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!!摘要%磁性蛋白印迹复合微球因其特异性识别$高效分离目标蛋白的优点在蛋白分离和检测中具有重要的

应用价值+由于蛋白分子自身的结构性质%磁性蛋白印迹材料在制备及进一步提升性能方面还面临着诸多的

挑战+本文综述了磁性蛋白印迹复合微球的制备方法及提高其印迹效率的设计策略方面的研究进展%并介绍

了磁性蛋白印迹复合微球在蛋白分离$免疫分析$生物传感等方面的应用研究新进展+

!!关键词%蛋白印迹*磁性复合微球*分离效率*特异识别性能

引言

蛋白印迹聚合物!@862:>7>=@8>72:4@6B5=:8?%(&(?"是一种仿生,抗原1抗体-作用%通过交联剂使功
能单体与模板蛋白共聚合%在洗脱模板蛋白后形成的具有特异性吸附$识别蛋白性能的,人工聚合物受
体-%其在蛋白分离$免疫分析$生物传感等领域有重要的应用价值.#/+将磁性粒子引入到蛋白印迹材料
中%可实现在外加磁场下的快速收集分离%提高印迹材料的使用回收效率%因此%磁性蛋白印迹复合微球
!=;F7:2>9@862:>7>=@8>72:4@;82>9B:?%Y(&(?"受到了越来越多的关注.!/+

近年来%为进一步提高 Y(&(?对模板蛋白的印迹及识别效率%发展出了多种实用的设计策略%并借
助高分子合成方法的进步实现对设计材料的高效构筑+本文从印迹材料的结构设计入手%对引入结构合
理的刺激响应性聚合物$优化磁性载体微球的表面功能性以及通过接枝抗蛋白链段降低蛋白非特异性吸
附等三方面策略的研究进展进行了综述%着重阐述了材料结构的变化对提高 Y(&(?选择识别性的影响
规律%并结合 Y(&(?的应用对这类材料的发展进行了展望+

#!Y(&(?的有效制备方法

相比小分子印迹%蛋白分子由于其自身的分子量大$构象灵活等特殊性质使得 Y(&(?的制备面临较
大的挑战.+%,/+首先%分子尺寸大使得蛋白分子不能像小分子那样容易地进出印迹空腔%造成 Y(&(?上
大量印迹位点的浪费*其次%由于大多数蛋白在有机溶剂$强酸$强碱或者高温的环境下会发生不可逆的
结构变化%所以对制备条件提出了很多要求+为了解决这些问题%相应地发展了两种有效的新制备方法%
有力地推动了磁性蛋白印迹材料的发展+

3>3!表面蛋白印迹
传统印迹方法中%由于聚合物对模板蛋白包埋过深%致使蛋白很难被洗脱出来+针对于此%表面印迹方

法应运而生.-#0/+表面蛋白印迹是将聚合物中的印迹位点尽可能地集中在表面%从而使蛋白与印迹位点有
良好的可接触性%在蛋白吸附和洗脱过程中减小传质阻力%提高印迹聚合物对蛋白的再结合效率.$##-/+

<>等.#./用+1氨基苯基硼酸作为功能单体和交联单体%在二氧化硅包覆的磁性微球表面制备了牛血
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红蛋白!O6X>7:E:=6FB6O>7%GKO"印迹聚合物+该类 Y(&(?可快速达到吸附平衡%在外加磁场的作用下
能实现高效分离+H;7F等.##/将GKO通过非共价相互作用固定在用氨基功能化的M:+), 纳米颗粒上%

以硅氧烷为功能单体进行聚合%在磁性微球表面共聚形成了围绕GKO的印迹聚合物网络+RE3等.#//在
硼酸盐功能化的磁性复合微球的表面将卵清蛋白固定%结合表面蛋白印迹技术与苯胺的氧化还原聚合%
制备了对模板蛋白具有优异识别性!印迹因子%>=@8>72>7FA;9268%&Mr/b-#"的 Y(&(?+

