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聚乙烯亚胺改性聚丙烯腈中空膜固定脂肪酶
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摘要: 聚丙烯腈是富腈基的高分子聚合物ꎬ 易修饰改性ꎬ 广泛应用于膜分离应用. 我们以聚丙烯腈中空膜为载体ꎬ
采用化学法交联聚乙烯亚胺并固定脂肪酶ꎬ 固定过程中引入海藻酸钠ꎬ 用 ＣａＣｌ２进行后处理ꎬ 得到固定化脂肪酶

ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２载酶量为 ３１.７０ (ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ) / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)ꎬ 酶活为 ５０.２０ Ｕ / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)ꎬ １５ 次重复使用可保

留 ５８.７７％的酶活ꎬ 与游离酶相比耐酸性和耐温性有所提高ꎬ 相同条件下与 Ｎｏｖ ４３５ 相比ꎬ 酶活更高ꎬ 这表明最终

得到的固定化脂肪酶有良好的工业应用前景.
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　 　 固定化酶技术通过将酶固定在载体上获得酶的

催化特性ꎬ 并使酶能回收再利用ꎬ 因此被广泛应用

在食品、 医药等行业[１－３] . 酶固定化载体有很多种ꎬ
如无机材料、 生物大分子和高分子聚合物材料[１－３]ꎬ
其中ꎬ 高分子聚合物因比表面积大、 成本低和易修

饰改性被广泛应用[１－２ꎬ４－６] .
脂肪酶(ＥＣ ３.１.１.３ꎬ Ｌｉｐａｓｅ)ꎬ 是一类特殊的酯

链水解酶ꎬ 能催化多种反应ꎬ 如酯化、 水解和聚合

反应ꎬ 在食品工业中应用广泛ꎬ 但游离脂肪酶存在

易失活、 难回收的问题ꎬ 而固定化酶技术能改善脂

肪酶的催化稳定性和重复利用性[１－３] .
聚丙烯腈由丙烯腈和丙烯酸甲酯共聚而成ꎬ 耐

一般溶剂、 不易水解、 抗氧化、 化学稳定性好ꎬ 耐

微生物侵蚀ꎬ 具有优异的成膜性ꎬ 已被广泛应用于

膜分离及酶固定化领域[７－１２] . 但聚丙烯腈富含惰性

强的腈基ꎬ 分子链间作用力强ꎬ 链对称性差ꎬ 成膜

后表面反应性差ꎬ 机械强度一般ꎬ 生物相容性

差[１０ꎬ１３]ꎬ 因此为获得性能更好的酶固定化载体ꎬ 需

对聚丙烯腈膜进行表面改性ꎬ 常用的改性方法有化

学交联、 复合涂层等[１４－１５] .
聚乙烯亚胺富含胺类基团ꎬ 可用于聚丙烯腈表

面改性[１６－１７]以增强聚丙烯腈膜的表面反应活性. 我

们在聚丙烯腈膜表面采用化学法交联聚乙烯亚胺后

固定脂肪酶ꎬ 引入具有生物亲和性的海藻酸钠参与

酶固定ꎬ 再以氯化钙后处理ꎬ 成功提高固定化脂肪

酶的固定量和稳定性ꎬ 得到具有工业应用潜力的固

定化脂肪酶.

１ 材料与方法

１.１ 材料与仪器

脂肪酶(Ｌｉｐａｓｅꎬ１０ ０００ Ｕ / ｇ)ꎬ 购自昆明爱科特

生物科技有限公司ꎻ 聚丙烯腈粉末 ( ＰＡＮꎬ Ｍｗ
６０ ０００~８０ ０００)ꎬ 购自上海金山石化公司ꎻ 聚乙烯

亚胺 ( ＰＥＩꎬ Ｍｗ １８００)、 棕榈酸对硝基苯酯 ( ｐ￣
ＮＰＰ)ꎬ 购自阿拉丁(上海)有限公司ꎻ 其他生化试

剂均购自国药集团化学试剂有限公司.
往复式水浴恒温培养振荡器ꎬ 购自上海智城分

析仪器制造有限公司ꎻ 紫外￣可见光分光光度计 ＵＶ￣
１２００ꎬ 购自上海美谱达仪器有限公司ꎻ 傅里叶变换

红外光谱仪ꎬ 购自美国尼高力仪器公司.
１.２ 实验方法

１.２.１ 聚丙烯腈中空膜制备及化学交联聚乙烯亚胺
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　 　 采用相转化法制备聚丙烯腈中空膜: １０ ｇ 聚丙

烯腈粉末与 ５ ｍＬ 致孔剂聚乙二醇[１８]加入 ５５ ｍＬ Ｎꎬ
Ｎ￣二甲基甲酰胺中ꎬ 混匀后 ６５ ℃密封反应 ４８ ｈꎬ 形

成棕黄色粘稠液体后取出ꎬ 室温冷却 １２ ｈ 除去气

泡ꎻ 室温下将反应液在深度 ０.１ ｍｍ 的玻璃板槽中

铺开ꎬ 室温蒸发 ９０ ｓ 后转移至凝固浴(１０％ ＤＭＦ /
水溶液ꎬ ２５ ℃)中 ２ ｍｉｎ 铸膜. 将膜裁剪成 ２０ ｃｍ２待

用. 取样烘干称重. 记为 ＰＡＮ 膜.
取 ＰＡＮ 膜ꎬ 置于 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液中ꎬ ６０ ℃

反应 ９０ ｍｉｎꎻ 反应结束后转移至 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液

中ꎬ 质子化 ４ ｈ 后蒸馏水洗净ꎬ 最后投入到 ＰＥＩ 水

溶液(１０ ｇ / Ｌ)中ꎬ ３７ ℃过夜搅拌反应ꎻ 反应结束用

蒸馏水洗净ꎬ 待用. 记为 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜.
１.２.２ 固定脂肪酶　 　 取 ６０ ｍｇ ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜酸化后

加到 １０ ｍＬ 脂肪酶液(０.６ ｍｇ / ｍＬꎬ ｐＨ ５.０)中ꎬ 再加

入 ２０ ｍｇ 海藻酸钠ꎬ ２５ ℃ꎬ １５０ ｒ / ｍｉｎꎬ 固定 ２ ｈ. 得
到固定化脂肪酶记为 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ.

