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摘　要　亲水有机溶剂/无机盐双水相萃取技术是一种高效温和的新分离技术,具有传统双水相萃取

技术所不具备的诸多优点。综述了亲水有机溶剂/无机盐双水相萃取技术的基本原理以及该技术在分离提

纯蛋白质、酶、氨基酸、维生素及天然产物活性成分中的应用,并对其在生物物质提纯应用方面的未来发展

趋势作了展望。
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1　引言
随着近年来生物工程技术的飞速发展,各种新型的萃取技术应运而生, 双水相体系萃取技术

( Aqueous T wo Phase Ex tract ion, AT PE)就是其中的一种高效而温和的生物分离新技术, 自 1956

年瑞典伦德大学的 Albertsson
[ 1]将双水相体系成功用于分离叶绿素到 1979年德国 GBF 的 Kula 等

人[ 2]将双水相萃取分离技术应用于生物产品的分离,及国内 20世纪 80年代开始对 ATPE技术的

研究, ATPE法以其操作方便,分离效率高, 不会导致被分离物质的破坏和失活等特性,被广泛应用

于生物化学、细胞生物学和生物化工等领域的产品分离和提取
[ 3]
。过去对 ATPE 的研究大部分限

于高聚物双水相体系[ 4, 5] ,有关离子液体 [ 6]和表面活性剂[ 7]的ATPE体系也时有报道。事实上,某些

能与水互溶的有机溶剂在无机盐作用下也可形成稳定的双水相平衡体系[ 8] ,这类萃取体系的显著

优点是传质和分相速度快, 原料成本低, 所使用有机溶剂无毒或低毒、粘度低、易回收处理,操作简

便,同时,该体系温和的环境也不会引起生物物质的损伤和破坏
[ 9]
。将其用于生物物质的分离和纯

化的研究,国内外刚刚起步,但已表现出良好的分离性能 [ 10, 11]。

2　亲水有机溶剂/无机盐双水相萃取技术的原理

2. 1　亲水有机溶剂/无机盐双水相体系的形成

在适当条件下,当一定浓度的某种有机物水溶液与某些无机盐水溶液按一定比例混合时,形成

具有清晰界面而平衡共存的两个液相,这种现象的产生不仅与成相有机溶剂和无机盐的性质有关,

还与体系的 pH 值、温度等外界条件有关
[ 12, 13] , 并且此体系在一定条件下能稳定存在。目前对这一

体系的相分离现象的解释主要是无机盐、有机溶剂与水分子缔合竞争的结果。由于相分离影响因素



很多,这类体系具体形成机理和溶液理论有待于进一步探索。目前报道的亲水有机溶剂/无机盐双

水相体系见表 1。

表 1　亲水有机溶剂/无机盐双水相体系类型

成相有机物 成相无机盐

乙醇　 磷酸氢二钾 碳酸钠 硫酸铵 碳酸钾 氯化钠 硫酸铯

异丙醇 磷酸氢二钾 氯化钠 硫酸铵 硫酸镁

正丙醇 氯化钠　　 氯化钾

丙酮　 磷酸氢二钾 硫酸铵 氯化钠

2. 2　亲水有机溶剂/无机盐双水相体系的特点

亲水有机溶剂/无机盐双水相体系除了具备高聚物/无机盐等双水相体系的特点之外,更具备

生物技术产品的分离和纯化的独特之处:

( 1) 体系具有生物亲和性,含水量高,所用的磷酸盐、硫酸盐等无机盐对蛋白质、核酸等生物质

无毒害作用, 且在接近生理环境温度和体系中进行萃取, 不会引起生物质的失活或变性;

( 2) 无机盐的种类和浓度、有机溶剂的种类、pH 以及温度等都能影响目标产物的分配, 通过控

制操作条件可以获得较高的萃取率;

( 3) 成相的有机溶剂与高聚物相比价格相对便宜, 使原料成本大大降低;

( 4) 有机溶剂无毒或低毒, 挥发性比高聚物大,不存在溶剂残留问题, 目标产物较容易分离出

来,简化操作步骤,使整个分离过程更经济;

( 5) 有机溶剂比高聚物粘度低,传质效率提高,分相速度快, 降低操作费用;

