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磁性固定化漆酶的制备及其光热催化研究 

 

摘 要 

 

漆酶是应用最广泛的多酚氧化酶，它能利用电子受体氧气氧化

酚类、芳香环类、羧酸衍生物等多种底物，且副产物为水。然而，

漆酶对所处的环境十分敏感，对热、强酸、强碱、有机溶剂等均不

够稳定，在反应过程中容易失活，且不易长期储存，也不能重复使

用。为了解决上述问题本文以磁性纳米粒子作为载体，利用酰胺反

应和铜离子螯合吸附法固定漆酶，制备固定化漆酶。探究了固定化

漆酶的最适 pH、最适温度、耐热性、耐酸性、重复性和抗污染性，

并探究了固定化漆酶光热条件下对染料和染料废水的降解性能。主

要研究结果如下： 

1. 采用共沉淀法制备磁性 Fe3O4纳米粒子，并在磁性 Fe3O4纳米

粒子表面包裹海藻酸钠(SA)，再经水热炭化处理，制备出羧基功能

化的 Fe3O4@C 纳米粒子；用 1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺

盐酸盐（EDC）和 N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）活化 Fe3O4@C 纳米

粒子表面的羧基，再利用酰胺化反应，将漆酶固定在 Fe3O4@C 纳米

粒子表面，制备出磁性固定化漆酶。用 TEM、XRD、XPS、FT-IR、

M-H 测试手段对 Fe3O4@C 纳米粒子进行了表征分析。研究了游离漆

酶和固定化漆酶的催化活性，结果表明磁性 Fe3O4@C 纳米粒子提高

了漆酶的稳定性、抗污染性和可重复性。考察了 Fe3O4@C 纳米粒子

的光热转换性能，结果表明 Fe3O4@C 纳米粒子固定漆酶(1.4 mg/mL)

能够在 120 min 内将体系温度从 24.9°C 提升到 51.5°C。还考察了固

定化漆酶在光热条件下对染料和染料废水的降解性能，结果表明固
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定化漆酶在 2,2'-联氨双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）(ABTS)存在下

可在 60-90 min 内完成对三苯甲烷类染料和染料废水的脱色降解，重

复使用 10 次后固定化漆酶对染料和染料废水降解率依然保持在 90%

左右。 

2. 采用共沉淀法制备磁性 Fe3O4纳米粒子，并在磁性 Fe3O4纳米

粒子表面修饰 3-巯丙基三乙氧基硅烷，再与硫脲和醋酸铜反应后制

备出 Fe3O4@CuS 纳米粒子；再利用铜离子螯合法将漆酶固定在磁性

Fe3O4@CuS 纳米粒子表面，制备出固定化漆酶。用 TEM、XRD、

XPS、FT-IR、M-H 测试手段对 Fe3O4@CuS 纳米粒子进行表征分析。

研究了游离漆酶和固定化漆酶的催化活性，结果表明磁性

Fe3O4@CuS 固定化漆酶的酶活回收率可达 128.84%；考察了

Fe3O4@CuS 纳米粒子的光热转换性能，结果表明 Fe3O4@CuS 纳米

粒子固定漆酶(1.4 mg/mL)能够在 120 min 内将体系温度从 25.1°C 提

升到 47.1°C。考察了固定化漆酶在光热条件下对染料和染料废水的

降解性能，结果表明固定化漆酶可在 90-150min 内完成偶氮类染料

和染料废水的降解，降解率为 96-99%，且重复降解 10 次后染料和

染料废水降解率依然保持在 82%以上。 

 

关键词: Fe3O4@C 纳米粒子，Fe3O4@CuS 纳米粒子，固定化漆酶，

催化活性，光热降解，三苯甲烷类染料，偶氮类染料，染料废水 

 

 

  



安徽工程大学硕士论文 

III 

 

Synthesis of magnetic immobilized laccase and their 

photothermal catalysis 

 

 

Abstract 

 

 

Laccase is the most widely used polyphenol oxidase, which can 

oxidase a wide range of substrates such as phenols, aromatic rings, 

carboxylic acid derivatives, etc., using electron acceptor oxygen and with 

water as a by-product. However, laccase is sensitive to the environment, 

and is not stable enough to heat, strong acid, strong base, organic solvents, 

etc. It is easily inactivated during the reaction process and cannot be 

stored for a long time or reused. To solve the above defects, magnetic 

carriers were developed and used to immobilize laccase via amide 

reaction or Cu2+ ion chelating adsorption. The optimal pH and 

temperature, thermal and pH stabilities, recyclability and tolerances of 

immobilized laccase were investigated in detail. Also, the performance of 

photothermal degradation of immobilized laccase to dyes and dye 

wastewater were investigated. The main results are as follows: 

1. Magnetic Fe3O4 nanoparticles were prepared by co-precipitation 

method. After coated with sodium alginate (SA) and the subsequently 

hydrothermal carbonization treatment, carboxyl-functionalized Fe3O4@C 

nanoparticles were synthesized. After the carboxyl groups activated by 1-

(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) and 

N-hydroxysuccinimide (NHS), laccase was immobilized on the surface of 

Fe3O4@C nanoparticles via the amide reactions. The Fe3O4@C 
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nanoparticles were characterized by TEM, XRD, XPS, FT-IR, and M-H 

tests. The catalytic activities of free and immobilized laccase were 

investigated, and the results showed that magnetic Fe3O4@C 

nanoparticles can improve the stabilities, recyclability and tolerances of 

immobilized laccase. The photothermal properties of Fe3O4@C 

nanoparticles were also investigated. The results showed that the laccase 

immobilized on Fe3O4@C nanoparticles (1.4 mg/mL) could raise the 

temperature of the system from 24.9°C to 51.5°C within 120 min. The 

photothermal degradation of immobilized laccase towards dyes and dye 

wastewater was investigated. It is found that the immobilized laccase 

could decolorize triphenylmethane dyes and dye wastewater within 60-90 

min in the presence of 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid) (ABTS), and the degradation rate of dye and dye wastewater 

remained about 90% after repeated use for 10 times. 

2. Magnetic Fe3O4 nanoparticles were fabricated by co-precipitation 

method. Fe3O4@CuS nanoparticles were synthesized by modifying 3-

mercaptopropyltriethoxysilane on the magnetic Fe3O4 nanoparticles and 

the subsequently reacted with thiourea and copper acetate. The 

immobilized laccase was obtained by fixing laccase on the surface of 

magnetic Fe3O4@CuS nanoparticles via Cu2+ ion chelation. The 

Fe3O4@CuS nanoparticles were characterized by TEM, XRD, XPS, FT-

IR and M-H tests. The catalytic activities of free laccase and immobilized 

laccase were investigated. The results showed that the catalytic recovery 

of immobilized laccase on Fe3O4@CuS nanoparticles was about 128.84%. 

The photothermal properties of Fe3O4@CuS nanoparticles were 

investigated, and the results showed that immobilized laccase on 

Fe3O4@CuS nanoparticles (1.4 mg/mL) could raise the temperature of the 

system from 25.1°C to 47.1°C within 120 min. The photothermal 

degradation of immobilized laccase towards dyes and dye wastewater 
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was also investigated. The results showed that the immobilized laccase 

could decolorize azo dyes and dyes wastewater was 96-99% within 90-

150 min, and the degradation rate of dye and dye wastewater remained 

about 82% after 10 consecutive reuses. 

 

KEY WORDS: Fe3O4@C nanoparticles, Fe3O4@CuS nanoparticles, 

Immobilized laccase, Catalytic activity, Photothermal degradation, 

Triphenylmethane dyes, Azo dyes, Dye wastewater 

 

Wei Yuhang (Chemistry) 

Supervised by Chen Zhiming 
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第1章 绪论 

 

由于快速的城市化和工业化，环境污染已成为一个严重的问题[1]。污染环

境的主要污染物有农药、药物化合物、微塑料、内分泌干扰物、有机染料、重

金属等，它们会导致土壤、水和空气污染[2]。各种化学和物理方法已被用于污

染物去除，如吸附、高级氧化、离子交换、膜过滤、沉淀、人工湿地、混凝和

电化学方法[3]。但这些传统方法存在一些缺陷，如成本过高、污泥产生、非特

异性和二次污染的可能性等[4]。因此，环保和高效的生物修复方法引起了人们

的兴趣，它可以定义为利用细菌、真菌、绿色植物或其酶通过细胞内积累、生

物吸附或酶转化将被污染的环境恢复到自然状态的过程[5]。影响生物降解速率

的因素有环境条件（温度、pH 值、曝气）、污染物特性（浓度、化学结构、疏

水性）和土壤特征（厚度、污染物老化等）[6]。酶是高度特异性的催化剂，在

微生物修复中起着重要作用。来自各种细菌、真菌、藻类和植物的不同酶，如

水解酶、过氧化物酶、卤素酶、氧化还原酶、单加氧酶或双加氧酶以及磷酸三

酯酶已被用于有机和无机底物的生物修复[7]。在这些酶中，漆酶属于蓝色多铜

氧化酶家族，即单体、二聚体或三聚体糖蛋白，在三个氧化还原位点中含有四

个铜原子（一个 I 型顺磁性蓝铜、一个顺磁性 II 型非蓝铜、两个抗磁性 III 型自

旋耦合 Cu-Cu 对），由于其广泛的底物范围和高氧化还原电位，在环境应用中

获得了更多的关注[8]。漆酶是在氮限制生长条件下产生的次生代谢产物[9]。这种

苯二醇氧化还原酶 EC（1.10.3.2）可以氧化各种酚类和非酚类化合物，包括氯

化酚、二恶英、除草剂、杀虫剂、甲酚、药品、合成染料、个人护理产品等。

漆酶也被称为绿色催化剂，因为它能够氧化不同底物，并产生水分子这种完全

无毒的副产物[10]。漆酶广泛应用于工业生产过程，例如漆酶被用于果汁澄清、

酚类污染物的检测、染料脱色[11]、微塑料降解[12]、抗生素去除[13]、除草剂降解

[14]和新兴污染物转化等。在各种污染物中，染料是环境中的主要污染物之一。

染料是高度可溶的有机化合物，具有发色团和辅助色基。据报道，全球 10-15%

的废水来自纺织工业[15]，染料是纺织工业废水的主要污染物。此外，纺织工业

中产生的染料废水的 80%被排放进入河流中[16]。因此，开发高效的染料脱色方

法至关重要，漆酶降解就是其中一种脱色方法。 
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1.1 光热转换材料 

太阳作为太阳系的核心，每时每刻都在散发着耀眼的光芒，这些光芒跨越

空间来到地球并为地球上的一切生命活动提供了几乎所有的能量[17]。发射紫外

线、可见光和红外线这三种光线是太阳辐射能量的表现形式，而这些光线中光

子拥有各不相同的振动频率，所以当物体被这些光线碰撞时，其中的一部分光

子会被吸收，从而使其升温。因此，大气、陆地和海洋会吸收到达地球的太阳

光大部分能量，从而促使自身变暖，这是自然界最基本的过程之一。这种光到

热的转换过程被称为光热转换。光激发材料的光热性能主要取决于两个关键的

固有特性——光收集能力和光热转换效率。光热材料已用于许多方面，例如光

催化[18, 19]、太阳能发电[20, 21]和水处理[22, 23]。光热载体的选择非常重要，它直接

决定了光热转换的效率[24, 25]。不同种类的材料各有优势，一般分为金属纳米材

料、半导体材料、碳基纳米材料、有机高分子纳米材料。 

1.1.1 金属纳米材料 

局部表面等离子体共振（LSPR）通常被用作贵金属材料光热转换的驱动力

[26]。局部表面等离子体共振的基本原理是金属纳米材料表面自由电子会被光源

激发形成电子云，并和带正电的原子核之间产生电荷的相互作用，从而导致一

系列不规则震荡[27]。如果入射激光与金属颗粒表面自由电子的共振频率相匹配，

纳米颗粒的电子就会被集体激发，产生强大的局部电场，引发强烈的相干振荡。

在此过程中，大量激光能量可能被吸收并转化为等离子体振荡的能量，然后动

能可通过能量辐射转化为热能并释放到外部环境中[28]。 

目前，应用最广泛的金属光热纳米材料有金、银、钌和钯。在这些贵金属

材料中，金纳米粒子因其制备简单、光热性能较好、价格较低而更受欢迎[29]。

金纳米粒子的光热性能非常好，光热转换效率几乎可以达到 50%。它们被广泛

应用于癌症的成像和治疗。同时，在危害检测方面，研究人员将侧流免疫分析

条与金纳米粒子的光热效应结合起来检测细菌，与目测相比，检测灵敏度提高

了一个数量级。此外，只需更换识别分子即可实现对其他病原体或生物标记物

的检测[30, 31]。 

1.1.2 半导体纳米材料 

半导体纳米材料由于其具有成本低廉，制备过程简单等优点，被人们认为

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/photocatalysis
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/photocatalysis
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/solar-power-generation
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/photothermal-conversion
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是一种光热转换的特殊候选材料。半导体纳米材料包括金属氧化物和硫族化合

物等，其具有可调控的吸收波长以及近红外区域强消光系数的优势[32]。同时，

为了扩大半导体纳米材料在可见光区的吸收范围，对半导体纳米材料进行掺杂

是一种经典方法。掺杂后的半导体纳米材料不仅可以提高光吸收率，还可以增

加非辐射重组的概率，从而提高光热转换效率[33]。 

半导体纳米材料引入缺陷或杂质能够产生一些变化，如图 1-1 所示。包括：

（1）带内能态的出现；（2）带隙的缩小；（3）简并掺杂半导体中杂质带的形成。

N 掺杂 TiO2 于 2001 年首次制备，它具有可见光吸收能力[34]。基于这种现象，

人们开始在 TiO2的 O 位上进行掺杂 C、S、P 、N 等非金属阴离子以及在 Ti 位

上掺杂 Fe、Co、Ni、 Cr、Cu 等过渡金属阳离子的研究[35-39]。另外，人们还发

现半导体纳米材料的带隙变窄会导致吸收边的加宽和红移，同时在光照下可以

将额外的能量转化为热量。目前，人们已经研究了多种窄带隙半导体，包括黑

色 TiO2
[40]，Ti2O3

[41]，MoO3
[42]和 Fe3O4

[43, 44]，并且已被开发为光热转换器。 

 

图 1-1 半导体能带结构工程示意图(a) 本征半导体(b) 掺杂诱导在带隙中形成的浅能级

能态(c) 掺杂诱导在带隙中形成的深层能态(d) 去能级掺杂诱导的 LSPR[45] 

Figure 1-1 Schematics for engineering the band structures of semiconductors (a) An intrinsic 

semiconductor (b) Doping-induced formation of shallow-level energy states in the bandgap (c) 

Doping-induced formation of deep-level energy states in the bandgap (d) Degenerate-doping-

induced LSPR[45] 

1.1.3 Fe3O4纳米材料 

Fe3O4 纳米粒子吸收光的范围广，对可见光到近红外都能吸收。Fe3O4 纳米
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粒子在近红外区的吸收归因于 Fe(III)3d 电子的间接带隙跃迁。电子跃迁有助于

