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磁性聚合物微球固定化青霉素 Ｇ 酰化酶
用于催化合成头孢克洛
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摘要:利用反相悬浮技术制备出平均孔径和比表面积分别为 １３􀆰 ０ ｎｍ 和 １２３􀆰 ６ ｍ２ / ｇ 的磁性聚合物微球ꎬ其具有超顺磁性ꎬ

饱和磁化强度为 ６􀆰 ０４ ｅｍｕ / ｇꎮ 磁性微球固定化青霉素 Ｇ 酰化酶在乙二醇－磷酸盐缓冲溶液共溶剂体系中催化 ７－氨基－３－氯－
３－头孢烯－４－酸(７－ＡＣＣＡ)与 Ｄ－苯甘氨酸甲酯(Ｄ－ＰＧＭ)合成头孢克洛ꎬ２０℃反应 ２ ｈ 时ꎬ头孢克洛产率为 ３３􀆰 ０％ꎬ合成与水解
比(Ｓ / Ｈ)为 ０􀆰 １３ꎻ而在相同反应条件下使用游离青霉素 Ｇ 酰化酶ꎬ产率和合成与水解比分别为 １７􀆰 ０％和 ０􀆰 ０８ꎮ 同时考察了酶
用量、反应温度以及溶剂对磁性固定化酶催化合成头孢克洛性能的影响规律ꎮ
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　 　 头孢克洛是广泛应用于临床的抗感染药物ꎬ其
杀菌作用是使转肽酶失活ꎬ干扰细菌细胞壁最终阶

段的合成ꎬ阻止粘肽原的交联ꎮ 因而ꎬ对多种革兰阳

性菌、革兰阴性菌均具有很强的杀灭作用ꎮ 头孢克

洛的制备主要采用化学法ꎬ最常用的 ２ 种方法是

Ｌｉｌｌｙ 路线和盐野义路线[１－２]ꎬ虽然工艺路线有所不

同ꎬ但都使用有毒性物质和大量的有机溶剂ꎬ产生大

量的“三废”ꎬ因此ꎬ化学法始终没有摆脱对环境产

生严重污染问题ꎮ 由青霉素酰化酶催化 ７－氨基－
３－氯－３－头孢烯－４－酸和苯甘氨酸甲酯缩合制备头

孢克洛的酶法工艺ꎬ由于具有反应条件温和、绿色环

保、无毒副作用等化学法难以比拟的优势ꎬ受到了人

们的高度关注[３－５]ꎮ 如何提高固定化青霉素酰化酶

的催化活性和重复使用性ꎬ降低固定化酶的制备成

本ꎬ是酶法合成头孢克洛技术目前面临的挑战性课

题ꎮ 笔者针对青霉素酰化酶的固定化制备出多孔磁

性聚合物微球载体ꎬ利用制备的磁性固定化青霉素

酰化酶ꎬ在有机物－磷酸盐缓冲溶液共溶剂中催化

７－ＡＣＣＡ 与 Ｄ－ＰＧＭ 发生缩合反应合成头孢克洛ꎬ
考察了温度、酶用量、反应溶剂等因素对磁性固定化

酶催化合成头孢克洛的影响ꎮ

１　 试剂与仪器

７－氨基－３－氯－３－头孢环－４－羧酸(７－ＡＣＣＡ)ꎬ
武汉富驰生物科技有限公司生产ꎻＤ－苯甘氨酸甲酯

盐酸盐(Ｄ－ＰＧＭ􀅰ＨＣｌ)ꎬ扬州市奥鑫助剂厂生产ꎻ
ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ、正庚烷、四氯乙烯、硬脂

酸钙(ＣＳ)、Ｓｐａｎ ６０、甲酰胺、甲基丙烯酸缩水甘油酯

(ＧＭＡ)、Ｎ－乙烯吡咯烷酮(ＮＶＰ)、ＮꎬＮ′－亚甲基双

丙烯酰胺(ＭＢＡＡ)、偶氮二异丁腈(ＡＩＢＮ)、丙酮、青

􀅰５９􀅰
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霉素酰化酶(ＰＧＡ)ꎬ浙江顺风海德尔公司生产ꎮ
德国布鲁克 ＡＸＳ 公司生产的 ＱＵＡＮＴＡＸ 型扫

