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酶/MOFs复合材料催化性能调控及应用
邢恩正1，刘秀明1*，巩继贤1
（1. 天津工业大学 纺织科学与工程学院，天津 天津  300387）

摘要：金属有机框架（MOFs）具有比表面积大、设计性强和生物相容性等优良特性，可以作为固定化酶的理想载体，从而提高游离酶的稳定性和催化性能，许多酶/MOFs复合材料也显示出比游离酶更好的催化性能。因此，酶/MOFs复合材料已应用于生物传感、检测、催化等领域，已然成为传统催化剂的环保替代品。本文综述了酶在MOFs上的三种固定化方法（表面固定、孔封装和原位包埋法），重点介绍了四种影响酶/MOFs复合材料催化性能的因素及调控方法，对酶/MOFs复合材料在催化方面的应用也进行了总结，并对酶固定化的未来进行了展望。
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Regulation of catalytic performance and application of enzyme / MOFs composites
XING Enzheng1, LIU Xiuming 1*, GONG Jixian1
（1. College of Textile Science and Engineering, Tiangong University, Tianjin, 300387, Tianjin, China）
Abstract: Metal organic frameworks (MOFs) have excellent characteristics such as large specific surface area, good designability and biocompatibility, which can be used as ideal carriers of immobilized enzymes to improve the stability and catalytic performance of free enzymes. Many enzyme/MOFs composites show much better catalytic performance than free enzymes. Enzyme/MOFs composites have been widely reported to be used in biosensing, detection, catalysis and other fields, becoming an environmentally friendly substitute for traditional catalysts. This paper summarized three immobilization methods of enzyme on MOFs (Surface immobilization, Pore encapsulation and In-situ synthesis), and emphatically introduced four factors influencing the catalytic performance of enzyme/MOFs composites and the modulation methods. Finally, the application of enzyme/MOFs composites in catalysis is summarized and the future of enzyme immobilization is anticipated.
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酶作为生物催化剂，对底物具有高度特异性和高度催化效能，因此，广泛应用于轻工业的生产加工，如工业[1]、农业[2]、医药卫生[3]及能源开发[4]等。然而，天然酶的构象在一些环境中极易发生改变，如强酸、强碱、高温、化学试剂以及自身聚集等都会降低酶的活性[5]，极大地限制了酶的实际应用。
为了增强酶的稳定性和可重复使用性，人们提出了固定化酶策略[6, 7]以改善其特性，并进一步提高其催化性能。研究人员成功将酶固定在碳纳米管[8]、活性炭[9]、硅胶[10]和高聚物[11]在内的多种基质上，由于传统材料比表面积较低，无法固定更多的酶，且可设计性较差，因此固定后的酶复合材料存在负载量低、稳定性差等缺点。与传统基质相比，MOFs具有高比表面积和孔隙率、数千种种类和结构、丰富的可设计有机配体和金属节点[12]，MOFs为酶的固定化带来了新的希望。继2006年Pisklak TJ 等人首次制备酶/MOFs复合材料后[13]，MOFs在固定化酶领域引起了越来越多研究人员的关注[14, 15]。
然而MOFs固定化酶也面临着一些挑战，例如催化性能的提升，酶活性的保留等。为了提高催化速率，研究人员做了多方面研究，例如制备介孔MOFs以提高传质速率，调控酶的局部微环境等。本文分析了酶/MOFs复合材料的制备方法和主要特性，重点介绍了调控催化性能的潜在机制，对酶/MOFs复合材料在催化领域的应用进行了总结，并讨论了固定化酶所面临的挑战，以期为该领域的进一步研究提供有益参考。

