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含氨基和环氧基双功能基的聚合物刷磁性微球的制备及

对青霉素 !酰化酶的固定化!

李秀涛 黄军生 张 勇 郭 淼 阎虎生!!

（功能高分子材料教育部重点实验室 南开大学高分子化学研究所 天津 &###8!）

摘 要 在内部分散超顺磁性 94&:; 纳米粒子的二乙烯苯交联聚丙烯酸微球表面引入原子转移自由基聚合

（<=>?）引发剂，引发聚合向微球表面分别引入 ?（@AA<% !%BA<(A<% !%@A<）、?（@AA<% !%BA<(A<）和
?（@AA<% !%@A<）无规共聚物刷（@AA<为甲基丙烯酸甘油单酯，BA<(A<为甲基丙烯酸%"，"%二甲氨基乙酯，
@A<为甲基丙烯酸缩水甘油酯），聚合物刷中 @AA<链节的作用是使聚合物刷具有亲水性，BA<(A<引入氨
基，@A<引入环氧基 3研究了青霉素 @酰化酶在这些载体上的固定化和其酶活性 3结果表明，同时引入环氧基
和氨基的?（@AA<% !%BA<(A<% !%@A<）刷磁性微球固定化青霉素 @酰化酶的活性和活性收率都最高，其固定
化动力学比只含环氧基 ?（@AA<% !%@A<）刷磁性微球的好 3固定化酶比自由酶更耐热，固定化酶的最佳 CD值
比自由酶的略高，固定化酶重复使用 !#次后其活性保留 8#E 3
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超顺磁性粒子材料广泛应用于药物控释、免

疫试验、磁共振成像、肿瘤热疗、医疗诊断、酶固定

化以及生物分离（如蛋白质、BF<、细胞、病毒和细
菌的分离）等方面［! G ;］3磁性纳米粒子由于尺寸
小，可以很容易通过血液循环系统被传输到目标

组织，同时又有很高的比表面积，应用于药物控

释、作为磁共振成像对比度增强剂和热疗等体内

应用方面 3磁性纳米粒子的缺点是，通过外磁场捕
集磁性纳米粒子需要特殊的强磁场仪器［’］3磁性
微球（#H! G ’!)）则凭借着其通过磁场与体系快
速分离、磁场强度要求低、所用产生磁场的设备简

单等优势在体外的磁分离等应用方面深受青

睐［!，I G $］3前文我们制备了单分散交联聚丙烯酸微
球，并通过微球内羧基络合 94" J和 94& J然后碱性
共沉淀，得到微球内分散超顺磁性 94&:; 纳米粒

子的磁性微球［K］3相对于磁性纳米粒子，磁性微球
的缺点是其比表面积较低，因而负载生物分子或

配体的容量低 3为了克服这一缺点，我们在上述的
交联聚丙烯酸%94&:; 微球的表面通过原子转移自

由基聚合（<=>?）引入聚合物刷［!#］，如果使用含有
活性功能基团的单体制备聚合物刷，则其磁性微

球上可带有大量的功能基，如在聚合物刷带有环

氧基的磁性微球上共价固载蛋白质［!#，!!］3共价固
载蛋白质的优点是固载的蛋白质不易流失，缺点

是固载速度较慢，易造成蛋白质的活性（如酶活

性）的失活 3本文制备了在聚合物刷中同时含有环
氧基和氨基的磁性微球，蛋白质（用青霉素 @ 酰
化酶作为模型）首先通过其羧基与微球上的氨基

的离子作用使蛋白质快速结合于载体上，已通过

离子作用固载的蛋白质通过其氨基、巯基与载体

上的环氧基作用使其共价固载，既有离子作用固

载的快速固载的优点，又保持了共价固载的固载

牢固、不易流失的优点 3

" 实验部分

"#" 原料与试剂
甲基丙烯酸缩水甘油酯（@A<，天津南开和成

有限公司提供），甲基丙烯酸%"，"%二甲氨基乙酯
（BA<(A<，<L>:M），上述两单体用前要减压蒸馏
脱阻聚剂；溴化亚铜（L6NO，上海试剂一厂），在冰
醋酸中搅拌过夜后，先用冰醋酸洗涤数次，再用无

