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共固定化纳米酶的制备及其在级联催化反应中的

应用研究进展
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摘要：级联酶复合体可通过构建底物通道的方式加快催化效率，已经成功应用在合成医药、化妆品、功能性食品等不同工业领

域。生物酶可参与的催化反应种类丰富而且是现代合成化学中的绿色经济型可持续生产工具，但在工业化生产中，固定化级联酶复合

体更适合大规模生产，因为固定化技术不仅能够提高酶催化反应效率，还有利于提高酶稳定性以及简化生物催化剂的回收使用。最值

得注意的是，酶催化性能、固定化方法、相关反应动力学特性均是酶复合体的活性和稳定性的关键影响因素。综合生物学和材料学领

域的研究进展，如兼具纳米特性和稳定性能的载体材料的研发，级联酶共固定化技术将充分平衡各催化组分，从而设计出理想的酶复

合体催化机器。因此，该研究结合键联方式和载体材料就近年来多酶的共固定化技术研究发展和相关领域应用进行了综述。
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Abstract: Cascading enzyme complexes can enhance cascade enzymatic activity through substrate channeling, which succeed in

industrial process development, such as synthesis of pharmaceutical, cosmetic, and functional foods. The variety of reactions provided by

enzyme has promoted biocatalysts been as a green economic sustainable production tool in modern synthetic chemistry. Nevertheless,

co-immobilized cascading enzyme complexes are favorable to large-scale industrial manufacture. The advantages of using immobilization

include not only improved cascade enzymatic activity but also enhanced enzyme stability and ease of recovery for reuse. Most noteworthily,

characteristics of enzyme catalysis, immobilization methods, corresponding reaction kinetics are the key factors for activity and stability of

enzyme complexes. As to sufficient coordination, the development in biology and materials science, such as the research and development of

loading materials with nano characteristics and more stable properties, probably has provided for design of ideal multienzyme complexes

devices. Based on different bonding methods and loading materials, recent advanced in bioreactions via co-immobilized multi-enzyme were

described in this review.
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生物催化反应因符合“绿色化学”原则而备受关

