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基于金属有机框架材料的酶固定化策略及

药物筛选研究进展
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摘要：酶抑制剂筛选是药物开发的重要途径之一. 酶的三维结构易受到温度、盐浓度等外界因素的干扰，导致其

催化活性和稳定性降低，增加了药物筛选成本. 因此，通过酶与载体之间的相互作用对其进行固定化，提高酶结

构稳定性，已成为保持酶活力的重要策略. 基于固定化酶从复杂样品中筛选酶抑制剂也成为了药物研发的热点

领域. 近年来，金属有机框架材料（metal-organic frameworks, MOFs）因其具有孔径可调、比表面积大、结构简单、

环境稳定等特点，被认为是酶固定化的理想载体，为实现酶抑制剂高效筛选提供了新的解决方案. 总结了以

MOFs 为载体的酶固定化方法及其在抑制剂筛选和应用的相关研究进展，对 MOFs 酶固定化和药物筛选的机遇

和挑战进行了展望.
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Abstract： Screening  of  enzyme  inhibitors  is  one  of  the  important  approaches  for  drug  development.  The  three-
dimensional  structure  of  enzymes  is  susceptible  to  the  interference  of  external  factors  such  as  temperature  and  salt
concentration,  leading  to  a  decrease  in  its  catalytic  activity  and  stability  and  increasing  the  cost  of  drug  screening.
Therefore, immobilization through enzyme-carrier interactions to improve the stability of enzyme structure has become an
important  strategy  to  maintain  the  enzyme  activity.  Screening  enzyme  inhibitors  from  complex  samples  based  on
immobilized  enzymes  has  also  become  a  hot  field  of  drug  research  and  development.  In  recent  years,  metal-organic
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frameworks (MOFs) are known as the ideal  carrier  for enzyme immobilization due to their  characteristics of  adjustable
aperture, large surface area, simple structure, stable environment, and so on, and it provides a novel method to achieve the
efficient screening of enzyme inhibitors. The method of enzyme immobilization using MOFs as the carrier, the research
progress  of  inhibitor  screening  and  application  were  summarized.  The  opportunities  and  challenges  of  MOFs  enzyme
immobilization and drug screening were prospected.
Key words：MOFs；enzyme immobilization；enzyme inhibitors；drug screening

 

酶是一种参与人体内新陈代谢反应，维持人体

与外部环境正常动态平衡的生物催化剂. 由于基因

或环境变化引起的人体酶活性失调可能诱发多种

疾病，而酶抑制剂或激动剂可以调节其活性并恢复

人体正常的代谢过程. 基于高水平的疾病相关性和

药物研发可行性，酶已经成为新药开发中十分重要

的生物靶点之一，在制药领域显现出巨大的应用潜

力[1]. 目前，通过筛选试验鉴定的靶向酶抑制剂药物

在临床使用方面占据主导地位，其已成为新药研发

的重要有效途径之一[2-4]. 然而，酶独特的三维结构

容易受到温度、化学环境等外界因素的影响而被破

坏[5]，导致酶活力和选择性下降. 此外，酶的纯化和

回收困难，重复使用的能力不足，这增加了药物筛

选的成本[6]. 为了解决上述问题，研究人员基于酶与

载体之间的相互作用发展了酶固定化策略，用以提

高酶结构稳定性、可重复使用性，保持酶催化活性，

从而大大拓宽了酶的应用范围.
金属有机框架材料（metal-organic frameworks,

MOFs）是一种新兴载体材料，具有孔径可调、结构

多样化、比表面积大以及热稳定性好等优点，在酶

固定化方面备受关注[7-10]. 迄今为止，基于 MOFs 的

酶固定化研究已经取得了显著进展. 本文系统地阐

述了以 MOFs 为载体实现酶固定化的基本方法，同

时根据酶-MOFs 复合材料结合现代分析检测技术

所构建的反应平台，介绍了 MOFs 在酶抑制剂筛选

及药物研发等领域的应用进展.

