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知识点:

1.酶和活细胞的固定方法(包括游离酶、微生物、动

物细胞和植物细胞）。

2.辅酶和辅基的固定 。

3.固定化酶的性质

4.固定化对酶反应系统的影响

5.固定化酶和固定化细胞的应用
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固定化酶固定化酶(Immobilized Enzyme(Immobilized Enzyme）是）是2020世纪世纪6060年代年代
发展起来的发展起来的——项新技术项新技术。以往使用的酶绝大多数是水。以往使用的酶绝大多数是水

溶性的酶。这些水溶性酶催化结束后，极难回收，因溶性的酶。这些水溶性酶催化结束后，极难回收，因
而阻碍了酶工业的进一步发展。而阻碍了酶工业的进一步发展。6060年代后，在酶学研年代后，在酶学研

究领域内涌现出固定化酶。究领域内涌现出固定化酶。它是通过物理的或化学的它是通过物理的或化学的
手段，将酶束缚于水不溶的载体上，或将酶柬缚在一手段，将酶束缚于水不溶的载体上，或将酶柬缚在一
定的空间内，限制酶分子的自由流动，但能使酶充分定的空间内，限制酶分子的自由流动，但能使酶充分
发挥催化作用；过去曾称其为水不溶酶或固相酶。发挥催化作用；过去曾称其为水不溶酶或固相酶。
19711971年第一届国际酶工程会上正式建议采用固定化酶年第一届国际酶工程会上正式建议采用固定化酶

的名称。的名称。
        从从6060年代起，固定化酶的研究发展很快，起初人们年代起，固定化酶的研究发展很快，起初人们

把注意力集中在酶的固定化方法研究上，近年来，不把注意力集中在酶的固定化方法研究上，近年来，不
但固定化方法和载体开发有了长足发展，并且已转向但固定化方法和载体开发有了长足发展，并且已转向
它在工业、医药、化学分析、亲和层析、环境保护、它在工业、医药、化学分析、亲和层析、环境保护、
能源开发以及理论研究等方面的应用研究。能源开发以及理论研究等方面的应用研究。
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1 酶和活细胞的固定方法

1.1 固定化酶与固定化细胞的优缺点

 1.1.1固定化酶:  固定化酶的研究已取得大量重要成果．发挥
着巨大作用，受到人们极大的关注。其重要原因是它和水溶性
酶比较具有以下优点：
(1)极易将固定化酶与底物、产物分开；产物溶液中没有酶的
残留，简化了提纯工艺.
(2)可以在较长时间内反复使用，有利于工艺的连续化、管道
化。
(3)酶反应过程可以严格控制，有利于工艺自动化和微电脑化。
(4)在绝大多数情况下提高了酶的稳定性。
(5)较能适应于多酶反应。
(6)酶的使用效率提高，产物得率提高，产品质量有保障，成
本低。
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 固定化酶也存在一些缺点：
(1)酶固定化时酶的活力有所损失。同时也增加了固定化的成
本，使工厂开始投资大。
(2)比较适应水溶性底物和小分子底物。
(3)与完整细胞比较，不适于多酶反应，特别是需要辅因子的
反应，同时对胞内酶需经分离后．才能固定化。 

1.1.2固定化细胞  固定化细胞是在固定化酶的基础上发展起来
的。它的优点如下:
(1)省去了酶的分离手续．为多酶系统，无须辅因子再生。
(2)细胞生长快、而且多、反应快。
(3)可以连续发酵，节约了成本，而且在蒸馏和提取前不用分
离去细胞，能一边徘出发酵液，一边进行培养，排除了产物抑
制和消耗。
(4)保持酶在细胞内的原始状况，增加了酶的稳定、特别是对
污染因子的抵抗力增加。
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固定化细胞同时也存在—些缺点：
    (1)必须保持菌体的完整，防止菌体自溶，否则，将影
响产品纯度。
    (2)必须防止细胞内蛋白酶对所需酶的分解，同时，需
抑制胞内其他酶的活性止副产物的形成。
    (3)细胞膜、壁会阻碍底物渗透和扩散。

