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综  述                                                               

基于壳聚糖的生物组装技术及应用研究进展 

孟范平, 张爱静 
中国海洋大学环境科学与工程学院, 青岛 266100 

摘  要: 壳聚糖是一种具有良好生物相容性、独特 pH 值响应性、易改性和易成膜特性的高分子材料。在生物组装技术

中 , 壳聚糖可作为多功能活性介体 , 与生物组分和微加工装置连接 , 制成高选择性、高灵敏度的生物微机电系统

(BioMEMS)。以下介绍了基于壳聚糖的 3 种生物组装技术——定向组装、酶促组装、自组装的制备原理和过程, 评述了

基于壳聚糖的 BioMEMS 在生物、医学、环境领域中的应用现状, 并展望了今后的研究方向。 

关键词 : 定向组装 , 酶促组装 , 自组装 , 生物微机电系统 , 界面材料  

Biofabrication with chitosan and its application progress 
Fanping Meng, and Aijing Zhang 

College of Environmental Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266100, China 

Abstract: Chitosan is a polymer with good biocompatibility, unique pH-responsive solubility, convenient modification and easier 
film-formability. Chitosan could serve as an active mediator between biological components and microfabricated devices to prepare 
biological micro electro mechanical systems (BioMEMS) with high selectivity and sensitivity. Recently, there has been a growing 
interest in BioMEMS based on biofabrication of chitosan. We reviewed the mechanisms and processes of three biofabrication 
methods based on chitosan, including directed assembly, enzymatic assembly and self-assembly. Current applications and research 
progress in biological, medical and environmental fields are also discussed. Finally, future research directions are prospected. 
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生物组装技术(Biofabrication)是指利用生物衍

生材料或生物催化剂作为加工助剂、结构材料构建

微尺度组装体的技术[1]。生物微机电系统(Biological 

micro electro mechanical systems, BioMEMS)则是指

通过微加工和微电子技术构建的用于生物、医学等

领域的微型集成系统[2]。生物材料对生物组装技术

的发展具有重要的促进作用, 因为生物材料具有精

确的分子结构、独特的理化性质、高效高选择性的

催化特性等诸多优点, 能够在微尺度构建具有大分

子结构的组装体 [1]; 其次 , 生物组装技术可采用定

向组装、酶促组装、自组装[3]等多种方式。 

壳聚糖(Chitosan, CS)是甲壳素分子脱乙酰基形

成的直链型高分子聚合物, 在生物组装技术中作为

连接生物组分和微加工装置的活性介体[4,5], 广泛应

用于 BioMEMS的制备。以下介绍了 CS在生物组装

中的独特性能, 基于 CS的生物组装原理和过程, 评

述了基于 CS的生物组装技术在 BioMEMS方面的应

用现状, 并对现存问题进行了分析。 
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1  CS 在生物组装中的独特性能 

在 CS分子中, 葡萄糖残基 C-2位置上存在伯氨

基(图 1), 使其在生物组装过程中表现出以下特殊性

能。 

 

图 1  CS 的分子结构 
Fig. 1  Molecular structure of chitosan. 
 
