
摘 要：矿物、有机质等是土壤重要的固相组分，它们构成了土壤活性界面，调制着土壤中重金属、有机污染物、生物大分子等的迁

移转化及生物可给性。土壤酶/蛋白质多吸附于土壤有机质、矿物、有机质-矿物复合物上。综述了酶/蛋白质在界面上的吸附机制及
其主要影响因素，分析了吸附态酶/蛋白质生物活性、构象的变化，以及构象变化与生物活性的内在关联性，总结了酶/蛋白质与界面
作用的主要研究手段，并对分子模拟技术对酶/蛋白质与土壤界面的作用过程与机制、固定化酶作为降解有机污染物的环境材料进
行了展望。
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Advancement in the research of enzyme binding on the interfaces of soil components
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Abstract：Minerals and organic matter comprise the most active soil interfaces, which would affect the transportation, transformation, and bi原
ological availability of heavy metals, organic pollutants, and large biological molecules. Soil enzymes are closely related to the biogeochemi原
cal cycle of organic matter, nitrogen, phosphorus, and other elements. Enzymes on soil often exist in the form of complexes at the soil inter原
faces. This paper reviewed recent advances in the mechanism of enzyme/protein adsorption on soil interfaces and the related major control原
ling factors, the change in conformation and activities of adsorbed enzymes and their inherent relationship, and the advanced experimental
techniques for studying soil enzyme adsorption. Lastly, the prospects of immobilization research for degrading organic pollutants in soil and
water in future research and the molecular modeling techniques for soil enzyme adsorption are discussed.
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酶/蛋白质与土壤组分界面作用的研究进展
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土壤酶大多数属于蛋白质，主要来自于微生物和

植物根系的分泌物以及动植物残体，作为生态系统的

重要组分之一，其是生态系统的生物催化剂和土壤有

机体的代谢动力。这些酶参与碳、氮、磷、硫等元素的

土壤生物化学循环，是土壤有机质转化的执行者和植

物营养元素的活性库，其活性与土壤理化性质、土壤

类型、施肥、耕作及其他农业措施等密切相关[1-2]。土壤
酶可反映各种生物化学过程的方向和强度，常作为土

壤肥力和自净能力的重要指标[3]，由于其对环境因素
改变的敏感性，也作为土壤生态系统变化的预警指

标[4]。人类的活动也会直接或间接向土壤排放各种蛋
白质，如转基因作物可通过根系分泌物及秸秆还田向

土壤中释放 Bt蛋白，一些致病蛋白（朊病毒、禽流感
病毒等）也可通过动物进入土壤环境，威胁人类健康。

土壤溶液中游离态酶/蛋白质含量较少，多以复合物
的形式存在于土壤各组分界面上，包括矿物、有机质、
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矿物-有机质复合物等[5]。矿物、有机质、矿物-有机质
复合物等组成了土壤中重要的化学界面，直接影响氮、

磷等营养元素、有机物、生物大分子等的分布、形态、迁

移转化以及生物可给性。酶/蛋白质在土壤界面上的吸
附可能伴随其构象的变化，对于具有生物活性的酶/蛋
白质分子，其活性和稳定性也可能在参与界面化学反

应的过程中发生改变。酶/蛋白质分子构象的改变可能
是影响其活性和稳定性的重要原因之一[6-7]，但构象的改
变对生物活性的影响机理仍不清楚，有待于进一步研

究。

1 酶/蛋白质在土壤界面上的作用过程与机制
1.1 朊病毒、Bt毒素在土壤中的界面作用

朊病毒是传染性海绵状脑病的病原，可通过感染

动物的尿液、粪便、唾液或腐烂的尸体等进入土壤，与

土壤组分间的作用可影响该致病蛋白的传播、生物可

给性及在土壤中的持久性。朊病毒与模式氧化物

（Al2O3、SiO2）的界面作用以静电力为主，两者的作用
很大程度上取决于 pH值和离子强度，土壤中朊病毒
更倾向与带正电荷的铁铝氧化物发生作用[8]。腐植酸
作为一种天然的聚阴离子，广泛存在于土壤与水体

