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'双水相体系$通过对大肠杆菌&#NC5<X'C5'& C*?'#P)D;(;'细胞进行超声

波破碎制得谷氨酸脱羧酶&M5794149-,-34%N+a:548-$Q#I'酶液$并利用双水相萃取对Q#I进行分离纯化$然后$采用超滤离心对

双水相上相中的Q#I与<>Q进行分离并分别回收# 实验结果表明$大部分Q#I分配于上相$其纯化倍数为 ;;DX($酶活率为

GVDVW\# 通过响应面分析$对超滤离心工艺参数进行优化$确定了超滤离心转速为 )( ((( %[12.$离心时间为 '( 12.$混合液的

稀释倍数为 ; 倍$此条件下Q#I的回收率为 W)D;'\$<>Q的回收率为 W"D")\#

关键词!谷氨酸脱羧酶%双水相萃取%超滤%离心%分离%回收
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HHQ#I是生物体内广泛存在的一种酶$可专一地

催化 @F谷氨酸脱羧生成
"

F氨基丁酸())

#

"

F氨基丁

酸是中枢神经系统主要的抑制性神经递质$具有多

种保健功效(' F;)

# 因此$近年来
"

F氨基丁酸在食品

工业中得到广泛的应用$对其需求量也不断增

加(X FG)

# 为了满足这种需求$获取大量高纯度的

Q#I成为亟待解决的问题# 目前分离 Q#I的技术

有很多$如盐析法()()

"有机溶剂法()))

"层析法()')

等$但这些方法存在提取酶的酶活性较低$有机溶

剂残留$专一性不强$操作复杂$成本高等缺点#

利用大肠杆菌细胞获取Q#I是一种比较常见的方

法$但该方法要获取高纯度的 Q#I尚存在一定的

问题#

双水相萃取技术&#b7-+789O+F$048-8:89-1$

#C<P'可用于分离生物分子及细胞内的一些组分$利

用蛋白质"酶等物质在双水相间分配的差异性从而得

到分离提纯()! F)")

# Q#I经双水相萃取后$需进一步

与成相物质<>Q分离$在回收产物Q#I的同时回收

<>Q$以减少试剂的消耗$降低成本及减小环境污染#

然而$目前Q#I与<>Q的分离及回收存在着一定的

技术限制$这也是制约双水相萃取技术在工业化分离

纯化蛋白质及酶等领域应用的主要原因之一#

超滤离心是根据物质相对分子质量的不同进行

分离的一种手段$其在以蛋白质为主要成分的分离

方面应用较多$而关于蛋白质与高聚物混合物的分

离报道较少# 因此$将超滤离心用于双水相萃取后

的Q#I与<>Q分离与回收中$可以使工业上提取

Q#I更加便捷# 笔者采用 <>Q[e

'

L<@

"

双水相对

Q#I酶液进行萃取$并利用超滤离心使 Q#I与

<>Q分离及回收#
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#@材料与方法

#F#@材料"试剂与仪器

)D)D)H菌种与培养基

菌种!大肠杆菌&#NC5<X'C5'& C*?'#P)D;(;'$中

国&北京'普通微生物菌种保藏中心 &/Q*//'

生产#

斜面种子培养基!牛肉膏&!D( M[R'"蛋白胨

&)(D( M[R'"氯化钠&;D( M[R'"琼脂&'(D( M[R'$

$LVD($)')k$灭菌 '( 12.#

发酵培养基! 葡萄糖 & ;D( M[R'" 蛋白胨

&)(D( M[R'"氯化钠&;D( M[R'$$LVD($)')k$灭菌

'( 12.#

)D)D'H主要试剂

<>Q"磷酸氢二钾"考马斯亮蓝 QF';( 等生化

试剂#

)D)D!H主要仪器

f̂G'F'I超声波细胞粉碎机$宁波新芝生物科

技股份有限公司生产%#55-M%4X"=台式高速离心

机$德国T>/e*#Z公司生产%超滤管&截留分子量

!( cI'$德国12552$+%-公司生产%E49-%8'XG; 高效液

相色谱$美国 O49-%8科技有限公司生产%V'' 可见分

光光度计$上海光谱仪器有限公司生产#

#F!@方法

)D'D)HQ#I酶液的制备

大肠杆菌经斜面种子培养基培养后$转入液体

种子培养基$将液体种子培养基中的菌液以 'D(\

的接种量接入液体培养基中$!Vk恒温振荡培养

)W 0# 转速 ; ((( %[12. 下离心 '( 12.$收集菌体$

配制成质量浓度为 (D'; M[1R的菌悬液$在冰浴中

进行超声破碎$超声时间为 !( 12.$超声功率为

G( E#

)D'D'H建立<>Q);(([e

'
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双水相萃取Q#I

分别将成相物质 <>Q);(( 和 e

'

