
固定化酶的制备及应用

一、概述

固定化酶，一种重要的生物技术产品，自 20世纪 60年代问世以

来，已经发展成为酶工程领域的核心技术之一。其基本原理是将酶束

缚或限制在特定的固体载体上，使酶在保持其原有的高效、专一及温

和的催化特性的同时，能够易于从反应体系中分离、回收并重复利用。

这不仅显著提高了酶的使用效率，降低了生产成本，还为连续化、自

动化的生产工艺提供了可能。

固定化酶技术的出现，是对传统酶应用的重大改进。以往，大多

数酶都是水溶性的，反应结束后难以回收，这不仅限制了酶的应用范

围，也增加了生产成本。固定化酶技术的出现，解决了这一问题，使

得酶可以在多种环境中稳定存在，且易于回收和再利用。

固定化酶技术也存在一些挑战和限制。例如，固定化过程中可能

会导致酶的活力损失，固定化成本也可能较高。固定化酶对于某些底

物，特别是大分子底物的催化效率可能会降低。如何优化固定化过程，

提高固定化酶的催化效率，是当前酶工程领域的研究热点之一。



尽管如此，固定化酶技术的优点仍然使其在许多领域得到了广泛

的应用，包括食品工业、生物传感器、医药工程、环保技术等。随着

科学技术的不断发展，固定化酶技术有望在未来发挥更大的作用，为

解决全球面临的能源、环保等问题提供新的思路和方法。

1. 酶的定义和特性

酶是一类生物大分子催化剂，主要由蛋白质组成，少数为 RNA。

它们在生物体内起着至关重要的作用，加速化学反应的速率，而自身

在反应过程中不被消耗。酶的催化作用具有高度的特异性，即一种酶

通常只能催化一种或一类化学反应。这种特异性使得酶能够在复杂的

生物体内精确地调控各种代谢途径。

酶的催化效率极高，通常比非生物催化剂（如无机催化剂）高得

多。这是因为酶能够与底物分子形成一种特定的三维结构，称为酶底

物复合物。这种复合物的形成降低了化学反应的活化能，从而使反应

速率大大提高。

酶的活性受到多种因素的影响，包括温度、pH值、离子强度和

底物浓度等。在最适条件下，酶的催化活性最高。如果环境条件超出

一定范围，酶的活性会降低，甚至失活。酶的应用需要在适宜的条件

下进行，以确保其高效和稳定地发挥作用。



酶的这些特性使得它们在生物科学、医学、工业等领域有着广泛

的应用。例如，酶在食品工业中用于加速发酵过程，在医学中用于诊

断和治疗疾病，在环境保护中用于生物降解污染物等。固定化酶技术

则进一步扩大了酶的应用范围，提高了酶的稳定性和重复使用性，为

酶的应用提供了更多的可能性。

2. 固定化酶的概念

固定化酶，又称为固定化生物催化剂，是一种将酶束缚或固定于

某种固体支持物上的技术。这种技术的核心在于将酶的催化活性与固

体支持物的物理稳定性相结合，从而实现在复杂环境条件下，酶的高

效、稳定且可重复使用的催化作用。

固定化酶的概念最早可以追溯到 20世纪 60年代，当时科学家们

发现通过将酶固定在某些载体上，可以有效地提高酶的稳定性，并使

其更易于从反应体系中分离和回收。此后，随着材料科学和生物技术

的快速发展，固定化酶技术也得到了不断的改进和优化。

在固定化酶中，酶与固体支持物之间的结合方式可以是物理吸附、

化学交联或包埋等多种方式。物理吸附通常是通过酶与固体支持物之

间的范德华力、静电引力等作用力来实现的，这种方法操作简单，但

酶与支持物之间的结合力较弱，容易在反应过程中脱落。化学交联则

是通过酶与支持物之间的共价键来实现的，这种方法结合力较强，但



可能会影响酶的催化活性。包埋法则是将酶包埋在支持物的微小孔洞

中，这种方法既可以保持酶的活性，又可以防止酶的泄露。



固定化酶的应用范围非常广泛，包括食品工业、医药工业、生物

燃料生产等多个领域。例如，在食品工业中，固定化酶可以用于制作

奶酪、面包等食品，提高产品的质量和口感在医药工业中，固定化酶

可以用于生产抗生素、激素等药物，提高生产效率并降低成本在生物

燃料生产中，固定化酶可以用于将生物质转化为生物燃料，如生物柴

油、生物乙醇等，具有环保和可再生的特点。

固定化酶技术是一种重要的生物技术手段，通过将酶固定于固体

支持物上，不仅可以提高酶的稳定性、可重复使用性和催化活性，还

可以简化生产工艺、降低成本并减少环境污染。随着科技的不断进步

和应用领域的不断拓展，固定化酶技术将在未来的工业生产和科学研

究中发挥更加重要的作用。

3. 固定化酶的优势和应用领域

固定化酶技术自 20世纪 70年代以来，因其独特的优势在生物催

化领域得到了广泛的应用。固定化酶的优势主要表现在以下几个方面：

固定化酶具有较高的催化效率，能够显著提高反应速率。这是由

于固定化酶在固定化载体上形成了高度有序的结构，有利于底物分子

的接近和产物的释放，从而提高了催化效率。

固定化酶具有较高的稳定性，能够在较宽的温度、pH值和离子

强度范围内保持活性。这是由于固定化酶与载体之间的相互作用，使



得酶分子在固定化过程中形成了稳定的结构，从而提高了酶的稳定性。



固定化酶可以通过简单的物理方法（如过滤、离心等）从反应体

系中分离出来，并进行重复使用。这有助于降低生产成本，提高经济

效益。

固定化酶的反应过程可以通过改变反应条件（如温度、pH 值等）

进行调控，从而实现对反应速率和产物选择性的控制。

固定化酶在食品工业中主要用于果汁生产、酿酒、乳制品加工等

