
第 ３９ 卷第 ７ 期 现代化工 Ｊｕｌｙ ２０１９
２０１９ 年 ７ 月 Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

三相法分离番薯过氧化物酶
蔡　 燕ꎬ姜路云ꎬ陈华旺ꎬ韩丽玮∗ꎬ吴锦明

(南通大学化学化工学院ꎬ江苏 南通 ２２６０１９)

摘要:采用三相法(ＴＰＰ)分离纯化番薯过氧化物酶(ＳＰＰ)ꎬ以番薯过氧化物酶的酶活回收率和纯化倍数为优化目标ꎬ分别

利用单因素法和响应面分析法对其影响因素进行考察ꎮ 建立了最佳提取条件:以叔丁醇作溶剂、硫酸铵饱和度为 ６６％、粗提物

与叔丁醇体积比为 １􀆰 ０ ∶１􀆰 １３、温度为 ２６℃、ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ꎬ在最优提取条件下ꎬ其酶活回收率和纯化倍数分别达 １３３􀆰 ５％和 ３􀆰 ５ꎮ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分析结果显示 ＳＰＰ 酶蛋白主要为一条带ꎬ其分子质量约为 ４０ ｋＤａ 左右ꎮ 三相法操作简便、耗时短、成本低ꎬ此
外分离过程增强了 ＳＰＰ 酶与底物的亲和力ꎬ提高了酶活回收率ꎬ有利于工业化应用ꎮ
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　 　 过氧化物酶(ＰｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＰＯＤꎬＥＣ１􀆰 １１􀆰 １􀆰 ７)是

广泛存在于自然界的一类氧化还原酶ꎬ催化有过氧

化氢参与的多种氧化反应ꎬ属含血红素的氧化酶ꎮ
２００７ 年ꎬ Ａｌｐｅｅｖａ 等发现番薯过氧化物酶 ( ｓｗｅｅｔ
ｐｏｔａｔｏ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＳＰＰ)较辣根过氧化物酶在分析检

测反应中具有更高的灵敏度ꎬ且发光时间长、稳定性

高[１]ꎮ 目前番薯过氧化物酶在环保行业、食品工
业、医疗诊断、生物传感器等行业应用普遍[２]ꎮ 通

常利用丙酮分级分离、双水相萃取方法将过氧化物

酶初步分离ꎬ再利用硫酸铵分级沉淀法进一步纯化ꎮ
但这些分离提纯方法存在操作过程复杂、耗时长、失
酶量大、提取率低等缺点ꎮ 近年来ꎬ三相法逐步取代

盐析法应用于酶的分离纯化ꎬ是指在粗酶液中加入

盐和有机溶剂并将其混匀ꎬ离心静置后分层形成三

相ꎬ上层有机相是有机溶剂ꎬ中间沉淀相是酶蛋白沉

淀ꎬ下层水相主要包含极性化合物ꎮ 三相法操作简

便、耗时短ꎬ真正做到了一步分离ꎬ酶活回收率和纯

化倍数也较其他多步分离方法高ꎬ有利于工业化应

用[３－７]ꎮ 目前尚未见关于利用三相法分离纯化番薯

过氧化物酶的研究报道ꎮ
笔者采用三相法分离纯化番薯过氧化物酶ꎬ以

ＳＰＰ 的酶活回收率和纯化倍数为优化目标ꎬ利用单

因素法和响应面分析法对三相分离的影响因素进行

考察和优化ꎮ 通过扫描电镜(ＳＥＭ)观察分析了酶

蛋白沉淀的微观结构ꎬ并利用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳测得

了 ＳＰＰ 的分子质量ꎮ

１　 材料、试剂与仪器

１􀆰 １　 材料与试剂

番薯(本地超市购买)ꎮ 无水乙醇、叔丁醇、正
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丁醇、乙腈、异丙醇、１ꎬ４－丁二醇、硫酸铵、磷酸氢二

