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基于刺激响应性高分子的智能酶催化剂研究进展
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!!摘要%将刺激响应性高分子和生物酶分子相结合可设计$构建智能酶催化剂%该类智能酶催化剂同时具备

了材料对环境的响应性能和酶的催化性能%可很好应用于可控生物催化$药物递送$分析检测$智能设备开发等

新兴领域%极大地扩展了酶催化的应用范围%是智能生物材料研究的热点方向)本文按刺激响应类型总结了过

去二十年间智能酶催化剂的研究进展%分析了智能酶催化剂的构建方式和性能特点%并举例介绍了其可能的应

用领域)

!!关键词%刺激响应性高分子.酶催化.智能材料

引言

刺激响应性高分子在外部环境刺激下%其自身结构或者物理化学性质能够做出相应变化%在医疗$建
筑$军事$微电子$传感器等领域有着很好的应用价值)迄今%高分子化学家已经制备了各种性能独特的
具有刺激响应性能的高分子材料)依据其外部刺激源的不同%主要可以分为物理响应和化学响应两大
类)物理响应源包括热$力$光$声$电等常见的物理作用%化学响应源主要有A5值$氧化还原反应$分子
识别以及酶促反应等)将这些刺激响应高分子材料与生物酶分子通过化学或物理的方式结合%可以构建
出各种具备刺激响应性能的酶催化剂%也就是智能酶催化剂%这一研究引起了化学$材料和生物交叉领域
研究人员的广泛兴趣)现今%研究者已经合成了对温度$外力$光照$盐浓度$A5值$环境氧化还原性质$
特异性分子等外界刺激具有响应特性的酶催化剂)这些酶催化剂同时具备了材料的刺激响应性和酶的
催化活性%为智能酶催化剂的发展和应用提供了基础)本文总结了目前已开发的基于高分子材料的刺激
响应性酶催化剂%通过这些典型的例子%探讨了刺激响应性酶催化剂的构建方式$性能特点以及潜在的应
用价值)

#!基于刺激响应性高分子材料的智能酶催化剂

=@=!温度响应性酶催化剂
温度响应性高分子能够对环境温度的变化做出反应)一般来说%这类材料具有一个临界溶解温度#

如果升高温度%材料由溶解状态变为不溶%则该材料具有低临界溶解温度!U]4L".反之%则其具有高临界
溶解温度!G]4L"0#1)温敏性高分子通常具有亲水链和疏水链两个部分%温度的变化导致高分子内部链
段与溶剂相互作用的变化%引起聚集状态的变化)典型的温敏性高分子如聚异丙基丙烯酰胺

7,O7-->%温度较低时%7,O7-->可在水溶液中溶解.温度高于U]4L时!如’!d"%7,O7-->可从
溶液中沉淀出来0!1)其它高分子材料如聚羟丙基甲基丙烯酸甲酯$环氧乙烷和环氧丙烷的无规共聚物和
嵌段共聚物$聚乙烯醇衍生物$聚环氧乙烷$两性离子型聚电解质如聚:!甲基丙烯酰氧乙基二甲氨基"丙
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磺酸等也具有类似的温敏特性)
早在#%%"年%5/<<>89及其同事0’1就通过将异丙基丙烯酰胺与):丙烯酰氧基琥珀酰亚胺共聚%合

成了具有活性酯基团的温敏性共聚物%并将溶菌酶$蛋白-$白蛋白$#:球蛋白等生物分子通过表面氨基
接枝到聚合物链上)他们发现%该温敏性共聚物的浊点在’!d%所接枝蛋白质的等电点$分子量以及溶
液A5值$离子强度等对其临界温度没有明显的影响)随后%更多的温敏性高分子:酶结合物被制备出
来0&")1)这类接枝了温敏性高分子的酶能够很方便地通过温度刺激从溶液中沉淀出来%实现酶催化剂的
回收和重复使用)78;8E等0*1制备了修饰有7,O7-->链的":半乳糖苷酶%其U]4L为!)a$d)通过调
节体系温度%该酶:高分子结合物在进行了!&次沉淀!&"d":溶解!&d"循环操作后%酶活仍然保持了

%"i左右%显示了良好的可回用性与操作稳定性)7,O7-->:胰蛋白酶结合物0+1$7,O7-->:葡萄糖苷
酶结合物0%1等也具有类似的性质)同样地%具有正相温敏性的结合物也被研究用于制备酶:高分子结合
物)例如%I89等0#"1将温敏性高分子聚!’:)%):二甲基:!甲基丙酰氧基"丙磺酸铵"!7(D-74"共价连接
到胰蛋白酶表面)该结合物在)"d下对酪蛋白的水解活性为游离酶的!a)倍%并且酶的热稳定性得到
显著提升!酶活半衰期由游离酶的&a+>E9提高到’#$a%>E9")更重要的是%该结合物的上临界溶解温度
!G]4L"是#&d%因此在酶催化反应完成后%通过降低温度结合物能够有效地从催化体系中沉淀出来%在
经过##次的循环使用后%酶的催化活性仍能保持了初始活性的+$i以上)

应用于有机相酶催化的温度响应性酶催化剂近来也受到了研究者的关注)HCK等0##1报道了一种具
有有机相温敏性的高分子!7;K0/9EB:.#!*%聚氧乙烯:聚氧丙烯:聚氧乙烯":酶纳米结合物)该结合物通过
醛基化的7;K0/9EB:.#!*和酶分子间的席夫碱反应制备得到)所得到的结合物在常规反应温度下!例如

