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三组分大孔树脂的合成及其在脂肪酶固定中的应用
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摘　要：以甲苯和正庚烷为致孔剂，采用悬浮聚合法合成了三组分甲基丙烯酸缩水甘油酯－二甲基丙烯酸乙二醇酯－
丙烯酸丁酯（ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ）环氧基大孔树脂，并应 用 于 脂 肪 酶 的 固 定。结 果 表 明，加 入 第 三 单 体 丙 烯 酸 丁 酯

后，同ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ相比较，ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树脂的孔径变大，其固定化酶量提高约１倍 （达２０ｍｇ／ｇ）；同 游

离酶相比较，固定化酶对温度和ｐＨ值的适应性有所提高，其活性恢复达到８３．３％以上。
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　　脂肪酶是一种重要的生物催化剂，有很高的工业应用价值。在化学合成方面，脂肪酶可以合成和水解多

种酯类。但由于对使用环境的要求非常苛刻且很难回收利用，大大限制了脂肪酶在工业中的应用。为了提

高脂肪酶的应用性能，进 行 了 大 量 脂 肪 酶 固 定 化 研 究［１－５］，发 现 树 脂 的 极 性 对 固 定 化 酶 量 有 很 大 的 影 响。

Ｇｒｏｓｓ等［６］发现，当树脂的极性小时，可以提高树脂对脂肪酶的吸附量；Ｂｌａｎｃｏ等［７］发现，辛基修饰的介孔分

子筛非常有利于脂肪酶的固定化。因此合成含有疏水基团的树脂，可以提高树脂对脂肪酶的固定量。
本研究合成了含有疏 水 基 团 的 甲 基 丙 烯 酸 缩 水 甘 油 酯－二 甲 基 丙 烯 酸 乙 二 醇 酯－丙 烯 酸 丁 酯（ｇｌｙｃｉｄｙｌ

ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ－ｅｔｈｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ　ｄｉｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ－ｂｕｔｙｌ　ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ，ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ）环氧基大孔树脂，并将

其应用于脂 肪 酶 的 固 定；比 较 了 ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ和 ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ 两 种 树 脂 的 固 定 化 酶 量 大 小，及

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ固定化酶和自由酶对温度和ｐＨ值的稳定性差异。

１　实验部分

１．１　试剂与仪器

甲基丙烯酸缩水甘油酯和二甲基丙烯酸乙二醇酯（工业级，山东鲁抗立科药物化学有限公司提供），丙烯
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酸丁酯（天大化学试剂厂），１０万Ｕ／ｇ的脂肪酶，橄榄油（阿拉丁试剂），考马斯亮蓝Ｇ２５０（国药集团化学试剂

有限公司）、聚乙烯吡咯烷酮Ｋ９０、吡啶、甲苯、正庚烷、聚乙烯醇等均为分析纯。

ＤＦ－１０１ｓ集热式恒温加 热 磁 力 搅 拌 器（郑 州 长 城 科 工 贸 有 限 公 司），ＳＨＡ－Ｂ恒 温 振 荡 器（国 华 企 业），

ＬＤＬ－４台式离心机（上海安亭科学仪器厂），７５２Ｎ紫外可见分光光度计（凌光），Ｑｕａｎｔａ　２００环境扫描电子

显微镜（ＦＥＩ公司），ＩＲＰｒｅｓｔｉｇｅ－２１傅立叶变换红外光谱仪（岛津公司）。

１．２　树脂的合成

１．２．１　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树脂的合成

在２５０ｍＬ四口瓶 中 加 入１００ｍＬ去 离 子 水 为 溶 剂，１％的聚乙烯吡咯烷酮为分散剂，油水比为７∶１，

ＥＧＤＭＡ、ＧＭＡ和ＢＡ所构成的单体相的摩尔比为５５∶４０∶５，甲苯和正庚烷为致孔剂、二者体积比为４∶１，

水浴升温至５０℃ ，保持１ｈ，然后７０℃反应４ｈ，最后在８０℃保温３ｈ。反应结束后，待体系冷却至４０℃左

右时，抽滤，然后将树脂分散于一定量的丙酮中缓慢磁力搅拌（重复三次），每次２０ｍｉｎ，最后用大量去离子

水冲洗，４０℃下真空干燥２４ｈ。

１．２．２　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ树脂的合成

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ的树脂的合成步骤同上面相同。其中，ＧＭＡ和ＥＧＤＭＡ的摩尔比为４∶６。

