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水热法调控羟基磷灰石/壳聚糖的制备
及其对蛋白质吸附性能的研究

陈练练　徐　勇　徐浩伦　田永胜　曾丹林　王光辉∗

(武汉科技大学化学与化工学院,湖北省煤转化与新型炭材料重点实验室,武汉４３００８１)

摘　要　在碱性环境下,以壳聚糖乙酸溶液与羟基磷灰石前驱体为基质,通过水热法成功制备出羟基磷灰石/壳

聚糖(HAp/CS)复合材料,采用 X射线衍射、傅里叶变换红外光谱和场发射扫描电镜等检测方法对复合材料进行表

征.考察了壳聚糖掺杂量、吸附时间、PO３－
４ 浓度、pH 对牛血清蛋白(BSA)和溶菌酶(LYS)吸附性能的影响.结果表

明:在吸附时间为２４h时吸附基本保持平衡,pH＝４时对 BSA 吸附效果最好,pH＝１１时对 LYS吸附效果最好,溶液

中PO３－
４ 对吸附有抑制作用,复合材料对 LYS的吸附效果明显优于BSA,吸附过程符合 Langmuir模型.
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PreparationofHAp/CSbyhydroＧthermalmethodand
itsadsorptiononprotein
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(WuhanUniversityofScienceandTechnology,SchoolofChemistryandChemicalEngineering,
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Abstract　InthefoundationofchitosanethanoicacidsolutionandHydroxyapatiteprecursor,hydroxyapatite/

chitosan(HAp/CS)compositematerialwerepreparedsuccessfullyinalkalineenvironment．Italsowascharacterizedby

XRD,FTＧIRandSEM．Theeffectofchitosandopingcontent,adsorptiontime,PO３－
４ concentration,pH valueon

adsorbingBSA andLYS wereinvestigated．Itwasindicatedthatadsorption wasbasicallyinequilibriumin２４h,

adsorptionofBSAwasthebestatpHof４,andadsorptionofLYSwasbestatpHof１１,otherwisePO３－
４ ionswere

opposedtobothBSAandLYS．TheadsorptionimpactofLYShadprioritytoBSA,aswellasadsorptionprocedurewas

inaccordancewithLangmuirisothermaladsorptionmodel．
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　　随着经济的高速发展,人体对本身的健康越来

越来关注.因此对现代药物提出了更高的要求,单
一性能的生化材料已经难以满足,具有复合性能(优
良的生物相容性和理化性质)的杂化材料逐渐成为

现代科研工作者研究的热点之一.羟基磷灰石

(HAp)是一种常见的磷酸盐,并且是人体牙齿和骨

骼的主要组成部分[１],具有无毒[２]、无刺激性[３]和无

生物免疫性[４]等优异的生物活性.壳聚糖(CS)是
一种天然可降解的高分子物质[５].在自然界中的存

量十分丰富,它是纤维素后第二丰富的多糖[６],可被

人体吸收、可生物降解、可再生,具有良好的生物相

容性[７]、良好的成膜性[８]及抗菌性[９].对蛋白质有

吸附作用,但是根据医学上的基本要求,CS一般与

其他物质复合制得各种性能更加优良的复合材

料[１０].HAp/CS复合材料既有 HAp的强度与硬

度,同时又综合了 CS的柔性与韧性,是一种很有

发展前景的复合材料.牛血清白蛋白(BSA)和溶

菌酶(LYS)长期以来作为“蛋白模型”研究[１１Ｇ１２],
许多蛋白质结构和功能构象关系是通过蛋白模型

研究得到.
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Kandori等[１３]用微反应器制备表面积大小不同

的片状 HAp,对BSA和LYZ进行选择性吸附.传

统研究多以单一材料作为研究对象,本实验采用水

热合成法,在不添加任何模板剂的情况下制备出

HAp/CS复合材料,以BSA和LYS为模型蛋白,考
察了 不 同 实 验 条 件 对 模 型 蛋 白 吸 附 的 影 响,为

HAp/CS用作蛋白药物载体提供理论依据.

１　实验部分

１􀆰１　试剂

二水合磷酸氢二钠(Na２HPO４􀅰２H２O)、十二水

合磷酸氢二钠 (Na２HPO４􀅰１２H２O)、四水硝酸钙

[Ca(NO３)２􀅰４H２O]、壳聚糖(CS,生化试剂,分子量

为９７０００,脱乙酰度８０％ ~９５％)、牛血清白蛋白

(BSA)、溶菌酶(LYS)、氢氧化钠(NaOH)、无水乙

醇(C２H６O),均为分析纯,国药集团化学试剂有限

公司.

