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摘要：固定化酶是实现酶制剂产业化应用的有效途径，载体是影响固定化酶催化效果的关键因素。金属有机框

架（MOFs）是结构高度有序的多孔材料，具有构效关系明确、孔结构均一、孔道性质与化学性质在原子层面可

调、可设计和易化学修饰等特点，近年来，其作为酶载体方面的研究已有较大的进展。该文以 MOFs 孔结构对

固定化酶性能的影响为主题，分析了 MOFs 孔结构的影响因素，总结了酶在笼型空穴与通道型孔这 2 种典型孔

中负载的研究进展，详细论述了 MOFs 孔结构对酶的固定化、活性等方面的影响。最后，指出多级孔在固定化

酶强化传质方面的特殊作用以及开发孔-酶匹配 MOFs 的重要性，展望了利用 MOFs 自身催化能力在纳米尺度内

构建高效化学-酶级联催化剂的发展优势，以及通过调控微环境强化酶催化过程的可行性。 
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Abstract: Enzyme immobilization is an effective approach to promote its industrial applications, with the 

carrier the key influencing factor on the catalytic performance of immobilized enzymes. Metal-organic 

frameworks (MOFs), highly ordered porous materials with clear structure-function relationships, uniform 

pore size distribution, tunable and designable porosity at the atomic level, have made significant progress as 

enzyme carrier. This review focused on the influence of MOFs pore structure on their enzyme immobilization 

performance. Herein, the influencing factors on MOFs pore structure were analyzed, followed by research 

progress summarization on enzyme loading in cage-type cavities and channel-type pores with a detailed 

description on the influence of porosity on enzyme immobilization, enzyme activity etc. Finally, the special 

role of MOFs hierarchical-structure in enhancing mass transfer with immobilized enzymes and the 

importance of developing pore-enzyme matching MOFs were pointed out, while the development 

advantages of utilizing MOFs autocatalytic ability to construct high-efficiency chemical-enzyme cascade 

catalysts in nanometer scale and the feasibility of enhancing enzyme catalytic process by regulating 

microenvironment were discussed. 

Key words: enzyme immobilization; metal-organic frameworks; pore structure; cage-type cavities; channel- 

type pores 
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酶是一种结构精细的大分子催化剂，具有传统

化学催化剂不具备的高特异性、高活性的优点，是

理想的工业催化剂[1]。但是，酶制剂在使用中常面

临着对操作环境敏感、与反应体系分离困难、长期

催化活性降低、部分需要辅酶参与、生产成本高等

普遍性问题[2-6]。通过酶固定化的方法，将酶制剂限

域在固相载体中，可以提高其对操作环境的耐受性，

保持催化的稳定性，实现操作的连续性，是实现酶

制剂在工业中应用的有效途径[2,7-9]。其中，载体的

选择与设计是关键。 

自 1916 年酶固定化被提出以来，包括硅藻土、

活性炭、分子筛、硅材料、聚合物、囊泡等多种多

孔性材料都被用作酶载体[10-11]。其中，金属有机框

架（MOFs）作为具有周期性规整结构的多孔材料，

受到了人们的广泛关注[12-15]。MOFs 是金属（簇）

与有机配体通过配位络合的方式形成的多孔材料，

被用于多个领域[16-18]。由于 MOFs 既满足载体所需

的结构钢性与多孔性，又具备构效关系明确、孔结

构均一、孔道性质与化学性质在原子层面可调可设

计和易化学修饰等优势，因此是一种有前景的酶载

体材料。 

近年来，MOFs 固定化酶的研究已经取得了很

大的进展，前人对此也进行了系统性综述，但主要

集中在固定化方法与应用方面，对 MOFs 自身孔道

结构与固定化酶间构效关系的总结较少[2,15,19-23]。理

想的酶载体既要有供酶负载的较大孔道，又要有保

障传质的未被占据的互通孔道，所以 MOFs 自身孔 

道结构是影响酶固定效果的重要因素。本文将综述

不同孔道特点的 MOFs 固定化酶的研究进展，侧重

于比较不同孔道结构对酶固定效果的影响，并对未

来的发展作出展望。 

1  MOFs 孔结构的影响因素分析 

受限于 MOFs 产生机制，大部分 MOFs 为微孔

材料，而酶作为生物大分子，较难实现孔内的负载，

并且单一的孔道被酶占据后较难进行传质过程。

因此，固定化酶载体需要为固定化酶提供合适的

孔，还要为底物输送提供通道，如图 1A 所示。因

此，具有介孔或者多级孔的 MOFs 才适合固定化

酶。MOFs 形成孔道时，孔径通常与配体尺寸成正

比，因此，延长配体尺寸是目前增大孔径的常用方

式。而孔的形状或对称性才是影响孔径大小的关键

因素[14,24-25]。 

MOFs 常见的 2 种孔为笼型空穴与通道型孔，

在分析孔径时通常将二者近似看作正多边形以分析

其尺寸，如图 1B 所示[26]。对于边长为 a 的正 n 边

形，其内切圆的直径 d（亦即孔径）可由公式：

d=a/tan(π/n)表示，a 作为孔横截面的边，与配体的

长度成正比；孔径 d 与边长 a 和多边形的边数 n 存

在关系。由此可知，与延长配体长度相比，增加多

边形的数目更有益于增长最终孔径 d，即对孔形状

与对称性的调控将直接影响孔的尺寸与多级性。因

此，本文将以笼型空穴与通道型孔为线索，探究不

同孔结构性质与酶固定化效果的关系。 

 

