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摘要!以胰蛋白酶和
"

A糜蛋白酶为肠道内消化酶"在不同质量浓度蛋白酶存在的条件下"探究了不同粒径二氧化硅纳米粒

蛋白冠的形成情况及其对蛋白酶活性和构象的影响$ 通过对酶吸附量#纳米粒粒径及
(

电位的检测和形貌的表征"得出二氧化

硅纳米粒蛋白冠的形成与粒径大小#蛋白酶质量浓度有关"大尺寸纳米粒在高蛋白质量浓度下可吸附更多蛋白质"在蛋白酶质

量浓度为 )>? 2HC2_时"* ))) /2二氧化硅纳米粒吸附胰蛋白酶和
"

A糜蛋白酶的量分别为 ((>!( 2HC2

( 及 *)>B* 2HC2

(

$ 同

时蛋白冠的形成会导致 ( 种蛋白酶构象发生变化"抑制蛋白酶活性$

关键词!蛋白冠%胰蛋白酶%

"

A糜蛋白酶%二氧化硅纳米粒
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<<近年来"纳米材料广泛应用于化学#生物#医疗

及药物制剂等领域** A!+

"具有尺寸小"比表面积大等

优点"可进入细胞及细胞器等人体的各个角落"为纳

米药物提供了巨大的发展空间"但同时也存在着一

系列的生理毒性等问题*# AB+

$ 纳米颗粒进入生命体

系后"很容易与生理环境中的各种蛋白分子发生相

互作用"形成纳米颗粒A蛋白冠&/5/,%5&:346.A%&,:.3/

4,&,/5'

*" A*)+

$ 有研究表明"纳米药物进入血液后"

表面会迅速被血浆中蛋白覆盖形成蛋白冠"影响血

浆中蛋白的性质及纳米药物的功能***+

"如血清中免

疫蛋白V吸附在纳米颗粒上会导致纳米粒在血液

循环中被迅速清除"一些功能性蛋白也会由于纳米

颗粒的存在致使其抗原决定簇被掩盖或功能紊乱而

产生潜在毒性**( A*#+

$ 目前"有关纳米粒进入肠道的

吸收过程是否会吸附肠道内的多种消化酶并对肠道

功能产生影响"纳米粒口服的安全性能否得到保障

等方面的研究较少$ 笔者选取 ( 种肠道内的主要消

化酶"对不同粒径的二氧化硅纳米粒在消化酶存在

的环境下产生蛋白冠的情况进行模拟"并探究蛋白

冠的形成对消化酶生物学特性的影响$

AB实验

A$AB材料

胰蛋白酶#

"

A糜蛋白酶取自牛胰腺"购于 U3H25

$6-&341%2A苯甲酰A!A酪氨酸乙酯&JMII'#^

"

A对

甲苯磺酰基A!A精氨酸甲酯盐酸盐&M$+I'"质量分

数为 Z[a"购于上海阿拉丁公司%正硅酸乙酯#氨

水#无水乙醇#磷酸二氢钠#磷酸氢二钠"分析纯"购

于天津市江天化工技术有限公司$

A$#B方法

*>(>*<不同粒径二氧化硅纳米粒的制备及表征

根据 U:qQ.&等**?+所述方法制备 U3]

(

纳米粒"

以正硅酸乙酯为原料"通过水解A缩合反应形成单

分散球形 U3]

(

纳米粒"通过动态光散射测定样品水

.*".
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合粒径及
(

电位"并用冷场发射扫描电子显微镜 UA

#[))&UI+'对其形貌进行表征$

*>(>(<二氧化硅纳米粒在蛋白酶溶液中的吸附

将制备的 ! 种 U3]

(

纳米粒分别在 ? 2_

)>)? 2,6C_"%PB>[ 的含有蛋白酶的磷酸盐缓冲液

&=JU'中悬浮"其中含有胰蛋白酶或
"

A糜蛋白酶

&

"

A0M'的最终质量浓度分别为 )>?#)>(#)>)? 2HC2_"

U3]

(

纳米粒的最终质量浓度为 ( 2HC2_$ 空白对照

为含胰蛋白酶或
"

