
第六章 酶工程制药 

6.2酶和细胞的固定化技术 

一、课程目标 

掌握药用酶的生产方式以及酶的各种固定化方法及固定化酶的性质。 

二、课程组织 

导入：同学们大家好!现在我们开始学习第二节，我们来共同学习下酶和细胞的固定化技术， 
首先我们要了解为什么要固定化。 

我们知道，酶促反应几乎都是在溶液中进行的，其中就存在一些缺点，比如说，溶液中 
的游离酶只能一次性地使用，不仅造成酶的浪费，而且会增加产品分离的难度和费用；还会 
影响产品的质量；另外溶液酶很不稳定，特别容易变性和失活。如果能将酶制剂制成既能保 
持其原有的催化活性、性能稳定又不溶于水的固形物，这肯定会大大提高酶的利用率。因此， 
固定化酶以及固定化细胞是酶工程里面非常重要的一部分内容。 
知识点 1 讲解：固定化酶 

固定化酶，我们先来看一下定义，是指限制或固定于特定空间位置的酶，是经物理或化 
学方法处理，使酶变成不易随水流失即运动受到限制，而又能发挥催化作用的酶制剂。而制 
备固定化酶的过程就称为酶的固定化。 
即具有生物催化剂的功能，又有固相催化剂的功能，这就是固定化酶，它的特点主要有 
以下几点： 
一、可多次使用。二、反应后，酶、底物、产物易分开，产物中无残留酶，易纯化，产 
品质量高。三、反应条件易控制，可实现转化反应的连续化和自动化控制。四、酶的利用效 
率高。、比水溶性酶更适合于多酶反应。 
既然固定化酶有这么多优点，那怎么来制备固定化酶呢，接下来，我们来具体学习一下 
固定化的方法。酶和细胞固定化方法包括几大类固定方法。 
第一大类是载体结合法。结合法里面最简单的是物理吸附法，物理吸附法是用物理方法 
将酶吸附到不溶性载体上的一种固定化方法，在这里，不溶性载体种类是非常多的，主要包 
括一些无机载体：活性炭、多孔玻璃；还有天然高分子载体：大孔树脂和陶瓷。在这里，我 
们发现无论是无机载体还是天然高分子载体，它们都具有相似的特征，比如说最简单的活性 
炭，大家都很熟悉，它是多孔的，表面积非常大，可以吸附很多微小颗粒。每一种方法都有 
它的优缺点，物理吸附法的优点非常明确，就是操作简单，可选用不同电荷和不同形状的载 
体，酶失活后载体还可以再生。但它的缺点也很明显，最适吸附酶量没有规律可循，结合力 
较弱，酶容易从载体上脱落下来。所以说，这种方法虽然很简单，但是应用的不是特别多。 
在载体结合法里面还包括离子结合法，离子结合法，简而言之，就是靠离子力来结合，相比

刚刚活性炭吸附来说，结合力要强很多，所以说它的优点也是，相对来说操作比较简单， 
条件温和，毕竟离子键还是比较温和的，酶的高级结构一般不容易被破坏，所以能得到较高 
的回收率。但是它的缺点跟它的优点也是相辅相成的，相对载体和酶的结合力较弱，它容易 
受到这种溶液的影响，包括溶液种类和 pH 值的影响，在离子强度高的条件下进行反应时， 
有的时候酶会从载体上脱落下来。 
下面在载体结合法里面的第三种，共价结合法，共价结合法是将酶以共价键的形式与载 
体结合的固定化方法，也就是将酶分子上的非活性部位的功能基团与载体表面活泼基团之间 



