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两种降解策略下ZIF-8对副溶血性弧菌的

保护作用比较

韩迎珊，袁诗，汪琦，冯昊，冯佳琦，夏万全，王文彬*

（江苏省海洋生物技术重点实验室，江苏省海洋生物产业技术协同创新中心，江苏海洋大学海洋食品与生物工程学院，

江苏连云港 222005）

摘要：为解决革兰氏阴性菌表面蛋白组分析中存在细胞壁薄、胞内蛋白易渗漏的问题，使用不同降解程度的沸石咪唑

框架 -8（ZIF-8）作为活细胞的多孔保护外骨骼，来维持细胞在胁迫环境下的形态和生理活性。该研究通过优化的“一锅法”，

采用乙酸锌和二甲基咪唑在副溶血性弧菌（VP）表面合成 ZIF-8 保护壳，并比较了酸性 PBS 法和 EDTA 法对 ZIF-8 的降解

动力学，开发了一种快速可控的 ZIF-8 降解和分析方法。扫描电镜（SEM）、能量色散 X 射光谱（EDS）表明 ZIF-8 对副

溶血性弧菌的包裹率为 99.99%，pH 值为 5.0 的 PBS 可在 30 min 内对 ZIF-8 保护壳实现可控降解，最大降解率为 80.83%，

而 50 mmol·L-1 EDTA 可在 15 min 内实现降解，最大降解率为 96.00%。溶菌酶消化、纯水处理后显微镜观察表明包裹及

EDTA 和 PBS 降解后菌体在溶菌酶和低渗透压环境下均可保持细胞完整性，BCA 蛋白定量表明包裹及 PBS 和 EDTA 降解

后胞内蛋白的渗漏分别减少了 95.16% 和 94.47%。综上，ZIF-8 包裹和可控降解后可作为副溶血性弧菌的外骨骼，可有效

保护细胞形态，减少胞内蛋白渗漏，为促进表面蛋白组分析在免疫检测靶点发掘和疫苗的开发提供了参考。
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Comparison of the Protective Effects of ZIF-8 on Vibrio parahaemolyticus with 

Two Different Degradation Strategies
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Abstract: To develop an effective surface proteomic profiling method for Gram-negative bacteria, whose thin cell walls make 

them prone to cytoplasmic protein leakage, Zeolitic imidazolate framework-8 (ZIF-8) with varying degrees of degradation was used 

as a porous protective exoskeleton for live cells, thereby helping maintain cell morphology and physiological activity under stressful 

conditions. We optimized a one-pot method to synthesize ZIF-8 protective shells onto the Vibrio parahaemolyticus (VP) surface 

using zinc acetate and dimethyl imidazole and characterized ZIF-8 degradation kinetics under acidic PBS or EDTA treatment. A 
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  副溶血性弧菌（Vibrio parahaemolyticus, VP）是

