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摘要:以活性炭(ＡＣ)为原料ꎬ利用原子转移自由基聚合法(ＡＴＲＰ)合成了 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 有机无机杂化材料ꎬ并对其进行

ＦＴ－ＩＲ、ＳＥＭ、ＸＰＳ 表征ꎮ 以 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 为载体对辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)进行固定化ꎬ比较游离酶和固定化酶的 ｐＨ 稳定性、
热稳定性及储存稳定性ꎮ 结果表明ꎬＡｃ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 固定化 ＨＲＰ 的 ｐＨ 稳定性及热稳定性均强于游离酶ꎬ特别是在高温范围内表

现出高的催化活性ꎻ在碱性环境中固定化酶的活性比游离酶高ꎮ 可见 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 复合材料可有效地应用于固定化 ＨＲＰꎮ
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　 　 宁夏地区拥有丰富的活性炭(ＡＣ)资源ꎬＡＣ 制

备工艺简单ꎬ具有良好的稳定性和吸附性ꎬ因此ꎬ广
泛应用于生产、生活当中[１]ꎮ 在水处理方面ꎬＡＣ 主

要作吸附剂吸附废水中的污染物质ꎬ但活性炭在水

中和有机溶剂中的分散性较差ꎬ表面基团调节范围

窄ꎬ吸附选择性较差ꎬ为了使活性炭能够满足更广泛

的应用要求ꎬ通常对其进行表面改性ꎬ使改性后的活

性炭在物理和化学性质方面较之前有所突破ꎮ 通过

聚合的方法在其表面接枝聚合物ꎬ引入更多的活性

基团ꎬ使其拥有更高的应用价值[２－３]ꎮ
辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)价格便宜、性质稳定ꎬ

具有特殊的催化性能ꎬ在过氧化氢存在的条件下可

催化氧化芳香类化合物ꎬ能在较大的温度、ｐＨ 和浓

度范围内保持其高效的催化活性ꎮ 因此ꎬＨＲＰ 广泛

应用于废水处理、生物传感器、有机合成、食品工业

等领域[４－７]ꎮ 但由于游离酶的稳定性差ꎬ无法重复

利用等缺点ꎬ限制了其在工业方面的应用ꎮ 固定化

酶可重复利用ꎬ并能有效地提高酶的稳定性以及对

环境的耐受性ꎬ具有游离酶无法比拟的优势[８－９]ꎮ
笔者利用 ＡＴＲＰ 法对 ＡＣ 进行表面接枝改性合

成有机无机杂化材料ꎬ并将其作为载体对 ＨＲＰ 进行

固定化ꎬ考察了固载酶和游离酶的酶促反应的最适

ｐＨ、温度及存储稳定性ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验材料

活性炭(ＡＣ)ꎬ工业级原材料ꎻ对苯乙烯磺酸钠

水合物(ＳＳｔＮａ)、２－溴异丁酰溴(ＢｉＢＢ)、辣根过氧化

物酶(ＨＲＰ)、４ －二甲氨基吡啶 ( ＤＭＡＰ)、氢化钙

(ＣａＨ２)ꎬ阿拉丁生产ꎻ２ꎬ２－联吡啶(ｂｐｙ)ꎬ天津市凯

􀅰０９􀅰
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通化学试剂有限公司生产ꎻ三乙胺(ＴＥＡ)、硫酸铝钾

(ＫＡｌ(ＳＯ４) ２)ꎬ北京化学试剂公司生产ꎻ过硫酸铵

((ＮＨ４) ２Ｓ２Ｏ８)、铁氰化钾(Ｋ３[Ｆｅ(ＣＮ) ６])、４－氨基

安替比林 ( Ｃ１１ Ｈ１３ Ｎ３Ｏ)、磷酸氢二钠 ( Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰
１２Ｈ２Ｏ)、磷酸二氢钠(ＮａＨ２ＰＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ)、过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２)、碳酸氢钠(ＮａＨＣＯ３)ꎬ天津市大茂化学试剂