 
 

图 1  酶在不同孔结构 MOFs 固定化酶示意图（载体应既能将酶固定在其内部，又能为底物输送提供通道）（A）及正

多边形中，内切圆直径与边长关系示意图（B）[26]；典型笼型空穴结构（UiO-66）示意图，四面体笼（橙色）、

八面体笼（黄色）（C）[27]；典型通道型孔（HKUST-1）示意图，沿(100)晶面方向的六边形一维通道（D）[28] 

Fig. 1  Enzyme schematic diagram of enzyme immobilized on MOFs with different porous structures) (the carrier should both 
immobilize the enzyme within it and provide a channel for substrate delivery) (A), and relationship between edge and 
diameter in regular polygons (B)[26]; Topology scheme of cage-type cavities [UIO-66, tetrahedral cavity (orange), 
octahedral cavity (yellow)] (C)[27]; Topology scheme of channel-type pores [viewed down the (100) direction, showing 
nanochannels with fourfold symmetry] (D)[28] 
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2  笼型空穴 MOFs 酶固定化 

空穴是 MOFs 的常见笼型孔，可以为酶的固定

化提供场所，同时笼遍布较小尺寸窗口时，各空穴

可连通并且底物可达。如图 1C 所示的 UiO-66 的典

型笼型空穴结构。当酶的尺寸与窗口大小匹配时，

酶可以穿过窗口进入更大的笼型空穴，实现酶的固

定化，并且通常一个空穴仅能容纳一个酶，这样可

以避免因酶聚集而自聚合造成的活性损失。但是，

当酶各向尺寸比窗口更大时，酶需要改变构象以穿

过窗口进入笼型空穴。这种构象的变化存在风险，

可能会造成酶活性的不可逆降低。 

MA 课题组[29]于 2011 年首次使用具有介孔结构

的笼型 Tb-MesoMOF 封装微过氧化物酶（MP-11，

3.3 nm×1.7 nm×1.1 nm）得到 MP-11@Tb-MOF。

Tb-MesoMOF 具有内径分别为 3.9 和 4.1 nm 的 2 种

笼型空穴，同时存在连通空穴的 1.3、1.7 nm 五边形、

六边形的微孔窗口和可促进底物传输的 0.9 nm 通道

型孔，如图 2a 所示。在浸渍过程中，MP-11 可沿着

最短的尺寸方向通过多边形窗口进入空穴内部实现

固定化。MP-11@Tb-MesoMOFs 表现出优于自由酶

的催化活性，其初始反应速率和 25 h 底物转化率分

别为自由酶的 1.18 和 3.96 倍。并且这种单分散的酶

在催化过程中速率稳定，未观察到自由酶催化

30 min 后因自聚产生的反应速率降低现象。此外，

MP-11@Tb-MesoMOFs 在催化过程中没有检出酶流

失，累计使用 7 次后，活性仍可达 53%；而对照组

MP-11@MCM-41 由于酶流失，第 3 次催化时活性下

降至 28%。通过后续的分析，CHEN等[30]发现，MP-11

中的血红素基团与 Tb-MesoMOFs 配体中三嗪基团

存在较强的 π-π 相互作用，这种内部作用力抑制了

酶在催化过程中的流失。 

与 MP-11 不同，分子尺寸大于 Tb-MesoMOF

窗口尺寸的肌红蛋白（Mb，2.1 nm×3.5 nm×4.4 nm）、

细胞色素 C（Cyt C，2.6 nm×3.2 nm×3.3 nm）也可

以进入到 Tb-MesoMOF 的笼型空穴中[31-32]。CHEN

等[32]通过光谱表征阐述了 Cyt C 通过改变构象穿过

小窗口进入到空穴内部的过程（图 2b），Cyt C 首先

在载体外表面发生吸附，这种吸附导致血红素基团

中甲硫氨酸残基与 Fe 的化学键断裂及三级结构的

改变，Cyt C 部分展开并通过迁移进入到空穴中。受

Cyt C 疏水残基与 Tb-MesoMOF 疏水空穴的作用，前

者以一种非自然的形态存在于 Cyt C@Tb-MesoMOF。

类似的迁移过程也存在于 Mb@Tb-MesoMOF 的制

备过程中，不同的是，Mb@Tb-MesoMOF 表现出择

形催化的能力[31]。受酶分子尺寸限制，空穴容纳 1

个 Mb 分子后较难继续进行底物传输，因此，只能 

通过孔径为 0.9 nm 的通道型孔进行传质。当底物为

