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摘  要 

笔者综述了近年来固定化果胶酶领域的研究成果。根据无机材料，有机材料和复合材料的分类对果胶酶

的固定化研究进行了总结，重点介绍了复合材料固定化果胶酶应用，并对果胶酶固定化领域的未来发展

提出了展望。 
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Abstract 
The author reviews the research achievements in the field of immobilized pectinase in recent 
years. This paper summarizes the research on the immobilization of pectinase based on the classi-
fication of inorganic materials, organic materials, and composite materials, with a focus on the ap-
plication of composite material immobilization of pectinase, and proposes prospects for the future 
development of pectinase immobilization. 
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1. 引言 

果胶酶是一种可以使果汁、果酒澄清并降低果胶加工过程中营养物质损耗的一种酶，是生物技术行业

的新兴酶。果胶酶也广泛地应用于医药领域、食品行业、生物传感器、环境保护及能源利用、生物脱胶、

纺织等领域[1] [2]。游离的果胶酶反应后不能回收、不能实现重复利用。固定化酶在一定程度上弥补了这些

缺点，还能防止外源物质对果品的污染，提高酶的使用效率，从而提高果胶酶的性能和商业可行性[3] [4]。 
研究人员提出了许多方法用于果胶酶的固定化。包埋和共价结合到载体是较为流行和常用的方法，

主要是这两者有较好的循环使用效率[5] [6]。近五年来，果胶酶的固定化研究依然是热点，主要集中在对

固定化载体的改良和挖掘，不断涌现出新的改进与创新[7]。一个亮点是对聚合物的开发利用，因为它们

具有稳定性高、形貌可调控等优点，而且可以构筑柔软、坚硬或弹性等多种质地。还有一个亮点方向是

磁性纳米材料。果汁澄清化的过程会产生不溶性沉淀物，而固定化酶的有效回收和沉淀物的分离是无法

通过简单的离心和过滤方法实现的。磁性纳米材料允许通过施加外部磁场从反应体系中快速、容易和高

效地回收固定化酶，因此它们在众多固定化载体中脱颖而出。尽管单一的固定化载体具有种类多，容易

制备等优势，但在普适性方面的不足影响了其应用，于是越来越多的新型复合材料不断涌现。 
本文主要综述了近年固定化果胶酶的最新进展。第一个部分概述了果胶酶在无机载体(多孔 ZSM-5

沸石、多孔球形还原氧化石墨烯)上的固定化；第二部分总结了果胶酶在有机材料(聚苯胺基超分子、

HPD-750 大孔树脂、共价有机框架材料和糠醛渣)上的固定化。第三部分覆盖复合结构载体，主要是海藻

酸钠复合材料和磁性纳米复合材料。 

2. 无机载体 

无机载体材料有化学性质稳定、可持续利用、对微生物无毒害、不易受微生物分解等优点，但也存

在颗粒粒径与比表面积不易改变、酶易从体系内脱落两个主要缺点。酶的循环利用性能是非常重要的固

定化考察指标，近年来无机材料固定化果胶酶的研究并不多，但也不乏有表现优异的例子。 
Liu 等[8]通过吸附和交联的组合，将果胶酶用戊二醛交联在多孔 ZSM-5 沸石上。多孔 ZSM-5 沸石固

定化的果胶酶对水解模型底物 4-硝基苯基 β-D-吡喃糖苷中的 β-糖苷键表现出超高效的生物催化活性，具

有宽的操作温度范围、高的热稳定性和优异的重复使用性。该固定化酶制剂在高温(70℃)下的残余酶活比

游离果胶酶高 9 倍。阿伦尼斯定律热失活动力学分析显示固定化果胶酶比游离果胶酶具有更高的变性活

化能(315 kJ·mol−1)和更长的半衰期(62 min−1)。ZSM-5 固定化的果胶酶在所有已报道的果胶酶固定化催化

剂中显示出最佳的乙醇耐受性，在 10% (v/v)乙醇浓度下，果胶酶的活性比游离果胶酶高 247%。在促进

黄芩苷中 β-糖苷键的水解转化为黄芩苷的反应中，ZSM-5 固定化的果胶酶显示 98%的转化率的优异表现，

表现出实际工程应用的潜力。Azimi 等[9]在填充床反应器(PBR)中使用固定在玻璃珠上的果胶酶对葡萄汁

进行连续澄清取得成功，可以作为果汁工业中使用的间歇系统的潜在替代方案。 
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多孔球形还原氧化石墨烯(rGO)，具有丰富的孔结构、比表面积高、硬度强和酶生物相容性好等优点。

