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及其对鱼精蛋白的分离纯化
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摘要：以自制的 )- " !/ 单分散大孔亲水交联聚甲基丙烯酸环氧丙酯（ :;!9 < -7!9）微球为基质，对其表面进行化学

改性，合成弱阳离子交换色谱填料（=>?）。详细考察了该填料对标准蛋白质的分离性能、表面亲水性能、稳定性
和重现性以及流速对蛋白保留的影响。实验结果表明，该色谱填料对蛋白的分离性能、重现性及稳定性良好；在流

速为 $ /@ < /02 时，采用线性梯度洗脱，( /02 内可分离 . 种标准碱性蛋白质，以溶菌酶测定的该填料的动力学吸附
容量为 !#- +( /1 < 1。将其用于鱼精蛋白的分离纯化，经反相高效液相色谱测定纯化后鱼精蛋白的纯度为 ##- !A；
与商品 B%’6,4 C-> B:.+!) 强阳离子交换色谱柱比较，纯化结果几乎一样。
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, , 随着生命科学的发展，对于各种生物活性物质，
特别是蛋白质（包括酶）、核酸和多糖等与生命科学

密切相关的生物大分子的分析、分离和纯化已成为

当前分离科学、基因工程等领域的研究热点。离子

交换色谱在蛋白质的多级纯化、基因工程下游产品

的分离纯化中发挥着至关重要的作用［&］。目前，离

子交换填料的基质主要有多糖（葡聚糖、琼脂糖、纤

维素）、硅胶和有机聚合物三大类［!］。多糖类基质
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胶质软，不耐压。以硅胶为基质的离子交换填料机

械强度高、柱效高，但这种介质只能在 !" ! # $ 范围
内使用，并且表面有较强的非特异性吸附，对蛋白质

产生不可逆吸附，蛋白质的活性回收率低，因此使其

应用受到限制。有机聚合物填料具有一定的机械强

度、良好的亲水性、不可逆吸附小、柱效率高等优点，

在离子交换色谱中发挥着重要的作用［%］。

& & 弱阳离子交换色谱（#$%）填料作为离子交换
色谱的一种，在蛋白质的分离纯化中发挥着重要的

作用。目前，国外的 $&’() 等［’］和 *+!),- 等［(］以

硅胶为基质，制备了高效弱阳离子交换色谱固定相；

国内的常建华等［)，"］也采用硅胶基质制备了性能较

好的弱阳离子交换色谱填料，并将其用于生物大分

子的分离。我们曾采用“一步种子溶胀聚合法”制

备了单分散多孔氯甲基苯乙烯.二乙烯苯（/$01 2 345）

微球［$］和无孔［*］、多孔的亲水交联聚甲基丙烯酸环

氧丙酯（/60* 2 730*）微球
［+,］，并用于生物大分子的分

离纯化。但无论 /$01 2 345微球还是 /60* 2 730*微球都

是以线性聚苯乙烯为种子。而聚苯乙烯的疏水性

强，对生物大分子会产生较强的不可逆吸附。为了

提高基质的亲水性，我们以亲水性单分散线性聚甲

基丙烯酸环氧丙酯微球为种子制备了大孔亲水

/60* 2 730*微球，并以其为基质制备了新型的两性离

子交换色谱填料［++］，将该填料用于蛋白质的分离，

取得了令人满意的效果。本文进一步以该亲水性微

球为基质，采用一种简单的改性方法合成了高效弱

阳离子交换色谱填料，并详细地考察了该填料的色

谱性能及蛋白质的质量回收率。

& & 鱼精蛋白（!89-&:;<)）是从鱼精中提取的核酸
和蛋白质的天然复合物，它具有广谱抑菌活性，能抑

制枯草杆菌、巨大芽孢杆菌、地衣形芽孢杆菌等的生

长，已作为天然食品防腐剂在食品工业中得到了应

用［+!］。文献［+%，+’］报道分离纯化鱼精蛋白一般采
用葡聚糖凝胶柱和离子交换色谱，而以聚合物为载

体合成的 #$% 柱对鲤鱼鱼精蛋白的分离纯化尚未
见报道。本文应用自制的 #$% 填料对鲤鱼鱼精蛋
白进行了快速分离纯化，并采用反相高效液相色谱对

分离纯化的鱼精蛋白进行纯度测定，结果令人满意。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
& & =$.!,*> 高 效 液 相 色 谱 仪（日 本 岛 津），
1)!++,, 液相色谱仪（上海通微分析技术有限公
司），$6?.+,, 型高压气动泵（北京福思源机械加工
部），!,,% 型电动搅拌器，@?.*! 超声波细胞破碎仪
（宁波新芝生物科技股份有限公司），AB.!(,5 超声
波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司），>6=.!,0 高
速台式冷冻离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公

