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酶的固定化方法的研究进展
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摘 要： 固定化酶是酶工程的核心，利于实现酶的重复利用及产物与酶的分离。介绍了几种常用的固定化酶的方

法，如吸附法、包埋法、交联法和共价结合法，以及近几年研究的一些新型的固定化技术，如交联酶聚集体、定向固定

和共固定技术。
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Abstract：Immobilized enzyme is the core in enzyme engineering and it is helpful for the reuse of enzyme and the separation of products and en-
zyme. In this paper, several commonly-used immobilization methods of enzyme were introduced including absorption method，embedding
method，cross-linking method and covalent binding method. Besides, some newly-developed immobilization methods in recent years such as
cross-linked enzyme aggregates, orientation fixed and total fixation technique were also introduced.
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酶是一类具有催化功能的蛋白质, 与化学催化剂相

比具有反应速度快、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, 但同时也存在一些不

足，如酶一旦从细胞中分离出来,其活性会迅速下降,由于

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[1]。
然而,固定化技术的出现彻底解决了这些问题,不仅

提高了酶的活性，而且还实现了酶的可重复使用性。近年

来，固定化酶的研究得到了人们极大的关注，并取得了许

多重要成果。 下面以酶的固定化方法为核心,介绍一些有

关固定化技术的研究新进展。

1 吸附法

利用多种固体吸附剂将酶或含酶细胞吸附在其表面

上而使酶固定的方法。该方法最显著的优点是操作简便，
条件温和，不会引起酶的变异失活，且载体价廉易得，可

反复使用。 但酶与载体结合不牢，极易脱落，所以它的使

用受到一定的限制[2]。 因此，人们不断尝试使用新的载体

来解决这易脱落的问题。
通常，吸附法分为物理吸附法和离子吸附法。

1.1 物理吸附法

酶被载体吸附而固定的方法称为物理吸附法。 从载

体对酶的适应性来看，这个方法效果是好的，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，但其缺

点是酶与载体的相互作用较弱， 被吸附的酶极易从载体

表面上脱落下来，不能获得较高活力的固定化酶[3]。 该方

法常用的载体有活性炭、多孔陶瓷、纤维素及其衍生物、
甲壳素及其衍生物等。

纵伟、刘艳芳等（2008）以磁性壳聚糖微球作为新型

载体，并采用物理吸附法固定化脂肪酶 ,对影响固 定 化

的各种因素进行考察,确定了最优条件,同时比较了游离

酶和固定化酶的 pH 值和热稳定性。 结果表明，固定化

的适宜条件为：加酶量 600 U/g，温度 5 ℃，pH 7.0，固定

化时间 2 h。 固定化酶的 pH 值和热稳定性都优于游离

酶，固定化酶连续使用 5 次后，其相对酶活仍为使用前

的57.8 %，具有较好的操作稳定性 [4]。
近年来,随着介孔分子筛制备技术的日臻成熟,人们

正在考虑用其担当固定化酶的载体。 与其他材料相比,介
孔分子筛规则的孔道、大的比表面积、极强的吸附性能、
稳定的结构等特点， 使其具有担当固定化酶载体得天独
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厚的优势[5]。
王炎等（2008）以介孔分子筛 MCM-41 作为载体，采

