
书书书

文章编号：１００１３５５５（２００７）０２０１７２０６

收稿日期：２００５１２１９；修回日期：２００６０５１９．

作者简介：蔡　莉，女，１９７７年生，硕士．

１）通讯联系人，Ｅｍａｉｌ：ｓｙｓ１９９７＠１６３．ｃｏｍ，Ｔｅｌ：（０２８）６６１３９０８６．

亲水性交联聚合物载体的合成表征及其固定化 α淀粉酶
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摘　要：选用丙烯酰胺（ＡＭ）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺为单体（ＮＨＳ），以Ｎ，Ｎ／亚甲基双丙烯酰胺（ＭＢＡＡ）为交联剂，
以乙醇水溶液为制孔剂条件下进行反相悬浮聚合，得到珠状共聚物载体，该载体是一种新的酶载体形式，在国内

外的相关文献中均未见报道．用红外光谱、扫描电子显微镜测定其结构和表观活性．结果表明，在固定单体配比
［Ｗ（ＡＭ）／Ｗ（ＮＨＳ）＝１０∶１］和致孔剂用量的情况下，测得交联剂用量为４％时，交联聚合物载体的溶胀性最好
（２８７．５％）；交联剂用量为５％时，交联聚合物载体固定化α淀粉酶表现出高的表观活性（５２２．５３Ｕ／ｇ）．测得固定
化酶载体表现出良好的操作稳定性．比较固定化酶和游离态酶的最适反应温度发现，固定化酶的最适反应温度
（７０℃）比游离态酶高２０℃；固定化酶的最适反应ｐＨ值范围较游离态酶广．
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　　近几十年来，固定化酶技术取得了很大的发
展，固定化酶不但被广泛应用于食品、医药、精细

化工等部门，在临床医学、化学分析、污水处理以

及有机合成等领域，固定化酶的应用也越来越普

遍［１，２］．可用于固定化酶的材料很多，合成树脂可
以经受住微生物、酸碱环境中化学物质的作用，有

着出色的机械性能，因而备受人们的重视［３、４］，其

中聚丙烯酰胺凝胶因有亲水性能、理化性质稳定以

及结构参数易控制等优点，成为人们常用的固定化

酶载体之一［５、６］．酶的固定化方法有多种，其中共
价键结合法具有酶与载体结合较为牢固，酶不易脱

落及稳定性高，易于重复循环使用等特点［７］．研究
表明，含有活性酯基的高分子聚合物，可以与酶分

子的氨基在温和条件下共价结合［８］，降低固定化过

程对酶活力的损失，因而十分适用于工业固定化酶

的生产．
α淀粉酶是生物化工中广泛使用的生物酶，常

用于食品、酿造、发酵、纺织品和医药工业．国内
外关于α淀粉酶固定化的报道不少，选用的载体
有：人造有机聚合物微球、高分子聚合物、有机分

子筛等．
我们以丙烯酰胺、Ｎ羟基琥珀酰亚胺为单体，

以Ｎ，Ｎ／亚甲基双丙烯酰胺为交联剂，以乙醇水溶

液为制孔剂条件下进行反相悬浮聚合，合成大孔珠

状丙烯酰胺Ｎ羟基琥珀酰亚胺Ｎ，Ｎ／亚甲基双丙
烯酰胺三元聚合物载体．该载体有较强的亲水性、
机械稳定性、溶胀性，有利于酶的固定化．该三元
聚合物载体是一种新的载体形式，在国内外的相关

