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Abstract: Lipase was immobilized on the mesoporous molecular sieve SBA-15 by physical adsorption me-
thod. The effects of immobilization conditions on the relative activity and the activity yield of the immobi-
lized lipase were studied. At the same time the pH, operational and storage stability of the immobilized lipase 
was discussed. The results showed that the optimum conditions for immobilization were as follows: the mass 
of the carrier, the mass of the free enzyme, time and pH were 1 g, 50 mg, 3.0 h and 8.0, respectively. Under 
the optimum condition, the activity yield of the immobilized lipase was around 60%. The immobilized lipase 
showed a good stability compared with the free enzyme. The results showed that the mesoporous molecular 
sieve SBA-15 is an excellent carrier for the immobilization of lipase. 
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摘  要：本文以介孔分子筛 SBA-15 为载体采用吸附法对假单胞菌脂肪酶进行了固定化，研究了固定化

条件对酶的活性及酶活回收率的影响，得到了最佳固定化条件。并对固定化酶的稳定性(pH、操作稳定

性以及储藏稳定性)做了初步研究。结果表明：当载体为 1 g，给酶量为 50 mg，固定化时间为 3 h，溶液

的 pH 值为 8.0 时，假单胞菌脂肪酶的固定化效果最好，此时酶活力回收率达到 60%左右。固定化酶的

稳定性较游离酶有很大提高。研究结果表明介孔材料 SBA-15 是脂肪酶进行固定化的一个优良载体。 
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1. 引言 

脂肪酶系统名称为三脂酰甘油酰基水解酶[1]。它

是一类特殊的酰基水解酶，它能在油水界面上催化酯

水解和醇解、酯合成、酯交换、内酯合成、高聚物合

成及立体异构体拆分等有机合成反应。因其具有选择

性高、催化反应条件温和、无污染等特点，而成为目

前被重点研究的酶催化剂[2]。然而，游离的脂肪酶稳 

定性差，易失活，不能重复使用，并且反应后也不易

与产品分离，使其难以实现规模化的生产。在此条件

下，通过酶固定化技术来克服脂肪酶应用的局限性成

为酶工程领域研究的热点[3-6]。目前，固定化脂肪酶广

泛应用于食品、医药、油脂加工、皮革、造纸、化工、

化妆品等诸多行业。尤其是在催化合成生物柴油方面，
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固定化脂肪酶可以作为催化剂来催化制备生物柴油
[7-9]。 

