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不同缓冲体系的牛血清白蛋白插层蒙脱石效果
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摘要 : 　利用离子交换的原理 ,研究等电点两侧的不同 p H值、不同缓冲体系对牛血清白蛋白插层蒙脱石效果

的影响.结果发现 ,p H值对蒙脱石插层影响显著1 在采用低于蛋白质等电点的 p H值且利用乙酸2乙酸钠作
为缓冲体系时 ,蛋白质的插层容易造成蒙脱石层间的剥离.等电点两侧的 p H值不同 ,会造成蛋白质插入量的

显著差异.热重分析表明 ,蛋白质/蒙脱石复合物的热稳定性有一定程度的提高.
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纳米复合材料中一相为有机聚合物 ,另一相为无机相时 ,称为有机2无机纳米复合材料.这种复合材

料不是有机相与无机相的简单混合 ,而是两相在纳米尺寸范围内复合而成的 ,从而产生许多特异的性

能 ,在生物学等领域展现出广阔的应用前景[123 ] .蒙脱石 ( MM T)具有耐化学溶剂、粒径小、晶层可被嵌

入、比表面积大和易于吸附分子等特点[4 ] .通过离子交换反应 ,可改变 MM T晶体表面的化学性质 ,这为

制备蛋白质/蒙脱石混杂复合材料奠定了基础.牛血清白蛋白 (BSA)晶体呈等边三角形 (宽为 14 nm ,高

为 4 nm) ,在溶液中的等电点为 4. 8[5 ]1BSA可与多种阳离子、阴离子及其他小分子物质结合 ,常用作研

究蛋白质复合材料的模式蛋白 ;BSA可以逐步插层[ 5 ]进入蒙脱石 1 研究 BSA 与蒙脱石的相互作用 ,有

助于了解酶与粘土矿物的作用机制[6 ] ,对药物负载、可降解材料等方面的研究也具有重要意义.本文主

要研究不同 p H值下 ,不同缓冲体系对牛血清白蛋白插层蒙脱石效果的影响.

1　实验部分

1 . 1　材料

钠基蒙脱石 (吉林省长春市) ,利用静沉降法提纯蒙脱石原土 ,提纯后加入体积分数为 10 %的

H2 O2 ,煮 2 h以去除有机物 ,过 200目筛备用 ;牛血清白蛋白 (分析纯 ,美国 Sigma有限公司) ,在分析天

平上准确称量少量牛血清白蛋白 ,溶解到 100 mL 蒸馏水中 ,按照 Folin酚方法测定蛋白质标准曲线[7 ] ;

其他药品均为分析纯.

1 . 2　蒙脱石对牛血清白蛋白的吸附

分别配制浓度为 0. 05 mol·L - 1 ,p H 值为 4. 6的乙酸2乙酸钠、磷酸氢二钠2柠檬酸缓冲液 ;p H 值

为 6. 2的磷酸氢二钠2柠檬酸缓冲液、磷酸氢二钠2磷酸二氢钠缓冲液体系.量取 40 mL 缓冲液 ,加入一

定量去有机物蒙脱石 ,然后加入 3倍质量的 BSA ,超声振荡 15 min ,混匀 ,静置 12 h ,离心分离沉淀 ,取

出上清液 ;然后 ,用去离子水对沉淀物洗涤一次 ,合并上清液 ;最后 ,利用 Folin法测定上清液中蛋白质

含量[ 8 ] ,沉淀于 50 ℃烘 48 h ,研磨至粒径小于 0. 074 mm备用.

1 . 3　复合材料的表征

晶体结构表征 :采用 TD23000型 X射线衍射仪 (中国辽宁)扫描 , 钴靶 ,管电压为 30 kV ,管电流为

20 mA ,扫描范围为 2～30 (°) ,扫描速度为 2 (°) ·min - 11 官能团分析 :采用 510P型傅里叶变换红外光
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谱仪 (美国 Nicolet 公司)扫描 , KBr压片1 热失重分析 ( T GA) :采用 T GA/ SD TA/ 851 E型热分析仪 (瑞

士梅特勒2托利多公司) ,升温速率为 10 ℃·min - 1 ,氮气氛围 ,扫描范围为 30～900 ℃.

