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　　摘要：纤维素酶在环保型燃料乙醇的生产、中药成分提取、食品、饲料、酿酒、石油开采、环境保护等行业都具有一
定的应用前景，但由于纤维素酶的生产成本较高、生物活力较低，使得纤维素酶的应用受到了局限。然而，固定化酶技

术可以使酶重复利用，降低生产成本，克服这一技术瓶颈。研究了多壁碳纳米管固定化纤维素酶的酶学性质和重复使

用性，并与游离酶的酶学性质做比较。结果表明，固定化纤维素酶的最适温度为５０℃，最适 ｐＨ值为３．０，６０℃放置
１２０ｍｉｎ仍保持７０％以上的原酶活力；通过动力学模型研究发现，固定化酶的米氏常数（Ｋｍ）值为０．５８８ｍｍｏｌ／Ｌ，较游

离酶稍有增加；固定化酶于４℃下放置１个月，酶活力仍保持原酶活力的６８％以上；固定化酶用于连续水解羧甲基纤
维素，经过６轮重复使用，固定化酶活力仍保持５０％以上。与游离酶相比，固定化纤维素酶具有更宽的温度范围，更
好的热稳定性及耐酸碱性，良好的储存稳定性及重复利用性。
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　　碳纳米管自１９９１年被发现以来，由于性质独
特［１］吸引人们的关注。碳纳米管是由石墨片卷曲

而成的圆柱状结构，报道较多的有单壁碳纳米管和

多壁碳纳米管［２］，单壁碳纳米管仅由１层石墨片围
绕中心轴卷曲而成，而多壁碳纳米管由许多石墨片

围绕中心轴卷取形成［３］。相比于单壁碳纳米管，多

壁碳纳米管具有优良的物理化学稳定性，且价格低

廉、容易获得、毒性较低、研究应用较多［４－５］。

碳纳米管固定化酶具有比表面积大、载酶量

高、分散性好等特点［６－７］，并且碳纳米管与酶长度相

似尺寸，有利于二者相互反应［８］。此外，对碳纳米

管进行功能化，有利于改变碳纳米管的疏水结构，

便于酶的结合，因此表面功能化后的碳纳米管，可

为酶提供更加合适的微环境［４］。目前，研究者主要

通过共价交联和非共价交联２种方式固定化酶，共
价交联方式固定化酶与载体通过共价键进行结合，

这种结合较为牢固，但酶的结构容易受到破坏［９］；非

共价交联方式主要通过π－π堆积作用力、疏水作用
力、静电作用力等方式与酶结合，结合力较弱，但对酶

的结构影响较小［１０］。碳纳米管固定化酶，易于从反

应体系中分离，可重复使用，便于运送和储存，稳定性

好，生产成本低，有利于工业化应用［１１－１３］。

微生物产纤维素酶活力较低，而且纤维素酶的

生产技术较低，是限制纤维素酶在工业上大量使用

的瓶颈之一［１４］。本试验通过多壁碳纳米管非共价

交联方式固定化纤维素酶，研究了多壁碳纳米管固

定化纤维素酶的最适温度、最适 ｐＨ值、热稳定性、
酸碱稳定性、动力学模型、储存稳定性、重复使用性

等酶学性质，为纤维素酶广泛应用提供方法。

１　材料与方法

１．１　材料
所用绿色木霉纤维素酶，购自上海瑞永生物科

技有限公司，１０Ｕ／ｍｇ。所用多壁碳纳米管购自深
圳纳米港有限公司，外径１５～３０ｎｍ，长１．５μｍ。
１．２　试验时间及地点

于２０１７年１２月至２０１９年６月在乌兰察布医
学高等专科学校生物化学实验室进行试验。

１．３　多壁碳纳米管的功能化
将０．１ｇ的碳纳米管和１００ｍＬ硝酸和硫酸的

混酸溶液（体积比为１∶３），放入容积为２００ｍＬ的
三角瓶中，之后将其放入超声波清洗器中于４０℃、
４０ｋＨｚ超声４ｈ，待充分冷却使碳纳米管沉淀后，去
上清，用蒸馏水对沉淀进行分散。通过４０００ｒ／ｍｉｎ
离心去上清，反复操作６～７次，直至 ｐＨ值接近中
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性为止，于８０℃真空干燥４８ｈ，冷却干燥２４ｈ，获得
功能化的多壁碳纳米管［１５］。

