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摘要:开发了一种在铽基金属有机框架材料(Ｔｂ－ＭＯＦ)中封装过氧化氢酶(ＣＡＴ)制备固定化酶材料(ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ)的方

法ꎬ制备的固定化酶材料负载量高达 ３０２􀆰 ３ ｍｇ / ｇꎮ 采用紫外－可见分光光度法和电子顺磁共振波谱法(ＥＰＲ)对封装后的过氧

化氢酶活性加以评价ꎬ结果发现其酶活保留率达 ９０％以上ꎬ且具有良好的环境适应性和重复使用性ꎮ ＭＯＦｓ 材料在生长过程中

直接将酶包覆在其中ꎬ具有条件温和以及操作便捷的特点ꎮ 在固定化过程中酶结构保持稳定ꎬ因此可以良好地保持酶活性ꎬ同
时 ＭＯＦｓ 材料提供的微环境也保证了酶的环境适应性ꎮ 在 ８０℃下剩余酶活为 ９２􀆰 ６％ꎻ经过 １０ 次循环使用后ꎬ固定化酶活性仍

能保持在 ９０％ꎻ经过 ５０ ｄ 贮藏ꎬ固定化酶活性仍保持在 ５０％左右ꎮ 该方法所制备的固定化酶材料具有良好的稳定性ꎬ在工业应

用领域具有广阔的应用潜力ꎮ
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讯联系人ꎬｌｅｉｚｈａｎｇ５９５＠ ｅｃｕｓｔ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 固定化酶技术通过物理或化学方法将游离酶固

定或限制于一定区域内ꎬ在保持其催化活性的同时ꎬ
也能够能提高酶的稳定性和重复使用性ꎬ已经在化

工、生命科学等领域得到广泛应用[１－２]ꎮ 金属有机

框架材料(ＭＯＦｓ)是由金属离子与有机配体通过配

位作用形成的多孔骨架材料ꎬ具有规则的多孔、比表

面积大等诸多优点ꎬ将其用作酶的固定化基质可以

充分展示 ＭＯＦｓ 与酶两者的优势ꎬ更好地实现固定

化酶的催化功能[３－６]ꎮ 原位合成法作为 ＭＯＦｓ 固定

化酶的一种重要手段ꎬ与合成后固定的方法相比ꎬ在
保持酶活、防止酶的泄露等方面具有明显优势[７]ꎮ

铽基 ＭＯＦｓ 材料的合成条件温和ꎬ在溶液中具

有良好的分散性和稳定性ꎬ已经被应用于酶的固定

化研究ꎬ且制备得到的固定化酶材料具有高的酶活

性和稳定性ꎮ Ｍｅｈｔａ 等[８] 通过 ＥＤＣ－ＮＨＳ 碳二亚胺

交联介导有机磷酸水解酶(ＯＰＨ６Ｈｉｓ)与有机连接子

(ＢＴＣ)之间的酰胺键连接实现 Ｔｂ－ＭＯＦ 中酶的包

埋ꎬ并用于有机磷农药检测的研究ꎬ取得了较好的结
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果ꎮ Ｇｏｎｇ 等[９] 先合成了 Ｔｂ＠ ｍｅｓｏＭＯＦꎬ后将微过

