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　　摘要：有机磷农药在蔬菜、水果及土壤中的残留严重影响了环境和人类的身体健康。有机磷水解酶
（ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ，ＯＰＨ）能高效降解有机磷类化合物残留，利用具有开放孔道的二氧化硅纳米花固定有机磷
水解酶，可以优化固定化条件，固定化 ＯＰＨ的最适温度为４５℃，最适 ｐＨ值为８，与游离 ＯＰＨ相比，在温度为３５～
５５℃、ｐＨ值为７．５～９．０的范围内均能保持较高的催化活性。与游离有机磷水解酶相比，固定化有机磷水解酶具有
更好的热稳定性、ｐＨ值稳定性和重复使用性。研究结果表明，固定化酶在保证降解效率的同时，可有效降低有机磷水
解酶的使用成本，是一种具有发展前景的固定化酶降解有机磷农药技术。
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　　有机磷农药（ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ，ＯＰｓ）是
我国乃至世界范围内使用最广泛的一类用于农作

物和蔬果的杀虫剂，由于其与生物体内的乙酰胆碱

具有相似的结构，从而会影响生物体内正常的神经

系统传递过程，达到消灭害虫的目的［１－３］。但在自

然界中，有机磷农药会持续存在很长时间，给环境

和人类健康带来严重威胁［３－７］。因此，开发可以在

水体、农作物、土壤中应用的高效降解有机磷农药

技术十分必要。

目前，针对有机磷农药的降解方法主要分为热

降解法、化学降解法和生物酶降解法，由于生物酶

法具有反应专一性强、反应条件温和、绿色环保的

优势 而 受 到 广 泛 关 注［８－１３］。有 机 磷 水 解 酶

（ｏｒｇａｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ，ＯＰＨ）是一种广泛存在
于生物体内的酯酶，能够高效催化有机磷农药的降

解。２０２０年，白俊岩等利用 ＯＰＨ降解甲基对硫磷，
在优化的试验条件下，ＯＰＨ对有机磷类化合物的降
解率达到９８％以上［１４］。用ＯＰＨ降解有机磷类毒剂
时，通常需要将 ＯＰＨ固定在载体上，与直接使用游
离酶相比，在保证酶催化性能的同时，解决了游离

酶难分离、重复使用的缺陷。固定化酶的方法和载

体的选择是影响固定化酶效果的关键因素。因此，

开发适合ＯＰＨ固定的良好载体，并通过合适的固定
化方法维持酶的活性与稳定性是目前亟待解决的

问题。

本研究制备了具有开放孔道结构的二氧化硅

纳米花作为载体固定化 ＯＰＨ。二氧化硅纳米花具
有独特的孔道结构，可以提高 ＯＰＨ的负载量，同时
可为ＯＰＨ提供适宜的微环境，有利于保持酶分子的
活性构象，使固定化酶表现出良好的催化活性。通

过单因素和正交试验对固定化酶的条件进行优化，

考察固定化酶的酶学性能，并对固定化ＯＰＨ在真实
样品中的降解能力和重复使用性进行了测定。褶

皱二氧化硅纳米花不仅为固定化酶提供了一种良

好载体，同时该技术也为在蔬果中实现有机磷农药

的降解提供了新方法。

１　材料与方法

１．１　试验试剂
ＯＰＨ，购于西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公

司；十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ
ａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）、正丁醇、环己烷、乙醇、
尿素、碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）和正硅酸乙酯（ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌ
ｏｒｔｈｏｓｉｌｉｃａｔｅ，ＴＥＯＳ），购于天津市大茂化学试剂厂；
甲基对硫磷、对硝基苯酚（ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ，ＰＮＰ）、三
氯乙酸、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、二甲基亚砜
（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ），购于上海阿拉丁生化科
技股份有限公司。
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１．２　仪器与设备
集热式恒温加热磁力搅拌器（ＤＦ－１０１Ｓ），购自

