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(57)摘要

本发明是关于一种磷脂酶D的共交联固定化

方法。使用油溶性的异氰脲酸三丙烯酸酯作为交

联剂，水相中的反应物为含有氨基的磷脂酶D以

及胺化环氧树脂与β‑环糊精形成的超分子复合

物，利用双键与氨基的迈克尔加成反应，在较低

的温度下发生共交联聚合反应，制备出不同负载

量的固定化磷脂酶D。通过控制交联程度，提高分

散性，改善其内部的传质微环境，该固定化酶具

有较高的催化活性，负载量在93mg酶/g载体时具

有最高的比活性，达到游离酶的92％。
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1.一种磷脂酶D共交联固定化方法，其特征在于使用水/油两相反应体系，油相是作为

交联剂的异氰脲酸三丙烯酸酯，其结构如下：

水相中的反应物为磷脂酶D及结构如下的分子复合物：

所述的磷脂酶D共交联固定化方法，按以下步骤操作：

1)将数均分子量为392的双酚A环氧树脂、甲醇和乙二胺三种组分按照2∶2∶0.8的质量

比混合，在25～35℃范围内搅拌反应4～5小时，将混合物倒入水中，沉淀物用水反复洗涤除

去甲醇和少量的胺，然后放入真空烘箱中常温干燥，得到环氧树脂胺化物；

2)将环氧树脂胺化物与β‑环糊精按照1∶2.1～1∶2.3的摩尔比加入到水中，加热搅拌至

环氧树脂胺化物全部转化为分子复合物而溶解在水中，保持该水溶液的总质量浓度在5～

6wt.％范围；

3)将磷脂酶D溶解在pH＝7.5的磷酸钠缓冲溶液中，酶的浓度保持在1.0～7.0mg/mL范

围，将不同浓度的磷脂酶D溶液与上述分子复合物水溶液按照55mL∶20mL的比例混合；

4)在搅拌下将1.2g异氰脲酸三丙烯酸酯加入到上述混合水溶液中，反应温度保持在25

～30℃范围，10～15分钟后有白色凝胶颗粒形成，停止搅拌使反应体系放置4～5小时，过滤

后即得到不同负载量的磷脂酶D固定化产物。
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一种磷脂酶D的共交联固定化方法

