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单宁酸功能化 Fe3O4磁性纳米粒子固定化微泡菌褐藻
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摘要：该研究探讨单宁酸功能化 Fe3O4 磁性纳米粒子固定化微泡菌褐藻胶裂解酶的工艺条件。以单宁酸功能化磁性纳米粒子

（TA-MNPs）作为固定化酶的载体，通过测定固定化酶的活力和酶活回收率优化微泡菌褐藻胶裂解酶的固定化条件，并利用傅里叶

变换红外光谱和透射电镜对固定化酶的结构进行了表征。结果表明，固定载体量为 10 mg 时，微泡菌褐藻胶裂解酶的最佳固定化条

件如下：戊二醛浓度为 1.00%，交联时间为 2 h，固定化温度为 5 ℃，固定化时间为 8 h，固定化 pH 为 8.00，加酶量 1.20 U，在此条

件下固定化酶的活力和酶活回收率达到最大，分别为 36.56 U/g 和 30.55%。傅里叶变换红外光谱分析显示，微泡菌褐藻胶裂解酶成功

固定在 TA-MNPs 表面。透射电镜结果显示，TA-MNPs 分散性良好，呈规则球状；固定化酶有明显的聚集现象，粒径变化不大。与

游离酶相比，固定化酶的温度稳定性、pH 稳定性和存储稳定性提高。微泡菌褐藻胶裂解酶的固定化条件优化研究为该酶的固定化酶

制备及应用打下良好的基础。 
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Abstract: The immobilization conditions of alginate lyase from Microbulbifer sp. were explored in this study. Tannic acid functionalized 

magnetic nanoparticles (TA-MNPs) were used as the immobilized carrier to optimize the immobilization conditions of alginate lyase by 

determining the specific activity and activity recovery of the immobilized enzyme. Then the immobilized enzyme was characterized by Fourier 

transform infrared spectroscopy (FT-IR) and transmission electron microscope (TEM). When the carrier amount was determined to be 10 mg, 

the optimized immobilization conditions for the alginate lyase were determined as follows: glutaraldehyde concentration 1.00%, cross-linking 

time 2 h, immobilization temperature 5 ℃, immobilization time 8 h, immobilization pH 8.00, and enzyme dosage 1.20 U. The immobilization 

effect was the best under these conditions with the specific activity and activity recovery of 36.56 U/g and 30.55%, respectively. The results of 

FTIR showed that the alginate lyase was successfully immobilized on the surface of TA-MNPs. The results of TEM showed that TA-MNPs had  
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good dispersion and were regular spherical. After immobilization by TA-MNPs, the immobilized enzyme showed the obvious aggregation and 

little change in particle size. Compared with the free alginate lyase, the immobilized enzyme enhanced thermal stability, pH stability, and storage 

stability. Optimization of the immobilization conditions of Microbulbifer sp. alginatelyase laid a good foundation for the preparation and 

application of the immobilized enzyme. 
Key words: magnetic nanoparticles; tannic acid functional; alginate lyase; immobilized enzyme 

