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阳离子反胶团体系提取蛋白质
X
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摘要　用阳离子反胶团体系( CT AB/正戊醇-正辛烷)分别对 4 种蛋白质进行反胶团提取的试验和

考察, 确定 pH 值、离子强度、表面活性剂浓度和助溶剂等影响提取的主要因素. 实验结果表明,反

胶团的提取过程与蛋白质本身的性质和反胶团体系有关, 且静电作用在提取中起主要作用; 利用

阳离子体系提取蛋白质时, 为了获得高的萃取率,应控制低盐深度和高的 pH- pI 值.
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反胶团是溶解在有机溶剂中的表面活性剂,其自发形成的纳米级的一种聚体.表面活性剂

的极性尾在外与非极性的有机溶剂接触,而极性头则排列在内形成一个极性核,此极性核具有

溶解极性物质的能力. 极性核溶入水后就形成了“水池”, 当含反胶团的有机溶剂与含蛋白质的

水溶液相混合时, 蛋白质就溶于反胶团的“水池”中. 由于水和表面活性剂在蛋白质表面形成一

层“水壳”,使蛋白质避免与有机溶剂直接接触而得到有效的保护. 反胶团内的环境近于细胞内

环境〔1, 2〕, 蛋白质不易变性,便于分离和纯化.本文利用阳离子表面活性剂在辛烷中构成了反胶

团溶液,研究各种因素对蛋白质萃取过程的影响.

1　材料与方法

1. 1　材料

CTAB (十六烷基三甲基溴化铵, 分析纯) ;辛烷(分析纯) ; 脂肪酶( pI= 9. 4, 无锡酶制剂厂

生产) ; 中性蛋白酶( pI= 7. 0) ; BSA (牛血清白蛋白, pI= 4. 9) ; 淀粉酶( pI= 5. 0) , 试剂均为分

析纯或化学纯.

1. 2　仪器

HZ-24型回转振荡器,离心机,微水测定仪.

1. 3　方法

( 1) 反胶团溶液的配制.取 CT AB溶解于辛烷∶助溶剂为 4∶1( V/ V)的混合液剂中, 构

成透明澄清的反胶团溶液, 浓度为 30 mol·L
- 1
.

( 2) 萃取实验.取相同体积的有机相和水相,置于三角瓶中, 在 250 次·min- 1的振荡机上
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往复混合 10 m in. 取出后,以 350 r·min
- 1
的速度离心 15 m in, 用移液管小心将两相分开, 对

两相分别测定蛋白质的萃取率( E )和含水量(W 0 )等有关参数:

E =
萃入有机相中的蛋白质质量
初始水相中的蛋白质质量

,　　W 0 =
胶团中水的含量
表面活性剂的含量

.

　　( 3) 蛋白质含量的测定.水相中蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝 G-250染色分析
〔3〕, 然

后通过物料衡算计算出有机相蛋白质含量.

2　试验内容与结果

2. 1　水相 pH值的影响

水相pH 值的影响主要表现在改变蛋白质的表面电荷,因而对萃取率有明显的影响,如图

1所示.从图 1可看出,不同蛋白质的最适宜萃取pH 值是不同的, 因此可利用这个特点把蛋白

质分开.

2. 2　离子强度的影响

水相KCl浓度( CKCl)对蛋白质萃取率( E)的影响,如图 2所示.从图 2可看出, KCl浓度在

0. 05～0. 10 mol·L
- 1较为适宜,实验中水相pH 值为 12.随着KCl浓度的增加,蛋白质的萃取

率迅速降低, 这意味着通过调节离子强度可选择最佳的萃取和反萃取率.

图 1　水相 pH 值对萃取率的影响　　　　　　　图 2　水相 KCl浓度对萃取率的影响

1. BSA ; 2. 脂肪酶; 3.淀粉酶; 4. 蛋白酶　　　　1. BSA ; 2.脂肪酶; 3. 淀粉酶; 4.蛋白酶

2. 3　表面活性剂的影响

实验结果见图 3所示, 选择表面活性剂 CT AB的量( CCTAB)在 30. 0～40. 0 mo l·L- 1之间

为宜.增加 CTAB 的量有利于蛋白质的萃取, 但 CTAB 达到一定量后,萃取率几乎不变,这是

因为存在临界表面活性剂浓度. 实验选择 CTAB 量为 30. 0 mol·L
- 1
左右.

2. 4　不同的助溶剂的影响

根据堆砌几何理论模型, CTAB 必需加入助溶剂才能形成反胶团.从图 4看出, 助溶剂种

类对萃取的影响不明显.但考虑到助溶剂的水溶性和实验的可操作性,本实验采用正戊醇为助

溶剂.

