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摘  要 : 本研究旨在用壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球纯化血红细胞超氧化物歧化酶。采用了接枝共聚法，以

K2S2O8 为引发剂，使壳聚糖 (CTS) 与聚丙烯酸 (PAA) 进行自由接枝共聚合成含有两性基团 (-NH3，-COOH) 的
壳聚糖-聚丙烯酸纳米微球。化学共沉淀法制备 Fe3O4 磁流体，以戊二醛为交联剂，制备壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性

微球。用傅里叶变换红外光谱仪对磁性微球结构进行检测。JEM-4000EX 电镜技术对微球粒径，形貌进行表征。SOD
试剂盒测定各步骤 Cu-ZnSOD 酶活性。结果表明，壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球有较好的粒径分布、磁响应性及

蛋白吸附特性。纯化后酶比活性达 6 727 U/mg，产品得率 21.1%，活性回收 85.7%。壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球

经血液纯化血红细胞 SOD 具有可再生性、易操作性，其纯化效果取决于金属 Cu2+的螯合程度。 
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Abstract:  Nano magnetic microspheres prepared by chitosan and poly acylic acid were applied to purifying superoxide 
dismutase from blood erythrocyte. Chitosan-polyacyilc acid graft copolymer was synthesized by free radical graft 
copolymerization with potassium persulfate as inititator. To prepare Fe3O4 magnetic fluids with chemical coprecipitation, 
chitosan-polyacylic nano magnetic microspheres were prepared with glutaraldehyde as crosslinking agent. Structure of 
nano magnetic microspheres was detected by FT-IR spectrometer. Particle size and morphology were characterized by 
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JEM-4000EX technology. Chitosan-polyacylic nanometer microspheres have good paticle cize distribution, magnetic 
responsiveness and protein adsoption. Activity, product yield and activity recovery of SOD after purification reached     
6 727 U/mg, 21.1%, and 85.7% respectively. Purification of blood superoxide dismutase by chistosan-polyacylic acid 
microspheres has its renewable and feasible nature. 

Keywords:  poly acrlic acid, nano magnetic microspheres, superoxide dismutase, purification 

 

壳聚糖是甲壳素脱乙酰化而制得的一种高分子

氨基多糖，无毒无味，广泛存在于虾、蟹及贝壳中，

是地球上丰富的化合物之一。由于其分子链上具有

丰富的羟基和氨基使其极易发生化学反应而具备多

种功能，因而广泛应用于生物、医学、药学、食品、

化工、环境等领域[1-3]，但天然壳聚糖具有水不溶性，

主侧链难以反应等特点，天然壳聚糖具有水不溶性，

从而限制了其应用，随着人们对壳聚糖作为一种生

物大分子聚合物和医药缓控释材料等方面的应用越

来越感兴趣，对壳聚糖的化学改性也进行了越来越

多的研究。特别着重建立壳聚糖主侧链各种优越官

能团的成熟分子结构以及壳聚糖的接枝共聚，改性

后的壳聚糖作为吸附剂的研究已见大量报道，如

Chang等[4]制备了用于去除 Cu2+的壳聚糖结合 Fe3O4

磁性纳米微粒，Sararikova[5]通过改性壳聚糖粒子一

步操作部分纯化了马铃薯块茎中的凝集素。 
壳聚糖纳米微球用于酶固定化是指物理吸附或

者化学方法将酶固定到特定的载体上，以提高酶操

作稳定性和反复利用酶的技术。常用的固定化方法

很多：如吸附法、包埋法、共价结合法等，用于固

定化酶的高分子载体有活性炭、多糖及多聚酰胺  
等[6]，磁性高分子微球是指内部含有磁性的金属或

其氧化物 (如铁、钴、镍) 的超细粉末，与非磁性材
料相比，磁性高分子微球作为固定化酶的载体研究

具有以下优点：有利于酶从反应体系中分离回收，

操作简单，对于双酶反应体系，当一种酶失活较快

时，可以用磁性材料来固定另一种酶，回收和反复

使用，降低生产成本。其次，将固定化酶放入磁场

稳定的流动床反应器中，可以减少持续反应体系中

的操作，适合大规模化操作。另外可利用外部磁场

控制固定化酶的运动方式和方向，替代传统的搅拌

方式，提高了固定化酶催化效率[7]。本文以聚丙烯

酸和壳聚糖为原料，制备磁性壳聚糖-聚丙烯酸微
球，并首次将磁分离技术应用于血液 SOD的纯化，
达到了很好的纯化效果。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
聚丙烯酸 (上海阿拉丁试剂总厂，分子量5 000)，