 
褐藻胶又名海藻酸钠（alginate），分子式为

(C6H7NaO6)n，它是一类从海带和巨藻等藻体中分离提

取的线性多糖[1]。褐藻胶寡糖是褐藻胶降解的低分子

聚合物，它由古罗糖醛酸和甘露糖醛酸两种结构单元

组成。由于其分子量低、水溶性好、稳定性高、安全

无毒、生物活性突出[2-7]等特点，近年来受到研究人员

的高度关注。褐藻胶的降解途径主要包括酶法、化学

法、物理法等[8]。褐藻胶寡糖的酶法制备由于具有良

好的生物活性且不易被破坏、反应环境条件温和、产

物得率高等特点而得到广泛运用。 
褐藻胶裂解酶，是多糖裂解酶的一种，它可通过

β-消除反应将褐藻胶降解为在非还原端具有双键的不

饱和寡糖[9]。游离酶存在热稳定性差、使用寿命短、

回收重复利用难等缺点。固定化酶是利用化学或者物

理方法将游离酶与载体结合，使其固定在有限空间内，

是一种能够保持催化活性且实现可重复使用的酶，在

一定程度上可解决上述问题[10]。共价结合法、吸附法、

包埋法和交联法作为酶固定化的主要方法被广泛报道
[11]。磁性纳米粒子作为一种吸附材料，不仅具有比表

面积大、毒性低、粒径小、生物相容性好等纳米材料

的优点，而且更具有独特的磁学性质，外加磁场，易

于磁液分离，操作简便快捷，可作为酶固定化的载体
[12]。然而，磁性纳米颗粒的应用因其在水介质中的聚

集性而受到限制，改性对抑制磁性纳米粒子的聚集具

有重要作用[13]。通过适当的表面修饰，磁性纳米颗粒

可以被特殊基团功能化，有助于防止载体的聚集和氧

化，促进载体与酶分子的有效结合。单宁酸是一种天

然的低成本且分子量较高的多酚类物质，常用作磁性

纳米颗粒改性剂[14]。目前对于褐藻胶裂解酶的研究多

数集中在酶的制备、酶学性质表征和发酵工艺优化等

方面[15,16]，对该酶的固定化研究较少。该文以固定化

酶的酶活力和酶活回收率为指标，探索单宁酸功能化

Fe3O4 磁性纳米粒子固定化褐藻胶裂解酶的优化工艺

条件，并对固定化酶进行微观结构表征和酶学性质鉴

定，以期为固定化褐藻胶裂解酶的工业应用提供基础。 

1  材料与方法   

1.1  材料与试剂 

NH3·H2O、FeCl3·6H2O、FeSO4·7H2O、单宁酸、

戊二醛、PEG 6000 等试剂均为分析纯，购于上海国药

集团有限公司。含微泡菌褐藻胶裂解酶基因的大肠杆

菌基因工程菌[17]由集美大学海洋食品与生物工程学

院食品生物技术团队构建与保藏。 

1.2  仪器与设备 

JEOL JEM2100F 透射电镜，日本 Electronics- 
Corporation；8400S 傅里叶变换红外光谱仪，日本岛津

公司；冷冻干燥仪，美国 Thermo Fisher 公司；FE20K pH
计，Mettler Toledo 公司；KQ5200DE 数控超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司。 

1.3  方法 

1.3.1  Fe3O4磁性纳米粒子的制备 
载体的制备参考 Atacan 等[18]的方法，略加以修改。

按 Fe2+/Fe3+=3/5 的比例，在 400 mL 去离子水中加入

4.17 g 的 FeSO4·7H2O（0.02 mol/L）和 6.76 g 的

FeCl3·6H2O（0.03 mol/L）。将混合溶液通入 N2，80 ℃、

200 r/min 搅拌 1 h，然后迅速加入 40 mL NH3·H2O，反

应 30 min 后，加入 5 g 表面活性剂 PEG 6000，在 N2

下再搅拌反应 1 h，然后冷却至室温。用热水洗涤获得

的 Fe3O4纳米粒子 5 次，期间用磁性分离法分离，最后

在 70 ℃真空干燥箱中干燥过夜。 
1.3.2  单宁酸功能化 Fe3O4 磁性纳米粒子的制

备 
在 40 mL 蒸馏水中加入 2 g Fe3O4磁性纳米粒子并

超声 15 min，得到均匀分散的磁性纳米粒子，通入 N2，

200 r/min、40 ℃持续搅拌 1 h 后加入 2.50%（m/V）单

宁酸溶液，接着通入 N2，200 r/min、40 ℃持续搅拌 2 h，
将混合物冷却至室温。磁铁收集制备的单宁酸功能化

Fe3O4磁性纳米粒子，收集物先后用乙醇和去离子水洗

涤三次。最后在 70 ℃真空干燥箱中干燥过夜。 
1.3.3  褐藻胶裂解酶粗酶液的制备 

将已经活化好的重组褐藻胶裂解酶大肠杆菌基因

工程菌液按 1.20%的接种量接种到含有 50 mg/mL 卡

那霉素的 250 mL LB 培养基中，37 ℃、180 r/min 摇

动培养至 OD600 值达到 0.60~0.80，加入 25 μL 0.50 
mol/L 的异丙基-β-D-吡喃半乳糖苷（IPTG）溶液，在
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18 ℃、180 r/min 条件下诱导表达 20 h 后。将诱导的

