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调控配位不饱和位点增强锆基金属有机框架

纳米酶的蛋白水解酶活性及应用
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摘要：目的：开发高效稳定的蛋白水解酶纳米酶，研究配

位不饱和位点与肽键水解活性的关系。方法：制备３种

不同配位（１２／６／４配位）不饱和位点的锆基金属有机框架

纳米酶（ＺｒＭＯＦｓ纳米酶）调控蛋白水解酶活性。以双甘

肽（ＧｌｙＧｌｙ）水解率为指标，评估３种ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的

蛋白水解酶活性。随后，使用性能最优的蛋白水解酶纳

米酶水解大豆蛋白、鱼糜蛋白和酪蛋白，利用ＳＤＳ聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离水解产物，通过考马斯亮蓝对分离的条

带染色，考察人工蛋白酶对３种蛋白的水解效率。结果：

在３种不同配位不饱和位点ＺｒＭＯＦｓ纳米酶中，６配位

ＺｒＭＯＦ纳米酶的蛋白水解酶活性最高，水解率为５２％。

与非催化水解相比，水解反应速率提高了２．６３×１０３倍。蛋

白水解酶纳米酶可水解食品工业中３种常见的蛋白质，对

鱼糜蛋白的水解效率最高。结论：通过调控ＺｒＭＯＦｓ纳米

酶的配位不饱和位点可以增强蛋白水解酶活性。

关键词：金属有机框架；配位不饱和位点；蛋白水解酶；水

解；肽键
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微生物蛋白酶是食品工业中的主要酶类之一，占整

个酶类市场的６５％
［１－３］。然而，微生物生产蛋白酶仍存
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在许多问题，如菌种培育操作复杂、环境要求严格、纯化