一种嗜盐性食源性致病菌和重要的鱼虾病害菌，广泛

存在于海产品中，通过食用未煮熟或交叉污染的海

产品引起呕吐、腹泻等食物中毒症状，严重威胁食品

安全与公共健康 [1-5] 。在一项对我国 15 个省 905 份样

品的研究报告中，鱼类样本中 VP 的检出率 14.17%，

虾类样本检出率 15.34%，即食食品样本检出率

3.67% [6,7] 。VP 通过形成生物膜增强其致病性和耐药性，

使其在不利环境中生存 [8,9] 。因此，快速检测对食品中

副溶血性弧菌的预防和控制至关重要。

细菌免疫学检测方法是利用抗原抗体特异性结合

实现检测，但 VP 表面抗原复杂，包括外膜蛋白、荚

膜多糖、脂多糖，各类型抗原数量多、结构差异大，

目前仍缺少特异性表面抗原用于制备高质量单克隆抗

体。外膜蛋白是常用的免疫检测抗原，可引起有效的

免疫反应 [10,11] 。近年来基于表面蛋白组技术，即胰蛋

白酶处理结合质谱分析全部或部分暴露在细胞膜外的

所有表面蛋白质，已成功应用于发掘革兰氏阳性致病

菌的疫苗靶点 [12-15] 。但革兰氏阴性菌表面蛋白组学研

究面临细胞壁肽聚糖含量低、结构疏松，胞内蛋白容

易渗漏的问题 [16,17] 。更特殊的是，VP 具有嗜盐性，需

要一定的渗透压来维持细胞形态完整，在常规方法中

该菌更容易渗漏 [18] 。

  金属有机骨架（MOF）是一种由金属离子与有机

配体自组装形成的网状晶体多孔纳米材料，可以有效

的用于活细胞的多孔保护外骨骼，维持细胞在胁迫环

境下的形态和生理活性，具有生物相容性好、化学性

质稳定、结构可调控等优点 [19-21] 。目前，多种生物大

分子，包括微生物、蛋白质、DNA、和酶等 [22,23] ，均

可以在生理条件下通过仿生矿化被 MOF 材料封装从

而增强其稳定性，并应用于环境治理、疫苗、制药和

生物储存等各方面 [24-26] 。Liang 等 [27] 首次证明了 ZIF-8

可以在活酵母细胞和藤黄微球菌的细胞壁上结晶形成

一层保护壳，保护生物体免受外部环境的影响并保持

细胞活性，在 ZIF-8 外壳去除后，细胞立即恢复了全

部功能。Liu 等 [28] 使用 ZIF-8 结合柠檬酸对枯草芽孢杆

菌进行仿生矿化，对有机污染物多环芳烃（PAH）的

去除率达 94.14%，而且提高降解菌在有毒环境中的存

活能力。

  用 MOF 材料 ZIF-8 对 VP 进行包裹和可控降解从

而形成不同包裹程度的保护壳，有望在不破坏菌体的

前提下，解决菌体胞内蛋白的渗漏，从而为进一步分

析菌体表面蛋白组，促进食源性致病菌特异性外膜蛋

白的发掘、免疫检测方法及疫苗的开发提供技术支撑。

因此，本研究通过“一锅法”条件优化对 VP 进行了

ZIF-8 的仿生矿化，并开发了 ZIF-8 快速可控的降解

方法和检测方法，评估了 ZIF-8 包裹后、降解后对 VP
的包裹效果、细菌完整性、存活能力及胞内蛋白渗漏

的保护作用。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

  副溶血性弧菌（CICC 21618），中国工业微生物

菌种保藏管理中心；乙酸锌、二甲基咪唑、胰蛋白酶，

西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；无水磷酸二

氢钾、十二水和磷酸氢二钠、氢氧化钠、氯化钾、无

水乙醇、氯化钠，国药集团化学试剂有限公司；多聚

甲醛、碳酸氢铵，阿拉丁生化科技公司；溶菌酶，上

海生工生物有限公司，蛋白胨、酵母提取物、琼脂糖，

英国 Oxoid 公司；BCA 微量蛋白定量试剂盒，南京建

成生物工程研究所有限公司。

1.2 仪器与设备

SCI550-Pro 数显加热型 7 寸方盘磁力搅拌器，北

rapid and controllable method for ZIF-8 degradation and analysis was developed. Scanning electron microscopy (SEM) and energy-

dispersive X-ray spectroscopy (EDS) revealed 99.99% VP encapsulation efficiency by ZIF-8. PBS at pH 5.0 could achieve controlled 

degradation of the ZIF-8 protective shell in 30 minutes, with a maximum degradation rate of 80.83%. In contrast, 50 mmol·L-1 

EDTA could degrade the shell in 15 minutes, with a maximum degradation rate of 96.00%. Observation via microscopy after 

lysozyme digestion and ultrapure water treatment showed that cells encapsulated with ZIF-8 and subsequently degraded by EDTA or 

PBS could maintain cell integrity in lysozyme-treated and low osmotic pressure environments. BCA protein quantification showed 

that cytoplasmic protein leakage reduced by 95.16% and 94.47% after ZIF-8 encapsulation and degradation by PBS or EDTA, 

respectively. ZIF-8 encapsulation followed by controlled degradation creates an exoskeleton for Vibrio parahaemolyticus, effectively 

protecting cell morphology and reducing cytoplasmic protein leakage. These findings provide a reference method to facilitate 

application of surface proteome analysis for discovery of immune detection targets and vaccine development.