 1　MOFs 酶固定化

MOFs 是指过渡金属离子与有机配体通过自组

装形成的具有周期性网络结构的晶体多孔材料.
MOFs 作为酶固定化的载体，可以为酶提供适宜固

定的键合位点以及三维隔间[5, 11]，具有许多显著的

优点. 第一，可以通过调整 MOFs 的孔径大小和结

构来匹配酶，为不同分子量大小的酶的固定化提供

可能性. 第二，较高的比表面积使 MOFs 具有更高

的酶负载量[12]. 第三，高度有序的骨架对酶具有保护

作用，使其在高温、有机溶剂、强酸强碱等恶劣条件

下更加稳定，增强了酶在实际应用中的可操作性[13].
因此，MOFs 有效改善了酶的稳定性、催化活性和

可重复使用性，有望成为酶固定化的理想载体[14].
根据酶与 MOFs 相互作用方式的不同，一般将

固定方法分为化学方法（共价[15]、交联[16]）和物理方

法（吸附[17]、包埋[18]）. 在实际操作中，酶固定化技术

通常包含许多关键步骤，一般将预固定策略与化学

修饰[19-20]、介质调控[21-22] 等方法相结合，以显著提高

酶固定化的效率. 目前，已有大量研究以 MOFs 为

载体通过不同的策略对酶进行固定化，如表 1 所列.
 1.1　化学方法

酶固定化常用的化学方法有共价法和交联法.
共价法是通过酶与载体之间的共价键实现固定化，

而交联法则是利用双功能试剂使酶与载体之间以

及酶分子之间发生交联反应，将酶固定在载体材料

上[31-33]. 为了提高固定化酶的长期稳定性，尽量避免

酶的浸出，可以同时通过多个共价键将酶固定到

MOFs 上[34]. MOFs 表面的官能团，例如羧基、羟基、

乙氧基、咪唑基、酰胺基、环氧基等，都可以为酶提

供键合位点[35].
在 N, N-二环己基碳二亚胺（DCC）或 N-羟基琥

珀酰亚胺（NHS）作用下激活酰胺化是实现共价固定

的有效方法之一.  Shih 等 [23] 利用 DCC 激活 MIL-
88B-NH2（Cr）的游离羧基，通过亲核反应共价结合

胰蛋白酶暴露的氨基，在形成肽键的过程中将胰蛋

白酶成功固定在 MOFs 的表面（如图 1 所示）.
Tudisco 等[19] 将共价法与合成后修饰法（PSM）相结

合，通过 MOFs 与戊二酸酐反应引入游离羧酸，利

用 N-羟基硫代琥珀酰亚胺（Sulfo-NHS）活化侧链羧

基，基于反应生成的酰胺键共价偶联葡萄糖氧化酶

（GOx），将其成功固定到同一系列不同 MOFs[（NH2-
MIL53（Al）和 NH2-MIL101（Cr）] 的表面上，拓宽了

MOFs 的可选择范围. 为进一步提高固定化酶活性，
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Suo 等 [24] 利用离子液体（IILs）修饰磁性 MOFs，并
在 NHS 作用下基于共价键固定脂肪酶（PPL）.
ILs/Fe3O4@MOF 通过多重相互作用为固定化 PPL
提供了良好的微环境，将其催化活性提高至游离酶

的 2.09 倍.
此外，还可以通过交联剂戊二醛（GA）实现酶固

定化. 戊二醛是最常用的交联剂之一，可以促进多

点键合，增加载体表面活性位点，提高固定化酶的

负载量和稳定性[36-38].  Xu 等 [25] 利用 GA 制备了用

于 PPL 固定化的磁性 MOFs（Fe3O4-COOH@UiO-66-
NH2），使其构型更加稳定，增强了固定化酶对温度

和 pH 的耐受性. Wu 等[20] 利用 3-氨丙基三乙氧基

硅烷修饰 Fe3O4@ZIF-67，使其与 GA 一端的醛基发

生席夫碱反应，基于交联法将 α-葡萄糖苷酶固定在

MOFs 上. 在最佳条件下，酶负载量为 79.07 µg/mg，
是以磁性纳米材料为载体（8.04 µg/mg）的 10 倍左

右，这将为后续抑制剂筛选提供更高的效率和灵

敏度.

