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摘　要　用三步合成法(共沉淀法 、微乳液聚合 、Stöber过程)制备了(Fe3O4 /PVA)/SiO2磁性纳米颗粒 , 并在

颗粒表面进行了醛基化修饰。用 TEM对不同工艺获得的颗粒形貌和结构进行了表征。结果表明 , 中间产物

Fe3O4 /PVAc颗粒的平均尺寸为 100 nm;终产物(Fe3O4 /PVA)/SiO2的尺寸在 100 ～ 500 nm范围内是可调的。

醛基化的(Fe3O4 /PVA)/SiO2对 BSA蛋白具有捕获能力 ,并且颗粒结合蛋白后具有一定的持久性和耐温性。
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自从 Ugelstad等
[ 1]
首次用 “活化溶胀法 ”制备了用于免疫分离的超顺磁性苯乙烯微球以来 ,有关制

备超顺磁性有机或无机复合微球并将其应用到生物领域的研究中 ,如:生物细胞标记和分离
[ 2]
、靶向药

物
[ 3]
、药物运输

[ 1]
、核酸浓缩

[ 4]
、固定蛋白和酶

[ 5]
、生化检验

[ 6]
等。随着特殊测试的需要 ,近来的研究主

要集中在合成单分散的纳米球及通过 Lay-by-Lay技术制备各种各样的磁性纳米复合颗粒 ,包括磁性内

核和高分子壳。磁性内核通常是由磁性纳米粒子(如 Fe2O3、Fe3O4 、Co、Ni)组成 ,平均粒径一般不超过

30 nm
[ 7 ～ 19]

。磁性内核的存在使得复合颗粒便于从混合溶液中分离 。高分子壳的材料有 PS(polysty-

rene)
[ 7]
、PEI(polyethylenimine)

[ 8]
、PEG(polyethyleneglycol)

[ 9, 10]
、poly(acrylamide)

[ 11]
、poly(N-isopropy-

lacrylamide)
[ 12]

、extran
[ 13]

、chitosan
[ 14]

、PMMA(polymethylmethacrylate)
[ 15]

、PVA(polyvinylalcohol)
[ 16]
等。

高分子材料作为壳 ,可以减少磁性颗粒的毒副作用 ,改善颗粒表面的生物相容性 ,提高颗粒在有机组分

中的稳定性 。高分子包埋磁性纳米颗粒的最常见的方法是单体在颗粒表面原位聚合 ,形成核壳结构。

包括分散聚合法
[ 12]

、乳液聚合法
[ 17, 18]

(包括微乳液聚合法和反相乳液聚合)、原子转移自由基聚合
[ 19]

。

在制备磁性复合颗粒过程中存在很多影响因素 ,其中最主要的是与合成和组装有关的因素 。例如 ,将颗

粒尺寸减小到纳米尺寸通常会导致颗粒尺寸分布过宽;在颗粒表面修饰上亲水的 SiO2层会降低颗粒的

磁含量 。近年来 ,一种高磁含量的纳米球用三步微乳液聚合制备 ,但使用这种方法合成的单个纳米球的

磁含量不同 。因此 ,探索新的方法制备超顺磁性球是非常必要的。本文探索了一种合成单分散纳米级

的超顺磁性 Fe3O4 /PVA微球新方法 ,结合改进的微乳液聚合和溶胶凝胶技术 ,即在微乳液聚合之后 ,将

聚合产物经水解再采用溶胶凝胶技术在其表面包埋上 SiO2。

1　实验部分

1.1　试剂和仪器

FeCl3· 6H2O、FeCl2· 4H2O、氨水 、HCl、油酸 、醋酸乙烯酯(VAc,经过减压蒸馏提纯)、十六烷基三

甲氧基溴化铵(CTAB)、正丁醇 、过氧化苯甲酰(BPO)、甲醇 、无水乙醇 、正硅酸乙酯 (TEOS)、3-氨丙基

三乙氧基硅烷(APTES)、25%戊二醛 、Brandford蛋白测定试剂盒 、Na2HPO4· 12H2O、NaH2PO4· 2H2O,

以上试剂均为分析纯 。JEM-200CX型透射电子显微镜(日本);UV-3150型紫外 -可见分光光度计(日本

岛津)。

1.2　Fe3O4 /PVAc磁性微球的制备

1.2.1　油酸 -Fe3O4的制备　依照文献 [ 20]方法 ,通 N2气 ,将 23.5 gFeCl2· 4 H2O、8.6gFeCl3· 6H2O
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溶解于 800mL蒸馏水中 ,加热回流 ,当溶液温度至 90 ℃时 ,在搅拌下快速将 30 mL氨水加入以上溶液