用物理吸附法对漆酶进行了固定化， 考察了时间、pH 和

给酶量对固定化效果的影响， 并对固定化酶的活性及其

稳定性进行了研究， 讨论了影响固定化过程和固定化酶

性质的主要原因。 结果显示，在 pH 为 3 时，酶和载体比

例为 62.5 mg/g 时吸附 12 h 固定化效果最好， 固定化酶

活性回收率为 50 %。 与游离漆酶相比，MCM-41 固定化

漆酶的最适反应 pH 略有升高， 最适温度没有变化，其

pH 稳定性和热稳定性都显著优于游离漆酶。固定化漆酶

具有可重复操作的性质，与底物反应反复操作 10 批次后

剩余活性为 40 %[6]。
1.2 离子吸附法

将酶与含有离子交换基团的水不溶性载体以静电作

用力相结合的固定化方法。该方法的处理条件温和，且酶

的高级结构和活性中心的氨基酸很少发生变化， 因而可

以得到较高活性的固定化酶。 采用此法固定的酶有葡萄

糖异构酶、糖化酶、β-淀粉酶、纤维素酶等。
陈姗姗等（2008）以阴离子交换树脂为载体、戊二醛

为交联剂,对果胶酶进行固定化分析,探讨了温度、pH 值、
时间、加酶量、戊二醛浓度、交联温度、交联时间对果胶酶

固定化效果的影响, 同时对固定化果胶酶的酶学特性进

行研究。 研究结果表明，果胶酶的最佳固定化条件为：温

度 40℃，pH 值 5.5，固定化 6 h，加酶量为 0.75 mL/g，戊

二醛体积分数为 0.1 %，交联温度 4℃,交联时间 4 h。 在

此条件下, 固定化果胶酶的酶活回收率可达到 80 %以

上。 酶学特性试验表明，固定化果胶酶最适温度为 60℃,
最适 pH 值为 4.0，具有较好的操作稳定性[7]。

徐娟等（2008）选择以 D380 大孔弱碱性丙烯酸系阴

离子交换树脂为载体, 通过先吸附后交联的方法固定化

α-淀粉酶。 通过实验对影响固定化酶活力回收率的因素

的进行了研究, 得出较优的固定化条件为： 戊二醛浓度

0.1 %、处理时间 45 min、加酶量 3 mg/g(蛋白量 / 载体)、
酶液在 pH5.8、25℃，固定化处理时间 6～10 h 的条件下,
获得的固定化酶活力可达 80 U/g(载体),并进一步对固定

化酶的酶学性质作了初步研究[8]。

2 交联法

交联法是用双功能试剂或多功能试剂进行酶分子之

间的交联, 使酶分子和双功能试剂或多功能试剂之间形

成共价键[9]。 常用的交联剂是戊二醛，但单用戊二醛等试

剂交联制备的固定化酶活力较低， 因此常将此法与吸附

法、包埋法结合使用，可以达到既提高固定化酶的活力，
又起到加固的效果。

刘颖、高晗等（2008）利用上述混合方法，将杏仁来源

的 β-葡萄糖苷酶以吸附法固定在用戊二醛交联的壳聚

糖上，并对固定化条件进行优化，得到最佳条件：戊二醛

浓度为 1.5 %，溶液 pH5.5，在 25℃水浴中振荡吸附 4 h，
固定化 β-葡萄糖苷酶,其活力回收率达 27.34 %[10]。

王伟、杨开伦等（2008）以壳聚糖为载体,戊二醛为交

联剂，用吸附交联法对氨基酰化酶进行了固定化。研究结

果表明，在 pH 值为 6.0，温度 30℃的条件下，0.1 g 壳聚

糖微球与 5 mL 1 %戊二醛交联后,固定 0.8 mg 氨基酰化

酶的固定化效果最佳。 固定化酶的最适温度和 pH 值分

别为 50℃和 7.0，而游离酶的最适温度为 40℃，最适 pH
值为 7.5，固定化酶在 50～70℃都保持了较高的酶活力,
热稳定性远高于游离酶， 固定化酶的 Km 值为 11.796×
10-2 mol/L，较游离酶有所升高,该固定化酶具有良好的操