钠、磷酸二氢钠、愈创木酚、氢氧化钠、盐酸、乙二胺

四乙酸二钠、碳酸氢钠、氯化钠ꎬＡＲꎬ国药集团化学

试剂有限公司生产ꎻ考马斯亮蓝(Ｇ２５０)、牛血清蛋

白ꎬ索莱宝生物生产ꎮ
１􀆰 ２　 仪器

８０－１ 型医用离心机ꎬ江苏新康医疗器械有限公

司生产ꎻＸＫ９６－Ａ 型快速混匀器ꎬ上海磊固仪器有限

公司生产ꎻＴＵ－１９０１ 型紫外－可见分光光度计ꎬ北京

普析通用仪器有限责任公司生产ꎻＰＨ－１００Ａ / １００Ｂ
笔式 ｐＨ 计ꎬ邦西仪器科技上海有限公司生产ꎻ
ＥＶＯ１８ 扫描电子显微镜ꎬ德国蔡司公司生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 番薯过氧化物酶粗提液的制备

将新鲜番薯皮洗净晒干ꎬ用搅拌器粉碎ꎬ过 ２００
目筛ꎮ 取适量搅碎的番薯皮加入其 ４ 倍体积的蒸馏

水ꎬ室温浸泡 ２ ｈ 后ꎬ用 ４ 层纱布过滤并收集滤液ꎬ
将其所剩滤渣复提 １ 次ꎬ再合并 ２ 次所得滤液ꎬ在
４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上层清液即为番薯

过氧化物酶粗提液ꎬ放入 ４℃冰箱中保存备用ꎮ
２􀆰 ２　 三相法分离纯化番薯过氧化物酶

取一定体积的粗提液ꎬ边震荡边加入研磨后的

硫酸铵使粗提液达到一定饱和度ꎬ持续震荡 ２ ｍｉｎ
使其完全溶解ꎬ按一定体积比加入有机溶剂用混匀

器混匀后于室温静置 １ ｈꎬ逐渐形成三相体系ꎮ 将体

系在 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎꎬ使中间相浓缩成片

状蛋白沉淀ꎮ 除去上层有机相和下层水相ꎬ并收集

中间沉淀相ꎬ依次用少量清水和缓冲液淋洗ꎬ即得番

薯过氧化物酶ꎮ 用适量 ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ 磷酸盐缓冲溶液

(ＰＢＳ) 使中间沉淀相溶解ꎬ蒸馏水稀释定容至

１０ ｍＬꎬ对其酶活和蛋白浓度进行测定分析ꎮ
分别考查溶剂类型、硫酸铵饱和度 ( ３０％ ~

８０％)、溶剂用量(１ ~ ８ ｍＬ)、温度(２０ ~ ４０℃)、ｐＨ
(３~８)等因素对番薯过氧化物酶的酶活回收率和纯

化倍数的影响ꎮ
２􀆰 ３　 响应面分析法优化三相分离提取工艺

在单因素考察结果的基础上ꎬ选取叔丁醇用量

(Ａ)、硫酸铵饱和度(Ｂ)、温度(Ｃ)３ 个因素为自变

量ꎬ以酶活回收率和纯化倍数为响应值ꎬ进行 ３ 因素

３ 水平的响应面分析ꎮ 利用 Ｄｅｓｉｇｎ －Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６
Ｔｒｉａｌ 应用软件对实验进行设计ꎬ并对响应结果进行

分析处理[８－９]ꎮ 响应面分析因素与水平如表 １

所示ꎮ
表 １　 响应面分析因素水平表

水平 叔丁醇用量(Ａ) / ｍＬ 硫酸铵饱和度(Ｂ) / ％ 温度(Ｃ) / ℃

－１ ２ ５０ ２０

０ ４ ６０ ２５

１ ６ ７０ ３０

２􀆰 ４　 番薯过氧化物酶酶活力的测定

利用愈创木酚法测定番薯过氧化物酶的活力[２]ꎮ
取 ２􀆰 ０ ｍＬ 含 ０􀆰 ０４５ ｍｏｌ / Ｌ 愈创木酚和 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ
的过氧化氢ꎬｐＨ＝ ６􀆰 ０ 的 ＰＢＳ 缓冲液ꎬ再加入 １００ μＬ
酶液ꎮ 利用紫外－可见分光光度计检测在 ９０ ｓ 时