Fe3O4的吸收，即 Fe(II)和 Fe(III)离子在可见光-近红外波长范围内的 d-d 跃迁。

由于 Fe3O4优异的光热性能，所以现在人们对于 Fe3O4光热性能方面的应用研究

越来越关注。Pan 等 [46]系统地研究了 Fe3O4 纳米粒子的磁场增强光热效应 

(MFEP)，MFEP 引起的温度升高明显大于孤立的光热和磁热效应的总和，这归

因于热声子瓶颈效应，Fe3O4纳米粒子的 MFEP 可以作为癌症治疗的有效治疗方

法。Zhao 等[47]研究利用 Fe3O4 纳米粒子的光热效应，在太阳照射下单层玻璃可

通过 Fe3O4纳米颗粒涂层的光热效应实现 “自加热”。这可以有效降低外部温度

差，从而增强隔热性能。Chu 等[48]研究了 Fe3O4 磁性纳米粒子用于癌症治疗的

光热效应，表面功能化的 Fe3O4 纳米粒子可被食管癌细胞吸收，并且不会对细

胞结构和活力产生明显影响。然而，在 808 nm 波长的激光照射下，食管癌细胞

的活力会受到有效抑制，细胞器在与近红外激光激活的 Fe3O4 纳米粒子一起孵

育时会受到明显的破坏。经过光热治疗后，肿瘤组织结构出现断裂，细胞明显

萎缩，部分细胞最终解体。Lyu 等[49] 通过共价固定的方式将醛标记的枯草芽孢

杆菌脂肪酶 A 成功固定在 Fe3O4单分散微球上，并且固定化率超过了 90%。固

定化脂肪酶的活性和热稳定性得到提高，经过 10 个循环后，固定化脂肪酶的活

性保持在 90%。 

1.1.4 碳基纳米材料 

碳元素在自然界中含量丰富，其存在于各种生命形式中。碳原子具有 sp、

sp2、sp3这三种杂化状态，碳的同素异形体的形成就是这三种杂化状态的碳原子

相互结合导致的。所有的碳同素异形体都是光热材料的优秀候选者，因为它们

具有高化学稳定性、宽带光吸收[50]、轻质和低成本，它们的光热转换依赖于松

散的π电子的激发和弛豫到基态。碳基纳米材料制备方法的改变会导致碳基纳

米材料结构参数（尺寸、形状、掺杂和层数）的改变，而结构参数的改变最终

会导致碳基纳米材料的光学特性的改变。例如，由剥离石墨层和碳泡沫层组成

的双层结构已经被制备出来，这种多孔纳米结构的反射率在 250 ~ 2250 nm 的太

阳光谱范围内低至 3%[51]。 

1.1.5 有机高分子纳米材料 

具有共轭结构的有机高分子纳米材料因其具有分子设计的多变性、对近红

外光的强吸收、高光热转换效率和良好的生物相容性等优点，现在已成为一类
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新的光热纳米材料[52]。有机高分子纳米材料与碳基纳米材料类似，它们都因为

其离域π电子的非辐射弛豫而具有可见光和近红外区的吸收能力。研究发现以

最基本的共轭结构为基础，可以设计出各种共轭聚合物纳米材料。共轭聚合物

可部分抑制分子荧光并增强非辐射弛豫，实现高效光热转换。 

为了进一步提高光热转换效率和增强共轭聚合物的稳定性，超分子组装体

被广泛用于制备新型聚合物基光热材料[53, 54]。与传统的分子结构设计不同，该

组装基于灵活的非共价分子间相互作用，如范德华相互作用、氢键和静电相互

作用。与聚集引起的猝灭效应类似，分子的本征荧光发射在超分子体系中可以

被大量猝灭，从而导致热生成的增强[55]。此外，通过形成超分子结构可以显著

提高材料的稳定性。单体分子被困在超分子集合中，只有少数外围分子能受到

外部环境的影响[56]。光热分子的分离可以有效地避免分解或氧化，从而保持其

光物理化学性质，可以大大提高不稳定分子的光热转化。由于超分子组装的这

些独特优势，人们一直致力于探索新的组装方法和提高光-热转换性能[57]。 

1.2 漆酶 

漆酶（Laccase，EC 1.10.3.2）是一种含有多个铜离子的多酚氧化酶[58]，属

于蓝色多铜家族，因其最早于漆树的分泌物中分离提取得到而被命名为漆酶。

漆酶广泛存在于植物、真菌、细菌和昆虫中，因此根据漆酶的来源将其分为植

物漆酶、真菌漆酶、细菌漆酶和昆虫漆酶四种类型[59]。多年来，人们对真菌漆

酶和细菌漆酶的研究相对较多，而植物漆酶和昆虫漆酶的研究相对较少。同时

漆酶在不同的物种体内发挥的作用各不相同，细菌漆酶主要在黑色素生成、孢

子壁防御、形态变化和铜离子解毒中发挥作用[60, 61]，真菌漆酶主要与色素生成、

植物病害和木质素降解有关[62, 63]，植物漆酶与木质素的生物合成密切相关[64]，

昆虫漆酶的主要功能是控制表皮的骨化[65]。 

漆酶是一种糖蛋白，分子量范围为 50 至 140 kDa。它们的氨基酸序列可以

跨越 220 到 800 个氨基酸，结构从单体、同源二聚体和异源二聚体到多聚体，

形式不等，并且漆酶的一般形式是具有突出的铜氧还蛋白环的三结构域结构。

这些结构域结合参与分子间电子转移反应的铜中心，构成漆酶的催化核心，如

图 1-2 所示。漆酶的催化活性由嵌入漆酶结构中的四个铜原子保证，其中包括

一个 I 型（T1）蓝色顺磁性铜，一个 II 型（T2）非蓝色顺磁性铜和两个 III 型
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（T3）自旋耦合抗磁性 Cu-Cu 对[66]。 T1 铜作为衬底氧化位点，因为它具有三

角取向的高氧化还原电位。T2 和 T3 铜通过还原氧气来实现水的释放。漆酶的

突出特性是稳定性，这是由结构的碳水化合物部分确保的，该部分提供构象的

稳定性，以及对蛋白水解和自由基的抵抗力。漆酶的这些特性，如结构、分子

量、氧化还原电位（E°） 和稳定性，因漆酶的不同来源而异。由于漆酶的催化

副产物只有水分子，因此其被称为“绿色催化剂”。 

漆酶在三个不同位点存在的四个铜原子（I型、II 型、III 型）的帮助下可以

广泛催化降解合成染料、芳香族化合物、酚类化合物和脂肪胺等污染物。同时，

由于漆酶与其他催化剂相比具有高特异性、催化能力和环境安全性等优点，使

得漆酶在现代工业应用中有着巨大潜力和广阔前景。然而，游离漆酶操作稳定

性和酶回收率较低，各种应用的大规模开发受到限制[67]。酶的固定化技术是一

种理想的技术，这种技术可以在酶催化反应过程中提高酶的操作稳定性、热稳

定性、可重复使用性和对离子条件变化的耐受性。固定化的优化是工业过程中

有效回收和经济过程的主要组成部分之一[68]。 

 

 

图 1-2 漆酶的整体结构（a）及四个活性铜中心的结构（b）[69] 

Figure 1-2 Overall structure of laccase (a) and structure of the four active copper centres(b)[69] 
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1.3 漆酶的固定化技术 

酶的固定化被定义为附着在不溶性载体上，使其能够回收重复进行催化反

应。酶固定化载体的选择需要从多个方面进行考虑，例如载体必须具有无毒性，

能够和生物相容并且需要具有固定所需的功能基团。另外，还需要额外考虑载

体的实际生产成本问题。因而，载体的选择是有限的。根据酶和载体之间接触

的性质，漆酶的固定化技术主要分为物理吸附法、包埋法、包封法、共价固定

法、交联法。 

1.3.1 物理吸附法 

物理吸附法是指通过离子相互作用、范德华力或偶极相互作用将酶附着在

不溶性载体的外表面的一种固定方式[70]，酶固定化的载体材料包括无机固体、

合成聚合物和生物聚合物[71]。虽然物理吸附技术因其操作简便而被广泛采用，

但由于混合条件导致的 pH 值变化、离子强度变化、酶脱落和酶表面磨损等缺

点，导致物理吸附技术的应用受到限制[72]。Nguyen 等[73]采用颗粒活性炭(10 

mg/g)固定漆酶，研究了填料床柱上漆酶对废水中 4 种微量污染物的降解效果。

颗粒活性炭(GAC)固定化漆酶在酸性 pH 为 3.5 ~ 4 时表现出比游离酶更高的稳

定性。由于微污染物在 GAC 载体表面的吸附有利于漆酶对微污染物的降解，因

此 GAC 固定化漆酶对微污染物的降解效果比单独使用 GAC 载体要好 90%。 

1.3.2 包埋法 

包埋法是指通过共价或非共价键将酶笼罩在纤维网络中[74]，也可以说是将

酶包裹在具有晶格结构或聚合物膜的载体材料或纤维中的一种固定技术[75]。包

埋技术最广泛使用的包裹载体是海藻酸盐、明胶、卡拉胶、水凝胶结构、海藻

酸-壳聚糖微胶囊和金属连接酶珠等聚合物[76]。包埋技术可以通过对载体聚合物

结构孔径的控制实现反应底物或产物的自由扩散，从而避免酶的掉落，如图 1-3。

同时包埋法使用的载体不会和所要固定的酶发生反应，因此可以使所包埋的酶

不易发生变性。包埋法具有多种优点，例如较高的酶负载能力、较低的制造成

本、较强的机械稳定性以及较低的传质[77]。包埋法使用的载体不是一成不变的，

可以通过对载体材料进行改性，以此达到固定酶的最适反应环境[78]。最常用的

酶包埋方法是在添加多价反离子后对聚阳离子或聚阴离子聚合物进行凝胶化[79]。

然而，包埋技术也存在缺点。例如，随着聚合延伸，基质厚度的增加，会出现
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传质对抗，导致底物无法深入扩散到酶的功能位点[80]。此外，如果载体的孔径

较大，可能会导致被包裹的酶漏出，进而降低载体的负载能力。Ma 等[81]分析

了来自白腐真菌的漆酶对不同合成染料的降解效率，漆酶被固定在壳聚糖珠中，

并以京尼平(Genipin)作为交联剂。固定化酶具有更高的 pH 值和操作稳定性，在

11 个循环后仍有 60%的残余活性。漆酶固定化壳聚糖珠与京尼平交联剂在 36

小时内实现了 60.81%的最大染料脱色率。Lassouane 等[82]将海藻酸钙用于固定

化漆酶，将制备的固定化漆酶加入含有双酚 a 的溶液中，双酚 a 的降解能够在

短时间内实现，即使在固定化漆酶重复降解双酚 a 溶液达到 10 个循环后，固定

化漆酶依旧能够维持 70%的双酚 a 降解效率。 

 

图 1-3 包埋法固定化漆酶[83] 

Figure 1-3 Immobilisation of laccase by embedding[83] 

1.3.3 包封法 

包封法是将多种生物大分子封装到不同的聚合物基质中的一种固定技术[84]。

包封和包埋类似，但是包封的酶和细胞在受控空间溶液中是可以自由移动的。

包封的目的是将酶和细胞溶液固定在具有多孔膜的微小囊泡中，体积较大的酶

无法进出胶囊，而微小的底物或产物则可以在半透膜上自由移动[85]。Gill 等[86]

研究了漆酶在海藻酸盐、海藻酸盐硅酸盐和溶胶-凝胶三种不同载体材料上的包

封效果。这三种载体材料在催化效率、封装效率和操作稳定性方面存在差异。

固载在溶胶-凝胶基质上的漆酶包封率最高，达 90.4%。固定化酶的催化效率高

于游离酶。溶胶-凝胶支撑基质具有储存稳定性和可重复使用性，残余酶活性为

82.75%。另一项用海藻酸盐、硅-海藻酸盐复合凝胶和硅溶胶-凝胶包封漆酶的
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研究表明，包封后的酶可以保存长达 6 周。海藻酸硅复合材料的包封效率相对

较高。为了避免酶与环境直接接触，提高酶的催化效率，包封技术使用一层薄

膜将反应系统封装在一起，如图 1-4 所示。同时，随着材料科学的发展，包封

技术使用的材料有了更强的特性，增强了固定酶的形态稳定性，减少了酶的渗

漏。但是包封技术也有其缺点，由于反应物在包封的膜空间内扩散严重，一旦

反应产物聚集速度加快就可能导致膜破裂[87]。 

 

图 1-4 包封法固定化漆酶[83] 

Figure 1-4 Immobilisation of laccase by encapsulation[83] 

1.3.4 共价固定法 

共价固定法是目前使用最广泛的漆酶固定方法。这种方法的原理是通过激

活载体表面的化学基团来与酶上的亲核基团发生反应[88]。由于赖氨酸是蛋白质

表面的常见物质且反应活性很高，因此大多数酶都是利用赖氨酸中含有的氨基

进行共价固定 [89]。共价固定法的载体一般基于惰性载体或者市售的活性载体[90]。

共价固定的载体应包含短间隔臂和高密度活性基团，这些特性是漆酶多点附着

所必需的。共价固定具有不可逆结合和高稳定性等优点，但构象变化是一个在

酶结合过程中的重要限制因素[83]。Liu 等[91]使用硅化和凝胶活化的二氧化硅纳

米颗粒固定漆酶，提高了漆酶的热稳定性和操作稳定性。在 60℃下运行 4 h 后

保留了 61%的残余活性，在 10 次循环后保留了 55%的活性。利用磁性载体共

价固定漆酶，可使固定酶在磁场中快速分离聚合[92, 93]。Huang 等[94]研究制备了

一种四氨基酞菁铜-Fe3O4 的磁性纳米颗粒复合材料，并将其与漆酶一起使用， 

固定化率为 20%。经过 1 个月的储存，发现固定化漆酶保留了 85% 的活性，而
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游离漆酶仅保留了 30% 的活性。操作稳定性也得到了提高，5 次循环后，初始