过程中的酶法处理。例如，固定化果胶酶可以用于提高果汁的澄清度

和稳定性固定化酵母可以用于啤酒发酵过程，提高酒精产量和发酵效

率。

固定化酶在医药工业中主要用于药物合成、生物转化等过程。例

如，固定化青霉素酰化酶可以用于生产青霉素类药物固定化脂肪酶可

以用于合成手性药物中间体。

固定化酶在环境保护领域主要用于废水处理、环境监测等。例如，

固定化漆酶可以用于降解废水中的有机污染物固定化酶生物传感器

可以用于环境监测。

固定化酶在能源开发领域主要用于生物质能源的生产。例如，固

定化纤维素酶可以用于生物质转化过程，提高生物质能源的产量和品

质。



固定化酶技术具有显著的优势，并在多个领域得到广泛应用。随

着科学技术的不断发展，固定化酶技术将在未来发挥更加重要的作用。

二、固定化酶的制备方法

吸附法：这是一种利用各种固体吸附剂将酶或含酶菌体吸附在其

表面而使酶固定化的方法。常用的吸附剂包括活性炭、氧化铝、硅藻

土、多孔陶瓷、多孔玻璃、硅胶、羧基磷灰石等。吸附法操作简便，

条件温和，不会引起酶的变性失活，载体价廉易得，可反复使用。酶

与载体之间的结合不太牢固，容易脱落。

共价键结合法：这种方法是通过酶蛋白的侧链基团和非水溶性载

体表面的功能基团之间形成共价键来实现酶的固定化。由于酶与载体

之间形成的是共价键，因此结合牢固，制得的固定化酶稳定性好。制

备过程中反应条件较为强烈，难以控制，易使酶变性失活，且制作手

续繁琐。

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

促进剂（包括交联剂）的作用进行聚合，酶被包裹在聚合物中以达到

固定化。这种方法操作简单，酶分子只被包埋，未受到化学反应，因

此可以制得较高活力的固定化酶。包埋法对大多数酶、粗酶制剂甚至

完整的微生物细胞都通用。在发生化学聚合反应时，需要在比较苛刻

的条件下进行，从而容易导致酶失活。需要精心设计包埋条件。



交联法：交联法是利用双功能或多功能试剂在酶分子间或酶与载

体间、或酶与惰性蛋白间进行交联反应以制得固定化酶的方法。常用

的试剂有戊二醛、己二胺、顺丁烯二酸酐、双偶氮苯等。戊二醛是最

常用的试剂。制备的固定化酶结合牢固，可长时使用。由于交联反应

较激烈，酶分子的多个基团被交联，因此酶活力损失较大。

各种固定化酶制备方法都有其优点和缺点，选择哪种方法取决于

具体的应用场景和需求。在实际操作中，需要根据酶的性质、载体的

选择、反应条件等因素进行综合考虑，以选择最适合的固定化酶制备

方法。

1. 物理吸附法

物理吸附法是一种基于分子间作用力的固定化酶方法，其主要通

过物理吸附将酶固定在载体表面。这种方法具有操作简单、条件温和、

酶活性保持率高等优点，因此在固定化酶领域得到了广泛的应用。

物理吸附法的核心在于选择合适的载体。理想的载体应具有较大

的比表面积、良好的机械强度和化学稳定性，同时不对酶的活性产生

负面影响。常用的载体包括活性炭、硅胶、氧化铝、聚丙烯腈等。这

些载体通过范德华力、静电作用、氢键等物理作用力与酶分子结合，

形成固定化酶。

载体的预处理：为了提高载体的吸附能力，通常需要对载体进行



预处理，如活化、改性等。



酶的吸附：将预处理后的载体与酶溶液混合，在一定条件下使酶

分子吸附在载体表面。吸附条件包括温度、pH、酶浓度、吸附时间等。

固定化酶的分离与洗涤：将吸附有酶的载体从溶液中分离出来，

并用适当的缓冲液洗涤，以去除未吸附的酶和其他杂质。

固定化酶的表征与评价：对制备的固定化酶进行表征，如测定固

定化酶的活性、稳定性、重复使用性等性能指标。

物理吸附法固定化酶的应用领域广泛，包括生物催化、生物检测、

生物分离等。在生物催化方面，固定化酶可以作为催化剂用于合成化

合物、生产生物燃料、降解污染物等。在生物检测方面，固定化酶可

以用于构建生物传感器，实现对目标物质的快速、灵敏检测。在生物

分离方面，固定化酶可以用于分离纯化生物大分子，如蛋白质、核酸

等。

物理吸附法是一种简单、有效的固定化酶方法，具有广泛的应用

前景。该方法在实际应用中仍面临一些挑战，如固定化酶的稳定性、

重复使用性等。进一步研究和发展物理吸附法固定化酶技术具有重要

意义。

a. 常用载体材料

在固定化酶的制备过程中，载体材料的选择至关重要。常用的载

体材料主要包括天然高分子材料、合成高分子材料和无机材料等。



天然高分子材料如纤维素、壳聚糖、琼脂糖等多糖类衍生物，具

有良好的生物相容性和生物降解性，因此广泛应用于酶的固定化。这

些材料可以通过物理吸附、离子结合或共价键合等方式与酶结合，实

现酶的固定化。

合成高分子材料如聚丙烯酰胺凝胶、聚苯乙烯等，具有较高的机

械强度和化学稳定性，能够抵抗恶劣的环境条件。这些材料可以通过

交联、共价键合等方式与酶结合，制备出稳定的固定化酶。

无机材料如硅胶、氧化铝、玻璃珠等，具有优良的化学稳定性和

热稳定性，适用于高温、高压等极端条件下的酶固定化。这些材料可

以通过离子交换、共价键合等方式与酶结合，提高酶的固定化效率。

选择合适的载体材料是固定化酶制备的关键步骤之一。不同的载

体材料具有各自的优缺点，应根据酶的性质、反应条件和应用需求进

行选择。未来，随着材料科学的不断发展，新型载体材料的出现将为

