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多孔 St/DVB 共聚微球用于静电自组装脂肪酶 
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摘  要：将酶与带相反电荷的聚电解质在单分散疏水多孔 St/DVB 共聚微球表面交替吸附静电自组装多层脂肪酶膜. 
确定了静电自组装单层酶膜的最佳条件为酶与载体的质量比 3:1，吸附时间 0.5 h, pH 5.5. 在上述条件下静电自组装 3
层脂肪酶膜，结果表明，当最外层为酶层时，组装 2 层酶的活性比单层酶提高 24%，组装 3 层酶的活性比 2 层酶的活

性稍有增加. 在酶液 pH 7.5 的条件下，考察了聚电解质中的离子强度对静电自组装各层酶活力的影响，结果表明，当

最外层为酶层或聚电解质层时，酶的活力随层数增加而下降. 
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1  前 言 

脂肪酶是一类特殊的酰基水解酶，是目前被重点研

究的酯催化剂[1]，但游离的脂肪酶在工业应用中有许多

不利之处，如产物提纯困难、酶的使用效率低等，故希

望将其固定化. 物理吸附法在脂肪酶的固定化中应用较

为广泛，具有方法简单、酶活力回收高、载体可重复利

用等特点，但无论是物理吸附法还是其他固定化方法，

都只能在载体表面固定化单层酶，因此固定化酶活力受

载体表面积大小所限制. 
1991 年，Decher 等[2]提出了用带电荷基板吸附离子

型表面活性剂制备有机复合膜新方法，并用有机两亲性

阴阳离子(或聚电解质)在带电的基片表面上交替沉积，

制备了有机分子的多层超簿膜. 由于酶液在 pH 高于或

低于其等电点时带负电荷或正电荷，因此可以利用酶与

带相反电荷的聚电解质进行自组装，从而实现酶的固定

化. Caruso 等[3]研究了β−葡萄糖苷酶(β−GLS)在聚苯乙

烯(PS)胶粒上的组装及其催化活性. 通过静电作用组装

β−GLS/苯乙烯磺酸纳(PSS)多层酶膜，催化反应研究表

明，当最外层为 PSS 时，组装酶β−GLS 的层数越多，

催化产物十二烷醇葡萄糖产量越高. 葛玉斌等[4]用自组

装技术在多孔三甲胺基聚苯乙烯载体上成功地固定化

了 2 层葡萄糖异构酶，单位质量的固定化酶活力及蛋白

载量成倍增加. 
本工作采用多孔苯乙烯/二乙烯苯共聚微球疏水载

体，利用多孔疏水性载体为催化作用提供界面从而增加

酶的使用效率、有利于脂肪酶的固定化的特点[5]，结合

静电自组装技术，固定化了 3 层脂肪酶膜，研究比较了

固定化多层酶与单层酶的活性. 

2  实 验 

2.1 材料 

脂肪酶(Type II，来源于猪胰脏，含 25%蛋白质)，
等电点为 5.0 左右，Sigma 公司；聚二烯丙基二甲基氯

化铵(PDADMAC，平均分子量 200000∼350000, 20%水

溶液)，美国 Adrich 公司；聚 4−苯乙烯璜酸钠(PSS，平

均分子量 70000, 20%水溶液)，美国 Adrich 公司；多孔

St/DVB 共聚微球为自制. 其他均为国产分析纯或化学

纯试剂. 
2.2 多孔 St/DVB 共聚微球的制备 

首先用分散聚合法制备出 PS 种子 (引发剂为

AIBN，分散剂为 PVP)，然后将 PS 种子用氯代十二烷

的 SDS 乳化液进行一次溶胀，再加入 St, DVB, BPO 及

甲苯的 SDS 乳化液进行二次溶胀后，加入一定量的 PVA
水溶液升温聚合、多次洗涤，用二氯甲烷提取致孔剂，

得到多孔 St/DVB 共聚微球. 
2.3 静电自组装酶 

用 0.1 mol/L 一定 pH(>5)的磷酸盐缓冲液配制脂肪

酶液(10 mg/L)，酶液带负电荷，使用时摇匀. 静电自组

装酶在 7 mL 离心管中进行. 将 10 mg 单分散多孔

St/DVB 微球加入 0.5 mL 无水乙醇中超声分散后，加入

一定量的酶液，室温下在摇床上吸附一段时间，离心，

用缓冲液洗涤，除去未吸附的酶，再加入 0.1 mol/L 的

聚电解质 PDADMAC(NaCl 0.5 mol/L)，在摇床中吸附

30 min，离心，缓冲液洗涤，除去未吸附的聚电解质. 重
复以上步骤，依次组装 3 层酶膜，且最外层为酶层. 
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2.4 固定化酶的酶活测定 

固定化酶的酶活采用改进的文献[6]的方法测定. 
取 50 mL 锥形瓶 2 个，A, B 瓶中分别加入橄榄油乳化液

5 mL 和 0.1 mol/L, pH 7.5 的磷酸盐缓冲液 4 mL，置于

40℃水浴中，磁力搅拌，预热 5 min. 将上述固定化酶

加入 A 瓶中，准确计时，开始反应 15 min 后，分别向 2
瓶中各加入 95%的无水乙醇 15 mL 终止反应. 用 0.0486 
mol/L 的 NaOH 滴定，酚酞为指示剂，由被测样与空白

样对 NaOH 的消耗量差值计算出酶活. 
酶活力单位定义为在 pH 7.5 及 40℃条件下，1 g 固

定化酶释放出 1 µmol/min 脂肪酸为 1 个酶活单位(U/g). 
实验数据均为至少 3 次以上实验数据的平均值. 

