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大米肽中压离子交换色谱分离及其免疫活性评价
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摘要!为进一步提高经过
KW$%&-L

型大孔吸附树脂脱盐"

+%U

乙醇梯度洗脱的大米免疫活性肽
IY\9-W>

组分的纯度

和免疫活性!采用中压离子交换色谱对其进行进一步分离纯

化!并对分离得到组分的免疫活性进行了评价#结果表明!

采用
3̀;Ĝ6/49+%Z

强阴离子交换树脂"

$:'7.c+%7.

色

谱柱对
IY\9-W>

组分进行分离的最佳条件为%上样浓度

>%.

<

,

."

!上样量
( ."

!起始缓冲液
W

为
E

\ ):%

的

%:%&.31

,

"C;09-\L1

!洗脱缓冲液
^

为含
&.31

,

"@/L1

的

E

\):%

"

%:%& .31

,

"C;09-\L1

!上样"洗脱流速分别为
&

!

&%."

,

.0=

#共收集到
(

个组分!其中
IY\9-W>-̂>

组分在

ACC

试验和小鼠巨噬细胞脂多糖&

"YT

'炎症模型中皆表现

出较高免疫活性!对
IW $̀'+:B

细胞具有显著增殖作用!其

TH

值为
&:>&(

$且对炎症模型中细胞内
@[

释放量具有显著

抑制作用&

Y

&

%:%(

'!抑制率为
*:$*U

#采用中压离子交换

色谱能有效地对
IY\9-W>

组分进行分离纯化!使
TH

值从

&:$B>

提高到
&:>&(

!且对细胞内
@[

释放量具有显著抑制

作用#

关键词!中压离子交换色谱$大米$免疫活性肽$分离纯化
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基于酶法降解食源性蛋白质并结合分离纯化技术从酶

解肽混合物中获得活性肽一直被当作筛选食源性活性肽的

经典方法,

&

-

$本课题组,

$

-前期已基于蛋白质酶解物疏水性的

差异$通过
KW$%&-L

型大孔吸附树脂从大米蛋白质胰酶

!

C;

DE

90=

#酶解物中分离出具有较强免疫活性的
IY\9-W>

!
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#组分(为进

一步提高
IY\9-W>

组分的纯度和免疫活性$拟基于
IY\9-

W>

组分带电性的差异$继续采用离子交换色谱对其进行分

离纯化%

中压液相色谱压力范围为
%:(

"

$:%AY/

$其压力介于低

压与高压液相色谱之间%与低压柱色谱相比$具有分辨率

高+分离速度快+可梯度洗脱等优势(与高压液相色谱相比$

尽管在稳流+精度+检测灵敏度方面还有差距$但其制备量

大+可自主填充分离柱填料而提高分离选择性等特点$使其

成为近年来备受关注的活性肽分离纯化新方法,

>V+

-

%

3̀;G-

6̂/49+%Z

是一种以季氨基为官能团的强阴离子交换剂$具

&(&



有载量高+重复性与化学稳定性好等特点$在实验室或工业

规模分离纯化蛋白质+多肽和核酸等领域具有良好的应用

前景%

本研究拟以小鼠巨噬细胞
IW $̀'+:BACC

增殖试验

TH

值和脂多糖!

"YT

#炎症模型
@[

释放量为双考察指标$利

用
3̀;Ĝ6/49+%Z

对
IY\9-W>

组分进行分离纯化$在考察

不同分离条件对大米免疫活性肽分离效果影响的基础上$确

定中压离子交换色谱分离
IY\9-W>

的最佳条件$并进一步

提高
IY\9-W>

组分的纯度和免疫活性$为中压离子交换色

谱技术在活性肽分离纯化中的应用提供理论依据%

&

!

材料与方法
&:&

!

材料与仪器

&:&:&

!

材料与试剂

大米蛋白"碱提酸沉法提取(

胰蛋白酶"合肥博美生物科技有限公司(

二甲基亚砜!

