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摘要：牛胰腺中含有多种活性蛋白，其中许多蛋白已被开发为有利于人类健康的药物。从牛胰腺中分离纯化得到

的蛋白药物是一种有高附加值的高技术产品。现代生物技术中所用的大多数有价值的活性蛋白产品的制备仍然

依赖于不同的液相色谱法。本文综述了牛胰腺中活性蛋白质的提取方法以及以色谱分离为主的分离与纯化技术，

为开展从天然产品中提取并应用蛋白质提供一定的参考。
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* * 活性蛋白质可从天然的动、植物产品中提取或
经 +%? 重组获得。动物胰腺被称之为一个天然的
生化工厂，含有许多有利于人类健康的活性蛋白质。

从动物胰腺中提取蛋白质是一个古老的纯化技术，

又是一个科学家一直在努力研究和不断改进的方

法，其中许多生产和纯化工艺都受到专利保护。分

离科学的快速发展出现了许多新理论、新方法、新的

分离介质和新工艺，有的已用于从动物胰腺中提取

和纯化蛋白质，很有必要将这些新的方法和新工艺

进行介绍和评论。

!" 样品处理

* * 蛋白质是包括人类在内的各种生物有机体的重
要组成成分，生物有机体的生长、发育、遗传和繁殖

等一切生命活动都离不开蛋白质。研究蛋白质首要

的步骤是将目标蛋白质从复杂的大分子混合物中分

离纯化出来，从而得到高纯度的、具有生物学活性的

目的物。

* * 样品处理是从生物体内提取蛋白质的第一步。
大多数动物蛋白质会因种类的不同处于不同的组织
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或肌肉内，且脂肪层常常包围在外部。对于其分离

