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摘要：蛋白质组学研究的基础就是蛋白质的分离。对于天然蛋白来说，可能需要一系列的纯化步骤才能获得纯度满足研究要求的

蛋白质，但是蛋白质在分离过程中常常由于溶液环境变化或外力作用造成构象变化而引起失活。本文首先介绍了常用的蛋白质

分离纯化技术及其研究进展，包括膜分离技术、沉淀分离技术、电泳分离技术以及层析分离技术等常用的蛋白质纯化技术，总结

了现有技术存在的问题，并对近年来发展的新型蛋白质分离技术 --非对称流场流分离技术进行了介绍和展望。
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Research Progress of Protein Purification Techniques*

The basis of proteomics is protein separation. For natural protein, it could take a series of purification procedures to

obtain targeted protein with required purity for research purposes. But the protein may lose its activity for conformational changing

caused by the environmental change of solution or external force. In this review, we introduced the frequently used protein purification

technologies, such as membrane separation, precipitation, electrophoresis and chromatography, and summarized the existing problems in

nowadays protein purification technologies. Moreover, we introduced and prospected the application of the asymmetrical flow field-flow

fractionation separation technology in protein separation and purification.
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前言

蛋白质的分离纯化是蛋白质组学研究的重要环节，蛋白质

纯化技术的发展对现代生命科学的发展起着决定性的作用。蛋

白质的分离纯化通常是利用蛋白质的分子量，荷电性质，疏水

程度，亲和结合力和生物学活性的差异等来实现的。

常用的蛋白质分离纯化技术有膜分离技术、沉淀分离技

术、电泳分离技术以及层析分离技术等。目前层析技术是蛋白

纯化领域的核心技术，也是应用最多最为广泛的技术。非对称

流场流分离技术 (Asymmetrical flow field-flow fractionation,

AF4)是场流分离技术(field-flow fractionation, FFF)的一种，由于

其能够在温和、天然的条件下进行纯化，使天然蛋白能很好地

保持其活性，已被美国食品药品监督管理局(Food and Drug Ad-

ministration，FDA)列为优先发展的蛋白纯化技术。

本文介绍了常用的蛋白纯化技术的原理及应用，分析了现

有技术的局限性，并对非对称流场流分离技术在活性分离纯化

中的应用进行了介绍和展望。

1 常用蛋白质分离纯化技术简介

1.1 膜分离技术

对于蛋白质这样的生物大分子来说，超滤是比较常用的膜

分离技术[1]。超滤是一种加压的膜分离技术，在一定的压力下使

小分子溶质或溶剂穿过一定孔径的薄膜，而大分子溶质不能透

过，留在膜的另一边，从而使大分子物质得到分离。因此，可以

根据蛋白质分子大小的不同，选择不同规格的滤膜来进行超

滤，就可以使蛋白质得到分离纯化。
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膜分离技术作为蛋白质的粗提取技术有着广泛的应用。