厂生产ꎻ四氢呋喃(ＴＨＦ)ꎬ上海晶纯试剂有限公司生

产ꎻ苯酚(Ｃ６Ｈ５ＯＨ)ꎬ湖北巨胜科技有限公司生产ꎻ
溴化亚铜(ＣｕＢｒ)ꎬ自制ꎮ
１􀆰 ２　 复合材料的制备

１􀆰 ２􀆰 １　 材料的预处理

用天平秤取 ０􀆰 ５ ｇ ＡＣ 样品于烧杯中ꎬ加入

１００ ｍＬ 去离子水ꎬ超声处理 ３０ ｍｉｎ 使 ＡＣ 分散ꎬ离
心分离ꎻ重复上述步骤 ３ 次得到样品ꎬ烘干备用ꎮ 在

１００ ｍＬ 圆底烧瓶中加入 ０􀆰 ５ ｇ 预处理过的 ＡＣꎬ浓度

为 ２ ｍｏｌ / Ｌ 的过(ＮＨ４) ２Ｓ２Ｏ８ 与 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２ＳＯ４

各 １０ ｍＬꎬ６０℃恒温搅拌反应 ３ ｈꎻ冷却至室温后ꎬ用
布氏漏斗抽滤得到固体ꎬ去离子水洗涤至滤液为中

性ꎬ烘箱烘干后即得氧化后的 ＡＣ 样品ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＡＴＲＰ 大分子引发剂的合成

在 １００ ｍＬ 圆底烧瓶中加入 ０􀆰 ５ ｇ 氧化处理过

的 ＡＣꎬ除水的四氢呋喃(ＴＨＦ)１０ ｍＬꎬＤＭＡＰ ０􀆰 ０３ ｇ
(０􀆰 ２４ ｍｍｏｌ)ꎬ ＴＥＡ ５６０ μＬ ( ４ ｍｍｏｌ)ꎬ超声分散

３０ ｍｉｎꎬ在冰浴条件下缓慢滴加 ２１０ μＬ ＢｉＢＢ 与

５ ｍＬ 无水 ＴＨＦ 混合溶液ꎬ控制滴加速率ꎬ大约 １ ｈ
滴完ꎻ混合液在室温下搅拌 ４８ ｈꎬ产品用布氏漏斗抽

滤ꎬ去离子水和 ＴＨＦ 反复洗涤至没有 ＢｉＢＢ 残留ꎬ产
物烘干备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 接枝产物的合成

ＣｕＢｒ 的制备:将 ９ ｇ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ 和 １２ ｇ ＫＢｒ
溶于 １２０ ｍＬ 去离子水ꎬ过滤除去不溶物ꎻ将 １４􀆰 ４ ｇ
Ｎａ２ＳＯ３ 溶于 ８０ ｍＬ 去离子水ꎬ搅拌ꎬ待大量 Ｎａ２ＳＯ３

溶解后将其煮沸ꎬ沸腾后立即取出冷却至室温并过

滤ꎮ 向 ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ 和 ＫＢｒ 混合液中缓慢滴加

Ｎａ２ＳＯ３ 溶液并搅拌ꎬ直至有白色物质析出ꎮ 将所得

溶液抽滤并用醋酸和乙醚淋洗ꎬ立刻将样品放在表

面皿中并置于真空干燥箱 ５０℃干燥过夜ꎬ收集所得

样品ꎬ真空保存ꎮ
ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 的合成:在 ２５ ｍＬ 聚合管中加入

０􀆰 ３ ｇ 引发剂ꎬ６ ｍＬ 溶剂[Ｖ(水) ∶Ｖ(甲醇)＝ ３ ∶１]ꎬ
超声处理 ３０ ｍｉｎꎮ 加入 ＳＳｔＮａ ５３９ ｍｇ(ｍｍｏｌ)ꎬｂｐｙ
４１􀆰 １ ｍｇ(ｍｍｏｌ)ꎬ混合均匀ꎮ 通 Ｎ２ ３０ ｍｉｎ 排除空

