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摘要  用化学共沉淀法合成了 6~12 nm的超顺磁性 Fe3O4纳米晶体, 在室温下用 3-氨丙
基三乙氧基硅烷(APTES)对其表面氨基化, 然后加入 Frens 法合成的金溶胶, 自组装制备
了磁性 Fe3O4@Au 复合纳米粒子 . 用透射电子显微镜 (TEM)、紫外可见吸收光谱
(UV-Vis)、傅里叶变换红外光谱(FT-IR)、震动样品磁场计(VSM)等方法对合成的金磁微
粒的表面形貌、光学、结构、磁性质等进行表征. 结果表明, 合成的金磁微粒粒径分布均
匀, 在 15~20 nm, 磁响应性好. 金磁微粒有超顺磁性和易与生物分子结合的特点, 以葡
萄糖氧化酶(GOx)为模型, 详细研究了固定化酶条件及固定化酶的酶学性质. 固定化酶的
最优条件为: Fe3O4:HAuCl4摩尔比为 0.5:1, pH 5.5, 温度为 28℃. 固定化后葡萄糖氧化酶
耐热性提高, 保存时间延长, 且能在外部磁场下分离反复使用.  
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磁性纳米粒子由于具有特殊的磁导向性和优异

的生物相容性, 近年来在生物领域的应用研究越来
越引起人们的关注[1]. 超顺磁性纳米粒子具有高的磁
响应性, 无剩磁, 在磁共振成像(MRI)、癌症和艾滋病
等疾病的靶向治疗、生物分离、酶或蛋白质的固定、

细胞筛选、核酸纯化以及生物传感器方面都有研究报

道[2~6]. 具有好的单分散性以及特定功能性磁性材料
一直是人们研究所关注的, 为此, 研究者发展了各种
表面修饰的方法, 如在磁性材料表面修饰带特殊功
能团的高分子, 如氨基(—NH2)[7], 能和分离的目标
结合; 在磁性粒子表面修饰无机金属离子, 如银粒子
[8]等, 制备出特殊功能结构的复合纳米磁性粒子. 其
中, 由于金纳米粒子具有高的化学稳定性和生物相
容性, 而且和有机分子末端的氨基和巯基有好的亲
和力[9], 能结合磁性粒子和金粒子的优异特性, 在生

物学上有很好的应用前景.  
一般来说, 合成Fe3O4/Au核壳型磁性复合粒子, 

主要是通过种子聚合法[10,11], 或用超声的方法[12]. 即
在过量的Fe3O4 的种子存在下, 还原HAuCl4, 在磁性
粒子表面包覆一层金纳米粒子 . 这种方法主要是通
过磁性粒子表面的负电荷和金粒子表面的正电荷发

生静电吸附成核生长 , 复合粒子之间的作用力比较
弱; 另外一种方法是通过组装的方法, 用偶联剂连接
两种纳米粒子, 通过化学键的相互作用, 得到的复合
纳米粒子比较稳定, 不易被外界条件破坏. 磁性微球
的氨基化已有报道[7], 且—NH2 和胶体金有较强的结

合力. 本文首先氨基化磁性粒子, 然后在室温下和胶
体金偶联, 自组装制备了金磁复合纳米微粒. 纳米金
容易和生物分子中的巯基结合 , 选择葡萄糖氧化酶
(GOx)为模型 ,  进行酶的固定化研究 ,  为构建新型 
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图 1  自组装制备 Fe3O4@Au纳米粒子及固定化葡萄糖氧化酶 

 
的葡萄糖传感器奠定实验基础. 整个过程如图 1所示. 

1  实验 
(ⅰ ) 试剂与仪器 . FeSO4·7H2O, FeCl3·6H2O, 

HAuCl4, 柠檬酸三钠等化学试剂均为分析纯 , 购自
成都科龙化学试剂有限公司; 3-氨基丙基三乙氧基硅
烷 (3-aminopropyltriethoxysilane, APTES), 葡萄糖氧
化酶(酶活>10 U/mg), 辣根过氧化酶(HRP, 酶活>150 
U/mg)为 Sigma公司提供.  

傅里叶变换红外光谱仪(Nexus 470, 美国 Nicolet
公司), 透射电子显微镜(JEM-2010, 日本电子), 振动
样品磁强计(7400, 美国 Lake shore 公司), 电子恒速
搅拌器(RW20DZM.n, 德国 IKA 公司), 超声波细胞
破碎机(JY99-2D, 宁波新芝生物技术股份有限公司).  

