
生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2021，48（1）：24~34

www.pibb.ac.cn

综述与专论Reviews and Monographs

Special Topic：Nanobiology and Nanozymology 纳米生物学与纳米酶专题

纳米水解酶的研究进展*

夏利伟 丁 利 陈茂龙 焦 叶 程云辉** 许 宙**

（长沙理工大学化学与食品工程学院，长沙 410114）

摘要 水解酶由至少200种单独的蛋白质组成，可催化一系列独特化学键的水解 . 但是天然酶的固有缺点，如易变性、成本

高、制备费力和回收困难，极大地限制了它们的实际应用 . 为了克服这些缺点，研究人员长期以来致力于探索人工水解酶模

拟物 . 自从2007年发现Fe3O4纳米颗粒可以作为过氧化物酶模拟物，关于纳米酶的研究不断涌现 . 与天然酶相比，纳米酶具

有制备简单、可大规模生产、环境耐受性强、制备及储存成本低廉、可重复使用等优势 . 纳米水解酶是指具有水解酶活性的

纳米材料，金属有机框架材料、碳基纳米材料和金纳米粒子等的水解酶活性均已被报道 . 近年来，纳米水解酶研究领域进入

蓬勃发展期，然而至今尚未见关于纳米水解酶的综述 . 本文首先根据水解底物的不同对纳米水解酶进行分类并分别讨论其催

化机理，之后对影响纳米水解酶活性的因素及纳米水解酶的应用进行总结，最后概述和讨论纳米水解酶的当前挑战和未来

前景 .
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酶是生物催化剂，可促进生命系统中发生的大

多数生物反应［1］ . 但是天然酶的固有缺点，如易变

性、成本高、制备费力和回收困难等，极大地限制

了它们的实际应用 . 为了克服这些缺点，研究人员

长期以来致力于探索人工酶模拟物［2］，在广泛的

应用中建立了高稳定性和低成本的人工酶作为天然

酶的替代品，许多材料包括环糊精、金属配合物、

卟啉、聚合物、树枝状聚合物和生物分子（如核

酸、催化抗体和蛋白质）已经被广泛探索，用于模

拟天然酶的结构和功能［3］ . 随着纳米技术的发展，

一些新型纳米材料也表现出意想不到的类酶催化活

性 . 自 2007年发现Fe3O4纳米颗粒作为过氧化物酶

模拟物以来［4］，大量基于纳米材料的人工酶（称

为“纳米酶”） 的研究不断涌现 . 金纳米粒子

（gold nanoparticles，AuNPs）［5］、氧化铈纳米颗

粒［6］、五氧化二钒纳米粒子［7］、石墨烯氧化物［8］

和金属有机框架材料 （metal-organic framework，

MOF）［9］等都已经发现具有独特的模拟酶催化活

性 . 与天然酶相比，纳米酶具有制备简单、可大规

模生产、环境耐受性强、制备及储存成本低廉和可

重复使用等优势［10-11］ .

水解酶是一大类能催化生物水解反应的同工

酶，自然界已经开发了几种不同的水解酶家族，包

括蛋白酶、脂肪酶、核酸酶和淀粉酶等，每种酶都

有独特的生化作用［12］ . 虽然具体的结构和催化机

制各不相同，但总的水解反应可以概括如下：
A―B + H2O → A―OH + B―H
纳米水解酶是指基于纳米材料的人工水解酶 .

近年来，纳米水解酶研究领域进入了蓬勃发展期，

大量具有水解酶活性的纳米材料被报道［13-14］ . 然而

至今尚未见关于纳米水解酶的综述 . 本文对纳米水

解酶的分类、催化机理、活性调节和应用进行综

述，并概述和讨论纳米水解酶研究领域当前的挑战

和未来的前景 .

∗ 国 家 自 然 科 学 基 金 项 目（31401566），国 家 重 点 研 发 计 划

（2018YFD0400405），湖南省创新平台与人才计划（2017RS3055）和

粮食深加工与品质控制湖南省2011协同创新项目（2013448）资助.

∗∗通讯联系人.

许宙. Tel：13308444404，E-mail：xz_jnu@126.com

程云辉. Tel：1301616167，E-mail：chengyh6488@sina.com

收稿日期：2020‑03‑19，接受日期：2020‑07‑10



夏利伟，等：纳米水解酶的研究进展2021；48（1） ·25·

1 纳米水解酶的分类

水解酶由至少200种单独的蛋白质组成，可催

化一系列独特化学键的水解 . 考虑到水解酶在生命

系统中的重要性及其固有的弊端，探索其替代品具

有重要意义［12］ . 由于研究人员的持续努力，许多

纳米材料已成为潜在的水解酶候选材料［13-14］ . 为了

更清楚地理解纳米水解酶，可以根据水解底物的不

同将纳米水解酶分为 5 类：核酸酶、酯酶、磷酸

酶、蛋白酶和其他酶类 . 例如功能化的氧化石墨烯

和金属有机框架材料已经被证明具有很好的磷酸酶

活性，能够催化化学战剂快速降解 . 我们系统和全

面地列出了目前具有类水解酶活性的纳米材料，以

及它们的水解底物（表 1） . 这种分类将有助于人

们更好地理解纳米水解酶 .

