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乳酸氧化酶在复合功能铝膜中的固载研究
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摘要：在有序多孔的阳极氧化铝膜腔体内，以 I$"% 为表面活性剂，采用压力诱导的方法制备出孔径约为 $" -6的介
孔二氧化硅一维纳米材料。制得的复合功能性铝膜，先用烧结的方法除去表面活性剂 I$"%，然后将 C J胺基丙基 J
三甲氧基硅（KLMN=）固定到介孔的表面上，通过戊二醛（OK）的交联作用使乳酸氧化酶（PA@）固载，制备出具有生
物催化活性的复合功能性铝膜。实验结果表明，复合功能性铝膜催化乳酸溶液时，当其流速很慢（#) C 6P F 64-）且浓
度较低（H !N）时可以获得 QC) QR左右的较高的转化率。
关键词：阳极氧化铝膜；乳酸氧化酶；介孔二氧化硅；合成

中图分类号：AE$$) E 文献标识码：K! ! ! 文章编号：$E%"G EEDC（"#$#）#*G ##E$G #*

! ! 生物酶是一种催化效率高，选择性好，反应条件
温和的生物催化剂，被广泛地应用于化学分析以及

工业生产等领域中。酶是水溶性分子，为使其与产

物较好地分离，最好的方法是将其固定于载体

上［$GC］。在无机材料中，由于介孔硅材料具有孔径大

且尺寸均一，比表面积大和骨架结构可控等特点，并

且具有吸附性能高、热稳定性好、化学性质稳定、机

械强度高等性质，因此是固定化酶的理想载体［*］。

$DDE 年，@4.S和 T.(U’:等［H］第一次成功地把生
物酶固载到介孔材料 N0N*$ 上，但是由于 N0N 型
介孔硅孔径较小，通常仅适合半径小的酶分子的固

载且负载量较低。V1.+［E］及 =>164W; X4-U9( 等［%］通
过三嵌段表面活性剂以及膨化试剂的选取，合成出

了孔道尺寸较大的 =TK 和 N0I 型介孔材料，极大
地提高了酶的负载量。这使得用介孔硅材料固载生

物酶的研究迅速发展起来。

近些年来，以电化学的手段制备有序的阳极氧

化铝膜的方法日趋成熟，很多科学家开始探索在铝

膜腔体内介孔材料的合成［QGD］。中科院的杨振忠研

究员和美国 M’(.-9 大学化工系卢云峰教授首先提
出以多孔阳极氧化铝膜为模板，结合无机物的溶胶 F
凝胶和三嵌段共聚物聚环氧乙烷 J聚环氧丙烷 J聚
环氧乙烷（LYAGLLAGLYA）的自组装过程，制备了一
维纳米孔结构的二氧化硅纤维和管及其阵列体系，

实现了产物形貌和纳米孔结构的可控调节［$#］。M9,G

.6.9研究小组以 0MKT 为表面活性剂，通过压力诱
导的方法在铝膜的腔体内合成了具有一维纳米通道

的介孔硅 N0N*$［$$］。=;’>U< 研究小组又系统地介
绍了复合硅材料在不同孔道半径铝膜中的自组装过

程的研究［$"］。

虽然在铝膜腔体内介孔材料的制备研究进展迅

速，但是相关的应用研究却一直很少有人报道。

"##% 年，作者研究小组分别用 L$"C 和 I$"% 为表面
活性剂，采用压力诱导的方法在铝膜腔体内合成了

一维、一维三维混合和三维的介孔硅材料［$C］。在

新材料合成的同时，把葡萄糖氧化酶固定在介孔硅

的表面，很好地保留了酶的活性［$*］，拓展了这类材

料在生物领域中的应用。本文介绍了以 I$"% 为表
面活性剂，结合溶胶凝胶技术，在铝膜孔道内形成了

孔径大小约为 $" -6，具有三维结构的介孔硅材料；
同时，采用化学键合的固定方法在孔道表面进行了

乳酸氧化酶（PA@）的固定，考察了生物酶固载前后
介孔硅孔道的变化；研究了固化后的生物酶的催化

效率以及贮藏时间等因素对酶活性的影响。

$ 实验
$) $ 试剂与仪器
乳酸氧化酶（K(W,4>1 公司），正硅酸乙酯（K(W,4>1

公司），乙醇（K(W,4>1 公司），三嵌段表面活性剂 I$"%
（I(’>. 公司），盐酸（I(’>. 公司），铝膜（X1.;6.- 公

! 收稿日期："##DG $#G "#! ! 修回日期："##DG $"G $$

资助项目：国家自然科学基金（5+) "#Q#$#E"）；重庆市自然科学基金（5+) 0=M0"##DTT*#HH）

作者简介：付文升，男，教授，博士，研究方向为无机合成。



司），水为去离子水。

!"!#$%&% 型快速比表面孔径分析仪，’()*
$%%(+型透射电子显微镜，’!",-*.#/%%% 荧光分光
光度计。

&0 $ 方法
&0 $0 & 复合铝膜的制备 1 采用压力诱导的合成方
法，将由正硅酸乙酯水解得到的前驱液［&2］抽入铝膜

的微孔内，至前驱液完全抽干，室温下干燥 $2 3。将
复合铝膜夹在两片平板玻璃之间，从室温程序升温

至 /%%4,，使表面活性剂完全除去，然后缓慢冷却至
室温。

&0 $0 $ 5-6的固载1 7 85无水甲醇和 & 85 三氨丙
基三甲氧基硅烷于圆底烧瓶中充分混合，将上一步

制得的复合铝膜浸入到混合溶液中，然后在 /% 9加
热 2 3。缓慢冷却至室温，取出铝膜，并用无水甲醇
反复洗涤，最后用减压法干燥 $ 3。干燥后的铝膜放
在抽滤装置上，取 &85 $0 :;的戊二醛溶液滴加到
铝膜表面，在一定压力的作用下将其缓慢地抽过铝

