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磁性磷脂酶 D 交联酶聚集体的制备及其酶学性质 

石婷婷 1,2，吴  蓉 1,2，杨  猛 1,2，苏二正 1,2* 
（1. 南京林业大学 南方现代林业协同创新中心，江苏 南京  210037；2. 南京林业大学 轻工与食品学院，

江苏 南京  210037） 

摘要：以磁性 Fe3O4 为载体，采用吸附-聚集-交联的方法固定来源于 Streptomyces chromofuscus 的磷脂酶 D 

（scPLD），制备了磁性磷脂酶 D 交联酶聚集体（MCLEA）。该方法制备的 MCLEA 酶活回收率可达 72.89%，

酶活为(437.00±6.60) U/g。与游离酶相比，MCLEA 在不同温度和 pH 下的稳定性都得到了一定程度的提升，但

由于与底物的亲和力降低，需要更高浓度的磷脂酰胆碱（PC）和 Ca2+作为反应底物与 MCLEA 结合。乙醇、四

氢呋喃、叔丁醇、乙酸乙酯、乙醚和甲苯对 MCLEA 的酶促反应具有促进作用，MCLEA 在进行连续 13 次酶促

反应后，酶活仍可保留在 76%以上，其半衰期为 331.67 min，该固定化方案可以提高酶的稳定性，从而提高其

在催化反应过程中的重复利用性。 
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Preparation and enzymatic properties of magnetic  
cross-linked phospholipase D aggregates 
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Abstract: Magnetic cross-linked phospholipase D from Streptomyces chromofuscus (scPLD) aggregates 

(MCLEA) were prepared by adsorption-aggregation-crosslinking with magnetic Fe3O4 as the carrier. The 

enzyme activity recovery of MCLEA was 72.89%, and the enzyme activity was (437.00±6.60) U/g. 

Compared to free scPLD, the MCLEA showed better tolerance at different temperatures and pH levels. 

However, due to the reduced affinity of MCLEA with substrate, higher concentrations of 

phosphatidylcholine (PC) and Ca2+ as reaction substrates were required for binding with MCLEA. 

Furthermore, organic solvents such as ethanol, tetrahydrofuran, tert-butanol, ethyl acetate, ether, and toluene 

could improve the enzymatic reaction of MCLEA. After 13 cycles of continuous enzymatic reaction, the 

activity of MCLEA remained above 76%, with a half-life of 331.67 min. This immobilization scheme could 

enhance the stability of the enzyme and thus improve its reusability in the catalytic reaction process. 

Key words: phospholipase D; adsorption method; immobilization; magnetic cross-linked phospholipase D 

aggregates; properties; biological engineering 

磷脂酰丝氨酸（PS）又被称为丝氨酸磷脂，是

真核生物膜中最丰富的带负电荷的甘油磷脂。PS 是

人体大脑神经细胞细胞膜的重要组成成分之一，通

常位于细胞膜内侧，对大脑的各种功能起到重要的

调节作用。研究证明，PS 可以提高大脑认知能力，

改善记忆力[1]、预防儿童多动症[2]、缓解紧张压力和

脑部疲劳[3]。随着人们对健康越来越重视，PS 已受

到广泛的关注。目前，合成 PS 的方法主要包括提取

生物工程 
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法和生物酶转化法。提取法主要是从植物细胞以及

