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从乳化体系中分离纯化短杆菌产胆固醇氧化酶
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摘! 要：添加剂 4 对酶的分离纯化造成很大困难，用异丙醇沉淀发酵液的同时加入（+5$）" 67$ 能

够有效地破除乳化体系，去除添加剂 4，酶收率达到 /%8 * 在 95 值为 1* % 的条件下用 6:9;<=(>:
?@A@ B<>C B)(D 离子交换透析酶液，比酶活从 #* ". E F GH 提高到 "/* ". E F GH，酶收率达&%* .8 *
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! ! 胆固醇氧化酶（[7?；@[ .* .* #* 3）是用量仅次

于葡萄糖氧化酶的第二大检测用酶类［.］* 它不但能

用于血浆中胆固醇的检测和甾醇类药物的转化生

产［"］，还可应用于水污染的控制，追踪测定水体中

的锌或其它重金属离子，且方便有效［#］* 因此，胆固

醇氧化酶的开发利用有其重要的商业意义*
本课题的研究人员对胆固醇氧化酶的培养基

进行了优化，优化后的培养基中添加了表面活性剂

和添加剂 4* 但是添加剂 4 为非极性有机物分子，

在界面吸附层中与乳化剂分子发生作用，形成如图

. 的复合物［$］，使界面膜强度增高，形成了相当稳定

的乳化体系* 由于 酶 和 胆 固 醇 的 亲 和 作 用，所 以

[7? 和这乳状液滴相互结合* 采用发酵离心后的清

液盐析，无法使酶蛋白与胆固醇和添加剂分离，悬

浮于清液表面* 收集悬浮的酶蛋白用缓冲溶液溶解

后离心得到的酶液为乳浊液，无法通过 %* $_ !G 的

醋酸纤维膜，达不到上离子交换柱的要求*
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图 !" 培养基中乳状液滴假象图

#$%& !" ’()%* +, $(-./$,$*0 01+2 $3 45* (*0$-(

! ! 作者利用异丙醇对含有表面活性剂和添加剂

" 的发酵液进行有机溶剂沉淀，有效地分离了酶蛋

白和添加剂 "，达到上离子交换柱的要求；同时对

#$%&’()*$+,-.- /’*0 /1)2 的上柱条件进行了优化3

!" 材料与方法

!& !" 材料

!3 !3 !" 菌种 " !"#$%&’()#"%*+ ,-. 作者所在实验室

保藏3
!3 !3 6" 培养基"

4）种子培养基（5 6 78）：牛肉浸膏 93 :，蛋白胨

4，;’<1 93 =3
>）发酵培养基（5 6 78）：胆固醇 93 :，葡萄糖 >，

酵母膏 93 ?=，;’<1 93 4，<@: <AA;@B93 B，C>@DAB

93 9>，E5#AB 93 99=，F$#AB 93 994，<’<1> 93 94，添

加剂 " 体积分数 93 :G，H2$$I+J9 体积分数 93
:G 3 以上培养基 %@ 值调至 ?3 = 左右，然后于 93 4
ED’ 压力下灭菌 4= KLI3
!& 6" 方法

!3 63 !" 培养条件" 斜面培养基活化 BJ &，菌种在

:9 M，>>9 ( 6 KLI 振荡培养 4B N 4O &3 发酵条件：=99
K8 三角瓶装液量为 499 K8，接种量为体积分数

=G，温度 :9 M，>>9 ( 6 KLI3
!3 63 6" 胆固醇氧化酶活力的测定 " : K8 溶液 .

（B+氨基+安替比林：4 KK)1 6 8；苯酚：O KK)1 6 8；叠氮

钠：93 > 5 6 8；过氧化物酶：= 999 P 6 8；磷酸钾缓冲

液：>= KK)1 6 8，%@ ?3 =），4=9 !8 溶液 Q（ 胆固醇：

J3 >O K5 6 K8；H(L0)I R+499：体积分数 B3 >OG；异丙

醇为溶剂），=9 !8 酶液，:? M，反应 = KLI，沸水浴 :
KLI，于 =99 IK 测吸光度3 酶活（P 6 K8）S 43 OJ: > T
/=99 3
!3 63 7" 蛋白质质量浓度的测定 " Q(’7/)(7 检测法

