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摘要:为了改善游离酶稳定性差、易失活、不易储存等缺点ꎬ将还原氧化石墨烯(ＲＧＯ)作为载体进行溶菌酶固定化研究ꎮ
考察了溶菌酶浓度、缓冲液 ｐＨ 和固定化时间对固定化酶活力的影响ꎬ通过正交实验得出最佳固定化条件ꎬ溶菌酶质量浓度为

０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ、缓冲液 ｐＨ 为 ６􀆰 ０、固定化时间为 ２ ｈ 时ꎬ固定化酶的活力最高ꎮ 固定化酶的最适温度为 ５５℃、最适 ｐＨ 为 ６􀆰 ５ꎬ热稳

定性、耐酸碱性和储存稳定性都比游离酶有所提高ꎮ 固定化酶的抑菌性明显优于游离酶ꎬ对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和白色

念珠菌均具有较好的抑制效果ꎮ
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　 　 溶菌酶是一种具有抗菌潜力的酶ꎬ在医药、生物

技术、食品工业中应用广泛[１－２]ꎮ 然而ꎬ游离态溶菌

酶易失活ꎬ耐热、耐酸碱等性能较差ꎬ且不易保存ꎬ在
实际应用中受到限制ꎮ 酶固定化技术能有效地克服

以上缺点ꎬ改善酶的稳定性、活力和重复使用性等特

性[３]ꎮ 近年来ꎬ国内外学者分别以天然高分子材

料[４]、介孔材料[５－６]、纳米材料[７]等为载体进行了溶

菌酶的固定化研究ꎮ 石墨烯作为一种纳米材料ꎬ对
许多药物、蛋白质、肽和 ＤＮＡ 都有很好的吸附能

力[８]ꎮ 其中ꎬ氧化石墨烯(ＧＯ)是石墨烯的衍生物ꎬ
不仅具有高比表面积和优异的热稳定性、机械稳定

性ꎬ还具有优异的亲水性、生物相容性、易功能化等

特点ꎬ是酶固定载体的热门材料[９]ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１０] 证

明了单独的 ＧＯ 片可以作为载体来研究酶的固定

化ꎬ结果显示溶菌酶能自发固定在 ＧＯ 上ꎬ在 ｐＨ 为

７􀆰 ０ 时ꎬ最大负载量约为 ７００ μｇ / ｍｇꎮ Ｌｉ 等[１１] 研究

表明ꎬＧＯ 与溶菌酶之间的相互作用主要为静电作

用力ꎮ 尽管 ＧＯ 对溶菌酶具有良好的吸附作用ꎬ但
ＧＯ 与蛋白质的相互作用会扰乱蛋白质结构的完整

性ꎬ从而导致酶活力的降低[１２－１３]ꎮ 还原氧化石墨烯

(ＲＧＯ)是 ＧＯ 脱去含氧基团得到的一种石墨烯ꎬ具
有优异的化学稳定性、高导热性等优点[１４－１５]ꎮ Ｂａｉ
等[１６]比较研究了 ＧＯ 和 ＲＧＯ 对溶菌酶活力和构象