’""&"d"可溶解于常见的有机溶剂!如甲苯$四氢呋喃$甲醇等"%显著降低了有机相酶催化过程中底物
的传质阻力%使得表观酶活相比于天然酶提高了#"!个数量级)有机相中的正相温敏性使其能够很容
易地通过降温沉淀回收)在脂肪酶:7;K0/9EB结合物催化合成抗癌药物戊柔比星的实例中%其初始催化
反应速率比天然酶提高了##倍%且在*次循环催化!&"d反应%&d沉淀"后%酶催化反应转化率仍能达到

+"i以上0#!1)
不同的温敏性高分子材料有着不同的临界溶解温度%如7,O7-->的U]4L大约为’!d%聚!)%):

二乙基丙烯酰胺"的U]4L为!$"’!d%聚!):乙烯基己内酰胺"的U]4L在!$"’$d0#’1)通过共聚的
方法改变温敏性高分子的组成%可以对其原有的临界溶解温度在一定范围内进行调节%以适应应用需求)

,1083/MEB等0#&1合成了一系列具有不同单体组成的 ,O7--> 和乳酸单:!:!甲基丙烯酰氧基"乙酯
!56D-:>/9/;8BN8N1"的共聚物)研究表明%高分子的U]4L随着结构中 56D-:>/9/;8BN8N1的摩尔比
的提高而线性降低)再如%对于聚!异丙基丙烯酰胺:甲基丙烯酸叔丁酯:甲基丙烯酸"$聚!异丙基丙烯酰
胺:甲基丙烯酸叔丁酯:二乙基胺基甲基丙烯酸乙酯"%其中甲基丙烯酸$二乙基胺基甲基丙烯酸乙酯比例
的增加则会导致U]4L升高0#$1)D/XE等0#)1将异丙基丙烯酰胺与):叔丁基丙烯酰胺和):丙烯酸琥珀酰
胺酯共聚!摩尔比为)"r&"r!a$"合成了U]4L在*"#’d的三元共聚物%并将其与抗体化学结合)该结
合物室温下即可发生聚沉%其免疫试验效果要优于抗体:7,O7-->结合物!U]4L为’!d")U11等0#*1

合成了一系列不同单体比例的,O7-->和葡萄糖基氧乙基甲基丙烯酸酯!S6D-"共聚物%随着S6D-
比例的升高!""#$i"%聚合物的U]4L也持续提高且范围变宽)将具有不同U]4L的共聚物与胰蛋白
酶共价结合后%他们发现结合物的活性:温度关系也呈现出明显的差异%这可能是由于高分子链构象随温
度的变化影响了大分子底物与酶活性位点之间的接触%因此可以在一定范围通过温度变化对胰蛋白酶的
活性进行人工调控)

在某些特殊的例子中%温度对于酶活性的调控作用会非常明显%甚至起到酶活*开:关+的作用)牛血
清白蛋白V4-被认为具有类酯酶的活性%可用于催化&:硝基苯酚乙酸酯的水解0#+1)(1等0#%1采用可逆
加成:断裂链转移聚合!Q-.L"的方法%首先在V4-表面的’&位半胱氨酸上引入链转移剂%随后引发

,O7-->聚合%得到了窄分布的V4-:7,O7-->结合物)在U]4L以下!!$d"%V4-表现出%!s&i
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的类酯酶活性.而在高于U]4L温度时!&"d"%活性降低到*$s!i%并且这种温度调节酶活的现象是可
逆的)]K>>E9J=等0!"1通过原子转移自由基聚合!-LQ7"原位接枝!S08<NE9J<0/>"的方法分别制备了
胰凝乳蛋白酶!]C@>/N0@A=E9%]L"和具有U]4L的7,O7-->以及具有G]4L的7(D-74的结合物)
两种结合物均保持了原聚合物的温敏特性%]L:7,O7-->的水力学半径在环境温度高于U]4L时减
小%聚合物塌缩%催化效率IB8N(>>显著降低.相反地%]L:7(D-74在环境温度低于G]4L时发生塌缩聚
集%水力学半径减小%$d的IB8N(>>降低到!$d时的#(’左右)

更有趣的例子是内切葡聚糖酶!193/J;KB898=1%6S"温敏性结合物)4CE>/?/XE等0$1将温敏性高分子
聚!)%):二甲基丙烯酰胺:):&:苯偶氮:苯基丙烯酰胺"特异性地接枝在定点突变得到的6S:#!-上%实
现了对6S:#!-活性的*开:关+调节)具体研究中%他们首先构建了酶的两个突变体%突变体,$$]的半
胱氨酸残基!见图#8"位于该酶与底物特异结合的位点附近%而突变体4!$]的半胱氨酸残基则远离结合
位点!见图#8")通过突变的半胱氨酸残基与高分子端基间的化学结合物%制备了两种结合物)在温度
高于U]4L!$!d"以及低于U]4L!’!d"的条件下%利用小分子底物!邻硝基苯基:""-:纤维二糖苷"和大
分子底物!羟乙基纤维素"分别测定两种结合物的酶活)研究发现%对小分子底物%连接了温敏性高分子
的两种突变体在高于U]4L时都表现出很低的活性%且接枝高分子链越长%活性越低.而在U]4L以下则
均表现出游离酶+"i以上的活性)这表明当温度低于U]4L%聚合物链完全伸展时%对小分子底物扩散
不存在明显的阻碍作用)对于大分子底物%两种突变体结合物的活性在’!d下仅为游离酶的!"i"
&"i)当温度高于U]4L时!$!d"两种突变体结合物的活性进一步下降%并且对于高分子结合于酶活性
位点附近的,$$]结合物%其活性下降比4!$]结合物更为显著%这表明温度高于U]4L时位于活性位点
附近的高分子链的塌缩可能阻碍了底物与酶活性位点的接触)这种*开2关+效应对酶活的调控是可逆
的)在一些特殊的情况下%即使修饰位点远离活性中心%酶的活性仍可受到调控)例如%7199838>等0!#1

