
书书书

文章编号：１００１３５５５（２００８）０１００８６１１

收稿日期：２００７１０１２；修回日期：２００７１２０７．

作者简介：李　晔，男，副教授．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｙｅ＠ｓａｓ．ｕｓｔｂ．ｅｄｕ．ｃｎ．ＴＥＬ：０１０６２３３２６８９．

酶的固定化及其应用

李　晔
（北京科技大学　应用科学学院　化学系，北京１０００８３）

关　键　词：酶的固定化；固定化酶的应用
中图分类号：Ｏ６４３．３　　　文献标识码：Ａ

　　酶的固定化研究始于１９６０年代中期，从１９７０
年代初开始酶的固定化技术研究发展很快，至１９８０
年代初，每年约发表１０００篇以上的文献和近２００
篇专利，所报道的固定化方法达 １００种以上［１］．
１９８０年代中以后，酶和细胞固定化研究的发展速度
开始减慢，从而有人认为，对酶的固定化技术应予

以重新评价，理由是尽管已经做了大量研究工作，

但工业中实际应用的案例尚少［２］．经过近２０年的
研究，真正能获得规模应用的固定化酶，还仅局限

于葡萄糖异构酶、葡萄糖氧化酶和青霉素酰化酶等

为数不多的几个酶种．尽管如此，随着生物、信息
和纳米技术的发展，以及对环境保护意识的增强，

人们还在根据传统酶固定化技术存在的问题，不断

探索改进、完善和发展新的酶固定化方法［３］．作为
生物、化学、材料、能源和环境等多学科的交叉点

之一，酶的固定化研究仍不失为一个活跃的研究

领域．
酶是一类具有催化功能的蛋白质，和化学催化

剂相比具有反应速度快（约快１０６～１２倍），化学、立
体和分子部位选择性好，反应条件温和，底物专一

性强，可在水溶液和中性 ｐＨ下操作等优点，同时
酶本身可以被微生物降解，符合绿色化学的要求．
已在食品、医药、轻工和农业等许多领域得到广泛

的应用［４］，但和多相催化过程相比，酶在能源和化

工中的应用还存在如下问题．
（１）酶一旦从细胞中分离出来，其活性迅速下

降，并且在实际应用中对外界因素非常敏感，容易

因反应条件的变化和杂质的毒化作用而失活．
（２）酶的分离和纯化手续繁杂，大规模制备和

应用成本较高．
（３）酶是溶于水的，在水溶液中进行反应，会

导致酶和底物、产物从水中分离的困难，不利于循

环使用．
（４）由于反应产物是酶的排泄物，对酶催化反

应有抑制作用，限制了产物浓度的提高，因此生产

强度低．
酶的固定化技术就是为了克服上述缺点，使酶

催化反应能像化学催化剂一样在多相反应过程中稳

定操作，并易于回收和反复使用而发展起来的一项

酶化学与酶工程技术．

１酶的固定化方法
酶的固定化（ｅｎｚｙｍｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ）是指采用

有机或无机固体材料作为载体（ｃａｒｒｉｅｒｏｒｓｕｐｐｏｒｔ），
将酶包埋起来或束缚、限制于载体的表面和微孔

中，使其仍具有催化活性，并可回收及重复使用的

酶化学方法与技术［５］．不使用固体材料作为载体，
通过酶分子之间的相互交联形成聚集体，也可将酶

固定化，称为无载体酶固定化．１９９０年代初报道的
交联酶晶体（ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｅｎｚｙｍｅｃｒｙｓｔａｌｓ，ＣＬＥＣ）就
属于无载体固定化酶［６，７］．如果按照存在状态来进
行分类，酶大致可分为天然酶和化学修饰酶，从生

物体内直接分离的酶称为天然酶，固定化酶应属于

化学修饰酶．在化学修饰酶中，除固定化酶外，还
包括经过化学修饰的水溶性酶或应用分子生物学技

术构建的基因重组酶等．
目前已报道的酶固定化方法超过百种以上，归

纳起来大致可以分为三种方法：表面担载法、交联
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法和包埋法．
１．１表面担载法

表面担载法是通过物理或化学过程，将酶担载

到非水溶性载体上的方法［８，９］．它在固定化酶的制
备中是使用最早的方法，有关这方面的报道也最

多．用这种方法制备固定化酶时，必须按酶的种类
和性质，选择合适的载体和固载方法．因为所选用
的载体种类和固载方法对酶的担载量和反应性能影

响很大．载体的化学组成、表面形貌、颗粒度、孔
径和孔结构、表面积、亲水性基团等是主要考虑因

素．一般而言，载体的亲水性基团越多，表面积越
大，担载的酶量就越高，所制得的固定化酶活性也

就越高．因为酶是生物大分子，通常首选纤维素、
葡聚糖、琼脂糖、多糖类衍生物和聚丙烯酰胺凝胶

等有机高分子载体，也可根据酶的性质和固定化方

法选择合适的无机载体，如 Ａｌ２Ｏ３、ＳｉＯ２、ＴｉＯ２、
ＺｒＯ２和分子筛等，因为它们相对比较便宜，机械强
度高，流体力学性质好，使用中不容易溶胀（表１
１）．根据结合形式不同，担载法又可分为共价结合
法，离子结合法及物理吸附法．

