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摘要:通过酶解法从嗜盐菌发酵液中获得高纯度、高分子质量的聚－３－羟基丁酸酯(ＰＨＢ)ꎬ分别采用高温处理与胞壁酸酶

酶解 ２ 种方法对嗜盐菌细胞进行破壁ꎬ再通过中碱性蛋白酶进一步酶解纯化ꎮ 结果表明ꎬ１２１℃下高温处理可有效实现嗜盐菌

细胞破壁ꎬ但高温环境使 ＰＨＢ 分子质量降低了 ３０％~ ４０％ꎻ在 ５０℃、ｐＨ ６ 条件下添加 ０􀆰 ３％胞壁酸酶酶解 ６０ ｍｉｎ 破壁效果最

好ꎬ且分子质量可维持在 １０％以内ꎻ在 ７０℃、ｐＨ １０ 条件下添加 ０􀆰 ０４５％中碱性蛋白酶酶解 ６０ ｍｉｎ 纯化效果最好ꎬ所得 ＰＨＢ 纯度

可达 ９７％以上ꎮ 最后与市售 ＰＨＢ 进行对比ꎬ确认了所得 ＰＨＢ 的化学结构及热性能ꎮ 酶的特异性水解保证了 ＰＨＢ 结构不受破

坏ꎬ胞壁酸酶－中碱性蛋白酶结合酶解法可以得到高纯度、高分子质量的 ＰＨＢꎬ无需其他化学试剂辅助ꎮ
关键词:聚－３－羟基丁酸酯ꎻ高温处理ꎻ酶解ꎻ提取ꎻ纯化
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　 　 化学合成塑料的不可降解性使得其大量堆积ꎬ
焚烧或掩埋产生的大量二氧化碳及其他氮、磷、硫化

物对空气和土壤结构造成极大危害[１－２]ꎬ开发新型

可降解塑料是未来塑料工业发展的主流方向ꎮ 聚羟

基脂肪酸酯(ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅｓꎬＰＨＡ)是一类由

３－羟基酸单体组成的生物聚酯ꎬ具有与化学合成塑

料相类似的热塑性[３－４]ꎬ可以在自然环境中被微生

物完全降解ꎬ是当前可降解塑料研究的热点之一ꎮ
聚－３－羟基丁酸酯(Ｐｏｌｙ－３－ｈｙｂｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅꎬＰＨＢ)
就是 ＰＨＡ 的典型代表ꎮ

ＰＨＡ 是通过微生物发酵产生并作为细胞内积

累的碳和能量贮存物质ꎬ依照提取原理的不同ꎬ其提

􀅰７３１􀅰
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取工艺目前主要分为有机萃取法与物化裂解法两大

类[５－６]ꎮ 有机萃取法(尤其是氯仿萃取)是目前实验

研究中最常用的方法之一[７－９]ꎬ通过向细菌中加入

ＰＨＡ 亲和试剂ꎬ改变细胞膜通透性ꎬ选择性溶解

ＰＨＡꎬ从而达到 ＰＨＡ 与细菌菌体分离的目的ꎬ所得

ＰＨＡ 纯度高、分子链结构保持完好ꎮ 但在实际生产

中ꎬ大量有机试剂的使用无疑会对环境和操作人员

的健康产生危害ꎬ有机溶剂的回收也消耗大量能量ꎮ
机械破碎法[１０]和化学消解法[１１－１３] 虽然会减少有机

溶剂的使用ꎬ但往往也会因为不能特异性去除杂质

导致 ＰＨＡ 纯度低和高剂量添加剂的使用导致 ＰＨＡ
降解ꎮ 相比之下ꎬ酶解法会特异性降解细胞杂质获

得高纯度 ＰＨＡꎬ同时ꎬ相对温和的提取条件不会破

坏 ＰＨＡ 结构导致降解ꎬ是一种无需使用有机溶剂的

绿色提取方法ꎮ
酶解法是通过投加可溶解细胞壁及细胞膜的生

物酶ꎬ如蛋白酶、胞壁酸酶、核酸酶等ꎬ利用酶的靶向

特异性消解及水解催化作用ꎬ破坏菌体的细胞壁和

细胞膜结构以达到酶解破壁的目的[１４]ꎮ 酶解法最

早是由 Ｚｅｎｅｃａ 公司开发作为溶剂萃取的替代方

法[１５]ꎮ 当前大部分酶解提取 ＰＨＡ 的方法都较为复

杂ꎬ需要机械破碎或化学消解进行辅助ꎬ最典型的工

艺是先进行热处理ꎬ然后进行酶解、表面活性剂处

理ꎬ最后 Ｈ２Ｏ２ 脱色[１５－１７]ꎮ Ｙａｓｏｔｈａ Ｋａｔｈｉｒａｓｅｒ 等[１８]

