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摘   要 : 用葡聚糖 T-500(Dextran T-500)和聚乙二醇 (PEG-3350)两相体系制备南极红酵母

(Rhodotorula sp.)菌株 NJ298 的质膜。首先在 2 mmol/L KCl 浓度下, 选用 5 种不同的聚合物浓度

(5.6%、5.8%、6.0%、6.2%、6.4 %, W/W), 研究了 NJ298 质膜在两相体系中的分配情况, 在此基础

上进一步研究了 KCl 浓度(2 mmol/L、4 mmol/L、6 mmol/L、8 mmol/L、10 mmol/L)对 NJ298 质

膜的纯度及得率的影响。结果表明, 选用 6.0%聚合物浓度, 4 mmol/L KCl 的两相分配体系, 分离 3
次可得到相对纯度在 78.2%的南极红酵母质膜组分, 标志酶鉴定及磷钨酸染色电镜检测均表明获

得了高纯度密实的正向型的质膜囊泡。这为进一步研究该菌株的南极极端环境适应机制奠定了基

础。  
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Abstract: Plasma Membrane of Antarctic yeast Rhodotorula sp. NJ298 was purified from microsome in a 
two-phase aqueous system including Dextran T 500 and PEG 3350. The effects of the polymer and KCl 
concentration in the system on the plasma membrane partition were studied. The result indicated that the 
system with 6.0% (W/W) Dextran T 500 and PEG 3350, 4 mmol/L KCl was suitable for the plasma mem-
brane isolation in Rhodotorula sp. NJ298. The electron micrograph stained with phosphotungstic acid and 
the purity identification analyzed by marker enzyme activities proved that the above two-phase system could 
obtain sealed positive plasma membrane vesicles with the purity of up to 78.2%. This paper was a basic 
about studying adaptation mechanism of Rhodotorula sp. NJ298 by isolation the plasma membrane.  
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水双相分离系统是由 Albertsson[1,2]首先建立的, 是根据各种膜微囊表面电荷密度和疏水性的差异 , 
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通过适当的相分配系统, 将一种膜微囊从其它成分
中分离出来, 目前在生物膜的研究领域中被广泛应
用。在质膜分离过程中, 两相分配体系的选择因分
离的材料不同而各不相同, 这主要表现在多聚物浓
度和盐浓度的选择。 

南极红酵母 Rhodotorula sp. NJ298生长在一个
低温、高盐、强辐射、低光照和寡营养的封闭和半

封闭的南极海冰环境中。质膜作为特殊的屏障把细

胞与外界环境隔离开来, 南极的这些极端环境条件
首先作用于细胞质膜。南极红酵母 NJ298 应对此作
出适应性应答, 才能得以在这种极端环境中生存。 

对南极红酵母 Rhodotorula sp. NJ298质膜进行
分离有助于揭示极端环境微生物的适应机制。目前, 
关于水双相分离方法用于南极酵母质膜的分离尚未

见报道。本研究通过对两相分配体系的多聚物浓度

和盐浓度进行选择, 最后得到较高纯度南极红酵母
NJ298 质膜, 为在细胞水平研究南极微生物的极端
环境适应机制提供了基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌种及培养 
南极红酵母 NJ298菌株是 2001年∼2002年由国

家海洋局第一海洋研究所海洋活性物质重点实验室

分离自南极海冰(68°30′E, 65°00′S), 鉴定为红酵母
(Rhodotorula sp.)。海水培养基中 (蛋白胨 0.5%, 酵
母膏 0.1%, pH 7.5)培养, 对数期接种, 接种量 5%, 
在 10 , 150×g℃ 振荡培养 96 h达稳定期后, 离心收集
菌体。 

1.2  南极红酵母 NJ298 质膜的制备 
参照 Larsson[3]、阚光峰[4]的方法有所改动。以

下操作均在 4 ℃下进行。 
以 1 g NJ298 湿菌体, 加入 4 mL 匀浆缓冲液, 

细胞破碎仪破碎细胞后, 10000×g离心 10 min, 取上
清液, 60000×g离心 20 min, 弃上清, 所得沉淀即是
含多种膜成分的粗膜制剂(Microsomal fraction, MF)。 

粗膜制剂加入 1 mL悬浮缓冲液, 将悬浮液加入
两相系统(8 g两相系统的配比为：1.37 g 蔗糖, 2.4 mg 
DTT, 2 mmol/L∼10 mmol/L KCl 0.4 mL, 5.6%∼6.0% 
PEG-3350, Dextran T-500, 200 mmol/L pH 7.8的 PBS 
0.4 mL, 加 H2O水至 8 g), 上下摇匀 50次, 1500×g
离心 5 min。这时能看到清晰的上、下相界面, 用微
量移液器取上相和下相继续进入两相系统, 分离 3 次

