
 生 物 工 程 学 报                                               Chin J Biotech 2011, July 25; 27(7): 1076−1081           
 journals.im.ac.cn                                           Chinese Journal of Biotechnology  ISSN 1000-3061 
 cjb@im.ac.cn  ©2011 CJB, All rights reserved. 

   

                           

Received: September 16, 2010; Accepted: December 27, 2010 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (No. 20776090), Foundation for the Author of National Excellent Doctor Dissertation 
of China (No. 200762). 
Corresponding author: Xuepin Liao. Tel: +86-28-85400382; E-mail: xpliao@scu.edu.cn 
国家自然科学基金 (No. 20776090)，全国百篇优秀博士论文专项基金 (No. 200762) 资助。 

 

发酵工程与生化工程                                                              

以 Fe(III) 改性胶原纤维为载体固定过氧化氢酶 

陈爽 1，宋娜 2，廖学品 1，石碧 1,2 
1 四川大学生物质化学与工程系，成都 610065 
2 四川大学 制革清洁技术国家工程实验室，成都 610065 

摘  要: 将胶原纤维用三价铁改性后作为载体，通过戊二醛的交联作用将过氧化氢酶固定在该载体上。制备的固定化

过氧化氢酶蛋白固载量为 16.7 mg/g，酶活收率为 35％。研究了固定化酶与自由酶的最适 pH、最适温度、热稳定性、

贮存稳定性及操作稳定性。结果表明：过氧化氢酶经此法固定化后，最适 pH 及最适温度与自由酶相同，分别为 pH 7.0
和 25 ℃；但固定化酶的热稳定性显著提高，在 75 ℃保存 5 h 后，仍能保留 30％的活力，而自由酶则完全失活；固定

化酶在室温下保存 12 d 后，酶活力仍保持在 88％以上，而自由酶在此条件下则完全失活；此外，固定化过氧化氢酶还

表现出了良好的操作稳定性，在室温下连续反应 26 次后，相对活力为 57％。该研究表明胶原纤维可作为固定化过氧化

氢酶的优良载体，并有望用于其他酶的固定。 
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Immobilization of catalase on Fe (III) modified collagen fiber 
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Abstract:  Fe (III) modified collagen fibers were used to immobilize catalase through the cross-linking of glutaraldehyde. 
The loading amount of catalase on the supporting matrix was 16.7 mg/g, and 35% enzymatic activity was remained. A series of 
experiments were conducted on free and immobilized catalase in order to investigate their optimal pH and temperature, and the 
thermal, storage and operation stability. Results suggest that the free and immobilized catalase prefer similar pH and 
temperature condition, which were pH 7.0 and 25 °C. It should be noted that the thermal stability of catalase was considerably 
improved after immobilization owing to the fact that the enzyme kept 30% of relative activity after incubation at 75 °C for 5 h. 
On the contrary, the free catalase was completely inactive. As for the storage stability, the immobilized catalase kept 88% of 
relative activity after stored at room temperature for 12 days while the free one was completely inactive under the same 
conditions. Moreover, the immobilized catalase preserved 57% of relative activity after being reused 26 times, exhibiting 
excellent operation stability. Consequently, this investigation suggests that collagen fiber can be used as excellent supporting 
matrix for the immobilization of catalase, and it is potential to be used for the immobilization of similar enzymes. 
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过氧化氢酶 (Catalase，简称 CAT，EC 1.11.1.6) 