河南予华仪器有限公司；管式炉（ＫＲＧ－９－１２），购
自洛阳科热炉业有限公司；紫外可见分光光度计

（ＵＶ－１１００），购自上海仪电分析仪器有限公司；扫
描电子显微镜（ＮａｎｏＳＥＭ４５０）和透射电子显微镜
（ＴａｌｏｓＦ２００ｓ），购自美国 ＦＥＩ公司；漩涡振荡器
（ＸＷ－８０Ａ），购自上海青浦泸西仪器厂。
１．３　试验方法
１．３．１　褶皱二氧化硅纳米花的制备方法　将
ＣＴＡＢ（１．０ｇ）、正丁醇（１．０ｇ）和尿素（３０ｇ，
０．４ｍｏｌ／Ｌ）置于单口烧瓶中，搅拌至完全溶解，向上
述溶液中加入１２ｇ环己烷，待完全溶解后缓慢滴加
２ｇ正硅酸乙酯，搅拌３０ｍｉｎ，于７０℃、恒温条件下
磁力搅拌反应２０ｈ，用蒸馏水、９５％乙醇洗涤，在煅
烧炉中于 ５５０℃空气煅烧 ５ｈ，除去未反应的
ＣＴＡＢ，得到褶皱二氧化硅纳米花颗粒（ＳｉＯ２ＮＦ）。
１．３．２　固定化酶的制备方法　取一定量褶皱二氧
化硅，在水浴振荡下使其均匀分散在 １ｍＬＴｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为 ８．０）中，加入
ＯＰＨ，在一定温度下孵育一定时间，离心分离后收集
沉淀，用去离子水清洗３次，真空干燥后得到固定化
酶（ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ）。
１．３．３　载体及固定化酶的表征方法　通过扫描电
子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）和透
射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＴＥＭ）对ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的形貌和结构进行表征。
１．３．４　游离 ＯＰＨ和 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ活性的测定　
通过比色法测定游离 ＯＰＨ和 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的活
性。ＯＰＨ可将甲基对硫磷降解为对硝基苯酚
（ＰＮＰ），与Ｎａ２ＣＯ３会发生颜色变化，反应方程见图
１。根据颜色变化来衡量游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ
的活性。

　　具体测定条件：取适量游离ＯＰＨ或固定化ＯＰＨ
＠ ＳｉＯ２ＮＦ，加 入 至 含 有 甲 基 对 硫 磷 （５ μＬ
１０ｍｇ／ｍＬ）的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值

为８．０）中，于３７℃反应５ｍｉｎ，立即加入１ｍＬ终止
剂三氯乙酸（１０％）终止反应，再加入１ｍＬ碳酸钠
（１０％）显色，测定其在４１０ｎｍ处的吸光度。根据
ＰＮＰ标准曲线得到ＰＮＰ产量并计算酶活性。１个酶
活性单位（Ｕ）定义：３７℃反应 １ｍｉｎ产生 １μｍｏｌ
ＰＮＰ所需的酶量。
１．３．５　ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ和ＯＰＨ的酶学性质分析
１．３．５．１　固定化酶的最适温度　取一定量 ＯＰＨ＠
ＳｉＯ２ＮＦ和ＯＰＨ，在不同温度的 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液中
孵育１０ｍｉｎ后，测定其活性。
１．３．５．２　固定化酶的最适 ｐＨ值　取一定量 ＯＰＨ
＠ＳｉＯ２ＮＦ和 ＯＰＨ，在不同 ｐＨ值的缓冲液中孵育
１０ｍｉｎ后，在３７℃测定其活性。
１．３．５．３　有机溶剂耐受性的分析　取一定量 ＯＰＨ
＠ＳｉＯ２ＮＦ和ＯＰＨ，在不同浓度的甲醇和ＤＭＳＯ溶液
中孵育 １０ｍｉｎ后，在 ３７℃、最适 ｐＨ值下测定其
活性。

１．３．５．４　热稳定性和 ｐＨ值稳定性的分析　分别
将一定量的 ＯＰＨ和 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ置于 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲液（ｐＨ值为８．０）中，于５０、６０℃水浴条件下孵
化，每隔一定时间测其剩余活性。分别将一定量的

ＯＰＨ和 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ置于不同 ｐＨ值的缓冲液
（ｐＨ值为８．０）中，在５０、６０℃水浴条件下孵化，每
隔一定时间测其剩余活性。

１．３．５．５　储藏稳定性分析　分别将一定量的 ＯＰＨ
和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ置于 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ值为
８．０）中，在３７℃水浴条件下孵化，每隔一定时间测
其剩余活性。

