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摘 要 蛋白质高分子结合体是蛋白质与高分子化合物以特定位置或方式结合的产物。其中，蛋白质
(包括酶和多肽)分子中氨基酸残基上的氨基、巯基和羧基是常用的结合位点。本文主要对蛋白质高分子结
合体的制备方法进行了综述。聚乙二醇是合成高分子中能够有效改善蛋白质性能的修饰剂，而多糖则是用
于制备蛋白质高分子结合体较成功的天然高分子化合物。“点击化学”、活性聚合技术等技术已经被成功应
用于蛋白质高分子结合体的制备。某些具有特异结合功能基团的化合物(如金属卟啉、生物素等)与高分子
共价结合后也可制备蛋白质高分子结合体。在研究蛋白质高分子结合体制备方法的基础上，近年来开始了
这类大分子的自组装行为研究，尤其是对巨型双亲性分子自组装行为的研究，这为设计和构筑先进功能材料

提供了新的思路。与高分子化合物的结合是改善蛋白质性能和拓宽蛋白质应用范围的重要技术之一。蛋白
质高分子结合体不但可用于生物医药领域，而且在纳米技术和材料科学等领域具有潜在的优势。
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Abstract Protein polymer conjugates are the products of proteins conjugating polymers via specific sites or
manners. Amino groups，carboxyl groups and thiol groups of amino acid residues on proteins，which include
enzymes and peptides，are typically modified sites. This review describes recent progress in preparing protein
polymer conjugates. Polyethylene glycol is one of the successfully synthetic polymers，and polysaccharide is one of
the most successful natural polymers in improving the performance of proteins. Modern chemical synthesis
strategies，such as“click chemistry”and living radical polymerization，have been recently applied in preparing
protein polymer conjugates. Some functional compounds with specific functional groups，such as metalloporphyrin
and vitamin，can be bound to proteins. These functional compounds were conjugated with polymers to prepare
protein polymer conjugates. Based on progress in preparing protein polymer conjugates，self-assembly behaviors of
these macromolecules have been investigated in recent years. Especially， self-assembly behaviors of giant
amphiphile have gained increased attention. Studies on self-assembly behaviors of protein conjugates offered a new
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strategy for designing and fabricating advanced functional materials. The conjugation of proteins with polymers is an
important technology to improve the performance of proteins and broaden applications range of proteins. These
macromolecules could be applied in the field of biomedicine and shows potential in many other areas，such as
nanotechnology，materials science，etc.

Key words protein polymer conjugates; chemical modification of proteins; self-assembly; living radical
polymerization; click chemistry

Contents

1 Introduction
2 Polymer modifiers
2. 1 Polyethylene glycol (PEG)
2. 2 Polysaccharides
3 Strategies of fabricating protein polymer conjugates
3. 1 Classical methods
3. 2 Living radical polymerization(LRP)
3. 3 Specific binding of polymers and proteins
4 Self-assembly of protein polymer conjugates
5 Summary

1 引言

蛋白质独特的结构赋予其特有的生物活性和催

化功能，如胰岛素可用于治疗糖尿病，血红蛋白可用

作血液代用品，酪氨酸酶的氧化作用等。它们在疾
病诊断、治疗以及工业生产等方面具有重要的应用
价值。另外，蛋白质是来源于生物体内的一类高分
子，其独特的三维结构在制造纳米机器、纳米结构和
纳米传感器等器件中具有广泛的应用

［1］。因此，蛋
白质是一类在医药、纳米技术以及材料科学等领域
具有独特优势的生物高分子

［2—4］。由于蛋白质在不
同体系中溶解性、保留时间以及稳定性等性质具有
较大差异，从而限制了其应用。因此，通过高分子化
合物结合蛋白质是一种拓宽并提高蛋白质应用范围

和效率的有效方法
［5—9］。

高分子化合物结合蛋白质所得产物称为蛋白质

高分子结合体。近 20 年，蛋白质高分子结合体是化
学、生物、纳米技术以及材料科学等学科的研究热点
之一
［10—15］。如聚乙二醇( polyethylene glycol，PEG)

