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摘要: 【目的】研究甘氨酸孵育对 LXEP-120环氧树脂固定化脂肪酶稳定性的影响。【方法】使用甘氨酸孵育环氧树

脂固定化脂肪酶，消除固定化酶载体上过剩的环氧基团，对孵育的条件进行探索和优化，并且比较孵育前后固定化

脂肪酶的酶学性质。【结果】孵育环氧树脂固定化脂肪酶的最佳条件为：选用浓度为 2.5 mol/L、pH7.0 的甘氨酸溶

液，在 25 ℃ 条件下孵育 24 h。孵育后的固定化脂肪酶的相对酶活力在 80 ℃ 条件下处理 6 h后仍保存 60%左右，

而相同条件下处理后的未经孵育的固定化脂肪酶的相对酶活力只剩下 45% 左右；与未孵育的固定化脂肪酶相比

较，孵育后的固定化脂肪酶最适反应 pH(8.0)、最适反应温度 (45 ℃)与孵育前相同，pH耐受性、操作稳定性和储藏

稳定性变化趋势在孵育前后基本保持一致。【结论】孵育消除固定化酶载体上剩余的环氧基团是必不可少的一个技

术环节，甘氨酸孵育工艺可以较大程度地提高固定化脂肪酶的热稳定性，对反应 pH、pH稳定性、操作稳定性和储

藏稳定性等性质影响较小。
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Abstract: 【Objective】To study the effect of glycine incubation on the stability of lipase immobilized by

LXEP-120 epoxy resin.【Method】Glycine solution was used to incubate lipase immobilized by epoxy resin for

removing the residual epoxy groups. The incubation conditions were explored and optimized, and the enzymatic

properties of the immobilized lipase before and after incubation were compared.【Result】The optimal

incubation conditions were 2.5 mol/L and pH 7.0 glycine solution incubating for 24 h at 25 ℃. Following

incubation, the immobilized lipase still retained about 60% of the original activity after treatment at 80 ℃ for 6

h, while the unincubated immobilized lipase retained only about 45% of the original activity. The optimal

reaction pH (8.0) and optimal reaction temperature (45 ℃) of the immobilized lipase after incubation were the 
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same as those of the unincubated immobilized lipase, and the pH tolerance, operation stability, and storage

stability were the same as those before incubation.【Conclusion】Removing residual epoxy groups on

immobilized enzyme through incubation is one necessary technical step. Glycine incubation can greatly improve

the thermal stability of the immobilized lipase with little influence on reaction pH, pH stability, operation

stability and storage stability.
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从 20世纪 60年代起，酶的固定化研究已成为

