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磁性纳米球形聚电解质刷的制备研究
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摘　要　聚电解质刷因与生物大分子具有良好的相容性而备受关注.以苯乙烯单体(ST)为原料,采用细乳液聚

合法制备包覆有Fe３O４ 的聚苯乙烯纳米磁核粒子(MPS),以安息香丙烯酸酯(BA)为光引发剂,丙烯酸(AA)为聚电

解质刷链原料,制备了链长可控的磁性纳米球形聚电解质刷(MSPB).考察BA、AA和聚合反应时间对合成聚电解质

刷链长的影响,优化 MSPB的制备工艺条件,并采用动态光散射、热重和扫描电镜等手段对 MSPB的结构和性能进行

表征.结果表明:制备 MSPB的最优工艺条件为:当ST 为２􀆰５g,BA/ST＝０􀆰１(摩尔比,下同),AA/ST＝０􀆰９,聚合反

应时间２􀆰０h时,未接枝 MPS平均粒径为１５２nm,聚电解质刷链长约为１６０nm,并具有超顺磁性.将 MSPB用于中性

蛋白酶固定化,固定 化 酶 含 量 为４２􀆰９mg/g载 体,固 定 化 酶 比 活 为 １􀆰７５×１０４u/g载 体,酶 活 回 收 率 达 ９３％,表 明

MSPB可为固定化酶提供一种良好的载体.
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Abstract　Polyelectrolytebrusheshaveattracted muchattentionbecauseoftheirgoodcompatibility with
biologicalmacromolecules．Usedstyreneasraw materialandpolystyrenenanoＧmagneticcoreparticles(MPS)coated
withFe３O４ werepreparedbymicroemulsionpolymerization．Acrylicacid(BA)wasusedasphotoinitiator,acrylicacid
(AA)waspolyelectrolytebrushandmagneticnanospherebrush (MSPB)withalongchainlengthcontrollablewas

prepared．TheeffectsofBA,AAandpolymerizationtimeonthebrushchainlengthofpolyelectrolytewereinvestigated,

andthepreparationconditionsofMSPBwereoptimized．ThestructureandpropertiesofMSPBwerecharacterizedby
DLS,TGandSEM．Theresultsshowedthattheoptimumconditionswereasfollows:ST２􀆰５g,BA/ST＝０􀆰１(molar
ratio),AA/ST＝０􀆰９,polymerizaiontime２􀆰０h,themagneticparticlesizeofMSPBwas１５２nm,PAAchainlengthwas
１６０nm,andwithsuperparamagnetism．Theimmobilizedenzymeactivitywas１􀆰７５×１０４u/gcarrierandtheimmobilized
enzymecontentwas４２􀆰９mg/g,therecoveryrateofenzymeactivitywas９３％．ItshowedthatMSPBcanprovideagood
carrierforimmobilizedenzymes．
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　　聚电解质刷是由线性聚电解质链的一端接枝在

基质表面形成的一种聚合物,具有较大的比表面、良
好的单分散性和优异的稳定性,能极大改变表面的

生物相容性和吸附特性等性能[１],且与生物大分子

有良好的相互作用,在蛋白质分离纯化、药物控释、
固定化酶和传感器等方面有广泛的应用[２Ｇ３].在生

物工程和食品等领域应用较广,如葡萄糖氧化酶固

定化后用于食品检测[４].但固定化酶的常用载体形
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式如微球、管、棒和膜材料等由于负载能力及材料本

身的局限性,存在固定化量低及酶活损失较大的缺

点[５Ｇ６],但聚电解质链与酶结合时因聚合物链的柔性

运动可产生缓冲作用,与酶结合时可减少固定化过

程中酶构象的改变,从而减少酶的活力损失[７].

