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(57)摘要

本发明制备了多孔框架材料为基质的色谱

固定相并用于手性分离研究。针对传统手性色谱

柱固定相的载体材料可能存在的稳定性差、手性

拆分剂负载率低、手性拆分剂易流失、适用性局

限等问题，创造性地设计开发多孔框架材料（如

金属有机框架材料、共价有机框架材料等）作为

具有广泛适用性的新型载体材料，通过共价、吸

附、包埋、交联等手段高效负载手性拆分剂（如蛋

白、酶、大环类抗生素等），从而制备高效耐用的

各类手性固定相，作为用于色谱法手性分离（如

高效液相色谱、毛细管色谱等）的新型高性能色

谱柱填料。用此技术制备的各类手性固定相有很

好的分离效率，具有高稳定性和耐用性，成功应

用于手性氨基酸及手性药物等各种手性物质的

高效分离。此技术大大提高了手性色谱柱分离的

适用范围和使用寿命。
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1.一种手性固定相，其特征在于，包括多孔框架材料和生物分子，多孔框架材料为固体

载体，生物分子为生物手性拆分剂，生物分子负载到多孔框架材料中，所述多孔框架材料为

金属‑有机框架材料(MOFs)、共价有机框架材料(COFs)及氢键有机框架材料(HOFs)中的任

意一种或几种的结合，所述多孔框架材料上修饰有羧基、羟基、氨基、醛基、双键、巯基基团

中的任意一种或几种的结合，所述多孔框架材料的孔道尺寸为0.2‑15nm，所述生物手性拆

分剂本身具有羧基、羟基、氨基、巯基基团中的任意一种或几种的结合，所述生物手性拆分

剂为蛋白质类或大环抗生素类。

2.根据权利要求1所述的手性固定相，其特征在于，所述蛋白质类为溶菌酶、牛血清蛋

白(BSA)、细胞色素C、胰蛋白酶(Trpsin)、木瓜蛋白酶(Papain)、胃蛋白酶(Pepsin)、亲和素

(Avidin)中的任意一种或几种的结合；所述大环抗生素类为万古霉素、去甲万古霉素、阿伏

帕星、瑞斯托菌素A、利福霉素B、替考拉宁、卡那霉素、弗氏霉素、链霉素中的任意一种或几

种的结合。

3.根据权利要求1或2任一项所述的手性固定相，其特征在于，所述金属有机框架材料

(MOFs)为PCN‑777、PCN‑600、PCN‑333、PCN‑222、MIL‑101、MIL‑100、ZIF‑8、ZIF‑90、ZPF‑1、

ZPF‑2或Tb‑MOF；所述共价有机框架材料(COFs)为PICOF‑1、PICOF‑2、PICOF‑3、COF‑1、

COFTTA‑DHTA、COF‑NH2、PTDB‑NH2、PTPA‑NH2、COF‑OH或[HOOC]X‑COFs；所述氢键有机框架材

料(HOFs)为HOF‑1、HOF‑2、HOF‑3、HOF‑4、HOF‑5、HOF‑6、HOF‑7为MPM‑1‑Br。

4.一种权利要求1‑3任一项所述的手性固定相的制备方法，其特征在于，所述生物分子

负载到多孔框架材料中的方式为共价键和法、吸附法、包埋法、交联法中的任意一种或几种

的结合。

5.一种色谱柱，其特征在于，所述色谱柱为高效液相色谱气相色谱和毛细管色谱的整

体柱或填充柱，且所述色谱柱通过权利要求1‑3任一项的手性固定相的原位生长法或直接

填充法制备。

6.一种手性化合物的手性拆分方法，其特征在于，如权利要求1‑3任一项的手性固定相

在反相色谱、极性有机相色谱、正相色谱条件下，应用于手性化合物的手性拆分，所述手性

化合物为氨基酸、药物或有机小分子。
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制备多孔框架材料为基质的色谱固定相用于手性分离

