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摘   要：金属-有机框架(metal-organic frameworks, MOFs)作为酶固定化的优良载体，为生物催化

反应提供优越的物理和化学保护。近年来，多级孔金属-有机框架(hierarchical porous metal-organic 
frameworks, HP-MOFs)由于其独特的结构优势，在固定化酶方面显示出更大的潜力。到目前为止，

已经开发了各类具有原生多级孔或缺陷多级孔的 HP-MOFs 用于酶的固定化研究，并且使得固定化

酶在催化活性、稳定性和重复利用性等方面得到了显著增强。本文系统总结了 HP-MOFs 用于固定

化酶的各种策略，介绍了 HP-MOFs 固定化酶(enzyme@HP-MOFs)在催化合成、生物传感、生物医

药等领域的最新应用进展。最后，讨论并展望了 HP-MOFs 固定化酶这一领域所面临的挑战和机遇。 
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Abstract: As an excellent hosting matrices for enzyme immobilization, metal-organic framework 
(MOFs) provides superior physical and chemical protection for biocatalytic reactions. In recent 
years, the hierarchical porous metal-organic frameworks (HP-MOFs) have shown great potential 
in enzyme immobilization due to their flexible structural advantages. To date, a variety of 
HP-MOFs with intrinsic or defective porous have been developed for the immobilization of 
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enzymes. The catalytic activity, stability and reusability of enzyme@HP-MOFs composites are 
significantly enhanced. This review systematically summarized the strategies for developing 
enzyme@HP-MOFs composites. In addition, the latest applications of enzyme@HP-MOFs 
composites in catalytic synthesis, biosensing and biomedicine were described. Moreover, the 
challenges and opportunities in this field were discussed and envisioned. 
Keywords: metal-organic frameworks (MOFs); hierarchical porous; immobilized enzyme; 
biocatalysis; biosensing; biomedicine 