2 纳米水解酶的催化机理

近年来纳米水解酶受到了广泛的关注，但对其

催化机理和动力学的研究仍然不够深入 . 本章节总

结了具有独特活性的典型纳米水解酶的催化机制 .

接下来将根据酶的种类对催化机理进行分析 .

2.1 磷酸酶

有机磷酸水解酶（organphosphorus hydrolase，

OPH）是一种在细菌中发现的磷酸三酯酶，它能有

效地降解含磷的农药和神经毒剂［50］ . OPH 的活性

位点包含两个锌离子和由 4个组氨酸、1个天冬氨

酸和 1 个赖氨酸组成的第一壳配体 . 受此启发 Ma

等［15］在氧化石墨烯 （graphene oxide，GO） 骨架

上模拟了有机磷水解酶的活性位点用来水解神经毒

剂模拟物对氧磷（图 1） . 其催化机理如下：首先

通过1-乙烯基咪唑的聚合，在GO表面产生咪唑团

簇 . 然后通过咪唑团簇与Zn2 +的配位形成双核金属

中心 . 该双核金属中心可通过极化 P―O键激活对

氧磷以引起亲核攻击 . 此外，当用2-溴-1-苯乙烷酮

使 GO 上的羧基失活时，复合材料的活性降低

27.3%. 这表明GO的羧基基团可能与双核金属中心

或底物结合位点产生协同催化作用 .

大量基于 Zr 的金属有机框架材料 （metal-

organic framework，MOFs） 也已被用作磷酸三酯

酶模拟物，用于裂解化学战剂 （chemical warfare

agents，CWA）的酯键 . 这一过程的催化机制是底

物与MOF的金属中心Zr-OH-Zr结合，然后亲核羟

基会攻击亲电磷并完成裂解［23］ . 例如，2014 年

Katz等［19］报道UIO-66能在室温下催化4-硝基苯基

磷 酸 二 甲 酯 （dimethyl 4-nitrophenyl phosphate，

DMNP） 的水解 . 有类似桥联基元的其他 MOFs

（如 NU-1000［16-18］和 MOF-808［20］）也被报道具有

降解CWA的功能 .

CeO2纳米材料也被用做磷酸酶模拟物 . 2010年

Kuchma等［26］报道CeO2纳米材料可以作为人工磷

酸酶用来催化磷酸对硝基苯酯 （para-nitrophenyl

phosphate，p-NPP）水解，并通过电脑建模研究其

催化机理 . 研究表明，当Ce4+被还原成Ce3+时水解

反应的活化能会降低，有利于反应进行 .

2.2 蛋白酶

蛋白酶是工业中最常用的一种酶，因此人工蛋

白酶一直是模拟酶研究的重点［51］ . 近年来用纳米

材料构建人工蛋白酶体系的研究也已经被报道 . 例

如，2014年Li等［29］报道了一种具有类蛋白酶活性

的 Cu-MOF，它能催化牛血清白蛋白 （bovine

serum albumin，BSA）和酪蛋白中肽键的水解 . 由

于MOF的大表面和多孔结构，这种Cu-MOF比天

然胰蛋白酶及Cu（II）配合物对蛋白质的亲和力更

Table 1 Current nanomaterials as hydrolase mimics and
hydrolyzed substrate and representative references
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高 . 其中配位-不饱和Cu （II）位点不但能增强Cu-

MOF与BSA的界面相互作用，而且还能作为活性

中心水解酰胺键，从而加快水解反应速率 . 最近Ly

等［30］报道MOF-808可以水解多种短肽和鸡蛋清溶

菌酶中的肽键，并通过分子建模和密度泛函理论对

其催化机理进行了研究 . 其催化机理为：Zr6O8核的

Zr（IV）中心能够分别与酰胺氧原子和氨基末端氮

原子形成活性配合物，从而激活肽键以引起亲核攻

击（图 2） . 同时，用MOF-808水解一系列具有不

同氨基酸侧链性质的 Gly-X 二肽的动力学实验表

明，MOF-808 对二肽的选择性取决于 X 侧链的大

小和化学性质 . 具有较小或亲水性残基二肽的水解

速率比具有较大和疏水性残基二肽的水解速率快 .

这是因为较小或亲水性残基缺乏富电子功能，可与

配体发生很好的分子间相互作用 .

Li 等［31］ 报道 Cu2O 修饰的碳量子点 （carbon

quantum dots，CQDs） 也具有内在的拟蛋白酶活

性，可在生理条件下水解BSA和酪蛋白 . 动力学分

析显示 CQDS/Cu2O 的活性与典型的米氏动力学相

似，且在相同条件下酶活性优于胰蛋白酶 . 催化

BSA水解的机制如下：

CQDs/Cu2O + BSA → BSA-CQDs/Cu2O →
Hydrolysates

首先，BSA 分子通过 CQDs 与 BSA 氨基的亲

和作用吸附在 CQDs / Cu2O 纳米复合材料的表面，

形成 BSA-CQDs / Cu2O 中间体 . 之后活性位点

（Cu2O）和底物被限制在特定区域，然后 Cu 中心

被激活从而将BSA水解成小段肽 .

