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辛巴蓝 F3GA-羟丙基淀粉的制备及其 

对蛋白质的亲和分离特性 
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摘要：为了开发新型的淀粉基生物分离材料，制备了适用于亲和双水相萃取技术的辛巴蓝 F3GA-羟丙基淀粉，并考察了其对蛋

白的亲和分离特性。将三嗪类染料辛巴蓝 F3GA 分别偶联于不同取代度的羟丙基淀粉上，对其反应时间、温度以及 pH 进行考察，根

据亲和配基密度，得到制备亲和分离材料的优化工艺条件为：反应温度 60 ℃，反应时间 6 h，pH 9.5。进一步考察了亲水性基团、亲

和配基对羟丙基淀粉亲和材料/聚乙二醇双水相体系液液平衡的影响，表明，亲和配基的引入对系统的相平衡影响很小，系统结线都

基本重合，斜率变化很小；随着羟丙基淀粉取代度的增大，双水相呈相区域向右移。牛血清白蛋白被分配到羟丙基淀粉亲和材料相中，

当亲和配基密度达到 1.25 µmol/g时，分配效率从 30%提高到 80%以上。 
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Abstract: In order to develop a novel starch based biological separation material, the F3GA-hydroxypropyl starch for the aqueous 

two-phase extraction system was prepared and its affinity separation characteristics for protein were investigated. Triazine dyes were 

respectively coupled with hydroxypropyl starch with different degrees of substitution. The effects of affinity ligand density, reaction time, 

temperature and pH on the degrees of substitution were observed and the optimal conditions of the preparation of affinity separation material 

were obtained. The affinity separation material was prepared at 60 ℃ for 6 hours at the pH value of 9.5. Furthermore, the effects of the 

hydrophilic group and affinity ligand on liquid-liquid equilibrium of hydroxypropyl starch affinity material/PEG aqueous two-phase system 

were studied. The results indicated that the effect of affinity ligand on phase equilibrium of system was slight and the slope change of the 

basically overlapping tie lines was also small and the area of aqueous two-phase was right-shift with increasing the degree of substitution of 

hydroxypropyl starch. Additionally, the distribution and affinity efficiency of bovine serum albumin (BSA) in this aqueous two-phase system 

were also observed. Most of the BSA was distributed to the phase of hydroxypropyl starch affinity materials, as well as the affinity efficiency 

was improved from 30% to more than 80% with the affinity ligand density of 1.25 µmol/g. 
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基因工程等的进步，使得各类天然来源或者生物制造

的功能性蛋白质和肽类、多糖和寡糖、脂质和脂肪酸

等重要生理活性物质正以空前的速度和品种数量进入

新型食品配料、添加剂的行列。为了获得各种不同功

能应用的食品生物活性物质，对其生物分离纯化技术

也提出了越来越高的要求。生物分离纯化技术的核心

是设计和制备适用范围广泛的分离材料，由此而引起
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的研制和开发适合的新型分离材料，从而建立新的高

