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温度诱导双水相分离纯化细菌素工艺条件的选取与优化 
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摘  要：利用 TritonX−114可萃取疏水性蛋白质的性质，研究了温度诱导双水相分离纯化细菌素乳
链菌肽, 用响应面法对成相成份 TritonX−114 和离子强度进行了优化，最佳浓度分别为 3.27% 
TritonX−114，0.85 mol/L氯化钠. 优化过程中，pH固定为 2.0，温度固定为 30ºC, 在此条件下乳链
菌肽的萃取率为 92%，纯化系数为 9.05. 
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1  前 言 

细菌素是由乳酸细菌产生的天然抗菌的蛋白质物质，在食品工业中作为天然防腐剂有广泛的

用途. 目前细菌素分离纯化主要围绕细菌素具疏水性、带正电及能吸附在菌体上的特性展开工作. 
根据细菌素在不同 pH条件下吸附与解吸附的特性，前人[1]提出了一种基于吸附和解吸附回收

和纯化细菌素的方法，细菌素在 pH 6.0∼6.5的条件下能吸附在产生菌的细胞上，离心收集菌体，
再在 pH=2条件下使细菌素从菌体上解离下来. 但实验中发现[2]，高浓度的乳链菌肽不能完全被菌

体吸附，而且离心收集菌体时，会使松散吸附的乳链菌肽脱落下来. 多孔硅胶化合物也可以用来
从发酵液中吸附细菌素，吸附后用 0.1% SDS解吸附，但是，SDS不能从产物中完全去除[3]. 

通过改变温度使去污剂 TritonX−114 水溶液形成两相的现象称为温度诱导双水相. TritonX− 
114水溶液在凝固点与浊点(22oC)的温度范围内形成均相的胶团溶液，当温度高于浊点时，胶团聚
集而形成悬浊液，静止或离心可使聚集的胶团沉降于管底而形成高密度的富含去污剂的下相(称为
去污剂相)和低密度的去污剂含量少的上相(称为水相). 当蛋白质溶于 TritonX−114溶液中时，在分
相的过程中能将溶液中的蛋白质分配到两个不同的相中，疏水性蛋白质进入去污剂相，亲水性蛋

白质进入水相[4]. 此方法自 Bordier[5]于 1981 年创建以来，在分离疏水性蛋白质及膜蛋白质上已有
广泛的应用. 

细菌素乳链菌肽为疏水性多肽. 本研究利用 TritonX−114可萃取疏水性蛋白质的特点，将乳链
菌肽直接从发酵液中快速分离纯化, 利用响应面法进行优化以寻求最佳工艺条件. 

2  实验材料与方法 

2.1 试剂 

乳链菌肽，TritonX−114(Sigma公司)，酵母粉(Oxoid公司). 
2.2 菌株及培养基 

菌株为乳酸乳球菌乳酸亚种(Lactococcus Lactis subsp. Lactis) ATCC11454 和浅黄色微球菌
(Micrococcus flavus) NCIB 8166, 均为中科院微生物所还连栋研究员惠赠. 在实验中 ATCC 11454
和 NCIB 8166分别用作乳链菌肽产生菌和乳链菌肽效价检测指示菌.  L. lactis ATCC 11454用 CM
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培养基培养[6]，M. flavus NCIB 8166用 SI培养基培养[7]. 
2.3 乳链菌肽样品的制备 

ATCC 11454经活化后，以 1%(ϕ)的接种量接入 100 ml带橡皮塞的血清瓶中，内装 50 ml无菌
CM培养基，于 30oC及 180 r/min下振荡培养 6 h. 发酵液用 6 mol/L盐酸调至 pH=2.0作为待分离
样品. 发酵液调至 pH 2.0是因为此时乳链菌肽稳定，且乳链菌肽能充分从菌体细胞上解离下来[1]. 
2.4 温度诱导双水相系统及相分配过程 

基本按照文献[8]的方法进行. 样品、成相成份及 NaCl加入 5 ml刻度试管中，经振荡混合后，
于 0oC下萃取 2 h，再于 4 oC下以 4000 r/min离心 20 min, 除去菌体. 取上清液测定分配前乳链菌
肽的效价及总蛋白含量，其余上清液于 30oC下保温 10 min, 再于 25oC下以 4000 r/min离心分相 5 
min，读出上下相体积并取上下相分析乳链菌肽效价及蛋白质浓度. 
2.5 乳链菌肽效价及蛋白质含量的测定 

乳链菌肽的效价用琼脂扩散法[6]测定，蛋白质浓度用改进的 Lowry 法[9]测定. 萃取率 R(%)=
萃取相的体积×萃取相乳链菌肽的效价/(萃取前发酵液的体积×发酵液的效价). 纯化系数 f 
(Purification factor)=萃取相乳链菌肽比活性/萃取前发酵液的乳链菌肽比活性. 