[10]连续使用 10 次后，多孔球形 rGO 固定化酶的初始相对酶活性仍保持在 87%左右，具有优于游离酶的

较强的热稳定性、酸碱耐受性和储存稳定性。Wu 等[11]开发了一种简便快速的用无机杂化纳米花制备固

定化果胶酶的方法，希望可以提高酶催化性能。与游离果胶酶相比，Cu3(PO4)2杂化纳米花固定化果胶酶

较游离状态最高的相对活性增加了 2.5 倍。虽然最佳温度和 pH 没表现出明显差异，但固定化果胶酶在

55℃孵育 24 h 后仍保持 33%的残留活性，而游离果胶酶 18 h 后即完全失去活性。此外，固定化酶稳定性

明显提高，重复使用 4 次后仍有超过 50%的残留活性。 

3. 有机载体 

有机载体材料主要包括天然多糖、合成有机高分子化合物和农业副产废弃物等，有选择范围广、成

本低、原材料获取容易等优点，但也存在载体易受微生物分解、机械强度低、改性引入的化学基团脱落

可能造成反应产物污染等缺点。 
Deng Ziyu 等[12]将果胶酶固定在采用内源乳化法制备的海藻酸钙微球中。固定化酶的最适温度为

60℃，比游离果胶酶高近 10℃，3 批反应后保留了其初始活性的 63%，表现出良好的操作稳定性。 
水凝胶是通过物理交联或化学交联而得到的具有三维网络结构体系的亲水高分子聚合物。它们不溶于

水，但能吸收大量的水溶胀。郝红英课题组[13]以戊二醛为交联剂制备聚苯胺基超分子–戊二醛(PPH-GA)
复合材料固定化果胶酶并研究其催化性能。PPH-GA 复合材料具有三维网状结构，孔径大，有利于酶的固

定化。固定化酶最佳的酶浓度为 3%、最佳反应温度为 40℃、最佳 pH 值为 3.5、最佳反应时间为 120 min、
最佳果胶浓度为 2%。 

HPD-750 大孔树脂是中极性的苯乙烯型树脂，平均孔径在 85~90 nm，物理化学性质稳定，具有较大

的比表面积，生物相容性好、酶负载量高、机械稳定性高。漆丹萍课题组[14]以 HPD-750 大孔树脂为载

体通过物理吸附固定化果胶酶。与游离酶相比，固定化果胶酶在 pH 3.0~5.5 范围内的相对酶活力保持在

80%以上；热稳定性也有了很大提升，在 60℃时活力依然保持在 97%。 
共价有机框架材料由于其独特的化学和机械性能，在固定化酶领域具有潜在的应用前景。Cheng 等

[15]以 1,3,5-三甲醛和 3,3’-二羟基联苯胺为有机单体，获得了一种新的固定化酶的 COF 材料。得益于大

的表面积、有序的通道、可调的孔隙大小和可用的活性位点，果胶酶能有效地固定在 COF-BTDH 上，连

续 5 个循环后仍保持 85%以上的活性。 
糠醛渣是玉米芯、稻壳、等农副产品加工剩余物中的聚戊糖成分在高温水解生产呋喃甲醛后得到的

固体废渣，将糠醛渣磺化可以赋予其很好的化学反应活性。毕淑娴课题组[16]利用静电自组装技术将壳聚

糖包覆表面，得到糠醛渣–壳聚糖和磺化糠醛渣–壳聚糖复合材料。与游离酶相比，固定化果胶酶的最

佳 pH 值低 0.5，更耐酸性，热稳定性也有了很大提升，特别是磺化糠醛渣复合材料固定化果胶酶耐高温

性能更强，70℃时相对酶活为 92.54%。糠醛渣复合材料的固定化果胶酶在重复循环使用 8 次后剩余相对

酶活可达 81.78%，磺化糠醛渣复合材料的固定化果胶酶在 4℃下储存 32 d 后仍剩余 88.98%的相对酶活。

两种固定酶都表现出较好的操作稳定性和储存稳定性，有较好的经济价值和应用前景。 
Oktay 等[17]采用了一种新的酶固定化方法冷冻凝胶技术，在温和的条件下进行氨基炔点击反应将果

胶酶自发固定聚乙烯亚胺基冷冻凝胶上。果胶酶的固定化率达 90%，60 天后保持其初始活性的 70%。冷

冻凝胶固定化的果胶酶具有更宽的pH耐受范围(6.5~8.0)和更高的耐热温度(50℃以上)。固定化酶在pH 6.5
和 55℃条件下能保持 100%的最大活性。 

4. 复合材料 

复合材料可将两种或两种以上材料的功能复合、互补和优化，可以突破固定化酶对单一载体的限制。
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选择和制备合适的复合材料，并对其适当改性，有望全面提髙固定化酶的酶载量、稳定性与重复使用能

