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摘要：分析超速离心（AUC）技术是一种通过检测粒子在离心作用下的沉降过程，分析获

得其沉降系数、流体力学半径、摩尔质量、结合常数等水力学和热力学性质的方法，被广泛

应用于蛋白分子溶液性质的研究中。利用分析超速离心技术的沉降速率法和沉降平衡法，通

过紫外/可见光、干涉光以及荧光检测器来记录样品池中生物大分子径向浓度分布，以获得

其生物物理学特性。本文从分析超速离心技术在可溶性蛋白性质鉴定，膜蛋白性质分析以及

蛋白质自聚集分析三个方面介绍了分析超速离心技术在蛋白质性质研究中的应用。
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Abstract: Analytical ultracentrifugation has been utilized to capture the motion of

macromolecules in centrifugation field, and is widely applied in assessing protein properties in

solution, especially sedimentation coefficient, stokes radius, molecular weight, and hydrodynamic

and thermodynamic parameters, including binding affinity. Utilizing sedimentation equilibrium

and sedimentation velocity as the major experimental methods, different detectors record the

radial concentration distribution of bio-macromolecules in the sample cell, and then determine the

sedimentation properties. This paper introduces the application of analytical ultracentrifugation in
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the study of protein properties from three aspects: identification of soluble protein properties,

analysis of membrane protein properties and analysis of protein self-association.

