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锰过氧化物酶的耦合固定化及其性质研究

!"#$%&’ () "*& +,(-&,"%&’ .)$ /(0%11(2%3%4."%() (5
6.)7.)&’& +&,(8%$.’&

程晓滨，荚 荣"，李平生，朱 芹，涂仕前，唐文忠

LUH*V W4,’PK4-，+X7 1’-8"，YX G4-8P>B2-8，ZUM [4-，AM >B4P[4,- ,-6 A7*V \2-PZB’-8

安徽大学生命科学学院，安徽省生态工程与生物技术重点实验室，合肥 !"$$"]
30"((, (- 4#-% 30#%$0%，5$")# 6%2 4+7(*+/(*2 (- 80(P %$1#$%%*#$1 +$9 .#(P /%0"$#:)%，5$")# ;$#<%*&#/2，=%-%# !"$$"]，!"#$+

摘 要 分别采用海藻酸钠、明胶和壳聚糖为载体，并以戊二醛为交联剂，通过包埋P交联和吸附P交联两种耦合固定化方法制

备固定化锰过氧化物酶。探讨了酶的不同固定化条件和固定化酶的部分性能。与游离酶相比，制备的 " 种固定化酶最适反应

=U分别由 %T$ 降低到 ;T$、;T$ 和 "T$，最适反应温度分别由 ";^升高到 %;^、;;^和 %;^。" 种固定化酶的耐热性都显著提

高，其中用壳聚糖制成的固定化酶在 =U !T! _ ## 的宽范围内表现出很好的酸碱耐受性。"$^连续测定 < _ ] 次酶活力，重复使

用的 " 种固定化酶显示出良好的稳定性。将固定化酶应用在偶氮染料的脱色中，用明胶制成的固定化酶在静置和摇床条件

下，以及用海藻酸钠制成的固定化酶在摇床条件下，均表现出与游离酶相近的脱色能力，并且在重复进行的摇床实验中，脱色

能力未降低，反应前后的酶活力均没有损失。
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锰过氧化物酶（a-G，HL #T##T#T#"）是最常见 的木质素降解酶，它是一种需要 U!I! 的血红素糖



