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出版者的话

２１世纪是生命科学的世纪，这已成为人们的共识。
生命科学随着人类对自身和自然的认识、探索而萌芽，随着人类生产和科学实

践的进步而发展。现代生命科学包括生物学、医学、农学等传统学科领域，以及生
物学、生物技术与环境科学乃至社会科学等其他学科相互渗透、交叉而产生的新型
学科体系。２０世纪后叶现代生物科学尤其是分子生物学取得了一系列突破性成就，
使得生命科学在自然科学体系中的位置发生了革命性的变化，成为２１世纪的带头学
科。人们对生命科学也寄予了无限的期望，希望能够解决人类社会所面临的人口膨
胀、资源匮乏、疾病危害、环境污染和生态破坏等一系列重大问题。
回顾生命科学的发展历程，实验技术一直起着非常重要的促进作用。如１７世纪

Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ等人发明并应用显微镜技术，直接催生了 “细胞学说”的建立和发展；

１９７３年Ｃｏｈｎ和Ｂｏｙｅｒ完成了ＤＮＡ体外重组实验，标志着基因工程的肇始；１９８８
年ＫａｒｙＭｕｌｌｉｓ发明的ＰＣＲ技术甚至使生命科学产生了飞跃性的发展。可以说，生
命科学无时无刻离不开实验，实验是开启神奇的生命王国大门的钥匙。没有实验技
术的不断进步，也就没有生命科学今天的巨大发展；同时，生命科学的发展又对实
验技术提出了更高的要求，进一步刺激了后者的不断进步。生命科学正是在 “实验
催生和验证着基础理论，理论指导和发展了实验技术”的不断循环中从必然王国走
向自由王国。
工欲善其事，必先利其器。为了有助于生命科学工作者更多地了解相关实验技

术和仪器设备，更好地设计实验方案，更有效地开展实验过程，更合理地处理实验
结果，化工出版社组织出版了 “生物实验室系列图书”。系列图书在整体规划的基础
上，本着 “经典、前沿、实用，理论与技术并重”的原则组织编写，分批出版。
在题材上，系列图书涵盖综合实验技术和单项实验技术两个方面。其中综合实

验技术既有以实验目的为题，如 “蛋白质化学分析技术”，内容纵向覆盖多项实验技
术；也有以某一生命学科领域的综合实验技术为题，如 “发酵工程实验技术”、“生
物化学实验技术”等。而单项实验技术则以深入介绍某一专项技术及其应用为主，
在阐述其基本原理的基础上，横向介绍该项技术在多个领域的应用，如 “双向电泳
技术”、“流式细胞术”等。
在内容上，系列图书主要有以下两个显著特点。一是强调先进性———除了系统

介绍常用和经典实验技术以外，特别突出了当前该领域实验手段的新理论、新技术、
新发展，为国内专业人员起到借鉴和引导作用。二是强调可操作性———对于每一项
实验技术，系统介绍其原理方法、设备仪器和实验过程，让读者明了实验的目的、
方案设计以及具体步骤和结果处理，以期起到实验指南的作用。此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



本系列图书坚持质量为先，开拓国内和国际两个出版资源。一方面，约请国内
相关领域兼具理论造诣和丰富实验室工作经验的专家学者编著；另一方面，时刻关
注国际生命科学前沿领域和先进技术的进展，及时引进 （翻译或影印）国外知名出
版社的权威力作。

“生物实验室系列图书”的读者对象设定为国内从事生命科学及生物技术和相关
领域 （如医学、药学、农学）的专业研究人员，企业或公司的生产、研发、管理技
术人员，以及高校相关专业的教师、研究生等。
我们殷切希望 “生物实验室系列图书”的出版能够服务于我国生命科学的发展

需要，同时热忱欢迎从事和关心生命科学的广大科技人员不仅对已出版图书提供宝
贵意见和建议，也能对系列图书的后续题目设计贡献良策或推荐作者，以便我们能
够集思广益，将这一系列图书沿着可持续发展的方向不断丰富品种，推陈出新。
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前　　言
２１世纪是公认的生命科学世纪，生命科学将为人类做出前所未有的重大贡献。生命科
学之所以能有今天这样的地位，在于现在人们已基本搞清了生命现象的主要本质和规律。而
这其中关键在于对生物大分子的结构与功能，以及其在生物体中的调控作用有了较深入的了
解。生物化学主要就是研究生物大分子在生命现象中所起作用的一门科学分支。它过去已经
且今后将继续在揭示生命现象本质和规律的过程中起关键作用。
生物化学是一门实验性学科。生物化学的许多本质和规律性问题，都是通过几代人艰苦

的实验室工作而得出和确认的，这种例子不胜枚举！因此，实验室工作对生物化学的发展是
至关重要的。回顾生物化学的发展历程并展望其在２１世纪肩负的重任，加强生物化学工作
者们的实验室工作能力则永远是必要的。
化学工业出版社应时地推出了 “生物实验室系列”图书。应该说这是为２１世纪生命科

