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摘%要%首先采用无皂乳液聚合法获得了含有羧基官能团的聚苯乙烯;甲基丙烯酸共聚物# d3AF#KJFY6C6;82;

>6J[?7YFA@7?7@H$!)1-&0$!然后利用静电纺丝技术制备了 )1-&0纳米纤维4并以酰胺结合的方式!在 )1-&0

纤维表面固载辣根过氧化物酶#O/)$4采用 1.-&Q(0/等手段表征了 )1-&0纤维的表面微观形貌和化学特

性4研究了 O/)在纤维表面的固载时间与酶活性的定量关系!对比分析了酶固载前后的热稳定性!存储稳定

性和 )O稳定性4并以邻甲氧基苯酚作为水体污染的模型物!考察了固载 O/)对邻甲氧基苯酚的去除效率4

结果表明固载后的 O/)相比游离 O/)环境适应性能有较大提升4固载化 O/)对邻甲氧基苯酚#*-)$催化

反应 !"# >@C 去除效率达 <#L"T!明显高于自由 O/)去除效率#=#T$!有望应用于酚类水体污染的治理4

关键词%无皂乳液聚合! 静电纺丝! 纳米纤维! 辣根过氧化物酶! 固载化! 邻甲氧基苯酚

%% 辣根过氧化物酶 # [3YK6Y?H@K[ d6Y3n@H?K6!
O/)$作为生物催化剂!具有催化效率高&专一性
强&反应条件温和&无污染等优点!在资源&能源和
环保等领域上有着巨大的应用潜力4但是 O/)酶
的高级结构对环境十分敏感!如对热&酸碱&有机
溶剂等!因此!在实际应用中还需要解决诸多问
题4"# 世纪 =# 年代兴起的固定化酶技术#6CiF>6
@>>3f@A@i?J@3C$为解决酶在实际应用中的问题提
供了有效手段4生物酶固定化技术是采用化学或
物理方法!将游离细胞定位于限定的区域内!使其
保持活性并可反复利用的技术4这种技术具有生
物酶密度高&作用时间长&抗不良环境能力强&生
物酶流失少等优点4因此固定化酶技术为酶的应
用开拓了广阔的前景 ’! V8( !已成为当今优先发展
的高科技领域之一4

载体材料是酶固定化技术中的关键因素之
一4包括两方面内容%一是自身的物性是否适合做
载体材料"二是材料的微观形貌4在众多的酶固载
基底中!聚苯乙烯#)1$因其廉价&易用而成为最
常用的固相载体之一!但一方面由于聚苯乙烯表
面具有一定的疏水性和生物相容性较差!作为载
体材料时和酶之间易发生某些非生物特异性的相

互作用!从而导致酶蛋白变异影响固定化酶的活
性!极大地制约了聚苯乙烯材料在酶固定化技术
中的进一步推广应用4因此!为改善 )1 板对生物
分子的吸附性能! 有必要对 )1 板基底加以修饰
处理 ’= VS( !以期达到较为理想的效果4另一方面!

常见的聚苯乙烯载体形貌多为二维平板式!与固
定化酶的接触面积小!导致与酶结合的位点容易
达到饱和!使空间位阻也增大!因而酶的固载量大
大受限 ’!#(4

静电纺丝技术 ’!! V!8(为酶固定化在新型基底
材料的选择上提供了有力支撑4将静电纺纳米纤
维膜作为固定化酶的载体!有利于酶与底物充分
接触!能有效提高酶的催化效率和重复利用性!因
此它被人们认为是一种潜在的具有广阔应用前景
的酶固定化基质!目前已经成为静电纺丝纳米纤
维膜应用研究领域的研究热点之一 ’!= V!S(4

本文采用无皂乳液法对苯乙烯分子进行功能
化!使其带有羧基便于与酶的识别吸附4在此基础
上结合静电纺丝技术制备了具有三维交叉网络结
构的高吸附容量的苯乙烯 ‘甲基丙烯酸共聚物纳
米纤维膜#如示意式 ! 所示$4并以过氧化物酶作
为模型酶进行高效固载化!研究了固定化过氧化
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17[6>6! % ’[6>@7?AY3IJ6\3YKFCJ[6K@K3\KJFY6C6;82;>6J[?7YFA@7?@7H 73d3AF>6Y?CH KIfK6oI6CJ

6A67JY3Kd@CC@CDC?C3\@f6YK?JJ?7[>6CJ3\O/)

