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蛋白质芯片用表面改性剂的合成
———蛋白质偶联剂与蛋白质非特异吸附抑制剂的合成
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摘要 :以巯丙基三乙氧基硅烷和单取代三聚乙二醇为原料 ,先把巯基转换成巯钠 ,把醇羟基转换成对甲苯磺酰基 ,利用巯

钠和对甲苯磺酰基间的亲核取代反应 ,在温和条件下合成了标题试剂。
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　　蛋白质芯片作为一种蛋白质分析技术 ,发展

很快 ,其中玻片、硅片等硬质片基的蛋白质芯片具

有较大的发展前景[1 ] 。制作这类硬质片基蛋白质

芯片时 ,必须利用表面改性剂对片基进行处理 ,使

片基能与蛋白质偶联。目前多使用传统硅烷偶联

剂 X—R —Si —(OR′) 3 ,如巯丙基三乙氧基硅烷、

氨丙基三乙氧基硅烷等 ,但是 ,经此固定的蛋白质

易于改变空间构象 ,失去生物活性。为了解决这

个问题 ,使蛋白质定位于片基表面并保持其生物

活性 ,我们在硅烷分子中引入以保护醛基为头基

的三聚乙二醇 ( TEG) 链 ,合成了蛋白质偶联剂。

保护的醛基去保护后能键合蛋白质分子 ,而聚乙

二醇 (PEG) 是应用较广泛的蛋白质修饰剂。PEG

毒性小 ,无抗原性 ,具有良好的双亲性和生物相容

性 ,尤其重要的是蛋白质的空间构象不会由于

PEG的修饰而发生改变 ,经 PEG修饰的蛋白质 ,

基本不丧失生物活性[3 ,4 ] 。

除此之外 ,利用蛋白质芯片分析时 ,常因蛋白

质在片基表面的非特异吸附而出现假阳性结果 ,

影响蛋白质芯片分析的准确性。目前采用的对策

是以长链烷基硅烷 R —Si —(OR′) 3 为吸附抑制剂

来抑制蛋白质吸附 ,但是 ,这个表面的表面自由能

(γSL = 50mN/ m) 相对还是较高的 ,能吸附约一个

生物分子厚的膜层[5 ] 。为此我们在硅烷分子中引

入三聚乙二醇单甲醚 (mTEG)头基 ,合成了蛋白质

吸附抑制剂。聚乙二醇单甲醚 (mPEG) 的分子链

具有亲水性、柔性和电中性 ,能够有效抑制蛋白质

分子在片基表面的非特异吸附 ,因此在片基表面

键合 ,mPEG是一种有效的抑制蛋白质非特异吸

附的手段[5 ] 。

本文在上述蛋白质偶联剂和蛋白质吸附抑制

剂两种硅烷分子的合成中 ,摒弃了传统的、以

HSiR3 为原料的氢硅加成法 ,而是选择了以碳官

能团硅烷 ———巯丙基三乙氧基硅烷为原料 ,利用

巯丙基的反应活性 ,通过亲核取代反应来合成。

这样不仅避免了 HSiR3 的强毒性和难操作性 ,而

且克服了氢硅加成反应的条件苛刻、操作困难等

缺点 ,实现了在温和条件下顺利合成硅烷偶联剂。

为了使巯丙基三乙氧基硅烷和取代 PEG间

的亲核取代反应更容易进行 ,实验中先把巯基转

换成亲核性更强的巯钠 ,把醇羟基转换成更易离

去的对甲苯磺酰基 ,以此提高亲核取代的反应活

性和速率。蛋白质偶联剂和蛋白质吸附抑制剂两

种化合物的合成路线分别如下。

蛋白质偶联剂的合成

蛋白质吸附抑制剂的合成

1 　实验部分

111 　主要仪器与试剂
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Bruker2ARX400MHz 核磁共振谱仪 ; Bruker2
RFS100/ Vector22 红外光谱仪 ; GF254 薄层层析板。

实验中所用展开剂系统 : V二氯甲烷∶V甲醇 = 15∶

1 ( A ) ; V石油醚 (60～90 ℃) ∶V乙酸乙酯 = 1 ∶3 ( B ) ;

