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中文摘要

本课题主要应用荧光、圆二色等光谱学方法研究了表面功能化

多壁碳纳米管(f-MWNTs)与多种蛋白质的相互作用，探讨了影响其

相互作用的影响因素，并从与蛋白结合能力以及对酶活性抑制能力

上对表面功能化多壁碳纳米管库进行生物分子水平上的筛选。

本研究主要包括以下两个方面内容：

第一部分通过稳态荧光光谱、时间分辨荧光光谱、圆二色光谱

对f-MWNTs与蛋白质之间的相互作用进行分析。 表面化学修饰

后的f-MWNTs分别带有羧基、酪氨酸、异丁胺等基团；生物分子

包括BSA等5种蛋白质。通过将不同浓度的f．MWNTs加入蛋白质

溶液，然后分析蛋白质自身荧光的猝灭程度、荧光寿命变化以及蛋

白质二级构象变化。结合蛋白质自身物理性质和碳管表面化学性

质，对蛋白质与f-MWNTs的相互作用进行了综合分析，得到以下

结论：

1．利用Stern．VOImer曲线对蛋白质自身荧光猝灭进行分析，加

入f-MWNTs后蛋白质的荧光猝灭属于静态猝灭，因此蛋白质与

f．MWNTs的结合是生成了稳定的蛋白质．MWNTs复合物；

2．静电吸附在蛋白质与f_MWNTs的相互作用中起着至关重要

的作用。通过化学修饰，碳纳米管的表面电荷密度发生了改变，从

而导致不同表面修饰的碳管与蛋白质相互作用的差异性；

3．体积大的蛋白与f．MwNTs的结合能力更强。体积大的蛋白

质分子有较大的表面积和较多的氨基酸残基，为与f-MWNTs结合

提供了更多的空间；

4．直径大的f．MWNTs能结合较多的蛋白质。直径较大的

f-MWNTs具有更多的修饰基团，更容易与蛋白质结合。此外蛋白

质在碳管上会改变自身构象，使之与碳管的曲率相协调。

论文第二部分利用稳态荧光光谱，分别从与蛋白质的结合能力

和对糜蛋白酶活性抑制的角度对碳纳米管库进行了筛选。与蛋白结
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合能力的筛选结果显示，大部分与各种蛋白质结合能力均较弱的

f-MWNTs都带有对氯苯酰氯基团；而对糜蛋白酶活性抑制的筛选

结果显示，大部分对该酶活性抑制较大的碳管均含有N，N．二丁胺

基团。

综上所述，本论文从分子水平对f-MWNTS的生物效应进行了

体外研究，发现f-MWNTs与蛋白质的结合具有一定的选择性。蛋

白质在生命活动中是一种及其重要的大分子，蛋白质构象决定其生

理功能。因此，通过改变碳管尺寸、形状、表面电荷或者表面化学

基团可以调节其与蛋白质的结合能力，从而降低碳纳米管的生物毒

性、提高其生物适应性，确保碳纳米管在生物医药等领域中应用的

安全性。

关键词：表面功能化多壁碳纳米管；

组合化学；生物筛选

碳管．蛋白相互作用；光谱法；
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ABSTRACT

This research mainly focused on the interactions between surface

fbnctionalized multiwalled carbon nanotubes and proteins by studing

influence factors of the complex formation using Various

spectroscopies． Then a carbon nanotube combinatorial library was

screened with reduced protein binding and inhibited enzyme actiVity．It

consists of the fbllowing two parts：

In the first part， using steady·state fluorescence， time-resolVed

fluorescence and circular dichroism (CD) spectroscopies the

interactions between proteins and fbnctionalized multiwalled carbon

nanotubes(f．MWNTs)were analyzed．Besides the pristine MWNTs，we

chose functionalized MWNTs(carboxyl，tyrosine and isobutyl amine)，and

nve proteins including BSA，hemoglobin and so on fbr their interaction study．

Adding f-MWNTs into protein solution induced quenching of the

protein intrinsic fluorescence，and lead to a conf6rmational change of

proteins． Through comparison and analysis of surface chemistry of

f-MWNTs，we make the following conclusions：

1．Using the Stern—Volmer plots to analyse the fluorescence quenching

proteins and the results showed that f-MWNTs quenching effect on

protein fluorescence belongs to the static quenching mechanism，

therefore，there is the formation of binary compIexes．

2．Electrostatic interaction plays a dominant role in protein binding on

f-MWNTs。The charge density changing of f-MWNTs under the surface

functionalization，thus causes the differences of the binding effect．

3．Larger proteins showed stronger binding with f．MWNTs，because

there are more amino acid residues on a larger surface that might

support a stronger binding．

4．f-MWNTs with larger diameter showed stronger protein bindings．



Larger surface with more functional groups made the binding easier·

Moreover，smoother curvature can induce larger protein conformational

changes while the protein adapts to the“unfam“iar’’surface curVature

in one dimensional nanoparticles．

For the second part，by sreening the f-MWNTs Iibrary on the affinity

of protein binding；it was found that acylator AC005 produced much

less protein binding．Then，by screening the f-MWNTs library on the

inhibition of enzyme activity we found that amide AM002 inhibited

enzyme actiVity most．

As a whole，this paper studies the bioeffect of f．MWNTs on a

m01ecular level， and proves that protein／f．MWNTs binding is

selectively． Protein is important in Vital moVement and its

conformational structure determines it vital function．Therefore， by

modulating the size，shape，surface charges，or surface chemis仃y of

MWNTs，the protein．binding capability and their in—ViV0 toxicity can

be regulated，biocompatibility be improVed，and potential application

in nanomedicine be optimized．

Keywords：Surface Functionalized Multi-Walled Carbon Nanotubes；

Protein／f-MWNTs interaction；spectroscopy；Combinational Chemistry；

biological screening
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第一章 前 言

1．1引言

纳米材料是指三维结构中至少有～维大小在纳米尺度上的材

料。纳米(nm)即十亿分之一米，纳米尺度通常定义为从100nm到原

子大小(约0．2nm)。材料特性在纳米尺度上与大尺度时有很大的不

同。纳米材料具有较大的比表面积，能使它的化学反应更容易进行

并能影响它的力学和电特性；量子效应在纳米尺度上开始对物质的

性质起支配作用，将影响其光、电和磁性质。这些特性使纳米材料

在计量学、电学、光学以及信息通讯等方面有着广泛的应用。近期

研究发现纳米技术在生物、医药上也具有巨大的应用潜力，包括疾

病诊断、药物靶向传输、分子成像、生物传感器等【1J 01。

随着纳米材料越来越多地用于人类的日常生活中，其潜在毒性

越来越为人们所关注【11。161。碳纳米管和其它纳米管的物理特征意味

着它们可能有类似石棉纤维的毒性，所以对其毒理进行深入研究是

纳米管被广泛应用的前提。如果纳米颗粒穿透皮肤，他们可能促进

导致细胞损伤的反应分子产生。尽管目前尚无充分的证据表明用于

化妆品的其它纳米粒子是否能穿透皮肤，但实际上这些原料的安全

性已被企业界科研机构所研究，只是其结果作为商业秘密并没有公

开在科学文献中。目前，有关纳米粒子对其它非人物种影响(如它

们在水中和土壤中的特性及它们在食物链中的积累能力等)的研究

报道较少。有报道发现细胞暴露于碳纳米管后，可以导致抗氧化物

的枯竭以及细胞活力的丧失，也可能发生超微结构和形态学的变化

【17‘23】。然而目前纳米材料对细胞和动物的毒性及与蛋白质、DNA等

生物大分子的相互作用尚缺乏有价值的研究结果。英国皇家学会和

英国皇家工程学院于2006年1 0月24日发布了一个新的报告，对英

国政府迟迟不能确定纳米材料对人体健康和环境是否有潜在影响，

表示严重担忧【24j。2006年2月Science发表了题为“Toxic Potential of

Materials at the Nano Level"的文章，论述了纳米尺度材料的潜在毒
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性及其可能的机制【251。美国“纳米新产品项目’’机构的首席科学顾

问安德鲁·梅纳德联合其他1 3名科学家在2006年11月Nature杂志

上发表了题为“Safe Handling of Nanotechnology’’的文章，指出由

于对纳米技术的风险性缺乏清晰的认识，社会团体正处于浪费巨大

的纳米技术潜能的危险之中【261。一年后的2007年11月Scheufele等

在Nature Nanotechnology上再次发表评论，强调必须研究“Pollution

and New Health Problems as a Result of Nanotechnology’，
【2

71。 因此，

上述研究领域是当前国际学术界关注的焦点问题之一，己公开报道

的研究结果还没有明确的结论，有些结果甚至相互矛盾。因此，这

些研究领域的空白将会大大制约纳米材料的应用前景。

纳米材料的生物活性从根本上来说是纳米粒子与一系列生物分

子相互作用的过程。蛋白质是一类极为重要的生物大分子，蛋白质

的结构决定其功能。研究表明，纳米材料进入生物体后，进入不同

组织与细胞，进而与多种蛋白质发生相互作用，纳米材料巨大的比

表面积、表面电荷以及功能化修饰的活性基团使其特异性或非特异

性的吸附或结合体内多种蛋白质，从而影响蛋白质的结构和功能，

比如蛋白质的变性、信号传导通路的激活、抗体结合等生理效应【281。

因此研究碳纳米管与体内重要蛋白质，尤其是血液中蛋白的相互作

用对研究纳米材料的生物效应以及开发纳米材料的潜在应用，将是

至关重要的。

1．2碳纳米管简介

碳纳米管是l 991年日本科学家Sumio Ii．iima发现的一种针状的

管形碳单质，又名巴基管，是继富勒烯之后出现的又一种新型碳质

纳米材料。透射电镜和扫描电镜对的研究结果表明碳纳米管从结构

上可视为由石墨片卷曲而成的中空管状结构，其管壁是一种类似于

石墨片的碳六边形网状结构，直径在几个纳米到几十纳米之间，长

度却可达几十甚至上百微米，长径比很大。碳纳米管根据管壁上碳

原子层数的不同分为单壁碳纳米管和多壁碳纳米管。单壁碳纳米管
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是由一层碳原子构成的纳米管，多壁碳纳米管则是由几个到几十个

单壁同轴卷曲构成，管间距为O．34nm【2 91。

与传统碳质材料相比，碳纳米管具有一些独特的性质，如特殊

的导电性能、力学等物理化学性质【301，因此碳纳米管自出现以来即

引起关注并广泛应用于诸多科学领域。例如根据碳纳米管独特的一

维管状结构和极大的长径比可将其制成高效的传质单元；超薄的针

形尖端使碳纳米管可用做扫描隧道显微镜及原子力显微镜的探针；

碳纳米管具有较强的场发射性能，是一种优良的场效应晶体管材料。

Duan【311等最近在研究中发现，用金属铯对单壁碳纳米管进行修饰能

加强场发射性能；碳纳米管兼具金属或半导体导电性，是一种理想

的电极材料。Sotiropoulou【321等将在铂电极表面生长的直线型多壁碳

纳米管进行氧化处理，在碳纳米管开口端引入了羧基并能够有效地

固定葡萄糖酶，为信号控制提供了优良的传导平台；碳纳米管的比

表面积较大，可应用于储氢、储能以及吸附剂等领域。

碳纳米管具有生物亲和性，可以和人体的组织器官形成友好的

界面；由于生物分子如蛋白质或酶可以固定在碳纳米管的表面或空

穴中，基于碳纳米管的纳米尺度生物传感器和生物反应器系统成为

研究的热点。随着各种修饰生物分子的纳米装置的研制成功，碳纳

米管做为一种高级生物传感器材料已经进入应用领域，在抗原识别、

酶催化反应和DNA杂交有潜在的利用前景【33m】；在生物医学上，碳

纳米管可以作为人工肌肉的电动机械制动器，用生物活性分子对碳

纳米管进行功能化后，碳纳米管可以作为神经生长的基质‘39】；碳纳

米管可以作为多功能生物传输器、药物载体和选择性杀伤癌细胞的

近红外媒介【401。

1．3碳纳米管与蛋白质相互作用的研究进展

1．3．1蛋白质在碳纳米管上的吸附

蛋白质有一种自发而且不可逆地吸附到固体表面的倾向。有些

情况下，蛋白质的这种吸附是有害的，例如各种蛋白质污染过程。

9
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而有些情况下，蛋白质在固体表面的吸附是一种期望得到的过程，