和纯化而言，这种脂肪层会影响到组织破碎后的蛋

白质分离。因此，在提取前通常应先对动物组织原

料进行适当的预处理，仔细地剔除结缔组织和脂肪

组织，然后再进行破碎，这样就可以释放出更多的

蛋白质。

# # 牛胰腺是牛体内非常重要的腺体，包括外分泌
组织和内分泌组织。内分泌组织可分泌胰岛素等，

这些激素经过血液散布到动物体的各个部分；外分

泌组织分泌胰液，胰液通过胰管进入肠腔中，胰液中

含有多种酶，包括胰蛋白酶、胰淀粉酶、胰脂肪酶、胰

糖酶与胰凝乳酶；另外牛胰脏中还含有糜蛋白酶、糜

蛋白酶原、核糖核酸酶等。由于牛胰脏中含有的活

性蛋白质种类太多，提取时的各种因素对蛋白质的

活性影响较大。因此从牛胰脏中提取活性蛋白质

时，根据提取的蛋白质种类，可以选择合适的破碎细

胞的方法、提取液种类及提取液的 !" 值、提取温度
等因素。

!" 粗分离

# # 在大多数情况下，蛋白质提取液中目标蛋白质
的浓度都很低，为了提高蛋白质的浓度，减小样品体

积，有必要对牛胰腺蛋白质提取液进行浓缩，这样有

利于下一步进行蛋白质的色谱纯化。对于大规模应

用，提取液的浓缩一般使用盐析法、沉淀法、超滤法、

超离心法、双水相萃取和色谱法等。而新近发展的

方法主要是聚合电解质沉淀法和亲和超滤法。

! ! #" 聚合电解质沉淀法
# # 沉淀分离是已知的最古老的浓缩方法之一，其
操作简便，成本低廉，不仅用于实验室中，也用于某

些生产目的的制备过程，是分离纯化生物大分子，特

别是制备蛋白质的最常用的方法［$，!］。通过沉淀，

将目标蛋白质转入固相沉淀或留在液相中，而与杂

质得到初步的粗分离。加入中性盐、有机溶剂、有机

多聚物和等电点沉淀等都可以促进蛋白质的沉淀。

中性盐硫酸铵溶解性高、价格低廉，对多数蛋白质都

不引起变性，是应用最普遍的传统的蛋白质沉淀剂。

各种有机溶剂也能促进蛋白质沉淀，常用的有机溶

剂有乙醇、丙酮和乙醚。

# # 有机多聚物是近年来出现的一类重要的沉淀
剂，包括不同相对分子质量的聚乙二醇、葡聚糖、右

旋糖酐硫酸钠等，这是因为它们具有操作条件温和

不易引起生物大分子变性，使用很少量的多聚物就

可以沉淀相当多的生物大分子，以及沉淀后有机聚

合物容易去除等优点。溶液中的有机多聚物可以吸

收蛋白质周围的溶剂化层中的水分子，能够增加蛋

白质与蛋白质的相互作用，提高沉淀量；应用最多的

是聚乙二醇［$］。

# # 近年来以聚合电解质作为沉淀剂，从大体积生
物提取液中分离和浓缩生物大分子的技术发展迅

速，提供了浓缩和纯化低含量目标蛋白质的可能性。

在合适的 !" 值时，蛋白质所带的净电荷或正或负，
带正电荷的蛋白质与阳离子聚合电解质结合形成难

溶性的蛋白质#聚合电解质复合物，反之带负电荷的
蛋白质与阴离子聚合电解质结合形成难溶性的蛋白

质#聚合电解质复合物［%］。聚合电解质的有效性依

赖溶液的 !" 值，阴离子聚合电解质常用在 !" 值小
于蛋白质的等电点时，阳离子聚合电解质应用在 !"
值大于蛋白质的等电点时。在适当的实验条件下，

这些蛋白质#聚合电解质相互作用生成不溶的大聚
集体沉淀，当改变 !" 值或盐浓度又重新溶解［&］，这

是一种分离蛋白质的有效方法，具有较高的选择性。

总之，可用不同的沉淀机理来进行蛋白质的亲和沉

淀，所用的聚合电解质主要有带正电荷的聚乙烯亚

胺、带负电荷的聚丙烯酸钠和聚乙烯磺酸盐［%，’，(］，

如 $%&’() 等［%］最近用强阴离子聚合物电解质聚乙

烯磺酸盐在 !" !) ’ 时沉淀、离心，再在 !" *) + 的条
件下溶解的方法从牛胰腺中分离和纯化了糜蛋白

酶。通过一步沉淀分离可使糜蛋白酶的活性回收率

达到 ($*。
# # 聚合电解质被用来从牛胰腺的提取液中通过沉
淀分离制备胰岛素、核糖核酸酶、胰蛋白酶、糜蛋白

酶和胰蛋白酶原［% , -］。例如 +,(- 等［-］以二#（! #乙
基己基）磺基琥珀酸钠作为亲和配基有选择地从牛

胰腺中沉淀目标蛋白质 !#糜蛋白酶和核糖核酸酶
.。同时文献［*］描述了用亲和沉淀法分离纯化蛋
白质的沉淀机制，并认为聚合物的选择是亲和沉淀

的关键。

! ! !" 亲和超滤技术
# # 亲和超滤技术是膜分离技术的一种，是亲和相
互作用原理与膜分离技术相结合的新型分离技

术［"］，是从混合物中分离蛋白质的一种极为有效的

方法，它经常只需经过一步处理即可使某种待提纯

的蛋白质从很复杂的蛋白质混合物中分离出来；它

以蛋白质和配体之间的特异性亲和力作为分离的基

础，具有高度的选择性和纯化效率，其一步分离操作

中的纯化程度有时可达到 $ +++ 倍以上［$+］。该技

术在生物化学、分子生物学和医药学等领域中有着

广泛的应用；近年来医药生物技术产业的快速发展

使其在生物工程下游技术中发挥越来越重要的作

·++!·
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用，已从实验室的科学研究应用到大规模的工业化

生产中，发展前景引人瞩目［# $ %%］。

! ! 随着亲和超滤技术的发展，也有研究者应用亲
和超滤技术从牛胰腺中分离纯化活性蛋白质。例如

!"#" 与其合作者［%&］提出了一种新的方法用于有效

地纯化牛胰腺磷脂酶 $&。该法利用壳聚糖%戊二
醛%磷脂酰乙醇胺混合物，通过亲和超滤技术截留结
合了配基的聚合物，以达到从牛胰腺中纯化高纯度、

高产量磷脂酶 $& 的目的。亲和超滤技术纯化蛋白
质是一种有效的可大规模连续操作的方法。&’()
等［%"］利用聚（乙烯%共%乙烯醇）和磷酸胆碱聚（乙
烯%共%乙烯醇）中空纤维膜来测量纯水与蛋白质溶
液的流量，并对它们的流量进行了比较研究，其流量

变化量分别为 &’* 和 "(*。+)#’",-"" 等［%)］以胰

蛋白酶抑制剂作为亲和配基，对聚砜膜和聚醚膜分

离胰蛋白酶进行了比较研究，在聚醚膜上胰蛋白酶

的质量回收率高达 ’**，而聚砜膜上回收率仅为
)+*；胰蛋白酶的活性回收率在聚醚膜（’)*）和聚
砜膜（’**）上大体相同。同期发展起来的仿生亲和
小分子配基新技术，对要纯化的目标蛋白质在组合