过程繁琐、生产成本高昂等。此外，在贮藏和应用过程

中，ｐＨ值和温度条件更是严重限制了微生物蛋白酶在工

业中的发展［４］。由于纳米酶不具有蛋白质结构，所以各

种环境因素（如ｐＨ值和温度）对纳米酶的催化活性中心

造成的破坏性较小。因此，纳米酶具有高选择性［５］、稳定

性和潜在可回收性［６－７］，可以降低食品工业中酶催化的

经济成本［８］。

蛋白水解酶纳米酶是一种具有蛋白水解酶活性的纳

米酶，已在寡肽和蛋白质水解过程中显示出高选择

性［９－１０］。然而，这些蛋白水解酶纳米酶的活性相对较低，

严重阻碍了蛋白水解酶纳米酶的实际应用。

金属有机框架（ＭＯＦｓ）是一种新兴的多孔纳米材

料［１１－１２］，是由金属离子或金属团簇和多种有机配体通过

配位构建的［１３－１４］。因此，通过改变金属团簇和有机配体

类型，ＭＯＦｓ的结构和性能（如纳米级孔隙率、高表面积、

良好的热稳定性和均匀的空腔结构）可以被调整。目前，

ＺｒＭＯＦｓ作为催化剂已被用于肽键的水解
［１５－１７］。然而，

大多数ＺｒＭＯＦｓ中金属离子与有机配体完全配位，这种

微观结构阻碍了 ＺｒＭＯＦｓ对肽的吸附，严重影响了

ＺｒＭＯＦｓ的催化性能。有研究
［１８－１９］表明，ＭＯＦｓ的催化

性能可以通过改变缺陷而被提高，而不同的缺陷可以通

过调整配位不饱和金属位点（ＣＵＳｓ）来实现。最常见的

ＣＵＳｓ调控方法是在 ＭＯＦｓ合成过程中使用不同的有机

配体［２０］。

研究拟通过简便的水热法制备３种具有不同配位不

饱和位点的ＺｒＭＯＦｓ纳米酶（１２配位ＺｒＭＯＦ、６配位

ＺｒＭＯＦ和 ４配 位 ＺｒＭＯＦ），利 用 扫 描 电 子 显 微 镜

（ＳＥＭ）、动态光散射（ＤＬＳ）、傅里叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）

和Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）来表征ＺｒＭＯＦ纳米酶的特征。以

双甘肽（ＧｌｙＧｌｙ）水解率为指标，评估３种ＺｒＭＯＦｓ纳米

酶的蛋白水解酶活性，并于食品工业中３种常见的蛋白

质（大豆蛋白、鱼糜蛋白和酪蛋白）中验证ＺｒＭＯＦｓ纳米

酶的实际应用能力，以期为食品工业中蛋白水解提供技

术支撑。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

四氯化锆（ＺｒＣｌ４）、八水合二氯氧化锆（ＺｒＯＣｌ２獉

８Ｈ２Ｏ）、对苯二甲酸（ＢＤＣ）、均苯三甲酸（Ｈ３ＢＴＣ）、［１，

１′：４′，１″］三联苯３，３″，５，５″四甲酸（ＴＰＴＣ）：北京百灵威

科技有限公司；

大豆分离蛋白、酪蛋白、鱼糜蛋白、犖，犖二乙基甲酰

胺（ＤＥＦ）、苯异硫氰酸酯（ＰＩＴＣ）：上海麦克林科技有限

公司；

犖，犖二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）、无水乙醇、溴化钾、甲

醇、甲酸、乙腈、三乙胺、正己烷、醋酸：分析纯，国药集团

化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

管式炉：ＧＳＬ１６００Ｘ型，郑州博科仪器公司；

电子分析天平：ＦＡ２００４Ｎ型，上海精密科学仪器有限

公司；

数显恒温磁力搅拌器：８５２型，天津市泰斯特仪器有

限公司；

台式高速离心机：ＴＧ１６ＷＳ型，湖南湘仪离心机仪

器有限公司；

电热恒温鼓风干燥箱：ＤＨＧ９２４６Ａ型，上海精宏实

验设备有限公司；

高效液相色谱：Ｅ２６９５型，美国沃特世公司；

激光粒度仪：Ｚｅｔａｓｉｚｅｒｎａｎｏ型，英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司；

扫描电子显微镜：ＪＥＯＬＪＥＭ２１００型，日本电子株式

会社；

傅立叶红外光谱仪：Ｎｉｃｏｌｅｔ６７００型，美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｎｉｃｏｌｅｔ公司；

Ｘ射线衍射仪：ｓｍａｒｔｌａｂ９型，日本理学公司。

１．２方法

１．２．１　ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的合成

（１）１２配位 ＺｒＭＯＦ的制备：将６０．６ｍｇＺｒＣｌ４和

０．４２３ｇＢＤＣ溶于１５ｍＬＤＭＦ和０．４４７ｍＬ冰醋酸混合

溶液中，置于聚四氟乙烯内胆（２０ｍＬ）中，１２０ ℃加热

２４ｈ。冷却，８０１７×犵 离心１５ｍｉｎ。将得到的产物分别

用ＤＭＦ和甲醇洗涤３次，后续试验前，于室温下真空活

化１２配位ＺｒＭＯＦ
［１４］。

（２）６配位ＺｒＭＯＦ的制备：将４０．３ｍｇＺｒＯＣｌ２·

８Ｈ２Ｏ和２６．２ｍｇＨ３ＢＴＣ溶于５ｍＬＤＭＦ和５ｍＬ甲酸

混合溶液中，置于聚四氟乙烯内胆（２０ｍＬ）中，１３０℃加

热４８ｈ。冷却，１２３３３×犵离心１０ｍｉｎ。将得到的产物用

ＤＭＦ和乙醇分别洗涤３次，并于１５０℃活化２０ｈ后进行

后续试验［２１］。

（３）４配位ＺｒＭＯＦ的制备：将４２．８ｍｇＺｒＯＣｌ２·

８Ｈ２Ｏ溶于４ｍＬＤＥＦ和２．５ｍＬ甲酸混合溶液中，置于

聚四氟乙烯内胆（２０ｍＬ）中，８０℃加热１ｈ，冷却，加入

１３．６ｍｇＴＰＴＣ和２００μＬ去离子水，超声处理２０ｍｉｎ，于

１３０℃加热４８ｈ，１４８００×犵离心１０ｍｉｎ，用ＤＭＦ和丙酮

洗涤３次，并于８０℃真空干燥
［２２］。

１．２．２　ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的表征　使用 ＭａｌｖｅｒｎＺｅｔａｓｉｚｅｒ

ＮａｎｏＺＳ测量 ＺｒＭＯＦｓ的 ＤＬＳ，通过 ＳＥＭ 观 察 Ｚｒ

ＭＯＦｓ的形貌，使用ＦＴＩＲ分析ＺｒＭＯＦｓ的化学结构，通

过ＸＲＤ获取ＺｒＭＯＦｓ的晶体结构信息，并通过高效液

相色谱法（ＨＰＬＣ）测定ＧｌｙＧｌｙ和Ｇｌｙ含量。

１．２．３　ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的蛋白水解酶活性分析

（１）双甘肽的水解：将２．０μｍｏｌＺｒＭＯＦｓ和５０μＬ
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ＧｌｙＧｌｙ溶液（４０ｍｍｏｌ／Ｌ）加入到９５０μＬ 超纯水中，