司），/"1.%3 !" 计（上海三信仪表厂）。
& & 单分散大孔亲水 /60* 2 730*微球

［++］（粒径：(- ,

!:；比表面积：++- ! :! 2 C；环氧值：%- , ::9+ 2 C；孔
径主要分布在大孔（孔径 . +,, <:）和超大孔（孔径
. (,, <:）区域）。商品 1D9(), E7$ 1/.$!( 强阳
离子交换色谱柱。丁二酸酐（分析纯，中国医药上

海化学试剂公司），甲醇（色谱纯，天津市科密欧化

学试剂有限公司），三氟乙酸（>F*）（分析，纯国药
集团化学试剂有限公司），其他试剂均为分析纯，实

验用水为二次蒸馏水。

& & 肌红蛋白（0G9，马心）、核糖核酸酶（HI&J).*，
牛红细胞）、!.糜蛋白酶原.*（!.$DG.*，牛胰脏）、细
胞色素.$（$G-.$，马心）、溶菌酶（ =GJ）、".乳球蛋白
（".=&K-，牛奶）、牛血清白蛋白（51*）、胰岛素（ E<J，
牛胰脏）、卵清蛋白（ L4*，鸡蛋清）、伴清蛋白
（$LI，鸡蛋）均购自美国 1;C:& 公司。鲤鱼精巢组
织（市售）。

! ! #" 弱阳离子交换填料的制备
& & 取一定量的单分散大孔亲水 /60* 2 730*微球置

于三口瓶中，加入适量的 ,- + :9+ 2 = "!1L’ 溶液，在

), M水浴中搅拌反应 !’ D，产物用水洗至中性，再
用丙酮洗涤，真空干燥，即得水解的微球。取水解微

球置于 +,, := 三口瓶中，加入少量的丁二酸酐，以
吡啶为溶剂，将其超声分散均匀，在 ), M水浴中搅
拌反应 !’ D，用乙醇、水和丙酮反复洗涤，真空干
燥，即得新型大孔 #$% 填料。合成路线见图 +。

图 !" 弱阳离子交换填料的合成路线
"#$! !" %&’(#)*+ (,-#.#)*/#,0 1)&’(’ .,2 /&’ 32’3*2*/#,0 ,. /&’ 4’*5 )*/#,0 #,0 ’6)&*0$’ 3*)5#0$1

·!*+·
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! ! "# 填料的表征
! ! 利用酸碱滴定法测定树脂表面的羧基含量［#$］。

! ! $# 弱阳离子交换色谱柱的装填
! ! 以水为匀浆液，在 %& !"# 压力下将自制的大
孔弱阳离子交换填料装柱（#$ $% ’ &( )* $%）。
! ! %# 色谱条件
! ! 离子交换色谱条件 ! 流动相：& 液（平衡液）为
"& %%’( ) * 磷酸盐（"+,）（-. +( &）；+ 液（洗脱液）
为 "& %%’( "+, , &( $ %’( ) * /#0(（-. +( &）；分离
标准蛋白的线性梯度洗脱程序：&"#& %12，#&&3 &

"#&&3 +；纯化鱼精蛋白的线性梯度洗脱程序：&"
#$%12，"&3 +"*&3 +。检测波长："-& 2%。所有
流动相在使用前均经 &( )$ !% 滤膜过滤。
! ! 反相液相色谱条件 ! 流动相：& 液为水4&( #3
56&；+ 液为甲醇4&( #3 56&；梯度洗脱程序：&"
#&%12，#&&3 &" #&&3 +。检测波长为 "-& 2%。
所有流动相在使用前均经 &( )$ !% 滤膜过滤。
! ! &# "#$ 填料动态吸附容量的前沿色谱法测定
! ! 使用 $ $% ’ &( )* $% 708 柱，在流动相为 "&
%%’( ) * "+, , " 9 ) * *:;，流速为 &( % %* ) %12 的条
件下，采用前沿突破曲线法测定该 708 填料的动
态吸附容量。