生物分子库和组合化学分子库中筛选其相应的亲和

配基，然后将其固定到支持介质上，这种组合出来的

亲和配基比天然生物分子性质更稳定，特异性及重

复性更好［%,］。

!" 色谱分离

! ! 色谱法是分离纯化蛋白质的一种极为有效的方
法，蛋白质在组织或细胞中是以复杂的混合物形式

存在的，每种类型的细胞都含有上万种的不同蛋白

质，因此蛋白质的分离、提纯、制备和鉴定是当今分

离科学中的研究热点之一，在解决实际问题时往往

要采取几种色谱方法联合使用。一般情况下，通过

离子交换色谱（ ./0）、亲和色谱（$10）、疏水作用色
谱（2.0）、反相色谱（3450）、排阻色谱（ 6/0）及多
维液相色谱（78%50）来分离提纯活性蛋白质。从
牛胰腺中分离纯化常用的蛋白质实例见表 %。

表 #" 牛胰腺中活性蛋白质的分离纯化实例
!"#$% #" &’"()$%* +, -.% *%)"/"-0+1 "12 )3/0,04"-0+1

+, "4-05% )/+-%01* ,/+( -.% #+501% )"14/%"*

!9,:"; <,(;"=> 6"<9,9;=(> 7(?" 3"@A
! .>B)C=> ./0 D 2.0 ［%+］
! 3=E(>)FC"9B" ./0 ［%’］
! !,G<B=> ./0 D 2.0 ［%(］

$10 D ./0 ［%#］
! 0’G7(;,G<B=> ./0 D 2.0 ［%(］

! ./0：=(> "HF’9>:" F’,(79;(:,9<’G；2.0：’G?,(<’(E=F =>%
;",9F;=(> F’,(79;(:,9<’G；$10：9@@=>=;G F’,(79;(:,9<’GA

! ! 因为 3450 的分离度高，且胰岛素在 3450 柱
上不失活，故 3450 是分离纯化胰岛素的重要方法
之一［%+］，但该法容易引起牛胰腺中其他蛋白质的失

活，因此很少用于胰岛素以外的其他蛋白质的分离

纯化。6/0 主要依据分子体积大小进行蛋白质的
分离纯化，由于它的峰容量较小，不能分离大小相同

或非常相近的分子，因此近年来 6/0 主要用于纯化
的最后一步 除盐，有时也与其他色谱方法结合

起来进行蛋白质的分离纯化。本文着重对 ./0、
$10、2.0 及 78%50 对活性蛋白质分离纯化的研究
进展进行描述与评价。

! 6 #" 7&8
! ! ./0 使用方便，费用低廉。因其分离是在接近
生理条件（ <2 值，盐水溶液，室温）下进行的，故所
得蛋白质活性回收率高，是纯化蛋白质应用最广泛

的方法之一［&* $ &"］。由于大多数蛋白质含酸性基团

多于碱性基团，等电点较低，因此 ./0 往往在略偏
碱性的条件下采用阴离子交换剂进行蛋白质的分离

和纯化。在生理 <2 值时，大多数蛋白质的净电荷
是负值，因此阴离子交换色谱应用最普遍。

! ! ./0 广泛地应用于分离各种生物大分子，且在
实际工业纯化过程中包括一步或几步离子交换的步

骤，或者与其他机理的色谱方法相结合，很少单独使

用。例如 69>9 等［%’］报道了用阳离子交换色谱和阴

离子交换色谱纯化核糖核酸酶。89CC9B I(’>B(> 与
他的合作者［%#］从糜蛋白酶和胰蛋白酶的混合物中

分离纯化胰蛋白酶的最好方案是运用 ./0 和 $10。
利用 ./0 从牛胰腺中提取活性蛋白质的研究报道
主要集中在 &* 世纪 ’* $ (* 年代。在蛋白质分离提
纯研究和工业制备中，./0 是不可缺少的技术［&)］。

研究者利用 ./0 与其他色谱模式构建二维液相色
谱（&8%50）或 78%50 来分离提纯蛋白质［&, $ "%］。

! 6 $" 9:8
! ! $10 技术是目前分离纯化生物活性化合物和
药物蛋白质等生物大分子最有效的方法之一。$10
较常规的色谱技术有许多优点，其生物亲和特异性

