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葡萄糖氧化酶在管状空心 SiO2 载体上的固定化
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摘　要 : 以针状 CaCO3 为无机模板 ,制作成新型固定化材料管状空心 SiO2 载体 ,用来固定葡萄糖氧化酶 ( GOD)。

研究了 p H值 ,温度和载体与 GOD的配比等对固定化酶活的影响。所得的最佳工艺条件为 :最佳载体和游离酶配

比为 016 g/ mL ;固定化酶的最适 p H值为 512 ;最佳反应温度为 32 ℃。和游离酶相比无论操作性还是稳定性都有提

高。
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引　言

葡萄糖氧化酶 ( GOD)和其他酶一样是由蛋白

质组成 ,其高级结构对所处的环境十分敏感。一般

情况下 ,对热、强酸、强碱 ,有机溶剂等均不够稳定 ,

在反应中容易失活。因此 ,固定化葡萄糖氧化酶显

得尤为重要。多种材料可应用于固定化葡萄糖氧化

酶[123 ] ,如氨基化硅胶[4 ] ,凝胶复合物[5 ]等。本文以

超重力反应沉淀法制备的针状碳酸钙为无机模板制

备管状空心 SiO2 ,并将其用于葡萄糖氧化酶的固定

化。

无机载体空心管状 SiO2具有良好的热稳定性、

机械稳定性、低毒性、高固定化率 ,便于底物和产物

的传递并能耐微生物和有机溶剂的影响。由于管状

空心 SiO2的独特结构和合成方法 ,其应用范围研究

仍处于初级阶段 ,无机载体空心管状 SiO2 仅在青霉

素酰化霉等有限的酶上进行过固定化研究[6 ]。本

文首次将其应用在固定 GOD 的研究上 ,研究了该

新型载体对葡萄糖氧化酶的固定化的工艺和稳定

性。

1　实验部分

111　实验材料

11111　实验原料　葡萄糖氧化酶 (保定长城临床试

剂有限公司 ,50 u/ mL ) ;氢氧化钠 ,磷酸二氢钾 ,磷

酸氢二钾 ,盐酸等均为分析纯。

11112　实验仪器　PB210型 p H计 (德国赛多利斯

公司) ,HJ23数显恒温磁力搅拌器 (国华电器有限公

司) ,透射电镜 H2800 (日本日立公司) ,J 2221型离心

机 (美国 Beckman公司) 。

112　载体制备

11211　针状碳酸钙无机模板的制备　本实验采用

碳化法在旋转填充床反应器中进行制备针状 Ca2
CO3 ,核心反应为碳化反应 ,即让 CO2 气体与 Ca

(OH) 2浆液在超重力反应器 (旋转填充床)中接触

并反应生成 CaCO3。碳酸钙工艺流程如图 1所示。

图 1　超重力碳化法制备针状 CaCO3 的工艺

Fig. 1　Flow diagram for preparation of CaCO3 templates

by a high gravity reactive precipitation

11212　管状空心 SiO2载体的制备　量取超重力床

生产的针状碳酸钙浆液 150 mL ,分别加入去离子水

50 g和 215 g十六烷基三甲基溴化铵 (CTMAB)搅拌

均匀后 ,加入一定量分析纯氨水和乙醇 ,搅拌 15 min

后 ,按 SiO2 和碳酸钙之间质量比为 0115 到 012 的

比例在溶液中加入正硅酸已酯 ( TEOS) ,搅拌 2 h ,过

滤 ,滤饼用适量乙醇冲洗 ,在烘箱中干燥 ,温度 90

℃;而后放置在马弗炉中焙烧 ,温度 650 ℃(采用程

序升温 1 ℃/ min) ,时间为 5 h。取出后用稀盐酸溶



解其中的碳酸钙模板 ,并维持溶液中的 p H小于 1 ,

过滤出 ,干燥即得管状 SiO2载体
[628 ]。

113　固定化酶的制备

采用包埋法 ,称取一定量已制备的载体于 100

mL 烧杯中 ,加入 50 mL 双重水 ,用移液管取 1 mL

游离酶于烧杯中 ,在一定时间及温度控制范围内让

酶固定到载体内 ,将载体离心取出 ,并用过量去离子

水冲洗滤饼 ,以去除未被包埋的酶分子以免影响测

试结果 ,待完全干燥后 ,将载体从离心管中回收 ,即

可得到所需要的固定化酶载体样品。

114　固定化 GOD酶活测定

采用滴定法进行酶活测定[9 ]。游离酶活力取

相对活力 ;固定化酶活力以实际值为准。

2　结果与讨论

211　针状碳酸钙及管状空心 SiO2的形态描述

适宜的添加剂浓度 ,较高的反应温度 ,较小的气

体流量 ,适宜的旋转床转速有利于文石型针状 Ca2
CO3的形成。在适宜的反应条件下 ,在旋转填充床

中可以成功制备出直径为 012～015μm、长度为

310～510μm、分散性良好的针状 CaCO3 粒子 ,文石

相比例为 88175 %。电镜图如图 2所示。

图 2　针状 CaCO3 粒子的 TEM照片

Fig. 2　TEM images of needle2like CaCO3

以针状碳酸钙为模版所制备的管状 SiO2 载体

电镜照片如图 3所示。从图 3中可以观察到制备的

载体粒径大 ,基本上为管状 ,单分散性好 ,没有团聚

现象。制备出来的管状空心 SiO2 具有良好的管状

结构 ,适宜游离酶快速扩散 ,而且能够固定大量的游

离酶 ,具有很好的固定化酶和蛋白性能。

212　各因素对固定化酶酶活的影响

21211　载体和游离酶配比对固定化酶酶活的影响

　管状空心 SiO2具有很好的载体性能 ,同其他载体

相比较 ,其特殊管道结构有利于固定化酶迅速达到

图 3　管状空心 SiO2 载体 TEM照片

Fig. 3　TEM images of porous hollow silica nanotubes

平衡吸附 ,而且能够比介孔材料容纳更多的酶。由

图 4可以看出 ,随着载体和游离酶配比的增加 ,固定

化 GOD的活力也不断增加 ,当其质量配比达到 016

g/ mL 后酶活增长趋于平缓 ,增加配比对酶活影响

不大。这是因为固定化时载体的加入量对酶的固定

化有很大影响 ,一方面 ,载体的加入量越多 ,给酶的

固定化提供了更大的空间 ,固定上去的酶更多 ,对固

定化有利。另一方面 ,所提供的游离酶毕竟有限 ,即

便载体再多由于游离酶数量的限制 ,到达一定程度

后 ,酶的固定化达到饱和。载体量多了反而造成浪

费 ,降低了载体的利用效率。综合考虑固定化的经

济实用性 ,配比为 016 g/ mL 时为最佳。

图 4　载体和游离酶不同配比对酶活回收率的影响

Fig. 4　The effect of the ratio of carrier to enzyme

