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摘要 目的　本研究采用构象工程（conformational engineering，CE）技术，在银纳米颗粒（AgNP）上模拟α胰凝乳蛋白酶

的活性位点，构建包括催化三联体、氧阴离子孔及底物结合位点的活性中心，制备高催化活性的人工水解酶，探索天然酶

模拟和高性能人工酶设计的新思路。方法　以AgNP为骨架，通过CE使设计的多肽的关键催化残基位于α螺旋构象一侧，

构建与α胰凝乳蛋白酶相似的催化活性中心。通过三氟乙醇诱导构象、Ag-S键稳定构象和冷冻干燥去除诱导剂三步法实现

多肽构象的精准控制。圆二色谱用于证明α螺旋构象的形成与稳定；关键残基的突变结合停流动力学实验用于证明各关键

残基的不可或缺，以及催化三联体、氧阴离子孔及底物结合位点之间的协同作用。结果　成功构建了高效的银基人工水解

酶——Silverzyme。Silverzyme对4-硝基苯基乙酸酯表现出极高的水解活性，单位活性位点的催化反转数达到3.5 s-1，甚至

超过了α胰凝乳蛋白酶。而且Silverzyme还能显著催化水解邻苯二甲酸二乙酯——一种被美国环保署列为环境优先污染物

的、难以降解的非活化酯。结论　本文通过CE技术在AgNP表面实现对α胰凝乳蛋白酶的复杂催化中心的模拟，得到具有

明确结构和清晰催化机制的高活性人工水解酶，显示了CE技术的广阔应用前景。
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酶是自然界经过亿万年进化而来的高效生物催

化剂［1-3］。水解酶作为天然酶中结构最复杂、研究

最深入且应用最广泛的一类酶［4］，其精巧的活性

中心与协同机制一直是人工水解酶模拟的重点和难

点。以酯酶为代表的典型水解酶通常包含底物结合

位点、催化三联体以及氧阴离子孔，三者协同形成

一个高效且动态的电荷传递网络，共同实现对酯键

等底物的催化水解［5-6］。尽管研究者探索了多种策

略来模拟催化三联体和氧阴离子孔——从小分

子［7-9］、多肽聚集体［10-11］、树枝状聚合物［12］、表面

功能化纳米颗粒［13-15］、分子印迹聚合物［16-18］到从

头设计的酶［19-22］，但人工水解酶的催化活性仍与

天然水解酶相距甚远。即使当前最先进的人工智能

计算已能够设计具有精确结构的全新水解酶［23］，

但其催化活性仍然远低于天然水解酶，反映出模拟

和全新设计这一复杂的、高度协同的催化活性中心

的难度。因此，构建能够真正模拟天然酶高效性与

特异性的人工水解酶仍然是该领域的重大挑战。

本课题组经过多年探索，发展出一种构象工程

（conformational engineering，CE）策略，成功地在

金纳米颗粒上重构了天然蛋白质的部分片段，得到

了一系列具有和天然蛋白质相似功能的人工蛋白

质［24-26］。最近，本课题组又成功将CE策略应用于

全新设计的多肽，在金纳米颗粒表面成功重构了类

似于α胰凝乳蛋白酶的催化三联体、氧阴离子孔及

底物结合位点，构建了高效的人工水解酶——

Goldenzyme［27］。Goldenzyme的单活性位点对活化

酯键的水解催化效率甚至超越α胰凝乳蛋白酶，并

能有效水解较难降解的非活化酯类污染物，展示了

CE策略在精确控制纳米颗粒表面功能基团构象的

威力。
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为了验证CE策略的普适性，排除金纳米颗粒

在 Goldenzyme 中可能发挥关键催化作用的疑虑，

并克服金基人工水解酶成本较高的问题，本文以成

本更低、具有抗菌活性等多种优异性能［28-29］、且同

样适合进行 CE 的银纳米颗粒 （AgNPs） 为骨

架［30］，旨在利用AgNPs的独特优势，探索构建一

种兼具高效催化与抗菌功能的双功能银基人工水解

酶（Silverzyme），以进一步验证CE策略在不同载

体上的普适性及其功能拓展潜力。

本研究通过系统研究银基人工水解酶的结构与

催化机制，进一步证明了CE策略在活性中心构建

中的核心作用，明确了关键残基的贡献及其协同效

应，验证了CE策略在不同纳米材料体系中的普适

性，为天然酶的模拟及人工水解酶的理性设计提供

了新思路。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器

银纳米颗粒（平均粒径约35 nm）购于上海沪

正纳米科技有限公司；磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、

二水合柠檬酸钠和氢氧化钠购于国药集团化学试剂

有限公司； 4- 硝基苯基乙酸酯 （p-nitrophenyl 

acetate，p-NPA）购于美国Sigma-Aldrich公司；三

氟乙醇（2,2,2-trifluoroethanol，TFE）和乙腈购于

上海泰坦科技股份有限公司。邻苯二甲酸二乙酯

（diethyl phthalate，DEP） 购于上海阿达玛斯试剂

有限公司。所用试剂均为分析纯。实验中使用超纯

水（18.2 MΩ∙cm）。

多肽 Triad5 及其关键残基的突变体 （Triad5-

HSD、Triad5-O、Triad5~W）以及对照肽CL2（表1）

均由上海吉尔生物科技有限公司合成，纯度均大于

95%。其中，Triad5-HSD为催化三联体残基（D4、

H7、S8、S11）全部突变为丙氨酸的突变体，Triad5-

O为氧阴离子孔构成残基（R13、G14）缺失的突

变体，Triad5~W 为底物结合位点（W12）位置移

动的突变体。所有多肽均直接用于后续人工水解酶

的构建与表征。多肽及其性质包括等电点（pI）、

分子质量（molecular mass）和 280 nm处吸光系数

（ε280） 如表 1 所示，其中多肽的浓度是通过其在

280 nm处的吸光度和估算的吸光系数（http://web.