酶工程领域中最受关注的研究方向之一，与游离酶

相比，固定化酶具有易分离回收、稳定性好、可重

复多批次利用等优点，使生物酶的工业应用更为经

济可行 [1-2]。酶的固定化方法很多，常用的有吸附

法、包埋法、交联法和共价结合法[3-5]，其中共价结

合法由于其固定化酶通常具有良好的稳定性和可

重复利用率而受到研究者的青睐[6]。环氧树脂是一

种人工合成的高分子聚合材料，具有多孔立体结

构，且在较长的生产周期内具有很强的耐微生物和

耐酸碱腐蚀作用，也具有较强的机械性能；同时，

环氧基团具有很高的活性和可塑性，在常温下可与

酶蛋白表面的氨基酸残基 (—NH 2、—COOH、

—HS 等) 发生温和的开环共价结合，将酶分子固

定在载体表面，使得固定化操作简单方便，作为一

种新型的固定化载体材料，被广泛应用于生物酶的

固定化研究[7-8]。

利用环氧树脂固定化生物酶，得到的固定化

酶的酶活力以及稳定性，主要受两方面因素的影

响。一方面，某些生物酶吸附固定后，由于酶和环

氧树脂的内部结构有较大差异，在短时间内并未

形成多点共价链接，在碱性条件下孵育一段时间

可形成牢固的多点共价链接，从而增加其温度稳

定性 [9]。Torres等 [10] 在利用环氧树脂固定化 L−阿
拉伯异构酶和 D−葡萄糖异构酶时，2 种固定化酶

在 pH8.5的缓冲液中孵育 24 h后，在 50 ℃ 条件下

的半衰期都有了显著的提高；Mateo 等 [11] 将在青

霉素 G 酰基转移酶固定到 Eupergit C 的试验中也

得到了类似的结果。另一方面，在生物酶的固定

化过程中，载体内部的疏水微环境可以促进载体

表面与蛋白质表面的接触，这是固定化生物酶所

必须的条件，但在某些情况下，这种疏水微环境可

能对酶的性质有强烈的负面影响 [12]，欧美国家的

环氧树脂生产厂家推荐使用氨基酸等亲水试剂孵

育固定化酶来消除载体上过剩的环氧基团，防止

酶与载体继续发生疏水相互作用和化学反应，从

而消除这一负面影响[11, 13]。本试验采用国产 LXEP-120

环氧树脂固定化脂肪酶，对阻断脂肪酶与固定化

载体剩余环氧基团继续反应的孵育条件进行优化

探索，考察氨基酸溶液的种类、浓度、pH以及孵育

的温度和时间等因素对固定化酶的酶活力和温度

稳定性的影响，从而为国产环氧树脂固定化脂肪

酶的稳定性研究提供试验基础。

1   材料与方法

1.1    材料与仪器

脂肪酶，购自深圳恒生生物科技有限公司；

LXEP-120 环氧树脂，西安蓝晓新材料股份有限公

司生产；橄榄油、吡啶、无水醋酸铜，购自阿拉丁公

司；丙氨酸、丝氨酸购自麦克林试剂公司；甘氨酸

购自捷瑞生物工程有限公司；其他试剂皆为国产分

析纯。

瑞士 Te c a n   I n f i n i t e  M200   P r o 酶标仪；

SCIENTZ-IID超声破碎仪。

1.2    固定化脂肪酶制备

1.2.1    环氧树脂固定化脂肪酶的制备　准确称取

LXEP-120环氧树脂 5 g，加入 4 mL脂肪酶液 (脂肪

酶酶粉用 pH6.0 的 1 mol/L 磷酸钾缓冲液溶解，至

终质量浓度为 2 g/L，10 000 r/min 离心 12 min)，放
入 22 ℃ 摇床中，150 r/min 条件下固定 12 h。用缓

冲液洗去载体表面残留的酶分子，抽滤后，4 ℃ 条

件下密封保存。

1.2.2    氨基酸溶液孵育环氧树脂固定化脂肪酶　

准确称取 5 g制备好的 LXEP-120环氧树脂固定化

脂肪酶，分别加入 5 mL不同的氨基酸溶液，放入摇

床中，25 ℃、150 r/min 条件下孵育 24 h。孵育完成

后，用缓冲液洗去载体表面残留的酶分子，抽滤并

干燥，冰箱 4 ℃ 条件下密封保存备用。

1.3    固定化酶活力测定

固定化脂肪酶活力测定采用改进的铜皂分光

光度法。在测定过程中，只需将反应体系中的游离

酶换成适量的固定化脂肪酶即可，其他操作均与游

离酶测定酶活力方法相同。

酶活力定义：在测定条件下 (40 ℃，pH 8.0)，1 min
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内催化底物水解产生 1 μmol 脂肪酸所需的酶量为

