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碳酸酐酶固定化研究进展

刘文芳，魏利娜

（北京理工大学 化工与环境学院，北京１０００８１）

摘要：近年来，碳酸酐酶（ＣＡ）在ＣＯ２捕集领域的应用引起人们极大的兴趣．然而，由于价格昂贵，游离酶在使用
时活性易受到多种环境因素的影响，稳定性较低且不易回收，因此有必要对ＣＡ固定化．综述了近十多年来ＣＡ固
定化的研究进展，并根据载体的种类进行划分，分别总结了高分子材料、无机材料、聚合物无机复合材料、纳米
材料固定化ＣＡ的酶来源、固定化方法、载体材料、酶活、反应动力学参数和稳定性数据，并介绍了固定化ＣＡ应
用于反应器的研究进展．最后，指出了不同类型载体材料的优缺点，提出了固定化ＣＡ的未来发展方向．
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　　碳酸酐酶（ＣＡ，ＥＣ４．２．１．１），也被称为碳酸盐
脱水酶或碳酸盐裂合酶，是一种能快速、高效催化

ＣＯ２水合反应的低能耗含锌金属酶，广泛存在于动
物、植物和微生物中［１－２］．根据ＣＡ酶蛋白的氨基酸
序列的不同，人们将ＣＡ分为α、β、γ、δ、ε５种不
同类型［３］，研究主要集中在与人类关系密切的 α
ＣＡ和βＣＡ上，两者在氨基酸序列上存在６０％的
同源性［４－６］．所有动物来源的 ＣＡ都属于 α类型，
哺乳动物几乎所有组织中都含有参与机体多种生命

活动的αＣＡ．目前的研究表明，αＣＡ至少存在１４
种不同的同工酶，其中催化ＣＯ２水合效率最高、研
究也最为透彻的是ＣＡＩＩ［７－８］．单纯的ＣＯ２水合过程
是十分缓慢的，一级反应速率常数仅为５×１０－２ｓ－１，
但在 ＣＡＩＩ催化下，速率常数可提高到 １．６×１０６

ｓ－１［９］．这种性质不仅使它在体内酸碱平衡调节、离
子交换过程等方面作用显著［１０－１１］，在光合作用、钙

化作用、环境监测等过程中也发挥着积极的作

用［１２－１４］．近年来，ＣＡ在 ＣＯ２捕集领域的应用开始
逐渐崭露头角，引起了人们极大的兴趣．然而，ＣＡ
是一种相对昂贵且容易失活的生物催化剂，考虑其

应用的经济合理性，需要对其固定化以提高稳定

性、降低成本及便于回收．我们按照载体的类型进
行分类，综述了 ＣＡ在高分子材料、无机材料、聚
合物无机复合材料和纳米材料载体上固定化及其

应用于反应器的研究进展．

１高分子载体
高分子载体可以分为天然高分子和合成高分子

载体．
１．１天然高分子载体

天然高分子作为固定化酶载体，不仅原料易

得、价格低廉、机械性能较好、化学性能稳定，且

具有可生物降解、固定化酶效率高等诸多优点［１５］．
研究较多的有海藻酸钠、壳聚糖、琼脂糖凝胶以及

复合载体等．
Ｙａｄａｖ等［１６］用包埋法将 ＣＡ固定到 ３种粒径

（约为１．９６、２．７４和３．７１ｍｍ）的海藻酸钠微球中，
用ＷＡ法［１７］测定酶活，并建立了以微球粒径为变

量的酶活模型．发现粒径最小的微球固定化酶活性
最高，为 ０．２８Ｕ／ｍｍ２，其它两种分别为 ０．１０和
０．０３Ｕ／ｍｍ２．固定化ＣＡ最适温度比游离酶提高了
约 １０℃，并显示出良好的操作稳定性．Ｏｖｉｙａ
等［１８－１９］将从ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＶＳＧ４和Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＭＯ１中分离纯化出的 ＣＡ（这里简写为 ＢＣＡ和
ＥＣＡ）包埋到壳聚糖海藻酸钠聚电解质复合物微
球（ＣＡＰＥＣ）中，用催化乙酸对硝基苯酯水解法
（ｐＮＰＡ法）［９］测定酶活，ＥＣＡ和 ＥＣＡ／ＣＡＰＥＣ
的Ｋｍ分别为１８．２６和１９．１２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ值分别
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为４３４．７８和４１６．６６μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍｇ；游离酶和固定
化酶在３７℃的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ为８．２）中保存
２ｈ后，活性基本保持不变；在４℃时保存２８ｄ后，
游离酶完全失活，固定化酶活性无损失；ＢＣＡ／ＣＡ
ＰＥＣ在 ５０ｄ后，活性仅损失了 ７％，ＥＣＡ／ＣＡ
ＰＥＣ在４０ｄ后活性损失了１９％；酶经过固定化后，
在一定程度上，对ＣＡ活性有促进作用的金属离子
促进性增强，有抑制作用的金属离子的抑制性减

弱．Ｂｏｎｄ等［２０－２１］用吸附法将 ＣＡ固定在壳聚糖海
藻酸钠微球（１∶１０）上，发现在固定化过程中控制
ｐＨ为２．０时，酶的损失量最小，只有９％；ｐＨ为
５．０时，酶损失超过 ２８％，但稳定性增加．高伟
芳［２２］以海藻酸钠聚乙烯醇（ＰＶＡ）为载体，采用包
埋交联耦合法对 ＣＡ进行固定化，进行 ６次催化
ｐＮＰＡ的水解反应后，可保持３８．８％的相对酶活．
Ｐｒａｂｈｕ等［２３］通过静电作用分别将短小芽孢杆菌

细胞（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）和从这种细胞中提取纯化的
ＣＡ固载在壳聚糖ＮＨ４ＯＨ微球、海藻酸钠壳聚糖
（４∶３）多层微球和海藻酸钠微球３种不同的载体
上，用ｐＮＰＡ法来表征酶的催化活性．固定化细胞
的酶活分别为４２、３６和３０．５Ｕ／ｍＬ，均高于游离态
的细胞活性（２７．１５Ｕ／ｍＬ）；纯化的ＣＡ固定化后的
酶活分别为４７．５、３５．１和３８．２Ｕ／ｍＬ，游离酶则为
５９．４Ｕ／ｍＬ．其中，壳聚糖ＮＨ４ＯＨ微球因表面携带
大量羟基增大了载体表面的亲水性，有利于细胞和

纯化ＣＡ的吸附，固定化效果最好．纯化ＣＡ还被固
定在壳聚糖ＮＨ４ＯＨ氧化铝碳复合微球上，游离酶
和固定化酶的动力学常数Ｋｍ分别为１．８９和１０．３５
ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ均为 ０．９９μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍＬ，相比壳聚
糖ＮＨ４ＯＨ微球来说，壳聚糖ＮＨ４ＯＨ氧化铝碳复
合微球具有较大的比表面积，有利于增加酶的固载

量，Ｖｍａｘ也增大；４℃下磷酸盐缓冲液中贮存２５ｄ
后，固定化酶的活力为最初活力的５０％，４个循环
反应后可保持其最初活力的５０％［２４］．而比较从Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ和 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓｌｙｌａｅ
３种不同菌属中提取的 ＣＡ，用吸附法固定到经３
氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）和表面活性剂溴化
十六烷基三甲胺（ＨＤＴＭＢｒ）改性的壳聚糖微球上，
发现从Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ提取出来的 ＣＡ的 ＣＯ２水
合能力最高，在－２０℃时半衰期为３０ｄ，贮存稳定
性大大提高［２５］．Ｗａｎｊａｒｉ等［２６］也研究了从 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ提取的ＣＡ吸附固定在壳聚糖ＮＨ４ＯＨ微球
之后的动力学参数．游离酶和固定化酶的 Ｋｍ依次