 1.2酶的固定化方法

酶的固定化方法有：吸附法；共价键结合法；交联法；包埋法.
如下图:
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1.2.1 吸附法

吸附法分为物理吸附法和离子交换吸附法。
(1) 物理吸附法:  通过氢键、疏水作用和π电子亲和力等物
理作用，将酶固定于水不溶载体上．从而制成固定化酶。常
用的载体有：
    ①有机载体。纤维素、骨胶原、火棉胶及面筋、淀粉等。

比如用纤维索作为吸附剂，用膨润的玻璃纸或胶棉膜吸附木
瓜蛋白酶、碱性磷酸脂酶、6—磷酸葡萄糖脱氢酶。吸
附后在载体表面形成单分子层，吸附蛋白能力约70mg/cm2

。
②无机载休。氧化铅、皂土、白土、高岭土、多孔玻璃、二
氧化钛等。比如用多孔硅为载体吸附米曲酶和枯草杆菌的r淀
粉酶以及黑曲霉的糖化酶，在45℃进行固定化，用高浓度的
底物进行连续反应．半衰期分别为14、35、60d。无机载体
的吸附容量较低、而且酶容易脱落。
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(2)离子交换吸附法:  这是将酶与含有离予交换基的水不溶载
体相结合而达到固定化的一种方法。酶吸附较牢，在工业上
颇具广泛的用途。常用的载体有阴离子交换剂，如二乙基氨
基乙基(DEAE)-纤维素、混合胺类（ECTEDLA）—纤维素、四
乙氨基乙基(TEAE)—纤维素、DEAE—葡聚糖凝胶、Amberlite 
IRA—93、410、900等。阳离子交换剂
基，如羧甲基(CM)—纤维素、纤维素柠檬酸盐、Amberlite 
CG50、IRC—50、IR—200、Dowex—50等。

DEAE-Sephadex固定化氨基酰化酶：将DEAE-SephadexA25充
分溶胀．用0．5mol/LNa0H和水洗涤后，加入pH7.0—7.5的米
曲霉3042粗酶液(水解乙酰—DL-Ala活力为25umol/m1·h)充分
混合(1g湿重载体加60ml酶液)后，于低温下搅拌过夜后，吸去
上清液，再用蒸馏水和0.15mol/L醋酸钠水溶液洗涤固定化酶，
置4℃备用。固定化酶活力回收50-60％，水解乙酰—DL—A1a
活力为600-800umol/g·h湿固定化酶。氨基酰化酶也可固定于
DEAE—纤维素。  此外，DEAE—纤维素吸附的α—淀粉酶、
蔗糖酶已作为商品固定化酶。 第9页,共85页，2024年2月25日，星期天



      通过酶蛋白化学修饰来增加蛋白质分子上电荷．能
有效的克服吸附法制备的固定化酶在使用过程的解吸。
用水溶性乙烯—顺丁烯二酸酐共聚物共价修饰的胰蛋白
酶和胰凝乳蛋白酶、可以用DEAE—纤维素和DEAE—
Scphadex载体有效的固定。这种固定几乎是不可逆的吸
附。此外．酶的吸附与解吸还与介质中离子强度、pH、
温度、蛋白质浓度及酶和载体的特性相关。pH的变化影
响到载体和酶的电荷，从而影响载体对酶的吸附。在等
电点两侧(±1-2pH单位)吸附将明显减少，但也有个别例
外。盐对吸附的影响较为复杂．在一些特殊事例中、盐
可以促进蛋白质的吸附。这就是所谓的盐析吸附。对蛋
白质吸附来说，随温度的升高吸附下降。载体的表面积、
多孔性及其顶处理都影响对酶的吸附。
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      吸附法制备固定化酶操作简单，可充分选择不同电
荷、不同形状的载体，吸附过程可以同时纯化酶，固定
化酶在使用过程失活后可重新活化，同时，载体可以回
收再利用。但由于有些机理不十分明了，在给酶量、吸
附程度与固定化酶活力回收的关系不可预见性大，同时
由于吸附法制备的固定化酶易脱落，影响产物纯度和酶
的操作为稳定性。