例如各种生物传感器的应用。

近期研究发现蛋白质、糖酶、核酸等生物分子可以结合到碳纳

米管上，使碳纳米管的生物学应用得到广泛关注。许多蛋白质分子

可以自发地吸附到碳纳米管表面，或通过功能化反应以可控的方式

固定在碳纳米管表面【4¨。有报道发现许多蛋白可以通过非特异性吸

附牢固地结合到多壁碳纳米管的外表面，当多壁碳纳米管的底端被

氧化打开，小的蛋白质分子就可以进入管道中。用这种方式固定在

多壁碳纳米管上的酶可以保持正常的生物活性【34，3 51。Balavoine【42】

等研究者发现链亲合素和氢化酶调节基因可以吸附在多壁碳纳米管

表面形成螺旋结晶结构，导致蛋白质在碳纳米管表面有序排列。

Boussaad【43】等人通过监测单壁碳纳米管的导电性变化发现细胞色素

c可以非特异性的吸附在半导体单壁碳纳米管上。Dai【44】实验室的研

究者报道在TEM网栅中直接将化学气相沉积法生产的单壁碳纳米管

在铁蛋白水溶液中孵育，并没有发现蛋白吸附现象。而Azamian【45】

和Lin等人却发现在水溶液中铁蛋白能够牢固地吸附在单壁碳纳米

管上，并使单壁碳纳米管在水中的溶解性增加。

1．3．2碳纳米管与蛋白质相互作用的机理研究

在各种情况下，对蛋白吸附机理的了解是得到最优化条件的首

要因素【331。从反应机制上说，蛋白质在碳纳米管上的非特异性吸附

比普遍认为的疏水作用要复杂【461。例如Shim【47】等人发现链亲合素很

容易吸附到单壁碳纳米管上，但是纤维蛋白原却不易吸附，这与疏

水作用原理相背离，因为相对于链亲合素来说，纤维蛋白原与疏水

界面有很强的亲和性。蛋白与介质表面的非特异性吸附还包括静电

作用、氢键作用等级制【481。但是，Azamian【49】等人发现蛋白在碳纳

米管上的吸附与蛋白的等电点无关，无论带正电荷的蛋白还是带负

电荷的蛋白都在碳纳米管上有很强的吸附，因此与静电作用机制不

相符合。至于有些研究所观测到的蛋白吸附，很可能是与碳纳米管

lO
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的氨基亲和作用有关，至少是部分相关，因为蛋白质通常含有足够

多的表面氨基。Dhriti【50】等人的研究证明在pH值低于溶菌酶的等电

点时，除了7c．兀作用和疏水作用外，溶菌酶还通过质子化的氨基成分

与单壁碳纳米管的缺陷位点相互作用。在pH值高于蛋白等电点时，

它们之间的相互作用表现为氨基在碳纳米管上的吸附。Carolina【51】

等研究发现血清和血浆蛋白在碳纳米管上的结合具有高度的选择

性，除血清补体蛋白、纤维蛋白原和阿朴脂蛋白AI I、AIV和CIII

外，其它的蛋白几乎不会结合到碳纳米管上。Meng【52】等人发现表面

无纺化的单壁碳纳米管能够选择性地吸附纤维蛋白原，而对白蛋白

的吸附能力很弱。吸附在碳纳米管上的纤维蛋白原发生了构象的变

化，而且其介导血小板识别、粘附、活化和聚集的功能受到严重的

影响。

缩氨酸和碳纳米管的相互作用可以作为蛋白质和碳纳米管相互

作用的一个模型，其结果具有一定的参考意义。Wangl53】等人开发了

一种抗菌素显示技术用来确定不同肽序列与碳纳米管非共价反应的

亲和力是否具有选择性。他们发现组氨酸单元(H)，特别是色氨酸单

元(W)，对缩氨酸与碳纳米管表面的相互作用有重要的贡献，这些氨

基酸残基中的芳香环结构提供了缩氨酸与碳纳米管之间相互作用的

亲和力。另外，他们还发现两性缩氨酸和在溶液中较易变形的缩氨

酸序列更易于与碳纳米管结合。

1．3．3碳纳米管对蛋白质结构和功能的影响

蛋白质分子具有一条或数条多肤链，在三维空间有一定的走向与

排布，它是由二十多种氨基酸通过肽键共价连接而成。蛋白质分子

的构象又称为空间结构、立体结构、高级结构等。所有这些是指蛋

白质分子中所有原子在三维空间的排布。蛋白质的结构具有不同的

结构层次：包括一级结构、二级结构、超二级结构、结构域、三级结

构和四级结构。蛋白质在体内执行的多种生物学功能如酶的催化，

运载和储存，免疫保护等等的实质是专一的结合和构象变化的传递
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【5
41。

已经有报道显示碳纳米管与蛋白质相互作用时会导致蛋白质二

级结构发生不同程度的变化【551。Dordick【561等研究了a．胰凝乳蛋白酶

和大豆过氧化物酶吸附在单壁碳纳米管(SWNTs)上后，蛋白构象和

酶活性的变化。其中大豆过氧化物酶较好的保持了天然结构；而0【．

胰凝乳蛋白酶二级结构发生了较大的变化，肽链展开吸附在SWNTs

表面。这些构象上的变化直接导致0【．胰凝乳蛋白酶的酶活力几乎完全

丧失，而大豆过氧化物酶则保持了30％的酶活力。Matsuura【57】等人研

究了SWNTs在蛋白溶解酵素(LYS)和BSA水溶液中的分散性，发现

LYS和BSA结合在SWNTs表面，在疏水作用下，蛋白质的疏水基团由

于蛋白三维结构的变化而暴露于溶剂中，从而使蛋白质发生变性。

同时研究证明蛋白质的组成单元氨基酸与SwNTs作用也同样具有构

象选择性【581，在相互作用时，氨基酸分子调节自身构象，使芳香环

易于和SWNTs相结合【59，6 01。

1．3．4研究蛋白质结构的方法

1．3．4．1 X射线单晶衍射分析

X射线单晶衍射分析迄今仍然是蛋白质结构测定的主要方法。正

是由于这种技术的应用促进了分子生物学的建立和发展。现在的X射

线晶体结构分析正努力在第四维时间坐标上跟踪、分辨和描述大分

子的结构变化，即所谓的四维结构测定。尽管蛋白质的X射线结构图

能够在原子水平上提供详细的信息，但仍然面临很多困难，其中最

困难的一步就是获得好的晶体。由于对蛋白质单晶生长缺乏内在的

规律性的认识，使单晶培养具有很大的不确定性。并且，绝大多数

生物大分子至今无法得到单晶，X射线衍射法就显得无能为力了。另

外，这种技术所提供的主要还是静态图，因此无法对蛋白质之间的

相互作用、电子传递过程、动力学等方面进行研究16¨，也不能阐明

在生理状态下蛋白质结构与功能的关系。

12
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1．3．4．2圆二色谱法

1 953年第一台偏振光检测仪问世。l 969年，Greinneld最早用圆

二色光谱数据估计了蛋白质的构象[621。经过不断发展，圆二色(CD)

已经成为一种比较成熟的测定溶液中各种生物大分子构象的方法。

当化合物的生色团处在不对称环境中与极化光相互作用时就会产生

圆二色现象。一般的蛋白质的圆二色光谱分为远紫外区(1 85．245nm)

和近紫外区(245．320nm)【631。远紫外区是肽键的吸收峰范围，通常许

多蛋白质二级结构构象如a．螺旋、p-折叠、反平行p一折叠、B．转角以

及L．多聚脯氨酸(P2)，在此区域都有自己独特的CD谱。a．螺旋在222

nm和208 nm有较大的负的CD谱，对应着n，7【幸跃迁，羰基氧的未成键

电子被激发跃迁到反键轨道，在1 93nm有正的CD谱，对应于7【，冗·跃

迁，具有高消光系数，7c电子在整个肽段上发生离域。在a．螺旋结构

中，肽生色团彼此相互作用，由于这种相互作用，'c，兀幸跃迁被裂分

成两个带，信号变化在200nm左右，这是明显的激子裂分的例子。

除此之外，一些特殊的二级结构构象，如在胶原质中发现的左

旋P2构象，经常在一些球蛋白的短片段中出现[641。近紫外区主要与

芳基氨基酸侧链有关。二硫键一般不对称，它在250．260nm内有一个

峰。苯丙氨酸、色氨酸、酪氨酸三种侧链的峰在250．290nm的区间内，

这些残基的不对称性决定于它们所处的微环境特性。若二硫键的CD

峰贡献过强，二硫键与三种氨基酸残基侧链的峰会发生重叠现象，

以至于无法分辨。蛋白质主链的三级结构处在不对称环境中在此区

域也会有较强的CD谱，可以作为描述蛋白质特征的指纹区16 51。另外，

非蛋白质成分辅因子如四羟酮醇在这一区域也会有吸收。尽管将这

一区域内各种产生CD峰的各种生色团完全区分开非常困难，但对近

紫外区的分析仍受很大重视，因为这一区域能够非常灵敏地反映各

种构象的细微变化。

1．3．4．3紫外可见光谱法

紫外可见光谱法是各种光谱法的基础，它是测定物质对紫外、

13
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可见区波长的选择性吸收而产生的吸收光谱，并借助于吸收光谱对

被侧物质进行定性定量分析。蛋白质的结构单元是旺．氨基酸，常见的

20种旺．氨基酸中只有芳香族氨基酸，如色氨酸、酪氨酸、苯丙氨酸和

含硫氨基酸，在230．3 1 0nm波长范围内有吸收，因此利用紫外光谱法

可以考察芳香族氨基酸的残基在蛋白质分子中的位置(即表面和内

部1、环境及数量，以及在物理和化学因素影响下蛋白质二、三级结

构的变化。蛋白质的紫外吸收光谱中，一般2 1 Onm处的峰是肽键的强

吸收峰，280nm处的峰是酪氨酸、色氨酸以及苯丙氨酸残基中共扼双

键的吸收峰。生色团有各种微环境，当微环境发生变化时，如电荷

变化，基团发生解离、形成氢键，溶剂极性发生变化等，吸收光谱

随之发生变化：吸收峰红移或蓝移，吸光度及谱带半宽度也有变化。

因此，根据生色基团吸收光谱的变化，可以了解微环境的变化，进

而推断蛋白质在溶液中的构象。结合可见区和近紫外区CD光谱的变

化，即可确认发生变化的基团【661。

1．3．4．4荧光光谱

荧光分析法具有灵敏度高、选择性强、用量少、方法简便以及

能提供较多的物理参数等特点，这些参数从各个角度反映了蛋白质

分子的成键和结构情况。当分子处于单重激发态的最低振动能级时，

去活化过程的一种形式是以l O一．1 0。6秒左右的短时间内发射一个光

子返回基态，这一过程称为荧光发射。

在蛋白质分子中，能发射荧光的氨基酸残基有色氨酸、酪氨酸

和苯丙氨酸，个别蛋白质分子含有黄素腺嘌呤二核昔酸(FAD)也能发

射荧光。三种氨基酸由于侧链生色基团的不同而有不同的荧光激发

和发射光谱。其中色氨酸的荧光强度最大，酪氨酸次之，苯丙氨酸

最小。因为蛋白质的荧光通常在280nm或更长的波长被激发，苯丙氨

酸在绝大多数实验条件下不被激发，所以很少能观察到其荧光发射，

这样蛋白质的内部荧光主要来自色氨酸与酪氨酸两种残基。色氨酸

残基对微环境的变化很敏感，并且大多数蛋白都含有几个不同的色

14
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氨酸残基，因而常作为内源性荧光探针来研究溶液状态下蛋白质的

