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基于巯基Ｇ烯点击反应的PEG改性角蛋白膜的制备
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摘　要　通过巯基Ｇ烯点击反应将亲水性聚合物聚乙二醇单甲醚甲基丙烯酸甲酯(MPEGMA)接枝到角蛋白大分

子上,制备了PEG改性角蛋白,研究了其接枝反应条件及 PEG 改性角蛋白膜的性能.研究结果显示,MPEGMA 成

功接枝到角蛋白分子上,其较优反应条件为７０℃、１h、引发剂浓度为５􀆰５g/L、m(角蛋白)∶m(MPEGMA)＝１００∶１５０,

此时接枝率可以达到１２８％.经过PEG改性后的角蛋白溶液黏度显著变大,成膜性能得到提高,角蛋白膜的断裂强

力随着接枝率的提高逐渐降低而断裂伸长率提高,细胞增殖实验显示,改性后的角蛋白膜材料对细胞无毒性,是良好

的生物材料.
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Abstract　 PEGＧmodified keratin was prepared by graftingthe hydrophilic polymer polyethylene glycol
monomethylethermethylmethacrylate(MPEGMA)ontothekeratinbythereactionofthiolＧeneclickchemistry．The

graftreactionconditionsandthepropertiesofPEGＧmodifiedkeratinfilmwerestudiedindetail．Theresultsshowedthat
MPEGMAcouldbesuccessfullygraftedontokeratin moleculesbythiolＧeneclickchemistry．Theoptimumreaction
conditionswereasfollows:７０℃,１h,initiatorconcentration５􀆰５g/L,keratin/MPEGMA＝１００mg/１５０mg,thenGPcan
reach１２８％．AfterPEG modification,theviscosityofkeratinsolutionincreasedsignificantlyanditsfilmＧforming
propertywasimproved．ThebreakingstrengthoffilmdecreasedwiththeincreaseofGPandtheelongationatbreak
increased．Cellproliferationbioassayshowedthatthefilm wasnonＧtoxictothecellsandcouldbeusedasagood
biologicalmaterial．
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　　角蛋白(Keratin)广泛存在于动物组织中,是构

成毛发、羽毛、蹄、角的重要组成部分[１].最近的研

究表明,还原法得到再生角蛋白,其末端含有独特的

RGDS(ArgＧGlyＧAspＧSer)结构[２],这使其生物相容

性比胶原蛋白以及丝素蛋白等生物材料都好[３].因

此,角蛋白在医用组织材料领域有着广泛的应用前

景,可以用作人工肌腱[４]、皮肤敷料[５]以及骨折固定

棒[６]等.

然而再生角蛋白却一直存在材料力学脆性的问

题,这导致提取后的角蛋白无法有效成纤或成膜,从
而难以满足对强度以及韧性要求较高的组织材料的

需求.为此,研究者采取了多种方法对角蛋白进行

改性.例如,采用壳聚糖[７]、海藻酸钠[８]、纤维素[９]、
丝蛋白[１０]以及 PEG[１１]等高分子材料进行共混;或
者采用含有乙烯基团的单体,如丙烯酸[１２]、丙烯酸/
丙烯酰胺[１３]、甲基丙烯酸甲酯[１４]等进行接枝改性.
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在这些高分子材料中,PEG 以其生物相容性好、无
毒、免疫原性低等特点得到了广泛的研究.

相比共混方法,一般经接枝改性后的角蛋白在

机械强度以及功能性上有着更为显著的改善.角蛋

白分子链上可以用于接枝的位点主要有以下几种:
被还原的胱氨酸侧链上的巯基、赖氨酸侧链上的伯

氨基、被氧化的酪氨酸侧链上的苯酚式结构和丝氨

酸侧链上的羟基结构等.相比于其他基团,巯基的

反应性更高,而且随着巯基点击化学的快速发展,通
过巯基对蛋白分子进行修饰,已经成为材料改性的

一个绝佳途径.
巯基点击具有反应简单、条件温和,可以在特定

区域和官能团间反应,以及不需要使用铜离子等重

金属催化剂等优点[１５Ｇ１６].这使其在组织材料的制备

中具有较强的优势.最近,Li等[１７]通过巯基Ｇ烯点

击化学反应成功将角蛋白与PEG接枝,制备了具有

自组装功能的角蛋白载药胶束,这对于再生角蛋白

的功能化改性具有重要意义.本研究在此基础上,
利用巯基Ｇ烯点击化学反应对大分子再生角蛋白进

行PEG化改性,提高其可塑性,制备韧性以及生物

相容性都较好的角蛋白再生膜.