注[1]。反应历程中所使用的生物酶是以降低反应的活化

能而使反应顺利进行，是生物催化的核心要素。因酶

催化具有高效性、专一性、条件温和性的优势，其在

高附加值化工产品，食品药品，造纸等领域占据重要

地位[2,3]。然而在实际的生产中，通常需要两种或两种

以上的生物酶串联共同发挥作用。多酶催化反应可独

立开展，即将此反应得到的产物分离提纯后用于后续

生物反应中，一直等到目标产物出现为止。这种方式

的优势在于不需要协调不同种类生物酶催化反应中条

件难相容的问题，但是实际操作复杂，产物的时空产

率偏低以及增加“三废”排放[4,5]，这不利于生态环境的

保护和经济效益的提高。鉴于此，多酶级联催化的策

略在生产中更加备受青睐。多酶级联催化法（“一锅法”）
无需分离纯化中间产物，是直接将反应历程中所需的

生物酶加入到体系中，由最初的底物按照酶级联反应

顺序直接合成目标产物[6,7]。

然而参与级联反应的游离型生物酶催化剂存在着

稳定性较差、分离回收困难、重复利用率低等问题[8,9]。

因此可将其进行固定化操作，实现微环境下的保护，

即酶共固定化，不但大大增加了酶稳定性和提高回收

利用率，还进一步缩短了酶分子之间的距离，构建物

质传输通道，提升生物催化反应速率[10-12]。此外，基于

纳米材料的固定化策略可以制备得到比表面积较大的

生物催化剂，进一步增大底物与酶催化位点的结合机

率，这也是提高固定化酶催化性能的一种对策。因此，

本文以酶和固定化材料间的作用方式作为归类标准进

行总结评价和展望，以期为生物催化的多酶固定化领

域的发展提供参考依据。

1 基于非特异性非共价结合的共固定化纳米酶

典型的有吸附法，它基本是通过酶分子与载体间

的氢键、分子间作用力、离子间配位与疏水性等作用

力制备共固定化酶[13]。吸附制备操作简单、制备环境

温和，不易损伤酶催化活力。事实上吸附法固定化酶

的性能主要取决于载体材料和吸附方式，其中理想的

载体材料应具备良好的生物相容性和稳定性、化学稳

定性和机械强度。由于非特异作用强度较低，吸附法

固定化酶在实际反应中却会面临酶泄露的问题，因此

减少或避免酶蛋白的泄露则成为科研者的工作重心。

吸附法涉及到的载体种类繁多，有二氧化硅、活性炭、

琼脂、淀粉等 [14]。Pescador 等 [15]以葡萄糖氧化酶

（ Glucose Oxidase， GOD）和辣根过氧化物酶

（Horseradish Peroxidase，HRP）组合作为实验模型，

探究其在负载聚合电解质的二氧化硅纳米粒子表面静

电吸附共固定化的可行性，结果表明分布在同一层的

共固定化酶催化葡萄糖氧化的速率高出分布在不同层

面的固定化酶的 2.5倍，究其原因可能是分子在薄膜间

的传输效率不同。Cui等[16]以介孔二氧化硅为载体材料

原位合成共固定化酶：将谷胱甘肽合成酶吸附在介孔

中，再将多聚磷酸盐激酶借助多巴胺黏附在材料表面，

以此完成多酶的共固定化。制备得到的固定化酶活力

较游离酶显著提升至少两倍，在循环催化 7次后其催

化活性仍保留有 80%。催化活性的提高归因于介孔材

料对酶蛋白分子的截留，以略微小于酶分子直径的材料

对酶进行固定化可减少或阻止酶蛋白的泄露。

酶与载体材料依靠微弱的非特异性吸附作用结合

常会使制备得到的固定化酶出现崩解的现象，研究人

员后期则设法对载体材料进行官能团修饰（-OH、-NH2、

-COOH），以此显著加强载体与酶蛋白间的作用

力[17-19]，从而提升酶稳定性[20]。同时科研人员的研究结

果表明多种作用方式协同共固定化生物酶较单一固定

化方式更能够显著提高酶的性能，例如将吸附法与共

价结合法或包埋法相结合。Solé等[21]在研究中首先表明

以不同基团修饰的载体材料制备的固定化酶之间的性

能存在显著差异，其中氨基化琼脂糖的固定化酶性能

最佳，因为由细胞色素 P450和葡萄糖脱氢酶构成的共

固定化酶的亲和性更强。在此实验中，双酶首先以吸

附作用固定在氨基化琼脂糖，继而以零长度交联剂

1-(3-二甲基氨基丙基)-3-乙基-碳二亚胺交联制备固定

化双酶，得到的共固定化酶在重复 4个循环催化反应

后残余酶活仍＞20%。Henriques等[22]将脂肪酶蛋白吸

附固定在 SDS功能化的疏水磁性纳米粒子，结果显示

脂肪酶活性得到 4倍提高。随后通过对脂肪酶表面上

的羧基进行化学胺化，因而β-半乳糖苷酶可借助离子相

互作用与已被吸附脂肪酶实现共固定化，再以戊二醛

交联加固，最终得到双酶共固定化磁性纳米粒子，结

果表明制备的共固定化酶热稳定性和 pH值稳定性均

显著得到提高。

蛋白-无机复合纳米花固定化技术在 2012年由 Ge
等[23]报道，该团队发现酶蛋白、金属阳离子（Cu2+）与

磷酸根阴离子的配位结合可构成表面花状的固定化

酶。酶蛋白-无机物晶体复合纳米花的生成主要分为三

个步骤：成核、聚集、各向异性生长[24]。以蛋白分子

的-NH2与金属离子结合形成的复合物作为晶体核心；

酶-金属复合物从金属离子的结合位点不断生长沉积形

成纳米花的花瓣；最后酶蛋白复合物不断向各向异性

生长。蛋白-无机纳米花固定化技术实操简便，所需反

应条件温和。固定化纳米花不仅具有比表面积高、传

质阻力小、绿色温和等优点，同时还可以根据金属离
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子或制备方式的不同构造出多形态的纳米花。由于杂

