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内 容 简 介

全书分上、下篇和附录。上篇为生物化学实验原理，共十

四章，对生物大分子的分离纯化、含量测定和纯度分析作了较

全面扼要的介绍，并着重论述各种层析技术、离心技术、膜分

离技术、电泳技术等常用生化实验方法的基本原理。下篇为

生物化学实验，共选编了源缘个实验，包括糖类、脂类、维生素、
蛋白质、酶、核酸等生化物质的分离制备与分析鉴定方法，如

纸层析、薄层层析、离子交换层析、凝胶层析、疏水层析、亲和

层析、金属螯合层析、各种电泳和免疫技术，以及紫外鄄可见吸
收光谱测定法等。其中既保留了一些对加强学生基本实验方

法和技能训练行之有效的传统实验，也引进了一些较新的生

化实验技术。大多数实验可以在远～员圆学时内完成，有些实
验可以组合成一个综合实验，也可以各自独立作为一个实验，

便于安排教学。每个实验后附有思考题和参考资料。附录包

括各种常用数据表，供读者查阅。

本书可供综合性大学、师范、医药和农林院校生物化学及

相关专业的本科生作为实验课教材，也可供相关教师和科研

人员参考。

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



编 者 的 话

（第二版）

《生物化学实验原理和方法》一书自员怨怨源年出版以来，历经九次印刷，一直受到北京大学
生命科学学院及其他高等院校师生和广大读者的欢迎，在生物化学实验课教学和普及生物化

学实验技术中发挥了良好作用。为此我们感到极大的欣慰和鼓舞。读者的厚爱也成为这次再

版的动力。

近圆园年生命科学出现了惊人的进展，它不仅吸引学术界的极大关注，而且很大程度上影
响了人们的日常生活。生命科学逐渐成为带头学科已成为不争之事实。作为生命科学基础的

生物化学在广度和深度上都发生了巨大的变化，生物化学实验技术也相应有了新的发展。随

着生命科学进入后基因组时代，即蛋白质组学研究，生物化学实验技术再次显示了它的重要作

用。因此，生物化学的理论和实验技术作为分子生物学、生物技术等生物学各分支学科的基础

课程，不但不能轻视，而且有必要加强。正是基于这种认识，许多综合性大学，医、农、师范院校

都纷纷增设生物化学实验课程。加强生化实验课的教学，有一本能适应学科发展的教材是十

分重要的。时过十载，面对学科不断发展的形势，总结我们教学的经验和体会，很有必要对本

书第一版内容进行删改、补充，使它成为一本更好的生化实验课教材，以满足学生和相关人员

的学习、参考之用。

再版的编写原则仍然是着眼于加强基础，侧重于加强学生生物化学基本实验方法和技能

训练。为了使学生不但会做实验，而且对相关实验技术原理有基本了解，以便在今后的科研实

践中能融会贯通、举一反三、灵活运用，本书的前半部分重点介绍主要生化实验技术的原理，并

在第一版基础上进行了修改和补充。本着少而精的原则，把握基础性、代表性和实用性，对第

一版的实验内容进行了精选，删去了部分目前相对应用较少的内容，补充和引进了一些较新的

实验方法和技术，为大学生进入更高层次的学习或参加科研工作打下基础。

本书编写格局与第一版基本相同，分上、下篇和附录。上篇为生物化学实验技术原理，共

十四章。除对第一版内容进行修改外，增加了生物大分子活性物质含量和纯度的分析方法、疏

水层析、离心技术、膜分离技术四章，使其涵盖的生化实验技术更为全面。下篇生化实验由原

来的远员个减少为源缘个，其中新编实验员缘个，如多糖的制备和分析、疏水层析、蛋白质印迹等，
其余的都是在总结教学和科研实践经验的基础上，经过修改补充或改写。新增的实验内容都

是编者在科研工作中应用过的实验方法，经过反复实践，比较成熟。附录也补充了一些有用的

实验数据表，供读者查阅。

本书上篇各章和下篇的实验内容均由编者分工负责修改补充或重新编写。福建师范大学

生物工程学院高居易教授编写实验圆，猿。全书由陈雅蕙统编和定稿。本书的再版，也是对已
故李建武教授的最好纪念。

本书的再版得到了北京市教委精品教材出版项目资助。北京大学生命科学学院原生物化

学与分子生物学系主任朱圣庚教授对本书再版给予了很大关心和支持。多年参与实验课教学

的青年教师刘健、文津和实验技术人员邓爱平、聂力嘉都为本书的出版做出了贡献。北京大学

员



出版社责任编辑郑月娥在编辑加工中做了大量细致的工作。编者在此一并表示衷心感谢。

我们深知编写一本让读者认可的教材绝非易事，因此在撰稿过程中本着科学严谨的精神

努力工作，力图做得更好，但由于生化实验技术涉及知识面很广，编者的学识和实验室经验的

局限，书中难免有疏漏、欠妥甚至错误之处，恳请读者批评指正。

编摇者
圆园园源年愿月圆园日

圆

生物化学实验原理和方法（第二版）



编 者 的 话

（第一版）

生命科学在圆园世纪有了惊人的发展，生物化学是其中最活跃的分支学科之一。今天，生物化
学已是发展生命科学各分支学科和生物工程技术的重要基础，工业、农业、医药、卫生和环境科学的

某些研究也以生物化学理论为依据，以其实验技术为手段。生物化学也成为高等院校许多相关学

科学生的必修课程，因此，为这些学生提供一本新的、适用的生物化学实验教材是十分必要的。

北京大学原生物学系生物化学教研室分别于员怨缘愿，员怨远源和员怨苑愿年先后三次系统总结各
个历史阶段的教学经验，编写出版过三本《生物化学实验指导》。这几个版本的《生物化学实