结合干扰素后极大地提高了蛋白质在血清中的半衰

期
［16］;Reynhout 等［17］制备的巨型双亲性分子( giant

amphiphiles)在溶液中的自组装行为等。
蛋白质高分子结合体起初主要用于生物医药领

域，它可以延长目标蛋白的循环半衰期、提高其稳定
性、增加溶解性以及减小潜在的免疫原和抗原性

等
［18—20］。但是，近几年研究发现，这类大分子在纳
米技术和材料科学等领域的应用具有潜在的优

势
［21—25］。特别是基于蛋白质巨型两亲性分子的合
成和自组装对纳米技术和材料科学等领域的发展开

辟了新的途径
［8，17］。

2 高分子修饰剂

许多高分子化合物已成功与蛋白质结合，如聚

乙二醇、聚氨基酸、羧甲基纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、
葡聚糖、环糊精等［6，26］。其中，聚乙二醇是目前与
蛋白质结合最成功的合成高分子

［27—29］，而天然高分

子中研究最多是多糖(polysaccharides)。
2. 1 聚乙二醇

1977 年，Abuchowski 等［30］发现蛋白质与聚乙
二醇共价结合后可极大地提高蛋白质的循环半衰

期。至此，由于蛋白质-PEG 活性高、免疫反应低、蛋
白质在体内的自清时间延长和一定的免疫耐受性等

优点被广泛研究和应用
［31，32］。1990 年，经 PEG 化

学修 饰 的 腺 苷 脱 氨 基 酶 ( adenosine deaminase，
ADA)，即 PEG-ADA，成为通过美国食品药品管理局
(FDA)认证的第一种修饰蛋白［33，34］。到目前为止，
聚乙二醇是最常用、也是最成功的高分子修饰剂，已
有多种蛋白质被 PEG 修饰后用于生物医学理论和
应用研究领域，如 Schering-Plough 公司生产的 PEG-
Intron (Peginterferon Alfa-2b)和 Roche 公司生产的
PEGasys (Peginterferon Alfa-2a)可以使干扰素在血
清中的半衰期提高 50—70 倍［16］。
2. 2 多糖
在自然界中，蛋白质与多糖结合形成糖蛋白，因

此，蛋白质的糖基化( glycosylation)是高分子化合物
修饰蛋白质的一种重要途径

［35］。已报道的蛋白质
糖基化具有以下功能:糖组分参与目标蛋白的分子

识别和细胞识别;糖组分参与肽链的折叠和缔合以

及增加蛋白质的生物半衰期等功能
［14，36］。

在自然界中，蛋白质的糖基化主要采用两种连

接方式，即 N-连接和 O-连接［37］。N-连接是糖链通
过与天冬酰胺(Asn)的 N 原子共价连接在蛋白质上
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图 1 自然界中蛋白质的糖基化
Fig. 1 Glycosylation of proteins in nature

