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摘要：利用多分离柱高速逆流色谱仪，研究了聚乙二醇 $"""（’()$"""）*磷酸盐双水相体系的固定相保留率及该体

系对蛋白质混合 物 和 鸡 蛋 清 样 品 的 分 离。 以 $.E "+ ’()$""" *$0E "+ 磷 酸 盐 体 系 的 上 相 为 固 定 相，在 流 速 "E 0
,- . ,/0和转速 F"" 1 . ,/0的条件下，固定相的保留率达到 ++E ++。在 23 FE ! 的 ’()$""" *磷酸盐双水相体系中，细

胞色素 4、溶菌酶和血红蛋白的分配系数差异最大，采用该 23 值的 $.E "+ ’()$""" *$0E "+ 磷酸钾盐双水相体系，

在流速 $E " ,- . ,/0和转速 ?#" 1 . ,/0的条件下，成功地分离了这 + 种蛋白质的混合物。鸡蛋清中的主要蛋白质成

分 卵转铁蛋白、卵白蛋白和溶菌酶在 23 FE ! 的 $#E "+ ’()$""" *$-E "+ 磷酸钾盐体系中也具有最大的分配系

数差异。采用该体系，在流速 $E " ,- . ,/0和 转 速 ?#" 1 . ,/0的 条 件 下，成 功 地 分 离 了 鸡 蛋 清 样 品，得 到 的 卵 白 蛋

白、溶菌酶和卵转铁蛋白的电泳纯度分别为 $""+，$""+ 和 0"+，收率均大于 F"+。
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! ! 高 速 逆 流 色 谱（ "#$"%&’(() *+,-.(/%*,//(-.
*"/+01.+$/1’"2，34555）技术是一种无固体载体

