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二元双水相体系对欧李种仁清蛋白

及球蛋白的萃取
孙雁霞1,2,时羽杰1,2,罗 倩1,2,唐 媛1,2,田计均1,2,邬晓勇1,2

(1.成都大学药学与生物工程学院,四川成都 610106;2.农业部杂粮加工重点实验室,四川成都 
610106)

摘 要:为研究二元双水相体系对欧李种仁清蛋白和球蛋白的萃取条件,采用(乙醇+丙酮)(二者

体积比为1∶2)/硫酸铵构成的二元双水相体系,对欧李种仁的清蛋白和球蛋白分别进行萃取,通

过比较2种蛋白在此二元双水相体系中的分配系数、回收率等特性,最终确定欧李种仁清蛋白和球

蛋白的最佳萃取条件。实验结果表明:当二元双水相体系组成为27.5%(乙醇+丙酮)(二者体积比

为1∶2)和26%硫酸铵时,清蛋白的分配系数最小,萃取率达到最大;当二元体系组成为17.5%
(乙醇+丙酮)(二者体积比为1∶2)和24%硫酸铵时,球蛋白的分配系数最小,萃取率达到最大。
二元双水相体系为分离清蛋白与球蛋白提供了新的途径,在植物来源的清蛋白与球蛋白提取中具

有良好的应用前景。
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Abstract:Inordertooptimizetheextractionconditions,anbinaryaqueoustwo-phasesystem (BATPS)composedofethanol
andacetone(volumeratiois1∶2)andammoniumsulphateisselectedtoextractglobulinandalbuminfromCerasushumilis
seeds.Thedistributioncharacteristicoftheglobulinandalbumininthisaqueoustwo-phasesystemisreflectedbycomparing
criticaldatasuchaspartitioncoefficientandrecoveryrate.Theexperimentshowsthattheoptimumconditionsofalbuminis
composedof27.5%ethanolandacetone(volumeratiois1∶2),and26%ammoniumsulphate,theoptimumconditionsof

globuliniscomposedof17.5%ethanolandacetone(volumeratiois1∶2),and24%ammoniumsulphate.Theseresultssuggest
thattheBATPSisefficientinextractingalbuminandglobulinwithbrightapplicationprospect,andhasgreatpotentialtobe
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usedinnaturalproteinextraction.
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  清蛋白(又称为白蛋白)与球蛋白是自然界中分布非常广泛的蛋白,几乎存在于所有动植物的体内[1-3]。
球蛋白因具有免疫作用,所以也将之称为免疫球蛋白。清蛋白能溶于水、稀的酸溶液与碱溶液,同时可以沉

淀于饱和硫酸铵溶液中;而球蛋白不溶于水,可溶于稀的盐溶液,能够被半饱和硫酸铵溶液沉淀[4-5]。由于清

蛋白与球蛋白的功能存在差异,因此在实际生产中需要利用二者理化性质的不同将它们进行分离。球蛋白

与清蛋白理化性质的不同导致在双水相体系中分配特性的不同,由此便可以改变二元双水相体系上下相的

质量分数,对球蛋白和清蛋白进行分离,并且利于放大进行工业化生产。
近年来,在传统萃取技术基础上发展起来的高分子聚合物双水相萃取体系、表面活性剂双水相体系、小

分子有机溶剂双水相萃取体系在分离/富集生物活性物质方面得到了广泛应用[6-9]。现有的双水相体系萃取

技术大多采用的是一元双水相体系,中国对于二元双水相体系用于蛋白质的研究还比较少[10-11]。笔者在一

元双水相体系的基础上,利用有机溶剂相似相溶的原理,根据不同种类有机物的特性和优点选取了乙醇和丙

酮混合液作为新型二元双水相体系的有机相,构成新型体系对球蛋白和清蛋白进行萃取[12-14]。在(乙醇+
丙酮)体系中,通过加入硫酸铵形成二元双水相体系,考察了影响双水相形成的因素,重点考察了二元体系

的组成对欧李种仁球蛋白和清蛋白分配行为的影响,为二元双水相体系萃取蛋白提供一定的理论基础。

1 主要材料

成熟欧李种仁经初步分离得到的清蛋白和球蛋白粗制品。
牛血清蛋白、考马斯亮蓝、无水乙醇、丙酮、硫酸铵等,以上试剂均为分析纯。
紫外分光光度计,尤尼柯(上海)仪器有限公司提供;电子天平,赛多利斯科学仪器(北京)有限公司提供。