技术领域

[0001] 本发明涉及固定化酶生物催化技术领域，尤其是一种磷脂酶D的共交联固定化方

法，该新型固定化磷脂酶D可专门用于磷脂酰丝氨酸的高效制备。

背景技术

[0002] 磷脂酶D(EC3.1 .4.4)即磷脂酰胆碱磷脂水解酶(等电点为5.4)，属催化磷酸二脂

酯键水解和碱基交换反应的一类酶的总称。由Hananhan在1947年首次从胡萝卜中分离得

到。磷脂酶D分布在细菌到高等动植物的许多生物中，具有宽广的底物特异性，能广泛作用

于许多磷脂及磷脂衍生物。磷脂酶D的作用不仅在于通过水解细胞膜中的磷脂而影响膜的

结构、功能和稳定性，而且在信号转导、激素作用的发挥、细胞骨架组装、胞内蛋白激酶和肌

动蛋白的有序化、细胞分裂的发生、穿膜运输、分泌作用、防御反应以及种子萌发和细胞衰

老中都起重要作用。

[0003] 磷脂酶D具有磷脂转移性和高度专一性两个特点，所以对来源广泛的粗品磷脂进

行转化，就可以得到一些稀有磷脂，既开发出了新品种，又提高磷脂的营养价值。如：磷脂酶

D在丝氨酸存在下催化大豆磷脂合成磷脂酰丝氨酸，还可以制备磷脂酰甘油、磷脂酰肌醇

等；此外，还可用纯度低的卵磷脂制备出高纯度的卵磷脂。磷脂酶D在农业上也大有作为，它

存在于植物体中，它的减少标志着果实的衰败，从而影响了产量及收成，可见如果增加磷脂

酶D的含量，不仅可以延长果实的寿命，而且在经济效益上也大有收获。在磷脂酶D的作用

下，对磷脂进行改性，可以合成其他的稀有磷脂，从而使其的营养价值、各种性能等方面大

大改进和提高，这就使磷脂在食品、医药、化妆品、纺织、皮革技术工业中的应用范围更加广

泛，使用价值更高。

[0004] 固定化酶就是通过化学手段将水溶性的游离酶变成不溶性的固体酶，固定化有很

多优点：例如固定化的磷脂酶D可重复使用，使酶的使用效率提高、使用成本降低；固定化的

磷脂酶D极易与反应体系分离，简化了操作工艺；固定化的磷脂酶D其储存稳定性和热稳定

性都得到了提高；固定化酶的催化反应过程更易控制；固定化酶具有一定的机械强度，可以

用搅拌或装柱的方式作用于底物溶液，便于酶催化反应的连续化和自动化操作。酶的交联

是一种非常有效的固定化方法，其所形成的产物称为交联酶聚集体。最常用的交联剂为水

溶性的戊二醛，它反应活性高，用量难以控制，很容易造成酶的过度交联，使酶的活性有很

大的损失，此外，传统的交联法往往须要在交联之前使酶分子沉淀聚集，这样既会造成酶的

浪费，又会阻断传质通道，无法充分发挥酶的催化效率。

[0005] 本发明专利提供一种共交联的方法用于磷脂酶D的固定，利用磷脂酶D分子上的氨

基与丙烯酸酯类交联剂发生迈克尔加成反应，同时还引入含有β‑环糊精的结构单元，这样

既能为催化反应提供空间，降低传质阻力，同时还能增加亲水性，提高酶的活性。使用这种

共交联方法，酶的负载量和催化活性高，稳定性好，固定化酶呈颗粒状，催化反应容易操作。

说　明　书 1/4 页

3

CN 110760503 B

3



发明内容

[0006] 本发明所要解决的技术问题是提供一种磷脂酶D的固定化方法，这种方法是基于

磷脂酶D与另一种含有机胺的分子复合物的共交联反应，交联反应的基础是丙烯酸酯与氨

基的迈克尔加成，该反应在常温下就能快速发生，因而不会对酶的整体结构造成破坏，共交

联法负载效率高，稳定性好，同时还能调节固定化酶的微环境，使其保持高的催化活性。

[0007] 1、本发明解决技术问题所采用的技术方案为：一种水/油两相的交联反应，油相为

交联剂异氰脲酸三丙烯酸酯，其结构如图1所示，水相中的反应物为磷脂酶D及β‑环糊精与

胺化环氧树脂的超分子复合物，固定化酶的负载量是通过磷脂酶D的浓度来调节。

[0008] 非常有益的是，通过多相反应可以控制交联程度，避免酶的过度交联，同时交联剂

含有多个双键，使交联产物形成支化结构，更大限度地阻止酶的聚集，增强酶的活力；

[0009] 非常有益的是，β‑环糊精与胺化环氧树脂的分子复合物与酶分子产生强的亲和

力，导致交联反应能使磷脂酶D能以接近100％的利用率被固定化，交联反应发生后，液相中

几乎没有残留的磷脂酶D；

[0010] 非常有益的是，β‑环糊精与胺化环氧树脂的分子复合物具有弯曲的刚性结构，它

