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;<4*6.!是一种具有较强抗癌活性的蛋白质，因此近年

来人们对它的提取和分离纯化做了大量工作［!，$］。破碎萃取

联合操作是对双水相萃取和珠磨法破碎的发展和集成。它

的出现给 ;<4*6.!粗提开了一个好头。经双水相萃取后，上

相大量的 =>? 及盐保护了同 样 处 于 上 相 的 ;<4*6.!的 活

性［2］。但大量 =>? 及盐的存在使样品很难用层析来进一步

纯化。目前双水相萃取后面常跟一两步反萃取，但该法影响

因素多、收率低且会造成产物的稀释［#］。由于破碎萃取联合

操作 所 用 的 =>?!0#%、（*@# ）$ AB# 与 目 标 蛋 白 的 分 子 量

（;<4*6.!分子量为 0!CD 左右）相差较大［$］，因此可以考虑用

超滤、凝胶过滤等利用分子量的差别来进行物质分离的方法

将 =>? 及盐从目标蛋白中除去。由于 =>? 是线型分子，易

把超滤膜膜孔堵塞，且蛋白质在膜上的吸附，也易使蛋白质

失活。由于浓差极化形成凝胶层也不利于 =>? 分子进一步

透过［0］。如果要进行缓冲液的更换，就必须进行透滤，既费

时又费力。而凝胶过滤则只根据蛋白质分子大小不同来分

离，故在层析过程中不易使蛋白质变性失活，可以达到很高

的回收率，并能同时实现去除 =>?、脱盐和更换缓冲液，而且

还可以除去一些与目标蛋白质分子量相差较大的一些蛋白

质及核酸等杂质，可以起到初步纯化的作用。因此用凝胶过

滤来进行联合操作与后续步骤的衔接有可能达到一举数得

的效果。我们通过对不同凝胶介质分辨率及含水量的综合

考虑发展了一种同柱串联凝胶过滤，在实验中较好地实现了

=>?、盐与目标蛋白质 ;<4*6.!的分离。

$ 材料和方法

$%$ 实验材料

实验所用各种试剂均为进口或国产分析纯。所用层析

实验在 :E5;F<7E =<7;E7GH7 IH’J5G< 公司生产的低压层析装置

及 :K4: L,;HMH5; 上进行。

$&’ 实验方法

$&’&$ 重组菌的培养：基因工程菌由中国预防医科院病毒

所基 因 工 程 国 家 重 点 实 验 室 赠 送。宿 主 菌 为 大 肠 杆 菌

+N!%2，表达质粒为 L:4!02。用 OI 培养基在 "O 发酵罐（美国

*5P I;,QFPHGC AGH5QJHMHG 公司）上培养，采用葡萄糖恒 L@ 流加

法操作［/］。

$&’&’ 细胞破碎萃取联合操作：离心收集发酵后的重组大

肠杆菌菌体（I5GCE7Q +/.NR，#%%%;SEHQ，2%EHQ）。用蒸馏水洗

$ T 2 次。菌体用含 $0U=>?!0#% 和 !%U硫酸铵的 $%EE’(SO
=IA，L@"V% 用磁力搅拌悬浮成匀浆，在 # W冰箱中保存 3 T
!% EHQ。将 $$% X 直径为 %V$0 T %V0 EE 的无铅玻璃珠加到破