中，不仅与朊病毒存在较强的亲和力，且能够增加矿

物对朊病毒的吸附能力[9]。与腐植酸作用后的朊病毒
仍具有感染性，但可延缓疾病的感染速度[10]。为评估
受感染动物尸体掩埋后在土壤中的传播水平及对生

物的可及性，Jacobson等[11]采用蛋白酶处理受感染的
脑组织匀浆，用合成的雨水作为淋洗剂，模拟其在 5
种不同土壤中的迁移能力，结果在洗出液中并未发现

朊病毒，该致病蛋白基本保留在原始位置，可能成为

感染其他生物的传染源。目前仍缺少有效灭活土壤中

朊病毒的方法[12]，Chesney等[13]最近研究发现，过硫酸
盐对蛋氨酸和色氨酸残基具有氧化作用，可作为一种

原位修复朊病毒污染土壤的新方法。

Bt毒素可由转基因作物通过根系分泌物、秸秆
还田等方式释放进入土壤，与土壤各组分发生交互作

用。Sander等 [14]和 Madliger等 [15]研究了 pH值和离子
强度对 Bt毒素在 SiO2和多聚赖氨酸（PLL）上吸附的
影响，结果表明静电作用力是主导 Bt毒素吸附的驱
动力，其在 SiO2上的初始吸附速率和吸附量随 pH值
的升高而下降，与在 PLL上的吸附结果相反；当 Bt毒
素与吸附界面带相同电荷时，吸附量随离子强度的降

低而增加；吸附于 SiO2上的 Bt毒素仍具有较高的杀
虫活性，在吸附解吸的过程中仍保持着较高的结构稳

定性。土壤中的腐植酸作为天然有机物，与 Bt毒素通
过静电力、疏水作用而结合，两者间的作用受溶液条

件（pH值、离子强度）、腐植酸极性和表面电荷等因素
影响，即使当 pH>6（大于 Bt毒素等电点）且离子强度
降低时，Bt毒素带正电荷的区域与带负电荷腐植酸
间的静电作用仍促使 Bt毒素的吸附量增加，腐植酸
表面极性具有不均一性，疏水作用力使得 Bt毒素对
腐植酸非极性较高的区域具有较强亲和力[16]。
1.2 酶/蛋白质在土壤界面上的作用机制

静电力、疏水作用在酶/蛋白质的吸附中起着重
要的作用。酶/蛋白质是带有两性电荷的生物聚电解
质分子，与荷电界面产生的静电作用是其吸附于亲水

界面上的重要驱动力，且随环境 pH值的变化而变化。
带正电荷的溶菌酶能在静电引力的牵引下进入带相

反电荷的蒙脱石层间并呈延展状态，且 Al（OH）x 的
空间阻隔效应使得进入层间的溶菌酶随蒙脱石表面

覆盖的 Al（OH）x量的增加而减少[17]。在静电引力的驱
动下，溶菌酶被腐植酸包被在三维网状结构中，阻碍

了底物分子与活性位点的结合[18-22]。当酶/蛋白质与固
体表面带相同电荷时，两者间的疏水作用也会促进

酶/蛋白质的吸附，成为其吸附的另一种重要驱动力。
层状硅酸盐矿物、有机质的憎水性基团可通过疏水力

与酶/蛋白质的疏水性区域相结合。pH值为 6时，胰
岛素、核糖核酸酶与腐植酸表面均带负电荷，疏水力

可通过克服分子间的静电排斥力促进腐植酸对酶的

包被作用[23]。Bt毒素的吸附量随腐植酸极性的增加而
降低[16]，免疫球蛋白等的吸附量随界面疏水性的增强
而增加[24]，这均证明了疏水作用在蛋白质吸附过程中
的重要性。

酶/蛋白质与土壤组分间的作用还包括配位交
换、氢键、范德华力、阳离子交换等。Huang等[25]研究
了酸性磷酸酶在不同粒径土壤颗粒及矿物上的吸附、

解吸和酶活性，结果表明近三分之一吸附于针铁矿上

的酸性磷酸酶主要通过配位交换作用结合，与高岭石

间的作用以范德华力、氢键、疏水作用力为主，因而不

易发生解吸。膨润土和高岭石对过氧化物酶、络氨酸

酶的吸附量与阳离子交换量呈正相关[26]，表明阳离子
交换可能是两者相互作用的重要机制之一。

1.3 土壤酶/蛋白质界面反应的研究手段
目前，研究酶/蛋白质与界面相互作用的方法主

要包括表 1中的几种。酶/蛋白质的吸附量除采用差
减法测定外，同位素示踪法、椭偏光度法、微晶天平、

光波导模式谱也被用于吸附量的测定。同位素示踪法
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表 1 研究酶/蛋白质在界面上作用的技术手段
Table 1 Methods for studying enzymes/proteins adsorption on interfaces