(图 1a);O-连接是糖链共价连接在羟基的 O 原子
上，一般是丝氨酸或苏氨酸残基的羟基(图 1b)。

许多天然多糖被用于人工合成蛋白质多糖结合

体，如右旋糖苷
［38］、海藻酸［39］、壳聚糖［40—42］

等。蛋
白质与多糖的结合使蛋白质的部分功能和性质得到

了改 善，如 溶 解 性
［43］、稳 定 性［39，44，45］、乳 化 性

能
［44—46］、聚集性能［44，47］，同时降低了抗原性和免疫
原性
［38，48］。另有部分蛋白质多糖结合体具有智能

响应功能
［49］。值得一提的是，蛋白质和多糖均来源

于生物体，具有生物相容性、细胞亲合性以及生物降
解性等特点。因此，蛋白质与多糖结合是设计生物
相容性和生物降解性高分子复合材料的一种有效

途径
［50—52］。

3 构筑蛋白质高分子结合体的方法

组成蛋白质的氨基酸有 20 种，在这些天然氨基
酸侧链中，大约有一半可以在足够温和条件下与其

他试剂发生化学反应，其中氨基、巯基和羧基较易发
生取代反应。同时，由于蛋白质特殊的三维结构，部
分小分子与蛋白质存在特异性结合作用，因此高分

子化合物与蛋白质的结合可归纳为以下 3 种方法。
(1)带有功能基团的高分子链与蛋白质活性位

点直接连接;或者将小分子引入蛋白质，然后与带有

功能基团的高分子链结合。该方法发展历史较长，
合成技术相对成熟，是较为传统的制备蛋白质高分

子结合体的方法，也称为“grafting-to”技术。
(2)基于蛋白质表面的聚合反应，这是近几年

发展起来的一种新型制备方法。即通过在蛋白质表

面引入引发剂，引发聚合后在蛋白质表面形成高分

子链，称为“grafting-from”技术;或者在蛋白质表面
引入乙烯基，然后引发聚合，得到高分子侧链带有蛋

白质的结合体
［53—56］，称之为“grafting-through”技术。

(3)将与蛋白质具有特异结合作用的分子首先
与高分子以共价键结合，而后实现高分子与蛋白质

的特异性结合
［57］。这是一类制备蛋白质高分子结

合体的新型方法，属于“grafting-to”技术。
3. 1 传统方法
通过带有反应性官能团的高分子链与蛋白质表

面的活性基团结合时，这些活性基团可以是蛋白质

原有的，也可以是在蛋白质表面引入的。蛋白质侧
链基团的化学修饰可以通过选择性试剂或亲合标记

试剂与蛋白质分子侧链上特定的功能基团发生化学

反应而实现
［58］。蛋白质分子中氨基酸残基上的自

由氨基、巯基和羧基等活性基团是常用的结合位点。
3. 1. 1 氨基的化学修饰
蛋白质分子中赖氨酸残基的 ε-氨基可以与带

有羧基、醛基、环氧乙基和卤代三嗪等官能团的高分
子链化学结合。但是，考虑到毒性、反应速率以及效
率等因素，常用的是带有羧基、醛基的高分子化
合物。
如图 2 反应(1)所示，带有羧基的高分子链首

先与 N-羟基丁二酰亚胺(NHS)形成酯，然后与蛋白
质表面的氨基偶合，形成稳定的酰胺键。在该反应
中，采用水溶性的碳二亚胺———N-(3-二甲氨基丙
基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)作为缩合剂。由
于 NHS 酯在水溶液中不稳定，当蛋白质与高分子化
学结合时，与 NHS 酯的水解反应是一对竞争反应。
虽然如此，这类反应仍在蛋白质与高分子的化学结

合中应用很多，是一种典型的偶合反应。
另外，如图 2 反应(2)所示，蛋白质表面的氨基

也可以与带有醛基的高分子偶合，首先形成亚胺键，

然后用氰基硼氢化钠或其他还原剂将亚胺键还原，

形成二级氨。
3. 1. 2 巯基的化学修饰
蛋白质分子中半胱氨酸残基的自由巯基可以与

带有顺丁烯二酰亚胺或者二硫吡啶基团的高分子结

合(图 3)。由于已知序列的蛋白质分子中的自由巯
基在氨基酸序列中的位置确定，且数量有限，同时，

由于半胱氨酸的疏水性，许多自由巯基处在蛋白质

分子内部，只有少量的自由巯基在蛋白质分子表面。
因此高分子与蛋白质表面自由巯基的结合是实现蛋

白质定位修饰的有效途径
［27］。
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图 2 蛋白质分子中的氨基与高分子结合
Fig. 2 Protein conjugating polymers via amino group of

proteins

图 3 蛋白质分子中的巯基与高分子结合
Fig. 3 Proteins conjugating polymers via thiol group of

proteins

3. 1. 3 羧基的化学修饰
蛋白质分子中精氨酸和天冬氨酸残基中各含有

一个自由羧基，可以与带有氨基的高分子进行偶合

反应，形成稳定的酰胺键。如图 4 所示，首先利用
NHS 和 EDC 活化蛋白质表面的羧基，形成 NHS 酯，
然后与高分子端基的氨基反应。当然，活化后的羧
基也可与其他蛋白质分子表面的自由氨基反应，造