活性保持了 80%。 

1.3.5 交联法 

交联法固定是一种仅通过共价键相互连接就可以将酶固定在一起的方法[95]。

自固定化酶具有出色的特定活性和溶剂稳定性，可用于工业开发和多种用途。

自固定化球形酶（球酶）结构是通过在水油乳液中添加交联剂获得的。Jordan

等[68]首次提出了将漆酶固定在球酶上的研究，球酶经聚乙烯亚胺和乙醇胺后包

被漆酶，在温度为 60-70 °C 和 pH 值为 2 时，漆酶的温度稳定性和酸稳定性分

别提高了 2 倍和 4 倍。 

双功能交联剂（如二醛、二胺、二酯）被广泛用于无载体的固定化技术。

交联酶晶体和交联酶聚集体基于双功能自固定技术的原理，具有很高的操作稳

定性[68]。漆酶与酸性膨胀胶原交联形成薄膜，这些薄膜使用丹宁酸作为介质，

有助于改善胶原蛋白薄膜的热性能和机械性能[96]。 

1.4 固定化漆酶的应用 

固定化漆酶比游离漆酶具有更长的使用寿命、更高的稳定性和更强的环境

耐受性，所以固定化漆酶被广泛应用于废水处理、染料降解、木质素降解、生

物传感器和生物燃料电池。 

1.4.1 废水处理 

酶生物转化技术在废水处理领域引起了越来越多的关注，因为它们能够在

温和的条件下消除有毒化合物，并且生物降解副产物较少[97]。由于酶的底物特

异性、降低生物催化剂对冲击负载效应的敏感性、高反应速率以及氧化剂的有

效利用和在低底物浓度下的有效处理，因此使用酶进行废水处理是有利的[98]。

从工业废水和环境中去除酚类化合物非常重要，因为这些化合物对水生生物具

有高毒性，并且占有机污染物的最大比例[99]。酚类化合物在许多工业过程中广

泛使用，如塑料和树脂的制造、木材的保存、石油的精炼、造纸、染料、农药、

纺织品、药物和抗氧化剂[100, 101]，因此它们在工业废水中占很大比例。大多数

这些化合物没有被废水处理厂从液体部分去除，而是被转移到污泥中。更重要

的是，它们不会被处理厂的活性污泥降解，因此最终通过废水排放进入环境，

并通过农业应用成为生物固体[102, 103]。由于其固有的毒性，这些化合物与健康

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/wastewater
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问题和环境污染息息相关[104]。因此，需要利用酶将这些化合物降解或转化为可

降解或无毒的化合物[105]。 

漆酶能降解多种酚类化合物，且无严重副作用，这引起了人们对污染废水

解毒的关注。这种酶不需要外来的辅助底物，使用容易获得的氧作为电子受体，

而且漆酶氧化形成的自由基绕过了形成致癌胺的步骤。酚类衍生物被漆酶氧化

后形成的大多是不溶性产物，很容易通过过滤或沉淀去除[106]。Patel 等[107]研究

通过 3-氨基丙基三乙氧基硅烷和戊二醛将漆酶固定在 Cu 和磁性 Cu/Fe2O4 纳米

颗粒(NPs)上，使得其具有高效的酶负载和较高的相对活性。同时，该固定化漆

酶对双酚 A 的降解率达到 99.3%，是相同条件下游离酶降解效果的 3.9 倍。 

1.4.2 染料降解 

纺织和染料工业是水污染的主要来源，其排出的废水中含有 10-30% 的初

始染料，由于这些染料的不可生物降解性和复杂的分子结构，很难对其进行处

理。裂解酶降解染料的最关键步骤是裂解染料的发色团，使染料片段更容易被

其他专业性较低的生物催化剂生物降解。活性染料分子的化学结构和替代基团

（如偶氮、硝基和磺基）的类型决定了染料的脱色率。由于染料对生物氧化具

有很强的抵抗力，而且对活性污泥的吸附性很差，因此污水染料的生物处理过

程效率很低。使用物理或化学方法（如吸附、沉淀、化学降解和光降解）进行

脱色具有经济和方法上的劣势，不仅耗时，而且大多效果不佳。由于对污水排

放到生态系统中制定了严格的法规和限制，许多研究将重点放在微生物上，因

为微生物能够对这些染料进行脱色和生物降解。染料废水的酶处理方法因其反

应条件温和，不会产生有毒污泥等二次污染而备受关注。Ma 等[81]将从绒毛栓

菌中引入的，京尼平交联剂活化的壳聚糖珠作为一种高度稳定的漆酶生物催化

剂。固定化漆酶对酸性黑 172 染料的脱色率达到 77.49%。此外，载体支持的漆

酶显示出良好的重复使用潜力，在连续使用 11 次后，剩余活性保留率大于 55%。

它还表现出很高的储存稳定性，在 4℃下储存 30 天后，其原始活性保持在

57.14%以上。Alsaiari 等[108]使用戊二醛作为交联剂将漆酶固定在磁性氧化铁

（Fe3O4）和铜铁氧体（CuFe2O4）纳米粒子载体上，成功制备出含有磁性的固

定化漆酶。Fe3O4 和 CuFe2O4 纳米粒子固定化漆酶表现出对阴离子染料直接红

23(DR23）的降解作用，在 60min 内对 DR23 的降解率分别为 83.0%和 89.0%。

同时，研究了固定化漆酶用于 DR23 染料生物降解的可重复使用性，连续 6 个
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循环后脱色效率依然超过 70.0%。 

1.4.3 木质素降解 

在纸浆和造纸工业中，木质素降解、脱墨、沥青控制、废水解毒、生物制

浆和纤维接枝影响纸张的物理、化学和机械性能[109]。为了获得高质量的纸张，

应在蒸煮后去除造成深色结构的嵌入木质素。传统的做法是使用氯基化学制剂

进行漂白，这样会产生各种氯有机衍生物，一旦释放到环境中就会产生毒性[110]。

与其他酶（木聚糖酶和甘露聚糖酶）相比，漆酶对纸浆的最终产量没有降低作

用[111]。在纸浆工业中使用漆酶可改善纸浆特性，合理降低 Kappa 数值（残留木

质素含量），提高纸张亮度，减少氯的消耗[112]。Amin 等[113]将漆酶固定在具有

磁性的 Fe3O4@SiO2@KIT-6 多孔纳米复合材料上，制备的固定化漆酶由于在疏

水性粒子液体中具有高稳定性，可将其应用于降解橄榄果渣中的木质素和酚类

提取物。固定化漆酶加入橄榄果渣中降解 6 h，检测后发现橄榄果渣中的木质素

和苯酚的降解率分别为 77.3%和 76.5%。并且在连续 11 次降解橄榄渣后，固定

化漆酶依旧保持 70%的降解能力。另外，将制备的固定化漆酶室温放置 21 天后，

其催化活性依旧保持在 70%以上。 

1.4.4 生物传感器 

由于许多行业都会释放酚类化合物，因此有必要对环境中的酚类化合物进

行检测和定量。由于这些化合物在环境中具有毒性和持久性，因此在评估环境

样本的总毒性时，对它们进行定量非常重要。大多数用于定性和定量测定多酚

的分析方法昂贵、耗时，需要多个操作步骤、昂贵的试剂和分离步骤，并产生

大量不环保的废水。利用漆酶修饰的生物传感器已被开发出来，用于检测漆酶

电子供体（酚类化合物）以及监测氧气和漆酶抑制剂。Rawal 等[114]在银纳米粒

子（AgNPs）/羧基多壁碳纳米管（cMWCNT）/聚苯胺（PANI）层修饰的金

（Au）电极上共价固定了漆酶，并将其用作检测茶叶、酒精饮料和药物制剂中

酚类物质含量的生物传感器。该生物传感器的线性范围、响应时间和检测限分

别为 0.1-500 μM、6 s 和 0.1 μM，并且在重复使用 200 次、超过 4 个月后仍能保

持 80% 的活性。 

1.4.5 生物燃料电池 

漆酶具有在高电极电位下将氧直接还原成水的四电子还原特性，这促进了

漆酶在生物燃料电池阴极区的应用。Barrière 等[115]制造了一种生物燃料电池，
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其由葡萄糖氧化酶为基础的阳极和漆酶为基础的阴极组成的。以锇基氧化还原

聚合物为介质将酶固定在石墨电极上，在 0.25V 电池电压下，生物燃料电池的

最大功率密度为 16 μW/cm2。 

1.5 选题指导思想与研究意义 

漆酶是一种使用广泛的多酚氧化酶，对多种底物都具有良好的催化降解能

力，且催化降解的最终产物无毒。然而，漆酶是一种生物催化剂，其对所处的

环境十分敏感，存在着反应过程中容易失活、不易长期储存以及无法重复使用

的缺点。将漆酶连接到载体材料表面属于酶的固定化修饰，这种修饰虽然能提

高漆酶稳定性和可重复性，但固定化过程导致漆酶催化活性降低。因此，发展

一种高酶活回收率的固定化漆酶具有重要的意义。此外，漆酶的催化活性在最

适温度时最高，且反应温度低，漆酶的催化活性也低；反应温度过高时，漆酶

易失活。 

光热转换材料是一类可将光辐射转换为热能的功能材料，在太阳能光热利

用和光热治疗等领域具有广泛的应用。能否将漆酶固定在光热转换材料表面，

制备固定化漆酶；利用载体将吸收的光辐射转换为热量，使漆酶在低温条件下

具有较高的催化活性，同时能最大限度地延长漆酶的使用寿命。这既能降低催

化反应的能耗和生产成本，又能提高催化效率，符合当前国家“双碳”政策目

标，具有重要意义。 

本学位论文通过共价结合、Cu2+螯合法制备出磁性固定化漆酶；再将磁性

固定化漆酶应用于三苯甲烷类、偶氮类染料（染料废水）的光热降解。文中使

用磁性光热材料作为游离漆酶固定化的载体，磁性光热载体同时具备磁性能和

光热转换性能；磁性能可以赋予固定化漆酶可回收、重复使用的能力，并且操

作简便，只需外加磁场就可以将固定酶从反应溶液中分离出来，这增加了漆酶

的应用场景，降低了漆酶的使用成本；光热转换性能使得固定酶在光照环境中

应用时，载体能够吸收太阳光并转化为热能，提高漆酶体系的温度，使体系温

度接近漆酶的最适反应温度，提升漆酶的催化活性，提高反应速率。 
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第 2 章 Fe3O4@C 固定化漆酶的制备及其催化活性研究 

 

 

三苯基甲烷（TPM）染料包括孔雀石绿（MG）、甲基紫（MV）、结晶紫

（CV）和棉蓝（CB）等，是近年来使用最广泛的合成染料之一。它们占纺织、

制药、造纸、皮革、化妆品和食品行业所用染料的 30-40%[116]。TPM 染料由一

个中心碳原子连接的三个苯基组成的发色剂定义[117]。不幸的是，TPM 染料是

一种异生物外源性的，具有至突变和致癌特性，对人类健康构成重大风险。纺

织业排放的污水中染料的典型浓度在 10-200 mg/L 之间。这些染料造成了近 20% 

的水污染，并且通常未经处理就排放到环境中。未经有效处理的 TPM 染料的广

泛使用对环境，特别是对水生生物和人类健康造成了不利影响[118]。接触有毒染

料会导致皮肤刺激、呼吸衰竭和哮喘等。因此，必须将有毒染料从环境中去除。

有几种物理化学方法，如絮凝、过滤和光催化氧化，可用于去除染料污染物。

然而，这些方法在实际应用中具有显着的缺点，例如去除效率低、通用性低、

运营成本相对较高和不可避免的污泥堆积。因此，生物学方法被探索为一种可

能的方法，因为它们具有成本效益、可行、可持续和环保等优点。漆酶作为一

种能够高效降解三苯甲烷类染料的生物酶，引起了人们的关注。 

本章首先通过共沉淀方法制备出磁性 Fe3O4纳米粒子，将 Fe3O4纳米粒子和

海藻酸钠溶液混合，静置一段时间后，由于海藻酸钠和 Fe3O4 中的 Fe3+发生络

合作用，使得海藻酸钠与 Fe3O4 发生交联，经不完全碳化后，制备表面具有丰

富羧基的磁性 Fe3O4@C 纳米粒子。然后使用 EDC/NHS 活化碳层表面的羧基，

加入漆酶后成功制备出 Fe3O4@C 固定化漆酶。利用 SEM、TEM、XRD、XPS、

FT-IR 测试手段对固定化漆酶进行了表征分析，同时进行了固定化漆酶和游离

漆酶的基础性能对比测试，发现 Fe3O4@C 固定化漆酶的各项性能都不同程度优

于游离漆酶，并将 Fe3O4@C 固定化漆酶用于光热降解三苯甲烷染料及其废水。 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/flocculation
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2.1 实验试剂及仪器 

2.1.1 主要实验试剂 

阿拉丁生化科技股份有限公司：六水合三氯化铁(AR)、四水合氯化亚铁

(AR)、PEG-2000(化学纯)、柠檬酸(AR)、1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺

盐酸盐(98.0%)、N-羟基琥珀酰亚胺(97.0%)、吗啉乙磺酸一水合物(99%)、考马

斯亮蓝 G-250(AR)、氯化钙(AR)、乙腈(AR)、磷酸二氢钠(AR)、过硫酸铵(AR)、

硫脲(AR)、L-半胱氨酸(99%)、孔雀石绿(AR)、灿烂绿(高级纯)、结晶紫(ACS)、

淀粉(粉末)、乙酸(AR)、蔗糖(AR)、碳酸钠(AR)、十二烷基硫酸钠(超级纯)、酵

母蛋白胨(用于微生物)； 

国药集团化学试剂有限公司：氨水(AR)、PEG-200(化学纯)、氢氧化钠(AR)、

无水乙醇(AR)、柠檬酸三钠(AR)、三氯化铬(AR)、六水合氯化钴(AR)、六水合

硝酸锌(AR)、氯化钠(AR)、三水合硝酸铜(AR)、四水合硝酸镉(AR)、六水合硝

酸镁(AR)、四氯化碳(AR)、磷酸氢二钠(AR)、脲(AR)、乙二胺四乙酸二钠(AR)、

硫酸(AR)； 

麦克林生化科技股份有限公司：海藻酸钠(AR)； 

北京百灵威科技有限公司：愈创木酚(99%)、2,2-联氨双（3-乙基苯并噻唑

啉-6-磺酸）(98%)； 

阿达玛斯试剂有限公司：甲苯(AR)、氯苯(AR)、苯甲醛(AR)、吡啶(AR)、

异丙醇(AR)、正己烷(AR)。 

2.1.2 主要实验仪器 

L6S 型紫外-可见分光光度计、扫描电子显微镜（SEM、S-4800）、X 射线粉

末衍射仪（XRD、Smartlab 9kw)、透射电子显微镜（TEM、JEM2100F）、傅立

叶红外光谱(FT-IR、Thermo Scientific Nicolet iS20)、超导量子干涉磁测量系统

(Quantum Design MPMS3)、X 射线光电子能谱仪(XPS、ESCALAB Xi+)。 

2.2 实验方案 

2.2.1 磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶的制备 

2.2.1.1 Fe3O4纳米粒子的制备 

称取 0.36 g 四水合氯化亚铁，0.88 g 六水合三氯化铁以及 2.2 g PEG-2000 

置于三颈烧瓶中，加入 50 mL 蒸馏水，超声分散后通入约 5 min 保护气；然后
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在 65℃水浴通保护气下加入 3 mL 氨水，氨水添加完毕后，先将三颈烧瓶在 65℃