的影响ꎬＧＯ 和 ＲＧＯ 均能吸附大量溶菌酶ꎬ但 ＧＯ 严

重抑制溶菌酶活力ꎬ而 ＲＧＯ 对溶菌酶活力几乎没有

影响ꎮ
笔者以 ＲＧＯ 为载体固定溶菌酶ꎬ探究溶菌酶浓

度、缓冲液 ｐＨ 和固定化时间对固定化溶菌酶的影

响ꎬ优化固定化条件ꎬ研究游离酶及固定化酶的酶学

性质和抑菌性能ꎮ

􀅰５７１􀅰
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１　 实验部分

１􀆰 １　 实验试剂

还原氧化石墨烯 ( ＲＧＯ)ꎬ含氧质量分数为

１５％~２０％ꎬ炭美科技生产ꎻ聚乙烯吡咯烷酮 Ｋ３０
(ＰＶＰ Ｋ３０)ꎬ国药集团化学试剂有限公司生产ꎻ蛋清

溶菌酶ꎬ酶活 ２０ ０００ Ｕ / ｍｇꎬ上海源叶生物科技有限

公司生产ꎻ溶壁微球菌粉ꎬ购自中国工业微生物菌种

保藏管理中心ꎻＬＢ 肉汤、酵母浸粉、蛋白胨ꎬ均为

ＢＲꎬ北京奥博星生物技术有限责任公司生产ꎻ金黄

色葡萄球菌、大肠杆菌、白色念珠菌ꎬ北纳创联生物

技术有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 实验仪器

紫外－可见分光光度计ꎬＵＶ ５２００ 型ꎬ上海元析

仪器有限公司生产ꎻｐＨ 测量仪ꎬＰＨＳ－２５ 型ꎬ上海仪

电科学仪器股份有限公司生产ꎻ磁力搅拌器ꎬ７８－２
型ꎬ西安比朗生物科技有限公司生产ꎻ离心机ꎬ
ＴＧＬ２０Ｍ 型ꎬ长沙英泰仪器有限公司生产ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 溶菌酶的固定化

准确称取适量 ＲＧＯꎬ加入 ３０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液

(０􀆰 ２ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ＝ ６􀆰 ０)ꎬ再加入 １􀆰 ５％的 ＰＶＰ Ｋ３０ 为

分散剂ꎬ充分搅拌后于 ４℃冰水超声分散 ７０ ｍｉｎꎬ得
到 ０􀆰 １ ｍｇ / ｍＬ ＲＧＯ 分散液ꎮ 准确称取适量溶菌酶ꎬ
用磷酸盐缓冲溶液(０􀆰 ２ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ６􀆰 ０) 配置成

０􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ 溶菌酶溶液ꎮ 将上述分散液与溶菌酶溶

液按体积比 １ ∶１混合ꎬ在 ４℃冰水浴中ꎬ２００ ｒ / ｍｉｎ 磁

力搅拌 ２ ｈꎬ随后ꎬ以 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心分离 １５ ｍｉｎꎬ
收集上清液ꎬ测定溶菌酶固载量ꎬ将离心分离沉淀物

真空冷冻干燥后置于 ４℃保存ꎬ得到固定化溶菌酶

(ＲＧＯ－Ｌｙ)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 酶固载量的计算

配制 １ ｍｇ / ｍＬ 溶菌酶溶液ꎬ将其稀释并配成 ０、
０􀆰 ２、０􀆰 ４、０􀆰 ６、０􀆰 ８ ｍｇ / ｍＬ 溶菌酶溶液ꎬ用紫外分光

光度计测定 λ＝ ２８０ ｎｍ 处吸光度值ꎬ绘制标准曲线ꎬ
并测定上清液中酶浓度ꎮ 按公式(１)计算溶菌酶的

固载量:
ＬＱ ＝ [(Ｌｏ － Ｌｅ) × Ｖ] / ｍ (１)

式中:ＬＱ 为溶菌酶的固载量ꎬｍｇ / ｍｇꎻＬｏ 和 Ｌｅ 分别

为溶菌酶溶液中的初始质量浓度和平衡质量浓度ꎬ
ｍｇ / ｍＬꎻＶ 为溶菌酶溶液的体积ꎬｍＬꎻｍ 为 ＲＧＯ 的质

量ꎬｍｇꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 酶活力的测定方法

采用比浊法 ＧＢ １８８６􀆰 ２５７—２０１６«食品安全国

家标准 食品添加剂 溶菌酶»测定溶菌酶的活力ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 相对酶活力及酶活回收率的计算

设定同组酶活力最高的相对酶活力为 １００％ꎬ
以此为参照按公式(２)计算相对酶活力:

相对酶活力 / ％ ＝ [(固定化酶活力 / Ｕ) /
(同组最高酶活力 / Ｕ)] × １００ (２)