技术领域

[0001] 本发明属于色谱手性分离的领域，具体涉及多种适用于高效液相色谱(HPLC)、气

相色谱(GC)、毛细管电泳(CE)等色谱分离方法的以多孔框架材料为载体，以具有天然手性

单元的生物分子为手性拆分剂的复合新型手性固定相的制备。该专利要求引用了如下中国

发明专利的优先权，申请号201810027487.0，申请日2018年01月11日。

背景技术

[0002] 在自然界中手性普遍存在，如构成生命体的生物大分子，包括蛋白质、核酸、酶等，

以及许多药物、食品等都具有单一手性结构。手性化合物一般有两种对应异构体，在物理和

化学性质方面几乎完全相同，但不同旋光活性的对映体所表现出的生物学活性、代谢过程

及毒性存在着显著的差异。因此，如何获取单一构型的、有高生物活性的异构体是目前的色

谱手性分离的研究重点。

[0003] 目前，色谱法是对映体分离最为常用的一类方法，包括气相色谱法(GC)、高效液相

色谱法(HPLC)、毛细管电泳(CE)等。对于各种色谱方法，色谱柱是色谱仪的心脏，而色谱柱

内填充的分离材料(固定相)是实现分离的关键。因此，高性能的色谱柱填料是色谱研究中

最丰富、最富有创造性的部分之一。手性色谱柱内填充手性固定相(Chiral  Stationary 

Phases,CSP)，通常由具有手性识别分离能力的物质(手性拆分剂)经化学键合或物理涂覆

等方法负载到载体上制备而成，主要包括：多糖衍生物类CSP、大环抗生素类CSP、蛋白质类

CSP、环糊精类CSP、配体交换型CSP、刷型CSP等。前四种手性固定相法在各种色谱法分离中

较为常用，可根据分析物的种类和性质选择合适的手性固定相，达到不同的分离效果。用于

负载手性拆分剂的载体的性能对于CSP的分离效果影响很大，理想的载体应具有高负载能

力，不易泄露所负载的手性拆分剂，高稳定性，高适用性(可用于负载不同类型的手性拆分

剂)等性能。

[0004] 作为近年来新兴的功能性多孔材料，多孔框架材料(如金属‑有机框架材料，MOFs；

共价有机框架材料，COFs；氢键有机框架材料，HOFs)，凭借高比表面积、孔道大小可调、结构

多样、易于修饰、优良的热稳定性及化学稳定性等优点，其在气体吸附与分离、传感器及催

化等领域的应用发展迅猛。但目前尚无关于其在手性固定相载体方面的应用报道。本申请

针对传统手性固定相的载体材料存在稳定性差、手性拆分剂负载率低、手性拆分剂容易泄

露等问题，创造性地筛选和设计多孔框架材料作为手性固定相载体，利用其易于修饰，高稳

定性，高比表面积和多孔性等优良特性，通过化学键合、吸附、包埋等多种手段来负载手性

拆分剂(如蛋白质、酶、大环抗生素等)，制备高效手性固定相(CSP)，以克服传统材料在手性

色谱柱方面的应用限制。

[0005] 通过对框架材料及其孔道进行设计、调控和修饰可以使框架材料与所负载的客体

分子产生较强的相互作用，提高多孔框架材料对手性拆分剂的负载能力、效率，有效降低和

防止手性拆分剂的泄露，从而提高手性柱的分离效果及重复利用性。另一方面，区别于传统

载体材料(如二氧化硅、琼脂糖等)，多孔框架材料具有很好的结晶性、确定的结构和孔道环
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境，便于研究和分析此类材料与其所负载的手性拆分剂之间的相互作用和相关机理，以不

断提升和优化此类CSP的性能。此外，多孔框架材料的组分和结构灵活，可设计性强，可根据

所选的手性拆分剂的结构、性质，在材料中方便的引入特定功能的基团或结构，以实现对某

些特定手性拆分剂的高效负载。因而此方法可用于设计制备不同类型的手性固定相(CSP)