６０℃搅拌。ＧｌｙＧｌｙ 被 ＺｒＭＯＦｓ 水 解 后，混 合 物 于

１４８００×犵离心２０ｍｉｎ以去除ＺｒＭＯＦｓ
［２３］，通过 ＨＰＬＣ

检测水解产物，并通过 Ｇｌｙ产率计算ＺｒＭＯＦ水解 Ｇｌｙ

Ｇｌｙ的催化速率。

（２）蛋白水解酶活性测定：以双甘肽（ＧｌｙＧｌｙ）水解

率为指标，评估ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的蛋白水解酶活性。将

２００μＬ样品溶液、１００μＬ三乙胺乙腈溶液和１００μＬ

ＰＩＴＣ乙腈溶液混合，室温放置１ｈ，向混合物中加入

４００μＬ正己烷，室温静置１０ｍｉｎ，过滤，滤液用８００μＬ超

纯水稀释。流动相Ａ为０．１ｍｏｌ／Ｌ乙酸—乙酸钠缓冲溶

液（ｐＨ６．５）；流动相Ｂ为乙腈；洗脱流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检

测波长２５４ｎｍ；柱温４０℃；上样量１０μＬ。梯度洗脱条

件：０～７ｍｉｎ，１００％ Ａ，７～１５ｍｉｎ，８５％ Ａ、１５～１８ｍｉｎ，

１００％ Ａ。

（３）ＺｒＭＯＦｓ纳米酶（６配位ＺｒＭＯＦ）的异质性：将

２．０ μｍｏｌ６配 位 ＺｒＭＯＦｓ 和 ５０ μＬ ＧｌｙＧｌｙ 溶 液

（４０ｍｍｏｌ／Ｌ）加入到９５０μＬ水中，于６０℃孵育催化３ｈ，

离心去除６配位ＺｒＭＯＦ，并使剩余溶液进一步反应。

（４）ＺｒＭＯＦｓ纳米酶（６配位ＺｒＭＯＦ）的可重复使

用性：采用溶剂洗涤法进行再生［２３］。１５０℃真空条件下，

将６配位ＺｒＭＯＦ活化２４ｈ，继续用于催化反应。

（５）ＺｒＭＯＦｓ纳米酶（６配位ＺｒＭＯＦ）对３种蛋白

质的水解：将大豆蛋白、鱼糜蛋白和酪蛋白分别与６配位

ＺｒＭＯＦ于６０℃孵育。于不同的时间间隔内，采用ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析３种蛋白质的分子量和水解产物。分离的条

带用ＫｅｍａｓＢｒｉｌｌｉａｎｔＢｌｕｅＲ２５０染色。

１．２．４　数据分析　每组数据３次重复，利用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１７

软件处理数据与作图。

２　结果与分析
２．１　ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的表征

在聚四氟乙烯内胆中，使用不同的有机羧酸作为连

接剂，与Ｚｒ团簇配位连接，分别合成了３种ＺｒＭＯＦｓ纳

米酶，即１２／６／４配位的ＺｒＭＯＦｓ纳米酶（图１）。

　　由图２和图３可知，１２配位 ＺｒＭＯＦ 纳米酶是

一种具有光滑表面的规则球体，直径为１００ｎｍ；６配位

图１　不同配位数的ＺｒＭＯＦｓ结构示意图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆＺｒＭＯＦｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｖｅｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｓｉｔｅｓ

ＺｒＭＯＦ纳米酶是一种规则的八面体纳米材料，直径为

２μｍ；４配位ＺｒＭＯＦ纳米酶呈圆形，直径为１５０ｎｍ，与

文献［２４－２５］的结果一致。因此，３种ＺｒＭＯＦｓ被成功合成。

　　由图４可知，３种ＺｒＭＯＦｓ显示出典型的连接分子

（１，４苯二甲酸、１，３，５苯三羧酸和［１，１′：４′，１″］三联苯

３，３″，５，５″四甲酸）的振动光谱
［２６］。６６１ｃｍ－１处吸收峰为

ＺｒＯ拉伸振动特征峰，反映了羧酸配体与锆金属中心的

配位［２７］。＜１０００ｃｍ－１ 处吸收峰为芳香族苯环的 Ｃ—Ｈ

变形带的特征峰［２６］。１４００，１５８４ｃｍ－１处分别为对苯二

甲酸酯连接分子的对称和不对称的—ＣＯ２伸展振动峰。

３３９８ｃｍ－１处的宽波段是由于 Ｏ—Ｈ 拉伸振动的重

叠［２８］。３个ＺｒＭＯＦｓ在１０７０，１０４３，１０１５ｃｍ－１处出现

了不同的峰值，可能是 ＣＵＳｓ个数不同造成的。综上，

ＺｒＭＯＦｓ纳米酶具有不同的 ＣＵＳｓ含量，合成的３种

ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的ＸＲＤ与文献
［２２，２９－３０］的相符。在有缺

陷的ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的ＸＲＤ图中出现了一个尖锐而薄

的衍射峰（２°～１５°），表明在ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的合成过程

中使用不同的有机配体可以制备具有不同缺陷的

ＺｒＭＯＦｓ纳 米 酶。因 此，３ 种 具 有 不 同 ＣＵＳｓ 的

ＺｒＭＯＦｓ纳米酶被成功制备。

２．２　ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的蛋白水解酶活性

由图６（ａ）可知，６配位ＺｒＭＯＦ和４配位ＺｒＭＯＦ

纳米酶的蛋白水解酶活性明显高于１２配位ＺｒＭＯＦ的，

图２　不同配位数的ＺｒＭＯＦｓ的水合粒径

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｓｉｚｅｏｆＺｒＭＯＦｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｖｅｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｓｉｔｅｓ
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图３　不同配位数的ＺｒＭＯＦｓ的ＳＥＭ图像

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＺｒＭＯＦｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｖｅｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｓｉｔｅｓ

６配位 ＺｒＭＯＦ对双甘肽的水解率达５２％，而４配位

ＺｒＭＯＦ和１２配位 ＺｒＭＯＦ的水解率分别为６．１５％，

４５．８％。天然蛋白酶通过 Ｚｎ２＋ 裂解肽链而水解双甘

肽［３１－３２］。因此，ＺｒＭＯＦ的活性中心被认为是 ＣＵＳｓ。

ＣＵＳｓ模拟了Ｚｎ２＋在天然锌金属蛋白酶中的作用，更多

的ＣＵＳｓ将有助于提高ＺｒＭＯＦ纳米酶的水解性能。然

而，４配 位 ＺｒＭＯＦ 纳 米 酶 的 催 化 活 性 低 于 ６配 位

ＺｒＭＯＦ纳米酶的，是因为４配位ＺｒＭＯＦ纳米酶的小孔

尺寸阻碍了双甘肽与ＣＵＳｓ的结合
［２２，３３］。综上，６配位

ＺｒＭＯＦ纳米酶对双甘肽的催化活性最高。

６配位ＺｒＭＯＦ纳米酶水解双甘肽的一阶反应速率

常数为２．６４×１０－５ｓ－１，在没有ＺｒＭＯＦ纳米酶存在的情

况下，双甘肽的水解恒定速率为７．４×１０－９ｓ－１
［３４］，表明

使用６配位ＺｒＭＯＦ纳米酶时，双甘肽的水解反应速率

增加了２．６３×１０３倍，说明６配位ＺｒＭＯＦ对双甘肽具有

较好的水解性能。

图４　不同配位数的ＺｒＭＯＦｓ的ＦＴＩＲ图像

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅＦＴＩＲｉｍａｇｅｓｏｆＺｒＭＯＦｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｖｅｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｓｉｔｅｓ

图５　不同配位数的ＺｒＭＯＦｓ的ＸＲＤ图像

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴｈｅＸＲＤｉｍａｇｅｓｏｆＺｒＭＯＦｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｖｅｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｓｉｔｅｓ

　　 由图 ６（ｂ）可知，当从水解体系中去除 ６配位

ＺｒＭＯＦ纳米酶后，双甘肽的水解率几乎不变，表明双甘

肽不再被水解。该测试异质性的热过滤试验表明，在双

甘肽水解体系中具有催化活性的是６配位ＺｒＭＯＦ纳

米酶。

由图６（ｃ）可知，以６配位ＺｒＭＯＦ纳米酶含量为横

坐标，一阶反应速率常数为纵坐标绘制曲线，并由伪

ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ 模 型 ［式 （１）］进 行 拟 合。６配 位

ＺｒＭＯＦ纳米酶对双甘肽的水解反应符合 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ方

程。当６配位ＺｒＭＯＦ纳米酶含量为４．０μｍｏｌ时，水解

双甘肽的速率常数达到最大为７．４×１０－９ｓ－１，说明使用

４．０μｍｏｌ６配位ＺｒＭＯＦ可以实现良好的水解效果。

犽ｏｂｓ＝
犽ｍａｘ×［ＭＯＦ］

犓Ｍ＋［ＭＯＦ］
， （１）

式中：

犽ｏｂｓ———一阶反应速率常数；

犽ｍａｘ———最大反应速率常数；

［ＭＯＦ］———ＭＯＦ催化剂的浓度，ｍｏｌ／Ｌ；

犓Ｍ———米氏常数。

由图６（ｄ）可知，在重复使用５次后，ＧｌｙＧｌｙ的转化
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图６　ＺｒＭＯＦｓ纳米酶的蛋白水解酶活性

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＴｈｅｓｔｕｄｉｅｓｏｆＺｒＭＯＦｓｆｏｒｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇＧｌｙＧｌｙ

率未明显下降，说明６配位ＺｒＭＯＦ的水解活性未受到

较大影响，表明６配位ＺｒＭＯＦ具有较高的稳定性，在实

际应用中具有较大的重复利用潜力。

２．３　ＺｒＭＯＦ纳米酶水解蛋白质

由图７可知，随着水解时间的延长，３种蛋白的条带

逐渐变浅，表明ＺｒＭＯＦ纳米酶可以同时水解３种蛋白

质，展现出广泛的蛋白酶活性。ＺｒＭＯＦ纳米酶对大豆蛋

白和鱼糜蛋白显示出较高的催化活性，对酪蛋白的催化

活性较低。如图７（ａ）所示，水解过程中没有低分子量

（＜１４．４ｋＤａ）的条带，可能是由于ＺｒＭＯＦ纳米酶将大豆

蛋白的长肽水解为短肽。由于短链多肽容易从 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ凝胶中漏出，所以无法被观察到。由图７（ｂ）可知，

随着水解时间的延长，大豆蛋白的长肽条带逐渐变浅，短

肽条带逐渐变深，说明ＺｒＭＯＦ纳米酶对鱼糜蛋白具有

较好的水解效果。由图７（ｃ）可知，酪蛋白的长肽条带逐

渐变浅，短肽条带逐渐变深，但变化不明显，表明ＺｒＭＯＦ

纳米酶可以催化大豆蛋白、鱼糜蛋白和酪蛋白水解，展现

出广泛的蛋白酶活性，且对大豆蛋白和鱼糜蛋白显示出

较高的催化活性。

３　结论
通过调节锆基金属有机框架的配位不饱和金属位点

制备了３种具有不同蛋白水解酶活性的纳米酶，证明了

一种可以调节锆基金属有机框架纳米酶的蛋白水解酶活

性的方法。以双甘肽水解率为指标，评估了具有不同配

位不饱和金属位点的锆基金属有机框架纳米酶的蛋白水

图７　６配位ＺｒＭＯＦ水解３种蛋白质的ＳＤＳＰＡＧＥ图

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＳＤＳＰＡＧＥｄｉａｇｒａｍｏｆｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｐｒｏｔｅｉｎｂｙｔｈｅ６ｃｏｎｎｅｃｔｅｄＺｒＭＯＦ
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解酶活性，其中６配位的锆基金属有机框架纳米酶对双

甘肽的蛋白水解酶活性最高，对双甘肽的水解率达５２％，

证实了锆基金属有机框架的蛋白酶活性可以通过调整配

位不饱和金属位点而被提高，同时具有良好的异质性和

可重复利用性。此外，锆基金属有机框架纳米酶可以分

别水解３种常见的蛋白质（大豆蛋白、鱼糜蛋白和酪蛋

白），展现出广泛的蛋白酶活性，表明锆基金属有机框架

作为蛋白水解酶纳米酶具有较好的实际应用潜力。研究

中蛋白催化水解温度较高，后续需进一步研究锆基金属

有机框架纳米酶结构对催化温度的影响机理，以期降低

锆基金属有机框架纳米酶高效水解蛋白时的温度。
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