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金属螯合亲和层析分离蛋白质的研究

孙旭东 李红旗 隋洪艳 沈忠耀
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摘 要 金属螯合亲和层析是近$%年发展起来的一项新型分离技术。它以配基简单、吸附量大、分离条件温和、
通用性强等特点，逐渐成为分离纯化蛋白质等生物工程产品最有效的技术之一。本文从单组分蛋白质入手，考查

了23值、铵离子浓度、不同铵盐等对蛋白质洗脱的影响，并进行了分析。还对不同的金属螯合柱和不同性质蛋白
质的洗脱性能进行了研究，比较了不同金属离子与蛋白质亲和力的区别，为实际体系的分离研究打下了基础。
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金属螯合亲和层析，又称固定化金属离子亲和

层析（899(:;);<=> ?=@A)8(B6CC;B;@.DEF(9A@(0
GFA2E.，简称8?6D），是近$%年发展起来的一项新
型分离技术。最早由HAF(@E等人［!，$］提出。该方法
利用蛋白质表面的一些氨基酸，例如组氨酸、色氨

酸、赖氨酸等能和金属离子发生特殊的相互作用的

原理，从而对蛋白质加以分离［7］。由于它具有配基

简单、吸附量大、分离条件温和、通用性强等特点，逐

渐成为分离纯化蛋白质等生物工程产品最有效的技

术之一［#］。

本文主要以单组分蛋白质牛血清白蛋白（IJ6）
和血红蛋白为研究对象，考查了23值、铵离子浓度
及阴离子等不同洗脱条件对出峰时间的影响。对不

同的金属螯合柱的性能和不同单组分蛋白质的洗脱

性能进行了研究，比较了不同金属离子与蛋白质亲

和力的区别，为实际生物产品的分离奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 试剂与材料

DE=)A@;BGJ=2EAF(K=LAK@L)(M：粒径/%!9，螯
合剂为亚氨基二乙酸（8N6），购于HEAF9AO;AI;(@=OE
公司。层析柱尺寸：内径199，长度!7%99。硫酸
铜、醋酸钠、磷酸二氢钠、氯化铵、醋酸铵、氯化钠等

均为分析纯试剂。牛血清白蛋白（IJ6）、血红蛋白
均为电泳纯试剂。

!"# 实验方法

!"#"! 固定金属离子：用$倍柱体积的蒸馏水平

衡层析柱，用!倍柱体积浓度为%P$9()／Q的金属
离子中性溶液上柱。本文选择硫酸铜溶液和氯化锌

溶液。用5倍体积的蒸馏水洗涤层析柱。在蛋白质
上样前用$倍体积的初始缓冲溶液平衡柱子。8N60
D-柱使用的平衡液为%P%$9()／Q磷酸氢二钠，%P5
9()／Q+AD)，23为&P$%，8N60RB柱使用的平衡液为

%P%59()／Q+A6D，%P59()／Q+AD)，23为"P/"。

!"#"# 蛋白质上样和洗脱：上样量为!9G／9Q的蛋
白质缓冲溶液59Q。根据研究需要调节洗脱液的

23值、洗脱液组分或者盐浓度。流速为/P"9Q／E。
洗脱时用紫外检测仪在线检测并记录。

!"#"$ 再生：运用强螯合剂SNT6（%P%59()／Q
SNT6，%P59()／Q+AD)）淋洗柱子即可。

# 实验结果与讨论

#"! %&’()*柱洗脱+,’的影响因素

#"!"! 钠盐体系中缓冲液23值的影响：在8N60
RB柱上样 IJ6 后，用%P%59()／Q +A6D，%P5
9()／Q+AD)23"P/"的缓冲溶液平衡层析柱。分
别用不同23值的缓冲溶液进行洗脱，得洗脱体积

3023曲线（图!）。
从图中可以看出，洗脱液23值越小，所用的洗

脱液体积就越小，蛋白质越容易洗脱。根据价键理

论，蛋白质与金属的螯合是通过蛋白质表面的组氨

酸等氨基酸上的给电子原子（如+原子等）的孤对
电子与金属离子上的空杂化轨道结合形成的。而氢

离子也可以提供空轨道，因此会与金属离子同时竞



图! "#$%&’柱蛋白质洗脱溶液体积!%()曲线

*+,-! ./012+3’34(532/+’/062/783069/
1’7()8106/+’"#$%&’:3069’