中 ,再加入 20 mL油酸 , 90 ℃持续搅拌 1h后停止 ,待溶液冷却后用蒸馏水清洗数次 ,将产物记为油酸 -

Fe3O4。

1.2.2　微乳液法合成　首先向安装有搅拌器 、冷凝管 、温度计及导气管的四口烧瓶中加入 100mL水 ,

水浴加热回流后 ,通 N2气 20min,加入 0.3gCTAB和 3mL正丁醇 ,搅拌使充分混匀 ,再加入 10mL含有

0.4g油酸-Fe3O4纳米颗粒的 VAc混合溶液 ,超声 20min使充分混匀。当反应体系温度升高至 80℃时 ,

加入 0.5 gBPO,反应 8 h。随着反应的进行 ,液体的颜色由黑色变为红棕色 。反应结束后 ,利用外加磁

场将产物(记为 Fe3O4 /PVAc)从溶液中分离出来 ,用乙醇清洗 3次 ,并且分散在 200 mL无水乙醇中 。

以乙醇 /水混合溶液为溶剂 ,采用 Stöber方法对 Fe3O4 /PVAc进行包埋 ,为了使颗粒在溶剂中更好

的分散 ,需要对油溶性的颗粒 Fe3O4 /PVAc做亲水性处理 ,且 PVAc非常容易水解成亲水性的 PVA。颗

粒的水解过程如下:在以上分散体系中滴加 5mL氨水 ,加热回流 7h,结束反应 。在外加磁场下分离产

物 ,用乙醇清洗 3次 ,并分散在乙醇中 ,将水解后的磁性颗粒标记为 Fe3O4 /PVA。

1.3　(Fe3O4 /PVA)/SiO2磁性微球的制备

(Fe3O4 /PVA)/SiO2复合纳米颗粒的合成方法与 Stöber方法类似。首先将以上所得颗粒分散在

200mLV(乙醇)∶V(水)=4∶1混合液中 。将以上混合液超声 10min,使其均匀分散。再向溶液中加入不

同量的 TEOS(加入的量决定了产物中 SiO2壳的厚度),搅拌 30 min。然后加入 0.5mL氨水溶液 ,室温下

搅拌 3 h。最后将产物利用外加磁场进行分离 ,再用乙醇清洗 3次后将其分散在无水乙醇中。

1.4　磁性颗粒的表面修饰

将 0.4mLAPTES滴加到上述(Fe3O4 /PVA)/SiO2磁性微球的乙醇悬浮液里 ,并在室温下搅拌 7 h。

最后 ,将 APTES修饰的磁性颗粒(记为(Fe3O4 /PVA)/SiO2-APTES复合颗粒)利用外加磁场从反应介质

中分离出 ,并用乙醇溶液对其清洗 5次。

在修饰完 APTES后 ,将(Fe3O4 /PVA)/SiO2 -APTES复合颗粒加入到 50 mL质量分数为 3%戊二醛

的 PB(0.1 mol/L的磷酸缓冲溶液)溶液中 ,在 37 ℃下搅拌 3 h。在反应过程中通过氨基与醛基之间形

成的 Schiff碱在磁性颗粒表面修饰上醛基官能团 。反应结束后 ,将颗粒((Fe3O4 /PVA)/SiO2 -glutaralde-

hyde)利用外加磁场从反应介质中分离出 ,并用 PB溶液反复清洗产物 。

1.5　磁性颗粒与 BSA蛋白偶联

为了验证所合成的纳米颗粒对蛋白质的吸附特异性 ,本文考察了 3种磁性复合纳米颗粒(Fe3O4 /

PVA)/SiO2、(Fe3O4 /PVA)/SiO2-APTES和(Fe3O4 /PVA)/SiO2 -glutaraldehyde对 BSA的捕获情况。用以

上 3种颗粒分别捕获 2种质量浓度的 BSA(1.0和 0.1 g/L),借助 Brandford蛋白测定试剂盒可以测出

剩余的 BSA质量浓度 ,最终计算出颗粒对 BSA的捕获能力和吸附效率。

对以上 3种捕获能力最强的(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde进行了长久性和耐温性试验 。将捕

