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纳米复合载体固定酪氨酸酶合成左旋多巴 

汪定林, 张瑞丰* 
（宁波大学 材料科学与化学工程学院, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 利用模板法制备大孔 SiO2材料, 而后借助水热合成法在孔道中生长 ZnO 纳米线, 得到新
型纳米复合材料(SiO2/ZnO NWs). 采用静电吸附法将酪氨酸酶(TYR)固定在纳米复合载体上, 用
于 L-多巴合成. 从扫描电子显微镜中观察到 ZnO 纳米线在孔道中呈现无规线团形貌, 且分布均
匀. TYR在 SiO2/ZnO NWs上的最大负载量高达 162.3 mg·g-1, 约是纯大孔 SiO2载体 3倍, 且远高
于其他固定化 TYR 系统. 利用固定化 TYR 进行 L-多巴合成, 在最优反应条件(35℃、pH 6.0、
L-抗坏血酸浓度 10 mmol·L-1)下催化 1.5 h, L-多巴的产率可达 70.2％. 固定化 TYR展现良好的储
存稳定性, 储存 28 d 仍保持 78.6％的相对活性, 远高于游离状态 TYR, 并可重复使用, 经历 10
个循环后仍能保持 42.1％的 L-多巴产率. 
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L-多巴作为人体大脑中神经递质多巴胺的前
体物质, 可以穿过大脑中的血脑屏障转化为多巴
胺, 故其成为治疗帕金森病(一种因神经递质多巴
胺含量降低的神经变性疾病)最有效的药物. 据研
究[1], 每年全球 L-多巴市场规模约 250 t, 总容量
1.01×1011 t, 其中大部分都是通过化学合成工艺生
产, 但化学工艺生产存在程序复杂、催化剂昂贵、
转化率低等问题[2]. 考虑到生物合成可能是化学合
成工艺有前景的替代方法, 近年来采用生物合成
L-多巴研究不断升温. 文献[3-5]报道了利用微生
物法(如酵母、细菌和真菌)对目标产物进行合成, 
但该方法缺点明显, 如对细胞生长过程中所需碳
源要求苛刻、合成周期长(包含细胞培养期, 一般在
10 d以上)、价格昂贵(产物的纯化需要去除细胞产
生的激素和蛋白质)等; 由于酪氨酸酶(TYR)工艺
(以 TYR为催化剂)从 L-酪氨酸转化为 L-多巴可在
数小时内完成, 产物转化率较高, 且不需要进行纯
化, 因此 TYR 逐渐成为合成 L-多巴酶促路线的主
角[6]. 然而游离 TYR重复使用性差、稳定性低、成

本高等不足阻碍了其应用[7]. 固定化酶是解决这些
问题的有效方式[8-9]. 固定化酶载体对固定化酶特
性有决定性作用, 因此选择合适的载体意义重大.  

近年来, 介孔二氧化硅因其比表面积大、可调
节孔隙面积和大小, 因而在固定化酶领域备受关
注[10-11]. 这些材料借助物理或化学方法负载大量
的酶, 同时孔隙为酶分子提供了抵抗酸碱、温度和
高盐浓度的有利环境[12-14]. 但是酶分子被限制在
介孔或较小孔中会出现明显的传质阻力, 导致酶
活性降低[15]. 而通过增加载体孔径大小(如介孔到
大孔), 可以预期底物的扩散速率会增加, 且酶分
子在孔穴内会具有更高的灵活性, 从而产生更高
的酶活. 

之前我们已通过模板法制备出一种三维大孔

SiO2载体, 具有高孔隙率(93％)、低密度, 以及热、
化学和机械稳定性良好的优点[16-18]. 但 SiO2 骨架

呈现电子中性, 会导致严重的酶泄漏问题[19], 同时
比表面积小限制其应用. 这也是纯大孔 SiO2 被用

于固定化酶载体鲜有报道的一个原因. 针对该问
                                                                                                                                

收稿日期:  2022−10−31.   宁波大学学报（理工版）网址: http://journallg.nbu.edu.cn/ 
基金项目: 浙江省自然科学基金（LY15B010002）. 
第一作者: 汪定林（1997－）, 男, 安徽安庆人, 在读硕士研究生, 主要研究方向: 固定化酶. E-mail: 1538726613@qq.com 

