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摘要 本工作提出制备胺基磁性纳米凝胶的一种改进方法。在含有烯丙基胺的 Fe3O4水分散液中，运用紫外光

辐照引发烯丙基胺原位聚合，一步法制备了聚烯丙基胺磁性纳米凝胶（Polyallylamine magnetic nanogels，

PAA-MNGs）。透射电子显微镜（Transmission electron microscope，TEM）和光子相关光谱（Photo correlation 

spectroscope，PCS）表征了 PAA-MNG 的形貌和粒径分布；热重分析（Thermogravimetric analysis，TGA）确

定了磁性成分的含量，振动样品磁强计（Vibrating sample magnetometer，VSM）测试表明其呈现超顺磁性。

利用表面的伯胺基，PAA-MNGs 可以方便地偶联蛋白等生物大分子。链亲和素（Streptavidin，SA）经 1-乙基

3-（3-二甲氨基）碳化二亚胺盐酸盐和 N-羟基琥珀酰亚胺活化后可以共价固定在 PAA-MNGs 上，得到链亲和

素包覆的纳米磁球（Streptavidin-coated magnetic nanoparticles，SA-MNPs）。使用探针生物素对硝基苯酯（Biotin 

p-nitrophenyl ester，BNPE）通过光谱检测证实了 SA-MNPs 的生物素结合能力。表明 PAA-MNGs 适合于作为

载体偶联蛋白等生物大分子，并可能用于生物技术领域的诸多方面。 
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近年来高选择性磁分离技术广泛被研究并用

于生物技术、生物医学诊断及环境分析等领域。这

一技术系将某亲和试剂固定于事先制成的磁珠表

面，用于分离与富集生物大分子、微组织以及细胞

等[1-5]。该亲和试剂与被分离物质能特异性结合，

所以该方法具有很高的选择性。例如，利用抗体为

媒介分离细胞是磁珠最为广泛的实际应用之一[3,6]。

亲和素/链亲和素对生物素的结合作用，在自然界

中蛋白与配体已知相互作用中最强（解离常数

KD—10-15 mol/L）。因此亲和素/链亲和素-生物素体

系成为一种生物技术中普遍应用的工具，如酶联免

疫分析。Hultman 等[7]在磁珠表面的聚合物上固定

链亲和素（Streptavidin，SA），然后结合寡聚核苷

酸用以聚合酶链反应（Polymerase chain reaction，
PCR）和直接固相 DNA 测序。Ashtari 等[8]在胺基

改性的磁球表面偶联 SA，结合上单链 DNA 后，实

现了对特定靶 DNA 的高效回收。 
基于上述的应用，作为载体的磁珠的制备和相

关研究备受关注。已有多种方法可制备合适的磁珠，

如包埋法、乳液聚合法、辐射聚合等[9-11]。然而，

这些磁珠的比表面积小、粒径分布较宽，也可能含

有未能完全去除的添加剂，使其在某些生物技术领

域的应用受到限制。我们曾提出紫外光辐照法制备

纳米磁珠，将 Fe3O4 纳米粒子分散在单体和交联剂

的水溶液中，运用紫外光引发单体和交联剂原位聚

合，可制备表面带有不同官能团、壳层具有很大溶

胀性且粒径分布窄的超顺磁性纳米凝胶[12, 13]。此方

法仅涉及单体和交联剂，无须化学引发剂和添加

剂，反应后经简单的磁分离和洗涤即可获得纯净的

磁性纳米凝胶。以丙烯酰胺为原料制备的聚丙烯酰

胺磁性凝胶经 Hofmann 降解，使其表面获得伯胺

基官能团，可载放射性药物后实现小动物体内的磁

靶向[14]。然而，这种胺基磁性纳米凝胶的制备路线

步骤多、耗时长，成本高且不利于环保。 
本工作提出一种改进的路线制备胺基官能化的

磁性纳米凝胶，即以烯丙基胺为单体，紫外光辐照
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一步法制备聚烯丙基胺磁性纳米凝胶（Polyally- 
lamine magnetic nanogels，PAA-MNG），用热重分

析、透射电子显微镜、光子相关光谱和振动样品磁

强计等手段表征了其化学构成、形貌和粒径分布、

表面电位和磁学性质。以 1-乙基 3-(3-二甲氨基丙

基）碳化二亚胺盐酸盐（1-Ethyl-3-(3- dimethyl-
laminopropyl )carbodiimide hydrochloride，EDC）和