和选择性是其他色谱方法所不能比的，至少在实验

室规模可以达到几乎 %*** 的回收率，纯度提高
% *** 倍以上［%］。因而 $10 可以大大减少纯化蛋白
质所需要的步骤，节约了可观的时间和成本，已经广

泛应用于生物分子的分析分离和纯化制备中［"&］。

! ! 近年来发展起来的以金属螯合色谱［"& $ "+］、氨基

酸和多肽亲和色谱［"&，"+ $ "(］以及染料亲和色谱［"&，"(］

为代表的 $10 技术获得了快速的发展。&**% 年
0’9:9［"+］对金属螯合亲和色谱的发展进行了总结性

·%*&·
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回顾。例如 !"#$%%$% 等［#"］研究了谷胱甘肽结构类

似物亲和吸附剂，用此种亲和吸附剂分别纯化 # 种
作用于谷胱甘肽的酶 &’( $、甲醛脱氢酶和谷胱甘

肽)!)转移酶，效果良好。*+,$% 等［%&］研究指出肝磷

脂亲和色谱更适合于碱性蛋白质和酶的提取分离和

富集浓缩。’-. 用于从牛胰腺中分离纯化活性蛋
白质的文献报道主要出现在 !& 世纪 ’& 年代［#!］。

近年来，’-. 主要用于重组蛋白质和蛋白质折叠液
相色谱（ /-0.）的 表 达、复 性、分 离 和 同 时 纯
化［%(，%!］，在色谱柱上将目标蛋白质与其他组分分

开，还要在色谱柱上进行包涵体蛋白折叠。现代生

物技术中所用的大多数有价值蛋白质产品的制备仍

然有赖于不同机理的液相色谱法，在文献中列举的

#& 种新的蛋白质 /-0. 法的应用实例中，涉及 ’-.
法达 (! 种，占 %&1，并指出其复性并纯化后的蛋白
质的纯度均可达到 ")1 以上，能够满足于治疗或诊
断化蛋白质的纯度的要求［%!］。

! ! !" "#$
* * 蛋白质分离纯化的目的是获得具有生物活性的
物质，而生物活性的保持与蛋白质的空间结构的完

整性密切相关。在分离纯化过程中一旦破坏了蛋白

质的空间结构，就可能使蛋白质失去生物活性。与

23. 和 ’-. 一样，42. 的分离过程采用温和的实验
条件，有效地保护了蛋白质的空间结构不受破坏，保

证蛋白质有高的生物活性回收率，因此 42. 也是分
离纯化活性蛋白质最有效的手段之一［%#］。

* * 42. 是利用盐)水体系中流动相的疏水基团和
固定相配基之间的疏水作用力的不同而使样品组分

得以分离的一种色谱方法。5%6$ 与其合作者［%%］通

过不断的改进和探索，开发出疏水性适中的配基，如

聚乙烯二醇和聚丙烯二醇等。在分离过程中，通过

改变洗脱液的盐浓度、温度和 74 值等因素，从而改
变其极性，使吸附在固定相上的不同蛋白质根据其

疏水性的差异先后被解吸下来，使蛋白质的分离纯

化获得理想的效果，达到分离目的。

* * 42. 正是利用蛋白质之间疏水性的差异进行蛋
白质组分的色谱分离［%)］。8+"$9:; 等［%+］对疏水作

用色谱的理论、保留机制和发展进行了评述。同样，

近年来主要通过 42. 与其他色谱模式构建二维液
相色谱技术来分离纯化活性蛋白质［(+，(’，%,，%’］。最

近，王骊丽等［%#］用 42. 柱从包涵体中快速制备重组
人干细胞因子，得到的蛋白质纯度为 ") < )1，质量
回收率为 %" < +1。利用 42. 分离纯化的蛋白质仍
然保持着高的天然活性和生物学功能。