１．３．６　ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ和 ＯＰＨ在实际蔬果中对甲
基对硫磷的降解能力测定　在天津市本地蔬菜市
场购买苹果和卷心菜，摘除腐败叶片后，用清水清

洗泥污后晾干。取２ｇ苹果与卷心菜，喷洒上２ｍＬ
１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ甲基对硫磷，静置１ｈ后，将苹果与
卷心菜置于 ５ｍＬ含有 ５％丙酮的缓冲溶液中，于
２５℃ 反应１ｈ，再于８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
于４１０ｎｍ处测定吸光度，计算酶降解活性。
１．４　正交试验优化固定化条件

在单因素试验的基础上，以蛋白负载量和降解

活性为评价标准，利用正交试验对固定化过程进行

优化，试验因素和水平见表１。

２　结果与分析

２．１　ＳｉＯ２ＮＦ的表征
利用ＳＥＭ考察ＳｉＯ２ＮＦ的外部形貌，由图２－ａ
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表１　正交试验设计

试验号
初始酶浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
吸附时间

（ｈ）
摇床转速

（ｒ／ｍｉｎ）
固定化温度

（℃）

１ ３５ ８ ５０ ２５

２ ４５ １２ １００ ３０

３ ５５ １６ １５０ ３５

４ ６５ ２０ ２００ ４０

可以看出，ＳｉＯ２ＮＦ为高度分散、尺寸均一（粒径为
８０～１２０ｎｍ）的花状纳米颗粒，表面分布着开放的
孔道。ＳｉＯ２ＮＦ的ＴＥＭ（图２－ｂ）与 ＳＥＭ表征的纳
米颗粒尺寸一致。由 ＴＥＭ结果可以看出，ＳｉＯ２ＮＦ
表面的枝状孔道深嵌入纳米颗粒的中心位置。因

此可见，ＳｉＯ２ＮＦ的放射状孔道结构可为后面固定化
酶修饰提供较大的比表面积，并且在反应体系中有

利于传质。

２．２　ＳｉＯ２ＮＦ固定化ＯＰＨ条件的筛选
为筛选出最佳固定化ＯＰＨ条件，通过单因素试

验研究不同初始酶浓度和吸附时间２个关键因素对
固定化ＯＰＨ酶活性的影响。由图３可见，随着初始
酶浓度的增大，蛋白负载量也呈现出不断上升的趋

势，但当初始酶浓度超过５５ｍｇ／ｍＬ时，蛋白负载量
增大不明显，而且在吸附１６ｈ时，所有酶浓度固定
化ＯＰＨ均可达到吸附平衡。

　　由图４可见，当初始酶浓度达到５５ｍｇ／ｍＬ后，
降解活性不再上升，反而表现出降低趋势。这是由

于当初始酶活性过高时，酶分子在载体内部的聚集

程度增大，造成酶分子之间活性位点相互遮盖，减

少了底物、产物与活性位点接触的机会，导致降解

活性降低［１５－１７］。

　　在单因素试验的基础上，选取不同初始酶浓
度、吸附时间、摇床转速和固定化温度４个因素，通
过正交试验对固定化条件进行优化，取４因素４水
平，设计 Ｌ１６正交试验，试验结果如表２所示。根据
正交试验法对固定化条件的优化结果及极差分析

可知，上述４个因素对固定化酶蛋白负载量的影响
顺序依次为初始酶浓度＞吸附时间＞固定化温度＞
摇床转速，获得蛋白负载量最优的试验设计方案是

Ａ４Ｂ３Ｃ２Ｄ２，上述４个因素对降解活性的影响顺序依
次为初始酶浓度 ＞吸附时间 ＞固定化温度 ＞摇床
转速，获得降解活性最优的试验设计方案是

Ａ３Ｂ４Ｃ２Ｄ４，综合考虑蛋白负载量和降解活性，后续
固定化酶试验选择初始酶浓度为５５ｍｇ／ｍＬ，吸附时
间为１６ｈ，摇床转速为１００ｒ／ｍｉｎ，固定化酶的温度
为３５℃，此时的降解活性为 ３２０Ｕ／ｇ，蛋白负载量
为５１ｍｇ／ｇ。
２．３　游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ酶学性能的分析
２．３．１　游离 ＯＰＨ和 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的最适温度　
分别对游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的最适温度进行
研究，由图５可见，游离ＯＰＨ在４０℃时表现出最高
的相对活性，而固定化后的 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ在４５℃
时的酶活性最高。ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的最适温度要高
于游离ＯＰＨ，因为ＯＰＨ被固定于ＳｉＯ２ＮＦ上后，限域
作用的影响使其展现活性所需的活化能比游离

