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!!摘要%蛋白质1聚合物缀合物是通过非共价作用或共价键对蛋白质进行修饰得到的%可以有效调控蛋白质

的稳定性和功能性+由于聚合物结构的可设计性和蛋白质功能的多样性%蛋白质1聚合物缀合物在生物材料方

面有着广泛的应用前景+本文主要总结了蛋白质1聚合物缀合物的制备方法%并基于近年来国内外的相关文献

综述了其研究新进展+

!!关键词%生物缀合物*蛋白质*聚合物*生物材料

引言

蛋白质的化学修饰%尤其是蛋白质的聚合物修饰是一种便捷高效地制备新型生物材料的方法.#%!/+
这类生物材料在保持高分子可调的物理化学性质和蛋白质特殊生物活性的同时%还可以实现对其生物活
性和功能的精准调控.+/+例如%美国食品药品监督管理局!MP%"已经批准了一批聚乙二醇!(’N"修饰的
蛋白质用于癌症$肝炎$糖尿病的治疗.,/+一般而言%蛋白质的聚合物修饰有三种方法%即&!%"非共价键
作用.-/*!G"表面引发接枝!F8;A2>7FA86="*!S"接枝到表面!F8;A2>7F26".#%./!如图#所示"+由于蛋白质
表面基团的多样性%通过常规方法制备的蛋白质1聚合物缀合物中%蛋白质与聚合物链之间的作用位点通
常是无规的或非选择性的+非选择性会导致所制备的蛋白质1聚合物缀合物分离提纯困难%最终产率
较低+

图#!制备蛋白质1聚合物缀合物的三种策略&非共价键作用$表面引发接枝!F8;A2>7FA86="和接枝到表面!F8;A2>7F26"

M>F38:#!HE8::4>AA:8:72?28;2:F>:?26@8:@;8:@862:>71@6B5=:8O>6967\3F;2:?&767196X;B:72>72:8;92>67%

?38A;9:1>7>2>;2:4F8;A2>7F!F8;A2>7FA86="%F8;A2>7F26?38A;9:!F8;A2>7F26"

近年来%蛋白质表面定位修饰化学.!%//和,活性-’可控自由基聚合技术.0##"/的发展%为高效制备蛋白

质1聚合物缀合物提供了一种新策略../+,活性-’可控自由基聚合可以有效控制聚合物的分子量和多分
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散性%进而可以有效调控所制备的蛋白质1聚合物缀合物的结构和生物活性+
本文主要总结了近年来蛋白质1聚合物缀合物三种制备方法的主要进展%重点介绍了定位制备蛋白

质1聚合物缀合物的相关进展%并介绍了所制备的缀合物在生物材料方面的应用+由于蛋白质的聚乙二
醇化技术和应用已经十分成熟%在相关综述中已经系统归类总结.##%#!/%本文不再做详细介绍+

#!非共价方法修饰蛋白质

蛋白质等天然生物大分子表面丰富的氨基$羧基以及其可调控的电性%为通过非共价键作用制备蛋
白质1聚合物缀合物提供了可能+

南卡罗莱纳大学 V;7F课题组以病毒%尤其是以烟草花叶病毒为模型%利用高分子自组装策略实现
了多种类型生物纳米粒子!G>67;76@;82>9B:%GJ("的制备+如图!所示%利用聚,1乙烯基吡啶!(,e("与
豇豆花叶病毒之间丰富的氢键和静电相互作用%可以制备出类似于树莓状的核壳型GJ(.#+/+从图!G可
以看出%球型的豇豆花叶病毒可以与(,e(形成稳定的核壳型组装体%并且在其表面均匀分布+这种组
装现象普遍存在于病毒或者蛋白质中%比如棒状的烟草花叶病毒!如图!S"和球型的铁蛋白!来源于马脾
脏%K68?:?@B::7A:88>2>7"均可以与(,e(形成树莓状的核壳结构+

图!!!%"通过非共价键相互作用制备蛋白质1聚合物缀合物的示意图%!G"和!S"分别是豇豆花叶病毒1(,e(缀合物和

烟草花叶病毒1(,e(缀合物的扫描电镜照片.#+/

M>F38:!!!%"*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:@8:@;8;2>676A@862:>71@6B5=:8O>6967\3F;2:?2E863FE767196X;B:72