1  酶/MOFs复合材料制备方法
一般来说，不同的固定方式MOFs对酶的约束程度不同，一般需要根据酶的分子量、MOFs孔径和反应条件等因素选择制备方法。到目前为止，酶/MOFs复合材料制备方法通常分为三种：基于化学键合和物理吸附的表面固定、渗透到MOFs中的孔封装和原位包埋法。酶/MOFs复合材料制备方法如图1所示。
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图1  酶/MOFs复合材料制备方法（a）酶；（b）表面固定；（c）孔封装；（d）原位包埋[16]
Fig. 1  Preparation methods of enzyme/MOFs composites (a) enzyme; (b) Surface immobilization; (c) Pore encapsulation; (d) In-situ synthesis [16]
表面固定分为化学键合和物理吸附两种方式。化学键合是指MOFs表面的特殊官能团与酶反应形成稳定的共价键。酶作为生物大分子，其表面含有大量的氨基、羧基和羟基等活性基团，可与MOFs表面官能团进行化学键合，因而负载在MOFs表面的酶往往具有共价交联作用而不是单纯的吸附作用。Li等人[17]通过构建吸附动力学模型发现过氧化氢酶（CAT）和MIL-101(Cr)通过化学吸附结合在一起，继而又通过傅里叶变换红外光谱（FTIR）证实CAT的—NH和MIL-101(Cr)的非配位—C=O之间形成酰胺键，进一步验证了化学键合的发生。而物理吸附是通过静电引力、π-π相互作用以及酶与MOFs之间的分子相互作用等形成稳定构象。一种铜基MOFs-Cu3(BTC)2通过静电相互作用，识别具有高亲和力的α-糜蛋白酶（ChT），进行人工受体协调互动[18]。缓冲分子可以与铜（II）中心结合以形成带负电荷的表面，并通过静电相互作用结合ChT表面的阳离子。酶和MOFs特殊的作用力，是MOFs用作载体的独特优势。然而经过表面固定的酶直接裸露在MOFs表面，仅适用于条件温和的工作条件。
MOFs孔径具有可设计的特性，因此可以使不同分子量大小的酶直接扩散进MOFs孔隙实现固定化酶[19]，并且微孔环境可以防止酶分子聚集并减少酶结构展开，以增加稳定性[20]，对酶的保护作用优于表面固定。Hu等人[21]基于镍金属有机物的热分解制备的Ni-MOF，用作过氧化物酶（HRP）和细胞色素C（Cyt C）的固定化载体，调整孔隙大小为11.8 nm，以匹配游离酶的大小从而抑制酶在孔隙中的聚集。Wu等人[22]制备了Zr基介孔MOF（MP-UiO-66），与传统的UiO-66相比，MP-UiO-66具有更多的介孔通道（4.6 nm），使纤维素酶（3.4×12.4 nm）能够被截留到通道中，提高了固定化酶的负载能力和稳定性。
原位包埋是将酶封装在单个MOFs颗粒或者多孔MOFs晶体外壳中，保护生物酶免受外部环境的影响。使用有机溶剂可以有效促进生物复合物的形成，Wang等人[23]提出将β-G包埋在Cu-MOF中，将PVP与β-G同时加入MOFs前驱体溶液中，PVP会提高β-G在溶液中的分散性与稳定性，有利于Cu-MOF晶体在β-G表面生长包覆。鉴于有机溶剂会影响酶的活性，Hsu等人[24]提出了一种温和、快速的水相合成的方法，水代替甲醇作为溶剂，室温下十分钟即可将过氧化氢酶包埋在Zn-MOF-74中。为了证明该策略的普遍适用性，另一种α-糜蛋白酶（CHT）也成功包埋在Zn-MOF-74中。
2  酶/MOFs复合材料催化性能影响因素及调控
催化在生物、医药和化工等领域起着至关重要的作用，酶催化以其优异的催化效率和对应体选择性备受关注。MOFs具有丰富的孔结构和活性位点，使用MOFs固定化酶即可以弥补天然酶的缺陷，又可以发挥其本身的催化性能。然而，酶/MOFs复合材料催化性能的优化离不开其稳定性、可重复使用性和催化效率的提高。
通常，固定化酶后，酶的稳定性和可重复使用性都会得到改善。Motamedi等人[25]将尿酸氧化酶（Uox）固定在镍基MOFs表面，热稳定性显著提高。游离Uox在40～45℃时几乎失去活性，Uox@NimMOF保留了约60%初始活性。研究人员将具有高饱和磁距的超顺磁性Fe3O4纳米粒子与MOFs相结合，为酶重复使用提供了思路。Wang等人[26]制备了磁性MOFs复合微球Fe3O4@MIL-100(Fe)，将羧基化Fe3O4与MIL-100(Fe)纳米晶体结合，通过共价键将酶固定在MOFs表面，良好的磁性易于将酶从溶液中分离。
下文从提高催化效率的角度出发，分析酶/MOFs复合材料催化性能影响因素及调控方法。根据酶和MOFs的结构特性和催化机制，有四个主要因素决定了酶/MOFs复合材料的催化性能：（1）底物及产物的传质速率，（2）裸露在外的活性位点，（3）多酶协调催化，（4）酶的局部微环境。
2.1  介孔MOFs