Fan等[８]制备了甲基丙烯酸缩水甘油酯的亲水和疏

水两种聚合物刷固定胰蛋白酶,酶固定化量是传统

方法的３倍,且酶活可得到有效保留.因此,链长可

控的磁性纳米球形聚电解质刷(MSPB)在固定化酶

研究领域具有潜在的应用.
本研究以苯乙烯单体为原料,采用细乳液聚合

法制备包覆有Fe３O４ 的聚苯乙烯纳米磁核粒子,以
安息香丙烯酸酯为光引发剂,丙烯酸为聚电解质刷

链原料,制备了 MSPB,并初步研究了 MSPB对中

性蛋白酶的固定化,期望制备出性能优异的固定化

酶载体.

１　实验部分

１􀆰１　材料与仪器

苯乙烯单体(ST)、偶氮二异丁腈(AIBN)、正十

六烷、丙烯酸单体(AA)、安息香、三乙胺、丙烯酰

氯、十二烷基硫酸钠 (SDS)、三羟甲基氨 基 甲 烷

(Tris),均为分析纯,上海麦克林生化科技公司;

FeCl３􀅰６H２O、FeSO４􀅰H２O,均为分析纯,天津大茂

试剂厂;中性蛋白酶(３􀆰７４×１０４u/g),南宁庞博生物

技术公司.
激光纳米粒度分析仪(DLS,NanoＧSZ型),英国

Malvern公 司;同 步 热 分 析 仪 (TG,STA４４９F３
型),德国 NETZSCH 公司;扫描电子显微镜(SEM,

SU８０２０ 型 ),日 本 日 立 公 司;核 磁 共 振 仪

(１HＧNMR,AdvanceⅢ HD６００型),瑞士Bruker公

司;紫外Ｇ可见分光光度计(UV２５５０型),日本 ShiＧ
madzu公司;振动样品磁强计(７４００型),美国 Lake
Shore公司;数控超声波清洗器(SK８２００HP型),上
海科导超声仪器有限公司;傅里叶变换红外光谱仪

(FTＧIR,NICOLET６７００型),美国 ThermoFisher
Scientific公司.

１􀆰２　实验步骤

１􀆰２􀆰１　Fe３O４ 的制备

根据本实验室的前期工作,采用化学沉淀法制

备Fe３O４ 磁核粒子[９].

１􀆰２􀆰２　安息香丙烯酸酯(BA)的制备

BA采用 SchottenＧBaumann反应合成[１０].称

取１􀆰０g安息香溶于３０mL氯仿中,加入１􀆰０mL三

乙胺和０􀆰５mL丙烯酰氯,加热到７５℃,反应２􀆰０h.
产物过３００目硅胶柱层析,流动相为乙酸乙酯/石油

醚(V/V＝１∶５,体积比),流速约１０mL/min.

１􀆰２􀆰３　磁性纳米球形聚电解质刷(MSPB)的制备

及工艺条件优化

准确称取２􀆰５gST、０􀆰５gFe３O４、０􀆰０７gAIBN
和０􀆰１g正十六烷,混合均匀,冰浴超声１５min,搅拌

速度２００r/min.随后加入０􀆰１％(wt,质量分数,下
同)２００mLSDS继续冰浴超声６０min.再加热到

６５℃反应２０h[１１].将 BA 按一定比例(BA∶ST,摩
尔比,下同)溶于丙酮缓慢加入到体系反应一段时

间.然后在反应产物中按比例加入 AA(AA∶ST)
在光反应器中(２５０W 高压汞灯)进行聚合反应,反
应结束后将体系进行透析.并考察BA、AA及聚合

反应时间等对 MSPB的聚电解质刷链长的影响.

１􀆰２􀆰４　MSPB固定化中性蛋白酶

使用含有５０mmol/LNaCl的pH＝７０􀆰１mol/L
TrisＧHCl缓 冲 液 溶 解 ３mg MSPB,制 得 ２􀆰０mL
１􀆰５mg/mL溶液,再加入２􀆰０mL２􀆰０mg/mL 中性

蛋白酶溶液,低温震荡吸附２４h,考察 MSPB固定化

酶的效果.

