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含环氧基固定化葡萄糖氧化酶共聚载体的 

催化性能研究 
 

李丕武，李瑞瑞，刘佃磊，郝琼，杨晴，王升 

（齐鲁工业大学食品与生物工程学院，山东济南 250353） 

摘要：环氧基团可以在温和条件下与酶分子的氨基发生共价结合使其固定于载体表面。选用含有活性环氧基团的甲基丙烯酸缩

水甘油酯(GMA)为单体，N,N -́亚甲基双丙烯酰胺(MBAA)为交联剂，聚乙烯吡咯烷酮(PVP)为稳定剂，2,2 -́偶氮二异丁腈(AIBN)为引

发剂,乙醇水溶液为分散介质，并加入 Fe3O4磁流体,通过反相悬浮聚合成功合成了大孔 Ferrofluid-GMA-MBAA 共聚物载体(FGM)。

通过调节磁流体和交联剂用量,可调节载体比表面积,孔径以及溶胀性能。将葡萄糖氧化酶(GOD)偶联于 GMA 含量 20%，磁流体含量

4%，交联剂含量 40%的共聚物载体 4FGM (40)，制成固定化葡萄糖氧化酶,其表观酶活高达 546.23±2.33 U/g。讨论了固定化葡萄糖氧

化酶的酶学性质，在最适条件(55 ℃，pH 8.0)下，固定化酶的表观酶活回收率为 90.45%；连续使用 15 次活性仍接近初始值的 60%；

固定化酶在 4 ℃保存 30 d，活性保持不变。 
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Abstract: Oxirane groups can react with the amino groups of enzyme under mild conditions so that could be immobilized on the surface 

of copolymer supporter. The macroporous Ferrofluid-GMA-MBAA (FGM) polymer were synthesized by inverse suspension polymerization 

with glycidyl methacrylate (GMA) as the reactive monomer and N,N′-methylene-bis-acrylamide (MBAA) as the cross-linking agent. 

Polyvinylpyrrolidone (PVP) was used as the stabilizer monomer and azodiisobutyronitrile (AIBN) was used as the initiator monomer. Fe3O4 was 

added as magnetofluid to the dispersion medium, ethanol solution. The effects of the amount of magnetofluid and crosslinking agent on the 

structure properties and the apparent activity of immobilized enzyme were investigated. The recovery rate of apparent relative activity of 90.45% 

(about 546.23±2.33 U/g) was obtained when the glucose oxidase (GOD) enzyme was immobilized on FGM polymer [w (GMA) = 20%, w 

(ferrofluid) = 0.4%, w (MBAA) = 40%] at 55 ℃ and pH 8.0. The enzyme activity was nearly 60% of its initial even after being used for 15 

times. After a 30-day storage at 4 ℃, the immobilized enzyme showed little changes in its activity.  
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葡萄糖氧化酶（GOD）是一种氧化还原酶，在

O2 充足条件下，它能够快速专一地催化 β-D-葡萄糖为

β-D-葡萄糖酸和 H2O2
[1]，它广泛应用于食品、医药和

饲料行业,起到了去除葡萄糖、脱氢、杀菌的作用[2]。

而要实现该酶的工业化应用，酶的固定化技术是关键。

酶在固定化状态下可保证其高级结构和活性中心的氨

基酸残基不因高温、强酸、强碱等发生变化[3]。因此，

研制一种性能优异、价格合理的固定化载体和高活性、 
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高稳定性的固定化葡萄糖氧化酶(GOD)是本文的主要

内容。 

一般采用吸附、共价偶联、交联和包埋 4 种固定

化方法来提高酶对环境的适应能力和重复利用性能。

其中共价偶联法是将酶的非活性侧链基团与载体的活

性官能团共价结合,固定化后的酶具备优良的稳定性，

是目前研究最活跃的固定化方法[4~6]。研究表明，环氧

基具有很高的反应活性和可塑性,载体上的环氧基可

在温和条件下直接与酶分子上的-NH2，-HS 等非活性

基团进行共价固定；也可通过双官能团化合物为交联

剂进行连接。另外，对于一些含有多种非活性基团酶，
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环氧基可多点连接以提高酶与载体的结合强度[7]。 