成蛋白质的交联。

图 4 蛋白质分子中的羧基与高分子结合
Fig. 4 Proteins conjugating polymers via carboxyl group of

proteins

不难看出，高分子化合物与蛋白质有效结合的

实质是蛋白质活性位点的确定，然后是蛋白质和高

分子化合物的活化。其中，溶液的 pH、温度、溶剂等
因素是影响蛋白质化学修饰的重要因素。在构成蛋
白质的氨基酸中，许多氨基酸残基会出现在蛋白质

链的不同位置和结构中，所以很难确定蛋白质化学

修饰的确切位点。要实现对蛋白质的定位修饰，就
要求修饰剂具有专一性。为了克服这一缺陷，亲合
性标记试剂被开发利用，这类化合物是具有化学反

应性的蛋白质分子的底物或配体的类似物，由于结

构的相似性，它们对底物或配体的结合部位具有亲

合性和饱和性，显示了高度的位点专一性，其中包括

点击化学原理的应用
［26，59—61］。

点击化学具有高转化率、高选择性、温和的反应
条件以及副产物少等特点。利用点击化学原理实现
蛋白质与高分子的结合可采取如图 5 所示的两种形
式。如图 5 反应(1)所示，可分别将蛋白质活性位
点炔基化和高分子端基叠氮化，然后采用 Cu(Ⅰ)催
化端基炔和叠氮化物发生 Huisgen 1，3-偶极环加成
反应，从而实现蛋白质与高分子的结合。Dirks
等
［62］
采用该法成功将牛血清白蛋白(BSA)和多肽

GGR 与聚苯乙烯结合。

图 5 利用点击化学合成蛋白质高分子结合体
Fig. 5 Synthesis of protein polymer conjugates by“click

chemistry”

如图 5 反应(2)中，可将蛋白质活性位点叠氮
化而高分子炔基化，从而实现蛋白质与高分子的结

合。Parrish 等［63］采用该法将多肽 GRGDS 与聚酯成
功结合;Shi 等［64］采用该法成功将睾丸特异蛋白酶
50( testis-specific protease 50，TSP50)接枝在生物降
解性纤维上。
除了上述采用一些化学试剂将高分子与蛋白质

结合外，很多具有催化功能的酶也被用于催化合成

蛋白质高分子结合体
［58］。由于酶的催化专一性，也

可以达到定位修饰的目的。
3. 2 活性自由基聚合
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从高分子结合蛋白质的传统方法可以看出，对

蛋白质进行化学修饰前，首先要制备带有活性端基

的高分子化合物。其缺点是处理步骤较多，包括合
成、活化、纯化等;同时，采用传统方法合成的高分子
化合物分子量较难控制。
随着现代聚合技术的发展，一些先进的聚合方

法也应用到了生物大分子结合体的制备中。其中，
活性自由基聚合方法 ( LRP) 在该领域已成功应
用
［65］。同样，LRP 在蛋白质高分子结合体的制备过
程中也具有重要应用

［66，67］。
利用 LRP 方法制备蛋白质高分子结合体可通

过两步实现:首先，将带有功能团的引发剂引入蛋白

质分子中，形成带有蛋白质的大分 子 引 发 剂

(macroinitiator);随后采用 LRP 原位聚合，成功实现
高分子化合物与蛋白质的结合。这是一类典型的
“grafting-from”方法。Mei 等［68］发现通过 LRP 方
法，将聚甲基丙烯酸羟乙酯 ( PHEMA ) 与 多 肽
GRGDS 结合，得到的结合体中高分子的分散度
较低
［69］。
由于蛋白质表面巯基位置和数量的确定性，采

用原位 LRP 方法以巯基为结合位点的研究较多。
Bontempo 等［70］将二硫吡啶连接引发剂后与 BSA 自
由巯基偶合，采用原子转移自由基聚合法将 HEMA
单体在 BSA 表面引发聚合，得到的 BSA-PHEMA
中，PHEMA 分散度小于 1. 25。采用该法也可以成
功实现聚 N-异丙基丙烯酰胺( pNIPAAm)与蛋白质
的结合