蛋白。!"# 可将 !"$ % 氧化为 !"& % ，!"& % 通过螯合

作用与有机酸结合而变成稳定的高氧化还原电势，

因此 !"# 能够氧化和解聚各种底物，包括木质素以

及诸如硝基芳香族化合物、纺织染料等环境异生物

质［’］。然而，!"# 比起其它的过氧化物酶较为不稳

定，低的酸碱耐受性和热不稳定性等都制约了 !"#
的商业应用［$］。

酶固定化是用固体材料将酶束缚或限制于一定

区域内，仍能进行其特有的催化反应，并可回收及重

复使用的一类技术，可以克服上述的一些缺点。但

目前有关 !"# 固定化的研究还很有限，国内国外仅

能见到以下的报道。()*+,-. /0 等通过共价结合将

!"#固定在乙二胺和 $1乙氧基1’1乙氧碳酰基1’，$1
二氢喹啉（2234）上［& 5 6］，#7)*89*1:*;<)* # 等通过吸

附作用将 !"# 固定在安伯来特 =>/1?@@ 树脂上［A］，

B*,*-. C 等通过吸附作用将 !"# 固定在中孔性的硅

胶微球上［$］，B<"D BE 等通过包埋作用将 !"# 固定在

明胶微乳胶内［F］。

近年来耦合固定化技术发展迅速，在生物转化、

手性 拆 分 和 废 水 处 理 等 方 面 均 有 良 好 的 应 用 实

例［G］。耦合固定化是指几种固定化方法或载体的联

合使用，即添加稳定因子和促进因子的固定化方法。

耦合固定化技术能够平衡传统单一固定化方法的优

缺点，使酶在保持原有活性的基础上，稳定性有所提

高，还具有操作简单、成本低廉等优点。本实验选择

海藻酸钠等 & 种常见载体，对包埋1交联和吸附1交
联两种耦合固定化方法的条件进行了优化。固定化

酶的稳定性显著提高，并进行了偶氮染料的脱色实

验，表现出良好的应用前景。

! 材料与方法

!"! 材料

锰过 氧 化 物 酶（锰 过 氧 化 物 酶 产 于 白 腐 菌

!"#$%&’#())*+ ,HI E’F，分子量 ?GJF-3，由本实验室经

过 超 滤 浓 缩、纤 维 素 326$ 阴 离 子 交 换 层 析、

B7HK*L7M (1F6 凝胶过滤等纯化步骤得到，纯度经电

泳测试，溶于 HN 6JO 的 N/P1Q*/P 缓冲溶液 ?R保

存，酶活 F@STU）；$，A1二甲氧酚（3!#，E8S-* 公司）；

海藻酸钠、明胶、壳聚糖、戊二醛等为国产分析纯。

!"# 固定化锰过氧化物酶的制备

!"#"! 包埋1交联法：称取一定量的海藻酸钠溶于

O@;U HN 6JO 的 N/P1Q*/P 缓冲溶液中，加入 ’@;U
酶液混合搅拌，然后与 ’@@;U 一定浓度的戊二醛溶

液（HN 6JO 的 N/P1Q*/P 缓冲溶液作为溶解介质）合

并，均匀混合约 ’@;."，慢速搅拌并降温至 6 V ’@R，

通过 A 号注射器的针头将上述冷却液以 6P; 的高度

注进一定浓度的氯化钙溶液中立刻形成光滑微球，

然后保持温度为 ?R。微球在一定浓度的氯化钙溶

液中被硬化 &@;."。用去离子水洗涤后，固定化酶

被贮存在 @ V 6R冰箱中准备在实验中使用。

!"#"# 吸附1交联法：

（’）明胶：采用 @J’G V @J&$;; 细度的明胶，将明

胶与酶液按一定的质量体积比混合，吸附 &@;." 后，

以适量的戊二醛溶液交联一段时间。用去离子水洗

涤后，固定化酶被贮存在 @ V 6R冰箱中准备在实验

中使用。

（$）壳聚糖：用 ’W的乙酸溶解壳聚糖，配制成

一定浓度的壳聚糖溶液。用注射器滴入含有 $@W
的 Q*XN，&@W的 0N&XN 的凝结液中，形成小球。所

制微球，滤去凝结液，用去离子水反复清洗至中性。

将微 球 与 酶 液 按 一 定 的 质 量 体 积 比 混 合，吸 附

&@;." 后，以适量的戊二醛溶液交联一段时间。用

去离子水洗涤后，固定化酶被贮存在 @ V 6R冰箱中

准备在实验中使用。

! $% 锰过氧化物酶活力测定

用紫外1可见分光光度法，以 3!# 为底物测定

锰过氧化物酶活力。在 &J&;U @J’;<8TU 的酒石酸钠

缓冲液（HN?J6）中加入 @J’;U ?;;<8TU N$X$、@J’;U

?@;;<8TU !"BX? 和 @J’;U ?@;;<8TU 3!#，在 &@R水

浴中预平衡 ’@;." 后，再加入 @J?;U 酶液，&@R水浴

6;."，测定其吸光值（!Y ?AO";）在单位时间内的变

化［O］。固定化酶酶活测定反应体系同游离酶，取固

定化酶与底物混合均匀搅拌反应 6;."，取上清于

?AO"; 处测光吸收值。3!# 被氧化的产物的消光系

数" Y 66@@@（;<8TU）5 ’ P;5 ’，以 每 分 钟 氧 化 ’!;<8
3!# 的酶量定义为 ’ 个酶活单位。

固定化酶的活力与固定化时所加游离酶总活力

的比值即为酶的活力回收率。

!"& 偶氮染料的脱色实验

选取 & 种偶氮染料进行脱色研究，分别为刚果

红（0<"D< )7L，6@A";）、金橙 (（X)*"D7 (，?F?";）和

橙黄 =Z（X)*"D7 =Z，??@";）。

!"&"! 静置实验：实验直接在分光光度计的比色皿

中进行。反应体系（?;U）中含有 @J’;<8TU 的酒石酸

钠缓冲液（HN?J6）、@J’;;<8TU N$X$、’;;<8TU !"BX?