１　实验部分

１􀆰１　材料、试剂与仪器

材料:羊毛,无锡协新集团有限公司.
试 剂:MPEGMA (Mn ＝ ３００)、巯 基 乙 醇

(SHCH２CH２OH),西 亚 试 剂;十 二 烷 基 磺 酸 钠

(SDS)、尿 素、过 硫 酸 钾 (K２S２O８)、亚 硫 酸 氢 钠

(NaHSO３)、氢氧化钠、碘化钾、五水硫酸铜和四合

水酒石酸钾钠,均为分析纯,国药集团化学试剂有限

公司.
仪器:全数字化核磁共振波谱仪(AduanceⅢ

４００MHz),德国布鲁克 AXS有限公司;旋转流变仪

(PhysicaMCR３０１型),奥地利 AntonPaar有限公

司;扫描电子显微镜(SU１５１０型),日本 Hitachi公

司;电子万能材料试验机(３３８５H 型),美国Instron
公司;酶标仪(MultiskanFC),美国 Thermo公司;
倒置相差显微镜(DMILM),德国Leica公司.

１􀆰２　角蛋白的提取

通过还原法来提取角蛋白.溶解体系配比如

下:羊毛(１g),巯基乙醇(０􀆰５９mL),尿素(８􀆰６４g),

SDS(０􀆰６g),去离子水(１８mL).用pH＝１３􀆰５的氢

氧化钠溶液调节溶解体系pH＝９􀆰５,经９０℃处理

６h后冷却至室温,在去离子水中透析７d,经过滤和

离心去除杂质得到角蛋白上清液,真空冷冻干燥,得
到粉末状角蛋白.

１􀆰３　PEG改性角蛋白的制备

取１００mg角蛋白溶解在４mL８mol/L的尿素

溶液中,加入２０mgNaHSO３,在７０℃下处理２h,之
后加入４４mgK２S２O８ 和一定量的 MPEGMA,于

７０℃下反应４h,之后在去离子水中透析２d除去未

反应的 MPEGMA以及盐类物质后,冷冻干燥即得

到改性角蛋白(PEGＧgＧKrn).

１􀆰４　接枝率的测定

角蛋白接枝物的接枝率(GP,％)为接枝支链的

质量占角蛋白质量的百分比,依据式(１)计算:

GP ＝
M１ －M０

M０
×１００％ (１)

　　其中,M０ 为双缩脲法[１８]测得的角蛋白质量,g;

M１ 为角蛋白接枝物总质量,g.

１􀆰５　１HＧNMR核磁共振测试

对 MPEGMA、角蛋白以及PEG改性角蛋白进

行氢核磁谱图测试,分别称取５０mg样品溶解在

５００μL的氘代DMSO中,在２５℃下进行测试.

１􀆰６　溶液流变性

采用８mol/L尿素溶液溶解角蛋白和 PEG 改

性角蛋白,用旋转流变仪测试其流变行为.剪切速

率的测量范围为０~１０００s－１,测量温度为２５℃.

１􀆰７　角蛋白膜的制备

配制浓度为７％的角蛋白和 PEG 改性角蛋白

水溶液,然后加入质量分数０􀆰５％的甘油,混匀.将

溶液倾倒在聚四氟乙烯板中,在２０℃、相对湿度

６２％的条件下自然风干成膜.

１􀆰８　机械性能测试

参照 GB/T３９２３􀆰１—２０１３测定膜的断裂强力

和断裂伸长率,膜的长为８０mm,宽为５mm,平均

厚度０􀆰４５mm.每组样品分别测试１０个,取其平

均值.

１􀆰９　毒理性能的研究

按照ISO０９９３Ｇ５—２００９方法,采用直接接触的

方法 测 试 细 胞 毒 理 性,将 样 品 经 过 ２４h 的 乙 醇

(７５％)消毒杀菌后,用培养基 DMEM 配置浓度为

５mg/mL的样品溶液备用.将１００μL的 NIH/３T３
细胞悬浮液(５×１０４/mL)注入９６孔细胞培养板,加

５０μL 样 品 于 细 胞 培 养 板 中,稀 释 至 ５００μL.在

３７℃、５％ CO２ 培养箱中培养 ２４h,最后加 １０μL
CCKＧ８溶液到各孔板中反应２h,用 ELISA 酶标仪

记录４５０nm 处的吸光度,每个样品重复３次.
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２　结果与讨论

２􀆰１　１HＧNMR分析

为考察 MPEGMA 是否成功接枝到角蛋白上.
分别对角蛋白、MPEGMA以及PEG改性后的角蛋

白进行 １HＧNMR谱图分析,结果如图１所示.

