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摘 要:酶的固定化技术能够在一定程度上提高酶的稳定性,且易于实现酶的循环利用,但在固定化过程中出现

的酶活损失问题,目前仍是酶工程领域的研究难点。本研究以嗜热毁丝菌 Myceliophthora
 

thermophila 来源的

甲酸脱氢酶为研究对象,采用分子伴侣共固定化技术,成功将该酶基于ZIF-8固定化过程的酶活损失从27.8%
降至2.4%。另外,研究结果还表明,分子伴侣的共固定化又进一步提高了固定化甲酸脱氢酶的热稳定性、贮存

稳定性和循环使用性能,使其在60
 

℃孵育0.5
 

h、4
 

℃贮存30
 

d和循环使用15次后的剩余活性分别提高了

18.7%、53.3%和23.1%。
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Abstract:
 

The
 

immobilization
 

of
 

enzymes
 

can
 

improve
 

their
 

stability
 

to
 

a
 

certain
 

extent
 

and
 

facilitate
 

their
 

recycling.
 

However,
 

the
 

issue
 

of
 

enzyme
 

activity
 

loss
 

during
 

immobilization
 

remains
 

a
 

research
 

challenge
 

in
 

the
 

field
 

of
 

enzyme
 

engineering.
 

Focusing
 

on
 

the
 

formate
 

dehydrogenase
 

from
 

Myceliophthora
 

thermophila
 

and
 

using
 

the
 

technology
 

of
 

molecular
 

chaperone
 

co-immobilization,
 

this
 

study
 

successfully
 

reduced
 

the
 

enzyme
 

activity
 

loss
 

based
 

on
 

ZIF-8
 

immobilization
 

process
 

from
 

27.8%
 

to
 

2.4%.
 

The
 

experimental
 

results
 

also
 

showed
 

that
 

the
 

co-immobilization
 

of
 

molecular
 

chaperone
 

further
 

improved
 

the
 

thermal
 

stability,
 

storage
 

stability,
 

and
 

reusability
 

of
 

immobilized
 

formate
 

dehydrogenase,
 

enabling
 

its
 

residual
 

activity
 

increased
 

by
 

18.7%,
 

53.3%,
 

and
 

23.1%
 

respectively
 

after
 

the
 

incubation
 

at
 

60
 

℃
 

for
 

0.5
 

h,
 

storage
 

at
 

4
 

℃
 

for
 

30
 

d,
 

and
 

15
 

cycles
 

of
 

use.
Key

 

words:
 

formate
 

dehydrogenase;
 

molecular
 

chaperone;
 

ZIF-8;
 

co-immobilization

自工业革命以来,火力发电、交通运输等行业排放了大量的二氧化碳,人类面临全球变暖、极端天气等

日趋严重的环境问题[1]。为了降低大气中的二氧化碳含量,人们开发了二氧化碳捕获、储存和利用等多种

技术。其中,生物酶催化二氧化碳制备高需求化学品(如甲醇)被认为是缓解二氧化碳累积和补充化石燃

料的“双重收益”过程,在国际上受到广泛关注[2]。
甲酸脱氢酶(formate

 

dehydrogenase,FDH)能够将二氧化碳还原为甲酸,而甲酸作为重要的氢能载

体和化工原料,可进一步转化为甲醇或直接用于燃料电池[3]。当前,利用甲酸脱氢酶催化二氧化碳制甲酸
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的工业应用受到该酶热稳定性差(50
 

℃时的半衰期<2
 

h)、pH耐受范围窄(7.0~9.0)等问题的严重制

约[4]。为了提高酶的热稳定性,人们通常采用固定化技术,即通过吸附、包埋或形成化学键等方式,将酶固

定在某些非水溶性载体上。该方法虽然能够在一定程度上提高酶的热稳定性,并实现酶的循环利用,但在

固定化过程中,酶的微观构象会发生改变,同时增加了底物、产物的传质阻力,最终表现为酶的活性损失。
如Bolivar等[5]曾利用交联法固定化甲酸脱氢酶用于催化二氧化碳还原制甲酸,结果发现:与游离酶相比,
固定化甲酸脱氢酶的活性损失高达87%。因此,如何解决酶在固定化过程中出现的活性损失问题,目前

