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摘 要:双水相萃取技术是一种易于放大、操作条件温和、可连续化操作的新型分离技术。本文综述了新近发展的不

同的双水相体系( 聚合物－盐－水、有机溶剂－盐－水、离子液体－盐－水、离子液体－表面活性剂－盐－水) 的性质，及萃取

( 提取) 蛋白质、氨基酸、抗生素和中药材中小分子有效成分等的影响因素; 总结了双水相萃取与其它技术的联用，展望

了双水相体系的应用前景。
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双水相体系( aqueous two－ phase system，ATPS)

由两种互不相溶的水溶液组成，在萃取过程中，分子

间氢键、盐析作用、电荷相互作用、范德华力、聚合现

象、疏水作用、界面性质作用等都扮演着十分重要的

角色。这些作用力导致待萃取物在两相间产生浓度

差异，从而实现分离。双水相萃取在提取中兼具分

离功能，具有较高的生物相溶性、易于放大、可连续

化操作、不易引起蛋白质的变性失活。该技术已经

被应用于蛋白质、核酸、氨基酸、抗生素、色素以及中

药材中的小分子化合物等产品的分离和纯化，必将

在生物工程、食品、制药等领域广泛应用。
1956 年 Albertsson 首次应用 ATPS 成功分离叶

绿素［1］。目前对 ATPS 分离技术的研究方兴未艾，新

的体系层出不穷，应用领域不断拓展。刘磊磊等［2］综

述了近 5 年来双水相技术在中药黄酮、生物碱、萜

类、多酚及其它有效成分的分离中的应用。本文就

近年来出现的新 ATPS 体系，阐述影响双水相提取分

离的因素如组成双水相体系的聚合物、有机溶剂的

种类、离子液体、表面活性剂的种类、盐的种类及浓

度、体系的 pH 等; 并介绍了新发展的双水相与其它

技术的联用。

1 双水相体系的组成及应用
盐是多数 ATPS 组成的重要成分之一，对 ATPS

萃取效果有显著影响。要求盐在水中有较大溶解度

和 解 离 度，价 格 低 廉，常 见 的 有: ( NH4 ) 2 SO4、
NaH2PO4、K2CO3、Na2SO4、K2HPO4、Na2CO3、CaCl2、
KH2PO4、NaCl 等。萃 取 酸 性 化 合 物 时，选 择 较 低

pH，一般用酸性盐或中性盐; 反之，若萃取碱性化合

物，一般选用碱性 pH，用碱性或中性盐，以保证被萃

取的化合物以分子状态存在，被萃取到上相。若被

萃取对象以 离 子 状 态 存 在，将 加 大 其 在 盐 水 相 的

分配。
( NH4 ) 2 SO4 作为一种酸性盐，溶解度大，容易操

作，且蛋白质能在该盐组成的 ATPS 中不易变性。相

比而言，Na2SO4 为中性盐，溶解度相对较小，配制的

双水相溶液若遇到温度波动容易析出 Na2SO4 固体。
报道( NH4 ) 2 SO4 组成的双水相体系可以用来分离酚

类化合物［3］、脂肪氧合酶［4］、黄连生物碱［5］、黑豆酯

酶［6］、红豆蛋白质［7］等物质。在萃取和分离脂肪氧合

酶时，研 究 者 比 较 了 多 种 盐 对 萃 取 的 影 响，

( NH4 ) 2 SO4 组成的 ATPS 提取的脂肪氧合酶活性高，

因为( NH4 ) 2 SO4 提供了合适的 pH［4］。PEG4000 与
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( NH4 ) 2 SO4 组成的 ATPS 从马铃薯中提取的 β－D－呋

喃果糖苷酶［8］，比活度、纯化倍数和萃取率均较低; 而

Na2SO4 构成的 ATPS 提取的 β－D－呋喃果糖苷酶的

比活度及纯化倍数较高。目前报道的中性盐 Na2SO4

组成 的 ATPS 萃 取 分 离 脂 肪 酶 A［9］
2 、转 化 酶［8］、丁

酸［10］等有较好的效果。由 MgSO4 组成的 ATPS 较为

少见，由 21% PEG4000 与 16% MgSO4 组成的 ATPS
萃取苦苣皂甙，萃取率为 95.12%［11］。O［mim］Br－十

二烷基硫酸钠( SDS) －盐 ATPS 提取三种抗生素( 四

环素、土霉素、氯霉素) ，发现 NaCl 组成的 ATPS 比

K2CO3、( NH4 ) 2 SO4、K2HPO4 形成的 ATPSs 更稳定，

且 NaCl 和 O［mim］Br 的需要量都较少［12］。
盐的浓度对分配系数和纯化因子也有影响。B

［mim］BF4 离 子 液 体 与 不 同 种 类 的 盐 ( NaH2PO4、
K2HPO4、( NH4 ) 2 SO4、MgSO4 ) 组成的 ATPS 提取小麦

