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氨基化大孔硅胶共价固定 Pancreas porcine 

脂肪酶的研究 
 

温小荣，夏小乐，杨海麟，辛瑜 

（江南大学生物工程学院，江苏无锡 214122） 

摘要：本研究以大孔硅胶为材料，对其进行环氧基和氨基两步活化，然后利用碳化二亚胺（EDC）将氨基化硅胶与 Pancreas porcine

脂肪酶（PPL）进行共价固定化。通过优化固定化条件，在 EDC 与蛋白摩尔比为 50:1；载体与粗酶质量比为 10:1，固定化 pH 为 6.0， 

固定化时间为 8 h 的条件下获得最大固定化酶酶活为 86.67 U/g，远远高于未修饰硅胶物理吸附固定 PPL 所得固定化酶酶活（33.33 

U/g）。此外，本文还利用扫描电镜（SEM）和傅立叶变换光谱仪（FT-IR）对固定化前后硅胶进行了结构表征，固定化后硅胶表面出

现明显的丝状蛋白，且固定化酶在 1543 cm-1处出现酰胺Ⅱ带，说明 PPL 成功共价固定于氨基化硅胶上。通过对所得固定化酶性质进

行分析，结果表明，固定化酶最适反应 pH 向碱偏移一个单位，最适反应温度提高了 5 ℃，热稳定性明显提高。 
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Abstract: In this study mesoporous silica gel was activated by epoxy-group and amino-group for covalent immobilization of pancreas 

porcine lipase (PPL) using water-soluble carbodiimide. At the optimum conditions (molar ratio of EDC to protein 50:1, weight ratio of support 

to rude enzyme 10:1, pH 6.0 and immobilization time 8h), the maximum enzyme activity (86.67 U/g) was obtained, which was much higher 

than that of PPL immobilized onto silica gel without modification (33.33 U/g). The immobilization PPLs were also characterized by scanning 

electron microscopy (SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). Many filiform substances were observed on the surface of 

enzyme-immobilized support. Moreover, the absorption peak at 1543 cm-1 (amideⅡ) could be seen in the spectra of immobilized PPL, which 

confirmed that the PPL had been successfully immobilized onto the supports. In addition, the properties of immobilized PPL were studied. The 

optimum pH of the immobilized PPL was shifted to a more alkaline range, and the optimum temperature was determined to be 5 ℃ higher than 

that of free enzyme. Meanwhile, the thermal stability of modified PPL was significantly improved. 
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脂肪酶[EC 3.1.3.1]是目前应用最为广泛的酶种之

一，它可以催化甘三酯水解成甘二酯、单甘酯和脂肪

酸[1]。脂肪酶能在油水界面催化酯水解、醇解、酯合

成、内酯合成、酯交换、多肽合成、立体异构体拆分 

等有机反应，是目前催化剂研究热点之一。猪胰腺脂

肪酶（Pancreas porcine lipase，PPL）是目前最便宜的

商业化脂肪酶之一。尽管与其它微生物来源脂肪酶相 
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比，Pancreas porcine 脂肪酶应用不是十分广泛，但由

于其在非水相酯化和转酯化反应中表现出较高的活性

和稳定性，加上其价格低的优越性[2]。因此，具有很

大的工业化应用潜力。 

当前，限制脂肪酶应用最主要的因素有两个：一

是作为催化剂成本高，二是在应用过程中易失活。酶

的固定化指将酶束缚或限制于一定区域内，但仍保留

其催化特性并可回收和重复使用，可有效解决以上问

题。在过去的几十年中，越来越多的载体用于酶的固

定化，在这些载体当中，硅胶由于机械强度高、比表

面积大以及价格便宜等特点备受研究者的青睐[3]。用

于固定化方法主要吸附法、共价结合法、包埋法以及
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交联法。共价结合法的优势在于酶与载体之间的结合

更为牢固，酶分子不易从载体上脱落下来，所制备的

固定化酶具有良好的稳定性和重复使用性[4]。 

结合硅胶和共价结合的优势，本研究先对大孔硅

胶进行活化，使其带上氨基基团，然后利用碳化二亚

胺（EDC）将 Pancreas porcine 脂肪酶共价固定于带氨

基的硅胶上，图 1 为固定化原理图。本文对固定化条

件进行了优化，并采用扫描电镜（SEM）和傅立叶红

外光谱技术（FT-IR）对固定化酶的结构进行了表征。

最后，对所得固定化酶性质进行了初步研究。 

 