的优点在于其可用于多组分分析；椭偏光度法通过测

定表面物质对偏振光反射时的状态变化而实现对表

面吸附态物质质量和厚度的测定，根据表面吸附蛋白

的浓度和吸附层厚度可以预测吸附态蛋白的状态，已

用于各种表面对酶/蛋白质吸附和解吸过程的原位检
测；微晶天平和光波导模式谱不仅可以测定蛋白质吸

附量，还可提供蛋白质吸附、解吸的过程信息，近年来

被广泛应用于酶/蛋白质与腐植酸相互作用的研究
中。此外，吸附态酶/蛋白质结构的变化可采用傅里叶
红外光谱、荧光光谱、核磁共振、圆二色谱等方法测定

（详见 4.2），酶/蛋白质吸附、解吸过程中热量的变化
可采用微热量法和差示扫描量热法测定。

2 酶/蛋白质在土壤界面上吸附的影响因素
2.1 界面的理化性质

界面的理化性质主要包括表面结构、疏水性、荷

电性等。界面的物理结构能够对酶/蛋白质的吸附产
生影响，Lundqvist等[37]研究了脱水酶在具有不同曲率
SiO2表面上的吸附，结果表明酶与较大直径的颗粒
存在较强的交互作用，导致酶分子的二级结构发生

较大的改变。受界面疏水性的影响，纤维蛋白原等在

疏水的甲基表面比亲水的羟基表面吸附速率快 [50]。
McClellan等 [51]研究发现牛血清白蛋白在疏水性界面
形成的吸附层的厚度和密度大约为在亲水界面吸

附条件下的一半，表明蛋白质分子与疏水界面间的作

用更加强烈，蛋白质分子的变性程度更大。蛋白质

在不同疏水性界面上的吸附结果表明，蛋白质的吸附

量随界面疏水性的增加而增加（即-CH3>-OPh>-
OCH3> -CONHCH3），且蛋白质与界面间的作用也随
之增强[52-53]。
2.2 酶/蛋白质的理化性质

酶/蛋白质在界面上的吸附还与本身分子量、形
状、表面官能团、电荷、结构稳定性等有关。其中，酶/
蛋白质结构的稳定性也是影响酶/蛋白质吸附的一个
重要因素。溶菌酶、核糖核酸酶等硬蛋白内部稳定性

高，在亲水表面的吸附量较小，与疏水表面相遇时产

生的静电引力能使蛋白质分子结构发生改变，导致吸

附量增加[28，54]；血清白蛋白等软蛋白内部稳定性较低，
吸附时构象熵增加，几乎可以结合到所有物质表面[55]，
即使这类蛋白质与界面间存在静电排斥力时，也会产

生一定的吸附量。

2.3 环境条件
pH值、离子强度、酶/蛋白质浓度等溶液条件会

影响酶/蛋白质的吸附量，以及在吸附界面上的排布
和结构的变化程度。图 1为某种两性蛋白质在硅石/
水界面上的吸附随 pH值和蛋白质浓度变化的示意
图。pH值对酶/蛋白质吸附的影响较大，Mori等 [56]研究
指出当溶液 pH值为 3时（低于 BSA等电点），带正电
荷的牛血清白蛋白快速吸附到云母表面，但分子之间