氧化物酶(ＭＰ－１１)稳定封装在 Ｔｂ＠ ｍｅｓｏＭＯＦ 内ꎬ
实现对 Ｈ２Ｏ２ 的灵敏检测ꎮ 过氧化氢酶(ＣＡＴ)是一

种常用的生物酶ꎬ其稳定性较差ꎬ对环境的敏感性也

较强ꎬ现已有多种过氧化氢酶的固定化方法被研究

开发[１０－１４]ꎮ Ｌｉａｏ 等[１５]通过原位合成法将过氧化氢

酶嵌入到 ＺＩＦ－９０ 中ꎬ增强了酶的稳定性ꎬ合成方法

简便且在更广泛的条件下保持了过氧化氢酶的酶学

性能ꎮ 关于铽基金属有机框架材料应用于固定化

酶的研究较少ꎬ目前报道的研究有通过交联剂连

接酶与 ＭＯＦｓ[８] ꎬ以及合成 Ｔｂ－ＭＯＦｓ 后进行封装

的方法[９] ꎮ
基于前期铽基金属有机框架材料的研究工

作[１６－１７]ꎬ本研究将过氧化氢酶与铽基 ＭＯＦｓ 材料的

合成单体一起加入到反应体系中ꎬ随着铽基 ＭＯＦｓ
材料的生长ꎬ酶被其表面吸附ꎻ随着铽基 ＭＯＦｓ 材料

的进一步生长ꎬ酶被 ＭＯＦｓ 结构封装ꎬ得到固定化酶

材料ꎮ 采用紫外－可见分光光度法和电子顺磁共振

波谱法对固定化酶活性进行评价ꎬ探究过氧化氢酶

原位封装在 Ｔｂ－ＭＯＦ 中方法的可行性及其对酶的

影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 仪器与试剂

过氧化氢酶、二甲基吡啶 Ｎ－氧化物(ＤＭＰＯ)、六
水合硝酸铽[Ｔｂ(ＮＯ３)３􀅰６Ｈ２Ｏꎬ９９􀆰 ９９％]ꎬ购自上海麦

克林生化科技股份有限公司ꎻ过氧化氢溶液(化学

纯ꎬ３０ ｗｔ％)ꎬ购自国药集团化学试剂有限公司ꎻ牛血

清白蛋白(ＢＳＡꎬ９８％)ꎬ购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ(Ｓｔꎬ
ＬｏｕｉｓꎬＭＯ)公司ꎻ均苯三甲酸(Ｈ３ＢＴＣ)ꎬ购自西格玛

奥德里奇(上海)贸易有限公司ꎮ
扫描电子显微镜(Ｓ－３４００Ｎꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司

生产)ꎻ电子顺磁共振波谱仪(Ｂｒｕｋｅｒ ＥＭＸ－８ / ２􀆰 ７
型ꎬＸ－波段ꎬ５ ｍｍ 样品管ꎬ美国 Ｎｏｒｅｌｌ 公司生产)ꎻ
超纯水仪(Ｍｉｌｌｉ－Ｑꎬ美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司生产)ꎻ傅里

叶变换红外光谱仪(ＦＩ－ＩＲ ６７００ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｎｉｃｏｌｅｔ
公司生产)ꎻ紫外－可见分光光度计(ＵＶꎬ２５５０ꎬ日本

Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司生产)ꎻ Ｘ 射线粉末 多 晶 衍 射 仪

(ＸＲＤꎬ日本 ＲＩＧＡＫＵ 公司生产)ꎮ
１􀆰 ２　 固定化过氧化氢酶的制备

１􀆰 ２􀆰 １　 Ｔｂ－ＭＯＦ 的制备

称取 ２２７ ｍｇ Ｔｂ(ＮＯ３) ３􀅰６Ｈ２Ｏ 溶于 ５ ｍＬ 超纯

水中ꎬ超声震荡 ５ ｍｉｎ 至溶解ꎮ 再称取 １０５ ｍｇ 均苯

三甲酸加入 ５ ｍＬ 无水乙醇中ꎬ超声震荡至溶解ꎮ 然

后将 ２ 种溶液混合在一起ꎬ放入磁力搅拌器中搅拌

４ ｈ 后得到白色悬浊液ꎮ 在 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心

１０ ｍｉｎ后收集所得到的白色沉淀ꎬ并用超纯水和无

水乙醇分别洗涤 ３ 次后放入真空烘箱在 ５０℃下干

燥后得到所需样品 Ｔｂ－ＭＯＦꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 的制备

称取 ７５ ｍｇ 过氧化氢酶溶于超纯水中ꎬ超声震

荡至溶解ꎬ再将所得溶液加入按上述方法配制的均

苯三甲酸乙醇溶液中ꎬ混合 １０ ｍｉｎ 后加入 Ｔｂ(ＮＯ３)３

水溶液ꎬ将混合溶液置于磁力搅拌器中轻轻搅拌

４ ｈꎮ 将所得淡黄色悬浊液在 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心

１０ ｍｉｎꎬ得到淡黄色固体ꎬ收集上清液ꎬ并用超纯水

洗涤所得固体材料 ３ 次ꎬ之后置于阴凉处晾干得到

所需样品 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦꎮ
１􀆰 ３　 ＣＡＴ＠Ｔｂ－ＭＯＦ 酶负载量测定