聚丙烯酸钠 (PAAS) (北京顺义希涛化学试剂厂，固
含量 3.45%)，壳聚糖 (脱乙酰度>90%)，低分子量
Maker (华美生物技术公司)，SOD 测总活性试剂盒 
(南京建成生物)，JEM-4000EX透射电子显微镜，紫
外分光光度仪器 (日本岛津公司)，FTS-3000红外光
谱仪 (美国戴尔公司)，FD-IC-50 冷冻干燥机 (北京
博益康仪器公司)，其他试剂均为分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  Fe3O4磁流体的制备 

采用化学共沉淀法制备 Fe3O4磁流体
[8]。 

1.2.2  聚丙烯酸-壳聚糖的接枝共聚 
准确称取 0.2 g的壳聚糖粉，以 100 mL的 1%

醋酸溶解，磁力搅拌 30 min，使之与 20 mL 20%的
聚丙烯酸溶液，4 mL的 0.1 g/L的过硫酸钾溶液在
烧杯中混合均匀，70 ℃条件回流反应 45 min去除未
反应完全的聚丙烯酸，冷冻干燥得壳聚糖-聚丙烯酸
微球。 
1.2.3  磁性纳米微球的制备及对 Cu2+的螯合 

称取一定量壳聚糖-聚丙烯酸纳米微球粉末，配
置成 5%的壳聚糖乙酸溶液，加入一定量的冷冻干燥
后的 Fe3O4纳米粒子，超声分散 15 min，缓慢加入
由液体石蜡、Span-80、吐温-60、正丁醇等组成的油
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相液体中，混合均匀，加入一定量的 25%的戊二醛
为交联剂， 交联一定时间，7 000 r/min离心 15 min，
分别用蒸馏水和丙酮多次洗涤，冷冻干燥即得壳聚

糖-聚丙烯酸纳米磁性微球，准确称取 0.2 g 的壳聚
糖-聚丙烯酸磁性微球 4等份，分别置于 100 mL的
锥形瓶中，配制 0.01 mol/L Cu2+离子溶液，按文献[9]
方法螯合 Cu2+，并绘制 Cu2+吸附动力学曲线。 
1.2.4  血液 SOD的初步分离 

新鲜血液 4 000 r/min离心 45 min，取 100 mL
血球，等体积 0.6% Tritonx-100蒸馏水溶血，再加溶
血体积 20%聚丙烯酸钠溶液，水浴加热到 70 ℃时加
10%溶血体积的氯化铜 (浓度 10%) 作为激活剂，恒
温 10 min，细纱过滤，收集得到浅绿色粗酶液，加
上述酶液体积 2倍滤液体积预冷–4 ℃丙酮，离心收
集沉淀，用 pH为 7.6的磷酸盐缓冲液溶解沉淀，将
上述酶液装入超滤杯中，以分子量为 10 000 Da的超
滤膜截留，收集膜上酶液即为粗酶液。 
1.2.5  蛋白含量和活性测定 

按考马斯亮蓝法测蛋白含量，线性回归方程为：

y = 0.092 5x–0.012，R2 = 0.997 3，SOD活性测定按
南京建成生物试剂盒说明进行。 

2  结果与分析 

2.1  纳米亲和微球的磁响应性检测 
准确称取 0.4 g 纳米磁性微球 2 等份，置于   

100 mL烧杯中，制备成混悬液，一份加强磁场，一
份在自然重力场中，于 480 nm处测定上清液中的透
光率，结果显示：在外加磁场作用下，聚丙烯酸-壳
聚糖纳米磁性微球在 5 min 时，上清液透光率达
81.2%，经过 10 min后上清液透光率由 30.5%上升到
94.1%，在自然重力场中，45 min内其透光率从29.1%
上升到 56%，说明聚丙烯酸-壳聚糖纳米磁性微球有
较好的磁响应性和悬浮稳定性。 

2.2  壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球红外光谱

分析 
图 1 是壳聚糖、聚丙烯酸接枝共聚后产物的红

外光谱图，与标准红外图谱库中的壳聚糖、聚丙烯

酸谱图对照得知：接枝共聚后谱图出现了几个新特

征峰：3 400–3 500 cm处为 O-H 伸缩振动与 N-H伸
缩振动重叠而成的多重吸收峰，630 cm处为典型的
是 Fe-O键特征峰，在 1 100 cm附近出现了 C-O和
C=O键的特征吸收峰，1 524 cm附近是由-CONH-  