固定后再分别用不同浓度的戊二醛(２５ ℃ꎬ 静

置 １.５ ｈ)、 环氧氯丙烷(３７ ℃ꎬ 搅拌 １.５ ｈ)和 ＣａＣｌ２
(３７ ℃ꎬ 静置 １.５ ｈ)对固定化酶进行后处理. 得到

固定化脂肪酶记为 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＧＡ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣
ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ .

图 １ 脂肪酶固定化流程示意图

Ｆｉｇ.１ Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

１.２.３ 蛋白含量测定　 　 蛋白含量的测定参照 Ｂｒａｄ￣
ｆｏｒｄ 法[１９]: 取 ０.５ ｍＬ 待测样品加到 ２.５ ｍＬ 考马斯

亮蓝工作液中ꎬ 混匀后静置 ５ ｍｉｎꎬ 于 ５９５ ｎｍ 处测

吸光值ꎬ 根据蛋白浓度标准曲线 ｙ＝ ６.１３１２ｘ＋０.０７０５

(ｙ 为 ５９５ ｎｍ 处吸光值ꎬ ｘ 为蛋白浓度 ｍｇ / ｍＬꎬ Ｒ２ ＝
０.９９８ ４)计算样品中酶量. 需做空白对照以排除

ＰＥＩ 和海藻酸钠对测量结果的影响.

　 载酶量(Ｅｎｚｙｍｅ ｌｏａｄｉｎｇ)(ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ / ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)＝ ｕｓｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ－ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍａｓｓ ｏｆ ｓｕｐｐｏｒｔ

１.２.４ 脂肪酶酶活测定　 　 脂肪酶酶活测定参照对

硝基苯酚法[２０]: 玻璃试管中加 ＰＢＳ 缓冲液 ( ２０
ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ７.０)８ ｍＬ 和适量脂肪酶或固定化脂肪

酶ꎬ ４５ ℃水浴预热 ５ ｍｉｎ 后加入预热的棕榈酸对硝

基苯酯(１００ ｍｍｏｌ / Ｌ)０.１５ ｍＬꎬ ４５ ℃恒温振荡反应

５ ｍｉｎ 后ꎬ 取 １ ｍＬ 反应液加入到 ２ 倍体积的 Ｎａ２ＣＯ３

(１ ｍｏｌ / Ｌ)中终止反应. 空白对照不加酶.

样品稀释适当倍数在 ４０５ ｎｍ 处测吸光值ꎬ 根

据对硝基苯酚浓度标准曲线 ｙ＝ ７.４８０１ｘ＋０.０５６(ｙ 为

吸光值ꎬ ｘ 为对硝基苯酚浓度 μｍｏｌ / Ｌꎬ Ｒ２ ＝ ０.９９８)
计算酶活 Ｕ.

酶活定义: 在实验条件下ꎬ 每分钟催化生成 １
μｍｏｌ 的对硝基苯酚所需要的酶量ꎬ 定义为一个酶

活单位(Ｕ).

　 　 比酶活(Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ) (Ｕ / ｍｇ)＝ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｍａｓｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ

相对酶活(Ｒｅｌａｔｉｖｅ) (％)＝ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｈｉｇｈｅｓｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓａｍｅ Ｇｒｏｕｐ ｓａｍｐｌｅｓ

×１００
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１.２.５ 聚丙烯腈中空膜结构表征 　 　 (１)万能试验

机测样品最大拉伸力: ＰＡＮ 膜裁剪成条状ꎬ 调整仪

器设置夹距 ２ ｃｍꎬ 拉伸速度 ２０ ｍｍ / ｍｉｎꎬ 预加张力

０ Ｎꎬ 测试 ３ 次ꎬ 取平均值. (２)称重法计算膜孔隙

率: 干燥的 ＰＡＮ 膜质量为 ｍ１ꎻ 该膜浸没水中 １２ ｈ
后ꎬ 擦干表面水渍ꎬ 质量为 ｍ２ .

孔隙率(Ｐｏｒｏｓｉｔｙ) ＝
Ｖｐｏｒｅ

Ｖｍｅｍｂｒａｎｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ

＝
Ｖｐｏｒｅ

Ｖｐｏｒｅ＋ Ｖｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｋｅｌｅｔｏｎ

＝
Ｖｐｏｒｅ

Ｖｐｏｒｅ＋
ｍ１

ρＰＡＮ

＝
ｍ２－ ｍ１

ｍ２－ ｍ１＋
ｍ１

１.１８４

其中: 聚丙烯腈膜密度 １.１８４ ｇ / ｃｍ３ꎻ Ｖ孔由孔隙吸

水量确定ꎬ 室温下ꎬ Ｖ孔 ＝ｍ吸水 ＝ｍ２￣ｍ１ .
(３)样品经 ＫＢｒ 压片后进行红外吸收扫描ꎬ 红

外光谱分辨率为 ０.４ ｃｍ－１ꎬ 扫描速度为 ０.２ ｃｍ－１ / ｓꎬ
波数扫描范围 ４ ０００~４００ ｃｍ－１ .

(４)样品经表面喷金处理后以扫描电子显微镜

对样品表面形态进行分析.

