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摘  要：酶是一种天然生物催化剂，有催化效率高、底物选择性强和绿色环保等优点，但酶结构

不稳定且重复利用率低，制约了其产业化应用。随着技术的发展，酶的固定化可以提高酶的活性

和稳定性，为生物酶的工程化应用带来了新的机遇。多孔纳米材料具有比表面积大、孔隙率高、

机械和化学性能稳定等特点和优异的成本效益，是理想的固定化酶载体。本文综述了近些年来金

属有机框架、共价有机框架和多孔微球等纳米材料固定化酶的研究进展和应用，重点介绍了载体

固定酶的方式，并总结了每种载体的特点，最后讨论了多孔纳米材料固定化酶面临的挑战和发展

趋势。 
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Abstract: Enzyme is a green and natural biocatalyst, with the advantages of high activity under moderate 
conditions and high specificity. However, the high molecular complexity and intrinsic fragility are the 
challenges for applying the enzymes in the tough reaction conditions for the industry process. The 
advanced enzyme immobilization technology has great chance to improve the enzymatic activity and 
stability, bringing new opportunities for the engineering application of enzymes. Porous nanomaterials 
with large surface area, high porosity, stable mechanical, chemical resistance and superior 
cost-effectiveness, are ideal carriers of immobilizing enzyme. In this paper, the recent research progress 
and applications of nanomaterials such as metal organic framework, covalent organic framework and 
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porous microspheres for enzymatic immobilization are reviewed. We mainly introduced the method of 
carrier for immobilization of enzymes, summarized the characteristics of each carrier. The challenges and 
future development of the immobilization technology for enzymes by porous nanomaterials have been 
finally discussed and concluded. 

Keywords: Enzyme, Immobilization, Porous nanomaterials, Immobilization methods, Research progress 
 

酶是一种生物催化剂，有催化效率高、专一

性强、反应条件温和等优点。此外，与传统化学

催化剂相比，酶来源于生物体内，种类繁多且反

应时不需要官能团的保护和活化，更加经济、节

能和高效，有助于实现化学品制造的绿色和可持

续发展。近二十年来，酶催化技术被广泛应用于

医药、生物、农业、国防、食品等领域[1-2]。尽管

生物酶有很多优点，但是酶结构不稳定，在高

温、高压、强酸、强碱和有机溶剂中容易失活，

使其长期操作稳定性差，而且酶的回收和再利用

困难，制约了其大规模的工业化应用。酶的固定

技术可以克服这些问题，与游离酶相比，固定化

有助于增强酶在苛刻环境中的稳定性，提高酶的

催化活性和储存稳定性；另外，固定化酶可以更

快速地从反应体系中分离出来，从而最大限度地

减少或消除产物对酶的污染，促进了酶的有效回

收和循环利用[3-4]。  

酶的固定化方式主要分为 3 种：载体结合、包

覆和交联(无载体)。载体结合是指酶与载体通过物

理吸附、离子键、共价键等连接方式实现酶的固

定，是最常用的固定方法[5]。包覆是将酶包埋在有

机聚合物网络、无机物和杂化材料中，如硅基溶

胶-凝胶和膜等，这种固定方法一般是通过载体材

料与酶共沉淀的方式来实现[6]。交联是指使用双功

能试剂把酶晶体[7]或酶聚集体[8]交联在一起制备无

载体大颗粒，表 1 总结了不同固定方法的优势和存

在的问题。载体是影响酶固定效率和催化性能的

主要因素，因此，制备高效可行的载体材料是固

定 化 酶 的 关 键 。 金 属 有 机 框 架 (metal organic 

framework，MOF)材料、共价有机框架 (covalent 

organic framework，COF)材料、多孔微球等纳米材

料具有良好的稳定性和机械强度，而且孔隙率

高、比表面积大、表面易于修饰、成本低廉、原

料易得、生物相容性好，已逐步开发并用于酶的

固定化研究[10]。本文综述了 MOF、COF 等多孔纳

米材料在酶固定化领域的研究和应用，分析了不

同固定载体的特点，并讨论了固定化酶所面临的

挑战和发展趋势。 

 
表 1  不同固定方法的优缺点 
Table 1  Advantages and disadvantages of different fixation methods 
方法 

Method 

优势 

Advantage 

缺陷 

Defect 

参考文献 

References 
Adsorption Low cost 

Simple operation 
Enzymes leak easily 
Not conducive to continuous operation 

[2] 

Covalent bonding High stability 
High load efficiency 
Continuous operation 

High fixed cost 
Damage of enzyme functional group 

[5] 

Embedding 
 

Simple process 
Immobilizable biomacromolecule 
Low cost 

Low mass transfer efficiency [9] 