 
酶是普遍存在的生物大分子催化剂，在生命

进程中起着至关重要的作用。固定化酶技术通过

吸附、交联或封装等方法将游离酶限制或固定在

所选载体的特定区域，保持其催化活性的同时提

升对于环境的耐受性、增加使用批次以实现高效

催化。近年来，多级孔金属-有机框架(hierarchical 

porous metal-organic frameworks, HP-MOFs)的出

现为固定化酶技术提供了一个新的有利途径。 

鉴于这一领域的进展速度，本文重点论述

HP-MOFs 固定化酶的策略以及 HP-MOFs 固定

化酶在生物催化、生物传感和生物医药等方面

的最新应用进展。最后讨论并展望 HP-MOFs

固定化酶应用面临的挑战和机遇。 

1  固定化酶的概述 
作为天然生物催化剂的酶在各类反应中表

现出催化活性高、选择性好(立体选择性、区域

选择性和化学选择性)和环境友好等优点[1-2]。得

益于这些优势，酶在过去几十年被广泛应用于化

学品合成、制药研究、食品、化妆品、生物燃料

开发、废弃物资源化等领域[3-4]。然而，游离酶

在使用过程中通常有许多问题，例如催化后的产

物提取、分离和纯化困难，在恶劣环境中稳定性

差(如热稳定性、pH 值和储存稳定性)，缺乏可

重复利用性等，严重阻碍了酶的大规模应用[5]。 

为了解决游离酶在实际应用过程中的诸多

问题，学者们尝试采用固定化、人工修饰、蛋

白质和酶工程、溶剂工程和酶的定向进化等策

略，取得了一定的进展[6-9]。尤其固定化酶技术，

可显著提高酶的活性、稳定性和选择性，已在

工业生产中广泛应用 [4]。除提高催化性能外，

固定化技术还可以快速将酶从底物、产品和基

质中分离出来，利于酶的重复使用[1,10]。学者们

已经陆续开发出许多用于固定化酶的载体，包

括天然聚合物、合成有机物和无机固体等[11-13]。

尽管这些固定化载体具有较高的酶负载能力，

能够提高酶在恶劣环境下的操作稳定性，但大

多数固定化酶仍存在浸出、变性、传质与传热

效率受限等问题[14]。 

金属-有机框架(metal-organic frameworks, 

MOFs)是由金属离子或金属簇与有机配体通过

配位键等作用自组装形成的一种多孔结晶骨架

材料，广泛用于气体吸附、分离、储能、发光，

催化、传感、药物递送、环境保护等领域[15-17]。

MOFs 具有活性部位多、比表面积大、孔隙率

高，骨架密度低，孔隙尺寸可调节，热稳定性

好，易于功能化等特点，越来越多地用于酶的

固定化研究[18-20]。然而目前报道的 MOFs 大多

只具有微孔结构，例如 ZIF-8、HKUST-1、MOF-5

等，其孔径小于 2 nm，酶分子主要通过物理吸

附和共价交联法固定，很难通过扩散的方法直

接进入到 MOFs 孔隙内[1,21]。近年来，多级孔金

属-有机框架(hierarchical porous metal-organic 

frameworks, HP-MOFs)的出现为固定化酶技术

提供了一个新的有利途径。HP-MOFs 通常存在

微孔(孔径<2 nm)、介孔(孔径 2−50 nm)、大孔(孔
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径>50 nm)中任意两级或三级孔结构[22]。其中介