　 　 按公式(３)计算酶活回收率:
酶活回收率 / ％ ＝ [(固定化溶菌酶活力 / Ｕ) /

(游离溶菌酶酶活力 / Ｕ)] × １００ (３)
１􀆰 ３􀆰 ５　 溶菌酶固定化条件的优化

首先通过单因素实验考察溶菌酶浓度、缓冲液

ｐＨ 和固定化时间对固定化溶菌酶活力的影响ꎮ 其

次采用 Ｌ９(３３)正交实验对溶菌酶固定化条件进行

优化ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 固定化溶菌酶的性质测定

(１)最适温度

将 ０􀆰 ０３ ｍｇ / ｍＬ 游离酶和固定化酶溶液分别置

于 ２５、 ３５、 ４５、 ５５、 ６５、 ７５、 ８５℃ 不同温度下孵育

２ ｍｉｎꎬ立即测其酶活力ꎬ以得到的最大酶活力为

１００％ꎬ通过温度－相对酶活力曲线确定酶的最适

温度ꎮ
(２)热稳定性

将 ０􀆰 ０３ ｍｇ / ｍＬ 游离酶和固定化酶溶液分别置

于 ２５、３５、４５、５５、６５、７５、８５℃ 不同温度条件下保温

２ ｈꎬ冰水浴冷却酶液ꎬ测定其残留酶活力ꎬ以未经保

温处理酶液的酶活力为 １００％ꎬ通过温度－相对酶活

力曲线确定酶在不同温度下的稳定性ꎮ
(３)最适 ｐＨ
将 ０􀆰 ０３ ｍｇ / ｍＬ 游离酶和固定化酶溶液在 ３􀆰 ０、

３􀆰 ５、４􀆰 ０、４􀆰 ５、５􀆰 ０、５􀆰 ５、６􀆰 ０、６􀆰 ５、７􀆰 ０、７􀆰 ５、８􀆰 ０、８􀆰 ５、
９􀆰 ０、９􀆰 ５ 不同 ｐＨ 条件下与底物反应ꎬ测定其残留酶

活力ꎬ以得到的最大酶活力为 １００％ꎬ通过 ｐＨ－相对

酶活力曲线确定酶的最适 ｐＨꎮ
(４)酸碱稳定性

在 ２５℃条件下ꎬ将游离酶和固定化酶分别保存

于 ｐＨ 为 ３􀆰 ０、３􀆰 ５、４􀆰 ０、４􀆰 ５、５􀆰 ０、５􀆰 ５、６􀆰 ０、６􀆰 ５、７􀆰 ０、
７􀆰 ５、８􀆰 ０、８􀆰 ５ 的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ静置 ２ ｈ 后立即测

其残留酶活力ꎬ以得到的最大酶活力作为 １００％ꎬ通
过 ｐＨ－相对酶活力曲线确定酶的 ｐＨ 稳定性ꎮ

(５)储存稳定性

将游离酶和固定化酶分别保存于 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ、
ｐＨ ６􀆰 ２ 的 ＰＢＳ 缓冲液中ꎬ在 ４℃条件下保存 ３０ ｄꎬ
每隔 ５ ｄ 按 １􀆰 ３􀆰 ３ 中的方法测其酶活力ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 抑菌性测试

对参考文献[１７]中抑菌性的测试方法进行改
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进ꎬ测试固定化酶质量浓度 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２ ｍｇ / ｍＬ
下对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和白色念珠菌的抑

菌率ꎮ 按公式(４)计算抑菌率:
ＢＲ ＝ [(Ａ － Ｂ) / Ａ] × １００％ (４)

式中:Ａ 为对照组最终培养出的菌落数ꎬＣＵＦꎻＢ 为

实验组最终培养出的菌落数ꎬＣＵＦꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 溶菌酶质量浓度标准曲线

溶菌酶质量浓度标准曲线如图 １ 所示ꎬ标准曲

线方程为 ｙ ＝ ２􀆰 ２６２ ５４ｘ＋０􀆰 ００７ ７３ꎬ相关系数 Ｒ２ 为

０􀆰 ９９９ ７４>０􀆰 ９９ꎬ表明该标准曲线有效ꎬｋ＝ ２􀆰 ２６２ ５４ꎬ
表明当样品溶液 ＯＤ 值为 ２􀆰 ２６２ ５４ 时ꎬ溶菌酶质量

浓度与 １ ｍｇ / ｍＬ 溶菌酶标准溶液质量浓度相同ꎬ即
溶菌酶质量浓度与 ＯＤ 值成正比关系ꎮ

图 １　 溶菌酶质量浓度标准曲线

２􀆰 ２　 固定化条件单因素实验

２􀆰 ２􀆰 １　 酶质量浓度对固定化酶活力的影响

溶菌酶质量浓度对固定化酶活力的影响如图 ２
所示ꎮ 随着酶质量浓度的增大ꎬ固定化酶活力呈现

先增大后降低的趋势ꎮ 酶质量浓度由 ０􀆰 ３ ｍｇ / ｍＬ
增加至 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 时ꎬ固定化酶的相对酶活力增加

较快ꎬ分别增长了 ２７􀆰 ３５％和 ２５􀆰 ６２％ꎻ酶质量浓度

>０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ 后ꎬ固定化酶的相对活力略有下降ꎮ
一定质量的载体可吸附的酶量有限ꎬ酶质量浓度较

