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固定化纳米酶的研究进展
肖  鹭1,2，周锦涛1,2，刘  振1，熊  涛1，娄文勇2，彭  飞1,*

（1.南昌大学食品学院，江西 南昌 330036；2.华南理工大学食品科学与工程学院，广东 广州 510000）

摘  要：游离酶因存在成本高、操作稳定性差、再利用困难等缺点在工业应用中受到限制，将其固定在载体上是克

服上述缺点的有效手段。纳米酶固定化技术于近10 年兴起，是一项具有巨大应用潜力的新兴技术。目前固定化酶

已广泛应用于食品、医疗、环境治理等领域。本文系统且深入地综述基于蛋白-无机杂化纳米花、金属有机框架和

纳米胶3 种新型纳米材料固定化酶的最新研究与应用进展，综合比较三者的优缺点，并分析总结相应的适用酶，最

后提出级联酶固定化和新型固定化材料开发是固定化酶未来的发展趋势。
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Abstract: The industrial application of free enzyme is limited due to its high cost, poor operational stability and difficult 

reuse. Immobilization on carrier is an effective way to overcome the limitation. Nanozyme immobilization technology has 

emerged in the past 10 years, which is an emerging technology with great potential. At present, immobilized enzymes have 

been widely used in several fields such as food, medical treatment, and environmental treatment. This article systematically 

summarizes the latest progress in the research and application of immobilized enzymes based on three new nanomaterials 

(protein-inorganic hybrid nanoflowers, metal organic frameworks and nanogels), comprehensively compares the advantages 

and disadvantages of the three nanomaterials, analyzes and summarizes their respective applicable enzymes, and finally 

points out that cascade enzyme immobilization and the development of new immobilized materials are the future trend for 

the development of immobilized enzymes.
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酶是一种绿色、可持续的生物催化剂，具有催化活

性高、底物特异性好和选择性强等优势[1]，已经广泛应用

于食品、药品、纺织、生物燃料等重要领域[2-3]。但是，

游离酶稳定性差、难以回收利用、使用成本高等缺点限

制了其在工业生产中的应用[4]。酶的固定化是解决上述 

问题的重要技术之一[5]。随着纳米技术的发展，具有较大

比表面积、化学与物理稳定性优异等特点的纳米材料被

发现可作为固定酶的理想载体[6]。由此，大量新型纳米结

构材料被开发用于固定酶，例如聚合物纳米纤维[7]、碳纳

米管（carbon nanotube，CNT）[8]、介孔二氧化硅[9-10]、 
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石墨烯和氧化石墨烯[11]、磁性纳米颗粒[12-14]、金属有机框