ＯＰＨ高。而当温度继续升高时，游离的 ＯＰＨ和固
定化ＯＰＨ的相对活性都有不同程度的降低，这是由
于酶分子在过高的温度下会产生不可逆的构象变
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表２　正交试验分析结果

试验号
初始酶浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
吸附时间

（ｈ）
摇床转速

（ｒ／ｍｉｎ）
固定化温度

（℃）
蛋白负载量

（ｍｇ／ｇ）
降解活性

（Ｕ／ｇ）

１ ３５ ８ ５０ ２５ ２５．３２ ２００

２ ３５ １２ １００ ３０ ３２．５６ ２４５

３ ３５ １６ １５０ ３５ ３５．３６ ２６０

４ ３５ ２０ ２００ ４０ ３３．３３ ２６２

５ ４５ ８ １００ ３５ ３２．３６ ２３５

６ ４５ １２ ５０ ４０ ３２．６３ ２７９

７ ４５ １６ ２００ ２５ ３７．９６ ２５２

８ ４５ ２０ １５０ ３０ ３９．２８ ２９３

９ ５５ ８ １５０ ４０ ３８．６１ ２６９

１０ ５５ １２ ２００ ３５ ４２．９６ ３００

１１ ５５ １６ ５０ ３０ ５１．６６ ３２２

１２ ５５ ２０ １００ ２５ ５０．３３ ３２５

１３ ６５ ８ ２００ ３０ ４２．３６ ２４１

１４ ６５ １２ １５０ ２５ ４９．６３ ２６６

１５ ６５ １６ １００ ４０ ５０．２９ ３００

１６ ６５ ２０ ５０ ３５ ５０．７７ ２８６
ｋ蛋白负载量１ ３１．６４３ ３４．６６２ ４０．０９５ ４０．８１０

ｋ蛋白负载量２ ３５．５５８ ３９．４４５ ４１．３８５ ４１．４６５

ｋ蛋白负载量３ ４５．８９０ ４３．８１７ ４０．７２０ ４０．３６３

ｋ蛋白负载量４ ４８．２６３ ４３．４２８ ３９．１５３ ３８．７１５

Ｒ蛋白负载量 １６．６２０ ９．１５５ ２．２３２ ２．７５０

ｋ降解活性１ ２４１．７５０ ２３６．２５０ ２７１．７５０ ２６０．７５０

ｋ降解活性２ ２６４．７５０ ２７２．５００ ２７６．２５０ ２７５．２５０

ｋ降解活性３ ３０４．０００ ２８３．５００ ２７２．０００ ２７０．２５０

ｋ降解活性４ ２７３．２５０ ２９１．５００ ２６３．７５０ ２７７．５００

Ｒ降解活性 ６２．２５０ ５５．２５０ １２．５００ １６．７５０

化［１８－２０］，使酶丧失活性。

２．３．２　游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的最适ｐＨ值　
对游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的最适 ｐＨ值进行研
究，由图６可见，游离酶在 ｐＨ值为８．５时的相对活
性最高，达到 ９５％，相比较而言，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ在
ｐＨ值为７．５～９．０之间均表现出较高的相对活性，

ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的最适 ｐＨ值为８。从图６还可以看
出，通过固定化后的 ＯＰＨ在较宽的 ｐＨ值范围内均
能保持较高的酶活性，这是由于将 ＯＰＨ固定于
ＳｉＯ２ＮＦ的孔道中，为酶分子提供了良好的微环境，
其酶活性中心得到保护［２１］，从而表现出稳定的酶

活性。

２．４　游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ稳定性能的分析
２．４．１　有机溶剂耐受性　ＯＰＨ降解的有机磷农药
及神经毒剂等，通常需要丙酮、乙腈等有机溶剂对

