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摘   要：酶催化 CO2 还原制备高值化学品对缓解全球环境和能源危机具有重要意义，利用甲酸脱

氢酶(formate dehydrogenase, FDH)或多酶级联还原 CO2 制备甲酸/甲醇具有选择性高、条件温和的

优势，但关键酶活性低、稳定性差和重复利用率低的问题限制了其规模化应用，酶的固定化为这

些问题提供了有效解决方案。本文总结了近年来利用膜、无机材料、金属有机框架和共价有机框

架等载体对酶进行固定化的研究进展，阐释了不同固定材料和固定方式的特点和优势；进一步总

结了固定化酶与电催化或光催化耦联反应体系对 CO2 还原的协同效果及应用，同时指出酶固定化

技术和耦联反应体系目前存在的问题并对其发展前景进行了展望。 
关键词：甲酸脱氢酶；固定化；生物催化；级联反应；耦联反应 
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Abstract: Enzyme-catalyzed CO2 reduction to value-added commodities is important for 
alleviating the global environmental issues and energy crises due to high selectivity and mild 
conditions. Owing to high energy density, formic acid or methanol produced from CO2 using 
formate dehydrogenase (FDH) or multi-enzyme cascades are promising target chemicals for 
CO2 utilization. However, the low activity, poor stability and low reusability of key enzymes 
involved in such process hampered its large-scale application. Enzyme immobilization provides 
an effective solution to these problems and significant progress have been made in 
immobilization carriers. Moreover, integration of enzyme immobilization with other catalysis 
techniques have been explored extensively. This review summarized the recent advances in the 
immobilization of enzymes using membranes, inorganic materials, metal-organic frameworks, 
covalent organic frameworks and other carriers, and illustrated the characteristics and 
advantages of different immobilization materials and immobilization methods. The synergistic 
effects and applications of immobilized enzymes and electrocatalytic or photocatalytic coupling 
reaction systems for CO2 reduction were further summarized. Finally, the current challenges of 
enzyme immobilization technology and coupling reaction systems were pointed out and their 
development prospects were presented. 
Keywords: formate dehydrogenase; immobilization; biocatalysis; cascade reactions; coupled 
reactions 

 
 

绿色低碳是国家的重大发展战略[1]。目前，

全球气温较工业化前提高 1.1 ℃，气候影响对

人类乃至整个地球的危害将越来越大[2]。随着

全球平均气温升高速度逐步加快，根据巴黎协

定，全球要在 2065–2070 年左右实现碳中和，

各国积极响应并纷纷制定碳中和目标[3]。碳中

和是我国贯彻新发展理念、推动高质量发展的

必然要求，在加速我国经济和能源转型方面具

有高瞻远瞩的意义[4]。目前我国多次就减排减

碳提出规划和目标，正在从能源革命、经济转

型和科技创新 3 个方向促进绿色转型，技术进

步将是碳中和的核心驱动力[5]。 
CO2 的高效活化是提高碳原子经济性重大

突破的关键。CO2 中的碳原子是八隅体的稳定

结构，具有较强的动力学惰性和较高的热力学

稳定性(C=O 键能 803 kJ/mol)[6-7]。将 CO2 活化

进而制备甲醇对碳捕获、利用与封存 (carbon 
capture, utilization and storage, CCUS)产业链条

的发展及拓展具有重要的支撑作用[8-9]。甲醇具

有挥发性较低、化学性质稳定等特点，可作为
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直接燃料使用；另外，甲醇是常温常压液态物

质中含氢量最高的氢能载体 (理论载氢量为

12.5 wt%)，与气态氢相比，能量密度更高、储

运更安全[10]。甲醇可通过自身重整制氢的途径

直接或间接为燃料电池提供氢原料，显著减少

氢的逃逸[11]。此外，以 CO2 作为碳载体合成甲

醇也是推动重要生物制造领域的关键一步。 
酶催化 CO2 合成甲醇作为一种环境友好型

洁净能源生产过程，因其条件温和、高选择性

和高效性，具有实现 CO2 高效活化和经济性转

化的潜力。CO2 还原制甲醇主要涉及甲酸脱氢

酶(formate dehydrogenase, FDH)、甲醛脱氢酶

(formaldehyde dehydrogenase, FADH)和醇脱氢

酶(alcohol dehydrogenase, ADH)三种酶，因此在

三酶构建的级联反应体系中，CO2 的高效转化

将受到每种酶催化效率的影响。尽管每一种酶

的催化反应都是逆自然方向进行，但可以通过

反应条件的优化，实现反应平衡常数几个数量

级的转变，从而促进甲醇的生成[12]。Yoneyama
团队[13-14]首次提出生物催化可以实现将 CO2 催

化合成为甲醇的逆自然反应过程。随后 Obert
和 Obert[15]报道的以辅酶 NADH 为供氢体，利

用 FDH/FADH/ADH 级联反应催化 CO2 一步转

化为甲醇的研究，成功证实了这一观点(图 1)。
同时，解决多酶级联反应体系的催化效率低问

题，也是值得关注的[16]。 
由于酶促反应或级联反应中酶稳定性差、多

酶之间传质效率低以及在反应过程中存在难回

收和重复利用的问题，酶的固定化是解决上述问

题的有效方案。酶固定化即通过物理或化学的方

式将酶固定在载体表面或内部，从而实现酶的循

环利用。常用的载体有膜材料、纳米颗粒、微胶

囊、金属有机框架(metal-organic frameworks, MOF)
和共价有机框架 (covalent organic frameworks, 
COF)等，理想载体在酶固定过程中需要满足高

酶固定效率的同时尽可能降低对酶活性的影

响；同时，载体对 CO2 的吸附作用有利于提高底

物 CO2 的浓度从而促进转化效率。为此，本文介

绍了应用于酶固定化的各种载体及其在酶催化

CO2 还原生产甲酸/甲醇反应中的应用，分析了

不同材料和固定化方式的特点，介绍了酶电催

化和酶光催化两种耦联反应体系，并通过解释

不同耦联反应体系的构建方式和催化效果，分

析了未来酶催化反应体系的发展趋势。 

1  酶固定化 
1.1  膜固定 FDH/FADH/ADH 

在 CO2 转化为甲醇的多酶级联反应中，由

FDH 催化甲酸到 CO2 的速率远高于 CO2 到甲酸

的速率[17]，以来自草酸假单胞菌(Pseudomonas 
oxalate)中 FDH 为例，其氧化方向的亲和力指

数 Km (0.5 mmol/L)远低于还原方向的 Km 值

(30–50 mmol/L)[18]，即甲酸对 FDH 的亲和力远

高于 CO2；同时第 2 步 FADH 催化甲酸生产甲

醛反应的氧化方向催化效率也高于还原方向[19]。

通过反应动力学的研究，要加快酶催化 CO2 向 

 

 
 
图 1  FDH、FADH 和 ADH 多酶级联催化 CO2 制备甲醇反应路径 
Figure 1  CO2 reduction and methanol production by multi-enzyme cascade reaction involving FDH, FADH 
and ADH.  
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甲醇方向的进行，提高底物 CO2 在反应体系中

的溶解度和转化效率是酶催化反应高效进行的

关键之一[20]。以膜为载体将酶固定在其表面，

可以提高酶利用效率的同时，极大改善底物的

传质效率，促进反应的高效进行。 
中空纤维膜(hollow fiber membrane, HFM)

具有较高的比表面积和微米级别的孔径结构，

在通气过程中可将气体剪切成微米级别的气泡

以降低气液之间的传质阻力。Wang 等[21]首次将

HFM 应用于酶催化领域，并作为 FDH 的固定

载体以提高酶的稳定性和重复利用性。FDH 通

过共价交联的方式接枝到聚丙烯酸(polyacrylic 
acid, PAA)改性的 HFM 上(图 2A)[21]，通过调整

膜的孔隙率(50%)和孔径(0.625 μm)获得最高的

催化效率，在通气反应 1 h 内膜固定化 FDH 体

系的甲酸产率可以达到 0.156 μmol/L，30 d 后

HFM 上的酶保留 83%的活性。PAA 材质的 HFM
具有很强的疏水性，而 FDH 固定在疏水性膜上

往往与其表面发生相互作用引起酶的变性[25]，

所以使用 HFM 作为酶固定载体时通常需要对

膜进行亲水性处理。为降低膜固定载体对酶活性

的影响，Gao 等[22]受脂质双分子层结构的启发，

使用聚多巴胺(polydopamine, PDA)和聚乙烯亚

胺(polyethylenimine, PEI)对聚丙烯(polypropylene, 
PP)疏水膜进行单面亲水改性，构建了一种单面亲

水/单面疏水性的 Janus 膜(图 2B)。并通过溶胶-凝
胶工艺制备了包覆碳酸酐酶(carbonic anhydrase, 
CA)的 TiO2 纳米颗粒，FDH 则附着在颗粒的表