孔或者大孔结构有利于酶的固定化，微孔结构

利于底物和产物的传输与扩散，缩短催化反应

时间，提高反应效率，从而达到绿色高效的目

的[23]。目前为止，已经报道了从头合成或者在

原始微孔 MOFs 中产生孔隙、缺陷从而制备

HP-MOFs 的多种设计方法，例如配体延伸法、

缺陷诱导法、模板法、合成条件调控法以及后

处理法等[22]。 

2  HP-MOFs 固定化酶的策略 
自 2006 年首次报道 MOFs 固定化酶以来，

已有大量研究以 MOFs 为载体，通过各种不同

策略实现酶的固定化[22,24]。根据酶与 MOFs 基

质之间的相互作用模式，构建 MOFs-酶复合物

的策略主要包括表面吸附法、共价交联法、孔

道渗透法和原位封装法[25]。 

在过去的几十年里，MOFs 固定化酶大多

采用物理吸附或者共价交联的方法[26-27]。这些

方法不依赖于 MOFs 的孔道结构，设计简单、

可操作性强，而且绝大部分的酶都可以通过这

些方法固定。但这些方法的固定位点都来自于

MOFs 有限的表面区域，忽视了 MOFs 丰富孔

道的利用，因此酶的负载率较低。此外，在恶

劣环境条件下，MOFs 表面固定的酶的催化活

性以及稳定性都相对较差[27-28]。 

自 2011 年首次报道了酶在 HP-MOFs 中的

成功固定之后[29]，越来越多的学者开始探索利

用 HP-MOFs 作为载体进行酶的固定化研究，以

进一步提高酶的催化性能[22]。HP-MOFs 固定化

酶的方法主要是孔道渗透法和原位封装法[22]。

表 1 列举了基于上述方法固定化酶的应用实例。

表 2 对比了孔道渗透法和原位封装法的优缺点。 

2.1  孔道渗透法 
孔道渗透法又称孔道包埋法。酶通过自由

扩散方式进入 MOFs 的孔道或空腔，并与之产

生 π-π 相互作用、范德华力等而固定于 MOFs

内[45](图 1A)。HP-MOFs 的出现使得酶和其他生

物大分子可以高度自由地扩散到 MOFs 的孔道

中。因此，渗透法通常使用具有较大孔径及丰

富孔道的 HP-MOFs，如 MIL100、NU-100x 和

IRMOF-74 等[46]，能够实现较高的酶负载率[47]。

孔道渗透法固定的酶位于 HP-MOFs 内部，酶分

子不易堆积或展开，对恶劣催化环境的耐受有

较大提升，并可减少酶的浸出[45,48-49]。 

Lykourinou 等[29]首次探索了 HP-MOFs 在

酶催化中的应用，并将一种微过氧化物酶

MP-11 通过渗透法封入 Tb-mesoMOF 中。

Tb-mesoMOF 具有直径分别为 0.9 nm、3.0 nm

和 4.1 nm 的多级孔道。其中 3.0 nm 和 4.1 nm

的孔道正好可以封入大小为 3.3 nm×1.7 nm× 

1.1 nm MP-11 分子，而 0.9 nm 的微孔则可为底

物提供转运通道。与介孔二氧化硅材料 MCM-41

相比，Tb-mesoMOF 固定化酶具有更为优越的

催化性能。随后，该团队还进行了一项有趣的

研究[50]，他们发现细胞色素 c (cytochrome c, 

Cyt-c)的尺寸超过了 Tb-mesoMOFs 孔道的尺

寸，却依然可以扩散到 MOFs 的空腔中。通过

荧光光谱法研究发现 Cyt-c 进入 HP-MOFs 内部

的机制：即蛋白质在转移到 MOFs 内部的过程

中，经历了显著的构象变化，该研究为探索

HP-MOFs 固定化酶的机制奠定了基础。 

有研究将孔道渗透法与其他固定化方法相

结合，用于酶催化级联反应或者多酶催化纳米反

应器的构建，也取得了较好的效果。Zhao 等[31]

采用具有高比表面积和超大空腔的 PCN-333 

(Al)分别通过物理吸附法固定胆固醇氧化酶

(cholesterol oxidase, ChOx)，孔道包埋法固定辣

根过氧化物酶(horseradish peroxidase, HRP)。共

固定化的 ChOx 和 HRP 在级联反应中表现 
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表 2  HP-MOFs 固定化酶策略的特点比较 
Table 2  Comparison of different approaches for enzyme immobilization in/on HP-MOFs 
Immobilization strategy Advantages Disadvantages 
Pore entrapment (1) Enhanced enzyme loading efficiency (1) Limited mass and heat-transfer efficiency 
 (2) High substrate selectivity  (2) Complicated process for HP-MOFs preparation 
 (3) Enhanced stability and reusability  
One-pot (1) Enhanced enzyme loading efficiency (1) Strictly controlled conditions 
 (2) Simplified operation steps (2) Decreased catalytic activity  
 (3) Reduced enzyme leaching  
 (4) Enhanced stability and reusability  
 (5) No dimensional compatibility required  
 
出较高的催化活性以及对蛋白酶、有机溶剂、

pH 和热变化的强耐受性。Dutta 等[32]设计并合

成了基于 MOFs 的多模块催化纳米反应器。将

预先合成的 Pd NCs [nanocrystals, NCs, 直径

(2.6±0.4) nm 或(5.2±0.4) nm]或 Pt NCs [直径

(6.1±0.9) nm]加入合成 DP-ZIF67 的前体混合物

中，制备得到包裹纳米颗粒并带介孔的 MOF 
(Pd@DP-ZIF67)。Pd@DP-ZIF67 中的微孔可以

作为小分子扩散通道，介孔用于固定假丝酵母

脂肪酶 A (Candida antractica lipase A, CalA, 约

6.3 nm×5.6 nm×4.2 nm 大小)。 

孔道渗透法为固定化酶提供了一种有效的

方法，越来越多 HP-MOFs 制备方法的出现，使

得 MOFs 的孔道尺寸结构和孔隙率都可设计调

节，从而与不同尺寸的酶匹配，并为特定底物

和产物的输送提供了潜在的尺寸选择性[51-52]。

然而，HP-MOFs 制备方法较为繁琐，制备条件

控制不易，导致材料的均一性和大规模制备存

在困难 [22,52-53]。此外，酶分子和底物的扩散也

存在一定的阻力，最终会削弱固定化酶的催化

性能[54]。 

2.2  原位封装法 
原位封装法是将酶和合成 MOFs 的前体物

一起加入体系，在酶表面原位生长 MOFs 结构，

即一步实现酶的封装以及 MOFs 的制备(图 1B)。

故这种新型的“一锅法”策略不受 MOFs 孔道结

构和尺寸的影响。酶的原位封装过程常发生在

常温、常压、水溶液环境中，利于酶活性的保

持[55]。与孔道渗透法相比，原位封装法减少了

酶的浸出，利于提高固定化酶的稳定性和可重

复利用性[56]。目前，常用于原位封装的 MOFs

主要包括 ZIFs、HKUST-1 和 MAF-7 等。其中，

由于 ZIF-8 的合成条件温和，无毒性而成为固

定化酶最常用的原位封装体系[14,57]。 
 

 
 