架（metal-organic frameworks，MOFs）[15-19]、金属纳米

粒子[20]、磁性纳米结构和杂化纳米花等[21]。本文综合阐

述基于蛋白-无机杂化纳米花、MOFs、纳米胶的固定化

纳米酶的最新研究与应用进展，以期为固定化纳米酶的

推广应用提供理论参考。

1 基于蛋白-无机杂化纳米花固定化酶

蛋白-金属离子杂化纳米花固定化酶是以酶-金属离子

配位键为基础不断生长而得到的纳米级花状固定化酶。

目前蛋白-无机杂化纳米花固定化技术已广泛用于制备单

酶-金属离子杂化纳米酶和多酶-金属离子杂化纳米酶。

1.1 单酶-金属离子杂化纳米酶

Ge Jun等 [22]于2012年提出了蛋白-无机杂化纳米

花的制定方法，并且以牛血清白蛋白（bovine serum 

albumin，BSA）-硫酸铜制备纳米花为例阐明了制备机

理：首先，Cu2＋与蛋白质通过配位作用形成络合物，

同时与磷酸根形成晶核，促进络合物与晶核形成聚集

体（花瓣）；随后聚集体沿着花瓣四周生长成枝，最

终形成纳米花状的固定化纳米酶（图1）。研究结果显

示，该方法不仅适合于BSA，还适用于漆酶（laccase，

LAC）、碳酸酐酶（carbonic anhydrase，CA）和脂肪酶

等多种酶，其中LAC-Cu2＋杂化纳米酶和CA-Cu2＋杂化纳

米酶的活性分别较游离酶提升了5.5 倍和1.6 倍，这可能

是由于特殊的纳米花结构使固定化酶具有较高的比表面

积和较小的传质阻力，以及金属离子对酶分子具有活化

作用[23]。随后，研究人员对此酶的固定化技术进行了广

泛研究并制备了一系列高效、稳定的单酶-金属离子杂化

纳米酶催化剂。例如，Zhang Baoliang等[24]通过蛋白-无

机杂化纳米花技术制备了脂肪酶/Zn3(PO4)2杂化纳米酶。利

用该杂化纳米酶进行酯水解反应的活性是游离脂肪酶的近

2.5 倍，并且其在重复使用8 个批次后，活性保留率仍高达

94.5%。由此可见，蛋白-无机杂化纳米花技术不仅可以提

升酶的活性，还可以提升其稳定性和重复利用率。

Cu2SO4

BSA LAC

-Cu3(PO4)2 -Cu3(PO4)2

图 1 磷酸铜杂化纳米花型固定化酶的形成示意图

Fig. 1 Schematic diagram of the formation of copper phosphate hybrid 

nanoparticle immobilized enzymes

在单酶-金属离子杂化纳米花固定化酶的制备过程

中，金属离子的种类、数量等因素对单酶杂化纳米花的

形态和酶活性具有重要影响。Sharma等[25]比较了4 种金

属离子（Ag＋、Fe2＋、Cu2＋、Au3＋）与脂肪酶制备的纳

米花固定化酶的形态差异。结果表明，Ag＋、Fe2＋、Cu2＋ 

和Au3＋分别呈现出松散排列的花状纳米花瓣、密集排列

的纳米花、纳米片和厚纳米花瓣4 种形状。Wu Pan等[26] 

利用5 种不同的金属离子（Mn2＋、Ca2＋、Co2＋、Zn2＋ 

和Cu2＋）对碱性果胶裂解酶PEL168突变体（pectate 

lyases 3，PEL3）进行蛋白-无机杂化。结果表明，PEL3/

Cu3(PO4)2杂化纳米酶的相对活性最高，是游离PEL3的

2.5 倍，由此可见，金属离子种类对单酶杂化纳米花的形

态以及酶活性有至关重要的影响。此外，Wen Huan等[27] 

将CA与Cu2＋、Zn2＋混匀，通过配位相互作用制备了 

CA-Cu 2＋/Zn 2＋杂化纳米花（CA-bimeta l l i c  hybr id 

nanoflowers，CANF），并且发现CANF的活性分别是

CA-铜离子杂化纳米酶和CA-锌离子杂化纳米酶的3 倍和

8 倍。此外，CANF催化二氧化碳高效转化合成CaCO3

的产量较游离CA提高近5.2 倍，这对实现“双碳”目标

具有重要的意义。同样，Patel等[28]将LAC同时与Cu2＋和

Zn2＋混匀，通过蛋白-无机杂化纳米花技术制备LAC-Cu3/

Zn3(PO4)2杂化纳米酶（记为LAC-Cu2＋/Zn2＋）。结果表

明，LAC-Cu2＋/Zn2＋的活性比LAC-Cu2＋、LAC-Zn2＋以及

游离LAC分别高1.2、1.5、2.6 倍；使用LAC-Cu2＋/Zn2＋

催化降解双酚A时发现其催化降解率分别是LAC-Cu2＋、

LAC-Zn2＋的6.1 倍和2.9 倍。由此可知，相较于单一金属

离子杂化纳米酶和双金属离子杂化纳米酶，3 种及以上金

属离子杂化纳米酶的研究较少，并且杂化纳米酶活性和

金属离子的数量可能存在着某种定向关系，这些需要进

一步深入研究。

虽然单酶-金属离子杂化纳米酶优点良多，但是存

在合成时间长、重复使用次数少、分离困难等问题。

为此，研究者们分别提出超声辅助固定化、戊二醛

（glutaraldehyde，GA）交联强化酶稳定性以及构建磁性

杂化纳米花固定化酶实现酶和产物快速分离等多种措施

来解决上述难题。Batule等[29]使用超声辅助LAC与Cu2＋ 

杂化法制备了LAC-Cu2＋杂化纳米酶，并且发现经超声辅

助处理杂化纳米酶的制备时间从3 d缩短到5 min内。此

外，经超声辅助的LAC-Cu2＋杂化纳米酶催化降解丁香醛

嗪的活性较游离LAC提高了0.5 倍，由此可见，超声处理

不仅可以缩短杂化纳米酶的制备时间，还可以增强杂化

纳米酶的活性。Lee等[30]则在制备了脂肪酶-Cu2＋杂化纳

米酶后借助GA对杂化纳米酶进行交联以强化其稳定性。

结果显示，GA交联的脂肪酶-Cu2＋杂化纳米酶在4 次循

环后的活性是未经GA交联的脂肪酶-Cu2＋杂化纳米酶的

7 倍多，并可以维持花状形态，可见GA交联可在不影响 
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脂肪酶-Cu2＋杂化纳米酶形态的情况下增强其重复使用