构象。除测定蛋白质分子的自身荧光，即“内源性荧光"外，还可

以利用荧光探针，即“外源性荧光"。荧光探针有两种：稀土离子

荧光探针如铕(III)，铽(III)，有机荧光探针如1．苯胺基萘．5．磺酸(1，

8．ANS)、1．N，N．二甲胺基萘-5-氯磺酸(1，5-DNS—C 1 0)和2．对甲胺萘．6．

磺酸(2，6．TNS)等。

在已研究的许多蛋白质中，球蛋白是研究得比较多的一种蛋白，

根据其荧光性质不同，又可分为A类球蛋白和B类球蛋白【6 71。 A类蛋

白能发射酪氨酸残基的特征荧光光谱，且酪氨酸荧光光谱的位置不

受蛋白质构象变化的影响。B类蛋白，由于其分子中从酪氨酸残基到

色氨酸残基之间发生了能量转移，从而导致酪氨酸残基的荧光猝灭

和色氨酸残基的荧光增强。因此B类蛋白的荧光实际上是色氨酸的荧

光峰，而色氨酸残基的荧光光谱对微环境的变化很敏感，其峰位一

般在325．350nm波长之间变动。

在传统的荧光分光光谱技术的基础上，上个世纪七十年代出现

了同步荧光技术，即同时扫描激发和发射波长的情况下来测量荧光

光谱图，由测得的荧光强度信号对发射或激发波长作图，它包括固

定波长的同步荧光和固定能量的同步荧光两种。固定波长的同步荧

光首先由Lloyd提出【68】固定能量的同步荧光随后由Inman等人提出

【691。l 979年，Miller用此技术分别获得了色氨酸和酪氨酸的特征光谱。

1．3．4．5红外光谱法
。

红外光谱谱图解析主要是在掌握影响振动频率的因素及各类化

合物的红外特征吸收谱带的基础上，按峰区分析，指出某谱带可能

属于哪个峰区，结合其它峰区的相关峰，确定其归属。在此基础上，

再仔细归属指纹区的有关谱带，综合分析，提出化合物的可能结构。

与其它谱比较，红外光谱谱图的解析更具有经验性、灵活性。

蛋白质和多肽在红外区表现为9个特征振动模式或基团频率

【70】(表1．1)。
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表1．1．蛋白质酰胺基团的特征振动频率和振动模式

其中最常用于二级结构分析的是酰胺I带，位于1 700．1 600cm“范

围。酰胺I带的振动频率取决于C=O和N．H之间的氢键性质，即特征

振动频率反映了蛋白质特定的二级结构。傅立叶红外光谱(FTIR)具有

高的光谱灵敏度，重现性好，分辨率高的特点。这些特点可以使得

傅立叶去卷积和二阶导数或四阶导数的分析用于红外光谱，可以用

于蛋白质二级结构的指认。

表面增强红外光谱的出现使得生物分子的检测可达到单层水

平，近期，Heberle【71】等人根据X一射线衍射结果又将酰胺I带的峰重

新进行了归属，特别指出l 693 cm。1的峰应归属为B一转角类型III。

1．3．4．6拉曼光谱法

拉曼光谱与红外光谱是相互补充的。在拉曼光谱中，谱带频率

与功能团之间的关系与红外光谱基本一致，但是两者的选律不同。

在拉曼光谱中，振动谱带的叠加效应较小，谱带清晰，对整个分子

的骨架振动的表示比较有特征性。另外，拉曼光谱还可以测定分子

的退偏度比，利于弄清分子的对称性等。与红外光谱相比，拉曼光
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谱没有水的影响，补充了红外光谱在生物大分子研究上的弱点。生

物大分子中的烯键、炔键、硫桥键(550一430 cm。1)、碳一碳键在红外光

谱上是弱信号，而在拉曼光谱上的信号很强。而且拉曼效应对于分

子构象的变化比较灵敏，生物大分子的结构是螺旋体或平面折叠型，

因此偏振和退偏度的测定具有指导意义。并且拉曼光谱样品用量很

少，可低至微克，这对生物化学体系也是非常重要的。由于这些特

点，拉曼光谱被越来越广泛地应用于研究各种生物高分子的结构及

它们在水溶液中受外界环境(温度、离子强度、pH等)的影响。酰胺键

的九种振动模式及其拉曼频率如表1．2所示。

在这些谱带中，酰胺I和III谱带在拉曼光谱为强谱带，他们的强

度和位移对蛋白质的二级结构如a．螺旋、p．折叠、无规卷曲、丫．回转、

B．回转等是非常敏感的。a．螺旋的酰胺I谱带位于酰胺I区较低波数范

围，在l 645．1 657cmo之间，其酰胺III谱带则位于酰胺III区较高波数

范围，在1264．1300cmo之间。p．折叠与仅．螺不同，其酰胺l谱带位于

较高频率范围，通常在1 65 8．1 700cm一。酰胺III谱带则位于较低频率

范围，在l 230．1 240cm’1之间。无规卷曲的酸胺I谱带具有中等的频率

值，在l 660．1 665cm‘1范围内，酰胺III谱带与B．折叠的频率相似，具．

有较低的频率值，在1240cmo附近。B．回转的酰胺谱带位置与其它三

种结构有所不同，其频率值较分散。由于肽键(酰胺键)的环境是蛋白

质主链构象的反映。因此，可以利用肽键的特征振动谱作为指标，

来推断蛋白质的主链构象【721。
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表1．2．蛋白质酰胺键的九种振动模式及其拉曼频率

1．3。4．7核磁共振法

40年代核磁共振被发现，50年代，开始应用核磁共振法(NMR)

研究溶液中的蛋白质构象，80年代获得重大突破。1 986年，K．Wiithrich

等人用二维核磁共振法(2D．NMR)测定溶液中蛋白质分子构象，取得

了成功，从而开辟了一条测定溶液中蛋白质分子构象的新途径。到

目前为止，在测定蛋白质分子构象方面，2D．NMR法在精度上虽然还

不如X射线衍射法，但它有许多优点是X射线衍射法无法比拟的。如：

X射线衍射法会破坏蛋白质分子的构象，而NMR法不会；X射线衍射

法只能测定晶体蛋白质的分子构象，而NMR法可以测定溶液中蛋白

质分子的构象；X射线衍射法只能测定蛋白质分子的静态构象或构象

变化的初始态和终止态，而NMR法能够测定蛋白质分子的构象变化

过程f731。

由于NMR法的非破坏性，用NMR法来研究完整组织受到广泛重

视，可根据NMR谱图确定其成分的存在和浓度。NMR法可以研究溶

液条件如pH、温度、离子强度等的改变对蛋白质分子空间构象的影

响，观察蛋白质分子的变性过程与空间结构的关系，研究蛋白质分
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子与蛋白质分子之间或蛋白质与核酸分子之间的相互作用。NMR技

术还可以研究蛋白质分子的构象动力学。但是，二维、多维核磁共

振技术仅能测出溶液状态下较小蛋白质的构象，可是对分子量较大

的蛋白质的计算处理非常复杂。

1．4纳米材料的功能化修饰

1．4．1纳米材料表面功能化对生物分子的作用

碳纳米管具有巨大的比表面积，许多有机(包括生物分子)或无

机分子可以共价或非共价地结合于碳纳米管的表面，对碳纳米管进

行表面修饰或功能化。功能化的碳纳米管可以获得原始未修饰碳管

所没有的性质，包括使碳纳米管在介质中的分散程度和溶解性得到

提高、阻止蛋白分子的非特异性吸附、能够识别和结合特定的生物

分子等。例如，Linhardt【741等通过在碳纳米管上固定肝磷脂，增加了

碳纳米管的生物适应性，使纳米碳管更好的与血液相兼容。Shim等[471

以表面活性剂Triton和聚乙二醇(PEG)对SwNTs进行修饰，可以有效

阻止抗生物素蛋白链霉素在碳管表面的非特异吸附；在此基础上，

以目标蛋白的配体对碳纳米管进行进一步的修饰，则可以实现碳纳

米管对目标蛋白的特异性结合。此外，经亲水性PEG修饰的SWNTs，

可以在水溶液中与牛血清白蛋白(BSA)进行交换反应，形成S WNTs

与BSA的结合物，经全蛋白分析证明，附着于碳纳米管上的绝大部分

(86士2％)BSA仍然具有生物活性【75】；此外，以42hydroxynonenal

(42HNE)功能化的MWNTs与42HNE的抗体也可以发生特异性结合

【761。Rtello【771等研究人员在金纳米颗粒上修饰了多种带有荧光的聚

合物。当修饰后的金纳米粒子与蛋白相互作用时，荧光猝灭的差异

使金纳米粒子可以准确识别不同的蛋白质。此外他们还发现通过功

能化修饰的金纳米粒子对0【一胰凝乳蛋白酶活性的抑制作用是可控的

【7
81。
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1．4．2组合化学的意义

组合化学，又称多重合成法，是一种大量而快捷的合成方法。它

是根据组合论的思想将各种化学构建单元以系统平行的方式进行反

应，可以在极短的时间内迅速获得大量的化合物。组合化学的本质是

一种快速大量的合成方法，它是种将分子设计、化学合成、组合理论

及分子识别融合为一体的技术。根据已有的分子构效知识，以某种药

物先导化合物为起始原料，采用组合化学方法快速地合成出大量衍

生物，从而为药物的筛选提供足够的候选化合物。按照组合化学原理，

将不同分子有计划、有规律、系统的合成出来的分子数量庞大的化

合物群即称为化合物库【79。81】。

目前的药物开发已经进入了一个新时期，即新的受体和酶正在

不断地被证实为药物治疗的靶分子，但药物开发者却局限于筛选天

然产物的提取物或从化合物专利中寻找线索。由于组合化学能够快

速地合成出成千上万，具有结构多样性的化合物，因此组合化学能

够加快发现新的先导化合物。另外，在对先导化合物进行优化时，

组合化学也有其用武之地。组合化学在没有任何结合模型时通过平

行地合成大量化合物来达到优化先导化合物活性的目的。即使药物

化学家已经了解了先导化合物的作用方式，组合化学仍然有助于加

速对构效关系的探讨。传统与平行的先导化合物类似物合成和筛选

的比较组合化学技术己用来在希望寻找以前未知的先导化合物方面

来制备大量化合物。由于有了先导化合物，合成较小的和较少多样

性的化合物就可以达到优化先导结构的效果。在这两种应用中，后

一种方法更可能成功，因为化合物库中化合物的设计是围绕着有高

效生物活性的先导化合物进行的，而不是用亲和的方法从一类以前

未探索过的受体或酶中寻找一个有效的化合物。目前已报道的成功

例子是建立在一些众所周知的结构上的那些化合物。组合化学及其

相关技术对药物开发产生了极大的影响，未来一段时间内的药物开

发将极大地得益于组合化学。
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1．5展望

从以上的文献综述中可以明显地看出，蛋白和碳纳米管之间在

分子水平上的相互作用还需要更加深入的研究。例如，蛋白质分子

的不同氨基酸残基成分和序列以及二级结构(或者三级结构和四级

结构)可能会给这种非特异性反应和相关特性带来重要的影响。碳

纳米管电子结构和表面功能化基团在这种相互作用中所起到的作用

也需要分子水平上的研究。

把组合化学概念引入到碳纳米管的功能化修饰上，可以修改碳

纳米管的表面性质，降低碳纳米管的生物毒性，加快了碳纳米管在

生物适用性潜力上的开发速度。有理由相信，组合技术应用于纳米材

料修饰将会使许多相关学科尤其是化学、生物学勃发出新的生机。
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第二章功能化多壁碳纳米管与蛋白质相互作用的影

