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(57)摘要

本发明公开了一种基于单磷酸腺苷与石墨

烯的交联作用固定酶的方法，其包括以下步骤：

(1)将单磷酸腺苷溶于羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液

中；(2)将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中；(3)将

步骤(1)和(2)两种溶液进行混合；(4)往步骤(3)

的混合溶液中加入低浓度的石墨烯溶液，石墨烯

与单磷酸腺苷通过交联作用力形成稳定的凝胶

结构；(5)混匀静置后进行离心处理，最后得到固

定在凝胶结构上的酶。本发明通过单磷酸腺苷与

石墨烯形成的凝胶结构其能够高效的将酶固定

住，本发明在固定葡萄糖氧化酶，假丝酵母脂肪

酶，辣根过氧化物酶以及α-淀粉酶的过程中，能

够高效的将酶固定住，同时保持酶的生物活性，

提高其灵敏度。
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1.一种基于单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于，包括以下步

骤：

(1)将单磷酸腺苷溶于羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中；

(2)将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中；

(3)将步骤(1)和(2)两种溶液进行混合；

(4)往步骤(3)的混合溶液中加入低浓度的石墨烯溶液，石墨烯与单磷酸腺苷通过交联

作用力形成稳定的凝胶结构；

(5)混匀静置后进行离心处理，最后得到固定在凝胶结构上的酶。

2.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述酶为葡萄糖氧化酶、假丝酵母脂肪酶、辣根过氧化物酶或者α-淀粉酶。

3.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述将单磷酸腺苷溶于羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中具体为将浓度为10-35mM的单磷酸腺苷

溶于浓度为10-30mM，PH值为7-7.5的羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中。

4.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中具体为将浓度为0.01-0 .2mM的酶溶于浓度10-75mM的

ZnCl2溶液中。

5.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述低浓度的石墨烯溶液其浓度为0.01-0.1mg/mL。

6.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述混匀静置后进行离心处理具体为混匀后静置1-2小时，再以6000-8000rpm的转速离心

处理10-20min。

7.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述单磷酸腺苷为磷酸及核苷腺苷形成的酯，其由磷酸盐官能团、戊糖核酸糖及碱基腺嘌

呤所组成。

8.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述石墨烯为氧化石墨烯，其可以通过将可膨胀石墨放置在坩埚内进行微波处理后加入到

分散剂中进行超声处理得到浆料，然后对浆料进行离心处理，浆料分为上下两层，去掉上层

清液，制备得到氧化石墨烯。

9.根据权利要求1所述的单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法，其特征在于：

所述由单磷酸腺苷由腺嘌呤核苷三磷酸经过两次水解制得。
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一种基于单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及催化材料合成领域，尤其涉及一种基于单磷酸腺苷与石墨烯的交联作