作为高性能手性色谱柱填料，满足不同的分离需要，因而具有广泛的应用价值。

发明内容

[0006] 本申请针对传统手性固定相载体材料所存在的问题，创造性地利用多孔框架材料

(如金属‑有机框架材料，MOFs；共价有机框架材料，COFs；氢键有机框架材料，HOFs)为载体

通过化学键合、吸附、包埋、交联等手段负载各类手性拆分剂(如蛋白质、酶、大环抗生素)，

制备新型高效耐用的手性色谱固定相作为高性能手性色谱柱填料。

[0007] 一种新型手性固定相，包括多孔框架材料和生物分子，多孔框架材料为固体载体，

生物分子为生物手性拆分剂，生物分子负载到多孔框架材料中。

[0008] 进一步，所述多孔框架材料可以是金属‑有机框架材料(MOFs)、共价有机框架材料

(COFs)及氢键有机框架材料(HOFs)中的任意一种或几种的结合。

[0009] 进一步，所述生物分子手性拆分剂可以是蛋白质类或大环抗生素类；其中，蛋白质

类可以是溶菌酶、牛血清蛋白(BSA)、细胞色素C、胰蛋白酶(Trpsin)、木瓜蛋白酶(Papain)、

胃蛋白酶(Pepsin)、亲和素(Avidin)中的任意一种或几种的结合；大环抗生素类可以是万

古霉素、去甲万古霉素、阿伏帕星、瑞斯托菌素A、利福霉素B、替考拉宁、卡那霉素、弗氏霉

素、链霉素中的任意一种或几种的结合。

[0010] 进一步，多孔框架材料上修饰有羧基、羟基、氨基、醛基、双键、巯基基团中的任意

一种或几种的结合，多孔框架材料的孔道尺寸为0.2‑15nm，生物分子手性拆分剂本身具有

羧基、羟基、氨基、巯基基团中的任意一种或几种的结合。

[0011] 进一步，生物分子负载到多孔框架材料中的方式可以是共价键和法、吸附法、包埋

法、交联法中的任意一种或几种的结合。

[0012] 进一步，其可以通过原位生长法或直接填充法制备高效液相色谱气相色谱和毛细

管色谱的整体柱或填充柱。

[0013] 进一步，新型手性固定相可在反相色谱、极性有机相色谱、正相色谱条件下，应用

于氨基酸、药物、有机小分子的拆分。

[0014] 进一步，金属‑有机框架材料(MOFs)可以是PCN‑777、PCN‑600、PCN‑333、PCN‑222、

MIL‑101、MIL‑100、ZIF‑8、ZIF‑90、ZPF‑1、ZPF‑2、Tb‑MOF；共价有机框架材料(COFs)可以是

PICOF‑1、PICOF‑2、PICOF‑3、COF‑1、COFTTA‑DHTA、COF‑NH2、PTDB‑NH2、PTPA‑NH2、COF‑OH、

[HOOC]X‑COFs；氢键有机框架材料(HOFs)可以是HOF‑1、HOF‑2、HOF‑3、HOF‑4、HOF‑5、HOF‑6、

HOF‑7、MPM‑1‑Br。

[0015] 进一步，用共价键和法、交联法负载生物分子的多孔框架材料可以是PICOF‑1、

PICOF‑2、PICOF‑3、COF‑1、COFTTA‑DHTA、COF‑NH2、PTDB‑NH2、PTPA‑NH2、COF‑OH、[HOOC]X‑COFs中

的一种或几种的结合；用包埋法、吸附法负载生物分子的多孔框架材料可以是TTA‑COF、

PCN‑777、PCN‑600、PCN‑333、PCN‑222、MIL‑101、MIL‑100、ZIF‑8、ZIF‑90、ZPF‑1、ZPF‑2、Tb‑

MOF、HOF‑1、HOF‑2、HOF‑3、HOF‑4、HOF‑5、HOF‑6、HOF‑7、MPM‑1‑Br中的一种或几种的结合。
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[0016] 共价有机框架材料(Covalent  Organic  Frameworks,COFs)是由有机构建单元通

过共价键连接形成的结构有序的有机多孔材料，具有高比表面积、较高孔道率、孔径规则并

容易调控、结构灵活、易于功能化等特性，并具有优异的热稳定和化学稳定性。

[0017] 氢键有机框架材料(Hydrogen‑Bonding  Organic  Frameworks,HOFs)是由有机构

建单元(配体)通过氢键连接形成的结构有序的有机多孔材料。HOFs具有高比表面积、孔径

规则易于调控、结构灵活多变等特点。COFs和HOFs都可以根据需要来设计合成孔道尺寸和

形状合适的、高比表面积的、具有良好热和溶剂稳定性的载体材料。

[0018] 金属‑有机框架材料(Metal‑Organic  Frameworks,MOFs)由金属离子(或金属簇)

