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酪蛋白酶解反应复杂产物的色谱定量分析

于艳军，& 齐 & 崴，& 何志敏

（ 天津大学化学工程研究所酶工程研究室，天津 $"""4!）

摘要：根据酪蛋白酶解产物的高效凝胶排阻色谱（’()*+）定性分析结果，选取不同截留相对分子质量的超滤膜对

酶解产物进行截分，制得 $ 种相对分子质量分布相对 集 中 的 区 间 组 分；建 立 各 组 分 峰 面 积 与 质 量 浓 度 之 间 的 线 性

关系，由此定量计算不同反应时间的酶解产物中相 应 相 对 分 子 质 量 区 间 组 分 的 质 量 浓 度。研 究 表 明，将 膜 分 离 方

法与色谱分析相结合可实现对蛋白质、多肽等复杂体系相对精确的定量分析。
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& & 酪蛋白经单酶或复合酶系水解作用，再经分离

纯化可制得近 *" 类百余种生物活性多肽。复杂的

酶解产物、多样性的序列结构使该类物质具有免疫

调节、自由基清除、抗癌抑菌、溶栓降压、安神麻醉等

多种生理功能，是极具开发价值的一类生物活性物

质，也是当 今 国 内 外 研 究 的 热 点 之 一［*，!］。 对 酶 解

体系进行定量分析与表征，将有助于目标活性多肽

的高效制备，但由于水解产物极其复杂，若单纯采用

传统的凝胶电泳或液相色谱技术，则只能进行定性

分析，无法实现定量表征。

& & 基于相对分子质量差异进行分离的高效凝胶排

阻色谱（’()*+）技 术 是 分 析 酶 解 产 物 的 一 种 有 效

工具，本课题组采用该技术已对酪蛋白.胰蛋白酶体

系的酶解反应过程进行了定性色谱分析，初步推断

了反应历程［$］。本文在已有工作的基础上，进一步

将 ’()*+ 技 术 与 膜 分 离 方 法［-］相 结 合，对 酶 解 产

物按相对分子质量大小进行截分，制得区间分布相

对较窄的几种多肽标准物组分；再将各组分视作相

对单一的物质，建立组分浓度与吸收峰面积之间的

线性关系，从而得到较为准确的多样性酶解产物质

量浓度分布数值。该分析方法将为酪蛋白酶解过程

动力学研究及目标多肽制备工艺优化提供一定的理

论指导，并为混合多肽体系以及其他复杂天然高分

子物系的色谱定量分析提供一种有效手段。
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!" 实验部分

! ! !" 材料

! ! 酪蛋白：生化试剂，购自军事医学科学院天津东

方卫生材料厂；胰 蛋 白 酶："#$%& 公 司 提 供；牛 血 清

白蛋白（! ’ (## $%&）、卵清蛋白（! ’ ($" %%%）、牛血

红蛋白（! ’ ("’ %%%）、细胞色素 )（! ’ ( ’! "!(）和

维生素 *’!（! ’ ( ’ "))）标准品：购自 "#$%& 公司；

其他试剂均为分析纯，市售。

! ! #" 仪器

! ! 自动电位滴定仪：+,-! 型，上海雷磁仪器厂；高

效凝胶排阻色谱系统：./0’1%&* 色谱工作站，2!%%
!型高压恒流泵，34-!%% !紫外可 变 波 长 检 测 器，

大连依利特 分 析 仪 器 有 限 公 司；凝 胶 排 阻 色 谱 柱：

5"6-7"%%%28，(+ ) %% #+ 9+ , "%+ % /%，51:10 公

司；超滤膜：";*-!% 型，有效过滤膜面积为 %+ # %! ，

截留相对分子质量分别为 ’% %%% 和 ’%% %%%，截留率

大 于 &%<，上 海 原 子 能 研 究 所；冷 冻 离 心 机：=>-
>?$’&5; !’@ )?AB’#CD$?，*?/E%&A 公 司；冷 冻 干 燥

机：F’??G1A? $ H )，I&J/1A/1 公司。

! ! $" 方法

! ! $ ! !" K2".) 操作条件

! ! 流动相：%+ ’ %1> L I的磷酸盐缓冲液（MK (+ %）；

流速：%+ ) %I L %#A；进 样 量：!% "I；检 测 波 长：!’$
A%；检测时间：$) %#A；柱温：!) N。

! ! $ ! #" 标准品相对分子质量工作曲线

