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胶性增强，淀粉糊老化速度加剧(表 3)。究其原因，蔗

糖分子有多个羟基，极易溶于水，当蔗糖溶于淀粉乳

中，相对地减少了淀粉颗粒膨胀糊化所需的水分，阻

遏了淀粉的吸水膨胀，颗粒膨胀困难，糊化速度减慢，

表现出糊化温度和黏度均有增高，随着蔗糖加量的增

大，对淀粉颗粒的膨胀和糊化的抑制作用增强，糊黏

度增大[8]。　　　　

3 结  论

红小豆淀粉颗粒完整，主要为椭圆卵形，表面光

滑，粒径为 2 7～4 5μm ，偏光十字位于颗粒中央，呈

“X ”形，中间有盲区，具有类似树木年轮的轮纹结

构，脐点位于轮纹圆弧线的中心。

红小豆淀粉起糊温度较低(为 74.8℃)、冷热稳定性

较差、破损值和回升值较大，表现出淀粉糊稳定性较

差、易老化的特性。p H 、蔗糖对红小豆淀粉糊的黏度

性质有影响，其中 p H 的影响极为明显，而蔗糖的影响

较 小 。
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巴戟天多糖亲和柱层析纯化的研究
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摘   要：通过静态吸附的方法探讨了巴戟天粗多糖在 Con A Sephorose 4B 亲和填料上静态吸附和脱附情况。结

果表明，吸附过程中的 pH 值和离子强度对平衡吸附量有明显影响，得到的最佳吸附条件是 pH7.5，NaCl 浓度

0.1mol/L；确定的最佳脱附条件为是pH6.5，α-D-甲基葡萄糖苷浓度0.02mol/L。由Langmuir方程对实验数据进行

拟合，得到填料的最大吸附量qm 为 9.58mg/g，表观解离常数Kd 为 3.43mg/g，巴戟天粗多糖在填料上的吸附速率K

为 0.144mg/h。在最佳的吸附和洗脱条件下，巴戟天粗多糖被分为MOP-A1 和 MOP-A2 两个组分。
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Study on Affinity Chromatography Purification of Morinda officinalis How Polysaccharides
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Abstract ：The isolation of water-soluble polysaccharides (MOP) from Morinda officinalis How was discussed in detail with

affinity chromatography. The static adsorption experiments of MOP revealed that the optimum conditions for the adsorption

are pH 7.0 and NaCl concentration 0.1 mol/L, and optimum conditions for desorption are: pH 6.0 and the concentration of α-

D-methylglucoside 0.02 mol/L. After fitting the experiments data with Langmuir equation, several adsorption parameter for
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MOP were obtained as: adsorption capacity qm 9. 58 mg/g, dissociation constant Kd 3.43 mg/g, and adsorption rate K 0.144

mg/h. The dynamics absorption of MOP on Con A Sepharose 4B chromatography column were investigated by breakthrough

curve. Two fractions, MOP-A1 and MOP-A2 were obtained under the optimum adsorption and elution conditions.
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巴戟天(Morinda officinalis How)，茜草科