! ! ’# 鲤鱼鱼精蛋白样品的处理
! ! ’ ! !# 鲤鱼鱼精蛋白的提取
! ! 取成熟鲤鱼精巢组织，除去附着在精巢上的其他
杂物（如腺体、脂肪、结缔组织、血块和污物等）后，加

入两倍量的 &( #$ %’( ) * /#0( 溶液，匀浆捣碎，将其
过滤后离心，所得沉淀用 &( +$ %’( ) * .",<) 溶液在

)& =下水解 #( $ >，在 ) =、) &&& ? ) %12 条件下离心
分离 #& %12。上清液用冷乙醇沉淀，然后用 &( #$
%’( ) * /#0( 溶液抽提，抽提后沉淀分别用丙酮和乙
醇洗涤两次，干燥沉淀，得鱼精蛋白硫酸盐。

图 (# 标准蛋白在 "#$ 柱上的色谱分离图
%&’! (# #()*+,-*’),+. */ .-,01,)1 2)*-3&0. 45 -(3 "#$ 6*78+0

! ! 6(’@ ?#AB（%* ) %12）：#C #( &；DC "( &；$C %( & C 5>B (12B#? 9?#E1B2A B(FA1’2 @#; G?’% #&&3 %’D1(B ->#;B &（"& %%’( ) * ->’;->#AB，
-. +）A’ #&&3 %’D1(B ->#;B +（"& %%’( ) * ->’;->#AB , &( $ %’( ) * /#0(，-. + C &）12 #& %12C HI EBAB$A1’2 #A "-& 2%C
! ! "?’AB12;：# C !:’；" C J/#;B4&；%，) C 0:A40；$ C *:;C

! ! ’ ! (# 鲤鱼鱼精蛋白的纯化
! ! 在分离提取鱼精蛋白的过程中，可能会混入杂
蛋白、核酸等其他物质。将提取的鱼精蛋白粗品溶

解于水中，取上清液用所制备的 708 柱和 ,>’EBK
LM0 ,"4-"$ 强阳离子交换色谱柱分离纯化鱼精
蛋白。

! ! 将 708 柱和商品柱纯化收集的鱼精蛋白纯化
液透析除盐，再溶于适量的二次蒸馏水中进行反相

色谱分析。

(# 结果与讨论

( ! !# 填料表面羧基含量的测定
! ! 经 测 定 该 填 料 表 面 羧 基 含 量 高 达 &( -%
%%’( ) 9，说明离子交换基团已键合到聚合物微球
表面。

( ! (# 生物大分子的离子交换色谱分离
! ! 为了鉴定所合成填料的离子交换特性，在 -.
+ C & 的磷酸盐缓冲液中分别考察了等电点（-!）小于
+( & 的酸性蛋白质和等电点大于 +( & 的碱性蛋白质
的色谱行为，结果发现等电点为 * C . 的弱酸性蛋白
!:’ 有弱保留，而其他酸性蛋白 !4*#$A、+,&、L2;、
<I& 和 0</ 都不保留；碱性蛋白 "40>:4&、J/#;B4
&、0:A40 和 *:; 都保留，并且碱性蛋白按等电点由
小到大的顺序洗脱，完全符合碱性蛋白在阳离子交

换色谱上的保留规律。图 " 是 !:’、J/#;B4&、0:A4
0 和 *:; 在弱阳离子交换色谱柱的分离图。实验结
果表明，在流速为 #( & %* ) %12、洗脱盐浓度为 &( $
%’( ) * 条件下，#& %12 的线性梯度洗脱可将上述 )
种标准蛋白分离，!:’、J/#;B4&、0:A40 和 *:; 的柱
效分别为 &，# -+*，# #." 和 .*- 理论塔板 ) %，与文
献［#&］相比，洗脱盐的浓度低，这对保持生物大分
子的活性非常有利。图 " 4$ 是流速为 %( & %* ) %12，