MOFs的微孔结构不利于扩散和传质，微孔MOFs中引入介孔或大孔构筑分级多孔MOFs，解决了微孔MOFs传质阻碍的问题，同时含有微孔和介孔的分级多孔MOFs有利于酶在MOFs内部空间的渗透和嵌入，以提高酶催化底物的选择性输送[27]。分级多孔MOFs中的微/介孔在催化过程中可以协同合作，微孔用来提供高比表面积和密集的催化位点，介孔/大孔则提供快速的传质路径以克服传质阻碍。
Cheng等人[28]以水凝胶为模板制备分级微孔和介孔锌基HZIF，用于固定葡萄糖氧化酶和辣根过氧化物酶。实验结果表明：固定化酶的kcat/km值为85.68 mM/s，比溶液中游离酶高7.7倍，比吸附在传统微孔MOF上的酶高2.7倍。HZIF介孔的存在有助于底物和产物的传质，因此其对Knoevenagel反应的催化活性要高得多。Li等人[29]制备的具有介孔通道的PCN-128y对OPAA封装后，通道保持开放，可提高反应物和产物的扩散。Dutta等人[30] 将酶固定在介孔及MOFs配位不饱和金属阳离子节点上，得到了具有不同催化模式（路易斯酸的配位不饱和金属阳离子催化、多相金属催化和酶催化）的纳米催化反应器（MCNRs），流程如图2所示。Navarro等人[31]将蛋白酶过滤到MIL-101(Al)-NH2的介孔中，其生物催化剂在任何情况下均具有超过游离酶的蛋白水解活性，即使在极端pH和温度时也具有良好的可回收性和对蛋白酶的耐受性。
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图2  多模式催化纳米反应器（MCNR）的制备流程[30]
Fig. 2 Synthetic strategy towards multimodal catalytic nanoreactors containing coordinately unsaturated Co2+ (violet colored metal sites), Pd NCs and CalA inside DP-ZIF67[30]
2.2  二维MOFs纳米片

二维MOFs纳米片具有较大的比表面积和大量裸露在外的活性位点，有利于提高催化体系的响应速度和灵敏度[32]。MOFs是酶的电化学生物传感系统中的良好的支撑材料，然而大多数的MOFs导电率低。研究发现具有π-π共轭平面结构的二维MOFs是目前已知的导电性能最好的MOFs之一[33, 34]，这种结构有利于酶催化过程中的电子转移。酶特定的高生物催化活性与超薄2D MOF纳米薄膜的优势特性结合，将开发出灵敏度高且性能稳定的电化学酶生物传感系统[35]。Ma等人[36]采用溶剂热法将Tyr成功组装到超薄Cu-TCPP纳米薄膜中，制备了检测BPA的新型超灵敏电化学生物传感器，因Cu-TCPP表面的π-π作用有利于BPA在其表面的富集，该传感器具有检测范围宽，稳定性好的优良特性。Ma等人[37]基于2D Cu-TCPP/G4-hemin DNAzyme纳米复合材料的电化学传感器，可显著提高该传感器G4-血红素脱氧核酶的稳定性，Cu-TCPP和G4-血红素脱氧核酶的协调合作有效地放大了电化学响应信号，灵敏度较以前的报告提高十倍，如图3所示。Wang等人[38]使用表面活性剂通过原位包埋的方法制备CL功能化的2D卟啉MOFs纳米复合材料，Cu-TCPP作为具有大量官能团和大比表面积的纳米平台，构建了一种用于检测小分子的生物传感器。该传感器对胆碱的线性范围为0.3～300 μM，检测限为82.6 nm。