expasy.org/protparam/）来确定的。为保持单位纳米

颗粒表面上多肽密度与Goldenzyme一致［27］，根据

AgNP粒径计算，多肽在AgNP上的平均密度控制

为大约1 869条/颗粒。

所用仪器包括：U-3010 型紫外-可见光谱仪

（日本 Hitachi 公司）；HT7700 型透射电子显微镜

（transmission electron microscope， TEM）（日 本

Hitachi 公司）；ZS90 型纳米粒度分析仪 （英国

Malvern 公司）； F-7000 型荧光光谱仪 （日本

Hitachi 公司）；MOS 500 多功能光谱仪及 SFM-

3000/S停流附件（法国Bio-logic公司）；JASCO J-

1500圆二色光谱仪（日本 Jasco公司）；ACQUITY 

UPLC H-Class 高效液相色谱-质谱联用仪 （liquid 

chromatography-mass spectrometry，LC-MS）（配备

种电喷雾离子源和离子阱检测器 SQ Detector，美

国 Waters 公司）；PinAAcle 900T 原子吸收光谱仪

（美国Perkin Elmer公司）；JASCO FT/IR-4100红外

光谱仪（日本 Jasco公司）；TGA2热重分析仪（瑞

士Mettler Toledo公司）。

1.2　AgNP浓度的测定

首先将购买的 AgNP 溶液在 10 000 r/min 下离

心20 min以去除游离的Ag+。然后取一定量的纯化

后的AgNP在王水中消解，通过原子吸收光谱仪测

定消解液中 Ag 元素的质量浓度（实验测定值 C=

（15.0±0.4） g/L）。根据公式 （1） 计算 AgNP 的摩

尔浓度［25］。

[M ] = C

NA ρ ( )43 πr3
(1)

其中，NA 是阿伏伽德罗常数，ρ是 AgNP 的密度

（10.492 kg/L）［31］，r是AgNP的半径（TEM测定值

为 17.4 nm），C 是 Ag 的质量浓度。经过计算，

Table 1　Sequences and properties of the designed peptides

Peptide

Triad5

Triad5-HSD

Triad5-O

Triad5~W

CL2

Peptide sequence

NCLDCLHSCGSWRG

NCLACLAACGAWRG

NCLDCLHSCGSW

WCLDCLHSCGSNRG

GYCGTNPNYFSCD

pI

6.72

7.97

5.08

6.72

3.80

Molecular mass/u

1 550.74

1 408.67

1 337.51

1 550.74

1 440.52

ε280/(mol-1∙L∙cm-1)

5 625

5 625

5 625

5 625

3 104
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AgNP的摩尔浓度为0.11 μmol/L。