为０．８７和２．３６ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ依次为０．９３和０．５４
μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍＬ，出现Ｋｍ增高、Ｖｍａｘ降低的原因可能
是固定化使酶的构象发生改变．对比其半衰期，在
－２０℃贮存时，固定化酶为２１６ｈ，游离酶为１９２ｈ；
而在２５℃时，固定化酶的半衰期为４５６ｈ，游离酶
则为４０８ｈ．

Ｃｈａｎｄｒａ等［２７］从羊血液中提取纯化 ＣＡ，通过
Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）共价结合在琼脂糖凝胶
上，用ｐＮＰＡ法测酶活，按照固定化前后酶活差异
计算固定化效率，其固定化效率高达８３％．游离酶
和固定化酶的Ｋｍ值分别为８０和５０ｍｍｏｌ／Ｌ，固定
化ＣＡ在８０℃时酶活性最高，最佳反应温度比游离
酶高１０℃．ＣＡ分子中折叠区域有很多疏水位点，
当温度超过６３℃后，ＣＡ就会展开，其疏水位点暴
露出来后与疏水性载体通过分子间作用力结

合［２８－２９］．Ａｚａｒｉ等［３０］
利用这种特性，首先将 ＣＡ的

缓冲液在６５℃加热１５～１２０ｍｉｎ，然后再快速转移
到４℃环境下放置１ｈ，再用吸附法将经过热变性
后的ＣＡ固定在十六烷基琼脂糖凝胶上，所得固定
化酶的热稳定性得到显著提高，在６０℃加热２ｈ后
还能保持８０％以上的相对活性．操作稳定性也有明
显改善，在４℃和２５℃的填充床反应器中连续反
应５０ｍｉｎ后，仍能分别保持 ９０％和６０％以上的相
对活性．这种ＣＡ热变性复性的方法虽然大大提高
了酶的热稳定性，但是在热变性过程中也导致酶分

子之间通过疏水作用而团聚，从而造成一定的酶活

损失．另外，烷基链的长度对其与 ＣＡ疏水位点相
互作用有一定程度的影响［３１］．

表１综合比较了近十几年来 ＣＡ在天然高分子
载体上固定化的主要文献报道，列出了酶的来源、

固定化方法、载体材料、酶活、反应动力学参数和

稳定性数据．
１．２合成高分子载体

由于合成高分子材料的化学、物理性能都有很

大的可变性，从理论上来讲，可以作为任何一种酶

的固定化载体，而且它们相对于天然高分子来说，

对微生物的腐蚀具有更强的抵抗力［３２］．
聚丙烯酰胺（ＰＡＡｍ）水凝胶是常用的一种载体

材料，早在１９７７年，Ｒａｙ等［３３］就曾尝试将 ＣＡＩＩ包
埋在ＰＡＡｍ凝胶里，用ｐＮＰＡ法测酶活，固定化和
游离酶的 Ｋｍ分别为５．６和５．９ｍｍｏｌ／Ｌ，最适 ｐＨ
值分别为７．７和８．０．固定化提高了酶对磺胺类抑
制剂的耐受性，当磺胺的浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，游
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表１天然高分子载体固定化ＣＡ的文献总结
Ｔａｂｌｅ１ＳｕｍｍａｒｙｏｎＣＡｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎｎａｔｕｒａｌｐｏｌｙｍｅｒ

Ｅｎｚｙｍｅ
ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｕｐｐｏｒｔ
ｍａｔｅｒｉａｌ

Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｂｏｖｉｎｅ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ Ａｌｇｉｎａｔｅｂｅａｄ
（１．９６，２．７４
ａｎｄ３．７１ｍｍ）

Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄＣＡｗｅｒｅ０．２８，
０．１０ａｎｄ０．０３Ｕ／
ｍｍ２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

— Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｏｆｉｍｍｏｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｗａｓ
１０℃ ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｆｒｅｅ
ｅｎｚｙｍｅ．

［１６］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ＶＳＧ４

Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ Ｃｈｉｔｏｓａｎａｌｇｉ
ｎａｔｅ ｐｏｌｙｅ
ｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ

— — ＳｔｏｒｅｄｉｎＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．２）
ｂｕｆｆｅｒａｔ３７℃ ｆｏｒ２ｈ，ｔｈｅａｃ
ｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅ
ＣＡ ｋｅｐｔ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ． Ａｆｔｅｒ
ｓｔｏｒｅｄｆｏｒ２８ｄａｙｓａｔ４℃，ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｗａｓ
ｃｏｎｓｔａｎｔｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｔａｌｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ９３％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙａｆｔｅｒ５０ｄａｙｓ．

［１８］

Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏ
ｌｉＭＯ１

Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ Ｃｈｉｔｏｓａｎａｌｇｉ
ｎａｔｅ ｐｏｌｙｅ
ｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ
ｃｏｍｐｌｅｘ

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡｗｅｒｅ１９．
１２ａｎｄ１８．２６ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ Ｖｍａｘ
ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ４１６．６６ａｎｄ
４３４．７８ μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍｇ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ＳｔｏｒｅｄｉｎＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．２）
ｂｕｆｆｅｒａｔ３７℃ ｆｏｒ２ｈ，ｔｈｅａｃ
ｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅ
ＣＡ ｋｅｐｔ ｕｎｃｈａｎｇｅｄ． Ａｆｔｅｒ
ｓｔｏｒｅｄｆｏｒ２８ｄａｙｓａｔ４℃，ｔｈｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｗａｓ
ｃｏｎｓｔａｎｔｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｔａｌｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ８１％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙａｆｔｅｒ４０ｄａｙｓ．

［１９］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ
ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ

ＡｌｇｉｎａｔｅＰＶＡ — — ＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ３３％
ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ６ｒｅ
ａｃｔｉｏｎｃｉｒｃｌｅｓ．

［２２］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ

Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｃｈｉｔｏｓａｎ
ＮＨ４ＯＨ，ａｌｇ
ｉｎａｔｅｃｈｉｔｏｓａｎ
ａｎｄ ａｌｇｉｎａｔｅ
ｂｅａｄ

Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏ
ｂｉｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ
ｗｅｒｅ４７．５，３５．１，
３８．２ａｎｄ５９．４Ｕ／
ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

— — ［２３］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ

Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｃｈｉｔｏｓａｎ
ＮＨ４ＯＨａｌｕ
ｍｉｎａｃａｒｂｏｎ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
ｂｅａｄ

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
１０．３５ａｎｄ１．８９ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＶｍａｘｖａｌ
ｕｅｓｗｅｒｅ０．９９ａｎｄ０．９９
μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．

Ｓｔｏｒｅｄｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔ
４℃，ｔｈｅｔ１／２ ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ＣＡｗａｓ２５ｄａｙｓ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ５０％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ４ｒｅａｃｔｉｏｎｃｉｒｃｌｅｓ．

［２４］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ

Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｃｈｉｔｏｓａｎ 
ＮＨ４ＯＨｂｅａｄ

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
２．３６ａｎｄ０．８７ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＶｍａｘｖａｌ
ｕｅｓｗｅｒｅ０．５４ａｎｄ０．９３
μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．

