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多酶定向共固定化的研究进展
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(浙江理工大学理学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:多酶体系的定向共固定可以充分地结合不同种类酶的催化特性,既扩展了酶催化的应用范围,又提高

了酶体系的整体反应效率,在很大程度上克服了单酶反应体系单一催化的局限性.文章对单酶应用领域的定向固

定化方法作了概述,并讨论了多酶反应体系定向共固定化技术的发展现状.多酶体系定向固定化目前主要依赖于

非共价定向化的方法,包括生物亲和作用以及 DNA技术.
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０　引　言

在自然界中,酶催化过程常常不是单一酶的反

应.例如,细胞内代谢途径中,形成复杂的多酶复合

体,存在着大量的多酶级联反应,这些反应往往需要

多种酶参与完成[１],即多酶共反应[２].通过提高中

间产物在不同酶间的运转浓度[３],可以更高效地完

成整个催化过程.
在单酶固定化已不能满足实际需求的情况下,

受到多酶级联反应的启发,研究者越来越关注多酶

体系的共固定化技术.多酶共固定化体系在显著提

高酶稳定性的同时,将不同酶的催化特性有效地结

合起来,从而极大地提高酶的催化效率[４].

Ricca等[５]通过对体外多酶级联反应体系的研

究,将多酶生物催化反应体系分为线性级联反应、正
交级联反应、并行级联反应以及循环级联反应四大

类[６],是目前比较典型和广泛认可的分类方式.早

期,这些多酶级联催化反应体系广泛应用于有机合

成和生物合成中.目前,多酶催化体系已经发展应

用到了生物传感器[７]、分子识别[８]、免疫放大[９]等领

域.多酶共固定化,是将多种酶固定在同一载体上

形成的共固定化系统[１０],或将多种酶通过交联形成

共交联酶簇的技术[１１].

传统固定化方法,酶通常是以任意位点与载体

连接,可能导致酶多个位点的结合,往往会破坏酶的

天然构象,或因位阻效应而阻碍底物与酶反应位点

接触[１２],导致固定化酶的活性大幅降低[１３].而酶的

定向固定,是将酶蛋白以有序的方向和载体在特定

位点连接起来[１４],酶天然构象基本保持不变,有助

于保护酶催化功能.
对于多酶体系的定向共固定化,其共固定化和

定向化方法基本都是建立在单酶固定化技术的基础

上[１５],常包含多种技术的配合使用.因此,本文简

要介绍单酶定向固定化的方法,并重点讨论了多酶

定向共固定化技术.

１　单酶定向固定化技术

酶分子的不适空间取向会使其与底物发生邻近

定向效应受阻,导致催化作用减弱;固定化过程中的

构象变化,也会降低酶的催化活性[１６].此外还存在

一些特殊结构的酶,如脂肪酶需要形成界面活化效

应[１７]才能表现出催化活性.因此,发展酶定向固定

化技术具有重要的意义.

１．１　共价定向固定化

从酶分子表面的基团中,选取远离活性位点的特

定稀有基团与载体共价键合来固定酶蛋白,使其活性



中心朝向底物方向,以达到调控酶空间取向的目的.
最典型的是半胱氨酸残基定向固定化法[１８].例如,
葡萄糖Ｇ半乳糖受体(GGR)蛋白,其 NＧ末端丙氨酸可

通过基因工程技术用半胱氨酸替代,以形成稳定的二

硫键[１９].Wang等[２０]利用此法获得了含有半胱氨酸

残基的βＧ半乳糖苷酶,通过与硫代亚磺酸酯琼脂糖反

应生成二硫键而定向固定,用于βＧ糖苷键的水解.

图１　NＧ末端改性的 NＧ半胱氨酸ＧRab６A与

叔丁基巯基乙酸盐硫酯连接

　　Becker等[２１]利用自然化学连接(NCL)法定向

固定了 GTP酶,即一个肽的 N 端半胱氨酸残基与

另一肽C末端的硫酯形成酰胺键.这种定向固定

只需在目标酶的 N 端有半胱氨酸残基或 C端有末

端硫酯,相应的载体上连有半胱氨酸或者硫酯,如图

１.共价定向固定中所需的特异基团通常由低频氨

基酸提供,多数蛋白质表面没有这些基团,即使存

在,位点也不一定可用.因此,限制了这一方法的广

泛使用.