1.3　基于银纳米颗粒的人工水解酶的制备

首先将 10 μl的 0.2 mol/L柠檬酸三钠溶液加到

6 ml AgNP 溶液中，然后向其中逐滴滴加 2 ml     

15 mmol/L 的 多 肽 溶 液 （含 有 50 μl 0.2 mol/L 

NaOH）。混合液在室温下搅拌1 h。

为精确控制 AgNP 上多肽的构象，采用两种

CE方法。第一种是“先固定后诱导”，即多肽先与

AgNP反应生成复合物，再与等体积的TFE在45℃

的恒温箱中孵育 24 h以诱导AgNP上的多肽产生α

螺旋构象，然后进行冷冻干燥。第二种是“先诱导

后固定”，即先将2 ml多肽溶液与8 ml的TFE混合

以诱导多肽产生α螺旋构象，然后滴加该多肽溶液

到6 ml的AgNP溶液中进行反应，反应结束后再冷

冻干燥。冷冻干燥除去TFE即可获得基于AgNP的

人工水解酶。

1.4　多肽接枝率的表征

将修饰有多肽的 AgNP 溶液转移至孔径为     

30 ku 的超滤管中，于 2 000 r/min 下离心 20 min。

分别测定离心后所得滤液与初始多肽溶液的荧光强

度，根据两者比值计算接枝率。

为进一步验证AgNP表面的多肽接枝率，将接

有4 735条/颗粒的AgNP-多肽复合物（多肽质量占

比为 5%） 溶液进行超滤，然后将截留的浓缩

AgNP-多肽复合物收集并冷冻干燥，得到约 10 mg

固体粉末。随后采用热重分析仪对该粉末进行失重

测试，升温范围为室温至 500℃，升温速率为

10℃/min。通过多肽热分解引起的失重质量分数，

换算出每个AgNP表面平均偶联的多肽数目。

1.5　红外光谱表征

使用 JASCO FT/IR-4100 型光谱仪表征多肽形

成AgNP-多肽复合物前后的红外光谱变化。具体参

数设置如下：将样品多肽Triad5粉末和人工水解酶

粉末置于金刚石晶体衰减全反射（attenuated total 

reflectance，ATR） 附件上测定，光谱分辨率为     

2 cm-1，采集数据为100次扫描的平均值。

1.6　人工水解酶中多肽结构的表征

用 JASCO J-1500 圆二色光谱仪测定远紫外圆

二色性（circular dichroism，CD）。圆二色光谱仪

的参数设置：使用0.1 cm光程的石英比色皿，温度

稳定在 25℃，波长扫描范围 190~250 nm，狭缝宽

度 5 nm，扫描速度 100 nm/min，每 0.5 nm 采集一

个数据点。实验中多肽的浓度为 0.1 g/L。每个样

品重复测量 20遍，累加得到最终的谱图。在测试

AgNP-多肽复合物的样品时，扣除了相应的背景信

号，即AgNP-多肽复合物经超滤后的滤液的CD信

号，以排除溶液中其他成分对CD信号的干扰。

1.7　人工水解酶活性的检测

为准确扣除人工水解酶溶液中的离子强度等背

景信号，对AgNP-多肽复合物溶液进行超滤处理，

收集滤液作为构象调控前的缓冲液（buffer before 

CE）。该缓冲液与构象调控前的AgNP-多肽复合物

（AgNP-Pep before CE）所含溶质浓度相同，因此

将其用作空白背景。构象调控后的缓冲液（buffer 

after CE）通过对 buffer before CE 进行与 AgNP-多

肽复合物相同的 TFE 处理获得，其溶质浓度与构

象调控后的 AgNP-多肽复合物 （AgNP-Pep after 

CE）一致，用作后者的空白背景。对照实验组还

包括：未经肽修饰的AgNP在构象调控前后的样品

（AgNP before/after CE），以及没有催化位点的CL2

对照多肽（源自抗溶菌酶抗体的CDR3区［32］）修

饰的 AgNP 在构象调控前后的样品 （AgNP-CL2 

before/after CE）。AgNP-CL2 after CE 是 AgNP-Pep 

after CE更严格的空白对照，不仅包含了溶液中的

影响因素，还包含 AgNP 以及对照多肽可能的

影响。

本文以表征人工水解酶的催化活性常用的     

p-NPA为底物来表征制备的人工水解酶的活性。水

解反应采用停流光谱仪监测。实验中用到的缓冲液

有两种， pH 从 5.8~8.0 用的是磷酸盐缓冲液，

Na2HPO4-NaH2PO4，简称为 PB；pH 从 9.0~10.0 用

的是碳酸盐缓冲液，Na2CO3-NaHCO3，简称为CB。

1号注射器装载缓冲液，2号装载人工水解酶溶液，

3号装载 p-NPA底物。进样体积比为 0.5∶5.5∶4，

总体积 252 μl，流速 2.5 m/s，反应温度 25~65℃。

采用分光光度计在 400 nm 处监测产物对硝基酚

（p-NP）的生成，光程 0.15 cm，依据 p-NP 的摩尔

吸光系数 ε400=10.85 L·cm/mmol进行定量。

酶的初始催化速率 （v0） 由不同底物浓度

（0.04~3.6 mmol/L）下反应初始斜率计算，扣除相

应空白对照后，将 v0代入米氏方程（公式2）拟合

得到米氏常数。

v0 = kcat × [ ]E × [ ]S
Km + [ ]S

(2)

其中kcat代表催化速率常数，Km代表底物结合常数，

［E］和［S］分别代表酶和底物的浓度。所报告的

结果是至少3次独立测量的平均值。

本文选择DEP作为底物，测试Silverzyme对非
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活化酯的水解活性。具体实验操作如下：将配制的