大时ꎬ酶分子在载体表面相互堆积ꎬ造成酶活性位点

被覆盖ꎬ过多的酶蛋白增加了空间位阻ꎬ导致固定化

酶活力降低[１８－１９]ꎮ

图 ２　 酶质量浓度对固定化酶相对酶活力的影响

２􀆰 ２􀆰 ２　 缓冲液 ｐＨ 对固定化酶活力的影响

缓冲液 ｐＨ 对固定化酶活力的影响如图 ３ 所

示ꎮ ｐＨ 为 ４􀆰 ５~６􀆰 ０ 时ꎬ随着 ｐＨ 的升高ꎬ固定化酶

酶活力升高ꎻ当 ｐＨ>６􀆰 ０ 时ꎬ固定化酶相对酶活急

剧下降ꎮ 研究表明ꎬ缓冲液的 ｐＨ 会影响酶分子微

观结构ꎬ强酸强碱会导致蛋白质变性和失活[２０] ꎬ因
此ꎬ酸性或碱性条件下酶活均会受到一定程度的

影响ꎮ

图 ３　 缓冲液 ｐＨ 对固定化酶相对酶活力的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 固定化时间对固定化酶活力的影响

固定化时间对固定化酶活力的影响如图 ４ 所

示ꎮ 当固定化时间为 １ ~ ２ ｈ 时ꎬ固定化酶的相对酶

活力逐渐增大ꎻ当固定化时间>２ ｈ 时ꎬ固定化酶的

相对酶活力出现下降的趋势ꎬ说明 ＲＧＯ 对溶菌酶的

吸附达到饱和状态ꎮ 随着固定化时间的延长ꎬＲＧＯ
表面酶分子相互聚集ꎬ其活性基团之间较为拥挤ꎬ在
反应过程中ꎬ溶液中底物不易与酶分子充分接触ꎻ另
外ꎬ随着固定化时间的延长也会造成酶的失活ꎬ因此

固定化酶的相对酶活力呈现下降的趋势[１９ꎬ２１]ꎮ

图 ４　 固定化时间对固定化酶相对酶活力的影响

２􀆰 ３　 固定化酶工艺条件优化

ＲＧＯ 固定溶菌酶正交实验结果与方差分析如

表 １ 和表 ２ 所示ꎬ各影响因素的影响顺序为 Ｃ>Ｂ>
Ａꎬ固定化时间(Ｃ)对固定化有显著影响(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
这与表 １ 的分析结果一致ꎮ 得到工艺条件为

Ａ２Ｂ２Ｃ２ꎬ即溶菌酶质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ、缓冲液

ｐＨ 为 ６􀆰 ０、固定化时间为 ２ ｈꎬ由此制备的固定化酶

酶活回收率最高ꎬ为 ８２􀆰 ２７％ꎬ酶活力为(１６ ４５４ ±
４３４􀆰 ６６) Ｕ / ｍｇꎮ
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表 １　 ＲＧＯ 固定溶菌酶 Ｌ９(３３)正交实验结果

实验号
溶菌酶质量浓度

(Ａ) / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１)

缓冲液 ｐＨ
(Ｂ)

固定化时间

(Ｃ) / ｈ
酶活回

收率 / ％

１ １ １ １ ２７􀆰 ４５
２ １ ２ ２ ６１􀆰 １９
３ １ ３ ３ ４３􀆰 ２１
４ ２ １ ２ ６１􀆰 ６６
５ ２ ２ ３ ５８􀆰 ４４
６ ２ ３ １ ２６􀆰 ９１
７ ３ １ ３ ３７􀆰 ７２
８ ３ ２ １ ３８􀆰 ３８
９ ３ ３ ２ ５６􀆰 １４
Ｋ１ １３１􀆰 ８５ １２６􀆰 ８２ ９２􀆰 ７５ 　
Ｋ２ １４７􀆰 ０１ １５８􀆰 ０１ １７８􀆰 ９９ 　
Ｋ３ １３２􀆰 ２４ １２６􀆰 ２７ １３９􀆰 ３６ 　
ｋ１ ４３􀆰 ９５ ４２􀆰 ２７ ３０􀆰 ９２ 　
ｋ２ ４９􀆰 ００ ５２􀆰 ６７ ５９􀆰 ６６ 　
ｋ３ ４４􀆰 ０８ ４２􀆰 ０９ ４６􀆰 ４５ 　
Ｒ ５􀆰 ０５ １０􀆰 ５８ ２８􀆰 ７５ 　

