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树脂固定化海洋脂肪酶 ADM47601 的研究 

孙国龙1, 2, 马子宾2, 郝建华2, 盛  军2, 孙  谧2 
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摘要: 以海洋脂肪酶 ADM47601 为研究对象, 以树脂为载体, 进行了固定化酶的研究。筛选了 21 种树

脂, 确定 D316 型阴离子交换树脂为载体。通过正交试验得到了固定化的最佳条件, 每克载体加脂肪酶

10 000 U, pH7.5, 25℃, 150 r/min, 固定化时间 3 h, 固定化酶活力回收率可达 65.53%±1.06%。固定化

脂肪酶最适作用 pH 为 7.5, 在 pH6.0~9.0 的范围内能够保持 85%的活力。最适作用温度 40℃, 在 50℃

下贮存 1 h 后依然保持 66%的活力。25℃保存半衰期为 55 d, 操作 8 次仍然能维持 60%以上的活性, 且

在多种有机试剂中能够稳定的保持活性。固定化脂肪酶 Km 和 Vmax 值分别为 4.86×10–5 mol/L 和 1.31× 

10–5 mol/(L·min), 对底物亲和性较好。  
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脂肪酶(Lipase, EC3.1.1.3)又称三酰基甘油水解

酶, 是催化脂肪水解的一类特殊酰基水解酶的总合。

能够在油水界面上催化酯水解、酯合成、酯交换、

立体异构体拆分等化学反应, 在食品加工、试剂、纺

织、生物能源、制药等方面有很大的应用潜力[1-2], 是

一种广泛应用的酶制剂。高活性的脂肪酶已经有大

量的报道 [3-5], 但是游离的脂肪酶不易回收, 得不到

重复利用 , 因此其价值大打折扣 , 限制了工业大规

模的应用。如果将高活性的脂肪酶固定在水不溶的

载体上 , 便可以重复利用 , 并且改善其在有机试剂

中的活性[6]。脂肪酶的固定化有广泛报道[7-9], 固定化

方法较为常见的有吸附法, 包埋法, 交联法, 共价结

合法[10-11]。其中吸附法是一种传统且操作简洁的方

法, 这种方法固定化条件温和, 成本低廉, 载体能再

生, 操作简单, 固定化酶活力高, 因此吸附法是固定

化脂肪酶的一种重要方法。树脂是一类表面疏水性

载体, 理化性质稳定, 具有较大的孔径和比表面积, 

可以通过氢键和疏水作用力与酶分子结合, 因此对

酶的结构影响小 , 同时树脂价格低廉 , 故非常适合

用于脂肪酶的固定化[12]。 

本研究以海洋脂肪酶 ADM47601 为研究对象, 

该脂肪酶来源于海洋微生物菌株 Bohaisea-9145, 是

一种低温海洋脂肪酶, 对于中长链的酯类底物有较

强的水解作用, 在低温环境中能够保持较好的活性, 

同时作用 pH和温度范围较广, 显示出良好的酶学特

性及应用潜力[13]。故本研究以工业常用阴离子交换

树脂D316为载体对脂肪酶ADM47601固定化, 并对

固定化条件进行探索 , 进而研究了固定化酶性质 , 

为工业化经济高效地应用提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  药品与仪器 

海洋脂肪酶 ADM47601, 由黄海水产研究所酶

工程实验室自行研制。乙醇, 丙酮, 氢氧化钠, 盐酸, 

氯化钠, 磷酸氢二钠, 磷酸二氢钠, TritonX-100, 异

丙醇 , 均为分析纯 , 购自国药集团化学试剂有限公

司。对硝基苯基月桂酸酯(4-Nitrophenyl dodecanoate), 

分析纯, 购自 SIGMA公司。各类树脂购自山东鲁抗

立科药业有限公司。 
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收稿日期: 2016-07-17; 修回日期: 2016-09-14 

基金项目: 国家自然科学基金-联合基金(U1406402-5); 国际科技合作与

交流专项(2014DFG30890); 国家实验室-鳌山科技计划(2015ASKJ02-06) 