2. 5　微水对萃取的影响

实验结果见图 5所示,其中水相 pH 值为 12. 0, KCl浓度为 0. 10 mo l·L
- 1. 从图 5可看
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出,萃取率与微水含量(W 0)呈同步变化,微水含量大,萃取率高.

3　CT AB 对萃取率的影响　　图 4　助溶剂对萃取率的影响　　图 5　微水含量对萃取率的影响

1. BSA ; 2. 脂肪酶;　　　　　　1. BSA ; 2.脂肪酶; 　　　　　　　　　　　　　　

3. 淀粉酶; 4.蛋白酶　　　　　　3. 淀粉酶; 4.蛋白酶　　　　　　　　　　　　　　

3　萃取机理的初步探讨

3. 1　水相的 pH

　　因为萃取物系中的表面活性剂和蛋白质都是带电的分子〔4〕,可以从静电方面来考虑它们

图 6　萃取率与 pH- pI的关系

之间的相互作用. 当 pH> pI 时, 蛋白质带负电

荷,与带正电的阳离子表面活性剂极头产生静电

吸引. pH- pI值越大,则静电引力也越大,萃取率

越高,说明静电作用在萃取过程中起主要作用.与

实验结果相吻合(图 6) . 中性蛋白酶在 CT AB反

胶团中的萃取率低, 这种现象无法用静电作用来

解释,说明除了静电引力在萃取中起作用外,还有

其它的因素(如蛋白质的疏水性)等也会对萃取率

产生影响. 陈家镛等人
〔5〕
在研究 Aliquat 336反胶

团萃取 A-淀粉酶和蛋白酶时,也发现类似现象, 具

体的机理有待于进一步的研究.

在提取过程中,如果存在对萃取不利的因素(如高盐浓度)时, 可通过调节 pH 值使蛋白质

表面所带电荷增多, 则 pH- pI值增大,借此增强静电作用力, 就可以补偿萃取率的降低.但必

须注意反胶团提取酶时,由于最佳萃取率与酶活的最适宜 pH 值并不完全吻合, 在调节 pH 值

时,应使 pH 值在该酶的稳定范围之内.

3. 2　水相的离子强度

从实验结果可看出, 4种蛋白质在 KCl浓度为 0. 05～0. 10 mol·L
- 1
时萃取率较高,但高

盐浓度的萃取率却下降,可由双电层理论
〔6〕
来解释并依下式:

k = ( 8Pe 2N aI / 1 000EKT )
1/ 2
,　7 = 7 0exp( - kx ) ,
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式中 k 为扩散双电层厚度的倒数, e为单位静电, N a 为 Avagadrops常数, E为介电常数, K 为

Bo lzmann常数, T 为绝对温度 , I为离子强度 , 7 为电势, 7 0为x趋于0时7 的值, x 为离开

图 7　离子强度与含水量的关系

静电表面的距离.

　　蛋白质解离的反离子在表面活性极性头附近

建立了扩散双电层,如果增加离子强度( I ) , 则 k
- 1

值降低,电解质溶液的电势 7 也降低.因此, 增大

KCl浓度会减少带负电的蛋白质与阳离子表面之

间的静电引力,使萃取率下降.

3. 3　含水量

在离子强度较高时, 反胶团中的含水量与

I
- 1/ 2
成正比关系(图 7) , 这与文献〔6〕相符.在离

子强度较低时,反胶团内“水池”含水量大,溶解的

蛋白也多,因此萃取率高;同时, 含水量大,反胶团

的直径也大, 有利于蛋白质传递到反胶团内部.
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Protein Extraction by Adopting Cationic Reverse Micelle

Chen Shaox in　　Lin Wenluan

( Dept . of Chem. & Biochem. E ng. , Hu aqiao Un iv. , 362011, Quan zhou)

Abstract　Four kinds of pro teins ar e ex tr acted r espectiv ely by adopting cet ane tr imethy l ammonia br omide

( CT AB) / n-amy l a lcoho l-octy l alcohol. A st udy is devot ed to the effects o f pH value, ionic str eng th, concen-

tr ation o f sur factant and co solvent on t he ex tr action. A s show n by the r esults, t he ex tr action by r ever se mi-

celle has a bearing on the pr oper ty of pro tein and rever se micelle system ; electr ostatic inter action play s an im-

po rt ant par t in the ext raction; a lower salt concent ration and a higher pH- pI oft en lead to a higher ex tr ac-

tion r ate .

Keywords　r ever se micelle, extr action, pro tein
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