仍是酶工程领域的研究难点。
分子伴侣是一类能够辅助蛋白质正确折叠和组装的蛋白质,广泛存在于原核和真核细胞中[6]。目前,

分子伴侣在酶工程领域主要用于提高蛋白质的表达水平和包涵体的复性效率等[7-8],但在降低固定化酶活

性损失方面的应用却鲜有报道。因此,本研究选择嗜热毁丝菌 Myceliophthora
 

thermophila 来源的甲酸

脱氢酶(简写为 MtFDH)作为研究对象[9],采用嗜热球菌Thermococcus
 

KS-1来源的分子伴侣(Thermo-
coccus

 

KS-1
 

chaperone,TKcpn)与该酶的共固定化技术[10],以降低 MtFDH在固定化过程中的活性损失,
并为其他酶的固定化提供科学依据。

1 实验材料及方法

1.1 甲酸脱氢酶和分子伴侣的制备

使用的甲酸脱氢酶和分子伴侣的基因分别来自嗜热毁丝菌Myceliophthora
 

thermophila[9]和嗜热球

菌Thermococcus
 

KS-1[10]。两个基因均由天津中合基因科技有限公司商业合成获得,并在大肠杆菌中分

别表达为含有组氨酸标签的蛋白质,然后利用亲和色谱进行分离纯化。蛋白质的表达和纯化过程可参见

课题组之前的工作[11]。纯化后的蛋白质经冷冻干燥后制成粉末样品,4
 

℃储存。

1.2 ZIF-8固定化酶的制备

ZIF-8是一种由Zn2+与2-甲基咪唑通过自组装形成的金属有机骨架材料,具有多孔网络结构和较高

的比表面积,故可作为酶的固定化载体。
甲酸脱氢酶的固定化采用Guo等[12]报道的共沉淀法,但对部分工艺参数进行了优化。具体过程为:

将0.367
 

g的醋酸锌和0.160
 

g的甲酸脱氢酶溶解于90
 

mL磷酸钠缓冲液(50
 

mM,pH
 

7.4)中,再向混合

溶液中滴加10
 

mL的2-甲基咪唑溶液(80
 

mM),25
 

℃搅拌4
 

h,以15
 

000
 

r/min离心15
 

min后,收集沉

淀。用超纯水洗涤沉淀物3次,最后进行冷冻干燥处理,所得粉末即为甲酸脱氢酶基于ZIF-8的单一固定

化酶(MtFDH@ZIF-8)。
甲酸脱氢酶与分子伴侣的共固定化,将上述制备过程中的甲酸脱氢酶换成甲酸脱氢酶和分子伴侣的

混合物(总质量仍为0.160
 

g,二者的质量比为3∶1),保持制备工艺不变,可制得甲酸脱氢酶与分子伴侣

基于ZIF-8的共固定化酶(MtFDH-TKcpn@ZIF-8),制备过程参见图
 

1。

图1 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的制备示意图

Fig.1 Preparation
 

schematic
 

diagram
 

of
 

MtFDH-TKcpn@ZIF-8

·99·
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  固定化率根据式(1)计算:

Y=
C0-C1

C0
×100%。 (1)

