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摘要 酶电极生物传感器具有灵敏、高效、特异性强以及器型小巧等特点，在生命科学研究、疾病诊断和监控等领域展现

出广阔的应用前景，酶的固定化是决定酶电极生物传感器性能（稳定性、灵敏性、重现性）的关键步骤，通过随机固定化

（物理吸附、共价交联等）容易引起酶活力下降、固定化稳定性低等问题，而利用氨基酸残基突变、亲和肽融合以及核苷酸

特异结合等优化酶分子空间取向，为解决随机固定化问题提供了新的可能。本文对基于定点突变引入带有官能团的特定氨

基酸（赖氨酸、组氨酸、半胱氨酸、非天然氨基酸）、通过基因工程融合亲和肽（金结合肽、碳材料结合肽、碳水化合物结

合结构域）及利用核苷酸与目标酶（蛋白质）之间的特异性结合等策略来实现酶分子传感元件定向固定化的原理、优缺点

以及在酶电极生物传感器上的应用进展进行了系统综述，并对多种传感界面固定化酶表征技术的应用领域、各方法的优点

和应用局限性进行了探讨，以期为高性能酶传感元件创制及酶电极传感器的制造提供理论和技术指导。
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随着物联网、大数据、大健康从概念走向实

施，合成生物学、人工智能、纳米技术等新兴学科

领域的发展与融合，生物传感器（biosensor）进入

一个新的蓬勃发展阶段，特别是以固定化酶为基础

的电流型生物传感器发展迅速［1］。酶电极生物传

感器以其分析速度快、反应特异性强、仪器操作简

单等特点在生命科学研究、疾病诊断和监控、生物

过程控制、农业与食品安全、环境质量监控等领域

展现出广阔的应用前景。酶分子的固定化是酶生物

传感器构建的重要步骤之一，涉及酶分子和传感界

面两个方面［2］。生物活性酶分子具有特定三维空

间结构，其活性中心需要保持特定取向才可以快速

结合、催化底物并完成系列电子传递，在传感界面

上酶分子的固定化不同于酶分子在普通固体界面的

固定化，其电催化效率取决于酶分子与催化底物

间、酶分子内以及酶分子与界面间电子传递效

率［3-4］。因此，酶电极生物传感器的灵敏度、响应时

间、稳定性和重现性都高度依赖于固定化酶技术。

传统上，酶分子通常通过疏水相互作用和/或

范德华力、静电力的物理吸附固定在载体表面，虽

然这种吸附法具有操作简单、成本低的优势，但固

定相对不稳定、容易解吸附且不可控，非特异性物

理吸附通常会导致高背景信号，从而进一步降低灵

敏度或导致错误阳性结果。共价交联法是另外一种

比较流行的固定化方法，酶分子之间通过共价键交

联形成三维酶复合物，例如酶分子中赖氨酸残基的

游离氨基与戊二醛（GTA）等试剂的醛基反应形成

Schiff碱使酶分子交联。由于酶之间的高强度和稳

定的结合，交联固定方法可以使酶分子有效、牢固

的发挥作用。然而，交联试剂的使用如GTA可因

共价成键引起的酶的严重修饰而导致活性丧

失［5-6］。包埋法是将酶和聚合物进行混合，将酶分

子包裹在聚合物中，聚合物提供了底物和产物自由

扩散的空间。此方法不是将酶直接共价结合固定，

因此操作简单、反应条件温和，酶活保持率较高。

但这种方法的缺点是凝胶基质可干扰底物向酶     

活性部位的深层扩散，且对酶的负载能力较低         
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（图 1a~c）。酶分子通过这些随机固定方法常导致

酶分子活性中心隐藏或不能正确取向，酶活力损失

明显且不同元件酶活损失大小无法统一控制，因而

传感器的稳定性、灵敏度等性能受到严重影响［7-8］。

综上可知，酶的固定化是决定酶电极生物传感

器性能（稳定性、灵敏性、重现性）的关键步骤，

通过随机固定化（物理吸附、共价交联等）容易引

起酶活力下降、固定化稳定性低等问题。本文通过

对目前文献报道的多种酶分子定向固定化策略（基

于氨基酸、亲和肽及核苷酸的固定化，图1d~f）的

原理、优缺点以及在酶电极生物传感器上的应用进

展系统综述并结合研究团队在酶固定方式与传感器

性能的对比评述，认为通过酶与传感界面的一体化

设计可通过非功能位点实现酶在传感界面的定向、

可控固定，控制酶分子空间取向可使酶分子之间、

酶与传感界面间有一个可控的距离，避免酶分子叠

加聚集在表面，最大程度地克服酶失活和活性中心

隐藏的问题，从而提高酶与电极间的电子传递效

率。本文将为高性能酶电极传感器的制造提供理论

和技术指导。

1　酶定向固定策略

1.1　基于氨基酸残基的定向固定

控制酶分子空间取向的最简单、最通用的方法

是对酶进行定点诱变，将带有官能团的特定氨基酸

残基引入酶分子表面，使其可以与传感界面载体基

质定向结合实现固定。最常见的连接方式是共价连

接，酶上引入的酶活性非必需的官能团，如氨基、

羧基、酚基、巯基、硫醇基、咪唑基、吲哚基和羟

基，可以与载体形成共价键，此种连接提供了强结

Fig. 1　Advantages and disadvantages of random and directed immobilization of enzyme molecules
图1　酶分子随机固定化和定向固定化的优缺点
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合，因此酶从载体基质中脱落的可能性较小。此

