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综  述                                                               

聚合高分子电解质分离纯化蛋白质 

张海花，李司，童富淡 
浙江理工大学 生命科学学院，杭州 310018 

摘  要: 聚合高分子电解质含有大量阳离子或阴离子，通过静电作用结合带相反电荷的蛋白质，生成聚合高分子电

解质-蛋白质复合物，电解质-蛋白质复合物通过桥连作用或疏水作用形成沉淀颗粒；聚合高分子电解质的选择性沉淀

作用受电解质的分子量、添加剂量、溶液离子强度和 pH 的影响。用高分子电解质从大规模的低浓度溶液中选择性地

沉淀目的蛋白质，为生物工程的下游处理开辟了一条新途径。 
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Abstract:  Polyelectrolyte with a large number of cations or anions could precipitate the oppositely charged proteins to form 
polyelectrolyte-protein complexes, which then aggregated to form larger particles via electrostatic attraction or hydrophobic 
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在生物工程领域，特别是在食品、医药等领域

中常常涉及到大规模的蛋白质分离提纯过程。由于

样品体积大、目的蛋白质浓度低及各种蛋白质之间

物理化学性质的相似性致使目的蛋白分离成本很

高。降低分离成本和提高回收率是蛋白质分离工程

的主要目标。虽然层析法有较高的灵敏度和分离度，

在分离纯化过程中占据了主导地位，但是成本高、

处理量较小，适合蛋白分离的后期纯化阶段；而沉
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淀法常用于生物工程下游的前处理过程，不仅能对

蛋白质进行分馏和浓缩，整个过程消耗低、目的蛋

白质不变性，也是层析法发挥高灵敏度和分离度的

前提[1-2]。 

目的蛋白质浓缩是从大规模的低浓度溶液中纯

化回收目的蛋白的关键步骤之一，而选择性沉淀是

最常用的有效方法。在多种沉淀方法中，聚合高分

子电解质沉淀反应由于它的低消耗、高蛋白回收率、

处理量大、设备简单等优势引起了越来越多研究者

的高度重视[3-5]。聚合高分子电解质沉淀技术还具有

聚合高分子电解质用量少 (0.05％~0.1％，W/V)、选

择性强的特点，高分子电解质-蛋白质复合物沉淀能

重溶于一定离子强度的溶液，目的蛋白质保持生物

活性，同时能形成高浓度的蛋白质溶液[6-7]。 

1.  聚合高分子电解质的理化性质 

高分子电解质具有线型和交联型两种形式，呈

现球状、线团、螺旋状和伸展的构象；由于内在因

素 (化学本性、酸碱基团的分布、共聚物的组成和

疏水性等) 和外在因素 (pH、温度、溶液的离子强

度和溶剂的热力学性质等) 的影响，会发生线团与

球状、螺旋状与线团构象的转变，以及溶液与凝胶、

体积收缩与膨胀等变化。聚合高分子电解质分为聚

阳离子电解质和聚阴离子电解质，分别选择性沉淀

酸性蛋白和碱性蛋白[8]。 

1.1  聚阳离子电解质 
聚乙烯基亚胺 (Polyethylenimine，PEI；[CH2CH 

(NH2)]n) ， DEAE- 纤 维 素 (Diethylaminoethyl- 

cellulose，DEAE，[C2H7O2 (OH)2OCH2COONa]n) 和

Poly-(dimethyla-mine-co-epi-chlorohydrin-coethylene
diamine (PDEHED；[N (CH3)2ClCH2CH (OH) CH2NH 

