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聚丙烯酸分离纯化苦瓜种仁碱性蛋白的方法及影响因素

!"# $#%"&’ ()’ *)+,-#)./)0 1(.%&23 &+ 4,5(,#3.#).6
72&%#/) 7-2/+/.(%/&) +2&8 9/%%#2 $#,&) （ !"#"$%&’(
’)($(*+&(）:##’3 ;6 7&,6(.26,/.(./’ 72#./</%(%/&)

张海花8，!，汪俏梅!，胡家恕!，童富淡8，!"

IT;*U T?1NT,?8，!，V;*U W1?’NX/1!，TY +1?NHA,! ?F3 @Z*U >,N4?F8，!"

8 浙江理工大学生命科学学院，杭州 "8$$8M
! 浙江大学，杭州 "8$$!9
8 !(,,%1% (- 3#-% 40#%$0%&，5"%6#+$1 40#N7%0" 8$#9%*&#/2，:+$1;"() "8$$8M，!"#$+

! 5"%6#+$1 8$#9%*&#/2，:+$1;"() "8$$!9，!"#$+

摘 要 以苦瓜籽为材料，研究了聚丙烯酸分离纯化苦瓜种仁碱性蛋白的方法及影响因素。等电点沉淀试验表明，柠檬酸、

盐酸分别调节苦瓜种仁粗提液 <T至 :[$、#[$时，各有 8#[:!\和 "![#9\的苦瓜种仁蛋白被沉淀。醋酸的等电点沉淀作用呈
现阶段性特点，<T :[$和 #[$时分别有 !:[8%\和 "M[%!\的苦瓜种仁蛋白被沉淀。醋酸、盐酸和柠檬酸处理的 85]苦瓜种仁
粗提液（<T #[$），8\K;;选择性沉淀碱性蛋白（等电点 <^为 M[:O _ 9["$）的最佳用量分别为 8$$!]、8!$!]和 8$$!]。醋酸调节
苦瓜种仁粗提液 <T分别至 O[$、#[$和 "[$，等电点沉淀后的上清液用 K;;沉淀碱性蛋白，当 K;;（8\）用量为 8:$!]‘5]提取
液时，<TO[$和 "[$样液分别有 ""[%%\和 #"[O:\蛋白质被沉淀；当 K;;用量为 8!$!]‘5]提取液时，<T #[$样液中 "$[M"\蛋
白质被沉淀。K;;N蛋白质复合物溶解于碱性溶液（<T a 9[$），当溶液 *?L(浓度为 "[$\时，溶液蛋白质浓度最高。K;;选择性
沉淀的苦瓜种仁碱性蛋白经 H/<A?3/P UN%O柱层析分离，分别在 8%O51F和 "$$51F出现主峰"和#。H4HNK;UQ和 ^Q>分析表明
主峰"的分子量约为 "$D4，<^值约为 9[O，主峰#的分子量约为 8$D4，<^值约为 9["。
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在生物工程领域，特别是在食品、医药等生物工

程中常常涉及到大规模的蛋白质分离提纯过程［7］。

降低分离成本和提高回收率是蛋白质分离工程的主

要目标。从大规模的低浓度溶液中纯化回收蛋白，

其关键的步骤之一是蛋白质沉淀［:］。聚合高分子电

解质含有大量的阳离子或阴离子，通过静电作用结

合带相反离子的蛋白质，形成聚合高分子电解质 V
蛋白质复合物沉淀［:］。聚合高分子电解质沉淀技术

具有聚合高分子电解质用量少（+#+$& W +#7&，, <
-）、选择性强的特点，沉淀后蛋白质保持生物活性，
能被重新溶于水，并可形成高浓度的蛋白质溶液。

溶液中的聚合高分子电解质可以和金属离子生成沉

淀除去。

聚丙烯酸（)1BH’02HB30’03>，566）是带阴离子的聚
合高分子电解质，曾用于分离溶菌酶［!，$］。苦瓜种仁

中含有$A苦瓜素（$A=1=120-’23/，$AXXJ）、%A苦瓜素
（%A=1=120-’23/，%AXXJ）、苦瓜激素、苦瓜抑制剂以及
核糖体失活蛋白和苦瓜免疫缺陷病毒 T型抑制剂等
多种碱性蛋白，具有降血糖、抗肿瘤、免疫调节和抗菌