外，组氨酸残基（His）可与特定的金属界面通过

亲和作用实现定向连接。

1.1.1　基于赖氨酸残基的定向固定

胺基是蛋白质中用于共价固定的最常见基团，

这些基团存在于大多数蛋白质中，通常位于蛋白质

表面，在没有任何活化的情况下，可与载体上的大

多数基团如：醛基、环氧基、溴化氰基、甲苯磺基

等交联。赖氨酸包含一个α氨基（—NH2）、一个α

羧酸基（—COOH）和一个侧链（（CH2）4NH2，ε-

氨基），具有丰富的胺基基团。如果在酶分子表面

本身赖氨酸较为丰富的特定区域进一步引入赖氨酸

残基，酶分子可通过这个区域定向结合至带有活性

基团的传感界面（图2a）。Guisan研究团队［9］将来

源于大肠杆菌的青霉素G酰基化酶表面已经富含赖

氨酸残基的区域通过基因工程手段引入了3个赖氨

酸残基，总体外部赖氨酸的数量没有显著改变（约

10%），这些突变没有改变可溶性酶的稳定性或动

力学性质，然而，与野生型酶相比，突变酶的固定

化比率增加了 10倍以上。这一发现证实了固定主

要是通过赖氨酸残基引入的区域进行的。同时，固

定的突变酶在热或共溶剂诱导的失活中显示出更好

的稳定性。Ryan等［10］也用相似的策略对辣根过氧

化物酶（HRP）进行了定向固定化，通过替换位于

活性中心另一侧的 Arg118、Arg159 和 Arg283 为

Lys，与膜进行固定后，使其活性中心朝向溶液。

并且与野生型酶固定化后保留活性 50% 相比，定

向固定突变酶分子的固定化保留酶活性可达 86%。

但由突变引起的酶的不稳定性需要进一步深入

研究。

因此，赖氨酸残基的增加可以实现定点固定

化，并提高最终固定化酶的稳定性或催化性能。然

而，这种策略需要在一个特定的区域进行若干个氨

基酸的替换。此外，这种策略可能对表面区域缺乏

赖氨酸残基的蛋白质的固定没有用处，因为它需要

减少其他富含赖氨酸区域的赖氨酸数量，并在需要

的区域引入大量赖氨酸。因此，这种方法虽然很有

用，但普适性不高。

1.1.2　基于组氨酸残基的定向固定

His因尺寸小，通常不会干扰蛋白质的结构和

功能，而且会与特定的金属离子 （Ni2+、Co2+、

Cu2+、Zn2+、Mn2+和 Fe3+等）结合等性能，通常被

用于将蛋白质定向固定在金属螯合物（IMAC）或

金属载体上［11］。野生型酶分子只能通过固定界面

上的几个螯合基团与分散在蛋白质表面的几个基团

之间的相互作用而固定在 IMAC载体上。然而，融

合聚His标签的蛋白质可通过标签的两个His基团

与载体中的一个基团相互作用来实现定点固定［12］。

这种固定是可逆的，在加入竞争性配体（如咪唑或

His）或通过EDTA络合去除金属离子时可进行解

吸附，这种可逆性已经在酶纯化和生物传感器或生

物催化剂中酶失活后昂贵载体的再利用中得到了

利用。

例如，研究者开发了一种用于检测有机磷杀虫

剂的生物传感器，其基础是将融合6×His标签的乙

酰胆碱酯酶定向固定在氮三乙酸金属离子电极上。

6×His位于将野生型酶锚定到细胞质膜上的糖脂链

处，以保持酶的构象和活性。该生物传感器的灵敏

度、线性范围和响应时间与基于聚合物包埋的生物

传感器无显著差异，但可能由于没有扩散障碍，此

种传感器对氧磷、敌敌畏和毒死蜱乙氧磷的检测水

平分别为 4.1×10-9、0.5×10-9和 0.1×10-9，其检测限

较低［13］。

HRP 是另一种常用于生物传感器的酶。电极

吸附野生型HRP的直接电化学还原效率不高，这

可能是由于糖基化天然酶的活性位点距离表面的距

离较长和/或酶分子空间取向不正确导致的。使用

含有 6×His标签的非糖基化重组HRP，通过His能

额外增加酶与金之间的结合相互作用强度，使

HRP 固定到金电极上。加速了电子转移动力学，

提高了金电极对过氧化氢的敏感性，比天然 HRP

修饰的电极稳态电流高出 10 倍［14］，这可能是由

于：一方面，HRP 的去糖基化减少了活性位点与

电极之间的电子传递距离，另一方面，通过6×His

标签的固定可能使酶定位在一个最优的构象中进行

电子转移，并且由于酶与金的结合强度更高，因此

传感器的稳定性也得到提升（图2b）。利用这一策

略进行定向固定化还有许多其他的例子，例如铁氧

化还原蛋白：烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸还原酶、

人类脑红蛋白、漆酶、纤维素酶、萤火虫荧光素

酶、RNA聚合酶和D-木糖异构酶等。

1.1.3　基于半胱氨酸残基的定向固定

通过定点突变的方法将半胱氨酸（Cys）残基

引入酶表面是控制酶取向最简单和最通用的方法。

Cys侧链上的具有硫醇基团，它可以附着在硫醇反

应性表面（金或二硫键活化的载体）。如果野生型

酶表面具有一些Cys，则需要先由丝氨酸或苏氨酸

替换这些残基。利用金作为固定表面，其固定是由
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Cys 巯基 （sulfhydryl group，SH）（尽管卤素、羟

