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研究报告                                                               

水溶性有机溶剂对 Fe3O4磁性纳米粒子过氧化物酶样活

性的影响 

吴琦, 容杰, 单志, 陈惠, 杨婉身 
四川农业大学生命科学与理学院, 雅安 625014 

摘  要: 采用化学共沉淀法合成 10 nm 的 Fe3O4 磁性纳米粒子(MNPs)。以辣根过氧化物酶(HRP)为对照, 研究了四氢呋

喃、1,4-二氧六环、丙酮、N,N-二甲基酰胺、甲醇和二甲亚砜等 6 种水溶性有机溶剂对 Fe3O4 MNPs 过氧化物酶样活性

的影响。结果表明, 在有机溶剂浓度(V/V)为 30%~75%时, Fe3O4 MNPs 相对酶活力迅速下降至近于完全失活。在 15%有

机溶液中, Fe3O4 MNPs 的最适反应温度多为 50oC, 最适反应 pH 在 3.6 左右。经 15%有机溶液处理后的水相反应酶活显

示, Fe3O4 MNPs 表现出对有机溶剂较强的热稳定性和 pH 稳定性, 且对 75%有机溶液也具有良好的稳定性。以上多数性

质均优于相同条件下的 HRP 组, 表明 Fe3O4 MNPs 是一种比 HRP 对水溶性有机溶剂更稳定的过氧化物酶。由于 Fe3O4 

MNPs 具有易制备、成本低、易于磁分离和可循环使用的特点, 因此其具有替代 HRP 用于有机催化的应用潜力。 
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Effects of aqueous-organic solvents on peroxidase mimetic 
activity of Fe3O4 magnetic nanoparticles 

Qi Wu, Jie Rong, Zhi Shan, Hui Chen, and Wanshen Yang 

College of Life Science, Sichuan Agricultural University, Ya’an 625014, China 

Abstract: We prepared Fe3O4 magnetic nanoparticles (MNPs) with the size of 10 nm by chemical coprecipitation. The effects of six 
aqueous-organic solvents, including tetrahydrofuran, dioxane, acetone, N, N-Dimethylformamide, methylalcohol, and Dimethyl 
Sulfoxide, on peroxidase mimetic activity of Fe3O4 MNPs were studied and compared with that of horseradish peroxidase (HRP). 
The relative activity of Fe3O4 MNPs droped sharply as the elevation of organic solvent concentration increased from 30% to 75% 
(V/V). In 15% organic solutions, the optimum activity of Fe3O4 MNPs was observed around 50oC, under pH 3.6. After being treated 
at different temperatures and pH in 15% organic solutions, even under 75% concentration, Fe3O4 MNPs still preserved most of the 
activity when reacting in aqueous phase. The catalytic performances of Fe3O4 MNPs under given conditions were generally more 
superior to that of HRP. For it costs lower and it is easy to be prepared and segregated magnetically for recycle, to use the magnetic 
nanoparticles as a substitution for HRP has potential to be applied into organic catalysis. 

Keywords: Fe3O4 magnetic nanoparticles, aqueous-organic solvent, peroxidase 

1984年Zaks和Klibanov[1]首次阐述了酶在有机介

质中的催化条件和特点。此后, 对酶在非水介质中

催化特性的研究迅速发展。酶的非水介质催化可使

在水相中较难进行的化学反应(如酯化、转酯和肽合
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成等)在有机相中变得容易, 有助于解决有机合成中