酯酶，发现 NaH2PO4 优于其它种类的盐; 并且随着

NaH2PO4 质量分数不断增大，小麦酯酶在双水相中

的分配系数不断增大。当盐的质量分数从 15% 增大

至 25%时，分配系数 K 由 1.86 ± 0.01 增大到 7.27 ±
0.06，当盐的质量分数继续增大，小麦酯酶在双水相

中的 K 缓慢增大至 8.62 ± 0.09，但是小麦酯酶的纯化

因子 在 NaH2PO4 的 质 量 分 数 为 25% 时 达 到 最 大

( 4.23 ± 0.04 ) ，NaH2PO4 质量分数增大至 30% 时，纯

化因子降低至 1.97 ± 0.04［13］。
在 ATPS 中加入两种或两种以上的盐，能够改变

被萃取化合物在两相中的分配，加快相分离的速度。
如丙醇－K2HPO4 /KH2PO4 组成的 ATPS 中樱桃芦丁

的 K 值为 42.76; 当加入 2.5% NaCl 时，K 值提高到

51.47［14］。丙醇－ ( NH4 ) 2 SO4 ATPS 在 pH2.0 时萃取分

离蒜氨酸( ( S) －3－ ( 烯丙基亚磺酰) －L－丙氨酸) ，加

入 8.54% NaCl 后，K 值从 0.060 减小至 0.042，提取率

增大［15］。芦荟中的多糖和蛋白质在由( NH4 ) 2 SO4、
NaH2PO4 分别与 B［mim］BF4 离子液体组成的双水

相体系中的萃取率分别低于 70% 和 90%，但向体系

中加入 1.33 mol /L NaCl，多糖和蛋白质在这两种体

系中的萃取率高于 90%［16］。
可见，盐对 ATPS 的性质以及萃取的结果有重要

影响，但影响的原因尚待研究者们进一步从理论上

深入解析。组成 ATPS 的其它组分对萃取的结果影

响较大。
除了盐以外，按照 ATPS 的其他组分对其进行分

类，通 常 有 以 下 几 类: 聚 合 物 － 盐 － 水［6，17］、有 机 溶

剂－盐－水［4，18］、离子液体－盐－水［19］、离子液体－表面

活性剂－ 水［20－21］、其他体 系 如 聚 合 物1 － 聚 合 物2 －
水［22］等。

1.1 聚合物－盐－水体系

由于聚合物黏度较大，相比于两种聚合物形成

的双水相体系，聚合物－盐体系得到更多的应用。而

在聚合物－盐体系中，聚乙二醇－盐－水体系的应用最

为广泛。
1.1.1 聚乙二醇－盐－水体系 PEG 是平均分子量从

200 到 20000 的乙二醇高聚物的总称。PEG 的分子

量对形成的 ATPS 性质有较大影响，构成 PEG－盐－

水体系的双水相所使用 PEG 分子量一般介于 300～
6000 之间，但最常用的体系或萃取效率较好的双水

相体系使用的 PEG 分子量在 1500～6000 之间。PEG
分子量太小，上相的极性太大; 两相的极性差异小，

不利用分配系数的提高; 若 PEG 分子量太大，其疏水

性强，水中溶解度小，形成双水相的 PEG 浓度降低，

也不易于获得较高的提取效率。不同分子量的 PEG
对双水相的形成和性质有以下三个方面的差异: PEG
及盐在形成双水相时所需的质量分数。如在提取分

离丁酸［10］和红豆蛋白质［7］ 时，发现不同的 PEG 分子

量对相图有影响，当所选的盐质量分数一定时，随着

PEG 相对分子质量的增大，憎水程度越强，加大了相

分离的动力，因此形成双水相体系所需 PEG 的浓度

降低。PEG 分子量对萃取率有影响。萃取丁酸［10］

时，分子量为 6000 形成双水相的萃取率达到最大。
但当萃取对象为红豆蛋白质［7］ 时，PEG6000 形成的

双水相萃取率较低，可能是由于 PEG 相对分子质量

高，疏水性较大，红豆蛋白不易向上相分配。PEG 分

子量对分配系数有影响。从马铃薯中提取转化酶［8］

时发现随着 PEG 分子量的增大，分配系数增大。当

分子量超过 4000，体积排阻效应变大，分配系数反而

减小。因此，选择 PEG 分子量的大小时需要综合考

虑上述几个因素的影响。
聚乙二醇( PEG) －盐－水体系含水量高［3，23］ 且两