动物细胞中提取分离。植物细胞中 PS 含量低，提取、

分离制备步骤复杂，成本高；牛脑细胞中 PS 含量较

高，但考虑到疯牛病的隐患，此提取方法也很少使

用。酶转化法是以卵磷脂和 L-丝氨酸为底物，经磷

脂酶 D（PLD）催化转磷脂酰作用生成 PS。相较而

言，生物酶法由于工艺绿色、副产物少等突出优势，

成为目前 PS 合成中最安全高效的方法。 

催化合成 PS 的 PLD 形式主要有游离酶和固定

化酶两种。游离酶稳定性差、不能重复使用，催化

反应后 PLD 不易与产品分离，增加了生物酶法工艺

的酶制剂成本和分离成本。因此，制备廉价、稳定、

易回收和高活性的 PLD 固定化酶对 PS 的合成有重

要意义。TAKAMI 等 [4]运用阳离子交换树脂固定

PLD，虽然固定化的 PLD 稳定性较好，但是固定化

酶活回收率、酶活均较低。OGINO 等[5]利用生物质

载体颗粒直接固定链霉菌（Streptomyces lividans）
细胞，实现连续产生 PLD，产率只能达到 1.5 U/mL，

产率较低。LI 等[6]购买商品化的 PLD，运用 SiO2

作为载体，固定化后的 PLD 具有较高的酶活，但是

整个过程步骤较复杂、固定化成本高，且载体粒径

较小，不利于固定化酶的回收。 

本课题组前期在大肠杆菌中克隆、表达了

Streptomyces chromofuscus 来源的 PLD（scPLD），

并通过培养基、培养条件的系统优化实现了 scPLD

的高水平发酵制备[7]。本研究在前期研究的基础上，

采用吸附-聚集-交联的方法尝试制备易回收的磁性

磷脂酶 D 交联酶聚集体（MCLEA），并对其最适温

度及热稳定性、最适 pH 及 pH 稳定性、最适底物浓

度、最适 Ca2+浓度、有机溶剂耐受性和连续酶促反

应的稳定性等性质进行研究，以期制备易回收、性

质稳定和高活性的 scPLD 固定化酶。 

1  实验部分 

1.1  材料、试剂与仪器 

工程菌株 pET28a+scPLD/BL21(DE3)，由本实

验室重组构建获得[7]；磷脂酰胆碱（PC）（分析纯），

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；胆碱氧化酶（分

析纯），美国 Sigma-Aldrich 公司；辣根过氧化物酶（分

析纯），生工生物工程（上海）股份有限公司；戊二醛、

FeCl3•6H2O（分析纯），国药集团化学试剂上海有限

公司。其他试剂、药品均为市售分析纯。 

VERTEX 80V 型红外光谱仪，德国 Bruker 公

司；JSM-7600F 型扫描电子显微镜，日本电子株式

会社。 

1.2  游离酶液及纳米 Fe3O4 的制备 

1.2.1  scPLD 游离酶液的制备 

参考本实验室前期工作[7]，将重组菌 pET28a+ 

scPLD/BL21(DE3)按照体积分数 1%的接种量接种

至发酵培养基（质量分数 0.7%山梨醇、质量分数

0.3%淀粉、质量分数 1.0%鱼蛋白胨、质量分数 4.0%

安琪酵母、17 mmol/L KH2PO4 和 72 mmol/L K2HPO4）

中培养 32 h 后，发酵液于 4 ℃、8000 r/min 离心 10 min

收集菌体。取菌体（相当于 5 mL 发酵液离心所得的

菌体）加入 15 mL 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）

进行超声破碎（超声条件：300 W 功率下，工作 3 s，

间隔 5 s 为一个循环，超声 10 min），然后在 4 ℃、

8000 r/min 离心 10 min 后，收集上清液置于干净的

离心管中，即为 scPLD 游离酶液。 

1.2.2  纳米级 Fe3O4 载体的制备 

参考 RANJBAKHSH等[8]的方法并作适当调整。

取 2.5 g FeCl2•4H2O 和 6.8 g FeCl3•6H2O 加入 200 mL

去离子水，加热到 60 ℃后加入体积分数为 25%的

氨水，剧烈搅拌 1 h。通过磁铁进行吸附沉降，将上

清液倒去，沉淀用去离子水浸没反复洗涤 3 遍，然

后加入 200 mL 去离子水，放置于超声波清洗机中，

设置功率为 100 W，超声 1 h。用磁铁进行沉降，将

固体用称量勺取出放置于干净烧杯中置于 60 ℃烘

箱内干燥 3 h，取出反复研磨后，收集纳米级 Fe3O4

载体，常温放置在干燥器中，备用。 

1.3  MCLEA 的制备 

取一定量的磁性 Fe3O4 载体，加入 scPLD 游离

酶液（1.2.1 节）中，在 4 ℃、200 r/min 下振荡 2 h，

缓慢加入于 4 ℃预冷的沉淀剂异丙醇中，冰浴

20 min。直接向该沉淀体系中加入体积分数 0.01%的

戊二醛，将整个体系放置在 4 ℃的环境下，200 r/min

振荡 80 min。然后，通过磁铁使得 MCLEA 沉降，

移去上清液，用等体积 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液

（pH 8.0）反复洗涤 3 次。最后用磁铁收集 MCLEA。 

1.4  MCLEA 的制备条件优化 

1.4.1  酶活和蛋白含量的测定 

scPLD 酶活测定：参照酶联显色法[9]并作了部

分修改。取底物溶液 100 µL（含有 1 g/L PC、10 

mmol/L CaCl2 和体积分数为 0.1%的曲拉通）与 50 

µL 的 scPLD 酶液混合，然后在 37 ℃水浴锅中反应

5 min。待反应结束后，加入 20 µL 的反应终止液

〔0.37224 g EDTA-2Na 溶于 10 mL 的 1.0 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）〕，沸水浴 5 min；待冷却