和 ’;;<8TU 染料，加入游离酶或固定化酶，初始酶活

均为 $@STU，上 述 各 试 剂 浓 度 均 为 终 浓 度。每 隔

’O程晓滨等：锰过氧化物酶的耦合固定化及其性质研究



!"#$ 记录一次数据，反应 %&"#$。

!"#"$ 摇床实验：选取 ’!"( 的锥形瓶，装入 )&"(
的反应液，反应体系与静置实验相同，初始酶活均为

’&*+(。将锥形瓶置于摇床上以 %&,+"#$ 的转速进行

反应，每 隔 ’&"#$ 取 反 应 液 测 定 吸 光 值，反 应

)’&"#$。使用后的固定化酶用去离子水洗涤，重复

进行实验 ) 次。

静置和摇床实验中，用缓冲液代替染料作为空

白，以加入等质量无酶活的载体作为平行（测定载体

对染料的吸附程度）。反应前后均测定固定化酶的

酶活。

$ 结果与讨论

$"! 锰过氧化物酶固定化条件优选

$"!"! 包埋-交联法：

（)）海藻酸钠浓度对 .$/ 固定化效果的影响：

海藻酸钠浓度不仅影响凝珠的机械强度，还影响底

物及产物的扩散，进而影响到固定化酶的活性［)&］。

0102’ 浓度为 &3’"42+( 时，不同海藻酸钠浓度的固

定化效果如图 ) 所示。海藻酸钠与 01’ 5 反应形成

凝胶，当海藻酸钠浓度较低时，凝胶孔径较大，凝胶

内的酶分子容易流失；当海藻酸钠浓度过大时，凝胶

孔径太小，此时底物和产物的扩散受到限制，因此，

载体浓度应控制在适当的范围内。最终确定海藻酸

钠的浓度为 )6。

图 ) 海藻酸钠浓度对 .$/ 固定化的影响

7#89) :;;<=> 4; ?4@#*" 128#$1>< =4$=<$>,1>#4$
4$ >A< .$/ #""4B#2#C1>#4$

D""4B#2#C1>#4$ =4$@#>#4$?：0102’ =4$=<$>,1>#4$ E &3’"42+(，

82*>1,12@<AF@< =4$=<$>,1>#4$ E &9

（’）戊二醛浓度的确定：向海藻酸钠与酶液的混

合液中加入等体积不同浓度的戊二醛溶液，戊二醛

的最终浓度为 )6 G !6。均匀混合约 )&"#$，在浓

度为 &3’"42+( 0102’ 溶液中造粒。戊二醛含有二个

醛基，可与蛋白质中的氨基、酚基、巯基发生 H=A#;;
反应，相互交联而使固定化酶硬化，这种交联对酶活

力的损失并不大，但却能达到使固定化酶的使用时

间延长、机械强度增大、稳定性提高的效果。确定戊

二醛的浓度最佳为 I6，活力回收率为 J’6。

（I）0102’ 浓度对 .$/ 固定化效果的影响：配制

&3&! G &3!"42+( 不同浓度的 0102’ 溶液，在同一条件

下进行固定化酶处理，固定时间为 &3!A。结果表

明，当 0102’ 浓度达到 &3)"42+( 时，固定化酶的活力

回收率最高，而后呈快速下降趋势。这是因为当

0102’浓度过小时，海藻酸钙凝胶固化不充分，锰过

氧化物酶包埋不完全，容易流失；当 0102’ 浓度过大

时，01’ 5 会与锰过氧化物酶作用，使锰过氧化物酶活

力下 降。 因 此，固 定 化 时 0102’ 的 最 佳 浓 度 为

&3)"42+(，活力回收率为 K&6。

$"!"$ 明胶吸附-交联法：

（)）明胶微粒与酶液的质量体积比对 .$/ 固定

化效果的影响：固定化酶量直接关系到固定化酶的

活性。酶液浓度越高，反应所需时间越短，反应速度

越快［)&］。将明胶微粒与酶液的质量体积比（8+"(）

调整为 ’ L )、) L )、) L ’、) L J 和 ) L %，进行吸附 I&"#$
后，用去离子水洗涤后，测定固定化酶的活力回收

率。结果表明，质量体积比为 )：) 时最佳，活力回收

率为 ’%3M6。

（’）戊二醛浓度对 .$/ 固定化效果的影响：实

验中，先将明胶微粒与酶液 ) L )（8+"(）吸附 I&"#$，