[image: image3]
图3  Cu-TCPP纳米膜的制备和电化学传感器工作过程示意图[37]
Fig. 3  Schematic diagram of the synthesis of 2D Cu-TCPP nanofilm and the configuration process of Cu-TCPP/G4-hemin DNAzymes electrochemical sensor [37]
除了Cu基二维MOFs，研究人员开发了其他金属基MOFs。Zhong等人[39]选用Zr基卟啉MOF-545固定葡萄糖氧化酶，并将Fe引入卟啉中心，获得Gox@MOF-545(Fe)。固定化酶在室温下保存7天后，保留了92%的活性，而游离酶仅保留了40%的活性。Ning等人[40]以氯化铟和5-氨基间苯二甲酸制备发光MOFs，通过超声剥离获得厚度仅为4 nm的MOFs纳米片，使用H2O2氧化邻苯二酚，利用氧化产物邻苯醌的猝灭效应，建立了酶辅助检测H2O2的系统。该H2O2传感系统通过进一步开发，可用于葡萄糖的定量检测和葡萄糖氧化酶的活性测定。
2.3  级联反应
生物体的细胞微环境内存在一系列的多酶催化系统，受自然界生物催化的启发，研究人员致力于多酶级联反应的开发[41, 42]。多酶级联反应在不分离中间体的情况下，诱导两个或多个连续反应的进行。孔径可调和结构稳定是设计固定酶和催化级联反应的两个先决条件[43]，级联反应的广泛应用提高了催化效率[44]，酶/MOFs结构为级联反应提供了一个强大的平台。
Man等人[45]通过逐层生长法分级固定葡萄糖氧化酶和辣根过氧化物酶，催化效率较游离酶相比提高5.8～13.5倍。逐层生长中不相容的酶独立封装在多孔MOFs的不同区域，为纳米颗粒中酶的多步串联反应提供隔离空间和酶活性位点之间的传质路径，促进生物催化反应的有效进行，制备过程如图4所示。Zhang等人[46]制备了具有空腔结构（5.5 nm）的PCN-333（Al），首先通过表面吸附将胆固醇氧化酶（ChOx, 5.13×6.30×7.30 nm）固定在PCN-333上，然后对辣根过氧化物酶（HRP, 4.0×4.4×6.8 nm）进行孔封装。在该级联反应中，无需分离中间体，第一种酶的产物直接作为下一种酶的底物，胆固醇由MOFs表面的ChOx氧化为H2O2，H2O2进入空腔内部由HRP催化分解，较ChOx@PCN-333和HRP@PCN-333混合溶液相比，催化效率提高1.94倍。