作稳定性[11]。

3 共价键结合法

共价键结合法是将酶与水不溶性载体以共价键结合

的一种方法。此法研究较为成熟，其优点是酶与载体间连

接牢固，即使用高浓度底物或离子强度的溶液进行反应，
也不会导致酶和载体的分离， 因此具有良好的稳定性及

重复使用性。缺点是反应条件比较苛刻，常常会引起酶蛋

白高级结构发生改变，导致酶的活性中心受损[12]。
王宝康 （2007） 就采用分相法制作了多孔玻璃微珠

FXBL 载体,用物理吸附法、共价偶联法和重氮法分别固

定 α-淀粉酶,比较了它们的固定效果,并选择了共价偶联

法作为研究多孔玻璃微珠的制作过程对固定 α-淀粉酶

的影响的实验方法。 实验结果显示，580℃分相玻璃优于

560℃，分相时间到 36 h 后,分相对固定化酶活力影响不

大，多孔玻璃用 0.3 mol/L 的 KOH 溶液扩孔 3 h 最理想。
当盐酸的浓度为 0.3 mol/L 时侵蚀成孔, 固定化 α-淀粉

酶活力达到最大值[13]。

4 包埋法

包埋法是将聚合物的单体与酶溶液混合， 再借助于

聚合助进剂的作用进行聚合， 酶被包埋在聚合物中以达

到固定化。 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[14]。 但是此法只适用于

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，才可以通过高分子聚合物进行扩散。
于殿宇、罗淑年等（2008）就以海藻酸钠、明胶为包埋

材料，戊二醛为交联剂固定化磷酯酶。对固定化条件和部

分酶学特性进行了优化和研究，确定了最佳条件：海藻酸

钠浓度 2 %，明胶浓度 4 %，CaCl2 浓度 7 %，戊二醛浓度
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0.4 %。 固定化酶热稳定性增强，重复使用 3 次相对酶活

力仍保留在 70 %以上[15]。
肖志方、伍林等（2008）利用海藻酸钠凝胶颗粒固定

化葡萄糖氧化酶( GOD)，确定了固定化条件,并考察了温

度、pH 值、储存时间对固定化酶和游离酶酶活力的影响,
测定了酶活回收率。 结果表明， 固定化的最优条件为：
CaCl2 5.0 %(质量体积比),海藻酸钠 3.0 %(质量体积比)。
固定化酶的最适催化温度为 31℃、 最适 pH 值为 6.3 ,较
游离酶分别提高 7℃和 0.6，固定化酶的平均酶活回收率