3>:!抗原决定基印迹
表面蛋白印迹法虽然解决了蛋白洗脱和再结合的难题%但蛋白结构易变导致的印迹腔不准确以及聚

合方法受限的问题依然没有得到很好的改进+对此%研究者们开发出了抗原决定基法.#0#!#/+这种技术
是利用目标蛋白的蛋白序列中裸露的一个或几个特异肽链段!即抗原决定基"为模板分子%制备印迹材料
用来识别吸附带有该链段的目标蛋白+该法的优势就是将大分子蛋白印迹简化成了小分子印迹%从而避
免了蛋白结构易变带来的影响.!!/+

!""#年%Y>7638;等.!+/以小分子四肽为模板%合成了能够识别具有模板四肽特征片段且分子体积较
大的催产素的印迹聚合物%并提出了,抗原决定基法-+后来%RE;7F等.-/用K>?12;F1蛋白抗原决定基作为
模板分子%通过多巴胺自聚合控制印迹壳层厚度%制备的 Y(&(?具有较高的模板利用率%且对抗原决定
基和蛋白具有良好的特异识别能力+值得一提的是%K>?12;F具有良好的亲水性%该法可用于具有不同极
性的抗原决定基印迹中+K3等.!,/用一种新型环糊精离子液体作为功能单体%结合抗原决定基表面印迹
技术%选择细胞色素S!95269E86=:S%S52S"表面暴露的残基作为模板分子%合成了抗原决定基 Y(&(?
!如图#所示"+这种 Y(&(?具有较高的吸附量!./b.=F’F"和优良的识别性能!&Mr,b-,"+

图#!S52S抗原决定基磁性印迹制备过程示意图.!,/

M>F38:#!*9E:=;2>9>BB3?28;2>676A2E:@8:@;8;2>67@869:??6AS52S:@>26@:>=@8>72:4Y(&(?.!,/

!!提高印迹材料分离效率的设计策略

随着蛋白印迹技术的发展%如何实现目标蛋白分子的高效分离和特异性识别成为研究者们越来越关
注的问题+目前%应用于提升 Y(&(?印迹识别性能的方法主要有通过设计结构合理的刺激响应性聚合
物$优化载体微球与目标蛋白的亲和性以及降低蛋白非特异性吸附等+种+

:>3!刺激响应性聚合物结构设计
刺激响应性聚合物%也称为环境响应聚合物或智能聚合物%能够响应特定的外部刺激%进而发生明显
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的结构或性质变化%例如%分子链结构$溶解度$溶胀或解离行为等变化+将刺激响应性聚合物引入

Y(&(?%可实现蛋白在特定环境中的吸附或释放+目前不仅已经把单一刺激响应性聚合物引入 Y(&(?%
而且还将具有温度响应$@K响应$光响应等多种刺激响应性的聚合物复合并应用于 Y(&(?中%以实现材
料对蛋白的高效分离回收+

温度响应性聚合物会随温度改变其自身结构及体积+温度响应性聚合物一般都具有亲水基团和疏
水基团%当温度低于最低共溶温度!B6D:898>2>9;B?6B32>672:=@:8;238:%<S*H"时%亲水基团与水分子形
成氢键%聚合物体积膨胀%甚至溶于水中*而当温度高于<S*H时%亲水基团与水之间的氢键被破坏%且聚
合物的疏水作用增强%使得聚合物链聚集%凝胶网络收缩.!-%!./+现在最常用的温度响应性聚合物是

<S*H约为+!k的聚!!1异丙基丙烯酰胺"!(J&(%Y".!/%!0/+例如%RE;7F等.!$/以M:+),!,1e(!,1乙
烯基吡啶"微球为载体%制备了基于(J&(%Y的温度响应性印迹聚合物%这类印迹微球不仅对外部环境
温度响应灵敏%对模板蛋白牛血清白蛋白!O6X>7:?:83=;BO3=>7%G*%"也展现出良好的快速捕获和识别
能力+有趣的是%[>等.+"/选择氨基酸基单体000!1甲基丙烯酰基1F1丙氨酸甲酯作为温度响应性功能单
体%合成了用于识别和分离溶菌酶!B5?6T5=:%<5T"的温度响应性 Y(&(?+研究表明%通过改变水溶液的
温度%可以容易地实现<5T的快速捕获%在!-k下#-=>7内即可吸附至饱和吸附量的0"‘以上+此外%
基于温度响应性单体甲基丙烯酸!1!!1甲氧基乙氧基"乙基酯%<>等.+#/合成了以 <5T为模板蛋白的

