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摘 要

观察了枯草杆菌 a 一淀粉酶
、

蛋白酶在聚乙二醇 /硫酸铁和聚乙二醇 /磷酸盐两个双水相系

统巾的分配行为
.

设计了借液
一

液草取方式分别部分纯化上述两酶粗品的方案
.

经部 分 纯化

后 a 一淀粉酶的比活力 (按每毫克制品含活力单位数计算 )提高至 6 倍
,

活力回收率可达 80 % ;

蛋白酶比活力提高至 8倍
,

活力回收率在 50~ 60 %问
.

此法具有简易
、

快速
、

有效
、

并可准

确放大缩小操作规模等特点
.

关键词 双水相系统
,

部分纯化
,

枯草杆菌
, a 一

淀粉酶
,

蛋白酶

传统液
一
液萃取涉及使用含有低极性组分的双相系统

,

其 中的低极性组分对生 物大

分子高层次化学结构及与此密切关联的生物学活性有损害作用
.

自本世纪 50 年代出现了

双水相系统以后 〔` , ,

液
一液萃取技术又重新进入生物高分子研究领域 〔’ ~

5 〕
.

作者观察了国内产量较大
、

用途较广的枯草杆菌 ( B F
一 7 6 58 )

a 一
淀粉酶和蛋白酶

,

在

本文所述两个双水相系统中的分配行为
.

据 此设计了部分纯化酶粗制品的液
一

液 萃 取方

案
,

为工业用酶制品的部分纯化提供了具有简易
、

快速
、

有效并可准确放大缩小操作规

模等特点的手段
。

1 材料和方法

所用
a 一
淀粉酶

、

蛋白酶粗品
,

系枯草杆菌 ( B F 一 7 6 5 5) 发酵液经喷雾千燥而成
,

蒙无

锡酶制剂厂提供
。

其余均系分析纯
、

化学纯或 B R级试剂
。

蛋白酶按 N o m ot 。法 〔“ p测定活力
,

但须先将反应 系统中存在的聚乙二醇 ( P E G 6 0 0 0
,

以下简称 P E G )的终浓度稀释至 0
.

25 % (W /W
,

以下均同 ) 以下 ; 将磷酸盐的终浓度稀

释至 1
.

25 肠以下
,

以免干扰活力测定
.

以 p H 6
.

5 ,

50 ℃
,

每分钟使底物酪蛋白释 放 1 微

摩尔酪氨酸所需酶量为 1 活力单位
。

a 一
淀粉酶活力测定

,

按 B e r
fn

e l d 〔’ 〕的方法进行
.

以 p H 6
.

o ,

50 ℃每 分钟生成 1 微

摩尔葡萄糖所需酶量为 1活力单位
.

本文 1 9 8 8年 8月 2 日收到

. 本课题由国家自然科学 ( 高技术 ) 基金资助
.

生物学系生物化学专业八七届毕业生何鸣参加部

分工作
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蛋 白质浓度按 B r a d f ro d法测定 〔吕。
。

以小牛血清白蛋白作标准曲线
.

蓝光吸收能力的测定
.

两种酶粗制品所含色素对蓝光有吸收能力
,

其相 对 含 量以

5 8 1一 G型光电比色计 ( 使用蓝色滤光片 ) 测得的光密度值表示
.

双水相系统的构建和相图的绘制
,

按文献 〔` p方法进行
。

向刻度离心管加 入 一定重

量高浓度 P E G贮备液 ( 简称组分 P )
.

滴加高浓度无机盐贮备液 ( 简称组分 Q )
.

振荡

混和
,

继续滴加
,

直至混合物呈现混浊
,

表示开始形成互不相溶的两个相
。

记录混合物

的重量百分组成
.

向混合物滴加一定重量的水
,

振摇后混浊 消失重新呈现澄明态
.

然后

再滴加无机盐贮备液
,

至再度出现混浊为止
.

如此反复操作
,

可获得一连串成对 的 ( P
,

Q )重量百分组成数值
。

取 P对 Q作图
,

即得双水相系统相图
.