[image: image4]
图4  Pro和ADH/NAD+的级联生物催化剂[45]
Fig. 4 Tandem biocatalytic reaction driven by incompatible enzymes and cofactor (Pro and ADH/NAD+) encapsulated in multi-shelled hollow ZIF-8[45]
MOFs一方面在固定酶方面有巨大潜力，另一反面因其独特的化学功能和丰富的金属活性位点可以作为纳米酶[47]，由天然酶和具有仿生活性的纳米酶组成的级联系统催化活性可显著提高。Chen等人[48]利用分级多孔仿生MOFs和天然酶建立串联催化的模拟多酶系统。采用调节剂诱导制备了具有过氧化物酶样活性和可调分级孔隙的分级多孔HP-PCN-224（Fe），不仅可以作为酶的固定化基质，还可以作为一种有效的模拟酶，与固定化天然酶协同催化。Shen等人[49]在具有生物催化能力的分级多孔Fe/Co MOF中原位包埋酶，构建了多酶仿生系统。多酶杂化的级联反应活性提高了2到3倍，活性的提高归因于铁和钴的协同作用加速了电子转移[50]。
2.4  微环境
微环境是催化位点周围独特的空间结构和电子特性，酶工程的最新趋势是对酶复合物纳米级环境的调控，以维持酶的最佳反应活性。例如，对酶进行修饰以改变局部纳米/微米级结构和环境，从而改善动力学参数[51]。
多孔结构MOFs可以与酶形成高百分比的界面，且不会干扰催化组分的可及性，从而使MOFs基材料特别合适调节酶和载体的相互作用以及创造微环境[52]。MOFs的孔隙可以系统地调整以提高分子识别和选择性，还可以修改亲/疏水微环境以模拟酶的细胞反应环境。Li等人[53]调整ZIFs中配体比例，通过孔隙微环境中亲水性变化以改变与酶之间的相互作用，来优化固定酶的活性，优化后的BCL@ZIF-8不仅在溶液中比游离酶显示出更好的热和化学稳定性，而且动力学拆分反应中催化活性提高一倍。微环境在控制反应活性和反应中心选择性中起着至关重要的作用。Shi等人[54]通过用葡萄糖酸等单羧酸修饰金属有机层（MOLs）的二级结构，改变活性位点周围的亲/疏水性，通过延长反应中间体在催化中心亲水微环境的停留时间，达到对丁内酯的100%催化。
高催化活性只在有限的pH范围内是影响酶催化的一个重要因素，通过形成酶-聚电解质复合物来调节酶活性成为制备pH敏感材料的有效办法[55]。Zhou等人[56]通过交联网络或凝胶将PAA接枝到酶表面，以改善酶在MOFs内的微环境。PAA和酶形成可以吸引质子的交联网络，以降低局部pH来提高酶的催化活性，对带正电的亚甲基蓝染料表现出高选择性降解。表面胺改性不仅可以改善酶活性位点附近的微环境，还可以增强酶与载体之间的多点化学交联。Huang等人[57]将带有正电的EPL和葡萄糖氧化酶聚合，酶的最适pH向酸性移动了0.5个单位，底物亲和力提高，增加了低pH环境下葡萄糖酸的产量。调控微环境pH这一策略将进一步扩大酶催化的应用范围。
3  酶/MOFs复合材料催化应用
生物催化可以促进生物大分子甚至整个细胞的生物转化，是催化工业中不可或缺的一部分。基于酶对底物高度特异性、高效催化效率的特点，在酶促生物催化中，酶针对高度特异性的转化进行精确调整，多功能分子的反应无需预先活化或对官能团临时保护[58]，从而简化生产流程。
酶/MOFs复合材料在催化应用中基本可以分为水解反应、氧化还原反应、加成反应和酯化反应等，酶的使用以各种脂肪酶、过氧化物酶、胰蛋白酶、Cyt c居多。氧化还原反应是最常见的应用之一，例如Kim等人基于原子转移自由基聚合制备的Fc-ATRP-SEG-GOx，用作酶传感电极，加速了葡萄糖氧化还原反应与电极之间的电子转移[59]，其灵敏度为111 μA/cm2。在水解反应中，Wang等人采用原位包埋的方法将β-葡萄糖苷酶封装到Cu(PABA)中，水解羧甲基纤维素的葡萄糖产率为98%，经过10次循环后仍保留90%的初始活性[23]。研究人员对其他类型反应进行了探究，通过物理吸附将脂肪酶（PCL）固定在ZIF-8中，PCL@ZIF-8作为生物催化剂用于2-PPA酯对映体的对映选择性水解和1-苯乙醇对映体的酯交换[60]。
酶/MOFs复合材料催化性能的提高，还可以应用于生物传感和比色检测，与游离酶相比，其表现出良好的特异性和选择性，MOFs成为构建酶基生物传感器的负载物。酶/MOFs复合材料具有很强的温度适应性和耐酸碱性，且对目标化合物反应迅速，这些特殊的性质赋予了酶基生物传感器优异的传感性能[61]。Ma等人将络氨酸酶逐层组装在铜卟啉纳米膜上，显示出超强的灵敏性和稳定性，线性范围是3.5 nM～18.9 μM，检测限为1.2 nM[62]。酶/MOFs复合材料已被广泛用于血糖监测、食品分析、疾病诊断等传感平台[63]，集成比色法、电化学、荧光、化学发光等多种信号输出，实现对各种目标物的检测。
酶/MOFs生物复合材料在精细化学、生物传感和生物催化等不同领域的应用中具有巨大潜力，表1总结了部分酶/MOFs复合材料的组成及应用。