１􀆰２　实验方法

首先将２􀆰１４５gNa２HPO４􀅰１２H２O 溶于蒸馏水

配成５０mLNa２HPO４ 溶液;并用１mol/LNaOH 溶

液调节上述溶液pH＝１１􀆰５;将２􀆰３６０gCa(NO３)２􀅰

４H２O溶于 １０mL 蒸馏水配制成一定浓度的 Ca
(NO３)２ 溶液;将０􀆰１１２gCS溶于２０mL乙酸溶液

中,并将刚配制好的一定浓度的１０mLCa(NO３)２
溶液与其进行混合;将配制好的混合溶液以一定速

率滴加到 Na２HPO４ 溶液中,边滴加边磁力搅拌,并
添加５mol/LNaOH 溶液使之保持碱性环境,滴加

完得到前驱体;将前驱体装入内衬为聚四氟乙烯的

不锈钢水热釜中,在不同水热温度(８０℃、１００℃、１２０
和１４０℃)中恒温８h,后取出并冷却至室温;用蒸馏

水和乙醇各洗涤３次,每次洗涤后离心５min;洗涤

离心后在１００℃干燥箱中干燥６h后得到样品,所得

样品记做 HAp/CSＧ８０、HAp/CSＧ１００、HAp/CSＧ１２０
和 HAp/CSＧ１４０.

１􀆰３　HAp/CS体外吸附蛋白质的实验

本实 验 配 制 初 始 浓 度 为 １􀆰０mg/mL BSA
(LYS)溶液,利用紫外吸收法考察吸附液中蛋白质

BSA(LYS)浓度变化.配制１􀆰０mg/mLBSA 溶液

５０mL于锥形瓶中,量取５mLBSA初始溶液并用紫

外分光光度计测定其吸光度A０,将样品称重后倒入

锥形瓶中,密封,放在３７℃下的生物摇床中震荡进

行吸附实验.２４h后取出,用紫外分光光度计测量

吸附后的BSA溶液的吸光度A１,根据式(１)计算吸

附量q(mg/g).

q＝
(C０ －C１)×V

W
(１)

　　式中,C０ 为BSA溶液初始浓度,mg/mL;C１ 为

样品吸附后 BSA 溶液浓度,mg/mL;V 为 BSA 溶

液体积,mL;W 为加入样品质量,g.

LYS吸附量同样按式(１)计算,所有参数换成

LYS即可.

２　结果与讨论

２􀆰１　XRD和FTＧIR分析

图１(a)为 HAp/CSＧ８０、HAp/CSＧ１００、HAp/

CSＧ１２０和 HAp/CSＧ１４０的XRD谱图.由图可知,４
种样品的衍射峰位置与标准谱图相同,同样出现了

１０个明显的衍射峰,对应 的 衍 射 晶 面 为 (００２)、
(１１１)、(２１１)、(１１２)、(３００)、(２０２)、(３１０)、(２２２)、
(２１３)和(００４),所得产物为六方晶系结构,谱线中没

有出现其他杂峰,说明 HAp与CS成功复合.通过

对比纯 HAp的XRD谱图,复合材料在２θ为２６°和

３２°处的峰强明显增强,说明水热环境有利于样品中

HAp沿C轴方向的择优生长.分析４种样品不同

波线的相同峰,发现峰型由宽变窄,越来越尖锐,因
此,随着水热反应温度的升高,所制样品的结晶度越

来越高,这更有利于吸附反应.

图１　HAp/CSＧ８０、HAp/CSＧ１００、HAp/CSＧ１２０和

HAp/CSＧ１４０的 XRD(a)和FTＧIR(b)谱图

图 １(b)为 CS、HAp/CSＧ８０、HAp/CSＧ１００、

HAp/CSＧ１２０和 HAp/CSＧ１４０的 FTＧIR 谱图.由

图 可 知,在 ２９２１cm－１、１６３７cm－１、１５９５cm－１ 和

１５４３cm－１处观察到的吸收带分别归属于CS中的亚

甲基(—CH２)、酰胺Ⅰ(C􀪅􀪅O)、氨基(—NH２)和酰

胺Ⅱ(—NH).通常可以通过FTＧIR检测到磷酸根
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离子４种类型的振动模式,碳酸根的两种振动模式.
由图 还 可 见,在 １０９５cm－１、９６３cm－１、６０４cm－１ 和

５８７cm－１处观察到的吸收带对应于 HAp中的磷酸

基,而３５７０cm－１处的吸收带与 HAp中的羟基一

致.１４５３和８７５cm－１处对应于碳酸盐带,证明通过

水热法制备的 HAp/CS复合材料含有碳酸根离子.