以及具有特定官能团和形状的有机配体来合成，因此可以根据需要来设计合成孔道尺寸和

形状合适的、高比表面积和高孔道率的、具有良好热和溶剂稳定性的MOFs材料。

[0019] 优选地，选择多孔框架材料为基质来负载手性拆分剂，可根据所选择的拆分剂的

尺寸，设计合成合适的有机配体以制备孔道尺寸与拆分剂尺寸相匹配的多孔材料，既能保

证材料对拆分剂的负载效率，又能保证手性拆分剂可以进入材料孔道内而不是附着在材料

表面(传统手性固定相一般是拆分剂固载在基质材料表面)。从而显著提高手性拆分剂的稳

定性，减低和避免手性拆分剂的泄露，进而提高手性色谱柱的耐用性。

[0020] 优选地，基于多孔框架材料具有多种拓扑结构，我们可设计合适的孔道大小和形

状(如多面体笼构筑的结构，其具有大的空腔和较小的窗口，被封装在材料中的手性拆分剂

不易泄露和流失)进行手性拆分剂的固载。例如，通过对具有不同孔道特征的材料进行性能

优化比较，我们筛选出多种不同孔道类型的金属‑有机框架材料来吸附、包埋手性拆分剂，

如PCN‑777、PCN‑600、PCN‑333、PCN‑222、MIL‑101、MIL‑100、ZIF‑8、Tb‑MOF等，进而实现多模

式的手性固定相的高效制备。

[0021] 优选地，由于多孔框架材料(如COFs、MOFs等)具有极高的比表面积和高孔道率，因

而具有很高的负载能力，单位质量的多孔框架材料可以负载的手性拆分剂的量大大高于一

般传统载体，因而可用于手性拆分剂的高效负载，制备高效率的手性固定相(CSP)。

[0022] 优选地，由于多孔框架材料合成方法的多样性(如溶剂热合成法、研磨法、微波合

成法、室温静置法等)，多孔框架材料可以通过多种方式对客体手性选择剂进行负载。对于

具有不同结构特征的手性拆分剂，我们分别选择合适的固载方法(如化学键合法、吸附法、

包埋法、交联法等)来实现高效负载，降低和避免负载过程中手性选择剂的结构变性和活性

流失，同时提高手性选择剂的负载率，进而提升了手性拆分效率。

[0023] 优选地，通过分析手性拆分剂的结构特征，设计合成具有不同功能的构筑基元，得

到对拆分剂具有特异性作用的多孔框架材料(即“bottom‑up”构建策略)，或对材料进行后

修饰与官能团进行反应，进而实现手性拆分剂与框架材料的共价结合。可实现对多种手性

拆分剂的化学键合负载，进而拓宽手性拆分柱的应用范围，极大程度降低和避免拆分剂的

泄露。

[0024] 优选地，由于某些框架材料可在温和的条件下合成，我们可通过“一锅法”(如金属

盐、配体及手性拆分剂同时加入溶剂中反应)反应，实现手性拆分剂的高效率包埋的同时保

证其分离活性，进而提升手性拆分效率。

[0025] 优选地，基于多孔框架材料是由有机配体作为构筑单元，当构成材料的有机配体

含有较多‑OH、‑NH2、‑OCH3等功能基团或含有能与客体分子进行π‑π相互作用、静电相互作用
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等的功能基团如苯环、氮杂环等时，多孔框架材料可以通过与客体分子间的相互作用，增加