用固定酶的方法。

背景技术

[0002] 酶的固定化技术研究始于1910年，正式研究于20世纪60年代，70年代已在全世界

普遍开展。酶的固定化(Immobilization  of  enzymes)是用固体材料将酶束缚或限制于一

定区域内，仍能进行其特有的催化反应、并可回收及重复利用的一类技术。与游离酶相比，

固定化酶在保持其高效专一及温和的酶催化反应特性的同时，又克服了游离酶的不足之

处，呈现贮存稳定性高、分离回收容易、可多次重复使用、操作连续可控、工艺简便等一系列

优点。固定酶不仅在化学、生物学及生物工程、医学及生命科学等学科领域的研究异常活

跃，得到迅速发展和广泛的应用，而且因为具有节省能源、减少或防治污染的生态环境效应

而符合可持续发展的战略要求。经固定化的酶与游离酶相比具有稳定性高，回收方便。易于

控制、可反复使用、成本低廉等优点。在生物工业、医学及临床诊断、化学分析、环境保护、能

源开发以及基础研究等方面发挥了重要作用。

[0003] 酶的固定方法有物理法和化学法两大类。物理方法包括物理吸附法、包埋法等。物

理法固定酶的优点在于酶不参加化学反应，整体结构保持不变，酶的催化活性得到很好保

留。但是，由于包埋物或半适膜具有一定的空间或立体阻碍作用，因此对一些反应不适用。

化学法是将酶通过化学键连接到天然的或合成的高分子载体上，使用偶联剂通过酶表面的

基团将酶交联起来，而形成相对分子里更大、不溶性的固定化酶的方法。

[0004] 但是现有固定酶的制备工艺复杂繁琐，且制备成本较高，不利于固定酶的大规模

生产及商业化，且现有吸附固定酶的介质材料的稳定性较低，不利于提高酶的活性。

发明内容

[0005] 为解决现有技术中的缺陷，本发明提供一种基于单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用

固定酶的方法，其能够高效的将酶固定住，同时保持酶的生物活性，提高酶的活性和灵敏

度。

[0006] 具体其包括以下步骤：

[0007] (1)将单磷酸腺苷溶于羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中；

[0008] (2)将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中；

[0009] (3)将步骤(1)和(2)两种溶液进行混合；

[0010] (4)往步骤(3)的混合溶液中加入低浓度的石墨烯溶液，石墨烯与单磷酸腺苷通过

交联作用力形成稳定的凝胶结构；

[0011] (5)混匀静置后进行离心处理，最后得到固定在凝胶结构上的酶。

[0012] 优选的，所述酶为葡萄糖氧化酶、假丝酵母脂肪酶、辣根过氧化物酶或者α-淀粉

酶。
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[0013] 优选的，所述将单磷酸腺苷溶于羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中具体为将浓度为10-

35mM的单磷酸腺苷溶于浓度为10-30mM，PH值为7-7.5的羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中。

[0014] 优选的，将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中具体为将浓度为0.01-0.2mM的酶溶于

浓度10-75mM的ZnCl2溶液中。

[0015] 优选的，所述低浓度的石墨烯溶液其浓度为0.01-0.1mg/mL。

[0016] 优选的，所述混匀静置后进行离心处理具体为混匀后静置1-2小时，再以6000-

8000rpm的转速离心处理10-20min。

[0017] 优选的，所述单磷酸腺苷为磷酸及核苷腺苷形成的酯，其由磷酸盐官能团、戊糖核

酸糖及碱基腺嘌呤所组成。

[0018] 优选的，所述石墨烯为氧化石墨烯，其可以通过将可膨胀石墨放置在坩埚内进行

微波处理后加入到分散剂中进行超声处理得到浆料，然后对浆料进行离心处理，浆料分为

上下两层，去掉上层清液，制备得到氧化石墨烯。

[0019] 优选的，所述由单磷酸腺苷由腺嘌呤核苷三磷酸经过两次水解制得。

[0020] 本发明采用以上技术方案，通过单磷酸腺苷与石墨烯形成的凝胶结构其能够高效

的将酶固定住，单磷酸腺苷是一种生物小分子，在固定酶的过程中不会影响酶的活性，石墨

烯也是一种生物相容性极佳的无机材料，因此本发明在固定葡萄糖氧化酶，假丝酵母脂肪

酶，辣根过氧化物酶以及α-淀粉酶的过程中，能够高效的将酶固定住，同时保持酶的生物活

性，提高其灵敏度。

附图说明

[0021] 下面结合附图对本发明进行进一步说明：

[0022] 图1为本发明的方法流程示意图；

[0023] 图2为本发明单磷酸腺苷的化学结构示意图；

[0024] 图3为本发明单磷酸腺苷与石墨烯之间交联形成的凝胶三维结构微观示意图。

具体实施方式

[0025] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合附图及实施例，对

本发明进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅用以解释本发明，并

不用于限定本发明。

[0026] 如图1所示，本发明公开了一种基于单磷酸腺苷与石墨烯的交联作用固定酶的方

法，其包括以下步骤：

[0027] S101：将单磷酸腺苷溶于羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中；

[0028] S102：将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中；

[0029] S103：将以上两种溶液进行混合；

[0030] S104：往上述混合溶液中加入低浓度的石墨烯溶液，石墨烯与单磷酸腺苷通过交

联作用力形成稳定的凝胶结构；

[0031] S105：混匀静置后进行离心处理，最后得到固定在凝胶结构上的酶。

[0032] 具体的可以通过以下实施例实现：

[0033] 实施例1
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[0034] 将10mM的单磷酸腺苷溶于浓度为10mM，PH值为7的羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中，如

