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新型非均相催化剂纳米金属杂化酶的研究进展
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摘要: 随着生物技术、 电子传感技术、 纳米技术的发展ꎬ 新型非均相催化剂—纳米金属杂化酶的研究和开发逐渐

走进学者们的视野. 纳米金属杂化酶不仅具有高催化活性、 高稳定性ꎬ 并且可以在一定程度上改善原酶的底物特

异性、 化学选择性、 立体选择性及区域选择性等ꎬ 同时可提高酶的可操作性ꎬ 便于重复利用. 我们就纳米金属杂化

酶的设计与合成策略、 金属纳米粒子的种类、 表征方法、 杂化酶的特征及应用等方面进行综述报道ꎬ 希望可以为

学者们提供新的思路和思考ꎬ 促进多学科的融合发展.
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　 　 绿色化学也称为可持续化学ꎬ 是研究学者们多

年来孜孜不倦的追求目标. 绿色催化作为绿色化学

中的一个重要的分支ꎬ 近年来在绿色催化反应的研

究中已向前迈进一大步. 酶催化的反应是化学反应

中最环境友好的方法ꎬ 这种具有高催化活性的生物

催化剂可以在温和的条件下进行催化ꎬ 避免使用挥

发性有机溶剂、 有毒试剂ꎬ 拒绝危险或苛刻的反应

条件ꎬ 作为一种高效、 绿色环保的方法目前已经有

超过 １００ 种的生物转化过程发展到工业规模[１－３] .
从广义上来说ꎬ 催化过程可以分为两种ꎬ 均相

催化及非均相催化[４] . 当反应底物及催化活性中心

处于同相中(气态或液态)ꎬ 则为均相催化体系. 该

体系中各组分混合均匀ꎬ 催化效率高ꎬ 产物转化率

大ꎬ 易于进行体系的优化ꎬ 并且可通过改变催化剂

的结构来改变催化剂的化学选择性、 区域选择性及

对映体选择性等. 虽然这种催化体系具有较高的催

化效率ꎬ 但在某些特定条件下不稳定、 易失活ꎬ 反

应结束后产物和催化剂的分离纯化困难. 尽管可以

根据物质的极性等物理性质的不同实现简单分离ꎬ
但是仍有痕量催化剂在产物中残留ꎬ 造成重金属污

染ꎬ 难以满足药品及制药工业等领域的要求[５] . 克

服这种问题有效的方法就是通过催化剂异质化

(Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎ)来构建非均相催化体系ꎬ 使反应

物及催化剂处于不同相(催化剂是固态ꎬ 反应物是

气态或液态)中. 一般通过在固体载体(例如二氧化

硅、 氧化铝、 二氧化铈等)的表面或内部通过物理

吸附或共价结合捕获催化活性分子来实现ꎬ 但是一

般情况下只有多孔固体外表面上的位点可用于催化

反应ꎬ 因此反应中的活性位点不像均相体系中那样

易得ꎬ 催化剂的活性通常会降低. 因此我们需要一

种催化体系ꎬ 不仅具有高活性和选择性(如均相体

系)ꎬ 而且还具有催化剂分离和回收的简便性(如非

均相体系)ꎬ 这些目标可以通过纳米金属催化来实

现ꎬ 纳米金属催化可以缩小均相催化和多项催化之

间的差距ꎬ 保留两种体系的理想属性.
我们针对纳米金属杂化酶的设计及合成方法进

行汇总说明ꎬ 内容包括几种不同的纳米金属杂化酶

的合成策略ꎬ 用于合成杂化酶的金属纳米粒子种

类ꎬ 纳米金属杂化酶的表征方法ꎬ 以及纳米金属杂

化酶的特性及应用. 这些方法在一定程度上增加酶

的稳定性ꎬ 增强酶的生物活性及选择性ꎬ 有些方法

甚至扩大酶的底物适应性ꎬ 扩大了酶的应用范围ꎬ
希望可以为学者们提供新的思路和思考ꎬ 促进多学

科的融合发展.
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１ 非均相纳米金属杂化酶的设计

纳米颗粒指在纳米尺度范围(１ ~ １００ ｎｍ)内非

常小的颗粒ꎬ 特殊的晶层排布结构赋予了它独特的

性质ꎬ 包括表面效应、 量子尺寸效应、 久保效应等

特性等[６] . 纳米颗粒几乎在所有领域都具有潜在用

途ꎬ 例如药物、 电子产品、 分析检测、 化工等ꎬ 也可

应用于催化领域[７] . 纳米催化ꎬ 一般指具有催化性

质的物质或材料无论是内部或是外部结构至少具有

一个纳米级尺寸ꎬ 通过调整纳米材料的尺寸、 形

状、 组成、 电子结构及热、 化学稳定性可以帮助设

计具有更优良活性、 更高选择性、 更高稳定性的催

化剂.
基于纳米金属(包括纳米金属氧化物)所具有

的多种特性ꎬ 可以将其与生物酶结合来制备具有特

殊功能和特性的纳米金属杂化酶. 由于纳米金属具

有较大比表面积ꎬ 可以将酶分子固定在纳米金属表

面ꎬ 得到的纳米金属杂化具有多酶催化活性中心ꎬ
多活性中心产生的协同效应可以大大提高杂化酶的

催化效率. 同时纳米金属还具有良好的导电性能ꎬ
在氧化还原酶的催化过程中可以提高电子翻转速

率ꎬ 进一步提高杂化酶的催化效率. 根据纳米粒子

合成方法的不同将其分为两类ꎬ 一种是将制备好的

单分散纳米粒子通过物理吸附或共价结合等方式引

入到生物酶表面[８] . 另一种是将生物酶分散于金属

盐溶液中ꎬ 通过原位还原作用形成纳米金属粒子ꎬ
合成的纳米金属粒子以均匀[９] 或非均匀[１０] 的方式

固定在蛋白质的孔隙中形成非均相纳米金属杂

化酶[１１－１３] .
１.１ 直接合成法制备纳米金属杂化酶

