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生物酶的固定化及其应用

刁颖辉  付时雨*  余惠生
中科院广州化学研究所纤维素化学开放实验室  广州  510650

摘  要  固定化酶有利于实现生物酶与反应物的分离及酶的反复利用 有很好的应用前景 笔者

从固定化酶的方法类别 用于固定化的功能基团 固定化后传质作用的影响等方面进行综述 并介绍

了固定化酶近些年在生物传感器 有机反应 环境保护领域的应用
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Abstract  Enzyme immobilization benefits the separation of reactant from enzyme and the reuse of

enzyme. Some research developments on enzyme immobilization including the methods, functional groups

useful for immobilization and mass transfer effect are reviewed. Some applications of immobilized enzyme

on biosensor, organic reaction and environmental protection have also been discussed.
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生物酶是一类分子量适中的蛋白质 存在于活细胞中 是一种天然高分子催化剂 在性质上

由于酶与反应物之间多是专一性的反应 与化学合成的催化剂比较 显示出 (1)催化效率高 (2)

选择性好 副产物少 (3)反应条件温和等优点 然而酶是水溶性的 在酶促催化反应后 不使酶

变性而回收酶相当困难 若将酶固定于载体上 即可克服上述缺点 固定化的生物酶最主要的优

点是 (1)生物酶与反应体系中的反应物或产物易分离 (2)生物酶可反复使用 尽管曾经有少数学

者在这一领域进行了探索 但直到 60 年代末期 人们才真正意识到固定化酶的巨大潜力 一些

用纯化学方法难以实现的合成借助固定化酶的催化作用得到了解决 在资源综合利用 节能 环

境保护 食品 医用等方面 都显示出引人注目的前景 近年来 有关固定化酶的研究报告已有

大量报道[1~3] 有关综述和专著也很多[4~6] 本文主要是介绍固定化酶原理及其主要应用近些年来

的发展动向

1 固定化酶的方法

大分子生物酶的固定化就是要限制酶的流动性 从原理上讲有四种固定化方法 (1)酶固定于

载体之前 先使酶活化 但是这种方法要用高活性的化学试剂与酶反应 可能会改变催化活性位
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的结构 引起酶失活 而且有可能发生酶分子间或分子内的交联 (2)先将载体活化 再将生物酶

固定于载体上 这是一种最常用的方法 (3)直接将载体与酶进行交联 通过一个双官能团或多官

能团试剂连接载体与酶 并调节它们之间的作用 这种方法也会引起酶自身的交联 (4)DNA 重

组技术使酶产生一种带有生物特异性的蛋白 再利用生物亲和力将酶吸附在载体上

从这几种基本方法又发展出很多方法 总结如表 1

表 1 固定化酶方法分类

载    体 酶 方法分类 文献

聚 甲基丙烯酸甲酯-丙烯酸 α-淀粉酶 共价结合 [7]

氧化铝 蒜氨酸酶 共价结合 [8]

复合膜 脲酶 共价结合 [9]

氧化还原高聚物/氧化还原纳米结构薄膜 葡萄糖酶乳酸酶 离子键结合 [10]

非孔性聚苯乙烯-聚苯乙烯磺酸钠 淀粉葡萄糖酶 吸附 [11]

介孔分子筛 MCM-41 青霉素酰化酶 吸附 [12]

纤维素 有机磷水解酶 亲和吸附 [13]

无载体 脂肪酶 结晶交联 [14]

硅铝土 乳糖 共交联 [15]

壳聚糖 纤维素酶 共交联 [16]

聚氨酯水凝胶 L-赖氨酸 膜结构包埋 [17]

