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摘!要!根霉固体发酵产生的粗纤溶酶液中含有许多的色素物质!这些色素物质在酶的分离提纯

中会污染色谱分离填料!严重影响填料的分离度和使用寿命)选择41$.和4!%/离子交换树脂"活
性碳和高岭土作为脱色介质!对粗纤溶酶液进行脱色实验研究)实验结果表明!当树脂的反离子采

用5(6 型时!41$.和4!%/离子交换树脂可以用于粗纤溶酶液的脱色!脱色过程对目标纤溶酶还有

一定的提纯作用)
关键词!粗纤溶酶液"离子交换"脱色

中图分类号!7## 文献标识码!8
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!!为了阐明 某 种 酶 的 性 质&结 构 与 功 能%必 须 获

得该种酶的纯 品)因 此%酶 的 分 离 和 纯 化 是 广 大 化

学&生物学和医学工作者长期研究开拓的课题)
微生物可以产生多种有价值的酶)在微生物发

酵液中常常存在一些色素物质)色素的存在给酶的

分离纯化增加了难度)
液相色谱常作为酶的精提纯方法)分离酶的液

相色谱填料价格相对较高%而色素物质结构和电荷

性质复杂%常 常 污 染 色 谱 填 料%减 少 色 谱 填 料 分 离

的载量%使填 料 很 难 彻 底 再 生%严 重 影 响 色 谱 填 料

分离度和使用 寿 命)因 此%酶 在 进 行 色 谱 法 的 精 提

纯之前%必须先除去伴有的色素物质)
多数离子交 换 树 脂 不 适 用 于 分 离 蛋 白 质 等 大

分子生物物质%主 要 原 因 是 交 联 度 较 大%因 而 空 隙
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较小!不能允 许 大 分 子 进 入".#)离 子 交 换 树 脂 的 这

一特点恰好 可 以 用 来 除 去 相 对 分 子 质 量 较 小 的 色

素物质)本课题组在根霉产生的纤溶酶的分离提取

方面进行了比较细致的工作!在采用离子交换树脂

除去粗纤溶 酶 液 色 素 方 法 上 亦 进 行 了 一 些 研 究 探

索!成功地除 去 了 酶 液 中 的 大 量 色 素 物 质)研 究 结

果在其它微 生 物 发 酵 粗 酶 液 的 去 除 色 素 方 面 具 有

一定的借鉴意义)

C!材料与方法

CDC!材料

41$.和4!%/型 离 子 交 换 树 脂 购 自 南 开 大 学

化工 厂$+,-R>PKN(+2.$$AZ 购 自 瑞 典[R>KX>P=>
公司$粗纤溶酶液由作者所在课题组制备)
CDE!脱色方法

C)E)C!用4FGC和4EHI阴 离 子 交 换 树 脂 进 行 纤

溶酶液的脱色方法

.%树脂的处理及转型&用水浸泡树脂!使其充

分膨胀 并 除 去 细 小 颗 粒’倾 斜 或 浮 选 法%)用$)#
X’((9*>\A浸泡一定时间后!用水洗去碱液至近

中性)用$)#X’((9盐酸浸泡一定时间后!用水洗

去酸液至近 中 性)转 型!在 转 型 方 法 上 有 改 进!即

用.X’((9*>5(处 理!然 后 用 无 离 子 水 洗 至 近 中

性!用$)$!X’((9磷酸缓冲液平衡"!!1#)
!%酶液的脱色&
将已离心去 除 菌 体 和 固 形 物 的 澄 清 粗 酶 液 通

过离子交换树脂柱’.)#PX]1$PX%!控 制 线 速 度

小于$)#PX(X=?!当树脂对色素吸附接近饱和!停

止加酶液!将酶 液 用$)$!X’((9磷 酸 缓 冲 液 替 换

出来!进行树 脂 的 再 生 操 作)计 算 脱 色 前 后 纤 溶 酶

的比活力和脱色过程中酶活力回收情况)
1%树脂的再 生&先 用 *>\A 处 理!然 后 同’.%

的转型操作)
C)E)E!用活性炭和高岭土进行纤溶酶液的脱色方

法!取离心后 的 发 酵 上 清 液.$$X9!按 质 量 分 数

1̂ 的加量加入活性炭或高岭土!在冰浴中搅拌1$
X=?后!#$$$K(X=?"_下离心!$X=?!取上清液!
观察色素去除情况!计算脱色前后纤溶酶的比活力

和脱色过程中酶活力回收情况)
CDF!分析方法

C)F)C!纤溶酶活力的测定!根霉产生的纤溶酶没

有标准品!采用折算成尿激酶单位的方法计算酶活

力)参考8LMKD-和 TD((,KMW方法""#!采用血纤维蛋

白平板法"##)
C)F)E!-A的测定!用酸度计测量)