然后用不同浓度的戊二醛溶液交联 )&"#$，用去离

子水洗涤后，测定固定化酶的活力回收率，结果如图

’ 所示。戊二醛的浓度为 &3’6时最佳，活力回收率

为 %%3M6。

（I）交联时间对 .$/ 固定化效果的影响：交联

时间是明胶微粒与锰过氧化物酶的混合液在浓度为

&3’6的戊二醛溶液中的反应时间。交联时间对固

定化酶收率的影响见图 I。随着交联时间的增加，

固定 化 酶 的 收 率 显 著 降 低。 交 联 时 间 确 定 为

)&"#$。

$"!"% 壳聚糖吸附-交联法：

（)）壳聚糖浓度的确定：随着 NO 值的升高，壳

聚糖溶液会形成沉淀，根据该原理制取壳聚糖微球。

此法是将酸性壳聚糖溶液滴入以水和甲醇为溶剂的

P1QO 溶液中制备壳聚糖微球，甲醇是壳聚糖非溶

性溶剂，能促进壳聚糖微球的形成［))］。实验中将壳

’R !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 ’&&K，S423’I，P43)



图 ! 戊二醛浓度对 "#$ 固定化的影响

%&’(! )**+,- .* ’/0-121/3+453+ ,.#,+#-21-&.#
.# -4+ "#$ &66.7&/&81-&.#

966.7&/&81-&.# ,.#3&-&.#:：’+/1-&#;"#$ 21-&. < =’;=6>，13:.2?-&.# -&6+

< @A6&#，,2.::B/&#C&#’ -&6+ < =A6&#(

图 @ 交联时间对 "#$ 固定化的影响

%&’(@ )**+,- .* ,2.::B/&#C&#’ -&6+ .# -4+ "#$ &66.7&/&81-&.#
966.7&/&81-&.# ,.#3&-&.#:：’+/1-&#;"#$ 21-&. < =’;=6>，’/0-121/3+453+

,.#,+#-21-&.# < AD!E，13:.2?-&.# -&6+ < @A6&#(

聚糖溶入 =E的乙酸溶液，形成 =E F GE的不同浓

度的 壳 聚 糖 溶 液。 用 注 射 器 滴 入 含 有 !AE 的

H1IJ、@AE的 KJ@IJ 的凝结液中，形成小球所制微

球，滤去凝结液，用去离子水反复清洗至中性。当壳

聚糖浓度为 =E时，形成的凝胶强度较弱，呈扁球

状，极软易破。随着壳聚糖浓度的增加，溶液粘度逐

渐增大，在相同挤压孔径下，挤压越来越难。浓度大

于 LE后，浓度过大，不仅操作困难，滴入凝结液也

易拖尾。考虑成球的状况和操作的难易度，确定壳

聚糖的浓度为 @E。

（!）戊二醛浓度对 "#$ 固定化效果的影响：将

用 @E壳聚糖制成的微球与酶液 ADM N =（’;6>）吸附

@A6&#，然后在 AD=E F ADGE的戊二醛中交联 =A6&#，

测定固定化酶的活力回收率。当吸附了 "#$ 的球

形壳聚糖加入到戊二醛溶液中时，壳聚糖上的自由

氨基与戊二醛的一个醛基通过加成消去反应，使戊

二醛接枝到壳聚糖上，经接枝后的壳聚糖上的游离

醛基再与 "#$ 上的活性基团（如氨基等）发生化学

反应，这样 "#$ 就被固定到壳聚糖载体上了。整个

过程中戊二醛起手臂作用（即戊二醛的一端连接壳

聚糖 的 自 由 氨 基，另 一 端 连 接 酶 分 子 的 活 性 基

团）［=!］。戊二醛不仅是交联剂同时也是变性剂，在

浓度较大时，交联度过大，结合位点紧密，产生空间

结构障碍，酶活力损失也较大。可能由于交联的原

故，所制得的微球的机械强度也有所增强。确定戊

二醛的浓度为 AD!E，活力回收率为 =!DLE。

（@）微球与酶液的质量体积比对 "#$ 固定化效

果的影响：其它条件不变，取 O 份壳聚糖微球，与酶

液分别以 ADM N =、ADP N =、=DA N =、=D! N =、=DL N =、=DM N =
和 =DP N= 的质量体积比（’;6>）制备固定化酶，并测