Key words: biomimetic mineralization; ZIF-8; surface proteome; protective shell for cells; protein leakage; rapid degradation
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京创誉科技有限公司；S-3C 酸度计，上海仪电科学仪

器股份有限公司；DHG-9240A 型电热恒温培养箱，北

京市六一仪器厂；TS-2102C 空气浴摇床，上海捷呈实

验仪器有限公司；CF1524R 高速冷冻型微量离心机，

湖南赫西仪器；Hitachi Regulus8100 扫描电子显微镜

SEM，日立科学仪器（北京）有限公司；1300 系列 A2
生物安全柜，赛默飞世尔仪器有限责任公司；T6 新世

纪紫外分光光度计，北京普析通用仪器有限责任公司。

1.3 实验方法

1.3.1 菌种活化与培养

  副溶血性弧菌从 -80 ℃冰箱取出，用 3 wt.% NaCl LB
固体平板活化传代，挑单菌落于 3 wt.% NaCl 碱性蛋

白胨水中，37 ℃摇床 180 r.min-1 恒温培养 3 h，培养

至 OD600 为 0.6，备用。

1.3.2 “一锅法”制备VP@ZIF-8
参考文献中 ZIF-8 的合成方法 [22] ，并进行了改良。

取新鲜菌液（109 CFU/mL），用 10 mmol.L-1 PBS 洗涤

三次后重悬于 0.4 mL PBS 中，加 1 mL 160 mmol.L-1

二甲基咪唑溶液静置 10 min，再加入等体积 40 mmol.L-1

二水合乙酸锌水溶液，将混合物置于磁力搅拌器上，

300 r.min-1 反应 10 min 在菌体表面形成 ZIF-8 涂层。

5 000 r.min-1 离心 5 min 弃上清，用超纯水洗涤三次，

得到 VP@ZIF-8，备用。采用同样的方法制备 ZIF-8
纯晶体。

1.3.3 VP@ZIF-8包裹表征

  采用 SEM 和 EDS+Mapping 对包裹效果进行表征。

VP 和 VP@ZIF-8 加预冷的 2.5%（V/V）戊二醛，4 ℃
固定过夜，吸出固定剂，用 PBS 浸洗 3 次，再分别

用体积分数为 50%、70%、80%、90%、100%（V/V）
的乙醇溶液对样品进行梯度脱水，每次 15 min，
100%（V/V）乙醇溶液脱水 2 次。取少量样品滴在

盖玻片上干燥后，用 SBC12 型溅射镀膜机镀金处

理，上机获取 SEM 图像，EDS 数据以及 Mapping
实验结果。

1.3.4 ZIF-8晶体的可控降解 
紫外检测 ZIF-8 降解产物二甲基咪唑的方法建

立。用 10 mmol.L-1 PBS（值 5.0）溶液配制质量浓度

为 200 mg.L-1 的二甲基咪唑标准溶液。分别往 2 mL 离

心管中加入 0、0.1、0.5、1、1.5 mL 标准溶液，再向

各管中加入 PBS（值 5.0）补至 2 mL，充分混匀。室

温静置 5 min 后，测定 206 nm 处的吸光度值。根据所

测数值，以二甲基咪唑浓度为横坐标，以 OD206 吸光

值为纵坐标，绘制标准曲线。

ZIF-8 降解过程中的释放动力学测定。测定 VP@
ZIF-8 制备结束时上清液的 OD206 吸光值，即可计算

未参加包裹反应的二甲基咪唑，结合反应前二甲基咪

唑加入量可得到包裹在菌体上的二甲基咪唑量。然后

将 VP@ZIF-8 分 别 用 5 mL 50 mmol.L-1（pH 值 7.0）
EDTA 和 10 mmol.L-1 PBS（pH 值 5.0）溶液重悬使