对菌体进行 １２１℃高温预处理后ꎬ先后采用蛋白酶

酶解与十二烷基硫酸钠、乙二胺四乙酸消解ꎬ所得

ＰＨＡ 纯度达 ９２􀆰 ６％ꎮ 陈国强等[１９] 通过对细菌发酵

液进行 １００℃以上的过热处理后ꎬ结合表面活性剂、
蛋白酶或漂白剂等联合处理ꎬ得到纯度在 ９０％以上

的 ＰＨＡꎮ Ａｎｄｒｅｉａ Ｎｅｖｅｓ 等[２０] 通过对热处理后的细

菌酶解ꎬ使细菌膜裂解得到纯度为 ９４％的 ＰＨＡꎬ且
不需要使用表面活性剂、洗涤剂或次氯酸钠等化学

物质来辅助细胞破坏ꎮ
因此ꎬ笔者对高温破壁与胞壁酸酶酶解破壁进

行对比ꎬ并通过胞壁酸酶与中碱性蛋白酶相结合的

酶解方式从嗜盐菌发酵液中提取高纯度、高分子质

量的 ＰＨＢꎮ

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 材料

嗜盐菌发酵液ꎬＰＨＢ 质量分数为 ６０％ ~７０％ꎬ中
粮营养健康研究院有限公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 仪器与试剂

ＦＥ３８－Ｓｔａｎｄａｒｄ 电导率仪ꎬ梅特勒托利多科技有

限公司生产ꎻＳＸ－７００ 多功能高压蒸汽灭菌锅ꎬ日本

Ｔｏｍｙ Ｄｉｇｉｔａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ 公司生产ꎻＦＤ８－６ 立式冷冻干

燥机ꎬ金西盟仪器有限公司生产ꎻ６Ｂ－５６ 智能消解

仪ꎬ江苏盛奥华环保科技有限公司生产ꎻ７８９０Ｂ 气相

色谱仪ꎬ美国安捷伦科技有限公司生产ꎻ１２６０ 渗透

凝胶色谱仪ꎬ美国安捷伦科技有限公司生产ꎮ
无水甲醇ꎬ色谱纯ꎬ上海安谱实验科技股份有限

公司生产ꎻ三氯甲烷ꎬ色谱纯ꎬ上海安谱实验科技股

份有限公司生产ꎻ胞壁酸酶ꎬ诺维信生物技术有限公

司生产ꎻ中碱性蛋白酶ꎬ诺维信生物技术有限公司生

产ꎻ标准 ＰＨＢꎬ珠海麦得发生物科技股份有限公司

生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 高温破壁实验

将发酵液多次离心水洗直至上清液电导率小于

１０ ｍＳ / ｃｍꎬ得到洗净的湿菌体ꎬ并重悬为 ３０％的悬

浮液ꎬ进行高温破壁实验ꎮ 分别在 ９０、１０５、１２１℃下

对悬浮液高温处理 １５ ｍｉｎꎮ 其中 １０５℃和 １２１℃的

高温处理在高温灭菌锅中进行ꎬ９０℃ 的实验在水

浴中进行ꎮ 通过检测所得 ＰＨＢ 纯度与分子质量ꎬ
分析不同热处理温度对 ＰＨＢ 的影响ꎬ得到最佳破

壁温度ꎮ
２􀆰 ２　 胞壁酸酶破壁实验

采用同样的方法洗净菌体进行胞壁酸酶酶解破

壁实验ꎮ 在胞壁酸酶酶解实验中ꎬ酶解温度、时间及

酶添加质量分数分别设定为 ６０℃、６０ ｍｉｎ 和 ０􀆰 ４％ꎬ
分析 ｐＨ 在 ３ ~ ７ 范围之间对酶解产物 ＰＨＢ 纯度及

分子质量的影响ꎻ酶解 ｐＨ、时间及酶添加质量分数

分别设定为 ６、６０ ｍｉｎ 和 ０􀆰 ４％ꎬ探究 ３０ ~ ７０℃内不

同温度对产物纯度及分子质量的影响ꎻ酶解温度、
ｐＨ 及酶添加质量分数分别设定为 ６０℃、６ 和 ０􀆰 ４％ꎬ
分析了 １５~１２０ ｍｉｎ 不同时间下 ＰＨＢ 纯度及分子质