CH2CH2 NH]n) 都是高分子聚阳离子电解质，在溶液

中解离产生带正电荷基团，能与带负电荷基团的化

合物结合，如与带负电荷的 DNA 及细胞表面标记结

合，促进靶细胞对 DNA 的摄取，或者保护 DNA 免

受核酸酶降解；能沉淀酸性蛋白，如重组 β-葡萄糖

苷酸酶 (Recombinant β-glucuronidase，rGUS；分子

量 68.2 kDa，pI 值约 5.5)[9]。 

PEI 是一种多聚阳离子电解质，结构特点是每

隔 3 个原子出现一个氨基氮，构成多聚网状结构[10]。

PEI 在酸性环境中带正电荷，与 DNA 结合生成颗粒

状复合物，也能与细胞表面的蛋白多糖、酸性蛋白

结合，通过内吞作用进入细胞。PEI 分为线性 PEI 

(Linear polyethylenimine ， LPEI) 和 支 链 型 PEI 

(Branched polyethylenimine，BPEI)。 

1.2  聚阴离子电解质 
聚丙烯酸 (Polyacrylic acid，PAA)、聚丙烯酸

纳盐 (Polyacrylic acid sodium salt，PAASS)、聚乙烯

磺酸钠 (Polyvinyl sulfonate，PVS) 和羧甲基纤维素 

(Carboxymethyl cellulose，CMC) 都是高分子聚阴离

子电解质，在溶液中解离产生带负电荷基团，能与

带正电荷基团的化合物结合[11]。如 PAA 选择性沉淀

溶菌酶、核糖体失活蛋白等碱性蛋白质[12-13]。 

2  聚合高分子电解质沉淀蛋白质的作用

机理 

Chen 等[1]和 Clark 等[3]研究了聚合高分子电解

质沉淀蛋白质的机理，提出“两步法反应”学说：

即蛋白质-高分子电解质复合物的形成和复合物分

子相互聚集成絮状沉淀。当聚合高分子电解质被添

加到蛋白质溶液中时，通过静电吸引、氢键或疏水

作用，聚合高分子电解质与蛋白分子迅速反应生成

不溶性复合物；不溶性复合物聚集成更大的微粒体，

形成絮状沉淀。 

Hill 等[14]研究了高分子电解质与蛋白质分子之

间的静电吸附-电性中和作用和高分子多聚体的桥

连 (Bridging) 作用。静电吸附-电性中和作用指高分

子多聚体胶粒表面强烈吸附异种离子、胶粒或链状

离子带异种电荷的部位，中和部分电荷，减少静电

斥力，使之容易接近而互相吸附，形成复合物；吸

附桥连作用是指高分子物质与胶粒的吸附和桥连，
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即高分子链的一端吸附了某一胶粒后，另一端吸附