物酶对水体中的邻甲氧基苯酚的处理能力4

()实验部分
(*()试剂

四氢 呋 喃 # (OQ$& "! ";二 甲 基 甲 酰 胺
#5-Q$&过硫酸钾&过氧化氢#$#T$&磷酸&磷酸
二氢钾&十二水合磷酸氢二钠&重铬酸钾&硝酸钴&

戊二醛&邻甲氧基苯酚&考马斯亮兰!购于国药集
团化学试剂有限公司!均为分析纯!使用前未经纯
化4辣根过氧化物酶 #O/)$&牛血清蛋白 #R1&$

购于上海 1@D>?有限公司4甲基丙烯酸&苯乙烯为
分析纯!使用前经 =T 2?*O洗涤后干燥!在<# W

下减压蒸馏而得4二次蒸馏水实验室自制4
(*+)苯乙烯$甲基丙烯酸共聚物!&5.:"的合成

苯乙烯;甲基丙烯酸共聚物由本实验室合成4

合成过程如下%在带搅拌及回流冷凝管的三口瓶
中加入 !## >+水及单体 "= >+苯乙烯&!L# >+

甲基丙烯酸!搅拌速度为 !=# Y>d!待加热沸腾 =
>@C 后加入 #L! D引发剂过硫酸钾!反应 !L= [!离
心分离&洗涤后再在 :# V<# W下干燥!即得到共
聚物粉末4
(*,)!&5.:纳米纤维的制备

将 )1-&0缓慢添加到 5-Q溶剂中!室温下
搅拌 " [!制得浓度为 !#T的聚合物电纺溶液!在
自制静电纺丝机上纺丝得到 )1-&0纳米纤维膜4

将上述纤维置于 :# W电热真空干燥箱中干燥处

理!备用4
(*L)!&5.:纳米纤维膜固载化过氧化物酶

将 )1-&0纳米纤维膜放置于 !T的牛血清蛋
白#R1&$溶液中浸泡 :# >@C!经二次蒸馏水浸泡&

清洗两次后!将纳米纤维膜浸泡在过氧化物酶溶
液中!冰浴条件下固定!固载 O/)的 )1-&0纳米
纤维膜取出后用 dOZ:L# 的磷酸盐缓冲溶液洗
涤 $ 次!置于 8 W冰箱中待用!样品记作 )1-&0;
O/)4
(*2)吸附容量检测

采用 RY?H\3YH 方法检测 O/)在纤维表面的
吸附容量4通过紫外;可见光谱仪测定考马斯亮蓝
在 =S= C>处的吸收强度!利用朗伯;比尔定律推
算 O/)在溶液中的浓度!并采用公式#!$计算吸
附容量 V4

V’
#8# I8$G
1

#!$

式中 V为 O/)在纤维表面的吸附容量! >DMD" 8#
和 8分别是 O/)在溶液中的初始浓度和即时浓
度! >DM>+" G是 O/)溶液的体积! >+" 1是
)1-&0纤维的质量!D4
(*3)表征

纤维形貌及直径采用 1;$###2 #O0(&’O0!
N?d?C$型扫描电镜观察"聚合物化学结构的红外
光谱用 0Q199M1 型 #德国 R/_X./公司$时间分
辨红外光谱仪测定4

S#=!
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(*4 -6!活性测定
!L:L!%游离 O/)酶活测定

采用沃辛通#m3YJ[@CDJ3C$法测定 O/)的活
性 ’"#!"!(4实验通过简述如下%取 !L8 >+苯酚和 8;
氨基安替比林 #8;&&)$的混合溶液 #苯酚和 8;
&&)浓度分别为 #L!:" >3AM+!"L89 p!# ‘$ >3AM
+$&!L= >+的过氧化氢磷酸盐缓冲液 #浓度为
!L:9 p!# ‘$ >3AM+$置于 ! 7>比色皿中!然后加
入游离 O/)!混合后迅速放入紫外;可见分光光度
计中!检测 $ >@C 内 =!# C>处吸光度每 ! >@C 的
增大值 #以蒸馏水为参比$!并取平均以计算酶
活4
!L:L"%)1-&0;O/)酶活测定

前期步骤同游离 O/)酶活测定!当加入固定
化 O/)反应 $ >@C 后!迅速过滤分离出固定化过
氧化物酶以终止反应!取清液置于 ! 7>比色皿中
在 =!# C>下测定溶液的吸光度4
(*M)催化处理多酚评测