面，最终将负载 CA 和 FDH 两种酶的纳米颗粒

沉积在膜亲水性一侧。该体系 CO2 的水合效率

是普通酶-膜体系的 2.5 倍，甲酸转化率(89%)
得到了明显的提升，且在重复使用 8 次后仍维

持其最高效率。Liu WF 团队[26]将 PEI 附着在 PAA
接枝的聚乙烯(polyethylene, PE)膜表面，构建了

一个集 CO2 捕集和原位氢化于一体的新反应载

体(PEI-PAA-PE)。PEI-PAA-PE 体系膜表面修饰

的氨基大幅提高了 CO2 的捕集效率，从而加快

了甲酸的催化速率[6.9 μmol/(L·min)]，反应 1 h
后，甲酸产量达到了 263 μmol/L。随后该团队[23]

使用交联剂戊二醛将 FDH 分别固定在含丰富氨

基的 PEI-PAA-PE 中空纤维膜和 PDA/PEI-SiO2

微球表面(图 2C)，获得 FDH-PEI-PAA-PE 和

FDH-PDA/PEI-SiO2 固定体系。CO2 的还原反应

中两种固定体系的初始反应速率分别比游离酶

体系高出 4.3 倍和 7.4 倍，且均可用于循环反应。

PEI 的柔性长链为固定载体和酶之间提供了长

的间隔臂，为 FDH 提供了丰富的结合位点并赋

予了其良好的构象灵活性。另外，PEI 改性载

体表面的大量氨基不仅可以增加酶的固定化

率，而且提高了 CO2 的传质速率和载体对 CO2

的吸附性能，从而提高了 FDH 在微环境中的催

化效率。 
另外，在 CO2 转化为甲醇的多酶级联反应

中，底物和产物在多酶分子间的传递路径调控

至关重要，研究表明，多酶共固定化或顺序固

定化是促进 CO2 高效活化和转化的有效途径。

为在固定过程中维持酶的活性，Luo 等[27]采用

非共价“膜污染”固定的策略对 FDH、FADH 和

ADH 通过共固定和顺序固定方式在纤维素膜

上进行固定。这种“膜污染”策略促进大多数酶

分子在纤维素膜的表层和支撑层之间，少量酶

分子被固定在膜的支撑层。与顺序固定化相比，

共固定化缩短了酶之间的距离，但甲醇的产量

却并没有升高。这是因为在多酶级联反应体系

中底物浓度是限制催化效率的主要原因，所以

需要权衡甲酸作为产物对 FDH 的抑制作用以

及作为底物激活 FADH 反应的阈值。此外，FDH
还原 CO2 生产甲酸的过程又极为缓慢。基于此，

Zhang 等[24]将 3 种脱氢酶与用于 NADH 再生的

葡萄糖脱氢酶(glucose dehydrogenase, GDH)共 
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图 2  不同膜材料作为酶固定化载体示意图[21-24]   A：中空纤维膜固定 FDH 构建的微反应器. B：Janus
膜固定 FDH 构建的酶膜反应器. C：丰富氨基修饰的 PE 膜和 SiO2 微球用于固定 FDH. D：通过反向过

滤的方式将 FDH、FADH 和 ADH 混合固定在纤维素膜表面 
Figure 2  Membrane materials as carriers for enzyme immobilization[21-24]. A: Hollow fiber membrane for 
FDH immobilization. B: Janus membrane for FDH immobilization. C: Enriched amino-modified PE film and 
SiO2 microsphere for FDH immobilization. D: Cellulose membrane for FDH, FADH and ADH 
immobilization. 
 
固定在纤维素膜上，并引入离子液体来提高

CO2的水合速率，从而提高了甲醇的产率(图 2D)。 
将膜材料引入到酶催化反应中的最大优势

是降低了 CO2 的传质阻力。然而膜作为酶的固

定载体时因其疏水性对酶活有较大的影响，所

以往往需要对膜进行亲水改性。即使膜在酶固

定过程中仅仅起到的是固定作用，同样需要进

一步考虑这种方式在反应过程中的酶浸出问

题。所以对于固定载体的选择逐渐从二维材料

转移到具有更高比表面积和灵活性的三维无机

材料。 

1.2  无机材料固定 FDH/FADH/ADH 
无机材料最显著的特点是结构稳定、机械

强度高，具有多种形貌和可设计的颗粒尺寸，

更重要的是其负载酶时自身的性质对酶活性影

响较小，所以无机材料如 SiO2 微球、磁性纳米

颗粒、石墨烯和微胶囊等常被用作酶的固定载

体，这些材料都有着较高的比表面积和生物相

容性，保证酶固定量的同时最大程度上增加底

物与酶的接触面积，并保留酶活性，从而实现

更高的酶催化效率。 
Zhai 等[28]首次将通过 PDA/PEI 共沉积法改

性 SiO2微球制得的 PDA/PEI-SiO2材料用于 CO2

反应体系(图 3A)。SiO2 微球具有良好的亲水性

和机械强度，且具有较高的流动性和灵活性，

更适合作为酶催化反应的载体。同时在材料上 
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图 3  不同无机材料作为酶固定化载体示意图[28-31]   A：PDA/PEI 改性赋予 SiO2 微球表面丰富的氨基

共价固定 CA[28]. B：表面蚀刻法制备介孔 SiO2 微球共价固定 FDH、CA. C：PEI 修饰的氧化石墨烯共

价固定 FDH. D：ZIF-8 为模板制备聚多巴胺微胶囊封装 FDH 
Figure 3  Inorganic materials as carriers for enzyme immobilization[28-31]. A: PDA/PEI modified SiO2 
microspheres with abundant amino groups on the surface for covalent immobilization of CA[28]. B: 
Mesoporous silicon microspheres prepared by surface etching and DA/PEI modification for covalent 
immobilization of FDH and CA. C: PEI-modified graphene oxide for covalent immobilization of FDH. D: 
ZIF-8 as a sacrificial template for the preparation of polydopamine microencapsulate for immobilization of FDH. 
 
固定 CA 来提高 CO2 的水化能力和微球表面氨

基的利用效率，该反应体系在 40 min 内可产生

0.25 mmol/L 的甲酸，循环反应 10 次后活性仍

然高达 95.1%。通过协同调节 PDA/PEI-SiO2 吸

附 CO2 和 CA 水化 CO2 的动态过程，有望快速

促进 CO2 的高效活化和高值化。 
对普通硅基材料进行改性得到的介孔二氧

化硅(mSiO2)，具有高比表面积、可调控的介孔

尺寸和丰富的表面硅羟基，以及优异的化学/热
稳定性，在 CO2 捕集和吸附方面应用广泛。Mao
等[29]通过“表面蚀刻”的方法制备了 mSiO2 纳米

颗粒(图 3B)。在制备过程中 PDA/PEI 共沉积可

获得具有可控结构的 mSiO2 纳米颗粒，通过筛

选不同纳米尺寸和蚀刻时间来选择最大比表面

积的 mSiO2，并对 FDH 和 CA 进行共固定化来验

证了该固定体系在催化 CO2 还原反应中的效率。

mSiO2 高比表面积和 PDA/PEI 表面改性大幅提

高了 CO2 的吸附和解吸性能，使得以其为载体

进行固定的 FDH 催化速率是游离酶 30.8 倍；

且在经过 10 次循环后，其活性仍能保持 86.7%；

贮存 3 周后酶活性仍维持 55.3%，具有优良的

可重复性和贮存稳定性。这为介孔材料促进酶

催化还原 CO2 提供了新的途径。Pietricola 等[32]