（１）共价结合法：共价结合法是指酶蛋白分子
的功能团和载体表面上的反应基团之间以共价键相

互连接，形成固定化酶．常用载体包括天然高分子
（纤维素、琼脂糖、淀粉、葡萄糖凝胶、胶原及衍生

物等）、合成高聚物（尼龙、多聚氨基酸、乙烯一顺

丁烯二酸酐共聚物等）和无机载体（多孔玻璃、金属

氧化物等）．此法的优点是酶与载体间连接牢固，
即使用高底物浓度或离子强度的溶液进行反应，也

不会导致酶和载体分离．因此具有良好的稳定性及
重复使用性，成为目前研究最为活跃的一类酶固定

化方法［８ｂ］．缺点是反应条件的控制，要求比较苛
刻．在反应剧烈，操作复杂的条件下，常常会引起
酶蛋白高级结构发生变化，并导致活性中心受到破

坏，从而难于保证制备的重复性，不是每次都能获

得高活力的固定化酶．
（２）离子结合法：此法是通过离子效应，将酶

固定到具有离子交换基团的非水溶性载体上．能用
于离子结合法的载体，除具有离子交换基团的多糖

类以外，聚电解质，如离子交换树脂等合成高分子

衍生物也可用作载体．离子结合法与前述的共价结
合法比较，操作更加简便，处理条件比较温和，而

且酶的高级结构和活性中心的氨基酸很少发生变

性，因而可以得到较高活性的固定化酶．但这种方

法与共价结合等化学方法比较，载体和酶的结合是

依靠库仑相互作用，因而不够牢固，易受所使用的

缓冲溶液限制和反应溶液 ｐＨ值影响．在溶液离子
强度较高的情况下，由于去屏蔽效应，会使酶从载

体上脱落下来．
（３）物理吸附法：这种方法是将酶蛋白通过范

德华力等弱相互作用，吸附到不溶于水的载体表面

上而使酶固定化．此法与前述的离子结合法比较，
酶蛋白的活性中心不易受破坏，酶的高级结构变化

也不明显，从载体对酶的适应性来看，这个方法是

好的，但其缺点是酶与载体的相互作用较弱，因而

被吸附的酶极易从载体表面上脱落下来．其载体除
活性炭，多孔玻璃，酸性白土，漂白土，高岭土，矾

土，硅胶，膨润土，氟基磷灰石、磷酸钙凝胶等无

机载体外，也可利用淀粉，谷蛋白这类生物大

分子．
１．２交联法

交联法是采用双功能团试剂或多功能团试剂进

行酶分子之间的交联，使酶分子和双功能团试剂或

多功能团试剂之间形成共价键，得到三维的交联网

状结构．除了酶分子之间发生交联外，还存在一定
的分子内交联，根据使用条件和添加材料的不同，

可制备不同物理性质的固定化酶．常用交联剂有戊
二醛、双重氮联苯胺一２，２一二磺酸等．此法的优
点是酶之间连接牢固，具有良好的稳定性及重复使

用性，缺点是有时难以很好的控制反应条件，反应

剧烈时，常常引起酶蛋白的高级结构发生变化，并

导致活性中心受到破坏，从而难于保证每次都能制

得高活力的样品．
１．３包埋法

顾名思义，包理法是将酶包裹于凝胶形成的网

络结构中，或半透膜聚合物的超滤膜内使其固定

化．包埋法可分为网络型和微囊型两种．前者是将
酶包埋于高分子凝胶细微网络内；而后者是将酶包

埋在高分子半透膜中制备成微囊型．包埋法一般不
需要与酶蛋白的氨基酸残基进行结合反应，很少改

变酶的空间构象，酶活回收率较高，因此可以应用

于许多酶的固定化．但是包埋法制备的固定化酶，
只适合用于小分子底物和产物的酶催化反应，因为

只有小分子反应底物或产物，才可以通过高分子凝

胶的网格进行扩散．此外，由这种固定化方法产生
的扩散阻力，还会使固定化酶的动力学行为发生改

变，从而降低酶活力．
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总之，酶可以通过各种不同的方法进行固定

化，但不管是通过物理的弱相互作用，还是通过较

强的化学键结合，都必须采用不溶于水的材料作为

固定化载体．但是任何一种固定化方法或固定化载
体，都不可能适用于所有的酶，要想获得较好的固

定化效果，必须根据具体的酶和催化反应类型，选

择合适的固定化方法和载体．因此，和多相化学催
化剂的制备一样，要想通过选择固定化方法和载

体，制备出性能最佳的固定化酶，没有现成的规律

可循，往往依赖于实际工作经验的积累，最后以是

否能最大限度地保留酶活性和提高酶的稳定性为评

价标准．下面的示意图（图１）形象地描述了几种制

图 １常见的酶固定化方法示意图［１０］

Ｆｉｇ．１ｃｏｍｍｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｆｅｎｚｙｍｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ［１０］

（１）Ｉｏｎｉｃａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ（２）Ｃｏｖａｌｅｎｔａｔｔａｃｈｍｅｎｔ（３）Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｗｉｔｈｒｅａｇｅｎｔ（４）Ｐｏｌｙｍｅｒｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ
（５）Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｎｇｗｉｔｈｌｉｐｉｄｂｉｌａｙｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｓ（６）Ｌｉｐｏｓｏｍｅｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ

备固定化酶的方法．
各种载体和固定化方法的优缺点比较见表１和

表 ２．
目前一些新型固定化载体材料发展对于酶固定

表１常用固定化酶载体的特性比较［１１］

Ｔａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｏｍｅｃｏｍｍｏｎｓｕｐｐｏｒｔｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｓｕｐｐｏｒｔｍａｔｅｒｉａｌ Ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ Ｃｏｓｔ