ZIF-8 保护壳降解，分别监测降解 30 s、3、15、30 min、1、3、
24 h 的 OD206 吸光值，进而计算 ZIF-8 保护壳的释放动力

学曲线。

1.3.5 ZIF-8对菌体的仿生矿化包裹效率及降解后存

活率 
  首先，对培养至对数期（OD600 为 0.4）的副溶血

性弧菌菌体进行梯度稀释、平板计数，得到实验初始

菌量（a），各组均取相同批次菌液和体积用于实验。

将制备的 VP@ZIF-8 进行平板计数，包裹成功的菌

体不会形成菌落，而未包裹的菌量（b）会形成单菌

落，从而可得到仿生矿化的包裹率 [(a-b)/a×100%]。将

VP@ZIF-8 用 20 mg·mL-1 的溶菌酶溶液在 37 ℃处理 2 h
以去除未包裹的 VP，通过离心弃上清去除溶菌酶，将

其重悬后涂布在 LB 平板和接种在 LB 液体培养基中培

养 12 h，检验未包裹 VP 是否被去除。随后，将一份

VP@ZIF-8 样品重悬在无菌 10 mmol·L-1 PBS（值 5.0）
中处理 30 min 去除 ZIF-8 保护壳，另外一份 VP@
ZIF-8 样品重悬在 50 mmol·L-1 EDTA 溶液中处理 15 min
去除 ZIF-8 保护壳，随后 PBS 洗涤三次后进行梯度稀

释和平板计数。对照组（VP）样品除不经过仿生矿化

和溶菌酶处理外，所有操作过程同实验组。

1.3.6 ZIF-8对副溶血性弧菌菌体完整性的保护作用 
分别采用溶菌酶和纯水处理研究 ZIF-8 对 VP

组、VP@ZIF-8 组、VP@ZIF-8 PBS 降解组、VP@ZIF-8 
EDTA 降解组菌体完整性的影响。将 1 mL 测试组菌液

（OD600=0.40）分别加入到 1.5 mL 离心管中，6 000 r·min-1

离心 3 min，弃上清，用 10 mmol·L-1 PBS 洗涤两次。

同时向沉淀物中加入 2 mL 10 mmol·L-1 溶菌酶溶液，

用移液枪将沉淀物和溶剂吹吸混匀，置于 37 ℃摇床以

120 r·min-1 震荡 2 h。通过革兰氏染色，在光学显微镜

下观察细胞形态。用纯水代替溶菌酶，其它操作同上，

测试 ZIF-8 晶体对菌体的保护性。

1.3.7 ZIF-8对副溶血性弧菌胞内蛋白渗漏的保护作用 
  采用胰蛋白酶酶切细菌细胞研究胞内蛋白渗透

情况。副溶血性弧菌用 3.0 wt.% NaCl 的 LB 培养基

37 ℃培养至 OD600 为 0.40，达到菌体生长对数期。取

50 mL菌液于4 ℃，4 000 r·min-1离心10 min，收集菌体，

并用 PBS 洗涤两次后将菌体重悬于 1 mL 10 mmol·L-1 
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PBS 溶液中，加入 500 μL 10 mmol·L-1 测序级胰蛋白