验指导》在北京大学生物学系及使用它们的高等院校的教学中发挥了良好的作用。鉴于近员园
余年间，生物化学发展迅速，新的实验方法和技术不断出现，为了引进新的内容，跟上学科的发

展，编者本着继承与创新相结合的精神，吸取了以上几版教材的精华，并在我们近几年使用的

实验教材基础上，经过总结经验，重新整理编写成这本新的实验教材。

本书以综合性大学、师范、医药和农林院校有关专业的本科生为对象，也可供其他生物化

学实验技术工作者参考。它是一本高等学校生物化学实验教材，也是一本小型生物化学实验

技术工具书。全书内容分生物化学实验原理、生物化学实验和附录三部分。生物化学实验原

理部分对一些重要的常用生物化学实验技术的有关理论进行了较系统、全面的论述。生物化

学实验部分共选编了远员个实验，包括生物化学分离、制备、分析和鉴定技术（如滴定、比色、纸
层析、薄层层析、离子交换层析、凝胶层析、亲和层析、各种电泳和免疫技术）以及瓦氏检压法

等。在选材方面，除保留一些对加强学生基本技能训练行之有效的传统实验外，也注意引进新

近发展起来的生物化学实验技术，为大学生进入更高层次的生物化学乃至分子生物学实验打

下基础。这些实验方法在科学研究和生产实践方面也有较大应用价值。本书约有三分之二篇

幅的实验都是历年来北京大学原生物学系各专业的本科生和中国协和医科大学医预班学生做

过的，其余新增的实验也是编者近年来在科学研究工作中经常应用的技术。书中的附录以及

每个章节、每个实验后所附的参考文献，可供读者查阅。

本书经过集体讨论、分工负责进行编写。李建武教授生前主持了本书的编写、出版工作，

并为此付出了很大的心血和精力。本书的出版是集体劳动的成果。

北京大学生命科学学院生物化学及分子生物学系王镜岩教授审阅了全稿，并提出了很好的修

改意见。沈同、张庭芳、朱圣庚和胡美浩教授对本书的内容提供过宝贵意见。青年教师陈劲秋和

姚瑾预做并编写了个别新增实验；实验技术人员邓爱平、孙相超和孙冬梅以及近年来参加实验教学

工作的文津和刘健也为本书的出版付出了劳动。本书的责任编辑朱新邨在编辑加工中做了大量细

致的工作，李丽霞和张虹为本书绘制了大部分图表。编者在此对他们一并表示衷心感谢。

诚挚地欢迎使用本书的教师、实验技术人员、学生及其他读者提出批评和指正。

编摇者
员怨怨源年缘月

猿



生物化学实验室规则

员援每个同学都应该自觉遵守课堂纪律，维持课堂秩序，不迟到，不早退，不大声谈笑。
圆援实验前必须认真预习，熟悉本次实验的目的、原理、操作步骤，懂得每一操作步骤的意
义和了解所用仪器的使用方法，否则不能开始实验。

猿援实验过程中要听从教师的指导，严肃认真地按操作规程进行实验，并把实验结果和数
据及时、如实地记录在实验记录本上，文字要简练、准确。完成实验后经教员检查同意，方可离

开实验室。

源援实验台面应随时保持整洁，仪器、药品摆放整齐。公用试剂用毕，应立即盖严放回原
处。勿使试剂、药品洒在实验台面和地上。实验完毕，玻璃器皿须洗净放好，将实验台面抹拭

干净，才能离开实验室。

缘援使用仪器、药品、试剂和各种物品必须注意节约。洗涤和使用仪器时，应小心仔细，防
止损坏仪器。使用贵重精密仪器时，应严格遵守操作规程，发现故障须立即报告教员，不得擅

自动手检修。

远援实验室内严禁吸烟！煤气灯应随用随关，严格做到：人在火在，人走火灭。乙醇、丙酮、
乙醚等易燃品不能直接加热，并要远离火源操作和放置。实验完毕，应立即关好煤气开关和水

龙头，拉下电闸。离开实验室以前应认真、负责地进行检查，严防发生安全事故。

苑援一般废液体可倒入水槽内，同时放水冲走。强酸、强碱、有机溶剂和有毒液体必须倒入
专用废液缸内。废纸、火柴头及其他固体废物和带渣滓的废物倒入废品缸内，不能倒入水槽或

到处乱扔。

愿援仪器损坏时，应如实向教员报告，并填写损坏仪器登记表，然后补领。
怨援实验室内一切物品，未经本室负责教员批准，严禁携出室外，借物必须办理登记手续。
员园援每次实验课由班长负责安排值日生。值日生的职责是负责当天实验室的卫生、安全
和一切服务性的工作。

源 此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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上篇摇生物化学实验原理

第一章摇生物大分子的分离纯化

第一节摇概摇摇述

生物大分子主要包括氨基酸、多肽、蛋白质、酶、辅酶、激素、维生素、多糖、脂类、核酸及其

降解产物等。以上这些生化物质具有不同的生理功能，其中有些是生物活性物质如蛋白质、

酶、核酸等，它们与人们的生活密切相关。目前这些生物活性物质已成为生命科学研究的主要

对象。特别是随着人类基因组序列“完成图”的完成（圆园园猿年源月员缘日公布），生命科学研究
将进入后基因组时代（研究的焦点将从基因的序列转移到功能方面），我国在“十五”期间将人

类基因组的后续研究与开发工作列为十二个国家重大科技专项之一，国家已投入远亿元，主要
开展重大疾病、重要生理功能相关功能基因等多项研究。为此，鉴定大量未知蛋白质（酶）的