文献中均未见报道．通过对于交联剂用量的改变，
测定交联聚合物载体的溶胀性和酶的表观活性的变

化规律，探讨Ｎ，Ｎ／亚甲基双丙烯酰胺类高分子有
机固定化载体的合成及其对 α淀粉酶活性影响因
素作了研究，为新的固定化酶载体的合成及其应用

提供了理论依据；同时比较了固定化酶与游离态酶

稳定性，以及最佳反应温度、ｐＨ值等条件．

１实验部分
１．１仪器与试剂
１．１．１主要仪器　　２６０５０型红外光谱仪（日本日
立公司），ＳＨＹ２型恒温水浴振荡器（江苏金坛环保
仪器厂），７２１分光光度计（上海第三分析仪器厂），
恒温水浴锅（巩义市英峪予华仪器厂），ＫＹＫＹ
１０００ＢＳＥＭ电子扫描显微镜（中国科学仪器厂）．
１．１．２主要试剂　　丙烯酰胺（ＡＭ）（化学纯，成都
科龙化工试剂厂），Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）（分
析纯，上海伯实生物科技有限公司），Ｎ，Ｎ／亚甲基
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双丙烯酰胺（ＭＢＡＡ）（化学纯，成都科龙化工试剂
厂），Ｓｐａｎ８５（企标，浙江省温州市东升化工试剂
厂），过硫酸铵（化学纯，成都化学试剂厂），α淀
粉酶（１０００Ｕ／ｇ）（北京中科奥生物技术有限责任公
司）；淀粉（化学纯，北京中科奥生物技术有限责任

公司）；其它试剂均为分析纯或化学纯．
１．２实验方法
１．２．１载体合成　　在装有搅拌器、导气管、温度
计、冷凝管的四口瓶中，加入一定量的复合分散剂

Ｓｐａｎ８５和悬浮剂煤油，再加入致孔剂乙醇水溶液
和一定比例的ＡＭ、ＮＨＳ、ＭＢＡＡ，以过硫酸铵为引
发剂，在氮气保护下进行反相悬浮聚合．反应１０ｈ
后得到乳白色半透明珠体，用乙醇充分洗涤抽提，

再用去离子水充分洗涤，在室温下真空干燥至恒重

备用．共聚合物用ＧＧ（ｗ）表示，其中ｗ表示交联剂
ＭＢＡＡ占单体总量的质量百分数．
１．２．２红外光谱测定　　用ＫＢｒ压片法制样．
１．２．３扫描电子显微镜对载体表面结构分析　　分
别对载体和固定化 淀粉酶表面结构作电镜分析．
１．２．４载体溶胀性的测定　　精确称取０．５ｇ载体，
用１００ｍＬ去离子水浸泡２４ｈ．将载体与水分离，并
除去吸附在载体表面的水，精确称量．载体的含水
量可如下式计算［９］：

α％＝
（Ｗｗ－Ｗｄ）
Ｗｄ

×１００％

式中：Ｗｗ为湿态的载体重量，Ｗｄ为干态的载体
重量．
１．２．５α淀粉酶的固定化　　将３０ｍｇ干燥载体用
３ｍＬｐＨ值为６．２０的０．２ｍｏｌ／Ｌ醋酸醋酸钠缓冲
溶液溶胀２４ｈ．吸干吸附在载体上的液体后加入α
淀粉酶溶液（用ｐＨ值为５．８０，０．２ｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓
冲溶液配制），于 ５０℃水浴中搅拌振荡反应 ２４
ｈ［１０］．固定化酶用ｐＨ值为５．８０，０．２ｍｏｌ／Ｌ醋酸盐
缓冲溶液洗４次，吸干液体以备活力测定．
１．２．６固定化 α淀粉酶的活力测定　　用紫外可
见分光光度法，通过３，５二硝基水杨酸对还原糖
进行显色反应来测定固定化 淀粉酶的活力．以０．１
ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ为５．６０的柠檬酸缓冲液为反应介质，以
１％淀粉溶液为反应原料，在４０℃恒温水浴反应３０
ｍｉｎ．以每分钟水解淀粉产生１μｍｏｌ还原糖所需的
酶量为一个酶活单位．文中固定化酶表观活性以固
定化酶的干重计算．

ｐ＝
Ａ５２０×Ｖ×ｎ
ｗ×ｔ

式中：Ｐ为每克固定化酶的活力单位（Ｕ／ｇ）；Ａ５２０为
反应液在５２０ｎｍ处的吸光度；Ｖ为反应液的体积
（ｍＬ）；ｎ为反应液稀释的倍数；ｗ为固定化酶干重
的质量（ｇ）；ｔ为酶促反应的保温时间（ｍｉｎ）．
１．２．７固定化酶的活力回收的计算　　移取用于固
定化酶的原始酶溶液１ｍＬ，测定其活力，据此可计
算出固定化酶的原始酶溶液的总活力．测定相应的
固定化酶活力，活力回收按下式计算：

