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摘&要&TK(C9 为氧化剂合成了聚苯胺纳米纤维!纤维直径 "# U9# FA!并以此为载体对辣根过氧化物酶进行

了固定化52/.!T)10!je:eBV等结构表征证明辣根过氧化物酶 W0*中的质子可作为掺杂剂与聚苯胺主链中

的氮结合!酸根离子作为对阴离子依附于聚苯胺主链周围!实现了聚苯胺载体对生物酶的固定化5聚苯胺纳米

纤维具有较大的比表面积!有利于增加酶的负载量!提高固定化酶活性5该方法简单!快速!载体材料无需活

化5与游离酶相比!固定化酶对 IW!高温的耐受性!不同温度下的热稳定性均有了明显的提高!在 % h条件下

保存 > 周后固定化酶活性几乎没有损失!重复使用 8 次后仍可保持 ;#\的酶活!说明纳米结构的聚苯胺是一

种良好的载体!可实现生物酶的高效固定化5

关键词&聚苯胺! 纳米纤维! 辣根过氧化物酶! 固定化! 酶活性! 酶稳定性

&&辣根过氧化物酶#N4ZVKZ6LBVN IKZ4iBL6VK!简称
W0*$是一类商品化较早%应用较为广泛的酶制
剂! 在有机合成%生物传感器%废水处理%环境化
学和食品工业等领域有着广泛的用途 )$*5然而!

游离状态的酶稳定性差!对温度%离子浓度%IW值
及重金属离子等外界因素敏感!容易失活!且反应
后分离困难!不能重复利用!使用成本高!这些不
足大大限制了游离酶的应用5酶的固定化技术是
解决这一问题的最有效方法之一5酶的固定化技
术!即通过物理或化学的方法将游离酶束缚于一
定载体中!保持了酶催化活性的同时可以重复!连
续地使用5在酶固定化技术中!载体材料的结构和
性质显著地影响了固定化酶的性能 )"*5以纳米材
料为载体!可以克服体材料负载量低%酶易流失%

失活等不足!提高固定化酶的性能 )9*5磁性纳米

颗粒!纳米孔材料 )% U>* !碳纳米管 );*等已经开始应
用于酶的固定化研究中!显示出优于体材料的催
化效果5设计合成性能更加优异的纳米材料为新
型酶固定化载体已成为目前固定化酶研究的重点
之一5

聚苯胺 # I4C76FBCBFK!*’31$纳米材料是一类

具有广泛应用前景的新型功能高分子材料!具有
高度共轭结构的分子结构!通过&掺杂’后可以使
其电导率由绝缘体变为导体!其优异的物理%化学
性能引起了科学家们的极大兴趣!成为材料领域
中的研究热点 )=!$#*5聚苯胺分子骨架中带有氨基!

而酶的主要成分是氨基酸!聚苯胺不需要任何表
面修饰即可通过氨基与酶分子中羧基的质子直接
键合!实现酶的固定化5除此之外!聚苯胺还具有
以下特点(#$$单体价格便宜!易于合成"#"$分子
骨架具有多样化的结构!易于实现载体的多样化"
#9$独特的质子酸&掺杂’机制!通过使用不同的
掺杂剂!实现载体性质可控可调"#%$高度共轭的
分子结构!有利于载体与酶分子之间的电子传输!

增强酶活性中心与底物间长距离的电子传输效
率5结合高分子材料本身良好的机械性能%可加工
性及环境稳定性高%可重复使用等优点!导电聚苯
胺纳米材料可以作为一种理想的新型载体!实现
生物酶的高效固定化5,KK等 )$$!$"*尝试将甲丝酵
母多皱脂肪酶固载在聚苯胺载体上!固定化酶成
功地催化了外消旋布洛芬的手性酯化反应5
TKZF6FLKV等 )$9!$%*等以聚苯胺为载体!实现了对辣
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根过氧化物酶的固定化5然而在整个固定化过程
中!需要使用戊二醛对 *’31载体进行活化5

在本文中!我们以聚苯胺的纳米纤维为载体!
在无戊二醛活化剂的条件下!直接通过辣根过氧
化物酶的掺杂作用实现了酶的固定化5对固定化
酶进行了结构表征!并研究了固定化酶 *’31:
W0*的活性及稳定性5结果表明!聚苯胺纳米纤
维具有较大的比表面积!有利于提高辣根过氧化
物酶的负载量!固定化酶对 IW!高温的耐受性!不
同温度下的热稳定性均有了明显的提高!在 % h
条件下保存 > 周后固定化酶活性几乎没有损失!
重复使用 8 次后仍可保持 ;#\的酶活5