 

表 1    基于不同方法制备酶-MOFs 复合材料的性能总结

Table 1　Summary of performances of enzyme-MOFs composites prepared based on different methods

MOFs 酶 固定方法
对酶活力的

影响
性能 参考文献

MIL-88B-NH2（Cr） 胰蛋白酶 共价 — 优越的蛋白水解性能 [23]
NH2-MIL53（Al）、NH2-
MIL101（Cr）

葡萄糖氧化酶 共价 抑制 高选择性、低检测限 [19]

ILs/Fe3O4@MOF 脂肪酶 共价 提升 催化活性高、稳定性好 [24]
Fe3O4-COOH@UiO-66-
NH2

猪胰脂肪酶 交联 — 较高的负载量和固定化

酶活性

[25]

Fe3O4@ZIF-67 α-葡萄糖苷酶 交联 抑制 高负载量 [20]
Cu-BTC 枯草芽孢杆菌脂肪酶 表面吸附 提升 较高的催化活性、优良

的可重复使用性

[21]

HP-DUT-5 葡萄糖氧化酶、尿酸酶 表面吸附 — 稳定性好、特异性强 [26]

UiO-66-NH2 乙酰胆碱酯酶 表面吸附 — 较高的负载量 [27]
Cu-MOF β-葡萄糖苷酶 共沉淀法 — 优异的包封效率和酸性

稳定性

[28]

MTV-ZIF-8 脂肪酶 仿生矿化 提升 较高的催化活性 [5]

UiO-66-NH2（30） 漆酶 表面吸附、扩散 提升 负载量高、稳定性好 [29]

BMOMs 糖基转移酶 微反应器 提升 优异的催化活性 [22]
DNA/ZIF-8 辣根过氧化物酶、葡萄

糖氧化酶

原位包埋 提升 催化效率高 [30]

—：未注明
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图 1　胰蛋白酶固定在 DCC 激活的 MOFs 上[23]

Fig. 1　Trypsin immobilization onto DCC-activated MOFs[23]
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 1.2　物理方法

