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　　摘要：酶的固定化及其酶促反应是最具发展前景的生物技术前沿领域之一。固定化酶已经广
泛应用于生物化学、生物技术与工程、生物医学工程、化学化工等方面�将在人类社会可持续发展中
发挥重要作用。本文综述了近期固定化酶制备及应用研究的进展。
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酶的固定化（Immobilization of enzymes）是用固体材料将酶束缚或限制于一定区域内�仍能进行
其特有的催化反应、并可回收及重复使用的一类技术［1］ 。与游离酶相比�固定化酶在保持其高效、
专一及温和的酶催化反应特性的同时�还呈现贮存稳定性高、分离回收容易、可多次重复使用、操作
连续及可控、工艺简便等一系列优点［2］ �不仅在化学［3～5］ 、生物学及生物工程［6～8］ 、医学及生命科
学［9～12］等学科领域得到迅速发展�而且因为具有节省资源与能源、减少或防治污染的生态环境效应
而符合可持续发展的战略要求［13］ 。

依据酶的性质及用途�可通过包埋法、交联法、吸附法及共价结合法来实现酶的固定化［1�2］ 。包
埋法分为网格型和微囊型两类�其制备工艺简便且条件较为温和、可获得较高的酶活力回收。交联
法亦称架桥法�游离酶的氨基酸残基与双官能团或多功能团交联剂反应而被固定化、可得酶蛋白单
位浓度较高的固定化酶。吸附法包括物理吸附和离子结合法�工艺简便及条件温和是其显著特点�
可供选择的载体涉及天然或合成的无机与有机高分子材料、有时酶的纯化与固定化尚可同时实现。
共价结合法因酶分子与载体之间的共价结合而呈现良好的稳定性及重复使用性�是目前研究最为
活跃的一类酶固定化方法［14］ 。诚然�前述各种酶固定化方法亦有各自的不足�如包埋法中高分子
凝胶或半透膜的分子尺寸选择性不利于大分子底物与产物的扩散�交联法与共价结合法因为较激
烈的共价反应而使酶活力损失较大�吸附法中由离子键、氢键、偶极键及疏水键固定的酶易受反应
介质 pH、离子强度等的影响而从载体上脱落。这些不足限制了固定化酶的广泛应用�成为急待解
决的主要问题。因此�开发简便、温和、适用的固定化方法�设计合成性能优异且可控的载体�以及
应用工艺的优化研究等使固定化酶及其酶促反应研究至今方兴未艾�仍是目前研究热点之一。
1　新型固定化技术的开发

运用当代高新技术、设计合成新型载体以及两者的有机结合是引人注目的研究动向。利用超
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声波使高分子主链均裂产生自由引发功能性单体聚合成嵌段共聚物载体固定化酶的结果表明［15］ �
借助现代技术可使一般性聚合物经功能化改性成为新的酶固定化载体。磁性体 Fe3O4与聚苯乙
烯、含醛基聚合物一起溶解混合后再除去溶剂时可获得磁性载体�其固定化葡萄糖氧化酶在适宜条
件下的酶活力回收可高达70％［8］ �磁性载体固定化酶由于 Fe3O4的磁响应性而能借助外部磁场简
便地回收�已引起人们的极大研究兴趣［16～18］ 。导电聚合物作为酶固定化载体时特别有利于酶电极
类生物传感器的制备［11�19～21］ �这里研究较多的是葡萄糖氧化酶、应用最广泛的是聚吡咯［22］ 、应用目
标主要是生物医学检测［11］ 。γ射线引发丙烯醛与聚乙烯膜接枝聚合后�活性醛基可共价固定化葡
萄糖氧化酶并呈现良好结果［23］ ；Co60辐照冰冻态水溶性单体与酶的水溶液混合体时将使单体聚合
与酶固定化同步完成�其回到常温时因冰融化而形成的多孔结构非常有利于底物与产物的扩散、并
可提高酶活性［24］ 。等离子体活化处理聚丙烯膜接枝丙烯酸后可用于固定化胰蛋白酶［25］ �而等离子
体引发丙烯酰胺聚合包埋固定化的葡萄糖氧化酶用于麦芽糖的酶促转化时�运转20天也未发现酶
活性损失现象［26］ 、显示出优良的操作稳定性。光敏性单体聚合包理固定化酶［27］或带光敏性基团的
载体共价固定化酶时［28］ �由于条件温和可获得酶活力较高、稳定性良好的固定化酶。 N-异丙基丙
烯酰胺与丙烯酰胺及其衍生物共聚可得到温敏性水凝胶载体�其固定化嗜热菌蛋白酶时可实现均
相催化与异相分离的统一［29］ �温敏载体的较低临界液相温度（LCST）可通过改变 N-取代丙烯酰胺
的结构予以调整［30］ 。温敏载体是环境敏感性载体的一种�类似地酸敏性载体固定化酶时亦可达到
良好效果［31］ �这是一类设计新颖、应用独特的新型固定化技术。此外�Parthasarathy 等［32］应用模板
聚合法制备了一种阵列式聚吡咯微囊固定化酶�具有酶活力高、稳定性良好的特点�可做为生物传
感器和生物反应器而在水及有机介质中应用�其研究思路颇具启迪性。
2　传统固定化技术的改进