!"实验部分
!K!"主要试剂和仪器

苯胺#6FBCBFK!’F!北京化工厂$在使用前减
压蒸馏5辣根过氧化物酶#W0*! 酶活性#"## j,
AOf$!中国医药上海化学试剂公司$!愈创木酚
#分析纯!百灵威公司$!六水合三氯化铁 #TKZZBM
(NC4ZBLK!分析纯!北京化工厂$!乙醇#KJN6F4C!分
析纯!北京化工厂$! 乙醚#KJNKZ!分析纯!北京化
工厂$等试剂未经处理直接使用5

20:% 数显恒温磁力搅拌水浴锅#天津市欧诺
仪器仪表有限公司 $!扫描电镜 # 2/.! WBJ6MNB:
!9#$!傅立叶红外#T)10!/+j313+@!!!<ZHXKZ$!
紫外可见吸收#je!e:!># 型紫外吸收分光广度
计$5
!K#"聚苯胺纳米纤维的合成

聚苯胺分子骨架中带有氨基!而酶的主要成
分是氨基酸!聚苯胺不需要任何表面修饰即可通
过氨基与酶分子中羧基的质子直接键合!实现酶
的固定化5为了得到最大的酶负载量!需要更多的
3原子裸露出来与氨基酸键合!因此在本实验中
选用脱掺杂的聚苯胺纳米纤维为载体材料5按照
文献报道的方法制备聚苯胺纳米纤维 )$!* !将 "
AA4C##P" A,$苯胺#’F$单体分散于 $#A,去离
子水溶液中!超声分散至形成透明的均相溶液!然
后一次性加入 $# A,的 TK(C9 水溶液 #TK(C9 与
’F 单体的比例为 !]$$!静置反应 $" N!将混合溶
液离心!离心后的固体依次用蒸馏水%无水乙醇和
乙醚洗涤!最后在室温下真空干燥 $; N!得到墨绿
色的聚苯胺粉末5将得到的聚苯胺粉末浸泡于
#P$ A4CQ,的氨水溶液中!"% N 后将混合溶液离
心!所得的固体依次用蒸馏水%无水乙醇和乙醚洗

涤!在室温下真空干燥 $; N!得到深蓝色的脱掺杂
的聚苯胺粉末5
!K$"辣根过氧化物酶的固定

将 $P" 节中合成的聚苯胺粉末 % AO和一定
量的市售的辣根过氧化物酶分别分散于 $ A,的
磷酸缓冲溶液# IW_>P#$中!室温下磁力搅拌至
均匀5% h下将聚苯胺纳米纤维的缓冲溶液与酶
溶液于 $"# ZQABF 的摇床中固定化反应 %; N!离
心过滤!去除上清液!固定化酶用同样 IW值的缓
冲溶液清洗 9 U! 次!至上清液中 W0*活性为 #!
自然干燥!即得粉末状墨绿色的聚苯胺固定化辣
根过氧化物酶!于 % h冰箱中保存5
!K%"固定化酶$A94[0U1A%S游离辣根过氧化物
酶$U1A%活性的测定

使用愈创木酚法测定辣根过氧化物酶 W0*
的活性(将 #P#$ A,一定浓度的游离Q固定化的辣
根过氧化物酶 #*’31:W0*QW0*$溶液加入 "P=
A,的磷酸缓冲溶液中!以 #P#! A,愈创木酚为底
物!在 9> h条件下!加入 #P#$ A,W"+" 引发酶促
降解反应!用紫外分光光度计检测 %># FA处在
$!# V内吸光度的变化!从而得知酶反应速率!进
而推算酶活性5定义 $ ABF 氧化 $ %A4C愈创木酚
所需的酶量为 $ 个酶活单位5
!K&"固定化蛋白量的计算

以牛血清蛋白为标准物!利用考马斯亮兰法
测定蛋白质的含量5固定化蛋白量为负载前游离
酶的蛋白量与负载后离心的上清液中蛋白量的差
值5
!K,"固定化酶 $A94[%S游离辣根过氧化物酶
$U1A%稳定性测定
$P8P$&IW稳定性