目前，脂肪酶的固定化多采用有机载体。根据文

献报道，对于大多数脂肪酶来说，其中聚乙烯、聚丙

烯、琼脂糖、聚丙烯酰胺和葡萄糖凝胶等是固定化脂

肪酶的优良载体[10]。但是，实际应用中还存在着许多

问题，如载体价格高，使用寿命短。因此许多科研人

员一直致力于新载体的研制和应用。无机介孔分子筛

SBA-15 因其具有较大的比表面积、高度有序的孔道结

构、较大的孔容、孔径均一且在一定范围内连续可调、

表面易改性、较好的热稳定性和水热稳定性、机械强

度较高，无毒、不易分解、耐酸碱、成本低、寿命长

等特点，而使介孔分子筛 SBA-15 在吸附分离和酶固

定化方面有着独到的应用价值。它对分子的吸附，特

别是蛋白质分子的吸附已经引起了人们的广泛关注
[11-13]。Takahashi[12]等人将辣根过氧化酶固定化在介孔

材料 SBA-15 中，考查了固定化酶的活性和热稳定性。

裘式纶[13]等人将分子筛 SBA-15 作为载体用来固定化

-胰凝乳蛋白酶，研究了固定化后的酶活性。但以介

孔分子筛 SBA-15 为载体进行假单胞菌脂肪酶的固定

化研究却很少见报道。脂肪酶的固定化方法大致分为

四类：吸附法、共价法、交联法和包埋法。其中，吸

附法操作过程简单，是经济上最具吸引力的固定化方

法。 

本文以介孔分子筛 SBA-15 为载体采用吸附法对

假单胞菌脂肪酶进行了固定化研究，考察了不同固定

化条件对酶活力回收率的影响。同时对其稳定性进行

了考察。 

2. 实验部分 

2.1. 试剂和仪器 

D8Advance 型 X 射线多晶衍射仪（德国 Bruker 

AXS 公司）；AUTOSORB-1MP 型 N2物理吸附仪（华

嘉(香港)有限公司）；Lambda 35 型紫外可见分光光度

计（珀金埃尔默仪器（上海）有限公司）；PHS-3C 型

pH 酸度计（上海雷磁仪器厂）。聚氧乙烯-聚氧丙烯-

聚氧乙烯三嵌段共聚物、正硅酸乙酯、盐酸、假单胞

菌脂肪酶（PSL）、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、二甲苯、

醋酸铜均为分析纯，橄榄油为化学纯。 

2.2. 介孔分子筛 SBA-15 的制备与表征 

本文以非离子表面活性剂聚氧乙烯-聚氧丙烯-聚

氧乙烯三嵌段共聚物 P123 为模板剂，以正硅酸乙酯

(TEOS) 为硅源，酸性条件下合成介孔分子筛

SBA-15[14]。具体制备过程如下：在 35℃～40℃的条

件下，将 P123 溶解在一定量的去离子水和一定体积 2 

mol/L 的盐酸(HCl)溶液中，置于恒温加热磁力搅拌器

上搅拌，待完全溶解后将混合溶液转移至三口烧瓶，

向该混合溶液中加入一定体积的正硅酸乙酯(TEOS)，

在 40℃下持续剧烈搅拌 24 h 以上，然后将混合物装入

不锈钢反应釜中，80℃条件下晶化 48 h 以上，取出后

立即将反应釜冷却一段时间，所得的晶体产物经过滤、

洗涤，室温下干燥，最后在马弗炉中静态空气下 550

℃煅烧 6 h 以除去模板剂，最后得到白色粉末 SBA-15

介孔分子筛。实验中所用各原料的摩尔比约为 1.0 

TEOS：0.01 P123：5.88 HCl：136 H2O
[15]。 

SBA-15 分子筛的 X 射线衍射在 D8 Advance 型 X

射线多晶衍射仪上测定，Cu 靶，Kα线，管电压 40 kV，

管电流 40 mA，扫描区间 1°～6°，扫描速率 1°/min，

扫描步长 0.02°。其 N2吸附－脱附等温线在 77 K 下通

过 AUTOSORB-1MP 型自动物理吸附仪测定，采用

BET 和 BJH 方法计算比表面积和孔径。 

2.3. 脂肪酶标准溶液的配制 

配制 50 mL 4 mg/mL 的假单胞菌脂肪酶溶液的步

骤如下：用分析天平精确称取 0.2 g 的 PSL 酶粉，加

入到 NaH2PO4-Na2HPO4磷酸盐缓冲溶液(0.02 mol/L，

pH = 8.0)中，室温条件下搅拌 15 min，4000 rpm，离

心 15 min，取上清溶液将其转移至 50 mL 容量瓶中，

向烧杯中沉淀部分再加入一定量的缓冲溶液搅拌使其

溶解，4000 rpm，离心 15 min，同样将上清溶液转移

至容量瓶中，如此反复三到四次，最后将所得的全部

上清液转移至容量瓶，用 0.02 mol/L，pH = 8.0 的

NaH2PO4-Na2HPO4缓冲溶液定容，得到 4 mg/mL 假单

胞菌脂肪酶(PSL)的粗酶液。置于 4℃下保存。 

2.4. 脂肪酶的固定化 

用移液管移取一定量的已经制备好的 4 mg/mL上

述脂肪酶粗酶液于反应瓶中，向其加入一定质量的介
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孔分子筛，室温下磁力搅拌 3小时，将所得混合物 4000 