结构及关于其功能研究也必将进入一个空前活跃的时期，因此分离纯化和测试分析蛋白质技

术显得十分重要。

与核酸相比，蛋白质的结构更具有奇妙独特的复杂性和艺术性。它是由圆园多个不同性质
（或极性）的氨基酸交互排列而成，不仅潜在的数量多达圆园员园园种（这就是蛋白质构成如此巨大
的、丰富多彩的生命世界的原因），而且相互间差异大。因此，相对而言，蛋白质的分离、纯化

和鉴定有较大的难度和特殊性。而核酸的结构，虽然也有异乎寻常的多样性，但是，它是由结

构相似、理化性质比较接近的源个碱基交互排列，且有一定规律可循。因此，核酸的分离、制备
和鉴定比较容易。

另外，蛋白质和核酸类物质通常是与自然界存在的诸多不同化合物结合在一起，或者是蛋

白质和核酸自身相互组合在一起出现的，加之它们离体后稳定性较差（如酶）、含量偏低，这都

给分离纯化带来了一定的困难。

此外生物活性物质都有复杂的空间结构，而维系这种特定的三维结构主要靠氢键、盐键、

二硫键、疏水作用力和范德华引力等。这些生物活性物质对外界条件非常敏感，过酸、过碱、高

温、剧烈的振荡等都可能导致活性丧失，这是生物大分子物质不同于其他物质的一个突出特

点。因此，在整个分离、纯化流程中，要选择十分温和的条件，尽量在低温条件下操作。同时还

要防止体系中的重金属离子及细胞自身酶系的作用。为了得到高纯度的生物产品，必须要认

真了解生物活性物质的一些特性与特点。

员



一、生物大分子活性物质的存在方式

员援生物大分子活性物质的存在方式与其生物功能
生物活性物质的存在方式与其生物功能关系十分密切。一般情况下，可以根据生物活性

物质的生物功能推断其存在部位和分布方式。生物活性物质分为“胞内”与“胞外”两种存在

部位。“胞外”物质是由细胞产生，再释放出来的，因此两者实质上没有严格界限。如尿中的

尿激酶是由肾细胞产生，血中的 γ鄄球蛋白来自 β鄄淋巴细胞。多数微生物酶如淀粉酶、蛋白质
水解酶、糖化酶常大量存在于胞外培养液中。而合成酶类、代谢酶类、遗传物质和代谢中间产

物则存在于细胞内，如阅晕粤聚合酶、细胞色素 糟等。真核细胞的 阅晕粤大部分存在细胞核内，
只有少量存在于线粒体和微粒体中，而 砸晕粤主要存在于胞质中，电子传递系统物质（包括黄
素蛋白、细胞色素类）以及糖类、脂肪酸的氧化分解和氧化磷酸化有关的酶系大部分存在于线

粒体中。消化酶虽然可分泌到胞外，但难于从消化道进行收集，只能由相应的腺体提取分离，

而且这些酶在细胞内刚合成时常常是以无活性的酶原形式存在，提取时需要预先激活。细胞

内的生物活性物质有些游离在胞浆中，有些结合于质膜或器膜上，或存在于细胞器内。对于胞

内物质的提取要先破碎细胞，对于膜上物质则要选择适当的溶剂使其从膜上溶解下来。

圆援生物大分子分子间的作用力
生物体系中的分子结构及分子间相互联系的作用力十分复杂。作为一个生物大分子，其

基本骨架中各原子与基团间都是共价结合，整个分子的一级结构比较稳定，但分子间的连接主

要是通过一些非共价键如氢键、盐键、金属键、范德华引力、碱基堆积力所维系，其键能较弱，而

且键的性质差别较大，它们与生物分子的生物功能关系十分密切，因此要采取不同方法使之解

离，而不损伤其分子基本结构。但须注意的是许多生物大分子的空间高级结构也是由非共价

键结合的，因此分离时应十分小心，确保空间结构不受破坏。故常常在十分温和的条件下操

作，以避免因强烈外界因素的作用而丧失其生物活性。这就是生化技术与一般有机化学制备

技术的重大不同之处。

二、生物大分子活性物质的存在特点

员援生物材料组成的复杂性
生物材料中的化学组成十分复杂。不同生物含有不同种类的活性物质。同种生物在细胞

与细胞之间，组织与组织之间，由于细胞的类型、年龄、分化程度的不同，都会改变活性物质的

组成。尤其是色素类物质和某些生理活性成分的种类与组成在不同生物间的差别更大。如植

物含叶绿素、胡萝卜素、花色素类；动物与微生物含细胞色素、原卟啉；藻类含藻胆色素；脊椎动

物含脊椎动物激素：粤悦栽匀、酝杂匀、郧匀、后叶激素、胰岛素、肾上腺素、甲状腺素、甾体激素；无脊
椎动物含蜕皮激素（变态激素）、促幼激素和外激素（信息素）———蚕的性外激素与蚂蚁的报警

激素；植物含吲哚乙酸、脱落酸、玉米素、乙烯、赤霉素等植物激素。

圆援生物大分子活性物质存在的特点
生物活性物质在生物体材料中含量较低，杂质含量很高，而且生理活性愈高的成分，含量

往往愈低。如胰岛素在胰脏中的含量约为万分之二，脱氧核糖核酸酶含量为十万分之四，胆汁

中的胆红素含量为万分之五到八，由几吨竹笋方可得到几毫克竹笋素。所以直接从生物材料

纯化含量极低的生理活性物质没有太大的实用价值，这正是现代生物技术的重点开发领域。

圆
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生物材料中的生化组成数量大，种类多。目的物与杂质的理化性质如溶解度、相对分子质

