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大孔吸附树脂对酪蛋白非磷肽的脱盐和色谱分离

赵 利， 王 璋， 许时婴
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摘 要：利用34!#-56大孔吸附树脂对酪蛋白非磷肽脱盐并进行分离分级)结果表明，大孔吸附
树脂对酪蛋白非磷肽的脱盐率在.%7以上，酪蛋白非磷肽的回收率约在.87，同时用不同体积分
数的乙醇对酪蛋白非磷肽进行阶段洗脱，酪蛋白非磷肽均可以分离出$个组分)
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大孔吸附树脂是一类新型非离子型高分子吸

附剂，它是由苯乙烯、二乙烯苯或甲基丙烯酸酯等

聚合而成的高分子网状孔穴结构，在整个颗粒内部

及外部都具有表面活性)其本身由于范德华力或氢
键的作用，具有吸附性能；同时又具有网状结构和

很高的比表面积能对分子大小不同的化合物进行

筛选［-，!］)
酪蛋白的疏水性一般比其它蛋白质高)!E-5酪

蛋白含有$个强的疏水区域!E-5（-!"#，.#!--#，
-$#!-..）)!E!5酪蛋白的!E!5（.#!-!#）区域有一
个强的疏水性羧基末端和一个较弱的疏水性段)"5
酪蛋白是疏水性最强的酪蛋白，富含疏水性残基的

65末端占有整个链长的$／"，这种特定结构决定了

"5酪蛋白具有强疏水性)#5酪蛋白中*5末端的副#5
酪蛋白占整个链长的!／$，具有较高的疏水性［$］)
酪蛋白非磷肽（6*YY）是酪蛋白中的磷酸肽分离后
的副产物，大部分是酪蛋白中疏水性较强的肽段)
在分离纯化6*YY的过程中，先采用凝胶过滤色谱
按不同相对分子质量进行分离，如果下一步分离涉

及到离子交换色谱或高效液相色谱等步骤，6*YY
中由于制备过程和凝胶过滤所引入的较高质量浓

度的无机盐会妨碍直接进行下一步骤，6*YY的脱
盐是一个必要的环节)此外，具有不同活性的6*YY
中氨基酸的组成各有特点，如阿片激动肽的氨基末
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端存在!"#残基，且在第三或第四位上存在另一个
芳香族氨基酸残基（$%&或!"#）［’］，抑制血管紧张
素转化酶（()*）活性肽的)+末端含有$#,或)+末
端-个氨基酸残基位置含有疏水性氨基酸［.］/这
样，)0$$中不同活性肽间的疏水性存在一定的差
异，理论上可以根据这些性质将)0$$分离/
为了探索一条分离肽的新途径，研究了大孔吸

附树脂对)0$$的吸附性质［1］，探索大孔吸附树脂
对)0$$色谱分离的可能性/

! 材料与方法

!"! 材料和仪器
酪蛋白：内蒙古绿宝石乳业集团公司产品；(2+

34245&678/’9（0,:,0,#;<5=(／>8?@@A4B5:4&#;，

C&DE4#=）；>&F%4;&G7+8.：><BE4公司产品；C(8@H+
)系列大孔吸附树脂：江阴市有机化工厂生产；IC+
-紫外检测器：上海沪西分析仪器厂产品；CC>+HH)
电导率仪：上海雷磁仪器厂生产/
!"# 方法

!/#/! )0$$的制备工艺H 称取一定量的酪蛋白，
在搅拌下加入一定量的水，用8E,2／9氢氧化钠调
节FI值为?/@!J/@，在1@K条件下使酪蛋白全部
溶解/加入适量(234245&，并用8E,2／9氢氧化钠维
持水解液FI值，根据加碱量控制水解液达到8@L
水解度/加入H/@!H/8B／;9无水氯化钙，搅拌至溶
后在搅拌状态下缓慢加入适量乙醇使最终乙醇体