本文选取含有反应性环氧基团的甲基丙烯酸缩

水甘油酯(GMA)为功能性单体，N,N -́亚甲基双丙烯

酰胺(MBAA)为交联剂，聚乙烯吡咯烷酮(PVP)为稳定

剂，2,2 -́偶氮二异丁腈(AIBN)为引发剂,乙醇水溶液

为分散介质,并加入 Fe3O4磁流体，通过反相悬浮[8]聚

合成功合成了大孔 Ferrofluid-GMA-MBAA 共聚物载

体（FGM）。 

与其他固定化材料相比，本实验制备的高分子微

球的显著特性是具备良好的磁响应性。该磁性载体易

于分离而且可通过磁力搅拌进行固定化，减小了机械

摩擦,继而增大了酶的固定化量；而且酶在吸附固定时

具有一定选择性,一定程度上减少了传质阻力的影响。

所得固定化酶连续使用 15 次以上，剩余酶活仍在

60%，固定化效果较国内外其他固定化材料十分显著。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

葡萄糖氧化酶（GOD, Sigma: G-7141)；辣根过氧

化物酶（POD, Roche）；4-氨基安替比林（国药集团化

学试剂有限公司）；Triton X-100（Amresco）；葡萄糖

（潍坊盛泰药业有限公司）；甲基丙烯酸缩水甘油酯

（ GAM, Aladdin ）； N,N -́亚 甲基双 丙烯酰 胺

（MBAA）；聚乙烯吡咯烷酮（PVP, Aladdin）；2,2 -́

偶氮二异丁腈（AIBN, Aladdin）。 

1.2  聚合物的合成 

按 2:3 的摩尔比称取 FeSO4·7H2O 和 FeCl3·6H2O

溶于 300 mL蒸馏水,加入到 1000 mL的三角瓶，然后

加入 3 mol/L的 NaOH 溶液并将 pH 调至 13±0.5，于

室温下快速搅拌 30 min 后升温至 80 ℃保温熟化 30 

min[9]。冷却至室温后用去离子水反复洗涤至中性，并

调固含量为 10%即得 Fe3O4 磁流体，密封储存备用。

使用前磁流体需先除水，并用乙醇浸泡10 min，磁分

离待用。 

在装有冷凝管,搅拌器,导气管和水分离器的四

口瓶中,加入将稳定剂 PVP 和分散剂介质乙醇水溶液,

得混合液 A,80 ℃搅拌完全溶解；将磁流体加入引发

剂 AIBN 的乙醇溶液,使其充分吸附 1~2 h,得混合液

B；将单体 GMA和交联剂 MBAA置入混合液 B，得

混合液 C，并超声处理 10 min；然后将 C 加入 A，55 ℃

氮气保护下引发聚合。反应停止后,微球经过抽真空过

滤,并用去离子水和乙醇浸洗,真空干燥即得。共聚物

用 x FGM(y)表示,其中 x，y 分别表示磁流体和交联剂

的质量分数，如表1 所示。 

表 1 样品标号 

Table 1 Codes of all the samples 

磁流体/MBAA 20%/(wt%) 30%/(wt%) 40%/(wt%) 50%/(wt%) 磁结合量/% 

2%/(wt%) 2FGM(20) 2FGM(30) 2FGM(40) 2FGM(50) 8.67±0.13 

3%/(wt%) 3FGM(20) 3FGM(30) 3FGM(40) 3FGM(50) 15.33±0.14 

4%/(wt%) 4FGM(20) 4FGM(30) 4FGM(40) 4FGM(50) 18.12±0.08 

5%/(wt%) 5FGM(20) 5FGM(30) 5FGM(40) 5FGM(50) 
18.60±0.38 

(但有磁粉剩余) 