*通信作者: 张瑞丰（1967－）, 男, 浙江宁波人, 研究员, 主要研究方向: 无机多孔材料及其纳米复合与功能化. E-mail: zhangruifeng@nbu.edu.cn 



 
34 宁波大学学报（理工版） 2023  

 

题, 我们尝试了将 ZnO 纳米线与大孔 SiO2相结合

得到纳米复合材料, 以解决单一材料带来的不足. 
ZnO 纳米线的引入不仅增大了载体的比表面积, 
而且因其高等电点(9.50)赋予载体正电荷特性, 有
利于生物酶分子的固定化. 此外, ZnO热稳定性好, 
在高温环境下其化学和形态能保持不变, 所以只
需通过高温煅烧就能去除被载体吸附的有机化合

物, 从而实现载体的重复使用, 避免其他固定化系
统繁琐的表面修饰. 

本文通过一种特殊的水热合成方法, 在大孔
SiO2 中原位生长 ZnO 纳米线制备一种大孔 SiO2/ 
ZnO纳米线的复合材料(SiO2/ZnO NWs), 由于ZnO
纳米线的结构为开放型, 因此不会出现底物和酶
被孔壁隔离的情况, 从而可以避免传质限制. 使用
X 射线衍射仪(XRD)和扫描电子显微镜(SEM)对材
料的结构以及形貌进行表征, 并以此作为静电吸
附 TYR 的载体, 得到生物催化剂(SiO2/ZnO NWs- 
TYR), 将其应用于 L-酪氨酸合成 L-多巴的催化反
应. 系统考察酶溶液浓度和 pH值对TYR负载量的
影响, 并对固定化条件进行优化, 以此探究 L-抗坏
血酸(催化反应所需的还原剂)的用量、反应时间, 
以及不同 pH 值和温度对固定化 TYR合成 L-多巴
的影响, 研究固定化 TYR 的储存稳定性以及可重
复性. 

1 材料与方法 

1.1 纳米复合载体的制备 
1.1.1 大孔 SiO2的制备 

称取 28.0 g聚乙二醇(PEG1000)、16.0 g双酚 A
型环氧树脂和 4.0 g 聚乙二醇(PEG2000)于烧杯中, 
边加热边搅拌, 同时迅速加入 4.0 g固化剂(二乙烯
三胺), 混合均匀后 70℃固化 3 h, 得到白色块状物
重复浸泡在清水中, 达到去除PEG的目的. 而后在
常温真空环境下进行干燥, 得到一种具有三维骨
架的聚合物模板. 将模板浸泡于正硅酸四乙酯中
3 h, 完全湿润, 接着取出模板, 并在 30℃下熏氨
12 h, 使正硅酸四乙酯充分水解为 SiO2. 最后取出
复合物, 60℃干燥 2 h, 在马弗炉中设置 10℃·min-1

速率升温至 800℃煅烧, 去除聚合物后获得与模板
尺寸、外形相同的大孔 SiO2材料. 具体步骤可参见
文献[16].  

1.1.2 ZnO纳米线在大孔 SiO2孔道内的水热生长 
ZnO纳米线的原位生长可分两步完成. (1)ZnO

晶种在大孔 SiO2孔壁原位形成: 将大孔 SiO2浸泡

在 PEG600、Zn(Ac)2·2H2O以及水混合溶液 3 h, 取
出置于 100℃干燥箱中干燥 1 h, 烘干水分, PEG600
仍存留于孔道中; 接着在马弗炉(200℃)下持续煅
烧 1 h, 使 Zn(Ac)2 充分水解为 ZnO; 然后设置
7.5℃·min-1 升温速率, 达到 650℃, 恒温 20 min, 
除去有机物. (2)ZnO 纳米线的生长: Zn(NO3)2·6H2O
溶入过量氨水, 得到 1 mol·L-1的 Zn 源溶液, 将步
骤(1)得到的已植入 ZnO 晶种大孔 SiO2 材料浸泡

6 h 后取出, 置于密闭容器中发生水热反应; 反应
容器中提前放置经硫酸溶液浸泡的硅胶, 以吸收
反应过程中产生的氨气; 水热反应先在 90℃下持
续反应 6 h, 然后温度升至 100℃持续反应 12 h; 载
体在反应结束后自然冷却再取出, 经清水浸泡、自
然干燥, 即得到 SiO2/ZnO NWs载体材料(图 1).  