相容易分离，蛋白质不易变性失活，因此研究者将这

一体系用以提取生物活性的蛋白质。后来发现该体

系可以用来提取小分子物质，如酚类化合物［3］、丁

酸［10］、黄连生物碱［5］ 等能获得较好的收率，成本低，

污染小。
1.1.2 其他聚合物－盐－水体系 除了聚乙二醇以

外，质量分数为 50% 氧化乙烯和质量分数为 50% 氧

化丙烯组成的共聚物 EO50PO50 构成的 ATPS 分离

溶菌酶［24］。相对于 PEG－盐体系，该体系成本更低，

适合工业化生产。

1.2 有机溶剂－盐－水体系

与聚合物－ 盐－ 水体系相比，有机溶剂组成的

ATPS 黏度小，溶剂和萃取物易回收。组成 ATPS 的

有机溶剂一般与水可以混溶，有机溶剂的极性小，则

其相应的 ATPS 体系的上相极性小; 反之，有机溶剂

的极性大则其相应的 ATPS 体系的上相极性大。这

些体系一般不适合分离蛋白质、多肽，而用来提取分

离小分子化合物。如: 花青素［25］、白藜芦醇［26］、辣椒

素［27］、绿原酸［28］等化合物，提取时应选择适合的 pH。
例如乙醇－NaH2PO4 ATPS 萃取和分离花青素时，pH
＞3.31 花青素的回收率将会降低，pH ＞4.20 NaH2PO4

将会沉淀。当萃取生物碱［29］ 等碱性化合物时，体系

的 pH 调节在碱性范围内。总之，pH 的选择依据是

萃取的化合物在双水相中能够以分子状态存在。
乙醇－ ( NH4 ) 2 SO4 组成的 ATPS 中加入环糊精，

色氨酸光学对映体在上相与下相中的分配系数有明

显差异，从而实现对映体的分离［23］。pH 对 ATPS 萃

取分离色氨酸对映体具有显著影响，随着 pH 增大，

D－色氨酸与 L－色氨酸在双水相中的分配系数先增
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大后下降，在 pH = 3 时，D－色氨酸与 L－色氨酸的分

配系数差异最大，色氨酸对映体的分离效果最好，分

离系数( α = KD /KL ) 为 1.38。该法为手性化合物的分

离纯化提供了一种便捷、新颖的方法。
丙醇－盐－水、丙酮－盐－水 ATPS 也是常用的萃

取体系，如萃取蒽醌类化合物［30］、蒜氨酸［15］、盐酸土

霉素［31］、琥珀酸［32］等。
一般情况下，采用双水相萃取的有机化合物会

富集在上相，分配系数大，但是也有例外。当萃取的

对象与盐之间有相互作用时，可能会使萃取对象向

盐相( 下相) 富集。以丙醇－ ( NH4 ) 2 SO4 ATPS 萃取分

离蒜氨酸( ( S) －3－ ( 烯丙基亚磺酰) －L－丙氨酸) ，若

体系的 pH 小于 pI( 4.86) ，则蒜氨酸与质子结合带正

电荷，与 SO2 －
4 之间的静电作用使得其在盐相富集。

当体系的 pH ﹥ pI 时，蒜氨酸结合的质子消失而向

上相移动。体系的 pH ＞ 3.0 ( pH 介于 2.0～6.0 之间)

时，蒜氨酸的分配系数从 0.06 增大到 0.09［15］。

1.3 离子液体－盐－水体系

离子液体( ionic liquid，IL) 一般由有机阳离子和

阴离子组成。常见的有机阳离子有咪唑盐离子、季

铵盐离子、N－烷基吡啶离子等。阴离子分为有机阴

离子和无机阴离子，常用的有卤素离子、四氟硼酸根

离子、六氟酸根离子、硝酸盐及醋酸盐等。离子液体

蒸汽压低、较高的热化学稳定性。相对于由 PEG 组

成的 ATPS，离子液体的 ATPS 黏度低、不易乳化、相

分离速度快。
IL－盐－水体系常被用来分离大分子物质( 如蛋

白质、多肽、酶等) 。例如有三个课题组采用 IL－盐－
水体 系 来 分 离 牛 血 清 白 蛋 白 ( BSA ) ［33－35］。选 用

K2HPO4 是因 其 溶 解 度 大 且 具 有 提 取 BSA 适 宜 的

pH。在 ATPS 中 IL 的种类对萃取 BSA 的分配系数、
提取 效 率 等 有 较 大 影 响。BSA 在［bmim］［Br］、
［bmim］［Cl］、［OH－mim］［Cl］组成的 ATPS 中 K 值