量、等电点等都十分接近，所以分离、纯化比较困难。尤其是在纯化过程中生物材料中有效成

分的生理活性处于不断变化中，它们可能被材料中自身的代谢酶所破坏，或为微生物活动所分

解，还可能在制备过程中受到酸、碱、盐、重金属离子、机械搅拌、温度，甚至空气和光线的作用

而改变其生理活性。因此在整个制备过程中都要把防止目的物的失活放在首位。

生物大分子的分离纯化就是把生物体内的生化基本物质，既保持原来的结构和功能，又能

在含有多种物质的液相或固相中，较高纯度地分离出来。这是一项严格、细致、复杂的工艺过

程，涉及物理、化学、生物学等方面的知识和操作技术。

由于各种生化物质的结构和理化性质的不同，分离方法也不一样，就是同一类生化物质产

品，其原料不同，使用的方法差别也很大，不可能有一个统一的标准方法。

如果研制新品种，在实验前要充分查阅有关文献资料，对分离纯化的生物大分子的理化性

质、生物活性等都要事先了解，再着手实验工作。对于一个未知结构及性质的试样，进行创造

性的分离提纯时，要经过各种方法的比较和摸索，才能找到一些工作规律和获得预期的效果。

在分离提纯前，常需建立相应的分析鉴定方法，正确指导分离提纯的顺利进行。

一般从天然生物材料制备生化物质的过程大体可分为以下几个阶段：① 原料的选择和
预处理；② 生物组织与细胞的破碎；③ 从生物材料中提取有效的活性物质；④ 有效成分的分
离纯化；⑤ 后处理及制剂。
不是每个生化物质的分离制备都完整地具备以上五个阶段，也不是每个阶段都截然分开。

选择性提取包含着分离纯化；沉淀分离包含着浓缩；从发酵液中分离胞外酶，则不用破碎细胞，

离心过滤去菌体后，就可以直接进行分离纯化。选择分离纯化的方法及各种方法的先后次序

也因材料而异。选择性溶解和沉淀是经常交替使用的方法，整个制备过程中各种柱层析常放

在纯化的后阶段，结晶则只有产品达到一定纯度后进行，才能收到良好的效果。不论是哪个阶

段，使用哪种操作技术，都必须注意在操作中保持生物大分子的完整性，防止变性和降解的

发生。

第二节摇生物原料的选择和预处理

一、生物材料的选取

选择生物材料时需考虑其来源，价格，目的物的含量，杂质的种类、数量和性质等。

员援有效成分的含量
（员）生物品种：根据目的物的分布，选择富含有效成分的生物品种是选材的关键。如从
胰脏中提取胰岛素时，单从含量看，牛胰脏中胰岛素的含量比猪胰脏的高，但从我国实际看，我

国猪的饲养头数远比牛多，因此，制备胰岛素一般不选用牛胰脏而选用猪胰脏作材料。

（圆）合适的组织器官：例如提取阅晕粤，从含量看，细胞核中最多，线粒体次之，但由于在从
动物脏器（经洗涤、破细胞）提取细胞核过程中，常常会受到酶水解和机械损伤等作用，致使

得到的细胞核阅晕粤相对分子质量（圆伊员园愿～缘伊员园愿）仅为其完整阅晕粤的员豫，而线粒体阅晕粤，
由于相对分子质量较小（员圆苑），提取步骤也较少，所以有人在提取阅晕粤时选用线粒体作材料。
（猿）生物的生长期：生物的生长期对生理活性物质的含量影响很大。如凝乳酶只能以哺

猿
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乳期小牛、仔羊的第四胃为材料，成年牛、羊胃不适用。提取胸腺素应选用幼年动物胸腺为原

料。提取绒毛膜促性腺激素（匀悦郧）要收集孕期为员～源个月孕妇的尿。另外动物的营养状
况、产地、季节对活性物质的含量也有影响。

圆援杂质情况
难于分离的杂质会增加工艺的复杂性，严重影响收率、质量和经济效益，选材时，应避免与

目的物性质相似的杂质对纯化过程的干扰。如胰脏含有磷酸单酯酶和磷酸二酯酶，两者难于

分开，故不选用胰脏为原料制备磷酸单酯酶，而改用前列腺为原料，因为它不含磷酸二酯酶，使

操作较为简化。

猿援来源
应选用来源丰富的材料，尽量不与其他产品争原料，最好能一物多用，综合利用。如用胰

脏可同时制备弹性蛋白酶、激肽释放酶、胰岛素和胰酶等，用人胎盘制备 γ鄄球蛋白、胎盘脂多
糖及胎盘水解物，用人尿制备尿激酶、匀悦郧等，用猪心制备细胞色素糟和辅酶匝员园。

二、生物材料的采集与保存

生理活性物质易失活与降解，采集时必须保持材料的新鲜，防止腐败、变质与微生物污染。

如胰脏采摘后要立即速冻，防止胰岛素活力下降。胆汁不可在空气中久置，以防止胆红素氧

化。酶原提取要及时，防止酶原激活转变为酶。因此生物材料的采摘必须快速，及时冷冻，低

温保存。选取材料要求完整，尽量不带入无用组织，同时要注意符合卫生要求，不可污染微生

物及其他有害物质。

保存生物材料的主要方法有速冻、冻干、有机溶剂脱水、制成“丙酮粉”，或浸存于丙酮与

甘油中等。

三、生物材料的预处理

采集到的原材料在纯化之前通常必须进行预处理。动物脏器及组织先要剔除结缔组织、

脂肪组织等各种非活性部分，植物种子先要去壳除脂，微生物要进行菌体和发酵液的分离等操

作。总之，暂不使用的材料都要进行预处理，并迅速冷冻保存，防止在存放过程中变质。

员援动物脏器的处理
将新采集的动物材料置原圆园益冰柜冷冻保存，这样可抑制酶和微生物的作用，降低化学反

应速度。有些材料经速冻，细胞内形成微小冰晶，破坏细胞结构，使细胞膜容易破坏，有利于细

胞内物质的提取，另外经冷冻的材料，还有利于机械破碎。在某些情况下，材料也可预先用有

机溶剂除去水分（动物脏器和组织一般含远园豫的水分），可降低水分至员园豫以下，延长保存时
间。使用有机溶剂时，注意不要破坏有效成分，常用有机溶剂为丙酮和乙醇等。经丙酮处理的