通过将7,O7-->接枝到多亚基的(,-马达的Q酶上!(,-马达指L@A1O限制修饰系统%由(,-限
制性内切酶Q和修饰酶 D一起组成"%通过温度调控了 D酶的活性%影响了(,-的甲基化过程)

图#!温敏性高分子对酶的活性*开2关+调控0$1

!8"内切葡聚糖酶6S:#!-的结构模型.!?"温度调控酶活*开2关+的示意图)

.EJK01#!F9:/<<=2ENBC/<19Z@>8NEB8BNEMEN@?@N1>A108NK0101=A/9=EM1A/;@>100$1

!8"D/;1BK;80>/31;/<193/B;KB898=1#!-.!?"4BC1>8NEB>1BC89E=></0NC1/9:/<<=2ENBC/<

19Z@>8NEB8BNEMEN@?@N1>A108NK01=NE>K;K=

=@;!力学响应性酶催化剂
力学响应性高分子材料通常表现为在外力作用下发生明显的形变以及其它性质的变化)许多有趣
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的例子展示了力学响应材料广阔的应用前景)例如%4K9等0!!1制备了一种聚丙烯酰胺和海藻酸钙的双
组分水凝胶%这种水凝胶含水量在%"i以上%能够拉伸至原长的!"倍左右%断裂能高达%"""Y(>!)

(8ME=等0!’1设计合成了一种机械力响应的合成高分子%通过将色素分子螺吡喃结构共聚到聚甲基丙烯酸
酯中%发现外力的拉伸导致材料发生形变%同时使得色素分子内化学键发生断裂%导致该材料在临近断裂
时能够由黄色转变为红色%发出*危险警报+信号)除拉伸外%弯折$压力也是常见的力学刺激源)L11
等0!&1制备了一种对压力与弯折敏感的导电复合材料%这种材料由氢键网络超分子聚合物与微米镍导电
颗粒复合而成)该材料电导率高达&"4,B>b#%在受压和弯折时能引起材料电导率的变化)同时这种复
合材料中的动态化学键又赋予材料自愈功能%可用于制备智能皮肤)

将酶与具有力学响应性的高分子材料结合能够实现外力对酶活性的调控)D10NZ等0!$1报道了第一
个通过拉力调控生物分子催化活性的例子)他们采用聚赖氨酸!7UU"(透明质酸!5-"和聚二烯丙基二
甲基氯化铵!7(-(D-"(聚!&:苯乙烯磺酸钠"!744"为基材%通过层层自组装的方式将碱性磷酸酶
!-;W8;E91AC/=AC8N8=1%-U7"包埋在自组装膜中)其中%!7UU(5-"/用于包埋蛋白作为*酶池+%
!7(-(D-(744"+作为外覆盖层!+%/为聚阴阳离子的沉积次数")当7(-(D-(744层覆盖了*酶
池+以后%得到的0!7UU(5-"#$(7UU(-U7(!7UU(5-"#$(!7(-(D-(744") 膜只有在拉伸以后才能表
现出碱性磷酸酶!-U7"的活性%且这种拉伸过程对酶活性的调控是可逆的)作者认为%聚阳离子层的存
在阻碍了底物分子荧光素二磷酸酯!.(7"与包埋于自组装膜内部的酶的接触%而拉伸过程则将酶暴露了
到膜表面%从而*开启+了酶催化过程%产生荧光信号)

图!!拉力对酶表观活性的可逆调控0!$1

.EJK01!!LC18AA8019N19Z@>8NEB8BNEMEN@01M10=E?;@B/9N0/;;13?@NC11PN1098;</0B10!$1

类似地%可拉伸水凝胶也能够实现对酶活性的调控过程)HC89J等0!)1采用具有可拉伸性能的聚丙
烯酰胺:海藻酸钙双组分凝胶包埋了辣根过氧化物酶!5Q7"和南极假丝酵母脂肪酶V!]-UV")所制得
的水凝胶能够拉伸至原来表面积的#)倍%包埋在凝胶中的酶所表现的催化活性随着拉伸面积的扩大而
呈现线性增强)这一现象的机理主要是致密的凝胶网络阻碍了底物向凝胶内部的扩散%从而阻碍了底物
与酶的接触%而拉伸操作可以使得更多的酶暴露到凝胶表面进行催化反应)