定其活力回收率。当微球与酶液以 =DL N =（’;6>）混

合时，制备的固定化酶的活力回收率基本上达到最

大值 G!DPE，其后随着使用的酶浓度的升高固定化

酶活力缓慢下降，也就是说一定量载体的结合容量

是固定的，随给酶量的增加其活性虽也不断增大，但

当达到饱和载量后，过多结合的酶使空间位阻增加、

扩散限制增大，底物和酶、产物不能充分接触与转

移，从而影响酶活力，同时过多的结合酶也易使酶活

性中心改变，影响酶活力。

（L）交联时间对 "#$ 固定化效果的影响：固定

其它条件，将交联时间控制为 =A F QA6&#，并测其相

对活力，结果如图 L 所示。延长交联时间，固定化酶

活力升高，但到一定时间后，载体上结合的酶接近饱

和，趋于稳定，所以选用固定化时间为 OA6&#。

图 L 交联时间对 "#$ 固定化的影响

%&’(L )**+,- .* ,2.::B/&#C&#’ -&6+ .# -4+ "#$ &66.7&/&81-&.#
966.7&/&81-&.# ,.#3&-&.#:：,4&-.:1#;"#$ 21-&. < =DL’;=6>，

’/0-121/3+453+ ,.#,+#-21-&.# < AD!E，13:.2?-&.# -&6+ < @A6&#(

!"! 固定化锰过氧化物酶性质的研究

!"!"# 最适反应 ?J：配制 ?J !D! F PDA 的 ",9/R1&#+
缓冲溶液，按 =D@ 的步骤测定在各种 ?J 下的游离酶

与固定化酶的酶活，结果如图 G 所示。图中酶活用

各种 ?J 下的酶活占最适 ?J 酶活的比率表示。游

离酶作用底物的最适 ?J 值为 ODA，而 @ 种固定化酶
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均向酸性方向移动了 ! " # 个 $%。