１．３　树脂的性能检测

１．３．１　树脂溶胀性能测试

将树脂在水、甲醇、甲苯、正庚烷中进行溶胀，溶胀率为

Ｗ＝Ｓ－Ｓ０Ｓ ×１００％。

其中，Ｓ和Ｓ０ 分别为树脂溶胀后和溶胀前的质量，ｇ。

１．３．２　树脂组成的测试

采用红外光谱仪测试树脂的组成。在红外灯照射下，取少量样品和干燥的ＫＢｒ粉末一起混匀研细，然

后压制成透明的薄片，测量波数范围为４００～４　０００ｃｍ－１的红外图谱。

１．３．３　树脂表面结构的测试

采用环境扫面电镜测试树脂的表面结构。取少量样品加乙醇后置于试管中超声振荡使其充分分散于玻

片上，然后喷金，晾干后用环境扫描电镜观察粒子的表面结构。

１．４　固定化酶的制备

１．４．１　脂肪酶溶液的配置

称取一定量的酶粉，将其溶解于０．１ｍｏｌ／Ｌ的ｐＨ为７．０的磷酸盐缓冲溶液中配成５ｍｇ／ｍＬ的酶溶

液，在２　０００ｒ／ｍｉｎ的转速下离心１０ｍｉｎ，取上清液，４℃下储存使用。

１．４．２　固定化酶的制备

取１ｇ树脂（湿）加入到１００ｍＬ锥形瓶中，加入１０ｍＬ上述脂肪酶溶液和４０ｍＬ　ｐＨ ＝７．０的磷酸盐缓

冲溶液，在３７℃恒温振荡器中，以１５０ｒ／ｍｉｎ固定２４ｈ。固定完后，抽滤并用５０ｍＬ缓冲溶液清洗树脂。

１．５　固定化酶量的测试

采用Ｂａｒｄｆｏｒｄ方法测试脂肪酶的浓度，标准曲线采用牛血清蛋白绘制。

取０．５ｍＬ固定化前、固定化后和用于冲洗固定化酶后的树脂的酶溶液，加入０．５ｍＬ　ｐＨ ＝７．０的缓冲

溶液和５．０ｍＬ的显色剂，在５９５ｎｍ测试吸光光度值，同标准曲线对比，从而得到固定化酶量。固定化酶量

由下式计算：

Ｉ＝Ａ－Ｂ－Ｃｍ
（ｍｇ／ｇ）。

其中：Ａ、Ｂ分别为固定化前、固定化后的酶含量，ｍｇ；Ｃ是冲洗 固 定 化 酶 树 脂 的 酶 含 量，ｍｇ；ｍ 为 树 脂 的 质

量，ｇ。
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１．６　酶活性的测定

１．６．１　乳化液的制备

将４０ｇ聚乙烯醇溶于 去 离 子 水 中，定 容 至１　０００ｍＬ；取２００ｍＬ配 置 好 的 聚 乙 烯 醇 溶 液，然 后 加 入

５０ｍＬ橄榄油，在２　５００ｒ／ｍｉｎ的转速下乳化０．５ｈ（４℃下储存）。

１．６．２　酶活性的测定

采用比色法检测酶的活性［８］，配置５％的硫酸铜溶液，然后用吡啶调节ｐＨ值至６．１０～６．１５，作为油酸

的显色剂，测定酶的活性。

２　结果与讨论

２．１　树脂的结构

图１为ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ（Ａ）树脂和ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ（Ｂ）树脂放大１２　０００倍后的电镜照片，可以看出，

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树脂的孔径比ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ树脂的大，但是ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ的孔径分布更均匀一些。
根据大孔树脂的成型原理，孔径大小与相分离的早晚有关：相分离发生的早，孔径大；相分离发生的晚，孔径

小。加入第三单体ＢＡ后，降低了树脂在致孔剂中的溶解性，使相分离时间提前，所以可以形成较大的孔径。

图１　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ（Ａ）树脂和ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ（Ｂ）树脂电镜照片