( 6) 能进行萃取性的生物转化。生物反应和生物产物的提取同时进行,适于连续生产。

图 1　乙醇/磷酸氢二钾双水相体系相图

2. 3　亲水有机溶剂/无机盐双水相体系相图

双水相体系相平衡一般由三角形相图或直

角坐标相图表示。图 1是 25℃下乙醇/磷酸氢二

钾体系的直角坐标相图, 它由一条双节线(曲线

TCB)、系线 TMB、临界点C 组成。双节线上方是

两相区, 下方是单相区,即当乙醇和磷酸氢二钾

的组成在曲线 TCB的上方时, 体系就会分成两

相, 上相(轻相 T )主要含乙醇,下相(重相 B)主

要含有水,两相系统组成体现在系线 TMB上各

点处并服从杠杆定律。在临界点C 处,两相的差别消失,此时系统很不稳定。一般采用浊度滴定法

绘制相图。

2. 4　亲水有机溶剂/无机盐双水相体系萃取原理

亲水有机溶剂/无机盐双水相体系的萃取与常见的水/有机相萃取的原理相似,都是通过溶质

在两相间分配系数的差异进行萃取。当物质进入双水相体系后,由于存在各种相互作用,如静电作

用、疏水作用、生物亲和作用,被分离物质在两相间进行选择性分配。分配系数 K 等于物质在两相

的浓度比, 即 K = C t/ Cb,式中: Ct、Cb——分别代表溶质在上相、下相中的浓度。该体系的分配系数

不是一个固定值
[ 14]

,取决于被分离物质本身的性质和特定的双水相体系的性质。影响被分离物质

分配的主要因素:

( 1) pH 的影响: 体系的pH值变化能改变盐的解离程度,进而改变两相的电位差。而且, pH 的

改变还导致生物物质(蛋白质,氨基酸)带电性质的变化, pH与蛋白质的等电点相差越大,则蛋白质
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在两相中分配越不均匀。