A糜蛋白酶的质量浓度分别为

)>?#)>(#)>)? 2HC2_的 =JU 溶液$ 将悬浮液置于

摇床中模拟肠道内环境"在 !"o"[) &C23/ 条件下

孵育 # 1达到平衡状态$

*>(>!<二氧化硅纳米粒蛋白吸附量的测定

将 *>(>( 中孵育后的 U3]

(

A蛋白酶悬浮液及空

白对照品在 *! ))) &C23/ 条件下离心 *) 23/"将上

清液用J0$试剂盒检测蛋白酶质量浓度"吸附在

U3]

(

纳米粒上的蛋白酶质量浓度即为!+空白 A+上清$

*>(>#<蛋白冠二氧化硅纳米粒动态光散射及
(

电

位测定

动态光散射&T_U'提供颗粒的流体动力学粒径

分布"纳米颗粒与蛋白质结合后"可改变纳米粒表面

电荷"纳米颗粒粒径及
(

电位的变化反映蛋白吸附

情况$ 将 *>(>( 中孵育后的 U3]

(

A蛋白酶悬浮液在

*! ))) &C23/条件下离心 *) 23/"沉淀重新分散在

=JU中"洗涤"再次离心"反复 ! 次将溶液中的蛋白

酶清除"所得蛋白冠 U3]

(

纳米粒重新分散在 =JU

中"用马尔文粒度仪&h.:593S.&/5/,hU'测定其水合

粒径及
(

电位$

*>(>?<蛋白冠二氧化硅纳米粒 UI+形貌表征

将在 (种 )>? 2HC2_蛋白酶溶液中孵育的 U3]

(

纳米粒经 *>(># 中所述的方法洗涤后重新分散在超

纯水中"用扫描电子显微镜&UI+'进行观察"并与未

在蛋白酶环境中孵育的纳米粒进行形貌对比$

*>(>B<蛋白冠二氧化硅纳米粒酶活的测定

利用P822.6

**B+所述方法检测 *>(>( 中所得的

! 种质量浓度酶孵育后的 ( 种 U3]

(

A蛋白酶悬浮液

的酶活性"并与相同质量浓度的胰蛋白酶#

"

A糜蛋

白酶溶液的酶活性进行对比"考察蛋白冠的形成对

酶活性的影响$

*>(>"<蛋白冠构象检测

将 (种 )>? 2HC2_蛋白酶溶液中孵育的 U3]

(

纳

米粒经 *>(>#中所述的方法洗涤处理后进行稳态荧

光及圆二色谱测试"空白对照为)>* 2HC2_胰蛋白酶

及
"

A糜蛋白酶溶液$ 荧光检测条件为!胰蛋白酶

)

.X

n(Z? /2"

"

A糜蛋白酶
)

.X

n([) /2"发射光谱扫

描范围为 !)) ?̀)) /2$ 圆二色谱检测条件为!^

(

条

件下"狭缝宽度为 * /2"检测波长为 *Z) (̀B) /2$

#B结果与讨论

#$AB二氧化硅纳米粒形貌分析

调节制备工艺中正硅酸乙酯#氨水#水及乙醇的

比例"制备的不同粒径的二氧化硅的粒径及
(

电位如

表 *所示$ 由表 * 可以看出"所得 U3]

(

纳米粒水合

粒径较均一"

(

电位负电性较大"分散在水中比较稳

定"表面光滑"圆整度很好"其 UI+形貌如图 *所示$

表 ABN8'

#

纳米粒粒径及
#

电位

样品 粒径C/2

(

电位C2b

* *))>( �!>( A!B># �*>Z

( #)(>? �#>! A?[>B �)>Z

! *))(>B �(>[ AB)>" �(>*

&5'*)) /2 &Q'#)) /2

&4'* ))) /2

图 *<U3]

(

纳米粒 UI+形貌图

#$#B二氧化硅纳米粒蛋白吸附量

实验结果表明"U3]

(

纳米粒在有蛋白酶存在的

环境中会对 ( 种蛋白酶产生吸附形成蛋白冠"以单

位面积吸附蛋白酶量计算的吸附结果如表 (#表 !