1.3  仪器与表征方法 

Micromeritics ASAP2010 比表面积及孔径分布仪,

比表面积采用 BET 法测定,平均孔径和孔容采用 BJH

法测定；JS94H 微电泳仪,载体载酶前后表面电荷测

定；材料表面环氧基含量测定参见文献[10]；载体偶联

酶量的测定：以每克载体(干重)所结合的 GOD 毫克数

(干重)表示,准确称取一定量的干燥至恒重的载体，载

酶后用去离子水充分洗涤,于真空干燥箱 40 ℃干燥

至恒重,测定载体载酶前后质量变化；溶胀性能的测

定：选用一定浓度参数的溶剂浸泡载体 24 h,测定载体

浸泡前后的体积变化。 

1.4  载体固定 GOD 后的活性测定 

GOD 的固定化：取 0.1 g 载体,经磷酸盐缓冲液

(0.05 mol/L，pH 7.0)洗涤溶胀；去离子水配制 250 

U/mL 的 GOD 溶液。取 1 mL 酶液与上述载体混匀,

置于 4 ℃交联反应12~20 h。反应完毕用上述缓冲液

洗涤数次以除去未固定的游离酶。最后固定化酶使用

1 mL上述缓冲液悬浮。 

连续分光光度法测定固定化 GOD 活性测定参照

参考文献[11]进行并作相应调整：将分光光度计波长调

至 500 nm。分别吸取 2.0 mL pH 4.0~9.0的苯酚缓冲液

（50 mg/mL）、0.5mL 10% β-D-葡萄糖溶液、0.5 mL

辣根过氧化物酶溶液(25 U/mL)和0.1 mL氨基安替比

林溶液（4 mg/mL）至比色杯中（光程10 mm），在（25、

35、45、55、65、75、85）±0.1 ℃水浴保温10 min，

吸干表面的水分，擦净，然后吸取 0.1 mL固定化酶悬
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浮液加入比色杯中并立即混合均匀。加酶时记吸光值

为 0，以后每隔1 min 记录吸光值，连续记录 8 min。

酶活单位定义为每分钟氧化 1 μmol的 β-D-葡萄糖消

耗的酶量。 

酶活计算公式为： 

2.3339.1
1.02/188.12

1
)/( 500 







 mD

t

D
mLU葡萄糖氧化酶活力

 