１􀆰２􀆰５　MSPB形貌表征

采用 １HＧNMR鉴定合成的BA的化学结构;采
用DLS测试 MSPB的粒径及分布情况,其中聚电解

质链长(Lc)＝(MSPB粒径－MPS粒径)/２;采用

SEM 观测 MSPB的表面形貌;采用 TG分析 MSPB
各成分组成情况,氮气气氛,升温速度１０℃/min,

３０~１０００℃;采 用 FTＧIR 分 析 Fe３O４、MPS 和

MSPB的结构;按照国标 SB/T１０３１７—１９９９测定

固定化酶的酶活.

２　结果与讨论

２􀆰１　Fe３O４ 粒径及BA的结构鉴定

Fe３O４ 的粒径分布情况见图１(a).由图可知,

Fe３O４ 平均粒径为３２nm,具有良好的单分散性.

图１　Fe３O４ 的粒径分布图(a)及BA的
１HＧNMR谱图(b)
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BA的 １HＧNMR谱图见图１(b).由图可知,产物分

子为BA.由于BA含有C􀪅􀪅C双键和光引发基团,
在紫外光照射下,可在磁性聚苯乙烯纳米微球表面

引发丙烯酸单体发生自由基接枝聚合反应形成聚电

解质刷链.

２􀆰２　MSPB合成工艺条件优化

当聚电解质刷链长增加时,单个聚电解质刷链

上所带电荷的数量会增加,聚合物刷链层中就能容

纳更多的蛋白质分子[１２].因此考察了 BA、AA 和

聚合反应时间对 MSPB链长的影响.

２􀆰２􀆰１　BA/ST摩尔比对 MSPB链长的影响

BA/ST摩尔比对 MSPB 链长的影响见图２.
由图可知,当BA/ST较小时,没有足够的自由基来

引发光聚合反应.当BA/ST＝０􀆰１时,聚电解质刷

链长可达到最长.若BA用量继续增加,过多的BA
量可引发体系中AA单体自聚,从而消耗AA量,阻
碍了 MSPB聚电解质刷链的生长.因此,MSPB合

成最佳BA/ST为０􀆰１.

图２　BA/ST摩尔比对Lc 的影响

２􀆰２􀆰２　AA/ST摩尔比对 MSPB链长的影响

AA/ST摩尔比对 MSPB链长的影响见图３.
由图可知,MSPB链长随着体系中 AA 加入量的增

大而增大,当 AA/ST＝０􀆰９时,链长可达到１４０nm,
但继续增大AA单体的量,链长则不再有太大变化.
这可能是随着 AA 加入量的增大,光引发剂 BA 所

能引发的单体量已达到饱和,因此聚电解质刷的链

长不会再随之增加.因此,MSPB合成最佳 AA/ST
为０􀆰９.

图３　不同AA/ST摩尔比

对Lc 的影响

图４　光反应时间

对Lc 的影响

２􀆰２􀆰３　聚合反应时间对 MSPB链长的影响

聚合反应时间对 MSPB链长的影响见图４.由

图可知,MSPB链长随时间的增加而增长.当聚合

反应时间达到２􀆰０h时聚电解质刷链长为１６０nm,
随后不再增长.由于聚丙烯酸(PAA)有一定的光

降解特性,在反应后聚合反应与降解反应基本达到

平衡[１３].因此聚合反应时间较长时,聚电解质链的

长度有一定程度下降,不利于链继续增长.因此,

MSPB合成最佳反应时间为２􀆰０h.
综上,MSPB最佳合成条件为２􀆰５gST,BA/ST＝

０􀆰１,AA/ST＝０􀆰９,聚合反应时间２􀆰０h.

２􀆰３　磁性纳米球形聚电解质刷的表征

MPS和 MSPB的粒径分布情况见图５.由图

可知,未接枝 MPS的平均粒径为１５２nm,接枝后增

长到 ４７３nm,即 MSPB 的 聚 电 解 质 刷 链 长 约 为

１６０nm,具有良好的单分散性.