Rubiaceae 植物，其肉质根为中药材巴戟天，是我国著

名的“四大南药”之一。现代研究表明，巴戟天含

有丰富的营养成分，如 V C 、糖分和胶质，以及人体

所需的有机物质，是值得开发的绿色保健食品[1]。巴戟

天的主要有机成分之一多糖具有多种生物学活性，但是

由于多糖的结构复杂性，使得人们无法确切地了解哪种

基团或哪种高级结构会显著地影响到多糖的某种生物活

性，如果能针对某种活性基团进行专一特异性地吸附，

将会对多糖构效关系的研究起到事半功倍的作用。

亲和层析正是以生物大分子与固定相表面偶联的特

异性配基发生亲和作用，并有选择地吸附溶液中的溶质

而进行分离的方法。作为一种高效特异性的分离纯化手

段已经在多种蛋白质和核酸的纯化中得到了广泛应用，

但其用于多糖的分离纯化的研究较少[2-4]。本实验用Con

A Sepharose 4B亲和填料对巴戟天水溶性多糖组分进行分

级纯化，探讨不同的条件对巴戟天多糖吸附的影响，研

究亲和层析填料吸附巴戟天多糖的热力学和动力学过

程，确定巴戟多糖的亲和柱层析洗脱条件。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与设备

巴戟天(三年生)    广东德庆。

Con A Sepharose 4B    瑞典Amersham 公司；Tris(进

口分装)    上海伯奥生物技术有限公司；其他化学试剂均

为分析纯。

3K3D 型超速冷冻离心机    德国 Sigma 公司；AL-

PHA 2-4型冻干机    德国Christ公司。

1.2 方法

1.2.1 巴戟天粗多糖提取工艺

将烘干的巴戟天粉碎过筛，经乙醚回流脱脂后，

进行热水浸提，浸提后的混合液经离心和减压浓缩后，

乙醇沉淀得到水溶性多糖粗品，脱色脱蛋白后，经过

24h 透析，再浓缩冻干得到巴戟天的粗多糖，用于之后

的亲和层析实验。

1.2.2 亲和层析纯化巴戟天多糖

首先将Con A Sepharose 4B层析填料放在水中充分

溶胀，然后将其用真空泵脱气至少 2 4 h 。湿法装柱。

以pH7.5 的缓冲液(含 0.1mol/L NaCl，1mmol/L Mn2+ 和

1mmol/L Ca2+)平衡亲和层析柱4h。缓慢吸去填料上端多

余的缓冲液，缓慢进样，再用少量缓冲液冲洗柱壁。

由于巴戟天多糖在填料上的吸附速度较慢，因此需要使

其在柱上吸附一段时间。然后，再用 pH6.5 α-D- 甲基

甘露糖苷浓度为0.05mol/L的缓冲液洗脱。最后洗去仍然

吸附在填料上的杂质使填料再生。先用0.1mol/L pH6.5

的硼酸缓冲液洗柱，洗柱体积用两到三倍的柱体积，然

后用pH4.5和8.5的缓冲液(其中包含0.5mol/L的NaCl)交

替冲洗三次，每次至少为两倍柱体积。

1.2.3 巴戟天多糖在Con A Sepharose 4B上的静态吸附

条件的确定及优化

取处理好的Con A Sepharose 4B 填料 0.2g，加入

浓度为0.5mg/ml 的巴戟天粗多糖溶液2ml于塑料离心管

中，设定不同的离子强度和 pH，恒温振荡 24h 后离心，

用苯酚- 硫酸法[5]在 490nm 处测定上清液的吸光度，计

算出多糖含量。分别考察离子浓度和 p H 值对巴戟天粗

多糖在亲和填料上的平衡吸附量的影响规律。按下式计

算填料的平衡吸附量。

          
(C0－C*)V

q*=——————                                                          (1)

                 
M

式中，q*为填料的平衡吸附量 (mg 多糖 /g 填料)；

C0 为多糖液的初始浓度(mg/ml)；C* 为吸附平衡上清液

的多糖浓度(mg/ml)；V 为多糖溶液体积(ml)；M 为层析

填料的质量(g)。

1.2.4 巴戟天多糖在Con A Sepharose 4B上的静态脱附

条件的确定及优化

按静态吸附实验确定的最佳吸附条件，取处理好的

Con A Sepharose 4B填料0.2g，加入0.5mg/ml的巴戟天

粗多糖溶液 2ml 于塑料离心管中，恒温振荡 24h，然后

设定不同的α-D- 甲基甘露糖苷浓度和pH，进行脱附实

验，分别考察α-D- 甲基甘露糖苷浓度和pH 值对巴戟天

粗多糖在亲和填料上的脱附量的影响规律。

1.2.5 巴戟天粗多糖浓度对Con A Sepharose 4B填料平

衡吸附量的影响

按静态吸附实验确定的最佳吸附条件，分别选取浓度

为0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、4.0和5.0mg/ml 的

巴戟天多糖溶液，于 25℃下振荡 24 h 后离心，测定上

清液多糖含量，考察巴戟天多糖浓度对填料平衡吸附量
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的影响规律。以多糖浓度为横坐标，填料的平衡吸附