获有 BSA的(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde分散在一定的 PBS溶液中 ,然后在一定的时间和一定温

度下用 Brandford蛋白测定试剂盒测定溶液中蛋白含量。如果溶液中没有含蛋白 ,可以认为 ,捕获蛋白

的颗粒具有一定的长久性和耐温性。

2　结果与讨论

2.1　合成 Fe3O4 /PVAc纳米颗粒

图 1a为用经典的共沉淀法制备的 Fe3O4的 TEM。从图中可以看出 ,颗粒尺寸在 10nm左右 ,且比较

均匀。图 1b为合成的磁性纳米高分子微球 Fe3O4 /PVAc的 TEM图。由图上可以看出 ,在每一个球体中 ,

Fe3O4微球被均匀地包埋在 VAc聚合物壳之中。乳液聚合可有效地将憎水的材料包埋入聚合物里从而

获得复合材料。增强微乳液稳定的方法是加入一种不溶于水的助表面活性剂和一种与单体互溶的化合

物(如十二烷醇 、十六烷醇等)。但在乳液聚合中 ,助表面活性剂能够充分减小油相从小液滴到大液滴的

扩散速度。在实验中用这种方法将亲水的 Fe3O4包埋进聚合物中。为了使包埋成功 ,本研究中首先将

Fe3O4修饰上油酸使其能够分散在油溶性 VAc里面。正丁醇作为一种助表面活性剂降低了液滴的吉布
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斯自由能 ,从而降低了扩散的阻力
[ 18]

。另外 ,超声处理使得单体微液滴里含有 Fe3O4 ,从而使微乳液非

常稳定 。实验中选用憎水的 BPO作引发剂 ,它在微液滴中起重要作用 。聚合过程与本体聚合发生在每

一个单体液滴中相似 ,聚合之后 ,磁性聚合物颗粒的平均尺寸为 100 nm。

图 1　纳米颗粒的 TEM照片

Fig.1　TEMimagesofnanoparticles

a.oleicacid-Fe3O4;b.Fe3O4 /PVAc

本文采用文献
[ 20]
方法控制粒子尺寸和尺寸分布。(1)聚合反应的发生中烧瓶是用 4个垂直的不锈

钢架固定的 ,因此机械搅拌的强度可以显著增强 ,使单体液滴能够分散更加均匀;(2)加热方式采用程

序升温 。在 45 ～ 60 ℃的温度范围内有一个较长时间的停留 ,对液滴的单分散非常有利 ,否则反应体系

会出现分层现象 。

2.2　TEOS量对 SiO2壳层厚度的影响

(Fe3O4 /PVA)/SiO2复合纳米颗粒是利用 Stöber法合成的 ,具有明显的核壳结构 ,如图 2所示。颗

粒的尺寸是通过改变正硅酸乙酯的浓度来控制 ,随着正硅酸乙酯浓度的增大而增大 。另外 ,反应中氨水

是一种催化剂 ,其浓度的大小对反应过程有着重要的影响 ,浓度太小反应需要的时间较长(反应 1 h后

才会有产物生成)。

图 2　不同 TEOS用量制得的(Fe3O4 /PVA)/SiO2颗粒 TEM照片

Fig.2　TEMimagesof(Fe
3
O

4
/PVA)/SiO

2
preparedwithdifferentamountsofTEOS

V(TEOS)/mL:a.0.4;b.1.2;c.2, Thesameconditionforallpreparations:0.5mLammonia

2.3　磁性颗粒与蛋白偶联

从表 1可以看出 , 在同一蛋白质量浓度下 , (Fe3 O4 /PVA)/SiO2 、(Fe3 O4 /PVA)/SiO2 -APTES和

(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde3种磁性复合颗粒对 BSA蛋白的吸附能力依次增加 。说明醛基化的