注：∆D500：一定时间内吸光值变化(吸光值需对时间呈线

性变化)；∆t：反应时间，min；12.88：醌亚胺的毫摩尔消光系

数，mmol-1·cm-1；1/2：每摩尔H2O2生成醌亚胺的摩尔数；3.2：

反应混合物的终体积，mL；0.1：固定化酶悬浮液的体积，mL；

Dm：固定化酶悬浮液的稀释倍数；1.339：换算成O-邻联茴香

胺法的换算系数。 

1.5  载体性能计算公式 

偶联酶量：偶联量（mg/g）=(偶联后载体质量-

偶联前载体质量)/偶联前载体质量； 

共聚物载体溶胀度：α=[(V-V0)/V0]×100% 

其中 V0，V 分别为载体溶胀前后体积 

环氧基含量的测定：E=(V1-V2)×N/10M 

其中 V1，V2分别为空白和试样组消耗 NaOH 标准溶液体

积，N 为 NaOH 标准溶液浓度，M 为试样质量。 

1.6  数据分析 

实验数据以平均值±标准差(x±s)表示，其中x

通过 5 组平行实验所得。数据稳定性用变异系数

CV(CV=s/x) 表示 ,其 中 CV>100% 为强变异 ；

10%<CV<100%为中等变异；CV<10%为弱变异。CV

值越小，则数据越稳定，可信度越高。 

本文所有结果统计分析和绘图由 Origin 7.5 软件

辅助完成。 

2  结果与讨论 

2.1  磁流体加入量 

对于本实验制备的磁性高分子微球,由于磁流体

是壳-核结构中核的来源,因此磁流体加入势必对反应

体系造成一定影响,其加入量也会影响磁性高分子微

球的磁含量。由表 1 可以看出,随磁流体加入量增大,

高分子微球平均磁含量增大,原因是增大磁流体用量,

体系中 Fe3O4 粒子相应增多,体系中生成的磁核势必

增多,这些小的磁性粒子通过碰撞,聚合并不断捕获聚

合物链段或自由基而不断增大,这样最终形成的聚合

物微球中包含更多 Fe3O4 粒子，宏观表现为磁含量增

大。但是磁流体量增加到一定值（5%）后就会出现磁

浪费现象,原因可能是磁流体量过多时磁性粒子之间

相互碰撞团聚现象严重，会有大量的磁流体未能包裹

进去，反应结束会剩余大量磁粉悬浮在分散介质里。

对于本实验，磁流体添加量不能超过4%。 

2.2  功能单体 GMA用量对载体性能影响 

表 2 功能单体对载体性能影响 

Table 2 Influence of the amount of GMA on the properties of 

FGM 

GMA 浓度 

/% 

偶联酶量 

/(mg/g) 

溶胀度 α 

/% 

环氧基含量 

/(mmol/g) 

表观酶活 

/(U/g) 

10 88.67±0.98 232.70±3.77 0.60±0.04 328.82±4.02 

15 93.33±2.31 202.42±2.91 0.78±0.05 442.29±2.98 

20 110.20±1.89 158.80±1.78 0.96±0.08 546.23±2.33 

25 83.66±2.03 132.55±3.45 1.12±0.08 317.60±3.66 

固定磁流体和交联剂 MBAA质量分数分别为4%

和 40%，GMA配料浓度对载体固定化酶影响见表2。

当 GMA浓度高于 20%，由于其亲水性低,载体在水中

的溶胀度偏小,酶分子不易有效扩散至载体网络，导致

载体酶偶联量偏低，故其表观酶活也较低；减小 GMA

浓度，一方面载体的亲水性进一步增强，载体在水中

的溶胀度明显升高，这有利于酶的偶联和固定化酶活

性的提高，另一方面 GMA 用量减少导致载体表面环

氧基数目下降,偶联的酶量偏低，导致固定化酶活性降

低。相同条件下处理固定化酶，GMA 浓度为 20%时

固定化酶酶活最高(546.23±2.33 U/g)。 

2.3  交联剂 MBAA用量对载体性能影响 

固定功能单体用量为 20%，当交联剂含量为 20%

时所得聚合物几乎为凝胶,孔容和孔径都很小，偶联酶

量较少；增加交联剂用量，孔径和孔容逐渐减小，比

表面积逐渐增大,偶联酶量增加。当交联剂用量大于

40%后,共聚物比表面积，孔径和孔容趋于稳定,变化

减小。以二甲基甲酰胺（DMF）为溶胀剂时共聚物溶

胀性能良好，这可能与共聚物和 DMF 有相似的局部

结构有关。交联剂用量越高则共聚物内部网络结构越

紧密，骨架内部的环氧基难以测出，导致实验值低于

理论计算值。 

2.4  Zeta 电位 

Zeta 电位又叫电动电位或电动势,是表征分散系

稳定性的重要指标。载体材料表面带负电,在外界电场

存在下向正极运动，zeta 电位为-49.7 mV（如图 1a 所

示）；载体材料与 GOD 交联反应后 zeta 电位减小为

-28.8 mV（如图 1b 所示）。由于 GOD表面带正电,由
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此可以推断载体分子与酶分子发生交互作用，后者成 功固定在载体材料上。 

表 3 交联剂对载体性能影响 

Table 3 Influence of the amount of crosslinking agent on the properties of FGM copolymer 

名称 
比表面积 

/(m2/g) 

孔容 

/(mL/g) 

孔径 

/nm 

偶联酶量 

/(mg/g) 

溶胀度 α 

/% 

环氧基含量 

/(mmol/g) 

4FGM(20) 54.89±1.34 0.223±0.07 8.50±1.09 72.09±0.92 86.06±0.91 1.21±0.08 

4FGM(30) 72.09±1.98 0.476±0.11 17.22±0.99 92.29±1.39 97.89±1.00 1.03±0.07 

4FGM(40) 120.87±2.66 0.452±0.10 15.21±0.89 110.20±1.89 106.33±1.89 0.96±0.08 

4FGM(50) 125.66±2.35 0.433±0.21 13.99±1.34 110.30±2.02 109.61±1.32 0.82±0.09 

4FGM(60) 126.04±2.02 0.419±0.13 13.55±1.10 108.44±1.23 113.49±1.44 0.73±0.05 

 