式中:Y 为固定化率,C0 是固定化前酶溶液的蛋白质浓度,C1 是固定化后离心所得上清液中剩余蛋白质

的浓度。C0 和C1 是以牛血清白蛋白为标准,采用Bradford法测定获得[13]。

1.3 ZIF-8和固定化酶的形貌结构表征

ZIF-8、单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的形貌、晶体结构及化

学组成分别采用日本 Hitachi
 

SU-8200型扫描电子显微镜(scanning
 

electron
 

microscope,
 

SEM)、荷兰

PANalytical
 

Empyrean
 

型X射线衍射仪(X-ray
 

diffraction,
 

XRD)和美国Nicolet
 

6700型傅里叶变换红

外光谱仪(Fourier
 

transform
 

infrared
 

spectroscopy,
 

FT-IR)进行表征。

1.4 甲酸脱氢酶的活性测定

游离甲酸脱氢酶的测活体系包括:1.5
 

mL的碳酸氢钠溶液(20
 

mM)、1.5
 

mL的Tris-HCl缓冲溶液

(50
 

mM,pH
 

7.4)、300
 

μL的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotinamide
 

adenine
 

dinucleotide,NADH)溶液

(5
 

mM)和200
 

μL的甲酸脱氢酶溶液(0.25
 

mg/mL)。25
 

℃反应10
 

min,利用紫外分光光度计(UV-2450
型,SHIMADZU,日本)记录340

 

nm处的吸光度变化。单位酶活的定义为:在25
 

℃、pH
 

7.4的反应条件

下,每分钟消耗1
 

μmol的NADH所需要的酶量。
固定化酶(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@ZIF-8)的活性测定方法与上述测活过程基本一致,只

需将游离酶更换为含有相同质量甲酸脱氢酶的固定化酶。

1.5 甲酸脱氢酶的酶学性质分析

为了考察分子伴侣的共固定化对甲酸脱氢酶性质的影响,对游离甲酸脱氢酶 MtFDH、单一固定化酶

MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的酶学性质进行分析和比较,这些性质包括最适

催化条件、热稳定性、贮存稳定性和循环使用性等。

1)
 

最适催化条件

根据1.4部分描述的酶活性测定方法,分别在20~70
 

℃和pH
 

3.0~12.0范围内,测定游离甲酸脱

氢酶和固定化甲酸脱氢酶(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@ZIF-8)的活性,将最高酶活设定为

100%,计算不同温度、pH条件下的相对活性。

2)
 

热稳定性和贮存稳定性

热稳定性的测定方法:先将酶溶液置于不同温度下(20~70
 

℃,间隔为5
 

℃)孵育0.5
 

h,然后测定样

品的活性,将未孵育样品的活性定义为100%,计算不同温度孵育后各样品的相对活性。
贮存稳定性的测定方法:将酶的冻干粉样品置于4

 

℃冰箱中贮存30
 

d,期间,每5
 

d测定一次样品的

活性,将初始样品的活性定义为100%,计算不同贮存时间后样品的相对活性。

3)
 

固定化酶的循环使用性

为了探究单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的可重复使用性,在
酶催化反应结束后,通过离心法(4

 

℃,10
 

000
 

r/min,离心15
 

min)将固定化酶从反应体系中分离出来,并
用Tris-HCl缓冲液(50

 

mM,pH
 

7.4)洗涤3次,再进行下一次的循环使用,共循环使用15次。将第1次

催化反应的活性设定为100%,
 

计算每次循环使用后的相对活性。

2 结果与讨论

2.1 甲酸脱氢酶和分子伴侣样品的SDS-PAGE电泳分析

为了检测制备的甲酸脱氢酶和分子伴侣的纯度,对二者进行了聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)分析,实验结果如图2(a)和图2(b)所示。图中,

M为标准蛋白 Marker;I和II分别为纯化后的甲酸脱氢酶 MtFDH和分子伴侣TKcpn。
由图2可见,纯化后的甲酸脱氢酶 MtFDH和分子伴侣TKcpn分别在

 

42.5
 

kDa和58.0
 

kDa附近出

现了明显条带,这与二者的理论分子量(42.0
 

kDa和59.06
 

kDa)基本一致[9-10]。另外,经过凝胶成像系统

·001·
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图2 甲酸脱氢酶和分子伴侣样品的SDS-PAGE结果