性。Ren Weifan等[31]依次将Fe3O4磁性纳米粒子和Cu2＋

加入到脂肪酶磷酸盐缓冲液中进行共沉淀，合成了脂肪

酶-Cu3(PO4)2磁性纳米颗粒。这种复合材料在外加磁场的

作用下可以从反应体系中快速分离出来，且在连续催化

合成4 次乙酸苄酯后，产率仍保持在57.78%，具有良好

的重复使用性。尽管单酶-金属离子杂化纳米酶具有超

活性化作用，但是由于其刚性结构差、纳米花瓣过于柔

软，一定程度上限了其应用范围[32]。使用固定化载体可

以有效地增强单酶-金属离子杂化纳米酶的刚性，提升其

重复使用性和催化活性，目前较为热门的载体有CNT、

氧化石墨（graphite oxide，GO）、纳米纤维膜、醋酸纤

维素膜等。Li Kai等[33]先使用CNT对洋葱伯克霍尔德氏

菌脂肪酶（Burkholderia cepacia lipase，BCL）进行负

载，然后通过蛋白-无机杂化纳米花技术制备BCL/CNT/

Cu3(PO4)2纳米酶。他们发现BCL/CNT/Cu3(PO4)2的活性是

游离脂肪酶的69 倍，并且是BCL/Cu3(PO4)2杂化纳米酶的

52 倍。此外，进行BCL/CNT/Cu3(PO4)2催化酯的拆分反

应时，该杂化纳米酶可以循环使用8 次而没有明显的活

性损失。由此可见，利用CNT负载纳米花固定化酶可以

很好地提高纳米花固定化酶的催化活性和重复使用性。

Li Hui等[34]将GO、CNT与LAC、Cu2＋混合，通过蛋白-无

机杂化纳米花技术合成了GO-CNT-Cu2＋-LAC杂化纳米

酶，该杂化纳米酶活性相较游离LAC提高了15%，且室

温下放置6 d后，该杂化纳米酶活性仍保持在80%，约是

游离LAC活性的2.7 倍。此外该杂化纳米酶催化去除结晶

紫和中性红染料的去除率分别为70%和45%，比游离LAC

具有更好的脱色效果。Luo Mengying等[35]使用热熔融挤

出法制备了一款三维分层多孔纳米聚(乙烯醇-共-乙烯)纤

维膜（hierarchically porous nanofibrous poly(vinyl alcohol-

co-ethylene) membranes，HPNM），然后通过蛋白-无机

杂化纳米花技术成功合成了LAC-Cu2＋-HPNM杂化纳米

酶。该材料在降解纺织染料方面表现出优异的催化降解

性能，处理靛蓝胭脂红3 h的降解效率高达99.5%，即使

重复使用超过14 次，对靛蓝胭脂红的催化降解效率仍高

于98%，因此该材料在染料降解方面是一种很有开发前

景的负载型杂化纳米花固定化酶。

由于单酶-金属离子杂化纳米酶具有较高的催化活性

以及与磁性纳米粒子杂化后良好的重复使用性，所以单

酶-金属离子杂化纳米酶在生物催化和染料脱色等领域应

用较为广泛。Jiang Wei等[36]基于蛋白-无机杂化纳米花技

术制备了脂肪酶-Cu2＋纳米花，该酶催化水解硝基苯辛酸

盐时的活性是游离脂肪酶的2.7 倍。此外，该酶催化葵花

籽油转化为生物柴油的转化率高达96.5%，且在使用5 个

循环后使转化率保持在72.5%，可用于工业规模生物柴油