了对手性拆分剂的负载效率，减缓其泄露流失。此外，由于多孔框架材料具有密度低和材料

粒径均匀等特点，所以填充得到的手性柱具有通透性好、柱压均匀稳定、柱效重复性好、批

次间稳定性高等特点。

[0026] 优选地，基于多孔框架材料结构的可知性，我们可实现其可控合成，经过长期实验

摸索我们对部分多孔框架材料(如PICOF‑1、PICOF‑2、PICOF‑3、COF‑1、PCN‑333、PCN‑777、

MIL‑100等)进行了基团修饰或金属交换处理，并得到了热及溶剂(甲醇、乙醇、四氢呋喃、乙

腈、丙酮、二氯甲烷等有机溶剂，各种酸性、碱性缓冲溶液，热水等溶液)稳定性显著提高的

新结构。因此，最终制备的手性固定相既适用于正相模式又适用于反相模式，极大拓宽了可

拆分底物的范围和此类技术的适用性。

[0027] 优选地，我们以蛋白质为手性拆分剂，蛋白质是由多种L‑氨基酸组成的复杂的生

物大分子，其三维结构和其具有的手性基团位点均可以参与对映体的选择性作用，因此蛋

白CSPs是分离对映体用途最广的固定相之一。其中牛血清白蛋白(BSA)、人血清白蛋白

(HSA)、α‑酸性糖蛋白(AGP)、卵黏蛋白(OVM)、胃蛋白酶和纤维素水解酶等六种蛋白质CSPs

已经商品化。但这些蛋白类手性柱仍存在样品容量较小、稳定性较差等问题。我们创造性地

使用多孔框架材料为载体通过多种方法来固载溶菌酶、BSA、细胞色素C、胰蛋白酶

(Trpsin)、木瓜蛋白酶(Papain)、胃蛋白酶(Pepsin)、亲和素(Avidin)等具有手性拆分效果

的蛋白制备手性柱，极大地提高了其色谱分离效能、延长了其使用寿命(例如，连续使用超

过3个月，柱效没有明显下降)，并且极大地降低了批次间的差异性。

[0028] 优选地，由于大环抗生素类具有多种官能团和不对称中心，及空穴结构(糖肽型)，

其可与被拆分物质发生多种作用，如π‑π作用、氢键作用、疏水作用、立体排阻、范德华力等，

因此大环抗生素类手性固定相(尤其是糖肽类抗生素)具有应用范围广，分离效率高，色谱

柱载样量大等优点。本发明中我们选用了大环糖肽类抗生素如万古霉素、去甲万古霉素、阿

伏帕星、瑞斯托菌素A、利福霉素B、替考拉宁、卡那霉素、弗氏霉素、链霉素等作为手性拆分

剂，利用框架材料负载，制备其手性柱，极大地提高了其色谱分离效能、延长了其使用寿命。

[0029] 优选地，蛋白质及大环抗生素类分子中，除了疏水部位，通常都还具有亲水基和可

离子化的基团，因而为双亲分子。因此蛋白质CSP及大环抗生素类CSP既适用于水相(即反相

色谱)，又适用于有机相(即正相色谱)。并且都对对映体具有较高的选择性，显示出了广泛

的手性识别能力。以溶菌酶CSP为例，其既可以拆分酸性的手性物质(如色氨酸、亮氨酸、苏

氨酸等)，也可拆分碱性的手性物质(如扑尔敏)，同时可以拆分中性的手性物质(如安息

香)。并且针对各种对映体都具有高的选择因子α和分离度Rs，即说明其对各种手性物质均

可完全分离。

[0030] 目前尚没有一种类似十八烷基硅烷键合硅胶柱(ODS)的普遍适用的手性色谱柱，

且市售的手性色谱柱通常价格昂贵且寿命有限。本发明开发了利用多孔框架材料为载体的

手性固定相作为高性能手性色谱柱填料的制备方法，该方法制备的手性固定相具有耐用性

强、稳定性好、pH及溶剂(缓冲溶液、乙醇、甲醇、异丙醇、丙酮、二氯甲烷、正己烷等)适用范

围广、适用于多种色谱分离模式等优点。同时多孔框架材料的结构及孔道具有设计调节性，

可应用于负载各种类型的手性拆分剂；并且多孔框架材料合成方法简单，反应条件温和，重

现性好；由于多孔框架材料极高的比表面积和高孔道率，因此手性拆分剂的负载量高，且可
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以通过调节材料结构而控制负载量；材料合成成本低，选用的手性拆分剂也是常见易得的