一个酶活力单位 (U)。
相对酶活力定义：在同一组试验中，设定酶活

力最高的一组为 100%，其余组的酶活力与之相比，

用百分数表示结果。

残余酶活力定义：经过不同温度或 pH 条件下

处理一定时间后的相对酶活力 (以处理前的酶活力

为 100%).
1.4    甘氨酸孵育环氧树脂固定化脂肪酶条件优化

1.4.1    孵育 LXEP-120 环氧树脂的氨基酸溶液的选

择　配制 1.5 mol/L 的 pH 为 7.0 的丙氨酸、丝氨酸

和甘氨酸溶液，分别取 5 mL溶液 (每 g固定化脂肪

酶取 1 mL溶液，下同)加入到制备好的固定化脂肪

酶中，进行孵育操作 (放入 25 ℃ 摇床中，150 r/min
条件下孵育 24 h)，测定酶活力。

1.4.2    孵育 LXEP-120 环氧树脂的甘氨酸浓度优化

　配制浓度为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 和 3.0 mol/L 的

甘氨酸溶液，分别取 5 mL 甘氨酸溶液加入到制

备好的固定化脂肪酶中，按 1.4.1进行孵育，测定酶

活力。

1.4.3    孵育 LXEP-120 环氧树脂的甘氨酸溶液

pH 优化　配制浓度为 2.5 mol/L，pH 为 5.5、6.0、
6.5、7.0、7.5 和 8.0 的甘氨酸溶液，分别取 5 mL 甘

氨酸溶液加入到制备好的固定化脂肪酶中，按 1.4.1
进行孵育，测定酶活力。

1.4.4    LXEP-120 环氧树脂的孵育温度优化　配制

2.5 mol/L、pH为 7.0的甘氨酸溶液，取 5 mL甘氨酸

溶液加入到制备好的固定化脂肪酶中，分别置于

20、25、30、35、40、45和 50 ℃ 摇床中，150 r/min条
件下孵育 24 h，测定酶活力。

1.4.5    LXEP-120 环氧树脂的孵育时间优化　配制

2.5 mol/L、pH为 7.0的甘氨酸溶液，取 5 mL甘氨酸

溶液加入到制备好的固定化脂肪酶中，放入 25 ℃
摇床中，150 r/min 条件下，分别孵育 0、6、12、18、
24、30、36和 48 h，测定酶活力。

1.5    固定化脂肪酶的酶学性质测定

1.5.1    固定化脂肪酶的最适反应 pH 测定　40 ℃
条件下，采用不同 pH(6.0~10.0) 的缓冲液测定甘氨

酸孵育后的固定化脂肪酶和未孵育的固定化脂肪

酶的酶活力，研究 pH对其酶活力的影响。

1.5.2    固定化脂肪酶的最适反应温度测定　设定

缓冲液的 pH=8.0，测定不同温度 (25~60 ℃)孵育后

的固定化脂肪酶和未孵育的固定化脂肪酶的酶活

力，研究温度对其酶活力的影响。

1.5.3    固定化脂肪酶的 pH 耐受性测定　分别将

甘氨酸孵育后的固定化脂肪酶和未孵育的固定化

脂肪酶放置在 pH为 4、5、6、7、8、9和 10的浓度为

0.5 mol/L 的缓冲液中，室温条件下处理 6 h，然后

在最适反应条件下测定残余酶活力，对照组不做

处理。

1.5.4    固定化脂肪酶热稳定性测定　称取一定质

量的甘氨酸孵育后的固定化脂肪酶和未孵育的固

定化脂肪酶，在 40~80 ℃(间隔 5 ℃)条件下处理 6 h，
然后测定残余酶活力，以放置在 4 ℃ 条件下的固定

化脂肪酶为对照。

1.5.5    固定化脂肪酶操作稳定性测定　称取一定

质量的甘氨酸孵育后的固定化脂肪酶和未孵育的

固定化脂肪酶，在 40 ℃、pH7.0 条件下连续不间断

反应 10 次，每一次都测定酶活力，以第 1 次反应测

得的酶活力为 100%。

1.5.6    固定化脂肪酶储藏稳定性测定　将抽滤干

燥后的固定化脂肪酶密封保存在 4 ℃ 冰箱中，每隔

一段时间测定其 45 ℃、pH8.0 条件下的酶活力，以

第 1次反应测得的酶活力为 100%。

1.6    数据分析

采用 SPSS 19 软件，通过 t 检验对甘氨酸孵育

前后的固定化脂肪酶的酶学性质差异显著性进行

比较分析。

2   结果与分析

2.1    孵育环氧树脂的氨基酸溶液的选择

由图 1 可知，在相同条件下使用不同氨基酸溶

液孵育固定化脂肪酶后，甘氨酸、丙氨酸、丝氨酸孵

育后得到的固定化脂肪酶的酶活力与对照组相比

基本没有损失。同时，经 70 ℃ 保温处理 6 h 后，这

3 个处理的固定化脂肪酶的残余酶活力基本相同。

因此，基于经济角度以及氨基酸的溶解度考虑，选

择甘氨酸作为孵育溶液进行后续试验。
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图 1    氨基酸溶液孵育对固定化脂肪酶活力的影响

Fig. 1    Effect of incubation with amino acid solution on
immobilized lipase activity
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2.2    孵育环氧树脂的甘氨酸溶液的浓度优化