争蛋白质表面上的孤对电子。()值越低，即氢离子
浓度越高，它的这种竞争就越强烈，蛋白质也就更容

易被洗脱下来。

!"#"! 竞争性物质氯化铵的影响：竞争性物质一
般是指含有;原子等电子给予体的小分子物质，它
的加入可以改变蛋白质与金属离子之间的亲和作

用。这类物质有咪唑、组氨酸等。本文选用氯化铵

为竞争性物质，通过改变洗脱液中氯化铵的浓度来

研究竞争性物质浓度对分离的影响。洗脱结果如图

<所示。

图< "#$%&’柱蛋白质洗脱液
体积=%氯化铵浓度曲线

*+,-< >44/:2341993’+69:?035+7/:3’:/’2512+3’3’
(532/+’/062/783069/+’"#$%&’:3069’

从图中可以看出，所用的洗脱体积随氯化铵浓

度的增加而降低。即铵离子浓度越高，其竞争作用

就越强，蛋白质就越容易洗脱下来。由于铵离子带

正电荷，它和金属离子之间有静电排斥。在洗脱时

柱内存在着这样的平衡：

;)@A@)< !"

#

B ;)C@)CB@ （!）

我们认为是氨分子与过渡金属离子形成络合从而与

蛋白质上的给电子原子形成竞争。铵离子浓度越

高，氨分子浓度也就越高，与金属离子络合的竞争力

就越强烈，从而蛋白质容易洗脱。

!"#"$ 不同铵盐对洗脱结果的影响：在相同的铵
离子浓度情况下，不同的阴离子也会对洗脱结果产

生影响。分别用氯化铵、硫酸铵、醋酸铵、碳酸氢铵

在"#$%&’柱上对DE$进行了梯度洗脱。以氯化铵
为例，F!!G930／H氯化铵梯度洗脱结果如图C所示。

图C "#$%&’柱上氯化铵梯度洗脱结果

*+,-C I517+/’2/062+3’JK1993’+69:?035+7/
+’"#$%&’:3069’

根据梯度洗脱结果计算出峰时的铵盐浓度，我

们称之为临界浓度。其意义可以分析如下：蛋白质

为大分子物质，它的吸附可以覆盖一些自由金属位

点，也可以阻碍其他一些金属位点吸附蛋白质（如图

A所示），因此，即使在蛋白质吸附饱和时仍会存在
一定的自由金属位点，当有小分子竞争物质进入体

系后，它们通常先和这些自由位点结合。只有当它

们占满了自由位点，才会对蛋白质的结合位点产生

竞争。使蛋白质洗脱下来的浓度即为临界浓度。

图A 蛋白质在固定相表面的吸附

*+,-A $JL35(2+3’34(532/+’3’2?/L212+3’15KL6541:/

氯化铵、硫酸铵、醋酸铵、碳酸氢铵的梯度洗脱

结果如表!。

表# 各种铵盐的临界洗脱浓度比较

%&’()# *+,-&./0+1+234)5./3/5&(5+15)13.&3/+12+.
6/22).)137/160+2&,,+1/8,0&(3

$993’+69L102 ;)AM0 （;)A）<EBA ;)A$: ;)A)MBC

M5+2+:10:3’:/’2512+3’
／（930／H） F-<FA F-<FF F-!F! F-!<G
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从表中可知氯化铵与硫酸铵的临界浓度较接

近，醋酸铵与碳酸氢铵的临界浓度比较接近，且前者

的临界浓度大于后者。

我们认为在铵离子为竞争物质的体系中存在平

衡（!）。当体系为弱电解质体系时，即在醋酸根离子
与碳酸氢根离子等弱酸根存在的情况下，有利于氨

分子的形成。而强电解质体系，如硫酸根，氯离子等

强酸根存在时，不利于氨分子的形成。因此醋酸钠、

碳酸氢钠洗脱时络合那些自由位点所需的浓度就

低。

!"#"$ 氯化铵溶液的"#值对洗脱蛋白效果的影
响：溶液"#值和竞争性物质氯化铵分别对蛋白质
的洗脱存在影响，但其作用能力是有差异的，当上述

因素同时存在时，不易区分这种作用效果的不同。

为了进一步验证以上的分析结果，我们研究了"#
值对氯化铵溶液洗脱蛋白效果的影响。用$%$&
’()／* +,&#-./，$%0 ’()／* +,1)，$%0 ’()／*
+#/1)，"#2%&的洗脱液洗脱345678柱上的蛋白
质时，蛋白质未被洗脱下来。当我们把以上洗脱液