是一种能高效催化过氧化氢转化为水和氧气的酶，

存在于所有需氧微生物以及动植物细胞内。过氧化

氢酶由 4 个亚基组成，Fe(III)-原卟啉将这 4 个亚基

连接成一条具有酶活性的多肽链[1]。 

过氧化氢酶在食品、纺织、造纸、农业、医学、

废水处理等方面有着广泛的应用[2-6]。但由于自由酶

稳定性差，易受各种环境因素影响而失活、难以重

复使用，反应后产物的分离、纯化以及酶的回收困

难，导致生产成本提高，增加了产品污染的机会，

限制了过氧化氢酶的工业应用[7-9]。 

固定化酶是通过物理的或化学的方法，将酶分

子束缚在载体上，使其既保持酶的天然活性，又便

于产物分离，可以重复使用。固定化酶有可回收、

产物易分离、稳定性高、利于实现连续反应等优点，

可以增加产物收率，提高产物质量，使酶的使用效

率提高，降低生产成本[10]。 

在固定化酶技术中，载体材料对酶的性质影响

极大，合适的固定化载体材料是固定化酶是否成功

的关键[11]。一些价廉易得的天然高分子如壳聚糖、

海藻酸、淀粉等都是固定化酶的常用载体[12-13]。与

其他固定化载体相比，上述天然高分子具有无毒、

生物相容性好、价廉易得等优点。研究表明，壳聚

糖 [14]和凝胶 [15]等均可用于过氧化氢酶的固定。但

是，这些天然高分子载体的水力学性质较差，所以

导致固定化酶难于实现大规模连续生产。 

胶原纤维也是一种天然高分子，为天然纤维结

构，不溶于水而又具有亲水性。主要来自于动物的

皮。胶原纤维具有良好的生物相容性，对酶的亲和

性是其他载体材料所不能比拟的。它既有亲水基团

又有疏水性基团，这种两亲性质使胶原纤维可以通

过空间构型的改变来适应反应体系中环境的变化，

从而使酶的活性能够充分发挥出来。此外，胶原分

子肽链上具有多种功能基团，如-COOH 和-NH2 等，

不仅可以通过醛的交联作用将酶互接固定在胶原纤

维上，而且可以与金属离子结合后再进一步固定化

酶。但是胶原纤维的热稳定性较差，本实验利用制

革化学原理，用 Fe(III) 对胶原纤维改性，目的是增

加胶原纤维的热稳定性，同时可进一步提高酶的载

量。由于胶原纤维特殊的化学结构和空间结构，以

胶原纤维为载体固定化酶不仅能很好的保持酶的活

性，而且在固定床反应器中具有较好的水力学特性，

床层阻力较低。 

首先用 Fe(III) 对胶原纤维改性，主要是增加胶

原纤维的热稳定性，然后通过戊二醛的交联作用固

定过氧化氢酶。研究了固定化酶的最适 pH、最适温

度、热稳定性、操作稳定性及贮存稳定性并与未进

行固定化的自由酶进行对比。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 
胶原纤维  (按本课题组已建立的方法进行制

备)；牛肝过氧化氢酶 (EC.1.11.1.6，上海楷洋生物

技术有限公司)。硫酸铁、戊二醛、硫酸-甲酸溶液、

无水乙醇、丙酮，碳酸氢钠、考马斯亮蓝、30％的

过氧化氢等试剂均为分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  Fe(III) 改性胶原纤维的制备 

较优的制备条件是：2.000 g 胶原纤维置于

250 mL 锥形瓶中，加入 120 mL 去离子水浸泡 24 h，

用甲酸-硫酸溶液调节溶液 pH 至 1.8；加入 0.204 g

硫酸铁，30 ℃下水浴振荡反应 4 h。缓慢加入饱和

碳酸氢钠溶液，2~3 h 内将溶液 pH 升至 4.0~4.5。

45 ℃继续反应 5 h，反应结束后，过滤并用去离子

水充分洗涤后经乙醇、丙酮脱水，室温下自然干燥，

即得 Fe(III) 改性胶原纤维 (Fe-CF)。 

1.2.2  Fe-CF 固定化过氧化氢酶  

较优的制备条件是：将 0.100 g Fe-CF 置于
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16 mL 浓度为 0.030 g/mL 的戊二醛溶液中，25 ℃水

浴振荡反应 1 h，过滤并用去离子水洗涤后加入到

25 mL 浓度为 0.3 mg/mL 的过氧化氢酶溶液中，

25 ℃水浴振荡反应 2 h；反应结束后，过滤并用去

离子水洗涤，即得到胶原纤维固定化过氧化氢酶 

(Fe-CF-Catalase)。 

1.2.3  过氧化氢酶固载量的测定 

考马斯亮蓝法[16]，通过测定固定前后溶液中过

氧化氢酶的浓度来计算固载量。 

1.2.4  固定化过氧化氢酶的酶活力、比酶活及酶活

收率测定 

酶活力定义：1 个酶活力单位 (1 U) 规定为在

25 ℃下，每分钟分解 1 μmol 的过氧化氢所需的酶

量。采用高锰酸钾滴定法测定过氧化氢酶的酶活力：

1 mL 浓度为 0.300 mg/mL 自由过氧化氢酶与 5 mL

浓度为 100 mmol/L 的过氧化氢溶液混合，25 ℃下

保温 3 min，然后加入 2 mL 浓度为 0.200 mmol/L

的硫酸溶液终止反应，反应后残留的过氧化氢用

100 mmol/L 的高锰酸钾溶液滴定。同时，以沸水灭

活后的过氧化氢酶作为对照组。 

同样， 0.100 g 固定化酶与 10 mL 浓度为

100 mmol/L 的过氧化氢溶液混合，25 ℃下保温

3 min，然后取出固定化酶，使反应液与固定化酶分

离，并测定反应液的高锰酸钾消耗量，并以等量的

过氧化氢溶液的高锰酸钾消耗量作为对照组。 

过氧化氢酶的酶活计算公式为： 

S=[(A−B)×Cp]×1.7×103/34×W·t (1) 