KAT[

#+

>-

!

+

$

(-

二甲基噻唑
-$

#

-$

$

(-

二苯

基四氮唑溴盐!

ACC

#"上海生物工程有限公司(

KA,A

培养基"美国
\

D

L13=6

公司(

胎牛血清!

N̂ T

#"美国
]0M73

公司(

小鼠巨噬细胞!

IW $̀'+:B

#"江苏省原子医学研究所(

3̀;G 6̂/49+%Z

"杭州开泰生物技术有限公司(

氯化钠+无水乙醇+氢氧化钠+

C;09

+盐酸"分析纯试剂$

上海国药集团有限公司(

其他试剂"分析纯%

&:&:$

!

主要仪器设备

台式
E

\

计"

K,"CW>$%

型$江苏金坛市金城国胜实验

仪器厂(

可见分光光度计"

$$YL

型$上海棱光技术有限公司(

玻璃层析柱"

$:'7.c+%7.

色谱柱$利穗科技有限

公司(

全自动蛋白质纯化系统"

WYYTA?&%%K

型$利穗科技

有限公司(

酶标分析仪"

K@A-)'%$

型$北京普朗新技术有限公司(

恒温培养箱"

K@Y-)%($

型$苏州威尔实验用品有限

公司%

&:$

!

方法

&:$:&

!

大米活性肽
IY\9-W>

组分的制备工艺流程
!

一定底物浓度大米蛋白悬浮液
)

调
E

\

值
)

一定温度

下超级恒温水浴酶反应器中溶解
>%.0=

)

按不同底物浓度"

加酶量"

E

\

值"温度进行酶解&

E

\-95/5

法使体系
E

\

稳

定'

)

灭酶&

*(d

!

&(.0=

'

)

离心&

>(%%;

,

.0=

!

&(.0=

'

)

上

清液
)

真空浓缩&终体积为
(

"

&%."

'

)

冷冻干燥&

V+(d

!

>%Y/

以下!

+%8

'

)

大米蛋白酶解物
IY\9

)

KW$%&-L

型大

孔吸附树脂吸附"脱盐
)

+%U

乙醇洗脱
)

IY\9-W>

组分)

(

+

&:$:$

!

中压离子交换色谱分离方法

!

&

#离子交换剂的选择"采用强阴离子交换树脂
3̀;G-

6̂/49+%Z

对
IY\9-W>

组分进行分离纯化%前期研究确定

IY\9-W>

组分的等电点范围为
E

\$:$(

"

>:(%

$因此使

IY\9-W>

组分带负电的
E

\

范围为
E

\

'

>:(%

$又因
3̀;G-

6̂/49+%Z

的
E

\

稳定范围为
$

"

&>

$故选择
3̀;Ĝ6/49+%

Z

对
IY\9-W>

组分进行分离纯化%

!

$

#起始缓冲液
E

\

的选择"采用试管小试法,

'

-

)*V))确

定缓冲液起始
E

\

%首先分别配制
%:(%

$

%:%&.31

'

"

的不同

E

\

的缓冲液$

E

\

以
&:%

为梯度$从
$:%

增至
&&:%

%取
&%."

的试管$每管加入
&:(."

树脂$然后依次在每支试管中加入

%:(.31

'

"

的不同的缓冲液
&%."

$混合一段时间后弃去上

清液$如此反复洗涤
&%

次%再换用
%:%&.31

'

"

的缓冲溶液$

每次
&%."

反复洗涤
(

次,

B

-

%向洗涤好的树脂中分别加入

等量浓度相同的大米免疫活性肽溶液$充分混合后$放置
(

"

&%.0=

后$测定上清液中未被吸附的蛋白含量%

!

>

#中压离子交换色谱分离
IY\9-W>

组分的条件"将

处理好的
3̀;G 6̂/49+%Z

树脂填充到
$:'7.c+%7.