的"#值降低到0%$，即提高溶液氢离子浓度时，蛋
白质依旧未被洗脱下来。改变洗脱液的"#值为

9%$时进行洗脱，层析柱上的蛋白质几乎全部被洗
脱下来。此实验结果表明：在铵离子与#:同时存
在时，二者相比，铵离子的作用比氢离子强。因为在

"#为2%&时，$%0’()／*+#:/ 所产生的氨分子不
足以对蛋白质的结合位点形成有力的竞争，当"#
值降低时柱内铵离子与氨分子的平衡（!）有利于逆
向移动，因此柱内体系中所含的氨分子浓度低而不

利于形成竞争。而在"#为9%$的条件下更有利于
铵离子水解平衡（!）向正向进行，使氨分子浓度在碱
性条件下大大提高，大量的氨分子对蛋白质的吸附

位点形成了强烈的竞争，从而使蛋白质洗脱下来。

!"! 铜柱与锌柱对%&’洗脱性能的比较
本文选用345铜柱与锌柱，在几个不同的洗脱

条件下进行洗脱性能的对比研究。分别测定了各自

的洗脱体积6"#曲线和洗脱体积6铵盐浓度曲线。
结果如图0、;所示。
从两组曲线的结果对比来看，无论是改变"#

值还是铵盐浓度，铜柱对于<=5的保留值要大于锌
柱，这说明铜离子与<=5所形成的络合物与锌离子
相比有更大的稳定性。另外，梯度洗脱的实验结果

也说明了这个结论。以梯度为$!!%0’()／*氯化
铵（"#值为2%&$）溶液分别对铜柱与锌柱进行了梯
度洗脱。结果如图2所示。

图0 铜柱与锌柱的洗脱体积!6"#曲线

>?@A0 BCCDEF(C"#G,)HD(8D)HFDIG()H’D?8
345678,8I34561HE()H’8J

图; 铜柱与锌柱的洗脱体积!6氯化铵浓度"+#/1)曲线

>?@A; BCCDEF(C,’’(8?H’EK)(L?IDE(8ED8FL,F?(8(8
D)HFDIG()H’D?8345678,8I34561HE()H’8J

图2 锌柱与铜柱氯化铵浓度梯度洗脱<=5的结果

>?@A2 MDJH)FJ(C@L,I?D8FD)HF?(8NO,’’(8?H’
EK)(L?ID?8345678,8I34561HE()H’8J

从图上可以看出，34561H柱只有基线上升，并
无出峰现象。这同样也说明了铜离子与<=5的亲
和力远远大于锌离子。另外还进行了醋酸铵的梯度

洗脱，结果与氯化铵洗脱类似。

改变蛋白质对象为血红蛋白时发现，在锌柱上

可以通过降低"#值来进行洗脱，而铜柱上的血红
蛋白却很难洗脱下来。这再次说明，铜离子对蛋白

质有更大的络合力。这可以从配位化学的价键理论
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中找到根据（如图!所示）。

图! 二价锌离子与二价铜离子轨道杂化图

"#$%! &’#()*+,#-./0123’4-5423

二价锌离子在形成络合物以前先进行轨道杂

化，由6个78轨道9个7:轨道形成8:9杂化轨道，
而二价铜离子则进行-8:2轨道杂化，6个9-轨道
上的电子先跃迁到7:轨道中形成6个9-单电子轨
道和6个7:单电子轨道，这样的轨道分布有利于