量的变化规律ꎻ酶解温度、ｐＨ 及时间分别设定为

５０℃、６ 和 ６０ ｍｉｎꎬ分析 ０􀆰 １％ ~ ０􀆰 ４％不同酶添加质

量分数对提取产物纯度及分子质量的影响ꎮ 酶解完

成后迅速降温ꎬ水洗离心后冷冻干燥 ４８ ｈꎬ得到

ＰＨＢ 粗品ꎮ 通过检测纯度与分子质量ꎬ确定最佳胞

壁酸酶酶解条件ꎮ
２􀆰 ３　 酶解纯化实验

将胞壁酸酶酶解后得到的 ＰＨＢ 粗品进行中碱

性蛋白酶酶解ꎬ酶解温度、时间及酶添加质量分数分

别设定为 ６０℃、６０ ｍｉｎ 和 ０􀆰 ０１５％ꎬ分析了 ｐＨ 在 ７~
１１ 范围之间对酶解产物 ＰＨＢ 纯度及分子质量的影
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响ꎻ酶解 ｐＨ、时间及酶添加质量分数设定为 ９、
６０ ｍｉｎ 和 ０􀆰 ０１５％ꎬ探究 ４０ ~ ８０℃ 内不同温度对产

物中纯度及分子质量的影响ꎻ酶解温度、ｐＨ 及酶添

加质量分数分别设定为 ６０℃、９ 和 ０􀆰 ０１５％ꎬ分析了

１０~１２０ ｍｉｎ 不同时间下对酶解产物纯度及分子质

量的影响ꎻ酶解温度、ｐＨ 及时间分别设定为 ６０℃、６
和 ６０ ｍｉｎꎬ分析 ０􀆰 ００４ ５％~０􀆰 ０７５％不同酶添加质量

分数对提取产物纯度及分子质量的影响ꎮ 酶解完成

后迅速降温ꎬ水洗离心ꎬ冷冻干燥 ４８ ｈꎬ得到 ＰＨＢ 粉

末ꎮ 通过检测纯化后 ＰＨＢ 的纯度与分子质量ꎬ确定

中碱性蛋白酶的最佳酶解条件ꎮ
此外ꎬ取同批次发酵菌液在 １２１℃下进行高温

破壁处理后ꎬ在中碱性蛋白酶最佳酶解条件下纯化ꎬ
所得 ＰＨＢ 粉末与胞壁酸酶－中碱性蛋白酶酶解法所

得的纯度及分子质量进行对比ꎮ
２􀆰 ４　 聚 ３－羟基丁酸酯的纯度测定

参考文献[２１]中关于酯化液的配置方法ꎬ将
３５ ｍｇ 待测样溶于三氯甲烷和酯化液的混合溶液中

高温消解 ４ ｈꎬ冷却至室温后加入 １ ｍＬ 超纯水ꎬ震荡

１５ ｍｉｎꎬ静置 １ ｈꎬ取有机相过滤待测ꎮ 利用气相色

谱内标法定量ꎬ得到样品 ＰＨＢ 的质量分数(即纯

度)ꎮ 气相色谱工作条件:色谱柱采用Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＰ－５ 柱

(３０ ｍ×０􀆰 ３２ ｍｍꎬ０􀆰 ２５ ｍｍ)ꎬ流动相流量为 ２ ｍＬ / ｍｉｎꎬ
压力为 ６９􀆰 ２２ ｋＰａꎬ载气为高纯氮气ꎮ
２􀆰 ５　 聚 ３－羟基丁酸酯的分子质量测定

以三氯甲烷为溶剂配制 １０ ｍｇ / ｍＬ 的 ＰＨＢ 溶

液ꎬ高温消解 １２０ ｍｉｎꎬ过滤待测ꎮ
凝胶渗透色谱工作条件:ｗａｔｅｒｓ ２４１４ 示差检测

器ꎻＡｇｉｌｅｎｔ ＰＬｇｅｌ ５ μｍ ＭｉＸＥＤ－Ｃ (ｍａｄｅ ｉｎ ＧＢ)色谱

柱ꎬ流动相为氯仿ꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温为 ３５℃ꎮ
２􀆰 ６　 聚 ３－羟基丁酸酯表征与性能测试

