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摘要!游离磷脂酶价格昂贵且稳定性差限制了其应用!固定化技术使酶稳定性增强!可以反复使用!

降低了成本!极大地拓宽了酶的应用范围% 性能优良的固定化酶应具备成本低&稳定性高和催化活

性高等特性% 载体材料不仅是固定化酶的重要组成部分!还是影响固定化酶性能的因素之一% 对

磷脂酶固定化载体材料主要从无机材料&有机材料&复合材料以及无载体 / 个方面进行综述!并对

磷脂酶固定化载体材料发展方向予以展望!为固定化磷脂酶研究在载体材料上的选择提供了参考
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<<磷脂酶是一类存在于生物体内)能水解甘油磷

脂的酶#在油脂中发挥重要作用$ 依据磷脂酶催化

磷脂裂解位点的不同分为 = 类&磷脂酶 L

#

#磷脂酶

L

!

#磷脂酶 F#磷脂酶 >和磷脂酶 c$ 然而#磷脂酶

在自然界中含量低#价格高昂#在酸)碱)热和有机溶

剂中不稳定#且难以回收利用#限制了其在工业上的

应用$ 磷脂酶的固定化成为改进这些不足的关键$

所谓固定化#就是将水溶性酶通过物理或化

学方法束缚或者包埋在水不溶性载体中'#(

$ 固定

化磷脂酶在保留了磷脂酶特有的高效性和专一性

的同时#也提高了磷脂酶的稳定性#极大地降低了

成本#工业化操作变得简单#使大规模工业化应用

成为现实'!(

$
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载体不仅是固定化酶的重要组成部分#还是影

响固定化酶性能的因素之一'&(

$ 选择适宜的载体

有利于提高固定化酶的各种性能$ 关于载体材料的

选择#可以从以下几点考虑&载体物化性质#如形状)

大小)孔径)机械强度)耐酸碱)耐高温和耐生物降解

能力等%载体材料的获得#载体材料廉价易得#是实

现大规模工业化应用的关键%能否再生#对于价格昂

贵的载体#再生利用能降低成本#环保节能等$ 合适

的载体材料是酶固定化工艺研究的重点$ 本文对近

几年来磷脂酶固定化载体材料进行了综述并予以

展望$

:;无机载体材料

无机材料是指能从自然界直接获取的无机物或

者混合其他物质制成的材料$ 无机材料具备廉价易

得)机械强度大)耐酸碱)耐有机溶剂)耐微生物腐蚀

等优点#但无机材料结构难以控制#与酶结合能

力差$

近几年来#为获得理想的无机载体材料#学者们

通常会在无机材料表面修饰上活泼的功能基团或者

利用新的固定化技术将磷脂酶固定在无机材料上$

陶明等'/(使用硅烷偶联剂 lM==" 水溶液对无机材

料凹凸棒土进行活化#活化后的凹凸棒土用于固定

化磷脂酶 L

#

#显示出较好的酶活回收率和热稳定

性$ Q-等'=(利用新的固定化技术对磷脂酶进行固

定化#先使用 =I的大豆卵磷脂对磷脂酶L

#

进行生

物印迹#再通过无机材料硅藻土对生物印迹后的磷

脂酶L

#

固定化#固定化酶在卵磷脂%己烷溶液中的

活性提高了 &"3( 倍#显著改善了磷脂酶 L

#

在有机

溶剂中的酶学性质$

新型无机材料也成为固定化磷脂酶的考虑对

象$ 新型无机材料是指近几年开发的具有优异性能

的无机材料#如无机纳米材料)介孔分子筛$ 无机纳

米材料具备生物相容性良好)比表面积大等优点而

成为固定化磷脂酶的优良载体材料'0(

$ 其中#纳米

二氧化硅对大分子物质吸附能力强#且含有功能基

团而受到广泛关注$ Q-等''(以纳米二氧化硅为核

心#通过吸附)沉淀和化学交联等手段形成*酶网+

覆盖在其表面$ 固定化酶的酶活约为游离酶酶活的

#3#= 倍$ 对固定化磷脂酶c酶学性质研究表明#与

游离磷脂酶c相比#固定化磷脂酶c的热稳定性明

显提高#_M适应性显著增强#动力学研究表明固定

化酶催化活性和酶与底物亲和性增加$ 在 /D#固

定化酶的半衰期为 '" ;#约为游离酶的 !3& 倍$ 在

连续使用 #! 批次后#固定化磷脂酶 c的初始反应

速率大于第一批次的 ="I#表明采用该材料固定化

的磷脂酶c催化活性高#稳定性强$ 介孔分子筛凭

借其内部孔径可调)比表面积大和酶在孔道中易扩

散等优点#成为固定化酶载体材料的热点$ 介孔分

子筛已被广泛应用于固定化
!