描电子显微镜ꎻ日本 ＲｉｇａＫｕ 公司生产的 Ｄ / Ｍａｘ －
２２００ＰＣ 型 Ｘ 射线粉末衍射仪ꎻ美国 Ｍｉｃｒｏｍｅｒｉｔｉｃｓ
ＡＳＡＰ－ ２０１０ 型自动物理吸附分析仪ꎻ美国 Ｌａｋｅ
Ｓｈｏｒｅ ７３０４ 振动样品磁强计ꎮ

２　 实验部分

２􀆰 １　 磁性聚合物微球的制备与表征

Ｆｅ３Ｏ４ 磁流体的制备:将 ２􀆰 ０ ｇ ＦｅＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ 和

４􀆰 ７３ ｇ ＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ 溶于 ２００ ｍＬ 去离子水中ꎬ加热

至 ９０℃ꎬ搅拌下滴入浓氨水至 ｐＨ 为 ８ ~ ９ꎮ 悬浮液

在 ９０℃下熟化 ３０ ｍｉｎ 后进行过滤分离ꎬ黑色固体用

去离子水洗至中性后烘干ꎬ得到 Ｆｅ３Ｏ４ 磁粉ꎮ 称取

一定质量的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁粉与甲酰胺混合ꎬ搅拌分散得

到 Ｆｅ３Ｏ４ 磁流体ꎮ 将另一装有回流冷凝管、恒速搅

拌器以及导气管的三颈烧瓶中ꎬ在 ６０℃恒温下加入

由正庚烷与四氯乙烯混合组成的疏水性混合溶剂ꎬ
搅拌下加入一定量的硬脂酸钙和 Ｓｐａｎ ６０ 复合表面

活性剂ꎮ 将上述制备的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁流体加入其中ꎬ搅
拌一段时间后ꎬ再加入一定配比的单体 ＧＭＡ、ＮＶＰ
和 ＭＢＡＡꎬ搅拌 ３０ ｍｉｎ 后转移至预热的悬浮介质

中ꎮ 在 ６０℃ 下分散 ４５ ｍｉｎ 后ꎬ向其中加入 １􀆰 ０ ｇ
ＡＩＢＮꎬ溶解 ５ ｍｉｎ 后通氮气ꎬ使反应在惰性环境下进

行 ５ ｈ 后停止ꎬ微球经丙酮洗涤抽提处理后ꎬ在室温

下干燥至恒重ꎬ用 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 表示ꎮ
多孔磁性聚合物形貌观察采用德国布鲁克

ＡＸＳ 公司生产的 ＱＵＡＮＴＡＸ 扫描电子显微镜ꎻ物相

分析采用日本 ＲｉｇａＫｕ 公司生产的 Ｄ / Ｍａｘ－２２００ＰＣ
型 Ｘ 射线粉末衍射仪ꎻ比表面积、平均孔径及孔容

采用美国 Ｍｉｃｒｏｍｅｒｉｔｃｓ ＡＳＡＰ－２０１０ 自动物理吸附分

析仪进行测定ꎻ磁性能由美国 Ｌａｋｅ Ｓｈｏｒｅ ７３０４ 振动

样品磁强计(ＶＳＭ)测定ꎬ磁场强度范围－１􀆰 ６×１０６ ~
１􀆰 ６×１０６ Ａ / ｍꎮ
２􀆰 ２　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 的制备

称取 ０􀆰 ０６ ｇ Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮꎬ用去离子水溶胀 ２
次ꎬ吸去水后ꎬ加入 ２􀆰 ０ ｍＬ １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ７􀆰 ８ 磷酸

盐缓冲溶液中浸泡 １０ ｍｉｎꎬ加入 ０􀆰 ２ ｍＬ ＰＧＡ 溶液ꎬ
并置于 ３０℃ 摇床中反应 ４８ ｈꎬ制得的固定化酶用

ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 表示ꎮ 磁场作用下分离固定化

酶ꎬ去离子水反复洗涤直到紫外分光光度计检测不

出滤液中的蛋白为止ꎮ 用 １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ７􀆰 ８ 磷酸盐

缓冲溶液浸泡并置于冰箱冷藏备用ꎮ
２􀆰 ３　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 催化合成头孢克洛与产