图 & 自由酶和固定化酶的最适反应 $%
’()*& +,- .$/(010 $% .2 23-- 456 (00.7(8(9-6 -59:0-

!"!"! 最适反应温度：在不同温度的水浴中，按 ;<=
的步骤测定酶活，结果如图 > 所示。图中酶活用各

种温度下的酶活占最适温度酶活的比率表示。游离

酶作用底物的最适温度为 =&?，而用明胶制成的固

定化酶的最适反应温度为 &&?，另两种载体制成的

固定化酶的最适反应温度均达到了 @&?。

图 > 自由酶和固定化酶的最适反应温度

’()*> +,- .$/(010 /-0$-34/13- .2 23-- 456 (00.7(8(9-6 -59:0-

!"!"# 热稳定性：为比较游离酶和固定化酶的热稳

定性，我们将游离酶和固定化酶在各种温度下保温

;,，立刻冰浴冷却后测定酶活力。结果表明，游离

酶在 !&?、=A?、=&?未失活，而 #A?时就只剩下一

半的活力。用海藻酸钠制成的固定化酶在 =A?、

#A?、&A?、>A?均未失活，@A?时保温 A<&, 仍保存

一半 的 活 力。用 明 胶 制 成 的 固 定 化 酶 在 =A?，

#A?，&A?未失活，>A?时保温 A<&, 仍保存一半的

活力。用壳聚糖制成的固定化酶直到 BA?保温 ;,
仍未失活。说明 = 种固定化酶的耐热性均得到显著

提高。

!"!"$ 酸碱稳定性：为比较游离酶和固定化酶的酸

碱稳定性，我们将游离酶和固定化酶在各种 $% 下

!&?保温 ;, 后，测定酶活力。游离酶在 $%# " @ 未

失活，$% = 还剩下一半的活力。用海藻酸钠和明胶

制成的固定化酶仅在 $% # 和 $% & 保持稳定，$% >
还剩一半的活力。壳聚糖在 $% !<! " ;;<A 中均未

失活，显示出极好的酸碱耐受性。

!"!"% 重复操作性：固定化酶的重复使用性实验是

在 =A?连续测定其活力，每次测定之后将固定化酶

用去离子水洗涤几次。实验发现，使用海藻酸钠制

成的固定化酶重复使用 > 次，使用明胶制成的固定

化酶重复使用 C 次，使用壳聚糖制成的固定化酶重

复使用 > 次，酶活损失均小于 &D。可见，本文方法

制备的 = 种固定化 E5F 重复使用性好。

!"# 偶氮染料脱色实验

静置实验结果如图 @G 所示，图中纵坐标是根

据各测定时刻的吸光度与初始吸光度的比值绘制，

其中测定时刻的吸光度已经扣除了因载体吸附作用

而造成的吸光值的减少。结果表明，用明胶制成的

固定化酶的脱色能力与游离酶接近，平行实验（即加

入不含酶的相同载体）表明明胶载体对刚果红有一

定的吸附，对金橙 H 和橙黄 IJ 吸附不明显。另外两

种载体制成的固定化酶的脱色能力逊于游离酶，而

载体对染料的吸附均不明显。可能的原因是用明胶

制成的固定化酶，与另外两种固定化酶相比颗粒更

为细小，能较好地与反应液进行接触。反应前后 =
种固定化酶的酶活均无损失。

摇床实验结果如图 @K 所示。用海藻酸钠制成

的固定化酶，对于染料几乎没有吸附作用，并表现出

与游离酶相当的脱色能力；用明胶制成的固定化酶

对刚果红的吸附量加大，而对金橙 H 和橙黄 IJ 吸附

不明显，脱色能力与游离酶相似；而用壳聚糖制成的

固定化酶，其载体对于 = 种染料均强烈吸附。用海

藻酸钠制成的固定化酶在摇床实验中脱色能力增强

的原因，可能是在摇动的情况下固定化酶与反应体

系能够更好地接触，从而使反应更充分。重复实验

的结果如图 @K，= 种固定化酶的脱色效果均与第一

次相似，使用 ! 次的固定化酶的酶活均无损失。

# 结论

（;）E5F 的 = 种耦合固定化方法的适宜条件分

别为：海藻酸钠包埋L交联固定化中，海藻酸钠的浓

度为 ;D，戊 二 醛 的 浓 度 为 =D，M4M8! 的 浓 度 为

A<;0.8NO；明胶吸附L交联固定化中，明胶微粒与酶液
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图 ! 游离酶与固定化酶对偶氮染料的脱色

"#$%! &’()*)+#,-.#)/ )0 -,) 12’3 42 0+’’ -/1 #55)4#*#,’1 ’/,25’
6：1’()*)+#,-.#)/ #/ 3.-.#( 3#.7-.#)/；8：1’()*)+#,-.#)/ #/ 39-:2 3#.7-.#)/%

的比值为 ; $<5=，戊二醛的浓度为 >?@A，交联时间

为 ;>5#/；壳聚糖吸附B交联固定化中，使用浓度为

CA的壳聚糖制作微球，戊二醛的浓度为 >?@A，壳

聚糖 微 球 与 酶 液 的 比 值 为 ;?D$<5=，交 联 时 间 为

!>5#/。C 种耦合固定化，活力回收率分别达到了

!>A、E!A和 EDA。

（@）C 种固定化的 F/G 机械性能优越，重复操作

性好，而且稳定性大大提高。C 种固定化酶的最适

反应 HI 均向酸性方向移动，最适反应温度和耐热

性都显著提高。

（C）明胶吸附B交联制备的固定化酶对 C 种偶氮

染料的脱色作用，无论是静置实验还是摇床实验，都

达到了与游离酶相同的水平，在重复进行完 @ 个批

次的摇床脱色实验后，酶活没有损失，具有良好的应

用前景。
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