水乙醇洗至上清液无色，真空干燥备用；青霉素 @
酰化酶原酶液（浙江顺风海德尔有限公司），其催

化活性测定为 !!#& PQ)R（P 为酶活性单位，!
PQ)R定义为 ! )+. 内 ! )R 酶液转化 !!)S, 底
物），蛋白含量为 && )TQ)R（原酶液中除含有青霉
素 @酰化酶外，还含有其它蛋白质）；B"#!强碱型
离子交换树脂（天津南开大学化工厂），使用前先
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用乙醇抽提，晾干后再真空干燥；青霉素 ! 钾盐
（华北制药集团有限责任公司），考马斯亮蓝 !"
#$%（&’()*）；+，+，,，-，-"五甲基二亚乙基三胺
（./012&，&’()*），#"溴代异丁酰溴（&’()*），苯
并三氮唑"!，!，!3，!3 "四甲基脲六氟磷酸酯
（4526，吉尔生化有限公司），+"羟基苯并三氮唑
（4)57，吉尔生化有限公司），二异丙基乙基胺
（081&，&’()*）等均无需进一步处理，直接使用；
其他试剂如无特殊说明均无需处理直接使用 9甲
基丙烯酸甘油单酯（!//&）根据文献［+#］的方法
通过 !/&的水解制备，+4":/(表明 !/&的水解
程度为 ;<=左右 9
!"# 磁性微球引发剂的制备
二乙烯苯交联聚丙烯酸">?@), 复合微球

（A%=二乙烯苯与丙烯酸投料的质量比为 +$ B A$）
的制备见文献［;］，下面简称磁性微球 9将分散于
水中的磁性微球用磁铁捕集而去掉游离的水，用

丙酮多次置换去掉微球中所含的水分，然后再用

二氯甲烷置换 9将分散磁性微球的二氯甲烷中加
入乙醇胺、4526、4)57 和 081&，室温搅拌反应
#, C9微球用预热的 0/> 反复洗涤，再用无水乙
醇，丙酮洗涤，真空干燥 9所得磁性微球分散于
24>中，加入三乙胺，在冰盐浴冷却和剧烈搅拌下
滴加 #"溴代异丁酰溴D24>溶液，然后室温搅拌过
夜，依次用丙酮、水和甲醇洗涤多次，真空干燥，得

磁性微球引发剂 9
!"$ 磁性微球表面接枝聚合
+E@E+ 接枝 !//& 和 !/& 无规共聚物刷
（.（!//&" ""!/&）） 在 #$ FG 圆底烧瓶中加
入 ’H5I（%E+, FFJK）、磁性微球引发剂（%E+ L），
!//&（+E+ FFJK）、!/&（%EA$ FFJK），胶塞密封，通
氮气排氧 %E$ C后加入除氧甲醇（+E$ FG）和除氧
./012&（%E+, FFJK），磁力搅拌，@%M油浴加热反
应 ;% FNO，用气相色谱测定上清液中各单体的比
例 9所得微球依次用乙醇、丙酮洗涤，真空干燥 9通
过接枝增重和各单体的转化的比例估算磁性微球

的聚合物刷中各单元的比例和含量，下同 9
+ E@E# 接枝 !//& 和 0/&1/& 无规共聚物刷
（.（!//&" ""0/&1/&）） 在 #$ FG 圆底烧瓶
（&）中加入 ’H5I（%E+, FFJK），在 #$ FG圆底烧瓶
（5）中加入磁性微球引发剂（%E+ L）、!//&（+E+
FFJK）和 0/&1/&（%E-% FFJK），磁力搅拌 9将瓶
（&）和（5）用胶塞密封，分别通氮气排氧 %E$ C9用
注射器向瓶（&）中加入除氧甲醇（+E$ FG）和除氧