１．４　多壁碳纳米管固定化纤维素酶
将２０ｍｇ的纤维素酶加入到５ｍＬｐＨ值为５．０

的５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸 －Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液中，再加入
４ｍｇ的碳纳米管，将上述溶液在水浴箱中 ４０℃、
２００ｒ／ｍｉｎ孵化３ｈ，３８００ｒ／ｍｉｎ离心１２ｍｉｎ后，小
心移去上清液，重新分散到柠檬酸 －Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲
液中清洗复合物，重复上述步骤至少４次，移去未结
合的酶，将复合物在空气中干燥２４ｈ获得多壁碳纳
米管纤维素酶固定化酶［１６］。

１．５　纤维素酶活的测定
以羧甲基纤维素（ＣＭＣ）为底物，采用３，５－二

硝基水杨酸（ＤＮＳ）法测定［１７］。吸取ｐＨ值为４．８的
柠檬酸 －Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液 １．０ｍＬ和 １％ ＣＭＣ
０．５ｍＬ，加入到２５ｍＬ试管中，并加入０．５ｍＬ适当
稀释的酶液，在５０℃水浴箱中反应３０ｍｉｎ，然后加
入３ｍＬ的ＤＮＳ煮沸５ｍｉｎ，冷却后加蒸馏水定容至
２５ｍＬ，混匀后在５４０ｎｍ下比色测定。空白对照以
０．５ｍＬ蒸馏水代替酶液。固定化纤维素酶活力的
测定，是将游离酶活力测定中的 ０．５ｍＬ适当稀释
的酶液用０．５ｍＬ蒸馏水和一定质量的固定化酶来
代替，其余步骤与游离酶酶活力的测定相同。

１．６　温度对纤维素酶活力的影响
将固定化酶和游离酶分别置于３０、４０、５０、６０、

７０℃的水浴箱中，１５ｍｉｎ后取出，待冷却到室温进
行酶活力测定，以温度为横坐标、相对酶活力为纵

坐标作图。

１．７　纤维素酶的热稳定性研究
将固定化酶和游离酶分别置于６０℃的恒温水

浴箱中，每隔５ｍｉｎ取样，待其冷却至室温测定酶活
力。初始酶活力为１００％，计算酶活力随时间延长
而变化的趋势，以时间为横坐标、相对酶活力为纵

坐标作图。

１．８　ｐＨ值对纤维素酶活力的影响
将固定化酶和游离酶分别加入 ｐＨ值为 ２．０、

３０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０的柠檬酸 －
Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液中，于４０℃水浴１５ｍｉｎ后取出，以
ｐＨ值为横坐标、相对酶活力为纵坐标作图。
１．９　纤维素酶的ｐＨ值稳定性研究

将固定化酶和游离酶分别加入 ｐＨ值为 ２．０、
３０、４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０的柠檬酸 －
Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液，于４℃下放置１ｈ，初始的酶活力

为１００％，计算酶活力随时间延长而变化的趋势，以
ｐＨ值为横坐标、相对酶活力为纵坐标作图。
１．１０　固定化酶和游离酶动力学模型的建立

取６份０．２ｇ的固定化酶和６份０．５ｍＬ适当稀
释的游离酶，分别加入０．２％、０．４％、０．６％、０８％、
１．０％、１．２％ ＣＭＣ０．５ｍＬ及 １ｍＬ的缓冲液，于
５０℃ 水浴３０ｍｉｎ，之后加入３ｍＬＤＮＳ煮沸５ｍｉｎ，
于５４０ｎｍ测吸光度，计算还原糖含量。根据米曼方
程：１／ｖ＝Ｋｍ／ｖｍａｘ［Ｓ］＋１／ｖｍａｘ，以 １／［Ｓ］为横坐标，
１／ｖ为纵坐标，用双倒数作图，计算固定化纤维素酶
和游离酶的米氏常数（Ｋｍ）。式中：［Ｓ］表示底物浓
度；ｖ表示不同底物浓度下的反应速率；ｖｍａｘ表示最
大反应速率。

