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酸土脂环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白提取工艺优化

袁亚宏　刘晓珂　岳田利　高振鹏
（西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西杨凌 ７１２１００）

　　【摘要】　研究了超声波破碎法、ＳＤＳ沸水浴、溶菌酶和细胞裂解液处理对酸土脂环酸芽孢杆菌破碎和可溶性

全细胞蛋白提取效果的影响，并采用 ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳进行蛋白成分分析，通过单因素试验和响应面法对可溶性全

细胞蛋白的提取工艺条件进行了分析与优化。结果表明：细胞裂解液处理提取效果最好；细胞裂解液处理参数对

全细胞蛋白提取量有显著影响，因素影响主次顺序为液料比、处理时间、处理温度；细胞裂解液处理优化工艺参数

为：处理时间 ３７４ｍｉｎ、处理温度 １８９℃和液料比 ２７０ｍＬ／ｇ，可溶性全细胞蛋白提取量达到 １６１１８ｍｇ／ｇ。试验所

得可溶性全细胞蛋白提取回归模型高度显著（Ｒ２＝０９８９２），拟合性好，可用于预测。
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　　引言

脂环酸芽孢杆菌（Ａｌｉｃｙｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ），俗称嗜酸耐
热菌，是一类中度嗜热、嗜酸、革兰氏阳性或可变

（生长后期该属的一些菌种为革兰氏阴性，如

Ａ．ｆａｓｔｉｄｉｏｓｕｓ）产芽孢杆菌。自 １９９２年 Ｗｉｓｏｔｚｋｅｙ根
据其１６ＳｒＲＮＡ序列和细胞膜中的不饱和脂肪酸种
类，将其从芽孢杆菌属划分出来成为独立的菌属之

后，目前已经分离到 ２０个种、２个亚种和 ２个暂定
种

［１～２］
。脂环酸芽孢杆菌，由于其耐热性和嗜酸性，

所以在浓缩苹果汁的加工过程中极难控制和去除。

果汁中的脂环酸芽孢杆菌已成为果汁生产厂家最为

棘手的问题之一，越来越受到关注。酸土脂环酸芽

孢杆菌（Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓ）是最常见的污染果汁的脂
环酸芽孢杆菌，国际贸易中严格要求每 １０ｍＬ浓缩
果汁中该菌的数量不超过一个

［３～５］
。脂环酸芽孢杆

菌广泛分布于热泉和酸性土壤中，在水果、果汁、糖

浆及其他食品中亦有发现
［６～１０］

。我国对嗜酸耐热

菌的基础研究和应用研究都比较缺乏，目前关于酸

土脂环酸芽孢杆菌的研究主要集中在对其快速检

测、鉴定及其控制，而对脂环酸芽孢杆菌可溶性全细

胞蛋白资源综合利用研究报道较少
［１１］
。

全细胞蛋白电泳分析技术具有分辨率高、重复

性好、操作简单和省时等优点，在细菌分型和流行病

学调查方面具有重要意义，国外目前尚无关于运用

此技术进行脂环酸芽孢杆菌的报道。因此，开展脂

环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白成分的研究，对于

建立基于细胞成分的快速鉴定方法具有重要价

值
［１２］
。同时，对于脂环酸芽孢杆菌的嗜酸、耐热机

制的研究一直是国内外研究的热点，开展此项研究

对脂环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白功能的应用和

可应用于工业需要的耐热酶的开发具有重要意义。

文献报道细胞破碎的方法很多，包括物理方法，如珠

磨破碎法；化学方法，如酸破壁法
［１３］
。这些方法适

用于动物蛋白和植物蛋白的提取，而适合酸土脂环

酸芽孢杆菌细胞成分提取的方法未见报道。

本文系统研究超声波破碎法、ＳＤＳ沸水浴、溶菌
酶、细胞裂解液处理对酸土脂环酸芽孢杆菌破碎和

可溶性全细胞蛋白提取效果的影响，并比较其电泳

图谱的差异，优选出最佳的提取方法，优化工艺参

数，旨在为可溶性全细胞蛋白的提取及综合开发利

用提供指导。

１　材料与方法

１１　供试菌种

标准菌：Ａ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＤＳＭ３９２２Ｔ购自德国菌

种保藏中心。

１２　培养基及主要试剂
ＡＡＭ培养基（ｇ／Ｌ）：酵母膏 ２００ｇ，葡萄糖

２００ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１００ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０２０ｇ，ＭｎＳＯ４·２Ｈ２Ｏ０５０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
１２０ｇ，琼脂 ２０００ｇ（液体培养基不添加），蒸馏水
１Ｌ。