(ⅱ ) 水相分散的Fe3O4 及金纳米微粒的制备 . 
Fe3O4 的制备参照我们课题组单志等

[13] 的制备方法, 
略有改动. 在四颈烧瓶中加入 4 mol/L的NaOH溶液
100 mL, 在氮气保护下, 63℃恒温水浴中以 150 r/min
的速度搅拌, 30 min后加入 56 mL溶解有 0.01 mol 
FeSO4和 0.018 mol FeCl3的水溶液, 以 300 r/min继续
搅拌 1.5 h后停止加热. 然后, 用磁分离架分离并用
蒸馏水洗涤至中性后, 放入真空干燥箱干燥备用.  

金纳米微粒按照经典的Frens[14]报道的方法合成. 
盛有 0.1% HAuCl4 25 mL的烧瓶, 在 97℃水浴中以
415 r/min搅拌 15 min, 加入 10 mL的 1%柠檬酸三纳
溶液还原, 得到橙红色的浓度约为 0.7 g/L的胶体金
溶胶, 旋转蒸发掉部分溶液, 定容至 10 mL, 得浓度
为 2.45 g/L的胶体金溶胶备用.  

(ⅲ) 氨基修饰 Fe3O4 纳米微粒的表面组装纳米

金. 取 0.2 g合成的 Fe3O4纳米微粒超声分散在 50 mL
含有 20%乙醇水溶液中, 逐滴加入 0.4 mL APTES, 
室温下搅拌 7 h. 反应结束后得到浅棕色带细微颗粒
的悬浊液, 产物即为氨基化修饰后的 Fe3O4纳米微粒. 
产物用 0.1 mol/L HCl乙醇溶液清洗 4 h以去除游离未
包覆的 Fe3O4纳米微粒后, 磁分离清洗 6 次, 然后用

乙醇定容至 1 g/L.  
取 25 mL上述制备的氨基修饰的 Fe3O4纳米微粒, 

室温下 150 r/min搅拌中迅速加入 25 mL的 1.8 g/L胶
体金溶液, 混合溶液由棕色逐渐变淡, 低速搅拌反应
12 h后, 用 0.1 mol/L HCl乙醇溶液清洗以除去剩余
Fe3O4, 再用水反复磁性分离清洗至中性, 即得摩尔
比为MFe3O4/Au = 0.5:1的金磁复合微粒, 保存在 25 mL
水溶液中备用. 用同样的方法加入 0.9 g/L 胶体金溶
液, 得摩尔比为 MFe3O4/Au = 1:1的金磁微粒.  

(ⅳ) 固定化GOx及酶学性能测试. 用 0.05 mol/L
磷酸缓冲液(根据要求选用pH 5.0~7.0 范围内不同的
pH)洗涤 10 mL金磁性纳米微粒溶液(1 g/L)3次, 用磁
分离洗涤后, 加入 10 mL 0.1 mg/mL葡萄糖氧化酶酶
液, 控温震荡, 磁吸, 弃去上层清液. 然后分别用磷
酸缓冲液 (0.05 mol/L pH 7.0)及纯水洗涤 3次后, 即
得固定化葡萄糖氧化酶 . 酶活力的测定方法参照姜
梅等的方法 [15]. GOx酶活力单位(U)定义为: 每分钟
氧化 1 μmol葡萄糖产生葡萄糖酸和H2O2所需的酶量. 
配溶液A: 称取 3.5 mg辣根过氧化物酶和 3.5 mg的 4-
氨基安替吡啉, 溶于 20 mL 0.2 mol/L (pH 7.0)磷酸缓
冲液中, 再加入 1 mL 3.0%苯酚; 溶液B: 6.5%葡萄糖. 
取 1.5 mL溶液A 和 1.5 mL溶液B, 在 1 cm比色皿中
混合, 加入 100 μL溶液酶后, 在 25℃, 500 nm处测定
其吸光值在 15 min内的变化. 将相同的稀释酶液预
先加热灭活后做同样的处理作为空白对照 . 在上述
条件下, 绘制标准曲线. 根据标准曲线, 用同样的方
法测定游离酶和固定化酶的酶活力. 考察温度、pH和
时间等对酶活力的影响.  