其进行溶解，但此类极性较强的有机溶剂会引起

ＯＰＨ失活，因此选择乙腈和丙酮溶剂对游离 ＯＰＨ
和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的有机溶剂耐受性进行研究。由
图７可以看出，在２５％乙腈溶液中，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ
仍然可以保留８０％的剩余活性，而游离 ＯＰＨ仅有
５０％的剩余活性。同样的，在不同浓度的丙酮溶液
中，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ的稳定性也优于游离ＯＰＨ，这是
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因为当游离ＯＰＨ直接接触有机溶剂时，其内部蛋白
质的高级结构中的非极性基团与极性溶剂作用，导

致酶高级结构构象发生变化，使酶失活，而固定化

的ＯＰＨ、ＳｉＯ２ＮＦ有效保护了酶分子，可以防止其构
象发生变化，从而有效保持酶活性［２２］。

２．４．２　热稳定性　为了研究游离 ＯＰＨ和 ＯＰＨ＠
ＳｉＯ２ＮＦ的热稳定性，将游离和固定化酶分别在５０、
６０℃下孵育一段时间，再研究其剩余酶活性。由图
８可见，在５０、６０℃下孵育４ｈ后，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ分
别可以保持６０．０８％、５２．９１％的初始酶活性，而游
离ＯＰＨ在相同条件下分别仅能保持初始酶活性的
３２．８３％、２１．６５％。试验结果表明，在高温操作条件
下，固定化酶的稳定性比游离酶强，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ
可以抵抗高温引发的酶分子构象变化，这可能是由

于ＯＰＨ酶分子与二氧化硅纳米花载体之间的静电
作用［２２］，使酶分子长时间在高温条件下仍能保持其

原有构象，从而维持较高的酶活性。

２．４．３　储藏稳定性　对游离ＯＰＨ和ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ
的储藏稳定性进行研究，由图９可见，游离酶储藏至
１２ｄ时，仅剩余初始酶活性的５０％左右；而 ＯＰＨ＠
ＳｉＯ２ＮＦ储藏至２０ｄ时，仍可保持８０％以上的初始
酶活性。说明固定化后的 ＯＰＨ稳定性得到了明显
提升，这可能是由于固定在合适的载体上后，为

ＯＰＨ酶分子提供了适宜的微环境，并且可以抵御外
界环境引发的酶构象变化，从而使ＯＰＨ在较长时间
内仍能维持较高的催化活性。

２．５　ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ用于蔬果有机磷农药的降解
性能

由于固定化酶方便回收分离再重复使用，可以

有效降低酶的使用成本，因而受到广泛关注，笔者

对ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ在实际蔬果中的应用及重复使用
性进行了研究。由图１０、图１１可见，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ
用于苹果、卷心菜中有机磷农药的降解，在重复使

用１０次后，剩余酶活性都保持在６５％以上，降解率
保持在６０％以上。说明 ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ具有良好的
降解能力，而且重复使用性良好，多次重复使用后

酶活性下降，可能由于在多次使用过程中对固定化

酶回收的损失造成的。

３　结论

本研究成功制备了粒径均一、高度分散的二氧

化硅纳米花，其表面分布着明显的孔道结构。利用

吸附法固定化ＯＰＨ，对固定化条件及固定化酶的酶
学性能进行研究发现，初始酶浓度为５５ｍｇ／ｍＬ，吸
附时间为 １６ｈ，酶活性为 ３２０Ｕ／ｇ，蛋白负载量为
５１ｍｇ／ｇ。固定化ＯＰＨ的最适温度为４５℃，最适ｐＨ
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值为８，与游离 ＯＰＨ相比，在温度为３５～５５℃、ｐＨ
值为７．５～９．０的范围内均能保持较高的催化活性，
同时表现出良好的热稳定性、ｐＨ值稳定性和储藏稳
定性，在真实样品中重复使用１０次后，仍能保持初
始活性的６５％以上。由此可见，ＯＰＨ＠ＳｉＯ２ＮＦ具有
在有机磷农药降解方面的应用潜力，同时这种表面

分布开放的孔道结构的二氧化硅纳米花是一种良

好的固定化酶载体，为保护酶分子的高级结构提供

了良好的保护，是一种十分具有发展潜力的固定化

载体，可以应用于工业催化、药物递送、气体吸附等

更多的领域。
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