磁性颗粒对 BSA蛋白的捕获能力最强 ,表明醛基修饰的磁性纳米复合颗粒在实际的免疫分析应用中 ,

可能对蛋白质目标物具有更好的捕获与分离效率。

为了进一步考查醛基修饰的磁性纳米复合颗粒在实际应用中的长效性和稳定性 ,本文进一步考察

了不同时间和不同温度下醛基化磁性纳米复合颗粒捕获 BSA后随着保存时间与保存温度的变化 。
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表 1　不同磁性颗粒对 BSA的吸附量和效率

Table1　AdsorptioncapacityandefficiencyofdifferentkindsofmagneticnanoparticlesforBSA

Particles
c(BSA)/(g· L-1)

Initial Final
Adsorptioncapacity/(mg·g-1) Adsorptionefficiency/%

(Fe3O4 /PVA)/SiO2 1 0.699 2 30.1

0.1 0.071 0.197 29

(Fe3O4 /PVA)/SiO2 -APTES 1 0.581 2.79 41.9

0.1 0.064 0.24 36

(Fe3O4 /PVA)/SiO2 -glutaraldehyde 1 0.445 3.70 55.5

0.1 0.028 0.48 72

　　按照本文 1.5节完成上述(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde对 BSA的捕获实验后 ,弃上清液 ,将复

合颗粒分散在适量的 PBS溶液中 ,保存在 -20 ℃冰箱中 。然后分别于 1 d和 7 d取出一部分 ,用 Brand-

ford试剂盒测定溶液的 BSA含量 。结果如表 2所示 。表中可见 ,在不同时间下 ,磁性颗粒的 PBS溶液中

的蛋白含量是相对稳定的 ,表明所制备的醛基修饰磁性纳米复合颗粒及其修饰或捕获蛋白质后可较长

时间储存备用。

表 2　保存时间对捕获的 BSA牢固性的影响

Table2　EffectofstoragetimeonthefirmnessofcapturedBSAon(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde

c(Group)/(g· L-1)
c(BSA)/(g· L-1)

atfirstday at7thday

1 0.005 0.006

0.1 0.004 0.004

　　在 -20 ～ 37 ℃范围内 ,测定(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde的 PBS溶液中 BSA蛋白的浓度 ,如

表 3所示。表中可见 ,在不同温度下(-20 ～ 37℃),磁性颗粒的 PBS溶液中的蛋白含量相对稳定 ,表明

所制备的醛基修饰的磁性纳米复合颗粒及捕获蛋白后的储存温度可能对捕获蛋白的结合稳定性没有明

显影响 。

表 3　耐温性试验结果

Table3　ResultsofthermalresistanceofcapturedBSAon(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehyde

103c(Group)/(g· mL-1)
c(BSA)/(mg· L-1)

-20℃ 4℃ 15℃ 25℃ 37℃

1 2.6 1.3 3.9 2.0 3.3

0.1 2.6 3.3 2.6 5.2 2.6
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SynthesisandModificationofSuperparamagnetic
Nanocompositions(Fe3 O4 /PVA)/SiO2
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Abstract　Nanocompositions(Fe3 O4 /PVA)/SiO2 havebeenpreparedbythree-stepmethod(co-precipi-

tation, miniemulsionpolymerization, Stöberprocess)andstructurallycharacterizedbyTEM.Accordingtothe

imageofFe3O4 /PVA/SiO2 byTEM, themorphologyisobviouslycore-shellstructure:theaveragediameterof

Fe3O4 /PVAcis100 nm;thediameterof(Fe3O4 /PVA)/SiO2 iscontrollablewithinacertainrange(100 ～

500nm).And(Fe3O4 /PVA)/SiO2-glutaraldehydecancaptureBSAwithinacertaintimeatacertaintempe-

rature.

Keywords　magneticnanocomposition, VAc, miniemulsionpolymerization, Stöbermethod, protein
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