( 2) 离子环境的影响:加入电解质时, 其阴阳离子在两相间分配系数不同,在相界面存在电势

差,影响带电粒子在两相的分配,故只要设法改变界面电势, 就能控制蛋白质等电荷大分子转入某

一相。

( 3) 温度的影响: 温度影响双水相的相图, 进而影响溶质的分配系数。但一般来说,当双水相体

系离双节线足够远时, 温度的影响很小, 1—2℃的温度改变不影响目标产物的萃取分离, 但升高温

度还是有利于降低体系黏度,利于分相并节省能源开支。

( 4) 被分离物质本身的特性。被分离物质的电荷、大小、形状对分配系数也有一定的影响。李丽

敏等[ 15]考察了谷氨酸、半胱氨酸、苯丙氨酸、赖氨酸、精氨酸 5种氨基酸在乙醇/磷酸氢二钾双水相

体系中分配行为, 发现氨基酸的支链结构对其分配系数影响较大, 含有非极性支链的苯丙氨酸因为

有很强的憎水性,所以倾向于分配在乙醇富集相,分配系数大于其他 4种氨基酸; 带正电荷的氨基

酸亲水性强易分在富盐相。

因此,只要选择合适的双水相体系,调节各个影响因素,可以极大地提高被萃取物质的选择性,

达到向同一相富集目的,进而对物质进行分离和提纯。

3　亲水有机溶剂/无机盐双水相体系的应用

3. 1　在蛋白质、酶提取中的应用

随着现代生物技术与生物产业的迅速发展,生物分离纯化已成为现代生物工程的关键技术,亲

水有机溶剂/无机盐双水相萃取作为一种新型的生物分离技术, 可以避免物质失活变性, 且容易放

大,因此被生物工程作为中下游产物分离的一种新手段, 目前已应用于 BSA, -酪蛋白,核糖核酸酶

等生物物质的分离、纯化
[ 9]
。

白海鑫等人[ 16]选用人血清白蛋白( HAS)、-球蛋白和玉米醇溶蛋白作为模型蛋白来研究在正

丙醇/氯化钠双水相体系中的分离行为, 考察了影响蛋白质分配因素,如 pH、成相物质的影响及蛋

白质浓度,当蛋白质浓度大于 0. 4mg / mL 时 3种蛋白可以初步分离,该方法简单、快速、成本低, 并

具有生物相容性, 在进行电泳分析前也无须(或易于)将蛋白与成相试剂分离,此预分离方法的建立

对蛋白质组蛋白的提取和分离以及方法学等方面均有重要意义。

Chien 等[ 17]考察了利用醇(乙醇、正丙醇、异丙醇) /无机盐(硫酸铵、磷酸钾、柠檬酸钠)双水相

体系从类鼻祖伯克氏菌中提纯脂肪酶, 对 9组双水相体系参数进行测定并考察每一体系对脂肪酶

的提取能力, 当异丙醇质量分数为 16%, 磷酸盐质量分数为 16% ,外加 4. 5%( W / V )氯化钠时, 脂

肪酶的分配系数可达 13. 5,回收率99%。Zhang 等[ 18]对异丙醇/氯化钠双水相体系中酪蛋白在木瓜

蛋白酶催化水解成 3种氨基酸进行了研究, 当异丙醇质量分数为 44%, 60g / L 氯化钠体系, 加入

0. 15g/ L木瓜蛋白酶, 13g / L 酪蛋白,在 55℃, pH5. 6时转化率可以达到 99. 5%,比单纯用有机溶剂

丙醇、正己烷提取及用 PEG/磷酸盐体系提取率高。因此可以利用这种新颖的双水相体系进行不同

的酶促反应。

3. 2　在氨基酸、维生素及生物活性药物提取中的应用

谭平华等
[ 10]

, 用 K 2HPO 4 25%(质量分数)、C2H5OH 20%(质量分数) , 在 pH 13时萃取分离

L -赖氨酸, 得出分配系数 K 可达 12. 8,并考察磷酸氢二钾的初始浓度和 pH 值及外加盐 NaCl对分

配系数的影响,利用简单、易得、低成本、安全的乙醇/磷酸氢二钾体系,为分离赖氨酸提供了一种新

的可能。李丽敏等
[ 15]
也考察了谷氨酸,半胱氨酸,苯丙氨酸, 赖氨酸,精氨酸 5种结构和性质各异的

氨基酸在乙醇/磷酸氢二钾体系中的分配行为及影响因素,发现双水相体系 pH 值及氨基酸支链结
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构对其分配系数影响较大。

龙文清[ 19]研究了丙酮/盐/水和乙醇/盐/水双水相体系萃取、荧光测定痕量维生素 B2的新方

法, 该方法已成功用于片剂和注射液中维生素 B2 的测定。同时, 该作者也提出一种基于

乙醇/ ( NH4 ) 2SO4 / H2O双水相萃取、荧光法测定痕量 -萘乙酸的新颖而简便的方法 [ 20] ,用于强化水

样和大米样品中痕量 -萘乙酸的测定, 回收率 95%—103%, 相对标准偏差 2. 2%—4. 3%。柴化鹏

等
[ 21 ]
提出了异丙醇-硫酸铵双水相萃取、荧光法测定微量维生素 B6的新方法,与传统的液-液萃取

和固相萃取相比, 该方法具有简便、萃取率高、干扰小、低毒等显著特点。

Liu 等
[ 22]将异丙醇-盐-水双水相体系结合高效液相色谱法成功用于人类尿液中的睾丸激素

( T )和表睾(甾)酮( ET)的定量分析,此方法选用无毒无害低消耗的体系优于传统的液液萃取体系

和固相萃取体系, 为其他生物活性药物的提取分析开创新的前景。

3. 3　在天然产物有效成分的分离提取中的应用

对于天然产物中有效特定成分的分离提取, 传统的提取分离技术如溶剂浸提法、回流法、渗滤

法存在成本高、产品回收率小、纯度低等问题。从有效利用资源角度而言,采用亲水有机溶剂/无机

盐双水相体系萃取技术在有效成分得率、产品纯度和操作时间等方面都显示出巨大的优越性,这种

高收率、低成本、操作安全的新型分离技术在提取天然产物有效成份领域中已显示出良好的应用前

景。

林强和霍清[ 23]通过对比乙醇/硫酸铵、乙醇/磷酸氢二钾两种双水相体系,得出萃取甘草中有

效成分甘草酸铵盐最佳的体系是乙醇/磷酸氢二钾体系, 分配系数最大为 12. 80,收率高达 98. 3%;