学的发展做了一件有意义的实事。本人应邀编写 《生物化学实验技术》一书，既感荣幸又感
使命之重大。对于已年过六旬的我，回顾这一生从大学时代学习生物化学专业开始；中青年
时代主要是在中国科学院微生物研究所和美国国立卫生院国家肿瘤研究所 （ＮＩＨＮＣＩ）的
实验室内从事生物化学实验；中老年时代成为北京师范大学的一名教师，并为中国科学院研
究生院的研究生们讲授 “生物化学实验技术”课程。回顾２０年来讲授该课程的一个深刻体
会是：讲授这门课程，教师本人必须有十分充分的实验室实际操作经验做后盾，同时又要通
过不断地总结提炼，把这些实验技术提升到足够的理论高度，从原理到特色乃至实际操作体
会做全面、深刻的阐述，才会真正对学生们今后的教学和科研有所帮助。
回首往事，在长期从事艰苦的实验室工作的同时，也曾翻译或编写了多部与生物化学实

验技术相关的专著。但我深知 “写书难，写出一本真正对广大读者有用的书更难！”本人的
精力已不如前，此乃生命规律使然。在本书写作过程中，顾郁先生参与了第三章、第四章部
分内容的编写；欧阳津先生参与了第五章部分内容的编写。在本书编写过程中，还得到丁小
川、刘颖、陈萍、王玉珍、李小丽、周大伟、林力、范月萍、宋大林、万宏、田玉林、马民
强等同志的大力帮助，在此一并致谢。
同时，这里应注明，在本书的编写中为满足生物化学科研中的实际需要，对部分常用的

非法定计量单位未做改动。由于我们的水平所限，本书难免有这样、那样的不足之处。还望
广大读者不吝指正，以在再版时改正之！

何忠效

２００３年１２月
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第一章　缓冲液的使用

第一节　生物化学实验中为什么要使用缓冲液

生物化学主要是研究生物大分子及其相互作用的学科。而生物大分子是存在于生命的基
本单元———细胞中的，它们在活细胞内的特定存在条件 （ｐＨ、离子强度及其他生物大分子
的相互制约）下，不仅能保持其结构的完整而且能保持其生物活力。至今，我们若想研究生
物大分子的结构和功能，尚未找到一种在细胞内即可进行的方法。因此，我们若想研究生物
大分子的结构和功能，从而在分子水平上阐述生命现象的本质，就必须先要把生物大分子从
细胞内完整、纯净且保持其活力地 “拿”出来。为此，当我们将细胞破碎并在体外 （ｉｎ
ｖｉｔｒｏ）分离纯化和研究这些生物大分子的结构与功能时，就必须时刻注意保持它们结构的
完整及活力的 “充沛”！若想做到这一点，从细胞破碎一开始 （生物大分子马上失去了其赖
以保持活力的制约条件），我们就必须时刻注意为这些 “离体”的生物大分子提供保持其活
力和结构完整 （后者是前者的基础）的环境条件。
这种条件，不是纯净水、无离子水等所能提供的。也就是说，我们要为生物大分子提供

一个合适而相对稳定的ｐＨ环境 （这一点是最主要的，我们将在下面详述）、合适的离子强
度及其他外界条件。要做到这一点，则必须使用 “缓冲液”（ｂｕｆｆｅｒ）这种特定的溶液形式。

第二节　缓冲液的原理及配制

一、ｐＨ值和缓冲液

１ｐＨ值
氢离子浓度的常用对数的负值就是ｐＨ值，用下式表示：

ｐＨ＝－ｌｇ［Ｈ＋］ （１１）

ｐＨ标尺是用来度量氢离子浓度的，它可避免１０的大数目乘方，而把大范围的氢离子浓度
范围压缩到更方便的１～１４的标尺上 （图１１）。氢离子浓度高 （１０－１ｍｏｌ／Ｌ）时，ｐＨ值低，
即ｐＨ＝１；而氢离子浓度低 （１０－１２ｍｏｌ／Ｌ）时，ｐＨ值高，即ｐＨ＝１２。

图１１　ｐＨ标尺

溶液中的氢离子是由酸解离产生的。

→ＨＡ Ｈ＋＋Ａ－ （１２）
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强酸在稀溶液中可完全解离成离子。而弱酸 （或弱碱）在溶液中只能部分解离，因此在离子
和未解离的分子之间建立一种平衡。