的连续液%液分配色谱技术，其固定相通过重力场和

离心力场 作 用 被 保 留 在 分 离 柱 内［!，"］，避 免 了 固 体

载体与样品发生化学反应而变性及不可逆吸附；样

品回收率高；可从粗制样品中一步制备高纯度单体

化合物；既适用于微量分析也可用于大规模制备；已

广泛用于生化工程、医药、天然产物、环境分析、食品

等领域［#］。

! ! 但 34555 分 离 天 然 产 物、抗 生 素、无 机 物 时，

基本局限于有机相 6 水相溶剂体系［$］。有机溶剂通

常会使生物大分子和细胞发生不可逆的结构和性质

改变，因此一般选择双水相体系用于这类物质的分

离纯化。双水相体系条件温和（ 含水量高达 %&7 8
’&7），特别适用于生物大分子，如蛋白质、核酸和细

胞粒子的提取和纯化［(，)］。但双水相体系界面张力

低、粘度高、两相密度差异小［%］，在连续逆流分配过

程中会出现两相溶剂易乳化、分相慢、混合不充分、

传递阻力较大的问题［$］。因此，34555 采用双水相

体系分离纯化生物大分子还处于研究阶段，研究的

内容既包括设备结构的改进，也涉及双水相分离体

系工艺条件的探索和研究。目前用于双水相体系的

34555 设备没有实现规模化生产，这些设备主要是

实验室研制 的 正 交 轴 高 速 逆 流 色 谱 仪［*］和 非 同 步

高速逆流色 谱 仪［’］，其 结 构 较 复 杂，包 括 多 级 齿 轮

传动或多个电机［$］，离心分离的主体部分又多数采

用分离柱和配重物相平衡的方式，不利于分离规模

的放大。近几年，我国已有专门的公司批量生产系

列 34555 仪 器 设 备，其 中 具 有 自 有 知 识 产 权 的

9:;%#&&< 型高速逆流色谱仪为多分离柱同步行星

式，结构简单、三分离柱串联结构自动平衡、色谱柱

容积 大、无 故 障 运 行 时 间 长、稳 定 性 高，与 =0(/%
&"10 的 >=?9= @ABC; 系统连用，采用有机相 6 水相

体系成功地分离纯化了多种单体化合物。

! ! 本文将该设备用于双水相体系分离蛋白质的研

究，为 34555 分 离 生 物 大 分 子 探 索 了 新 的 途 径。

与目前常用的分离技术相比，采用高速逆流色谱双

水相技术分离蛋白质具有显著的优点：无固体载体

吸附、可以对颗粒或沉淀物质进行分离而不会造成

色谱柱填料 的 堵 塞［"］、简 化 了 样 品 预 处 理 工 作、兼

具小规模分 析 和 大 规 模 制 备 的 功 能［$］、回 收 率 高、

易于放大 等。目 前 存 在 的 主 要 不 足 是 分 离 效 率 较

低、双水相体系成本较高［!&］。这些问题可以通过进

一步改进设备结构、优化分离工艺、开发新型实用的

双水相体系而得以解决。

! ! 针对该设备特点，研究了双水相体系的固定相

保留率及该体系对标准蛋白质混合物和鸡蛋清蛋白

质成分的分离工艺。所采用的标准蛋白质包括细胞

色素 5、溶菌酶和血红蛋白，这些蛋白质具有独特的

颜色和较高 的 稳 定 性，适 合 用 于 分 离 工 艺 的 研 究。

鸡蛋清具有来源广泛、成本低廉的特点，其组分如卵

转铁蛋白、卵白蛋白和溶菌酶均具有一定的生物学

活性和应用价值［!!］。因此，试验采用 34555 技 术

进行鸡蛋清组分的分离具有研究和应用价值。

!" 实验部分

! ! !" 仪器

! ! 9:;%#&&< 型 高 速 逆 流 色 谱 仪（ 上 海 同 田 生 化

技术有限公司）。聚四氟乙烯管（ 直径 "+ ) 00）缠

绕在支架上形成多层螺旋管作为 ! 个分离 柱，# 个

分离柱串联（ 如图 ! 所示），柱容积为 !"& 0D，分离

柱位于恒温 夹 套 内，通 过 循 环 水 浴（3E%!&(&，北 京

博医康实验仪器有限公司）控制分离柱的温度。进

样圈体积 "& 0D。通过无级变频调速控制主机转速

为 %&& , ! &&& / 6 0#-。

! ! 主机与 F?9= @ABC; 系统（=0(/&"10 :#+&*#%
(-*(，4G()(-）联用，进行泵液的检测和收集。

图 !" "#$%#$$& 型高速逆流色谱仪结构图

’()! !" *+,-./0(+ 12 ,(),%34--5 +1670-8%+688-70
+,81./01)8/4,(+ .15-9 "#$%#$$&

1H F?9=9C ’/#0(；IH 9:;%#&&<；*H G1.(/ I1."；!，" 1-) # H
&(’1/1.#+- *+J,0-&H

! ! %" 试剂

! ! 聚乙二醇 !&&&（@;K!&&&）（ 化学纯）及磷酸氢

二钾、磷 酸 二 氢 钾、柠 檬 酸、柠 檬 酸 钠（ 均 为 分 析

纯），购自上海化学试剂公司。水为蒸馏水。

! ! 标 准 蛋 白：细 胞 色 素 5（ 牛 心 ）、溶 菌 酶（ 鸡 蛋

清）、卵白蛋白（ 鸡蛋清）、卵转铁蛋白（ 鸡蛋清）、血

红蛋白（ 牛）均为 4#$01 公司（L4=）产品。

! ! 蛋白质的相对分子质量（! / ）标准：低 ! / 标准

蛋白质（ 上海升正生物技术有限公司），含有兔磷酸

化酶 :（! / M ’% &&&）、牛 血 清 白 蛋 白（ :4=，! / M
)) &&&）、兔 肌 动 蛋 白（! / M $# &&&）、牛 碳 酸 酐 酶
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（! ! ""# $$$）、胰蛋白酶抑制剂（! ! " !$ $$$）和鸡