采用愈创木酚法测定 O/)催化处理邻甲氧
基苯酚 #*-)$的活性4*-)去除率 4根据公式
#"$计算4

4#L$ ’
J# IJK
J#

K!##L #"$

式中 J# 为初始 *-)量!>D" J7 为反应终止 *-)
量!>D4

实验过程如下%取 )1-&0;O/)##"# q ! $
>D$"膜或等量自由 O/)至 != >+具塞试管中!
依次加入 <L#9 p!# ‘$ >3AM+邻甲氧基苯酚 ! >+&
蒸馏水 9LS >+!充分混合后!加入 =L$# p!# ‘"

>3AM+O"*" ! >+!摇匀并计时4反应一定时间后
取样!并加入 #L! >+#L9=< >3AM+偏磷酸!终止反
应!以不加 O"*" 的空白管调零在 8:# C>下比
色4根据酶促反应计算出反应终止时的 *-)的
量4

+)结果与讨论
+*()纤维形貌表征

静电纺丝制备的 )1-&0纳米纤维和固载
O/)后的纳米纤维如图 ! 所示4图 !#?$为 )1-&0
纳米纤维!从图中可以看出纤维平直!表面光滑!
直径在#"=# q"#$ C>4图 !#f$为固载O/)后的
纳米纤维!从图中可以看出纤维柔性弯曲并粘连
在一起!直径在 #"<# q"# $ C>4这表明纤维经
O/)固载后形态有所变化!从平直趋向于弯曲!

纤维直径略有增加4这是由于纳米纤维在过氧化
物酶溶液浸泡和干燥过程中局部应力变化而引起
的弯曲变形4

Q@D4!%-3Yd[3A3D@6K3\#?$ 3Y@D@C?A)1-&0C?C3\@f6YK?CH # f$

)1-&0C?C3\@f6YK?\J6Y@>>3f@A@i?J@3C O/)

)1-&073C76CJY?J@3C @C J[6Kd@CC@CDK3AIJ@3C% != BJT

+*+)共聚物 %9:6表征
无皂乳液聚合法合成的苯乙烯;甲基丙烯酸

共聚物红外谱图如图 " 中!对比 )1!可以看出在
)1-&0谱图中的 !9S<LS: 7>‘!位置处出现了羰
基的伸缩振动峰!这说明所合成的共聚物中含有
羧基官能团4

Q@D4"%Q(0/Kd67JYI>3\)1-&073d3AF>6Y

+*,)固定化时间对 -6!吸附容量和活性影响
将 )1-&0纳米纤维膜浸于 !L# >DM>+的 dO

值为 :L# 的 O/)溶液中!考察固定时间对 O/)
在纤维表面的吸附容量和活性的影响!结果如图
$ 所示4

#!=!
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Q@D4$ % .\\67J3\@>>3f@A@i?J@3C J@>63C 6CiF>6A3?H@CD

7?d?7@JF

由图 $ 可见!载酶量随时间的增加而增加!吸
附时间 8 [ 时!吸附容量达到最大 8# >DMD!相比
于 ! [ 增加了近 ! 倍4之后继续增加吸附时间!酶
吸附容量不再随时间变化!说明酶在纤维表面的
吸附已经达到饱和4O/)活性在前 8 个小时同样
出现较快增长!8 [ 时达到最大!之后随固定时间
的进一步增加!酶的活性逐渐下降4这主要是由于
固定化时间延长!固定化过程会影响酶构象!从而
降低活性4因此!从实验结果来看!酶固定最佳时
间为 8 [4
+*L)热稳定性

Q@D48%.\\67J3\J6>d6Y?JIY63C J[6?7J@l@JF3\\Y66?CH

@>>3f@A@i6H O/)

从图 8 可以看出!固定化酶的最佳活性温度
为 8# W!相比于游离酶提高了 = W4游离酶和固
定化酶在温度低于 $= W时!随着温度的提升相对
酶活均有所增加!固定化酶比游离酶相对活性有所
提高4当温度大于 8# W!游离酶和固定化酶的相对
酶活随着温度的增加而降低!当温度达到:# W时!
游离酶的活性几乎完全失活!而固定化酶仍保持近

=#T的活性!耐热性能明显增强4这是由于固定化
的酶与纤维之间的相互作用减少了酶空间结构的
自由度!从而保护 O/)在高温时失活4
+*2)存储稳定性

从图 = 发现!游离酶和固载酶的活性均随着
放置时间的增加而降低!经过 "# 天的室温放置!
游离酶的活性只保留 8#T!而固定化酶的活性保
留高达 9#T!提高了近 "#T!这说明固定化酶的
放置稳定性好于游离酶!更利于存储4这可归结于
经 )1-&0纳米纤维膜固定化限制了酶的空间构
象的改变!从而增加了放置时间的稳定性 ’""(4