%葡萄糖苷酶'$(

)青

霉素@酰化酶'((等#但将其应用于固定化磷脂酶的

研究仍处于空白$

#;有机载体材料

有机载体材料是直接利用有机材料或对有机材

料进行物理或化学改性制成的材料$ 有机材料包括

天然高分子材料和合成高分子材料两类$

!3#<天然高分子材料

天然高分子材料来源于自然界中#是一种来源

广泛且取之不竭的可再生资源#具有无毒环保)容易

改性和生物相容性良好等优点#常被作为固定化酶

的载体材料$ 近年来#常用于磷脂酶固定化的天然

高分子材料为天然多糖#如壳聚糖)纤维素和海藻酸

钠等$

壳聚糖化学性质稳定#耐热性好#含大量活性基

团氨基$ 孙万成等'#"(将壳聚糖)戊二醛与磷脂酶

L

#

同时加入反应体系中#使载体)交联剂和酶充分

接触#克服了传统方法导致的酶活回收率偏低的缺

陷$ 与此同时#固定化磷脂酶 L

#

热稳定性明显提

高#_M向碱性偏移#动力学反应表明固定化酶与底

物亲和力增强#有利于酶促反应$

纤维素不易被微生物分解#且含有大量羟基#羟

基能通过化学反应带有多种活泼的官能团#而与酶

上的官能团发生共价反应固定化酶$ 于殿宇等'##(

以高碘酸钠活化的纤维素滤纸膜固定化磷脂酶 L

#

$

与游离磷脂酶 L

#

相比#固定化磷脂酶 L

#

的 _M耐

受性和温度稳定性增强$ 重复使用 ' 次后#固定化

磷脂酶 L

#

催化活性仍有初始活性的 0=I以上$

d];等'#!(以三醋酸纤维素作为载体固定化磷脂酶#

三醋酸纤维素比普通的纤维素更疏水#在脂肪酶固

定化中表现出良好的性能#是固定化磷脂酶的良好

候选载体材料$ 磷脂酶 L

#

在三醋酸纤维素中的固

定化率在 0" +-8内达到 ('3#I#酶活为 ('=3$ NHT$

固定化后的磷脂酶 L

#

具有良好的热稳定性和 _M

稳定性$

天然高分子材料安全无毒#符合绿色生产的要

求#与酶结合能力良好#固定化条件温和#操作简易#

具有广阔的应用前景$ 天然高分子材料固定化磷脂

酶已被成功应用于生产实践中#如陈丽萍等'#&(将海

藻酸钠固定的磷脂酶L

#

应用于大豆油脱胶#脱胶后

#=
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测得大豆油中磷含量为 (3$' +THfT#符合油脂中低