-8:2轨道的形成。在形成络合物时这两个单电子
轨道中的电子会和螯合剂的!电子形成大!键，这
将使形成的络合物更稳定。

!"# 对不同蛋白质洗脱效果的影响
不同的蛋白质其洗脱效果是不一样的。在某一

条件下的出峰与否，出峰快慢，以及峰形大小都有区

别，也正是基于此，才可以应用金属离子螯合层析这

种方法来进行蛋白质的分离。本文选用了血红蛋白

与牛血清白蛋白（;<=）为分离对象，对其在>?=@54
柱上的洗脱效果进行了对比研究。我们分别采用降

低:A值和增加洗脱液中铵离子浓度的办法对两种
蛋白质进行了洗脱。两种蛋白的洗脱结果如图B、
图6C所示：

图B >?=@54柱上;<=与血红蛋白洗脱
体积@:A值曲线

"#$%B &D(’E#.4./D((1ED-F.(1GD’4-:AF’(1D/.,
;<=’4-ADG.$(.+#4#4>?=@54H.(1G4

从图中可以看出，在相同的:A值下，;<=和血红蛋
白的洗脱体积相差不大。相比之下，用氯化铵洗脱

时，二者的差别更大一些。同时可以看出无论是降

低:A值，还是增加铵离子浓度进行洗脱，血红蛋白

的洗脱体积均大于;<=的洗脱体积。这说明血红
蛋白在>?=@54柱上的保留能力要强于;<=。

图6C >?=@54柱上;<=与血红蛋白洗脱
体积@铵离子浓度曲线

"#$%6C &D(’E#.4./D(1ED-F.(1GD’4-’GG.4#1G
H)(.,#-DH.4HD4E,’E#.4H1,FD8/.,;<=’4-

ADG.$(.+#4#4>?=@54H.(1G4

在铜柱上的类似实验也说明了这一点。这说明

血红蛋白与牛血清白蛋白本身性质、结构上的不同，

导致这两种蛋白质与金属离子的螯合力存在着差

异。我们认为，影响蛋白质与金属离子螯合力大小

的因素主要有两方面：（6）蛋白质表面可结合位点的
多少，如分子表面上组氨酸、色氨酸等可结合基团的

含量。（2）这些可结合位点的空间分布是否有利于
与金属位点的结合。因为蛋白质是大分子物质，与

金属离子相比它的分子体积要大得多，因此蛋白质

吸附时，一个蛋白质分子并不是仅结合一个金属离

子，而是可以结合几个金属位点。正因为如此，蛋白

质的空间结构也成为其吸附过程中一个非常重要的

因素。

# 结 论
在金属螯合亲和层析柱上以;<=为对象进行

了各种洗脱因素的研究，结果表明，:A值降低，或者
铵离子浓度的升高都有利于蛋白质的洗脱，此结论

与蛋白质在金属离子螯合层析中吸附及解吸的机理

相仿。在洗脱过程中不同铵盐的作用效果不同，弱

电解质体系有利于氨分子的形成。当:A 值与

IA37 共同作用时，氨分子浓度对洗脱的影响强于氢
离子浓度。

用锌柱与铜柱对;<=的洗脱性能进行了对比，
研究表明，铜离子与蛋白质结合的稳定性要大于锌

离子与蛋白质结合的稳定性。并用价键理论解释这

一实验现象。在>?=@54柱上对不同蛋白质洗脱效
果进行的对比研究表明，血红蛋白在锌柱上的保留

!B7 生 物 工 程 学 报 6J卷



性要大于牛血清白蛋白。这表明不同性质的蛋白质

与金属离子的亲合力是不同的，这种区别取决于蛋

白质表面吸附基团的数量以及它们的空间分布。本

文的研究结果为今后实际体系的分离奠定了一定的

基础。
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国家重点实验室简介

微生物资源前期开发国家重点实验室

微生物研究所于!363年;月正式向中科院和国家计委申请利用世行贷款建设微生物资源前期开发国家重点实验室，同
年<月获得了批准。!33!年!7月，实验室的建设工作正式启动。!33;年!7月，经专家组论证、中科院批准，实验室正式对外
开放。!335年!7月，实验室通过了国家计委验收。!336年;月中科院对实验室进行了评估。从创建至今，实验室经过艰苦
努力，在学科建设、科研工作和人才培养等方面都取得了一定的成绩。为了适应知识创新、建设微生物资源研究领域国际一

流实验室的需要，实验室拟订了一系列改革措施、明确了研究方向、调整了领域设置、优化了研究队伍组合、确定了创新目标。

考虑到微生物资源研究现状和我国国民经济发展的需要，实验室将研究方向确定为微生物资源的基础研究和微生物资

源前期开发应用研究两个相互联系的方面。同时根据学科发展趋势和自身优势与积累，实验室在上述两个方面选择了下列

研究领域：

（!）微生物资源基础研究：中国微生物、特别是特殊环境微生物及其基因资源的收集、鉴定和遗传多样性评估；极端微生
物资源的分子生物学研究；微生物次生代谢分子调控的研究；微生物功能基因组学研究；

（7）微生物资源前期开发应用基础研究：微生物药物筛选；乳酸菌资源及功能前期开发研究；微生物绿色化学中的应用基
础；海洋微生物资源应用及对海洋环境的效应。

本室采取引入所内外优秀学科带头人，吸引回国优秀青年科技人才和扩大研究生培养规模及课题开放和学术交流等措施，

使实验室不断得到发展和创新。欢迎国内外对我们实验室感兴趣的科研人员与我们交流、协作。下面信息供进一步了解联系。

地址：北京中关村中科院微生物所 邮编：!RRR6R 电话：R!R[<7<7H34! CD7209：+Z*A$"+K,2:A2%D2D,

33HH期 孙旭东等：金属螯合亲和层析分离蛋白质的研究