菌液置于 4 ℃离心（8000 r/min、10 min），取菌体沉

淀物重悬于 15 mL 50 mmol/L 的 NaH2PO4-Na2HPO4

（pH 8.00）缓冲液。在低温条件下对菌体进行细胞超

声破碎处理（300 W、10 min），然后在 4 ℃条件下，

10000 r/min 离心 20 min。取上清液低温保存，上清液

即为褐藻胶裂解酶液。 
1.3.4  褐藻胶裂解酶的固定化条件优化 

固定单宁酸功能化磁性纳米粒子为 10 mg，戊二醛

交联时间为 3 h、固定化温度为 5 ℃、固定化时间为 3 
h、固定化 pH 为 7.00、加酶量为 0.60 U，以固定化酶

活力和酶活回收率为测定指标，研究不同戊二醛浓度

（V/V，0.00%、1.00%、2.00%、3.00%、4.00%）、不同

戊二醛交联时间（1、2、3、4 和 5 h）、不同酶固定化

温度（5、15、25、35、45 ℃）、不同酶固定化时间（1、
2、4、6、8 和 10 h）、不同酶固定化 pH（4.00、5.00、
6.00、7.00、8.00、9.00 和 10.00）、不同加酶量（0.60、
1.20、1.80、2.40、3.00 和 3.60 U）对褐藻胶裂解酶固

定化的影响。保持其他因素不变，逐一进行单因素试

验，每个因素最优结果用于下一个单因素试验。 
1.3.5  固定化褐藻胶裂解酶的制备 

在 50 mL 磨口具塞锥形瓶中加入 0.50 g 单宁酸功

能化磁性纳米粒子和终浓度为 1.00%的戊二醛溶液，

超声处理 5 min 后于室温下交联 2 h。反应结束后进行

磁分离，利用去离子水对载体进行清洗，然后加入 10 
mL 溶于 50 mmol/L NaH2PO4-Na2HPO4（pH 8.00）缓

冲液的褐藻胶裂解酶粗酶液（60 U），5 ℃下反应 8 h，
磁分离后，用去离子水清洗固定化褐藻胶裂解酶，真

空冷冻干燥后，4 ℃贮藏备用。 
1.3.6  酶学性质测定 
1.3.6.1  褐藻胶裂解酶的活力测定 

利用 3,5-二硝基水杨酸（DNS）法可以测定褐藻

胶裂解酶固定化前后的酶活力[19]。游离酶的活力测

定：取 20 µL 褐藻胶裂解酶粗酶液加入到 180 μL 5 
mg/mL 海藻酸钠溶液（以 pH 8.00、50 mmol/L 
NaH2PO4-Na2HPO4缓冲液配制海藻酸钠溶液）中，混

匀物在 35 ℃反应 10 min 后，加入 400 μL DNS 溶液终

止反应，沸水浴 10 min，在 540 nm 处测吸光度值。

固定化酶的活力测定：用 10 mg 固定化褐藻胶裂解酶

替代 20 µL 的游离褐藻胶裂解酶粗酶液，其余操作同

游离酶的活力测定。褐藻胶裂解酶的活力定义：在上

述条件下每分钟生成 1 μmol 还原糖所需的酶量为一

个酶活力单位（U）。 

%= 100%⎛ ⎞ ×⎜ ⎟
⎝ ⎠

固定化酶活力
固定化酶的酶活回收率/

加入的游离酶活力

 

1.3.6.2  温度对酶活性和稳定性的影响 
测定游离酶、固定化酶在不同温度（25、35、45、

55、65 ℃）条件下的酶活力，研究温度对酶活性的影

响。将游离酶、固定化酶在 35 ℃下温育 1 h 后，测定

酶的残余活力，表示酶在 35 ℃下的稳定性，以未经

处理的酶活力为 100%。 
1.3.6.3  pH 对酶活性和稳定性的影响 

分别以 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（pH 4.00~6.00）、
Na2HPO4-NaH2PO4缓冲液（pH 7.00~8.00）、巴比妥钠