的静电排斥力使得蛋白质在固体表面呈单分子吸附

层，而当溶液 pH值为 6时（高于 BSA等电点），蛋白
质与云母表面之间的静电引力促使蛋白质在固体表

研究方法 酶/蛋白质类型 吸附界面 获取的信息 文献

傅里叶变换红外光谱 琢-胰凝乳蛋白酶、茁-D-葡萄糖苷酶、过氧化物酶 蒙脱石、碳纳米管 吸附态蛋白质结构的变化 [27-29]
荧光光谱 枯草杆菌蛋白酶、过氧化酶 硅石、聚四氟乙烯 吸附态蛋白质结构的变化 [30-31]
放射示踪技术 茁-酪蛋白、茁-乳球蛋白 铬、不锈钢颗粒 单组分或多组分溶液中目标蛋白质的吸附量 [32-33]
椭偏光度法 免疫球蛋白、纤维蛋白原、乳球蛋白 铬、疏水性硅石 蛋白的吸附量和厚度 [34-35]
核磁共振 碳酸酐酶、唾液蛋白 硅石、羟磷灰石 吸附态蛋白质结构的变化 [36-37]
圆二色谱 碳酸酐酶、溶菌酶、枯草杆菌蛋白酶 硅石、聚四氟乙烯 吸附态蛋白质结构的变化 [30，37-38]
中子反射 茁-酪蛋白、茁-乳球蛋白 硅石 蛋白的吸附量和厚度 [39-40]
动态光散射 溶菌酶 腐植酸 复合物的分子大小 [18]
微晶天平 茁-乳球蛋白、胰岛素、苏云金芽孢杆菌毒素、

溶菌酶、核糖核酸酶
铬、金、胡敏酸、
富里酸

蛋白质吸附和解吸的过程、吸附量 [23，41-42]

光波导模式谱 苏云金芽孢杆菌毒素、胰岛素、核糖核酸酶 胡敏酸、富里酸 蛋白质吸附和解吸的过程、吸附量 [23，42]
微热量 溶菌酶、肌球素、琢-胰凝乳蛋白酶、胰蛋白酶原 腐植酸、交联琼脂糖 吸附过程中的热量变化 [18，43-44]

差示扫描量热法 鸡蛋溶菌酶、琢-乳白蛋白、核糖核酸酶 氧化铝、羟磷灰石、
硅石

吸附过程中的热量变化、吸附态蛋白质
结构的变化

[45-46]

原子力显微镜 球蛋白、胶原蛋白 十八烷基三氯硅烷、亲
水或疏水性硅石

表面的三维图像 [47-48]

酶联免疫分析法 免疫球蛋白、马脾铁蛋白 聚苯乙烯 不可逆吸附蛋白质的量 [49]
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面形成多层吸附。蛋白质浓度是影响其在界面上分布

排列的另一个重要原因，当蛋白质浓度较低时，其在

界面上的吸附速度较慢，能充分在界面上铺展，与界

面间的作用力增强 [53]。当牛血清白蛋白的浓度低于
0.5 g·L-1且 pH值为 3~7时，该蛋白质在界面上形成
均匀的单层吸附，当其浓度高于 0.5 g·L-1且溶液 pH
值达到蛋白质等电点附近时（pH 5.1），牛血清白蛋白
在亲水的硅石上的吸附量达到最大[57-58]。

离子强度对酶/蛋白质吸附量的影响主要取决于
酶/蛋白质与界面所带电荷性质，当蛋白质与吸附界
面带相同电荷时，两者之间存在静电排斥力，当增加

溶液的离子强度时，静电排斥力减弱，促使酶/蛋白质
在界面上的吸附量增加；相反，当酶/蛋白质与界面所
带电荷不同时，离子强度的增加对两者的静电引力产

生“屏蔽效应”，导致酶/蛋白质的吸附量降低[59-60]。

3 界面作用对酶/蛋白质生物特性的影响
3.1 界面作用对酶/蛋白质活性的影响

酶/蛋白质进入土壤后，与有机质、矿物、矿物-有

机质复合物、土壤胶体等结合，活性和稳定性变化的

程度与酶/蛋白质种类、界面类型、环境条件等因素密
切相关。吸附态酶的活性因其种类不同而不同，漆酶

和过氧化酶吸附在高岭石、蒙脱石上可维持较高的活

性，而吸附后的磷酸酶活性降低[61]，葡萄糖氧化酶吸
附于高岭石、十六烷基三甲胺-蒙脱石后，其活性较游
离态酶没有明显的变化[62-64]。不同吸附界面对土壤酶/
蛋白质活性的影响不同（表 2），如 Bt蛋白吸附于高
岭石后的杀虫活性显著高于蒙脱石，且杀虫活性还

与土壤介质和蛋白质的比例有关[65]。各矿物抑制酸
性磷酸酶和脲酶活性的顺序为蒙脱石>高岭石>伊利
石 [66]，脲酶吸附于蒙脱石、氢氧化铝、蒙脱石-氢氧化
铝复合物上的活性为蒙脱石>蒙脱石-氢氧化铝>氢
氧化铝，蒙脱石表面由于氢氧化铝的覆盖，脲酶吸附

