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固定化酶反应器在高效液相色谱分析中的应用
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高效液相色谱法（HPLC）是分离含多组分的复

杂体系的最有效手段之一，但检测体系的灵敏度总

不能令人满意。折光率检测器通用，但灵敏度不高；

紫外、荧光、电化学检测器要求化合物须有生色团、

荧光团和电活性基团。近年来，柱前和柱后标记方法

发展较快，扩大了这些检测器的应用范围。在标记方

法中，固定化酶反应器（IMER）引起人们的关注，因

为它的灵敏度高，选择性好，比较简单。对以上检测

器不响应的化合物，通过酶转换后，生成具有高响应

值的化合物。由于酶的专属性，大大提高了测定复杂

体系中痕量化合物的选择性。HPLC-IMER联用已广

泛应用于临床分析，成了人体血清、血浆、尿、脑脊髓

液及组织中微量成分分析的有力手段。

一、固定化酶反应器

酶的固定化技术就是通过物理或化学方法，将

酶束缚在一定区间内制成仍具有催化活性的酶的衍

生物。固定化酶对热、有机溶剂和pH的稳定性增加，

且易回收，重复使用。容易采用IMER形式，用于连续

流动体系中。

（一）固定化方法

酶的固定化方法很多，有关固定化反应的背景

知识可参见有关文献1,2]。目前最广泛使用的化学固

定化是利用烷氨基多孔玻璃与戊二醛的反应：

此法简单，条件温和，载体的机械稳定性好，对许多

酶都适用。这种多孔玻璃 CPG）的孔径要足够大，以

使高分子量的酶分子顺利扩散至孔中，生成产物能

迅速离开活性中心。其孔径又不能过大，否则比表面

减小，使键合的酶分子相应减少。

（二）IME 的类型

不论何种反应器，都要求固定的酶量大，使底物

在短时间内转变成产物。在一级反应条件下，转化分

数（X）可用下式表示：

X＝1－exp[－ （DsVr/Q

酶负载因子 增加，酶量增加，流速Q可以加快，反

应器体积Vr可减小。扩散系数Ds增加，有利底物转

化。反应器的转换能力会被产物在检测器和连接管

道内的谱带展宽所抵消，因此在评估反应器时，必须

同时评价酶活力和谱带展宽程度。

填充柱反应器类似于填充色谱柱，HPLC的理论

与技术同样适用。为控制展宽，最重要的是控制底物

扩散至载体所需的时间与它从柱内洗脱出来所需的

时间比。通常用于分析中的反应器（100m，0.5

5cm，比值为0.4，峰窄而对称。

开管反应器类似于色谱中的毛细管柱。Iob和

Kojima将酶固定化技术与毛细管气相色谱技术相结

合[3,4]，将“毛胡子”石英毛细管柱技术移植到开管反

应器的制备中，以增加表面积。Gosnell等将CPG紧

密填入Teflon或Tygon管内，封闭后加热，使玻珠膨

胀嵌入管壁后再进行酶固定化。这种柱子的活性高

于“毛胡子”柱，且制备简单[5]
Reijn和Mottola等将预先经NH4HF2蚀刻的玻

珠单颗排列在管内，再将酶键合其上[6,7]。这类单珠

线式反应器与相同长度的开管反应器相比，峰宽只

有后者的1/7，峰高增加2.5倍。

Thompson等比较了几种葡萄糖氧化酶及乳酸脱

氢酶反应器的性能[8]

二、在HPLC中的应用

在HPLC中，柱后IMER的应用最为广泛。



（一）甾族化合物

S.Okuyama等用 -Bondapak-苯基柱分离从血清

中萃取出来的胆汁酸，让柱后流出液与NAD+混合，

通过 3-羟基类固醇脱氢酶（3-HSD）IMER，生成

NADH，在340nm处测定其吸收。或者采用荧光光度

法。ex和 em分别为365和465nm，检测极限达

10-12pmol。利用NADH与吩嗪甲氧基硫酸盐的氧
化态反应进行电化学检测，这 比直接氧化检测

NADH更灵敏，检测极限达20pmol，且选择性更好。

Swobodnik等采用3-HSD IMER检测血清中的甘氨

酸和氨基乙磺酸的共轭胆汁酸，用Sterognost-3Flu

进行荧光标记后定量，检测极限为02 M[9]
 gren等将胆甾醇氧化酶固定在CPG上，使胆

甾醇转变为胆甾基-4-烯-3-酮。在241nm处测定其吸

光度，灵敏度约提高了4倍。

Wu等制备了317-HSD IMER。用硫酸酯酶酶

解血清中的雄激素轭合物，利用HPLC-IMER，使 5-

3-羟基类固醇生成NADH后进行荧光检测。对5-雄

烯-317-二醇和脱氢表雄甾酮硫酸盐的检测极限

为3-10ng[0]�Lam等利用酶的高度选择性检测类固

醇差向异构体[11]

（二）乙酰胆碱和胆碱

将含乙酰胆碱和胆碱的组织提取液，用ODS柱

分离后进入乙酰胆碱酯酶 AchE）和胆碱氧化酶

ChoEIMER：

再用电化学方法测定H2O2，检测极限达5pmol[12]。

Damsma等用类似方法测定了血浆和血细胞中的胆

碱[13]Fujimori等则测定了脑组织中的乙酰胆碱和胆

碱[14]

