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双水相萃取法富集分离地木耳中的藻蓝蛋白

甘林火

（华侨大学 化工学院，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　采用聚乙二醇（ＰＥＧ４０００）／硫酸盐双水相体系，经一次萃取从地木耳细胞破碎液中富集分离藻蓝蛋

白．分别考察萃取时间、硫酸盐种类及浓度、ＰＥＧ４０００浓度、溶液ｐＨ值和离子强度对双水相萃取分离地木耳

中藻蓝蛋白的影响．结果表明：在萃取时间为３０ｍｉｎ，Ｎａ２ＳＯ４ 的质量分数为１５％，ＰＥＧ４０００的质量分数为

１２％，加入ＫＣｌ的质量分数为１％，ｐＨ值为３．０的最优条件下，藻蓝蛋白萃取率可达９５．２％，纯度为４．８．
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藻蓝蛋白（ＰＣ）是从藻类中分离出的一种深蓝色物质．它既是一种蛋白质，又是一种极好的天然食

用色素，同时还是良好的保健食品，具有很高的营养价值和医疗价值［１］．传统的从蓝藻中提取分离藻蓝

蛋白的方法多采用盐析沉淀法［２?３］，包括沉淀、离心和透析３个主要操作环节，这在实际工业化生产中存

在操作步骤繁琐、动力能耗高及操作周期长等缺点．Ａｌｂｅｒｔｓｓｏｎ
［４］于２０世纪５０年代后期开发了双水相

萃取法．７０年代以后，双水相萃取技术在生物分离过程中得到广泛应用
［５］，为蛋白质特别是胞内蛋白质

的分离与纯化开辟了新的途径，具有良好的发展前景．刘杨等
［６］研究了双水相萃取法从螺旋藻中分离提

取藻蓝蛋白，萃取效率和分配系数均较高．地木耳（Ｎｏｓｔｏｃ）学名普通念珠藻，是陆生蓝藻中的一种，其蛋

白含量高达２０％，且藻蓝蛋白丰富
［７］．本文采用聚乙二醇（ＰＥＧ４０００）／硫酸盐双水相体系，分离提取地

木耳中的藻蓝蛋白．

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

地木耳粉为自制（采自福建泉州华侨大学），聚乙二醇（ＰＥＧ４０００，上海国药集团化学试剂有限公

司），Ｎａ２ＳＯ４（广东广州化学试剂分公司），（ＮＨ４）２ＳＯ４（广东汕头西陇化工厂），其余试剂均为分析纯．

超声波细胞粉碎机（浙江宁波新芝生物科技有限公司），高速低温离心机（德国赫姆勒实验室仪器），

电子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司），四联磁力搅拌器（江苏金坛江南仪器厂），紫外可见分光光

度计（北京瑞利分析仪器公司）．

１．２　实验方法

１．２．１　地木耳细胞破碎　称取２ｇ地木耳粉于１００ｍＬ的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ＝７）中，在超声波细

胞粉碎机中破碎（冰浴条件下，全程时间２０ｍｉｎ，工作间歇时间９ｓ，超声时间６ｓ，温度保护３０℃）．将破

碎后的地木耳细胞悬浊液于１００００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃的冷冻离心机中离心２０ｍｉｎ后取出抽滤，加入磷酸

盐缓冲液定容至４００ｍＬ，所得清液即为含有藻蓝蛋白的粗提液，测定其中的藻蓝蛋白质量浓度．

１．２．２　双水相萃取实验　量取２０ｍＬ粗提液于具塞锥形瓶中，加入定量ＰＥＧ４０００和硫酸盐，常温下

在磁力搅拌器上搅拌一定时间，取出溶液于分液漏斗中静置、分层，将上相溶液移至１０ｍＬ刻度试管
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中，测上相体积；同时采用可见分光光度法测定上下相溶液中藻蓝蛋白质量浓度．