另一胶粒，形成“胶粒-高分子-胶粒”的絮凝体。 

3  聚合高分子电解质沉淀蛋白质的影响

因素 

蛋白质-高分子电解质复合物的形成受高分子

电解质的分子量、添加剂量、溶液离子强度和 pH 的

影响；影响沉淀微粒成长为絮凝体的因素还包括搅

拌强度，即搅拌速度和搅拌时间，既要为絮凝体的

成长创造良好的碰撞机会，又要防止已形成的絮凝

体被打碎，因而搅拌强度要小，但时间要比较长[1]；

而粗提液中杂质成分也干扰高分子电解质对目的蛋

白的特异性吸附。 

3.1  高分子电解质的添加剂量、分子量、溶液离

子强度和 pH 对沉淀作用的影响 
Clark 等 [3,6]研究了蛋清白蛋白-羧甲基纤维素

(CMC) 沉淀反应中聚合高分子电解质的剂量和添

加方式对沉淀反应的影响，结果显示蛋清白蛋白的

回收量仅与 CMC 的添加量有关，与添加方式无关。

Chen 等[1]和 Kim 等[4]在聚丙烯酸-溶菌酶沉淀实验中

也证实目的蛋白的回收率主要与高分子电解质的添

加剂量成正比。Kim 等 [15]研究了聚合高分子电解

质的分子量和添加剂量对聚丙烯酸-溶菌酶系统的

影响，发现 PAA 的沉淀效果与其分子量成正比；

同样的反应条件下，高分子量 PAA 沉淀蛋白质的

效率更高。  

Clark 和 Glatz[6]研究了溶液中离子强度对沉淀

微粒大小的影响，离子强度能减少蛋白质与带相反

电荷的高分子电解质之间的相互作用；溶液离子强

度大，溶液中的蛋白质会被更多的带相反电荷的离

子 包 围 ， 妨 碍 高 分 子 电 解 质 与 蛋 白 质 的 结 合 。

Sternberg 等[16]在聚丙烯酸-溶菌酶沉淀反应中发现

随着 NaCl 浓度的升高，聚丙烯酸-溶菌酶复合物溶

解度变大，有利于高分子电解质-蛋白质复合物的重

溶和高分子电解质的回收。 

聚阳离子电解质与目的蛋白沉淀反应时溶液

pH 值一般在该蛋白的等电点以上；聚阴离子电解质

与目的蛋白沉淀反应时溶液 pH 值一般在该蛋白的

等电点以下。溶液 pH 值越偏离蛋白质的等电点，蛋

白质所带的电荷越多，更加利于与高分子电解质的

结合，但极端 pH 环境能使蛋白质变性，降低蛋白质

的沉淀率；一般在聚合高分子电解质和蛋白质带相

反电荷的 pH 值范围内选择一个最佳 pH 值，既要使

聚合高分子电解质-蛋白质沉淀反应的 pH 位于目的

蛋白质稳定的 pH 值范围，又要有利于聚合高分子电

解质-蛋白质沉淀的形成。PAA 沉淀碱性蛋白时，沉

淀的形成与溶液 pH 值偏离蛋白质的等电点程度有

关，目的蛋白质的等电点 pI 值越大，越有利于 PAA

与蛋白质之间离子键的形成；如鱼精蛋白等电点 pI

为 12.2，PAA 沉淀反应的溶液 pH 值为 9.5、8.5、7.5、

6.5 和 5.0 时，沉淀率分别为 85％、88％、83％、

63％和 79％，当溶液 pH 为 3.5 时，鱼精蛋白变性，

沉淀率仅为 10％[17]；而苦瓜种仁碱性蛋白的等电点

pI 为 8.7~9.5，PAA 沉淀反应的溶液 pI 为 4.0 时，沉

淀率仅为 40％[13]。同时，蛋白质的性质也影响沉淀

率，如胰蛋白酶等电点 pI 为 11.2~11.4，PAA 沉淀反

应的溶液 pH 为 3.0 时，沉淀率为 98％[18]；核糖核

酸酶等电点 pI 为 9.1，PEI 沉淀反应的溶液 pH 为 7.0

时，沉淀率为 90％[16,18]。 

3.2  搅拌作用对沉淀颗粒的影响 
Kim 等[19]系统研究了各种因素对 PAA 沉淀溶

菌酶的影响。当带负电荷的 PAA 添加到带有正电荷

的溶菌酶溶液中时，借助布朗运动和静电吸附-电性

中和作用，生成 PAA-溶菌酶沉淀复合物[19-21]；PAA-

溶菌酶沉淀复合物相互聚集，同时继续吸附游离的

溶 菌 酶 分 子 ， 形 成 直 径 0.1~1 μm 的 初 级 粒 子 

(Primary particle) 。 根 据 斯 莫 卢 霍 夫 斯 基 

(Smoluchowski) 碰撞理论[22]，PAA-溶菌酶沉淀复合

物的生成和聚集是与布朗运动有关的聚集反应，单

位体积内二元运动的频率主要依靠溶液的环境及聚

合体的性质，如反应体系的温度、溶液的粘性、PAA

的添加方式及其分子量等因素[23]。如果反应体系的
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条件不改变，生成的初级粒子大小与反应体系的搅

拌力度成反比[19,24]，表明在电性中和阶段生成初级

粒子时溶菌酶与聚丙烯酸之间的作用模式随着搅拌

强度的变化而变化。 

初级粒子在剪切碰撞 (Shear-induced collisions)

