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以 UiO-66-NH2 为载体苯丙氨酸解氨酶的 

固定化及其催化性能 

 
孙宝婷，崔建东，贾士儒 

(天津科技大学生物工程学院，食品营养与安全国家重点实验室，天津 300457) 

 

摘  要：天然的苯丙氨酸解氨酶(phenylalanine ammonialyase，PAL)存在稳定性差、可操作性低等问题，限制了其在医

药、食品和生物化工领域的应用．为了提高 PAL 的催化性能，本研究将 PAL 吸附固定在金属有机骨架 UiO-66-NH2 载

体上，制备出 PAL@UiO-66-NH2 固定化酶颗粒．通过优化固定化酶颗粒的制备条件，PAL@UiO-66-NH2 最大酶活回收

率达到(90.01±3.18)%，比优化前提高了约 35%；并对其 pH 耐受性、温度耐受性和重复使用性等催化性能进行研

究．结果表明：PAL@UiO-66-NH2 对 pH 和温度的耐受性优于游离 PAL；在重复使用 5 次后，PAL@UiO-66-NH2 仍能保

持初始酶活力的 80%左右，表现出较好的重复使用性．本研究结果可为 PAL 的工业化应用提供参考． 
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Immobilization of Phenylalanine Ammonialyase and Its 

Catalytic Performance by Using UiO-66-NH2 as Carrier 

SUN Baoting，CUI Jiandong，JIA Shiru 

(College of Biotechnology，State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety， 

Tianjin University of Science＆Technology，Tianjin 300457，China) 

Abstract：Natural phenylalanine ammonialyase (PAL) has the problems of poor stability and low operability，which has 

limited its applications in the fields of medicine，food and biochemical industry. In order to improve the catalytic perform-

ance of PAL，in this study PAL was immobilized on the metal-organic framework UiO-66-NH2 carrier by adsorption method 

to prepare PAL@UiO-66-NH2 immobilized enzyme particles. By optimizing the preparation conditions of the immobilized

enzyme particles，the maximum activity recovery rate of prepared PAL@UiO-66-NH2 particles reached(90.01±3.18)%，

about 35% higher than that before optimization；the catalytic performances of PAL@UiO-66-NH2，such as pH tolerance，

temperature tolerance and reusability were also studied. The results showed that the stability of PAL@UiO-66-NH2 particles 

was better than that of free PAL；after repeated use for 5 times，PAL@UiO-66-NH2 maintained about 80% of the initial en-

zyme activity，indicating better stability of reusability. Therefore，this study can provide a reference for the industrial applica-

tion of PAL. 

Key words：phenylalanine ammonialyase；metal-organic framework；UiO-66-NH2；enzyme immobilization 
 

苯丙氨酸解氨酶(phenylalanine ammonialyase，

PAL)主要分布在高等植物、部分微生物以及某些藻

类中，是苯丙烷类代谢途径的关键酶和限速酶 [1]. 

PAL 可催化苯丙氨酸(phenylalanine，Phe)生成反式

肉桂酸(trans-cinnamic acids，t-CA)和氨(NH3)，可用

于合成苯丙氨酸，治疗部分肿瘤、苯丙酮尿症等[2-4]，

在生物化工、食品和医药行业中被广泛应用． 

虽然游离酶具有活力高、特异性强的优点，但游
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离酶多为液态，稳定性差，对于酶的回收、重复使用、

运输、储存有一定的影响，导致酶活力降低，严重影

响其应用效果．因此，为了改善 PAL 的催化性能，利

用固定化技术将 PAL 固定是提高天然 PAL 稳定性、

操作稳定性、重复使用性以及改善 PAL 催化性能的

重要方法．与游离酶相比，被固定的酶具有更强的耐

受高温、变性剂和酸碱等极端条件的能力，同时也增

强了酶的机械性能，提高了操作稳定性，利于回收和

重复利用．例如，Cui 等[5]将 PAL 吸附交联固定在粗

孔微球硅胶上，所得的固定化 PAL 表现出较好的热

稳定性和操作稳定性，在一定程度上实现了 PAL 的

回收并重复使用．交联剂戊二醛对 PAL 的失活作用

使得固定化 PAL 的酶活回收率很低，仅有 24.68% . 