１．２．３　藻蓝蛋白的测定与计算　藻蓝蛋白最大光吸收在６２０ｎｍ附近，因此藻蓝蛋白质量浓度可根据

Ｋａｐｌａｎ等
［８］采用的方法进行测定，即

ρ（ＰＣ）＝ （犇（６２０）－０．４７４犇（６５０））／５．３４． （１）

式（１）中：ρ（ＰＣ）为藻蓝蛋白的质量浓度（ｇ·Ｌ
－１）；犇（６２０），犇（６５０）分别为波长在６２０，６５０ｎｍ处的光密

度值．

藻蓝蛋白萃取率（η）和分配系数（犓）的计算公式为

η＝ （ρｔ（ＰＣ）×犞ｔ／ρ０（ＰＣ）×犞０）×１００％， （２）

犓 ＝ρｔ（ＰＣ）／ρｂ（ＰＣ）． （３）

式（２），（３）中：犞 为溶液体积（ｍＬ）；下标０，ｔ，ｂ分别代表藻蓝蛋白破碎，萃取后双水相体系上相和下相．

２　结果与讨论

２．１　萃取时间对萃取犘犆的影响

量取２０ｍＬ粗提液于具塞锥形瓶中，分别配制１２％的ＰＥＧ４０００和１５％的Ｎａ２ＳＯ４，与ＰＥＧ４０００

形成双水相体系［９］．常温下在磁力搅拌器上搅拌，考察萃取时间对双水相萃取法富集分离地木耳中藻

蓝蛋白的影响．实验结果表明：当萃取时间分别为１０，２０，３０，４０ｍｉｎ时，萃取率分别为２９．５％，４８．３％，

７９．１％和７６．９６％．由此可知，随着萃取时间的增长，藻蓝蛋白萃取率先逐渐增大，在３０ｍｉｎ后趋于稳

定．表明，３０ｍｉｎ时双水相萃取达到平衡，故萃取时间选为３０ｍｉｎ．

２．２　硫酸盐种类对萃取犘犆的影响

分别配制 １２％ 的 ＰＥＧ４０００和 １５％的 Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系，１２％ 的 ＰＥＧ４０００和 １５％ 的

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 双水相体系．常温下搅拌３０ｍｉｎ，考察双水相体系中不同硫酸盐对双水相萃取法富集分离

地木耳中藻蓝蛋白的影响．实验结果表明：当双水相组分为Ｎａ２ＳＯ４ 时，萃取率为８０．４９％，分配系数为

４．５８０３％；当双水相组分为（ＮＨ４）２ＳＯ４时，萃取率为７４．５４％，分配系数为２．１８４２％．由此可见，无论

是藻蓝蛋白的萃取率还是分配系数，含Ｎａ２ＳＯ４ 的双水相体系都要高于含（ＮＨ４）２ＳＯ４的双水相体系．综

上所述，实验采用ＰＥＧ４０００／Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系来富集提取地木耳中藻蓝蛋白．

表１　ＰＥＧ４０００质量分数对萃取ＰＣ的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ＰＥＧ４０００ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＣ

狑（ＰＥＧ４０００）／％ 犞ｔ／ｍＬ η／％ 犓

６ ４．２ ５３．５６ ８．３７１９

８ ５．０ ６７．４５ １０．２９７８

１０ ５．８ ７５．８２ １１．２９２７

１２ ６．６ ７９．３６ ９．５７０４

１５ ７．４ ８４．６８ ６．１８２５

２．３　犘犈犌４０００质量分数对萃取犘犆的影响

分别配制不同质量分数的 ＰＥＧ４０００和１５％的

Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系，常温下搅拌３０ｍｉｎ，考察 ＰＥＧ

４０００质量分数（狑（ＰＥＧ４０００））对分离藻蓝蛋白的影响，

结果如表１所示．从表１可以看出，随着ＰＥＧ４０００质量

分数的增大，藻蓝蛋白的萃取率呈现逐渐增大的趋势，而

藻蓝蛋白的分配系数则是先增大后减小．

聚合物浓度是影响双水相萃取的重要因素之一．随

着ＰＥＧ４０００浓度的增大，双水相体系离成相临界点的距离增大，系线长度增加，两相性质的差别（疏水

性等）增大，界面张力也随之增大，水溶性的藻蓝蛋白越容易分配到一相中去．因此，藻蓝蛋白的萃取率

在不断提高．但是，上相体积也在逐渐增大，分配系数就不是单调变化的．结合η和犓 值进行综合分

析，实验选取ＰＥＧ４０００质量分数为１２％的双水相体系．

２．４　犖犪２犛犗４ 质量分数对萃取犘犆的影响

分别配制不同质量分数的 Ｎａ２ＳＯ４ 和质量分数为１２％的ＰＥＧ４０００双水相体系，常温下搅拌３０

ｍｉｎ．考察Ｎａ２ＳＯ４ 质量分数（狑（Ｎａ２ＳＯ４））对集分离藻蓝蛋白的影响，结果如图１所示．从图１可见，随

着Ｎａ２ＳＯ４ 质量分数的增大，藻蓝蛋白的收率呈先增大后减小的趋势，但总体变化不显著．在ＰＥＧ／

Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系中，Ｎａ２ＳＯ４ 质量分数选取１５％．

２．５　离子强度对萃取犘犆的影响

２．５．１　ＮａＣｌ质量分数对萃取ＰＣ的影响　配制质量分数为１２％的ＰＥＧ４０００和１５％的Ｎａ２ＳＯ４ 双水
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相体系，分别加入不同质量分数的ＮａＣｌ于溶液中，常温下搅拌３０ｍｉｎ．考察ＮａＣｌ质量分数（狑（ＮａＣｌ））