! ! 分别对 ) 种蛋白质标准品溶液进行 K2".) 检

测，经一元线性回归分析得到标准品的相对分子质

量（! ’）与保 留 时 间（ "@ ）之 间 的 关 系 式 为：>$ ! ’ (

O% H ’*& &"@ P# H &*( &，#! (% H &&% #。

! ! $ ! $" 不同相对分子质量区间多肽标准物的制备

! ! 将酪蛋白水解 &% %#A 后加热灭酶，用高速离心

机以& %%% ’ L %#A离 心 $) %#A，得 不 溶 物 和 上 清 液。

将上清液用截留相对分子质量为 ’%% %%% 的超滤膜

进行过滤，保存截留液，再将渗透液用截留相对分子

质量为 ’% %%% 的 超 滤 膜 过 滤，保 留 截 留 液 和 渗 透

液，从而得到 " 种不同相对分子质量区间的多肽溶

液，冷冻干燥制得固形物。

! ! $ ! %" 多肽标准物浓度与峰面积线性关系的建立

! ! 将自制的不同相对分子质量区间的多肽标准物

配成不同浓度的溶液，然后进行色谱分析，从而建立

各组分峰面积与质量浓度之间的线性关系。

! ! $ ! &" 待测酶解产物的制备及预处理

! ! 配制一 定 质 量 浓 度 的 酪 蛋 白 溶 液，静 置 ’! 0，

加热至 $% N，调 MK 值为 *+ %，按酶与酪蛋白质量比

为 ’- )% 加入胰蛋白酶，在恒温、恒 MK 值、恒搅拌速

率的条件下反应至不同时间。取各时间点酶解液 )
%I，沸水浴加热灭酶 ’% %#A，再经 %+ $) "% 微孔滤

膜过滤后，进行 K2".) 分析。

#" 结果与讨论

! ! 单一物质的色谱定量分析，一般取其标准品配

成不同浓度溶液后进样分析，得到峰面积与浓度之

间的线性关系，再将未知浓度样品的峰面积值代入

关系式而 求 得 其 浓 度。 但 蛋 白 质 酶 解 体 系 组 分 多

样，且不同物质之间吸光系数差异明显，因此不可简

单地以色谱峰总面积计算产物浓度。本文借鉴化学

工程领域处理复杂体系的集总思想［)］，先制备相对

分子质量范围较窄的多肽组分，并建立其质量浓度

与峰面积之间的线性关系，再对复杂酶解体系进行

定量分析。

# ! !" 不同相对分子质量区间多肽组分的制备

! ! 酪蛋白酶解过程中产物主要分布在由 ( 个吸收

峰（ 见图 ’ -&）组 成 的 " 个 区 间，且 各 吸 收 峰 强 弱 随

反应时间不 同 而 有 明 显 变 化［#］，因 此，可 根 据 相 对

分子质量大小采用膜分离方法将复杂水解产物截分

成相对集中的几个区间组分。图 ’ -J，/，9 是膜截分

后得到的各区间组分的液相色谱图，其中最大的多

肽对应的相对分子质量数值已在图中标出。

# ! #" 多肽区间组分的质量浓度与峰面积的关系

! ! 用 ’% %%% 超 滤 膜 截 分 得 到 的 渗 透 液 相 对 分 子

质量范围为’’ "%%以下（ 图 ’ -9），以该渗出液作为一

区间组分，得到其色谱峰面积与质量浓度的计算关

系式：

$ % ( & !#& )’ ( ’ & *#! & （’）

其中，$ 为色谱峰面积，’ 为多肽组分的质量浓度。

! ! 用 ’%% %%% 超滤膜截分得到的渗透液相对分子

质量范围为#% $%%以下（ 图 ’ -/）；可分段积分计算出

相对分子质 量 为’’ "%%以 下 的 多 肽 的 峰 面 积，将 其

代入式（’），计算出其质量浓度；进一步求得相对分

子质量为’’ "%% . #% $%%这 一 组 分 的 质 量 浓 度 与 峰

面积之间的关系式为：

$ % ) & *)# #’ ) ! & )%’ " （!）

同理，由 图 ’ -J，经 两 次 迭 代 计 算，可 得 到 相 对 分 子

质量为#% $%% . ’)% %%%的多肽组分质量浓度与峰面

积之间的关系式为：

$ %’! & #)$’ ( $ & *%" * （"）

# ! $" 不同反应时间酶解产物的定量分析

! ! 根据超滤膜相对分子质量截分范围将酶解产物

划分为#% $%% . ’)% %%%（=）、’’ "%% . #% $%%（*）和

Q’’ "%%（)）" 个区间组分，将不同反应时间的酶解

液色谱数据代入式（’）至式（"），求得相应产物中 "

