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超声对蛋白质盐析作用的研究
’
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摘要 在蛋白质 �牛血清白蛋白�
一

水胶体溶液中加入无机盐
，

利用蛋白质盐析的原理粗分离蛋白质是

常用的生物分离技术
。

本文试图利用超声强化蛋白质盐析分离过程
。

讨论了声场参数
，

即频率
、

声

强
、

超声辐射时间对该过程的影响
。

实验表明超声处理牛血清白蛋白时
，

����
�
超声辐照比无超声

处理可缩短了近 �
�

�小时的静置时间
，

����
�
超声处理可得到约 ��� 的最高蛋白质收率� 不同超

声频率下有不同的最佳声压值
，

频率较低时的盐析效果较好� 超声辐照并非时间越长越好
，

超声辐照

���� 时
，

牛血清白蛋白的收率最大
。

由此证明超声技术可加速盐析后的蛋白质沉降速度
。

关键词 蛋白质
，

盐析
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硫酸枝均为分析纯
。

试验仪器
�

分析天平
，

压电陶瓷超声换能器

�不锈钢探头������
�，

电功率 �、 ���������，

电功率 �������������
，

电功率 �、 �����
，
���

型紫外分光光度计
，
��� 型离心机

，
�

一

�水听

器 �灵敏度
�

��
�

�����
�
�

。

��� 常规试验与分析

���
�

� 牛血清白蛋白浓度的测定

通过配制不同牛血清白蛋白浓度
，

用 ���

型紫外分光光度计测得不同的吸光度值
，

绘出

��� 浓度标准曲线
，

将实测吸光度值与标准曲

线值比较即可得牛血清白蛋白的浓度
。

�
�

��� 不同硫酸按溶液饱和度对 ��� 溶液

盐析的影响 ���

称取 ����左右 ��� 溶于 ����生理盐

水中
，

缓慢加入 ���不同饱和度的硫酸钱溶液

�分别为 ���
、

���
、
���

、

���
、

����
，

取

配好的溶液 ���于离心管中
，

不同硫酸钱体积

饱和度下
，

蛋白质浓度均为 �
�

������左右
，

放置 ���
，

后离心 ��
，

转速 ���������
。

测上

清液在 ����� 处的吸光度
，

得上清液中 ���

浓度并由此算得 ��� 收率
。

实验结果见图 �
，

可以看出
，

当硫酸钱溶液的体积饱和度增大为

��� 之前
，

牛血清白蛋白的收率明显增大
，

而

当硫酸钱溶液的体积饱和度继续增大
，

牛血清

白蛋白的收率增加不大
。

故以下实验均用 ���

时的体积饱和度
。

��������

途哥邻密叫��

� 引言

大多数情况下
，

工业生产出的粗蛋 白是

一种蛋白质
、

细胞壁材料
、

核酸和杂质的混合

物
。

产品性质的不稳定性及对产品纯度的高要

求使蛋白质的分离很复杂
，

致使蛋白质下游处

理成本占其生产总费用的 ��、 ���
。

这样蛋白

质的分离与净化是现代生物化工的基本处理过

程 ���
。

而盐析是一个古老的化工分离方法 闭
，

����� �����年
，

氯化钠法�和 ��

��
������ �����

年
，

硫酸钠法�首先制备出牛血清白蛋白
，

而

����年 ������������ 用硫酸钱从牛血清中盐

析并结晶出牛血清白蛋白最有影响 ���
。

���
�

���� ������� 等讨论了蛋白质盐析机理 �’� 。

超声在生物技术中的应用
，

是一个比较新的热

点研究领域
。

它已在酶工程
、

发酵工程
、

细胞

工程以及肿瘤的生物治疗方面有所应用并继续

研究发展 阁
。

而超声波在盐析方面的应用研

究
，

还未见报道
。

牛血清白蛋 白 ��
����� ���

�� ����而
� ，

���� 是牛肝脏细胞分泌的一种蛋白质
。

它是

牛血清中主要的蛋白质
，

其含量约占血清中蛋

白质总量的一半左右
，