>72:8;92>67*!G";74!S";8:2E:9688:?@674>7F*’Y>=;F:?A6896D@:;=6?;>9X>83?!SYe"1@6B5=:8O>6967\3F;2:

;7426O;996=6?;>9X>83?!HYe"1(,e(O>6967\3F;2:?%8:?@:92>X:B5.#+/

为了系统研究这类树莓状组装体的细微结构%V;7F等以铁蛋白1(,e(组装体为例%通过非染色的
超薄切片透射电镜技术进行了详细表征.#,/+这一组装体在透射电镜下为黑白分布不均匀的环形结构%

可以看出%对比度较暗的为铁蛋白中的铁元素%浅色部分为(,e(+这一结果被相应的Z射线能量色散
谱!’P*"所证实+此结果再次证实了通过氢键和静电作用构筑的GJ(具有均匀的核壳型结构+

蛋白的生物功能在GJ(中得到了很好的保持%甚至改善+例如%(,e(与芳胺加氧酶!;85B;=>7:J1
6C5F:7;?:S=&&"所形成的GJ(对于对氨基苯酚和对氨基苯甲酸的氧化表现出优异的催化效果.#-/+催
化效率的提高可以归因于GJ(中更加有效的电子转移过程+

这种组装方式的普适性%还表现在其可以实现多种蛋白的同时组装+例如%利用(,e(与葡萄糖氧
化酶!N)Z"和辣根过氧化物酶!KW("的共组装%可以在同一个GJ(上负载两种酶+这样一个N)Z’

KW(1(,e(GJ(体系比简单的自由酶混合物活性提高了至少!"‘.#./+
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不仅仅是(,e(%其它含有吡啶基团的聚合物也可以与病毒或者蛋白质通过氢键$静电等作用形成
类似的树莓状结构+例如%通过后修饰方法制备的侧链含有吡啶基团的聚己内酯嵌段聚合物也可以用来
制备类似结构+V;7F等通过(!S<111(5"1L1(S<与转铁蛋白的组装%成功构筑了核壳型GJ(+该GJ(
不仅保持了转铁蛋白的生物功能%还有效改善了转铁蛋白的稳定性*可以用于负载抗癌药阿霉素
!P)Z"%而且对于转铁蛋白受体过表达的人乳腺癌细胞!YSM/"有着特异性的靶向作用.#//+

图+!(!S<111(5"1L1(S<1转铁蛋白组装体制备过程及药物释放过程示意图.#//

M>F38:+!*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:@8:@;8;2>676A(!S<111(5"1L1(S<128;7?A:88>7GJ(;744:B>X:856AP)Z.#//

类似地%侧链含有吡啶基团的聚己内酯还可以与抗原形成GJ(+小鼠实验表明%这种GJ(可以有
效提高抗体的效价+这种免疫增强效果有可能归因于在GJ(组装体中抗体与免疫系统的有效接触.#0/+

除了氢键$静电等相互作用%配位作用也可以用来构筑蛋白质1聚合物缀合物.#$/+V;7F等通过可逆
加成1断裂链转移自由基!W%MH"聚合制备了侧链为三羧基的聚合物%进而通过其与J>!f$组氨酸标记的
纤维素酶之间的配位作用%构筑了核壳结构的人工纤维小体!如图,所示"+该GJ(表现出优异的催化
活性%催化水解纤维素的效果较简单的组氨酸镍胶束提高了至少!倍+

图,!通过配位作用制备纤维素酶GJ(的过程示意图.#$/

M>F38:,!*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:@8:@;8;2>676A9:BB3B6?:1O;?:4GJ(.#$/