Y(&(?%通过改变外界温度即可实现<5T的捕获$释放过程%避免了繁琐的模板洗脱步骤+上述两类新的

Y(&(?对实际样品中的模板蛋白都具有优异的分离回收性能%这对新型温度响应性印迹体系的开发提
供了新思路+

@K响应性聚合物一般含有对@K变化敏感的羧基或氨基等可电离的官能团%可以在特定的@K下
提供或接受质子%进而引起聚合物链的流体动力学体积的变化%换言之%即可产生体积相变.#%+!/+Z>:
等.++/选用甲基丙烯酸!1!二甲氨基"乙酯作为@K响应单体%,1乙烯基苯基溴酸作为硼酸酯亲和单体%采
用自由基聚合法%在磁性微球表面合成了卵清蛋白!)X;BO3=>7%)e%"的印迹聚合物薄层+在该体系中%
通过改变溶液@K可以实现 )e%的快速捕获释放%#"=>7内吸附量就能达到0#b!=F’F+除此之外%

M;7等.+,/选用%1甲基丙烯酸!%1=:2E;985B>9;9>4%Y%%"和J&(%Y 分别作@K和温度响应性单体%G*%
为模板蛋白%采用硬模板法合成了具有双重响应性的摇铃状磁性空心分子印迹聚离子液体!>67>9B>Q3>4?%

&<?"纳米球%如图!所示+双重响应性因素的引入%对提高印迹材料对蛋白的识别和洗脱效率具有重要
作用%#"=>7即可实现蛋白的吸附平衡+

光响应性聚合物可随外部刺激000光的变化而快速通过物理或化学变化来予以响应+通常%光刺激
或光照射会导致基团异构化或解离的发生.+-/+Z>:等.+./选用,1.!,1甲基丙烯酰氧基"苯基偶氮/苯磺酸
为光响应性单体%以M:+), 微球做载体制备了GKO的响应性印迹材料+在波长为+.-7=和,,"7=的
交替光照下%制备的 Y(&(?对GKO具有很好的控释效应&在+.-7=处释放+#b,‘GKO%而在,,"7=处
可将./b!‘的GKO结合到 Y(&(?上%这在生物样品中富集痕量蛋白方面表现出显著的优势+SE:7
等.+//在M:+), 微球上包覆了纤维状*>)!%以此为基球在表面合成了近红外!J&W"光响应性<5T印迹聚
多巴胺层.+0%+$/+通过J&W激光!0"07=%+b+V’9=!"触发<5T控释%能够+"=>7内实现/""=F’F的高
效吸附%而且释放的<5T仍然保持良好的生物活性%可有效分解大肠杆菌+

作者课题组开展了一系列温度响应性 Y(&(?的研究.,"#,+/%如图+所示+这些工作不仅证明了温度
响应性聚合物(J&(%Y在该体系中对模板蛋白吸附识别的重要作用%还通过对比实验%考察了印迹聚合
物的交联度和壳层厚度之间的平衡关系%确定以#/7=的壳层厚度及!"‘的交联度为平衡值+以此为前
提%制备的 Y(&(?不仅具有良好的温度响应性和选择识别性%经历一次洗涤过程后模板蛋白的洗脱效率
高达/0b."‘+

:>:!载体与模板蛋白亲和性的优化设计
蛋白印迹材料的结构优化一般是基于模板蛋白与载体材料及功能单体之间的共价或非共价相互作
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图!!摇铃状蛋白印迹磁性复合微球的制备流程图.+,/