ＳｉＯ２ ＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋ ０
ＴｉＯ２ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ０
ＺｒＯ２ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ０
Ａｌ２Ｏ３ ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ０

Ｐｏｌｙｃａｒｙｌａｍｉｄｅ ＋＋＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
Ｓｅｐｈａｄｅｘ ＋＋＋ ０ ０ ＋＋＋ ＋＋＋
Ａｇａｒ ＋＋＋ ０ ０ ＋＋＋ ＋＋＋
Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋ ＋＋

　　　　　＋＋＋Ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ，＋＋Ｖｅｒｙｇｏｏｄ，＋Ｇｏｏｄ，０Ｐｏｏｒ

化的研究也有重要的促进作用．例如聚电电解质自
组装多层膜，二氧化硅介孔膜，磁性高分子纳米粒

子等．聚电解质交替吸附是制备自组装多层膜的新
方法［１１］．利用这一分子水平的加工技术，可将各种
功能性酶引入预先设计的凝聚态物质中形成具有特

定功能性的多层膜．通过改变离子强度和聚电解质
浓度等，自组装多层膜的厚度和内部结构可以调

控．这些功能多层膜在新材料开发和生物传感器设
计中有潜在的应用前景［Ｉ２］．介孔分子筛是一种孔
径介于微孔和大孔之间，孔径在２～５０ｎｍ具有均
匀孔道结构和狭窄孔径分布的二氧化硅材料．自
１９９２年美国Ｍｏｂｉｌ公司首次合成出了 Ｍ４１Ｓ系列介
孔分子筛以来［Ｉ３］．其均一可调的孔径、高的比表面
积和规整的孔道结构以及易于表面修饰等优点，使
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表 ２各种固定化方法的比较
Ｔａｂｌｅ２Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
Ｐｈｙｓｉｃａｌａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｉｏｎｉｃａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ

Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ

Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｅａｓｙ Ｅａｓｙ Ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ Ｈａｒｄ Ｈａｒｄ
Ｂｏｎｄｉｎｇ Ｗｅａｋ Ｍｏｄｅｒａｔｅ Ｓｔｒｏｎｇ Ｓｔｒｏｎｇ Ｓｔｒｏｎｇ

Ｒｅｃｙｃｌｅｒａｔｉｏ Ｈｉｇｈ， Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ Ｍｏｄｅｒａｔｅ Ｈｉｇｈ
Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｐｏｓｓｉｂｌｅ Ｐｏｓｓｉｂｌｅ Ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ Ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ Ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ
Ｃｏｓｔ Ｌｏｗ Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ Ｍｏｄｅｒａｔｅ Ｌｏｗ

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｎｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｕｎｃｈａｎｇｅｄ Ｕｎｃｈａｎｇｅｄ Ｃｈａｎｇｅｄ Ｃｈａｎｇｅｄ Ｕｎｃｈａｎｇｅｄ

其在生物酶的固定化方面应用日益受到人们的重

视．例如：Ｄｉａｚ等［１４］报道了用 ＭＣＭ
!