ＳＤＳ（十二烷基硫酸钠）（ＳａｎｌａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌ
Ｃｏ，Ｌｔｄ．）；溶菌酶（ＳｏｌａｒｂｉｏＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｃｏ．，Ｌｔｄ．）；细胞裂解液（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ．）。

电泳试剂：考马斯亮蓝 Ｒ ２５０（ＶａｌｌｅｙＢｌｏｄ，
ＬｏｓＡｎｇｅｌｅｓＣＡ，ＵＳＡ）；低分子量蛋白 （Ｍａｒｋｅｒ
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；Ｔｒｉｓ（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ．）；丙烯酰胺；
Ｎ，Ｎ′亚甲基双丙烯酰胺（ＶａｌｌｅｙＢｌｏｄ，ＬｏｓＡｎｇｅｌｅｓ
ＣＡ，ＵＳＡ）；过硫酸铵（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ．）；ＴＥＭＥＤ
（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ．）；甘氨酸。
１３　主要仪器和设备

ＪＹ９２ ⅡＤＮＣＸ３１型超声波细胞粉碎机（宁波
新芝生物科技股份有限公司）；ＵＶ ２５５０型紫外可
见分光光度计（日本岛津）；ＰＭ１８０Ｒ型高速冷冻离
心机（意大利 ＡＬＣ）；ＸＷ ８０Ａ型漩涡振荡器（上海
精科实业有限公司）；ＪＡ２００３型电子天平（上海精密
科学仪器有限公司）；ＨＨ ６型恒温水浴器（上海福
玛实验设备有限公司）。

１４　方法
１４１　菌体培养

将１环生长良好的试管斜面种子接入装有１００ｍＬ
ＡＡＭ培养基的２５０ｍＬ锥形瓶中，４５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ往
复摇床培养 ２４ｈ。４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集
菌体。

１４２　杂蛋白去除
用质量分数为 ０８５％的 １０倍体积生理盐水使

菌体悬浮，超速离心洗涤，１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃冷冻离
心１０ｍｉｎ清洗培养基中的杂蛋白，重复３次。
１４３　细胞破碎

（１）超声波破碎处理：１ｍＬ细菌悬液置冰浴中
以５００Ｗ，工作 ３ｓ、间歇 ２ｓ，破碎 ３０ｍｉｎ，然后
１００００ｒ／ｍｉｎ离 心 １０ｍｉｎ收 集 上 清 液 贮 存 于
－２０℃［１４］

。

（２）ＳＤＳ沸水浴处理：１ｍＬ细菌悬液中加入
０１ｇ／ｍＬＳＤＳ至终质量分数为 ０２％，沸 水 浴
５ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液贮存于
－２０℃［１５］

。

（３）溶菌酶处理：１ｍＬ菌悬液中加入１００μＬ溶
菌酶溶液 （０５ｍｇ／ｍＬ溶菌酶，０２ｇ／ｍＬ蔗糖，
３０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值８０Ｔｒｉｓ ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬｐＨ值８０
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ＥＤＴＡ），并使其悬浮，冰浴３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，收集上清液贮存于 －２０℃［１６］

。

（４）细胞裂解液处理：１ｇ湿菌体中加入 １０ｍＬ
细胞裂解液并使其悬浮，在室温下振荡反应３０ｍｉｎ，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，收集上清液贮存于
－２０℃。其３个考察因素分别为：处理温度（１０、２０、
３０、４０、５０和 ６０℃）、处理时间（１０、２０、３０、４０、５０和
６０ｍｉｎ）以及液料比（５、１０、１５、２０、２５和３０ｍＬ／ｇ湿菌）。
１４４　可溶性全细胞蛋白提取量测定

