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超滤法提取蛋清溶菌酶
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摘 要：对蛋清料液进行前处理：采用磷酸盐缓冲液稀释"$倍，在!1234压力下均质；对超滤工

艺进行了研究，采用截留相对分子质量为-$$$$的聚醚砜（356）膜进行超滤；溶菌酶制品活力为

"1#"$7／89(
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溶菌酶在食品和医药领域的应用非常广泛［"］，

需求量在不断增加(蛋清溶菌酶是溶菌酶的重要来

源之一，蛋清溶菌酶是小分子物质［!］（相对分子质

量为"1-$$!"0$$$），并与蛋清中其它相对分子质

量高 的 蛋 白 质 存 在 着 静 电 作 用 力，以 结 合 态 存

在［-!.］，在传统生产工艺中主要使用色谱法进行分

离［+，"$］，由于存在成本高和操作时间长等缺点而不

易大 规 模 生 产(作 者 采 用 了 不 同 的 前 处 理 工

艺［-!#，""，"!］，降低了溶菌酶与其它蛋清蛋白之间的

作用力，使溶菌酶处于解离状态后，采用超滤的方

法对蛋清溶菌酶进行分离提取(

@ 材料与方法

@A@ 材料与设备

蛋清：市售；溶菌酶标样：6D984公司提供；溶壁

微球菌：中国科学院微生物研究所提供；36，356
膜，超 滤 装 置：无 锡 星 达 膜 技 术 发 展 公 司 购 得；

W@@B"1型电泳仪：北京六一仪器厂生产；#̂ ;̂B"!
型液相色谱：=YO;V=Y公司生产(
@AB 实验方法

@(B(@ 溶菌酶测定方法" 采用改进的舒加法，参见
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!!"!" 料液前处理工艺 蛋清!缓冲液稀释!微

滤!均质!分析

!!"!# 前处理料液中溶菌酶存在状态分析 分别

采用"#$%&’#()*+,,凝胶色谱柱［+-］，聚丙烯酰胺

电泳技术［+.］，液相色谱技术［+/］，分析溶菌酶在前处

理料液中的存在状态!
!!"!$ 超滤所得溶菌酶纯度分析 将溶菌酶浓缩

液冷冻干燥［+0］，电泳分析溶菌酶的纯度!

" 结果与讨论

"%! 料液前处理工艺参数的确定

"!!!! 稀释倍数的确定+ 不同稀释倍数料液的粘

度见图+!粘度测定以一定体积量液体通过奥氏粘

度计所需的时间（1）来反映!图+表明，料液稀释至

+,倍时粘度降低的速度趋于缓和，因此料液前处理

时选用+,倍稀释度!

图! 稀释倍数对料液粘度的影响

&’(%! )**+,-.*/’01-’.234-’..2*++/5’6,.6’-7

"!!!" 均质压力的确定+ 经不同均质压力处理后

残存酶活力和料液粘度见图2!图2表明均质压力

在2-34&时对酶活力的影响不大，为此料液的粘

度明显降低，因此本试验中选用此压力对料液进行

均质处理!

图" 均质压力对酶活的影响

&’(%" )**+,-.*8.9.(+2’64-’.2:3+6613+.2+2;79+4,<
-’5’-7

"!!!# 缓冲体系的选择+ 使用以下不同缓冲液：

磷酸氢二钠*磷酸二氢钠缓冲液；磷酸氢二钠*磷酸

二氢钾缓冲液；磷酸氢二钠*柠檬酸缓冲液；磷酸二

氢钾*氢氧化钠缓冲液；柠檬酸*氢氧化钠*盐酸缓冲

液；柠檬酸*柠檬酸钠缓冲液；相同离子强度!和

$5的氯化钠!分别进行处理，考察不同缓冲体系对

微滤液和超滤液的残存酶活力的影响，结果见图6!
图6表明，磷酸氢二钠*磷酸二氢钠缓冲液对料液中

酶活力的影响最低!试验中蛋清料液作+,倍稀释

后溶菌酶活力在+,,,7，考察因素对酶活力的影

响以残留百分率评价（下同）!