./012&（%E+, FFJK），磁力搅拌，待瓶（&）中的
’H5I全部溶解后将其溶液转移到瓶（5）中，磁力
搅拌下在 $%M油浴中加热反应 ;% FNO，用气相色
谱测定上清液中各单体的比例 9所得微球依次用
乙醇、丙酮洗涤，真空干燥 9
+ E@E@ 接枝 !//&、0/&1/&和 !/& 无规共聚
物刷（.（!//&" ""0/&1/&" ""!/&）） 接枝方
法与 +E@E#节的方法类似，所用原料及其用量为
’H5I（%E+, FFJK）、磁性微球引发剂（%E+ L）、!//&
（+E+ FFJK）、0/&1/&（%E+A FFJK）、!/&（%E<@
FFJK）、除氧甲醇（+E$ FG）和除氧 ./012&（%E+,
FFJK），反应温度为 @%M 9
!"% 青霉素 &酰化酶在聚合物刷磁性微球上的
固定

固定方法与以前文［++］方法类似 9 % E#$ FG 青
霉素 !酰化酶原酶液用磷酸盐缓冲液（+E$ FJKDG，
P4 Q A）稀释至 #E- FG，加入 %E%$ L聚合物刷磁
性微球，超声分散后，在 #$M搅拌下反应 #, C，用
水洗涤除去未固定的自由酶 9用 5IRSTJIS 法［+@］测
定合并的洗涤液的蛋白质的浓度及总量，换算固

定蛋白质的量 9
!"’ 酶活性的测定
固载酶活性的测定采用 P4"U7R7法，详细步骤

是将上述固定化酶的磁性微球分散于 +%=的青
霉素 !钾盐溶液（%E$ L 溶于 $ FG %E%# FJKDG磷
酸盐缓冲溶液，P4 Q -EA）中，在 @-M下用稀
:R)4溶液液滴定青霉素 !钾盐水解释放出来的
苯乙酸，使 P4值维持在 -EA 9记录 $ FNO内消耗掉
的 :R)4溶液的体积数 9固载酶的活性可用下面
公式计算：

# Q（ $:R)4 %:R)4）D&’
其中 #（6DL）为固载酶的活性，$:R)4（!FJKDFG）为

:R)4 溶液的浓度；%:R)4（FG）为滴定消耗掉的

:R)4溶液的体积；&（L）为用于催化水解的固载
酶微球的质量；’（FNO）为水解反应所用时间 9
!"( 固定化动力学的测定
青霉素 !酰化酶在聚合物刷微球上的固定

速率测定如下所述 9 % E$ FG原酶液用 +E$ FJKDG磷
酸缓冲溶液（P4 Q A）稀释至 $E, FG，取 @%!G 样
品，然后加入 %E+ L干燥的聚合物刷磁性微球，超
声分散后于恒温摇床上在 #$M下振荡，每隔 + C
取出 @%!G上清液，测定所有取出的样品的蛋白
质的浓度 9
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!"# 扫描电镜测定
将分散于水中的样品涂于玻璃片上，干燥，喷

金后用 !"#$%&’( !!)**+扫描电镜测定 ,

$ 结果与讨论

$"! 聚合物刷磁性微球的制备
本文对前文制备磁性微球引发剂的过程做了

一些改进 ,前文［-+］在向磁性微球引入 ./01引发
剂的 2步反应中分别用 345和 /65作为溶剂，由
于这二种溶剂对微球都有一定的溶胀作用，所以

不仅在微球的表面引入 ./01引发剂，在微球的
内部也引入了 ./01引发剂，虽然表面引入的更
多［-+］,这样向微球表面引入聚合物刷的同时，在
微球内部也引入了大量的聚合物，而内部引入的