2.3 核酸酶

核酸酶是指能够将聚核苷酸链的磷酸二酯键切

断的酶 . 这些核酸酶需要在活性位点存在至少一种

金属离子（Zn2+、Mg2+和Ca2+），因为金属离子不但

激活了易裂变的磷酸根基团，而且还能促进配位水

分子的去质子化或醇羟基提供反应性亲核试剂［38］ .

Fig. 1 Schematic representation of the synthesis of polymer bead-GOs and the degradation to paraoxon
图1 氧化石墨烯聚合物的合成及降解对氧磷的原理图

Fig. 2 Principal mechanism of nucleophilic attack on the
amide carbon atom of Gly-Gly in the complex

图2 复合物对双甘肽酰胺碳原子进行亲核攻击的主要机理
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为了模拟核酸酶系统，Manea等［35］在金纳米

粒子（AuNPs）表面组装了含有1，4，7-三氮杂环

壬烷 （1，4，7-triazacyclononane，TACN） 和 Zn2+

催化复合物的烷基硫醇配体 . 这种由有机分子单层

保护的纳米金（nano-gold protected by a monolayer

of organic molecules，AuMPC） 具有类 RNA 酶的

活性，能催化RNA模型底物 2-羟丙基-4-硝基苯基

磷酸酯 （2-hydroxypropyl-4- Nitrophenylphosphate，

HPNPP）的水解 . 其催化机理为：在单层中两个相

邻的TACN- Zn2+配合物产生一个催化结合袋，两个

锌离子协同作用于底物［36］（图 3） . 与无催化剂和

未 组 装 的 催 化 复 合 物 TACN-Zn2+ 相 比 ， 这 种

AuMPC的反应分别提高了4个和2个数量级 . 进一

步的研究表明，这种优异的催化性能可归功于

HPNPP局部浓度的提高、2个或2个以上金属中心

之间的协同作用，以及金硫键的高稳定性 . 除了

TACN-Zn2+催化配合物，其他单层也被用于构建核

酸酶 . 例如，Bonomi等［38］选择用双（2-氨基-吡啶

基 -6- 甲基） 胺 （bis-（2-amino- pyridyl-6-methyl）

amine，BAPA）功能化的硫醇来作为 AuNPs 的单

层，用于DNA的裂解 . 由于BAPA-Zn2+配合物能有

效地激发金属Lewis酸和氢键之间的协同作用，因

此这种AuMPC对DNA模型底物双对硝基苯基磷酸

酯（bis-p-nitrophenyl phosphate，BNPP）的裂解效

率提高了 100倍以上 . 除了Zn2+之外，这种催化体

系还可以扩展到其他金属离子，如Ce［37］和Cu［39］ .

最近Sun等［42］报道，在光诱导条件下，手性

半胱氨酸修饰的 CdTe QDs 可以模拟核酸内切酶，

切割双链DNA中的特定位点 . 研究表明，当DNA

超过 90个碱基对时，圆偏振光诱导手性半胱氨酸

修饰的CdTe纳米粒子产生活性氧，特异性地切割

GAT'ATC位点 .

2.4 酯酶

酯酶是一类能将酯分解成酸和醇的水解酶［52］ .

类酯酶活性的纳米酶通常是将活性中心组装在纳米

材料上得到的，其催化机理与活性中心密切相关 .

例如Zaramella等［43］通过静电吸附把小肽序列组装

在三甲基胺功能化的AuMPC表面，得到多价肽-金

杂化MPC配合物 . 这些肽有3个去质子化的天冬氨

酸（确保通过静电作用结合带正电的三甲基胺）、1

个色氨酸（用于荧光检测）以及可变数量的组氨酸

残基（用于酯的裂解） . 该 AuMPC 表面的组装使

酯交换反应的速率至少加快了2个数量级 . 类似的，

Pengo等［45］把十二肽修饰到AuNPs表面制备了另

一个更复杂的系统，该十二肽含有 1 个 His、2 个

Arg 和 1 个 Lys 残基，这有望实现亲核、广义酸和

广义碱催化以及稳定沿酯水解途径产生的带负电荷

的过渡态 . 研究表明当该肽与金纳米粒子表面结合

时，可使n -羧基苯丙氨酸对硝基苯酯（DNPB）的

酯交换反应速率加快2个数量级 . 这些AuMPC不仅

使底物和催化剂紧密靠近，而且还产生 pH局部增

强的微环境，从而进一步活化其表面上的活性

基团 .