2  结果与讨论 
2.1  金磁微粒的表面形貌 

从实验结果看, 通过化学共沉淀法合成的Fe3O4

微粒粒径分布比较均匀 ,  结晶度好 ,  粒径大小在
6~12 nm(图 1(a)), 达到了超顺磁临界尺寸. 超声分散
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后, 能在水相中形成黑色胶体, 在外加磁场下, 有好的
磁响应性. 纳米Fe3O4 有较高的饱和磁化强度, 常温下
的磁滞回线表明(图 2(a)), 饱和磁化强度为 60 emu/g  
(1 emu/g = 1 A·m2/kg), 剩磁和矫顽力均为 0, 具有超顺
磁性. 表面组装金后, 饱和磁化强度降低, 分别为 58 
emu/g, 41 emu/g(图 2(b), (c)), 但仍保持超顺磁性. 由
于纳米颗粒表面具有非常大的比表面积 , 有很大的
表面位能, 裸露在表面的Fe与O原子容易吸附水中的
OH−, H+, 形成一个富—OH功能团的表面 [16]. 偶联剂
APTES水解后, 形成硅醇缩合物, 以Fe3O4 纳米颗粒为

核生长 ,  在外表面形成一层带氨基的功能团 .  从图  
 

 
图 1  典型样品的透射电子显微镜图 

(a) Fe3O4; (b) 氨基化 Fe3O4; (c) 胶体金; (d) Fe3O4/Au 
 

 
图 2  样品的常温磁滞回线 

(a) Fe3O4; (b) M Fe3O4/Au =1:1; (c) MFe3O4/Au = 0.5:1 

1(b)可以清晰看见黑色晶体变大, 粒径在 10~15 nm, 说
明APTES在表面形成了有效包覆, 和文献[17]的报道一
致. 根据Kumar等人[18]的研究结论, 通过还原法制备的
金纳米颗粒表面含有AuCl4

−和AuCl2
− 子, 它们能与—

NH2 反 应 生 成 [Aun(AuCl4
−)m](RNH3

+)m 和

Aun[AuCl(RNH2)]m两种络合物 , 并且在各种溶剂中
相当稳定. 从TEM相片(图 1(d)), 可以清晰地看见合
成的纳米金(图 1(c))分散在表面氨基化的磁性Fe3O4

纳米外面, 组装的金磁微粒粒径在 15~20 nm. 

离

2.2  金磁微粒的紫外可见吸收光谱和红外分析 

胶体金在 530 nm左右有共振吸收峰, 图 3是胶体
金(图 3(c)), Fe3O4/Au(图 3(b), M(Fe3O4:Au)=0.5:1; 图
3(a) M(Fe3O4:Au)=1:1)的紫外可见吸收光谱. 合成胶
体金在 520 nm有特征吸收峰, 胶体金的吸收峰位置反
映了胶体金粒径的大小[19]. 520 nm左右有吸收峰的胶
体金的粒径分布在 3~20 nm. TEM图(图 1(c))证实, 制
备的胶体金粒径均匀, 大小为 10 nm左右. 不同比例
的氨基化磁球和胶体金反应后, 吸收峰分别为 548, 
552 nm, 光谱发生红移, 表明粒径增大. 由于Fe3O4本

身具有吸收光的性质, 图 3(a)说明Fe3O4相对含量较多

的金磁微粒有更高的吸光值, 表观颜色也加深.  
 

 
图 3  紫外-可见吸收光谱 

(a) MFe3O4/Au = 1:1; (b) MFe3O4/Au = 0.5:1; (c) 胶体金 
 

表面氨基化 Fe3O4微粒在 3400 cm−1左右有明显

的吸收峰(图 4(a)), 是胺和酰胺的 N—H 键伸缩振动, 
1629 cm−1左右的吸收峰为 N—H 的弯曲振动; 2920
和 2840 cm−1左右的吸收峰代表饱和 C—H键伸缩振
动. 图 4两种样品的红外吸收的最大差异在 500 cm−1

左右, 图 4(a)氨基化的 Fe3O4微粒在 617和 572 cm−1  
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图 4  样品红外光谱 

(a) 氨基化 Fe3O4; (b) Fe3O4/Au 
 
吸收强烈, 对应为 Fe3O4微粒的特征吸收. 组装金后, 
图 4(b)在 618和 568 cm−1吸收峰依然存在, 但明显减
弱, 这可能是由于表面金纳米微粒的存在, 阻碍了内
部 Fe3O4微粒的红外吸收. 同时由于 Fe3O4微粒表面

