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非离子反胶束中木素过氧化物酶催化性能研究
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摘 要 木素过氧化物酶（^2N）在环己烷_[72‘P$_水反胶束体系中可体现催化活力，然而在水_醇_=72;(CYJ"$$_环己烷反胶束体系

中却没有催化活力。对影响 [72‘P$ 反胶束中 ^2N 催化活力各主要因素进行了优化并测定了 ^2N 在其中的时间稳定性；结果表

明，!$a下，使 ^2N 体现最佳活力的 [72‘P$ 反胶束介质条件为：!$ b Q]%，:U b !]!，［[72‘P$］b R$$EE()_^；在此条件下，̂2N 的半衰

期可达到 %$>；与水介质相比，酶活力下降了，但稳定性却提高了。直链醇是 =72;(CYJ"$$ 形成反胶束的必要组分，为揭示醇的

作用，还考察了戊醇对 [72‘P$ 反胶束中 ^2N 催化活力的影响，发现高浓度戊醇对 ^2N 有失活作用。据此推测助表面活性剂醇可

能是 ^2N 在环己烷_=72;(CYJ"$$_戊醇_水反胶束中不能体现催化活力的主要原因。
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反胶束是由水、表面活性剂以及非极性有机溶剂（油）等

构成的宏观均匀、微观多相的热力学稳定体系。反胶束体系

能较好地模拟酶的天然环境，在此体系中大多数酶均能保持

一定的催化活性和稳定性，有的甚至表现出超活性。!" 多年

来，国内外有 !" 多个实验室对 #" 多种酶在反胶束体系中的

酶学性质进行了广泛而深入的研究，并由此形成了一个新的

跨学科交叉研究领域———胶束酶学［$%&］。

木素过氧化物酶（’()）是 $*+, 年从某些白腐菌中（如

!"#$%&’("#%)% ("&*+’+,’&-./ 中）发现的一种含有血红素的过氧

化物酶［#%-］，在天然高聚物木素和小分子环境污染物的生物

降解过程中起着关键性作用［.%$&］。因此，’() 的催化性能及机

制研究对于充分利用自然资源、保护生态环境、进行水体与

土壤的生物修复、实现可持续发展等具有十分重要的意义。

以往对 ’() 的研究多集中在传统的水介质中［$#%$.］。近

来，人们开始研究反胶束介质中 ’() 的催化性能［$+］。我们在

研究非离子反胶束介质中 ’() 催化性能时发现，在由月桂醇

聚氧乙烯醚（/0(1,"）形成的环己烷2/0(1,"2水反胶束介质中 ’()
可体现催化活力，但在水2醇230(456 7%$""2环己烷反胶束介质

中，无论改变体系的!" 、水相 89、30(456 7%$"" 浓度及直链醇

种类（$ : &、#、-、+、$!，$ 为直链醇链长碳原子数），结果均未

发现 ’() 在其中有明显活力。本文对 ’() 可在其中体现活力

的环己烷2/0(1,"2水反胶束进行了初步优化并测定了 ’() 在其

中的时间稳定性；此外还考察了戊醇对 ’() 活力的影响，探讨

了 ’() 在 30(4567%$"" 反胶束中不能体现活力的主要原因。

! 材料与方法

!"! 仪器与试剂

岛津 ;<%!&" 型紫外可见分光光度计（日本 =>(?@ABC 公

司）及其恒温附件；9D=%9 型恒温水浴振荡器（哈尔滨东联电