图 1 PPL 固定化原理图 

Fig.1 The schematic diagram of PPL immobilization 

注：1：环氧基活化；2：氨基活化；3：中间体形成；4：

酰胺键形成。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

猪胰腺脂肪酶： Sigma 公司；碳化二亚胺

（ carbodiimide 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) 

carbodiimide hydrochloride，EDC）：购自TCI；大孔硅

胶（40 目）：青岛硕远化工有限公司；琼脂糖：Pharmacia 

Biotech；Amberlite® IRC 76C（阳离子交换树脂）：陶

氏化学公司；D840（阴离子交换树脂）：浙江争光实

业股份有限公司；环氧氯丙烷、氨水、橄榄油：国药

化学试剂有限公司。 

1.2  主要仪器 

FJ20 高速分散均质机，上海索印设备有限公司；

FA1004-电子天平，上海上天精密仪器有限公司；HH-4

数显恒温水浴锅，金坛市城车科辉仪器厂；可见分光

广度计，上海美谱达仪器有限公司；扫描电子显微镜

（Quanta 200 FEG），美国FEI 公司；傅里叶变换光谱

仪（Nicolet iS10）；美国 Nicolet 仪器公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  硅胶活化 

50 g 大孔硅胶用大量去离子水清洗后置于 250 

mL活化液中（0.8 mol/L NaOH, 100 mL 二甲亚砜和

80 mL环氧氯丙烷）。混合物在 40 ℃，170 r/min 摇

床上反应 2.5 h。反应结束后，用大量去离子水冲洗硅

胶至砂芯漏斗底部流出液体 pH 为中性为止。经环氧

基活化后的硅胶置于 150 mL 去离子水中，然后再加

入 150 mL 35%氨水。混合物在 30 ℃，160 r/min 摇床

上反应过夜。反应结束后，用大量去离子水冲洗硅胶

至砂芯漏斗底部流出液体 pH为中性为止。 

1.3.2  固定化反应 

在5 mL离心管中加入活化后的硅胶、PPL、EDC

溶液以及0.1 M磷酸缓冲液。对于固定化条件优化，分

别控制不同的EDC浓度、载体与粗酶的质量比、反应

pH以及固定化时间。对于未活化硅胶和琼脂糖物理吸

附PPL，固定化条件除不加EDC外，与以上一致；对于

IRC 76C和D840，吸附pH分别为4.5和6.0。混合物在

4 ℃的层析柜中反应一定时间。反应结束后，离心去

上清，用0.6 mol/L NaCl洗去非共价吸附后测定固定化

酶酶活。酶活回收率的计算公式为： 

%100%
0


A

A
R  

注：R为活性回收率（%），A是固定化酶的酶活（U），

A0是固定化前加入体系中的总酶活（U）。 

1.3.3  水解酶活测定 

脂肪酶酶活测定方法是橄榄油乳化法，具体参照

文献[5]。每一次实验至少重复三次，最终结果求平均值，

并计算方差。 

1.3.4  蛋白吸附量测定 

蛋白测定采用考马斯亮蓝测定法[6]，使用牛血清

蛋白作为标品，建立标准曲线。 

1.3.5  扫描电镜（SEM）观测表面结构 

采用扫描电镜对硅胶固定化前后表面进行观测，

样品先经过冷冻干燥脱水，固定，喷金处理后，观测成

像。 

1.3.6  傅里叶变换红外光谱仪（FT-IR） 

采用KBr压片法，2 mg冷冻干燥除水后样品，加入

98 mg干的KBr粉末，碾磨充分后，压片，采集信号。

信号为波数4000到400 cm-1的透光率。 

1.4  数据分析 

以上实验至少重复三次。对多次实验结果求平均

值和标准偏差，并用origin 7.5作图。 

2  结果与分析 
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2.1  固定化条件优化 

2.1.1  EDC 与蛋白摩尔比对酶活的影响 

 
图2 EDC与蛋白摩尔比对酶活的影响 

Fig.2 Effect of molar ratio of EDC to protein on immobilized 

enzyme activity 

注：其它固定化条件：pH=7.0，载体与粗酶质量比为10:1, 固

定化时间8 h。 

由图 2 可知，当 EDC 与蛋白摩尔比为 50:1 时，

固定化酶酶活达到最大为 55.5 U/g 载体。此时，继续

增加 EDC 的量固定化酶酶活将降低。EDC 作用原理

为：EDC 先对酶上的羧基（-COOH）进行亲核攻击，

形成 O-acylisourea 中间体，该基团容易与氨基反应，

