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摘　要：采用纳米磁性四氧化三铁固定脂肪氧合酶，考察不同因素对游离酶和固定化脂肪氧合酶酶
活的影响。结果表明：电镜观察微粒呈黑色短棒状粒子，固定在载体上酶的含量约为６．０％；游离
酶与固定化脂肪氧合酶的最适温度均为３０℃，游离酶最适 ｐＨ为８．０，而固定化酶的最适 ｐＨ为
９．０，当双氧水的浓度分别达到１４ｇ／Ｌ和８ｇ／Ｌ时，游离酶和固定化酶的活性分别达到最强；最适条
件下，游离酶的酶活为３．９５×１０５Ｕ／ｍＬ，固定化酶的酶活为９．４０×１０５Ｕ／ｇ。
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　　脂肪氧合酶为含铁的一种氧化还原酶，广泛存

在于植物界中，从大豆中提取的脂肪氧合酶其活性

高于其它植物来源的脂肪氧合酶，且提取脂肪氧合

酶的效率较高［１］。脂肪氧合酶是一种非耐热性酶，

游离状态在室温下放置易失活，而固定化酶具有可

回收、易提纯、稳定性高、有利于实现连续反应等优

点，可提高产物的质量，使酶的使用效率提高，降低

成本［２］。

１９７３年Ｒｏｂｉｎｓｏｎ等第一次将磁性物质作为酶

固定化的载体［３］，之后，磁性载体越来越多地应用

于酶的固定化［４－６］。纳米 Ｆｅ３Ｏ４磁性载体，具有超

顺磁性、高表面活性等特性，制备的固定化酶易于从

反应体系中分离和回收，操作简便，并且利用外部磁
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场可以控制磁性材料固定化酶的运动方式和方向，