蛋白类、大环抗生素类，所以总体色谱柱的制备成本低。

[0031] 目前市售的纤维素衍生物型手性柱Cellu‑D和直链淀粉衍生物型Amy‑D仅适用于

正相色谱条件；Cellu‑DR和Amy‑DR适用于极性有机相和反相色谱，但由于涂覆的手性拆分

剂容易流失，不适于反复更换流动相。但是，本申请制备的手性固定相，由于其手性拆分剂

本身的双亲性、双离子性，多孔框架材料的可设计性，其广泛适用于各种色谱条件，并且手

性拆分剂固定牢固，其可在反复更换流动相的条件下保持其分离效果。另外，市售的手性柱

固体基质一般为硅球，由于硅球对强酸强碱敏感，其使用pH受限，范围为4‑9。本申请的方法

制备的手性固定相，由于多孔框架材料的稳定性，其可适用于pH范围为2‑12的条件。

附图说明：

[0032] 图1：多孔框架材料对手性拆分剂进行负载制备的手性固定相用于手性拆分的示

意图。

[0033] 图2、图3：共价有机框架材料及传统材料对手性拆分剂的负载数据，误差线代表了

三次独立实验的标准偏差。图2是共价有机框架材料COF‑1对酶类手性拆分剂的共价固定、

吸附固定，及传统材料MCM‑41对酶类手性拆分剂的吸附曲线。图3是24小时后，各种材料对

酶类手性拆分剂的最终负载量的数据图。图2、图3中Protein‑COF‑1指酶共价固定到COF‑1

中；Protein@COF‑1指酶吸附固定到COF‑1中；Protein@MCM‑41指酶吸附固定到MCM‑41中。

[0034] 图4：共价有机框架材料COF‑1对万古霉素的化学键合曲线。

[0035] 图5：共价有机框架材料COFTTA‑DHTA对去甲万古霉素的交联固定曲线。

[0036] 图6：金属‑有机框架材料对酶类手性拆分剂的吸附曲线图。

[0037] 图7、图8：通过共价法负载酶的手性固定相的稳定性测试。图7：固定后酶的热稳定

性、溶剂稳定性、机械稳定性，(以游离酶的活性为100％)，图中Free  protein指游离的酶，

Protein‑COF‑1指酶共价固定到COF‑1中；图8显示了固定后酶的5次重复利用数据。

[0038] 图9：以负载酶的COF材料为手性固定相制备的手性柱对DL‑苏基酸的拆分图及重

复进样。

[0039] 色谱柱的规格：100×4.6mm(I.D.)，流动相：pH  6.5的磷酸缓冲溶液98％/异丙醇

2％，流速：0.5mL/min，检测波长：214nm，温度：25℃。

[0040] 图10：以负载酶的COF材料为手性固定相制备的手性柱对扑尔敏药物的拆分图。

[0041] 色谱柱的规格：100×4 .6mm(I .D.)，流动相：pH6.5的磷酸缓冲溶液98％/异丙醇

2％，流速：0.5mL/min，检测波长：214nm，温度：25℃。

[0042] 图11：以负载酶的COF材料为手性固定相制备的手性柱对中性安息香药物的拆分

图。

[0043] 色谱柱的规格：100×4 .6mm(I .D .)，流动相：甲醇80％/乙腈20％，流速：0.5mL/

min，检测波长：214nm，温度：25℃。

具体实施方式：

[0044] 除非本申请上下文中另有其他说明，否则本申请中所用技术术语及缩写均具有本

领域技术人员所知的常规含义；除非另有说明，否则下述实施例中所用原料化合物均为商
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购获得。

[0045] 按照本发明所提到的，多孔框架材料的合成、各种性能的表征测试及其对手性拆

分剂的负载方法，其具体实施方式如下。相反，下列实施例仅用于对本发明进一步解释和发

明，而不应视为限制本发明的范围，本发明将仅由权利要求来限制。

[0046] 实施例1～8为多孔框架材料对生物分子的负载。

[0047] 实施例1：

[0048] 用于化学键合手性拆分剂的共价有机框架材料COF‑1的合成，具体实施步骤如下：

[0049] 分别称取配体1,3 ,5‑三‑(4‑氨基苯)三嗪(TAPT  0 .10mmol)和均苯四甲酸二酐

(PMDA  0.15mmol)加入厚壁耐热玻璃管中(o.d.×i.d＝10×8mm2)，再加入0.5mL均三甲苯、

0.5mL  N‑甲基吡咯烷酮和0.05mL异喹啉，然后在液氮中快速冰冻，再抽真空，然后用氢氧机

火焰封管。将封好的玻璃管放入200℃的烘箱中反应5天，得到黄色固体产物COF‑1。

[0050] 多孔框架材料COF‑1的溶剂活化将得到的固体用无水四氢呋喃清洗数次，至上清

液无色，再用100mL无水四氢呋喃索氏萃取24小时，得到的黄色固体在真空条件下80℃活化

8小时，然后将产物保存于手套箱中，待用于下一步实验操作。

[0051] 实施例2：以共价有机框架材料COF‑1为载体对酶的化学键合

[0052] 对共价有机框架材料COF‑1中羧酸的活化称取10mg  COF‑1到20mL的玻璃反应瓶

中，再添加含有等量1‑乙基‑3‑(3‑二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺和N‑羟基琥珀酰亚胺的2‑