面临的光学活性化合物合成和拆分等难题, 并实现

糖和类固醇的选择性酰化和功能高分子的合成[2]。属

于过氧化物酶类的辣根过氧化物酶 (Horseradish 

peroxidase, HRP)能够以过氧化氢作为电子受体, 专

一催化酚及苯胺类物质的过氧化反应, 从而成为催

化合成高分子聚合物应用较多的一种酶[3-5]。但由于

酶在有机相反应中存在的共有问题, 如有机溶剂的

极性和浓度、pH和反应温度等, 均对化学本质为蛋

白质的HRP的结构产生不利影响, 从而降低HRP在

有机相中的稳定性和催化效率。因此, 有机相中酶

活性的改善, 成为酶化工领域研究的热点之一。 

随着纳米技术的迅速发展 , 磁性纳米粒子

(Magnetic nanoparticles, MNPs)得到广泛研究和关

注。Fe3O4 MNPs因其生物相容性和化学稳定性, 已

在磁共振成像、磁热疗、生物分子固定化、分离纯

化和控制药物释放等领域得到广泛研究和应用, 是

最具代表性的新型纳米材料之一[6]。过去人们认为

Fe3O4是生物学惰性的, 在体内不易发生反应。但2007

年, Gao等[7]首次发现氧化铁纳米粒子具有类似过氧化

物酶的催化活性, 并就其替代HPR在酶联免疫分析中

的可行性进行了分析。基于该发现, Zhang等[8-9]将其用

于含酚废水的处理和酸雨中H2O2的检测, Wei等[10]则

将其用于H2O2和葡萄糖的检测。在以上应用中, Fe3O4 

MNPs在稳定性及可回收性上均优于HRP。 

作为一种生物酶, HRP价格昂贵, 容易失活且不

易回收, 这大大限制了其在有机反应、有机介质催

化和有机废水处理中的应用。而具有类似催化性质

的Fe3O4 MNPs具有稳定性高、易于从反应体系中磁

分离、可回收利用等优点, 且成本低廉、合成简单、

可大量制备, 无论在生物学分析还是工业应用中都

不失为理想的HRP替代品。本研究以HRP作为对照, 

以3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(TMB)为底物, 研究了多种

水溶性有机溶剂中Fe3O4 MNPs的过氧化物酶催化活

性及其稳定性, 为Fe3O4 MNPs在有机催化方面的应

用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料及试剂 

3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(TMB)购自上海楷洋生

物科技有限公司; HRP 购自北京博奥森生物技术有

限公司; 四氢呋喃、1,4-二氧六环、丙酮、N,N-二甲

基酰胺、甲醇、二甲亚砜、H2O2、 FeCl3·7H2O, 

FeSO4·6H2O 和 NaOH 等由成都科龙化工试剂厂生产, 

均为分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  MNP的合成 

Fe3O4 MNPs的合成参照单志等[11]的方法, 过程

如下: 在N2保护下, 取 20 mL 0.5 mol/L FeSO4·6H2O

和 33 mL 0.5 mol/L FeCl3·7H2O 混合后加入到

100 mL 4 mol/L NaOH中, 63°C、300 r/min 搅拌反应

60 min。反应完毕, 将其冷却至室温, 并用蒸馏水洗

至中性。取少量纳米磁性粒子滴到涂炭铜网上进行

电镜检测(JEM-2100 F)。 

1.2.2  有机溶剂浓度对 Fe3O4 MNPs酶活性的影响 

以四氢呋喃、1,4-二氧六环、丙酮、N,N-二甲基

酰胺、甲醇和二甲亚砜等6种水溶性有机溶剂为有机

成分, 分别在pH 3.6 的 0%、15%、30%、45%、60%

和75%浓度(V/V)下进行以下酶催反应。100 μg Fe3O4 

MNPs与终浓度为 2%的H2O2和 500 μmol/L TMB, 

40°C反应5 min后进行磁分离 , 移出上清液 , 加入

100 μL的2 mol/L硫酸溶液终止反应, 于452 nm下测

定吸光度, 计算相对酶活。6 ng HRP与终浓度0.2%

的H2O2和500 μmol/L的TMB在Fe3O4 MNPs相同条件

下进行反应后, 加入100 μL的2 mol/L硫酸溶液终止

反应, 于452 nm下测定吸光度, 计算相对酶活。 

1.2.3  反应温度及 pH 对有机溶液中 Fe3O4 MNPs

酶活性的影响 

在 15%的上述 6 种有机溶液和 pH 3.6 条件下, 

分别于 4°C、20°C、30°C、40°C、50°C、60°C和 70°C

进行酶促反应, 测定 Fe3O4 MNPs 和 HRP 的最适反

应温度。在 15%的上述 6种有机溶液和 40°C条件下, 

分别在 pH 2.2~12进行酶促反应, 测定 Fe3O4 MNPs

和 HRP的最适反应 pH。不同 pH缓冲溶液如下: pH 

2.2~3.0(0.2 mol/L Na2HPO4-0.1 mol/L 柠檬酸 ), pH 
3.6~5.0(0.2 mol/L NaAC-0.1 mol/L HAC), pH 6.0~8.0 
(0.2 mol/L Na2HPO4-0.2 mol/L NaH2PO4), pH 9 
(0.05 mol/L Tris-HCl), pH 10.0~11.0 (0.025 mol/L 
NaHCO3-0.1 mol/L NaOH)和 pH 12(0.05 mol/L Na2HPO4-  

0.1 mol/L NaOH)。 
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1.2.4  有机溶液温度及 pH 对 Fe3O4 MNPs 稳定性的