为 61.69 %。 此外,酶的储存稳定性能也有所提高,可重复

多次使用 [16]。

5 交联酶聚集体

保持各种传统固定化方法的优点并改进其不足一直

是固定化酶方面研究的重要内容， 所以开发新型的酶固

定化方法的原则是： 实现在较为温和的条件下进行酶的

固定化，尽量减少或避免酶活力的损失，以达到理想的固

定化效果。
最近几年，交联酶聚集体(CLEAs)才被纳入无载体

固定化酶范畴，它具有操作简便，获得的固定化酶稳定性

好、成本低廉、无需其他载体、单位体积活性大、空间效率

高等优点， 而被广泛应用于蛋白质的分离和纯化及酶固

定化等方面[17]。
交联酶聚集体的制备分两个步骤： 聚集体形成和聚

集体交联，两个步骤前后连续,对最后交联酶聚集体产品

的活性和稳定性都有重要影响。
酶聚集体的形成实质上是将酶进行浓缩沉淀, 使酶

相互堆积形成超分子结构。 该操作与分离纯化中的沉淀

完全相同, 可通过实验条件的调节保持酶的三维构象和

活性,这已经得到实验证实[18]。 而酶聚集体的交联是指利

用交联剂将酶的物理聚集体进行共价捆绑, 将酶聚集体

形成的超分子结构及活性保持下来, 使其在反应体系中

不易被破坏、并可被回收使用。用作交联剂的物质有很多

种，戊二醛是最常用的一种[19]。
潘延芳、孔珊珊等（2007）制备了交联重组枯草杆菌

纤溶酶聚集体(CLEAs)，并对其酶学性质进行研究。 该实

验方法是通过微生物发酵，分离得到天然 rBSFE，经硫酸

铵沉淀后， 以戊二醛作为交联剂对其进行化学交联，得

CLEAs。 用常规方法测定各种因素对 rBSFE 稳定性的影

响。 结果在对耐热性、稳定性、对抗血清蛋白水解酶的能

力的研究中，CLEAs 均显示比游离酶更高的稳定性 [20]。
邵卫祥、莫晓燕等（2008）采用磁性纳米颗粒与酶蛋

白共沉淀后经戊二醛交联的方法， 制备了磁性交联核酸

酶 P1 聚集体，并且对比分析了游离酶和固定化酶的部分

酶学性质。 该聚集体的最佳制备条件为:硫酸铵质量浓度

0.8 g/mL，沉淀时间 0.5 h，戊二醛体积分数 0.6 %，交联时

间 2 h，所制得的固定化酶活性回收率 32.4 %。 酶学性质

研究表明，固定化酶的 Km 值(30.7 mmol/L) 明显高于游

离酶的(7.27 mmol/L) ,二者的最适反应温度分别为 90℃
和 75℃，最适 pH 值均为 5.2，固定化核酸酶 P1 对热和

酸碱的耐受性明显增强， 连续反应 6 次后酶活力仍保留

70 %[21]。

6 定向固定

传统的酶固定化方法， 即酶是在随意位点和载体进

行连接,通常的连接位点是一个 ε-氨基酸,一般是赖氨酸,
因为酶通常含有多个赖氨酸, 所以酶会和载体在许多位

点进行反应,这样,有些位点的反应就会阻碍底物进入到

酶的活性位点。 另外,当酶随意固定化在载体上时一般是

发生多位点的结合,这样就会降低酶的固定化量。
通过使用不同的方法, 把酶和载体在酶的特定位点

上连接起来,使酶在载体表面按一定的方向排列,使它的

活性位点面朝固体表面的外侧, 这样有利于底物进入到

酶的活性位点里去,能够显著提高固定化酶的活性[22]。
目前，已经发展了一些不同的定向固定化酶的方法：

利用酶和它的抗体之间的亲和性； 通过酶分子上的糖基

部分固定化；酶和金属离子形成复合物；用分子生物学方

法使酶定向固定化。
刘琳琳、曾力希等（2005）以磁性金属螯合琼脂糖微

球为载体, 利用金属螯合配体与蛋白质表面供电子氨基

酸相互作用的原理,定向固定了木瓜蛋白酶。 固定化的最

适条件为：Cu2+ 1.5×10-2 mol/g 载体、 固定化时间 4 h、固

定化 pH7.0、给酶量 30 mg/g 载体。 固定化酶的最适反应

温度 70℃、最适反应 pH8.0，固定化酶的热稳定性明显

高于溶液酶，固定化酶活力回收为 68.4 %，且有较好的

操作稳定性, 载体重复使用 5 次后固定化酶酶活为首次

固定化酶的 79.71 %[23]。
周建芹、陈韶华等（2008）利用戊二醛将伴刀豆球蛋

白（ConA）和 壳 聚 糖 载 体 进 行 交 联，然 后 利 用 ConA 与

