
分离纯化蛋白质的目的:

①将蛋白质和非蛋白质杂质分离
②将不同的蛋白质相互分离。

分离提纯蛋白质的要求：

（1）纯度 （2）活性

（3）得率 （4）速度
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第一节 能用作纯化依据的蛋白质性质
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1 大小 8 密度

2 形状 9 配体结合能力

3 电荷 10 金属结合能力

4 等电点 11 可逆性缔合

5 电荷分布 12 特异性序列或结构

6 疏水性 13 非寻常性质

7 溶解度 14 基因工程构建的纯化标记



1. 大小

蛋白质的大小各不相同，可从含几个氨基酸
的小肽（几百个Da）至含10 000多个氨基酸
（上百万个Da）的巨大蛋白质不等。多数蛋
白质的分子量在10 000—150 000Da之间。

第3页/共66页



2. 形状

蛋白质形状有近似球形的，也有很不对称的。
在离心、凝胶过滤或凝胶电泳过程中都会受 

到形状的影响。
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3. 电荷

蛋白质的静电荷取决于氨基酸残基所带正、
负电荷的总和。

一蛋白质中，若天冬氨酸和谷氨酸残基占优
势，在pH7.0时带净负电荷，则称之为酸性蛋
白；若赖氨酸和精氨酸残基占优势，则认为
是碱性蛋白质。
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4. 等电点

等电点（pI）是蛋白质上净电荷为零时的pH

值，由蛋白质上带正、负电荷的氨基酸残基
数目和滴定曲线所决定。
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5. 电荷分布

电荷的氨基酸可均匀地分布于蛋白质的
表面，亦可成簇地分布，使某一区域带
强的正电荷而另一区域带强负电荷。这
种非随机的电荷分布可用来通过离子交
换层析来分离蛋白质。

6. 疏水性

多数疏水性氨基酸残基藏在蛋白质的内部，
但也有一些可见于表面。蛋白质表面的疏水
性氨基酸残基的数目和空间分布决定了该蛋
白质是否具有与疏水柱填料结合从而利用它
来进行分级分离的能力。
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7. 溶解度

蛋白质在不同溶剂中的溶解度有很大不同， 

从基本不溶（<10mg/ml)直至极易溶解（>300 

mg/ml)不等。影响蛋白质溶解度的因素包括pH

、离子强度、离子的性质、温度和溶剂的极
性。蛋白质在其等电点处一般较不易溶解。

8. 密度

多数蛋白质的密度在1.3—1.4g/cm3之间。分级
分离蛋白质时一般不用这个性质。但是，在含
有大量磷酸盐（如卵黄高磷蛋白，密度为1.8）
或脂质部分（如脂蛋白，密度为1.03）的蛋白质
，与一般蛋白质在密度上确有不同，可用密度
梯度法将它们从大部分蛋白质中分离出来。
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9. 配体结合能力

有许多酶能相当紧地域底物、效应分子、辅
助因子和DNA模板。可利用亲和层析分离

10.金属结合能力

有许多酶能与某些金属离子（如Cu2+、Zn2+、 

Ca2+、Co2+和Ni2+)紧密结合。主要是其半胱氨
酸或组氨酸残基可与金属离子作用，可通过
金属离子螯合柱将酶固定。
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11.可逆性缔合

在某些溶液条件下，有一些酶能聚集成二聚体、
四聚体等。如大肠杆菌RNA聚合酶在0.05mol/L 

NaCl溶液中形成二聚体，在0.3mol/L NaCl溶
液中为单体，可利用这一性质，相继在不同条
件下按大小进行分级分离。

12.翻译后修饰

许多蛋白质在合成后要通过加入糖基、酰基、
磷酸基团或种种其他部分来进行修饰。这些 

修饰提供了可用于分级分离的依据。如糖蛋 

白能与含有外援凝集素的柱子结合，外源凝 

集素是一类能牢固地与某些糖基部分结合的 

分子。
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