水浴条件下反应加热 1.5 h，然后将水浴锅温度升高至 93℃，继续反应 1 h，反

应结束后令其自然冷却至室温，蒸馏水洗涤 2 次。 

2.2.1.2 Fe3O4@C 纳米粒子的制备 

将 2.2.1.1 制备的 Fe3O4纳米粒子置于烧杯中加入 2 mL PEG-200 和 10 mL 蒸

馏水，超声分散均匀；称取 0.8 g 海藻酸钠置于另一烧杯中，加入 40 mL 蒸馏水，

磁力搅拌使其分散均匀；然后将分散均匀的海藻酸钠溶液加入到 Fe3O4 溶液中，

超声分散均匀；静置 6 h 后，转移至反应釜中，于 180 ℃条件下加热 12 h，反

应结束后令其自然冷却至室温，用蒸馏水洗涤 2 次后备用。 

2.2.1.3 EDC-NHS 活化羧基 

将 2.2.1.2 制备的 Fe3O4@C 纳米粒子置于三颈烧瓶中，加入 91.68 mg EDC，

130.4 mg NHS 和 40 mL 20 Mm MES 缓冲溶液，三颈烧瓶内的 pH 用 1 mol/L 

NaOH 调节至 5.2-5.5 之间；于 30℃水浴条件下反应 1 h，反应结束后用蒸馏水

洗涤 2 次。 

2.2.1.4 Fe3O4@C-Laccase 纳米粒子的制备 

将 2.2.1.3 制备的 Fe3O4@C 活化羧基后的纳米粒子分散至加入 48 mL 蒸馏

水和 2 mL 漆酶溶液的三颈烧瓶中，于 30℃条件下水浴避光搅拌反应 12 h，反

应结束后用蒸馏水洗涤 1 次，然后将储存于 100 mL 蒸馏水中备用。 

图 2-1 Fe3O4@C-Laccase 的制备过程示意图 

Figure 2-1 Schematic illustration of the fabrication of Fe3O4@C-Laccase 
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2.2.2 游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶性能研究 

2.2.2.1 牛血清蛋白（BSA）标准曲线测试 

称取 50 mg 考马斯亮蓝 G250 加入 500 mL 容量瓶中，加入 25 mL 95%乙醇

和 50 mL 85%W/V 磷酸，用蒸馏水定容至 500 mL。用蒸馏水将牛血清蛋白配制

成不同浓度的标准蛋白质溶液。采用考马斯亮蓝法测定溶液中 BSA 含量。 

2.2.2.2 固定化漆酶固载量测试 

称取 10 mgFe3O4@C 载体，加入 2.292 mg EDC，3.26 mg NHS 和 4 mL 

MES 缓冲溶液，用 1 mol/L NaOH 将溶液 pH 调节至 5.2-5.5 之间，然后将所有

溶液加入离心管中并放入恒温混匀仪中，在 30℃条件下振荡反应 1 h 后，用蒸

馏水将 Fe3O4@C 纳米粒子清洗 1 次后备用。 

向装有 Fe3O4@C 纳米粒子的离心管中加入 2 mL 稀释 10 倍的漆酶溶液，放

入恒温混匀仪中，在 30℃条件下避光振荡反应 12 h，磁分离然后收集上清液待

测。 

取 0.1 mL 上清液加入离心管中，加入蒸馏水 1mL 和考马斯亮蓝溶液 5 mL，

分散均匀后反应 5 min，测试反应后溶液在 595 nm 处的吸光度，进行三组平行

实验并记录数据。 

2.2.2.3 游离漆酶和固定化漆酶最适 pH 测试 

取 0.2 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 2.8 mL pH=3.0、3.6、4.0、4.4、4.6、4.8、5.0、5.2、5.4、6.0 的柠檬

酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 50℃条件预热 5 

min，然后向离心管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 50℃条件预热 5 min 的愈创木

酚溶液，在 50℃下的恒温混匀仪中震荡反应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 

nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探究不同 pH 值下的游离漆酶

催化活性变化。 

取 4 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 3.0 mL pH=3.0、

3.6、4.0、4.4、4.6、4.8、5.0、5.2、5.4、6.0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分

散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 50℃条件预热 5 min，然后向离心管中加入 1 

mL 1 mmol/L 同样在 50℃条件预热 5 min 的愈创木酚溶液，在 50℃下的恒温混

匀仪中震荡反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，用紫外分光光度计测试

上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探究不同 pH 值
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下的固定化漆酶催化活性变化。 

2.2.2.4 游离漆酶和固定化漆酶最适温度测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

加入 2.9 mL pH=4.8 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分散均匀后将其放入温度

（30℃、35℃、40℃、45℃、50℃、55℃、60℃、65℃、70℃）不同的恒温混

匀仪中先预热 5 min，然后向离心管中加入 1 mL 与之对应温度下同样预热 5 

min 的 1 mmol/L 愈创木酚溶液，最后立即在恒温混匀仪中震荡反应 20 s，用紫

外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探究不

同温度下的游离漆酶催化活性变化。 

取 2 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中加入 3.0 mL pH=4.8 的柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分散均匀后将其放入温度（30℃、35℃、40℃、45℃、

50℃、55℃、60℃、65℃、70℃）不同的恒温混匀仪中先预热 5 min，然后向

离心管中加入 1 mL 与之对应温度下同样预热 5 min 的 1 mmol/L 愈创木酚溶液，

最后立即在恒温混匀仪中震荡反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，用紫

外分光光度计测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。

探究不同温度下的固定化漆酶催化活性变化。 

2.2.2.5 游离漆酶和固定化漆酶酶活性测试 

取 0.02 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入离心管中，向其中加入

2.98 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先

在 50℃条件预热 5 min，然后向离心管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 50℃条件

预热 5 min 的愈创木酚溶液，在 50℃下的恒温混匀仪中震荡反应 20 s，用紫外

分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.4 mg 固定酶加入离心管中，向其中加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 55℃条件预热 5 min，然后

向离心管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 55℃条件预热 5 min 的愈创木酚溶液，

在 55℃下的恒温混匀仪中震荡反应 40 s 后进行磁分离处理，取出上清液，用紫

外分光光度计测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.2.6 游离漆酶和固定化漆酶热稳定性测试 

取 2 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入离心管中，置于 60℃下的恒

温混匀仪中加热 0-10 h，每隔 1 h 取 0.02 mL 游离漆酶，加入 2.98 mL pH=4.6 的
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柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液和 1 mL 在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min 的 1 mmol/L 愈

创木酚，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处的吸光度。

进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.4 mg 固定化漆酶分别置于不同的离心管中，在 60℃下的恒温混匀仪中

加热 0-10 h，每隔 1 h 取出一个固定化漆酶，加入 3 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热

5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上

清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.2.7 游离漆酶和固定化漆酶耐酸性测试 

取 0.02 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 0.2 mL pH=3.0、3.6、4.0、4.6、5.0、5.4、6.0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲

液，然后于 30℃恒温混匀仪中静置 5 h。静置结束后加入 2.78 mL pH=4.6 的柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀

仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处

的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.4 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 0.02 mL 蒸馏

水和 0.2 mL pH=3.0、3.6、4.0、4.6、5.0、5.4、6.0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，

然后于 30℃恒温混匀仪中静置 5 h。静置结束后磁分离去除上清液，加入 3 mL 

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃

恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行

磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实

验并记录数据。 

2.2.2.8 游离漆酶和固定化漆酶有机物耐受性测试 

取 0.02 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 0.2 mL 10 mM 不同有机溶剂（甲苯、氯苯、乙腈、苯甲醛、吡啶、异

丙醇、正己烷、四氯化碳），然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后加

入 2.78 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木

酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反

应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录
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数据。 

取 1.4 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 0.02 mL 蒸馏

水和 0.2 mL 10 mM 不同有机溶剂（甲苯、氯苯、乙腈、苯甲醛、吡啶、异丙醇、

正己烷、四氯化碳），然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后磁分离去

除上清液，加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 

mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在

恒温混匀仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm

处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.2.9 游离漆酶和固定化漆酶金属离子耐受性测试 

取 0.02 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 0.2 mL 10 mM 不同金属离子溶液（Cr3+、Co2+、Fe3+、Zn2+、Na+、

Ca2+、Cd2+、Mg2+），然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后加入 2.78 

mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起

在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 20 s，

用紫外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.4 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 0.02 mL 蒸馏

水和 0.2 mL 10 mM 不同金属离子溶液（Cr3+、Co2+、Fe3+、Zn2+、Na+、Ca2+、

Cd2+、Mg2+），然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后磁分离去除上清

液，加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的

愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀

仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光

度。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.2.10 游离漆酶和固定化漆酶抑制剂耐受性测试 

取 0.02 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 0.2 mL 10 mM 不同抑制剂（磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、柠檬酸三钠、

过硫酸铵、硫脲、脲、L-半胱氨酸、EDTA-2Na），然后于 30℃恒温混匀仪中静

置 2 h。静置结束后加入 2.78 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 

mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，

在恒温混匀仪中反应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三
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组平行实验并记录数据。 

取 1.4 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 0.02 mL 蒸馏

水和 0.2 mL 10 mM 不同抑制剂（磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、柠檬酸三钠、过硫

酸铵、硫脲、脲、L-半胱氨酸、EDTA-2Na），然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 

h。静置结束后磁分离去除上清液，加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲

液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热 5 min，然

后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，测

试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.2.11 游离漆酶和固定化漆酶米氏常数测试 

取 0.02 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

加入 2.98 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL （0.4~4.0 mM）

的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后依次将两者混合，在恒

温混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.4 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中加入 3.0 mL pH=4.6 的

柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL （0.4~4.0 mM）的愈创木酚一起在 55℃

恒温混匀仪中预热 5 min，然后依次将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后

进行磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平

行实验并记录数据。 

2.2.2.12 愈创木酚标准曲线 

取 0.2 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

加入 2.8 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和不同浓度（0.1~0.8 mM）

的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后依次将两者混合，在恒

温混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3 Fe3O4@C 固定化漆酶降解染料及其废水 

2.2.3.1 孔雀石绿染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的孔雀石绿染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 mg/L 的

孔雀石绿溶液，然后取相应浓度的孔雀石绿溶液，用紫外分光光度计测试孔雀

石绿溶液在 623 nm 处的吸光度。然后将孔雀石绿染料浓度于吸光度一一对应，

制作标准曲线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以
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pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 400 mg/L 孔雀石绿溶液 49.4 mL 和蒸

馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌

的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 

mL 溶液，磁分离，测试上清液在 623 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记

录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 400 mg/L 孔雀石绿溶液 24.7 mL 和蒸

馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌

的氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离处理并取出

上清液，测试上清液在 623 nm 处的吸光度。将固定化漆酶重新利用并重复上述

实验步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.2 灿烂绿染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的灿烂绿染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 mg/L 的灿

烂绿溶液，然后取相应浓度的灿烂绿溶液，用紫外分光光度计测试灿烂绿溶液

在 624 nm 处的吸光度。然后将灿烂绿染料浓度于吸光度一一对应，制作标准曲

线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 400 mg/L 灿烂绿溶液 49.4 mL 和蒸馏

水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的

氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 

mL 溶液，磁分离，测试上清液在 624 nm 处的吸光度。进行三组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 400 mg/L 灿烂绿溶液 24.7 mL 和蒸馏

水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的

氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离处理并取出上

清液，测试上清液在 624 nm 处的吸光度。将固定化漆酶重新利用并重复上述实

验步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.3 结晶紫染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的结晶紫染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 mg/L 的结

晶紫溶液，然后取相应浓度的结晶紫溶液，用紫外分光光度计测试结晶紫溶液
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在 589 nm 处的吸光度。然后将结晶紫染料浓度于吸光度一一对应，制作标准曲

线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 100 mg/L 结晶紫溶液 49.4 mL 和蒸馏

水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的

氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 

mL 溶液，磁分离，测试上清液在 589 nm 处的吸光度。进行三组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 100 mg/L 结晶紫溶液 24.7 mL 和蒸馏

水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的

氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离处理并取出上

清液，测试上清液在 589 nm 处的吸光度。将固定化漆酶重新利用并重复上述实

验步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.4 混合染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的混合染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 mg/L 的混合

染料溶液，然后取相应浓度的混合染料溶液，用紫外分光光度计测试混合染料

溶液在 609 nm 处的吸光度。然后将混合染料浓度于吸光度一一对应，制作标准

曲线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 150 mg/L 混合染料溶液（孔雀石绿：

灿烂绿：结晶紫=1：1：1）49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 

mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 90 

min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，测试上清液在

609 nm 处的吸光度。进行三组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 150 mg/L 混合染料溶液（孔雀石绿：

灿烂绿：结晶紫=1：1：1）24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 

mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后

将玻璃瓶中的溶液进行磁分离处理并取出上清液，测试上清液在 609 nm 处的吸

光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行三组平行实
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验并记录数据。 

2.2.3.5 孔雀石绿染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 400 mg/L 孔雀石绿染料废水 49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，

光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，

测试上清液在 623 nm 处的吸光度。进行三组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 400 mg/L 孔雀石绿染料废水 24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅

拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离得到上清液，测试上清液在 623 

nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行

三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.6 灿烂绿染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 400 mg/L 灿烂绿染料废水 49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，

光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，

测试上清液在 624 nm 处的吸光度。进行三组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 400 mg/L 灿烂绿染料废水 24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅

拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离得到上清液，测试上清液在 624 

nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行

三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.7 结晶紫染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 100 mg/L 结晶紫染料废水 49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，

光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，
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测试上清液在 589 nm 处的吸光度。进行三组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 100 mg/L 结晶紫染料废水 24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅

拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离得到上清液，测试上清液在 589 

nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行

三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.8 混合染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 150 mg/L 混合染料废水（孔雀石绿：灿烂绿：结晶紫=1：1：1）

49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于

带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 90 min，其间每间隔 10 min 从

玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，测试上清液在 609 nm 处的吸光度。进行三

组平行实验。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 150 mg/L 混合染料废水（孔雀石绿：灿烂绿：结晶紫=1：1：1）

24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于

带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分

离得到上清液，测试上清液在 609 nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用

并重复上述实验步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

2.3 结果与讨论 

2.3.1 Fe3O4@C 纳米粒子的表征与分析 

2.3.1.1 Fe3O4@C 纳米粒子 TEM 表征与分析  

Fe3O4@C 纳米粒子的 TEM 和 Mapping 谱图分别如图 2-2、2-3 所示，从图

2-2（a）可以看出 Fe3O4@C 纳米粒子是明显的核壳结构，平均粒径在 10 nm 左

右。从图 2-2（b）可以观测到两种物质的晶格间距为 0.29 nm 和 0.34 nm，分别

对应于 Fe3O4 与碳层的（220）和（002）晶面参数对应，结合 Mapping 图中所

检测出的元素证明成功制备出 Fe3O4@C 纳米粒子。 
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图 2-2 Fe3O4@C 纳米粒子的 TEM(a)和 HRTEM(b)图 

Figure 2-2 TEM (a) and HRTEM (b) images of Fe3O4@C nanoparticles 

 

 

图 2-3 Fe3O4@C 纳米粒子 EDS Mapping 图 

Figure 2-3 EDS mapping spectra of Fe3O4@C nanoparticles 

2.3.1.2 Fe3O4@C 纳米粒子 XRD 表征与分析  

Fe3O4@C 纳米粒子的 X 射线单晶衍射图谱如图 2-4 所示，衍射峰位置在
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2θ=30.1°，35.4°，43.1°，53.4°，57.0°，62.5°，71.4°，74.5°，79.3°处对应的晶

面分别是：（220）、（311）、（400）、（422）、（511）、（440）、（620）、（533）、

（444），衍射峰位置和强度与标准 PDF 卡片 JCPDS NO.19-0629（Fe3O4）相对

应，表明 Fe3O4@C 产品中包含 Fe3O4纳米粒子。 

 