 1.2.1　表面吸附法

表面吸附法是发展最早的酶固定化方法，基于

酶与载体之间的范德华力、静电作用或氢键等弱相

互作用，通过物理吸附将酶固定在载体表面[11, 35]. 表
面吸附法不需要额外的交联剂和修饰步骤，反应条

件温和，只需将酶和载体混合孵育一定时间[39]，是一

种简单、方便、低成本的方法. 在众多 MOFs 材料中，

具有分层多孔结构的 MOFs 可以促进反应物的扩

散过程，并对酶表现出优异的吸附性能，因此多被

用作吸附固定的载体. 研究人员利用 Cu-BTC、HP-
DUT-5、UiO-66-NH2 等分层多孔 MOFs，基于表面

吸附法成功制备了多种固定化酶.
Cao 等 [21] 通过表面活性剂修饰枯草芽孢杆菌

脂肪酶（BSL2）形成配合物，利用配合物与 Cu-BTC
之间的范德华力将 BSL2 固定在 MOFs 上，成功提

高了固定化 BSL2 的催化活性和可重复使用性，使

其在 10 个周期后仍具有 90.7% 的初始酶活性. HP-
DUT-5 是另一种高度稳定的分层多孔 MOFs，对葡

萄糖氧化酶（GOx）和尿酸酶（URICASE）表现出良

好的吸附能力，最大吸附量分别为 208、225 mg/g[26].
基于这一特性，Liu 等[26] 利用表面吸附法制备了具

有优异热稳定性的固定化 GOx 和 URICASE. 此外，

UiO-66-NH2 具有均匀致密的结晶层和丰富的晶间

介孔，其 BET 比表面积（1 049.2 m2/g）高于 Cu-BTC
（905 m2/g），表现出更优的吸附性能[27]. 与 GA 共价

固定乙酰胆碱酯酶（AChE）相比，UiO-66-NH2 对

AChE 的固定能力（213.1 mg/g）明显高于共价固定

法（60.6 mg/g）[27]，证实其显著提高了酶负载量，间接

改善了 AChE 的催化效率.
 1.2.2　原位包埋法

与共价法、交联法和表面吸附法相比，原位包

埋法将 MOFs 合成和加酶过程整合为一步反应，简

化了操作流程，同时为有效保护酶构象提供了 3D
微环境[40-41]，不仅提高了固定化酶的稳定性，还降低

了酶在溶液中的浸出[13, 42]. 此外，该方法对酶的分子

大小和 MOFs 的空腔结构没有具体要求，表现出更

好的通用性[43]. 常用的原位包埋法包括共沉淀法和

仿生矿化法.
共沉淀法是一种基于溶液的合成方法. 在合成

过程中，通常加入聚乙烯吡咯烷酮（PVP）等辅助稳

定剂保持酶的活性，使其沉淀在生长的 MOFs 表

面[13]，实现酶固定化. 为了满足实际应用中特定酶的

固定需求，可以通过调整反应介质、金属离子和有

机连接剂的浓度和配比来操纵 MOFs 的结构特性，

优化酶-MOFs 复合材料的性能[28, 44].
对于低 pH 条件下具有催化活性的酶而言，

MOFs 在酸性环境下的稳定性是影响固定化酶性能

的关键因素. 以 β-葡萄糖苷酶（β-G）为例，其水解反

应的最佳 pH 值在 5 左右，而包埋法中常用的 ZIF-
8 在该条件下不稳定. 为此，Wang 等[28] 首先制备了

在 pH 为 5 时结构稳定的 Cu-MOF，然后通过调整

Cu2+和对氨基苯甲酸（PABA）的浓度，混合含有

PVP 的酶溶液，基于共沉淀法制备了具有优异的包

封效率和酸性稳定性的 β-G@Cu（PABA）.  此外，

MOFs 的孔径通常小于 2 nm，导致大尺寸的酶难以

被原位包埋固定. 因此，研究人员通过长链有机连

接剂合成了大孔 MOFs 材料，为包埋不同尺寸的酶

提供了可能性[45-46]. Gascón 等[47] 通过引入 FeCl3 和

三氯甲基碳酸酯（BTC），基于共沉淀法快速合成了

一系列不同尺寸的酶-MOFs 复合材料，克服了固定

化酶大小的限制.
然而，共沉淀法只适用于在温和条件下合成的

少数 MOFs 和不受金属盐和有机配体渗透的酶[47-48].
鉴于酶的高度多样性以及现有 MOFs 材料的稳定

性，迫切需要一种不受酶分子量和 MOFs 结构限制

的酶固定化方法. 仿生矿化法完美地切合了这一需

求. 在仿生矿化法中，MOFs 的成核、生长和酶固定

化同时进行，金属离子与酶生物界面相互作用，诱

导 MOFs 生长成核，反应生成涂层，将酶固定在

MOFs 的三维隔间中，形成酶-MOFs 复合材料[9, 13-14].
作为酶固定化的载体，MOFs 的化学成分与独

特性质是影响仿生矿化固定化酶活性的关键因素.
Li 等 [5] 发现 MTV-ZIF-8 中脂肪酶（BCL）活性与亲

水性连接子比率之间呈先递增后递减的非线性相

关性. 随着 ZIFs 亲水性的增加，BCL 的结构从闭盖

变为开盖构象（如图 2 所示）. 这表明在 MOFs 的三

维隔间上存在官能团的空间排列，通过调整微环境

的亲疏水性，迫使酶呈现最佳构象，使其表现出更

高的催化活性[49-56]. MOFs 的独特性质是指在金属

离子或纳米组分的协同作用下具有的纳米酶催化

性能. 利用这一特点可以增强固定化酶的活性. Jing
等[57] 通过仿生矿化法将过氧化氢酶（CAT）封装在

具有过氧化物酶样活性的 Fe-BTC 中，制得具有协
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同催化活性的 CAT@Fe-BTC. 此外，在制备固定化