蛋清溶菌酶（! ! "#% $$$）。

! ! "# 双水相体系的配制

# # 根 据 所 用 双 水 相 体 系 的 组 成 称 取 所 需 的

$%&#$$$ 和成相盐，将两者分别溶于占所需量一半

的蒸馏水中，充分混合，并静置分相待用。

! ! $# 蛋白质分配系数测定

# # 将 # ’( 待测蛋白质溶于装有 ! ’) 等体积上、

下相的试管中，混匀后静置分相，分别取上、下相各

$& ’ ’)，在 !($ *’ 处 检 测，记 录 吸 光 度 "（ 以 相 同

组成但不含蛋白质的上、下相作为空白对照），计算

分配系 数 #（# 定 义 为 溶 质 在 上、下 相 中 吸 光 度 之

比，即 # " "+ , ")，下标 + 和 ) 分别表示上、下相）。

! ! %# 分离样品制备

! ! % ! !# 标准蛋白质样品制备

# # 将 # ’( 细胞色素 -、’ ’( 血红蛋白和 !$ ’(
溶 菌 酶 溶 于 ! ’) 蒸 馏 水 中，加 入 一 定 量 的

$%&#$$$ 和磷 酸 盐，使 其 组 成 与 所 用 分 离 体 系 相

同，轻微搅拌使所有固体物完全溶解。

! ! % ! &# 鸡蛋清样品制备

# # 按照 ./012 等［##］的方法制备鸡蛋清样品：用 !
倍体积的含 $& % ’34 , ) 50-4 和 #$ ’’34 , ) !6巯基

乙醇的 $& $’ ’34 , ) 7!896:-4（;: )& $）缓冲液稀释

鸡蛋清并轻 微 搅 拌 过 夜。取 % ’) 鸡 蛋 清 样 品，加

入一定量的 $%&#$$$ 和磷酸盐，使其组成与所用分

离体系相同，轻微搅拌使所有固体物完全溶解。

表 !# 流动相的流动方向和主机的旋转方向对双水相体系固定相保留率的影响

"#$%& !# ’((&)*+ ,( (%,- ./0&)*/,1 ,( 2,$/%& 34#+& #1. 0,*#*/,1 ./0&)*/,1 ,( *4&
#33#0#*5+ ,1 *4& 0&*&1*/,1 ,( +*#*/,1#06 34#+&

53<
=>0>?9

!3>0>83* @43/
A3>0>83* 9;BB1 ,

（ ! , ’8*）

C43/ !0>B ,
（’) , ’8*）

AB>B*>83* ,
D

C43/60/0E ,
（’) , F）

G09B48*B

# @3!/0!1 H0IJ/0!1 ($$ # < $ #* < + K ’ ?*9>0H4B
! H0IJ/0!1 H0IJ/0!1 ($$ # < $ #+ < $ K ’ ?*9>0H4B
" @3!/0!1 @3!/0!1 ($$ # < $ !% < ( L $ < ’ 9>0H4B
% H0IJ/0!1 @3!/0!1 ($$ # < $ !’ < + L $ < ’ 9>0H4B