1.2.2 包埋法
包埋法是将聚合物的单体与酶溶液混合，再借助于聚合助进
剂(包括交联剂)的作用进行聚合，酶被包埋在聚合物中以达
到固定化。包埋法操作简单，由于酶分子只被包埋，未受到
化学反应，可以制得较高活力的固定化酶．对大多数酶、粗
酶制剂甚至完整的微生物细胞都是适用的。但是，只有小分
子底物和产物可以通过凝胶网络，而对大分子底物不适宜。
同时，凝胶网络对物质扩散的阻力导致固定化酶动力学行为
的变化、活力降低。包埋法常用凝胶包埋法和微囊化法。
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(1)凝胶包埋法  凝胶包埋法是将酶分子包埋在凝胶格子中。

①聚丙烯酰胺凝胶包埋法。一般的制备过程如下：将1ml溶
于适当缓冲液的酶溶液加入含有750mg丙烯酰胺(单体)和
40mgN，N’—甲叉双丙烯酰胺(交联剂)的3ml溶液中，再加
0.5ml 15％的二甲氨基丙腈(加速剂)，同时，加入1％过硫
酸钾(引发剂)，混合，于25T：保温10min，便得含酶凝胶。
将凝胶粉碎，制得不规则的颗粒．于低温储存或冷冻干燥。
为制得珠状固定化酶，可以在聚合反应开始时，立即转入到
疏水相(一种乳化剂，与水相有相同密度)的有机溶液中，使
分散成含酶的珠状凝胶。

     聚丙烯酰胺包埋法的缺点是酶容易漏失，以低分子量
蛋白质为甚，如果调整交联剂浓度与交联程度可以得到克
服。
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②辐射包埋法。酶溶于纯单体水溶液、单体加合物水溶液或
纯聚合物溶液中．在常温或低温下，用x—射线、Y—射线或
电子束辐照。可得到包埋酶的亲水凝胶。如用X—射线引发聚
丙烯酰胺聚合，可以固定胰蛋白酶。1973年H．Maeda等用
聚乙烯水溶液辐照包埋了多种酶。运用弱水性或稍微疏水性
的玻璃化载体，用低温过冷态的辐照聚和，可用于—般生物
物质的固定化。这些生物物质主要分布在载体表面层区域，
固定化产物表面具有生物活性，曾称这种方法为粘附法。这
种方法可粘附酶、叶绿素、病毒等，长期使用后仍有较高的
活性。可以使用玻璃化单体，玻璃化单体和非玻璃化单体混
合物、单体和天然聚合物的混合物为载体。
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③其他凝胶包埋法。
    a.淀粉凝胶包埋法。将氨基甲酸乙酯的泡沫垫浸入温热
的淀粉溶液和乙酰胆碱脂酶的混合物中，再经冷却、干燥，
便制得固定化乙酰胆碱脂酶。，为增强机械强度和重新水
合可加入—定量的甘油。
b.b.胶原包埋法即大分子络合法胶原包埋法即大分子络合法。胶原有纤维性，易成膜，
能在生理pH下自发的聚焦成束，胶束末端可以通过多种
次级键与酶分子相互作用，通过酶和胶原分子形成网架而
将酶固定化。其制备方法极为简单：将酶加到胶原悬浮液
中、铺膜、干燥即得固定化酶。或者经过透析的酶和胶原
混合，插入电极，酶—胶原复合物便在电极上沉淀。
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 c.卡拉胶包埋法：卡拉胶(K—Carrageenin)是由角叉菜(又名
鹿角菜:Cawageen)中提取的一种多糖，可以用来包埋酶。具
体方法：将100gx酶在37—50℃溶于水中，又将1.7g卡拉胶在
40一60溶于34ml生理盐水中，二者混合后冷全10℃，所成凝
胶浸在0.3mol/L KCl 溶液中硬化，作成适当大小的颗粒,即为
固定化酶。
 d.天然血纤维包埋法：血纤维不会引起抗体形成，且无毒。
在柠檬酸缓冲液中使酶和血纤蛋白原及凝血酶混合、便制得
血纤蛋白包埋的固定化酶。酶分子的氨基和血纤蛋白的
谷氨酰胺残基之间发生交联而将酶固定化。
e.大豆蛋白包埋法。含葡萄糖异构酶的链霉菌菌株与大豆蛋白
溶液混合，在60℃用碳酸镁处理使其凝结，过滤．制球，干
燥后用戊二醛和六甲叉二胺处理，硬化．从而制得固定化葡
萄糖异构酶。
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 (2)微囊化法  此法是将酶包埋于具有半透性聚合物膜的微囊
内。它使酶存在于类似细胞内的环境中，可以防止酶的脱落，
防止微囊外环境直接接触．从而增加了酶的稳定性．同时，小
分子底物能通过膜与酶作用，产物经扩散而输出。微囊一般直
径约1～100um，膜厚约100nm，膜上孔径约3.6nm，表面积
与体积之比极大，物质能很快达到平衡，能有效的包埋许多种
酶。同时、可用不同类型、不同浓度的酶、细胞提取物或细胞，
不同组成和含量的膜包裹组建成人工细胞.  因此，此法在医疗
上极为有用。例如固定化天门冬酰胺酶(治疗白血病)就是用这
种方法制成的微胶囊。微胶囊的制备方法有4种。
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①界面沉淀法。是利用某些高聚物在水相和有机相的界面上