DEP 溶液、Silverzyme 及磷酸盐缓冲液在 30 ml 玻

璃反应瓶中混合，混合体系中DEP浓度为5 mmol/L，

Silverzyme 的浓度为 0.012 μmol/L，磷酸盐缓冲液

（Na2HPO4-NaH2PO4，pH 8.0） 浓度为 160 mmol/L。

然后将反应瓶置于恒温混匀仪中，在60℃、200 r/min

条件下振荡反应48 h。反应结束后，将全部反应液

转移至超滤离心管（Millipore Amicon Ultra-15，截

留分子质量10 ku），于25℃、5 000 r/min条件下离

心 30 min，实现酶与反应产物的分离。水解产物

（滤液）用LC-MS进行分析，具体过程如下：5 μl

滤液被加载到一根反相柱（ACQUITY UPLC C18：

颗粒尺寸，1.8 µm；孔径，95 Å；柱长，50 mm；

内径，2.1 mm）中，用乙腈/水（5/95，v/v）作为

流动相洗脱，流速为0.4 ml/min，并在254 nm的波

长下进行产物监测。

2　结果与讨论

2.1　银基人工水解酶的设计

目前已有大量天然水解酶的三维空间结构得到

解析，我们观察到，包括α胰凝乳蛋白酶在内的多

种水解酶的活性中心具有一个典型的结构特征，即

其催化三联体、氧阴离子孔等关键功能残基在空间

呈近似线性排布。基于此，本课题组前期为在金纳

米颗粒表面构建α胰凝乳蛋白酶相似的催化活性中

心，设计了一条仅含有 14 个氨基酸的多肽——

Triad5 （序列见表 1），并通过 CE 策略控制 Triad5

在金纳米颗粒表面折叠成动态α螺旋构象，使关键

催化残基在α螺旋一面分别组成催化三联体、氧阴

离子孔及底物结合位点，得到高催化活性的人工水

解酶 Goldenzyme［27］。然而，金作为贵金属材料，

其高成本及潜在生物相容性问题在一定程度上限制

了该人工水解酶的规模化应用与体内生物医学

转化。

银纳米颗粒是一种成本更低的材料，尤为重要

的是，银纳米颗粒表面同样具有原子流动性——这

是进行CE的关键基础［28，33］。因此，理论上基于同

样策略制备银基人工水解酶（Silverzyme）具有可

行性。为此，将Triad5通过Ag-S键偶联到银纳米

颗粒表面，并通过CE在其表面形成类似于 α胰凝

乳蛋白酶相似的催化活性中心，包含催化三联体

（Asp、His、Ser）、氧阴离子孔（Gly）及底物结合

位点（Trp），制备出Silverzyme （图1），以期以更

低的成本获得类似Goldenzyme的高催化活性。

将 Triad5 的 关 键 残 基 进 行 一 系 列 的 突 变     

（表 1），并将这些Triad5突变体以同样的方法偶联

到 AgNP 上，经过同样的 CE 处理得到相应的

Silverzyme突变体。通过比较关键残基对催化活性

的影响，可以确定各个关键残基在Silverzyme的催

化活性中的作用，并验证本文的设计思想和CE的

效果。

作为对照，没有催化关键残基的CL2多肽以同

样的方法偶联到AgNP并进行同样的CE处理，将

其活性作为更准确的背景扣除，验证Silverzyme的

高催化活性完全来自精确控制的催化活性中心。
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Fig. 1　Schematic active center of Silverzyme with a charge-relay network to catalyze the hydrolysis of substrate
The designed peptide, Triad5, is immobilized on AgNP in a helical conformation, stabilized by three Ag-S bonds. The active center contains a 

catalytic triad (Asp, His and Ser), an oxyanion hole (formed by the backbone amide of Gly and the sidechain amide of Arg), and a binding site (Trp) 

for the substrate (shown in red), forming a charge-relay network.
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2.2　AgNP和AgNP-peptide的形貌表征

采用TEM对AgNP及各AgNP-Pep复合物进行

表征。如图2a所示，未修饰的AgNP呈球形，粒径

分布较为均一，平均直径约为 34.8 nm。将 Triad5

多肽及其 3 种突变体以及对照肽 CL2 分别修饰于

AgNP 表面后，所得到的 AgNP-Triad5、 AgNP-

Triad5-HSD、AgNP-Triad5-O、AgNP-Triad5~W 及

AgNP-CL2复合物均保持了良好的单分散状态，未

观察到明显的颗粒聚集或形貌改变（图 2b~f），为

后续 CE 调控及催化性能研究提供了理想的材料

基础。

接着，用动态光散射法表征了AgNP在连接多

肽前后的水合粒径的改变（图3a）。与TEM分析结

果类似，AgNP-Pep复合物的水合粒径与未经修饰

的AgNP相比数值有轻微增加，说明多肽已连接到

了AgNP上。红外光谱显示（图3b），AgNP-Triad5

复合物在 3 289 cm⁻¹处酰胺A区的谱带与Triad5相

比出现明显变宽，进一步证实多肽已经连接到了

AgNP表面［34］。
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Fig. 2　TEM image and size distribution of different samples
(a) AgNP, (b) AgNP-Triad5, (c) AgNP-Triad5-HSD, (d) AgNP-Triad5-O, (e) AgNP-Triad5~W, (f) AgNP-CL2.
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Fig. 3　Characterization of covalent conjugation between AgNP and peptides
(a) Hydrodynamic diameter distributions measured by DLS. (b) FT-IR spectra showing the amide A band broadening.
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2.3　多肽偶联AgNP的效率表征

为确定偶联效率，采用荧光光谱法对 AgNP-

Pep 复合物溶液超滤分离后的下清液 （含未与

AgNP偶联的多肽）进行分析。如图 4所示，橙色

曲线对应反应体系中初始投入的多肽总量，而黄色

曲线则为反应混合体系经超滤后收集的滤液。对比

二者在 350 nm处的荧光发射强度可见，黄色曲线

的信号几乎可忽略不计，表明滤液中的多肽含量极

低。据此可推断，在本实验所采用的浓度范围内，

多肽已近乎完全偶联到AgNP表面。

为进一步验证多肽在AgNP表面的高效偶联，

对多肽偶联密度更高的AgNP-Pep复合物进行了热

重分析。结果显示，多肽修饰后的AgNP在升温过

程中呈现约 5.2%的质量损失，与多肽的理论质量

占比（5%）基本相符，验证了多肽与 AgNP 的高

效偶联。而之所以总失重略大于多肽的理论质量占

比，除了实验误差之外，主要是AgNP表面残留的

柠檬酸根的贡献。

2.4　银基人工水解酶的构象调控

完成多肽在AgNP表面的共价连接后，沿用与

金纳米颗粒体系相同的CE策略，对AgNP表面多

肽的构象进行调控。如图 5a 所示，经 CE 处理的

Triad5多肽在AgNP表面呈现出的 α螺旋构象，其

CD特征与在 50% TFE溶液中形成的典型 α螺旋结

构高度吻合，表现为在 208 nm和 222 nm处的双负

峰。相比之下，游离态的Triad5多肽以及未经CE

处理的AgNP-Triad5复合物均未表现出明显的 α螺

旋特征，主要以无规卷曲构象存在。

进一步研究发现，无论是“先诱导后固定”

