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肝蛋白提取纯化及应用研究进展
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� � [摘 � 要] 介绍了肝蛋白的主要提取方法,即水溶液提取法、碱提酸沉法、有机溶剂提取法、蔗糖密度梯
度离心法、超声波萃取法等;分离纯化方法,即盐析法、低温有机溶剂沉淀法、透析与超滤、凝胶过滤法、亲和
层析法、电泳法、离子交换层析法等。同时阐述了肝蛋白的应用及其应用前景。
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� � Abstract: T he m ain ex t ract ing m ethods of liv er protein w hich including aqueous ext raction, acidic
dist illat ion, or ganic solvent ex t ract ion, sucr ose density g radient centr ifugat ion, ult rasonic ext ract ion and
so on, and the separat ion and purificat ion method w hich including slating out, o rganic solv ent
precipitat ion, dislysis and ult ra�f iltr at ion , gel filt rat ion, af f inity chrom ato graphy, electr ophoresis, ion
exchange and so on are intr oduced in this paper, and the application and prospects o f liver pro tein are
review ed as w ell.
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� � 动物肝脏是畜、禽宰杀后的主要副产品之一。
肝脏是一种较好的动物蛋白源, 肝蛋白中含有多种

畜禽必需的氨基酸, 而且比例适当,为配合饲料开辟

了新的蛋白质资源[ 1] 。我国动物肝脏资源丰富, 除

传统食用外, 尚无其他利用, 利用率较低。近年来,

对动物肝蛋白研究较多, 主要集中于肝蛋白多肽的
活性研究, 对开发蛋白类药物有着重要的意义。为

肝蛋白的进一步开发利用提供参考,笔者总结了肝

蛋白的提取、分离方法及其活性研究进展。

1 肝蛋白的提取

蛋白提取首先要对组织或细胞经过一定的预处
理,使被提取物充分释放出来。影响蛋白提取率的

因素主要是其在提取液中溶解度大小以及其由固相

扩散到液相的难易程度。蛋白在溶剂中溶解度大小

与该物质的分子结构及溶剂理化性质有关,遵守�相
似相溶 的原则。减小溶剂的黏度、搅拌和延长提取
时间可以提高扩散速度,增加提取率。提取的原则

是�少量多次 , 对于等量的提取溶液,分多次提取比

一次提取效果好。大部分蛋白都溶于水、稀盐、稀酸

或稀碱溶液,少数与脂类结合的蛋白质可溶于乙醇、

丙酮及丁醇等有机溶剂中,因此,在实际操作中可以

根据具体情况选择不同溶剂提取蛋白。
1. 1 水溶液提取法

水溶液和缓冲液系统对蛋白质稳定性好、溶解

度大,是提取蛋白质最常用的溶剂,通常用量是原材
料的 1~ 5倍,提取时需搅拌,以利于蛋白质的溶解。

沈国强等 [ 2]用水溶液提取法从牛肝中提取分离过氧

化氢酶( Catalase, CAT ) ,提取的最佳条件为浸提温

度 30 ! 、浸提时间 10 h、料水比 1∀ 5,最高提取率可

达 98. 1%。SONG Li�Na 等
[ 3]
用水浸提从鲨鱼肝脏

中提取多肽( sH SP)。Zhou Chang lin等[ 4] 用此方法

从猪肝中分离蛋白。G. Sobha 等[ 5] 用水溶液浸提,

硫酸铵沉淀从骆驼肝中分离出铁蛋白。Dr. Dougls

R等
[ 6 ]
用磷酸缓冲液在 90 ! 条件下提取 20 min,离

心后保留上清液, 再用 40%乙醇沉淀从大鼠肝脏中

分离纯化蛋白。岑亮等 [ 7]按 1∀ 5 的比例加入预冷

的 0. 05 mol/ L Tris�H Cl缓冲液( pH 8. 5) , 用高速

组织捣碎机捣碎后, 在 2 ! 抽提 2h, 离心收集上清

液,再进一步分离纯化得到鸭肝蛋白酶。

1. 2 碱提酸沉法
碱提酸沉是用碱性溶液浸泡原材料, 使其蛋白

充分溶解出来,然后用酸调节提取液的 pH 值, 达到

蛋白的等电点而使其沉淀,从而将蛋白和其他成分

相互分离。张耀兮[ 8] 用该法提取牦牛肝蛋白, 最佳

提取条件为: NaOH 浓度 1% ,料液比 1 ∀5,浸提时

间 60 min,提取温度 40 ! ,酸沉条件为 pH 4. 0, 蛋白
质提取率可达 77. 91%。

1. 3 有机溶剂提取法

一些和脂质结合比较牢固或分子中非极性侧链
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较多的蛋白质和酶,不易溶于水、稀盐溶液、稀酸或