从而将羧基和氨基偶联[7]。当 EDC 浓度低时，随着

EDC 量增加时对酶羧基的亲核攻击速率增加，但 EDC

浓度过高时，将加剧酶与酶分子之间的交联，从而降

低固定化酶的酶活。因此，后续研究采用 EDC 与蛋

白的摩尔比为 50:1。 

2.1.2  最适载体与粗酶质量比 

 
图 3 最适载体与粗酶质量比 

Fig.3 The optimum weight ratio of support to rude enzyme 

注：其它固定化条件：EDC与蛋白摩尔比=50:1；pH=7.0；

固定化时间8 h。 

酶加入量与固定化酶酶活和酶活回收率之间变化

规律如图 3 所示。由图可知，随着酶加入量的增加，

酶回收率逐渐降低，当酶与载体的质量比为 1:1 时，

酶活回收率只有 2.6%。而固定化酶的酶活呈钟罩型，

即酶活先增加后减小，在载体和酶质量比为 5:2 时达

到最大，酶活为75.1 U/g 载体，继续增加酶的加入量，

酶活将减小。这是由于加酶量太多将会使固定化酶形

成分子间位阻，这不仅堵塞了酶的活性位点，还将限

制底物和产物的及时扩散。综合考虑酶活和酶活回收

率，后续实验采用载体与粗酶质量比为 10:1。 

2.1.3  最适固定化 pH 

 
图4 固定化pH与酶活之间的关系 

Fig.4 The relationship between pH and enzyme activity 

注：其它固定化条件：EDC与蛋白摩尔比=50:1；载体与粗

酶质量比=10:1；固定化时间8h。 

pH是影响固定化反应的一个重要因素。由图4可

知，pH为6.0时酶活和酶活回收率达到最大，分别为82.3 

U/g和62.5%。事实上，pH影响固定化反应是多方面的。

首先，EDC只能在相对酸性的环境中发挥作用，因为

中间体的形成需要H+[8]。其次，pH大小影响载体和酶

分子的带电情况，而带电情况直接关系到载体和酶之

间是吸引力还是排斥力。猪胰腺脂肪酶的等电点（pI）

大约为5.5。所以，当pH大于5.5时PPL带负电，而氨基

修饰后的硅胶在pH 5.0~8.0范围内带正电。因此在pH 

为6.0时酶与载体之间表现出吸引力，吸附量增加，酶

活达到最大。 

2.1.4  吸附时间对固定化的影响 

 
图5 不同吸附时间下酶活变化 

Fig.5 Change of immobilized enzyme activity with different 

adsorption time 

注：其它固定化条件，EDC与蛋白摩尔比=50:1；载体与粗
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酶质量比=10:1；固定化pH =6.0。 

由图5可知，随着固定化时间的增加，固定化酶酶

活性也随之增加，并到8 h时酶活趋于稳定，为86.67 U/g

载体。时间继续增加，一方面酶的吸附量会缓慢增大，

但另一方面，随着时间的延长酶也会发生缓慢的失活。

因此，控制最佳固定化时间为8 h。 

2.1.5  氨基化硅胶与其它载体固定化效果比较 

表1 氨基化硅胶与其它载体固定化效果比较 

Table 1 Comparison of immobilization effect between amination 

silica and other supports 

载体 
固定化 

方法 

酶活/ 

(U/g载体) 

蛋白吸附量/ 

(mg/g载体) 

酶活回 

收率/% 

氨基化硅胶 共价结合 86.67±4.90 20.18±1.71 46.10±2.61 

硅胶 物理吸附 33.33±3.50 16.44±0.58 17.73±1.86 

琼脂糖 物理吸附 27.33±1.23 19.66±1.89 14.54±0.65 

D840 离子交换 13.33±2.60 47.17±3.65 7.09±1.38 

IRC 76C 离子交换 12.00±1.54 35.06±2.23 6.38±0.82 

为了说明氨基化硅胶共价吸附PPL的优越性，本

研究将氨基化硅胶与其它载体和固定化方法作了对

比，结果如表1所示。由表可以看出，以氨基化硅胶为

载体所得固定化酶酶活远远高于未进行表面修饰的硅

胶以及其它载体，酶活是未修饰硅胶的2.60倍，是IRC 

76C的7.22倍。从吸附量上看，氨基化硅胶、硅胶、琼

脂糖的吸附量相差不大。氨基化硅胶酶活高的原因可

能是接了连接臂之后底物和产物更容易扩散，所以，

反应速率加快，酶活提高。D840和IRC 76C尽管蛋白吸

附量很大，但酶活很低，可能是由于连接臂过长导致

手臂易弯曲和折叠。 

2.2  固定化酶结构表征 

2.2.1  扫描电子显微镜（SEM）下的固定化酶 

 