2.6 实验设计 

采用二因素三水平因子设计以确定因子的主效和最陡爬坡方向；用中心组合设计(CCD)寻求
最佳操作工艺条件. 为兼顾纯化效果和萃取率，定义响应量 Y=5×纯化系数+萃取率. 用统计软件
SAS/Statistic Version 6.12对实验数据进行回归分析, 用学生 t检验测试回归系数的显著性. 

3 结果与分析 

5 ml发酵液、TritonX−114和氯化钠加入 5 ml刻度试管中，经 4oC萃取、30oC保温及离心分
相后，乳链菌肽被萃取到去污剂相. 虽然成相成份、离子强度、温度和 pH等因素影响蛋白质在双
水相中的分配，但由于乳链菌肽在高 pH条件下不稳定，且易被菌体细胞吸附[1], 高温能使乳链菌
肽失去活性，低温(<22oC)不能使体系分相，所以优化过程中 pH和温度分别固定为 2.0和 30oC. 

由预实验可知，成相成份及离子强度对乳链菌肽的分离及纯化有较大影响, 所以 TritonX−114
和氯化钠浓度为影响乳链菌肽分离纯化的主要因素, 其起始浓度分别选定为 3%(ϕ)和 0.5 mol/L. 
3.1 二因素三水平实验 

二因素三水平实验设计与结果列于表 1, 表中第 4∼7列分别为萃取相体积(Ve)、萃取相乳链菌
肽效价(Cn)、萃取相蛋白浓度(Cp)及萃取相乳链菌肽比活性(N)，Y为响应量. 

表 1二因素三水平因子设计及实验结果 

Table 1  Experimental design and results of two variables at three levels. 
Y  No. x1       x2 Ve (ml) Cn (IU/ml) Cp (mg/ml) N (IU/mg) R (%) 5 f 

Observed    Predicted 
1 −1 −1 1.13 2 448 2.35 1 042.88 51.52 28.89  80.41  77.55 
2 1 −1 1.75 2 011 2.15   936.36 65.52 25.94  91.46  88.69 
3 −1 1 0.72 4 762 2.75 1 734.06 63.84 48.03 111.88 109.09 
4 1 1 1.18 3 722 2.50 1 491.76 81.79 41.32 123.11 120.23 
5 0 0 1.22 2 838 2.36 1 203.22 64.47 33.33  97.80  98.89 
6 0 0 1.15 3 083 2.83 1 090.58 66.03 30.21  96.24  98.89 
7 0 0 1.25 3 038 3.04 1 000.33 70.71 27.71  98.42  98.89 
8 0 0 1.20 2 835 2.44 1162.55 63.35 32.20  95.55  98.89 
9 0 0 1.20 2 835 2.47 1147.00 63.35 31.77  95.12  98.89 

Broth    1 074 5.95  180.50     

Note: x1= (X1−3)/0.5, x2 = (X2−0.5)/0.25, X1 and X2 stand for concentrations of TritonX−114 (%,ϕ) and NaCl (mol/L) respectively. 
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根据表 1的实验数据，拟合出一次回归方程为 
                               Y=98.887+5.57x1+15.77x2.                             (1) 

回归分析可知，在α=0.05水平上，TritonX−114和 NaCl浓度均差异显著，对乳链菌肽的纯化
系数和收率均有积极的影响，且离子强度比 TritonX−114对乳链菌肽分离纯化的影响更大. 该模型
的确定系数为0.95，表明95%的实验数据的可变性可用此模型解释. F检验表明F = 51.124 > F2, 6, 0.01 

=10.9, 证明该模型在概率为 0.01水平上足够地拟合了实验数据. 
3.2 最陡爬坡路径 

以上述一阶模型为基础，可以确定最陡爬坡方向，表 2 列出了 TritonX−114 和氯化钠增加的
方向. TritonX−114每次增加 0.07%，氯化钠每次增加 0.1 mol/L. 从表中可以清楚地看出，No.12对
应的响应量 Y达到最大，根据 No.12的结果可对 TritonX−114及氯化钠浓度安排下面的实验. 

 表 2 最陡爬坡实验设计及实验结果 

Table 2  Experimental design of the ascent and corresponding response 
No. X1 (%, ϕ) X2 (mol/L) Ve (ml) Cn (IU/ml) Cp (mg/ml) N (IU/mg) R (%) 5f Y  
10 3.07 0.6 1.10 3 351 2.27 1476.14 68.65 40.89 109.54 
11 3.14 0.7 1.15 3 280 1.87 1758.43 70.25 48.71 118.96 
12 3.21 0.8 1.08 4 429 2.60 1702.12 89.07 47.15 136.22 
13 3.28 0.9 1.03 4 457 2.50 1781.17 85.48 49.34 134.82 
14 3.35 1.0 0.98 4 578 2.83 1619.56 83.55 44.86 128.41 