N-羟基琥珀酰亚胺（N-hydroxysuccinimid，NHS）
作为活化偶联剂，将 SA 固定在 PAA-MNG 表面，

得到链亲和素包覆的纳米磁球（Streptavidin- coated 
magnetic nanoparticles，SA-MNPs），并检测了其生

物素结合能力。 

1 材料和方法 

1.1 试剂与仪器 

链亲和素（SA，分子量 66 kDa）购自 Promega
公司，生物素对硝基苯酯（Biotin p-nitrophenyl ester，
BNPE）购自 Sigma 公司。其余所用试剂均为国产

商品试剂，分析纯级。单体烯丙基胺（Allaylamine，
AA）在氮气氛下减压蒸馏后使用，交联剂 N，N-
亚甲基双丙稀酰胺（N，N’-methylene-bis- (acryla-
mide)，MBA）重结晶后使用。亲水性 Fe3O4 磁流体

的制备采用还原共沉淀的方法[13]，TEM 测量表明，

它们的平均粒径为（8±1）nm。实验过程使用双蒸

水，磁性纳米凝胶的制备过程在纯 N2（99.99%）气

氛下完成。实验过程所用的缓冲液包括 PBS（pH 
5.8，10mmol/L K2HPO4- KH2PO4），洗液 A（pH 7.4，
75m mol/L NaCl， 15mmol/L 柠檬酸钠 )，洗液

TTL(pH 8.0，100mmol/L Tris-HCl，0.1 % Tween 20
和 1mol/L LiCl) 和杂交液 (pH 7.4，750mmol/L 
NaCl，150mmol/L 柠檬酸钠)均按标准配制。 

紫外光源装置自制，使用两支 8W 低压汞灯（单

一波长：254nm），装置示意图可参见文献[13]。 

1.2 PAA-MNGs 的制备 

溶液的用水超声 1min 后使用。向柱状三口石

英烧瓶中加入含有 50μL AA和 5mg MBA 的 58mL 
双蒸水，快速搅拌下通 N2 除氧 30min，加入超声

1min 的 Fe3O4 磁流体 2mL（固含量为 7.3mg），

分散均匀后搅拌下紫外光辐照。辐照 3min 后滴加

含有 550μL AA 的水溶液 10mL，用时 8min，继续

辐照 2min 后停止反应。所得液体作磁分离，洗涤

数次后加 5mL 三蒸水超声重新分散，得到纯净的

PAA-MNGs 磁性纳米凝胶。 

1.3 表征 

PHILIPS CM120 型 透 射 电 子 显 微 镜

（Transmission electron microscope，TEM）用于观

测磁性凝胶的形貌，将 5μL 稀释样品滴于铜网，液

N2 温度下冷冻真空干燥；由多张 TEM 照片测定 150
颗磁球的粒径，用直方图统计得出干态粒子的粒径

分布；用 Maerween 公司 Zetasizer NanoZS 型激光

粒度分析仪的光子相关光谱分析（Photo correlation 
spectroscope，PCS）测定磁球在水中的平均水合粒

径及粒径分布。用 ZSCH STA 409 型热重分析仪

（Thermogravimetric analysis，TGA，上海天平仪器

厂）测试磁含量；用 Princeton Applied Research 
Model 155 型振动样品磁强计（Vibrating sample 
magnetometer，VSM）测定室温样品的磁学性质。

其中用于 TGA 和 VSM 测试的样品均室温真空干燥

48h 后使用，用于 TEM 和 PCS 的样品分别分散于

水和 PBS 中并稀释到适当浓度。 

1.4 SA-MNPs 的制备 

向 0.2mL 含 1mg/mL SA 的 PBS 溶液中加入现

配的 10mg/mL EDC 和 11mg/mL NHS 溶液各

50μL，4℃下振荡孵育 30min，然后加入分散于

2.5mg/mL PAA-MNG 0.4mL（PBS 分散），4℃下

振荡孵育 24h。加入 1mol/L 乙醇胺 0.2mL，室温

振荡 2h 以封闭未完全失活的活性酯。磁分离，用

PBS 洗 5 次磁性组分后分散于 1mL PBS 中，得到

SA-MNPs 分散液。若以牛血清蛋白（Bovine serum 
albumen，BSA）替代 SA，则所得样品为牛血清蛋

白包覆的磁性粒子（BSA-coated magnetic nanopar-
ticles，BSA-MNPs）。SA-MNPs 的平均水合粒径及

粒径分布用 PCS 表征。 

1.5 SA-MNPs 的活性检测 

以生物素对硝基苯酯（Biotin p-nitrophenyl 
ester，BNPE）检测 SA-MNPs 的生物素结合能力[15]。

具体过程为：取 200mg SA-MNPs，依次用洗液 A
洗 3 次和 TTL 洗 2 次后，加入 0.5mg/mL BNPE 
100μL，摇匀，于 37℃下孵育 30min。用杂交液洗