Ｆｉｇ．１　ＳＥＭ　ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ（Ａ）ｃａｒｒｉｅｒ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ（Ｂ）ｃａｒｒｉｅｒ

图２　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ和ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ
树脂的溶胀性能柱状图

Ｆｉｇ．２　Ｓｗｅｌｌｉｎｇ　ａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ　ａｎｄ

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ　ｃａｒｒｉｅｒｓ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｇｅｎｔｓ

２．２　树脂溶胀性能检测

　　图２列出树脂在水、甲醇、甲苯和正庚烷等不同

极性溶剂中的溶胀度。可以看出，在高极性溶剂水

和 甲 醇 中，ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ 树 脂 的 溶 胀 度 比

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ树 脂 的 溶 胀 度 小，这 是 因 为 极 性 较

小的ＢＡ单体的引入代替了一部分极性较大的ＥＧＤ－
ＭＡ单体，使树脂的极性基团数目减少，从而溶胀度

减小。相反，在甲苯和正庚烷等极性较小的溶剂中，

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树 脂 的 溶 胀 度 比 ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ
树脂的 溶 胀 度 大。这 是 由 于ＢＡ的 加 入，引 入 了 丁

基，增加了非极性基团的数目，使得树脂的极性下降，
所以ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树脂在极性较小的溶剂中的

溶胀度比ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ树脂的溶胀度大。
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表１　ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ和ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ固定化酶量和活性恢复表

Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｈｉｒｄ　ｍｏｎｏｍｅｒ　ｏｎ　ｌｏａｄｉｎｇ　ａｎｄ

ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｌｉｐａｓｅ

树脂 固定化酶量（ｍｇ酶／ｇ湿树脂） 活性（Ｕ／ｍｇ酶）

自由酶 － ９５．３

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ　 ２０．０　 ７９．４

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ　 ９．８　 ７０．２

２．３　第三单体对固定化脂肪酶的影响

表 １ 列 出 了 ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ 和

ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ两 种 树 脂 对 脂 肪 酶

的固定化量和活 性 恢 复，以 及 自 由 酶 的

活性 恢 复。可 以 看 出，ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－
ＢＡ的固定化酶量是ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ的

两倍，为２０ｍｇ／ｇ湿 树 脂，活 性 恢 复 也

有较大的 提 高，达 到８３．３％。结 合２．１
的结果，说明ＢＡ的加入，树脂孔径增大，本身极性减小，使固定化酶量和活性恢复有较大的提高。

２．４　固定化酶的使用条件

图３为自由酶和ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ固定化酶不同温度下的活性恢复，可以看出，二者的最佳使用温度

均为３５℃，在４５℃以下二者的活性恢复相差不多；当温度升高到５０℃以上时，自由酶的活性下降很快，而
固定化酶的活性下降较慢，说明脂肪酶经ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树脂固定化后，热稳定性得到提高。

图４为在最佳温度３５℃下，不同ｐＨ值缓冲溶液中自由酶和固定化酶的活性恢复。从图中可以看出，
二者的最佳ｐＨ值基本相同，但自由酶的活性随ｐＨ值的变化较大，而固定化酶在值ｐＨ为５．５～８．５时其

活性恢复高达９０％，说明脂肪酶经ＧＭＡ－ＥＧＤＭＡ－ＢＡ树脂固定化后，对ｐＨ的稳定性得到极大地提升。

图３　温度对自由酶和固定化酶活性的影响曲线图
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图４　ｐＨ对自由酶和固定化酶活性的影响曲线图
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３　结论

采用悬浮聚合方法合成了三组分甲基丙烯酸缩水甘油酯－二甲基丙烯酸乙二醇酯－丙烯酸丁 酯（ＧＭＡ－
ＥＧＤＭＡ－ＢＡ）环氧基大孔树脂，并 对 其 进 行 了 表 征，结 果 表 明 加 入 第 三 单 体ＢＡ后，固 定 化 酶ＧＭＡ－ＥＧＤ－
ＭＡ－ＢＡ树脂极性变小，孔径变大，对温度和ｐＨ值的适应性均得到提高，其活性恢复达到８３．３％以上，更利

于脂肪酶的固定。
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风能利用与相关材料

新型储能材料

生物能源

新型可再生能源开发利用
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