化技术中运用到金属，固定化含金属离子的生物酶因

此可以依赖反应环境中的金属离子增强自身酶活，其

中典型案例则是漆酶的固定化[25]。蛋白-无机杂化技术

现已广泛运用到酶固定化[26,27]，酶催化辅因子 ADP再

生体系[28]、生物传感器[29,30]等多方面。

Sun等[31]制备了氧化还原多酶纳米花用作葡萄糖

检测的高灵敏度比色传感器，是将 GOD和 HRP混合

后加入到 Cu3(PO4)2·3H2O溶液，25℃组装 3 d得到共

固定化酶 GOD&HRP-Cu3(PO4)2·3H2O。固定化酶分子

之间的距离被缩短，因此共固定化酶催化葡萄糖氧化

的活性高于游离型混合酶约 4倍，比单酶纳米花级联

催化反应速率加快60%。与此同时，Li等[32]的关于GOD
和HRP共固定化的研究表明多酶固定化顺序对复合纳

米花共固定化酶催化活性具有重要影响。这是由酶促

级联反应中底物传输顺序导致的。因此多酶级联反应

历程也为纳米花组装有序化的研究提供了新思考。由

于纳米花的沉积生长时间较长，一般需要 2~3 d，因此

学者们尝试将传统超声法与蛋白-无机杂化技术结合，

数分钟内即可合成聚合物，显著提高了生物催化剂制

备效率[33,34]。

纳米花是依赖于非共价键作用因而结合力较弱，

若在较酸环境中应用或回收循环使用时稳定性较差。

因此，复合纳米花反应器稳定性的提升常会融合交联

法或包埋法[35,36]。Patel等[37]在进行漆酶纳米花制备时

引入了戊二醛，通过与交联法结合得到交联体纳米花

复合物（Cross-Linked Nanoflower，CL-NF）（图 1）。
研究表明，相较于未交联纳米花或游离漆酶，CL-NF
酶活性更高且 pH、温度、储藏和操作稳定性得到加强。

例如，CL-NF和未交联纳米花催化溴酚蓝脱色重复使

用 10批次后其活分别保留 96.8%和 85.8%。Zhao等[38]

则通过与传统的海藻酸钙包埋技术结合制备了固定化

小 球 Ca3(PO4)2-ALDC/Alg[(Ca3(PO4)2-α-Acetolactate
DecarboxylaseAlginate Gel Beads]。研究结果表明，固

定化小球的酶活回收率（98%）明显高于传统法海藻酸

钙包埋 ALDC/Alg（70%），这得益于固定化小球内的

Ca3(PO4)2-ALDC较为疏松的结构特征。此外，双酶复

合纳米花催化α-乙酰乳酸合成乙偶姻相较于单酶纳米

花反应器具有更优越的操作稳定性。其在重复使用 6
批次后催化活性仍能保留 82%。由于包埋法的介入在

一定程度上增大了传质阻力，Zhang等[39]设计通过使用

结构更疏松的聚乙烯醇[Poly(VinylAlcohol)，PVA]凝胶

包埋法降低阻力，提高酶活力：以 PVA包埋固定化碱

性蛋白酶-Cu3(PO4)2·3H2O得到纳米花凝胶酶复合物，

二者的酶活回收率分别提高 9倍和 5倍。以催化底物

N-苯甲酰-L-精氨酸乙酯水解为例，纳米花凝胶酶复合

物经 12次循环使用后其酶活回收达到 108%，但是碱

性蛋白酶-Cu3(PO4)2·3H2O只能重复催化 6个批次。显

而易见，多酶杂化纳米花可以借助包埋、交联等多重

技术提升酶的催化能力。

图1 交联laccase-Cu3(PO4)2·3H2O 复合纳米花的制备[37]

Fig.1 The preparation of cross-linked

laccase-Cu3(PO4)2·3H2O composite nanoflowers[37]