Fig.2 SDS-PAGE
 

results
 

of
 

formate
 

dehydrogenase
 

sample
 

and
 

molecular
 

chaperone
 

sample

分析 得 知,甲 酸 脱 氢 酶 MtFDH 和 分 子 伴 侣

TKcpn的纯度(即目标蛋白质条带的灰度占所有

蛋白 质 条 带 灰 度 的 百 分 比)分 别 为98.6%和

96.4%,满足后续实验的要求。

2.2 ZIF-8和固定化酶的形貌结构表征

1)
 

SEM分析结果
 

图3(a)和图3(b)分别是ZIF-8和甲酸脱氢

酶单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8的SEM 结果。
可以看出,合成的ZIF-8呈现六边形,直径约为

320
 

nm,这与文献[14]中报道的ZIF-8的典型特

征相符。而固定了甲酸脱氢酶之后的ZIF-8(即

MtFDH@ZIF-8),表面光滑,依然为六边形,但直

径却减小至约260
 

nm,这可能是受甲酸脱氢酶的

影响所致,文献[15]中也有类似现象的报道。另

外,由于共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的

SEM结果与图3(b)非常接近,因此不再重复给出。

图3 ZIF-8和 MtFDH@ZIF-8的SEM图像

Fig.3 SEM
 

images
 

of
 

ZIF-8
 

and
 

MtFDH@ZIF-8

  2)
 

XRD分析结果

为了检测ZIF-8、单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的晶体结构,
本研究对3种样品进行了XRD分析,实验结果如图4所示。图中的3条谱线都在7.36o、12.7o 和18o 处

出现ZIF-8的3个特征峰[15],且两种固定化酶(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@ZIF-8)的谱线与

ZIF-8的谱线没有显著差异。另外,通过活性测定得知,单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 Mt-
FDH-TKcpn@ZIF-8的比酶活分别为228.3

 

U/mg和308.6
 

U/mg。这些结果表明,基于ZIF-8制备的两

种固定化酶(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@ZIF-8)保持着ZIF-8晶体结构的完整性。

3)
 

FT-IR分析结果

为了进一步证实甲酸脱氢酶和分子伴侣被固定在ZIF-8中,对ZIF-8、单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8
和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8进行了FT-IR

 

分析,实验结果如图5所示。如图5所示,425
 

cm-1

的吸收峰归因于Zn N弯曲振动,600~900
 

cm-1 的吸收带是由芳香族的C H拉伸振动引起,900~
1

 

250
 

cm-1 的吸收带对应于C N键的拉伸振动,而1
 

350~1
 

500
 

cm-1 的谱带由甲基咪唑环的伸缩振

动引起[16]。此外,单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的FT-IR谱图在

·101·
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1
 

670
 

cm-1 处出现蛋白质的特征峰,属于C O伸缩振动[15]。
因此,上述所有表征结果均证实基于ZIF-8的两种固定化酶(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@

ZIF-8)制备成功。

图4 ZIF-8和固定化甲酸脱氢酶的XRD结果

Fig.4 XRD
 

patterns
 

of
 

ZIF-8
 

and
 

immobilized
 

MtFDHs

图5 ZIF-8和固定化甲酸脱氢酶的FT-IR结果

Fig.5 FT-IR
 

results
 

of
 

ZIF-8
 

and
 

immobilized
 

MtFDHs

2.3 甲酸脱氢酶的酶学性质分析

1)
 

最适催化条件

酶的最适催化条件包括最适pH和最适温度,因此分别在pH为3.0~12.0和20~70
 

℃范围内考察

了pH、温度对游离甲酸脱氢酶 MtFDH、单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@
ZIF-8活性的影响,结果如图6(a)和图6(b)所示。

图6 pH和温度对甲酸脱氢酶活性的影响

Fig.6 Effects
 

of
 

pH
 

and
 

temperature
 

on
 

the
 

activity
 

of
 

MtFDHs

  由图6可知,游离甲酸脱氢酶MtFDH的最适催化条件为pH
 

9.0和40
 

℃,而两种固定化甲酸脱氢酶

(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@ZIF-8)的最适催化条件为pH
 

10.0和50
 

℃,即与游离酶 MtFDH
相比,固定化甲酸脱氢酶的最适pH和最适温度分别提高了1个pH单位和10

 

