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摘要：分别合成了以三羟甲基丙烷和季戊四醇为核的超支化聚（胺 )酯），并对其进行了红外测定、羟值测定、粘度测
定等表征。采用化学键合方法将其涂于毛细管内壁，并测定涂层柱的电渗流以及对碱性蛋白质的分离能力，结果

表明，涂层柱能有效地抑制碱性蛋白质在毛细管内壁上的吸附，大大降低电渗流；以三羟甲基丙烷为核的超支化聚

（胺 )酯）涂层柱的塔板数达 )"$ 7 -，而以季戊四醇为核的超支化聚（胺 )酯）涂层柱的分离柱效更高，塔板数达
)"& 7 -。实验结果表明这两类涂层柱都具有较好的分离效果和稳定性。
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6 6 毛细管电泳是近年来发展最快的分离分析技术
之一，但由于毛细管内壁表面的硅羟基电离（ F; N
%）形成带负电的吸附点，因此在分离蛋白质时，特
别是在分离带正电荷的碱性蛋白质时，毛细管壁会

对蛋白质产生吸附作用［) ’ %］。这种吸附严重时会导

致分离的失败。采用毛细管电泳涂层柱可有效抑制

蛋白质在毛细管壁的吸附。目前，毛细管电泳柱的

涂层材料仅限于传统的聚合物，通常随着浓度的增

大粘度也随之增大，给制柱造成困难；而且，传统聚

合物可供键合的活性端基数目较少，形成的涂层稳

定性较差。由于超支化聚（胺)酯）分子外围具有大
量的活性端基，具有较高的反应活性，因而很容易与

其他带有活性基团的物质反应［# ’ (］。本文将端羟基

的超支化聚合物用作毛细管电泳柱的涂层材料，通

过硅烷化偶联剂将其涂于毛细管柱内壁，形成化学

键合型涂层柱。所制的涂层柱在酸性条件下能有效

地抑制碱性蛋白质在毛细管壁的吸附作用，并在 F;
% ’& 时表现了良好的稳定性和重现性。
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!" 实验部分

! ! !" 试剂及仪器
! ! 丙烯酸甲酯、二乙醇胺、三羟甲基丙烷、季戊四
醇、对甲苯磺酸和二甲亚砜均为分析纯，!"缩水甘油
氧丙基三甲氧基硅烷为工业级，细胞色素 # 和 ""胰
凝蛋白酶原 $ 购自美国 %&’() 公司，溶菌酶购自中
科院上海生化所东风生化技术公司。毛细管为 "# *
$"% " +( ,&" !( &% -% ，购自河北永年锐沣色谱器件
有限公司。

! ! 宾达 #!!’ 型毛细管电泳仪（北京新技术应用研
究所研制）；./"!#( 0( 检测器；1!))) 双通道色谱
工作站。

! ! #" 超支化聚合物的合成方法
! 2 # 2 !" !，!"二羟乙基"$ "胺基丙酸甲酯单体的制备
! 在三颈瓶内加入 )% " (34 丙烯酸甲酯、)% " (34 二
乙醇胺和 ") (5 甲醇，混合物在 $" 6下反应 ( 7，
然后抽真空除去甲醇，即得 !，!"二羟乙基"$ "胺基
丙酸甲酯单体。

图 !" 超支化聚（胺"酯）的结构
#$%! !" &’()*’)(+, -. /01+(2(34*/+5 1-607+(（37$4+"+,’+(）,

)2 89&(:87;434<93<)0: )= +39:；>2 <:08):9;879&834 )= +39:2

! 2 # 2 #" 一步法合成超支化聚（胺"酯）! 在三颈瓶内
加入 *&% ** (5 !，!"二羟乙基"$ "胺基丙酸甲酯单
体、(&!% " (’ 对甲苯磺酸和 $$"% ( (’ 三羟甲基丙
烷，升温至回流温度，反应 ( 7，抽真空除去生成的
甲醇，即得超支化聚（胺"酯）第六代产物（?+）。若
加入 #++% ( (’ 三羟甲基丙烷，其他条件不变，在同
样条件下反应可得到超支化聚（胺"酯）?&。
! 2 # 2 $" 准一步法合成超支化聚（胺"酯）! 在三颈瓶
内加入 +&)% *" (’ 三羟甲基丙烷、(" (’ 对甲苯磺