在 1.97～3.04 之间，而类胆汁离子液体组成的 ATPS
中 BSA 的 分 配 系 数 达 到 7.68，提 高 了 2 ～ 3 倍［33］。
Chen 等［35］则比较了 8 种 IL 形成的 ATPS 对 BSA 萃

取率的影响。这 8 种 IL 分别由两种阳离子 N，N－二

甲基乙醇胺( DMEA) 、二乙基乙醇胺( DEEA) 和 4 种

阴离子丙酸( Pr) 、丁酸、戊酸、己酸构成。若 IL 的阳

离子为 DMEA，随着阴离子链长增加，双水相对 BSA
萃取 率 从 99.47% 下 降 到 64.80% ; 若 阳 离 子 为

DEEA，阴离子随着链长增加萃取率则是从 89.43%
下降到 58.70%。这表明 IL 的阳离子相同时，随着阴

离子烷基链的不断增长，离子液体的疏水性增强，

BSA 的萃取率降低。当 IL 的阴离子相同时，烷基链

长的阳离子，IL 的水溶性低，溶液的黏度增加，体系

对 BSA 的萃取率降低。因此［DMEA］［Pr］是这 8 种

离子液体中萃取 BSA 最佳的离子液体。由 1，1，3，

3－四甲基胍( 1，1，3，3－ tetramethylguandine，TMG) 阳

离子与 8 种不同的阴离子( 醋酸盐、山梨酸盐、衣康

酸盐、丙烯酸盐、甲基丙烯酸盐、乳酸盐、肉桂酸盐、
马来酸盐) 组成的 ATPS 在萃取分离 BSA 时，TMG 与

丙烯酸盐组成的离子液体( TMGA) 对 BSA 的萃取率

高，达 99.46%［34］。
四种离子液体［C4mim］［N ( CN) 2］、［C4mpyr］

Cl、［C4mim］Cl 和［C8mim］Cl 分别与磷酸盐缓冲液构

成的 ATPS 提取脂肪分解酶［36］，在 pH = 7.0 时，脂肪

酶( pI = 3.0) 带负电荷，使得亲水性增加，脂肪酶向盐

相转移。［C4mim］［N( CN) 2］－磷酸缓冲液体系对脂

肪酶的提取效果好，分配系数 K = 0.049 ± 0.003。不

仅如此，离子液体－盐－水体系还能被用来分离小分

子物质，如磺酰胺类化合物［37］、五倍子酸［38］等。

1.4 离子液体－表面活性剂－盐－水体系

在离子液体－盐－水体系中加入表面活性剂形成

新型 ATPS。当 加 入 2.33% 十 二 烷 基 苯 磺 酸 钠

( SDBS ) 时，C6 ［mim］BF4 和 C8 ［mim］BF4 与

( NH4 ) 2 SO4 溶液形成的 ATPS 遭破坏，而 C4［mim］

BF4 － ( NH4 ) 2 SO4 － 水 体 系 中，SDBS 加 入 使 形 成

ATPS 需要的 IL 量极少( 0.1% ) ，该体系可以提取糖

果中的 苏 丹 红Ⅰ－ Ⅳ［39］。C4 ［mim］Cl － PEG300 －
Na2SO4 双水相体系提取没食子酸、香草酸、丁香酸

时，分配系数大于 30.0，而在 PEG300－Na2SO4 中，三

种化合物的分配系数低于 20.0［40］。

1.5 其他体系

根据双水相形成的基本原理，研究者以聚合物

代替盐，发展了聚合物－有机溶剂－水和聚合物－聚合

物－水体系。右旋糖苷( Dx) －乙腈－水 ATPS 体系中

右旋糖苷与水分子形成氢键，与有机溶剂竞争水而

形成双水相，右旋糖苷主要分布在下层，乙腈在上

层，香草醛被提取到上层，分配系数 K = 11.30，萃取

率达 95%［41］。Wu 等［42］从人体血清白蛋白中提取免

疫球蛋白 G 时比较了四种 ATPS 对其回收率的影响，

分别为聚合物－聚合物－水体系( PEG－HPS ( 羟丙基

淀粉) －水、PEG－Dx－水体系) 和聚合物－盐－水体系

( PEG－硫酸盐－水、PEG－磷酸盐－水) ，K ＜ 1; 向体系

中加入 15% NaCl，免疫球蛋白 G 由原本向下相富集

转变为向 PEG 相富集，K ＞ 1，且在 PEG－HPS－水体

系中的回收率最高( 高于 90% ) 。以表面活性剂－木

