

仪器设备

电子天平.

NP$#.

型!梅特勒
S

托利多仪器&上海'有限

公司(

离心机.

>PS0S[

型!上海安亭科学仪器厂(

超声波清洗器.

;?0"$#:C

型!上海科导超声仪器有限

公司(

真空干燥箱.

>e4SB#"#

型!上海森信实验仪器有限

公司(

磁力搅拌器.

MS+L4S:;%

型!德国
=?L

"

$)!

!

分析方法

傅立叶红外光谱仪&

2̂S=O

'!扫描光谱范围.

.###

!

.##7F

V$

!分辨率
")#7F

V$

"

_

射线衍射仪&

_O>

'!

MG

靶!光

管功率
")"E1

!输出功率
!##1

!扫描范围.

0

!

B#f

"热分析系

统&

24L

'!温度扫描范围
!#

!

B##W

!升温速率
$#W

/

FD9

"

透射电镜&

2N+

'!点分辨率.

#)"!9F

!线分辨率.

#)$.9F

"

$).

!

肉桂醛%壳聚糖接枝物的合成

取一定量壳聚糖粉末置于
0#FP

甲醇中!超声&

"##1

'

$8

!室温下磁力搅拌&

0##-

/

FD9

'溶胀
$"8

!再量取与壳聚糖

中游离氨基等物质的量的肉桂醛乙醇溶液&肉桂醛与乙醇体

积比为
$

#

$

'!混合均匀后逐滴滴加到上述壳聚糖的甲醇溶液

中!

.0W

恒温水浴条件下反应
/8

!抽滤!无水乙醇洗涤
!

次!

真空干燥
".8

!即得不同接枝度的肉桂醛/壳聚糖接枝物"

$)0

!

肉桂醛%壳聚糖功能化碳纳米管的制备

取
0#F

T

上述肉桂醛接枝化壳聚糖分散于
$##FP

%

$Q

的乙酸溶液中!室温下磁力搅拌&

0##-

/

FD9

'

$0FD9

!加入

0#F

T

碳纳米管于上述混合液中!超声&

"##1

'

$)08

!室温下

磁力搅拌&

0##-

/

FD9

'

"8

!溶液呈黑色均一相!

"###-

/

FD9

离心
!FD9

!去除底部未参与反应的沉淀!滴加氨水溶液于上

清液调节溶液
X

:

至弱碱性!静置
$#FD9

!溶液分层!离心

&

"###-

/

FD9

!

!FD9

'!弃上清液!去离子水洗涤
!

次!

0#W

真

空干燥!即为肉桂醛/壳聚糖非共价修饰碳纳米管"

$)B

!

功能化碳纳米管固定化脂肪酶

取一定量脂肪酶粉溶解于
C[;

缓冲液&

X

:a%

'中!配置

一定浓度的酶溶液!

0###-

/

FD9

离心
!FD9

!取上清液留存!

称取适量功能化碳纳米管加入上述酶溶液中!

!#W

振荡固

定
.8

!蒸馏水洗涤
!

次!于
.W

下留存备用"

$)B)$

!

不同取代度壳聚糖修饰碳纳米管对固定化脂肪酶的

影响
!

以肉桂醛与壳聚糖中游离氨基的物质的量之比分别

为
#

#

$

!

#)0

#

$

!

$

#

$

!

"

#

$

!

.

#

$

!

/

#

$

制取不同取代度的改

性壳聚糖!将改性壳聚糖按照前述方法修饰碳纳米管!探究

壳聚糖取代度对固定化酶负载量的影响"

$)B)"

!X

:

对功能化碳纳米管固定化酶的影响
!

以肉桂醛与

壳聚糖中游离氨基的物质的量之比为
.

#

$

制取改性壳聚糖

功能化碳纳米管!利用该功能化碳纳米管在不同
X

:

缓冲液

中对脂肪酶的负载率!探究
X

:

对固定化酶的影响"

$)B)!

!

功能化碳纳米管固定化过程的吸附动力学
!

以肉桂

醛与壳聚糖中游离氨基的物质的量之比为
.

#

$

!磷酸盐缓冲

液
X

:a%)#

的条件下!探究在不同酶浓度时改性壳聚糖功能

化碳纳米管负载脂肪酶的动力学过程"

$)B).

!

!

种碳纳米管材料固定化酶性质的比较
!

固定化酶

在重复利用的过程中!都会不可避免地出现损耗和失活!考

察
!