! ! ’# 高速逆流色谱分离

# # 将“# < "”节 所 得 上 相（ 即 固 定 相）充 满 :=---
分离柱，以所 需 流 速 泵 入 下 相（ 即 流 动 相），并 以 一

定转速和旋转方向运转主机；当流动相从溢出口稳

定流出时，表明分离柱内已建立起两相平衡；将制备

好的样品经由进样圈进样。

! ! (# 固定相保留率测定

# # 将“# < "”节所得固定相充满 :=--- 分离柱，在

以所需流速泵入流动相的同时收集从溢出口流出的

固定相，并以一定的转速和旋转方向运转主机；当流

动相从溢出口稳定流出时，记录所排出的固定相体

积 $ B。固定相保留率 % 定义为保留在分离 柱 内 的

固定相体积占分离柱总容积 $ > 的 比 例，即 % &（$ >

M $ B）,（$ >）。

! ! )# 蛋白质浓度的测定

# # 蛋白 质 浓 度 的 测 定 采 用 G!01@3!1 法［#!］，以 不

含任何蛋白质而其余组成与待测样品相同的体系作

为空白在 ’)’ *’ 波 长 下 测 定，用 牛 血 清 白 蛋 白 绘

制标准曲线。

! ! *# 电泳分析

# # 参考文献［#"］的方法进行十二烷基硫酸钠6聚
丙烯酰胺凝胶电泳（ =N=6$.&%）分 析，分 离 胶 质 量

浓度为 #$$ ( , )，采用考马斯亮蓝进行染色。

# # 采用 G0*1=I0* 软件（O% < "$，&4EJ3）进行电泳

图谱分析。

&# 结果与讨论

& ! !# 仪器参数对固定相保留率的影响

# # 高速逆流色谱是无固相载体的液6液分配色谱，

其固定相是通过重力场与离心力场的共同作用被保

留在分离柱内的，固定相的保留率直接影响体系的

分辨率。一般来说，固定相的保留率越高，分辨率越

高［#%］，因此首先研究了仪器参数对双水相体系固定

相保留 率 的 影 响。$%&#$$$ 6无 机 盐 双 水 相 体 系 的

上相中富含 $%&#$$$，具有较高的粘度，流动性差，

适于作为固 定 相［#’］，因 此 如 未 特 别 指 出，本 文 均 以

上相作为固定相。

& ! ! ! !# 流向与转向

# # 流动相 的 流 动 方 向 和 主 机 的 旋 转 方 向 是 可 调

的。任意确定色谱柱的首尾端，当流动相从首端流

入定义为正向；主机的旋转方向根据电机的旋转方

向定义，一般规定为面对电机轴时顺时针方向为正

转。由于电机与主机是通过皮带传动，因此，二者的

旋转方向相同。

# # 流动相的流动方向和主机的旋转方向对固定相

保留率的影响如表 # 所示，其中流动方向和旋转方

向的组合一共有 % 种。流动相的流动方向对固定相

的保留率和流失有着显著的影响，流动相正向流动

得到的保留率要远高于流动相反向流动，这可能与

阿基米德螺线力的作用方向有关。主机的旋转方向
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对固定相的保留影响不大，但反向旋转产生的固定

相保留率要略高于正向旋转。

! ! " ! !# 转速与流速

! ! 高速逆流色谱设备的固定相保留率也取决于主

机的旋转速 度 和 流 动 相 的 流 速。在 有 机 相"水 相 体

系中，旋转速度越高，固定相保留率越高。但是，对

于界面张力比较低、粘度比较高的双水相体系而言，

虽然需要较高的转速以使高粘度的固定相保留在色

谱柱内，但是过高的旋转速度所产生的两相剧烈混

合，对固定相保留率又将产生不利影响。流动相流

速的变化通过影响流体动力学平衡而改变固定相的

保留率。实验结果如图 " 所示。

图 !# 主机的旋转速度（"）和流动相的流速（#）对双水相体系固定相保留率的影响

$%&! !# ’(()*+, -( .-+"+%-/ ,0))1 -( +2) "00"."+3,（"）"/1 (4-5 ."+) -( 6-#%4) 02",)（#）-/ +2) .)+)/+%-/ -(
,+"+%-/".7 02",) %/ "$% &8 9’:"&&& ;"’% &8 02-,02"+) <=9,

#$ %&’( )#*+：#$ % ,- . ,/0；%&’( 1/)+2*/’0：%’)(#)1$ 3$ )’*#*/’0 45++1：&## ) . ,/0，)’*#*/’0 1/)+2*/’0：3#26(#)1$