４１型介孔
分子筛可以通过物理吸附作用固定化木瓜蛋白酶、

胰蛋白酶和过氧化物酶．磁性高分子纳米粒子是由
磁性粒子与有机高分子组合的一种纳米粒子．磁性
纳米材料除了具有纳米粒子一般的比表面积较大，

吸附能力强等优点外，还具有磁性，可方便进行分

离和磁性导向［１５］．例如：Ｈｕａｎｇ等［１６］利用共价偶

联法置备了磁性颗粒固定化脂肪酶．与游离酶相
比，该固定化脂肪酶的活性提高了０．４倍，稳定性
增加了３０倍．而且便于和底物分离．

总之，对于不同的酶，可以选择具体的固定化

方法来提高酶的活性和稳定性．但是一般来讲，所
有的固定化方法从分类上划分仍然可以归结为表面

担载法、交联法和包埋法．具体采用那种固定化方
法还是要依据酶本身的性质［１７］．

２固定化酶的性质
２．１固定化酶的催化活性

在水溶液中游离酶分子与底物同处于液相，外

部环境几乎相同，而酶被固定化以后，则处于载体

的各向异性微环境中．由于载体物理化学性质对酶
与底物的作用和影响，从而可能引起酶的性质发生

变化．和游离酶比较，固定化酶性质的改变，主要
是由于酶处于载体的微环境中，会引起活性中心的

氨基酸残基，高级结构和电荷状态等发生变化．而
载体对固定化酶性质的影响，则主要表现在固定化

酶周围，会产生立体和扩散效应，影响反应中酶和

底物分子的接触．根据大量的实验观察证明，可归
纳为空间效应、分隔效应和扩散效应：（１）空间效
应 载体的存在会对酶的活性部位或调节部位起掩

蔽作用，造成空间位阻，影响酶的活性中心与底物

的接触，从而降低固定化酶的反应活性（图２）．对
于大分子底物，空间效应的影响比较明显；而小分

图２酶固定化后产生的构型变化和空间位阻［１８］

Ｆｉｇ．２Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌｃｈａｎｇｅｓ

ａｎｄｓｔｅｒｉｃｈｉｎｄｒａｎｃｅｓ［１８］

子底物，由于容易克服载体造成的立体障碍，与酶

的活性中心进行反应，空间效应则不明显，对固定

化酶活力的影响不大．为了提高酶分子的空间自由
度，使固定化酶适应较大分子底物的催化反应，可

以加长载体与酶之间桥接的分子链长度，但只有采

用有机载体和共价键结合的固定化方法才能做到这

一点．在用包埋法进行酶的固定化时，因为酶被高
分子物质的半透膜所包围，也会影响大分子底物与

酶之间的相互作用，对于小分子底物的影响则较

小，也应属于空间效应．（２）分隔效应 在固定化酶
催化反应过程中，即使酶的分子不发生变形，由于

反应体系从均相转变为多相，也会使固定化酶和反

应液之间产生各种组分，如氢离子、底物、产物、

抑制剂、活化剂和辅酶等浓度梯度的变化．这种变
化对固定化酶活性的影响称为分隔效应．分隔效应
反映了固定化酶所处的微环境对其反应活性的影

响，早在１９７０年代初就有人对这种现象进行了理
论分析［１９］．当固定化酶载体表面带有负电荷时，由
于静电吸引作用，靠近固定化酶表面的氢离子浓度

会比溶液中高．也就是说，固定化酶所处微环境中
的ｐＨ值要低于液相，这样实测的反应最佳 ｐＨ值
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将向碱性区移动．反之，固定化酶载体表面若带有
正电荷，则会对溶液中的氢离子产生排斥作用，使

实测反应液的ｐＨ值偏低．带电固定化酶载体表面
与周围溶液之间的ｐＨ差值可用下式表示：

△ｐＨ ＝０．４３ｅψ／ｋＴ （式１１）．
式中 ｅ为电子电荷，ψ为固定化酶的表面电势，ｋ
为波尔兹曼常数，Ｔ为绝对温度．实验证实，分隔
效应引起的固定化酶反应最佳 ｐＨ值的变化，最高
可达３个单位．带电载体固定化酶与带电底物、抑
制剂和其它组分之间的相互作用，也可以同样进行

定性和定量的理论解释．固定化酶反应体系中组分
浓度分布的不均匀性，除静电作用以外，还表现为

亲水性和疏水性等其它形式．加强搅拌可以抑制分
隔效应造成的不利影响．（３）扩散效应 酶的固定化
使生物催化反应从均相转化为多相过程，这样就产

生了反应底物从液相向固定化酶表面传递时产生的

扩散阻力．多相化学催化反应过程中的经典传质理
论，同样也适用于固定化酶催化反应过程［２０］．扩散
阻力也可以分为外扩散和内扩散两种，外扩散是反

应底物从溶液向固定化酶表面扩散时，穿过水相和

固定化酶之间的边界层产生的，也称为液膜扩散阻

力；内扩散是底物分子到达固定化酶表面后，向结

合有酶分子的载体内孔扩散产生的阻力（图３）．扩

图 ３固定化酶反应体系中的传质过程［１２］

Ｆｉｇ．３Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｍａｓｓｔｒａｎｓｆｅｒｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｓｙｓｔｅｍｓ［１２］

散效应可以通过适宜选择固定化载体的形状、减小

粒子尺寸、提高底物浓度、强化搅拌或增加流速等

加以改善或消除．
扩散效应在个别情况下也可以给酶催化反应带

来好处，例如，在多酶共固定化的反应体系中，当

反应为：Ａ→ Ｂ→ Ｃ→ … →Ｚ时，如果中间产物
在载体内部的扩散速度减慢，将有利于提高生成最

终产物Ｚ的总包反应速度．
２．２固定化酶的稳定性

稳定性是指固定化酶能否长期稳定操作和反复

回收使用．由于不同催化反应体系的操作条件不尽
相同，准确地测定和比较不同固定化酶的稳定性还

有一定困难．目前还找不到酶的固定化方法与稳定
性之间的一般规律，用来预测和评价固定化酶的稳

定性．和多相化学催化剂一样，必须在最佳反应条
件下，进行长时间的实验考察．从已有报道来看，
大多数酶经固定化后，其稳定性都有所提高，这一

点对固定化酶的工业应用非常有利．但也不是所有
的酶固定化后，热稳定性都能提高，有的没有变

化，有的则有所下降．从固定化方法看，凡采用物
理吸附法制备的固定化酶，都有可能导致热稳定性

降低，因此要提高酶的热稳定性，采用物理吸附法

是不合适的．酶催化剂由于反应的活化能更低，比
化学催化剂对热更敏感，温度越高反应速度就越

快．但是酶是由蛋白质组成的，对热的耐受性很
差，非常容易引起热失活，所以适应的温度范围很

窄，一般不能在６５℃以上的温度下操作．将酶固定
化后，其耐热性能将会得到改善，特别是采用交联

法制备的固定化酶，热稳定性可以大大提高．其原
因可能是固定化后，酶与载体之间形成了多点连接

或酶分子间发生了交联，从而防止了酶分子的热伸

展变形，同时也抑制了分子自降解反应（图 ４）．固

图 ４固定化酶的稳定性［１］

Ｆｉｇ．４Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｍａｌ
ｕｎｆｏｌｄｉｎｇｏｆａｎｅｎｚｙｍｅ

定化酶的稳定性，除热稳定性以外，还应包括对各

种有机试剂和酸碱的耐受性，以及长期储存的稳定

性等．
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２．３最佳反应条件的变化
酶催化反应一般均在常温、常压、中性 ｐＨ的