将单分散的纳米金属或金属氧化物通过物理吸

附或共价结合来固定生物酶是构建纳米金属杂化酶

的一种方法. 其中生物酶与纳米金属的结合方式是

十分关键的ꎬ 一般情况下生物酶中需要含有对金属

纳米粒子在亲疏水性或电荷正负性方面具有亲和力

的氨基酸ꎬ 同时相邻氨基酸需要具有一定还原能

力. 共价结合的方式由于其能够在更加苛刻的条件

下进行并且结合稳定而备受青睐ꎬ 这种结合方式可

以实现反应物和催化剂分离的最大化ꎬ 并且可重复

使用数次.
通过疏水性相互作用来构建纳米金属酶ꎬ 由于

环境中疏水性的改变ꎬ 酶活性及选择性也会随之发

生改变. 脂肪酶是目前生物催化和有机化学中最常

用的酶ꎬ 具有较为广泛的底物适应性、 区域选择性

及对映体选择性ꎬ 被大量应用于催化不对称反应

中. 脂肪酶具有独特的“盖子”结构ꎬ 盖子结构表面

亲水ꎬ 内部疏水ꎬ 同时催化位点位于“盖子”结构内

部ꎬ 在传统反应体系中ꎬ 活性中心很难暴露ꎬ 产物

转化率较低[１４] . Ｃｈｅｎ 等[１５] 使用具有长烷基链的羧

酸表面活性剂(吐温 ８５ 和芥子酸)改性的氧化锆纳

米粒子通过疏水性的物理吸附作用对脂肪酶 Ｃａｎｄｉ￣
ｄａ ｒｕｇｏｓａ(ＣＲＬ)和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｃｅｐａｃｉａ(ＰＣＬ)进行

固定(图 １)ꎬ 将固定后的酶用于(ＲꎬＳ) ￣布洛芬和

(ＲꎬＳ) ￣苯基乙醇的动力学拆分. 研究发现芥子酸改

性的氧化锆纳米粒子固定化的效果较好ꎬ 固定化后

的酶活性有明显提高ꎬ 通过在异辛烷溶液中动力学

图 １ 游离脂肪酶 ＣＲＬ 及 ＺｒＯ２固定化脂肪酶 ＣＲＬ 示意图

Ｆｉｇ.１ Ａ ｃｒｕｄｅ ＣＲＬ ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｔａｎｔ￣ｍｏｄｉｆｉｅｄｚｉｒｃｏｎｉａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ａｆｔｅｒ ｌｉｐａｓｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
(１. ａ ｃｒｕｄｅ ＣＲＬ ｐｏｗｄｅｒꎻ ２ꎻ ＣＲＬ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｏｎ Ｔｗｅｅｎ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻ

３. ＣＲＬ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｏｎ Ｅｒｕｃｉｃ ｚｉｒｃｏｎｉａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ)
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拆分(ＲꎬＳ) ￣布洛芬的研究发现芥子酸改性氧化锆

后固定酶的活性(０.１６７ μｍｏｌ / ｍｇ / ｈ)远大于通过吐

温 ８５ 改性氧化锆固定的酶的活性(０.００５ μｍｏｌ / ｍｇ /
ｈ)ꎬ 其相对活性分别为 ２１４％、 ６％(ＣＲＬ 粗酶活性

为 １００％). 认为脂肪酶与改性的纳米颗粒表面具有

一定的相互作用ꎬ 疏水性的氧化锆纳米粒子有利于

使脂肪酶疏水性一侧有方向性的排列在纳米粒子表

面ꎬ 使亲水性的活性中心暴露在反应介质中ꎬ 进而

提高酶的活性. 该研究表明ꎬ 以亲水性表面为特征

的无机氧化锆纳米颗粒可以在疏水性载体(使用具

有长烷基链的表面活性剂)中改性并显着提高脂肪

酶活性.
　 　 可以通过纳米粒子与生物酶之间的电荷相互作

用构建纳米金属杂化酶. Ａｎｄｒａｄｅ 等[１６] 利用超磁纳

米粒子将洋葱伯克霍尔德氏菌脂肪酶(Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｃｅｐａｃｉａ ｌｉｐａｓｅꎬ ＢＣＬ)进行固定化ꎬ 首先使用共沉淀

法合成直径约为 １０ ｎｍ 的 Ｆｅ３ Ｏ４ 纳米粒子 (Ｍａｇ￣
ＮＰ)ꎬ 然后将磁性纳米颗粒用 β￣氨丙基三乙氧基硅

烷(ＡＰＴＳ)进行丙氨酸化ꎬ 使铁纳米粒子和 Ｓｉ 之间

有结构稳定的强键ꎬ 同时末端含有功能性位点 γ￣氨
丙基ꎬ 产生的 ＡＰＴＳ￣ＭａｇＮＰ 通过 ３ 种方式固定脂肪

酶ꎬ 第 １ 种方法是通过带有正电荷的纳米颗粒

ＡＰＴＳ￣ＭａｇＮＰ 和带有负电荷的脂肪酶通过离子相互

作用ꎬ 将脂肪酶简单吸附到磁性纳米粒子的 γ￣氨丙

基上. 第 ２ 种方法是将 ＡＰＴＳ￣ＭａｇＮＰ 用 ４￣羧基苯甲

醛修饰ꎬ 得到羧基￣ＡＰＴＳ￣ＭａｇＮＰꎬ 然后把活化后的

脂肪酶通过共价结合的方式固定到羧基￣ＡＰＴＳ￣Ｍａｇ￣
ＮＰ 上. 第 ３ 种方法使用戊二醇修饰 ＡＰＴＳ￣ＭａｇＮＰꎬ
然后与脂肪酶进行共价结合得到 ＢＣＬ￣Ｇｌｕ￣ＡＰＴＳ￣
ＭａｇＮＰ. 通过拆分外消旋手性前体药物 ２￣溴￣苯基乙

醇来验证固定化效果ꎬ 发现固定化后杂化酶的 Ｅ 值

有了明显提升(Ｅ游离酶<３０ꎬ Ｅ固定化酶>２００)ꎬ 脂肪酶的

立体选择性得到了明显的改善ꎬ 比较 ３ 种固定方法

发现第 ２ 种及第 ３ 种固定化酶的热稳定性更优良ꎬ
在 ５２ ℃下依然表现出较好的拆分能力.