Q@D4=%1J3Y?D6KJ?f@A@JF3\\Y66?CH @>>3f@A@i6H O/)

+*3)T-稳定性
从图 9 可以看出!dO值为 9L# 时!游离酶和

固定化酶酶活均达到最大!而对于其它 dO值固
载化酶的活性均高于游离酶4dO为 "L# 时!游离
酶完全失活!而固定化酶保留了 $#T的酶活4这
说明将 O/)固载于 )1-&0纳米纤维载体上可有
效降低酶的 dO敏感性 ’"$(4

Q@D49%.\\67J3\dO3C J[6?7J@l@JF3\O/)

+*4)-6!去除邻甲氧基苯酚性能
从图 : 中可以看出在初始反应的 $# >@C 内

!!=!
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自由 O/)和 )1-&0;O/)的去除效率快速增加!
但随着时间的延长!去除效率减缓并达到稳定4在
!"# >@C 内 )1-&0;O/)*-)的去除效率达到了
<#L"T!而自由 O/)效率只有 =#L#T! 说明
)1-&0;O/)具有比自由 O/)更好的去除效率4
这可能是由于两方面原因%一方面!三维多孔
)1-&0纳米纤维膜对*-)的吸附作用 "另一方

Q@D4:%56DY?H?J@3C b@C6J@7K3\*-)fF\Y66O/)?CH )1-&0;O/)

面!固定在 )1-&0纤维表面的 O/)酶高效催化
降解 *-)4

L)结论
#!$采用无皂乳液聚合法对苯乙烯单体进行

改性!得到了具有羧基官能团的苯乙烯;甲基丙烯
酸共聚物4并结合静电纺丝技术技术成功制备了
直径 在 "=# C> 的 聚 苯 乙 烯;甲 基 丙 烯 酸 纳
#)1-&0$米纤维4

#"$以 )1-&0纳米纤维为载体!通过化学吸
附的方法在纤维表面固载 O/)4最佳固载时间为
8 [4经与自由 O/)相对比!实验结果证明固载化
的 O/)具有更好的热稳定性!存储稳定性和较低
的 dO值敏感性!更适合于在复杂环境下的应用4

#$$采用 )1-&0纳米纤维固载化的 O/)处
理污水中的邻甲氧基苯酚!效率高达 <#L"T4这
表明固载化 O/)在污水治理中具有广阔的应用
前景4

6"%"6"#7"&

!% 1[6AH3C /&!17[36l??YJ/!+?CD6C +-]4R@37?J?AR@3JY?CK\3Y!"##=!"$#$;8$ %!8! V!8:

"% 1[6AH3C /&4&Hl1FCJ[ ’?J?A!"##:!$8S#<;S$ %!"<S V!$#:

$% (@K7[6Ym!m6H6b@CH Q4(3d ’IYY’[6>!"##S!"##%S= V!"9

8% 2@K[?1!&YIC X1!c3f@24’[6>17@/6l+6JJ!"#!"!!#$$ %!8< V!==

=% 0C76&!R?FY?>3DAI c!X?Y?D3iR!&AJ@CJ?KR!R@7?b 2!&Y@7?-,4’[6>.CDN!"#!"!!<S;!S##!$ %8#8 V8!"

9% +@5 !̂N@?5-!P[3I )4N413IJ[ ’[@C?_C@l(67[!!SS<!"9#<$ %9$ V9:

:% -@7[6A6)!(63H3Y?R!’A?IH@3’!5?C@6A?_!-?KK@>3)!5?Y@3)4)3AF>0CJ!"#!"!9!#!!$ %!9!! V!9!<

<% 2IYx6C 1!.K@C &!5@A6b 2!2IYH?C X,40CJN-3A17@!"#!"!!$#S$ %!!<:# V!!<<#

S% X?JE?O!RErYC O!-?JJ[@?KR4&C?AR@37[6>!"##<!$:<%!<8 V!<S

!#%R33CB?C@7[ m!’[?Y36CK@Y@B?J?C?m4R456d?YJ-6H 17@"#!"!8!#$$ %"9$ V":#

!!%Q6CDPa!’[I ^O!OI?CD2)!m?CD(!m?CD,’!1[@̂ +!5@CD,(!cI PP4R@3>?J6Y@?AK!"##S!$#%":=$ V":9$

!"%)?C ’!c6+a!cI PP4’3>d3K17@(67[C3A!"##:!9:%$":! V$"::
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