Ｓｔｏｒｅｄａｔ－２０℃，ｔｈｅｔ１／２ｏｆ
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡｗｅｒｅ
２１６ａｎｄ１９２ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ４５６ａｎｄ４０８ｈ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｔ２５℃．

［２６］

Ｓｈｅｅｐ Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅｇｅｌ Ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ
８３％．

ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄＣＡｗｅｒｅ５０ａｎｄ８０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔａｃｔｉｖｉｔｙａｔ８０℃，ａｎｄ
ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａ
ｔｕｒｅｗａｓ１０℃ ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔ
ｏｆｆｒｅｅｅｎｚｙｍｅ．

［２７］

４８１ 　　　　　　　　　　　　　　分　　子　　催　　化　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３０卷　



续表１

Ｅｎｚｙｍｅ
ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｕｐｐｏｒｔ
ｍａｔｅｒｉａｌ

Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｂｏｖｉｎｅ Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ Ｏｃｔｙｌ， ｄｏｄｅ
ｃｙｌｏｒｐａｌｍｉｔｙ
Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄＣＡｗｅｒｅ０．５３，０．３１
ａｎｄ０．２１ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｓｔｏｒｅｄｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｉｎ
ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＳＣＮ）ｆｏｒ１ｈ，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ９５％，７０％ ａｎｄ
７０％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ６５℃，
ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅｍａｉｎｅｄ
７０％，６０％ ａｎｄ４０％ ｏｆｔｈｅｉｎ
ｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

［３１］

　　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔａｂｌｅ

离酶完全失活，而固定化酶仍能保持４０％的活性；
固定化酶在８０℃加热９０ｍｉｎ后，还具有５０％的活
性，而在相同条件下，游离酶已彻底失活．张亚涛
等［３４－３５］利用原位聚合制备了水滑石含量分别为１％、
２％和３％的聚（丙烯酸丙烯酰胺）／水滑石（ＰＡＡ
ＡＡｍ／ＨＴ）纳米复合水凝胶，然后将 ＣＡ包埋其中，
酶的热稳定性和储存稳定性提高，用ＷＡ法测定其
ＣＯ２水合活性，分别为１９３７、２００２和２０６６Ｕ／ｍｇ，
游离酶则为２２７３Ｕ／ｍｇ．适量水滑石的加入可以明
显改善凝胶的吸水性能，然而，当水滑石含量超过

３％，会对ＣＡ的固载量和酶活造成一定影响．在原
位包埋ＣＡ的过程中添加ＮＨＳ和二环己基碳二亚胺
（ＤＣＣ），使得酶与水凝胶之间形成共价连接，与物理
包埋的水凝胶相比，载酶量可从２．８ｍｇ／ｇ提高到
４．６ｍｇ／ｇ，酶活分别约为１１５５、１３９１、１７４６Ｕ／ｍｇ；
包埋共价耦合固定化 ＣＡ在５０℃的缓冲液中加热
１ｈ后还能保持８０％的相对活性，而物理包埋的ＣＡ
只能保持６５％的活性．

静电纺丝制备的聚合物纤维具有高的比表面

积，因而能够提高酶的固载量，且易操作、易回收．
崔建东等［３６］用原位包埋法在静电纺丝过程中将ＣＡ
固定到聚氨酯中空纤维内，ｐＮＰＡ法测得固定化后
酶活回收率为４０％，固定化ＣＡ的热稳定性和操作
稳定性显著增强，受Ｃｕ２＋和Ｆｅ３＋等金属离子的抑制
作用大幅度降低．Ｓａｈｏｏ等［３７］用静电纺丝技术制备

聚乳酸（ＰＬＡ）纤维膜，然后分别用氧化石墨烯
（ＧＯ）和ｎＭＯＦ（一种用 Ｚｎ盐和２氨基对苯二甲酸
合成的具有纳米金属有机框架的物质）对ＰＬＡ表面
改性后制成 ＧＯ／ＰＬＡ和 ｎＭＯＦ／ＰＬＡ．ＣＡ以物理吸
附的方式固定到 ＰＬＡ上，以吸附共价耦合的方式
分别固定在 ＧＯ／ＰＬＡ和 ｎＭＯＦ／ＰＬＡ上，与 ｎＭＯＦ
反应时添加了１％的戊二醛（ＧＡ）．用 ｐＮＰＡ法测

其活性，游离酶和３种固定化 ＣＡ的 Ｋｍ值分别为
６．８４、９．６５、１２．２８、１４．６６ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｋｃａｔ／Ｋｍ值分别
为９３７．５５、７８６．６４、６９５．７９、６７１．７４Ｍ－１·ｓ－１；相
对于 游 离 酶，固 定 化 酶 活 分 别 为８３．９０％、
７４．２１％、７１．６３％；７０℃下反应，游离酶和３种固
定化酶的酶活分别为初始值的２２．７％、４７．１％、
５５．９％和５１．３％；固定化酶重复利用１０次后，分
别可保持４３．７％、７８．９％和６９．３％的酶活，这是因
为前者较后两者来说，酶流失较为严重．

Ｊｏｅｌ等［３８］采用水等离子处理技术在聚甲基戊

烯（ＰＭＰ）的中空纤维膜表面引入羟基，再以 ＣＮＢｒ
为活化剂将 ＣＡ偶联到 ＰＭＰ表面．结果表明，ＣＡ
在膜上的单层覆盖率为８８％，增加放电功率和辉光
照射时间对酶的固载量几乎没有影响；将固定化

ＣＡ用于血液中 ＣＯ２的脱除，ＣＯ２的去除率约为８
ｍＬ／ｍｉｎ／ｍ２，比不加ＣＡ时高７５％．王琴梅等［３９］采

用同样路线对同种材料进行改性，用ｐＮＰＡ法测其
活性，３７℃下磷酸盐缓冲液中保存１６ｄ后，游离
酶的保留活性仅为１０％，而固定化酶的保留活性为
３６％；与物理吸附法相比，ＰＭＰ表面共价结合的
ＣＡ在９次洗涤后，仍保留约４６％的活性，而物理
吸附的酶则完全丧失活性．Ａｒａｚａｗａ等［４０］则发现，

若将三乙醇胺（ＴＥＡ）与 ＣＮＢｒ一起使用，配比为
１．５∶１时得到的固定化酶活性为单独使用ＣＮＢｒ时
的３．３倍，这是因为ＴＥＡ能够催化反应生成活性较
高的氰酸酯［４１－４２］，从而增大ＣＡ固载量．

Ｏｚｄｅｍｉｒ等［４３］以端基为异氰酸酯的聚乙二醇预

聚物为前体，在合成聚氨酯（ＰＵ）泡沫的过程中，
利用ＣＡ分子上的氨基与异氰酸酯结合，将 ＣＡ交
联在了ＰＵ泡沫中．用 ｐＮＰＡ法测其活性，测得固
定化酶和游离酶的动力学参数 Ｋｍ分别为 ９．６和
１２．２ｍｍｏｌ／Ｌ，游离酶的 Ｋｃａｔ／Ｋｍ值为 ２．０２Ｍ
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ｓ－１；在４℃储存４５ｄ后，游离酶几乎完全失活，而
固定化酶仍能保持１００％的活性；将其用于 ＣＯ２的
水合反应，连续运行７个周期，没有损失任何活力．
原因在于ＰＵ疏松多孔的海绵状结构使酶能够充分
地接触到从孔中通过的 ＣＯ２并快速催化其进行水