种碳纳米管材料固定化脂肪酶的活性随使用次数的

变化"

$)%

!

固定化脂肪酶酶浓度以及酶活力的测定

酶浓度测定方法采用
[-,HI'-H

法0

".

1测定"可依据

式&

$

'计算在不同酶浓度下固定化酶的负载量.

@a

&

!

$

V!

"

'

gU

)

! &

$

'

式中.

@

+++单位 功 能 化 碳 纳 米 管 载 体 负 载 酶 的 质 量!

F

T

/

F

T

2载体(

!

$

+++反应前的酶浓度!

F

T

/

FP

(

!

"

+++反应后的酶浓度!

F

T

/

FP

(

U

+++反应体系的体积!

FP

(

)

+++功能化碳纳米管载体的质量!

F

T

"

酶活力测定方法采取中国药典0

"0

1中提供的方法!酶活

力单位为指定条件下每分钟催化水解橄榄油生成
$

#

F'(

脂

肪酸所需的酶量"

"

!

结果与分析

")$

!

肉桂醛%壳聚糖接枝物的表征

")$)$

!

傅里叶红外光谱&

2̂S=O

'

!

由图
$

可知!曲线
M;

显

示了壳聚糖红外光谱图!

!"##

!

!B##7F

V$的宽峰是
3

+

:

键 伸 缩 振 动 峰 与+

*

+

:

键 伸 缩 振 动 峰 的 重 合 峰(

$B."7F

V$ 属于残留乙酰中
M

#

3

键的伸缩振动!是酰胺
=

R

基础研究
!

"#$%

年第
!

期



谱带(

$B##7F

V$属于
*

+

:

键的弯曲振动(

$$0!7F

V$和

$#B/7F

V$ 处为
M

+

3

+

M

的伸缩振动(

/RB7F

V$处为壳聚

糖的结构摇摆峰"

曲线
ML

显示了肉桂醛的红外图谱!

$B/$7F

V$属于醛

基中
M

#

3

键的伸缩振动!

$B"07F

V$处弱峰为
M

#

M

键

的伸缩振动峰!

$.R07F

V$和
$..R7F

V$处为苯环的特征吸

收峰"

曲线
ML

/

M;

显 示 了 肉 桂 醛/壳 聚 糖 的 红 外 图 谱!

$B##7F

V$处峰基本消失!这是由于+

*:

"

与肉桂醛中

+

M:3

反应导致
*

+

:

减少产生的!

$B!!7F

V$为反应新生

成的
M

#

*

键的伸缩振动峰!

%0#7F

V$和
B/R7F

V$处为苯

环取代基上
M

+

M

的伸缩振动峰!表明肉桂醛已成功接枝在

壳聚糖上"

图
$

!

M;

(

ML

(

ML

)

M;

的红外光谱图

D̂

T

G-5$

!

2̂S=OA

X

576-,'IM;

#

ML

#

ML

)

M;

")$)"

!

_

射线衍射谱&

_O>

'

!

由于壳聚糖分子中存在

+

3:

%+

*:

"

等基团!分子内以及分子间存在很强的氢键作

用!使得壳聚糖分子排列有序!容易形成结晶体!结晶峰主要

在
"

#

a"#)#f

!峰强并且尖锐!从肉桂醛/壳聚糖的
_

射线衍

射图中&图
"

'!可以看到
"

#

a"#)#f

的峰强明显减弱!变得较

为平缓!且在
"

#

a0)#f

和
"

#

a$")#f

出现新的结晶峰!说明肉

桂醛的接枝化导致壳聚糖分子内以及分子间的氢键作用力

被破坏!结晶性能改变"

图
"

!

M;

(

ML

)

M;

的
_O>

谱图

D̂

T

G-5"

!
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X

-'ID(5A'IM;

#

ML

)

M;

")"

!

肉桂醛%壳聚糖功能化碳纳米管的表征

")")$

!

傅里叶红外光谱&

2̂S=O

'

!

由图
!

可知!在碳纳米管

&

M*2

'的红外图谱中!

$B!"7F

V$处是其重要特征峰!为碳

纳米管中共轭双键
M

#

M

键的振动吸收峰0

"B

1

"在肉桂醛/

壳聚糖功能化碳纳米管&

ML

/

M;

/

M*2

'的红外图谱中!