利用核磁共振氢谱( １ＨＮＭＲ)分析 ＰＨＢ 化学结

构ꎻ利用热失重仪(ＴＧＡ)分析 ＰＨＢ 热降解温度ꎻ利
用差示扫描量热仪(ＤＳＣ)分析 ＰＨＢ 热性能ꎮ

３　 结果与分析

３􀆰 １　 高温破壁实验结果分析

高温破壁不同温度下所得 ＰＨＢ 粗品的纯度及

分子质量如表 １ 所示ꎮ 从表 １ 中可以看出ꎬ在 ９０℃
与 １０５℃下所得 ＰＨＢ 纯度相近ꎬ分子质量随温度的

升高而降低ꎻ在 １２１℃ 条件下ꎬＰＨＢ 纯度最高ꎬ为
８７􀆰 ５９％ꎬ但同时其分子质量下降也最为明显ꎬ降解

了近 ４１％ꎮ 可见温度越高越有助于细胞破壁ꎬ所得

ＰＨＢ 纯度越高ꎬ但分子链断裂也越严重ꎮ

表 １　 高温破壁实验结果

温度 / ℃ ＰＨＢ 纯度 / ％ 重均分子质量 / (ＷＤａ)

９０ ７６􀆰 ０７ ８２􀆰 ２３

１０５ ７７􀆰 ４３ ７２􀆰 ４１

１２１ ８７􀆰 ５９ ５４􀆰 １０

　 　 注:此批原始菌体 ＰＨＢ 质量分数为 ７１％ꎬ重均分子质量为

９１􀆰 ４１ ＷＤａꎮ

３􀆰 ２　 胞壁酸酶酶解破壁实验结果分析

胞壁酸酶不同酶解条件下 ＰＨＢ 的纯度与分子

质量如图 １ 所示ꎮ 从图 １(ａ)中可以看出ꎬ在 ｐＨ 为

３~６ 范围内ꎬ随着 ｐＨ 的升高产物中 ＰＨＢ 纯度呈缓

慢增长ꎬ整体变化不大ꎬ当 ｐＨ ＝ ７ 时纯度陡然降低ꎬ
说明胞壁酸酶在中性环境中活性受到抑制ꎬ在弱酸

性环境中能更好地发挥酶解作用ꎬ考虑到酸性环境

对反应容器的影响ꎬ选 ｐＨ ＝ ５ ~ ６ 为最佳ꎮ 从图 １
(ｂ)中可以看出ꎬ在 ３０ ~ ５０℃ 范围内ꎬ产品中 ＰＨＢ
纯度随温度的升高而升高ꎬ在 ５０℃后ꎬＰＨＢ 纯度略

有波动ꎬ但整体变化不大ꎬ考虑能耗成本及后续还会

进一步纯化ꎬ选择 ５０℃ 为最佳反应温度ꎮ 从图 １
(ｃ)中可以看出ꎬＰＨＢ 纯度随着酶解时间的延长而

增长ꎬ６０ ｍｉｎ 后趋于平衡ꎬ嗜盐菌菌体已破壁完全ꎬ
所以选取 ６０ ｍｉｎ 为最佳酶解时间ꎮ 从图 １(ｄ)中可

以看出ꎬＰＨＢ 纯度随着胞壁酸酶添加量的增加而升

高ꎬ在胞壁酸酶添加质量分数达到 ０􀆰 ３％后趋于平

衡ꎬ所以以 ０􀆰 ３％为最佳酶添加量ꎮ 因此ꎬ最佳反应

条件为酶添加质量分数为 ０􀆰 ３％、ｐＨ ＝ ６、反应温度

为 ５０℃、反应时间为 ６０ ｍｉｎꎬ在该条件下 ＰＨＢ 纯度

可达到 ７５􀆰 ０％ꎮ

(ａ)不同 ｐＨ 下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

(ｂ)不同温度下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量
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(ｃ)不同时间下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