ＳＰＰ 在 ４７０ ｎｍ 处的吸光度变化值ꎮ
酶活力的定义:以 ２５℃下每分钟转化 １ μｍｏｌ 底

物定义为一个酶活单位(Ｕ)ꎮ
２􀆰 ５　 蛋白浓度的测定

采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法进行 测 定ꎬ 以 牛 血 清 蛋 白

(ＢＳＡ)为标准蛋白[１０]ꎮ
２􀆰 ６　 扫描电镜分析(ＳＥＭ)

将粗酶液、三相分离法得到的中间沉淀相和三

相分离过程得到的下层水相进行透析处理ꎬ真空冷

冻干燥 ２４ ｈꎬ用 Ｓ－４８００ 型高分辨场发射扫描电镜

对其蛋白沉淀的结构进行观测及分析ꎮ
２􀆰 ７　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 采用 Ｌａｅｍｍｌｉ 法进行测定[１１]ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 三相分离的单因素优化

３􀆰 １􀆰 １　 溶剂对 ＳＰＰ 三相分离结果的影响

通过正丁醇、乙腈、叔丁醇、异丙醇和 １ꎬ４－丁二

醇考察有机溶剂对 ＳＰＰ 三相分离效果的影响ꎬ结果

如表 ２ 所示ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬ在硫酸铵饱和度为

６０％、ｐＨ＝ ５􀆰 ０、温度为 ２０℃、溶剂用量与粗酶液等

体积条件下ꎬ用叔丁醇作溶剂时酶活回收率和纯化

倍数达最高ꎬ分别为 １３０􀆰 ８％和 ２􀆰 ４ꎮ 叔丁醇可以降

低体系的介电常数ꎬ增大酶蛋白上带电基团间的静

电作用力ꎬ促使其发生聚集而形成三相ꎮ 此外ꎬ叔丁

醇有较高的分子尺寸而不会渗透到酶蛋白折叠的三

维结构内ꎬ因此不会引起酶的变性[１２]ꎮ 三相法大大

提高了 ＳＰＰ 的酶活回收率(大于 １００％)ꎬ这是由于

在三相分离过程中改变了酶的构象ꎬ使其变得与底

物更为亲和ꎮ

􀅰８２１􀅰



２０１９ 年 ７ 月 蔡燕等:三相法分离番薯过氧化物酶

表 ２　 溶剂对 ＳＰＰ 三相分离的影响

有机溶剂 酶活回收率 / ％ 纯化倍数

正丁醇 １１３􀆰 ５±２􀆰 ０８ ２􀆰 ４±０􀆰 ０６

乙腈 １２０􀆰 ８±２􀆰 ０５ ２􀆰 ３±０􀆰 ０７

叔丁醇 １３０􀆰 ８±１􀆰 ７３ ２􀆰 ４±０􀆰 ０４

异丙醇 ６８􀆰 ７±２􀆰 ４５ ２􀆰 ０±０􀆰 ０４

１ꎬ４－丁二醇 １２􀆰 ４±２􀆰 ４３ １􀆰 ２±０􀆰 ０３

３􀆰 １􀆰 ２　 硫酸铵饱和度对 ＳＰＰ 三相分离结果的影响

硫酸铵饱和度在三相分离中起着重要作用ꎬ因
为其负责蛋白间的相互作用ꎬ利用盐析机理使蛋白

沉淀ꎮ 在快速震荡、ｐＨ ＝ ５􀆰 ０、温度为 ２０℃ 的条件

下ꎬ改变硫酸铵饱和度从 ３０％增加至 ８０％ꎬ并按体

积比 １ ∶１加入叔丁醇ꎮ 硫酸铵饱和度对 ＳＰＰ 三相分

离的影响如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ随着

(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 饱和度的增加ꎬＳＰＰ 的酶活回收率和纯

化倍 数 在 饱 和 度 为 ６０％ 时 达 最 高 点ꎬ 分 别 为

１３９􀆰 ５％和 ２􀆰 ７ꎮ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ 饱和度进一步增加时ꎬ
中间相的 ＳＰＰ 的选择性分配减少ꎬ酶活回收率和纯