2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸（ABTS，

1.0 nm×1.7 nm）时，底物不能通过孔道到达催化位

点，Mb@Tb-MesoMOF 不具有催化能力，但它能催

化氧化 3,3',5,5'-四甲基联苯胺（TMB，0.57 nm× 

0.58 nm），表现出底物择形性。这种择形特性在提

高催化选择性、防止酶受外界干扰失活等方面都有

较好的应用前景。 

酶作为结构精密的大分子，其构象的改变通常

会造成活性的降低，Mb@Tb-MesoMOF 活性仅为自

由酶的 50%，因此，如果拓展笼型空穴，就可得到

具有更大窗口的 MOFs 用以封装酶，以便能更好地

维持酶的活性。FENG 等[26]通过改变 MIL-100 配体

与金属节点作用力的对称性设计新配体，合成了具

有大窗口、2 种尺寸笼型空穴的 PCN-333，并以此

为基 础 实现 了单 酶 、双 酶的 可 控有 序封 装。

M3(μ3-O)(OH)(H2O)2（M=Al、Fe）与配体相连形成

PCN-333 的超四面体，继而形成 3 种笼型空穴，如

图 2c 所示。PCN-333 最小空穴为上述超四面体，腔

内孔径 1.1 nm；中等空穴由 20 个超四面体通过共用

顶点的方式形成，其五边形窗口尺寸为 2.59 nm、腔

内孔径为 4.2 nm；最大空穴由 24 个超四面体通过同

样的方式形成，同时具有 2.59 nm 的五边形窗口和

3.0 nm 的六边形窗口，腔内孔径为 5.5 nm。这种酶

载体的分级孔结构既提供了酶负载的场所，又保留

了体相与酶之间物质交换的通道，是一种理想的酶

载体。选择 3 种大小不同的酶〔辣根过氧化物酶

（HRP）、Cyt C 和 MP-11〕评价孔结构对酶固定的

影响：尺寸最大的 HRP（4.0 nm×4.4 nm×4.8 nm）只

能容纳在 5.5 nm 的空穴内，尺寸中等的 Cyt C 可以容

纳在 5.5、4.2 nm 的空穴内，尺寸最小的 MP-11 可以

容纳在 5.5、4.2、1.1 nm 的 3 种空穴中。并且受益

于 PCN-333 丰富的孔道结构，3 种酶的负载量分别

可达 1.00（HRP）、0.95（Cyt C）、0.89（MP-11）g/g。

3 种固定化酶在缓冲液中的初始反应速率（kcat，min–1）

比自由酶有明显下降，但米氏常数（Km，mmol/L）

明显降低，说明 3 种固定化酶对底物的亲和力更强，

较低的底物浓度即可达到较高的催化反应速率。此

外，Cyt C@PCN-333 在水溶液中的 kcat 和 kcat/Km

〔L/(min·mmol)〕分别是自由酶的 1.80、28.97 倍，

表明其对环境的耐受性明显增强。 

在上述单酶可控负载的基础上，LIAN 等[33]设

计合成了具有相同拓扑结构但空穴更大的 PCN-888

（具有 2.0、5.0、6.2 nm 的腔内尺寸和 2.5、3.6 nm

的窗口尺寸），并选择葡萄糖氧化酶（GOx，6.0 nm× 

5.2 nm×7.7 nm）、HRP 构建高效级联催化剂，如图
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2d 所示。通过控制负载顺序，GOx 和 HRP 可分别

封装在最大（6.2 nm）及中等空穴（5.0 nm）中，并

且留出最小空穴（2.0 nm）用于底物传输。这种有

序的固定化可以有效减小中间物的传质距离，避免

无效扩散。动力学分析发现，PCN-888-en（固定化

级联催化剂）最大反应速率是自由酶的 1.92 倍。 
 

 
 

图 2  Tb-MesoMOF 空穴结构与封装 MP-11 示意图（a）[29]；Cyt C 通过改变构象穿过小窗口进入 Tb-MesoMOF 示意图

（b）[32]；超四面体空腔为基础形成多元笼型空穴示意图（c）[26]；通过改变负载顺序实现双酶定点负载示意图（d）[33] 

Fig. 2  Schematic diagram of Tb-MesoMOF cavity and encapsulation of MP-11 (a)[29]; Schematic diagram of migration 
process of Cyt C into Tb-MesoMOF cavity through narrow windows (b)[32]; Schematic diagram of super tetrahedral 
unit and large cavities of PCN-333 (c)[26]; Schematic diagram of fixed point loading of double enzymes by changing 
loading orders (d)[33] 

 