由图 2可知，在不同浓度甘氨酸溶液中孵育 24 h
后，当甘氨酸浓度为 0.5~2.0 mol/L 时，固定化脂肪

酶的酶活力基本相同，其在 70 ℃ 处理 6 h 后的残

余酶活力也基本一致；当甘氨酸浓度为 2.5 mol/L
时，固定化脂肪酶的酶活力和残余酶活力都达到最

大值；当甘氨酸浓度继续增大时，酶活力和残余酶

活力都呈现出较为明显的下降趋势。因此，选择浓

度为 2.5 mol/L的甘氨酸作为孵育试剂。

2.3    孵育环氧树脂的甘氨酸溶液的 pH 优化

由图 3 可知，利用中性或碱性的甘氨酸溶液孵

育固定化脂肪酶后，得到的固定化脂肪酶活力较

高，其中当 pH=7.0 时最佳；碱性甘氨酸孵育后，固

定化酶的残余酶活力相对较低。因此，选择 pH 为

7.0的甘氨酸溶液进行后续的研究。

2.4    甘氨酸孵育环氧树脂的温度优化

由图 4 可知，25 ℃ 条件下孵育后得到的固定

化脂肪酶活力最高，之后随着温度的上升，固定化

脂肪酶逐渐失活，当温度超过 40 ℃ 后酶活力急剧

下降。因此选择 25 ℃ 条件进行固定化脂肪酶孵育

的后续研究。

2.5    甘氨酸孵育环氧树脂的时间优化

由图 5 可知，当孵育 0~20 h 时，孵育时间对固

定化酶的酶活力基本没有影响；当温度从 20 ℃ 升

高到 25 ℃ 时，固定化脂肪酶活力有较大的提高；超

过 25 ℃ 后，随着温度的不断升高，酶活力下降。从

图 5 中可知，未孵育的固定化脂肪酶的残余酶活力

为 53%左右，而孵育后的固定化脂肪酶的残余酶活

力都大于 60%，说明甘氨酸孵育可以在一定程度上

提高固定化脂肪酶的稳定性。因此选择 24 h 的孵

育条件进行后续的研究。

2.6    孵育后固定化脂肪酶的酶学性质

2.6.1    固定化脂肪酶的最适反应 pH　由图 6 可

知，固定化脂肪酶孵育前后在不同 pH 缓冲液中的

酶活力变化趋势基本一致，最适反应 pH 都是 8.0，
在 pH为 6.0~9.0范围内的相对酶活力都在 75%以

上。在 pH为 6.0~8.0时，甘氨酸孵育后的固定化脂

肪酶相对酶活力大于未孵育的固定化脂肪酶；而当

pH>9.0时，未孵育的固定化脂肪酶的相对酶活力相

对较大，且差异极显著 (P>0.01)。说明甘氨酸孵育

固定化脂肪酶这一操作，使固定化脂肪酶对反应环

境 pH的敏感性产生了一定的影响。

 

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
20

40

60

80

100

120

20

40

60

80

100

120相对酶活力 Relative enzyme activity

残余酶活力 Residual enzyme activity

相
对
酶
活
力

/%

R
el

at
iv

e 
en

zy
m

e 
ac

ti
v
it

y

 残
余
酶
活
力

/%

R
es

id
u
al

 e
n
zy

m
e 

ac
ti

v
it

y

c(甘氨酸)/(mol·L−1)

Glycine concentration 
图 2    不同浓度甘氨酸溶液孵育对固定化脂肪酶活力的影响

Fig. 2    Effect of incubation with different concentrations of
glycine solution on immobilized lipase activity
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图 3    不同 pH 甘氨酸溶液孵育对固定化脂肪酶活力的影响

Fig. 3    Effect of incubation of glycine solution with
different pH on immobilized lipase activity
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图 4    孵育温度对固定化脂肪酶活力的影响

Fig. 4    Effect of incubation temperature on immobilized
lipase activity
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图 5    孵育时间对固定化脂肪酶活力的影响

Fig. 5    Effect of incubation time on immobilized lipase
activity
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2.6.2    固定化脂肪酶的最适反应温度　由图 7 可