Keywords: Analytical ultracentrifugation, Protein property research

1 引言

分析超速离心技术 (Analytical Ultracentrifuge，AUC) 可以通过监测蛋白质分子在离心

场中的沉降和扩散过程来分析其沉降系数、扩散系数、流体力学半径、摩尔质量、结合常数

等水力学和热力学性质，被广泛应用于蛋白质性质的研究[1]。1924 年，Svedberg 设计发明

了第一台分析超速离心机，用来分析胶体的尺寸与分布情况，因此获得了 1926年的诺贝尔

化学奖。同期，Svedberg利用分析超速离心技术分析测定了蛋白质的沉降系数和分子量，扩

展了分析超速离心技术的应用范围，开启了该技术在生物大分子领域中的应用[2-3]。近年来，

随着新型分析超速离心机的出现、计算能力提高、理论模型的完善，分析超速离心技术越来

越成熟，其在蛋白质研究中的应用如蛋白分子量精确测定、蛋白分子构象变化、蛋白分子相

互作用、膜蛋白、不同制剂对蛋白药物影响等方面的研究，得到了极大的促进和发展。

分析超速离心机主要由动力系统和光学检测系统组成。动力系统包括驱动系统、真空系

统、控制系统、防护系统、转子和样品池；光学检测系统分别为紫外/可见光吸收检测器、

干涉光检测器和荧光检测器[4]。紫外/可见光检测器是当样品在某波长内有吸收时，记录离心

过程中样品在转子径向上不同位置的吸光度，完成检测；干涉光检测器应用了光的干涉作用，

当光透过参比液和样品时，由于二者的折射率不同导致光程变化，在收集器上等光程的点发

生位移，干涉条纹位移距离与溶质浓度成正比。通过监测干涉条纹位移情况，可以获得溶质

浓度在转子径向上随时间的变化。荧光检测器通过二极管激光器发射出 488nm 的激发光，

经过一系列的光学元件，最终产生波长为 505-565nm的发射光到达光电倍增管（PTM），

PTM接收到的发射光信号与样品在转子径向位置的函数关系，可以作为进一步分析处理的

实验数据。

分析超速离心技术两种经典的实验方法分别是沉降速率法和沉降平衡法。沉降速率实验

是在较大的离心力作用下，样品在较短时间内全部沉降到样品池底部，在不同时间收集的数

据可以反映该时刻在不同径向位置的溶质浓度，通过解析 Lamm 方程和 Svedberg 方程可以

得到沉降系数（s）、扩散系数（D） 和 分子量（M）等信息。沉降平衡实验是在较低的转

速下，不同浓度的样品分别在不同转速下达到沉降与扩散的平衡，对沉降平衡数据进行整体

中
国
仪
器
仪
表
学
会



分析（global analysis）后得到分子量等信息[5-7]。分析超速离心数据处理程序较多，如 DCDT，

Ultrascan，SEDFIT/SEDPHAT等，由美国国立卫生研究院的 Peter Schuck 等人研发的

SEDFIT/SEDPHAT软件，由于其高可靠性、易操作和高效率，成为目前应用最为广泛的分

析软件之一。

2 分析超速离心技术蛋白性质研究中的应用

2.1 分析超速离心技术在可溶性蛋白性质鉴定中的应用

溶液中蛋白质分子量和聚合状态的测定方法主要有分析超速离心技术、多角度静态光散

射技术和分子排阻层析技术，其中分析超速离心是通过蛋白质的沉降行为，结合蛋白和溶液

的性质，利用公式和计算推导出蛋白的分子量、沉降系数等，得到的是蛋白质的绝对分子量

[8]。利用分析超速离心技术研究可溶性蛋白拟南芥 SnRK2.6（sucrose non-fermenting1-related

protein kinase 2.6）的溶液性质，分析 SnRK2.6末端一段多聚酸性氨基酸序列对其溶液性质

的影响。

采用美国 Beckman公司的分析超速离心机 ProteomeLab XL-I，选择 280 nm波长对样品

进行检测，全长蛋白 SnRK2.6和截短体蛋白 SnRK2.6 (1-332)的吸光度均在 0.8左右，50000

rpm离心 8 h样品全部沉降至样品池底部，收集数据，用 SEDFIT （14.4f版）软件进行分

析。最终得到全长蛋白 SnRK2.6和截短体蛋白 SnRK2.6 (1-332)的沉降系数分别为：2.83S和

2.9S，拟合分子量分别为：43.9 kDa 和 37.0 kDa，与理论分子量比较得到两个蛋白在溶液状

态下均以单体状态存在，与 SLS得到的结论一致，结果见图 1。同时得到了蛋白的摩擦系数、

水合半径以及轴长比等信息，详见表 1。实验结果表明，多聚酸性氨基酸序列可以引起蛋白

分子轴长比增加，在溶液中运动时摩擦系数增加，水合半径明显增大，分子排阻层析洗脱体

积明显变小。

图 1 SnRK2.6 和 SnRK2.6 (1-332)的沉降系数分析

表 1 SnRK2.6 和 SnRK2.6 (1-332)的水力学参数结果
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Protein

MW

Theoretical

(kDa)

MW

AUC

(kDa)

Sedimentation

coefficient

（S）

Frictional

ratio

（f/f0）

Stokes Radius

(nm)

a/b

(oblate)

a/b

(prolate)