效生物分离技术。这对各类食品生物活性物质及以此

为基础的功能食品的开发倍显重要。亲和双水相萃取

技术利用配基和目标物之间特异性的亲和作用，实现

亲和萃取，可大幅度地提高分离过程的选择性，易于

保持生物物质活性。因此，研究开发适用于亲和双水

相萃取技术的分离材料具有重要的科学意义和良好的

应用前景[1~7]。 

目前，寻找“生态环境友好”和“可再生”且廉价的

亲和双水相材料越来越受到人们的关注。已经开展研

究的材料有变性淀粉、乙基羟乙基纤维素、羟基纤维

素、聚乙烯酯等，它们都具有良好的亲水性和亲和性
[1,8~14]。亲和双水相技术作为功能活性物质提取分离的

一个重要方法，能从复杂的天然产物中分离得到有效

成分，并且有效成分含量和功能能够得到很好的保持，

目前溶解酶素、甘草酸等物质的萃取工艺已进行了研

究，但是由于该技术处于起步阶段，还应加强系统研

究，使亲和双水相萃取能成为一种优良的分离技术，

更有利于有效、合理的开发天然资源[15]。本文通过对

淀粉分子结构进行修饰和设计，在其分子链上引入特

异性亲和配基，从而提高淀粉分子与目标分子间的分

子识别和特异亲和性，获得淀粉基亲和双水相萃取材

料。通过考察淀粉基亲和双水相萃取系统对蛋白的亲

和分离特性，掌握淀粉基双水相分离材料亲和分离的

有效调节方法，为设计出淀粉基亲和双水相萃取材料

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

羟丙基淀粉（采用淀粉与环氧氯丙烷经醚化反应

的方法制得[16]，分别得到取代度分别为 0.180、0.245、

0.333的样品 B2、B3、B4）；二乙胺基乙基纤维素 52

（分析纯），国药集团化学试剂有限公司；辛巴蓝

F3GA（Cibacorn blue F3GA）（分析纯），BIO BASIC 

INC 公司；PEG10000（分析纯），UNI-CHEM Chemical

公司；牛血清白蛋白（BSA）、考马斯亮蓝 G250（生

化纯），上海伯奥生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

Tensor 37 傅里叶变换红外光谱仪，德国 Bruker

公司；真空冷冻干燥器，Thermo公司；PCS紫外分光

光度计，上海 Unico 公司；旋转蒸发仪，上海嘉鹏科

技有限公司；超速冷冻离心机，德国Sigma 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  羟丙基淀粉亲和双水相分离材料的制备及纯化 

将一定量的羟丙基淀粉，分散于水中，控制整个

反应体系 pH保持在 9~10 范围内，在一定温度下加热

并不断搅拌，反应一定时间后加入一定比例的辛巴蓝

F3GA进行反应。反应完成后冷却，调节 pH至中性。

然后加入乙醇沉淀分离精制反应产物。将反应产物溶

解在 100 mL的水中，与二乙胺基乙基纤维素（5 g）

以及 2 mol/L KCl混合进行离子交换 3 h后，过滤出离

子交换的载体，然后用 KCl 0.1 mol/L的洗涤，收集滤

液。透析过夜后经干燥得到纯化的羟丙基淀粉亲和双

水相分离材料。其偶联的染料配基取代度采用分光光

度法测定反应前后染料差而得[17]。通过调节反应时

间、温度和 pH 值，得到不同亲和配基密度的羟丙基

淀粉亲和双水相分离材料。 

1.3.2  羟丙基淀粉亲和双水相分离材料的红外分析 

采用KBr压片法，将待测样品按1%的比例与KBr

充分混合、研磨、压片后置于红外光谱仪中进行测试，

扫描波数范围为 4000~400 cm-1，分辨率为 4 cm-1，采

用 DTGS 检测器，以空气为空白，扫描 64 次后取平

均值可得到样品的红外光谱图。 

1.3.3  羟丙基淀粉亲和双水相分离材料/PEG 亲和双

水相萃取系统的建立 

分别配制一定质量浓度的羟丙基淀粉亲和双水相

分离材料溶液、PEG10000 溶液，依次加入到具塞离

心管中，最终用蒸馏水补至 10 mL，充分混合后制备

出不同组成的羟丙基淀粉亲和双水相分离材料与

PEG10000 亲和双水相萃取系统。 

1.3.4  羟丙基淀粉亲和双水相分离材料与 PEG 相平

衡测定 

将配制好的不同羟丙基淀粉亲和双水相分离材料

与 PEG10000 形成的亲和双水相萃取混合液 10 mL经

转速 7500 r/min 离心 15 min 后，直至双水相体系完全

分层。取出离心管恒温放置 24 h，分别分离出羟丙基

淀粉亲和双水相分离材料相与 PEG10000 相，并采用

苯酚硫酸铜法、冻干法对羟丙基淀粉亲和双水相分离

材料与 PEG10000 进行质量分数分析[18,19]。 

1.3.5  BSA在亲和双水相萃取系统中的分配效率 

在羟丙基淀粉亲和双水相分离材料/PEG 亲和双

水相萃取系统中加入一定量的 BSA溶液，充分振荡，

混合均匀。静置，直至上下相完全分离。记录上、下

相的成相体积(Vt、Vb)，移取5 mL的上、下相溶液，

用考马斯亮蓝法测得上、下相 BSA质量分数(Ct、Cb)，

根据Brnsted提出的分配系数Y=1/(1+k)和分配系数

k=Cb/Ct 和上下相体积比Vb/Vt 计算 BSA的分配系数
[20~21]。

2  结果与分析 
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2.1  反应温度、pH 和反应时间对羟丙基淀粉亲和配