 
图 1  大孔 SiO2中原位生长 ZnO NWs示意图 

1.2 酪氨酸酶在复合载体上的固定 
通过静电吸附法将酪氨酸酶固定在复合载体

上(图 2). 控制 pH值介于 TYR等电点(5.92)和 ZnO
纳米线等电点(9.50)之间, TYR 将带有负电荷, 因
此 TYR可以被富集和吸附在 ZnO纳米线上. 此外, 
ZnO 纳米线的结构为开放型, 因此不会出现底物
和酶被孔壁隔离的情况, 从而避免了传质限制. 具
体操作如下: 将适量的酪氨酸酶冻干粉加入 20 mL 
0.2 mol·L-1磷酸盐缓冲液中(pH 7.0), 配置一系列不
同浓度的酶溶液; 然后将混合物持续摇动 20 min, 
25℃离心 10 min, 用移液枪收集上清液, 得到酪氨
酸酶溶液. 将 0.2 g复合载体与大孔 SiO2分别切成

2 mm×2 mm×2 mm的块状; 随后置于15 mL不同质
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量浓度(0.5~4.0 g·L-1)酪氨酸酶溶液中浸泡 5 h 以上, 
温度控制在 15 ℃; 之后使用缓冲溶液和去离子水

对样品进行洗涤, 最后将固定化酪氨酸酶置于 4 ℃

冰箱中储存备用. 
1.3 酶载酶量测定 

该体系的载酶量指单位质量 SiO2/ZnO 纳米线

的复合载体固定化酪氨酸酶的含量. 利用固定化

实验前后酪氨酸酶浓度差计算该值, 根据 Bradford
法[20], 载酶量的计算公式为: 

1 2 1 3 2
0

( ) ,C C V C VP
m

 
  (1) 

式中: P0 为载体的载酶量, mg·g-1; C1 为固定化前

TYR 溶液质量浓度, g·L-1; C2 为固定化后 TYR 溶液

质量浓度, g·L-1; C3 为清洗样品所用缓冲溶液中

TYR 溶液的质量浓度, g·L-1; V1 为固定化实验加入

的 TYR 溶液体积, mL; V2 为清洗样品所用缓冲溶

液的体积, mL; m 为进行固定化实验的载体材料质

量, g. 
为探究载体吸附稳定性, 将 SiO2/ZnO NWs- 

TYR 和 SiO2-TYR 置于 30 mL 磷酸盐缓冲溶液(0.1 
mmol, pH 7.0)持续浸泡搅拌一段时间, 取出样品, 
测定缓冲溶液中 TYR 浓度, 计算酶的泄漏量. 剩

余酶量计算公式为:  

0 / ,t tP P C V m   (2) 

式中: Pt 为经浸泡固定时间后的载酶量, mg·g-1; Ct

为浸泡样品一段时间后 TYR 溶液质量浓度, g·L-1; 
V 为浸泡样品所用缓冲溶液的体积, mL. 
1.4 酪氨酸酶活性测定 

酪氨酸酶活性以 L-多巴为反应底物, 利用分

光光度法进行测定. 具体操作为: 首先将 L-多巴溶

液(0.8 mL, 10 mmol·L-1)与磷酸缓冲溶液(2.1 mL, 
0.1 mol·L-1, pH 7.0)混合, 通入氧气 1 min, 然后添

加含游离酪氨酸酶 0.1 mg 溶液 0.1 mL, 或载酶量

0.1 mg 的固定化酶, 持续摇荡 1 min, 借助 UV- 
2600 紫外分光光度计(岛津企业管理有限公司)检
测并记录波长 475 nm 处吸光度. 固定化酶实验组

活性检测大体同上, 不同在于反应液检测前需迅

速分离出固定化酶, 因此 1 min 内产生 1 μmol 多巴

色素所需要的酶量为一个酶活力单位(式(3)). 实验

重复 3 次, 取均值. 
3Δ 10 ,A VU

t b


   (3) 