幑幐ＨＡ Ｈ＋＋Ａ－ （１３）

平衡常数Ｋ′ａ定义为：

Ｋ′ａ＝
［Ｈ＋］［Ａ－］
［ＨＡ］

（１４）

其中，ＨＡ代表未解离酸，Ｈ＋代表氢离子，Ａ－代表共轭碱。由这个表达式，可以导出

ＨｅｎｄｅｒｓｏｎＨａｓｓｅｌｂａｃｈ方程，通常叫缓冲液方程。这个方程使溶液的ｐＨ与酸的ｐＫ′ａ和未解
离酸及共轭碱的相对浓度相互有关。
由方程式 （１４）先解出氢离子浓度：

［Ｈ＋］＝Ｋ′ａ
［ＨＡ］
［Ａ－］

（１５）

将上述方程转换成常用对数形式，则有：

ｌｇ［Ｈ＋］＝ｌｇＫ′ａ＋ｌｇ
［ＨＡ］
［Ａ－］

（１６）

方程两边同乘以－１，则有：

－ｌｇ［Ｈ＋］＝－ｌｇＫ′ａ－ｌｇ
［ＨＡ］
［Ａ－］

（１７）

因为ｐＨ＝－ｌｇ ［Ｈ＋］，ｐＫ′ａ＝－ｌｇＫ′ａ，代入上式：

ｐＨ＝ｐＫ′ａ－ｌｇ
［ＨＡ］
［Ａ－］

（１８）

颠倒ｌｇ（［ＨＡ］／［Ａ－］）项里的分子分母，则有：

ｐＨ＝ｐＫ′ａ＋ｌｇ
［Ａ－］
［ＨＡ］

（１９ａ）

ｐＨ＝ｐＫ′ａ＋ｌｇ
［共轭碱］
［酸］ （１９ｂ）

这就是 ＨｅｎｄｅｒｓｏｎＨａｓｓｅｌｂａｃｈ方程，它对制备缓冲液很有用，有助于理解弱酸的未解离酸
浓度和共轭碱浓度如何影响ｐＨ值。

２缓冲溶液
顾名思义，缓冲液能抵抗溶液ｐＨ的变化。缓冲液必须含有能 “中和”外加酸或碱的化

学成分。一般来说，缓冲液是弱酸及其共轭碱 （如乙酸和乙酸钠）或弱碱及其共轭酸 （如氨
和氯化铵）组成的溶液。选择缓冲液的依据是它的ｐＫ′ａ值及其化学性质。

ＨｅｎｄｅｒｓｏｎＨａｓｓｅｌｂａｃｈ方程 ［式 （１９ａ）］表达了缓冲液的ｐＨ、ｐＫ′ａ和盐浓度与酸浓度
比之间的相互关系。如式 （１９ｂ）所示，当共轭碱与未解离酸的浓度相等时，即［共轭碱］＝
［酸］，此时：

ｐＨ＝ｐＫ′ａ＋ｌｇ１

因 ｌｇ１＝０

则 ｐＨ＝ｐＫ′ａ
２



即溶液的ｐＨ等于缓冲液的ｐＫ′ａ。
当［共轭碱］＝１０×［酸］，则有：

ｌｇ
［共轭碱］
［酸］ ＝ｌｇ１０＝１

ｐＨ＝ｐＫ′ａ＋１

当［共轭碱］＝１１０
［酸］时，则有： ｌｇ

［共轭碱］
［酸］ ＝ｌｇ１１０＝－１

ｐＨ＝ｐＫ′ａ－１

因此，缓冲液在ｐＨ＝ｐＫ′ａ±１的范围内是最有效的。超出这个范围，无论是酸浓度还是共
轭碱浓度都太小，不能有效抵抗外加氢离子或羟基离子的影响。
一旦决定了实验所用的ｐＨ范围，就可以根据ｐＫ′ａ值选择缓冲液。表１１列出了常用的

生物缓冲液。在ｐＨ＝７附近区域内，有８种缓冲液可供用来控制ｐＨ。由于温度影响某些弱
酸和弱碱的解离，因此也影响ｐＫ′ａ值。所以缓冲液的温度变化总是对缓冲液的ｐＨ有调节作
用。表１１说明了温度对某些重要缓冲液的影响。

表１１　某些常用生物缓冲液的性质

品　　　名 结　　构　　式 ｐＫ′ａ（２０℃） ΔｐＫ′ａ／℃

磷酸 Ｈ３ＰＯ４ ２１２ —
柠檬酸 ＨＯＯＣＣＨ２ＣＯＨ（ＣＯＯＨ）ＣＨ２ＣＯＯＨ ３０６ —
甲酸 ＨＣＯＯＨ ３７５ —
琥珀酸 ＨＯＯＣＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＨ ４１９ —
柠檬酸二氢钠 ＨＯＯＣＣＨ２ＣＯＨ（ＣＯＯＮａ）ＣＨ２ＣＯＯＨ ４７４ —
乙酸 ＣＨ３ＣＯＯＨ ４７５ —
柠檬酸氢二钠 ＨＯＯＣＣＨ２ＣＨＯＨ（ＣＯＯＮａ）ＣＨ２ＣＯＯＮａ ５４０ —
琥珀酸氢钠 ＨＯＯＣＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＮａ ５４８ —