［71，72］。引发剂端基采用顺丁烯二酰亚胺活
化是另一种制备大分子引发剂的方法

［21］。此外，γ
射线也可有效地引发聚合

［73］。
LRP 应用于蛋白质高分子结合体的制备是现代

聚合技术应用的拓展，具有以下优点:反应体系中只

有一种高分子化合物，其他均为小分子化合物，易分

离和纯化;接枝在蛋白质表面的高分子化合物分子

量分散度小，链长均一;高分子接枝在蛋白质表面的

效率明显提高。
3. 3 高分子与蛋白质的特异结合
一些小分子化合物由于其结构的特殊性，与蛋

白质具有特异性结合作用，如金属卟啉和维生素 B7

(又称生物素，biotin)等［74—77］。将高分子化合物与
上述功能基团共价结合，然后通过功能基团与蛋白

质实现特异性结合。铁卟啉(又称血红素，heme)和
维生素 B7 的分子结构如图 6 所示，其中羧基可以与
高分子链实现有效共价结合。
自然界中存在一类具有特殊生理活性的酶，其

图 6 用于制备蛋白质高分子结合体的特异性基团
Fig. 6 Specific group used to fabricate protein polymer

conjugates

活性中心是天然金属卟啉如血红素、叶绿素、维生素
B12、细胞色素 P-450、过氧化氢酶等，它们可以一定
的化学键、特定的空间结构、按一定方式与蛋白质结
合
［78，79］。科学家利用金属卟啉这一特点，合成了大
量金属卟啉类化合物，并研究了它们与蛋白质的结

合
［80—83］。当高分子链与金属卟啉结合后，可实现高
分子化合物与蛋白质的有效结合

［84］。
Boerakker 等［85］将血红素与聚苯乙烯结合后分

别与辣根过氧化物酶(horseradish peroxidase，HRP)
和肌红蛋白(myoglobin，Mb)成功制备了双亲性蛋
白质高分子结合体。
另外，由于金属卟啉之间可以通过化学键形成

聚金属卟啉
［86］，因此，血红素衍生物与蛋白质结合

后可形成二维的血红素蛋白结合体(图 7)［87］。

图 7 二维血红素蛋白的结构［87］

Fig. 7 Structure of the two-dimensional hemoprotein［87］

维生素 B7 与链霉亲和素具有良好的亲和

性
［76，77］，是在制备蛋白质高分子结合体研究中应用

较多的另一类特异性分子。许多高分子化合物与维
生素 B7 结合后可实现蛋白质与高分子的结合，如聚

异丙基丙烯酰胺( pNIPAAm)［88］、聚乙二醇等［89］。
Hannink 等［90］研究了端基带有维生素 B7 的聚苯乙

烯与链霉亲和素的结合，得到了蛋白质高分子双亲
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性结合体，表现出良好的自组装行为。

4 蛋白质高分子结合体的自组装

蛋白质分子中氨基酸序列构成的多肽链可形成

独特、相对固定的三维结构，这些特定结构使其能以
非常特异的方式相互作用。所以，蛋白质具有天然
适合自组装的性质，它们之间存在疏水作用、氢键和
离子键等非共价键作用

［91，92］。因此，设计以蛋白质
(包括酶和多肽)为组成单元的结合体是实现分子

自组装的有效途径
［93，94］。其中，蛋白质高分子结合

体的自组装行为是目前的研究热点之一
［24，95—97］。

通常由疏水段和亲水段组成的两性分子如小分

子表面活性剂和磷脂等在水溶液中可以发生自组

装。后来研究发现，很多具有双亲性的共聚物也可
以在溶液中实现自组装，主要是由于它们特殊的双

亲性分子结构决定的
［17］。

在嵌段共聚物中引入多肽链是制备双亲性大分

子的一种有效方法。Hartgerink 等［98］设计的多肽高
分子嵌段共聚物最具代表性

［98］，图 8 是多肽嵌段共
聚物的分子组成 (图 8a) 和自组装结构模型 (图
8b)。该嵌段聚合物分子组成具有 5 个明显的结构
特点:链段 1 是由烷基链构成的疏水尾巴;链段 2 由
半胱氨酸缩聚形成，由于巯基的存在可以实现二硫

键的形成，以保持自组装结构的连续性，形成如图

8b 所示的纤维状自组装体;链段 3 由 3 个氨基乙酸
缩合而成，由于其亲水性，从而保持了整个分子的柔

性;链段 4 由磷酸化的丝氨酸构成，用于帮助羟基磷
灰石通过钙离子直接矿化整个分子;链段 5 由多肽
RGD 组成，以实现整个分子对细胞的良好黏合性。
上述共聚物除具有明显的双亲性外，由于引入