(ｄ)不同酶添加质量分数下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

１—纯度ꎻ２—重均分子质量

图 １　 胞壁酸酶不同酶解条件下 ＰＨＢ 的

纯度与分子质量
　 　 注:此批原始菌体 ＰＨＢ 的质量分数为 ６０􀆰 ９４％ꎬ重均分子质量为

７６􀆰 ８８ ＷＤａꎮ

经凝胶渗透色谱检测ꎬ分子质量整体变化不大ꎬ
受酶解条件影响较小ꎬ且与此批初始菌体中 ＰＨＢ 分

子质量 ７６􀆰 ８８ ＷＤａ 相比ꎬ分子质量下降维持在 １０％
以内ꎬ说明胞壁酸酶只特异性针对细胞壁酶解破壁ꎬ
温和的酶解环境对 ＰＨＢ 分子结构影响较小ꎬ能很好

地保留其聚合度ꎮ
３􀆰 ３　 中碱性蛋白酶酶解纯化实验结果分析

采用中碱性蛋白酶对胞壁酸酶破壁后的 ＰＨＢ
粗品进一步纯化ꎮ 中碱性蛋白酶不同酶解条件下

ＰＨＢ 的纯度与分子质量如图 ２ 所示ꎬ由于发酵后的

菌体中除 ＰＨＢ 外含量最多的物质为蛋白质ꎬ采用蛋

白酶酶解可以有效降解杂质ꎬ提高 ＰＨＢ 纯度ꎮ 从图

２(ａ)中可以看出ꎬ随着 ｐＨ 的升高ꎬＰＨＢ 纯度呈增长

趋势ꎬ当 ｐＨ＝ １０ 时达到最高值ꎻ继续增大 ｐＨꎬＰＨＢ
纯度明显下降ꎬ由此可知ꎬ中碱性蛋白酶在 ｐＨ ＝ １０
时活性最强ꎬ继续增大 ｐＨ 不利于发挥酶解活性ꎬ酶
解效果差导致所得 ＰＨＢ 纯度降低ꎬ所以取 ｐＨ ＝ １０
为最佳ꎮ 从图 ２( ｂ)中可以看出ꎬ在 ４０ ~ ７０℃ 范围

内ꎬＰＨＢ 纯度随温度升高而升高ꎬ７０℃ 时达到最高

值ꎻ继续升高温度ꎬＰＨＢ 纯度开始下降ꎬ蛋白酶在

７０℃时酶解活性最好ꎬ继续升高温度会导致蛋白酶

受损ꎬ活性降低ꎬ导致 ＰＨＢ 纯度降低ꎬ所以温度选定

７０℃ꎻ从图 ２ ( ｃ) 中可以看出ꎬ ＰＨＢ 纯度在酶解

６０ ｍｉｎ 后趋于平衡ꎬＰＨＢ 粗品中的主要杂质蛋白质

已被降解完全ꎬＰＨＢ 纯度已达到最高ꎬ所以最佳酶

解时间为 ６０ ｍｉｎꎮ 从图 ２(ｄ)中可以看出ꎬ随着蛋白

酶添加质量分数的增加 ＰＨＢ 纯度升高ꎬ在蛋白酶添

加质量分数达到 ０􀆰 ０４５％后趋于平衡ꎬ所以酶添加

质量分数为 ０􀆰 ０４５％ꎮ 基于上述研究结果ꎬ最佳酶

解纯化条件为酶添加质量分数为 ０􀆰 ０４５％、ｐＨ ＝ １０、
反应温度为 ７０℃、反应时间为 ６０ ｍｉｎꎬ在该工艺条

件下ꎬ所得 ＰＨＢ 的纯度可达 ９７􀆰 ５％ꎮ

(ａ)不同 ｐＨ 下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

(ｂ)不同温度下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

(ｃ)不同时间下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

(ｄ)不同酶添加质量分数下 ＰＨＢ 的纯度与分子质量

１—纯度ꎻ２—重均分子质量

图 ２　 中碱性蛋白酶不同酶解条件下 ＰＨＢ 的

纯度与分子质量
　 　 注:此批原始菌体 ＰＨＢ 含量为 ７４􀆰 ５８％ꎬ经胞壁酸酶酶解后 ＰＨＢ
粗品纯度为 ８３􀆰 ４７％ꎬ原始重均分子质量为 ６９􀆰 ２４ ＷＤａꎮ
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经凝胶渗透色谱检测ꎬ此批初始菌体中 ＰＨＢ 分