水溶液中进行．固定化后，酶催化反应的最佳温度
有时会发生变化，但在很多情况下也可能不发生变

化．固定化酶最佳反应温度的变化，可能和反应活
化能提高有关．在一般情况下，活化能高的催化反
应，必须在较高反应温度下进行，才能得到比较好

的转化率和选择性．酶催化反应的最适温度是由反
应速度与酶的失活速度决定的．固定化酶的失活速
度下降，最适温度也随之提高，这对固定化酶的应

用非常有利．采用共价结合法制备的固定化酶，最
适反应温度可比相应的游离酶提高５～１５℃．

酶是具有催化功能的蛋白质．固定化以后，酶
在载体表面所处的微环境，对其催化功能影响很

大．特别是载体的电性质，往往会通过前述的所谓
“分隔效应”改变反应的最佳 ｐＨ范围．所以在进行
酶的固定化后，必须测定最佳反应ｐＨ，以便进一步
了解酶蛋白质的结构和作用机理，特别是蛋白质本

身的电子状态和反应液 ｐＨ范围的关系．最简单的
方法是测定催化反应随 ｐＨ变化的活性曲线．如果
反应活性的最佳ｐＨ范围发生了变化，就说明固定
化以后，受到了载体表面电荷的影响；多数情况

下，最佳ｐＨ范围虽然有变化，但曲线的走势和形
状未变，这种现象称之为最适 ｐＨ曲线的“平行移
动”．如果最适ｐＨ变化曲线向酸性一侧移动，就说
明载体表面积聚了大量的阳离子，使酶蛋白的阳离

子数增多，从而造成固定化酶微环境反应区的 ｐＨ
值比外部溶液偏碱．实际上酶催化反应是在比实测
溶液ｐＨ偏碱的一侧进行的，从而造成最适 ｐＨ范
围移向酸性一侧的假象，反之亦反．这说明最适ｐＨ
值的变化是由固定化载体的静电性质决定的，离子

结合强度越高，分隔效应越明显，越接近固定化以

前游离酶的最适ｐＨ值．但也有最适 ｐＨ范围不变，
而ｐＨ活性曲线却发生变化的例子．在某些情况
下，ｐＨ的变化是有一定的规律的，故当固定化酶
本身的最适 ｐＨ与其所处环境的 ｐＨ不相同时，可
以通过选择适当的固定化方法，根据需要调节酶反

应的最适ｐＨ，使酶活力得到最大发挥．
２．４米氏动力学常数的变化

在定量地评价固定化酶活性时，需要测定反应

的米氏动力学（ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎｋｉｎｅｔｉｃｓｅｑｕａｔｉｏｎ）
常数 并和游离酶进行比较，从而确定固定化对酶

催化反应速度的影响．一般情况下，参与酶促反应

的分子往往除酶和底物以外，还可能包括辅酶、抑

制剂和活化剂等，但和酶结合进行反应主要是底物

分子．因此，研究酶催化反应动力学，首先要从理
论上阐明反应速度与底物浓度之间的关系．米氏动

力学方程可以下式表示：ｖ＝
Ｖｍａｘ［Ｓ］
Ｋｍ＋［Ｓ］

．式中 ｖ：反

应速度，Ｖｍａｘ── 最大反应速度，［Ｓ］──底物浓
度，Ｋｍ──米氏常数．从米氏动力学方程可推导出
米氏常数的一般含义，Ｋｍ为 ｖ＝１／２Ｖｍａｘ，即反
应速度等于最大速度 １／２时的底物浓度［２１］．

酶固定于电中性载体后，表观米氏常数往往比

游离酶的米氏常数高，而最大反应速度变小；而当

底物与具有带相反电荷的载体结合后，表观米氏常

数往往减小，这对固定化酶实际应用是有利的．此
外，米氏动力学常数的变化还受溶液中离子强度的

影响，但在高离子强度下，酶的动力学常数几乎

不变．
此外，根据米氏动力学的直线表达式，用 １／ｖ

对 １／Ｓ作图，也可以定量描述酶固定化以后，扩散
效应对米式动力学常数的影响（图 ５）．对于游离

图５酶固定化对米式动力学常数的影响［２２］

Ｆｉｇ．５ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｅｐｌｏｔｆｏｒＢ．ｓｕｂｔｉｌｉｓｎｅｕｔｒａｌｐｒｏｔｅａｓｅ
ｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｃａｓｅｉｎａｔｅａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅ

Ｔｈｅｃｕｒｖａｔｕｒｅｉｎｐｌｏｔｆｏｒｔｈｅｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｍａｓｓｔｒａｎｓｆｅｒｅｆｆｅｃｔ

○○：ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅ，Ｋｍ＝３．３×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ，

●●：ｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ，Ｋｍ＝６．２×１０
－６ｍｏｌ／Ｌ［２２］

酶，１／ｖ对 １／Ｓ作图为一直线，Ｋｍ ＝６．２×１０－６

ｍｏｌ／Ｌ；而对于固定化酶，由于受传质的扩散效应
影响，则变为一条曲线，ｋｍ＝３．３×１０－５ｍｏｌ／Ｌ．
２．５酶的可贮存性

酶的可储存性对于酶的应用十分重要，酶在连

续反应时的稳定性，是决定固定化酶能否在工业上
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应用的重要因素之一．据报道，有些固定化酶，经
过贮存，可以提高活性，有的则会使酶活性下降．
有的酶可贮存数月，活性不降，有的酶短期储存，