量和活性均下降[67]。腐植酸对转化酶、酸性磷酸酶的
活性表现为促进作用，对脲酶、酸性磷酸酶活性的影

响与腐植酸本身的分子量、溶液 pH值等因素有关。
Marzadori等[68]研究了两种不同分子量的胡敏酸 HA1
（100~300 kDa）和 HA2（10~20 kDa）对脲酶活性和稳
定性的影响，结果表明 pH为 6.0时 HA1显著抑制了
脲酶的活性，在 pH为 7.0和 8.0时不影响脲酶活性，
而 HA2在以上 pH条件下对脲酶的活性均表现为抑
制作用。Li等[20-21]研究结果表明腐植酸对溶菌酶的活
性表现为抑制作用，且抑制的程度与腐植酸分子量、

腐植酸/溶菌酶复合质量比、溶液 pH值、离子强度有
关。此外，氨基酸、葡萄糖、脂类等生物小分子能对酶

与矿物间的相互作用产生影响，如赖氨酸、鼠李糖脂

可以增强酸性磷酸酶在蒙脱石上的催化能力，使酶促

反应能更加自发地进行，而葡萄糖分子则对酸性磷酸

图 1 两性蛋白质在硅石/水表面吸附示意图
Figure 1 A schematic graph to show adsorption of an amphoteric

protein on silica/water interface

pH值
pH=pI pH>pIpH<pI

表 2 土壤组分对酶活性和稳定性的影响
Table 2 The effect of enzymes interaction with soil components on their activities and stabilities

酶与界面的作用类型 酶种类 界面 酶活性 稳定性 文献

酶-土壤有机物 脲酶、酸性磷酸酶、中
性磷酸酶、转化酶

腐植酸（不同分子量） 降低或不改变或提高（取
决于酶的种类、有机物的
分子量、pH值等）

增强或下降（取决于酶的
种类、有机物分子量、pH

值等）

[68，70，74]

单宁酸 降低 抗高温稳定性下降，抗水
解力增强或不变

[74，76]

酶-土壤矿物：包括酶-粘
土矿物、酶-（氢）氧化物、
酶-粘土矿物-（氢）氧化物

脲酶、漆酶、酸性磷酸
酶、葡萄糖氧化酶

（改性）蒙脱石、高岭石、伊利
石、针铁矿、氢氧化铝、蒙脱

石-氢氧化铝
无变化或降低 抗水解力增强或下降 [25，61-

64，66-
67，72，77]

酶-矿物-有机物 酸性磷酸酶 蒙脱石-单宁酸、氢氧化铝-单
宁酸、蒙脱石-单宁酸-氢氧化
铝、蒙脱石-赖氨酸、蒙脱石-
葡萄糖、蒙脱石-鼠李糖脂

提高或降低（取决于有机
分子类型）

抗水解力显著增强，热稳
定性增强或下降（取决于
小分子类型、温度）

[69，72，76]

酶-土壤胶体 酸性磷酸酶 不同粒径土壤颗粒（去有机质
和未去有机质）

降低 下降 [25]
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酶在蒙脱石上的活性产生了抑制作用[69]。

界面反应过程中，酶促反应动力学参数米氏常数

（Km）和最大反应速率（V max）也可能发生变化。当土壤
胶体对酶/蛋白质活性产生抑制作用时，通常表现为
V max 的降低和 Km的增加，但研究结果不尽相同，如
Marzadori等[70]研究发现，pH值为 6~7范围内，腐植酸
抑制了脲酶的活性，V max降低，Km降低，腐植酸增加了
脲酶与底物之间的亲和力。土壤各组分通常会引起

酶/蛋白质最适 pH值的改变，当酶/蛋白质吸附于表
面带负电荷的矿物上时，酶/蛋白质最适 pH值通常向
碱性方向移动[71]。
3.2 界面作用对酶/蛋白质稳定性的影响

由于土壤胶体、矿物表面的保护作用，固定化酶

能在一定程度上对抗蛋白酶的水解作用，并具有一

定的热稳定性和化学稳定性，能够抵御高温、极端

pH值的破坏，免遭光照、蛋白酶及微生物等的分解
作用[72-73]，这是土壤酶普遍具有较高稳定性的原因。被
高岭石吸附的 Bt蛋白经长期存放后仍保持较高的杀
虫活性，表明高岭石对该蛋白具有稳定作用[65]。大分
子量的胡敏酸与脲酶的结合有利于酶稳定性的提高，