影响 

将Fe3O4 MNPs和HRP在浓度为15%的上述有机

溶液(pH 3.6)中, 分别于4°C、20°C、30°C、40°C、

50°C、60°C和70°C下处理2 h后, 按1.2.3的反应体系

在不含有机溶剂的pH 3.6 水相体系中40°C反应    

5 min, 测定二者酶活。 

将Fe3O4 MNPs和HRP在浓度为15%的上述有机

溶液中, 分别于pH 2.2~12.0下室温(20°C)处理2 h后, 

按1.2.3的反应体系在不含有机溶剂的pH 3.6水相体

系中40°C反应5 min, 测定二者酶活。 

1.2.5  高浓度有机溶液对 Fe3O4 MNPs 稳定性的  

影响 

在室温(20°C)下, 将 Fe3O4 MNPs和 HRP在 75%

的上述有机溶液中分别处理 2 h后, 按 1.2.3的反应

体系在不含有机溶剂的 pH 3.6 水相体系中 40°C 反

应 5 min, 测定二者酶活。 

2  结果与分析 

2.1  Fe3O4 MNPs 的合成与检测 
水相合成 Fe3O4 MNPs的透射电镜图像见图 1。

由图 1可以看出, 制备的 Fe3O4 MNPs为大小较均匀、

直径 10 nm左右的球体。 
 

 
 

图 1  Fe3O4 MNPs 的透射电镜图像(TEM) 
Fig. 1  TEM image of Fe3O4 MNPs. 
 

2.2  有机溶剂浓度对 Fe3O4 MNPs 酶活性的影响 
四氢呋喃、1,4-二氧六环、丙酮、N,N-二甲基酰

胺、甲醇和二甲亚砜等 6 种水溶性有机溶剂浓度对

Fe3O4 MNPs 和 HRP 酶活性见图 2。结果显示, 在各

种不同浓度有机溶液中, Fe3O4 MNPs和 HRP催化活

性随有机溶剂浓度变化的趋势相似, 即相对酶活力

均随有机溶剂浓度的增加而降低, 但 HRP 相对酶活

均高于 Fe3O4 MNPs。在 30%有机溶剂浓度以上时, 

Fe3O4 MNPs和 HRP酶活力迅速下降; 在 75%有机溶

剂浓度时, 所有酶活接近完全失活。其中, 四氢呋喃

和二甲亚砜对 Fe3O4 MNPs 的酶活力影响最为剧烈, 

当其浓度为 30%时, MNPs已接近完全失活。而对HRP

酶活影响最大的是四氢呋喃。从极性来看, 极性较弱的

四氢呋喃和极性较强的二甲亚砜均对 Fe3O4 MNPs 和

HRP影响较大, 而中间极性的影响相对较小。 

2.3  反应温度对有机溶液中 Fe3O4 MNPs 酶活性

的影响 
选择对 Fe3O4 MNPs和 HRP影响较小的 15%有

机溶剂浓度, 测定温度对酶活的影响, 结果见图 3。

结果表明, 除二氧六环中 Fe3O4 MNPs的最适反应温

度为 40°C外, 在其余有机溶液中均为 50°C。而 HRP

在丙酮中最适反应温度为 40°C, 在 N,N-二甲基酰胺

中为 50°C, 在其余有机溶液中均为 20°C~30°C, 较

MNPs 低 20°C~30°C。从相对酶活来看, 除丙酮和

N,N-二甲基酰胺外的各有机溶液外, Fe3O4 MNPs在

高温段比 HRP表现出较高的相对酶活, 而在低温段

则相反, 暗示 Fe3O4 MNPs 可能具有良好的热稳定

性。特别是在四氢呋喃和二甲亚砜中 60°C 和 70°C

时, Fe3O4 MNPs仍然具有较高的酶催活性, 而 HRP

近于完全失活。而有机溶剂极性对二者的温度曲线

未见规律性影响。 

2.4  反应 pH对有机溶液中Fe3O4 MNPs酶活性的

影响 
选择对 Fe3O4 MNPs和 HRP影响较小的 15%有

机溶剂浓度, 测定 pH 对酶活的影响, 结果见图 4。

结果表明, 在 pH 2.2~12条件下, Fe3O4 MNPs和HRP

在各有机溶液中的酶活随 pH 变化的趋势相似, 其

最适反应 pH均在 3.6左右。在 pH≤3.6的四氢呋喃、

丙酮、 N ,  N -二甲基甲酰胺和甲醇溶液中 ,      

Fe3O4 MNPs 均显示出比 HRP更高的相对催化活性, 

暗示 Fe3O4 MNPs的耐酸性较强。在 9≥pH≥4的四

氢呋喃中, Fe3O4 MNPs活性迅速丧失, 而 HRP的相

对酶活在 26.22%以上; 而在 12>pH≥4的二甲亚砜中, 
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图 2  有机溶剂浓度对 Fe3O4 MNPs 酶活性的影响 
Fig. 2  Effects of organic concentration on the activity of Fe3O4 MNPs. (a) Tetrahydrofuran. (b) Dioxane. (c) Acetone. (d) N,N- 
dimethyl formamide. (e) Methanol. (f) Dimethyl sulfoxide. 
 