（TFE-induction before conjugation） 还是“先固定

后诱导”（TFE-induction after conjugation）的CE处

理方式，均能在AgNP表面实现对Triad5螺旋结构

的有效构建（图 5b）。而作为对照，AgNP-CL2复

合物的CD无论在CE处理前后均呈无规构象特征

（图5c）；虽然AgNP-CL2复合物在50% TFE溶液存

在时可被诱导出 α 螺旋构象，但去除诱导剂后其

CD又恢复无规构象特征。

根据限域下最低能量片段 （confined lowest 

energy fragment，CLEF）假说［35-36］，天然蛋白质可

以看成是由多个CLEF拼合而成。这些CLEF在原

蛋白质中的天然构象是CLEF自身的热力学能量极

小构象，但不一定是其能量最低构象，而是在少数

强长程相互作用约束下的最稳定构象。因此，如果

能通过纳米颗粒与 CLEF 之间的相互作用来模拟

CLEF在原蛋白质中的强长程相互作用约束，就可

以在纳米颗粒上重构了CLEF的天然构象［24-26］。同
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Fig. 4　Characterization of the grafting efficiency of Silverzyme
(a-e) Fluorescence spectra of AgNP-Triad5 (a), AgNP-Triad5-HSD (b), AgNP-Triad5-O (c), AgNP-Triad5~W (d), AgNP-CL2 (e) before conjugation 

onto AgNP (orange lines) and the free peptides after conjugation (yellow lines); (f) TGA curve of AgNP-Triad5 conjugate.



·1690· 2026；53（6）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

样，Triad5之所以能够在金和银纳米颗粒表面以α

螺旋构象稳定存在，首先是因为Triad5本身具有一

定的形成 α 螺旋构象的倾向性（能量极小构象）。

但就像天然蛋白质中α螺旋片段在独立存在时往往

也呈现近似无规的构象一样，虽然Triad5具有一定

的形成α螺旋构象的倾向性，但自由的Triad5在溶

液中主要呈现近似无规的构象。天然蛋白质中α螺

旋片段之所以形成稳定的α螺旋构象，是因为蛋白

质中的长程相互作用提供的约束稳定作用，而在

Goldenzyme和Silverzyme中，Au-S键和Ag-S键则

分别为Triad5提供了类似的长程约束稳定作用。

而CL2多肽是源自一个抗溶菌酶抗体的CDR3

区［32，37］，其天然构象是 loop 结构，其 CD 近似无

规构象特征。尽管50% TFE可以诱导AgNP-CL2呈

现 α螺旋构象，但除去TFE后，由于Ag-S键的可

移动性，根据CLEF假说［35-36］，AgNP-CL2将自动

恢复其天然构象——loop结构，所以其CD又呈现

近似无规构象特征。

值得注意的是，“先诱导后固定”与“先固定

后诱导”两种构象诱导的方式所得AgNP-Triad5样

品的 CD 特征基本一致。这一结果不仅验证了

Triad5多肽序列设计的合理性，更表明CE可作为

一种通用手段，在不同纳米材料表面实现对多肽二

级结构的精准调控。

2.5　银基人工水解酶的催化性能及其催化机制

分析

为定量测量人工水解酶 （AgNP-Triad5 after 

CE）的催化活性，在相同条件下对一系列对照样

品的 p-NPA 水解速率进行了测定（图 6）。结果显

示， p-NPA 在未经任何处理的缓冲液 （buffer 

before CE）中表现出一定的水解速率，这主要是

样品中盐离子的贡献。而 p-NPA 在经 TFE 诱导及

冻干处理后获得的 buffer after CE中的水解速率进

一步提高，表明残余的TFE对催化有一定的影响。

因此在对经CE处理后的样品进行评估时必须以相

应的缓冲溶液背景作为空白背景进行扣除。未修饰

的AgNP在CE处理前后均表现出一定的催化活性，

且高于相应缓冲液背景，说明 AgNP 表面本身对  

p-NPA 水解存在促进作用。AgNP-CL2 在 CE 处理

前后的催化速率与未修饰的AgNP基本一致，证实

缺乏关键残基的对照肽无法通过 CE 获得催化能

力，其微弱活性完全来源于AgNP的贡献。

最关键的是，经 CE 处理后的 AgNP-Triad5 

after CE展现出 21.6 μmol/（L∙s）的高催化速率。扣

除 buffer after CE 背 景 后 ， 净 速 率 仍 高 达            

18.2 μmol /（L ∙ s）。这一数值约是 AgNP-Triad5 

before CE的净速率的 3 倍，更是 AgNP after CE和

AgNP-CL2 after CE的净速率的 10倍以上。显著的

催化活性提升结合 CD 结果明确无误地证实，CE

策略成功地将AgNP表面的Triad5多肽从低活性的

无序构象重构为高活性的α螺旋构象。所有对照样

品的低活性排除了纳米颗粒本身催化或者盐离子催

化的可能性，确证了所观测到的高催化活性源于

CE所构建的特定催化活性中心。

为确保后续动力学参数测定的准确性，在开展

米氏方程拟合及催化速率比较时，均采用扣除相应

buffer背景活性后的净催化速率进行分析，以更真

实地反映人工水解酶自身的催化特性。

图 6c~i和表 2展示了Silverzyme的米氏方程拟

合结果及动力学参数。因突变体催化活性大大下
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Fig. 5　Conformational characterization of Silverzyme
(a) CD spectra of free Triad5 peptide, the AgNP-Triad5 before CE, the AgNP-Triad5 in 50% TFE, and the AgNP-Triad5 after CE (TFE was removed 

by lyophilization). (b) CD spectra of AgNP-Triad5 with TFE induction before and after Triad5 conjugation. (c) CD spectra of free CL2 peptide, the 

AgNP-CL2 before CE, the AgNP-CL2 in 50% TFE, and the AgNP-CL2 after CE (TFE was removed by lyophilization).
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降，其催化速率减去相应的AgNP-CL2后不能用米