替代传统的机械搅拌方式，提高固定化酶的催化效

率［７］；另一方面，与包埋方式的酶固定化等方法相

比，纳米磁性载体具有比表面积大、分散性好的独特

优点，这些特性使得酶与底物的接触机率大大增加，

而且酶固定在载体表面，在与底物反应过程中，可以

减少反应过程中的传质和传热阻力，从而可以进一

步提高反应效率。

本实验通过水热法制备纳米磁性 Ｆｅ３Ｏ４，并用

壳聚糖对粒子表面进行修饰，然后采用吸附法固定

脂肪氧合酶，并研究了影响酶活的因素，以期获得一

种较好的酶固定化方法。

１　材料与方法
１．１　实验材料

实验中用到的七水合硫酸亚铁、无水硫酸钠、盐

酸、双氧水均为分析纯，壳聚糖为生化试剂，购自国

药集团化学试剂有限公司；氢氧化钾（分析纯），淄

博化学试剂厂；油酸，上海远航试剂厂；硝酸钾，上海

市化学工业学校实验工厂；吐温８０（Ｔｗｅｅｎ－８０，化

学纯），天津市广成化学试剂有限公司；石油醚（分

析纯），天津市富宇精细化工有限公司。

１．２　实验方法

１．２．１　水热法制备纳米磁性载体

将２５ｍＬ浓度为０．６ｍｏＬ／Ｌ的Ｎａ２Ｓ２Ｏ３·５Ｈ２Ｏ

溶液和２５ｍＬ浓度为４．０ｍｏＬ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液加入

到三口烧瓶中，然后将５０ｍＬ浓度为４．０ｍｏＬ／Ｌ的

ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ溶液逐滴加入到烧瓶中，搅拌１ｈ后

将反应体系转移到反应釜中，在１６０℃下反应１６ｈ

后，磁铁分离取黑色沉淀，水洗后得纳米 Ｆｅ３Ｏ４；将

２％的乙酸溶液、１．５ｇ壳聚糖、３００ｍＬ水、１２ｇ硫酸

钠、０．１５ｍＬＴｗｅｅｎ－８０、５．５ｇ纳米 Ｆｅ３Ｏ４加入到

５００ｍＬ三口烧瓶中，冰水浴超声１０ｍｉｎ后，置于４０

℃水浴中，并通入Ｎ２保护２ｈ，将４７ｇ硫酸钠加入到

１００ｍＬ４０℃水中，快速滴加入三口烧瓶中沉降４ｈ

后，磁铁分离壳聚糖包裹纳米Ｆｅ３Ｏ４。

１．２．２　吸附法固定脂肪氧合酶

大豆经粉碎、筛分去皮后，经石油醚多次浸提得

到脱脂大豆粉，取一定质量的脱脂大豆，加水（固液

比为１∶５，ｗ／ｖ）搅拌１ｈ后，在４０００ｒ／ｍｉｎ条件下，

离心２０ｍｉｎ，取上清液即为粗酶液；将纳米 Ｆｅ３Ｏ４与

粗酶液按质量比为１∶１５的比例置于三口烧瓶中，常

温搅拌２ｈ后于４℃环境下静置１ｈ。磁铁分离获

得固定化脂肪氧合酶，然后密封冷藏保存备用。

１．２．３　酶活的测定

１．２．３．１　底物溶液的配制及酶活测定

酶活的底物溶液配制及酶活的测定方法，均遵

循文献报道的基本步骤［８－９］，在此需要明确指明的

是，加入反应体系的游离酶事先已被稀释了１００倍，

加入的固定化酶的量为０．０５ｇ，其余步骤均与文献

相同。

１．２．３．２　酶活影响因素的研究

ｐＨ值对酶活的影响：将游离酶（或固定化酶）

分别加入到不同ｐＨ值的反应体系中，恒温反应后，

进行酶活测定。

温度对酶活的影响：将ｐＨ为９的游离酶（或固

定化酶）分别置于不同温度的水浴环境中反应后，

进行酶活测定。

双氧水浓度对酶活的影响：将游离酶（或固定

化酶）分别加入到双氧水浓度为０～１８ｇ／Ｌ的反应

体系中，３０℃恒温反应后进行酶活测定。

２　结果与分析
２．１　载体形貌分析

所制纳米Ｆｅ３Ｏ４样品均为亮黑色颗粒，在无水

乙醇中超声分散一定时间后，经电镜扫描后观察纳

米磁性载体的微观形状为黑色短棒状微粒，粒径约

为４０ｎｍ，平均长度约为５００ｎｍ，颗粒成形较好，如

图１所示。颗粒有一定的团聚，但并不严重，这主要

是由于制备的粒径是在纳米范围，表面积很大，具有

很高的表面自由能，从而导致其聚集［１０］。而颗粒之

间团聚可以降低表面自由能，使体系趋于稳定。

图１　纳米Ｆｅ３Ｏ４粒子电镜形貌
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２．２　Ｆｅ３Ｏ４及固定化酶Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）分析

Ｆｅ３Ｏ４及固定化酶的 Ｘ射线衍射（ｘ－ｒａｙｄｉｆ

ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＸＲＤ）分析结果如图 ２所示。由图可以看

出，固定化酶在２θ为３０°、３６°、４３°、５３°、５７°、６２°下

出现了６个Ｆｅ３Ｏ４的特征吸收峰，这表明对纳米磁

性Ｆｅ３Ｏ４粒子的表面修饰以及酶的固定化并未改变

Ｆｅ３Ｏ４的晶体结构，也表明在反应过程中，粒子仍然

很好地保持了其磁性等特征，保证了在后续的生化

反应过程中的进一步应用。

图２　Ｆｅ３Ｏ４及固定化酶的ＸＲＤ分析

２．３　固定在载体上的酶量分析

载体上固定化的酶含量通过热失重进行分析得

到，其结果如图３所示，在２００℃以下，固定化酶以

及复合载体分别约有７％的失重，这是由载体中吸

附的水分或其他可挥发物挥发造成的。由于四氧化

三铁在高温（６００℃）含氮气氛中是稳定的，而脂肪

氧合酶及包裹物几乎可以全部烧掉，剩下的成分则

是Ｆｅ３Ｏ４，如图所示，从２００～６００℃，固定化酶的失

重约为２８．２％，而复合载体的损失约为２２．２％，由

此计算可得到固定的酶量约占固定化酶总质量的

６．０％。

图３　固定化脂肪氧合酶的热失重分析

２．４　ｐＨ对酶活的影响

ｐＨ对酶活的影响如图４所示。由图可知，游离

酶的最适ｐＨ为８，固定化脂肪氧合酶的最适 ｐＨ为

９。ｐＨ值对酶活性的影响是因为 ｐＨ改变了酶的活

性中心或与之有关的基团的解离状态，从而使酶的

活性状态发生改变，在最适 ｐＨ时，酶分子上活性基

团的解离状态最适于与底物结合，ｐＨ高于或低于最

适ｐＨ时，活性基团的解离状态发生改变，酶和底物

的结合力降低，因而酶反应速率降低［１１］。

图４　不同ｐＨ下游离酶和固定化脂肪氧合酶的活性

２．５　温度对酶活的影响

由图５不同温度下游离酶和固定酶的活性可

知，游离酶与固定酶的最适温度均为３０℃。在一定

的温度范围内，温度升高，酶反应速度加快；但温度

超过一定范围时，酶蛋白变性，从而使酶活性下降。

同时，由于脂肪氧合酶的热稳定性差，在低温下活性

较大［１２］，因此３０℃为较佳反应温度。

图５　不同温度下游离酶和固定化脂肪氧合酶的活性

２．６　双氧水浓度对酶活的影响

反应体系在不同双氧水浓度下的反应活性见图

６。由图６可知，游离酶在双氧水浓度为１４ｇ／Ｌ时，

反应活性最强，实验过程中，双氧水的添加只是起到

了活性诱发作用，但要是添加过多却会很大程度上

抑制酶的活性，这是因为环境中过多的过氧化物会
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改变酶结构，从而影响酶活性［１３］，所以，从图中可以