式中: U 为酶活力, μmol·min-1; ΔA 为吸光值变化

量; V 为反应体系溶液总体积, mL; t 为反应时间, 
min; ε 为多巴色素摩尔吸光系数, L·(mol·cm)-1; b 为

比色皿厚度, cm. 
1.5 生物催化合成 L-多巴 

L-酪氨酸在 TYR 催化作用下转化为 L-多巴, 
而 L-多巴不稳定, 易被进一步氧化为多巴醌, 所以

为了得到产物 L-多巴, 需向反应体系中添加 L-抗
坏血酸(图 3). 为探究影响合成反应产物 L-多巴的

诸多单因素(反应时间、反应温度、溶液 pH 值、

L-抗坏血酸浓度), 称取 10 mg 固定化酶, 加入含有

L-酪氨酸(2 mmol·L-1)的不同 pH 值磷酸缓冲液配置

的 10 mL 底液, 反应体系在恒温震荡培养箱中反应. 
反应体系的 pH 值通过缓冲溶液调节, 温度通过设

置培养箱调节. 利用控制变量法, 逐一改变反应时

间、pH 值、温度、L-抗坏血酸浓度, 得出最优合

 
图 2  固定化 TYR及催化合成 L-多巴示意图 
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成 L-多巴条件. L-多巴产率(Y)的计算公式为: 

D T/ 100 ,Y C C  %  (4) 

式中: CD为反应结束 L-多巴浓度, mmol·L-1; CT为

反应加入的 L-酪氨酸浓度, mmol·L-1. 
1.6 HPLC检测分析 

将待测液经 0.22 μm滤膜过滤, 利用高效液相
色谱仪(SPD-10A检测器和 LC-10AT泵, 岛津企业
管理有限公司)对反应体系中的目标产物 L-多巴和
反应底物 L-酪氨酸含量进行测定. 色谱柱: 反向
C18柱(5 μm, 4.6 mm×150 mm), 柱子温度为 27℃; 
洗脱剂 V 甲醇:V 磷酸:V 去离子水为 19.5:1.0:979.5 ; 流速为
1.0 mL·min-1; 进样量为10 μL; 检测波长为282 nm. 
1.7 储存稳定性 

在最优固定化条件下检测 TYR 的相对活性, 
探究游离状态和固定化 TYR 的储存稳定性能. 
TYR 活性根据 1.4 节中描述的催化 L-多巴氧化生
成多巴色素的速率计算. 设定测试数据中固定化
TYR和游离 TYR的最高酶活力为 100％. 
1.8 重复使用性 

在最佳酶促反应条件下连续循环 10次合成 L-
多巴, 记录每次循环结束对应的 L-多巴产率, 以此
考察固定化 TYR 的重复使用性能. 每次循环反应
结束后, 从上一反应体系中分离回收固定化 TYR, 
同时用磷酸缓冲液(pH 7.0)对其洗涤 3 次, 然后用
于下一次循环. 

2 结果与讨论 

2.1 载体的结构与形貌表征 
图 4(a)为大孔 SiO2形貌, 主体是 SiO2弯曲超

薄层, 厚度 20~30 nm, 内部三维相互贯通, 孔径尺
寸 0.5~1.5 μm. 该结构使其具有快速渗透性、高孔
隙率、良好机械性能, 而且为 ZnO NWs原位合成

创造了有利场所. 图 4(b)~(d)为 SiO2/ZnO NWs 复
合载体的形貌, 相较于敞开环境下生长的纳米线, 
在狭窄的大孔 SiO2孔道中生长的纳米线直径要小

很多, 直径 15~25 nm, 但形貌呈现出罕见的无规则
盘绕状, 有利于 ZnO NWs发挥其优良的吸附性能. 
同时, 纳米线团充满孔道内的大部分空间, 且相互
间并未聚集, 分布均匀, 这种形态可能比多孔结构
更有利于物质的传递和扩散. 

  
   (a) 大孔 SiO2 (1 μm)       (b) SiO2/ZnO NWs (2 μm)  

  
(c) SiO2/ZnO NWs (500 nm)   (d) SiO2/ZnO NWs (500 nm) 

图 4  复合材料的 SEM图 

图 5是大孔 SiO2孔道中植入 ZnO晶种和生长
ZnO纳米线的 XRD图.  