2016年，Zhang等［47］将功能性短肽组装到碳

纳米管（carbon nanotubes，CNT）上，形成一种能

有效催化对硝基苯乙酸酯 （p-nitrophenylacetate，

PNPA）水解的纳米水解酶（图 4） . 该肽含有一个

催化三联体（丝氨酸、谷氨酸、组氨酸，SHE）和

一个结合域（色氨酸，W），分别与LKLKLKL序

列相连 （SHELKLKLKL，WLKLKLKL） . 当催化

中心 SHELKLKLKL 和连接中心 WLKLKLKL 的组

装比例为2∶1时得到了最佳模拟酶CNT-（SHE/W）

2∶ 1-LKLKLKL. CNT-（SHE/W）-LKLKLKL 催化

PNPA水解可能的催化机理是丝氨酸的羟基与组氨

酸形成氢键，产生氧负离子，从而对底物PNPA发

起亲核攻击 . 此外，谷氨酸的羧基作为广义碱接受

从咪唑转移的质子 . 实验中还发现当催化三联体靠

近碳纳米管的活性表面时比靠近溶液时活性更高，

这表明碳纳米管不仅作为连接肽的平台，同时也创

造了疏水微环境，促进质子转移过程，提高了催化

活性 .

Fig. 3 Transphosphorylation of HPNPP catalyzed by
functionalized AuNPs

图 3 功能化AuNPs催化HPNPP的转磷酸化
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2.5 其他

Korschelt等［48］首次报道CeO2-x纳米棒可以作

为一种有效的脲酶模拟物，能在中性条件下催化尿

素水解 . 他们用 La3+取代 Ce4 +来改变 Ce4 +/Ce3+比，

以此来研究 CeO2-x纳米棒的表面性质 . 结果表明，

虽然La取代增加了晶格表面缺陷的数量，但具有

较高路易斯酸度的Ce4+位点的减少导致其催化活性

略有下降 . 其活性 （kcat=9.58×101 s-1） 仅比天然脲

酶低一个数量级，且水解活性不受典型的脲酶抑制

剂（重金属离子）的影响 .

He 等［49］ 通过 π-π堆积作用把由谷氨酸 （E）

和 精 氨 酸 （A） 组 成 的 肽 纳 米 纤 维 （peptide

nanofiber，PNFS）掺杂到氧化石墨烯中形成一种纳

米水凝胶（GO-PNFS），可以作为多糖水解酶的模

拟物 . 研究表明，当肽序为 AAAAEE 时 GO-PNFS

对纤维二糖和纤维五糖的水解速率最高 . 这种活性

可以归因于肽的纳米纤维结构的形成、最佳的分子

构象和进入底物时较少的空间位阻 . 更重要的是，

GO 不仅作为连接 PNFs 的载体，而且还创造了一

个疏水的微环境，促进质子转移，从而提高催化

活性 .

3 纳米水解酶活性的调节

影响纳米水解酶活性的因素已经被广泛研究，

如尺寸［21］、形状和形貌［27］、掺杂［22］、促进剂和抑

制剂［30］等 . 在本节中，将从结构和组成方面着重

介绍以下3种影响纳米水解酶催化活性的因素：活

性基团、金属离子和pH值 .

3.1 活性基团

天然酶超高的酶催化活性归因于其固有的催化

结构，如催化活性中心和底物结合位点［12］ . 其中

活性位点的活性基团可直接参与水解反应，对水解

酶活性起着关键作用 . 类似的，活性基团也会影响

纳米水解酶的催化能力 .

咪唑基已经被证明能在许多水解体系中起到关

键作用［53］，因此有很多文献报道将咪唑、咪唑复

合物或含组氨酸的短肽组装在金纳米粒子上，用来

构建类酯酶活性的纳米酶 . 例如 Pasquato 等［44］利

用咪唑功能化的AuNPs 首次实现金纳米粒子对羧

酸酯的水解，并以模型酯 2，4-二硝基苯乙酸酯

（2，4-dinitrophe nylacetate， DNPA） 为底物研究

AuMPC 的催化性能 . 该体系由十二烷基硫醇和咪

唑端硫醇混合单层（摩尔比为 1∶1）以及 AuNPs

组成 . 在最优pH值下，该AuMPC催化速率比含咪

唑的单体快 30倍，这与质子化咪唑（广义酸）和

未质子化咪唑（广义碱或亲核位点）之间的协同作

用有关 . 此外，Pengo等［46］将二肽（组氨酸和脯氨

酸） 修饰在硫醇化的 AuNPs 上形成一种 AuMPC.

在低 pH 条件下该 AuMPC 相对于单体催化剂的水

解速率提高了 300倍以上 . 这是因为去质子化羧酸

作为广义碱激活水分子，而质子化的咪唑基作为广

义酸为四面体提供质子 .

氨基也会影响纳米水解酶的催化活性 . 例如

Katz等［54］研究了将氨基引入UIO-66配体的影响 .