缓冲液（pH 8.50~9.00）和 Gly-NaOH 缓冲液（pH 
9.50~11.00）作为底物缓冲液，测定游离酶、固定化酶

在不同pH条件下的酶活力，研究pH对酶活性的影响。

将游离酶、固定化酶在 pH 8.0 下温育 1 h 后，测定酶

的残余活力，表示酶在 pH 8.0 下的稳定性，以未经处

理的酶活力为 100%。 
1.3.6.4  酶的存储稳定性测定 

将游离酶和固定化酶分别在 4 ℃条件下贮存 30 
d，每隔 5 d 取样测定酶的残余活力，计算酶活力的半

衰期，研究酶的存储稳定性。 
1.3.6.5  固定化酶的操作稳定性测定 

将10 mg固定化酶加入200 µL 5 mg/mL海藻酸钠

底物溶液（底物溶于 pH 9.50、50 mmol/L Gly-NaOH
缓冲液中），35 ℃反应 10 min 后，将固定化酶与反应

液进行磁分离，反应液加入 400 µL DNS 溶液，沸水

浴 10 min，在 540 nm 处测吸光度值，测定固定化酶

的活力。分离的固定化酶利用去离子水洗涤 3 次后，

进行下一次催化反应。固定化酶连续重复使用 5 次，

研究酶的操作稳定性。 
1.3.7  固定化酶的透射电子显微镜和傅里叶红

外变换光谱分析 
利用透射电子显微镜观察固定化褐藻胶裂解酶、

单宁酸功能化 Fe3O4 磁性纳米粒子载体的形态。样品

用 KBr 压片法制样，用傅里叶红外变换光谱仪进行检

测，测试范围 4000~400 cm-1。 
1.3.8  数据处理 

为保证数据的准确性，上述各项实验均重复 3 次，

结果用均值±标准偏差的方式来表示。使用 Excel 365
软件对数据进行分析、Origin 9.00 软件对数据进行绘

图。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

2.1.1  戊二醛浓度对酶固定化的影响 
戊二醛因使用过程简便高效而成为酶固定化中常
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用的交联剂之一。戊二醛可以促进酶和载体之间产生