=@A!光响应性酶催化剂
光辐照能够引发聚合物中一些光敏性基团的分子结构变化%导致材料某些宏观性质的改变)常见的

光敏性基团主要有三苯基甲烷类$偶氮苯类$螺吡喃色素等0!*1)例如偶氮苯类化合物在紫外光照的条件
下%能够发生分子构型翻转%由顺式异构体变为反式异构体)该结构常见于液晶材料中%同时研究者也将
这种光响应特性应用到了药物递送系统0!+1$光致分子开关与马达0!%1$可逆信号存储0’"1等领域)

具有光学响应的高分子材料与酶结合%能够使酶催化剂在光照刺激下发生聚集状态$催化活性的变
化)ON/等0’#1将带有螺吡喃侧链的光敏性高分子共价连接到枯草杆菌蛋白酶上)该结合物能够溶解在
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甲苯中%高效地催化)"乙酰"?:苯丙氨酸乙酯和正丙醇的转酯化反应!这种溶解态的蛋白酶的催化活性
是天然酶的#""倍")在紫外光照射下%螺吡喃基团发生异构化形成亲水性较强的部青花结构%使得酶:
高分子结合物从甲苯中沉淀%从而实现了催化剂的回收)这种光致异构反应非常迅速%仅需约$>E9就能
使酶完全沉淀)4CE>/?/XE等0’!1展示了一种通过光照*开:关+酶活的方法)他们通过单体)%):二甲基
丙烯酰胺!(D-"分别与):&:苯基偶氮苯丙烯酰胺!-H-->"和&:苯基偶氮苯丙烯酸酯!-H--"聚合合
成了(D-->和(D--两种光敏共聚物%并通过末端乙烯砜基连接到定点突变的内切葡聚糖酶6S
#!-的巯基上)由于连接点离酶的活性中心很近%紫外(可见光照可以导致高分子聚集状态的变化%调控
活性中心对底物的可及性%从而达到了对酶活的开光控制)研究发现%在&""&$d范围内%紫外光照使
得6S#!-:(D--的高分子链疏水塌缩%酶活*关闭+%而可见光照则使得高分子链伸展溶解%活性*开
启+)6S#!-:(D-->结合物表现出相反的光致相转变行为和酶活响应性能)结合物的酶活对光照非
常敏感%响应时间在#>E9以内)类似地%这类光敏性高分子也能用于调节生物分子与其配体!如链霉亲
和素与生物素"之间的特异性识别行为0’’1)

=@D!盐浓度响应性酶催化剂
盐浓度响应特性常见于带有相反电荷的两种聚电解质的静电组装行为)盐浓度增加%易导致静电组

装复合物间的相互作用被反离子竞争而屏蔽%导致静电作用减弱%复合物解离)
酶作为常见的带电生物大分子%同样能够和聚电解质发生静电相互吸引而组装)对盐浓度的响应行

为主要来自于溶液中离子强度的变化引起的酶分子与材料之间静电相互作用的改变)早在#%$$年%

4W8091=等0’&1就发现溶菌酶的活性能够被酸性聚合物抑制%且能被 ,8];重新激活)580838与

\8N8/W80’$1将带负电荷的聚乙二醇:聚天冬氨酸嵌段聚合物076S:7!-=A"1与带正电荷的溶菌酶静电组
装%形成了聚电解质胶束)由于溶菌酶被包埋在胶束内部%不能接触大底物微球菌%含酶胶束完全不能表
现出水解活性)高浓度的,8];!如#$">D"能够屏蔽静电作用%导致胶束解离%使得酶活恢复)更精细
的研究表明%76S:7!-=A"与溶菌酶按计量比#r#形成的胶束内核约含有’)个溶菌酶分子与&!条76S:
7!-=A"聚合物链0’)1)这种胶束对酶活的调控机制主要是基于聚合物胶束对大分子底物的屏蔽作用%因
为其对小分子底物的水解活性不但没有被抑制%反而有所提高0’*1)进一步地%如果对该酶:胶束复合物进
行戊二醛交联%胶束被固定以后%其对盐离子强度的响应性则丧失0’+1)基于同样的原理%聚电解质类材
料也被用于包埋和固定胰蛋白酶0’%1$脂肪酶0&"1$细胞色素]0&#1等多种酶%并实现酶的可控释放及活性
调控)

=@>!6I响应性酶催化剂
带有酸性官能团!如2]FF5%24F’5"或碱性官能团!如胺类"的高分子材料常具有A5响应特性%

典型的如聚甲基丙烯酸$聚天冬氨酸$壳聚糖$聚赖氨酸%或改性的其它材料等%它们通常具有结合或释放
质子的能力%能够根据环境A5 的不同%改变其聚集状态)此类A5 响应性高分子材料可制备成水凝
胶0&!1$薄膜0&’1$微球0&&1$纳米颗粒0&$1等不同形式%用于包埋小分子药物$蛋白$=EQ,-$(,- 等生物大分
子%在药物递送领域有很好的应用价值0&&1)另外%A5响应材料也可应用于酶的固定化和开发一些新奇
的化学阀门0&)1和化学机械0&*1等方面)