2 基于非特异性包埋的共固定化纳米酶

包埋固定化法是将酶蛋白约束在格子结构或者微

囊结构中，与吸附法类似，包埋过程不涉及酶分子基

团修饰，对酶分子的构象影响偏小，有利于酶活性的

保留。使用的包埋材料生物相容性良好，包括纤维素、

褐藻酸钠、琼胶素、脱乙酰甲壳素和 SiO2等[40]，并且

也在不断涌现出前沿材料。Petrovičová等[41]利用聚乙烯

醇和聚乙二醇共包埋羰基还原酶和葡萄糖脱氢酶制备

多酶固定化小球催化α-丁酮酸乙酯的还原反应。试验结

果显示，在反复利用 18个批次后，该共固定化小球的

酶活性仍能保留 80%。不仅如此，固定化酶的储藏稳

定性远优于游离酶，例如固定化酶在储藏 10个月后酶

活保留约 80%，但游离酶在 90 h后基本完全失活。此

外，研究表明海藻酸钙固定化游离生物酶也能够显著

增强酶稳定性[42]。但是，相较于游离型生物酶，高分

子材料包埋制备得到的固定化小球尺寸偏大，在反应

过程中存在较大的传质阻力从而降低催化反应效率，目

前此种固定化技术常用来进行微生物细胞包埋[43]。

纳米材料因其巨大的比表面积可以有效地解决由

传统包埋法引起的传质阻力增大的问题，此外据报道

纳米材料的引入还可以显著地增强酶的稳定性。金属

有机框架材料（Metal Organic Frameworks，MOFs）、
二氧化硅纳米粒子、超分子凝胶、纳米纤维等是目前

包埋酶蛋白常用的纳米载体材料[44-46]。

Wu等[47]利用金属有机框架材料沸石咪唑酯骨架

材料（Zeolitic Imidazolate Framework-8，ZIF-8）同时

包埋葡萄糖氧化酶和辣根过氧化物酶，制备得到

GOD&HRP 共固定化酶。该技术打破了以往先合成

MOFs的惯例，采用原位封装法合成酶-MOF复合物，

X射线衍射（Diffraction of X-rays，XRD）和透射电子

显微镜（Transmission Electron Microscope，TEM）的

结果显示新合成的GOD&HRP/ZIF-8持有ZIF-8原先的
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结构和形态。酶活性研究显示 GOD&HRP/ZIF-8 催化

葡萄糖氧化的活性较 GOD/ZIF-8和 HRP/ZIF-8混合酶

提高一倍，这主要归功于共固定化技术拉近了双酶之

间的距离，从而加快酶反应速率。Ren等[48]以同样的载

体材料实现碳酸酐酶，甲酸脱氢酶和葡萄糖脱氢酶的

原位封装。由于聚氮杂环丙烷和辅因子 NADH
（NicotinamideAdenine Dinucleotide）的添加，该共固

定化酶兼具辅因子自循环和催化 CO2加氢合成甲酸的

功能（图 2），且催化合成产物甲酸的得率提高 3.6倍，

重复使用 8批次后酶的活性仍保留一半。

图2 共固定化酶催化二氧化碳制备甲酸[48]

Fig.2 The preparation of formic acid from carbon dioxide by

co-immobilized enzymes [48]

值得注意的是，金属有机框架载体材料因孔道内

径大小差异变化可影响固定化酶的催化活性，因为通

常金属有机框架材料的孔径小于 2 nm会妨碍底物分子

与腔体内酶蛋白的接触。所以，适宜孔径的框架材料

有利于底物分子穿过载体材料，提升整体催化效率。

如 Zhao等[49]使用了介孔孔径（5.5 nm）的金属有机框

架材料 PCN-333共固定化胆固醇氧化酶（Cholesterol
Oxidase from Nocardia ery-thropolis，ChOx）和 HPR制