氏方程拟合，所以先用仅减去相应buffer背景的催

化速率拟合出 Silverzyme 及其突变体的 kcat 值后，

再将各样品的 kcat 值扣除对应条件下 AgNP-CL2 

before/after CE的背景贡献，所得数值记为 k'cat，并

计算 k'cat/Km 以评估催化效率。因突变体和 AgNP-

CL2催化活性较低，米氏方程拟合误差变大，导致

部分 k'cat呈现负值。以AgNP-CL2 before/after CE作

为背景扣除是对Silvrzyme催化活性更保守的估算。

经这一严格的背景扣除后，Silverzyme 的整体 k'cat

为（6.6±3.1）×103 s-¹。由于每个Silverzyme颗粒平均

负载 1 869个多肽或活性位点，因此单位活性位点

的k'cat为3.5 s-¹。作为对比，本课题组前期报道的金

基人工水解酶（Goldenzyme，其中金纳米颗粒大

小约为 3.6 nm，每个粒子含 20 个活性位点） 对     

p-NPA水解催化的单位活性位点k'cat为6.4 s-¹，而天

然 α 胰 凝 乳 蛋 白 酶 kcat 为 1.2 s- ¹ （表 2）［27］。

Silverzyme和Goldenzyme对p-NPA的单位活性位点

催化活性均显著高于天然α胰凝乳蛋白酶，进一步证

实了CE策略在构建高效人工水解酶方面的优越性。

特别需要指出的是，AgNP-Triad5 在 CE 处理

前后的动力学参数发生了显著变化。由表2结果可
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Fig. 6　Catalytic hydrolysis of p-NPA by Silverzyme and its mutants
(a) Hydrolysis process of Silverzyme (AgNP-Triad5 after CE), the controls and background. (b) Catalytic activity of Silverzyme (AgNP-Triad5 after 

CE), the controls and background. (c) Michaelis-Menten kinetics of AgNP-Triad5 before CE. (d) Michaelis-Menten kinetics of AgNP-Triad5 after 

CE. (e) Michaelis-Menten kinetics of AgNP-Triad5-HSD after CE. (f) Michaelis-Menten kinetics of AgNP-Triad5-O after CE. (g) Michaelis-Menten 

kinetics of AgNP-Triad5~W after CE. (h) Michaelis-Menten kinetics of AgNP-CL2 before CE. (i) Michaelis-Menten kinetics of AgNP-CL2 after CE. 

Conditions for the hydrolysis: [AgNP] =0.005 μmol/L, [Peptide] =10 µmol/L, [α -CT] =10 µmol/L, [acetonitrile] =2% (v/v), [phosphate buffer] =          

40 mmol/L, pH=7.0, t=25℃. Data of α-CT come from [27]. Error bars indicate the SDs of triplicate experiments.
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知，经 CE 处理后，AgNP-Triad5 after CE 的 k'cat值