借助有孔隙的固定化材料也可以合成纳米金属

杂化酶. 在这个过程中ꎬ 纳米材料的选择显得尤为

重要ꎬ 材料的材质、 粒径、 亲疏水性等因素都会影

响杂化酶的活性. 有机纳米材料有助于酶和固定化

材料的吸附ꎬ 但成本较高ꎬ 无机纳米材料具有较高

的机械强度ꎬ 化学稳定性好且成本低ꎬ 因此多被用

于合成杂化酶. 纳米材料的大小会影响酶的担载

量ꎬ 过小的材料不能有效的吸附脂肪酶. 合适的孔

径有助于提高酶的稳定性ꎬ 亲疏水性会影响酶在纳

米颗粒上排列方向ꎬ 进而影响酶活性. Ｋａｒｉｎ 等[１７]

选择将纳米钯固定在氧化硅介孔泡沫材料上ꎬ 然后

经戊二醛处理后ꎬ 将 Ｃａｎｄｉｄａ ａｎｔａｒｃｔｉｃａ 脂肪酶 Ａ
(ＣＡＬＡ)固定在其中ꎬ 制造一种人工合成的金属杂

合酶(图 ２). 在该混合催化剂中ꎬ 每个孔都可以看

作是一个金属酶ꎬ 其中包含固定化脂肪酶形式的氨

图 ２ 金属杂化酶的合成过程[１７]

Ｆｉｇ.２ Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｂｒｉｄａｓｅ[１７]

基酸组分和钯纳米颗粒ꎬ 可充分发挥各杂化酶之间

的协同作用. 使用该金属酶进行外消旋伯胺的手性

拆分实验ꎬ 产物对映体过量值达到 ９９％.
　 　 Ｓｕｊｏｙ 等[１８]利用纳米二氧化硅进行金属杂化酶

的构建(图 ３). 利用米根霉(Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ)蛋白提

取物上羧基、 羟基、 胺基等功能基团将其固定于纳

米二氧化硅的介孔环境中ꎬ 将其置于 ＡｇＮＯ３溶液中

进行原位合成ꎬ Ａｇ＋通过静电相互作用迅速吸附在

带有负电荷的蛋白质表面ꎬ 由于金属离子与蛋白质

官能团之间的电子转移导致 Ａｇ＋的还原并形成 Ａｇ￣
ＮＰｓꎬ 宏观上表现为溶液颜色由白色到深棕色的变

化. 合成后的金属杂化酶结构稳定ꎬ 热稳定性好ꎬ
在催化对硝基苯酚的加氢反应中表现出良好的催化

活性.
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图 ３ 在介孔纳米二氧化硅上进行纳米杂化酶的构建[１８]

Ｆｉｇ.３ Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｂｒｉｄａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｎａｎｏｓｉｌｉｃａ[１８]

１.２ 原位还原法制备纳米金属杂化酶

将生物酶分散于金属盐溶液中会形成一种非均

相的纳米金属杂化催化剂. 合成过程主要分两个步

骤ꎬ 首先酶快速吸附溶液中的金属离子ꎬ 然后在不

存在任何外源还原剂的条件下原位还原金属离子ꎬ
合成纳米金属粒子. 在这个过程中生物酶不仅作为

纳米金属的载体ꎬ 同时也是还原剂、 稳定剂. 由于

纳米粒子的存在ꎬ 酶的活性及立体选择性都有很大

提高ꎬ 而且纳米金属性质稳定ꎬ 在水溶液中能够保

持 ３ 个月以上不发生聚集、 沉降.

原位还原法得到的纳米金属杂化酶的活性与纳

米金属的形态及粒径密切相关[１９] . Ｓａｎ 等[９] 以来自

肺炎链球菌的细菌氨肽酶(ＰｅｐＡ)为生物模板ꎬ 以

Ｋ２ＰｔＣｌ４的硼氢化钠溶液作为金属盐溶液ꎬ 原位合成

纳米铂(ＰｔＮＰｓ)杂化的细菌氨肽酶(ＰｅｐＡ￣ＰｔＮＰｓ)ꎬ
合成 ＰｔＮＰｓ 被包裹在 ＰｅｐＡ 正四面体十二聚体复合

物的内部(图 ４). 通过在不同反应介质中测定 Ｐｅ￣
ｐＡ￣ＰｔＮＰｓ 的肽酶活性和加氢活性证明 ＰｔＮＰｓ 的粒

径与两种活性呈反比ꎬ 即粒径越小ꎬ ＰｅｐＡ￣ＰｔＮＰｓ 的

肽酶活性和加氢活性越大ꎬ 同时ＰｅｐＡ￣ＰｔＮＰｓ在不

图 ４ ＰｅｐＡ 的构型及 ＰｅｐＡ￣ＰｔＮＰｓ 催化的连级反应路线图[９]

Ｆｉｇ.４ Ｃｒｙｓｔａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰｅｐＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｓｔｅｐ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＰｅｐＡ￣ＰｔＮＰ[９]
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同有机溶剂中表现出不同活性. 后将合成的纳米复

合物用于催化谷氨酸￣对硝基苯胺的水解和氢化反

应ꎬ 得到了良好的催化效果.
　 　 交联酶聚集体( Ｃｒｏｓｓ￣ｌｉｎｋｅｄ ｅｎｚｙｅｄ ａｇｇｒｅｇａｔｅꎬ
ＣＬＥＡ)是一种有趣的方法ꎬ 通过特殊的交联剂将单

位酶交联在一起可以避免每单位酶活的降低.

