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纳米材料固定化酶的研究进展 

董文玥  姚培圆  吴洽庆* 

中国科学院天津工业生物技术研究所 工业酶国家工程实验室  天津  300308 

摘  要：近年来，纳米技术为酶固定化提供了多种纳米级材料，纳米材料固定化酶不仅具有高的酶负

载量，而且具有良好的酶稳定性。本文基于纳米材料固定化酶，对纳米材料的种类进行了总结，分析

了纳米材料对固定化酶性能的影响，并介绍了纳米级固定化方法及纳米材料固定化酶在生物转化、生

物传感器、生物燃料电池等领域的应用。 
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Abstract: In recent years, the nanotechnology has provided a variety of nanoscale materials for enzyme 
immobilization. The immobilized enzyme of nanomaterials not only has high enzyme load, but also has 
excellent enzyme stability. Based on the immobilized enzyme of nanomaterials, this paper summarized the 
types of nanomaterials, and the effects of nanomaterials on the performance of immobilized enzymes were 
analyzed. Immobilized methods and application of nanobiocatalysis in the fields of biological 
transformation, biosensors and biofuel cells were also introduced. 
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生物催化(biocatalysis)是指利用酶或有机体(细

胞、细胞器等)作为催化剂实现化学转化的过程。

酶作为高效的生物催化剂，具有反应条件温和、

反应速率快、底物专一性强等优势，广泛应用于

化工、食品、医药和环境等领域。许多天然酶的

大规模制备比较困难，投入反应后较难回收再使

用，而且稳定性和对环境的敏感性都极大地限制

了其工业应用。为了弥补天然酶的缺陷，科研人

员将酶固定在固相载体上以提高其稳定性，达到

回收再使用的目的[1]。 

由于酶固定化过程中所采用的固定化方法、

载体等会在一定程度上导致酶失活，从而降低酶

的催化性能。在过去 20 年中，科研人员致力于研

究新的固定化载体以及更先进的固定化方法，使

固定化材料的载酶能力、固定化酶活力和稳定性

等方面得到了极大提高，也降低了酶的生产成
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本。这些载体和技术包括交联酶聚集体、多孔支

持物和以纳米材料为载体的酶固定化[2]。纳米材料

是 指 在 三 维 空 间 中 至 少 有 一 维 处 于 纳 米 尺 寸

(0.1−100 nm)或由它们作为基本单元构成的材料，

具有特殊的光学、磁学、电学等理化特性。与传

统大尺寸材料相比，纳米材料还具有大比表面

积、表面易于修饰、与酶分子大小相近等优点，

作为一种新型的酶固定化载体在生物催化技术领

域得到了广泛关注[3]。另外，计算机辅助设计也可

能为纳米材料固定化酶的研究带来极大的便利，

通过预测和分析进行有效的固定化酶设计与合

成，使获得的生物催化剂在开发速度、生产成本

和可操作性等方面具有独特的优势。 

随着纳米技术的发展，一些无机纳米材料被发

现具有类似酶的催化活性。这些纳米材料可以催化

天然酶的底物反应，并且具有与天然酶相似的催化

机制，因此被定义为纳米酶(nanozymes)[4]。目前已 

报道的纳米酶大多是金属氧化物、贵金属和碳基

纳米材料，它们可以模拟一些酶的活性，例如氧

化物酶、超氧化物酶、过氧化氢酶、超氧化物歧

化酶和磷酸酶等[5-6]，将纳米酶与生物酶的催化功

能耦合是一个重要的发展方向。本文对近年来在

纳米材料固定化酶领域所用的纳米载体材料和固

定化方法进行了系统的介绍，阐述了纳米材料的

结构和制备过程及其对固定化酶性能产生的影

响，总结了纳米材料固定化酶的应用领域并展望

了其前景。 

1  固定化酶的纳米材料 

用于酶固定的纳米载体材料主要包括磁性纳

米材料和非磁性纳米材料。目前，采用纳米材料

进行酶的固定已取得了一系列研究成果(表 1)，随

着纳米技术的进一步发展，必将有更多的新材料

被应用于酶的固定化。 

 
 
表 1  纳米材料固定化酶及应用 
Table 1  Enzymes immobilized on various nanomaterials and their applications 

酶 

Enzyme 

载体 

Carrier 

固定化方法 

Immobilization method

应用 

Application 

参考文献 

References 

脂肪酶 

Lipase 

磁性纳米颗粒 

Magnetic nanoparticles 

共价结合 

Covalent binding 

鱼油水解 

Fish oil hydrolysis 

[7] 

脂肪酶 

Lipase 

金纳米颗粒 

Gold nanoparticles 

物理吸附 

Physical adsorption 

阿魏酸乙酯酯基交换 

Transesterification of ferulic  
acid ethyl ester 

[8] 

脂肪酶 

Lipase 

功能化介孔材料 SBA-15 

Functional mesoporous material  
SBA-15 

物理吸附 

Physical adsorption 

二酰基甘油合成 

Synthesis of diacylglycerol 

[9] 

脂肪酶 

Lipase 

壳聚糖-介孔氧化硅复合纳米材料 

Chitosan-mesoporous silica hybrid  
nanomaterials 

共价结合 

Covalent binding 

生物合成 

Biosynthesis 

[10] 

