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双水相萃取法富集分离螺旋藻藻蓝蛋白的研究
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(天津市食品生物技术重点实验室 ,天津商业大学 生物技术与食品科学学院 ,天津 300134)

摘要 :以 PEG/硫酸钠双水相体系 ,经一次萃取从钝顶螺旋藻 ( S pi rulina platensis)细胞破碎液中富集分离藻

蓝蛋白。结果表明 ,萃取最适宜的条件为 12 % PEG4000 ,15 % Na2 SO4 ,1 % KCl ,藻蓝蛋白收率为 91. 2 % ,分

配系数达到 8. 01 ,分离因数达到 6. 33。对于螺旋藻藻蓝蛋白的富集分离 ,双水相萃取法与传统的盐析沉淀

法相比 ,具有节省操作时间、简化操作过程、降低能耗和成本以及易于工艺放大等优点。
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　　螺旋藻 ( S pi rul i na)是丝状的多细胞蓝藻 ,其藻
体细胞内的氨基酸种类齐全且蛋白质含量高 ,因含
有多种对人体有益的营养物质而受到广泛的关注。
藻蓝蛋白是螺旋藻中的主要蛋白成分 ,临床研究结
果表明 ,藻蓝蛋白具有提高人体免疫力 ,促进动物血
细胞再生 ,抑制某些癌细胞等作用[ 1 ] ,同时在抗辐
射、抗疲劳、清除自由基等方面也具有一定的生理活
性[2 ] ,因此螺旋藻藻蓝蛋白的研究成了螺旋藻类蛋
白研究的热点[3 ]。已报道的螺旋藻藻蓝蛋白的分离
纯化方法多采用传统的盐析沉淀法[4 ] ,该方法包括
沉淀、离心和透析这三个主要操作环节 ,在实际工业
化生产过程中存在操作步骤烦琐 ,动力能耗高以及
操作周期长等缺点。
双水相系统是指某些亲水性高分子聚合物的水
溶液超过一定浓度后可形成两相 ,并且在两相中水
分均占很大比例 ,Albert sson[5 ]于 20世纪 50年代后
期开发了双水相萃取法。70 年代以后 ,众多科学家
发展了双水相萃取技术在生物分离过程中的应
用[6 ] ,为蛋白质特别是胞内蛋白质的分离与纯化开
辟了新的途径。
本研究的目的就是探讨一种简单有效的适合大
量富集分离螺旋藻藻蓝蛋白的方法———双水相萃取
法 ,并对该方法萃取藻蓝蛋白的萃取条件进行优化。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料
钝顶螺旋藻 ( S pi rul i na pl atensis )粉产自内蒙
古鄂托克旗乌兰镇 ,PEG600～6000为国产分析纯试
剂 ,Na2 SO4等无机盐均为国产分析纯试剂。

1 . 2　分析方法
螺旋藻中以藻胆蛋白吸收光谱的差异作为其检

定的标准。藻蓝蛋白 ( PC)在 620 nm处有最大光吸
收值 ,其含量测定方法参考王广策等[7 ]的相关研究
内容 ,如式 (1)所示。藻蓝蛋白的纯度为溶液在 620

和 280 nm的吸光度的比值。
cPC = 0. 142 5 A 620 (1)

而别藻蓝蛋白 (A PC)最大光吸收在 650 nm ,其
质量浓度的测定根据 Kaplan等[8 ]采用的方法。

cAPC =
A 650 - 0. 208 A 620

5. 09
(2)

其中 ,cPC ,cAPC分别代表藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白
的质量浓度 ( g/ L ) , A 620 , A 650分别代表波长在 620 ,

650 nm处的吸光度。

1 . 3　双水相萃取
1 . 3 . 1　螺旋藻细胞破碎
准确称取 0. 5 g螺旋藻粉 ,加入 100 mL p H 为

7. 0的 0. 01 mol/ L 的磷酸缓冲液 ,采用反复冻融 (3

次)的方法对藻体细胞进行破碎 ,在显微镜下观察计
数细胞破碎率可达到 90 %以上。将破碎的螺旋藻细
胞悬浊液于 4 000 r/ min离心 20 min ,倾倒上清液可
得到含藻蓝蛋白的粗提液。测粗提液在 620 ,

650 nm下的吸光度 ,计算藻蓝蛋白的含量。
1 . 3 . 2　双水相萃取
在粗提液中加入一定量的 PEG和无机盐 ,充分
振荡使成相物质溶解 ,同时完成了藻蓝蛋白在双水
相系统中的分配过程。此双水相系统静置一定时
间 ,当两相达到相分离 ,分别用移液管抽取上下相的
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溶液 ,在波长 280 ,620 ,650 nm 下测吸光度 ,计算藻
蓝蛋白的质量浓度和纯度。
1 . 3 . 3　藻蓝蛋白收率、分配系数和分离因数
经双水相系统萃取过的螺旋藻细胞破碎液 (粗
提液)中 ,藻蓝蛋白富集于双水相系统的上相中 ,因
此计算藻蓝蛋白收率 ( E) 、分配系数 ( K)和分离因数
(β)如下式 :