利用 3 种不同孔径的 mSiO2 研究了硅孔径对酶

固定化的影响，通过在 mSiO2 上接枝乙醛基团

来共价固定 FDH，发现固定酶的活性随着孔径

的增大而增加。Gomes 等[33]则采用硅质介孔结

构蜂窝状泡沫 (mesostructured cellular foams, 
MCF)来对 CO2 还原制甲醇的 3 种酶进行了共固

定化，由于 FDH (84 kDa)[34]、FADH (170 kDa)[35]、

ADH (141 kDa)[36]分子量较大，所以选择孔径更

大的介孔硅材料作为固定载体是保证其酶活性

的关键。该固定体系的催化速率是游离酶体系

的 4.5 倍，最高可以达到 1.35 mmol/(L·min)的
催化活性。硅基和碳基多孔材料都具有均匀、

相互连接的大孔和介孔，从而保证了它们结构

上的高比表面积特点，Baccour 等[37]开发了一个

流动式双酶反应体系，将 FDH 和用于 NADH 再
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生的磷酸脱氢酶(phosphite dehydrogenase, PtDH)
共固定在介孔硅和碳材料中，40 min 内甲酸的产

率分别可以达到 0.032 mmol/L 和 0.192 mmol/L。

这是由于双介孔结构(7 nm 和 14 nm)的碳材料[38]

比表面积更大，CO2 的吸附能力更强，更有利

于酶催化反应的进行。 
氧化石墨烯(graphene oxide, GO)由于独特

的平面结构、大的比表面积和生物相容性，同

样被认为是固定酶的理想载体。Lin 等[39]使用

Ni 对 GO 进行修饰得到 GO-Ni，并通过 Ni 与

FDH 的 6×His 标签形成配位键对其进行固定

化，且 FDH 与 GO-Ni 的逐层组装形成了夹层

结构，多重的相互作用可增强酶的活性和稳定

性。GO-Ni-FDH 在连续进行 8 次循环实验后仍

保留了 63.81%的相对活性，且 20 d 后活性仍保

留 31.4%。由于 GO 之间的静电相互作用常会

导致其在水溶液中发生堆积，为避免此问题，

Lin 等[30]采用带相反电荷的聚电解质 PEI 对 GO
进行修饰，通过在 GO 表面的共轭交联 PEI 可

以加强酶与 GO 之间的静电和疏水相互作用，

从而使酶与材料之间的结合更加牢固，并且 PEI
提供了更丰富的结合位点(图 3C)。GO-PEI-FDH
在 8 次循环实验后仍可保留 47.4%的相对活性，

且 20 d 后 GO-PEI-FDH 仍保留了 24.9%的活性，

而游离酶活性仅剩 3.48%。 
受贻贝中粘性蛋白成分的启发，Lee 等[40]

利用多巴胺的自聚作用在无机材料或有机材料

表面形成聚多巴胺薄膜，开发出一种简单通用

的表面改性方法。通过共沉淀法使无机材料与

酶共同形成微球实现酶的包裹，并利用多巴胺

等材料的自聚作用在微球表面形成一层壳，最

终去除模板得到空腔包覆酶的微胶囊，微球内

部的大空腔环境保证了酶在催化过程中的自由

度和活性。Wang 等[41]利用邻苯二酚对明胶进行

改性，得到可以与酶共价交联的改性明胶

(catechol-modified gelatin, GelC)，构建了一个基

于超薄微胶囊的高效多酶级联系统。首先将

FDH 与 CaCO3 通过共沉淀法合成了微球模板。

随后将共价交联 FADH 的 GelC 涂抹在微球表

面，GelC 会诱导硅酸盐的水解和凝结，ADH
随着 SiO2 外壳的自组装而被包覆在球壳夹层

中。最终使用 EDTA 去除 CaCO3 微球模板得到

了含有 3 种脱氢酶的 GelCSi 微胶囊。与游离酶

级联反应相比，该反应体系大幅提高了甲醇的

产量和选择性，且在经过 9 次循环性实验后酶

活性仍保留 52.6%。通过 3 种酶基于材料的顺

序组装和空间效应，创建了一种高效还原 CO2

制备甲醇的新途径。Wang 等[31]使用 ZIF-8 作为

模板，首先通过“一锅法”将 FDH、GDH、CA
包覆在 ZIF-8 当中，随后通过多巴胺的自聚合

作用在 ZIF-8 表面涂上聚多巴胺薄层，最终在

酸性环境中去除 ZIF-8 模板，得到了外层厚度

仅为 48 nm 的超薄聚多巴胺微胶囊(图 3D)。经

过微胶囊包覆的酶比游离酶表现出更高效的催

化效率，1 h 内甲酸的产率达到了 2.1 mmol/L，

证明了 PDA 微胶囊作为新型酶固定载体的巨

大潜力。 
磁性纳米颗粒(magnetic nanoparticles, MNPs)

的最佳尺寸一般在 10–20 nm 左右，具有比表面

积大、流动性高和传质速率快等特点。更重要

的是，通过施加外部磁场，可以实现快速的分

离和回收[42]。MNPs 具有较好的生物相容性，

因此，各种 MNPs 的改性和/或功能化方法被开

发出来，用于有效地固定各种具有工业重要性

的酶和生物分子[43]。碳酸酐酶可以将 CO2 转化

为 HCO3
−，加快了底物的水合速率，有利于酶

催化反应的更高效进行[44]。Ali 等[45]对 MNPs
进行硅烷化处理赋予其表面丰富氨基，并通过

交联剂戊二醛实现了对人类碳酸酐酶(hCA I)的
共价固定化。固定体系在反应 13 个周期后，仍
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具有 61%的初始活性，显示出良好的循环稳定

性，为酶催化还原 CO2 生产高值化学品提供了

新的思路。 

1.3  MOF 固定 FDH/FADH/ADH 
金属有机框架(MOF)材料是目前 CO2 转化

关键酶固定化的理想材料之一，其超高的比表

面积和孔隙率、可调节的孔径大小、结构的多

样性和可设计性为酶的固定提供了更多的选

择。同时一些 MOF 骨架上的活性官能团会在酶

催化过程中起到协同促进作用，如 MOF 能促进

对底物 CO2 的吸附从而促进反应的进行。此外，

MOF 可以减少酶的团聚，使底物更有效地接近

活性部位，从而提高酶的催化活性。MOF 也可

以保护酶的构象以获得更高的催化活性。当酶

处于苛刻条件下，如极端的 pH 值、温度或有

机溶剂，酶的构象会发生变化，导致酶的活性

下降甚至失活。当酶被嵌入 MOF 时，可有效避

免酶结构的破坏，从而提高了酶对变性条件的

耐受性，增加了酶的稳定性。 
UiO-66-NH2 和 ZIF-8 材料由于其结构可

控、表面官能团可设计、功能性强、比表面积

大和孔隙率高的特点，非常适合作为酶的固定

载体。Chai 等[46]使用 PDA/PEI 改性的聚丙烯

膜作为整个酶催化反应体系的支撑体，通过

PDA 的邻苯二酚基团与 MOF 中金属配体(Zr
或 Zn)的螯合作用，使得 UiO-66-NH2 和 ZIF-8
可以在膜表面成核并原位固定 FDH 和 CA。构

筑的 FDH&CA@UiO-66-NH2和 FDH&CA@ZIF-8
体系在催化 4 h 后，甲酸产量分别达到 13%  
(3.7 μmol)和 22% (5.6 μmol)，FDH&CA@UiO- 
66-NH2在经过 10个循环反应后仍具有 80.6%的

催化活性，并且在 150 ℃的高温处理 1 h 后仍

能检测到酶活性，明显提高了 FDH 和 CA 的稳

定性，为生物处理高温废气提供了新的可能性。

使用 ZIF-8 作为酶固定材料时酶催化效率会更

高，这可能归结于 ZIF-8 中的咪唑基团对底物

CO2 的水合作用，咪唑基团可以作为亲核试剂

用于 CA 将 CO2 转化为 HCO3
−，从而提高甲酸

产量。基于此，Chai 等[47]在 FDH&CA@ZIF-8
工作的基础上进一步开发了一种使用具有螺纹

通道的微型混合器来加强 CO2 的传递速率，并

采用仿生矿化法将包裹 FDH 和 CA 的 ZIF-8 共

固定在螺纹通道的表面上。这种螺纹结构的通

道增加了气体和液体之间的接触面积，从而提

高了酶级联反应的底物传质速率和 CO2 的水合

速率，该反应体系在 4 d 后转化率达到了 91%
且趋于平稳，甲酸的产率达到了 13 mmol/L。

Ren 等[48]同样使用 ZIF-8 作为载体来固定 FDH
和 CA，并在固定体系中首次引入用于 NADH
再生的 GDH。通过共固定化和混合固定法 2 种酶