采用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒通过酶标仪测定离

心后上清液中的酶浓度ꎮ 以牛血清蛋白为标准品测

定标准曲线ꎬ进一步计算样品的酶负载量ꎬ如式(１):
负载量(ｍｇ / ｇ) ＝ [(ｍ － ｍｔ) / ｗ] × １００ (１)

式中ꎬｗ 为固定基质的重量ꎬｇꎻｍ 为负载前 ＣＡＴ 的

总量ꎬｍｇꎻｍｔ 为负载后上清液中 ＣＡＴ 的量ꎬｍｇꎮ
１􀆰 ４　 ＦＯＸ 试剂的配制

参考文献[１８]的方法ꎬ在 １０ ｍＬ １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的

硫酸溶液中加入 ４􀆰 ９ ｍｇ (ＮＨ４) ２ＳＯ４􀅰ＦｅＳＯ４􀅰６Ｈ２Ｏꎬ
超声至溶解ꎮ 之后分别称取 ９１０􀆰 ８５ ｍｇ Ｄ－山梨醇

和 ３􀆰 ３６ ｍｇ 二甲酚橙溶于一部分水中ꎬ将上述所得

３ 种溶液混合ꎬ定容到 ５０ ｍＬꎬ得到 ＦＯＸ 试剂ꎮ
１􀆰 ５　 ＣＡＴ 与 ＣＡＴ＠Ｔｂ－ＭＯＦ 的酶活测定

紫外－可见分光光度法:配制不同浓度的过氧

化氢水溶液(０􀆰 ０２~ ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ６􀆰 ５)ꎬ分别取

１５０ μＬ 加入 ２􀆰 ８５ ｍＬ ＦＯＸ 溶液ꎬ显色 ３０ ｍｉｎ 后测

量溶液在 ５６０ ｎｍ 处的吸光度ꎬ绘制过氧化氢标准

曲线ꎮ
称取一定量的过氧化氢酶溶于水中ꎬ配制成

５ ｍｇ / ｍＬ 的过氧化氢酶溶液备用ꎻ再称取含有与上

述过氧化氢酶同等酶量的 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 溶于水

中ꎬ配制成溶液备用ꎻ称取一定量 Ｔｂ－ＭＯＦ 溶于水

中配制成溶液备用ꎮ 分别取上述 ３ 种溶液各 １００ μＬ
加入 ２ ｍＬ 含有 Ｈ２Ｏ２ 的磷酸盐缓冲液中 ( ０􀆰 ０６
ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ＝ ６􀆰 ５)ꎬ在常温下孵育 ３０ ｍｉｎ 后离心ꎬ
取 １５０ μＬ 上清液加入 ２􀆰 ８５ ｍＬ ＦＯＸ 溶液中ꎬ显色

３０ ｍｉｎ 后测量溶液在 ５６０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ
电子顺磁共振波谱法:按照上述方法配制过氧

化氢酶溶液、ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 溶液以及 Ｔｂ－ＭＯＦ 溶
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液备用ꎮ 分别取相同体积的 ３ 种溶液加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 溶液中ꎬ加入 ｐＨ＝ ５􀆰 ５ 的磷酸盐缓冲液配制成

１ ｍＬ 溶液ꎬ在常温下孵育 ４５ ｍｉｎ 后取反应后的溶液

加入 ２ μＬ ＤＭＰＯ 进行电子顺磁共振波谱测试ꎬ每个

样品平行测试 ３ 次ꎬ分别记录谱图的二次积分面

积[１９－２１]ꎮ 根据标准曲线比对出反应后过氧化氢浓

度ꎬ进行酶活计算ꎮ
在一定条件下ꎬ每分钟分解 １ μｍｏｌ Ｈ２Ｏ２ 时所

消耗的酶量定义为 １ 个过氧化氢酶活度单位(Ｕ)ꎬ
按式(２)计算:

酶活(Ｕ / ｍｇ －１) ＝ [(ｃ０ － ｃ１) × Ｖ] / (ｍＣＡＴ × ｔ) (２)

式中ꎬｃ０ 为初始过氧化氢的浓度ꎬμｍｏｌ / Ｌꎻｃ１ 为反应

结束时过氧化氢的浓度ꎬμｍｏｌ / ＬꎻＶ 为反应液总体

积ꎬｍＬꎻｍＣＡＴ为加入过氧化氢酶的质量ꎬｍｇꎻｔ 为反应

时间ꎬｍｉｎꎮ
酶活回收率计算公式见式(３):

酶活回收率(％) ＝
(固定化酶总酶活 / 加入游离酶总酶活) × １００ (３)

１􀆰 ６　 ＣＡＴ 与 ＣＡＴ＠Ｔｂ－ＭＯＦ 的动力学参数

配制不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 溶液(０􀆰 ０１~０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
在 ２５℃、ｐＨ＝ ６􀆰 ５ 的磷酸盐缓冲溶液中ꎬ分别加入含

相同酶量的 ＣＡＴ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 溶液进行酶解

反应ꎬ反应 ３０ ｍｉｎ 后离心ꎬ取上清液 １５０ μＬ 加入

２􀆰 ８５ ｍＬ ＦＯＸ 试剂ꎬ显色 ３０ ｍｉｎ 后测得溶液在

５６０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 计算得到不同底物浓度溶液

的初始反应速率ꎬ以底物浓度的倒数为横坐标ꎬ以初

始反应速率的倒数为纵坐标作图ꎬ得到双倒数曲线ꎬ
从而计算出动力学常数 Ｋｍ 与 Ｖｍꎮ
１􀆰 ７　 最适反应条件及稳定性研究

配制 ｐＨ 为 ２􀆰 ５ ~ １１􀆰 ５ 的磷酸盐缓冲液(０􀆰 ０５
ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ根据酶活测定步骤ꎬ在其他条件相同的情

况下ꎬ测定不同 ｐＨ 下溶液在 ５６０ ｎｍ 下的吸光度ꎬ
以最高酶活为 １００％ꎬ其他酶活以最高酶活的百分

比表示ꎬ测定游离酶和固定化酶的最适反应 ｐＨꎮ 表

示方法同上ꎬ测定游离酶和固定化酶在 ２０ ~ ７０℃的

最适反应温度ꎮ
将一定量 ＣＡＴ 及 ＣＡＴ＠ Ｔｂ －ＭＯＦ 分别放在

ｐＨ＝ ２􀆰 ５、３􀆰 ５、１０􀆰 ５、１１􀆰 ５ 的磷酸盐缓冲盐溶液中孵

育 ５ ｍｉｎꎬ后加入 ０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 溶液ꎬ根据酶活

测定步骤ꎬ保持其他条件相同ꎬ测定溶液在 ５６０ ｎｍ
下的吸光度ꎬ以最适 ｐＨ 下酶活为 １００％ꎬ测定游离

酶及固定化酶溶液的剩余酶活ꎬ评价游离酶和固定

化酶的酸碱稳定性ꎮ 再将一定量 ＣＡＴ 及 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－
ＭＯＦ 分别置于 ８０℃ 水浴锅里热处理 ５ ｍｉｎꎬ加入

０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 溶液进行酶促反应ꎬ方法同上ꎬ
以最适温度下的酶活为 １００％ꎬ测定游离酶及固定