醛功能也可能涉及）和金表面之间的结合实现的。

其主要优点是操作简单、反应条件温和和结合牢

固。而使用二硫键激活的载体，固定是通过硫基-

二硫键交换产生的，并且只有 Cys 中的 SH 会

参与［15］。

例如，研究者通过定点突变将 Cys 引入不含

Cys的枯草溶菌素（subtilisin）中，并选取离活性

中心最远的丝氨酸残基作为引入Cys的突变位点，

这一突变对枯草溶菌素的结构和功能没有影响，利

用这个单一的Cys残基进行突变酶的固定，由于此

种位点特异性固定的枯草溶菌素活性位点远离聚氯

乙烯（polyvinyl chloride，PVC）-二氧化硅膜界面，

因此与常规固定化相比，其活性回收率从 48% 增

加到 83%［16］。同时，Al-Lolage 等［17］通过定点突

变在蛋白质表面的特定位置引入Cys，并用马来酰

亚胺基团对碳纳米管电极进行共价修饰，通过游离

硫醇基团和附着在电极表面的马来酰亚胺基团之间

的反应来固定突变酶。以纤维素二糖脱氢酶

（CDH）为模型体系，经过测试，物理吸附MtCDH

的催化电流明显低于共价固定 CDH 的催化电流，

催化电流低80%，突变酶表现出高催化电流。

此外，Cys残基被引入酶序列中可使酶在金表

面形成自组装的单层。研究显示含有 1或 2个额外

Cys残基的 6种重组单体超氧化物歧化酶突变体可

在金电极上自组装［18］。这种酶与金电极的一步固

定法，不仅简化了生物传感器的结构，而且提供了

更可靠的结果。与传统的细胞色素 C 单层电极相

比，该生物传感器对超氧自由基显示出更高的灵

敏度。

高数量的Cys残基参与蛋白质与载体的相互作

用，可实现更强的固定，减少酶脱落。Kalaji等［19］

经过基因工程改造，将硝基还原酶（NTR）的N端

引入6个Cys序列，能够在金电极表面形成强硫醇

键，而不会损失酶活性。该技术被用于开发一种安

培生物传感器，检测含硝基芳香族化合物的爆炸

物，检测水平可降至万亿分之一（图2c）。

一般来说，将蛋白质表面的一个氨基酸替换为

Cys对酶结构功能的影响可以忽略不计，可以引入

到酶的任何区域，并且基于二硫键-硫醇作用原理

可以实现对蛋白质的完全定点固定。因此，通过

Cys的定向固定可能是最有前途的一种控制酶固定

取向的策略。

1.1.4　基于非天然氨基酸的定向固定

近年来，酶工程取得了巨大进步，但传统的酶

工程利用 20种天然氨基酸来改变和改善蛋白质的

功能特性，例如稳定性和活性［20］，随着遗传密码

工程 （genetic code engineering，GCE） 技术的进

步，200多种非天然氨基酸（ncAA）得到翻译并被

纳入蛋白质的遗传密码［21］。Wolfenden 等［22-23］基

于遗传密码扩展开发了一种理想的蛋白质生物正交

连接，他们利用GCE技术分别将吡咯啉-醌依赖性

葡萄糖脱氢酶（PQQ-GDH）的三个目标位置替换

成四嗪氨基酸（Tet2.0），并将Tet-蛋白质与连接到

反式环烯（sTCOs）的标签反应，这三个位置包括

125位点、231位点、323位点。后经测试发现，不

同位点显示出不同的活性（323位点6.6 mg/L、125

位点6.2 mg/L、231位点5.8 mg/L）。这种反应的主

要特点是：a. 可以加入到蛋白质表面的任何位置，

控制酶活性位点取向；b. 在活细胞内具有高度选择

性，只与对应的配体反应；c. 生物反应速率常数

高，在几秒到几分钟内就可以完成标记。基于这种

反应，研究者将非天然氨基酸掺入到蛋白质中并实

现蛋白质的定向固定（图2d）。

Smith等［24］将非天然氨基酸P-炔丙基-L-苯丙

氨酸加入到绿色荧光蛋白 （GFP） 的特定位置

（pPaGFP），修饰后的GFP通过共价连接至磁珠上，

在多种恶劣反应条件下，与游离蛋白质相比，固定

化的 pPaGFP表现出更好的稳定性、持久性和保留

活性，在四次冻融循环实验中固定化 pPaGFP的酶

活性变化不大，游离酶的活性下降 68%。在尿酸/

热孵育实验中固定化的 pPaGFP 的酶活性下降

17%，游离酶的活性下降97%。

1.2　基于融合多肽的定向固定

多肽是由天然或合成的氨基酸通过肽键连接形

成的长度比蛋白质短的聚合物，通过表达和偶联重

组融合多肽来固定蛋白质已经成为一种控制蛋白质

取向的非常具有吸引力的方法，它不仅使蛋白质空

间取向更加明确而且可灵活微调蛋白质的共轭拓扑

结构。目前已发现多种具有不同长度和亲和力的多

肽可用于各种材料的结合，如金结合肽、纤维素结

合结构域、碳纳米管等碳材料结合肽等。下面将对

这几种多肽的序列结构特点、结合原理以及在传感

器中的应用进行详细论述（图3）。

1.2.1　金结合肽

金单质电极是最普遍的电化学生物传感器基板

材料之一，其化学性质稳定，具有良好耐腐蚀性、
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导电性和生物相容性，又因其具有良好的延展性，

故可以轻松的覆盖至电极表面。在金单质表面表现

出一系列的结合亲和力和吸附动力的金结合肽就成

为酶定向固定到金电极上的重要手段之一。通过上

文可知，Cys结构中的硫醇基可通过共价键与金结

合。随着基因工程技术的发展，越来越多具有金结

合能力的多肽被发现，最初，金结合肽是由

Brown［25］于 1997 年通过细胞展示技术筛选获得，

它 含 有 14 个 氨 基 酸 残 基 ， 命 名 为 GBP1

（MHGKTQATSGTIQS，pI=8.25，净电荷+1）［26］。

随 后 多 种 金 结 合 肽 ， 包 括 AuBP1

（WAGAKRLVLRRE， pI=11.71，净电荷 +3）［27］、

AuBP2 （WALRRSIRRQSY， pI=12， 净 电 荷

+4）［28］、A3 （AYSSGAPPMPPF，pI=6.09，净电荷

0）［29］、GBP （LKAHLPPSRLPS，pI=11，净电荷

+2）［30］被相继报道。

尽管GBP不含Cys，但它可与金通过非共价相

互作用谱引起从微到亚纳摩尔范围内的宏观解离常

数变化，从而介导产生高亲和作用力。这种亲和力

的大小与多种因素相关，一方面与氨基酸的种类相

关，如高结合能力的肽段中精氨酸、丝氨酸、苏氨

酸、酪氨酸等氨基酸的比例较高，另一方面与肽的

Fig. 2　Diagram of the directed fixation pattern based on four amino acid residues
图2　基于4种氨基酸残基的定向固定模式图

（a）赖氨酸残基：葡萄糖氧化酶（GOD）通过在C端用聚赖氨酸链进行了基因修饰，进而固定到电子转移介体二茂铁甲酸上。（b） His标

签：酶被组氨酸（His）残基修饰，以固定在特定的金属离子上，如Ni2+、Co2+、Cu2+、Zn2+、Mn2+和Fe3+，以及供电子基团。（c）半胱氨酸

残基或半胱氨酸标签：二聚体NTR通过N端Cys6标签固定在金表面。（d）非天然氨基酸固定：通过四嗪氨基酸（Tet2.0）修饰将吡咯啉-醌

依赖性葡萄糖脱氢酶固定在碳纳米管电极表面。
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高级结构相关，如AuBP2具有延长的螺旋聚脯氨

