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羧基功能化超顺磁性纳米粒子

吸附牛血清蛋白的特性

吴志超，陈国，苏鹏飞

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）为目标蛋白，考察时间、ＢＳＡ质量浓度、ｐＨ值、温度等条件对磁性纳米粒子吸

附ＢＳＡ的影响，并对吸附有ＢＳＡ的磁性纳米粒子的解吸附情况进行研究．结果表明：在２５～４５℃内，温度几

乎不影响吸附过程；ｐＨ值为４．０～４．５达最大吸附量，该吸附过程满足准一级动力学方程和Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ等温

吸附模型；Ｎａ２ＨＰＯ４ 对其有较强的脱附作用，但粒子与ＢＳＡ之间不是简单的物理相互作用，而是静电相互作

用，导致其脱附水平依然较低，仅为２０．０６％．
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磁性纳米材料具有较大的比表面积、较好的生物相容性、易分离、具靶向作用、低成本等优点，日益

受到科学界的关注［１?３］．目前，磁性纳米粒子已逐步应用于污水处理、酶、细胞等生物催化剂的固定化、药

物的定向运输、核磁成像等领域［４?９］．裸露的Ｆｅ３Ｏ４ 纳米粒子表面基团较少
［１０］，在固定化酶、细胞等物质

时，只能通过简单的物理吸附，存在吸附量较低、吸附力弱的缺点，不能满足实际应用．对其表面进行修

饰，通过表面基团改善粒子表面的带电荷疏水特性，能更好地满足固定化蛋白及酶等物质的需要［１０?１１］．

表面包裹特殊功能的物质是较常见的磁性纳米粒子修饰方法［８］，许多学者对其进行了深入的研究［１２?１６］．

然而，当前对表面含羧基的超顺磁性纳米粒子吸附牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的特性研究较少．本实验室通过

化学共沉淀法制得Ｆｅ３Ｏ４ 粒子，再将其用油酸包裹、ＫＭｎＯ４ 氧化，制得表面包裹有壬二酸的新型羧基

磁性纳米粒子，粒径为１０ｎｍ左右，在水中具有很好的分散性能，表面分布有较多的羧基功能基团，在

水中电离后表面带负电，可跟生物大分子，如蛋白质表面的带正电氨基发生静电相互作用［１７?１８］，进一步

研究其吸附性能对它的应用显得格外重要．ＢＳＡ作为一种重要的模式蛋白，在科学研究方面起到重要

的作用［１９］．研究羧基磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的性能，对其作为蛋白药物靶向载体、固定化酶载体和固

定化细胞的研究均具有重要的指导意义．本文对实验室最新制得的新型羧基功能化磁性纳米粒子吸附

和解吸附牛血清白蛋白的特性进行研究．

１　实验部分

１．１　材料与仪器

１）实验材料：羧基磁性纳米粒子（实验室自制，粒径为（１０±１）ｎｍ，羧基为（６００±５０）μｍｏｌ·ｇ
－１，

等电点ＰＩ＝４．３）；氯化钠（ＮａＣｌ）、磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）、磷酸氢二钾（Ｋ２ＨＰＯ４）、磷酸（Ｈ３ＰＯ４）、工业

酒精（质量分数为９５％，广东省汕头市西陇化工有限公司）；考马斯亮蓝、牛血清蛋白（分析纯，上海国药

集团化学试剂有限公司）．
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　　２）实验仪器：ＫＱ３２００ＤＢ型数控超声波清洗器（江苏省昆山市超声仪器有限公司）；ＭＯＤＥＬ８２８型

ｐＨ计（美国奥立龙有限公司）；ＷＦＺ２８００?Ｄ３Ｂ型紫外可见分光光度计（北京瑞利分析仪器公司）；８４００Ｓ

型傅里叶红外变换仪（日本岛津仪器公司）；ＤＴＧ?６０Ｈ型热重分析仪（日本岛津仪器公司）．

１．２　实验方法

考察时间、ＢＳＡ初始质量浓度、ｐＨ值、温度对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响．

１．２．１　时间　取１．５ｍＬ磁流体（４０ｍｇ·ｍＬ
－１）加入１．５ｍＬ的ＮａＣｌ溶液（９０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）中，在超

声波清洗仪振荡（４０ｋＨｚ，１２０Ｗ）的条件下，加入３ｍＬＢＳＡ溶液（２ｍｇ·ｍＬ
－１）．在温度为２５℃，转速

为１５０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下进行吸附实验，分别于２，４，８，１６，２４，３２，４０ｈ取样，检测其ＢＳＡ的吸附量．