目前，具备与酶适配空穴和窗口的 MOFs 仍较

少，绝大部分的 MOFs 为孔径<2 nm 的微孔结构，

酶较难进入到孔道内部，因此，通过不同形式的孔

径调控，开发更多的 MOFs 用于固定化酶，是一个

重要的发展方向。文献[34]报道，笼型空穴的尺寸主

要和构筑单元的数目以及共用单元连接度有关，构

筑单元数目越多，且共用单元连接度越小，则笼型

空穴越大（图 3a、b）。在此基础上又合成出具有

3.8 nm 空穴的 MOF-808 和具有 4.9、6.0 nm 空穴的

MOF-919，并考察二者对胰岛素的负载能力，其负

载量可分别达到 2.80、3.79 nmol/g。该工作以小尺

寸配体为基础构筑单元数目与单元连接度，所得

MOFs 的孔径与配体尺寸比可达 15，为其他介孔

MOFs 的设计和制备提供了依据。 

使用模板剂是另一种调控孔结构的途径。ZIF-8

是生物友好、制备简单的具有笼型空穴孔结构的

MOFs，在生物医药、催化、分离等领域都有广阔的

应用前景。ZIF-8 由 0.34 nm 的六元环窗口通过共用

顶点的方式形成 1.1 nm 空穴，酶不能穿过该狭小窗

口，也不能占据空穴，因此，不能通过浸渍的方式

固定化酶。CHENG 等[35]前期通过引入水凝胶模板

剂，形成了多级孔 ZIF-8（HZIF-8），它既保留了 ZIF-8

的微孔孔道用于底物传输，又具有介孔孔道实现酶

的孔内固定化，如图 3c 所示。HZIF-8 的介孔孔径

为 6.2~27.5 nm，介孔孔体积分数在 45.97%~59.17%

内可调，通过调控可得到最适载体以减少传质阻力，

强化催化过程。在 GOx 和 HRP 固定化双酶级联催

化 ABTS 氧化的模型反应中，其催化效率（kcat/Km）

是自由双酶的 7.7 倍，并且累计使用 20 批次后酶活

仍保持 50%以上，同时，该固定化酶对环境温度与

pH 具有更强的耐受性。 

除此之外，微流控技术 [36]、调控配体-金属比

例[37]、水腐蚀[38]、鞣酸腐蚀[39]等方式都可得到多级

孔 ZIF-8，得益于多级孔 ZIF-8 丰富的孔道结构，相

应的载酶催化效果也都有了明显的提升。但是这种

随机性的孔道生成方式不利于更深入地探究孔结构

与酶固定化间的关系。 

与随机的多级孔生成方式不同，周宏才课题组[40]

提出了混合配体制备规整周期性多级孔 MOFs 的方

法：根据混合配体与金属配位稳定性的差异，通过热

解除去热不稳定性配体——金属配位物质产生结构

缺陷，从而形成具有周期性规整结构的多级孔
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MOFs。UiO 型 MOFs 虽然是一类适用范围广、稳定

性强的 MOFs，但它仅具有 0.6 nm 的空穴，不能实现

酶的封装。YANG 等[41]以偶氮苯-4,4-二羧酸（H2azo）

和 4,4-二苯乙烯二羧酸（H2sti）为混合配体，制备微

孔 UiO 型 MOFs，后续除去 sti-Zr 配位物而形成规整

的介孔 UiO-66（图 3d）。UiO-66 具有可容纳过氧化

氢酶（CAT）的介孔，当 H2O2 存在时，CAT@UiO-66

可在酶催化产生 O2 的推动作用下喷射式前进。这种

引入缺陷的方法适用于多种 MOFs，可以将更多具有

微孔结构的 MOFs 改造为适宜的酶载体。在合成

UiO-66 的过程中引入十二烷酸作为调节剂，也能形

成热敏型配位结构，由此产生多级孔结构 UiO-66 可

用于酶固定化[42-43]。ZHAO 等[44]通过构筑胶束，也得

到了多级孔 UiO 型酶载体，并实现药物的靶向释放。 

与模板法得到的多级孔 MOFs 相似，上述产生

多级孔的方式都不能改变原有空穴的尺寸，只能在

原有空穴间引入较大的孔道，酶通常只能固定在空

穴的间隔内，因此原有空穴仍具有传质功能。这种

固定方式可能会减弱酶与载体间的作用力，存在催

化过程中酶流失的风险。 

 

 
 

其中，MmLn 中 m 和 n 代表金属（M）和配体（L）数；Ita、pau、sod、cub、liu、yys、wuh、ada、fcu 为 3D 结构中笼名称；2/3/4-c

为同一顶点被共用次数；d 中 30%代表 n(H2azo)∶n(H2sti)=7∶3；2-HmIm 为 2-甲基咪唑；MOFtor 为 MOF-motor 

图 3  笼型空穴节点数与节点连接度对空穴尺寸与结构的影响（a）[34]；小配体通过大节点数和低连接度形成 MOF-818

和 MOF-919 的空穴结构图（b）[34]；通过模板剂得到多级孔 ZIF-8 示意图（c）[35]；通过混合配体得到多级孔八

面体型 UiO-66 示意图（d）[41] 