合反应．
表２综合比较了近十几年来 ＣＡ在合成高分子

载体上固定化的文献报道，列出了酶的来源、固定

化方法、载体材料、酶活、反应动力学参数和稳定

性数据．

表２合成高分子载体固定化ＣＡ的文献总结
Ｔａｂｌｅ２ＳｕｍｍａｒｙｏｎＣＡｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐｏｌｙｍｅｒ

Ｅｎｚｙｍｅ
ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｕｐｐｏｒｔ
ｍａｔｅｒｉａｌ

Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｈｕｍａｎ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ ＰＡＡｍｇｅｌ — ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡｗｅｒｅ５．６
ａｎｄ５．９ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．

Ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡ
ｒｅｍａｉｎｅｄ５０％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃ
ｔｉｖｉｔｙ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｅａｌｌａｃ
ｔｉｖｉｔｙ．Ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ８０℃ ｉｎ
ｂｕｆｆｅｒ， ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ５０％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｅａｌｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙ．

［３３］

Ｂｏｖｉｎｅ

Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ ＰＡＡＡＡｍ／
ＨＴｎａｎｏｃｏｍ
ｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏ
ｇｅｌｓ（ＨＴｃｏｎ
ｔｅｎｔｏｆ１％，
２％，３％）

Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｗｅｒｅ８５．２％，８８．１％
ａｎｄ９０．９％，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｅｎ ｍｅａｓ
ｕｒｅｄｖｉａＷＡｍｅｔｈ
ｏｄ．

— Ｓｔｏｒｅｄａｔ５０℃ ｉｎＴｒｉｓＨＣｌ
ｂｕｆｆｅｒ， ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ６５％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙａｆｔｅｒ１ｈ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｅ
ａｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ．

［３４ －
３５］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ
ｃｏｖａｌｅｎｔ

ＰＡＡＡＡｍ／
ＨＴｎａｎｏｃｏｍ
ｐｏｓｉｔｅ ｈｙｄｒｏ
ｇｅｌｓ（ＨＴｃｏｎ
ｔｅｎｔｏｆ１％，
２％，３％）

Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｗｅｒｅ５０．８％，６１．２％
ａｎｄ７６．８％，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ， ｗｈｅｎ ｍｅａｓ
ｕｒｅｄｖｉａＷＡｍｅｔｈ
ｏｄ．

— Ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ５０℃ ｉｎＴｒｉｓＨＣｌ
ｂｕｆｆｅｒ， ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ８０％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙａｆｔｅｒ１ｈ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｅ
ａｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ．

［３４］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｉｎ
ｎｉｎｇｏｆｐｏｌｙｕ
ｒｅｔｈａｎｅｈｏｌｌｏｗ
ｆｉｂｅｒ

Ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ
４０％．

— — ［３６］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ，
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｃｏｖａｌｅｎｔ

ＰＬＡ， ＧＯ／
ＰＬＡ，ｎＭＯＦ／
ＰＬＡ

Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｗｅｒｅ８３．９０％，７４．２１％
ａｎｄ ７１．６３％， ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
９．６５，１２．２８，１４．６６ａｎｄ
６．８４ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙ．ＴｈｅＫｃａｔ／Ｋｍ ｖａｌｕｅｓ
ｗｅｒｅ７８６．６４，６９５．７９，
６７１．７４ａｎｄ９３７．５５Ｍ－１

·ｓ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｒｅａｃｔｉｏｎａｔ７０℃ ｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｆｒｅｅ
ＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ４７．１％，５５．９％，
５１．３％ ａｎｄ２２．７％ ｏｆｔｈｅｉｎｉ
ｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ．ＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡ
ｒｅｍａｉｎｅｄ４３．７％，７８．９％ ａｎｄ
６９．３％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆ
ｔｅｒ１０ｃｉｒｃｌｅｓｒｅａｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．

［３７］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃａｌ
ｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ＰＭＰＨＦＭ

— — Ｓｔｏｒｅｄｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔ３７
℃，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ
ｒｅｍａｉｎｅｄ３６％ ａｎｄ１０％ ｏｆｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ３０ｄａｙｓ．

［３９］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃａｌ
ｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ＰＭＰＨＦＭ

Ｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｉｍｍｏ
ｂｉｌｉｚｅｄＣＡｗａｓ０．９９
Ｕ

— — ［４０］
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续表２

Ｅｎｚｙｍｅ
ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｕｐｐｏｒｔ
ｍａｔｅｒｉａｌ

Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｂｏｖｉｎｅ Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ ＰＵｆｏａｍ — ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡｗｅｒｅ９．６
ａｎｄ１２．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ＳｔｏｒｅｄｉｎＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒａｔ４
℃，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ
１００％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ
３０ｄａｙｓ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｔａｌｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ１００％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃ
ｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ７ｒｅａｃｔｉｏｎｃｉｒｃｌｅｓ．

［４３］

　　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔａｂｌｅ

２　无机载体
无机载体具有一些有机材料不具备的优点，如

稳定性好、机械强度高、不易被微生物所分解、耐

酸碱、成本低、寿命长等［１５］，用于固定化 ＣＡ的无
机载体有分子筛、氧化硅和氧化铝等．

与普通材料相比，介孔材料具有规则的孔道、

大的比表面积、极强的吸附性能、稳定的结构等特

点，使其作为固定化酶载体具有得天独厚的优势．
Ｖｉｎｏｂａ等［４４］分别采用交联法、共价结合法和吸附

法将ＣＡ固载在介孔分子筛 ＳＢＡ１５上，其中交联
法是先将ＳＢＡ１５与 ＣＡ的磷酸盐缓冲液作用１ｈ，
使 ＣＡ吸附在 ＳＢＡ１５表面，取出后再加入到含
０．１％ＧＡ的磷酸盐缓冲液中作用０．５ｈ，使 ＳＢＡ１５
表面的ＣＡ交联；共价结合法则是先用ＡＰＴＥＳ预处
理ＳＢＡ１５，在其表面引入氨基，再用 ＧＡ将 ＳＢＡ
１５／ＡＰＴＥＳ醛基化，然后再与 ＣＡ连接．用 ｐＮＰＡ
法测酶活，游离酶、交联法固定化酶、共价结合法

固定化酶和吸附法固定化酶的 Ｋｍ值分别为 ６．１、
６．３、５．９和５．８ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｋｃａｔ／Ｋｍ值分别为１２９．５１、
１２３．８１、９８．０３和 ６２．０７Ｍ－１ｓ－１；Ｋｃａｔ值分别为
０．７９、０．７８、０．５８和０．３６ｓ－１；重复利用１０次后，
固定化酶分别保持了约９５％、８５％和５０％的活性；
在２５℃下磷酸盐缓冲液中储存３０ｄ后，交联法固
定化酶与游离酶分别保持了约９５％和５５％的活性，
说明交联可大大提升酶的贮存稳定性．Ｆｅｉ等［４５］将

ＣＡ共价结合到用γ（２，３环氧丙氧基）丙基三甲氧
基硅烷（ＧＰＴＭＳ）改性后的ＳＢＡ１５上，用ｐＮＰＡ法
测定酶活，游离酶和固定化酶的 Ｋｍ值分别为２．４
和３．１ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｋｃａｔ／Ｋｍ值分别为 ８９６．４和 ７５７．４
Ｍ－１·ｓ－１；４℃下缓冲液中储存３０ｄ后，分别保持
了３０％和 ９１％的酶活；重复利用 ２０次后仍保持

