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摘要  [ 目的] 研究用PEG/ 磷酸盐双水相体系萃取青霉TS67 胞外活性蛋白,为活性蛋白的进一步提纯及工业化生产提供依据。[ 方法]
以分配系数、下相分配率及抑菌圈直径为指标 ,分别研究了PEG 的浓度、磷酸盐的浓度、氯化钠的浓度对青霉TS67 胞外活性蛋白在PEG
2000/ 磷酸盐和PEG6000/ 磷酸盐双水相系统中分配特性的影响。[ 结果] 在24 % PEG2000/ 12 %磷酸盐的双水相体系中下相抑菌圈直径
最大 ,达到2 .50 c m,此时下相分配率为87 .77 % ;在28 % PEG6000/ 12 %磷酸盐双水相体系中 ,下相分配率最大,达到94 .85 % ,此时下相抑
菌圈直径为2 .45 cm。[ 结论] PEG 的浓度、磷酸盐的浓度对蛋白的分配特性有显著影响,氯化钠的浓度对其影响并不明显。从成本及结
果来说,PEG2000 优于PEG6000。
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Abstract  [ Objective] The reference for the purification and industrialization of active protein was provided through the research on the technique of
PEG/ phosphate aqueous two-phase systeminthe extraction of the active protei n of extracellular Penicilliu m TS67 . [ Method] The distribution coefficient ,
the rate of phase distribution and the diameter of inhibition zone be used as the indicators to study the effect of the concentration of PEG, phosphate and
sodium chloride on the distribution characteristics of the active protein of extracell ular Penicilliu m TS67 in two-phase distribution system of PEG
2000/ phosphate and PEG6000/ phosphate aqueous . [ Results] In24 % PEG2000/ 12 % polyethylene glycol phosphate aqueous two-phase systemphase in-
hibition zone diameter of the largest , reaching 2 .50 c m, phase distributionrate at this ti me for 87 .77 % ; in 28 % PEG6000/ 12 % glycol phosphate aque-
ous two- phase system, the largest phase distribution rate to 94 .85 % , whenthe phase inhibition zone diameter of 2 .45 cm. [ Concl usion] There was the
significant influence of the concentrationof PEGand phosphate onthe distri bution characteristics of protein, but the concentrationof sodiumchloride is not
obvious . Fromthe cost and experi mental result , the PEG2000 was better than PEG6000 .
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  双水相萃取( Aqueous two- phase extraction ,ATPE) 具有条件