酶的过程中，酶的表面电荷和化学性质也至关重要.
研究发现，表面赖氨酸残基与琥珀酸酸酐的反应可

通过增加负电荷促进仿生矿化过程，而羧酸盐与乙

二胺反应生成的正电荷将阻碍该过程，因此对酶分

子表面氨基酸进行化学修饰是系统控制仿生矿化

的有效途径[58-61].
 1.3　其他方法

共价、交联、表面吸附和原位包埋法已被广泛

用于酶固定化研究，但在实际应用中，基于单一方

法所制备的固定化酶存在活性降低等问题. 为改进

酶固定化方法，研究人员通常将上述方法相结合，

并与微反应器、多酶复合物等体系联用，构建具有

更优性能的酶-MOFs 复合材料.
表面吸附法中酶与载体之间的弱相互作用易

受 pH 和盐浓度变化的影响，导致其存在稳定性差、

易浸出等问题. 因此，Liu 等[29] 通过调整 Zr4+和月桂

酸的摩尔比构建了孔径分布与漆酶（Lac）分子大小

相匹配的 UiO-66-NH2（30），使 Lac 吸附扩散固定

在 UiO-66-NH2（30）的表面和内部，抑制了固定化

Lac 的浸出，成功制备了具有优异稳定性、高负载量

（275.96  mg/g）和 高 活 性 回 收 率 （618%）的 Lac@
UiO-66-NH2（30）.

由于 MOFs 与糖基转移酶（PmHS2）的生物相

容性差，易导致酶失活，因此 MOFs 很少用作低聚

糖和多糖酶促合成过程中的载体.  为了解决

PmHS2 固定化困难的问题，Qiao 等[22] 在 ZIF-90 合

成方法的基础上，引入 Mg2+稳定酶活性，增加双金

属有机材料（BMOMs）的介孔，实现了糖基转移酶

的固定化，制备了具有优异催化活性的金属微反应

器 PmHS2@Mg-BMOM，如图 3（a）所示.
传统方法中，MOFs 一般用于单个酶的固定化.

但以往的研究表明，MOFs 由于其优良的性能，可以

作为固定多酶体系的载体[11, 13, 35]. Song 等[30] 首次将

辣根过氧化物酶（HRP）和葡萄糖氧化酶（GOx）作为

模型酶，通过 DNA 支架网络进行交联，将多酶复合

物成功封装到 ZIF-8 中，如图 3（b）所示. 该策略通

过 DNA 支架网络对级联酶的紧密结合明显提高了

整体催化效率、酶活性和动力学性能.

 2　抑制剂筛选应用

以 MOFs 为载体的固定化酶具有优异的催化

活性、稳定性和可重复使用性，为从中药提取物等

复杂样品中筛选靶向酶抑制剂奠定了基础. 已有大

量研究工作结合毛细管电泳（CE）[62]、高效液相色谱

（HPLC）[63] 以及传感策略[64] 等多种分析检测技术，

建立了高效筛选平台，以评估酶活性或鉴定配体结

构，从而加速了靶向酶抑制剂药物的研发. 表 2 总

结了基于 MOFs 的固定化酶在靶向酶抑制剂筛选

中的应用.
 2.1　毛细管电泳

毛细管电泳（CE）具有耗样量小、分析时间短、

分离效率高、易于自动化等优点，适用于研究酶反

应动力学，已被广泛应用于酶抑制剂筛选领域[68-73].
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Liu 等[27] 使用 UiO-66-NH2 作为毛细管电泳色

谱（CEC）的固定相，并利用表面吸附法将 AChE 固

定在 MOFs 上，构建了用于高效在线酶分析的

MOFs-IMER-CEC 一体化微量分析系统 .  受益于

UiO-66-NH2 聚集过程中产生的介孔结构，UiO-66-
NH2 涂层的酶可及性得到了极大改善，增加了 CEC
固定相的酶负载量. Ma 等[74] 通过伯氨基和醛基之