等多种生物活性［% V 7+］。苦瓜种仁碱性蛋白的传统分

离纯化方法是离子色谱、凝胶色谱、亲和色谱及其组

合，这些方法大多都根据电荷效应和分子大小来分离

纯化，分离时间长，最终收率也不理想［77 V 7%］。

本试验以丙酮去除苦瓜种仁脂类物质，首次研

究了苦瓜种仁脱脂蛋白溶液在不同酸介质和不同

)*条件下的等电点沉淀曲线，同时研究了聚丙烯酸
（)1BH’02HB30’03>，566）对苦瓜种仁碱性蛋白的选择
性沉淀作用，以及 )*、566 用量、I’JB 等因素的影
响，为建立苦瓜种仁碱性蛋白分离纯化的新方法提

供基础资料。

) 材料与方法
)*) 材料
)*)*) 苦瓜种仁：浙江大学疏菜研究所提供。
)*)*+ 主要试剂及仪器：牛血清白蛋白（Y1D3/.
O.2?= 6BM?=3/，YO6），二喹啉甲酸（M303/0-1/3/30 ’03>，

YJ6），聚丙烯酸（51BH’02HB30 603>，566），ORO标准分
子量蛋白和 TSU 标准蛋白均购自 O3N=’ 公司；
O.)-’>.C PAQ$购自 5-’2=’03’公司；X?B(39E’/ XE"酶
标仪购自 L-.2=1 ;’M9H9(.=9 J1K，;(>K；;ZY多相电
泳系统为 ;ZY产品。
)*+ 方法
)*+*) 苦瓜种仁粗提液的制备：取 :% N苦瓜种仁加
入 $+=;丙酮磨碎，过滤，并用 7$+=; 丙酮洗涤，室
温干燥得 7$N苦瓜种仁丙酮粉，溶于 :%+=;重蒸水，
7Q +++2<=3/，![离心 "+=3/，上清液即为苦瓜种仁脱
脂粗提液，![保存。
)*+*+ 苦瓜种仁蛋白的等电点沉淀：各取 :+=;粗
提液分别放入 " 支洁净的离心管中，其 )* 都为
%#@%。分别用盐酸、醋酸和柠檬酸调 )* 值至 $#G、
!#@、"#@和 "#+，每次调 )*后于 @+++ 2<=3/，![离心
$=3/，上清液转移至另一洁净的离心管中，记录体
积，并留 +#$=;检测蛋白含量、分子量和等电点。
)*+*, 酸介质对 566沉淀作用的影响：各取 7$=;
粗提液分别放入 "支洁净的离心管中，分别用醋酸、
盐酸和柠檬酸调 )* 值至 !#+，@+++2<=3/，![离心
$=3/，取各种酸处理的上清液 7=; 分别放入 $ 个
7#$=; .))./>214管，每个离心管中分别加入 7&566
@+!;、7++!;、7:+!;、7!+!;、7%+!;，混匀并置室温静
止 7$=3/，"+++2<=3/离心 $=3/，取上清检测蛋白等电
点和分子量。

)*+*- 566浓度和 )*值对 566沉淀作用的影响：
各取 7$=;粗提液分别放入 "支洁净的离心管中，用
醋酸调 )*值分别至 $#+、!#+ 和 "#+，@+++2<=3/，![
离心 $=3/，取每个 )*值的上清液 7=; 分别放入 $
个 7#$=; .))./>214 管，每个离心管中分别加入 7&
566 @+!;、7++!;、7:+!;、7!+!;、7%+!;，混匀并置室
温静止 7$=3/，"+++2<=3/离心 $=3/，取上清检测蛋白
含量。

)*+*. I’JB 对 566A蛋白质复合物溶解性的影响：
取 7++=; 粗提液，以醋酸调节 )* 值至 !#+，@+++
2<=3/，![离心 $=3/，上清液转移至另一洁净的离心
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管，加入 !"# $%% !&’()，室温静止 !*(+,，-"""./(+,
离心 *(+,，收集沉淀溶于 0"() 水中，12345-