聚乙烯醇 海藻酸钠 漆酶 微球包埋 本组实验

近些年来 由于材料科学的发展 一些新型的载体材料和固定化方法产生了 溶胶-凝胶法

固定化酶的研究很活跃 这种方法反应条件温和 载体多孔 表面积大 对固定化很有利 Ogura

等将原硅酸四乙酯酸解 形成的溶胶与脲酶混合 通过红外光谱检测到这种固定化酶的红外谱图

就是硅溶胶-凝胶及脲酶谱图的叠加 没有影响酶的化学结构 这种固定化酶溶胶涂覆于电极形成

薄膜 可检测尿素的含量[18] 还可以将多孔的硅载体接上活性臂三甲氧基硅烷基丙醛 这种溶胶

利用醛基来固定化糜蛋白酶 发现固定化酶在 40 的半衰期大于 2300min 而游离酶在相同条件

下只有 2.5min 对于有机溶剂的抵抗能力大大增强 如将固定化酶存放于无水甲醇中 2.5h 后还

保留 35%的活性 而游离酶 1min 后就几乎全部失活[19] 还有一些如憎水 SiO2 Au 纳米颗粒与

聚乙烯醇缩丁醛构成的复合固膜基质[20] 聚甘油硅酸酯[21]通过溶胶-凝胶法包埋固定化酶 也取

得了很好的效果 溶胶-凝胶法性能优越 但现在的研究仍是探索阶段 要达到最佳的固定化效果

还需要进一步深入的研究 除了研究较多的水溶胶外 一种由表面活性剂覆盖的微小气泡 气溶

胶也可作为固定化材料 O'Connell等制备的双-(2-乙基-己基)磺化琥珀酸钠气溶胶在 pH=4.0 时

因为 pH>pKa 而使表面活性剂带负电 而脂肪酶的 pI=4.6 所以带正电 这种利用电荷吸引固

定化酶是非常有前景的[22]

还有利用多酶系统[23] 电化学聚合制成的新型高分子膜[24] 高分子配位法[25] 也可以制得性

能良好的固定化酶 这些新的材料和方法尽可能的避免酶结构的改变 最大限度的保留酶的活性

和传统的共价结合法比较 有很强的优越性

对于大部分的固定化方法 都涉及到将酶连接到载体上的反应 这就需要酶具备可用于固定

化的功能基团
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2 用于固定化酶的功能基团

2.1 天然存在的活性基团

酶是由大量的氨基酸链通过肽键组成的 具有多功能基团 多电荷的三维结构大分子 可用

于固定化酶的功能基团主要是氨基酸侧链和与酶相连接的碳水化合物结构 一些研究表明 只有

几种氨基酸侧链是具有活性的 在 20 种蛋白氨基酸中 疏水性的烷基侧链在任何情况下都不具

备化学活性 苏氨酸和丝氨酸中的脂肪羟基结构与水的结构相似 在与大量水共存时 就不会表

现出高活性 只有九种氨基酸侧链是有活性的 分别是精氨酸的胍基 谷氨酸和天冬氨酸的γ-和β-

羟基 半胱氨酸的巯基 组氨酸的咪唑基 赖氨酸的ε-氨基酸 甲硫氨酸的硫醚结构 色氨酸中

的吲哚基以及酪氨酸的酚羟基

酶修饰反应主要是亲核反应 特别是 SN2 型的反应 按照亲核能力的强弱 半胱氨酸的巯基

是最强的亲核基团 尽管氨基中氮的亲核能力不是很强 但它在蛋白质中含量丰富 所以氮在酶

化学修饰反应中占的比例是最大的 而一些巯基反应的产物往往不够稳定

许多分泌产生的酶都附着有碳水化合物 碳水化合物如果含有 C==C 结构 就可以用一些氧

化剂将 C==C氧化成醛 再与载体上的亲核基团反应 主要是一级氨基 形成席夫碱

2.2 合成功能基团

通过适当的化学修饰也可以在酶分子上引入活性基团 将碳酸转变成胺 使亲核性增强 并

且可以改变其表面的电场 比较常用的活化试剂有碳二亚胺[26] 但这种方法直接改变酶脂肪酸结

构 往往会导致酶的失活 所以这种化学修饰试剂的用量很重要 不能太多 否则会影响到酶的

活性位

近年来 研究工作者改变了思路 将载体活化,更有利于固定化 Aksoy 等将载体上的羧基用

碳二亚胺活化 使载体形成活性酯基 这种活性酯基再和酶的氨基反应 有很好的固定化效果[7]