至室温后，分别加入 10 µL 的显色液〔75 mg 苯酚、

62.5 mg 4-氨基安替比啉溶于 50 mL 的 0.1 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）〕和 10 µL 的显色酶液〔12.5 

U 的胆碱氧化酶和 10 U 的辣根过氧化物酶溶于 1 mL
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的 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）中，分装后

放于–80 ℃保存〕；混匀后，在 37 ℃下显色 2 h。

显色结束后，在 505 nm 处测定其吸光度。同时，以

不同浓度的氯化胆碱溶液为标准品建立标准曲线。

酶活的定义为每分钟水解释放 1 µmol氯化胆碱所需

要的酶量为 1 个酶活单位。氯化胆碱溶液的标准曲

线 方 程 为 ： y=3.9011x+0.0201 (0.05<x<0.3) ，

R2=0.9997，在 0.05~0.3 mmol/L 浓度范围内的线性

关系较好，说明该方程可以用于酶活的定量分析。 

蛋白含量的测定：以牛血清白蛋白为标准，采

用 Bradford 法测定蛋白含量[10]。 

根据 MCLEA 酶活及蛋白含量相关结果，按照

公式（1）、（2）计算酶活回收率和蛋白回收率： 

酶活回收率/%=MCLEA 总酶活/投入总酶活×100 （1） 

蛋白回收率/%=（投入总蛋白浓度–固定化后上清中蛋

白浓度）/投入总蛋白浓度×100 （2） 

1.4.2  沉淀剂体积分数的筛选 

研究不同的沉淀剂（甲醇、乙醇、丙醇、异丙

醇、丙酮、叔丁醇）对 scPLD 的沉淀效果以及残余酶

活的影响。在 4 ℃预冷的沉淀剂中缓慢滴入 100 µL 

scPLD 游离酶液，边滴边轻微振荡，使沉淀剂最终

体积分数达到 90%，最终溶液总体积为 1 mL。随后

冰浴 20 min，离心收集上清液于干净离心管中，沉

淀置于干净烧杯中，取上清液测定未沉淀蛋白含量

（具体方法见 1.4.1 节），将沉淀复溶于 0.1 mol/L 

Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）中测定残余酶活（具体方

法见 1.4.1 节）。 

1.4.3  沉淀剂体积分数的优化 

选择最优沉淀剂异丙醇，研究其不同浓度对

scPLD 的沉淀效果。取不同体积的 scPLD 游离酶液，

缓慢滴入于 4 ℃预冷的异丙醇中，使异丙醇体积分

数分别为 55%~90%（体积分数间隔为 5%），最终溶

液总体积为 1 mL。其余操作同 1.4.2 节。 

1.4.4  Fe3O4 投入量的优化 

分别称取20~60 mg纳米级Fe3O4载体加入到不同

体积的 scPLD 游离酶液中，25 ℃、200 r/min 气浴振

荡 1 h。然后加入体积分数为 80%的异丙醇溶液，冰

浴 20 min。随后将固定化酶用磁铁沉降，分别收集

沉淀和上清液（上清液直接倒在干净离心管中保存，

沉淀用称量勺取出置于干净烧杯中），将沉淀（固定

化酶）用 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）浸没

反复洗涤 3 次，测定上清液和洗涤液中的蛋白含量

以及固定化酶的酶活（具体方法见 1.4.1 节）。  

1.4.5  交联剂浓度的优化 

选用固定化效率高且可以很大程度保留酶活性