Fig. 3  Effect of the number of cage cavity joints and joint connection degree on hole size and structure (a)[34]; Hole structure 
diagrams of MOF-818 and MOF-919 formed by small ligands with large nodule number and low connectivity (b)[34]; 
Schematic diagram of mesopores of ZIF-8 by hydrogel template removing (c)[35]; Schematic representation of 
hierarchically porous octahedron UiO-66 by mixing ligands (d)[41] 

 
3  通道型孔道酶固定化 

通道型孔是 MOFs 另一种常见孔道，是指在某

一维度的尺寸远大于其他维度尺寸的孔道。与笼型

MOFs 类似，通道型 MOFs 也可以具有分级的孔道、

孔壁窗口（图 1D）。 

PISKLAK 等[45]最早将 MP-11 固定到具有一维

通道型孔道的 Cu-MOF 中，该 MOFs 较大的四边形 

通道孔径为 2.2 nm，并且在垂直于该通道方向上存

在孔径为 0.9 nm 的层间狭缝型孔。MP-11 进入到

2.2 nm 孔道中后，对环境的耐受性有了很大的提升，

MP-11@Cu-MOF 在 N,N-二甲基甲酰胺（DMF）中

催化底物的转化率约是自由酶的 7 倍。但对 MP-11

耐受性提高的原因和孔道对固定化酶性能的影响未

作更深入的研究。 

理想的酶载体应既能封装酶以提高其对环境的

耐受性，又能够为底物、中间物、产物在反应基 

质、酶之间的运输提供通道。FARHA 课题组[46-49]
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提出了多级孔结构 MOFs 固定化酶的策略，并合成

了 NU-100X（X=0~7）系列的 MOFs（图 4a）。该系

列 MOFs 既具有大的通道以容纳酶（图 4a 紫色六边

形所示），又具有不能被酶占据的小通道用于传质

（图 4a 蓝色三角形所示），并且通道壁面有窗口，

可实现孔道间的互通（图 4a 黄色四边形所示）。

NU-1000 是第 1 个具有上述多级孔结构的 MOFs，

其具有平行的 0.9 nm三角形通道和 3.3 nm六边形通

道，前者不会被酶堵塞用以传质，后者尺寸比角质

酶（Cuinase，3.0 nm×3.0 nm×4.5 nm）略大，用以

实现酶的固定化[47]。Cuinase@NU-1000 在常规缓冲

液中表现出与自由酶相当的初始催化速率，当反应

体系中加入尿素、四氢呋喃等对酶危害较大的物质

时，前者仍能表现出很好的催化能力。通过对固定

化酶的底物可达性系统分析，结果表明，NU-1000

固定化酶时，酶占据最大通道后，底物仍通过三角

形通道与四边形孔壁窗口在横纵 2 个维度维持传

质。为了证实此观点，分别选择分子尺寸不同的荧

光物质异硫氰酸荧光素（FITC，1.0 nm×0.8 nm× 

0.5 nm）、4-羧基苯基卟啉（TCPP，1.6 nm×1.6 nm× 

0.2 nm）为模拟底物，考察二者在荧光标记固定化

酶 Cut647@NU-1000 中的传质情况。 

 

 
1 Å=0.1 nm，下同 

图 4  NU-100X 系列孔结构示意图（a）[46]；固定化酶后模拟底物 FITC 的荧光 3D 重构图（左）、荧光标记 Cut647@NU-1000

共聚焦显微镜图（右上）、固定化酶后模拟底物 TCPP 的共聚焦显微镜图（右中）、Cut647@NU-1000 与 TCPP 共

聚焦显微镜重叠图（右下）（b）[47]；同时负载有活性与灭活角质酶的 NU-1000 共聚焦显微镜图（左，有活性酶

在通道内部，无活性酶在通道进出口）、上述固定化酶催化 60 s 后产物荧光图（右）（c）[47]；不同孔结构对底物

可达性影响图（d）[47] 

Fig. 4  Schematic diagram of pore structures in NU-100X (a)[46]; Fluorescence 3D recomposition of simulated substrate FITC 
after immobilized enzyme (left), confocal microscope image of fluorescence label Cut647@NU-1000 (top right), 
confocal microscope image of simulated substrate TCPP after immobilized enzyme (middle right), overlapping image 
of Cut647@NU-1000 and TCPP confocal microscope (bottom right) (b)[47]; Confocal microscope image of NU-1000 
loaded with both active and inactivated keratinase (left, active enzyme in the channel, non-active enzyme in the 
channel inlet and outlet), fluorescence image of the product catalyzed by the immobilized enzyme for 60 s (right) 
(c)[47]; Effects of different pore structures on substrate accessibility (d)[47] 
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通过 3D重构，证实了 FITC均匀分布在 Cut647@ 

