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牛血清清蛋白在聚乙二醇5无机盐
体系中的分配特性

常秀莲， 冯咏梅
（烟台大学化学工程系，山东烟台!21""4）

摘 要：采用$种聚乙二醇5无机盐双水相体系，即聚乙二醇5硫酸盐、聚乙二醇5柠檬酸盐、聚乙二
醇5磷酸盐双水相体系，研究成相浓度、起始牛血清清蛋白（678）总浓度、外加有机溶剂及外加盐对
牛血清清蛋白分配特性的影响(对聚乙二醇5硫酸盐体系，改变起始牛血清清蛋白的总浓度，得到平
衡时上、下相牛血清清蛋白浓度随起始牛血清清蛋白总浓度变化的曲线方程，上相宜用“饱和型”

方程表示，下相适合用线性方程表示，分配系数!的表达式与实验数据拟合较好(
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双水相萃取技术是近年来发展很快的一种生

物分离方法，具有操作简便，易于放大，处理量大，

对生物活性物质无损害等优点，从!"世纪/"年代
以来，将双水相萃取技术应用于生化产品的分离研

究日益广泛起来(
目前对蛋白质分配特性的研究逐渐深入，

B8)<［#］等人采用不同的聚乙二醇（TA<）5盐体系，
通过改变体系的G;值，加入表面活性剂、水溶性有
机溶剂及中性盐来达到头孢霉:与脱乙酰基头孢
霉素:的有效分离；8?EHHE77KJD=QH［!］等人研究蛋
白质总浓度对分配特性的影响；@,+?K&PP［$，1］对蛋
白质进行化学修饰；WEE:JE?CX+?C［4］引入亲和配基
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以改善蛋白质的分离特性；!"#$%&’等人［(］采用

)*+,磷酸体系，发现-"!.对牛血清清蛋白的分配
系数几乎没有影响/
对012在双水相体系中分配特性的研究，国内

尚未见报道/

! 材料与方法

!/! 材料
聚乙二醇 相对分子质量(333；牛血清清蛋

白 1456"公司产品；其它试剂均为分析纯/
!/" 仪器

789分光光度计；:;<,82型离心机/
!/# 方法

!/#/! 双水相体系的制备 对所采用的双水相体
系，按计算移取一定体积的)*+原液和（-=<）81><
原液于?6:离心试管中，再加入一定量的012原
液/当需加盐时，可加一定量的固体-"!./所有试剂
加完后，用去离子水稀释至?6:，混匀后，置于室温
下一定时间，然后用9?33@／64&离心机离心93
64&，制得两相/
!/#/" 分配系数的测定 将所制得的两相，用微
型取样器取一定量的上、下相液，用考马斯亮蓝

+8?3染色法［7］测上、下相012浓度，实验过程中同
时读取分相后上、下相的成相体积/

" 结果与讨论

"$! 成相浓度对%&’分配特性的影响
保持（-=<）81><质量浓度9<35／:不变，移取

012原液96:，温度83A，改变)*+质量浓度，结
果如表9/可见随)*+增量浓度的增加，相体积比
逐渐增加，即上相含水量逐渐增多；012的分配系
数却随之降低/可解释为012和上相)*+都是大
分子，大的空间结构使彼此产生排斥作用，)*+质
量浓度越高，对012的排斥作用越大，因而上相

012浓度越低，分配系数也就越低，但由于随)*+
浓度的增高，上相含水量逐渐增大，下相体积逐渐

降低，012富集于下相的总量几乎不变，!B在C9D
!C<D之间/实验中发现)*+质量浓度越高，溶液
粘度越大，致使分相困难，因此以后实验)*+质量
浓度均采用9335／:/
保持)*+质量浓度9335／:不变，移取012

原液96:，温度83A，改变（-=<）81><质量浓度，
实验结果见表8/

表! ()*质量浓度变化对%&’分配的影响!