吗啉乙磺酸缓冲溶液(MES)5mL，室温下摇床震荡2小时后，将COF‑1过滤出来，然后用5mL 

0.1M  pH  6.0的MES缓冲溶液清洗3‑5次，然后室温干燥。

[0053] 活化后的COF‑1化学键合酶称取10mg活化后的COF‑1，加入20mL的玻璃反应瓶中，

再往小瓶中添加2mL含有3mg/mL的酶的MES缓冲溶液，37℃下摇床震荡。如附图1所示每隔一

段时间，测试上清液的紫外吸收，以计算材料负载的酶量，并绘制COF‑1对酶的化学键合固

载曲线。附图2是材料在24小时后，对酶的最终负载量。

[0054] 附图1和附图2中多孔框架材料COF‑1和传统材料MCM‑41对酶的吸附过程操作如

下：

[0055] 分别称取COF‑1和MCM‑41  10mg，直接加2mL含有3mg/mL的酶的0.1M  pH  7.0的MES

缓冲溶液，37℃下摇床震荡，如附图1所示，与COF‑1化学键合酶一样，每隔一段时间，测试上

清液的紫外吸收，以计算每种材料吸附酶的量。

[0056] 实施例3：以共价有机框架材料COF‑1为载体对万古霉素的化学键合

[0057] 活化后的COF‑1化学键合万古霉素称取5mg活化后的COF‑1，加入10mL的离心管中，

再往离心管中添加2mL含有5mg/mL的万古霉素水溶液，37℃下摇床震荡。如附图3所示每如

隔一段时间，测试上清液的紫外吸收，以计算材料负载的万古霉素量，并绘制COF‑1对万古

霉素的化学键合固载曲线。

[0058] 实施例4：共价有机框架材料COFTTA‑DHTA的合成

[0059] 分别称取配体1,3,5‑三‑(4‑氨基苯)三嗪(0.05mmol)和2,5‑二羟基对苯二甲醛

(DHTA  0.075mmol)加入厚壁耐热玻璃管中(o.d .×i .d＝10×8mm2)，再加入0.5mL均三甲

苯、1mL1,4‑二氧六环和0.1mL  6M的乙酸，然后在液氮中快速冰冻，再抽真空，然后用氢氧机

火焰封管。将封好的玻璃管放入120℃的烘箱中反应3天，得到红色固体产物COFTTA‑DHTA。

[0060] 实施例5：共价有机框架材料COFTTA‑DHTA对去甲万古霉素的交联固定
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[0061] 共价有机框架材料COFTTA‑DHTA的活化

[0062] 称取共价有机框架材料COFTTA‑DHTA  40mg ,分散在2mL的四氢呋喃溶液中，加入40mg

的三聚氰氯，室温下反应3小时，反应结束后，活化好的材料依次用四氢呋喃、乙醇和水清洗

数次，干燥。

[0063] 去甲万古霉素的交联固定

[0064] 称取5mg活化后的COFTTA‑DHTA，加入10mL的离心管中，再往离心管中添加2mL含有

5mg/mL的去甲万古霉素水溶液，37℃下摇床震荡。如附图4所示每如隔一段时间，测试上清

液的紫外吸收，以计算材料负载的去甲万古霉素量，并绘制COFTTA‑DHTA对去甲万古霉素的交

联固定曲线。

[0065] 实施例6：金属‑有机框架材料对酶的吸附负载

[0066] 金属‑有机框架材料的合成方法

[0067] 4,4’,4”‑s‑三嗪‑2,4,6‑三苯甲酸(H3TATB)50mg和AlCl3·6H2O  200mg溶解到10mL

的N,N‑二甲基甲酰胺中，然后加入1mL三氟甲磺酸。将以上混合液放入烘箱135℃加热2天，

得到白色固体。离心收集白色沉淀，并且用新鲜的N,N‑二甲基甲酰胺冲洗数次，至上清液无

色，收集得到白色产物，PCN‑333。产率：80％。

[0068] 金属‑有机框架材料吸附固载酶过程

[0069] 称取框架材料PCN‑333  10mg，直接加2mL含有3mg/mL的酶的MES缓冲溶液，37℃下

摇床震荡，如附图5所示，每隔一段时间，测试上清液的紫外吸收，以计算吸附固载酶的量。

[0070] 实施例7：金属‑有机框架材料对酶的包埋

[0071] 称取牛血清蛋白BSA  5mg，2‑甲基咪唑1.552g溶于5.4mL去离子水中，六水合硝酸

锌80mg溶于0.6mL的去离子水中，两种溶液混合后，30℃下反应10min。得到BSA@ZIF‑8,对

BSA的包裹率达到90％以上。

[0072] 实施例8：氢键有机框架材料对万古霉素的吸附固载

[0073] 氢键有机框架材料的合成

[0074] 称取腺嘌呤11mg溶于12mL甲醇中，8.8mg溴化铜溶于12mL异丙醇中，将腺嘌呤的甲

醇溶液加入试管中，缓慢滴加溴化铜的异丙醇溶液，使其覆盖在甲醇溶液上方，室温条件下

静置反应一周。得到的材料用甲醇洗涤数次，得到MPM‑1‑Br。

[0075] 氢键有机框架材料吸附固定万古霉素

[0076] 称取氢键有机框架材料MPM‑1‑Br  5mg，直接加2mL含有5mg/mL的万古霉素的水缓

冲溶液，37℃下摇床震荡，如附图6所示，每隔一段时间，测试上清液的紫外吸收，以计算吸

附固载万古霉素的量

[0077] 实施例9～11为新型手性固定相的稳定性测试。

[0078] 实施例9：新型手性固定相的稳定性测试实验：

[0079] 化学键合后酶的热稳定性测试

[0080] 化学键合后的酶与等量的游离酶同时在80℃的烘箱里放置1小时，冷却后，分别加

入150μg/mL的壳聚糖底物，在50℃下孵育30分钟后，过滤，取上清液与显色剂铁氰化钾在

100℃下反应15分钟，然后将反应液在420nm处，检测其紫外吸光值。通过与未加热处理的固

定酶与游离酶的活性对比发现，固定后酶的热稳定性显著提高，仍为80％左右，而游离酶在

热处理后，已经没有活性。
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[0081] 化学键合后酶的溶剂稳定性测试