基取代度的影响 

 

 

 

图 1 反应 pH、时间和温度对羟丙基淀粉亲和配基取代度的影响 

Fig.1 Effect of reaction temperature, pH and time on ligand 

substitute of hydroxypropyl starch 

选择取代度 MS 分别为 0.180、0.245、0.333的羟

丙基淀粉，控制反应体系中羟丙基淀粉与辛巴蓝

F3GA 的比例为 1:1，调节不同的反应温度、pH 和反

应时间进行羟丙基淀粉与辛巴蓝 F3GA的偶联反应，

结果如图 1 所示。从图 1 中可以看出，在反应温度

55 ℃、反应时间 5 h 的条件下，考察不同 pH值对羟

丙基淀粉染料偶联率的影响，在碱性条件下，由于羟

丙基淀粉的-OH被活化，羟丙基淀粉偶联的染料配基

不断增加，在 pH为 9.5 时达到最大，然后由于辛巴蓝

F3GA的水解作用而不断降低；在反应温度55 ℃、pH

为 9.5 的条件下，反应时间达到6 h后，羟丙基淀粉达

到饱和偶联能力，此时偶联配基程度较大，但由于羟

丙基淀粉分子量大，在水溶液中分子为无规则线团，

各支叉结构的空间位阻使其反应较慢。当反应 pH 为

9.5、反应时间为 6 h 的条件下，三种羟丙基淀粉均呈

现随着反应温度提高配基取代度增加的趋势，但温度

超过 55 ℃后，染料配基密度增加的趋势较平缓，当温

度达到 60 ℃时，偶联配基的取代度达到最大；随着淀

粉分子中羟丙基取代度的提高，羟丙基淀粉偶联配基

的程度越大。这可能是由于羟丙基取代度大的淀粉亲

水性更好，在反应溶液中淀粉分子能很好的展开成无

规则线团，与辛巴蓝F3GA更好的接触而发生反应。 

2.2  羟丙基淀粉亲和双水相萃取材料链结构表征 

 

图 2 B4、CBD、B4-CBD 的红外光谱图 

Fig.2 FTIR spectra of B4、CBD、B4-CBD 

由图 2 可以得到，在辛巴蓝 F3GA的红外光谱图

中，3400 cm-1是伯胺 NH2 的伸缩振动吸收峰，而羟丙

基淀粉在 3400 cm-1同样具有强而宽的 O-H 伸缩振动

吸收峰，因此，不能通过该峰确定配给偶联是否成功。

但相对于羟丙基淀粉，偶联后羟丙基淀粉在1610 cm-1

处出现新峰，对比辛巴蓝F3GA红外光谱图谱认为该

峰是伯胺 NH2 的变角振动吸收峰，这表明配基的偶联

是成功的。 

2.3  羟丙基淀粉亲和双水相萃取系统的建立  

通过调节反应时间、温度和 pH 值，综合考虑各

种产品偶联辛巴蓝 F3GA的难易度，分别制备了配基

密度为 1.25 µmol/g 的不同取代度羟丙基淀粉亲和材

料，并与PEG 构成双水相系统。图 3 比较了相同亲水

基团取代度的羟丙基淀粉偶联配基前后与 PEG 形成

的双水相系统的相图。从图中可以看出，随着亲和配

基密度的提高，结线的斜率变大，但变化不明显，表

明亲和配基的引入对系统的相平衡影响很小。由于整

体相图未发生变化，在亲和配基密度相同的情况下，

亲和羟丙基淀粉的相图随着羟丙基淀粉取代度的变化

规律与未接配基时的羟丙基淀粉相同的。如图 4所示，

随着羟丙基淀粉取代度的升高，双水相呈相区域向右

移，这是因为羟丙基淀粉与 PEG 之间的的亲水性程度

差距逐渐减小。 
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图 3 偶联亲和配基前后羟丙基淀粉/PEG 双水相系统相图 