L<@

"

按质量

分数为 '"\和 'W\加入带刻度的离心管中$加蒸馏

水$使体系总质量为 )( M$成相物质溶解后即形成双

相体系# 然后向该体系中加入一定量的Q#I酶液$

混匀$经 ' ((( %[12.离心 '( 12.$室温下静置 ) 0左

右以达到平衡状态# 分别测定上下相的体积$然后

分别收集上下相$以用于检测分析# 分别计算纯化

倍数和酶活率!
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式中$;

J

为纯化倍数%2

9

为酶活率%W

-

为双水相中

Q#I酶活力的分配系数%#

9

和 #

'

分别为上相酶活

力和原酶液酶活力$B[1R%;

9

和;

'

分别为上相蛋白

质质量浓度和粗酶液蛋白质质量浓度$1M[1R%R

9

和R

'

分别为上相体积和原酶液体积#

)D'D!H超滤离心对Q#I与<>Q进行分离回收

取一定量双水相萃取 Q#I后的上相&Q#I与

<>Q的混合液'加入到超滤离心管中$在不同稀释

倍数"离心转速"离心时间的条件下进行超滤离心#

分别取超滤后的浓缩液和超滤液进行各项指标的测

定$并分别计算Q#I和<>Q的回收率!

Q#I回收率 j&#

3

[#总' q)((\ &!'

<>Q回收率 j&U

3

[U总' q)((\ &"'

式中!#

3

和#总 分别为浓缩液中Q#I酶活力和上相

混合液中总酶活力$B[1R%U

3

和U总 分别为超滤液

中<>Q的质量浓度和双水相上相混合液中 <>Q质

量浓度$M[R#

)D'D"H蛋白质含量的测定

参照T%4,J+%,法测定蛋白质含量();)

#

)D'D;H酶活测定

参照ED̂ D̂4+法测定酶活())

#

)D'DXH<>Q含量测定

利用 T4/5

'

F6

'

双试剂法测定聚乙二醇

浓度()X F)V)

#

!@结果与分析

!F#@/Z6#B""O?

!

K/%

A

双水相萃取6<X

取 !D( MQ#I酶液按 )D'D' 方法进行双水相萃

取$然后对上下相中蛋白质质量浓度"酶活进行测

定$结果见表 )#

表 #@/Z6#B""O?

!

K/%

A

双水相萃取6<X效果

样品
蛋白质质量浓度[

&1M*1R

F)

'

酶活[

&B*1R

F)

'

纯化倍数 酶活率[\

原酶液 'XDXV )(VX) + +

上相H (DWG )G;)' ;;DX( GVDVW

下相H (D)' H!WV + +

由表 ) 可以看出$ Q#I酶液经 <>Q);(([

e

'

L<@

"

双水相萃取后$其纯化倍数为 ;;DX($酶活

率为 GVDVW\$Q#I与杂蛋白"细胞碎片得到充分的

分离#

!F!@超滤离心分离6<X与/Z6的响应面试验

取双水相萃取后的上相稀释液 !D; 1R$加入超

滤离心管中$按照 )D'D! 的方法进行超滤离心$测定

浓缩液中Q#I酶活及超滤液中<>Q的质量浓度#
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'D'D)H响应面试验设计及结果

选取影响超滤离心效果的 ! 个因素!超滤离心

转速&%[12.'"超滤离心时间&12.'"混合液稀释倍

数为自变量$分别用3"O"!表示$以Q#I回收率为

响应值$采用I-82M.F>a$-%9WD(DXD) 软件中的T+aF

T-0.c-. 响应面设计原理设计响应面分析试验$其

因素与水平编码见表 '$结果见表 !#

表 !@响应面设计因素及水平表

因素
水平

F) ( g)

离心速率&#'[&%*12.

F)

'

;((( )(((( );(((

离心时间&T'[12. )( '( !(

混合液稀释倍数&/' ' " X

表 $@响应面分析试验设计及结果

试验号 # T / Q#I回收率[\

) ) ( ) W)D(X

' F) ( F) VGD'"

! F) F) ( W(DWG

" ) ) ( W(D!V

; F) ) ( W(D;V

X ( ) ) W)D)X

V ( F) ) W(DX;

W ) ( F) VGD;!