脲酶糖链的特异性结合作用， 实现了脲酶的定向固定。
定向固定化的最适条件为： 戊二醛浓度 3.5%，ConA 浓

度 1 mg/mL，ConA 溶液 pH 值 7.0，脲酶浓度 0.4 mg/mL。
定向固定化脲酶的最适 pH5.0～6.0， 最适温度 77℃，米

氏常数为 11.76 mmol/L， 与游离酶及非定向固定化脲酶

比较， 定向固定化脲酶的最适 pH 向酸性范围发生了偏

移并有更宽的 pH 适用范围，最适温度提高，与底物的亲

和力较大，且有较好的操作稳定性[24]。

88



7 共固定技术

共固定化是将不同的酶与酶、 细胞与细胞或细胞与

酶同时固定于同一载体内形成共固定化系统的一种技

术,综合了混合发酵和固定化技术的优点。这种系统稳定,
可将几种不同功能的酶, 细胞和细胞器在同一系统内进

行协同作用[25]。 鉴于上述优越性，采用固定化，共固定化

技术生产酒精、啤酒、果酒及食醋的等的研究十分盛行。
沈雪亮、夏黎明（2008）为提高纤维素原料对乳酸的

转化率， 将富含纤维二糖酶的黑曲霉孢子和德氏乳酸杆

菌细胞共固定在海藻酸钙凝胶珠中， 将共固定化细胞体

系与纤维素原料的酶水解相耦联， 组建成新型串联式生

物反应器。研究表明，共固定化细胞中的纤维二糖酶可将

纤维素水解液中的纤维二糖迅速转化成葡萄糖， 而葡萄

糖又能被乳酸杆菌迅速转化成乳酸， 从而解除了纤维二

糖及葡萄糖对纤维素酶的反馈抑制作用。 当酶解罐和共

固定化细胞反应柱的温度分别控制在 50℃和 48℃时，
共固定化细胞反应柱的装填量为 40 %时，串联式生物反

应器中生成的乳酸浓度和纤维素对乳酸的转化率分别达

到 55.7g/L 和 91.5 %。 采用分批添料工艺，乳酸终浓度和

反应器生产效率分别提高到 106.7 g/L 和 1.270 g/（L·h）,
而单位底物的纤维素酶用量降低 25 %[26]。

李雪雁等（2008）利用凹凸棒土的强吸附作用，首先

将乳糖酶吸附于凹凸棒土上， 在采用壳聚糖溶液包埋的

方法制成乳糖酶与酿酒酵母细胞的共固定化凝胶颗粒。
实验结果表明， 凹凸棒土与壳聚糖的适宜比例为 5∶1，加

酶量为 300 U/g 凹凸棒土，室温下吸附时间为 4 h，所制

得的共固定化酶-酵母细胞发酵乳糖的最适 pH 和温度

分别为 6.0 和 32℃，乳糖浓度 13 %～15 %。 在适宜的发

酵条件下，以 20 %的乳清为底物发酵 30 h，酒精浓度为

8.3 %vol，乳糖转化率为 93.2 %[27]。
在过去几年， 研究者已经开始研究酶膜的固定化技

术，即将多种酶同时固定在膜材料上,利用各自的功能协

同催化复杂的生物转化过程。
Lin 等（1997）在辅酶 NADH 的存在下 ,将丙氨酸脱

氢酶(ALDH) 和葡萄糖脱氢酶(GDH) 同时固定于纳滤膜

反应器内用于连续生产 L-丙氨酸。 其中，ALDH 在辅酶

NADH 的协同下催化由丙酮酸酯转化为 L-丙氨酸的立

体专一性反应， 而 GDH 则用于催化辅酶 NADH 的再生

过程[28]。
Spohn 等（1995）将微生物过氧化酶与相应的氧化酶

共固定于传感器的膜材料上，用来检测谷氨酸、赖氨酸和

黄嘌呤[29]。 Conrath 等（1995）将麦芽糖磷酸化酶、磷酸酶、
葡萄糖氧化酶和变旋酶同时固定在再生纤维素膜上,制
成电极用于检测无机磷酸盐[30]。 由此可见，将多酶共固定

技术用于膜生物传感器的研究也早已成熟。
此外，酶还可以与细胞及其他一些生物分子共固定，

构成更为复杂的生物转化体系。

8 展望

与游离酶相比，固定化酶可以回收并反复利用，从而

降低了生产成本，并且易于底物和产物的分开，提高了酶

的稳定性。 但是当酶分子从游离态变成牢固态结合于载

体时，酶蛋白活性构象会发生变化，使得酶的活性中心受

损。当固定化酶经过多次重复使用后，酶活力就开始慢慢

下降。 为了克服这些不足，我们今后的研究重点是，探索

新的固定化方法，以及应用新的载体，以提高固定化酶的

活性回收率，延长其半衰期，从而达到人们理想的使用效

果。
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