２ 结果与讨论

２.１ 聚丙烯腈中空膜结构表征及催化原理

由图 ２ 可知ꎬ 所有样品均在 ２ ２４２ ｃｍ－１处出现

腈基(ＣＮ)的伸缩振动吸收峰ꎬ ２ ９４０ ｃｍ－１ 处出现

Ｃ—Ｈ 键的伸缩振动吸收峰ꎬ 在 １ ７３０ ｃｍ－１ 出现

Ｃ ＝ Ｏ的伸缩振动吸收峰ꎬ 这表明聚丙烯腈是由丙

烯腈和丙烯酸甲酯共聚而成ꎻ 与 ＰＡＮ 膜相比ꎬ 改性

后 ＰＡＮ￣ＰＥＩ膜在１ ６７０ ｃｍ－１ 出现较强的酰胺吸收

图 ２ 不同样品的红外波谱图

Ｆｉｇ.２ Ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＡＮ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＧＡ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣ

峰ꎬ 在１ ５６０ ｃｍ－１ 处出现 ＣＯ２
－ ￣ＮＨ３

＋ 变形振动峰ꎬ
１ ４０２ ｃｍ－１处出现 ＣＯ２

－不对称伸缩峰ꎬ 表明成功交

联 ＰＥＩꎻ 与 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜相比ꎬ 固定化脂肪酶(ＰＡＮ￣
ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣
ＧＡ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣ) 的 ４ 个样品中ꎬ 在 ６１８
ｃｍ－１出现脂肪酶特征峰[２０]ꎬ 这表明脂肪酶被成功

固定在载体表面.
结合表 １ 和图 ３ꎬ 随着改性和酶的固定ꎬ ＰＡＮ

膜的最大拉伸力逐渐降低ꎬ表明采用化学交联ＰＥＩ

表 １ 最大拉伸力和孔隙率

Ｔａｂｌｅ １ Ｔｈｅ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ａｎｄ ｐｏｒｏｓｉｔｙ

Ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ / (Ｎ) Ｐｏｒｏｓｉｔｙ

ＰＡＮ ５.８９ ０.８５

ＰＡＮ￣ＰＥＩ ３.４２ ０.８１

ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ ３.３８ ０.７１

ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ ３.２１ ０.５７
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图 ３ ＰＡＮ 膜改性固定前后扫描电镜图

Ｆｉｇ.３ ＳＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＰＡＮ ｍｅｍｂｒａｎｃｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｏｂｉｌｉａｚａｔｉｏｎ

的方法改性 ＰＡＮ 膜时会对 ＰＡＮ 膜结构造成破环ꎬ
但主要发生在碱水解和交联 ＰＥＩ 时ꎬ 而酶固定过程

几乎不对膜的机械强度造成破坏. ＰＡＮ 膜内部孔

隙在交联 ＰＥＩ 后发生变化ꎬ 表面孔径逐渐变小ꎬ
孔隙 率 逐 渐 降 低ꎬ 由 ０.８５ (ＰＡＮ) 降 低 至 ０.８１
(ＰＡＮ￣ＰＥＩ)ꎬＰＥＩ 层附着在空隙内ꎬ 表明 ＰＥＩ 交联

成功ꎻ 固定脂肪酶后(ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ)膜孔隙被海

藻酸钠和脂肪酶覆盖ꎬ 但孔隙率降低至 ０.７１ꎻ 进一

步处理后 ( ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣
ＧＡ、 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣ)载体表面海藻酸钠覆盖

量减少ꎬ 孔隙率则降至 ０. ５７ꎬ 但脂肪酶仍附着在

表面.
　 　 脂肪酶的催化活性中心由丝氨酸、 天冬氨酸和

组氨酸组成ꎬ 位于脂肪酶结构内部ꎬ 其表面被相对

疏水的氨基酸残基形成的螺旋状结构覆盖ꎬ 这层

“盖子”结构的外表面相对亲水ꎬ 而面向内部的内表

面相对疏水. 酶固定时ꎬ 脂肪酶的相对亲水外表面

更易与亲水的 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜及海藻酸钠发生相互作

用ꎬ 达 到 酶 固 定 的 目 的ꎻ 当 疏 水 性 酯 类 底 物

(如 ｐ￣ＮＰＰ)经传质作用后通过载体的孔隙与固定

的脂肪酶发生接触ꎬ 脂肪酶“盖子”的疏水表面张

开ꎬ 底物与活性中心接触ꎬ 实现脂肪酶水解酯类的

作用. 如表 ２ꎬ固定后游离脂肪酶的比酶活仅降

低 ０.２６ Ｕ / ｍｇꎬ表明改性 ＰＡＮ 膜几乎不会造成游

离脂肪酶的损失ꎻ但固定化脂肪酶的比酶活只有

表 ２ 固定前后脂肪酶比酶活

Ｔａｂｌｅ ２ Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｌｉｐａｓｅ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ / ｍｇ)

Ｌｉｐａｓｅ ｂｅｆｏｒｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ７.１５

Ｌｉｐａｓｅ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ６.８９

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｌｉｐａｓｅ １.６３

１.６３ Ｕ / ｍｇꎬ 这是由于部分固定在 ＰＡＮ 膜上的脂肪

酶失活[１] 和改性 ＰＡＮ 膜表面传质阻力[１８] 较大造

成的.
２.２ ＰＡＮ￣ＰＥＩ 改性及固定酶条件优化

ＰＡＮ 膜固定脂肪酶时ꎬ 为得到较优的固定效

果ꎬ 对化学交联反应条件和酶固定条件进行单因素

条件优化.
２.２.１ ＰＡＮ 碱水解条件及 ＰＥＩ 交联浓度　 　 结合图

４ 和 ５ꎬ 随着碱水解时间增加ꎬ ＰＡＮ 膜载体上

２ ２４２ ｃｍ－１ 处 的 ＣＮ 伸 缩 振 动 峰 逐 渐 减 小ꎬ 而

１ ７３０ ｃｍ－１处的 Ｃ ＝ Ｏ 的伸缩振动峰逐渐增大ꎬ 并

且在 １ ６７０ ｃｍ－１出现酰胺吸收峰ꎬ 这表明 ＰＡＮ 膜与

ＮａＯＨ 反应时间越长ꎬ 腈基水解量越大ꎬ 因为 ＰＡＮ
与 ＮａＯＨ 溶液在加热的条件下反应ꎬ 腈基被不可逆

地水解成羧酸盐 /酰胺 (图 ６). 但水解时间超过

１.５ ｈ后ꎬ ＰＡＮ 膜的机械性能降低ꎬ 表明膜结构开始

被破坏ꎬ ＣＮ 峰大小基本保持不变.
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图 ４ 不同水解时间膜红外波谱

