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(57)摘要

本发明涉及一种金属吸附剂用于去除血清

中的蛋白及核苷的直接检测。采用了海藻酸钠和

羧甲基纤维素钠对铜离子的吸附作用，并且进一

步利用铜离子与组氨酸的络合作用，对表面具有

裸露组氨酸的蛋白质进行吸附与去除。蛋白去检

测率可以达到80%以上。本发明在实际应用中用

于血清蛋白的去除以及血清中小分子的直接检

测，该材料具有成本低，合成简单，检测效率高的

优点。
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1.一种金属亲和吸附剂的制备方法，其步骤是：

a、将3.0  g  海藻酸钠（SA-Na）溶于97.0  g含有6wt%氢氧化钠和4wt%尿素的水溶液中，

得到3wt%海藻酸钠溶液，经过充分搅拌使其形成透明溶液；同理，将3.0  g羧甲基纤维素钠

溶于97.0  g含有6wt%氢氧化钠和4wt%尿素的水溶液中，得到3wt%的羧甲基纤维素钠（CMC-

Na）溶液；

b、将上述两种溶液按照海藻酸钠：羧甲基纤维素钠的质量比为1:1进行混合，混合成总

质量为10.0  g的溶液，用磁力搅拌为均一溶液后，加入50.0  mL、3%的氯化钙溶液进行交联，

充分搅拌20min后，抽滤并用去离子水充分洗涤，洗涤后的材料放入60℃烘箱中干燥，干燥

后对SA-Ca/CMC-Ca材料进行人工研磨，即可得到SA-Ca/CMC-Ca复合材料；

c、称取上述研磨好的SA-Na/CMC-Ca复合材料50.0  mg，将其与5.0  mL的0.2mol/L的硫

酸铜溶液在磁力搅拌下反应4.0  h，使材料嫁接上Cu2+，然后用去离子水对材料进行充分洗

涤，去除材料表面物理吸附的Cu2+，洗净后将材料放入60℃真空干燥箱烘干脱去水分，干燥

后进行研磨，即可得到SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+。

2.如权利要求1制备一种金属亲和吸附剂，用于去除血清中的蛋白并检测血清中的核

苷。
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一种金属亲和吸附剂用于去除血清中的蛋白并检测血清中的

核苷

技术领域

[0001] 本发明涉及功能材料制备及其检测技术领域，具体是指一种金属亲和吸附剂用于

去除血清中的蛋白并检测血清中的核苷。

背景技术

[0002] 血清是由血浆去除纤维蛋白原而形成的一种很复杂的混合物。它主要由水和各种

化学成分组成。这些化学成分包括白蛋白、α1、α2、β、γ-球蛋白,甘油三酯,总胆固醇,谷丙

转氨酶等。在对血清当中的小分子进行检测时，由于血清中的复杂成分，特别是一些高丰度

蛋白，会对这些物质的检测带来干扰，使样品无法直接进液相检测，会对色谱柱进行堵塞。

因此，研究者常用的方法是将目标物选择性富集后进行检测，此过程需要解决选择性，吸附

量以及洗脱条件等，工艺复杂，成本高。因此，设计合成一种金属亲和吸附剂可以对血清中

高丰度蛋白去除后，不经过复杂的样品前处理，直接进液相色谱分析检测血清中小分子是

科技工作者需要解决的问题。

发明内容

[0003] 鉴于上述，本发明的目的在于使用海藻酸钠和羧甲基纤维素钠作基质，进行Cu2+固

定后，利用Cu2+与组氨酸的络合作用，大量富集表面富含组氨酸的蛋白质，然后，通过对血清

两次吸附后去除其中80%的蛋白。去除复杂样品中高丰度蛋白后，随后直接检测血清中的核

苷。

[0004] 本发明的目的是通过以下技术方案来实现：

[0005] 金属亲和吸附剂的制备

[0006] 将3.0  g  海藻酸钠（SA-Na）溶于97.0  g含有6wt%氢氧化钠和4wt%尿素的水溶液

中，得到3wt%海藻酸钠溶液，经过充分搅拌使其形成透明溶液；同理，将3.0  g羧甲基纤维素

钠溶于97 .0  g含有6wt%氢氧化钠和4wt%尿素的水溶液中，得到3wt%的羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）溶液；