Fig.3 The phase diagram of hydroxypropyl starch/PEG before 

and after coupled with Cibacorn blue F3GA 

 

图 4 亲和羟丙基淀粉/PEG 亲和双水相系统双节点曲线比较 

Fig.4 Comparison of binodals for Cibacorn blue 

F3GA-hydroxypropyl starch/PEG affinity aqueous two-phase 

systems 

2.4  BSA在羟丙基淀粉/PEG 双水相系统中的分配 

根据 2.3 中的方法，按一定比例将偶联辛巴蓝

F3GA 配基前后的羟丙基淀粉与 PEG 混合，取 BSA

溶液加入其中充分混合，经离心分层后，测定 BSA分

别在两相中的比例。 

表 1 BSA 在双水相萃取系统中的分配 

Table 1 The partition behavior of BSA in affinity aqueous 

two-phase systems 

相材料 相比 ε 分配效率 Y/% K 

B2 MS=0.180 0.800.12 32.211.23 2.650.23 

B3 MS=0.245 0.840.08 32.900.56 2.410.41 

B4 MS=0.333 0.900.10 30.310.63 2.590.12 

表 2 BSA 在亲和双水相萃取系统中的分配 

Table 2 The partition behavior of BSA in affinity affinity 

aqueous two-phase systems 

相材料 相比 ε 分配效率 Y/% K 

B2-CBD 0.800.14 85.610.76 0.210.10 

B3-CBD 0.840.15 84.401.01 0.220.07 

B4-CBD 0.900.10 83.650.82 0.220.09 

由表 1、2 对比可知，在没有引入亲和配基的双水

相系统中，BSA在羟丙基淀粉相中的分配效率都小于

50%，这是因为 PEG 的亲水性较强，使蛋白质在 PEG

相的表面张力减小，从而易于向PEG 相中分配。随着

羟丙基淀粉羟丙基取代度的提高，其在羟丙基淀粉中

的分配效率下降，这是由于羟丙基基团的增多，淀粉

分子与PEG 分子之间的相容性提高，从而使得双水相

成相能力降低的缘故（图 4）。当在羟丙基淀粉分子中

引入辛巴蓝F3GA配基后，BSA在所构建的双水相系

统中的分配行为发生了改变，其在亲和羟丙基淀粉相

中的分配效率增大。当亲和配基密度为 1.25 µmol/g

时，在羟丙基淀粉亲和材料构建的亲和双水相系统中，

BSA的分配系数由 2.41~2.65 变化到 0.21~0.22，分配

效率可达 80%以上。说明亲和作用使得蛋白质趋向于

下相分配，且在影响分配行为的各个因素中起主导地

位。 

3  结论 

3.1  实验结果表明，在羟丙基淀粉与辛巴蓝F3GA的

比例一定的条件下，控制反应体系中不同的反应温度、

pH和反应时间可以调节辛巴蓝 F3GA的偶联程度，辛

巴蓝 F3GA配基取代度最大的羟丙基淀粉亲和分离材

料的反应条件为：温度60 ℃，时间为 6 h，pH值为

9.5。随着淀粉分子中羟丙基取代度的提高，羟丙基淀

粉偶联配基的程度越大。 

3.2  红外光谱证实了辛巴蓝F3GA配基的成功偶联。

偶联亲和配基之后，羟丙基淀粉与PEG 构建的双水相

系统的相平衡变化较小，系线都基本重合，此外，在
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亲和配基密度相同的情况下，淀粉的相图随着羟丙基

取代度的变化规律与未接配基时的相同。 

3.3  在引入亲和配基后，BSA 在 PEG 相的分配效率

提高了 3 倍左右，说明本实验成功的调节了 BSA在辛

巴蓝 F3GA-羟丙基淀粉相和PEG 相中的分配系数，使

得偶联了亲和配基的淀粉基材料富集相中 BSA 的分

配效率都在 80%以上。 
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