３４２４cm－１左右的宽带是水的吸收带,可以得出,除
了 HAp和CS之外,复合材料还含有水分.

２􀆰２　SEM 分析

图２ 为 HAp/CSＧ８０、HAp/CSＧ１００、HAp/CSＧ
１２０和 HAp/CSＧ１４０的SEM 图.由图可知,HAp/

CSＧ８０呈絮状,较蓬松;HAp/CSＧ１００为小颗粒,分
布较开,并有少许片层状;HAp/CSＧ１２０具有明显的

片层状,小颗粒聚集较为密集,其晶体结构更为突

出;HAp/CSＧ１４０具有大范围的片层状结构,并有结

块的趋势,其聚集形式更为密集.因此,随着水热反

应温度的升高,复合材料由蓬松到聚集密集,由小颗

粒到块状,其结晶性随之而增强,这与 XRD分析结

果一致.当水热反应温度高于１４０℃时,CS变性,
因此水热实验温度应小于等于１４０℃.

图２　HAp/CSＧ８０(a)、HAp/CSＧ１００(b)、

HAp/CSＧ１２０(c)和 HAp/CSＧ１４０(d)的SEM 图

２􀆰３　各因素对HAp/CS吸附性能的影响

２􀆰３􀆰１　CS掺杂量

CS掺杂量对 HAp/CS吸附性能的影响见图３.
由图可知,当 CS掺杂量逐渐增多时,复合材料对

BSA、LYS的吸附量先增加后减少,并且在 HAp∶
CS为９∶１时吸附性能达到最强,其中对LYS的吸附

量明显高于BSA,因此后续选取CS掺杂量为９∶１.
一般的有机酸都能离子化成 Ax－ 形式,CS在有机酸

中溶解后,它的自由氨基会被离子化形成 NH３＋[１４].
带负电荷的 Ax－ 会与CS分子链上的 NH３＋ 结合形

成chiot＋ＧAx－ .另一方面,有机酸能鳌合钙离子形

成Ca２＋ＧAx－ 复合离子,本实验采用的是乙酸,x＝
１,与钙离子形成了带正电荷的复合离子Ca２＋ＧAx－ ,
随着CS掺杂量的增加,Ax－ 与Ca２＋ 结合的越多,这
样导致C位吸附位点减少,吸附蛋白质量减少.但

是与纯 HAp相比,HAp/CS(９∶１)复合材料的吸附

性能明显增强,这是因为掺杂 CS后会使 HAp/CS
(９∶１)复合材料形貌复杂,颗粒粒径变小(SEM 图

中可以看出),从而使其比表面积增大,吸附性能

增强.

图３　CS掺杂量对 HAp/CS吸附性能的影响

[(a)BSA;(b)LYS]

２􀆰３􀆰２　吸附时间

吸附时间对 HAp/CS吸附性能的影响见图４.
由图可知,HAp/CS在０~５h内对 BSA/LYS的吸

图４　吸附时间对 HAp/CS吸附性能的影响

[(a)BSA;(b)LYS]
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附迅速,在５~２４h内缓慢增加,之后基本保持不变.
且水热反应温度为１００℃时,HAp/CS的吸附效果

最好,因此后续实验均采用水热反应温度为１００℃.

HAp/CS前期吸附蛋白质速率较快,这是因为前期

既有物理吸附也有化学吸附,而后期吸附速率较慢,
主要是因为单层吸附趋近于饱和,进行双层吸附而

达到吸附动态平衡,这与后面的热力学分析保持

一致.

２􀆰３􀆰３　吸附溶液中PO３－
４ 浓度

吸附溶液中 PO３－
４ 浓度对 HAp/CS吸附性能

的影响见图５.由图可知,随着PO３－
４ 浓度的增加,

HAp/CS对BSA 的吸附量逐渐降低,这是由于在

HAp中存在着 Ca桥,BSA 在吸附液中显负电[１５],
易与 Ca２＋ 结合,当 PO３－

４ 浓度增大时,相比 BSA,

HAp中的Ca桥更易吸附 PO３－
４ ,所以导致吸附性

能降低.另外,当环境溶液中 PO３－
４ 浓度为０时,

HAp/CS对LYS的吸附量较小,而当PO３－
４ 浓度大

于０时,HAp/CS对LYS的吸附量先剧烈增加后逐

渐减小.这是由于在 HAp中存在着Ca桥,LYS在

吸附液中显正电[１６],易与PO３－
４ 结合,当PO３－

４ 浓度

增大时,LYS吸附量会随之增加,当吸附达到饱和

后,HAp中的Ca２＋ 会与LYS竞争PO３－
４ ,形成排斥

LYS现象,导致LYS吸附量逐渐下降.