V石油醚 (60～90 ℃)∶V乙酸乙酯 = 1∶1 (C) 。

巯丙基三乙氧基硅烷 (化学纯) ,减压蒸馏 ,收

集 78 ℃/ 1133kPa 馏分 ;三聚乙二醇 (分析纯) ,减

压蒸馏 ,收集 137 ℃/ 0193kPa 馏分 ;三聚乙二醇单

甲醚 (分析纯 ,Aldrich) ,减压蒸馏 ,收集 121 ℃/

1133kPa 馏分 ;溴代乙醛缩二乙醇 (化学纯) ,减压

蒸馏 ,收集 60 ℃/ 2113kPa 馏分 ;对甲苯磺酰氯 (化

学纯 ,进口分装) ,经四氯化碳重结晶 ;四氢呋喃

(分析纯) ,经钠2二苯甲酮无水处理 ;其余试剂、溶

剂均为分析纯 ,经无水处理。

112 　蛋白质偶联剂 (3)的合成与表征

11211 　112乙氧基23 ,6 ,9 ,122四氧杂212十四碳醇

(1)的合成

参考并改进文献[6 ]的方法 ,得到淡黄色油状

液体 ,产率 30 %。Rf = 01515 (展开剂 A) 。1HNMR

(CDCl3) ,δ: 1122 ( t , 6H , CH3 ) ; 2187 ( s , 1H ,OH) ;

3174～3153 (m ,18H ,OCH2) ;4164 (t ,1H ,CH) ,与文

献[6 ]相符。

11212 　112乙氧基23 ,6 ,9 ,122四氧杂十四碳对甲

苯磺酸酯 (2)的合成

参考并改进文献[7 ]的方法 ,得到淡黄色油状

液体 ,产率 60 %。Rf = 01571 (展开剂 B) 。1HNMR

( CDCl3 ) ,δ: 1123 ( t , 6H , CH3CH2 ) ; 2145 ( s , 3H ,

ArCH3) ; 3170～3152 (m ,18H ,OCH2) ; 4162 (t ,1H ,

CH) ;7134 (d ,2H ,ArH1) ;7180 (d ,2H ,ArH2) 。

11213 　γ2(122乙氧基24 ,7 ,10 ,132四氧杂十四碳2
12硫杂)丙基三乙氧基硅烷 (3)的合成

氩气保护下 ,把 253mg (15mmol) 金属钠溶于

4mL 绝对无水甲醇中 ,之后加入 2198g (1215mmol)

巯丙基三乙氧基硅烷 ,电磁搅拌 ,回流 1h。冷却

至室温。于 50mL THF 中溶解 5125g(1215mmol)化

合物 2 ,把该溶液加入反应液中 ,电磁搅拌 48h。

过滤 ,滤液经旋转蒸发浓缩 ,硅胶柱层析纯化分离

(展开剂 C) , 得到 1182g 淡黄油状液体 , 产率

30 %。Rf = 01470 (展开剂 C) 。1HNMR(CDCl3) ,δ:

0185 (t ,2H ,SiCH2) ;1120～1128 (m ,15H ,CH3) ;1173

(q ,2H ,SiCH2CH2) ;2160 (t ,2H ,CH2SCH2) ;2175 (t ,

2H ,CH2SCH2 ) ; 3175～3153 ( m , 24H ,OCH2 ) ; 4162

(t ,1H ,CH) 。IR(液膜) ,ν,cm - 1 :1110 (缩醛) ;1125

(C —O —C) ; 1087 , 1092 ( SiOCH2CH3 ) ; 2856 , 2932

(S —CH2) 。

113 　蛋白质吸附抑制剂 (5)的合成与表征

11311 　3 ,6 ,92三氧杂癸碳对甲苯磺酸酯 (4) 的合

成

合成方法及步骤同 11212 ,得到淡黄色油状

液体 ,产率 60 %。Rf = 01470 (展开剂 B) 。1HNMR

(CDCl3 ) ,δ: 2145 ( s , 3H , ArCH3 ) ; 3133 ( s , 3H ,

OCH3) ; 3170～3152 (m ,18H ,OCH2) ; 7134 ( d ,2H ,

ArH1) ;7180 (d ,2H ,ArH2) 。

11312 　γ2(4 ,7 ,102三氧杂癸碳212硫杂) 丙基三乙

氧基硅烷 (5)的合成

合成方法及步骤同 11213 ,得到淡黄色油状

液体 ,产率 40 %。Rf = 01470 (展开剂 C) 。1HNMR

( CDCl3 ) ,δ: 0175 ( t , 2H , SiCH2 ) ; 1124 ( t , 9H ,

CH3CH2OSi) ; 1170 ( q ,2H , SiCH2CH2) ; 2156 (t ,2H ,

CH2SCH2) ; 2170 ( t , 2H , CH2SCH2 ) ; 3138 ( s , 3H ,

OCH3) ;3175～3152 (m ,20H ,OCH2) 。IR (液膜) ,ν,

cm - 1 :1085 , 1090 ( SiOCH2CH3 ) ; 1130 ( C —O —C) ;

2827 (OCH3) ;2858 ,2930 (S —CH2) 。

2 　结果与讨论

211 　钠用量对巯基转换成巯钠反应的影响

用钠和甲醇反应生成的甲醇钠将巯基转换为

巯钠时 ,若用和巯基等物质量的钠反应 ,TLC 显示

巯基转换不完全 ;此时若延长巯基和甲醇钠的反

应时间 ,则有副产物出现 ,直至巯钠的点完全消

失。当用 112 倍巯基量的钠时 ,回流 1h 后 , TLC

显示原料巯丙基硅烷的点消失 ,巯钠的点非常清

晰明显 ,此时没有其他化合物的点出现。因此 ,将

巯基转换为巯钠的反应 ,以 n巯基∶n钠 = 112∶1 ,回

流反应 1h 最佳。

212 　微量水的存在对亲核取代反应的影响

作者在合成过程中发现 ,微量水的存在对亲

核取代反应的影响很大 ,使反应几乎不能按目标

方向进行 ,难以得到产物。当反应体系中有微量

水存在时 ,TLC 显示一条从点样点至溶剂前沿的

直线 ,得不到产物点。这表明 ,水的存在导致了副

反应的发生而抑制了正反应的进行 ,使亲核取代

反应失败。可能发生的副反应是对甲苯磺酸酯的

水解以及巯丙基三乙氧基硅烷的水解缩聚。因此

投料、转移和反应过程必须严格按照无水无氧条

件来操作 ,以防水气渗入。

213 　亲核取代反应温度和反应时间的影响
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实验发现 ,反应温度影响正反应的发生 ,而反

应时间影响正反应的反应程度。TLC 显示 ,若在

回流温度进行反应 ,则副反应很快发生 ,正反应被

抑制。若在室温进行反应 ,则 TLC 显示清晰的产

物点和原料点 ,随着反应时间从 12h 延长至 48h ,

原料点逐渐变淡 ,产物点逐渐变浓 ;此后反应时间

继续延长 ,原料点和产物点的相对浓度几乎不变。

据此 ,以在室温下反应 48h 为宜。

3 　结论

以巯丙基三乙氧基硅烷为起始原料 ,利用巯

丙基的亲核取代反应合成了两种新型的硅烷偶联

剂 :γ2(122乙氧基24 ,7 ,10 ,132四氧杂十四碳212硫
杂)丙基三乙氧基硅烷及γ2(4 ,7 ,102三氧杂癸碳2
12硫杂)丙基三乙氧基硅烷。前者适用于偶联蛋

白质和蛋白质芯片片基 ,后者适用于抑制蛋白质

在蛋白质芯片片基上的非特异吸附 ,两者同时使

用 ,能改善蛋白质芯片的制作。具体应用正在研

究中。
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Abstract :Molecular imprinting is a research method developed

by combining polymer chemistry , molecular design , molecular

recognition and bio2mimic bioengineering. Molecular imprinted

polymers(MIPs) prepared by molecular imprinting technique ex2
hibit highly selective recognition properties. Steroids are one of

the most important bioactive molecules ,which play a crucial role

in the process of metabolism in body. In this article ,an overview

of the application and the progress of molecular imprinting tech2
nique in steroid recognition and analysis is described.
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