脂肪酶 

Lipase 

多金属有机框架 

Polyoxometalate-metal organic  
framework 

包埋 

Encapsulation 

肉桂酸酯化 

Esterification of cinnamic acid 

[11] 

脂肪酶 

Lipase 

介孔微孔泡沫塑料 

Mesoporous microcellular foam 

瓶中船 

Ship in a bottle 

(R,S)-α-四氢萘醇与醋酸乙烯酯的

对映选择性酯化 

Enantioselective esterification of  
(R,S)-alpha-tetralol and vinyl  
acetate 

[12]

醇脱氢酶 

Alcohol dehydrogenase 

羧基石墨烯衍生物 

Carboxyl graphene derivatives 

共价结合 

Covalent binding 

二氧化碳还原为甲醇 

Reduction of CO2 to methanol 

[13]

    (待续)
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    (续表 1)

醇氧化酶 

Alcohol oxidase 

聚氟醚-g-聚乙二醇和多壁碳纳米管

Polyfluorene-g-poly(ethylene glycol) 
and multiwalled carbon nanotubes 

物理吸附 

Physical adsorption 

生物传感器用于酒精饮料中乙醇

含量的分析 

Biosensor for the analysis of  
ethanol contents in alcoholic drinks 

[14] 

甲酸脱氢酶 

Formate dehydrogenase 

聚乙烯亚胺接枝的氧化石墨烯 

Polyethylenimine-grafted graphene oxide

物理吸附 

Physical adsorption 

生物合成和生物传感 

Biosynthesis and biosensing 

[15] 

半乳糖氧化酶 

Galactose oxidase 

碳纳米管 

Carbon nanotubes 

物理吸附 

Physical adsorption 

生物传感器用于半乳糖血症 

Biosensor for galactosemia 

[16] 

胆碱酯酶 

Cholinesterase 

聚乙烯醇和聚丙烯酸-纳米硅复合材料

Nano-silicon with polyvinyl alcohol 
and polyacrylic acid composites 

物理吸附 

Physical adsorption 

氯化乙酰胆碱水解 

Decomposition of acetylcholine 
chloride 

[17] 

脲酶 

Urease 

Fe3O4/MWCNT-聚苯胺纳米复合材料

Fe3O4/MWCNT-polyaniline 
nanocomposite film 

物理吸附 

Physical adsorption 

生物传感器用于牛奶中尿素 

的检测 

Biosensor for detection of urea in 
milk samples 

[18] 

胆固醇氧化酶 

Cholesterol oxidase 

金属有机框架 

Metal-organic frameworks (MOFs) 

物理吸附 

Physical adsorption 

生物传感器用于胆固醇检测 

Biosensor for the determination of 
cholesterol 

[19] 

辣根过氧化物酶和细胞 

色素 C 

Horseradish peroxidase  
and cytochrome C 

金属有机框架 

Metal-organic frameworks (MOFs) 

物理吸附 

Physical adsorption 

废水中 2,4-二氯苯酚和利福昔明

的降解 

Degradation of  
2,4-dichlorophenol and  
rifaximin in artificial  
wastewater 

[20] 

酪氨酸酶 

Tyrosinase 

碳纳米管、氧化石墨烯、金纳米颗粒

和壳聚糖 

Carbon nanotubes, graphene oxide,  
gold nanoparticles in chitosan 

物理吸附 

Physical adsorption 

生物传感器用于黄曲毒素的检测 

Biosensors for the  
determination of aflatoxin 

[21] 

漆酶 

Laccase 

氧化石墨烯 

Graphene oxide 

共价结合 

Covalent binding 

有色废水中偶氮染料的生物 

降解 

Biodegradation of azo dyes in  
colored wastewater 

[22] 

漆酶 

Laccase 

聚吡咯银纳米颗粒丝网印刷碳电极

纳米复合材料 

Polypyrrole gold nanoparticle- 
screen-printed carbon electrode  
composite film 

物理吸附 

Physical adsorption 

蜂胶中多酚的检测 

Determination of polyphenols  
in propolis 

[23] 

漆酶 

Laccase 

二硫化钼纳米薄片和金纳米颗粒 

MoS2 nanosheets and gold  
nanoparticles 

物理吸附 

Physical adsorption 

生物传感器用于儿茶酚的检测 

Biosensors for the  
determination of catechol 

[24] 

过氧化氢酶 

Catalase 

石墨烯 

Graphene 

共价结合 

Covalent binding 

生物合成 

Biosynthesis 

[25] 

纤维素酶 

Cellulase 

磁性纳米材料 

Magnetic nanomaterials 

物理吸附 

Physical adsorption 

纤维素水解 

Hydrolysis of cellulose 

[26] 

葡萄糖氧化酶 

Glucose oxidase 

碳纳米管 

Carbon nanotubes 

物理吸附 

Physical adsorption 

葡萄糖生物传感器 

Glucose biosensor 

[27] 

环氧化物水解酶 

Epoxide hydrolase 

介孔氧化硅 

Mesoporous silica 

瓶中船 

Ship in a bottle 

氧化苯乙烯外消旋物的拆分 

Resolutions of racemic styrene oxide 

[28] 