１．２．２　ＢＳＡ初始质量浓度　取６组１．５ｍＬ磁流体（４０ｍｇ·ｍＬ
－１）加入１．５ｍＬ的 ＮａＣｌ溶液（９０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１）中，在超声波清洗仪振荡（４０ｋＨｚ，１２０Ｗ）的条件下，加入３ｍＬ质量浓度分别为０．５，１．０，

２．０，３．０，４．０，５．０ｍｇ·ｍＬ
－１的ＢＳＡ溶液，在温度为２５℃，转速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下，作用４ｈ，取样

检测其ＢＳＡ的吸附量．

１．２．３　ｐＨ值　配制６组１．５ｍＬ磁流体（４０ｍｇ·ｍＬ
－１），依次加入ｐＨ值分别为３．０，３．６，４．２，４．８，

５．４，６．０的１．５ｍＬ醋酸盐缓冲液（０．２ｍｏｌ·Ｌ－１），超声波清洗仪振荡（４０ｋＨｚ，１２０Ｗ）的条件下各加

入３ｍＬＢＳＡ溶液（４ｍｇ·ｍＬ
－１），在温度为２５℃，转速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下，作用４ｈ，检测其

ＢＳＡ的吸附量．

１．２．４　温度　取１．５ｍＬ磁流体（４０ｍｇ·ｍＬ
－１）和１．５ｍＬ醋酸盐缓冲液（ｐＨ值为４．２，浓度为０．２

ｍｏｌ·Ｌ－１）混合，超声分散后加入３ｍＬＢＳＡ溶液（４ｍｇ·ｍＬ
－１），在温度分别为０，２５，３０，３７，４５℃，转

速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下，作用４ｈ，取１ｍＬ反应液磁分离，检测其ＢＳＡ的吸附量．

１．３　解吸附的方法

取磁流体（４０ｍｇ·ｍＬ
－１）与醋酸盐缓冲液（ｐＨ值为４．２，０．２ｍｏｌ·Ｌ

－１）各５ｍＬ混合，超声分散

后，加入１０ｍＬＢＳＡ溶液（４ｍｇ·ｍＬ
－１），在温度为３７℃，转速为１５０ｒ·ｍｉｎ－１的条件下振荡４ｈ，测上

清液中ＢＳＡ的质量浓度，计算ＢＳＡ的吸附量．向离心管中加入２ｍＬＮａＣｌ溶液（１ｍｏｌ·Ｌ－１），振荡２

ｍｉｎ，静置１０ｍｉｎ后，磁分离，测上清液中ＢＳＡ的质量浓度．分别使用０．２，０．５ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸二氢钠

溶液代替２ｍＬ浓度为１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＣｌ，重复以上实验．

１．４　分析方法

１．４．１　ＢＳＡ质量浓度的测量方法　用去离子水准确配制１ｍｇ·ｍＬ
－１的ＢＳＡ溶液，分别稀释至２０，

４０，６０，８０，１００，１２０μｇ·ｍＬ
－１，各取１ｍＬ不同质量浓度的ＢＳＡ溶液，加入５ｍＬ考马斯亮蓝溶液，漩涡

振荡器振荡２０ｓ，静置５ｍｉｎ后，在波长５９５ｎｍ处，用７２２型可见光分光光度计测其吸光度值，拟合

ＢＳＡ标准曲线．用考马斯亮蓝法检测ＢＳＡ的溶液质量浓度．

１．４．２　粒子的红外分析方法　采用ＫＢｒ压片法对磁性纳米粒子进行红外分析，取一定量干燥的ＫＢｒ

晶体，在玛瑙研钵中研磨成很细的粉末，再加入少量干燥过的样品，继续研磨均匀，然后压片，用Ｓｈｉ

ｍａｄｚｕ８４００Ｓ型傅里叶红外变换仪扫描．

１．４．３　粒子的热重分析方法　分别准确称取１ｍｇ干燥过的，吸附有ＢＳＡ的羧基功能化Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳

米粒子与羧基磁性纳米粒子样品，Ｎ２ 氛围下，以１０℃·ｍｉｎ
－１的加热速度，加热至１０００℃．

２　结果与讨论

２．１　磁性纳米粒子吸附犅犛犃的分析

２．１．１　红外分析　为了验证羧基磁性纳米粒子能与ＢＳＡ之间发生相互作用，分别对ＢＳＡ（ａ）、羧基磁

性纳米粒子（ｂ）、吸附ＢＳＡ的羧基磁性纳米粒子（ｃ）进行红外光谱分析，结果如图１所示．由图１可知：

ｂ，ｃ红外波谱图在５７９ｃｍ－１均有明显的吸收峰，此为Ｆｅ３Ｏ４ 的特征峰．３４８０ｃｍ
－１的强宽峰是－ＯＨ的

伸缩振动峰，１６２４ｃｍ－１是Ｃ＝Ｏ的吸收峰，这些峰在ｂ和ｃ上均出现，表明ｂ，ｃ均有羧基功能化的

Ｆｅ３Ｏ４ 核．在ａ，ｃ中，在１４１２，１１２６，８９３ｃｍ
－１附近固定有相似峰，表明ＢＳＡ已被吸附到羧基磁性纳米

粒子表面．
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２．１．２　热重分析　进一步研究羧基磁性纳米粒子表面吸附ＢＳＡ的情况，分别对羧基磁性纳米粒子

（ａ）、ＢＳＡ?磁性纳米粒子（ｂ）进行热重分析，结果如图２所示．由图２可知：吸附ＢＳＡ之后的磁性纳米粒

子有明显的４个峰．其中：０～２００℃失去质量的峰主要是由粒子表层水和分子内的结合水的失去引起

的；２００～３００℃失去的质量主要是由物理吸附的ＢＳＡ引起的；３００～４９０℃失去的质量是共价结合的

ＢＳＡ的受热分解造成的；５００～７５０℃失去的质量是由内层的壬二酸的分解引起的；８００℃之后粒子质

量略有增加，是由于热重分析使用的Ｎ２ 的纯度不太高，仍含有少量Ｏ２，高温下将Ｆｅ３Ｏ４ 进一步氧化成

Ｆｅ２Ｏ３ 而引起的．

　　　图１　几种物质红外光谱　　　　　　　　　　　　　图２　磁性纳米粒子的ＴＧ曲线

　　　　　Ｆｉｇ．１　ＦＴ?ＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｅｖｅｒａｌ　　　　　　　　　Ｆｉｇ．２　ＴＧｃｕｒｖｅｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｌ?ｆｕｎｃｔｉｏｎｅｄａｎｄ

　　　　　　　　ｋｉｎｄｓｏｆｍａｔｅｒｉａｌｓ　　　　　　　　　　　　　　ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄＢＳＡｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

　　通过比较发现：羧基功能化磁性纳米粒子总计失去的质量为１１．６％，而固定ＢＳＡ的磁性纳米粒子

其壬二酸失去的质量为１２．１％，这与羧基磁性纳米粒子上的壬二酸含量基本吻合．磁性纳米粒子吸附

蛋白的量约为其总质量的１３％，这与下文测定的ＢＳＡ的吸附量基本上相符．

２．２　不同条件对磁性纳米粒子吸附犅犛犃的影响

２．２．１　时间　时间（狋）对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ过程的影响，如图３所示．由图３可知：在前１０ｍｉｎ，

ＢＳＡ吸附量（犙）迅速增加，１０ｍｉｎ后基本达到平衡，之后在４０ｍｇ·ｇ
－１磁性纳米粒子上下波动，表明磁

性纳米粒子吸附ＢＳＡ是个快速的过程．这是因为ＢＳＡ表面分布有大量的Ｌｙｓ，Ａｒｇ，Ｈｉｓ等碱性氨基酸

残基，侧链上的氨基与磁性纳米粒子表面的羧基产生静电相互作用．由于磁性纳米粒子粒径小，表面无

小孔存在，可迅速完成界面吸附．因此，达到吸附平衡时间较短．该吸附过程满足Ｌａｇｅｒｇｒｅｎ一级吸附动

力学方程．经拟合得吸附动力学方程，即犙＝－４１．０４５·ｅｘｐ（－狋／１．４１４）＋４０．８４．式中：犙为吸附容量，

ｍｇ·ｇ
－１；狋为吸附时间，ｓ．

２．２．２　ＢＳＡ初始质量浓度　ＢＳＡ质量浓度（ρ）对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ过程的影响，如图４所示．由

