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氨基功能化大孔 SiO2固定化漆酶 
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摘要: 在溶剂热条件下, 采用后嫁接法对新型大尺寸 SiO2 大孔材料进行氨基化改性, 以氨基修

饰的 SiO2 大孔材料为载体, 借助交联剂戊二醛(GA)使诺维信工业漆酶固定化. 研究结果表明: 

在GA质量分数为 3%, pH值为 5, 漆酶质量浓度为 30 mg·mL-1条件下固定化 4 h制备得到的固定

化漆酶最优, 活力达到 111.4 U·g-1; 比较固定化漆酶和游离漆酶的性质发现, 固定化漆酶 pH 稳

定性和热稳定性均优于游离漆酶, 固定化漆酶重复使用性好, 与底物反复操作 10 次后, 相对活性

仍保持 70.8%.  
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漆酶属于铜蓝氧化酶, 其中铜原子位于漆酶

活性中心, 一般含 4 个铜离子, 在催化底物时起决

定性作用. 漆酶可以利用铜离子的特有氧化还原

能力氧化芳香族化合物和酚类化合物[1]. 漆酶主要

分布于菇、菌及高等植物[2]. 因其具有底物范围广、 

环境友好、催化性能效率高、条件温和等优点, 在

环境保护、生物漂白、生物传感器构建、食品医药

和能源化工等领域具有重要的应用前景[3-7]. 但是, 

游离漆酶对 pH、温度等外界因素变化较敏感, 易

失活甚至变性. 另外, 漆酶易溶于水, 难于回收再

利用而且容易混入产品, 这些缺陷使漆酶的应用

受到限制[8]. 因此, 通过物理或化学方法固定化漆

酶是提高漆酶稳定性, 实现漆酶重复利用, 降低成

本的有效手段[9-13]. 近年来 , 国际上固定化酶常

用载体有多孔玻璃、壳聚糖、介孔分子筛、活性炭、

多孔硅土、磁性介孔 SiO2等多种材料
[14-18].  

在固定化酶过程中, 以多孔材料作为载体, 孔

径大小至关重要. 酶属于生物大分子, 如果载体孔

径过小, 不但会阻碍固定化过程中酶在载体内部

的扩散, 而且也会影响固定化酶催化底物时底物

与酶之间的传质. 如以 MCM-41、SBA-15 这些孔

径较大的介孔材料作为载体固定化酶时, 其介孔

孔道仍然不可避免地被堵塞, 这会使高负载量的

目标难以达到, 并会导致物质在孔内传质受阻[19-20]. 

用大孔材料作为载体原则上可以解决以上问题, 

但这方面的研究报道很少[21].  

张瑞丰等制备的新型 SiO2 大孔材料由二氧化

硅超薄膜构成, 在孔径为 300~500 nm和 1~2 μm有

2套三维贯通的孔道, 比表面积可达 130 m2·g-1、孔

隙率 93%[22-24]. 笔者用 γ-氨丙基三乙氧基硅烷在溶

剂热条件下, 采用后嫁接法对该新型大尺寸 SiO2

大孔材料进行氨基化表面修饰, 以修饰后的 SiO2

大孔材料为载体, 借助有机交联剂戊二醛(GA)的

作用, 使诺维信工业漆酶固定化; 并确定固定化条

件(GA 质量分数、固定化时间、pH、漆酶质量浓

度)以及研究对比固定化漆酶与游离漆酶的性质. 

1 实验部分 

1.1 氨基修饰大孔 SiO2的制备 
以环氧树脂大孔聚合物为整体型模板, 通过

表面复制模板技术制备具有三维超薄结构 SiO2 大

孔材料[24], 并将该大孔材料(长 10 cm、宽 3 cm、厚
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0.3 cm)切割成长和宽分别为 0.3~0.4 cm 的块状材

料, 备用.  

在水热反应釜聚四氟乙烯内衬中加入 2 mL 

KH550, 然后加入无水乙醇使其填充度达到 80%. 

称取 0.6 g 干燥的块状 SiO2置于其中, 拧紧釜盖并

在 120℃下反应 24 h, 自然冷却至室温后, 滤出大

孔材料, 先后用无水乙醇、去离子水各清洗 3 遍, 

低温干燥后得到氨基修饰的大孔材料, 以 H2N- 

SiO2来表示.  

