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介孔材料 SBA-15 固定化胰蛋白酶的研究 
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摘要：在酸性条件下以正硅酸乙酯（TEOS）为硅源、非离子表面活性剂 Pluronic P123 为模板剂合成了介孔分子筛 SBA-15，将

其作为载体，对胰蛋白酶进行了固定化研究。研究了固定化条件对固定化酶量的影响，以及固定化酶的热稳定性和操作稳定性。结果

表明，当酶液浓度大于 5 mg/mL，固定化时间 10 h 时，胰蛋白酶的固定化效果最好，固定化酶量可达 23.6 mg/g。固定化酶的热稳定

性与游离酶相比有了显著的提高，且固定化酶具有较好的操作稳定性，连续反应 6 批次后，酶的剩余活性仍保持在 40%以上。 
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Abstract: The hexagonal silica mesoporous material SBA-15 with ordered 2-dimensional channel structure was used as a support to 

immobilize the enzyme trypsin which was assembled in the channel of SBA-15 by immersion method. The effects of immobilization conditions 

such as enzyme concentration, pH value and time on the absorbed amount of enzyme in SBA-15, the thermal and operational stabilities of the 

immobilized enzyme were studied. And the best enzyme concentration and immobilization time were 5 mg/ml and 10 h, respectively, under 

which the absorbed amount of enzyme reached 23.6 mg/g. It was also found that the thermal and operational stabilities of the immobilized 

enzyme were higher than those of the free enzyme. Silica mesoporous material SBA-5 was shown to be a good support for immobilization of 

enzyme. 
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多孔材料由于具有较大的比表面积和孔体积，因

而在吸附分离、非均相催化、离子交换剂和光电纳米

复合材料等领域存在着广阔的应用前景[1~2]。1992 年

美国 Mobil Oil Company 公司科学家首次报道了具有

六方有序规整孔道排列和窄孔径分布的介孔分子筛

MCM-41的合成，引起了国际上各相关学术界的重视。

该材料由于孔径分布均一，孔道内富含弱酸性羟基，

因此在作为酶固定化载体方面表现出了很大的优越

性，但该类型介孔载体孔径较小，限制了体积较大的

酶分子进入孔道内部[3]。复旦大学赵东元（1998 年）

通过表面活性剂的方法合成了孔径更大的介孔分子筛

SBA-15，该无机多孔材料具有稳定性好、机械强度高、

对微生物无毒性、耐酸碱、成本低、寿命长等特性，

使介孔材料在酶固定化方面呈现出诱人的前景[4]。胰

蛋白酶是一种动物来源的蛋白水解酶，该酶在酒类和 
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饮料的澄清、畜血蛋白质的水解、胰蛋白胨制备等方

面用途广泛[5]。但天然胰蛋白酶稳定性差，且容易自

溶，难以控制反应条件，从而降低了催化效率，提 
高了使用成本。因此，一些研究者正努力探索开发该

酶的新型固定化载体和固定化方法，以求制备出高稳

定性、高机械强度的固定化酶，从而扩大该酶的应用

范围。本文合成了介孔材料 SBA-15，并将其作为固

定化胰蛋白酶的载体，研究了不同固定化条件对固定

化酶量的影响，并探讨了固定化酶的热稳定性和操作

稳定性。 

1  实验材料与方法 

1.1  实验材料 
Pluronic P123（EO20-PO70-EO20）和阳离子表面

活性剂 CTAB 购于 Aldrich 公司；正硅酸乙酯（TEOS）
购于 Fluka 公司；胰蛋白酶购于 sigma 公司；苯甲酰-
精氨酸乙酯盐酸盐（TAEE）购于北京市化学试剂公司；

其他试剂等均为分析纯。 
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Orion Aplus pH 计，Thermo Electon Corporation；
台式恒温振荡培养箱，北京沃德电子实验仪器设备厂；