８７％的活性．
Ｙｕ等［４６］使用吸附法将ＣＡ分别固定在ＣＯＯＨ、

ＳＯ３Ｈ和ＮＨ２功能化的介孔氧化硅（ＦＭＳ）、未功能
化的介孔氧化硅（ＵＭＳ）和普通的氧化硅（ＮＰＳ）上，
ＣＡ与载体间通过静电作用、氢键和亲水作用结合．
比较发现，在几种不同的功能基团中，ＣＯＯＨ功能
化的ＦＭＳ对酶蛋白具有很高的亲和力且酶固载量
高，活性好，２０％ＨＯＯＣＦＭＳ和２％ ＨＯＯＣＦＭＳ的
酶固载量分别为０．４９和０．４６ｍｇ／ｍｇ，酶活回收率
分别为６２％和４９％．再造酶表面的残基、增大酶的
固载量、改性 ＦＭＳ以改变与 ＣＡ的取向以及改变
ＣＯＯＨ与ＦＭＳ之间的碳链长度都可以调节酶活．

Ｗａｎｊａｒｉ等［４７］将 ＣＡ吸附固定到介孔硅铝酸盐
上，用ｐＮＰＡ法测定酶活，游离酶和固定化酶的
Ｋｍ值分别为０．８７６和０．１５８ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ值分别
为０．９３６和２．３０７μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍＬ，Ｋｃａｔ值分别为２．３
和１．９ｓ－１，２５℃下的半衰期分别为３６０和６００ｈ．
高伟芳［２２］以酸性氧化铝为吸附载体，ＧＡ为交联
剂，采用吸附交联耦合法对ＣＡ进行固定化，在循
环使用６次后，可保持４４．２％的酶活，在４℃磷酸
盐缓冲液中保存３０ｄ后，仍能保持８０％的活性，６０
ｄ后还能保持６０％以上的活性，而游离酶在相同条
件下的这一数值为６５．３％和２２．３％．张朝晖等［４８］

在ｐＨ为８．０和２５℃下将ＣＡ经ＧＡ共价固定到经
过ＡＰＴＥＳ烷基化改性的多孔玻璃（ＰＧ１０００４００，孔
径１００ｎｍ）上，载酶量为１４．７ｍｇ／ｇ，用 ｐＮＰＡ法
测定固定化酶活力为 １．３２Ｕ／ｇ，酶活回收率为
３３．４％，固定化和游离ＣＡ的Ｋｍ值分别为２５９×１０

４

和１１６×１０－４ｍｏｌ／Ｌ．
Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ等［４９］尝试用４种方法固定化 ＣＡ：

前两种是将 ＡＰＴＥＳ自聚在氧化的铁屑表面，分别
用ＤＣＣ和二羧酸连接ＣＡ（简称ＤＣＣ耦合和羧基耦
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合），第 ３种是将薄层玻璃涂覆在粒径 ０．４５０～
０．２８０ｍｍ的铁屑表面，然后通过ＣＮＢｒ连接ＣＡ（简
称ＣＮＢｒ耦合），第４种使用包埋交联耦合法将ＣＡ
固定在甲基丙烯聚合物上，即先通过甲基丙烯酸和

甲基丙烯酸间氟苯胺硝酸盐合成甲基丙烯酸（ＭＡ）
聚合物微球，将 ＣＡ包埋，然后加入 ＧＡ交联２ｈ，
使酶固定在微球表面（简称ＰＭＡ耦合）．用ＷＡ法
测定固定化酶活性，结果表明，这４种方法的固定
化效率在８５％～９８％，循环使用２０次后，ＤＣＣ耦
合和羧基耦合的酶活损失约 １０％，ＣＮＢｒ耦合和
ＭＡ耦合的酶活则损失了１８％．６５℃时，ＤＣＣ耦合
的酶失活最慢，ＰＭＡ耦合的酶失活最快．Ｌｖ等［５０］

将ＣＡ固定化到用十八烯酸改性后的磁性 Ｆｅ３Ｏ４微
球（粒径０．１８０～０．１５４ｍｍ）表面，用ｐＮＰＡ法测定
酶活，在载体用量为３ｍｇ／ｍＬ、酶用量为０．０１２ｍｇ／
ｍＬ、ｐＨ８．０、转速１００ｒｐｍ、３０℃下反应４ｈ的条件
下，固定化ＣＡ的酶活回收率最大（６９．２％），催化反
应进行１０次后仍能保持原有活性的５８．５％．

３　聚合物无机复合载体
传统的无机载体的结构不易调控，影响传质且

键合酶的能力差，但可与有机聚合物载体材料形成

互补体系．利用组成和结构可调控的有机聚合物对
传统无机载体材料改性修饰，制备兼具两者优良特

性的复合载体用于酶的固定化研究，受到了众多学

者的青睐［５１－５２］．
Ｍｅｒｌｅ等［５３－５４］通过电解沉积使氨丙基吡咯聚合

在高度多孔的碳管上，并通过控制电解沉积过程的

氧化时间来控制聚合层的厚度．接下来使用两种方
法固载ＣＡ，一种是通过加入 ＧＡ使碳管表面醛基

功能化，然后与 ＣＡ表面氨基共价结合，另一种是
通过添加间隔臂聚环氧乙烷（ＰＥＯ）使 ＣＡ共价结合
在载体上．实验结果表明，随着聚合层厚度的增
加，两种方法固载酶的量随之增大，在同样聚合层

厚度的条件下，第２种方法的固载酶量约为前者的
２倍．随着聚合层厚度的增加，第１种固定化酶活
性逐渐减小，而第２种固定化酶的活性增加，可能
是因为ＰＥＯ灵活的间隔臂的存在使更多的酶的活
性位点暴露出来．在甲基二乙醇胺（ＭＥＤＡ）溶液中
７０℃保存４２ｄ后，固定化酶保持其酶活的５０％，
而相同条件下，游离酶仅一天就全部失活，说明固

定化酶的耐胺性大大提高．Ｖｏｉｃｕ等［５５］将表面带氨

基的碳纳米管分散到聚砜溶液中，通过浸没沉淀相

转化技术制备聚砜基碳纳米管多孔复合膜，再使用

氰尿酰氯作为连接体，将 ＣＡ共价结合在薄膜上．
由于碳纳米管具有特殊的中空管状结构和较大的比

表面积，本身就有很强的 ＣＯ２吸附能力，结合 ＣＡ
后进一步促进了ＣＯ２的吸附，因而在复合膜的内表
面发现有大量的ＣＯ２吸附，用作生物传感器可增强
反应信号，提高生物检测的灵敏度和稳定性．Ｓａｈｏｏ
等［５６］用ＧＡ将ＣＡ固定在壳聚糖／ＳｉＯ２／γＦｅ２Ｏ３上，
用ｐＮＰＡ法测定酶活．游离和固定化 ＣＡ的 Ｋｍ值
分别为 ９．５４和 １３．８７ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｋｃａｔ／Ｋｍ值分别为
４５３．２和３０３．２Ｍ－１·ｓ－１；２５℃下在磷酸盐缓冲液
中保存１２ｄ后，保留活性分别为６０％和７５％；固
定化ＣＡ在重复利用１０次后仍保持９０％的活性．

表３综合比较了近十几年来 ＣＡ在无机载体和
聚合物无机复合载体上固定化的文献报道，列出
了酶的来源、固定化方法、载体材料、酶活、反应

动力学参数和稳定性数据．

表３无机载体和聚合物无机复合载体固定化ＣＡ的文献总结
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　　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔａｂｌｅ

４纳米载体
将单个酶分子表面包覆上一层聚合物可制成纳

米凝胶［２８，５７］或者纳米颗粒［５８－６１］，可有效增强酶的

热稳定性．Ｙａｎ等［２８］先用 Ｎ丙烯酰氧基琥珀酰亚
胺（ＮＡＳ）与ＣＡ反应，在酶表面引入乙烯基，然后
以丙烯酰胺（ＡＡｍ）为单体、Ｎ，Ｎ’亚甲基双丙烯
酰胺（ＮＭＢＡ）为交联剂，与 ＣＡ表面上的乙烯基原
位共聚制备了粒径分别为９．１、１３．７和１８．２ｎｍ的
ＰＡＡｍ纳米凝胶．用ｐＮＰＡ法测定酶活，Ｋｍ值分别
为１．８４５、１．８６５和１．８７８ｍｍｏｌ／Ｌ，而游离酶则为
１．８０４ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｋｃａｔ／Ｋｍ值分别为 ３６８、３５６和 ３３６
Ｍ－１·ｓ－１，游离酶则为５１３Ｍ－１·ｓ－１．研究发现，纳
米颗粒具有显著的尺寸效应，随着颗粒尺寸的减

小，固定化酶的催化效率提高［６２］；在７５℃的磷酸
盐缓冲液中保存，半衰期分别为４０、９０和１００ｍｉｎ，
而游离酶则在５ｍｉｎ时就已全部失活；在３７℃的磷
酸盐缓冲液中保存４８ｈ后，３种固定化酶均保留了
８７％的酶活，而游离酶则在２４ｈ后即失去５０％的
酶活．

Ｙａｄａｖ等［６０］首先将 Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ来源的 ＣＡ
醛基功能化，然后再利用醛基与壳聚糖分子表面的

氨基结合，在ＣＡ外面包裹一层壳聚糖生物大分子，
最后利用壳聚糖分子表面的羟基与 ＡＰＴＥＳ之间的
缩合反应引入硅烷偶联剂，将其水解交联后在 ＣＡ
的外表面形成高度稳定的空间网状结构，制得的有

机无机杂化生物高分子纳米颗粒（简称 ＳＥＮＣＡ）

平均粒径为 ７０～８０ｎｍ，用 ｐＮＰＡ法测定酶活，
ＳＥＮＣＡ和游离酶的 Ｋｍ值分别为 ６．１４３和 １．２５２
ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｖｍａｘ值分别为２８．５７和２０．２９μｍｏｌ／ｍｉｎ／
ｍｇ；Ｋｃａｔ／Ｋｍ值分别为１３９６．５和４８６．６６Ｍ

－１·ｓ－１．
在磷酸盐缓冲液中于－２０℃保存１００ｄ，发现游离
酶在２０ｄ后就完全失活，而ＳＥＮＣＡ的酶活在５５ｄ
内保持上升趋势，之后缓慢下滑，１００ｄ后还保持
原有酶活的９５％左右，说明酶稳定性大大提高．此
外，还比较了用上述方法制备的壳聚糖包覆的ＣＡ、
以及在壳聚糖包覆ＣＡ的体系中添加ＧＡ或者ＨＤＴ
ＭＢｒ制得的３种不同的 ＳＥＮＣＡ［６１］，不过相比直接
用壳聚糖包覆的 ＣＡ，添加 ＧＡ和 ＨＤＴＭＢｒ后制得
的固定化酶的活性并没有得到提高．这是因为 ＧＡ
和壳聚糖氨基之间的键合导致能与酶表面醛基结合

的氨基量减少，且显正电性的 ＨＤＴＭ＋和阳离子聚
合物壳聚糖相互作用，这些作用均阻碍了壳聚糖表

面的氨基与表面醛基化的 ＣＡ结合，进而影响了固
定化酶效果．

Ｚｈａｎｇ等［６３］用合成了 ３种 Ｚｒ／Ｓｉ比例不同的
ＳｉＯ２ＺｒＯ２复合纳米粒子，用ＡＰＴＥＳ改性后再用ＧＡ
将ＣＡ固定化到粒子表面，比较３种固载酶和游离
酶在Ｋ２ＣＯ３／ＫＨＣＯ３吸收液中吸收 ＣＯ２的效率，发
现在５０℃下反应６０ｄ后，固定化 ＣＡ保持了原有
的５６％ ～８８％的活性，而同等条件游离酶则为
３０％；在抑制剂 ＳＯ４

２－、ＮＯ３
－
、Ｃｌ－存在时，固定化

ＣＡ的活性保持了４０％ ～７５％，同等条件下游离酶
为３０％．
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磁性颗粒作为固定化酶载体材料，具有化学稳

定性和热稳定性高、生物相容性好、易分离回收和

成本低等优点．Ｖｉｎｏｂａ等［６４］将 ＣＡ固定到 ＳｉＯ２包
覆改性的 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米粒子（１０ｎｍ）上，制得用
ＧＡ连接的 ＯＡＰＳ功能化的纳米粒子 Ｆｅ３Ｏ４／ＳｉＯ２／
ＯＡＰＳＣＡ（简称 ＦｅＣＡ），ｐＮＰＡ法测定其酶活，
Ｋｃａｔ／Ｋｍ值为７８３Ｍ

－１·ｓ－１，游离酶则为８７４Ｍ－１·
ｓ－１，经过ＯＡＰＳ功能化后载体表面灵活的间隔臂作
用和ＯＡＰＳ本身的立方硅笼型结构有利于保持 ＣＡ
的活性；固定化也显著提高了其贮存稳定性，３０ｄ
后，ＦｅＣＡ仍能保持８２％的活性．这种磁性材料在
磁场作用下能够迅速将载体从反应介质中回收，而

氨基功能化使ＣＡ能够均匀分布在磁性纳米材料表
面［６５］．Ｊｉｎｇ等［６６］使用 γ异丁烯酸丙酯基三甲氧基
硅烷（ＭＰＳ）改性磁性Ｆｅ３Ｏ４微球（粒径为２００～４００
ｎｍ）使其表面带有丙烯基，然后与甲基丙烯酸缩水
甘油酯（ＧＭＡ）共聚引入环氧基，环氧基开环与 ＣＡ
分子表面的氨基共价结合．用 ｐＮＰＡ法测定酶活，
固定化和游离 ＣＡ的 Ｋｍ值分别为８．０７７和６．０９１
ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ值分别为 ０．０２７和 ０．０９１ｍｏｌ／ｍｉｎ／
ｍＬ，Ｋｃａｔ值分别为 ０．６７和 ２．２７ｓ

－１；室温下 Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲液中保存 １ｈ，分别保持初始活性的
９０．９％和７１．８％；７０℃下 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中保存
１ｈ，固定化ＣＡ酶活基本不变，游离酶在０．５ｈ后就
已完全失活；固定化 ＣＡ重复利用６次后仍能保持