℃。据文献[17]报道,二
氧化碳的吸收和转化利用大多在强碱性条件下(pH>9.0)进行。因此,固定化甲酸脱氢酶更有利于催化

二氧化碳转化制甲酸反应的进行;而且固定化甲酸脱氢酶最适温度的升高,同样有利于上述酶促反应在更

高温度和更快速率下进行。
此外,从图6中还可以发现两点:一是固定化甲酸脱氢酶在pH

 

3.0~12.0(不含pH
 

9.0)和高温条件
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邹赫凯等:甲酸脱氢酶和分子伴侣基于金属有机框架ZIF-8载体的共固定化研究

(50~70
 

℃)下的相对活性明显高于游离酶 MtFDH,使其使用范围更加宽广;二是分子伴侣的加入没有改

变固定化甲酸脱氢酶的最适催化条件,但使得共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的相对活性高于单一

固定化酶 MtFDH@ZIF-8。

2)
 

热稳定性和贮存稳定性

酶的热稳定性和贮存稳定性是影响其工业应用的两个重要性质,因此对甲酸脱氢酶的热稳定性和贮

存稳定性进行了考察,结果列于图7(a)和图7(b)。从图7(a)可以看出,随着孵育温度的升高,游离甲酸

脱氢酶 MtFDH和固定化甲酸脱氢酶(MtFDH@ZIF-8和 MtFDH-TKcpn@ZIF-8)的相对活性都逐渐降

低,这意味着部分酶已经发生了热变性[16]。但在同一孵育温度下,如60
 

℃时,单一固定化酶 MtFDH@
ZIF-8的相对活性为51.7%,该数值远高于游离甲酸脱氢酶 MtFDH 的相对活性(9.4%),这说明基于

ZIF-8的固定化提高了甲酸脱氢酶的热稳定性。另外,与单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8相比,分子伴侣

TKcpn的加入又使得共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的热稳定性获得进一步提高,使其在60
 

℃孵育

0.5
 

h后的相对活性高达70.4%,比单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8又提高了18.7%,这可能是因为分子

伴侣TKcpn对该酶的热变性具有一定的抑制作用[10]。

图7 甲酸脱氢酶的热稳定性和贮存稳定性实验结果

Fig.7 Experimental
 

results
 

on
 

thermal
 

stability
 

and
 

storage
 

stability
 

of
 

MtFDHs

  由图7(b)可以看出,随着贮存时间的延长,游离甲酸脱氢酶 MtFDH和单一固定化酶 MtFDH@ZIF-
8的相对活性都呈现出明显的下降趋势,而共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的相对活性则下降非常缓

慢。例如,在4
 

℃贮存30
 

d后,游离甲酸脱氢酶完全失活,单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8的相对活性仅

为32.5%,而共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的相对活性仍高达85.8%。这些结果同样说明,基于

ZIF-8的固定化提高了甲酸脱氢酶的贮存稳定性,而分子伴侣TKcpn的加入,又进一步提高了共固定化

酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的贮存稳定性。另外,针对共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8进行了长达半

年的贮存实验,结果发现,在4
 

℃贮存6个月之后,其相对活性依然能够达到47%左右,表现出优异的贮

存稳定性。

3)
 

固定化酶的循环使用性

相对于游离酶而言,固定化酶的主要优点在于其可多次循环使用,这也是工业上用酶的重要参考因素

之一[5]。因此,本研究考察了单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8和共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的循

环使用性,实验结果如图8所示。可以看出,随着循环使用次数的增加,两种固定化甲酸脱氢酶的相对活

性逐渐下降,但共固定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8相对活性的下降幅度明显小于单一固定化酶 MtFDH
@ZIF-8。例如,在循环使用15次后,单一固定化酶 MtFDH@ZIF-8的相对活性损失了46.9%,而共固定

化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的相对活性仅损失了23.8%,这同样是因为分子伴侣TKcpn对甲酸脱氢酶