１．１１　纤维素酶的储存稳定性
将固定化酶和游离酶置于４℃冰箱保存１个

月，以初始酶活力为１００％，计算酶活力随时间的变
化的趋势。

１．１２　固定化酶的重复使用性
将０．２ｍｇ固定化酶置于２５ｍＬ刻度试管中，加

入０．５ｍＬ１％ ＣＭＣ和１ｍＬ柠檬酸 －Ｎａ２ＨＰＯ４缓
冲液，在５０℃水浴箱中反应３０ｍｉｎ，移出反应液测
酶活力，固定化酶用柠檬酸 －Ｎａ２ＨＰＯ４缓冲液清洗
３次，装入新鲜的 ＣＭＣ，再次测定固定化酶活力，多
次循环使用，测定固定化酶的重复使用性。

２　结果与分析

２．１　温度对纤维素酶活力的影响
温度对酶的活力有着双重影响。低温使酶的

活力降低，高温使酶蛋白变性，酶活力降低甚至丧

失。图１显示，在低温（３０～４０℃）的条件下，固定
化酶和游离酶的相对活力逐步增加；当温度大于

４０℃ 时，游离酶的相对活力开始下降，而固定化酶
的活力继续增加，直到５０℃，这说明相对于游离酶，
固定化酶有一个更宽的温度范围。

２．２　纤维素酶的热稳定性
将固定化酶和游离酶置于６０℃水浴箱中，间隔

不同时间取样测定酶活力。图２表明，游离酶在水
浴中放置 ２０ｍｉｎ，酶活力仅剩初始酶活力的
４９５９％，而固定化酶放置６０ｍｉｎ，酶活力保持原酶
活力的９０％以上，放置１２０ｍｉｎ，酶活力仍保持原酶
活力的７０％以上，说明酶固定化后，热稳定性增加。
这可能是由于纤维素酶被固定化到功能化的碳纳

米管的孔径当中，整体是一个块状结构，因此能很好
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地防止酶在高温中失去活力［１８］。

２．３　ｐＨ值对纤维素酶活力的影响
从图３可以看出，固定化酶和游离酶的最适ｐＨ

值均低于 ７．０，为酸性条件；纤维素酶在 ｐＨ值为
２０～３．０的范围内较为稳定，当ｐＨ值大于４．０时，
酶活力开始逐步下降，当酶处于碱性条件下，纤维

素酶的相对活力大幅降低，仅为最初始活力的２０％
左右。这是由于纤维素酶表面的离子基团，受到了

较强的静电排斥，导致酶活力中心发生改变，使酶

活力降低，其他研究中也有相似的结论［１９］。

２．４　纤维素酶的ｐＨ值稳定性研究
图４显示，固定化酶和游离酶在 ｐＨ值２．０～

３０条件下最稳定，随着 ｐＨ值的升高，酶的稳定性

逐步下降，但固定化酶下降的幅度比游离酶小，说

明固定化酶比游离酶有更高的稳定性［２０］。

２．５　固定化酶和游离酶的动力学模型
对图５中２条直线的截距求倒数，计算出固定

化酶、游离酶的 Ｋｍ，分别为０．５８８、０．４３６ｍｍｏｌ／Ｌ，
可见固定化酶的米氏常数大于游离酶，说明固定化

酶与底物的亲和力减小，这可能是由于酶的一部分

被固定化在载体上，其空间结构受到影响。由于本

试验采用非共价交联方式固定化酶，相对于化学方

式来说，对结构影响较小，因此，Ｋｍ值增大的幅度较
小，对酶与底物亲和力减小的幅度较小。

２．６　纤维素酶的储存稳定性
从图６可以看出，随着储存时间的增加，固定化

酶和游离酶的相对酶活力逐步下降，但固定化酶活

力的下降幅度明显低于游离酶。固定化酶储存７ｄ，
酶活力仍保持原酶活力的９５％以上，而游离酶降至
原酶活力的７２．７２％，固定化酶储存３０ｄ，酶活力保
持原酶活力的 ６８．２３％，游离酶降至原酶活力的
５６８２％，说明纤维素酶经过固定化后储存稳定性得
到了很大的提升，这是固定化酶进行工业应用的重

要前提。

２．７　固定化酶的重复使用性
相对于游离酶，固定化酶最明显的优势是可以
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重复利用［２１］，但随着重复利用次数的增加，固定化