主次顺序 Ｃ>Ｂ>Ａ
最优水平 Ａ２Ｂ２Ｃ２

表 ２　 Ｌ９(３３)正交实验结果方差分析

方差来源 ＳＳ ＤＦ ＭＳ Ｆ Ｐ
Ａ ４９􀆰 ７５４ ２ ２４􀆰 ８７７ ０􀆰 ７８８ ０􀆰 ５５９
Ｂ ２２０􀆰 ０８７ ２ １１０􀆰 ０４４ ３􀆰 ４８７ ０􀆰 ２２３
Ｃ １２４２􀆰 ２０２ ２ ６２１􀆰 １０１ １９􀆰 ６８３ ０􀆰 ０４８

总和 Ｓ １５７５􀆰 １５３ ８ 　 　 　

　 　 注:Ｐ<０􀆰 ０５ 表示呈显著性ꎮ

２􀆰 ４　 固定化酶的酶学性质

２􀆰 ４􀆰 １　 最适温度

温度对游离溶菌酶及固定化溶菌酶活力的影响

如图 ５ 所示ꎮ 游离酶的最适反应温度为 ４５℃ꎬ固定

化酶的最适反应温度提高到 ５５℃ꎬ与游离酶相比ꎬ
固定化酶的耐热性增强ꎮ

１—游离溶菌酶ꎻ２—固定化溶菌酶

图 ５　 温度对游离溶菌酶及固定化溶菌酶

活力的影响

２􀆰 ４􀆰 ２　 热稳定性

游离溶菌酶和固定化溶菌酶的热稳定性如图 ６

所示ꎮ 在 ６５~８５℃温度范围内ꎬ与游离酶相比ꎬ固定

化酶活力下降较为缓慢ꎬ８５℃时ꎬ游离酶活力仅保留

１１􀆰 ０３％ꎬ而固定化酶仍保留了 ３５􀆰 ４７％的酶活力ꎮ
表明与游离酶相比ꎬ固定化酶在高温下能更好地保

持其酶活力ꎬ热稳定性提高ꎮ 固定化可以增加酶分

子的刚性ꎬ避免酶分子因加热而发生三级结构变化ꎬ
从而增加酶的热稳定性[２２]ꎮ 固定化后的酶的构象

灵活性降低ꎬ因此热变性能力也降低[２３]ꎮ

１—游离溶菌酶ꎻ２—固定化溶菌酶

图 ６　 游离溶菌酶和固定化溶菌酶的热稳定性

２􀆰 ４􀆰 ３　 最适 ｐＨ
ｐＨ 对游离溶菌酶及固定化溶菌酶活力的影响

如图 ７ 所示ꎮ 随着 ｐＨ 的升高ꎬ两者的活力均呈现

先增加后减小的趋势ꎻｐＨ＝ ６􀆰 ５ 时达到最大值ꎬ与游

离酶相比ꎬ固定化酶 ｐＨ 适宜范围略微变宽ꎮ

１—游离溶菌酶ꎻ２—固定化溶菌酶

图 ７　 ｐＨ 对游离溶菌酶及固定化溶菌酶

活力的影响

２􀆰 ４􀆰 ４　 酸碱稳定性

游离溶菌酶和固定化溶菌酶的酸碱稳定性如

图 ８ 所示ꎮ 固定化酶的酸碱稳定性明显优于游离

酶ꎬｐＨ 为 ６􀆰 ０~ ８􀆰 ０ 之间均保持了 ８０％以上的活力ꎬ
在酸性条件下ꎬ固定化酶的相对酶活力略高于游离

酶ꎮ 游离酶在酸性条件下带正电ꎬ酶之间的静电斥

力限制了游离酶活性部位对底物的吸收ꎬ导致酶活

力降低[２４]ꎮ 而固定化可通过改变酶表面电荷降低

这种静电斥力ꎬ这也是 ＲＧＯ 固定化后溶菌酶活力提

高的原因ꎮ 在 ｐＨ>７ 的条件下ꎬ随着 ｐＨ 的变化ꎬ固
定化酶活力下降比游离酶缓慢ꎬ表明固定化酶的耐

碱性增强ꎬ扩展了固定化酶的应用领域ꎮ
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１—游离溶菌酶ꎻ２—固定化溶菌酶