[Foundation: National Science Foundation-Shandong province Joint Fund 

(U1406402-5); International Science and Technology Cooperation and 

Exchanges (2014DFG30890); The Scientific and Technological Innovation 

Project Financially Supported by Qingdao National Laboratory for Marine 

Science and Technology (2015ASKJ02)] 

作者简介: 孙国龙(1988-), 男 , 山东潍坊人 , 硕士研究生 , 主要从事

海洋微生物酶工程研究, E-mail: lee29001@sina.com; 孙谧, 通信作

者, 研究员, 博士生导师, E-mail: sunmi@ysfri.ac.cn 



 

58 海洋科学  / 2017年  / 第 41卷  / 第 4期 

全温摇床(太仓实验设备厂), ORION Model 818 pH

计, LKB2219 恒温水浴箱, 循环水式真空泵(郑州长

城科工贸有限公司), 真空冷冻干燥机(北京四环科

学仪器厂)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  载体树脂及其预处理 

选择 21 种工业应用广泛的树脂, 阴离子交换树

脂: D380、D316、D345、D941、D900、WDA, 阳离

子交换树脂: DK110、D113、110、D152、001×7、SPJ、

LKC150, 大孔吸附树脂: D3520、NKA、CAD-40、

DM18、DM1180、CD-180、AB-8、S-8。 

阴离子交换树脂: 将树脂用 70%乙醇浸泡 24 h

后抽滤, 水洗至流出清水, 用 5%盐酸浸泡 6 h 后抽

滤, 水洗至 pH7.0, 再用 5%NaOH 浸泡 6 h 后抽滤, 

水洗至 pH7.0, 备用 ; 阳离子交换树脂 : 将树脂用

70%乙醇浸泡 24 h 后抽滤 , 水洗至流出清水 , 用

5%NaOH浸泡 6 h后抽滤, 水洗至 pH7.0, 再用 5%盐

酸浸泡 6 h 后抽滤, 水洗至 pH7.0, 备用; 大孔吸附

树脂: 采用乙醇、丙酮、去离子水交替处理 3 h后抽

滤, 水洗至 pH7.0, 备用[14]。 

1.2.2  脂肪酶的固定化 

首先采用单因素对比实验法, 分别进行载体树

脂选择, 加酶量, 温度, 时间, pH的优化实验。称取

一定量的脂肪酶 ADM47601 溶解于 10 mL 一定 pH

值的磷酸缓冲液中, 并倒入 100 mL三角瓶中, 加入

一定量的载体树脂, 于 10~50℃, 震荡 1~8 h。抽滤分

离上清液和固定化酶, 同种缓冲液清洗固定化酶后, 

真空冷冻干燥 8 h, 4℃密封保存备用。然后根据单因

素实验结果进行正交试验和方差分析, 确定最佳固

定化条件。 

1.2.3  酶学性质测定方法 

固定化酶酶学性质测定以对硝基苯基月桂酸酯

为底物, 通过改变反应体系的某一条件(pH、温度等), 

来测定不同条件对固定化酶水解底物的影响, 同时

其他的反应条件不变。稳定性测定时, 将固定化酶置

于不同的环境中 1 h, 再测定其活性。催化反应动力学, 

运用双倒数作图法(Lineweaver-Burk), 以 1/[S]为横坐

标, 1/V为纵坐标作图, 计算可得 Km和 Vmax值。 

1.3  分析方法 

1.3.1  脂肪酶活力测定 

pNPP法[15], 游离酶的测定按照Hatzinikolaou的

方法略作修改。将 3 mL含 0.25%TritonX-100的磷酸

钠盐缓冲液(pH8.0)与 0.2 mL含 0.6 mmol的对硝基苯

基月桂酸酯-异丙醇溶液混匀预热后, 加入 0.2 mL脂

肪酶液, 35℃反应 6 min, 加入 4 mL 乙醇终止反应, 

