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新型交联剂三羟甲基磷固定化脂肪酶的研究 
 

梁欣欣，魏东 

(华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640) 

摘要：本试验研究了一种新型交联剂三羟甲基磷（THP）用于以纯棉浴巾载体、聚乙烯亚胺（PEI）为吸附剂的固定化脂肪酶制

备新方法。通过单因子实验获得了固定化条件为：0.2 g 浴巾使用 0.5 mL PEI（浓度 3.37 mg/mL，pH 7.0）、2 mL THP（浓度为 0.10%，

V/V）、固定化温度为 40 ℃、交联时间为 20 min。制备的固定化脂肪酶催化正丁酸乙烯酯与戊醇酯交换反应，1 h 底物转化率达 92.1%，

酶比活力达到 15.80 U/g 固定化酶。与戊二醛（GA）交联法制备的固定化酶相比，本固定化酶具有良好的重复使用稳定性、温度稳定

性和高比活力，本试验采用的方法是一种低成本、实用性强的脂肪酶固定化新方法。 
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Abstract: In the present work, tris(hydroxymethyl)phosphine (THP) was used as a new crosslinking reagent in lipase immobilization on 

cotton towel with adsorbent polyethylenimine (PEI). The optimal conditions of immobilization by single factors test were obtained as follows: 

0.5 mL of PEI (3.37 mg/mL, pH 7.0) for each 0.2 g cotton towe, 2ml of THP [0.10% (V/V)], immobilization temperature 40 ℃ and 

crosslinking reaction time 20 min. THP-immobilized lipase can catalyze interesterification of vinyl butyric acid and pentanol. The conversion 

rate in 1h achieved 92.1%, and the activity of immobilized lipase was 15.80 U/g. Compared with the GA-immobilized lipase, THP-immobilized 

lipase had higher reusability, thermal stability and activity, indicating this is a low cost and practical newly method for lipase immobilization. 
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脂肪酶（Lipase，EC 3.1.1.3，甘油酯水解酶）作

为生物催化剂，具有反应条件温和、催化效率高、专

一性强、污染低等优点[1]，广泛应用于催化甘油三酯

水解、醇解、酯化、酯交换等反应[2]，在食品生物技

术、生物医药和化学工业等领域具有广泛应用[3]。脂

肪酶的固定化，是用固体材料将脂肪酶束缚或限制于

一定区域内，仍能进行其特有的催化反应，并可回收

重复使用的一类技术[4,5]。在众多固定化方法中，交联

法最为常用，使用最多的交联剂是戊二醛（GA）[6]，

但戊二醛不仅有毒，对身体健康不利[7]，而且与氨基

物质形成的 C=N 键易水解，特别是在温度较高时[8]，

也使固定化过程中酶活损失严重[9]。 
三羟甲基磷（THP）是一种新型的交联剂[10]，它 
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与氨基物质所形成的 P-CH2-N 键不易水解，可长期保

存。三羟甲基磷是由四羟甲基氯化磷（THPC）与 KOH
制得的，前者是一种工业制剂，价格便宜。本文采用

纯棉浴巾为载体[11]、聚乙烯亚胺（PEI）为吸附剂[12,13]，

研究三羟甲基磷为交联剂在脂肪酶固定化中的应用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
戊二醛（Glutaraldehyde, GA, GradeⅡ 25%）、聚

乙烯亚胺（Polyethyleneimine, PEI）购自美国 Sigma
公司；酯化用脂肪酶购自北京凯泰新世纪生物技术有

限公司；正丁酸乙烯酯（Vinyl n-butyrate）、四羟甲基

氯 化 磷 （ Tetrakis (hydroxymethyl) phosphonium 
Chloride，HTPC）购自百灵威科技有限公司；纯棉浴

巾为市售；无水乙酸钠、冰乙酸、盐酸、戊醇、正己

烷、氢氧化钾均为分析纯试剂；色谱纯乙腈为 Dikma
公司产品；Bradford 染色试剂购自美国 Bio-Rad 公司。 
1.2  实验方法 
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1.2.1  三羟甲基磷（THP）的制备[6,7] 