后合并上相, 稀释 5倍, 100000×g离心 30 min, 收集
沉淀, 用悬浮缓冲液 1 mL悬浮后即为纯化的质膜。 

匀浆缓冲液配制：500 mmol/L Hepes-KOH (pH 
7.5), 0.5 mol/L 蔗糖, 3 mmol/L EDTA, 0.6 % 聚乙烯
聚吡咯烷酮 (PVP), 1 mmol/L 苯甲基磺酰氟化物
(PMSF), 1 mmol/L 二硫苏糖醇(DTT), 5 mmol/L抗
坏血酸(VC), 0.6% 牛血清白蛋白(BSA)。 

悬浮缓冲液的配制：5 mmol/L PBS(pH 7.5), 
0.33 mmol/L 蔗糖 , 4 mmol/L KCl, 1 mmol/L DTT, 
1 mmol/L PMSF, 0.1 mmol/L EDTA。 

稀释液的配制： 5 mmol/L PBS (pH 7.5),   
0.33 mmol/L 蔗糖, 1 mmol/L DTT。 

1.3  质膜蛋白质含量的测定 
质膜蛋白含量的测定参照 Brandford方法[5], 测

定时加入 0.01%的 Triton X-100。 

1.4  质膜纯度的检测 
1.4.1  标志酶活性的检测：质膜纯度的检测可根据

H+−ATPase对各专一性抑制剂的敏感性来鉴定[6,7]。

以 pH 6.5 下对钒酸钠 (Na3VO3)敏感的 ATP 酶
(VO3

3−−ATPase), 作为质膜标志酶; 以 pH 8.0 下对
叠氮钠(NaN3)敏感的ATP酶(NaN3−ATPase), 作为线
粒体膜标志酶; 以 pH 8.0下对硝酸钾(KNO3)敏感的
ATP酶(NO3−−ATPase), 作为液泡膜标志酶。抑制剂
Na3VO3、NaN3、KNO3的浓度, 分别为 0.1 mmol/L、
1 mmol/L、100 mmol/L。ATP酶活性测定参考 Delhez
等[8]和 Briskin等[9]的方法检测。反应体系为(120 μL)：
50 mmol/L Mes-Tris (pH 6.5和 pH 8.0), 330 mmol/L
蔗糖, 3 mmol/L MgSO4, 0.1 mmol/L EDTA, 50 mmol/L 
KCl, 0.1 mmol/L钼酸铵, 及 20 μg膜蛋白的膜制剂, 
0.02 % Triton X-100, 以不加 Triton X-100为对照。
抑 制 剂 敏 感 性 指 加 入 抑 制 剂 后 被 抑 制 的

H+−ATPase 活力占总的 H+−ATPase 活力的百分比 , 
即 敏 感 性 (%)=被抑制的 H+−ATPase 活力 /总
H+−ATPase活力×100%。 
1.4.2  磷钨酸染色检测质膜纯度：制备的质膜首先

用 2.5%的戊二醛(0.1 mmol/L 磷酸缓冲液配制, pH 
7.2)固定, 0.1 mmol/L磷酸缓冲液洗 3次, 1%(W/V)锇
酸(0.1 mmol/L磷酸缓冲液配制)于 0℃固定 3 h, 然
后用乙醇以 10%的递增率逐级脱水, 丙酮浸泡过夜, 
环氧树脂包埋, 70℃聚合 8 h。70LKB-NOVA型超薄
切片机切片, 染色, 最后用 HITACHIH-7000 型电镜
观察并拍照。 
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以上实验均设 3个重复。 

2  结果 

2.1  两相体系中聚合物浓度的确定 
不同聚合物浓度分离南极红酵母 NJ298 质膜结

果, 如图 1所示。可以看出, 聚合物浓度不同, 质膜

在上相的分配情况有明显差异。在 KCl 浓度为   

2 mmol/L 的两相体系中, 随聚合物浓度从 5.6% 逐

渐增加到 6.4%, 蛋白质产率下降, 而 H+−ATPase 对

钒酸钠的敏感性先升后降 ,  聚合物浓度为

6.0%(W/W) 时抑制敏感性最大, 达 76.3%。已知钒

酸盐是质膜 ATPase 的专一性抑制剂 ,  上相中的

ATPase 对其敏感性越高说明该组分中的质膜微囊

越纯。为此, 选用 6.0% (W/W)的聚合物浓度较为 

合适。 

 
 

图 1  不同聚合物浓度对质膜组分在两相体系中分配的

影响 
Fig. 1  Effect of polymer concentration on partition of plasma 
membrane in two-phase system 
 
2.2  两相体系中 KCl 浓度的确定 

KCl浓度对南极红酵母 NJ298质膜分离的影响, 

结果见图 2。可以看出, 蛋白产率随 KCl 浓度升高

而下降, 而 H+−ATPase对钒酸钠的敏感性在 KCl浓

度为 4 mmol/L时达最大 78.3%, 为此选用 4 mmol/L 

KCl浓度较适宜。 

2.3  质膜纯度的检测结果 
粗膜制剂经过 6.0% (W/W)聚合物和 4 mmol/L 

KCl的两相体系 3次两相分配后, 得到的 U3组分即
为纯化后的质膜, 如表 1。结果显示, 微粒体经过 3
次分相纯化, 膜蛋白只有原来的 12.6%, 但是质膜 

 
 