图４可知：随着ＢＳＡ初始质量浓度的增加，吸附量（犙）迅速增加．磁性纳米粒子表面的羧基可视为活性

吸附位点，ＢＳＡ在溶液中的质量浓度和磁性纳米粒子表面的质量浓度差是推动ＢＳＡ纳米粒子表面运

动的动力．在ＢＳＡ初始质量浓度较低时，若溶液与磁性纳米粒子表面的ＢＳＡ质量质量浓度达到平衡，

　　图３　时间对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响　　　　　图４　ＢＳＡ浓度对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响

　Ｆｉｇ．３　Ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　　　　　　　Ｆｉｇ．４　Ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

　　　　　　ｏｆＢＳＡｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｔｉｍｅ　　　　　　　　　　　ｏｆＢＳＡｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙＢＳＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
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无论表面是否还剩余羧基位点，吸附都将停止．随着ＢＳＡ质量浓度的增加，磁性纳米粒子表面羧基位点

都与ＢＳＡ作用，当ＢＳＡ质量浓度达到一定值时，即使继续增大溶液中ＢＳＡ质量浓度，吸附量也不再增

大．该等温吸附过程可由Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ吸附方程描述，即犙＝犽犮１
／狀．式中：犙为吸附容量，ｍｇ·ｇ

－１；犽为常

数，与吸附相互作用、吸附量有关；犮为蛋白质质量浓度，ｍｇ·ｍＬ
－１；１／狀为常数，反应吸附作用的强度．

经拟合可得犙＝３６．８４６犮０．１７８．１／狀的数值一般为０～１，其数值大小表示质量浓度对吸附量影响的强

弱．１／狀越小，吸附性能越好．当１／狀为０．１～０．５时，易于吸附．实验拟合得到的１／狀数值为０．１７８，说明

磁性纳米粒子对ＢＳＡ的吸附能力很强．

２．２．３　ｐＨ值　ｐＨ值是影响磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ过程的一个重要的因素，它不仅在很大程度上决

定了磁性纳米粒子的分散稳定性，也决定了吸附体系中吸附质与吸附剂的表面电荷分布，进而对吸附过

程造成巨大的影响．ｐＨ值对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响，如图５所示．由图５可知：随着ｐＨ值的增

加，ＢＳＡ吸附量（犙）先增大后减小，呈钟形变化，且吸附量变化明显．因为在缓冲液的吸附体系中，磁性

纳米粒子和ＢＳＡ带电情况由ｐＨ值决定．ＢＳＡ的等电点约为４．９，当ｐＨ值低于４．９时，ＢＳＡ带正电．

磁性纳米粒子等电点约为４．３
［１７］，当ｐＨ值高于４．３时，ＢＳＡ带负电．由此可以推断，其吸附量最大时的

ｐＨ值为４．３～４．９．由图５还可知：当ｐＨ值大于４．９时，ＢＳＡ的吸附量迅速减少，这是由于ｐＨ值大于

４．９时，羧基磁性纳米粒子与ＢＳＡ带同种电荷相互排斥；在ｐＨ 值低于４．０时，ＢＳＡ的吸附量迅速减

小，这是由于ｐＨ值低于４．０时，粒子与ＢＳＡ均带正电，且ｐＨ值越小，带电量越大，斥力也越大．

２．２．４　温度　当温度（θ）分别为２５，３０，３７，４５℃时，磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的情况，如图６所示．由图

６可知：温度为２５～４５℃时，其对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响不大．这是由于羧基磁性纳米粒子吸

附ＢＳＡ不是简单的物理吸附，而是通过静电吸附．这种吸附力较大，完全可以忽略分子热运动对吸附过

程的影响．但是，在实际应用中温度可能会对ＢＳＡ的活性造成影响．因此，在吸附的过程中，应尽量选择

较低的温度［２０］．与此同时，此温度为大多数酶类的最佳催化的温度区间，说明本粒子适合作为大多数酶

类的固定化载体．

　　图５　ｐＨ值对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响　　　　　　图６　温度对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响

　　Ｆｉｇ．５　Ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ　　　　　　　Ｆｉｇ．６　Ｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

　　　　　ｏｆＢＳＡｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｐＨｖａｌｕｅ　　　　　　　　　　　　ｏｆＢＳＡｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３　解吸附的研究

在不同解吸液中，ＢＳＡ的磁性纳米粒子解吸１～３次的情况，如表１所示．解析率（η）定义为解析下

表１　不同盐对ＢＳＡ解吸附

Ｔａｂ．１　ＤｅｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆＢＳＡｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｌｔｓ

解吸液 η／％

１次 ２次 ３次

ＮａＣｌ（０．５ｍｏｌ·Ｌ－１） ０．１２ ０．４７ ０．６８

Ｎａ２ＨＰＯ４（０．２ｍｏｌ·Ｌ
－１） ７．７１ １５．１７ １７．６９

Ｎａ２ＨＰＯ４（０．５ｍｏｌ·Ｌ
－１） ８．８５ １５．２８ ２０．０６

来的蛋白占吸附蛋白总量的百分率．由表１可知：

ＮａＣｌ溶 液 对 ＢＳＡ 的 解 吸 附 能 力 比 较 弱，而

Ｎａ２ＨＰＯ４ 对ＢＳＡ 的洗脱效果较明显，这是因为

ＢＳＡ被洗脱下来的主要作用力是洗脱溶液的离子

强度．离子强度会压缩带电颗粒表面的双电层，降

低粒子表面的Ｚｅｔａ电位，从而降低粒子之间的静

电相互作用，使ＢＳＡ和磁性纳米粒子发生分离．而

溶液的离子强度的大小除了跟溶液的浓度有关外，还跟溶质电离后形成的离子的价态有关．相同浓度

下，ＮａＣｌ溶液的离子强度远远小于Ｎａ２ＨＰＯ４ 溶液的离子强度．同时，ＰＯ
３－
４ 为负３价，大于Ｃｌ－的负１
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价．随着解吸附次数的增加，ＢＳＡ的解析量明显增加．但是，随着解吸附次数的增加，其解析量增加的大

小会逐渐降低［１８，２１］．这说明磁性纳米粒子与ＢＳＡ的结合是比较牢固的，不易受外界影响，以后用于酶

固定化的稳定性较为优良，有利于固定化酶的多次回收利用．

２．４　磁性纳米粒子与犅犛犃相互作用

ＢＳＡ与羧基表面功能化的磁性纳米粒子之间主要是静电相互作用．ＢＳＡ由６０７个氨基酸组成，其

中，碱性氨基酸有赖氨酸、精氨酸、组氨酸，等电点较高，在中性条件下带较多正电荷．碱性氨基酸在

ＢＳＡ中的比例为１７％，而酸性较强的谷氨酸与天冬氨酸所占的比例为１６．３％．等电点在ｐＨ值为５～７

附近的其他氨基酸所占比例为６５．７％．同时，羧基超顺磁性纳米粒子的等电点约为４．３．在高于等电点

的ｐＨ值条件下物质带负电，在低于等电点的ｐＨ值条件下，物质带正电．在中性条件下，碱性氨基酸带

净正电荷，磁性纳米粒子带净负电荷，而其他氨基酸基本上也带负电，此时，只有３种碱性氨基酸与粒子

发生静电相互作用，因此，吸附量较小．当ｐＨ值为４．２～４．９时，等电点为５～７附近的氨基酸也可与粒

子发生相互作用，而大部分氨基酸等电点处于此处，因此，吸附量逐步增大．此外，ｐＨ 值的变化导致

ＢＳＡ整体净电荷的变化对ＢＳＡ与磁性纳米粒子的相互接近、ＢＳＡ构象、ＢＳＡ与颗粒结合时的取向，粒

子的比表面积等也会对吸附过程产生影响．

３　结论

１）以ＢＳＡ为目标蛋白，研究了新型羧基磁性纳米粒子对ＢＳＡ的吸附情况，考察时间、ＢＳＡ质量浓

度、ｐＨ值、温度等条件对磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ的影响，并对吸附有ＢＳＡ的磁性纳米粒子的解吸附情

况进行了研究．

２）经红外和热重结果分析，磁性纳米粒子成功地将ＢＳＡ吸附在其表面．磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ

的最佳条件：ＢＳＡ质量浓度为２ｍｇ·ｍＬ
－１；磁流体质量浓度为１０ｍｇ·ｍＬ

－１；温度为２５℃；ｐＨ值为

４．０～４．５；吸附量最高可达１９０ｍｇ·ｇ
－１左右．

３）磁性纳米粒子吸附ＢＳＡ后，可被Ｎａ２ＨＰＯ４ 部分洗脱下来，但不能被ＮａＣｌ洗脱下来，这进一步

说明羧基功能化磁性纳米粒子与ＢＳＡ的相互作用不是简单的物理吸附，而是包含有静电相互作用，这

保证了此粒子固定化酶的稳定性，也保证了日后固定酶重复操作的稳定性，以及定向给药的药物缓释．
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