Cross-linking High stability 
No carrier needed 

High cost 
Reaction is hard to control 
Large enzyme demand 

[7-8] 
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1  多孔纳米材料固定化酶的研究 

1.1  酶@MOF 

金属有机框架(MOF)是由金属中心和有机配体

通过配位键连接而成的有拓扑结构的多孔纳米材

料，具有高比表面积、孔隙率和结晶度，孔径和

结构有序可调，金属节点、配体具有多样性且易

于修饰，各种活性基团可以均匀分布在 MOF 的孔

隙和表面，与生物分子相互作用，是酶固定化的

极佳载体材料[11]。MOF 不仅可以为生物分子创造

稳定的微环境，提高其抗干扰性能，而且可以促

进生物分子从产品中的分离和回收。酶和 MOF 的

结合(酶@MOF)主要分为 3 种方式：(1) 吸附；  

(2) 共价连接；(3) 原位包埋。 

1.1.1  酶@MOF 吸附固定 

吸附是指酶和 MOF 之间通过疏水作用、电荷

作用、范德华力、氢键和 π-π 堆积等作用力相结 

合[12]。酶在 MOF 上吸附固定的位置取决于酶分子

尺寸与 MOF 的孔径大小。当酶分子尺寸大于 MOF

的孔径时，通常被固定在载体的表面。如 Ma 等[13]

用微孔 ZIF-70 (直径≤2 nm)吸附葡萄糖脱氢酶和亚

甲基绿(电催化剂)制备用于脑内葡萄糖检测的生物

传感器，因葡萄糖脱氢酶的分子尺寸大于 ZIF-70

的孔径，使得酶分子被固定在 ZIF-70 外表面    

(图 1)。Zhao 等[14]利用吸附法将分子尺寸大于 MOF

孔径的胰蛋白酶固定在聚多巴胺涂覆的磁性 Cu 基

微孔 HKUST-1 表面上，MOF 的磁性修饰加快了复

合酶的分离和回收速度。尽管将酶固定在载体表 

 

 
 
图 1  ZIF-70 固定亚甲基绿和脱氢酶的示意图[13] 

Figure 1  Schematic diagram of fixed methylene green and 
dehydrogenase in ZIF-70[13] 

面可提高酶的性能，但此固定方式同样使得生物

酶分子和溶液环境直接接触，减弱了 MOF 的保护

作用，不利于固定化酶的长期操作稳定性[11]。当

MOF 孔径大于酶分子尺寸时，酶@MOF 吸附法

可以将酶吸附到载体孔道的内部，材料孔壁的保

护作用增强了酶的稳定性和循环使用性。Zhong

等[15]利用吸附法将葡萄糖氧化酶固定到具有类似

过氧化物酶活性的 Zr 基金属有机框架 MOF-545

孔内，在经历 7 d 的储存时间和 5 个反应循环后，

分别保留了 92%和 71%的相对活性，这一结果验

证了 MOF-545 孔壁对酶的稳定性和循环使用性具

有保护作用。Zhong 等[16]将十六烷基三甲基溴化

铵和乙二胺四乙酸加入到硝酸铜和 1,3,5-苯三甲

酸的混合溶液中制备了孔径达到 15.2–20.7 nm 的

介孔 Cu-MOF 载体，并利用吸附法将漆酶固定到

Cu-MOF 孔内，与几乎全部失活的游离酶相比，

固定化酶在重复使用 7 次后，相对活性仍保持在

50%以上，这一结果同样证明了 Cu-MOF 载体孔

道对酶活性的保护作用。尽管孔径尺寸大的介孔

MOF 载体提高了酶的稳定性，但直接合成介孔

MOF 的制备过程复杂、反应成本高，不具有普遍

适用性[17]，基于此，研究人员在微孔 MOF 的基

础上修饰改性制备了同样对酶具有保护作用但反

应过程简单、成本较低的微介孔 MOF。Kim 等[18]

以水作为溶解剂，对合成的微孔 POST-66(Y)进

行修饰，制备了具有微孔和介孔双级孔结构的载

体材料(图 2)，微介孔 POST-66(Y)的介孔尺寸范

围为 3–20 nm，将辣根过氧化物酶(horseradish  

 

 
 

图 2  微孔转变为微介孔 MOF 示意图[18] 

Figure 2  Schematic diagram of microporous to micro- 
and mesoporous MOF[18] 
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peroxidase，HRP)固定在孔内，固定化酶在二甲基

亚砜等有机溶剂中显示出比游离 HRP 更好的稳定

性，重复使用 5 次后仍可保持 90%以上的相对活

性。Pang 等[19]以十六烷基三甲基溴化铵为结构导

向剂合成了孔径范围为 3.5–7.0 nm 的两级微介孔 Zr

基金属有机框架 MMU 来吸附固定漆酶，负载量达

到 221.83 mg/g，同时增强了漆酶的 pH、温度稳定

性和循环使用性，储存 1 个月后仍可保持 55.4%的

初始活性。 

吸附固定的特点是可以预先合成 MOF，其合

成条件不受目标酶的限制；此外，酶与 MOF 具有

非特异性相互作用，因此可以使用不同类型的

MOF 作 为 固 定 化 基 质 ， 如 Ni-MOF[20] 、 MIL- 

53(Al)[21]、UiO-66-NH2
[22]等。通过吸附作用固定

化酶的稳定性和活性得到改善。 

1.1.2  酶@MOF 共价连接固定 

共价连接是通过酶或 MOF 表面游离的–NH2

和–COOH 之间形成酰胺键，或者以戊二醛为交

联剂，通过醛基和氨基之间的席夫碱反应来实现

酶在 MOF 上的固定。酶-MOF 之间形成的酰胺键

通常需要羧酸活化分子如 1-乙基-3-(3-二甲氨基

丙基)碳化二亚胺[1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimide，EDC]和 N,N′二环己基碳化二亚胺