+,-$! +.//00/1230()*1341/425,263434%&’(,5262634

)*+质量浓度／（5／:） "E／"B # !B／D

(3 3/8? 3/8<( C</8

F3 3/GC 3/8G7 C9/?

933 3/<G 3/887 C9/9

983 3/?( 3/9?F C9/C

9<3 3/(9 3/9GG C8/?

9(3 3/7C 3/93G C8/<

注："E 上相体积；"B 下相体积；# 分配系数，即

012在上、下相质量浓度比；!B下相012质量与012总质
量之比，即下相012收率/

表"（789）"&:9质量浓度变化对%&’分配的影响

+,-$" +.//00/1230（789）"&:91341/425,263434%&’;,526<
2634

（-=<）81><
质量浓度／（5／:）

"E／"B # !B／D

F3 不成相

933 不成相

983 3/?( 3/9G? CG/3

9<3 3/?G 3/887 C9/9

9(3 3/G7 3/8<( C9/7

9F3 3/G< 3/87< C9/G

由表8可见：保持)*+质量浓度不变，分配系
数随（-=<）81><质量浓度的增加而增加，可能是因
为随（-=<）81><质量浓度的增加，（-=<）81><对

012的盐析作用加强，使012分配于上相的量增
加，但相体积比却随之减少，012在下相的收率!B
值几乎没什么变化/综合上述实验结果，虽然分配
系数#随)*+、（-=<）81><质量浓度而变化，但其
值较小，#H3/9!3/G，即012适合分配于盐相，可
能的原因除了012与)*+大分子结构的空间排斥
作用外，012还可能与硫酸铵盐离子间的电荷和极
性基团间相互吸引，因而产生较高的盐溶作用［F］/
在对柠檬酸盐、磷酸盐作下相的实验中，得到

相同的结论/后面的实验采用适宜的成相质量浓度
分别为：)*+ 9335／:，（-=<）81>< 9835／:，柠
檬酸三钠 9<35／:，磷酸钾 9<35／:/
"$" 加入添加剂对%&’分配的影响
向不同盐体系中加入水溶性溶剂丙酮和乙醇，

结果如表G所示，两种有机溶剂的质量分数对012
的分配系数没有明显的影响，另外上、下相体积比

也影响甚微/
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表! 有机溶剂对"#$分配系数的影响

%&’(! %)**++*,-.+./0&12,3.45*1-.1"#$6&/-2-2.1,.*++27
,2*1-

相系

溶剂体积分数／（!"／"）

丙酮

# $# %#

乙醇

# $# %#

&’()硫酸铵 #*+,$#*+%%#*+%% #*+,$#*+,,#*+,,

&’()柠檬酸钠#*+%-#*+%.#*+./ #*+%-#*+#-#*+##

&’()磷酸钾 #*+$,#*+00#*+$. #*+$,#*+#%#*+0/

8(! 外加盐9&:4对"#$分配的影响

1234是最常用的研究盐效应影响分配特性的
一种试剂*实验中，分别向,支刻度离心试管中加
入#，#*+，#*$，#*0，#*5，#*%6固体1234，加入789
原液+!"，结果如图+、图$所示*

图; 外加9&:4对"#$分配系数的影响

<20(; %)**++*,-.+9&:4.1"#$6&/-2-2.1
,.*++2,2*1-

图8 外加9&:4对上、下相体积比的影响

<20(8 %)**++*,-.+9&:4.1-)*5.4=>*/&-2..+-.6&1?’.-7

-.>6)&3*3
外加1234对不同盐系影响结果不同*对&’()

硫酸盐体系，当1234质量浓度在#!5#6／"范围
时，分配系数逐渐增加，增加幅度不大；但当1234
质量浓度超过,#6／"时，分配系数显著增加，大于

+#，即此时789富集于上相*同时发现：随1234质
量浓度的升高，上相表层聚集的泡沫越来越多，泡

沫经分析是789，可能是因为1234的加入，使下相
的789发生盐析作用，因此789趋向分配于上相，
随1234质量浓度的增加，789在下相的盐析作用加

剧，分配于上相的量越来越多，但由于789在&’(
上相的溶解度是有限的，789又具有表面活性，因
此过量的789分布于上相表层*对于&’()柠檬酸
盐和&’()磷酸盐体系，随1234质量浓度的增高，
分配系数虽有增加，但不明显，可能是由于柠檬酸