带来了充足的自由体积，为生物大分子与底物相互作用提供传质通道，同时为生物大分子

的构象提供稳定性，从而提高了固定化酶的催化活性。

[0011] 2、本发明解决另一个技术问题所采用的技术方案为：一种上述固定化酶的制备方

法，其特征步骤为：1)将双酚A环氧树脂(牌号为E‑51，环氧值为0.51，数均分子量为392)、甲

醇和乙二胺三种组分按照2∶2∶0.8的质量比混合，在25～35℃范围内搅拌反应4～5小时，将

混合物倒入水中，沉淀物用水反复洗涤除去甲醇和少量的胺，然后放入真空烘箱中常温干

燥，得到环氧树脂胺化物；2)将环氧树脂胺化物与β‑环糊精按照1∶2.1～1∶2.3的摩尔比加

入到水中，加热搅拌至环氧树脂胺化物全部转化为分子复合物而溶解在水中，保持该水溶

液的总质量浓度在5～6wt.％范围；3)将磷脂酶D溶解在pH＝7.5的磷酸钠缓冲溶液中，酶的

浓度保持在1.0～7.0mg/mL范围；4)分别将浓度为1.0mg/mL、2.0mg/mL、3.0mg/mL、4.0mg/

mL、5.0mg/mL、6.0mg/mL、7.0mg/mL的磷脂酶D溶液与上述分子复合物水溶液按照55mL∶20mL

的比例混合，通过改变酶溶液的浓度来调节固定化酶的负载量；5)在搅拌下将1.2g异氰脲

酸三丙烯酸酯加入到上述混合水溶液中，反应温度保持在25～30℃范围，10～15分钟后有

白色凝胶颗粒形成，停止搅拌使反应体系放置4～5小时，过滤后即得到不同负载量的固定

化磷脂酶D的产物。

[0012] 非常有益的是，交联剂中的一个双键首先与分子复合物上的氨基发生反应，形成

具有乳化作用的产物，油相在反应启动后会很快分散直至消失，磷脂酶D首先通过吸附方式

进入聚合物中，然后交联剂上的双键与酶上的氨基进行缓慢的反应，最终变成共交联的固

定化酶产物；

[0013] 非常有益的是，利用β‑环糊精与疏水苯环的相互作用引入亲水基团，避免使用化

学键，并通过交联反应使β‑环糊精无法脱离聚合物，使固定化酶的制备简化；

[0014] 非常有益的是，整个聚合过程中不加入其它有机溶剂，不需要更高的温度。

[0015] 本发明的优点在于：1)利用水/油双相反应实现酶的交联，降低了酶的交联程度；

2)引入β‑环糊精分子复合物改善了固定化磷脂酶D的微环境，提高了酶的催化反应活性；3)

共交联固定法能使磷脂酶D以极高的效率被固定化；4)采用多官能度的交联剂能使固定化

说　明　书 2/4 页

4

CN 110760503 B

4



产物形成支化结构，阻止酶的聚集，提高酶的催化性能。

具体实施方式

[0016] 酶的固定化

[0017] 1)将双酚A环氧树脂(牌号为E‑51，环氧值为0.51，数均分子量为392)、甲醇和乙二

胺三种组分按照2∶2∶0.8的质量比混合，在25～35℃范围内搅拌反应4～5小时，将混合物倒

入水中，沉淀物用水反复洗涤除去甲醇和少量的胺，然后放入真空烘箱中常温干燥，得到环

氧树脂胺化物；

[0018] 2)将环氧树脂胺化物与β‑环糊精按照1∶2.1～1∶2.3的摩尔比加入到水中，加热搅

拌至环氧树脂胺化物全部转化为分子复合物而溶解在水中，保持该水溶液的总质量浓度在

5～6wt.％范围；

[0019] 3)将磷脂酶D溶解在pH＝7.5的磷酸钠缓冲溶液中，酶的浓度保持在1.0～7.0mg/

mL范围；

[0020] 4)分别将浓度为1.0mg/mL、2.0mg/mL、3.0mg/mL、4.0mg/mL、5.0mg/mL、6.0mg/mL、

7.0mg/mL的磷脂酶D溶液与上述分子复合物水溶液按照55mL∶20mL的比例混合，通过改变酶

溶液的浓度来调节固定化酶的负载量；

[0021] 5)在搅拌下将1.2g异氰脲酸三丙烯酸酯加入到上述混合水溶液中，反应温度保持

在25～30℃范围10～15分钟后有白色凝胶颗粒形成，同时油相消失，停止搅拌使反应体系

放置4～5小时，过滤后即得到不同负载量的固定化磷脂酶D的产物。

[0022] 固定化酶的负载量测定：

[0023] 由于共交联法固定磷脂酶D后，反应残留液中测不到磷脂酶D的活性，说明经过交

联后磷脂酶D全部进入到固体颗粒中，所以负载量的计算用以下公式：

[0024]