按此方法
,

作者分别 构建

了 P E G /硫酸钱系统 ( 简称系统 I )
,

P E G /磷酸盐系统 ( 简称 系 统 亚 )
,

P E G / 柠檬

酸钠系统 ( 简称系统 l ) ( 相图略 )
。

系统 I 所用硫酸按贮备液均以盐酸
、

氢氢化钠溶液调节 p H值至 6
.

。 ,

并 含40 m n l ol
·

d m 一 ”

磷酸缓冲液 ( p H 6
.

。 )
.

此系统上相主含P E G
,

下相主 含硫酸按
.

系统正所用磷酸盐贮备液包括 50 肠磷酸氢二钠与 50 肠磷酸二氢钠溶液
,

按不同比例

混合
,

以调节所需p H值
,

然后 引入系统 亚
。

此系统上相主含 P E G ; 下相主含 磷酸盐
。

考察酶在各系统中的分配行为时
,

基本方法包括
: ①固定系统组 分 P ( 或 Q ) 的百

分组成于定值
,

令组分 Q ( 或 P ) 的百分组成于一定范围内递变
.

②调整系统 I 中 磷酸

缓冲对的组成
,

以调节其 p H值
.

然后向各个系统引入总浓度一定的酶粗品 悬 液
.

分相

平衡后
,

追踪
a 一
淀粉酶和蛋白酶的不溶物

、

黄褐色素的去向
,

并 观 察 ( R ) ( K
e
) ( K p )

( S A ) ( A t 肠 )和 ( A b肠 )诸参量的变化趋势
.

比较各系统上下相对 酶及总蛋白质溶解 ( 或沉淀 ) 能力的方法
:

配制一系列百分组

成不同的系统 I
、

卫
.

待分相平衡后
,

分别从各系统中抽取一定量的上相 ( 或下相 )
,

分置于离心管内
.

加入总浓度一定的粗酶悬液
.

充分振摇后
,

于 3 5。。印 m 旋离 30 分 钟
。

分别取上清液作酶活力及蛋白质回收率测定
.

利用系统 I
、

l 部分纯化a 一淀粉酶的方法
: 制备总体积为 50 m l 的系 统 I

,

令 其中

P E G
、

硫酸钱
、

粗酶悬液的总浓度分别为 20
.

5肠
, 1 3

.

7肠
, 5 肠

.

将此系统置于 1 25 m l分

液漏斗内
,

充分振摇
,

静置 ( 约 15 分钟 )
.

待完全分清上下相后
,

记录两相体积
,

分别

测定两相中
a 一
淀粉酶活力

、

总蛋白质浓度
、

蓝光吸收能力等指标
.

分离除去下相和界面混

浊层
,

保留上相
.

然后向此上相加入 p H 6
.

o的磷酸盐贮备液
,

使其最终总浓度达 1 0
.

2肠
.

如此即可构成一个系统 亚
.

经振摇
、

静置后
,

分离上下相
,

作各项测定如上述
.

分离所

得系统 兀下相
,

对蒸馏水充分透析除盐
,

对高浓度 P E G 反透析浓缩
,

冻干
,

可 得 部分

纯化
a 一
淀粉酶制剂

。

借助两个百分组成不同的系统 I 作连续萃取
,

以部分纯化蛋 白酶粗品的方法
:
先构

建含 P E G 1 3
.

7肠
,

含硫酸按 2 0
.

5肠的系统工A
.

弓{入总浓度为 3
.

15 肠的蛋 白酶粗品悬液
,

借 F S一 1型高速分散器作分散处理
,

静置分相
.

分离除去澄明的下相和混浊的 界面 层
.

保留上相
,

此中主含 P E G和占总活力 86 肠的蛋自酶
.

向此上相加入适量水和硫酸钱贮备

液
,

令其 中P E G
、

硫酸钱的总浓度分另d达到 6
.

8肠
,

13
.

7肠
.

如此即构成一个系 统 I B
.

经分散
、

静置分相后
,

分离出下相
.

此下相主含硫酸按和占总活力 70 肠左右的蛋白酶
.
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透析除盐
,

反透析浓缩
,

冻干
,

得部分纯化蛋白酶制品
.