固定化酶的制备提供更多的选择。

b. 吸附原理和影响因素

吸附法固定化酶是一种常见的固定化酶技术，其基本原理是通过

物理或化学吸附的方式，将酶固定在载体表面或内部。吸附法操作简

便、条件温和，且不易引起酶的变性失活，因此在工业上应用广泛。



影响吸附法固定化酶效果的因素有很多。首先是载体的选择，载

体的性质如比表面积、孔结构、表面电荷和官能团等都会影响酶的吸

附量和活性。一般来说，比表面积大、孔结构发达、表面带有适宜官

能团的载体有利于酶的吸附。

吸附条件如温度、pH值、离子强度等也会影响酶的吸附效果。

一般来说，吸附过程需要在温和的条件下进行，以避免酶的变性失活。

离子强度也会影响酶与载体之间的相互作用，进而影响酶的吸附量。

酶的性质如分子量等电点、表面电荷等也会影响其吸附效果。酶

的分子量越大，其与载体之间的相互作用力越强，越容易被吸附。等

电点则影响酶的表面电荷，进而影响其与载体之间的静电相互作用。

在实际应用中，需要根据具体的酶和载体性质，以及操作条件进

行优化，以获得最佳的固定化效果。同时，还需要注意固定化酶的稳

定性和重复使用性，以确保其在工业生产中的长期应用。

c. 制备工艺和条件优化

在固定化酶的制备过程中，选择合适的制备工艺和条件优化是至

关重要的，这直接影响到固定化酶的活性和稳定性。本节将重点讨论

固定化酶的制备工艺和条件优化。



选择合适的载体是固定化酶制备的关键步骤。载体应具有良好的

机械强度、化学稳定性、生物相容性和适宜的比表面积。常用的载体

材料包括天然高分子材料（如壳聚糖、海藻酸钠等）和合成高分子材

料（如聚丙烯酰胺、聚乙烯醇等）。无机载体材料（如硅胶、氧化铝

等）也被广泛应用于固定化酶的制备。

固定化方法是影响固定化酶性能的重要因素。常见的固定化方法

包括物理吸附法、共价偶联法、包埋法等。物理吸附法简单易行，对

酶的活性影响较小，但固定化酶的稳定性相对较差。共价偶联法固定

化酶稳定性较好，但反应条件较为苛刻，可能对酶的活性产生一定影

响。包埋法固定化酶的稳定性较好，但酶与底物的接触面积较小，可

能影响反应速率。

在制备固定化酶的过程中，优化反应条件也是提高固定化酶性能

的关键。反应条件包括温度、pH、酶浓度、载体浓度等。通过响应面

法、正交实验设计等方法对反应条件进行优化，可以获得较高活性和

稳定性的固定化酶。

固定化酶的制备工艺和条件优化还需要考虑实际应用过程中的

影响因素。例如，在固定化酶应用于生物催化反应时，需要考虑底物

的浓度、反应器的设计和操作条件等。通过优化这些因素，可以提高

固定化酶在生物催化反应中的性能。



固定化酶的制备工艺和条件优化是一个复杂的过程，需要综合考

虑载体选择、固定化方法、反应条件等因素。通过优化这些因素，可

以获得较高活性和稳定性的固定化酶，为固定化酶在实际应用中的性

能提供保障。

2. 化学结合法

化学结合法是一种常用的固定化酶制备方法，其基本原理是通过

共价键将酶分子与载体连接在一起，形成稳定的酶载体复合物。这种

方法能够确保酶分子在反应过程中不易脱落，从而提高了固定化酶的

重复使用性和稳定性。

在化学结合法中，常用的载体包括多孔性高分子材料、无机材料

以及某些具有特殊官能团的合成树脂等。这些载体通常具有丰富的表

面官能团，如氨基、羧基、羟基等，能够与酶分子中的活性基团发生

化学反应，形成共价键。

制备过程中，首先需要对载体进行预处理，以引入合适的反应基

团。通过调整反应条件，如温度、pH值、离子强度等，使酶分子与

载体上的官能团发生共价结合。常用的化学结合法包括酯化、酰胺化、

重氮化等。

化学结合法的优点在于制备的固定化酶具有较高的稳定性和重

复使用性。由于酶分子与载体之间形成了共价键，因此不易受到外界



环境的影响，如 pH值、温度等。化学结合法还可以通过选择不同的

载体和反应条件，实现对酶分子空间构象的调控，从而优化固定化酶

的性能。



化学结合法也存在一些不足。制备过程中需要严格控制反应条件，

以避免酶分子失活或结构改变。共价键的形成可能导致酶分子的活性

降低或丧失。化学结合法通常需要使用有毒的试剂和较为复杂的操作

步骤，增加了制备成本和环境风险。

在实际应用中，化学结合法通常与其他固定化方法相结合，如包

埋法、物理吸附法等，以提高固定化酶的性能和稳定性。例如，可以

先将酶分子包埋在某种高分子材料中，再通过与载体上的官能团发生

化学反应，将酶分子固定在载体上。这样既能保持酶的活性，又能提

高固定化酶的稳定性。

化学结合法是一种有效的固定化酶制备方法，通过共价键将酶分

子与载体连接在一起，提高了固定化酶的稳定性和重复使用性。制备

过程中需要严格控制反应条件和使用有毒试剂的问题仍需解决。未来

研究可以关注新型载体的开发以及绿色、温和的固定化方法的探索，

以推动固定化酶技术的进一步发展。

a. 常用载体材料和反应类型

固定化酶技术是一种将酶固定在特定载体上，使其保持催化活性

并易于分离和重复使用的技术。在固定化酶的制备过程中，选择适当

的载体材料至关重要。常用的载体材料主要包括天然载体和合成载体

两大类。



天然载体主要来源于自然界中的生物材料，如海藻酸钠、琼脂糖、

壳聚糖等。这些材料具有良好的生物相容性和稳定性，能够为酶提供