中生成较大的絮凝体，这时布朗运动不再是主要因

素，而“同向移动” (“Othokinetic” aggregation) 聚

合机制占据了支配地位。根据 Smoluchowski 理论，

这个阶段碰撞频率的主要影响因素是在布朗运动中

生成的溶菌酶沉淀物数目和液体流剪切速率 (Shear 

rate)，这一反应的主要机理是桥连吸附作用；絮状

沉淀粒径的大小决定于 PAA-溶菌酶复合物中 PAA

上剩余的位点[1,3]。Kim 等[19]在 PAA 沉淀溶菌酶试

验中还研究了影响 PAA 桥连的各种因素，如混合强

度、PAA 剂量和溶液离子强度等。增加混合液的机

械搅拌力、PAA 剂量和降低离子强度可以提高 PAA

桥连吸附作用。反应刚开始时 (混合阶段)，粒径大

小随溶液振荡速度的增加而增加，与 PAA 的量无关；

振荡速度超过 1 000 r/min 时，沉淀粒径便随着振荡

速度的增加而减小，直到稳定在一定粒径。除了溶

液 pH、离子强度等因素外，一分子 PAA 结合溶菌

酶的数目还与 PAA 链的长度 (PAA 链长度与其分子

量相关) 有直接的关系，所以为了充分发挥 PAA 的

桥连吸附作用，应使它的长链生长到最大限度；同

时，可解离基团达到最大的离解度并充分暴露，产

生更多的带电部位，与蛋白质微粒的碰撞机会更多，

絮凝效果可提高数倍。分子量为 4×106 的 PAA 长链

分子具有足够多的位点与溶菌酶结合。混合不充分

或者 PAA 用量过少，形成的沉淀复合物不能聚集成

更大的微粒，加入的 PAA 主要结合溶液中过量的溶

菌酶分子或者是形成富含溶菌酶的复合物[24-25]。 

3.3  杂质对沉淀作用的影响 
聚合高分子电解质沉淀蛋白质的作用机理是蛋

白质与聚合体之间的离子作用形成聚合高分子电解

质-蛋白质复合物，这些复合物通过盐键或借助残余

电荷或通过疏水作用进一步形成更大的絮凝体 [8]；

但是大量的杂质可能粘附到靶蛋白上，或吸附到多

聚体上，或间接与带电基团作用干扰沉淀的形成。

如植酸 (Phytic acid) 是植物性饲料中普遍存在的抗

营养因子，其中以玉米、麦麸、米糠、豆籽粕、菜

籽粕、棉籽粕等的含量较高。植酸能与蛋白质形成

复合物，影响菜籽粕 (Canola) 蛋白质的等电点沉淀

作用[26]；植酸在低于蛋白质等电点的酸性条件下，

与蛋白质反应生成植酸-蛋白质二元复合物；在高于

蛋白质等电点的碱性条件下，植酸以金属阳离子为

桥生成植酸-金属阳离子-蛋白质三元复合物；同时，

植酸也可能与聚合高分子电解质如 PEI 结合生成沉

淀，从而使分离植物材料蛋白的 PEI 用量提高[27]。 

3.4  聚合高分子电解质的选择与去除 
选择高分子电解质时，最重要是高分子电解质-

蛋白质复合物复溶后，高分子电解质能否与蛋白质

解离并去除，同时要关注高分子电解质是否干扰目

的蛋白质的后续纯化处理，而有些沉淀剂禁用于食

品或药品。 

高分子电解质-蛋白质复合物复溶后的溶液含

有聚合高分子电解质，高分子电解质的去除、回收

或重新利用取决于目的蛋白质的后续应用，如 PAA

沉淀胰蛋白酶时，当胰蛋白酶应用于皮革软化时，

PAA 就没有必要去除[17]。根据聚合高分子电解质与

目的蛋白分子量的差异可以采用超虑法去除高分子

电解质，如 PAA 沉淀溶菌酶和牛血清白蛋白时可分

别选择 MWCO 1 00 000 和 MWCO 3 000 00 回收

PAA 并重新利用[28]。沉淀法也是去除高分子电解质

的有效方法，聚阳离子电解质可以与 Ca2+或者 Ba2+

结合生成沉淀，如 PAA 沉淀溶菌酶和苦瓜种仁碱性

蛋白时，利用 PAA 与 Ca2+结合成生成不溶于水的沉

淀除去，这样 PAA 不能再重新利用[13]。 

4  高分子电解质在蛋白质分离纯化过程中

的应用 

近 30 年来，人们已经用多种聚合高分子电解质

分离纯化不同材料中的蛋白质。1974 年 Sternberg
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和 Hershberger[16]用 PAA 从蛋清中分离纯化溶菌酶，

产物的酶比活力提高 9 倍；1978 年 Hill 等[25]以 CMC

处理奶酪生产的副产品乳清，高效去除糖类和脂肪，

获得高纯度乳清蛋白。Hollera 等[9]使用 PEI 从转基

因烟草中分离纯化重组 β-葡萄糖苷酸酶 (rGUS)，与

用阴离子交换柱纯化 rGUS 的方法比较，两者的得

率分别是 85％~90％和 66％~90％，但是 PEI 沉淀法

显著降低实验成本，缩短实验时间，减少劳动工作

量；笔者使用 PAA 从苦瓜种仁中选择性沉淀具有抗

肿瘤功能的碱性蛋白[12]。表明 PAA 能吸附不同分子

量和不同来源的碱性蛋白，是碱性蛋白分离纯化有

效方法之一。2009 年 McDonald 等[29]用聚阴离子高

分子电解质 PVS 从中华仓鼠卵巢细胞培养液中分离

纯化人源单克隆抗体 IgG1，当溶液 pH 为 5.0 时，

提取率为 95％。2009 年 Boeris 等[30]使用 PVS 从牛

胰腺中分离纯化胰凝乳蛋白酶，当溶液 pH 为 2.5 时，

胰凝乳蛋白酶提取率为 61％。2011 年 Cappella 等[31]

用 Eudragit® L100 和 Eudragit® S100 分离纯化牛胰凝

乳蛋白酶，当溶液 pH 为 4.6 时，Eudragit® L100 沉

淀胰凝乳蛋白酶的提取率为 95％，当溶液 pH 为 5.4

时，Eudragit® S100 沉淀胰凝乳蛋白酶的提取率为

60％。 

利用生物反应器生产功能蛋白是蛋白质工程

的核心内容之一，而转基因动植物系统是一种高

效的生物反应器，生物工程中下游处理方法的缺

乏和重组蛋白的低回收率限制了动、植物生物反

应器的利用效率 [32]，聚合高分子电解质选择沉淀

带异种电荷蛋白质，为生物工程的下游处理开辟

了一条途径。 
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