力，但也可能存在成本高、工序复杂、技术难度较大等缺点。 

4.1. 海藻酸钠 

海藻酸钠是褐藻类中的天然线性高分子多糖，含有丰富的自由羧基和羟基，成本低，具有良好的生

物相容性和降解性，但性质不太稳定，无法长期保存，故通常采取复合改性措施。 
郝红英课题组[18]以海藻酸钠与 MOFs 复合材料来固定化果胶酶并研究其催化性能。MOFs 是由无机

金属中心与桥连的有机配体通过自组装相互连接形成的一类具有周期性网络结构的晶态多孔材料。具有

孔隙率高、比表面积大、孔径可调以及拓扑结构多样性等优点。先通过让 MOFs 自由生长在海藻酸钠-Cu2+

凝胶中制备得到交联的复合材料，再将制得的海藻酸钠微球和果胶酶溶液在 37℃恒温振荡反应 4 h 制得

固定化果胶酶。固定化果胶酶的最佳 pH 从 3.0 (自由酶)迁移至 3.5，最佳温度从 40℃ (自由酶)迁移至 50℃。 
漆丹萍等[19]开发了用于果胶酶固定化的强度好且可回收的多孔羟基磷灰石/海藻酸钙复合珠。在

40℃、pH 4.0、5.2 U/L 果胶酶浓度和 4 h 反应时间的最佳固定化参数下，果胶酶的最高酶活达(8995 U/mg)，
固定化率最高达 91%。固定化果胶酶的热稳定性和 pH 耐受性均优于游离果胶酶，将游离果胶酶 30 天的

储存稳定性从 20%提高至 50%。 
Mohammadi 等[20] [21]以海藻酸–蒙脱土为载体对果胶酶的共价固定化进行了研究。固定化不影响

果胶酶的最佳温度(40℃)，但最佳 pH 从 5.5 降低至 5.0。米氏常数(Km)值显著降低，表明固定化后酶对

底物的亲和力增强。固定化酶重复使用 6 个循环后，其初始活性保持在 53%左右。 
Aksu 等[22]采用双交联剂环氧氯丙烷和三聚磷酸钠将果胶酶固定在壳聚糖–海藻酸盐–粘土微球复

合材料。将最佳温度从 50℃提高到 60℃。该固定化酶重复使用 5 次后保持了 45%的初始活性。在 4℃的

溶液中储存 30 天后，该酶保持了 67%的活性。 

4.2. 磁性纳米结构上果胶酶的固定化 

磁性纳米颗粒(magnetic nanoparticles, MNPs)，是一类利用磁力和磁场的改变来控制粒子运动轨迹的

新型材料，这一特性不仅便于游离酶与载体的结合和分离，同时也便于固定化酶的分离与回收。纳米材

料具有较大的比表面积和较多的孔洞，能够提髙酶的固载量与稳定性，增大酶与载体之间的结合力[23] 
[24] [25]。磁性纳米材料虽具有易于回收利用的明显优势，但其表面缺乏足够的功能部分，特别是在氧化

和酸性条件下，需要结合一些生物相容性化合物用于维持 MNPs 的稳定性。常用的办法是将磁性粒子和

有机高分子相结合制成磁性高分子微球，并在其表面连接多种活性基团，如羟基(OH)、羧基(COOH)、醛

基(CHO)和巯基(SH)等，从而实现酶的固定化[26]。 
利用黄曲霉生物合成超顺磁性磁铁矿 MNPs 纳米粒子，并将果胶酶和木聚糖酶分别固定在 MNPs 表

面[27]。果胶酶和木聚糖酶共价固定在 MNP 的效率分别为 84%和 77%。与游离酶相比固定化酶对 pH 和

温度变化表现出增强的耐受性，并表现出改善的储存稳定性。 
壳聚糖和磁性粒子结合使用作为固定化果胶酶载体是一种有效的策略。壳聚糖对蛋白质极具亲和

力，易连接活性官能团，其亲水性、无毒性，生物相容性、高耐化学降解性和抗菌性能也增加了研究

者们对它的兴趣。同时磁性粒子促进了酶催化剂的分离从而允许容易重复使用。Lucas 等[28]比较了三

个颗粒尺寸(纳米、微米和宏观)的壳聚糖作为复合磁性粒子固定化材料的区别。宏观尺度壳聚糖颗粒物

在制备的三个尺寸的材料中热稳定性最高，而且表现出最高的保留活性(在对所有果汁特别是橙汁重复

使用 25 个循环之后，其中最终残留活性为 85%)。宏观颗粒的壳聚糖比小颗粒更易进行分离操作。但

是纳米级别的壳聚糖固定化果胶酶的动力学参数和酶活性回收率最佳。Asieh 等[29]将果胶酶共价偶联
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到三聚氯功能化的壳聚糖包封的磁铁矿纳米颗粒的表面。固定化后果胶酶的 α-螺旋和 β-折叠部分减少，