碎室中，然后缓慢加入 3% EO 菌体匀浆，边加边用手缓慢转

动搅拌轴以使玻珠与菌体匀浆充分混合。于 $0%% ;SEHQ，2
EHQ，2 W破碎离心后分相，取上相溶液进行活性和蛋白质浓

度的测定［!］。

$&’&( 蛋白质浓度的测定：参照 I;7YM’;Y 法［"］（考马斯亮蓝

染色法）。

$&’&) ;<4*6.!活性测定法：参照 :XX7;P7( 的方法［3］。

$&’&* =>? 和（*@# ）$ AB# 的鉴定：将 ! EO 浓盐酸，!V0 克

*7R(，%V0 EO %V$0 E’(SO 的亚铁氰化钾溶液溶于 0 EO 蒸馏水

中，充分混匀配成 =>? 的鉴定溶液。该混合液鉴定溶液中

是否含有 =>? 非常灵敏［1］，且与 =>? 的分子量无关。用该

方法鉴定含有 4*6 活性的洗脱组份中是否含有 =>?。用 %V0
E’(SO 的 I7R($ 溶液鉴定有 4*6 活性的洗脱组分中是否含有

（*@#）$ AB#。

$&’&+ 同柱串联凝胶过滤：先将一定量的 A5L<7Y58 ?.!%% 装

入 OKI $/S/% 层析柱中，待 ?.!%% 充分沉降胶面水平后，在其

表面加上一层滤纸，再倾入一定量的 ?.$0。倾入过程中注

意保持两种胶界面的水平。柱装好后用蓝色葡聚糖验证柱

床的均一性。为了消除凝胶介质的非特异性吸附，将装好的

柱子用 ! 倍柱体积的 %V! E’(SO *7B@ 与 %V! E’(SO @R( 各洗 !
次，再用蒸馏水洗到中性。最后用 $ 倍柱体积的缓冲液充分

平衡，加入样品后以 ! EOSEHQ 流速用 !V0 倍柱体积缓冲液洗

脱，用自动部分收集器收集流出液 2 EOS管。测定 4*6 的活

性，并 用 配 好 的 试 剂 检 测 管 中 是 否 含 有 =>?!0#% 或

（*@#）$ AB#。



!"# 分辨率计算

因为 !"# 在 $%% & ’%% () 下没有明显的吸收，我们就通

过前面提到的试剂来检测洗脱液中是否存在 !"#，因此无法

用相邻两峰的分辨率公式来表征 *+, 与 !"# 分离的好坏。

实验中我们采用了自动部分收集器，按每管 - ). 的量来收

集，因此我们用如下公式来定义 *+, 与 !"# 的分辨率 !：

! / 0 1
"#

"$

式中 "# 为 *+, 与 !"# 重叠的管数；"$ 为有 *+, 活性的总

管数。由公式知 %!!!0。! 越大说明两者分离得越好，当

! / 0 时说明 !"# 与 *+, 完全分开。

$ 实验结果与讨论

$%! &!’’ 与 &$( 配比对分辨率的影响

在凝胶过滤中 !"#2%%% 的行为类似于分子量 $3 & -3 45
的球状蛋白质［0%］，则 !"#036% 的行为应远小于 $3 & -3 45 的

球状蛋白质，而我们的目标蛋白 78*+,9!是分子量为 30 45
的类球状蛋白，与 !"#036% 有很大的差距。因此从理论上讲

通过选用适当的凝胶过滤介质可以达到将两者分离的目的。

实验中根据 !8:7):;<: 凝胶选择手册先选用分级范围合适的

#90%% 进行分离。但由于 #90%% 含水量较大（每克干胶含水

量大约为 0% ).）。而经过破碎萃取联合操作的上相溶液中

含有大量的 !"#（-%=左右）［-］，因此，将样品加入胶后，就引

起胶大量脱水造成床层的剧烈收缩。在实验中观察到收缩

率为 >=?0=，即当加样量为床体积 0= 时，床层体积收缩

>=。由于胶的收缩破坏了胶面的水平，进而破坏了整个床

层的均一性，造成内部返混，严重影响了分离效果。而 #9$3
（每克干胶含水量大约为 $@3 ).）含水量少，同样条件下 #9
$3 的收缩率仅为 %@3=?0=。且床层的均一性不被破坏，但

是由于 #9$3 胶主要用于脱盐，对 !"# 036% 与 *+, 的选择区

分性能不是很好，实验中发现用 #9$3 两者只能达到部分分

离。#90%% 的选择性比 #9$3 好，只是由于含水量大而在高浓

度的 !"# 存在下会造成很大的变形。而 #9$3 抗变形能力较

强，但选择性稍差。如果能将两者的优点结合到一起，可能

会达到既增大上样量又提高分辨率的效果。这促使我们考

虑先用 #9$3 进行粗分离，再用 #90%% 进行细分离。样品经

#9$3 后 !"# 与 *+, 可以达到初步分离且 !"# 会被稀释。因

此只要选择适当的 #9$3 胶的高度，就可以使 !"# 进入 #90%%
胶时不再破坏床层的均一性，从而使 #90%% 胶选择性好的优

点充分发挥出来。基于以上几点考虑，我们在一根层析柱中

装 $ 种胶即：#9$3 在上，#90%% 在下进行分离。并考察了在

总高度（床层高度保持 3% ;)）不变的情况下，两种胶不同的

配比对分离的影响。从图 0 中可以看出 #9$3 与 #90%% 的混

合使用比单独用 #9$3 效果要好。而二者的最佳组合是 03?
-3。0%?6% 效果不好的原因是上层 #9$3 太短，!"# 在进入 #9
0%% 时还保持相当的浓度，而使两者的交界面发生轻微扭