响因素探讨

2．1引言

纳米材料的结构、尺寸、表面化学性质、电荷和形状是影响纳

米材料生物活性的重要参数。近年来尽管有越来越多针对单壁碳纳

米管(SWNTs)与蛋白质相互作用研究的文献发表，但是对于多壁碳

纳米管(MWNTs)与蛋白质相互作用的研究领域还是一个空白。当

SWNTs与氨基酸和蛋白质相互作用的时候，会发生选择性的结合

【53，58，601，疏水作用、冗．兀作用、静电吸引都起了非常重要的作用。

蛋白质构象的变化和蛋白质的变性都可以证明SWNTs与蛋白质的

这种相互结合，并且蛋白质内部的疏水区域更趋向于和SWNTs结

合。

本章主要探讨了不同直径的MWNTs通过表面功能化修饰，在

改变其表面的疏水性质、静电性质和空间位阻的情况下与蛋白质的

相互作用，所选择的几种蛋白质具有不同的生物学功能和表面性

质。研究证明蛋白质与功能化修饰的碳纳米管f．MWNTs之间的相

互作用不仅与纳米材料的大小(直径)有关，同时还与蛋白质和

f-MWNTs的表面性质有关。此外，我们还发现实验中随着羧基化

碳纳米管的进一步功能化而得到的几种f-MWNTs与蛋白质的亲和

能力也会有不同程度的减弱。这些发现显示，通过对MWNTs的表

面化学修饰可以有效地增加其生物相容性或者降低其对生物体的

毒性，为确保碳纳米管在生物医药领域更为安全可靠的应用打下工

作基础。

2．2实验材料和方法

2．2．1实验仪器和试剂

实验试剂：

牛血清白蛋白(BSA)购自Bio Basic公司：碳酸酐酶(CA)、牛血
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红蛋白(HG)、己糖基酶(HK)和卵清蛋白(OV)购自 Worthington

Biochemical公司；多壁碳纳米管购自深圳纳米港；1．(3．二甲氨基

丙基)．3．乙基碳二亚胺(EDC)和N一羟基琥珀酰亚胺(HOSu)购自

Sigma—Aldrich公司。

实验仪器：

1)Vario EL—IlI型有机元素分析仪(Elementar Co．Ltd．，Germany)

2)H．7500投射电子显微镜(Hitachi Co．Ltd．，Tokyo，Japan)

3)Nicolet 380傅立叶变换红外光谱仪(Thermo Co．Ltd．，USA)

4)F一4500分子荧光分光光度计(Hitachi Co．Ltd．，Tokyo，Japan)

5)J一8 l O圆二色谱仪(Jasco Co．Ltd．，Tokyo，Japan)

6)ISS K2多频相调制荧光寿命检测器(ISS，Inc．，Champaign，IL，

USA)

7)超声波仪(Model KQ 2 l 8，l 00W，40kHz，Ultrasonic Instrument

Co．Ltd，Kunshan，China)。

2．2．2多壁碳纳米管的功能化

将多壁碳纳米管(f．MWNT．1)置于1：3混合的HN03／H2S04溶液中，

60℃下超声3小时。然后倒入大量去离子水中，得到良好‘分散的黑色

溶液。将此溶液用0．22“m聚碳酸酯微孔滤膜过滤，然后用去离子水

充分洗涤至滤液pH值为7．O。将滤膜上的碳管真空干燥24小时，产物

用傅立叶变换红外光谱(FTIR)检测分析。红外谱图中在1720cm。处检

出峰表明多壁碳纳米管的底端己经被羧基化，原碳管表面出现缺陷。

得到的这种羧基化多壁碳纳米管(f．MWNT．2)能在水中或有机溶剂如

乙醇和四氢呋喃(THF)中溶解或具有良好的分散性。

在f-MWNT．2的基础上进行氨基化和酯化就可以得到多壁碳纳

米管迸一步功能化产物。其典型功能化过程为：f-MWNT一2在THF中

用卜(3．二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(EDC)和N-羟基琥珀酰亚胺

(HOSu)活化30分钟，然后加入过量10倍的反应物，继续搅拌24小时

以确保反应完全。反应后的混合物用0．2um的PTFF膜过滤并用THF和
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乙醇彻底清洗。产物真空干燥过夜，得到由氨基酸(f-MWNT．3)和异

丁胺(f-MWNT一4)修饰的多壁碳纳米管。

2．2．3稳态荧光光谱

用去离子水(pH7)配制蛋白样品，浓度为50pg／mL；f-MWNTs分

散在乙醇溶液中，浓度为330肚g／mL，实验中f．MWNTs由此浓度稀释

得到。在乙醇溶液中，所用四种碳纳米管均有良好的分散性(图2．1)。

检测蛋白质固有荧光，在蛋白溶液中逐次加入f．MWNTs，使f．MWNTs

的终浓度分别为0，1．1，2．3，4．6，9．3，1 8．7pg／mL，观察f-MWNTs对蛋

白质荧光的影响。记录340nm处荧光强度用于Stern．V01mer方程的计

算。激发波长280nm，发射波长340nm，荧光谱图的波长范围

300nm．400nm，扫描速度1 200nm／min，激发和发射光狭缝均为

5．0nm(其中血红蛋白样品均为1 0．Onm)，电压700V。本实验在室温

23℃条件下进行。

图2．1．实验中所用碳纳米管的分散性

l：f-MWNT-1：2：f-MWNT．2：3：f-MWNT-3；4：f-MWNT．4

2．2．4时间分辨荧光光谱

f-MWNT的终浓度为9．3pg／mL，蛋白质浓度为500¨g／mL，BSA

为800pg／mL。激发波长为280nm，标准参比为1 mg／mL的牡蛎肝糖。
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向3mL浓度为500“g／mL的蛋白溶液中加入40pL浓度为340pg／mL的多

壁碳纳米管，用相调制法在23℃下测量蛋白质自身荧光寿命的变化。

利用VINCI．Analysis软件进行双指数拟合得到荧光寿命值用相调制

法得到荧光寿命。
‘

2．2．5圆二色谱

蛋白质和f-MwNT浓度同2．2．3，扫描波长为190nm．250nm，狭缝

宽度2．0nm，扫描速度500nm／min，样品池光程1 Onm，所测数据为三

次测量平均值。用Yang方程拟合计算得到蛋白质二级结构含量。

2．3结果与讨论

2．3．1多壁碳纳米管功能化修饰

通过在碳纳米管表面进行不同功能化修饰可以改变其表面性

质，使其显示出一些独特的性质，如疏水性、静电作用、氢键以及

空间位阻等，从而使其具有分子识别、特异性结合等特点。以未修

饰的碳纳米管f-MWNT．1(直径为l Onm或者40nm)为原料得到表面

性质各异的几种功能化多壁碳纳米管f-MwNT．2、f-MWNT-3、

f-MWNT．4(图2．2)。其中f．MWNT-2为羧基化碳纳米管，在实验条

件下(pH为中性)带负电，f-MWNT-4则为中性。虽然f-MWNT-3在

试验条件下也带有负电性，但它却具有较大的空间位阻与疏水性。
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酽

辫瓴p

f-MWNT．1和氧化后得到的f-MWNT．2的直径由透射电镜(TEM)

表征(图2．3)；f-MWNTs上修饰的功能化基团由傅立叶转换红外光谱

(FTIR)(图2．4)和有机元素分析(表2．1)表征。在1 7 l 3cm。1处红外峰显

示f-MWNT．2上的羧基；元素分析显示f．MWNT．2的氮含量为O．08％，

而f-MWNT．3的氮含量为0．63％证明f-MWNT．3上连接上了含氮基团；

1 71 3cm_处红外峰的消失和2957cm～、2850cm。1处红外峰的增强证明

f-MWNT．4上连接上了甲基和亚甲基。

C

B D

图2．3．实验中所用碳纳米管TEM图像，A为1 0nm的f-MwNT．1；B，为1 0nm的

f-MWNT一2；C为40nm的f．MWNT一1；D，为40nm的f．MWNT．2
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Wavenumbers(cm一1)

图2．4．f-MWNT．1，2，3，4的FTIR谱图

f．MWNT．2在进行进一步功能化的时候，为了使反应能够进行完

全，加入了l 0倍过量的反应物，得到的f．MWNT-3用30％的嘧啶／甲基

甲酰胺溶液进行脱Fmoc反应，通过定量Fmoc得到f-MwNTs上羧基含

量为0．42±0．09 mmol／g。连接在f-MWNTs上氮元素的量由元素分析确

定，经计算为O．45mmol／g(表2．2)，与Fmoc定量得到的结果一致，因

此我们认为在f．MWNTs的功能化过程中，修饰反应进行完全。

2．3．2．1蛋白质荧光

蛋白质包含三种含有荧光发色团的氨基酸残基：苯丙氨酸(Phe)、
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酪氨酸(Tyr)、色氨酸(Trp)。这三种氨基酸共同的特点是具有一个共

轭7c电子体系，容易与其它缺电子体系或7【电子体系形成电荷转移复合

物。蛋白质的自身荧光主要来源于色氨酸和酪氨酸。大部分蛋白质的

荧光主要由色氨酸残基贡献。色氨酸残基和这些残基中的吲哚环是一

种特别灵敏、复杂的发色团，从其发射光谱中可以得到溶剂极性、底

物与蛋白的结合作用、缔合反应以及蛋白质的变性等信息【8”。我们

首次用稳态荧光光谱研究了一系列蛋白质与f-MWNTs的相互作用，

蛋白三维结构和蛋白质分子信息如图2．5和表2．2所示。

H÷^a^{rjse Hen、00 0D r

萨塑参

落蘑豢

图2．5．实验中所用蛋白三维结构

表2．2．实验中蛋白质来源、分子量、等电点和氨基酸信息
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2．3．2．2稳态荧光猝灭