适宜的微环境。例如，海藻酸钠因其良好的吸水性和凝胶性质，常被

用于固定化酶的制备。合成载体则主要由人工合成的高分子材料构成，

如聚丙烯酰胺、聚乙烯醇等。这些材料具有结构稳定、机械强度高、

易于规模化生产等优点，因此在实际应用中受到广泛关注。

在固定化酶的反应类型方面，主要包括吸附法、包埋法、交联法

和共价结合法等。吸附法是利用酶与载体之间的物理吸附作用实现酶

的固定化，操作简单但稳定性较差。包埋法则是将酶包裹在载体材料

的微孔或网络结构中，使酶与底物在有限的空间内发生反应，这种方

法固定化效率高但传质阻力较大。交联法通过化学交联剂将酶与载体

连接在一起，形成稳定的化学键合，但可能影响酶的活性。共价结合

法则是通过酶与载体之间的共价键实现酶的固定化，具有较高的稳定

性和可重复使用性，但操作相对复杂。

在固定化酶的制备过程中，选择合适的载体材料和反应类型对于

保持酶的活性、提高固定化效率以及实现酶的重复使用具有重要意义。

未来随着固定化酶技术的不断发展，相信会有更多新型的载体材料和

反应类型被开发和应用。

b. 结合原理和影响因素



固定化酶技术的核心在于酶与载体之间的结合。这种结合可以通

过多种方式实现，包括物理吸附、包埋法、共价结合和交联法等。这

些方法的选择取决于酶的性质、反应条件和载体的特性。

物理吸附法是一种简单而常用的固定化方法。它利用酶与载体之

间的物理相互作用，如范德华力、氢键或疏水相互作用，将酶吸附在

载体表面。这种方法条件温和，操作简便，但酶与载体之间的结合力

较弱，容易受到反应条件的影响而导致酶脱落。

包埋法是将酶包埋在一种多孔或半透膜的载体中，使酶能够在载

体内部进行催化反应。这种方法可以保护酶免受外界环境的影响，提

高酶的稳定性。由于包埋物或半透膜的空间阻碍作用，一些大分子底

物可能难以进入载体内部与酶接触，从而限制了酶的应用范围。

共价结合法是通过酶分子与载体之间的共价键连接来实现酶的

固定化。这种方法可以获得较强的结合力，提高酶的稳定性，并且酶

与载体之间的结合是不可逆的，有利于酶的长期使用。共价结合法可

能导致酶的活性中心被掩盖或破坏，从而影响酶的催化活性。

交联法是一种通过双官能团或多功能团交联剂将游离酶的氨基

酸残基与载体连接起来的方法。这种方法可以获得较高的酶活力回收，

但交联剂的选择和使用条件需要仔细控制，以避免对酶活性的不利影

响。



固定化酶的效果受到多种因素的影响，包括酶的性质、载体的特

性、固定化方法和反应条件等。酶的性质如分子量、活性中心的结构

和稳定性等都会影响固定化效果。载体的特性如比表面积、孔径、化

学性质等也会影响酶与载体之间的结合和酶的催化活性。固定化方法

和反应条件的选择也会直接影响固定化酶的性能。

固定化酶技术是一种有效的提高酶稳定性和重复使用性的方法，

具有广阔的应用前景。如何选择合适的固定化方法和反应条件，以及

如何优化酶与载体之间的结合，仍然是固定化酶技术面临的挑战和研

究方向。

c. 制备工艺和条件优化

在固定化酶的制备过程中，选择合适的制备工艺和条件优化是至

关重要的，这直接影响到固定化酶的活性和稳定性。本节将重点讨论

固定化酶的制备工艺和条件优化。

选择合适的载体是固定化酶制备的关键步骤。载体应具有良好的

机械强度、化学稳定性、生物相容性和适宜的比表面积。常用的载体

材料包括天然高分子材料（如壳聚糖、海藻酸钠等）和合成高分子材

料（如聚丙烯酰胺、聚乙烯醇等）。无机载体材料（如硅胶、氧化铝

等）也被广泛应用于固定化酶的制备。



固定化方法是影响固定化酶性能的重要因素。常见的固定化方法

包括物理吸附法、共价偶联法、包埋法等。物理吸附法简单易行，对

酶的活性影响较小，但固定化酶的稳定性相对较差。共价偶联法固定

化酶稳定性较好，但反应条件较为苛刻，可能对酶的活性产生一定影

响。包埋法固定化酶的稳定性较好，但酶与底物的接触面积较小，可

能影响反应速率。

在制备固定化酶的过程中，优化反应条件也是提高固定化酶性能

的关键。反应条件包括温度、pH、酶浓度、载体浓度等。通过响应面

法、正交实验设计等方法对反应条件进行优化，可以获得较高活性和

稳定性的固定化酶。

固定化酶的制备工艺和条件优化还需要考虑实际应用过程中的

影响因素。例如，在固定化酶应用于生物催化反应时，需要考虑底物

的浓度、反应器的设计和操作条件等。通过优化这些因素，可以提高

固定化酶在生物催化反应中的性能。

固定化酶的制备工艺和条件优化是一个复杂的过程，需要综合考

虑载体选择、固定化方法、反应条件等因素。通过优化这些因素，可

以获得较高活性和稳定性的固定化酶，为固定化酶在实际应用中的性

能提供保障。

3. 包埋法



包埋法是一种常用的固定化酶制备方法，其原理是将酶分子包裹

在一种水不溶性的凝胶或半透膜中，从而限制酶的运动并固定其位置。

这种方法操作简便，不需要与酶蛋白的氨基酸残基发生结合反应，因

此酶分子本身不参与凝胶或半透膜的形成，只是被包裹在其中。

包埋法的优点在于它可以防止酶分子的渗出，同时允许底物渗入

凝胶孔隙或半透膜内与酶接触。由于酶分子本身不发生物理化学变化，

其高级结构改变较少，因此酶的回收率较高。包埋法适用于固定各种

类型的酶，尤其是那些底物和产物是小分子的酶。

包埋法也存在一些局限性。由于只有小分子的底物和产物可以通