较处理前 （AgNP-Triad5 before CE） 提升了 3 倍，

总催化效率（k'cat/Km）提升近 5倍，显示了构象工

程处理的巨大作用。

为了进一步证明催化三联体的不可或缺的作

用，合成了将Triad5中催化三联体残基全部突变为

丙氨酸的多肽——Triad5-HSD。动力学分析表明，

AgNP-Triad5-HSD after CE 的 k'cat值较 AgNP-Triad5 

after CE 下降约 98.5%，总催化效率 k'cat/Km下降约

98.9%，证实该催化三联体是 Silverzyme获得高效

催化活性的核心前提。

为验证所设计的氧阴离子孔的关键作用，将

Triad5中负责构成氧阴离子孔的C端甘氨酸及其邻

近残基进行删除，获得突变体Triad5-O。实验结果

显示，AgNP-Triad5-O after CE 的 k'cat 值较 AgNP-

Triad5 after CE下降约94.1%，k'cat/Km下降约95.0%，

表明氧阴离子孔对稳定过渡态、降低反应能垒具有

不可替代的贡献。

最后，利用Triad5~W突变体研究了底物结合

位点与催化中心之间的协同关系。在该突变体中，

底物结合位点色氨酸（W12）并未被删除，但其位

置与N端天冬酰胺（N1）发生互换，而催化三联

体及氧阴离子孔的关键残基均保持不变。值得注意

的是，这种仅改变结合位点空间位置的突变导致催

化活性急剧下降，其 kcat值甚至低于无功能对照肽

AgNP-CL2 after CE的水平（经背景扣除后呈现负

值）。尽管该突变体对底物的表观亲和力有所提高

（Km=1.8 mmol/L），但其整体催化效率仍远低于

AgNP-Triad5 after CE。这一结果强有力地证明，

催化残基与底物结合位点之间精确的空间协同关系

是实现高效催化的必要条件——结合位点不仅负责

底物识别，更需将底物精确锚定于催化三联体的攻

击范围内，二者空间位置的微妙改变即可导致催化

功能的大幅丧失。

上述结果揭示了催化三联体、氧阴离子孔及底

物结合位点之间的协同作用——三者不仅在空间上

精密排布，更在功能上相互依赖，共同构成一个协

同高效的催化网络（图 1）。任一关键氨基酸的缺

失或空间位置的改变，都将导致整体催化效率的大

幅下降。

2.6　银基人工水解酶最适温度与pH研究

本文对Silverzyme在 25~65℃及 pH 5.8~10.0范

围内的催化活性进行了测定。实验结果 （图 7a，

b） 表明，与 α 胰凝乳蛋白酶 （37℃） 相比，

Silverzyme的最适催化温度（45℃）更高，而且其

65℃时的催化活性仍高于其 37℃时的催化活性，

显示其更好的热稳定性。同时，Silverzyme在不同

pH条件下的催化活性表现出典型的钟形活性曲线

（图 7c，d），在 pH 8.0 的条件下呈现最高催化活

性。这一 pH变化趋势与 α胰凝乳蛋白酶等典型催

化三联体水解酶相似，其中在pH7左右的活性升高

与 活 性 中 心 组 氨 酸 侧 链 的 质 子 化 状 态 密 切

相关［27］。

2.7　银基人工水解酶的热稳定性研究

为进一步评估Silverzyme的热稳定性，将样品

置于 100℃加热处理 1 h后，自然冷却至室温，分

别测试其二级结构与催化活性。CD分析表明，热

处理并冷却后的 Silverzyme，其CD特征与未处理

样品基本一致（图8a），说明多肽的二级结构在高

温处理后能够有效恢复。催化活性测定结果显示，

Table 2　Kinetic parameters for catalyzing the hydrolysis of p-NPA

Catalyst

AgNP-Triad5 before CE

AgNP-Triad5 after CE (Silverzyme)

AgNP-Triad5-HSD after CE

AgNP-Triad5-O after CE

AgNP-Triad5~W after CE

AgNP-CL2 before CE

AgNP-CL2 after CE

Goldenzyme (AuNP-Triad5 after CE)[27]

α-CT[27]

kcat/

(103∙s-1)

3.7±1.2

8.3±3.0

1.8±0.9

2.1±0.2

1.6±0.4

1.5±1.0

1.7±0.5

0.147±0.014

0.001 2±0.000 7

k'cat
*/

(103∙s-1)

2.2±1.6

6.6±3.1

0.1±1.1

0.4±0.6

-0.1±0.7

-
-

0.127±0.014

-

Km/

(mmol∙L-1)

3.1±1.8

1.9±1.2

2.8±1.7

2.2±0.6

1.8±1.0

5.9±4.3

2.3±1.1

2.0±0.5

1.3±0.8

(kcat/Km)/

(L∙mol-1∙s-1)

1.2×106

4.4×106

6.4×105

9.5×105

8.9×105

2.5×105

7.4×105

7.4×104

9.2×102

(k'cat/Km)/

(L∙mol-1∙s-1)

7.1×105

3.5×106

3.6×104

1.8×105

-
-
-

6.7×104

-
*Silverzyme及其突变体的k'cat为背景扣除后的催化常数，即实测kcat值减去对应条件下AgNP-CL2 before/after CE的kcat值所得。Goldenzyme

及α-CT数据引自文献［27］。
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热处理并冷却后的Silverzyme对p-NPA的水解活性

与未处理样品相比未见显著下降（图 8b，c）。以

上结果表明，Silverzyme具有优异的热稳定性，即

其在经历极端高温处理后，仍能恢复原有的构象与

催化功能。作为对比，α胰凝乳蛋白酶经过相同的

热处理后，其天然构象和催化活性都无法完全恢

复［27］。这一结果表明，Silverzyme具备优于天然酶

的热稳定性。

2.8　银基人工水解酶对非活化酯DEP的水解

p-NPA是一种活化酯，其稳定性差、非催化水

解本底高。由于目前绝大多数人工酶的催化活性较

差，对稳定的非活化酯不具备催化活性，所以     
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p-NPA 是常用的测试人工水解酶活性的底物。但  

p-NPA存在较显著的自水解，而且其水解受多种条

件影响，因此很多基于p-NPA的人工水解酶的催化

活性数据重复性差，甚至只是未很好控制水解条件

的实验假象，其典型表现就是虽然 kcat/kuncat很高，

但 kcat本身很小，这一现象被称为“对硝基苯酯综

合征”［38］。

上面已证明Silverzyme对活化酯的水解具有很

高的 kcat。为了进一步测试Silverzyme的催化活性，

选用典型的非活化酯——DEP作为底物进行测试。

DEP 是一种难以自然降解的增塑剂，具有内分泌

干扰与致癌风险，已被美国环境保护署 （US 

Environmental Protection Agency，USEPA）列为环

境优先污染物。LC-MS 表征结果显示 （图 9），

Silverzyme对DEP表现出显著的水解活性，48 h后

产物邻苯二甲酸单乙酯 （monoethyl phthalate，

MEP）生成率约为22%，大致对应于Silverzyme的

每个活性位点每小时反转一次（kcat~1 h-1）。这一催

化活性对人工水解酶来说是一个非常显著的结果。

作为对照，α胰凝乳蛋白酶在同样条件下水解DEP

生成MEP的产率仅为10%左右 ［27］。当然α胰凝乳

蛋白酶的天然底物是蛋白质和多肽，虽然它对酯键

的催化活性比绝大多数人工酶都高，但它对酯键的

水解没有专一性。Silverzyme对非活化酯DEP的显

著的催化活性进一步验证了成功在AgNP上构建了

高效的催化活性中心，凸显了CE策略在构建复杂

催化中心方面的优势和潜力。

需要指出的是，Silverzyme对DEP的催化目前

仍需较苛刻的反应条件，距离环境条件下的直接应

用尚有差距，后续研究将致力于提升其在温和条件

下的催化效率。同时，还需要考虑在复杂环境中纳

米颗粒可能的聚集问题，以及银纳米颗粒固有的银

离 子 缓 慢 释 放 特 性 带 来 了 潜 在 的 生 物 安 全

风险［39］。

3　结 论

本文基于CE技术，利用一条仅含14个氨基酸

的设计多肽，成功在AgNP表面构建了由催化三联

体、氧阴离子孔及底物结合位点组成的酶催化活性

中心，制备得到具有高催化活性的银基人工水解酶

Silverzyme，实现了对 α胰凝乳蛋白酶催化活性中

心的精确模拟。动力学分析表明，Silverzyme对模

型底物p-NPA的水解表现出极高的催化活性，其单

位活性位点的催化反转数达到 3.5 s-¹，高于天然 α

胰凝乳蛋白酶的水平。而且Silverzyme还能显著水

解难以降解的环境优先污染物 DEP。定点突变实

验进一步证实，所设计的催化三联体、氧阴离子孔

及底物结合位点之间的协同作用是实现高效催化的

关键。此外，Silverzyme展现出与金基人工水解酶

相当的热稳定性，经高温处理并冷却至室温后，其

结构与功能均能有效恢复。本研究不仅成功将CE
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Fig. 9　Degradation of DEP by Silverzyme
(a) Degradation equation of DEP. (b) LC-MS analysis of the hydrolysis products of DEP catalyzed by Silverzyme for 48 h. Conditions for the 