C)F)F!蛋白质浓度的测定!9’KKN法 "/#)
C)F)J!色素含量的测定!分光光度计法)

E!结果与讨论

EDC!根霉发酵粗纤溶酶液中色素的相对分子质量

分布和带电荷性质

用超滤方法 粗 略 考 察 了 粗 纤 溶 酶 液 中 色 素 物

质的相对分子质量!发现当采用截断相对分子质量

为.$$$$的中空纤维超滤膜浓缩酶液时!大部分色

素物质在超滤外液中!说明该粗纤溶酶液中的多数

色素物质相对分子质量在.$$$$以下)
又采用分离范围为.$$$".$$$$$的+>-R>PK2

N(+2.$$AZ’.)/]/$PX%考 察 粗 纤 溶 酶 液 中 的 色

素相对分子质量分布情况!以.$$̂ 硫酸铵 饱 和 度

盐析去除蛋白的酶液的稀释液为样品!结果见图.)
由图.可知!粗纤溶酶液中的大多数色素相对分子

质量分布在./$$$"1$$$之间)

图C!用+.K1&,$3’+LCGGM?测定的粗纤溶酶液中色素

相对分子质量分布

)-2DC!:"’.,#’&$B.-210*-<0$-;#0-"%"(,"’"$-%28&0.$-L

&’<"(01.,$#*..%738.*.0.$8-%7.*"%+.K1&,$3’

+LCGGM?

!!在根霉纤溶酶的分离提纯工作中!当采用4B2
8B+,-R>K’L,‘‘分 离 纤 溶 酶 的 时 候!纤 溶 酶 在

-A0)/条件 下 未 被 层 析 介 质 吸 附!而 酶 液 中 的 多

数色素被吸附!说明酶液中大部分色素物质带负电

荷!而纤溶酶在-A0)/条件不带负电荷"##)
EDE!离子交换树脂种类!交换功能基和 反 离 子 形

式的选择

粗纤溶酶液中的色素物质带负电荷!纤溶酶在

-A0)/条件 不 带 负 电 荷!选 择 阴 离 子 交 换 树 脂 去

除色素$纤 溶 酶 液 中 的 多 数 色 素 相 对 分 子 质 量 在

./$$$"1$$$之间!从树脂比表面)平均孔径)交换

速度方面 考 虑"0#!选 用 大 孔 阴 离 子 交 换 树 脂 去 除

色素)
色素物质的 交 换 能 力 不 强!但 也 不 很 弱!考 虑

洗脱和再生的难易程度!选择大孔苯乙烯系弱碱性

树脂41$.和大孔苯乙烯系强碱性树脂4!%/进行
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脱色实验)
树脂反离子的形式选择盐型!主要是考虑到脱

色过程中粗纤溶酶液-A值的变化应尽量小!这样

可避免纤溶酶的变性失活!另一方面盐型的离子交

换 树 脂 交 换 容 量 大!树 脂 体 积 胀 缩 小!使 用 寿

命长"0#)
EDF!粗纤溶酶液的离子交换树脂脱色实验结果

树 脂 的 反 离 子 采 用 5(2型)图!和 图1为 用

41$.和4!%/树脂对粗纤溶酶液脱色时的纤溶酶

和色素的洗脱曲线及洗脱液的-A变化情况)脱色

效果$酶液脱色前后纤溶酶比活力和脱色过程中的

纤溶酶活性回收情况见表.)

柱床.)/PX]"$PX!体积流量1)"X9%X=?

图E!4FGC弱阴离子交换树脂对粗酶液脱色曲线

)-2DE!4.,"’"$,#$N."(01.,$#*..%738.;34FGC&%-"%

.>,1&%2.$.<-%

柱床.)/PX]"$PX!体积流量1)"X9%X=?