腈水合酶 

Nitrile hydratase 

金属有机骨架 MOF ZIF-67 

Metal-organic frameworks MOF  
ZIF-67 

包埋 

Encapsulation 

烟酰胺的合成 

Synthesis of nicotinamide 

[29] 
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1.1  磁性纳米材料 

磁性纳米颗粒(magnetic nanoparticles，MNPs)

具有良好的机械稳定性和大的比表面积，可以提

高酶的负载率并减少固定化酶内部的传质阻力。

同时，又可以在外加磁场下快速分离，极大地简

化了固定化酶的回收再利用和酶促反应后产物的

分离纯化。因此，磁性纳米材料作为载体在酶的

固定化领域引起了极大的关注[30]。在各种磁性纳

米材料中，Fe3O4 由于其较高的磁饱和强度、良好

的磁导向性、生物相容性、无毒性和价廉易得等

优点，在固定化酶领域应用最普遍。以磁性纳米

材料为载体进行酶的固定，有利于酶活力和稳定

性的提高，对酶结构、功能和特异性等酶学性质

有一定的影响。例如，Verma 等[7]将重组枯草芽孢

杆菌脂肪酶共价固定在磁性纳米颗粒上，酶与纳

米颗粒的蛋白结合效率达到 95%；研究发现，固

定化酶的热稳定性是游离酶的两倍，在循环 20 个

周期后，仍能保持 50%以上的初始活性；与游离

酶相比，固定化酶对二十二碳六烯酸的选择性提

高了 1.5 倍，并保留了对二十碳五烯酸的选择性；

通过透射电镜、圆二色谱等手段进行表征，研究

磁性纳米颗粒对固定化酶二级结构的影响，结果

表明，固定化酶仍保留了 84%的天然 α-螺旋结

构，从而维持了酶的较高活性。 

由于 MNPs 会在空气或酸性环境下发生氧化或

溶解，而且 MNPs 之间的磁引力易于磁性粒子发生

聚集，从而影响固定化酶的活性和分散性能，大

大限制了其应用。为了克服这些因素的影响，提

高固定化效果，通常需要对载体表面进行修饰，

特别是以聚合物修饰的磁性纳米载体方面研究较

多。高分子聚合物容易形成交联凝胶网络，从而

把 MNPs 紧紧包裹在高分子微球中，有效阻止纳米

粒子的团聚，提高了分散稳定性。Francolini 等[31]

将褶皱假丝酵母脂肪酶固定在长烷基链功能化聚

丙烯酰胺涂覆的 Fe3O4 磁性纳米颗粒上，研究发

现，聚合物涂层对 MNPs 与脂肪酶的亲和力有提高

作用，并且固定化酶的活性及稳定性与烷基链的

长度有关。 

另外，在 MNPs 中导入或包覆硅基纳米材料形

成核壳结构也是当前广泛使用的保护方法。Xie 等[32]

以磁性纳米颗粒 Fe3O4 为核心，在其表面包覆介孔

材料 MCM-41，得到具有核壳结构的纳米复合材料

Fe3O4@MCM-41，通过戊二醛共价交联将褶皱假

丝酵母脂肪酶固定在其表面(图 1A)，表征结果显

示，这种核壳结构的复合载体能够有效克服磁性

纳米粒子之间强磁偶极-偶极相互作用。Wan 等[33]

通过磁场导向，合成了磁性 Fe3O4 纳米颗粒和二氧

化硅在其界面生长包覆的一维纳米链，然后在正

己烷存在下，通过十六烷基三甲基溴化铵与正硅

酸四乙酯的界面共组装，进一步包覆上一层孔径

可调的介孔二氧化硅，最终获得具有双壳层结构

的磁性介孔二氧化硅纳米链 Fe3O4@nSiO2@mSiO2 

(图 1B)；这种独特的双壳层结构更有利于负载贵

金属和酶等，在外加动态磁场中能随着磁场方向的

变化产生快速转动现象，加速了催化反应的进行。 

1.2  非磁性纳米材料 

非磁性纳米材料包括无机纳米颗粒、有机聚

合物纳米材料和金属有机框架。无机纳米颗粒

(nanoparticles，NPs)被广泛用于多种酶的固定化，

常用到的无机纳米颗粒有纳米金、碳基纳米材料

及介孔材料等[8,15-16]。 

介孔材料是一种孔径在 2−50 nm、具有巨大表

面积和三维孔道结构的新型材料，其纳米尺寸孔

径允许酶分子进入孔道，同时其功能性表面基团

可以根据目标分子进行调节，作为酶的固定化载

体表现出很高的优越性[34]。这类材料多为氧化物，

如 SiO2、Al2O3、TiO2、ZrO2 等，通常是立方体或六

棱柱结构。截至目前，介孔氧化硅研究最为广泛。

用于酶固定化的介孔氧化硅材料主要有 MCM-41、

SBA-15、MSU-H、KIT-6 和 MCF 等[35-37]。近年来，

有许多研究发现介孔材料固定化酶能够提高酶的

活性、稳定性以及底物特异性。 
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图 1  核壳结构磁性固定化酶(A)[32]和磁性介孔二氧化硅纳米链(B)[33]的制备 
Figure 1  Synthesis of the core-shell structured magnetic immobilized enzyme (A)[32] and magnetic mesoporous silica 
nanochains (B)[33] 

 