可溶性全细胞蛋白测定参照 Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法
（Ｂｒａｄｆｏｒｄ，１９７６），当蛋白含量为０～１０００μｇ时，考
马斯亮蓝 Ｇ ２５０与蛋白的结合物在波长５９５ｎｍ下
的吸光度与蛋白质的含量呈线性关系，故可用于测

定蛋白质的含量。考马斯亮蓝法测定蛋白质含量的

标准曲线方程为 Ａ＝０００７Ｃ－０００４２，Ｒ２＝０９９８
（其中 Ａ为吸光度，Ｃ为蛋白浓度）。可溶性全细胞
蛋白提取量用单位质量（ｇ）湿菌体中所含的蛋白质
质量（ｍｇ）表示。
１４５　ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳

利用不连续电泳系统
［１７］
，适当改进，分离胶体

积分数 １２％，浓缩胶体积分数 ５％，ｐＨ值 ８３Ｔｒｉｓ
甘氨酸缓冲体系，起始浓缩胶电压 ９０Ｖ，进入分离
胶改为１２０Ｖ，指示剂离底部１ｃｍ时停止电泳，剥胶
染色。

１４６　凝胶染色
采用考马斯亮蓝 Ｒ ２５０方法进行染色。将

凝胶剥下在水中浸泡 １０ｍｉｎ，浸出部分 ＳＤＳ；将凝
胶放在 ０１２５ｍｇ／ｍＬ的考马斯亮蓝 Ｒ ２５０溶液
中。于 ３０℃下摇床摇动染色过夜，染色完成后用
水冲洗胶，再把凝胶放入脱色液（体积分数 １０％冰
乙酸，体积分数 ３０％甲醇）充分浸泡，摇床摇动脱
色至背景清晰，用凝胶成像仪拍摄图片，进行电泳

结果分析
［１８］
。

１４７　细胞裂解液处理优化试验
根据单因素试验结果，选取处理时间、处理温

度、液料比 ３个关键因子，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计，
以可溶性全细胞蛋白提取量为响应值，对上述 ３个
因子进行参数优化试验，各因素及水平如表１所示。

表 １　中心组合试验因素水平

Ｔａｂ．１　Ｌｅｖｅｌｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓ

水平
因素

处理时间Ｘ１／ｍｉｎ 处理温度Ｘ２／℃ 液料比Ｘ３／ｍＬ·ｇ
－１

－１ ２０ １０ １０

０ ３０ ２０ ２０

１ ４０ ３０ ３０

１４８　统计分析
采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７００进行试验设计及建立

模型，结合 ＳＡＳ９１００进行数据分析［１９］
。

２　结果与分析

２１　细胞破壁方法
超声波、ＳＤＳ沸水浴、溶菌酶以及细胞裂解液处

理分别作用于脂环酸芽孢杆菌标准菌株 ＤＳＭ
３９２２Ｔ，以可溶性全细胞蛋白提取量为响应值，研究
不同破壁方法对可溶性全细胞蛋白提取效果的影

响，结果如表２所示。

表 ２　不同破壁方法对可溶性全细胞蛋白提取效果的影响

Ｔａｂ．２　Ａｍｏｕｎｔｏｆｓｏｌｕｂｌｅｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｒｕｐｔｅｄ

ｂｙｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ

细胞破壁方法 可溶性蛋白提取量／ｍｇ·ｇ－１

超声波 ５７７１７０±２４４５９ｂ

ＳＤＳ沸水浴 １０１４２０±０１３１０ｃ

溶菌酶 ０５１１３±００２５４ｄ

细胞裂解液 １２０８２５０±７５０２４ａ

　　注：结果为平均值 ±标准偏差（ｎ＝３），小写字母表示５％下的显

著性差异检验，相同字母表示差异不显著，不同字母表示有差异，字

母间隔越大，表示差异越大。

　　由表 ２可知，４种细胞破壁提取可溶性全细胞
蛋白的方法中，细胞裂解液处理效果最好。与物理

法相比，化学方法可以增加细胞膜的穿透性，从而有

利于细胞内特定物的释放溶出
［２０］
。细胞裂解液可

使细胞膜通透性增加或破碎（图１ｅ），同时加入蛋白
酶抑制剂和巯基乙醇等物质可以保持提取物的活

性，并且使蛋白不被降解掉，所以可提取相对较高含

量的可溶性蛋白。超声波处理仅次于细胞裂解液处

理。超声波处理是目前实验室研究中最常用的微生

物细胞破壁方法之一。超声波能使菌液产生无数微

小空泡，随着空泡震动和其猛烈的聚爆而产生出机

械剪切压力和动荡，这些瞬间形成的气穴能产生高

剪切力梯度，但是由于气穴现象只能发生在振荡表

面
［２１～２２］

，因此超声波对细菌细胞的破碎并不完全

（图１ｂ）。ＳＤＳ沸水浴法处理时，细胞破碎不均匀，
聚合边界细胞要比聚合内部细胞受温度起伏影响更

剧烈（图１ｃ）。溶菌酶处理提取蛋白效果最差，溶菌
酶只能使细胞膜或细胞膜的通透性增加从而使胞内

蛋白选择性地渗透出来，其作用比较温和，所以其破

碎细胞能力有限，大部分细胞结构完整（图１ｄ）。
２２　不同破碎方法电泳结果比较

图２为不同细胞破碎方法所得的可溶性全细胞
蛋白电泳图谱。由图 ２可以看出，不同破碎方法的
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图 １　酸土脂环酸芽孢杆菌菌体扫描电镜图

Ｆｉｇ．１　ＳｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＡ．ａｃｉｄｏｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓｃｅｌｌｓ
（ａ）未处理　（ｂ）超声波处理　（ｃ）ＳＤＳ沸水浴处理　（ｄ）溶

菌酶　（ｅ）细胞裂解液处理
　

电泳图谱差异较大，但细胞裂解液处理、ＳＤＳ沸水浴
处理和溶菌酶处理的带型较相似，这与其均为化学

方法有关。脂环酸芽孢杆菌细胞内的可溶性全细胞

蛋白所有谱带大约３０～４０条，分子量范围为１２１５～
１２６７７ｋＤａ，主要集中在 ２６７８～６１５１ｋＤａ之间。
在分子量 １４４～１１６０ｋＤａ内，不同破碎方法共有
的条带有 １５条，分子量分别为 １０５１５、７７６０、
６７１３、６０２１、５４１３、４７５２、４５１１、４０８２、３８８８、
３４８６、３０７３、２６９４、２３０７、１９１７和１５４６ｋＤａ。

图 ２　不同破碎方法提取的可溶性全细胞蛋白电泳图谱

Ｆｉｇ．２　Ｓｏｌｕｂｌｅｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｒｕｐｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｌｙｓｉｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
１．标准蛋白　２．细胞裂解液处理　３．超声波处理　４．ＳＤＳ沸水

浴处理　５．溶菌酶处理　６．４种破碎方法共有的蛋白条带
　

对于同一种细菌蛋白的提取，蛋白提取量越高，

其所含的蛋白种类就越多，电泳条带就越多。４种
破碎方法中，细胞裂解液处理条带最多，这一点与其

提取可溶性全细胞蛋白的量最高相符。该方法的电

泳条带比较清晰，但其对分子量小于 １６６３ｋＤａ的

蛋白提取量较少，且电泳条带有拖尾现象。ＳＤＳ沸
水浴处理的条带数略少于细胞裂解液处理，该方法

对于分子量大于 ６０７９ｋＤａ的蛋白提取量较低，蛋
白条带肉眼很难辨认，而对于分子量小于１４４０ｋＤａ
的蛋白提取量则相对较高，但电泳图谱比较模糊。

超声波处理的电泳条带最为清晰，着色较深，但谱带

数相对较少。这可能是由于该方法属于物理方法破

碎细胞，与其他３种化学方法相比，细胞破碎的作用
方式不同，因此其所提取的蛋白种类和含量较其他

３种方法有明显的差异。蛋白条带最少的是溶菌酶
处理，这也与其蛋白提取量最低相符。其带型与细

胞裂解液处理最为接近，但条带背景比较模糊，且有

拖尾现象。因此，开展脂环酸芽孢杆菌可溶性全细

胞蛋白成分的研究，采用细胞裂解液处理提取脂环

酸芽孢杆菌中的可溶性全细胞蛋白最为可行。

２３　细胞裂解液处理工艺条件分析
２３１　处理温度

处理时间３０ｍｉｎ、液料比１０ｍＬ／ｇ时，处理温度
对脂环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白提取量的影响