过高聚物扩散，因此它不适合那些底物和产物是大分子的酶。高聚物

网格或半透膜对小分子物质扩散的阻力有可能会导致固定化酶的动

力学行为改变和活力的降低。

在实际应用中，包埋法通常与其他固定化方法结合使用，以充分

发挥各种方法的优点并克服其局限性。例如，可以将包埋法与交联法

或吸附法结合，以提高固定化酶的稳定性和活性。还可以通过优化固

定化条件、选择合适的载体和酶种类等方式来进一步提高固定化酶的

性能和应用效果。



包埋法作为一种常用的固定化酶制备方法，具有简便、高效、适

用范围广等优点，但也需要注意其局限性和应用场景。在实际应用中，

需要根据具体情况选择合适的固定化方法和条件，以实现最佳的固定

化效果和应用效果。

a. 常用载体材料和包埋形式

固定化酶的制备过程中，选择合适的载体材料和包埋形式至关重

要。常用的载体材料包括纤维素、壳聚糖、琼脂糖等多糖类衍生物，

聚丙烯酞胺凝胶，以及环氧树脂等。这些材料的选择主要基于其良好

的生物相容性、稳定性、以及易于与酶结合的特性。

纤维素和壳聚糖等多糖类衍生物因其丰富的羟基和氨基等官能

团，能够提供与酶结合的位点，同时其良好的吸水性和保水性也有助

于维持酶的活性。聚丙烯酞胺凝胶则以其高度的多孔性和良好的吸附

性能，被广泛用于酶的固定化。而环氧树脂，特别是 L109S环氧树脂，

以其稳定的化学性质和强大的共价键结合能力，成为了一种理想的酶

固定化载体。

包埋形式方面，主要有网格型和微囊型两种。网格型包埋法通过

将酶包埋在凝胶的细微网格中，使得底物能够顺利进入与酶接触，同

时产物也能顺利排出。这种方法制备的固定化酶具有较好的传质性能

和稳定性。而微囊型包埋法则将酶包埋在由高分子聚合物制成的小球



内，形成固定化酶。这种方法操作简单，对酶的生物活性影响较小，

但对大分子底物的适用性较差。



选择合适的载体材料和包埋形式，对于固定化酶的制备和应用至

关重要。这不仅影响到固定化酶的活性和稳定性，也直接关系到其在

食品工业、生物传感器、医药工程等领域的应用效果。

b. 包埋原理和影响因素

包埋法是一种常用的固定化酶制备方法，其原理是将酶或含酶菌

体包埋在多孔载体中，使酶固定化。这种方法基于酶分子在限定的空

间内仍然能够保持其催化活性，同时通过将酶包埋在载体中，可以实

现对酶的保护和稳定，使其不易受到环境因素的影响。

包埋法的影响因素众多，其中最主要的是载体材料的选择和包埋

条件的控制。载体材料的选择直接关系到固定化酶的稳定性和催化效

率。理想的载体材料应具备多孔性、良好的生物相容性和稳定性，以

便能够提供良好的酶包埋环境。同时，载体材料的孔径大小、形状和

分布等也会影响酶分子的扩散和催化效率。

包埋条件的控制同样重要，包括包埋温度、pH 值、离子强度等。

这些条件会影响酶分子的构象和活性，进而影响固定化酶的催化性能。

在包埋过程中，需要优化这些条件，使酶分子在载体中保持最佳的催

化状态。



包埋过程中还需要注意酶与载体之间的相互作用。如果酶与载体

之间的相互作用过强，可能会导致酶分子在载体中的扩散受限，影响

催化效率。如果相互作用过弱，则可能导致酶分子在反应过程中从载

体中脱落，失去固定化效果。在包埋过程中需要选择合适的酶与载体

之间的相互作用力，以实现最佳的固定化效果。

包埋法是一种有效的固定化酶制备方法，其原理是通过将酶包埋

在载体中实现对酶的保护和稳定。在实际应用中，需要选择合适的载

体材料和包埋条件，并注意酶与载体之间的相互作用，以实现最佳的

固定化效果。

c. 制备工艺和条件优化

在固定化酶的制备过程中，选择合适的制备工艺和条件优化是至

关重要的，这直接影响到固定化酶的活性和稳定性。本节将重点讨论

固定化酶的制备工艺和条件优化。

选择合适的载体是固定化酶制备的关键步骤。载体应具有良好的

机械强度、化学稳定性、生物相容性和适宜的比表面积。常用的载体

材料包括天然高分子材料（如壳聚糖、海藻酸钠等）和合成高分子材

料（如聚丙烯酰胺、聚乙烯醇等）。无机载体材料（如硅胶、氧化铝

等）也被广泛应用于固定化酶的制备。



固定化方法是影响固定化酶性能的重要因素。常见的固定化方法

包括物理吸附法、共价偶联法、包埋法等。物理吸附法简单易行，对

酶的活性影响较小，但固定化酶的稳定性相对较差。共价偶联法固定

化酶稳定性较好，但反应条件较为苛刻，可能对酶的活性产生一定影

响。包埋法固定化酶的稳定性较好，但酶与底物的接触面积较小，可

能影响反应速率。

在制备固定化酶的过程中，优化反应条件也是提高固定化酶性能

的关键。反应条件包括温度、pH、酶浓度、载体浓度等。通过响应面

法、正交实验设计等方法对反应条件进行优化，可以获得较高活性和

稳定性的固定化酶。

固定化酶的制备工艺和条件优化还需要考虑实际应用过程中的

影响因素。例如，在固定化酶应用于生物催化反应时，需要考虑底物

的浓度、反应器的设计和操作条件等。通过优化这些因素，可以提高

固定化酶在生物催化反应中的性能。

固定化酶的制备工艺和条件优化是一个复杂的过程，需要综合考

虑载体选择、固定化方法、反应条件等因素。通过优化这些因素，可

以获得较高活性和稳定性的固定化酶，为固定化酶在实际应用中的性

能提供保障。

4. 其他方法



除了上述的物理法和化学法，还有一些其他的方法也被用于固定