ＭＥＳ［２（Ｎ吗啉代）乙烷磺酸］① ＨＣＨ２ＣＨ２ＳＯ－３ ６１５ －００１１

ＡＤＡ［Ｎ（２乙酰氨基）亚氨基二醋酸］① Ｈ２ＮＣＯＣＨ２ＮＨ（ＣＨ２ＣＯＯ）ＣＨ２ＣＯＯＮａ ６６ －００１１

ＰＩＰＥＳ［哌嗪Ｎ，Ｎ′双（２乙烷磺酸）］① ＨＣＨ２ＣＨ２ＳＯ－３ ６８ －０００８５

盐酸咪唑

ＣＨＮＨＣｌ

ＣＨＮＨ


ＣＨ ７００ —

ＢＥＳ［Ｎ，Ｎ′双（２羟乙基）２氨基乙烷磺酸］① （ＨＯＣＨ２ＣＨ２）２Ｎ
＋
ＨＣＨ２ＣＨ２ＳＯ３ ７１ －００２７

ＭＯＰＳ［３（Ｎ吗啉代）丙烷磺酸］① ＨＣＨ２ＣＨ２ＣＨ２ＳＯ３ ７２０ —

磷酸二氢钠 ＮａＨ２ＰＯ４ ７２１ —

ＨＥＰＥＳ［Ｎ２羟乙基哌嗪Ｎ′２乙烷磺酸］① ＣＨ２ＣＨ２ＳＯ３ ７５５ －００１４

Ｔｒｉｃｉｎｅ［Ｎ三（羟甲基）甲基甘氨酸］① （ＨＯＣＨ２）３ＣＮ
＋
Ｈ３ＣＨ２ＣＯＯ－ ８１５ －００２１

盐酸甘氨酸酰胺 ＮＨ２ＣＯＣＨ２ＮＨ３Ｃｌ ８２ －００２９

Ｔｒｉｓ［三（羟甲基）氨基甲烷］盐酸盐 （ＨＯＣＨ２）３ＣＮＨ３Ｃｌ ８３ －００３１

Ｂｉｃｉｎｅ［Ｎ，Ｎ′双（羟甲基）甘氨酸］① （ＨＯＣＨ２ＣＨ２）２Ｎ
＋
ＨＣＨ２ＣＯＯ－ ８３５ －００１８

３此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



续表

品　　　名 结　　构　　式 ｐＫ′ａ（２０℃） ΔｐＫ′ａ／℃

双甘肽 Ｈ３Ｎ
＋
ＣＨ２ＣＯＮＨＣＨ２ＣＯＯ－ ８４ －００２８

硼酸 Ｈ３ＢＯ３ ９２４
磷酸氢二钠 Ｎａ２ＨＰＯ４ １２３２

　　① Ｇｏｏｄ缓冲液。

例如，根据表１１，对常用的Ｔｒｉｓ缓冲液 ［三 （羟甲基）氨基甲烷］来说，从参考温度

２０℃，温度每变化１℃，ｐＫ′ａ变化为－００３１（ΔｐＫ′ａ／℃）。因此，１０℃时，ｐＫ′ａ的变化为

ΔｐＫ′ａ＝（１０℃－２０℃）（－００３１）＝０３１，因此１０℃时的ｐＫ′ａ为８３＋０３１＝８６。同样，

３０℃时的ｐＫ′ａ的变化＝（３０℃－２０℃）（－００３１）＝－０３１，因此３０℃时的ｐＫ′ａ为８０。

３缓冲能力和离子强度
为了获得适当的缓冲能力要选择缓冲液的两个组分的物质的量浓度；还要着重考虑缓冲

液总的离子强度，例如在酶研究中就是如此。缓冲液的离子强度用共轭酸或共轭碱的总浓度
来表示。再以Ｔｒｉｓ为例。

Ｃ

ＣＨ２


ＯＨ

ＨＯＣＨ ２

ＣＨ２


ＯＨ

ＮＨ＋ 幑幐３ Ｃ

ＣＨ２


ＯＨ

ＨＯＣＨ ２

ＣＨ２


ＯＨ

ＮＨ２＋Ｈ ＋ 　　　ｐＫ′ａ＝８３

（Ⅰ）　　 　　　　　　 （Ⅱ）　　　　　

２０℃时，Ｔｒｉｓ的ｐＫ′ａ是８３；因此，在ｐＨ７３～９３的范围内Ｔｒｉｓ缓冲液可以有效地起作
用。要制备５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７８的Ｔｒｉｓ缓冲液，既可从游离碱 （Ⅱ）着手，也可从盐酸盐