Loginov[2]等通过超滤技术分离了亚麻籽壳中提取的多酚和蛋

白质，并研究了 pH值从 13.2-3.0变化时对分离过程的影响，他

们发现 pH值为 4.4 时的分离效果是最好的，并且 pH 值从

13.2-4.4逐步下降的过程中过滤速度会越来越快，并且分离度

也逐步调高，通过超滤分离后的多酚纯度可以达到 76 %。近年

来荷电膜在蛋白质分离纯化中显示出了良好的应用前景。针对

特定的分离体系研究开发出荷电膜材料，有可能大幅度提高目

标产物的分离纯化过程的效率。Guoqiang Chen[3]等研究一种分

离蛋白组分和聚乙二醇(PEG)的电泳超滤法，在电场的作用下，

PEG分子的通量显著升高而蛋白分子的通量下降，在超滤过程

速度加快的前提下蛋白质的收率也有所提升。

1.2 沉淀分离技术

蛋白质的沉淀指的是蛋白质分子凝聚后在溶液中析出的

现象。蛋白质的溶解和析出主要受两个因素影响：电荷和水化

膜。去除蛋白质的水化膜并且中和其电荷，蛋白质就可以从溶

液中沉淀出来。

沉淀技术一般作为蛋白质的粗提手段，其可以很好的对

蛋白质进行浓缩。常用的沉淀法有盐析法、有机溶剂法、聚乙

二醇法、等电点沉淀法等。沉淀分离技术在血浆蛋白的制备中

有着广泛的应用，特别是低温乙醇沉淀技术。低温乙醇沉淀技

术是 1946 年 E.J.Cohn[4]等为应对二战的需求发明的，最初用

于纯化制备白蛋白以及免疫球蛋白，由此也奠定了血浆蛋白

分离工艺的基础。时至今日其依然是白蛋白和免疫球蛋白的

主要生产手段。

低温乙醇法具有许多的优点：① 工艺成熟，可靠性较高，已

经得到包括美国食品药品监督管理局(FDA)的认可；② 反应条

件较为温和，对比其他几种沉淀分离技术，低温乙醇沉淀法能

在零度以下进行，更有利于保持蛋白质分子的天然理化和生物

学性质；③ 由于乙醇本身具有杀菌作用，因此生产的蛋白质产

品具有更高的安全性；④ 乙醇的价格低廉，操作也相对简单，适

合大规模的生产；⑤ 对于血浆中含量较多的蛋白组分来说，低

温乙醇沉淀法的回收率较高。

1.3 电泳分离技术

电泳是指带电粒子或分子在电场中向着与其电性相反的

电极移动的现象。大分子的蛋白质在电场中都可以定向泳动，

这也为蛋白质的纯化研究提供了重要的手段。

1.3.1 聚丙烯酰胺凝胶电泳 聚丙烯酰胺凝胶电泳是蛋白质

分析时必不可少的手段。根据蛋白质在电泳体系中的状态可分

为变性和非变性两种形式。变性聚丙烯酰胺凝胶电泳中引进变

性剂如十二烷基硫酸钠(SDS)，使蛋白质在变性条件下电泳，这

种电泳由于能准确的测定蛋白质分子量大小而被广泛应用；非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳中，蛋白质保持完整的结构和状态，

其电泳会受到分子量、形态、电荷等多种因素的影响。目前凝胶

电泳的使用更多的是为了进行分析以及纯度鉴定，也可以用于

少量的制备。

1.3.2 等电聚焦电泳 等电聚焦电泳(Isoelectric Focusing，IEF)

是一种拥有很高的分辨率的电泳分离技术，可将等电点差异极

小的蛋白质进行分离，并且可用于微量样品的检测中。通过等

电聚焦电泳也可以测定一个蛋白质的等电点。目前该方法也主

要用于分析检测中。

1.3.3 毛细管电泳 毛细管电泳(Capillary Electrophoresis, CE)