Shao 等[38]为了实现碳酸酐酶在二氧化碳捕集

过程中的应用，采用不同尺寸和孔径的介孔材料

作为固定化碳酸酐酶的载体(图 2)，实验结果表

明，KIT-6、SBA-15 和 MCM-41 固定化酶的半衰期

分别是游离酶的 3.0、2.8 和 2.0 倍；当以 SBA-15

为载体时，由于材料的孔径略大于酶分子，碳酸

酐酶能够同时吸附在材料表面和孔径中，使得酶

加载量更高，而且在 40 °C 维持 6 d 后仍保留 98%

的初始活力。甲醛脱氢酶能够将甲酸还原为甲

醛，通过级联反应实现 CO2 到甲醇的转化(图 3)，

但是甲醛脱氢酶的活性较低，并且对底物/产物浓

度和 pH 较为敏感；为了提高甲醛脱氢酶的催化性

能，Gomes 等通过物理吸附将甲醛脱氢酶固定在

孔径分别为 26.8 nm 和 36.9 nm 的介孔 MCF 上，材

料表面经辛基、巯基丙基或氯甲基功能化；研究

发现，甲醛脱氢酶均能够成功固定在这两种材料

上，酶负载量分别为 300 mg/g 和 750 mg/g，然而

仅有固定在较大孔径的甲醛脱氢酶保留了其催化

活性，并且明显高于游离酶的活性，这可能是由

于反应过程中酶结构的变化需要较大的孔径[39]。

Coscolín 等[40]从卡斯特湖的细菌中分离到一种酯水

解酶 EH1，其具有广泛的底物谱，能够转化 72 种

酯但均无立体选择性；通过离子交换将该酶固定

在氨基功能化的有序介孔材料 SBA-15 上，研究发

现，固定化后该酯水解酶的底物范围缩减到 17 种

酯，并且对(R)-4-氯-3-羟基丁酸乙酯具有立体选择

性；这是由于固定在相似大小介孔中的酶分子结

构可能发生改变并导致酶活性中心发生变化，进

而影响底物在活性中心的构象；同时，通过阳离

子相互作用将 EH1 固定在不同功能化的磁性微粒

表面，产生了不同底物选择性的生物催化剂。因

此，通过调控固定化策略和固定化材料的粒度、

孔径、结构以及材料的功能化，可以设计不同底

物选择性和立体选择性的生物催化剂。 
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图 2  不同介孔硅固定化碳酸酐酶示意图[38] 
Figure 2  Schematic illustration of different mesoporous silica structures immobilized carbonic anhydrase[38] 

 

 
 

图 3  酶级联反应催化 CO2生成甲醇 
Figure 3  Enzymatic cascade catalyzes CO2 into methanol 
 

介孔硅表面很容易进行功能化，而且化合物

种类繁多，如：有机聚合物、小分子化合物、金

属离子和离子液体等[41]。通过引入−NH2、−SH、

−CN、−Cl、−C6H5 及不同链长烷基等有机功能基

团到介孔材料上，这些基团提供了大量反应位

点，可以与酶通过共价键或次级键连接，提高了

载体对酶的负载量和固定化酶的稳定性，同时部

分有机基团进入介孔孔道，使得孔径和孔容减

少，防止酶的泄漏[42]。Muňoz-Pina 等[43]将多酚氧

化酶固定在介孔氧化硅 UVM-7 上，通过不同的官

能团(即胺、羧酸、异氰酸酯、烷烃和吡啶)进行修

饰，研究了其酶固定能力(图 4)，除了羧酸官能团

外，修饰后的介孔材料均得到了较高的酶负载能

力和固定化速度。Zhao 等 [9]采用硅烷偶联剂对

SBA-15 进行功能化，将疏棉状嗜热丝孢菌脂肪酶

(thermomyces lanuginosus lipase，TLL)固定在其表

面以生产二酰基甘油(diacylglycerol，DAG)；在无

溶剂体系中，以母本 SBA-15 为载体的 TLL 介导的

甘油溶解反应，DAG 含量为 54.77%±0.63%，三酰

基 甘 油 (triacylglycerol ， TAG) 转 化 率 为

77.75%±1.24%；然而，当助溶剂被引入反应体系

时，固定化酶的性能却变差，经有机改性后，功

能化 SBA-15 为载体的 TLL 固定化酶均表现出良好

的性能，DAG 含量>40%，TAG 转化率>70%；苯

基修饰 SBA-15 为载体的 TLL 中 DAG 含量较高，

达 59.19%±1.10%，在甘油溶解反应中表现出良好

的可重复使用性，经过 5 次重复使用后，初始甘油

溶解活性仍为 95.21%±4.87%。 

金纳米颗粒也是一类非常重要的纳米材料载

体，在催化领域的研究引起了人们越来越大的兴

趣，纳米金颗粒作为固定化酶载体具有以下优点：

(1) 制备方法简单、容易再生；(2) 保留了Au良好的

生物相容性，可以有效避免酶的失活；(3) 酶分子

中的氨基和半胱氨酸中的巯基可直接结合到金纳

米粒子表面用于固定化酶。在金纳米颗粒上固定

化酶的例子有：脂肪酶[8]、葡萄糖氧化酶[44]、纤维

素酶[45]等。 

碳基纳米材料，如石墨烯和碳纳米管(carbon 

nanotubes，CNTs)，由于具有耐高温、良好的导热

性能、良好的生物相容性、化学惰性等优点，其

固定化酶在生物传感器领域取得了广泛的应用。

Wee 等[46]利用 CNTs 在酶中的分散特性制备了高灵 
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图 4  UVM-7 功能化示意图[43] 
Figure 4  Illustration of the functional groups attached to the UVM-7 support[43] 