! ! 从图 " "# 中可以看出，设备转速较低时（%## 和

’(# ) . ,/0）得到的固 定 相 保 留 率 低 于 "#7，转 速 提

高到 )(# ) . ,/0后保留率显著上升到约 *#7，说明对

于高粘度的双水相体系需要较高转速产生强的离心

力场才能有效地将固定相保留在色谱柱内。在所测

试的转速范围内并未出现由于转速过高而产生两相

的过度乳化现象，这是因为该设备设计分离柱时选

取了合适的自转和公转半径，从而在高流速下也不

会产生过强的混合使双水相体系乳化。

! ! 流动相的流速对固定相保留率的影响没有转速

影响那 么 显 著。 当 流 动 相 流 速 从 #$ % 提 高 到 !$ (
,- . ,/0，固定相的保留率仅从 **7 下降至 "(7 ，因

此为了缩短分离时间，可适当提高流动相的流速。

! ! 固定相保留率是 89::: 分离体系中的重要参

数，双水相体系由于自身的高粘度、易乳化等特点导

致其保留 率（*#7 ; (#7）低 于 有 机 相 . 水 相 体 系 的

保留率（+#7 ; )(7）［+］，但 能 够 满 足 物 质 分 离 的 基

本要求。固定相保留率受主机转向、转速及流动相

流动方向、流速等因素的影响，理论上讲，保留率越

高，系统分辨率越高，但在实际分离过程中，应以物

质的有效分离为目的，兼顾仪器的特点和运行时间

等因素，单 纯 追 求 高 保 留 率 并 不 利 于 蛋 白 质 的 分

离［!%］。

! ! !# 0> 值 对 标 准 蛋 白 质 分 配 系 数 的 影 响 及 标 准

蛋白质混合物的 >?@@@ 分离

! ! 高速逆流色谱对混合样品的有效分离依赖于样

品中各组分分配系数的差异。在双水相体系中影响

物质分配系数的因素很多，包括双水相体系的组成、

58 值、离子强度等。其中 58 值对蛋白质的分配系

数影响很大，而且对不同蛋白质的影响程度有差异。

研究了 <=>!### "磷 酸 盐 双 水 相 体 系 中 58 值 对 不

同种类蛋白质分配系数的影响，结果如图 * 所示。

图 (# 0> 对 9’:"&&& ;磷酸盐体系中蛋白质分配系数的影响

$%&! (# ’(()*+ -( 0> -/ +2) 0.-+)%/ 0".+%+%-/ *-)((%*%)/+,
%/ 9’:"&&& ;02-,02"+) ,7,+)6

! $ 2?*’2@)’,+ :；" $ @+,’A&’3/0；* $ &?4’B?,+$

! ! 从图 * 可见，细胞色素 :、血红蛋白和溶菌酶等

* 种蛋白质的分配系数随体系 58 的变化都很典型，

细胞色素 : 在所测试 58 条件下都分配在下相中，

溶菌酶则是基本等量分配在上下相中，而血红蛋白

分配系数则随 58 的增加呈 9 型变化。从图 * 中可

以看出在 58 &$ " 条件下，* 种蛋白质的分配系数差

异明显。分配系数差异越大，分离度越高。通过研

究 58 值对分配系数的影响，可以找到使蛋 白 质 混

合物得以有效分离的 58 范围，将其与蛋白 质 活 性
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!" 范围结合，可以确定双水相体系的 !"。

# # 采用 !" #$ ! 的 $%&%&&& ’磷酸盐体系对细胞色

素 (、血红蛋白和溶菌酶的混合物进行了分离试验，

结果如图 ’ 所示。图 ’ 中洗脱峰的蛋白质类型由 "
种蛋白质的特 征 颜 色（ 细 胞 色 素 ( 为 玫 瑰 红 色、溶

菌酶无色、血 红 蛋 白 为 黄 色）和 相 应 峰 的 电 泳 结 果

进行确定。

图 !" # 种蛋白质混合物的高速逆流色谱洗脱曲线

!"#$ !" %&’’’ ()*+,-.+#*-, +/ - ,"0.1*2 +/
(3.+()*+,2 ’，)2,+#4+5"6 -67 438+93,2

()*+,-,)*.：./!010-,)* 2)345*，%!& 56，2),3/+ $78% -49/
（ ,$ +$ !$ ( 55）；5)9,3/ !:0./，3);/1 !:0./；<3); 10-/，%$ &
56 = 5,*；1)-0-,)* .!//+，)*& 1 = 5,*；.05!3/ .)34-,)*，! 56，