化倍数降低ꎬ也许是过高的硫酸铵饱和度会导致酶

失活的原因ꎮ
表 ３　 硫酸铵饱和度对 ＳＰＰ 三相分离的影响

硫酸铵饱和度 / ％ 酶活回收率 / ％ 纯化倍数

３０ １３􀆰 ４±１􀆰 ８３ ０􀆰 ９±０􀆰 ０２

４０ ３８􀆰 ８±４􀆰 ８７ １􀆰 ０±０􀆰 ０３

５０ ８１􀆰 ６±２􀆰 ５６ １􀆰 ８±０􀆰 ０４５

６０ １３９􀆰 ５±１􀆰 ２２ ２􀆰 ６±０􀆰 ０５

７０ １３５􀆰 ３±１􀆰 ０２ ２􀆰 ５±０􀆰 ０７

８０ １２６􀆰 １±３􀆰 ７６ ２􀆰 ３±０􀆰 ０３

３􀆰 １􀆰 ３　 叔丁醇用量对 ＳＰＰ 三相分离结果的影响

在硫酸铵饱和度为 ６０％、ｐＨ＝ ５􀆰 ０、温度为 ２０℃
时ꎬ粗提液与叔丁醇的体积比对 ＳＰＰ 三相分离的影

响如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 可以看出ꎬ随着叔丁醇用量

的增加ꎬＳＰＰ 的酶活回收率和纯化倍数均先增加后

减少ꎬ体积比为 １ ∶１时酶活回收率和纯化倍数达最

高ꎬ分别为 １２８􀆰 ０％和 １􀆰 ８ꎮ 体系中加入叔丁醇后ꎬ
　 　 　 　 　 　 　表 ４　 叔丁醇用量对 ＳＰＰ 三相分离的影响

Ｖ(粗提液) ∶Ｖ(叔丁醇) 酶活回收率 / ％ 纯化倍数

４ ∶１ ８８􀆰 １±１􀆰 ８９ １􀆰 ３±０􀆰 ０５

２ ∶１ １００􀆰 ８±２􀆰 ３２ １􀆰 ５±０􀆰 ０４

１ ∶１ １２８􀆰 ０±１􀆰 ７７ １􀆰 ８±０􀆰 ０４

１ ∶１􀆰 ５ １２５􀆰 ５±２􀆰 ３９ １􀆰 ７±０􀆰 ０４

１ ∶２ ７５􀆰 ４±１􀆰 ０６ １􀆰 ５±０􀆰 ０４

其从水相中吸引了更多的水ꎬ水相中的盐浓度增加ꎬ
使酶蛋白在界面处沉淀ꎮ 但继续增加叔丁醇用量ꎬ
两相之间的浓度梯度减小ꎬ反而降低了 ＳＰＰ 的分离

效果ꎮ
３􀆰 １􀆰 ４　 温度对 ＳＰＰ 三相分离结果的影响

温度是影响酶和体系整体稳定性的重要参数ꎮ
在粗酶与叔丁醇体积比为 １ ∶ １、硫酸铵饱和度为

６０％、ｐＨ＝ ５􀆰 ０ 的条件下ꎬ温度对 ＳＰＰ 三相分离结果

的影响如表 ５ 所示ꎮ 由表 ５ 可以看出ꎬ随着温度的

升高ꎬ酶活回收率和纯化倍数先增加后减小ꎮ 在

２５℃时 ＳＰＰ 的酶活回收率和纯化倍数达最高ꎬ分别

为 １２３􀆰 ６％和 ３􀆰 ３ꎮ 在 ２０~２５℃条件下ꎬ叔丁醇会产

生明显的渗透性和拥挤效应ꎬ增强 ＳＰＰ 的分配ꎬ而
温度为 ２５℃以上时ꎬ渗透和拥挤效应明显减弱ꎬ酶
的热失活反而使酶活性和纯化因子降低[１１]ꎮ

表 ５　 温度对 ＳＰＰ 三相分离的影响

温度 / ℃ 酶活回收率 / ％ 纯化倍数

２０ １１７􀆰 ６±１􀆰 ２６ ３􀆰 １±０􀆰 ０６