规格

的玻璃柱中$用
%:%&.31

'

"

的
C;09-\L1

缓冲液!

E

\):%

#以

&%."

'

.0=

的速度平衡层析柱
>

"

+ ?̂

(用平衡缓冲液配制

浓度为
>%.

<

'

."

的大米免疫活性肽溶液$上样量
(."

$上

样流 速
%:( ."

'

.0=

(上 样 结 束 后$用 平 衡 缓 冲 液 以

&%."

'

.0=

的流速进行洗脱$在
$$%=.

波长下检测洗脱液

吸光值$收集穿透峰(然后用
%:%

"

%:(.31

'

"

的
@/L1

进行梯

度洗脱$收集洗脱峰(对各组分进行脱盐后浓缩干燥$得到不

同分离组分%

&:$:>

!

IY\9-W>

分离组分免疫活性的测定

!

&

#小鼠巨噬细胞增殖试验"采用
ACC

法$取对数期的

IW $̀'+:B

细胞$细胞浓度为
Bc&%

(个'
."

+

&%%

#

"

并接种

于
)'

孔板中$在
>Bd

+

(U L[

$

的培养箱中孵育
+8

后$加

入大米免疫活性肽$空白对照组加等量的无菌水$阳性对照

组加等量
H

<

]

$继续在培养箱中孵育
$%8

(在终止孵育前
+8

加入
$%

#

"ACC

!

(.

<

'

"

#(弃掉每孔中的液体$向孔中加入

&(%

#

"

二甲基亚砜$避光条件下轻震
(.0=

,

*

-

$采用酶标仪

在
+)$=.

检测吸光度!

[K

值#$并按式!

&

#计算
TH

值%

1;

T

,O

&

,O

$

$ !

&

#

式中"

1;

&&&细胞增殖指数(

,O

&

&&&试验组
[K

值(

,O

$

&&&对照组
[K

值%

!

$

#小鼠巨噬细胞
IW $̀'+:B

的
@[

释放量的测定"当

培养皿中的细胞生长至对数期时$弃去细胞培养基上清$用

移液枪吸取无菌
Ŷ T

将细胞轻轻吹下$离心收集细胞$

)'

孔

培养板中接种
>c&%

+个'孔的细胞$每孔
$%%

#

"

细胞液$在

>Bd

+

(U L[

$

培养箱中培养过夜$待细胞贴壁后$以
>

复孔

为一组$分为对照组+

"YT

炎症模型组+

IY\9-W>

和
IY\9-

W>-̂

!

&

"

(

#预处理组$根据文献,

)

-修改如下"

&

对照组"均加入含
&%U N̂ T

的
K

/

,A

培养基(

'

炎症模型组"加入含
&%UN̂T

的
K

/

,A

培养基$培养

&$8

$再加入用
K

/

,A

培养基稀释的
"YT

溶液$培养
$+8

(

*

IY\9-W>

和
IY\9-W>-̂

!

&

"

(

#预处理组"加入用

K

/

,A

培养基稀释的
IY\9-W>

和
IY\9-W>-̂

!

&

"

(

#溶液$

$(&

提取与活性
!

$%&*

年第
>

期



使
IY\9-W>

和
IY\9-W>-̂

!

&

"

(

#的终浓度均为
(%

#

<

'

."

$

阳性对照组加等量
H

<

]

$培养
&$8

$加入用
K

/

,A

培养基稀

释的
"YT

溶液$培养
$+8

%

收集细胞培养基上清$于
+ d

+

&$%%%c

(

低温离心

(.0=

以去除细胞杂质等%用
]IH,TT

法检测上清中的
@[

含量%并按式!

$

#计算
@[

抑制率%

;X

T

D

&

W

D

$

D

&

V

&%%U

$ !

$

#

式中"

;X

&&&

@[

抑制率(

D

&

&&&

"YT

刺激产生
@[

浓度(

D

$

&&&

IY\9-W>-̂

!