在酶上引入乙烯基也是一种很好的固定化方法 用含有酰基或烷基的烯烃利用亲核反应将酶

酰基化或烷基化 这种含有乙烯基单体的酶再用丙烯酰胺聚合成弹性不规则形状的材料 这种共

聚过程产生较稳定的工业催化剂 可用于需强烈搅拌的反应装置中

酶经固定化后 其反应性能与游离酶的区别主要是传质作用的影响

3 传质作用对固定化酶的影响

酶的固定化就是把酶限制在一个特定的区域内 酶经固定化后 它的催化活性往往会降低

使一些酶反应速度减慢 有很多因素都会影响固定化酶的催化活性 这些因素统称为传质作用

主要有扩散作用 分配作用等

3.1 孔隙扩散

固定化酶的催化反应不仅是一个化学过程 还是一个底物在载体内部及外部扩散的过程 所

有的固定化酶反应都要同时遵守酶的催化原理和传质定律 当聚合载体的孔径小于底物分子时

就会影响底物与酶的接触 反应就无法进行

扩散效应会引起束缚酶的微环境和含自由酶的本体溶液中浓度的差异 在酶与载体形成的微

环境中 底物与产物的浓度不断变化 进入固定化酶的底物的浓度逐渐减少 而产物的浓度增大

固定化酶与底物一旦混合 底物就要扩散到载体颗粒中 反应速度就决定于与酶直接接触到的底
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物的浓度 当底物扩散到载体颗粒中酶所在位置的速度与酶的反应速度相等 反应效率就比较高

但是底物从进入载体开始 它的扩散速度并不是恒定的 而是进入越深 速度越慢 如果底物浓

度较大 这种速度的差别就不是很大 为了避免扩散效应的局限 可以采取一些方法 如增加搅

拌速度排除外部扩散 减小颗粒体积 增加底物的浓度 避免载体颗粒中心底物的空白 增加缓

冲溶液的浓度避免 pH 的移动 以下是一些实用的方法可提高固定化酶的效率 (1)减小颗粒载体

的尺寸 一般来说 为了在大型酶反应器中的筛网上使用 最低尺寸是 100µm (2)用高活性的酶

代替低活性的酶 减少酶的负载量 一些酶由于不纯 和一些杂质和失活酶共存 如果将这种酶

固定在载体上 是一种酶活的降低[27] (3)尽量使酶固定于载体的表面 酶固定于载体小球占半径

10%的外壳上 就可增加固定化效率[28]

3.2 质子的影响

酶经固定化后 其最适 pH 往往会升高 这可能有两种原因造成 (1)载体表面负电荷会吸引

一些正离子(如 H+) 使得载体附近(酶附近)的 H+浓度较本体溶液中大些 (2)一些水解反应会产生

H+ 增加了体系的 H+浓度

第一种情况可以通过增加缓冲溶液的浓度 离子强度 来改善 而后一种情况就更为严重些

很多水解酶如脂肪酶 酯酶 酰胺酶都属于这一类 一般可采用以下对策 (1)减少载体的密度与

体积 (2)增加缓冲溶液的浓度 >0.05mol/L 不能低于弱酸的 pKa 也不能低于酶的最适 pH (3)

可固定一种消耗 H+的酶 如脲酶通过生成氨就可以中和 H+[29]

4 固定化酶在应用方面的进展

固定化酶在很多领域都有所应用 虽然真正投入工业化应用的不是很多 但是研究工作者还

是做出了不懈的努力 而且取得了长足的进步 下面就固定化酶的主要应用方向作一介绍

4.1 固定化酶在生物传感器研究中的应用

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 生

物传感器中研究最多的是酶传感器 而其基本方法仍是一种固定化技术

Chen 等将高聚物聚乙二醇二缩水甘油醚 聚丙烯酰胺 聚丙烯酸等作成薄膜 将葡萄糖氧

化酶(GOx)固定在金电极上 测定葡萄糖含量 在对麻醉后小鼠的皮下组织区域进行试验后 发

现这种传感器的稳定性很强 而且动力学范围也有所增加 但是其选择性有些下降 这是因为在

电极的活性位上只能容纳较少的葡萄糖 这就要求增加葡萄糖的转移区域来加以改进[30] 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 可吸附 -果糖脱氢酶

-葡萄糖脱氢酶及 -乳糖脱氢酶 并研制出了一种果糖生物传感器[31]

随着人们对纳米粒子研究的深入 用纳米材料制作成载体也被引入生物传感器的研制中 唐

芳琼等[20]用纳米憎水 iO2颗粒 憎水 u颗粒 亲水 u颗粒以及 u和 iO2混合与聚乙烯醇缩

丁醛(PVB)构成复合固酶膜基质 用溶胶-凝胶法固定葡萄糖氧化酶(GOD) 组成生物传感器 大

大提高了固定化酶的催化活性 响应电流从几十纳安增加到几千纳安 这种传感器利用纳米颗粒

比表面积大 表面自由能高 更有效地固定化酶 憎水 SiO2 颗粒是存在于反胶束中 GOD 水溶

液很容易部分增溶到反胶团内部 为酶吸附到纳米颗粒表面提供良好的反应场所 增加了固定化

酶的稳定性和活性 亲水 Au 纳米颗粒则是利用 Au 的良好的导电性能 减小了电子在给体和受
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体间的距离 憎水 Au纳米颗粒就同时具备良好的导电性能和反胶团两种作用