ＡＲＡ＝ｕｕ’×１００％＝
Ａ５２０

ｔ×ｖ×ｃ×Ｇ
式中：ＡＲＡ为固定化酶的活力回收，ｕ表示固定化
酶总活力，ｕ／表示加入酶液的总活力，Ａ５２０／为测试
上层清液的吸光度，ｔ为酶促反应的保温时间
（ｍｉｎ），Ｇ为酶粉的比活力，ｖ为酶原液体积（ｍＬ），
ｃ为酶原液浓度（ｍｇ／ｍＬ）．
１．２．８固定化酶的重复使用性　　采用交联度为
４．５％的共聚物载体与淀粉酶搅拌振荡反应 ２４ｈ
后，将固定化酶与１％淀粉溶液反应１５ｍｉｎ．反应
混合物与固定化酶分离，用少量缓冲液洗涤固定化

酶．将反应产物显色，测其吸光度．洗后的固定化
载体继续同底物反应，重复上述操作．

２结果与讨论
２．１载体的红外光谱图

图１是 ＡＭ与ＮＨＳ质 量 比 １０∶１、交 联 剂

图１ＧＧ（４．５）的红外光谱图

Ｆｉｇ．１ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＧＧ（４．５）ｃｏｐｏｌｙｍｅｒ

ＭＢＡＡ用量为４．５％所得共聚物 ＧＧ（４．５）的 ＦＴＩＲ
图谱．图谱中 ＡＭ的特征吸收峰有 ＮＨ２剪式振动

（１６４０ｃｍ－１）和ＮＨ２反对称和对称伸缩振动（３２００

ｃｍ－１），表明ＡＭ参与了聚合．ＮＨＳ的特征吸收峰
有Ｃ＝Ｏ伸缩振动（由于环状化合物张力效应和空
间位阻效应使 Ｃ＝Ｏ振动频率提高到１６７０ｃｍ－１）
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和Ｎ－Ｏ伸缩振动（１４１４ｃｍ－１），表明ＮＨＳ参与了
聚合．ＭＡＢＢ的酰胺基团有两个特征吸收峰（由 Ｃ
＝Ｏ伸缩振动引起的酰胺谱带１６００ｃｍ－１和 ＣＯＮＨ
的Ｎ－Ｈ键弯曲振动引起的酰胺谱带１５２８ｃｍ－１），
表明 ＭＡＢＢ也参与了共聚反应．ＧＧ（４．５）图谱中

２１００～２８００ｃｍ－１的吸收带归属于聚合物骨架主链
Ｃ－Ｈ的振动吸收谱带．
２．２ＳＥＭ分析

图２是对干燥后的载体以及固定化酶表面结构
所作的电镜分析．由图所见ＧＧ（４．５）共聚物有较好

图２载体和固定化酶的ＳＥＭ图
Ｆｉｇ．２ＳＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｃｏｐｏｌｙｍｅｒ
（Ａ）ｃａｒｒｉｅｒ，（Ｂ）ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄαａｍｙｌａｓｅ

的球形度，根据 ＳＥＭ图比例尺，聚合物粒径在
０．３７５～０．６２５ｍｍ之间．比较固载前后载体表面有
明显变化，说明载体与酶之间有很好的结合．
２．３载体固定化酶方法讨论