原料（如猪脑垂体），能脱水脱脂，制成丙酮干粉，不仅减少酶的变性失活，同时因蛋白质与脂

结合的部分化学键打开，促使某些酶很容易释放到溶液中去，有利于有效成分的分离提取。某

些材料收集时必须在特定的责匀、温度及环境下保存，方可保持有效成分不被降解，保持其生物
活性。有的材料必须事先经过处理，如从猪脑垂体前叶提取促滤泡素（云杂匀）和促黄体生成激
素（蕴匀），脑垂体必须采集后投入丙酮中浸泡，达到破坏酶和脱水脱脂的目的，有利于材料的贮
存和下一步工序的进行。

源
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圆援植物组织的材料
从室内栽培或野外采集的植物材料，如果是叶片（如菠菜、芹菜的叶片），用水洗净即可使

用，或在员园澡内置原源～ 原猿园益冰箱贮藏备用；如果是植物种子，则需泡涨或粉碎后才可使用。
如材料含油脂较多时，也要进行脱脂处理。

猿援微生物的材料
把选用的微生物接种于适宜的培养液培养一段时间后，用离心法收集到的上清液，即可用

于制备胞外酶和某些辅基等有效成分。而收集到的菌体，经破细胞处理后则可从中提取其他

有效成分。前者可置低温下短时间贮存，后者可制成冻干粉，在源益保存数月不会变质。

第三节摇生物组织与细胞的破碎

组织与细胞的破碎方法有物理法、化学法与生物法。

一、物理法

（员）磨切法：生产上常用的有绞肉机、胶体磨、球磨机、万能磨粉机。实验室常用的有匀
浆器、乳钵、高速组织捣碎机。用乳钵时，常加入石英粉、氧化铝等助磨剂。

（圆）压力法：有压榨法、高压法、减压法和渗透压法。高压法是用几百千克气压或水压反
复冲击物料，例如高压匀质机，达到圆园援缘怨～猿源援猿圆酝孕葬（圆员园～猿缘园晕辕糟皂圆）的压力时，可使怨园豫
以上细胞被压碎，多用于微生物细胞的破碎；减压法是对菌体缓缓加压，使气体溶入细胞，然后

迅速减压使细胞破裂。渗透压法是使细胞在浓盐中平衡，再投入水中膨胀破裂。

（猿）振荡法：用超声波振荡破碎细菌细胞，频率为员园～圆园园噪匀扎，该法产热较多，要注意冷却。
（源）冻融法：将材料先在原员缘益以下冻结，再使其溶化，反复操作使细胞与菌体破碎。

二、化学法

用稀酸、稀碱、浓酸、有机溶剂或表面活性剂（如胆酸盐、氯化十二烷基吡啶）处理细胞，可

破坏细胞结构，释放出内容物。

三、生物法

（员）组织自溶法：利用组织中自身酶的作用改变、破坏细胞结构，释放出目的物称为组织
自溶。自溶过程酶原被激活为酶，既便于提取又提高了效率，但不适用于易受酶降解的目的物

的提取。

（圆）酶解法：用外来酶处理生物材料，如用溶菌酶处理某些细菌。用做专一性分解细胞
壁的酶还有细菌蛋白酶、纤维素酶、蜗牛酶、酯酶、壳糖酶等。

（猿）噬菌体法：用噬菌体感染细菌、裂解细胞，释放出内容物。此法较少应用。

第四节摇生物大分子的提取

利用一种溶剂对不同物质溶解度的差异，从混合物中分离出一种或几种组分的过程称为

提取（藻曾贼则葬糟贼蚤燥灶），提取又称萃取或抽提，其含义基本相同。提取是在分离纯化的前期，将经过
缘
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预处理或破碎了的细胞或组织置于一定条件下和溶剂中，使被提取的生物大分子以溶解状态

充分地释放出来，并尽可能保持原来的天然状态，不丢失生物活性的过程。用冷溶剂从固体物

质提取的过程可称为浸渍（皂葬糟藻则葬贼蚤燥灶）。用热溶剂则可称为浸提（凿蚤早藻泽贼蚤燥灶），也称浸煮。提取
通常贯穿在分离纯化过程中，包括生化物质与细胞固体成分或其他相结合物质由固相转移到