将 PAL 包埋固定在仿生硅颗粒中，所得固定化 PAL

同样表现出较好的热稳定性、pH 稳定性和重复使用

性，但是由于 PAL 包埋在硅胶内，导致了传质阻力较

高，所以固定化 PAL 的酶活力较低[6]．另外，赵雅敏[7]

以碳酸钙为模板固定化 PAL，其酶活回收率仅有

15% 左右．尽管通过固定化可以改善 PAL 的部分催

化性能，但现有固定化方法存在载体机械强度低、颗

粒均一性差、孔径难以调控、具有较大扩散阻力等问

题，导致酶的固定化效率较低．因此，选择适当的载

体和固定化方法对提高 PAL 的固定化效率尤为重要. 

对于酵母来源的 PAL 而言，固定化的载体所提

供的环境对被固定的酶有很大的影响．大多数重金

属离子对 PAL 的酶活力有抑制作用[8-9]，并且 PAL 是

一种酸性蛋白，根据不同来源，其最适 pH 为 8.0～

9.5
[10]．因此，载体自身的 pH 环境对 PAL 的酶活力

有较大影响，在选用载体时，金属离子及载体环境

pH 对 PAL 固定化后酶活力的保持有很大影响．金属

有机骨架(metal-organic framework，MOF)是一种由

金属离子或离子簇与有机配体通过配位作用连接而

成的配位聚合物多孔材料[11-12]，具有可调节的孔隙

率、高比表面积和结晶度、优良的机械稳定性和多样

性[13-16]．因此，MOF 近年来被认为是一种优良的酶

固定化载体[13,17-19]．作为 MOF 的一种，锆基金属有

机骨架材料(UiOs 系列)不仅具有优良的酸碱耐受

性、热稳定性[20]，而且具有较大的比表面积和可调控

的孔径，在吸附与分离 [21-24]、光催化降解 [25-27]、载 

药[28-29]、传感器[30-32]等方面展现了广阔的应用前景，

已经被用作多种酶的固定化载体[33-36]． 

前人对 PAL 的固定化，多局限于交联法和包埋

法，这两种方法固定化效率不高，且对酶活力损伤较

大．因此，为了提高 PAL 的催化性能，本研究以 UiO-

66-NH2 为载体，采用吸附法将 PAL 吸附固定在 UiO-

66-NH2 上，制备出 PAL@UiO-66-NH2 固定化酶颗

粒，考察其催化性能，以期改善 PAL 对极端条件(酸、

碱、变性剂、高温等条件)的耐受性和可操作性，为

PAL 的进一步应用提供参考． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

来源于重组大肠杆菌(Escherichia coli)BL21 的

PAL(0.02 U/mg)保存于本实验室；2-氨基对苯二甲

酸、氯化锆，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；N，

N-二甲基甲酰胺(DMF)、甲醇、乙酸、磷酸氢二钠、

磷酸二氢钠、柠檬酸、柠檬酸钠、氯化钠，福晨(天津)