是指以高压直流电场为驱动力、毛细管为分离通道，依据样品

中各组分间淌度和分配行为上的差异而实现分离的一类分离

技术。20世纪 80年代以来此技术得到了飞速的发展。Yu Tian
[5] 等首次报道了一种 CN-4-CnPB表面活性剂以及 CN-4-CnPB

与 HFIP结合的表面活性剂，通过在毛细管电泳过程中添加这

种活性剂可以使酸性和碱性蛋白成功的分离，解决了酸性和碱

性蛋白吸附在毛细管壁上而分离受到限制的问题。

1.4 层析分离技术

层析分离技术是 20世纪初由俄国化学家茨维特首先提出

的，根据被分离物与层析固定相之间的物理化学性质以及生物

学性质的相互作用来进行分离。层析法的种类繁多，应用较为广

泛的有凝胶过滤层析、离子交换层析、疏水层析以及亲和层析。

1.4.1 凝胶过滤层析 凝胶过滤层析，也称分子筛层析、尺寸

排阻层析，其原理是根据蛋白质分子间的大小或者形状的差异

来将目标蛋白质与其他杂质进行分离。这种方法依据分子的大

小进行分级分离，蛋白质不用和凝胶介质之间产生吸附，这也

减少了蛋白质分子由于不可逆的吸附作用而造成的结构变化。

它可以用于分子量差距比较悬殊的蛋白质之间的分离，也可以

用于分子量差距比较接近，但是与凝胶介质之间相互作用有区

别的蛋白质之间的分离纯化。Costa[6]等利用了离子交换和凝胶

过滤层析从农产品加工厂产生的残留物中纯化了菠萝蛋白酶，

得到的蛋白酶分子量在 30 kDa，并且活性回收率达到了 89 %，

16.93的纯化因子也要优于以前的文献中报道的方法，该方案

可以充分利用农业以及工业中的菠萝残渣，并且得到大规模的

应用，带来可观的经济效应。

1.4.2 离子交换层析 离子交换层析是利用离子交换介质与

不同蛋白质分子间的作用力不同来进行分离的，其主要依赖的

是蛋白质分子表面静电荷的差异。离子交换层析中，固定相由

带电荷的树脂、琼脂糖或者葡聚糖等组成。带有正电荷的称为

阴离子交换树脂；带有负电荷的称为阳离子交换树脂[7，8]。阴离

子交换基质吸附带负电荷的蛋白质，阳离子交换基质吸附带正

电荷的蛋白。当蛋白质分子处于不同的 pH值条件下，其带电

状况会不同，可以通过调节洗脱液的盐浓度或洗脱液的 pH值

将吸附在层析介质上的蛋白质洗脱下来。离子交换层析是所有

层析技术中应用最为广泛的一种[9，10]。Tiia Koho[11]等通过建立

基于离子交换技术的层析方法纯化出了柯萨奇 B3病毒，通过

表征显示出了其优异的效果和高纯度，而且该方法尤其适用于

疫苗的开发以及工业规模的生产。秦宗华[12]等利用强阴离子交

换层析法结合凝胶过滤层析从动物血清中纯化了免疫球蛋白

和白蛋白，在 pH6.0时以 0.3 mL/min低流速洗脱得到高纯度的

免疫球蛋白，继续在 pH4.0时洗脱，再辅以 Sephadex G-75分子

排阻层析获得了纯度大于 95 %的白蛋白。该方案最大的优点

在于操作便捷快速，离子交换层析柱和分子排阻层析柱可反复

使用，成本较低，具有很好的实用性，便于后续的工艺放大。可

见，离子交换层析在分离纯化以及工业规模的放大应用中有着

显著的优势。
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1.4.3 疏水层析 疏水层析的原理由 Hofstee[13]在 1973年首先