看出，脂肪氧合酶的酶活并没有随着双氧水浓度的

增加而增加；对于固定化酶而言，当双氧水浓度为８

ｇ／Ｌ时，反应活性几乎达到最强，其后随着双氧水浓

度的增大，反应活性变化较小，不同于自由酶的酶活

呈下降趋势，这也正好说明了酶的固定化有利于酶

活的保持。

在最适条件下检测，固定前游离酶的酶活为

３．９５×１０５Ｕ／ｍＬ，固定化后酶活为９．４０×１０５Ｕ／ｇ。

图６　不同双氧水浓度下游离酶和固定化脂肪氧合酶的活性

３　结论
采用水热法制备出纳米磁性四氧化三铁，用壳

聚糖对颗粒表面进行修饰得到复合载体，然后用吸

附法将脂肪氧合酶固定在复合载体上，并考察不同

因素对游离酶和固定化脂肪氧合酶酶活的影响。电

镜观察显示纳米 Ｆｅ３Ｏ４粒子呈黑色短棒状粒子，固

定的酶量约占固定化酶总质量的６．０％，游离酶与

固定化脂肪氧合酶的最适温度均为３０℃，最适ｐＨ

分别为８．０和９．０，当双氧水的浓度分别达到８ｇ／

Ｌ和１４ｇ／Ｌ时，固定化酶和游离酶的活性分别达

到最高，在最适条件下，游离酶的酶活为 ３．９５×

１０５Ｕ／ｍＬ，固定化酶的酶活为９．４０×１０５Ｕ／ｇ。实

验结果表明，以纳米磁性四氧化三铁颗粒制备得

到的复合载体固定脂肪氧合酶是一种可行的固定

化方法。

参考文献：

［１］龚宵，江均平，贺稚非．泡盛曲酶ＡＳ２４３７菌株的酶系分析［Ｊ］．食

品工业科技，２００９（１）：１４４－１４５．

［２］徐凤彩．酶工程［Ｍ］．北京：中国农业出版社，２００１．

［３］ＲｏｂｉｎｓｏｎＰＪ，ＤｕｎｎｉｌｌＰ，ＬｉｌｌｙＭＤ．Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｓｕｐｐｏｒｔｓ

ｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｒｅａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄ

Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，１９７３，１５：６０３－６０７．

［４］ＡｒｉｃａＭＹ，ＹａｖｕｚＨ，ＰａｔｉｒＳ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏａｍｙｌａｓｅ

ｏｎｔｏｓｐａｃｅｒ－ａｒｍａｔｔａｃｈｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｐｏｌｙ（ｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ）ｍｉ

ｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏａｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｆｌｏｗｒｅａｃ

ｔｏｒ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｔａｌｙｓｉｓＢ：Ｅｎｚｙｍｅ，２０００，１：１２７－

１３８．

［５］ＬｉｕＣ，ＨｏｎｄａＨ，ＯｈｓｈｉｍａＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃｈｉｔｏｓａｎ－ｍａｇ

ｎｅｔｉｔｅａｇｇｒｅｇａｔｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｅｕｒｏｐａｅａｃｅｌｌｓｆｏｒｎｉｔｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅａｎｄＢｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

２０００，８９：４２０－４２５．

［６］ＹａｎｇＹ，ＹｏｎｇＸＢ，ＬｉＹＦ，ｅｔａｌ．ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＦｅ３Ｏ４／Ｐ（ＧＭＡ－

ｃｏ－ＥＧＤＭＡ）ｍａｇｎｅｔｉｃｃｏｍｐｏｓｉｔｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｓｕｒｆａｃｅａｒｅａｂｙｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｏｒｏｕｓｔｅｍｐｌａｔｅ［Ｊ］．Ｐｒｏｃｅｓｓ，２００８，４３

（１１）：１１７９－１１８５．

［７］刘会洲，何鸣鸿．绿色化学与生态化工的研究内涵［Ｊ］．化工冶

金，１９９９，２０（４）：４０５－４０９．

［８］石彦国，任莉．大豆制品工艺学［Ｍ］．北京：中国轻工业出版社，

１９９８．

［９］钟芳，王璋，许时婴．３种脂肪氧合酶酶活测定方法［Ｊ］．无锡轻

工大学学报，２００１，２０（１）：７７－８１．

［１０］李黎，马力．Ｆｅ３Ｏ４磁性微粒的制备及表征［Ｊ］．中国组织工程

研究与临床康复，２０１１，１５（３４）：６３８５－６３８７．

［１１］蔡琨，方云，夏咏梅，等．大豆脂肪氧合酶的提取及影响酶活因

素的研究［Ｊ］．林产化学与工业，２００４，２４（２）：５２－５６．

［１２］顾丹，杨铭，夏咏梅．大豆脂肪氧合酶催化合成氢过氧化玉米胚

芽油［Ｊ］．中国洗涤用品工业，２００９，４：６６－６７．

［１３］冯明．ＰＤＭＳ膜生物反应器生物转化制备香草醛研究［Ｄ］．成

都：四川大学，２００７．●完