２５ １２３􀆰 ６±１􀆰 ２８ ３􀆰 ３±０􀆰 ０６

３０ ９９􀆰 ６±１􀆰 ５４ ２􀆰 ９±０􀆰 ０５

３５ ６６􀆰 ４±１􀆰 ６８ ２􀆰 ４±０􀆰 ０４

４０ ３９􀆰 １±１􀆰 ９８ １􀆰 ８±０􀆰 ０５

３􀆰 １􀆰 ５　 ｐＨ 对 ＳＰＰ 三相分离结果的影响

ｐＨ 的变化促进了目标蛋白质净电荷的变化并

影响蛋白质的分配行为[１３]ꎮ 在(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 饱和度

为 ６０％、粗酶液与叔丁醇体积比为 １ ∶１、温度为 ２５℃
的条件下ꎬ研究不同 ｐＨ(３~８)对番薯过氧化物酶三

相分离的影响ꎬ结果如表 ６ 所示ꎮ 由表 ６ 可以看出ꎬ
在 ｐＨ＝ ５􀆰 ０ 时获得了最高酶活回收率和纯化倍数ꎬ
分别为 １３３􀆰 ９％和 ３􀆰 ４ꎬ所以 ｐＨ＝ ５􀆰 ０ 为三相分离中

的最佳验点ꎮ
表 ６　 ｐＨ 对 ＳＰＰ 三相分离的影响

ｐＨ 酶活回收率 / ％ 纯化倍数

３ １０􀆰 ３±１􀆰 ４７ ０􀆰 ３±０􀆰 ０３

４ １１７􀆰 ０±４􀆰 ５０ ２􀆰 ６±０􀆰 １８

５ １３３􀆰 ９±１􀆰 ３３ ３􀆰 ４±０􀆰 ２１

６ １２８􀆰 ０±１􀆰 ８５ ３􀆰 １±０􀆰 ０５

７ １２２􀆰 ２±２􀆰 １７ ２􀆰 ９±０􀆰 １５

８ １１２􀆰 ５±１􀆰 ０ ３􀆰 ２±０􀆰 ０７

３􀆰 ２　 响应面分析法优化 ＳＰＰ 三相分离提取工艺

试验组的试验方案及结果如表 ７ 所示ꎮ 回归模

型方差分析结果如表 ８ 所示ꎮ

􀅰９２１􀅰
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表 ７　 响应面分析结果

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７

Ａ / ｍＬ ４ ２ ４ ２ ２ ６ ４ ４ ６ ２ ４ ４ ６ ４ ６ ４ ４

Ｂ / ％ ６０ ６０ ６０ ６０ ５０ ６０ ６０ ５０ ６０ ７０ ５０ ６０ ５０ ７０ ７０ ６０ ７０

Ｃ / ℃ ２５ ２０ ２５ ３０ ２５ ３０ ２５ ２０ ２０ ２５ ３０ ２５ ２５ ２０ ２５ ２５ ３０

酶活回收率 / ％ １２５􀆰 ６０ ７５􀆰 ８１ １３１􀆰 ００ １０４􀆰 ９０ １２􀆰 ３０ １０６􀆰 ８０ １２４􀆰 ００ ３９􀆰 ５３ １１２􀆰 ８０ １０９􀆰 ３０ ３３􀆰 ５６ １２３􀆰 ８０ ８８􀆰 １８ １０４􀆰 ５０ １０７􀆰 ５０ １２３􀆰 ００ １１６􀆰 ６０

纯化倍数 ３􀆰 ４ １􀆰 ９ ３􀆰 ３ ２􀆰 ２ １􀆰 ５ ２􀆰 ９ ３􀆰 ３ １􀆰 ４ ２􀆰 ７ ２􀆰 ８ １􀆰 ７ ３􀆰 ３ ２􀆰 ５ ２􀆰 ７ ３􀆰 ３ ２􀆰 ９ ３􀆰 ０