子技术开发有限公司）。

月桂醇聚氧乙烯醚（/0(1,"）、30(456 7%$"" 购自 =(E?@ 公

司；藜芦醇（<F）购自 GHCI@ 公司，环己烷、柠檬酸、柠檬酸钠、

磷酸氢二钠、9!J! 、戊醇等均为国产分析纯试剂；水为三蒸

水。

!"# 反胶束的配制

在小锥形瓶中加入一定体积的环己烷，按所要表面活性

剂浓度称取一定质量的某表面活性剂于锥形瓶中，再加入一

定体积某 89 缓冲液（缓冲液的体积等于按给定水与表面活

性剂摩尔比（!"）计算所得的总水体积减去酶液和用于引发

酶促反应所需的 9!J! 水溶液体积，实验中油水比随!" 而

变），振荡片刻，即形成澄清、透明的反胶束体系。

/0(1," 易形成反胶束，而 30(456 7%$"" 必须在较高浓度的

助表面活性剂存在下才能形成反胶束。

!"$ 木素过氧化物酶（%&’）的制备

产木素过氧化物酶的菌种、培养条件及其酶的分离纯化

同文献［$*］。

!"( 酶活力测定步骤

直接称取一定量的底物藜芦醇（<F）溶于上述反胶束体

系中，溶解后摇匀（考察直链醇影响时还需加入一定量的直

链醇）。取一定体积的上述溶液于石英比色皿中，加入一定

体积的 ’() 酶液并摇匀，在 !"K下预热 !?(6，以 $" ??5H2’
9!J! 水溶液引发，在分光光度计上记录 ,$"6? 处吸光度 F
随时间 ) 变化的曲线。

!") 活力表示方法

藜芦醇是木素过氧化物酶的最适底物，在过氧化氢存在

下，其 ’() 氧化产物为藜芦醛，后者在 ,$"6? 处有较强的光吸

收（": *L, M $", ’·?5HN $·O?N $ ）。文中所示 ’() 催化活力均

是基于 ,$"6? 处 FP 4 曲线。由初始直线的斜率经吸光度2浓
度换算求出反应初速率#"（单位!?5H·’N $·?(6N $）。

# 结果与讨论

#"! *+&,$- 反胶束组成优化

#"!"! 水与表面活性剂的摩尔比：水与表面活性剂的摩尔

比（!"）决定反胶束的大小，它是影响反胶束中酶催化活力的

主要因素。/0(1," 反胶束中 ’() 催化 <F 氧化反应初速率#"

随!" 值的变化如图 $ 所示，曲线呈钟罩形，最佳!" 值在 +L#
左右。

图 $ !" 值对 ’() 活力的影响

G(EQ $ RSSTO4 5S"" 56 4>T @O4(U(4V 5S ’()

W56A(4(56X：WVOH5>TY@6T !L+ ?’；［/0(1,"］: &""??5H2’；89 : ,L&；

［<F］: $"??5H2’；’() &"!’；9!J! !"!’；3 : !"K Q

图 ! 缓冲液 89 对 ’() 活力的影响

G(EQ ! RSSTO4 5S 4>T ZCSST0 89 56 4>T @O4(U(4V 5S ’()

W56A(4(56X：WVOH5>TY@6T !L+ ?’；［/0(1,"］: &""??5H2’；!" : +L#；

［<F］: $"??5H2’；’() &"!’；9!J! !"!’；3 : !"K Q

#"!"# 缓冲液 89：实验时发现，在 89&L! P !L! 范围内，随着
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缓冲液 !" 值的降低，#$% 活力逐渐升高。由于 &’()*+,# 的柠