酸和 *% ( (5 !，!"二羟乙基"$ "胺基丙酸甲酯单体，
在回流状态下反应 $ 7，抽真空以除去生成的甲醇，
即得超支化聚（胺"酯）?!；在该体系中加入 ##% #+
(5 !，!"二羟乙基"$ "胺基丙酸甲酯单体和 +) (’
对甲苯磺酸，继续反应 $ 7，抽真空除去甲醇，即得
超支化聚（胺"酯）?$；按此方法继续反应直到得超
支化聚（胺"酯）?&。采用类似方法，可获得以季戊
四醇为核的超支化聚（胺"酯）?&。
! ! $" 化学键合涂层柱的制备
! ! 毛细管柱的预处理：先用氢氟酸侵蚀毛细管柱
内壁约 " (&0，接着用二次蒸馏水和甲醇顺序地清
洗各 #) (&0，最后用氮气将毛细管柱吹干。毛细管
柱的硅烷化处理：将偶联剂 !"缩水甘油氧丙基三甲
氧基硅烷涂于经预处理过的毛细管柱内，然后将其

置于气相色谱炉内，从 ") 6开始以 " 6 * (&0的升
温速率程序升温至 #") 6，保持终点温度 $ 7 进行
热处理。超支化聚合物涂层柱的制备：将超支化聚

（胺"酯）涂于毛细管柱内，按如上相同的条件进行老
化处理。化学键合涂层柱的后处理：在电泳进样前，

涂层柱用酸性缓冲溶液平衡 !( 7。
! ! %" 试验方法
! ! 电渗流（@AB）的测定是以 #C（质量分数）的二
甲亚砜（DE%A）水溶液为中性标记物，工作电压为
#+% ) F/，缓冲液为 )% )( (34 * 5的磷酸盐溶液。碱
性蛋白质在 <G "% ) 的磷酸盐缓冲液条件下进行分
离，分离电压 !#% ) F/。

#" 结果与讨论

! ! 超支化聚（胺"酯）结构如图 # 所示，两者均为高

·(&!·
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度支化的三维球状结构，末端带有大量的端羟基，具

有较好的亲水性和良好的溶解性能；其内部有大量

的空穴，相互间链缠绕较少，具有较低的粘度。

! ! "# 红外谱图表征
! ! 由图 " 可知，# 种聚合物的红外谱图基本相似，
均在! "$% & ! $%% "# $ ’出现羟基的吸收峰；在" (!%
& " )$% "# $ ’出现 %&"—’ 吸收带；在’ *!$ "# $ ’附

近出现酯基上羰基的吸收峰；’ +"% "# $ ’附近出现

了三级胺的特征吸收带，均较强；’ %!$ "# $ ’附近出

现 %—( 的伸缩振动吸收峰；’ "%% "# $ ’附近出现

%—’ 的吸收峰；(*# "# $ ’附近出现 (%&" 的吸收

峰，从而基本验证了超支化聚（胺)酯）的结构。

图 !# 超支化聚（胺"酯）的红外谱图
#$%! !# &’ () *+,-./.012*-3 ,(4+5-.（05$1-"-67-.）6
*+ ,+ -./0 /1.#2/034546156*72 *8 "512（ 572)8/26 615"2)

9:12）；;+ ,* -./0 /1.#2/034546156*72 *8 "512（ 572)8/26 615"2)
9:12）；"+ ,* -./0 /1.#2/034546156*72 *8 "512（ 682:95)8/26
615"29:12）；9+ ,* -./0 627/*213/01./54 *8 "512（ 682:95)8/26
615"29:12）+

! ! 图 " 中曲线 " 在’ *!$ "# $ ’和’ +"% "# $ ’附近

的吸收带面积比 ; 稍大，说明与一步法相比，准一
步法合成的超支化聚合物的结构规整度较大，缺陷

较少。其主要原因是超支化聚（胺)酯）的合成为在
酸催化下的酯化反应，而酯化反应为平衡反应，在准

一步法反应过程中不断排除生成的小分子，促使反

应向生成物方向移动，从而提高了产物的规整性。

曲线 9 在! !)%，’ *!%以及’ +"" "# $ ’处吸收峰面积

均比曲线 " 高，这是因为以季戊四醇为核的超支化
聚（胺)酯）的结构更紧密，具有更高的支化度，因而
其合成完美结构的难度较大，合成过程中的缺陷较

多，使得实际的相对分子质量（! 1）小于理论值，因

而相应的各基团的含量较实际值大。

! ! !# 羟值的测定
! ! 采用醋酐 <吡啶回流法［*］，测定了超支化聚合

物的羟值（以 =(& 计），图 " 中 *、;、"、9 # 种聚合
物的实验值（括号中为理论值）分别为：!+$（!$*），
!+’（!$$），!$(（!$$）和 !+"（!$$）#> < >。实验中所
测得的羟值均比理论值稍大，这主要是由于生成的