图 2-4 Fe3O4@C 纳米粒子的 XRD 图 

Figure 2-4 XRD pattern of Fe3O4@C nanoparticles 

2.3.1.3 Fe3O4@C 纳米粒子 FTIR 表征与分析  

Fe3O4 纳米粒子、Fe3O4@C 纳米粒子、Fe3O4@C 羧基化纳米粒子和

Fe3O4@C-Laccase 纳米粒子在 400-4000 cm-1范围内的傅里叶红外光谱谱图(a)-(d)

如图 2-5 所示。560 cm-1附近的吸收峰归因于 Fe-O 不对称振动[128]，3410 cm-1附

近的吸收峰归因于-OH 的振动[129]，并且在所有光谱中都存在这两个特征峰，表

明每一步中都存在 Fe3O4 纳米粒子。海藻酸钠水热碳化的过程中发生了脱水反

应，碳层表面富含羧基、羟基等基团，1000 cm-1 附近的吸收峰归因于-OH 的伸

缩振动[130]；1400 cm-1附近的吸收峰归因于-C=O 的伸缩振动；1620 cm-1附近的

吸收峰归因于 C=C 键的振动[131]。Fe3O4@C 纳米粒子经过 EDC-NHS 活化后形

成酰胺键， 3100 cm-1附近的特征峰对应于酰胺基(-CONH- )[132]。2920 cm-1附近

的吸收峰归因于-CH3 的伸缩振动[133]。这些表明，Fe3O4@C 成功将表面羧基活

化用于漆酶固定。 
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图 2-5 (a)Fe3O4、(b)Fe3O4@C、(c) Fe3O4@C 羧基化和(d)Fe3O4@C-Laccase 纳米粒子红

外谱图 

Figure 2-5 FT-IR spectra of (a) Fe3O4, (b) Fe3O4@C, (c) carboxyl-functionalized Fe3O4@C 

nanoparticles and (d) Fe3O4@C-Laccase nanoparticles 

2.3.1.4 Fe3O4@C 纳米粒子 XPS 表征与分析  

Fe3O4@C 纳米粒子的 XPS 表征及分析如图 2-6 所示。图 2-6(a)证明所测

Fe3O4@C 纳米粒子中含有 Fe、O 和 C 三种元素。图 2-6(b)是 C1s 的高分辨率谱

图，其中可以分出 4 个峰 284.8、285.7、286.8 和 288.9 eV，分别归属于 C-C、

C-O、C=O 和 O-C=O 基团[134]。图 2-6(c)是 Fe 2p 的高分辨率谱图，Fe 2p 的峰

值分别为 711.7 和 713.5 eV，对应 Fe2+和 Fe3+离子的 Fe 2p3/2的结合能。峰值在

725.0 和 727.1 eV 附近，总是属于 Fe2+或 Fe3+的 Fe 2p1/2
[119, 120]。结果证实了纳米

Fe3O4 中存在 Fe2+和 Fe3+离子。图 2-6(d)是 O1s 的高分辨率谱图，可以分解为

531.6 eV 和 529.9 eV 的 2 个峰，分别对应为 C-O、C=O，Fe-O[135]。通过 XPS

的测试可以证明制备出了 Fe3O4@C 纳米粒子。 
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图 2-6 Fe3O4@C 纳米粒子的 XPS 表征图 

Figure 2-6 XPS spectra of Fe3O4@C nanoparticles 

2.3.1.5 Fe3O4@C 纳米粒子磁滞回线表征与分析  

Fe3O4@C 纳米粒子磁滞回线如图 2-7 所示，由图可知 Fe3O4@C 纳米粒子的

饱和磁化强度为 41 emug-1，矫顽力为 110 Oe，表明该磁性材料为铁磁性材料。 

 

图 2-7 Fe3O4@C 纳米粒子磁滞回线图 

Figure 2-7 Magnetic hysteresis loop of Fe3O4@C nanoparticle 

2.3.2 游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶催化性能研究 

2.3.2.1 游离漆酶和固定化漆酶最适温度的探究  

游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶的最适温度测试结果如图 2-8 所示。游离

漆酶的最适温度为 50℃，Fe3O4@C 固定化漆酶的最适温度为 55℃，但是当温

度变化时，固定酶的活性变化相对平缓，表明固定酶具有更好的温度适应性，

同时说明固定酶载体可以在一定程度上降低环境对漆酶的影响。 
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图 2-8 游离漆酶、固定化漆酶最适温度 

Figure 2-8 Optimal temperature of free laccase and immobilized laccase 

2.3.2.2 游离漆酶和固定化漆酶最适 pH 的探究  

游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶的最适 pH 测试结果相同，从图 2-9 可以

看出，游离漆酶的最适 pH 为 4.6，Fe3O4@C 固定化漆酶的最适 pH 也为 4.6。但

是 Fe3O4@C 固定化漆酶在不同酸性环境中其催化活性变化相对平缓，可能的原

因是漆酶分子经过固定化过程后，载体减少了漆酶与外部环境的接触，固定酶

的环境催化稳定性得到提高，对酸性条件的耐受性也随之提高。 

 

图 2-9 游离漆酶、固定化漆酶最适 pH 

Figure 2-9 Optimal pH of free laccase and immobilized laccase 
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2.3.2.3 游离漆酶和固定化漆酶热稳定性探究  

游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶的热稳定性测试结果如图 2-10 所示，在

60℃环境下加热 10 h 后磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶依然有 56.01%的相对活性保

留，而游离漆酶仅有 49.41%的相对活性保留。在 10 h 耐热性测试过程中，固定

酶的催化活性一直高于游离酶，说明制备的磁性 Fe3O4@C 载体有效的保护了漆

酶，提高了漆酶的热稳定性。 

 

图 2-10 游离漆酶、固定化漆酶热稳定性 

Figure 2-10 Thermostabilities of free laccase and immobilized laccase 

2.3.2.4 游离漆酶和固定化漆酶耐酸性探究  

将游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶放入恒温混匀仪中，分别加入不同

pH(pH=3.0~6.0)的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液中恒温保存 5 h 以测试游离酶和固

定酶的耐酸性变化，结果如图 2-11 所示。从图中可以看出，即使在 pH=3.0 的

酸性环境中固定酶依然有 71.71%的相对活性保留，相比于游离漆酶的 60.65%

提升了 11.06%。从整体来看，固定酶和游离酶相比具有更高的酸稳定性，且在

pH 变化时催化活性变化较为温和，这是由于游离漆酶经过磁性 Fe3O4@C 载体

固定后得到了保护，从而提升了耐酸性。 
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图 2-11 游离漆酶、固定化漆酶耐酸性 

Figure 2-11 pH stabilities of free laccase and immobilized laccase 

2.3.2.5 游离漆酶和固定化漆酶金属离子抗性探究  

在工业水体污染中，重金属离子、有机物以及蛋白抑制剂对污水的治理有

重大影响，酶催化剂在治理蕴含这些物质的污水时，既要维持自身催化活性又

要考虑这些污染物对酶的影响。因此，将游离漆酶和 Fe3O4@C 固定化漆酶放入

相同浓度不同金属离子的溶液中，并在 30℃条件下放置 2 h，结果如图 2-12 所

示。Cr3+、Cd2+和 Mg2+对游离漆酶的影响最大，而固定酶可以减弱这种影响。

即使经过不同金属离子的干扰，固定酶整体相对活性依然保持在 70%以上，而

游离漆酶活性最低时只有 58.44%，这表明磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶可以明显

减弱重金属离子对漆酶活性的抑制。 

 

图 2-12 游离漆酶、固定化漆酶金属离子抗性 

Figure 2-12 Metal ions tolerances of free laccase and immobilized laccase 
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2.3.2.6 游离漆酶和固定化漆酶有机物耐受性探究  

游离漆酶和磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶在八种不同有机试剂溶液中放置 2 h，

其相对活性的变化如图 2-13 所示。可以看出，固定酶在这八种有机试剂溶液中

都维持了较高的催化活性，特别是在苯甲醛、正己烷和四氯化碳中，游离漆酶

的相对活性已经降低到 56.98%~63.08%，而固定化漆酶的相对活性依然保持在

80%左右，表明磁性 Fe3O4@C 载体增强了漆酶对有机物的耐受性。 

 

图 2-13 游离漆酶、固定化漆酶有机物抗性 

Figure 2-13 Organic solvents tolerances of free laccase and immobilized laccase 

2.3.2.7 游离漆酶和固定化漆酶抑制剂耐受性探究  

漆酶的本质是蛋白质，因此易受蛋白抑制剂的影响而损失催化活性，将游

离漆酶和磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶分别放入八种抑制剂溶液中静置 2 h，测试

相对活性结果如图 2-14 所示。从图中可以看出，固定酶对于抑制剂的抗性明显

高于游离酶。在 L-半胱氨酸溶液中，游离酶相对活性仅仅只剩下 20.41%，而固

定酶的相对活性损失很少，依旧还有 92.51%的相对活性。结果表明磁性

Fe3O4@C 固定化漆酶能够在抑制剂环境中依旧保持催化活性。 
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图 2-14 游离漆酶、固定化漆酶抑制剂抗性 

Figure 2-14 Inhibitors tolerances of free laccase and immobilized laccase 

2.3.2.8 游离漆酶和固定化漆酶米氏常数探究 

米氏常数(Km)是酶的一个特性常数，Km 的大小只与酶的性质有关，而与酶

浓度无关。Km 可以判断酶的专一性和天然底物。1/ Km 可近似地表示酶对底物

亲和力的大小，越大亲和力越大，最适底物时酶的亲和力最大，Km最小。 

利用双倒数法测试游离漆酶和磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶的米氏常数，结果

如表 2-2 所示。游离酶和固定酶的米氏常数 Km值分别为 0.348 和 0.921，最大反

应速率 Vmax分别为 0.686 和 0.524。 

表 2-1 游离漆酶和 Fe3O4@C-Laccase 米氏常数 

Table2-1 Michaelis constant of free laccase and Fe3O4@C-Laccase 

项目 拟合曲线 Vmax Km 

游离漆酶 y=0.6861x + 1.9727 0.686 0.348 

Fe3O4@C-Laccase y= 0.5236x + 0.5687 0.524 0.921 

 

2.3.3 Fe3O4@C 固定化漆酶降解染料及其废水研究 

2.3.3.1 染料、染料废水光照降解动力学和光照升温动力学探究  

三苯甲烷类染料是近年来使用最广泛的合成染料之一，漆酶能够高效降解
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这些合成染料，为工业染料废水治理提供了生物降解途径。本章选取了三种染

料（孔雀石绿 400 mg/L、灿烂绿 400 mg/L、结晶紫 100 mg/L 和混合染料

150/600 mg/L（孔雀石绿：灿烂绿：结晶紫=1：1：1））作为磁性 Fe3O4@C 固

定化漆酶降解染料和染料废水的实例。 

本章降解三苯甲烷类染料及其废水，我们用相同重量的固定化漆酶加入到

体积和初始温度相同的不同染料及其废水中，光照 120 min，间隔相同时间测试

溶液中的染料浓度，计算出固定酶对不同染料及其废水的降解率，以此来测试

Fe3O4@C 固定化漆酶的应用前景。取相同重量的 Fe3O4、Fe3O4@C 和 Fe3O4@C-

Laccase 分别加入到体积和初始温度相同的蒸馏水中，将其置于具有磁力搅拌的

氙灯光源下光照 0-120 min，分别测量蒸馏水、Fe3O4、Fe3O4@C 和 Fe3O4@C-

Laccase 体系的温度曲线，如图 2-15(a)所示。由图中可以看出，纯蒸馏水体系

经过 120 min 光照后体系温度变为 43.2℃，加入 Fe3O4@C-Laccase 光照 120 min

后的体系温度显著上升，达到 51.5℃，温度相对提升了 8.3℃，表明制备的磁性

Fe3O4@C 载体具有高效的光热转换性能，既能降低催化反应的能耗和生产成本，

又能够有效提升固定酶的染料降解效率。如图 2-15(b-d)所示，随着光照时间的

增加，反应体系的温度逐渐升高，而所降解的染料和染料废水中的染料浓度越

来越低，仅仅 90 min 不到，孔雀石绿、灿烂绿、结晶紫和混合染料的降解率就

都达到 97%以上，孔雀石绿、灿烂绿、结晶紫和混合染料废水的降解率则全部

达到 95%以上，表明制备出的磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶能够光热高效降解三苯

甲烷类染料。如图 2-15(f)所示，将相同浓度的染料加入相同浓度的固定化漆酶，

在黑暗条件下搅拌反应 0-90 min，发现三苯甲烷类染料的降解率最高为 80%，

说明固定化漆酶在光热条件下具有较高的催化活性。这种光热降解三苯甲烷类

染料废水的方式，拓展了磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶的应用范围。 
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图 2-15 光热转换性能(a)、三苯甲烷类染料降解光热动力学(b)、三苯甲烷类染料光热

降解升温动力学(c)、三苯甲烷类染料废水光热降解动力学(d)、三苯甲烷类染料废水光热降

解升温动力学(e)、三苯甲烷类染料热催化降解(f) 

Figure 2-15 Photothermal behavior (a), kinetics (b) and temperature changes (c) 

photothermal catalytic degradation of triphenylmethane dyes, and kinetics (d) and temperature 

changes (e) photothermal catalytic degradation of triphenylmethane dyes wastewater, and 

thermocatalytic degradation of triphenylmethane dyes (f) 

2.3.3.2 染料、染料废水光照降解重复性探究  

磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶对染料及其废水的重复性降解能力在污水处理中

很重要，因此为了测试磁性 Fe3O4@C 固定化漆酶的重复降解能力，令其对四种

染料进行循环降解 10 次的测试测试，结果如图 2-16 所示。每个循环降解的时

间都一样，都为 60 min，第 1 次循环结束时，孔雀石绿、灿烂绿、结晶紫和混

合染料的降解率分别为 99.8%、99.6%、97.24%、97.33%；孔雀石绿、灿烂绿、

结晶紫和混合染料废水的降解率分别为 99.7%、99.8%、96.4%、99.1%；第 10

次循环结束时，孔雀石绿、灿烂绿、结晶紫和混合染料的降解率分别为 89.3%、

92.22%、89.72%、89.31%；孔雀石绿、灿烂绿、结晶紫和混合染料废水的降解

率分别为 99.2%、97.4%、93.9%、95.0%。重复降解 10 次后，磁性 Fe3O4@C 固

定化漆酶对染料和染料废水的降解率依旧保持在 90%以上，表明了磁性

Fe3O4@C 固定化漆酶的优良性能。 
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图 2-16 三苯甲烷类染料光热降解重复性(a)、三苯甲烷类染料废水光热降解重复性(b) 

Figure 2-16 Reusabilities of photothermal catalytic degradation of triphenylmethane dyes (a) 

and triphenylmethane dyes wastewater (b) 
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2.4 小结 