活性就很快下降．用无机载体制备的固定化酶，比
用有机载体制备的贮存性能要好，而在无机载体固

定化法中，又以偶氮基团连接的方法最好．但用有
机载体制备固定化酶，其贮存性能也有相当稳

定的．
２．６蛋白质工程与基因重组

近年来，生物技术的迅速发展，对酶的生产和

利用产生了重大影响．早期发展起来的化学修饰和
固定化技术，已不能满足酶化学和和酶工程发展的

需求．蛋白质工程和基因重组技术，使人们在很大
程度上摆脱了对天然酶的依赖，特别是当获取天然

酶蛋白极其困难时，ＤＮＡ重组技术更显示出其独特
的优越性．近十年来，基因工程的发展使得人们可
以较容易地克隆各种各样的天然酶基因，使其在微

生物中高效表达，并通过发酵进行大量生产．运用
基因工程技术可以改善原有酶的各种性能，如提高

酶的产量、增加酶的稳定性、根据需要改变酶反应

的温度适应范围、提高酶在有机溶剂中的反应效率

和稳定性、使酶在提取和应用过程中更容易操作

等．运用基因工程技术，也可以将有害的、未经权
威机构鉴定的微生物或生长缓慢的动植物酶基因，

克隆到安全的、生长迅速的、产量很高的微生物体

内，改由基因工程微生物来生产．运用基因工程技
术还可以通过增加酶的基因拷贝数，来提高微生物

的产酶数量．例如，通过基因工程手段，ＤＮＡ重组
等，来改变酶蛋白的基本结构，强化酶在某方面的

功能特性，这一方法已在酶制剂生产中成功应用．
此外，人们还可以在分子水平上对酶的进行修饰，

从而使酶的热稳定性，催化活性获得提高．根据蛋
白质结构理论，有些蛋白质立体结构实际上是由一

些结构元件组装起来的，而且它们的各种功能也与

这些结构元件相对应．因此，如果想对这些蛋白质
功能元件进行分解或重组来获得具有单一或复合功

能的新蛋白质，就可以通过分子裁减的方法来实

现．也就是对这些蛋白质功能元件的一级结构进行
分解或重组，而无须从空间结构的角度上考虑．同
样，对于一些功能和特性仅仅由蛋白质一级结构中

某些氨基酸残基的化学特性所决定的酶，也可不经

过以空间结构为基础的分子设计，直接改变或者消

除这些侧链来改变它们的有关功能或特性．但是，

当这些残基的改变从空间结构上影响其它有关功能

时，就必须对取代残基仔细选择或筛选．如枯草芽
孢杆菌的蛋白酶，它具有氧化不稳定性，有一个容

易被氧化的甲硫氨酸残基，位于活性中心２２２位．
当被１９种氨基酸替代后，大部分突变型酶的氧化
稳定性都得到了明显的提高，但它们的活力都有不

同程度的下降．因此，对这类蛋白酶的改造往往要
经仔细的分子设计，才能实施．酶蛋白的另一种改
造方法是对随机诱变的基因库进行定向的筛选和选

择，使用这种方法的前提是必须有一个目的基因产

物的高效检测筛选体系．如枯草杆菌蛋白酶是一种
胞外碱性蛋白酶，在培养基中加入脱脂牛奶，就可

通过观察培养皿中蛋白质水解圈的有无或大小来筛

选蛋白酶基因阳性或表达强的菌落，然后选择所需

的菌落，测定相应的ＤＮＡ序列，找出突变位点．目
前酶蛋白质工程主要集中在工业用酶的改造，因为

工业用酶有较好的酶学和晶体学研究基础，酶的发

酵技术（包括诱变技术和筛选方法）也比较成熟，而

且其微生物的遗传工程发展较好，其次工业酶无须

进行医学鉴定，能很快地投入使用．如用作洗衣粉
添加酶的枯草杆菌蛋白酶，是一种天然的丝氨酸蛋

白酶，它能够分解蛋白质，使衣服上的血迹和汗渍

等很容易洗掉．但这种酶一般比较脆弱，在漂白剂
的作用下容易被破坏而失去活性，原因是２２２位的
甲硫氨酸容易被氧化成砜或亚砜．现在利用蛋白质
工程技术，用丝氨酸或丙氨酸替代后，酶的抗氧化

能力大大提高，可在０．５ｍｏｌ／Ｌ的过氧化氢溶液中
停留１小时而活性丝毫未损，这样便可与漂白剂混
合使用．可以预见生物工程技术的发展和酶固定化
技术可以相互补充，共同发展对酶在工业领域的应

用必将起到更大的推动作用［２３］．

３固定化酶的评价指标
游离酶被固定化以后，酶的催化性质也会发生

变化．为考察它的性质，可以通过测定固定化酶的
各种参数，来判断固定化方法的优劣及固定化酶的

实用性，常见的评估指标有以下几项．
３．１相对酶活力

具有相同量蛋白的固定化酶与游离酶活力的比

值称为相对酶活力，它与载体结构、颗粒大小、底

物分子质量大小及酶与载体的结合效率有关．
３．２酶活力回收率

固定化酶的总活力与用于固定化的酶的总活力
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之比称为酶的活力回收率．将酶进行固定化时，总
有一部分酶没有与载体结合在一起，测定酶的活力