酸 II 型 （PPII） 构 象 ， 在 金 上 的 吸 附 自 由 能

（ΔGads） 约为-9.0 kcal/mol。通过在肽段两侧添加

Cys形成二硫键桥，该肽从线性形式转化为环状形

式，干扰了PPII结构的形成，产生随机构象，从而

增加了与金的结合亲和力；此外，金表面晶体结构

对结合力大小也有重要影响，Braun 等［31］ 发现

AuBP1 对 Au （111）的亲和力高于 Au （100），分

子动力学 （molecular dynamics，MD） 模拟显示，

与Au （111）的结合是由肽的 12个残基中的 10个

介导的，但只有 4 个氨基酸与 Au （100） 表面接

触。此外，吸附到Au（100）表面的多肽平均排出

（5±8）个水分子，而Au（111）平均排出（35±10）

个水分子，表明界面水合层强度调节了多肽的间接

结合机制。

利用基因工程技术表达含有金结合多肽的融合

蛋白是实现敏感膜关键器件制备的一种方法［32］。

Lee 等［33］ 利用金结合肽 （MHGKTQATSGTIQS）

构建融合蛋白，开发了一种将蛋白质固定在金表面

的有效策略。利用来自洋葱伯克霍尔德菌的金结合

肽（GBP）融合黄素腺嘌呤二核苷酸依赖性葡萄糖

脱氢酶（FAD-GDH），并通过GBP将FAD-GDH固

定在金工作电极上，开发出设计紧凑、传感能力良

好的生物传感系统。FAD-GDH 融合 GBP （GDH-

GBP）后，其在金表面的结合亲和力显著提高，并

在 30℃条件下在金表面形成了均匀的单层，在 3~

30 mmol/L线性范围内显示出1.33 μA·L·mmol-1·cm-2

的高灵敏度，并对干扰物具有良好的抵抗力。在贮

存稳定性评价中，GDH-GBP/Au 的电流响应可保

持1个月以上。

1.2.2　碳材料结合肽

碳纳米管（CNTs）、氧化石墨烯（GO）、还原

氧化石墨烯（rGO）和石墨烯量子点（GQDs）等

碳基材料由于其制备过程简单、背景电流低、表面

再生能力强和成本低等优点［34］，被广泛用于生物

传感器的构建。自2000年一种针对富勒烯C60的单

克隆抗体被发现，并且被证明与碳纳米管有一定的

选择性结合以来，多种与石墨、CNTs 和 GO 具有

高度特异性结合能力的多肽被筛选报道 （表 1），

这也为开发基于碳材料的传感器开辟了新的

途径［35］。

石墨烯具有比表面积高、电子传递速率快、室

温下电子和热导率高、良好的生物相容性、高机械

强度和高弹性等特性，使其成为电化学和生物传感

应用非常有前景的材料，然而，由于缺乏官能团和

已建立的自组装单层化学物质，石墨烯与生物分子

的功能化很难实现。石墨烯的共价功能化会导致其

结构的破坏和电子性能的丧失，因此石墨烯结合肽

介导的生物活性肽基序与石墨烯的非共价生物偶联

在传感器中的应用非常有吸引力。通过基序设计，

多肽具有易于修饰、与石墨烯表面强结合且具有自

组装的特点，可形成石墨烯 -肽单层 （石墨烯

-PM）、石墨烯-肽超结构（石墨烯-PS，如纳米原

纤 维 （PNFs）、 纳 米 线 （PNWs） 和 纳 米 管

（PNTs））和石墨烯-肽-纳米颗粒（NPs）复合材

料，这介导了用于各种生物传感器的新型石墨烯基

纳米材料的发展。研究者将石墨烯结合肽（GrBP）

与抗菌肽（AMP）融合形成一种双功能肽，GrBP

端固定到印刷有石墨烯的水溶性丝的薄膜上，

AMP端可识别和结合病原菌，如金黄色葡萄球菌

和幽门螺杆菌，这种丝状薄膜传感器很容易转移到

各种表面、具有优异抗机械应力性能且检测限可达

1个细菌/µl［36］。So等［37］结合动力学模拟和实验的

方法研究了石墨烯（石墨）结合肽序列（GrBP5-

WT） IMVTESSDYSSY 以 及 它 的 突 变 体 ， M1

（IMVTESSDASSA）、 M2 （IMVTESSDWSSW）、

M3 （IMVTESSDFSSF）、M4 （TQSTESSDYSSY）

和 M5 （LIATESSDYSSY） 的吸附和表面自组装，

结果显示，肽链在石墨烯表面的聚集是疏水和亲水
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Fig. 3　Fusing a gold-binding peptide, a cellulose-binding 
structural domain, or a carbon nanotube-binding peptide, 

enables the enzyme to form directed binding to gold, 
cellulose, and carbon nanotubes, respectively

图3　融合金结合肽、纤维素结合结构域或碳纳米管结合肽

的酶，能够分别与金、纤维素和碳纳米管形成定向结合
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亚域之间的氢键和电荷-电荷相互作用的结果，而