液相中，或从细胞内的生理状态转入外界特定的溶液中。提取可分为两类：一类是对固体的

提取，也称液鄄固提取，被处理的原料为固体；另一类是对液体的提取，也称液鄄液提取（习惯上
多称为萃取），被处理的原料为液体。

一、物质的性质与提取

员援物质的性质与提取方法的选择
要取得好的提取效果，最重要的是要针对生物材料和目的物的性质，选择合适的溶剂系统

与提取条件。生物材料及目的物与提取有关的一些性状，包括溶解性质、相对分子质量、等电

点、存在方式、稳定性、比重、粒度、粘度、目的物含量、主要杂质种类及溶解性质、有关酶类的特

征等。其中最主要的是目的物与主要杂质在溶解度方面的差异以及它们的稳定性。在提取过

程中尽量增加目的物的溶解度，尽可能降低杂质的溶解度，同时充分重视生物材料及目的物在

提取过程中的活性变化。对酶类的提取要防止辅酶的丢失和其他失活因素的干扰。对蛋白质

类要防止其高级结构的破坏，即变性作用，应避免高热，强烈搅拌，产生大量泡沫，强酸、强碱及

重金属离子的作用。多肽类及核酸类需注意避免酶的降解作用。提取过程中，应在低温下进

行，并添加某些酶抑制剂。对脂类生化制品应特别注意防止氧化作用，减少与空气的接触，如

添加抗氧化剂、通氮气及避光等。

圆援活性物质的保护措施
在提取过程中，保持目的物的生物活性十分重要，对于一些生物大分子，如蛋白质、酶及核

酸常采用下列保护措施：

（员）采用缓冲系统：防止提取过程中某些酸碱基团的解离，导致溶液 责匀的大幅度变化，
使某些活性物质变性失活或因 责匀变化影响提取效果。常用的缓冲系统有磷酸盐缓冲液、柠
檬酸盐缓冲液、栽则蚤泽缓冲液、醋酸缓冲液、碳酸盐缓冲液、硼酸盐缓冲液和巴比妥缓冲液等，所
使用的缓冲液浓度均较低，以利于增加溶质的溶解性能。

（圆）添加保护剂：防止某些活性物质的活性基团及酶的活性中心受破坏，如巯基是许多
活性蛋白质和酶的催化活性基团，极易被氧化，故提取时常添加某些还原剂如半胱氨酸、α鄄巯
基乙醇、二巯基赤藓糖醇、还原型谷胱甘肽等。其他措施如提取某些酶时，常加入适量底物以

保护活性中心；对易受重金属离子抑制的活性物质，可在提取时添加某些金属螯合剂，以保护

活性物质的稳定性。

（猿）抑制水解酶的作用：抑制水解酶对目的物的作用，是提取操作中最重要的保护性措
施之一。可根据不同水解酶的性质采用不同方法，对需要金属离子激活的水解酶（如 阅晕葬泽藻），
常加入耘阅栽粤或柠檬酸缓冲液，以减少或除去金属离子，使酶活力受到抑制；对热不稳定的水
解酶，可用选择性热变性提取法，使酶失活。根据酶的溶解性质的不同，可用 责匀不同的缓冲
体系提取以减少酶的释放，或根据酶的最适 责匀，选用酶发挥活力最低的 责匀进行提取。最有
效的办法是在提取时添加酶抑制剂，以抑制水解酶的活力。如提取砸晕粤时添加核糖核酸酶抑
制剂，常用的有十二烷基硫酸钠（杂阅杂）、脱氧胆酸钠、萘鄄员，缘鄄二磺酸钠、三异丙基萘磺酸钠、源鄄
远
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氨基水杨酸钠，以及皂土、肝素、二乙基焦碳酸盐（阅耘孕）、蛋白酶 运等。又如在提取活性蛋白
和酶类时，加入各种蛋白酶抑制剂，如甲基磺酰氟化物（孕酝杂云）、二异丙基氟磷酸（阅云孕）、碘乙
酸等。

（源）其他保护措施：为了保持某些生物大分子的活性，也要注意避免紫外线、强烈搅拌、
过酸、过碱或高温、高频振荡等。有些活性物质还应防止氧化，如固氮酶铁鄄钼蛋白提取分离时
要求在无氧条件下进行；有些活性蛋白对冷、热变化也十分敏感，如免疫球蛋白就不宜在低温

冻结。所以提取时要根据目的物的不同性质，分别具体对待。

二、物质的性质与溶解度

提取包括目的物与细胞中其他生物大分子的分离，即由固相转移入液相或从细胞内的生

理状况转入外界特定溶液中。影响提取收率的重要因素主要取决于提取物质在提取溶剂中的

溶解度大小、由固相扩散到液相的难易、溶剂 责匀及提取时间。一个物质在某一溶剂中，其溶
解度大小与该物质的分子结构及使用溶剂的理化性质有关。极性物质易溶于极性溶剂，非极

性物质易溶于非极性有机溶剂中。碱性生物大分子物质易溶于酸性溶剂，酸性生物大分子物

质易溶于碱性溶剂。温度升高时，一般溶解度相应增大。对于蛋白质、酶、活性肽等远离其等

电点处的责匀，溶解度增加。
为了尽量多地从材料获得目的物一般采用多次提取，溶剂用量为生物材料的圆～缘倍。少

数情况也有用员园～圆园倍量溶剂作一次性提取，目的是节省提取时间，降低有害酶的作用。
当提取物由固相转入液相或从细胞内转到细胞外时，提取率还与物质的扩散作用有关。

为了提高提取速度，常采取一些措施，如增加材料的破碎程度、进行搅拌、延长提取时间、提高

提取温度（但对一些不耐热的物质，温度不宜过高）等。

三、影响提取的因素

员援温度
多数物质的溶解度随提取温度的升高而增加。另外较高的温度可以降低提取物的粘度，

有利于分子扩散和机械搅拌，所以对一些植物成分，及某些较耐热的生化成分，如多糖类，可以

用浸煮法提取，加热温度一般为缘园～怨园益。但对大多数不耐热的生物活性物质，浸煮法不宜
采用，一般在园～员园益进行提取。对一些热稳定性较好的成分，如胰弹性蛋白酶可在圆园～圆缘益
提取。有些生化物质在提取时，需要酶解激活，如胃蛋白酶的提取，温度可以控制在 猿园～
源园益。应用有机溶剂提取生化成分时，一般在较低的温度下进行提取，一方面是为了减少溶剂
挥发损失和造成的不安全，另一方面也是为了减少活力损失。