 
图 1 4FGM(40)的 zeta 电位(a), 4FGM(40)-GOD 的 zeta 电位(b) 

Fig.1 Zeta potential of 4FGM(40) (a), Zeta potential of 

4FGM(40)-GOD (b) 

2.5  固定化酶酶学性质分析 

2.5.1  固定化酶的最适温度和 pH 

 
图 2 温度对固定化 GOD 酶活影响 

Fig.2 Effect of temperature on the covalently immobilized GOD 

游离酶和固定化酶活性与反应温度之间的关系

比较如图 2 所示，前者最适反应温度为 35 ℃，后者

为 55 ℃。同时,在低温 25~45 ℃时固定化酶活性较

游离酶差;而高温 50~65 ℃时固定化酶活性较为稳定,

游离酶活性则迅速下降。游离酶和固定化酶活性与 pH

之间的关系比较如图 3所示,前者最适反应 pH为 7.0，

后者为 8.0。与游离酶相比,固定化酶在 7.5~9.0 范围

内都保持较高的催化活性，这说明固定化酶的最适反

应温度和 pH 范围拓宽。原因可能是固定化酶与载体

之间多点连接可避免酶分子的伸展变性；另外，酶分

子与载体材料结合后，载体可阻挡高温和极端 pH 对

酶结构的影响。 

 
图 3 pH 对固定化 GOD酶活影响 

Fig.3 Effect of pH on the covalently immobilized GOD 

2.5.2  固定化酶的热稳定性和 pH 稳定性 

 
图 4 固定化 GOD 的热稳定性 

Fig.4 Thermal stability of covalently immobilized GOD 

将游离酶和固定化酶各置于 65 ℃水浴和 pH 4.0

的磷酸盐缓冲液中处理一定时间后，测定其催化活性

来研究固定化酶的热稳定性和 pH稳定性（如图4、5

所示）。从图中可以看出,随处理时间增长，游离酶和

固定化酶活性均呈现下降趋势。但固定化酶活性下降

明显较慢,两种条件处理2 h 后固定化酶活性仍保留了
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72.3%和 68.4%，而此时游离酶仅保留了 42.5%和

43.4%，这说明固定化酶的热稳定性和 pH稳定性明显

好于游离酶。原因可能是载体材料的孔道结构对酶分

子的保护，避免了酶分子直接暴露于高温和极端 pH

环境中，减缓了其催化活性的丧失。本实验制备的载

体材料具备较大的孔尺寸，大部分酶分子被牢固吸附

在孔径表面，得到了载体的有力保护，避免了极端环

境引发自身的降解。 

 
图 5 固定化 GOD 的 pH 稳定性 

Fig.5 pH stability of covalently immobilized GOD 

2.5.3  固定化酶的重复操作稳定性 

 
图 6 固定化 GOD 的重复操作稳定性 

Fig.6 Repeatable Operation stability of covalently 

immobilized GOD 

固定化酶的储存与操作稳定性在很大程度上反映

了固定化载体性能的优劣。图 6 为重复利用次数对固

定化酶活性的影响。随重复利用次数增加,固定化酶活

性不断下降，原因可能是在多次的回收利用过程中经

反复的离心洗涤必然会导致酶从载体上脱落,导致酶

活下降。但经 15 次重复利用之后,固定化酶活仍接近

最初活性的 60%，这说明固定化酶有较好的重复利用

性。 

3  结论 

由于现代化工业对于环保,绿色要求很高,而酶本

身具有专一、高效和无污染的优点,因此酶载体必会得

到很大推广。环氧基具有很好的可塑性和温和的反应

条件,并且环氧基载体对大部分酶具有良好的固定化

效果(如商业产品 Eupergit C 型载体),因此其具有极

高的商业价值。磁性环氧基载体减小了酶在吸附过程

的传质阻力,并且具有回收简单、操作容易的优点,而

且对去除杂质有一定优势,具有广阔的应用前景。 
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