Ｆｉｇ.４ Ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＡＮ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｌｋａｌｉｎｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ

图 ５ 不同水解时间膜最大拉伸力

Ｆｉｇ.５ Ｔｈｅ ｔｅｎｓｉｌｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ＰＡＮ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｌｋａｌｉｎｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ

图 ６ 碱水解原理[９]

Ｆｉｇ.６ Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ

　 　 由此初步确定碱水解条件为: ＮａＯＨ 浓度为

２ ｍｏｌ / Ｌꎬ碱水解温度为 ６０ ℃ꎬ 碱水解时间为

９０ ｍｉｎ.
化学交联 ＰＥＩ 时ꎬ ＰＥＩ 浓度会对交联效果有影

响ꎬ 分别用不同浓度 ＰＥＩ(０、 ２、 ６、 １０、 ２０ ｇ / Ｌ)与
质子化后的 ＰＡＮ 膜进行反应ꎬ 考察 ＰＥＩ 浓度对交

联效果的影响.
　 　 从图 ７ 可知ꎬ 随着 ＰＥＩ 浓度升高ꎬ 固定的脂肪

酶量和得到的酶活均不断升高ꎬ 当 ＰＥＩ 浓度为 １０
ｇ / Ｌ 时ꎬ ＰＡＮ 膜固定的酶量和得到的酶活最大ꎻ 但

ＰＥＩ 浓度继续提高时ꎬ 固定效果下降ꎬ 这可能是因

为高浓度的 ＰＥＩ 在 ＰＡＮ 膜表面发生物理聚集ꎬ 形

成一层不够牢固的聚集层ꎬ 固定结束后固定的在聚

集层的酶与 ＰＥＩ 一起被洗脱ꎬ 使得酶的固定量和固

定化酶活降低.

图 ７ 不同浓度 ＰＥＩ 对 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 改性效果的影响

Ｆｉｇ.７ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＥＩ ｏｎ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＮ ｆｉｌｍｓ

２.２.２ 海藻酸钠的选择及使用量的确定　 　 实验发

现ꎬ ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜直接固定的脂肪酶易脱落ꎬ 重复催

化能力弱. 为提高稳定性ꎬ 在固定过程中分别用戊

二醛(ＧＡꎬ 终浓度 １％)、 牛白蛋白(ＢＳＡꎬ 终浓度

０.２％)、 聚乙烯亚胺(ＰＥＩꎬ 终浓度 １％)、 环氧氯丙

烷 ( ＥＰＣꎬ 终浓度 ２％)、 壳聚糖 ( ＣＴＳꎬ 终浓度

０.５％)、 聚乙二醇 ４００(ＰＥＧꎬ 终浓度 １％)和海藻酸

钠(ＳＡꎬ 终浓度 ０.５％)参与酶固定ꎬ 考察得到的固

定化酶稳定性.
从表 ３ 可知ꎬ 加入不同试剂对固定结果有不同

的影响. 直接固定时ꎬ 酶活力快速降低ꎬ ７ 次反应后

酶活仅保留 ３５.８１％ꎬ 这是因为静电作用不牢固ꎬ 酶

分子掉落ꎻ 加入 ＳＡ 时ꎬ ７ 次反应后能保留 ６５.４５％
的酶活ꎬ 且与其他试剂 ( ＰＥＩ、 ＧＡ、 ＢＳＡ、 ＥＰＣ、
ＰＥＧ、 ＣＴＳ)相比ꎬ ＳＡ 能提高固定效果ꎬ 原因是 ＳＡ
富羧基ꎬ 能与荷正电的载体表面的氨基形成更密集

的静电作用[２１]ꎬ 将酶分子包裹在载体表面提高酶

固定量ꎬ 酶固定量由 ２９.７(ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ) / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)
提高至 ３２.７ (ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ) / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)ꎬ 而且 ＳＡ 生

物亲和性好ꎬ 能为脂肪酶提供适宜的微环境.

３８第 １ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 卢佳伟等: 聚乙烯亚胺改性聚丙烯腈中空膜固定脂肪酶



表 ３ 不同试剂对连续反应酶活的影响

Ｔａｂｌｅ ３ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｖｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

Ｂｌａｎｋ ＰＥＩ ＧＡ ＢＳＡ ＥＰＣ ＰＥＧ ＣＴＳ ＳＡ

１ｓｔ Ａｃｔｉｖｉｔｙ(Ｕ / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)) ４３.００ ３２.１１ ３８.１８ ２９.９８ ３４.１２ ３７.８１ ４２.５２ ４８.４３

７ｔｈ Ａｃｔｉｖｉｔｙ(Ｕ / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)) １５.３９ １３.２９ ９.１０ １８.８９ １０.８７ ２３.４３ ２８.６５ ３１.４２

Ｒｅｔａｉｎ Ａｃｔｉｖｉｔｙ(％) ３５.８１ ４１.３８ ２３.８４ ６３.０２ ３１.８５ ６１.９６ ６７.３８ ６５.４５

　 　 从图 ８ 可知ꎬ 随着 ＳＡ 浓度提高ꎬ 固定的酶量

和酶活均有所提高ꎬ 当 ＳＡ 浓度达到 ２ ｇ / Ｌ 时ꎬ 固定

效果最佳ꎻ 但 ＳＡ 浓度继续增大会对固定效果造成

不利影响ꎬ 这是因为高浓度的 ＳＡ 包裹在膜表面ꎬ
不仅减少载体与酶的接触机会ꎬ 降低酶固定量ꎬ 还

会增大已固定的酶与底物间的传质阻力ꎬ 进而造成

固定效果降低.