2 实验方法

2.1 欧李种仁球蛋白与清蛋白的制备

选取饱满均匀的成熟欧李种子,按照文献[15]的方法,采用碱提酸沉的方法获得总蛋白,之后经过系列

操作分别得到欧李种仁的球蛋白和清蛋白粗制品,冷冻干燥后备用。将所得含清蛋白的上清液A与含球蛋

白的上清液B冷藏备用。

2.2 双水相萃取方法[16-19]

取5支刻度管编号。称取一定量乙醇和丙酮的混合液(二者体积比为1∶2)、硫酸铵固体、蛋白稀释液、
蒸馏水于刻度管中,充分振荡使成相物质溶解。然后在每支刻度管内加入相应的蛋白稀释液,使双水相体系

总质量为10.00g,充分振荡后,静置10min。两相分离,蛋白质富集于双水相系统的下相中,测定相比R(见
式(1))和蛋白质的含量,并计算分配系数K(见式(2))及上下相的蛋白回收率Yt和Yb(见式(3)和式(4))。

R=
Vt

Vb
, (1)

式中:R 为相比;Vt为上相体积,mL;Vb 为下相体积,mL。

K =
C1

C2
, (2)

式中:K 为分配系数;C1 为上相蛋白质量浓度,mg/mL;C2 为下相蛋白质量浓度,mg/mL。

Yt=
C1Vt

(C1Vt+C2Vb)×
100%, (3)

Yb=
C2Vb

(C1Vt+C2Vb)×
100%, (4)

式中:Yt和Yb 分别代表上相和下相的蛋白回收率。

2.3 球蛋白与清蛋白二元双水相体系的确定[12,18]

确定硫酸铵质量分数,改变有机相质量分数,分别计算出有机相质量分数不同的各个体系的分配系数,
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选取分配系数最小的体系中的有机相质量分数为最优体系的有机相。
选取分配系数最小的体系中的有机相质量分数且固定,改变硫酸铵质量分数,分别计算出硫酸铵质量分

数不同的各个体系的分配系数,选取分配系数最小的体系中的硫酸铵质量分数为最优体系的盐相,由此可确

定以上相应的有机相及硫酸铵即为萃取蛋白的最优体系。

3 结果与分析

3.1 (乙醇+丙酮)质量分数对欧李种仁球蛋白萃取的影响

在(乙醇+丙酮)/硫酸铵二元双水相体系中,固定硫酸铵质量分数为24%,与质量分数为15.0%,

17.5%,20.0%,22.5%和25.0%的有机相及相应质量的蒸馏水组成二元双水相体系,使其为体系A。后于

每支刻度管中加入1mL球蛋白稀释液,充分振荡后静置10min。待充分萃取后,分别读出上下相体积,且
通过紫外分光光度计在595nm处测得上下相溶液的吸光度值,如表1所示。

表1 双水相体系A萃取球蛋白数据

Tab.1 Extractionofglobulinfromaqueoustwo-phasesystemA

项目
体积/mL

1 2 3 4 5

吸光度

1 2 3 4 5

上相 0.50 0.25 3.30 3.80 4.30 - 0.177 0.227 0.285 0.266

下相 9.48 8.00 6.80 6.70 6.70 0.417 0.460 0.587 0.606 0.607

通过表1中溶液上下相的体积和吸光度计算出欧李种仁球蛋白在二元双水相体系1中的相比、分配系

数和回收率,如表2所示。
表2 球蛋白于双水相体系A中的K,R,Y 值

Tab.2 TheK,R,andYvaluesofglobulinintheaqueoustwo-phasesystemA

有机相的质量分数/% R K
Y/%

Yt Yb

15.0 0.053 — — —

17.5 0.281 34.7 8.89 91.12

20.0 0.485 35.5 14.77 85.23

22.5 0.567 44.6 20.17 79.83

25.0 0.642 41.2 20.91 79.09
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图1 有机相质量分数对球蛋白分配