化学试剂有限公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷，北

京索莱宝科技有限公司；蛋白胨、酵母浸粉，OXOID

公司；总蛋白(TP)测定试剂盒，南京建成生物工程研

究所有限公司． 

FEI-Apreo型场发射扫描电子显微镜(FESEM)，

FEI 公司；FV1000 型激光扫描共聚焦显微镜

(LSCM)，日本 Olympus 有限公司；LGJ-10型冷冻干

燥机，北京松源华兴科技发展有限公司；FE20 型 pH

计，梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司；UV-6100

型紫外分光光度计，上海美谱达仪器有限公司；B15-

1型磁力搅拌器，上海思乐仪器有限公司；H2050R型

台式高速冷冻离心机，湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司． 

1.2 方法 

1.2.1 UiO-66-NH2 的合成 

称取 116.5 mg氯化锆、90.5 mg 2-氨基对苯二甲

酸置于 100mL螺口瓶中，加入 51.05 mL DMF，再加

入 11.45 mL 乙酸，涡旋振荡均匀，超声 15min．将以

上体系转移至高温高压反应釜中，120℃反应 16 h 后

将所得产物以 8 000 r/min 离心 10min，沉淀后用

DMF 洗涤 3 次，甲醇洗涤 2 次，置于真空干燥机中

60℃过夜干燥，即得 UiO-66-NH2． 

1.2.2 PAL@UiO-66-NH2 的制备 

将实验室构建的重组大肠杆菌 BL21 接种于含

30 µg/mL 卡那霉素的 100mL LB 培养基中，37℃、

220 r/min 培养 10 h 作为种子液．以 5% 的接种量接

种于 190mL含 30 µg/mL 卡那霉素的 LB培养基中，

培养至 A600 为 0.6～0.8 时，加入异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷，使其终浓度为 0.1 mmol/L，28℃、180 r/min
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过夜培养，6 000 r/min 离心，收集得到的菌体用 0.9%

生理盐水反 复洗涤 3 次；将洗涤后 的菌体 用

50mmol/L pH 8.0 的 PBS 缓冲液重悬，置于冰水浴

中 ，使 用超声破碎仪破碎．破碎条 件：总功率 的

45% ，工作 3 s，间歇 6 s，破碎液在 12 000 r/min 条件

下离心 20min，取上清液加入硫酸铵，使其终质量分

数为 45%；沉淀 3 h 后，8 000 r/min 离心 10min，弃去

上清液，沉淀用 25mmol/L Tris-HCl(pH 8.8)溶解，装

入透析袋，用 10mmol/L Tris-HCl(pH 8.8)透析后冻

干，得 PAL 固体粉末． 

称取 6mg PAL，用 6mL 10 mmol/L pH 8.0 的

PBS 缓冲液溶解，向装有 60mg UiO-66-NH2 颗粒的

离心管中加入 6mL PAL溶液(0.02 U/mg)，缓慢搅拌

1 h；8 500 r/min 离心 8min，弃去上清液，沉淀用

10mmol/L 的 PBS 缓冲液(pH 8.0)洗涤 3 次，得到

PAL@UiO-66-NH2． 

1.2.3 酶活力与酶活回收率的测定方法 

PAL 转化 L-苯丙氨酸(L-Phe)生成的 t-CA 在

278 nm 处有吸光度，并且在一定范围内，t-CA 质量

浓度与吸光度呈线性关系．采用紫外分光光度计测

定 PAL 的酶活力，PAL 酶活力单位(U)定义：在一定

条件下，1min 内催化 L-Phe 生成 1 µmol t-CA 所需要

的酶量．测定条件：1.5 mL 离心管中依次加入 490 µL 

pH 8.8 Tris-HCl、500 µL 50 mmol/L L-Phe 和 10 µL 

PAL或 PAL@UiO-66-NH2，40℃反应 10min，然后加

入 40 µL 4 mol/L HCl 终止反应，10 000g 离心后，在

278 nm 紫外波长处测定上清液的吸光度．以吸光度

为横坐标、t-CA 质量浓度为纵坐标绘制标准曲线，得

到标准曲线方程 y＝14.08 x－0.526，R
2＝0.999．酶活

力按照式(1)计算． 

   
ρ ⋅=

⋅
V

M t
酶活力  (1)

 

式中：ρ 为 t-CA 的质量浓度，mg/L；V 为反应体系的

体积，mL；M 为 t-CA 的摩尔质量，148.16 g/mol；t 为

反应时间，10min． 

固定化酶的酶活回收率按照式(2)计算． 

   100%= ×固定化酶酶活力
酶活回收率

初始游离酶酶活力
(2)

 

1.2.4 PAL@UiO-66-NH2 颗粒的固定化效率的测定 

PAL@UiO-66-NH2 颗粒的固定化效率按照式(3)

计算． 

100%= ×初始蛋白浓度-上清液蛋白浓度
固定化效率

初始蛋白浓度
 

     (3)
 