借系统 I
、

亚作连续萃取
,

以部分纯化蛋白酶的方法
:
先构建 含 P E G Z o

.

5肠
,

硫

酸按 1 3
.

7肠的系统 I
。

引入总浓度为 3
.

15 肠的粗蛋白酶悬液
.

经分散
、

静置分相后
,

分

离除去主含硫酸钱的下相和混浊界面层
,

保留上相
.

此上相主含P E G和 占总活力 90 肠的

蛋白酶
.

向此上相加入适量水和磷酸盐贮备液 ( p H 7
.

5 )
,

令 P E G
、

磷酸盐的总 浓 度分

别达到 1 3
.

7肠
, 1 0

.

2肠
.

如此即构成一个系统 兀
.

经分散
、

静置分相后
,

分离出下相
.

此下相主含磷酸盐和大部分蛋白酶
.

经透析除盐
,

反透析浓缩
,

冻干
,

即得部分纯化蛋

白酶制品
。

考察萃取操作规模对分离效果的影响的方法是维持系统 I
、

I 的百分组成不变
,

而

仅增大或缩小系统的总体积
,

然后观察描述分配行为的诸参变量的变化情况
。

本文使用的术语定义如下
:

相体积比 ( R ) 二 上相体积 /下相体积
,

酶的分配系数 ( K
e
)

=
单位体积上相 含酶单位数 /单位体积下相含酶单位数

,

蛋 白质的分配系数 ( K p ) 二 上相蛋白质浓度 /下相蛋 白质浓度
,

上相酶活力百分数 ( A t 肠 )
= 10 0 / ( 1 + l/ R

·

l/ K e
)

,

下相酶活力百分数 ( A b肠 ) 二 1 00 (/ 1 + R
·

K
e
)

,

酶的比活力 ( S A ) = 酶活力单位数 /干燥酶制剂毫克数
。

有时亦表示为每毫克蛋白质

含酶单位数
。

2 结果和讨论

2
.

1 枯草杆菌 “ 一淀粉酶 的分配行为与部分纯化

2
.

1
.

飞 a 一淀粉酶在系统 I 中的分配行为 在百分组成不同的 系 统 I 中
,

粗 酶 制 品 所

含不溶物一部 分 沉 积至系统的最底层
,

另一部分则集结于两相界面
,

形成一 混 浊 薄

层
.

黄褐色素的分配系数总是接近 1
。

从图 1 数据可 以看到
,

系统 I 的相体积比 ( R )随

硫酸钱总浓度的增大而下降
.

酶和总蛋白质 的分配系数 ( K
e
)和 ( K p )均随硫酸钱总浓度

的增大而增大
.

它们的分布曲线相似
.

图 1 中只给出 ( K
e
)的分布曲线

.

( K
e
)分 布曲线

有一值得注意之处
.

当系统 I 中 P E G总浓度固定于一个比较低的适 宜 值 ( 如 图 1 中的

1 3
.

7肠 )
,

而令硫酸按总浓度由 6 肠递增至 20 肠时
,

( K
e
)值可由 1

.

08 跃 增 至 52
.

但当

系统 I 中 P E G的总浓度过高 ( 如图 1 中的 20
.

5肠 ) 时
,

( K
e
)值的增量显著 缩 减

.

说明

r E G总浓度过高能排挤酶分子
,

阻碍其进入上相
. a 一

淀粉酶富集于上相的程度 (即 A t肠 )

以及此酶在上相的纯度 ( 按每毫克蛋白质含酶单位数计算 ) 均随硫酸按总浓度之增大而

上升
.

在全部受试的系统 I 中
, 。

一

淀粉酶分子的大多数都分配于上相
.

2
.

1
.

2 a 一淀粉酶在系统 兀中的分配行为 不溶物
、

黄褐色素在系统 兀中的分配行为和系

统 I 相似
.

( R )随盐总浓度的增大而下降
,

随 P E G总浓度增大而上升
。

( K
e
)

,

( K p )和

( A b 肠 )诸参变量的变化趋向均显著不同于系统 I ( 图 2 )
.