(N,N′-dicyclohexylcarbodiimide ， DCC) 等 对 –COOH

进行活化，加快反应进程[23]。 

Mehta 等[24]用氨基对苯二甲酸和氯化锆通过

溶剂热法制备 UiO-66-NH2，并用 DCC 对其进行

羧基活化，活化后的 MOF 其羧基与有机磷酸水解

酶的氨基之间形成酰胺键，实现对酶的共价连接

固定；固定化酶催化活性比游离酶的活性提高了

近 40%，其储存稳定性也显著增强，在 4 °C 条件

下保存 60 d 后，仍保持其相对活性的 80%，而游

离酶几乎全部失活。Chen 等[25]以戊二醛为交联剂

通过醛基和用硫酸铵沉淀的猪胰脂肪酶(porcine 

pancreatic lipase，PPL)氨基之间的席夫碱反应，

实现了 PPL 在 UiO-66-NH2 表面的共价固定，

PPL@UiO-66-NH2 的固载率为 98.31 mg/g，同时

提高了 PPL 的可重用性、储存稳定性和热稳定

性。Nowroozi-Nejad 等[26]对比了吸附和共价连接

固定化酶的性能，他们制备了 Fe-MIL-88NH2(A)

用于荧光素酶的吸附固定，并用邻苯二甲醛修饰

得到 Fe-MIL-88NH2(B)用于酶的共价固定，通过研

究两种固定化酶在不同条件下的催化活性，发现

Fe-MIL-88NH2(B)的热稳定性和底物亲和力高于

Fe-MIL-88NH2(A)，这一结果表明共价连接的键合

力更强，更有利于促进酶催化活性和稳定性的提

高。Wang 等[27]比较了共价连接(方法 I)和金属离子

亲和力相互作用(方法 II)对固定脂肪酶催化活性的

影响(图 3)，他们研究发现，尽管共价连接固定的

酶负载率(83.48%)低于金属离子亲和力固定的酶负

载率(87.20%)，但是共价连接固定化酶在 10 个周

期后的剩余活性(74.04%)高于金属离子亲和力固定

酶的剩余活性(61.16%)，这一结果进一步验证了共

价连接固定酶增强了酶的相对稳定性。 

通过共价连接的方法将酶固定到载体上，一

方面提高了酶结构的刚性，减弱了外界环境对酶

构象的破坏；另一方面，共价连接固定有助于加

强酶活性位点朝向底物的取向程度，增大酶与底

物之间接触的机会[24-25]；而且与物理吸附相比，

共价键键合力更强，酶的稳定性更高。但是，共

价连接过程复杂、成本较高且固定过程中酶表面

的一些官能团可能被破坏，影响酶的催化活性。 

1.1.3  酶@MOF 原位包埋固定 

原位包埋法通过酶溶液、金属离子和有机配

体的共沉淀实现生物酶的固定，其不受酶分子尺

寸的限制，是一种快速有效的固定方法。原位包

埋法采用的 MOF 载体的形成机理如图 4 所示，酶

分子吸引金属阳离子和有机配体在其表面成核、

结晶，形成的纳米外壳可保护其免受外界环境的

影响，这和自然界生物矿化过程相似，因此该方

法又被称为仿生矿化法[28-29]。 

沸石咪唑酯框架材料(zeolitic imidazolate 

frameworks，ZIFs)因其合成条件温和、反应速度

快、物理化学性能优异而被广泛用于酶的原位包 
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图 3  Fe3O4@MIL-100(Fe)的合成路线及脂肪酶的固定化示意图[27] 

Figure 3  Synthesis route of Fe3O4@MIL-100 (Fe) and immobilization diagram of lipase[27] 

 

 
 

图 4  由软生物组织矿化的坚硬的多孔保护壳的海胆示

意图(A)和包裹在多孔的 MOF 结晶壳中的蛋白质、酶、

DNA 等生物大分子(B)[28] 

Figure 4  Schematic diagram of sea urchin with hard porous 
protective shell mineralized by soft biological tissue (A) and 
proteins, enzymes, DNA and other biological macromolecules 
are wrapped in porous MOF crystal shell (B)[28] 

埋[30]。Lyu 等[31]首次将 MOF 材料 ZIF-8 和细胞色

素 C (cytochrome c，Cyt c)通过原位包埋的方法实

现偶联，以甲醇为反应介质、聚乙烯吡咯烷酮为

辅因子制备了 Cyt c@ZIF-8，ZIF-8 提高了 Cyt c 对

底物 H2O2 的亲和力，固定化的 Cyt c 比游离 Cyt c

催化活性提高了 10 倍。Knedel 等[32]利用原位包埋

固定法将漆酶(laccase)、Zn2+和 2-甲基咪唑在水溶

液中搅拌 5 min 制备得到 Laccase@ZIF-8，增强了

漆酶在高温和有机溶剂中的稳定性。Feng 等[33]利

用原位包埋固定法将人免疫球蛋白多克隆抗体、

山羊抗牛血清白蛋白多克隆抗体分别固定在 ZIF-8

和 ZIF-90 中，其固定效率高达 99%以上，而且抗

体在高温、有机溶剂中仍能保持活性。Rafiei 等[34]