 
2θ/(°) 

图 5  大孔 SiO2有 ZnO晶种(a)和 ZnO纳米线(b)XRD图谱 

 

 
 

图 3  酪氨酸酶催化合成 L-多巴 
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从图 5 可见, (a)衍射峰位置与 ZnO 晶种相同, 
峰强度较弱, (b)衍射峰位置与 ZnO 纳米线保持一

致, 峰强度较前者强很多, 这是由于 ZnO 纳米线的

质量分数远大于 ZnO 晶种含量. (b)衍射峰的强度

和位置显示与所查 JCPDS 标准卡片中 N0.361451
数据保持一致, 说明本研究合成的纳米线为氧化

锌的六方纤锌矿型晶体[21-22]. 
2.2 产物分析 

图 6 显示了 SiO2/ZnO NWs-TYR 催化 L-酪氨

酸生成 L-多巴的生物催化系统取样检测的高效液

相(HPLC)图谱, 目标产物和反应底物的特征峰出

现时间分别为 3.4、4.4 min, 与 L-多巴(图 6(a))和
L-酪氨酸(图 6(b))标准样本保留时间吻合. 说明

SiO2/ZnO NWs-TYR 参与催化 L-酪氨酸生成 L-多
巴反应. 

 
(a) L-多巴 

 
(b) L-酪氨酸 

 
(c) 反应液 

图 6  HPLC检测 282 mm处电信号色谱 

2.3 固定化条件优化 
2.3.1 溶液 pH值对负载量的影响 

图 7 展示了溶液 pH 值与载酶量的关系. TYR
等电点约为 5.92, ZnO 纳米线等电点为 9.50, 因此

控制 pH 值范围 6.0~9.0 进行吸附操作. 结果显示, 
酪氨酸酶在纳米复合载体的吸附与 pH 值具有显著

关联. TYR 负载量在 pH 值 6.0~6.5 时随 pH 值升高

而增大, 当 pH 值进一步扩大时, TYR 负载量会有

所下降. 这可能是由于当 pH 值接近 TYR 等电点时, 
TYR 在溶液中的溶解度会下降, 导致负载量降低. 
而在 pH 值 6.5~9.0 范围内, pH 值增大会导致 ZnO
纳米线的正电荷逐渐减少; 同时 TYR 分子之间携

带越来越多的负电荷会产生自身的静电排斥, 对

静电吸附产生消极影响. 因此最佳 pH 值为 6.5.  

 
pH 值 

图 7  溶液 pH值对负载 TYR量的影响 

2.3.2 TYR浓度对负载量和比活力的影响 
图 8 为负载量、比活力与 TYR 浓度之间的关系. 

 
TYR 质量浓度/(g·L-1) 

图 8  TYR质量浓度对负载 TYR量和比活力的影响 

当 TYR 质量浓度未超过 3 g·L-1 时, 负载量随

浓度的增加而迅猛上升, 当质量浓度超过 3 g·L-1时

负载量趋于平稳, 这是由于高浓度 TYR 分子之间

存在斥力, 从而限制更多 TYR 被吸附. TYR 质量浓

度为 4 g·L-1, 负载量高达 162.3 mg·g-1, 表明复合载

体对 TYR 固定化有效. 固定化 TYR 的比活力变化

表现为宽钟形, 在曲线的中心位置达到最高点, 此

时对应 TYR 质量浓度为 2 g·L-1, 负载量为 102.1 
mg·g-1. 曲线两边比活力数值显现轻微下降趋势. 
在曲线左边, 酶处于低浓度时, 酶分子为了与载体
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表面形成最大接触可能变形和延伸, 从而引起构
象改变, 导致酶比活力降低[23]. 在曲线右边, 高浓
度的酶可能会引起不可避免的聚集, 导致酶比活
力降低. 为了酶比活力的最大化, 将 2 g·L-1作为固

定化 TYR的最佳质量浓度. 
2.4 大孔 SiO2和 SiO2/ZnO NWs载体材料的吸附

稳定性对比 
设定在最佳固定化条件下 2 种载体的最高负

载量分别为 100％, 而后测得剩余载酶量(步骤见
1.3 节), 并除以最高负载量得到载酶量的保持率
(图 9). 从图 9可见, SiO2/ZnO NWs-TYR在缓冲溶
液中浸泡 48 h 后负载量改变不明显, 而 SiO2-TYR
浸泡后出现明显的脱落, 浸泡 48 h 后载酶量的保
持率仅为 60.2％. SiO2/ZnO NWs-TYR负载量稳定
性的提高可归结为两方面: (1)复合载体因 ZnO 纳
米线的存在而使其比表面积高于纯大孔 SiO2材料, 
大比表面积为 TYR提供更多的附着点. (2)ZnO纳
米线的高等电点(9.50)使复合载体具有正电荷特性, 
其与 TYR 之间的静电作用有利于吸附固定. 同时
也表明, TYR 和 ZnO 纳米线之间的静态作用力要
比纯大孔 SiO2提供的作用力更为牢固.  