这些聚合物是基本上不可利用的，而这些聚合物

会使微球的体积和质量大大增加，如增重可高达

7++8以上 ,这种增加会显著降低单位质量微球的
磁性和表面聚合物刷的量 ,为了在向磁性微球引
入聚合物刷时尽量在微球内部少引入聚合物，本

文在交联聚丙烯酸)597:; 微球与乙醇胺的缩合反

应中采用对微球不溶胀的溶剂二氯甲烷，使缩合

反应尽量在表面进行，从而使引入的 ./01引发
剂及随后引入的聚合物刷主要分别在微球的表

面 ,表 -列出了 7种接枝聚合物刷的磁性微球的
接枝情况 ,与前文［-+］的结果相比，在类似的条件
下，接枝增重明显比前文的接枝增重小 ,由于单体
间的竞聚率不同，因而接枝聚合物刷中不同单体

形成的链节比例与单体的投料比有所不同 ,

%&’() ! <=%>?#@A BCDE$9=#’%?#C@ >=C$ $%A@9?#F $#F=CGB"9=9G

H@?=E 4C@C$9=
IC@?9@? C> J=(G"
（8）

IC@?9@? C> 1<44.
（$$CDKA）

IC@?9@? C> 1<4.
（$$CDKA）

IC@?9@? C> 134.)H4.
（$$CDKA）

- <44.K<4. L-MN -MO 2M; —

2 <44.K34.H4. ;LM- 2M2 — +MO
7 <44.K34.H4.K<4. *NMN -MP -MN +M;

聚合物刷中 1<44.链节的作用是使聚合物
刷具有亲水性，使微球在水中有好的分散性能，同

时使聚合物刷在水介质中伸展 , 1<4. 链节的作
用是引入活性的环氧基功能基，134.H4. 的作
用是引入氨基，氨基与酶分子中的羧基形成离子

键而使酶通过离子作用固载 ,图 -是磁性微球引
发剂和 7 Q 载体的扫描电镜照片，直径分别为约
7++ @$和约 ;++ @$，从照片上可以看出，引入聚
合物刷后，微球体积仍然有较大增长 ,部分聚合物
刷可能被接枝于微球内部，或者说聚合物刷接枝

于微球一定厚度的表面层内 ,这可能是，在引入
./01引发剂的第一步反应中尽管用微球的非良
溶剂二氯甲烷作为溶剂，但由于乙醇胺易扩散到

微球内部，使微球内部也引入一定的引发剂 ,图 -
还表明，引入聚合物刷后，微球仍保持很好的球

形 ,
$"$ 聚合物刷磁性微球固定化酶
用所制备的 7种聚合物刷磁性微球进行青霉

素 <酰化酶的固定化，固定蛋白总量与固载酶的
催化活性如表 2所示 ,聚合物刷中的 1<4.链节
含有环氧基，环氧基可以与酶分子中的氨基、巯基

等反应使酶共价固载于微球上 ,聚合物刷中的
134.H4.则通过其氨基与酶分子中的羧基的离
子作用使酶固定化 , 从表中可以看出，- Q载体的

5#A, - /H4 #$%A9G C>（%）$%A@9?#F $#F=CGB"9=9 #@#?#%?C= %@&（J）

$%A@9?#F $#F=CGB"9=9G R#?" 1（<44.) !)34.H4.) !)<4.）J=(G"9G

环氧基含量最高，其固载蛋白质的量也最高 ,只含
有氨基的 2 Q 载体的蛋白质固载量最少 ,既含有
环氧基团、又含有氨基的 7 Q 载体的蛋白质固载
量居中，但其单位环氧基的固载量高于 - Q载体，
说明此载体中氨基对固载有贡献 ,而从固定化酶
的活性看，7 Q 载体固定化酶的活性和活性收率
（固定化单位质量总蛋白质的酶活与液相单位质
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量总蛋白质的酶活的比）都最高，而 E J载体的固
定化酶的活性和活性收率最低 K说明环氧基和氨
基双功能基团的引入对于固定化青霉素 / 酰化
酶是有益的 K
交联聚丙烯酸IL-FMG 复合微球、微球引发剂、