膜，然后用 %0 %& )的磷酸盐缓冲溶液反复清洗铝膜
以除去残留的戊二醛；铝膜浸入到 & 85乳酸氧化酶
（%0 : 8< = 85）溶液当中，在摇床上以 >% ?@8 的速度
振荡 $% 3，得到具有生物功能性的复合铝膜。
&0 $0 A 催化活性的检测1 将复合功能性铝膜放置在
真空抽滤装置上，用移液器移取一定量的乳酸溶液

于铝膜上方，通过控制体系的真空度使溶液缓慢的

从铝膜孔道内流过，将反应后的产物小心地收集起

来，用显色法检测酶的催化活性。检测体系涉及到

两步酶的催化反应，首先是固定的乳酸氧化酶催化

乳酸使其转变为丙酮酸和双氧水，然后用过氧化物

酶催化双氧水氧化 A，A’，:，:’*四甲基联苯二胺，使
其显色，通过分光光度计检测双氧水的转化率，进而

计算出乳酸的转化率。

$ 结果与讨论

$0 & 固载乳酸氧化酶前后二氧化硅的孔道变化
固载乳酸氧化酶前后的氮气吸附曲线（如图 &B

所示）可知，实验制得的 "C!*&/ 纳米纤维呈现标准
的 DE型吸附等温线（如图 A 所示），意味着它们都
是具有均一孔道的介孔材料。根据吸附等温线吸附

的数据，由 C’F方法计算得到固载乳酸氧化酶前材
料的孔容为 %0 %AA G8A = <，比表面积是 &70 H7 8$ = <。
而固载了酶分子之后，材料的孔容和比表面积明显

减小（图 &I），分别为 %0 %&> G8A = <和 &%0 :/ 8$ = <。

图 &1 固载乳酸氧化酶前后复合铝膜的氮气吸脱附曲线

从透射电子显微（J()）照片可以看到，介孔二
氧化硅的孔道在固载生物膜分子前后有着十分明显

的变化（如图 $，图中的标尺为 $% K8）。在以化学键
和的方法固载生物分子前，可以从图 $B上清楚地观
测到材料的孔道，孔的直径约为 &$ K8。在固载了
生物酶分子后，原本十分清晰的孔道变得很模糊

（如图 $I）。这些结果表明生物酶分子很好地固定
到介孔硅的孔道中。

图 $1 介孔二氧化硅的透射电镜照片

$0 $ 乳酸浓度对铝膜催化效率的影响
分别将浓度为 :、&% 、&: 和 $% !) 的 & 85乳酸

溶液倾倒在复合功能铝膜表面，通过调整体系的真

空度来调节乳酸的流速，使其以相同的速率流过铝

膜，利用分光光度计来检测乳酸的转化率。由图 A
可知，当乳酸的浓度为 : !) 时，其转化率最高，为
>A0 >;；随着溶液浓度的升高，乳酸的转化率降低很
快，这可能是由于乳酸氧化酶在介孔硅表面覆盖率

较低，当乳酸浓度过高时来不及与酶进行反应造成

的。

$0 A 反应底物流速对铝膜催化效率的影响
同时研究发现乳酸溶液流经复合铝膜的速度对

其转化率有一定的影响。将 & 85 浓度为 : !) 的
乳酸溶液倾倒在铝膜上方，通过调节体系的真空度

来调整溶液的留下速度。当流速为 %0 A 85 = 8LK时，
乳酸的转化率最高，如图 2 所示，转化率随着流速的
增大呈明显的下降趋势。这表明适当的流速有利于
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提高乳酸的转换效率。

图 !" 不同浓度的乳酸溶液在相同流速下的转化率

图 #" 不同流速下乳酸溶液的转化率

$% # 贮藏时间对铝膜催化效率的影响
对于固定化酶来说，贮藏时间对催化效率的影

响是膜功能性的一个非常重要的参数。在温度 # &
下，将复合功能性铝膜储藏在磷酸钠的缓冲溶液中，

检测时间变化对复合功能性铝膜催化效率的影响。

随着时间的延长，复合铝膜催化效率呈现出明显递减

的趋势（如图 ’ 所示），储存 ! ( 后，复合铝膜的催化
效率仅为初始时催化效率的 !!)，一个原因是乳酸氧
化酶不稳定，在复合铝膜中很快失去活性，从而使得

复合铝膜的催化活性降低很快；另外一个原因可能是

一部分游离的乳酸氧化酶从铝膜上脱落下来。

图 ’" 乳酸氧化酶的催化活性随贮藏时间的变化

" " 本文在铝膜的腔体内合成一维介孔二氧化硅
的基础上，通过化学键合的方法将乳酸氧化酶分子

固载到介孔材料的表面，试验测试了生物酶分子在

固载后其生物活性的变化。结果表明，复合功能性

铝膜催化乳酸溶液时，当其流速很慢且浓度较低时

可以获得较高的转化率。这种固化酶分子的方法相

比于用传统的粉末介孔硅材料固载生物酶方法有明

显的优势。首先，克服了传质阻力的影响，使用复合

功能性铝膜进行催化反应时，可以将反应底物“抽

过”铝膜，大大降低了传质阻力的影响；另外，催化

反应完成后，不必再将铝膜与溶液分离也是复合功

能性铝膜区别于粉末硅材料的特色之一。因此这种

功能性复合铝膜在固定床反应器等领域的应用有着

巨大的价值。
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