1.2 载体活化 
在 100 mL锥形瓶中加入一定量H2N-SiO2和一

定质量分数的 GA 溶液 10 mL, 置于转速为 100  

r·min-1摇床中, 并于 25℃温度下反应 12 h. 产物经

去离子水反复冲洗, 25℃干燥得表面醛基修饰的

SiO2大孔载体.  

1.3 漆酶的固定化 
取 0.1 g醛基化的大孔 SiO2置于 10 mL用磷酸

盐缓冲溶液配置的漆酶溶液中, 在 25℃、转速为

100 r·min-1 的摇床中振荡一定时间, 将大孔材料用

8~10 目的筛网滤出后, 用缓冲液反复冲洗, 直至

上清液中检测不到酶活, 于 4℃温度下真空干燥即

得固定化漆酶. 其中, 漆酶固载量用 Bradford法[25]

测定.  

1.4 漆酶性质的测定 
一个酶活单位定义为 1 min使 1 μmol的 ABTS

氧化所需的酶量. 其中, 漆酶的活性可以 ABTS 作

底物, 用紫外-可见分光光度法进行测定. 测定方

法按文献[26], 即取一定量漆酶, 加入 2 mL 相应

pH的磷酸盐缓冲液和 3 mL, 1 mmol·L-1 ABTS启动

反应, 并使用 T6 新世纪紫外-可见分光光度计测

定反应体系在 420 nm处 3 min内的吸光度值变化. 

(1)式和(2)式分别为漆酶酶活和固定化漆酶的酶活

回收率计算公式: 

漆酶活力/(U·g-1)= 
6( 10 ) / ( )总      A V t m , (1) 

酶活回收率/%=A1/A2×100%, (2) 

其中: Δt为反应时间, min; ΔA为 Δt内溶液在 420 

nm 的吸光度变化; V总为反应体系体积, mL; ε 为

ABTS 在 420 nm 处的摩尔消光系数 (36 000 

L·mol-1
·cm-1); m为初始漆酶的质量, g; A1为固定化

漆酶的酶活, U·g-1; A2为与固定化漆酶等量的自由

漆酶的酶活, U·g-1.  

2 结果与讨论 

2.1 改性载体的表征 
氨基修饰前后的 SiO2 大孔材料的红外光谱如

图 1 所示. 图 1 中 a 线在 3 427 cm-1出现强而宽的

峰为大孔 SiO2表面硅羟基的吸收峰, 1 635 cm-1处

出现的微弱峰为大孔 SiO2的自由吸附水 H-OH 弯

曲伸缩振动峰, 1 099 cm-1处为 Si-O-Si的反对称伸

缩振动, 805 cm-1和 470 cm-1为 Si-O的对称伸缩振

动. SiO2大孔材料经氨基功能化修饰后, 2 937 cm-1

附近出现较弱的峰为亚甲基的吸收峰, 在 1 640  

cm-1处的尖峰为氨基的特征吸收峰. 702  cm-1处的

吸收峰强度较弱, 为 N-H 的弯曲振动吸收峰. 此 

外, 在 3 000~3 400 cm-1 之间还出现了氨基的对称

和反对称伸缩振动吸收峰, 并与 SiO2 表面羟基的

伸缩振动吸收峰发生重叠[27]. 以上结果表明氨基

基团已经成功接枝到 SiO2大孔材料表面.  
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图 1  氨基改性前后大孔 SiO2红外谱 

2.2 漆酶固定化条件的优化 
2.2.1 固定化时间选择 

在固定化过程中因载体为大孔材料, 孔径较

大使得漆酶在固定化时扩散速度较快, 缩短了固

定化过程[28]. 在反应时间为 1~4 h 阶段, 漆酶固载

量随着固定化时间的增加而增加, 每克载体上的

漆酶固定量从 0.4 mg提升到 3.0 mg, 直到固定化时

间为 4 h 时, 固载量达到最大. 继续延长固定化时

间, 固载量变化很小. 因此, 固定化时间选择 4 h.  