 

敏度的苯酚生物传感器：首先将 CNTs 分散在酪氨

酸酶水溶液中，与酪氨酸酶分子进行吸附沉淀交

联，获得的固定化酶与酶吸附和酶吸附/交联相比

酪氨酸酶活性分别提高了 10.5 倍和 5.4 倍；在

40 °C 孵育 128 h 后，其初始活性仍保持 29%，而通

过吸附和吸附 /交联制备的固定化酶则无残留活

力。石墨烯是一种具有二维蜂巢晶格结构、单原

子厚度的碳基纳米材料，被认为是目前世界上最

薄的材料，其表面有环氧基、羧基、羟基等一系

列官能团，因此在水中有很好的分散性并易于化

学修饰。Seelajaroen 等[13]将甲酸脱氢酶、甲醛脱氢

酶和醇脱氢酶共价结合在羧基石墨烯衍生物上(图

5)，这种纳米级催化剂能够在无辅因子和高电流密

度下将二氧化碳还原为甲醇，并且能够维持至少

20 h 而不会产生其他副产物。 

有机聚合物纳米材料具有稳定的形态结构，

可通过选择聚合方式和聚合单体从分子水平上来

设计合成和制备，而且易控制其尺寸大小和颗粒

的均一性，使之在具有小尺寸效应、表面效应和

量子隧道效应的同时，还具有其他特定功能，如 

 

 
 

图 5  羧基石墨烯合成和脱氢酶固定化示意图[13] 
Figure 5  Schematic synthesis of G-COOH and immobilization of dehydrogenase (DH) enzyme onto grapheme[13] 
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温度、pH、电场和磁场等响应性，其制备方法包

括乳液聚合法、分散聚合法、自组装法和分散共

聚法。目前最常用的方法是利用反胶团进行聚合

反应从而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。如聚苯乙

烯、聚甲基丙烯酸甲酯、聚丙烯酸酯、聚丙烯酰

胺、聚脲-聚氨酯等已广泛用于酶的固定化[47-48]。

Payentko 等[17]通过溶胶-凝胶法制备由聚乙烯醇和

聚丙烯酸组成的纳米聚合物，用于固定化胆碱酯

酶，然后将其加入到二氧化硅颗粒和聚硅氧烷

中，催化氯化乙酰胆碱水解反应；固定化酶的活

性明显高于天然酶，使用高分散的二氧化硅制备

的纳米复合材料中胆碱酯酶活性较高。Zhang 等[49]

以 锰 离 子 螯 合 线 性 聚 乙 烯 亚 胺 (linear 

polyethylenimine，LPEI)为人工支架，通过多点配

位 作 用 自 组 装 双 功 能 氧 化 还 原 酶 ( 甘 油 脱 氢      

酶-NADH 氧化酶)，制备的 LPEIs-Mn2+-bHGN 纳米

线具有高度有序的叶脉结构，可以防止酶亚基的

分离，使酶的多聚体形式更稳定；与游离酶相

比，固定化酶的生物活性提高了 8.2 倍，并能够有

效地消除产物抑制(图 6)。 

金属有机框架(metal-organic framework，MOF)

是一种由金属离子或金属簇和有机配体之间的配

位作用形成的一类多孔有机-无机杂化材料，具有

高比表面积、可调的超高孔径、表面易功能化及

高生物相容性等优点。利用 MOF 作为酶的固定载

体是一种新兴的酶固定化技术，在生物催化、生

物传感、纳米催化医学等领域有巨大的应用潜  

力[50]。Gao 等[20]以 Ni-MOF 为前体，以氯化锌为活

化剂，采用热分解法制备得到了同时包含介孔和

微孔分层结构的 NiO 材料(MOF-derived porous NiO 

with hierarchical structure，MHNiO)，将辣根过氧

化物酶和细胞色素 C 分别固定到其介孔中，并将底

物富集在微孔中，得到了具有高催化活性的酶反

应器(图 7A)，与相应游离酶相比，制备的酶反应

器具有较高的热稳定性和重复使用性。Huo 等[51]

采用硬模板法制备了一种基于 MOFs 的新型多级结

构纳米材料，称为开口有机硅纳米囊(crackled 

 

 
 

图 6  LPEIs-Mn2+-bHGN 纳米线的固定化过程[49] 
Figure 6  The immobilization process for LPEIs-Mn2+-bHGN nanowire[49] 
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图 7  MHNiO 材料和固定化酶 Enzyme@MHNiO 的制备(A)[20]以及硬模板法制备基于 MOF 的 CONs (B)[51] 
Figure 7  Schematic representation for the preparation of MHNiO and enzyme@MHNiO (A)[20], and a schematic illustration 
of preparation of CONs using a MOF based hard-templating method (B)[51] 