　　　　E =
cPC ,t ×V t

cPC ,0 ×V 0
×100 % (3)

　　　　K =
cPC ,t

cPC ,b
(4)

　　　　β=
cPC ,t / cPC ,b

cAPC ,t / cAPC ,b
(5)

式 (3)～ (5)中的V 代表溶液体积 ,下标 0 ,t ,b分别
代表粗提液、萃取后双水相系统上相和下相的溶液。

2　结果与讨论
双水相萃取与其他分离方法相比 ,具有易放大、
操作时间短、成相物质对待分离的生物活性物质无
毒负作用等优点。在双水相体系中 ,待分离的组分
选择性分配于其中一相 ,而其他杂质组分分配于另
一相中 ,因此使待分离组分的浓度和纯度都得到提
高。其中影响双水相萃取的因素很多 ,主要有 :聚合
物种类、聚合物平均分子质量和浓度、成相无机盐种
类和浓度、离子强度、p H 值等等。本实验选取聚乙
二醇 ( PEG)进行实验研究 ,考察 PEG平均分子质量
和浓度、成相无机盐浓度、离子强度和 p H 值对双水
相萃取藻蓝蛋白的影响 ,以确定最佳的萃取条件。

2. 1　PEG平均分子质量对双水相体系平衡
的影响

　　PEG平均分子质量对双水相体系平衡的影响很
大 (表 1) 。由表 1可知 , PEG平均分子质量越低 ,水
溶性越好 ,成相的临界浓度越高 ,即在相同的聚合物
和无机盐浓度下 , PEG平均分子质量低的溶液不能
形成双水相体系 ;待分离的组分自身的性质也会影
响双水相体系成相的临界浓度。因此对于不同的分
离提取对象 ,选择适宜的 PEG平均分子质量是十分
必要的。
表 1　PEG平均分子质量对双水相体系的影响
Tab. 1　Effect of average molecular weight of PEG on the a2

queous two2phase system

项目
PEG分子质量

600 1 000 2 000 4 000 6 000

质量
分数 ( %)

10 10 10 10 10

溶液分
层情况

否 否 否 是 是

　　注 :上述溶液中包含 0. 5 %螺旋藻粉和 15 % Na2 SO4

2. 2　PEG浓度对双水相体系萃取藻蓝蛋白
的影响

　　聚合物浓度是影响双水相萃取的重要因素之

一。本实验选用平均分子质量为 4 000的 PEG进行

研究 ,随着 PEG4 000浓度的增加 ,双水相体系离开

成相临界点距离增大 ,上相体积也逐渐增加 ,因此对

藻蓝蛋白的收率 E也有很大的影响。实验结果如表

2所示 ,当硫酸钠质量分数保持在 15 % ,PEG质量分

数从 6 %增加到 12 %时 ,藻蓝蛋白的收率 E 从

58. 1 %相应增大到 93. 5 % ,同时其分配系数 K从

3. 36增加到 8. 12 ,而分离因数β的变化并不明显。

由此可见 ,PEG浓度的变化对双水相体系对目标蛋

白的选择性影响并不明显。
表 2 　PEG浓度对双水相萃取藻蓝蛋白的影响 CTab. 2 　

Effect of PEGconcentration on aqueous two2phase extraction of

c2phycocyanin

PEG质量分数

( %)

上相体积

(mL)
相比 E ( %) K β

6 1. 5 0. 23 58. 1 3. 36 2. 38

8 1. 8 0. 29 72. 3 5. 21 2. 25

10 2 0. 33 88. 1 6. 38 2. 65

12 2. 2 0. 38 93. 5 8. 12 2. 78

　　注 :双水相体系 (8 mL)的组成是 PEG4 000和 15 % Na2 SO4

2 . 3　硫酸钠浓度对双水相体系萃取藻蓝蛋
白的影响

　　硫酸钠浓度对双水相体系分配平衡的影响与

PEG浓度的影响类似 ,同样随着硫酸钠浓度的增加 ,

双水相体系离开成相临界点距离增大。由表 3 所

示 ,双水相体系的相比随硫酸钠浓度的增加而下降 ,

而藻蓝蛋白的收率及分配系数随硫酸钠浓度的增加

达到最大值 ;另一方面 ,与 PEG浓度的影响不同的

是盐浓度对藻蓝蛋白的分离因数有显著的影响 ,随

硫酸钠浓度的增加藻蓝蛋白的分离因数逐渐增大 ,

这是由于待分离组分中各种蛋白质表面特性差异导

致在萃取分离过程中受到无机盐离子的静电作用也

产生差异 ,这非常有利于藻蓝蛋白与螺旋藻中其他

藻胆蛋白 (藻红蛋白和别藻蓝蛋白)的萃取分离。当

硫酸钠质量分数在 15 %时 ,藻蓝蛋白的收率 E到达

93. 1 % ,分配系数 K可达到 8. 09 ,但其分离因数β

却为 2. 72 ,这对于该萃取分离过程的工业化应用并

不理想 ,因此将进一步考察离子强度对该双水相萃
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取的影响。
表 3　硫酸钠浓度对双水相萃取藻蓝蛋白的影响