气ꎬ加入 ＣｕＢｒ １９􀆰 ２ ｍｇ(ｍｍｏｌ)ꎬ在 Ｎ２ 氛围下室温反

应 ３ ｈꎬ到达预定时间后将体系暴露于空气中终止反

应ꎬ去离子水反复洗涤除去杂质ꎬ离心分离ꎬ烘干后

即得到 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 复合材料ꎮ
１􀆰 ３　 固定化酶的研究

１􀆰 ３􀆰 １　 制备交联载体

称取 ０􀆰 ８ ｇ Ａｃ－ｇ－ＰｓｓｔＮａ 复合材料ꎬ加入 ５ ｍＬ
５％的戊二醛溶液ꎬ磁力搅拌 ４ ｈ 后静置ꎬ洗涤 ３５
次ꎬ洗去多余的戊二醛ꎮ 过滤ꎬ８０℃烘干ꎬ研磨得到

交联的 Ａｃ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 载体ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＲＰ 活性测定

采用 沃 辛 通 ( Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ ) 法 测 定 ＨＲＰ 活

性[１０]ꎬ定义一个过氧化物酶单位(１Ｕ)相当于在规

定底物浓度条件下每分钟分解 １ μｍｏｌ 过氧化氢时

所需的酶量ꎮ
计算式为:

Ｕ / ｍｇ ＝ (Ｅ５１０ × Ｖ) / (６􀆰 ５８ × ＥＷ) (１)

式中:Ｅ５１０为 ５１０ ｎｍ 处每分钟吸光度的增大值ꎻＶ 为

反应液总体积ꎻＥＷ 为每 ０􀆰 １ ｍＬ 酶液中含有酶的质

量ꎻ６􀆰 ５８ 为 １ 个单位能在 １ ｍｉｎ 内使吸光度增

大 ６􀆰 ５８ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 复合材料的表征

２􀆰 １􀆰 １　 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 复合材料红外谱图

ＡＣ、ＡＣ－Ｂｒ、ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ的红外吸收光谱图
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(１７):２４７７－２４８０.

[１０] Ｆｅｉ Ｇ ＱꎬＷａｎｇ Ｙ ＣꎬＷａｎｇ Ｈ Ｈ.Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗａｔｅｒ￣ｂｏｒｎｅ ｐｏｌｙｕｒｅ￣

ｔｈａｎｅ / ｐｏｌｙｖｉｎｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｓｉｚｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｅ￣

ｃｉａｌｔｙ ｐａｐｅｒ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ２０１４ꎬ４５ ( １８):

１８１４８－１８１５２.

[１１] Ｊｉａｎｇ Ｇ ＣꎬＴｕｏ Ｘ ＬꎬＷａｎｇ Ｄ Ｒ. Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｉｎａｔｅｄ ｐｏｌｙｕｒｅｔｈａｎｅｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｏｌｙｍｅｒ Ｓｃｉ￣

ｅｎｃｅ Ｐａｒｔ Ａ:Ｐｏｌｙｍｅｒ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００９ꎬ４７(１３):３２４８－３２５６.

[１２] 付建萍ꎬ赖小娟ꎬ李小瑞.无溶剂型有机氟改性聚氨酯 / 丙烯酸

酯乳液的制备及性能 [ Ｊ] . 功能材料ꎬ ２０１６ꎬ ４７ ( １): １２３４ －

１２３８.■
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如图 １ 所示ꎮ 从图 １ 中可以看出ꎬＡＣ－Ｂｒ 与 ＡＣ 相

