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摘 要：以氯仿为除菌介质，在温度为 $0 5，-6值为 3 ) #及搅拌直径比为 $ 7 /条件下，从发酵液
中提取透明质酸（68），其提取率大于 "3 ) #9，纯度大于 "3 ) /9 )
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透明质酸（6QC(@V’HGN CNGO，简称 68）是一种具
有生物相容性的新材料［!］，主要用于药物和化妆品

中［$］)微生物发酵法是 68 生产的重要途径之一 )
从发酵液中提取 68的过程分为初提，即除去发酵
液中菌体并回收得到初级 68，再经除蛋白质、核酸
及重金属等可得精制 68)

68的初提方法有浓缩发酵液后的 D]D法［/］，大
量稀释膜滤法［2］，高速离心法及有机溶剂法［#］等 )为
了充分提取发酵液中 68，作者以有机溶剂作为除菌
剂，在较优条件下经搅拌、离心、乙醇沉淀等过程得到

较高提取率及较低蛋白质含量的 68产品 )

B 材料与方法

B C B 材料
透明质酸发酵液 无锡轻工大学生物工程学

院环境生物技术研究室提供 )成分分析结果（J 7 W）：
菌体 2 ) %；高速离心除菌后：68 / ) !，蛋白质
/ ) !，乳酸 # ) % )
B C D 方法
B C D C B 68提取方法 取新鲜发酵液 !%% YW装于
#%% YW 三角瓶中，以 $#9三氯乙酸或 $ Y’( 7 W 氢

万方数据



氧化钠调至发酵液的 !"值为 # $ %，加 & 倍氯仿，在
&’ (水浴中以 ) &%% * + ,-.搅拌 ) /，离心（& ’%% * +
,-.，&% ,-.），倾出液体并分离 "0溶液和氯仿，以
1% ,2水洗菌体沉淀物并以相同条件离心，上清液
并入除菌 "0溶液中，以水补至原发酵液体积的) $ ’
倍于 3 (冰箱保存 $上述得到的 "0溶液不断加入
乙醇并搅拌直至乙醇质量分数达 435后，静置 )& /
以上，弃上层清液，下层沉淀离心（& %%% * + ,-.，&%
,-.），沉淀物冷冻干燥，所得产物为精制 "0$
! $" $" 最终发酵液中 "0含量的测定 取 )% ,2
最终发酵液加入 &% ,2 水，充分混匀后离心
（)% %%% * + ,-.，)% ,-.），取定量上清液加 ) 倍体积
水及 3 $ 3倍体积 6’5的乙醇，振荡后离心（& %%% * +
,-.，)’ ,-.），沉淀物 "0以生理缓冲液充分溶解并
以原体积的 )%倍定容 $
! # $ 化学试剂
透明质酸生化试剂 和光纯药工业株式会社

提供；其它药品均为分析纯，水为二次去离子水 $
! # % 分析方法

)）"0含量测定：见文献［4］$
&）蛋白质测定：采用 27*89法 $
1）相对分子质量测定：见文献［#］$

" 结果与讨论

" # ! 提取条件对 &’相对分子质量的影响
"0属于多分散性物质［:］，不适当的条件能使

其解聚 $为了便于研究，作者以 "0 的标准样品（和
光纯药工业株式会社提供）为对象，研究氯仿、温

度、!" 值以及搅拌对透明质酸相对分子质量的影
响 $试样 "0相对分子质量为 & $ ’3 ; )%4 $不同氯仿
添加量及不同的搅拌转速不会使 "0 产生解聚 $在
) &%% * + ,-.、搅拌 1% ,-.的条件下，温度、!"值对
相对分子质量的影响如图 ) $

图 ! 不同温度下 &’相对分子质量的变化
()*# ! +,- .,/0*- 12 3-4/5)6- 714-.84/3 9-)*,5 /5 :)22-3;

-05 5-7<-3/583-

从图 ) 可见，相对分子质量在 3% (以后开始
下降，’% (以后下降速度加快 $表明加热除菌的方
法很易引起 "0相对分子质量的降解 $图 &表明，当
!" < :及 !" = 4时相对分子质量有所降低，并且随
静置时间延长相对分子质量降解增加 $因此，提取
"0时 !" 值以 4 > : 为佳，当系统的 !" < : 或 !"
= 4时，必须控制提取在短时内完成 $

图 " 不同 <&值下 &’相对分子质量的变化
()*# " +,- .,/0*- 12 3-4/5)6- 714-.84/3 9-)*,5 /5 :)22-3;