溶解度极低而形成膜，
从而将酶包埋的方法。如，含有高浓度血红蛋白的酶溶液在
与水不互溶、沸点比水低的有机相中乳化，加入油溶性表面
活性剂，形成油包水的微滴，再将溶于有机溶剂的高聚物在
搅拌下加入乳化液中，然后加入一种不溶解高聚物的有机溶
剂．使高聚物在油一水界面上沉淀形成膜，最后移于水相，
从而制成固定化酶。作为高聚物有硝酸纤维素、聚苯乙烯和
聚甲基丙烯酸甲酯等。如“人造细胞”制备：25ml 10%％血
红蛋白水溶液(内含适当酶、

②界面聚合法。界面聚合法是将疏水性和亲水性单体在界面进
行聚合，形成半透膜,使酶包埋于半透膜微囊中。此法曾用来制
备Asn酶、脲酶等。制备方法一般是：将酶水溶液与亲水单体
(如乙二醇)用一种水不溶混的有机溶剂制成乳化液，再将溶于同
一有机溶剂疏水单体(如多异氰酸)溶液在搅拌下加入到上述乳化
液，便在乳化液中的水相和有机溶剂之间的界面发生聚合化 
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这样水相中酶便包埋在聚合体(聚脲)膜内。例如用含酶的
10％血红蛋白水溶液与己甲叉二胺的水溶液混合，立即在
1％Span85的氯仿-环已烷中分散乳化,加人癸二酰氯(有机
相)后，便在油-水界面发生聚合反应，弃除上清液，加入
Tween-20去乳化,洗除有机溶剂，除去未聚合单体后，转入
水相，制得固定化酶。
③液体干燥法。此法曾用乙基纤维素和聚苯乙烯包埋过氧

化氢酶、脂肪酶等。它是将一种聚合物溶于一种沸点比水
低，且与水不混溶的溶剂中．加入酶液后，加入油溶性表
面活性剂为乳化剂使之乳化。再把它分散于含有保护性胶
质如明胶、聚丙烯醇和表面活性剂的水溶液中，第二次乳
化.在不断搅拌下，低温真空除去有机溶剂，便得含酶微囊。
常用聚合体有乙基纤维素、聚苯乙烯、氯橡皮等，有机溶
剂有苯、环己烷和氯仿。
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④红血球包埋法。在高渗溶液中红细胞膨胀伸展后，细胞

内血红蛋白漏出，同时胞外蛋白也能扩散进红血球．再放
进等渗溶液中，红血球膜又回复至正常状态和透性，进入
的酶不会漏出来.

