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摘  要 : 将葡萄糖氧化酶 (GOD) 在最适 pH 条件下冻干后，以戊二醛活化的壳聚糖为载体，分别在传统水相

和 1,4-二氧六环、乙醚、乙醇三种不同的有机相中进行共价固定化。通过比较水相固定化酶和有机相固定化酶

的酶比活力、酶学性质及酶动力学参数，考察酶在有机相中的刚性特质对酶在共价固定化过程中保持酶活力的

影响。结果表明，戊二醛浓度为 0.1％、加酶量为 80 mg/1 g 载体、含水 1.6％的 1,4-二氧六环有机相固定化 GOD
与水相共价固定化 GOD 相比，酶比活力提高 2.9 倍，有效酶活回收率提高 3 倍；在连续使用 7 次后，1,4-二氧

六环有机相固定化 GOD 的酶活力仍为相应水相固定化酶的 3 倍。在酶动力学参数方面，不论是表观米氏常数，

最大反应速度还是转换数，1,4-二氧六环有机相固定化的 GOD (Km
app=5.63 mmol/L，Vmax=1.70 μmol/(min·mg 

GOD)，Kcat=0.304 s-1) 都优于水相共价固定化 GOD (Km
app=7.33 mmol/L，Vmax=1.02 μmol/(min·mg GOD)，

Kcat=0.221 s-1)。因此，相比于传统水相，GOD 在合适的有机相中进行共价固定化可以获得具有更高酶活力和更

优催化性质的固定化酶。该发现可能为酶蛋白在共价固定化时因构象改变而丢失生物活性的问题提供解决途径。 
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Abstract:  Activity losing during the covalent immobilization of enzyme is a serious problem. Here we studied organic 
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phase immobilization by using glucose oxidase (GOD) as a model. After lyophilized at optimum pH, GOD is covalently 
immobilized onto glutaraldhyde-activated chitosan microsphere carrier under the condition of water, 1, 4-dioxane, ether and 
ethanol separately. The special activities, enzyme characterization and kinetic parameters are determined. Results show that 
all of the organic phase immobilized GODs have higher special activities and larger Kcat than that of aqueous phase. Under 
the conditions of 0.1% of glutaraldehyde,1.6% moisture content with 80 mg of GOD added to per gram of carrier, 2.9-fold 
of the special activity and 3-fold of the effective activity recovery ratio were obtained, and 3-fold of the residue activity was 
demonstrated after 7 runs when compares1, 4-dioxane phase immobilized GOD with water phase immobilized one. In 
addition, kinetic study shows that 1,4-dioxane immobilized GOD (Km

app=5.63 mmol/L, Vmax=1.70 μmol/(min·mg GOD), 
Kcat=0.304 s−1) was superior to water immobilized GOD (Km

app=7.33 mmol/L, Vmax=1.02 μmol/(min·mg GOD), 
Kcat=0.221 s−1). All above indicated GOD immobilized in proper organic media presented a better activity with improved 
catalytic performance. Organic phase immobilization might be one of the ways to overcome the conformational denature of 
enzyme protein during covalent modification. 

Keywords:  glucose oxidase, covalent immobilization, organic media, enzyme specific activity 

葡萄糖氧化酶 (Glucose oxidase，GOD) 属

于氧化还原酶类  (EC 1.1.3.4)，能专一性地将

β-D-葡萄糖氧化成 D-葡萄糖酸和过氧化氢，广泛

存在于动、植物和微生物体内。该酶在食品、饮

品发酵、饲料工业、医药卫生等方面有重要的应

用价值。 

酶是一类重要的高效生物催化剂，但是由于

酶的不稳定性问题使其在工业应用和商业生产

中受到限制。因此，众多学者尝试用固定化和化

学修饰[1-2]的方法来提高酶的稳定性，其中共价

结合法是目前研究最多的固定化方法之一[3]。固

定化酶与载体结合牢固，即使在高底物浓度和高

离子强度情况下，也不会导致酶与载体解离，因

而具有良好的稳定性和重复使用性[4]，广泛应用

于生物医药、环境保护、食品卫生和轻纺化工等

各个领域。但是，由于共价结合反应剧烈，酶在

固定化过程中活性中心或者变构中心的构象发

生不可逆的变化，导致酶与底物的结合能力及活

性下降，一定程度上限制了酶的共价固定化技术

的应用。 

本文尝试利用蛋白质在有机溶剂中的“刚

硬”特点，在有机相中对 GOD 进行共价固定化，

考察有机相环境帮助 GOD 克服共价固定化过程

中发生的化学反应引起的构象变化而导致酶失

活的现象。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
葡萄糖氧化酶： (EC 1.1.3.4, 5.6 U/mg，