图2所示，所述单磷酸腺苷为磷酸及核苷腺苷形成的酯，其由磷酸盐官能团、戊糖核酸糖及

碱基腺嘌呤所组成；将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中具体为将浓度为0.01mM的酶溶于浓

度10mM的ZnCl2溶液中。往上述混合溶液中加入浓度为0.01mg/mL的石墨烯溶液，石墨烯与

单磷酸腺苷通过交联作用力形成稳定的凝胶结构，其结构如图3所示；将混合液混匀后静置

1小时，再以6000rpm的转速离心处理20min，最后得到固定在凝胶结构上的酶。

[0035] 其中，所述酶为假丝酵母脂肪酶，所述石墨烯为氧化石墨烯，其可以通过将可膨胀

石墨放置在坩埚内进行微波处理后加入到分散剂中进行超声处理得到浆料，然后对浆料进

行离心处理，浆料分为上下两层，去掉上层清液，制备得到氧化石墨烯。所述由单磷酸腺苷

由腺嘌呤核苷三磷酸经过两次水解制得。

[0036] 实施例2

[0037] 与实施例1不同的是，本实施例中是将35mM的单磷酸腺苷溶于浓度为30mM，PH值为

7 .5的羟乙基哌嗪乙硫磺酸溶液中。将需要固定的酶溶于ZnCl2溶液中具体为将浓度为

0.2mM的酶溶于浓度75mM的ZnCl2溶液中。往上述混合溶液中加入浓度为0.1mg/mL的石墨烯

溶液，石墨烯与单磷酸腺苷通过交联作用力形成稳定的凝胶结构；将混合液混匀后静置2小

时，再以8000rpm的转速离心处理10min，最后得到固定在凝胶结构上的酶。其中，所述酶为

辣根过氧化物酶。

[0038] 本发明采用以上技术方案，单磷酸腺苷又名一磷腺苷酸，5'-腺嘌呤核苷酸，是一

种在核糖核酸(RNA)中发现的核苷酸。它是一种磷酸及核苷腺苷的酯，并由磷酸盐官能团、

戊糖核酸糖及碱基腺嘌呤所组成，是由腺嘌呤核苷三磷酸两次水解得到的。单磷酸腺苷与

无机纳米材料，金属阳离子在水溶液中能够自组装形成稳定的凝胶结构，可以用于固定蛋

白酶辣根过氧化物酶。

[0039] 而石墨烯具有优异的导电性，可将其应用于电化学生物传感器中，加速电子在电

极表面的传导速率，提高修饰电极的导电性，从而增强电化学的响应信号，提高检测灵敏

度；另一方面，与其他常用的纳米材料相比，石墨烯片层大的比表面积，为生物分子的吸附

提供更多的结合位点，并且能够通过π-π作用或者其他疏水相互作用，结合多种生物分子修

饰电极。

[0040] 本发明通过单磷酸腺苷与石墨烯形成的凝胶结构其能够高效的将酶固定住，单磷

酸腺苷是一种生物小分子，在固定酶的过程中不会影响酶的活性，石墨烯也是一种生物相

容性极佳的无机材料，因此本发明在固定葡萄糖氧化酶，假丝酵母脂肪酶，辣根过氧化物酶

以及α-淀粉酶的过程中，能够高效的将酶固定住，同时保持酶的生物活性，提高其灵敏度。
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图1

图2
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图3

说　明　书　附　图 2/2 页

7

CN 109234263 A

7


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002

	DES
	DES00003
	DES00004
	DES00005

	DRA
	DRA00006
	DRA00007