无序结构含量略有增加。固定化果胶酶在最佳条件(40℃, pH 4.5)下循环 13 次后，保留了约 60%的初始

催化活性。固定化提高了果胶酶的储存稳定性，在 4℃下储存 75 天后，游离和固定化酶分别保留了 43%
和 74%的初始活性。固定化果胶酶因更稳定且可回收利用对聚半乳糖醛酸的有效降解优于游离果胶酶。

Marjan 等[30]开发了交联剂 Kefiran 代替传统的戊二醛用于果胶酶在壳聚糖磁性颗粒上的固定化。戊二

醛廉价易得，操作简便，易与蛋白质产生共价键而常作为固定化酶工艺的交联剂，但因尺寸较小可以

很容易地穿透催化区域并与负责催化的氨基酸残基交联，也会有导致酶活性显著降低的情况发生。大

分子 kefiran 交联的壳聚糖磁性纳米颗粒是一种高效、实用、绿色的固定化果胶酶的方法。游离果胶酶

和固定化果胶酶的最适 pH 值和温度分别是是(50℃, pH 4.0)和(60℃, pH 4.0)，一个月后固定化果胶酶保

留活性为 60.23%。 
聚乙二醇(PEG)是一种环氧乙烷衍生聚合物，具有无毒性、无抗原性，亲水性和生物相容性等诸多优

点。Kharazmi [31]等通过化学共沉淀法用 FeCl3和 FeCl2溶液制备磁性纳米粒子 MNP，并通过偶联改性试

剂将三聚氯氰(CC)连接在 MNP 的表面，制得改性的 MNP-PEG-CC，最后将果胶酶溶液与 MNP-PEG-CC
共价结合制得固定化果胶酶。固定化 MNPs 果胶酶在极端 pH 值条件下热稳定性得到增强，储存稳定性

和可回收性保持在 94%以上，在 25℃下储存 125 天后主要活性仍保留有 55%。Kharazmi 等将果胶酶和木

聚糖酶的同时结合在氰尿酰氯官能化的 PEG 接枝的 MNPs 上[32]。与游离酶相比，共固定化果胶酶和木

聚糖酶具有良好的稳定性和较高的活性 pH 和温度，在存放 6 个月后还保存 60%的剩余酶活。 

4.3. 其它 

Lei 等[33]合成了一种用于离子键固定化果胶酶的双刺激响应载体材料。通过原子转移自由基聚合、

点击化学和水解方法，合成了聚苯乙烯-b-聚甲基丙烯酸(PS-b-PMAA)以及对光和 pH 敏感的聚苯乙烯-(5-
炔丙基醚 -2-硝基苄基溴异丁酸 )-b-聚 (二乙氨基 )甲基丙烯酸乙酯 -b-聚聚乙二醇甲基丙烯酸酯

(PS-ONB-PDEAEMA-b-PPEGMA)，这两个部分在水溶液中自行组装成胶束。胶束在较高的 pH 下收缩，

并且在紫外线照射下其尺寸减小。该载体能够在 pH 5.0 和 60℃下吸附 10 U/mL 的固定化果胶酶(约 223 
mg/g)，最高相对活性高达约 95%。固定化果胶酶在 8 个循环后保持了 50%以上的初始活性。 

将果胶酶(BSP)通过共价结合固定在氧化石墨烯/壳聚糖复合材料(GO/CS)上，以增强其循环利用和操

作稳定性的特点[34]。GO/CS 固定化果胶酶的活性为在最佳条件下达到 804 μmol/min−1，固定化率为

80.64% ± 1.15%。GO/CS 果胶酶在 50℃、55℃和 60℃时表现出比游离果胶酶高 3 倍的半衰期(t1/2)。GO/CS
果胶酶的 Vmax和 Km 值几乎等于游离果胶酶，表明固定化后依然保留了果胶酶构象的灵活性。 

5. 结论 

固定化酶具有广阔的工业应用前景，是酶工程的热点，制备出更好保持酶活力、循环使用次数更多、

更易于回收利用、能更好实现工业化的固定化果胶酶是共同的研究目标。材料科学尤其是高分子合成与

纳米技术的发展为果胶酶固定化提供了极为丰富的载体材料。有效的复合载体的发现和新型固定化方法

的探索是果胶酶固定化技术的关注重点。目前，国内外对于固定化果胶酶在工业化生产方面的报道并不

多，果胶酶固定化技术难以满足工业生产的需求。国内关于果胶酶固定化的研究稍晚于国外的研究进度，

结合当前固定化酶的发展趋势，将创新的理念和思路融入酶固定化技术是发展所趋。 
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