南开大学史林启团队围绕生物体内的特殊蛋白,分子伴侣-开展了深入的研究工作+,分子伴侣-是
一类特殊的蛋白质%其能够识别并结合不完整折叠或装配的蛋白质%帮助这些多肽正确折叠$转运或防止
其聚集+如图-所示%他们以聚乳酸1L1聚乙二醇!(<%1L1(’N"和聚乳酸1L1聚!!1异丙基丙烯酰胺"
!(<%1L1(J&(%Y"构筑复合胶束%其中(’N有着良好的生物相容性%(J&(%Y 则具有温度响应性+高
温下%此胶束表面的疏水(J&(%Y区域可以有效结合非折叠的蛋白质%从而阻止其聚集失活+降温时%

(J&(%Y转变为亲水状态%从而可以释放出非折叠的蛋白质%该蛋白可以在(’N存在下自发地实现重
新折叠%从而复性+以碳酸酐酶G!S;8O67>9;7E548;?:G"为模型%在此杂化胶束的辅助下%经过高温

/"k1低温处理%约$+‘的酶活性得到恢复.!"/+这种杂化胶束的人工分子伴侣对多种酶都有良好的热保
护效果%应用潜力巨大+以溶菌酶为模型蛋白%通过调整人工分子伴侣表面的电荷和疏水性%他们利用分
子自组装实现了变性蛋白的高效率复性!复性率高达$/‘".!#/+

他们还发现%该复合胶束可以有效抑制(淀粉样多肽!;=5B6>4(@:@2>4:?%%("的产生和聚集%从而有
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图-!人工分子伴侣(<%1L1(’N%(<%1L1(J&(%Y杂化胶束辅助热变性蛋白质复性的示意图.!"/

M>F38:-!*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:8:7;238;2>676A2E:8=;B4:7;238:4@862:>7;>4:4O5;82>A>9>;B=6B:93B;8

9E;@:867(<%1L1(’N%(<%1L1(J&(%YE5O8>4=>9:BB:.!"/

效降低%(的含量%并降低%(相关的细胞毒性
.!!/+该复合胶束与,1分泌酶抑制剂形成的组装体是一类

双功能化的阿尔兹海默症抑制剂%可以同时抑制%(的产生和聚集%从而有效降低患者脑内%(的含量%
达到增强治疗效果的目的+与此同时%通过在其表面修饰具有神经元靶向功能的WeN!$多肽%该体系
能够特异性地靶向神经细胞%进一步提高治疗效果并降低对于正常细胞的副作用.!+/+

尽管通过非共价键作用制备蛋白质1聚合物缀合物是一种十分便捷有效的方法%但是非共价键的非
选择性和非特异性导致结合位点难以控制%在一定程度上无法深入阐释蛋白质1聚合物缀合物的构效
关系+

!!共价方法修饰蛋白质

相比于非共价键作用的可逆性和非选择性%共价键修饰的优势在于可以实现定点定位的修饰+随着
近年来蛋白质定位修饰化学和,活性-’可控自由基聚合的发展%越来越多的课题组开始关注蛋白质表面
的共价修饰+就合成方法而言%通过共价键方式合成蛋白质1聚合物缀合物主要有以下两种策略&!#"表
面引发接枝!F8;A2>7FA86="&先在蛋白表面的某些位置通过共价键定位修饰接枝可聚合的活性位点%然
后进行,活性-’可控自由基聚合+这些活性的位点既可以是原子转移自由基聚合!%HW("的引发剂%也
可以是W%MH试剂等*!!"接枝到表面!F8;A2>7F26"&在这个策略中%首先通过聚合反应制备出末端为活
性基团的聚合物%然后通过这些活性基团与蛋白表面的活性位点之间的高效反应进行接枝+这里常用到
的高效反应%包括铜催化的点击反应$硫醇1烯反应$主客体化学$生物素1亲合素作用等+如前所述%蛋白
质的聚乙二醇化就是F8;A2>7F26策略的一个成功应用+

:>3!定位修饰
蛋白质表面的基团非常丰富%如何实现定位修饰极具挑战性%也是实现位置选择性蛋白质1聚合物缀

合物制备的关键+最常用的方法是J1端修饰和半胱氨酸修饰.!,/+此外%近年来还发展了S1端修饰.!-/$

组氨酸标记修饰.!./$双硫键修饰.!//$主客体作用.!0/等方法+除了上述方法%高效的正交偶联反应也被用
于蛋白质的定位修饰+常用的正交偶联反应如图.所示.#/+