（!(67/)）调节 89值至 :&;。各取 !"()分别放入 0
个离心管中，依次加入 "、"&"*、"&!、"&3、"&-、"&’、
"&*< 1247，再加入 -""!) 42473溶液（3"#），947 调

89值至 *&"，-"""./(+,，’=离心 -(+,，检测上清液的
蛋白质浓度。

!"#"$ 苦瓜种仁蛋白质的分离纯化：取 3"()粗提
液，用醋酸调 89值至 ’&"，>"""./(+,，’=离心 *(+,，
上清液转移至另一洁净的离心管，加入 !"# $%%
3>"!)，混匀，室温静止 !"(+,，-"""./(+,，’=离心
*(+,，收集沉淀溶于 !3()重蒸水中，以 12345- 溶液

（!(67/)）调节 89值至 :&;，加入 "&0< 1247（终浓度
为 -#），再加入 ’""!) 42473 溶液（3"#），947调 89
值至 *&"，-"""./(+,，’=离心 - (+,，上清液即为碱性
蛋白溶液。

经 $%%沉淀的碱性蛋白溶液上 ?@8A2B@C DE;*，
用 *((67/) $F?（89 ;&"，含 "&’#1247）缓冲液洗脱，
流速是 !>()/A，分别收集各个洗脱峰，检测各洗脱
峰蛋白的分子量和等电点。

!"#"% 蛋白质含量、分子量和等电点的检测：参照
?(+GA的方法［!;］，用二喹啉甲酸（H+I+,IA6,+,+I 2I+B，
F4%）法检测样品蛋白质浓度，3(</()的结晶牛血清
白蛋白为标准液；?J?E$%DK检测分子量，等电聚焦
（+L6@7@IG.6M6INL+,<，OKP）电泳检测等电点 89（8O值）［!>］。

# 结果与分析

#"! 苦瓜种仁蛋白的等电点沉淀曲线
经丙酮处理的苦瓜种仁粗提液蛋白浓度为

0&;3(</()，89为 0&>0。以柠檬酸（I+G.+I 2I+B）调节
苦瓜种仁粗提液的酸碱度，在 89;&" Q 0&"之间的等
电点沉淀作用明显，其中 890&" 时 !’&03#的苦瓜
种仁蛋白被沉淀；在 890&" Q -&"之间几乎没有沉淀
作用。以盐酸（ARB.6IA76.+I 2I+B）调节粗提液酸碱度，
在 89;&" Q ’&" 之间的等电点沉淀作用明显，其中
89’&"时 -3&’:#的苦瓜种仁蛋白被沉淀；在 89’&"
Q -&" 之间的等电点沉淀作用减弱。醋酸（2I@G+I
2I+B）等电点沉淀作用呈现阶段性特点，在 89;&" Q
0&"和 89*&" Q ’&"之间的等电点沉淀作用明显，而
890&" Q *&" 和 89 ’&" Q -&" 之间几乎没有沉淀作
用；其中 890&" 和 ’&" 时分别有 30&!;#和 ->&;3#
的苦瓜种仁蛋白被沉淀（图 !）。等电点沉淀试验结
果表明盐酸和醋酸的等电点沉淀作用的效果优于柠

檬酸。

等电聚焦电泳结果显示，分别以盐酸、醋酸和柠

檬酸为酸介质的等电点沉淀上清液中，酸性、中性蛋

白的种类和含量随溶液 89值的降低显著下降，等
电点 8O值大于 >&0*的碱性蛋白的种类和含量与粗
提液相似，而等电点 8O值为 >&0* 的碱性蛋白含量
随溶液 89值的降低而减少，这种减少作用以柠檬
酸处理样品最明显（图 3），说明以盐酸、醋酸和柠檬
酸为酸介质的等电点沉淀过程中，上清液中的酸性、