曲。因此破坏了 #90%% 的均一性，影响了分离效果。而 $%?
-% 由于下层 #90%% 高度过低，#90%% 的细分离作用发挥得不

图 0 #9$3 与 #90%% 不同配比对分辨率的影响

,<AB0 "CCD;E FC 7:E<F FC #9$3 EF #90%% F( E8D 7DGFHIE<F(

J：#9$3?#90%% / 3%?%；K：#9$3?#90%% / 0%?6%；

L：#9$3?#90%% / 03?-3；5：#9$3?#90%% / $%?-%

够充分，所以分离效果也不是很好。03?-3 的配比在整个分

离过程中交界面看不到任何变化。整个床层的均一性保持

完好，且 #90%% 也保持了足够的高度，因此，达到较好的分离

效果。从层析谱图（图 $）上也可看出峰形比较有规律，*+,
都集中在"峰内，而 !"# 在"峰后面的大峰中部出现。两

者达到了较好的分离。

图 $ 串联凝胶过滤色谱图

,<AB$ !7FC<HD FC GD7<:H FMD7:E<F(

#9$3?#0%% / 03?-3；N:)MHD OFHI)D；0$ ).；CHFP7:ED：0 ).?)<(

KICCD7：%B%0 )FH?. *7<G9QLH MQ’B%；"为 78*+,9!的活性峰

$"$ 加样量对分辨率、纯化倍数及活性回收率的影响

从图 - 中可以看出，当加样量超过 06 ). 时，*+, 与 !"#
的分辨率下降，但即使加样为 02 ). 时两者的分辨率仍能达

到 %@R-。根据图 6 加样量对活性回收率基本没有什么影响。

但由于上样量的增大，会造成分辨率的下降，因此使纯化倍

数下降。为了达到 *+, 与 !"# 的最佳分离效果，并考虑到

后续的层析纯化，我们选择了如下最佳操作条件：缓冲液：

%@%0)FH?. *7<G9QLH，MQ / ’@%；上样量：06 ).；洗脱流速：0 ).?
)<(。这样可以达到彻底去除 !"# 的目的。而在以上的每次

实验中均可以达到完全除去（+Q6 ）$ NS6 的目的。因此不再

单独考虑 *+, 与（+Q6 ）$ NS6 的分离效果。整个过程的纯化

倍数 6@6，活性回收率 R>=。经过此步串联凝胶过滤后的

78*+,9!样品可以直接用离子交换层析或其它后续步骤进一

步纯化。

# 结 论

本文将 #9$3 和 #90%% 两种胶各自的优点结合到一起，
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图 ! 加样量对分辨率的影响

"#$%! &’’()* +’ ,-./0( 1+02.( +3 *4( 5(,+02*#+3

"0+6 5-*( 7 .89.#3；:2’’(5：;%;7 .+098 <5#,=>?0；/> @ A%;

图 B 加样量对活性回收率及纯化倍数的影响

"#$%B &’’()* +’ ,-./0( 1+02.( +3 *4( 5()+1(5C -3D /25#’#)-*#+3 ’-)*+5

"0+6 5-*(：7.89.#3；:2’’(5：; %;7 ..+098 <5#,=>?0；/> @ A%;
—!— E()+1(5C；—"— F25#’#)-*#+3 ’-)*+5

起到了取长补短的效果。实现了从破碎萃取联合操作富含

54<G"=!的上层液中除去 F&H 和（G>B ）I JKB 的任务，并初步

纯化了目标蛋白 54<G"=!，同时完成了缓冲液的更换。两种

胶在一根柱子中的结合使用与在两根柱子串联使用相似，但

它根本消除了两柱串联时连接管路中的死体积，避免了不必

要的返混，提高了分辨率。H=IL 和 H=7;; 属于较为廉价的凝

胶介质，且可以重复多次使用，整个操作过程用普通的中低

压层析设备即可完成。故此方法耗费较低，对设备的要求不

高，为破碎萃取联合操作和后续层析衔接提供了新的思路和

有效的方法。
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