４７．６％的活性．
利用酶表面带正电性的区域与带负电性的金属

纳米粒子之间的静电作用制成的金属纳米粒子酶
共轭材料，能够增大酶的固载量，且这种固定化酶

能够保持较高的生物催化活性［６７－６９］．Ｖｉｎｏｂａ等［７０］

先用硅烷偶联剂３氯丙基三甲氧基硅烷（ＣＰＴＭＳ）
改性介孔分子筛ＳＢＡ１５，在其表面引入氯丙基，然
后再分别与３种氨基化合物包括三（２氨基乙基）胺
（ＴＡＥＡ）、四乙基五胺（ＴＥＰＡ）、多面体低聚八氨基
苯基硅氧烷（ＯＡＰＳ）反应，引入氨基，再通过 ＳＢＡ
１５的特殊的孔道制备出带负电的金属银的纳米粒
子，最后通过静电相互作用将 ＣＡ固定在银纳米颗
粒表面．用ｐＮＰＡ法测定固定化酶活性，动力学参
数Ｋｃａｔ／Ｋｍ分别为１５８０、１５９０和１６４０Ｍ

－１·ｓ－１，
游离酶为１６６０Ｍ－１·ｓ－１；２５℃ ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中
保存３０ｄ后，分别保持了８６．５％、８７．５％、８９％的
活性，游离酶为７７％．也可通过 ＡＰＴＥＳ和３巯丙
基三乙氧基硅烷（ＭＰＴＥＳ）改性 ＳＢＡ１５，分别在其
表面引入氨基和巯基，再加入金纳米粒子和 ＣＡ，
制成 ＣＡ／ＳＢＡ１５、ＣＡ／Ａｕ／ＡＰＴＥＳ／ＳＢＡ１５和 ＣＡ／
Ａｕ／ＭＰＴＥＳ／ＳＢＡ１５［７１］，固定化酶活和动力学参数
数据与文献［７０］很接近，见表４．

表４综合比较了ＣＡ在纳米载体上固定化的文
献报道，列出了酶的来源、固定化方法、载体材料、

酶活及反应动力学参数和稳定性数据．

表４纳米载体固定化ＣＡ的文献总结
Ｔａｂｌｅ４ＳｕｍｍａｒｙｏｎＣＡｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｎｎａｎｏｍｅｔｅｒｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｅｎｚｙｍｅ
ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｕｐｐｏｒｔ
ｍａｔｅｒｉａｌ

Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｂｏｖｉｎｅ Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

ＰＡＡｍ ｎａｎｏ
ｇｅｌｓｗｉｔｈｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅｓｉｚｅｏｆ
９．１，１３．７，
１８．２ｎｍ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
１．８４５，１．８６５，１．８７８ａｎｄ
１．８０４ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙ．ＴｈｅＫｃａｔ／Ｋｍｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ
３６８，３５６，３３６ ａｎｄ ５１３
Ｍ－１·ｓ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｔｈｅｔ１／２ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ＣＡｗｅｒｅ４０，９０，１００ｍｉｎ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｔ
ａｌｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ５ｍｉｎ．

［２８］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ

Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

ＡＰＴＥＳ／ｃｈｉ
ｔｏｓａｎ ｎａｎｏｐ
ａｒｔｉｃｌｅｓ

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
６．１４３ａｎｄ１．２５２ｍｍｏｌ／
Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＶｍａｘ
ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ２８．５７ ａｎｄ
２０．２９μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍｇ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． ＴｈｅＫｃａｔ／Ｋｍ
ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ１３９６．５ａｎｄ
４８６．６６Ｍ－１· ｓ－１，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｓｔｏｒｅｄｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔ
－２０℃，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡ ｒｅ
ｍａｉｎｅｄ９５％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖ
ｉｔｙａｆｔｅｒ１００ｄａｙｓ，ｗｈｉｌｅｆｒｅｅ
ＣＡ ｌｏｓｔａｌｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ２０
ｄａｙｓ．

［６０］
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续表４

Ｅｎｚｙｍｅ
ｓｏｕｒｃｅ

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｓｕｐｐｏｒｔ
ｍａｔｅｒｉａｌ

Ｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｕｍｉｌｕｓ

Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

Ｃｈｉｔｏｓａｎ，ｃｈｉ
ｔｏｓａｎｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｂｙ ＧＡ ｏｒ
ＨＤＴＭＢｒ

Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ａｎｄ
ｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ３００，
１５０，１６０ａｎｄ５００Ｕ／
ｍｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

— Ｓｔｏｒｅｄｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔ
４℃，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ
２８％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ
３０ｄａｙｓｗｈｉｌｅｆｒｅｅＣＡｌｏｓｔａｌｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．

［６１］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

Ｆｅ３Ｏ４／ＳｉＯ２／
ＯＡＰＳ

— ＴｈｅＫｃａｔ／Ｋｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍ
ｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｆｒｅｅ ＣＡ
ｗｅｒｅ７８３ａｎｄ８７４Ｍ－１·
ｓ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｓｔｏｒｅｄｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔ２５
℃，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ
８２％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ
３０ｄａｙｓ．

［６４］

Ｂｏｖｉｎｅ Ｃｏｖａｌｅｎｔ
ｂｏｎｄｉｎｇ

Ｅｐｏｘｙｆｕｎｃ
ｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
Ｆｅ３Ｏ４

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
８．０７７ａｎｄ６．０９１ｍｍｏｌ／
Ｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅ
Ｖｍａｘ ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ０．０２７
ａｎｄ０．０９１ｍｏｌ／ｍｉｎ／ｍＬ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＫｃａｔｖａｌ
ｕｅｓｗｅｒｅ０．６７ａｎｄ２．２７
ｓ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｓｔｏｒｅｄａｔｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎ
ＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒ， ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
ａｎｄｆｒｅｅＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ９０．９％
ａｎｄ７１．８％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉ
ｔｙａｆｔｅｒ１ｈ．ＩｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｒｅ
ｍａｉｎｅｄ４７．６％ ｏｆｔｈｅｉｎｉｔｉａｌａｃ
ｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ６ｃｉｒｃｌｅｓｒｅａｃｔｉｏｎ．

［６６］

Ｈｕｍａｎ Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ＴＡＥＡ／ＣＰＴ
ＭＳ／ＳＢＡ１５，
ＴＥＰＡ／ＣＰＴ
ＭＳ／ＳＢＡ１５
ａｎｄ ＯＡＰＳ／
ＣＰＴＭＳ／ＳＢＡ
１５

— ＴｈｅＫｃａｔ／Ｋｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍ
ｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ａｎｄ ｆｒｅｅ ＣＡ
ｗｅｒｅ５８０，１５９０，１６４０
ａｎｄ１６６０Ｍ－１·ｓ－１，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

ＳｔｏｒｅｄｉｎＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒａｔ２５
℃，ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＣＡｒｅｍａｉｎｅｄ
８６．５％，８７．５％，８９％ ｏｆｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ３０ｄａｙｓ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

［７０］

Ｈｕｍａｎ Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ＳＢＡ１５，Ａｕ／
ＡＰＴＥＳＳＢＡ
１５ ａｎｄ Ａｕ／
ＭＰＴＥＳＳＢＡ
１５

— ＴｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｓｏｆｉｍｍｏｂｉ
ｌｉｚｅｄａｎｄｆｒｅｅＣＡ ｗｅｒｅ
２６．８５，２２．３５，２７．７５ａｎｄ
１３．０７ｍｍｏｌ／Ｌ，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＫｃａｔ／Ｋｍｖａｌｕｅｓ
ｗｅｒｅ１４８０，１５１４，１６１２
ａｎｄ１６６３Ｍ－１·ｓ－１，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ＣＡ ｒｅｍａｉｎｅｄ
７９％，９３％ ａｎｄ９６％ ｏｆｔｈｅｉｎ
ｉｔｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｆｔｅｒ６ｒｅａｃｔｉｏｎｃｉｒ
ｃｌｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