Ｔａｍáｓ 等[２０]利用这种方法成功的合成了纳米钯杂

化酶ꎬ 利用含有戊二醇和氰化硼氢化钠的异丙醇溶

液作为交联剂ꎬ 成功交联南极假丝酵母脂肪酶 Ｂ
(Ｃａｎｄｉｄａ ａｎｔａｒｔｉｃａ ｌｉｐａｓｅ Ｂꎬ ＣａｌＢ) 制得交联化的

ＣａｌＢ(ＣａｌＢ￣ＣＬＥＡ)(图 ５). 将 ＣａｌＢ￣ＣＬＥＡ 置于含有

Ｐｄ(ＯＡｃ) ２的磷酸盐缓冲溶液中原位还原形成纳米

图 ５ Ｐｄ(０)￣ＣａｌＢ ＣＬＥＡ 的制备过程[２１]

Ｆｉｇ.５ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｐｄ(０)￣ＣａｌＢ ＣＬＥＡ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｈｙｂｒｉｄａｓｅ[２１]

钯杂化的 ＣａｌＢ￣ＣＬＥＡ(Ｐｄ(０)￣ＣａｌＢ￣ＣＬＥＡ). 经元素

分析确定杂化酶中纳米钯的含量达到 ４.７％(重量百

分数)ꎬ 扫描电子显微镜(ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏ￣
ｐｙꎻ ＳＥＭ)及高角度环形暗场扫描透射电子显微镜

( ｈｉｇｈ￣ａｎｇｌｅ ａｎｎｕｌａｒ ｄａｒｋ￣ｆｉｅｌｄ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎻ ＨＡＡＤＦ￣ＳＴＥＭ)表征证明纳米

钯粒子呈无定型形态ꎬ 粒径 ２ ~ ４ ｎｍꎬ 均匀的分布

于交联后的酶结构中. 研究表明ꎬ 无定型形态的纳

米钯没有降低酶活ꎬ 在后来的一步法 ４￣戊炔酸的环

化反应中表现出良好的立体选择性和稳定性ꎬ 在酶

活没有明显损失的条件下可循环使用 ５ 次.
　 　 原位还原法中构建稳定的氧化还原环境是十分

重要的. Ｄａｖｉｄ 等[１０] 采用一种绿色、 快捷的方法合

成新型的纳米钯和脂肪酶共固定化的金属杂化酶

(图 ６). 通过基因工程手段引入特定的含半胱氨酸

的小肽对嗜热杆菌脂肪酶(Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｅｒｍｏｃａｔｅｎ￣

图 ６ ＰｄＮＰｓ￣ＧＴＬ 金属杂化酶的制备过程[１０]

Ｆｉｇ.６ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅＰｄＮＰｓ￣ＧＴＬ ｍｅｔａｌ ｈｙｂｒｉｄａｓｅ[１０]
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ｕｌａｔｕｓ ｌｉｐａｓｅꎬ ＧＴＬ)变体进行修饰ꎬ 为超小粒径钯纳

米粒子的合成创造稳定的氧化还原环境ꎬ 合成后的

纳米钯粒子跟蛋白质分子亲和结合形成金属杂合

酶. 该杂合酶具有良好的稳定性和催化特性ꎬ 可以

在 ６５ ℃、 二甲基甲酰胺(ＤＭＦ)为介质的条件下通

过 Ｈｅｃｋ 反应合成反式肉桂酸乙酯ꎬ 最佳条件下的

产物转化率达到 ８６％ꎬ 产物对映体过量值在 ９９％以

上. 重复使用 ５ 次后ꎬ 还能保持 ９０％的催化活性.
　 　 杂化酶的回收再利用是评价催化剂效果十分重

要的特征ꎬ 大多数的非均相催化剂需要将反应后的

混合物通过反复的离心、 过滤等复杂操作将催化剂

分离开来. 超磁纳米金属催化剂的出现为我们解决

了这个难题ꎬ 基于催化载体的顺磁性可以用外部磁

体回收磁性负载的催化剂ꎬ 便于催化剂的重复使

用. Ｒｏｃｉｏ 等[２１] 报道了一种在温和条件下(２５ ℃ꎬ
大气压下)水性介质中直接合成超薄蛋白碳酸铁纳

米线(ＦｅＣＯ３￣ＮＲｓ)杂化酶的方法. 向 Ｃａｎｄｉｄａ ａｎｔａｒ￣
ｔｉｃａ Ｂ 脂肪酶中添加不同浓度的(ＮＨ４) ２Ｆｅ( ＳＯ４) ２

溶液ꎬ 使用不同 ｐＨ 的缓冲溶液调节体系的 ｐＨ
值ꎬ 避免在溶液中形成杂质氧化铁纳米颗粒. 反应

１６ ｈ 后有固体析出ꎬ 用缓冲液反复清洗后可得到杂

化酶. ＩＣＰ￣ＯＥＳ 显 示 杂 化 酶 中 的 铁 含 量 达 到

４７％ꎬ ＴＥＭ显示形成纳米线的大小为 ７ × ５９ ｎｍꎬ
ＸＲＤ 和 ＸＰＳ 显示固形物质大部分是碳酸铁ꎬ 含有

少量氧化铁杂质. 该纳米生物混合物可用作具有较

强活性和稳定性的超顺磁性非均相纳米催化剂ꎬ 用

于硝基芳烃还原及氧化过程ꎬ 并且还适用于 Ｃ—Ｈ
键官能化.

图 ７ ＣＡＬ￣Ｂ￣ＦｅＣＯ３ ￣ＮＲｓ 杂化酶合成过程[２２]

Ｆｉｇ.７ Ｇｒａｐｈｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＣＡＬ￣Ｂ￣ＦｅＣＯ３ ｈｙｂｒｉｄａｓｅ[２２]

２ 纳米金属的种类

在纳米金属杂化酶中纳米金属(包括金属氧化

物)的选择十分重要ꎬ 其中比较常见的是 Ａｕ、 Ｐｄ、
Ｐｔꎬ 也有使用其他贵金属来合成纳米金属杂化酶的

例子(表 １). 不同纳米金属对于酶活性的提高程度

不尽相同ꎬ 其原因可能与纳米金属的粒径有关.
Ｍａｒｃｏ 等[２２]以脂肪酶 Ｃａｎｄｉｄａ ａｎｔａｒｃｔｉｃａ Ｂ (ＣＡＬ￣Ｂ)
为载体ꎬ 在水溶液中分别还原 Ｐｄ(ＯＡｃ) ２、 ＡｇＮＯ３、
ＨＡｕＣｌ４ 制 备 ＣＡＬＢ￣ＰｄＮＰｓ、 ＣＡＬＢ￣ＡｇＮＰｓ、 ＣＡＬＢ￣
ＡｕＮＰｓ ３ 种纳米金属杂化酶ꎬ 研究发现在几乎相同

的条件下合成的 ３ 种纳米金属粒径有所不同ꎬ Ｐｄ￣
ＮＰｓ 的粒径为 １.３ ｎｍꎬ 而 ＡｇＮＰｓ 和 ＡｕＮＰｓ 的粒径

在 ８~１０ ｎｍ 之间. 通过一步法合成 ４￣氨基苯酚来评

价 ３ 种杂化酶的催化活性ꎬ 其中 ＣＡＬＢ￣ＰｄＮＰｓ 表现

出了最佳酶活(约为 ４７％).