固定方式分别构建了 Co-IMR 和 Mix-IMR 两种

纳米级多酶级联反应体系，以检验不同固定方

式对酶催化反应的影响(图 4A)。由于 Mix-IMR
体系中 NADH 的转移具有较高的传质阻力，所

以在实际的催化反应中 Mix-IMR 体系的催化性

能远不如 Co-IMR 体系，后者的甲酸产量是前

者的 5 倍，且 Co-IMR 体系在经过 8 次循环反

应后仍保留了 50%的催化活性，而 Mix-IMR 仅

经过 2 次循环后便失去活性。当然，ZIF-8 不仅

可以作为酶的固定载体用于反应体系中，还可

以作为吸附剂提高反应体系中 CO2 的浓度，Du
等[52]认为 ZIF-8 会增强 CO2 在反应体系中的扩

散，从而增加了反应体系中 CO2 浓度。在加入

0.03 g/L 的 ZIF-8 后，甲酸的产量在反应 24 h
后增加了 2.1 倍。Li 等[49]则是将 CA、FDH、

GDH 这 3 种酶使用逐层自组装的方法固定在可

高效吸附 CO2 的 MOF 材料 MIL-101 上(图 4B)。
并在反应开始前对 MOF 材料进行 CO2 的高压

吸附处理，反应过程中 CO2 从 MIL-101(Cr)内部

逐渐释放出来时，首先进入 CA 层并被转化为 
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图 4  不同 MOF 材料作为酶固定化载体示意图[48-51]   A：以 ZIF-8 为载体通过共固定和混合固定的

方式固定 FDH 和 GDH. B：以 MIL-101 为载体通过逐层自组装的方式固定 CA、FDH 和 GDH. C：以

ZIF-8 为固定载体分别固定 FDH、FADH 和 ADH，并通过死端过滤的方式逐层分布在微孔膜中. D：使

用经单宁酸进行表面保护蚀刻处理的 ZIF-L 来固定 FDH 
Figure 4  MOF materials as carriers for enzyme immobilization[48-51]. A: Co-and mixed immobilization of 
FDH and GDH using ZIF-8 as a carrier. B: Immobilization of CA, FDH and GDH by layer-by-layer 
self-assembly using MIL-101 as a carrier. C: FDH, FADH and ADH were immobilized separately using 
ZIF-8 and distributed layer by layer through the microporous membrane by dead-end filtration. D: 
Immobilization of FDH using ZIF-L treated with tannic acid for surface protection etching. 
 
 

HCO3
−，并进一步在 FDH&GDH 层被还原为甲

酸。与使用鼓泡 CO2 作为底物的游离酶级联反

应相比，将 CO2 预先储存在 MOF 中并在反应

时逐步扩散到不同酶层的过程，甲酸的产量提

高了 13.1 倍(3.52 mmol/L)，且在 10 个循环反应

后，甲酸总产量高达 30 mmol/L。Zhu 等[50]将

ZIF-8 和渗透膜相结合构建了一种 CO2 还原制

甲醇有序多酶级联反应体系(图 4C)，首先将

FDH、GDH、NADH (FDH&GDH&NADH)，
FADH、GDH、NADH (FADH&GDH&NADH)
和 ADH、GDH、NADH (ADH&GDH&NADH)
分别嵌入 ZIF-8 中，制得酶/ZIF-8 纳米复合材

料，通过死端过滤的方式将 3 种酶/ZIF-8 纳米

复合材料依次置于微孔膜中实现酶的有序共固

定化。渗透膜的引入可以有效降低反应体系中

甲醇的浓度，促进了 CO2 朝甲醇方向反应的进

行。同时，由于酶/ZIF-8 复合材料在膜孔中有

序组装，这种空间排序会使得整个多酶级联系

统的结构更稳定，中间产物的转移路线和反应方

向都得到了更精确的控制，大大提高多酶级联反

应的催化效率。此外，在每步级联反应都引入

NADH 和用于其再生的 GDH 为 3 种酶提供反应

所需的辅酶 NADH，显著提高了级联反应的催

化效率，6 h 内甲醇的产率达到了 13 μmol/L。 
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以 MOF 材料作为酶固定载体时，酶的活性

可能因与 MOF 发生共价连接受到影响，也可能

在 MOF 原位自组装过程中结构或功能遭到破

坏。此外，MOF 和酶的非特异性或特异性相互

作用同样可能会改变酶的活性和稳定性。此外，

大多数 MOF 内部孔径结构通常小于 2 nm，这

极大限制了底物、辅酶和产物的传质速率。因

此，优化设计固定载体的孔径和空间布局，有

望提高底物、辅酶和产物的传质效率。目前，

通过蚀刻能够改变 MOF 的孔径大小。然而，大

多数的蚀刻方式仅仅改变了 MOF 的表面孔径

大小，无法调控 MOF 内部结构。为了实现 MOF
内部结构的精准调控，Liang 等[51]使用弱酸性酚

类化合物单宁酸(tannic acid, TA)对 MOF进行表

面保护蚀刻，并通过控制 TA 的蚀刻时间，精

确调整介孔尺寸范围，获得了一种二维层状多孔

材料 ZIF-L，合适的孔径结构保证了 FDH (76%)
和 NADH (83%)高效的包覆(图 4D)。TA 表现出

表面保护和蚀刻 MOF 的优异协同效应，在刻蚀

过程中 TA 既能通过缓慢释放质子来蚀刻出

MOF 内部的大孔径结构，又能包覆并保护 MOF
的外表面，避免结构塌陷。经过 TA 蚀刻的 MOF
材料为 FDH 和 NADH 在 MOF 内以较低的表面

能状态重新定向和扩散提供了足够的空间，并

加速了底物和中间体的扩散，酶在经蚀刻 MOF
中的催化活性比未经蚀刻的高 6.6 倍。同时，

经蚀刻的 MOF 材料对 pH 和温度的耐受性得到

极大的提高。这为以后设计和修饰更加适用于

酶固定的 MOF 材料提供了新的方案。 
1.4  COF 固定 FDH/FADH/ADH 

共价有机框架(COF)是一种新兴的有机多

孔结晶材料，具有高结晶度、高孔隙率、结构

规则性、设计灵活和稳定性强的优点[53]。特别

是二维(two-dimensional, 2D) COF 的层状结构

与有序的 π-π 堆叠可以促进电子离域，赋予其

特殊的光电特性，有利于其应用于仿生光催化领

域。通过将 FDH 或 FDH/FADH/ADH 固定在 COF
材料上，不仅可以提高酶的稳定性和重复性，还

能基于 COF 优异的光学性能构建起酶光耦联反

应体系来实现 NADH 的再生。Singh 等[54]通过改

变电子推拉效应 [55-56]的策略来设计 COF 的带

隙，使用三元氨基单体 [4,4′,4″-(1,3,5-triazine- 
2,4,6-triyl)tris(1,1′-biphenyl)amine, Ttba]分别与

1,3,5-三甲酰苯、2,4,6-三甲酰间苯三酚、2,4,6-三
甲酰基苯酚和 2,4,6-三甲酰间苯二酚反应设计

合成了一系列具有不同表面积和形貌的 COF-1、
COF-2、COF-3 和 COF-4 材料。三嗪基团通过

形成供体-受体结构域来提高 COF 的电荷分离

效率，羟基基团的引入诱导了电子推拉效应，

使 COF 具有更强大的稳定性和光催化活性。其

中 COF-3 和 COF-4 优异的光学性能使其应用于

酶光耦联反应体系的 NADH 再生中，反应 90 min 
NADH 的再生效率分别达到了 73.8%和 93.6%，甲

酸产量分别达到了 0.17 mmol/L 和 0.23 mmol/L。
Chen 等 [57]使用介孔烯烃连接的 COF 材料

NKCOF-113 作为固定载体，将电子介质 Rh 通

过配位键修饰在 COF 框架上，FDH 嵌合在材料

的孔径中，构建了一个新型的人工酶光反应体系还

原CO2，反应1 h后甲酸的产率达到了3.65 μmol/L。
COF 材料优异的光学性能使其在光催化领域得

到了广泛的研究，酶光催化反应体系的耦联促

进了光学和生物学两类学科深度的交叉融合，

为酶光耦联反应提供了理论和技术支撑。 
因此，本节通过介绍近年来不同种类固定

载体的固定方式和固定效果，总结了不同固定

体系的催化效率(表 1)，为酶-电、酶-光偶联催

化反应体系的构建提供了更多的载体选择和固

定新方案。 
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2  酶-电耦联催化 CO2反应体系 
2.1  电化学直接促进酶催化反应 