且稳定性随 pH值的升高而增强[74]。Marzadori等[68]指
出高分子量的胡敏酸可以提高脲酶抵抗蛋白酶的水

解作用及金属离子 Cu2+、Hg2+的抑制作用。酶被粘土矿
物吸附后，尤其是在羟基铝存在的条件下，固定态酶

的抗水解能力会更显著[75]。酸性磷酸酶与单宁酸作用
后置于 60 益下的活性显著低于游离态酶，但经水解
酶处理后的吸附态酶活性较游离态酶高，且当 Fe3+或
MnO2与单宁酸共存时，酸性磷酸酶抗水解的能力显
著增加[76]。与氢氧化铝-单宁酸、氢氧化铝-单宁酸-蒙
脱石作用后，酸性磷酸酶抗水解酶的能力增强，且随

时间的延长效果更加显著，这是因为酶/蛋白质通过
吸附或包被在有机物-矿物胶体的内部或表面，致使
酶/蛋白质构象的变化受到束缚，同时阻碍了水解酶
与酶/蛋白质活性中心的接触[72]。Huang等[25]研究了不
同温度（15~85 益）下，几种去有机质和未去有机质处
理的土壤胶体对酸性磷酸酶活性的影响，结果发现不

同温度下吸附态酸性磷酸酶的活性均低于游离态酶，

且由于有机质的保护作用，未去有机质处理的土壤胶

体对酸性磷酸酶在不同温度下活性的抑制作用低于

去有机质处理的土壤胶体。

4 界面作用对酶/蛋白质构象的影响
4.1 酶/蛋白质构象变化的影响因素

酶/蛋白质在界面上的吸附通常伴随构象的改
变，主要表现为二、三级结构的微扰导致 琢-螺旋结构
含量降低，螺旋结构的缺失可能增加多肽链间的柔

性，导致酶/蛋白质分子构象熵的增加[78-79]。酶/蛋白质
构象的变化受其种类及浓度、吸附界面表面特性、溶

液条件等因素的影响[80]。首先，不同酶/蛋白质的化学
性质和结构的稳定性存在一定差异，因而吸附后其结

构的改变程度也可能不同。Haynes等[81]研究发现，牛
奶乳清白蛋白和鸡蛋白溶解酵素吸附于憎水性聚苯

乙烯表面后，两种蛋白质均发生显著的变性；当两者

分别吸附于亲水的 琢-Fe2O3表面后，前者几乎完全变
性，而后者由于良好的结构稳定性仅失去一小部分二

级结构。蛋白质浓度较低时，与界面间的作用力较强，

导致构象变化大于高浓度下的蛋白质溶液。其次，吸

附界面的化学组成、物理结构（如形状、尺寸、比表面

积）、疏水性也会影响酶/蛋白质的构象。纤维蛋白原、
血清白蛋白与含不同类型基团载体间的作用力随载

体表面疏水性的增加而增强，同时蛋白质的构象变化

也相应增大[53]。不同直径的 SiO2载体对酶构象的影响
不同，脱水酶和纤维蛋白原的二级结构变化均随颗粒

直径的增加而增大，脱水酶的三级结构则与颗粒大小

无关，牛血清白蛋白结构的无序性也随颗粒直径的增

加而增加[37]。蛋白质构型的改变程度可通过吸附于膨
胀性粘粒矿物后层间距的扩张程度来判断，如直径为

8.6 nm的葡萄糖氧化酶分子进入蒙脱石层间，仅使矿
物层间距增加到 2.3 nm[82]，层间距 0.96 nm的脱水钠
蒙脱石吸附直径为 5.0 nm的芳基硫酸酯酶后，层间
距只有 1.90 nm[83]，表明蛋白质分子“变扁”或结构发
生变形。此外，当 pH值、离子强度有利于蛋白质在矿
物表面上的吸附时，蛋白质呈延展状态分布于整个表

面[84]。几种表面具有不同电荷量及疏水特性的矿物对
葡萄糖苷酶构象影响的结果表明，除静电作用力外，

疏水作用也是引起酶/蛋白质构象变化的一个主要
原因[82]。
4.2 酶/蛋白质构象的主要研究手段

目前，测定酶/蛋白质结构的方法可以分为两类：
一可以测定酶/蛋白质高分辨率的结构特征，如 X-射
线衍射、小角中子衍射法、核磁共振；二能够测定酶/
蛋白质二、三级结构及微环境的变化，如圆二色谱、红