多点共价连接，可以减少外部因素对其构象变化造成

的干扰，因此提高了酶的稳定性[20,21]。本研究利用戊

二醛作为固定化酶制备的交联剂，研究不同戊二醛浓

度对褐藻胶裂解酶固定化的影响。由图 1 可见，在戊

二醛浓度达到 1.00%时，褐藻胶裂解酶的固定化效率

最高，酶活力和酶活回收率分别达到 13.68 U/g 和

23.08%。交联剂浓度为零时，酶可以通过物理作用吸

附在载体表面，但通过物理吸附形成的固定化酶酶活

力低于通过戊二醛交联形成的固定化酶的酶活力[22]。

在一定的浓度范围内，随着戊二醛浓度的增加，载体

与交联剂会形成戊二醛聚合体，可以使固定化效率提

高，固定化酶活力增大[23]；但随着戊二醛浓度的逐渐

增大，会导致酶活回收率和酶活力降低，可能是戊二

醛分子和载体之间出现交联体，使得酶分子的构象出

现变化[24]。Jiang 等[25]和 Chang 等[26]在固定化漆酶、β-
葡萄糖苷酶研究中发现最佳戊二醛浓度分别为

8.00%、4 g/L，载体和酶的差异导致最佳条件与本文

不同，但在不同戊二醛浓度下，酶的固定化效率与本

研究趋势一致。因此本研究确定戊二醛最优的使用浓

度为 1.00%。 

 
图1 戊二醛浓度对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

Fig.1 Effects of glutaraldehyde concentration on the 

immobilization of alginate lyase 

2.1.2  交联时间对酶固定化的影响 
由图 2 可见，载体经戊二醛交联 2 h 后与褐藻胶

裂解酶进行固定化，褐藻胶裂解酶的固定化效率最高，

酶活力和酶活回收率分别达到 15.11 U/g 和 24.81%。

随着交联时间的增加，固定化酶的活力有所降低，可

能是因为戊二醛暴露在空气中的时间变长导致其稳定

性较差，因为戊二醛的稳定性受到温度、氧气含量等

外界因素的影响[27]。另外，当戊二醛以游离态存在时，

所占体积小，容易扩散，很容易与酶分子进行交联；

反应过程中形成的戊二醛二聚物可能会导致固定化酶

活力的下降[28]。因此本研究确定戊二醛最优的交联时

间为 2 h。 

 
图2 戊二醛交联时间对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

Fig.2 Effects of glutaraldehyde cross-linking time on the 

immobilization of alginate lyase 

2.1.3  温度对酶固定化的影响 
由图 3 可见，酶的固定化在低温条件下进行比较

有利，在 5 ℃下对褐藻胶裂解酶进行固定化，酶活力

和酶活回收率达到最大，分别为 16.50 U/g 和 27.09%。

随着固定化温度的逐渐变高，褐藻胶裂解酶固定化的

效果变差，这是因为较高的温度会使酶活力下降，进

而使得固定化酶活力降低。因此本研究确定最优的固

定化温度为 5 ℃，肖琼等[29]报道琼胶酶固定化最佳温

度条件与本研究一致。 

 
图3 固定化温度对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

Fig.3 Effect of temperature on the immobilization of alginate 

lyase 

2.1.4  固定化的时间对酶固定化的影响 
由图 4 可见，当褐藻胶裂解酶与载体的固定化时

间达到8 h时，酶活力和酶活回收率最大，分别为18.38 
U/g 和 27.98%。这可能是因为固定化时间较短时，酶

和载体结合不充分；时间过长，固定上去的酶较多，

酶活性中心被掩埋，产生的位阻效会导致固定化酶活

力下降。此外，随着固定化时间的延长，游离酶活力

下降也是导致酶活回收率和固定化酶活力下降的原

因，因此本研究确定最优的固定化时间为 8 h。相关研

究也有报道随着固定化时间的延长，固定化效率出现

先增后降的趋势[30,31]。另外，阮贵华等以戊二醛为交

联剂，在研究磁性纳米粒子对胰蛋白酶固定化时间影
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响时发现最佳固定化时间为 4 h，陈萧萧等利用海藻酸

钠固定化脂肪酶与蛋白酶，确定最佳固定化时间为 30 
min。可见固定化载体、固定化酶的种类不同都会对

固定化时间造成影响。 

 
图4 固定化时间对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

Fig.4 Effect of immobilization time on the immobilization of 

alginate lyase 

2.1.5  固定化体系 pH 值对酶固定化的影响 
pH值对酶的稳定性和催化性能有一定的影响[32]。

由图 5 可见，随着 pH 的逐渐增大，固定化褐藻胶裂

解酶的酶活力和酶活回收率呈现先上升后下降的趋

势，说明过酸或者过碱均可能导致固定化酶的活力下

降，固定化酶在微碱环境下酶活力相对较高。这是因

为 pH 值影响物质的电离状态，进而对固定化褐藻胶

裂解酶的活力产生了影响。当固定化体系的 pH 值为

8.00 时，酶活力和酶活回收率均达到最大，分别为

19.66 U/g 和 29.92%，因此本研究确定最优的固定化

体系 pH 值为 8.00。游离褐藻胶裂解酶[17]的最适反应

pH 与本研究最优固定化体系 pH 一致，说明在游离酶

最适 pH 条件下进行固定化，有利于褐藻胶裂解酶固

定化效率的提高。 

 
图5 固定化体系pH值对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

Fig.5 Effect of pH value on the immobilization of alginate lyase 

2.1.6  加酶量对酶固定化的影响 
由图6可见，当加酶量从0.60 U增加到3.60 U时，

固定化褐藻胶裂解酶的酶活力和酶活回收率呈现先上

升后下降的趋势。当加酶量为 1.20 U 时，酶活力和酶

活回收率均达到最大，分别为 36.56 U/g 和 30.55%。

固定化酶活力及酶活回收率在一定范围内与加酶量呈

现正相关性，可能是因为载体固定的酶量有限，在低

浓度范围内，随着加酶量的增加，酶分子与戊二醛的

连接几率变大；继续增加游离酶的量，酶活力和酶活

回收率反而呈下降趋势，可能是因为游离酶的浓度逐

渐变大，使得载体表面结合的酶趋于饱和，部分酶分

子相互聚集使其活性中心互相掩埋，影响酶与底物的

结合[33]。因此针对 10 mg 的单宁酸功能化磁性纳米粒

子载体，本研究确定最优的加酶量为 1.20 U。 

 
图6 加酶量对褐藻胶裂解酶固定化的影响 

Fig.6 Effect of enzyme concentration on the immobilization of 

alginate lyase 

2.1.7  褐藻胶裂解酶固定化前后酶学性质比较 
褐藻胶裂解酶的游离酶和固定化酶的酶学性质比

较见表 1 所示。固定化操作没有改变褐藻胶裂解酶的

最适反应温度。游离酶的最适反应 pH 为 8.00，固定

化酶的最适反应 pH 为 9.50。在 35 ℃处理 1 h 后，固

定化酶的残余酶活力为 90.10%，游离酶的残余酶活力

为 4.90%。褐藻胶裂解酶在 pH 8.00条件下处理1 h后，

固定化酶的残余酶活力为 94.80%，游离酶的残余酶活

力为 72.30%。上述结果表明，固定化操作显著提高了

褐藻胶裂解酶的温度稳定性和 pH 稳定性。存储稳定

性和操作稳定性也是评价固定化酶应用价值的重要指

标。本研究中，固定化酶和游离酶在 4 ℃条件下酶活

力半衰期分别约为 25 d、7 d。固定化酶重复使用次数

为 5 次后，酶的相对活力为 66%。上述结果表明，固

定化褐藻胶裂解酶具有良好的存储稳定性和操作稳定

性。与 Li 等[34]的介孔氧化钛颗粒固定化褐藻胶裂解酶

研究结果相比，本文研究的单宁酸功能化的 Fe3O4 磁

性纳米颗粒固定化褐藻胶裂解酶除了具有相似的酶学

性质，还具有良好的存储稳定性。 
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表1 褐藻胶裂解酶固定化前后的酶学性质比较 