Sigma-Aldrich)；85％~90％脱乙酰度的壳聚糖、

25％戊二醛溶液、冰乙酸、氢氧化钠、乙醇、

1,4-二氧六环、乙醚等均为国产。 

1.2  仪器与设备 
TU-1900 双光束紫外可见光分光光度计：北

京普析通用仪器有限责任公司；PFDS8508 型冷

冻干燥机：韩国浩瀚有限公司；PB-10 pH 计：北

京赛多利斯仪器系统有限公司；超纯水系统：

Sartorius 公司。 

1.3  方法 
1.3.1  GOD 在最适 pH 缓冲液中冻干预处理 

将 GOD溶于0.1 mol/L磷酸盐缓冲液 (pH 6.0) 

中制成 10 mg/mL 的酶液，冷冻干燥后备用。 
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1.3.2  壳聚糖微球的制备及活化 

称取 3 g 壳聚糖粉末加入 99 mL 蒸馏水中，

搅拌 10 min，加入 1 mL 冰乙酸，室温下搅拌混

合 3 h，纱布过滤，制得浓度 3％ (W/V) 的壳聚

糖溶液。将壳聚糖溶液注入含有 10％NaOH 

(W/V) 和 16.67％的 95％乙醇 (V/V) 的凝结液

中，制成直径约 2 mm 的壳聚糖微球，蒸馏水冲

洗至中性。按戊二醛溶液/壳聚糖微球 10 mL/g

的比例混合加入对应一定浓度的戊二醛水溶液，

活化 2 h 后洗至中性，充分干燥备用。 

1.3.3  固定化 GOD 的制备 

有机相固定化 GOD：微量水溶解冻干的

GOD(水分比例：0.4％~ 1.8％)，加入适量已活化

的壳聚糖微球和预先干燥的有机溶剂，冰上震荡

共价交联 2 h 后放入 4 ℃冰箱过夜。用 pH 6.0，

0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液洗掉未交联的 GOD，过

滤干燥。 

水相固定化 GOD：取 10 mL 的 0.1 mol/L 磷

酸盐缓冲液 (pH 6.0) 溶解冻干的 GOD，加入一

定量已活化的壳聚糖微球，冰上震荡活化 2 h 后

放入 4 ℃冰箱过夜。过滤，洗掉载体表面未交联

的 GOD，干燥备用。 

1.3.4  GOD 酶活力的测定[5] 

定义一个 GOD 酶活力单位相当于在规定条

件下，于温度 25 ℃、pH 6.0，每分钟分解 1 μmol

邻-联二茴香胺时所需的酶量。固定化酶测活过

程改进为将 2.6 mL 邻-联二茴香胺缓冲混合液、

0.30 mL 底物溶液和 0.10 mL 过氧化物酶溶液滴

入 1 cm 比色皿中，调整温度至 25 ℃，然后加

若干 g 固定化 GOD，其他操作同。单位：U/g

载体。 

1.3.5  GOD 的固定化条件的优化 

戊二醛浓度：使用戊二醛浓度  (0.05％、

0.1％、0.2％、0.3％和 0.4％) 将 GOD 固定在壳

聚糖微球上，测定固定化酶活；使获得酶活最佳

的戊二醛浓度，尝试加酶量/载体 (20 mg/1 g、

40 mg/1 g、60 mg/1 g、80 mg/1 g 和 100 mg/1 g) 