 
图 9  大孔 SiO2和 SiO2/ZnO NWs对 TYR的吸附稳定性 

2.5 反应条件的优化 
2.5.1 反应时间 

对反应时间的研究有利于在最短时间内得到

最高产率, 从而降低反应成本. 图 10 为固定化
TYR 催化合成 L-多巴时产率随时间的变化. 从图
10可见, 从 0至 1.5 h, L-多巴产率逐渐增大, 但增
速逐渐减小. 这是因为随着反应的进行, L-多巴生
成量逐渐增多会抑制 TYR 的羟基化反应, 从而减
缓 L-多巴的生成速度, 这与文献[24]得到的结论相
一致. 随着反应时间的推进, L-多巴产率迅速下降, 
取样检测表明, 其原因是 L-抗坏血酸被消耗殆尽. 

因此, 最优反应时间为 1.5 h. 

 
图 10  反应时间对固定化 TYR合成 L-多巴的影响 

2.5.2 反应温度 
图 11为温度对固定化TYR合成L-多巴的影响. 

从图 11可见, 当反应温度控制在 25~35℃范围, L-
多巴的产率随温度的提高而逐渐增高, 但在 35~ 
60℃范围则表现相反趋势. 在 60℃时, L-多巴的
产率仅为 21.4％, 原因可能是高温下 TYR 不可逆
的变性所致. 选择 35℃作为酶促反应合成 L-多巴
的最佳温度, 该温度也是高于游离 TYR 的最佳活
性温度(30℃)[25-26]. 表明 SiO2/ZnO NWs为TYR提
供了耐热的微环境, 使其最佳活性温度升高. 

 
图 11  温度对固定化 TYR合成 L-多巴的影响 

2.5.3 溶液 pH值 
图 12 显示在 35℃、pH 值为 4.0~9.0 时, L-

多巴产率的变化.  

 
图 12  pH值对固定化 TYR合成 L-多巴的影响 

有研究表明[25], 游离TYR最佳活性pH值为中
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性条件. 而本研究的固定化系统在 pH 值为 6.0 条
件下, L-多巴产率最大. 造成最佳 pH 值向酸性条
件偏移的原因是 ZnO 纳米线的正电荷特性吸附溶
液中的氢氧根离子, 导致固定化酶微环境相对于
缓冲溶液偏向于碱性, 从而引起最佳活性 pH 值向
左偏移. 选定 pH 6.0为最佳反应条件, 对应L-多巴
产率为 70.2％. 
2.5.4 L-抗坏血酸浓度 

在 35 ℃、pH 6.0、L-抗坏血酸浓度 4~14 
mmol·L-1条件下, 探究 L-抗坏血酸浓度对 L-多巴
产率的影响, 结果如图 13所示. 

 
图 13  L-抗坏血酸浓度对固定化 TYR合成 L-多巴的影响 

作为还原剂, L-抗坏血酸可将多巴醌转换为 L-
多巴, 然而酪氨酸酶的甲酚酶活性(L-酪氨酸转化
为 L-多巴)通常要比其儿茶酚酶活性(L-多巴转化
为多巴醌)速度慢[27]. 因此, 当还原剂不足时, 儿
茶酚酶会主导 TYR 酶促反应, 造成 L-多巴产率降
低, 所以 L-抗坏血酸浓度在 4~10 mmol·L-1范围增

大的同时 L-多巴产率有所提高. 在 L-抗坏血酸浓
度为 10 mmol·L-1条件下, L-多巴产率高达 70.2％. 
随着 L-抗坏血酸浓度的进一步增大, L-多巴产率则
出现相反趋势. 据文献记载[28-29], 关于 L-抗坏血酸
对酪氨酸酶活性的影响一直存在争议. 一些研究
者认为 L-抗坏血酸可能会成为 TYR抑制剂[30], L-
抗坏血酸的存在会引起反应体系 pH 值的降低, 从
而会对酶促反应合成 L-多巴不利. 为了在最少用
量 L-抗坏血酸的同时获得最高 L-多巴产率, 采用
10 mmol·L-1作为最佳 L-抗坏血酸浓度. 
2.6 储存稳定性 

通过测试游离状态和固定化 TYR 在固定时间
间隔内酶的相对活性, 以考察其储存稳定性. 活力
测试步骤见 1.4节, 设定储存前的酶活力为 100％,
实验结果如图 14 所示. 相较于游离状态 TYR, 固

定化 TYR展现了优异的储存稳定性. 经过 28 d储
存, 游离状态TYR仅保持初始活性的22.1％, 而固
定化 TYR 仍旧保持 78.6％的初始活性. 表明游离
态酶分子经固定化后可以有效减少酶活性损失 , 
类似现象在文献[31-32]中也有报道 . 因此认为
TYR 与刚性结构的纳米线之间的静态作用力可能
是提高储存稳定性的根本所在. 