发生化学反应而形成共价键的连接方法，它是研究最广泛，内容最丰富的固定化方法，归纳 
起来，主要有两类，一是将载体有关的基团活化，然后与酶相关基因发生偶联反应，另一种 
就是在载体上接上一个双功能试剂，然后将酶偶联上去。这里我们要注意的是，必须要将载 
体活化，使活化载体与酶分子某一特定基因发生反应，而且反应条件要尽可能温和。共价结 
合法的优点是结合是非常牢固，稳定性好，而它的缺点是操作复杂，反应条件苛刻，容易使 
酶失活。 
下面我们来学习第二大方法：交联法。交联法定义我们来看一下：应用双功能或多功能 
试剂使酶一酶；微生物的细胞一细胞之间交联固定。这个是交联法的定义。 
在交联法中最常用的试剂是戊二醛，也就是说使用这些功能试剂使酶分子内或酶分子间 
彼此连接成网络结构而形成固定化酶的技术。这里面还包括酶一辅助蛋白交联法、吸附交联 
法、载体交联法，等等，简单来说，这个是通过这种辅助蛋白也好，通过交联试剂也好，形 
成像一个立体的网一样的结构，这个过程我们就统称为交联法。 
第三种方法，包埋法，包埋法主要分为两大类，包括网格型和微囊型。我们先来看一下 
包埋法的特点，条件温和、不改变酶结构，但是只适合作用于小分子底物和产物的酶，对于 
那些作用于大分子底物和产物的酶是不适合的，大家想一下，包埋是埋在里面，只有小分子 
才能通过，分子量太大时候是通不过去的。网格型的载体材料主要有聚丙烯酰胺、聚乙酰醇、 
光敏树脂、淀粉、明胶、海藻胶、卡拉胶、琼脂等，而且网格包埋法是固定化细胞中用的最 
多、最有效的方法。微囊型，由包埋法制得的微囊型固定化酶通常为直径几微米到几百微米 
的球状体，它的表面积会非常大，所以包埋的酶量也比较多，颗粒比网格要小得多，比较有 
利于底物与产物扩散，但是反应条件要求高，制备成本也高。 
最后一种方法比较简单，选择性热变性法，这个方法专门用于细胞固定化，主要指的是 
使用适当的温度处理，使细胞的膜蛋白变性但不使酶变性，从而使酶固定于细胞内。以上就 
是酶和细胞固定化的主要方法我们总结了固定化细胞的很多优点，但同时，它的缺点也很明

显，只能利用胞内酶，酶一多副产物就多，可能会产生一些不期望的物质，这个大家要注意。

还有就是，细胞膜、细胞壁和载体都存在，它们会在空间上制约整个反应，扩散等等。而且，

载体形成的这个空隙的大小也影响着高分子底物的通透性。 
我们了解了固定化细胞的优缺点，现在看一下固定化细胞的制备技术，这里跟前面讲到 
的固定化酶的制备技术非常接近。包括载体结合法，包埋法，交联法，我们前面都已经讲到， 
在这就不做具体讲解了，下面我们来看一下无载体法，这个是固定化酶方法中没有的。无载 
体法指的是靠细胞自身的絮凝作用制备固定化细胞的技术，就是说细胞不需要什么载体，它 
自己在一定条件下就可以发生絮凝，从而就可以实现细胞的固定化，这个方法是非常简单， 
非常适合细胞的固定的。 
知识点 2 讲解:固定化方法与载体的选择依据 

接下来，我们来学习一下固定化方法与载体的选择依据。前面我们已经讲到，固定化酶 
对产品纯度和收率的提高是非常有利的，应尽可能采取操作简单，活力回收高及载体和试剂 
价格低廉的固定化方法。同时它还应该具备几点：安全性，固定化酶应用的安全性：试剂本 
身不能有毒的，尤其在医疗食品中应用时，必须要保证安全性。还有就是固定化酶在操作中 
的稳定性，还要考虑固定化的成本，如果太昂贵的话就失去了意义。这是从方法来看，固定 
化的选择。 
下面我们来看一下载体的选择。跟我们在实验室是完全不一样的，在工业化中这个成本是非

常重要的，在这里我们强调一下，酶工程主要是面向工业化的，在工业上控制成本是个非常

非常重要的一点。此外还要注意的就是，当底物为大分子时，包埋型的载体不能用于转化反

应，只能用可溶性的固定化酶，若是底物不完全溶解或黏度大，要采用不锈钢这种比较结实

点的材料来制备吸附型的固定化酶，以便实现转化反应和回收固定化酶。 



固定化酶和固定化细胞的形状和性质，形状主要根据反应器类型和应用目的的不同来选择的，

它的形状一般分为四种：颗粒、纤维、膜状、管状，这四种是最多的。 
整个固定化酶的性质，一般来说，固定化酶的活力变化情况是下降的。而酶的稳定性反 
而有所提高，不管是操作稳定性、贮藏稳定性，对热，以及对蛋白酶的稳定性，都有所提高。 
同时酶学性质也有一定的变化，比如说底物专一性，最适 pH，最适温度，米氏常数，最大

反应速度等等，都会受到一定的影响。细胞也一样，也会受到前面提到的温度、pH 值等等

变化的影响，此外，细胞膜的通透性影响酶转化效率。 
知识总结：以上就是这节课的全部内容，这节课我们主要学习了固定化酶和固定化细胞的制

备方法，同时我们还要了解固定化酶的优点和载体所需要具备的条件，掌握固定化酶的性质。 
好，同学们，这节课我们就先学习到这里，谢谢大家，我们下节课见。