·$*’·
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个较窄相对分子质量区间组分的浓度分布数值，并

进行质量恒算，以验证该套方法的可靠性，结果见表

"。进一步，可绘制不同相对分子质量区间组分的质

量浓度随酶解时间的变化曲线，见图 !。

图 !" 水解产物及不同相对分子质量区间多肽组分的色谱图

!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- &./’(0.,*+1, *2/ 313+"/1, 4"+& /"--1’12+ ’10*+"51 )(01670*’ )*,,
’*2#1, 3’13*’1/ 8. )1)8’*21 ,13*’*+"(2

"# $%&’()%*"+,* (- ."*,/0 1% +’%2*/0 -(’ #$ 3/0；1# ’,+,0+"+, (- 3,31’"0, 4/+$ "$$ $$$ ’,)"+/5, 3(),.6)"’ 3"** .6+ (--；.# 2,’3,"+,
(- 3,31’"0, 4/+$ "$$ $$$ ’,)"+/5, 3(),.6)"’ 3"** .6+ (--；&# 2,’3,"+, (- 3,31’"0, 4/+$ "$ $$$ ’,)"+/5, 3(),.6)"’ 3"** .6+ (--#

表 !" 不同反应时间酶解产物的色谱定量分析结果

9*801 !" :*,, 6(2612+’*+"(2 (- +&1 &./’(0.,*+1,
*+ /"--1’12+ ’1*6+"(2 +")1 7 8 9

:,".+/(0
+/3, 8 3/0

;0*()61),
*61*+"0.,"）

<()61), *61*+"0.,*!）

= > ?
@(+") 3"**

.(0.,0+’"+/(0%）

! # & ! # ’# ! # !’ ! # $" ! # ’# "$ # $(
& ! # )" ! # "& ! # !) % # !’ "$ # $’

"$ " # *’ " # #’ ! # !) % # !’ "$ # $’
!$ $ # #* " # (( ! # &# ) # #) "$ # !)
)$ $ # (’ " # *" ! # &! & # "& "$ # $*
*$ $ # *# " # )( ! # && & # "# # # #$
#$ $ # (" " # !# ! # ** & # !& # # #"

! "）0(+ $%&’()%*"+,，(1+"/0,& 1% $/7$A*2,,& .,0+’/-67"+/(0#
!）=：! ’ *$ )$$ + "&$ $$$；>：! ’ "" %$$ + *$ )$$；?：! ’ B

"" %$$ # %）/0/+/") .(0.,0+’"+/(0 (- ."*,/0 4"* "$ 7 8 9#

图 #" 不同相对分子质量区间组分的质量浓度随时间变化曲线

!"#$ #" %7’51, (- )*,, 6(2612+’*+"(2 (- &./’(0.,*+1,
!" ’1*6+"(2 +")1

C(’ =，>，?，*,, @"1), " #

! ! 由图 ! 可见，在反应初始阶段，体系中小相对分

子 质量区间组分?的浓度增加显著，而生物 活 性 多

肽多集中于此区间，因此延长酶解时间将有利于目

标产品的获得，但考虑到工业化生产中降低工艺成

本等问题，则较 为 理 想 的 反 应 时 间 是 !$ 3/0，因 为

当反应进行至中后期时，小分子多肽 ? 的质量浓度

变化已趋于平缓。

$" 结语

! ! 将膜分离与色谱分析相结合，可较准确地计算

反应过程中一定相对分子质量区间多肽组分的质量

浓度变化情况，为蛋白质、多糖等生物大分子复杂酶

解产物的定量分析提供了一种有效方法。但该方法

也存在着一定的误差，需进一步改进，如采用制备色

谱代替膜技术获取多肽标准物，则区间组分的划分

将更为灵活，而 且 定 量 计 算 的 精 度 也 将 大 幅 提 高。

相信随着生化分离与分析技术的不断完善，多样性

酶解产物的色谱定量分析将更为简便、精确。
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