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碳酸酐酶在聚甲基戊烯中空纤维膜表面的固定及其性能

分析 
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摘  要: 采用两步法将碳酸酐酶共价键合在聚甲基戊烯(Polymethyl-pentene, PMP)膜式氧合器表面以提高其清除血液中

CO2 的能力。首先采用等离子体处理法将羟基引入 PMP 表面 , 然后用偶联剂溴化氰 (CNBr)将碳酸酐酶 (Carbonic 

anhydrase, CA)固定在 PMP 膜表面。采用 XPS、表面接触角测定仪对等离子体处理后材料表面的物理化学性质进行了

表征。以对硝基苯酚乙酸酯(p-nitrophenyl acetate, p-NPA)为底物, 采用紫外分光光度计测定了接枝 CA 的活性、浓度、

重复利用性、储存稳定性。结果表明, 等离子体处理方法能将羟基成功引入 PMP 表面; CA 能被成功地偶联在无活性官

能团聚合物表面, 在保持酶活性的同时获得较高的接枝效率; 共价接枝 CA(Covalently immobilized CA, CACI)的浓度随

CNBr 浓度的增加而增加, 最大可达理论单分子层接枝量的 73%; CACI 比物理吸附的 CA(Physically adsorbed CA, CAPA)

具更好的重复利用性; 37oC 下, CACI 比 CA 溶液表现出更好的储存稳定性。本方法有望应用在膜式氧合器上以提高其对

血液中 CO2 的排除效率。 
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Abstract: We immobilized carbonic anhydrase (CA) onto the surface of membrane oxygenator of polymethyl pentene (PMP) to 
enhance the removal of carbon dioxide in blood by two steps. We first introduced hydroxyl groups onto PMP surface by water plasma 
treatment, and then coupled CA onto PMP surface by using cyanate bromide (CNBr) as a crosslinker. After plasma treatment, the 
contact angle with water and chemical composition of PMP surface were characterized by analysis system of surface contact angle 
and XPS. Using p-nitrophenyl acetate (p-NPA) as a substrate, the activity, concentration, storage stability and re-usability of 
immobilized CA on PMP hollow fibers were studied by ultraviolet spectrophotometer. The preliminary data showed that hydroxyl 
groups could be introduced on the surface of PMP by water plasma treatment, and CA with catalysis activity could be successfully 
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introduced onto PMP surface in high immobilization efficiency. The activity of covalently immobilized CA increased with the 
increase of concentration of CNBr, and the maximum was 73% of the theoretical activity of CA spread on PMP surface in monolayer 
in studied range. Covalently immobilized CA showed higher reusability compared to physically adsorbed CA, and higher storage 
stability compared to free CA in solution at 37oC. The method would be used potentially in the membrane oxygenator to improve the 
capacity of removal of carbon dioxide in blood in the future. 

Keywords: polymethyl pentene, plasma treatment, carbonic anhydrase, immobilization, cyanate bromide 

氧合器是一种通过氧合血液、同时排除血液中

的二氧化碳来补充或替代肺的呼吸功能, 治疗呼吸

衰竭的装置。目前临床上所用氧合器大多数都是通

过中空纤维膜来完成气体交换: 血液流经中空纤维

膜的外表面, 氧气则从中空纤维膜的内腔流过, 通

过扩散作用, 氧气进入血液, 血液中的 CO2 进入中

空纤维膜内腔随氧气一起被带走。 

PMP氧合器是一种具有优异性能的新一代的中

空纤维膜式氧合器, 它具有低预充容量、低阻力、

极好的透气性等优点[1,2], 但它清除血液中 CO2的效

率仍然不高。因为血液中的 CO2大部分以 HCO3
−形

式存在, 如血浆中为 94%, 红血球中为 82%[3]。无催化

剂时, HCO3
−脱水生成CO2的速率较低(14 S−1), 因此血

液中 CO2的清除效率将由 HCO3
−的水解速率决定。 

碳酸酐酶(CA)是一种主要存在于红血球中的含
一个 Zn原子的酶, 它可高效催化 HCO3

−水解, 使其
脱水速率超过 106 S−1 [4−6]。如将外源性的 CA直接应
用在血液中, 虽可能起到一定的作用, 但它易水解
失活 , 导致成本提高 ; 此外可能对血液造成污染 , 
给本就衰弱的患者造成新的伤害。固定化酶技术有