如图３所示。

图 ３　处理温度对可溶性全细胞蛋白提取量的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｓｏｌｕｂｌｅ

ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎ
　
由图３可以看出，随着处理温度的升高，可溶性

全细胞蛋白提取量呈现先增加后降低趋势，当处理

温度为 ２０℃时，可溶性全细胞蛋白提取量达到最
大。当温度高于２０℃时，可溶性全细胞蛋白提取量
开始下降。这可能是由于蛋白质在不同温度下的溶

解度不同，温度太高，使得蛋白质变性，溶解度下

降
［２３］
。因此，２０℃为细胞裂解液处理的最佳温度。

２３２　处理时间
处理温度 ２０℃、液料比 １０ｍＬ／ｇ时，处理时间

对脂环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白提取量的影响

如图４所示。
由图４可知，随着处理时间的延长，可溶性全细

胞蛋白的提取量呈现持续增长的趋势。开始可溶性

全细胞蛋白提取量随着时间的增加而显著的增加，

３０ｍｉｎ后可溶性全细胞蛋白提取量趋于平缓，基本
变化不大。分析原因可能是由于一定时间后，蛋白

溶出达到饱和，则溶出率趋于平衡，因此选取 ３０ｍｉｎ
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图 ４　处理时间对可溶性全细胞蛋白提取量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｓｏｌｕｂｌｅ

ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎ
　
为细胞裂解液处理的最佳提取时间

［２４］
。

２３３　液料比
处理温度２０℃、处理时间 ３０ｍｉｎ时，液料比对

脂环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白提取量的影响如

图５所示。

图 ５　液料比对可溶性全细胞蛋白提取量的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＡ／Ｂｒａｔｉｏｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｓｏｌｕｂｌｅ

ｗｈｏｌｅｃｅｌｌｐｒｏｔｅｉｎ
　
由图５可知，随着液料比的增大，可溶性全细胞

蛋白提取量随之显著增加，当液料比到达 ２０ｍＬ／ｇ
后，液料比的影响趋于平缓，可溶性全细胞蛋白提取

量变化不大。分析原因是由于适当增大液料比，有

利于蛋白质的充分溶出，而使蛋白提取量增大，当底

物消耗接近完全时，可溶性全细胞蛋白提取量基本

无变化
［２５］
。因此，选取２０ｍＬ／ｇ作为细胞裂解液处

理的最佳液料比。

２４　细胞裂解液处理参数模型的构建
表３为 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计及其响应值。由表 ３

可知，可 溶 性 全 细 胞 蛋 白 提 取 量 为 ９２３１９～
１６０４２９ｍｇ／ｇ。以可溶性全细胞蛋白提取量为响应
值，经多元回归拟合，可得可溶性蛋白提取量 Ｙ对
处理时间 ｘ１、处理温度 ｘ２及液料比 ｘ３的二次多项式
回归模型为

Ｙ＝１５３５７＋４２８ｘ１－３０５ｘ２＋２３９７ｘ３－３８８ｘ
２
１－

０４４ｘ１ｘ２－２０７ｘ１ｘ３－１２８８ｘ
２
２＋０８８ｘ２ｘ３－１８２１ｘ

２
３

对模型系数进行方差分析（表 ４），由回归方程
系数显著性检验可知：模型的一次项 ｘ１和 ｘ３极显著
（Ｐ＜００１），ｘ２显著（００１＜Ｐ＜００５），即处理时间
和液料比对可溶性全细胞蛋白提取量的影响极其显