的戊二醛作为交联剂。在沉淀体系（见 1.3 节）中

添加戊二醛，使戊二醛最终体积分数分别为 0.005%、

0.01%、0.05%、0.1%、0.2%，在 4 ℃、200 r/min

振荡交联 1 h。分别收集沉淀的 MCLEA 和上清液，

将沉淀用 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）浸没

反复洗涤 3 次，测定上清液和洗涤液中的蛋白含量，

同时测定固定化酶的酶活，计算固定化酶活回收率

（具体方法见 1.4.1 节）。 

1.4.6  交联时间的优化 

根据 1.4.5 节得到交联剂戊二醛最优的体积分

数，在沉淀体系（见 1.3 节）中添加体积分数为 0.01%

的戊二醛后，在 4 ℃，200 r/min 下分别振荡交联

20~100 min。测定不同交联时间（20、40、60、80、

100 min）对 MCLEA 酶活回收率和蛋白回收率的影

响，分别收集沉淀的 MCLEA 和上清液。将沉淀用

0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）浸没反复冲洗

3 次，测定上清液和洗涤液中的蛋白含量，同时测

定固定化酶的酶活，计算固定化酶酶活回收率。 

1.5  游离酶及 MCLEA 性质研究 
1.5.1  最适温度和热稳定性 

最适温度：在 27、32、37、42、47、52、57、

62、67 ℃下测定游离酶和 MCLEA 的酶活。 

热稳定性：在不同温度下（25、30、37、45、

55、65 ℃）将游离酶和 MCLEA 孵育 0.5、1、2、3、

4、5、6 h。测定每个时间点的酶活（具体方法见 1.4.1

节）并将每组实验中最高的酶活设定为 100%，计算

不同条件下的相对酶活（%）。 

1.5.2  最适 pH 和 pH 稳定性 

最适 pH：在不同 pH（7.0、7.5、8.0、8.5、9.0、

9.5）Tris-HCl 缓冲液中测定游离酶和 MCLEA 酶活，

比较不同 pH 下的酶活。  

pH 稳定性：在不同 pH（5.0、7.0、8.5、9.0、

10.0）Tris-HCl 缓冲液中将游离酶和 MCLEA 分别孵

育 0.5、1、2、3、4、5、6 h。测定每个时间点的酶

活并将每组实验中最高的酶活设定为 100%，计算不

同条件下的相对酶活（%）。 

1.5.3  最适底物浓度和米氏常数（Km） 

底物浓度会对酶促反应速率产生影响，随着底

物浓度升高酶促反应速率也会越快，为了研究游离

酶和 MCLEA在水相的最适底物浓度，配制含有 0.2、

0.5、1.0、2.0、3.0、4.0 和 5.0 g/L PC 的底物溶液，

在 37 ℃，0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）中测

定不同底物浓度下游离酶和 MCLEA 的酶活，将每

组最高酶活定为 100%，计算不同底物浓度下的相对

酶活（%），比较得出最适底物浓度。同时通过米氏

方 程 （ max

m

V cV
K c

 ， 其 中 ， V 为 酶 反 应 速 度 ，

µmol/(min·mg)；Vmax 为酶被底物饱和时的反应速度，

µmol/(min·mg)；c 为底物浓度，mol/L；Km 为米氏



·2466· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 40 卷 

 