生产。Sun Tingting等[37]使用接枝N-(膦-甲基)亚氨基二乙酸 

作为Fe3O4磁性纳米粒子与Cu2＋之间的桥梁，将Fe3O4磁性

纳米粒子包裹在LAC-Cu2＋杂化纳米酶的内部，成功地制

备了LAC-Cu2＋杂化磁性纳米酶，这种酶在最佳条件下催

化降解孔雀绿13 次和18 次后，对孔雀绿的催化降解率分

别保持在99%和90%左右，极具开发应用前景。此外，加

入Fe3O4磁性纳米粒子的制备方法显著提高了纳米酶的可

重用性[38]。

1.2 多酶-金属离子杂化纳米酶

多酶级联反应是指多种酶在多个酶催化反应中高

效协同工作，从而实现无中间产物、产物快速产出的反

应。当前，多酶-金属离子杂化纳米酶级联反应凭借酶

邻近效应以及底物通道的优势，已经成为工业开发中

重要的技术之一，并且在药物、化妆品和营养化合物

合成方面应用颇多 [39]。在多酶-金属离子杂化纳米酶级

联反应中，多酶-金属离子杂化纳米酶的合成是重中之

重，Han Juan等 [40]通过蛋白-无机杂化纳米花技术合成

了葡萄糖氧化酶（glucose oxidase，GOx）-Cu2＋杂化纳

米酶，然后通过Cu2＋与葡萄糖淀粉酶（glucoamylase，

GA）的氨基酸残基相互作用将GA吸附在GOx-Cu2＋杂

化纳米酶的表面，成功制备了具有分区结构的GA@

GOx多酶纳米花。这种多酶杂化纳米花的酶活性是游离

GA、GOx总酶活性的2.5 倍，稳定性是游离GA、GOx

整体的1.34 倍。此外，将GA@GOx多酶纳米花应用于

淀粉转化葡萄糖酸生产时，其80 min内的转化率高达

92.12%，是游离多酶体系转化率的近1.42 倍，这说明

GA@GOx杂化纳米酶在淀粉转化葡萄糖酸方面效果显

著。此外，Han Juan等[41]将由类弹性蛋白多肽（elastin-

like polypeptide，ELP）和His标签组成的二元标记（ELP-

His）整合到内切葡聚糖酶（endoglucanase，EG）、纤

维二糖水解酶（cellobiohydrolase，CBH）和β-葡糖苷

酶（beta-glucosidas，BG）中，构建了3 种重组酶，并

将3 种重组酶与Cu2＋混合，通过蛋白-无机杂化纳米花

技术合成了多酶-Cu2＋杂化纳米酶，该多酶体系的米氏

常数（Km）、催化常数与Km的比值分别为9.33 g/L和 

0.005 1 L/（min·g），具有很高的底物亲和力和催化

效率，此外，使用这种多酶体系催化水解微晶纤维素

制备葡萄糖时，其总酶活性相较游离多酶体系提高了

1.12 倍，具有更高的催化效率，有望用于葡萄糖工业化

生产。

2 基于MOFs材料的固定化纳米酶

MOFs是由金属离子（或团簇）与有机配体通过自

组装配位形成的多孔晶体材料[42]，目前已被广泛应用在

环境净化[43]、气体贮存与分离[44]、药物运输[45]等多种领

域。因其具有较大比表面积、高稳定性、可调孔隙率、
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含有大量活性位点等特性，可以模拟天然酶的性质，而