酶工作液，胰蛋白酶工作液使用 25 mmol·L-1 碳酸氢铵

溶液配制。在 37 ℃水浴锅中消化 20 min，随后 4 ℃，

8 000 r.min-1 离心 10 min，取上清过 0.22 μm 无菌滤膜

得到细菌蛋白样品。VP@ZIF-8 包裹组、VP@ZIF-8
经 PBS 和 EDTA 降解的菌体均采用同一批副溶血性

弧菌进行包裹和降解处理，在用胰蛋白酶处理前使

用溶菌酶将未包裹的 VP 清除，随后以同样的操作

获取表面蛋白样品。加胰蛋白酶消化处理的 VP、
VP@ZIF-8、VP@ZIF-8 经 PBS 和 EDTA 组的对照

组分别加入等量不含胰蛋白酶的 25 mmol·L-1 碳酸

氢铵缓冲溶液 37 ℃水浴处理 20 min，其它操作相

同。蛋白含量的测定按照 BCA 蛋白定量测定试剂盒

的说明书进行。 

1.3.8 数据分析

所有实验均进行了至少三次独立重复，数据以平

均值 ± 标准差表示，并使用 SPSS 进行统计分析，图

表绘制则通过 Origin 软件完成。

2  结果与讨论

2.1 VP@ZIF-8的制备与表征

  本研究通过优化反应体系，实现了 ZIF-8 纳米晶

体在副溶血性弧菌细胞表面快速成核，从而形成了仿

生矿化壳。副溶血性弧菌与二甲基咪唑和二水合乙酸

锌水溶液混合后，溶液颜色在几秒钟内由无色变为浑

浊乳白色，反应结束后的菌体沉淀由包裹前的棕红色

变为乳白色，体积明显变大（图 1）。SEM 图像显示

ZIF-8 晶体附着在菌体身上，包裹后的菌体表面变得粗

糙，有晶体感，体积增大，而未包裹的细菌表面顺滑

（图 2）。ZIF-8 包裹的菌体表面不是均一的十二面体菱

面体晶体，这是因为包裹后用蒸馏水反复洗涤以去除

未反应前体，而纯水体系中合成的 VP@ZIF-8 复合物

大部分会转化为无定型 [29] 。EDS 和元素映射 mapping
结果显示（图 3、图 4），Zn 在副溶血性弧菌表面未有

检出，而 VP@ZIF-8 表面的 Zn 元素占比达到 31.00%，

且元素分布与菌体形态保持一致，也与菌体表面 C、

N 元素的分布一致，说明 Zn 元素均匀附着在菌体表

面。上述证据表明 ZIF-8 成功合成并包裹在菌体表

面，形成了保护壳。Liang 等  [22] 首次证明了 ZIF-8 可

以在活酵母细胞和藤黄微球菌的细胞壁上结晶形成

一层均匀完整的保护壳，保护生物体免受外部环境

的影响并保持细胞活性，在 ZIF-8 外壳去除后，细

胞立即恢复了全部功能。Liu 等  [28] 使用 ZIF-8 结合柠

檬酸对枯草芽孢杆菌进行仿生矿化，同样可以实现

均匀完整的包裹。

图 1 副溶血性弧菌包裹 ZIF-8 前后的菌体沉淀

Fig.1 Cell precipitation before and after encapsulation 

of ZIF-8 by V. parahaemolyticus

注：a 为 VP ；b 为 VP@ZIF-8。

图 2 副溶血性弧菌包裹 ZIF-8 前后的 SEM 图

Fig.2 SEM image of V. parahaemolyticus before and after 

wrapping ZIF-8

注：a ：未经包裹的 VP 对照组，标尺 1 μm ；b ：1 mL 二甲

基咪唑溶液 +1 mL 二水合乙酸锌水溶液反应得到的 VP@ZIF-8，标

尺 1 μm ；c ：5 mL 二甲基咪唑溶液 +5 mL 二水合乙酸锌水反应

得到的 VP@ZIF-8，标尺 4 μm ；d ：1 mL 二甲基咪唑溶液 +1 mL 二

水合乙酸锌水溶液反应得到的 VP@ZIF-8，标尺 4 μm。

在 ZIF-8 对副溶血性弧菌的包裹中，蛋白质在配

体和金属离子的成核反应中发挥重要作用，而菌体细

胞的外膜蛋白，使 ZIF-8 对菌体的包裹成为可能。二

甲基咪唑充分去质子化与 Zn2+ 反应在菌体表面形成

ZIF-8 晶核，中性二甲基咪唑吸附于带正电的 ZIF-8 纳

米晶体后终止增长，并在菌体表面仿生矿化形成保护

壳 [23] 。过去十年，ZIF-8 的合成参数研究已取得很大

进步，本研究发现 ZIF-8 包裹菌体的完整性、均一性

以及分散性受菌液用量、前体反应溶液的摩尔比、前

体反应溶液的用量、前后顺序、反应时间等因素的影

响。咪唑与乙酸锌的摩尔比越大合成的 ZIF-8 粒径越

小，在参考前人研究的基础上，本研究采用二甲基咪唑 :
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乙酸锌 =4:1 的摩尔比条件，对前体反应溶液的用量