保持各种传统固定化方法的优点并改进其不足一直是固定化酶研究的重要内容。将酶吸附于
离子交换树脂上后再用多功能基化合物交联时可提高固定化胰蛋白酶的活性及稳定性［33］ �
（NH4）2SO4或水溶性聚乙二醇存在时会大幅度提高疏水性载体对酶的吸附率［34］ �在底物反应液中
加入维生素 C时可提高固定化葡萄糖氧化酶的使用性能［35］ �调节 pH值则能使酶固定化及固定化
酶处于一个最佳微环境中［36］ �戊二醛类双官能团偶联剂的一端保护后活化载体、再脱保护并固定
化酶时可大幅度提高酶活力回收［37］ �这些结果表明通过改进传统固定化方法而改善固定化酶性能
是可行的。载体结构与性能研究是传统固定化技术改进的重要方面。考虑到生物大分子酶及某些
大分子底物与产物的传质和扩散的需要�李彦锋等［38］采用线型聚合物致孔法合成了球状特大孔丙
烯腈-醋酸乙烯酯共聚物（MR-AV树脂）、再转化为聚丙烯偕胺肟-聚乙烯醇载体固定化嗜热菌蛋白
酶时�结果表明固定化酶活性随载体孔径的增大而提高；MR-AV 树脂与含水乙二胺反应生成聚 N-
氨乙基丙烯酰胺-聚乙烯醇载体时亲水性进一步增强�其固定化前列腺素合成酶［39］及木瓜蛋白
酶［40］时皆可获得良好结果。增加载体活性侧基的空间悬臂（Spacer）的长度有利于减少空间阻碍而
提高载酶量及固定化酶活性［41］ �如用不同链长的二元胺活化聚丙烯酸甲酯［42］及聚氯乙烯［43］大孔
球状载体时�固定化酶的活力则随活化侧基的链长增加而提高。膜载体具有组装连续运转生物反
应器的优势［23�25�44］ �如β-半乳糖甙酶被聚甲基丙烯酸羟乙酯膜固定化后�可高效催化乳糖水解、且
连续运行30h的酶量损失＜10％�显示出良好的操作稳定性［45］ 。琼脂糖制成珠状并固定化胰蛋白
酶、糜蛋白酶后可高产率地从牛肺提取液中制备高比活力抑肽酶［46］ �甲基苯磺酰活化的粉状琼脂
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糖及玉米蕊载体固定化脂肪酶时其酶促活性及稳定性得到显著改善［47］ �废蚕丝经功能化处理后固
定化脂肪酶的活力回收＞52％、操作半衰期达到250h ［48］ �球形交联状壳聚糖固定化α-淀粉酶的比
活力达820U/g、具有良好的稳定性［49］ 。Tiller 等［50］用对苯二胺活化甲基苯磺酸纤维素酯制备的超
分子结构载体在固定化葡萄糖氧化酶、过氧化物酶及乳酸酯氧化酶时�固定化酶的比活力可高达
660U/g、且具有良好的稳定性及分析应答性。天然载体既具有适宜的生物相容性及亲水性�又多为
可再生资源�故应予以足够重视。
3　应用研究得到进一步发展

以应用为着眼点并在应用中不断完善及发展是固定化酶研究的鲜明特色。琼脂糖固定化牛胰
核糖核酸酶能很好地催化合成重要的寡核苷酸［51］ �壳聚糖固定化胰蛋白酶制备具有多种药用价值
的高比活抑肽酶已显示出工业化应用前景［52］ �纤维素固定化胰蛋白酶的活力回收达57∙5％、酶解
半衰期达480h且能制备出符合质量标准的医用玻璃酸［53］ 。前列腺素衍生物是20世纪重要的药物
发现之一�用大孔聚 N-氨乙基丙烯酰胺固定化前列腺素合成酶并酶促合成前列腺素衍生物 E1时�
固定化酶显示出良好的贮存稳定性及活性［39］ 。水解蛋白酶固定化后亦可用于肽及有机化合物的
酶促合成［54］ �如硅藻土固定化木瓜蛋白酶可在乙酸乙酯介质中催化合成 Leu-脑啡肽前体 Boc-Phe-
Leu-OMe、产率高达90％以上［55］ ；固定化嗜热菌蛋白酶可高产率及专一性催化合成高甜度低热量的
二肽甜味剂 Aspartame的前体 Z-L-Asp-L-Phe-OMe、并可同时实现天冬甜精的生物合成与 DL-苯丙
氨酸甲酯的光学拆分［38�56］ 。微囊固定化过氧化氢酶具有良好的酶活性及稳定性�将在临床检测及
卫生防疫方面具有广泛用途［57］ 。药用酶可通过固定化提高稳定性及缓释性、并可除去免疫原
性［58］ �甚至葡聚糖磁性毫微粒固定化 L-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［17］ 。这些研究将为现代医学的发展提供强有力支持。酶固定化技术的发展使生物传感器应
运而生［11�12］ �如利用活蚕液状丝素蛋白的变性作用制备的葡萄糖氧化酶传感器具有酶活性损失小、
稳定性高、响应速率快及使用寿命长等优点［59］ �葡萄糖氧化酶被固定化在纳米微带金电极上可得
能用于活体检测的微型生物传感器［60］ ；聚吡咯固定化脲酶传感器在脲浓度为（5∙0×10—5～1∙0×
10—2）mol范围内具有良好的电化学响应性［61］ 。自动化及连续化快速检测是生物传感器的临床检
测特点�但酶电极的制备较复杂且需专用仪器配套方可。当用烷基胺玻璃珠固定化葡萄糖氧化酶
测定血糖时�则可用普通分光光度计于λ520nm 处方便测定�其回收率、直线性及精度等皆达到实
用要求�且多次重复使用6个月以上仍有80％的保留活力［12］ 。这些结果表明生物学及生物工程、
医学及生命科学仍是固定化酶应用的重要场合。

