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提 要 以 为基质螯合二价铜离子的亲和色谱法分离 Α 氨基酸和肽 使之得以完全分离∀ 对分

离过程的原理进行了讨论∀
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前言

蛋白质水解液中主要含有游离氨基酸和肽∀ 氨

基酸是蛋白质的构成单元 是人类营养的重要组成

成分 而一些多肽具有重要的医药保健功能 因此

从蛋白质水解液中分离提取复合氨基酸和肽具有实

际意义∀ 但是 对 Α 氨基酸与二肽和三肽的分离常

常遇到麻烦∀

在碱性条件下将二价铜离子螯合到葡聚糖凝胶

上 此介质可作为氨基酸和肽的分离介质 ∀固定化

金属离子亲和色谱法 用于分离纯化酶已有

成功的例子 ∀ 也有用 分离纯化猪铜锌超氧

化物歧化酶 的报道 ∀

本 文 报 道 了 以 高 交 联 度 的 葡 聚 糖 凝 胶

为基质 经环氧化活化 偶联亚氨基

二乙酸 螯合二价铜离子 制得固定化铜离子

亲和色谱介质 并以此介质进行了 Α 氨基酸与二肽

标准混合物和蛋白质水解液中的 Α 氨基酸与肽的

分离试验 得到了满意的结果∀

实验部分

试剂和材料

粒度 ∗ 目 上海试剂二

厂产品∀ 环氧氯丙烷 亚氨基二乙酸均为分析纯∀

和

皆为分析纯试剂∀

和 为生化试剂∀ 二肽为

公司试剂∀

称取上述 Α 氨基酸和二肽各 溶于

水中 作为标准混合样品∀

蛋白质水解液由鱼肉浆经蛋白酶水解得到∀

仪器

型紫外分光光度计 自动部分收集器

离心机 ∀

实验方法

螯合铜离子亲和色谱介质的制备 取高交

联度葡聚糖 加水溶胀后的凝胶

加 环氧氯丙烷 和

在室温下搅拌反应∀ 同时在 内再逐

渐加入 搅拌反应 后 加

缓 冲 溶 液

亚氨基二乙酸 和 于 ε

下搅拌反应 后过滤∀用水 乙醇洗 再以水洗 得

白色凝胶 即 ∀ 将此凝胶装入一

玻璃柱 Υ ≅ 中 以

水溶液淋洗 至凝胶由白色完全转变为天蓝色为止∀

再以水充分洗去未键合的二价铜离子 即得固定化

铜离子亲和色谱柱 ∀

洗 脱 色 谱 柱 以

缓冲溶液 充

分平衡后 上分析样品 ∀ 先用此缓冲液以

的流速开始洗脱 再用 以

的流速洗脱 每管收集洗脱液 ∀

检测 用 型紫外分光光度计于
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处测定各收集管中洗脱液的光密度 绘制洗脱曲线∀

以茚三酮法确定 Α 氨基酸和肽的洗脱峰 并测定 Α

氨基酸洗脱峰收集液中 Α 氨基酸含量 计算其回收

率∀

结果和讨论

Α-氨基酸与二肽标准混合物的分离

Α 氨基酸与二肽标准混合物溶液上柱后 先经

缓冲液 洗脱

再经 洗脱∀由茚三酮法测定表明 二

肽在第一次洗脱中流出 Α 氨基酸在第二次洗脱中

流出 洗脱曲线如图 所示∀测定 Α 氨基酸洗脱峰收

集液中 Α 氨基酸的含量为 三次平均值

Α 氨基酸回收率 表明 Α 氨基酸与二肽完全

分离∀

图 Α-氨基酸与二肽混合物分离谱图

Φιγ Χηρο ατογρα οφ Α-α ινο αχιδσανδ δι ε τιδεσ

分 离 柱

Υ ≅ ∀

峰 用 缓冲溶液

洗脱出的二肽峰 用 溶液洗

脱出的 Α 氨基酸峰∀

Α

蛋白质水解液中 Α-氨基酸和肽的分离

蛋白质水解液上柱后 亦先经

缓冲液洗脱 洗脱液峰值管呈蓝紫

色 是肽及少量的水溶性蛋白与二价铜离子形成的

络合物呈现的颜色∀再经 溶液洗脱

峰值管中洗脱液呈淡蓝色 是 Α 氨基酸与二价铜离

子形成的络合物呈现的颜色∀洗脱曲线如图 所示∀

由图 可见 用 可使蛋白质水

解液中的 Α 氨基酸和肽得到相当好的分离∀

图 蛋白质水解液的分离谱图

Φιγ Χηρο ατογρα οφ ηψδρολψζεδ σολυτιον οφ ροτειν

分 离 柱

Υ ≅ ∀

峰 硼砂 氢氧化钠缓冲液

洗脱出肽 洗脱出 Α 氨基酸混合

物∀

Α

螯合金属离子亲和色谱分离原理是基于被分离

物和介质与金属形成络合物稳定性的差异∀

以 的羧基 原子为配位点与

形成稳定的天蓝色络合物 的其余配位位

置为溶液分子或离子占据着∀ 当 Α 氨基酸 肽等加

到此介质体系中时 它们则成为

的竞争性配体∀ 形成的铜络合物的稳定性受制于配

体的性质 如 给予体形成比 给予体更稳定的络

合物 能形成多个五元环配位的配体 如肽 具有特

别高的稳定性∀ 值等对络合物的稳定性也有一定

的影响∀ 由于肽 铜络合物的稳定性远高于 Α 氨基

酸和 的铜络合物 故在色谱柱上

部 平衡完全移向可溶的肽 铜络合物一边 铜离子

从介质上被拽出 它们在色谱柱上仅仅稍有保留即

被先洗脱出来∀Α 氨基酸 铜络合物有与

相近的稳定性 在色谱柱上部平衡

只是小部分移向可溶性的 Α 氨基酸 铜络合物一

边 大部分 Α 氨基酸 铜络合物保留在色谱介质上∀

当换用稀盐酸洗脱时 Α 氨基酸即被洗脱下来∀ 各

色 谱 卷



种 Α 氨基酸与亲和色谱分离介质表现出不同的亲

和性 洗脱条件的变化可对其发生明显的影响∀选择

合适的洗脱条件可以得到很好的分离效果∀

从色谱柱上洗脱下来的肽或 Α 氨基酸结合的

铜离子可方便地用阳离子交换树脂除去∀
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