本章利用磁性 Fe3O4@C 纳米材料共价固定游离漆酶得到固定酶，制备的固

定酶有着优于游离漆酶的环境耐受性和重复使用性，因此可以将其应用于工业

生产中三苯甲烷类染料及其废水的光热降解。具体的：  

（1）通过共沉淀法成功制备出磁性 Fe3O4 纳米粒子，将 Fe3O4 纳米粒子和

海藻酸钠溶液混合，静置一段时间后，由于海藻酸钠和 Fe3O4 中的 Fe3+发生络

合作用，使得海藻酸钠与 Fe3O4 发生交联，经不完全碳化后，制备出表面具有

丰富羧基的磁性 Fe3O4@C 纳米粒子；利用 EDC/NHS 活化羧基后可以将漆酶固

定在磁性 Fe3O4@C 纳米粒子表面。 

（2）用 SEM、TEM、XRD、M-H、XPS、FT-IR 等表征手段研究了

Fe3O4@ C 纳米粒子的形貌、结构、磁性性质和表面性质。 

（3）测试了磁性固定化漆酶的催化性能以及环境耐受性。测试结果表明，

与游离漆酶比较，固定化漆酶的催化性能以及环境耐受性能均有明显提升。 

（4）通过氙灯模拟光照对三种三苯甲烷类染料和染料废水的降解动力学、

光照升温动力学和降解重复性进行了系统研究，氙灯光源照射到染料和染料废

水中，模拟阳光会被反应体系中的磁性固定化漆酶吸收、转化为热量释放到废

水中，使染料废水被不断加热、升温，进一步提高了磁性固定漆酶的催化活性，

提升了磁性固定化漆酶的实际应用效果。 
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第 3 章 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的制备及其催化活性研究 

 

 

漆酶在生物催化、环保治理、纺织印染、食品加工和生物医学等领域具有

重要的工业价值，但在实际应用中往往会被重金属离子失活。研究表明以磁性

Fe3O4作为载体，在弱酸性条件下必须考虑 Fe3O4不稳定析出 Fe3+对漆酶的催化

活性的抑制影响。研究表明，微量的 Cu2+会提高漆酶的催化活性。此外，CuS

作为一种典型的 p 型半导体材料，因其窄带隙（∼2.1 eV）而表现出优异的光热

催化活性和化学特性 [121]。CuS 还是一种类似过氧化物酶的催化剂，可刺激 

H2O2 分解生成 -OH[122]。为了提高催化活性，CuS 纳米颗粒被负载在 Fe3O4支撑

材料表面，形成一种具有优异物理、化学性质以及光热转化性能的新型复合结

构材料。 

本章采用共沉淀法制备出磁性 Fe3O4 纳米粒子，然后在乙醇溶液中使用

MPTES（3-巯丙基三乙氧基硅烷）对磁性 Fe3O4 纳米粒子进行巯基化改性，利

用 Cu2+螯合对漆酶进行共价固定，成功制备出磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶。

利用 SEM、TEM、XRD、FT-IR、M-H、XPS 等表征手段对磁性 Fe3O4@CuS 纳

米粒子进行表征分析。考察了磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的催化性能，并探究

了磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的光热转换性能，利用氙灯作为模拟光源探索磁

性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶对偶氮类染料及其废水降解能力。 
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3.1 实验试剂及仪器 

3.1.1 主要实验试剂 

阿拉丁生化科技股份有限公司：六水合三氯化铁(AR)、四水合氯化亚铁

(AR)、3-巯丙基三乙氧基硅烷(99%)、乙二醇(GC)、硫脲(AR)、醋酸铜(99%)、

柠檬酸(AR)、考马斯亮蓝 G-250(AR)、氯化钾(AR)、乙腈(AR)、过硫酸铵(AR)、

L-半胱氨酸(99%)、偶氮荧光桃红(90%)、刚果红(AR)、淀粉(粉末)、乙酸(AR)、

蔗糖(AR)、氯化钙(AR)、碳酸钠(AR)、磷酸二氢钠(AR)、十二烷基硫酸钠(超级

纯)、酵母蛋白胨(用于微生物)； 

国药集团化学试剂有限公司：氢氧化钠(AR)、无水乙醇(AR)、柠檬酸三钠

(AR)、氯化钠(AR)、四水合氯化锰(AR)、三水合硝酸铜(AR)、九水合硝酸铝

(AR)、六水合硝酸镍(AR)、丙酮(AR)、N,N-二甲基甲酰胺(AR)、脲 (AR)、乙二

胺四乙酸二钠(AR)、硫酸(AR)、磷酸氢二钠(AR)； 

北京百灵威科技有限公司：愈创木酚(99%)、谷氨酸(98%)、DL-天冬氨酸

(99%)、2,2-联氨双（3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸）(98%)； 

西陇科学股份有限公司：甲醛(AR)； 

阿达玛斯试剂有限公司：甲醇(AR)、三氯甲烷(AR)、异丙醇(AR)； 

西格玛-奥德里奇公司：活性红 MX-5B (40%)。 

3.1.2 主要实验仪器 

L6S 型紫外-可见分光光度计、扫描电子显微镜（SEM、S-4800）、X 射线粉

末衍射仪（XRD、Smartlab 9kw)、透射电子显微镜（TEM、JEM2100F）、傅立

叶红外光谱(FT-IR、Thermo Scientific Nicolet iS20)、超导量子干涉磁测量系统

(Quantum Design MPMS3)、X 射线光电子能谱仪(XPS、ESCALAB Xi+)。 

3.2 实验方案 

3.2.1 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的制备 

3.2.1.1 Fe3O4纳米粒子的制备 

称取 0.2 g 四水合氯化亚铁、0.55 g 六水合三氯化铁以及 35 mL 蒸馏水加入

三颈烧瓶中，超声分散后通入约 5 min 保护气；然后在 65℃ 水浴通保护气条件

下，称取 1.0 g NaOH 溶解于 15 mL 蒸馏水中并将其加入到三颈烧瓶中；将三颈

烧瓶在 65℃水浴条件下搅拌加热 1.5 h，然后将水浴锅温度升温至 93℃，继续
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反应 1 h，冷却至室温，用蒸馏水洗涤 2 次。 

3.2.1.2 Fe3O4纳米粒子巯基化改性 

将 3.2.1.1 制备的 Fe3O4纳米粒子置于三颈烧瓶分散于 25 mL 乙醇中，用蒸

馏水稀释至 50 mL，超声分散 15 min，加入 0.4 mL MPTES（3-巯丙基三乙氧基

硅烷），在 25℃通保护气条件下，搅拌 6 h，然后磁分离出巯基改性的 Fe3O4纳

米粒子，蒸馏水洗涤 2 次。 

3.2.1.3 Fe3O4@CuS 纳米粒子的制备 

用乙二醇作溶剂分别配置 50 mL 0.4M 硫脲溶液和 50 mL 0.02M 醋酸铜溶液，

将 3.2.1.2 制备的产品置于三颈烧瓶中，加入醋酸铜溶液，在 25℃水浴条件下，

搅拌 2 h，然后缓慢加入硫脲溶液，并进行升温，升温至 80℃后，搅拌 3 h，反

应结束后用蒸馏水洗涤 2 次。 

3.2.1.4 Fe3O4@CuS-Laccase 纳米粒子的制备 

将 3.2.1.3 制备的产品分散于 48 mL 蒸馏水和 2 mL 漆酶中，于 30℃条件下

水浴搅拌反应 1 h，反应结束后用蒸馏水洗涤 1 次，然后将储存于 100 mL 蒸馏

水中备用。 

 
图 3-1 Fe3O4@CuS-Laccase 的制备过程示意图 

Figure 3-1 Schematic illustration of the fabrication of Fe3O4@CuS-Laccase 

3.2.2 游离漆酶和 Fe3O4@CuS 固定化漆酶催化性能研究 

3.2.2.1 固定化漆酶固载量测试 

称取 10 mgFe3O4@CuS 载体加入离心管中， 向其中加入 2 mL 稀释 10 倍漆

酶溶液，放入 30℃条件下的恒温混匀仪中振荡反应 1 h，然后磁分离，取出上

清液待测。 

取 0.5 mL 上清液加入离心管中，再向其中加入蒸馏水 0.6 mL 和考马斯亮
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蓝溶液 5 mL，分散均匀后反应 5 min，测试溶液在 595 nm 处的吸光度。进行三

组平行实验。 

3.2.2.2 游离漆酶和固定化漆酶最适 pH 测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 2.9 mL pH=3.0、3.6、4.0、4.4、4.6、4.8、5.0、5.2、5.4、6.0 的柠檬

酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 50℃条件预热 5 

min，然后向离心管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 50℃条件预热 5 min 的愈创木

酚溶液，在 50℃下的恒温混匀仪中震荡反应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 

nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探究不同 pH 值下的游离漆酶

催化活性变化。 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 3.0 mL 

pH=3.0、3.6、4.0、4.4、4.6、4.8、5.0、5.2、5.4、6.0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲

溶液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 50℃条件预热 5 min，然后向离心

管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 50℃条件预热 5 min 的愈创木酚溶液，在 50℃

下的恒温混匀仪中震荡反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，用紫外分光

光度计测试其在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探究固定

化漆酶在不同酸性环境中的催化活性变化。 

3.2.2.3 游离漆酶和固定化漆酶最适温度测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

加入 2.9 mL pH=4.8 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分散均匀后将其放入温度

（30℃、35℃、40℃、45℃、50℃、55℃、60℃、65℃、70℃）不同的恒温混

匀仪中先预热 5 min，然后向离心管中加入 1 mL 与之对应温度下同样预热 5 

min 的 1 mmol/L 愈创木酚溶液，最后立即在恒温混匀仪中震荡反应 20 s，用紫

外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探究不

同温度下的游离漆酶催化活性变化。 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中 3.0 mL pH=4.6 的柠檬

酸-柠檬酸钠缓冲溶液，分散均匀后将其放入温度（30℃、35℃、40℃、45℃、

50℃、55℃、60℃、65℃、70℃）不同的恒温混匀仪中先预热 5 min，然后向

离心管中加入 1 mL 与之对应温度下同样预热 5 min 的 1 mmol/L 愈创木酚溶液，
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最后立即在恒温混匀仪中震荡反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，用紫

外分光光度计测试其在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。探

究当环境温度变化时，固定化漆酶的催化活性变化情况。 

3.2.2.4 游离漆酶和固定化漆酶酶活性测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入离心管中，向其中加入 2.9 

mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 50℃

条件预热 5 min，然后向离心管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 50℃条件预热 5 

min 的愈创木酚溶液，在 50℃下的恒温混匀仪中震荡反应 20 s，用紫外分光光

度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.8 mg 固定酶加入离心管中，向其中加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液，分散均匀后放入恒温混匀仪中，先在 55℃条件预热 5 min，然后

向离心管中加入 1 mL 1 mmol/L 同样在 55℃条件预热 5 min 的愈创木酚溶液，

在 55℃下的恒温混匀仪中震荡反应 20 s 后进行磁分离处理，取出上清液，用紫

外分光光度计测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

3.2.2.5 游离漆酶和固定化漆酶热稳定性测试 

取 2 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入离心管中，置于 60℃下的恒

温混匀仪中加热 0-10 h，每隔 1 h 取 0.1 mL 游离漆酶，加入 2.9 mL pH=4.6 的柠

檬酸-柠檬酸钠缓冲液和 1 mL 在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min 的 1 mmol/L 愈创

木酚，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处的吸光度。

进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.8 mg 固定化漆酶分别置于不同的离心管中，在 60℃下的恒温混匀仪中

加热 0-10 h，每隔 1 h 取出一个固定化漆酶，加入 3 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬

酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热

5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上

清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

3.2.2.6 游离漆酶和固定化漆酶耐酸性测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 0.2 mL pH=3.0、3.6、4.0、4.6、5.0、5.4、6.0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲

液，然后于 30℃恒温混匀仪中静置 5 h。静置结束后加入 2.7 mL pH=4.6 的柠檬

酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪
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中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处的

吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入 0.1 mL 蒸馏水

和 0.2 mL pH=3.0、3.6、4.0、4.6、5.0、5.4、6.0 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，然

后于 30℃恒温混匀仪中静置 5 h。静置结束后磁分离去除上清液，加入 3 mL 

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃

恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行

磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实

验并记录数据。 

3.2.2.7 游离漆酶和固定化漆酶有机物耐受性测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入 10 mM 不同有机溶剂（甲醇、乙醇、乙腈、丙酮、异丙醇、三氯甲烷、

甲醛、N，N-二甲基甲酰胺）0.2 mL，然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置

结束后加入 2.7 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L

的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混

匀仪中反应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。三组平行实验。 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入蒸馏水 0.1 mL

和 10 mM 不同有机溶剂（甲醇、乙醇、乙腈、丙酮、异丙醇、三氯甲烷、甲醛、

N，N-二甲基甲酰胺）0.2 mL，然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后

磁分离去除上清液，加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 

mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，

在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 

nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

3.2.2.8 游离漆酶和固定化漆酶金属离子耐受性测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入，加入 0.2 mL 10 mM 不同金属离子溶液（Fe 2+、Fe3+、Na+、K+、

Mn2+、Cu2+、Al3+、Ni2+），然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后加

入 2.7 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木

酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反



安徽工程大学硕士论文 

47 

 

应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录

数据。 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入蒸馏水 0.1 mL

和 10 mM 不同金属离子溶液（Fe 2+、Fe3+、Na+、K+、Mn2+、Cu2+、Al3+、Ni2+）

0.2 mL，然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。静置结束后磁分离去除上清液，

加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创

木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中

反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。

进行三组平行实验并记录数据。 

3.2.2.9 游离漆酶和固定化漆酶抑制剂耐受性测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

依次加入，加入 0.2 mL 10 mM 不同抑制剂（EDTA-2Na、十二烷基硫酸钠、过

硫酸铵、L-半胱氨酸、脲、硫脲、谷氨酸、DL-天冬氨酸），然后于 30℃恒温混

匀仪中静置 2 h。静置结束后加入 2.7 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将

其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将两

者混合，在恒温混匀仪中反应 20 s，用紫外分光光度计测试 465 nm 处的吸光度。

进行三组平行实验并记录数据。 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中依次加入蒸馏水 0.1 mL

和 10 mM 不同抑制剂（EDTA-2Na、十二烷基硫酸钠、过硫酸铵、L-半胱氨酸、

脲、硫脲、谷氨酸、DL-天冬氨酸）0.2 mL，然后于 30℃恒温混匀仪中静置 2 h。

静置结束后磁分离去除上清液，加入 3.0 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，

将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后将

两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后进行磁分离处理，取出上清液，测试上

清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

3.2.2.10 游离漆酶和固定化漆酶米氏常数测试 

取 0.1 mL 游离漆酶（粗酶溶液稀释 10 倍）加入不同的离心管中，向其中

加入 2.9 mL pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL （0.4~4.0 mM）的

愈创木酚一起在 50℃恒温混匀仪中预热 5 min，然后依次将两者混合，在恒温

混匀仪中反应 20 s，测试 465 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 
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取 1.8 mg 固定化漆酶加入不同的离心管中，向其中加入 3.0 mL pH=4.6 的

柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL （0.4~4.0 mM）的愈创木酚一起在 55℃

恒温混匀仪中预热 5 min，然后依次将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s 后

进行磁分离处理，取出上清液，测试上清液在 465 nm 处的吸光度。进行三组平

行实验并记录数据。 

3.2.2.11 固定化漆酶重复性测试测试 

取 1.8 mg 固定化漆酶加入到离心管中，向其中加入 3.0 mL pH=4.6 柠檬酸-

柠檬酸钠缓冲液，将其和 1 mL 1 mmol/L 的愈创木酚一起在 55℃恒温混匀仪中

预热 5 min，然后将两者混合，在恒温混匀仪中反应 30 s，磁分离，测试上清液

在 465 nm 处的吸光度。重复相同操作步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数

据。 

3.2.3 Fe3O4@CuS 固定化漆酶降解染料和染料废水 

3.2.3.1 活性红 MX-5B 染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的活性红 MX-5B 染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 

mg/L 的活性红 MX-5B 溶液，然后取相应浓度的活性红 MX-5B 溶液，用紫外分

光光度计测试活性红 MX-5B 溶液在 530 nm 处的吸光度。然后将活性红 MX-5B

染料浓度于吸光度一一对应，制作标准曲线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 400 mg/L 活性红 MX-5B 溶液 49.4 mL

和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力

搅拌的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中

取出 2 mL 溶液，磁分离，测试上清液在 530 nm 处的吸光度。进行三组平行实

验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 400 mg/L 活性红 MX-5B 溶液 24.7 mL

和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力

搅拌的氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试

上清液在 530 nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤

10 次。进行三组平行实验并记录数据。 
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3.2.3.2 偶氮荧光桃红染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的偶氮荧光桃红染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 

mg/L 的偶氮荧光桃红溶液，然后取相应浓度的偶氮荧光桃红溶液，用紫外分光

光度计测试偶氮荧光桃红溶液在 505 nm 处的吸光度。然后将偶氮荧光桃红染料

浓度于吸光度一一对应，制作标准曲线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 300 mg/L 偶氮荧光桃红溶液 49.4 mL

和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力

搅拌的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中

取出 2 mL 溶液，磁分离，测试上清液在 505 nm 处的吸光度。进行三组平行实

验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 300 mg/L 偶氮荧光桃红溶液 24.7 mL

和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力

搅拌的氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试

上清液在 505 nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤

10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.3 刚果红染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的刚果红染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 mg/L 的刚

果红溶液，然后取相应浓度的刚果红溶液，用紫外分光光度计测试刚果红溶液

在 495 nm 处的吸光度。然后将偶刚果红染料浓度于吸光度一一对应，制作标准

曲线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 300 mg/L 刚果红溶液 49.4 mL 和蒸馏

水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的

氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 

mL 溶液，磁分离，测试上清液在 495 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记

录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 300 mg/L 刚果红溶液 24.7 mL 和蒸馏
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水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的

氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试上清液

在 495 nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。

进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.4 混合染料降解  

标准曲线绘制：称取相应重量的混合染料，分别配制 0.5 ~ 5.5 mg/L 的混合

染料溶液，然后取相应浓度的混合染料溶液，用紫外分光光度计测试混合染料

溶液在 565 nm 处的吸光度。然后将混合染料浓度于吸光度一一对应，制作标准

曲线。 

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 300 mg/L 混合染料溶液（活性红：偶

氮荧光桃红：刚果红=1：1：1）49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液

2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 

150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，测试上清液

在 565 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以

pH=4.6 的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液配制的 300 mg/L 混合染料溶液（活性红：偶

氮荧光桃红：刚果红=1：1：1）24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液

1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅拌 60 min，

最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试上清液在 565 nm 处的吸光度。然后将

固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

2.2.3.5 活性红 MX-5B 染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 400 mg/L 活性红 MX-5B 染料废水 49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 

mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下

搅拌，光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，

磁分离，测试上清液在 530 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 400 mg/L 活性红 MX-5B 染料废水 24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 

mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下
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光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试上清液在 530 nm 处

的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行三组平

行实验并记录数据。 

2.2.3.6 偶氮荧光桃红染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 300 mg/L 偶氮荧光桃红染料废水 49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 

mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下

搅拌，光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，

磁分离，测试上清液在 505 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 300 mg/L 偶氮荧光桃红染料废水 24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 

mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下

光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试上清液在 505 nm 处

的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行三组平

行实验并记录数据。 

2.2.3.7 刚果红染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 300 mg/L 刚果红染料废水 49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，

光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，

测试上清液在 495 nm 处的吸光度。进行三组平行实验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 300 mg/L 刚果红染料废水 24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L 

ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅

拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进行磁分离，测试上清液在 495 nm 处的吸光

度。然后将固定化漆酶重新利用并重复上述实验步骤 10 次。进行三组平行实验

并记录数据。 

2.2.3.8 混合染料废水降解  

动力学研究：取 70 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 300 mg/L 混合染料废水（活性红：偶氮荧光桃红：刚果红=1：
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1：1）49.4 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 2.6 mL，然后将透明玻璃

瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下搅拌，光照反应 0 ~ 150 min，其间每间隔 10 

min 从玻璃瓶中取出 2 mL 溶液，磁分离，测试上清液在 565 nm 处的吸光度。

进行三组平行实验并记录数据。 

重复性研究：取 35 mg 固定化漆酶加入透明玻璃瓶中，向其中加入以模拟

废水溶液配制的 300 mg/L 混合染料废水（活性红：偶氮荧光桃红：刚果红=1：

1：1）24.7 mL 和蒸馏水配制的 1 mmol/L ABTS 溶液 1.3 mL，然后将透明玻璃

瓶置于带有磁力搅拌的氙灯光源下光照搅拌 60 min，最后将玻璃瓶中的溶液进

行磁分离，测试上清液在 565 nm 处的吸光度。然后将固定化漆酶重新利用并重

复上述实验步骤 10 次。进行三组平行实验并记录数据。 

3.3 结果与讨论 

3.3.1 Fe3O4@CuS 纳米粒子的表征与分析 

3.3.1.1 Fe3O4@CuS 纳米粒子 TEM 表征与分析  

Fe3O4@CuS 纳米粒子的 TEM 和 Mapping 谱图如图 3-2、3-3 所示，从图 3-2

（a）可以看出 Fe3O4@CuS 纳米粒子以 Fe3O4 为中心和表面附着 CuS 组成，平

均粒径在 20 nm 左右。从图 3-1（b）可以观测到物质的晶格间距分别为 0.29 nm

和 0.19 nm，可以和 Fe3O4晶体的（220）晶面以及 CuS 晶体的（107）晶面参数

对应，结合 Mapping 图中所检测出的元素证明成功制备出 Fe3O4@CuS 纳米粒子。 

     

图 3-2 Fe3O4@CuS 纳米粒子的 TEM(a)和 HRTEM(b)图 

Figure 3-2 TEM (a) and HRTEM (b) images of Fe3O4@CuS nanoparticles 
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图 3-3 Fe3O4@CuS 纳米粒子 Mapping 图 

Figure 3-3 Mapping of Fe3O4@CuS nanoparticles 

3.3.1.2 Fe3O4@CuS 纳米粒子 XRD 表征与分析  

Fe3O4和 Fe3O4@CuS 纳米粒子的 X 射线单晶衍射图谱如图 3-4 所示，衍射

峰位置在 2θ=30.1°，35.4°，43.1°，53.4°，57.0°，62.5°，71.4°，74.5°处对应的

晶面分别是：（220）、（311）、（400）、（422）、（511）、（440）、（620）、（533），
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衍射峰位置和强度与标准 PDF 卡片 JCPDS NO.19-0629（Fe3O4）相对应；

2θ=31.8°，47.9°处对应的晶面分别是：（103）、（110），衍射峰位置和强度与标

准 PDF 卡片 JCPDS NO. 06-0464（CuS）相对应，表明成功制备出 Fe3O4纳米粒

子和 Fe3O4@CuS 纳米粒子。 

 

图 3-4 (a)Fe3O4和(b)Fe3O4@CuS 纳米粒子的 XRD 图 

Figure 3-4 XRD image of (a)Fe3O4 and (b)Fe3O4@CuS nanoparticles 

3.3.1.3 Fe3O4@CuS 纳米粒子 FTIR 表征与分析  

Fe3O4 纳米粒子、 Fe3O4 巯基化纳米粒子、 Fe3O4@CuS 纳米粒子和

Fe3O4@CuS-Laccase 纳米粒子在 400-4000 cm-1范围内的傅里叶红外光谱谱图(a)-

(d)如图 3-5 所示。567 cm-1附近的吸收峰与 Fe3O4的 Fe-O 键特征一致[128]；1250  

cm-1 出现 C-S 键的特征峰[136]；1635 cm-1 和 3413 cm-1 附近的吸收峰归因于-OH

的伸缩振动[130]；1395 cm-1附近的吸收峰归因于 C-O 键的特征峰[131]；1000 cm-1

附近的吸收峰归因于 Si-O-Si 键反对称伸缩振动；460 cm-1 附近的吸收峰归因于

Si-O 键的弯曲振动[137]；2924 cm-1 附近的吸收峰归因于-CH2-的振动；1390 cm-1

附近的吸收峰归因于-CH3 的弯曲振动[133]。通过 FTIR 的测试可以证明制备出了

Fe3O4@CuS 纳米粒子。 
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图 3-5 (a)Fe3O4、(b)Fe3O4巯基化、(c) Fe3O4@CuS 和(d)Fe3O4@CuS-Laccase 纳米粒子

红外谱图 

Figure 3-5 FT-IR spectra of (a) Fe3O4, (b) sulfhydryl-functionalized Fe3O4, (c) Fe3O4@CuS 

nanoparticles and (d) Fe3O4@CuS-Laccase nanoparticles 

3.3.1.4 Fe3O4@CuS 纳米粒子 XPS 表征与分析  

Fe3O4@CuS 纳米粒子的 XPS 的分析谱图如图 3-6 所示。图 3-6(a)证明所测

Fe3O4@CuS 纳米粒子中含有 Cu、Fe、O 、C 和 S 三种元素。图 3-6(b)是 Fe2p

的高分辨率谱图，宽双峰可拟合为五个单独的峰，即 724.0 eV 处的 Fe 2p1/2 主

峰、714.7 eV 和 718.4 eV 处的两个 Fe 2p3/2峰，以及 712.5 eV 处的 Fe(III) 和 

710.4 eV 处的 Fe(II) 的两个 Fe 2p3/2 分辨率峰[119]。图 3-6(c)是 Cu2p 的高分辨率

谱图，以 933.6 和 953.4 eV 为中心的两个主峰分别归属于 Cu 2p3/2 和 Cu 2p1/2 自

旋轨道[138]。图 3-6(d)是 S2p 的高分辨率谱图，可以将其分解成 161.5、162.8、

164.8 和 168.7 eV 的四个峰，分别对应于 S2−、S2
2−、S0和 SO4

2−的特征峰[123, 124]。

图 3-6(e)是 O1s 的高分辨率谱图，可以分解为 531.6 eV 和 529.9 eV 的 2 个峰，

分别对应为 C-O、C=O，Fe-O[135]。通过 XPS 的测试可以证明制备出了

Fe3O4@CuS 纳米粒子。 
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图 3-6 Fe3O4@CuS 纳米粒子的 XPS 表征图 

Figure 3-6 XPS spectra of Fe3O4@CuS nanoparticles 

3.3.1.5 Fe3O4@CuS 纳米粒子磁滞回线表征与分析  

Fe3O4@CuS 纳米粒子磁滞回线如图 3-7 所示，由图可知 Fe3O4@CuS 纳米粒

子的饱和磁化强度为 34.7 emug-1，矫顽力为 108.5 Oe，表明该磁性复合材料是

铁磁性材料。 
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图 3-7 Fe3O4@CuS 纳米粒子磁滞回线 

Figure 3-7 Magnetic hysteresis loop of Fe3O4@CuS nanoparticles 

3.3.2 游离漆酶和 Fe3O4@CuS 固定化漆酶性能研究 

3.3.2.1 游离漆酶和固定化漆酶最适温度的探究  

游离漆酶和 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的最适温度测试结果如图 3-8 所示。游

离漆酶的最适温度为 50℃，Fe3O4@CuS 固定化漆酶的最适温度为 55℃，但是

当温度变化时，固定酶的活性变化相对平缓，表明固定酶具有更好的温度适应

性，同时说明所制备的光热材料 CuS 中的 Cu2+可以提升漆酶的催化活性并降低

环境对漆酶的影响。 

 

图 3-8 游离漆酶、固定化漆酶最适温度 

Figure 3-8 Optimal temperature of free laccase and immobilized laccase 
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3.3.2.2 游离漆酶和固定化漆酶最适 pH 的探究  

游离漆酶和 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的最适 pH 测试结果相同，从图 3-9 可

以看出，游离漆酶和 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的最适 pH 都为 4.6。当

Fe3O4@CuS 固定化漆酶处于 pH=3.0 ~ 4.4 反应体系中，其相对活性低于游离酶；

当 固定化漆酶处于 pH=4.4 ~ 6.0 反应体系中，其相对活性高于游离酶。 

 

图 3-9 游离漆酶、固定化漆酶最适 pH 

Figure 3-9 Optimal pH of free laccase and immobilized laccase 

3.3.2.3 游离漆酶和固定化漆酶热稳定性探究  

由于游离酶的最适温度为 50℃，固定酶的最适温度为 55℃，漆酶催化剂在

应用中会长时间处于高温环境中，因此研究漆酶的热稳定性是非常必要的。将

游离酶和固定酶放入 60℃环境下加热 10 h 后测定其相对保留活性。游离漆酶和

Fe3O4@CuS 固定化漆酶的热稳定性测试结果如图 3-10 所示，固定酶加热 10 h

后依旧保留 52.04%的相对活性，而游离漆酶仅有 48.41%的相对活性保留，说

明制备的磁性固定化漆酶能够在高温条件下有效保持催化活性，增加漆酶的实

用性。 
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图 3-10 游离漆酶、固定化漆酶热稳定性 

Figure 3-10 Thermostabilities of free laccase and immobilized laccase 

3.3.2.4 游离漆酶和固定化漆酶耐酸性探究  

将游离漆酶和 Fe3O4@CuS 固定化漆酶放入不同 pH(pH=3.0~6.0)的柠檬酸-

柠檬酸钠缓冲溶液中保存 5 h 以测试其耐酸性，结果如图 3-11 所示。从图中可

以看出，Fe3O4@CuS 固定化漆酶在不同 pH 酸性溶液中放置 5 h 后，相对活性始

终保持在 90%以上，漆酶的酶活性损失很少。同时从整体来看，固定酶在酸性

环境中具有更高的酸稳定性，说行磁性 Fe3O4@CuS 载体将漆酶固定后能够增加

其刚性，提升对酸碱的耐受性。 

 

图 3-11 游离漆酶、固定化漆酶耐酸性 

Figure 3-11 pH stabilities of free laccase and immobilized laccase 
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3.3.2.5 游离漆酶和固定化漆酶金属离子耐受性探究  