3  结果与讨论 

3.1 多孔 St/DVB 共聚微球载体 

图 1 为自制多孔 St/DVB 共聚微球的 SEM 照片. 从
图可见，多孔微球呈单分散性，粒径 4.5 µm 左右，由

BET 法测得比表面积为 19.9 m2/g，平均孔径为 18.2 nm.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 多孔 St/DVB 共聚微球的 SEM 照片  
Fig.1 The SEM image of porous St/DVB microspheres 

多孔 St/DVB 共聚微球不易在水溶液中分散，从其

红外谱图(图 2)在 1600 与 1500 cm−1处出现的苯环上骨 

 

 

 

 

 

 
 

图 2 多孔 St/DVB 共聚微球的红外谱图 
Fig.2 IR spectrum of porous St/DVB microspheres 

架振动峰可以看出，多孔微球表面具有疏水性，为此，

在组装第 1 层酶时需要在酒精中分散. 疏水性载体有利

于保持固定化酶的稳定性[7]. 
3.2 固定化条件对静电自组装单层酶的影响 

3.2.1 给酶量的影响 
图 3 给出了在 pH 7.5、固定化时间 2 h 时给酶量的

变化对固定化酶活力的影响. 由图可见，固定化酶的活

力随给酶量的增大而提高，但当给酶量增大到一定程度

后，固定化酶的活力开始下降. 这可能是由于载体表面

吸附了大量的酶，一部分较小的孔道被堵塞，从而影响

了酶与底物的接触[8]，所以固定化酶的活性降低. 酶的

最佳用量为 3 mL，即 30 mg，酶与载体的质量比为 3:1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 给酶量对固定化酶活力的影响  
Fig.3 Effect of lipase loading on the activity of  

immobilized lipase 

3.2.2 固定化时间的影响 
图 4 给出了在 pH 7.5、给酶量为 3 mL 时，固定化

时间对固定化酶活力的影响. 一般情况下，固定化酶的

活力随时间的延长呈上升趋势，在达到最大值后酶的活

力呈下降趋势. 本实验的结果显示，吸附时间超过 0.5 h
后，固定化酶活力随吸附时间的延长而呈下降趋势，这 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 固定化时间对固定化酶活性的影响 
Fig.4 Effect of adsorption time on activity of immobilized lipase 
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说明静电力使吸附能在较短的时间内达到平衡，但随时

间的延长，固定化酶活性就会受到损伤而下降，这可能

与固定化的环境有关. 考虑到吸附时间过短会影响酶吸

附量，因此本实验的固定化时间选择为 0.5 h. 
3.2.3 pH 值对固定化酶的影响 

在给酶量 3 mL、固定化时间为 0.5 h 时，考察了 pH
值变化对固定化酶活力的影响. 如图 5 所示，酶在 pH<7
的情况下固定可得到较高的活性，并且在 pH 向等电点

靠近时活性逐渐增大；在 pH>7 的情况下，固定化酶的

活性迅速下降，这是由于酶在碱性条件下易变性失活造

成的. 为此，本实验固定化酶的 pH 选择为 5.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 5 pH 值对固定化酶活力的影响 
Fig.5 Effect of pH on the activity of immobilized lipase 

3.3 静电自组装 3 层酶 

3.3.1 静电自组装各层酶之间的活力比较 
上述条件下，通过酶与 PDADMAC 之间的静电吸

附组装 3 层酶膜，且最外层为酶层. 从图 6 各层的 Zeta
电位(1, 3, 5 层为酶层，2, 4 层为聚电解质层)可以看出，

酶与 PDADMAC 交替组装到载体上，而且随着层数的

增加，静电引力逐渐减小，这说明多孔微球用于吸附的

比表面积在减少，因此载体对酶与聚电解质的吸附量逐

渐减少.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 6 静电自组装各层酶之间的 Zeta 电位 
Fig.6 Zeta-potential vs. layer number of selfassembly of lipase 

图 7 为用 NaCl 配制的 PDADMAC 溶液 A(pH 5.5, 
NaCl 0.5 mol/L)各层固定化酶的活力. 由图可知，当最

外层为酶层时，2 层酶的活性比单层酶的活性增加了

24%，这说明底物可以透过聚电解质层与内层的酶作用. 
固定化酶的活性没有随层数增加而大幅度增长，一方面

是由于聚电解质层产生了阻碍，另一方面是由于多孔载

体的孔道被部分堵塞，这两种因素共同阻碍了内层的酶

分子与底物接触. 随着层数的增加，这种作用更为明显，

因此 3 层酶的活性比 2 层酶的活性略有增加. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 7 静电自组装酶各层的酶活力 
Fig.7 Lipase activity vs. layer number of selfassembly lipase 