1.2.5  UiO-66-NH2 颗 粒 的 添 加 量 与 吸 附 时 间 对

PAL@UiO-66-NH2 酶活回收率的影响 

分别称取 5、10、15、20、25mg UiO-66-NH2 颗粒

置于 10mL 离心管中，加入 1mg/mL 的 PAL 溶液

1mL，匀速搅拌 1 h；8 000 r/min 离心 10min 后，沉淀

用 pH 7.4 的 10mmol/L PBS 缓冲液洗涤 3 次；参照

1.2.3 节的方法测定酶活力，并计算酶活回收率，考察

UiO-66-NH2 颗粒的添加量对 PAL@UiO-66-NH2 酶活

回收率的影响． 

称取 10mg UiO-66-NH2 颗粒置于 10mL 离心管

中，加入 1mg/mL 的 PAL 溶液 1mL，匀速搅拌 0.5、

1、1.5、2、2.5 h 时后取 1mL；8 000 r/min 离心 10min，

沉淀用 pH 7.4 的 10mmol/L PBS 缓冲液洗涤 3

次．参照 1.2.3 节的方法测定酶活力，并计算酶活回

收率，考察吸附时间对 PAL@UiO-66-NH2 酶活回收

率的影响． 

1.2.6 UiO-66-NH2 的催化性能 

最适催化温度：将 10 µL 游离 PAL 和 10 µL 优化

完成后的 PAL@UiO-66-NH2悬浮液分别加入 490 µL 

50 mmol/L Tris缓冲液(pH 8.8)和 500 µL 50 mmol/L 

L-Phe 反应体系中，在 20～70℃下参照 1.2.3 节的方

法测定酶活力，确定最佳催化温度． 

最适催化 pH：将 10 µL 游离 PAL 和 PAL@UiO-

66-NH2 分别加入 490 µL 不同 pH 的缓冲液(pH 3.0～

11.0)和 500 µL 50 mmol/L L-Phe 反应体系中，在

40℃下参照 1.2.3 节的方法测定酶活力，确定最佳催

化 pH． 

温 度 耐 受 性：取相 同 酶 活 力 的 游 离 PAL 和

PAL@UiO-66-NH2 分别加入 490 µL 50 mmol/L Tris

缓冲液(pH 8.8)中，置于 50℃水浴锅，分别处理 10、

20、30、40 和 50min；冷却后加入 500 µL 50 mmol/L 

L-Phe 反应体系中，参照 1.2.3节的方法测定酶活力． 

pH 耐 受 性：取相 同 酶 活 力 的 游 离 PAL 和

PAL@UiO-66-NH2 分别在 50mmol/L 柠檬酸-柠檬酸

钠缓冲液(pH 为 3.0、5.0)及 50mmol/L Tris-HCl缓冲

液(pH 为 7.0、9.0、11.0)中处理 1 h 后，参照 1.2.3 节

的方法测定酶活力． 

重复使用性：取 0.5 mL PAL@UiO-66-NH2、2mL 

50 mmol/L Tris-HCl 缓 冲 液 (pH 8.8) 和 2.5 mL 

50 mmol/L L-Phe，40℃反应 10min，10 000g 离心后，

参照 1.2.3 节的 方 法测定 酶 活 力 ．将 回 收 的

PAL@UiO-66-NH2 用去离子水洗 1 次，重新悬浮于

2.5 mL 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液(pH 8.8)中，涡旋

振荡使其分散均匀，加入 2.5 mL 50 mmol/L L-Phe进
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行酶促反应后再次测定酶活力．重复测定 10 次，确

定 PAL@UiO-66-NH2 的重复使用性． 

变性剂耐受性：取相同酶活力的游离 PAL 和

PAL@UiO-66-NH2，将 PAL@UiO-66-NH2进行 8 000 

r/min 离心 10min 后，弃去上清液，分别加入十二烷

基硫酸钠(SDS，质量分数 2% )、盐酸胍(6mol/L)、尿

素(6mol/L)处理 1 h，参照 1.2.3节的方法测定酶活力. 