蛋白质的自身荧光被f-MWNTs不同程度的猝灭(图2．6，附图2．1)，

显示蛋白质与f．MWNTs之间发生了相互作用。由于测量中纳米碳管

对蛋白质荧光有散射作用，所以，以f-MWNT．2为例，扫描其荧光光

谱以考察纳米碳管的散射作用。F．MWNT．2在实验条件的浓度下，其

散射和荧光强度为蛋白质自身荧光强度的l／200。另外，f-MWNTs的

散射光本来应该增强蛋白荧光，但在加入f．MWNTs有蛋白质荧光猝

灭，因此f．MWNTs的散射或自身荧光在本实验中可以忽略。

∞∞
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2啪
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O
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W日Vebn口廿'(nm)

图2．6．蛋白质CA和BSA在用f．MWNT．1，2，3，4滴定前和滴定后的荧光强度，

f-MwNT在蛋白质溶液中的浓度按箭头指向依次为O，1．1，2．3，4．6，9．3，

．18。7}Lg／mL

根据Stern．Volmer方程，荧光猝灭与荧光猝灭剂浓度之间有一定

的数量关系：，o／，．ton=l+Ksv【Q】，Fo、，和t。、t分别为猝灭前

和猝灭后的荧光强度和荧光寿命，Xsv为蛋白质与猝灭剂的结合常

数，【Q】为猝灭剂浓度。本实验中f．MWNTs即为荧光猝灭剂。在此等

式中，由于MWNTs本身分子量和摩尔质量的不确定，所以f-MWNTs

的浓度用“g／mL代替摩尔浓度。
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0 5 10 15 20

f．M、^疗、IT Concn．【pg，mL】

图2．7．蛋白质荧光被f．MWNT．1，2，3，4猝灭的Stern．V01mer曲线

k
占
L

f．MwNT Concn．【旧，mL】

图2．8．加入NaCl溶液以提高离子强度的条件下两种蛋白质被f-MWNT-1，2猝

灭的Stern．Volmer曲线。

图2．7A．J为f．MWNT．1，2，3，4对实验所选的几种蛋白质猝灭的

Stern．Volmer曲线。图2．8K．N为加入NaCl溶液提高了离子强度的情况

下，其中两种蛋白质被f-MWNT．1，2猝灭的Stern．Volmer曲线。从图

2．8我们可以注意到一下几点：

1．图2．7F．J与图2．7A．E比较，直径为40nm的f．MWNTs与蛋白质结合

比直径为1 0nm的f．MWNTs与蛋白的结合要强。引起这一现象的原因

可能与f_MWNTs的曲率半径有关：曲率半径大的纳米粒子与蛋白质

的接触面积大，所暴露的结构缺陷多一些；而曲率半径小的纳米粒子

与蛋白质接触面积小，所暴露的结构缺陷相对曲率半径大的纳米粒子

要少些，从而导致结合蛋白的能力差异。这个结果与前人报道相一致。

在报道中指出直径大的硅纳米颗粒比直径小的纳米颗粒结合白要多

∞5搴们∞{寻仲0∞∞柏∞{己伯O

弋止

∞∞∞∞{寻伯0∞∞加∞∞竹o



山东大学硕士学位论文

【84。861。

2．f．MWNT．2对蛋白质荧光的猝灭程度要大于其它三种碳管，

f-MWNT-3仅次于f．MWNT．2，f．MWNT．2是羧基化的碳管，在溶液中

显酸性，带负电荷，因此在f．MWNTs与蛋白质的相互作用中，静电

作用也起着至关重要的作用。

3．在加入NaCl溶液后BSA的荧光猝灭强度受f-MWNT．2的影响减小

(图2．8)，而HK，HG则显示出了更强的猝灭效果。这说明f’MWNT．2

与蛋自质的相互作用是通过静电吸引的同时也与蛋白质自身的表面

所带电荷有关。本实验中所有蛋白质的等电点pI均小于7，所以在实

验条件下(pH=7．O)，所有蛋白表面带有负电荷。由于f-MWNT．2带有

负电，所以在相互作用中带有负电的f．MWNT．2在静电作用下，与蛋

白质分子的中性或正点性氨基酸残基相结合。这种结合具体在蛋白质

的哪个氨基酸残基或者肽段则需要进一步的研究探讨。

4．体积大的蛋白质分子更容易与f．MWNTs相结合，这一现象有可能是

由于体积大的蛋白质分子有更大的表面积和更多的氨基酸残基为结

合提供了更多的空间。

5．f．MWNT．2的Stern．Volmer曲线比其它碳纳米管的曲线有明显向上

折的现象，碳纳米管对蛋白质的猝灭是加速的或者是一个静态猝灭过

程，这种猝灭经常与蛋白质构象变化【511相关或者是有复合物形成。

荧光物质的荧光猝灭过程可以分为两种：动态猝灭和静态猝灭。动态

猝灭是猝灭剂和荧光物质的激发态分子之间所发生的相互作用过程，

如能量转移过程或电子转移过程。在某些情况下，可能生成瞬间的激

发态复合物，而这些激发态复合物可能不发射荧光或荧光的发射特性

与原先的荧光物质不同，从而引起荧光猝灭现象。静态猝灭是猝灭剂

和荧光物质分子在基态时发生配合反应，基态配合物的生成由于与未

配合的荧光物质的基态分子竞争吸收激发光而降低了荧光物质的荧

光强度。区分静态猝灭合动态猝灭最确切的方法是荧光寿命的测量。

在静态猝灭情况下，猝灭剂的存在并没有改变荧光分子激发态的寿

命，因此荧光寿命不发生改变的荧光猝灭一般为静态猝灭过程。在动
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态猝灭情况下，猝灭剂的存在使荧光寿命缩短。我们测量蛋白质的荧

光寿命来进一步探讨f．MWNTs猝灭蛋白质荧光的方式。

2．3．2．3蛋白质荧光寿命变化

图2．9为BSA和CA的相调制曲线，其它蛋白质的相调制曲线见附

图2．2。利用正弦调制光激发蛋白质分子，利用相衰减角和调制因子

计算激发态寿命。由于HG的荧光强度很弱，所以此方法并没有检测

到HG的荧光寿命。

蛩

舌
2
兰
乱

图2．9．BSA和CA经过双指数拟合后的相调制曲线，蛋白质的浓度除了BSA为

800pg／mL其余蛋白浓度均为500pg／mL，碳管的终浓度为9．3pg／mL，直径为

lOnm。A：BSA+f．MWNT-2；B：BSA+f．MWNT-3；C：BSA+f．MWNT·4；D：BSA；E：

CA+f．MWNT-2；F：CA+f-MWNT一3；G：CA+f-MWNT-4；H：CA

实验所使用的蛋白质均含有多个色氨酸残基，其荧光寿命要用双

指数曲线来拟合。拟合得到两个荧光寿命(表2．2)，其中低于lns的荧
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光寿命用f1表示，其所占比例用fl表示，较长的荧光寿命用t2表示，

其所占比例用f2表示。产生两种荧光寿命的原因有：蛋白分子的异构

现象使基态含有多种状态；在激发态周围驰豫的时间；色氨酸荧光自

身存在着不同组分；色氨酸旋光异构体的存在；散射光或拉曼光的影

响。对于不同情况下的蛋白质，以上各种原因都有可能存在。

表2．2．蛋白质在加入不同纳米碳管前后的荧光寿命，百l和t2分别为蛋白质的

两个荧光寿命，f1和f2分别为相应荧光寿命的组分，X2为实验方差。

TitIe Tl(ns) fl T2(ns) f2 X2

BSA(800¨g，mL)+ O．28士O．009 O．06士O．001 5．85士O．021 O．94 157

f-MWNT-2

f-MWNT-3

f-MWNT．4

O．07士O．003 0．2l±0．00l 5．99士O．025 O．79 84．6

O．08士O．004 O，13士0．OOl 5．88士O．022 0．87 83．8

O．1l士O．007 O．08±O．00l 5．8l士O．02l 0．93 116

CA(500肛g／mL)+ O．08士0．008 O．17士0．00l 5．14士0．022 O．83 40l

f．MWN T．2

f．MWNT．3

f-MWNT-4

O．02士0．005 O．25士0．OO l 5．09士O．025 0．75 273

O．1 8士O．007 O．19士O．002 5．1 8士O．024 0．82 403

0．12士O．006 O．24士O．002 4．99士O．025 0．76 271

HK(500pg／mL)+ O．44士0．032 O．06士0．003 4．14士O．02l O．94 27．7

f．MWNT-2 1．79E-008士O．008 O．14士0．001 3．89士O．014 O．86 27．1

f-MWNT．3 O．05士0．016 O．12土O．002 4．06士0．Ol 9 0．88 24．1

f-MWNT．4 1．73E一008士O．005 O．12士O．OOl 4．25士O．014 0．88 l 80

OV(500¨g／mL)+ 1．10士O．Ol 8 O．23士O．005 5．5l士0．042 O．77 99．3

f-MWN T．2

f-MWN T-3

f．MWNT．4

O．09士O．006 O．25士O．002 4．75士O．024 O．75 275

O．1 O士O．005 0．27士O．002 4．27士O．025 0．73 42．2

O．1 7士0．009 O．1 6士O．002 4．68士0．022 O．84 l 1 5

在本实验中蛋白质荧光寿命的变化非常微弱，因此，通过功

能化修饰的f-MWNTs对蛋白质荧光的猝灭属于静态猝灭，蛋白质

分子与碳纳米管之间的相互作用表现为形成稳定的基态配合物。
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以BSA为例，加入f-MWNT．2和f—MWNT．3后，BSA的t1值降低，

其所占比例f。增加；而t2值基本没有变化，f2随着f1的增加相应减少。

由于T2是色氨酸的主要荧光寿命，它的值基本不变，说明蛋白质的

荧光猝灭是由静态猝灭过程所主导的。但是下1的减少说明在静态猝

灭过程的同时存在着一定程度的动态猝灭。这一部分的荧光发色

团容易与碳纳米管发生碰撞而导致动态猝灭，说明它存在于蛋白

分子的表面或容易从蛋白内暴露到表面。随着碳纳米管的加入，

其所占比例的增加说明有正常的长寿命荧光向这种短寿命荧光转

化。由于在分子荧光光谱上观察到蛋白溶液中加入带有羧基的碳

纳米管后发射峰位置有少量红移，以及在园二色谱中发现蛋白0【螺

旋结构有较为明显的减少，所以推测蛋白溶液中加入碳纳米管以

后，蛋白结构有轻度的松散，使得原来包裹在蛋白分子内部的荧

光团暴露到溶液中，从而导致其发射峰红移以及短寿命荧光所占

比例的增加。总的来说，蛋白的荧光寿命基本没有发生变化，即

蛋白质的荧光猝灭为静态猝灭过程，所以蛋白质分子与碳纳米管

之间的相互作用表现为形成稳定的基态配合物。

2．3．2．4蛋白质二级结构变化

任何一种蛋白质，在其自然状态或活性状态下，都具有特征而稳

定的三维结构，一旦这种特征的三维结构遭到破坏，蛋白质的生物功

能就会丧失。研究蛋白质暴露于碳纳米管后结构所受到的影响是研究

碳纳米管生物学毒性和应用的基础。蛋白质结构的变化可以用以下几

种方法来判断：蛋白质荧光发射峰位置的变化，荧光峰发生红移，说

明蛋白质结构变得松散，荧光团由蛋白质内部疏水腔暴露到溶剂中。

荧光峰发生蓝移，说明蛋白质结构紧缩；蛋白质荧光寿命的变化，蛋

白质的荧光寿命决定于蛋白质的种类和其三维结构，蛋白质结构变化

时，其荧光寿命偏离正常值，一般结构遭到破坏的蛋白质荧光寿命在

2．5nsec左右；蛋白质圆二色性的变化，圆二色谱(CD)可以给出蛋

白质二级结构的信息，因此是判断蛋白质结构变化的常用方法。
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稳态荧光光谱和时间分辨荧光实验指出f．MWNT与蛋白质的相