将适量的游离酶和固定化酶分别置于不同
IW的缓冲溶液中!每隔一段时间测定其酶活!通
过考察酶残留活性随时间的变化!研究酶的 IW
稳定性5
$P8P"&热稳定性

将适量的游离酶和固定化酶分别置于 9#%
%!%8# h水浴中恒温!每隔一段时间测定其酶活!
通过考察残留活性随时间的变化!研究酶的热稳
定性5
$P8P9&存储稳定性

将固定化酶和游离酶置于 % h条件下保存!
每隔一段时间测定其活性!考察其存储稳定性5

"#>
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$P8P%&固定化酶重复使用的稳定性
每次催化反应结束后!通过离心将固定化酶

从反应液中回收!用磷酸缓冲溶液清洗后重新加
入到新的反应体系中!检测其活性5

#"结果与讨论
#K!"聚苯胺纳米纤维固定化辣根过氧化物酶材
料的表征

采用扫描电镜对聚苯胺载体及固定化酶的微
观形貌进行了观察5结果如图 $ 所示!负载前后聚
苯胺载体的形貌有较大的变化5以 TK(C9 为氧化

剂!按照文献报道的方法 )$!* !得到了直径为 "# U
9# FA均匀的纳米纤维#图 $#6$$5负载后聚苯胺
纳米纤维的直径有所增加!并有大量的颗粒状物
质#酶$附着于纤维外表面!可见 W0*酶在固定
化的过程中!大部分负载于纳米纤维的外表面!并
可能导致纤维的团聚!从而对载体的形貌有一定
的影响5

TBO5$&)7IBM6C2/.BA6OKV4b#6$ *’31:TK(C9 F6F4bBaKZV

6FL # a$ *’31F6F4bBaKZV:W0*

图 " 给出了 *’31载体!W0*游离酶及固定
化酶 *’31:W0*的红外吸收光谱图5由图 " 可见
负载前后 *’31的红外吸收谱图是相似的5产物
均在 $!;#!$%=!!$9#!!$$%$!;"$ 和 !#! MAf$处出
现较强吸收峰5它们分别归属于醌环的 ( (伸
缩振动!苯环的 ( (伸缩振动!(+3键伸缩振
动!( 3键伸缩振动和 $!%:取代苯环的振动!这
与文献中报道的 *’31的红外光谱是一致的 )$8* !
说明固定化酶保持了聚苯胺的主链骨架结构5此

外!*’31:W0*在 $8%# MAf$附近出现明显的吸收
峰!这是游离酶 W0*酰胺中羰基的吸收峰#游离
酶 W0*在 $8!= MAf$处存在明显的酰胺羰基吸收
峰$与聚苯胺载体相互作用的结果!证明 W0*作
为对阴离子依附于聚苯胺主链结构的周围5

TBO5"&T)10VIKMJZ64b*’31F6F4bBaKZV! W0*6FL *’31:

W0*

TBO59 & je:eBVBaCKVIKMJZ64b# 6$ AKMN6FBM6CC7

ABiJHZK4b*’316FL W0*! # a$ IHZKW0*! #M$ *’31

L4IKL DBJN W0*6FL # L$ HFL4IKL *’31VHII4ZJV

以去离子水为溶剂!*’31纳米纤维载体!游
离酶 W0*! 固定化酶 *’31:W0*及机械混合的聚
苯胺和 W0*的紫外:可见吸收光谱如图 9 所示5
游离的辣根过氧化物酶在 %#9 FA处有一强的吸
收峰!为血红素辅基的吸收#图 9 谱图 6$5脱掺杂
的 *’31载体在约 9"# FA和约 8;# FA有两处明
显的吸收峰!归属于中间氧化态的聚苯胺特征吸
收峰 )$>!$;*5聚苯胺负载辣根过氧化物酶的紫外吸
收曲线#图 9 谱图 M$与典型的掺杂态 *’31一致!
在约 %## FA和 v;## FA左右有较强吸收峰!
%%# FA是与掺杂有关的电子吸收峰! v;## FA
处长拖尾峰为离域的极化子的吸收峰#图 9 谱图

9#>
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a$ )$=!"#* !而室温下简单的机械混合得到的 *’31
和 W0*的混合物中则分别保留了 W0*血红素辅
基的特征吸收峰#%#9 FA$和中间氧化态 *’31约
8;# FA的吸收峰#图 9 谱图 L$5说明辣根过氧化
物酶在固定化的过程中!酶中氨基酸的氢质子与
聚苯胺的 3原子直接键合!同时酸根离子以对阴
离子的形式依附于聚苯胺主链结构周围!实现了
酶在聚苯胺载体上的负载!此结论与红外吸收光
谱的分析结果一致5
#K#"固定化条件的优化
"P"P$&*’31载体对 W0*的吸附