不是之前提出的疏水-疏水亚域相互作用。此外，

Kim 等［38］ 发 现 ， 石 墨 烯 结 合 多 肽 （GBP，

EPLQLKM） 和 碳 纳 米 管 结 合 多 肽 （CBP，

HSSYWYAFNNKT） 与石墨烯边缘和面的结合具

有偏好性，GBP通过带负电荷的谷氨酸（E）残基

吸引到石墨烯边缘的氢末端，而CBP将其芳香氨

基酸残基（-H-Y-W-Y-F-）扩展到最大限度以增加

与石墨烯平面的π-π相互作用。

自 1991 年 Ijima［39］ 报道了碳纳米管 （CNTs）

的制备以来，碳纳米管引起了科学界的极大关注。

从 广 义 上 讲 ， 它 们 可 以 分 为 单 壁 碳 纳 米 管

（SWNT）和多壁碳纳米管（MWNT）。CNTs具有

高刚度、高强度以及金属或半导体导电性和导热

性，在近红外区域表现出光致发光，使其成为应用

于生物传感的合适候选材料。CNTs通常具有较高

的表面能和疏水性，因此，碳纳米管的共价或非共

价功能化通常是生物医学应用所必需的。但值得注

意的是，共价功能化并不能保证碳纳米管的结构均

匀性，基于碳纳米管结合肽的非共价功能化为碳纳

米管的加工和操作提供了新的途径。Wang 等［40］

利用噬菌体展示来鉴定对碳纳米管具有选择性亲和

力的肽。通过证明直接附着在碳纳米管微球上的噬

菌体和游离肽，证实了其结合特异性。

肽与碳纳米管的结合亲和力随着芳香族残基含

量的增加而增加。此外，在芳香族残基中，与具有

苯丙氨酸（Phe，F）或酪氨酸（Tyr，Y）残基的

肽相比，含有色氨酸（Trp，W）残基的肽对碳纳

米管具有更高的结合亲和力。Xie等［41］研究显示，

在测试的三种芳香氨基酸（W、F、Y）中，含有

W的序列对碳纳米管的亲和力最大，而 Y 对单壁

碳纳米管选择性更高，F 对碳纳米管的亲和力最

低。并且肽序列中大的芳香族残基之间的空间位阻

对肽与纳米管的结合具有负面影响。此外，与不结

合的对照相比，结合肽序列的折叠更灵活，其中一

些结合肽具有对称洗涤剂的疏水结构——中间疏

水，末端亲水。因此在设计表面高结合活性肽时，

应考虑芳香残基的数量、距离和极性。

Sakamoto 等［42］将纳米管结合肽（CBP）修饰

至超嗜热菌Pyrobaculum aerophilum （McoP）的多

铜氧化酶 C 端上，进而定向固定在单壁碳纳米管

（single-walled carbon nanotubes，SWCNT）上，提

高了酶和电极之间的电子转移效率，从而提高了电

流值。测试数据表明，当 McoP-SWNT 和（McoP-

CBP）‑SWNT 复合物上的固定化酶量几乎相等时。

进 行 循 环 伏 安 法 （CV） 测 量 ，（McoP-CBP）

-SWCNT/GC 电极的催化反应中的电流密度是

McoP-SWNT/GC电极的5.4倍。

Table 1　Carbon material binding peptides
表1　碳材料结合肽

碳纳米管结合肽 B1

B2

B3

B4

NB1

NB2

B1Y

B1F

B1

B3Y

B3F

B3

A1

A2

A3

A4

A5

A14

HWKHPWGAWDTL

HHWHHWCMPHKT

HWSAWWIRSNQS

HNWYHWWMPHNT

LPPSNASVADYS

IDVESYKGTSMP

HYKHPYGAYDTL

HFKHPFGAFDTL

HWKHPSGAWDTL

HYSAYYIRSNQS

HFSAFFIRSNQS

HWSAWSIRSNQS

YFDLIWFAYSN

IFRLSWGTYFS

YSFWALWYPTP

NFAWTLWYAAG

DCIVNWTYLYH

RFFWISWSDDV

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

11

11

11

11

11

11

［43］

［40］

［44］

［40］

［40］

［40］

［45］

［46］

［40］

［46］

［46］

［40］

［47］

［48］

［47］

［47］

［47］

［47］

名称 序列 氨基酸个数 文献
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石墨烯结合肽

A16

EFK16-II

EAK16-II

EK8

GrBP5

突变1

突变 2

突变3

突变 4

突变 5

石墨烯/石墨-PM

石墨烯-PM

石墨烯-PM

石墨烯-PM

GO-PM

GO-PM

rGO-PM

GO-PNF/PNT

rGO-PNF/PNT

rGO-PNF/PNT

rGO-PNF/PNT

GO-PNF-NPs

rGO-PNF-NPs

GQDs-PNF-NPs

SHNYDWSLFFG

FEFEFKFKFEFEFKFK

AEAEAKAKAEAEAKAK

EKEKEKEK

IMVTESSDYSSY

IMVTESSDASSA

IMVTESSDWSSW

IMVTESSDFSSF

TQSTESSDYSSY

LIATESSDYSSY

GAMHLPWHMGTL

EPLQLKM

HSSYWYAFNNKT

DELERRIRELEARIK

GGGRKRIHIGPGPAFYTT

GGGNSWGCAFRQVC

SGVG(VPGVG)50VPGHNWYHWWPH

GSGLMVGGVVIAAAA

FF

Fmoc-YD, Fmoc-FD

Pyrene-FFA-OMe

AEAKAEAKYWYAFAEAKAEAK

VIAGASLWWSEKLVIA

RGDAEAKAEAKYWYAFAEAKAEAKRGD

11

16

16

8

12

12

12

12

12

12

12

7

12

12

18

14

266

15

2

2

3

21

16

27

［47］

［49］

［50］

［51］

［52］

［37］

［37］

［37］

［53］

［53］

［54］

［55］

［56］

［57］

［58］

［58］

［59］

［60］

［54］

［61］

［62］

［63］

［64］

［65］

续表1

名称 序列 氨基酸个数 文献

GO：氧化石墨烯；rGO：还原氧化石墨烯；PM：肽单体；PNF：纳米纤维；PNT：碳纳米管；NPs：纳米粒子。

1.2.3　碳水化合物结合结构域

碳水化合物结合结构域（CBM）为碳水化合

物活性酶内的连续的氨基酸序列，是一类具有独立

折叠结构的非催化结构域。CBM 通过连接肽

（linker）与催化结构域相连，在酶分子底物识别和

定向结合中发挥重要作用，对不同类型的多糖尤其

是纤维素具有结合特异性［66］。迄今为止已将CBM

根据序列功能归入99个家族（详细数据见CAZy数

据库（http://www.cazy.org/Home.html）。根据配体

结合位点的拓扑结构， CBMs 可分为 A、 B、

C型［67］。

A型CBMs具有由芳香族残基组成的平坦疏水

结合表面。能够通过酶的芳香氨基之间的熵驱动的

CH-π相互作用结合不溶性碳水化合物，但它们对

可溶性多糖的亲和力很小甚至没有亲和力。B 型

CBMs结合位点结构显示出具有容纳各个底物链的

裂缝或凹槽的形状，结合位点可以位于三维结构的

两个区域中。B 型 CBMs 一般不能与平面底物结

合，但可以与多种聚糖结合。芳香侧链在配体结合

中发挥着关键作用，芳香残基的方向是结合特异性

的关键决定因素。C型结合位点显示出能够识别暴

露的或短链碳水化合物的口袋拓扑，具有与单糖、

二糖或三糖最佳结合的凝集素样特征位点，缺乏B

型 CBM 的扩展结合位点凹槽。一般来说，C 型

CBM的鉴定和表征落后于A型和B型。

CBMs 已被发现对各种糖类具有广泛的亲和

力，如纤维素、淀粉、α葡聚糖、β葡聚糖、木聚

糖、甘露聚糖、几丁质、琼脂糖、半乳聚糖、葡甘

露聚糖等［68］。纤维素等多糖具有储量丰富、无毒、

可再生、对化学试剂稳定以及良好的生物相容性等

特点，已被证明是酶分子固定的理想载体。目前

CAZy 数据库中能结合纤维素的 CBM 家族统计如

表 2所示，CBMs作为高效的固定重组融合蛋白的

工具已被广泛应用（图 4），如在生物修复中，一
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些研究者报道了利用与纤维素结合的CBMs融合的

去污酶降解有毒化合物，旨在开发有效的污染物去

除系统，CBM和纤维素的这些特性为活性位点取

向可控的酶分子传感元件设计提供了新的研究

思路。

本实验室于1989年基于第一代酶传感器原理，

自主研发并成功应用了 SBA系列生物传感分析仪

（图5）。是目前中国重要的商品化工业酶电极分析

系统，在食品发酵、生物医药和科研教学等领域已

广泛应用［69］。最近，本实验室通过融合酶表达技

术，使目标酶修饰上CBM，实现酶分子在电极表

面定向固定，以提高生物传感器的传感性能。首先

以第一代传感器用酶-葡萄糖氧化酶（GOD）为模

型酶，通过天然连接接头 （NL） 与 CBM2 连接，

成功构建GOD-NL-CBM2融合酶，实现GOD在纤

维素上的定向固定，使得酶活性中心朝向底物易于

接近的适当位置，电化学检测结果显示此融合酶敏

感 元 件 灵 敏 度 和 检 测 限 分 别 达 到 4.667×           

10-4A·L·mol-1·cm-2和 475 µmol·L-1。解决了传统固

定化方法在特异性结合、活性保持、制作方法繁杂

以及酶分子负载量的不可控等问题。并且还显示出

快速的电流响应（<5 s）、高重现性（相对标准偏差，

相对标准偏差（RSD）<5%）和稳定性（在2个月后

仍保持约80%的原始电流响应）［70］。此外，进一步

将此种策略应用到新型葡萄糖传感检测用酶-真菌

来源的FAD依赖性葡萄糖脱氢酶（FAD-GDH）的

固定化方法优化［71］，显示出基于 CBM 定向固     

定化方法的优势及此种方法的普适性。此外，

Table 2　Statistics of CBM families that bind cellulose in the CAZy database
表2　CAZy数据库中能结合纤维素的CBM家族统计