３ 纳米金属杂化酶的表征

早在 １９５６ 年ꎬ Ａｋａｂｏｒｉ 等[３０]就在 Ｎａｔｕｒｅ 上报道

了将钯纳米颗粒固定在丝蛋白纤维上ꎬ 用于催化肟

和恶唑酮的非均匀不对称氢化反应. Ｗｉｌｓｏｎ 和 Ｗｈｉ￣
ｔｅｓｉｄｅｓ[３１]在 １９７８ 年报道了第一种以人工有机金属

酶作为均相催化剂来催化不对称烯烃加氢的反应.
但是由于分析及检测方法的限制ꎬ 那时候还无法实

现产物的表征及催化特性的优化等. 近年来ꎬ 随着

生物技术、 电子传感、 纳米技术、 定向进化等领域

的发展ꎬ 已有多种分析检测的手段可用于纳米金属

杂化酶的检测及表征.
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表 １ 纳米金属杂化酶的实例

Ｔａｂｌｅ １ Ｅｘａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｎａｎｏ ｍｅｔａｌ ｈｙｂｒｉｄａｓｅ

Ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌ Ｃａｔａｌｙｓｔ

Ａｕ
Ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ[２３－２４] 、 ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄｉｓｅ[２５] 、 ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｘｉｄａｓｅ[２６] 、 β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ、 Ａｅｒｏｐｙｒｕｍ ｐｅｒ￣
ｎｉｘ ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ[２７] 、 ｌｉｐａｓｅ[２１－２２]

Ｐｄ ｌｉｐａｓｅ[１７ꎬ２８] 、 ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ[１９]

Ｐｔ ｂａｃｔｅｒｉａｌａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ[９] 、 ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ[１９]

Ａｇ ｌｉｐａｓｅ[８] 、 ａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｔｒａｃｔ ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ ｆｒｏｍ Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｏｒｙｚａｅ[１８] 、 ｆｅｒｒｉｔｉｎ

Ｆｅ、 Ｆｅ３Ｏ４ ｌｉｐａｓｅ[１６] 、 ｆｅｒｒｉｔｉｎ

Ｒｕ ｌｉｐａｓｅ[２９] 、 ｋｉｎａｓｅ、 ｌｙｓｏｚｙｍｅ

　 　 纳米金属杂化酶的表征检验ꎬ 首先要确定的就

是在已知基底蛋白中是否有目标纳米金属的存在ꎬ
存在的纳米金属的种类、 形态、 粒径大小、 密度等

都是需要考证的问题. 一般通过透射电子显微镜可

以观察到是否有纳米粒子形成及纳米粒子的形状ꎬ
经数据处理后能够得到纳米金属的粒径等相关信

息ꎬ 扫描电子显微镜、 原子力显微镜能够得到纳米

粒子与蛋白质结合的表面形态ꎬ 应用拉曼光谱和傅

里叶变换红外光谱能够有效的辨别纳米金属与蛋白

质的结合方式、 结合位点、 结合官能团等ꎬ 电感耦

合等离子体发射光谱能够计算出纳米金属在蛋白质

中的相对含量ꎬ Ｘ￣射线衍射能够分析出金属纳米粒

子的组分和结构ꎬ Ｘ 射线元素映射分析及电化学分

析等可进一步分析纳米金属的合成过程及在介孔纳

米材料上的组装行为.

４ 纳米金属催化体系的特点与应用

纳米催化剂表现出的优良特性与纳米材料独一

无二的特性密不可分[３２] . 对于任何发生的化学反

应ꎬ 反应物质和催化剂都需要彼此接触ꎬ 由于颗粒

的纳米尺寸ꎬ 纳米催化剂活性组分具有较高的比表

面积ꎬ 显著的增加了反应物与催化剂之间的接触ꎬ
使得非均相催化体系能够实现接近均相催化体系的

反应速率. 同时当催化材料以纳米粒度产生时ꎬ 即

获得了纳米粒子所具有的特殊性质ꎬ 这些性质有助

于提高纳米催化性能和能力ꎬ 并赋予生物酶新的特

性. 例如纳米材料具有良好的电磁特性ꎬ 可以增加

氧化还原反应中电荷传递速度ꎬ 提高反应速

率[３３－３４]ꎻ 可以以纳米材料作为转运体将酶运送至

细胞中[３５－３６]ꎻ 利用纳米材料的光学或物理特性可

以控制催化反应进程[３７－３８] .

４.１ 纳米催化材料可提高酶的活性及稳定性

Ｇａｒｃｉａ 等[２９] 利用生物硅化的脂肪酶 Ｃａｎｄｉｄａ
ａｎｔａｒｃｔｉｃａ Ｂ (ＣＡＬ￣Ｂ)为载体ꎬ 在氯化金、 氯化钯、
氯化钌溶液中进行原位还原合成非均相纳米杂化催

化剂ꎬ 通过考察不同温度下油酸和乙醇的酯化反应

来评价杂化酶的催化活性和稳定性. 研究发现ꎬ 与

游离酶相比ꎬ 杂化酶的稳定性有了显著提高ꎬ 游离

酶在超过 ５０ ℃时酶活性开始下降ꎬ 而杂化酶可以

承受 ５５ ℃的温度ꎬ 并且纳米钯杂化酶可以在 ６５ ℃
下进行催化反应且活性没有下降. 在不同极性溶剂

中进行的酯化反应得到纳米金杂化酶的催化活性最

佳ꎬ 与游离脂肪酶相比酶活性提高约 ６３％ꎬ 并且在

不同极性反应介质中表现出的耐受性不同.
除催化活性及热稳定性外ꎬ 纳米金属材料还可

以提高酶的立体选择性及区域选择性[１０ꎬ１６] . 合成的

纳米金属杂化酶可用于催化多种反应ꎬ 例如催化 Ｃ￣
Ｃ 偶联反应(Ｓｕｚｕｋｉ 耦合反应[１９ꎬ２２]、 Ｈｅｃｋ 反应[８] )、
加氢甲酰化[１８]及烯烃复分解反应等等.
４.２ 纳米金属材料可以介导电荷的传递