2)*-0,*,*> % 5> 2?-)2:1)5/ (，* 5> :/5)>3)9,*，0*+ !& 5>
3?.)@?5/；.)3A/*- .?.-/5：!" #$ !，%’$ &B（; = ;）!)3?/-:?3/*/
>3?2)3 %&&& ’%($ &B （; = ;）+,!)-0..,45 :?+1)>/* !:).!:0-/ ,*
+,.-,33/+ ;0-/1C
# # % C 2?-)2:1)5/ (；! C 3?.)@?5/；" C :/5)>3)9,*；DE：.-0-,)*’
01? !:0./ 902F;01+ /34-,)*C

# # 从图 ’ 可见，" 种蛋白质按照其分配系 数 由 小

到大的顺序被洗脱，细胞色素 ( 和溶菌酶两个洗脱

峰的分辨率（! . ）为 %$ %*。由于血红蛋白 的 分 配 系

数很大，基本 上 完 全 分 配 于 上 相（ 固 定 相），难 以 被

洗脱，在前面两种蛋白质被完全洗脱后，以上相为流

动相进行反流 向 洗 脱（ 图 ’ 中 的 DE），使 含 有 血 红

蛋白的固定相被反向洗出，得到了血红蛋白的洗脱

峰。但由于反向洗脱时会带出部分流动相，因此基

线波动较大。

图 $" 在 :;<%&&& =磷酸盐体系中 >% 对鸡蛋清中

蛋白质分配系数的影响

!"#$ $" ;//2(. +/ >% +6 .)2 >*+.2"6 "6 - )26 2## ?)".2
8-,>42 >-*."."+6 (+2//"("26.8 "6 :;< %&&& =

>)+8>)-.2 838.2,
% C )A03-10*.</11,*；! C )A03945,*；" C 3?.)@?5/C

’ $ #" >% 值 对 鸡 蛋 清 中 主 要 蛋 白 质 成 分 分 配 系 数

的影响及鸡蛋清的 %&’’’ 分离

# # 鸡蛋清中的主要蛋白质成分包括 ’ 种［%%］：卵白

蛋白、卵转铁蛋白、溶菌酶和卵粘蛋白。测试了其中

" 种主要蛋白质成分（ 卵白蛋白、卵转铁蛋白和溶菌

酶）在不同 !" 的 $%&%&&& ’磷酸盐双水相体系中的

分配系数变化情况，结果如图 * 所示。在 !" #$ ! 条

件下 " 种蛋白质的分配系数差异最大，利于实现有

效的分离。另外，包括卵粘蛋白在内的其他相对分

子质量较大的糖蛋白在 $%&%&&& ’磷酸盐双 水 相 体

系中基本 完 全 分 配 于 上 相（ 分 配 系 数 G %&），不 随

!" 发生明显改变［%+］。因此，这些蛋白质在 !" #$ !
的 $%&%&&& ’磷酸盐双水相体系中应可以得 到 有 效

的分离。

# # 采用 !" #$ ! 的 $%&%&&& ’磷酸盐体系对鸡蛋清

样品进行了高速逆流色谱分离试验，得到的洗脱图

谱如图 ( 所示。图 ( 中洗脱峰的蛋白质类型由 " 种

蛋白质的特 征 颜 色（ 卵 转 铁 蛋 白 为 粉 红 色，其 余 两

种蛋白质 无 色）、相 对 含 量 和 电 泳 结 果（ 见 图 +）确

定。卵转铁蛋白、卵白蛋白和溶菌酶按照分配系数

从小到大的顺序被洗脱；卵粘蛋白由于分配系数过

大没有被洗脱，仍然保留在上相，由于其含量较低，

未采用固定相反向洗脱的方式进行洗脱，而是直接

将其从体系中吹出后从固定相（ 上相）回收。

图 (" 鸡蛋清的高速逆流色谱洗脱曲线

!"#$ (" %&’’’ ()*+,-.+#*-, +/ - )26 2## ?)".2 8-,>42
()*+,-,)*.：.05!3/ .)34-,)*，’ 56 :/* />> ;:,-/ !1/!010’