将脂肪酶和微孔 ZIF-67 通过原位包埋法相偶联，

制备的脂肪酶@ZIF-67 用于大豆油与甲醇的酯交换

反应，包封的脂肪酶在碱性和酸性区域中表现出

更高的耐受性。总之，在原位包埋固定过程中形

成的 ZIFs 外壳增强了酶在严苛环境中的稳定性。 
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然而，ZIFs 用于酶固定也面临以下问题：   

(1) ZIFs 的微孔可能会阻碍底物分子与酶的接触，

导致其活性下降[35]；(2) 在含水和酸性条件下，金

属节点与有机配体间的配位键倾向于解离，导致

酶的泄露[36]。针对以上问题，Sun 等[37]提出了一种

简便的多酚处理方法来原位包埋固定酶，实现酶

活性和稳定性的提高(图 5)，单宁酸(tannic acid，

TA)涂覆后 H+的释放将部分破坏 Zn2+和 2-甲基咪唑

之间的配位键，形成 ZIF-8@ZnTA 内部多孔结构；

另外，TA-Zn 涂层中的多级孔结构和 Zn-O 配位键

增强了 ZIF-8@ZnTA 的反应物扩散过程和抗水腐蚀

稳定性，为基于一系列 ZIF 和多种酶的高性能生物

催化剂的制备提供了一种简便而通用的方法。Wei

等[38]在常温下采用机械研磨法将 β-葡萄糖苷酶包

埋在 UIO-66-NH2 中，同样增强了酶的稳定性，并

且与 ZIF-8 相比，UIO-66-NH2 在酸中更稳定，这为

酶的原位包埋提供了新的思路。另外，晶态载体

缺陷法也可有效提高复合酶的催化性能，Wu 等[29]

通过减小 2-甲基咪唑和锌离子的摩尔比制备了具

有无定形结构的 ZIF 材料(amorphous ZIF，aZIF)，

有机配体和金属离子的配位缺陷减小了材料的结

晶度和有序性，从而产生介孔结构，促进了底物

的扩散，酶通过原位包埋固定在 aZIF 中，其表观

活性比传统 ZIF-8 提高了 5–20 倍。Hu 等[39]采用微

流控技术，在层流扩散梯度混合环境中合成了  

酶@ZIF 复合材料，由于微通道中反应物比例连续

变化，所得产物也显示出配位缺陷，因此产生介

孔，减小了底物传质阻力，其活性比共沉淀制备

的酶@ZIF 复合物高出一个数量级，这种缺陷辅助

合成方法为提高复合酶的活性提供了新的途径。 

原位包埋法简单快捷，能够将酶分子固定在

孔内，提高其稳定性。但这种方法要求 MOF 的合

成条件温和，目前的研究主要集中于 ZIFs 系   

列[23]，ZIFs 在酸和水中的不稳定性和微孔结构限

制了酶的连续操作和工业化应用，因此，仍需要

进一步探索新的合成方法和载体材料。 

综上所述，酶可通过吸附、共价连接和原位

包埋的方式固定在 MOF 上。不同的固定方式有各

自的特点，MOF 材料通过提高酶结构的刚性、改

变酶催化反应的微环境以及形成保护外壳来提高

酶的稳定性和可循环利用性。然而金属中心和有

机配体之间配位键的可逆性使大部分 MOF 材料在

水中不稳定，易解聚且材料的直径、形貌和结构

难以控制，影响了酶的长期操作稳定性和实际应

用[40]，因此，仍需要进一步优化现有 MOF 的结构

或开发出更稳定的具有生物相容性的新品种 MOF

材料。表 2 总结了近些年酶@MOF 的固定化研究

和应用。 

 

 
 

图 5  E@ZIF-8@ZnTA 生物催化剂的制备[37] 

Figure 5  Schematic preparation of E@ZIF-8@ZnTA biocatalysts[37] 
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表 2  酶@MOF 固定化总结 
Table 2  Summary of enzyme@MOF immobilization 
酶 

Enzyme 

载体材料 

Carrier materials 

固定方法 

Immobilization 
method 

应用 

Application 

参考文献

References

Lysozyme ZIF-8 Adsorption Hydrolysis of M. lysodeikticus [41] 

Laccase MIL-53(Al) Adsorption Catalytically degrade of 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol [21] 

Dehydrogenase ZIF-70 Adsorption Detection of glucose in brain [13] 

HRP/Cyt c Ni-MOF Adsorption The degradation of 2,4-dichlorophenol and rifaximin in artificial 
wastewater 

[20] 

Trypsin HKUST-1 Adsorption Hydrolyzed cytochrome c [14] 

Cellulase UiO-66-NH2 Adsorption Hydrolysis of cellulose into soluble sugars [22] 

Gox HP-MOF Adsorption Biosensor [17] 

Lipase MIL-101(Cr)  Covalent linkage Hydrolysis p-nitrophenyl palmitate [42] 

OPH UiO-66-NH2 Covalent linkage Hydrolysis of p-methyl-parathion [24] 

Luciferase Fe-MIL-88NH2 Covalent linkage Detection ATP in the living organisms [26] 

RIgG Cu-MOF Encapsulation Colorimetric immunoassay [43] 