丙烯酰胺与交联剂 Ｎ，Ｎ／亚甲基双丙烯酰胺
发生交联反应，然后在接入了Ｎ羟基琥珀酰亚胺形
成活性酯基．

根据文献［８］对于 Ｎ羟基琥珀酰亚胺酯的合成条
件、基本特性的研究，以及聚合物Ｎ羟基琥珀酰亚
胺酯可在温和条件下与蛋白反应，使蛋白以共价键

结合方式固定在聚合物上，且包被时间短，包被量

大的结论．按１．２．４中的方法将α淀粉酶固定化．
２．４交联剂用量对固定化酶载体溶胀性的影响

作为固定化酶载体，需要具有良好的亲水性，

使它在水溶液中能够充分溶胀，使分子链松散，有

利于酶分子进入载体网络与载体上的活性基团发生

反应；另一方面，溶胀性较好的载体还有利于大分

子底物由载体表面向内部扩散，使酶促反应进行得

更为彻底．在聚合物中加入一定量的交联剂，可以
形成不溶性的网状结构，能有效改善共聚物载体的

性能．固定两种单体的配比［Ｗ（ＡＭ）／Ｗ（ＮＨＳ）＝
１０∶１］和致孔剂的用量，交联剂的用量对固定化酶
载体溶胀性的影响情况如图３．

由图３可知，随着交联剂用量的增大，共聚物
载体在水中的溶胀性呈现先增加后减少的变化规

律．在交联剂质量分数为４％时，载体的溶胀性达
到最高值（２８７．５％）．在交联度低于４％时，聚合物
载体的机械强度很低，几乎为凝胶，其孔容和平均

孔径均很小，水分子不易进入其中，从而导致聚合

物载体的溶胀性较低．在交联度大于４％以后，随
着交联剂用量的增加，一方面亲水性单体的用量相

对减少，使共聚物在水中的亲水性下降，因而水中

的溶胀性能也随之下降；另一方面，随着交联剂用

量的增加，出现相分离所用的时间延长，分子链相

互缠绕，共聚物内部网状结构趋于致密［１１］，分子链

在水中不易伸展，其溶胀性能也就越低．几种因素
综合作用使得ＧＧ共聚物在交联度为４％时，在水
中的溶胀性处于最高值．
２．５交联剂用量对固定化酶活性的影响

固定两种单体的配比［Ｗ（ＡＭ）／Ｗ（ＮＨＳ）＝
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图３交联剂用量对载体溶胀性能的影响
Ｆｉｇ．３Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇａｇｅｎｔｏｎ
ｓｗｅｌｌｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｙｏｆＷ（ＡＭ）／Ｗ（ＮＨＳ）＝１０∶１

１０∶１］和致孔剂的用量，交联剂的用量对固定化酶
活性的影响情况如图４．由图４可知，随着交联剂

图４交联剂用量对固定化酶活性的影响
Ｆｉｇ．４Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇａｇｅｎｔｏｎ
ｔｈｅａｐｐａｒｅｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＷ（ＡＭ）／Ｗ（ＮＨＳ）＝１０∶１

用量的增大，固定化酶表观活性呈现先增加后减少

的变化规律，当交联剂的用量为５％时，载体固定
化酶表观活性达到最高值（５２２．５３Ｕ／ｇ）．其变化趋
势同交联剂的用量对固定化酶载体溶胀性的影响趋

势基本吻合．这种变化趋势可能是由于理论上改变
交联剂用量，共聚物的平均孔径和孔容会随着交联

剂用量的增加而减少，而比表面积会随之增大的原

因．当交联剂用量低于５％时，聚合物有较大的孔
径，较低的比表面积，表面的活性酯基团密度较

高，酶分子与载体结合后，可能与多个活性酯基团

结合，形成多点连接，引起酶失活，导致在交联剂

用量较低时固定化酶的活性较低．当交联剂的用量
高于５％时，共聚物的比表面积较大，但孔径较小，
一方面不利于固定化酶载体与底物分子接触，另一

方面随表面积增加，表面的活性酯基团数目也偏

低，同时在水中的溶胀性也偏低，使得固定化酶的

活性下降．

２．６温度对固定化酶活性的影响
将游离态酶和固定化酶与底物在不同温度下反

应，测定酶的活性，结果如图５．游离态酶相对活

图５温度对固定化酶和游离酶活性的影响
Ｆｉｇ．５Ｅｆｆｅｃｔｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

力为１００％时的酶活为７５０Ｕ，固定化酶相对活力
为１００％时的酶活为５２５Ｕ．游离态酶的最适反应
温度为４０～５０℃周围，当超过５０℃，其活性迅速
下降．固定化酶的最适反应温度为７０℃左右，比
游离态酶提高了２０℃．这可能是由于 α淀粉酶被
共价交联在载体上，使其刚性增加，为使其更好地

发挥活性与底物分子结合，就必须提高温度以增加

其柔性．
２．７ｐＨ值对固定化酶活性的影响

在７０℃条件下，将游离态酶和固定化酶与底
物在不同ｐＨ值条件下反应，测定酶的活性，结果
如图６．游离态酶相对活力为１００％时的酶活为７５０

图６ｐＨ值对固定化酶和游离酶活性的影响
Ｆｉｇ．６ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ

ａｎｄｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅｏｎｔｈｅｓｕｐｐｏｒｔ

Ｕ，固定化酶相对活力为１００％时的酶活为５０３Ｕ．
实验表明，在本文的测试条件下，游离态α淀粉酶
的最适ｐＨ值为６．９７，与文献相符．固定化酶的最
适ｐＨ值与游离态α淀粉酶的最适ｐＨ值基本一致．
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同时从图６中可明确地看出，在ｐＨ值６．０～８．４范
围内，固定化酶的相对活性明显高于游离态酶，说