在血液中参与维持渗透

压以及物质运输等功能
，

是人们最早发现并对

其进行研究的蛋白质之一
。

牛血清白蛋白在血

液循环
、

解毒
、

脂类代谢等方面执行着重要的

生物功能
。

它在生化
、

生理
、

细胞学
、

免疫学
、

医学以及生物工程领域都有广泛的应用
。

该白

蛋白的热稳定性很好 ���
，

在室温下不会发生变

化
，

另外牛血清白蛋白易得
，

所以本文以牛血

清白蛋白为超声分离实验原料
，

研究超声对蛋

白质的盐析作用
。

由于实验容器的尺度在量级

上接近所用声波波长
，

低频超声波在媒质中传

播衰减较小
，

在容器壁上几乎发生全反射
，

故

可认为本实验在近似混响声场中进行
。
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� 试验部分

�� �� �� ��

硫酸钱溶液的饱和度��

��� 原材料及仪器

化学试剂
�

牛血清白蛋白 �����
，

氯化钠
，

图 � 硫酸铁溶液的饱和度 ���
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����� 不同放盖时间对 ��� 盐析的影响

蛋白质浓度均为 ��������
，

溶液放置

不 同时间后
，

再离心 ��而
�，

离心转速为

���������
。

从图 �可以看到静置 �小时后
，

牛血清白蛋白的收率基本不再变化
，

因此
，

当

无超声波作用时
，

牛血清白蛋白溶液加入硫酸

钱溶液后
，

要放置 �小时才能得到一个好的蛋

白质收率
。

��
�

���而无超声处理时
，

达到 ��� 左右的蛋

白质收率则需近 �小时 �见图 ��
，

这说明了超

声辐照缩短了近 �
�

�小时的静置时间
，

从而提

高了蛋白质的生产效率
，

有很好的工业应用前

景
。
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静置时间��

述僻邻��碱�

静置时间�� 图 � 不同静置时间下 ��� 的收率 ����有无超声

对照�
图 � 静置时间 �小时�

��� 超声处理试验

蛋白质盐析溶液置于 ������ 的烧杯中后
，

将超声探头伸入液面下 �厘米左右
，

施加超声

后用离心机离心 �����
。

离心后倾去上清液
，

用等量的生理盐水溶解沉淀的白蛋白
，

配成牛

血清白蛋白的生理盐水溶液
，

以待测定并计算

收率
。

���
�

� 有无超声辐照对比实验及静里时间对

��� 盐析的影响

本实验作了有无超声的对比实验
，

实验

条件为
�

蛋 白质浓度为 ��������
，

频率为

�����
，

利用水听器测得超声探头附近声强为

�
�

����
��“ ，

超声辐照时间为 ����
。

有无超声

处理实验后
，

均再采用不同的时间 ��、 ��� 静

置
，

实验结果如图 �所示
�

从图 �可以看到
，

有超声辐照后
，

在很短

时间内就可得到一个较好的蛋白质收率
。

超声

辐照蛋白质溶液后立即离心分离 �静置时间为

��
，

其蛋白质收率已可达到 ��
�

���如果超声辐

照后静置 �� 分钟再离心
，

蛋白质收率即可达

����� 超声辐照时间对 ��� 盐析的影响

实验条件
�

声强为 ������
���，

频率为

�����
。

蛋白质浓度为 �
�

������
。

超声处理液

不静置
，

用紫外分光光度计测待测液在 �����

处吸光度
，

由标准曲线方程计算出牛血清白蛋

白的浓度
，

从而得出牛血清白蛋白的收率
。

由

图 �可见
，

蛋白质盐析收率随超声辐照时间的

增加而增加
，

超声辐照 ���� 时
，

牛血清白蛋

一��一�一�
‘ �

一
������������

述哥邻绍�试�

�
�

� �乃

超声辐照时间�����

图 � 不同超声辐照时间下牛血清白蛋白的收率
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述哥邻�叫�山