在 410 nm下测定其吸光值。使用等量煮沸灭活的酶液

作为空白对照。将 1 min 内催化底物水解生成 1 μmol

脂肪酸所需的酶用量定义为 1单位酶活力(U)。 

脂肪酶在适宜的条件下, 可以将底物对硝基苯

基月桂酸酯等摩尔水解为呈黄色物质对硝基酚, 对

硝基酚在 410 nm 处有特定吸收, 故通过测定产物对

硝基酚的含量即可得到标准曲线: Y=0.0146X+0.0237, 

R2=0.9982, 其中 Y 为样品 410 nm 吸光度, X 为对硝

基酚的含量。 

固定化酶活力测定, 称取一定量干燥的固定化

酶代替游离酶加入反应体系, 其余按照游离酶测定

方法测定, 以固定化载体作为空白对照。将 1 min内

催化底物水解生成 1 μmol 脂肪酸所需的酶用量定义

为 1个酶活力单位(U)。 

固定化酶活力=
1000X V N

M t

  


 

式中 X: 产物对硝基酚的含量(g/L); V: 反应体积(mL); 

N: 稀释倍数; M: 对硝基酚的摩尔质量; t: 反应时间

(min)。 

1.3.2  脂肪酶活力回收率 

固定化酶活力回收率(%)= 
固定化酶活力

加入脂肪酶的总活力
 

100% 

2  结果与分析 

2.1  固定化载体的选择 

不同固定化载体的物理化学性质是影响酶催化

能力的重要因素, 在相同的固定化条件下(载体 3 g, 

脂肪酶 30 000 U, 20℃, 100 r/min, pH7.0, 5 h)各树脂

载体固定化效果见表 1。 

由表可见离子交换型树脂比大孔吸附型树脂效

果好, 而阴离子交换树脂的固定化效果优于阳离子

交换树脂。D316 为弱碱性阴离子交换树脂, 结构骨

架为丙烯酸系。D316 型树脂作为载体, 固定化的效

果最好, 可能原因是 D316型树脂表面的弱极性使脂

肪酶与非极性的底物油脂分子存在较强作用力, 酶

蛋白进行催化时酶分子与底物的相互作用得以增

强。另外其树脂颗粒细小, 从而使比表面积增大, 单

位面积内能够与底物有更大的作用面积。因此, 选取

D316型树脂作为脂肪酶的固定化载体。 
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表 1  不同树脂载体的固定化效果 
Tab.1  The effect of different resins on immobilization 

树脂型号 
固定化酶

活力(U) 

酶活力回

收率(%) 
树脂类型 

D316 17 100 57.1 阴离子交换

D380 11 200 37.3 阴离子交换

D345 9 000 30 阴离子交换

D941 13 200 44 阴离子交换

D900 9 500 31.7 阴离子交换

WDA 14 200 47.3 阴离子交换

DK110 3 900 13 阳离子交换

D113 8 100 27 阳离子交换

D152 7 900 26.3 阳离子交换

110 9 600 32 阳离子交换

001×7 9 900 33 阳离子交换

SPJ 2 300 7.7 阳离子交换

LKC150 1 700 5.7 阳离子交换

NKA 1 600 5.3 大孔吸附 

D3520 1 500 5 大孔吸附 

CAD-40 4 200 14 大孔吸附 

CD-180 3 300 11 大孔吸附 

DM18 4 600 15.3 大孔吸附 

DM1180 3 200 10.7 大孔吸附 

AB-8 1 100 3.7 大孔吸附 

S-8 1 600 5.3 大孔吸附 

 

2.2  固定化条件优化 

2.2.1  加酶量对固定化影响 

相同固定化条件下(载体 3 g, 20℃ , 100 r/min, 

pH7.0, 5 h), 不同加酶量(10 000, 20 000, 30 000, 40 000, 

50 000 U)固定化效果见图 1。在加酶量为 30 000 U

时 , 随着加酶量的增加 , 固定化酶活力基本不再提

升 , 显然此时已经达到最大载酶量 , 因此加酶量选

择 30 000 U。 

 