酶的活力逐步降低。从图７可以看出，重复使用６
次后固定化酶的活力仍然保持在５０％以上；随重复
次数的增加，固定化酶活力逐步减少，可能是因为

非共价键的结合力比较弱，易随着使用次数的增

加，逐步从碳纳米管上脱落［２２］，也可能是由于功能

化的碳纳米管的亲水特性，在重复使用多次后，碳

纳米管的直径变大导致表面面积减小，使得固定化

酶活力减弱［２３］。

３　结论

本试验通过与游离纤维素酶相比较的方式，系

统地研究了固定化纤维素酶的酶学性质，得出如下

结论：（１）固定化纤维素酶的最适宜温度为５０℃，
最适ｐＨ值为３．０，于６０℃下放置１２０ｍｉｎ仍能保持
原酶活力的７０％，温度适宜范围更宽，热稳定性及
耐酸、碱性更好，能够更好地抵抗外界恶劣的环境，

应用范围更广。（２）固定化酶放置１个月，酶活力
仍保持原酶活力的６０％以上，固定化酶用于连续水
解羧甲基纤维素，经过６轮重复使用，固定化酶活力
仍保持５０％以上，具有良好的储存稳定性及重复利
用性，有利于减少大量游离纤维素酶的使用，可降

低成本。（３）通过动力学模型研究发现，固定化酶

的Ｋｍ值为０．５８８ｍｍｏｌ／Ｌ，较游离酶稍有增加，与底
物的亲和力稍有降低，固定化酶不仅可以降低纤维

素酶的使用成本，同时还可以使底物保持较好的亲

和力，应用范围更广。
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ｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅ／ａｌｕｍｉｎａ－ｃｏａｔｅｄｓｉｌｉｃａｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｇｌａｓｓｙｃａｒｂｏｎｅｌｅｃｔｒｏｄｅ［Ｊ］．ＳｅｎｓｏｒｓａｎｄＡｃｔｕａｔｏｒｓＢ，２００９，

１４０（１）：２６７－２７２．

［２］ＺｈａｎｇＣＤ，ＬｕｏＳＭ，ＣｈｅｎＷ．Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃａｔａｌａｓｅａｄｓｏｒｂｅｄｔｏ

ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．

Ｔａｌａｎｔａ，２０１３，１３：１４２－１４７．

［３］ＦｅｎｇＷ，ＪｉＰＪ．Ｅｎｚｙｍｅｓｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｏｎｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ［Ｊ］．

ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＡｄｖａｎｃｅｓ，２０１１，２９（６）：８８９－８９５．

［４］ＲａｓｔｉａｎＺ，ＫｈｏｄａｄａｄｉＡ，ＶａｈａｂｚａｄｅｈｃＦ，ｅｔａｌ．Ｆａｃｉｌｅｓｕｒｆａｃｅ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓｂｙｓｏｆｔｄｉｅｌｅｃｔｒｉｃ

ｂａｒｒｉｅｒｄｉｓｃｈａｒｇｅｐｌａｓｍａ：ｇｅｎｅｒａｔｅｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｉｎｔｅｒｆａｃｅｆｏｒｌｉｐａｓｅ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＪｏｕｒｎａｌ，２０１４，９０：

１６－２６．　

［５］Ｙｏｏｎ－ＭｅｅＬ，ＫｗｏｎＯＹ，Ｙｅｏ－ＪｏｏｎＹ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｏｎｍｕｌｔｉ－ｗａｌｌｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓａｎｄｉｔｓ

ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，２００６，２８：３９－４３．

［６］ＡｐｅｔｒｅｉＩ，ＡｐｅｔｒｅｉＣ．Ｔｈｅｂｉｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓｃｒｅｅｎ－ｐｒｉｎｔｅｄｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

ｂａｓｅｄｏｎｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｏｎｔｏｔｈｅｃａｒｂｏｘｙｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｓｅｄ

ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｆｏｒａｓｓａｙｉｎｇｔｙｒａｍｉｎｅｉｎｆｉｓｈｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＦｏｏｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１５，１４９：１－８．

［７］ＰａｎｇＲ，ＬｉＭＺ，ＺｈａｎｇＣＤ．Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｂｙ

ｌａｃｃａｓｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｏｎｃａｒｂｏｎｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ：ｄｉｆｆｕｓｉｏｎａｌｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ

ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２０１５，１１３：３８－４５．

［８］ＪａｎｅｇｉｔｚＢＣ，ＰａｕｌｉｕｋａｉｔｅＲ，ＧｈｉｃａＭＥ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ

ｏｆｇｌｕｃｏｓｅ ｏｘｉｄａｓｅ ａｔｇｌａｓｓｙ ｃａｒｂｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓｗｉｔｈｉｎａｄｉｈｅｘａｄｅｃｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｉｌｍ

［Ｊ］．ＳｅｎｓｏｒｓａｎｄＡｃｔｕａｔｏｒｓＢ，２０１１，１５８（１）：４１１－４１７．

［９］ＫａｒｉｍｉＭ，ＣｈａｕｄｈｕｒｙＩ，ＣｈｅｎｇＪＨ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏ－

ｉｎｕｌｉｎａｓｅｏｎｎｏｎ－ｐｏｒｏｕｓａｍｉｎｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＣａｔａｌｙｓｉｓＢ：Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ，２０１４，１０４：

４８－５５．　

［１０］ＭａｔｓｕｕｒａＫｏｊｉ，ＳａｉｔｏＴａｋｅｓｈｉ，ＯｋａｚａｋｉＴｏｓｈｉｙａ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｗａｔｅｒ－ｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｓｉｎｇｌｅ－ｗａｌｌｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅ

ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＰｈｙｓｉｃｓＬｅｔｔｅｒｓ，２００６，４２９（４／５／６）：

４９７－５０２．　

［１１］ＮｕｒｒｏｙａｉｌａＭ，ＮｏｒａｚｉａｈＢ，ＮａｊａｒａｆａｔＭ，ｅｔａｌ．Ａｆａｃｉｌｅｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｇｅｒａｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｔｅｂｙｐｈｙｓｉｃａｌｌｙａｄｓｏｒｂｅｄＣａｎｄｉｄａ

ｒｕｇｏｓａｌｉｐａｓｅｏｎｔｏｍｕｌｔｉ－ｗａｌｌｅｄｃａｒｂｏｎ［Ｊ］．ＥｎｚｙｍｅａｎｄＭｉｃｒｏｂｉａｌ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，７２：４９－５５．

［１２］ＡｎｓａｒｉＳ Ａ，Ｈｕｓａｉｎ Ｑ． Ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆｅｎｚｙｍｅｓ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｏｎ／ｉｎｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ａｄｖａｎｃｅｓ，２０１２，３０（３）：５１２－５２３．

—８７２— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２３期
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［１３］万晓梅，张　川，余定华，等．碳纳米管固定化酶［Ｊ］．化学进

展，２０１５，２７（９）：１２５１－１２５９．

［１４］刘晓晶，李　田，霍增强．纤维素酶的研究现状及应用［Ｊ］．安

徽农业科学，２０１１，３９（４）：１９２０－１９２４．

［１５］ＷａｎｇＬ，ＷｅｉＬ，Ｃｈｅｎ Ｙ，ｅｔａｌ． Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＮＡＤＨｏｘｉｄａｓｅｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１０，１５０（１）：５７－６３．

［１６］ＺｈｏｕＨ，ＱｕＹＹ，ＫｏｎｇＣＬ，ｅｔａｌ．Ｃａｔａｌｙｔｉｃｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｙｎａｍｉｃｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣ—Ｃｂｏｎｄｈｙｄｒｏｌａｓｅ

ｂａｓｅｄｏｎｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｍａｔｒｉｘ［Ｊ］．ＣｏｌｌｏｉｄｓａｎｄＳｕｒｆａｃｅｓＢ：

Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１４，１１６：３６５－３７１．

［１７］周　振．木聚糖酶强化纤维素酶对植物纤维的水解［Ｄ］．南

京：南京林业大学，２０１８．

［１８］张义芹，王　正，唐爱星，等．功能化碳纳米管固定化脂肪酶的

制备及其合成生物柴油研究［Ｊ］．可再生能源，２０１６，３４（９）：

１４１１－１４１６．

［１９］ＬｉｕＸＨ，ＢｕＣＨ，ＮａｎＺＨ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍｅｓｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｏｎａｍｉｎｅ－

ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄ－ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｔｕｂｅｆｏｒ

ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２０１３，１０５：６３－６８．

［２０］ＢｏｎｃｅｌＳ，ＡｕｒｅｌｉａＺ，ＳｚｙｍａńｓｋａｂＫ，ｅｔａｌ．Ａｌｋａｌｉｎｅｌｉｐａｓｅｆｒｏｍ

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓｎｏｎ－ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙｉｍｍｏｂｉｌｉｓｅｄｏｎｐｒｉｓｔｉｎｅ