互作用为形成稳定的基态配合物。f-MWNT．2对蛋白质荧光猝灭程度

很大，而且Srern．Volmer曲线有上折现象，这些现象表明在f-MWNT．2

与蛋白质结合的过程蛋白质的二级结构发生了变化，因此我们利用圆

二色谱测量了蛋白质的二级结构。BSA和CA在加入f-MWNTs前后的

CD信号随波长以及随光电倍增管电压的变化见图2．1 0，其它蛋白的

CD谱图见附图2．3。与长波段相比较，CD的光电倍增管电压在短波段

(200nm一下)随波长有较大的增高，这给CD信号造成了较大的噪音，

所以在通过Yang方程对CD信号进行拟合时我们舍掉了200nm一下的

信号。
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∞
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图2．1 O．BSA和CA在直径为l Onm和40nm的f-MWNT．1，2，3，4作用下的的CD谱

图，f．MWNTs的浓度依次为O，4．6，9．3，l 8．7pg／mL，蛋白质的浓度均为

50pg／mL·
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实验中所使用的蛋白质在1 90nm处有一正峰，在2 l Onm和220nm

处有两个负峰。BSA与f．MWNT．2的CD信号无论碳管的直径l Onm还

是40nm都有较大的改变，而BSA与f．MWNT．3的CD信号只有碳管直

径为40nm才有较大的改变。特别是f．MWNT．2导致BSA在222nm的负

峰由一80mdegree增加到．60mdegree。以Yang【53】方程对CD数据进行拟

合(表2．3)，在1 0nm碳管的影响下BSA二级结构中o【．螺旋的含量减少

1 0％，p．转角和无规卷曲较少5％，而B．折叠则增加20％。在40nm碳管

影响下，除无规卷曲其它结构都有较大变化。实验中其它蛋白质的二

级结构计算结果在附表2．1中，CD结果印证了荧光猝灭结果并与之相

一致。

表2．3．BSA．f-MWNTs样品中蛋白二级结构含量

蛋白质 a-Helix(％)p—Beta(％)p—Turn(％)Random(％)Total(％)

2．4结论

本章从碳管的表面修饰、电荷性质和直径大小的角度研究了纳米

碳管与蛋白质的相互作用，得到以下结论：

1．蛋白质与f-MWNTs的相互作用受静电作用和表面化学等综合因素

的共同影响。

2．蛋白质与f．MWNTs的结合是生成了稳定的蛋白．MWNT复合物。根
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据荧光寿命显示，与小分子对蛋白质荧光猝灭不同(主要是碰撞猝

灭)，碳纳米管对蛋白质荧光猝灭属于静态猝灭，生成了稳定的复

合物。

3．静电作用在蛋白质与f-MWNTs的相互作用中起着至关重要的作

用。通过化学修饰，f-MWNTs表面带有负电荷或者不带电荷。虽

然f-MWNT-1为表面没有修饰的碳纳米管，它与蛋白质通过尢．兀作

用相互结合，但是表面带有负电荷的f．MWNT．2，3加强了这种纳米

管与蛋白质的相互作用。在f-MWNT．4通过表面修饰上氨基，降低

了电荷密度，则纳米管与蛋白的相互作用比f-MWNT．2，3有所减

弱。

4．体积大的蛋白与f．MWNTs的结合能力更强。体积大的蛋白质分子

有更大的表面积和更多的氨基酸残基为结合提供了更多的空间。

5．直径大的f-MWNTs能结合较多的蛋白质。如图2．11所示，直径较

大的f-MWNTs具有更多的结构缺陷，更容易与蛋白质结合。蛋白

质在碳管上会改变自身构象，使之与碳管的曲率相协调。

A 10 nm 日40 nm

蕊秘磷
图2．11．蛋白质在半径不同的纳米碳管上的结合示意图

由上述结果可看出，蛋白质与f-MWNTs相互结合是静电作用和

表面化学综合作用的结果。f．MWNTs与不同的蛋白质结合时会导致

蛋白产生不同的荧光猝灭效果以及二级构象变化。蛋白质在生命活动

中是一种及其重要的大分子，蛋白质构象决定其生理功能。因此，通

过改变MWNT尺寸、形状、表面电荷或者表面化学基团可以调节其与

蛋白质的结合能力，从而改变生物毒性，提高生物适应性，优化MWNT

在纳米生物科技上的应用能力。
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第三章功能化多壁碳纳米管库与蛋白质相互作用的

筛选

3．1引言

碳纳米管在生物医药上具有广阔的应用潜力，当将其注射到动

物体内时，碳纳米管会进入各种器官组织，穿过细胞膜，甚至可以

与蛋白质、DNA分子相结合。一种纳米材料的生物活性主要是由

其表面化学性质所调节，在碳纳米管表面连接上小分子等功能化修

饰可以使纳米碳管具有更好的生物适应性，进而使其在药物载体、

细胞成像、细胞探针、DNA修复以及其它医疗诊断上得到更好的

应用。

利用组合化学原理对纳米材料表面进行修饰可以促使我们更

有效的设计化合物并快速的对化合物库进行筛选，从而得到具有活

性结构的化合物。

本课题组利用组合化学原理对碳纳米管表面进行功能化修饰，

获得了功能化修饰的碳纳米管库，本实验从蛋白质分子与碳纳米管

相互作用的角度，对库中碳管进行筛选评价。筛选出与几种重要蛋

白质结合能力较弱的f-MWNTs，同时筛选出对酶活性抑制大的

f-MWNTs，为f-MWNTs在医药领域的应用提供了初步的理论依据。

3．2实验材料和方法

3．2．1试剂

牛血清白蛋白(BSA)购自Bio Basic公司。碳酸酐酶(CA)、牛血

红蛋白(HG)购自Worthington Biochemical公司，糜蛋白酶(CT)购

自Sigma-Aldrich公司。多壁碳纳米管购自深圳纳米港，l-(3．二甲

氨基丙基)-3·乙基碳二亚胺(EDC)和N一羟基琥珀酰亚胺(HOSu)购

自Sigma-Aldrich公司。其它试剂购自国药集团。
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3．2．2实验仪器

1) Vario EL．III 型有机元素分析仪(Elementar Co．Ltd．，

GERMANY)

2)H．7500投射电子显微镜(Hjtachj Co．Ltd．，Tokyo，Japan)

3)Nicolet 380傅立叶变换红外光谱仪(Thermo Co．Ltd．，USA)

4)F．4500分子荧光分光光度计(Hitachi Co．Ltd．，Tokyo，JAPAN)

5)TU一1 800PC紫外可见分光光度计(Beijing Purkinje General

Instrument Co．Ltd．，Beijing，CHINA)。

6)超声波仪(Model KQ 2 1 8，1 00W，40kHz，Ultrasonic Instrument Co．

Ltd，Kunshan，China)。

3．2．3功能化多壁碳纳米管库的合成

为了增加碳管表面羧基的数目，将上述产物缓缓加入至300mL

浓硝酸和浓硫酸的混合物(冰浴)中(体积比l：3)，加入完毕后

移去冰浴，将体系缓慢升温至60℃加热3小时，反应完毕后冷却

至室温，将其倒入1 OOOmL去离子水中，此时形成均匀分散的溶液，

重复上述离心及洗涤操作直至体系pH大约为7．0，65℃真空干燥

24小时，产物用FTIR分析。

碳管库的合成：将Fmoc．TYR修饰的碳纳米管溶于含20％哌

啶的DMF溶液中，50℃震荡2小时，4500转每分钟离心产物30

分钟，收集上清液，用UV光谱确定其Fmoc的含量，用乙醇洗涤

沉淀5次，真空干燥获得产物。

将每一种上述产物溶于5mL无水THF中，室温超声15分钟

使其分散，加入500pL对应的酰氯或磺酰氯及300pL毗啶作为缚

酸剂，60℃水浴中震荡24小时，加入乙醇终止反应。反应结束后

用离心或者过滤的方式纯化产物，用HPLC检测上清以监测纯化过

程，真空干燥获得最终产物。
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图3．1．表面功能化多壁碳纳米管库合成路线示意图

3．2．4稳态荧光光谱

用去离子水(pH7．0)配制蛋白样品。将碳纳米管分散在乙醇溶液

中，配制成浓度为33 0pg／mL的贮存液，稀释该贮存液用于本实验。

本实验所用四种碳纳米管在乙醇溶液中均有良好的分散性。为了检

测蛋白质固有荧光的变化，在蛋白溶液中逐次加入f-MWNTs，使

f-MWNTs的终浓度分别为0，1．1，2．3，4．6，9．3，1 8．7pg／mL，蛋白终

浓度为50pg／mL，观察f-MWNTs对蛋白质荧光的影响。记录340nm

处荧光强度用于Stern．Volmer方程的计算。荧光检测的条件为：

激发波长280nm，发射波长340nm，荧光谱图的波长范围为

300nm．400nm，扫描速度1 200nm／min，激发和发射光狭缝均为

5．Onm(其中血红蛋白样品均为1 0．Onm)，电压700V。本实验进行的

温度为23℃。
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3．2．5糜蛋白酶活性的抑制

用25mM Tfis．HCl缓冲溶液(pH=7．6)配制CT溶液；将

f．MWNTs分散在去离子水中，配制成浓度为200肛g／mL贮存液。将

f．MWNTs加入到CT溶液中，23℃下孵育3h，加入底物SPNA，

混合物中CT浓度为80pg／mL，f-MWNTs浓度为40pg／mL，SPNA

浓度为1．8mM。记录1 0min内405nm处紫外吸光度的变化，以

A405。m对时间作图，得到直线斜率即为此酶催化反应的反应初速度

Do。加入f-MWNTs后CT的酶活性受到不同程度的抑制，酶催化

反应的反应初速度为ui，酶活性的抑制百分数为i％=1．ui／60，筛选

出对酶活性抑制较强的f．MWNTs。

3．3结果与讨论

3．3．1功能化多壁碳纳米管库的设计

h≥，
RlRI’N·

一乱<。赢醇一H cN{尹鲫F，册
A■∞'▲■∞2 A■003 A一∞4 A№05 AM∞6 ^■∞7 ^M008

髓 5 6 7 8 9 10 1 1 1 2

Fmoc

Ht 13 14 1 5 16 17 18 19 20
D■lFmoc
O

^ 21 29 37 45 53 61 69 77
^CDO'

O

伊 22 30 38 46 54 62 70 78
ACD02f^憎V O 23 31 39 47 55 63 71 79
AC003

R2． 刚毋 24 32 40 48 56 64 72 80
^C004

O

cl扩 25 33 41 49 57 65 73 81
AC005

D昏 26 34 42 50 58 66 74 82
^C006

心昏 27 35 43 51 59 67 75 83
^COa7

钆勘t 28 36 44 52 60 68 76 84
^C嘲

图3．2．组合化学方法合成的f-MWNTs库组合示意图
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表面修饰分子化学性质的多样性由分子官能团的多样性决定，

因此，在此f-MWNTs库的设计中，我们通过Accelrys公司的Accord

and Pipeline Pilot软件计算选择了高度多样性的官能团，包括3 1

种氨基酸和26种酰胺。选择了8种氨基酸和9种酰胺基团进行组

合化学化合物库的合成，它们在诸如结构、疏水性质、水溶性、拓

扑结构、立体构象等分子性质方面具有很大的差异。合成的组合化

学功能化多壁碳纳米管库包含80种f．MWNTs图3．2所示。通过计

’

