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软光刻法制备具有表面微结构的角蛋白膜 
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(b新加坡国立大学物理系  新加坡 117542) 

摘要  近年来, 使用微纳米制造工艺将蛋白质或多肽进行高精度空间图案化, 推动了细胞生物学、组织工程学、药物

科学等领域的发展. 同时, 羊毛角蛋白作为一种储量大的天然生物蛋白质, 具有优异的水溶性、良好的生物相容性和可

控的降解性, 但羊毛角蛋白通常不能自组装形成凝胶网络或其他不溶形式, 因此, 使用羊毛角蛋白制备如纤维、薄膜、

凝胶等的成型结构存在很大困难. 本工作通过使用化学修饰的方法, 在角蛋白上接枝功能基团, 使角蛋白获得光敏感

性, 探究了共价交联法制备具有表面微结构角蛋白膜的可行性. 并用 3D 激光扫描显微镜、紫外可见近红外光谱仪和傅

里叶变换显微红外光谱仪对薄膜结构进行了表征. 结果表明, 使用软光刻法可以得到表面微结构完整度很高的角蛋白

膜. 本工作对羊毛角蛋白共价交联法进行了实验探索, 实验结果不仅为人们提供了一种软光刻技术制备具有表面微结

构的角蛋白膜的方法, 而且为羊毛角蛋白制备成型结构提供了新的途径. 
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Preparation of Free-standing Micropatterned Keratin Films by Soft  
Lithography 

Zhu, Shuihonga    Luo, Wenhaoa    Zeng, Wenbina    Lin, Youhui*,a    Liu, Xiang Yang*,a,b 

(a Department of Physics, Research Institute for Biomimetics and Soft Matter, Fujian Provincial Key Laboratory for Soft 
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Abstract  Recently, the use of micro-nano manufacturing processes to fabricate high-precision spatial patterns of proteins or 

peptides has provided important applications in cell biology, tissue engineering, pharmaceutical science, and optoelectronics. 

As a natural biological protein, wool keratin (WK) have excellent water solubility, good biocompatibility, and controllable 

degradability. However, WK usually cannot self-assemble to form a gel network or other insoluble forms. Therefore, it is 

difficult to prepare molded WK materials, such as a fiber, a film, and a gel. To solve this problem, this paper explores the 

feasibility of preparing photocrosslinkable WK. WK was extracted from wool fibres, and its side groups were reacted with 

the reagent 2-isocyanatoethyl methacrylate (IEM), yielding a photoactive WK precursor. And then, WK films with patterned 

microstructures were obtained by a covalent cross-linking method. This method can also be used to obtain other forms of WK 

materials. The as-prepared WK films were characterized by 3D laser scanning microscopy, UV-visible near-infrared spec-

troscopy and Fourier transform infrared microscopy. The experimental results showed that after two pattern shifts, the pattern 

on the WK film still maintained good integrity and conformed to the original pattern on the silicon wafer, which indicated 

that the pattern transfer method can achieve perfect reproduction of the pattern. In addition, we also demonstrated that the 

formation of structural colors caused by periodically arranged microstructures on WK films. Our experimental results not 

only provide a facile method to prepare WK films with surface microstructures by soft lithography but also give a new way 

for the preparation of molded WK. We expect the good optical properties and controlled degradation properties of WK open 

up new directions for the manufacture of biodegradable optics and implantable flexible microelectronic devices. 

Keywords  wool keratin; soft lithography; covalent cross-linking; patterns; surface microstructure 

   

1  引言 

软光刻技术作为一种易操作、环境友好、成本低廉、

功能多样化的图案化技术, 在生物微纳米结构材料领域

有很大的应用[1]. 其中, 使用聚二甲基硅氧烷(PDMS)模

板制备图案化蛋白质结构材料尤为受人关注[2,3]. 目前, 
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“自上而下”的刻蚀技术和“自下而上”自组装的技术, 例

如软刻蚀[4,5]、浇铸[6]、喷墨打印[7,8]和压印[9]等, 促进了

蛋白质微纳米结构的构建, 同时力求平衡包括精度、易

用性、可扩展性、可持续性、成本以及对蛋白质微纳米

结构日益增加的复杂要求意味着更多的挑战[10～13]. 作

为用于生物方面的微结构技术, 软光刻克服了光刻的许

多缺点[14], 提供了控制表面分子结构和生物学相关的

复杂分子的能力, 可以用于制造适合微流体的通道结 

构[15]和控制细胞生长[16～18].  