按 $P9 节的固定化方法!分别以合成的掺杂
态和脱掺杂的聚苯胺纳米材料为载体!在不同的
给酶量的条件下固定化操作 %; N 得到固定化酶5
图 %#6$ 给出了吸附时初始 W0*给酶量与 *’31
载体的配比与吸附载量之间的关系5从图中可以
看出!随着W0*投加量的增加!负载到*’31载体
上的蛋白量#吸附量$不断增加!且在低投加配比
时增加速度较快!随后增加趋势减缓直至饱和!达
到最大吸附量5对于脱掺杂的聚苯胺最大吸附量
可达 $!# %OQAO*’31! 而掺杂态的聚苯胺载体在
较低投加比时即达到饱和 !最大吸附量约为=#

TBO5%&#6$ /bbKMJ4bJNK6A4HFJ4bW0*KiI4VKL J4*’31

F6F4bBKZV4F C46LBFO4bW0*4F *’316FL # a$ KbbKMJ4bJBAK

4F C46LBFO4bW0*4F *’31F6F4bBaKZV

%OQAO*’31!均高于文献报道的数值 )$%*5我们测
量了 *’31纳米纤维的比表面积为 8# A" QO!大于
商业化的 *’31#比表面积为 9! A" QO$5由此可
见!纳米结构具有较大的比表面积!有利于提高载
体的负载量!增加载体活性5根据红外和紫外的结
构分析可知!W0*中氨基酸的质子可以作为掺杂
剂进入聚苯胺主链!而酶对阴离子可负载于聚苯
胺载体上!因此!脱掺杂的聚苯胺可以提供更多的
掺杂点位!有利于提高酶的负载量5
"P"P"&固定化时间对负载量的影响

按 $P9 节方法!分别以掺杂态和脱掺杂的
*’31为载体!在最优的固定 W0*初始浓度与载
体的配比下 #W0*Q脱掺杂 *’31_#P8Q$" W0*Q
掺杂态 *’31_#P%Q$$时!考察了固定化时间对蛋
白质负载量的影响5如图 %# a$所示!对于不同的
载体!蛋白质的负载量均随固定化时间的增加而
增加!当负载时间为 "% N 时!蛋白质的吸附量开
始趋于饱和!检测到的脱掺杂 *’31载体对蛋白
质最大负载量为 $!# %OQAO*’31!掺杂态 *’31
载体对蛋白质的最大负载量为 =# %OQAO*’315"%
N 之后!负载量基本不再随负载时间的增加发生
变化!可见对于不同的 *’31载体!W0*在 *’31
载体上的负载都是一个缓慢的过程!"# U"% N 可
达到饱和5
#K$"固定化酶的酶学性质
"P9P$&最适宜 IW值

分别在不同的 IW值 #"P# U$"P#$!9> h条
件下测定固定化 *’31:W0*和游离酶 W0*的生
物活性!以确定其最适 IW值5从图 ! 中可以看
出!固定化酶 *’31:W0*和游离 W0*具有相似的
IW:活性曲线5对于游离 W0*而言!最适宜 IW值
为 ;!在 IW小于 % 的酸性环境和 IW值大于 $# 的
碱性环境中!游离酶 W0*的活性小于最适宜 IW
条件下酶活的 $#\!几乎完全失活5而固定化酶
*’31:W0*的生物活性有了很大程度的提高!尤
其是在 IW大于 $# 的碱性环境中!固定化酶仍可
保持最适 IW条件下活性的 8#\!同时!*’31:
W0*的最适宜 IW范围向酸性范围扩大了 " 个单
位!IW从 8 到 ; 固定化酶都具有最大的活性!可
见!*’31:W0*对 IW的耐受性得到了明显的提
高5
"P9P"&最适宜温度

分别在不同温度#"# U>! h$!最适宜 IW条
件下测定固定化 *’31:W0*和游离酶 W0*的生

%#>
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TBO5!&/bbKMJ4bIW4F JNK6MJBkBJ74bbZKKW0*6FL *’31:

W0*

物活性!以确定最适温度5从图 8 中可以看出!在
"! U%! h的温度范围内!固定化 *’31:W0*和游
离 W0*均显示出较高的活性!当温度高于 %! h
后!游离 W0*的活性随温度升高急剧下降!到
8# h时!酶完全失活5而 *’31:W0*表现出对高
温有较强的耐受力!在温度为 8# h时!仍保持了
8#\的酶活!可见!*’31纳米纤维载体对 W0*的
活性中心起到了较好的保护作用!提高了其对高
温的耐受能力5

TBO58&/bbKMJ4bJKAIKZ6JHZK4F JNK6MJBkBJ74bbZKKW0*

6FL *’31:W0*

"P9P9&热稳定性
在最适宜 IW条件下!测定了固定化 *’31:

W0*和游离 W0*在不同温度下活性随时间的变
化!以研究酶的热稳定性能5从图 > 中可以看出!

游离酶和固定化酶的热稳定性均随温度的升高而
有所下降5当温度为 9# h时!固定化酶 *’31:
W0*和游离 W0*活性的变化趋势基本相同!$"#
ABF 后活性变化较小!均能保持 =#\以上的酶活5

而当温度为 %!!8# h时!固定化 *’31:W0*比游
离酶 W0*具有更好的热稳定性5固定化酶 *’31:

W0*经在 %! h处理 $"# ABF 后仍可保持 ;!\的
活性而游离酶仅能保持 %#\的活性58# h时!游
离酶经过处理 9# ABF 后!其活性已完全丧失!此
时固定化 *’31:W0*保留了 %9\的活性!$"# ABF
后仍保留了 $#\的酶活5这是由于经过固定化
后!酶分子与载体间之间的作用力使酶分子的构
象变化受到了限制!减少了酶失活的可能!从而提
高了固定化酶的耐热稳定性5

TBO5>&)NKKbbKMJ4bJKAIKZ6JHZK4F JNKJNKZA6CVJ6aBCBJ74b

bZKKW0*6FL *’31:W0*

+)+ *’31:W0*9# h" +’+ TZKK:W0*%! h"

+%+ TZKK:W0*9# h" +*+ *’31:W0*8# h"

+++*’31:W0*%! h" +&+TZKK:W0*8# h

TBO5;&2J4Z6OKVJ6aBCBJ74bbZKKW0*6FL *’31:W0*

"P9P%&存储稳定性
由于游离酶的稳定性差!在放置一段时间后

均会有一定的酶损失!因此!存储稳定性是衡量酶
稳定性能的重要指标之一5按照实验 $P8P9 节方
法!将固定化酶 *’31:W0*和游离酶 W0*分别放
置在 % h条件下考察其存储稳定性!图 ; 中显示!
固定化 *’31:W0*具有更高的存储稳定性!在放
置 > 周后!仍保持了 =>\左右的活性!而游离
W0*仅剩 ;#\的酶活5因此!聚苯胺纳米纤维对

!#>
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W0*的固定化提高了 W0*的储存稳定性5
"P9P!&固定化酶循环使用的稳定性

固定化酶的显著优点就是易于回收!可以多
次循环使用!从而使酶使用成本下降5按 $P8P% 节
方法考察固定化 *’31:W0*的重复使用稳定性5
结果如图 = 中所示!从图中可以看出!在第一次
循环中!酶活有较大的降低!降低了$9\!而在接

TBO5=&+IKZ6JB4F6CVJ6aBCBJ74b*’31:W0*

下来的几次循环中!酶活均没有明显损失!8 次循
环后固定化酶 *’31:W0*保持了 ;#\的活性5说
明以聚苯胺纳米纤维为载体制备的固定化酶有较
好的重复使用性!初次循环中酶活的损失可能是
由于部分以物理吸附于载体表面的 W0*的脱吸
附而导致5

$"结论

本文以聚苯胺纳米纤维为载体!制备了聚苯
胺固定化辣根过氧化物酶5在固定化过程中!辣根
过氧化物酶起到掺杂剂的作用!负载于聚苯胺主
链之上!制备方法简单方便!载体材料无需活化5
与游离酶 W0*相比!固定化 *’31:W0*对 IW值
和高温的耐受能力有了大幅度的提高!% h条件
下保存 > 周后固定化 *’31:W0*活性几乎没有损
失!重复使用 8 次后仍可保持 ;#\的酶活!说明
纳米结构的聚苯胺是一种良好的载体!可以实现
酶的高效固定化5
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