图 1  加酶量对固定化效果的影响 

Fig. 1  The effect of enzyme amount on immobilization 

2.2.2  温度对固定化影响 

在相同的固定化条件下(载体 3 g, 脂肪酶 30 000 U, 

100 r/min, pH7.0, 5 h), 不同温度(10, 20, 30, 40, 50℃)固定

化效果见图 2。在 20℃和 30℃时结果比较接近, 因此加

入 25℃的情况。在 20~30℃范围内固定化效果较好。 

 

图 2  温度对固定化效果的影响 

Fig. 2  The effect of temperature on immobilization 

 

2.2.3  时间对固定化影响 

在相同的固定化条件下(载体 3 g, 脂肪酶 30 000 U, 

25℃, 100 r/min, pH7.0), 不同时间(1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 

8 h)固定化效果见图 3。可以看出, 3 h后固定化酶活

力不再增加, 因此将固定化时间定为 3 h。 

 

图 3  时间对固定化效果的影响 

Fig. 3  The effect of time on immobilization 

 

2.2.4  转速对固定化影响 

在相同的固定化条件下(载体 3 g, 脂肪酶 30 000 U, 

25℃, pH7.0, 3 h), 不同转速(50, 100, 150, 200, 250 r/min)

固定化效果见图 4。在高于 100 r/min后转速对固定化

效果影响不大, 高于 200 r/min 后可能转速太大, 导致

树脂小球不同程度的破损, 使固定化酶活力下降。 

2.2.5  pH对固定化影响 

在相同的固定化条件下(载体 3 g, 脂肪酶 30000 U, 

25℃, 100 r/min, 3 h), 不同 pH(6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 

9.0)固定化效果见图 5。在中性偏碱的条件下固定化

酶活力较高。 
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图 4  转速对固定化效果的影响 

Fig. 4  The effect of rotation speed on immobilization 

 

图 5  pH对固定化效果的影响 

Fig. 5  The effect of pH on immobilization 

 
2.2.6  正交实验与分析 

根据单因素实验结果可知, 影响固定化效果的

条件有 pH、温度、转速、时间及加酶量等因素, 其

中时间和加酶量对固定化的影响清晰明了, 对实验

结果的影响稳定 , 故不带入正交试验 , 因此选定主

要影响因素为 pH(A)、温度(B)和转速(C), 其他操作

参数固定不变, 选择 L9(3
4)正交表安排正交试验, 结

果见表 2。 

由正交试验结果和方差分析(表 3)可知 , 9组正

交试验的最优条件为 A2B2C3, 即 pH 为 7.5, 温度

25℃ , 转速 150 r/min。各因素对结果的影响次序为: 

C>A>B, 即转速为固定化的主要影响因素, pH次之, 

温度对固定化影响最小。按照最优条件进行验证实

验, 酶活力回收率为 65.53%±1.06%, 证明正交试验

得出的结果合理可行。 

2.3  固定化酶的性质 

2.3.1  固定化酶的最适 pH和 pH稳定性 

在 pH5.0~9.0的条件下, 测定固定化脂肪酶和游

离酶的活性, 固定化最适 pH 实验中设定最适 pH 活

力为 100%, 计算其他 pH 条件下的相对酶活。图 6

显示固定化酶的最适 pH 为 7.5, 相较于游离酶减小

了 0.5。在 pH 稳定性实验中, 设定 pH8.0 的酶活力

为 100%, 计算其他 pH 条件下的相对酶活。如图 7

所示, 固定化酶和游离酶在贮存 1 h后, 均在 pH为 8

时稳定性最高。同时可以看出在不同 pH时, 固定化

酶的耐受性都比游离酶好。固定化酶在 pH6.0~9.0内

其活力均保持在 85%以上, 游离酶只在 pH7.0~9.0内

能够保持 85%以上。 

 
表 2  固定化正交试验结果 
Tab. 2  Results of orthogonal test for immobilization 

A B C D 
实验号 

pH 温度(℃) 转速(r/min) 空列 
酶活力回收率(%) 