图 2 中均取 K e 和 K p 的倒

数作图
,

可以直观显示酶和总蛋白质主要分布于下相的情形
.

( l/ K e
) ( l/ K p )和 ( A b肠 )

的分布曲线基本上呈钟罩形走向
.

它们都在磷酸盐 总浓度为10 肠处表现其最大值 (图 2 ,

B , 一 D ,
)

.

( l/ K e
)

,

( A b肠 )亦在 P E G总浓度为 10 肠处表现其最大值
.

唯 ( l/ K p )则在 P E G
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图 2 P E G 6 00 o / ( N H
。
)
2 5 0 `

系统百分组成

对 ( R )
,

( K e )
,

( A t % )
,

( S A )诸参

量的影响

F i g
.

1 E f f e e t s o f t h e e o m P o s i t i o n

o f P E G 6 0 0 o / ( N H
。
) 25 0

。

s y s t e m o n ( R )
,

( K e )
,

( A t% )
a n d ( S A )

图 2 P E G 6 0 00/ 磷酸钠盐 ( p H 6
.

0) 系统百分组成

对 ( R )
,

( K e )
,

( K p )
,

( A b% ) 诸参量的影响

( A : 一 D :

)等系统中 P E G 6。。。的总浓度均为
1 3

.

7% (W /W )
,

( A : 一 D Z

)等系统中磷酸钠

盐的总浓度均为 10
.

2% (W /W )
F主g

、

2 E f f e e t s o f t五e e o m P o s i t i o n o f
’

P E G 6 0 0 0 / s o d i u m P h o s P h a t e s ( PH 6
.

0 )
s y s t e二 o n三( R ) ( K e ) ( K p ) a n d ( A b% )

.

I。 ( A : 一 D : ) e o l u m : ,
t五e t o t a l e o 二介 n -

t r a t i o n s o f P E G 6 0 0 0 w e r e f i x e d a t

2 3
.

7% (W /W ) ; w h i l e i n ( A
: 一 D Z

)
e o j u m n , t h e t o t a l e o n e e n t r a t i o 且 5 o f

s o d i u m p h o s Ph a t e s w e r e f i x e d a t

1 0
.

2% (W /W )

总浓度为 7 肠处表现其最大值
.

( 1/ K e
) ( l/ K p )峰位不重叠

,

表现系统 l 又寸a 一

淀粉酶分

子与其它蛋白质分子有轻度的分辨能力
.

a 一
淀粉酶分子趋向下相的程度和磷酸盐缓冲对的 p H值亦有密切关系

.

2
.

1
.

3 a 一淀粉酶在系统 I
、

亚中分配行为的解释 一种蛋白质分子在一个双 水 相 系 统

的两相间作不对称分配的行为
,

可能与其在两相中的溶解度有关
.

溶质分子总是以较强

的趋势进入对其溶解能力较强的一相中去
,

而逃脱对其沉淀能力较强的一相
,

以尽量降

低溶质分子在系统中的势能
。

为检验这种可能性
,

定量比较了系统 I
、

亚游离上
、

下相

对
a 一
淀粉酶的沉淀能力

。

结果如表 1 所示
.

系统 I 游离上相和系统 l 的游离下相对
a 一
淀

粉酶的溶解能力都分别大于它们各自的配偶相
.

这些结果支持了上述的解释
.
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表 1 系统 I
、

I 游离上
、

下相 对 a 一淀粉酶及总蛋 白质溶解能力的比较

T a b
.

1 C o m p a r i s io n b e tw e e n s o l u b i l i t i e s o f a 一 a m y l a s e a n d

to ta l P r o te i
n s i n t h e i s o la t e d to p p h a s e a n o l

b o t to m p h a s e o f t h e s y s t e m 1
a n d l

双水相系统的百分组成 (W /W )

P E G 6 0 0o ( N H `
)

25 0 4

磷酸盐 粗酶悬液
( % ) ( % ) ( % ) ( % )

游离上相的溶解能力

酶活力回 蛋白质回
收率 ( % ) 收率 (纬 )

游离下相的溶解能力

酶活力回 蛋白质回
收率 ( % ) 收率 ( % )
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4 利用系统 I
、

l 部分纯化
a 一淀粉酶 连续萃取的结果见表 2

.