知，固定化脂肪酶孵育前后在不同反应温度中的酶

活力变化趋势基本一致，最适反应温度均为 45 ℃。

但是当温度>55 ℃ 后，孵育后的固定化脂肪酶的相

对酶活力比未孵育的高，且差异显著 (P>0.05)，随着

温度的升高，这种趋势越明显。说明甘氨酸孵育后，

固定化脂肪酶对温度的敏感性降低了，具有更宽广

的温度适用性。

2.6.3    固定化脂肪酶的 pH 耐受性　由图 8 可知，

2 种固定化脂肪酶在不同 pH 缓冲液中都表现出良

好的耐受性，在 pH5.0~9.0范围内处理 6 h后，都保

持 90%以上的酶活力。其中，孵育后的固定化脂肪

酶在 pH8.0 时耐受性最好，为最初酶活力的 99%；

未孵育的固定化脂肪酶在 pH7.0 时耐受性最好，为

最初酶活力的 97%。说明甘氨酸孵育对固定化脂肪

酶的 pH稳定性并未产生明显的影响 (P>0.05)。

2.6.4    固定化脂肪酶的温度耐受性　由图 9 可知，

相较于未经孵育的固定化脂肪酶，甘氨酸孵育后的

固定化脂肪酶显示出良好的温度耐受性。在 80 ℃
条件下处理 6 h后仍保存 60%左右的酶活力，而相

同条件下处理后的未经孵育的固定化脂肪酶只剩

下 45% 左右的酶活力，差异极显著 (P<0.01)。说明

甘氨酸孵育可以提高固定化脂肪酶的温度耐受性。

2.7    固定化脂肪酶的操作稳定性

固定化酶的操作稳定性是衡量其是否具有工

业使用价值的一个重要指标，因此试验比较了孵育

后固定化脂肪酶和未孵育的固定化脂肪酶的操作

稳定性。由图 10可知，2种固定化脂肪酶的操作稳

定性基本相似，在连续反应 10 批次后，相对酶活力

都保持在初始酶活力的 70%以上，整体上孵育后固

定化脂肪酶的相对酶活力高于未孵育固定化脂肪

酶或者与未孵育固定化脂肪酶基本持平，二者差异

不显著 (P>0.05)，说明甘氨酸孵育对固定化脂肪酶

的操作稳定性没有影响。

2.8    固定化脂肪酶的储存稳定性

由图 11 可知，2 种固定化脂肪酶在 4 ℃ 条件

下储存 10 d左右酶活力基本没有损失，储存 4周后

保持 80% 以上的酶活力，差异均不显著 (P>0.05)，
说明该固定化脂肪酶较易储存，且甘氨酸孵育不影

响固定化脂肪酶的储存稳定性。
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图 6    固定化脂肪酶的最适反应 pH

Fig. 6    The optimal reaction pH of immobilized lipase
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图 7    固定化脂肪酶的最适反应温度

Fig. 7    The optimal reaction temperature of immobilized
lipase
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图 8    固定化脂肪酶的 pH 耐受性

Fig. 8    pH stability of immobilized lipase
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图 9    固定化脂肪酶的温度耐受性

Fig. 9    Thermal stability of immobilized lipase
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图 10    固定化脂肪酶的操作稳定性

Fig. 10    Operation stability of immobilized lipase
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3   讨论与结论

由于载体上剩余的环氧基团可以使得固定化

的工业酶失活，因此孵育消除剩余环氧基团是环氧

树脂固定化酶必不可少的一个技术环节。在过去的

研究中，有人分别采用巯基乙醇和甘氨酸孵育环氧

树脂 Eupergit C 青霉素 G 酰基转移固定化酶和胰

凝乳蛋白固定化酶[11, 14]，利用甘氨酸孵育环氧改性

丙烯酸固定化半乳糖苷酶，对环氧树脂固定化酶的

稳定性进行了初步的研究[15]，但都未系统地研究孵

育的具体条件以及孵育操作对固定化酶性状的影

响，本研究系统地对甘氨酸孵育固定化脂肪酶的条

件进行了优化，并研究了孵育后固定化酶的相关酶

学性质。

本试验的最佳条件为选用 pH7 .0、浓度为

2.5 mol/L的甘氨酸溶液，在 25 ℃ 条件下孵育 24 h。
比较了甘氨酸孵育前后固定化脂肪酶的酶学性质，

发现孵育后固定化脂肪酶的最适反应 pH(8.0)和温

度 (45 ℃) 不变，pH 耐受性变化较小，但是对温度

的敏感性降低，具有更为宽广的温度适用性。本试

验探索了甘氨酸孵育对环氧树脂固定化脂肪酶稳

定性的影响，发现甘氨酸孵育可以较大程度地增加

固定化脂肪酶的温度稳定性，在最佳条件下孵育得

到的固定化脂肪酶在 80 ℃ 条件下处理 6 h 后仍保

存 60%左右的酶活力，而相同条件下处理后的未经

孵育的固定化脂肪酶只剩下 45% 左右的酶活力。

此外，甘氨酸孵育对于固定化脂肪酶的机械稳定性

和储存稳定性的影响较小。
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图 11    固定化脂肪酶的储存稳定性

Fig. 11    Storage stability of immobilized lipase
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