式中，S 为过氧化氢酶的酶活力 (μmol/(mg·min))；

A 为对照组高锰酸钾溶液的消耗量 (mL)；B 为反应

组高锰酸钾溶液的消耗量 (mL)；W 为固载的过氧化

氢酶量 (mg)；t 为反应时间 (min)；Cp 为高锰酸钾

溶液的浓度；1.7 为高锰酸钾消耗量与过氧化氢量的

计算系数；34 为 H2O2 的分子量。 

比酶活定义为每毫克酶蛋白所含的活力单位，

则过氧化氢酶的比酶活计算公式为： 

N=S/M (2) 

式中，N 为过氧化氢酶的比酶活 (U/mg)，S 为

过氧化氢酶的酶活力 (U)；M 为过氧化氢酶的质量 

(mg)。 

酶活收率定义为固定化酶的总酶活力与其固定

化前的总酶活力之比，则固定化过氧化氢酶的酶活

收率计算公式为： 

P=S1/S2×100％ (3) 

式中，P 为固定化过氧化氢酶的酶活收率 (％)，

S1 为固定化过氧化氢酶的总酶活力 (U)，S2 为过氧

化氢酶固定化之前的总酶活力 (U)。 

1.2.5  固定化过氧化氢酶与自由酶的最适温度、最

适 pH、热稳定性、贮存稳定性及操作稳定性 

将固定化酶与自由酶置于 15 ℃~75 ℃下，pH

为 7.0 的柠檬酸盐-磷酸盐缓冲液中保温 15 min 后

测定其酶活力，以确定最适反应温度。将固定化酶

与自由酶于室温下分别置于 pH 为 3~8 的柠檬酸盐

-磷酸盐缓冲液中 15 min 后测定其酶活力，以确定

最适 pH 值。将自由酶与固定化酶分别于不同温度

下 (15 ℃~75 ℃) 置于 pH 为 7.0 柠檬酸盐-磷酸盐缓

冲液，5 h 后测定其酶活力，以测定热稳定性。分别

考察固定化酶在 pH 为 7.0 的柠檬酸盐-磷酸盐缓冲

液中室温贮存和在室温下干燥贮存的稳定性，每隔

1 天测试 1 次贮存试样的酶活力，并与自由酶在 pH

为 7.0 的柠檬酸盐-磷酸盐缓冲液中贮存稳定性对

比。将 0.100 g 固定化过氧化氢酶与 10 mL 浓度为

100 mmol/L 的过氧化氢混合置于 25 ℃的水浴中反

应 3 min，然后取出固定化酶，同样条件下重复试验，

测定每次重复试验的相对酶活力，以测定固定化酶

的操作稳定性。 

2  结果与分析 

2.1  固定化酶效果 
通过考马斯亮蓝法测定，胶原纤维固定化过氧化

氢酶的酶蛋白载量为16.7 mg/g，比酶活为1 050 U/mg。

而自由过氧化氢酶的比酶活为 3 000 U/mg，则固定

化过氧化氢酶的酶活收率为 35％。与自由过氧化氢
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酶相比，固定化过氧化氢酶的比酶活力有所下降，

这可能是在固定化过程中，酶与载体相互作用使酶

的活性中心或变构中心的构象发生变化或酶与底物

间的相互作用受到空间位阻从而导致酶活力下降。

我们知道，自由过氧化氢酶不能重复使用，且对使

用温度、pH 等环境因素较为敏感，因此，以胶原纤

维为载体制备的固定化过氧化氢酶若能提高过氧化

氢酶的热稳定性、贮存稳定性和操作稳定性，则有

利于过氧化氢酶的实际应用。在接下来的试验内容

中，我们着重研究了固定化酶的最适 pH、最适温度、

热稳定性、贮存稳定性和操作稳定性。 

2.2  固定化酶的最适 pH 
由图 1 可见，固定化酶和自由酶的酶活力均随

着 pH 的改变而发生变化。自由酶与固定化酶的最适

pH 值均为 7.0。酶蛋白分子上带有大量酸性和碱性

氨基酸残基，pH 值的变化直接影响这些残基侧链基

团的解离状态，进而影响底物的结合和进一步的催

化反应，使酶的活力发生变化 [17-20]。在相同的 pH

条件下，固定化酶的相对活力均高于自由酶，在 pH

为 3 时，固定化酶的相对活力为 68％，而自由酶为

45％；并且固定化酶的相对活力随 pH 的变化的程度

小于自由酶，在整个 pH 范围内，固定化酶的相对活

力在 68％以上，表现出了更广的 pH 适应范围。说

明胶原纤维对过氧化氢酶的固定较为稳定，并可以

降低外界 pH 变化对过氧化氢酶活力的影响。 

 
图 1  自由酶及固定化酶的最适 pH 
Fig. 1  Optimal pH of free and immobilized catlase. 