造了用于胆固醇检测的高灵敏度比色生物传感器。

具有自我组装和自我修复特性的非共价多孔配位

聚合物在酶固定化技术开发中已呈现出发展的远大前

景。Liang等[50]通过实验得出金属离子（Zn2+）与核苷

酸（腺苷酸、鸟苷酸、胞苷酸）和磷酸盐具有较高的

亲和力可通过配位作用形成疏松多孔的凝胶。其中，

Zn2+与腺苷酸（Adenine Nucleotides，AMP）可制得

Zn/AMP配位聚合物，这本身是一种可逆的相互作用，

在机械力（离心）作用下，溶胶颗粒可以重新连接形

成凝胶。此外，以 Zn/AMP为载体同时包埋 GOD和

HRP制得的固定化酶活回收率接近 100%且其储藏稳

定性得到显著提升，例如共固定化酶储存 15 d后催化

活性仍保留 70%以上，而游离型酶几乎完全失活[51]。

凝胶柔性好，但本身回收程序较为繁琐，将 Zn/AMP
依附在磁性纳米粒子或金纳米粒子等载体表面生长可

简化实际应用中固定化酶的循环利用[52,53]。

3 基于非特性共价结合的共固定化纳米酶

酶可以通过活性基团反应与载体以共价作用的方

式结合从而实现酶蛋白固定化。此种技术通常需要固

定化前处理如活化酶和载体，一方面增加了操作复杂

性，另一方面酶在固定化后构象通常会因此发生变化

而导致酶活回收率较低。但是酶与载体间的共价结合

比较牢固，不易发生酶脱离，能在一定程度上提升酶

稳定性[54]。

对于多酶级联反应，将多种酶同时与载体活性基

团共价结合得到随机固定化酶的催化活性一般高于单

固定化酶的联合催化。Chen等[54]将纤维素酶和溶菌酶

同时与经戊二醛活化后的磁性二氧化硅纳米粒子相结

合得到可降解微拟球藻细胞回收微生物油脂的随机共

固定化酶。实验数据显示，酶活回收率与单酶固定化

的相接近。共固定化酶在降解微拟球藻细胞反应中循

环利用 6批次后催化能力依然能存留 60%。由于共固

定化伴侣具有改变酶的微环境的作用，过氧化物固定

化酶在以过氧化氢（Hydrogen Peroxide，H2O2）为电子

供体进行氧化反应时，可用细胞色素 c提高酶的稳定

性，Sahare等[55]制备了过氧化物酶与细胞色素 c的共

固定化酶且确定了二氧化硅微粒子较大孔二氧化硅更

有利于增强随机共固定化酶的稳定性。Lee等[56]对活性

炭表面进行改性后通过双功能试剂戊二醛制备得到双

脂肪酶共固定化催化剂。此共固定化酶可以作为大豆

油和藻油等制备生物柴油燃料的催化剂，其催化大豆

油转化率达 98.5%且重复使用 20个循环后催化活性仍

保留 80%以上。

锁定酶在载体上的空间位置不仅有利于提高共固

定化酶的催化活性和产物的产率，还有利于提高酶稳

定性[57]。Jia等[58]借鉴自然界中高度协同催化机制的思

路，设计了一种仿生双功能化纳米反应器，用以修饰

的聚苯乙烯载体，依次将模型酶 HRP和 GOD实现有

序共固定化，该固定化酶转化葡萄糖效率较是游离型

混合酶提高一倍。García等[59]的研究表明被同时均匀

地固定在载体孔道中的双酶催化效率显著高于分层固

定的双酶，具体表现为共定位制备的胺氧化酶和过氧

化物酶复合物消除中间产物H2O2的速率较分层固定化

多酶提高七倍。由于双酶分子位置距离很短，能够快

速消耗 H2O2，抑制其泄露，所以共定位双酶降解组胺

的效率得到显著提高。

共价固定化技术涉及到酶分子与载体官能团的反

应，在一定程度上会改变酶蛋白构象或阻塞底物通道

增大空间位阻，这些问题的存在将不利于制备高活性
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的固定化酶。为更好地保留酶催化活性，研究人员尝

试将载体与远离酶催化中心的官能团共价结合。

Viswanath等[60]首先将枯草杆菌蛋白酶上远离催化中心

的氨基酸残基突变为半胱氨酸，再借助半胱氨酸与载

体膜共价结合制得定向固定化酶，其催化活性是随机

固定化酶的约 1.7倍。Wu等[61]利用蛋白质残基显式共

价固定以增强稳定性（Protein Residue-Explicit Covalent
Immobilization for Stability Enhancement，PRECISE）系