图# 缓冲液种类对酶活的影响

&’(%# )**+,-.*/’**+3+2-=1**+3676-+96.2+2;79+4,<
-’5’-7

"!!!$ 料液$5值对酶活力的影响+ 使用磷酸氢

二钠*磷酸二氢钠缓冲体系，在不同$5下进行处

理，微滤液和均质液中酶活残存率见图-!图-表

明，在$5/!,时 微 滤 液 和 均 质 液 中 残 存 酶 活 力

最高!

图$ :>值对酶活的影响

&’(%$ )**+,-.*:>5401+.2+2;79+4,-’5’-7

"!!!? 离子强度对酶活力的影响+ 使用磷酸氢二

钠*磷酸二氢钠缓冲体系，$5/!,，在不同离子强度

下进行处理，微滤液和均质液中酶活残存率结果见
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图!"图!表明，离子强度在#"$%&’／()时酶活残存

率最高"

图! 离子强度对酶活的影响

"#$%! &’’()*+’#+,#)-*.(,$*/+,(,012(3)*#4#*1

5"6"7 不同处理温度对料液的酶活力的影响* 分

别在不同温度下进行处理，料液的残存酶活力见图

+"图+表明，低于+#,对酶活力的影响不大"

图7 温度对酶活的影响

"#$%7 &’’()*+’*(28(.3*9.(+,(,012(3)*#4#*1
以上实验结果表明，蛋清用-./+"#，!/#"$#

%&’／()的磷酸氢二钠0磷酸二氢钠缓冲液稀释*#
倍，均质压力为$1234下均质，操作温度控制在+#
,以下，是进行料液前处理的最适条件"
5%5 料液中溶菌酶存在状态分析

将前处理料液上56-74869:0*##柱分析，结果

见图;"

图: ;(8/3<(=>?6@@柱洗脱曲线

"#$%: &A9*#+,)9.4(+’;(8/3<(=>?6@@

图;表明，前处理料液中存在两类蛋白质，相

对分子质量大的蛋白质占较大比例，而酶活存在于

相对分子质量小的蛋白质组分中，因此初步推测经

上述处理后，蛋清中溶菌酶可能与杂蛋白质解离开

来，以游离状态存在"
将上述保留时间分别为*$，*!，*;，*<7的收集

液和溶菌酶标样进行电泳及液相色谱分析，结果见

图<!*#"
图<!*#表明，=>和电泳分析结果一致，保留

时间短的蛋白峰相对分子质量较大，而保留时间长

的蛋白峰相对分子质量较小，酶活峰中的蛋白质与

标准溶菌酶的保留时间相一致，以上结果证明料液

经过前处理后溶菌酶以游离态存在"

图B 部分收集液电泳图

"#$%B &A()*.+8/+.(-#-+’<#’’(.(,*(A9*#+,-328A(-
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图! 溶菌酶标样液相色谱图（保留时间"#$%&&’()）

*(+$! ,-./+012345671)81089:64;:’<（0<71()7(’<
"#$%&&’()）

图"# "&号试管液相色谱图（保留时间"#$&=>’()）

*(+$"# ,-./+012345?4$"&<9@7(4)61’29<（0<71()
7(’<"#$&=>’()）

A$% 超滤条件的确定

A!%!" 相对分子质量为%万膜的超滤分离效果

" 蛋清 中 溶 菌 酶 相 对 分 子 质 量 最 小（"#$%%!
"&%%%），而 杂 蛋 白 相 对 分 子 质 量 集 中 在$!’
万［"(］，因此以截留相对分子质量为$万的)*+膜

进行了超滤的初步试验，结果见表"!表"表明，溶

菌酶透过率仅为((!#,，大部分溶菌酶仍存在于截

留液中，因此需要对其它超滤条件作进一步研究!
表" 截留相对分子质量%万膜的超滤效果

B1C$" B3<0<6@97645@97015(97017(4)7304@+3%####DE/F
-GH

参数 体积／- 酶活（.／/-） 总酶活（0"%&.）

超滤原液 1!% 2%% &!(%

透过液 3!% $(( "!’"