稀碱中,可用乙醇、丙酮和丁醇等有机溶剂, 但必须

在低温下操作。丁醇对脂质结合紧密的蛋白质和酶

提取效果较好, 因为丁醇具有较强的亲脂性和亲水

性,在溶解度范围内不会引起酶的变性失活。李志

丹等[ 9] 用丙酮�TCA 沉淀�裂解液浸泡提取海兔肝蛋
白质, 结果表明, 该法提取蛋白效率较高。吴萍

等
[ 10]
用 pH 8. 6的 Tr is�H C1缓冲溶液和乙醇�氯仿

( 1∀ 1. 03 ∀ 0. 08)溶液作为提取剂, 80 ! 水浴变性
6m in, 从家兔肝脏中分离锌�金硫蛋白。Vijaya

Lakshmi 等[ 11] 用去污剂从小鼠肝脏中提取分离

11��羟化类固醇脱氢酶( 11��H SD) ,提取效果较好,

得到的产物纯度高。

1. 4 蔗糖密度梯度离心法

王璜等 [ 12]通过两次蔗糖密度梯度离心,从家兔

肝脏中分离得到 LRP( lung�resistance protein)蛋白

粗提液。徐轶群等[ 13] 用 1~ 4 ! 的 0. 25 mol/ L 蔗糖

溶液,液料比为 1 ∀ 10, 匀浆后离心, 取上清液提取

鲫鱼肝过氧化氢酶, 测定镉对其酶活性的影响。陆

红法等[ 14] 取中华鳖肝脏, 加含 0. 25m ol/ L 蔗糖的

缓冲液, 匀浆, 经离心( 6 000 g, 30m in) 和超速离心

( 100 000 g, 10 min) ,取上清液进一步分离中华鳖肝

脏蛋白磷酸酶。H OLMES R S 等
[ 15]
用 1 ∀ 1 蔗糖

溶液浸泡,匀浆,通过高速离心得到小鼠肝脏过氧化

氢酶。

1. 5 超声波萃取法

超声波提取是基于超声波的特殊物理性质, 通

过压电换能器产生的快速机械振动波来减少目标萃

取物与样品基体之间的作用力, 从而实现固�液萃取
分离。超声波提取(也称为萃取)以其提取温度低、

提取率高、提取时间短等独特优势被应用于动、植物

中各种目标成分提取,是替代传统剪切工艺方法, 实

现高效、节能、环保式提取的现代高新技术手段。吴

萍等[ 10] 用超声波辅助有机溶剂从家兔肝脏中分离

锌�金硫蛋白, 分离效果较好。

1. 6 微波辅助提取法

微波辐射过程是高频电磁波穿透萃取介质, 到

达物料的内部。由于吸收微波能,细胞内部温度迅

速上升,使其细胞内部压力升高,导致细胞破裂。细

胞内有效成分自由流出, 在较低的温度条件下提取

介质捕获并溶解。通过进一步过滤和分离, 便获得

所要提取的物质。微波辅助萃取不仅效率高、选择

性强、能耗小、操作费用少,且符合环境保护要求, 广

泛用于动植物中有效成分的提取分离。Walter

Vet ter等 [ 16]用微波辅助提取法提取海豹和鳕鱼肝

蛋白。

2 肝蛋白的纯化

通过粗提后得到的蛋白混合物, 有些蛋白含量

十分丰富, 而有的含量却很低。为了研究某个蛋白

质,必须首先将该蛋白质从其他蛋白质和非蛋白质

分子中纯化出来。用于分离蛋白质的最重要特性是

根据分子量大小、电荷、疏水性和对其他分子的亲和

性的不同,通常采用多种方法组合来实现蛋白质的

完全纯化。蛋白质分离纯化方法主要包括以下几

种。

2. 1 根据溶解度不同的纯化方法

2. 1. 1 盐析法 中性盐对蛋白质的溶解度有显著

影响,一般在低盐浓度下随着盐浓度升高,蛋白质的

溶解度增加,此称盐溶; 当盐浓度继续升高时,蛋白

质的溶解度不同程度下降并先后析出, 这种现象称

盐析,将大量盐加到蛋白质溶液中,高浓度的盐离子

(如( NH 4 ) 2 SO 4的 SO
2�
4 和 NH

+
4 )有很强的水化力,

可夺取蛋白质分子的水化层,使之�失水 ,于是蛋白

质胶粒凝结并沉淀析出。蛋白质盐析常用中性盐,主

要有( NH4 ) 2 SO4、MgSO4、Na2 SO4、NaCl、Na3PO4等,

应用最多的是( NH4 ) 2 SO4 , 其温度系数小而溶解度

大、分段盐析效果好且不易引起蛋白质变性。邱慧

等[ 1 7]先用饱和度为 40% ( N H4 ) 2 SO 4离心后, 上清