2.3  固定化酶最适温度的测定 
图 2 表明，固定化酶和自由酶的酶活力都随着

温度的改变而发生变化，自由酶及固定化酶的最适

温度均为 25 ℃。但是，在相同的反应温度下固定化

酶的相对活力均高于自由酶。在温度为 75 ℃时，固

定化酶的相对活力为 68.5％，而自由酶为 46％。并

且固定化酶的相对活力随温度的变化的程度也小

于自由酶，在整个温度范围内，固定化酶的相对活

力在 68.5％以上，温度适应范围更宽。这表明过氧

化氢酶经固定化后对环境温度的适应性比自由酶

更强。  

 

图 2  自由酶及固定化酶的最适温度 
Fig. 2  Optimal temperature of free and immobilized catlase. 
 

2.4  固定化酶的热稳定性 
图 3 表明，自由酶和固定化酶的相对活力均随

着温度的升高而降低，但在所考查的温度范围内，

固定化酶的相对活力均高于自由酶，这表明过氧化

氢酶经固定化后，其热稳定性提高。固定化酶在

55 ℃下保温 5 h 后，相对活力为 58％，而自由酶相

对活力仅为 38％；而当在 75 ℃下保温 5 h 后，固定

化酶仍保留了 30％的活力，而自由酶则完全失活。

Cetinus 等 [21]采用吸附法将过氧化氢酶固定在壳聚

糖上，在 55 ℃保温 5 h 后相对活力为 50％。可见，

胶原纤维作为载体固定过氧化氢酶具有较好的热稳

定性。 



1080    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             July 25, 2011  Vol.27  No.7 

  

Journals.im.ac.cn 

 

图 3  自由酶及固定化酶的热稳定性 
Fig. 3  Thermal stability of free and immobilized catlase. 
 

2.5  固定化酶的贮存稳定性 
如图 4 所示，固定化酶和自由酶的相对活力均

随着贮存时间的延长而降低。在相同的贮存时间下，

固定化酶的相对活力均高于自由酶，而干燥贮存的

固定化酶相对活力最高。在第 8 天时，干燥贮存的

固定化酶相对活力为 91％，缓冲液中贮存的固定化

酶相对活力为 59％，而自由酶的相对活力仅为 20％。

这说明干燥状态下和缓冲液中的固定化酶的贮存稳

定性均优于缓冲液中的自由酶。12 d 后，缓冲液中

贮存的自由酶已经失活，干燥状态下和缓冲液中贮

存的固定化酶的相对活力仍分别为 88％及 51％。将 

 

图 4  自由酶与固定化酶的贮存稳定性 
Fig. 4  Storage stability of free and immobilized catlase. 

干燥状态下的固定化酶继续贮存至 30 d 时，固定化

酶的相对活力为 51％，显示了该固定化酶良好的贮

存稳定性。 

2.6  固定化酶的操作稳定性 
酶在连续反应时的稳定性是决定固定化酶能否

在工业上应用的重要因素。与自由酶不同，固定化

酶可以多次重复使用。 

图 5 表明，固定化酶重复使用 6 次后，酶活力

没有明显下降，相对活力在 95％以上。连续重复使

用 10 次后，固定化酶的相对活力保持在 87.3％，而

连续重复使用 26 次后，固定化酶的相对活力仍保持

在 57.2％。谢雪凤等 [22]采用吸附法将过氧化氢酶固

定在 AB-8 大孔树脂上，当重复使用 10 次后，相对

活力为 60％。这说明过氧化氢酶经胶原纤维固定化

后具有良好的操作稳定性。 

 

图 5  固定化酶操作稳定性 
Fig. 5  Operational stability of immobilized catlase. 

3  结论 

Fe(III) 改性胶原纤维可作为固定化酶的载体，

过氧化氢酶经固定化后具有较好的热稳定性、操作

稳定性和贮存稳定性。固定化酶的使用 pH 和温度

范围明显提高。与其他天然高分子载体相比，Fe(III) 

改性胶原纤维为载体固定过氧化氢酶具有更好的热

稳定性及操作稳定性。鉴于胶原纤维的特殊物理化

学性质，有望作为通用载体固定其他种类的酶。 
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