图 ８ 海藻酸钠浓度对固定效果的影响

Ｆｉｇ.８ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ
ｏｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

２.２.３ 固定 ｐＨ 和时间的影响 　 　 在前一步实验基

础上ꎬ 分别用 ｐＨ 为 ３、 ５、 ７、 ９、 １１ 的缓冲液来固定

酶ꎬ 考察环境 ｐＨ 对固定效果的影响.
从图 ９ 可知ꎬ 偏酸性条件下固定效果较优ꎬ 当

ｐＨ 为 ５ 时固定酶量最大ꎬ 当固定的 ｐＨ 为 ７ 时酶活

力最大ꎻ 但 ｐＨ>７ 时固定效果逐渐变差. 原因可能

有两个: 一是酸性条件下膜表面 ＰＥＩ 层带正电ꎬ 易

与酶分子发生静电作用ꎬ 而碱性条件下ꎬ 膜表面电

荷性质发生变化ꎬ 酶结合量降低ꎻ 二是实验选择的

脂肪酶偏好酸性. 由此选择在弱酸性条件下固定酶.
　 　 在前一步基础上ꎬ 控制固定时间分别为 １、 ２、
４、 ７、 １０、 ２４ ｈꎬ 考察固定时间对固定效果的影响.

由图 １０ 可知ꎬ 在 １ ~ ４ ｈ 内酶固定量和酶活力

变化不大ꎬ 其中固定 ２ ｈ 时的酶固定量相对最大ꎻ

图 ９ 固定时 ｐＨ 对固定效果的影响

Ｆｉｇ.９ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

图 １０ 固定时间对固定效果的影响

Ｆｉｇ.１０ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｉｍｅ ｏｎ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

４~２４ ｈ 内ꎬ 酶固定量增大ꎬ １０ ｈ 时达到最大值ꎬ 但

酶活力却下降ꎬ 可见在长时间的固定过程中酶活会

有损失ꎬ 由此选择固定时间为 ２ ｈ.
２.２.４ 最适改性及固定条件　 　 根据单因素实验结

果ꎬ 选择 ＰＡＮ 膜为载体ꎬ 碱水解时间为 ９０ ｍｉｎꎬ
ＰＥＩ 浓度为 １０ ｇ / Ｌꎬ 固定条件: 加酶量 ６ ｍｇ、 载体

６０ ｍｇ、 缓冲液 １０ ｍＬ(ｐＨ ５.０)ꎬ 海藻酸钠 ２ ｇ / Ｌꎬ 温

度为 ２５ ℃、 转速为 １５０ ｒ / ｍｉｎ、 时间 ２ ｈ.
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２.３ 固定化酶的重复反应及存储稳定性

２.３.１ 重复利用性　 　 当 ＳＡ 参与固定时ꎬ 固定化酶

的稳定性提高ꎬ 但仍然达不到要求ꎬ 为进一步增强

固定化酶的稳定性ꎬ 分别用 ＧＡ、 ＥＰＣ 和 ＣａＣｌ２对固

定化酶 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ 进行后处理.
从图 １１ 可知ꎬ 重复反应 １５ 次后 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜固

定的酶酶活迅速降低ꎬ 仅保留初始的 ２０.８６％ꎬ 尤其

图 １１ 重复反应 １５ 次酶活保留情况

Ｆｉｇ.１１ Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ １５ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｃｙｃｌｅｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

在 ６ 次反应后保留酶活降至 ４０％以下ꎻ 在 ＳＡ 参与

固定后ꎬ 酶固定量和固定化酶稳定性均提高ꎬ 但 １３

次反应后保留酶活快速降低ꎬ 由 ５３. ９２％ 降至

２３.１４％ꎻ固定化酶用 ＣａＣｌ２、 ＧＡ、 ＥＰＣ 进行后处理ꎬ
虽然处理过程中有脂肪酶掉落ꎬ 但最终固定化酶稳

定性明显提高ꎬ 其中 ５ ｇ / Ｌ ＣａＣｌ２ /醋酸缓冲液(ｐＨ
５.０)、 １％ ＧＡ / ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ ７.０)和 ２.５％ ＥＰＣ /
醋酸缓冲液(ｐＨ ５.０)后处理的固定化酶的稳定性最

佳ꎬ １５ 次连续反应酶活保留率均达到 ５５％. 但由表

２ 可知ꎬ ＧＡ 后处理时的剧烈的共价键合作用会造

成酶活损失ꎬ 使 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＧＡ 酶活低于 ＰＡＮ￣
ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ 和 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣꎬ 且 ＧＡ 会

对 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 膜结构造成破坏[１１]ꎻ ＥＰＣ 酸性条件下

(ｐＨ ５.０)的开环反应温和ꎬ 酶活损失小ꎻ ＣａＣｌ２中的

Ｃａ２＋会与包裹在 ＰＡＮ 膜表面的 ＳＡ 中的羟基配位而

形成凝胶层ꎬ 酶活力基本不损失ꎬ 且膜载酶量仅损

失 ２.３２ (ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ) / ( ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)ꎬ 而 ＥＰＣ 处理后

载酶量下降 ５.４２ (ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ) / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)ꎬ 但 ＥＰＣ
和 ＣａＣｌ２处理时会减少表面多余 ＳＡ 的包裹量ꎬ 降低

酶与底物间的传质阻力而提高酶活. 另外ꎬ 相同的

实验条件下与商品化的固定化脂肪酶诺维信 ４３５
(Ｎｏｖ ４３５)相比(表 ４)ꎬ 虽然 Ｎｏｖ ４３５ 稳定性更好ꎬ
１５ 次反应后可保留 ８５％以上的酶活力ꎬ 但其载酶

量低ꎬ 在 １５ 次反应中 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２和 ＰＡＮ￣
ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣ 酶活均高于 Ｎｏｖ ４３５ꎬ 表明 ＰＡＮ 膜

固定的脂肪酶存在良好的应用前景.