与UIO-66相比，UiO-66-66-NH2水解DMNP的速率

提高了 20倍，半衰期缩短到了 1 min. 这是因为氨

基在催化循环中充当质子传递剂，从而提高了催化

Fig. 4 The peptides of SHELKLKLKL and WLKLKLKL were attached on the carbon nanotube surface，resulting in the
formation of conjugated CNT-peptides that can catalyse hydrolysis of 4-nitrophenyl acetate

图4 将SHELKLKLKL和WLKLKLKL吸附在碳纳米管表面，形成CNT-肽复合物，催化4-硝基乙酸苯酯的水解

效率 . 类似的，Islamoglu 等［25］证明 Ce MOF-NH2

的催化活性比Ce MOF高 .

3.2 金属离子

众所周知很多水解酶的活性中心都有金属离

子，因此Cu、Zn、Zr和Ce等金属离子都已经被用

来构建纳米水解酶 . 例如Zaupa等［36］将含有Zn2+的

催化复合物组装在 AuNPs 上得到一种类核酸酶活

性的纳米水解酶 . 类似的Ce［37］和Cu［39］复合物也

被组装在AuNPs上用来构建类核酸酶 . 其中基于Ce

的类核酸酶催化活性大于Zn和Cu. MOFs的金属中

心不同，其催化活性也会不同 . 例如 Islamoglu

等［25］合成了一种与 UiO-66 （Zr MOF） 结构相似

的 Ce MOF，其对 DMNP 的水解速率比 UiO-66 更

高 . 他们推测 Ce MOF 的高活可能是因为 Ce （IV）

的4f轨道和P=O轨道杂化形成易受攻击的中间体 .

即使是同一种金属离子，不同的可配位中心也

会影响纳米水解酶的催化活性 . 例如，Moon等［20］

研究了不同可配位中心的Zr对Zr-MOF水解化学战

剂速率的影响 . 其中UiO-66和NU-1000中分别含有

12 和 8 个配位基团，而 MOF-808 中 Zr 只有 6 个配

位基团 . 随着配位基团的增加，Zr的可配位中心减

少，结果表明不同可配位中心的Zr MOFs催化活性

遵 循 顺 序 ： MOF-808（6）> NU-1000（4）>

UiO-66（0）.

3.3 pH
pH能影响活性基团的质子化和去质子化从而

影响纳米水解酶的催化性能 . 例如 Pasquato 等［44］

研究了pH对咪唑功能化的AuMPC催化DNPA水解

反应速率的影响 . 研究发现，当pH为6.2时，二阶

反应速率常数（K2）达到最大 . 这是因为DNPA的

水解与质子化咪唑（广义酸）和未质子化咪唑（广

义碱或亲核位点）之间的协同作用有关，而当 pH

为 6.2时咪唑之间的协同效果最好 . Pengo等［46］还

讨论了 pH 对二肽 （组氨酸和脯氨酸） 功能化

AuMPC 催化活性的影响 . 研究发现，当 pH 小于 7

时该AuMPC相对于单体催化剂（二肽）的水解速

率提高了300倍以上 . 这是因为在较低pH时脯氨酸

的羧基（kPa=4.2）电离为羧酸阴离子，可以作为

广义碱激活水分子，质子化咪唑基作为广义酸将质

子转移到四面中间体中，这大大提高了水解反应

速率 .

此外，pH还能影响纳米水解酶与底物的结合 .

Katz 等［55］在考察 UiO-66 催化对氧磷水解速率与

pH之间关系时发现水解速度会随着溶液pH降低而

增加，这与典型的磷酸酯水解机制（羟基作为亲核

试剂攻击磷氧键）相反 . 研究了 UiO-66 和 UiO-67

的结构后发现，pH会改变Zr6节点上的配体取代：

pH较大时配体是OH-1，pH较小时配体是H2O，而

后者更有利于对氧磷与UIO-66的结合 . 故当底物与

酶结合是限制性步骤时，降低 pH有利于对氧磷的

水解 .

4 纳米水解酶的应用

4.1 降解化学战剂

化学战剂 （CWA） 是针对战争的化学物质，

具有极大的毒性和大规模杀伤性［56］ . 其中，神经

毒剂是一种含有磷酸键的CWA，是人类已知的最

具毒性的化学物质之一 . 它们可以通过各种方式进

入人体，例如呼吸道和皮肤 . 当其与胆碱酯酶结合

时，这些神经毒剂将使胆碱酯酶失活，从而导致神

经系统功能障碍［57］ . 一些固体异质材料，例如改

性的活性炭和金属氧化物，具有破坏 CWA 的潜

力［58］，但是这些材料通常有吸附能力差和易于失

活等缺点，因此迫切需要探索能有效催化降解神经

毒剂和类似物的新型材料 .

在 细 菌 系 统 中 ， 有 一 种 磷 酸 三 酯 酶

（phosphotriesterase，PTE），它能有效分解这些有

机磷神经药物［59］ . 受此启发，Vernekar等［28］设计

了 空 位 工 程 纳 米 氧 化 铈 （vacancy-engineered

nanoceria，VE CeO2 NPs）作为 PTE 模拟物，用来

降解神经毒剂 . 在组氨酸或 N-甲基吗啉存在下，

VE CeO2 NPs 能有效降解神经毒剂类似物对氧磷 .