1.1  对 pH 值的响应特性 

CS 的电荷状态和性能随 pH 值而变化。低 pH

值时, CS 的氨基发生质子化而带正电荷, 为可溶的

阳离子聚电解质, 可以与阴离子聚电解质通过静电

作用形成多聚复合物[6,7]; 随 pH 值升高, CS 发生去

质子化导致溶解度降低。因此, CS对 pH值具有响应

的溶解特性, 并且其 pKa近中性[8], 有利于 CS在生

物组装中的应用。 

1.2  易改性 
CS分子中的氨基活性较高, 能通过 N-烷基化、

季铵化、接枝共聚、交联等反应, 与蛋白质、核酸

等生物活性组分发生接枝或交联反应, 形成具有一

定生物活性、机械性能的复合大分子[9,10]。 

1.3  易成膜 
采用相转化、相分离、层层组装等方法, 可制

得具有生物相容性好、亲水性强、无毒性、环境友

好等优点的 CS 膜, 进一步与生物活性组分结合得

到多功能膜(表 1)。 

2  基于 CS 的生物组装技术原理与过程 

生物组装技术中组装方式主要包括: 定向组装

(Directed assembly), 即应用外部刺激进行组装; 酶

促组装(Enzymatic assembly), 即经酶催化反应构建

大分子结构; 自组装(Self-assembly), 即生物分子内

部结构信息和识别能力指导组装[3]。在生物组装过

程中, CS独特的 pH值响应特性和易成膜特性, 使其

能够响应外部刺激进行定向组装, 并与其他组装方

法相结合, 形成多功能活性界面, 实现生物组分与

微加工装置的结合, 以消除两者之间的不相容性。 

2.1  定向组装 
传统的微制备技术依赖于光、机械等外部刺  

激[17,18], 但目前更多采用电刺激进行制备。许多生物

组分可对电刺激作出响应, 例如蛋白质、核酸等都

可通过在电场中的定向泳动而进行分离测定。 

在电刺激作用下, CS在装置表面发生电解沉积

(Electrodeposition), 见图 2。其原理是：在外加电压

作用下, 阴极表面质子减少, 当 pH 值高于 CS 等电

点时, CS发生电解沉积形成薄膜或凝胶[19]。沉积的

薄层厚度从微米到毫米不等, 取决于沉积时间、CS

浓度、外接电压, 沉积速度也与电流密度正比[19,20]。

Wu 等[21]研究表明, CS 能够选择性地沉积在图案化

的硅晶片上, 沉积过程具有空间可控特征。CS的电

解沉积作用可使生物组分通过多种途径嵌入微加工

装置中: 1)共沉积作用: CS 和生物组分的共同沉积

能促使溶液中生物组分(如酶[22,23]等)嵌入沉积薄层

中; 2)先结合-后电解沉积: CS首先与生物组分反应, 

表 1  CS 制备成薄膜研究实例 
Table 1  Research examples of CS’s fabrication into membranes 

Membrane composition Fabrication method Active component Application Reference 

CNTs/TB/CS Phase inversion method GOD Prepare a Glucose biosensor 11 

CNTs/CS Phase inversion method GDH Prepare a Glucose biosensor 12 
CS/OPH polycation、 
CdSe QDs 

LBL ⋯ Prepare an optical OPs biosensor 13 

CS/DNA LBL AQDS Electrochemical detection of natural 
DNA damage 14 

CS/DS LBL on the aminolyzed 
PTAT membrane ⋯ Resist the platelet adhesion, and prolong the blood 

coagulation times effectively 15 

CS Spin-coating Lipid bilayers The self-healing ability of chitosan-supported lipid 
membranes is stable 16 

CNTs: carbon nanotubes; TB: toluidine blue; GOD: glucose oxidase; GDH: glucose dehydrogenase; OPH: organophosphorus hydrolase; QDs: 
quantum dots; LBL: layer-by-layer; OPs: organophosphorus pesticides; AQDS: 9,10-anthraquinone-2,6-disulfonate; DS: dextran sulfate; 
PTMAT: poly(tetramethylene adipate-co-terephthalate). 
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图 2  CS 电解沉积原理示意图[20] 
Fig. 2  Schematic diagram of CS’s electrodeposition[20]

. 
 