进行水相和有机相固定化，以上述优化的戊二醛

浓度和加酶量并分别在不同含水量的各种有机

溶剂 1,4-二氧六环、乙醚和乙醇中分别对 GOD 进

行固定化。以各系列实验中酶活最高者为 100％，

以相对酶活和酶比活表示各实验结果。 

1.3.6  固定化 GOD 的酶学性质分析 

以下实验均按 1.3.5 的最佳优化条件进行有

机相与水相固定化，酶活性测定按照 1.3.4 方法。 

最适反应温度：分别在 30 ℃、35 ℃、40 ℃、

45 ℃、50 ℃和 55 ℃测定固定化 GOD 的酶活力，

以有机相酶活力最高值为 100％，以酶比活力和

相对酶活力来表示不同温度下固定化酶活性变

化情况。 

最适反应 pH：固定化 GOD 分别在 pH 4.5、

5.0、5.5、6.0、6.5、7.0 和 7.5 下测活。以有机

相酶活力最高值为 100％，以酶比活力和相对酶

活力来表示不同 pH 下固定化酶活性变化情况。 

热稳定性：60 ℃水浴孵化固定化 GOD，每

30 min 取样测定残留酶活。以未处理前的固定化

酶活力最高者为 100％，以酶比活力和相对酶活

来表示固定化酶随热处理时间不同的酶活变化

情况。 

pH 稳定性：水相和有机相固定化 GOD 溶液

置于 pH 4.0-8.0 的缓冲液中 4 ℃处理 5 h，倾去

缓冲液，冲洗数次，以处理后残留酶活最高者为
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100％，以酶比活力和相对酶活表示固定化 GOD

酶活对 pH 的稳定性。 

操作稳定性：固定化 GOD 酶活测定一次，

倾去反应液将固定化酶用 pH 6.0，0.1 mol/L 磷酸

盐缓冲液冲洗固定化酶，洗去表面残留的未反应

的底物和反应后的产物，重新转入底物溶液测定

残留酶活力，如此反复操作，考察随着使用次数

的增加，固定化酶酶活的保留情况。 

以上实验中把各自最高组的酶比活作为

100％，以相对酶活表示不同浓度的戊二醛作为

交联剂所得固定化酶活性的变化情况。 

1.3.7  GOD 蛋白固定率和有效酶活回收率的

测定 

按照 Bradford 法[6]建立标准曲线方程，在标

准曲线范围内测定残液中酶蛋白的浓度。 

1.3.8  固定化 GOD 的动力学参数测定 

分别配制浓度为 1 mmol/L、2 mmol/L、

5 mmol/L、10 mmol/L、20 mmol/L、25 mmol/L

的葡萄糖底物溶液，取 0.002 g 固定化 GOD，按

照 1.3.4 的方法分别测定并计算每分钟葡萄糖的

分解量，连续测定 5 min。以葡萄糖浓度和 GOD

分解底物的速度作图计算固定化 GOD 的 Km
app、

Vmax、Kcat 值。 

2  结果与分析 

2.1  固定化 GOD 条件的优化 
2.1.1  戊二醛浓度对固定化 GOD 酶活的影响 

图 1 显示，当戊二醛浓度为 0.1％时，GOD

的催化活力最高，继续增加戊二醛浓度，GOD

活下降趋势明显。后续实验均采用最适戊二醛浓

度 0.1％。 

 

图 1  戊二醛浓度对固定化 GOD 活力的影响 
Fig. 1  Effect of glutaradehyde concentration on the 
covalently immobilized GOD. 

2.1.2  加酶量对固定化 GOD 酶活的影响 

图 2 表明，当加酶量在 0~80 mg 酶/g 壳聚糖

载体时，固定化 GOD 的相对酶活随着 GOD 加

入量的增加而增大，当加入的酶量为 80 mg 酶/g

壳聚糖时，固定化 GOD 的相对活力最高，固定

化效果最好。当酶量增至 100 mg 酶/g 壳聚糖载

体微球时，固定化酶的相对活力有所下降。 

2.1.3  有机溶剂含水量对固定化 GOD 酶活的

影响 

研究发现，水对有机介质中酶的催化作用影 

 

图 2  加酶量对固定化 GOD 酶活力的影响 
Fig. 2  Effect of dosage on the covalently immobilized 
GOD activity. 
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响巨大，它有利于酶构象结构刚性的维持，使其