$0B%7F

V$ 处为肉桂醛/壳聚糖中
M

#

*

键在碳纳米管共

轭作用下的特征峰!

$$0$7F

V$和
$#B%7F

V$为缠绕在碳纳

米管表面的肉桂醛/壳聚糖&

M;

/

ML

'中
M

+

3

+

M

键的伸缩

振动!由此可以推断肉桂醛/壳聚糖与碳纳米管发生了非共

价结合"

图
!

!

ML

)

M;

(

ML

)

M;

)

M*2

(

M*2

的红外光谱图

D̂

T

G-5!

!

2̂S=OA

X

576-,'IML

)

M;

#

ML

)

M;

)

M*2

#

M*2

")")"

!

热分析系统
!

为进一步分析肉桂醛/壳聚糖在碳纳米

管上负载量!以碳纳米管作为平行对照!对肉桂醛/壳聚糖碳

纳米管进行热重分析"由图
.

可知!随着温度增加!碳纳米

管质量曲线未出现断崖形态!说明碳纳米管结构体系性质稳

定!高温状态下也不会分解!曲线中的缓慢下降趋势可能是

样品中存在少量杂质碳引起的(肉桂醛/壳聚糖碳纳米管在

""#W

附近出现明显的失重现象!

!##W

附近曲线形态走势

变缓!基本与碳纳米管形态曲线平行!说明在此区间内肉桂

醛/壳聚糖完全分解!由试验数据可知!在
""#

!

!##W

时样

品失重占比为
"!Q

!所以肉桂醛/壳聚糖在碳纳米管上负载

量大约为
"!Q

"

图
.

!

M*2

(

ML

)

M;

)

M*2

的热重分析

D̂

T

G-5.

!

24L7G-Y5A'IM*2

#

ML

)

M;

)

M*2

")")!

!

透射电镜
!

为了探究肉桂醛/壳聚糖修饰作用对碳纳

米管团聚现象的改善!对碳纳米管以及肉桂醛/壳聚糖/碳纳

米管进行透射电子显微镜试验"由图
0

可知!碳纳米管相互

缠绕!扭曲聚集(相比于碳纳米管!功能化碳纳米管呈直立分

散形态!管束之间缠绕现象不明显!团聚现象明显改善"由

此可以得出肉桂醛/壳聚糖对碳纳米管表面修饰后减弱了管

束之间的疏水作用结合力!团聚现象改善!为后续的应用试

验提供了可行性基础"

#$

第
!!

卷第
!

期 刘
!

威等.肉桂醛/壳聚糖功能化碳纳米管的制备及其固定脂肪酶的研究
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图
0

!

M*2

(

ML

)

M;

)

M*2

的透射电镜图
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G-50

!
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)

M*2
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!

功能化碳纳米管固定化脂肪酶

")!)$

!

不同取代度壳聚糖修饰碳纳米管对固定化脂肪酶的

影响
!

负载率是指成功负载的脂肪酶量占溶液中总酶量的

比率"由图
B

可知!与未取代壳聚糖&物质的量之比
#

#

$

'相

比!当取代度较低&物质的量之比
#)0

#

$

'时!酶的负载量反

而降低!当取代度逐渐增加时!酶的负载量先增加后减小!物

质的量之比为
.

#

$

时!酶的负载量最大"这可能是肉桂醛与

壳聚糖取代反应减少了壳聚糖分子链中裸露的游离氨基!使

得与脂肪酶结合力减弱!所以在取代度较低时!负载量先呈降

低趋势!当取代度逐渐增加时!改性壳聚糖分子与碳纳米管间

作用力增加!壳聚糖分子构型改变!疏水性苯环支链吸附在碳

纳米管管束表面!亲水性羟基和氨基完全裸露在该复合材料

外侧!增加了该复合材料与酶蛋白的结合力!使得酶的负载量

增加!然而当取代度过高时!游离氨基绝对数量骤减!使得其

与脂肪酶结合力减弱!故酶的负载量又呈降低趋势"

图
B

!

肉桂醛与壳聚糖中游离氨基的物质的量之比

对固定化酶负载量的影响
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T
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,(H58

J
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J
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")!)"

!X

:

对功能化碳纳米管固定化酶的影响
!

由图
%

可

知!在
X

:a%)#

时!负载脂肪酶的效率最大!偏酸或偏碱都会

影响脂肪酶的负载量!可能是溶液酸碱性影响了脂肪酶与复

合材料间氢键的形成而导致的"

")!)!