中性蛋白形成沉淀，离心分离的上清液以碱性蛋白

为主。等电聚焦电泳结果表明在 89 ;&" Q -&"范围
内，盐酸、醋酸等电点沉淀能有效除去苦瓜种仁粗提

液中的酸性和中性蛋白，保留碱性蛋白。

图 ! 柠檬酸、盐酸和醋酸对苦瓜
种仁蛋白的等电点沉淀作用

P+<S ! OL6@7@IG.+I 8.@I+8+G2G+6, 8.6M+7@L 6M ,2G+T@
8.6G@+, M.6( !"#"$%&’( ’)($(*+&(（H+GG@. (@76, L@@BL）

图 3 等电点沉淀后上清液蛋白质的 OKP图谱
P+<S 3 OKP 8.6M+7@L 6M 8.6G@+, +, GA@ N88@.

L67NG+6, 2MG@. +L6@7@IG.+I 8.@I+8+G2G+6,
!，3，- 2,B ’： 89-&"，’&"， *&" 2,B 0&" H@+,< G+G.2G2G@B HR
ARB.6IA76.+I 2I+B；*、0、; 2,B >：89-&"，’&"，*&" 2,B 0&" H@+,<
G+G.2G2G@B HR %I@G+I %I+B；:，!"，!! 2,B !3：89*&"，’&"，-&" 2,B 0&"
H@+,< G+G.2G2G@B HR I+G.+I 2I+B；!-，!’：I.NB@ @CG.2IG；U；OKP 8.6G@+,
U2V@. S

#"# 醋酸、盐酸和柠檬酸对苦瓜种仁碱性蛋白沉淀
的影响

醋酸处理的苦瓜种仁粗提液（!()）经 >"!)、
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!""!#、!$"!#、!%"!#、!&"!# 的 !’ ()) 沉淀后，
!""!# ())（!’）沉淀后的上清液 *+,电泳结果未显
示等电点 -.为 /0&1 2 304碱性蛋白；盐酸处理的苦
瓜种仁粗提提液（!5#）经 /"!#、!""!#、!$"!#、
!%"!#、!&"!#的 !’()) 沉淀后，!$"!# ())（!’）沉
淀后的上清液 *+, 电泳结果未显示等电点 -. 为
/0&1 2 304碱性蛋白；柠檬酸处理的苦瓜种仁粗提液
（!5#）经 /"!#、!""!#、!$"!#、!%"!#、!&"!# 的 !’

())沉淀后，!""!# ())（!’）沉淀后的上清液 *+,
电泳结果未显示等电点 -.为 /0&1 2 304 碱性蛋白
（图 4)）。6768()9+显示 ())沉淀的碱性蛋白分子
量为 410":7 2 !%0%:7，上清液中的碱性蛋白含量随
着 ())用量增加而下降，表明 ())能选择性沉淀苦
瓜种仁碱性蛋白，同时表明 ())对醋酸处理的苦瓜
种仁粗提液碱性蛋白的沉淀效率高于盐酸和柠檬酸

处理的苦瓜种仁粗提液的碱性蛋白（图 4）。

图 4 粗提液经醋酸、盐酸和柠檬酸处理（-. %0"），不同浓度 ())沉淀后上清液蛋白质的 *+,图谱（)）；
粗提液经醋酸和盐酸处理（-. %0"），不同浓度 ())沉淀后上清液蛋白质的 6768()9+图谱（;）；
粗提液经柠檬酸处理（-. %0"），不同浓度 ())沉淀后上清液蛋白质的 6768()9+图谱（<）

,=>? 4 *+, -@AB=CD AB -@AED=F =F EGD H--D@ IACHE=AF B@A5 J=BBD@DFE KAFKDFE@LE=AF ()) -@DK=-=ELE=AF LBED@ EGD K@HJD DME@LKE NLI
E=E@LELEDJ EA -.%0" OP )KDE=K )K=J，GPJ@AKGCA@=K LK=J LFJ K=E@=K LK=J @DI-DKE=QDCP（)）；6768()9+ -@AB=CD AB -@AED=F =F EGD H--D@

CHE=AF B@A5 J=BBD@DFE KAFKDFE@LE=AF ()) -@DK=-=ELE=AF LBED@ EGD K@HJD DME@LKE NLI E=E@LELEDJ EA -.%0" OP )KDE=K )K=J LFJGPJ@AKGCA@=K LK=J（;）；
6768()9+ -@AB=CD LBED@ EGD K@HJD DME@LKE NLI E=E@LELEDJ EA -.%0" OP K=E@=K LK=J（<）