ＴｒｉｓＨＣｌ着手。Ｔｒｉｓ（游离碱型）的相对分子质量为１２１１。制备１Ｌ５０ｍｍｏｌ／Ｌ溶液所需
固体Ｔｒｉｓ的量为：５０ｍｍｏｌ×１２１１ｍｇ／ｍｍｏｌ＝６０５５ｍｇ。但缓冲液的ｐＨ 要用酸调至７８，
用盐酸调ｐＨ是最佳选择———因为ＴｒｉｓＨＣｌ是可溶的，而且氯离子适合于大多数生物系统。
由于所要求的ｐＨ比ｐＫ′ａ低０５单位，所以用 ＨｅｎｄｅｒｓｏｎＨａｓｓｅｌｂａｃｈ方程式 （１９）可

计算将ｐＨ调至７８应加入 ＨＣｌ的量。计算过程如下：

ｌｇ
［共轭碱］
［酸］ ＝ｐＨ－ｐＫ′ａ＝７８－８３＝－０５

或ｌｇ
［酸］

［共轭碱］＝０５，
［酸］

［共轭碱］＝３１６

因为是从５０ｍｍｏｌＴｒｉｓ的共轭碱形式开始制备缓冲液的，所以最终的浓度比是

［酸］
５０ｍｍｏｌ／Ｌ－［酸］＝３１６

［酸］＝１５８ｍｍｏｌ／Ｌ－３１６［酸］

［酸］＝３７９８ｍｍｏｌ／Ｌ≈３８ｍｍｏｌ／Ｌ

因此，５０ｍｍｏｌ固体Ｔｒｉｓ加３８ｍｍｏｌ盐酸，再稀释到１Ｌ，则在２０℃时得到５０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７８的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液。当然最终ｐＨ要用ｐＨ计验证。
缓冲液的化学性质在生物研究中特别重要。选择缓冲液时要考虑的问题包括溶解度、稳

定性、与系统中其他离子的相互作用，以及光吸收和对生物系统功能的潜在抑制作用或刺激
作用等。Ｇｏｏｄ及其合作者设计的一组缓冲液特别适用于生物系统，其ｐＫ′ａ值在６～９之间，而

４



且与无机阳离子有确定的作用。这类两性离子缓冲液不能通过生物膜，也不能络合像Ｃａ２＋和

Ｍｇ２＋这样的阳离子。所有这些缓冲液都具有叔胺功能，在ｐＨ６～９可解离 （见表１１）。
二、使用缓冲液时的一些注意事项
在配制缓冲液时，除注意上述问题之外还应注意以下问题。

① 向缓冲液中添加一些必要的稳定剂 （如巯基保护剂———巯基乙醇、多元醇、甘油、
蔗糖、乙二醇、ＤＴＴ等），以保护含巯基的生物大分子。

② 添加金属离子或络合剂，以保护对金属离子敏感 （需要或不需要）的生物大分子。
如有些酶需两价金属离子 （Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋等）作为其辅因子；相反，有些生物大分子
则要时刻防范上述酶类 （如ＤＮａｓｅ；Ｎｕｃｌｅａｓｅ等）对它们的降解，故要向缓冲液中添加ＥＤ
ＴＡ或ＥＧＴＡ，以保护它们不被降解。

③ 添加蛋白酶抑制剂。如我们要研究蛋白质分子，在分离纯化它们的过程中，必须时
刻防止它们被蛋白酶所水解。为此，可向缓冲液中添加ＰＭＳＦ （苯甲基磺酰氟）或 ＤＦＰ
（磷酸二异丙基氟），它们可分别抑制哺乳动物蛋白酶或丝氨酸蛋白酶的活力。

④ 蛋白质添加剂：生物大分子需要有一定的浓度，才能保持其完整的空间构象。因此，
当经过一系列分离纯化步骤而最终得到纯酶制品时，有时其浓度很低。为保持这类浓度很稀
的纯酶的活力，往往要向这类酶制品 （特别是一些商品限制性核酸内切酶）中人为地添加一
些蛋白质 （如牛血清白蛋白———ＢＳＡ或酪蛋白———Ｃａｓｅｉｎ），从而既保护了目的酶的空间构
象又不影响其活力。
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第二章　生化物质的制备

生化物质的制备包括特殊细胞器或细胞组分 （如膜、线粒体、叶绿体、核糖体或高尔基
体）的分离，或四种主要类型生物分子 （蛋白质、糖、核酸和脂）的分离和纯化。采用的特
殊实验技术有细胞溶解、组织匀浆化、过滤、离心、层析、盐析或有机溶剂沉淀、浓缩等。
本章介绍这些基本方法，描述可被分离纯化的不同细胞组分和生化物质的特殊制备以及所使
用的不同方法。