M>F38:!!*9E:=;2>9>BB3?28;2>676A2E:@8:@;8;2>676A2E:8;22B:125@:Y(&(?.+,/

图+!温度响应性蛋白印迹磁性复合微球的制备流程及识别机理.,#/

M>F38:+!*9E:=:6A?572E:?>?;742E:8=61?:7?>2>X:8:96F7>2>67@:8A68=;79:?6AY(&(?.,#/

用开展工作的+对于 Y(&(?%在磁性载体表面如何修饰$优化功能化物质%实现蛋白的有效结合%是提升
印迹材料识别性能和分离能力的关键+

通过设计载体的功能化表面%利用有效的非共价作用来固定蛋白分子%进而实现印迹聚合物的合成%
可实现高效的特异性吸附识别目标蛋白.,,#,./+N;6等.##/利用非共价相互作用将GKO固定在表面修饰
了氨基的M:+), 微球上%再通过硅氧烷共聚合把模板蛋白固定在了印迹空腔中+N36等.,//把壳聚糖包
覆在磁性颗粒的表面%修饰马来酸酐后%利用其羧基捕获模板蛋白<5T%进行印迹聚合后得到的印迹微球
对<5T有着良好的特异结合性+K;6等.,0/通过酰胺化反应将氨基苯硼酸接枝在了醛官能化的磁性颗粒
上%再利用非共价亲和结合%借助硼酸盐固定糖蛋白%经由多巴胺自聚合将印迹聚合物包覆在磁性颗粒的
表面+*E6FE>等.,$/在功能化的M:+),!*>)! 微球表面通过点击反应接枝了#%,1二硫苏糖醇%利用其巯
基与模板蛋白G*%之间较强的非共价作用来捕获G*%%采用表面印迹技术实现了有效吸附G*%的印迹
材料的合成+选取易于修饰或接枝的合适有机配体%将一定程度上改善印迹体系%实现模板蛋白的有效
印迹%这种可行性高$性能良好的方法极具开发和应用前景+

离子液体!&<?"被认为是生物体系中的优良溶剂%它具备很多突出的优点%如蒸汽压可忽略不计$热
稳定性好$液体区域宽$可燃性低$溶解能力强$离子电导率高$可设计性好等.!,%-"/+因此%基于&<?的材
料被广泛应用于生物活性物质的分析和分离+通常通过多种相互作用机制%如氢键$疏水$!@!堆积$静
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电和离子交换作用等%来促进分离.!#%-##-+/+U>;7等.-,/在M:+), 微球上依次实现了功能基团氯的修饰$

#1甲基咪唑类&<?的包覆%然后将G*%通过氢键$!@!堆积等相互作用固定在微球表面%借助R:2;电位定
性表征%结果证明其蛋白固定化能力比M:+), 裸颗粒高约$倍*最后选择可自聚合的多巴胺作功能单体
实现了G*%的印迹聚合+他们还探究了印迹层厚度对印迹纳米粒子识别能力的影响%结果表明%!"7=
是获得最佳识别能力的厚度%印迹因子达到了+b+++P;>等.--/把水相容的咪唑类离子液体%氯化!1+1
!+1三乙氧基甲硅烷基丙基"1+1氨基丙基咪唑鎓%修饰在M:+),!*>)! 微球表面%进而固定PJ%%利用溶
胶凝胶法制备了印迹聚合物+该法获得的印迹空腔具有良好的生物相容性%在@K为-b#"时表现出优
异的PJ%特异性吸附能力!#.!=F’F"和对非印迹分子的再结合选择性!&M高达.b."+

金属离子可通过自身的4轨道与蛋白分子中J$)上的孤对电子形成配位键%使得利用金属配位作
用来富集分离蛋白的方法简单可行.-.%-//%且在蛋白印迹领域也已经有一定的实际运用.-0#."/+结合磁性
材料%];82;B等..#/使用亚氨基二乙酸作为S3!f配位剂%通过配位作用将人血清白蛋白!E3=;7?:83=
;BO3=>7%K*%"固定在磁性复合微球的表面上%以正硅酸乙酯和+1氨基丙基三甲氧基硅烷为功能单体%
实现了用于选择性识别 K*%的复合印迹微球的制备+*E>等..!/以正硅酸乙酯为有机硅源%利用溶胶1凝
胶法在磁性微球表面包覆了*>)!%并通过*>)! 表面水解生成的羟基螯合S3!f进而与GKO配位%合成了
具有良好选择识别性能的 Y(&(?%如图,所示+这种利用金属配位作用的印迹技术对印迹材料的发展和
蛋白组学的应用具有重要指导意义+