所示$ 在 ( 种蛋白酶分别存在的情况下"随着蛋白

酶质量浓度及粒径的增加"吸附在 U3]

(

纳米粒上的

量逐渐增加"在蛋白酶质量浓度为 )>? 2HC2_时"

* ))) /2二氧化硅纳米粒可吸附胰蛋白酶和
"

A糜

蛋白酶的量分别为((>!( 2HC2

( 及*)>B* 2HC2

(

$ 纳

米粒的表面曲率对蛋白质的构型改变有重要的影响"

纳米颗粒尺寸不同"蛋白质的表面覆盖明显不同"由

于大尺寸纳米粒的表面可近似看作平面"可覆盖较多

的蛋白质"而尺寸小的纳米颗粒会抑制蛋白的吸附"

尤其是尺寸较大或者构型不容易改变的蛋白**"+

$

.(".
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表 #B不同粒径N8'

#

纳米粒对胰蛋白酶的吸附量

粒径C/2

胰蛋白酶吸附量C&2H.2

A(

'

)>? )>( )>)?

*)) !>B! )>ZZ )>?Z

#)) **>)Z (>Z[ )>"[

*))) ((>!( !>(* )>Z*

表 CB不同粒径N8'

#

纳米粒对
!

O糜蛋白酶的吸附量

粒径C/2

"

A糜蛋白酶吸附量C&2H.2

A(

'

)>? )>( )>)?

*)) *>(Z )>## )>!"

#)) #>(? *>*[ )>["

*))) *)>B( ?>Z[ (>(!

#$CB二氧化硅纳米粒粒径及
#

电位的改变

U3]

(

纳米粒吸附蛋白酶后粒径变化情况如表 #

所示$

表 EBN8'

#

纳米粒吸附蛋白酶后粒径变化

蛋白酶

质量浓度C

&2H.2_

A*

'

胰蛋白酶

吸附粒径C/2

"

A糜蛋白酶

吸附粒径C/2

* ( ! * ( !

) *))>( #)(>? *))(>B *))>( #)(>? *))(>B

)>)? *ZZ>Z #ZZ>* *Z*Z>) *?(>( ?"[>? (!(#>)

)>() ((*>? ?*(>* ()*!>) *?Z>B B*Z>Z (#[?>)

)>?) ((?>( ?*[>B (("?>) *B"># B?!>" !(#?>)

由表 # 可知"吸附胰蛋白酶后"原 *)) /2U3]

(

纳米粒粒径增加 Z) *̀() /2%#)) /2U3]

(

纳米粒粒

径增加 *)) *̀() /2%* ))) /2U3]

(

纳米粒粒径增

加 Z)) *̀ ()) /2$ 吸附
"

A糜蛋白酶后"粒径增加

量分别为 ?) "̀)#[) *̀B)#* ()) (̀ ()) /2$

疏水性 U3]

(

纳米粒表面带负电"对于 ( 种带正

电的蛋白酶有静电作用"因此"通过表面电位的改变

可以间接反映出纳米粒吸附蛋白情况"如表 ? 所示$

由表 ? 可以看出"( 种蛋白酶环境中存在的 U3]

(

纳

米粒表面
(

电位均有明显增加"可证明 U3]

(

纳米粒

表面蛋白冠的形成$

表 %BN8'

#

纳米粒吸附蛋白酶后
#

电位变化

蛋白酶

质量浓度C

&2H.2_

A*

'

胰蛋白酶

吸附粒径C/2

"

A糜蛋白酶

吸附粒径C/2

* ( ! * ( !

) A!B># A?[>B AB)>" A!B># A?[>B AB)>"

)>)? A!#>* A#">" A#[>* A([>( A!*># A!)>?

)>() A!)>Z A#*>" A#*># A(">" A(Z>? A(Z>(

)>?) A!)>) A![>? A#)>) A(">( A([>Z A(B>!

#$EB蛋白冠二氧化硅纳米粒NF"形貌分析

蛋白冠 U3]

(

纳米粒 UI+形貌如图 ( 所示"由

图 ( 中可以看出"原 U3]

(

纳米粒表面光滑"分散性

较好"吸附蛋白冠以后的纳米粒表面被蛋白酶覆盖"

有相互粘连的现象出现$

&5'*)) /2U3]

(

纳米粒 &Q'*)) /2胰蛋白酶AU3]

(

纳米粒

&4'*)) /2

"

A糜蛋白酶AU3]

(

纳米粒

&-'#)) /2U3]

(

纳米粒

&.'#)) /2胰蛋白酶AU3]