 

organosilica nanocapsules，CONs)；纳米囊的开口

有助于脂肪酶快速吸附于其内外表面，提高酶的

负载率，疏水的-(CH2)3-SiO-增强了酶与纳米囊之

间的相互作用，减少了酶的泄露(图 7B)；在反应

过程中，这种特有的结构还促进了反应物和产物

的快速扩散，提升了酶促反应速率。 

1.3  计算辅助设计 

在酶的纳米材料固定化过程中，采用合理的

计算辅助设计手段对于预测和阐释酶固定化效果

具有指导作用。Zaboli 等[52]利用分子动力学模拟研

究了 CNT 和碳功能化的碳纳米管(functionalized 

carbon nanotubes，fCNT)对 D-乳酸脱氢酶的吸附和

构象的影响，与游离酶相比，固定化酶在高温下

表现出更好的稳定性，更适合在工业上使用；研

究表明，酶对 CNT 的吸附是通过范德华和 pi-pi 堆

积相互作用介导的，而在酶对 fCNT 的吸附中，除

了疏水相互作用外，还涉及到酶与 fCNT 官能团之

间的氢键作用；通过二级结构分析表明，fCNT 比

CNT 更能保护酶的构象。此外，通过模拟计算还

有助于纳米材料固定化酶催化机制的解析。例

如，Zhang 等[53]采用分子动力学模拟研究固载于

CNT 上的嘉士伯啤酒酵母在水、乙腈、庚烷等溶

剂中的变化，以探索酶在非水介质中的催化机

制，结果表明，随着溶剂极性的降低，底物结合

口袋两条 β-链之间的距离明显增大，有利于底物

的进入和结合，使得酶与 CNT 在庚烷中的底物结

合能最高；蛋白结构网络分析进一步揭示，固定

化对有机溶剂中酶活性中心的影响不依赖于酶的

吸附程度，而取决于脱附程度，酶在水溶液中可

以在几十纳秒内被 CNT 吸附，而在非极性的庚烷

溶液中，由于吸附原子少、较小的接触面积和结

合自由能，导致脱附程度增强，因此在脱附较强

的庚烷中两条 β-链之间的距离是最大的；此外，

研究还发现了一些重要且保守的热残基与活性区

域连接，如 N248→Q245→L241 和 V198→V177→ 

S224，说明它们在调节固定化酶的生物活性方面

的重要性。 

2  纳米级酶固定化方法 

Nelson 等 [54] 首 次 将 酶 加 载 到 炭 的 固 体 表

面 ， 截 至 目 前 已 经 开 发 了 多 种 酶 的 固 定 化 方

法。将酶固定在纳米材料上的传统方法主要包

括物理吸附、共价结合和包埋。物理吸附是最

简单的一种固定化方法，酶与载体之间通过范

德华力或离子键等相互作用进行连接，但这种

连接极不稳定；共价结合是利用酶分子上的氨

基、羧基或芳香环与载体上的某些基团形成共

价键，使酶固定在载体上，形成的共价键较为

牢固，具有更大的操作稳定性；包埋法是通过

聚合作用在水相和水-油界面形成分散的纳米颗

粒，使酶包埋在其中。这种方法的难点在于纳
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米颗粒大小的控制，以及每个颗粒中酶量的控

制。因此，更先进的基于纳米尺度的固定化方

法逐渐发展起来(图 8[55-56])。 

2.1  单酶纳米颗粒 

2003 年，Kim 等[55]开发了一种独特的酶-聚合

物纳米复合材料——单酶纳米颗粒(single enzyme 

nanoparticles，SENs)，它是在酶分子表面包被上

几纳米厚的有机-无机混合型聚合物网络；包埋过

程由以下 3 步组成：(1) 酶的表面修饰：酶表面氨

基与丙烯酰氯反应引入乙烯基团；(2) 改性后的酶

通过增溶作用可以从水相进入有机相中，然后酶

表面发生乙烯基聚合物的生长；(3) 聚合物链聚

合，使酶表面网络化，生成单分子酶纳米颗粒。

SENs 是一种最先进的技术，其允许单个酶分子在

纳米尺度上交联聚合物基质得到固定化酶。由于

能够直接控制酶周围的环境，从而增加了控制底

物扩散的可能性，许多 SENs 表现出显著的稳定

性，同时能够保持高的初始活性；此外，酶的活

性可以根据需要通过外部材料层的调控来开启和

关闭[57]。 

Șahutoğlu 等 [58]成功制备了固定花斑漆酶的

SENs，该酶通过丙烯酰氯修饰固定，然后在水相

中原位聚合聚丙烯酰胺，得到的单个花斑漆酶纳

米 粒 子 直 径 小 于 50 nm ， 活 性 回 收 率 为

66.33%±2.57%；研究发现，游离酶和固定化酶的

催化效率(kcat/Km 值)相似，而固定化酶的 Km 值显著

降低，表明酶固定化后对底物的亲和力增加；固

定化酶和游离酶在 60 °C、240 min 时表现出相似的

热稳定性，固定化酶在室温下 15 d 后表现出更好

的催化活性，酶的稳定性增加。 

Hong 等[59]对该方法进行了改进，开发了一种

独特的酶-硅酸盐结合物材料，即单酶笼状纳米颗

粒(single enzyme cage nanoparticles，SECNs)，它

由每个酶分子表面自组装的分子薄硅酸盐层组成，

通过酶分子表面的二氧化硅聚合，用少量的表面活

性剂将每个酶分子溶解在己烷中而合成；SECNs 在

具有最小底物扩散限制的水介质中具有接近天然酶

的活性，在硅酸盐网的保护下具有很高的稳定性；

由于其接近分子大小，SECNs 还可以被吸附到介孔

二氧化硅材料中，从而构建高活性且易于回收的酶

系统，该系统可用于许多潜在的生物催化应用，如

诊断、生物传感器、生物转化等。 

 