-,)*；.)3A/*- .?.-/5：!" #$ !，%*$ &B（; = ;）!)3?/-:?3/*/ >3?’
2)3 %&&& ’%+$ &B （ ; = ; ） +,!)-0..,45 :?+1)>/* !:).!:0-/ ,*
+,.-,33/+ ;0-/1C H-:/1 2)*+,-,)*. 0. ,* 8,>C ’ C
# # % C )A03-10*.</11,*；! C )A03945,*；" C 3?.)@?5/C

# # 分离得到的 ’ 种蛋白质的凝胶电泳结果如图 +
所示。其中，卵白蛋白（ 图 + 中条带 ’）和溶菌酶（ 图

+ 中条带 *）均为单一条带，纯度较高。卵转铁蛋白
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（ 图 " 中条带 #）在 ! " 为$% %%%和#$ %%%处各有一条

杂蛋白条带存在，该条带可能是鸡蛋清中存在的其

他相对分子质量较小的糖蛋白［!!］。通过 #$%%% 分

离得 到 的 卵 转 铁 蛋 白 纯 度 为 &%& 左 右，与 ’()*+
等人［!!］通过凝胶 渗 透 和 阴 离 子 交 换 色 谱 两 步 纯 化

得到的结果类似。在吹出固定相的电泳图谱上有 ’
条明显的蛋白质条带（ 图 " 中条带 &），对应于几种

不同聚合 程 度 的 糖 蛋 白，包 括 卵 粘 蛋 白、,-)./0)012
等［!!］。

! ! 对图 " 中鸡蛋清样品的条带采用 3)2*$4)2 软

件分析 蛋 白 质 的 相 对 含 量，可 知 卵 转 铁 蛋 白 约 占

!"&，卵白 蛋 白 约 占 $$&，溶 菌 酶 约 占 !%&，卵 粘 蛋

白约占 !&。鸡蛋清样品上样量为 $$% 56（ 体积为 &
57），经纯化后得到的卵转铁蛋白约为 (% 56（ 收率

约为 ($&），卵白蛋白为 ’)# 56（ 收率约为 (*&），溶

菌酶为 $! 56（ 收率约为 (#&）。

图 !" 鸡蛋清样品高速逆流色谱洗脱峰的 !"!#$%&’ 分析结果

()*+ !" !"!#$%&’ ,-./01. 23 -0/1)24 5-67. 23
8-4 -** 98)1- :; <!===

7)28 !：9",0812 5)":8"；.)28 ’：;82 866 (;108 /)59.8；

.)28 #：98): ! 12 <16= &；.)28 *：98): ’ 12 <16= &；.)28 $：98): #
12 <16= &；.)28 &：/0)01,2)"> 9;)/8=

#" 结论

! ! 在同步式、多分离柱高速逆流色谱仪上，研究了

仪器参数对双水相体系固定相保留率的影响，探索

了双 水 相 体 系 分 离 蛋 白 质 的 工 艺。 当 以 !*+ %&
?@A!%%% B!&+ %& 磷酸盐体系的上相为固定相，流动

相以 %+ & 57 C 512的速度正 向 流 动，#$%%% 设 备 以

(%% " C 512的速 度 反 转，固 定 相 的 保 留 率 为 ##+ #&。

研究了 9# 值 对 不 同 种 类 蛋 白 质 分 配 系 数 的 影 响，

在 9# (+ ’ 时细胞色素 %、溶菌酶和血红蛋白的分配

系数差异最 大，可 实 现 有 效 分 离。 采 用 9# (+ ’ 的

!*+ %& ?@A!%%% B!&+ %& 磷 酸 盐 体 系，调 整 流 速 为

!+ % 57 C 512，转速为 )$% " C 512，成功地分离了细胞

色素 %、溶菌酶和血红蛋白的混合物。采用 9# (+ ’
的 !$+ %& ?@A!%%% B!"+ %& 磷 酸 钾 盐 体 系，在 !+ %
57 C 512流速和 )$% " C 512转速下，成功地进行了鸡

蛋清样品的分 离，得 到 电 泳 纯 度 为 !%%& 的 卵 白 蛋

白和溶菌酶，收率均大于 (%& 。这些结果说明该设

备可有效地用于蛋白质样品的分离纯化，为生物大

分子的高效分离开辟了一条新的途径。
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