圆援酸碱度
多数生化物质在中性条件下较稳定，所以提取用的溶剂系统原则上应避免过酸或过碱，

责匀一般应控制在源～怨范围内。为了增加目的物的溶解度，往往要避免在目的物的等电点附
近进行提取。

有些生化物质在酸性环境中较稳定，且稀酸又有破坏细胞的作用，所以有些酶如胰蛋白

酶、弹性蛋白酶及胰岛素等都在偏酸性介质中进行提取。多糖类物质因在碱性环境中更稳定，

故多用碱性溶剂系统提取。

巧妙地选择溶剂系统的责匀不但直接影响目的物与杂质的溶解度，还可以抑制有害酶类
苑
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的水解破坏作用，防止降解，提高收率。对于小分子脂溶性物质而言，调节适当的溶剂 责匀还
可使其转入有机相中，便于与水溶性杂质分离。

猿援盐浓度
盐离子的存在能减弱生物分子间离子键及氢键的作用力。稀盐溶液对蛋白质等生物大分

子有助溶作用。一些不溶于纯水的球蛋白在稀盐中能增加溶解度，这是由于盐离子作用于生

物大分子表面，增加了表面电荷，使之极性增加，水合作用增强，促使形成稳定的双电层，此现

象称“盐溶”作用。多种盐溶液的盐溶能力既与其浓度有关，也与其离子强度有关，一般高价

酸盐的盐溶作用比单价酸盐的盐溶作用强。常用的稀盐提取液有：氯化钠溶液（园援员～
园援员缘皂燥造辕蕴）、磷酸盐缓冲液（园援园圆～园援园缘皂燥造辕蕴）、焦磷酸钠缓冲液（园援园圆～园援园缘皂燥造辕蕴）、乙酸
盐缓冲液（园援员园～园援员缘皂燥造辕蕴）、柠檬酸缓冲液（园援园圆～园援园缘皂燥造辕蕴）。其中焦磷酸盐的缓冲范围
较大，对氢键和离子键有较强的解离作用，还能结合二价离子，对某些生化物质有保护作用。

柠檬酸缓冲液常在酸性条件下使用，作用近似于焦磷酸盐。

源援提取时间
一般地说，生物大分子提取时间愈长，溶解度愈大，而同时杂质溶解度也增大。

综上所述，提取的最佳条件的选择，必须综合分析各种影响因素，合理地搭配各种提取

条件。

第五节摇生物大分子的分离纯化

生物大分子的分离纯化技术包括：生物大分子的分离分析和生物大分子的制备。前者主

要对生物体内各组分加以分离后进行定性、定量鉴定，它不一定要把某组分从混合物中分离提

取出来。而后者则主要是为了获得生物体内某一单纯组分。

为了保护目的物的生理活性及结构上的完整性，生物产品制备中的分离方法多采用温和

的“多阶式”方法进行，即常说的“逐级分离”方法。为了纯化一种生化物质常常要联合几个，

甚至十几个步骤，并不断变换各种不同类型的分离方法，才能达到目的。因此操作的时间长，

手续繁琐，给制备工作带来众多影响。亲和层析法具有从复杂生物组成中专一地“钓出”特异

生化成分的特点，目前已在生物大分子，如酶、蛋白、抗体和核酸等的纯化中得到广泛应用。

一、分离纯化原理

生物大分子的分离制备技术大都根据混合物中的不同组分分配率的差别，把它们分配于

可用机械方法分离的两个或几个物相中（如有机溶剂抽提、盐析、结晶等）。或者将混合物置

于某一物相（大多数是液相）中，外加一定作用力，使多组分分配于不同区域，从而达到分离

目的（如电泳、超离心、超滤等）。除了一些小分子如氨基酸、脂肪酸、某些维生素及固醇类外，

几乎所有生物大分子都不能融化，也不能蒸发，只限于分配在固相或液相中，并在两相中相互

交替进行分离纯化。在实际操作中，我们往往依据以下原理对生物大分子进行分离纯化：

（员）根据分子形状和大小不同进行分离，如差速离心与超离心、膜分离（透析、电渗析）与
超滤法、凝胶过滤法。

（圆）根据分子电离性质（带电性）的差异进行分离，如离子交换法、电泳法、等电聚焦法。
（猿）根据分子极性大小及溶解度不同进行分离，如溶剂提取法、逆流分配法、分配层析法、
愿
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盐析法、等电点沉淀法及有机溶剂分级沉淀法。

（源）根据物质吸附性质的不同进行分离，如选择性吸附与吸附层析法。
（缘）根据配体特异性进行分离，如亲和层析法。
精制一个具体生物产品，常常需要根据它的各种理化性质和生物学特性，采用以上各种分