#LFD !，$，4，% LFJ 1 L@D B@A5 EGD H--D@ IACHE=AF LBED@ E=E@LE=AF N=EG )KDE=K )K=J LFJ -@DK=-=ELE=AF OP ()) LE /"!#，!""!#，!$"!#，!%"!# LFJ !&"!
@DI-DKE=QDCP；C=:DCP，#LFD R，/，3，!"，!! B@A5 GPJ@AKGCA@=K LK=J E=E@LE=AF LFJ -@DK=-=ELE=AF OP ())；#LFD !4，!%，!1，!& LFJ !R B@A5 K=E@=K LK=J E=E@LE=AF
LFJ -@DK=-=ELE=AF OP ())? #LFD !$ B@A5 B@A5 GPJ@AKGCA@=K LK=J E=E@LE=AF；#LFD !/：K=E@=K LK=J E=E@LE=AF；#LFD !3 LFJ $" ：K@HJD DME@LKE；S：-@AED=F 5L@:D@ ?

!"# $%%浓度和 &’值对 $%%沉淀作用的影响
苦瓜种仁粗提液用醋酸分别调节 -. 至 10"、

%0"和 40"，等电点沉淀后的上清液用不同浓度 ())
沉淀碱性蛋白后，用 ;<) 法检测上清液蛋白质浓
度。结果显示 -. 40" 和 10" 样液的上清液蛋白质
含量随 ()) 量的增加而降低，当 ()) 用量为 !&"

!#T5#提取液时，分别有 440RR’和 %401&’蛋白质

被 ())沉淀。当 ())用量为 " 2 !$"!#T5#提取液
时，-. %0"样液的上清液蛋白质含量随 ())用量增
加而降低，在 ())用量为 !$"!#T5# 提取液时达到
最低，4"0/4’蛋白质被 ()) 沉淀；当 ()) 用量为
!$"2 !&"!#T5# 提取液时，上清液蛋白质含量随着
())用量的进一步增加而升高（图 %）。
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图 ! 不同 "#条件下 $%%用量对 &’$沉淀作用的影响
()*+ ! $,-./)0 1-234)2).5 ",-6)2/ 76./, 788).)-0

-6 $%% )0 "# 9:;，!:; -, <:;

!"# $%&’ 对 ())*碱性蛋白质复合物溶解性的影响
$%%=蛋白质复合物溶解于碱性溶液（>?-2@A

B7CDE9 调节 "#值至 F:G），溶解性与 B7D2的浓度有
关，当溶液 B7D2浓度为 9:;H时，溶液的碱性蛋白质
浓度最高（图 <）。

图 < B7D2浓度对 $%%=蛋白质复合物溶解性的影响
()*+ < I-234)2)J7.)-0 -6 $%%=471)K ",-./)0

K-?"2/L/1 )0 B7D2 1-23.)-01

!"+ ())分离纯化苦瓜种仁碱性蛋白
用 $%% 沉淀的苦瓜种仁碱性蛋白经 I/"M78/L

N=G<柱层析分离，分别在 >G< ?)0和 9;;?)0形成出
现 C个主峰!和"（图 O）。IPI=$%NQ和 ’Q(分析表
明主峰!的分子量约为 9;RP，"’值约为 F:<，主峰"
的分子量约为 >;RP，"’值约为 F:9；主峰!和"蛋白
的 IPI=$%NQ图谱呈现单一条带，其纯度已达电泳
纯（图 G）。