回收率可以确定固定化的效果．一般情况下，活力
回收率应小于１；若大于１，可能是由于固定化活细
胞增殖或某些抑制因素排除的结果．
３．３固定化酶的半衰期

即固定化酶的活力下降为初始活力一半所经历

的时间，用ｔ１／２表示，它是衡量固定化酶操作稳定性
的关键．其测定方法与化工催化剂半衰期的测定方
法相似，可以通过长期实际操作，也可以通过较短

时间的操作来推算［２４］．

４固定化酶的应用
以应用为目的并在应用中不断完善和发展是酶

固定化研究的鲜明特色．目前已能制备多种高活性
和高稳定性的固定化酶，随着应用范围的不断扩

大，固定化酶已在常用的固体催化剂中占有重要地

位．对固定化酶反应机理及工艺与工程的研究，已
引起酶化学与工程以及催化反应与工程领域科技工

作者的极大兴趣．和传统多相催化过程相比，在催
化反应工艺中采用固定化酶，可以使反应在常温常

压下进行，从而节省投资和能量消耗，并使反应流

程得到简化．除大宗化学品的生产以外，固定化酶
已广泛应用于医药，食品，轻工等领域，在精细有

机合成、临床分析和微量有害物质检测方面的应用

也在不断扩展．和传统均相反应过程相比，使用固
定化酶，不但有利于催化剂和产物的分离以及酶的

循环使用，而且可以使间歇过程变为连续反应，易

于实现自动化．采用自动化、连续化生产，不仅可
以扩大生产能力、降低物耗，还可以简化精制工

艺，对酶在化工过程中的应用十分有利．正是由于
这一点，固定化酶在有机合成化学中的应用，和均

相多相化催化反应过程一样，正处在研究与过程开

发的活跃阶段［２５］．
４．１食品工业

酶固定化在食品工业中的应用是早期发展起来

的一个传统领域．其中最有名的，也是规模最大的
过程，就是采用固定化葡萄糖异构酶，从葡萄糖生

产高果糖浆．其它还包括采用固定化乳糖酶去除牛
乳中的乳糖、采用固定化脂肪酶通过转酶反应生产

可可油替代品、采用固定化耐热蛋白酶制造甜味

剂天冬甜精，以及应用固定化 Ｌ天冬酶从富马酸
铵生产天冬氨酸等［２６］

４．２医学和临床分析
药用酶可通过固定化提高其稳定性及缓释性、

并可除去免疫原性［２７］．前列腺素衍生物是药物在
２０世纪的重要发现之一，用大孔径 Ｎ聚氨乙基丙
烯酰胺为载体，使前列腺素合成酶固定化，合成前

列腺素衍生物 Ｅ１，显示出良好的活性及贮存稳定
性［２８］．微囊固定化过氧化氢酶具有良好的酶活性
及稳定性，在临床检测及卫生防疫方面具有广泛用

途［２９］．葡聚糖磁性纳米微粒固定化 Ｌ２天冬酰胺
酶，具有通过血液注射治疗急性淋巴白血病的医用

前景［３０］．固定化酶在临床分析中已得到应用，如，
ＳＢＡ一４ＪＤ型尿素氮葡萄糖分析仪的关键部件，是
由三种酶复合而成的固定化酶膜圈，将它装配在过

氧化氢电极上，可以通过血液或尿液中尿素的变

化，检测运动后的疲劳程度．萤火虫荧光素酶（ｆｉｒｅ
ｆｌｙｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）可以用来检测三磷酸腺苷（ＡＴＰ）的含
量．三磷酸腺苷是所有生物能量的贮备形式，也是
细胞代谢活动的能量来源，又是萤火虫荧光素酶催

化的发光反应中不可替代的专一性底物．如果保持
萤火虫荧光素中氧和酶的数量恒定，则荧光强度与

ＡＴＰ浓度呈正相关．换言之，借助荧光素发光反应
中ＡＴＰ和荧光强度之间精确的数量关系，就能快速
而准确地监测生物体因生理状态、疾病、细胞数量

变动等原因导致的ＡＴＰ含量变化．因此，发展基于
萤火虫荧光素酶的生物传感器在医学等诸多领域有

着现实的和潜在的应用前景［３１］．
４．３环境保护

固定化酶一个很大的用途是处理废水中一些有

毒有害物质，防止污染．其中漆酶的固定化应用较
为广泛，酚类化合物是废水中一类常见的高含量污

染物，漆酶可以催化氧化酚类化合物，而且不用加

入过氧化物酶［３２］．在废水处理中，由于组分复杂而
且经常变化，利用单一的固定化酶，很难收到好的

处理效果．因此，要用多酶固定化体系组合处理，
才能使有机物完全矿化和保持无害稳定排放．如德
国有人将九种对硫磷农药降解具有活性的酶，共价

组合固定在多孔玻璃珠和硅胶上制成固定化酶，填

充到柱状反应器中，处理含硫磷农药废水，可获得

９５％以上的处理效果．连续工作７Ｏ天酶的活性没
有变化．说明多种酶的组合协同作用，优于单一酶
固定化的效果［３３］．日本有人用固定化的淀粉酶处
理淀粉废水和造纸废水．美国科学家则报道了二氧
化硅凝胶为载体的固定化酶传感器可以监测大气中
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二氧化碳的含量变化［３４］．
４．４生物传感器