液中再加( NH 4 ) 2 SO4至 60%饱和度, 离心收集沉

淀, 得到鸭肝过氧化氢酶。G. Sobha 等
[ 5]
使用

( NH 4 ) 2 SO 4分级沉淀, 从骆驼肝脏中分离出铁蛋

白。岑 亮 等[ 7] 将 鸭 肝 匀 浆 后, 上 清 液 中 加

( NH 4 ) 2SO4至 45%饱和度, 离心收集沉淀, 使蛋白

和其他杂质分离。

2. 1. 2 低温有机溶剂沉淀法 用与水可混溶的有

机溶剂(甲醇、乙醇、丙酮、三氯乙酸等) ,可使大多数

蛋白质溶解度降低并析出, 此法分辨力比盐析高,但

蛋白质较易变性, 应在低温下进行。李春娟等
[ 18]
将

动物肝脏匀浆离心后, 上清液中加入丙酮, 4 ! 放置
过夜,离心的沉淀即为过氧化氢酶。

蛋白质沉淀分离后,需要将蛋白质中的盐或有

机溶剂除去,主要使用透析方法, 该方法简单易行、

成本低,但耗时较长。可用葡萄糖凝胶 G�25 或 G�
50过柱的方法除杂,所用时间较短。陈旭等 [ 19]采用

Sephadex G�25 层 析 ( 1. 7 cm # 32 cm ) , 用

0. 025 mol/ L T ris�H CI 缓冲液 ( pH 7. 25)除去从鲨

鱼和魟鱼肝中提取铁蛋白样品中的盐类物质,脱盐

后的铁蛋白经截流分子量为 100 kU 的透析袋透析,

冷冻干燥得到纯品。

2. 2 根据分子量大小的纯化方法

2. 2. 1 透析与超滤 透析法是利用半透膜将分子

大小不同的蛋白质分开。超滤法是利用高压力或离

心力,使水和其他小的溶质分子通过半透膜,而蛋白

质留在膜上,可选择不同孔径的滤膜截留不同分子

量的蛋白。蔡震峰等
[ 20]
用离子交换层析和超滤法

结合从家兔肝脏中提取金属硫( M T) 蛋白, 分离效

果较好。

2. 2. 2 凝胶过滤法 原理是根据分子大小分离,

分离时分子量大的物质先流出柱, 而分子量小的后
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流出, 从而达到分离目的。常用的填充材料有聚丙

烯酰胺凝胶 ( Bio�Gelp )、葡聚糖凝胶 ( Sephadex

ged)、琼脂糖凝胶( ag ar ose gel)和聚丙烯酰胺葡聚

糖凝胶( sephacryl )。吴萍等 [ 10] 对提取液用 Sepha�
dex G�50凝胶柱色谱法分离纯化家兔肝脏锌�金属
硫( Zn�MT )蛋白, 纯化得到 Zn�M T 粗品产率约为

2. 5 mg / g 肝, 表明该分离方法可用于 Zn�M T 的纯

化,其操作简单,设备要求低, 可在常规实验室完成,

是一种简便可靠的方法。王璜等 [ 12] 用 sephacry l�
1000分子筛层析纯化家兔肝脏中 LRP( lung�resist�
ance pro tein)蛋白, SDS�PAGE 银染结果显示最终

得到了单一电泳条带的家兔 LRP 蛋白。

2. 3 根据配体特异性的纯化方法 % % % 亲和层析法
亲和层析法 ( af linity chrom ato graphy )是分离

蛋白质的一种极为有效的方法, 经常只需一步处理

即可使某种待提纯的蛋白质从复杂的蛋白质混合物

中分离出来,而且纯度很高。孙建新等
[ 21]
用溴化氰

活化的琼脂糖凝胶 4B ( CNBr�act ivated sepharose

4B)和Blue dex t ran偶联,从大鼠肝脏中分离出乳酸

脱氢酶。

2. 4 根据带电性质的纯化方法

2. 4. 1 电泳法 由于蛋白质的分子量和电荷数量

不同而在电场中的迁移率不同而分开。应用最多的

是等电聚焦电泳,其利用一种两性电解质作为载体,

电泳时两性电解质形成一个由正极到负极逐渐增加

的 pH 梯度,当蛋白质样品泳动到凝胶的某一部位,

pH 值正好等于该蛋白质的等电点时, 蛋白质的净

电荷为零而不再移动,则聚集形成一条蛋白质区带。

该方法可用于分析和制备各种蛋白质。李志丹等
[ 9]