!

功能化碳纳米管固定化过程的吸附动力学
!

由图
/

可知!在酶浓度较低&

$F

T

/

FP

'时!

.8

后吸附效率几乎可以

达到
$##Q

!随着酶浓度的增加!吸附效率逐渐降低!吸附平

衡的时间缩短!这是由于酶浓度增加!增大了碳纳米管与蛋

白酶分子的接触频率"通过计算吸附平衡时固定化酶的最

图
%

!

C[;

缓冲液
X

:

对固定化酶负载量的影响
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T

G-5%

!
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X
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J

F5

图
/

!

在不同酶浓度下负载脂肪酶的动力学过程
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G-5/

!
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HDII5-59659\

J

F57'97596-,6D'9

大负载量可知!

$

!

"

!

0

!

$#

!

$0F

T

/

FP

酶溶液所对应负载量分

别为
%0

!

$!%

!

"./

!

"0#

!

"0.F

T

/

T

!当酶浓度为
0F

T

/

FP

以上

时!酶浓度增加!负载量几乎不变!因此当酶浓度为
0F

T

/

FP

时!负载量已达到最大!考虑到酶的利用效率以及负载量的最

大化!后续酶活性探究试验中!酶浓度均为
0F

T

/

FP

"

")!).

!

!

种碳纳米管材料固定化酶性质的比较
!

由表
$

可

知!在
!

种碳纳米管材料中!碳纳米管负载脂肪酶量最小以

及酶的相对活性最低!肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管对脂肪酶的

负载量以及酶的相对活性均最高!可能是壳聚糖和改性壳聚

糖分子改善了碳纳米管的分散性!故增加了碳纳米管对酶的

负载量!同时!壳聚糖和改性壳聚糖分子中的羟基以及氨基

有利于稳定酶的构象!所以酶的活性相对较高!另外!肉桂醛

改性促使壳聚糖构型改变!减少了负载酶的空间位阻!有利

于酶活性中心与底物接触!提高了酶的相对活性"

")!)0

!

重复使用率对固定化酶活性的影响
!

由图
R

可知!碳

表
$

!

!

种碳纳米管材料固定化酶性质的比较

2,@(5$

!
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载体质量/
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酶的负

载量/
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酶活力/
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酶相对活力/
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图
R

!

重复利用次数对酶活性的影响
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J

'IDFF'@D(D\5H

(D

X

,A5'959\

J

F5,76DYD6

J

纳米管固定化酶的相对活性随着重复利用次数的增加失活

速率较快!而肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管固定化酶的相对活性

相对稳定!重复使用
%

次后!肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管固定

化酶的相对活性保持在
BRQ

!可能是改性壳聚糖有利于酶活

性中心稳定!在一定程度上避免了酶的失活"

!

!

结论
本试验采用肉桂醛接枝化的壳聚糖对碳纳米管表面成

功进行了修饰并制备了一种新型的复合载体材料"通过傅

立叶红外光谱&

2̂S=O

'%

_

射线衍射&

_O>

'%热分析系统

&

24L

'%透射电镜&

2N+

'对该肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管复

合材料及相应中间产物进行比较分析!表征了其结构特征!

结果表明.

%

肉桂醛成功接枝在壳聚糖分子链中(

&

肉桂

醛/壳聚糖对碳纳米管表面成功地进行了修饰!改善了碳纳

米管的团聚现象!并得到肉桂醛/壳聚糖在碳纳米管上负载

量大约为
"!Q

"肉桂醛/壳聚糖改性碳纳米管的方法!为碳

纳米管充当活性分子的载体提供了新的解决途径"

通过对肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管复合材料的固定化脂

肪酶性质进行分析得出!当肉桂醛与壳聚糖中游离氨基的物

质的量之比为
.

#

$

!

C[;

缓冲液
X

:a%)#

!酶浓度为

0F

T

/

FP

时!肉桂醛/壳聚糖/碳纳米管负载酶量最大!达到

"./F

T

/

T

!酶活性为
/#B.<

/

T

!且重复利用
%

次后!酶相对

活性依然保持在
BRQ

左右"

本试验中仍需进一步研究探索的部分.

%

肉桂醛/壳聚

糖在碳纳米管表面的空间构象!可以通过分子对接模拟试验

来研究(

&

肉桂醛/壳聚糖对酶蛋白活性位点影响的机理"
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