生物传感器是利用生物物质作为识别元件将被

测物的浓度与可测量的电信号关联起来的装置．生
物传感器中研究最多的是酶传感器［１０，３５～３６］，其核

心技术也是酶的固定化．Ｃｈｅｎ等将高聚物聚乙二
醇二缩水甘油醚、聚丙烯酰胺、聚丙烯酸等做成薄

膜，用薄膜将葡萄糖氧化酶固定在金电极上，通过

检测电信号可以测定血液中的葡萄糖含量［３７］．通
过烷基硫醇结构的自组装，在金电极上形成一层薄

膜，利用硫碳酸的静电吸引，可将 Ｄ果糖脱氢酶、
Ｄ葡萄糖脱氢酶及Ｌ乳糖脱氢酶固定化，研制成果
糖生物传感器［３８］．宋正华等将具有分子识别功能
的β葡萄糖甙酶和发光胺，分别固定在壳质胺和大
孔阴离子交换树脂的填充柱中，组成流动注射系

统．苦杏仁甙在 β葡萄糖甙酶催化下分解生成的
ＣＮ－与溶解氧反应，生成超氧阴离子自由基，继而
同发光胺反应产生化学发光．因为发光强度与苦杏
仁甙的含量在１～２００μｇ之间呈现良好线性关系，
从而可以方便地确定苦杏仁甙的含量．检出限度为
０．３μｇ，相对标准偏差为３．１％，并具有良好的选
择性．每次测定时间为２分钟，β葡萄糖甙酶柱寿
命为６个月，Ｌｕｍｉｎｏｌ柱可使用２００次以上［３９］．

随着人们对纳米粒子研究的深入，将纳米材料

作载体的固定化酶用于生物传感器的研制也有很多

报道．例如，将葡萄糖氧化酶固定到纳米颗粒上能
够增加酶的催化活性，提高电极的响应电流．首先
是纳米颗粒可增强葡萄糖氧化酶在载体表面的固定

化强度；其次是对酶分子有取向作用，使其功能有

所改善；第三，由于金、铂纳米颗粒具有良好的导

电性和宏观隧道效应，可以作为固定化酶之间、固

定化酶与电极之间有效的电子传递体，从而使得葡

萄糖氧化酶的氧化还原中心与铂电极间，通过金属

颗粒进行电子转移成为可能，酶与电极间可以近似

看作是一种由“导线”连接的通道．这样就有效地提
高了传感器的电流响应灵敏度［４０］．又如唐芳琼
等［４１］用纳米憎水ＳｉＯ２颗粒、憎水Ａｕ、亲水Ａｕ颗粒
等组成复合固酶膜基质，用溶胶凝胶法固定葡萄
糖氧化酶制成生物传感器，大大提高了固定化酶的

催化活性．并且可以使响应电流从几十纳安增加到
几千纳安．
４．５有机合成

Ｙｏｏｎ等报道了将尼龙６粉末悬浮在二氯甲烷

和乙氧基四氟硼酸盐中，先后与甲醇聚１，２亚乙
基亚胺戊二醛反应，最后将半乳糖苷酶固定在这种

活性载体上，他们利用这种固定化酶合成了Ｎ乙酰
基乳糖胺．尽管这种固定化酶反应比自由酶的产率
低，但经过反复使用多次，酶的活性在较长时间内

也不会下降，从而展示了很好的应用前景［４２］．把脱
乙酰酶固定在 ＤＥＡＥ纤维素树脂上，可以催化１０
脱酰浆果赤霉素生成浆果赤霉素．优点是反应的专
一性高，从而不需要再保护反应物７位的羟基，产
率可以达５１％［４３］．应国清等以纸纤维为载体，对
硫酸酯乙砜基苯胺为活化剂，以共价偶联法制备的

固定化胰蛋白酶，可去除公鸡冠浸提液中的结合蛋

白，制备高纯度的玻璃酸［４４］．刘立建等用多孔硅球
固定化胰凝乳蛋白酶拆分 Ｄ，Ｌ苯丙氨酸甲酯获得
Ｌ苯丙氨酸，拆分收率 ９２．３％ ，光学纯度为 ９６．
２％［４５］．可见生物酶由于其反应的专一性，能高效
地实现一些化学方法难以完成的反应，并且固定化

的酶容易与反应物分离，反应条件温和，展示了广

阔的应用前景．

５结　　语
综合分析固定化酶制备因素和性能的关系，怎

样才能成功地设计和制备出性能优异的固定化酶

呢？随着研究工作的不断深入和进展，人们越来越

多地把注意力集中在载体的选择，酶与载体结合后

所处微环境的变化，特别是各种物理化学因素对反

应的最适温度、最佳 ｐＨ范围，以及米氏动力学常
数Ｋｍ的影响．正是这些本质性因素的变化，决定
了固定化酶的活性、选择性和稳定性．尽管设计和
制备最佳固定化酶的方法仍然不得不更多地依赖于

实践经验，但根据酶和载体的结构因素以及目标反

应的特点和要求，深入研究酶与载体的结构、性质

及其相互作用，细心控制固定化酶制备中的各种物

理化学因素，不断总结规律仍是十分关键和必要

的［４６～５０］．
近年来酶的固定化及应用研究已得到长足进

展，开发新型固定化技术、改进传统固定化方法是

酶固定化研究的主要趋势．生物技术，特别是蛋白
质工程和基因重组等分子生物学技术的发展和酶固

定化技术可以相互补充，必将对固定化酶在环境保

护、食品工业、生物传感器、有机合成等领域的应

用起到更大的推动作用［５１～５４］．
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