算库中多壁碳纳米管表面修饰的基团发现其具有最大的差异性和

物理化学性质。

3．3．2功能化多壁碳纳米管库的表征

采用傅立叶转换红外光谱(FTIR)对f-MWNTs上修饰的功能

化基团进行表征(图3．3)。MWNT．OO l为表面没有基团修饰的碳

管，在l 71 3cm‘1处的红外峰表明MWNT．002表面被氧化得到羧基；

MWNT-003是碳管表面羧基与Fmoc．Tyr反应得到，在1710cmo

初的红外峰为形成的酯和羧基的峰叠加的结果；MWNT．005为

MWNT-003氨基化产物，I 7 l0cm卅处红外峰的消失和2924cm～、

2843cm_处红外峰的增强证明MWNT．005上连接了甲基和亚甲基。

1787cm。处红外峰表明MWNT-073含有羧酸酯。’
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图3．3．f．MWNTs库中几种典型碳纳米管的红外谱图



山东大学硕士学位论文

此外从图3．1的TEM图可以看出，在f．MWNTs表面修饰上不

同的官能团后f-MWNTs的外表形状并没有改变，并且实验证明将

功能化碳纳米管分散于水溶液中，可以在室温稳定2个月。

从图3．4的HPLC谱图可以看出，f-MWNTs库经纯化后，表面

没有残留溶剂污染。

8
C
娜

皂
o
∽
口
《

茫mH盼砭
蚺印Q日

—趴一 川州讯
啪sh 2：删盯一孚 罟

wash 3：MeoH
一 一 一 ● 一

Wa8h 4：Water

WaSh 5：MeoH

O 1 2 3 4 5 弓 7

Re怆ntion Time(min)

图3．4．MWNT—03l经离心后纯化溶剂的HPLC谱图

3．3．3稳态荧光光谱

与蛋白质结合能力提高可以使纳米材料的调理作用得到提高，

比如清理能力或者隐秘的抗原决定簇的信号传导等。从第二章得到

的结果可以看出蛋白质荧光猝灭程度可以间接反应出蛋白质与

f-MWNTs结合的信息，荧光猝灭越严重则蛋白质与f-MWNTs结合

的越多，相反则越少。采用荧光猝灭方法对f．MWNTs库的筛选可

以间接表达蛋白质与f．MWNTs的结合情况。

图3．5分别为BSA、碳酸酐酶、血红蛋白、糜蛋白酶与f．MWNTs

结合后的荧光猝灭情况，由图中可以看出，不同功能化修饰的

f-MWNTs对蛋白质荧光的猝灭程度是不同的。结果表明：通过组

合化学表面功能化修饰后f．MWNTs的蛋白质结合能力与原料

f-MWNT-002相比得到增强。对实验结果进行整体分析发现，酰胺

43



山东大学硕士学位论文

AC005

是一种

基团对

重要的

四种蛋白质的荧光猝灭程度都比较弱，因此此基团

基团，且在前一章中讨论了蛋白质二级构象受

f-MWNTs的影响很小，因此f-MWNTs具有较大的应用潜力。

：∑j c

Chymotrypsin ]

图3．5．四种蛋白与f-MWNTs结合后的荧光猝灭图

3．3．4糜蛋白酶的活性抑制

前面研究了f-MWNTs库中碳管与多种蛋白质的结合情况，其

中CT是一种具有重要活性的酶，因此本实验进一步研究了

f-MWNTs对该酶活性的抑制情况。从图3．6可以看出f-MWNTs对

酶的抑制情况差异很大。其中AM002基团对酶活性具有较强的抑

制作用。可以推测带有AM002基团的碳纳米管可能特异性的结合
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在CT的活性位点或者活性位点附近，从而阻碍底物分子与酶发生

反应。而从荧光猝灭中可以看出，含有AM002基团的碳管与CT

的结合并不是最多的，我们推测该类碳管具有很好的靶向性，可以

高效的与CT活性位点附近相结合，从而具有很高的生物特异性。

Inhibmng Peroentage

／／i、、＼＼～、、～
／7‘ ～＼一～～

3．4结论

图3．6 f-MwNTs库对CT活性的抑制百分数

本实验对表面功能化修饰的多壁碳纳米管库在与蛋白质结合

能力及对酶活性抑制方面进行了筛选。筛选出分别在蛋白质结合和

酶活性抑制方面具有特异性的碳管。首先，酰胺AC005基团的碳

管与蛋白结合能力均较弱，且对蛋白质二级构象的破坏较小，具有

很大的应用潜力。而AM002基团对糜蛋白酶活性的抑制较大，可

以推测其与CT结合部位在酶的活性位点附近，具有很好的靶向性，

同样具有较大的应用潜力。
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附图和附表

附图2．1 A．40nm，A．10nm，B．40nm，B．10nm，C．40nm，C．10nm分别

为HG，HK，Ov在用不同直径f-MWNT-l，2，3，4滴定前和滴定后的

荧光强度，f．MWNTs在蛋白质溶液中的浓度按箭头指向依次为0，

1．1，2．3，4．6，9-3，18．7pg／m。
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C．40nm

300 320 3．o 3∞3∞400

VvaVelength(nm)

C．10nm
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附图2．2蛋白质经过双指数拟合后的相调制曲线，a)为HK，b)为

Ov，蛋白质的浓度500pg／mL，碳管的终浓度为9．3pg／mL，f-MWNTs

直径为l 0nm，以及乙醇的control。
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附图2．3 H G，HK和ov在直径为1 onm和40nm的f．MwNT-1，2，3，4作用

下的的CD谱图，f．MWNTs的浓度依次为0，4．6，9．3，l 8．7¨g／mL，蛋白质

的浓度均为50}lg，mL。

a)10nm f-MWNTs
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附表2．1蛋白质在f-MWNTs作用下的二级结构变化

a、10nm f．MWNTs

CA+f_MWNT．2 CA+f-MWNT-2 CA+f_MWNT-2

一．． ．!：! !兰：!些曼!坐兰2 11：!些璺!翌兰2 i!z：!些曼!里兰!(4．4pg／mL) (8．8pg／m生! !!Z：鱼些曼!里兰!

Helix： 12．70％ 10．70％ 1 3．60％ 14．00％

Beta：

Turn：

Random：

39．00％

19．90％

28．40％

46．30％

15．10％

27．90％

38．80％

19．80％

27．80％

36．80％

19．90％

29．20％

Total： 1 00．00％ 1 00．OO％ l 00．00％ l 00．OO％

CA+f．MWNT．3 CA+f-MWNT-3 CA+f-MWNT一3

一一 !：! (兰：兰些璺!里兰2 11：!些曼!里兰2 1 1 1：鱼些呈!里兰!(4．4¨g／mL) (8：8．些曼!m兰! !!!：鱼些呈!里兰2●___-●-_I_-_●___●__-●_--__●●●I-__●_●_______-_I--I_。。‘。。。。。。’●_●_-_--I____-。_。。。●’—。——‘‘’’——‘。’。。。。。。’’。。。。。————————————一一

Helix： 12．70％ 11．40％ 13．50％ 12．80％

Beta：

Turn：

Random：

39．00％

19．90％

28．40％

45．50％

17．10％

25．90％

58．20％

6．30％

22．00％

37．90％

19．70％

29．60％

Total： l 00．00％ l 00．00％ 1 00．00％ 1 00．OO％

CA+f．MWNT．4 CA+f-MWNT-4 CA+f-MWNT一4

1：： !兰：兰坠圣!堡兰2 i!：!坠堡!堡三=! 一．!!!：鱼坠圣!堡兰!(4．4pg／mL) (8．8pg／m三=! !!!：鱼坠圣!堡生!●__-_______-●__●_____●II--_●●______-_I--___●。。。。。。。。。。。。。。。’。。●________●____-。。。。。。。。‘—。。。。’———————’。。。。。’————一一一一
Helix： 12．70％ 13．10％ 12．80％ 16．60％

Beta：

Turn：

Random：

39．00％

19．90％

28．40％

40．90％

19．70％

26．20％

40．60％

18．40％

28．30％

43．40％

16．80％

23．30％

Total： 100．OO％ 100．00％ 100．OO％ 100．00％

CA+f-MWNT．1 CA+f-MWNT-l CA+f-MWNT一1

1兰：兰些曼!璺三=! f!：!些曼!里生2 f!!：!些璺!里三=!
-__●_____●----_●-_______●_______--__-●-_I_-●●●●_---。。。。-__。’。。。。。。。。。______-。。。。。。’1。。。。1’’’——————————————————————一

HeIix： 12．70％ 11．60％ 11．60％ 13．20％

Beta： 39．00％ 42．10％ 42．00％ 44．10％

Turn： 19．90％ 1 8．50％ 1 8．00％ 16．50％

Random： 28．40％ 27．80％ 28．40％ 26．30％

Total： 1 OO．00％ 1 00．OO％ l 00．00％ l 00．00％

CA+EtOH CA+EtOH CA+EtoH

．

!兰：兰些曼!里兰! (!：!些曼!!生! !!!：!丛呈!婴生!-_●——__●●●___-_l__●●__●__—_-—●●—●●—-—__—。——————————。————●_____●-______————————————————————————————一一一一一Helix： 12．70％ l O．50％ 11．80％ 11．80％

Beta： 39．00％ 44．20％ 42．30％ 42．60％

Turn： l 9．90％ 1 6．90％ l 7．30％ l 7．00％

Random： 28．40％ 28．30％ 28．50％ 28．70％

Total： 1 00。00％ l 00．00％ l 00．00％ l 00．00％

HG HG+f．MWNT．2 HG+f．MWNT．2 HG+f．MWNT-2
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(4．4“g／mL) (8．8¨g／mL) (1 7．6¨g／mL)

Helix： 42．30％ 54．10％ 37．90％ 43．10％

Beta： 23．80％ O．00％ 4．10％ 10．90％

Turn： 6．50％ 14．00％ 24．20％ 16．20％

Random： 27．40％ 3 1．90％ 33．80％ 29．80％

Total： 100．00％ 100．00％ 100．OO％ 100．00％

HG+f．MWNT．3 HG+f．MWNT-3 HG+f-MWNT-3
⋯

(4．4“g／mL) (8．8¨g／mL) (1 7．6pg／mL)

Helix： 42．30％ 38．80％ 44．80％ 45．30％

Beta：

Turn：

Random：

23．80％

6．50％

27．40％

12．90％

16．90％

31．40％

22．30％

6．50％

26．40％

21．90％

6．90％

25．80％

Total． ．10旦．Qo丝 !垒旦：Q竺丝 !壁垒：Q旦丝 ．．
!垒旦：里壁丝-__--__●__●●____-_-—-_’———_———————_————●———————_——●___--__--————————————————一一一——。HG+f-MWNT．4 HG+f-MWNT·4 HG+f-MWNT·4

．!!! ．f兰：兰些曼!里兰2 11：!些曼!里兰2 1 1 1：鱼些璺!里生2
Helix： 42．30％ 52．70％ 43．30％ 40．80％

Beta：

Turn：

Random：

23．80％

6．50％

27．40％

29．00％

O．00％

1 8．30％

16．20％

12．30％

28．20％

11．30％

17．00％

31．00％

Total： l o!：!Q丝 !Q里：QQ墅 !QQ：Q旦丝 !QQ：QQ丝
●_---—_—_—___-___●———_————_—————————●——_——————-——-I__●____-_●———-——————————————————一——。