糖醇－水组成的 ATPS 从南瓜种子中提取和纯化脂肪

酶，这三种表面活性剂组成的 ATPS 对脂肪酶的纯化

因子大小顺序: TritonX－100 ( PF ＞ 7.31 ) ＞ Tween－80
( PF ＜ 3.33) ＞ SDS［43］。

2 双水相萃取技术与其他技术的联用
ATPS 萃取方法相对于传统的提取方法而言，不

使用或少量使用有机溶剂，并且在适宜条件下选择

性较好。但该方法与传统的液－液萃取技术一样，从

成分复杂的固体样品中萃取目标组分受基质状态、
传质的影响较大，相分离的时间长。与其他技术如

微波辅助［29，44－45］、超声波辅助［46－49］、溶剂浮选［50］ 等联

用能使 ATPS 的分离时间短、选择性高，如表 1。
微波辅助的 ATPS 比单一的微波萃取或热回流

提取的方法的萃取时间短，萃取率更高。例如: 从苦

参中分离生物碱［29］，从降香黄檀叶中提取染料木黄

酮和鹰嘴豆芽素 A［44］以及从葡萄种子中分离酚醛树

脂［45］等。超声波辅助的 ATPS 技术从花椒中分离木

酯素［46］，比传统的热回流法萃取率高，木脂素的纯度
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表 1 双水相技术与其他技术的联用

Table 1 Aqueous two－phase extraction technique combined with other technologies

萃取物 双水相体系 联用技术 主要条件 结果 参考文献

生物碱 乙醇－硫酸铵 微波辅助，780 W 90 ℃，5 min 回收率为 92.09% ± 0.14% ［29］
染料木黄酮

鹰嘴豆芽素 A
乙醇－磷酸氢二钾 微波辅助，300 W 45.5 ℃，10 min

萃取率为 0.1034%
萃取率为 0.2023%

［44］

酚醛树脂 丙酮－柠檬酸铵 微波辅助 75 s 总酚的萃取率 97.10%，黄酮类
97.90%，原花色素 99.30%

［45］

( － ) －辛夷脂素 正丁醇－硫酸铵 超声辅助 40 ℃，55 min 萃取率为 15.12% ［46］
多酚 丙酮－硫酸铵 超声辅助，200 W 60 ℃，100 min 萃取率为 11.56% ［47］

茶多酚 乙醇－硫酸铵 超声辅助 45 ℃，16 min 萃取率 17.58% ［48］
茄肉总黄酮 乙醇－硫酸铵 超声辅助，640W 50 ℃，20 min 萃取率为 1.81% ［49］

黄苓苷 PEG4000－硫酸铵
溶剂浮选:

氮气流速 30 mL /min 室温，30 min 回收率大于 90% ［50］

注: 回收率指富集相中萃取物的质量与投入原料粗提液中目标物质的质量之比; 萃取率指富集相中目标萃取物的质量与投入
原料的质量之比。

高、选择性好，萃取时间也大大缩短。双水相浮选的

方法从黄苓中分离黄苓苷［50］，黄苓苷浓集系数大、以
及所需的有机溶剂量少。

3 结论及展望
ATPS 用于提取蛋白质等生物活性物质时，操作

简单，体系含水量高，在萃取过程中保持物质的构象

稳定，蛋白不易失活并获得高的萃取率。ATPS 萃取

方法用来从中药材等固体基质中提取小分子化合物

的起步较晚，它兼具固液萃取的功能和液－液萃取的

分离的功能，通过选择合适的 pH、盐、有机溶剂、聚

合物、离子液体或表面活性剂的种类和浓度，使萃取

有较强 的 选 择 性 和 良 好 的 提 取 效 率。但 是，构 成

ATPS 体系的两相极性均较强，所以该法仅适合于提

取分离极性较强的组分。在中药材提取中，由于多

种有效成分极性跨度较大，因此该技术在多组分同

时提取的应用中有较强局限性。未来，可以在双水

相技术的基础上，构建三相体系或多相体系，从而实

现多组分的高效同时提取和初步分离。这一技术因

绿色环保将在生物工程、食品、中药制药、健康产品

等领域有广泛应用。
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