用等电聚焦各种电泳和 SDS�PAGE 电泳法得到分

子量大小不同的海兔肝蛋白。

2. 4. 2 离子交换层析法 当蛋白质溶液流经离子

交换层析柱时, 带有与离子交换剂相反电荷的蛋白

质被吸附在离子交换剂上,随后用改变 pH 或离子

强度办法将吸附的蛋白质洗脱下来。岑亮等 [ 7]从鸭

肝中提取蛋白酶粗提液, 用 DEAE�Sepharose Fast

Flow 离子交换层析, 然后用 Sephacry l S�200 凝胶

柱层析, 最后得到蛋白酶电泳纯品, 纯化倍数为

650. 16倍,回收率为 19. 23%。孙建新等 [ 21]用 DE�
AE�Sephadex A�50离子交换层析,从大鼠肝脏分离

的乳酸脱氢酶中进一步分离乳酸脱氢酶 M4 , 得到

电泳纯,整个分离纯化过程快速、经济, 可在 8 h 内

完成,可见其为一种较好的纯化方法。赵赣等[ 22] 用

DEAE�纤维素离子交换层析柱,以 N aCl洗脱, 收集

洗脱液,检测酶活性,进一步通过凝胶过滤分离鸡肝

碱性磷酸酶,但并未得到单一的纯酶。

3 肝蛋白的应用

3. 1 抗氧化

范秋颂等[ 23] 研究表明, 鲨鱼肝蛋白粗提物能部

分修复受损的肝脏线粒体的呼吸功能, 增强肝脏线

粒体和肝脏抗氧化的能力,从而保护肝脏免受硫代

乙酰胺( TAA)造成的急性肝损伤, 对肝脏有保护作

用。

3. 2 治疗糖尿病

有研究表明, 鲨鱼肝活性肽 S�8300能显著降低

链佐霉素( ST Z)诱导的胰岛素细胞凋亡,对 STZ 损

伤的小鼠胰岛素瘤 B 细胞具有明显的修复和保护

作用;鲨鱼肝活性肽 S�8300对四氧嘧啶( ALX)所致

的血糖升高有显著的抑制作用, 表明鲨鱼肝活性肽

S�8300可能具有减弱四氧嘧啶( ALX)对胰岛 �细
胞的杀伤作用,或改善损伤的胰岛 �细胞的功能;显

著降低糖尿病小鼠的肾重/体重值,说明其对糖尿病

小鼠的肾脏也有一定的保护作用 [ 24�26]。

3. 3 抗肿瘤作用

邹清雁等
[ 27]
分别用 4个月和 7 个月的胎肝提

取物(蛋白) , 观察其对 BEL�7042肝癌细胞的影响,

结果表明:从 4个月大小的胎肝中提取出含有较多

的促肝分化因子, 能抑制肝癌细胞的生长和促进分

化。王鸿鹤等
[ 28]
从河豚肝脏中提取分离多肽 A,其

在体内、体外试验有一定的抗瘤活性,但其抗瘤作用

与剂量无相关性, 对人癌细胞和人体正常细胞无明

显的选择性。李茹冰等
[ 29]
从肝脏提取活性物质 S4 ,

其能抑制 BEL�7402肝癌细胞增殖, 并对肝细胞源

的肿瘤细胞具有一定特异性,已具备天然提取物抑

癌药物的基本标准,具有重要的研究与开发价值。

4 前景与展望

蛋白质制剂已成为制药工业不可缺少的一部

分,蛋白类药物发展迅速。据美国Frost & Sullivan

咨询公司预测, 如按蛋白质类药物市场年增长率

12%计算, 到 2011年,全球蛋白质类药物市场总销

售额将达 1 180 亿美元, 而市场上蛋白类药物主要

以抗肿瘤药物为主。蛋白类药物研究的热点是对已

有的蛋白进行结构改造和引进计算机图像技术研究

蛋白与受体之间的相互作用,从而设计出简单的小

分子化合物。因此, 寻找新的活性蛋白或小分子多

肽,对蛋白类药物研究和开发具有重要意义。

动物肝脏是畜、禽宰杀后的主要副产品之一。

动物肝脏资源丰富,以猪肝为例,猪肝约占整猪体重

的 1. 4%, 全国每年可得猪肝 0. 6~ 0. 8亿 kg。目

前,对动物肝脏的利用较少, 除少量食用外,相当一

部分被废弃,如果把这部分资源进行新产品开发转

化为产品,特别是肝脏中丰富的蛋白质,其经济效益

相当可观。
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