Cyt c ZIF-8 Encapsulation Catalyze H2O2 [31] 

Lipase ZIF-67 Encapsulation Catalysts for esterification, transesterification [34] 

GOx ZIF-8 Encapsulation Colorimetric and electrochemical glucose sensor [44] 

Glycosidases UiO-66-NH2 ZIF-8, 
Zn-MOF-74 

Encapsulation Hydrolysis of one of cellobiose’s analogs [38] 

 

1.2  酶@COF 

共价有机框架(COF)是一种新型的多孔有机聚

合物，是有机结构单元通过共价键连接而成的有

二维和三维拓扑结构的晶体材料，其主链主要由

轻质元素(B、C、N、O、Si)组成，有孔隙结构可

调节、比表面积大、化学和热稳定性好、质量

轻、易于修饰等优点，被应用于催化、储能、光

电器件、分离、传感和医药等领域，是潜在的酶

固定化载体 [45-48]。COF 主要通过席夫碱反应合

成，与 MOF 相比，COF 材料性质更稳定且不含金

属元素，可减小对生物分子的不良影响。COF 和

酶的结合可分为吸附和共价连接两种方式。 

1.2.1  酶@COF 吸附固定  

与 MOF 吸附固定酶相似，COF 也通过静电吸

引、疏水作用、范德华力、π-π堆积、氢键等作用

力使酶吸附固定在 COF 的表面或孔内，酶@COF

复合物是通过将合成的 COF 材料和酶溶液混合在

一起搅拌、离心、洗涤干燥制得。Sun 等[49]以二

甲氧基对苯二甲酸(dimethoxyterephthaldehyde，

DMTP)和 1,3,5-三(4-氨基苯基苯)  [1,3,5-tr is 

(4-aminophenyl)benzene，TPB]为前体材料，通过

席夫碱反应合成了介孔 TPB-DMTP-COF (直径为

3.3 nm)，然后在室温下通过疏水作用将脂肪酶

(lipase)吸附固定得到 Lipase@TPB-DMTP-COF  

(图 6)，COF 孔径不变，孔隙体积由 1.62 cm3/g 降

到 0.59 cm3/g，证明酶是被固定在孔道中的，并

且由于 COF 孔道的保护作用，固定化酶显示出

更高的热稳定性和可循环性。Samui 等[50]以三甲

酰间苯三酚(triformylphloroglucinol，TP)和三聚

氰胺(melamine，MM)为配体制得 TPMM-COF，

通过物理吸附的方法将 α-淀粉酶固定得到 α-淀粉      

酶@TPMM-COF，进一步研究发现在高温条件下

α-淀粉酶@TPMM-COF 的活性稳定性更高，这是

因为 TPMM-COF 载体的保护作用减弱了高温对酶

结构的破坏。Sun 等[51]研究发现双级孔 COF 材料

COF-ETTA-EDDA (孔径分别为 13.9 Å 和 38.5 Å)固

定化的酶比单级孔 COF 材料 COF-PY-EDDA (孔径

为 31.4 Å)固定化的酶具有更高的底物亲和性和催 
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图 6  酶进入 COF 孔道示意图[49] 

Figure 6  Schematic diagram of enzyme entering into COF channel[49] 