rpm，离心 15 min，保留上清液，用缓冲液清洗沉淀，

清洗时应少量多次，最后再用去离子水清洗一次后抽

滤，所得沉淀于室温下自然干燥，即得到介孔分子筛

固定化酶。 

2.5. 脂肪酶的活力测定 

本实验采用铜皂法来测定脂肪酶的活力。具体操

作如下：用移液管移取 3 mL 0.02 mol/L 磷酸盐缓冲溶

液和 1 mL 橄榄油于锥形瓶中，37℃下恒温磁力搅拌 5 

min 后，加入 0.1 mL 假单胞菌脂肪酶的游离酶溶液，

搅拌 10 min，立即向混合物中加入 8 mL 二甲苯，继

续搅拌 2 min 后终止反应，回收生成的脂肪酸，将该

溶液转移至离心试管中，4000 rpm，离心 15 min，这

时有机相和水相分层澄清。取有机相 4 mL 与锥形瓶

中，加入 1 mL 显色剂，磁力搅拌 3 min，产生的脂肪

酸与 Cu2+络合，生成绿色的络合物。4000 rpm，离心

15 min，取上层含有脂肪酸铜的二甲苯溶液，用紫外

分光光度计在 710 nm 波长处测其吸光度。按同种方法

制备不含脂肪酶的空白溶液，将其作为参比，对照脂

肪酸吸光度工作曲线，求出脂肪酸的浓度。 

2.5.1. 脂肪酸吸光度工作曲线的绘制 

配制一系列不同浓度的油酸/二甲苯溶液，分别取

6 mL于锥形瓶中加入 1.5 mL上述配制的显色剂溶液，

磁力搅拌 3 min，待油酸分子与 Cu2+完全络合，生成

绿色的络合物，高度离心机下离心，取上层有机相于

710 nm 处测定脂肪酸的吸光度。用未加油酸的空白溶

液作参比，以吸光度对油酸浓度作图，得一直线，该

直线即为脂肪酸吸光度的工作曲线[5]，得到吸光度与

浓度二者的关系方程：A = 0.2 c ＋ 0.0139，方程中 A

为脂肪酸的吸光度，c 为油酸的物质的量的浓度(单

位：mmol/L)。 
100 

110  200 

2.5.2. 酶活定义及酶活计算公式 

脂肪酶的酶活力单位就是指在一定条件下，每分

钟释放出 1 μmol 脂肪酸的酶量，将其定义为 1 个脂肪

酶活力单位(U)。酶活的计算公式 X = (cV)/(tV′)(其中

X 为脂肪酶活力，单位为 U·mL–1；c 为脂肪酸浓度，

单位为 μ mol·mL–1；V 为脂肪酸溶液的体积，单位为

mL；V′为酶液的用量，单位为 mL；t 为作用时间，单

位为 min)。 

2.5.3. 固定化酶的计算公式 

(1) 酶的活性回收率 

脂肪酶被载体固定化后，固定化酶显示的活力占

被固定的等当量游离酶总活力的百分数，该百分数称

为固定化酶的活力回收率。用公式表示：酶活力回收

率(%) = (固定化酶总活力/原酶液总活力) × 100%。 

(2) 酶的相对活性 

游离酶或固定化酶的相对活性的定义：在同组实

验中将活性最高的点的值记为 100%，其它实验点的

数值与该最高点的数值之比，通常用百分数表示。 

3. 结果与讨论 

3.1. 介孔分子筛 SBA-15 载体的表征 

3.1.1 介孔分子筛 SBA-15 的 XRD 分析 

图 1 是制备的介孔分子筛 SBA-15 粉末的XRD 谱

图，图中可以看出：样品在 2θ为 0.8°附近出现一个很

强的衍射峰，该峰对应着 SBA-15 的(100)峰，在 1.5°

和 1.8°较高角度附近出现两个较小的特征衍射峰，分

别对应着 SBA-15 的(110)和(200)衍射峰，是典型的二

维六角结构的特征衍射峰。另外从 XRD 谱图中我们

还可以看出样品的骨架结构的有序性保持良好，表明

具有较好结晶度的SBA-15介孔分子筛被合成出来了。 

3.1.2. N2物理吸附分析 

图 2 是 SBA-15 的吸附-脱附等温线和孔径分布曲

线，由图 2 我们可以看出该材料的等温线属于第Ⅳ类

吸附等温线，在低压段，吸附量平缓增加，在 P/P0为

0.6～0.7 之间等温线出现一个明显的突跃，且伴随一 
 

 

Figure 1. XRD pattern of SBA-15 
图 1. 样品 SBA-15 的 XRD 图 
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(a) 

 

 
(b) 

 

Figure 2. (a) N2 adsorption-desorption isotherms and (b) Pore size 
distribution curve of SBA-15 

图 2. SBA-15 分子筛的吸附-脱附等温线(a)和孔径分布曲线(b) 

 

个 H1 型迟滞环，该等温线为典型的介孔分子筛所呈

现的吸附类型。由该图我们还可以知道样品的孔径分

布非常均一。经计算该样品的孔径约为 7.704 nm，比

表面积为 679 m2/g，孔容为 0.856 cm3/g。 

3.1.3. 透射电镜(TEM)分析 

图 3 是介孔分子筛 SBA-15 的透射电镜照片，从

图中可以看到合成的材料其孔道结构排列规整有序，

呈柱形结构。另外，在垂直于孔轴方向，可观察到

SBA-15 有序的六方孔道结构，证明介孔分子筛

SBA-15 呈二维六方结构。此结果与 N2物理吸附的结

果是相符的。 

3.2. 固定化酶的 N2物理吸附分析 

采用相同的表征方法对以介孔分子筛 SBA-15 为

载体固定化假单胞菌脂肪酶进行 N2物理吸附表征。从

图 4 我们可以看出：SBA-15 分子筛在固定化酶前后，

其 N2吸附/脱附等温线均属于 IV 型，是典型的介孔材 

 
Figure 3. TEM image of SBA-15 
图 3. SBA-15 分子筛的 TEM 图 

 