A5响应性高分子通常表现出随环境A5变化发生沉淀:溶解$收缩:溶胀等现象%这些性质很容易被
应用到酶催化过程中%将A5响应性高分子与酶复合形成一系列功能性的酶催化剂)HC/K0&+1将纤维素
酶接枝到琥珀酰壳聚糖上%得到的固定化纤维素酶的最适A5值和最适温度与游离酶相似)这种固定化
酶能够在溶解状态下!A5为&a""催化纤维素水解)调整A5至’a"%固定化酶从催化体系中沉淀出来%
通过简单的过滤即可实现固定化酶与产物葡萄糖的有效分离)类似地%UE89J等0&%1合成了甲基丙烯酸
!D--"$甲基丙烯酸:)%):二甲氨基乙酯!(D-6D-"和甲基丙烯酸丁酯!VD-"的无规共聚物%并将其
用于固定化纤维素酶)该固定化酶能够在A5!a$以下沉淀回收重复使用%在重复回收了$次以后%该固
定化酶仍然保持了+’a#i的初始活性)一些商业化的聚丙烯酸类树脂如6K308JENU:#""和6K308JEN4:
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#""等也常用于酶的固定化%两者分别能够在A5为)和A5为*以上的介质中溶解)例如Q/@等0$"1将
木糖聚酶吸附在6K308JENU:#""上%通过调节A5实现固定化酶的沉淀回收%#"次循环以后仍没有明显
的失活)4E;M8等0$#1将蛋白酶固定在6K308JEN4:#""上用于处理羊毛纤维%固定化蛋白酶同样显示了良
好的储存稳定性和回收性能)

A5响应除了能够实现催化剂的回收以外%在一些精巧的设计中%也能实现对酶活性的调节)ON/
等0$!1在胰蛋白酶表面生长聚甲基丙烯酸:聚甲基丙烯酸甲酯共聚物%发现该结合物中胰蛋白酶的水解活
性明显受到环境A5的调控)D1E等0$’1制备了海藻酸钙(鱼精蛋白(硅胶构成的三层复合微米小球!外层
为刚性硅壳"%小球中间物理包埋了蔗糖转化酶)当环境A5发生改变时%软性层中海藻酸钙网络与鱼精
蛋白间的静电作用也随之变化%由此可调节微球壳层对于小分子底物和产物的可渗透性)当环境A5低
于临界值时!如A5为&"%微球内的软性层不通透%阻碍了底物和产物的扩散%几乎不体现酶活.而当A5
升高时%鱼精蛋白和海藻酸钙带相反电荷%静电吸引作用导致网络结构收缩%使得微球壁通透性提高%酶
能接触到底物而催化反应)这种智能的复合壳层能够实现A5对酶活的可逆开关控制)HC89J等0$&1采
用原子转移自由基聚合的方法合成了聚乙二醇:聚甲基丙烯酸嵌段聚合物)该聚合物能够与带正电的溶
菌酶在A5$的条件下静电组装形成复合胶束)由于酶被紧密地包裹在胶束内部不能与底物接触%表观
活性消失)提高溶液A5%聚合物链上所带负电荷增加%链段间静电斥力增大%导致组装体解离%酶活恢
复)-EZ19?10J和其同事0$$1将环氧树脂微型翅片包埋在A5响应性水凝胶!丙烯酰胺(丙烯酸(丙烯酸十
二酯共聚物"膜中%置于双水层的微流控装置中%翅片顶部修饰有荧光素酶!如图’所示")当溶液A5(*
时%翅片呈弯曲倒伏状态%荧光素酶不能接触到上水层中的底物)当A5增大时%凝胶发生溶胀导致翅片
直立起来%顶部的荧光素酶接触底物产生肉眼可见的荧光)这一过程不仅实现了环境A5对酶活的可逆
开关控制%还展示了化学信号&力学信号&化学信号的响应过程)

图’!利用A5响应性水凝胶的形变*开关+酶促反应的微流控装置

!8"装置主视图.!?"A5可逆调控酶活开关示意图.!B"微流控装置的组装方式0$$1

.EJK01’!DEB0/<;KE3EB8AA808NK=</0NC1A5N0EJJ1013/=BE;;8NE/9/<NC119Z@>8NEB018BNE/9K=E9J8A5:01=A/9=EM1C@30/J1;
!8"4E31:ME12/<=BC1>8NEB/</=BE;;8NE9J?E/;K>E91=B19B1018BN/0.!?"];/=1:KA/<=BC1>8NEB=C/2E9JNC101M10=E?;1
*/9:/<<+=2ENBCE9J/<19Z@>8NEB8BNEMEN@.!B".8?0EB8NE/9/<NC1>EB0/<;KE3EB31MEB12ENC8̂K1/K=?E;8@100$$1

=@Z!电场响应性酶催化剂
聚电解质$导电聚合物等材料对电流或电场的变化非常敏感%能够在电刺激下产生收缩$溶胀$弯曲

等形态变化)58>;19等0$)1报道了第一例聚电解质凝胶在电场中的形变)这种凝胶由聚乙烯醇与聚甲

基丙烯酸共聚合成%可以依据内部离子强度的不同发生溶胀或收缩)他们将该材料负载在阳极上%置于

,8];溶液中%在直流电场的作用下%材料会发生规律地收缩)S1等0$*1合成了装载有药物的聚吡咯导电

高分子%然后辅以温敏性的水凝胶!7US-:76S:7US-"对小鼠进行皮下注射)在电场的刺激下%药物释
放速率与电压正相关%可用于体内药物释放的程序控制)