图F!4EHI强阴离子交换树脂对粗酶液脱色曲线

)-2DF!4.,"’"$,#$N."(01.,$#*..%738.;34EHI&%-"%

.>,1&%2.$.<-%

!!在-A0)/的条件下!41$.和4!%/树脂均不

吸附纤溶酶而吸附大部分色素物质!达到了从酶液

中去除色素的目的)同 时 离 子 交 换 过 程 中 酶 液-A
变化不超过%!避免了纤溶酶的变性&吸附到树脂上

的色素用!X’(%9的 *>\A 和 *>5(均 可 洗 脱 下

来!树脂容易再生)
实验结果还 表 明!4!%/强 阴 离 子 交 换 树 脂 对

粗酶液中色素的去除效果稍好于41$.弱阴离子交

换树脂&单位体积4!%/树脂 吸 附 的 色 素 量 也 大 于

41$.树脂)从纤溶酶比活力提高的情况来看!这两

种树脂在脱色过程中均能去除一部分在-A0)/条

件下带负电荷的杂蛋白!而 且4!%/树 脂 因 碱 性 强

于41$.树脂!因此吸附带负 电 荷 杂 蛋 白 的 能 力 也

强于41$.树脂!经4!%/树脂脱色的纤溶酶比活力

提高幅度大于41$.树脂脱色的纤溶酶的比活力)
在纤溶 酶 液 的 脱 色 过 程 中!有 一 定 量 的5(2进

入酶液!使酶 液 的 碱 性 增 加)因 纤 溶 酶 的 后 续 提 纯

采用脱盐操作!会 除 去 酶 液 中 的5(2!因 此5(2的 进

入不影响纤溶酶的色谱纯化操作)
EDJ!粗纤溶酶液的活性炭和高岭土脱色实验结果

活性炭具有多孔结构!对很多色素物质有很强

的吸附能力!在 发 酵 工 业 经 常 用 于 发 酵 液 的 脱 色)
用活性炭对粗纤溶酶液脱色试验结果如表.所示)
结果表明!在 离 心 除 去 活 性 炭 后!发 酵 液 颜 色 仍 然

很深!总 酶 活 力 下 降"#̂ !总 蛋 白 降 低#$̂ !说 明

在该条件下!活 性 炭 对 色 素 物 质 吸 附 程 度 小!对 蛋

白质的吸附没 有 选 择 性!脱 色 效 果 不 好)工 业 上 用

活性炭对发酵液脱色时!常常采用0$"3$_的温度

范围"3#!在这样 的 温 度 下!活 性 炭 对 很 多 色 素 物 质

有吸附作用)
用高龄土对粗纤溶酶液脱色处理后!酶液颜色

仍然很深!且 比 活 力 没 有 提 高!活 力 回 收 率 和 纯 化

情况见表.!脱色效果不好)

表C!4EHI!4FGC!活性炭和高岭土脱色效果及纤溶酶的纯化效果

O&;DC!6((.,0<"(*.,"’"$&%*K#$-(-,&0-"%"(01.,$#*..%738.;34EHI"4FGC"&,0-N&0.*,1&$,"&’&%*P&"’-%

脱色
介质

样品
体积%
X9

纤溶酶
活力%
;%X9

总活力%
;

蛋白
质量浓度%
XE%X9

总蛋白
含量%
XE

纤溶酶比
活力%
;%XE

酶纯化
倍数

脱色
酶液%
\4"#$

酶活力
回收%
^

4!%/ .#" 1").% #!/#)!/ !)!. 1"$)1" .#)"0 1).. $).0% 0$)!/

41$. .#% 1.)$! "%1!).3 !)## "$#)"# .!)./ !)"# $)1$. /#)3!

活性炭 .$$ ".)#3 ".#0)0" 0)#! 0#.)%0 #)#1 .).. .)0%! ##)"3

高岭土 .$$ #!)0$ #!0$).0 .$)#% .$#%).1 ")%3 .)$$ .)3$" 0$)11
注’脱色前样品 体 积.$$X9!\4"#$.)%01!酶 活 力0")%";%X9!蛋 白 质 量 浓 度.#)$%XE%X9!比 活 力")%0;%XE!总 活 力

0"%1)/"!总蛋白.#$%)$1XE)
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具有良好 的 处 理 效 果!为 该 工 艺 的 工 业 化 提 供 了 依据)
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G!结!论

离子交换树 脂 在 酶 的 分 离 提 纯 中 可 以 用 于 微

生物发酵粗酶液的脱色)选择吸附大多数色素而不

吸附目标酶的交换树脂作为脱色介质’选择目标酶

稳定且不 带 电 荷 的-: 值 作 为 脱 色 时 的 起 始-:
值!或选择目标酶带有与离子交换树脂功能基团相

同电荷的-:值作为脱色时的起始-: 值’选择盐

型离子交换功能基反离子进行脱色操作)
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