白的收率最大� 但处理 �

� 后的蛋白质盐析

收率则有所下降
，

说明超声辐照并非时间越长

越好
。

����� 超声声功率对 ��� 盐析的影响

进行超 声辐 照 后
，

无静置离心分离的

实验
。

超 声波发 生器频率分别 为 �����
，

�����，
������

，

电功率分别为 �、 ��� ，

�、 ���� ，
�、 ���� 。

牛血清白蛋 白溶液的浓

度 � � ��������
，

超声辐照 ����
，

离心转速

���������
，

离心时间为 ������� 硫酸铁的体积

饱和度 ���
。

离心后弃上清液
，

加入等量生

理盐水
，

使沉淀的 ��� 再溶解
，

测此溶液在

����� 处的吸光度并计算收率
。

所得结果如图

�所示
�

��
、

����� 时
，

利用水听器测得探头附近超

声辐照声压为 ����
�

����频率 ������
，

超声辐

照声压为 ��������
。

实验所得结果见图 �
。

���今
�一 ����七七

���，门卜� 如匕七七

����户� 匆���七七

���
工
�

‘
� ，� 」 ， ， ， ‘ � ‘ � ， �

…
， � ， �

日
一

��� �� �� �� �� ��� ��� ��� ���

静置时间��” �

图 � 不同静置时间下 ��� 的收率

���叫卜� ���� 】��� 口尸�心、 卜喻��‘ � ‘ ���

�������‘ �� 月八勺，�口�����

���，自，� ��������

芝哥邻�叫�山

� ��� ����� ����� ����� ���� ����

超声辐照声压 ���

图 � 不同声压对蛋白质收率的影响

从结果可以看出
，

����� 时
，

蛋白质收率

有一最高点 ��
�

��
，

利用水听器测得该换能器

探头附近对应的最佳声压为 ����
�

���
。

����
�

时
，

蛋白质收率也有一最高点 ���
，

对应最佳声

压也为 ����
�

��� 左右
。

������
时

，

蛋白质收率

的最高点为 ��
，

��
，

对应最佳声压为 ����
�

���

左右
。

实验表明超声处理牛血清白蛋白时
，

不

同频率下的最佳声压值有稍许变化� 频率较低

时的盐析效果较好
。

为考察超 声辐照所能节省 的时间
，

在

����� 的烧杯内又进行了不同静置时间后再

离心分离的实验
。

实验条件为
�

超声辐照时间均为 ����残

由图 �可见
，

频率 �����时
，

超声波辐照后

并立即离心的蛋白质溶液收率已经达到��
�

���

如果超声辐照后静置 �� 分钟后再离心
，

蛋白

质的收率即可达到 ��
�

���静置时间超过 �� 分

钟后
，

��� 的收率未见增加� 这说明静置时

间为 �� 分钟即可达到最大 ��� 收率
。

同样
，

在频率 ����
�
时

，

超声辐照后的静

置时间为 �
�

��
，

牛血清白蛋白的收率已经达到

很理想的 ��
�

��
。

这样
，

与无超声辐照的实验

相比较
，

节省了大约 �
�

�个小时的盐析静置时

间
。

频率 �����
�
时

，

超声辐照后的时间为

�
�

�� 时
，

牛血清白蛋白的收率也可达到很理想

的 �����
。

这样
，

与无超声辐照的实验相比

较
，

节省了大约 �
�

�个小时的盐析静置时间
。

试验表明使用频率 ����
�
超声处理可缩

短约 �
�

�小时的静置时间
，

而频率较高时效果

较差
，

但仍比无超声处理的效果要好
。

� 超声促进蛋白质盐析分离过程的机

理分析

盐析分离过程
，

一般要经过静置沉淀的

过程 ��，��
，

这样就使蛋白质盐析时间增长了很
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多
。

本研究利用的是超声波的机械效应
。

我们

认为超声具有凝聚作用
，

当它作用于溶液体

系
，

可以促进传质过程
，

加快电解质离子与蛋

白质周围的水化层的位置更换
，

离子很快取代

水分子
，

从而使蛋白质的水化层被电解质离子

取代
，

同时中和了蛋白质表面所带的部 分电

荷
。

这样
，

超声波加速蛋白质分子碰撞
，

使失

去了水化层和电荷的蛋白质大分子
，

很容易絮

凝析出
。

因此
，

超声波作用后的盐析体系虽不

静置
，

也可提高蛋白质的盐析分离速度
。

���不同超声频率下有不同的最佳声压值

以得到最高蛋白质收率
，

����
�
超声处理可得

到约 ��� 的最高蛋白质收率�

���超声辐照并非时间越长越好
，

超声辐

照 ���� 时
，

牛血清白蛋白的收率最大
。
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