保持较好的催化活性。一方面，酶分子需要维持

其分子完整的空间构象必需最低水量即必需水，

而必需水与酶分子的结构和性质有密切关系，不

同的酶所需的必需水的含量差别很大；另一方

面，水影响酶催化反应速度：有机介质中水的含

量对酶催化反应速度有显著影响，在水溶解度范

围内酶促反应活力随溶溶剂中水含量的增加而

增加[7]。在催化反应速度达到最大的含水量称为

最适含水量，酶的必需含水量主要取决于溶剂而

并非酶本身[8]。催化反应系统中的含水量与溶剂

的亲水性、疏水性密切相关。Hailing[9]提出水活

度 (Thermodynamic activity of water, aw) 描述水

对有机相中脂酶酶促反应的影响，发现酶活性的

大小依赖于水活度的变化。aw 定义为系统中水的

逸度与纯水的逸度之比，水的逸度在理想条件

下用水的蒸汽压代替，因此 aw 可以用体系中水

的蒸汽压和同样条件下纯水蒸汽压之比表示。

aw=γw cw，其中 γw 为活度系数，cw 为水的摩尔比。

另外，Bell 等[10]发现，在极性溶剂中，通常难以

得到水活度 aw 与酶活力的关系，这可能是由于

溶剂对水的影响大于酶对水的结合作用。在实际

应用时应当根据实际情况，通过实验确定最适宜

的含水量，因此，我们尝试在有机溶剂中加入不

同比例的微量水，将冻干的葡萄糖氧化酶在这些

含有微量水的有机相中与壳聚糖微球进行共价

交联。有机溶剂含水量对共价固定化 GOD 活力

的影响见图 3。 

图 3 表明，分别在含水 1.6％的乙醚、含水

1.0％的 1,4-二氧六环和乙醇有机介质中，固定化

葡萄糖氧化酶的相对酶活最高。在低于或高于最

适含水量的有机介质中固定化酶的相对酶活均

较低，可能是因为酶经过真空干燥后几乎不含

水，当加入的水低于该酶分子维持其活性构象所

必需的最低含水量，这时酶分子的活性构象会丧

失，直接的表象就是酶的活性降低，而当酶在高

于最适含水量的有机介质中固定化时，微环境的

改变可能使酶不能完全维持一个相对刚性的构

象，经过剧烈的共价交联反应后，部分酶的构象

发生不可逆的扭曲，最终这种微观的构象改变就

以酶活的下降表现出来。 

 

图 3  有机溶剂含水量对固定化 GOD 酶活力的影响 
Fig. 3  Effect of water content with organic solvents on 
the covalently immobilized GOD activity. 

2.2  固定化 GOD 的酶学性质分析 
2.2.1  固定化 GOD 的最适反应温度 

不同介质中共价固定化 GOD 在不同的反应

温度条件酶活测定结果如图 4 所示。 

从相对酶活力来看，图 4 中不同有机相固定

的 GOD 酶比活力整体上要高于水相固定的

GOD。其中，1,4-二氧六环中固定的 GOD 在其

最适反应温度条件下酶比活是水相固定的 GOD

的 4 倍，40 ℃时，1,4-二氧六环中固定的 GOD

酶比活力是对应水相固定化 GOD 酶比活的 5.6 
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图 4  固定化 GOD 的最适反应温度 
Fig. 4  Optimum temperature on the covalently 
immobilized GOD. 

倍。可见经过一定优选后，有机相中固定的酶比

水相固定的酶显示了更好的耐热性。从不同有机

相固定化 GOD 的最适反应温度 (图 4) 来看，各

有机相固定的 GOD 的最适反应温度相同 (乙醚) 

或略低于水相中固定的 GOD，产生这种差异的

原因有待进一步探讨。 

2.2.2  固定化 GOD 的最适反应 pH 

不同介质中固定化 GOD 在不同 pH 条件下

催化反应 GOD 酶活测定结果如图 5 所示。 

 

图 5  固定化 GOD 的最适反应 pH 
Fig. 5  Optimun reaction pH on the covalently 
immobilized GOD. 

图 5 可看出，在实验的 pH 范围内，有机相

和水相固定化的 GOD 的最适反应 pH 值略有变

化，产生 pH 偏移的原因可能是因为 GOD 催化

的产物葡萄糖酸呈酸性，由于其扩散受到限制而

使葡萄糖酸积累在固定化酶所处的催化区域内，

此区域内的 pH 值降低，为抵御这种影响必须提

高溶液的 pH，才能使固定化 GOD 的具有最高的

活性，因而导致固定化 GOD 作用的最适 pH 值

有向碱性方向移动的趋势。但是有机相固定的

GOD 都比水相固定的酶表现出更高的比活力，

其中在 1,4-二氧六环有机相中表现最为显著。在

pH 5.5 时，水相固定的 GOD 仅是 1,4-二氧六环

中固定的 GOD 酶比活的 20％。 

2.3  有机相固定化 GOD 稳定性分析 
2.3.1  不同有机相中固定化 GOD 的热稳定性 

对各有机介质固定化的 GOD 进行热处理一

定时间，观察酶活下降情况如图 6 所示。 

三种有机相中固定的 GOD 热处理后,其固定

化酶比活力均高于水相固定的该酶，即有机相固

定 GOD 在热稳定性上比水相固定的 GOD 表现 

 