·%.#·
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# !"# 的线性梯度洗脱同样可分离 $ 种标准蛋白，
与图 ! $% 所示的流速为 %& ’ !& ’ !"# 时的柱效几乎
完全相同（()*、+,%-.$/、0)1$0 和 &)- 的柱效分别
为 ’，% "’#，% ’"! 和 ()$ 理论塔板 ’ !）。这表明所
合成的大孔亲水性 203 填料具备高效和快速传质
的特征，可用于生物大分子的快速分离纯化。

! ! "# 填料表面的亲水性
* * 用于分离生物大分子的聚合物填料应具有足够
强的亲水性才能减少生物大分子与填料之间的非特

异性吸附，增加其生物活性的回收率。根据疏溶剂

化理论，流动相中加入有机溶剂能够抑制蛋白与固

定相之间的疏水相互作用，从而减小蛋白的保留时

间或洗脱体积。本文考察了在流动相中加入 +4 的
异丙醇与不加异丙醇对蛋白质分离的影响。从表 %
看出，蛋白保留时间有一定程度的减小，但减小量非

常小。这表明，该基质表面的疏水性很弱。

表 $# 异丙醇对蛋白保留的影响
"#$%& $# ’((&)* +( ,-+./+.#0+% +0 *1& /&*&0*,+0

+( ./+*&,0- $2 # 345 )+%670

567.#1
+.1.#1"*# 1"!.- ’ !"#

()* +,%-.$/ 0)1$0 &)-

567.#1 %%） ’ 8 (! + 8 #) # 8 $#，" 8 %’ ( 8 ,#

567.#1 !!） ’ 8 (’ + 8 +! # 8 !+，" 8 ’) ( 8 ""

* %）9"1:*71 "-*;<*;%#*6 "# 1:. !*="6. ;:%-.- / %#> ?8 !）
+4 "-*;<*;%#*6 %>>.> "# 1:. !*="6. ;:%-.- / %#> ?8 (*="6.
;:%-. /：!’ !!*6 ’ & @?A；!*="6. ;:%-. ?：!’ !!*6 ’ & @?A
- ’ 8 + !*6 ’ & ,%06（ ;B " 8 ’）8 C1:.< D*#>"1"*#- %<. 1:. -%!.
%- "# E"F8 ! 8

! ! %# 345 柱对标准蛋白的质量回收率
* * 色谱柱对标准蛋白的质量回收率也是评价填料
亲水性能的重要指标。蛋白的质量回收率高说明固

定相表面的亲水性强。表 ! 为 $ 种蛋白在 203 柱
上的 ) 次平行测定的平均质量回收率。由表 ! 中的
数据可以看出，该柱对这 $ 种标准蛋白的质量回收
率均超过了 ,$4，并且 ) 次平行测定的相对标准偏
差（+AG）低于 $4，进一步表明所合成的弱阳离子
交换色谱固定相的非特异性吸附小，亲水性强。

表 !# 345 柱对标准蛋白的质量回收率（! & "）
"#$%& !# 8#-- /&)+9&/,&- +( ./+*&,0- +0

*1& 345 )+%670（! & "）

@<*1."# +.D*H.<) ’ 4 +AG ’ 4
()* ,# 8 %% ! 8 )
+,%-.$/ ,$ 8 %# ) 8 "
0)1$0 ,# 8 "% ) 8 +
&)- ," 8 "( ) 8 ’

! ! ’# 345 柱的稳定性和重现性
* * 色谱柱的稳定性、重现性和柱寿命是考察色谱
柱性能好坏的重要指标之一。用 % ’’’ !& 的 %
!*6 ’ & B06 和 ’& + !*6 ’ & ,%CB 溶液分别循环通过

203 柱后再用于分离标准蛋白。图 ) $% 是新柱和
酸碱循环后色谱柱分离 $ 种蛋白的色谱图比较。从
图 ) 可发现该色谱柱用强酸、强碱循环过柱后分离
性能基本没有改变，蛋白的保留时间略有变化，说明

该填料具有良好的稳定性和广泛的 ;B 使用范围。
此外还考察了该色谱柱的重现性。对该色谱柱重复

进样上百次，发现柱效、分离度等几乎没有改变（结

果见图 ) $= 和表 )）。连续使用 % 个月（约 )’’ :）
后，在相同条件下分离标准蛋白，蛋白保留时间略有

变化，但分离效果基本未改变（结果见表 )），柱压由
原来的 "& # (@% 上升到 ,& ( (@%。这些结果表明，
该 203 柱具有良好的重现性和稳定性。

表 "# 345 柱的稳定性和重现性
"#$%& "# :*#$,%,*2 #0; /&./+;6),$,%,*2 +( *1& 345 )+%670

! -
,.9

D*67!#

I<.%1.> =)
-1<*#F %D"> %#>
-1<*#F =%-.