第一节　起始材料及前期处理

一、起始材料
起始材料可来自微生物、动物组织和植物组织。如何选择起始材料取决于研究目标。例

如，具有某种特殊作用的确定的酶可由确定种类的细菌来生产。为了获得大量酶，则要大规
模培养细菌。对于分泌到培养液中的胞外酶来说，需要的是不含细胞的培养清液；相反，对
胞内酶来说，需要的是细胞本身。上述两种情况都要求用离心或过滤分离细胞。
所需要的组分或分子可以来自某种动物或植物的某些部分。例如，实验研究可能涉及兔

的骨骼肌、鼠肝、牛心或猪心、胰、脑或人血或唾液，或者涉及个别植物的叶、茎、花、根
块茎或种子。器官的种属和类型则决定使用方法的类型。
二、前期处理
不同类型细胞要用不同的细胞溶解方法。动物细胞通常容易破碎，而植物细胞和细菌则

难于破碎，因为有坚韧的纤维质或胞壁质细胞壁。有些细胞溶解方法比其他方法更为激烈。
激烈的方法可用来获得可溶性的细胞成分，而温和的方法则用来获得细胞器。
激烈的方法包括Ｆｒｅｎｃｈ压榨机法。压榨时，高压迫使细菌或植物细胞通过一个小孔，

过孔时产生的剪切力使细胞壁破坏。一般来说，此法不适于破碎大量细胞。另一个激烈的方
法是使用超声波。超声波通过剪切和空化作用破坏细胞壁。用球磨机破碎细胞也很激烈。
适中的细胞破碎方法是用搅切器使细胞匀浆化，此法适宜于大多数动物组织、植物组织

和各类细菌细胞的破碎。另一个适中的细胞破碎方法特别适用于植物组织或细菌，就是在含
有磨料的匀浆器内研磨细胞，磨料为砂或氧化铝。向特别设计的搅切器内加入玻璃球（１００～
２００μｍ）能加强对细菌或霉菌孢子的碎裂效果。
温和的细胞破碎方法包括渗透破碎细胞膜，用溶菌酶处理细菌 （革兰阳性菌比革兰阴性

菌对溶菌酶更敏感），用有机溶剂 （如甲苯）化学溶解细胞。用手动或机动匀浆器可以温和
地破碎动物组织。可供利用的匀浆器有几类，其共同的基本特点示于图２１。带多孔玻璃或
聚四氟乙烯表面的碾锤与带有多孔玻璃内表面的管子密切契合。组织放于管中，碾锤的垂直
冲击和旋转则使组织匀浆化。
要制备细胞抽提液，可先将组织和细胞悬浮在适当的缓冲液中。植物组织有一个特殊的

问题：很多植物含有酚类化合物，酚很易被组织内的酚氧化酶氧化成深色色素。这些色素能
吸附蛋白质并与之反应，结果降低生物活力。加入还原剂，如２０～３０ｍｍｏｌ／Ｌ的β巯基乙醇
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图２１　ＰｏｔｔｅｒＥｌｖｅｈｊｅｍ
式组织匀浆器

注：杵锤的垂直运动和转

动可使组织匀浆化；

可用手工或马达驱

动装置完成研磨

或２～５ｍｍｏｌ／Ｌ的二硫苏糖醇可降低或消除氧化作用，或者加入聚乙烯
吡咯啉酮吸附酚类化合物。
应用激烈的超声处理和Ｆｒｅｎｃｈ压榨机处理能破碎细菌细胞。这些

方法适用于小规模处理，但对大规模处理则不方便。更大规模制备，可
用温和的溶菌酶处理法。一般来说，此法可溶解革兰阳性细菌。将细菌
悬浮于ｐＨ７～８的缓冲液中，其中每毫升缓冲液 （浓度为１０８～１０１０细
胞／ｍＬ）中含０１～０２ｍｇ溶菌酶，在３７℃培温１５～３０ｍｉｎ。如果要分
离的组分不是ＤＮＡ，则可加入脱氧核糖核酸酶或加入硫酸链霉素，或
硫酸鱼精蛋白 （Ａ２６０每增加１５００，加１ｍＬ１０％溶液），以除去 ＤＮＡ，
降低抽提液黏度，改善其质量。０１％非离子去污剂 （如 ＴｒｉｔｏｎＸ１００
或Ｔｗｅｅｎ８０）与溶菌酶结合使用，或者渗透震荡处理与溶菌酶联用，
一般可使革兰阴性菌对溶菌酶的作用敏感。搅切器叶片涂聚四氟乙烯
后，再将细玻璃球加进搅切器内，则可相当大规模地破碎细菌细胞 （玻
璃颗粒为１００～２００μｍ，叶片上的合成涂料是绝对必需的，否则玻璃颗
粒使叶片迅速裂解）。
用甲苯在３５～４０℃处理酵母１～３ｈ，然后加入缓冲液，并在３５～

