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纳米级酶固定化技术的发展

刘仁霖　罗　晖　常雁红 3 　孙春宝
(北京科技大学环境工程系 ,北京 100083)

摘　要　对酶的纳米级固定化技术的研究现状进行了综述 ,按纳米级固定化技术的发展阶段将其划分为三类 ,并比较了这三

类纳米级固定化法的优缺点 ,在此基础上对纳米级酶固定化技术的发展方向进行了分析。
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　　酶的固定化是用固体材料将酶束缚或限制于一

定区域内 ,使之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。按其性质分 ,主要有四

种 ,即包埋法、交联法、吸附法及共价法 [ 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 ]。

酶的催化效率及选择性在很大程度上取决于所

使用酶的比表面积和几何形状 ;如不考虑其它因素 ,

则粒径越小 ,比表面积越大 ,催化剂的效率就越

高 [ 3 ]。传统的固定化酶粒径一般为 (011～10) mm。

由于受到固定酶量少和较大传质阻力的影响 ,这类

固定化酶的催化效率比较有限。而纳米级固定化的

酶具有比表面积大、传质阻力小、固定酶量多和催化

效率高等优点 ,这使得酶的纳米级固定化技术 [ 4 ]受

到越来越广泛的关注。

对酶的纳米级固定化技术的研究主要包括以下

三个方面 : (1)利用反胶团为酶模拟“自然环境”,将

酶限制在反胶团中进行催化反应 ,反应结束通过膜
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反应器将酶和表面活性剂截留下来回收利用 ;

(2)利用反胶团作为“微反应器”(m icroreactor)进行

纳米级的聚合 ,以所得纳米高分子材料作为固定酶

的载体 ; (3)高分子聚合物中引入纳米级磁核 ,得到

可在磁场下快速分离的磁性高分子微球载体 ,并进

行酶的固定化。

1　反胶团对酶的固定化

反胶团 (束 ) [ (10～100) nm ]是表面活性剂溶

解在非极性溶剂中形成的、围绕一个极性核的纳米

级聚集体 ,是一种低水含量的油包水 (W /O )微乳

液。与普通乳状液 (几百甚至上千纳米以上 )不同 ,

反胶团溶液是透明的、热力学稳定的体系 [ 5 ]。

20世纪 80年代末 , Haering等人 [ 6 ]发现 W /O

微乳液体系可以发生胶凝作用 ,并对微乳液凝胶性

质进行了初步表征。90年代初 , Rees等人 [ 7 ]开始尝

试利用这一现象来固定脂肪酶 ,并对固定化酶的酶

学性质进行了大量研究之后 ,便有用微乳液凝胶固

定化脂肪酶进行有机相合成与对应体拆分的研究报

道。反胶团 (束 )能在分子水平上把酶分散在有机

介质中 ,亲水性的酶定位在极性水腔中 ,周围是一个

水层和一个表面活性剂层 ,酶不与有机溶剂直接接

触 ,所以避免了失活 ;而相对疏水的酶 ,则定位在水
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池与表面活性剂之间的界面上。因为界面的疏水性

小于水池 ,这样在此体系中大多数酶能保持催化活

性 和 稳 定 性 , 有 的 甚 至 表 现 出 超 活 性

( superactivity) ,使得反胶团技术也被看成是生物催

化剂的固定化新方法 [ 8 ]。这种固定化方法与传统

固定化法不同的是它没有严格意义上的载体。随着

反胶团技术发展和酶催化反应研究不断深入 ,一个

新的研究领域———胶束酶学 (M icellar enzymology)

开始产生和兴起 [ 9 ]。

目前 ,胶束酶学大多数研究主要集中在反胶束

定位和结构、酶催化反应动力学特征、酶催化活性和

稳定性等基础研究方面 ,但少量研究已开始向应用

方面过渡 ,如辅酶的再生、脂肪酶的催化反应、肽和

氨基酸的合成、高分子材料的合成以及有毒物质的

降解等 [ 10 ]
,其中应用最广泛的当属脂肪酶的催化反

应 [ 11—13 ]。

反胶团作为一种微乳体系对酶的固定化具有诸

多优势 : (1)组成的灵活性。大量的不同类型的表

面活性剂、有机溶剂甚至是不同极性的物质都可用

于构建适于酶反应的反胶团体系。 ( 2)热力学稳定

性和光学透明性。反胶团是自发形成的 ,因而不像

一般乳化液那样需要机械混合 ,有利于规模化制备。

(3)反胶团有非常高的界面积 /体积比 ,远高于有机

溶剂 /水两相体系 ,使底物和产物的相转移变得极为

有利。 (4)产物回收可通过相调变实现。反胶团的

相特性随温度而变化 ,这一特性可用于产物回收。

当然 ,作为一项新技术 ,反胶团固定化法还有很

多有待解决的问题 : (1)反胶团所构成的微环境不

利于大分子底物的扩散 ,其应用领域有一定局限性 ;