化酶的制备。例如，交联法是一种通过酶表面的氨基酸残基与多功能

团交联剂反应，使酶被固定化的方法。这种方法可以得到酶蛋白单位

浓度较高的固定化酶。由于交联反应可能较为激烈，有时会导致酶活

力的损失。

吸附法也是一种常用的固定化酶制备方法。它包括物理吸附和离

子结合法，可以通过选择合适的载体，如天然或合成的无机与有机高

分子材料，使酶被吸附或结合到载体上。这种方法工艺简便，条件温

和，有时甚至可以同时实现酶的纯化和固定化。由于吸附的酶可能受

反应介质 pH、离子强度等因素的影响而脱落，因此其稳定性可能相

对较低。

共价结合法则是通过酶分子与载体之间的共价键连接来实现酶

的固定化。这种方法可以得到稳定性良好且可重复使用的固定化酶，

因此是目前研究最为活跃的一类酶固定化方法。共价结合法也可能因

为反应条件较为激烈而导致酶活力的损失。

这些不同的固定化酶制备方法各有优缺点，需要根据具体的酶、

反应条件和应用需求来选择合适的方法。同时，随着科技的不断进步，

新的固定化酶制备方法也在不断涌现，为酶的应用提供了更广阔的可

能性。



a. 交联法



交联法是固定化酶的一种常用技术，其主要原理是通过交联剂使

酶分子之间或酶与载体之间形成共价键，从而实现酶的固定化。这种

方法具有较高的稳定性和活性保持率，因此在工业生产和实验室研究

中得到了广泛的应用。

交联法固定化酶的具体步骤通常包括：酶的活化、载体的活化、

交联反应和固定化酶的纯化。酶分子需要通过特定的化学修饰活化，

使其具有能够与交联剂反应的官能团。同时，载体材料也需要进行相

应的活化处理，以增强其与酶的结合能力。交联剂的选择对固定化酶

的性能有重要影响，常用的交联剂包括戊二醛、乙二醛、双功能团化

合物等。

在交联反应中，活化的酶与载体在交联剂的作用下发生共价结合，

形成稳定的固定化酶。这一过程中，反应条件如 pH、温度、反应时

间等需要严格控制，以确保酶的活性和稳定性。固定化酶形成后，通

常需要通过洗涤、离心等步骤进行纯化，以去除未反应的酶和交联剂，

得到纯净的固定化酶产品。

交联法固定化酶具有许多优点，如良好的机械稳定性、易于操作

和重复使用等。这种方法也存在一些局限性，如交联反应可能影响酶

的活性中心，导致酶活性的降低。在应用交联法固定化酶时，需要根

据具体的酶和反应条件进行优化，以实现最佳的固定化效果。



交联法是一种有效的固定化酶技术，通过合理的优化和操作，可

以制备出高性能的固定化酶，为酶的应用提供更多的可能性。随着生

物技术的不断发展，交联法固定化酶在食品工业、医药领域、环境保

护等方面将发挥越来越重要的作用。

b. 纳米技术法

近年来，纳米技术在酶工程中的应用日益广泛，特别是在固定化

酶的制备方面。纳米技术法通过利用纳米材料或纳米结构，对酶进行

固定化，从而提高酶的稳定性、活性及可重复使用性。纳米技术法制

备固定化酶的主要方法包括仿生法制备纳米酶、基因工程法制备纳米

酶以及纳米酶的自组装方法等。

仿生法制备纳米酶是一种模拟天然酶催化中心的方法，将酶分子

固定在纳米粒子表面，形成纳米酶。这种方法能够调控纳米酶的结构

和功能，增强其催化活性和稳定性。例如，科学家利用纳米粒子作为

载体，将酶分子固定在纳米粒子表面，制备出具有高效催化活性的纳

米酶。

基因工程法制备纳米酶则是一种直接改造细胞内酶的方法。通过

改变酶的基因序列，使其编码新型的酶分子，并在细胞内表达。经过

进一步的培养和提取，得到纳米酶。这种方法可以制备出酶的多种变

体，进一步优化其催化性能。



自组装方法也是纳米技术法制备固定化酶的一种重要手段。这种

方法利用酶分子在一定条件下的自发相互作用，形成纳米酶结构。自

组装方法包括沉积、固定、交联等多种方式，其中固定方法是将酶分

子经过特殊处理后以化学键的形式固定于纳米载体表面。这种方法制

备的纳米酶不仅活性高，而且稳定性强。

纳米技术法制备的固定化酶在多个领域具有广泛的应用前景。在

食品工业中，纳米酶可以作为高效催化剂，促进食品生产过程中的各

种化学反应，提高生产效率。同时，纳米酶在环境领域、医学领域以

及能源领域也展现出巨大的应用潜力。例如，纳米酶可以用于污水处

理、大气污染治理，还可以作为靶向药物递送系统用于肿瘤治疗，以

及作为电化学催化剂实现高效的能源转换和储存。

纳米技术法在固定化酶的制备方面具有独特的优势和应用前景。

随着纳米技术的不断发展和创新，相信未来会有更多具有创新性和实

用性的纳米酶问世，为各个领域的发展带来更大的便利和效益。

三、固定化酶的性能评价

固定化酶的性能评价是衡量固定化酶应用潜力的重要环节，主要

包括酶的活性、稳定性、可重复使用性和操作条件等方面。



固定化酶的活性通常通过比较其与游离酶的活性来确定。活性评

价的方法有直接法和间接法。直接法通常是通过测定酶催化反应的速

率来评价，例如，测定酶催化底物的消耗速率或产物的生成速率。间

接法则是通过测定酶催化反应的产物或底物的浓度变化来评价，例如，

使用光谱法、色谱法或电化学法等。固定化酶的活性通常会受到固定

化材料、固定化方法和操作条件等因素的影响。

固定化酶的稳定性包括热稳定性、pH稳定性和储存稳定性等。

热稳定性评价通常是通过测定在不同温度下酶的活性变化来进行的。

pH 稳定性评价则是通过测定在不同 pH 值下酶的活性变化来进行的。