Tab. 3　Effect of Na2 SO4 concentration on aqueous two2phase

extraction of c2phycocyanin

Na2 SO4质量

分数( %)

上相体积

(mL)
相比 E ( %) K β

10 3. 1 0. 63 63. 7 4. 23 1. 06

12 2. 5 0. 45 78. 9 5. 95 1. 39

15 2. 2 0. 38 93. 1 8. 09 2. 72

18 2 0. 33 84. 6 6. 82 3. 24

20 1. 8 0. 29 77. 4 5. 38 3. 94

25 1. 7 0. 27 58. 3 3. 68 4. 36

　　注 :双水相体系 (8 mL)的组成是 Na2 SO4和 12 % PEG

2 . 4　离子强度对双水相体系萃取藻蓝蛋白

的影响

　　在双水相体系中 ,适当增加离子强度可加快分

相速度 ,并可提高目标产物的选择性。一般可加入

中性盐如 NaCl、KCl 等 ,本实验选用 KCl 作为研究

对象 ,考察离子强度对双水相萃取的影响。如表 4

所示 ,当 KCl浓度增大时 ,藻蓝蛋白的收率和分配系

数都逐渐降低 ,但在 KCl 质量分数为 1 %时 ,藻蓝蛋

白的分离因数β达到最大值 6. 33 ,此时藻蓝蛋白的

收率 E为 91. 2 % ,分配系数 K为 8. 01 ,此时可使藻

蓝蛋白得到良好的富集分离效果。
表 4　离子强度对双水相萃取藻蓝蛋白的影响

Tab. 4　Effect of ion strength on aqueous two2phase extraction

of c2phycocyanin

KCl质量

分数 ( %)

上相体积

(mL)
相比 E( %) K β

0 2. 2 0. 38 93. 6 8. 15 2. 80

1 2 0. 33 91. 2 8. 01 6. 33

3 2 0. 33 80. 2 6. 47 3. 74

5 2 0. 33 71. 6 5. 39 3. 33

7 2 0. 33 64. 2 4. 02 2. 96

9 2 0. 33 58. 3 3. 89 2. 85

　　注 :双水相体系 (8 mL)的组成是 12 % PEG和 15 %Na2 SO4

2 . 5　双水相萃取法富集分离藻蓝蛋白的方

法与其他分离方法的比较

　　分离螺旋藻中藻蓝蛋白的传统方法均采用盐析

沉淀与层析分离相结合 ,层析柱多选用羟基磷灰石介

质[4 ,7 ] ,此方法的操作步骤烦琐 ,耗时长 ,成本高 ,但

分离得到的藻蓝蛋白纯度可达到 5. 5[7 ] ,优于本研究

富集分离藻蓝蛋白的纯度 2. 1 ,表明采用双水相萃取

的方法富集分离藻蓝蛋白尚有其局限性 ,其进一步

的工艺条件有待于深入摸索和提高。

3　结论

研究表明 , 12 % PEG4000 , 15 % Na2 SO4 , 1 %

KCl的双水相体系用于萃取螺旋藻细胞破碎液中藻

蓝蛋白 ,经一次萃取藻蓝蛋白收率可达 91. 2 % ,分配

系数达到 8. 01 ,分离因数达到 6. 33。结果证实螺旋

藻藻蓝蛋白在该体系中的分配系数和分离因数均较

高 ,因此用双水相萃取法富集分离藻蓝蛋白在理论

上是可行的。相比传统的包含了沉淀、离心和透析

这三个操作环节的盐析沉淀法 ,双水相萃取法富集

分离螺旋藻藻蓝蛋白具有节省操作时间、简化操作过

程、降低操作成本和能耗以及易于工艺放大等优点。
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Abstract : Long surface waves of finite amplit ude with uniform shear flows are considered under t he only

assumption t hat the aspect ratio between wavelengt h and water depth is small . A new model is derived u2
sing t he velocity at an arbit rary distance f rom the still water level as t he velocity variable instead of t he com2
monly used depth2averaged velocity. This significantly imp roves t he dispersion p roperties , making t hem ap2
plicable to a wider range of water dept hs. Since it s derivation requires no assumption on wave amplit ude ,

t he model we got here can be used to describe arbit rary amplit ude waves.
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Abstract : Aqueous two2p hase system composed of PEG/ Na2 SO4 was once to enrich and isolate c2p hyco2
cyanin f rom t he supernatant of disrupted Spirulina cell in t his paper . The optimum ext raction conditions

were : 12 % PEG , 15 % Na2 SO4 , 1 % KCl , t he partition coefficient of c2p hycocyanin was as high as 8. 01 ,

with a yield of 91. 2 %. The separation factor was increased to 6. 33. The preliminary st udy indicated t hat a2
queous two2p hase ext raction was better than t raditional salt2out p recipitation for enrichment and isolation of

c2p hycocyanin.
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