结合了—OH, 在 1629 cm−1有明显吸收峰, 推测为表
面氨基化不完全所致. 
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2.3  金磁微粒固定化酶条件优化 

改变胶体金的含量, 组装含金量不同的金磁微粒. 
按实验方法固定化葡萄糖氧化酶, 然后测定酶活力. 
当 Fe3O4:Au摩尔比为 0.5:1时, pH为 6, 温度 25℃时, 
固定化酶活力达到最高, 为 529.71 U/g(图 5(a)). 当金
含量增高, 虽可吸附更多酶分子, 但从图 2 得知, 金
含量升高后磁响应性减弱 , 导致固定化后固定化酶
的回收效率降低; 同时可能酶分子已经全部结合在
金表面, 继续提高金的含量, 固定化酶活力没有明显
升高.  

改变磷酸缓冲液的 pH为 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 
7.0, 在 24℃恒温条件下, 用 Fe3O4:Au 为 0.5:1 的比
例制备的金磁微粒固定化葡萄糖氧化酶(图 5(b)). 当
pH为 5.5时, 固定化酶活力最高, 达 498.18 U/g. 这
是由于葡萄糖氧化酶的等电点在 4.9左右, 固定化 pH
高于等电点时, 静电吸附电势差最大, 吸附量最高, 
固定化率最大; 但当 pH 过高时, 由于葡萄糖氧化酶

自身活性的降低也会使酶活降低. 另外, 金磁微粒表
面有部分氨基未与金纳米粒结合 , 氨基能吸引溶液
中的阴离子, 导致固定化酶扩散层的 H+浓度较溶液

中的 H+浓度更低. 因此, 只有溶液中的 pH为酸性时, 
才能使得葡萄糖氧化酶表现出更高活力.  

在 pH为 5.5, 恒温 16, 20, 24, 28, 32, 36℃的环境
中进行葡萄糖氧化酶的固定化. 固定化温度为  28℃
时, 固定化酶活力最高可达 465.06 U/g(图 5(c)), 温度
的升高虽可提高酶的固定化效率 , 但过高的温度又
使酶失活.  

2.4  固定化葡萄糖氧化酶的酶学性质 

按照酶活力测定的方法, 取固定化酶分别在 16, 
20, 24, 28, 32, 36℃下测酶活力(图 6(a)). 固定化酶最
适温度均为 24℃. 温度上升, 酶的分子结构变化, 活
力下降甚至失活[20]. 但是, 相对于游离酶, 温度变化
对固定化酶酶活性的改变趋势要小. 在 36℃的反应
条件下, 游离酶相对活性只有 11%, 但固定化酶的相对
酶活力还能保持 30%左右, 葡萄糖氧化酶固定化后, 
酶的耐热能力明显提高. 

在 pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5下测酶活力(图
6(b)), 游离酶的最适 pH 均为 6.5, 而固定化酶在 pH
为 6.0 时的活力最高, 可能还是因为组装型金磁微粒
表面含有部分氨基所致. 同时, 还考察了固定化酶的 
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图 5  金含量(a)、固定化 pH (b)、固定温度(c)对葡萄糖氧化酶酶活力的影响 

 

 
图 6  温度(a)、pH(b)、时间(c)和使用次数(d)对固定化葡萄糖氧化酶酶活力的影响 
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稳定性(图  6(c))和回收次数对酶活力的影响(图 6(d)). 
固定化酶比游离酶保存时间显著延长 , 用磁分离反
复使用 6次后, 酶活力只下降 20%, 充分体现了金磁
微粒固定化酶能反复使用的优点. 

3  结论 
本文合成了氨基化的纳米超顺磁性 Fe3O4, 然后 

利用—NH2和 Au 的强相互作用, 自组装制备了功能
性的金磁微粒 Fe3O4@Au, 该法简易、可控. 并以

GOx 为模型, 考察了合成的 Fe3O4@Au 对 GOx 的固
定化. 和游离酶相比, 固定化酶的稳定性、耐热性都
得到明显提升, 并可在外磁场下回收反复使用. 该思
路可拓展到其他酶或分子, 在酶催化、分子识别等方
面将有广阔的应用.  
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