:>:!!9BH6EFIH91N
如图#所示%表面引发接枝!F8;A2>7FA86="需要先在蛋白质表面通过定位修饰接枝可用于可控自由
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图.!常见的用于蛋白质定位修饰的正交偶联反应.#/

M>F38:.!)82E6F67;B963@B>7F8:;92>67?3?:4>72E:?>2:1?:B:92>X:=64>A>9;2>676A@862:>7.#/
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基聚合的引发位点%再在温和的聚合条件制备蛋白质1聚合物缀合物+图/给出了几种常见的可控自由
基聚合的聚合机理+可控自由基聚合可以有效控制目标聚合物的分子量$多分散性和端基官能团+美国
卡内基梅隆大学的%B;7[_W3??:BB$]8T5?T26AY;25\;?T:D?̂>和佛罗里达大学的G8:72*_*3=:8B>7$英国
华威大学的*lO;?2>:7(:88>:8在利用可控自由基聚合制备蛋白质1聚合物缀合物方面做出了开创性的
工作.!$%+"/+

图/!常见的可控聚合机理.#/&!%"%HW(*!G"W%MH*!S"W)(

M>F38:/!Y:9E;7>?=6A967X:72>67;B967286BB:4@6B5=:8>T;2>67.#/&!%"%HW(*!G"W%MH*!S"W)(

W3??:BB和 Y;25\;?T:D?̂>合作报道了第一例通过%HW(制备的蛋白质1聚合物缀合物.+#/+以糜蛋
白酶为模型%通过对其表面氨基进行酰胺化%接枝%HW(引发剂%进而通过%HW(在其表面可以实现非
离子型$阴离子型$阳离子型单体的聚合+由于%HW(的良好可控性%所制得的蛋白质1聚合物缀合物几
乎是单分散的%多分散系数仅为#b"-+由于聚合物链在蛋白质外围的保护作用%该缀合物的生物活性保
留了原始酶活性的-"‘#0.‘%而且稳定性得到大大改善+

V;7F课题组通过在球型铁蛋白!来源于马脾脏"表面引入%HW(引发剂制备了大分子引发剂%进而
通过该 引发剂 在室温下成功在铁 蛋白表面接 枝了 聚 !甲 基 丙烯 酰 氧 乙 基 磷 酰 胆 碱"!@6B5
!=:2E;985B65B6C5:2E5B@E6?@E685B9E6B>7:"%!@6B5Y(S""和聚甲基丙烯酸聚乙二醇酯 !@6B5!(’N
=:2E;985B;2:"%!@6B5(’NY%""+%HW(的活性特征可以实现对这些聚合物分子量的有效控制+所制得
的蛋白质1聚合物缀合物在有机溶剂中溶解性良好%其外围的聚合物壳层可以有效避免抗体识别+将该
缀合物与聚苯乙烯1L1聚氧乙烯嵌段共聚物进行共组装%可以选择性地将聚氧乙烯基团组装到嵌段共聚
物形成的微相分离结构中%从而实现蛋白质的图案化.+!/+此外%他们还用同样的方式实现了去铁蛋白
!;@6A:88>2>7"1聚合物缀合物的制备.++/+

高卫平课题组在干扰素%!&MJ1%"外围原位引入了%HW(引发中心%并成功实现了!1甲基1!1丙烯酸1
!1!!1甲氧基乙氧基"乙酯的%HW(!见图0".+,/+无论是凝胶电泳实验%还是凝胶渗透色谱数据%都显示目
标干扰素1聚!!1甲基1!1丙烯酸1!1!!1甲氧基乙氧基"乙酯"缀合物!&MJ1(P’NY%"的成功制备+此缀合
物表现出良好的温敏特性&当温度低于!!k时%&MJ1(P’NY%处于溶解状态*当温度高于!!k时%&MJ1
(P’NY%则会发生聚集+生物体体温普遍高于!!k%因此&MJ1(P’NY%可以更好地聚集在肿瘤处%
从而达到更长效的治疗+