-05 <& 6/48-=

" # " 不同除菌条件对 &’提取率的影响
利用氯仿为除菌剂，在不同温度下通过改变混

合液 !"值使细胞壁适当破坏，以考察除菌过程中
温度及 !"对提取率的影响 $图 1表明，当温度为 1%
(时，"0提取率随 !" 值升高而增加，但如果再升
高 !"，提取率反而下降 $当温度升高到 1# (，提取
率在 !" = ’时随 !"值升高而增加；在 !" < ’时随
!"升高而降低 $分析图 1 变化趋势发现 $ 1% (时，
酸性范围内提取率随 !" 值上升缓慢增加，而碱性
范围内则较快下降；1# (时，最高提取率的 !" 值
出现在酸性范围内，比 1% (时的最高提取率的 !"
值降低了 $由此得出结论，较低的 !"值与较高的温
度组合或较高的 !"值与较低的温度组合可以较充
分地提取发酵液中的 "0$

图 $ 不同 <&条件下 &’提取率
()*# $ +,- ->53/.5)10 3/5- /5 :)22-3-05 <& 6/48-=

出现上述结果的可能原因是，因氯仿对细胞有

一定破坏作用，即细胞上的脂类物质溶于有机相
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中，蛋白质结构发生改变；此后氯仿渗入细胞膜，随

着 !"值的增大及温度的升高，这一过程逐渐增强 #
这样，一方面细胞膜上 "$［%］逐渐脱落并溶于溶液
中；另一方面细胞本身的脂多糖及蛋白质也逐渐脱

落于溶液中，结果细胞上 "$ 的脱落增加了溶液中
"$的含量，而脂多糖及蛋白质在溶液中的增加使
得部分 "$在离心分离过程中粘附包藏在沉淀物中
而使提取率下降 #
! " # 发酵液除菌条件的优化
提取 "$不但要求高的提取率和其分子不发生

解聚，而且要求有高的产品纯度 #蛋白质是影响 "$
产品纯度的主要杂质之一 #研究中发现，在搅拌速
度为 & ’’’ ( & )’’ * + ,-.，搅拌时间为 /’ ,-.时，氯
仿加量为发酵液量的 ) 倍时，蛋白质去除率较高 #
由图 0 可知，!" 值和温度对提取率的影响存在互
交作用，因此，在固定氯仿加量及搅拌时间的条件

下，选取 !" 1 # 2、!" / # 2，温度 )3 4、0) 4及搅拌
直径比为 & + )和 ) + 0作 53（)1）正交实验，结果见表
& #

表 $ 发酵液除菌正交试验结果
%&’"$ %() *+,(*-*.&/ )01)+23)., +)45/, *6 6)+3).,&,2*. +)3*7&/ ,(&//2

试验号
!
温度 + 4

"
!"

! 6 "
温度 6 !"

#
搅拌直径比

! 6 #
温度 6搅拌
直径比

" $ #
!" 6搅拌直径比

"$初提
提取率 + 7

& &（)3） &（1 # 2） & &（& + )） & & %1 # &

) & & & )（) + 0） ) ) %3 # 0
0 & )（/ # 2） ) & & ) %8 # 0
8 & ) ) ) ) & %2 # &
2 )（0)） & ) & ) & %8 # ’
/ ) & ) ) & ) %8 # )
1 ) ) & & ) ) %2 # )
3 ) ) & ) & & %/ # )
9& 038 # 3 030 # / 03/ # 3 03’ # / 03& # 3 03) # 8
9) 01% # / 03’ # 3 011 # / 030 # 3 03) # / 03) # &
:& &%) # 8 &%& # 3 &%0 # 8 &%’ # 0 &%’ # % &%& # )
:) &3% # 3 &%’ # 8 &33 # 3 &%& # % &%& # 0 &%& # ’2
; ) # /’ & # 8’ 8 # /2 & # &’ ’ # 8’ ’ # )’

分析表 &，正交试验结果得：! &"& #) 为较优条

件组合 #即采用 )2 4，!" 1 # ’，搅拌直径比 ) + 0，氯
仿加量 )倍及搅拌时间 /’ ,-.为较优条件 #在上述
较优条件下，"$提取率均高于 %1 # 27，纯度均高于

%1 #07，比文献［/］的提取率高 &27，提取纯度高
&17以上 #通过上述方法提取得到的初级 "$ 经酶
法等精制纯化后，产品中蛋白质的质量分数小于

’ # ’&7，相对分子质量大于 & # 2 6 &’/ #
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