积分数达到M@L，离心，上清液先经真空浓缩除去
乙醇，再经冷冻干燥即得)0$$/
!/#/# 凝胶过滤分离)0$$H 取经冷冻干燥的

)0$$，用FI值-/1，@/8E,2／9的04(3+I(3缓冲
液溶解配制 -@B／;9 )0$$ 溶液 8@ E9，用

>&F%4;&G7+8.柱层析（83EN8@@3E），以FI值

-/1，@/8E,2／9的04(3+I(3缓冲液按88E9／%体
积流量洗脱，同时用紫外检测仪在波长88@DE进
行检测，收集组分/
!/#/$ C(#%!+)大孔吸附树脂分离)0$$

H）大孔吸附树脂的预处理：将一定量的树脂先
用无水乙醇浸泡8’%，然后用无水乙醇洗至88@DE
处无吸收峰，再用去离子水洗净/
8）)0$$的脱盐及回收：在室温条件下，)0$$
经>&F%4;&G7+8.柱层析所得到的组分溶液流过

C(8@H+)大孔吸附树脂层析柱（H3EN8@3E），体
积流量-@E9／%，用紫外检测器检测流出液的

!88@DE，以!88@DE等于@/@H为透过点/实验中所用

)0$$组分的体积均小于透过点通液量，用去离子

水以同样体积流量洗柱至流出液的电导率与去离

子水一致，再用体积分数M@L乙醇解吸/乙醇解吸
所得溶液中多肽质量浓度的测定是将乙醇蒸发后

加去离子水定容，按6,2<D+酚法测定/
)0$$的回收率O解吸后多肽的质量浓度／（吸
附前)0$$溶液中肽的质量浓度N)0$$溶液的上
样体积）

大孔吸附树脂的脱盐率O（水清洗液中钙离子
的质量浓度N水洗液体积）／（吸附前)0$$溶液中
钙离子的质量浓度N)0$$溶液的上样体积）

-）)0$$的分离 在室温条件下，)0$$经过

>&F%4;&G7+8.柱层析所得到的组分溶液流过

C(8@H+)大孔吸附树脂层析柱（8/13EN-@3E），
体积流量H1@E9／%，用紫外检测器检测流出液的

!88@DE，以!88@DE等于@/@H为透过点/实验中所用

)0$$组分的体积均小于透过点通液量/用去离子
水洗涤层析柱至流出液的电导率与去离子水一致，

然后用体积分数为-@L，.@L和M@L乙醇阶段洗脱
层析柱，收集组分/
’）多肽的呈色反应：双缩脲反应［M］/
.）)0$$组分中钙质量浓度的测定：络合滴
定法［?］/

# 结果与讨论

#"! &’()*+’,-.#/凝胶过滤分离酪蛋白非磷肽

>&F%4;&G7+8.分离 )0$$的结果见图H/
)0$$可被分离出.个峰，收集组分(（-M!?8管）、
组分A（?’!J8管）、组分)（J’!H@?管）、组分C
（HHH!H88管）和组分*（H81!H1.管）/用双缩脲反
应检测发现，)0$$组分(、A和)呈现紫玫瑰色，
而组分C和*没有此种颜色反应，说明二肽以上的
多肽主要存在于组分(、A和)中/所以对活性肽的
分离可局限于组分(、A和)三者/

图! 0122的&’()*+’,-.#/%凝胶过滤过色谱图

345"! 3’67849:(;9<46’<;9=5’6<468;*849:>);9=*89.