超支化聚合物分子并不是理想的球形结构，其内部

存在着不规整处和缺陷，因而造成实际所得分子质

量小于理论值，从而使得理论羟值小于实际羟值。

与一步法相比，准一步法合成的超支化聚（胺)酯）的
羟值与理论值相差较小，其主要原因是利用准一步

法有利于使后加入单体的酯基有更多的机会与主干

上的羟基起反应，更大程度上避免单体之间的酯缩

合反应，而且中间过程中不断排除生成的副产物，使

反应更完全，从而得到的超支化聚（胺)酯）的结构比
用一步法合成的更规整，缺陷较少，因而其羟值比用

一步法合成的超支化聚合物的羟值与理论值接近。

! ! $# 粘度的测定
! ! 实验测得图 " 中 *、;、"、9 # 种聚合物的粘度分
别为 %, "+’，%, "(!，%, ($!，%, )"* ?*· 8。由于超支
化聚合物无分子链缠绕，因而粘度比同等 ! 1 的线

性分子低；线性分子的粘度随着 ! 1 的增大迅速增

加，而超支化聚合物的粘度变化幅度不大。这是由

于超支化聚合物分子具有类似球形的空间分布，随

分子质量的增大，其支化度高，无分子链缠绕，所以

其流体力学体积变化不大，因而粘度变化不大。由

于准一步法合成的超支化聚合物的纯度比一步法的

纯度高，缺陷较少，因而其粘度高于一步法合成的聚

合物。而对于同样的繁衍代数，以季戊四醇为核的

超支化聚（胺)酯）的 ! 1 比以三羟甲基丙烷为核的

超支化聚（胺)酯）的 ! 1 大，因而其粘度也较高。

图 $# 缓冲溶液 ,8 值对电渗流的影响
#$%! $# 9))-27 () 7*- /:))-. ,8 (1 -4-27.((65(7$2 )4(;

%@ "579./.578：%, %#% #54 < A 605860*/2 ;:BB21；"*6.44*13
"54:#7（$’ < !$, $ "# C *$ !# ., 9, ）；03915937*#." .7D2"/.57 ’$
8 */ ’% "#；*664.29 E54/*>2 ’+, % FG+
! ! ’ + :7"5*/29 "54:#7；" + =&)$+% "5*/29 "54:#7；! + 03621)
;1*7"029 6543#21 "5*/29 "54:#7+

! ! %# 化学键合涂层柱的电渗流
! ! 由于石英毛细管柱表面的硅羟基较少，所键合
的硅烷化试剂数量有限，因此用氢氟酸侵蚀毛细管

柱内壁，增加其硅羟基密度，使更多的硅烷化试剂能

键合在毛细管内表面，从而较好地引入超支化聚合

物。空柱和涂层柱的电渗流可用不同 6& 的 #%
##54 < A磷酸盐缓冲液来测定。由图 ! 可见，电渗流
均随 6& 的增高而增大，但涂层柱增加的幅度明显
地低于未处理柱。与未处理的毛细管电泳柱相比，

经偶联剂处理过的毛细管柱的电渗流降低较大，而

·$*"·
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用超支化聚（胺!酯）涂布后的化学键合涂层柱，其电
渗流进一步降低，并在 "# " # $ 基本保持恒定，说明
了端羟基的超支化聚合物能很好地键合于毛细管内

壁，阻止了硅羟基的离解，从而大大降低了电渗流。

! ! "# 化学涂层柱对碱性蛋白质的分离
$ $ 在 "# %& ’ 的磷酸盐缓冲液中，用涂层柱对细胞
色素 %、溶菌酶和 !!胰凝乳蛋白酶原 & 进行了分
离，结果见图 ( 和表 )。与柱 ’ 相比，柱 ( 的分离柱
效和分离度均较高，峰形对称性较好，无明显的拖尾

现象，说明柱 ( 的分离效果明显好于柱 ’。这是由

于随繁衍代数的增大，超支化聚（胺!酯）的 ! ) 增

大，端羟基数目增多，因此更容易与毛细管内壁官能

团发生反应，形成的化学键合涂层柱的稳定性好，从

而分离效果增强。与柱 ( 相比，柱 * 对蛋白质的分
离柱效和分离度均较高，分离时间较长，这说明由准

一步法合成的超支化聚（胺!酯）的异构体数目少，
! ) 小的聚合物数目较少，! ) 分布相对较窄，因而对

毛细管内壁的修饰效果更好，与硅羟基反应比较完

全，从而较好地阻止了硅羟基的电离，起到抑制电渗

流和蛋白质吸附的目的。

图 $# 超支化聚（胺"酯）涂层柱对蛋白质的分离
#$%! $# &’()*+,-.(+,%+/01 ,2 3/1$) -+,*($41 ,4 ),/*(5 )/-$’’/+$(1

%+ *,-./0/,-1：’""2/3. 4,20’53 !)& ’ 67；,083) *,-./0/,-1 ’1 /- 9/5: " : 9,) ’，(，*，. *,2;<-1，133 9/5: ! :
) : *=0,*8),<3 %；! : 2=1,>=<3；" : !!*8=<,0)="1/-,53- &:

表 %# 涂层柱的分离柱效和分离度
6/3’( %# 6.( 1(-/+/*$,4 (22$)$(4)7 /45 +(1,’8*$,4 2,+ ),/*(5 )/-$’’/+$(1

?2’03 -;<(3) @（)’% @ <）
’ ( * .