同时,也对我国传统名贵中药杜仲的主要活性成分之一的绿原酸在普通有机溶剂/无机盐体系中的

分配行为进行了研究, 当体系总量为 10mL, V丙酮8mL、V水 2mL、磷酸氢二钾的质量 0. 8g 时, 绿原酸

的收率达 99. 94%, 本法操作简单, 溶剂易回收处理[ 24]。

郝志云和高云涛
[ 2 5]
用丙醇/硫酸铵双水相技术提取甘蔗汁中活性成分, 甘蔗汁中含有大量多

酚物质,具有独特的药理活性。甘蔗榨汁提取物具有良好的清除羟基自由基(·OH)、超氧自由基

( O
-
2·)及抗脂质氧化、抑制·OH 对 DNA 氧化损伤作用, 为甘蔗药用保健价值研究提出了有益的

启示。

卢俊彩等
[ 26]
用丙酮/硫酸铵双水相体系分离纯化红花红色素, 根据逆流分配原理,以补充新鲜

下相的方式进行多次萃取得到了高纯度红色素。李安林等
[ 27]
研究了乙醇-硫酸铵体系用于番茄红

素、迎春花黄色素和桔皮黄色素的分离, 也取得较好的效果。梁华正等
[ 28]
以乙醇/磷酸氢二钾体系

萃取栀子黄废液中的栀子苷,所得栀子苷纯度可达 62. 12% ,收率可达 96. 32%,萃取后的栀子苷经

-葡萄糖苷酶水解精氨酸显色后得到栀子蓝色素。

此外, 集成化概念
[ 29, 30]

为开发新型先进分离提取技术注入了新的生命力,将双水相技术与其

他技术进行集成, 促进了不同分离技术的交叉、渗透和融合,有效地提高了分离效率。将超声波技术

与亲水有机溶剂/无机盐双水相技术耦合用于提取灯盏花中总黄酮[ 31] ,葡萄籽抗氧化活性物质 [ 32]

及桑叶中植物多酚 [ 33]也取得较高的萃取率。

4　展望
亲水有机溶剂/无机盐双水相萃取作为一种新型的、具有潜在应用价值的分离技术, 以其独特

的技术优势应用在生物活性物质的分离纯化领域已取得一些阶段性的成果。由于该技术还处于起

步和发展阶段,还存在一定的缺陷,如两相间界面张力小易乳化问题,缺乏基础理论研究。因此本文

认为未来双水相萃取技术的发展方向应集中以下几点: ( 1) 尽快建立一套较为完整的理论和方法
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来解释和预测物质在双水相体系中的分配行为; ( 2) 开发更加廉价高效、环境友好、可循环利用的

新型双水相体系; ( 3) 注重对双水相过程的工程放大及设备研究,解决大规模萃取生物活性物质的

工艺条件和设备问题, 实现工业化推广; ( 4) 双水相萃取技术与相关技术的耦合,实现集成化、促进

相互间的交叉、渗透和融合,优势互补,有效提高分离效率,扩展双水相萃取测定应用领域。随着生

物技术的发展,必将促进双水相萃取体系的完善,更显示出双水相分离技术在生物物质分离领域的

独特优势。
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Application of Hydrophil ic Organic Sol vent/ Inorganic Salt Aqueous
Two-Phase Extraction Technique in Separation and Purification

Biologic Substance
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Abstract　A novel ex tract ion and separat ion technique, hydrophilc org anic solvent / salt aqueous

tw o-phase ex t ract ion technique, is kindly and eff iciency, that has many advantag es comparison with

some traditional methods. T he basic principle of the technique and it was applied in the fields such as

separation and put if icat ion of protein, enzyme, amino acid, vitamine and natural products that were

summarized, meanwhile, the development of separation and purif icat ion biologic substances in the

future was int roduced.

Key words　 Aqueous Tw o-Phase Extraction; Hydrophilic Organic Solvent / Inorganic Salt ;

Separation and Purification; Biologic Substances; Summary
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