形成的产物具有 pH值响应特性 , 通过电解沉积作

用结合在微加工装置表面 [24−28]; 3)先电解沉积-后

结合 : 电解沉积形成的 CS 膜具有一定活性 , 经活

化改性后与生物组分反应 , 完成生物组装过     

程 [29−31]。  

2.2  酶促组装 
酶的催化反应具有高效性、高选择性特点, 广

泛用于生物组装中[32−34], 但是这些制备大多需要通

过酶促水解以选择性地断开分子链, 或者需要辅助

因子构建大分子结构。目前, 仅有少数既简单又不

需要辅助因子构建大分子结构的酶类[3]。例如, 图 3

中, 酪氨酸酶(Tyrosinase)可以催化分子氧氧化蛋白

质的酪氨酸(Tyrosine, Tyr)残基, 形成的苯醌有较高

活性, 进一步与 CS的氨基发生接枝反应[9]。因此, 通

过酶催化反应, 可将蛋白质接枝到 CS 上构建生物大

分子, 实现酶促组装。此外, 多种蛋白质[24,25,27,35]可与

CS 进行酶促组装, 形成的接枝产物不仅保持了 CS

的 pH 值响应特性[36], 还具有较强的机械性能和独

特的生物特性。 

 

图 3  酪氨酸酶的酶催化反应原理[35] 
Fig. 3  Schematic diagram of catalytic reaction of Tyrosinase[35]

. 

2.3  CS 酶促组装和定向组装相结合 
生物组分经酶促组装能够构建生物大分子结构, 

CS 及其接枝产物经定向组装能选择性地结合在微

加工装置表面, 因此依靠 2 种组装的结合可将生物

组分嵌入微加工装置, 从而在 BioMEMS 中进行特

定的生化反应。 

一方面, 蛋白质-CS接枝产物具有 pH值响应特

性, 能够发生电解沉积。Chen等[35]采用绿色荧光蛋

白(GFP)作为模式蛋白, 经酪氨酸酶活化后, 与 CS

形成接枝产物, 可电解沉积到微图案化的电极表面, 

见图 4a。此时 GFP仍保留荧光特性, 表明 GFP经酶

催化和电解沉积作用后, 其分子结构并未受损。Yi

等[37]研究发现, 多种蛋白质能够依次定向组装在电

极的不同区域, 实现空间选择性组装。 

另一方面, 沉积的 CS 薄膜可以作为结合蛋白

质的活性位点。Lewandowski等[29]采用与 Chen等[35]

方向相反的过程(图 4b), 将沉积 CS 膜的电极浸入

酪氨酸酶和 GFP 溶液中, 经酶活化的 GFP 共价组

装到膜上, 实现生物组分的空间定向组装。与上述

方法相比 , 该表面组装方法中蛋白质不依赖于 pH

值, 能更好地保持生物活性, 适于对酸碱敏感的生

物组分; 且该方法提高了组装过程的空间选择性和

方向可控性, 增强了膜表面活性, 因而在应用中具

有较大优势。 

酶促组装和定向组装的结合可使生物组分嵌入

微加工装置中 , 在生物医学领域具有重要应用价

值。 Luo 等 [27]将 S-腺苷高半胱氨酸核苷酶

(S-adenosylhomocysteine nucleosidase, Pfs)-CS 共价

接枝产物定向组装在微流控通道上, 酶在界面上保

持较高活性, 能够催化代谢途径, 为寻找抗菌药物

提供新型组装模式。Shi 等 [28]将生物素(Biotin)-CS

接枝产物电解沉积在电极表面, 借助生物素与亲和

素之间的高度亲和力 , 使链霉亲和素(Streptavidin)

结合在电极表面上, 作为目标蛋白组装的介体, 此

组装过程目标蛋白既不需溶于 CS 溶液, 也不需要

高 pH值环境, 克服了现有组装方法的不足。 

2.4  自组装和 CS 定向组装相结合 
生物分子(如核酸、微管蛋白、病毒粒子等)基于

分子内部结构信息能够以共价键或非共价键自组装

合成超分子结构, 在微米、纳米尺度上实现生物组

装[3]。自然界中许多生物材料[38−40]可以进行自组装, 
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图 4  酶促组装和定向组装的结合[3,29] 

Fig. 4  Coupling enzymatic assembly with directed assembly[3,29]
. 