１．２　非共价定向固定化

非共价定向固定化主要包括两大类,一种是基

于生物亲和吸附法,一种则是基于 DNA 自组装技

术.

１．２．１　生物亲和吸附法

生物亲和吸附法是指酶分子通过生物亲和作用

与固定在电极上的另一有生物活性的物质作用;或
是酶分子的一部分与已经固定在电极表面酶的另一

部分结合而固定化的方法[２２].其中,前一种主要包

括凝集素Ｇ糖类[２３]、亲和素/链霉亲和素Ｇ生物素[２４],
以及抗原Ｇ抗体或激素Ｇ受体等亲和吸附[２５];第二种

方法是先将辅基固定在载体表面,然后使脱辅基的

酶与辅基结合而固定化[２６].

Zhou等[２７]利 用 凝 集 素Ｇ糖 类 亲 和 作 用,将

GOD固定到氧化石墨烯(GO)上.先将伴刀豆球

蛋白 A(ConA)通过共价键固定到 GO上,然后将

GOD的糖残基与ConA相作用获得定向固定化的

酶,如图２.其中,ConA 可以与含有甘露糖或葡

萄糖残基的分子形成复合物,已成为一种广泛研

究的凝集素.

图２　GOD通过ConAＧSugargroup亲和作用定向固定于 GO表面的过程

　　基于辅基法的定向固定化,应用范围还很局

限.目前主要用于氧化还原酶的定向固定化,因
其分子结构中一般存有辅基,并且辅基就是酶的

氧化还原中心.Raitman等[２８]先 将 聚 苯 胺 和 聚

丙烯酸(Polyaniline/Poly(acrylicacid))共 同 电 化

学聚合在金电极表面,然后将氨基改性的 GOD
辅基—氨 基 化 的 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 (H２NＧ
FAD)固定 在 电 极 表 面.脱 辅 基 后 的 ApoＧGOD
通过亲和吸附,与 FAD进行重组,获得高度定向

的酶,如图３.
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图３　FAD功能化Polyaniline/Poly(acrylicacid)

薄膜表面重构 GOD过程

１．２．２　DNA自组装技术

DNA是一种双链结构,由脱氧核糖及四种含氮

碱基组成的大分子,其碱基之间的特异性可以稳定

地自组装[２９].DNA 定向固定(DDI)是利用 DNA
结构上特殊序列与酶上特异性碱基配对,从而实现

定向定位固定的技术[３０].

Müller等[３１]制备了分别与F５和F９片段连接

的 GOxＧDNA复合物,以不同顺序固定于载体上,
实现了酶分子的定向化,如图４.此外,立体位阻

效应 会 影 响 DNA 配 位 数,以 及 酶 分 子 的 固 定

化量.

图４　DDI技术用于定向固定化 GOx

２　多酶体系定向固定化技术

发展多酶体系定向共固定化具有广泛的应用前

景.但是需要兼顾不同酶的最适pH值、最适温度、共
固定比例以及固定化次序等问题,多酶体系定向共固定

比单酶定向固定化要复杂得多[３２],目前主要以非共价定

向固定化技术为主,并结合运用多种共固定化方法.

２．１　凝集素—糖复合物之间的生物亲和作用

在酶定向固定化技术中运用最广泛的凝集素是

伴刀豆球蛋白(ConA),可以固定糖类或含糖蛋白

物质,如 GOD、HRP等.

Chen等[３３]利用功能化碳纳米管(CNTs)和糖Ｇ
凝集 素 生 物 亲 和 作 用 (SugarＧlectin biospecific
interactions),通过层层自组装(LBL)获得结构为

(PAHＧMCNTsＧHRP)n(ConAＧGOD)n 的 HRPＧ
GOD多酶传感器,既对单个酶构象进行了调控,又
实现了酶层的定向组装,如图５.该体系在催化葡

萄糖溶液时,呈现正交级联反应性,具有快速的响应

性,高度的选择性以及良好的稳定性.Li等[３４]借助

于凝集素—糖复合物生物亲和作用的同时,结合交

联及电化学沉积方法,在金/壳聚糖(Au/CS)表面构

建了 HRPＧGOD薄膜双酶传感器.