檬酸,磷酸氢二钠缓冲体系最高酸度只能配到 !"-’-，为此采

用了 &’()*+,# 的盐酸溶液代替缓冲液，结果 #$% 仍能体现活

力，反应初速率为 (’.(/!)*+,（#·)$0）。进一步提高盐酸浓度

会使体系混浊而无法测定。在以后的实验中我们选用 !"-’-
的缓冲液。

在水介质中，#$% 最佳酶活对应的缓冲液 !" 为 /’1，而在

23$4/& 反胶束中则为 !"-’-。很显然，这与反胶束中 #$% 分子

周围的聚氧乙烯链头基有关；醚氧的质子化使 #$% 分子感受

到的实际 !" 大大降低。

!"#"$ 表面活性剂浓度：23$4/& 浓度对 #$% 活力的影响见

图 /，曲线呈钟罩形，最佳表面活性剂浓度约为 .&& ))*+,#。

在恒定!& 下，改变表面活性剂浓度（也就是改变体系的水含

量）会导致反胶束个数的增减。上述表面活性剂浓度的影响

曲线主要是由反胶束中 #$% 分子感受到的 56 浓度所决定。

反胶束中 56 的浓度取决于如下两方面因素：一方面，随着表

面活性剂浓度的增加，增溶在每个反胶束中 56 的量下降；另

一方面，含水量的增加又会增加 56 从油相分配到反胶束拟

相中的量。

图 / 23$4/& 浓度对 #$% 活力的影响

7$89 / :;;<=> *; >?< =*0=<0>3@>$*0 *; 23$4/&

*0 >?< @=>$A$>B *; #$%

C*0D$>$*0E：CB=+*?<F@0< -’G )#；!& H G’1；!" H -’-；［56］H (&

))*+,#；#$% I&!#；"-J- -&!#；K H -&L 9

!"! %&’ 在 ()&*$+ 反胶束中的时间稳定性

在最佳介质条件下测定了 #$% 在 23$4/& 反胶束中的时间

稳定性。由图 I 可见，半衰期在 1&? 左右。水介质中，#$% 的

稳定性随酸度的增加变差。在 !"/’& 的水介质中，#$% 的半

衰期约为 (?；据此可推测在 !" H -’- 的水介质中 #$% 的时间

稳定性会更差。可见 #$% 在 23$4/& 反胶束中的稳定性得到了

大幅度提高。这种提高很可能与反胶束界面对 #$% 构象的束

缚作用有关。

!"$ 戊醇对 ()&*$+ 反胶束中 %&’ 催化活力的影响

由非离子表面活性剂、油和水形成的反胶束或油包水微

乳液相区较小，要扩大这一相区，需加助表面活性剂（通常是

. M G 个碳的直链醇），尤其是对 "#2 值较大的非离子表面活

性剂（如 K3$>*0 NO(&& 必须在较高浓度的助表面活性剂的存

在下才能形成反胶束），为此，本文还研究了戊醇对 23$4/& 反

胶束中 #$% 催化活力的影响，结果见表 (。

图 I #$% 在 23$4/& 反胶束中的时间稳定性

7$89 I P>@Q$+$>B *; #$% ?*E><D $0 23$4/& 3<A<3E<D )$=<++<E

C*0D$>$*0E：CB=+*?<F@0< -’G )#；［23$4/&］H .&&))*+,#；!& H G’1；!"

H -’-；［56］H (&))*+,#；#$% I&!#；"-J- -&!#；K H -&L 9

表 # 戊醇对 ()&*$+ 反胶束中 %&’ 催化活力的影响

,-./0 # 1220345 62 789074-76/ 67 4:0 3-4-/;4&3
-34&<&4; 62 %&’ &7 ()&* $+ )0<0)50= >&30//05

［0O%<0>@0*+］
,（))*+·#R (）

"&（!)*+·#R (·)$0R (）

!& H I !& H (&

& &’1-& (’IGS

(& &’1-& (’.(/

(&& &’1/G (’T/1

-&& R (’1-/

1&& R &

C*0D$>$*0E：CB=+*?<F@0< -’G)#；［23$4/&］H .&&))*+,#；!" H -’-；［56］H
(&))*+,#；#$% -&!#；"-J- -&!#；K H -&L 9 R KU3Q$D EBE><)

由表 ( 可见，在 23$4/& 反胶束中，戊醇对 #$% 催化活力的

影响与反胶束大小有关。只有在高!& 下戊醇对 #$% 活力的

影响才比较明显。在!& H (& 时 1&&))*+,# 的戊醇便可使 #$%
活力完全丧失。

我们先前研究发现 #$% 在环己烷,23$4/&,水体系中可表现

活力，然而在水,醇,K3$>*0NO(&&,环己烷体系中，无论怎样改变

反胶束组分和含量均未发现 #$% 在其中有明显活力。由于形

成澄清、透明的 K3$>*0NO(&& 反胶束所需助表面活性剂醇的浓

度通常超过 1&& ))*+,#，因此，推测高浓度醇对 #$% 的失活作

用是 #$% 在 K3$>*0NO(&& 反胶束中不能体现活力的主要原因。

$ 结论

在环己烷,23$4/&,水反胶束中 #$% 体现最佳催化活力的介

质条件为：!& H G’1，!" H -’-，［23$4/&］H .&&))*+,#；在此条件

下，#$% 的半衰期可达到 1&?；与水介质相比，酶活力下降了，

但稳定性却提高了。高浓度戊醇对 #$% 有失活作用，这很可

能是 #$% 在环己烷,K3$>*0 NO(&&,醇,水反胶束中不能体现活力

的主要原因。
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