 
化活性，这是因为在单级孔 COF 中酶和产物可能

会阻塞孔道，导致底物和产物的传质速率变慢，

而双级孔 COF 将酶固定在较大的六边形孔中，底

物和产物在较小的三角孔中自由进出，通过增大

扩散空间来减小传输限制。 

1.2.2  酶@COF 共价连接固定  

共价连接固定酶的方式需要活化 COF 表面的

–COOH 或以戊二醛为交联剂，通过酶上的–NH2 和

载体上的–COOH 或–CHO 之间形成共价键实现对

酶 的 固 定 。 Zhang 等 [52] 以 均 苯 四 甲 酸 二 酐

(pyromelliticdianhydride，PMDA)、2,4,6-三(4-氨基

苯 基 )-1,3,5- 三 嗪 [2,4,6-tris(4-aminophenyl)-1,3,5- 

triazine ， TAPT] 为 前 体 合 成 PMDA-TAPT-COF 

(COF-1)，用 1-乙基-3-(3-二甲基氨基丙基)碳二酰

亚胺和 N-羟基琥珀酰亚胺对 COF-1 上的羧基进

行活化后，通过与溶菌酶上的氨基结合形成酰胺

键，实现溶菌酶在 COF-1 孔内的共价连接固定

(图 7)，进而提高了其在有机溶剂中的稳定性和可

重复使用性。Wang 等[53]将 1,3,5-三甲酰间苯三酚

(1,3,5-triformylphloroglucinol，Tp)、1,4-二氨基苯

(1,4-diaminobenzene，Pa-1)和磁性石墨烯(magnetic 

graphene，MG)混合制备 MG@TpPa-1，以戊二醛

为交联剂将胰蛋白酶(trypsin)共价固定在 COF 上

得到 MG@TpPa-1-trypsin (图 8)，其负载量高达 

268 μg/mg，而且能够快速终止反应，加速分离过

程，此外，MG@TpPa-1-trypsin 还改善了胰蛋白

酶的水解效率，使其具有良好的可循环性和稳定

性。MG@TpPa-1-trypsin 具有高负载率和易分离

特 性 是 因 为 它 结 合 了 石 墨 烯 和 磁 性 材 料 的 优   

势[54-55]，我们认为这为 COF 材料的改性和优化提

供了新的思路。 

COF 和酶之间的共价键结合与吸附作用相

比，作用力更强，酶的负载率更高 [52]。被 COF

固定的酶的热、化学、储存稳定性和可循环性显

著提升[49-53]。另外，COF 是有机配体单元通过共

价键连接的，作用力强度大于 MOF 中的金属配

位键，因此 COF 材料在水和酸碱中更稳定[49]。

但是目前 COF 还无法实现对酶的原位包埋，这

使其无法将一些生物大分子固定在孔内，而且在

固定过程中，溶液环境或 COF 材料的孔道可能

会破坏酶的结构而影响酶催化活性。总体上 COF

固定酶用于生物催化的研究与 MOF 相比还较

少，需要进一步去探索和优化 COF 的结构、合

成方法和固定条件。 

1.3  酶-多孔微球 

多孔微球是一种具有纳米或微米结构的多

孔球状载体，如纳米颗粒、二氧化硅基微球、藻

酸盐基微球、壳聚糖和纤维素基微球等，因为其

具有高比面积、高负载率和良好的生物相容性

而成为酶固定化的研究热点之一，生物酶分子

主要通过物理吸附、共价连接的方式固定在纳米

微球上[56-59]。 
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图 7  生物分子共价固定在 COF 中[52] 

Figure 7  Covalent immobilization of biomolecules in COF[52] 
 

 
 
图 8  MG@TpPa-1-胰蛋白酶的合成过程[53] 

Figure 8  Synthesis of MG@TpPa-1-trypsin[53] 

 

1.3.1  酶-多孔微球共价连接固定  

载体表面的醛基或羧基和酶表面游离的氨基

之间形成共价键使酶固定在微球上。固定化提高

了酶对高温和 pH 的耐受性、可重复使用性和储存

稳定性。这是因为微球的保护作用可以减弱外界

环境对酶结构的破坏，另外，载体与酶之间的相

互作用可以提高酶的存活能力[60]。Xue 等[61]以纤

维素微球为基体，通过 Fe3O4 的修饰得到磁性纤维 

素微球(magnetic cellulose microspheres，MCMs)，

用多元羧酸 1,2,3,4-丁烷四甲酸修饰磁性微球表

面，然后以 1-乙基-3-(3′-二甲基氨基丙基)碳化二亚

胺和 N-羟基琥珀酰亚胺为活化剂通过酰胺化反应

将溶菌酶共价固定在 MCMs 上(图 9)，固载率为

79.75±4.32 mg/g，固定化增强了酶对高温和 pH 的

耐受性。Chen 等[62]以甲基丙烯酸缩水甘油酯和烯

丙基缩水甘油醚为单体，用反相悬浮聚合法在 
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图 9  BTCA-MCMs 的制备(A)和溶菌酶与 BTCA-MCMs 的共价结合(B)[61] 

Figure 9  Preparation of BTCA-MCMs (A) and covalent bonding of lysozyme with BTCA-MCMs (B)[61] 

 

SiO2 包覆的 Fe3O4 纳米颗粒表面制备出含环氧基团

的磁性聚合物微球，以 N,N-亚甲基双丙烯酰胺为

交联剂将青霉素 G 酰基转移酶固定。Jiang 等[63]采

用类似的方法以戊二醛为交联剂将 α-葡萄糖苷酶

共价固定在涂覆聚酰胺的磁性微球上，复合材料

具有优异的分散性和快速的磁分离性能，此外，

酶的储存稳定性和可循环性也得到提高。Nartop 

等 [64]以三(2-氨基乙基)胺聚合物和[2,2′-联吡啶]- 

4,4′-二甲醛为原料制备了聚合物微球 TrisPS-pyr，

进一步加入 PtCl2 制备得到含铂的聚合物微球

TrisPS-pyr-Pt(II)，之后将 TrisPS-pyr 和 TrisPS-pyr- 

Pt(II)分别与乙酰胆碱酶共价结合；通过对比两种

复合物的稳定性，发现 TrisPS-pyr-Pt(II)的固定化

效果更好，这一结果证明了 Pt(II)的构象稳定性和

电负性可提高载体的固定效率和可重复性，为酶

的共价固定提供了新的思路。 

1.3.2  酶-多孔微球吸附固定  

共价连接的方法固定效率高、稳定性强，适

用于连续化反应，但需要对载体表面进行功能化

修饰，这提高了反应成本，也可能破坏酶的构

象。然而，物理吸附的方法相对成本较低，易于

实施。Liu 等[65]制备了直径为 2−3 μm 的多孔空心

碳质微球(carbon microspheres，CMs)，CMs 通过

吸附的方法分别将牛血清白蛋白、皱念珠菌脂肪

酶、嗜热霉菌脂肪酶、过氧化氢酶、葡萄糖氧化

酶、漆酶和葡萄糖苷酶固定在孔内，固定化酶显
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示出更高的催化活性和稳定性，这是因为酶和