2　结果与讨论

2. 1　X射线衍射分析

不同 p H值的缓冲液体系 ,BSA插层蒙脱石而得到的复合材料的 X射线衍射 ( XRD)谱图 ,如图 1

所示.在无水状态下 ,测得的钠基蒙脱石 (001)面衍射峰位于 8. 2 (°) ,由Bragg方程 nλ= 2 dsinθ,可推导

出 d (001)约为 12. 5×10 - 10 m.在 p H值为 4. 6时 ,使用磷酸氢二钠2柠檬酸缓冲液 ,层间距为 42. 7×10 - 10

m ;而使用乙酸2乙酸钠缓冲液体系 ,则蒙脱石剥离完全.在 p H 值为 6. 2时 ,使用磷酸氢二钠2柠檬酸缓
冲液 ,层间距为 27. 2×10 - 10 m ;而使用磷酸氢二钠2磷酸二氢钠缓冲液体系层间距为 32. 3×10 - 10 m.

图 1　BSA插层蒙脱石的 XRD谱图

Fig. 1　XRD patterns of BSA2intercalated montmorillonite

通过上面数据可以看出 ,不同缓冲体系对牛血清白蛋白插层蒙脱石有较大影响 1 乙酸2乙酸钠缓冲
液体系作用明显强于磷酸氢二钠2柠檬酸缓冲液 ,磷酸氢二钠2磷酸二氢钠缓冲液与磷酸氢二钠2柠檬酸
缓冲液插层效果差距不大 ,但磷酸氢二钠2磷酸二氢钠缓冲液的效果更明显.乙酸缓冲液作用明显的原

因 ,可能是因为乙酸含的氢原子比例高于柠檬酸 ,增加了氢原子与蒙脱石内部的氧原子形成氢键数目 ,

而且乙酸与柠檬酸相比分子体积小 ,易进入蒙脱石层间1 这些可能都是有助于 BSA/ MM T剥离的一个

重要因素.由此可见 ,不同基团间的化学键合、分子间的作用力 (包括氢键等) 、极性等性质[9 ] ,对 BSA/

MM T间的相互作用影响显著.

不同 p H值的 BSA插层蒙脱石 ,如图 2所示 1 蒙脱石对带电荷的蛋白质或氨基酸的吸附 ,是通过

粘土表面上的负电荷与蛋白质上的正电荷的静电吸引完成的.蛋白质的两性离子所带电荷 ,因溶液的

p H值不同而改变1 等电点是指两性离子净电荷为零时溶液的 p H 值 ,牛血清白蛋白的等电点为 4. 81
当 p H值为 4. 6时 ,牛血清白蛋白带正电荷 ,而蒙脱石带负电荷 ,蒙脱石与 BSA 静电作用强烈 ,大量

BSA嵌入蒙脱石 ,导致蒙脱石层间结合力降低 1 蒙脱石片层由于 BSA 嵌入 ,容易导致层间的剥离.当

p H值为 6. 2时 ,此时的 BSA带负电荷多于正电荷 , 仅依靠少量正电荷基团作用而插入蒙脱石层间 ,蒙

图 2　BSA插层蒙脱石的图解

Fig. 2　Conceptual illust ration of BSA2intercalated montmorillonite
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脱石层间距稳定在 32. 0×10 - 10 m左右.

2. 2　傅里叶变换红外光谱分析

牛血清白蛋白、蒙脱石 ,以及经过不同方式处理的 BSA/ MM T复合材料 ,其傅里叶变换红外光谱

( F T2IR)如图 3所示.图 3中 ,蒙脱石的 3 600～3 650 cm - 1为自由羟基 O - H的伸缩振动 ,是一个尖锐

图 3　BSA插层蒙脱石的红外光谱图

Fig. 3　IR spect ra of BSA2intercalated montmorillonite

吸收峰 ,在蒙脱石中表现非常突出 1 在 p H值为

6. 2的复合材料中表现非常明显 ,但在 p H 值为

4. 6的复合物中则表现不够明显. 3 200～ 3 500

cm - 1为分子间氢键 O - H 伸缩振动 ,复合物中

由于有机物的存在而使峰型漫散.