化酶溶液的剩余酶活ꎬ评价游离酶和固定化酶的热

稳定性ꎮ 在 ４℃ 下将一定量 ＣＡＴ＠ Ｔｂ －ＭＯＦ 储存

１０、２０、３０、５０ ｄꎬ置于 ０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 溶液中进

行酶促反应ꎬ根据酶活测定步骤ꎬ保持其他条件相

同ꎬ测定溶液在 ５６０ ｎｍ 下的吸光度ꎬ以初始酶活为

１００％ꎬ测定固定化酶溶液的剩余酶活ꎬ研究固定化

酶的贮藏稳定性ꎮ
１􀆰 ８　 ＣＡＴ＠Ｔｂ－ＭＯＦ 的重复使用性

取固定化过氧化氢酶 ＣＡＴ＠ Ｔｂ － ＭＯＦ 加入

Ｈ２Ｏ２ 溶液进行酶促反应ꎬ反应 ３０ ｍｉｎ 后离心分离

固定化酶ꎬ用超纯水清洗 ３ 次后重新分散于 Ｈ２Ｏ２

溶液中进行反应ꎬ重复上述步骤ꎮ 通过 ＦＯＸ 法测定

反应液中剩余的过氧化氢ꎬ计算固定化酶溶液的剩

余酶活ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 材料的表征

为了更清楚地观察到材料的表面形貌ꎬ使用扫

描电子显微镜对 Ｔｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 进行了

表征ꎬ结果如图 １(ａ)、(ｂ)所示ꎮ 载体 Ｔｂ－ＭＯＦ 是

长方体结构ꎬ当固定了过氧化氢酶后ꎬ载体 Ｔｂ－ＭＯＦ
的形貌未发生较大变化ꎬ由于酶的封装造成其表面

及条型结构黏连处变得凹凸不平ꎮ

(ａ)Ｔｂ－ＭＯＦ (ｂ)ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ

图 １　 Ｔｂ－ＭＯＦ 固定化酶前后的扫描电镜图

如图 ２ 所示ꎬＴｂ－ＭＯＦ 及 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 的衍

１—ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦꎻ２—Ｔｂ－ＭＯＦ

图 ２　 Ｔｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 的 ＸＲＤ 图
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射峰位置基本一致ꎬ这表明酶的固定化过程对 Ｔｂ－
ＭＯＦ 晶体结构未造成显著影响ꎬ但是衍射峰的强度

有所降低ꎬ这可能是因为酶的封装使 Ｔｂ－ＭＯＦ 的

晶体表面变钝ꎬ结晶度降低ꎬ这与扫描电子显微镜

图相符ꎮ
ＣＡＴ、Ｔｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 的 ＦＴ－ＩＲ 光

谱如图 ３ 所示ꎮ 过氧化氢酶在 １ ０１７ ｃｍ－１附近显示

Ｃ—Ｏ 酰胺Ⅰ特征带ꎬＴｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 样

品分别在 １ ６１２ ｃｍ－１和 １ ３７５ ｃｍ－１频率范围显示羧

基不对称和对称振动特征带[２０－２１]ꎮ 酶包封后ꎬＣＡＴ＠
Ｔｂ－ＭＯＦ 对比 Ｔｂ－ＭＯＦ 在 １ １１２ ｃｍ－１附近的条带强

度减弱ꎬ其他无明显变化ꎬ表明 ＣＡＴ 在 Ｔｂ－ＭＯＦ 结

构内进行封装ꎬ与 ＸＲＤ 结果进一步印证过氧化氢酶

被原位封装到铽基金属有机框架结构中ꎮ

１—ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦꎻ２—Ｔｂ－ＭＯＦꎻ３—ＣＡＴ

图 ３　 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦꎬＴｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ 的