可能解决这些问题。但氧合器材料表面缺乏可供酶

固定的活性位点, 因此这方面的研究一直进展较小。
Salley等[7,8]曾进行一些尝试性的工作。他们将 CA包
埋在硝酸纤维素微粒里, 再将微粒粘附在硅橡胶膜
(Silicone rubber membrane)氧合器上。结果表明, 与
自由 CA相比, 被包埋的 CA有更好的热和储存稳定
性。体外实验中, 固定的 CA 使 CO2的清除速率提

高了约 60%。但他们使用的氧合器体积庞大、预充
容量大, 目前已遭临床淘汰; 另外采用物理方法固
定 CA存在过程可逆、稳定性不足的缺点。 

表面处理技术的发展使得可采取一些方法, 如

等离子体处理技术将活性官能团引入材料表面 [9], 

用于酶的固定。本研究拟先采用水等离子处理技术

将羟基引入无任何活性官能团的 PMP表面, 再以溴

化氰为偶联剂, 将 CA 共价接枝在 PMP 表面, 希望

得到接枝浓度可控、具有催化活性、较好的重复利

用性及储存稳定性的 CA, 以使其能长期高效催化

血液中碳酸氢盐向二氧化碳转化, 提高氧合器排除

血液中 CO2的能力。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
PMP 片、PMP 中空纤维(Oxyplus®, Capillary 

membrane, Type PMP 90/200, 外径为 380 μm, 内径
为  200 μm)从 Membrana GmbH 公司 (Wuppertal, 
Germany)购买。溴化氰(C91492)、对硝基苯酚乙酸
酯(N8130)、对硝基苯酚(1048)、牛碳酸酐酶(C-3934)
从 Sigma-Aldrich公司(St Louis, Mo, USA)购买。其
他试剂均为分析纯。水为脱气的蒸馏水。50 mmol/L
磷酸盐缓冲液(PBS, pH 7.5)由 16.9 mmol KH2PO4 
和 33.1 mmol K2HPO4溶解在 1000 mL蒸馏水中、以
NaOH和 HCl调节 pH配制而成。 

紫 外 分 光 光 度 计 (GenesysTM5, Thermo 
Spectronic, USA)测试参数: 室温, 波长为 412 nm。
射频辉光放电等离子体产生仪 (GCM-250, March  
Instruments Inc., CA, USA)。X 射线光电子能谱仪
(MICROLAB MK II, VG Inc., UK)测试参数: Al 靶
(150 eV, 成分分析; 50 eV, 高分辨率峰位置), 真空度
<5×10−9 mmHg。接触角测定仪(G1023-MK3, Drop 
Shape Analysis System, Krüss Inc., Germany), 用旋滴
法测定, 针头直径 1.468 mm, 溶剂为水, 温度为 25oC。 

1.2  方法 
1.2.1  PMP表面的等离子体处理 

将长为 11 cm的 PMP中空纤维两端封口后, 置

于等离子体产生仪反应仓的隔板上, 以水蒸气为工

作气体, 在 100 W、0.2~0.3 mmHg[10−12]条件下处理  

3 min, 迅速取出, 一部分立刻进行下一步反应, 另

一部分用 X 射线光电子能谱仪(XPS)分析样品表面

化学成分的变化。 

同法处理 PMP片, 采用接触角测定仪分析处理
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前后样品对水的表面接触角的变化。 

1.2.2  以 CNBr为偶联剂将 CA偶联至 PMP表面 

将等离子体新鲜处理的 PMP 中空纤维(30 根)