图 6  固定化葡萄糖氧化酶的热稳定性 
Fig. 6  Thermal stability of covalently immobilized 
GOD. 
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出优势。虽然这种效应在乙醚中固定的 GOD 上

面并不明显。但从实际应用的角度来讲，在高温

下使用酶时，有机相固定的酶有可能获得比传统

的水相下固定的酶有更好的活性表现。但单从热

稳定性即热处理后相对于该固定化酶热处理前

的活性损失率来讲，1,4-二氧六环有机相中固定

GOD 其活力的下降还是比较显著的，相比较而

言，乙醇相固定的 GOD 的热处理前后酶活损失

较少，但整体上酶的活力仍不及 1,4-二氧六环中

固定的 GOD (尽管热处理使固定酶的酶活损失

较为明显)。 

根据固定化酶半衰期计算公式： 

半 衰 期 1/ 2
0.693

D
t

K
= ； 式 中

2.303 lgDK
t

=  

0E
E

⎛ ⎞
⎜ ⎟
⎝ ⎠

，共价固定化葡萄糖氧化酶在 60 ℃的半

衰期计算结果见表 1。三种有机相介质中固定的

GOD 中，乙醇有机相中固定化 GOD 显示出了

更长的半衰期，热处理 (60 ) ℃ 乙醇有机相中

固定化 GOD 的半衰期是水相固定化 GOD 半衰

期的 1.34 倍。 

2.3.2  不同有机相中固定化 GOD 的 pH 稳定性 

不同 pH 的缓冲液处理 5 h 后，固定化 GOD

酶活变化情况如图 7 所示。 

表 1  不同介质中共价固定化 GOD 热稳定性半衰期 
Table 1  Half-life of immobilized GOD under 
different media 

Enzyme Immobilization media Half life (min) 

Aqueous phase 171.83 

1,4-dioxane 156.02 

Ethanol 229.94 
GOD 

Ether 131.78 
    

 

图 7  共价固定化 GOD 的 pH 稳定性  
Fig. 7  pH stability of covalently immobilized GOD. 

由图 7可看出，经过不同的酸碱条件处理后，

整体上有机相固定化 GOD 都仍然能保持比水相

固定的 GOD 更高的酶比活。4 种介质下固定的

GOD 对酸碱的处理酶活变化趋势都比较平缓，

而且 1,4-二氧六环和乙醇中固定的 GOD 能表现

出更明显的耐受酸碱性优势。 

2.3.3  有机相固定化 GOD 的操作稳定性 

在实际应用中酶的重复使用效率是评价固

定化酶的重要指标之一[11]。有机相共价固定的

GOD 重复使用多次过程中酶活损失情况如图 8

所示。 

有机相共价固定的酶与传统的水相共价固

定化 GOD 整体上没有太大的改善。但是由于有

机相中共价固定化 GOD 有更高的酶比活，虽然

重复使用多次后其残留比活下降的趋势与水相

固定的酶活力相似，但绝对的残留酶比活相比于

水相固定的酶仍然具有优势。如使用 7 次后，乙

醚、1,4-二氧六环和乙醇中固定的 GOD 残留相对

酶活分别比水相固定化 GOD 高出 27.40％、

23.45％、15.76％。这与该酶在三种有机溶剂的 
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图 8  共价固定化 GOD 的操作稳定性 
Fig. 8  Operational stability of covalently immobilized 
GOD. 