在生物修复这一领域中，重金属离子对漆酶具有重要影响，漆酶常常被重

金属离子灭活，导致漆酶的实际应用受到限制。因此，将游离漆酶和

Fe3O4@CuS 固定化漆酶放入等体积的金属离子溶液中以考察金属离子耐受性，

结果如图 3-12 所示。经过不同种金属离子污染后，游离酶和固定酶的相对活性

都有所降低，但是固定酶的相对催化活性整体保持在 90%以上，酶活损失很少，

而游离漆酶的相对活性变化剧烈。这表明磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶可以显著

提升漆酶对金属离子耐受性。 

 

图 3-12 游离漆酶、固定化漆酶金属离子抗性 

Figure 3-12 Metal ions tolerances of free laccase and immobilized laccase 

3.3.2.6 游离漆酶和固定化漆酶有机物耐受性探究  

游离漆酶和磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶在不同有机试剂溶液中放的相对活

性变化如图 3-13 所示。可以看出，经过八种有机试剂溶液污染 2 h 后，固定酶

的相对活性将游离酶来说，相对提升了 20%以上，特别是在丙酮和 N,N-二甲基

甲酰胺溶液中，固定酶活性相对提升了 60%。这个结果表明磁性 Fe3O4@CuS 作

为载体不仅能够固定漆酶，还能降低有机溶剂对漆酶的毒害，提升漆酶的环境

稳定性。 
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图 3-13 游离漆酶、固定化漆酶有机物抗性 

Figure 3-13 Organic solvents tolerances of free laccase and immobilized laccase 

3.3.2.7 游离漆酶和固定化漆酶抑制剂耐受性探究  

将游离漆酶和磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶分别经过乙二胺四乙酸、十二烷

基硫酸钠、过硫酸铵、L-半胱氨酸、脲、硫脲、谷氨酸、DL-天冬氨酸处理 2 h，

测试相对活性结果如图 3-14 所示。从图中可以看出，游离酶在抑制剂溶液中酶

催化活性损失明显，固定酶催化活性整体变化不大基本维持在 80%以上。十二

烷基硫酸钠溶液对游离酶和固定酶的活性抑制影响最大，游离酶相对活性仅仅

只剩下 38.89%，固定酶则保留有 52.67%的相对活性，活性相对提升 36%。结

果表明磁性 Fe3O4@CuS 载体能够降低抑制剂对漆酶的影响。 

 

图 3-14 游离漆酶、固定化漆酶抑制剂抗性 

Figure 3-14 Inhibitors tolerances of free laccase and immobilized laccase 
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3.3.2.8 游离漆酶和固定化漆酶米氏常数探究 

在酶促反应中，米氏常数可以判断酶对底物亲和力的大小。利用双倒数法

测试游离漆酶和磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的米氏常数，结果如表 3-2 所示。

游离酶和固定酶的米氏常数 Km值分别为 1.257 和 1.397，最大反应速率 Vmax分

别为 1.257 和 1.397。固定酶的酶活回收率高达 128.84%，这是由于载体

Fe3O4@CuS 具有超顺磁性，同时其尺寸较小水分散性良好 Fe3O4@CuS 上的

Cu2+能够和漆酶发生协同作用，提高漆酶的催化活性。 

表 3-1 游离漆酶和 Fe3O4@CuS-Laccase 米氏常数 

Table3-1 Michaelis constant of free laccase and Fe3O4@CuS-Laccase 

项目 拟合曲线 Vmax Km 

游离漆酶 y=0.2807x + 0.2233 4.478 1.257 

Fe3O4@CuS-Laccase y= 0.2801x + 0.2005 4.988 1.397 

 

3.3.2.9 固定化漆酶重复性探究 

游离漆酶具有价格昂贵，反应进度无法控制，不能回收利用等缺点。固定

化漆酶克服了游离酶不能回收利用的缺点，降低了漆酶的使用成本。如图 3-15

所示，固定化漆酶重复氧化愈创木酚溶液 10 次后，其依然保留有 59.47%的相

对活性。 

 

图 3-15 固定化漆酶重复性 

Figure 3-15 Reusabilities of immobilized laccase 
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3.3.3 Fe3O4@CuS 固定化漆酶降解染料及其废水研究 

3.3.3.1 染料、染料废水光照降解动力学和光照升温动力学探究  

偶氮染料是偶氮基两端连接芳基的一类有机化合物。酶裂解偶氮染料的最

大问题是形成有毒产物，主要是胺[125]。漆酶对偶氮染料的降解首先是偶氮键的

不对称裂解，然后是氧化裂解、脱硫、脱胺、去甲基化和二羟基化，最终形成

形成无毒降解产物[126, 127]。本章选取了三种偶氮染料（活性红 MX-5B 400 mg/L、

偶氮荧光桃红 300 mg/L、刚果红 300 mg/L 和混合染料 300 mg/L（活性红 MX-

5B：偶氮荧光桃红：刚果红=1：1：1））作为磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶降解

偶氮染料和染料废水的实例。 

本章降解偶氮类染料及其废水，我们用相同重量的固定化漆酶加入到体积

和初始温度相同的不同染料及其废水中，光照 150 min，间隔相同时间测试溶液

中的染料浓度，计算出固定酶对不同染料及其废水的降解率，以此来测试

Fe3O4@CuS 固定化漆酶的应用前景。如图 3-16(a)所示，取相同重量的 Fe3O4、

Fe3O4@CuS 和 Fe3O4@CuS-Laccase 分别加入到体积和初始温度相同的蒸馏水中，

经过氙灯光照 120 min，蒸馏水、Fe3O4、Fe3O4CuS 和 Fe3O4@CuS-Laccase 体系

的温度分别达到 39.4℃、49.3℃、46.4℃和 47.1℃。其中 Fe3O4@CuS-Laccase

光照 120 min 后温度为 47.1℃，比较接近固定化漆酶的最适催化温度，同时

Fe3O4@CuS-Laccase 和蒸馏水体系的最终温度相差 7.7℃，证明 Fe3O4@CuS 载

体可以将光辐射转换成热量。 

由图 3-16(c)和(e)可知，磁性 Fe3O4@CuS-Laccase 加入到不同偶氮染料和染

料废水中后，随着光照时间的增加，各个体系的温度都在逐渐提高，最终都达

到 47℃左右，说明载体的光热转换性能受环境的影响较小。另外由图 3-15(b)和

(d)可知，活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和混合染料的降解效率最快的

之间为 0-20 min，活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和混合染料废水的降

解效率最快的之间为 0-10 min。对于活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和

混合染料，在光热催化降解 90 min 后就基本达到最大降解率，分别为 99.7%、

98.1%、96.9%和 96.1%；对于活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和混合染

料废水，在光热催化降解 60 min 后就基本达到最大降解率，分别为 97.5%、

97.2%、96.7%和 96.9%。表明制备出的磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶能够高效降

解偶氮类染料，并且当磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶处于偶氮染料废水环境中时，

https://baike.baidu.com/item/%E5%81%B6%E6%B0%AE%E5%9F%BA/1757145?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E8%8A%B3%E5%9F%BA/9486486?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%9C%89%E6%9C%BA%E5%8C%96%E5%90%88%E7%89%A9/2950156?fromModule=lemma_inlink
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磁性 Fe3O4@CuS 载体能够降低环境对酶催化活性的影响，保持固定化漆酶对偶

氮染料的降解效率，这拓展了漆酶的工业应用前景。如图 3-15(f)所示，将相同

浓度的染料加入相同浓度的固定化漆酶，在黑暗条件下反应 0-150 min，发现偶

氮染料的降解率最高为 85%，远低于在光热条件下的降解率，说明固定化漆酶

在光热条件下具有较高的催化活性。 
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图 3-16 光热转换性能(a)、偶氮类染料降解光热动力学(b)、偶氮类染料光热降解升温

动力学(c)、偶氮类染料废水光热降解动力学(d)、偶氮类染料废水光热降解升温动力学(e)、

偶氮类染料的热催化降解(f) 

Figure 3-16 Photothermal behavior (a), kinetics (b) and temperature changes (c) 

photothermal catalytic degradation of azo dyes, and kinetics (d) and temperature changes (e) 

photothermal catalytic degradation of azo dyes wastewater, and thermocatalytic degradation of 

azo dyes (f) 

3.3.3.2 染料、染料废水光照降解重复性探究  

通过对活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和混合染料进行重复降解，

可以检测出磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的重复降解能力。将测试染料放入氙灯

光源下光照 60 min，并重复降解 10 次，结果如图 3-17(a)所示。活性红 MX-5B、

偶氮荧光桃红、刚果红和混合染料第 1 次的降解率分别为 94.2%、95.5%、94.9%

和 97.9%；重复 10 次后的降解率分别为 82.7%、82.3%、83.8%和 89.3%，表明

磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶具有降解偶氮染料的能力。 

偶氮类染料在工业生产中，通常会混合着各种物质以废水的形式排放。因

此，磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶对偶氮染料的降解能力的考察，需要在废水环

境中检测。如图 3-17(b)所示，将含有活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红

和混合染料的染料废水于氙灯光源下光照 60 min，并重复 10 次，测试其降解率。

第 1 次降解结束时，废水中活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和混合染料

的降解率分别为 96.4%、96.5%、96.2%、96.9%；第 10 次降解结束后，废水中
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活性红 MX-5B、偶氮荧光桃红、刚果红和混合染料的降解率分别为 87.1%、

87.1%、88.2%、87.8%，降幅不超过 15%。这表明磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶

能够降低废水中各种污染物对漆酶酶活的影响，证明磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆

酶在环境修复方面的光明前景。 

 

 

图 3-17 偶氮类染料光热降解重复性(a)、偶氮类染料废水光热降解重复性(b) 

Figure 3-17 Reusabilities of photothermal catalytic degradation of azo dyes (a) and azo dyes 

wastewater (b) 
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3.4 小结 

将游离漆酶固定在磁性 Fe3O4@CuS 载体上用于降解偶氮染料及染料废水。

制备出具有磁性和光热转换性能的 Fe3O4@CuS 纳米材料，将漆酶共价固定在载

体上得到固定化漆酶，考察了固定化漆酶的性能和在废水中的实际降解效果。

具体的： 

（1）通过共沉淀法成功制备出磁性 Fe3O4 纳米粒子，将 Fe3O4 纳米粒子进

行巯基化改性，再利用巯基和铜离子的配位作用制备出 Fe3O4@CuS 纳米粒子；

最后利用铜离子螯合的方法进行漆酶的固定，得到 Fe3O4@CuS-Laccase。 

（2）用 SEM、TEM、XRD、M-H、XPS、FT-IR 等表征手段研究了

Fe3O4@CuS 纳米粒子的形貌、结构、磁性性质和表面性质。 

（3）测试了磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆酶的催化性能和环境耐受性。与游

离漆酶比较，固定化漆酶的催化性能和环境耐受性均有显著提升。 

（4）通过氙灯模拟光照对三种偶氮类染料和染料废水的降解动力学、光照

升温动力学和降解重复性进行了系统研究。Fe3O4@CuS 的光热转换性能能够保

证固定酶在环境应用时体系温度尽可能接近漆酶最大催化活性的最适温度。固

定酶的重复性降解测试表明，固定酶能够克服环境中各种不利物质的影响，并

快速稳定的降解偶氮类染料废水。 
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总结与展望 

游离漆酶存在难回收利用、生产成本高、易受环境影响致使活性减弱等缺

陷。本文研究了两种同时具有磁性和光热转换性能的载体，通过将漆酶固定在

载体上制备磁性光热固定化漆酶，所得的固定酶具有高光热转换效率、高酶活、

高催化效率和高重复利用率，能降低催化反应的能耗和生产成本，并能高效处

理工业染料废水。具体的： 

（1） 采用共沉淀法制备磁性 Fe3O4 纳米粒子，将 Fe3O4 与海藻酸钠发生交联，

经不完全碳化后，制备出表面具有丰富羧基的磁性 Fe3O4@C 纳米粒子；经活化

羧基后加入漆酶，制得 Fe3O4@C 固定化漆酶。用 TEM、XRD、XPS、M-H、

XPS、 RT-IR 等测试手段对 Fe3O4@C 纳米粒子进行表征分析。载体的光热转换

测试结果表明，制备的 Fe3O4@C 纳米粒子能够明显的将光能转化为热能。三苯

甲烷类染料和三苯甲烷类染料废水的降解及重复性降解测试结果表明，制备的

Fe3O4@C 固定化漆酶能够降低环境污染物对漆酶的影响，高效降解三苯甲烷类

染料废水。 

（2） 采用共沉淀法制备磁性 Fe3O4 纳米粒子，将 Fe3O4 巯基化改性后在其表

面沉积 CuS 纳米粒子，利用铜离子的螯合作用制得磁性 Fe3O4@CuS 固定化漆

酶。用 TEM、XRD、XPS、M-H、XPS、 RT-IR 等测试手段对 Fe3O4@CuS 纳米

粒子进行表征分析。载体的光热升温动力学测试结果表明，制备的 Fe3O4@CuS

纳米粒子具有高效的光热转换能力，能够显著提升体系温度，使得催化反应体

系温度接近漆酶的最适温度。偶氮类染料和偶氮类染料废水的降解及重复性降

解测试结果表明，制备的 Fe3O4@CuS 固定化漆酶能够提升环境耐受性，高效降

解偶氮类染料废水。 

本文将磁性材料与光热转换材料结合，使得制备的固定化漆酶同时具备超

顺磁性和光热转换性能，固定化漆酶在染料废水实际处理中不需要额外加热，

降低了催化反应过程中的能源消耗，符合当前“双碳”政策。 
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致 谢 

 

 

时光如水，生命如歌，转眼间硕士生活已经接近尾声。从 2016 年的秋天到

2024 年的盛夏，我在安徽工程大学度过了七年时光，这期间有喜悦，也有迷茫。

在导师、同学、家人和朋友的帮助鼓励下，我顺利完成了硕士期间的学业并学

会不断自我成长。 

本论文是在陈志明教授的指导下完成的。我要由衷的感谢我的导师，无论

是科研还是生活中遇到困难，陈老师都会悉心指导，帮助我克服困难。在陈老

师对我不辞幸苦的指导下，我顺利完成了实验的总结和的论文的撰写。正是有

了导师的悉心帮助才能使本文得以顺利完成。 

我要感谢我的父母，在我背后默默关怀与支持，始终做我最坚实的后盾，

让我能够全心全意的完成学业。我要感谢我的同学们，在与你们相处的时间里，

你们给予了我很多帮助，也教会了我很多为人处世的道理，他们的帮成为了我

人生道路上增加了宝贵的指引。感谢我的师兄朱庆鹏，在我刚进入实验室时对

我耐心指导，帮助我分析解决实验中遇到的问题，让我的实验能够顺利开展。

同时还要感谢我的师姐张莉莉和刘肇菲，在挫折时鼓励我，在开心时能和我一

起分享。最后还要感谢我师妹汪新月、谢围围、师弟崇庆阳带给实验室的欢乐。

这些点点滴滴构成了我的研究生生涯，正是因为有你们，生活才丰富多彩。 

硕士学业的完成，又是一段新历程的开始，我将怀着感恩的心继续前行，

也衷心希望所有给予我关心和帮助的人们一生平安、快乐幸福！ 

作者：卫雨航 

2024 年 3 月 20 日 