1 1(7) 1(20) 1(50) 1 46.98 

2 1 2(25) 2(100) 2 59.57 

3 1 3(30) 3(150) 3 58.56 

4 2(7.5) 1 2 3 61.03 

5 2 2 3 1 64.21 

6 2 3 1 2 50.25 

7 3(8) 1 3 2 59.06 

8 3 2 1 3 50.54 

9 3 3 2 1 58.12 

K1 55.07 55.69 49.26 56.44  

K2 58.05 58.11 59.57 56.29  

K3 55.91 55.68 60.64 56.74  

R 3.43 2.43 11.38 0.45  

注: 表中括号内数字表示相应列的影响因素指标, 例如 A列括号内的 7代表 pH为 7 
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表 3  方差分析 
Tab. 3  Analysis of variance 

来源 偏差平方和 s 自由度 f F值 F临界值 显著性 

A 11.76 2 5.88 4.46 * 

B 6.64 2 3.32 4.46  

C 129.50 2 64.75 4.46 ** 

空 1.82 2 0.91 4.46  

注: P< 0.05, *表示显著, **表示高度显著 

 

 

图 6  固定化酶的最适 pH 

Fig. 6  The optimal pH of immobilized enzyme 

 

图 7  固定化酶的 pH稳定性 

Fig. 7  The pH stability of immobilized enzyme 

 
2.3.2  固定化酶的最适温度和温度稳定性 

在 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55℃的条件下, 测定固

定化酶和游离酶的活性, 固定化最适温度实验中设

定其对应的酶活力为 100%, 计算其他温度条件下的

相对酶活。图 8显示固定化酶的最适温度为 40℃, 而

游离酶为 35℃。在温度稳定性实验中, 设定 20℃对

应的酶活力为 100%, 计算其他温度条件下的相对酶

活。如图 9所示, 固定化酶和游离酶在不同温度贮存

1 h后, 固定化酶的活力都要比游离酶高。由此可见, 

固定化脂肪酶在低温下有较高的活性, 且可以保持

较高的稳定性。 

 

图 8  固定化酶的最适温度 

Fig. 8  The optimal temperature of immobilized enzyme 

 

图 9  固定化酶的温度稳定性 

Fig. 9  The temperature stability of immobilized enzyme 

 
2.3.3  固定化酶的贮藏稳定性和操作稳定性 

将 D316 型树脂固定化脂肪酶和游离酶分别于

25℃的环境中贮存, 每隔 5 d取样测定活力。从图 10

中发现, 固定化酶在贮藏 25 d 后依旧能够保持 73%

的活性, 游离酶 25 d 后可以保持 60%的活性。按照

半衰期计算公式可知, 固定化酶贮藏半衰期为 55 d, 

游离酶为 34 d。 

以对硝基苯基月桂酸酯为底物, 重复测定固定

化酶的活力, 结果如图 11 所示, 按照半衰期计算公

式可以得到固定化酶操作半衰期为 11次。 

2.3.4  常用有机试剂对固定化酶的影响 

将固定化脂肪酶在水、甲醇、乙醇、丙酮、异 
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图 10  固定化酶的贮藏稳定性 

Fig. 10  The storage stability of immobilized enzyme 

 

图 11  固定化酶的操作稳定性 

Fig. 11  The operational stability of immobilized enzyme 
 

丙醇、叔丁醇、正己烷、正丁醇中贮存 1 h后分别测

定其活力。图 12 表明, 固定化酶在正己烷中活力最

高为 95%, 在叔丁醇中能够保持 92%以上的活力。游

离酶在叔丁醇中活力最高为 84%, 在正己烷中也能

够保持 79%的活力。在不同有机试剂中, 固定化酶的

活力均比游离酶的高。 

 

图 12  有机试剂对固定化酶的影响 

Fig. 12  The effect of organic reagents on immobilized enzyme 

 