在构建电化学与 FDH催化还原 CO2反应体

系时，常采用可以利用电极产生的电子的金属

依赖型 FDH 参与酶电耦联反应。金属依赖型

FDH 的 Mo/W 活性位点位于蛋白质的内部，催

化过程中，需要借助一个或多个 Fe-S 簇实现电

子在外界与活性中心之间的传递，最终电子在

酶的活性中心转移给 CO2 还原生成了甲酸。在

使用电极为酶催化反应提供电子的过程中，可

根据电子转移的方式分为电子直接从电极上转

移到酶活性中心的直接电子转移 [58] (direct 
electron transfer, DET)过程和电子通过电子介

质间接传递给酶的间接电子转移 [59] (mediated 
electron transfer, MET)过程。非金属依赖型 FDH
没有金属活性中心，只能依靠辅酶 NADH 等来

实现 MET 过程。而金属依赖型 FDH 既可以通

过 DET 的方式获得电子[60]，又可以通过氧化还

原电解质等电子介质实现电子转移以促进

MET[61-62]，所以在其应用上，可以通过电化学的

方式为酶提供电子实现酶催化反应[63-65] (表 2)。 
鉴于氧化还原聚合物作为酶固定载体的稳

定性及高效的负载率，且电子可以利用其进行

直接电子传递[71-72]，所以氧化还原聚合物是酶

电耦联体系的理想载体。Yuan 等[66]通过使用二

茂钴(cobaltocene, Cc)对 PAA 进行修饰获得了

一种拥有替代性氧化还原电位的氧化还原聚合

物(Cc-PAA)，并使用这种聚合物将金属依赖型

Mo-FDH 固定在玻璃碳电极表面，同时完成电

子传递路径。电子在氧化还原聚合物上的自我

交换使得远端的 Mo-FDH 能够连接起来，从而

提供酶/氧化还原聚合物的扩展三维网络。由于

Cc 还原电位低的特性，该固定体系可以在较低

的电位下进行酶催化反应，研究结果表明在

−0.66 V vs. SHE 的还原电位下进行了 90 min 的

连续电催化反应，法拉第效率达到 99%±5%。

为克服气体反应物 CO2 的传质难题，Szczesny
等[67]采用气体扩散电极，并使用人工电子介质

紫罗碱(viologen, vio)对聚(4-苯乙烯磺酸酯-甲
基丙烯酸缩水甘油酯-丙烯酸丁酯) [P(SS-GMA- 
BA)]进行修饰，成功聚合物材料移植到电极上。

这种带负电荷的聚合物[P(SS-GMA-BA)-vio]的
氧化还原电位与 W-FDH 的氧化还原电位相同，

确保了大量 W-FDH 的有效连接(图 5A)。在

−0.59 V vs. SHE 的还原电位下反应 45 h 后，酶

固定电极仍保留 80%的活性，电解液中甲酸的浓

度可达到 41.3–56.5 μmol/L。Kuk 等[68]则通过使用

导电的聚苯胺(polyaniline, PANi)纳米水凝胶为

W-FDH 传输电子，使用交联剂戊二醛将 W-FDH
共价交联在 PANi 水凝胶电极的三维网络上，构

建酶-电还原 CO2 体系(图 5B)。PANi 水凝胶电极 
 
表 2  不同酶电还原 CO2 制备甲酸/甲醇体系的性能比较 
Table 2  Performance comparison of different enzyme-electrocatalytic systems for reducing CO2 to formic 
acid/methanol 
Enzyme Load capacity 

(mg) 
Electronic 
mediator 

Reaction 
time (h) 

Redox potential 
(V vs. SHE) 

Yield  
(μmol/L) 

Faraday 
efficiency (%) 

References 

Mo-FDH 0.060 0 Cc-PAA 1.5 −0.66 431.00 99.0 [66] 
W-FDH 0.095 0 P(SS-GMA-BA)-vio 48.0 −0.59 4.13–5.65 – [67] 
W-FDH 0.001 5 PANi 1.0 −0.40 1.42 92.7 [68] 
FDH/FADH/ADH 2.000 0 – 20.0 −1.00 1 240.00 12.0 [69] 
W-FDH 0.008 5 Benzyl viologen 1.5 −0.60 3.70 100.0 [70] 
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图 5  不同固定载体和构建方式的酶-电耦联反应还原 CO2 生产甲酸示意图[67-70]   A：使用聚合物/酶
基气体扩散电极实现酶-电催化还原 CO2. B：ClFDH-PANi 电极利用导电 PANI 水凝胶直接电子转移到

ClFDH，实现酶电还原二氧化碳转化为甲酸. C：FDH、FADH 和 ADH 通过功能化石墨烯载体的直接电子

转移催化 CO2 还原成甲醇. D：将 FDH 共价固定在带有 4-ATP SAM 和 AP+MH 混合层的改性金电极上 
Figure 5  Enzyme-electrocatalytic reaction system for CO2 reduction with different immobilized carriers 
and integration methods[67-70]. A: Polymer/Enzyme-based gas diffusion layer for enzyme-electrocatalytic 
reduction of CO2. B: ClFDH-PANi electrode for the enzyme-electrocatalytic reduction of CO2 to formic acid 
using direct electron transfer from a conductive PANI hydrogel to ClFDH. C: FDH, FADH and ADH were 
covalently immobilized on a functionalized graphene carrier to produce methanol via direct electron transfer. 
D: FDH was covalently immobilized on a modified gold electrode with a 4-ATP SAM and a mixed AP+MH layer.  
 
由于其连续的、分层的三维纳米纤维网络结

构表现出较短的电子传递路径和有效的电

子传递网络，大大加快了电子传递的效率，

从而在−0.6 V vs. Ag/AgCl 的应用电位下法

拉第效率达到 92.7%，反应 1 h 内甲酸产量达

到 1.42 μmol/L。 
FDH、FADH 和 ADH 构建的三酶级联反应

是 CO2 还原制甲醇的有效途径[73]，而酶级联反

应与电催化耦联时则需要考虑每种酶直接接受

电子的能力[63,74-75]。Seelajaroen 等[69]进一步尝

试了对 3 种脱氢酶进行共固定以构建 CO2 还原

制甲醇电化学体系(图 5C)。首先对导电性极好

的石墨烯进行羧基化修饰(G-COOH)，FDH、

FADH和 ADH通过酰胺键与羧基改性 G-COOH
共价结合。在−1.2 V vs. Ag/AgCl 的应用电位下

多酶级联固定体系的法拉第效率为 12%，甲醇

的产率为 0.6 μmol/h。尽管这种级联体系中电子

直接传递的法拉第效率较低，但相较于纯金属
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电还原体系，其具有底物选择性高和反应过电

位低的优势，同时避免了 NADH 带来的高昂成

本。Alvarez-Malmagro 等[70]采用氨基修饰的金

电极来固定 W-FDH 以研究其在酶-电催化 CO2

活性(图 5D)。尽管 W-FDH 可以被固定在氨基

修饰的金电极表面，但由于仅有单层 FDH 的

Fe-S 簇会与电极表面氨基发生静电相互作用，

导致酶与电极之间的 DET 效率极低，无法实现

CO2 的还原[76]。为探究电极上酶的全部电活性，

在反应体系中引入电子介质苄基紫精，电子介

质引导的 MET 的催化电流约是 DET 的 3 倍。

而使用比表面积更大的多孔石墨烯电极来固定

FDH 时，则会因高酶负载量表现出比金电极高

得多的催化电流。 

2.2  电化学还原辅酶再生及 CO2 还原集成

体系 
在酶催化还原 CO2 制备甲酸/甲醇的过程

中，辅酶 NADH 的高昂成本一直是限制规模应

用的难题，电化学反应体系可以为酶催化体系

持续提供质子和电子以实现 NADH 的还原再生

(表 3)。酶电催化反应体系构筑的前提是酶的固

定化，同时酶电反应体系中电子的传递也是至关

重要的。电极材料直接作为酶固定载体参与反应

是最简单直接的方式；另外，将酶固定载体置于

电解液中也是耦联反应体系常见的固定方式。 
Barin 等[77]利用双室电化学装置的阴极进

行酶电催化 CO2 还原合成甲酸(图 6A 左)。选用

经过改性的电纺聚苯乙烯纳米纤维(electrospun 
polystyrene nanofibers, EPSNF)对 FDH 进行共

价固定，同时选择泡沫铜电极实现 NADH 的电

化学再生。经过硅烷化和戊二醛修饰的 EPSNF
对酶的亲和性得到了明显的改善，这有利于提

高酶的固定化效率和相对活性，同时因为 EPSNF
多孔结构和高比表面积的特点降低了底物传质 

 
表 3  含 NADH 再生的酶电/光反应体系还原 CO2 制备甲酸/甲醇的比较 
Table 3  Comparison of formic acid/methanol production from CO2 reduction by enzyme-electrocatalytic/ 
photocatalytic reaction system containing NADH regeneration 
Enzyme Carriers Loading 

efficiency 
(%) 