进行了优化，前体反应溶液用量越大溶液中游离的纳

米晶体越多，大量的菌体因为游离的 ZIF-8 晶体聚集

在一起，导致包裹后的菌体分散性很差。因此，Tang
等 [30] 开发了一种基于微流控技术的细菌表面仿生矿化

方法，使大肠杆菌的表面形成了一层均匀一致的 ZIF-8
外壳。此外，反应溶液添加的先后顺序对结果影响很大，

若先添加乙酸锌溶液与菌体混匀，会导致局部锌离子

浓度偏高，形成更紧密的包裹，导致包裹的不均匀性；

后添加乙酸锌溶液，咪唑离子会首先与细菌表面某些

官能团形成配位作用，锌离子在二甲基咪唑的存在下

更容易被吸附形成 ZIF-8 晶体，包裹完整性更好并且

能改善晶体质量。

图 3 副溶血性弧菌包裹 ZIF-8 前后的 EDS 图谱

Fig.3 EDS profile of V. parahaemolyticus before and after 

encapsulation of ZIF-8

图 4 副溶血性弧菌包裹 ZIF-8 前后的元素映射 mapping

Fig.4 Elemental mapping of V. parahaemolyticus before and 

after encapsulation of ZIF-8

2.2 VP@ZIF-8晶体的可控降解方法研究

ZIF-8 包裹的厚度会同时影响细菌胞内蛋白的渗

漏以及表面蛋白的暴露，若 ZIF-8 的厚度过高，外膜

蛋白暴露不完全，胰蛋白酶无法接触外膜蛋白，而

ZIF-8 完全降解释放，则可能会容易出现胞内蛋白的

渗漏，因此可控的降解菌体表面的 ZIF-8 是实验关注

的重点。为此，在 ZIF-8 降解过程的检测方法开发中，

本研究尝试了 Zn2+ 浓度定量法检测和二甲基咪唑浓度

紫外法检测两种方法，但实验结果发现 ZIF-8 降解过

程与 Zn2+ 浓度无明显规律，这主要是因为 ZIF-8 晶体

降解时会释放 Zn2+ 和二甲基咪唑有机配体，而 Zn2+ 会

和 PBS 中的磷酸根离子反应生成不溶物磷酸锌 [21] 。如

图 5 所示，标准曲线为 Y=0.064 7X+0.320 7，R2=0.999 1。
在不同缓冲液中 ZIF-8 保护壳降解后的二甲基咪

唑释放动力学曲线如图 6 所示，在 50 mmol·L-1 EDTA
溶液（pH 值 7.0）中 1 min 内降解率达到 71.60%，

5 min 达到 90.20%，最终降解率稳定在 96.00%，与

前人的研究相似，把酵母细胞的 ZIF-8 保护壳加入

EDTA 后，ZIF-8 迅速降解，细胞恢复生长 [22] 。在 PBS
（pH 值 5.0）溶液中 15 min 内降解率达 80.83%，之后

趋于稳定，在 PBS（pH 值 7.2）溶液中，3 min 内降解

率到 16.59%，之后趋于稳定。高浓度 EDTA 也会螯合

细胞表面膜蛋白的二价金属离子，可能导致细胞膜结

构的破坏，并且 EDTA 的降解速度非常快，无法控制。

已经有文献报道 ZIF-8 在酸性环境下不稳定，酸性的

PBS 可以给细胞提供相对稳定的生存条件，维持细菌

细胞完整性 [23] 。因此，本实验比较了 EDTA 法以及酸

性 PBS 法的降解效果。通过检测发现，副溶血性弧菌

菌体包裹的 ZIF-8 不能被 pH 值 5.0 的 PBS 完全降解，

即使使用 pH 值 5.0 的 PBS 进行二次降解也没有更多

的二甲基咪唑释放出来，菌体也没有恢复到未包裹
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时的颜色。这一结果与文献报道一致，原因是 Zn2+

与细胞表面磷酸基之间通过金属配位相互作用形成

了 Zn-O-P [29] 。

图 5 二甲基咪唑在 PBS（pH 值 5.0）中的标准曲线

Fig.5 Standard curve of dimethylimidazole in PBS (5.0)