电热恒温水浴锅，北京市医疗设备厂；多头磁力加热

搅拌器，杭州仪表电机厂。 
1.2  介孔材料 SBA-15 的制备及表征 

按文献[4]方法合成并经焙烧后得到介孔分子筛

SBA-15。用 X-射线衍射（XRD）表征产物的介孔结

构，仪器 40 kV 电压，电流 30 mA，Cu 靶，λ=1.5418 
Angstrom，在小角度（<5o）范围内进行扫描；扫描电

镜（SEM）观察介孔材料的外部形貌，将样品喷金后

观察；N2 吸附-脱附曲线测算材料的比表面、孔体积

和孔径分布。 
1.3  固定化胰蛋白酶的制备[6] 

取 200 mg 介孔材料，加入到 10 mL 一定浓度的

胰蛋白酶溶液中，置于恒温摇床中，150 r/min 转速振

荡一定时间后，将溶液以 8000 r/min 速度离心 10 min，
保留上清液，沉淀用缓冲液洗涤多次，直至检测不到

蛋白为止，制得固定化酶。 
1.4  固定化及游离胰蛋白酶酶活性的测定 

以BAEE为底物，采用恒定pH计法，用0.05 mol/L
的碱滴定生成的酸，记录酶反应不同时间消耗的

NaOH 量，根据如下公式计算游离及固定化酶的酶活： 
酶活[U/(g•min)]=VNaOH×CNaOH×100/(m 载体干重×t) 
其中：VNaOH－消耗的 NaOH 的量（mL），CNaOH－NaOH

的摩尔浓度（mol/L），m 载体干重－载体干重（g），t－测定时间

（min）。 

1.5  固定化酶热稳定性的测定 
在不加底物的条件下，将游离酶和固定化酶在不

同温度下温育1 h后，流水冷却，然后在室温下测定各

自酶活力，以比较酶固定化前后稳定性的变化。 
1.6  固定化操作稳定性的测定 

将已测定酶活的固定化酶离心分离，用去离子水

洗至中性，重新测定酶活力，重复上述操作，比较固

定化酶的酶活随使用次数的变化情况。 

2  实验结果与讨论 

2.1  介孔材料的结构表征 
图 1 是 SBA-15 焙烧后的小角 X-射线多晶衍射谱

图（XRD），图内小插图是对图 1 的放大，由图可知，

在 1o的主衍射峰以及 1.5 o~2.0 o之间的衍射峰可依次

归属于 100，110，200 晶面的衍射，为典型介孔相的

XRD 衍射，说明合成的 SBA-15 质量较好。图 2 是

SBA-15 的扫描电镜照片，可以看出，制备的材料为

微米级短棒状颗粒。从氮吸附-脱附结果来看，SBA-15

的 N2吸附-脱附等温线符合 Langmuir IV 型，BJH 孔

径为 7.5 nm，BET 比表面积为 703 m2/g，孔容为 1.01 
mL/g，说明它是一种大孔径、高比表面积的分子筛。 

 
图1 SBA-15的 XRD图谱  

Fig.1 XRD patterns of SBA-15 

 
图2 SBA-15的 SEM图 

Fig.2 SEM image of SBA-15 
2.2  酶浓度对固定化酶量的影响 

按 1.3 方法，以 SBA-15 为载体，在不同酶浓度

的条件下固定化反应 8 h 制备固定化酶，结果见图 3。 

 
图3 酶浓度对固定化酶量的影响 

Fig.3 Enzyme concentration effect on amount of the adsorbed 

enzyme 
由图 3 中可知，随着酶浓度的增加，酶的吸附量

逐渐增高，且在酶浓度低时吸附量上升速度快，酶浓

度高时上升的趋势平缓，当酶浓度超过 5 mg/mL 时，

酶的固定量增加不大。综合考虑固定化效率，当酶浓

度为 5 mg/mL 时固定化效果较佳，此时酶的固定量为
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21.2 mg/g。 
2.3  时间对固定化酶量的影响 