hydrolysis: [Silverzyme]=0.012 μmol/L, [DEP]=5 mmol/L, [acetonitrile]=10% (v/v), [PB]=160 mmol/L PB, pH=8.0, t=60℃.



王燕，等：基于构象工程的银基人工水解酶的构建及其催化机制研究2026；53（6） ·1695·

策略拓展至银纳米材料体系，更通过构建结构明

确、机制清晰的高活性人工水解酶，充分展现了

CE技术在模拟天然酶的复杂催化中心方面的广阔

应用前景。

数据可用性声明  本篇论文的关联数据 （DOI: 

10.57760/sciencedb. 37697； CSTR: 31253.11.

sciencedb. 37697） 可 在 科 学 数 据 银 行 （Science 

Data Bank， ScienceDB） 数 据 库 （https://www.

scidb.cn/S/QNneUj）中依申请访问获取。
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Construction of Silver Nanoparticle-based Artificial Hydrolases via 
Conformational Engineering and Study of Its Catalytic Mechanism*

WANG Yan**, ZHOU Tong-Tong**, GUO Yuan, WANG Hai-Fang, CAO Ao-Neng***

(Institute of Nanochemistry and Nanobiology, Shanghai University, Shanghai 200444, China)

Graphical abstract

Abstract　Objective  This study employs a special conformational engineering (CE) technology to construct an 

α-chymotrypsin-like active center, which includes a catalytic triad, an oxyanion hole, and a substrate-binding site, 

on silver nanoparticles (AgNPs), thereby creating an AgNP-based artificial hydrolase with high catalytic activity. 

This study provides a new approach for the design of highly efficient artificial enzymes and enzyme-mimicking.

Methods  AgNPs were chosen as the scaffold to build the an α -chymotrypsin-like active center. A special CE 

procedure enables the designed peptide, Triad5, to adopt an α‑helical conformation on AgNPs, with the key 

catalytic residues located on one side of the α -helix forming a catalytic active center with a catalytic triad, an 

oxyanion hole, and a substrate-binding site. The CE procedure consists of three steps, including conformation 

induction via trifluoroethanol (TFE), conformation stabilization on AgNPs via Ag-S bonds, and TFE removal via 

lyophilization. Circular dichroism (CD) spectra were used to confirm the formation and stabilization of the α-helix 

conformation. Mutations of the key residues combined with stopped-flow kinetic experiments were used to 

demonstrate the indispensability of each key residue and the synergistic effects among the catalytic triad, the 

oxyanion hole, and the substrate-binding site. Results  CD spectra show that the designed Triad5 alone is in 

random coil conformation; when conjugated on AgNPs, Triad5 still remains largely unstructured; but after the CE 
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treatment, Triad5 adopts a typical α-helical conformation on AgNPs as designed, thus produces an AgNP-based 

artificial hydrolase, Silverzyme. Silverzyme exhibits extremely high hydrolytic activity towards p-nitrophenyl 

acetate (p-NPA), with an extremely high catalytic turnover number per active site of 3.5 s-1, which is even higher 

than that of α -chymotrypsin. As a comparison, the AgNP-Triad5 conjugate without CE treatment shows much 

lower catalytic activity than Silverzyme, highlighting the important role of the right conformation of the active 

center for the catalytic activity and the power of the CE treatment. When the key residues of the catalytic triad of 

Silverzyme were mutated to alanine, the overall catalytic efficiency of this mutant dropped by about 2 orders of 

magnitude, unambiguously demonstrating the key role of the designed catalytic triad. Similarly, when the residues 

for the oxyanion hole were deleted, the mutant with the intact catalytic triad also showed significantly decreased 

catalytic activity, highlighting the indispensable role of the oxyanion hole for the catalytic activity. Unexpectedly, 

when both the catalytic triad and the oxyanion hole were kept intact, a slight change of the binding site also 

resulted in significantly decreased catalytic activity, indicating that the designed binding site is at the right 

position to align the substrate in the right orientation in the active center for catalytic hydrolysis. These results 

confirm the synergy among the catalytic triad, the oxyanion hole, and the substrate-binding site, indicating 

successful mimicking of the active center of α-chymotrypsin. Moreover, Silverzyme shows better thermal stability 

than α-chymotrypsin, and can even hydrolyze the tough non-activated ester diethyl phthalate, a priority pollutant 

by the United States Environmental Protection Agency (USEPA). Conclusion  This study successfully mimicked 

the complex catalytic active center of α-chymotrypsin using a conformational engineering strategy, and produced 

a highly active artificial hydrolase with a well-defined structure and catalytic mechanism. The findings highlight 

the significant potential of conformational engineering.

Key words　 conformational engineering, artificial enzyme, catalytic triad, enzyme-mimicking, silver 

nanoparticles
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