表 ８　 回归模型方差分析表

方差来源
平方和 自由度 均方和 Ｆ 值 Ｐ 值

Ｙ１ Ｙ２ Ｙ１ Ｙ２ Ｙ１ Ｙ２ Ｙ１ Ｙ２ Ｙ１ Ｙ２

Ａ １２９９􀆰 ２８ １􀆰 １ １ １ １２９９􀆰 ２８ １􀆰 １ ４５􀆰 ０７ ４９􀆰 ７５ ０􀆰 ０００３ ０􀆰 ０００２

Ｂ ９４７４􀆰 ５２ ２􀆰 ８２ １ １ ９４７４􀆰 ５２ ２􀆰 ８２ ３２８􀆰 ６９ １２７􀆰 ９４ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１

Ｃ １０５􀆰 ７３ ０􀆰 １５ １ １ １０５􀆰 ７３ ０􀆰 １５ ３􀆰 ６７ ６􀆰 ６９ ０􀆰 ０９７０ ０􀆰 ０３６１

ＡＢ １５４６􀆰 ０２ ０􀆰 ０５８ １ １ １５４６􀆰 ０２ ０􀆰 ０５８ ５３􀆰 ６３ ２􀆰 ６１ ０􀆰 ０００２ ０􀆰 １５０２

ＡＣ ３０５􀆰 ５７ ４􀆰 ８４×１０－４ １ １ ３０５􀆰 ５７ ４􀆰 ８４×１０－４ １０􀆰 ６０ ０􀆰 ０２２ ０􀆰 ０１３９ ０􀆰 ８８６５

ＢＣ ８１􀆰 １３ ２􀆰 １０×１０－４ １ １ ８１􀆰 １３ ２􀆰 １０×１０－４ ２􀆰 ８１ ９􀆰 ５３×１０－４ ０􀆰 １３７３ ０􀆰 ９２５０

Ａ２ ３９１􀆰 ８３ ０􀆰 ２６ １ １ ３９１􀆰 ８３ ０􀆰 ２６ １３􀆰 ５９ １１􀆰 ６５ ０􀆰 ００７８ ０􀆰 ０１１２

Ｂ２ ５５１８􀆰 ４２ ０􀆰 ９６ １ １ ５５１８􀆰 ４２ ０􀆰 ９６ １９１􀆰 ４５ ４３􀆰 ３９ <０􀆰 ０００１ ０􀆰 ０００３

Ｃ２ １０３４􀆰 ４２ １􀆰 ４２ １ １ １０３４􀆰 ４２ １􀆰 ４２ ３５􀆰 ８９ ６４􀆰 ４９ ０􀆰 ０００５ <０􀆰 ０００１

残差 ２０１􀆰 ７７ ０􀆰 １５ ７ ７ ２８􀆰 ８２ ０􀆰 ０２２ 　 　 　 　

失拟项 １６３􀆰 １４ ０􀆰 ０２４ ３ ３ ５４􀆰 ３８ ８􀆰 １６×１０－４ ５􀆰 ６３ ０􀆰 ２５ ０􀆰 ０６４２ ０􀆰 ８５７３

纯误差 ３８􀆰 ６３ ０􀆰 １３ ４ ４ ９􀆰 ６６ ０􀆰 ０３３ 　 　 　 　

总离差 ２０５０２􀆰 ０８ ７􀆰 １９ １６ １６ 　 　 　 　 　 　

模型 ２０３００􀆰 ３０ ７􀆰 ０４ ９ ９ ２２５５􀆰 ５９ ０􀆰 ７８ ７８􀆰 ２５ ３５􀆰 ４２ <０􀆰 ０００１ <０􀆰 ０００１

　 　 注:Ｙ１ 为酶活回收率ꎻＹ２ 为纯化倍数ꎮ

　 　 以酶活回收率和纯化倍数为评价指标ꎬ分别对

自变量叔丁醇用量(Ａ)、硫酸铵饱和度(Ｂ)、温度

(Ｃ)进行二次方程拟合ꎬ得到二次回归模拟方程:
酶活回收率(Ｙ１) ＝ １２５􀆰 ４ ＋ １２􀆰 ７４Ａ ＋ ３４􀆰 ４１Ｂ ＋
３􀆰 ６４Ｃ － １９􀆰 ６６ＡＢ － ８􀆰 ７４ＡＣ ＋ ４􀆰 ５０ＢＣ － ９􀆰 ６５Ａ２ －