[0025] 其中：C为共交联酶溶液的浓度(mg/mL)；V为共交联酶溶液的体积(mL)；m为固定化

酶干态质量(g)。

[0026] 酶活力测定：

[0027] (1)游离酶活力测定：加入适量的酶液，用2.5mL的Tris‑HCl(pH8)的缓冲液和

2.5mL质量含量为10％的Triton的Tris‑HCl(pH8)溶液混合溶解，放入37℃恒温水浴槽预热

5分钟，然后吸取100μL的磷脂酰对硝基苯酚，随着时间的变化，测定波长为405nm下的分光

光度计的读数。算出每分钟吸光度的值。酶活力计算公式为：

[0028]

[0029] 其中：ΔA为酶促反应的吸光度变化值；V为测量试样总体积(mL)；VS为所加酶液体

积(mL)；K为对硝基酚标准曲线斜率；t为反应时间(min)；277为转化系数。

[0030] (2)固定化酶活力测定：准确称取0.1g固定化磷脂酶D，悬浮于预先37℃下恒温浴

5min的5mL  0.05mol/L  pH8.0含Triton  5％的Tris‑HCl缓冲液中，加入0.1mL的磷脂酰对硝

基苯酚，准确温育5min，离心，取上清，测405nm的吸光度并计算。

[0031] 相对活性：
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[0032] 将固定化酶的活性与游离酶的活性之比定义为相对活性。

[0033] 实验结果：

[0034] 实验一共得到7个不同负载量的固定化磷脂酶D的样品，分别测定它们的活力，计

算得到它们的相对活性。图2是相对活性与负载量的关系，当负载量为93mg酶/g载体时其相

对活性达到最大值，其比活力是游离酶的92％，这个结果说明磷脂酶D在这个范围处于非常

适合催化的状态。当负载量小于93mg酶/g载体时，固定化酶的活性逐渐随负载量的增加而

增大，这主要是因为，酶的含量较低时，聚合物结构比较紧密，酶的催化活性不容易发挥出

来，随着酶含量增加，聚合物的结构变的松散，酶与底物的接触机会增大，其相对活性也随

之提高。当负载量大于93mg酶/g载体时，固定化酶的活性逐渐随负载量的增加而变小。一般

来说交联反应都会使酶的构象变得僵硬，从而活性降低，本发明专利的共交联固定法能使

酶的微环境得到改善，这与引入环糊精超分子结构单元有关，它使固定化酶的结构变的松

散，同时还改善了内部的亲水性，此外支化程度高的交联剂还能提高酶的分散性，避免了酶

的聚集，从而提高其催化活性。但是当负载量过大时，酶的聚集变得不可避免，所以其活性

又会变小。

[0035] 我们以负载量为93mg酶/g载体的样品为研究对象，测定固定化酶与游离酶溶液的

储存稳定性，其结果如图3所示，以时间为零的起始状态的活性为100％，在4℃，pH＝7.0条

件下经过28天的储存，游离酶溶液只残留37％的活性，固定化酶能残留78％的活性，所以在

储存稳定性方面，固定化酶要明显优于游离酶。

附图说明

[0036] 图1交联剂的化学结构。

[0037] 图2固定化的磷脂酶D催化活性与其负载量的依赖关系。

[0038] 图3固定化与游离的磷脂酶D储存稳定性比较。
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图1

图2

图3
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