图 1  HP-MOFs 固定化酶的策略   A：孔道渗透法. B：原位封装法 
Figure 1  Diagrammatic sketches of enzyme immobilization strategies in/on HP-MOFs. A: Pore entrapment 
method. B: In situ encapsulation method. 
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Molina 等[39]通过对比发现，原位封装法包裹

漆酶的 Lac@NH2-MIL-53(Al)与两步法得到的

Lac#NH2-MIL-53(Al) (先制备 HP-MOFs，再通

过孔道渗透法固定漆酶)相比，前者酶的负载量

更高，而且酶的可重复利用性更好，利于废水

中双酚 A 的降解。Li 等[40]使用层层自组装耦合

原位封装法制备了多酶固定化反应器，最终将

CO2 转化为甲酸盐。这种新型复合材料以

MIL-101(Cr)为核心，制备了两层 HKUST-1。

首先通过原位封装法将碳酸酐酶 (carbonic 

anhydrase, CA)包裹在 HKUST-1 内部，作为第

一层。然后通过原位封装法将 CA、甲酸脱氢酶

(formate dehydrogenase, FDH)和谷氨酸脱氢酶

(glutamic dehydrogenase, GDH)包裹，作为第二

层。酶的连续固定化促进了底物的通道化，最

终获得了更好的催化性能。Mao 等 [42]通过

HP-MOFs 载体实现天然酶和模拟酶的级联催

化反应。他们首先通过原位合成法制备包裹葡

萄糖氧化酶(glucose oxidase, GOx)和 ZIF-8 的

复合物，然后通过共价交联法与具有类过氧化

物酶特性的葫芦脲 (cucurbituril [6], CB[6])连

接，构建了级联纳米酶，从而实现了葡萄糖和

胆固醇的灵敏检测。 

Chen 等 [58]首次揭示了原位封装过程中影

响酶活性的因素。以应用最广泛的 ZIF-8 为载

体，选择 GOx、Cyt-c、HRP、过氧化氢酶(catalase, 

CAT)、尿酸氧化酶(urate oxidase, UOx)和乙醇脱

氢酶(ethanol dehydrogenase, ADH)作为研究模

型。结果表明酶表面所带电荷对包封率和酶活

均有较大影响，并且可以通过氨基酸化学修饰

来调节酶的表面电荷，从而提高酶的催化性能。 

“一锅法”固定化酶也存在一定的局限性，

主要是在固定过程中，酶会直接与 MOFs 前驱

体接触，这就要求组装环境具有良好的生物相

容性，防止酶的变性[59]。因此许多 MOFs 的制

备体系受限，不宜采用原位封装法进行酶的固

定化。另一个缺点是，密集排列的 MOFs 可能

会遮蔽酶的活性位点，使得固定化酶催化活性

低于游离酶[60]。 

3  HP-MOFs 固定化酶的应用 
HP-MOFs 具有许多独特的性质，如孔径可

调节和易于功能化，可与不同的酶进行匹配，

提高固定化介质负载酶的能力。此外，不同尺

寸规格的孔径可提供基质选择性、降低传质阻

力，这是其他 MOFs 材料无法实现的，因此

HP-MOFs 固定化酶体系在许多领域都显示出

巨大的潜力 [1,33,55,61]。在本节中，我们总结了

HP-MOFs 固定化酶在生物催化、生物传感以及

生物医药等领域的最新应用进展。 

3.1  生物催化 
通常，HP-MOFs 固定化酶最直接的应用就

是催化各类反应，如氧化还原反应、水解反应、

迈克尔加成反应和酯化反应等。催化的最终目

标就是生产高附加值的目标化合物，包括精细

化学品、医药中间体、食品添加剂、生物燃料

等[62]。HP-MOFs 固定化酶在恶劣的反应条件，

如高温、有机溶剂、酸或碱性溶剂等具有明显

的优势。HP-MOFs 的高孔隙率使得固定化酶的

孔内活性位点易于获得，显著促进底物和产物

的运输、扩散。此外，通过调节反应体系的 pH
值，可以控制 MOFs 的电负性，使 MOFs 与酶

或底物呈现相反的电荷，从而增加酶的负载能

力，实现底物的预富集，最终实现催化反应的

加速进行[19,25,27]。 
Baron 等 [33] 将 拉 塔 伯 克 霍 尔 德 菌

(Burkholderia lata)来源的脂肪酶固定在具有多

级孔的 Fe-BDC 上，固定化酶的结合效率为

90%，以磷酸对硝基苯酯为底物的水解酶活回

收率为 400%。固定化脂肪酶对植物油的水解也
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表现出良好的活性，其中橄榄油水解活性可达