表 ４ 不同后处理条件下的 １５ 次重复反应酶活保留情况

Ｔａｂｌｅ ４ Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ １５ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｓｔ￣ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

１ ２ ３ ４ ５ ６
１ｓｔ Ａｃｔｉｖｉｔｙ(Ｕ / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)) ５０.２０ ３０.９７ ５４.９９ ４８.４３ ４３.００ ２２.３９
１５ｔｈ Ａｃｔｉｉｔｙ(Ｕ / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ)) ２９.５０ １９.０８ ２９.２９ １１.２７ ８.９７ １９.１３
Ｒｅｔａｉｎ Ａｃｔｉｖｉｔｙ(％) ５８.７７ ６１.６１ ５３.２６ ２３.２７ ２０.８６ ８５.４４

　 　 １: ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ꎻ ２: ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＧＡꎻ ３: ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＥＰＣꎻ ４: ＰＡＮ￣ＥＰＩ￣ＳＡ / Ｅꎻ ５: ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣Ｅꎻ ６: Ｎｏｖ ４３５

２.３.２ 存储条件对固定化酶的影响　 　 在前一步实

验的基础上ꎬ 分别将后处理后的固定化脂肪酶在

ＰＢＳ(ｐＨ ７. ０)、 自来水、 ＮａＣｌ (１ ｍｏｌ / Ｌ)、 二氯甲

烷、 乙醇、 丙酮中保存 ４０ ｈꎬ 考察不同存储条件对

固定化酶的影响.
　 　 从图 １２ 可知ꎬ 储存 ４０ ｈ 后固定化酶和游离酶

在 ＰＢＳ 缓冲液中酶活保留均较好ꎻ 在自来水中

ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ 酶活保留最佳ꎻ 在 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ 溶液中储存时ꎬ ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＧＡ 有最好的

酶活保留率ꎻ 用乙醇和丙酮储存时ꎬ 由于沉降作

用ꎬ 游离酶在溶液中没有检测到酶活ꎬ 而固定化酶

则能检测到酶活ꎻ 在二氯甲烷中ꎬ ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣
ＣａＣｌ２仍然有较优的酶活保留效果.
２.４ 固定化酶和游离酶酶学性质研究

根据之前实验结果ꎬ 考察固定化脂肪酶 ＰＡＮ￣
ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２酶学性质.
２.４.１ 温度 　 　 分别在 ３０、 ４０、 ５０、 ６０、 ７０ ℃ꎬ ｐＨ
７.０条件下ꎬ 测定 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ ＣａＣｌ２酶活ꎬ 得出

最适反应温度ꎻ 再在上述温度下保温 ６ ｈ 后再测定

酶活ꎬ 考察温度对游离和固定脂肪酶酶活的影响.
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图 １２ 不同条件储存 ４０ ｈ
Ｆｉｇ.１２ Ｅｆｆｉｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ ａｆｔｅｒ ４０ ｈ

　 　 结合图 １３ 和 １４ꎬ 游离酶最适反应温度为 ４０
℃ꎬ 固定化脂肪的最适反应温度为 ６０ ℃ . 根据图

１４ꎬ 在不同温度下保温 ６ ｈ 后ꎬ ３０ ~ ４０ ℃时游离酶

和固定化酶均能较好的保留酶活ꎬ 温度达到 ５０ ℃
时游离酶开始有酶活的损失ꎬ 固定化酶却没有损

失ꎻ 随着温度的提高ꎬ 游离酶的酶活力快速降低ꎬ
固定化酶酶活保留优于游离酶ꎬ 表明固定化酶的温

度耐受性提高.

图 １３ 最适反应温度

Ｆｉｇ.１３ Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ
ｆｒｅｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ

２.４.２ ｐＨ　 　 分别在 ｐＨ ３、 ５、 ６、 ７、 ８、 ９、 １１ 的条

件下ꎬ 测定 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ ＣａＣｌ２ 酶活ꎬ 得出最适

反应 ｐＨꎻ 再在上述 ｐＨ 下ꎬ ４ ℃保温 ６ ｈ 后再测定

图 １４ 温度耐受性

Ｆｉｇ.１４ Ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ
ｆｒｅｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ

酶活ꎬ 考察 ｐＨ 对游离和固定脂肪酶酶活的影响.
结合图 １５ 和 １６ꎬ 与游离酶相比ꎬ 固定化酶的

最适反应 ｐＨ 变为 ７ꎬ 耐弱酸性增强ꎬ 在 ｐＨ ＝ ３ 时ꎬ
能保留 ６０％以上的酶活力ꎬ 而在 ｐＨ 升高时ꎬ 酶活

力降低ꎬ 当 ｐＨ 升高到 ９ 以后ꎬ 酶活快速降低ꎬ 仅能

保留 ２０％的酶活力ꎬ 耐酸性有提高.
２.４.３ 金属离子及 ＥＤＴＡ　 　 在 ｐＨ ７.０ 下ꎬ 考察 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ 浓度的不同离子(Ｆｅ３＋、 Ｚｎ２＋、 Ｍｎ２＋、 Ｃａ２＋、
Ｃｕ２＋、 Ｍｇ２＋、 Ａｌ３＋、 Ｃｏ２＋、 Ｂａ＋ 和 ＥＤＴＡ)对酶活力的

影响.
从 图 １ ７可知 ꎬ Ｆｅ３＋ 、Ｍｎ２＋ 、 Ｃａ２＋ 、Ｍｇ２＋ 、 Ａｌ３＋ 、

６８ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 分　 　 子　 　 催　 　 化　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ３２ 卷　



图 １５ 最适反应 ｐＨ
Ｆｉｇ.１５ Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｕｍ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐＨ ｏｆ

ｆｒｅｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ

图 １６ ｐＨ 耐受性

Ｆｉｇ.１６ Ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｐＨ ｏｆ
ｆｒｅｅ ａｎｄ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｅｎｚｙｍｅ

图 １７ 金属离子及 ＥＤＴＡ 对酶活性的影响

Ｆｉｇ.１７ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｉｏｎ ａｎｄ ＥＤＴＡ ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｂａ＋对固定化酶起促进作用ꎬ 其中 Ｍｎ２＋促进作用最