Load 
capacity 
(mg) 

Reaction 
time (h) 

Yield 
(mmol/L) 

Optimal 
NADH 
(mmol/L) 

NADH 
regeneration 
efficiency (%) 

TON References 

FDH EPSNF 57.0 8.55 5.0 0.310 0.51 96.1 – [77] 
FDH PEI@SBA-15 – 10.00 3.0 1.120 2.00 – – [78] 
FDH Nanoporous 

carbon 
93.0 0.32 5.0 1.290 0.50 – – [79] 

FDH/ADH Carbon felt 21/36 0.85/1.45 18.0 – 5.00 95.0 – [80] 
FDH NU-1006 – 4.80 1.0 79.000 1.00 90.0 1.3×104 [81] 
FDH/FADH/ADH ZIF-8 25.0 3.00 3.0 0.740 1.00 80.8 – [82] 
FDH PAA-HFM 100.0 1.16 4.5 1.630 2.00 – 125 [83] 
FDH/FADH  100.0 0.50/0.15 48.0 0.420 1.00 – 125 [84] 
FDH PCN – 6.00 12.0 2.800 0.66 65.6 – [85] 
FDH MIL-125-NH2 – 6.00 24.0 9.500 0.66 66.4 – [86] 
FDH NU-1006 – 4.50 24.0 144.000 0.28 28.0 865 [87] 
FDH NKCOF-113 76.0 2.28 2.5 0.009 – 9.2 – [57] 
FDH/FADH ZIF-8 86.0 13.00 8.0 0.008 0.75 75.0 – [88] 
FDH/CA ZIF-8 80.0 8.00 5.0 0.240 0.80 75.2 – [89] 
FDH MAF-7 12.3 0.92 9.0 16.750 1.00 28.0 – [90] 
FDH NSs 32.3 – 48.0 0.260 0.50 36.0 1 360 [91] 
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阻力。固定化酶和 NADH 再生的铜电极都位于

电池的阴极，而阳极则通过电解水为 NADH 的

再生提供质子。该酶电体系在循环 8 个周期后

仍保留 54%的催化活性，并在贮存 20 d 后仍保

留 41%的活性。反应 5 h 后有 0.3 mmol/L 的甲

酸生成。Barin 等[92]就产物甲酸抑制反应正向进

行以及传质效率低的问题上，提出了一种半连

续的工艺来提高体系的催化效率(图 6A 右)。即

在反应过程中不断提取替换新的电解液，并对

旧电解液中的甲酸进行萃取，最终这种半连续

生产模式的甲酸产量提高了 42%。同时这种半

连续操作避免了连续操作中溶液内 CO2 溶解

度降低和微量甲酸萃取效果差的难题。Liu 等[78]

使用 PEI 改性的介孔硅材料(SBA-15)作为酶固

定载体，FDH 通过静电吸附的方式固定在

PEI@SBA-15 上，并利用电子介质中性红(neutral 
red, NR)中吡嗪环上氮原子的得失电子来介导

电子转移，实现 NADH 的再生(图 6B)。耦联体

系在反应 3 h 后可生产 1.118 mmol/L 的甲酸，

是游离酶体系的 3.7 倍。 
直接使用电极材料作为酶固定载体负载酶

和电子介质是提高电子转移效率的有效方法。

Hernández-Ibáñez 等[79]直接将 FDH 和 Rh 电子

介质共同固定在多孔碳纳米电极(图 6C)，研究

了生物阴极的 NADH 再生性能和将 CO2 还原为

甲酸的性能。Pietricola 等[80]使用乙醛基修饰的

碳毡电极直接共价固定 FDH，将其用于可重复

的生物阳极，并探讨了 NADH 电化学再生性能。

多孔金属氧化物 TiO2 在通电环境下可以实现较

高的电流密度，所以可被用作酶电催化的固定载

体。Miller 等[93]选用 TiO2 作为载体构建了一种固

定酶在光照条件下催化还原 CO2 的反应体系。

首先选用在光的作用下能激发电子的 2 种光敏

剂(三-2,2′-联吡啶钌复合物 RuP 或吡咯并吡咯

二酮 DPP)对 TiO2 进行修饰，W-FDH 与其产生

强烈的静电相互作用被固定在表面。反应过程

中，光激发的电子通过 TiO2 传递到 W-FDH 的

钨活性位点上，催化 CO2 还原为甲酸。这种通

过光激发生成电子的方式极大节省了酶催化反

应中辅酶带来的高昂成本，但由于 W-FDH 对反

应条件的严苛要求，该反应体系在无氧环境下

24 h 内甲酸的产率仅为 4.8 μmol/L。Farha 等[81]

则将 MOF 材料的酶固定化与电化学结合构建

了一种生物电催化系统(图 6D)，选用孔径尺寸

与 FDH 大小相匹配的 NU-1006 作为固定材料

对酶进行包覆，将负载 FDH 的 NU-1006 沉积

在 Rh 电子介质修饰的氟掺杂氧化锡石墨电极

上，还原 CO2 的同时实现辅酶 NADH 的再生。

在−1.1 V vs. Ag/AgCl 的电位下反应 1 h，甲酸

的浓度达到了 79 mmol/L (游离酶甲酸浓度为

25 mmol/L)，这相当于进行了 79 次 NADH 的循

环再生，即实现了 1.3×104 次催化转换数

(turnover number, TON)。 
将固定化的 CO2 转化关键酶置于电解液中

也是酶电耦联反应实现 NADH 再生的一种方

式。Zhang 等[82]将 FDH、FADH、ADH 三种酶

包覆在 ZIF-8 中并放置于电解液中，使用 Rh 电

子介质进一步修饰被 PDA/PEI 沉积的碳毡电

极，共同构建了一种多酶级联电化学耦合体系。

该耦合体系在−0.7 V 的外加电位下反应 3 h，甲

醇浓度可以达到 0.742 mmol/L，同条件下游离

酶体系的甲醇浓度只有 0.061 mmol/L。 
酶电催化反应体系的耦联极大促进了酶电

还原 CO2 的催化效率，并降低了辅酶 NADH 带

来的成本。同时，酶反应体系和电反应体系的

结合为生物学和电化学领域提供了新的交叉思

路和技术手段。将酶催化体系高选择性与电催

化体系高电子转移效率的优势有机结合，是将

不断探究的课题。如为实现 DET 的高效催化，

利用静电定向的策略来辅助建立直接电子转移 
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图 6  不同固定载体构建酶电耦联反应体系生产甲酸并催化 NADH 还原再生反应示意图 [78-79,81,92]   
A：改性 EPSNF 固定 FDH 构建酶电耦联反应催化体系分批操作和半连续操作示意图. B：使用介孔硅

材料固定 FDH，并利用电子介质中性红实现 NADH 的再生构建酶电催化反应体系. C：利用介孔碳固

定 FDH 和 Rh 电子介质实现酶电还原 CO2 生产甲酸. D：以孔径尺寸与 FDH 相匹配的 NU-1006 作为酶

固定载体，沉积在石墨电极上实现酶电耦联催化还原 CO2 生产甲酸 
Figure 6  Enzyme-electrocatalytic reaction system combing with the regeneration of NADH reduction for 
CO2 reduction[78-79,81,92]. A: Batch operation and semi-continuous operation for the construction of 
enzyme-electrocatalytic system using modified EPSNF immobilized FDH. B: Construction of 
enzyme-electrocatalytic reaction system using mesoporous silicon material to immobilize FDH and 
regeneration of NADH via NR. C: Formic acid production by enzyme-electrocatalytic reduction of CO2 using 
mesoporous carbon electrode immobilized with FDH and Rh complex. D: Formic acid production by 
enzyme-electrocatalytic reduction of CO2 using NU-1006 immobilized FDH and Rh modified FTO electrode.  
 