［７１］

　　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔａｂｌｅ

５固定化ＣＡ应用于反应器的研究进展
研究固定化酶的最终目的是实现工业应用，因

此研究固定化ＣＡ在反应器的应用尤为重要．Ｚｈａｎｇ
等［７２］将两种ＣＡ（ＡＣＡ、ＳＣＡ）分别固定到玻璃材料
（ＣＰＧ３８、ＣＰＧ１００）、活性炭３种载体上，制成６种
催化体系，并应用到热钾碱法吸收ＣＯ２工艺中，反
应器中加入２００ｍｇ／Ｌ和４００ｍｇ／Ｌ的 ＡＣＡＣＰＧ３８
时的 ＣＯ２吸收速率分别比不加酶时高 ５０％和
１００％，说明固定化 ＣＡ显著促进了 Ｋ２ＣＯ３溶液对
ＣＯ２的吸收．固定化酶的储存稳定性也得到了改
善，５０℃时磷酸盐缓冲液中保存９０ｄ后，６种固定
化ＣＡ至少能够保持６０％的活性，而游离酶则只能

保持３０％的活性，６０℃时磷酸盐缓冲液中保存
３０ｄ，ＡＣＡＣＰＧ３８和 ＡＣＡ分别保持５３％和４％的
活性．固定化ＣＡ对温度以及硫酸盐、氯化物等杂
质的耐受性明显提高，５０℃时 ＡＣＡＣＰＧ３８在含有
０．４ｍｏｌＳＯ４

２－、０．０５ｍｏｌＮＯ３
－
、０．３ｍｏｌＣｌ－的磷酸

盐缓冲液中储存２０ｄ，活性没有下降，反而为初始
活性的１１４％，相同条件下，ＡＣＡ只能保持５１％的
活性．

为提升溶解和捕获 ＣＯ２的能力，Ｂｈａｔｔａｃｈａｒｙａ
等［７３］设计了一种新颖的喷雾式反应器，该反应器

采用文献［４９］的方法将ＣＡ共价固定在涂覆有ＳｉＯ２
的钢材基质上，反应器呈圆柱形，固定化 ＣＡ受支
撑置于反应器中部，支撑层上部和反应器顶部多孔
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使ＣＯ２气体能够进出且水能够以喷雾的形式进入．
实验研究了气液流速、流动方向、气液组成、钢铁

基质孔径和载酶量等条件对催化水合反应的影响．
结果表明气液最佳流动方向为气体水平流动而雾化

水流竖直进出膜反应器；最佳反应条件为ＣＯ２在原
料气中的体积百分比达到７０％，气速５～７Ｌ／ｍｉｎ，
液体流速８ｍＬ／ｍｉｎ，钢铁基质孔径为２μｍ，载酶
量为２ｍｇ／ｍＬ．

Ｚｈａｎｇ等［７４］将ＣＡＩＩ包埋于ＰＡＡＡＡｍ／ＨＴ纳米
复合水凝胶中，并填装于中空纤维膜（ＨＦＭ）反应
器，进行密闭空间中接近室温条件下低浓度ＣＯ２的
去除．在反应器中，通原料气和吹扫气的膜均为平
行对称的聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）中空纤维膜，膜之间
充满了包埋有ＣＡ的纳米复合凝胶．实验得到最佳
操作条件为：ＣＡ浓度 １ｇ／Ｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ为８．０），原料气中 ＣＯ２体积分数
为０．１％，吹扫气流速 ３００ｍＬ／ｍｉｎ，原料气流速
１００ｍＬ／ｍｉｎ，操作温度为２０℃．在此操作条件下，
ＣＯ２渗透率可达１．６５×１０

８ｍｏｌ／ｍ２／ｓ／Ｐａ，ＣＯ２对 Ｎ２
选择性为８２０∶１，ＣＯ２对 Ｏ２的选择性为３３０∶１，
且该反应器可稳定运行３０ｈ．Ｂａｏ等［７５］设计了一种

ＨＦＭ反应器来捕集燃烧后烟道气中的ＣＯ２．该反应
器由两束微孔 ＨＦＭ组成，原料气（Ｏ２、Ｎ２和 ＣＯ２
的混合气）和尾气分别在两束 ＨＦＭ中流动，包含
ＣＡ的液膜位于两束ＨＦＭ中间的壳层．以２０％的二
乙醇胺为吸收剂，ＣＡ和 Ｎａ２ＣＯ３ＮａＨＣＯ３缓冲液的
浓度分别为３．０ｇ／Ｌ和１．０ｍｏｌ／Ｌ时，比较了反应
器液膜中ＣＯ２的渗透率大小．结果表明，当原料气
中ＣＯ２的体积浓度为１０％时，后者的 ＣＯ２渗透率
是前者的３３．５％；当ＣＯ２的浓度为１５％时，前者的
ＣＯ２渗透率比后者高１０９％．Ｆａｖｒｅ等

［７６］将经过亲

水改性的ＰＶＤＦ膜以及孔径分别为２０μｍ和６０μｍ
的亲水性尼龙纤维浸入 ＳｉＯ２凝胶，再加入 ＣＡ溶
液，制成有机无机杂化凝胶膜反应器，用于分离
Ｎ２／ＣＯ２混合气中的ＣＯ２．在同样条件下，这３种膜
的ＣＯ２渗透率分别为３．７×１０

８、２．９×１０－８和２．６×
１０－８ｍｏｌ／ｍ２／ｓ／Ｐａ，没有 ＣＡ时则分别为４．３×１０－９、
４．７×１０－９和４．９×１０－９ｍｏｌ／ｍ２／ｓ／Ｐａ．

６　结论与展望
总的来说，以上几类固定化酶载体各有优缺

点．天然高分子作为载体材料时具有无毒性、传质
性能好等优点，但材料强度较低且在厌氧条件下易

被微生物分解；合成有机高分子种类较多，且灵活

性高，可根据酶的类型来设计与之相匹配的载体材

料，但载体成本相对较高、耐热性不好、传质性能

有待进一步改进，同时还需尽量降低有毒单体对酶

活性的影响，使其发挥最大性能；无机材料具有稳

定性好、机械强度高、成本低等优点，但无机材料

固定化酶的方式多为物理吸附，局限性大；聚合物
无机复合材料兼具有机和无机材料的特点，机械强

度高，热稳定性好，但是制备方法复杂；单分子酶

纳米颗粒具有表面积大、体积小、表面自由能高的

优点，固定化酶催化效率高，热稳定性良好；纳米

颗粒作为载体具有生物相容性好、酶催化活性高等

优点，但在制备和使用过程中易团聚，且不易分离

回收，磁性纳米颗粒则可克服这一缺点，在磁场作

用下即可实现催化剂分离．因此，根据使用场合和
要求来选择合适的载体材料和固定化方法对于获得

理想性能的固定化 ＣＡ至关重要．特别值得注意的
是，联合使用几种固定化方法或载体的耦合固定化

方法因具有方法多样、操作简便、技术成熟、成本

低廉等优点，有望解决单一固定化方法酶活回收率

低、稳定性差、传质阻力差等问题，未来可更多地

尝试用于ＣＡ的固定化．此外，ＣＡ经固定化后虽然
稳定性大为提高，但是在应用于反应器时，耐热、

耐溶剂性以及在反应器传质条件下酶活保持等方面

仍存在一定差距，一方面可通过寻找更优的固定化

方法和载体来改善，另一方面可通过酶的筛选和改

造以获得更适于工业应用的酶．
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