电场响应的高分子材料与酶复合%能够实现外加电场对酶的表观活性的调控)580838等0$+1研究了
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溶菌酶与76S:7!-=A"形成的复合胶束在电场下的催化行为)研究发现%当外加电场小于$"h(B>时%
胶束中的溶菌酶表现了高催化活性.当外加电压大于)’h(B>时%活性几乎完全消失)这种酶:聚电解质
复合胶束的活性变化对电场变化的响应非常迅速%几乎不存在延迟)这种活性的调控机制可能是电场导
致胶束核心的微环境发生变化而引起的)

=@\!氧化还原响应性酶催化剂
氧化还原反应响应材料中通常含有对环境氧化还原性敏感的化学键或化学基团%常见的包括二硫

键0$%%)"1$二硒键0)#1$二茂铁0)!1%或其它易被氧化(还原的基团0)’1等)通常将这类材料制备成凝胶或胶束%
在加入氧化剂或还原剂以后%发生解离%使包埋在其中的物质释放出来%常用在药物递送过程中)

对环境氧化还原性敏感的酶催化剂亦有零星的报道)早在#%%’年%ON/等0$!1就报道了一种能根据
环境氧化还原性质可逆溶解:沉淀的酶催化剂)他们从胰蛋白酶表面接枝生长出还原性敏感的聚:’:氨甲
酰:#:!对乙烯苄基"吡啶盐酸盐!7]h7]"%得到了胰蛋白酶:7]h7]结合物)如图&所示0)&1%该高分子能
够可逆地响应溶液的氧化还原条件%在水中溶解或沉淀)当溶液中存在还原性物质,8!4!F& 时%结合物
不溶于水%酶活几乎为零)在溶液中加入 5!F! 后%结合物溶解%但由于 5!F! 的强氧化性对酶的伤害%
重新溶解后的酶的活性仅为原来的)"i左右%更多的循环还会导致酶活进一步下降)氧化环境对酶的
毒性限制了该方法进一步的发展和应用)

图&!7]h7]对环境氧化还原性质响应的分子机制0)&1

.EJK01&!D/;1BK;80>1BC89E=>/<7]h7]01=A/9=EM1N/NC119ME0/9>19N8;/PE3/013KBNE/9A0/A10N@0)&1

二硫键是另一类常见的氧化还原响应官能团)游离巯基在氧化环境中可缩合成二硫键%而还原性试
剂的存在又能使得二硫键解离)通常认为细胞内环境中含有的谷胱甘肽能够还原二硫键%可用于细胞内
药物递送)一个有趣的例子是二硫键交联的肝素:7;K0/9EB.#!*纳米凝胶用于递送核糖核酸酶-!Q,-
酶-"0)$1)具体研究中%首先将羧基化的7;K0/9EB.#!*与肝素共价连接%并进一步在肝素分子上接枝巯
基)然后%利用Q,-酶-与肝素间的特异性亲和作用%将其负载到肝素:7;K0/9EB结合物上%并通过氧气
氧化巯基形成二硫键从而制备纳米级凝胶)这种凝胶生物安全性好%酶负载量高达+#a+i%并且能够在
胞内环境中实现二硫键的还原解离%从而可控释放包埋的酶分子%为蛋白类药物的递送提供了一种有效
方式)

=@]!分子响应性酶催化剂
利用分子间的特异性识别%可以设计制备具有精确结构和特殊功能的材料)例如%(,-互补链是一

种天然的分子识别模式.环糊精的空腔能够识别大小和极性适合的分子或基团!如萘环%硝基苯%二茂铁
等"0))%)*1.葫芦脲类化合物能够与金刚烷$脂肪族胺$紫晶等分子结合形成主客体配合物0)+1.抗原与抗体%

酶与底物和其抑制剂都有很强的特异性相互作用.苯硼酸类化合物与葡萄糖可特异性地结合0)%1)这些
分子间相互作用可用于构建组成不同$性能各异的刺激响应性材料的组装体%如纳米颗粒$水凝胶$聚合
物微球等)当体系中存在竞争性结合的分子%或环境条件发生变化时%组装体可发生溶胀$解离$聚沉等
变化)这些性质可用于化学传感$药物递送$分子开关等领域0*"1)
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另一类有趣的小分子响应见于A5敏感性高分子与葡萄糖氧化酶!SFP"的复合体系)SFP能够氧
化葡萄糖为葡萄糖酸%导致体系A5值的降低%从而引起A5敏感性高分子的收缩或溶胀)这种响应特
性提供了一种新型的胰岛素按需给药机制%受到广泛关注0*#"*’1)5/0?1NN等0*&1将SFP共价固定在甲基
丙烯酸羟乙与聚甲基丙烯酸)%)"二甲氨基乙酯的共聚物07/;@!56D-:(D-6D-"1水凝胶膜中)当
环境中的葡萄糖浓度升高时%酶促反应发生%葡萄糖转化为葡萄糖酸%A5值的降低引起了二甲氨基的质
子化%从而使得凝胶网络内的静电斥力增加%膜孔增大%胰岛素的可渗透性增加%实现了控制胰岛素给药
的目的)聚羧酸类高分子同样具有类似的功能)71AA8=及其同事0*!%*$1在聚乙二醇:聚甲基丙烯酸共聚
水凝胶中包埋了SFP)酶促反应引起的A5降低导致凝胶收缩%使得胰岛素能够被泵出)过氧化氢酶的
引入能够提高SFP的反应速率%从而进一步增强载体材料对葡萄糖的响应速率0*)1)这类小分子响应的
刺激响应过程巧妙利用了酶对目标分子的特异性识别%能够实现智能和定量给药)