(

纳米粒

&F'#)) /2

"

A糜蛋白酶AU3]

(

纳米粒

&H'* ))) /2U3]

(

纳米粒 &1'* ))) /2胰蛋白酶AU3]

(

纳米粒

&3'* ))) /2

"

A糜蛋白酶AU3]

(

纳米粒

图 (<U3]

(

纳米粒吸附蛋白酶前后 UI+图

#$%B二氧化硅纳米粒蛋白冠活性及构象分析

以等质量浓度的蛋白酶分解相应底物的活性为

.!".
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*))a"计算溶液中含有 U3]

(

纳米粒时各体系酶的

相对活性"结果如表 B 所示$ 由表 B 可以看出"各粒

径 U3]

(

纳米粒存在时"蛋白酶活性均受到抑制"

* ))) /2U3]

(

纳米粒存在时"( 种蛋白酶活性降低

较大"而酶质量浓度越低吸附在纳米粒上的相对量

越大"酶活性受到的抑制程度越大$

表 GB蛋白酶吸附在N8'

#

纳米粒表面后酶活变化

粒径C

/2

胰蛋白酶相对活性Ca

"

A糜蛋白酶相对活性Ca

)>?) )>() )>)? )>?) )>() )>)?

*)) [B>ZB "?>)* #[>Z* Z#>Z( [B>BZ [)>[#

#)) B">"* ??>*( !B>#B "B>[[ B)>(B (#>!?

*))) BB>B" !Z>*! ([>?! #)>*! !?>#Z ()>(Z

通过 ( 种蛋白酶内部色氨酸&M&%'的内源荧光

检测纳米颗粒作用后蛋白质微环境的改变"如图 !

所示$ 由图 ! 中可看出"胰蛋白酶形成蛋白冠以后"

最大发射波长发生红移"胰蛋白酶分子的微环境疏

水性降低"极性增加"亲水性增大$

"

A糜蛋白酶形

成蛋白冠以后"最大发射波长发生蓝移"并且随着粒

径的减小"荧光发射峰强度显著下降并发生淬灭"

U3]

(

纳米粒与胰蛋白酶发生相互作用"微环境疏水

性增加$

&5'胰蛋白酶 &Q'

"

A糜蛋白酶

*/)>* 2HC2_蛋白酶%(/* ))) /2蛋白酶AU3]

(

纳米粒%

!/#)) /2蛋白酶AU3]

(

纳米粒%

#/*)) /2蛋白酶AU3]

(

纳米粒

图 !<不同粒径 U3]

(

纳米粒蛋白冠的荧光光谱

&5'胰蛋白酶 &Q'

"

A糜蛋白酶

*/)>* 2HC2_蛋白酶%(/* ))) /2蛋白酶AU3]

(

纳米粒%

!/#)) /2蛋白酶AU3]

(

纳米粒%

#/*)) /2蛋白酶AU3]

(

纳米粒

图 #<不同粒径 U3]

(

纳米粒蛋白冠的圆二色谱

( 种蛋白酶在不同粒径 U3]

(

纳米粒表面形成蛋

白冠的圆二色谱图如图 # 所示$ 由图 # 可以看出"

形成蛋白冠以后"胰蛋白酶 ()( /2处负峰为
"

A螺

旋"峰值显著减弱"

"

A糜蛋白酶的
"

A螺旋同样数量

减少"峰形接近于无规则卷曲形式"蛋白酶分子结构

松散"氢键结构被破坏"酶结构发生破坏"这是由于

胰蛋白酶活性受到抑制$

CB结论

二氧化硅纳米粒接触胰蛋白酶和
"

A糜蛋白酶

溶液时会对蛋白酶产生吸附作用形成蛋白冠"吸附

蛋白的量与纳米粒粒径及蛋白酶质量浓度有关$ 纳

米粒粒径越大"蛋白质量浓度越高"吸附蛋白质形成

蛋白冠的质量越大"在蛋白酶质量浓度为 )>? 2HC2_

时"* ))) /2U3]

(

纳米粒可吸附胰蛋白酶和
"

A糜蛋

白酶的量分别为 ((>!( 2HC2

( 及 *)>B* 2HC2

(

$ 同

时蛋白冠的形成对蛋白酶活性产生抑制"( 种蛋白

酶二级结构发生变化$
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AB实验部分

A$AB试剂与仪器

天然鳞片石墨原料来自内蒙古兴和"系选矿和

提纯后的产品"粒度 m)>!) 22& m?) 目'"固定碳

质量分数为 Z[>[Ba$ 所用试剂 j+/]

#

&质量分数

%

ZZ>?a'#P̂ ]

!