路径，通过 X 射线晶体学分析蛋白质的表面电

荷区域分布，从而对电极进行修饰，以建立电

子从电极到活性中心的最佳传递路径[94-95]。或

通过对电极表面进行功能化修饰，以模拟酶与

底物之间的特性，从而提高电子转移效率[96]。

在构建间接电子传递体系的过程中，电子的高

效转移取决于电子介质的还原电位与酶的还原

电位之间的电位差，因此，选择合适的电子介

质是酶电催化反应高效进行的关键[97]。同时，

耦联反应体系的严格反应条件和复杂的作用机

理目前还需进一步研究。 

3  酶-光耦联催化 CO2反应体系 
光催化反应具有温和、清洁和可再生能源

的优势，温和的酶催化和光催化反应条件是成

功构建酶光耦联体系的前提，通过改进酶固定

化体系和提高光催化再生 NADH 的效率，可以

实现酶光耦联反应体系的高效催化(表 3)。 

Liu 等[83]使用 PAA 改性的 HFM 作为固定

载体对 FDH 进行共价固定，并设计了一种简单

利用的 UV/SiO2 光催化辅酶再生装置(图 7A)，
通过流动相将反应体系串联起来构建了一种高 
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图 7  不同固定载体构建酶光耦联反应体系生产甲酸并催化 NADH 还原再生反应示意图[83-84,86-87,90-91]   
A：以 PAA 改性 HFM 作为载体共价固定 FDH，构建流动的酶光反应体系还原 CO2. B：以 HFM 作为

载体固定 FDH、FADH，构建酶光催化 CO2 还原制备甲醛反应体系[84]. C：利用 Rh 电子介质掺杂

MIL-125-NH2 和疏水膜固定 FDH 共同构建酶光反应体系还原 CO2. D：以孔径尺寸与 FDH 相匹配的

NU-1006 作为酶固定载体实现酶光耦联催化还原 CO2 生产甲酸. E：利用噻吩修饰 C3N4 固定 Rh 电子介

质，MAF-7 固定 FDH 构建分区化酶光耦联反应体系. F：使用两面呈现不同 DNA 序列的 DNA 纳米片

固定 Rh 电子介质和 FDH，构建分区化酶光耦联反应体系 
Figure 7  Immobilized carriers for construction of enzyme-photocatalytic reaction system combining with 
the regeneration of NADH reduction to convert CO2 to formic acid[83-84,86-87,90-91]. A: Covalent 
immobilization of FDH on PAA-modified HFM as a carrier to construct a mobile enzyme-photocatalytic 
reaction system for CO2 reduction. B: HFM as a carrier to immobilize FDH and FADH in the 
enzyme-photocatalytic reaction system for CO2 reduction[84]. C: CO2 reduction by enzyme-photocatalytic 
reaction system using Rh-doped MIL-125-NH2 and hydrophobic membrane immobilized FDH. D: Production 
of formic acid by enzyme-photocatalytic reduction of CO2 using NU-1006 as an enzyme immobilization 
carrier. E: Construction of a zoned enzyme-photocatalytic reaction system using thiophene-modified C3N4 
immobilized with Rh complex and MAF-7 immobilized FDH. F: Construction of zoned 
enzyme-photocatalytic reaction system using DNA nanosheets presenting different DNA sequences on both 
sides to immobilize Rh complex and FDH.  
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效酶光催化还原 CO2 的连续反应体系，使得

CO2 还原制甲酸的初始反应速率提升了 7.43 倍

[1.04 mmol/(L·h)]，4.5 h 后的甲酸总产量也达到

了 1.634 mmol/L。疏水型微孔 HFM 的引入有效

强化了气液混合过程，加快了反应的传质效率，

同时反应体系的流动循环性降低了中间产物对

反应的抑制作用。该团队[84]进一步利用 HFM 对

FDH 和 FADH 两种酶进行了共价共固定，同样使

用 UV/TiO2 光催化体系进行 NADH 再生(图 7B)。
通过改进 FDH 和 FADH 的负载比例(1:0.3)实现

反应效率的最优化，集成体系在 48 h 内的甲醛

产量持续增长，最终达到 0.42 mmol/L，同时

NADH 的 TON 值在 4.5 h 后可达到 125，集成

体系明显改善了 NADH 的再生效率问题，为以

后开发多酶级联固定体系与光催化还原体系的

集成提供了更多的可能性。Zhang 等[85]通过将

Rh 电子介质共价连接在氨基修饰的聚合氮化

碳(polymeric carbon nitride, PCN)上构建了一种

可以有效实现 NADH 再生的人工光催化系统，

并进一步与固定 FDH 的疏水膜进行耦联，实现

了酶光催化还原 CO2 的高效集成，耦联体系在

光照条件下反应 12 h 生成了 2.8 mmol/L 的甲

酸。Lin 等[86]则使用 Rh 电子介质掺杂的 MOF 材

料 MIL-125-NH2构建了用于 NADH 再生的光催

化体系(图 7C)，使用能在酶周围形成气-液-固界

面的疏水膜作为 FDH 固定载体，该耦联体系在

24 h 内甲酸的产量达到了 9.5 mmol/L。 
在酶催化与光再生集成反应过程中，将生

物催化反应需要的酶和光催化辅酶再生需要的

电子介质同时固定在一种材料上，是一种提高

NADH 再生效率的新思路。锆基 NU-1006 是一种

水稳定性良好的 MOF 材料，锆之间是由以芘为

核心、4 个羧酸为连接物相连接的，同时它还

是一种有效的光敏剂，能够在 LED 的照射下产

生单线态氧。Li 等 [87]通过溶剂辅助配体整合

(solvent-assisted ligand incorporation, SALI)[98]将

Rh 电子介质嵌入到 NU-1006 上，并将 FDH 封装

在MOF材料的空隙之内以实现酶固定化(图7D)。
固定体系在光照反应 24 h 后甲酸的产率可达到

0.144 mol/L，并实现了 865/h 的 TON 值。与此

同时，Chen 等[57]首次使用 COF 作为载体来构

建固定化酶与 NADH 再生的人工光合作用系

统。该团队合成了一种由碳碳双键建立的烯烃

连接的新型 COF 材料(NKCOF-113)，通过配位

键将 Rh 电子介质嵌合到 NKCOF-113 的骨架

上，并通过静电相互作用将 FDH 封装在 COF
的空腔之内，构成了一种全新的集成光催化-酶
固定的 CO2 还原体系。RhCp*-NKCOF-113 与

NAD+之间由 π 堆积作用引起的强作用力有利

于 COF 与 NAD+之间的光诱导电子转移。此外，

COF 的高结晶度、多孔性和合适的孔径都有利

于提高底物传质速率。在可见光的照射下，

NKCOF-113 被激发产生自由电子。COF 上的

Rh 电子介质可高效地捕获光产生的电子，并与

NAD+的还原电位相匹配，促进质子和 NAD+结

合转化为 NADH。RhCp*-NKCOF-113 在 420 nm
的光照下 NADH 的表观量子产率达到了 9.17%，

远高于目前报道的 COF 材料中 NADH 光再生

值，同时固定酶体系在可见光照射下 2.5 h 内生

成了 9 μmol/L 的甲酸。 
目前大部分的固定材料并不具备光催化反

应中光敏剂的功能，因此在固定体系中引入高

效的光敏剂是提高 NADH 再生效率的关键。

受自然界植物光合作用系统的启发，许多研究

人员开始利用卟啉分子进行 NADH 再生。其

中 5,10,15,20-(4-羧基苯基)卟啉[5,10,15,20-(4- 
carboxyphenyl)porphyrin, TCPP]作为一种卟啉

衍生物，作为光敏剂已被广泛应用于光催化反
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应，Zhou 等[88]通过 MOF 材料将酶催化还原 CO2