常数，mol/L）来比较游离酶和 MCLEA 在水相中  

酶促最大反应速率达到一半时所需的底物浓度及

Km 值。 

1.5.4  Ca2+的影响 

PLD 的催化活性需要 Ca2+作为辅因子[11]。测定

在不同 Ca2+浓度（0、2.5、7.5、10、20 和 30 mmol/L）

下游离酶和 MCLEA 的酶活，将每组最高酶活设为

100%，计算不同条件下的相对酶活（%）。 

1.5.5  有机溶剂的影响 

选取 logP（油水分配系数）为–1.3~3.5 的 14 种

有机溶剂（二甲基亚砜、甲醇、乙腈、乙醇、四氢

呋喃、叔丁醇、乙酸乙酯、乙醚、正戊醇、氯仿、甲

苯、正辛醇、石油醚和正己烷），将游离酶和 MCLEA

分别在体积分数为 25%、50%和 75%的有机溶剂中混

合，25 ℃、200 r/min 振荡孵育 2 h。将未加有机溶

剂组确定为对照组，酶活设为 100%，计算不同条件

下的相对酶活（%）。 

1.5.6  重复使用性及半衰期 

在 1.5 mL 离心管中加入 200 µL 反应底物（含

有 1 g/L PC、10 mmol/L CaCl2 和体积分数为 0.1%的

曲拉通），加入 50 mg MCLEA，37 ℃振荡反应 10 min，

重复上述步骤多次（13 次）反应。每一次反应结束

后，用磁铁对 MCLEA 进行回收。对每一次收集的

MCLEA 测定酶活，设定第一批次酶活为 100%，计

算不同批次下的相对酶活(%)。MCLEA 酶活半衰期

按照 DINÇER 等[12]报道的方法计算。 

2  结果与讨论 

2.1  MCLEA 的制备 

2.1.1  沉淀剂的筛选 

亲水的有机溶剂可以降低水中蛋白的溶解性，

从而使得蛋白析出，但在使用的同时会损失酶活[13]，

因此选择适合的沉淀剂对后续保持较好的酶活回收

率有重要意义。不同沉淀剂对 scPLD 沉淀效果影响

见图 1A。如图 1A 所示，叔丁醇为沉淀时蛋白回收

率最低，为 68.25%±2.15%；甲醇、乙醇、异丙醇和

丙酮为沉淀时的蛋白回收率在同一水平，都在 100%

附近。从酶活回收率来看，乙醇作为沉淀剂时对酶

活影响最大，残余酶活只有 67.00%±3.22%，而异丙

醇 为 沉 淀 时 对 酶 活 影 响 最 低 ， 残 余 酶 活 为

88.00%±1.99%。综合考虑，选择异丙醇作为最佳沉

淀剂进行下一步研究。 

2.1.2  沉淀剂体积分数对 scPLD 沉淀效果的影响 

以 scPLD 的沉淀效果和残余酶活为指标，考察

异丙醇体积分数对 scPLD 沉淀效果的影响，结果见

图 1B。如图 1B 所示，随着异丙醇体积分数的增加，

蛋白回收率也随之增加，当异丙醇体积分数达到

80%时，蛋白完全沉淀。残余酶活也随着异丙醇体

积分数增加而增加，但当体积分数高于 80%，酶活

呈现下降的趋势，可能是沉淀剂体积分数过高时会

对 scPLD 产生毒害作用。BRADFORD 课题组[10]在

使用乙醇对商品化的 PLD 进行沉淀时，也得到相同

结果。因此，将异丙醇的体积分数确定为 80%。 
 

 
 

图 1  不同沉淀剂（A）及不同体积分数异丙醇（B）对

scPLD 沉淀效果的影响  
Fig. 1  Effect of different precipitants (A) and different 

volume fraction of isopropanol (B) on precipitation 
effect of scPLD 

 

2.1.3  Fe3O4 投入量对固定化 scPLD 酶活回收率和

蛋白回收率的影响 

以体积分数为 80%的异丙醇为最佳沉淀剂，继

续优化 Fe3O4 的投入量对固定化 scPLD 酶活回收率

和蛋白回收率的影响，结果如图 2 所示。从图 2 可

以看出，随 Fe3O4 投入量的增加，蛋白回收率先增

加后降低，磁性固定化 scPLD 的酶活回收率也呈现

先增加后降低的趋势，在 m(Fe3O4)∶m(scPLD)=5∶

1 时，酶活回收率最高，此时，固定化酶活为

(342.00±6.0) U/g。Fe3O4 投入量较少时，scPLD 没有

足够的载体可以结合，无法形成具有磁性的固定化

酶，导致在被 0.1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.0）反

复冲洗时，未结合 Fe3O4 颗粒的酶蛋白会被复溶。

此时增加 Fe3O4 的投入量，蛋白回收率和酶活回收

率都会增加。而当 Fe3O4 投入量过多时，酶蛋白可

以被充分固定，但单位质量载体固定的酶蛋白较少。

同时载体过多还会阻碍酶与底物之间的有效接触，
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从而导致固定化后 scPLD 的活性降低。因此，选择

m(Fe3O4)∶m(scPLD)= 5∶1 来固定化 scPLD。 

 

 
 