THP 水溶液是由四羟甲基氯化磷与氢氧化钾按

摩尔比 1:0.995 混合反应制得，具体方法为：取四羟

甲基氯化磷溶于去离子水中，相应质量的氢氧化钾溶

于去离子水中，室温磁力搅拌下将氢氧化钾水溶液缓

缓加入到四羟甲基氯化磷溶液中，反应结束，制得三

羟甲基磷水溶液，需现用现配。 
1.2.2  THP 为交联剂固定脂肪酶  

0.2 g 纯棉浴巾吸附一定量 PEI 后，加入用纯水配

好的脂肪酶溶液，恒温摇床上 260 rpm 摇一定时间，

直到白色浑浊消失。倒出上清液，将吸附了 PEI 和酶

的浴巾放入一定浓度的三羟甲基磷水溶液中交联一段

时间，再用缓冲液冲洗浴巾，直到没有蛋白冲洗下来，

室温下干燥得固定化脂肪酶。 
1.2.3  GA 为交联剂固定酯化用脂肪酶 

0.2 g 纯棉浴巾吸附 0.5 mL 3.37 mg/mL（pH 7.0）
PEI 后，加入 5 mL 用纯水配好的脂肪酶溶液 0.25 
mg/mL，恒温摇床上 260 r/min 摇一定时间，直到白色

浑浊消失。倒出上清液，将吸附了 PEI 和酶的浴巾放

入 2 mL 0.26%（pH 8.0）GA 溶液中，40 ℃下交联 50 
min。交联完成后用醋酸缓冲液（0.1 M, pH 5.0）清洗

三次，室温下干燥得固定化酯化用脂肪酶。 
1.2.4  固定化脂肪酶酯交换比活力的测定[14] 

采用分光光度法，以固定化脂肪酶催化正丁酸乙

烯酯与戊醇的酯交换比活力为评价指标。用正己烷作

为溶剂配置正丁酸乙烯酯（20 mmol/L）和戊醇（20 
mmol/L）为反应溶液。0.2 g 固定化酶放入 50 mL 具

塞锥形瓶中，并加入 10 mL 反应溶液，用封口膜密封

锥形瓶以防止有机溶液挥发。将锥形瓶放入恒温摇床，

45 ℃、200 rpm 下反应 45 min 后，用镊子将固定化酶

取出结束反应。将反应溶液吸出，用乙腈稀释 333 倍，

在紫外可见分光光度计 200 nm 波长下测定其吸光值

（1cm 石英比色杯，乙腈为空白）。实验设三个平行样，

取平均值。 
1 单位固定化酶比活力等于 1 克固定化酶 1 分钟

转化 1μmol 的正丁酸乙烯酯。 

mtVAVCS N
NN ÷÷××−××= ])333

0086.0
10[( 3  

注：SN-固定化酶的比活力（U/g 固定化酶）；CN-底物溶液

的初始浓度（mmol/L）；V-底物溶液的初始体积（L）；AN-200nm

时的吸光值；t-反应时间（min）；m-固定化酶的质量（g）。 

1.2.5  脂肪酶溶液蛋白含量的测定 
用 BioRad 公司的 Bradford 染色试剂（catalog 

number 500-0006）配制工作液。用 4 份去离子水稀释 
 

1 份 Bradford 染色试剂，Whatman 1 号滤纸过滤。先

绘制 BSA 标准曲线，再检测溶液中蛋白含量。具体步

骤：将配制的脂肪酶溶液至少稀释 10 倍，用 10 μL 移

液枪分别吸取 10 μL 样品液于 96 孔板中，然后用 12
通道移液器吸取过滤的染色试剂 190 μL 加入到样品

孔中，用手轻微振荡均匀后，在室温下放置 20 min，
然后用酶标仪（SUNRISE-BASIC TECAN）在 595 nm
波长下测定其吸光值。根据标准曲线计算酶溶液蛋白

含量（公式如下）。每个样品设置 4 个重复，取平均值，

计算标准偏差。 
M=(Ap-0.3007)/1.379 
注：M-蛋白含量(mg/mL)；Ap-595nm 时的吸光值。 

2  结果与讨论 

2.1  固定化条件对固定化脂肪酶酯交换比活力的影

响 
2.1.1  PEI 用量的影响 

 
图1 PEI用量对固定化脂肪酶酯交换比活力的影响 

Fig.1 Effect of PEI dosage on the interesterification activity of 

immobilized lipase 

高度分支带正电的 PEI 分子与带负电的物质形成

静电复合物，如蛋白质和核酸[15~17]。一定浓度的脂肪

酶溶液加入到吸附了 PEI 的浴巾上，PEI 与酶即会形

成 PEI-酶聚集物。分别吸取 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、
0.6、0.7、0.8、0.9 mL 的 PEI（3.37 mg/mL）滴加在