 

作为生物组装的构建模块。自组装为生物组装技术

提供了“自底至上”制备大分子结构的方法, 很好
地克服了传统微加工技术的缺陷[41]。但是, 仍不能
用于生物组分与装置界面的结合[42]。CS能够响应信
号进行定向组装, 还易被活化改性, 可作为装置与
生物自组装系统的软连接体 [5], 即 : 在微加工装置
界面上, 通过对电解沉积的 CS薄膜活化, 使其与生
物组分结合, 产生连接自组装系统的识别位点。Yi
等[42]用戊二醛将单链 DNA(ssDNA)共价交联到电解
沉积的 CS 薄膜上, 实现自组装和定向组装的结合, 
见图 5。带有氨基末端的 ssDNA 探针可与具有互补
序列且荧光标记的核酸进一步杂交[30]。此芯片浸入

变性环境后, 能进行可逆的解组装过程。由此可见, 
电解沉积的 CS薄膜为 DNA探针和微加工装置的结 

合提供了一个良好的界面, DNA 探针成为可逆自组
装的识别位点。Yi 等[31]将 ssDNA 探针结合在电解
沉积 CS 膜上, 然后解组装荧光标记的烟草花叶病
毒粒子, 暴露出 5′-末端的 RNA 可与具有互补序列
的 ssDNA杂交, 表明 ssDNA可以作为捕获病毒粒子
的识别位点, 在利用病毒粒子模板构建纳米器件中
具有潜在的应用前景[43]。 

3  基于 CS 的生物组装技术在 BioMEMS 中

的应用 
3.1  制备生物传感器 

生物传感器(Biosensor)是以生物活性组分作为
敏感单元, 高度选择性识别目标物质, 并转换成一
定信号输出的分析装置, 具有选择性好、灵敏度高、
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分析速度快、成本低、能在线连续监测等特点[44]。

CS作为一种良好的活性界面材料, 通过与生物活性
组分共沉积、电解沉积CS膜与生物组分结合等方式, 
连接生物组分和传感器电极, 由此制备的生物传感
器不仅能够保持生物组分活性, 提高传感器的灵敏
度, 还有利于传感器的微型化, 可用于医学诊断、环
境监测等领域(表 2)。 

3.2  制备生物芯片 
生物芯片是指通过微加工和微电子技术在固相

基质表面构建的微型生物化学分析系统。微流控芯

片(Microfluidic chip)又称芯片实验室(Lab-on-a-chip), 
是以分析生物化学为基础 ,  以微加工技术为依托 , 
以微管道网络为结构特征, 将采样、生化反应、分
离、检测等功能集约化形成的微全分析系统, 具有 

 

图 5  CS 定向组装和核酸自组装的结合[30] 
Fig. 5  Coupling directed assembly with self-assembly of 
nucleic acid[30]

. 

表 2  CS 的生物组装技术在生物传感器中的应用实例 
Table 2  Applications of biofabrications based on chitosan in biosensor 

Biological 
components Assembly method Microfabricated device Recognition material Biosensor type Reference 

CS/GOD/GNPs co-deposition Au electrode Glucose Amperometric 22 

CS/GOD/CNTs co-deposition Au electrode Glucose Amperometric 23 

CS/AChE electrodeposition-enzyme 
conjugation Au electrode OPs Amperometric 45 

CS/GNPs/AChE CS/GNPs co-deposition-enzyme 
conjugation Au electrode OPs Amperometric 46 

CS/HRP/BMIMBF4 co-deposition Au electrode H2O2 Amperometric 47 

CS/HeNTs co-deposition Au electrode H2O2 Amperometric 48 

CS/HBsAb CS electrodeposition-HBsAb 
conjugation ITO electrode HBsAg Immunosensor 49 

CS/DNA CS electrodeposition-ssDNA 
conjugation Microcantilever Target DNA 

hybridization 
Microcantilever 
sensors 10 

GNPs: gold nanoparticles; AChE: acetylcholinesterase; HRP: horseradish peroxidase; BMIMBF4: ionic liquid, 1-butyl-3-methyl-imidazolium 
tetrafluoroborate; HeNTs: hematite nanotubes; HBsAb: hepatitis B surface antibody; HBsAg: hepatitis B surface antigen; ITO: indium tin 
oxides. 
 