HG+f．MWNT．1 HG+f-MWNT-l HG+f．MWNT-1

一．竺! !兰：兰型里兰2 11：!型里兰! (!!：鱼些璺鱼生)_一
Helix： 42．30％ 47．30％ 42．50％ 49．40％

Beta：

Turn：

Random：

23．80％

6．50％

27．40％

21．10％

6．90％

24．80％

19．40％

lO．10％

28．00％

26．90％

1．40％

22．20％

Total： 1 oo．o壁垒 !垒旦：Q旦丝 !QQ：Q里墅 !Q旦：Q!丝
--_————_—————_————————————————__-_-—————_————————●_●—--_——————————————一

。

HG+EtOH HG+EtOH HG+EtOH
Un

一．：：： f兰：兰些墨!里兰! l!：!些曼!里兰! !!!生出坐型L
Helix： 42．30％ 47．30％ 43．90％ ．51．60％

Beta： 23．80％ 21．10％ 1 8．50％ 28．80％

Turn： 6．50％ 6。90％ 1 O．20％ 0·OO％

Random： 27．40％ 24．80％ 27．40％ 19．60％

Total．一j Q旦：!!!垒 !QQ：Q旦丝 !!Q：Q!墅塑生垡坐L—一●___I-_—●-—___-__●●____—I-_--___-_I●--—--__-————————-_________-—_●—__———————————一

一一一一————————————————————————————一
HK+f-MWNT．2 HK+f-MWNT一2 HK+f-MWNT-2

竺f兰：兰些曼!受兰2(!：!些墨!翌生! !!!：鱼型坐
HeIix： 23．80％ 33．20％ 35．50％ 32．70％

Beta：

Turn：

12．40％

27．10％

18．70％

17．10％

16．40％

19．10％

12．80％

20．50％
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Random： 100．00％ 31．OO％ 29．10％ 33．90％

Total： 1 00．OO％ 1 00．00％ l 00．00％

HK+f-MWNT．3 HK+f．MWNT．3 HK+f-MWNT-3

1兰：兰些呈!里兰! f!：!些呈!里三=2 ．!!!：鱼些曼!里生2
Helix： 23。80％ 37．40％ 33。40％ 36。00％

Beta：

Turn：

Random：

12．40％

27．10％

100．OO％

18．40％

16．10％

28．20％

15．40％

18．80％

32．50％

16．70％

16．60％

30．70％

Total： l 00．00％ 1 00．00％ l 00．OO％

HK+f-MWNT．4 HK+f-M WNT-4 HK+f-MWNT一4

1111 f兰：兰些曼!里兰! (!：!些璺!里兰! f!!：!些呈!璺兰!(4．4pg／mL) (8．8pg／m兰! ．!!!：!些呈!璺生2●___-_●●--_-_______-_______-____________●I-_●。。--。。。。。。‘。。。’。●-I___-_●●__。。’。。。。。‘—。。。。。。。。’———’。—1。。1。。。。。’——————————————一

Helix： 23．80％ 36．00％ 35．50％ 33．00％

Beta：

Turn：

Random：

12．40％

27．10％

100．00％

23．40％

13．10％

27．60％

18．10％

16．50％

29．90％

20．00％

17．20％

29．80％

Total： 1 00．OO％ l 00．00％ l 00。00％

HK+f-MWNT．I HK+f-MWNT-l HK+f-MWNT-l
⋯。

(4．4“g／mL) (8．8¨g／mL) (17．6pg／m兰)

Helix： 23．80％ 36．10％ 36．40％ 35．30％

Beta：

Turn：

Random：

12．40％

27．10％

100．00％

18．30％

16．40％

29．20％

21．10％

l 5．20％

27．30％

20．10％

15．70％

28．90％

Total： 1 OO．OO％ 1 OO．00％ 1 00．00％

HK+EtOH HK+EtOH HK+EtOH

⋯‘
(4．4pg／mL) (8．8¨g／mL) (17．6¨g／mL)

Helix： 23．80％ 36．OO％ 36．50％ 35．50％

Beta： 12．40％ 20．90％ 21．OO％ 19．10％

Turn： 27．10％ l 5．40％ 14．70％ 15．40％

Random： l 00．00％ 27．70％ 27．80％ 30．00％

Total： 1 OO．00％ 1 00．OO％ 1 OO．OO％

Ov+f．MWNT．2． Ov+f．MWNT·2 Ov+f-MWNT-2
。。

(4．4pg／mL) (8．8¨g／mL) !l 7．6pg／里L)

HeIix： 39．50％ 40．60％ 36．60％ 40．00％

Beta： 21．70％ 17．90％ 16．90％ 16．60％

Turn： 8．30％ 9．80％ 14．80％ lO．20％

Random： 30．50％ 3 1．70％ 3 1．70％ 33．20％

Total： lOO．00％ lOO．OO％ 100．00％ 100．OO％

Ov+f-MWNT．3 Ov+f-MWNT·3 Ov+f-MWNT·3
。。

(4．4“g／mL) (8．8pg／mL) (1 7．6pg／mL)
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Helix： 39．50％ 47．30％ 36．00％ 5 1．20％

Beta： 21．70％ 4．80％ 17．40％ 22．90％

Turn： 8．30％ 15．30％ 14．30％ 3．50％

Random： 30．50％ 32．60％ 32．20％ 22．40％

Total： l 00．00％ 1 00．00％ 1 00．00％ l 00．00％

b、40nm f．MWNTs

CA+f．MWNT．2 CA+f-MWNT．2 CA+f．MWNT·2

(!：兰些曼!堡兰! !!：!些呈!璺生! !!!：!些曼!里兰2(4．4¨g／mL) (8．8“g／mL)一一．(!!：鱼些曼!里生2
Helix： 12．70％ lO．70％ 13．60％ 14．00％

Beta：

Turn：

Random：

39．OO％

19．90％

28．40％

46．30％

15．10％

27．90％

38．80％

19．80％

27．80％

36．80％

19．90％

29．20％

Total： 1 OO．00％ 1 00．00％ 1 00．00％ 1 00．00％

CA+f-MWNT．3 CA+f-M WNT．3 CA+f-MWNT-3

．(兰：!生曼!里垦2 f!：!些曼!婴生2 1 1Z：鱼些曼!里兰!．●-_●-‘__●_-__-，_-_--__________--●●_I__●--_-_____-_●-_●-●__。-_‘‘-_‘●‘。●-。●。●_●__--_-●_-●●。_-●-‘。●-。。_-’‘。●。●_。●。--_____。’’———————————一

Helix： 12．70％ 11．40％ 13．50％ 12．80％

Beta： 39．00％ 45．50％ 58．20％ 37．90％
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HG
HG+f-MWNT．2 HG+f-MWNT一2 HG f．MWNT-2

(4．4pg／mL) (8．8¨g／mL) (17．6“g／mL)

56



山东大学硕士学位论文

HK
HK+f-MWNT一2 HK+f-MWNT．2 HK+f-MWNT．2

(4．4¨g／mL) (8．8pg／mL) (1 7．6“g／mL)

HK+f．MWNT一4 HK+f．MWNT．4 HK+f-MWNT一4
HK

(4．4¨g／mL) (8．8pg／mL) (1 7．6pg／mL)

Helix： 36．70％ 36．00％ 35．50％ 33．00％

Beta： 23．80％

Turn： 1 2．40％

23．40％

13．10％

1 8．10％

16．50％

20．OO％

17．20％
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Random： 27．1 0％ 27．60％ 29．90％ 29．80％

．!竺!兰!! !Q!：Q!丝 !垒Q：QQ堑 !QQ：QQ墅 !!Q：Q旦丝 一
HK+f-MWNT．1 HK+f-MWNT一1 HK+f-MWNT·l

—— !!!! !兰：兰些呈!里兰2．． (!：!坠呈!里兰2 1 1z：鱼坠墨!婴生!(4．4¨g／mL) (8．8¨g!m兰2 l!!：鱼坠墨!婴生2●-—————_-—●__●-_—————●_—--—-__●--●_--●_---_————————————_—●_I-___-●-—___-—-———————-——————_——————————————一一一 。

Helix： 36。70％ 36．10％ 36．40％ 35．30％

Beta：

Turn：

Random：

23．80％

12．40％

27．10％

l 8．30％

16．40％

29．20％

21．10％

15．20％

27．30％

20．10％

15．70％

28．90％

Total： 1 00．00％ 1 00．00％ 1 00．OO％ 1
00．OO％一

HK+Et0H HK+EtOH HK+EtOH

一一：：：： !兰：兰些璺!里兰2 f!：!些竖!翌兰2．!!Z：!些竖!里兰!一—●-—●————●_——————-——●————————-———————————————————————————————————————————一。。 一

Helix： 36．70％ 36．00％ 36．50％ 35．50％

Beta： 23．80％ 20．90％ 21．00％ 19．10％

Turn： 12．40％ 1 5．40％ 14．70％ 15．40％

Random： 27．1 0％ 27．70％ 27．80％ 30．OO％

Total： 100。00％ 100．00％ 100．00％ 100．00％

Ov+f-MWNT．2 Ov+f-MWNT-2 OV+f-MWNT-2

一一一
!： !兰：兰坠曼!翌兰2 i!：!些曼!里兰2 l!!：!堡曼!里兰!(4．4pg，mL) (8．8斗g／m兰! l!!：鱼堡曼!里兰2●__●---I__--●__-___________--____●_____________。。。。。。。。。。。。’。。。-。。。。。。。。。。。’_。--。。_。。。。。。’’———————————————————一一

Helix： 39．50％ 40．60％ 36．60％ 40．00％

Beta：

Turn：

Random：

21．70％

8．30％

30．50％

17．90％

9．80％

31．70％

16．90％

14．80％

31．70％

16．60％

10．20％

33．20％

Total： 1 00．00％ 100．00％ l 00．00％ 1 00．00％

Ov+f-MWNT．3 Ov+f．MWNT-3 Ov+f-MWNT-3
。。

(4．4pg／mL) (8．8pg／mL) (17．6pg／mL)

Helix： 39．50％ 47．30％ 36．00％ 5 l。20％

Beta：

Turn：

Random：

21．70％

8．30％

30．50％

4．80％

15．30％

32．60％

17．40％

14．30％

32．20％

22．90％

3．50％

22．40％

Total： 1 00．00％ 1 OO．00％ 1 00．00％ 1 00．00％

Ov+f-MWNT．4 Ov+f-MWNT-4 Ov+f-MWNT一4

一． !： f兰：兰些曼!里兰2 11：!些曼!里兰2 f!!：!些曼!璺兰2(4．4pg／mL) ．(8．!些曼!里兰! !!!：鱼些曼!璺生2-●_--_-I_—-—__—●_-__--_-__-I_---________●——_。-_——_—__————-—I_--_---_●_—●-—-——————————————————————一一一一 一
Helix： 39．50％ 40．10％ 50．00％ 38．10％

Beta：

Turn：

Random：

21．70％

8．30％

30．50％

14．30％

13．70％

31．90％

26．40％

0．00％

23．60％

19．70％

11．20％

30．90％

Total： 1 00．00％ l 00。00％ 1 00．00％ 1 00。OO％

Ov+f．MWNT．1 Ov+f-MWNT—l OV+f-MWNT·1

．!： !!：!些曼!里兰2 11：!些呈!里生! !!!：鱼些呈!里生2
．
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