类型A

PDB: 4FER (CBM63)[72]

类型B

PDB: 1J84 (CBM17)[73]

1

2

3

5

10

63

64

79

4

6

16

17

28

44

72

85

80

81

纤维二糖水解酶I

几丁质酶木聚糖酶

内切-β-1、4-葡聚糖酶、内/外切-β

-1、4-葡聚糖酶

几丁质酶；内切-β-1、4-葡聚糖酶

纤维素酶、木聚糖酶、甘露聚糖酶、

裂解性多糖单加氧酶（LPMO）

膨胀蛋白

4-β-D-葡聚糖4-葡聚糖水解酶

纤维小体

纤维二糖水解酶、内切-β-1,4-葡聚

糖酶、木聚糖酶、昆布多糖酶

木聚糖酶、β-1,3-葡萄糖甙酶/昆布

多糖酶

β-甘露聚糖酶

内切-β-1,4-葡聚糖酶

内切-β-1,4-葡聚糖酶

内切葡聚糖酶J

糖苷水解酶

木聚糖酶

纤维小体

内切葡聚糖酶

纤维素、半纤维素、几丁质

纤维素、木聚糖、几丁质

纤维素、几丁质

纤维素、几丁质

纤维素

纤维素

纤维素

纤维素、β葡聚糖、木葡聚糖

木聚糖、β-1,3-葡聚糖、β-1,3-

1,4-葡聚糖、β-1,6-葡聚糖、无

定型纤维素

无定形纤维素、β-1,4-木聚糖、

β-1,3-葡聚糖和β-1,4-葡聚糖

纤维素、葡甘露聚糖

无定形纤维素、寡聚糖

无定形纤维素、纤维寡糖、    

β-1,3-1,4-葡聚糖

纤维素、木葡聚糖

可溶性和不溶性纤维素、         

β-1,3/1,4-混合连接葡聚糖、木

聚糖和β甘露聚糖

无定形纤维素以及微晶纤维

素、桦木葡糖醛酸聚糖、大麦

β葡聚糖和魔芋葡甘露聚糖

纤维素、β甘露聚糖

β葡聚糖、木葡聚糖、非定形

纤维素

拓扑结构类型 CBM家族序号 来源（典型代表） 结合配体
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类型C

PDB: 7NWQ (CBM9)[74]

9 木聚糖酶A 木聚糖、纤维素（只有1例）

续表2

拓扑结构类型 CBM家族序号 来源（典型代表） 结合配体

本表中图片通过PyMOL自行绘制，其中纤维素结合位点根据引用文献标注。数据来自CAZy数据库（http://www.cazy.org/Home.html）。

将融合葡萄糖氧化酶传感元件配套应用于研究团队

自主研发的半自动SBA40E++型生物传感器、全自

动SBA78型生物传感器及SBA66发酵在线分析系

统，检测性能达到甚至超过利用国外进口酶制剂制

Fig. 4　Schematic representation of recombinant CBM-fusion technology from cloning to immobilization applications
图4　重组CBM-融合技术从克隆到固定化应用的示意图



·384· 2025；52（2）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

备的酶传感元件及国外商品化葡萄糖传感器（表

3），这些结果表明，在生物传感器的设计中，基底

电极通过增加纤维素基材，利用CBM与纤维素的

特异性结合，可以在复杂的生物样本中准确地检测

特定的生物分子，不仅提供了稳定的电流通道，还

为酶分子提供了理想的固定环境，使得传感器能够

在多种环境条件下保持其性能，从而提高了其可靠

性和使用寿命。CBMs作为亲和吸附标签在制备固

定化酶生物传感器方面具有很大的潜力，有望成为

生物传感器的商品化应用的重要方法。

Table 3　Comparison of immobilization methods and performance parameters of commercial glucose sensors for glucose 
determination

表3　用于葡萄糖测定的商用葡萄糖传感器固定化方式及性能参数对比

YSI 2900 Series

https://www.ysi.com/ysi-2900-

nutrient-biochemistry-analyzer

美国YSI 戊二醛交联固定化 0.1 60 10~50 — 0~50

商用葡萄糖传感器类型 生产厂家 酶固定化方式 检测限/

(mmo·L-1)

分析

时间/s

样本

体积/μl

储存稳定性 线性范围/

（mmol·L-1）

: �(

: O
2

: �(

: H
2
O

2

+� G�

�	,4537

+� 4537��G
�	G�

Fig. 5　Analytical model diagram of SBA series biosensing based on glutaraldehyde crosslinked random fixation and CBM 
directed fixation

图5　基于戊二醛交联随机固定和CBM定向固定的SBA系列生物传感分析模式图
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Biosen C-Line

http://www.ekfdiagnostics.com.cn/ 

zh/productdetail.aspx?detailid=9

StatStrip®Glucose

https://www.novabiomedical.com/

statstrip-new-gen/index.php

SBA40E++

http://www.zhigansw.com/cms/

chanpinzhongxin/1.html

SBA78

http://www.zhigansw.com/cms/

chanpinzhongxin/4.html

SBA66发酵在线分析系统

http://www.zhigansw.com/cms/

yiqishiyongshuomingshu/21.html

德国EKF

美国Nova

山东省

科学院

生物研究所

山东省

科学院

生物研究所

山东省

科学院

生物研究所

采用特殊半透膜作为

电极膜，夹心法包被

葡萄糖氧化酶

物理吸附

戊 二 醛 交 联 采 用

Sigma等国外进口酶；

自主研发融合酶采用

亲和吸附固定化

同SBA40E++

同SBA40E++

—

—

0.1

0.1

0.1

20~45

6

20

20

20

20

1.2

25

40

40

7 500次葡萄糖检测

（或60 d）

一次性检测

从生产日期起24个月，

工作期大于30 d

从生产日期起24个月， 

工作期大于30 d

从生产日期起24个月，

戊二醛交联法固定酶膜

工作期大于30 d，自主

研发融合酶酶膜大于

40 d

0.5~50

0.6~33.3

0~50

0~50

0~50

续表3

商用葡萄糖传感器类型 生产厂家 酶固定化方式 检测限/

(mmo·L-1)

分析

时间/s

样本

体积/μl

储存稳定性 线性范围/

（mmol·L-1）

数据来自仪器官方网站。
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1.3　基于核酸适配体的定向固定