反应体系与光催化再生体系串联了起来，同时解

决了酶以及光敏剂等的重复利用问题。首先使用

聚乙烯吡咯烷酮(polyvinylpyrrolidone, PVP)将光

敏剂 TCPP 固定在 ZIF-8 的表面上形成了一种

立方体结构，固定后的 TCPP 光催化效率因为

光吸收的比表面积的增大而得到了提高。再将

摩尔比为 2:1 的 FDH、FADH 封装在 ZIF-8 的

空腔中组成含光再生 NADH 的固定酶催化体

系。在反应 8 h 后反应体系的甲醛产率达到最

高的 7.74 μmol/L，转化率高达 77.37%。同时

80 h 的 10 次循环反应实验后，反应体系酶的活

性仍保留 52.93%。Yu 等[89]同样使用 ZIF-8 为载

体设计了光还原耦联酶催化体系，并在反应体

系中引入了光敏剂 g-C3N4 和 CA 以提高光催化

效率和 CO2 水合效率。他们将光敏剂和 FDH、

CA 混合后加入到含 ZIF-8 的溶液中，使用“一
锅法”成功构建了光还原耦联酶催化体系，2 种

酶被封装在 ZIF-8 的孔径中，包裹酶的 ZIF-8
则均匀生长并负载在 g-C3N4 的表面。通过这种

简单方法制备的体系表现出优异的催化效果，

在反应 5 h 后生成了 0.24 mmol/L 的甲酸，且在

重复循环 10 次后，酶活性仍保留了 80%。 
尽管在酶催化与光还原 NADH 辅酶再生的

集成体系的研究中取得了一定的进展，但仍有

2 个关键的限制因素制约着这些集成系统的高

效率催化，即电子转移动力学差和酶的稳定性

低的问题。为了解决电子转移路径长，以及由

光激发过程中产生的强氧化剂和活性自由基引

起的酶失活问题，Song 等[90]构建了一个新型的

功能分区化光还原-酶催化反应系统(图 7E)，使

用 MOF 材料将以 FDH 为主的酶催化体系从光

催化体系中分离出来，以获得更高效的酶催化

体系。首先，为了实现高效的电子传递，他们

通过将 Rh 电子介质共轭连接到噻吩修饰的

C3N4(TPE-C3N4)上，合成了一个人工光还原系统。

噻吩基团对 C3N4 的修饰显著提高了光电子-空穴

对分离和光吸收效率，Rh 电子介质与光敏剂

C3N4 的共轭缩短了电子转移的路径，芳香基团

的修饰和紧密集成的结构大大增强了 NADH 的

再生能力，NADH再生率达到 9.3 μmol/(L·min)。
其次，将 FDH 封装在 MOF MAF-7 内，这种材

料的高稳定性和特殊的孔隙结构确保了 FDH
免受强氧化剂和活性自由基的影响。同时由于

MAF-7 中的三唑连接物具有亲水性和 pH 缓冲

的能力，为 FDH 提供了一个稳定的微环境，大

大增强了光合作用中酶的稳定性。因此，这种

功能分区化光酶集成系统在还原 CO2 制甲酸过

程中表现出了优异的性能，经过 9 h 的可见光照

射，产生了约 16.75 mmol/L 的甲酸，比游离体

系高 3.24 倍。DNA 纳米结构片(DNA nanosheets, 
NSs)其序列特异的分子识别特性为功能材料的

空间组织提供了更多的可能性[99-101]。Fard 等[91]

利用肽驱动的 DNA-肽-DNA 三嵌段共聚物组

形成的 NSs[102]，分别在纳米片两面选择性固定

了 Rh 电子介质和 FDH，构建了一种光酶协同

进行的 CO2 催化还原反应，酶光反应体系的分

离保护了酶免受光损伤，并降低了酶的官能团

对 Rh 电子介质的活性影响，反应体系在光照

48 h 甲酸的产量达到了 0.26 mmol/L，同时

NADH 的 TON 值达到了 1 360 (图 7F)。 
酶光耦联体系的构建并非简单的叠加效

应，若功能模块匹配不适对酶活造成的负面影

响是极有可能发生的。因此，在未来双体系的

耦合过程中，综合考虑两者的利弊是构建的前

提，Jiang 等[103]就此问题探讨了耦联体系中酶

催化与光催化的动力学匹配问题以及两者之间

的复杂相互作用，提出了消除负面相互作用的

分区策略，为酶光耦联联体系的协同强化提供

了思路。 
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4  结论与展望 
以 FDH、FADH 和 ADH 为主的酶催化 CO2

还原制甲酸 /甲醇反应在以绿色低碳为重大发

展战略的时代下拥有巨大的潜力。另外，在 CO2

转化为甲酸/甲醇的过程中，保证酶的稳定性和

重复利用性是至关重要的，反应结束后对酶实

现回收再利用是降低酶催化成本的关键。目前，

使用不同材质的固体材料对酶进行固定化是实

现催化反应稳定进行和重复使用的最佳方法。

本文主要介绍了在材料发展过程中，应用于酶

固定化的主要材料与固定途径，以及它们在单

酶或级联反应中的应用。最初使用膜材料作为

固定载体负载 FDH 提高了 CO2 的传质效率，但

酶-膜之间通过化学交联进行固定化对酶活性

产生了极大影响，且使用膜对酶进行物理夹带

固定时，不得不考虑酶泄露造成的影响。SiO2

微球等无机材料因为稳定的化学性质和较大的

比表面积逐渐成为酶固定化的新载体，硅基材

料、碳基材料等多孔的性质使酶固定化的方式

不再局限于化学交联，通过选择不同尺寸的材

料使酶包覆在合适的孔径当中，可以避免与载

体产生化学键造成的活性损失，同时又保证了

酶的稳定性。MOF 和 COF 等新材料的设计为

酶的特异性固定提供了更多的可能。由于材料

具有高度的可修饰性，通过 FDH、FADH 和 ADH
的尺寸和性质来选择与之匹配的固定载体得到

了实现，同时由于绿色便捷的固定过程将酶的

活性损失降到了最低。 
尽管有各种材料可用于酶的固定化，还是

需要根据酶的形态、催化环境、底物与产物等

多重因素理性设计酶的固定载体，从而获得优

异固定效率的同时发挥酶最大的催化效率。本

文通过介绍各种酶电、酶光耦联体系的构建方

式与促进 CO2 还原生产甲酸/甲醇的优异效果，

为以后设计更加合理和多元化的耦联体系提供

了参考和思路。酶电、酶光耦联反应体系的构

建在提高酶的催化效率特别是 NADH 的循环再

生上效果显著。电催化、光催化与酶催化反应

体系的耦合为电化学、光化学和生物学提供了

更多的学科交叉。 
同时为促进酶对 CO2 的高效转化，使其更

加适应不同耦联反应体系的高催化要求，对更

高效酶的改造及挖掘工作也是极为重要的，本

课题组也在积极进行关于酶的工程突变工作。

大多数情况下，天然酶的活性位点深埋在蛋白质

内部，并通过复杂的控制机制调控电子转移[104]。

为克服天然酶的限制，可通过对酶进行突变改

造的方式，使其具备更高的选择性、更好的稳

定性、更快的电子传输速率以及对固定载体具有

更强的亲和力，从而提升酶的催化效率[105-107]。

在利用由 FDH、FADH、ADH 构建的三酶催化

体系还原 CO2 制备甲醇的过程中，如何调解底

物与反应物浓度对反应的限制，以及如何统筹

多酶级联反应发挥各自最大催化效率，也是有

待研究并攻克的挑战。 
尽管过去几年在酶催化还原 CO2 的领域中

取得了巨大的进步，目前仍需要对酶的固定和

反应体系的完善进行优化，以使概念验证过渡

到实际的应用中。所以，在酶催化反应的发展

仍需关注：(1) 通过蛋白质工程对关键酶进行

设计和改造，高效筛选底物亲和性强的、催化

效率更高的酶突变体；(2) 对多酶级联反应体

系中酶分子之间复杂物质传递机制的解析，探

讨并实践多酶反应的最优催化路径；(3) 寻找

或合成生物相容性更加优异的酶固定载体，固

定化过程中保证酶活性最低损失的同时，努力

实现固定酶在体外环境中的最大催化效率；(4) 
在酶催化反应体系与电催化、光催化等反应体

系的构建和设计上，遵循催化原理匹配和相互
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兼容的科学基础，发挥耦联反应体系协同催化

效果。 
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