４０℃搅拌３～４ｈ，则易溶解酵母细胞。甲苯可使酵母细胞壁变薄，因为

甲苯能抽提可溶于有机溶剂中的细胞壁。细胞溶解后，通过离心或过滤，则可得到清晰的抽
提液。

第二节　常用的分离纯化技术

一、离心作用
离心作用是利用装有固体颗粒悬浮液的容器迅速旋转的过程，显著增加的离心力使颗粒

沉降。离心力或引力与角速度的平方ω２ 乘以距转动中心的径向距离ｒ （ｃｍ）成正比。角速
度通常以每分钟的转数 （ｒ／ｍｉｎ）来表示。离心力由下式给出：

Ｆ＝１１２×１０－５ω２ｒ

对于径向距离为７ｃｍ的转子，若角速度为１００００ｒ／ｍｉｎ，则离心力是重力的８０００倍 （表示为

８０００ｇ）。表２１列出了不同半径的离心转子以不同角速度运动时所产生的离心加速度 （以重
力加速度的倍数表示）。

表２１　离心机转子半径和角速度与获得的离心加速度的关系

转子半径ｒ／ｃｍ
角速度ω／ｒ·ｍｉｎ－１

１０００ ３０００ ６０００ １００００ ２００００ ２５０００ ３００００ ５００００ ７００００ １０００００

３ ３５ｇ ３００ｇ １２００ｇ ３５００ｇ １４０００ｇ ２００００ｇ ３００００ｇ ８５０００ｇ １６００００ｇ ４０００００ｇ
７ １００ｇ ７００ｇ ３０００ｇ ８０００ｇ ３２０００ｇ ５００００ｇ ７００００ｇ ２０００００ｇ ４０００００ｇ １×１０６ｇ
１５ １７０ｇ １５００ｇ ６０００ｇ １７０００ｇ ６５０００ｇ １０００００ｇ １５００００ｇ ４１２０００ｇ ８０００００ｇ —

离心机制造厂家一般提供其转子速度与产生的离心力的对应关系数据。为便于衡量离心
力的大小，通常采用离心力相对于重力的倍数，亦即离心加速度相对于重力加速度ｇ的倍
数来表示离心作用，比用转速 （ｒ／ｍｉｎ）表示为好，因为对不同类型和大小的转子来说，离
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心加速度的大小能提供同一的可重复的离心条件。离心分离的效果还取决于离心时间及所发
挥出的离心加速度的大小。表２２列出的沉降各类生物颗粒所需要的ｇ值和离心时间。因
此，使用不同离心加速度的大小、不同离心时间的差速离心法可用来分离细胞组分。

表２２　在离心场中沉降生物颗粒所需离心加速度和时间的比较

离心加速度 时　　间 沉降的组分 离心加速度 时　　间 沉降的组分

１００ｇ ５ｍｉｎ 真核细胞 ３００００ｇ ３０ｍｉｎ 溶酶体、细菌细胞碎片

４０００ｇ １０ｍｉｎ 叶绿体、细胞碎片、细胞核 １０００００ｇ ３～１０ｈ 核糖体

１５０００ｇ ２０ｍｉｎ 细菌、线粒体

市售高速离心机大小各异，有只用１ｍＬ或更小离心管的小型离心机；也有使用５００ｍＬ
管的大型离心机。这些离心机很多都有制冷设备，温度可调，以降低对温度敏感的材料的生
物活力损失。可供利用的转子也有不同类型，如角转子 （离心管在这种转子中的角度是固定
的，例如与垂直方向呈５５°）、平旋吊桶式转子 （主要用于密度梯度离心，离心时离心管可
在水平面上旋转）。

图２２　实验室用连续流动离心机

相当大体积的离心则需要连续流动离

心机。Ｓｈａｒｐｌｅｓ离心机就是一种有效而可
靠的连续流动离心机，它类似于奶油分离
器 （图２２）。转子或转筒是相当长的细圆
筒，由马达或气流涡轮机驱动旋转。含固
体颗粒的悬浮液从旋转转子的底部进入；
当液体向上流动时，颗粒被堆积在转子壁
上，清液从转子上部流出。空气驱动的

Ｓｈａｒｐｌｅｓ离心机可达到５００００ｒ／ｍｉｎ的高
速，离心加速度为７００００ｇ。
离心作用的理论是Ｓｖｅｄｂｅｒｇ于２０世

纪２０年代，为测定大分子的分子量而开
发出来的。研制的超速离心机可产生
（４２００００±１００）ｇ的离心加速度，温度可
控制在±０１℃。这类分析型超速离心机
装有光学探测系统，可以测定离心过程中
任一时间大分子的浓度分布。测量沉降系
数、扩散系数，则可求出大分子的分子质