提出。疏水层析的固定相上偶联具有适度疏水性的疏水基团，

根据蛋白质与疏水吸附剂之间的疏水作用差异进行分离。生物

分子表面一般都存在疏水区域，高盐浓度下分子内部的疏水基

团会外露，使得蛋白质的疏水区疏水作用加强，蛋白质与层析

固定相结合后，降低盐浓度，蛋白质就会因为疏水作用力的减

弱而被洗脱下来。疏水层析法的广泛应用得益于其所具有的独

特优势：① 基于高盐吸附低盐洗脱的特点，可以直接纯化盐析

后的样品；② 疏水吸附剂的种类较多，有较大的选择余地；③ 可

以通过疏水配基密度来调节吸附力，因此可根据目标产物来灵

活的选择疏水配基。

Dong Gao[14]等研究了一种新型的疏水层析，在固定相上键

入能提供静电相互作用的 B-苯乙胺官能团后，不仅能像传统

的疏水层析一样分离生物大分子，而且对于疏水层析不能分离

的一些蛋白质也可以进行纯化，他们将这种层析用于分离鸡蛋

清中的蛋白时发现，引入静电相互作用对于提高疏水层析的分

辨率有着显著的作用，这种新型层析在生物大分子的分离纯化

有望得到广泛的应用；Yuesheng Dong[15]等在研究较难纯化的

重组人白蛋白时，应用了一套乙醇 /K2HPO4双水相系统（Aque-

ous two-phase system, ATPS）和疏水层析整合的方法从高密度

发酵液中提取和纯化了重组人白蛋白 (Recombinant Human

Serum Albumin, rHSA)，通过 HPLC检测纯化后的蛋白纯度为

99.1 %，收率为 75 %，是普通纯化方法的 1.1-2.0倍，这项研究

中所采用的方法具有操作简单，时间短，能耗低的优点，有望应

用于未来 rHSA大量制备的生产工艺中。

1.4.4 亲和层析 亲和层析是根据生物活性物质与特异性配

体间的特异性亲和力来达到分离目的一种技术，亲和层析是目

前最为有效的蛋白质分离纯化方法[16,17]。亲和层析根据目标蛋

白的专一性而设计，如酶与底物、抗原与抗体等。亲和层析具有

高纯度、高收率以及能保持生物大分子的天然活性等优点，因

此具有良好的选择性，被广泛的应用于从复杂体系中高效提取

特定的目标蛋白。Ahirwar[18]等研发了一种快速高效的一步亲和

层析技术纯化了刀豆蛋白 A，该层析的固定相为携带刀豆蛋白

A抗体的琼脂糖，一步层析得到的目标蛋白纯度可以达到 90

%，收率大于 66 %，纯化倍数达到了 336。Caramelo[19]等利用

berenil 作为配体的亲和层析技术纯化了质粒 DNA，该质粒

DNA的收率和纯度分别为 87 %和 99 %，由于其使用较低量的

盐和单步的层析方法，因此极大的减少了操作时间和成本。亲

和层析的分离效率相比其他的层析技术有着明显的优势，仅需

一步分离就可以达到预期的效果，即简化了实验步骤又节约了

时间[20]。

亲和层析面临的主要问题是成本高，相比于离子交换层析

以及疏水层析等常用的技术来说，亲和层析的成本还是远高于

他们，如何解决亲和配体的生产成本问题是制约亲和层析发展

的主要瓶颈。

2 现有技术存在的局限性

目前以层析技术为核心的蛋白质纯化技术已能将大多数

蛋白进行分离纯化，但是蛋白分子结构复杂、易失活，蛋白质粗

品又含有多种蛋白杂质，往往需要各种分离技术的联用才能使

目标蛋白得到分离纯化，这势必会使蛋白分子在分离纯化过程

中受到不同于生理条件的物理、化学乃至于机械等因素作用，

导致蛋白质的空间结构发生不可逆的变化，从而丧失活性。例

如层析过程中温度、pH值以及离子强度的改变，电泳过程中添

加的表面活性剂，都有可能导致蛋白质的空间结构变化。失活

的蛋白对于研究者来说就失去了意义，因此如何在分离纯化过

程中保持蛋白质的天然活性是一个亟待解决的问题。

3 非对称流场流分离技术研究进展

对于有生物活性的蛋白质，提供温和的操作条件以及与生

理情况接近的分离环境是保证蛋白空间结构和生物活性最好

的方法。场流分离技术在分离蛋白分子时，分离条件温和，能很

好的保护蛋白分子的三维结构和天然活性，因此也被美国食品

药品监督管理局列为优先发展的蛋白分离纯化技术。

场流分离技术(field-flow fractionation, FFF)是一种类似于

层析的分离分析方法，最早由 Giddings在 1966年提出[21]。非对

称流场流分离技术 (Asymmetrical flow field-flow fractionation,

AF4)最初在 1987年提出[22]，是流场流分离的一种。在非对称流

场流分离过程中，主体流速与聚集流速之和等于横向流速与样

品进入检测器流速之和。在聚集阶段，聚集流速与主体流速产

生聚集流场，使得蛋白样品在流场中聚集，不随主体流速进入

检测器。在洗脱阶段，聚集流速减小至零，此时聚集好的蛋白样

品随着呈抛物形流速分布的主体流速进入检测器[23]。非对称流

场流技术不借助于固定相，不使用有机溶剂，仅仅依靠控制流

动相来实现蛋白质混合物的分离，避免了蛋白质分子与固定相

的作用，能很好地保持蛋白稳定性和三维折叠形态。与常规的

分离手段相比较，AF4具有许多的优势，如：无需对复杂的样品

进行预处理；不使用固定相，所以几乎不存在剪切力；温和的分

离条件；能实现快速的分析；人为因素影响降至最低，没有排阻

极限等。基于其这些优势，AF4在蛋白质的分离、表征过程中扮

演着越来越重要的角色[22，24]。

本实验室在 AF4的分离研究方面取得了一定的进展，刘

攀攀等[25]利用非对称流场流分离技术实现了对两种聚苯乙烯

颗粒的分离表征，并与扫描电镜的结果进行了对比，结果表明

AF4的表征结果比扫描电镜更接近于聚苯乙烯颗粒的标准粒

径，具有更高的稳定性和准确度；鄂云龙[26]等通过对肌红蛋白

和牛血清白蛋白混合蛋白样品的分离，研究了 AF4分离蛋白

时的膜材料、缓冲盐浓度、分离腔室厚度对分离效果的影响，为

AF4的应用研究奠定了基础。AF4技术的应用研究在国外也有

许多报道，John[27]等应用 AF4技术对人血清白蛋白进行了基于

纳米颗粒的表征，并在线组合了 AF4 和动态光散射来监测

HSA纳米颗粒粒径在聚乙二醇化过程中的变化。Schacher-

meyer[28]等首次将非对称流场流分级应用于适体 -靶蛋白结合

的研究中，并且表明 AF4在适体 -靶蛋白的研究时在不同的缓

冲环境中能更好地解释适体的结构与功能的关系。AF4技术具

有非常好的发展前景，有望在蛋白质等大分子的研究过程中发

挥更重要的作用。

4 展望

蛋白失活问题在分离纯化过程中普遍存在且无法完全避
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免，我们只能利用现有的知识来优化条件并利用新的技术来保

护蛋白质的天然活性。不可否认层析技术依然是蛋白质类生物

大分子分离纯化过程的核心技术[29-32]，但是像 AF4技术这样的

新型分离技术在活性分离方面所展现的优点也值得我们进行

更深入的研究。目前 AF4技术经过 40多年的研究和发展，在

欧美、日本等发达国家已经得到了比较广泛的应用[33]，而我国

在这一领域尚处于起步阶段，缺乏系统的研究。当务之急，需要

建立相应的活性回收率评价体系，建立活性分离技术研究的基

础。同时，场流设备造价昂贵制约着这一技术的应用和推广，设

备成本问题也是研究者们必须考虑的。但是随着我国研究者对

AF4技术研究的不断深入，上述问题有望获得解决。AF4技术

的发展为蛋白质纯化提供了全新的方法，我们相信未来 AF4

技术一定能更多的应用到蛋白质的纯化过程中，并有望解决纯

化中蛋白质失活的难题。
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