图 6 VP@ZIF-8 在 3 种降解缓冲液中的二甲基咪唑

释放动力学曲线

Fig.6 Kinetic curve of dimethylimidazole release from 

VP@ZIF-8 in three release buffers

注：图中不同的大写字母代表组间具有显著差异

（P ＜ 0.05），小写字母表示组内具有显著差异（P ＜ 0.05），下图同。

2.3 ZIF-8对副溶血性弧菌菌体完整性的保护
作用

分别用溶菌酶和纯水处理 VP 组、VP@ZIF-8 组、

VP@ZIF-8 PBS 降解组和 VP@ZIF-8 EDTA 降解组。

经革兰氏染色显微镜观察发现（图 7），VP 处理后细

胞结构破碎，而 VP@ZIF-8 和 VP@ZIF-8 PBS 降解组、

VP@ZIF-8 EDTA 降解组仍然保持完整的细胞形态。

用纯水代替溶菌酶处理，也得到了相同的结果，说

明 ZIF-8 涂层以及 PBS 和 EDTA 降解后残留的 ZIF-8
可以有效的保护细菌结构免受溶菌酶和低渗透压的

破坏。ZIF-8 在以往文献报道中已发现可以对酿酒酵

母、病毒、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌等细胞实现保护

作用，而本研究发现通过为 5.0 的 10 mmol·L-1 PBS 和

50 mmol·L-1 EDTA 处理无法完全降解副溶血性弧菌菌

体外的 ZIF-8 保护壳，剩余 19.27% 和 4.00% 的 ZIF-8
材料仍然提供了对副溶血性弧菌菌体良好的保护作用，

避免了溶菌酶和低渗透压下菌体的破裂。ZIF-8 的包

裹程度同时影响胞内蛋白的渗漏以及外膜蛋白的暴露。

因此，通过降解获得不同包裹程度的 ZIF8 并研究其对

细菌的保护作用，有助于获得既能避免胞内蛋白渗漏，

同时可以实现外膜蛋白暴露的实验条件，以便于后续

的表面蛋白组分析。

图 7 溶菌酶和纯水处理 ZIF-8 包裹后、降解后副溶血性弧菌

的光学显微镜图像

Fig.7 Light microscope image of V. parahaemolyticus after 

mineralization and degradation

注：a 为 VP+ 溶菌酶；b 为 VP@ZIF-8+ 溶菌酶；c 为 VP@

ZIP-8 经 PBS（pH 值 5.0）降解后 + 溶菌酶；d 为 VP@ZIF-8

经 50 mmol·L-1 EDTA 降解后 + 溶菌酶；e 为 VP+ 蒸馏水；f 为

VP@ZIF-8+ 蒸馏水；g 为 VP@ZIF-8 经 PBS（pH 值 5.0）降解后

+ 蒸馏水；h 为 VP@ZIF-8 经 50  mmol·L-1 EDTA 降解后 + 蒸馏水。
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2.4 ZIF-8保护壳降解前后副溶血性弧菌的自
我再生能力评估及胞内蛋白渗漏情况

通过平板计数得到VP菌液浓度 a为 1.37×109 CFU/mL，
VP@ZIF-8样品中未被包裹的VP活菌浓度b为3.0×103 CFU/mL，
而包裹成功的菌体不会进行自我繁殖，由此 ZIF-8
封装菌体的包裹率根据公式 [(a-b)/a×100%] 计算为

99.99%（图 8）。VP@ZIF-8 样品经溶菌酶处理后，平

板均未有单菌落长出，接种到液体 LB 培养基中 37 ℃
培养 24 h 也未变浑浊，说明溶菌酶能杀死未被 ZIF-8
包裹的和包裹不完全的 VP。溶菌酶处理后的 VP@
ZIF-8 样品进一步经酸性 PBS 降解后，存活的 VP 菌