3 200 U/g。此外，该固定化脂肪酶在有机溶剂

中具有良好的稳定性，可用于食品、药品、生

物柴油等的生产。Pei 等[37]通过原位封装法将来

自橙单胞菌(Aurantimonas manganoxydans)的重

组钴型腈水合酶封装到 ZIF-67 中。固定化酶

NHase1229@ZIF-67对 3-氰基吡啶水合生成烟酰

胺具有很高的催化活性，其比活可达 29.5 U/g。 

3.2  生物传感 
在过去几十年中，基于酶的生物传感器已

经成为环境监测、食品分析和生物医学诊断等

领域的重要性分析工具[14,63-65]。与游离酶相比，

MOFs 作为载体的固定化酶不仅具有较高的灵

敏度、选择性和稳定性，而且可以通过建立比

色法、荧光学和电化学等多种信号输出途径，

实现基于 MOFs 固定化酶体系在生物传感领域

的广阔应用[66-68]。 

Zhang 等[44]制备了一种包裹血红素和 GOx

的多级孔 ZIF 材料。该多酶系统有较高的催化

级联活性，可通过比色法和电化学法实现葡萄

糖的快速检测。与游离酶相比，HP-MOFs 固定

化酶的活性增强了 16 倍，而且表现出长期稳定

性、优异的选择性和可重复使用性。 

此外，由于 MOFs 具有丰富的金属活性位

点和连接配体使得其具有纳米酶的特性[69]。特

别是有些 MOFs 具有类过氧化物酶活性，能够

催化氧化反应、显色反应、电化学反应和荧光

反应，实现生物传感器的构建，以便捷地检测

目标分子 [70-71]。选择本身具有纳米酶活性的

MOFs 为载体固定天然酶，组成的模拟酶-天然

酶级联催化系统在生物传感领域也有较大应

用，例如实现葡萄糖、尿酸、胆固醇和乙酰胆

碱等小分子物质的检测[31,55,72]。 

Zhang 等[34]以 Fe-MMPG-5 为载体，制备了

多级孔金属-金属卟啉凝胶的模拟多酶比色传

感系统 GOx@Fe-MMPG-5。该系统实现了高负

载率的 GOx 固定化，并且材料本身具备类过氧

化物酶活性，可用于级联催化和葡萄糖比色传

感，具有检测下限低、选择性和重复使用性好

等优点。SHI 等[73]利用具有过氧化物酶样活性

的 Cu-MOFs 纳米片固定 GOx 实现了葡萄糖的

荧光法检测。在 H2O2 存在下，Cu-MOFs 纳米

片可以将非荧光的硫胺转化为荧光硫铬。与

GOx 结合使用，可高选择性、灵敏地检测葡萄

糖，检测限为 0.41×10–6 mol/L。 

3.3  生物医药 
近年来，MOFs 在药物递送等方面的生物

医学应用越来越受到关注。当 MOFs 颗粒的尺

寸缩小到纳米级时，这些纳米 MOFs 可作为有

效的纳米载体，为成像、化疗、光热疗法或光

动力疗法提供药物。与传统 MOFs 载体相比，

HP-MOFs 具有孔结构多样、孔径可调、生物分

子包封承载能力高等优点，近年来在生物医药

领域的应用取得了显著进展[74-76]。 

Li 等[35]研究了 PCN-333 和 MOF-808 作为

吸附剂在血液灌流治疗中清除胆红素的应用。

其中，PCN-333 有较大的空腔、较高的孔隙率

以及更强的结合能，因此对血液中的胆红素吸

附较强，吸附容量约为 1 003.8 mg/g。Liu 等[41]