数据 说明
,

仅 两步

连续萃取之后
,

可将酶的比活力提高至原水平的 6倍
,

活力回收率可达 80 肠
.

但有一值

得注意之处
,

若酶比活力改按每毫克蛋白质含酶单位数计算
,

则纯度仅提高至原水平的

1
.

3倍
。

这一事实的物理意义在于表明本萃取过程对蛋白质分子与非蛋白质分 子 的分辨

能力较强
,

而对不同蛋 白质分子的分辨能力则很有限
.

表 2

T u b

利用系统 I
、

I 作连续革取部分纯化枯草行菌
a 一

淀粉晦的结果

2 R e s u l t s o f P a r t i
a l l y p u r

i f主e a t i o n o f B a e
i l l u s s u b t i l i、 ` a 一 : 、 m y l: 、。 。

b y e o n t i n u e e x t r a e t i o n u s i n g s了 s t。 : n
1 a n d l

总蛋白质 总活力
提 纯 步 骤

( m g ) ( U )

比 活 力 提 纯 倍 数

A ( U / m g B ( U / m g 按 A 定

蛋白质 ) 制剂 ) 义计算

按 B 定

义计算

得率 蓝光吸收位

( O D八 。 ,

气味

(% ) u )

粗 晦 悬 液

P E C z硫酸按系统

上泪

P E G /磷酸呐系统

下相

P E G /磷胶钠系统

下相冻干品

6 0 1 5 9 8凌0

4 5 1 5 3 0 0 0

3 6 1 2 9 0 00

2 6 6续 9 4

3 4 0 0 一

3 5 8 3 一

一 5 4 0

l
。

2 7

1
.

3 4

1 1 0 0 0
.

3 6 + + +

一 9 6 一
一

卜

8 1 0
_

1 0

2
。

1
。

5 扩 大
、

缩 小操作规模对分离效果的影响

系统的总体积
,

对草取过程诸参变量
,

包括 ( R )
,

均无明显影响
.

维持系统 I
、

亚的百分组成不变
,

改变

( I又
。
)

,

( I又P )
,

( A t % )
,

( A t。肠 ) 等
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2
.

2 枯草杆菌蛋白酶的分配行为与部分纯化

2
.

2
.

1 蛋 白阵在系统 l 中的情形 观察此项

目时
,

发现柠檬酸盐对蛋白酶 i钩稳定性有显

著损伤效应
,

因此放弃继续观察
.

2
。
2

.

2 蛋 白酶在系统 I 中的分配行为 系统

I
、

I 中所含 P E G 能严重干扰 N o m ot o 活力

测定法
。

将反应系统中所含 P E G 的终浓度

稀释至 0
.

25 肠之下
,

可以消除干扰
.

从图 3数据可以看到
,

( R )
,

( K
e
)

,

( K p )
,

( A t肠 )和上相的 ( S A ) 值
,

均随系 统 I 中

P E G 总浓度之增大而逐渐增大
.

( R ) 随 系

统 1中硫酸按总浓度的增大而下降
。

( K
e
)

,

( K p )和 ( A t肠 )诸量均随硫酸按总浓度递增

而呈钟罩式变化
,

峰值位于硫酸按总浓度为

1 7% 的系统
.

说明要使蛋白酶分子和总蛋白

质最大限度地分配于系统 I 的上相
,

需要选

择一个最适 当的硫酸按浓度
.

〔S A ) 则 随硫

酸钱浓度的增大而上升
。

2
.

2
.

3 蛋白酶在 系统 I 中的分配行为 系统

I 所含磷酸盐能严重干扰 N o m ot o 活力测定

法
.

将反应系统中所含磷酸盐的浓度稀释至

1
.

2 5肠以下
,

可以消除干扰
.

从图 4 可以看到 ( R )
,

( i / K
e
)

,

( 1 / K p )

诸量均随系统 l 中 P E G 总浓度的增大而增

大
,

但随系统中磷酸盐总浓度 之增 大 而下

降
。

但系统 亚百分组成的变化
,

对 ( A b肠 )

川/一
,

11
.