高卫平课题组在蛋白质表面定点原位接枝了具有@K响应性的高分子链%该缀合物在生长过程中可
自组装为胶束%他们将该策略称为定点原位生长诱导自组装技术+如图$所示%他们以人血清白蛋白为
模型蛋白%在其表面定点原位接枝具有@K 响应性的聚甲基丙烯酸!1!异丙基氨基"乙酯!(P(%"聚合
物.+-/+在中性或碱性条件下%该缀合物可自组装成胶束%当@K降到.b.以下时%其中的(P(%被质子
化%缀合物解体+利用这一过程可以实现肿瘤部位靶向成像&将近红外荧光分子吲哚菁绿!&SN"负载至
该缀合物后%&SN由于在胶束核内富集而发生荧光聚集猝灭+当到达肿瘤部位时%由于肿瘤微环境的弱
酸性%胶束解体%&SN被释放出来而恢复其荧光+同时由于(P(%质子化带正电%有利于其吸附在细胞表
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图0!&MJ1(P’NY%缀合物温度响应示意图.+,/

M>F38:0!*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:2E:8=;B8:?@67?>X:@86@:8256A&MJ1(P’NY%O>6967\3F;2:.+,/

图$!原位制备 K%*1(P(%缀合物示意图及其用于@K响应荧光成像的机理.+-/

M>F38:$!*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:>71?>23@8:@;8;2>676AK%*1(P(%O>6967\3F;2:;74

968:??@674>7F@K8:?@67?>X:AB368:?:79:>=;F>7F.+-/

面以及细胞内吞+

*3=:8B>7系统评述了%HW(在制备蛋白质1聚合物缀合物中的应用.+./+他指出%虽然 %HW(是制
备蛋白质1聚合物缀合物的有效方法%但是其催化剂铜盐始终是生物应用的一个隐患+近年来发展起来
的电子转移产生催化剂引发原子转移自由基!;92>X;268?F:7:8;2:4O5:B:9286728;7?A:8!%N’H"".+//$引

发剂持续再生催化剂原子转移自由基聚合!>7>2>;268?A689672>7363?;92>X;2688:F:7:8;2>67!&S%W"".+0/

和电子转移再生催化剂引发原子转移自由基聚合 !;92>X;268?8:F:7:8;2:4O5:B:9286728;7?A:8
!%WN’H"".+$/等技术可以有效降低催化剂使用量%使得通过%HW(方法制备蛋白质1聚合物缀合物更加
有效+

相比于%HW(%W%MH聚合在制备蛋白质1聚合物缀合物方面使用得更加普遍+*3=:8B>7课题组将

JK*活化的W%MH试剂定位接枝到溶菌酶表面!见图#""%通过连续的W%MH聚合制备了溶菌酶1聚
!!1异丙基丙烯酰胺"1L1聚!!%!1二甲基丙烯酰胺"嵌段共聚物.,"/+该缀合物表现出良好的温敏特性%

通过控制聚合物的聚合度和嵌段比例%可以对其临界溶解温度进行调控+除了JK*活化方法在蛋白质
表面接枝W%MH试剂%他们还开发了硫醇1烯点击化学的方法在蛋白质表面引入W%MH试剂.,#/+为了进
一步提高W%MH聚合的效率%他们还开发了水相光诱导电子转移可逆加成1断裂链转移!@E626>7439:4
:B:92867’:7:8F528;7?A:818:X:8?>OB:;44>2>671A8;F=:72;2>679E;>728;7?A:8"聚合来制备蛋白质1聚合物缀
合物.,!/+该方法更加温和%聚合时间也大大缩短%可以适用于大多数蛋白质1聚合物缀合物的制备+通过
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W%MH聚合%他们还制备了温敏性的蛋白质1聚合物缀合物%并发现聚合物的可逆温敏特性可以用来调控
酶的活性.,+/+

图#"!通过W%MH聚合制备蛋白质1聚合物缀合物示意图.,"/

M>F38:#"!*9E=;2>9>BB3?28;2>67A682E:@8:@;8;2>676A@862:>71@6B5=:8O>6967\3F;2:2E863FEW%MH@869:??.,"/

:>P!!9BH6EFI61
不同于F8;A2>7FA86=策略%F8;A2>7F26策略制备蛋白质1聚合物缀合物的关键在于聚合物末端活性

基团与蛋白质上的活性位点之间反应的高效性+V;7F课题组通过高效的铜催化点击反应实现了烟草
花叶病毒表面的修饰.,,/+他们首先采用重氮化反应对烟草花叶病毒表面的酪氨酸残基进行定量修饰%