间的缩合反应，将纤维素酶固定在 UiO-66-NH2 上，

并作为 CEC 的手性固定相，实现了对碱性外消旋药

物的选择性分离.
以 ZIFs 为代表的 MOFs 孔隙微小、配位键较

弱、在水溶液中不稳定[75]，不利于抑制剂筛选过程

中固定化酶的回收利用. 因此，研究人员通过掺杂

磁性纳米颗粒、MnO2 等其他材料提高了酶-MOFs
复合材料的分离性能和稳定性[13, 76-77]，为实现电泳

法快速筛选酶抑制剂提供了新的解决方案. Wan 等[62]

通过分步组装法制备了磁性核壳金属有机框架复

合材料（Fe3O4@CS@ZIF-8），并将 α-葡萄糖苷酶原

位包封在 Fe3O4@CS@ZIF-8 晶格中. 研究发现，固

定化 α-葡萄糖苷酶对温度和 pH 的耐受性增强，循

环 10 次后仍具有 74% 初始酶活性，大大提高了其

可重复使用性. 随后，将固定化酶用于 14 种中药的

抑制剂筛选，通过 CE 发现大黄中的没食子酸和表

儿茶素等组分对 α-葡萄糖苷酶表现出最强的抑制

作用（如图 4 所示）. Liu 等[65] 基于静电作用将 AChE
物理吸附在 MnO2-ZIF-67 上，制备了具有良好可重

复使用性、耐酸碱和耐热性的固定化 AChE，并将其

与 CE 联用，从大叶旋覆花中分离出的 11 种化合物

中筛选 AChE 抑制剂，发现大叶旋覆花酸 A 和邻苯

二甲酸二丁酯具有较强的抑制活性，为基于大叶旋
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multiple enzymes network by Y-scaffold and entrapment in zeolitic imidazolate framework (ZIF-8)[30]
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表 2    基于 MOFs 的固定化酶在抑制剂筛选中的应用

Table 2　Application of immobilized enzyme based on MOFs in inhibitor screening

MOFs 酶 固定方法
对酶活力的

影响
检测技术 应用 参考文献

Fe3O4@CS@ZIF-8 α-葡萄糖苷酶 原位包埋 — 毛细管电泳 14种中药中α-葡萄糖苷酶

抑制剂筛选

[62]

MnO2-ZIF-67 乙酰胆碱酯酶 表面吸附 — 毛细管电泳 大叶旋覆花中AChE抑制

剂筛选

[65]

UiO-66-NH2 猪胰脂肪酶 交联、共价结合 提升 高效液相色谱-
四级杆-飞行时

间串联质谱

夏枯草中脂肪酶抑制剂筛选 [63]

Fe3O4-COOH@UiO-
66-NH2

猪胰脂肪酶 交联 抑制 超高效液相色谱-
四级杆-飞行时

间串联质谱

黄岑中分离鉴定脂肪酶抑

制剂

[25]

ZIF-90 α-葡萄糖苷酶 共价结合 — 高效液相色谱 淮山药和地黄等多种植物

中筛选α-葡萄糖苷酶抑

制剂

[66]

Fe3O4@ZIF-67 α-葡萄糖苷酶 交联 抑制 高效液相色谱 信阳毛尖茶中筛选α-葡萄

糖苷酶抑制剂

[20]

Cu-MOF α-葡萄糖苷酶 原位包埋 提升 比色传感 齐墩果酸衍生物中筛选潜

在的抗糖尿病药物

[64]

Au/Cu-MOFs DNA甲基转移酶 共价结合 — 电化学检测法 检测酶活性并研究抑制剂

筛选可行性

[67]

—：未注明
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覆花活性成分开发新药奠定了基础.
 2.2　液相色谱法