温和、产品活性损失小、操作简单、易于工程放大和连续操作

等优点[ 1] , 已被广泛用于生物化学、细胞生物学和生物化工

等领域[ 2] , 涉及到细胞、膜、病毒、蛋白质、核酸以及其他天然

药物有效成分的分离及提纯[ 3] 。双水相体系多为PEG/ 葡萄

糖和PEG/ 无机盐2 种[ 4] , 笔者选用价廉、低毒、较易挥发的

PEG/ 磷酸盐双水相体系, 探讨了能抑制多种植物病原真菌的

青霉TS67( Peni cill um sp .) 菌株的胞外活性蛋白的萃取条件 ,

为该菌株生物防治效果和机理的深入研究奠定了基础。

1  材料与方法

1 .1 试验材料

1 .1.1 青霉TS67 菌株。天津商业大学微生物实验室保存 ,

该菌株分离自渤海近岸海水。

1 .1.2 指示菌。植物病原菌 F . oxysporu m 购自中国科学院

微生物研究所菌保中心。

1 .1.3  培养基。海洋真菌培养基用于培养青霉 TS67[ 5] ,

PDA 培养基用于培养指示菌[ 6] 。

1 .1 .4 试剂和溶液。试验中使用分析纯化学试剂, 并配制

体积比为30 %的PEG 6000 和PEG 2000 贮备液,PO4
3 - 含量为

20 % 的 磷 酸 盐 贮 备 液( K2HPO4 与 KH2PO4 的 摩 尔 比 为

1∶0 .703 ,pH 值为中性) 。

1 .2 方法

1 .2.1 抑菌活性测定。采用杯碟法[ 7] 测定青霉TS67 菌株胞

外蛋白的抑菌活性 ,并以抑菌圈直径表示。

1 .2.2 蛋白质含量测定。用Bradford 染料结合法测定, 以牛

血清白蛋白为标准[ 8] 。

1 .2.3 双水相系统的制备。根据试验设计, 依次将一定体

积的磷酸盐、PEG 贮备液加入刻度试管, 再按需要加入一定

量的发酵液和NaCl 晶体, 最后加蒸馏水至预定系统质量, 充

分振荡 ,混合均匀。在室温下静置,直至上下相完全分离。

1 .2 .4  活性蛋白在PEG/ 磷酸盐双水相系统中分离特性测

定。按“1 .2 .3”方法配制双水相系统 ,分相后记录上、下相体

积( Vt 、Vb) ,测定上、下相中蛋白浓度( Ct 、Cb) , 用以下公式计

算蛋白质在两相间的分配系数 K 和在下相的分配率 Y:

K= Ct / Cb ( 1)

Y= 1/( 1 + Vt / Vb·K) ( 2)

2  结果与分析

2 .1  PEG 浓度对活性蛋白分配特性的影响  在室温条件

下,保持磷酸盐浓度12 %不变, 移取青霉TS67 原发酵液2 g ,

改变PEG 2000 和PEG6000 的浓度, 加入蒸馏水至固定双水

相系统10 g。待相分离后, 测定蛋白质的浓度及抑菌圈直

径,结果见表1 和图1。从表1 和图1 中可以看出 ,不论是采

用PEG 2000/ 磷酸盐还是PEG 6000/ 磷酸盐双水相系统萃取

青霉TS67 菌株发酵液中抗菌活性蛋白时, 两相的分配系数

K 值都小于1 ,下相的抑菌圈直径也远大于上相的抑菌圈直

径,说明该活性蛋白主要分配在富含磷酸盐的下相。在PEG

的试验浓度范围内, 当PEG 2000 浓度为24 %时 ,活性蛋白的

下相分配率最高, 达到87 .77 % , 此时下相抑菌圈直径亦达到

2 .50 c m; 而PEG6000 浓度为28 % 时, 下相分配率最大, 达到

94 .85 % ,此时下相抑菌圈直径也达到最大值2 .45 c m。

  在试验过程中发现,萃取溶液的粘度随着PEG 浓度的增

加而增加 ,进而导致相分离时间变长。到目前为止还没能完
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全清楚地从理论上解释双水相体系的分相以及预分离物质