被视为理想的固定化酶载体。研究显示，将酶蛋白分子

固定在MOFs上，可以有效提高酶的活性、可重复使用

性、贮存性、化学和热稳定性、与底物的亲和力等。

MOFs固定化酶根据制备方式分为基于原位封装的MOFs

固定化酶、基于化学修饰的MOFs固定化酶和MOFs基复

合材料固定化酶。

2.1 基于原位封装的MOFs固定化酶

基于原位封装的MOFs材料的金属中心包括主族元

素、镧系金属、过渡元素等，其中应用较多的为锌、

铈、铁、铜等离子[46]。常用的MOFs载体有类沸石咪唑

酯骨架材料（zeolitic imidazolate framework，ZIF）-8、

氨基苯二酸锆（zirconium aminobenzenedicarboxylate， 

UIO-66-NH2）、均苯三酸铁（trimesic acid，MIL-100-Fe） 

和偶氮苯四羧基铁（iron azobenzene tetracarboxylic，

PCN-250）等[47]。

近年来，基于MOFs的多酶系统因其高催化效率受

到越来越多的关注，已在传感领域显示出广阔的应用潜

力。Cheng Xiqing等[48]通过仿生矿化作用将GOx原位封装

在基于3D多孔导电铜泡沫（copper foam，CF）的MOFs

中，得到GOx@Cu-MOF，以此制备高效检测葡萄糖的

酶-电化学系统。其中GOx@Cu-MOF修饰电极显示出优

异的催化活性和热稳定性。经80 ℃孵育后，电极GOx@

Cu-MOF/CF的活性仍保持在约80%，而未加保护电极的

活性降至原来的10%；该电极的Km为0.51 mmol/L，远低

于游离GOx（25.7 mmol/L），表明其对葡萄糖的亲和力

较好，显示出较高的葡萄糖检测灵敏度。

Shomal等 [49]研究发现封装在ZIF-8中的脂肪酶较

其游离态具有更加出色的稳定性，MOFs固定化酶在

55～75 ℃的半衰期和酶活性较游离酶分别延长3.2 倍和

提高5.0 倍。此外，该固定化酶在贮存25 d以及循环使用

7 批次后活性仍分别保留有90%和54%，表现出优异的

贮藏稳定性和操作稳定性。Cai Xinyong等[50]先将南极念

珠菌脂肪酶B（Candida antarctic lipase B，CALB）原位

封装在ZIF-8中获得酶纳米粒子，再通过物理吸附将该

纳米粒子固定在大孔树脂上得到固定化酶CALB-ZIF8@

D101，比活力高达38.4 U/mg。在70 ℃孵育10 h后，固定

化CALB的活性是游离酶的7 倍。此外，在重复使用10 批

次后，CALB-ZIF8@D101和游离CALB的活性分别保留

84.2%和31.61%。Nadar等[51]通过生物诱导矿化的静电自

组装法将被脯氨酸活化的脂肪酶固定在ZIF-8中得到脂肪

酶-脯氨酸-MOF纳米酶（图2）。该固定化技术使酶不仅

在50～70 ℃时使热稳定性提升4 倍，还使催化活性增强

1.35 倍，这主要是由于脯氨酸修饰增强了底物与酶活性

中心的亲和性（Km更低）。另外，在重复6 个循环后，脂

肪酶-脯氨酸-MOF比脂肪酶-MOF具有更高的活性保留率， 

分别为72%和56%。这种简单的固定化策略为经济、绿色

的多相生物催化剂的发展开辟了一个新的视角。

30 min

2-

45 min
200 r/min

- -
MOF

图 2 采用自组装生物矿化的方法在MOFs材料ZIF-8上固定化 

脂肪酶的示意图

Fig. 2 Schematic diagram of the immobilization of lipase on MOFs 

(ZIF-8) by self-assembly biomineralization 

2.2 基于化学修饰的MOFs固定化酶

一般情况下，MOFs配位不饱和金属位点上可结合

活性物质以进行化学修饰，亦可通过金属节点或有机

配体进行功能化 [46]，常用于增强酶活性的效应物有氧

离子和金属离子（Fe3＋、Ca2＋和Zn2＋）。Xu Weiqing

等 [52]通过酰胺化偶联反应将GOx固定在Fe-MOFs材料 

Fe-MIL-88B-NH2上制得Fe-MOF-GOx，并利用纳米尺

度邻近效应对葡萄糖进行了级联催化比色检测，以此制

备了生物传感器。与Fe-MOF和GOx相比，Fe-MOF-GOx

不仅具有更高的稳定性和可重复使用性，而且具有较宽

的线性范围（1～500 μmol/L），对葡萄糖的检出限低至 

0.487 μmol/L。60 d后，生物传感器相对活性仍保持在初

始活性的90%左右，且其检测结果与血糖仪的检测结果

相对标准偏差小于5%，表明基于该固定方法的生物传

感器在疾病诊断方面具有广阔的应用前景。Li Yan等[53]

首先通过叠氮-炔环加成反应在UiO-66-NH2表面修饰聚甲

基丙烯酸，合成得到UiO-66-NH2@聚甲基丙烯酸，然后通

过静电相互作用固定化果胶酶。在最佳固定化条件下，

固定化果胶酶的活性及蛋白质负载量分别为1.215 U/mg和 

448.5 mg/g，且该固定化酶在连续8 批次后剩余活性高达81%。

2.3 MOFs基复合材料固定化酶

MOFs-酶生物复合材料不仅提高了封装酶的稳定

性和可重复使用性，而且扩大了它在其他领域的应用

范围，但仍受到许多关键问题的限制，如其性能受限

于生物分子构象和活性以及MOFs颗粒的大小、形态和

结构不规则性等，因此，研究这些因素对开发MOFs基

复合材料十分重要[54]。由于MOFs导电性差和表观亲和

性低，迄今为止大多数MOFs-酶电化学生物传感器的灵

敏度较低。Liu Xuejiao等[18]先将多壁碳纳米管（multi-

walled carbon nanotube，MWCNT）复合材料分散在

Nafion中，再按体积比1∶1与ZIF-67（Co）悬浮液混

合，然后与辣根过氧化物酶（horse radish peroxidase，

HRP）水溶液混合，以此制备检测H2O2的ZIF-67（Co）-

MWCNT-HRP传感器。与基于ZIF-67（Co）或MWCNT的

HRP传感器相比，ZIF-67（Co）-MWCNT-HRP对亲水性 
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底物的亲和力明显增强（Km降低约75%），且检测H2O2