2.2.2  GA质量分数对漆酶固定化的影响 

当 GA质量分数为 3%时, 固定化效果最佳(图

2). 氨基化之后的大孔材料容易与交联剂 GA 发生

Schiff反应, 从而使漆酶牢固地结合在大孔二氧化硅

上[29]. 但当GA质量分数超过 3%时, 由于GA质量
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分数过高, 过量的戊二醛容易发生羟醛缩合, 导致

孔壁表面被一层戊二醛低聚物所覆盖使孔壁表面

结构受到影响, 漆酶固定化因此受到阻碍. 同时载

体上多余的醛基容易与酶分子固定数量的氨基发

生多点结合, 导致漆酶构象发生变化, 从而使固定

化漆酶活性下降.  
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图 2  GA质量分数与载体吸附量及固定化漆酶活性的关系 

2.2.3  pH对漆酶固定化的影响 

在固定化过程中, 缓冲体系的 pH 值会改变酶

分子和孔壁表面的离子化状态, 从而使载体与酶

的结合程度受到影响, 最终导致在不同 pH 值下固

定化漆酶活力有所不同. 图 3给出了 pH值对漆酶

固定化的影响, 在 pH值2~4间, 随着pH值的增加, 

固定化漆酶酶活急速上升, pH 4~5 之间变得平缓, 

酶活在 pH为 5时达到最大, pH超过 6后, 酶的微

观结构发生变化, 导致酶活急速下降.  
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图 3  pH值与载体吸附量及固定化漆酶活性的关系 

2.2.4 漆酶质量浓度对漆酶固定化的影响 

在 pH 为 5 的缓冲溶液中, 用不同质量浓度

(10~55 mg·mL-1)的漆酶溶液浸泡醛基化之后的载

体, 并于摇床上固定化 4 h. 漆酶质量浓度对载体吸

附量和固定化漆酶活性的影响如图 4 所示. 反应初

始阶段, 固定化漆酶的酶活随着漆酶质量浓度的

增加而提高, 当漆酶质量浓度增大到 30 mg·mL-1

时, 固定化漆酶活力达到最大值, 若继续增大漆酶

质量浓度, 反而会使固定化漆酶活力下降, 但是固

载量始终保持上升趋势. 这是因为载体的负荷能

力是一定的, 结合位点未饱和前, 漆酶质量浓度的

增加导致固定化漆酶的活性增大, 但是结合位点

饱和之后, 固定化漆酶的活性不再随着漆酶质量

浓度的增加而增大. 这是因为酶分子相互聚集导

致漆酶的活性中心相互遮盖, 从而使酶的活性下

降. 所以氨基化载体经过质量分数为 3%的戊二醛

活化后, 在 pH为 5的缓冲溶液中漆酶质量浓度为

30 mg·mL-1 时固定化 4 h, 效果最佳, 总活力达到

111.4 U·g-1.  
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图 4  漆酶质量浓度与载体吸附量及固定化漆酶活性关系 

2.3 固定化漆酶的性质 
2.3.1 固定化漆酶的最适 pH及 pH稳定性 

在不同 pH 值下, 测定 pH 值对游离漆酶和固

定化漆酶的活性影响, 结果表明, 游离漆酶和固定

化漆酶的最适 pH值分别为 5.0和 4.5, 最适 pH的

变化可能是因为漆酶固定化时所使用的方法或受

固定化漆酶微环境带电性质的影响. 在不同 pH 值

的介质中保温 2 h, 游离漆酶与固定化漆酶的酸碱

稳定性如图 5所示.  
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图 5  游离漆酶和固定化漆酶的 pH稳定性 

固定化漆酶在 pH 4~6 之间稳定, 相对活性保

质量浓度/(mg·mL-1) 
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持在 80%以上; 而游离漆酶在 pH 4.5~5.5之间稳定, 

pH低于 4或者高于 6, 相对活性都在 70%以下, 说

明随着 pH 的变化, 相比自由漆酶, 固定化漆酶的

适用范围更广. 这是由于漆酶的空间结构因漆酶

被固定化而发生改变[29-30], 漆酶表面的电化学特

性或反应中心受到反应体系中酸碱影响而使固定

化漆酶更加稳定[31]. 

2.3.2 固定化漆酶的最适温度及热稳定性 

测定不同温度对游离漆酶和固定化漆酶活性

的影响. 结果表明, 固定化漆酶和游离漆酶的活性

先随温度的升高而升高, 温度为 50℃时相对活性

达到最大, 超过 50℃时, 活性开始下降, 而且温度

超过 60℃后, 游离漆酶活性急速下降, 这是因为

游离漆酶在温度较高时不稳定[32], 与文献[33]报道

相似. 探索固定化漆酶的热稳定性对其潜在的实

用价值具有重要意义. 图 6对比了温度范围在 30~ 

70℃时游离漆酶与固定化漆酶的热稳定性. 相比

游离漆酶, 固定化漆酶的适宜范围变宽, 热稳定性

明显提高. 温度范围在 30~60℃时, 固定化漆酶的

相对活性仍然保持在 77.8%以上. 在温度为 70℃

下保温 2 h 后测定两者的剩余活性, 固定化漆酶的

剩余活性为 57.6%, 而游离漆酶剩余活性却降到了

25.4%. 说明漆酶固定化可以减少高温对漆酶构象

的严重破坏并减少漆酶失活的可能性[34-36], 极大

地提高了固定化漆酶的实用价值.  
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图 6  游离漆酶和固定化漆酶的热稳定性 

