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摘　要　采用生物表面活性剂大豆分离蛋白(SPI)功能化修饰经酸化提纯的单壁碳纳米管(OＧSWCNTs),得到

纳米复合材料(SPIＧOＧSWCNTs).对SPIＧOＧSWCNTs及其性能进行了测试和表征.透射电子显微镜(TEM)观察表

明:SPI有效提高了 OＧSWCNTs的分散性.X射线光电子能谱(XPS)和拉曼光谱分析表明:SPI通过物理作用吸附到

了 OＧSWCNTs表面,导致 OＧSWCNTs表面的 C原子混乱度少许增加以及电化学性能降低.药物体外释放实验和细

胞毒性检验实验表明:SPI修饰后的 OＧSWCNTs,能够提高药物的缓释效果,并且降低了对细胞的毒性.
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Abstract　Nanosizedcomposites(SPIＧOＧSWCNTs)wereobtainedbyfunctionalizationofacidＧpurifiedsingleＧ
walledcarbonnanotubes (OＧSWCNTs)withbiosurfactantsoyproteinisolate (SPI)．SPIＧOＧSWCNTsandtheir

performanceweretestedandcharacterized．Transmissionelectron microscopy (TEM)showedthatSPIeffectively
improvedthedispersibilityofOＧSWCNTs．XＧrayphotoelectronspectroscopy(XPS)andramanspectraanalysisshowed
thattheSPIadsorbedontothesurfaceofOＧSWCNTsbyphysicalaction,resultinginalittleincreaseofCatom
confusiononthesurfaceof OＧSWCNTsandadecreaseofelectrochemicalperformance．Thevitrodrugrelease
experimentsandcytotoxicitytestsshowedthatSPIＧmodified OＧSWCNTscanimprovethedrugreleaseeffectand
reducethetoxicitytocells．
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　　自１９９１年,碳纳米管(CNTs)被发现以来,就
被认定是一种新型纳米材料.CNTs因具有一维中

空管状结构[１Ｇ２]而具有独特性质,比如:较高的比表

面和优异的电子、机械、光学和化学性能[３Ｇ６].因此,

CNTs被广泛应用在纳米医学、电子科技、生物传感

器以及高强度复合材料等领域[７Ｇ１１].CNTs按结构

可分为多壁碳米管(MCWNTs)和单壁碳纳米管

(SWCNTs).SWCNTs作为 CNTs的一种极限形

式,相比 MWCNTs具有更加极致的性能,这种纯粹

经典的一维结构为一维化学、物理和量子效应的研

究提供了理想的环境[１２].
尽管 SWCNTs具有许多优异的性能,但是其

本身也存在致命缺陷.SWCNTs在水或有机溶剂

中,溶解度非常低,并且容易发生聚集沉淀,尤其是

当SWCNTs作为药物载体时,SWCNTs在人体或

动物细胞内极易发生聚集,并产生毒性,致使组织发

生病变[１３Ｇ１４].
为了解决 SWCNTs溶解度低的问题,通常使
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用物 理 或 化 学 方 法 对 SWCNTs 进 行 功 能 化 修

饰[１５Ｇ１７],以提高其在介质中的水溶性和分散性.而

化学修饰法会破坏纳米管的共轭πＧπ系统,且对电

子和光学性质都有一定影响[１８Ｇ１９].因此,物理改性

被认为是提高SWCNTs溶解度的理想方法,既可

以提高SWCNTs在水溶液的分散性,又可以减少

对 SWCNTs结 构 的 破 坏.由 于 特 殊 SP２ 杂 化,

SWCNTs的表面积高达２６００m２/g,这使SWCNTs
具有非常高的载药能力[２０].

大豆分离蛋白(SPI)是去除大豆中油脂和碳水

化合物的蛋白质,其含量在大豆组合物中占９０％甚

至更多[２１].作为一种重要的植物蛋白产品,SPI具

有很高的营养价值和良好的加工特性,被广泛应用

于食品加工领域.SPI具有良好的表面结合和修饰

活性,在生物医学表面改性等方面表现出优异的性

能.在水中SPI可以通过自组装形成疏水核心和亲

水壳结构的纳米粒子,作为表面活性剂,SPI能够提

高不溶性固体颗粒的水溶性和分散性[２２].此外,

SPI还具有高度的生物相容性,可以保持生物分子

的良好活性[２３Ｇ２４].
因此,本研究拟利用 SPI对 SWCNTs进行修

饰,达到改善SWCNTs的水溶性、降低其细胞毒性

的目的,从而为SWCNTs作为药物载体的研究提

供理论依据.