Broth    1 074 5.95  180.50    

3.3 中心组合实验设计 

从上述最速爬坡实验可以看出，响应变量 Y 值接近最大响应值区域. 用中心组合设计可以确
定 TritonX−114和氯化钠的最佳浓度，使得 Y值达到最大，实验设计及实验结果列于表 3. 根据此
实验数据，对萃取率和纯化系数进行拟合的方程为 

Y=134.932+3.265x1+4.526x2+0.303x1x2−1.985x1
2−5.138x2

2.                 (2) 

表 3 中心组合设计及实验结果 

Table 3  Central composite design and the results 
Y No. x1       x2 Ve (ml) Cn (IU/ml) Cp (mg/ml) N (IU/mg) R (%) 5f 

Observed Predicted 
15 −1 −1 1.10 3 398 1.83 1 854.10 69.60 51.36 120.95 120.32 
16 1 −1 1.25 3 155 1.71 1 843.27 73.45 51.06 124.50 126.25 
17 −1 1 1.05 3 871 1.96 1 975.77 75.70 54.73 130.43 128.77 
18 1 1 1.01 4 439 2.38 1 866.55 83.48 51.70 135.19 135.90 
19 −1.414 0 0.90 4 675 2.79 1 673.24 78.35 46.35 124.71 126.35 
20  1.414 0 1.00 4 932 3.01 1 640.75 91.85 45.45 137.30 135.58 
21 0 −1.414 1.20 3 534 2.44 1 446.17 78.98 40.06 119.03 118.26 
22 0  1.414 1.00 4 476 2.64 1 697.42 83.36 47.02 130.37 131.06 
23 0 0 1.08 4 429 2.60 1 702.12 89.07 47.15 136.22 134.93 
24 0 0 1.10 4 282 2.61 1 638.94 87.72 45.40 133.13 134.93 
25 0 0 1.05 4 439 2.60 1 707.46 86.79 47.30 134.09 134.93 
26 0 0 1.03 4 496 2.54 1 766.53 86.23 48.93 135.16 134.93 
27 0 0 1.05 4 512 2.61 1 727.10 88.21 47.84 136.06 134.93 

Broth    1 074 5.95  180.50     

Note : x1=(X1−3.21)/0.07, x2=(X2−0.8)/0.1, X1 and X2 stand for concentrations of TritonX−114 (%,ϕ) and NaCl (mol/L) respectively. 

模型的完备性可从如下两方面考察. 首先，模型在统计学上的意义由 F 检验判断, F回归=  
MSR/MSe =89.02586/2.9107= 30.586>F5,7,0.01 = 7.46，F欠失 = MSLF/MSpe = 4.4765/1.7363 = 2.578< F3, 4, 0.1 

= 4.19. 所以，模型在α =0.01水平上回归显著， 在α = 0.1水平上欠失不显著, 因而模型是充分的. 



4期                李孱等：温度诱导双水相分离纯化细菌素工艺条件的选取与优化                415  

其次，多项式的拟合优度由确定系数(R2)表示，该值计算为 0.95，这表明响应变量 95%的可变性可
由此模型解释. 因此，式(2)为乳链菌肽分离纯化实验响应面提供了一个合适的模型. 

对式(2)求导，可以得到模型的极值点，TritonX−114为 3.27%，氯化钠为 0.85 mol/L，此时模
型预测的最大响应为 137.38. 为了证实预测结果，在上述两因素的点处进行重复萃取实验, 得出响
应量为 137.25±1.4，此时的萃取率为 92%，纯化系数为 9.05. 预测值与实验值之间的良好相关性
证实了模型的有效性及存在着极大值点. 

4  结 论 

(1) 温度诱导 TritonX−114双水相系统分离纯化细菌素方法简便快速，能将细菌素有效地富集
到疏水相中. 成相成份是影响细菌素分离纯化的主要因素. 

(2) 应用统计学上的响应面法，经实验确认，温度诱导双水相萃取乳链菌肽成相成份
TritonX−114和氯化钠的最佳浓度分别为 3.27%和 0.85 mol/L，在此条件下乳链菌肽萃取率为 92%，
纯化系数为 9.05. 
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Optimizing Conditions for Bacteriocin Isolation and Purification in 
Temperature-induced Aqueous Two-phase Systems 
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Abstract: Bacteriocin nisin was isolated and purified in temperature-induced aqueous two-phase systems using the 
capacity of extracting hydrophobic proteins of TritonX−114. The concentrations of sodium chloride and TritonX−114 
which can form the aqueous two-phase systems were optimized by the response surface method. The full-factorial 
design was used to assess the main effects of factors and determine the path of steepest ascent to the optimal region 
of the aqueous two-phase system composition. The optimum concentrations of TritonX−114 and sodium chloride were 
then easily determined by using a central composite design and were found to be 3.27% of TritonX−114 and 0.85 
mol/L sodium chloride. The recovery and purification factor were 92% and 9.05 respectively under the optimum conditions. 
Key words: temperature-induced aqueous two-phase systems; extraction; bacteriocin; response surface methods; 

optimization 
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