 
 

图 3  反应温度对有机溶液中 Fe3O4 MNPs 酶活性的影响 
Fig. 3  Effects of temperature on the activity of Fe3O4 MNPs in aqueous organic solutions. (a) Tetrahydrofuran. (b) Dioxane. (c) 
Acetone. (d) N,N-dimethyl formamide. (e) Methanol. (f) Dimethyl sulfoxide. 
 
Fe3O4 MNPs比 HRP的相对酶活平均高近 20%。可见, 

极性较弱的四氢呋喃对Fe3O4 MNPs影响较大, 而极性

较强的二甲亚砜对 HRP 影响较大。而在 pH≥5 的其

他溶液中, Fe3O4 MNPs和 HRP的酶活均迅速降低至近

于完全失活, 表明中间极性有机溶剂对二者影响相似。 

2.5  有机溶液温度对 Fe3O4 MNPs 稳定性的影响 
用 15%有机溶液不同温度下处理 Fe3O4 MNPs

和 HRP, 在水相测定其酶催活性, 结果见图 5。结果

表明, Fe3O4 MNPs基本未受有机溶液处理温度影响, 

除 1,4-二氧六环经 70°C处理后相对酶活略低于 70%

外, 其余温度处理的相对酶活均在 90%左右及以上, 

显示 Fe3O4 MNPs 在有机溶液中具有很强的热稳定

性。而 HRP 在处理温度高于 30°C 后, 相对酶活力

迅速下降, 并在 70°C 处理后近于完全失活, 显示 
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图 4  反应 pH 对有机溶液中 Fe3O4 MNPs 酶活性的影响 
Fig. 4  Effects of pH on the activity of Fe3O4 MNPs in aqueous organic solutions. (a) Tetrahydrofuran. (b) Dioxane. (c) Acetone. (d) 
N,N-dimethyl formamide. (e) Methanol. (f) Dimethyl sulfoxide. 
 

 
图 5  有机溶液处理温度对 Fe3O4 MNPs 稳定性的影响 
Fig. 5  Effects of treatment temperature of organic solutions on the stability of Fe3O4 MNPs. (a) Tetrahydrofuran. (b) Dioxane. (c) 
Acetone. (d) N,N-dimethyl formamide. (e) Methanol. (f) Dimethyl sulfoxide. 
 

HRP在有机溶液中的热稳定性较差。此外, 有机溶

剂极性对二者在有机溶液中的温度稳定性未见规

律性影响。 

2.6  有机溶液 pH 对 Fe3O4 MNPs 稳定性的影响 
经在15%有机溶液中做不同pH处理后的  Fe3O4 

MNPs 和 HRP 在水相测定其酶催活性, 结果见图 6。

结果表明, Fe3O4 MNPs相对酶活均在 60%以上。在 pH

≤4 处理条件下, Fe3O4 MNPs 比 HRP 的相对酶活高

20%~70%; 在 pH≥11处理条件下, Fe3O4 MNPs比HRP

的相对酶活高 20%~60%, 表明 Fe3O4 MNPs 比 HRP

具有更强的有机溶液 pH稳定性。此外, 有机溶剂极

性对二者在有机溶液中的 pH稳定性未见规律性影响。 
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图 6  有机溶液 pH 对 Fe3O4 MNPs 稳定性的影响 
Fig. 6  Effects of treatment pH of organic solutions on the stability of Fe3O4 MNPs. (a) Tetrahydrofuran. (b) Dioxane. (c) Acetone. (d) 
N, N-dimethyl formamide. (e) Methanol. (f) Dimethyl sulfoxide. 
 