接枝聚合物刷的微球和固载青霉素 /酰化酶的微
球都带有磁性，很容易被普通磁铁捕集 K图 E为固
载青霉素 /酰化酶的 F J载体被磁铁捕集的照片 K

L%2K E N4#)#23(,4 %*8%.()%*2 )4- ())3(.)%#* #+ ,-*%.%&&%* / (.0&(1-I

%""#$%&%’-8 "(2*-)%. "%.3#1,4-3-1 8%1,-31-8 %* 5()-3 $0 ( "(2*-)

图 F是 F种聚合物刷磁性微球固载青霉素 /
酰化酶的动力学曲线，可以看出，只含环氧基而不

含氨基的 > J 载体的固载速率最小，而含氨基的
两种载体 E J载体和 F J载体的固载速率相似 K前
者通过共价键固载，因此固载速率小，而后者通过

离子作用先将酶固载在载体上，固载速率较高，然

后酶与载体上邻近的环氧基作用形成共价键（F J

L%2K F O%*-)%.1 #+ ,-*%.%&&%* / (.0&(1- %""#$%&%’()%#* #*

"(2*-)%. "%.3#1,4-3-1 5%)4 .#,#&0"-3 $3614-1

载体）K

上述结果表明，氨基的引入可以较大幅度地

提高环氧载体对酶的共价固定化速率，同时对酶

的催化活性有一定的提高，因此同时含有环氧基

团和氨基的 F J 载体是一种比较理想的固定材
料 K下面将研究温度、,P对该磁性微球固定化酶
活性的影响，以及其重复操作稳定性 K
&’( 温度对酶活性的影响
在不同温度下的自由青霉素 / 酰化酶和其

固载于 F J 载体上的固载酶的活性如图 G（(）所
示，自由酶和固载酶的最大活性温度都在 G?Q左
右 K随着温度从 G?Q升至 ??Q，固载酶活性有轻
微的降低，而自由酶的活性则显著降低了将近

BD= K随着温度升高至 A?Q，自由酶几乎完全失
活，而固载酶直到 B?Q时仍能维持约 >?=的活
性 K这些结果表明，固载酶的热稳定性要比自由酶
好得多，这将有利于酶的存储和运输，以及在较高

温度下进行酶催化反应 K
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!"# $%值对固定化酶活性的影响
当缓冲溶液的 !"从 #$%变化至 &$’时自由

青霉素 (酰化酶和其固载于 ) *载体上的固载酶
的活性变化如图 +（,）所示，自由酶活性的最高点
出现在 !" -$%左右，而固载酶活性的最高点则出
现在 !" .$’左右 /前文［0’］的结果表明，固定化于
1（(2234 !4(23）刷磁球上的青霉素 (酰化酶的
最优 !"在 .$%左右 /与之相比，氨基的引入导致
最优 !"值降低，这可能是因为氨基显碱性，因而
使得催化微环境的碱性相对于无氨基聚合物刷要

高，从而导致最优催化 !"往酸性端偏移 /
!"& 重复使用
通过重复催化水解 0’5的青霉素 (钾盐的

方法研究固载于 ) *载体上的青霉素 (酰化酶的
重复使用稳定性 /催化用缓冲溶液为 ’$’6 789:;
磷酸盐缓冲溶液（!" -$.），温度为 )-<，每批次催
化时间为 % 7=>，每次催化完成后，用 ’$’6 789:;
磷酸缓冲液（!" -$.）洗涤 .次，每次 6% 7;，完毕
后加入新的底物开始下一轮催化 /固载酶活性与

催化次数关系图如图 %所示 /从图中可以看出，在
最初的 )次循环中，固载酶的催化活性降低得较
快，然后降低速率逐渐降低，经过 0’次催化后，仍
然有 -’5左右的活性 /
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综上所述，通过在聚合物刷磁性微球的刷中

引入环氧基和氨基，其固定化青霉素 (酰化酶的
速度快、酶活高、重复使用性能好，是一种理想的

酶固定材料 /
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