１　实验部分

１􀆰１　主要材料

单壁碳纳米管(SWCNTs,纯度９０％),中国科

学院成都有机化学研究所SWCNTs发展中心;大
豆分离蛋白(SPI),上海江莱生物科技有限公司;姜
黄素(纯度９９％),天津市光复精细化工研究所;无
水乙醇,天津市致远化学试剂有限公司;浓硫酸

(９５％~９８％)、浓硝酸(６５％~６８％),中国医药上海

试剂公司;磷酸盐缓冲溶液(PBS,pH＝７􀆰２~７􀆰４),
北京索莱宝科技有限公司;MC３T３细胞,四川移植

大学免疫实验室;DMEM/F１２培养基、胎牛血清,
美国 Gibco公司;超纯水.

１􀆰２　SPIＧOＧSWCNTs复合材料的制备

将５０mgSWCNTs加入混酸中(浓硫酸与浓硝

酸的体积比为３∶１)进行纯化,在８０℃下冷凝回流

２４h,用超纯水洗去SWCNTs表面的杂质离子,烘
干后 备 用,从 而 得 到 酸 化 后 的 SWCNTs,用 OＧ
SWCNTs表示.

将１mgOＧSWCNTs和３０mgSPI加入２０mL

PBS中,探头超声(功率３５０W,超声３s,间歇２s,冰
水浴)３０min,离心３０min(转速１００００r/min,室温)
后取上清液,冷冻干燥,４℃下保存,所得试样记做

SPIＧOＧSWCNTs.

１􀆰３　姜黄素(Cur)加载SPIＧOＧSWCNTs
Cur通过探头超声混合加载到 SPIＧOＧSWCＧ

NTS 上.依 次 将 ３mgSPIＧOＧSWCNTs 粉 末 和

２mgCur加入到２０mL超纯水中,冰浴下超声处理

１h.用０􀆰２２μm 滤膜除去未包被的 Cur,然后用

１００mL超纯水洗涤冷冻干燥,４℃下保存,所得试样

记做SPIＧOＧSWCNTsＧCur.
采用同样的方法将 Cur加载到 OＧSWCNTs

上,所有试样记做 OＧSWCNTsＧCur.

１􀆰４　SPIＧOＧSWCNTs纳米复合材料的表征

采用透射电子显微镜(TEM,JEM２０１０型,日
本JEOL公司)观察样品形貌,分辨率０􀆰１９nm,工
作电压２００kV;采用X射线光电子能谱(XPS,AmiＧ
cusBudget型,日本岛津公司)分析SPI与 OＧSWCＧ
NTs的 结 合 方 式;采 用 拉 曼 光 谱 (RL,Hololab
５０００R型,Kaiser公司)分析 OＧSWCNTs经SPI修

饰后,其表面原子有序度的变化.

１􀆰５　SPIＧOＧSWCNTs载体的体外释放效果

用超纯水将１０mgSPIＧOＧSWCNTsＧCur粉末

溶于１０mL容量瓶中,用流动相定容至刻度,用孔内

径为 ０􀆰４５μm 微孔过滤膜过滤.将 SPIＧOＧSWCＧ
NTsＧCur(１mg)、Cur(１mg)以及 OＧSWCNTsＧCur
(１mg)分散于PBS(pH＝７􀆰４,３０％乙醇)中,转移到

透析袋内[１３],浸入含１００mLPBS(pH＝７􀆰４,３０％乙

醇)溶液的锥形瓶中,在３７℃、１００r/min振荡条件下

进行透析.在预定时间点取样１mL,再加入１mL
PBS(pH＝７􀆰４,３０％乙醇)以维持透析溶液的体积

不变.采用高效液相色谱仪 (ULTIMATE３０００
型,美国 ThermoFisherScientific公司)检测透析

液中Cur的量,重复３次.以时间百分比做SPIＧOＧ
SWCNTsＧCur的释放曲线.