Honda等利用双（2,4,6-三氯苯基）草酸盐与

H2O2反应，其产物能激发 而化学发光，使H2O2的

检测极限达1pmol[15]Van Zoonen等改进此法，采用

固定荧光团（3-氨基荧蒽C6H10）和从固态床加入草酸

盐的方法，检测限在pmol以下，且重现性好[16

（三）氨基酸

Jansen等介绍了一种具有立体选择性的HPLC-

IMER体系，采用过氧草酸盐的化学发光法检测8种

L-氨基酸，选择性极高。IME R由键合在CPG上的L-

氨基酸氧化酶构成，以填装了预先固定荧光团（3-氨

基荧蒽）的玻璃珠的石英管构成化学发光系统[7。

Kiba等利用HPLC-IMER体系测定侧链氨基酸。

经过C18柱分离后的侧链氨基酸与NAD+混合，进入

亮氨酸脱氢酶IMER，生成的NADH用荧光法检测。

此法可用于测定血清中的游离侧链氨基酸[18

（四）糖类

用HPLC测定痕量糖，一般需通过衍生化来提高

紫外检测器的响应。Kiba等利用阳离子交换柱分离

糖。用半乳糖氧化酶 Gal-OD）和过氧化酶 POD）

IMER专属检测水苏糖、棉子糖、蜜二糖和半乳糖。固

定酶的载体为亲水乙烯基高聚物珠。在IMER中发生

以下反应：

此法灵敏度高，对低聚糖专属性好，检测限约1mol/

L[19]。
用HPLC测定亚硫酸盐制浆废液中的糖，基体组

成严重干扰，且糖分离不完全。因此将柱后流出液分

成两路检测，每路连接一个IMER，但选择性不同，并

在线联接安培流通池，检测糖类氧化时生成的

NADH。一个IMER 中含葡萄糖脱氢酶 GDH、半乳

糖脱氢酶 GaDH）和旋光酶MT；另一个MER中除

以上三种外，还含木糖异构酶 XI 酶反应如下：

型碳水化合物 ＋NAD+＋H2O

而 型反构体不被脱氢酶氧化。若将MT与脱氢酶同

时固定，则发生以下转换：

但D-木酮糖不能被脱氢酶有效地氧化，而必须发生

以下异构化反应：

在MT作用下，也转变为 -D型。这样，糖的全部浓度

都能检测[20]

（五）糖苷和糖苷酸

葡萄糖苷酸的分析常要涉及到母体化合物与葡

糖醛酸之间的键的水解。利用葡萄糖苷酸酶GLD）

IMR 可达此目的。GLD固定在CPG上或Tygon管

内壁。经C18柱分离后的组分（如酚类葡萄糖苷酸）进

入IMER，发生以下反应[21]（见下页），可用电化学方

法检测苯酚。更常用的是利用光泽精氧化葡糖醛酸

过程中的化学发光来检测。



Boppana等将硫酸酯酶和 -葡萄糖苷酸酶IMER

用于药物轭合物的定性和定量分析[22]。将以上两种

酶同时固定在氨丙基-CPG上。初始轭合物经C18柱

分离后通过30mm长的IMER酶反应产物用电化学

检测器检测。将一些特殊的抑制剂加入流动相中，达

到选择性水解硫酸酯或葡萄糖苷酸轭合物的目的。

若从流动相中除去抑制剂，原来酶的活性就得到恢复

利用类似的原理，用葡萄糖苷酶IMER检测植物

中的氰化糖苷。经C8柱分离的糖苷，在酶作用下生

成氰醇，进而分解生成CN-。用电化学方法可测定

pmol级糖苷[3。
（六）脂肪酸和酮酸

游离脂肪酸的分析在生化和临床研究中越来越

重要。利用以下反应可以解决痕量脂肪酸的分析。

酰基-CoA又与O（在ACO存在下）反应生成H2O2，

然后进行化学发光检测。CoA代表辅酶AASC代表

酰基-辅酶A合成酶ACO代表酰基-辅酶A氧化酶；
ATP代表三磷酸腺苷。IMER 由两根固定了ACS和

ACO的柱组成。分离柱为Lichro CART Superspher 60
RP-8流动相为甲醇-磷酸盐缓冲液。此法对 C6-C17

酯肪酸有良好线性响应，但不适合于C18酸[24]
侧链 -酮酸含量增高与代谢纷乱有关。Kiba等

采用亮氨酸脱氢酶IMER 测定血清中的侧链 -酮

酸。血清样品在去蛋白和超滤后，经C18柱分离，以铵

盐和NADH的缓冲液为流动相，则发生以下反应：

根据荧光强度的减少可测出其含量[25]

（七）其他

Jansen等利用反相离子对色谱法及脲酶IMER

使尿素定量水解为NH3后，与邻苯二醛反应生成荧

光化合物，检测极限为0.3ng[26]。
Meek用阴离子交换色谱分离肌醇磷酸盐后，使

流出液通过碱性磷酸酯酶IMER酶解后的磷酸盐与

钼酸铵溶液混合，以检测生成的无机磷酸盐，检测极

限低于1nmol[27]。
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