&

"

(

#预处理后产生
@[

浓度%

$

!

结果与讨论
$:&

!

中压离子交换色谱分离条件的优化

$:&:&

!

试管小试法确定缓冲液起始
E

\

!

缓冲液起始
E

\

值

的选择对离子交换色谱吸附特性很关键,

&%

-

$缓冲液起始
E

\

决定了
IY\9-W>

组分及
3̀;Ĝ6/49+%Z

的带电状态$确保

3̀;Ĝ6/49+%Z

带充足电荷的同时决定了
IY\9-W>

组分

带电荷的种类和数量$是
IY\9-W>

组分是否发生吸附的重

要参数,

'

-

*'

%本研究考察了在不同缓冲液起始
E

\

下
3̀;G-

6̂/49+%Z

对
IY\9-W>

组分的吸附效果$结果见表
&

%由

表
&

可知$起始
E

\

对
IY\9-W>

组分吸附效果影响较大$在

E

\

为
):%

的条件下$上清液中
IY\9-W>

组分的含量最低$

为
$:%& .

<

'

."

$说明在此
E

\

条件下
IY\9-W>

组分在

3̀;Ĝ6/49+%Z

树脂上的吸附量最大$因此确定
E

\):%

为

最佳起始
E

\

%

表
&

!

不同起始
E

\

下
3̀;Ĝ6/49+%Z

对

IY\9-W>

的吸附g

C/M16&

!

C86W493;

E

503=32IY\9-W>M

D

3̀;Ĝ6/49+%Z

/540226;6=50=050/1

E

\

起始
E

\

含量'!

.

<

1

."

V&

# 起始
E

\

含量'!

.

<

1

."

V&

#

$:% (:'( B:% +:)%

>:% (:+* *:% +:&'

+:% (:++ ):% $:%&

(:% (:&B &%:% $:B&

':% (:+& &&:% >:&&

!

g

!

上样浓度
(.

<

'

."

%

$:&:$

!

离子强度变化方式对
IY\9-W>

组分分离效果的影响

3̀;Ĝ6/49+%Z

强阴离子层析柱的分离原理是基于溶

质分子所带电荷性质和电荷量的不同而使其在层析柱中移

动速度不同来实现分离的,

&&

-

%本研究探索了不同离子强度

变化方式对
3̀;Ĝ6/49+%Z

分离纯化
IY\9-W>

组分的影

响$以确定最佳分离条件%选择起始缓冲液为
E

\):%

+

%:%&.31

'

"

的
C;09-\L1

缓冲液$极限缓冲液为含
%:(.31

'

"

@/L1

的
E

\):%

+

%:%&.31

'

"

的
C;09-\L1

缓冲液$通过中压

液相色谱将
$

种缓冲液按一定比例混合$可以得到
@/L1

浓

度在
%:%

"

%:(.31

'

"

连续变化的离子强度梯度%图
&

为采

用梯度洗脱方式分离
IY\9-W>

组分的图谱$由图
&

可知$随

着离子强度的增大$

IY\9-W>

组分依次被分为
(

个组分$选

择性差导致分辨率较低$分离效果较差(图
$

为采用阶段洗

脱方式分离
IY\9-W>

组分的图谱$由图
$

可知$阶段洗脱方

式对
IY\9-W>

组分的分离效果较好$选择性好$分辨率较

高%

IY\9-W>

组分在不同的离子强度下依次被分为
(

个组

分$穿透峰
IY\9-W>-̂&

为未被吸附的部分$组分
IY\9-W>-

$̂

+

IY\9-W>-̂>

+

IY\9-W>-̂+

+

IY\9-W>-̂(

依 次 为 含

%:%(

$

%:&%

$

%:$%

$

%:>%.31

'

"@/L1

的
E

\):%

$

%:%&.31

'

"