了巯基、磷酸盐以及 RGD 等各种具有特殊性质的链
段，使其功能更加综合。同时，该共聚物在水溶液中
可以自组装成平行排列的微米长度的纳米纤维。
另一类是以蛋白质或酶作为极性端基，疏水性

高分子作为尾巴形成的巨型两性分子，这种双亲性

分子可以在溶液中实现自组装
［17，21，62］。图 9 所示

是 Reynhout 等［17］通过计算机合成的三种双亲性分
子的模型。图 9a 为传统的小分子表面活性剂;图
9b 为双亲性嵌段共聚物;图 9c 为典型的巨型双亲
性分子，该分子以可溶性球状蛋白质或酶为亲水段，

不溶性高分子链构成疏水段，整个大分子类似于一

个小蝌蚪。
巨型双亲性分子的设计与传统的双亲性分子在

分子基本组成上一脉相承，都是由疏水端基和亲水

图 8 多肽双亲性分子的( a) 化学结构及其 ( b) 自组

装
［98］

Fig. 8 ( a) Chemical structure and ( b) self-assembly of

the peptide amphiphile［98］

图 9 ( a)传统表面活性剂，( b)双亲性二嵌段共聚物和

( c)巨型双亲性分子计算机合成模型［17］

Fig. 9 Computer-generated models of ( a ) a traditional

surfactant，(b) an amphiphilic diblock copolymer and ( c)

a giant amphiphile［17］

端基组成，只是分子尺寸非常大，所以称之为巨型双

亲性分子。
Nolte 等［17］对蛋白质高分子两性分子的合成和

自组装行为做了大量的研究。他们［99］制备的聚苯
乙烯与南极假丝酵母脂肪酶 B ( candida antarctica
lipase B，CALB)形成的巨型两性分子 CALB-PSm，
在四氢呋喃-水混合溶液中可自组装成直径 25nm 的
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纤维，其 TEM 结果如图 10 所示。

图 10 CALB-PSm 在 THF-水混合溶液中的 TEM 结

果
［99］

Fig. 10 TEM images of CALB-PSm in THF-water

solutions［99］

聚苯乙烯也可以与辣根过氧化物酶(HRP) 和
肌红蛋白(Mb) 形成巨型双亲性分子 HRP-PSm 和
Mb-PSm，在溶液中分别形成 60—400nm 和 20—
700nm 的囊泡［85］。聚苯乙烯-聚乙二醇-蛋白质三嵌
段巨型两性分子( protein-b-PSm-b-PEG113 ) 的自组
装体形态不同于 protein-PSm 的自组装体，随着分子
中聚苯乙烯聚合度的改变可形成胶束棒、囊泡、环形
以及八边形等不同形态的自组装体

［100］。

巨型双亲性分子的合成和自组装行为的研究是

对传统双亲性分子的延伸，是构筑超分子化合物的

一种行之有效的方法。随着对高分子结合蛋白质技
术的发展，必将推动这类大分子的合成和应用。

5 总结

高分子结合蛋白质已经成为高分子科学的一个

重要研究领域，在医药、材料等方面具有广阔的应用
前景。随着高分子结合蛋白质研究的逐渐深入，以
下一些问题亟待解决:(1)对于具有治疗作用的蛋
白质和催化功能的酶等生物特异性蛋白质，高分子

结合后保持其生物功能尤为重要;(2)蛋白质表面
有很多活性基团，采用对蛋白质具有特异性的试剂

和反应是高分子定位结合蛋白质的关键;(3)蛋白
质高分子结合体的单分散性、结构可控性以及功能
化将是今后研究的重要课题。特别是巨型双亲性分
子的合成和自组装研究对纳米技术和材料科学等学

科的发展开辟了新的途径，将会拓宽和突破对传统

表面活性剂的认识和应用。随着合成化学和超分子
化学学科的发展，很多新技术将应用于高分子结合

蛋白质的研究中，这对解决上述问题提供了新的思

路，其中点击化学、活性自由基聚合等技术的发展将
对高分子结合蛋白质的研究具有重要的推进作用。
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