按 1.3 方法，以 SBA-15 为载体，在酶浓度为 5 
mg/mL 时考查不同固定化时间载体对固定化酶的吸

附量影响，结果见图 4。 

 
图4 固定化时间对固定化酶量的影响 

Fig.4 Time effect on amount of the adsorbed enzyme 
从图 4 可以看出，随着时间的延长，载体吸附的

酶量逐渐增加，当吸附时间达到 10 h 时，固定化酶量

达最大值。其原因可能是刚开始一部分胰蛋白酶分子

与载体孔口及靠近孔口的孔道内的羟基作用，使酶分

子停留在载体的孔口处，由于这些酶分子的阻塞作用，

使另一部分酶需要克服扩散阻力才能进入到载体的孔

道内部。 
2.4  pH 值对固定化酶量的影响 

其它条件固定不变，在不同 pH 值的缓冲液中进

行胰蛋白酶的固定化反应，酶吸附量如图 5 所示。从

图 5 可以看出，当 pH 为 7.6 时，酶吸附量达最大值，

即 23.6 mg/g；当 pH 超过 7.6 以后，酶吸附量开始下

降。这可能是由于胰蛋白酶的等电点为 10.5，而介孔

分子筛的表面含有弱酸性羟基，呈负电性，从而当

pH=7.6 时，由于酶分子和载体间的静电作用使酶吸附

量达最大。 

 
图5 pH对固定化酶量的影响 

Fig.5 pH effect on amount of the adsorbed enzyme 

2.5  固定化酶的热稳定性 
将游离酶和固定化酶在不同温度的 pH=7.6 的磷

酸缓冲液中温育 1 h 后，流水冷却至常温，然后加入

BAEE 测定其酶活性，结果见表 1。 
由表 1 可知，游离酶经热处理后，酶活性显著下

降，经 80 ℃温育后仅有 25%的酶活性，而固定化酶

则仍保持 56%以上的酶活性。介孔材料具有 10 nm 左

右的孔道结构，这种结构能为酶分子提供一种不易受

外部环境影响的微环境，此外由于硅基材料孔道表面

的硅羟基具有生物亲和相容性的特点，能够有助于酶

分子保持自身的天然构象，正是由于介孔材料上述保

护作用，从而使固定化酶的热稳定性得到显著的提高。 
表1 固定化酶及游离酶热稳定性比较 

Table 1 Thermal stability of immobilized and free enzyme 

Temperature/℃
Relative activity of 

immobilized enzyme /% 

Relative activity of 

free enzyme /% 

50 70 51 

60 61 32 

70 64 27 
80 56 25 

2.6  固定化酶的操作稳定性 
在 BAEE 浓度为 2 mg/mL、温度为 30 ℃、pH 为

7.6 的条件下测定重复使用多次的固定化酶活性，结果

如图 6 所示： 

 
图6 固定化酶的操作稳定性 

Fig.6 Operational stability of immobilized enzyme 

游离酶无法从反应体系中分离，因此不能进行重

复操作。固定化酶可从反应系统中分离，可被重复使

用。由图 6 可知，固定化胰蛋白酶连续反应 6 批后，

酶剩余活性仍保持在 40%以上，说明采用该方法制得

的固定化酶具有较好的操作稳定性。 

3  结论 

与其它酶固定化载体，如纤维素、聚合脂质体、

壳聚糖等相比，介孔材料SBA-15具有比表面积大、孔

径分布均一、表面富含易功能化的硅羟基等优点，是

一种很有潜力的用于酶固定化的无机材料。研究结果

表明，以SBA-15为载体进行胰蛋白酶固定化操作简

便、条件温和、制备效果较好。通过控制固定化条件，

固定化酶量可达23.6 mg/g，在此条件下制得的固定化

酶具有良好的操作稳定性，使用6批次后，仍保持40%
的酶活力，其热稳定性也远高于游离酶。(下接第26页)