ｖｅｒｓｕｓｏｘｉｄｉｓｅｄｍｕｌｔｉ－ｗａｌｌｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓａｓｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄ

ｒｅｃｙｃｌａｂｌｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｙｓｔｅｍｓｉｎｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｏｌｋｅｔａｌｅｓｔｅｒｓ［Ｊ］．

ＥｎｚｙｍｅａｎｄＭｉｃｒｏｂｉａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３，５３（４）：２６３－２７０．

［２１］程　龙．辣巧过氧化物酶在多壁碳纳米管／堇青石复合载体上

的固定化及含油污水处理［Ｄ］．北京：北京化工大学，２０１５．

［２２］ＨａｓｅｇａｗａＦ，ＩｎｏｕｅＨ，ＹａｎｏＳ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｒｅｕｓａｂｌｅｃｅｌｌｕｌａｓｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｒｅｓｉｄｕｅｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ［Ｃ］／／ＥＴＡ－Ｆｌｏｒｅｎｃｅ

ＲｅｎｅｗａｂｌｅＥｎｅｒｇｉｅｓ．Ａｂｓｔｒａｃｔｓｏｆｔｈｅ２０ｔｈＥｕｒｏｐｅａｎＣｏｎｆｅｒｅｎｃｅ

ａｎｄＥｘｈｉｂｉｔｉｏｎ，２０１２．

［２３］ＭａｄａｎｌＶ，ＭｉｎｏｏＮ，ＣｏｌｉｎｊＢ，ｅｔａｌ．Ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｏｂｉｌｉｓａｔｉｏｎｏｎ

ａｍｉｏｎ－ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｓｅｄｍｕｔｉ－ｗａｌｌｅｄｃａｒｂｂｏｎｎａｏｎｔｕｂｅｓ：ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ａｎｄｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，１０：１３７１－

１３８２．　

陈帅行，马浩天，于　杰，等．基于Ｆｅｎｔｏｎ氧化法预处理高氨氮废水培养斜生栅藻［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（２３）：２７９－２８５．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．２３．０５５

基于 Ｆｅｎｔｏｎ氧化法预处理高氨氮废水培养斜生栅藻
陈帅行，马浩天，于　杰，徐　雯，李润植，崔红利
（山西农业大学分子农业与生物能源研究所，山西太谷０３０８０１）

　　摘要：大规模畜禽养殖废水的处理仍是一个亟待解决的问题。基于微藻培养系统不仅能有效净化畜禽养殖废水，
而且可以极大地降低微藻生物质制备成本。但畜禽养殖废水中通常富含大量的氨氮，抑制了大多数微藻的生长，已经

成为微藻净化畜禽养殖废水工艺规模化应用的限制因素。本研究旨在利用芬顿（Ｆｅｎｔｏｎ）法预处理鸡场冲圈废水，降
低氨氮含量，促进微藻有效生长。以鸡场冲圈废水为研究对象，测定其本底组成。利用 Ｆｅｎｔｏｎ法预处理鸡场冲圈废
水降低氨氮浓度，解除高氨氮抑制微藻生长现象，使斜生栅藻可以生长。通过Ｆｅｎｔｏｎ法预处理，可以有效降低氨氮的
浓度，施用蒸馏水１∶１稀释Ｆｅｎｔｏｎ试剂后栅藻可有效生长。斜生栅藻无法在鸡场冲圈废水原液和 Ｆｅｎｔｏｎ法预处理
后的废水中正常生长，但预处理之后经过与水１倍稀释后生长良好。这为后续建立微藻净化畜禽养殖废水联产微藻
产品的生产体系奠定了技术基础。
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　　随着国家政策的支持，我国的畜禽养殖业得到 了快速发展，大规模的畜禽养殖已经成为我国的主

要发展方向。在畜禽养殖日常管理中产生过量的

冲圈废水，而这些废水中含有大量的难以降解的有

机物，处理不当或直接排放将对生态环境造成严重

危害［１－２］。

目前我国处理规模化畜禽废水有３种主要的基
本方法，分别是自然处理模式、好氧处理模式和厌

氧处理模式。厌氧发酵可制备沼气，造价低，能耗

低，处理过程不需要氧气，可以有效去除有机物，是
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