外光谱、荧光光谱等（部分方法见表 1）。Long等[36]采
用固态核磁研究了唾液蛋白（分子量约为 5 kDa）在
羟磷灰石上的吸附，揭示了水分子在稳定吸附态肽链

琢结构上的作用。圆二色谱能提供酶/蛋白质二级结
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构（琢-螺旋、茁-折叠、自由卷曲）的信息，但其局限性
不仅在于不能测定特定区域结构的变化，且在特定波

长下较大的吸附剂分子存在一定的散射。Billsten等[85]

发现，硅纳米颗粒的直径不超过 20 nm才能进行圆二
色谱测定。学者采用圆二色谱研究了几种具有不同结

构稳定性的球状蛋白质在带电硅石纳米颗粒上的吸

附[85-88]，研究表明“软”蛋白质（牛血清白蛋白、肌球素、
血红素）结构变化的程度最大，而“硬”蛋白（细胞色素

C、免疫球蛋白 G、核糖核酸酶）与亲水表面接触，伸展
的程度较小。圆二色谱与核磁共振相结合可为酶/蛋
白质在界面反应过程中的结构变化提供更多信息[37]。
红外光谱适用于研究固液界面上酶/蛋白质结构的改
变，唯一局限性在于颗粒直径不能超过 10 滋m。采用
衰减全反射红外光谱可研究酶/蛋白质在固液界面上
的吸附动力学和酶/蛋白质结构的变化，其中吸附动
力学可通过流动或静置状态测定蛋白质酰胺键随时

间的变化。荧光光谱和圆二色谱都是较成熟的溶液

酶/蛋白质构象的测定方法，由于大多数酶/蛋白质都
含有能发射荧光的色氨酸、酪氨酸及苯丙氨酸，其中

色氨酸荧光强度最大，且对微环境的变化较敏感，因

而常作为内源荧光探针研究酶/蛋白质的构象。
原子力显微镜可以分析酶/蛋白质分子在固相表

面上的取向，获得酶/蛋白质的空间分布情况。此外，和
频振动光谱是近年来发展起来的一项界面监测手段，

被广泛应用于酶/蛋白质在固体材料上构象变化的测
定，该方法具有界面单分子层的敏感性，可有效地对

固体材料界面上酶/蛋白质分子的构象进行表征。
5 酶/蛋白质构象的变化与活性的关联性

在土壤矿物、腐植酸等组分上的吸附可能引起

酶/蛋白质构象的改变，尤其对于一些软蛋白，吸附于
疏水性界面后会导致构象发生较大的变化。酶/蛋白
质构象的改变可能会引起其活性和稳定性的变化，且

酶/蛋白质活性的变化可能随构象变化的增加而增
加，如溶菌酶、脱水酶与较大粒径 SiO2作用后，琢-螺
旋结构减少、酶活性损失严重，而吸附于具有大曲率

的小粒径 SiO2上时，能最大限度地维持原有结构，从
而保持较高的活性[37-38]。酶/蛋白质构象及活性的变化
与吸附界面的表面特性密切相关，Noinville等[6]采用
衰减全反射红外光谱发现表面带正电荷的 琢-胰凝乳
蛋白酶吸附于带负电荷的亲水性界面时，仅 5%的 茁-
折叠结构发生损失，对酶活性的影响较低，而 琢-胰凝
乳蛋白酶吸附于疏水性载体时，其二、三级结构均发

生了较大的变化，酶活性受到抑制，脂肪酶通常以较

为紧实的构象存在于溶液中，吸附于疏水性载体后则

形成一种“敞开”式的构象异构体，允许底物分子接近

酶的活性位点，使得酶活性增加。酶/蛋白质构象对其
活性的影响可能还与本身的性质有关，木瓜蛋白酶和

琢-胰凝乳蛋白酶分别吸附于 Teflon界面后，前者的
琢-螺旋结构比例降低，而后者的 琢-螺旋结构含量升
高，且后者活性下降的程度更大[89]。

也有研究表明吸附态酶/蛋白质活性的变化不是
由酶/蛋白质构象变化所导致的，空间位阻也是造成
活性变化的一个重要原因。如 琢-胰凝乳蛋白酶在蒙
脱石表面吸附后（pH为 5~7）活性显著下降，该酶活
性的降低可能是由催化活性位点氨基酸中的氨基和