磷含量要求$

!3!<合成高分子材料

合成高分子材料具备机械强度高)物理化学性

质确定等优点而受到研究者们的喜爱$ 应用于磷脂

酶固定化的合成高分子材料主要为合成树脂类#合

成树脂大多通过简单的吸附作用与磷脂酶结合#对

酶结构的破坏较小$

Q-7等'#/(以阴离子交换树脂 c!"! 固定化磷脂

酶L

#

#酶活达到 # 0$! NHT#酶活残留率为 &&3"I$

利用固定化酶催化大豆油甘油解生产功能性食用油

甘油二酯!cL@"#在 /=D反应 #! E#cL@产量为

=&3(I#与游离酶!=/3'I"接近$ 固定化酶连续使

用 !$ 批次后#cL@产量为 &#3$I#而游离酶在连续

使用 #" 次后#cL@产量仅 !#3(I$ Q-等'#=( 以

c&$" 树脂对磷脂酶 L

#

进行固定#得到的固定化酶

活力为 '!"3(= NHT$ 利用酯交换反应体系催化合

成cMLH)CL型磷脂#固定化磷脂酶L

#

的催化效果

远高于游离磷脂酶L

#

$ 反应 !/ E后#以固定化磷脂

酶L

#

作为催化剂#cMLH)CL总结合率为 #(3=I#

然而以游离磷脂酶 L

#

作为催化剂#cMLH)CL的总

结合率仅为 '3/I$ 固定化酶重复使用 0 次后#残

存的酶活力仍可达到 /$3(I$ 聚苯乙烯二乙烯苯

树脂'#0(和c""# 树脂'#'(也被用于磷脂酶的固定化

研究$

以上结果表明#合成树脂固定化磷脂酶催化活

性优良#将其应用于生产实践中#产品产量及固定化

磷脂酶重复使用性均优于游离酶$ 此外#合成树脂

固定化磷脂酶还被用于大豆油脱胶'#$(

)催化制备果

糖月桂酸单酯'#((

)cML型磷脂'!"(

)磷脂酰丝氨

酸'!#(

)富含共轭亚油酸磷脂'!!(等中$

<;复合载体材料

复合材料是一种混合物#由两种或两种以上材

料通过物理或者化学手段组合而成$ 复合材料的性

能不单是简单地单一材料性能的相加#还可能通过

复合效应产生原材料不具备的新性能$ 常见的固定

化磷脂酶复合材料包括天然高分子复合材料)合

成%天然高分子复合材料以及无机 %有机复合

材料$

&3#<天然高分子复合材料

将天然高分子材料如海藻酸钠)壳聚糖和明胶

组合是常见的固定化磷脂酶材料#如海藻酸钠和壳

聚糖复合物固定化磷脂酶 L

#

'!&(

)磷脂酶 L

!

'!/(

#海

藻酸钠和明胶复合物固定化磷脂酶 L

#

'!=(

#最大酶

活回收率均大于 0"I#重复使用性优良$ 与游离磷

脂酶相比#固定化后磷脂酶的热)_M稳定性均得到

提高$ 张智等'!0(分别采用海藻酸钠)海藻酸钠 %壳

聚糖和海藻酸钠 %明胶为载体固定化磷脂酶 L

#

$

重复使用 / 次后#两种复合材料固定化磷脂酶L

#

的

相对酶活仍保留在 $"I左右#而以单一材料为载体

固定化磷脂酶 L

#

的相对酶活仅剩 ="I$ 研究表

明#复合材料固定化磷脂酶的操作稳定性高于单一

材料固定化磷脂酶$

复合天然高分子材料提高了酶的稳定性和重复

使用率#扩大了固定化磷脂酶的应用范围$ 目前#复

合天然高分子材料固定化磷脂酶主要用于油脂脱

胶#如海藻酸钠和壳聚糖的复合材料固定化磷脂酶

用于大豆油脱胶'!'(和菜籽油脱胶'!$(

#海藻酸钠和

明胶的复合材料固定化磷脂酶用于冷榨菜籽油脱

胶'!((

#脱胶效果均较好$

&3!<合成%天然高分子复合材料

合成 %天然高分子复合材料固定化磷脂酶#兼

具合成高分子材料和天然高分子材料的优点$ 时敏

等'&"(将纤维素衍生物醋酸纤维素制成铸膜液#涂在

聚四氟乙烯基膜表面#得到复合膜固定化磷脂酶

L

#

$ 聚四氟乙烯基膜为多孔状结构#有利于酶分子

的附着#醋酸纤维素提供活性基团$ 固定化磷脂酶

L

#

的最大酶活力为 /3" NH4+

!