合成了包裹 CAT 和黑磷量子点(black phosphorus 

quantum dots, BQ)杂合的 MIL-101 复合物。该

多功能 MOFs 不仅保护了 CAT 在酸性肿瘤微环

境下的催化活性，以供应充足的 O2，而且大大

提高了 BQ 的单线态氧的量子产率，光动力治

疗效率比不含 CAT 的系统高 8.7 倍。该系统通

过耦合 BQ 光热疗法和单线态氧光动力疗法，

增强了针对缺氧肿瘤细胞的治疗效果。Wang

等[36]报道了一种基于 HP-MOFs 包裹蛋白质和

前药用于癌症治疗的研究。选择具有多级孔的

PCN-333 作为 HRP 和吲哚 -3-乙酸 (indole-3- 
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acetic acid, IAA)前药的载体。IAA 是一种天然

植物激素，可被 HRP 转化为有毒物质 3-亚甲

基-2-羟吲哚，并且释放出活性氧，对癌细胞有

较好的杀灭效果。PCN-333 纳米载体可以有效

地将 HRP 和 IAA 同时输送到癌细胞。结果表

明 IAA@HRP@PCN-333 对人类肝癌细胞系

(SMMC-7721)癌细胞表现出明显的抑制作用，

其 IC50 值为 4.2 mg/L。 

当考虑将 MOFs 用于生物医药应用，特别

是用于体内医疗用途的材料时，需要进行涉及

MOFs 化学稳定性、毒理学和生物分布等体外

和体内实验以确定 MOF 材料的潜在危害。有学

者对一系列不同金属离子组成的 MOFs 在不同

细胞系中进行毒性评估，结果表明所研究的

MOFs 体系(Fe、Zn、Zr 和 Mn 等)均具有一定的

细胞毒性[77]。但目前关于 MOFs 毒性的研究仍

处于初级阶段，关于 MOFs 体内的长期毒性细

胞分析研究较少[78]。 

4  总结与展望 
与传统的多孔材料不同，HP-MOFs 具有独

特的孔隙率、易于设计裁剪和功能化的特点，

为固定化酶的载体选择提供了一个新的方向。

在过去几年中，HP-MOFs 固定化酶的发展取

得了重大进展，但其研究仍处于起步阶段，尤

其是在转向工业化应用之前仍存在许多挑战

和障碍。 

采用 HP-MOFs 材料固定化酶，提高了酶负

载量、稳定性和可重复利用性，甚至获得了更

高的酶催化活性。然而，截至目前，已用于固

定化酶的 HP-MOFs 种类十分有限。此外，

HP-MOFs 的大规模制备成本仍然很高，阻碍了

HP-MOFs 固定化酶的工业化应用。因此，仍需

进一步加快开发更多可用于酶固定化的新型、

高性能、低成本 HP-MOFs 载体。 

迄今为止报道的很多新型 HP-MOFs 都是

通过 GOx 和 HRP 等经典模型酶来验证其固定

化的效果，缺少推广至其他酶的固定化应用实

例。因此，HP-MOFs 作为固定化酶的实际应

用尚处于初级开发阶段。酶与 HP-MOFs 之间

的确切相互作用机制尚未完全阐明，阻碍了

HP-MOFs 固定化酶的合理设计和开发应用。因

此，需要进一步通过先进材料表征、检测技术

验证来阐明固定化酶的过程机理，以期设计和

构建具有更好稳定性、生物相容性和可调特性

的 HP-MOFs 固定化酶。 

虽然 HP-MOFs 在药物传递方面取得了显

著的成就，但到目前为止，关于药物装载和释

放动力学的研究报道有限。此外，基于 MOFs

临床药用的另一个主要挑战是 MOFs 的潜在毒

性。无论是传统的 MOFs 还是 HP-MOFs 都存在

溶解性差，稳定性低等问题，并且其金属中心

(如 Fe、Zn、Zr 或 Mn 等)在体内的释放，可能

导致潜在的毒理学风险。未来应侧重 HP-MOFs

在生物系统中的药物动力学和毒理学效应研

究，为 HP-MOFs 在生物医药领域的应用奠定

基础。 
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