5;*()?9:&’()*+’,-.#/%9<0122
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!"! #$%%组分的脱盐和回收
大孔吸附树脂是一类不同于离子交换树脂的

吸附和筛选性能相结合的分离材料，它是分离有机

化合物尤其是水溶性化合物的有效手段!对有机物
的选择性良好，无机盐的存在非但不干扰吸附反而

有利于吸附［"，#$］!
吸附树脂对分子的吸附作用力微弱，只要改变

体系的亲水%疏水平衡，就可以引起吸附的增加或解
吸［&］!解吸剂是以最能溶解吸附质为原则，但是要
求沸点低、易于蒸馏回收［’］!一般可以用溶剂的溶
解度参数来预测，溶解度参数越小的溶剂解吸效率

越高!常见溶剂水、甲醇、乙醇和丙酮的溶解度参数
分别为’(!’，#)!*，#’!+和#$!$［##］!实验中采用乙
醇%水溶液做解吸剂!
,-..组分的脱盐和回收率见表#!从表中可
以看出，/0’$#%,大孔吸附树脂对,-..组分的脱
盐效果非常好，均达到"+1以上!而/0’$#%,大孔
吸附树脂对,-..的回收率亦很高，约在"*1!因
此，/0’$#%,大孔吸附树脂可以用来将,-..中的
无机盐去除!

表& #$%%组分的脱盐和回收率

’()"& ’*+,+-(./0(/12(3,0+425+0627#$%%

,-..组分 脱盐率／1 回收率／1

0 "+!$+ "*!*#

2 ""!&* ")!3)

, "3!33 "&!##

!"8 大孔吸附树脂分离酪蛋白非磷肽
在用不同体积分数乙醇进行解吸时发现，分别

用体积分数为($1，*$1，+$1和"*1乙醇解吸

,-..的回收率不同，且从($1，*$1增加到+$1，
乙醇解吸时,-..组分0的回收率增加，而体积分
数"*1乙醇解吸时,-..组分0的回收率略有下
降［"］!这可能是与,-..组分中肽的极性不同有
关!从图’!)可以看出，用体积分数($1，*$1和

+$1的乙醇进行阶段洗脱，,-..组分0、2和,都
可以被分离出(个组分峰，但是(个组分峰的比例
各不相同，说明,-..组分0、2和,中所含不同极
性肽的比例不同!
构成多肽的不同氨基酸的侧链结构各异，它决

定了不同氨基酸的疏水性值不同!目前各种氨基酸
的疏水性值已知，据此可以计算出蛋白质和多肽的

疏水性值!疏水性氨基酸按疏水性值的大小顺序排
列为 456、789、4:5、.;9、.5<、=9>、?@8、=:A、B9C、

,:A、08@、05D和4;5!多肽的疏水性值大小与多肽

肽链长度有关，同时也与组成它的氨基酸的疏水性

值有关!由此可知，,-..组分0、2和,中多肽组成
均很复杂，它们的相对分子质量大小及疏水性值各

异，在多肽实际分离过程中可以根据此特性来分离!

图! #$%%的9+:*(,+;<=!>?洗脱峰@经A@!?&=#
大孔吸附树脂分离谱

B1C"! #*02D(/2C0(D27A@!?&=#D(402:202E-(,-20:=
/1230+-1327$%%:+(F@702D9+:*(,+;<=!>?

图8 #$%%的9+:*(,+;<=!>?组分峰G经A@!?&=#
大孔吸附树脂分离谱

B1C"8 #*02D(/2C0(D27A@!?&=#D(402:202E-(,-20:=
/1230+-1327$%%:+(FG702D9+:*(,+;<=!>?

图H #$%%的9+:*(,+;<=!>?洗脱峰#经A@!?&=#
大孔吸附树脂分离图谱

B1C"H #*02D(/2C0(D27A@!?&=#D(402:202E-(,-20:=
/1230+-1327$%%:+(F#702D9+:*(,+;<=!>?
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周期相同的条件下，发酵液的酶活力可以提高!"# 左右$
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1 结 论

QR!"%<M大孔吸附树脂对MSTT组分的吸附
性强，MSTT组分的回收率均在AG#左右，而对无

机盐离子基本不吸附，对MSTT组分的脱盐率均在

AH#以上$此外，QR!"%<M大孔吸附树脂对MSTT
组分可以进行分级$被分离出的各组分中活性肽的
氨基酸组成与疏水性的关系有待于进一步验证$
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