CMs 之间较弱的物理相互作用最大程度地降低了

酶的失活；另一方面，载体的外壳可以保护酶免

受极端反应条件的影响，例如避免与有机溶剂的

直接接触和溶液中离子的干扰。Feng 等[66]将氨基

功能化的磁性 Fe3O4 纳米颗粒和 Cu3(PO4)2·3H2O 

纳米花相结合制备了纳米复合材料，通过表面吸

附的方法将木瓜蛋白酶固定在颗粒表面，得到具

有 花 状 结 构 的 磁 性 纳 米 木 瓜 蛋 白 酶 复 合 物

[papain-Cu3(PO4)2·3H2O-magnetic nanoflower ，

PCMN] (图 10)，固定化同样提高了酶的催化活

性、热稳定性。磁性纳米生物复合材料在反应结

束之后可以通过磁铁收集，减小了回收难度，降

低了成本。Shi 等[67]以相同的方法将脂肪酶固定在

磁性二氧化硅纳米颗粒上，固定化增强了酶的可

循环性，重复使用 10 次后，活性回收率仍保持在

67%。虽然物理吸附法简便快捷，但吸附作用力

弱，酶在循环利用过程中容易从载体上泄漏，另

外，载体表面的亲水、疏水基团会影响酶的分散

性和底物亲和性。 

多孔微球载体来源丰富，既可以来自于自然

界广泛存在的天然高分子聚合物(如甲壳素、壳聚

糖、纤维素等)，也可以通过化学方法有机合成，

而且材料表面易于修饰。酶与多孔微球载体通过

共价连接和物理吸附两种方式实现酶的固定化，

借助微球载体的保护作用来减弱外界环境对酶多

级结构的破坏，从而提高酶的稳定性。表 3 总结了

近几年多孔微球固定化生物分子的方法和应用。 

 

 
图 10  PCMN 制备机理示意图[66] 

Figure 10  Schematic diagram of PCMN preparation mechanism[66] 
 
表 3  酶-多孔微球固定化总结 
Table 3  Summary of immobilized enzyme on porous microspheres 
生物分子 

Biomolecules 

载体材料 

Support materials 

固定方法 

Immobilization 
method 

应用 

Application 
 

参考文献 

References 

Amino acids 
 

Aldehyde-containing microspheres 
(SMA-EMA) 

Covalent bonding Green corrosion inhibitors for metals [68] 

β-D-galactosidase Chitosan Covalent bonding Hydrolysis 
o-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside 

[69] 

Lipase Fe3O4-PCPA-EGDE nanoparticles Covalent bonding Hydrolysis olive oil [56] 

Polygalacturonase Calcium alginate microspheres Covalent bonding Apple juice clarificatin [58] 

YADH Chitin-shellac microspheres Covalent bonding Convert alcohols to aldehydes or ketones [60] 

Nitrilase Cellulose microspheres Covalent bonding Hydrolysis of mandelonitrile [70] 

Lipase Fe3O4@SiO2 magnetic nanoparticles Adsorption Hydrolysis p-nitrophenyl palmitate [67] 

Papain Magnetic nanoparticles Adsorption Hydrolyze allergenic proteins  [66] 
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2  固定化酶的应用 

固定化酶因兼具游离酶的催化效率高、底物

特异性强、节能环保等优点，同时改善了酶的催

化稳定性和可循环性，从而得到了广泛的应用。

下面将主要介绍固定化酶在医药、废水处理和生

物传感领域的应用。 

2.1  医药 

酶等生物分子作为高效催化剂可应用于医学

研究和药品制造。Feng 等[33]将人免疫球蛋白多克

隆抗体、山羊抗牛血清白蛋白多克隆抗体封装在

ZIFs 中，利用 MOF 的不稳定性，抗体在酸性环境

下可快速高效释放(图 11)。Chen 等[62]用磁性纳米

颗粒固定青霉素 G 酰基转移酶用于 β-内酰胺类抗

生素的生产。牛奶过敏蛋白是引起牛奶过敏的主

要原因，去除牛奶过敏蛋白最常用的方法是蛋白

酶水解。Feng 等[66]用磁性纳米颗粒固定蛋白酶，

不仅可以有效去除过敏蛋白，而且通过磁性能够

快速回收蛋白酶，防止引入新的过敏蛋白。凝血

和血栓形成是生物医学材料面临的最大挑战，当

血液接触到异物表面时，免疫系统会对外来接触

做出反应，使血小板粘附，导致血栓形成。Ji 等[71]

用多巴胺涂覆的聚砜(polysulfone，PSf)固定纳豆激

酶和蚓激酶，固定酶的膜具有较低的血浆蛋白吸

附率、溶血率、血小板粘附率和较长的凝血时

间，可有效防止血栓的形成。总之，多孔纳米材

料的固定化促进了酶在医药行业的工业化应用。 

2.2  废水处理 

由于近些年来的水危机，污水处理已经引起

外界的广泛关注，水中的有机污染物难降解，具

有毒性和致癌性。酶作为一种环保高效的催化

剂，可被用于处理废水中的有机污染物。Gao 等[20]

用多级结构的 Ni 基 MOF 固定辣根过氧化物酶和细

胞色素 C，可用于快速降解工业废水中的 2,4-二氯

苯酚和利福昔明。Jia 等[21]用介孔 MOF-MIL-53(Al)