在 p H 值为 6. 2 的磷酸缓冲液和 p H 值为

4. 6的乙酸缓冲液条件下得到的复合物 ,以及牛

血清白蛋白都具有明显的蛋白质的特征峰 1 即
1 690 cm - 1为酰胺Ⅰ带 ,由于氢键缔合而偏移至

1 640～1 650 cm - 1 ,1 530～1 550 cm - 1为仲酰

胺Ⅱ带特征峰 ,1 260～1 300 cm - 1为酰胺 Ⅲ带

特征伸缩振动峰 ,2 959 cm - 1为烷基的不对称伸缩振动[10 ] . 1 037 cm - 1处的峰为 Si - O H 伸缩振动峰 ,

是蒙脱石的特征峰 ,在复合材料中表现很突出.

综上所述 ,复合物具备蒙脱石和蛋白质的特征峰 ,而且 p H 值的不同复合物 ,其羟基伸缩振动峰差

异明显 ,但分子间氢键 O - H伸缩振动都得到加强.

2. 3　热重分析

BSA和 BSA/ MM T纳米复合材料的热重分析 ( T GA)谱图 ,如图 4 所示 1 复合物与蒙脱石相比都
有较大程度的失重 ,其中 p H值为 4. 6的乙酸缓冲液复合材料的失重比例更大一些.

复合物的导数热重 (D T G)曲线 ,如图 5所示.从图 5可看出 ,出现了两个明显的峰 ,第 1个为水的蒸

发吸热 ,第 2个为蛋白质的分解峰.由第 2个峰的极值点来确定蛋白质的最大分解速率 (dw/ d t) max时的

温度θmax ,BSA的θmax为 326 ℃,而蛋白质/蒙脱石复合物的θmax为 356 ℃(p H = 6. 2)1θmax有了一定程度

的提高 ,可以认为在一定程度上 ,蒙脱石提高了蛋白质的热稳定性.

图 4　BSA插层蒙脱石的 T GA分析图　　　　　　　　图 5　BSA插层蒙脱石的 D T G分析图

Fig. 4　T GA of BSA2intercalated montmorillonite　　　　Fig. 5　D T G of BSA2intercalated montmorillonite

2 . 4　吸附量分析

通过 Folin酚法测定BSA的吸附量 ,利用差减法可以得出 ,p H值为 4. 6时 ,蒙脱石吸附量为 1. 423

g·g - 1 ;p H值为 6. 2时 ,蒙脱石吸附量为 1. 059 g·g - 11 由此可见 ,p H 值对 BSA 插层蒙脱石影响显

著 ,低于蛋白质等电点时 ,蛋白质的附着量远高于等电点的 p H值的吸附量.

3　结论

复合材料的表征充分证明 ,虽然 BSA分子相对分子质量很大 ,但仍可以插层进入蒙脱石中形成了
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BSA/ MM T纳米复合物. 蒙脱石的剥离与 p H 值关系密切 ,低于蛋白质等电点的 p H 值有利于蒙脱石

的剥离 ,高于等电点的 p H值不利于蒙脱石的剥离.在不同 p H值下 ,蛋白质插层量差异显著.

不同的缓冲体系对 BSA插入蒙脱石影响显著 ,乙酸2乙酸钠缓冲液体系有利于剥离的实现 ,而磷酸

氢二钠2柠檬酸缓冲液则不利于剥离的进行.由 D T G分析可知 ,蛋白质插层蒙脱石后 ,复合物热稳定性

有了一定程度的提高.
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Effect of Intercalation of Bovine Serum Albumin into

Montmorillonite in Different Buffer Systems

L Β Ying2hai , ZHOU Shi2xue , L I Gui2jiang ,

WAN G Bin , L Β Dong2qin

(College of Chemical and Environmental Engineering , Shandong University of Science and Technology , Qingdao 266510 , China)

Abstract :　By applying the principle of ion exchange , the effect of intercalation of bovine serum albumin (BSA) into

montmorillonite was investigated under the different p H near isoelect ric point of BSA and impact of different buffer. It

was found that p H value significantly affect s the intercalation of the BSA1 A p H lower than the isoelect ric point together

with the use of acetic acid2sodium acetate buffer system is often helpful to cause the spin2off of montmorillonite. The

weight of BSA inserted exhibit s a notable difference with different p H value and the thermal stability of protein/ montmo2
rillonite complex has been improved to some extent .

Keywords :　montmorillonite ; bovine serum albumin ; intercalation ; p H value ; buffer
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