适配体是一种单链寡核苷酸序列，可以是短的

单链DNA或RNA分子，具有与其靶标（蛋白质、

核酸、小分子）特异结合的特性，相比 RNA 链，

DNA链更加稳定［75］。自从1990年首次提出核酸适

配体的概念［76］，核酸适配体作为多功能亲和试剂

抗体替代品引起了人们的极大兴趣。核酸适配体具

有高稳定性、高成本效益的批量合成、最小的批间

差异、非免疫原性和对位点特异性化学修饰的适应

性等特性［77］，因此，利用适配体和目标酶（蛋白

质）传感元件之间的特异性亲和力来定位酶（蛋白

质）分子为实现酶传感元件的定向固定提供了新的

可能，在实时监测和可穿戴传感应用中显示出巨大

潜力。

适配体介导的酶分子定向固定化具有许多优

势。首先，适配体热稳定高、pH 值耐受范围广，

可稳定应用多环境条件；其次，它们可以通过成熟

的化学方法容易地以低成本合成，提高产业化应用

的可行性；此外，适配体特异性结合的靶蛋白可通

过基因工程手段与识别蛋白质融合，实现任何一种

识别蛋白质的定向固定化。因此，这将是实现简单

有效的酶分子在传感界面定向固定化的一个非常有

前途的策略。同样的，Ge等［78］通过Au-S化学将

单层DNA折纸锚定在金电极上，并将葡萄糖氧化

酶（GOx）和HRP通过DNA蛋白共轭和双链杂交

结合到DNA折纸上，通过调整锚定位点将GOx与

HRP之间的距离从 65 nm减小到 10 nm，酶活性增

加了20~30倍，这种定向固定策略给研究固定在电

极表面的氧化还原酶级联途径提供了一种重要方

法（图6）。

2　传感界面固定化酶分子表征方法

虽然理想状态下通过酶分子设计可实现其在传

感界面上的可控固定，然而，周围溶液中酶-固体

界面的高度复杂性，导致酶分子识别、选择性和强

结合亲和力的确切机制仍然非常不明确。为更有效

地控制酶分子在传感界面上的固定化，提高固定化

酶系统的利用效率，通过多种手段探究传感界面与

固定化酶分子的结合动力学、亲和力、酶分子取

向、结构以及表面密度等特性引起研究者的广泛关

注［79］。目前已经建立了一系列实验和理论工具用

于深入分析传感界面固定化酶分子特性。表4系统

总结了传感界面固定化酶分子表征方法。指出了每

种方法可以表征的固定化酶性质、应用的优势和局

限性［80］。

在传感界面酶分子定向固定化研究中，能够探

测固定酶分子的结构和取向的技术对于理解表面固

定化酶的性质、优化定向固定化方法至关重要。但

由于用于固定化酶的界面通常都是不透明的，常规

的单一检测手段无法有效检测酶的取向变化，因

此，通常需要结合多种技术来获取有关酶在传感界

面的取向信息。Gutierrez-Sanchez 等［81］使用表面

H
2
O
2

O
2
H
2
O

::3

::3G

H+�

TMBre

TMBox

S

S

S

S

S

S

e�

GOX HRP

Fig. 6　Glucose oxidase and horseradish peroxidase enzyme cascade were assembled on gold electrode through thiol-
modified DNA origami scaffol［78］

图6　葡萄糖氧化酶和辣根过氧化物酶酶级联通过硫醇修饰的 DNA 折纸支架组装在金电极上［78］

GOX：葡萄糖氧化酶；HRP：辣根过氧化物酶；TMB：3,3′,5,5′-四甲基联苯胺；TMBox：氧化TMB；TMBre：还原TMB。
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等离子共振（SPR）结合电化学和偏振调制红外反

射吸收光谱 （PMIRRAS） 分析了分别固定在正、

负相反电荷的自组装单层（SAMs）的金电极上黑

乳杆菌胆红素氧化酶（Mv BOD）的酶负载、构象

和活性，发现Mv BOD在负电荷界面上直接催化和

在正电荷界面上介导催化与不同的酶取向有关，而

与不同的酶负载无关。Shen等［82］使用通过和频振

动光谱（SFG）和傅里叶变换衰减全反射红外光谱

法（ATR-FTIR）的组合方法对固定化的硝基还原

酶（NfsB）进行测定。将硝基还原酶（NfsB）通

过不同位点固定在自组装单分子层（SAM）表面，

利用SFG和ATR-FTIR光谱的拟合参数计算出了固

定 NfsB 的表面取向。利用原子力显微镜（AFM）

研究蛋白质取向的方法在很早已被提出，这种方法

主要利用蛋白质特定区域与相应抗体结合，通过

AFM的探针与酶分子在传感界面上的样品相互作

用，探针尖端的原子和样品表面的原子相互施加小

的排斥力，使得针尖在垂直于样品表面的方向上起

伏。通过将此信号改变或放大，可以获得样品表面

在原子尺度上的三维形貌。这样可以分别测量蛋白

质、蛋白质/抗体复合物的体积差异，检测抗体是

否存在，从而间接推断蛋白质的取向。利用AFM

研究蛋白质取向的方法在很早已被提出，这种方法

主要利用蛋白质特定区域与相应抗体结合，分别测

量蛋白质、蛋白质/抗体复合物的体积差异，检测

抗体是否存在，从而间接推断蛋白质的取向。目

前，很少有研究报道使用显微镜直接确定酶的取

向，只有当酶的一个维度具有特征性时，利用

AFM直接测量酶的高度轮廓有一定取向测量价值，

例如来源于脱硫弧菌 （Desulfovibrio vulgaris） 的

Ni-Fe-Se氢化酶可催化H2的可逆氧化，并通过脂质

尾巴与细胞质膜相连，Gutiérrez-Sánchez 等［83］利

用AFM和电化学方法对该酶和磷脂修饰的金表面

进行了研究，发现通过两步固定化过程，氢化酶可

以通过其脂质尾部插入到在金表面形成的磷脂双分

子层上，酶和电极之间仅能进行介体介导的电子转

移，而一步固定过程有利于在金表面形成氢化酶单

层，其脂质尾部插入在氢化酶分子顶部形成的磷脂

双层中，一步固定方法可实现天然构象的膜结合酶

与电极之间的有效电子转移。但当研究球形酶时，

AFM测量无法获得有关其取向的信息。

Table 4　Methods for molecular characterization of immobilized enzymes at the sensing interface
表4　传感界面固定化酶分子表征方法

石英晶体

微天平

（QCM-D）

ZETA电位

动力学、亲和力、黏弹

性、质量、特异性、表

面密度

酶修饰界面表面电荷

高灵敏度、实时监

控以及可用于不同

类型的传感器表面

确定颗粒大小和表

面电荷的简单、容

易和可重复的工具

质量变化的测量是非

选择性的、QCM在

环境研究中的应用遇

到了具有不同大小和

性质的吸附剂，这些

吸附剂产生复杂的

QCM响应

无法处理高浓度样品

［84-85］

［86］

方法 表征性质 模式图 优点 缺点 参考文献
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原子力显微