３６􀆰 ２０Ｂ２ － １５􀆰 ６７Ｃ２

纯化倍数(Ｙ２) ＝ ＋ ３􀆰 ２５ ＋ ０􀆰 ３７Ａ ＋ ０􀆰 ５９Ｂ ＋
０􀆰 １４Ｃ － ０􀆰 １２ＡＢ － ０􀆰 ０１１ＡＣ ＋ ０􀆰 ００７ ２５ＢＣ － ０􀆰 ２５Ａ２ －

０􀆰 ４８Ｂ２ － ０􀆰 ５８Ｃ２

　 　 由表 ８ 方差分析可以看出ꎬ对于酶活回收率该

模型达到显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 二次回归模型中的决定

系数是 Ａ、Ｂ、ＡＢ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２ꎬ其 Ｐｒｏｂ >Ｆ 值分别为

０􀆰 ０００ ３、 < ０􀆰 ０００ １、 ０􀆰 ０００ ２、 ０􀆰 ００７ ８、 < ０􀆰 ０００ １、
０􀆰 ０００ ５ꎬ即叔丁醇用量和硫酸铵饱和度对三相法提

取番薯过氧化物酶的影响较大ꎬ硫酸铵饱和度的影

响较为显著ꎮ
对于纯化倍数ꎬ此模型达到显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ二

次回归模型中的决定系数是 Ａ、Ｂ、Ｂ２、Ｃ２ꎬ其 Ｐｒｏｂ>Ｆ
值分别为 ０􀆰 ０００ ２、<０􀆰 ０００ １、０􀆰 ０００ １、<０􀆰 ０００ １ꎬ即
硫酸铵饱和度和温度对三相法提取番薯过氧化物酶

的影响较大ꎬ而硫酸铵饱和度的影响较为显著ꎮ
二次回归模拟方程的“Ｐｒｏｂ>Ｆ”值小于 ０􀆰 ０１ꎬ表

明该模拟二次方程非常显著ꎬ且失拟项不显著ꎬ该回

归方程拟合程度非常好ꎮ 同时ꎬ利用响应面分析法

所得到的二次回归方程是精确、可信的ꎬ可以利用该

方程模拟真实的 ３ 因素 ３ 水平的分析ꎮ
３􀆰 ２􀆰 １　 各因子交互作用对 ＳＰＰ 酶活回收率的影响

各因子交互作用对 ＳＰＰ 酶活回收率的交互影

响如图 １ 所示ꎮ
由图 １ 可以看出ꎬ温度和硫酸铵饱和度的交互

􀅰０３１􀅰
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(ａ)叔丁醇用量和硫酸铵饱和度的交互

(ｂ)叔丁醇用量和温度的交互

(ｃ)硫酸铵饱和度和温度的交互

图 １　 各因子交互作用对 ＳＰＰ 酶活回收率的

交互影响

作用对酶活回收率的影响较大ꎮ 由等高线图可以看

出ꎬ沿硫酸铵饱和度轴向的等高线变化密集ꎬ而沿温

度轴向等高线变化稀疏ꎬ说明硫酸铵饱和度对酶活

回收率大小的影响比温度更大ꎮ 由 Ｂｏｘ －Ｂｅｈｎｋｅｎ
Ｄｅｓｉｇｎ 软件分析得到较高酶活回收率的三相分离提

取的最佳工艺结果为:叔丁醇用量为 ４􀆰 ０６ ｍＬ(粗酶

液体积为 ４ ｍＬ)ꎬ硫酸铵饱和度为 ６４􀆰 ９１％ꎬ温度为

２５􀆰 ８７℃ꎬ理论上预测酶活回收率大小为 １３３􀆰 ５％ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 各因子交互作用对 ＳＰＰ 纯化倍数的影响