2.3.3 固定化漆酶的操作稳定性 

固定化酶的操作稳定性是衡量是否可以大规

模生产应用的一个标准, 可通过使用同一固定化

漆酶反复氧化 ABTS 来测定, 如图 7 所示. 从图 7

可知, 最初使用过程中, 因某些漆酶与载体结合不

牢固导致被洗脱[37], 从而引起固定化漆酶活性下

降比较快. 催化ABTS反应 7次以后剩余活性差别

不大, 而反应 10批次以后剩余酶活为 70.8%, 这比

许多文献报道的固定化漆酶的操作稳定性都高, 

如刘宇等[11]、王炎等[18]分别利用磁性纳米 SiO2和

介孔分子筛 MCM-41 为载体固定化漆酶, 重复 10

次以后 , 固定化漆酶剩余酶活分别只有 55%和

40%. 这说明本实验所制备的定化漆酶具有较好的

操作稳定性, 可以重复使用.  
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图 7  固定化漆酶的操作稳定性 

2.3.4 米氏常数 

以ABTS为底物, 分别测定固定化漆酶和游离

漆酶在 420 nm 处吸光度变化, 时间为 3 min, 并计

算酶反应的初速度 ν. 然后以 1/ν为纵坐标, 以底物

质量浓度的倒数 1/c 作为横坐标, 由 Lineweaver- 

Burk双倒数法处理, 结果如图 8所示.  
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图 8  游离漆酶和固定化漆酶的动力学常数 

根据图 8 结果可以求得固定化漆酶与游离漆

酶对 ABTS 的 Km值分别为 0.518 mol·L-1和 0.105  

mmol·L-1. 米氏常数增大说明固定化漆酶与 ABTS

之间的亲和力下降, 这可能是由于漆酶固定化后

扩散受到限制, 从而导致固定化漆酶的表观米氏

常数较自由漆酶高. 

3 结论 

利用 KH550对大尺寸 SiO2大孔材料进行氨基
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化改性, 并用 GA 活化, 以得到改性材料固定化漆

酶. 研究表明, 在室温下活化剂 GA 质量分数为

3%、pH 值为 5, 漆酶质量浓度为 30 mg·mL-1、固

定化时间为 4 h 时, 固定化酶活力达到 111.4 U·g-1, 

效果最佳. 通过游离漆酶和固定化漆酶的性质对

比, 发现漆酶固定化后, Km值从 0.105 mmol·L-1增

至 0.518 mmol·L-1, 亲和力虽然有所下降, 但是 pH

稳定性、温度稳定性均比游离漆酶有了明显提高.

与 ABTS 反复操作 10 次, 固定化漆酶相对活性仍

保持 70.8%, 说明漆酶固定化后具有良好的操作稳

定性, 重复性好. 因此, 大孔 SiO2可作为漆酶固定

化的优良载体材料. 
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Immobilization of Laccase on Amino-functionalized Macroporous Silica 

ZHANG Yu-qi1,2, LIU Xiao-zhen1,2, LI Yun1,2, LIANG Yun-xiao1,2* 
( 1.Faculty of Materials Science and Chemical Engineering, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 

2.State Key Laboratory Base of Novel Functional Materials and Preparation Science, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: A novel large-sized macroporous silica material is amino-modified via post-grafting method under 
solvothermal conditions. The amino-functionalized macroporous silica is employed as the supports for 
immobilization of the commercial Novozymes laccase by using glutaraldehyde (GA) as the crosslinking agent. 
The results show that at the concentration of 3% glutaraldehyde, immobilizing time of 4 h, the buffer of pH 5.0 
and the initial laccase concentration of 30 mg·mL-1, the activity of immobilized laccase reaches up to 111.4 U·g-1. 
Compared with the free counterpart, it is found that the pH and thermal stabilities of the immobilized laccase are 
improving significantly, and the immobilized laccase retaines 70.8% of its initial activity after ten repetitive 
times of catalytic reaction, indicating that the immobilized laccase has a good reusability. 
Key words: macroporous silica; immobilization; laccase; amino-modified 
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