固定化漆酶，可在 120 min 内去除 99.24%的 5-氯- 

2-(2,4- 二 氯 苯 氧 基 ) 苯 酚 。 Mehta 等 [24] 用

UIO-66-NH2 固定有机磷酸水解酶，用于降解水中

的有机磷农药。Nartop 等[64]将乙酰胆碱酶共价固

定在聚合物微球 TrisPS-pyr 上，用于处理废水中的

有机磷酸盐和氨基甲酸酯。固定化增强了酶在污

水环境中的稳定性，可有效回收和多次使用，促

进了酶在废水处理领域的工业应用。 

2.3  生物传感器 

生物传感器借助酶对底物的高选择性，可实

现对目标分子快速灵敏的检测。Zhong 等[15]将葡萄

糖氧化酶固定在具有类似过氧化物酶活性的介孔

Zr 基 MOF-545 上得到模拟多酶系统，可用于葡萄

糖快速检测的比色生物传感器，具有检测限低

(0.28 μmol/L)和特异性高的特点。Nowroozi-Nejad

等[26]用 Fe-MIL-88NH2 固定化的萤光素酶在 Mg2+ 

 

 
 
图 11  抗体制备和应用的体外保护涂层策略示意图[33] 

Figure 11  Schematic diagram of in vitro protective coating strategy for antibody preparation and application[33] 
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和分子氧存在下与底物反应生成光、氧化萤光

素、CO2 和 AMP，用于检测生物体中的三磷酸腺

苷(ATP)。Wu 等[29]用无定形 MOF 载体固定葡萄糖

氧化酶动态检测活细胞中的葡萄糖，用于区分正

常细胞和癌细胞。Lyu 等[31]用原位包埋法制备了

Cyt c@ZIF-8 复合材料，该复合物可用于过氧化氢

和爆炸性有机过氧化物(如过氧化甲乙酮)的荧光检

测。生物分子有手性亚基(即氨基酸)组成的天然构

象，能够提供特定相互作用的两性特征，可以很

好地区分对映异构体。Zhang 等[52]将溶菌酶固定在

PMDA-TAPT-COF 上用于高效液相色谱，实现对

手性物质的检测和分离。总之，固定化酶作为一

种高效稳定的多相催化剂，在生物传感器领域有

广阔的应用前景。 

3  总结和展望 

本文综述了 MOF、COF、多孔微球固定化酶

的研究进展并分析了每种材料的特点。载体与酶

的结合主要分为吸附、共价连接和原位包埋 3 种方

式。固定化提高了酶的耐热性、耐酸碱性、稳定

性以及可循环性，促进了酶的商业化应用。但大

部分固定化酶的催化效率小于游离酶，其原因主

要有 3 点：(1) 载体的孔径限制会阻碍酶与底物之

间的传质；(2) 酶的固载率低；(3) 在固定过程中

酶的构象受到破坏。针对上述问题，我们可以从

以下几方面考虑：(1) 对载体修饰改性以形成分级

多孔结构来减小阻力或功能化载体上的基团，促

进底物和酶之间的相互作用；(2) 建模和仿真模拟

研究可以为酶和载体孔道之间的尺寸匹配提供理

论依据，有助于调控和设计载体孔径，确定酶的

最佳构型，提高负载率和催化活性；(3) 加入离子

液体也有利于复合酶催化性能的增强。早期，我

们 团 队 将 甲 酸 脱 氢 酶 (formate dehydrogenase ，

FDH)、甲醛脱氢酶、乙醇脱氢酶固定在再生纤维

素薄膜上构筑多酶催化系统用于 CO2 到甲醇的转

化，研究发现，在催化体系中添加 20%的胆碱谷

氨酸离子液体([CH][Glu])后，产量增加了 3.5 倍，

分子模拟动力学显示水中的 CO2很容易从酶活性位

点中心扩散出去，而 FDH 在[CH][Glu]中的构象使

CO2 在酶活性位点附近停留的时间更长，二氧化碳

的转化率也更高[72]。离子液体和载体的整合为提

高固定化酶的催化效率提供了一条可行的途径。 

另外，固定化酶技术的研究主要是在实验室规

模上进行的，能否在实际应用中实现大规模连续化

操作也是一个挑战。因此，对固定化酶反应器(如

填充床反应器、磁稳定流化床反应器、微通道反应

器等)的研究和固定化技术的创新也应是未来关注

的方向[73]。 
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其内容要求新颖丰富，观点明确，论述恰当，应包含作者自己的工作内容和见解。因此，作者在动笔之

前必须明确选题，一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉

及的各个方面，在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势，即掌握其内在的精髓，深入

到专题研究的本质，论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望，提出合乎逻辑并具有启迪性的看法

和建议。另外，作者也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法，辅以注释，客观而有少量评述，使读

者对该专题的过去、现在和将来有一个全面、足够的认识。 

需要特别说明的是：(1) 我刊要求作者投稿时在正文前写上主要作者专业和研究背景的简介，并指出

自己的工作(已发表的文章)在综述中的体现，同时请在稿件中用不同颜色标出来。(2) 在专论与综述中引

用的文献应该主要是近 5 年国内外正式发表的研究论文，引用文献数量不限。  