迅速浸于 2 mol/L的碳酸钠缓冲溶液中, 涡旋搅拌下

加入适量 2 g/mL的CNBr/乙腈溶液, 室温反应 2 min

后取出, 依次用冰冷的蒸馏水和 0.1 mol/L碳酸氢钠

溶液(pH 8.0)洗涤以彻底除掉纤维表面粘附的 CNBr, 

滤纸吸干纤维表面水分, 再迅速浸泡在 1 mg/mL 的

CA/碳酸氢钠缓冲溶液(0.1 mol/L, pH 8.0)中, 室温

下缓慢摇动 3 h。反应结束后取出纤维束, 用 PBS充

分洗涤至洗出液在 λ= 465 nm 处无紫外吸收, 滤纸

吸干表面水分, 然后以 p-NPA 为底物, 按下述方法

测定纤维束表面接枝 CA 的活性和浓度, 同时采用

XPS对样品进行分析。 

因 CNBr极毒, 凡涉及到 CNBr的操作均应在通

风橱中进行。 

1.2.3  CA浓度与活性的测定 

1) p-NP标准关系曲线的建立 

因不易定量测得碳酸氢盐水解反应中所释放出

CO2的量, 且CA 催化HCO3
−脱水反应(图 1a)的活性

位点与催化对硝基苯酚乙酸酯(p-nitrophenyl acetate, 

p-NPA)水解反应(图 1b)的活性位点相同 [5,13], 而采

用紫外分光光度计可在 412 nm 处定量检测释放出

的对硝基苯酚(p-nitrophenol, p-NP)[5,13,14], 本试验以

p-NPA为底物来评价接枝 CA的活性及浓度。 

 

图 1  CA 催化碳酸氢盐和对硝基苯酚乙酸酯的水解反应 
Fig. 1  Hydrolysis of bicarbonate and p-nitrophenyl acetate 
catalyzed by CA.  

 
精密称取 p-NP 10 mg 置 50 mL 容量瓶中, 加

PBS使其溶解, 制成 200 μg/ mL的标准贮备液。精

密吸取贮备液适量, PBS稀释, 配制成系列标准溶液, 

在 412 nm处测定吸光度, 以上实验重复 3次, 数据

经计算机回归得 p-NP在 0~84.0 μmol/L浓度范围内

的标准曲线方程为: 

[p-NP] = 85.54 A (R2=1)⋯⋯式 1 

其中 , [p-NP]为 p-NP溶液浓度μmol/L, A为吸

光度。  

2) CA 活性与浓度标准关系曲线的建立 

精密称取 10 mg CA置 10 mL容量瓶中, 加 PBS

使其溶解, 制成 1 mg/mL的标准贮备液。精密吸取

贮备液适量, PBS稀释, 配制成 1000、800、400、200、

100、50、25、12.5、6.25、3.125、0 μg/mL系列标

准溶液。将 1 mL CA 标准溶液加入具塞比色皿中, 

再加 10 μL 40 mmol/L p-NPA/乙腈标准贮备液, 开

始计时, 同时迅速将溶液混合均匀, 每隔 15 s 测其

在 412 nm 处的吸光度, 直至 2 min。因无 CA 时,   

2 min内 p-NPA在水溶液中有少量水解; 纯 CA溶液

也会在 412 nm处有吸收, 因此所有吸光度值均扣除

这 2个因素的影响。以时间 t为横坐标, A为纵坐标

作图。当 CA溶液浓度≥400 μg/mL 时, 所得曲线为

非线性曲线; CA溶液浓度>100 μg/mL 时, A>1.0。因

此, 选择 CA溶液浓度范围为 0~100 μg/mL, 分别对

所得 6 条曲线进行线性回归, 得直线方程(R2>0.99, 

n=3)。该直线的斜率即为反应速率 Vi, 即吸光度的变

化速率(dA/dt)。以 CA溶液浓度([CA])为横坐标、Vi

为纵坐标作图 , 数据经线性回归后得 CA 在   

0~100 μg/mL 浓度范围内的标准曲线方程 : Vi = 

0.0036×[CA](R2 = 0.9974, Vi单位为min−1, [CA]单位

为μg/mL), 此直线即为 CA浓度与活性的关系曲线。 

溶液中吸光度的变化是因为 CA催化 p-NPA产

生 p-NP导致的, CA浓度越高, 单位时间内催化产生

的 p-NP 越多, 吸光度的变化速率越大。将 CA的一

个活性单位定义为: 在室温, pH 7.5条件下每分钟催

化对硝基苯酚乙酸酯产生 1 μmol对硝基苯酚所需要

的 CA 的量。为了更直观地表达 CA 的浓度与其催

化作用的关系, 根据[p-NP] = 85.54 A, 对 Vi = dA/dt 

= 0.0036×[CA]进行推导后得到下式:  