离方法进行有机组合，才能达到预期目的。

二、分离纯化初期使用方法的选择与使用的程序

提取是分离纯化目的物的第一步，所选用的溶剂应对目的物具有最大溶解度，并尽量减少

杂质进入提取液中，为此可调整溶剂的责匀、离子强度、溶剂成分配比和温度范围等。
分离纯化是生物大分子制备的核心操作。由于生物大分子物质种类成千上万，因此分离

纯化的实验方案也千变万化，没有一种分离纯化方法可适用于所有物质的分离纯化。一种物

质也不可能只采用一种分离纯化方法。所以合理的分离纯化方法是根据目的物的理化性质与

生物学性质，依具体实验条件而定。

员援分离纯化初期使用方法的选择
分离纯化的初期，由于提取液中的成分复杂、目的物浓度较稀、与目的物物理化学性质相

似的杂质多，所以不宜选择分辨能力较高的纯化方法。因为在杂质大量存在的情况下，任何一

种高分辨力的分离方法都难于奏效，被分离的目的物难于集中在一个区域。因为此时，大批理

化性质相近的分子在相同分离条件下，彼此在电场中或力场中竞争占据同一位置。这样，被目

的物占据的机会就很少，或者分散在一个很长区域中而无法集中于一点，所以早期分离纯化采

用萃取、沉淀、吸附等一些分辨力低的方法较为有利，这些方法负荷能力大，分离量多兼有分离

提纯和浓缩作用，为进一步分离纯化创造良好的基础。

总的来说，早期分离方法的选择原则是从低分辨能力到高分辨能力，而且负荷量较大者为

合适，但随着许多新技术的建立，一个特异性方法的分辨力愈高，便意味着提纯步骤愈简化、收

率愈高、生化物质的变性危险愈少，因此亲和层析法、纤维素离子交换层析法、连续流动电泳、

连续流动等电聚焦等在一定条件下，也用于从粗提取液中分离制备少量目的物。

圆援各种分离纯化方法的使用程序
生物大分子物质的分离都是在液相中进行，故分离方法主要根据物质的分配系数、相对分

子质量大小、离子电荷性质和数量及外加环境条件的差别等因素为基础。而每一种方法又都

在特定条件下发挥作用，因此，在相同或相似条件下连续使用同一种分离方法就不太适宜。例

如纯化某一两性物质时，前一步已利用该物质的阴离子性质，使用了阴离子交换层析法，下一

步提纯时再应用其阳离子性质作层析或电泳分离便会取得较好分离效果。各种分离方法的交

叉使用对于除去大量理化性质相近的杂质也较为有效。如有些杂质在各种条件下所带电荷性

质可能与目的物相似，但其分子形状和大小与目的物相差较大，而另一些杂质的分子形状与大

小可能与目的物相似，但在某条件下与目的物的电荷性质不同，在这种情况下，先用分子筛层

析、沉淀离心或膜过滤法除去相对分子质量相差较大的杂质，然后在一定 责匀和离子强度范围
下，使目的物变成有利的离子状态，便能有效地进行离子交换层析分离。当然，这两种步骤的

先后顺序反过来应用也会得到同样效果。

在安排纯化方法顺序时，还要考虑到有利于减少步骤、提高效率，如在盐析后采取吸附法，

必然会因离子过多而影响吸附效果；如增加透析除盐，则使操作大大复杂化；如倒过来进行，先

怨
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吸附，后盐析就比较合理。

对于一未知物通过各种方法的交叉应用，有助于进一步了解目的物的性质。不论是已知

物或未知物，当条件改变时，连续使用一种分离方法是允许的，如分级盐析和分级有机溶剂沉

淀等。分离纯化中期，由于各种原因，如含盐太多、样品量过大等，一个方法一次分离效果不理

想，可以连续使用两次，这种情况常见于凝胶过滤与 阅耘粤耘鄄悦层析。在分离纯化后期，杂质已
除去大部分，目的物已十分集中，重复应用先前几步所应用的方法，对进一步肯定所制备的物

质在分离过程中其理化性质有无变化和验证所得的制备物是否属于矫作物又有着新的意义。

猿援分离后期的保护性措施
在分离操作的后期必须注意避免产品的损失，主要损失途径是器皿的吸附、操作过程样品

液体的残留、空气的氧化和某些事先无法了解的因素。为了取得足够量的样品，常常需要加大

原材料的用量，并在后期纯化工序中注意保持样品溶液有较高的浓度，以防制备物在稀溶液中

的变性。有时常加入一些电解质以保护生化物质的活性，减少样品溶液在器皿中的残留量。

第六节摇生物大分子活性物质的浓缩

浓缩（糟燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶）是从低浓度的溶液除去水或溶剂变为高浓度的溶液。生化产品制备
工艺中往往在提取后和结晶前进行浓缩。加热和减压蒸发是最常用的方法，一些分离提纯方

法也能起浓缩作用。例如，离子交换法与吸附法使稀溶液通过离子交换柱或吸附柱，溶质被吸

附以后，再用少量洗脱液洗脱、分部收集，能够使所需物质的浓度提高几倍以至几十倍。超滤

法利用半透膜能够截留大分子的性质，很适于浓缩生物大分子。此外，加沉淀剂、溶剂萃取、亲

和层析等方法也能达到浓缩目的。下面重点介绍几种浓缩方法。

一、盐析法

用添加中性盐的方法来使某些蛋白质（或酶）从稀溶液中沉淀出来，从而达到样品浓缩的

目的。最常用的中性盐是硫酸铵，其次是硫酸钠、氯化钠、硫酸镁、硫酸钾等。

二、有机溶剂沉淀法

在生物大分子的水溶液中，逐渐加入乙醇、丙酮等有机溶剂，可以使生物大分子物质的溶

解度明显降低，从溶液中沉淀出来，这也是浓缩生物样品的常用方法。其优点是溶剂易于回

收，样品不必透析除盐，在低温操作下，对多种生物大分子较为稳定，但对某些蛋白质或酶易使

它们变性失活，应小心操作。

三、葡萄糖凝胶浓缩法

向员蕴左右的稀样品溶液中，加入固体的干葡聚糖凝胶（杂藻责澡葬凿藻曾）郧鄄圆缘，缓慢搅拌猿园皂蚤灶，
葡聚糖凝胶吸水膨胀，进行吸滤，生物大分子全部留在溶液中，如此重复数次，可在短时间使溶

液浓缩到员园园皂蕴，每次葡聚糖凝胶的加入量为溶液量的员辕缘为宜，用过的葡聚糖凝胶经去离子
水洗净后，可用乙醇脱水，干燥后重复使用。
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