亚氨基面向带负电荷的硅氧基表面造成空间位阻所

引起的[28]。

6 展望

6.1 固定化酶/蛋白质在土壤中的应用
游离态酶/蛋白质在环境中的稳定性差，易发生

化学、生物降解，酶/蛋白质的固定化通常使其稳定性
得以增强，防止酶的损失且可反复使用。酶/蛋白质固
定的机制主要包括吸附、捕获、微囊化、离子交换、交

联作用、共聚作用[90]。将固定化酶/蛋白质应用于环境
污染物的降解是研究热点之一，如氧化还原酶类（如

过氧化物酶、漆酶等）能够降解多环芳烃类、酚类化合

物、有机磷农药、偶氮类染料等环境有机污染物。固定

化酶/蛋白质在水处理（尤其含酚废水）方面已有较多
报道[91-92]。在土壤污染修复中，固定化酶在处理土壤持
久性有机污染物、除草剂等方面也得到了广泛的应

用。代云容等[93]采用可生物降解高分子外消旋聚乳酸
为原料，利用乳液电纺技术将漆酶包埋固定于纳米纤

维中，用于土壤多环芳烃有机污染物的修复。研究者

以海藻酸钠或聚阴离子纤维素为载体，对阿特拉津降

解酶和莠去津降解酶进行固定并优化了固定条件，结

果表明固定化酶在土壤除草剂污染修复中能发挥较

好的作用[94-96]，葛世杰[97]还对固定化酶修复阿特拉津
污染土壤的生态安全性进行了评价，发现固定化酶对

土壤微生物活性和土壤多样性无不良影响。

固定化酶的催化能力因载体种类与特性、固定化

条件不同而存在差异，可固定酶的载体材料包括多孔

玻璃球、粘土矿物、海藻酸盐、有机凝胶等，但在实际

土壤修复过程中，相对廉价的蒙脱石、高岭石、二氧化

硅、羟磷灰石等天然载体可能成为首选。研究不同固
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定化载体对酶/蛋白质吸附和生物特性的影响，以节
约经济成本为原则，筛选能保持酶/蛋白质较高活性
和稳定性的载体，实现该技术在土壤污染修复中的应

用和推广。

6.2 分子动力学模拟技术在土壤中的应用
酶/蛋白质在土壤界面上的吸附是一个极其复杂

的过程，不仅关系到它们在土壤中的迁移转化，也影

响其生物活性的发挥。酶/蛋白质吸附于界面后的构
象变化一直是人们关注的焦点，现有的技术虽能够提

供一些蛋白质结构变化的信息，但多局限于蛋白质二

级结构，对于三级结构及更复杂结构信息的获取较

难。计算机分子模拟技术（如分子动力学模拟）在研究

蛋白质构象变化方面有着不可替代的优势，它可借助

合理的分子结构模型和物理原理，从微观水平上揭示

蛋白质吸附的动态过程和机理。分子动力学模拟在药

物小分子与蛋白质互作方面具有较多的应用，何文英

等[98]采用该技术发现了胡椒碱与牛血清白蛋白的键
合模式主要是疏水作用，该结论也通过热力学参数的

结果得到了进一步验证。唐志华[99]和张晟瑞等[100]采用
分子模拟技术与光谱学相结合的手段研究了硫酸沙

丁胺醇、抑菌剂磺胺二甲嘧啶与人血清白蛋白的作

用，可为酶/蛋白质结构变化提供更丰富的信息。目
前，有研究者采用该技术模拟蛋白质在土壤各组分上

的界面作用，如 Chapron等[101]采用分子动力学模型揭
示了致病性朊病毒（PrPsc 92-138）与模式矿物叶腊石
间的深层作用机制，即通过蛋白质肽链上质子化的赖

氨酸或组氨酸与粘土矿物表面的硅氧烷空穴中的氧

原子形成的多个氢键而结合。借助于该模型，研究者

发现与高岭石、蒙脱石、针铁矿发生界面作用时，免疫

球蛋白 Gb1结构几乎没有变化，而与水钠锰矿发生
作用时，蛋白质结构被破坏[102]。虽然该技术在模拟蛋
白质与土壤组分互作方面已取得了一定进展，但多

应用于一些模式蛋白和模式矿物间的作用，对于土

壤中多元复杂界面的吸附仍具有一定的局限性，还

有待于进一步挖掘。
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