动力学研究表明其周转频率 （kcat） 和催化效率

（kcat/Km）分别达到 5.42 s-1 和 3.44 × 102 m-1·s-1，明

显高于报道的一些金属配合物，甚至与天然PTF活

性相当 . 他们的工作可能会促进探索治疗神经毒剂

的新方法，并拓宽纳米酶的潜在应用 .

Ma等［15］通过自组装成功地在GO表面修饰了

具有有机磷水解酶（OPH）样性质的有机基团 . 所

得纳米复合材料可作为OPH模拟物，有效降解对

氧磷 . 酶促动力学研究表明该模拟酶具有高达

0.65 s−1的周转频率和很好的稳定性（循环5次后还

保留94.8%的活性） .

此外，一些基于Zr的MOFs也被用于化学战剂

的降解 . 例如，Mondloch［18］等报道 NU-1000 可以

催化神经毒剂类似物 4-硝基苯基磷酸二甲酯

（dimethyl 4-nitrophenyl phosphate， DMNP） 的分

解，且其半衰期只有 1.5 min. NU-1000还可以有效
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效率 . 类似的，Islamoglu 等［25］证明 Ce MOF-NH2

的催化活性比Ce MOF高 .

3.2 金属离子

众所周知很多水解酶的活性中心都有金属离

子，因此Cu、Zn、Zr和Ce等金属离子都已经被用

来构建纳米水解酶 . 例如Zaupa等［36］将含有Zn2+的

催化复合物组装在 AuNPs 上得到一种类核酸酶活

性的纳米水解酶 . 类似的Ce［37］和Cu［39］复合物也

被组装在AuNPs上用来构建类核酸酶 . 其中基于Ce

的类核酸酶催化活性大于Zn和Cu. MOFs的金属中

心不同，其催化活性也会不同 . 例如 Islamoglu

等［25］合成了一种与 UiO-66 （Zr MOF） 结构相似

的 Ce MOF，其对 DMNP 的水解速率比 UiO-66 更

高 . 他们推测 Ce MOF 的高活可能是因为 Ce （IV）

的4f轨道和P=O轨道杂化形成易受攻击的中间体 .

即使是同一种金属离子，不同的可配位中心也

会影响纳米水解酶的催化活性 . 例如，Moon等［20］

研究了不同可配位中心的Zr对Zr-MOF水解化学战

剂速率的影响 . 其中UiO-66和NU-1000中分别含有

12 和 8 个配位基团，而 MOF-808 中 Zr 只有 6 个配

位基团 . 随着配位基团的增加，Zr的可配位中心减

少，结果表明不同可配位中心的Zr MOFs催化活性

遵 循 顺 序 ： MOF-808（6）> NU-1000（4）>

UiO-66（0）.

3.3 pH
pH能影响活性基团的质子化和去质子化从而

影响纳米水解酶的催化性能 . 例如 Pasquato 等［44］

研究了pH对咪唑功能化的AuMPC催化DNPA水解

反应速率的影响 . 研究发现，当pH为6.2时，二阶

反应速率常数（K2）达到最大 . 这是因为DNPA的

水解与质子化咪唑（广义酸）和未质子化咪唑（广

义碱或亲核位点）之间的协同作用有关，而当 pH

为 6.2时咪唑之间的协同效果最好 . Pengo等［46］还

讨论了 pH 对二肽 （组氨酸和脯氨酸） 功能化

AuMPC 催化活性的影响 . 研究发现，当 pH 小于 7

时该AuMPC相对于单体催化剂（二肽）的水解速

率提高了300倍以上 . 这是因为在较低pH时脯氨酸

的羧基（kPa=4.2）电离为羧酸阴离子，可以作为

广义碱激活水分子，质子化咪唑基作为广义酸将质

子转移到四面中间体中，这大大提高了水解反应

速率 .

此外，pH还能影响纳米水解酶与底物的结合 .

Katz 等［55］在考察 UiO-66 催化对氧磷水解速率与

pH之间关系时发现水解速度会随着溶液pH降低而

增加，这与典型的磷酸酯水解机制（羟基作为亲核

试剂攻击磷氧键）相反 . 研究了 UiO-66 和 UiO-67

的结构后发现，pH会改变Zr6节点上的配体取代：

pH较大时配体是OH-1，pH较小时配体是H2O，而

后者更有利于对氧磷与UIO-66的结合 . 故当底物与

酶结合是限制性步骤时，降低 pH有利于对氧磷的

水解 .

4 纳米水解酶的应用

4.1 降解化学战剂

化学战剂 （CWA） 是针对战争的化学物质，

具有极大的毒性和大规模杀伤性［56］ . 其中，神经

毒剂是一种含有磷酸键的CWA，是人类已知的最

具毒性的化学物质之一 . 它们可以通过各种方式进

入人体，例如呼吸道和皮肤 . 当其与胆碱酯酶结合

时，这些神经毒剂将使胆碱酯酶失活，从而导致神

经系统功能障碍［57］ . 一些固体异质材料，例如改

性的活性炭和金属氧化物，具有破坏 CWA 的潜

力［58］，但是这些材料通常有吸附能力差和易于失

活等缺点，因此迫切需要探索能有效催化降解神经

毒剂和类似物的新型材料 .