图 2  Fe3O4 载体与 scPLD 质量比对固定化 scPLD 酶活回

收率和蛋白回收率的影响 
Fig. 2  Effects of mass ratio of Fe3O4 carrier to scPLD on 

enzyme activity recovery and protein recovery of 
immobilized scPLD 

 
2.1.4  戊二醛浓度对固定化 scPLD 酶活回收率和蛋

白回收率的影响 

按照 1.4.5 节研究不同体积分数的戊二醛对固

定化 scPLD 酶活回收率和蛋白回收率的影响，结果

见图 3A。如图 3A 所示，随着戊二醛体积分数的增

加，蛋白回收率和固定化酶活都呈先上升后下降的

趋势。这可能是由于低体积分数的戊二醛不能交联

固定所有蛋白，而过高体积分数的戊二醛会改变酶

的四级结构[14]，影响酶活。此外，也有研究表明，

戊二醛是一种酶蛋白失活剂，它可以渗透到蛋白活

性位点，与必需氨基酸残基发生催化反应，最终导

致酶活性损失[15]。因此，确定交联剂戊二醛最佳体

积分数为 0.01%。 

2.1.5  交联时间对固定化 scPLD 酶活回收率和蛋白

回收率的影响 

戊二醛作为一种酶蛋白失活剂，它可以使酶活

性受到损害，在确定了戊二醛体积分数为 0.01%后，

按照 1.4.6 节实验方法考察了交联时间对固定化 scPLD

酶活回收率和蛋白回收率的影响，结果见图 3B。如图

3B 所示，酶活回收率随交联时间的增加而先增加，

在交联时间达到 80 min 时，固定化酶活达到最大，

为（437.00±6.60）U/g，此时，酶活回收率达到

72.89%，继续增加交联时间，酶活回收率骤然下降。

另外，蛋白回收率则随着交联时间增加而增加，在

80 min 时蛋白几乎完全被交联固定。因此，选择最

佳交联时间为 80 min。 

通过上述条件优化，确定了制备 MCLEA 过程

中的最优条件为：选择体积分数为 80%的异丙醇作

为沉淀剂，m(Fe3O4)∶m(scPLD)=5∶1，体积分数为

0.01%的戊二醛作为交联剂交联 80 min。 
 

 
 

图 3  戊二醛体积分数（A）和交联时间（B）对固定化

scPLD 酶活回收率和蛋白回收率的影响 
Fig. 3  Effects of glutaraldehyde volume fraction (A) and 

cross-linking time (B) on enzyme activity recovery 
and protein recovery of immobilized scPLD 

 
2.2  MCLEA 的性质研究 

2.2.1  MCLEA 的表征 

Fe3O4 载体和 MCLEA 的 FTIR 谱图见图 4A。 

由于==CH 键、C—O—C 键、O==C—NH 肽键、

NH 和 OH 键的存在，这些键的 FTIR 谱图分别会在

500~700、1050、1630、3000~3800 cm–1 处出现吸

收峰。通过比较 MCLEA 和 Fe3O4 的 FTIR 谱图发

现，MCLEA 在 500~700、1050、1630、3000~3800 

cm–1 处的吸收峰波数都比 Fe3O4 大（Fe3O4 载体在

1630 cm–1 处的微弱吸收可能是制备过程中的微量

蛋白污染造成），说明 scPLD 成功与 Fe3O4 结合，

制得了 MCLEA。 
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图 4  MCLEA 和 Fe3O4 的表征：FTIR 谱图（A）；Fe3O4

的 SEM 图（B）；MCLEA 的 SEM 图（C）；MCLEA

的磁场分离照片（D） 
Fig. 4  Characteristics of MCLEA and Fe3O4: FTIR spectra 

(A); SEM image of Fe3O4 (B); SEM image of 
MCLEA (C); Magnetic field separation photo of 
MCLEA (D) 

 

2.2.2  最适温度和热稳定性 

在低温条件（25~50 ℃）下酶活随着温度升高

而增加，但随着温度越来越高会使酶变性，从而使

酶活下降[16]。不同温度对游离酶和 MCLEA 活力的

影响见图 5A。如图 5A 所示，游离酶的最适温度是

57 ℃，MCLEA 的最适温度为 62 ℃，略高于游离

酶。这可能是 Fe3O4 的投入和交联，改变了 scPLD

的空间结构，增加了分子刚性，使得固定化后的

scPLD 的最适温度增加。  
 

 

 
 

图 5  游离酶和 MCLEA 的最适温度（A）；游离酶的热稳定性

（B）；MCLEA 的热稳定性（C） 
Fig. 5  Optimum temperature for free scPLD and MCLEA 

(A); Thermal stability of free scPLD (B); Thermal 
stability of MCLEA (C)  