比ꎬ １ １９０ ｃｍ－１ 和 １ １７０ ｃｍ－１ ２ 处 Ｃ 出 现 振 动 峰 ꎬ
是—ＣＨ(ＣＨ３) ２ 骨架的振动吸收峰ꎬ８０５ ｃｍ－１ 处有

Ｃ—Ｂｒ 振动峰存在ꎬ表明 ＡＣ 表面成功接枝 α－溴异

丁酰溴ꎮ ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 的谱图中ꎬ２ ９２０、２ ８５０ ｃｍ－１

处出现聚合物中甲基和亚甲基的吸收峰ꎬ１ １１５、
７５０ ｃｍ－１处出现磺酸基的特征峰ꎮ

１—ＡＣꎻ２—ＡＣ－Ｂｒꎻ３—ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ

图 １　 ＡＣ、ＡＣ－Ｂｒ 和 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 的红外光谱图

２􀆰 １􀆰 ２　 复合材料扫描电镜图

复合材料的 ＳＥＭ 图如图 ２ 所示ꎮ

(ａ)５０ μｍ (ｂ)１０ μｍ

(ｃ)５ μｍ (ｄ)２ μｍ

图 ２　 复合材料的 ＳＥＭ 图

从图 ２ 中可以看出ꎬ活性炭表面拥有许多形状、
大小各异的孔洞结构ꎬ这些孔洞结构大大增加了其

比表面积ꎬ使其拥有十分优异的吸附性能ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 复合材料的光电子能谱图

光电子能谱元素分析结果如表 １ 所示ꎮ 由表 １
可以看出ꎬＡＣ－Ｂｒ、ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 表面含有 Ｃ 和 Ｏ
元素ꎬ其中 Ｏ １ｓ 元素的质量分数分别为 ８􀆰 ８１％和