Activity = d[p-NP]/dt = 0.3074×[CA] ⋯⋯ 式 2 

其中 Activity 为 CA 的活性, 单位μmol(L·min), 

[CA]单位为μg/mL。 

3) 接枝 CA浓度及活性的测定 

将中空纤维(改性或未改性)剪短至 1~2 mm, 转

移至 20 mL的烧杯中, 加入 4 mL PBS, 磁力搅拌器

搅拌, 2 min后, 用 3 mL的注射器取 1 mL溶液, 注射

器式滤器过滤(PGC scientifics, Maryland, USA)至比

色皿中测其吸光度, 然后迅速倒回烧杯中, 搅拌下加

入 40 μL 40 mmol/L p-NPA/乙腈标准贮备液, 开始计
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时。每隔 2 min 从烧杯中取出 1 mL溶液, 过滤后测

其吸光度, 再倒回烧杯, 如此反复, 直至 8 min。以时

间为横坐标, 吸光度为纵坐标作图, 所得数据经回归

后得一直线, 由直线的斜率即可换算出接枝 CA的浓

度及活性。以未经改性的中空纤维作为空白对照。 

1.2.4  接枝 CA的重复利用性 

按上述方法重复 9次测定同一改性 PMP上接枝

CA的活性, 每次测定后用 PBS 溶液洗涤 3次, 每次

洗涤均在磁力搅拌器上搅拌 10 min, 以彻底除掉

p-NPA及 p-NP。 

以 CAPA作为对照组, 比较物理吸附、CACI的重

复利用性。CAPA: 将未经 CNBr活化的 PMP中空纤

维浸泡在 1 mg/mL的CA碳酸盐缓冲溶液中(pH 8.0), 

缓慢摇动 3 h, 取出纤维束用 PBS漂洗, 再用滤纸吸

干表面水分备用。 

1.2.5  接枝 CA的储存稳定性 

改性后的 PMP 中空纤维浸泡于 PBS 中, 置于

37oC 的培养箱中, 定期取出测定接枝 CA 的活性。

以 5 μg/mL CA/PBS溶液作为对照组, 比较接枝 CA

和自由 CA的储存稳定性。 

2  结果与讨论 

2.1  碳酸酐酶在 PMP 表面的固定化 
PMP 表面除了 C-C/C-H 外无任何活性官能团

(图 2), 为将 CA引入 PMP表面, 本研究先采用等离

子体技术将羟基引入 PMP 表面, 然后再利用 CNBr

在碱性条件下与羟基反应生成活性极高的氰酸酯

(Cyanate ester)。氰酸酯再和 CA上的伯氨反应(反应

I); 或进一步和表面相邻的羟基反应生成亚氨环碳

酸酯(Cyclic imidocarbonate), 然后和CA上的伯氨反

应(反应 II)从而将 CA引入 PMP表面(图 2)。与氰酸

酯相比, 亚氨环碳酸酯的反应活性较低, 本研究采

用较高的 CNBr 的浓度, 希望尽可能减少反应 II 的

发生, 提高 CA的接枝量。 

2.2  PMP 表面的表面接触角及 XPS 分析 
因 CNBr 及氰酸酯的反应活性极高, 本反应成

功的关健在于第一步, 即羟基基团的引入。本研究

利用等离子体处理前后 PMP在接触角和表面化学成

分的变化来验证羟基基团的引入。表面接触角测定

结果表明, 处理前 PMP表面与水的接触角为 103.37° 

± 4.22°, 处理后降为 50.01° ± 3.59°。这说明处理后 

 

图 2  碳酸酐酶在 PMP 表面的固定化反应示意图 
Fig. 2  Mechanism of immobilization of CA on PMP surface. 
 