PAL 和 UiO-66-NH2的表观动力学：将 50mmol/L 

L-Phe 分别稀释为 2.5、5、12.5、25mmol/L 的不同浓

度进行游离 PAL、PAL@UiO-66-NH2 颗粒的催化反

应，测定其 278 nm 处的吸光度．利用双倒数法测定

米氏常数(Km)和酶促反应的最大速率(vmax)．Km 为

酶促反应速率达到最大值一半时的底物浓度，用来检

测酶与底物的亲和能力．  

1.2.7 PAL@UiO-66-NH2 颗粒的表征 

利用 FEI-Apreo 型场发射扫描电子显微镜、 

FV1000型激光扫描共聚焦显微镜进行观察． 

异硫氰酸荧光素(FITC)标记 PAL：在避光条件

下，将 50mg FITC溶于 8mL 二甲基亚砜(DMSO)，加

入 100mL溶有 1 g PAL 的磷酸钠缓冲液(0.2 mol/L，

pH 8.0)，室温下避光搅拌溶解 2 h；加入无水乙醇沉

淀标记好 的 蛋 白 ，离心去除多余的 FITC；加入

100mL 去离子水溶解沉淀，再加入等量乙醇沉淀、离

心，直至将未标记蛋白的残留 FITC去除． 

2 结果与分析 

2.1 PAL@UiO-66-NH2的表征 

UiO-66-NH2 和 PAL@UiO-66-NH2 的场发射扫 

描电子显微镜图及激光扫描共聚焦显微镜图如图 1 

所示. 

 

(a) UiO-66-NH2                     (b) PAL@UiO-66-NH2                (c) 激光扫描共聚焦显微镜图 

图 1 UiO-66-NH2 和 PAL@UiO-66-NH2 的场发射扫描电子显微镜图及激光扫描共聚焦显微镜图 

Fig. 1 FESEM and LSCM images of UiO-66-NH2 and PAL@UiO-66-NH2 

UiO-66-NH2 颗粒呈正八面体，大小为 300～

500 nm，PAL@UiO-66-NH2 的形态与 UiO-66-NH2 一

致，仍然是正八面体．与 UiO-66-NH2 光滑的表面相

比，PAL@UiO-66-NH2 表面显得更粗糙，这种现象可

能是 PAL@UiO-66-NH2 表面吸附 PAL 后产生的．为

了进一步证明 PAL 吸附在 UiO-66-NH2 颗粒的表面，

用 FITC 标记 PAL，在激光扫描共聚焦显微镜下进行

观察，可以清晰地看到 UiO-66-NH2 颗粒散发出绿色

荧光，如图 1(c)所示．这表明 PAL 被吸附到 UiO-66-

NH2 颗粒上，成功制备出 PAL@UiO-66-NH2 颗粒． 

2.2 UiO-66-NH2 的添加量与吸附时间对 PAL@ 

UiO-66-NH2 酶活回收率的影响 

  UiO-66-NH2 的添加量与吸附时间对酶活回收率

的影响如图 2 所示． 

 

            (a) UiO-66-NH2添加量                       (b) 吸附时间 

图 2 UiO-66-NH2的添加量与吸附时间对酶活回收率的影响 

Fig. 2 Effects of addition of UiO-66-NH2 and adsorption time on enzyme activity recovery 
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由图 2(a)可知：在相同吸附时间和相同 PAL 浓

度 条 件下，PAL@UiO-66-NH2 的 酶 活 回 收 率随着

UiO-66-NH2添加量的增加而增加；当 UiO-66-NH2添

加量达到 10mg 时，酶活回收率相对较高；继续增加

UiO-66-NH2 的添加量并 不 能显著提 高 酶 活 回 收

率．因此，选择 UiO-66-NH2添加量为 10mg． 

  由图 2(b)可知：吸附时间为 0.5～1.5 h 时，酶活

回收率变化不大，但 1.5 h 后，酶活回收率有所下降. 