G F) ( ) W(DGV

)( ( F) F) VGD;X

)) ) F) ( W)D(!

)' ( ) F) VWD;"

)! ( ( ( W)DX"

)" ( ( ( W)DV"

); ( ( ( W)D;)

)X ( ( ( W)DV"

)V ( ( ( W)DXG

'D'D'H响应面试验结果分析

通过统计分析软件 I-82M.F>a$-%9WD(DXD) 对

试验各组的Q#I回收率进行二次多项式回归拟合$

得二元回归方程为!

2QW)DXG [(D(G!3S(D)XO[(DWV!S(D)G3OS

(D(;(3![(D!WO!S(D"(3

'

S(DX'O

'

S)D(G!

'

式中$2为Q#I回收率%3"O"!为上述 ! 个自变量

的编码值#

对模型进行方差分析$结果见表 "#

表 A@响应面回归模型方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 B值 ;值 H

模型 );D(; G )DXV '(;D!" l(D((() 显著

# (D(XW ) (D(XW WD") (D('!( H

T (D') ) (D') 'XD!; (D(()! H

/ XD(V ) XD(V V";DW' l(D((() H

#T (D)" ) (D)" )VDV! (D(("( H

#/ (D()( ) (D() )D'! (D!("" H

T/ (D;G ) (D;G V)DWW l(D((() H

#

'

(DXX ) (DXX W)D"( l(D((() H

T

'

)DX) ) )DX) )GWD!( l(D((() H

/

'

;D(( ) ;D(( X)!D;; l(D((() H

残差 (D(;V V WD)"'>F((! H H H

失拟 (D(!X ! (D()' 'D'X (D''!( 不显著

纯误差 (D(') " ;D'W(>F((! H H H

总差 );D)( )X H H H H

由表 " 可知$方程因变量与自变量之间的线性

关系明显$该模型极度显著&Hl(D((( )'$失拟项不

显著&Hx(D(;'$且该模型相关系数 M

'

j(DGGX '$

校正决定系数M

'

#,`

j(DGG) "$表明该模型与试验拟

合良好$自变量与响应值之间线性关系显著$可用于

该反应的理论推测# 根据显著性分析可知$模型方

程的一次项3"O"!&Hl(D(;'影响均显著%二次项

3

'

"O

'

"!

'

&Hl(D((( )'影响均极显著%交互项 3O

&Hl(D(;'影响显著$交互项 O!&Hl(D((( )'影响

极显著$交互项3!&Hx(D(;'影响不显著# 具体如

图 ) ]图 ! 所示#

图 )H离心转速与离心时间对

Q#I回收率交互作用的响应面图

图 'H离心时间与混合液稀释倍数对

Q#I回收率交互作用的响应面图

*XV*
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图 !H离心转速与混合液稀释倍数对

Q#I回收率交互作用的响应面图

'D'D!H响应面试验优化与验证

应用响应面法对回归模型进行分析$确定超滤

离心的最佳条件!超滤离心转速为 G W!;DW( %[12.$

超滤离心时间为 )GD;) 12.$混合液稀释倍数为

"DG'$此时Q#I的回收率可达到 W)DW;\# 考虑到

实际操作的可行性$将最佳超滤离心条件修正为离

心转速为 )( ((( %[12.$离心时间为 '( 12.$混合液

稀释倍数为 ; 倍# 在此条件下对响应面法优化的结

果进行验证$! 次平行试验的 Q#I回收率平均值为

W)D;'\$接近且略低于 I-82M. >a$-%9WD(DX 软件得

到的预测值 W)DW;\$由此证明该响应面试验参数

准确$试验模式合理#

$@结论

将超滤离心应用于双水相萃取中上相混合液

Q#I与<>Q有效分离及分别回收的方法体系# 经

<>Q[e

'

L<@

"

双水相萃取使 Q#I从细胞碎片及杂

蛋白中分离出来$其纯化倍数为 ;;DX($酶活率可达

GVDVW\# 超滤离心分离 Q#I与 <>Q的工艺参数

得到优化$确定了超滤离心转速为 )( ((( %[12.$离

心时间为 '( 12.$Q#I与<>Q混合液稀释倍数为 ;

倍$此时Q#I的回收率达到 W)D;'\$<>Q的回收

率达到 W"D")\# 这表明超滤离心方法在一定程度

上可将Q#I与<>Q有效分离$从而为解决 Q#I易

于双水相萃取$却难于与成相物质分离的问题提供

一定思路# 另外$该方法可扩大到蛋白质分离领域$

为双水相萃取蛋白开辟新道路#
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