! ! #" %&’($

* * 现代色谱法已成为分析化学中复杂体系组分分
离和分析的强有力的工具，对于复杂样品的分离，使

用一种分离模式往往不能提供足够的分辨率；而组

合不同的分离模式构建多维体系是解决这一问题的

有效途径［%" - )(］。("’% 年 =$>>$,?% 提出多维分离的
概念，随着控制技术和微加工技术的发展，多维分离

技术得到较快的发展，并已在生命科学、环境科学、

聚合物科学等诸多领域得到了应用。

* * @()0. 实现的关键技术是样品在两种分离模
式之间的转换。!()0. 大多使用两支或更多支色谱
柱，通过一定的切换接口实现样品的柱间转换。根

据切换过程中切割组分是否全部进入第二维中，将

二维柱切换系统分为部分切换和整体切换两种模

式。部分切换模式只是第一维分离得到的部分感兴

趣的组分进入第二维色谱中进行分析，部分模式不

能获得样品的所有组分的信息。整体模式就是第一

维洗脱分离的全部组分进入第二维中进一步分析，

从而获得样品的所有组分的信息，实现真正意义上

的全 !()0. 分离。A"?,$"9 等［)!］认为，由于细胞组

成的复杂性，针对全部蛋白质的分离，采用一维分离

模式不可能达到理想的分离效果。@()0. 的分离
技术，因便于组合不同的色谱模式，可以实现对样品

分子尺寸大小差异较大的蛋白质、低丰度的蛋白质

以及疏水性蛋白质等的分析。同时，易与质谱连接，

具有灵敏度高、分析速度快、自动化程度高等优点。

因此 @()0. 作为一项重要技术，在蛋白质组学研
究中发挥着重要的作用。

* * B+6, 等［)#］建立了一种新的排阻色谱)反相液
相色谱组合的二维液相色谱（C3.)A/0.）分离模式
和技术平台，能够分离复杂的蛋白质混合样品，并具

有较高的分辨率和峰容量。近期文献［(’，)%，))］
报道了一种在线二维液相色谱分离装置用于蛋白质

的分离，以商品的 D.E)42. 双机理柱分别对牛胰
腺中的胰凝乳蛋白酶和胰蛋白酶进行 !()0.)(.
（单柱二维液相色谱）分离纯化，经过十二烷基硫酸

钠)聚丙烯酰胺凝胶电泳（ C(C)/’=3）和薄层色谱
扫描测定，均获得了较高纯度的目标蛋白质，对质量

回收率和活性回收率进行了测试，得到了较好的结

果。同时也建立了在线单柱二维色谱快速分离活性

蛋白质的液相色谱新方法。同时杨云等［(+］应用

!()0. 实现了对高纯度胰岛素的快速纯化与制备，
该法相对于传统模式的色谱，对胰岛素具有更好的

选择性，更适用于胰岛素在工业化生产中的分离和

制备，可简化生产工艺，增加产量，提高纯度，减少色

谱填料的消耗，降低生产成本。

·!&!·
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!" 大规模制备

! ! 规模化分离纯化蛋白质，目的是尽可能地提高
产量，降低成本，故分离纯化过程还应尽可能的精简

和快速。在规模化地从动物组织中制备蛋白质的过

程中，主要步骤通常为 " # $ 个：组织的选择，蛋白质
的提取，蛋白质的捕获（分离、浓缩和稳定化），中间

纯化（去除大量杂质），精纯（去除痕量杂质和集聚

体等）［$%，$&］。规模化分离纯化蛋白质时，要保持蛋

白质的活性，减少蛋白质的变性和失活；要选择适当

的操作温度和 !" 值，有效地控制蛋白质的变性。
! ! 在进行大规模色谱分离时，由于样品的体积很
大，加样时间一般很长，成为分离过程的限制性因

素，因此可以采取分批分离的方法。新发展的适用

于大 规 模 化 分 离 的 是 快 速 蛋 白 质 液 相 色 谱

（#$%&）［$’］。#$%& 在中等压力条件下工作，比传
统色谱分离速度更快，分离效果好，在中试和大规模

蛋白质分离纯化中显示出了强大的潜力。#$%& 的
主要优点是设备用塑料制成，可耐任何缓冲液，因而

更加适合分离纯化蛋白质。

#" 展望

! ! 本文所介绍的粗提和精分离技术不仅应用于从
牛胰脏中分离纯化活性蛋白质，而且也对从动物的

其他脏器以及植物中蛋白质的提取和纯化提供了有

价值的参考。在实际工作中，重要的是要依据实际

样品，实现色谱条件的最优化以达到在保证产品纯

度的先决条件下，获得最大的经济效益。所以，高

速、高产量、高回收率和低耗、低碳和低污染的“三

高”和“三低”便是实现该最大收益的有效途径，而

色谱条件的优化是其中最重要的手段。

! ! 随着现代分离科学的发展，更先进、更高效的分
离纯化蛋白质的方法会不断地出现、发展和完善，从

粗提液中经过很少的步骤便可得到所需的高纯度的

活性蛋白质，这将是现代分离科学及活性蛋白质分

离纯化的发展方向。
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