截留液 (!2 "’3% #!&2

A!%!A 超滤过程中稀释方式的影响" 超滤过程中，

使用45值’!%，!为%!(/67／89的磷酸盐缓冲液，

以间歇式和连续式的方式不断稀释截留液，以提高

溶菌酶的透过率，结果见图""!由图""可知，采用

连续式比间歇式稀释的溶菌酶得率高!在连续稀释

了#倍体积后，溶菌酶得率提高到$3,!

图"" 超滤方式对溶菌酶得率的影响

*(+$"" G55<I745@97015(97017(4)’<73484)9:64;:’<0<J

I4K<0:

A!%!% 料液45值对超滤的影响 不同的45条件

下溶菌酶所带电荷性质和数量不同［"1］，若)*+膜

本身所带电荷与酶蛋白所带电荷性质相同则不利

于酶的透过，所以对料液45值进行了调整，以改变

酶的电荷性质，从而便于溶菌酶的透过!试验结果

见表(!超滤通量测定方法见参考文献［""，"(］!由

表(可知，不同45值料液的起始通量和浓缩%!3
倍体积时的通量相差均不大，说明45值对膜通量

几乎无影响!当料液45值为1!3时，溶菌酶透过率

最大，截留率最小，而溶菌酶的失活率却相差不大，

故选用45值为1!3的料液进行超滤!综合以上条

件，蛋清前处理液的45值为1!3，采用截留相对分

子质量为$万的)*+膜，选择连续稀释的方式稀释

$倍，蛋清溶菌酶的透过率提高到&%,!
A!%!L 溶菌酶酶活分析" 采用截留相对分子质量

为$%%%的)*+膜进行浓缩，然后冷冻干燥［"&］，蛋

清溶菌酶冻干粉的酶活为每毫克蛋白质"#’"%.
或"’1$".!将此样品和标样进行电泳，结果如图

"(所示!可看出，实验中制备的蛋清溶菌酶仅有一

条电泳带，表明杂蛋白质去除较完全，样品纯度较

高!
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表! 不同"#值对料液超滤的影响

$%&’! "#())(*+,-(../01+(23+4%)13+4%+1,-

!"值
起始通量／（#／$%&’）

（稀释(倍）
浓缩)&*倍时通量／（#／$%&’）

（稀释(倍）
透过率／

+
截留率／

+
失活率／

+

,&) %-&%* .)&/- (0&%( **&,. .)&.,

-&) %1&/- ..&.( *,&, %/&)* .0&(*

-&* %-&() .)&-/ 1)&) .(&0% .,&*-

/&) %-&*) ..&)- *1&-, %%&,1 ./&01

.&标准相对分子质量蛋白质；%&溶菌酶标样；(&蛋清溶菌酶制品

图5! 溶菌酶标样及蛋清溶菌酶样品电泳图

61.’5! 73(*+4,"0,4(818,)8+%-9%493:8,;:<(%-9(..
/01+(3:8,;:<(

= 结 论

初步确立了蛋清料液的前处理工艺，即蛋清料

液采用!"为,&)，!为)&%$23／45的磷酸盐缓冲

液稀释.)倍，均质压力为%0678下均质，操作温

度控制在,)9以下，使蛋清溶菌酶处于游离状态&
通过试验初步确立了蛋清溶菌酶的超滤工艺：

即料液的!"值-&*，采用截留相对分子质量为(万

的7:;膜，连续方式稀释(倍进行超滤；透过液用

截留相对分子质量为()))的7:;膜进行浓缩，冷

冻干燥后得到蛋清溶菌酶样品，酶活力为每毫克蛋

白质.0,.)<或.,-(.<，经电泳检测酶的纯度

较高&
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