物分析

在装有 １ ｍＬ 溶剂的反应器中加入 Ｄ－ＰＧＭ 和

７－ＡＣＣＡ 及固定化酶 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮꎬ反应器置

于一定温度的水浴摇床ꎬ控制转速为 １２０ ｒ / ｍｉｎ 进

行反应ꎮ 反应液经 ０􀆰 ４５ μｍ 微滤膜过滤ꎬ底物和产

物由装有反相 Ｃ１８(Ｖｅｎｕｓｉｌ ＸＢＰꎬ４􀆰 ６ ｍｍ×２００ ｍｍ)
色谱柱的 ＦＬ２２００ 高效液相色谱检测ꎮ 以乙酸钠缓

冲溶液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ５􀆰 ０)和甲醇为流动相ꎬ二者

体积比为 ７８ ∶２２ꎬ检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ柱温为 ３０℃ꎬ
进样量为 １０ μＬꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
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２０１８ 年 ４ 月 胡春苗等:磁性聚合物微球固定化青霉素 Ｇ 酰化酶用于催化合成头孢克洛

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 磁性聚合物微球 Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 的性质分析

制备的磁性聚合物微球 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的 ＳＥＭ
照片如图 １ 所示ꎮ

(ａ)×５０ (ｂ)×３０ ０００

图 １　 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的 ＳＥＭ 照片

由图 １(ａ)可以看出ꎬＦｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的球形度非

常好ꎬ粒径大小均匀ꎬ大约在 １５０ ~ ２００ μｍꎮ 从图 １
(ｂ)可以看出ꎬ微球中存在大量的孔ꎮ 在聚合过程

中ꎬ微胶粒堆积紧密ꎬ形成孔道结构ꎬＦｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ
的孔径分布如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可以看出ꎬ孔径分

布较窄ꎬ主要分布在 １~３８ ｎｍꎮ 由低温 Ｎ２ 吸附方法

测得 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的比表面积为 １２３􀆰 ６ ｍ２ / ｇꎬ平均

孔径和孔容分别为 １３􀆰 ０ ｎｍ 和 ０􀆰 ５０ ｃｍ３ / ｇꎮ

图 ２　 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的孔径分布

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 和 Ｆｅ３Ｏ４ 微粒的 ＸＲＤ 谱图如图 ３
所示ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬ２θ 为 ３０􀆰 ２、３５􀆰 ７、４３􀆰 ３、
５７􀆰 ３４、６２􀆰 ８１°的衍射峰ꎬ分别对应于反尖晶石结构

Ｆｅ３Ｏ４ 衍射峰的 { ２２０ }、 { ３１１ }、 { ４００ }、 { ４２２ }、
{５１１}、{４４０}晶面ꎮ Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 出现了与 Ｆｅ３Ｏ４

　 　 　 　 　 　 　

１—Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮꎻ２—Ｆｅ３Ｏ４

图 ３　 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 和 Ｆｅ３Ｏ４ 微粒的 ＸＲＤ 谱图

相对应的衍射峰ꎬ说明在聚合过程中ꎬＦｅ３Ｏ４ 晶相没

有发生变化ꎮ 化学法测得此聚合物微球中 Ｆｅ３Ｏ４ 质

量分数为 ３􀆰 ９％ꎮ 在 １５ ~ ３０°出现较宽的衍射峰ꎬ是
非晶态聚合物的特征峰ꎮ

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的磁滞回线如图 ４ 所示ꎮ 磁滞回

线呈“Ｓ”形ꎬ说明合成的微球具有铁磁性ꎻ磁滞回线

关于原点对称ꎬ当外加磁场 Ｈ ＝ ０ 时ꎬ剩磁和矫顽力

均为 ０ꎬ表明磁性微球具有超顺磁性ꎮ 由磁化曲线

可知ꎬＦｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的饱和磁化强度为 ６􀆰 ０４ ｅｍｕ / ｇꎮ