酶响应是一类特殊的分子响应机制%其机制是利用酶对底物的特异性反应)酶响应的材料中通常具
有与酶促反应相关的基团%对体系中存在特异的酶非常敏感)这种响应最常见于精巧设计的药物递送系
统中%利用酶与底物之间的反应%可以快速$灵敏$特异地切断材料中的某种化学键%从而使得递送载体崩
解%释放载体中包含的药物)例如 R89J等0**1用双亲水性聚合物!单甲氧基聚乙二醇:嵌段:聚赖氨酸盐
酸盐"和三磷酸腺苷!-L7"%通过静电自组装构成了大小为*""+"9>左右的纳米颗粒)这种纳米颗粒
装载了小分子药物%在牛小肠碱性磷酸酶的作用下%由于-L7被水解%这一纳米颗粒解离%释放出药物)

更有趣的是%这类材料还可用于酶分子的可控释放)例如S1等0*+1制备了一种以葡聚糖癸酸酯为基材的
自组装纳米颗粒%并包埋了辣根过氧化物酶分子)这种材料能够被脂肪酶快速水解%释放包埋的酶分子%

且释放速率与外加脂肪酶活单位相关)

!!智能酶催化剂应用

;@=!生物催化
上文介绍的许多外源刺激%如温度$光$A5$氧化还原等%均能用于实现酶催化剂从反应体系中的有

效分离%为酶催化剂的回收重复使用提供了新途径)一般来说%光作为外源刺激对酶的活性影响较小%极
端的A5$氧化还原条件等容易导致酶的失活)目前为止%工业上利用刺激响应过程回收酶催化剂的例子
还不多见%更多是见于文献报道)另一方面%通过这些外源刺激%能够很方便地调控底物与酶的接触%从
而调控酶的表观活性)本综述第一部分已经介绍了大量的利用刺激响应过程回收酶催化剂和调控活性
的例子%在此不再赘述)

;@;!药物递送
刺激响应性高分子材料具有对环境的响应特性%而酶则能够精确识别特异性底物%发挥催化性能)

刺激响应性高分子与酶的复结合%使得这类材料同时具备了对外源刺激和特异性靶点的双重识别能力%

提供了一种能够精确控制药物在体内的递送与释放的新方式%因此受到广泛的关注)

一方面%刺激响应性高分子和酶的组合可以用于药物的精确可控释放)例如%上文已经介绍过的A5
响应性聚合物与SFP复合的例子中0*#"*)1%通过酶对葡萄糖的特异性催化反应%改变聚合物的物理状态%

实现了对胰岛素的按需释放)另一方面%一些酶分子本身作为蛋白类药物%可以用于治疗某些特定的疾
病%如蛋白酶$脂肪酶$淀粉酶可用于治疗消化不良%青霉素酶可用于青霉素引起的过敏反应)刺激响应
型材料也可用于对酶分子本身的递送)例如%I89等0*%1将多种蛋白和酶!如绿色荧光蛋白$牛血清白蛋
白$辣根过氧化物酶$超氧化物歧化酶等"制成纳米凝胶%进行了体内蛋白药物递送过程的研究)得益于
在交联剂的分子结构中引入了在酸性环境中可降解的基团%经过内吞作用进入到胞内的含酶纳米凝胶能
够在偏酸性环境!A5"$a$"中水解释放出目标酶分子)

刺激响应性材料控制的酶的递送和酶活调控还可用于小分子前体药物的靶向递送)L8>K08等0+"1
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利用多聚准轮烷!由环糊及穿过环糊精空腔的聚乙二醇链构成%环糊精侧链修饰带正电的)%)"二甲氨
基丙烯酸乙酯"通过静电作用与带负电的":半乳糖苷酶形成复合物%这种复合物中的酶活仅为游离酶的

’"i"&"i)由于多聚准轮烷末端含有二硫键%当复合物被递送到胞内时%环境中含有的还原性物质!如
谷胱甘肽"等会裂解二硫键%导致多聚准轮烷分解%从而释放出具有完全活性的":半乳糖苷酶)在体内给
药实验中%他们采用无毒的前体药物222$:氟尿嘧啶核苷:$f:O"""-:半乳糖苷给药)胞内释放的":半乳
糖苷酶能够水解半乳糖苷键%产生毒性较强的治疗药物$:氟尿嘧啶核苷%从而实现了对药物的可控释放)

;@A!分析检测与传感器件
酶促反应常常会引起电荷$A5$离子强度等状态发生变化%这些变化作为外源刺激可以使得刺激响

应性材料产生相应的物理化学性质改变)这种特性能够利用酶促反应的专一性和高效性%将酶对目标分
子的特异性识别转换为对刺激响应性材料的外源刺激%最终经过材料将外源刺激转化为放大的二次物理
或化学信号)基于此原理研究者开发了一系列分析传感器件%这种酶和刺激响应性材料的结合使得检测
过程可能同时具有很好的专一性和灵敏度)

693/等0+#1将葡萄糖氧化酶SFP与银纳米粒子固定化在A5响应性水凝胶!部分水解羧化的聚丙烯
酰胺"中)SFP催化葡萄糖生成葡萄糖酸导致A5变化%引发凝胶溶胀%银纳米粒子间距增大%引起局域
表面等离子体共振!U47Q"峰强度降低)该方法灵敏度很高%能够检测到最低#"AD 的葡萄糖)