料吸附。所不同的是，对于 SBA-15 分子筛模板来说，

它的迟滞环是典型的 H1 型迟滞环，说明它是独立的

柱状孔模型。而吸附脂肪酶后的等温线的迟滞环类型

归属为 H4 型，表明该材料具有的是无序孔模型。从

孔径分布图中我们可以看到，其孔径大小相应的有所 
 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 4. (a) N2 adsorption-desorption isotherms and (b) Pore size 
distribution curves of the support and immobilized PSL 

图 4. 载体和固定化酶的吸附-脱附等温线(a)和孔径分布曲线(b) 
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下降。经计算分析，SBA-15 介孔分子筛在固定化假单

胞菌脂肪酶后，其孔径由固载前的 7.70 nm缩小到 5.28 

nm。这种材料孔型及孔径的改变都说明了脂肪酶固定

化到 SBA-15 分子筛孔道里了。 

3.3. 固定化条件对 SBA-15 固定化酶活力的影响 

3.3.1. 固定化时间的影响 

图 5 是不同的固定化时间(其它固定化条件相同)

对以SBA-15分子筛为载体固定化脂肪酶酶活的影响。

图中我们可以看出随着搅拌时间的逐渐延长，载体吸

附的酶量增加，酶活增加，当搅拌时间为 3 h 时，固

定化酶的活性达到最高。3 h 后开始平缓下降直到平

衡。原因可能是：一方面酶的固定化过程就是酶扩散

进入介孔分子筛孔道的过程，其速度与酶扩散进入孔

道的速度有关。由于介孔分子筛 SBA-15 载体的结构

为二维六方孔状结构，假单胞菌脂肪酶(PSL)的分子直

径为 5 nm[17]，而 SBA-15 分子筛的孔径为 7.70 nm，

二者孔径相匹配，酶在固定化时很容易进入 SBA-15

分子筛的孔道中，所以完成固定化过程不需要较长的

时间。另一方面，一部分酶分子进入载体孔道，另一

部分酶分子则停留在载体的孔口处达到饱和，由于这

一部分酶分子阻塞在孔口处，导致别的酶分子无法再

进入载体的孔道内。另外，随着固定化时间的延长，

已经固定上去的酶有可能会脱落下来。综上看来，以

介孔分子筛 SBA-15 固定化脂肪酶的最佳时间为 3 h。 

3.3.2. 给酶量的影响 

酶与载体的配比对固定化酶的活力有一定的影

响。图 6 是不同质量的酶液与 1 g SBA-15 载体固定化 
 

 

Figure 5. Effect of immobilization time on the activity  
rentention of the immobilized PSL 

图 5. 固定化时间对固定化酶活力回收率的影响 
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Figure 6. Effect of enzyme concentration on the activity  
rentention of the immobilized PSL 

图 6. 给酶量对固定化酶活力回收率的影响 

 

3 h后所得到的给酶量对载体 SBA-15固定化脂肪酶的

活性影响。由图 6 可以看出随着给酶量的增加，固定

化酶的相对活性逐渐增高，当 SBA-15 载体为 1 g，给

酶量为 50 mg 时，固定化酶的活性达到最高。随后固

定化酶的活性随着给酶量的增加基本保持稳定。原因

是一定质量的载体固定化酶的能力是有限的，介孔材

料 SBA-15 固定化酶达到饱和状态后不再吸附，因此

酶活保持基本不变。 

3.3.3. pH 值的影响 

在不同的 pH 值(其它固定化条件相同)条件下，

进行假单胞菌脂肪酶的固定化反应。图 7 是溶液 pH

值对固定化酶活性影响的示意图。从图中看出，溶液

在酸性条件下，固定化酶的活力较低，随着溶液 pH

的增高，固定化酶的酶活逐渐增大，当溶液 pH 为 8.0

时，固定化酶的酶活达到最高，此时酶活回收率最大，

表明固定化酶在pH为8.0的弱碱性条件下吸附的酶分

子最多，固定化效果最好。溶液的 pH 高于 8.0 后，固 
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Figure 7. Effect of pH on the activity retention of 
the immobilized PSL 