和紫外吸收法，以牛血清蛋白为标样，见参考文献

［=］3
!3 63 8 " 中空纤维膜微滤 " 选用膜面积为 93 9>=
K>、孔径为 93 B= !K 中空纤维微滤膜进行膜过滤，

操作压力为 93 4 ED’3

!3 63 9" 丙酮沉淀" 将丙酮预冷至 U >9 M左右，在

9 M的条件下将丙酮以酶液一倍体积的量缓慢加入

离心后的发酵上清液中，同时快速搅拌；离心分离

沉淀，沉淀用 =9 KK)1 6 8，%@ ?3 = 的的磷酸钾缓冲

液溶解3
!3 63 :" 异丙醇沉淀" 将异丙醇预冷至 U 4= M，以

酶液 : 倍体积的量在搅拌的同时缓慢倒入离心后

的酶液中，继续搅拌3 向溶液中缓慢加入研磨过的

（;@B）> #AB，边 加 边 搅 拌3 将 混 合 物 离 心（O 999
( 6 KLI，4= M，49 KLI）3 取出中间絮凝的酶蛋白，用

=9 KK)1 6 8，%@ ?3 = 的缓冲溶液溶解后测定酶活和

酶蛋白质量浓度3
!3 63 ;" 离子交换柱操作条件" 分别用 %@ 值 ?3 9，

?3 =，J3 9 的 49 KK)1 6 8 的 H(L* 缓冲溶液平衡离子交

换层析柱3 用线性梯度的 H(L* 缓冲液（;’<1 浓度为

9 N > K)1 6 8，缓冲液 %@ 值分别为 ?3 9，?3 =，J3 9）梯

度洗脱3 平衡和进样体积流量为 > K8 6 KLI；洗脱体

积流量为 : K8 6 KLI；每管收集 O K8，将活性部分收

集3

6" 结果与讨论

6& !" 盐析

在 B M下，将（;@B）> #AB 粉末缓慢加入 49 999
( 6 KLI 离心后的发酵上清液中盐析，结果见表 43

表 !" 不同（<=8）6>?8饱和度的盐析收率

@)A& !" B*C+D*1E +, 21*C$2$4)4$+3 F$45 )((+3$-( /-.25)4*
)4 0$,,*1*34 /)4-1)4$+3

饱和度 6
G

目的酶的
收率 6 G

饱和
度 6 G

目的酶的
收率 6 G

49 9 =9 O4

>9 4: O9 O=

:9 4V ?9 OO

B9 >= 499 ?9

! ! 通过实验，在排除了发生不均匀沉淀的情况

下，发现酶活性弥漫在不同的（;@B ）> #AB 饱和度范

围内而不是集中于某一个分立的沉淀点，所以不适

合用硫酸铵分级盐析，盐析选择（;@B ）> #AB 饱和度

为 ?9G 3
6& 6" 膜过滤

将盐析后的酶液按 43 >3 B 的方法过滤，分别测

定滤出的清液和截留酶液中的酶活，结果见表 >3
! ! 93 B= !K 醋酸纤维膜的截留相对分子质量在

499 999 以上，因此游离的单分子胆固醇氧化酶（相

对分子质量 == 999）是不会被截留的3 实验中由于
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发酵液中有残留的胆固醇和亲油性物质———添加