 
 

图 8  纳米级酶固定化方法[55-56] 
Figure 8  Enzyme immobilization method on nanoscale[55-56] 
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2.2  “瓶中船”方法 

2007 年 ， Kim 等 [56] 制 备 了 一 种 具 有 内 孔   

(37 nm) 和 通 道 (13 nm) 的 分 子 筛 载 体

(hierarchically-ordered mesocellular mesoporous ，

HMMS)，他们采用先吸附后交联的方法将 α-糜蛋

白酶和脂肪酶固定于载体的内孔表面，不会从孔

道泄漏出来。这种方法被形象地称为“瓶中船”(ship 

in a bottle)方 法，或者 NER (nanoscale enzyme 

reactor)方法。虽然这种方法在酶固定化方面有很

大的潜力，但在过去的 10 年中，研究人员对其关

注相对较少。Kim 等[28]报道了一种磁分离高稳定

的 环 氧 化 物 水 解 酶 (mugil cephalus epoxide 

hydrolase，McEH)生物催化剂体系，用于外消旋环

氧化合物的对映选择性水解，他们将 McEH 蛋白吸

附到具有瓶颈的介孔氧化硅中进行交联，有效地

阻止了 McEH 在较大介孔中的浸出，获得了高负载

和高稳定性的 McEH 系统，在介孔二氧化硅中预先

加入的磁性纳米颗粒使得固定化 McEH 很容易被回

收；将制备的 McEH 系统用于氧化苯乙烯外消旋物

的拆分，在 7 次循环使用后仍保留超过 50%的初始

活性。Kamble 等[12]通过在介孔 MCF 上吸附南极假

丝酵母脂肪酶(Candida antarctica lipase，CALB)，

然后在孔内进行酶交联，制备了“瓶中船”结构的纳

米级酶反应器，其能有效地防止酶浸出，从而提

高热稳定性；将 CALB/MCF 用于(R,S)-α-四氢萘醇

与醋酸乙烯酯的对映选择性酯化反应具有良好的

催化性能。 

3  应用 

3.1  生物转化 

酶促生物转化因其底物专一性、对映选择性

和温和的操作条件而成为合成化学和生物制造等

领域的研究热点。与传统的固定化酶生物转化相

比，纳米生物催化剂具有更高的酶负载率和稳定

性，在各种生物转化体系中得到了广泛的应用。 

脂肪酶是一种广泛应用的生物催化剂，能够

催化酯化或酯交换反应，并有较宽的底物谱，在

医药和精细化学品的合成领域具有广泛的应用前

景。Nobakht 等[11]以铁-羧酸盐包封羟基铝离子磷

钨酸作为纳米金属有机骨架载体，对猪胰脂肪酶

进行固定化，该固定化酶在 70 °C 高温下仍保持很

好的稳定性，并被用于肉桂酸酯化合成肉桂酸苄

酯；在连续 5 轮催化合成肉桂酸苄酯的过程中，固

定化酶保持了 90.4%的初始活性，重复使用 8 次，

收率达到 80.0%。 

腈水合酶因其在温和条件下合成有价值的酰

胺类化合物而受到广泛关注，然而酶的稳定性差

仍然是其工业应用的主要缺陷之一。Pei 等[29]通过

仿生矿化策略将重组的腈水合酶 NHase1229 包埋

到基于钴的金属有机骨架 MOF ZIF-67 中，纳米催

化剂 NHase1229@ZIF-67 对 3-氰基吡啶的水合反应

具有较高的催化活性，其比活性达到 29.5 U/mg，

热稳定性也有了显著提高；将其应用于烟酰胺的

合成，表现出良好的循环性能，时空产率计算为

110 g/(L·h)。 

在生物催化中，很多复杂的反应都需要多个

酶的级联反应催化得到，多酶生物催化成为近年

来的一个热点研究方向，基于纳米生物催化的级

联催化系统的研究也有一些报道[60-61]。Chen 等[62]

以纳米颗粒金属有机框架 ZIF8-NMOFs 作为微反应

器，在其内部集成葡萄糖氧化酶和辣根过氧化物

酶双酶系统，或者 β-半乳糖甘酶、葡萄糖氧化酶

和辣根过氧化物酶三酶系统，使得整个催化级联

反应活性分别可以提高 7.5 倍和 5.3 倍；除此之

外，通过 NMOFs 包裹乙醇脱氢酶、NAD+-聚合物

以及乳酸脱氢酶，实现了偶联的生物催化级联  

反应，最终可以利用乙醇将丙酮酸还原成乳酸   

(图 9)。 

自然界的氧化磷酸化是多种酶参与的级联反

应，这些天然酶自身固有的特性导致在体外应用时

面临巨大挑战，如催化活性对环境的敏感性、回收

和再循环困难、制备和纯化的高成本以及较低操作

稳定性等。Xu 等[63]通过整合纳米酶与重组天然 ATP 
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图 9  基于纳米生物催化的级联催化系统[62] 
Figure 9  Cascade catalytic system based on nano-biocatalysis[62] 