由于羊毛角蛋白(WK)具有良好的生物相容性, 优

异的机械性能和可控的生物降解性, 从羊毛纤维获得的

羊毛角蛋白在生物医学和制药领域中具有广泛的应  

用[19]. 但另一方面, 由于羊毛角蛋白不易自组装的特

性, 羊毛角蛋白很难制备凝胶、纤维、薄膜和生物支架

等结构, 限制了羊毛角蛋白更广泛的实际应用 [20]. 迄

今, 关于羊毛角蛋白制备成型的蛋白质结构的研究相对

较少. 对羊毛角蛋白进行简单地修饰, 接枝上功能基团, 

使角蛋白获得光敏感性, 与少量光引发剂混合后在紫外

光作用下发生共价交联, 从而形成不溶于水的空间网络

结构, 有望获得结构稳定的羊毛角蛋白薄膜.  

本文结合软光刻技术与光刻技术, 在没有显著改变

蛋白结构和功能的前提下, 得到表面带有微结构的羊毛

角蛋白薄膜. 最后使用 3D 激光扫描显微镜和傅里叶变

换显微红外光谱仪等对所形成的蛋白质结构进行了形

貌和结构的表征.  

2  结果与讨论 

2.1  光敏性角蛋白交联的机理 

光敏性角蛋白属于负性光刻胶, 即紫外光照射的区

域发生交联, 在后续显影的过程中不溶于显影液(本实

验中显影液为水)中. 光敏性角蛋白与光引发剂 Irgacure 

2959 均匀混合, 离心后旋涂在硅片或玻璃基底上以形

成可控厚度的抗蚀剂层, 然后通过光掩模在紫外光下曝

光, 光引发剂在紫外光的作用下产生自由基, 自由基攻

击丙烯酸根基团上的碳碳双键, 发生聚合反应形成不溶

于水的蛋白质共价化学交联网络, 接着将未曝光的角蛋

白光刻胶直接使用水显影的方法去除, 最后得到预期的

角蛋白图案化微结构.  

2.2  光敏性角蛋白的结构表征 

为了证明羊毛角蛋白经过化学修饰之后, IEM成功

地接枝到角蛋白上, 对修饰之后的羊毛角蛋白进行红外

光谱分析和紫外-可见光谱分析. 如图 1所示, 化学修饰

之后的角蛋白(蓝色)相对纯角蛋白(绿色)在 1170 cm
－1 

(C—O键伸缩振动)和1720 cm
－1(C＝O键伸缩振动)处显

示两个明显的峰位, 这两个峰位是由修饰之后的 IEM

引入的, 表明功能基团已成功修饰到蛋白质上. 另外, 

在修饰之后的角蛋白红外谱图上不再观察到 IEM 中异

氰酸酯基团的峰位(2260 cm
－1), 这表明修饰后的蛋白无

残留异氰酸酯基团, 该基团已在透析过程中水解或除

去. 为了进一步验证修饰之后的羊毛角蛋白可以在紫外

光的作用下发生交联, 对修饰之后的角蛋白进行紫外可

见近红外光谱分析. 如图 2 所示, 将纯角蛋白、修饰之

后未经光照的角蛋白和修饰之后进行紫外光照的角蛋

白分别浸入水中, 取上层清液做紫外可见红外光谱分

析.  

 

图 1  纯角蛋白, IEM 和光敏性角蛋白的红外光谱 

Figure 1  Fourier transform infrared spectra of pure keratin, IEM and 

photosensitive keratin 

 

图 2  未交联的角蛋白、交联的角蛋白和纯角蛋白与水溶解后溶液的

紫外可见光谱 

Figure 2  UV-visible spectra of aqueous solutions of dissolved uncross-

linked keratin, cross-linked keratin and pure keratin  

从图 2 可以看到, 交联之后的角蛋白性质稳定, 在

浸入水中之后基本不发生溶解, 而未交联的角蛋白在浸

水中后发生溶解, 由于其中光引发剂 Irgacure 2959 的存

在, 吸光度在270 nm左右存在一个明显的特征峰, 说明

未经光照的角蛋白没有发生交联. 图 2 中的插图也展示

了, 经过交联的角蛋白膜浸入水中之后也不发生明显的

溶胀或者变形的现象, 进一步说明经过交联之后的角蛋

白膜的稳定性.  