-0K9?8?K等0+!1将脲酶共价固定在聚合晶体胶体阵列中!A/;@>10EZ13B0@=N8;;E91B/;;/E38;8008@%7]]-"
中%制成了能够探测重金属汞的传感器)他们所采用的7]]-是由聚丙烯酰胺凝胶包埋单分散的光散射
晶体胶体阵列!带电聚苯乙烯颗粒"而形成)他们将聚丙烯酰胺凝胶在碱性条件下水解%产生的羧基用于
固定化脲酶%同时还有部分羧基剩余)当环境中存在尿素时%脲酶催化尿素水解成 5]Fb’ 和,5&c%屏
蔽了7]]-凝胶网络中的静电斥力%导致7]]-体积收缩%从而引起其特征衍射波长的蓝移)由于脲酶
活性受到汞离子的强烈抑制%汞离子的存在会导致衍射蓝移现象明显减弱%因此可以用于汞离子的检测)
利用该方法最低能够测到#AA?浓度的汞离子%并且具有良好的离子选择性)利用类似的原理%R8;W10
等0+’1将乙酰胆碱酯酶与聚合胶体晶体阵列材料相结合%建立了有机磷化合物的高专一性和高灵敏度检
测方法%对农药分子对硫磷的检测限低至&a!)<D)

另一方面%许多智能酶催化剂的活性能够对外源刺激做出响应%这种酶活的变化即可以反映环境信
号的变化%作为检测的依据)基于此原理%亦有大量的分析传感方法的报道)例如%DE08938等0+&1介绍了
一种检验待测溶液中极低浓度蛋白的方法)他们用季铵封端的聚乙二醇寡聚物修饰金纳米粒子%并与带
负电的":半乳糖苷酶通过静电吸附组装%组装的复合体的催化活性完全被抑制)当溶液中含有竞争性吸
附的其它带检测蛋白时%金纳米粒子从":半乳糖苷酶表面脱除%酶活恢复并水解底物&:甲基伞形酮酰:""
-:吡喃葡糖酸苷%产生荧光信号)该方法灵敏性很高%能检测浓度低至#9D的目标蛋白)

刺激响应性材料还能用于含酶传感元件的再生)[E/9J等0+$1设计了一种可再生的%基于7,O7-->
和SFP的葡萄糖微流控生物传感器)他们在微反应器中原位聚合形成了多孔7,O7-->整体柱%通过
疏水作用吸附SFP%实现对葡萄糖浓度的检测)当传感器中的SFP经过长期使用而失活后%通过改变
温度调节多孔7,O7-->整体柱至相对亲水的状态%即可较容易洗去失活的SFP%从而再用于吸附新的

SFP分子%实现了含酶传感元件的再生)

;@D!其它应用
除了以上介绍的在生物催化$药物递送和分析检测方面的应用之外%刺激相应性高分子与酶分子的

结合还被用于构建许多新奇的智能系统)例如%通过刺激响应的材料来包埋酶分子%能够达到类似逻辑
门的效果)D/N/09/M等0+)1以A5响应性的嵌段聚合物刷74:’:7&h7:’:76F修饰的纳米颗粒为基材%结
合SFP和酯酶!6=N"的反应特性%实现了*或+门)74:’:7&h7:’:76F修饰的纳米颗粒能够作为皮克林乳
液的乳化剂%在这种乳化系统中%根据颗粒表面亲疏水性的不同%能够稳定形成 R(F或F(R 的乳液)

SFP和6=N均能独立地使体系A5降低%引起74:?:7&h7:?:76F的亲水性增强%进而使乳液由 R(F变
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为F(R)利用类似的原理%联合使用SFP和蔗糖转化酶%则能实现*与+门!蔗糖转化酶转化蔗糖产生葡
萄糖%SFP再与葡萄糖反应而降低体系A5")419JKAN8等0+*1利用带正电的水凝胶吸附多种酶%利用反
应产生的热作为驱动力%构建了酶促反应驱动的微泵)在其它方面%刺激相应性高分子与酶分子的结合
也初步展现出了诱人的前景)例如%在微通道中%将酶对底物的选择性和刺激响应性材料的溶胀:收缩相
结合%将有可能设计出具有分子特异性识别的通道开关元件)将酶对底物类似物的识别与刺激响应性高
分子的相变分离性能相结合%将有可能开发出新型的生物分离材料)总之%结合刺激响应性高分子和酶
具有的独特而优异的性能%能够构建多种智能材料%更多具有前景的应用正等待人们进一步发掘0++1)

’!结束语

过去二十多年间%随着高分子科学和生物化学的发展和交叉融合%涌现了一系列结构巧妙$功能独特
的新型智能复合材料)刺激响应性高分子和生物酶分子的复合正是其中的一类典型代表)刺激响应性
高分子的多样性$功能性特别是刺激响应性赋予了酶催化剂许多其本身并不具备的特性%丰富了酶催化
过程的调控手段%特别是为实现酶催化的人工控制提供了可能%从而极大拓展了酶催化的应用范围)其
中%刺激相应性高分子:酶复合智能催化剂已经在生物催化$药物递送$分析检测等应用领域中崭露头角%
很有可能开发出具有突破性的方法和技术%在科学研究和实际应用中均具有重要的意义)
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