 

合酶构筑氧化磷酸化微反应器，以葡萄糖为基本

能量来源，实现体外氧化磷酸化，研究表明，这

种负载在空心二氧化硅微球上的金纳米粒子兼具

葡萄糖氧化酶和过氧化氢酶特性，将葡萄糖转化

为葡萄糖酸使得周围 pH 值下降产生质子梯度差，

推动 ATP 合酶将 ADP 与无机磷酸盐转化 ATP；同

时，这种金纳米粒子能够将产生的过氧化氢分

解，消除其可能对 ATP 合酶活性的影响，组装形

成的氧化磷酸化微反应器具有非常高的生物活

性，转化效率可以达到 4 920 nmol/(mg·h)，与天然

系统中酶的催化效率相当。 

3.2  生物传感器 

生物传感器是一种对生物物质敏感并将其浓

度转换为电信号进行检测的仪器，应用于疾病诊

断和环境监测等领域。生物传感器主要由生物感

应元件和信号传导器两部分组成，可以用来制作

生物感应元件的物质包括酶、抗体、抗原、微生

物、细胞、组织、核酸等生物活性物质，其主要

功能是识别被测物质。在酶基生物传感器中，酶

固定化是影响传感器性能的关键步骤，自引入纳

米生物催化技术以来，酶基生物传感器的性能有

了很大的提高。 

Zhang 等[24]以二硫化钼纳米薄片和金纳米颗粒

为载体，将漆酶固定在其表面，制备了一种新型

的漆酶生物传感器，用于儿茶酚的检测，实验结

果表明，MoS2 具有较大的比表面积和良好的生物

相容性，为酶固定化提供了丰富的空间，而金纳

米粒子增强了 MoS2 的导电性，提高了检测灵敏

度。因为 MoS2 纳米薄片与金纳米粒子之间的协同

效应，展现出良好的选择性、稳定性、可重复性

和再现性。Bekmezci 等[14]采用一步法合成了聚氟

醚-g-聚乙二醇(PF-g-PEG)，将多壁碳纳米管作为

工作电极，在电极表面形成 PF-g-PEG 膜，最后将

醇氧化酶固定在改性后的材料表面，可用于酒精

饮料中乙醇含量的分析。 

3.3  生物燃料电池 

生物燃料电池是一种利用酶或微生物作为催

化剂将化学能转化为电能的装置。酶基生物燃料

电池是以分离的酶为催化剂，由酶的阳极、电解

质和酶的阴极组成。在阳极，酶氧化生物燃料，

然后产生电子、质子和其他副产品，阳极产生的

质子通过浓度梯度从电解质扩散到阴极，电子经

过负载电路，然后在阴极与质子相遇。在阴极，

质子和电子与氧结合，然后产生水。已有许多氧
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化还原酶被用于酶基生物燃料电池的阳极，如葡

萄糖氧化酶、乙醇脱氢酶、醛脱氢酶、甲酸脱氢

酶等，漆酶被广泛用作阴极[64](图 10)。但是基于酶

的生物燃料电池仍然存在稳定性差和电密度低等

缺点，从而限制了其应用。由于纳米结构材料具

有高的比表面积和多孔性，有利于增加酶的负载

以及电子的快速转移，因此纳米生物催化被认为

是解决这一局限的关键方法[65]。此外，碳基纳米

材料，如单壁碳纳米管和石墨具有良好的导电

性，有助于提高电密度。 

Rewatkar 等[66]制备了一种 3D 打印石墨烯/聚乳

酸电极，通过 N,N-二甲基甲酰胺溶液处理，然后

固定化葡萄糖氧化酶和漆酶，分别实现了生物阳

极和生物阴极；通过性能评价，在 40 mmol/L 葡萄

糖浓度下，生物阳极在 0.5 V 电压下达最大电流密

度 1.41 mA/cm2，生物阴极的在 0.42 V 电压下达最

大电流密度 0.216 mA/cm2；将制备的生物电极组

装在流态电池中，具有良好的稳定性和较好的生

物催化活性。 

4  展望 

我们研究团队一直开展生物催化剂发现、改

造及在手性精细化学品合成中的应用研究工作，

如羰基还原酶[67-68]、腈水解酶[69]、醛缩酶[70]、亚

胺还原酶[71]、单胺氧化酶[72]、D-氨基酸脱氢酶[73]

等，深切感受到使用纳米材料固定化酶，在酶与 

 

 
 

图 10  生物燃料电池原理图 
Figure 10  Schematic of biofuel cell 

底物及产物的分离、酶的生物相容性和稳定性等方

面具有独特的优势。利用共固定化技术将多种生物

催化剂共固定在纳米材料上来实现生物级联催化，

已经应用于生物转化、生物电子学等领域。纳米材

料与生物催化剂之间的相互作用还有待进一步的

研究，如何平衡酶的活性、稳定性及酶的化学选择

性和立体选择性仍然是纳米生物催化面临的一个

重要问题，纳米酶与生物酶的协同组合及固定，对

于克服各自的缺陷、发挥各自优势将大有作为。相

信随着纳米技术、酶制备及固定化技术的发展，纳

米生物催化技术必将得到快速发展并在生物化工、

生物检测、能源等领域得到更广泛的应用。 
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