红外光谱图

２􀆰 ２　 过氧化氢酶固定化初始浓度的优化

为了优化载体的负载量以实现高酶活性ꎬ研究

了 Ｔｂ－ＭＯＦ 固定不同初始浓度的过氧化氢酶的负

载量ꎮ 随着过氧化氢酶浓度的增加ꎬＴｂ－ＭＯＦ 的最

高负载量可达 ３０２􀆰 ３ ｍｇ / ｇꎬ见表 １ꎮ 相较于其他载

体ꎬＴｂ－ＭＯＦ 的负载能力较高ꎮ
表 １　 不同载体固定化过氧化氢酶的负载量

载体 负载量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１) 参考文献

ＳｉＯ２ 纳米颗粒 １５６􀆰 ８ [２２]
Ｆｅ－ＣＦ １６􀆰 ７ [２３]
Ｚｎ－ＭＯＦ－７４ ８０􀆰 ０ [２４]
Ｔｂ－ＭＯＦ ３０２􀆰 ３ 本研究

２􀆰 ３　 游离酶及固定化酶活性研究

２􀆰 ３􀆰 １　 ＣＡＴ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 酶活性测定

过氧化氢可以氧化 ＦＯＸ 试剂中的 Ｆｅ２＋ꎬ产生的

Ｆｅ３＋进一步与 ＦＯＸ 试剂中的二甲酚橙络合ꎬ使溶液

颜色由黄色变为紫红色ꎬ通过紫外－可见分光光度

计测量溶液在 ５６０ ｎｍ 下的吸光度值可以实现溶液

中过氧化氢的定量检测ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ在 ０􀆰 ０２ ~

０􀆰 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的范围内ꎬ过氧化氢浓度标准曲线为

ｙ＝ ０􀆰 ２０２ ３＋１０􀆰 １３ｘꎬ其中 ｙ 为吸光度ꎬｘ 为过氧化氢

浓度ꎻＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ６ꎮ 随着 Ｈ２Ｏ２ 溶液浓度的增加ꎬ溶
液由黄色变成紫红色ꎬ且溶液浓度越高紫红色越深ꎮ
根据酶活计算公式ꎬＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 固定化酶活性

为 １４􀆰 ７９２ Ｕ / ｍｇꎮ 与其他参考文献的研究结果相

比ꎬ本研究的固定化酶酶活回收率较高ꎬ为 ９１％ꎬ见
表 ２ꎮ 采用原位封装法固定游离酶ꎬ固定化条件温

和ꎬ减少了固定化过程中酶的失活ꎬ将酶封装在

ＭＯＦ 内部来提供限域空间以减少酶构象的变化、降
低酶的浸出ꎬ使得 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 固定化酶具有较

高的酶活回收率[７]ꎮ
表 ２　 不同载体固定化过氧化氢酶的酶活回收率

固定化方法 载体 酶活回收率 / ％ 参考文献

共价结合法 ＭＩＬ－１２５－ＮＨ２ ７８􀆰 ９ [２５]

原位封装法 ＣａＣＯ３ 微球 ７２􀆰 ０ [２６]

交联法　 　 Ｆｅ－ＣＦ ３５􀆰 ０ [２３]

交联法　 　 壳聚糖 ２１􀆰 ３ [２７]