SnRK2.6 41.22 43.9 2.83 1.58 3.69 8.42 7.60

SnRK2.6

(1-332)
37.88 37.0 2.90 1.38 3.04 5.02 4.68

2.2 分析超速离心技术在研究膜蛋白性质中的应用

膜蛋白是一类存在于生物膜内或与生物膜相互作用的蛋白质，包括锚定在生物膜内成为

生物膜一部分的膜内在蛋白，以及临时附着在磷脂双分子层上或内在膜蛋白上的外周膜蛋

白．内在膜蛋白镶嵌在质膜结构内且在水溶液中不稳定，在表达纯化过程中需要加入适当种

类和浓度的去垢剂，与内在膜蛋白以一定比例结合形成膜蛋白-去垢剂复合物，才能稳定存

在于水溶液中，AUC沉降速率法结合大分子的沉降轨迹和热力学定律可以对膜蛋白的性质

进行研究。通过紫外光与干涉光同时检测，分别解析数据，更全面和准确地了解蛋白质溶液

的均一性，蛋白质的分子量，聚合状态，去垢剂与膜蛋白的摩尔比等信息[9-10]。分子排阻层

析（SEC）技术可以通过与标准蛋白Maker曲线进行对比，依据洗脱体积对膜蛋白 TmrAB

的分子量进行拟合计算，从另一种角度了解膜蛋白的溶液性质．电镜负染技术可以比较直观

地对蛋白样品进行观察，大致了解膜蛋白溶液的均一性[11]。

TmrAB是一种药物转运蛋白，是由单体蛋白 TmrA（64.6kDa）和 TmrB（67.9kDa）形

成异质二聚体，我们利用分析超速离心技术对 TmrAB溶液中聚集状态进行研究。采用美国

Beckman公司的分析超速离心机 ProteomeLab XL-I，调整样品浓度至 OD280 = 0.7，20℃，

45,000 rpm的条件下进行沉降速率实验，同时进行紫外 280nm和干涉光两种检测。超速离

心 4小时后将紫外扫描数据和干涉光扫描数据导入 Setfit软件进行 c(s) 模型分析，运用

GUSSI软件进一步分析膜蛋白 TmrAB的分子量信息，得到膜蛋白 TmrAB在 DDM浓度为

0.08%的条件下拟合分子量为：150.2kDa，证明膜蛋白 TmrAB是以异二聚体的单体形式存

在，与文献报道一致。
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图 2 0.08DDM%条件下 TmrAB 的的沉降系数分布 图 3 GUSSI 分析 TmrAB 聚合状态

经过 sedfit分析发现，当去垢剂 DDM浓度为 0.08%时，膜蛋白 TmrAB 和去垢剂 DDM

的复合物沉降系数为 8.25S（如图 2），而且峰宽较窄，说明在此条件下膜蛋白 TmrAB聚合

状态非常均一。通过 GUSSI软件分析我们进一步得到（图 3），在 DDM浓度为 0.08%的条

件条件下，去垢剂与蛋白质复合情况为 0.396gDDM/gTmrAB，去垢剂 DDM 与膜蛋白 TmrAB

的摩尔比为 116:1，复合物的分子量为 209.7kDa（见表 2）。

表 2 TmrAB 的分子量分析结果

Concentration

of DDM

molar ratio

DDM: Pro

Theoretical Mw

of TmrAB

Calculated Mw

of TmrAB

Theoretical Mw

of TmrAB-DDM

Calculated Mw

of TmrAB-DDM

0.08% 116:1 132.5 kDa 150.2 kDa 194.3 kDa 209.7(kDa)

2.3 分析超速离心技术在蛋白质自聚集研究中的应用

蛋白质特异性自聚集形成同源二聚体或更高聚合态的寡聚体是生物系统中的一种普遍

现象，是生命活动中重要的调节机制。二聚体或寡聚体的形成可以增加蛋白质不同的结构和

功能优势，如提高稳定性，调节活性等[12]。分析超速离心技术可以通过监测蛋白质分子在

离心场中的沉降和扩散过程来表征其相互作用结果，多种光学检测系统可以对蛋白质单体及

其复合物的信号进行定量分析，提供了一种解析蛋白质复合物化学计量比和确定蛋白质结合

情况的有效途径，已被广泛应用于亲和力在 pM到 mM之间的蛋白质自聚集系统研究[13-14]。

本文首先以常见商用蛋白β-lactoglobulin (βLGB) 的同型二聚作为模型，建立应用沉降速

率法研究蛋白质自聚集的标准方法。采用美国Beckman公司的分析超速离心机Optima AUC，

将βLGB浓度调整至 230 µM，100 µM，50 µM，20 µM，10 µM，2 µM，1 µM和 0.5 µM，

在 20 ℃，50,000 rpm的条件下进行沉降速率（SV）实验，同时选择紫外波长 280 nm和 230

nm两种检测方式，每 6 min采集一次数据，待样品全部离心至样品池底部时停止扫描，收

集数据。运用 SEDFIT（16-1c版）软件对不同浓度下样品进行数据分析，得到最佳拟合曲
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线，然后将拟合数据导入 GUSSI软件，标记不同浓度，生成 sw-isotherm文件，最后将 isotherm