0.2 g 浴巾上，完全吸收后，再分别加入 5 mL 0.25 
mg/mL 脂肪酶溶液，260 r/min 下震荡 20 min，待溶液

变澄清后倒出上清液，取出浴巾放入 2 mL 0.1%的

THP 溶液中，室温下交联 30 min，再用 0.1 M pH 5.0
的醋酸缓冲液清洗三次，室温下干燥得固定化脂肪酶。

由图 1 可知，随着 PEI 用量的增加，酯交换比活力呈

先上升后下降的趋势。当 PEI 用量为 0.5 mL 时，固定

化酶比活力最高，为 13.38 U/g 固定化酶。所以确定

PEI 用量为 0.5 mL。 
2.1.2  交联剂 THP 浓度的影响 
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图2 THP浓度对固定化脂肪酶酯交换比活力的影响 

Fig.2 Effect of THP concentration on interesterification activity 

of immobilized lipase 

吸取 0.5 mL 3.37 mg/mL PEI 溶液滴加在 0.2 g 浴

巾上，完全吸收后，加入 5 mL 0.25 mg/mL 脂肪酶液

进行吸附，260 r/min 震荡 20 min，待溶液变澄清后倒

出上清液，取出浴巾分别放入浓度 0.05%、0.10%、

0.20%、0.30%、0.40%、0.50%的 THP 溶液 2 mL 中，

室温下交联 30 min。交联完成后用 0.1 M pH 5.0 的醋

酸缓冲液清洗三次，室温下干燥得固定化脂肪酶，测

定酯交换比活力。由图 2 知，随着 THP 浓度的增加，

固定化脂肪酶的酯交换比活力呈先上升后下降的趋

势，当 THP 浓度为 0.10%时固定化酶比活力最高为

17.41 U/g 固定化酶。所以选用浓度为 0.10%的 THP。 
2.1.3  交联温度的影响 

 
图3 交联温度对固定化脂肪酶酯交换比活力的影响 

Fig.3 Effect of crosslinking temperature on interesterification 

activity of immobilized lipase 

吸取 3.37 mg/mL 的 PEI 0.5 mL 滴加在 0.2 g 浴巾

上，完全吸收后，分别加入 0.25 mg/mL 脂肪酶溶液 5 
mL，260 r/min 下震荡 20 min，待溶液变澄清后倒出

上清液，取出浴巾放入 2 mL 0.1% THP 溶液中，在不

同温度下交联 30 min。交联完成后用 0.1 M pH 5.0 的

醋酸缓冲液清洗三次，室温下干燥得固定化脂肪酶。

由图 3 可以看出，随着交联温度的提高，酯交换比活

力呈先上升后下降的趋势，交联温度为 40 ℃时固定

化酶比活力最高，为 12.25 U/g 固定化酶。所以确定

40 ℃为脂肪酶固定化交联温度。 
2.1.4  交联时间的影响 

 
图4 交联时间对固定化脂肪酶酯交换比活力的影响 

Fig.4 Effect of crosslinking time on interesterification activity of 

immobilized lipase 

吸取 3.37 mg/mL 的 PEI 0.5 mL 滴加在 0.2 g 毛巾

上，完全吸收后，分别加入 0.25 mg/mL 脂肪酶溶液 5 
mL，260 r/min 下震荡 20 min，待溶液变澄清后倒出

上清液，取出浴巾放入 2 mL 0.10%的 THP 溶液中，

40 ℃下交联不同时间。交联完成后用 0.1 M pH 5.0 的

醋酸缓冲液清洗三次，室温下干燥得固定化脂肪酶。

由图 4 可以看出，随着交联时间的延长，酯交换比活

力呈先上升后下降的趋势，当交联时间为 20 min 时比

活力最高，为 14.05 U/g 固定化酶。所以交联时间选

20 min。 
2.2  固定化脂肪酶的重复使用性比较 

 
图5 两种交联剂制备的固定化脂肪酶的重复使用性 

Fig.5 The reusability of two immobilized lipase prepared using 

two crosslinking reagents 

以 THP（单因素优化条件）或 GA 为交联剂分别

制得固定化脂肪酶 0.2 g，分别加入到 10 mL 含 20 
mmol/L 正丁酸乙烯酯和 20 mmol/L 戊醇的正己烷中，

40 ℃、200 r/min 反应 1 h，测得酯交换比活力分别为

15.80 U/g 固定化酶和 9.10 U/g 固定化酶。取出固定化

酶，用少量正己烷洗涤，沥干，放入新的反应溶液中，

反应 1 h，如此反复 10 次。每次所得的反应液用乙腈

稀释 333 倍，用紫外可见分光光度计在 200 nm 下测
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其吸光度，计算出剩余的比活力。如图 5 所示，连续