[0007] 将上述两种溶液按照海藻酸钠：羧甲基纤维素钠的质量比为1:1进行混合，混合成

总质量为10.0  g的溶液，用磁力搅拌为均一溶液后，加入50.0  mL、3%的氯化钙溶液进行交

联，充分搅拌20min后，抽滤并用去离子水充分洗涤，洗涤后的材料放入60℃烘箱中干燥，干

燥后对SA-Ca/CMC-Ca材料进行人工研磨，即可得到SA-Ca/CMC-Ca复合材料。

[0008] SA-Ca/CMC-Ca为白色粉末，不溶于水。

[0009] 称取上述研磨好的SA-Na/CMC-Ca复合材料50.0  mg，将其与5.0  mL的0.2mol/L的

硫酸铜溶液在磁力搅拌下反应4.0  h，使材料嫁接上Cu2+，然后用去离子水对材料进行充分

洗涤，去除材料表面物理吸附的Cu2+，洗净后将材料放入60℃真空干燥箱烘干脱去水分，干

燥后进行研磨，即可得到SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+。

[0010] SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+为蓝色有孔粉末，不溶于水。
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[0011] 本发明的优点和产生的有益效果：

[0012] 本发明制备的一种低成本的金属亲和吸附剂，使用海藻酸钠和羧甲基纤维素钠为

基底，固定Cu2+后，并且进一步利用铜离子与组氨酸的络合作用，对表面具有裸露组氨酸的

蛋白质如牛血红蛋白、牛血清蛋白进行吸附与去除，对牛血红蛋白的吸附量可以达到33g/

g，对牛血清蛋白的吸附量可以达到9.8g/g。在实际样品血清中，对蛋白的去除率也可以达

到80％以上，从而可以实现SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对血清中小分子物质的直接分析，而不用经

过复杂的样品前处理，拥有比较好的应用前景。

[0013] 本发明所制备的金属亲和吸附剂采用了海藻酸钠和羧甲基纤维素钠两种非常廉

价易得的原料，制备的金属亲和吸附剂的成本大大降低；此外，金属亲和吸附剂的制备方法

非常简单，金属亲和吸附剂对于表面富含组氨酸的蛋白质的吸附量很大，吸附所需的平衡

时间也较短，使得材料在实际应用中可以用来对高丰度蛋白质进行去除，实用性较大，并且

可以实现对复杂样品中小分子含量的直接测定。

附图说明

[0014] 图1为金属亲和吸附剂的合成步骤示意图。

[0015] 图2 中a、b、c、d分别为海藻酸钠、羧甲基纤维素钠、SA-Ca/CMC-Ca

[0016] 、SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的红外谱图。

[0017] 图3为所制备的SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的Zeta电势图。

[0018] 图4中a为SA-Ca/CMC-Ca的扫描电镜（SEM）图，c为SA-Ca/CMC-Ca的透射电镜（TEM）

图；b分别为SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的SEM图，d为SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的TEM图。

[0019] 图5  a、b、c分别为SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对牛血红蛋白（BHb）、牛血清蛋白（BSA）、溶菌

酶（LYZ）的吸附；d为SA-Ca/CMC-Ca对牛血红蛋白的吸附。

[0020] 图6 为SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对血清中的蛋白两次吸附的去除率。