的

C;09-\L1

缓冲液从离子交换剂上洗脱下来的组分%由于起

始缓冲液的离子强度较低$

IY\9-W>

组分与
3̀;Ĝ6/49+%

Z

上季氨基之间结合能力更强$能取代缓冲液离子而吸附到

3̀;Ĝ6/49+%Z

上%但随着离子强度增大$缓冲液离子会

与
IY\9-W>

组分竞争结合
3̀;Ĝ6/49+%Z

$从而减弱了

IY\9-W>

组分与
3̀;Ĝ6/49+%Z

之间的静电作用力$首先

使一些带净电荷较少+吸附得不太牢固的活性肽解吸而被洗

脱下来(继续增大离子强度$使结合得更为牢固的一些活性

肽被洗脱$各个组分将在特定离子强度的缓冲液中被洗脱下

来$从而实现分离,

&$

-

%比较图
&

和图
$

可知$阶段洗脱分离

色谱柱尺寸为
$:'7.c+%7.

(离子交换剂为
3̀;Ĝ6/49+%Z

(样品

为
( ."

+

$% .

<

'

."IY\9-W>

组分(平衡缓冲液
W

为
E

\):%

$

%:%&.31

'

"C;09-\L1

(洗脱缓冲液
^

为含
&.31

'

"@/L1

的
E

\):%

$

%:%&.31

'

"C;09-\L1

(上样流速
&."

'

.0=

(洗脱流速
&%."

'

.0=

图
&

!

离子强度线性洗脱分离
IY\9-W>

组分图谱
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色谱柱尺寸为
$:'7.c+%7.

(离子交换剂为
3̀;Ĝ6/49+%Z

(样品

为
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'

."IY\9-W>

组分(平衡缓冲液
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E
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'
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(洗脱缓冲液
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的
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'
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(上样流速
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'
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(洗脱流速
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'
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图
$

!

离子强度阶段洗脱分离
IY\9-W>

组分图谱

N0
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IY\9-W>

组分的效果要优于梯度洗脱%由于梯度洗脱的离

子强度是连续增加的$洗脱峰也连续被洗脱下来$选择性较

差导致分辨率降低(阶段洗脱的离子强度是逐级增加的$各

级洗脱峰相距较远$分辨率提高%本研究后续将选择阶段洗

脱方式对大米免疫活性肽
IY\9-W>

组分进行分离纯化%

$:&:>

!

上样量对
IY\9-W>

组分分离效果的影响
!

本研究探

索了上样量对分离效果的影响$在不同上样量条件下
3̀;G-

6̂/49+%Z

对
IY\9-W>

组分的分离效果见图
>

%由图
>

可

知$随着上样量的增加$分离效果逐渐变差$分辨率降低$其

原因是上样量过大超出了
3̀;Ĝ6/49+%Z

的有效交换容

量%兼顾考虑分离效率$在保证分离效果的前提下通常会选

择大的上样量$故以
>%.

<

'

."

+

(."

为最佳上样量%本研

究选用
3̀;Ĝ6/49+%Z

强阴离子交换树脂+

$:'7.c+%7.

色谱柱对
IY\9-W>

组分进行分离的较佳条件确定为"上样

色谱柱尺寸为
$:'7.c+%7.

(离子交换剂为
3̀;Ĝ6/49+%Z

(样品

为
(."

不同浓度的
IY\9-W>

组分(平衡缓冲液
W

为"

E

\):%

$

%:%&.31

'

"C;09-\L1

(洗脱缓冲液
^

为含
&.31

'

"@/L1

的
E
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$

%:%&.31

'

"C;09-\L1

(上样流速
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'

.0=

(洗脱流速
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'
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图
>

!

不同上样量条件下
IY\9-W>

组分分离图谱
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浓度
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$上样量
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$平衡缓冲液
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的
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'
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^
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'
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的
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$上 样+洗 脱 流 速 分 别 为
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$
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中压离子交换色谱分离组分免疫活性的研究

本研究分别以小鼠巨噬细胞
IW $̀'+:BACC

增殖试验

TH

值和脂多糖!