对分离藻蓝蛋白的影响，结果如图２所示．从图２可知，当ＮａＣｌ质量分数增大时，在实验选取的范围内，

藻蓝蛋白的萃取率有所降低且降幅较小，最大降幅在１０％左右．

图１　Ｎａ２ＳＯ４ 质量分数对萃取ＰＣ的影响 图２　ＮａＣｌ质量分数对萃取ＰＣ的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＮａ２ＳＯ４ Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＮａＣｌ

ｏｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＣ ｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＣ

２．５．２　ＫＣｌ质量分数对萃取ＰＣ的影响　配制质量分数为１２％的ＰＥＧ４０００和１５％的Ｎａ２ＳＯ４ 双水

相体系，分别加入不同质量分数的ＫＣｌ于溶液中，常温下搅拌３０ｍｉｎ．考察ＫＣｌ质量分数（狑（ＫＣｌ））对

分离藻蓝蛋白的影响，结果如图３所示．从图３可知，当ＫＣｌ质量分数增大时，在实验选取的范围内，藻

蓝蛋白的萃取率先增大后趋于稳定．

比较加入ＮａＣｌ，ＫＣｌ对ＰＥＧ／Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系萃取分离地木耳中藻蓝蛋白过程的影响，出现了

２种不同的结果．由于实验采用的缓冲溶液是由 Ｎａ２ＨＰＯ４ 和 ＮａＨ２ＰＯ４ 配制而成的，加入 ＮａＣｌ后，

Ｎａ＋对含缓冲溶液的粗提液有盐析的作用，而使藻蓝蛋白的萃取率有所降低；而加入ＫＣｌ后，Ｋ＋对含缓

冲溶液的粗提液有盐溶的作用，而使藻蓝蛋白的萃取率先增大后趋于稳定．

２．６　狆犎值对萃取犘犆的影响

选用ｐＨ值为３～８的粗提液进行实验，考察ｐＨ值对双水相萃取法富集分离地木耳藻蓝蛋白的影

响，结果如图４所示．从图４可知，在ｐＨ值为３～５时，藻蓝蛋白的收率逐渐降低；在ｐＨ值为５～８时，

藻蓝蛋白的萃取率逐渐增大；当ｐＨ值为５时，萃取率出现最小值．

　　图３　ＫＣｌ质量分数对萃取ＰＣ的影响　　　　　　　　　图４　ｐＨ值对萃取ＰＣ的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＫＣｌｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＣ　　Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆＰＣ

在双水相体系中，ｐＨ值是影响双水相萃取的重要因素之一．由于蛋白质在溶液中有两性电离现

象．当ｐＨ＝ｐ犐（等电点）时，该蛋白质极性基团解离的正负离子数相等，净电荷为零．在某一ｐＨ值的溶

液中，当ｐＨ＞ｐ犐时该蛋白质带负电荷；反之，ｐＨ＜ｐ犐时该蛋白质带正电荷．当蛋白质在等电点时，蛋白

质分子以双极离子存在，总净电荷为零，颗粒无电荷间的排斥作用，易凝集成大颗粒，因而最不稳定，溶

解度最小，易沉淀析出．藻蓝蛋白的ｐ犐值在４～５之间
［１０］，因此，在ｐＨ＝５左右时藻蓝蛋白溶解度减小，

最终导致藻蓝蛋白萃取率降低，出现最小值．

２．７　最优工艺条件的藻蓝蛋白纯度

藻蓝蛋白的纯度一般采用紫外可见分光光度法测定，以犇（６２０）与犇（２８０）的比值来表示．综上所
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述，在萃取时间为３０ｍｉｎ，ＰＥＧ４０００质量分数为１２％，Ｎａ２ＳＯ４ 质量分数为１５％，加入ＫＣｌ质量分数为

１％，ｐＨ值为３．０的最优工艺条件下，利用ＰＥＧ４０００和Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系对地木耳中藻蓝蛋白进行

富集分离，其萃取率为９５．２％．采用该法测定富集相中藻蓝蛋白的纯度，结果可达４．８，达到了普遍认可

的商业化标准．

３　结束语

采用ＰＥＧ／Ｎａ２ＳＯ４ 双水相体系萃取分离地木耳中藻蓝蛋白，具有含水量高，不会引起生物活性物

质失活或变性［１１］，易于工艺放大和连续操作，与后续提纯工序可直接相连接而无需进行特殊处理，不存

在有机溶剂残留问题，对人体无害等突出的优点，同时具有分离和浓缩的效果．由此可见，工艺具有良好

的工业开发前景．
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