剂 ! 及水溶性表面伙性剂 "#$$%&’(，形成了较稳

定的水包油型乳浊液) 另外由于胆固醇氧化酶和胆

固醇的亲和作用，酶和乳状液滴结合，形成了较大

粒径的液滴，因此被 () *+ !, 醋酸纤维膜部分截

留) 从图 - 可以看出，被截留的胆固醇越多酶蛋白

损失也越多，说明微滤中酶活的损失和胆固醇的损

失有一定的偶联关系（ 见图 -），这可以用酶和附在

乳状液滴上的胆固醇结合的假设解释)
表 !" 中空纤维膜微滤操作结果

#$%& ! " ’()*+, -. /012-.0+,2$,0-3 ,42-*54 4-++-6 .0%(2
/(/%2$3(

中空纤维
膜孔径 .
!,

体积
流量 .
,/ . ,0%

滤过清液
酶活 .
1 . /

截留酶液
酶活 .
1 . /

收率 .
2

浓缩
倍数

() *+ 3( 43( 4 +4* 4+ 3(

图 !" 胆固醇减少量与酶活的损失关系

705& ! " ’(+$,0-3)408 %(,6((3 14-+(),(2-+ 9(12($)( $39
+-), (3:;/(

!& <" 乳化体系的破除

破乳化的目的是为了能够进一步分离纯化) 添

加剂 ! 和 "#$$%&’( 形成的乳化体系无法通过() *+
!, 的微滤膜主要是因为添加剂 ! 是一种非极性

有机物大分子，为了达到上离子交换柱的要求，必

需将 ! 与酶蛋白分离) ! 不溶于水但易溶于有机

溶剂，而酶蛋白正好相反，因此采用有机溶剂沉淀

的方法来分离胆固醇和酶蛋白的亲和吸附)
!) <) =" 丙酮沉淀" 按 3) -) + 的方法用丙酮沉淀发

酵上清液，结果见表 4)
表 <" 丙酮沉淀收率表

#$%& <" ’(1->(2; -. ?@A .2-/ 82(1080,$,0-3 60,4 $1(,-3(

原酶液
总酶活 . 1

丙酮清液中
酶活 . 1

缓冲溶液中
酶活 . 1

收率 .
2

-’( +4) + 5*) 3 --) 6

7 7 丙酮沉淀后的酶液可以顺利通过微滤膜，由此

可见在离心和有机溶剂的共同作用下，用丙酮沉淀

胆固醇氧化酶乳化体系可被破除，但收率比较低)
!) <) !" 异丙醇沉淀" 在异丙醇和水的混合溶液中

加入（89*）-:;*不但可以使异丙醇和水分相，还可

以减少异丙醇的用量，这可能是因为（89* ）- :;* 的

存在破坏了双电层) 在该体系中可以明显的看到乳

黄色的添加剂 ! 溶解在上相，而酶蛋白形成稳定

的絮凝物在两相之间)
由于（89* ）- :;* 对于乳化体系的消除和酶蛋

白的收集很重要，因此按 3) -) 5 的方法用异丙醇处

理酶液，收率结果见图 4) 从图中可以看出，在有机

溶剂和（89* ）- :;* 的共同作用下酶的收率明显提

高) 当（89*）- :;* 饱和度为 <(2 时收率达到 6(2 )
所得酶溶液可顺利通过 () *+ !, 醋酸纤维膜，过膜

后酶活无损失) 这说明脂溶性添加剂 ! 已经去除，

用该方法既保证了收率又破除了乳化体系)

图 <" （BCD）!E@D饱和度对收率的影响

705& <" F..(1, -.（BCD）!E@D )$,*2$,0-3 -3 2(1->(2; -.

?@A

!& D" 离子交换柱条件的优化

破乳化后的透析酶液按 3) -) < 的方法上离子

交换柱，结果见图 * = 5 及其表 *)

图 D" 8C G& H 条件下离子交换层析图

705& D" I-3J(K14$35( 142-/$52$84; 60,4 8C G& H
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图 !" #$ 值为 %& ! 条件下离子交换层析图

’()& !" *+,-./012,). 013+42)32#15 6(71 #$ %& !

图 8" #$ 值为 9& : 条件下离子交换层析图

’()& 8" *+,-./012,). 013+42)32#15 6(71 #$ 9& :

表 ;" 不同 #$ 值条件下离子交换层析的结果比较

<2=& ;" >.?@A7 +B *+,-./012,). 013+42)32#15 6(71 C(BB.3-
.,7 #$

离子交换
（!" 值）

透析酶液
总酶活 #

$

透析酶液
比酶活 #
$ # %&

离子交换
总酶活 #

$

离子交换
比酶活 #

（$ # %&）

酶活
得率 #
’

() * +,) -+ .) */ 0+) *0 +1) + -2) -

() 2 .2) 01 .) 02 01) 2- +() (+ 2+) (

1) * ,1) 1 .) +0 -1) +. +/) +0 (*) 0

3 3 从以上的离子交换层析图及表 - 可以看出，峰

型相似，胆固醇氧化酶在最初就被洗脱下来，也就

是说，短杆菌产生的胆固醇氧化酶在 4565 阴离子

交换柱上不能吸附) 选择 !" 值为 1) * 的条件下离

子交换，酶活得率和纯化效果都较好)

D" 结" 论

0）在发酵上清液中加入. 倍体积的异丙醇和饱

和度为 (*’的（7"- ）+ 89-，既能有效地破除乳化体

系，去除脂溶性添加剂 :，又保证了酶蛋白的收率)
+）用 4565 阴离子交换柱在 !" 值为 1) * 的

条件下纯化酶蛋白，比酶活为 +/) +0 $ # %&，收率达

(*) 0’ )
.）提取过程中需要大量的异丙醇，如能将异

丙醇重复使用或回收则可以降低纯化成本)
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