液浓度为 2.50×107 CFU/mL，经 EDTA 降解后存活的

VP 菌液浓度为 7.94×107 CFU/mL，对照组最终可培养

的菌液浓度为 5.00×108 CFU/mL。因此，VP@ZIF-8 经

过为 5.0 的 10 mmol·L-1 PBS 降解后的相对存活率为

5.10%，经过 50 mmol·L-1 EDTA 降解后的相对存活率

为 17.62%。

 

图 8 副溶血性弧菌在 ZIF-8 包裹后、降解后的存活情况

Fig.8 Survival of V. parahaemolyticus after mineralization 

and degradation

注：a 为 VP，b 为 VP@ZIF-8，c 为在 b 组的基础上用溶菌

酶处理，d 为在 c 组的基础上用 PBS（pH 值 5.0）处理，e 为在

c 组的基础上用 50 mmol·L-1 EDTA 处理，f 为对照组。

胰蛋白酶对多肽链中赖氨酸和精氨酸残基的羧

基具有特异性水解作用，可以用于表面蛋白质组学

研究中的酶解实验。如图 9 所示，单纯的菌体在经

胰蛋白酶处理和未经酶切处理，蛋白质量浓度分别

为 3 652.18 μg·mL-1 和 2 894.53 μg·mL-1， 说 明 酶 切

后得到蛋白浓度增加，但胞内蛋白渗漏严重；经过

ZIF-8 包裹后的菌体未经过酶切的对照样品蛋白浓

度仅为 65.14 μg·mL-1，经胰蛋白酶处理后，释放的蛋

白质量浓度为 256.38 μg·mL-1 ；采用为 pH 值为 5.0 的

10 mmol·L-1 PBS 降解 30 min 的 VP@ZIF-8 样品，未经胰

蛋白酶酶切处理得到的蛋白质量浓度为 140.81 μg·mL-1，

胞内蛋白渗漏减少了 95.16%，而经胰蛋白酶处理后得

到的蛋白质量浓度为 589.26 μg·mL-1 ；采用 50 mmol·L-1 
EDTA 降解的 VP@ZIF-8 样品，未经胰蛋白酶酶切处

理得到的蛋白质量浓度为 135.47 μg·mL-1，胞内蛋白渗

漏减少了 94.47%，而经胰蛋白酶处理后得到的蛋白质

量浓度为 812.54 μg·mL-1。说明与未包裹 ZIF-8 的 VP
样品相比，包裹 ZIF-8 后以及 ZIF-8 不完全降解后，均

可以有效保护副溶血性弧菌形态完整，显著降低胞内蛋

白渗漏水平，并且随着 ZIF-8 降解程度的增加，ZIF-8
外壳厚度降低，外膜蛋白的暴露程度增加，有更多的外

膜蛋白被酶切，这将有利于表面蛋白的组学分析。

图 9 副溶血性弧菌在包裹后、降解 ZIF-8 后经胰蛋

白酶处理后测定

Fig.9 Determination of surface protein component content

注：a 为 VP，b 为 VP@ZIF-8，c 为 VP@ZIF-8 经 PBS（pH

值 5.0） 降解，d 为 VP@ZIF-8 经 50 mmol·L-1 EDTA 降解。

3  结论     

本研究通过“一锅法”合成条件的优化，成功在

副溶血性弧菌表面包裹了 ZIF-8 纳米晶体保护壳，包

裹率为 99.99%。通过二甲基咪唑紫外法检测发现，经

过酸性 PBS（5.0）和 50 mmol·L-1 EDTA 处理可实现

15 min 后 ZIF-8 的降解率为 80.83% 和 96.00%，可保

护菌体在溶菌酶的低渗透压下的完整性，降解后细菌

存活率分别为 5.10% 和 17.62%，胞内蛋白渗漏分别减

少了 95.16% 和 94.47%，胰蛋白酶处理后得到的蛋白

浓度增加，能够满足组学分析需要，为进一步研究不

同 ZIF-8 厚度下，副溶血性弧菌表面蛋白组的差异奠

定了基础。ZIF-8 在细菌表面的仿生矿化和降解技术

为为在免疫检测和疫苗开发领域中，进行副溶血性弧

菌以及其它革兰氏阴性菌表面蛋白组学分析和表面抗

原发掘提供了新的思路。
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