文件导入 SEDPHAT，运用“Monomer-Dimer Self-Association”模型进行拟合（图 4）得到βLGB

的自聚集解离常数为 Kd = 1.82±0.31 µM，与文献报道基本一致[15]，说明实验方法可靠。

图 4 βLGB.的自聚集分析

本文进一步利用该方法对脱落酸(ABA)受体蛋白 PYL3，以及结合 ABA的 PLY3的自聚

集平衡常数进行了测定。经过预实验最终选择 PYL3蛋白浓度梯度为 128 µM，64 µM，32 µM，

16 µM，4 µM和 2 µM，分别利用 280 nm紫外吸收数据和干涉光数据对各浓度下实验结果

进行 c(s)分布拟合，再用 SEDPHAT软件进行自聚集常数分析，两种检测方式得到的结果相

近，溶液中 PYL3 蛋白自聚集平衡常数 Kd=2.06 µM（见图 5）。对 PYL3+ABA复合物进行

相同的沉降速率实验分析，结果显示与 ABA结合的 PYL3 蛋白自聚集平衡常数 Kd=82.90

µM，说明 ABA的加入，促进了 PYL3 二聚体的解离，与文献研究结果一致，进一步说明了

用 AUC-SV方法测定蛋白质自聚集亲和力的准确性。中
国
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图 5 PYL3 的自聚集分析

3 结论与展望

溶液中蛋白质分子量和聚合状态的测定方法主要有分析超速离心技术、多角度静态光散

射技术和分子排阻层析技术，多角度静态光散射技术是通过样品分离过程中对紫外信号、光

散射信号、示差信号的综合分析，无需标准品作参照，即可得到准确的样品分子量及其分布。

分子排阻层析是根据样品的大小和形状对样品进行分离，测定过程中需要用已知分子量的标

准品做标准曲线，对于样品的形状、带电性等要求较高，更适于近球形的蛋白样品测定。其

中分析超速离心是通过蛋白质的沉降行为，结合蛋白和溶液的性质，利用公式和计算推导出

蛋白的分子量、沉降系数等，得到的是蛋白质的绝对分子量。

传统测定膜蛋白性质的方法都具有一定的局限性，比如 SDS-PAGE能从一定程度上判

断蛋白的纯度，粗略估算分子量，分子排阻层析可以通过出峰情况大致判断膜蛋白均一性，

由于去垢剂的存在无法准确计算分子量，电镜负染仅可以直观的确定蛋白质均一情况。而采

用分析超速离心方法既可以根据 C（s）分布判断膜蛋白的均一性和纯度，也可以运用 setfit

和 GUSSI软件分析得到膜蛋白分子量、聚合状态、膜蛋白-去垢剂复合物的组成情况等多种

信息，是一种研究膜蛋白性质的可靠手段。

由于蛋白质自聚集系统中是同一种蛋白质以不同聚合状态存在，蛋白质自聚集亲和力分

析具有一定的难度，常见的表面等离子体共振技术 (SPR) 、微量热泳动技术 (MST) 、生物
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膜干涉技术 (BLI) 等生物分子相互作用分析方法主要用来检测不同蛋白质之间的相互作

用。分析超速离心技术 (Analytical Ultracentrifuge，AUC) 可以通过监测蛋白质分子在

离心场中的沉降和扩散过程来表征其相互作用结果，多种光学检测系统可以对蛋白质单体及

其复合物的信号进行定量分析，提供了一种解析蛋白质复合物化学计量比和确定蛋白质结合

情况的有效途径。

基于扎实的热力学和流体力学理论，分析超速离心技术在蛋白质研究中得到越来越广泛

的应用，但也存在一定的局限性。分析超速离心技术要求被检测样品纯度高、浓度适宜，对

于细胞裂解液、血浆、尿液等含有高浓度、复杂成分的样品无法直接测量，但随着荧光检测

器的发展和数据处理软件的优化，有望实现对高浓度样品或复杂成分样品的有效检测．目前

已有部分应用案例如对高浓度的单克隆抗体以及模拟的人血浆样品的测试分析。分析超速离

心机还可以进一步整合其他检测手段，如光散射检测法，扩展分析超速离心技术的应用范围。

此外，目前的分析超速离心数据处理软件操作繁杂，进一步优化数据处理过程，也是未来的

发展方向之一。
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