在其中的分配机理[ 9] 。笔者认为出现上述变化的可能解释

是: 开始因为PEG 的吸水作用, 蛋白质的电荷暴露, 此时容易

与带电荷的磷酸盐相互吸引, 下相分配率开始上升。随着大

量的水分子往 PEG 相聚集, 亲水性的蛋白质跟着往上相分

配。当PEG 的浓度增大到一定程度时 ,成相物质分子间的作

用增大,相界面张力亦增大,系统黏度也会增大,活性蛋白在

相间的传递和在相内的扩散阻力大大增加, 反而不利于目标

蛋白分子进入PEG 相[ 10] 。在PEG6000 中的下相分配率最后

下降可能是由于出现了沉淀的缘故。

表1 PEG 浓度的变化对抑菌圈直径的影响

Table 1 Theeffectsof thechanges of PEGconcentrationontheantibacteri-

al circle diameter

处理
Treat-
ment

CPEG

%

PEG2000∥c m
上相抑菌
圈直径 Dt

Diameter of
antibacterial

circle in
top phase

下相抑菌
圈直径 Db

Diameter of
antibacterial

circle in
bottomphase

PEG6000∥c m
上相抑菌
圈直径 Dt

Diameter of
antibacterial

circle in
top phase

下相抑菌
圈直径 Db

Diameter of
antibacterial

circle in
bottomphase

A1 12 0 1 .75 1 .20 1 .90

A2 16 1 .10 1 .75 1 .60 2 .25

A3 20 1 .20 1 .65 1 .90 2 .05

A4 24 1 .00 2 .50 1 .85 2 .00

A5 28 1 .30 2 .00 1 .10 2 .45

A6 32 2 .10 2 .30 2 .00 2 .00

图1 PEG 浓度的变化对分配系数和下相分配率的影响

Fig .1 Theeffects of the changes of PEGconcentrationonthe parti-

tioncoefficient and partitionratiointhe bottomphase

2 .2 磷酸盐浓度对活性蛋白分配特性的影响  在室温条件

下,保持PEG2000 的浓度24 %不变、PEG6000 的浓度28 % 不

变, 改变磷酸盐的浓度。待相分离后 ,测定上、下相中蛋白质

的浓度及抑菌圈直径。从表2 和图2 可以看出 ,活性蛋白在

两相中的分配系数均是呈先下降后上升的趋势, 即先随磷酸

盐浓度的增加而降低, 达到一定浓度时, 分配系数则随着磷

酸盐浓度的增加而增加,而与双水相体系中PEG 分子量的大

小无关。这种现象完全符合盐溶和盐析原理。在所选的

PEG2000/ 磷酸盐和PEG6000/ 磷酸盐2 个双水相系统成相浓

度范围内,综合考虑胞外活性蛋白在双水相系统中上下相间

的分配系数及下相分配率, 上下相抑菌圈直径等因素, 决定

采用24 % PEG2000/ 12 % 磷酸盐和28 % PEG 6000/ 12 % 磷酸

盐这2 个双水相体系。

表2 磷酸盐浓度的变化对抑菌圈直径的影响

Table 2 Effects of thechanges of phosphateconcentrationontheantibacte-

rial circlediameter

处理
Treat-
ment

C磷酸盐
%

PEG2000∥c m
上相抑菌
圈直径 Dt

Diameter of
antibacterial

circle in
top phase

下相抑菌
圈直径 Db

Diameter of
antibacterial

circle in
bottomphase

PEG6000∥c m
上相抑菌
圈直径 Dt

Diameter of
antibacterial

circle in
top phase

下相抑菌
圈直径 Db

Diameter of
antibacterial

circle in
bottomphase

A1  6 1 .30 2 .00 1 .95 2 .10

A2 8 1 .80 2 .30 1 .80 2 .15

A3 10 1 .75 2 .20 1 .55 2 .20

A4 12 1 .35 2 .55 1 .35 2 .40

A5 14 1 .60 2 .15 1 .75 2 .30

A6 16 1 .90 2 .25 1 .85 2 .25

图2 磷酸盐浓度的变化对分配系数和下相分配率的影响

Fig .2 The effects of the changes of phosphate concentration onthe

partitioncoefficient and partitionratiointhe bottomphase

2 .3  NaCl 浓度对分配特性的影响 盐的种类对分配系数的

影响主要反映在对相间电位的影响上[ 11] 。NaCl 是最常用的

研究盐效应影响双水相系统中分配特性的一种试剂。根据

前述研究结果 , 在室温下采用已选定的2 个双水相体系 , 以

加入晶体NaCl 的方式改变系统中的盐浓度。从表3 和图3

可以看出 ,不论是PEG2000 还是PEG6000 , 随着NaCl 浓度的

变大, 分配系数和下相萃取率基本保持直线不变。下相抑菌

圈的直径略有变化, 但是变化很小 , 可见外加不同浓度的

NaCl 对相比分配系数及下相分配率的影响不大, 磷酸盐与

NaCl 的组合对活性蛋白几乎不产生盐析作用。因此, 外加

NaCl 对活性蛋白在PEG/ 磷酸盐双水相系统的分配特性影响

不显著。

3  结论

通过研究PEG/ 磷酸盐双水相体系对青霉TS67 胞外活

性蛋白萃取的影响, 发现不同分子量的PEG 形成了不同特点

的双水相体系,PEG 2000 分相稳定,没有沉淀现象 ,分相时间

短, 价格便宜;PEG6000 分相不稳定, 有沉淀现象,分相时间
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表3 NaCl 浓度的变化对抑菌圈直径的影响