[0021] 图7 为液相色谱检测血清中核苷的回收率。

具体实施方式

[0022] 下面结合具体实施例和实验例对本发明再做进一步说明：

[0023] 实施例1

[0024] 将3.0  g  海藻酸钠（SA-Na）溶于97.0  g含有6wt%氢氧化钠和4wt%尿素的水溶液

中，得到3wt%海藻酸钠溶液，经过充分搅拌使其形成透明溶液；同理，将3.0  g羧甲基纤维素

钠溶于97 .0  g含有6wt%氢氧化钠和4wt%尿素的水溶液中，得到3wt%的羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）溶液；

[0025] 将上述两种溶液按照海藻酸钠：羧甲基纤维素钠的质量比为1:1进行混合，混合成

总质量为10.0  g的溶液，用磁力搅拌为均一溶液后，加入50.0  mL、3%的氯化钙溶液进行交

联，充分搅拌20min后，抽滤并用去离子水充分洗涤，洗涤后的材料放入60℃烘箱中干燥，干

燥后对SA-Ca/CMC-Ca材料进行人工研磨，即可得到SA-Ca/CMC-Ca复合材料。

[0026] SA-Ca/CMC-Ca为白色粉末，不溶于水。

[0027] 称取上述研磨好的SA-Na/CMC-Ca复合材料50.0  mg，将其与5.0  mL的0.2mol/L的

硫酸铜溶液在磁力搅拌下反应4.0  h，使材料嫁接上Cu2+，然后用去离子水对材料进行充分
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洗涤，去除材料表面物理吸附的Cu2+，洗净后将材料放入60℃真空干燥箱烘干脱去水分，干

燥后进行研磨，即可得到SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+。

[0028] SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+为蓝色有孔粉末，不溶于水。

[0029] 对SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+材料的表征：

[0030] 合成流程图如图1所示。

[0031] 红外和Zeta电势表征如图2、图3所示。

[0032] 图2中，a、b、c、d分别为海藻酸钠、羧甲基纤维素钠、SA-Ca/CMC-Ca、SA-Ca/CMC-Ca@

Cu2+的红外光谱图，从图2中可以看出，海藻酸钠和羧甲基纤维素钠在1680cm-1处有C=O的特

征吸收峰，3400cm-1处有-OH的吸收峰，2930cm-1处为-CH2的吸收峰，1460cm-1处有-CH2的吸收

峰，在SA-Ca/CMC-Ca和SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+中同样有这些特征吸收峰，证明了SA-Ca/CMC-Ca@

Cu2+材料制备成功。同时发现，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+与海藻酸钠、羧甲基纤维素钠和SA-Ca/

CMC-Ca三种材料比较，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+在1000  cm-1处C-O的吸收峰向长波方向移动，说

明Cu2+与材料中的羧基发生了络合作用。

[0033] 由图3中Zeta电势结果可知，在pH4-9范围内，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+材料的电势均为

负值，且SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的表面电势逐渐变负，在pH=7后趋于稳定。牛血红蛋白和牛血清

蛋白的表面均带正电荷，说明材料对蛋白质的吸附除了Cu2+与蛋白表面组氨酸的配位作用

以外，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的表面电势为负值，牛血红蛋白和牛血清蛋白的表面均带正电荷，

还具有静电吸引作用。

[0034] 图4  中，a为SA-Ca/CMC-Ca的扫描电镜（SEM）图，c为SA-Ca/CMC-Ca的透射电镜

（TEM）图；（d）透射电镜图中可以看出SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+粉末状材料具有许多孔状结构。b分

别为SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的SEM图，d为SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+的TEM图。从图4（b）扫描电镜图中

可以看出，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+材料在吸附Cu2+之后，颗粒更加分散，是由于在吸附铜离子时

剧烈搅拌的条件下，受到了水流的冲击作用。这使得材料的比表面积大大增加，将蛋白质更

多地吸附在材料表面。

[0035] 试验例1

[0036] 准确称取2.0  mg  SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+材料分别加入到5.0  mL不同浓度的（2.0、