氧化还原酶与电极之间的电子传递现象是安培

生物传感器和生物燃料电池发展过程中起到关键作

用的重要研究. ２００３ 年ꎬ Ｘｉａｏ 等[３９]将具有氧化还原

活性的生物酶(葡萄糖氧化酶 ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｘｉｄａｓｅꎻ ＧＯｘ)
结合到金纳米颗粒(ＡｕＮＰｓ)上ꎬ 将 ＡｕＮＰｓ 作为将电

子传递到电极上的电子继电器来构建电化学传感

器. 该电化学传感器的构建有两种方法ꎬ 一是将

ＦＡＤ 结合到功能化的 ＡｕＮＰｓ 上ꎬ 然后加入 ＧＯｘ构建

金属杂化酶ꎬ 经 ＳＴＥＭ 确认酶与金属结合良好后将

其组装于金电极上构建电化学传感器ꎻ 另一种方法

是将经 ＦＡＤ 修饰的功能化 ＡｕＮＰｓ 结合到金电极
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上ꎬ 然再加入 ＧＯｘ . 经两种方法构架的杂化酶在氧

化葡萄糖方面都表现出了良好的催化活性. 该研究

结果发表在«Ｎａｔｕｒｅ»上ꎬ 开启了将酶的识别和催化

特征与纳米粒子的电子特征相结合的全新研究领

域ꎬ 开发了一种构建电活性生物材料的方法ꎬ 为纳

米生物电子研究开启了全新的篇章.
４.３ 纳米金属材料可以介导生物酶的转运

Ｐａｒｔｈａ Ｇｈｏｓｈ 等[４０]做过一项有趣的研究ꎬ 借用

纳米金易于表面功能化的特性ꎬ 通过一系列操作将

一段特定肽连接到 ＡｕＮＰｓ 表面制备功能化 ＡｕＮＰｓꎬ
ＡｕＮＰｓ 上的特定肽基团在细胞递送过程中具有多种

作用ꎬ 易于被细胞识别、 结合ꎬ 并且可以提高纳米

颗粒的稳定性ꎬ 将其与 β￣半乳糖苷酶( β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉ￣
ｄａｓｅꎬ β￣Ｇａｌ)结合构建纳米金属酶(ＡｕＮＰｓ￣β￣Ｇａｌ)ꎬ
在被特定肽功能化 ＡｕＮＰｓ 的帮助下ꎬ β￣Ｇａｌ 可被转

运到各种细胞系中ꎬ 并且能够在细胞内保持活性.
该研究证明利用纳米金属大的比表面积和易于表面

功能化的特性ꎬ 使其可以作为一种纳米转运载体被

细胞识别和利用. 这种可以通过膜受体特异性识别

的选择性细胞标记的高效纳米金属催化系统ꎬ 可应

用于单克隆抗体及具有靶向性的药物研制中[４１] .

图 ８ ＡｕＮＰｓ 介导的 β￣半乳糖苷酶的细胞内外转运示意图

Ｆｉｇ.８ Ｓｃｈｅｍｅ ｏｆＡｕＮＰｓ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ

４.４ 纳米金属材料可以控制生物酶的活性

利用纳米颗粒的光热特性ꎬ 可以将其作为光热

反应的控制开关应用到肽构象的变化、 ＤＮＡ 的杂交

等生理生化过程中. 纳米粒子能够吸收电磁辐射能

并将其转化为热量ꎬ 然后转移到纳米粒子表面结合

的生物大分子(ＤＮＡ 寡聚体、 蛋白质等)上ꎬ 导致蛋

白质的解离或酶的失活. 这种光热法与其他控制生

物大分子反应进程的方法相比: １) 不需要添加其

他的化学品或进行机械操作就可以实现远程控制ꎻ
２) 激光束可以以亚微米级的分辨率进行聚焦ꎬ 能

够实现准确的空间控制ꎻ ３) 可在亚细胞水平上进

行操作ꎻ ４) 使用脉冲激光能够实现快速加热或快

速冷却ꎻ ５) 激光强度比非破坏性荧光显微镜的激

光强度低一个数量级ꎬ 因此可以避免对细胞的光化

学损伤. Ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等[２５] 将柠檬酸钠法制备的纳

米金与 １ ｍｇ / ｍＬ 的辣根过氧化物酶 ( ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＰＲ)混合培养 ３ ｄ 制备纳米金杂化的

过氧化物酶ꎬ 以 ２ꎬ２′￣联氮￣双￣３￣乙基苯并噻唑啉￣６￣
磺酸(ＡＢＴＳ)为反应底物进行催化反应ꎬ 通过控制

５３２ ｎｍ 波长下激光强度来控制酶活性ꎬ 利用紫外￣
可见光吸收光谱原位检测酶活性的变化. 研究结果

表明激光照射导致酶的活性下降ꎬ 并且活性下降的

速率随着激光功率的增加而增加. 尽管没能验证经

激光处理后酶失活的过程是否可逆ꎬ 但是得到了酶
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活性可以通过光热来控制这一重要结论ꎬ 这一重要

结论可应用于更加复杂的催化系统中ꎬ 向其中添加

稳定性良好的纳米金粒子后ꎬ 酶活性可以通过远程

和高度局部的方式进行光热微调.