的灵敏度提高了1.3 倍。Nong Wenqian等[55]在磁场的作

用下将聚乙烯吡咯烷酮改性的Fe3O4负载到NH2-MIL-88B

（Fe）上，合成核壳纳米粒子，再通过酶促反应将溶

菌酶共价固定到核壳纳米粒子表面，制备得到纳米酶抗

菌材料。该材料集成了细菌捕获、磁性组装、溶菌酶

水解、光触发热产生和香芹酚释放等特性，能够协同

杀灭细菌。质量浓度100 μg/mL的该材料对106 CFU/mL 

大肠杆菌或金黄色葡萄球菌的杀菌率为100%，且在体

外无明显的动物细胞毒性，这表明基于该固定技术的

材料在生物医学、环境和食品领域具有广阔的抗菌应用

前景。Gao Xia等[56]先基于Ni-MOF热分解制备了MOF衍

生的分层结构多孔NiO（MOF-derived porous NiO with 

hierarchical structure，MHNiO），再通过弱相互作用将

HRP固定在MHNiO上，获得HRP@MHNiO。70 ℃孵育

1 h后，HRP@MHNiO的活性比游离HRP高65.4%；经80、

90、100 ℃处理后，HRP@MHNiO的相对酶活性分别为

78.2%、72.8%和68.5%，而游离HRP完全失活；室温贮藏

8 周后，HRP@MHNiO的酶活性是游离HRP的2.5 倍。

3 种基于MOFs材料的固定化纳米酶技术的比较分析

汇总如表1所示。

3 基于纳米胶的固定化酶

近年来，纳米凝胶作为一种有前景的蛋白质传递载

体越来越受到研究人员的关注。纳米胶与传统聚合物胶

束相比，具有粒径可调、交联密度可调、稳定性增强等

突出性能[57]，其三维亲水网络和高水浓度能促进生物分

子的长期稳定性并提供合适的捕获支架[58]，因此可作为

固定化酶载体。

基于纳米胶的固定化纳米酶在研发生物传感器方

面有诸多应用。Huang Jiajia等[59]将具有分层多孔结构的

PdCu纳米水凝胶用于固定HRP以获得PdCu@HRP。该

团队利用PdCu@HRP和包裹在ZIF-8中的葡萄糖氧化酶，

通过催化级联反应对癌胚抗原进行比色生物传感。结果表

明，与游离HRP和PdCu相比，PdCu@HRP不仅提高了稳定

性和可重用性，还显示出协同增强的活性。与此同时， 

水凝胶的静电吸附作用使底物富集在酶附近，以此来增强催

化活性。与基于HRP的传统酶联免疫吸附试验相比，基于该

固定化方法的传感器检测灵敏度提高了约6.1 倍，证明了其

在临床诊断中的潜力。Liang Hao等[60]先用Zn2＋和单磷酸腺

苷（adenosine monophosphate，AMP）制备凝胶纳米纤

维，再共固定化GOx和HRP，得到复合材料GOx&HRP@

Zn/AMP，以此材料制备高灵敏度和选择性的葡萄糖生

物传感器，所得传感器的检出限为0.3 μmol/L。通过荧

光标记法分析可知，GOx和HRP存在于每个Zn2＋/AMP水

凝胶中，且倾向于随机分布。GOx&HRP@Zn2＋/AMP稳

定性是游离酶的2 倍。虽然两种体系的活性在高温下都

迅速下降，但固定化体系的转变温度提高7.5 ℃，证明 

Zn2＋/AMP纳米纤维可以保护GOx和HRP免受热和碱的钝

化。在60 ℃下孵育80 min，固定化酶和游离酶的半衰期

分别为70 min和38 min。固定化酶在15 d内保持了70%以

上的初始活性，然而在相同条件下，游离酶在5 d后失去

了50%以上的初始活性。Romero-Arcos等[61]将LAC通过

溶胶-凝胶法固定在二氧化钛/Nafion（TiO2/NAF）的纳

米结构上，Nafion具有疏水的氟碳骨架和亲水阳离子交

换位点，当与溶胶-凝胶二氧化钛混合时，形成有机-无

机杂化基质固定LAC，记作TiO2/NAF/LAC，由此开发了

用于检测邻苯二酚化合物的LAC安培生物传感器。基于

NAF/LAC和TiO2/NAF/LAC的生物传感器检出限分别为

2.5 μmol/L和0.75 μmol/L，后者灵敏度比前者高13%。贮

藏22 d后，NAF/LAC、TiO2/LAC和TiO2/NAF/LAC生物传

感器的活性保持率分别为58%、53%和69%，表明二氧化

钛溶胶-凝胶膜对LAC活性保持非常有效。

Peng Huan等[62]在水包油乳液中以聚乙二醇(3-氨基

丙基)和支链聚乙烯亚胺为模型交联剂，将水溶性反应