体积小、微量分析、反应速度快、大量平行处理等

优点, 适于基因检测和药物筛选[50]。微流控芯片的

核心部件是生化反应微系统, 由生物组分结合到微

流控通道(Microfluidic channels, MFC)上构成。通过

在 MFC 中电解沉积 CS 或其接枝产物, 可以实现生

物组分嵌入 MFC的目的。 

Powers 等[51]将 ITO 电极固定在 MFC 侧向, 然

后将荧光素标记的 CS 选择性电解沉积在电极上 , 

通过捕获MFC侧向的荧光信号测定生物组分, 证明

将 CS及生物组分选择性结合在 MFC上制备微流控

芯片是可能的。Luo等[27]通过将 Pfs-CS接枝产物定

向组装在 MFC 特定位点上 , 构建了微流控

BioMEMS。研究表明, Pfs-CS 组装过程可逆, 酶在

MFC 界面上保持较高活性, 能够催化代谢途径, 为

构建筛选抗菌药物的 BioMEMS 提供了新型组装模

式。Lewandowski等[29]首次报道在 MFC中原位活化

法组装蛋白质, 首先在MFC的特定位点上电解沉积

CS, 再泵入 GFP 和酪氨酸酶, 经酶原位活化后的

GFP共价结合在CS膜上, 荧光强度随时间不断增强

达到最大值, 且经缓冲液淋洗后 GFP 仍稳定结合在

膜位点上。 

4  结论和展望 
CS 是具有 pH 响应特性的氨基多糖, 能够识别

电刺激电解沉积形成薄层; 经酶促组装可与蛋白质

结合构建大分子; 经交联反应结合核酸作为体系自
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组装的结合位点; CS作为活性界面材料可将生物组

分组装在微加工装置特定位点上, 这些优点使得 CS

在 BioMEMS的制备中备受关注, 基于 CS的生物组

装技术取得了较大发展, 但目前仍停留在基础研究

阶段。存在的问题和下一步研究方向归纳如下:  

1)目前, CS 与模式蛋白、模式核酸的组装过程

研究已初步证明利用 CS 进行生物大分子组装方式

的可能性, 今后应在加强各组装方法机理研究的基

础上, 进一步引入其他生物活性组分(如水解酶、抗

体、抗原等)与 CS进行组装, 拓宽 CS在生物组装技

术中的应用。 

2)虽然对外部电刺激指导 CS 定向组装的机制

进行了较深入研究, 掌握了电解沉积条件对组装过

程的影响规律, 但目前尚无有关电解沉积薄膜的物

理化学特性的研究, 今后应加强研究其电化学性质, 

以提高经电解沉积 CS 制备的电化学生物传感器的

性能。 

3)酶促组装中酪氨酸酶催化形成的醌类活性较

高, 能进行一系列复杂的副反应, 影响酶在生物组

装中的功能, 因此应进一步研究提高酶转换效率、

减少副反应、增强活性界面反应可控性等的方法。 

4)基于 CS 的生物组装技术在微流控芯片中的

应用尚处于起步阶段 , 仅限于少数模式蛋白的组

装。今后应注重在微流控装置中组装其他生物分子

(如抗体、抗原、酶等), 构建不同种类的反应微系统, 

并在界面多位点上组装多种生物分子以同时进行不

同种类的生化反应, 提高微流体技术在药物筛选、

环境监测中的工作效率。 

5)生物组装技术的发展, 将为构建微型分析系

统提供有力的技术支持, 进一步促进向纳米尺度发

展 , 推动生物微机电系统(BioNEMS)的制备 , 从而

在生物、医学、环境领域发挥更大的作用。 
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