统应用于模型酶 T4溶菌酶，通过远离酶活性中心的亮

氨酸残基将酶分子定向固定在免疫磁珠上，在变性条

件下测试固定在离活性位点最近和较远位置的固定化

酶的活性和稳定性，结果表明，可控方向的共价固定

化技术较传统随机共价固定化技术更有优势。将此策

略用于多酶固定化以此来提升生物酶催化效率。因固

定化甲酸脱氢酶催化活性中心与底物的接触通道受限

于活性位点附近的半胱氨酸残基从而降低了固定化甲

酸脱氢酶的活性，Gao等[62]首先使用定向进化技术获

得甲酸脱氢酶的突变体的C242A/C275V/C363V/K389C
解除限制。再以聚多巴胺包裹的四氧化三铁纳米粒子

共固定突变体和亮氨酸脱氢酶，结果表明目标产物

L-叔亮氨酸合成的产率提高至少 4倍。

交联酶聚集体技术是其中一种无载体酶固定化方

法，降低了对高纯酶的依赖性和减少了非催化基质的

引入。该技术是酶蛋白分子在蛋白变性剂（硫酸铵、

1-丙醇、二甲基酮等）的作用下发生集聚，再通过交联

剂（如 1,5-戊二醛）的作用将蛋白交织得到固定化酶。

此后研究者也常常借助磁性粒子等制备负载型酶交联

聚集体来提高固定化酶的机械性能。例如，Hu等[63]直

接利用超声破碎后的含有重组羰基还原酶和重组葡萄

糖脱氢酶的粗酶液，以丙酮为变性剂、戊二醛为交联

剂制备共交联酶聚集体。该聚集体可以催化潜手性酮

还原合成(S)-1-(2,6-氯-3-氟)-苯基乙醇，循环 7次后其

催化活性仍大于 80%。Periyasamy等[64]探讨了木聚糖

酶，纤维素酶和β-1,3-葡聚糖酶的共交联酶聚集体的制

备、表征与应用，制备的共交联酶聚集体可实现甘蔗

渣向单糖的一锅法转化，且较游离混合酶具有更高的

热稳定性，在重复使用 6批次后聚集体的催化活性仍

保留约 90%。为提高聚集体与反应体系的分离效率，

增强循环使用的实用性，Su等[65]制备了羰基还原酶和

葡萄糖脱氢酶的磁性共交联酶聚集体，该聚集体不仅

具有高底物浓度的耐受性和优良的储存稳定性，而且

在多批次反应中依靠外加磁场作用即可完成固定化酶

的无损回收。

4 基于特异性组装的共固定化纳米酶

在自然界中存在大量的可通过非共价作用实现精

确自组装的“纳米机器”，如纤维素小体机器、信号通

路蛋白骨架、分子伴侣蛋白等。采用生物大分子自我

识别的策略制备固定化多酶，有利于构建底物通道显

著提高级联催化效率。研究者对天然“机器”的借鉴

和改造已成功构造出多酶高效催化体系。

纤维小体是自然界中存在于厌氧微生物的一种多

酶复合体，具有锚定-粘附功能，包括粘连结构域

（Cohesin）和对接结构域（Dockerin）。两个结构域有

着非常强的相互作用，Ka可达 109 L/mol[66]。纤维小体

具有模块化、灵活性、自组装、多重协同以及高效等

优点，在生物催化领域的应用也愈加广泛。Fan 等[67]

成功在酿酒酵母的细胞表面上展示微纤维素体、

Do c I - 1、Do c I - 2 和 Do c I - 3 与内切葡聚糖酶

（Endo-1,4-β-D-Glucanohydrolase，EG），纤维二糖水

解酶（Cellobiohydrolase，CBH）和β-葡糖苷酶

（β-D-Glucosidase，BGL）融合，这些融合酶可通过特

定位点V5锚定在酵母表面。该酵母展示系统被用来发

酵微晶纤维素直接合成生物乙醇，其在前 4 d的发酵合

成速率较快，此时反应体系中积累的乙醇浓度达到

1 412 mg/L，但是发酵后期产物生物乙醇被用作碳源而

消耗。Tang等[68]也构建了酵母表面展示纤维小体系统

用于分解纤维素直接制备生物乙醇，是首次借助二硫

键构建新型合成纤维体，是将三个融合蛋白 BGL、EG
和 CBH 通过亚基 Aga1p 与酵母菌表面的亚基 Aga2p
自组装。

寻求可设计和表征的生物构件是生物催化领域中

创造新生物“机器”的发展趋势，如利用模块化结构的优

势改变酶化学计量以此来解除生物催化限速步骤提高

代谢通路的效率。目前用于细胞信号转导和传递通路

的信号配体与受体蛋白具有特异性结合的性质，因此

生物催化领域视其为理想的多酶自组装系统之一。较

常见的有GBD结构域（Gelatin Binding Domain）和PDZ
结构域（Postsynaptic Density Protein of 95 Kilodaltons，
Disc Large，Zona Occludens-1）[69]。Moon等[70]在研究