图５　PO３－
４ 浓度对 HAp/CS吸附性能的影响

[(a)BSA;(b)LYS]

２􀆰３􀆰４　吸附溶液pH
吸附溶液pH 对 HAp/CS吸附性能的影响见

图６.由图可知,随着 pH 升高,HAp/CS对 BSA
的吸附量呈先增加后减小的趋势,在pH＝４时达到

最大.pH 是影响蛋白质吸附的一个重要因素,由
于BSA的等电点在pH＝４􀆰９左右[１７],随着pH 的

增大,特别是大于４􀆰９之后,BSA 具有负电荷,BSA
与复合材料间存在静电排斥,使BSA不易吸附.但

HAp/CS对LYS吸附呈持续增加的趋势,溶菌酶

是一种小分子碱性蛋白,在酸性环境下,化学性质稳

定,即使当pH 在１􀆰２~１１􀆰３之间剧烈变化,其酶结

构仍维持不变,活性也不受影响,其等电点 pH＝
１１􀆰５,而 作 为 碱 性 蛋 白,随 着 pH 的 增 大,其 与

HAp/CS之间的静电作用力越来越小,吸附量快速

增加.而当pH＞１１􀆰５时,LYS结构会遭到破坏,
蛋白 质 发 生 变 性,在 pH＝１１􀆰５ 时,HAp/CS 对

LYS的吸附量达到最大.

图６　吸附溶液pH 对 HAp/CS吸附性能的影响

[(a)BSA;(b)LYS]

综上,当 pH＝４时,HAp/CS对 BSA 吸附最

优,可 达 到 １８５􀆰０３０１mg/g;而 当 pH ＝１１􀆰５ 时,

HAp/CS对LYS吸附最优,可达到４２１􀆰２６５０mg/g.

２􀆰４　动力学模型

通过对不同浓度的蛋白质的吸附量进行测定,
得出一系列的点,对各个点分别进行了两种吸附模

型Langmuir模型和 Freundlich模型的拟合,得到

图７.Langmuir模型和 Freundlich模型的拟合公

式分别为式(２)和式(３).
ce

qe
＝

ce

Qm
＋

１
Kl􀅰Qm

(２)

ln(qe)＝ln(Kf)＋
ln(ce)

n
(３)

　　 式 中,ce 为 BSA(LYS)溶 液 的 平 衡 浓 度,

mg/mL;qe 为平衡时吸附量,mg/g;Qm 为理论最大

吸附量,mg/g;Kl 为解离常数;Kf 为Freundlich常

数;n 为经验常数.
由图可知,Langmuir模型拟合的线性相关系数

R２
BSA＝０􀆰９９８和R２

LYS＝０􀆰９９８,Freundlich模型拟合

􀅰６９１􀅰
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的线性相关系数R２
BSA＝０􀆰９７８２和R２

LYS＝０􀆰９４６６.
比较可知,Langmuir模型的拟合程度更高,说明

HAp/CS对 BSA、LYS 的 吸 附 更 符 合 Langmuir
模型.

图７　Langmuir(a)和Freundlich(b)模型拟合图

３　结语

本实验以CS乙酸溶液与羟基磷灰石前驱体为

基质,通过水热法成功制备出沿着(００２)和(２１１)
衍射晶面方向择优生长的 HAp/CS,并对其进行吸

附BSA和LYS研究,结论如下:
(１)HAp/CS对BSA和LYS的吸附性能与CS

掺杂量、吸附时间、pH 和PO３－
４ 浓度有关.实验结

果表明,在水热反应为１００℃、CS掺杂量为９∶１条件

下制备的样品吸附蛋白性能最佳,当用此样品吸附

BSA,pH＝４,PO３－
４ 浓度为０时吸附效果最好.当

用 此 样 品 吸 附 LYS,pH ＝１１,PO３－
４ 浓 度 为

０􀆰０１mg/mL时吸附效果最好,复合材料对 LYS的

吸附效果明显优于BSA.
(２)研 究 HAp/CS 的 热 力 学 吸 附 模 型.用

Langmuir和Freundlich模型探究BSA吸附机理时

发现,HAp/CS对BSA 和 LYS的等温吸附更符合

Langmuir模型.
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