 

 
 
图 1  壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球红外图谱 
Fig. 1  Infrared spectrogram of chitosan-poly nano magnetic microspheres acylic acid. 
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的 N-H面内弯曲振动和 C-N键伸缩振动引起，同时
1 644 cm附近可能是由NH2的N-N面内弯曲振动引
起的，和纯壳聚糖相比，峰位置移向了较高的波数，

另 1 100 cm处出现的特征吸收峰，是-CH=CH和C-H
的面外摇摆振动峰或者 C-O 和 C=O 键的特征吸收
峰，或者二者的重叠峰，说明其分子结构中存在 C=C
双键。表明戊二醛与壳聚糖接枝共聚后的进行了交

联，生成了目标物。 

2.3  壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球的电镜形

态观察 
图 2 是 Fe3O4纳米粒子在 EM-4000EX 下放大

100万倍的电镜图，图 3是磁性壳聚糖纳米微球放大
50 万倍的电镜图，Fe3O4 纳米粒子被完整的包裹在

壳聚糖中，经计算其粒径大小在 150 nm左右。 

2.4  磁性纳米磁性微球对 Cu2+的螯合作用 
纳米磁性微球螯合 Cu2+后对血液 SOD 可以起

到很好的吸附作用，这与 Cu-ZnSOD 的结构有很大
关系[10]，见图 4。 

2.5  壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球对 SOD
的特异性吸附作用 

准确称取 6等份的螯合 Cu2+的纳米磁性微球溶 
 

 
 
图 2  Fe3O4纳米微球电镜图 (×100 万倍) 
Fig. 2  Electron microscopy figure of Fe3O4 nano particles. 
 

 
 
图 3  壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球 (×50 万倍) 
Fig. 3  Electron microscopy figure of chitosan-poly acylic 
acid microspheres. 

 
 
图 4  纳米磁性微球对金属铜离子的吸附作用 
Fig. 4  Adsorption of metal copper ions of nano magnetic 
microspheres. 
 
解于适量的 0.05 mol/L Tris-HCl缓冲液 pH 7.6中，
分别加入已知酶活性的 SOD 粗酶液 2、4、6、8、
10、12 mL，以缓冲液补充至相同体积，室温搅拌吸
附 30 min，磁分离收集并测定上清液中的酶活力，
总活力减去上清液酶活即为磁性微球对 SOD 的吸
附活性量，由图 5 可以看出，螯合 Cu2+的磁性微球

对血液 SOD的最大活性吸附量为 6 727 U/mg。 

2.6  纳米磁性微球纯化血液 SOD 各步结果 
以丙酮沉淀后的粗品为活性对照，由表 1各步 

 

 
 
图 5  壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球对 SOD 的特异性吸

附作用 
Fig. 5  Specific adsorption of chitosan-poly acylic acid nano 
magnetic microspheres on SOD. 
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表 1  磁性纳米微球纯化 SOD 结果表 
Table 1  Results table of SOD purified by nano magnetic 
mocrospheres 

Purification 
steps 

Total 
activity 
(U/mL) 

Protein 
content 

(mg/mL) 

Activity 
(U/mg) 

Recovery
Rate (%)

Product 
yield
(%) 

Actetone 
precipitation 4 469 2.70 1 655 100.0 100.0

Ultrafiltration 4 190 1.52 2 738 76.3 56.2
Magnetic 
purification 3 834 0.57 6 727 85.7 21.1

 
可以看出，制备的壳聚糖-聚丙烯酸纳米磁性微球纯
化血液超氧化物歧化酶得到了较高的酶活性，达   
6 727 U/mg，活性回收达 85.7%，产品得率达 21.1%。 

3  讨论 

近年来，结合功能性磁性吸附离子技术的应用

得到广泛关注，磁分离技术具有快速、温和、规模

化、制动化等特点，已在许多领域都得到可靠的证

实[11-12]，如分子诊断、肿瘤和细胞筛选[13-14]，环境

领域等[15]。实验将磁分离技术应用于血液 Cu-ZnSOD
的吸附纯化，取得了很好的效果，另值得注意的是

用壳聚糖包裹的磁流体即使没有偶联配基，也对模

拟药物 (如蛋白质) 有一定的固载和吸附作用，这是
因为微球中存在的醛基和蛋白药物中的氨基相互作

用的结果。 
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