１􀆰６　SPIＧOＧSWCNTsＧCur纳米颗粒体外细胞毒性

的研究

采用细胞毒性检测法Ｇ噻唑蓝比色法(MTT法)
考察SPIＧOＧSWCNTs对细胞的毒性.收集对数期

的 MC３T３细胞,调整细胞悬浮液的浓度,以每孔

３０００~１００００个的密度接种于９６孔板,置３７℃、５％
CO２ 温箱培养,使细胞贴壁,培养１２h[１４].加入含

有不同浓度的 OＧSWCNTs和 SPIＧOＧSWCNTs作

为受试化合物继续培养２４h或４８h.小心吸取上清

􀅰０４１􀅰
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液,加入９０μL新鲜培养液,再加入１０μL MTT 溶

液,继 续 培 养 ４h.然 后 吸 掉 上 清 液,每 孔 加 入

１１０μLFormazan溶解液,置摇床低速振荡１０min,
使结晶物充分总结.在酶标仪４９０nm 处测量各孔

的吸光值.
细胞存活率按细胞存活率(％)＝(测量值－空

白组)/(对照组－空白组)×１００％计算.

２　结果与讨论

２􀆰１　分散性分析

SWCNTs、OＧSWCNT 和 SPIＧOＧSWCNTs经

超声处理５min后及静置３d后的静置情况见图１.
由图可知,SWCNTs、OＧSWCNTs和 SPIＧOＧSWCＧ
NTs经过超声处理后都得到了均一分散液.而在

３７℃下,静置３d后,未经任何处理的SWCNTs沉淀

完全,OＧSWCNTs只有非常少的一部分溶解在水

中,其余绝大部分也都沉淀下来,这是因为经过酸化

处理,SWCNTs在两端产生一些亲水基团(如羟基、
羧基),从而提高了小部分SWCNTs的溶解性,且

SWCNTs中的金属催化剂以及无定形碳等杂质也

被除去达到提纯的效果[２５].SPIＧOＧSWCNTs没有

产生沉淀,说明其具有良好的分散性,且具有较高的

稳定性.

图１　SWCNTs、OＧSWCNT和SPIＧOＧSWCNTs经超

声处理５min后的静置图(a)及静置３d后的静置图(b)

２􀆰２　TEM 分析

SPIＧOＧSWCNTs纳米复合材料的 TEM 图见

图２.由图可见,未经任何处理的SWCNTs聚集成

簇,分 散 性 较 差.当 SWCNTs 经 酸 化 处 理 后,

SWCNTs产生短化现象[２５],尽管其分散性有所改

善,但聚集仍然严重.而 SPIＧOＧSWCNTs分散均

匀,且视野中纳米管的数量显著增加,表明SPI可以

提高 OＧSWCNTs的分散性.

图２　SWCNTs(a)、OＧSWCNT(b)和

SPIＧOＧSWCNTs(c)的 TEM 图

２􀆰３　XPS分析

当SPI修饰 OＧSWCNTs疏水的表面时,SWCＧ
NTs表面的化学组成会改变.通过 XPS分析其表

面的化学组成,结果见图３.由图可知,OＧSWCNTs
的表面显示典型的SWCNTs能谱.广谱显示出非

常高强度的 C１s元素信号和低强度的 O１s信号,

OＧSWCNTs表面 O１s的信号可能是由于 SWCＧ
NTs经酸化后产生的一些含 O 基团.当 OＧSWCＧ
NTs经SPI修饰后,SPIＧOＧSWCNTs表面出现 O
１s、N１s、C１s和低强度S２p信号,很显然 N、S元

素都包含在SPI所含的 N、S中,OＧSWCNTs中没

有 N、S元素,结果表明SPI结合到 OＧSWCNTs表

面,改变了其表面的成分.

图３　OＧSWCNT和SPIＧOＧSWCNTs的 XPS谱图

(图b为图a的局部放大图)

图４为OＧSWCNTs经SPI修饰的C１s高分辨

率窄谱图.C１的特征峰被高斯洛伦兹函数分解.
由图可知,经过分解和拟合,高能５个主峰分别显示

２８４􀆰５eV、 ２８５􀆰２eV、 ２８６􀆰１eV、 ２８８􀆰４eV 和

２８９􀆰２eV,５个主峰分别对应于C—C,C—N、C—O、

C􀪅􀪅O和 O􀪅􀪅C􀪅􀪅O基团的C１s原子发射光电子能

谱.从SPI修饰的 OＧSWCNTs的 XPS能谱可以

􀅰１４１􀅰
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看出,没有旧共价键的消失,也没有新共价键的产

生,即C、O、S元素的价态在修饰过程没有任何变

化,这说明SPI是通过物理作用吸附在 OＧSWCNTs
表面,在修饰过程中并没有发生化学反应.