&质量分数为 B?a B̀[a'#高氯

酸&质量分数为 ")a "̀(a'#P

(

]

(

&质量分数为

!)a'"均为分析纯$ 用$J()#AU 电子天平称样"精

度为 )>))* H"插层时使用PPA# 电热恒温水浴锅控

温%固液分离用_TA? 盘式真空过滤机抽滤"用 *)*A

!$J电热鼓风干燥箱烘样"用 UGY@型箱式电阻炉

加热测定膨胀容积$ 石墨原料多元素分析结果如表

* 所示"@射线衍射分析图谱如图 * 所示$

表 AB石墨原料化学多元素分析结果
a

元素 U3]

(

$6

(

]

!

W.

(

]

!

5̂

(

]

+H]

j

(

]

质量分数 )>)B) )>))[ )>)*( )>))# )>))B )>))(

元素 05]

M3]

(

06 烧失量 固定碳

质量分数 )>))( )>))! )>))? ZZ>[Z Z[>[B

图 *<石墨原料@GT分析图谱

由表 * 可知"石墨原料固定碳的质量分数为

Z[>[Ba"属高碳石墨"杂质主要为硅#铝#铁%而钠#

镁#钾#钙等质量分数较少$ 由@GT图谱可知"原料

中主要矿物为石墨 &V&5%13:.'"杂质有黑云母

&J3,:3:.'#黄铁矿&=;&3:.'$

A$#B无硫可膨胀石墨制备原理

以高锰酸钾#硝酸和高氯酸作为制备可膨胀石

墨的氧化剂以及插层剂"避免了含硫成分"可制得无

硫可膨胀石墨$ 高锰酸钾可破坏石墨层间的范德华

力"打开石墨层边缘"降低插层反应的活化能$ 硝酸

分解的 ]̂

(

和硝酸中 ]̂

A

!

阴离子的大
-

键
-

#

!

都

能够传递电子"促进氧化反应**"+

$ 理论上硝酸可轻

易氧化石墨并进入石墨层间"但以硝酸作为氧化插

层剂制备的可膨胀石墨插层不均匀$ 若只采用高锰

酸钾则会大大增加可膨胀石墨的灰分"而加入硝酸

可降低灰分$ 高氯酸为主插层剂"在高锰酸钾和硝

酸辅助下插入石墨层间"形成石墨层间化合物$ 用

高锰酸钾#硝酸和高氯酸制备可膨胀石墨的化学反

应为!

V&5m+/]

A

#

m#P

'$$

m

V&5

!m

m+/]

(

m(P

(

] &*'

(V&5m(P̂ ]

!

m*]

'$$

+ (*V&5. ]̂

!

+ mP

(

] &('

(V&5m(P06]

'$$

#

(V&5

m

m(06]

A

#

mP

(

] &!'

其中"V&5代表石墨$

由式&*'可知"高锰酸钾氧化石墨过程中生成

难溶于水的+/]

(

"水洗过程中滴加少量过氧化氢不

仅可以溶解+/]

(

"而且消耗剩余的高锰酸钾"使反

应液脱色"减少水洗耗用量$ 过氧化氢与 +/]

(

和

高锰酸钾的反应式为!

+/]

(

mP

(

]

(

m(P

'$$

m

+/

(m

m]

(

&H' m(P

(

] &#'

(+/]

A

#

m?P

(

]

(

mBP

'$$

m

(+/

(m

m?]

(

&H' m[P

(

]&?'

A$CB可膨胀石墨制备工艺与方法

以高锰酸钾和硝酸作氧化剂"高氯酸为插层剂"

直接插层制备可膨胀石墨的试验流程如图 ( 所示$

混酸由高氯酸和硝酸在室温下混合而成%准确

称取 !>) H天然鳞片石墨#)>! H高锰酸钾%设定所

需的反应温度和时间%反应过程中每隔 B [̀23/

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
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