图 ４　 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的磁化曲线

３􀆰 ２　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 催化合成头孢克洛

酶法合成头孢克洛过程中由于底物易被 ＰＧＡ
水解ꎬ合成反应中既有产物的合成ꎬ也有底物和产物

的水解[６]ꎮ 磷酸盐缓冲溶液或是磷酸盐缓冲溶液

中添加部分有机物ꎬ固定化酶的催化性能不同ꎬ相比

较而言ꎬ添加有机物可有效地抑制 Ｄ－ＰＧＭ 的水解

反应ꎬ有利于提高产率[７]ꎮ
３􀆰 ２􀆰 １　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 在不同溶剂中合成头孢

克洛

选择醇类以及与其极性相近的二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)、ＮꎬＮ－二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)等分别与 ｐＨ
为 ６􀆰 ４ 的 ＮａＨ２ＰＯ４－Ｎａ２ＨＰＯ４ 缓冲溶液混合构成共

溶剂作为反应溶剂ꎬ研究 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 合成头

孢克洛的催化性能ꎮ 控制有机物的体积分数为

４０％ꎬ反应温度为 ２０℃ꎬ溶剂 ｐＨ 为 ６􀆰 ４ꎬ７－ＡＣＣＡ 和

Ｄ－ＰＧＭ 的浓度分别为 ４０、１６０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４

＠ ＧＭＮ 用量为 ６０ ｍｇꎬ进行合成头孢克洛反应ꎮ 结

果如表 １ 所示ꎮ
从表 １ 中的数据可以看出ꎬ在体积分数为 ４０％

的乙二醇中ꎬ 反应 ２ ｈꎬ 头 孢 克 洛 的 产 率 达 到

３２􀆰 ０％ꎬ在其他溶剂中ꎬ头孢克洛的产率较低ꎮ 从溶

解度分析ꎬ是由于乙二醇更易于溶解底物 ７－ＡＣＣＡꎮ
Ｋｉｍ 等[８]报道了有机溶剂对酶活性的影响ꎬ不是有

机溶剂本身使酶失活ꎬ而是和有机溶剂分子与 ＰＧＡ
活性位相互作用有关ꎮ Ｗｅｉ 等[９]在体积分数为 ４０％
的乙二醇中合成氨苄西林ꎬ基本保持了水相中的

ＰＧＡ ９０％以上的活性ꎬ产率较水相从 ３９％提高到

􀅰７９􀅰
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　 　 　 　 　 　 　表 １　 不同有机物－磷酸盐缓冲溶液共溶剂中

合成头孢克洛

有机物－磷酸盐缓冲溶液

(有机物 ４０％ꎬ体积比)

产率 / ％

１ ｈ ２ ｈ ３ ｈ ４ ｈ ５ ｈ

乙二醇　 　 　 １３􀆰 ０ ３２􀆰 ０ １１􀆰 ３ ９􀆰 ２ ６􀆰 ３

二甲基亚砜　 ４􀆰 ３ ５􀆰 ０ ５􀆰 ８ ８􀆰 ７ １０􀆰 ９

甲酰胺　 　 　 — — ２􀆰 １ ２􀆰 ０ ２􀆰 ０

二甲基甲酰胺 — — １􀆰 ９ １􀆰 ８ １􀆰 ８

甲醇　 　 　 　 — — ２􀆰 ０ １􀆰 ９ １􀆰 ７

乙腈　 　 　 　 — — ２􀆰 ６ ３􀆰 ０ １􀆰 ５

异丙醇　 　 　 — — ２􀆰 ６ ２􀆰 ７ ２􀆰 ７

正丁醇　 　 　 — — ２􀆰 ５ ２􀆰 ３ ２􀆰 ０

６５％ꎮ 说明乙二醇的适量添加不仅可以保证酶应有

的催化活性ꎬ还可有效地降低水的活度ꎬ抑制水解反

应发生ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 在乙二醇－磷酸盐缓冲

溶液共溶剂中合成头孢克洛

反应体系中添加亲水性或疏水性有机物势必会

影响水的活度ꎬ而水的活度又关系到 ＰＧＡ 的催化活

性ꎮ 因此ꎬ考察了共溶剂体系中有机物的体积分数

对合成头孢克洛反应的影响ꎬ如表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 不同体积分数的乙二醇－磷酸盐缓冲溶液