图6 固定化前后的载体SEM图 

Fig. 6 SEM micrographs before and after immobilization 

注：A、C为固定化前；B、D为固定化后；A、B为10 µm；

C、D 为20 µm。 

为了观测硅胶在固定化前后表面的变化，本研究

对固定化前后载体进行了扫描电镜观察。由图5 可以

看出固定化前硅胶表面是相对光滑的（图6 A、C），而

固定化后的载体表面明显有丝状的蛋白（图6 B、D），

蛋白相互交联在一起，像蜘蛛网一样吸附在载体表面，

表明PPL已经成功固定于硅胶上。此外，硅胶在固定化

后发生了破裂，具有明显的裂痕。可能是因为硅胶是

强吸水性的载体，在长时间（8 h）的固定化过程中吸

收大量的水分，导致发生吸水涨破。 

2.2.2  傅立叶变换红外光谱（FT-IR） 

 

图 7 傅立叶变换红外光谱图 

Fig.7 FT-IR spectra of samples 

注：A：游离 PPL；B：固定化前硅胶；C：固定化后硅胶。 

本研究利用了傅立叶红外光谱来验证固定化后是

否有新的化学键的形成。如图 7所示，1087 cm-1处峰

属于 Si-O-Si键的不对称伸缩振动，而 797 和 467 cm-1

处的峰分别属于 Si-O-Si 键的对称和扭曲振动。1637 

cm-1(酰胺Ⅰ带)处的峰属于 C=O 键的伸缩振动以及伯

胺扭曲振动的重叠峰，1543 cm-1（酰胺Ⅱ带）处的峰

为 C-N 以及 N-H键的扭曲振动[9]。与固定化前的硅胶

相比，固定后的硅胶在1543 cm-1形成了新的峰，说明

在固定化后的硅胶上形成了酰胺键，也即说明 PPL已

经成功共价吸附到硅胶上。 

2.3  固定化酶性质研究 

2.3.1  最适反应 pH 

 

图8 固定化酶和游离酶最适反应pH 

Fig.8 Optimum reaction pH of immobilized and free enzymes  

酶的最适反应pH是酶催化反应过程中一个重要的

参数，因为它影响酶的稳定性和催化活性。从图8可以

看出游离酶的最适pH为7.0，而固定化酶的pH为8.0，相

对游离酶碱移了一个单位。由于带电载体对主体环境
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中离子的吸引作用，导致固定化酶的载体微环境和主

体环境H+和OH−浓度是不一致的[10]。从这个角度来讲，

本研究氨基修饰的硅胶是带正电的，导致在载体微环

境的OH−浓度高于主体环境，固定化酶的最适pH应该

酸移，与以上推论刚好相反。事实上，最适pH改变应

该是酶构象改变、载体带电性以及酶种特性等多种因

素综合的结果。类似的研究结果在其它文献中也有报

道[11]。 

2.3.2  最适反应温度 

 
图9 固定化酶和游离酶最适反应温度 

Fig.9 Optimum reaction temperature of immobilized and free 

enzymes 

固定化酶和游离酶在不同的反应温度下相对活性

变化如图9所示。游离酶和固定化酶的最适温度分别为

40和45 ℃，说明酶经固定之后耐热性提高。在50 ℃下，

固定化酶的相对酶活是90%，远远高于游离酶的55%。

研究表明，固定化酶最适反应温度的增加是由于酶经

共价固定之后，构象变得更加紧凑[12]。共价吸附减少

了固定化酶构象的变动，使固定化酶需要更高的温度

来形成合适的构象以识别底物分子，因此，最适反应

温度增加。 

2.3.3  热稳定性变化 

为了探索酶经固定化之后热稳定性是否提高，本

研究考察了酶在45 ℃下酶的失活速度，结果如图10所

示。由图可知固定化酶的剩余酶活随时间变化曲线一

直处于游离酶的上方，说明酶经固定化之后热稳定性

明显提高。当处理时间为90 min时，固定化酶的剩余酶

活为原来的35%，而游离酶仅剩11%。固定化能使热稳

定性提高的原因是载体保护了酶的三级结构，降低酶

因环境环境变化引起的失活速度。 

 

图10 游离酶和固定化酶在45 ℃下处理不同时间剩余酶活变化 

Fig.10 Residual activities of free and immobilized PPL after 

treatment with different time at 45 ℃  

3  结论 

本文通过对硅胶进行表面改性获得带氨基的硅胶

载体，并利用碳化二亚胺成功将Pancreas porcine 脂肪

酶固定于修饰后载体，所得固定化酶用扫描电镜和傅

立叶变换光谱仪进行了结构表征。通过优化固定化条

件，获得固定化酶最大酶活为86.67 U/g，远远高于未

修饰载体和其它载体的酶活。此外，固定化酶在碱性

条件下反应速率增大，热稳定性明显提高。这些结果

表明，利用氨基化载体共价吸附PPL是一种很好的固定

化方法。 
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