4.0、6.0、8.0、10.0、12.0、14.0、16.0mg/mL）的牛血红蛋白溶液中进行吸附。每隔10min用高

速离心机离心后，取上清液稀释后，然后取500μL与2.5mL考马斯亮蓝溶液显色5-10  min后，

用紫外分光光度计在595nm处测定吸光度值，并计算材料对牛血红蛋白的吸附量。同样，取

2.00  mg材料对4.0  mg/mL的牛血清蛋白溶液和1.0  mg/mL的溶菌酶蛋白溶液进行吸附，操

作同上。

[0037] 牛血红蛋白表面裸露的组氨酸个数为14个，牛血清蛋白表面裸露的组氨酸个数为

4个，而溶菌酶表面没有裸露的组氨酸，因此在理论上SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对这三种蛋白质的

吸附量应该为牛血红蛋白＞牛血清蛋白＞溶菌酶。从图5可以看出，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对牛

血红蛋白的吸附在50min的时候达到平衡，最大吸附量大约为33g/g；材料对牛血清蛋白的

吸附在40  min时达到平衡，最大吸附量大约为9.8g/g；SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对溶菌酶的吸附

量在0.1g/g左右；材料对三种蛋白的吸附量与蛋白表面裸露组氨酸的含量顺序一致。从图5

中可以看出，没有固定铜离子的SA-Ca/CMC-Ca材料对牛血红蛋白的吸附量远远小于SA-Ca/

CMC-Ca@Cu2+对牛血红蛋白的吸附量，说明SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对牛血红蛋白优越的吸附量
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主要是基于铜离子与组氨酸的相互作用，吸附量大。而SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对溶菌酶的吸附

量远远小于SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对牛血红蛋白和牛血清蛋白的吸附量，是由于溶菌酶表面不

包含有裸露的组氨酸，不能与Cu2+产生配位作用。SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对溶菌酶的吸附主要

是基于非特异性吸附。

[0038] 试验例2

[0039] 准确称取10.0  mg对稀释10倍的1.0  mL人血血清中蛋白质吸附10min，离心取上清

液后，另取10.0mg  SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+材料对上清液再次吸附10min，离心取上清液。将上

清液稀释后，取500μL与2.5mL考马斯亮蓝溶液显色5-10  min后，用紫外分光光度计在595nm

处测定吸光度值。由公式（1）计算出材料对血清中蛋白质的去除率。

[0040]

[0041] 从图6可以得知，SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对血清进行两次吸附后，蛋白去除率可以达到

80%以上。

[0042] 试验例3

[0043] 取100ul血清，在血清中分别加入10ug/mL的胞苷、尿苷、肌苷和胸苷混合核苷标准

样品0，20，100，300uL，用水稀释至1mL，配置成含有标准样品浓度为0，0.2，1.0，3.0ug/mL混

合核苷的血清样品。分别用10.0mg  SA-Ca/CMC-Ca@Cu2+对样品吸附两次，每次10min，离心后

取最终上清液进行液相检测。使用赛默飞UHPLC3000色谱仪器，色谱柱为Phenomenox(150*

3.20mm)，色谱的梯度洗脱条件为：流动相A，乙腈；流动相B，12.5mM甲酸铵溶液；0-2.5min，

B：95%-86%；2.5-4min，B:86%-30%；4-10min，B：30%，流速：0.7mL/min，紫外检测波长：259nm。

通过公式（2）计算出四种核苷在未加标时的浓度以及加标0.2，1.0，3.0ug/m三个浓度下的

回收率。

[0044]

[0045] 表1 液相检测空白和加标不同浓度的血清样品中核苷的浓度

[0046]

[0047] 从表1中为液相色谱所测得的空白血清中核苷的浓度，在空白血清中含有少量胞

苷，尿苷和肌苷，无法检测到胸苷。从图7中可以看出，在加标样品中，胞苷，尿苷和胸苷的回

收率较为稳定，都在100%左右，而肌苷的回收率较低，是由于在蛋白质吸附过程中，部分肌

苷被材料吸附，与材料和被吸附的蛋白一同被离心除去。
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