"YT

#炎症模型细胞内
@[

释放量为考察指

标$考察了中压离子交换色谱各分离组分的免疫活性$结果

见图
+

+

(

%

(

与对照相比$

Y

&

%:%(

(

((

与
IY\9

相比$

Y

&

%:%&

(
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+

$̂
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+

(̂

分别对应
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+

IY\9-W>-̂$
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+
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W>-̂+

+

IY\9-W>-̂(

$

W>

对应
IY\9-W>

图
+

!

IY\9-W>-̂

&

&

"

(

'对小鼠巨噬细胞
IW $̀'+:B

增殖活性的影响
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与对照相比$
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与炎症组相比$
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((

与炎症组

相比$
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+

IY\9-W>-

$̂

+

IY\9-W>-̂>

+
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+

IY\9-W>-̂(

$

W>

对应
IY\9-W>

图
(

!
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'对脂多糖&

"YT

'炎症模型
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释放的影响
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从图
+

可知$组分
IY\9-W>-̂$

+

IY\9-W>-̂>

+

IY\9-

W>-̂(

对
IW $̀'+:B

细胞皆具有较好的增殖作用$其
TH

值

分别为
&:&($

$

&:>&(

$

&:$%'

$与
IY\9-W>

组分!

TH

值为
&:$B>

#

相比$

IY\9-W>-̂>

组分的
TH

值显著提高!

Y

&

%:%(

#%

由图
(

可知$

(%:%%

#

<

'

."

的各分离组分对
@[

释放的

抑制效果有着明显差异$

IY\9-W>-̂+

对
@[

释放无抑制作

用(

IY\9-W>-̂&

+

IY\9-W>-̂$

和
IY\9-W>-̂(>

个组分对

@[

释放有抑制作用$但效果不显著(而
IY\9-W>-̂>

组分
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!
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则对
@[

释放具有显著抑制作用!

Y

&

%:%(

#$

@[

浓度可由

"YT

刺激的!

B:'%(l%:%%%

#

#

.31

降至!

':)B(l%:%%*

#

#

.31

!

Y

&

%:%(

#$抑制率为
*:$*U

%

ACC

试验活性检测结果和炎

症模型活性检测结果皆表明中压离子交换色谱分离纯化获

得的免疫活性最佳组分为
IY\9-W>-̂>

$后续研究拟将采用

低压凝胶过滤色谱继续对其进行分离纯化%

>

!

结论
中压色谱是对常压色谱的延续与发展$具有分辨率高+

分离速度快+可梯度洗脱+制备量大+可自主填充分离柱填料

等优点%目前多用于天然产物的分离纯化$在生物活性肽领

域里的应用较少$还有待进一步的研究%本研究表明中压离

子交换色谱能显著提高大米免疫活性肽
IY\9-W>

组分的免

疫活性$使其
TH

值从
&:$B>

提高到
&:>&(

!

Y

&

%:%(

#$且对细

胞内
@[

释放的抑制率为
*:$*U

!

Y

&

%:%(

#%本研究不仅得

出了中压离子交换色谱分离纯化大米免疫活性肽
IY\9-W>

组分的最佳条件$同时也为中压离子交换色谱技术在活性肽

分离纯化中的应用提供了理论依据%
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形效果的影响%研究表明$管坯的壁厚随着温度的增加而增

加$随着摩擦系数的增大而增加(翘曲程度随着摩擦系数的

增大而增加(载荷随着温度的增加而降低$随着摩擦系数的

增大而增大%本研究提出针对食品机械多界面管材的塑性

成形工艺$管件设备能够同时满足加工工艺中冷挤压与温挤

压结合的特点$材料本身质量轻$成本低$便于加工$可满足

家用面条机+和面机+食物料理机等食品机械需求%
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