盐和磷酸盐都是碱性盐，下相溶液的:;值距离

789的等电点（:<=5*/）较远，带负电荷的789在
这两种相系中有较高的溶解度，使1234的盐析效
应不明显；而（1;5）$8>5是酸性盐，形成的盐相更
接近789的等电点，这样1234就容易产生较强的
盐析效应，分配特性发生明显的变化*图$可见，随

1234浓度的升高，上、下相体积比成降低趋势，0种
盐系的相体积变化结果相似*
8(@ 起始"#$总质量浓度对分配特性的影响
从上面的实验发现&’()硫酸铵体系的成相区

域较宽，1234对其影响也较敏感，因此下面的实验
仅采用&’()硫酸铵体系*分别向-支%!"刻度离
心试管中加入+6／"的789$*##，+*-%，+*%#，

+*$%，+*##，#*-%，#*%#!"，制成789的起始总质
量浓度分别为5##，0%#，0##，$%#，$##，+%#，+##!6／

"-个实验点，得到如图0所示的关系曲线*

图! 上、下相浓度及分配系数与"#$总浓度的关系

<20(! %)*,.1,*1-/&-2.13.+-.6&1?’.--.>6)&3*3&1?6&/7
-2-2.1,.*++2,2*1-21/*4&-2.1-.-)*.5*/&44"#$,.1,*17
-/&-2.1
实验中还发现起始质量浓度的变化对相体积

比影响很小，在#*%$!#*%-范围内变动*789在上
相浓度!"可用“饱和型”曲线

［$］表示：

!"#
!$!%
!&’!%

（+）

式中，!%是789在两相体系中的总质量浓度；

!$ 是789在上相的最高质量浓度（受限于溶解
度）；!&是类似于热力学平衡常数，其值等于上相浓
度为!$ 的一半时的!%值*当!%!!!&时，!"=
!$；当!%""!&时，!"与!%呈线性关系，斜率为

!$／!&(将实验数据用方程（+）来关联，得到：!$=

%.*-0!6／"，!&=-$*.0!6／"*因此平衡时上相

789质量浓度随总质量浓度的关联式为：
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!"#
!"$#$!%
#%$"$&!%

（%）

下相浓度采用线性方程可得到较好的拟合效

果，关系式为：

!’#&$’’!% （$）
利用方程（%），（$）计算分配系数(为：

(#
!"
!’ #

’($"&
#%$"$&!%

（’）

将方程（’）画成图’所示曲线，并与实验数据
比较，可见方程（’）能较好地表达实验结果)

图! 分配系数的模型方程曲线与实验点的比较

"#$%! &’()#)#*+,*-..#,#-+),*/0’(#1#*+*./*2-3-45’)#*+
6#)7-80-(#/-+)2’)’

9 结 论

&）在由*+,与$种盐组成的双水相体系中，
牛血清清蛋白更易分配于下相)
%）加入水溶性有机溶剂丙酮和乙醇对-./的
分配特性几乎没有影响)
$）外加0123对-./在*+,4硫酸盐体系中的
分配特性产生很大的影响，随0123质量浓度的增
加，-./由适宜分配于下相变成适宜分配于上相，
部分-./分布于上相表层)对*+,4柠檬酸盐、

*+,4磷酸盐的影响较小)
’）对*+,4硫酸铵体系，改变起始-./总质量
浓度，可得到相平衡时上、下相-./质量浓度表达
式，上相适合用“饱和型”方程表示，下相适合用线

性方程表达，这两个方程和由此导出的分配系数方

程均能较好地拟合实验数据)
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