系数和回收率的影响

Fig.1 Effectoforganicmassfractiononglobulin

partitioncoefficientandrecoveryrate

对于实验所采用的二元双水相体系来说,希望蛋

白质尽可能地分配在下相的硫酸铵溶液中,有机相质

量分数对欧李种仁球蛋白分配系数和回收率的影响趋

势如图1所示。
由图1可知,当有机相的质量分数为17.5%时,分

配系数达到最小,且下相回收率达到最大。由此可确

定萃取球蛋白的最佳体系中有机相的质量分数为

17.5%。

3.2 硫酸铵质量分数对欧李种仁球蛋白萃取的影响

在(乙醇+丙酮)/硫酸铵二元双水相体系中,固定

有机相质量分数为17.5%,与质量分数为20%,22%,

24%,26%和28%的硫酸铵及相应质量的蒸馏水组成

二元双水相体系,使其为体系B。然后于每支刻度管中

加入1mL球蛋白稀释液,充分振荡后静置10min。待充分萃取后,分别读出上下相体积,且通过紫外分光

光度计在595nm处测得上下相溶液的吸光度值,如表3所示(当有机相质量分数为17.5%、硫酸铵质量分
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数为20%时,加入球蛋白稀释液前双水相体系分层,加入蛋白后体系不再分层)。

表3 双水相体系B萃取球蛋白数据

Tab.3 Extractionofglobulinfromaqueoustwo-phasesystemB

项目
体积/mL

1 2 3 4 5

吸光度

1 2 3 4 5

上相 — 1.95 2.15 2.90 2.90 — 0.274 0.265 0.349 0.374

下相 — 8.45 8.10 7.50 7.60 — 0.511 0.647 0.606 0.724

通过表3中溶液上下相的体积和吸光度,计算出欧李种仁球蛋白在二元双水相体系B中的相比、分配

系数和回收率,如表4所示。硫酸铵质量分数对球蛋白萃取的分配系数和回收率的影响趋势如图2所示。

表4 球蛋白于双水相体系B中的K,R,Y 值

Tab.4 TheK,R,andYvaluesofglobulinintheaqueoustwo-phasesystemB

硫酸铵的质量分数/% R K
Y/%

Yt Yb

20 — — — —

22 0.231 51.0 10.54 89.46

24 0.367 38.4 9.25 90.75

26 0.387 55.6 17.70 82.30

28 0.382 49.8 15.96 83.56
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图2 硫酸铵质量分数对球蛋白分配

系数和回收率的影响

  Fig.2 Effectofammoniumsulfatefractionationonglobulin
partitioncoefficientandrecoveryrate

由图2可知,当硫酸铵质量分数为24%时,分
配系数达到最低且下相回收率达到最高。由此可

确定该二元双水相体系萃取球蛋白最佳体系的硫

酸铵质量分数为24%。
综上所 述,当 双 水 相 中 有 机 相 质 量 分 数 为

17.5%、硫酸铵质量分数为24%时,此体系为萃取

欧李种仁球蛋白的最佳二元双水相体系。

3.3 (乙醇+丙酮)质量分数对欧李种仁清蛋白萃

取的影响

在(乙醇+丙酮)/硫酸铵二元双水相体系中,
固定 硫 酸 铵 质 量 分 数 为 24%,与 质 量 分 数 为

20.0%,22.5%,25.0%,27.5%和30.0%的有机相

及相应质量的蒸馏水组成二元双水相体系,使其为

体系C。然后于每支刻度管中加入1mL清蛋白稀

释液,充分振荡后静置10min。待充分萃取后,分别读出上下相体积,且通过紫外分光光度计在595nm处

测得上下相溶液的吸光度值,如表5所示。

表5 双水相体系C萃取清蛋白数据

Tab.5 Extractionofalbuminfromaqueoustwo-phasesystemC

项目
体积/mL

1 2 3 4 5

吸光度

1 2 3 4 5

上相 3.2 3.9 4.0 4.7 5.1 0.364 0.388 0.383 0.151 0.187

下相 7.3 6.5 6.5 5.8 5.4 0.660 0.670 0.748 0.559 0.568
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  通过表5中溶液上下相的体积和吸光度计算出欧李种仁清蛋白在二元双水相体系C中的相比、分配系

数和回收率,如表6所示。有机相质量分数对清蛋白萃取的分配系数及下相回收率的影响趋势如图3所示。

表6 清蛋白于双水相体系C中的K,R,Y 值

Tab.6 TheK,R,andYvaluesofalbuminintheaqueoustwo-phasesystemC

有机相的质量分数/% R K
Y/%

Yt Yb

20.0 0.438 53.24 18.92 81.08

22.5 0.600 56.14 25.20 74.80

25.0 0.615 49.37 23.30 76.70

27.5 0.810 23.31 15.89 84.11

30.0 0.944 29.58 21.84 78.16
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图3 有机相质量分数对清蛋白分配