这可能的原因是随着吸附时间的延长，孔隙吸附的酶

分子达到了饱和，过多的酶分子相互堆积，导致酶促

反应时酶分子之间的活性位点相互遮蔽，底物进入酶

分子的空间位阻也相应增大．因此，当酶分子堆积到

一定程度后，随着时间的延长，酶活回收率反而下 

降[37-38]. 考虑制备周期和成本，选用 0.5 h 为最优吸

附时间．在此最优条件下，UiO-66-NH2 颗粒对 PAL

的负载率达到了(91.11±1.57)% ．PAL@UiO-66-NH2

颗粒的酶活回收率为(90.01±3.18)%，比优化前提高

了 35%． 

2.3 PAL@UiO-66-NH2 的催化性能 

2.3.1 催化温度和 pH 

PAL@UiO-66-NH2 催化温度和 pH 优化结果如

图 3 所示． 

(a) 最适催化温度 (b) 温度耐受性 

(c) 最适催化 pH (d) pH耐受性 

图 3 PAL@UiO-66-NH2 催化温度和 pH优化 

Fig. 3 Optimization of catalytic temperature and pH of PAL@UiO-66-NH2 

  由图 3(a)和 3(c)可知，PAL@UiO-66-NH2 的最

适催化温度和最适催化 pH 与天然 PAL 的相同，都是

45℃和 pH 9.0．这可能是由于 PAL 是通过较弱的吸

附作用固定在 UiO-66-NH2 颗粒上，固定化并没有影

响天然 PAL 的结构，从而使其最适催化温度和 pH没

有发生变化．但是，PAL@UiO-66-NH2 在不同的温度

条件下表现出比天然 PAL 更高的酶活力，表明固定

化使 PAL 能适应更广泛的催化温度．由图 3(b)可

知，在 50℃处理条件下，随着处理时间从 10min 延

长到 50min，天然 PAL 的酶活残留率从 10%下降至

3% 左右，而 PAL@UiO-66-NH2 仍然能保持 84%～

96%的酶活残留率．由图 3(c)可知，尽管 PAL@UiO-

66-NH2 表现出与天然 PAL 相同的最适催化 pH，但

是 PAL@UiO-66-NH2 在不同的 pH 条件下表现出比

天然 PAL 更高的相对酶活力．由图 3(d)可知，

PAL@UiO-66-NH2 在酸性和碱性条件下的酶活残留

率均高于天然 PAL．这些结果表明，当天然 PAL 被

吸附在 UiO-66-NH2 颗粒上以后，由于载体对 PAL 的

遮蔽保护作用，提高了 PAL 对高温和极端 pH 的耐受

性，使 PAL 保持一定的酶活力． 

2.3.2 动力学参数 

PAL 与 PAL@UiO-66-NH2 的表观动力学参数测

定结果见表 1． 

与天然 PAL 相比，PAL@UiO-66-NH2 具有较大

的 Km 值，表明 PAL 固定化后，由于载体的存在，形

成较大的底物扩散限制效应和传质阻力，从而使底物
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与 PAL 的亲和力减弱，PAL@UiO-66-NH2 的 vmax 降

低．以前的研究[39-41]也表明，固定化后的酶比游离酶

具有更大的 Km 和更小的 vmax，本研究的结果与之前

的报道一致． 

表 1  PAL与 PAL@UiO-66-NH2的表观动力学参数 

Tab. 1  Comparison of apparent kinetic parameters of

PAL and PAL@UiO-66-NH2 
 

酶 Km/(mmol·L
-1

) vmax/(mmol·L
-1

·min
-1

)

PAL 8.328 7 2.17×10
-5 

PAL@UiO-66-NH2 28.714 6 1.56×10
-5 

 

2.3.3 重复使用性和变性剂耐受性 

PAL@UiO-66-NH2 的重复使用性结果如图 4(a)

所示，在连续重复使用 5 次后，PAL@UiO-66-NH2仍

能保持 80% 左右的初始酶活力，表明 PAL@UiO-66-

NH2 具有较好的可操作性．由图 4(b)可知：PAL@ 

UiO-66-NH2 表现出更强的变性剂耐受性，例如在 2%  

SDS 处理后，天然 PAL 只能保留 7% 的初始酶活力，

而 PAL@UiO-66-NH2却能保留 18% 的初始酶活力． 

 

(a) 重复使用性 

 

(b) 变性剂耐受性 

图 4  PAL@UiO-66-NH2 的重复使用性及变性剂耐受性

Fig. 4  Reusability and denaturing agent tolerance of

PAL@UiO-66-NH2 

3 结 论 

本研究使用吸附法将 PAL 固定在 UiO-66-NH2

颗粒上，优化的制备条件为 1mg/mL PAL、10mg 

UiO-66-NH2 颗粒、吸附时间 0.5 h，在此条件下所得

PAL@UiO-66-NH2 颗 粒 的 酶 活 回 收 率 为 (90.01±

3.18)% ，比优化前提高了约 35% ．与游离 PAL 相比，

PAL@UiO-66-NH2 固定化酶具有良好的 pH 耐受性、

温度耐受性、变性剂耐受性，且重复使用性良好，连

续使用 5次之后仍能保持 80% 左右的初始酶活力. 
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