NU-1000 内外，而 TCPP 不能进入到 Cut647@NU- 

1000 内部，如图 4b 所示。并且，使用活性及灭活

角质酶分别固定在 NU-1000 内外时，固定化酶仍表

现出催化活性，说明底物可达孔道内部，如图 4c 所

示。与 PCN-600（具有唯一尺寸通道孔，孔壁有窗

口）固定角质酶相比，NU-1000 负载量小，但底物

可达率超过 90%，而 PCN-600 固定酶的底物可达率

仅为 6%；并且，CYCU-3（具有 2 种尺寸通道孔，

孔壁无窗口）固定角质酶全部不可达，没有催化活

性，如图 4d 所示。 

接着，FARHA 课题组[48]使用相同的理念将比

角质酶尺寸更大的有机磷酸酐酶（OPAA，4.4 nm× 

4.4 nm×7.8 nm）固定到具有 4.6 nm 六边形通道型孔

的 PCN-128y 中，经 70 ℃干燥后的 OPAA＠PCN- 

128y 固体粉末室温保存 3 d 后，底物催化转化率只

降低约 5%，远高于对照组的自由酶。但是，可能受

底物传输效率的影响，OPAA＠PCN-128y 初始催化

速率仅约为自由酶的 30%。为进一步通过调控孔结

构促进传质，又设计并合成了具有 4.4 nm 六边形通

道孔、1.7 nm 三角形通道孔、1.2 nm×1.3 nm 孔壁窗

口的 NU-1003[49]，其最大孔可以容纳 OPAA，其他

孔道不能被酶占据，可以增强底物传质过程；同时，

如图 5a 所示，调节载体颗粒大小能减小底物在孔道

内的传质距离，改善催化效果。因此，可对 NU-1003

的晶粒尺寸在 300~10000 nm 范围内调节。通过上述

孔道结构与晶粒大小的优化，OPAA@NU-1003- 

300 nm 的初始酶促反应速率可达自由酶的 3.15 倍

（图 5b~d）。反应底物在孔内的扩散是造成固定化

酶初始反应速率小于自由酶的一个重要原因。在本

体系中，晶粒尺寸最大的 OPAA＠NU-1003-7000 nm

在反应前 2 min 的催化速率较慢。当晶粒尺寸减小

到 2000、1000 nm 时，固定化酶初始反应速率有较

大的提高，并且 10 min 内即可达到反应平衡，但该

速率仍比自由酶略低。进一步减小晶粒尺寸，

OPAA@NU-1003-300 nm 初始反应速率明显高于自

由酶，并且先于自由酶达到底物 100%的转化率（图

5c）。此外，OPAA@NU-1003-300 nm 在模拟人体酸

碱性的条件下分解最强神经毒性甲氟膦酸频那酯

（梭曼毒气，GD）时，GD 半衰期仅为 2 min，

OPAA@NU-1003-300 nm 表现出远高于大晶粒固定化

酶的初始反应速率，并且是自由酶的 3.15 倍（图 5d）。

随着晶粒尺寸的降低，固定化酶初始反应速率明显

提升，说明减小载体尺寸有助于降低反应物在颗粒

内部的扩散阻力，能够让更多的底物快速接触到孔

内的酶，从而达到更高的催化速率。 

 

 
 

图 5  酶在 MOFs 孔道内均一负载及反应物从体相向孔内扩散示意图（a）；时间对 OPAA 在 NU-1003 中负载影响的共

聚焦显微镜图（b）；晶粒尺寸对 NU-1003 固定化酶催化神经毒素亚磷酸二异丙酯（DFP）的影响（c）；不同形

式酶催化分解 GD 初始反应速率的对比（d）[49] 

Fig. 5  Schematic diagram of homogeneous loading of enzymes in MOFs pores and diffusion of reactants from bulk to pore 
and influence of carrier size on mass transfer in pore (a); Confocal microscope images of the effect of time on OPAA 
loading in NU-1003 (b); Effect of grain size on neurotoxin diisopropyl phosphite (DFP) catalyzed by NU-1003 
immobilized enzyme (c); Comparison of initial reaction rates of GD catalyzed by different enzymes (d)[49] 
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除孔道物理尺寸因素外，载体与孔道的化学微