反应 10 次后，以 THP 为交联剂的固定化酶剩余比活

力为 63.41%，以 GA 为交联剂的固定化酶剩余比活力

为 50.80%，两者差异极显著（p＜0.05）。由此可见，

以THP为交联剂制得的固定化酶比以GA为交联剂制

得的固定化酶具有较好的重复使用稳定性和较高比活

力。 
2.3  固定化脂肪酶温度稳定性比较 

 
图6 两种交联剂制备的固定化脂肪酶的温度稳定性 

Fig.6 The thermal stability of two immobilized lipase prepared 

using two crosslinking reagents 

以 THP（单因素优化条件）或 GA 为交联剂制得

的固定化脂肪酶 0.2 g，加入到 10 mL 含 20 mmol/L 正

丁酸乙烯酯和 20 mmol/L 戊醇的正己烷中，分别放在

45、55、65、75 ℃，200 r/min 恒温空气摇床中反应 1 
h，用镊子将固定化酶取出结束反应，反应液用乙腈稀

释 333 倍，用紫外分光光度计在 200 nm 下测其吸光

度，计算出剩余的比活力，结果见图 6。与最佳反应

温度 45 ℃下固定化脂肪酶剩余比活力相比（分别为

15.10 U/g 固定化酶和 9.80 U/g 固定化酶。），65 ℃下

反应 1 h 后，以 THP 为交联剂制备的固定化脂肪酶剩

余比活力为 96.83%，以 GA 为交联剂制备的固定化脂

肪酶剩余比活力为 84.79%；75 ℃下反应 1 h，剩余比

活力分别为 87.12%和 75.52%。由此可见，以 THP 为

交联剂制得的固定化脂肪酶比以 GA 为交联剂所制得

的固定化酶具有更高的温度稳定性。 
THP早已应用于 α-葡萄糖苷酶、β-呋喃果糖苷酶、

β-半乳糖苷酶、酒精脱氢酶和耐热重组半乳糖苷酶的

固定化，且都获得了较高的活性和稳定性。卢大胜等

以 THP 为交联剂将 α-葡萄糖苷酶固定在壳聚糖上，

酶活性 OD 值达到 0.229，酶活力回收率达 41.2%，是

采用戊二醛为交联剂活性的 9 倍；另外其酸碱稳定性、

耐有机溶剂性、热稳定性及贮存稳定性，与游离的酶

和与戊二醛为交联剂固定的该酶相比都有很大提高
[10]。 

Tzu-Chien Cheng 等以戊二醛或三羟甲基磷为交

联剂将 β-呋喃果糖苷酶固定在壳聚糖，与游离酶和戊

二醛固定的该酶相比，交联剂 THP 固定所得的固定化

酶温度稳定性高，在 37 ℃下连续反应 12 d 剩余酶活

为 78%；以 THP 为交联剂所制得的固定化酶比以戊二

醛为交联剂所制得的固定化酶具有较高的重复使用稳

定性，在 37 ℃下连续反应 11 d，剩余 75%酶活[8]。

他们又以 THP 为交联剂将 β-半乳糖苷酶固定在壳聚

糖上，将乳糖转化成低聚半乳糖，以 THP 为交联剂固

定的 β-半乳糖苷酶与游离酶在 55 ℃下于 0.1 mol/L 
pH 为 5.0 的醋酸缓冲液中放置 13 d 后，残留酶活分别

为 75%和 25%[9]。Fiona 等人用 THP 作为交联剂制备

固定化酒精脱氢酶，证明了其作为固定化酶交联剂较

戊二醛的优越性[6]；Paul 等人将 THP 应用在耐热重组

半乳糖苷酶的固定化，酶活力回收率达 90%以上，其

酶活保留率和热稳定性均优于戊二醛的[7]。本研究结

果表明，在以纯棉浴巾为载体、聚乙烯亚胺（PEI）为

酶吸附剂的脂肪酶固定化应用中，交联剂 THP 比交联

剂 GA 所制备的固定化酶有较高的重复使用性、较高

的温度稳定性和比活力。 

3  结论 

本研究以纯棉浴巾为载体，采用 PEI 吸附脂肪酶、

新型交联剂三羟甲基磷（THP）交联制备固定化脂肪

酶。通过单因素实验优化了 PEI 用量、THP 溶液浓度、

交联温度、交联时间等，证实了 THP 交联法制备的固

定化脂肪酶与 GA 交联法相比，有更高的酯交换比活

力、重复使用性和温度稳定性。因此，新型交联剂三

羟甲基磷交联法是一种低成本、实用性的固定化脂肪

酶制备新方法。 
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