图４　SPIＧOＧSWCNTs的C１s高分辨率窄谱图

２􀆰４　RL分析

OＧSWCNTs和SPIＧOＧSWCNTs的RL谱图见

图５.由图可见,未被SPI改性的 OＧSWCNTs的G
峰(１５８１cm－１)和 D峰(１３３６cm－１)分别由切向 C—

C伸缩振动和有缺陷的碳晶格产生,经过修饰后,

OＧSWCNTs的G峰(１５８６cm－１)和 D峰(１３４２cm－１)
的波数向紫外区发生了偏移,说明 OＧSWCNTs经

过SPI修饰都增加了其表面碳原子的混乱度.ID/

IG表示SWCNTs具有较高的有序性或者结构完整

性,通过计算ID/IG 比值可知,OＧSWCNTs的比值

为０􀆰１８,SPIＧOＧSWCNTs为０􀆰２７,ID/IG比值没有

较大提高.尽管SPI改性导致 OＧSWCNTs表面上

的C原子混乱度增加,但这种增加是非常有限的,
并不足以造成整个 OＧSWCNTs性能发生根本性破

坏.从较小的ID/IG 值还可以看出,SPI物理吸附

在 OＧSWCNTs表面上,仅些许增加了 OＧSWCNTs
表面的C原子混乱度.

图５　OＧSWCNTs和SPIＧOＧSWCNTs的 RL谱图

２􀆰５　SPIＧOＧSWCNTSＧCur的体外释放性能分析

Cur具有良好的抗癌功能,但其水溶性较差,治
疗效果受到限制,一般需要将Cur负载到一定载体

上来达到缓释效果.在pH＝７􀆰４的 PBS中,Cur、

OＧSWCNTsＧCur和SPIＧOＧSWCNTsＧCur的释放曲

线见图６.由图可见,Cur在缓释系统中的释放速

率较快,在释放近１０h内达到释放极限,累计释放率

达到８８􀆰５％.当 Cur被装载到 OＧSWCNTs上时,

Cur的缓释率有所减缓但依然很快,约１５h内达到

８３􀆰２％的释放极限,这可能是由于 OＧSWCNTs对

Cur具有一定的吸附作用,延缓了 Cur的释放,但
OＧSWCNTs中可能残留少量的Cur,所以累积释放

量相对较小.当Cur被负载到SPI修饰的OＧSWCＧ
NTs上时,SPI吸附在 OＧSWCNTs表面上,所以

Cur只能从 OＧSWCNTs两端或者没有被SPI覆盖

的表面释放出来,这就降低了单位时间内 Cur的释

放量,这也增加了释放时间,同时减小了 Cur的释

放率,从而达到缓释效果,所以 SPIＧOＧSWCNTsＧ
Cur纳米复合材料在３０h左右累计释放不再变化,
而是在纳米管中的Cur中残留较多,累积释放量也

会相对减少.

图６　Cur、OＧSWCNTsＧCur和SPIＧOＧSWCNTsＧCur的

缓释曲线图

２􀆰６　SPIＧOＧSWCNTs体外细胞毒性的检测

考察不同时间下,检测 OＧSWCNTs和SPIＧOＧ
SWCNTs对 MC３T３细胞毒性的影响,结果见图７.
由图可知,OＧSWCNTs对 MC３T３细胞有着明显的

细胞抑制作用,并且随着浓度和时间的增加,对

图７　OＧSWCNTs和SPIＧOＧSWCNTs分别在２４h(a)和

４８h(b)下对 MC３T３细胞毒性的检测结果示意图

􀅰２４１􀅰
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MC３T３细胞的毒性逐渐增强.而SPIＧOＧSWCNTs
对 MC３T３细胞无明显的抑制作用,说明 SPIＧOＧ
SWCNTs对细胞产生的毒性较小.

３　结论

当酸化提纯的SWCNTs经SPI修饰后,稳定性

实验和 TEM 分析表明,OＧSWCNTs分散性有较大

提高且稳定性较好.XPS分析表明 SPI修饰 OＧ
SWCNTs是通过物理吸附的方式结合在 OＧSWCＧ
NTs表面,且改变了其表面性质.通过RL分析,当

OＧSWCNTs经过SPI功能化修饰后,其表面原子混

乱度增加,电化学性能有所下降.Cur的体外缓释

实验表明,当 SPIＧOＧSWCNTs作为难溶性药物载

体时,能有效提高药物的缓释效果,提高利用率.通

过 MTT细胞毒性检测实验证明,分散性极差的 OＧ
SWCNTs有较强的细胞毒性,当 OＧSWCNTs经过

SPI功能化改善后,有效地提高了OＧSWCNTs的分

散效果,从而对细胞产生的毒性较小.
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