量为纵坐标绘制吸附等温线。

1.2.6 巴戟天粗多糖浓度对Con A Sepharose 4B填料上

的吸附动力学研究

按静态吸附实验确定的最佳吸附条件条件，取一定

浓度的巴戟天粗多糖溶液50ml，加 5g 填料，振荡吸附，

分别在 2、4、6、8、1 0、1 2、1 4、1 6、1 8、2 0、

22 和 24h 时取样测定多糖含量。以填料的吸附量对时间

作图得到巴戟天多糖在亲和填料上的吸附动力学曲线。

1.2.7 穿透曲线

将Con A Sepharose 4B 按前述方法装柱(Ф 10 ×

200mm)，由静态吸附实验确定的条件，配制0.5mg/ml

的巴戟天粗多糖溶液，以0.2ml/min 的流速进样，分管

收集流出液，测定各管多糖含量，至流出液多糖浓度

和初始浓度一样，停止进样，合并流出液，测定其中

的多糖量，计算出填料的动态吸附容量。

1.2.8 洗脱曲线

以pH7.5的缓冲液(含0.1mol/L NaCl，1mmol/L Mn2+

和 1mmol/L Ca2+)配制浓度为0.5mg/ml的巴戟天粗多糖溶

液，先后用同样的缓冲液和上述脱附实验中确定的洗脱

剂进行特异性洗脱，绘制洗脱曲线。

2 结果与分析

2.1 NaCl 浓度对平衡吸附量的影响

调节巴戟天粗多糖溶液的pH 为 7.5。通过加入不同

浓度的NaCl 溶液来改变巴戟天粗多糖溶液的离子强度。

图1为NaCl浓度对巴戟天粗多糖在Con A Sepharose 4B

填料上的平衡吸附量的影响规律。由图可知，离子强

度对巴戟天多糖的吸附量影响很大，较低的离子浓度有

利于多糖的吸附，在氯化钠浓度小于 0.1mol/L 时，多

糖吸附容量随盐浓度增加而增加；但是，当氯化钠浓度

大于0.1mol/L 时，多糖吸附容量随盐浓度增加而迅速降

低。在低的盐浓度下，增加离子强度可以减小Con A 和

多糖分子之间的静电斥力，从而使吸附容量增大；而在

较高的盐浓度下，提高离子强度可能会由于Con A 和琼

脂糖基质之间的疏水性作用而使Con A 更强烈地吸附在

琼脂糖表面，从而降低了与多糖有效结合的配基数目。

2.2 pH 值对平衡吸附量的影响
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图1    NaCl 浓度对平衡吸附容量的影响

Fig.1      Effects of NaCl concentrations on adsorption capacity q*

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

4 5 6 7 8 9

q*
(m
g/
g)

p H

图2    pH 值对平衡吸附容量的影响

Fig.2      Effects of pH values on adsorption capacity q*

固定缓冲液NaCl浓度0.1mol/L，不同pH值(pH4.0、

5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 和 8.5)时填料对

多糖平衡吸附量的影响如图 2。由图 2 可知，缓冲液的

p H 值对巴戟天多糖的吸附也有着显著的影响，碱性条

件下的平衡吸附容量明显高于酸性环境，在pH7.5 时达

到最大。p H 值是通过改变配基和多糖上带电基团的离

子化程度对亲和结合产生影响，它对吸附的影响有两方

面，首先，由于多糖物质本身较难电离，较高的 p H

值有利于多糖的电离，易于和配基形成阴离子络合物而

稳定存在于水溶液中。但是，另一方面，p H 值也不

能过高，因为 Con  A 的等电点为 7.1，在 pH 值大于

其等电点 pI 时，蛋白质带负电，使它与多糖之间的静

电斥力作用会有所增加，因此会有一个最佳的吸附 p H

条件[6]。从以上两部分的讨论，可以确定巴戟天多糖在

Con A Sepharose 4B上的最佳吸附条件是：pH7.5，NaCl

浓度 0.1mol/L。

2.3 α-D- 甲基葡萄糖苷浓度对脱附率的影响

由于 Con A 和多糖属于特异性结合，采用一般的

方法必然会将非特异性结合在配基上的各种多糖一起洗

脱下来，因此要考虑用特异性置换剂对其进行洗脱。考

虑到Con A 对α-D- 葡萄糖基、α-D- 甘露糖基结构具有

特异吸附性，可以使用α-D- 甲基葡萄糖苷或α-D- 甲基

甘露糖苷作为脱附剂。α- D - 甲基葡萄糖苷的加入可以

明显地提高巴戟天多糖的脱附率，当浓度达到0.02mol/L

时脱附率已经达到了 81.2%，表明巴戟天多糖和配基的

结合作用力较弱。此后继续增大浓度对脱附效果没什么

明显影响。因此，实验选用的洗脱液中α- D - 甲基葡萄

糖苷的浓度为0.02mol/L。
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2.4 pH 值对脱附率的影响

图 4 是不同 pH 值的洗脱液中的巴戟天多糖的脱附

率。由图 4 可以看出，溶液 p H 对多糖脱附率影响不是

很明显。总体来说，中性偏酸的环境比碱性环境的脱

附效果好，p H 6 . 5 时有最好的脱附效果。鉴于此，本

实验选用pH6.5α-D-甲基葡萄糖苷浓度为0.02mol/L的缓

冲液为洗脱剂。

在实际拟合中效果并不理想。本研究尝试利用Langmuir

吸附等温式：

　      
 qmC

q*=————                                                                   (2)