液相色谱法（LC）具有分析速度快、灵敏度高、

重复性好、可靠性强等优点，适用于筛选、分析天然

药物中的活性化合物，为酶抑制剂的研究提供了丰

富的来源. 研究人员通常将 LC 与质谱、配体垂钓

法相结合，以尽可能简化操作过程，全面分析活性

化合物，避免假阳性结果，提高分离效率，从而达到

快速筛选酶抑制剂的目的[78].
Chen 等 [63] 通过共价键将 PPL 固定在 UiO-66-

NH2 表面，使其活性位点与底物结合更加频繁，提高

了固定化酶的催化性能以及配体筛选试验的特异

性. 该工作结合高效液相色谱-四极杆-飞行时间串

联质谱技术（HPLC-Q-TOF-MS/MS），建立了基于

PPL@MOF 的配体垂钓法，从夏枯草中筛选得到

13 个 PPL 抑制剂，其中熊果酸的半抑制浓度最低

（28.97 µmol/L），具有优良的脂肪酶抑制活性 [ 如
图 5（a）所示 ]. 为解决配体垂钓法中酶负载量小和

回收困难的问题，Xu 等[25] 将 UiO-66-NH2 修饰为兼

具磁性和大比表面积的 Fe3O4-COOH@UiO-66-NH2，

用作固定 PPL 的载体，以提高复合材料的负载能力

（247.8  mg/g）和回收活性（101.5%）.  该工作基于
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132 分析测试技术与仪器 第 29 卷



Fe3O4-COOH@UiO-66-NH2@PPL 复合材料建立了

具有可行性、选择性和有效性的配体筛选系统，结

合超高效液相色谱-四级杆-飞行时间串联质谱技术

（UPLC-Q-TOF-MS/MS）从黄岑中成功分离并鉴定

出 8 个 PPL 抑制剂.
对比上述离线方法，与液相色谱质谱联用技术

相结合的在线分析技术将筛选、洗脱和分析等操作

过程合为一体，实现了连续分离和洗脱，简化了整

体分析过程，显著提高了筛选效率. Qiu 等 [66] 利用

ZIF-90 共价结合 α-葡萄糖苷酶（α-GLU）并将其固

定在针式过滤器中，与 HPLC 和显微注射泵耦合，

建立了快速筛选中草药提取物中的 α-GLU 抑制剂

的在线筛选系统 [ 如图 5（b）所示 ]. 该系统从淮山

药、金银花叶片、信阳毛尖茶中发现了山药素 I、异

绿原酸 B、儿茶素等结构已知的活性成分，从地黄

中成功筛选出了三种未知成分. 为了尽可能避免洗

脱、离心等过程造成的酶损失，研究人员尝试利用

具有较强的磁响应、结构稳定、易于操作的磁性

MOFs 建立在线筛选系统. 受到 Fe3O4@DOTA-ZIF-
67 固定胰蛋白酶[79] 的启发，Wu 等[20] 以 Fe3O4@ZIF-
67 为载体，制备了一种固定化 α-GLU 的生物微反