(2)各成分的选用与酶活密切相关 ,如果成分选用

或配比不当 ,不但不能提高酶的活性 ,反而会使酶活

降低 ; (3)产物易被表面活性剂污染 ,不易做到连续

生产。

2　纳米级有机或无机载体对酶的固定化

固定化酶常用的有机高分子载体材料一般可分

为两大类 [ 14 ] :天然高分子材料和人工合成高分子材

料。第一类载体材料一般无毒性 ,传质性能好 ,但强

度较低 ,在厌氧条件下易被微生物分解 ,寿命较短 ;

第二类载体一般强度较大 ,但传质性能较差 ,在进行

细胞固定时对细胞活性有影响。这些新载体的种类

很多 ,而且经过人们不断地研究开发 ,已有许多人工

合成的高分子材料应用于酶的固定化。

制备纳米级高分子载体的常用方法是利用反胶

团进行聚合 ,反胶团在这里扮演的是“微反应器 ”

(m icroreactor)的角色。由于反胶团是纳米级的 ,所

以在其中进行聚合反应有利于控制高分子产物的粒

径大小以及分布。

人们利用反胶团聚合法制备纳米级高分子载

体 ,然后再通过共价交联或吸附的方法对酶进行固

定化。郭刚军等 [ 15 ]以碘酸盐为氧化剂 ,通过氧化 2
迈克尔加成反应 ,由邻苯二酚和 4, 4’2亚甲基苯胺
合成了一种新的功能聚合物———芳香胺 2邻醌聚合
物。这种聚合物表面由分布均匀的纳米颗粒和孔穴

构成。由于这种聚合物分子含有疏水骨架、羰基和

胺基的有序分布 ,以及独特的纳米微观颗粒和孔穴

结构 ,使其成为吸附法固定化酶的良好载体。

除了对有机高分子材料以外 ,人们还对无机纳

米载体进行了制备及研究。如纳米微球 [ 16—18 ]、纳米

介孔材料 [ 19—21 ]和纳米纤维 [ 22—24 ]等。

3　纳米磁性微球对酶的固定化

纳米级的固定化酶的载体粒径小 ,分离十分困

难 ,如果能将纳米高分子载体带上磁、电等物理特

性 ,使其能在磁场或电场中分离 ,将大大拓展酶的纳

米级固定化载体的适用范围。而这也是近来研究者

普遍关注无机 2有机混合材料载体 ,即磁性高分子微

球的原因。

磁性高分子微球是指通过适当的方法使有机高

分子与无机磁性物质结合起来形成的、具有一定磁

性及特殊结构的微球。因磁性高分子微球同时兼具

高分子微球的众多特性和磁响应性 ,不仅能通过共

聚及表面改性等方法赋予其表面功能基 (如 - OH、

- COOH、- CHO、- NH2、- SH等 ) ,还能在外加磁

场下方便、迅速地分离。因此 ,自 20世纪 70年代以

来 ,磁性高分子微球作为一种新型的功能材料 ,在磁

性材料、生物医学 (临床诊断、靶向药物、酶标 )、细

胞学 (细胞标记、细胞分离等 )和生物工程 (酶的固
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定化 )以及分离工程等诸多领域显示出强大的生命

力 [ 25 ]。

磁核的化学制备方法主要有几种 :共沉淀

法 [ 26 ]、沉淀氧化法 [ 27 ]、乳液法 [ 28 ]和溶胶凝胶法 [ 29 ]。

共沉淀法制备的纳米 Fe3 O4粒径分布范围宽、易团

聚、重现性差 ;乳化法制备的纳米 Fe3 O4 晶型不均

一。微乳液法制备纳米材料是最近几年发展起来的

新方法 ,由于粒子表面包裹一层表面活性剂分子 ,使

粒子间不易聚结 ;同时 ,通过选择不同的表面活性剂

分子 ,可对粒子表面进行修饰。油包水 (W /O )型微

乳液中的水核是一个“微型反应器”,化学反应被限

制在水核内 ,故最终得到的微粒粒径将受到水核大

小的控制 ,从而可以控制微粒的大小。当制备出来

的磁核粒径达到 20 nm以下时 ,就具有了超顺磁性 ;

粒径为 13 nm时超顺磁性最佳。这样的磁核在外加

磁场撤去后 ,微球不再具有剩磁 ,且易于回收和在溶

液中重新分散。

磁性高分子微球的制备方法主要有 :包埋

法 [ 30 ]、单体聚合 (乳液聚合 [ 31 ]、分散聚合 [ 32 ]、悬浮

聚合 [ 33 ] )和化学转化法 [ 34 ] (原位法 )。

按以上方法制备出来的磁性高分子微球的组成

结构可以分为三类 [ 35 ]
:一类是由磁性材料组成核 ,

聚合物组成壳层 ,即核壳型 [ 36, 37 ] (酶的固定化载体

以此类为多 ) ;另一类是将聚合物作为核 ,磁性材料

作为壳 ,即壳核型 [ 38, 39 ] (一般被用于医药方面 ,如靶

向药物 ) ;还有一种是内外层是聚合物 ,中间是磁性

材料的多层微球 [ 40, 41 ]。

磁性微球对酶的固定化可通过以下几种途径实

现 [ 42 ]
:

(1) 直接的物理吸附 ,或用双功能基试剂交联

(如戊二醛 ) [ 43 ]。

(2) 吸附非特定蛋白质在磁性微球上 ,用戊二

醛交联后 ,将酶共价偶合到蛋白质上 [ 44 ]。

(3) 硅烷化的磁性微球通过共价偶合 [ 45 ]。

(4) 过渡金属 (如 Ti、Zr)与酶的螯合作用 [ 46 ]。

(5) 带有可与酶共价偶合的功能基的聚合物作

为磁性微球的壳层 [ 47 ]。

在固定化酶体系中 ,利用磁性高分子微球作为

结合酶的载体有着很多优点 [ 48 ]
: ①有利于固定化酶

从反应体系中分离和回收 ,操作简单、易行 ; ②对于

双酶反应体系 ,当一种酶的失活较快时 ,就可以用

磁性材料来固载另一种失活较慢的酶 ,回收后可反

复使用 ,降低成本 ;③利用外部磁场可以控制磁性材

料固定化酶的运动方式和方向 ,替代传统的机械搅

拌方式 ,提高固定化酶的催化效率 ;④可以改善酶的

生物兼容性、免疫活性、亲疏水性 ; ⑤提高酶的稳

定性。

4　展望

反胶团固定化法是三类纳米级固定化法中制备

过程最简单的 ,其它两种方法需要进行一系列的化

学反应才能制备出固定化载体 ,还要通过交联、吸附

等多种手段对酶进行固定。所以 ,反胶团固定化法

的成本相对较低 ,但其可控性较差 ,酶和产物的回收

相对较难。要实现酶的重复利用及产物分离 ,就必

须构建合适的反应器 ,如膜反应器就是一种很有前

景的反胶团固定化酶的反应器 ,可以将酶保留在反

应器内 ,并有实现连续化操作的潜力 ;但这方面的研

究还很少 ,今后的研究方向主要包括 [ 49 ]
: (1)探索加

入新的作用 ,如电场、磁场等 ,以改善膜的渗透性能 ;

(2)新的反胶团体系及反应物系的开发 ; (3)各种反

胶团体系在膜反应器中的应用 ; ( 4)改变膜两侧介

质性质以优化反应器操作 ; ( 5)膜反应器连续操作

的动力学研究。

纳米级有机载体和无机载体的优势是表面富

含活性基团 ,但制备载体以及对酶进行固定化的工

艺相对复杂。虽然固定化载体的粒径越小比表面积

越大 ,有利于固载酶量的增加 ,但同时也增加了分

离回用的难度 ,可控性仍然需要通过研究提高。所

以 ,人们开始普遍关注无机 2有机复合功能材料研
制 [ 50 ]。

磁性高分子微球作为一种新型的复合功能材

料 ,在纳米级固定化载体中有着显著的性能优势和

巨大的应用潜力。它可控性好 ,反应的时候用磁场

控制酶在反应釜中的走向 ,可以替代机械搅拌 ;

催化结束后在磁场中又可以很方便地分离回用 ,

反应批次的增加以及酶回收率的提高可以大大降低

酶的使用成本 ,其卓越的稳定性及操作性使其成为

纳米级固定化的最佳方法。近年来 ,国内外都对磁

性高分子微球的制备方法及其物理性质做了很多研
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究 ,发现仍有一些的问题有待解决 [ 51 ] : ( 1 )合成粒

径小且磁响应性强的微球 ; ( 2 )改善磁性高分子

微球的生物相容性 ; ( 3 )改进和拓展微球表面的

功能性及其应用范围 ; (4)提高磁性高分子微球的

稳定性 ; (5)发展和完善磁性高分子微球的形成

机理。

过去 10年 ,生物催化技术发展十分迅猛 ,已成

为开发经济、高效生产医药和精细化学品技术的重

要工具。而纳米级酶固定化是纳米技术与生物技术

结合的产物 ,是一个崭新的研究领域 ,在生物催化领

域具有很好的应用前景。纳米级固定化酶虽然目前

还存在着制备方法复杂、成本较高等问题 ,但可以考

虑首先将其应用于某些附加值较高的生化产品的生

产中 ,并以此为契机加快推进纳米级酶固定化技术

工业应用的步伐。
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Research Progress of Nanom eter- sca le Imm ob iliza tion of Enzym e

L IU Ren- lin, LUO Hui, CHANG Yan- hong3 , SUN Chun- bao
(Department of Environmental Engineering, University of Science and Technology Beijing,

Beijing 100083, P. R. China)

[ Abstract] 　The research p rogress of nanometer- scale immobilization of enzyme was discussed. The advantages

and disadvantages of three p rimary types of p reparation were compared. On this basis, the direction of the

development of nanometer immobilization of enzyme was analyzed.
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