2.3.5  固定化脂肪酶催化反应动力学 

根据图 13 得到的回归方程, 经过计算可知固定

化脂肪酶 Km 和 Vmax 值分别为 4.86×10–5 mol/L 和

1.31×10–5 mol/(L·min), 同样方法测的游离酶的 Km和

Vmax值分别为 3.75×10–5 mol/L和 1.39×10–5 mol/(L·min)。

从结果看, 固定化后脂肪酶在底物亲和力上相对游

离酶有所下降 , 可能由于固定化处理后 , 酶蛋白与

载体结合 , 对酶的活性中心产生部分影响 , 在立体

空间上形成位阻 , 影响酶活性中心的扩散和作用 , 

使酶的催化速率产生降低的情况。 

 

图 13  固定化酶的 Km和 Vmax值。 

Fig. 13  The Km and Vmax values of immobilized lipase 

 

3  讨论与结语 

经过固定化处理的脂肪酶最大的特点是能够多

次利用 , 增加利用的效率 , 同时其他的性质也会发

生相应的变化, 例如作用温度、作用 pH、对金属离

子及有机试剂的敏感度等, 这些表观的性质变化原

因来自于脂肪酶分子与载体(如树脂)颗粒的相互作

用。有些酶分子会与载体通过共价键结合, 这种结合

比较紧密 , 但酶活性相抵; 有些酶分子能够通过氢

键或疏水作用力与载体吸附, 这种情况固定化酶的

活力得到保证 , 但酶分子与载体联系不紧密 , 重复

利用性不如共价结合的方式。无论哪种方法通常情

况下, 一般相较于游离酶, 固定化酶的 Vmax 值会减

小、Km 值会增大, 这是由于酶分子的活性中心若被

部分掩埋于载体中, 结果必然使活性下降、酶与作用

底物的亲合力降低。因此, 保证固定化酶的低活力损

失是固定化处理的关键, 在此基础上提高其重复使

用次数和不同环境下固定化酶的稳定性决定了固定

化效果的好坏。 

本研究针对实验室前期研究得到海洋脂肪酶
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ADM47601[13, 16-17], 筛选了 6 种阴离子交换树脂、7

种阳离子交换树脂、8 种大孔吸附树脂共 21 种树脂

对脂肪酶进行了固定化, 选择效果最好的 D316阴离

子交换树脂, 通过正交实验进一步研究了 D316型树

脂固定化的最佳条件为每克载体加酶量 10 000 U, 

pH7.5, 25℃, 150 r/min, 固定化 3 h。此时固定化酶活

力回收率最高, 达到 65.53%±1.06%。且研究了固定

化脂肪酶的酶学性质 , 其最适作用 pH 为 7.5, 在

pH6.0~9.0的范围内能够保持 85%的活力。最适作用

温度为 40℃, 在 50℃下贮存 1 h后依然保持 66%的

活力。室温保存半衰期为 55 d, 操作 8次仍然能维持

60%的活性, 且在多种有机试剂中能够稳定的保持活

性。固定化脂肪酶 Km和 Vmax值分别为 4.86×10–5 mol/L

和 1.31×10–5 mol/(L·min), 对底物亲和性较好。得到

的固定化脂肪酶相比游离酶有着广泛的 pH 和温度

适应性 , 且具有较高的有机溶剂适应性 , 为工业扩

大化应用奠定了基础。 
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Abstract: The effect of different resins on immobilizing lipase ADM47601 was investigated in this study. A total of 

21 types of resins were screened, and the anion-exchange resin D316 demonstrated the best immobilization. After 

the orthogonal test, the recovery ratio of enzyme activity reached up to 65.53% ± 1.06% under optimal conditions: 

10000U lipase per 1g resin, pH7.5, 25℃, 150r/min and 3 h for immobilization. The optimal pH of immobilized 

lipase was 7.5, and it exhibited 85% of the maximum activity in the range of pH6.0–9.0. The optimal temperature 

was 40℃, and the activity was maintained at 66% after 1 h of storage at 50℃. At 25℃, the half-life was 55 days 

and the residual activity was still higher than 60% after utilizing the lipase 8 times. The immobilized lipase can 

maintain activity in various organic reagents, and its Km and Vmax values were 4.86 × 10−5mol/L and 1.31 × 

10−5mol/(L·min), respectively, indicating high affinity to the substrate. 
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