图 2  不同盐浓度对质膜组分在两相体系中分配的影响 
Fig. 2  Effect of KCl concentration on partition of plasma 
membrane in two-phase system 
 
的标志酶 VO3

3−−ATPase的活力保留了 76.1%。这说
明, 上相收集了绝大部分质膜。 

把质膜标志酶对各专一性抑制剂的敏感性, 作
为鉴定质膜相对纯度的标准。据 [10, 11]报道, 当质膜
H+−ATPase 对钒酸钠的敏感程度达到 60%时, 细胞
质膜的纯度就达到较高水平。纯度检测结果见表 2。
可以看出, U3 组分对不同抑制剂具有不同的反应, 
经过 3 次纯化, 两相体系的上相富含质膜组分。分
离纯化的质膜组分中仅含少量内膜, 如液泡膜 5.0%, 
线粒体膜 2.1%, 而质膜组分的相对纯度在 78.2%, 比
微粒体组分提高了 76.9%。因此, 通过两相法分离纯
化质膜, 可以得到大部分质膜, 去除绝大部分杂膜。 

通过测定 VO3
3−−ATPase 的潜在活性大小可鉴

定所纯化质膜囊泡的类型。实验结果表明, 0.02% 的
Triton X-100 可使 U3 组分的 VO3

3−−ATPase 的酶活
性提高 67% 左右, 这说明分离纯化的南极红酵母
NJ298质膜囊泡封闭性较好, 基本上为正向封闭囊泡。 
 

表 1  质膜组分蛋白产率和标记酶活性在两相系统中

的分配 
Table 1  Distribution of protein and plasma membrane 

mark VO3
3−−ATPase in PM fraction obtained by two-phase 

system 

上相组分 
Upper fractions 项目(%) 

Item 
微粒体 

Microsome 
U1 U2 U3

VO3
3−−ATPase相对酶活 

VO3
3−−ATPase relative activity 

100 91.8 83.5 76.1

相对蛋白含量 
Relative protein content 

100 36.5 25.8 12.6

注：表中数据为 3次实验的均值。 
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表 2  两相体系纯化后 U3 质膜和微粒体的纯度 
Table 2  Purity of plasma membrane by two-phase system 

between microsome fraction and U3 

标志酶敏感性 
Mark enzyme  

sensitivity 

特异部位 
Specific 
fraction 

微粒体 
Microsome 

质膜组分 
Plasma mem-
brane fraction 

VO3
3−−ATPase  

(pH 6.5) 质膜 44.2 78.2 

NO3
−−ATPase  

(pH 8.0) 液泡膜 18.1  5.0 

NaN3−ATPase  
(pH 8.0) 线粒体膜 7.2  2.1 

注：表中数据为 3次实验的均值。 
 

磷钨酸染色法检测结果如图 3。图中所示是  
6.0 %(W/W)聚合物和 4 mmol/L KCl 两相系统纯化 3
次后得到的 U3 组分, 可以看出磷钨酸使绝大部分
U3 组分着色, 证明 U3 为质膜, 而且囊泡大小较 
均匀。 
 

 
 
图 3  南极红酵母 NJ298 质膜电镜图 
Fig. 3  Electron micrograph of Rhodotorula sp. NJ298 palasma 
membrane 
 

综合以上实验结果得出 , 分离南极红酵母
NJ298 质膜, 选用 6.0% (W/W)聚合物和 4 mmol/L 
KCl 的两相体系, 既能保证较高的蛋白产率, 又可
以得到较高纯度的质膜。 

3  讨论 

水双相分离系统是利用膜的不同表面特征进行

分离。自从 Widell等[12]报道应用水双相分离法成功

分离到植物细胞质膜后, 该方法已被广泛应用于各
种生物膜的分离。并且由于操作简单、灵敏度高, 水
双相分离系统还可用于分离蛋白、核酸、生物膜以

及各种细胞器[13]。该项技术现已应用于细菌[14]、真

菌[15]、藻[16]以及高等植物[17, 18]和动物[19], 并且得到
了较好的分离效果。另外, 一些应用包括密度梯度
离心所得质膜中高尔基体残片、内质网或液泡膜等

污染物也能去除, 还能进行外翻和内翻线粒体膜的

制备[20]。 
水双相分离的效果据材料不同有很大差异, 这

取决于聚合物浓度、盐浓度、上下相的体积比、温

度、pH值及分离量等, 而聚合物浓度和盐浓度是最
主要的影响因素[21, 22]。本研究对聚合物浓度和 KCl
浓度进行了选择 , 确定采用 6.0%聚合物浓度和    
4 mmol/L盐的两相分配体系适宜南极红酵母 NJ298
质膜分离 , 得到纯度为 78.2%的质膜 , 但这与
Kopperschläger[15]报道的不同 , 这主要是由于制备
材料的来源不同, 因而其组织膜微囊表面特性不同
而需要选择不同的两相分配体系的缘故。因此, 在
制备不同生物或相同生物不同部位的质膜时, 应首
先建立适合的分离体系, 以保证制备质膜组分的纯
度和产率。 
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