2.7  高浓度有机溶液对 Fe3O4MNPs 稳定性的   
影响 

经 75%有机溶液处理后的 Fe3O4 MNPs 和 HRP

在水相中的剩余酶活见图 7。结果表明, 高浓度的四

氢呋喃、丙酮和甲醇在室温下未对 Fe3O4 MNPs 和

HRP 造成明显影响, 剩余酶活均在 90%以上; 而经

二氧六环、N,N-二甲基酰胺和二甲亚砜处理后的

Fe3O4 MNPs剩余酶活力为 97.64%、94.6%和 93.92%, 

远高于 HRP的 40.07%、64.71%和 14.69%。图 8以

75% 二 甲 亚 砜 处 理 组 为 例 , 证 明 处 理 后 的     

Fe3O4 MNPs比HRP具有更高剩余酶催活性, 反应体

系颜色差异明显。由于所有处理组的 MNPs 剩余酶

活力均在 91%以上, 显示其对高浓度水溶性有机溶

液具有较强的稳定性。 

 

 
 

图 7  高浓度有机溶液对 Fe3O4 MNPs 稳定性的影响 
Fig. 7  Stability of Fe3O4 MNPs in high concentration organic 
solutions. 

 
 

 

图 8  经 75%二甲亚砜处理后 Fe3O4 MNPs 的稳定性 
Fig. 8  Stability of Fe3O4 MNPs after treatment in 75% 
dimethyl sulfoxide. (a) MNPs treated. (b) MNPs CK. (c) HRP 
treated. (d) HRP CK. 
 

3  讨论 

随着非水介质中酶催化机制的研究, 使得酶的

应用面逐渐向有机化工, 特别是制药行业扩展。酶

不仅可用于有机合成, 也可以用于某些有机废水的

无害化处理。但由于酶在非水介质特别是有机介质

中的稳定性欠佳, 限制了其应用。就 HRP 而言, 尽

管在有机介质中可催化聚合反应[12], 也可用于含酚

废水的处理[13], 但有机成分浓度和体系 pH 均可引

起酶结构不稳定, 导致酶活损失。而 Fe3O4 MNPs过

氧化物酶活性的发现, 无疑为磁性纳米材料在有机

催化方面的应用开辟新的领域。本研究表明 , 与

HRP相比, Fe3O4 MNPs在 15%的四氢呋喃、1,4-二氧
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液中, 其最适反应 pH受有机溶剂影响小, 最适反应

温度更高, 且温度稳定性更好。此外, 在有机溶剂浓

度、反应 pH 和 pH 稳定性试验中, Fe3O4 MNPs 和

HRP 的催化活性与有机溶剂极性有一定相关性; 而

在反应温度和热稳定性试验中, 二者的催化活性变

化与有机溶剂极性没有明显相关性。可见, 有机溶

剂浓度和 pH条件是二者的主要影响因素。 

已有的研究表明 HRP 及 Fe3O4 MNPs 的过氧化

物酶活性均依赖于 Fe2+的存在, 均符合乒乓催化机

制[7]。Fe3O4 MNPs的催化活性还依赖于其纳米尺度, 

而HRP的催化活性则依赖于其正确的蛋白空间结构

和关键氨基酸的存在[14-16]。生物酶暴露于高浓度有

机溶液、高温和极端 pH环境中时, 常产生不可逆的

酶蛋白变性而失活。对于 Fe3O4 MNPs, 有机溶剂则

可能是通过破坏其表面催化微环境导致其催化活性

降低或失活。然而, Fe3O4 MNPs为无机材料, 整个颗

粒结构具有刚性, 其表面性质相对稳定, 对环境条

件变化的耐受性较强, 且与仅有一个金属活性中心

的 HRP 相比其表面存在更多的 Fe2+[7]。因此, 移除

相应不利因素后, Fe3O4 MNPs 更易恢复原有酶活, 

显示出良好的稳定性。 

Fe3O4 MNPs易制备, 成本低廉, 容易磁性回收, 

可反复使用 , 对环境友好 [8], 而且其在有机溶液中

的诸多性质明显优于 HRP。这些特点为 Fe3O4 MNPs

替代 HRP用于有机催化展示了良好的应用前景, 具

有重要的潜在开发价值。 

本研究根据 HRP有机介质催化特点而选择了 6

种极性较强的有机溶剂[17], 反应体系为有机溶剂的

水溶液, 并非完全有机相催化。进一步发现, 在有机

相中合成的油酸包覆的疏水性 Fe3O4 MNPs, 在非极

性有机溶剂中也表现出过氧化物酶催化活性。该发

现对 Fe3O4 MNPs催化机理的揭示有重要价值。由于

油酸包覆的 Fe3O4 MNPs 能更好地分散到多种有疏

水性有机溶剂中去, 这种性质能否很好地解决有机

催化生产的关键与瓶颈, 还有待深入研究。 
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