极性相关。酶分子表面少量的水对酶保持活性是

必需的，不同的有机溶剂夺取酶必需水的能力不

同。要达到一定的酶活性，不同溶剂所需的水量

也不同。关于有机溶剂的生物兼容性问题，最终

要通过实验才能确定适于维持酶的最佳活性的

有机溶剂。 

2.4  GOD 的固定率和有效固定化酶比活 
由于交联到载体上的酶蛋白量和活性会因

为介质的不同而有所差异，干扰了以固定化酶的

酶比活来评估“有机相对维持蛋白质天然构象”

的贡献。所以有必要了解交联到载体上的蛋白量

和有效固定化酶比活。不同介质中固定化酶的有

效比活力结果如表 2 所示。 

表 2 表明，尽管有机相中蛋白质固定率或高

或低，但有机相中固定的酶比活均高于水相中固

定化酶的比活。扣除因蛋白载量的差异而引起的

比活变化后的蛋白比活即有效固定化酶比活也

表明有机相固定化酶比活均比水相固定化酶高。 

2.5  固定化 GOD 动力学参数分析 
通过双倒数方程作图法求的不同介质中固

定化 GOD 的动力学参数见表 3。表 3 结果显示， 
 
表 2  不同介质中葡萄糖氧化酶的共价固定化效果比较 
Table 2  Comparison of covalently immobilized GOD under different media 

Enzyme Immobilized media Immobilized protein ratio (%) Specific activity 
(U/g carrier) 

Effective specific activity
(U/mg protein) 

Aqueous phase 99.75 35.92 0.45 

1,4-dioxane 99.54 140.34 1.76 

Ethanol 99.80 68.25 0.85 
GOD 

Ether 99.85 36.48 0.46 
     

表 3  不同介质中共价固定化 GOD 的动力学参数 
Table 3  Kinetic parameters of immobilized GOD under different media 

Immobilized 
enzyme 

Immobilized 
media 

Km
app 

(mmol/L) 
Vmax 

(μmol/min·mg protein) 
Kcat 
(s-1) 

Free enzyme 14.90 0.62 0.068 

Aqueous phase 7.33 1.02 0.221 

1,4-dioxane 5.63 1.70 0.304 

Ethanol 8.17 0.58 0.250 

 
 
 

GOD 
 
 
 Ether 6.89 0.63 0.274 
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GOD 经过水相和有机相固定化后，其 Km 