图５　基于功能化CNTs和sugarＧlectin生物亲和作用的

双酶生物纳米多层电极的制备示意图

２．２　亲和素/链霉亲和素与生物素之间的生物亲和作用

生物素(Biotin)是生物体内广泛分布的一种羧

化酶的辅酶,其分子一端的羧基通过单一的生化反

应能与酶、蛋白质等物质进行化学连接,不影响酶的

生物活性.亲和素(Avidin,简称 Av)是一种糖蛋

白,链 霉 亲 和 素 (Streptavidin,简 称 SA)则 是 与

Avidin有相似生物学特性的一种蛋白质.二者的
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亚基可通过专一的非共价键连接到生物素.这种非

共价作用非常强,接近共价键[３５].

Garcia等[３６]通过相应的官能团反应分别构建

HRPＧBiotin 和 HRPＧAv 单 元,GOxＧBoitin 以 及

NHSＧEG４ＧBiotin单元,以牛血清蛋白(BSA)为“连
接桥”,借助 BiotinＧAvidin生物亲和作用的可控层

层组装(LBL)制备 GODＧHRPxＧMNP多酶层传感

器.这种多酶层悬浮液具有极高的稳定性:在４℃
储存１４周,酶活性没有大幅降低.

Mansur等[３７]分别将三种酶{HRP,GOD 及蔗

糖酶(INV)}与 Boitin结合形成 EnzymeＧBoitin基

本单元,再通过与 Avidin之间的亲和作用,在 PSＧ
NH２ 载 体 的 表 面 构 建 了 HRPＧBoitinＧAVＧGODＧ
BoitinＧAVＧBoitinＧINV结构的定向生物催化传感器,
如图６.在 HRPＧGOD体系的基础上,加入BINV,

图６　基于BiotinＧAvidin生物亲和作用的可控 HRPＧ
BoitinＧAVＧGODＧBoitinＧAVＧBoitinＧINV

多酶催化体系示意图

催化蔗糖(Sucrose)生成果糖(Fructose)和葡萄

糖(Glucose),其中 Glucose作为 GOD 的催化底

物参与后续反应,是两级正交级联反应的线性

组合.

２．３　抗体—抗原之间的生物亲和作用

抗体(Antibody)与抗原(Antigen)之间存在生

物亲和作用,具有特异性、比例性、可逆性三大特点.
若酶能作为抗原,可直接根据抗原抗体之间的亲和

作用定向固定;若酶不能作为抗原,则通过基因融合

方法在酶的C端或 N端融合一段多肽标签序列,然
后酶通过亲和作用定向固定在抗多肽标签的抗体

上.这种方法适用于酶分子的活性中心背对着其 N
端或C端氨基酸残基,同时融合在酶分子上的标签

不能影响其天然结构.
基于 AntibodyＧAntigen生物亲和作用的多酶

体系,多用于制备生物免疫传感器.如图７,Jia
等[３８]将分别用硫堇(THI)标记的癌胚抗原抗体

(antiＧCEA)和二茂铁(Fc)标记的甲胎蛋白抗体

(antiＧAFP)结合到铂纳米粒子(PtNPs)功能化的

石墨烯纳米复合材料(PGN)载体上(图７A);另
外,在金纳 米 粒 子 (AuNPs)改 性 的 玻 璃 碳 电 极

(GCE)表 面,固 定 大 量 的 antiＧCEA 和 antiＧAFP
(图 ７B). 出 现 CEA 和 AFP 时 二 者 相 结 合,

GOD、HRP与glucose催化产生的电化学信号通

过载体传导,实现免疫信号的放大,即可达到检

测 CEA和 AFP的目的,如图７C.其中涉及多级

的氧化还原过程,包含了线性和正交级联催化的

部分特征.

图７　构建CEA、AFP免疫信号放大生物传感器示意图

注:A为功能化的石墨烯纳米复合材料,B为改性的玻璃碳电极,C为免疫信号的放大.
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２．４　DNA自组装技术

对于多酶级联催化,通过对 DNA 分子进行独

特的三维结构和空间设计,将酶与一定长度的 DNA
单链序列进行连接,利用其自组装特性实现多酶的

自组装[２１],可以达到多酶定向固定的目的.