⑤脂质休包埋法。上述微囊法是一种半透性膜将酶包埋，近
年来采用双层脂质体形成极细球粒包埋酶。例如．将卵磷脂、
胆甾醇和二鲸腊磷酯按7：2：1溶于氯仿中．再加入酶液，
混合物在旋转蒸发器中，在氮气下32℃转动乳化，然后在室
温下保持2h，再在氮气气流中．4℃用音波处理10s，在室温
下保持2h，过Sepharose 6B柱，收集脂质体，离心分离脂质
体，所得球粒悬浮于缓冲液中，继续音波处理，并过
Sepharose 6B柱，可得含酶的微囊。这种微囊液膜当底物产
物穿过时、与膜的径无关．但与产物或底物对膜成分的溶解
度有关。
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1.2.3 共价键结合法
      共价键结合法是酶蛋白的侧链基团和载休表面上的功
能基团之间形成共价键而固定的方法。其优点是：酶与
载体结合牢固，酶不易脱落，但反应条件较激烈，酶易
失活，同时，制作手续亦较繁琐。
(1) 酶分子和载体连接的功能基团  从理论上讲，酶蛋白
上可供载体结合的功能基团有以下几种：
①酶蛋白N—端的M—氨基或赖氨酸残基的-氨基。②酶蛋
白C-端的羧基以及Asp残基的α-羧基和Glu残基γ-羧基。
③Cys残基的巯基。④Ser、Tyr、Thr残基的羟基。⑤Phe
和Tyr残基的苯环。⑥His残基的咪唑基。⑦Trp残基的吲

哚基。
      在实际中偶联最普遍的基团是：氨基、羧基以及苯环。
被偶联的基团还应是酶活性的非必需基团，否则将导致
酶失去活性。
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(2)载体的选择 
       载体直接关系到固定化酶的性质和形成。对载体的一
般要求是:
①一般亲水载体在蛋白质结合量和固定化酶活力及其稳定      

性上都优于疏水载体。
②载体结构疏松，表面积大，有一定的机械强度。
③载体必须有在温和条件与酶共价结合的功能基团。
④载休没有或很少有非专一性吸附。
⑤载体来源容易．便便．并能反复使用。

 (3)偶联反应  酶和载体的连接反应取决于载体上的功能基团和
酶分子上的非必需侧链基团，而且是在十分温和的pH、中等离
子强度和较低温的缓冲液中进行。现已有许多种偶联反应都能
制备固定化酶。这些方法在实际运用中经济意义起着决定性作
用，必须考虑到酶的偶联效率．固定化酶总活力，操作的简便
性以及载体与试剂的成本等因素。现介绍如下：
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①重氮法  是将带芳香族氨基的载体，先用NaNO2和稀盐
酸酸处理成重氮盐衍生物，再在中性偏碱(pH8—9)条件下
与酶蛋白发生偶联反应，得到固定化酶。
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      可能与酶蛋白中Tyr的酚基，His的咪唑基生成重氮衍生物，
在过量重氮盐存在下还可与酶蛋白的N—端氨基或Lys的ε氨基
形成双偶氮化合物。常用载体及其反应如下：

a.多糖类的芳香族氨基衍生物。我国独创的使用对-β-硫酸脂
乙砜基胺(ABSE—)多糖(纤维素，葡聚糖，文联琼脂糖，交联
琼脂及淀粉)属于此类载体。在碱性条件下用对—β—硫酸脂乙
砜基胺话化多糖，制得的醚键连接的乙砜基苯胺衍生物，经重
氮化后偶联酶：
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b.氮基酸共聚体。如L—Leu和对氨基—DL—苯丙氨酸共聚
物：待1mol/L的L—Leu和对氨基—DL—Phe的N—羧基酐的
苯溶液在少量水存在及室温下进行反应制成。共聚物与亚
硝酸作用转变为重氮盐，可供酶固定用。用此法制备的固
定化酶有蛋白酶、脲酶、核糖核酸酶等。
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c.聚丙烯酰胺衍生物。该类衍生物的商品名称为bio—Gel
或Enzacry。如EnzacryIAA是含有芳香氨基的聚丙烯酰胺
衍生物，经重氮化可固定酶。用此法制备的有氨基酰化酶，
淀粉酶等固定化酶。
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d.苯乙酰树脂。这是聚氨基苯乙烯(a)和一种异丁烯一间一
氨基苯乙烯(b)的共聚物，通过重氮化后可固定酶．如胃蛋
白酶、核糖核酸酶等。
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e.多孔玻璃的氨基硅烷衍生物。
      玻璃的化学改造物多孔玻璃在丙酮中与Y—氨基丙
基三氧乙烷硅回流加热，生成烷基胺玻璃:
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烷基氨玻璃用对硝基苯酚氯处理后，再还原，转变为芳香基衍
生物:
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此芳香基衍生物经重氮化后与酶结合．产生固定化酶。
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 ②芳香烃化反应  具有卤素取代的芳香环或含有卤素取代