图５　MPS(a)和 MSPB(b)

的粒径分布情况图

图６　Fe３O４(a)和

MSPB(a)的磁饱和曲线图

Fe３O４ 和 MSPB的磁饱和曲线见图６.由图可

知,Fe３O４ 的饱和磁化强度为４５􀆰８emu/g,MSPB的

饱和磁强度较Fe３O４ 下降了１１􀆰６emu/g,这是由于

Fe３O４ 纳米颗粒外包裹着PS和 PAA,导致磁性减

小,但 MSPB仍具有超顺磁性,可快速地从体系中

收集和分离[１４].

MPS和 MSPB的FTＧIR谱图见图７.由图可

知,MPS的 FTＧIR 谱图中５８４cm－１处为 Fe３O４ 中

Fe—O的特征吸收峰;２８５２、２９２３和１４５２cm－１处分

别为ST聚合形成PS中 CH２ 的对称伸缩峰、不对

称伸缩峰和弯曲振动峰;１６００和１４９２cm－１处为芳

香环C􀪅􀪅C伸缩振动峰、３０２５cm－１处为苯环 CH 面

内弯曲,６９８cm－１处为苯环 CH 面外弯曲振动峰.

因此,可以确定 Fe３O４ 外包覆 PS.而 MSPB 的

FTＧIR谱图中,１５２１cm－１处为芳香环 C􀪅􀪅C的伸缩

振动峰,而１２７８、１７１８和３４１９cm－１分别为 C—O、

C􀪅􀪅O和 O—H 的伸缩振动峰,因此可以确定经聚

合反应后在 MPS表面接枝了PAA,形成了 MSPB.
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图７　MPS(a)和 MSPB(b)的FTＧIR谱图

MSPB的SEM 图见图８.由图可知,MSPB粒

径较为均匀,且呈现规则的球状,粒径与动态光衍射

测出来的数据相吻合.

图８　MSPB的SEM 图 图９　MSPB的TG曲线图

MSPB的TG曲线见图９.由图可知,MSPB存

在两个明显的失重过程,第一段失重发生在２００~
５００℃之间,其失重率约为３５􀆰８％.这主要是由于

MSPB中存在的有机物(油酸、聚苯乙烯、聚丙烯酸)
发生分解而导致的质量损失.第二段失重发生在

７００℃之后,主要是由于Fe３O４ 热降解成 FeO 造成

质量的损失[１１],失重率约为２７􀆰７％.

２􀆰４　MSPB固定化中性蛋白酶

酶的固定化按１􀆰２􀆰４方法操作,MSPB固定化

中性蛋白酶时,负载量为４２􀆰９mg/g载体,固定化酶

比活为１􀆰７５×１０４u/g载体,酶活回收率达９３％,与
其他材料如壳聚糖微球、海藻酸钠微球固定化中性

蛋白酶相比[１５Ｇ１６],MSPB能将酶活回收率从４０％~
５０％提高到９０％以上,表现出很好的生物相容性.
这可能是由于聚电解质刷具有内部稳定的pH 与盐

浓度环境,为酶的发挥提供了良好的空间,使 MSPB
成为一种良好的固定化酶载体.

３　结论

以ST 为原料,AA 为聚电解质刷链原料,以

BA为光引发剂,制备了 MSPB,最佳工艺条件为:

２􀆰５gST,BA/ST＝０􀆰１,AA/ST＝０􀆰９,聚合反应时

间２􀆰０h.未 接 枝 MPS 的 平 均 粒 径 为 １５２nm,

MSPB的聚电解质刷链长约为１６０nm,具有超顺磁

性,能 使 MSPB 快 速 从 体 系 中 收 集 和 分 离.将

MSPB进行中性蛋白酶固定化,表明 MSPB可做为

固定化酶等生化分离过程的良好载体.
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