共溶剂中合成头孢克洛

反应

时间 /
ｈ

３０％ ４０％ ５０％

产率 /
％

ＨＲ /
％

Ｓ / Ｈ
产率 /
％

ＨＲ /
％

Ｓ / Ｈ
产率 /
％

ＨＲ /
％

Ｓ / Ｈ

１ ２􀆰 ３０ ６９􀆰 １ ０􀆰 ０１ １３􀆰 ０ ５９􀆰 １ ０􀆰 ０５ ５􀆰 ４０ ４６ ０􀆰 ０４
２ １６􀆰 ６ ７４􀆰 ４ ０􀆰 ０７ ３３􀆰 ０ ６２􀆰 ３ ０􀆰 １３ １７􀆰 ０ ５４ ０􀆰 １０
３ １９􀆰 ３ ７９􀆰 ９ ０􀆰 ０８ １１􀆰 ２ ７４􀆰 ３ ０􀆰 ０４ １５􀆰 ６ ６５ ０􀆰 ０７
４ ８􀆰 ９０ ８９􀆰 ７ ０􀆰 ０３ ９􀆰 ２ ７９􀆰 ５ ０􀆰 ０３ ９􀆰 ９０ ７０􀆰 ７ ０􀆰 ０４

　 　 注:ＨＲ 为 Ｄ－ＰＧＭ 自身水解率ꎻＳ / Ｈ 为合成与水解比ꎮ

反应条件:ｐＨ 为 ６􀆰 ４ꎬ反应温度为 ２０℃ꎬ７ － ＡＣＣＡ 的浓度为

４０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＤ－ＰＧＭ 的浓度为 １６０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＰＧＡ / ＧＭＮ 质量为 ６０ ｍｇꎮ

从表 ２ 中可以看出ꎬ当乙二醇体积分数为 ４０％
时ꎬＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 催化合成头孢克洛的产率较

高ꎮ Ｄ－ＰＧＭ 自身水解率 ＨＲ 的时间进程显示ꎬ随着

有机溶剂体积分数的增加ꎬ底物的水解率逐渐降低ꎮ
说明向反应体系中添加乙二醇可有效地抑制 Ｄ－
ＰＧＭ 的水解ꎮ 但是添加的过少ꎬＤ－ＰＧＭ 水解反应

严重ꎬ过多ꎬ有效抑制 Ｄ－ＰＧＭ 的水解反应ꎬ但不可

避免对酶活性产生影响ꎬ二者都不利于产率的提高ꎮ
合成与水解比 Ｓ / Ｈ 如表 ２ 所示ꎬ反应体系中添加体

积分数为 ４０％的乙二醇时ꎬＳ / Ｈ 值最高ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 用量的确定