Liu等[３９]将DNA和酶的特异性的抑制剂相结

合,将INV、GOD和 HRP连接在一起,然后通过在

图８　通过 DNA自组装合成的纳米多酶体系的构建

３个酶的表面原位聚合后将 DNA 模板去除,形成３
个酶相互连接的超分子酶体系,见图８.实验结果

表明该复合体催化效率是游离酶的２４倍,活力显著

增强,热稳定性也极大提高.
随着 DNA纳米技术和自组装技术的不断发

展,提出的一种全新的 DNA 自组装的方法,称之

为 DNA“折纸技术”[４０].Fu等[４１]以 GOx和 HRP
作为固定化的模型酶,在酶所需位点引入基因片

段;以 DNA折纸纳米粒子作为载体,利用碱基配

对原理制备固定化多酶.该法不仅实现了多酶体

系的定向化,又可以控制两种酶的固定间距,具有

突出的优势.研究表明,当酶分子之间的距离为

１０nm时,级联反应中酶的整体活性可超出游离酶

的１５倍.

Wilner等[４２]利用DNA“折纸技术”设计了一个

由DNA条带自组装成的 DNA 骨架,并将 GOx和

HRP吸附固定在类似六边形的骨架上,如图９.该

体系的反应活性与 DNA 骨架的拓扑结构有关,合
理的设计DNA 条带可控制酶固定的相对位置,从
而保持酶整体最大催化活性.

图９　GOD和 HRP采用２个和４个六边形的连接

３　总结与展望

多酶共固定化体系,其研究主要集中在线性级

联和正交级联这两种反应体系,并已在有机合成、生
物传感器以及分子识别等领域发挥着重要的作用.
多酶定向共固定化技术是在单酶定向固定化的基础

之上发展起来的,二者在方法上有许多相同的特点.
但由于多酶体系自身的复杂性,以及单酶定向固定

化实现难度还较大,要实现多酶催化体系的定向共

固定化依旧存在很多问题和挑战.
目前用于多酶定向固定化的方法,主要是基于生

物亲和作用的非共价定向共固定和 DNA自组装技

术.前者主要利用凝集素—糖复合物、亲和素/链霉

亲和素—生物素以及抗体—抗原间的亲和作用,这些

方法能够在一定程度上控制酶的构象,达到定向固定

的目的.但是,由于使用的各种生物药品价格仍然较

为昂贵,使用成本偏高,并且涉及对酶分子的局部修

饰改性,易降低酶活.而 DNA自组装技术,借助于
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DNA严密的编码、配对特征,具有较强的专一性和较

高的精准性,是酶定向固定化技术发展的一个重要方

向.不过,该方法的操作难度和应用成本都相对较

高,普适性还有赖于DNA技术的发展.
在未来的多酶体系定向共固定化研究中,在考虑

每个酶催化功能的同时,还需充分掌握其结构特征,
以便最大程度上优化酶定向化和固定化方法,实现酶

的高度定向化而又保持其构象,确保多酶体系最佳的

整体活性.随着酶工程、DNA技术的进步,相信定向

共固定化多酶体系将具有更加广阔的应用前景.
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ResearchProgressofOrientedCoＧimmobilizationof
MultiＧenzymeReactionSystems
YEPeng,HULingling,DUYuzhi,NIHuagang

(SchoolofScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:OrientedcoＧimmobilizationofmultiＧenzymesystemcanfullycombinethecatalyticproperties
ofdifferentenzymes,whichexpandstheapplicationrangeofenzymecatalysisandimprovesoverall
reactionefficiencyofenzymesystem．Thus,itovercomesthelimitthatsingleenzymereactionsystemcan
onlycatalyzeonekindofreaction．ThispapersummarizestheorientedＧimmobilizationmethodsofsingleＧ
enzymereactionanddiscussesdevelopmentstatusoforientedcoＧimmobilizationtechnologyofmultiＧenzyme
system．OrientedcoＧimmobilizationofmultiＧenzymesystem mainlydependsonnonＧcovalentorientation
methods,includingbiologicalaffinityinteractionandDNAtechnology．

Keywords:multiＧenzymesystem;coＧimmobilization;orientatedimmobilization;cascadereaction;
affinityinteraction;DNAselfＧassembly
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