从而引入炔基%再通过铜催化点击反应将多种叠氮修饰的功能分子接枝到烟草花叶病毒表面+

*3=:8B>7课题组在利用F8;A2>7F26策略合成蛋白质1聚合物缀合物方面做出了重要贡献.,-/+如图

##所示%他们首先使用羧基封端的W%MH试剂合成聚合物%然后通过水合肼对链末端的双硫酯进行还原
得到一端为羧基$一端为巯基的聚合物!见图##%"%进而通过末端的硫醇1烯点击反应将荧光基团接枝到
聚合物末端!见图##G"%通过JK*活化羧基制成一端为荧光基团$一端为 JK*活化酯的聚合物!见图

##S"%最后通过其与蛋白质表面的氨基进行酰胺化制得目标缀合物!见图##P".,./+为了验证该缀合物
的生物活性%他们选用了骨保护蛋白!6?2:6@862:F:8>7%)(N"+通常情况下%)(N可以通过阻止破骨细胞
前体细胞形成成熟破骨细胞来抑制骨吸收%但是很容易被肝脏摄取+)(N1聚合物缀合物有效提高了

)(N的有效性%体外实验表明该缀合物保留了对破骨细胞的生物活性+

此外%通过两步连续的硫醇1烯点击化学也可以实现蛋白质1聚合物缀合物的有效制备+*3=:8B>7课
题组利用图##%的步骤制备了一端为羧基$一端为巯基的聚!!1异丙基丙烯酰胺"%通过其与双马来酰亚
胺封端的聚乙二醇进行一次定量的点击化学%而另一端未反应的马来酰亚胺再与蛋白质上裸露的硫醇基
团反应%最后完成了目标蛋白质1聚合物缀合物的制备.,//+

除了上述的可控自由基聚合外%北京大学吕华课题组还发展了聚氨基酸与蛋白质!1端特异偶联方
法.,0#-"/+他们以干扰素!&MJ"为模型蛋白%构建了三种干扰素聚氨基酸缀合物%分别是螺旋聚氨基酸1
&MJ缀合物$无规线团聚氨基酸1&MJ缀合物以及经典的聚乙二醇1&MJ缀合物+生物学实验表明%螺旋
聚氨基酸1&MJ缀合物所引起的免疫反应远远小于其它两类缀合物%它在体内刺激产生的抗干扰素与抗
聚氨基酸的抗体滴度显著低于其它两个缀合物.-#/+这一设计为新一代低免疫源性蛋白质药物提供了新
思路+

+!结语

高分子科学是一个相对年轻的学科%蛋白质1聚合物化学更是处在其发展的初期+在过去的几十年
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图##!通过W%MH聚合%利用F8;A2>7F26制备蛋白质1聚合物缀合物示意图.,./

M>F38:##!*9E:=;2>9>BB3?28;2>67A682E:@8:@;8;2>676A@862:>71@6B5=:8O>6967\3F;2:2E863FE

W%MH@869:??X>;F8;A2>7F26?28;2:F5.,./

中%蛋白质1聚合物缀合物已经取得了非常大的进步和发展%无论是从其合成方法学$结构表征%还是生物
材料应用方面都建立了相对行之有效的方法+尤其是近年来%蛋白质定位修饰化学和,活性-’可控自由
基聚合技术的研究进展%更是极大地推动了这一领域的快速发展+但是%由于蛋白质结构的复杂性和多
样性%目前这一领域还面临着制备效率低$结构表征困难等问题+如何实现温和条件下快速$高效地制备
蛋白质1聚合物缀合物%如何实现更加精准$快速的结构表征%蛋白质1聚合物缀合物与其生物学效应之间
的构效关系的揭示依然是这一领域面临的巨大挑战%也是未来研究的重点.+"/+
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