系数和回收率的影响

Fig.3 Effectoforganicmassfractiononalbumin

partitioncoefficientandrecoveryrate

由图3可知,当有机相的质量分数为27.5%时,分
配系数最小,且下相的回收率达到最高,所以萃取清蛋

白最佳体系的有机相质量分数为27.5%。

3.4 硫酸铵质量分数对欧李种仁清蛋白萃取的影响

在(乙醇+丙酮)/硫酸铵二元双水相体系中,固定

有机相质量分数为27.5%,与质量分数为20%,22%,

24%,26%和28%的硫酸铵及相应质量的蒸馏水组成

二元双水相体系,使其为体系D。然后于每支刻度管

中加入1mL清蛋白稀释液,充分振荡后静置10min。
待充分萃取后,分别读出上下相体积,且通过紫外分光

光度计在595nm处测得上下相溶液的吸光度值,如表

7所示。

表7 双水相体系D萃取清蛋白数据

Tab.7 Extractionofalbuminfromaqueoustwo-phasesystemD

项目
体积/mL

1 2 3 4 5

吸光度

1 2 3 4 5

上相 5.3 5.0 4.9 4.75 4.5 0.232 0.272 0.306 0.279 0.331

下相 5.6 5.5 5.6 6.25 6.5 0.522 0.613 0.632 0.704 0.676

通过表7中溶液上下相的体积和吸光度计算出欧李种仁清蛋白在二元双水相体系D中的相比、分配

系数和回收率,如表8所示。硫酸铵质量分数对清蛋白萃取的分配系数和下相回收率的影响趋势如图4
所示。

表8清蛋白于双水相体系D中的K,R,Y 值

Tab.8 TheK,R,andYvaluesofalbuminintheaqueoustwo-phasesystemD

硫酸铵质量分数/% R K
Y/%

Yt Yb

20 0.946 41.42 28.16 71.84

22 0.909 41.80 27.54 72.46

24 0.875 46.12 28.75 71.25

26 0.760 37.22 22.05 77.95

28 0.692 46.84 24.49 75.51
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图4 硫酸铵质量分数对清蛋白分配

系数和回收率的影响

  Fig.4 Effectofammoniumsulfatefractionationonalbumin
partitioncoefficientandrecoveryrate

由图4可知,当硫酸铵质量分数为26%时,
分配系数最小,且下相的回收率达到最高,所以萃

取清蛋白最佳体系的硫酸铵质量分数为26%。
综上所述,当双水相中有机相质量分数为

27.5%、硫酸铵质量分数为26%时,此体系即为

萃取欧李种仁清蛋白的最佳二元双水相体系。

4 结 语

不同蛋白在相同溶剂中的溶解度会有所不

同,这是由于理化性质不同造成的[20]。清蛋白与

球蛋白的理化性质存在较大差异,清蛋白能溶于

水,可以沉淀于饱和硫酸铵溶液中。球蛋白的亲

水性不如清蛋白,不溶或微溶于水,能溶于稀盐溶

液,在半饱和硫酸铵溶液中能够被沉淀,根据理化性质的不同就能对这2种蛋白进行分离。无机盐质量分数

不同会导致蛋白质的溶解度有所不同[21],因此相同蛋白质在二元双水相不同体系中的分配系数会有不同,
固定其中一相的质量分数,改变另一相的质量分数,选择分配系数最小的相应质量分数作为萃取蛋白质的最

优体系。
本实验采用二元双水相体系(乙醇+丙酮)(二者体积比为1∶2)/硫酸铵对欧李种仁的球蛋白和清蛋白

进行萃取,确定了萃取球蛋白的最佳条件:有机相质量分数为17.5%,硫酸铵质量分数为24%。萃取清蛋白

的最佳条件:有机相质量分数为27.5%,硫酸铵质量分数为26%。
本研究利用二元双水相系统对欧李种仁的清蛋白和球蛋白进行了萃取探索,初步获得了2种蛋白最优

的萃取条件,为活性蛋白的分离纯化开辟了一条新的途径。本次实验并未对蛋白在此二元双水相系统中的

分配行为进行深入探讨,今后应从萃取动力学方面入手进行深入研究,以期获得利用二元双水相萃取蛋白更

多的数据,为活性蛋白的分离纯化提供重要的理论依据。
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