各因子交互作用对 ＳＰＰ 纯化倍数的交互影响

如图 ２ 所示ꎮ
由图 ２ 可以看出ꎬ硫酸铵饱和度和叔丁醇的交

互作用对纯化倍数的影响较大ꎮ 由等高线图中可以

看出ꎬ沿叔丁醇用量轴向的等高线变化密集ꎬ而沿硫

酸铵饱和度轴向的等高线变化稀疏ꎬ说明叔丁醇用

量比硫酸铵饱和度更能影响纯化倍数的大小ꎮ 由

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 软件分析得到较高纯化倍数的

三相分离提取的最佳工艺结果为:叔丁醇用量为

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)叔丁醇用量和硫酸铵饱和度的交互

(ｂ)叔丁醇用量和温度的交互

(ｃ)硫酸铵饱和度和温度的交互

图 ２　 各因子交互作用对 ＳＰＰ 纯化倍数的交互影响

４􀆰 ８ ｍＬ (粗酶液体积 ４ ｍＬ)ꎬ 硫酸铵饱和度为

６４􀆰 ５９％ꎬ温度为 ２５􀆰 ４９℃ꎬ理论上预测纯化倍数大小

为 ３􀆰 ５ꎮ
３􀆰 ３　 扫描电镜(ＳＥＭ)形貌分析

粗提法和三相法所得 ＳＰＰ 酶的 ＳＥＭ 图如图 ３
所示ꎮ

(ａ)粗提取液 (ｂ)三相分离法纯化

图 ３　 粗提法和三相法所得 ＳＰＰ 酶的 ＳＥＭ 图

由图 ３ 可以看出ꎬ粗提液中 ＳＰＰ 酶蛋白沉淀的

微观形态结构为聚集在一起的球状颗粒ꎮ 而三相分

离法形成的 ＳＰＰ 酶蛋白沉淀的微观形态结构主要

为光滑的片状结构ꎮ 三相分离法所得的 ＳＰＰ 是由

􀅰１３１􀅰
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于硫酸铵和叔丁醇的共同作用ꎬ受多方面作用力影

响而形成较明显的片状结构ꎬ并迁移到中间相并

沉淀ꎮ
３􀆰 ４　 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳分析

将三相分离法所得的 ＳＰＰ 溶液进行 ＳＤＳ －
ＰＡＧＥ 电泳分析ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 由图 ４ 可以看

出ꎬ番薯过氧化物酶的分子质量大小为 ４０ ｋＤ 左右ꎬ
该分子质量在不同来源的过氧化物酶的分子质量范

围之内[１４－１５]ꎮ 三相法分离所得到的酶蛋白沉淀的

球状颗粒周围的杂蛋白含量相较于粗提液明显

要少ꎮ

１—标准蛋白ꎻ２—三相分离法纯化的 ＳＰＰ

图 ４　 ＳＰＰ 的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳图谱

４　 结论

以酶活回收率和纯化倍数为考察指标ꎬ对三相

法提取番薯过氧化物酶的工艺条件进行优化ꎮ 在单

因素实验的基础上ꎬ选取叔丁醇用量、硫酸铵饱和

度、温度 ３ 个因素为自变量ꎬ以酶活回收率和纯化倍

数为响应值ꎬ根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计原理ꎬ采用 ３ 因

素 ３ 水平的响应面分析法确定最佳工艺ꎮ 结果表

明ꎬ以叔丁醇为溶剂ꎬ在硫酸铵饱和度为 ６６％ꎬ粗提

物与叔丁醇体积比为 １􀆰 ０ ∶１􀆰 １３ꎬ温度为 ２６℃ꎬｐＨ ＝
５􀆰 ０ 的条件下ꎬ其酶活回收率和纯化倍数分别达

１３３􀆰 ５％和 ３􀆰 ５ꎮ 三相法操作简便、耗时短、成本低ꎬ
此外分离过程增强了 ＳＰＰ 酶与底物的亲和力ꎬ大大

提高了酶活回收率ꎬ有利于工业化应用ꎮ
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