在 细 菌 系 统 中 ， 有 一 种 磷 酸 三 酯 酶

（phosphotriesterase，PTE），它能有效分解这些有

机磷神经药物［59］ . 受此启发，Vernekar等［28］设计

了 空 位 工 程 纳 米 氧 化 铈 （vacancy-engineered

nanoceria，VE CeO2 NPs）作为 PTE 模拟物，用来

降解神经毒剂 . 在组氨酸或 N-甲基吗啉存在下，

VE CeO2 NPs 能有效降解神经毒剂类似物对氧磷 .

动力学研究表明其周转频率 （kcat） 和催化效率

（kcat/Km）分别达到 5.42 s-1 和 3.44 × 102 m-1·s-1，明

显高于报道的一些金属配合物，甚至与天然PTF活

性相当 . 他们的工作可能会促进探索治疗神经毒剂

的新方法，并拓宽纳米酶的潜在应用 .

Ma等［15］通过自组装成功地在GO表面修饰了

具有有机磷水解酶（OPH）样性质的有机基团 . 所

得纳米复合材料可作为OPH模拟物，有效降解对

氧磷 . 酶促动力学研究表明该模拟酶具有高达

0.65 s−1的周转频率和很好的稳定性（循环5次后还

保留94.8%的活性） .

此外，一些基于Zr的MOFs也被用于化学战剂

的降解 . 例如，Mondloch［18］等报道 NU-1000 可以

催化神经毒剂类似物 4-硝基苯基磷酸二甲酯

（dimethyl 4-nitrophenyl phosphate， DMNP） 的分

解，且其半衰期只有 1.5 min. NU-1000还可以有效
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催化高毒性化学战剂 Soman 的降解 . 类似的，

Moon 等［20］报道了一种比 NU-1000 催化活性更高

的MOF：MOF-808，其降解DMNP 的半衰期小于

0.5 min.

4.2 水解蛋白质

在各种类型的酶中，蛋白酶是生物技术行业的

重要工具，因为它们可用作生化试剂或用于制造多

种产品［60］ . 也有研究表明，蛋白酶是决定病理生

理过程的关键多效性因子［61］ . 因此人造蛋白酶模

拟物的研究具有重要意义 . 然而，这是一项具有挑

战性的任务，因为肽键非常稳定，在生理 pH和温

度下，肽键的半衰期高达350年［62］ .

近年来一些纳米材料被报道具有很好的蛋白酶

活性 . 例如，2014年Li等［29］报道了一种具有类蛋

白酶活性的Cu-MOF，它能催化牛血清白蛋白的水

解 . 且其米氏常数（Km）比游离胰蛋白酶小26 000

倍，这表明 BSA 对 Cu-MOF 表面的亲和力比对胰

蛋白酶高得多 . 此外，他们还将Cu-MOF用于模拟

胰蛋白酶消化，因为Cu-MOF即使在没有EDTA的

情况下也能使培养细胞分离 . 类似的，Ly等［30］报

道在生理pH下MOF-808可以水解鸡蛋清溶菌酶中

的肽键，反应 25 h 后观察到蛋白质的选择性片段

化，产率为55%.

Gao等［32］采用CeO2纳米颗粒和多金属氧酸盐

（POM） 自组装形成 CeONP @ POMs 杂化纳米材

料，将其用于降解 β淀粉样肽（amyloid-β，Aβ） .

Aβ的积累是一种神经衰退性疾病的标志现象［63］ .

研究表明，该复合材料能够有效地抑制 Aβ聚集，

同时可以降低细胞内活性氧的含量．这一工作有助

于设计多功能的人工纳米酶，用于缓解 Aβ 造成的

神经毒性．类似的，Ma 等［34］又使用二硫化钼纳

米片（MoS2）和钴配合物构建了一种新的人工金

属蛋白酶（MoS2-Co） . 该蛋白酶不仅提高对Aβ单

体的水解活性，而且还增强Aβ纤维的降解 .

4.3 生物传感

除了降解化学战剂和水解蛋白质之外，纳米水

解酶还可以用于生物传感 . 例如，Bonomi等［64］利

用Au MPC固有的核酸酶活性，开发了一种新的蛋

白酶检测方法（图 5） . 由于所选的寡阴离子肽可

以与阳离子Au MPC的表面牢固结合，因此该肽底

物可以有效抑制Au MPC的催化活性 . 当肽底物被

酶水解时，Au MPC的催化活性得以恢复，从而有

效 地 裂 解 2- 羟 丙 基 -4- 硝 基 苯 基 磷 酸 酯 （2-

hydroxypropyl-4- nitrophenylphosphate， HPNPP） .