储存稳定性评价是通过测定在储存过程中酶的活性变化来进行的。固

定化酶的稳定性通常会受到固定化材料、固定化方法和操作条件等因

素的影响。

固定化酶的可重复使用性是衡量其应用潜力的重要指标。可重复

使用性评价通常是通过测定固定化酶在连续催化反应中的活性变化

来进行的。固定化酶的可重复使用性通常会受到固定化材料、固定化

方法和操作条件等因素的影响。

固定化酶的操作条件包括温度、pH、底物浓度、产物浓度和反应

时间等。操作条件的优化是提高固定化酶性能的关键。操作条件的优

化通常是通过实验设计和数据分析来进行的，例如，使用响应面法、



遗传算法和神经网络等。

固定化酶的性能评价是衡量其应用潜力的重要环节，需要综合考

虑酶的活性、稳定性、可重复使用性和操作条件等因素。通过性能评

价，可以筛选出具有优良性能的固定化酶，为其在工业生产和生物工

程等领域的应用提供理论依据和技术支持。



1. 酶活性和稳定性

酶作为生物催化剂，其活性是评价其性能的关键指标。酶活性指

的是酶催化特定化学反应的能力，通常通过酶促反应速率来量化。固

定化酶的制备过程中，酶活性可能受到多种因素的影响，如固定化方

法、载体选择、固定化条件等。在固定化过程中需要优化这些参数，

以确保酶的活性得到最大程度的保留。

除了活性外，酶的稳定性也是固定化酶应用中的重要考量因素。

稳定性包括热稳定性、pH稳定性、化学稳定性以及操作稳定性等。

固定化酶通过物理或化学手段将酶固定在载体上，能够有效地提高酶

的稳定性。这种稳定性的提升使得固定化酶能够在更广泛的温度和 pH

范围内保持催化活性，同时也能抵抗化学抑制剂的干扰，从而延长酶

的使用寿命。

在实际应用中，通过合理的设计和优化，固定化酶可以展现出优

异的活性和稳定性。这种特性使得固定化酶在多个领域，如食品工业、

医药工业、生物传感器等，具有广泛的应用前景。研究固定化酶的制

备方法，提高其活性和稳定性，对于推动固定化酶的应用具有重要意

义。

a. 酶活性测定方法



在固定化酶的制备及应用研究中，准确测定酶活性是评价固定化

效果和酶性能的关键步骤。酶活性通常通过测定酶催化特定化学反应

的速率来量化。对于固定化酶，这一过程需要特别考虑固定化载体对

酶活性的可能影响。

常用的酶活性测定方法包括比色法、分光光度法、荧光法、液相

色谱法和气相色谱法等。选择合适的测定方法取决于酶的类型、底物

的特性和反应产物的检测灵敏度。例如，对于氧化还原酶，可以通过

监测反应体系中吸光度的变化来测定酶活性而对于水解酶，则可以通

过测定产物的生成量来确定酶活性。

在测定固定化酶活性时，需要考虑固定化载体对酶活性的影响。

固定化可能导致酶的空间结构发生变化，从而影响其催化活性。在测

定酶活性时，应将固定化酶与游离酶进行比较，以评估固定化过程对

酶活性的影响。

为了确保测定结果的准确性，需要优化实验条件，如温度、pH

值和底物浓度等。这些条件应保持在酶的最适工作范围内，以确保酶

的最大活性。

为了消除实验误差，通常需要对酶活性进行多次测定，并计算其

平均值。同时，为了验证测定方法的可靠性，可以进行标准曲线的绘

制和酶活性的回收实验。



酶活性测定方法是固定化酶研究和应用中的重要组成部分。通过

选择合适的测定方法并优化实验条件，可以准确地评估固定化酶的活

性，为固定化酶的应用提供科学依据。

b. 固定化酶稳定性影响因素

固定化酶的稳定性是其在实际应用中表现优劣的关键。稳定性受

多种因素影响，包括固定化方法、载体选择、酶的性质以及操作条件

等。

固定化方法的不同会直接影响酶的稳定性。例如，物理吸附法虽

然操作简单，但酶与载体之间的相互作用较弱，容易在操作或反应过

程中脱落而共价结合法则能使酶与载体之间形成更强的化学键合，提

高稳定性，但也可能导致酶的活性降低。

载体的选择同样重要。理想的载体应具备良好的生物相容性、高

比表面积、高孔隙率以及良好的机械强度。这些特性有助于酶在载体

上的均匀分布和固定，从而提高稳定性。载体的化学性质也会影响酶

的稳定性，如载体的表面电荷、官能团等。

酶本身的性质也是影响固定化酶稳定性的重要因素。酶的稳定性

与其分子结构、活性中心、电荷分布等密切相关。例如，某些酶在高

温或高 pH条件下易发生变性失活，这些酶在固定化过程中需要特别

注意操作条件的选择。



操作条件如温度、pH、离子强度等也会对固定化酶的稳定性产生

影响。在实际应用中，需要根据酶的性质和反应需求，选择适当的操

作条件，以保证固定化酶的稳定性。

固定化酶的稳定性受多种因素影响，需要在固定化过程中综合考

虑，优化各项参数，以提高固定化酶的稳定性，进而推动其在工业、

医疗等领域的应用。

2. 重复使用性和操作稳定性

固定化酶的一个显著优点是其重复使用性，这是传统游离酶所无

法比拟的。通过固定化技术，酶被牢牢地固定在载体上，使得酶在反

应过程中不易流失，从而可以多次使用，显著降低了生产成本。实验

表明，固定化酶在多次使用后，其催化活性仍然能够保持在一个较高

的水平，这得益于固定化技术对于酶结构的稳定作用。

除了重复使用性外，固定化酶还具有优异的操作稳定性。在实际

应用中，固定化酶能够在较宽的温度和 pH范围内保持稳定，这对于