Table 3 Theeffects of the changes of NaCl concentrationontheantibacte-

rial circle diameter

处理
Treat-
ment

NaCl 浓度
%

PEG2000∥c m
上相抑菌
圈直径 Dt

Diameter of
antibacterial

circle in
top phase

下相抑菌
圈直径 Db

Diameter of
antibacterial

circle in
bottomphase

PEG6000∥c m
上相抑菌
圈直径 Dt

Diameter of
antibacterial

circle in
top phase

下相抑菌
圈直径 Db

Diameter of
antibacterial

circle in
bottomphase

A1 1 1 .35 2 .45 1 .65 2 .25
A2 2 1 .40 2 .35 1 .60 2 .35
A3 3 1 .40 2 .20 1 .50 2 .20
A4 4 1 .45 2 .40 1 .45 2 .45
A5 5 1 .60 2 .60 1 .50 2 .50

图3 NaCl 浓度的变化对分配系数和下相分配率的影响

Fig .3 The effects of the changes of NaCl concentrationon partition

coefficient and partitionratiointhe bottomphase

长,价格昂贵,但是在萃取过程中下相萃取率比PEG 2000 高

7 .08 %。综合考虑各种因素 ,可以认为24 %PEG 2000/ 12 % 磷

酸盐双水相体系因成本低,且下相分配率和下相抑菌圈直径

均比较理想 ,适合应用于工业规模提取青霉 TS67 菌株胞外

活性蛋白。而32 %PEG 2000/ 12 % 磷酸盐双水相体系的下相

分配率虽然仅为32 .12 % , 是最大值的36 .60 % , 但是下相抑

菌圈直径为2 .30 c m, 是最大值2 .50 c m 的92 % ,说明此时杂

蛋白在下相比较少, 适合于青霉TS67 菌株胞外活性蛋白的

进一步提纯的前期处理。试验还发现 NaCl 的添加基本不对

萃取效果产生影响, 反而提高萃取成本 ,加大蛋白提取难度 ,

因此,在利用PEG/ 磷酸盐双水相萃取青霉TS67 菌株胞外活

性蛋白时不需要采取外加盐措施。
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效应的一个重要指标[ 10 - 11] 。当蚕豆根尖细胞受到有害理

化因子攻击时 ,其染色体受干扰甚至发生断裂 , 产生的染色

体片段和滞留染色体可能发生畸变 , 并在主核的周围形成

微核。微核率的高低可反映湖水对蚕豆根尖的危害程度。

( 4) 当前水环境污染监测主要采用物理和化学方法, 这

些方法的优点在于可以反映不同污染物质的种类和数量,

但不能综合反映环境质量状况和阐明多种污染物并存对生

物体的危害和损伤机制。蚕豆根尖细胞微核监测技术不仅

具有灵敏度高、可靠性强、取材简单、条件易控制、试验周期

短、监测费用低等优点 ,还可直接反映多种污染物对生物遗

传物质的综合影响 , 且反映出的遗传毒性是根据真核细胞

DNA 分子损伤试验得出的, 是一种值得推广的环境监测方

法。该试验既以蚕豆根尖细胞微核率为指标 , 又结合其他

环境监测指标 , 则能更全面、更准确地反映水体的水质状

况, 并将作好长期监测和研究。

( 5) 治理太湖污染的建议。①在湖州太湖南岸围建示

范区 ,示范区内种植一些吸附 N、P 的植物, 定期检测, 条件

成熟时再推广到整个太湖。②调整流域的农业生产方式,

较大程度地保留在陆地生态系统物质循环之中, 可以减缓

水体的富营养化进程。③控制污染源。禁止居民生活用

水、生活垃圾、化工厂废水随意排放。
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