大ꎬ Ｃｕ２＋和 Ｃｏ２＋对固定化酶有抑制作用ꎬ Ｃｏ２＋ 的抑

制效果最明显ꎻ ＥＤＴＡ、 Ｚｎ２＋ 对酶活力基本没有影

响ꎻ 而游离酶中ꎬ Ｍｎ２＋、 Ｃａ２＋、 Ｍｇ２＋、 Ｂａ＋ 可以促进

酶活力提高ꎬ Ｆｅ３＋、 Ｚｎ２＋、 Ｃｕ２＋、 Ｃｏ２＋会抑制酶活力ꎬ
Ａｌ３＋和 ＥＤＴＡ 则基本不影响酶活力. 综合比较ꎬ 在选

定的金属离子和 ＥＤＴＡ 中ꎬ 多数金属离子对固定化

酶的抑制作用要小于游离酶.

３ 结论

通过化学法在聚丙烯腈膜上交联聚乙烯亚胺并

固定脂肪酶ꎬ 再通过引入海藻酸钠参与固定和氯化

钙后处理的方法ꎬ 获得耐酸性和耐温性均有所提高

的固定化脂肪酶 ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ . 循环反应表

明ꎬ １５ 次反应后ꎬ 该固定化酶酶活保留率为

５８.７７％.该固定化酶的反应稳定性低于 Ｎｏｖ ４３５ꎬ 但

固定酶量和单位酶活更高ꎬ 这为获得工业生产更高

效稳定的固定化脂肪酶提供研究基础. 但是载体准

备时ꎬ 相转化法制备聚丙烯腈中空膜易造成原料的

浪费且载体传质阻力较大ꎬ 后续的研究中优化制备

工艺提高原料利用率并降低传质阻力ꎬ 扩大应用

前景.
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[Ｄ]. Ｍａｓｔｅｒ Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｅｍｉ￣
ｃａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ(北京化工大学硕士论文). ２００６.

[８] 　 Ｗａｎｇ Ｑｉｎｇ￣ｑｉｎｇ(王清清). Ｓｕｒｆａｃｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＰＡＮ / Ｏ￣ＭＭＴ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｅｒｆｏｍａｎｃｅ
ｉｎ ｃａｔａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ(ＰＡＮ / Ｏ￣ＭＭＴ 复合纳米纤维

的表面功能化及其催化吸附性能研究) [Ｄ]. Ｄｏｃｔｏｒａｌ
Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (江南大学博士论

文). ２０１４.
[９]　 Ｓｔｏｉｌｏｖａ Ｏꎬ Ｍａｎｏｌｏｖａ Ｎꎬ Ｇａｂｒｏｖｓｋａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｕｎ

ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｎａｎｏｆｉｂｒｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｔａｉｌｏｒｅｄ ｆｏｒ ａｃｅ￣
ｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ [ Ｊ]. Ｊ Ｂｉｏａｃ ＆ Ｃｏｍｐａｔ
Ｐｏｌｙꎬ ２０１０ꎬ ２５(１): ４０－５７.

[１０] Ｂｏｄｅ￣ＡｌｕｋｏＣ Ａꎬ Ｐｅｒｅａｏ Ｏꎬ Ｆａｔｏｂａ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｕｒｆａｃｅ￣
ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｎａｎｏｆｉｂｒｅｓ ａｓ ｓｕｐｐｏｒｔｓ [Ｊ]. Ｐｏ￣
ｌｙ Ｂｕｌｌꎬ ２０１７ꎬ ７４(６): ２４３１－２４４２.

[１１] Ｒｅｎ Ｙｕａｎ￣ｌｉｎ(任元林)ꎬＬｉｕ Ｔｉａｎ￣ｔｉａｎ(刘甜甜)ꎬＷａｎｇ
Ｌｉｎｇ￣ｊｉｅ(王灵杰). Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｎａｎｏ￣
ｆｉｂｅｒｓ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｐｐｅｒ ｉｏｎｓ
(ＰＡＮ 纳米纤维的改性及其对铜离子的吸附性能)
[Ｊ]. Ｊ ｆ Ｔｉａｎｊｉｎ Ｐｏｌｙ Ｕｎｉｖｅｒ (天津工业大学学报)ꎬ
２０１５ꎬ ３４(６): １－６.

[１２] Ｌｏｕ Ｑｉａｎ￣ｆａｎｇ (娄倩芳). Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ
Ｓｙｎｔｈａｓｅ(海藻糖合成酶的固定化研究) [Ｄ]. Ｍａｓｔｅｒ
Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (江南大学硕士论

文). ２０１６.
[１３] Ｗａｎｇ Ｌｉｎｇ￣ｓｈｕ(万灵书)ꎬ Ｈｕａｎｇ Ｘｉａｏ￣ｊｕｎ(黄小军)ꎬ

Ｘｕ Ｚｈｉ￣ｋａｎｇ(徐志康). Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ: Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ(聚丙烯

腈分离膜改性研究进展及其应用) [ Ｊ]. Ｊ Ｆｕｎｃ Ｐｏｌｙ
(功能高分子学报)ꎬ ２００４ꎬ １７(３): ５２７－５３４.

[１４] Ａｍｉｒｉｌａｒｇａｎｉ Ｍꎬ Ｓａｄｒｚａｄｅｈ Ｍꎬ Ｓｕｄｈöｌｔｅｒ Ｅ Ｊ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｎａｎｏｆｉｌ￣
ｔｒａｔｉｏｎ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ [ Ｊ]. Ｃｈｅｍ Ｅｎｇｉｎｅｅｒ Ｊꎬ ２０１６ꎬ ２８９
(Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ Ｃ): ５６２－５８２.

[１５] Ｋｏｃｈｋｏｄａｎ Ｖꎬ Ｈｉｌａｌ Ｎ. Ａ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｒｅｖｉｅｗ ｏｎ ｓｕｒ￣
ｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｆｏｒ ｂｉｏｆｏｕｌｉｎｇ ｍｉｔｉｇａ￣

ｔｉｏｎ [ Ｊ ]. Ｄｅｓａｌｉｎａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ ３５６ ( Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ Ｃ):
１８７－２０７.