" 1

’ ( * .
%=0,*8),<3 % ’ : (*+ " : +% $ : +* )+% % : *$+ * : $%+ )$ : +* ,, : %%

A=1,>=<3 ’ : ,,, ( : "’ % : $, !"+ ! : %++ $ : %*" !% : (* !* : !*
!!%8=<,0)="1/-,53- & ’ : *", % : ,’ + : "+ !)+ ( : !$% + : ’$! !’ : )* !+ : (,
$ 9,) ’，(，*，. *,2;<-1，133 9/5: ! :

$ $ 对于以三羟甲基丙烷和季戊四醇为核的超支化
聚（胺!酯）B$，两者的羟值相差不大，但因后者的

! ) 较大，羟基较多，因而形成的涂层能更好地覆盖

毛细管内壁上的硅羟基，更好地抑制蛋白质的吸附

作用，因而柱 . 的分离柱效和分离度明显高于柱 *。

表 !# 碱性蛋白质在涂层柱上的迁移时间的重现性
6/3’( !# 9(-+,58)$3$’$*7 ,2 0$%+/*$,4 *$0( ,4 ),/*(5

),’804 2,+ 3/1$) -+,*($41

?),03/-
C3"),.;*/(/2/0=（CDE @ F ）

);- 0, );-
（# G %）

.’= 0, .’=
（# G "）

*,2;<- 0,
*,2;<-（# G "）

%=0,*8),<3 % ’ : (’% ) : )(% ’ : $%
A=1,>=<3 ’ : ""$ ) : )", ’ : %+

!!%8=<,0)="1/-,53- & ’ : ""’ ) : )+’ ’ : ,%

$ %,-./0/,-1 ’)3 083 1’<3 ’1 /- 9/5: ( :

! ! &# 化学涂层柱的迁移时间重现性
$ $ 表 ! 是以季戊四醇为核的超支化聚（胺!酯）B$
涂层柱对碱性蛋白质细胞色素 %、溶菌酶、!!胰凝乳
蛋白酶原 & 迁移时间重现性结果。可以看出，同一
天内各次运行之间的迁移时间的相对标准偏差

（CDE）小于 ’& %F，日间 CDE 小于 )& !F，柱与柱之
间的 CDE 小于 ’& +F。将该涂层柱充满 "# %& ’ 的

磷酸盐溶液，放置 "’ . 后，测其电渗流，其 CDE 小
于 "& ’F，蛋白质的分离效率只下降 !’F；放置 ,’ .
后，测其电渗流，其 CDE 小于 %& ’F，蛋白质的分离
效率只下降 "’F，说明该涂层柱使用寿命较长。

参考文献：

［)］$ 9; C;,-,-5，B; H;-2/-5: I83 J,.3)- %8),<’0,5)’"8= &!
-’2=1/1: K3/L/-5：M’0/,-’2 E3N3-*3 O-.;10)= ?)311（傅若农，
顾峻岭 : 近代色谱分析 : 北京：国防工业出版社），)**+ : !+’

［!］$ P’-5 H/-5Q;，R; S/-5=;: %8/-313 H,;)-’2 ,N &-’2=0/*’2
%83</10)=（康经武，欧庆瑜 : 分析化学），)**,，!(（!）：)((

［"］$ P’-5 H/-5Q;，A; #’,L/3，A/’-5 K/-5，R; S/-5=;: %8/-313
H,;)-’2 ,N &-’2=0/*’2 %83</10)=（康经武，陆豪杰，梁 $ 冰，
欧庆瑜 : 分析化学），!’’’，!+（)’）：) )+*

［(］$ D8/ T3-N’-5，#;’-5 #,-5: %83</*’2 H,;)-’2 ,N %8/-313 U!
-/43)1/0/31（施文芳，黄 $ 宏 : 高等学校化学学报），)**$，)+
（+）：) "*+

［%］$ A; V;，A/- E3，T3/ #;’-=;，D8/ T3-N’-5: &*0’ ?,2=<3)/*’
D/-/*’（陆 $ 玉，林 $ 德，魏焕郁，施文芳 : 高分子学报），
!’’’，（(）：())

［,］$ D0;0> #，O223) P #，J3)031 H: H ?,2=< D*/：?’)0 K：?,2=<
?8=1，)**’，!+：) (+"

［$］$ V; W/’,Q3/，#; S/’,2/-5，9; V’-(/-，X8; V,-5Y;-: ?,2=!;!
)308’-3 O-.;10)=（俞晓薇，胡巧玲，傅晏彬，朱永群 : 聚氨酯
工业），)**$，)!（)）：((

·,$!·