共聚物聚（n-乙烯基吡咯烷酮-co-n-甲基丙烯氧基琥珀

酰亚胺）与荧光增强蛋白和纤维素酶直接化学交联，

获得不同荧光增强蛋白负载量和不同交联密度的生物

荧光纳米凝胶（cellulase-conjugated nanogels，CNG） 

（图3）。荧光增强蛋白用来指示纤维素酶的位置，纳米

凝胶为均匀的球形，粒径为87.9～227.3 nm，且交联度

高的纳米凝胶更紧凑，颗粒尺寸更小。CNG4、CNG6、

CNG8和CNG10的α-螺旋的相对含量分别为23.4%、

表 1 3 种基于MOFs材料的固定化纳米酶技术的比较分析

Table 1 Comparative analysis of three immobilized nanoenzyme technologies based on MOFs materials

基于MOFs材料的固定化纳米酶 特点 优势 参考文献

基于原位封装的
MOFs固定化酶

在制备材料时加入酶，形成纳米级的二维MOFs；它能提供更加丰富的活性位点，
以最小的扩散障碍促进底物分子接近其表面的活性位点，

从而改善二维MOFs在催化和传感应用中的性能
1）具有良好的溶液分散性能；2）扩散速率高；3）易于设计 [46]

基于化学修饰的
MOFs固定化酶

将功能性物种引入原合成MOFs以进行化学修饰，其不改变MOFs的形态和晶型，
但会降低MOFs表面的正电荷密度，从而增加显色底物的亲和力和酸碱稳定性

1）提供更多的催化活性中心；2）热稳定性和结构稳定性良好 [46,52-53]

MOFs基复合
材料固定化酶

将具有催化活性的客体引入MOFs的孔隙空间或部分稳定在MOFs表面，
从而形成MOFs复合材料；介孔结构有利于负载大量的高活性金属基团，

提高纳米复合物中活性位点的密度

1）不同成分之间的协同作用使催化性能增强；2）提高封装酶的稳定性；
3）提高可重复使用性；4）扩大了在其他领域的应用范围

[46,54-56]
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16.7%、10.5%和7.9%，CNG4纳米凝胶的α-螺旋含量最

高，催化活性也最高。荧光共振能量转移分析结果表

明，交联度较低的纳米凝胶具有较高的底物转运率，更

容易接近酶的活性位点，蛋白质处于更强的去折叠状

态，从而导致更高的酶活性。4 ℃下贮存3 周后，游离

酶的活性下降40%以上，而固定化酶的剩余活性均保持

在77%以上。与盐酸胍（guanidinium chloride，GCI）、

尿素、丙酮共孵育后，固定化酶的活性分别为游离酶

的1.7、1.3、1.6 倍。Ji Xiaotian等[63]基于硫醇-二硫键交

换反应制备酶-聚合物杂化纳米凝胶。随着猪胰脂肪酶

（pocine pancreas lipase，PPL）含量的增加，纳米凝胶

的临界溶解温度（the lower critical solution temperature，

LCST）由低向高转变。当温度低于LCST时，PPL分子

位于纳米凝胶的壳层中，当温度高于LCST时，PPL分

子嵌入纳米结构中。游离PPL和固定化酶的最适温度分

别为35、42 ℃；60 ℃培养后，游离酶仅保持43%的活

性，而固定化后的保留率为55%～75%。Zou Bin等 [64] 

基于功能性离子液体改性和聚合固定化设计了一种新

型集成型脂肪酶纳米凝胶。在对硝基苯棕榈酸酯水解

反应中，固定化后的皱褶假丝酵母脂肪酶（Candida 
rugosa lipase，CRL）纳米凝胶具有较好的耐酸碱性、

耐热性和耐有机溶剂性；贮存7 周后，天然CRL活性保

留率为（17.5±1.7）%，纳米凝胶中CRL的活性保留率

为（97.3±1.8）%，表明新型纳米凝胶固定化酶是一

种优良的生物催化剂。Fusco等[58]合成了一种胶凝三肽

FmocPhe3，三肽结构中的Fmoc和苯环通过π-π叠加作用

形成了水凝胶网络，促进了LAC的物理包覆以及与碳基

电极表面的相互作用。基于该固定化方法的水凝胶纳米

复合石墨生物传感器（底物为邻苯二胺）的检出限为

1 μmol/L，动态响应范围为1～250 μmol/L，线性范围为

5～30 μmol/L。
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图 3 在W/O乳液中交联制备生物杂化纳米凝胶的示意图