          
Kd+C

式中，q * 为填料的平衡吸附量；q m 为填料的最大

吸附量；C 为吸附质浓度；K d 为表观解离常数。

对巴戟天粗多糖地亲和吸附行为进行了拟合，得

到：填料的最大平衡吸附量qm=9.58mg/g，表观解离常

数Kd=3.43mg/g，相关系数R2=0.948。说明Langmuir 吸

附等温式可以很好的拟合实验数据，巴戟天多糖在 Con

A Sepharose 4B 上的吸附等温曲线可描述为：

           
9.58C

q*= ————

          
3.43+C

2.6 巴戟天粗多糖浓度对Con A Sepharose 4B填料上的

吸附动力学研究
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图3    α-D-甲基葡萄糖苷浓度对脱附率的影响

Fig.3      Effects of α-D-methylglucoside concentrations on
desorption rate
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Fig.4      Effects of pH values on desorption rate

2.5 巴戟天粗多糖浓度对ConA Sepharose 4B填料静态

吸附的影响

在25℃和最佳静态吸附条件下考察了巴戟天粗多糖

浓度对Con A Sepharose 4B填料平衡吸附量的影响，并

得出其吸附等温曲线。图5 中虚线是pH7.5、NaCl 浓度

0.1mol/L 条件下的填料对巴戟天多糖的吸附等温线，很

明显是一条优惠型的吸附等温线，即等温线的斜率随浓

度的增加而减小。Langmuir 方程是根据单分子层均匀吸

附的假设提出的一种简单化的吸附模型，由于多糖的亲

和吸附可能是一种多位点吸附的过程，它的吸附行为可

能会不完全满足Langmuir 方程的假设，有人提出其它一

些吸附模型如Freundlich 经验方程代替，但这些新的模

型需要拟合的参数多，不容易收敛，对初值要求高，
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图5    25℃时巴戟天多糖的吸附等温线

Fig.5       Adsorption isotherm of Morinda officialis How
polysaccharides at 25℃
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图6    巴戟天多糖的吸附动力学曲线

Fig.6      Adsorption dynamics curve of Morinda officinalis How
polysacharides

图6中虚线是浓度为0.5mg/ml的巴戟天粗多糖溶液

在最佳吸附条件下的吸附动力学曲线。开始阶段吸附量

随着时间增加上升很快，随着时间延长，上升趋势逐
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渐减慢，超过 15h 后吸附量基本无明显变化，吸附达到

平衡。根据Langmuir 吸附速率方程－ ln(1－——)=Kt 对

实验数据拟合，得到吸附速率常数 K = 0 . 1 4 4 m g / h，

R2=0.981。这说明Langmuir 吸附速率方程与实验数据拟

合得很好。在最佳吸附条件下，巴戟天多糖在亲和填

料上的吸附速率方程为：

                 
qt

－ln(1－ ——)=0.144t

                 
q*

2.7 穿透曲线

以0.5mg/ml 的巴戟天粗多糖溶液连续流过层析柱，

流速0.2ml/min，按 2ml/ 管分部收集，绘制流出液多糖

浓度随时间变化的穿透曲线(如图 7 所示)。该穿透曲线

基本呈“S ”状。由该穿透曲线也可以看出，巴戟天

多糖在亲和填料上达到吸附平衡的时间较长。

2.8 洗脱曲线

根据前面的吸附和脱附实验确定的条件，以 pH7.5

0.1mol/L NaCl的Tris-HCl缓冲液进样，由于巴戟天多糖

在填料上的吸附速度较慢，因此，需要使其在柱上吸

附一段时间，然后再用pH6.5α-D- 甲基甘露糖苷浓度为

0.05mol/L 的缓冲液洗脱，得到的洗脱曲线如图8 所示。

经亲和柱层析后获得两个巴戟天多糖组分，分别称为

M O P - A 1 和 M O P - A 2。经过透析、浓缩、冻干后，两

组分的量分别为17.6mg 和 4.8mg，占进样总糖量(50mg)

的 4 4 . 8 %，对其有待进一步的结构鉴定。

3 结  论

3.1 静态吸附实验得到巴戟天多糖的最佳吸附条件是

pH7.5，NaCl 浓度 0.1mol/L；确定的最佳脱附条件为：

pH6.5，α-D- 甲基葡萄糖苷浓度0.02mol/L。

3.2 通过吸附等温线和吸附动力学曲线考察了巴戟天多

糖在Con A Sepharose 4B上吸附的热力学和动力学过程，

由Langmuir 方程得出填料的最大吸附量qm 为 9.58mg/g、

表观解离常数Kd 为 3.43mg/g、巴戟天多糖在填料上的吸

附速率常数K 为 0.144mg/h。

3.3 通过穿透曲线考察了巴戟天多糖的动态吸附情况。

在最佳的吸附和洗脱条件下，巴戟天粗多糖被分为

MOP-A1 和 MOP-A2 两个组分，两组分的量分别为17.6mg

和 4.8mg，占进样总糖量(50mg)的 44.8%。
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