app 值

较游离酶明显减小，说明固定化 GOD 更有利

于底物结合。综合来看，1,4-二氧六环有机相

固定化 GOD 效果最明显，其表观米氏常数和

最大反应速率分别为：Km
app=5.63 mmol/L、

Vmax=1.70 μmol/(min·mg protein)，水相固定化

GOD 的表观米氏常数和最大反应速率分别为：

Km
app=7.33 mmol/L 、 Vmax=1.02 μmol/(min·mg 

protein)。表明 1,4-二氧六环有机相固定化 GOD

较水相固定化 GOD 与底物葡萄糖的亲和力增

加。这其中受到载体性质、固定化方法及固定化

酶的应用环境等因素的综合影响，具体原因有待

进一步探究;如表 3 所示，与水相固定化的 GOD

的转换数 Kcat 为 0.221 S-1 相比，三种有机介质

中固定化的 GOD 的转换数均优于水相固定化

GOD，其中 1,4-二氧六环有机相固定化 GOD 表

现最佳，Kcat 达到 0.304 S-1。这其中可能是受到

固定化酶催化性质的其他因素的影响，如空间位

阻和扩散控制等。 

近年来关于 GOD 的水相共价固定化研究与

本实验中 GOD 的有机相共价固定化的一些参数

比较见表 4。 

影响因子 (Effectiveness factors，EF) 是固定

化体系的重要的评价参数[16-18]。如果 EF＜1，则

固定化体系中存在因固定化载体的传质作用而

存在底物和产物的扩散阻碍效应；若 EF≥1，则

扩散阻碍可以忽略。如表 4 所示，本研究中 GOD

在水相、1,4-二氧六环中以戊二醛活化的壳聚糖

上固定化后，固定化酶的 Vmax 要大于游离酶，不

存在底物和产物的传质和扩散的阻碍作用，显示

有机相中进行酶的固定化优势所在。这种现象和

已报道的 GOD 在水相中固定化的结果有所不

同，具体原因有待考察。GOD 在水相中固定化

后，固定化酶的 Km 值因固定化材料的不同而存

在差异。但是，通过 GOD 在水相和有机相的固

定化酶的 Km 比较 (表 4) 发现，GOD 在有机相

中以戊二醛活化的壳聚糖微球为载体进行共价

交联固定化，固定化酶的 Km 值均小于 GOD 在水

相中以其他材料为载体时共价交联固定化的结

果，说明有机相固定化 GOD 较水相固定化 GOD

有良好的底物亲和力，固定化 GOD 的活性中心

对底物的亲和力增大；由于酶被固定在载体上，

刚性增加，在一定的空间内呈现闭锁状态，这种

疏水环境中的动力学“刚性”一定程度上限制了

酶活性中心构象的变化，GOD 的催化产物 H2O2

因扩散阻碍及固定化酶在有机相共价交联过程

中构象的相对稳定，使 GOD 的活力不仅不会丧

失反而会表现出更好的催化活性，酶的动力学表

现为固定化酶的 Km 减小。这也显示在有机相中

GOD 的共价交联固定化较水相有着很大优势。

如表 4 所示，由于本工作是采用常规的材料作

为载体共价交联固定化化 GOD，所以与纳米

材料作为载体共价交联的 GOD 相比优势不明

显 [28-31]。纳米材料具有卓越的比表面积，能够非

常显著地提高酶的分散度、传质性质和固定的酶

量，酶在某些纳米材料上固定化表观出更优的

Km 值是多种因素影响的结果，有机相中进行的

酶的共价固定化仅可以改善酶在进行共价化学

反应时不会或较少程度上的因构象变化而引起

的失活现象。 
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表 4  不同的共价固定化葡萄糖氧化酶参数比较 
Table 4  Parameters of GOD based on different covalent immobilization 

Immobilized 
carriers 

Km 
(mmol/L) Effective-ness factors (EF*) References 

Magnesium silicate 259.00 0.499 [12] 

Electroactive PAN film 80.60 0.790 [13] 

Electroconductive PPY film 65.85 0.436 [14] 

PPy 59.90 0.120 [15] 

CA-PMMA membrane 41.65 0.870 [16] 

Poly microspheres 39.34 0.867 [17] 

fluorescent microspheres 35.18 0.715 [18] 

Nanoparticle composite 34.90  [19] 

AlPO4/Sepiolite 32.70±5.50 0.314 [20] 

Au nanoparticles 28−32  [21] 

St-GMA-NaSS microspheres 31.78 0.787 [22] 

CoFe2O4/SiO2 nanoparticles 14.60 0.034 [23] 

Semiconducting ITO 12.60  [24] 

AuNPs-modified ITO 12.10  [25] 

GNP/CN multilayer membranes 10.60  [26] 

Microfiltration membranes 10.49 0.290 [27] 

Chitosan microsphere 7.33 1.640 This work 

Chitosan microsphere 5.63 2.740 This work 

Chitosan microsphere 8.17 0.935 This work 

Chitosan microsphere 6.89 1.021 This work 

Mn2O3-Ag Nanofibers 2.10  [28] 

PCoTTP-SWNTs-Nafion 0.98  [29] 

ZnO/Au nanocomposites 0.41  [30] 

Chitosan-MWCNTs 0.24  [31] 

* EF=Vmax (Immobilized enzyme) / Vmax (Free enzyme) 

  

3  讨论 

本研究利用酶在有机相中构象稳定的特点，

尝试了在 1,4-二氧六环、乙醇、乙醚相对 GOD

进行共价固定化。与传统水相共价固定化相比，

有机相固定化使 GOD 在酶比活力、酶学性质及动

力学参数方面均表现一定的优势。尤其是 1,4-二

氧六环相固定化 GOD，其固定化酶比活力和有

效酶活回收率提高 3 倍；在连续使用后，1,4-二

氧六环有机相固定化 GOD的酶活力仍为相应水
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相固定化酶的 3 倍。在酶动力学参数方面，对

于表观米氏常数，最大反应速度还是转换数，

1,4-二氧六环有机相固定化的 GOD 都优于水相

共价固定化 GOD。 

由于酶的活性主要是靠酶蛋白的构象维持

的，可以推断，在固定化过程中，有机相与水相

相比，GOD 在前者的环境中，有更多的酶分子

保持了正确的蛋白构象，这也间接地说明 GOD

在进行共价固定化操作过程中，经过优选有机相

比水相能够更好地维系酶蛋白的天然活性构象，

有利于提高固定酶的活性。因此，该研究可能为

改善酶在共价固定化过程中的变性问题提供新

思路。 
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