中以成功构建的含有自组装元件GBD、SH3（Sarcoma
Homology 3）和 PDZ的蛋白支架分别与醛酸脱氢酶，

肌醇-1-磷酸合成酶和肌醇氧化酶靶向结合从而构建多

酶级联反应器用于催化合成 D-葡糖二酸。通过调控蛋

白骨架上SH3和PDZ的比例与数量所构建的新型组合

多酶机器在一定程度上缓解了肌醇加氧酶由于肌醇底
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物浓度的影响所导致的催化限速，因此肌醇加氧酶的

催化活性得到提高。该催化体系中 D-葡萄糖二酸的积

累量较未安装酶蛋白支架的提高约 5倍。此外蛋白骨

架结构的改变增强了肌醇氧化酶的稳定性。Baek等[71]

利用代谢过程改造大肠杆菌并联合合成支架蛋白共同

建立一种丁酸合成途径：自组装元件GBD、SH3和 PDZ
的蛋白骨架与 3-羟基丁酰辅酶 A脱氢酶、3-羟基丁酰

辅酶A脱水酶和反式烯酰辅酶A还原酶靶向结合。最

终工程菌代谢葡萄糖转化为丁酸盐的产量提升 3倍，

采用葡萄糖流加发酵后其产量达 7.2 g/L。
通过基因工程技术将 CnaB2结构域拆分可得到自

组装结构单元 SpyCatcher和 SpyTag，两个元件借助蛋

白分子上的赖氨酸残基和短肽链上的天冬氨酸残基自

催化形成的异肽键在自然生理条件下元件即可完成自

组装[72]。该自催化反应特异性强、反应速率快、元件

以共价键耦合、对反应体系 pH和温度适应性强，这使

它们成为仿生催化研究中理想的操作元件[73]。例如，Shen
等[74]将麦芽寡糖基海藻糖合酶（Maltooligosyltrehalose
Synthase，MTS）和麦芽寡糖基海藻糖海藻水解酶

（Maltooligosyltrehalose Trehalohydrolase，MTH）通过

SpyCatcher和 SpyTag之间形成的异肽键自组装成超分

子多酶复合物（MTS-MTH）。催化结果表明蛋白质-肽
相互作用自组装形成的复合酶催化效率显著高于游离

混合酶。Lim等[75]开发出一种可用于酶固定化的通用

型 自 组 装 酶 支 架 平 台 ， 即 丝 状 伴 侣 蛋 白

（Gamma-Prefoldin，γ-PFD）。然后将 SpyTag与γ-PFD
融合表达得到γ-PFD-SpyTag，通过自组装反应与

SpyCatcher-GOx和 SpyCatcher-HRP共固定化。借助

SpyTag与 SpyCatcher共价偶联形成有序、效率高且稳

定性强的超分子复合酶可作为一种通用型多酶固定化

策略。但是此种寡聚酶因无载体机械性能较差，通常

使用高速冷冻离心机或超滤装置实现循环使用，这不

仅增加其制备成本，也加大在工业应用中的操作难

度[76]。探究负载型自组装寡聚酶技术的开发和应用能

够有效地提高生物催化剂的制备效率，并在一定程度

上拓宽体外多酶级联的应用范围。

5 总结与展望

医药合成、精细化学品、食品、化妆品等的工业

化生产往往需要两种及以上的生物酶催化。将参与反

应的多酶进行设计组合从而构建底物通道是提高生产

效率的有效措施。多酶固定化技术随着蛋白质工程、

代谢工程、高分子材料等领域的发展而日新月异，对

高效催化体系的构建有着巨大的贡献。众多研究人员

在新型固定化策略的研发过程中不断突破传统方式的

局限性，如多酶固定化方式由基于普适性思维设计的

传统单一方式向多维度固定化方式发展，甚至可以根

据酶特性设计出具有针对性的新型固定化方案。另外，

研究者不断开发出基于纳米材料的具有较大比表面积

的负载型固定化酶和无载体自组装纳米酶。由于多酶

级联反应涉及酶的种类多样，在实际固定化应用中不

仅需要对酶结构和功能加以考虑而且酶反应顺序也不

可忽略。多酶固定化发展趋势偏向“智能化”，如酶蛋白

自组装技术，但是高端智能技术的发展仍需结合传统

固定化技术才有利于制备得到活性更高、耐用性更好

的固定化多酶催化剂。
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