５ 展望

对于纳米金属催化的研究有很多ꎬ 都在为构建

良好稳定性、 较高催化活性、 易于工业化生产的催

化剂而不懈努力. 尽管还存在贵金属价格昂贵、 难

以实现纳米颗粒粒径的精准控制等问题ꎬ 但是基于

纳米金属杂化催化剂良好的特性ꎬ 未来的发展将会

向着更高活性、 更好操作、 更加低廉转变ꎬ 开发出

具有多功能、 安全绿色的催化剂ꎬ 在靶向药物开

发、 生物传感器制备、 多种化工原料的合成等等诸

多领域继续发展.
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Ｃｈｅｍ Ｉｎｔｅｒ Ｅｄｉｔꎬ ２０１０ꎬ ４９(１０): １６９７－１６９７.

[６] 　 Ｄｏｕ Ｂｏ￣ｘｉｎ (窦博鑫)ꎬ Ｘｉｎ Ｊｉａ￣ｙｉｎｇ (辛嘉英)ꎬ Ｆａｎ
Ｈｏｎｇ￣ｃｈｅｎ(范洪臣)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｓｅｌｆ￣ａｓｓｅｍｂｌｙ ｇｏｌｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ｗｉｔｈ ｅｎｚｙｍｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ(功能化金

纳米修饰电极自组装及其在固定化酶生物传感器中

应用)[Ｊ]. Ｊ Ｍｏｌ Ｃａｔａｌ(Ｃｈｉｎａ)(分子催化)ꎬ ２０１６ꎬ ３０
(４): ３９１－４００.

[７] 　 Ｌｉ Ｓｈｕ￣ｓｈｕａｎｇ(李舒爽)ꎬ Ｔａｏ Ｌｅｉ(陶 磊)ꎬ Ｚｈａｎｇ Ｑｉ
(张 奇)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓｉｎ ｎａｎｏ￣ｇｏｌｄ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ
ｇｒｅｅｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｅａｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ(纳米金催化的绿色

合成与清洁反应研究新进展)[Ｊ]. Ａｃｔａ Ｐｈｙｓ Ｃｈｉｍ Ｓｉｎ
(物理化学学报)ꎬ ２０１６ꎬ ３２(１): ６１－７４.

[８]　 Ｆｉｌｉｃｅ Ｍꎬ Ｍａｒｃｉｅｌｌｏ Ｍꎬ Ｍｏｒａｌｅｓ Ｍ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｅｎｚｙｍｅ￣ｍｅｔａｌ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｂｉｏｈｙｂｒｉｄｓ ｉｎ ａ￣
ｑｕｅｏｕｓ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｃ￣Ｃ ｂｏｎｄ ｆｏｒｍａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｎｄｅｍ ｃａｔａｌｙｓｉｓ [ Ｊ]. Ｃｈｅｍｉｎｆｏｒｍꎬ ２０１３ꎬ ４９
(６１): ６８７６－６８７８.

[９]　 Ｓａｎ Ｂ Ｈꎬ Ｋｉｍ Ｓꎬ Ｍｏｈ Ｓ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｔｉｎｕｍ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｍｉｎｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ: ａ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｂｉｏｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎａｎｏｈｙｂｒｉｄ ｃａｔａｌｙｓｔ [ Ｊ]. Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔｅｒ
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Ｅｄｉｔꎬ ２０１１ꎬ ５０(５０): １１９２４－１１９２９.
[１０] Ｌｏｐｅｚ￣Ｔｅｊｅｄｏｒ Ｄꎬ Ｂｌａｎｃａ Ｄ Ｌ Ｒꎬ Ｐａｌｏｍｏ Ｊ Ｍ. Ｕｌｔｒａ￣

ｓｍａｌｌ Ｐｄ (０) ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎｔｏ ａ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｓｅｍｉｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｌｉｐａｓｅ: Ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｃｙｃｌａｂｌｅ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｂｉｏｈｙ￣
ｂｒｉｄ ｃａｔａｌｙｓｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｈｅｃｋ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｍｉｌｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１８ꎬ ２３(９): ２３５８－２３７３.

[１１] Ｕｅｎｏ Ｔꎬ Ｗａｔａｎａｂｅ Ｙ. Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｃａｇｅｓ: ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓꎬ ｄｅｓｉｇｎꎬ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ [Ｍ]. Ｊｏｈｎ
Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓꎬ ２０１３.

[１２] Ｋｒäｍｅｒ Ｒ. Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｇｅｓ. ｐｒｉｎ￣
ｃｉｐｌｅｓꎬ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ. Ｈｅｒａｕｓｇｅｇｅｂｅｎ ｖｏｎ ｔａｋａ￣
ｆｕｍｉ ｕｅｎｏ ｕｎｄ ｙｏｓｈｉｈｉｔｏ ｗａｔａｎａｂｅ [ Ｊ]. Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍꎬ
２０１４ꎬ １２６(６): １５０３－１５０４.

[１３] Ｕｅｎｏ Ｔꎬ Ａｂｅ Ｓꎬ Ｙｏｋｏｉ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ
ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｖａｃａｎｔ ｓｐａｃｅ
[Ｊ]. Ｃｏｏｒｄ Ｃｈｅｍ Ｒｅｖꎬ ２００７ꎬ ２５１(２１): ２７１７－２７３１.

[１４] Ｌｉ Ｑｕａｎ￣ｈｕｉ(李泉荟)ꎬ Ｘｉｎ Ｊｉａ￣ｙｉｎｇ(辛嘉英)ꎬ Ｗａｎｇ
Ｙａｎ(王 艳)ꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐａｓｅ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｔａｒｃｈ
ｆｅｒｕｌａｔｅ ｉｎ ｎｏｎ￣ａｑｕｅｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ(非水相脂肪酶催化阿魏

酸淀粉酯的合成)[Ｊ]. Ｆｉｎｅ Ｃｈｅｍ(精细化工)ꎬ ２０１６ꎬ
３３(１１): １２６６－１２７１.

[１５] Ｃｈｅｎ Ｙ Ｚꎬ Ｙａｎｇ Ｃ Ｔꎬ Ｃｈｉ Ｂ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｉｐａｓｅｓ ｏｎ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｌｉｚｅｄ ｚｉｒｃｏｎｉａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ: Ｈｉｇｈｌｙ
ｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｕｓａｂｌｅ ｂｉｏｃａｔａｌｙｓｔｓ[Ｊ]. Ｌａｎｇｍ Ａｃｓ
Ｊ Ｓｕｒｆ ＆ Ｃｏｌｌꎬ ２００８ꎬ ２４(１６): ８８７７－８８８４.