环境也对固定化酶有重要的作用，它不仅通过亲疏

水性以及带电性影响酶的固定化，还会通过影响酶

在孔内的迁移过程对酶的负载量造成影响。近期，

SHA 等[50]使用丝氨酸与三甲基甘氨酸对 NU-1000 的

化学微环境进行调控，系统探究了除孔道结构外的

载体化学微环境对模型酶泛素〔1.9 nm×1.9 nm× 

2.4 nm，等电点（PI）为 6.79〕固定化的影响，如

图 6a 所示。丝氨酸与三甲基甘氨酸具有伯胺、季铵

基团，可以调控载体的静电微环境，同时，羟基与

甲基可以调控载体的亲疏水性。通过三甲基甘氨酸

（NU- 1000-Betaine）、丝氨酸（NU-1000-Serine）修

饰以及去除金属 Zr 位点的甲基（NU-1000-FF），3

种载体的结晶完整性、孔结构与形貌相差不明显，

但带电性与亲疏水性区别较大。NU-1000-Betaine、

NU-1000-Serine 的 Zeta 电位比 NU-1000-FF 更正，说

明二者可以提供更强的静电相互作用；氨基丰富的

NU-1000-Betaine 水接触角更小，亲水性更强，NU- 

1000-FF 次之，NU-1000-Serine 最弱。此外，为了最

直观地考察孔道亲疏水性对酶负载的影响，进行了

水蒸气吸附等温线测试，该曲线的拐点越靠左，则

孔道亲水性越强，结果与水接触角测试结果一致。

通过热动力学分析，泛素的负载量与负载过程焓变

有较明显的线性关系，负载过程焓降越大，则负载 

量越高（图 6b）。进一步分析发现，泛素表面含有较

多的亲水性基团，热力学上更倾向于和亲水性强的

孔道通过极性的相互作用发生焓降，负载过程的焓

降与不同载体水蒸气吸附等温线拐点间良好的线性

关系也证实了这一点。同时，热力学分析发现，

NU-1000 系列更适合在 pH=5.5 的环境中负载，但实

验结果显示，该条件下泛素负载量远低于热力学平

衡量，仅约为 pH=7.5 时负载量的 10%（图 6c）。除

了热力学的影响，化学微环境造成的传质过程改变

也会影响泛素的负载量。通过实验分析发现，由于

载体与泛素在酸性环境中亲和力更强，泛素到达通

道型孔的进口后，存在较大的向内迁移阻力，因此

孔道内部并未充分负载，导致 pH=5.5 时负载量低于

理论值。该工作揭示了酶与载体间最根本的作用关

系，为酶载体材料的理性设计提供了依据。 

NU-100X 系列研究的成果之一就是其被广泛用

于制备 MOF-酶复合物，并取得了优良的催化效果。

以 CO2 资源化领域为例，甲酸脱氢酶（FDH，4 nm× 

6 nm×11 nm）是一种常见的羧化酶，能够在常温下

实现 CO2 加氢，但这个过程会消耗等物质的量的还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADH），后者可以在

胞内通过代谢再生，但此加氢过程在胞外进行时对

NADH 的消耗在经济上是不合算的。 
 

 
 

图 6  泛素结构以及不同小分子对 NU-1000 微环境调控示意图（a）[50]；泛素负载量与负载过程焓变的关系（NU-1000-BA

为苯甲酸修饰 NU-1000）（b）[50]；不同 pH 时泛素在不同载体中的负载量（c）[50]；FDH@Rh-NU-1006 通过酶-

化学级联催化 CO2 还原反应示意图（d）[51]；CALB@NU-1000 构建柱反应器示意图（e）[52] 

Fig. 6  Structure of ubiquitin and regulation of NU-1000 microenvironment by different small molecules (a)[50]; Relationship 
between ubiquitin loading capacity and enthalpy change during loading (Benzoic acid-modified NU-1000 is denoted 
as NU-1000-BA) (b)[50]; Loading capacity of ubiquitin in different carriers at different pH (c)[50]; Schematic diagram 
of CO2 reduction via an enzyme-chemical cascade catalyzed by FDH@Rh-NU-1006 (d)[51]; Schematic diagram of 
column reactor constructed by Enzyme-NU-1000 (e)[52] 
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因此，CHEN 等[51]以具有光敏特性且孔结构与