J-.>
:7#><.>-
1"!.-

/K1.< )’’ :
7-.>

D*#1"#7*7-6)

!（!，%） % 8 +’ % 8 +’ % 8 +’ % 8 +’
!（)，!） % 8 !) % 8 %# % 8 !% % 8 %,
!（+，$） % 8 !+ % 8 !% % 8 !+ % 8 !+

@<*1."#-：% 8 ()*；! 8 +,%-.$/；)，$ 8 0)1$0；+ 8 &)-8

图 "# 345 柱的稳定性和重现性
<,=! "# :*#$,%,*2 #0; /&./+;6),$,%,*2 +( # 345 )+%670

* * %8 D:<*!%1*F<%! *K -1%#>%<> ;<*1."#- -.;%<%1.> =) 1:.
203 D*67!# =.K*<.（ -*6"> 6"#.）%#> %K1.<（ >%-:.> 6"#.）1<.%$
1.> =) -1<*#F %D"> %#> -1<*#F =%-.；=8 D:<*!%1*F<%! *K -1%#>$
%<> ;<*1."#- -.;%<%1.> =) % #.9 D*67!#（ -*6"> 6"#.）%#> % D*6$
7!# 7-.> :7#><.>- *K 1"!.-（ >%-:.> 6"#.）8 0:<*!%1*F<%;:"D
D*#>"1"*#- %<. 1:. -%!. %- "# E"F8 ! $%8
* * @<*1."#-：% 8 ()*；! 8 +,%-.$/；)，$ 8 0)1$0；+ 8 &)-8
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! 第 " 期 杨春霞，等：单分散大孔亲水弱阳离子交换填料的制备及其对鱼精蛋白的分离纯化

! ! "# 弱阳离子交换填料的动态吸附容量
! ! 离子交换色谱中柱容量的大小与固定相基质的
结构及比表面积的大小、配基的结构及交换基团的

密度、色谱条件及分离对象等因素有关。若单位体

积的填料中交换基团多，对蛋白质的吸附点就多，柱

容量就大。本实验以 !"# 测定所合成的 $%& 填料
的动态吸附容量为 "#$ %& ’( ) (，比文献［%］报道的
弱阳离子交换色谱填料的吸附容量高。

! ! $# 鲤鱼鱼精蛋白的分离纯化
! ! 鱼精蛋白是一种存在于各类动物的成熟精巢组
织中的多聚阳离子抗菌短肽，与脱氧核糖核酸

（*+,）以离子键的形式紧密结合在一起。鱼精蛋
白是一种小而简单的球形碱性蛋白质，其相对分子

质量比较小（从几千到一万多），一般由 ’( 个左右
的氨基酸组成，其中 " ) ’ 以上是精氨酸。它能溶于
水或稀酸中，但可被稀氨水沉淀；其加热不凝固且较

为稳定；-! 为 )( * )"［)&］。图 + ./，0 分别为采用自
制的 $%& 柱和商品化的 123456 78% 19.%", 强阳
离子交换色谱柱对鲤鱼鱼精蛋白的分离纯化色谱

图，其中峰 ) 为杂蛋白，峰 " 为鱼精蛋白。从图 + 可
以看出，鱼精蛋白与其他杂蛋白之间得到了良好的

分离。

图 %# 鱼精蛋白在（"）自制的 #$% 柱和（&）商品 ’()*+, -.$ ’/0&!’ 柱上的色谱分离图
123! %# $(4)5"6)34"57 )8 94)6"52:+ ):（"）6(+ 7;:6(+72<+* #$% =)>?5: ":*（&）" ’()*+, -.$ ’/0&!’ =)>?5:

! ! !:;5/< (</4:5;= 5>?=:3;：@<3’ "(A #3>?=:3; B（"( ’’3> ) ! -23#-2/=5.($ , ’3> ) ! +/%>，-C -$ (）=3 &(A #3>?=:3; B :; ), ’:;D EF
45=5G=:3; H/I5>5;(=2："%( ;’；@>3H </=5：)$ ( ’! ) ’:;D
! ! ) D :’-?<:="；" D -<3=/’:;5D

图 ’# 鱼精蛋白在反相色谱柱上的色谱图
123! ’# $(4)5"6)34"57 )8 94)6"52:+ ): 6(+ 4+@+47+*09("7+ $(& =)>?5:

! ! !:;5/< (</4:5;= 5>?=:3;：@<3’ )((A #3>?=:3; ,（C"J . ($ )A KL,））=3 )((A #3>?=:3; B（%C’JC . ($ )A KL,）:; )( ’:;；@>3H

</=5：)$ ( ’! ) ’:;D EF 45=5G=:3; H/I5>5;(=2："%( ;’D
! ! /D G<?45 -<3=/’:;5；0D -?<:@:54 -<3=/’:;5 0" =25 $%& G3>?’;；GD -?<:@:54 -<3=/’:;5 0" / 123456 19.%", G3>?’;D
! ! ! -<3=/’:;5D

! ! &# 鱼精蛋白反相色谱分析
! ! 本文采用反相高效液相色谱法鉴定了经自制的
$%& 色谱柱和商品 123456 78% 19.%", 强阳离子
交换色谱柱纯化的鲤鱼鱼精蛋白的纯度。图 , 为鱼
精蛋白粗样、经自制的 $%& 色谱柱纯化的鱼精蛋
白粗样、经 123456 78% 19.%", 强阳离子交换色谱

柱纯化的鱼精蛋白在 %)%反相色谱柱上的色谱图。

从图 , ./ 可以看出，未经纯化的鱼精蛋白在 %)%柱上

有许多保留峰，而用 $%& 色谱柱和商品 123456
78% 19.%", 柱纯化后的鲤鱼鱼精蛋白只有单一峰，
其纯度达到 ##$ "A，表明所制备的 $%& 色谱柱对
鱼精蛋白具有良好的分离纯化性能。
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色 谱 第 !" 卷

!" 结论

# # 本文以单分散大孔亲水交联聚甲基丙烯酸环氧
丙酯微球为基质，对其表面进行简单的化学改性，合

成了一种新型的弱阳离子交换色谱填料。考察了该

填料的分离性能、稳定性、重现性等。结果表明，该

填料具有良好的色谱性能，将其应用于鲤鱼鱼精蛋

白的分离纯化，取得了较好的效果，并与 !"#$%&
’() !*+$!% 商品柱进行了比较，纯化效果几乎一
样，纯化后的鱼精蛋白纯度达到 &&’ !,。
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#

致" " " 歉

# # 本人发表在《色谱》!))$ 年第 !, 卷第 ( 期第 &$ - ()+ 页上的题为“气相色谱分析农药残留的基质效

应及其解决方法”一文是编译（基本上是翻译）了 )#;.2 N6 *##;% 发表在 ! "#$%&’(%)$ * !))" 年第

((%$ 卷第 !+( - !%) 页上的论文“E:>9.&+.2$/B%$ 9%7?#27% %2":2B%=%2> .2 ?%7>.B.$% 9%7.$/% :2:;@7.7

Q@ 3:7 B"9#=:>#39:?"@”。在阅读了 *##;% 的综述文章后，本人认为该文对分析检测工作有重要的指导

作用，便对其进行了翻译，整理成文后投给《色谱》，期望与国内同仁共享。但本人在未取得原作者许可

的情况下使用该文，且在使用中未做相应说明，违反了《中华人民共和国著作权法》中的相关规定，本人

感到非常抱歉，也非常惭愧。在此，本人向原作者、《色谱》读者及《色谱》编辑部致以深深的歉意。本人

将深刻反省，引以为戒，在今后的工作中不犯类似的错误。

# # 此致

敬礼！

贺利民

!))& 年 * 月 ($ 日
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