3.3.2 聚电解中离子强度对静电自组装酶的影响 
在 pH=7.5 的酶液静电自组装酶过程中，用磷酸盐

缓冲溶液配制的 PDADMAC 溶液 C (NaH2PO4− 
Na2HPO4 0.1 mol/L)与用NaCl配制的PDADMAC溶液B 
(NaCl 0.5 mol/L)对静电自组装酶各层之间酶活力的影

响结果如表 1 和图 8 所示. 从第 2 层开始，溶液 C 中各

层的酶活力均比溶液 B 中低，这与聚电解质中的离子强

度有关[9]. 当离子强度较大时，聚电解质的链呈紧密结

构，当这种高度卷曲聚集的大分子被吸附到带相反电荷

的表面时，卷曲构象很难打开，难以平铺在表面上，表

面呈非均匀形态，聚电解质层中有较大的空隙，有利于

底物向内层的扩散；当离子强度较小时，聚电解质的链

呈伸展结构，吸附到载体表面时，平铺在载体表面，聚

电解质层较为紧密，不利于底物向内层扩散. 且随着层

数增加，当最外层为酶层或聚电解质层时，溶液 C 中酶

的活力都下降，这说明一方面聚电解质严重阻碍了底物

向内层扩散，另一方面酶的吸附量不断减小. 

表 1 不同情况下自组装酶膜的活性 

Table 1  Activity of selfassembly lipases under 
different conditions (U/g) 

Layer number A B C 
1 2 608.2 1 895.4 1 895.4 
3 3 227.0 2 203.2 1101.6 
5 3 256.2 1 620.0 882.9 

Note: A. pH=5.5, NaCl 0.5 mol/L; B. pH=7.5, NaCl 0.5 mol/L; C. pH=7.5,  
NaH2PO4−Na2HPO4 0.1 mol/L. 

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

1000

1500

2000

2500

Lipase 3 mL,
adsorption time 0.5 h

Ac
tiv

ity
 o

f i
m

m
bo

liz
ed

 li
pa

se
 (U

/g
)

pH

1 2 3 4 5

-15

-10

-5

0

5

10

pH 5.5,
lipase 3 mL,
adsorption time 0.5 h

Ze
ta

-p
ot

en
tia

l (
V

)

Layer number

1 2 3 4 5
1600

1800

2000

2200

2400

2600

2800

3000

3200
pH 5.5,
NaCl 0.5 mol/L

A
ct

iv
ity

 o
f i

m
m

bo
liz

ed
 li

pa
se

 (U
/g

)

Layer number 



616                                           过 程 工 程 学 报                                         第 5 卷 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 8 聚电解溶液中离子强度对各层酶活力的影响 
Fig.8 Effect of ion strength of polyelectrolyte solution on  

lipase activity of different layer number 

4  结 论 

以自制的表面疏水的单分散多孔 St/DVB 共聚微球

为载体，静电自组装单层酶膜的较佳条件为酶与载体质

量比 3:1，吸附时间 0.5 h, pH 5.5. 在此条件下，用聚电

解质与酶交替吸附在多孔微球表面组装 3 层酶，当最外

层为酶层时，组装 2 层酶的活性比单层酶提高 24%，组

装 3 层酶的活性比 2 层酶的活性稍有增加. 另外，在 pH
为 7.5 的情况下，聚电解液中的离子强度对静电自组装

酶各层酶活力都有影响，当最外层为酶层或聚电解质层

时，酶的活力随层数增加而下降. 
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Porous St/DVB Copolymer Microspheres for Immobilization of Lipase                    
by Layer-by-Layer Selfassembly 

SHANG Yuan-yan,  ZHU Yi-hua,  YANG Xiao-ling 

(Key Laboratory for Ultrafine Materials, Ministry of Education, East China Univ. Sci. & Technol., Shanghai 200237, China) 

Abstract: Lipase layers, being separated by polyelectrolyte [poly(diallyldimethylammonium chloride)] with opposite electric charges 
each by each (PDADMAC), were deposited onto porous S/DVB copolymer microspheres with hydrophobic surface using layer-by-layer 
selfassembly. The optimal conditions for the selfassembly of single lipase layer were determined as pH 5.5, adsorption time 0.5 h, ratio 
of lipase to carriers 3:1 (mass ratio). Three lipase layers were assembled onto porous St/DVB copolymer microspheres based on the  
above optimal conditions. The experimental results showed that the activity of two lipase layers increased 24% comparing with that of 
single lipase layer and the activity of three lipase layers increased slightly comparing with that of two lipase layers when the outermost 
layer was lipase. In addition, under the pH of lipase solution of 7.5, the influence of ion strength of PDADMAC solution on the different 
layer of selfassembly of lipase was also investigated. The result showed that the activity of lipase decreased with the increase of layer 
number when the outermost layer was either lipase or PDADMAC. 
Key words: porous St/DVB copolymer microspheres; layer-by-layer selfassembly; lipase 
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