on the PGA loading process

21212　固定化 GOD的最适 p H值　管状空心 SiO2
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具有的热稳定性和抗有机溶剂腐蚀的特性也比高分

子材料具有更好的固定化性能。其应用在固定化

GOD时能提高酶对 p H和温度的适应范围 ,提高酶

的操作和储藏稳定性 ,由图 5可以看出固定化 GOD

比游离 GOD具有更广泛的 p H适应范围 ,且保持了

较高的酶活 ,说明了固定化 GOD能够提高酶的 p H

耐受能力。另外 ,由于固定化材料略显酸性 ,固定化

GOD的最适 p H值要比游离 GOD低 (最适 p H值分

别为 512和 516) 。当 p H在 5左右时游离酶达到最

大活力 ,而固定化酶并未达到最适 p H值 ,活力低于

游离的固定化酶。

图 5　固定化 GOD和游离 GOD的最适反应 p H值

Fig. 5　The effect of p H on the activity of immobilized

GOD and free enzyme

图 6　固定化 GOD和游离 GOD的最适反应温度

Fig. 6　The effect of temperature on the activity of

immobilized GOD and free enzyme

21213　固定化反应最适温度　随着温度的提高酶

的反应速率加快 ,但同时 GOD 也在逐渐变性而失

去活力引起酶反应速率的下降 ,当酶活的增长速率

和酶的失活速率相等时 ,产生酶的最适反应温度。

由图 6可以看出 ,固定化 GOD和游离 GOD的最适

温度分别为 32 ℃和 28 ℃,实验结果表明 ,固定化

GOD明显比游离 GOD 有更宽的温度适应范围 ,提

高了游离酶的耐热性 ,使其有了更广泛的温度应用

范围。

21214　固定化酶的热稳定性 　将固定化 GOD 和

游离 GOD分别置于 60 ℃温水中 ,考察其热稳定性。

结果如图 7所示 ,固定化 GOD和游离 GOD的活性

都随着时间的增加而降低 ,因为在高温下 ,酶随着时

间的延长而逐渐变性 ,导致酶活的下降。固定化

GOD活性的降低速率明显比游离 GOD缓慢 ,这说

明固定化能明显提高 GOD的热稳定性。

图 7　固定化酶的热稳定性

Fig. 7　The effect of storage time on the activity of

immobilized GOD and free enzyme

21215　固定化 GOD的贮藏稳定性　由图 8可以看

出 ,固定化 GOD和游离 GOD的活性随着时间的增

加而降低 ,因为酶随着贮藏时间的延长而变性失活。

固定化酶对于游离酶的一个实用优势就是能保存更

长时间的活力。由图 8 可以看出 10 d 后固定化

GOD的酶活仍高于 50 % ,明显高于游离 GOD的活

性 ,这说明固定化能明显提高酶的贮藏稳定性。

图 8　固定化 GOD的贮藏稳定性

Fig. 8　The stability of stored immobilized GOD

3　结论

以针状 CaCO3为无机模板 ,制作成新型固定化

材料管状空心 SiO2 载体 ,用来固定葡萄糖氧化酶

( GOD) 。所得的最佳工艺条件为 :最佳载体和游离
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酶配比为 016 g/ mL ;固定化酶的最适 p H值为 512 ;

最佳反应温度为 32 ℃。和游离酶相比无论操作性

还是稳定性都有提高。
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Hollow sil ica nanotubes for immobilization of glucose oxidase enzyme

J IAN G LiWei1 　YUAN QiPeng1 　XIAO Qing Gui2

(11College of Life Science and Technology ; 21Research Center of the Ministry of Education for High

Gravity Engineering and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract : Porous hollow silica nanotubes ( PHSN Ts) have been synthesized via a sol2gel route using nano2sized

needle2like CaCO3 as the inorganic template and employed as a support for immobilization of Glucose Oxidase en2
zyme ( GOD) biocatalyst . The effect of varying factors such as phosphate buffer p H , immobilization temperature

and ratio of carrier to free GOD (g/ mL) on the activity of immobilized GOD are discussed. The optimum condi2
tions were found to be as follows : ratio of carrier to free GOD (g/ mL) 016 g/ mL , phosphate buffer p H 512 ,

immobilization temperature 28 ℃. The results show that under optimized conditions the efficacy and stability of

GOD are improved relative to the free enzyme.

Key words : enzyme immobilization ; glucose oxidase enzyme ( GOD) ; hollow silica nanotubes ; needle2like Ca2
CO3
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