Fig. 3 Flow chart of the preparation of biohybrid nanogel by 

crosslinking in W/O emulsion

水凝胶在生物分析装置中有广阔的应用前景，然

而它也受一定因素的影响，其中之一是锚定生物催化剂

的选择性较差。一些团队期望通过改变纳米凝胶结构的 

结构来解决该问题，并取得了良好效果。Peng Huan等[57]

通过吡啶二硫化物官能化的水溶性反应性共聚物的原位

交联合成酶-纳米凝胶，实现了新型氧化还原性酶-纳米

凝胶的高效包封和酶活性的可逆调节。纤维素酶包封在

纳米凝胶中后，其酶活性大大降低，但在1×10－2 mol/L 

的二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）溶液中活性迅速恢

复，主要缘于加入DTT后，二硫键交联网络发生降解而

引起酶的释放。该固定方法为酶的可逆激活/失活开辟了

新的可能性，并为靶向蛋白质治疗和生物技术应用开辟

了新的方向。Humenik等[65]诱导纳米膜涂层表面的重组

蜘蛛丝蛋白自组装而形成纤维基纳米水凝胶，选择人凝

血酶作为模型靶标。利用互补DNA序列改变核酸适配体

二级结构使活性凝血酶释放，证实了蜘蛛丝纳米水凝胶

的可寻址功能化。另一个限制因素是缺乏合适的固定技

术，开发新技术迫在眉睫。San等[66]证明了通过结合固

定化和射频处理可以增强纳米生物催化剂的功能。以包

封氨肽酶Pepa-2 nm铂纳米粒（encapsulated aminopeptidase 

Pepa-2 nm platinum nanoparticles，PepA-PtNPs）作为多功

能纳米生物催化剂，利用金属螯合将其固定在水凝胶中， 

可显著提高催化能力、热稳定性、极端pH耐受性、有机

溶剂耐受性和可重复使用性等。对水凝胶固定的PepA-

PtNPs进行射频处理后，其催化能力比固定的PepA提高了

2.5 倍。Xu Li等[67]先以四甲氧基硅烷和甲基三甲氧基硅

烷为原料，通过碱催化聚合法制备SiO2纳米粒子，再对

黑曲霉脂肪酶进行固定。在最佳条件下，固定化脂肪酶

保留了92%的负载蛋白和94%的酶活性。特性分析实验结

果表明，固定化脂肪酶的热稳定性和极端pH值稳定性远

高于其自由形态，具有很大的工业应用潜力。

3 种新型纳米材料固定化酶的比较分析如表2所示。

4 结 语

纳米酶固定化技术在过去的十多年里快速发展，目

前已经成为一项具有巨大商业潜力的新兴技术，这在很

大程度上得益于生物学、蛋白质工程、材料科学等的发

展和进步。然而，尽管纳米酶固定化技术优点很多，但

是固定化后仍然存在酶的活性降低、载体不易回收等的

问题，这严重阻碍了纳米酶固定化技术工业化生产的应

用。因此，深入研究改进酶的固定化过程，例如探究蛋

白-无机杂化纳米花固定化酶中金属离子对固定化过程的

影响，调控基于MOFs材料的固定化纳米酶中复合金属

的组成比例，进一步避免酶活性位点的破坏，提高生物

催化剂的选择性至关重要，此外需要研究酶固定化时与 
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载体的适应性关系，例如在进行蛋白-无机杂化纳米花固

定化酶与载体的杂化时应该要注意加入载体后是否增强

了刚性但是抑制了酶活性或者降低了催化效率，以及如

何选择更合适的载体材料；在制备基于MOFs材料的固定

化纳米酶时，如何解决MOFs复合物的颗粒较大、生长不

均匀以及催化位点利用率较低的问题。

对于多步催化反应产物的制备，要使纳米酶固定化

技术工业应用具有良好的经济效益，使用多酶级联催化

无疑是当前最好的选择，不断探究新型多酶共固定化方

式，构建多酶级联催化体系，通过底物通道以及多酶的

邻近效应实现中间物的无缝衔接，能够提高多酶级联催

化反应产物产率，将多酶级联反应和合适的载体材料进

行结合或许会延长级联多酶的使用寿命，提升其经济价

值。此外，纳米酶的固定化研究还需要不断开发新型材

料，从基因层面增强酶的稳定性、重复利用性以及生物

功能，这对生物医药、食品工业、检测等领域有着深远

的影响。
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