图１　角蛋白、MPEGMA以及PEG改性后的角蛋白的
１HＧNMR谱图

在图１中,δ＝２􀆰５×１０－６处的化学位移是由溶

剂的质子吸收所引起.MPEGMA 的 １HＧNMR 谱

图中,其典型特征峰分别出现于δ(×１０－６)＝１􀆰８７
(—C—CH３ )、３􀆰２３ (—O—CH３ )、３􀆰５１ (—O—
CH２—CH２)、３􀆰６３(O􀪅􀪅C—O—CH２—CH２)、４􀆰１９
(O􀪅􀪅C—O—CH２)、５􀆰６７和６􀆰０４处(—C􀪅􀪅CH２).
经过PEG改性后,与原角蛋白相比,其 １HＧNMR谱

图中,出现了δ＝３􀆰５１处的化学位移,此化学位移是

MPEGMA链段中(—O—CH２—CH２)亚甲基上的

氢引起的,并且δ＝５􀆰６７×１０－６和６􀆰０４×１０－６ 处

(—C􀪅􀪅CH２)的特征峰消失,这是由于 C􀪅􀪅C 和

S—H 发生了巯基烯点击化学反应使得双键打开,
导致 C􀪅􀪅C上的质子所处的去屏蔽区域消失,化学

位移向高场移动,这充分表明 MPEGMA 成功接枝

到角蛋白大分子中.

２􀆰２　反应条件对接枝率的影响

分别对不同反应温度、反应时间、MPEGMA 用

量以及引发剂浓度下的接枝实验进行接枝率测试,
结果如图２—图５所示.

图２　不同反应温度下 MPEGMA在角蛋白上的

接枝率变化

[t＝６０min,K２S２O８５􀆰５mg/mL,

m(角蛋白)∶m(MPEGMA)＝１００∶６０]

图２为不同反应温度下 MPEGMA在角蛋白上

的接枝率变化趋势.
从图２可以看出,在温度低于７０℃时,随着反

应温度的增加,接枝率增加;当温度大于７０℃后,接
枝率发生下降.这是由于温度对引发剂氧化能力影

响比较大,在温度较低时,引发剂热分解速度慢,产
生的自由基较少,因此接枝率较低.而当温度升高

后,引发剂容易发生氧化还原反应,从而使接枝率增

加.但温度超过７０℃后,由于引发剂热分解速度加

快,产生大量的自由基,使得角蛋白上的巯基被氧化

终止的趋势增加,且 MPEGMA 与引发自由基的接

触率提高,从而导致 MPEGMA 自聚的趋势增加,
所以接枝率下降.

图３为不同反应时间下,MPEGMA 在角蛋白

上的接枝率变化趋势.

图３　不同反应时间下 MPEGMA在角蛋白上的

接枝率变化

[T＝７０℃,K２S２O８１１mg/mL,

m(角蛋白)∶m(MPEGMA)＝１００∶６０]

由图３可以看出,随着反应时间的延长,接枝率

逐渐增加,当反应超过６０min后,接枝率基本保持

不变.这是由于在反应体系中,MPEGMA 和巯基

自由基的量是一定的,随着时间的增加,MPEGMA
不断地被消耗,当 MPEGMA 被消耗殆尽,接枝率

保持不变.在下面的实验中时间选择６０min.
图４为不同 MPEGMA 用量下 MPEGMA 在

角蛋白上的接枝率变化趋势.

图４　不同 MPEGMA用量下 MPEGMA在角蛋白上的

接枝率变化

(T＝７０℃,t＝６０min,K２S２O８１１mg/mL,角蛋白１００mg)

从图４可以看出,随着 MPEGMA用量的增加,
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接枝率增加,这是由于 MPEGMA 与角蛋白上的巯

基接触率提高,从而使得接枝率增加,但 MPEGMA
的量超过１５０mg时,接枝率随 MPEGMA量的增加

而基本保持不变.这是由于角蛋白上的巯基自由基

量是一定的,随着 MPEGMA量的增加,巯基自由基

不断被消耗,最终被消耗殆尽,所以接枝率保持不变.
图５为不同引发剂浓度下 MPEGMA在角蛋白

上的接枝率变化趋势.

图５　不同引发剂浓度下 MPEGMA在角蛋白上的

接枝率变化

[T＝７０℃,t＝６０min,m(角蛋白)∶m(MPEGMA)＝１００∶６０]

从图５可以看出,在引发剂浓度较低时,随着引

发剂浓度的增加,接枝率快速增加,这是由于引发剂

浓度的增加,使得角蛋白上的自由基接枝反应位点

增加,从而导致接枝率增加.当引发剂浓度超过

５􀆰５g/L时,接枝率开始降低,这是由于过多的引发

剂会使得角蛋白上的巯基被氧化终止的趋势增加,
且引发剂与 MPEGMA 接触率提高,使得 MPEGＧ
MA自聚趋势增加,从而导致接枝率下降.