图,!S3!f1Y(&(?的合成过程..!/

M>F38:,!HE:?572E:2>9@869:??6AS3!f1Y(&(?..!/

作者课题组通过在磁性微球表面修饰羧基来提升对目标蛋白的吸附识别性能..+/+以M:+),!K’%
!丙烯酸羟乙基酯"为基球%用马来酸酐进行改性%丙烯酰胺和!%!n1亚甲基双丙烯酰胺分别为功能单体
和交联剂%利用自由基聚合法制备了Y(&(?+研究表明%这类磁性印迹微球的吸附速率$吸附量和识别能
力随着羧基密度的增加而增加+同时%羧基密度的增加有利于高等电点!等电点’/"蛋白的识别效率的

提高+此外%M:+),!K’%微球表面的羧基对印迹性能的影响受印迹层厚度的限制%通过实验确定了与
模板蛋白G*%和<5T大小相关的临界厚度范围分别为!-#,"7=和#"#!-7=+
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:>P!降低蛋白的非特异性吸附
印迹因子是研究材料特异性吸附性能的重要参数%很多已报道的方法很好地提高了蛋白印迹材料的

吸附量%但对印迹因子的提升并不理想+由于印迹材料对蛋白的吸附%同时存在特异性吸附和非特异性
吸附两种行为%所以%为提高蛋白印迹材料的特异性识别性能%作者课题组将目标放在了降低对蛋白的非
特异性吸附上+

!1甲基丙烯酰氧乙基磷酰胆碱!!1=:2E;985B65B6C5:2E5B@E6?@E685B9E6B>7:%Y(S"来源于细胞膜表
面组分%用其制备的生物材料可有效抑制抗体的变性和材料表面蛋白的吸附+我们利用共沉淀法%以蛋
白G*%为模板%引入抗蛋白吸附链段 Y(S%设计制备了一种新型的 Y(&(?%如图-所示+结果表明%加
入 Y(S聚合后%磁性印迹微球对目标蛋白的吸附量下降较多%但&M恰可以高达0b+!+其原因在于%蛋
白和功能单体的存在%会使抗蛋白单体在远离蛋白的位置参与聚合形成抗蛋白链段%当模板蛋白被洗脱
后%留下的印迹位点可以正常吸附并识别蛋白*而不处于印迹位点的聚合物%则因为抗蛋白链段的存在降
低了对蛋白的非特异性吸附%进而增强了材料总体的特异性识别性能..,/+

图-!G*%印迹磁性抗蛋白微球制备过程示意图..,/

M>F38:-!*9E:=;2>9>BB3?28;2>676A@8:@;8;2>67@869:??6AG*%1Y(&(?A68;72>1@862:>7?..,/

我们还合成了以G*%为模板分子%多巴胺为功能单体的 Y(&(?%采用%N’H1%HW(技术在印迹壳
层的表面接枝了 Y(S聚合物链段%实现了 Y(S聚合物链段的排布和长度的精确可控%更有利于调控印
迹层表面抗蛋白吸附能力的强弱%制备过程如图.所示+这里引入的 Y(S聚合物链段同样能够减少印
迹壳层对蛋白的非特异性吸附%G*%的吸附量较上一工作有所提高%印迹因子达到-b/,%表现出了优异
的蛋白选择识别性能..-/+

由于 Y(S成本较高且抗蛋白能力过强%易对蛋白的特异性吸附产生较大影响%所以%我们还在聚合
过程中选择了甲基丙烯酰乙基磺基甜菜碱%以减弱分子印迹聚合物的蛋白非特异性吸附能力+选用磁性
微球作载体%通过沉淀共聚法以 K’%为功能单体%水溶性壳聚糖为功能单体和交联剂制备了G*%1
Y(&(?+这种印迹微球对G*%也有很好的选择性吸附%&M可达到-b".../+

10,1 !!!!!!!高!!分!!子!!通!!报 !"#$年#"月!