PMP 表面亲水性极大增加, 证明有大量极性亲水性

基团被引入。 

表 1和表 2为 XPS分析结果。纯的 PMP表面

无 O元素(图 2), 其表面氧含量应为 0, 但 XPS结果

表明其表面含有少量氧(2.9%), 这可能是因为样品

被轻微污染导致的。等离子体处理后, PMP 表面 O

的含量增加了 26.4%(达 29.3%), 而碳的含量则下降

了 29.1%, 因纯的 PMP表面只有 C-C、C-H键(图 2), 

据此可以认为等离子体处理将大量含氧的基团引入

了 PMP 表面。将处理后的 PMP 用 CNBr 活化、再

浸泡在 CA 溶液中进行接枝反应后, 其表面 O 含量

降低了约 11.8%, 新出现大量  N 原子 (含量高达

8.2%), 并且出现了痕量的 P和 Na。笔者认为共价接

枝样品表面新增的大量 N 原子来源于共价接枝的

CA, 理由如下: 1) PMP表面及等离子体处理的 PMP

表面无 N 原子; 2) 直接将等离子体处理后的 PMP

浸泡在 CA 溶液中, 所得样品表面的 N 含量仅为

0.6%; 3）XPS分析仪器和样品之间的掠射角采用 55°, 

可检测到的样品深度约为 50Å, CA 的三维尺寸为

66.7Å × 66.7Å × 240.0Å [15], 因此可以认为大量氮原

子来源于共价接枝的 CA, 而不是物理吸附的 CA。

说明 PMP表面经等离子体处理、再用 CNBr活化后

可将 CA共价接枝在表面。表 2可见, 等离子体处理

后, PMP表面超过 40%的 C-H(284.6 eV)[16−19]被氧化

变成了含氧的极性基团: C-O(286.9 eV, 对应于-OH

等 [15−18])为 31.2%, COO(288.9 eV, 对应于 -COOH  

等[15−18])为 10.4%, OCOO(290.4 eV)为 3.1%。接枝 CA

后, OCOO基团对应的峰消失, 286.5eV处出现了蛋

白质/多肽的 C-O/C-N 特征峰, 此结果进一步说明

CA 已被成功固定在 PMP 表面。表 1 和表 2 结果证

明, 等离子体处理后, 大量含氧的极性亲水基团(羟

基和羧基等)被引入 PMP 表面, 这和接触角测定的

结果(接触角降低了 53.36°)一致。表面接触角和 XPS 
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表 1  XPS 分析得出的不同 PMP 表面原子百分组成 
Table 1  Atomic percentage (composition) on different PMP surfaces determined by XPS 

Sample C (%) O (%) N (%) Si (%)  

PMP 97.1 2.9 n/d n/d  

PMP modified with water plasma treatment 68.0 29.3 n/d 2.7  

PMP modified with physically adsorbed CA* 70.3 27.1 0.6 2.0  

PMP modified with covalently immobilized CA 72.8 17.5 8.2 0.9 Traces of P and Na 
*: this sample is treated by the same procedure for PMP modified with covalently immobilized CA except CNBr activation. Conditions for 
XPS: a monochromatized Al Kα X-ray, pass energy: 150 eV, take-off angle: ~55°, Pressure in the analytical chamber: <6.7×10−7 Pa. 

表 2  不同 PMP 表面 XPS C1s 谱峰归属及含量 
Table 2  C1s peaks and their concentrations of XPS on different PMP surfaces 

C-H 
                                      

C-O 
                                   

COO 
                                   

OCOO 
                                       Sample 

% B.E.a/eV % B.E./eV % B.E./eV % B.E./eV 

PMP 94.0 285.0 6.0 286.5 / / / / 

PMP modified with water plasma treatment 55.3 285.0 31.2 286.9 10.4 288.9 3.1 290.4 

PMP modified with covalently immobilized CA 71.6 285.0 17.7 286.5 b 10.6 288.3 / / 

Conditions for high resolution C1s (HRC) scans was the same as Table 1 except that the pass energy was 50eV. a: B.E. meaens Binding Energy. 
b: The strong peak at ~286.5eV is a mix of C-O/C-N peak, which is typical of peptides/proteins. 
 