图 7. pH 值对固定化酶活力回收率的影响 
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定化酶的酶活有所下降，但是不明显，由此看来

SBA-15 分子筛固定化脂肪酶(PSL)的酶活在酸性环境

下很容易失活，弱碱性环境下相对稳定。这可能是因

为，酸性条件下，假单胞菌脂肪酶(PSL)的活性中心氨

基酸的解离状态不利于酶活性的充分发挥；酶分子外

表面的氨基酸的带电状态有可能使酶分子和载体

SBA-15 内表面的硅羟基相互作用的能力减弱；酶分子

本身构象在固定化时可能会有所改变，这样不利于酶

分子进入到载体的孔道中去，因此，固定化酶的酶活

降低，酶活回收率下降。 

3.4 固定化酶的稳定性研究 

3.4.1. 固定化酶与游离酶的 pH 稳定性 

酶在固定化后本身特性会发生一定的变化，如酶

的活性、稳定性、最适 pH 范围的改变等。取 0.02 mol/L

不同 pH值的磷酸盐缓冲溶液下的游离酶和固定化酶，

分别进行其活力的测定，比较它们的稳定性。结果如

图 8 所示。由图 8 可以看出固定化酶与游离酶的最适

pH 值均为 8.0，在 pH 5.8~8.7 的范围内，游离酶的活

力能保持约 40%以上的酶活，而固定化酶在此条件下

却能保持约 75%的酶活，这表明固定化酶的 pH 适应

范围较游离酶有所变宽，酶经过固定化后，pH 稳定性

得到一定程度的提高。 

3.4.2. 固定化酶与游离酶的储藏稳定性 

酶的储藏稳定性是商业化应用的一个重要的指

标，将等活力的固定化脂肪酶与游离的酶溶液分别置

于 4℃保存，间隔相同的时间对其活力测定，以存放

前的活力为标准，计算不同储藏时间后的相对活性， 
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Figure 8. Effect of pH on the stability of free and immobilized PSL 
图 8. pH 对固定化酶及游离酶稳定性的影响 
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Figure 9. Storage stabilities of free and immobilized PSL 

图 9. 游离酶与固定化酶的储藏稳定性 

 

图 9 为 SBA-15 固定化假单胞菌脂肪酶与游离酶储藏

稳定性的比较，由图中我们可以看出，脂肪酶的活力

随着时间的增长而逐渐下降，但固定化酶与游离酶相

比，活力下降趋势比较缓慢。经过 120 h，固定化酶的

活力仍然保持在 90%以上，而游离酶的活力只能保持

在 45%以上。由此可见载体固定化酶可以明显提高酶

的储藏稳定性。 

3.4.3 固定化酶的操作稳定性 

固定化酶的操作稳定性与 pH 稳定性有着直接的

关系，固定化酶的 pH 稳定性越高，其操作稳定性就

越高。在脂肪酶的浓度为 4 mg/mL、温度为 25℃、pH

为 8.0 的条件下测定重复使用多次的固定化酶活性，

测定结果如图 10 所示，图中我们可以看出固定化酶的

操作稳定性较好。重复回收 3 次，利用效果较好，经

过连续 5 批次的酶解反应，固定化酶的活力仍保持在

50%左右。其活力下降可能是由于一些酶分子脱落流

失或失活造成的。 
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Figure 10. The operation stability of immobilized PSL 
图 10. 固定化酶的操作稳定性 
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4. 结论 

以介孔材料 SBA-15 为载体在固定化脂肪酶时，

当固定化时间为 3 小时，载体 1 g，给酶量为 50 mg，

pH 为 8.0 的条件下，固定化酶的酶活回收率最高，能

达到 60%左右。假单胞菌脂肪酶在固定化后其 pH 值

的稳定性范围变宽，在 pH 5.8~8.7 的范围内，固定化

酶的活力由原来游离酶的活力 40%以上提高到 75%以

上。脂肪酶固定化后，其储藏稳定性较游离酶有较大

幅度的提高。经过 120 h 储藏，游离酶的活力为 45%，

而固定化酶的活力仍可保持在 90%。固定化酶的操作

稳定性较好，重复回收 3 次，利用效果较好。 

由此可知，介孔材料 SBA-15 是脂肪酶进行固定

化的一个优良载体。脂肪酶固定化后，不仅使脂肪酶

在更宽广的 pH 范围内仍然具有较高的酶活性，而且

有利于有效地重复利用脂肪酶。 
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