的杂环的高聚物以及含有卤乙酰基的高聚物，可以通过烷
基化、芳香基化，在碱性条件下，与酶分子上的氨基、酚
基、巯基等反应，如：
   a.将纤维素在二恶烷(Diaxanc)-溴乙酸中与嗅乙酰溴反应，
形成溴乙酰纤维素，可供胰蛋白酶、糜蛋白酶和核糖核酸
酶之固定化：

常用载休有卤乙酰、卤异丁烯衍生物，如氯乙酰纤维素、溴
乙酰纤维索、碘乙酰纤维素等。
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b.纤维素等载体在碱性条件下和均三氯三嗪等反应，引
入活泼的卤素基后，能与酶的氨基、酚羟基、巯基反应，
产生固定化酶。

 与纤维素共价结合的另一类芳香烃化功能基是3-F-4，6-二硝
基苯。控制pH＜7，使它勺酶分子的氨基反应，产生固定化酶。
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c.四元缩合反应  利用四元化合物(羧酸、胺、醛和异氰酸)
发生缩合反应，形成N—取代的酰胺。在反应中，羧酸(R1)
和胺化合物(R2)形成酰胺键，醛(R3)和异氰酸(R4)结合形成
酰胺氮的侧链：
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      当选择适当条件，适当的载体及控制反应液中的添加物，
可以使连接键或通过酶的氨基或通过羧基，将酶固定并免除
有害反应。例如：在乙醛和小分子的3—(二甲氨基)—丙基异
氰酸存在下，用0.5mol/L HCl维持pH6.5，搅拌反应6h，用
带氨基的聚合物，可以与酶分子的羧基偶联。而带—COOH
的高聚物在醛和异氰酸存在下，可与酶分子的—NH2偶联。

 d.巯基—二硫基交换反应  带有—SH或二硫基的载体，通
过巯基—二硫基的交换反应，和酶分子上非必需巯基偶联。
若载体的功能基团为—SH时，可先用2，2’—二吡啶
二硫化物处理，生成的二硫基中间产物在酸性条件下能与
酶分子的巯基发生交换反应，从而产生固定化酶。
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此法通过小分子巯基化合物的运转，使载体可以再生：
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e.金属偶联法  利用某些过渡金属盐溶液将载体(纤维素、
尼龙、硼硅玻璃、滤纸及酵母细胞等)浸泡24h，洗除末反
应的金属盐后，制得的活化载体放入酶溶液中，即可
将酶固定化。如：

 f.缩合反应  一些带羧基或氨基的载体用羰二亚胺活化后，与
酶分子的氨基或羧基直接偶联，形成肽键，产生固定化酶。
—般在弱酸条件下(pH4.75—5)将酶、羰二亚胺、载体同时混
合，羰二亚胺与载体的羧基反应生成活泼的O—乙酰异脲衍
生物，与酶分子的氨基缩合成肽键或者重排为酰基脲。
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 例如以丙烯酰胺和丙烯酸共聚物为载体用缩合法制备固定
化胰蛋白酶。0.95g丙烯酸用3mol/L NaOH调pH6.5，加入
1.95g丙烯酰胺和0.1g N，N’—甲叉双丙烯酰胺，再加入
0.1mol/L pH6.5磷酸缓冲液，使体积为10m1，加入25mg过
硫酸铵和22ulN，N，N，N’，N’—四甲基乙二胺，抽真空除
气泡，4聚合30min，压挤成粒，搅拌下水洗．丙酮干燥备
用。 70g干胶在20m10.5mol/L HCl中搅拌30min，用水和 
O.1mol/L pH 6.5磷酸缓冲液洗涤后转至小烧杯，加入3.5ml 
0.1mol/L pH6．5磷酸缓冲液的8.75mg胶原蛋白酶后，搅拌
5min，接着加1—环己基—3—(2—吗啉乙基)—羰二亚胺甲
基—对甲苯磺酸，连续搅拌18h，洗涤后即为固定化酶。
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g.叠氮反应  带有羧基或羟基、羧甲基等的载体，首先
在酸性条件下用甲醇处理使之酯化，再用水合肼处理形
成酰肼，最后在HNO3作用下转变成叠氮衍生物。此衍生
物在低温下可与酶蛋白的羟基、酚基或巯基等反应，但
产物可用中性羟胺水解掉，使之仅与一NH2反应。
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 此法常用载体有羧甲基纤维素、CM—Sephadex、聚天冬氨
酸、BioGel.CM—100、乙烯—顺丁烯二酸酐共聚物、
Amberlite  IRC50等。叠氮法用途较广，举例如下：