固定化酶在化学及化工领域中的应用研究也是人们感兴趣的课题［3�4］ �通过反相悬浮聚合制备
的聚丙烯酰胺原位固定化碱性蛋白酶水凝胶球体可直接用于洗涤剂制备、且具有潜在的应用前
景［62］ 。脂肪酶既能催化天然油脂及酯类的水解�也能在有机介质中催化酯的合成、交换、氨解及肽
合成而具有重要工业价值�故固定化脂肪酶的研究颇受重视［42�47�48�63］ 。淀粉酶及糖化酶能催化淀
粉转化为葡萄糖�是较早研究并仍在研究的固定化生物催化剂［8�18�49］ �α-淀粉酶与糖化酶的共固定
化实现了淀粉的液化与糖化两步反应的合二为一、淀粉一步水解为葡萄糖且操作半衰期可达
920h ［64］ �而当α-淀粉酶、糖化酶及葡萄糖异构酶共固定化时又可使淀粉转化果糖［65］ �不仅如此�酶
尚可与细胞等其它生物分子构成共固定系统［66］ 。两种或多种有联系的酶共固定化构成更为复杂
的生物转化系统、却又能将复杂的生物反应过程简单化�这是一种颇具新意的研究思路。其次�淀
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粉及纤维素是地球上贮量丰富的可再生资源�通过固定化酶催化水解实现其高附加值转化符合社
会经济可持续发展的时代要求［13］ �如固定化蜗牛酶就对纤维素的降解具有良好的酶催化活性［67］ 。
随环境污染的日趋严重及其治理的日益迫切�固定化酶在环境科学领域将具有重要用途［68］ �固定
化胆碱酯酶对有机磷化合物具有较高的检测灵敏度�可用于食品、环境及军事侦察等领域中微量有
机磷化合物的检测［69］ �固定化多酚氧化酶对酚类化合物具有特异性催化功能�可用于废水中酚类
物质的检测及除去、已引起环境科学界的高度重视［70］ �这是一个值得注意的固定化酶应用领域。
4　结束语

综上所述�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
法和注重天然高分子载体改性是酶固定化研究的主要趋势�生物学及生物工程、医学及生命科学仍
是固定化酶应用的重要场合�适于化学化工及环境科学领域应用的固定化酶具有生态环境材料的
鲜明特征、应给予足够重视。打破部门限制�减少低层次重复�建立基础研究、技术研究及应用研究
三位一体的协作机制�将是众多固定化酶研究成果转化为高新技术产业的重要保证�这也是社会经
济可持续发展的客观要求。
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Development in Self-lubricating Composites of Heat-resisting Polymer

YAN Hong-xia�NING Rong-chang�MA Xiao-yan
（ Department of Chemistry Engineering�Northwestern Polytechnical University�Xi’an710072�China）

Abstract：We review the recent development in self-lubricating composites of heat-resisting polymer such
as PTFE、PEEK、PPS and PI in this paper．Some Suggestions for future study of these self-lubricating compos-
ites are proposed as well．

Key words：Heat-resisting polymer；Self-lubricating composites；Friction；Wear
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Preparation and Application of Immobilized Enzymes

LI Yan-feng1�LI Jun-rong1�FU Lian-di2
（1．College of Chemistry ＆Chemical Engineering�Institute of Materials Science ＆Engineering�Lanzhou
University�Lanzhou730000�China；2．GNERI�Gansu Academy of Sciences�Lanzhou730000�China）

Abstract：Enzyme immobilization was considered as one of very promising biotechnology�immobilized enz-
yme has been widely employed in the biochemistry�biotechnology�bioengineering�biomedical engineering and
so on�it would play an important part in the sustainable development of human society．This paper would review
the recent progress in the preparations and applications of immobilized enzymes．

Key words：Enzymes；Immobilized enzymes；Enzymatic reaction；Biotechnology；Bioengineering
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