改变 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 的用量ꎬ考察酶量分别

为 ４０、６０、８０、１００ ｍｇ 对合成头孢克洛的影响ꎬ结果

如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５(ｂ)可以看出ꎬ随着固定化酶用

量的增大ꎬＤ－ＰＧＭ 水解速率也在增大ꎮ 由图 ５(ａ)、
图 ５(ｃ)可以看出ꎬ产率以及 Ｓ / Ｈ 都在反应 ２ ｈ 达到

最大ꎮ 固定化酶用量为 ６０ ｍｇ 时ꎬ产率最大ꎬ为

３３􀆰 ０％ꎬＳ / Ｈ 为 ０􀆰 １３ꎮ 固定化酶用量过少ꎬ反应太

慢ꎬ反应体系尚未达到所希望的高转化率ꎬ底物和产

物已开始自身水解ꎬ导致产率和 Ｓ / Ｈ 偏低ꎻ固定化

酶用量过大ꎬＤ－ＰＧＭ 水解速率明显增大ꎬ反应向水

解方向进行的趋势显著增加ꎬ生成的产物也会被迅

速水解ꎬ同样不利于产率和 Ｓ / Ｈ 的提高ꎮ 综合考

虑ꎬ固定化酶 ＰＧＡ / ＧＭＮ 最佳用量为 ６０ ｍｇꎮ

(ａ)ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ

用量与产率的关系

(ｂ)ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ

用量与 ＨＲ 的关系

(ｃ)ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 用量与 Ｓ / Ｈ 的关系

１—４０ ｍｇꎻ２—６０ ｍｇꎻ３—８０ ｍｇꎻ４—１００ ｍｇ

图 ５　 固定化酶的用量对合成头孢克洛的影响
　 　 反应条件: ｐＨ 为 ６􀆰 ４ꎬ反应温度为 ２０℃ꎬ７ －ＡＣＣＡ 的浓度为

４０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＤ－ＰＧＭ 的浓度为 １６０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

３􀆰 ２􀆰 ４　 反应温度的确定

控制其他条件不变ꎬ考察反应温度对合成头孢

克洛的影响ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ当
反应温度为 ２５℃时ꎬ反应 １ ｈ 达到最大产率 ２７􀆰 ５％ꎻ
温度为 １５℃时ꎬ反应 ３ ｈ 达到最大产率 １６％ꎻ２０℃
时ꎬ反应 ２ ｈ 达到 ３３􀆰 ０％的最大产率ꎮ 高温会加剧

Ｄ－ＰＧＭ 水解反应ꎬ也可以加快反应速率ꎬ而较低的

温度虽可抑制底物和产物的水解却又减缓了反应速

率ꎮ 故选择 ２０℃进行合成头孢克洛的反应ꎮ

􀅰８９􀅰
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表 ３　 反应温度对合成头孢克洛的影响

反应

时间 /
ｈ

２５℃ ２０℃ １５℃

产率 /
％

ＨＲ /
％

Ｓ / Ｈ
产率 /
％

ＨＲ /
％

Ｓ / Ｈ
产率 /
％

ＨＲ /
％

Ｓ / Ｈ

１ ２７􀆰 ５ ５４􀆰 １ ０􀆰 １２ １３􀆰 １ ５９􀆰 ７ ０􀆰 ０５ １１􀆰 ８ ５２􀆰 ０ ０􀆰 ０５

２ ２１􀆰 ２ ６５􀆰 ４ ０􀆰 ０８ ３３􀆰 ０ ６２􀆰 ３ ０􀆰 １３ １４􀆰 ４ ５７􀆰 １ ０􀆰 ０６

３ １３􀆰 ８ ７９􀆰 ０ ０􀆰 ０４ １１􀆰 ２ ７４􀆰 １ ０􀆰 ０４ １６􀆰 ０ ６７􀆰 ４ ０􀆰 ０６

４ ９􀆰 ４ ８３􀆰 ４ ０􀆰 ０３ ９􀆰 ３ ７９􀆰 ５ ０􀆰 ０３ １４􀆰 １ ７２􀆰 ９ ０􀆰 ０５

５ ６􀆰 ２ ８８􀆰 ４ ０􀆰 ０２ ６􀆰 ２ ８２􀆰 ８ ０􀆰 ０２ ８􀆰 １ ７７􀆰 ９ ０􀆰 ０２

　 　 反应条件:ｐＨ 为 ６􀆰 ４ꎬ７－ＡＣＣＡ 的浓度为 ４０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＤ－ＰＧＭ 的

浓度为 １６０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭ 质量为 ６０ ｍｇꎮ

３􀆰 ３　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 与游离 ＰＧＡ 的催化性能

比较

在优化条件下合成头孢克洛ꎬ其中一个反应中

加入 ６０ ｍｇ 固定化酶 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮꎻ另一个反

应中加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 游离 ＰＧＡꎬ实验结果如表 ４ 所示ꎮ
表 ４　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 与游离 ＰＧＡ 催化性能比较