用电化学聚合高分子固定生物敏感元件也是一种近年来备受重视的新方法 关于这方面的报

道很多[32,33] 颜流水等[24]研制出一种电聚合吡咯固定化酪氨酸酶电极 对甲基酚有良好的响应

因为吡咯电聚合要在酸性 中性溶液中进行 而酪氨酸的等电点是 4.7 在实验条件下(pH=6.6)带

负电 与电聚合过程中形成的阳离子自由基 PPy+·或 Py+·存在静电作用和氢键作用,因此酶分子可

嵌聚在吡咯链中 而且通过 SEM 观察 酶分子在膜内有比较自由的微环境 有利于维持高催化

活性

用β-环糊精聚合物(β-CDP)与亚甲基蓝间的超分子作用及β-CDP 与戊二醛间的缩聚作用 将

电子媒介体和辣根过氧化物酶共同固定在电极上 β-CD 疏水性空腔与介体分子中疏水基团包结

形成稳定的包合物 由于固定化作用基于超分子作用力 使得介体的电化学性质不被改变 同时

β-CDP 的多孔性质为过氧化氢和质子的传递提供了有利的微环境[34] 这是一种非常新的 罕见报

道的固定化技术

4.2 固定化酶在有机合成方面的应用

Yoon 等将尼龙 6 粉末悬浮在 CH2Cl2和乙基氧四氟硼酸盐中 先后与甲醇 聚 1 2-亚乙基

亚胺 戊二醛反应 最后将β-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 但它可反复使用多次 酶的活性在

较长时间内也不会下降 有很好的应用前景[35] 脱乙酰酶可以固定在 DEAE-纤维素树脂上 用乙

烯乙酸酯(盐)作为酰基给体 催化 10-脱酰浆果赤霉素生成浆果赤霉素的反应 不需要在保护 7位

的羟基 产率达 51%[36] 应国清等以纸纤维为载体 对β-硫酸酯乙砜基苯胺为活化剂 以共价偶

联法固定化胰蛋白酶 可去除公鸡冠浸提液中的结合蛋白 制备高纯度的玻璃酸[37] 刘立建等用

多孔硅球固定化胰凝乳蛋白酶 拆分 DL-苯丙氨酸甲酯得 L-苯丙氨酸 拆分收率 92.3 % 光学

纯度 96.2%[38] 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 尤其

是一些酶对生物大分子结构有特异的转化效果 可被应用在生物医学方面 酶通过固定化实现了

与反应物的分离 使这种应用更具有实用价值

4.3 固定化酶在环保方面的应用

固定化酶一个很大的用途是处理一些废物中的有毒有害物质,洁净环境 其中漆酶的固定化应

用较广泛 酚类化合物是废水中一类含量很高的污染源 漆酶可以催化氧化酚类化合物而且不用

加入过氧化物酶[39] 将漆酶先吸附 再用戊二醛共价结合在壳聚糖载体上 可以有效地去除废水

中的酚类化合物[40] Eupergit®C 是一种环氧活化的聚丙烯酸载体 它被广泛用于酶的固定化

Lentinula edodes分泌的漆酶固定于 Eupergit®C上 酶对温度和 pH的稳定性提高 对微生物蛋白

酶的抵抗能力也大大提高(经过 24h,在同样的链霉蛋白酶存在下 固定化酶保持 38%的活性 而

自由酶只保留了 6%的活性) 用这种固定化酶可去除废水中大部分的酚类化合物 可用于厌氧消

化处理废水的预步骤[41] Oh等将羟丙基甲基纤维素乙酸琥珀酸酯用 1-乙基-3(3-二甲基氨基丙基

碳二亚胺(EDC)活化 产生活性酯基 然后与酶形成共价键 利用蛋白酶在不同的 pH 条件下溶

解度的不同来制备固定化酶 这种固定化酶可用于废虾 蟹壳上蛋白质的去除[42]
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