 
游离酶和 MCLEA 的热稳定性如图 5B、C 所示。

与游离酶相比，固定化后的 scPLD 在 25~65 ℃的温

度范围内的稳定性得到不同程度的提高。尤其是在

高温环境下，游离酶在 65 ℃下孵育 6 h 后几乎测

不到酶活，而 MCLEA 的残余酶活还可以达到 15%

以上。推测是由于磁性 Fe3O4 颗粒作为载体吸附固

定化以及使用戊二醛交联过程中增加了 scPLD 酶

分子的刚性。此外，共价键的形成降低了固定化酶

结构的灵活性，从而使 MCLEA 表现出更高的热稳

定性[17]。 

2.2.3  最适 pH 和 pH 稳定性 

在 37 ℃下，测定游离酶和 MCLEA 在 7.0~9.5

的 pH 范围内的最适 pH，结果见图 6A。 
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图 6  pH 对游离酶和 MCLEA 的影响：最适 pH（A）；游

离酶的 pH 稳定性（B）；MCLEA 的 pH 稳定性（C） 
Fig. 6  Effect of pH on free scPLD and MCLEA: Optimum 

pH (A); pH stability of free scPLD (B); pH stability 
of MCLEA (C) 

 
如图 6A 所示，游离酶和 MCLEA 的酶活随着

pH 的升高而升高，在 pH 为 8.5 时达到最大值。当

pH 继续增大时，不论是游离酶还是 MCLEA 的酶活

都受到不同程度的损失。 

游离酶和 MCLEA 在不同 pH 下的稳定性如图

6B、C 所示。在不同 pH 下，MCLEA 稳定性均有所

提高，这一结果和 XIE 等[18]以 Fe3O4 为载体得到的

固定化脂肪酶类似。在 pH 为酸性时，游离酶和

MCLEA 酶活皆损失较多，但 MCLEA 的酶活仍可

以保留在 20%以上。在 pH 为中性和弱碱性时，二

者酶活损失都较少，其中，MCLEA 的残余酶活更

高，特别在最适 pH 8.5 的缓冲液中，酶活可达到

90%。当 pH 为强碱性时（pH 10），与游离酶相比，

MCLEA 的 pH 稳定性得到较大提升，在孵育 6 h 后

残余酶活依然达到 50%以上，此时游离酶酶活只有

20%左右。 

2.2.4  最适底物浓度和 Km 值 

酶的固定化通常会导致酶的活性中心不易暴

露，降低其与底物的接触[19]。为此，按照 1.5.3 节方

法进一步考察了底物浓度对游离酶活性和 MCLEA

活力的影响，结果见图 7A。如图 7A 所示，MCLEA

需要更高的 PC 浓度才能达到与游离酶相同的相对

酶活。这可能是固定化后酶与底物之间的传质阻力

增加所致。 

配制不同浓度（0.025、0.0625、0.075、0.250、

0.375、0.500 mol/L）的底物溶液，测定游离酶与

MCLEA 的酶活，以及不同底物浓度下游离酶与

MCLEA 的反应初速度（反应底物消耗 5%以内时的

反应速率）。因用米氏曲线作图所得 Vmax 为近似值，

所得的 Km 为近似值不够准确，所以为了更精确的获

得 Km 值，以底物浓度的倒数作横坐标，反应初速度

的倒数作为纵坐标制作 1/V-1/c 双倒数图，如图 7B、

C 所示〔c 为底物浓度，moL/L；V 为反应初速度，

µmol/(min·mg) 〕。根据拟合方程计算游离酶和

MCLEA 的 Km 值与最大反应速率 Vmax 分别为：

0.30396 mol/L、9.9009 µmol/(min·mg)和 0.36504 mol/L、

1.8932 µmol/(min·mg)。从上述数据可得出和游离酶

相比，MCLEA 的 Vmax 降低，Km 升高，推测 scPLD

被固定化后空间结构发生变化，与底物的亲和性  

变弱。 

 

 
 

图 7  游离酶和 MCLEA 的动力学表征：底物质量浓度影

响（A）；游离酶的双倒数作图（B）；MCLEA 的双

倒数图（C） 
Fig. 7  Kinetic characterization of free scPLD and MCLEA: 

Effect of substrate concentration (A); Lineweaver- 
Burk plot of free scPLD (B); Lineweaver-Burk plot 
of MCLEA (C) 

 
2.2.5  Ca2+对游离酶和 MCLEA 活力的影响 

Ca2+能够与 PLD 的活性中心结合，改变 PLD 的

空间结构，增强酶与底物之间的结合，促进形成具

有催化活性的中间酶-底物复合物[20]。Ca2+对游离酶

和 MCLEA 活力的影响见图 8A。 
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图 8  Ca2+和有机溶剂对游离酶和 MCLEA 酶活的影响：