表1  酶/MOFs复合材料的组成及应用
Table 1 Composition and application of enzyme/MOFs composites
	MOFs
	酶
	应用
	参考文献

	SOM-ZIF-8
	HRP
	促进染料生物降解
	[64]

	HPPCN-222(Fe)
	GOx
	葡萄糖级联反应
	[65]

	Mn-Zn-MOM
	NahK
	GlcNAc/GalNAc磷酸化
	[66]

	MOF-5
	ChOx
	胆固醇氧化分解
	[67]

	PCN-222(Fe)
	GOx
	葡萄糖和ABTS氧化级联反应
	[68]

	NH2-MIL-53 (Al)
	G4-hemin
	催化 3,3',5,5'-四甲基联苯胺分解
	[69]

	HP-PCN-224(Fe)
	GOx、Uricase
	天然酶协同催化级联反应
	[48]

	ZIF-67(Co)/MWCNT
	HRP
	酶电化学传感器
	[70]

	UiO-66-S30
	L-proline
	多相催化羟醛反应
	[71]

	HZIF-8、HZIF-67
	GOx、HRP
	催化 Knoevenagel缩合反应
	[72]

	MHNiO
	HRP、Cyt c
	2,4-二氯苯酚和利福昔明的快速降解
	[21]

	Fe-MIL-88B-NH2
	GOx
	葡萄糖级联催化
	[73]

	trimetallic-MOF
	DNAzyme
	Ag+和Hg+离子的识别
	[74]

	MIL-88B(Fe)-NH2
	GLOX
	化学酶级联反应器
	[75]

	ZIF-8
	Hb
	H2O2电还原催化
	[76]

	Cu–TCPP
	Tyr
	双酚A浓度测定
	[62]

	ZIF-8@P1
	HRP
	连续降解BPA
	[77]

	plasEnMOF
	CAT、GoX、HRP
	高效酶促癌症治疗
	[78]


4  总结与展望

由于丰富的可设计性，MOFs可以作为一种固定酶的理想载体，研究人员通过表面固定、孔封装和原位包埋三种方法制备得到酶/MOFs复合材料。对于三种固定化策略，酶分别固定在MOFs的表面、孔隙和内部，在一定程度上避免了酶构象的改变，提高了其稳定性。稳定性有利于酶催化活性的提高，酶/MOFs复合材料的催化性能在实际应用中尤为重要。文中综述了四种调控催化性能的策略：介孔MOFs提高了底物及产物的传质能力；二维MOFs纳米片的π-π共轭平面结构有利于电子的传导，且有大量暴露在外的反应活性中心；级联反应中多酶协调催化无需分离中间体，反应活性成倍提升；通过在酶周围创造不同于整体环境的微环境来增强酶的催化功能。
酶/MOFs复合材料已经显示出许多优异的性能，然而在固定化酶领域仍有许多问题亟待解决。1）缺乏对酶和MOFs之间相互作用的深入了解，相互作用将直接影响到酶结构的变化，进一步的探究有助于为固定化酶活性的提高提供可行依据。2）酶进入孔隙中的扩散机制尚不明确，需要深入了解酶在扩散和封装过程中构象的变化，以及这些变化在机械和动力学上对酶的影响。3）虽然酶/MOFs复合材料已被广泛报道应用于生物传感、检测、催化等领域，但是在工业条件下的相关使用报道较少。
尽管还存在许多的不足，MOFs在固定化酶领域仍表现出巨大的发展空间。酶/MOFs生物催化材料的应用已拓展到生物传感器、生物储存、药物运输和医疗诊断等领域。随着研究的逐步深入，各种性能显著的酶/MOFs复合材料将进一步发展。
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