一/一/
了
..

一”
/
/ì

l

尸一/
.

ù //
.

ù

l

一
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;
.
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ù
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万f 洁 /人 ,

乞 10 、 5 户U ` 5

卿 }{, ) ; 三。; 叮 (
、、 认 夕

图 3 在 P E G 6 0 0 0 / ( N H 。

)
2 5 0 ;

双水相系统

中
,

R
,

K e ,

K p
,

A t% 和 S A 诸参变量
,

是

P E G 60 0 0
、

( N H `
)
2 5 0 `

浓度的函数

F i g
.

3 T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e

p a r a m e t e r s ( i n
e l u d i n g R

,

K e ,

K p
,

A t %
,

a n d S A o f t h e p E G 6 0 o o / ( N H :

)
2 S O d

a q u e o u s t w o 一
p h a s e s y s t e m )

a n d 气h e

e o n e e n t r a t i
o n o f t h e e o

m P o n e n t s

o f t h e s y s t e m

值并无显著影响
.

说 明在受试范围内
,

蛋 白酶分子均主要进入下相
。

2
.

2
.

4 ( l/ K e
)

,

( l/ K p )
,

( A b 肠 )和下相 的 ( S A )诸量都是 系统 I 中磷 酸盐缓冲对 p H 值

的函数 图 5 数据说明
,

当 p H 值为 7
.

5时
,

对蛋白酶分子及总蛋白质分溶于下相 最为有

利
,

比活力最高
。

2
.

2
.

5 借助 两个百分组 成不同的系统 I 部分纯化蛋白阵 连续萃取过程及其结果 总结于

表 3
.

经部分纯化后
,

蛋 白酶的比活力
,

按每毫克制剂含酶单 位数计算
,

提高至原水平

的 8 倍左右
;
若按每毫克蛋白质含酶单位数计算

,

则仅提高至原水平的 2
.

4倍
.

说 明 本

萃取法对蛋白质分子与非蛋 白质分子的分辨能力较强
,

而对不同蛋白质分子的分辨能力

有限
。

2
.

2
.

6 以 系统 I
、

l 部分纯化蛋 白晦 连 续萃取的过程与结果总结于表 4
.

从两种不同

计算方法所得的比活力可以看到本萃取法仍然存在同一种局限性
,

即此法对分辨不同蛋

自质分子的能力仍然有限
,

分辨蛋白与非蛋白分子的能力较弧
,
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.
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5 0

4

双水 相 系统快速部

分纯化枯草杆菌蛋 白酶的过程与结果

T a b
.

3 P a r t i a l l y p u r i f i e a t i o n o f B
.

S u b t i l i s p r o t e i n a s e b y l i q u i d
一
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表 4 借P E G 6 0 0 o / ( N H
`

)
2
5 0

` ,

P E G 6 0 0 o / p h
o s p h a t e s

( p H 7
.

5 )双水 相

系统作连续革取
,

快速部分纯化枯草杆菌蛋 白酶的过程与结果

T a b
.

4 R a p i d p a r t i a l l y p u r i f i e a t i o n o f B
.

s u b t i l i s p r o t e i n a s e b y s e e e e s s i v e
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提纯步骤 白质 力

( 。 g ) ( U )

比 活 力

A ( U / m g B ( U / m g

蛋白质 ) 制剂 )

提 纯 倍 数

按 A 定义

计算

按 B定义

几}
一

算

活力回

收率

( % )

蓝光值

( 0
.
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1 0 ’ U )
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(
+
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jltado,1蛋白酶悬液

系统 I
,

上相
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,
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,

透
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、
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、
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3

0
。
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1
。
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.

4 5
.

7 6 4 0
,

0 9 一

2
.

2
.

7 扩 大
、

缩 小革取操作规模 的影响 结果表明
,

对 ( R )
,

( K e
)

,

( K p )
,

( A t 肠 )
,

( A b肠 )
,

( S A )诸量均无影响
,

说明这些方法的规模可以准确放大或缩小
.
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