的稳定作用[10]。
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图8 循环使用次数对甲酸脱氢酶活性的影响

Fig.8 Effect
 

of
 

cycle
 

usage
 

on
 

the
 

activity
 

of
 

immobilized
 

MtFDHs

2.4 甲酸脱氢酶固定化前后的性质比较

为了更为直观地展示基于ZIF-8的固定化、
与分子伴侣TKcpn的共固定化对甲酸脱氢酶性

质的影响,将游离甲酸脱氢酶 MtFDH、单一固定

化酶 MtFDH@ZIF-8和 共 固 定 化 酶 MtFDH-
TKcpn@ZIF-8的性质汇总于表1。

从表1的比酶活数据变化可以看出,甲酸脱

氢酶 MtFDH 经ZIF-8固定化之后,比酶活损失

了约27.8%,而该酶与分子伴侣 TKcpn共固定

化之后,比酶活的损失仅为2.4%,与游离酶非常

接近。另外,由于固定化过程的工艺参数(含蛋白

质总浓度)保持不变,也使得计算出的两种固定化

过程(甲酸脱氢酶的单一固定化和甲酸脱氢酶与

分子伴侣的共固定化)的固定化率基本相同,约为

78.5%。更为重要的是,在甲酸脱氢酶 MtFDH固定化过程中加入分子伴侣TKcpn,可以使共固定化酶

MtFDH-TKcpn@ZIF-8的热稳定性、贮存稳定性和循环使用性都获得较大幅度的改善,这对该酶的工业

化应用极为有利。另外,与Lin等[18]采用氧化石墨烯固定化甲酸脱氢酶的结果相比,本研究制备的共固

定化酶 MtFDH-TKcpn@ZIF-8的热稳定性、贮存稳定性和循环使用性更是高出至少52%,同样说明酶与

分子伴侣共固定化的显著优点。

表1 不同状态下甲酸脱氢酶的性质比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

the
 

properties
 

of
 

formate
 

dehydrogenase
 

in
 

different
 

states

性质 MtFDH MtFDH@ZIF-8 MtFDH-TKcpn@ZIF-8 文献[18]中的固定化FDH
 d

最适pH 9.0 10.0 10.0 10.0

最适温度/℃ 40 50 50 60

比酶活/(U/mg) 316.2 228.3 308.6 -

固定化率/% - 78.3 78.5 -

60
 

℃孵育0.5
 

h后的相对活性a/% 9.4 51.7 70.4 18.2

贮存20
 

d后的相对活性b/% 20.1 64.3 88.5 24.9

循环使用8次后的相对活性c/% - 61.7 86.4 27.3

  注:a—将未经过孵育处理的酶样品的活性定义为100%;b—将开始贮存的酶样品的活性定义为100%;c—将第1次使用时的酶样品的

活性定义为100%;d—固定化载体为氧化石墨烯。

3 结论

采用共沉淀法制备了基于ZIF-8的固定化甲酸脱氢酶,并重点研究了分子伴侣TKcpn的加入对该固

定化酶性质的影响。SEM、XRD和FT-IR分析结果表明,两种固定化甲酸脱氢酶(MtFDH@ZIF-8和

MtFDH-TKcpn@ZIF-8)制备成功。酶学性质分析结果表明,分子伴侣TKcpn的加入没有改变固定化甲

酸脱氢酶 MtFDH@ZIF-8的最适催化条件,反而使其酶活损失从27.8%降低至2.4%。另外,分子伴侣

TKcpn的加入还大幅度提高了固定化甲酸脱氢酶 MtFDH@ZIF-8的热稳定性、贮存稳定性和循环使用

性,使其在60
 

℃孵育0.5
 

h后、4
 

℃贮存30
 

d后和循环使用15次后的相对活性分别提高了18.7%、

53.3%和23.1%。这些酶学性质的改善说明,分子伴侣与酶的共固定化是解决固定化酶的活性损失和进

一步提高其稳定性的可靠方法。
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