分析结果证明图 2中接枝反应能顺利进行。 

2.3  偶联剂的浓度对 PMP 表面有活性 CA 接枝量

的影响 
本试验以 p-NPA 为底物, 检测酶的活性。根据

单个牛碳酸酐酶(BCA II)分子的三维尺寸 [15], 可计

算出以单分子层平铺于每平方米聚合物表面的 BCA

的最大理论质量为 1.12 mg/m2(BCA 的摩尔质量为 

3×104 g/mol)。因有催化活性的酶浓度与其活性成

正比, 可用酶活性代表 PMP 表面有活性的 CA 接枝

量。根据式 2, 可计算出 CA以单分子层覆盖在每平

方米聚合物表面时的最大理论活性为 0.344 U。 

图 3为当固定等离子体处理的条件、CA浓度为

1 mg/mL 时, PMP 表面接枝酶的浓度与偶联剂浓度

的关系。图中可见, 即使偶联剂浓度低至 0.8 mg/mL, 

仍能检测到具活性的共价接枝 CA(0.018 U/m2), 说

明采用本方法确实能高效地将 CA 固定在无活性官

能团聚合物表面, 且能保持其活性。随着偶联剂浓

度的增加, CA 的接枝量增加, 但增加的趋势逐渐变

缓。当 CNBr的浓度为 200 mg/mL时, 接枝 CA浓度

达到 0.251 U/m2, 为单分子层理论接枝量的 73.0%, 

此时聚合物表面 CA 的接枝量已趋饱和。图 2 可见, 

在 CA的接枝反应中, CNBr几乎起不到任何间隔臂

(Spacer arm)的作用, CA只能紧贴 PMP表面被固定。

因为此反应存在较大的空间位阻效应, 再加上化学

反应可能导致的酶的失活, 聚合物表面 CA 的接枝

量不可能达到理论值, 仅在一定范围内可控。考虑

到 CNBr 的毒性, 在重复利用性和储存稳定性实验

中, 选择 CNBr的浓度为 100 mg/mL。 

 

图 3  交联剂浓度对 1 m2 PMP 表面 CA 接枝量的影响 
Fig. 3  Effect of crosslinker concentration  on concentration 
of immobilized CA on 1 m2 PMP surface. 
 

综上, CNBr活化方法的优点是步骤简单易实施, 

反应时间较短 , 反应条件温和 , 反应活性较高 , 重

复性好, 不会引入其他无关的可能会破坏酶活性的

化学试剂, 可以最大限度减少酶失活的可能性。因

此能在保持酶活性的同时, 得到较高的接枝效率。 

2.4  接枝 CA 的重复利用性 
图 4 为 PMP 表面物理吸附 CA(CAPA)、共价接
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枝 CA(CACI)的重复利用性结果。由图可见, 机械搅

拌下, CACI比 CAPA更难从 PMP表面清除, 重复利用

性更好。1次洗涤后, PMP表面物理吸附 CA活性为

0, 说明 CAPA极易从 PMP表面清除。PMP表面共价

接枝 CA 的活性随着洗涤次数的增加而逐渐降低, 9

次洗涤后, 仍保留约 46% 的活性。此结果进一步说

明 CA 能通过共价接枝的方式被固定在 PMP表面。

因形成了共价键, 稳定性增加, 与 CAPA比, CACI重

复利用性更好。但 CA 和 CNBr 间形成的异脲键不

够稳定, 随着时间的推移, CA会逐渐从 PMP表面解

离; 此外 CACI 仍存在水解失活, 但程度比自由 CA

低; 另外机械搅拌可能破坏 CA 的三维结构而使其

失活, 因此随着洗涤次数增加, 活性逐渐减少。 

 

图 4  PMP 表面物理吸附 CA、共价接枝 CA 的重复利用性 
Fig. 4  Reusability of physically adsorbed CA and covalently 
immobilized CA on PMP surface. 

 

图 5  CA 的储存稳定性 
Fig. 5  Storage stability of CA. a: free CA in solution; b: 
covalently immobilized CA on PMP surface. 

2.5  接枝 CA 的储存稳定性 
图 5 为 CA 溶液及 PMP 表面 CACI的储存稳定

性结果。37oC 下, 随着储存时间的增加, 两者的活

性均下降, 但 CACI 比 CA溶液表现出更好的储存稳

定性: 16 d内, CA溶液失去约 90%的活性, 而 CACI

失去约 64%的活性。37oC溶液中长期存放可能导致

CA 的降解, 因此活性逐渐降低。但接枝后, 因空间

位阻的存在, 使CA降解速度减慢, 因此活性降低速

度低于 CA溶液。 

3  结论 

表面接触角、XPS、酶活性分析测定、重复利

用性及储存稳定性结果表明, 采用水等离子体处理

技术可将羟基等成功引入聚合物表面, 再采用溴化

氰作为交联剂, 可高效地将 CA 偶联在无活性官能

团的 PMP材料表面, 且得到的固定化酶能保持其活

性, 并具有较好的可重复利用性及储存稳定性。此

改性方法有望应用在各种膜式氧合器上以提高它们

对血液中 CO2的清除能力。 
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