[0082] 化学键合后的酶与等量的游离酶同时在甲醇溶液中处理一小时，然后按照热稳定

性测试时酶活测试方法，进行酶活测试，结果发现，固定后酶在甲醇处理后，酶活仍在85％

以上，而自由酶的活性已降至40％以下。

[0083] 化学键合后酶的机械稳定性测试

[0084] 化学键合后的酶与等量的游离酶同时在超声40KHz的条件下处理30min，然后按照

热稳定性测试时酶活测试方法，进行酶活测试，结果发现，固定后酶在甲醇处理后，酶活仍

在90％以上，而自由酶的活性已降至30％以下。

[0085] 化学键合后酶的重复利用性测试

[0086] 化学键合后的酶按以上酶活测定方法，连续测试五次，结果显示，五次循环后，酶

活没有明显下降。

[0087] 以上稳定性测试实验，均说明化学键合后，酶的稳定性显著提高，因此以此制作的

手性固定相稳定性好，重复利用性也显著提高。

[0088] 实施例10：

[0089] 以多孔框架材料COF‑1为载体的酶化学键合的HPLC手性固定相的制备：

[0090] 按实施例2中化学键合酶的方法将1g  COF‑1负载上酶，然后冻干处理。将准备好的

材料加入50mL乙醇中，超声分散10min，所得均匀的手性固定相填料装入匀浆管中，以乙醇

为顶替液，通过气动泵压入卡套式色谱空管柱中。色谱柱规格为100×4.6mm(I.D.)。填充压

力为5000psi。

[0091] 原位法制备毛细管手性整体柱：

[0092] 5m×0.32mm的毛细管柱经过1M氢氧化钠，水，0.1M盐酸，水，甲醇反复冲洗活化后，

灌入50％的3‑氨丙基三乙氧基硅烷，在40℃下反应10小时，得到氨基活化的毛细管柱。将1,

3 ,5‑三‑(4‑氨基苯)三嗪(0 .1mmol)和对苯二甲醛(0 .15mmol)溶于0 .4mL均三甲苯和

1.6mL1,4‑二氧六环中，加入BSA  5mg，将混合溶液灌入毛细管内，再加入0.4mL  3.75mg/mL

的三氟甲磺酸钪溶液，超声混匀，静置反应30min，反应结束用甲醇溶液反复冲洗，最终得到

包埋BSA的毛细管手性整体柱。

[0093] 实施例11：

[0094] 流动相和样品的制备：

[0095] 分别选用酸性、碱性和中性样品进行测试，样品首先由水或乙醇配置成2mg/mL，测

试前使用流动相稀释为20μg/mL，进样量为10μL。

[0096] 流动相：pH  6.5，20mM的磷酸缓冲溶液由磷酸氢二钠和磷酸二氢钠制备，然后添加

2％的异丙醇为有机调节剂，使用前过滤膜；有机流动相：甲醇、乙腈在使用前超声30min。流

速为0.5mL/min。

[0097] 表1反相条件下手性样品的分离结果

[0098]
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[0099] 结论：从上述表中的分离结果可以看出，该手性固定相对表1中几种酸性、碱性样

品具有较好的分离效果，可与现有市售手性柱相媲美。

[0100] 表2极性有机相条件下手性样品的分离结果

[0101]

[0102] 安息香1条件：乙腈100％，流速0.5mL/min；安息香2条件：甲醇/乙腈，80/20(v/v)，

流速0.5mL/min。

[0103] 结论：由上述表中的分离结果可以看出，该手性固定相在极性有机相条件下对安

息香有良好的分离效果。

[0104] 表3正相条件下手性样品的分离结果

[0105]

[0106] 色谱柱的规格：150×4.6mm(I.D.)，流动相：正己烷99％/异丙醇1％，流速：0.2mL/

min，检测波长：214nm，温度：25℃。

[0107] 结论：由上述表中的分离结果可以看出，该手性固定相在正相条件下对有机小分

子有良好的分离效果。

[0108] 表4手性色谱柱的重复性能

[0109]

[0110] 结论：从表4的数据可以得出，手性色谱柱的稳定性及重复利用性都很好，并且不

同批次间的差异性小。

[0111] 实施例12：

[0112] 以酶、大环抗生素为手性拆分剂，以共价有机框架材料为载体的手性柱市场化成

本：生产一根4.6×100mm的酶固载手性柱需要共价固定了手性拆分剂的材料(COF‑1)0.8g，

其成本为:

[0113]
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[0114]

[0115] 目前市售的同规格的进口大赛璐(Daicel)酶固载手性柱价格为14,000～16,000

元；市售国产的同规格手性柱价格为12,000元。利用本申请方法制备一根酶固载的手性柱

成本仅为814元。
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图3
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图5

图6
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图7

图8
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图9

图10

图11
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