应器，并将其与 HPLC 相结合，构建了简单高效的

磁性在线筛选系统. 该系统避免了离线离心步骤中

的材料损失，大大提高了分析效率，并成功从信阳

毛尖茶中筛选出潜在的 α-GLU 抑制剂.
 2.3　传感策略

酶生物传感器结合了光学分析法（如比色法[80]、

荧光分析法[81-82]、紫外光谱法 [83]）、电化学检测

法[67, 84] 和表面等离子体共振检测法[85] 等多种检测

技术，具有优异的选择性和灵敏度，在酶抑制剂筛

选领域应用潜力巨大. 随着检测技术的不断发展，

越来越多的新方法被用于筛选酶抑制剂. 目前，基

于 MOFs 固定化酶的传感策略常见的有比色传感

法和电化学检测法.
比色传感法根据化学反应过程中颜色的变化

检测目标化合物，因其操作简单、易于读出、设备便

携而受到广泛关注[86]. Zhong 等[64] 通过葡萄糖苷酶

（GAA）、葡萄糖氧化酶（GOx）、Cu2+和 4, 4′-联吡啶

自组装，制备了具有高稳定性的球形杂化酶-MOFs
反应器（GAA@GOx@Cu-MOF），其酶活性较游离

酶体系增加了约 4.58 倍. 利用 Cu-MOF 的催化性能，

构建了基于酶-MOFs 复合材料的比色传感器，可实

现高灵敏度筛选齐墩果酸衍生物中的 GAA 抑制剂

[ 如图 6（a）所示 ]. 此外，该课题组还利用 IrO2/MnO2

纳米复合材料的氧化酶活性，结合 GAA@Cu-MOF
与比色传感策略，开发了另一种筛选 GAA 抑制剂

的方法 [ 如图 6（b）所示 ][87]. 该方法有效避免了过

氧化氢在筛选过程中的潜在干扰，提高了方法的灵

敏度，实现了抗坏血酸和阿卡波糖的低检测限和宽

线性范围测定，成功从齐墩果酸衍生物中筛选出潜

在的 GAA 抑制剂.
电化学传感策略主要检测目标分析物和电极

固定的识别元件之间的化学反应产生的输出电信

号的变化，而电信号的变化与目标分析物的浓度有

关，因此可用于目标物的定量分析[88]. Chen 等[67] 通

过 Au/Cu-MOFs 构建了一种检测 DNA 甲基转移酶

（DNA MTase）活性的电化学和血糖仪双响应的生

物传感器. Au/Cu-MOFs 作为固定转化酶催化蔗糖

水解生成葡萄糖的载体，具有高密度的金属位点和

优异的负载能力，提高了催化效率，放大了电化学

和血糖仪的检测信号. 通过信号放大策略，建立了

具有高灵敏度的生物传感器，用于测定 DNA MTase
活性，方法检测限为 0.001  U/mL，线性范围为

0.002~12 U/mL. 此外，该方法具有良好的选择性，通

过双响应检测减少了假阳性结果，可应用于抑制剂

筛选.

 3　总结与展望

MOFs 作为新兴载体材料改善了固定化酶的催

化活性、稳定性和可重复使用性. 基于 MOFs 固定

化酶的抑制剂筛选系统简化了传统方法中的操作

过程，提高了分离效率、准确性和可靠性，促进了酶

抑制剂的高效筛选. 然而，在酶抑制剂筛选过程中

仍有大量工作需要解决，如：（1）因 MOFs 骨架限制、

孔隙过小等因素，导致酶与底物可及性受限，最优

构象占比降低，使得酶活力不能完全发挥[89]. （2）酶
与 MOFs 的确切相互作用机制尚未完全阐明. （3）
通过配体垂钓等方法筛选抑制剂时无法完全排除

假阳性结果. （4）酶-MOFs 复合材料传感器抗干扰

能力不足等[13, 63, 90]. 因此，在接下来的工作中，可以

引入氨基酸、金属离子等介质对酶分子表面进行化

学修饰或者利用超声预处理使酶呈现最优构象，并

通过调控诱导缺陷构建介孔多层 MOFs 材料，增大

其比表面积和孔径，改善基底扩散，制备基于 MOFs
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的固定化高活性酶. 利用电子自旋共振波谱仪、低

温电子断层扫描技术、激光扫描共聚焦显微镜、计

算机模拟等多种表征策略和方法研究酶在 MOFs
中的精确定位和空间分布，实现原位微区高灵敏分

析，阐释其作用机制. 将酶-MOFs 复合材料与光电

二极管阵列检测器、液滴微流控技术、金属螯合亲

和层析等高选择性高灵敏度分析技术相结合获取

更为精准的筛选结果，提高方法的准确性和可靠性.
采用多通道、多模式检测策略进行传感器信号输出，

获取多维活性信息，提高抗干扰能力，开发快速、低

成本、高特异性和高灵敏度的方法，争取实现如中

药提取物等复杂样品的精准筛选应用，促进新药

研发.
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