量。由于这些测量费时费力，而且需要非常贵重的仪器，所以这个方法一般已被更简单的聚
丙烯酰胺凝胶电泳法和凝胶渗透层析法所取代。

二、密度梯度离心
密度梯度离心是根据大分子密度的差别而使分子分离的一种手段。有两种基本类型：速

度密度梯度离心和平衡密度梯度离心。
前一种方法是在离心管中制备蔗糖或甘油的密度梯度：用自动泵将浓蔗糖或浓甘油与水

按递降比率混合，混合同时装管，这样管下部的蔗糖或甘油浓度为６００ｇ／Ｌ ［６０％ （Ｗ／Ｖ）］，
上面为２００ｇ／Ｌ ［２０％ （Ｗ／Ｖ）］。待分离的组分溶解或悬浮在缓冲液中后，加到梯度上端
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［图２３ （ａ）］，然后在水平位置上离心。混合物中的各组分以其密度所决定的速度在密度梯
度中沉降。不同密度的组分分离成带或区带 ［图２３ （ｂ）］，然后用注射针刺穿离心管底部，
用蠕动泵将管内物泵入部分收集器中 ［图２３ （ｃ）］，这样就可分离各区带。或者用注射器将
区带吸出。该技术在分离不同细胞组分 （细胞核、线粒体、高尔基体等）和不同核酸时特别

图２３　密度梯度离心 （蔗糖梯度为２０％～６０％）
（ａ）将待分离的细胞组分或分子样品放到密度梯度上部。

（ｂ）水平离心后，不同密度的组分或分子分离开来。（ｃ）分

级梯度和分离了的分子；刺穿离心管底部，用蠕动

泵 （Ｐ）取出各层，用计滴器计算滴数 （ＤＣ），

用部分收集器 （ＦＣ）收集各组分

有效。
后一种方法则不事先制备密度梯度，

而是制备６ｍｏｌ／Ｌ 氯化铯 （ＣｓＣｌ）溶液，
待分离的大分子溶解在氯化铯中。当溶液
放于高离心场中时，ＣｓＣｌ沉降；几小时
后达到平衡，则形成稳定的ＣｓＣｌ密度梯
度，大分子混合物按照颗粒的密度分布
在各区带中而得到分离。当大分子的密
度等于梯度溶液的密度时，则形成区带。
用上述同样的方法取出大分子区带。此
法可获得极高分辨力，特别适用于分离
不同类型的核酸 （ｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、细胞
核ＤＮＡ）。
三、过滤
有时用过滤法从悬浮液中除掉固体材

料。小规模过滤是澄清溶液的好方法，但
很多生物颗粒，由于大小及柔韧性方面的
原因，能迅速堵塞过滤器。使用助滤剂，
如Ｃ盐 （ＪｏｈｎｓＭａｎｖｉｌｌｅ产品）可改善过滤速度。Ｃ盐是硅藻土材料，主要由二氧化硅
组成。Ｃ盐加到悬浮液中，再倒入布氏漏斗中的过滤器中，布氏漏斗上放一滤纸，抽气
过程中将Ｃ盐糊倒在滤纸上，做成２～５ｍｍ厚的Ｃ盐垫，再小心将待过滤的悬浮液倒
在滤垫上。
随着 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司成功地开发出一种膜过滤片，有可能进行大规模过滤。这种过滤是

强迫悬浮液颗粒总是处在膜上面，而液体在压力下可通过膜，所以悬浮液中的颗粒浓度越来
越浓。膜的表面积相当大，有２ｍ２，流速为１Ｌ／ｍｉｎ。浓缩后的糊状物 （大约浓缩１０倍）置
于普通离心管中离心。这个技术特别适用于从大量发酵液中获得菌体或发酵上清液。
四、溶液的浓缩
生物溶液常很稀，且含对热不稳定的分子，不能用加热溶液法浓缩。大体积 （１０～

１００Ｌ）溶液可用Ｐｅｌｌｉｃｏｎ膜浓缩，使用的膜应能阻止待浓缩的分子通过膜。溶液中的水通过
膜而被除去，结果使该分子的溶液被浓缩。
图２４是一种更普通的超滤系统，适用于小体积 （１０ｍＬ～１Ｌ）溶液的浓缩。搅拌池中

的液体在压力下通过膜，池中留下浓溶液。
另一种温和的浓缩方法是加入吸水的不溶性固体。例如，将高交联度的葡聚糖和生物胶

（如ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５、ＢｉｏＧｅｌＰ６）加入到水溶液中时，这些物质就吸水，使生物分子留在更
小体积的溶液中。胶材料吸水后，抽滤，得滤液，体积为原来的１／３～１／２。
将待浓缩的溶液放入透析袋内，再将透析袋放到烧杯或结晶盘中，用聚乙二醇 （相对分
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