[１６] Ｗａｎｇ Ｌｉ(王 力)ꎬ Ｃｈｅｎ Ｚｈａｏ￣ｗｅｎ(陈兆文)ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｑｉｎ
(张 琴)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＮ￣ＰＥＩ ｆｉ￣
ｂｅｒ ｕｓｉｎｇ ｉｎ ｎａｖａｌ ｖｅｓｓｅｌｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＨＣＨＯ ａｄ￣
ｓｏｒｐｔｉｏｎ(舰艇用 ＰＡＮ￣ＰＥＩ 纤维的制备及其吸附甲醛

性能研究) [ Ｊ]. Ｓｈｉｐ Ｓｃｉ Ｔｅｃｈｎｏｌ (舰船科学技术)ꎬ
２０１６ꎬ ３８(３): １４４－１４８.

[１７] Ｔａｏ Ｓꎬ Ｊｉｎ Ｑꎬ Ｌｉｕ Ｚ. Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｐｏｌｙａｃｒｙ￣
ｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｈｅｍｏｆｉｌｔｅｒ ｆｏｒ ｃｒｉｔｉｃａｌｌｙ ｉｌｌ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｒｅ￣
ｃｅｉｖｉｎｇ ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔ￣ｆｒｅｅ ｐｒｏｌｏｎｇｅｄ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ ｒｅｎａｌ ｒｅ￣
ｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ: ａ ｓｉｎｇｌｅ￣ｃｅｎｔｅｒꎬ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅꎬ ｓｅｌｆ￣
ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｐｉｌｏｔ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ]. Ｂｍｃ Ｎｅｐｈｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１７ꎬ １８
(１): ２０８.

[１８] Ｐａｎｄａ Ｓ Ｒꎬ Ｄｅ Ｓ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔꎬ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ ａｓ ａｄｄｉｔｉｖｅ
ｏｎ ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｈｏｍｏｐｏｌｙｍｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ [ Ｊ]. Ｐｏｌｙ
Ｅｎｇｉｎｅｅｒ Ｓｃｉꎬ ２０１４ꎬ ５４(１０): ２３７５－２３９１.

[１９] Ｂｒａｄｆｏｒｄ Ｍ Ｍ. Ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｒａｍ ｑｕａｎｔｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ
ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｄｙｅ ｂｉｎｄｉｎｇ [Ｊ]. Ａｎａｌｙ Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ
１９７６ꎬ ７２(ｓ １ / ２): ２４８－２５４.

[２０] Ｈｕａｎｇ Ｙｕ￣ｍｅｉ (黄宇美). Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎꎬ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐａｓｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｏｎｔｏ ｎｏｖｅｌ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｓ(磁性纤维素纳米晶固定化脂肪

酶的制备、 表征及其应用)[Ｄ]. Ｍａｓｔｅｒ Ｄｉｓｓｅｒｔａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (华南理工大学硕

士论文). ２０１５.
[２１] Ｊｉａｎｇ Ｚｈｏｎｇ￣ｙｉ(姜忠义)ꎬＺｈａｏ Ｊｉｎｇ(赵 静)ꎬＰａｎ Ｆｕ￣

ｓｈｅｎｇ ( 潘 福 生 )ꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＮ ( 中 国 专 利 ) [ Ｐ ].
１０４７８５１２１ Ａ. ２０１５.
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Ｔｈｅ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ Ｈｏｌｌｏｗ Ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｂｙ Ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ ｔｏ Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅ Ｌｉｐａｓｅ

ＬＵ Ｊｉａ￣ｗｅｉ１ꎬ２ꎬ ＬＩ Ｙｏｕ￣ｒａｎ１ꎬ２ꎬ ＳＨＩ Ｇｕｉ￣ｙａｎｇ１ꎬ２

(１. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉａｎｇｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｗｕ ｘｉꎬ ２１４１２２ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｃｅｒｅａｌ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｊｉａｎｇｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ

Ｗｕ ｘｉ ２１４１２２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｉｓ ａ ｎｉｔｒｉｌｅ￣ｒｉｃｈ ｐｏｌｙｍｅｒ ａｎｄ ｅａｓｙ ｔｏ ｂｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄꎬ ａｎｄ ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｗｉｄｅｌｙ ａｐｐｌｉｅｄ
ｉｎ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅ ｈｏｌｌｏｗ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｓｕｐｐｏｒｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｏｂｉ￣
ｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ ｃｒｏｓｓ￣ｌｉｎｋｉｎｇ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｉｍｉｎｅ. Ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌｉｐａｓｅ ｗａｓ ｐｏｓｔ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＣａＣｌ２ . Ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｌｏａｄｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｏｆ ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２ ｗａｓ ３１.７０
(ｍｇ ｅｎｚｙｍｅ) / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ) ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｓ ５０.２０ Ｕ / (ｇ ｓｕｐｐｏｒｔ) .Ａｆｔｅｒ １５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｔａｉｎｅｄ ５８.７７％ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｈｅａｔ ａｎｄ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｔｏ ｆｒｅｅ ｌｉｐａｓｅ. Ｗｈｅｎ ｉｔ ｉｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｉｚｅｄ Ｎｏｖ ４３５ ｕｎｄｅｒ ｓａｍｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ＰＡＮ￣ＰＥＩ￣ＳＡ / Ｅ￣ＣａＣｌ２
ｈａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｄｕｒｉｎｇ １５ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ. Ｉｔ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｌｉｐａｓｅ ｗｉｔｈ ＰＡＮ ａｆｔｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｈａｓ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｐｏｌｙａｃｒｙｌｏｎｉｔｒｉｌｅꎻ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎꎻ ｌｉｐａｓｅ
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