１９􀆰 ９４％ꎬＣ １ｓ 元素的质量分数分别为 ８３􀆰 ２１％和

８０􀆰 ５０％ꎮ 其中ꎬＡＣ－Ｂｒ 检出 Ｂｒ 元素ꎬ表明 ＡＣ 成功

与 α－溴异丁酰溴反应ꎬ制备出大分子引发剂ꎻＡＣ－
ｇ－ＰＳＳｔＮａ 检出 Ｎａ 元素ꎬ表明成功将对苯乙烯磺酸

钠接枝到 ＡＣꎮ
表 １　 复合材料光电子能谱元素分析

质量分数 / ％

Ｏ １ｓ Ｃ １ｓ Ｂｒ ３ｐ Ｎａ１ｓ

ＡＣ－Ｂｒ ８􀆰 ８１ ８３􀆰 ２１ ２􀆰 ２４ ０

ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ １９􀆰 ９４ ８０􀆰 ５０ ０ ０􀆰 ４４

复合材料的高分辨波谱如图 ３ 所示ꎮ

图 ３　 复合材料的高分辨波谱

由图 ３ 可以看出ꎬＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 拆分后ꎬＣ 共有

６ 个峰:Ⅰ为石墨化的碳原子峰ꎻⅡ为与酚类、醇类、
醚类相连接的峰ꎻⅢ为羰基中的碳ꎻⅣ为羧基或酯基

中的碳ꎻⅤ为吸附的 ＣＯ２ 或 ＣＯ 中的碳ꎻⅥ为脂肪烃

中的碳ꎮ 由表 １ 可以看出ꎬ在用 ＢｉＢＢ 处理后ꎬＡＣ—
Ｂｒ 上成功接入 Ｂｒꎬ但是聚合后ꎬＢｒ 元素消失ꎬ这是

因为聚合物将活性中心包埋或者稀释ꎮ ＡＣ － ｇ －
ＰＳＳｔＮａ 相比于 ＡＣ－Ｂｒꎬ其氧元素质量分数均有明显

增加ꎬ这是含氧基团被接枝在其表面所引起的ꎬ由此

可知ꎬＳＳｔＮａ 成功接枝到 ＡＣ 表面ꎮ
２􀆰 ２　 固定化 ＨＲＰ 的酶学性质研究

２􀆰 ２􀆰 １　 固载酶的 ｐＨ 稳定性

不同 ｐＨ 下游离酶及固载酶的活性如图 ４
所示ꎮ

１—游离酶ꎻ２—Ａｃ－ｇ－ＰｓｓｔＮａ 固载酶

图 ４　 不同 ｐＨ 下游离酶及固载酶的活性

由图 ４ 可以看出ꎬ游离酶和 Ａｃ－ｇ－ＰｓｓｔＮａ 固载

酶在 ｐＨ＝ ７ 时酶活性最高ꎮ 在 ｐＨ 为 ９ 时游离酶活

性降至 ７５􀆰 ８２％ꎬ而 Ａｃ － ｇ － ＰｓｓｔＮａ 固载酶仍保持

９１􀆰 ８５％的活性ꎮ 固载酶在酸性体系中稳定性不如

􀅰２９􀅰



２０１７ 年 ８ 月 毕淑娴等:ＡＴＲＰ 法合成 ＡＣ－ｇ－ＰＳＳｔＮａ 及其对辣根过氧化物酶固定化的影响

游离酶ꎬ在碱性体系中的稳定性与游离酶相比有了

提高ꎮ 溶液的 ｐＨ 影响到载体表面所带基团的电

性ꎬ使其解离状态受到影响ꎬ导致底物不能与酶蛋白

结合ꎬ或者是由于形成了酶－底物络合物ꎬ无法有效

的生成催化产物ꎬ因此使得酶活性降低ꎮ 尽管酸性

条件下固载酶活性不如游离酶ꎬ但总体来说ꎬ固载

后 ＨＲＰ 对 ｐＨ 的适应范围变大ꎬ有利于提高酶在

实际应用中对不同体系的适应程度ꎬ从而提高催

化效率ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 固载酶的热稳定性

不同温度下游离酶及固载酶的活性如图 ５
所示ꎮ

１—游离酶ꎻ２—Ａｃ－ｇ－ＰｓｓｔＮａ 固载酶

图 ５　 不同温度下游离酶及固载酶的活性

由图 ５ 可以看出ꎬ相比于固载酶ꎬ游离酶的活性

对温度更加敏感ꎬ在 ４０℃达到最高活性后ꎬ继续升

温其活性急剧下降ꎬ温度达到 ６０℃ 时基本失去活

性ꎮ 而固载酶活性受温度的影响较小ꎬ在 ４０℃同样

达到最大活性ꎬ之后继续升温其活性逐渐减小ꎮ 但

相比于游离酶ꎬ固载酶表现出很好的热稳定性ꎮ
６０℃时固载酶大约还具有最高活性的 ７５％ꎬ这说明

固载后的 ＨＲＰ 热稳定性得到了提高ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 固载酶时间稳定性质的考察

储存时间对固载酶活性的影响如图 ６ 所示ꎮ

图 ６　 储存时间对固载酶活性的影响

由图 ６ 可以看出ꎬＡｃ － ｇ －ＰｓｓｔＮａ 固载酶保存

１５ ｄ 后活性降为原来的 ３７􀆰 ８１％ꎮ 这是由于交联时

戊二醛过量所造成的ꎮ 过量的戊二醛会影响 ＨＲＰ
空间结构的稳定性ꎬ甚至扭曲 ＨＲＰ 的特定活性位

点ꎬ导致酶的构象发生变化ꎬ造成酶活性的下降ꎬ还
会影响载体表面结构ꎬ导致酶不易被固定[１１]ꎮ

３　 结论

以 ＣｕＢｒ / ＰＭＤＥＴＡ 为催化体系ꎬＣＨ３ＯＨ / Ｈ２Ｏ 为

溶剂ꎬＳＳｔＮａ 为单体ꎬＡＣ－Ｂｒ 作引发剂ꎬ在室温下利

用 ＡＴＲＰ 聚合得到以活性炭(ＡＣ)为原料的 ＡＣ－ｇ－
ＰＳＳｔＮａ 复合材料ꎮ 以此材料作载体固定 ＨＲＰꎮ 固

载酶在碱性环境中的活性比游离酶具有较好的 ｐＨ
稳定性ꎮ 固载酶受温度的影响程度低于游离酶ꎬ在
６０℃时游离酶只有 ６􀆰 ８２％的活性ꎬ但 Ａｃ－ｇ－ＰｓｓｔＮａ
固载酶的活性却保持在 ５１􀆰 ４８％ꎬ显示出较好的热

稳定性ꎮ
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