[１６] Ａｎｄｒａｄｅ Ｌ Ｈꎬ Ｒｅｂｅｌｏ Ｌ Ｐꎬ Ｎｅｔｔｏ Ｃ Ｇ Ｃ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｉｎｅｔ￣
ｉｃ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｄｒｕｇ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｂｙ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｃｅｐａｃｉａ
ｌｉｐａｓｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｅｓ ｏｎ ｓｕｐｅｒ￣
ｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ[Ｊ]. Ｊ Ｍｏｌ Ｃａｔａｌ Ｅｎｚｙꎬ ２０１０ꎬ
６６(１): ５５－６２.

[１７] Ｅｎｇｓｔｒöｍ Ｋꎬ Ｊｏｈｎｓｔｏｎ Ｅ Ｖꎬ Ｖｅｒｈｏ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏ￣ｉｍｍｏｂｉ￣
ｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ａ ｍｅｔａｌ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔｓ
ｏｆ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉｃａ ｆｏｒ ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｔａｎｄｅｍ ｃａｔａｌｙｓｉｓ: Ａｎ
ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｍｅｔａｌｌｏｅｎｚｙｍｅ [ Ｊ ]. Ａｎｇｅｗ Ｃｈｅｍꎬ ２０１３ꎬ ５２
(５２): １４００６－１４０１０.

[１８] Ｄａｓ Ｓ Ｋꎬ Ｍｏｔｉａｒ Ｍꎬ Ｋｈａｎ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏ￣ｉｎｓｐｉｒｅｄ ｆａｂｒｉｃａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｏｎ ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ｓｉｌｉｃａ:
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｓ ａ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｈｙ￣
ｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ ｃａｔａｌｙｓｔ [ Ｊ]. Ｇｒｅｅｎ Ｃｈｅｍꎬ ２０１３ꎬ １５(９):
２５４８－２５５７.

[１９] Ｄａｓ Ｓ Ｋꎬ Ｐａｒａｎｄｈａｍａｎ Ｔꎬ Ｐｅｎｔｅｌａ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ￣
ｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｐｄꎬ Ｐｔꎬ ａｎｄ
Ａｇ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｉｎ ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｕｚｕｋｉ ｃｏｕｐｌｉｎｇ
ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ａｔ ｔｈｅ ｎａｎｏ￣ｂｉｏ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ[ Ｊ]. Ｊ Ｐｈｙｓ Ｃｈｅｍ Ｃꎬ
２０１４ꎬ １１８(４２): ２４６２３－２４６３２.

[２０] Ｇöｒｂｅ Ｔꎬ Ｇｕｓｔａｆｓｏｎ Ｋ Ｐ Ｊꎬ Ｖｅｒｈｏ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ａ
Ｐｄ(０)￣ＣａｌＢ ＣＬＥＡ ｂｉｏｈｙｂｒｉｄ ｃａｔａｌｙｓｔ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｉｎ ａ ｏｎｅ￣ｐｏｔ ｃａｓｃａｄｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ[ Ｊ]. ＡＣＳ Ｃａｔａｌꎬ ２０１７ꎬ ７
(３): １６０１－１６０５.

[２１] Ｂｅｎａｖｅｎｔｅ Ｒꎬ Ｌｏｐｅｚｔｅｊｅｄｏｒ Ｄꎬ Ｐａｌｏｍｏ Ｊ Ｍ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ａ ｓｕｐｅｒｐａｒａｍａｇｎｅｔｉｃ ｕｌｔｒａｔｈｉｎ ＦｅＣＯ３ ｎａｎｏｒｏｄｓ￣ｅｎｚｙｍｅ
ｂｉｏｎａｎｏｈｙｂｒｉｄ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｃａｔａｌｙｓｔ [ Ｊ ].
Ｃｈｅｍ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１８ꎬ ５４(４９): ６２５６－６２５９.

[２２] Ｍａｒｃｏ Ｆꎬ Ｍａｒｚｉａ Ｍꎬ Ｍｏｒａｌｅｓ Ｍ Ｄ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓ ｅｎｚｙｍｅ￣ｍｅｔａｌ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｂｉｏｈｙｂｒｉｄｓ ｉｎ ａ￣
ｑｕｅｏｕｓ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｃ￣Ｃ ｂｏｎｄ ｆｏｒｍａ￣
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｎｄｅｍ ｃａｔａｌｙｓｉｓ [ Ｊ]. Ｃｈｅｍｉｎｆｏｒｍꎬ ２０１３ꎬ ４９
(６１): ６８７６－６８７８.

[２３] Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｎ Ｏꎬ Ｍｃｉｎｔｏｓｈ Ｃ Ｍꎬ Ｓｉｍａｒｄ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｕｒｆａｃｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ｎａｎｏｐ￣
ａｒｔｉｃｌｅ￣ｂａｓｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ [Ｊ]. Ｐｒｏｃｅ Ｎａｔ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕｎｉｔ Ｓｔａ
Ａｍｅｒｉꎬ ２００２ꎬ ９９(８): ５０１８－５０２３.

[２４] Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｎ Ｏꎬ Ｖｅｒｍａ Ａꎬ Ｇｏｏｄｍａｎ Ｃ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ
" ｉｒｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ" ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ ｕｓｉｎｇ ｎａｎｏｐａｒｔｉ￣
ｃｌｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ [ Ｊ]. Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃꎬ ２００３ꎬ １２５ ( ４４):
１３３８７－１３３９１.

[２５] Ｂｒｅｔｓｃｈｎｅｉｄｅｒ Ｊ Ｃ ꎬ Ｍａｘｉｍｉｌｉａｎ Ｒ ꎬ Ｇｅｒｏ Ｖ Ｐ ꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨＲＰ￣ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ [ Ｊ]. Ｓｍａｌｌꎬ ２０１０ꎬ ５ ( ２２): ２５４９ －
２５５３.
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