子质量为 ６９􀆰 ２４ ＷＤａꎬ经胞壁酸酶、中碱性蛋白酶一

系列酶解后ꎬＰＨＢ 分子质量下降程度维持在 １５％左

右ꎬ受酶解环境条件影响较小ꎬ说明中碱性蛋白酶纯

化能够最大程度地保留聚合度ꎬ保证 ＰＨＢ 的品质ꎮ
３􀆰 ４　 提取方法比较

为了更好地比较高温破壁－蛋白酶纯化与胞壁

酸酶破壁－蛋白酶纯化 ２ 种方法ꎬ采用同一批菌液ꎬ
在 １２１℃与最佳酶解条件下进行试验ꎮ 经过对比不

同破壁方式可以发现(如表 ２ 所示)ꎬ高温破壁所得

ＰＨＢ 纯度高于胞壁酸酶破壁ꎬ说明 １２１℃高温环境

更有利于细菌中核酸、蛋白质变性ꎬ协助细胞裂解ꎬ
使更多的 ＰＨＢ 流出ꎮ 但通过对比分子质量变化情

况可以发现ꎬ１２１℃处理后的 ＰＨＢ 分子质量下降更

为严重ꎮ 推测高温、高压的极端环境在使细胞涨破

的同时也破坏了 ＰＨＢ 的结构ꎬ使其大幅降解ꎮ 而胞

壁酸酶可以特异性破坏细菌细胞壁中主要成分糖蛋

白中的糖苷键ꎬ进而导致细胞壁破损ꎬ细胞内容物流

出ꎬ酶解过程不破坏 ＰＨＢꎮ 虽然胞壁酸酶破壁－蛋
白酶纯化法在破壁阶段的纯度略低ꎬ但经过中碱性

蛋白酶纯化后纯度也能达到 ９７％以上ꎬ且 ＰＨＢ 分子

质量下降可维持在 １５％以内ꎬ酶的特异性决定了其

只会对细胞壁及蛋白质进行降解ꎬ可以最大程度地

保护 ＰＨＢ 的结构和性能ꎮ ＰＨＢ 分子质量会直接影

响其抗拉强度等力学性能ꎬ因此在提取高纯度 ＰＨＢ
同时要尽可能地避免其在此过程中发生降解ꎬ对破

壁和纯化 ２ 个步骤全部采取酶解的方法不仅可以得

到高纯度的 ＰＨＢꎬ酶的特异性也很好地保证了 ＰＨＢ
结构不受破坏ꎮ

表 ２　 不同破壁处理条件下中碱性蛋白酶纯化结果

处理方式
破壁后 ＰＨＢ

纯度 / ％
纯化后 ＰＨＢ

纯度 / ％
重均分子质量 /

(ＷＤａ)