图 ８　 游离溶菌酶和固定化溶菌酶的酸碱稳定性

２􀆰 ４􀆰 ５　 固定化 ＬＹ 的储存稳定性

酶的储存稳定性在工业应用中有着重要的作

用[２１]ꎮ 参照文献[２５]的方法测定游离酶和固定化

酶在 ４℃下储存 ３０ ｄ 的剩余酶活力来评价游离酶和

固定化酶的储存稳定性ꎬ结果如图 ９ 所示ꎮ 在相同

的储存条件下ꎬ固定化酶活力的下降速率远比游离

酶的下降速率慢ꎮ 游离酶储存 １５ ｄ 后失去 ２３􀆰 ６８％
的初始活力ꎬ３０ ｄ 后失去 ３６􀆰 ８４％的活力ꎮ 而固定

化酶在储存 １５ ｄ 后失去 ９􀆰 ０１％的初始活力ꎬ３０ ｄ 后

失去 ２８􀆰 ０６％的初始活力ꎬ表明固定化酶表现出较

高的储存稳定性ꎮ

１—游离溶菌酶ꎻ２—固定化溶菌酶

图 ９　 游离溶菌酶和固定化溶菌酶的储存稳定性

２􀆰 ５　 固定化酶的抑菌性

溶菌酶与 ＲＧＯ－Ｌｙ 的抑菌性测试结果可知ꎬ溶
菌酶对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和白色念珠菌的

ＭＩＣ 分别为 １０􀆰 ０、５􀆰 ０、５􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬꎬＲＧＯ－Ｌｙ 对金黄

色葡萄球菌、大肠杆菌和白色念珠菌的 ＭＩＣ 分别为

１􀆰 ０、０􀆰 ５、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬꎮ 固定化酶提高了对测试菌种

的敏感性ꎬ抑菌性能得到很大提高ꎮ 原因如下:①固

定化提高了溶菌酶的酶学性质ꎬ其酶活不易损

失[２１]ꎻ②溶菌酶和载体 ＲＧＯ 两者协同作用抑菌的

结果ꎬ有研究表明[１５ꎬ２６]ꎬＲＧＯ 可能对细菌细胞膜产

生物理损伤ꎬ导致细菌细胞死亡ꎮ

３　 结论

以 ＲＧＯ 为载体ꎬ通过单因素和正交实验优化得

出固定化酶最佳工艺条件:溶菌酶质量浓度(Ａ)为
０􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ、缓冲液 ｐＨ(Ｂ)为 ６􀆰 ０、固定化时间(Ｃ)
为 ２ ｈꎬ影响显著性为 Ｃ>Ｂ>Ａꎮ 固定化酶的最适反

应温度由 ４５℃升高到 ５５℃ꎬ最适 ｐＨ 基本不变ꎬ热
稳定性和耐酸碱稳定性均得到一定改善ꎮ ４℃下的

储存稳定性提高ꎬ 保存 ３０ ｄ 后酶活力仅损失

２８􀆰 ０６％ꎮ 固定化酶的抑菌性大大提高ꎬ对金黄色葡

萄球菌、大肠杆菌和白色念珠菌的 ＭＩＣ 分别为 １􀆰 ０、
０􀆰 ５、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍＬꎮ ＲＧＯ－Ｌｙ 具有良好抑菌性能ꎬ是一

种环境友好型抗菌剂ꎬ在纺织品、食品包装、生物医

药等领域应用前景广阔ꎮ
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基－Ｄ－丙氨酸的合成中ꎬ当 ｎ(Ｄ－丙氨酸) ∶ｎ(苯甲

醛) ∶ｎ(氢氧化钠) ∶ｎ(硼氢化钠)＝ １ ∶１􀆰 ２ ∶１ ∶１􀆰 ２、第
１ 步反应温度为 ３０℃、停留时间为 ２ ｍｉｎꎻ第 ２ 步反

应温度为 １０℃、停留时间为 １􀆰 ５ ｍｉｎ 时ꎬ产物的收率

达到 ８４􀆰 ８％ꎮ
(３)与常规间歇式反应工艺相比ꎬ连续流微通

道反应工艺的原料消耗较低ꎬ大大缩短了反应时间ꎬ
提升了装备效率和产品收率ꎬ为后续工业化应用提

供了研究基础ꎮ
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