FDH 匹配的 NU-1006（6 nm 六边形通道型孔）为载

体 ， 通 过 配 位 作 用 将 电 子 媒 介 Rh Complex

〔Cp*Rh(bpy)Cl，Cp*代表五甲基环戊二烯，bpy 代

表联吡啶〕锚定在载体 Zr6 金属簇，在可见光的驱

动下消耗牺牲剂三乙醇胺（TEOA）实现 NADH 的

再生以供给 FDH 使用。通过光催化过程与酶催化过

程在同一载体的狭小空间内耦合，各催化位点位置

固定且距离很近，反应物的传质阻力非常小，该

FDH@Rh-NU-1006 催化剂再生 NADH 速率可达

28 mmol/(L·h)，24 h 内产甲酸的转换频率（TOF）

值可达 865 h–1，反应示意图见图 6d。NU-1006 不

仅为酶催化提供场所，自身也表现出与酶催化级联

的光化学催化能力，并且全过程在 10 nm 孔道内完

成，实现了高效 NADH 的原位再生与 CO2 转化。

GREIFENSTEIN 等[52]将脂肪酶（CALB）封装到 NU- 

1000的通道孔内，并将CALB@NU-1000负载到HPLC

色谱柱内得到连续反应器。受益于 NU-1000 独特的

孔结构，该反应器在水相中的稳定性提高了 30 倍，

并且时空产率比对照组高 1 个数量级（图 6e）。

IRMOF-74 系列是另一种通道型孔道经过系统性调

控的 MOFs。DENG 等[25]通过延长配体的方式，合

成了 IRMOF-74 系列材料。该类 MOFs 具有六边形

一维通道型孔，其中 IRMOF-74-Ⅺ六边形对角距离

可达 9.8 nm（图 7）。该工作分析了一系列不同大小

的客体分子尺寸与 IRMOF-74 通道孔尺寸的匹配

性，其中绿色荧光蛋白（GFP，5.2 nm×7.7 nm）不

通过构象转化就可以负载到 IRMOF-74-Ⅸ的六边形

通道内（7.2 nm），通过共聚焦显微镜证实了 GFP

负载到通道内部，并且仍保留其荧光性。但并未系

统分析 IRMOF-74 孔结构对酶活的影响。除此之外，

HKUST-1 是另一种常见的通道型 MOFs，也常被用

作酶的载体。但 HKUST-1 的六边形通道孔径仅为

0.9 nm，常通过表面吸附或共沉淀固定化酶。也有

报道首先对 HKUST-1 进行孔改造，再将酶固定在上

述六边形通道间的缝隙中[53-57]。 
 

 
 

图 7  IRMOF-74 系列配体结构图（a）；IRMOF-74 系列六边形通道孔尺寸对比图（b~c）[25] 

Fig. 7  Structure diagram of IRMOF-74 series ligands (a); hexagonal channel hole size comparison of IRMOF-74 series (b~c)[25] 

 

4  结束语与展望 

MOFs 作为一种有前景的酶载体，近年来的研

究取得了较大的进展，但系统性分析孔结构对酶固

定的影响较少。本文以此为侧重点，分别介绍了笼

型空穴与通道型孔的调控与固定化酶间的构效关

系，并得出以下结论与展望。 

（1）单一孔道结构的 MOFs 不适宜固定化酶，

需开发具有分级孔结构的 MOFs。笼型孔穴可将单

个酶分子固定在 1 个笼中，有效避免因为酶聚集而 

自聚导致的活性降低，同时载体自身与酶的弱作用

力可以避免酶在催化过程中的流失。相应的，酶占

据空穴后，抑制了反应物与产物通过该空穴进行的

输送，造成固定化酶催化能力降低。与笼型孔穴不

同的是，通道型孔道可允许物质通过孔道首尾两端

进出，有效抑制了无效扩散，因此，物质的传质阻

力相对更小。但是，酶在通道内的聚集可能会堵塞

通道，造成无效负载或传质阻力增大。因此，需要

解决酶占据空穴/通道后的传质问题。分级孔结构的

MOFs 既为酶负载提供场所，又保留空余孔道作为 
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物质运输通道，因此，该类型的开发是一个值得关

注的方向。 

（2）以减小传质阻力为目标导向进行 MOFs 结

构设计，强化传质与催化过程。与自由酶可以和底

物直接接触不同，底物需要经过孔内扩散才能到达

固定化酶并与之发生反应，因此，固定化酶的 kcat

常略小于自由酶。但多孔性载体在催化过程中也会

富集底物，因此，会造成固定化酶对底物的亲和力

增加，Km 明显降低，即更低的体相底物浓度即可达

到较高的催化速率。因此，固定化酶的 kcat/Km 通常

较自由酶有所提升，即催化过程得到强化。以缩短

孔内传质距离，减小孔内传质阻力为目标，进行孔

结构设计，将进一步提高初始反应速率，强化催化

效果。此外，对于多酶级联体系，孔结构会直接影

响酶在载体中的分布，通过设计，减小级联酶的距

离，避免中间物无效扩散并缩短传质距离，将极大

地增强固定化多酶的催化效果。 

（3）发挥 MOFs 自身的催化能力，构建化学-酶

级联催化剂。构成 MOFs 的金属节点具有一定的催化

活性，部分 MOFs 表现出了类酶活性。因此，MOFs

既可作为酶的载体，又可作为化学催化剂，与酶进行

级联反应，形成化学-酶级联催化剂。与纯酶级联不

同的是，化学-酶级联催化剂中酶的种类减少，成本

大大降低，并且化学催化剂对环境耐受性和催化稳

定性远胜于酶。因此，选择合适的 MOFs，在完成

酶固定化的同时实现化学催化剂对酶制剂的取代，

将级联反应限制在数纳米尺度内，将极大强化催化

过程，实现降本增效作用。但是，与酶活性匹配的

MOFs 并不一定具备匹配的孔结构，因此，可能需要

在保留 MOFs 催化活性的基础上对其孔结构进行调

控，以实现高效化学-酶级联催化剂的设计与制备。 

（4）调节孔道微环境，强化催化过程。酶与载

体间的弱相互作用不仅可以有效减少固定化酶在催

化过程中的流失，还可以强化催化过程。孔道的亲

疏水性、酸碱性、带电性都会影响酶负载量与形态，

还会对底物在酶周围的聚集状态产生影响，从而影

响固定化酶的催化效果。此外，对微环境的调控还

可以使多酶均处于较适宜的催化条件。例如：HRP

与 GOx 的最适宜的 pH 有差异，通过聚电解质对载

体的修饰，可使二酶在同一载体中分别处于最适宜

的 pH 状态，从而强化催化过程。因此，对酶微环

境进行精细调控，为酶催化营造最适宜的环境值得

深入研究。 
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