2.3  紫外光刻制备图案化聚二甲基硅氧烷(PDMS)模

板 

在光刻工艺中, 加工及制备工艺都对最终得到的图
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案有很大影响. 在清洗硅片时, 可以通过有机清洗和无

机清洗两步清洗过程得到洁净表面的硅片, 再使用双氧

水-浓硫酸清洗硅片表面, 在其表面修饰羟基基团. 清

洗后的硅片需严格烘干, 提高光刻胶的黏附效果, 防止

光刻胶在后续的显影过程中脱落. 在旋涂过程中, 转速

对光刻胶层的厚度有很大影响, 而光刻胶的厚度越薄光

刻图形分辨率也越高, 在经过多次试验探索后, 最终确

定转速为 4000 r/min. 本实验采用 S-1805 型号的正性光

刻胶, 经过紫外曝光之后, 曝光的区域在显影过程中被

溶解, 而未被曝光的区域则不溶于显影液, 最终在硅片

上得到与掩模板设计一致的图案. 将 PDMS混合交联剂

后倒在硅片表面上, 置于 60 ℃的烘箱中 4 h 使其交联

成形, 得到图案化的 PDMS 模板. 

2.4  不同间距的角蛋白光栅图形 

修饰后的羊毛角蛋白具有光敏感性, 使用已修饰

IEM的羊毛角蛋白作为光刻蚀剂, 制备图案化的角蛋白

膜. 图 3为修饰之后的羊毛角蛋白与 PDMS模板通过流

延法得到图案化的角蛋白膜的示意图. 将光敏性的角蛋

白均匀地涂覆在 PDMS模板上, 控制温湿度使其均匀成

膜, 在紫外光下曝光 2 min, 使用镊子揭下, 即得到性质

稳定的图案化角蛋白膜.  

 

图 3  软光刻法制备具有表面微结构的羊毛角蛋白膜的示意图 

Figure 3  Schematic illustration of preparation of wool keratin film with 

surface microstructure by soft lithography 

如图 4 所示, 通过上述制备方法, 得到不同间距的

光栅图形. 图 4a, 4b, 4c, 4d的线宽都为 2 μm, 图 4a的线

间距为 2 μm, 图 4b的线间距为 6 μm, 图 4c为线间距 8 

μm(左边)和线间距为 2 μm(右边)的线条, 图 4d 的线间

距为 8 μm. 利用 3D 激光扫描显微镜, 通过激光三维扫

描模式得到样品光学图像及其形貌的三维信息. 通过

“VK 分析软件”处理图像数据得到图 4 中右上角的 3D

合成图.  

 
图 4  线宽为 2 μm的不同间距线条角蛋白图案的激光扫描显微图像. 

(a) 线间距为 2 μm. (b) 线间距为 6 μm. (c) 线间距为 8 μm (左边)和线

间距为 2 μm (右边). (d) 线间距为 8 μm 

Figure 4  Laser scanning microscopy images of linear keratin micro-

structures with a line width of 2 μm and different spacings. (a) The line 

spacing is 2 μm. (b) The line spacing is 6 μm. (c) Line spacing is 8 μm 

(left) and line spacing is 2 μm (right). (d) Line spacing is 8 μm 

 

图 5  不同直径和间距的圆孔角蛋白图案的激光扫描显微图像 

Figure 5  Laser scanning microscopic images of circular keratin micro-

structures with different diameters and spacings  

2.5  不同直径和间距的圆孔角蛋白图案 

如图 5 所示, 通过上述的制备方法, 也可得到不同

直径和间距的圆孔羊毛角蛋白图案. 图 5a 是直径为 3 

μm, 间距为 6 μm的圆孔, 图 5b是直径为 6 μm, 间距为

3 μm的圆孔. 图 5c是直径为 3 μm, 间距为 9 μm的圆孔. 

图 5d是直径为 6 μm, 间距为 6 μm的圆孔. 利用 3D 激

光扫描显微镜, 通过激光三维扫描模式得到样品光学图

像及其形貌的三维信息.  