HPNPP被水解时会产生信号分子，在 400 nm处有

最大的紫外光吸收 . 该检测方案可广泛应用于各种

蛋白酶，包括枯草杆菌蛋白酶A、天冬酰胺酶、谷

氨酰胺酶、谷氨酸羧肽酶 II 和胱天蛋白酶 1. 与常

规测定法相比，这种方法提供更强的催化作用，从

而提高检测的灵敏度 . 此外，只需改变抑制肽探

针，就可以使该测定法对特定的酶具有选择性 .

Fig. 5 Schematic representation of an enzyme assay based on catalytic Au MPC
图5 基于Au MPC催化作用的酶分析法原理图
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4.4 抗菌

胞外 DNA （extracellular DNA，eDNA） 作为

一种重要的结构成分参与生物膜的形成［65］，且可

以增加初始细菌在接触表面上的黏附力，并增强细

菌 的 聚 集［66］ . 因 此 ， 用 脱 氧 核 糖 核 酸 酶

（deoxyribonuclease，DNase）切割 eDNA 对抗菌有

重要意义 . 受此启发，Chen等［40］成功构建了一种

模拟 DNA 酶的人工酶 （DNase-mimetic artificial

enzyme， DMAE），用来对抗细菌生物膜 . 该

DMAE 是通过将钝化的含四价铈的金纳米颗粒组

装到磁性四氧化三铁/二氧化硅核壳胶体颗粒表面

得到的，其活性中心是四价铈 . 研究表明该DMAE

可以有效裂解模型底物和 eDNA，且具有很好的稳

定性和循环性 . 将这一纳米酶涂层于表面，可以降

解金黄色葡萄球菌生物膜基质中的 eDNA. 生物膜

测试结果表明：这一材料可以有效预防 90% 以上

的细菌黏附和抑制早期生物膜生长 . 同时它还可以

降解成熟生物膜中的 eDNA，破坏生物膜结构的完

整性，使其变得更加松散 . 最近Liu等［41］又合成一

种新的 MOF/Ce 基纳米酶用来杀菌 . 它同时具有

DNase 和过氧化物酶模拟活性，其中 Ce （IV）配

合物能够水解 eDNA并破坏已建立的生物膜，而具

有过氧化物酶样活性的MOF可以杀死分散在生物

膜中暴露的细菌，因此该纳米酶具有很好的杀菌

效果 .

5 总结与展望

本文综述了纳米水解酶的分类、催化机理、活

性调控以及历年来的研究进展 . 尽管纳米水解酶克

服了一些天然酶的缺点，但仍然存在一些令人兴奋

的挑战 . a. 活性低，选择性差：和其他纳米酶一

样，纳米水解酶也有活性低和选择性差的缺点 . 尽

管许多纳米材料已证明可作为水解酶模拟物，且某

些纳米酶的催化活性与天然酶相当甚至更高，但是

大多数纳米水解酶的催化活性仍远低于相应的天然

酶 . 此外，纳米水解酶也存在底物选择性差的问

题 . b. 催化机制尚不完善：尽管研究者们在研究纳

米水酶的催化机制方面做了大量的工作，但到目前

为止只报道了几种机制，许多催化机制尚不清楚 .

了解催化动力学和机理可能有益于纳米水解酶催化

活性的调节 . 因此，我们仍然需要投入更多的精力

来探索它们的催化动力学和机制 . c. 水解类型少，

应用范围窄：目前对纳米水解酶的研究主要集中在

水解小分子，如DNA、化学战剂等，对蛋白质和

多糖类等大分子的研究还相当有限 . 随着纳米水解

酶的发展以及相关理论研究的不断深入，相信这些

问题都能在未来得到解决 .
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Research Progress of Nanohydrolase*

XIA Li-Wei, DING Li, CHEN Mao-Long, JIAO Ye, CHENG Yun-Hui**, XU Zhou**

(College of Chemistry and Food Engineering, Changsha University of Science and Technology, Changsha 410114, China)

Abstract Hydrolases are a class of more than 200 individual proteins that catalyze the hydrolysis of a range of

unique chemical bonds. However, the inherent disadvantages of natural enzymes, such as variability, high cost,

laborious preparation and difficult recovery, greatly limit their practical applications. To overcome these

shortcomings, researchers have been devoted to the exploration of hydrolases mimics for a long time. Since the

discovery of Fe3O4 nanoparticles as peroxidase mimics in 2007, a large number of studies on nanoenzymes have

continued to emerge. Compared with natural enzymes, nanoenzymes have the advantages such as simple

preparation, large-scale production, strong environmental tolerance, low preparation and storage costs, and

reusability. Nanohydrolase are nanomaterials with hydrolase activity,and the hydrolase activity of metal organic

frame materials, carbon based nanomaterials and gold nanoparticles has been reported. In recent years, the

research field of nano hydrolase has entered a booming period, but so far no one has reviewed nanohydrolase. In

this review, we first classifies nanohydrolases according to the different substrates and discusses their catalytic

mechanisms, then summarizes the factors affecting the activity of nanohydrolases and the application of

nanohydrolases, and finally summarizes and discusses the current challenges and future prospects of

nanohydrolases.
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