Ca2+浓度的影响（A）；有机溶剂对游离酶的影响

（B）；有机溶剂对 MCLEA 的影响（C） 
Fig. 8  Effects of Ca2+ and organic solvents on activities of 

free scPLD and MCLEA: Effect of Ca2+ concentration 
(A); Effect of organic solvents on free scPLD (B); 
Effect of organic solvents on MCLEA (C) 

 

如图 8A 所示，游离酶和 MCLEA 的酶活随着

Ca2+浓度的增加而升高，游离酶的最适 Ca2+浓度为

10 mmol/L，MCLEA 的最适 Ca2+浓度为 20 mmol/L。

酶被固定化后空间结构发生变化，且与底物的亲和

性降低[21]，致使催化反应中需要更高浓度的 Ca2+。 

2.2.6  有机溶剂对游离酶和 MCLEA 活力的影响 

具有不同疏水性的有机溶剂能够使底物和酶在

发生酶促反应界面上的堆积密度不同[22]；具有不同

极性的有机溶剂会影响酶蛋白空间结构，对催化活

性有不同程度的影响。有机溶剂对游离酶和 MCLEA

活力的影响见图 8B、C。 

图 8B、C 中对应有机溶剂分别为二甲基亚砜

（Ds）、甲醇（Me）、乙腈（Ac）、乙醇（Et）、四氢

呋喃（Tet）、叔丁醇（Tb）、乙酸乙酯（Ee）、乙醚

（Eth）、戊醇（Pe）、氯仿（Ch）、甲苯（To）、辛醇

（Oc）、石油醚（Pet）、正己烷（He）、对照（CG）。

如图 8B、C 所示，对游离酶和 MCLEA 的酶活具有

失活作用的有机溶剂为：二甲基亚砜、甲醇、戊醇、

氯仿、辛醇、石油醚和正己烷 7 种有机溶剂，并且

随着有机溶剂体积分数的增加，对酶的毒害作用越

大。对游离酶和 MCLEA 的酶活具有激活作用的有

机溶剂为：乙醇、四氢呋喃、叔丁醇、乙酸乙酯、

乙醚和甲苯 6 种有机溶剂。这 6 种有机溶剂对

MCLEA 的激活作用要略弱于对游离酶的促进作用。

可能是 scPLD 被固定化后，空间结构发生改变，导

致与底物之间的亲和力降低，需要更高浓度的有机

溶剂才能最大程度的发挥其激活作用。基于这些结

论，在合成 PS 的过程中，可以将 PC 溶解在乙醇、

四氢呋喃、叔丁醇、乙酸乙酯、乙醚和甲苯等有机

溶剂中，与含有 scPLD 的 L-丝氨酸溶液按照合适的

比例混合，最大化增加酶与底物之间的亲和能力，

实现 PS 的高效合成。 

2.2.7  重复使用性及半衰期 

本研究使用磁性的 Fe3O4 将 scPLD 固定化，通

过外加磁场，实现 MCLEA 的分离回收。考察了

MCLEA 的重复使用，当 MCLEA 被重复使用 13 次

后，其酶活仍可保持在 76%以上，根据半衰期计算

公式[12]，计算出 MCLEA 的半衰期为 331.67 min。

与近几年使用其他方法制备的 PLD固定化酶进行综

合比较[23-27]可知，本研究固定化后的 scPLD 的稳定

性较强，酶活力损失较小且成本低，具有工业应用

前景。 

3  结论 

（1）选择具有磁性的 Fe3O4 为固定化载体，在

最佳固定化条件下〔体积分数为 80%的异丙醇作为

沉淀剂，m(Fe3O4)∶m(scPLD)=5∶1，体积分数为

0.01%的戊二醛作为交联剂，交联 80 min〕固定化

scPLD，得到的 MCLEA 的酶活回收率为 72.89%，

酶活为(437.00±6.60) U/g。 

（2）MCLEA 与游离酶相比具有更优的热稳定

性和 pH 稳定性，但由于对底物的亲和力降低，

MCLEA 需要更高浓度的 PC 和 Ca2+作为反应底物。

同时还发现乙醇、四氢呋喃、叔丁醇、乙酸乙酯、

乙醚和甲苯等有机溶剂对 scPLD 具有激活作用。另

外，MCLEA 在进行 13 次的酶促反应后，酶活仍保

留在 76%以上，半衰期为 331.67 min，在整个连续

催化过程，固定化酶的稳定性较强，酶活力损失较
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小具有工业应用潜力。 
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