经过两次图案转移步骤, 图形从硅片转移至 PDMS

上变为阴性图形(图形与硅片相反), 再从 PDMS 转移至

角蛋白膜上, 重新变为阳性图形, 不同线间距的图案化

角蛋白膜仍能保持良好的图案完整性, 并与硅片上的原

始图案相一致, 符合设计效果, 证明该图形转移方法能

够实现图案的完整化复制.  
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2.6  图案化角蛋白膜的结构光效果 

微结构诱导产生的结构色在光子学、光电子学等领

域有很大的应用. 结构色可以通过表面的相干或非相干

光散射产生. 当光子结构周期小于光波长的一半时发生

相干散射. 散射光产生精确有序的相长或相消干涉, 这

导致光子禁带的产生, 只能看到几个波长的光. 相反, 

当光子结构周期大于光的波长时发生非相干散射, 其中

散射光的相位关系是随机的. 因此, 由于光的非相干散

射, 二维周期性微结构阵列可能产生结构诱导的彩虹

色. 在特定的视角下, 只有少数特定波长的光会产生相

长干涉, 因此这些彩色光可以被观察到, 并且随着视角

的改变会观察到色调的变化[21～24]. 如图 6 所示, 字母

“B”由 2 μm的线条构成, 并且随着观察角度的变化, 其

色调也会发生变化, 这是由光栅的衍射引起的. 角蛋白

微图案产生的结构诱导虹彩开拓了角蛋白生物材料和

软物质材料在光电子学上的应用前景, 并为这种多功能

材料增加了重要功能.  

 

图 6  结构诱导彩虹色的图像(字母“B”)和扫描电子显微镜的放大图

像 

Figure 6  Structure-induced iridescent images (letter “B”) and corre-

sponding magnified images of SEM 

2.7  角蛋白膜的力学性能测试 

为了研究紫外曝光前后羊毛角蛋白膜的机械性能

变化, 使用微小拉力仪对紫外曝光前后的羊毛角蛋白膜

进行拉伸测试, 对比交联前后羊毛角蛋白膜的力学性能

变化. 在拉伸测试前, 使用膜厚仪测试角蛋白膜厚度为

150±20 μm. 如图 7 所示, 经过紫外光照交联的角蛋白

膜相对未紫外光照交联的角蛋白膜的断裂强度提升, 可

拉伸长度减小, 这是因为光照形成了空间交联的网络结

构, 加强了角蛋白之间的结合力, 使断裂强度提升, 同

时可拉伸的长度也减小.  

2.8  角蛋白共价交联图案化的研究 

经过化学修饰的羊毛角蛋白不仅可以通过软光刻

制备图案化的角蛋白膜, 还可以利用光刻技术制备各种 

 

图 7  紫外光照前后角蛋白膜的力学性能测试 

Figure 7  Mechanical properties test of keratin films before and after 

activation with ultraviolet light 

复杂的微结构. 如图 8 所示, 利用化学修饰之后的角蛋

白作为光刻蚀剂, 直接在玻璃/硅片基底上制备各种复

杂形状的图案.  

 

图 8  通过光刻法在硅片上形成不同角蛋白微结构的光学显微镜图像 

Figure 8  Optical microscope images of different kinds of keratin mi-

crostructures on the silicon wafer by photolithography  

3  结论 

作为最具应用前景的图案化方法之一, 软光刻技术

具有易操作、环境友好、成本低廉、功能多样化等优势. 

本文展示了水溶性羊毛角蛋白的生物化学修饰的方法, 

赋予角蛋白光致抗蚀性能, 使其可以通过软光刻法获得

具有图案化结构的羊毛角蛋白膜, 解决了目前羊毛角蛋

白很难制备成型结构的难题, 使羊毛角蛋白获得更广泛

的实际应用. 结果证明, 经过两次图案转移步骤, 角蛋

白膜上的图案仍能保持良好的完整性, 并与硅片上的原

始图案相一致, 证明该图形转移方法能够实现图案的完
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美复制. 另外, 本文也展示了在羊毛角蛋白膜上形成由

周期性排列的微结构导致的结构色. 实验结果不仅有助

于人们了解制备具有表面微结构的角蛋白膜的方法, 而

且为羊毛角蛋白制备成型结构提供了新的途径. 羊毛角

蛋白良好的光学性能和可控的降解性能也为制造可生

物降解的光学器件和可植入柔性微电子器件开拓了新

的发展方向. 此外, 由于生物蛋白的生物兼容性好, 该

材料有望被进一步应用于生物医学领域[25].  