反应

时间 / ｈ

ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 游离 ＰＧＡ

产率 / ％ Ｓ / Ｈ ＨＲ / ％ 产率 / ％ Ｓ / Ｈ ＨＲ / ％

１ １２􀆰 ５ ０􀆰 ０５ ６０􀆰 ０ ６􀆰 ５ ０􀆰 ０５ ５２􀆰 ５

２ ３３􀆰 ０ ０􀆰 １３ ６２􀆰 ３ １７􀆰 ０ ０􀆰 ０８ ５８􀆰 ３

３ １１􀆰 ０ ０􀆰 ０４ ７３􀆰 ２ １０􀆰 ２ ０􀆰 ０３ ６８􀆰 ２

４ ９􀆰 ５ ０􀆰 ０３ ７８􀆰 ４ ７􀆰 ５ ０􀆰 ０１ ７３􀆰 ５

５ ７􀆰 ５ ０􀆰 ０２ ８４􀆰 ５ ６􀆰 ０ ０􀆰 ０１ ７８􀆰 ３

由表 ４ 可以看出ꎬ游离 ＰＧＡ 的蛋白含量多于固

定化酶 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮꎬ但是其易于团聚ꎬ局部

浓度过高ꎬ最终导致其催化活性不能充分发挥ꎮ
ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 显示了其较高的催化活性ꎬ催化

合成头孢克洛的最大产率为 ３３􀆰 ０％ꎬＳ / Ｈ 为 ０􀆰 １３ꎬ
ＨＲ 为 ６２􀆰 ３％ꎮ 而游离 ＰＧＡ 催化下的反应产率仅为

１７％ꎬＳ / Ｈ 为 ０􀆰 ０８ꎮ ＰＧＡ 经 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 微球固定

化后ꎬ获得较高的反应活性ꎬ在取得高产率的同时能

够获得较高的 Ｓ / ＨꎬＨＲ 也较低ꎮ 由于固定化酶的超

顺磁性ꎬ可将其从反应液中分离而得以重复使用ꎮ
３􀆰 ４　 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 的重复使用性

反应结束后将 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 在磁场中分

离ꎬ用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ｐＨ ７􀆰 ８ 的磷酸钠缓冲溶液洗涤数

次后在 ４℃ 储存ꎮ 在已优化的条件下重复使用

ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ ＧＭＮ 催化合成头孢克洛ꎬ结果如表 ５
所示ꎮ

表 ５　 固定化酶 ＰＧＡ / Ｆｅ３Ｏ４＠ＧＭＮ 的重复使用性

重复使用次数 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８

产率 / ％ ３３􀆰 ０ ３２􀆰 １ ３０􀆰 ４ ２９􀆰 ６ ２８􀆰 ５ ２７􀆰 ８ ２７􀆰 ５ ２７􀆰 ２

由表 ５ 可以看出ꎬ固定化酶在前 ４ 次使用时ꎬ头
孢克洛的产率从起始的 ３３􀆰 ０％下降到 ２９􀆰 ６％ꎮ 从

第 ４ 次开始ꎬ固定化酶活性几乎保持稳定ꎬ保持初始

活性的 ８８％ꎮ 以共价结合的方式固定在 Ｆｅ３Ｏ４ ＠
ＧＭＮ 微球上的 ＰＧＡ 不易脱落ꎬ显示出了良好的稳

定性ꎮ

４　 结论

利用合成的磁性聚合物微球固定化青霉素酰化

酶催化合成头孢克洛ꎮ 最佳的反应条件为:４０％乙

二醇－磷酸盐缓冲溶液共溶剂作溶剂ꎬ反应温度为

２０℃ꎬ体系 ｐＨ 为 ６􀆰 ４ꎬ底物 ７－ＡＣＣＡ 和 Ｄ－ＰＧＭ 的

浓度分别为 ４０、１６０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ固定化酶加入量为

６０ ｍｇꎬ反应时间为 ２ ｈꎬ头孢克洛产率达到 ３３􀆰 ０％ꎬ
合成与水解比 Ｓ / Ｈ 为 ０􀆰 １３ꎮ 在重复使用前 ４ 次ꎬ活
性略有下降ꎬ第 ４ 次后ꎬ其催化活性稳定ꎬ保持初始

活性的 ８８％ꎮ 与游离 ＰＧＡ 比较ꎬ固定化酶催化合成

头孢克洛的最大产率从 １７％提高到 ３３􀆰 ０％ꎬ具有优

良的操作稳定性ꎮ 由于微球具有很强的磁响应性ꎬ
更易从反应介质中分离ꎮ
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