原位封装法 Ｔｂ－ＭＯＦ ９１􀆰 ０ 本研究

图 ４　 ＦＯＸ 法测得不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 溶液与

对应吸光度的标准曲线

如图 ５ 所示ꎬＨ２Ｏ２ 在一定条件下可以产生羟基

自由基ꎬ在电子顺磁共振波谱中出现明显的峰面积

比为 １ ∶２ ∶２ ∶１的羟基自由基(􀅰ＯＨ)信号ꎮ 在过氧化

１—Ｈ２Ｏ２ꎻ２—Ｈ２Ｏ２＋Ｔｂ－ＭＯＦꎻ

３—Ｈ２Ｏ２＋ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦꎻ４—Ｈ２Ｏ２＋ＣＡＴ

图 ５　 Ｔｂ－ＭＯＦ、ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ 分别

加入 Ｈ２Ｏ２ 溶液后的 ＥＰＲ 光谱图

􀅰３６１􀅰



现代化工 第 ４５ 卷第 ７ 期

氢溶液中加入 ＣＡＴ 或者 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 后ꎬ由于酶

的催化作用ꎬＨ２Ｏ２ 含量减少ꎬ􀅰ＯＨ 的信号强度明显

减弱ꎬ而载体材料 Ｔｂ－ＭＯＦ 对羟基自由基的信号并

无显著影响ꎮ
如图 ６ 所示ꎬＥＰＲ 测试结果表明ꎬ过氧化氢溶

液中的羟基自由基信号的二次积分面积与其浓度存

在较好的线性关系ꎬ其浓度标准曲线为 ｙ ＝ １􀆰 ５４７ ４３＋
４４􀆰 ２９６ １４ｘꎬ其中ꎬｙ 为 ＥＰＲ 峰二次积分面积ꎬｘ 为过

氧化氢浓度ꎻＲ２ ＝ ０􀆰 ９７ꎬＲＳＤ 小于 ３％ꎬ标准曲线具有

良好的重复性ꎮ

图 ６　 ＥＰＲ 法测得不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 溶液与

二次积分面积的标准曲线

利用电子顺磁共振波谱对 ＣＡＴ 与 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－
ＭＯＦ 的评价如图 ７ 所示ꎬ由标准曲线及酶活计算公

式可得ꎬＣＡＴ 的酶活为 １５􀆰 ９３６ Ｕ / ｍｇꎬＣＡＴ＠ Ｔｂ －
ＭＯＦ 的酶活为 １５􀆰 ２２５ Ｕ / ｍｇꎮ ＦＯＸ 法及 ＥＰＲ 法测

定过氧化氢酶及固定化过氧化氢酶活力的结果如表

３ 所示ꎮ

图 ７　 Ｔｂ－ＭＯＦ、ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 和 ＣＡＴ 分别

加入 Ｈ２Ｏ２ 溶液后的 ＥＰＲ 二次积分面积对比

表 ３　 ＥＰＲ 法和 ＦＯＸ 法测得酶活结果的对比

　
ＦＯＸ 法 /

(Ｕ􀅰ｍｇ－１)

ＥＰＲ 法 /

(Ｕ􀅰ｍｇ－１)

ＲＳＤ /
(％ꎬｎ＝ ３)

ＣＡＴ １６􀆰 ２６２ １５􀆰 ９３６ １􀆰 ９９

ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ １４􀆰 ７９２ １５􀆰 ２２５ ２􀆰 ９８

２􀆰 ３􀆰 ２　 游离酶及固定化酶动力学参数研究

通过改变底物浓度来计算游离过氧化氢酶和固

定化过氧化氢酶的动力学参数ꎬ见图 ８ꎬ得到二者的

Ｋｍ 值分别为 ０􀆰 ３０２ ２、０􀆰 ０５３ ６ μｍｏｌ / Ｌꎮ Ｋｍ 值表示

酶对底物的亲和力ꎮ 固定化后过氧化氢酶对底物的

Ｋｍ 值降低ꎬ表明固定化后过氧化氢酶对底物的亲和

力增加ꎬ这可能与固定化载体 Ｔｂ－ＭＯＦ 产生的微环

境有关[４]ꎮ 游离过氧化氢酶和固定化过氧化氢酶

的 Ｖｍａｘ分别为 ０􀆰 ０３３ ６、０􀆰 ００１ ７ μｍｏｌ / (Ｌ􀅰ｓ)ꎮ Ｖｍａｘ

值的降低可能与过氧化氢酶微环境的改变以及位阻

和构象的改变有关[７]ꎮ

１—固定化酶ꎻ２—游离酶

图 ８　 ＣＡＴ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 的

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ 图

２􀆰 ４　 游离酶及固定化酶的酶促反应条件优化

图 ９ 为 ｐＨ 和温度对 ＣＡＴ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 酶

活性的影响ꎮ 由图 ９(ａ)可见ꎬ游离酶在 ｐＨ＝ ６􀆰 ５ 时

获得最大酶活ꎬ因此其最适反应 ｐＨ 为 ６􀆰 ５ꎻ而固定

化酶在 ｐＨ ＝ ５􀆰 ５ 时有最大酶活ꎬ其最适反应 ｐＨ 为

５􀆰 ５ꎮ 最适 ｐＨ 条件的改变可能是由于微环境表面

电荷的影响ꎮ 偏离最适 ｐＨ 时ꎬ随着 ｐＨ 的增高或降

低ꎬ游离酶和固定化酶的酶活保留率皆出现不同程

(ａ)ｐＨ

(ｂ)温度

１—ＣＡＴꎻ２—ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ

图 ９　 ｐＨ 和温度对 ＣＡＴ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ
酶活性的影响
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度的下降ꎬ这是因为酶活性中心相关基团会受溶液