4  实验部分 

4.1  角蛋白冻干粉的制备 

取 6 g九水合硫化钠, 24 g脲素和 1.44 g十二烷基硫

酸钠(SDS), 依次加入到反应瓶中, 加超纯水至 50 mL, 

并超声至完全溶解. 随后取 5 g 羊毛加入到反应瓶中, 

使羊毛完全浸没于溶液中, 将反应瓶放入 60 ℃恒温干

燥箱中, 保温溶解 8 h. 待羊毛完全溶解后, 将羊毛角蛋

白溶液用 8500 r/min 的转速离心, 除去不溶的残渣, 将

溶液装入截留分子量为 3500 Da 的透析袋中, 用去离子

水进行透析处理 72 h, 即得到透明的角蛋白溶液[26]. 将

透析得到的角蛋白溶液放入 PEG-20000 (15 wt%)溶液

中进行反透析, 浓缩至浓度大于 5 wt%, 将得到的高浓

度角蛋白溶液置于－80 ℃的冰箱中冷冻, 最后, 将冷

冻好的角蛋白溶液放入－107 ℃冻干机中, 放置 72 h使

其冻干成粉末待用.  

4.2  角蛋白的化学修饰 

角蛋白光刻胶的合成是通过角蛋白上的羟基与甲

基丙烯酸异氰基乙酯(IEM)的异氰酸根基团发生化学反

应形成氨酯键, 使角蛋白接枝上 IEM分子. 在反应开始

前, 将所有试剂和玻璃器皿彻底干燥以防止 IEM 过早

的水解和分解. 所有玻璃器皿在 120 ℃下彻底干燥 24 

h, 角蛋白则在 60 ℃下真空干燥 24 h. 将 0.75 g 角蛋白

干粉以 1.5%(w/V)的浓度溶解在二甲基亚砜(50 mL)中, 

在整个溶解过程中, 该混合物在通入高纯氮气的气氛下

持续搅拌, 在 60 ℃下反应 45 min 使角蛋白完全溶解. 

随后将 IEM 以一定化学计量(94 μL)加入到已经完全溶

解的角蛋白溶液中, 在 60 ℃下反应 8 h, 使 IEM与角蛋

白上的羟基充分反应[27,28]. 紧接着将产物转移到截留分

子量为 3500 Da 的透析袋中, 在去离子水中透析 72 h, 

将角蛋白原有的溶剂二甲基亚砜替换为水, 得到水基的

角蛋白光刻胶.  

4.3  微图案的设计与制备 

用 CAD 制图软件设计所需要的微图案, 使用电

子束曝光系统(EVES)制备具有设计图案的铬膜玻璃掩

模板(深圳路维光电公司代加工). 将 S-1805 光刻胶滴加

到硅片上, 以 4000 r/min的转速旋转 30 s使光刻胶均匀

地涂覆在硅片表面. 再将硅片放置于 96 ℃烘胶台上烘

干 4 min除去光刻胶中的溶剂. 使用MA6光刻机进行光

刻, 选择硬接触曝光模式, 以 365 nm宽带光源曝光 4 s

后取出硅片, 在显影液中显影 30 s, 溶解掉曝光区域的

光刻胶, 未被曝光的区域不溶解在显影液中使光刻图形

显现出来, 最后用氮气吹干.  

4.4  聚二甲基硅氧烷模板的制备 

分别称取一定质量的聚二甲基硅氧烷(PDMS)和交

联剂溶液(w/w 10∶1), 混合均匀后放入真空干燥箱中, 

降低压力至 50 kPa静置 15 min 除去气泡. 用 50 μL硅

烷化试剂(二甲基二氯硅烷)处理图案化硅片 30 min, 增

大其疏水性便于PDMS脱模. 将PDMS混合溶液倒入带

有微图案的硅片表面, 待 PDMS 铺满表面后, 将其置于

60 ℃烘箱中交联 4 h 使 PDMS 固化成形. 用镊子将

PDMS 从硅片表面揭下, 得到表面带有微图案的 PDMS

模板[29,30].  

4.5  图案化角蛋白膜的制备 

光引发剂 Irgacure 2959以 2%(w/V)的浓度溶解在已

经修饰的角蛋白溶液中, 将溶液以 10000 r/min 的转速

离心 15 min, 除去不溶的杂质, 得到澄清的角蛋白光刻

胶溶液. 滴加 200 μL 角蛋白光刻胶溶液至 PDMS 模板

上, 使溶液均匀地涂覆在 PDMS 表面, 随后在 25 ℃恒

温恒湿箱中放置 24 h, 使其形成平整透明的图案化角蛋

白薄膜, 用镊子将其从 PDMS 表面揭下得到角蛋白薄

膜. 该角蛋白薄膜需要进行后续的紫外光固化处理[29,30] 

(曝光 2 min), 使角蛋白共价交联形成不溶于水的空间

网络结构, 从而获得稳定的图案化角蛋白膜.  
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