高温破壁－中碱性蛋白

　 酶纯化

８８􀆰 ４２ ９７􀆰 ７９ ４６􀆰 ２３

胞壁酸酶破壁－中碱性

　 蛋白酶纯化

８３􀆰 ４７ ９７􀆰 ５０ ６０􀆰 ６０

　 　 注:该批原始菌体 ＰＨＢ 质量分数为 ７４􀆰 ５８％ꎬ重均分子质量为

６９􀆰 ２４ ＷＤａꎮ

３􀆰 ５　 性能表征

为了更全面地分析酶解法所提取的 ＰＨＢ 的物

理化学性质ꎬ将胞壁酸酶－中碱性蛋白酶法提取的

ＰＨＢ 与市售标准 ＰＨＢ 进行了比较ꎮ 酶法提取的

ＰＨＢ 与市售 ＰＨＢ 的 １ＨＮＭＲ、ＴＧＡ、ＤＳＣ 表征结果如

图 ３ 所示ꎮ

(ａ) １ＨＮＭＲ 表征

(ｂ)ＴＧＡ 表征

(ｃ)ＤＳＣ 表征

１—市售 ＰＨＢꎻ２—酶法提取的 ＰＨＢ

图 ３　 酶法提取的 ＰＨＢ 与市售 ＰＨＢ 的
１ＨＮＭＲ、ＴＧＡ、ＤＳＣ 表征

从图 ３(ａ)中可以看出ꎬ通过 １ＨＮＭＲ 化学结构

分析可以观察到在 δ 为 １􀆰 ２５、２􀆰 ５０ ｐｐｍ 和 ５􀆰 ２８ ｐｐｍ
附近有明显的峰出现ꎬ 分别对应 ＰＨＢ 的甲基

(—ＣＨ３)、亚甲基(—ＣＨ２)和次甲基(—ＣＨ)的氢原

子ꎮ 本实验中酶法提取的 ＰＨＢ 与市售 ＰＨＢ 的核磁

共振氢谱完全一致ꎬ且没有出现其他杂峰 ( δ 为

７􀆰 ２８、１􀆰 ６０ ｐｐｍ 附近的峰分别来自溶剂氘代氯仿和

ＰＨＢ 中残留的水)ꎬ表明酶法提纯过程有效地去除

了其中的杂质ꎬ得到了高纯度的 ＰＨＢꎮ
从图 ３(ｂ)中可以看出ꎬ样品在氮气气氛下以

１０℃ / ｍｉｎ 的速率从室温升温至 ５００℃ꎮ 提取的

ＰＨＢ 与市售 ＰＨＢ 的热失重温度(失重率 ５％)分别

为 ２８１􀆰 １℃和 ２７４􀆰 ７℃ꎮ 两者都经历了一次分解过

程ꎬ失重的原因完全来自于 ＰＨＢ 的 β 顺势消除降

解ꎬ不存在蛋白质等杂质的多步分解热失重ꎮ 此外ꎬ
从热失重温度来看ꎬ提取 ＰＨＢ 略高于市售 ＰＨＢꎬ可
归因于酶法提取更好地保留了 ＰＨＢ 分子质量ꎬ使其

􀅰１４１􀅰
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具有更优越的热稳定性ꎮ
从图 ３(ｃ)中可以看出ꎬ消除热历史后的二次升

温试验结果显示ꎬ提取 ＰＨＢ 和市售 ＰＨＢ 具有类似

的趋势ꎬ在玻璃化转变温度(Ｔｇ)和熔融温度(Ｔｍ)表
现出相似性ꎮ 其中ꎬ提取 ＰＨＢ 与市售 ＰＨＢ 的 Ｔｇ 分

别为 １􀆰 １６、０􀆰 ６６℃ꎬ这是由聚合物链在较低的温度

下运动造成的ꎮ 熔融温度 Ｔｍ 分别为 １７４􀆰 １７、
１７４􀆰 ８３℃ꎬ也极为相近ꎬ表明酶法提取的 ＰＨＢ 样品

具有类似于市售 ＰＨＢ 的热性能和熔融特性ꎮ

４　 结论

传统酶解法忽略了热处理步骤对 ＰＨＢ 的影响ꎬ
虽然会使核酸失活并破坏细胞壁的稳定ꎬ提高 ＰＨＢ
的纯度ꎬ但同时高温高压的环境也会导致 ＰＨＢ 分子

链断裂ꎬ分子质量下降ꎮ 相较之下胞壁酸酶酶解的

操作条件更加温和ꎬ胞壁酸酶针对糖苷键的特异性

水解不会对 ＰＨＢ 结构造成破坏ꎬ在提取 ＰＨＢ 的同

时ꎬ能够最小程度地避免其降解ꎬ保持较高的聚合

度ꎬ后续经蛋白酶进一步纯化也可以达到 ９７％以

上ꎬ蛋白酶对蛋白质的杂质的特异性水解也不会破

坏 ＰＨＢ 结构ꎮ 酶解条件优化结果表明ꎬ使用 ０􀆰 ３％
的胞壁酸酶在 ｐＨ ＝ ６、５０℃环境下酶解 ６０ ｍｉｎ 破除

细胞壁可以得到最高纯度的 ＰＨＢꎬ并很好地保留其

结构ꎬ后续通过添加 ０􀆰 ０４５％的中碱性蛋白酶在 ｐＨ＝
１０、７０℃进一步纯化 ６０ ｍｉｎꎬ所得 ＰＨＢ 纯度可达

９７􀆰 ５％ꎮ 最终通过与市售 ＰＨＢ 对比也发现ꎬ酶法提

取的 ＰＨＢ 具有与之相同的化学结构和相似的热性

能ꎮ 胞壁酸酶－中碱性蛋白酶酶解法提取得到的

ＰＨＢ 具有纯度高、分子质量高的优越品质ꎬ且全程

不使用有机试剂ꎬ后期也无需再使用表面活性剂或

其他化学试剂进一步纯化ꎬ达到了绿色节能的要求ꎮ
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