明固定化酶的最适ｐＨ值范围比游离态酶宽．
２．８酶溶液浓度对固定化的影响

用０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７的磷酸缓冲溶液配置不同酶

浓度的溶液，再按照１．２．５中的方法将其固定化．
测试结果表明，将酶浓度升高，相应的酶活力也升

高，但活力回收降低（见表１）．这可能的由于酶溶
液浓度升高使酶分子上的氨基同聚合物载体上的活

性酯基的反应平衡移动，使树脂上可以固定更多的

表１酶溶液浓度对固定化的影响
Ｔａｂｌｅ１ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｏｎＧＧ（４．５）

［Ｅ］（ｍｇ·ｍＬ－１） ｔ（ｈ）
Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｅｎｚｙｍｅ（Ｕ·ｇ－１）
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｏｆａｃｔｉｖｉｔｙ

（％）

２．０ ２０ １１２ ５２．０

４．０ ２０ １９６ ４７．６

６．０ ２０ ３４０ ４４．５

８．０ ２０ ３９０ ３１．９

１０．０ ２０ ４２５ １７．２

酶．对于较高浓度的酶液，载体网络结合酶蛋白的
绝对值固然增大，但对于整个酶液，结合量却相对

降低．正是由于结合酶蛋白的总量在增加，酶的活
力才有所提高．但固定化酶的活力回收则呈下降趋
势，这是因为在较高酶蛋白结合量的情况下，载体

网络上酶分子间较为拥挤，并不是每一个固载酶分

子都有机会与底物结合，因此导致固定化酶活力回

收下降［６］．一般来说，固定化酶的表观活性主要影
响催化效率，活力回收主要影响催化成本．从实验
结果综合考虑将酶液浓度控制在４ｍｇ／ｍｌ时效果
最佳．
２．９酶的热稳定性

将游离态酶和固定化酶置于０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ７的
磷酸缓冲液中，分别在不同温度下保温５ｈ后，迅
速置于冰水中冷却至相同温度．再将游离态酶和固
定化酶与底物在７０℃条件下反应３０ｍｉｎ测定其活
性，结果见图７．游离态酶相对活力为１００％时的酶
活为７５０Ｕ，固定化酶相对活力为１００％时的酶活
为５０５Ｕ．游离态酶在５０℃以下可以保持较好的稳
定性，当温度高于５０℃时，其活性迅速下降．固定
化酶的稳定性随温度的增加变化幅度较小，在８０
℃保温处理后仍可以保持７５％的活力．在热稳定性
方面固定化较游离态酶好．这是因为固定化后酶分
子之间、以及酶和载体分子之间的相互作用使得酶

分子结构刚性增强，因而抗热变形能力增强，游离

酶由于缺乏这些作用力，因此热稳定性较差［１２］．

图７固定化酶和游离酶热稳定性比较

Ｆｉｇ．７Ｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

ｅｎｚｙｍｅａｎｄｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ

３结　　论
以丙烯酰胺、Ｎ羟基本琥珀酰亚胺为单体，以

Ｎ，Ｎ／亚甲基双丙烯酰胺为交联剂，以乙醇水溶液
为制孔剂条件下进行反相悬浮聚合，得到大孔珠状

聚合物生物催化剂的载体，其交联剂的用量对固定

化酶载体的溶胀性和固定化酶的活性有较大影响．
通过多次实验发现，在单体的配比 Ｗ（ＡＭ）／Ｗ
（ＮＨＳ）＝１０∶１和致孔剂用量一定的情况下，交联
剂用量为单体总量的４％时，其溶胀性最好；交联
剂用量为单体总量的５％时，固定化酶表观活性最
强；说明交联剂的用量对聚合物载体的性能有较大

的影响．在对于固定化酶和游离态酶最适反应温度
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和ｐＨ值比较中，固定化酶均表现出更优越的性能．
从工业应用的角度考虑，生产过程中采用廉价、无

毒的煤油作为悬浮剂，乙醇水溶液作为制孔剂，整

个生产过程绿色、环保，在制备工艺、成本以及环

境影响方面有较强的竞争力．
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