２􀆰３　流变性能

PEG改性前后角蛋白溶液黏度的变化如图６
所示.

图６　角蛋白及PEG改性角蛋白黏度与剪切速率的

关系(角蛋白质量分数１５％)

从图６可以看出,对于角蛋白及PEG改性角蛋

白尿素溶液,由于分子间作用力大,当剪切速率较小

时,难以破坏分子间作用力,因此黏度较大,随着剪

切速率的增加,这些相互作用力被破坏,导致黏度急

剧下降,均表现为假塑型流体行为.但随着剪切速

率的继续增加,角蛋白及PEG改性角蛋白在溶液中

的形态和相互作用均不再发生变化,溶液的黏度不

再随剪切速率的增大而改变,溶液又表现为牛顿型

流体行为.PEG改性角蛋白的黏度要高于角蛋白尿

素溶液的黏度,同时黏度伴随着接枝率的增加而增

加,这是由于PEG亲水性使得角蛋白肽链变得舒展,
且分子量和支化程度增加,因此分子间的作用力增加.

２􀆰４　膜的机械性能

为考察 MPEGMA 对角蛋白机械性能的影响,
对不同接枝率下的PEG改性角蛋白进行铺膜,测试

其断裂强度和断裂伸长率,结果如表１所示.
表１　角蛋白膜的拉伸强度和断裂伸长率

样品名称 拉伸强度/MPa 断裂伸长率/％
原角蛋白 — —

PEGＧgＧKrn(GP＝４３％) １􀆰６８ ５􀆰５１

PEGＧgＧKrn(GP＝１３３％) １􀆰１１ ７􀆰７８

天然的角蛋白本身成膜性很差,非常脆,这是由

于角蛋白分子间作用力强,在受到外力作用时,由于

分子链间相对运动时所受的阻力大,分子链不易发

生滑移,所以膜的韧性低,因此,即使添加大量的甘

油也无法铺成完整的膜.经过接枝后,PEG改性角

蛋白非常容易成膜,而且随着PEG接枝率的增加,
角蛋白的断裂强度降低而断裂伸长率增加.这主要

是由于 MPEGMA引入后,其所含的大量醚键能够

在分子内和分子间形成新氢键,从而破坏角蛋白分

子间的氢键作用,当受到外力拉伸时,分子链的滑移

变得比较容易,改性膜的柔韧性得到显著提高.

２􀆰５　毒理性能

为考察 MPEGMA 接枝对角蛋白毒理性能的

影响,测试了改性前后细胞的存活率,结果如图７
所示.

图７　细胞存活率分析(样品浓度均为０􀆰０５mg/mL)

由图７可以看出,在所测的浓度范围内,几种物

质的细胞存活率均大于７５％,为无细胞毒性,其中

角蛋白的毒性级别为１级,PEG改性角蛋白的毒性

为０级.经过PEG改性后的角蛋白相比原角蛋白,
其细胞存活率均超过１００％以上,这说明PEG改性

角蛋白不仅无毒,而且对细胞具有增殖作用,同时也
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充分说明通过巯基点击反应得到的PEG 改性角蛋

白生物相容性非常好.

３　结论

综上可以看出,采用巯基Ｇ烯点击反应可以非常

容易地将 MPEGMA接枝到角蛋白分子链上,经过

PEG改性后的角蛋白,具有较好的成膜性能,膜的

机械性能也得到很大程度改善.而且,采用此种方

法对角蛋白进行改性,具有反应条件温和、无金属

离子残留、可以在特定官能团上进行定向接枝等

特点,这对于扩展角蛋白在组织材料中的应用具

有重要意义.
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大连化物所纳米反应器研究取得新进展

　　近日,中国科学院大连化学物理研究所微纳米反应

器与反应工程学创新特区研究组(０５T７组)刘健研究员

团队在微/纳米反应器的构筑方面取得新进展:通过设计

一种亚微米反应器,实现了苯乙炔加氢高选择性的制取

苯乙烯.

设计合适的反应器并优化操作条件是化学工程中至

关重要的步骤.在自然界中,化学转化往往以串联反应

的形式在限域的空间内完成,这种限域的空间可以是几

个纳米的酶,也可以是微米级的细胞.在材料科学领域,

通过模拟细胞而设计的微/纳米反应器,不但可以提高反

应的效率和选择性,而且这些“人造细胞”在高温烧结下

还可以表现出优异的稳定性.然而,在设计微/纳米反应

器时,如何精确控制组成,以及如何选择活性位点这两个

催化反应所必需的问题仍然具有挑战性. (新型)
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