Table 1 Comparison of enzymatic properties of alginate lyase before and after immobilization 

项目 最适反应温度/℃ 35 ℃处理 1 h 后

酶的相对活力/% 最适反应 pH pH 8.00 处理 1 h 后 
酶的相对活力/% 

4 ℃下酶活力的

半衰期/d 

游离酶 35 4.90 8.00 72.30 7 
固定化酶 35 90.10 9.50 94.80 25 

2.2  固定化酶的透射电子显微镜分析 

透射电子显微镜分析显示，单宁酸功能化的

Fe3O4 磁性纳米粒子的粒径均匀，纳米粒子间空隙较

多，呈疏散蓬松状（图 7a 和 b）。褐藻胶裂解酶固定

化后，固定化酶连接紧密，空隙减少，呈不规则层叠

状（图 7c 和 d）。这些结果表明，载体和酶之间产生

连接作用，形成的酶聚集体可以提高固定化酶的稳定

性。 

  

  
图7 磁性纳米粒子载体（a和b）与固定化褐藻胶裂解酶（c

和d）的透射电子显微镜分析 

Fig.7 TEM analysis of tannic acid-functioned Fe3O4 

nanoparticles (a, b) and immobilized alginate lyase (c, d) 

注：a：单宁酸功能化的磁性纳米粒子载体（×100000）；b：

单宁酸功能化的磁性纳米粒子载体（×200000）；c：固定化褐

藻胶裂解酶（×100000）；d：固定化褐藻胶裂解酶（×200000）

的透射电子显微镜分析。 

2.3  固定化酶的傅里叶红外变换光谱分析 

利用傅里叶变换红外光谱仪分析磁性纳米粒子固

定化前后红外吸收峰的变化情况，从而判断褐藻胶裂

解酶是否成功固定在功能化载体表面。图 8 中所示的

是单宁酸功能化的磁性纳米粒子（a）与固定化褐藻胶

裂解酶（b）的傅里叶红外变换光谱。图 8a 显示，565 
cm-1处出现的峰是 Fe3O4的特征吸收峰，1610 cm-1附

近的吸收峰代表羰基的存在。在1500 cm-1和1430 cm-1

处出现的两个吸收峰对应着羧酸盐的-COO-吸收特征

谱带，这表明单宁酸经氧化后形成的羧酸基与粒子表

面发生了化学键合[35]。在 3159 cm-1附近的吸收峰代表

羟基的存在，表明该载体已经成功被单宁酸修饰。由

图 8b 可看出，除了具有 Fe3O4的特征吸收峰外，固定

化褐藻胶裂解酶还出现新的吸收峰，1450 cm-1附近的

吸收峰代表-NH2伸缩振动；1657 cm-1附近的吸收峰代

表-CONH 伸缩振动，常见于蛋白质的红外图谱中[36]。

以上结果表明，褐藻胶裂解酶成功地固定在单宁酸功

能化的 Fe3O4磁性纳米载体上。 

 
图8 磁性纳米粒子载体（a）与固定化褐藻胶裂解酶（b）的傅

里叶变换红外光谱分析 

Fig.8 FT-IR spectra of tannic acid-functioned Fe3O4 

nanoparticles (a) and immobilized alginate lyase (b) 

3  结论 

本文以单宁酸功能化的 Fe3O4 磁性纳米粒子

（TA-MNPs）作为固定化酶的载体，对微泡菌褐藻胶

裂解酶进行了固定化工艺优化，获得了包含戊二醛浓

度为 1.00%、交联时间为 2 h、固定化温度为 5 ℃、固

定化时间为 8 h、固定化 pH 为 8.00 和加酶量为 1.20 U
的最适固定化条件，最适条件下处理的固定化酶活力

和酶活回收率分别达到 36.56 U/g 和 30.55%。微泡菌

褐藻胶裂解酶固定化后，酶的温度稳定性、pH 稳定性

和存储稳定性显著提高。良好的酶学性质使该酶在相

关领域具有应用潜力。傅里叶红外变换光谱和透射电

子显微镜分析结果表明，单宁酸修饰的 Fe3O4 磁性纳

米颗粒是微泡菌褐藻胶裂解酶固定化的良好载体。 
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