磁性组分 6 次，向磁性组分中加入 0.1 mol/L NaOH 
50μL，分散后室温孵育 8min，磁分离，用岛津公司

UV3101 型紫外可见分光光度计(UV-Vis spectros-
copy，UV-Vis)测定磁球水解后的上清液的 UV-Vis
谱（微量比色皿体积为 50μL，光程为 1cm）。对照

实验中，分别以 PAA-MNGs 和 BSA-MNPs 代替
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SA-MNPs，测试其对 BNPE 的结合情况。 

2 结果 

2.1 PAA-MNGs 的光化学制备 

相比于热化学引发，紫外光引发单体聚合制备

高分子聚合物的优点在于不必添加引发剂，所得产

物无引发剂残基，这对于一些特殊的生物应用尤为

重要。本实验浓度下的 AA 在 254nm 有较强的吸光

度，这为光化学制备 PAA-MNGs 提供了必要条件。

纳米 Fe3O4 粒子表面对单体和交联剂分子具有一定

的吸附作用，且 Fe3O4 的吸收紫外光截面远大于烯

类小分子，紫外光辐照时，吸附于 Fe3O4 表面的烯

类分子比在溶液中的更易于获得光子，自由基聚合

反应最先发生于纳米粒子表面，而溶液中烯类分子

均聚的可能性很小。光照开始时，MBA 与 AA 的质

量比mMBA/mAA =1∶10，而滴加单体溶液后 mMBA/mAA 
=1∶120，故聚合初期交联剂参与反应的几率较高，聚 
 
 
 
 

合物的交联度较高；随着单体的不断加入，mMBA /mAA

不断减小，聚合物交联度也在下降。因此，控制光

照时间，分批加入单体，可得外壳层松散的磁性凝

胶颗粒。 

2.2 PAA-MNGs 的形貌和粒径 

图 1 给出了 PAA-MNGs 的 TEM 图像及粒径统

计图。由图 1(a)所示，PAA-MNGs 呈不规则毛团状，

Fe3O4 粒子被聚合物包敷在内。由 TEM 图像得出

PAA-MNG 的粒径统计（见图 1(b)）。接近于正态分

布，平均粒径为（21±5）nm。少数大粒子可能源于

反应中不同凝胶粒子间碰撞、发生自由基复合而形

成大粒子。可以推测，当用于固定蛋白、核酸等生

物分子时，与球形粒子相比，这种具有不规则表面

PAA-MNGs 的凝胶外层将提供更大的表面积和更

多可参与反应的胺基，单位质量凝胶负载的生物分

子将更多。 
PCS 分析给出了 PAA-MNGs 的水合粒径分布 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  TEM image of the PAm-MNGs (a) and histogram of the size distribution (b) 
 

（见图 2），平均水合粒径为 33.0nm，多分散系数

为 0.272。图中粒子主要分布在（30±6）nm 范围且

分布很窄，但极少数大粒子存在于（90±10）nm 范

围，对整个体系的多分散系数影响很大，总体分布

趋势与 TEM 统计图一致。 

2.3 PAA-MNGs 的化学组成 

由图 3 TG 曲线可见，磁性凝胶在 140℃前失重

（4.9±0.1） %是由于样品凝胶层中含的部分水受热

蒸发。继续升温有机物开始分解，至 500℃附近重

量趋于恒定，共失重（6.5±0.1） %，由此计算出室温

真空干燥的条件下凝胶的磁含量约为 88%。 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

   Fig.2  PCS analysis of the PAm-MNGs 
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Fig.3  TG curve of the PAA-MNGs 

2.4 PAA-MNGs 的磁学性质 

PAA-MNGs 的室温磁滞回线见图 4。磁化曲线

通过原点，显示无磁滞现象。当外磁场达到 8kOe
时，样品的磁化强度已达到饱和，其饱和磁化强度

Ms 为 50emu/g，说明 PAA-MNGs 具有超顺磁性

性质。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.4  Magnetization curve of the PAA-MNGs 

2.5 SA-MNPs 的制备和活性检测 

碳化二亚胺是化学反应和生物技术中常用的一

种偶联试剂，因其参与的反应经历中间态活性酯又

被称为酯交换反应。本文选用了 EDC/NHS 活化 SA，

实现了胺基磁性凝胶与 SA 的连接，反应过程见示意

图 5a。SA-MNPs 经 PCS 分析（见图 6）得出平均水

合粒径为 39.6nm，比 PAA-MNGs 的平均值大 6.6nm。

根据 SA 分子的尺寸（5.4nm×5.8nm×4.8nm）[16] 及相

邻 SA 分子间的空间位阻作用，每个 PAA-MNGs 上
可能只有一个或几个 SA 分子。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  Fabrication of the SA-MNPs (a) and measurement of 
the biotin binding capacity of the SA-MNPs by using 
BNPE (b) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.6  PCS analysis of the SA-MNPs 