$ YE,8 等'&#(将一定

量的磷脂酶L

#

溶液加入充分溶解的海藻酸钠和聚

乙烯醇溶液中#然后注入硼酸和氯化钙混合溶液中#

浸泡若干分钟#形成微球$ 聚乙烯醇提高了微球的

机械强度#海藻酸钠形成多孔结构有利于磷脂酶 L

#

进入且能抑制微球聚集在一起$ 固定化磷脂酶 L

#

最高酶活达到 #!03=" NHT#固定化效率达到

$=j&!I$ 重复使用 $ 次后#固定化磷脂酶 L

#

仍然

保留了 ="3&'I的初始酶活$ 在 /D储存 0 周后#固

定化磷脂酶L

#

酶活为初始酶活的 '$3=$I$

固定化酶的催化活性)重复使用性和操作稳定

性都较好#且结合了两种材料的优点#但目前对于合

成%天然高分子材料固定化磷脂酶的研究较少$

&3&<无机%有机复合载体材料

无机 %有机复合材料固定化磷脂酶#多采用有

机高分子材料包裹无机纳米粒子形成纳米复合微球

固定化磷脂酶$ 梁江'&!(以壳聚糖包裹纳米二氧化

硅为载体固定化磷脂酶c#纳米二氧化硅提供核#壳

聚糖提供大量活性基团$ 固定化酶催化效率是游离

酶的 #3#0倍#_M耐受性变宽%重复使用 ' 次后#仍有

0"I的残余酶活%保存 '" ;后#酶活剩余 ="I$

复合纳米微球催化活性)操作和储藏稳定性均

!=
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良好#但复合纳米微球从反应体系中分离回收困难#

易造成损失'&&(

$ 磁性纳米微球由磁性纳米粒子与

有机材料复合而成$ 磁性纳米粒子表面可通过包裹

或接枝作用结合含多种功能基团的有机材料$ 通过

外部磁铁作用#固定化酶与反应体系能快速分离%撤

除外部磁铁#固定化酶能稳定悬浮在反应体系中$

因此#磁性纳米微球是良好的固定化酶材料'&/(

$

P7等'&=(使用 d:

&

?

/

HB-?̀ %T%C!@AL"磁性

纳米微球固定化磷脂酶L

#

#扫描电子显微镜结果表

明形成的纳米微球直径约为 !=" 8+$ 在最优条件

下#固定化效率为 0/3'I#酶活为 ! "0030' NHT$ 与

游离磷脂酶 L

#

相比#固定化磷脂酶 L

#

的 _M和温

度稳定性更好$ 将固定化酶用于大豆油脱胶#脱胶

' E后#脱胶油中磷含量为 (30 +THfT#低于传统的

水化脱胶! n#" +THfT"$ ==D脱胶 #" 次后#残余

酶活为初始酶活的 $"I以上$ K7等'&0(使用该载体

固定化磷脂酶 L

!

#得到的酶固载率及催化活性最

大#分别为 #!!30" +THT和 # !$( NHT#用于大豆油

脱胶#脱胶油磷含量为 (3$ +THfT#使用 = 次后#酶

活损失较小$ 目前#磁性纳米微球越来越受到国内

外研究者的重视#如固定化碱性蛋白酶'&'(

)脂肪

酶'&$ %&((

#但将磷脂酶固定在磁性纳米粒子上的研究

并不多见$

=;无载体%%%交联酶聚集体#!OH73$

>Q)LX不需要载体#操作简单#酶活性中心未

被破坏#酶活回收率极高#极具开发价值'/"(

$ 鱼

园'/#(以磷脂酶 c制备 >Q)LX#最大催化活性为

#=j0! NH+T#酶活回收率为 $0I#重复使用 #" 个批

次后#酶活为初始酶活的 ==I$ 然而#无载体固定

化酶难以回收)机械强度差#因此人们考虑对>Q)LX

进行改进$ 王妍等'/!(将磷脂酶 L

#

制备成 >Q)LX#

然后使用海藻酸钙凝胶进行包埋#增强了机械强度#

克服了其不易回收的缺陷$ 固定化酶的耐热性高于

游离酶#且更耐碱%重复使用 0 个批次后#固定化酶

酶活仍保持 0=I以上$

>;结束语

对磷脂酶固定化载体材料的研究从未停止#由

早期的单一材料发展到复合材料#由直接使用自然

界的已有材料到对已有材料进行改性和使用新型材

料#有效提高了磷脂酶的稳定性和催化活性#扩大了

磷脂酶的应用范围$ 对磷脂酶固定化载体材料的选

择#需要综合考虑多方面因素#包括载体材料的来

源)理化性质)应用环境等#优良的载体材料需要与

酶及应用相匹配$ 随着化工)材料和生物技术的发

展#根据磷脂酶特性和固定化需要设计制备性能优

良的载体将成为磷脂酶固定化材料的重要选择方

向#这需要研究者们更深入掌握磷脂酶的物化特性

和应用环境$
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