#"b#,"!0’\b97̂>b#""+1+/!.b!"#$b#"b""-

图.!表面修饰 Y(S聚合物链段的 Y(&(?合成示意图..-/

M>F38:.!*9E:=;2>9>BB3?28;2>676A@8:@;8;2>676AY(&(?=64>A>:4D>2E@Y(S9E;>7?..-/

+!应用

目前%磁性蛋白印迹材料因其分离效率高$制备及使用成本低%在生物传感$蛋白分离$免疫分析等领
域有重要的应用+

众所周知%不同蛋白的等电点不同%且在@K不同的溶液中能表现出不同的带电性.,//%因此可应用于
电化学传感技术中+*37等..//选用M:+),!*>)! 为基球%制备了具有规则结构和良好单分散性的血红
蛋白印迹微球%并将其修饰在磁性玻碳电极上%开发了用于测定血红蛋白的快速且选择性良好的电化学
传感器+值得注意的是%磁场的引入%使得对血红蛋白的电化学响应信号增加了!倍%在磁性印迹微球上
吸附血红蛋白所需要的时间缩短至/=>7以内+此外%从结构设计的角度%可实现印迹荧光传感器的制
备+<g等..0/选择多巴胺作为功能单体%在磁性碳量子点表面合成了GKO印迹聚合物壳层%用于灵敏地
选择性荧光识别GKO%在最佳条件下%荧光强度线性下降%检出限可达#/b+7=6B’<+这对快速识别和灵
敏检测实际样品中的痕量蛋白提供了一种方便的方法+

Y(&(?在蛋白分离中的应用较为广泛+例如%RE;7F等..$/通过表面印迹技术制备了<5T的磁性分
子印迹聚合物%用于人尿中<5T的选择性识别和磁性分离+H38;7./"/采用抗原决定基印迹技术%选用甲
基丙烯酸+1!三甲氧基甲硅烷基"丙基酯$J&(%Y 和丙烯酸铜为功能单体%制备了 K>?1H;F磁性印迹纳
米颗粒+这种印迹材料对甲状腺过氧化物酶抗原具备特异性识别和亲和力%可以快速分离全血样品中的
靶抗原+

Y(&(?在免疫分析领域也有一定的应用+K:等./#/以日本脑炎病毒为模板分子%通过表面印迹法在

M:+),!*>)! 微球表面实现了印迹材料的合成+这种印迹微球不仅可以利用病毒衣壳的荧光性进行高
灵敏度的检测%还对日本脑炎病毒具有良好的选择识别性+RE;7F等./!/选用甲型肝炎病毒和多巴胺分
为为模板分子和功能单体%在M:+), 微球表面制备了印迹聚合物+借助磁共振光散射技术%该法制备的
印迹材料可以特定识别痕量的甲型肝炎病毒%检出限低至.b!@=6B’<%并成功应用于稀释!"""倍的人血
清中甲型肝炎病毒的即时检测+

,!结束语

相对于天然生物材料%蛋白印迹聚合物具有价格低廉$易于合成$重复性好及在苛刻条件下稳定性高
等优点+与磁性微球复合后%印迹材料能够实现快速分离和回收%提高使用效率%在蛋白分离$免疫分析
和生物传感等领域有广阔的应用前景+
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目前%虽然为提高磁性蛋白印迹复合微球的印迹和特异识别性能已经提出了多种可行且实用的策
略%例如%引入结构合理的刺激响应性聚合物$优化磁性载体微球的表面功能性$接枝抗蛋白链段以降低
蛋白非特异性吸附等+但由于蛋白分子构象灵活$体积庞大$表面活性高%印迹聚合物的制备过程中存在
部分模板蛋白变性的问题%致使印迹位点不足或印迹腔内官能团分布的不准确+此外%印迹聚合物的合
成及识别机理仍处于探索中%对蛋白分子与印迹材料相互作用的研究依旧存在一定程度的挑战+基于上
述原因%虽然磁性微球与蛋白印迹聚合物复合后提高了其对蛋白的识别能力和选择性%但和传统蛋白层
析材料相比%其分离能力仍需要进一步提升%实现印迹材料的高特异性及产业化仍然任重道远+为此%在
提升磁性蛋白印迹复合微球性能的同时%应充分结合产业化要求%使印迹材料能够合理应用并解决生物
领域中的实际问题+
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