 以CM一纤维素(CMC)叠氮衍生物为载体固定化胰蛋白酶。首
先，载体的酯化与肼解：CMC依次用水、乙醇和乙醚洗涤，干
燥后，悬于无水甲醇，在冰浴冷却下通入HCl气体，使之饱和。
室温下过夜，并重复此过程(甲酯化)。然后用甲醇、乙醚充分
洗涤，并空气干燥。将产物悬于甲醇中，加入80％水合肼，回
流1h。放置过夜，过滤，再用甲醇洗涤，干燥。其次为偶联：
1g CMC酰肼和150m1 2％HCl在冰浴中混合，搅拌下滴加9ml 
%3 NaNa2，冰水浴中搅拌20min。离心弃去上清液。沉淀用
150m1二氧氯环洗涤．再用150m1冷的蒸馏水洗涤二次，并且
悬于预冷的10ml 0.05mol/L pH8．7磷酸缓冲液的胰蛋白酶溶
液中，5℃搅拌反应2—3h，用HCl凋PH4，冷0.001mol/L HCl洗
三次，冷水洗一次，冻干，即为固定化酶。
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j.异硫氰酸反应  含有芳香氨基的载体，在碱性PH条件下，
与光气或硫芥子气反应．生成异硫氰酸或异琉氰酸衍生物，
可在温和条件下与酶分子的氨基连接，产生固定化酶。

      用含有酰基叠氮的载体在加热下与HClI反应，亦得到异
硫氰酸衍生物．亦可用于固定化酶。
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k.溴化氰—亚胺碳酸基反应  含有羟基的载体(如纤维素、葡
聚糖、琼脂等)在碱性条件下，载体的羟基与CNBr反应，生
成活泼的亚胺碳酸基，在弱碱条件下，可与酶分子的氨基
偶联，产生固定化酶。
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例如：用CNBr活化的琼脂糖固定化胰蛋白酶。将Sepharose 
4B用蒸馏水洗净，含0.1g干物质的湿胶加5ml水和4ml现配溴
化氰水溶液(25mg/m1)，搅拌下用2mol/LNaOH调pHll.0，
23—25℃反应6min，抽干立即用300ml 0.1mol/L NaHCO3洗
净, (5—8min内完成)。活化的载体用0.025mol/L pH10.2（含
0.02mol/L CaCl2）硼酸缓冲液液快速淋洗后，用5m1缓冲液
转入烧杯内加16mg结晶胰蛋白酶，搅拌4h，用0.1mol/L 
pH8.5硼酸缓冲液(内含1mol/L NaCl)洗涤后，复用pH4.1的醋
酸缓冲液洗涤，便制成了固定化胰蛋白酶。

 ⑩酰氯化反应  含羧基载体如羧基树脂(Amberlite IRC—
50等)，可用氯化亚砜处理，生成酰氯衍生物，与酶分子
的氨基偶联，产生固定化酶。
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 m．酸酐反应  乙烯或苯乙烯、甲代乙烯基与顺丁烯二酸
酐的共聚物，在己二胺作用下，酸酐与酶蛋白的氨基起偶
联反应，产生固定化酶。
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