本文使用了 BNPE 作为探针来考察 SA-MNPs
的生物素结合能力[15]，图 5b 给出了 BNPE 被结合

和水解过程的示意图。链亲和素与生物素的结合是

非常快的，据文献[17]报道可以在 1min 内完成，本

文选用 37℃下孵育 30 min 是为了使 BNPE 可以充

分接触磁球表面上 SA 活性位点，以期达到最大结

合量。洗掉游离的 BNPE 后，加入 NaOH 使得磁球

上结合的 BNPE 水解，生成的对硝基苯酚在 400nm
有吸收，所以对水解液的光度测定可以求得

SA-MNPs 的生物素结合能力。 
图 7 中，1 为 SA-MNPs 结合 BNPE 水解后的对

硝基苯酚吸收曲线，2 和 3 分别为对照实验

PAA-MNGs 和 BSA-MNPs 的结果。可见探针和对

照样品间并无非特异性吸附，而 SA-MNPs 的结果

显示出其对探针的显著结合能力，据此可知，该

SA-MNPs 对生物素探针的结合是特异性结合。 
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Fig.7  The UV-vis spectra of the p-nitryl phenol, the 
hydrolyzed product of the BNPE bound with the 
1. SA-MNPs, 2. PAA-MNGs and 3. BSA-MNPs 

 
SA-MNPs 对生物素探针结合能力（C）可由下

式计算： 
6400Abs

C = 10
V

mε
⋅

×  

 
式中，m 是 SA-MNPs 的质量，V 是 NaOH 水

解液的体积，ε是水解产物对硝基苯酚在 400nm 处

的摩尔吸光系数。计算可得 SA-MNPs 的 C 为 0.73 
nmol/mg。 

现有商品 Promega 链亲和素磁球是粒径在 1μm
左右的不规则形状颗粒，以生物素修饰的寡聚核苷

酸（小于 20 个碱基）评价的生物素结合能力 C 为

1nmol/mg [商品信息参见 http://www.promega.com 
/tbs/tb246/tb246.pdf]。制备的 SA-MNPs 对生物素的

结合能力低于 Promega 商品磁球，其可能原因在于

载体 PAA-MNGs 中聚合物所占比例偏低所致。进一

步调整 PAA-MNGs 的制备方法以适当提高其中聚

合物占有的比例，此时凝胶粒径会适当增大，当用

以制备 SA-MNPs 时，适当增大的磁性凝胶表面和

较多的可用胺基可能使得 SA-MNPs 的生物素结合

能力会增大。但本文 SA-MNPs 的一个重要优点是

其粒径仅为 40 nm 左右，粒径小的特点将更有利于

其在生物领域的应用。 

3 结论 

本文提出一种制备胺基官能化的磁性纳米凝胶

的简化方法，得到的磁性纳米凝胶具有表面不规则、

磁含量高和超顺磁性的特点。用链亲和素为模型考

察磁性凝胶偶联生物大分子，表明制备的链亲和素

纳米磁球具有确定的生物素结合能力，从而验证了

胺基磁性纳米凝胶有可能作为载体偶联生物大分子

用于生物技术等领域。 
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Photochemical preparation of amino-functionalized magnetic nanogels  

for immobilization of streptavidin 
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ABSTRACT  An improved approach for preparing amino-modified magnetic nanogels has been developed in this 

paper. Polyallylamine magnetic nanogels (PAA-MNGs) were synthesized in one step by photoinitiation and in situ 

photopolymerization of allylamine in Fe3O4 aqueous suspension under UV irradiation. Morphology, mean diameter 

and diameter distribution of the PAA-MNGs were measured by TEM and PCS respectively, while the magnetite con-

tent was confirmed by TG and the superparamagnetism identified by VSM. Biomolecules, such as proteins, can be 

coupled to the surface of PAA-MNGs in virtue of amino groups. Streptavidin-coated magnetic nanoparticles 

(SA-MNPs) were prepared by covalent immobilization of streptavidin (SA) activated by 1-Ethyl-3- (3-dimethyl-

laminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimid (NHS) on PAA-MNGs. The biotin 

binding capacity of SA-MNPs was proved by colorimetric measurements using the probe biotin p-nitrophenyl ester 

(BNPE). Therefore, PAA-MNGs may be a suitable vehicle to carry biomolecules for applications in many areas of 

biotechnology.   

KEYWORDS  Polyallylamine, Magnetic nanogels, UV irradiation, Streptavidin 
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