 
图 14  游离状态和固定化 TYR的储存稳定性 

2.7 重复使用性 
在工业应用中, 操作稳定性在降低运行成本

方面起着重要作用. 为了研究固定化 TYR 的可重
复使用性, 将同一批固定化酶循环用于催化 L-多
巴合成, 并记录每次循环结束后 L-多巴产率. 实验
结果如图 15所示.  

 
图 15  固定化 TYR循环使用次数与 L-多巴产率的关系 

从图 15 可见, 固定化 TYR 在 10 个循环后仍
能保持 42.1％的 L-多巴产率, 为初始催化活性的
59.98％ . 有研究表明 [33], TYR 以交联酶聚集体
(CLEAs)形式固定化应用于 L-多巴的合成, 在循环
使用7个周期后, 只保留了初始催化活性的16.2％. 
另一项研究表明[34], 酪氨酸酶-磷酸铜杂化复合材
料(TCHCs)的生物催化剂在循环使用 5个周期后仅
保持了初始催化活性的 15.8％. 经对比发现, TYR
在纳米复合材料载体上的吸附是提高固定化 TYR
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可重复使用性能和催化性能的有效途径. 

3 结语 

通过在大孔 SiO2孔道中引入 ZnO纳米线合成
了 SiO2/ZnO NWs材料, 作为静电吸附 TYR载体, 
考察 pH值和TYR浓度对负载量的影响. 结果表明: 
SiO2/ZnO NWs在 pH 6.5、TYR质量浓度 4 g·L-1条

件下, 最高负载量达 162.3 mg·g-1. 与纯大孔 SiO2

负载TYR相比, SiO2/ZnO NWs固定化TYR彰显更
高的负载量和吸附稳定性 . 在最优固定化条件
(pH 6.5, TYR质量浓度 2 g·L-1)下, SiO2/ZnO NWs- 
TYR 比活力为 16.2 U·mg-1, 保持了游离 TYR 时
84.2％比活力. 在最优催化条件下, L-多巴产率最高
达 70.2％, 表明SiO2/ZnO NWs-TYR是L-酪氨酸合
成 L-多巴的高效催化剂. 同时, 在考察 SiO2/ZnO 
NWs-TYR 储存稳定性与重复使用性中发现, 固定
化 TYR比游离 TYR具有明显的储存稳定性, 且在
重复使用 10次时仍能保持 42.1％的 L-多巴产率. 
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Synthesis of L-DOPA by tyrosinase immobilized on nano-composite carriers  

WANG Dinglin, ZHANG Ruifeng* 
( Faculty of Material Science and Chemical Engineering, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: The macroporous SiO2 material is prepared using the template method, while ZnO nanowires are 
grown in the pores assisted using hydrothermal synthesis method to obtain new nano-composites (SiO2/ZnO 
NWs). TYR is effectively immobilized on nano-composited support by electrostatic adsorption and used for the 
synthesis of L-DOPA. From the scanning electron microscopy (SEM), we observe that the ZnO nanowires show 
a random wire cluster morphology with uniform distribution in the pores. The maximum loading of TYR on 
SiO2/ZnO NWs is up to 162.3 mg·g-1, which is approximately three times more than the pure macroporous SiO2 

support and much higher than other immobilized TYR systems. The immobilized TYR is used for the synthesis 
of L-DOPA. The optimized reaction conditions are identified and the yield of L-DOPA reaches 70.2％ in 1.5 h 
of catalysis under these conditions. The immobilized TYR also shows good storage stability, maintaining 78.6％ 
relative activity after 28 days of storage, which is also much higher than that of the free TYR. As for the 
reusability, the L-DOPA yield of 42.1％ can be maintained after 10 cycles. 
Key words: nano-composites; tyrosinase; immobilized enzyme; L-DOPA 
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