扩大酶的应用范围和提高酶的使用效率具有重要意义。固定化酶对于

抑制剂和变性剂的抵抗能力也得到了显著增强，这使得固定化酶在实

际操作中更加稳定可靠。

固定化酶由于其独特的重复使用性和操作稳定性，在实际应用中

具有巨大的潜力。未来随着固定化技术的不断进步，我们有理由相信，



固定化酶将在各个领域得到更广泛的应用。



a. 重复使用性评价方法

在固定化酶的制备及应用研究中，重复使用性的评价是至关重要

的。这不仅关系到酶的稳定性和活性，还直接影响到其在工业应用中

的经济性和可持续性。以下是几种常用的评价方法：

连续反应试验：通过连续进行多个批次的酶催化反应，观察酶活

性的变化。这种方法简单易行，但可能需要较长时间来观察酶的长期

稳定性。

酶活性测定：在每次反应后，通过比色法、荧光法或 HPLC等方

法测定酶的活性。这种方法可以快速评估酶的活性变化，但可能无法

完全反映酶在实际应用中的稳定性。

固定化酶的物理和化学稳定性测试：通过测定固定化酶的热稳定

性、pH稳定性、储存稳定性等参数，来评估其重复使用性。

实际应用模拟试验：在模拟实际应用条件下，如温度、pH、底物

浓度等，进行酶催化反应，观察酶的活性和稳定性。

经济效益分析：通过计算固定化酶的使用寿命、成本效益比等经

济指标，来评估其重复使用性的经济价值。

这些方法各有优缺点，通常需要结合使用，以全面评估固定化酶

的重复使用性。在实际应用中，还需要根据具体的应用场景和要求，

选择合适的评价方法。



b. 操作稳定性影响因素

固定化酶的操作稳定性是指其在特定操作条件下，如温度、pH

值、底物浓度、反应时间等，能够保持催化活性与结构稳定的能力。

操作稳定性是固定化酶应用过程中的关键指标，直接关系到其工业应

用的可行性和经济效益。

影响固定化酶操作稳定性的因素众多。固定化方法的选择至关重

要。不同的固定化方法，如吸附法、包埋法、交联法等，会导致酶与

载体之间的结合方式不同，从而影响酶的活性和稳定性。载体的性质

也是影响操作稳定性的重要因素。载体的孔径、比表面积、亲疏水性

等特性都会影响酶与底物的接触效率，进而影响酶的催化活性。

操作条件如温度、pH值等也会对固定化酶的操作稳定性产生显

著影响。过高或过低的温度都可能导致酶蛋白变性失活，而 pH值的

偏离则可能影响酶的催化活性中心，导致酶活性降低。底物浓度和反

应时间同样会影响酶的催化效率和稳定性。底物浓度过高可能导致酶

抑制，而反应时间过长则可能引起酶的疲劳失活。

为了提高固定化酶的操作稳定性，需要综合考虑固定化方法、载

体选择以及操作条件等因素，进行优化设计。通过筛选合适的固定化

方法、选择性能优良的载体以及严格控制操作条件，可以有效提高固

定化酶的操作稳定性，为其在工业领域的应用奠定坚实基础。



3. 影响固定化酶性能的因素

固定化酶的性能受到多种因素的影响，这些因素在酶的固定化过

程中以及固定化酶的应用过程中都起着重要作用。

首先是载体材料的选择。载体材料对酶的固定化效率和酶的稳定

性有着直接的影响。理想的载体应具备高比表面积、良好的化学稳定

性、生物相容性和适宜的孔径。例如，某些聚合物材料具有良好的吸

附性能，可以提高酶的固定化量，但也可能影响酶的活性。选择适当

的载体材料是优化固定化酶性能的关键。

固定化方法的选择也会影响固定化酶的性能。常见的固定化方法

包括物理吸附、化学交联和包埋法等。不同的固定化方法会影响酶与

载体之间的相互作用，从而影响酶的活性和稳定性。例如，物理吸附

法操作简单，但酶与载体之间的结合力较弱，可能导致酶在应用中容

易脱落。而化学交联法则可以通过共价键将酶与载体紧密结合，提高

酶的稳定性，但也可能影响酶的活性。

固定化过程中的操作条件，如温度、pH值、固定化时间等，也

会对固定化酶的性能产生影响。例如，过高的温度可能导致酶变性失

活，而 pH值的变化则可能影响酶与载体之间的相互作用。在固定化

过程中需要优化这些操作条件，以获得最佳的固定化效果。



固定化酶的应用环境也会对其性能产生影响。例如，在反应体系

中，底物的浓度、温度、pH值等因素都可能影响固定化酶的催化活

性。固定化酶在反应过程中可能会受到抑制物的影响，导致催化活性

下降。在应用固定化酶时，需要综合考虑各种因素，以优化反应条件，

提高固定化酶的催化效率。

影响固定化酶性能的因素众多，包括载体材料、固定化方法、固

定化过程中的操作条件以及应用环境等。为了获得最佳的固定化效果

和应用性能，需要对这些因素进行深入研究并优化。

a. 载体材料

载体材料在固定化酶技术中扮演着至关重要的角色。理想的载体

材料应具备以下特性：良好的生物相容性，以确保酶在载体上的活性

不受影响高比表面积和孔隙率，以提供足够的空间来固定更多的酶良

好的机械强度和稳定性，以确保固定化酶在实际应用中的耐用性易于

操作和处理，以便在实际应用中方便地使用和回收。

载体材料的种类繁多，包括天然材料和合成材料。天然材料如壳

聚糖、琼脂糖、海藻酸钠等，具有良好的生物相容性和可再生性，但

其机械强度和稳定性相对较差。合成材料如硅胶、聚合物微球、纳米

材料等，具有优异的机械强度和稳定性，且可以通过化学修饰或物理

吸附等方式方便地固定酶。
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