ｐＨ 值的影响出现不同程度的解离ꎬ若偏离最适解离

ｐＨ 会影响酶活性中心与底物的结合ꎬ导致酶活性的

降低ꎮ 而固定化酶由于被 Ｔｂ－ＭＯＦ 封装ꎬ其三级结

构更加稳定ꎬ使得 ｐＨ 的变化对固定化酶活性影响

相比游离酶更小ꎬ固定化酶表现出更好的稳定性ꎮ
由图 ９(ｂ)可见ꎬ游离酶和固定化酶均在 ２０℃时表

现出最高酶活ꎬ因此 ＣＡＴ 和 ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ 的最适

酶促反应温度均为 ２０℃ꎮ
２􀆰 ５　 游离酶及固定化酶的稳定性

图 １０ 为游离酶和固定化酶的稳定性ꎮ 从图 １０
(ａ)中可以看出ꎬ不论体系 ｐＨ 较低还是较高ꎬ固定

化酶的稳定性均比游离酶的稳定性高ꎬ这可能是由

于固定化后酶与载体的相互作用导致酶周围的微环

境发生了改变ꎬ提高了酶的耐酸性和耐碱性ꎬ有利于

实现极端条件下的应用ꎮ 由图 １０(ｂ)可以看出ꎬ固
定化酶和游离酶在 ４０℃条件下处理 ５ ｍｉｎ 后ꎬ酶活

均变化不大ꎬ证明游离过氧化氢酶和固定化过氧化

氢酶在 ４０℃条件下均有良好的稳定性ꎻ固定化酶在

高温 ８０℃条件下处理 ５ ｍｉｎ 后ꎬ酶活仅略有下降ꎬ剩
余酶活为 ９２􀆰 ６％ꎬ而游离酶的酶活力比 ２５℃时降低

将近一半ꎬ说明 Ｔｂ－ＭＯＦ 对过氧化氢酶的封装能稳

定酶的三级结构ꎬ提高酶的耐热性ꎮ 由图 １０( ｃ)可
见ꎬ固定化酶经历 １０ 个循环后仍保留了原始活性的

９０％ꎬ具有良好的重复使用性ꎮ 由图 １０(ｄ)得知ꎬ固
定化酶在 ４℃下保存 １ 个月之后ꎬ其剩余酶活仍有

８０％ꎻ在储存 ５０ ｄ 后ꎬ剩余酶活接近半衰期ꎬ由此可

１—ＣＡＴꎻ２—ＣＡＴ＠ Ｔｂ－ＭＯＦ
(ａ)酸碱稳定性

１—４０℃ꎻ２—８０℃
(ｂ)热稳定性对比图

(ｃ)固定化酶的重复使用性

(ｄ)固定化酶的贮藏稳定性

图 １０　 游离酶和固定化酶的稳定性

见固定化酶具有良好的贮藏稳定性ꎬ游离酶和载体

的结合使其三级结构更加稳定[２５]ꎮ

３　 结论

本研究发展了一种基于铽基金属有机框架材料

固定化过氧化氢酶的方法ꎬ制备得到性能优良的固

定化酶材料ꎬ并对其酶学性能加以评价ꎮ 材料的制

备方法简单、绿色、稳定ꎬ且固定化酶的负载量高达

３０２􀆰 ３ ｍｇ / ｇꎮ 固定化过程几乎不影响酶活性ꎬ酶活

的保留率高达 ９０％以上ꎮ 采用原位封装法将过氧

化氢酶封装在 ＭＯＦｓ 中ꎬ限制了酶构象的变化ꎬ大大

提高了过氧化氢酶的稳定性和重复使用性ꎮ 所研究

的方法不仅可以为其他酶的固定化制备提供了一条

可行的途径ꎬ也为固定化材料的工业化制备提供了

一种潜在发展方向ꎮ
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