图 O $%%沉淀的苦瓜种仁碱性蛋白的
I/"M78/L N=G<柱层析图谱

()*+ O SM/ 72R72/1K/0K/ ",-./)0 45 */2=6)2.,7.)-0
KM,-?7.-*,7"M5 -0 7 I/"M78/L N=G< K-23?0

图 G I/"M78/L N=G<柱层析分离产物的 ’Q(图谱（%）；
IPI=$%NQ图谱（T）

()*+ G SM/ ’Q( ",-6)2/1（%）708 .M/ IPI=$%NQ ",-6)2/1（T）-6
.M/ 72R72/1K/0K/ ",-./)0 45 */2=6)2.,7.)-0 KM,-?7.-*,7"M5

-0 7 I/"M78/L N=G< K-23?0+
%+ >："/7R ! -6 */2=6)2.,7.)-0 KM,-?7.-*,7"M5；C："/7R " -6 */2=
6)2.,7.)-0 KM,-?7.-*,7"M5；9 708 !：K,38/ /L.,7K.；U： ’Q( ",-./)0
?7,R/,+ T+ >：K,38/ /L.,7K.；9："/7R !；!：$/7R "；U：",-./)0
?7,R/, +

, 讨论
在苦瓜种仁蛋白的等电点沉淀过程中，醋酸和

盐酸的沉淀效果优于柠檬酸，原因可能与其结构有

关。柠檬酸分子大于醋酸和盐酸分子，位阻作用较

大，不易接近蛋白质分子中和其表面电荷。盐酸是

一种强酸，对蛋白质有较强变性作用，醋酸是一种弱

酸，性质温和，对蛋白质活性的影响较小，苦瓜种仁

蛋白的等电点沉淀应优先选用醋酸。

$%%选择性沉淀苦瓜种仁碱性蛋白受酸介质、
$%%浓度和 "#值等多种因素影响。醋酸处理的苦
瓜种仁碱性蛋白比盐酸和柠檬酸处理的苦瓜种仁碱

性蛋白更容易被 $%%沉淀；$%%选择性沉淀苦瓜种
仁碱性蛋白最适 "#值为 !:;，>H $%%的最佳用量
是 >C;#A@?A提取液。$%%分离溶菌酶的最佳用量
是 >:<?*高分子电解质@?* 溶菌酶［<］，$%% 的过量
导致生成的沉淀重新溶解，对于不同的目的蛋白，

$%%的用量有一定的范围。$%% 对碱性蛋白的选
择性沉淀还与其分子量相关，相同条件下大分子量

的聚合高分子电解质对蛋白质的沉淀效率更高［!］。

$%%=苦瓜种仁碱性蛋白复合物溶于碱性溶液，
盐浓度影响溶解度。溶液 B7D2 浓度为 9:;H时，
$%%=苦瓜种仁碱性蛋白复合物的溶解度最高；溶液
B7D2浓度为 9:;H时，$%%=溶菌酶复合物的溶解度
最高［!］。

$%%选择性吸附的苦瓜种仁碱性蛋白，经
I/"M78/L N=G<柱层析分离得到两个主峰，分子量分
别约为 9;RP和 >;RP，"’值分别约为 F:< 和 F:9，这

F9G张海花等：聚丙烯酸分离纯化苦瓜种仁碱性蛋白的方法及影响因素



两种蛋白可能是苦瓜种仁核糖体失活蛋白和小分子

毒蛋白，但需经动物实验或蛋白质质谱分析验证。

另外，徐立宏［!"］和 #$%&’(&)*$+&)［,］采用了聚丙烯酸
沉淀法分别从废弃蛋壳和烟草中提取溶菌酶，表明

-..能选择性吸附不同分子量和不同来源的碱性蛋
白，是碱性蛋白分离纯化有效方法之一。
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《生物工程学报》明年起将改为月刊

《生物工程学报》是由中国微生物学会和中国科学院微生物所联合主办的综合性学术期刊，主要报道我

国生物技术领域科学和技术的最新成果和最新进展，自 !"B,年创刊以来，得到了广大科研工作者的广泛关
注和支持，来稿踊跃。由于来稿量大，发稿周期较长，目前的双月刊已无法满足广大读者和作者的需要。为

加快科技信息更新速度，与国际接轨，本刊自 DOOB年开始将由现在的双月刊改为月刊，每月 D,日发行。希
望广大作者和读者一如既往的支持《生物工程学报》，踊跃投稿。我们将和生物技术研究工作者和生物学教

学工作者一道共同推动中国生物技术基础研究和生物技术产业的发展壮大。
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