镜（AFM）

傅里叶变换

红外光谱

（FTIR）

激光扫描共

聚焦显微镜

（CLSM）

透射电子

显微镜

（TEM）

表面等离子

共振（SPR）

取向、表面覆盖度、结

合力、表面密度

结构、构像

酶分子分布、吸附动

力学

酶分子分布、尺寸、

形貌

动力学；亲和力；特异

性；热力学；化学计量

学；表面密度

高分辨率、高灵敏

度，通常分辨率为

低于10 nm的特征

是一种无损技术、

不需要外部校准的

精确测量方法、速

度快、灵敏度高

酶分布直接可视化，

应用广泛

高分辨率，对化学

成分敏感，图像直

观易解释

非破坏性、非侵入

性（取决于波长和

功率），样品制备量

少，无标签、无染

料和有毒废物，特

异性、灵敏度高

无法提供有关聚合物

材料的化学成分或官

能团分布的信息

在低波数区域，由于

光学系统的限制，分

辨率会变得较低

需要荧光标记；需要

对（部分）不透明载

体进行修正

制样过程复杂、困

难，样品需要干燥

金是唯一优选的传感

器表面，传质受到 

限制

［87-88］

［89］

［90］

［91］

［92］

续表4

方法 表征性质 模式图 优点 缺点 参考文献
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圆二色光谱

（CD）

结构 数据收集和分析速

度快，样本量小

样品应高度纯净，不

形成聚集体

［80］

续表4

方法 表征性质 模式图 优点 缺点 参考文献

3　总结与展望

传感界面高活性的酶分子是酶电极生物传感器

实现高效生物传感的核心要素。在过去的十几年

中，研究者建立了多种用于控制生物传感器中界面

酶分子取向的固定化方法，以最大限度保留酶活

性。本文从利用蛋白质工程在酶分子中引入传感界

面特异性结合的氨基酸、多肽等实现定向固定化的

角度，归纳综述了提高传感性能的相关研究。研究

表明，氧化还原酶在电化学界面上的取向控制是实

现快速电子传递和提高酶负载量的重要途径。尤其

是在实际应用中可以使生物传感器具有更高的灵敏

度以及更强的电流密度，对提高生物传感器的市场

竞争力具有重要意义。

由于生物传感器涉及生物、材料、化学、物理

和电子等多领域，如果想要获得最佳的定向固定结

果，研究人员仍面临着许多挑战，需要在以下几个

方面实现突破。a. 需要对目标氧化还原酶参与电子

传递的生理过程有全面、深入理解。使用多种建模

工具来研究蛋白质-蛋白质相互作用，特别是识别

潜在的相互作用配体，以确定界面上酶分子组装的

结构以及这些复合物随时间的稳定性，尤其是确定

由蛋白质结合引起的构象变化可能对酶的生物学功

能产生的显著影响，由此推导出对酶分子空间取向

进行一定程度控制的关键参数。b. 探索有利于酶与

电极间电子传递所需的取向对固定化酶的构象和催

化动力学的影响。酶与电极间的静电相互作用最常

用于指导产生高电子传递速率常数的酶的适当方

向，但是这些相互作用是否会影响酶的天然构象，

甚至使其变性，仍然是一个悬而未决的问题。从理

论角度来看，通过SPR和QCM测量等实验结果结

合分子计算模拟、量子计算方法，可以在分子水平

上详细了解界面/酶相互作用如何控制酶的方向，

并最终影响它们的构象和内部动力学（底物结合、

催化，分子内/分子间电子传递） 来提供指导。    

c. 开发将实时电催化活性与酶负载、酶分配、酶构

象和动力学联系起来的新方法，以提高对蛋白质-

电极界面相互作用中分子细节的理解和控制。目前

仅有少量研究报道这种耦合方法，例如将 SPR 和

QCM与电化学耦合用于探究酶负载量与活性的相

关性。此外，采样问题仍然是探究酶-表面相互作

用的瓶颈，特别是当研究发生在大范围的空间和时

间尺度上的过程时。因此，开发增强抽样方法和多

尺度方法是研究这类复杂系统的核心挑战。开发灵

敏的电化学方法来寻找非催化信号也是需要重点突

破的问题，这可以使研究者获得真正有效参与催化

的酶的数量。d. 在平面电极上获得的特定酶取向的

关键参数是否可以扩展到更复杂的电极中。目前研

究酶与电极界面间的相互作用大部分还局限于比较

简单的平面电极（金电极、铂电极），然而，在实

际应用中可能需要碳纳米管、纳米多孔金等 3D纳

米结构电极。虽然最近有些报道证明了将平面电极

与酶分子之间取向控制的理论基础平移到结构更复

杂电极的能力，但是真正通过酶在复杂电极界面的

取向控制实现高效的生物电催化还需要对酶分子结

构、表面特性以及界面物理化学性质进行一体化分

析、设计，以简化酶分子的固定模式且最有效的优

化生物传感器性能。e. 随着纳米技术和材料科学的
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进步，通过固定化载体材料 （有机−无机纳米晶

体、金属-有机框架等）的设计可调控固定化酶分

子取向、结合力大小，进而提高固定化酶分子催化

剂活性、稳定性［93-94］，目前在工业绿色催化领域

已展现出应用潜力。固定化酶传感元件的酶载体界

面设计可借鉴这些新材料的设计理论和方法，以促

进高性能生物传感器的发展。
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disease diagnosis and monitoring, etc. Immobilization of enzyme is a critical step in determining the performance 
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(stability, sensitivity, and reproducibility) of the biosensors. Random immobilization (physical adsorption, 

covalent cross-linking, etc.) can easily bring about problems, such as decreased enzyme activity and relatively 

unstable immobilization. Whereas, directional immobilization utilizing amino acid residue mutation, affinity 

peptide fusion, or nucleotide-specific binding to restrict the orientation of the enzymes provides new possibilities 

to solve the problems caused by random immobilization. In this paper, the principles, advantages and 

disadvantages and the application progress of enzyme electrode biosensors of different directional immobilization 

strategies for enzyme molecular sensing elements by specific amino acids (lysine, histidine, cysteine, unnatural 

amino acid) with functional groups introduced based on site-specific mutation, affinity peptides (gold binding 

peptides, carbon binding peptides, carbohydrate binding domains) fused through genetic engineering, and specific 

binding between nucleotides and target enzymes (proteins) were reviewed, and the application fields, advantages 

and limitations of various immobilized enzyme interface characterization techniques were discussed, hoping to 

provide theoretical and technical guidance for the creation of high-performance enzyme sensing elements and the 

manufacture of enzyme electrode sensors.
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