著，处理温度的影响显著；交互项均不显著（Ｐ＞
００５），即处理时间、处理温度及液料比之间的交互

作用对可溶性全细胞蛋白提取量的影响不显著；二

次项 ｘ２１显著（００１＜Ｐ＜００５），ｘ
２
２、ｘ

２
３极显著（Ｐ＜

００１），即二次项 ｘ２１对可溶性全细胞蛋白提取量的

影响显著，ｘ２２、ｘ
２
３对可溶性全细胞蛋白提取量有极

显著的影响。影响可溶性全细胞蛋白提取量的主

次因素依次为 ｘ３、ｘ１、ｘ２，即液料比、处理时间、处理
温度。

表 ３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计及结果

Ｔａｂ．３　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ

序号 ｘ１ ｘ２ ｘ３
Ｙ／ｍｇ·ｇ－１

实测值 预测值

１ －１ －１ ０ １３６３７６ １３５１４

２ －１ １ ０ １３０８０５ １２９９２

３ １ －１ ０ １４３６８１ １４４５８

４ １ １ ０ １３６３５２ １３７６０

５ ０ －１ －１ ９９８３１ １０２４４

６ ０ －１ １ １５０８９３ １４８６２

７ ０ １ －１ ９２３１９ ９４５８

８ ０ １ １ １４６８８６ １４４２８

９ －１ ０ －１ １０６６８３ １０５３０

１０ １ ０ －１ １１３２２６ １０９７２

１１ －１ ０ １ １４５５８６ １４９１０

１２ １ ０ １ １６０４２９ １６１８０

１３ ０ ０ ０ １５６７９５ １５３５７

１４ ０ ０ ０ １５０４５２ １５３５７

１５ ０ ０ ０ １５３６５７ １５３５７

１６ ０ ０ ０ １５２６５７ １５３５７

１７ ０ ０ ０ １５４２９８ １５３５７

表 ４　回归模型方差分析

Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

来源 ＤＦ ＳＳ ＭＳ Ｆ Ｐ

ｘ１ １ １４６５３ １４６５３ １３０７ ０００８６

ｘ２ １ ７４５４ ７４５４ ６６５ ００３６６

ｘ３ １ ４５９５２９ ４５９５２９ ４０９８８ ＜００００１

ｘ２１ １ ６３５４ ６３５４ ５６７ ００４８８

ｘ１ｘ２ １ ０７７ ０７７ ００７ ０８００５

ｘ１ｘ３ １ １７２２ １７２２ １５４ ０２５５１

ｘ２２ １ ６９８８９ ６９８８９ ６２３４ ＜００００１

ｘ２ｘ３ １ ３０７ ３０７ ０２７ ０６１６９

ｘ２３ １ １３９５６２ １３９５６２ １２４４８ ＜００００１

模型 ９ ７１７５３８ ７９７２６ ７１１１ ＜００００１

误差 ７ ７８４８ １１２１

失拟项 ３ ５６９９ １９００ ３５４ ０１２７１

总和 １６ ７２５３８６

３４１第 ６期　　　　　　　　　　袁亚宏 等：酸土脂环酸芽孢杆菌可溶性全细胞蛋白提取工艺优化



　　由该模型的方差分析（表 ４）可见：ＦＭｏｄｅｌ＝
７１１１，Ｐ＜００００１，表明本试验所选用的二次多项
式模型具有高度的显著性；失拟项 Ｐ ＝０１２７１＞
００５，不显著；模型的校正决定系数 Ｒ２Ａｄｊ＝０９７５３，
表明此模型能解释总变异的９７５３％；相关系数Ｒ＝
０９９１０，说明此模型拟合良好，可以用此模型来反
映细胞裂解液处理各主要因子对可溶性全细胞蛋白

提取量的影响效果。

图 ６　试验因素及其交互作用响应面图和等高线图

Ｆｉｇ．６　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｆａｃｔｏｒｓａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｍａｐｏｆｉｔｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ
　

２５　响应面分析
图 ６为处理时间、处理温度及液料比各因素及

其交互作用的响应面和等高线图。液料比为

１０ｍＬ／ｇ时，等高曲线沿时间方向变化较大，而沿温
度方向变化较慢，呈抛物线形式变化，在试验水平下

处理时间对响应值的影响要比处理温度显著

（图６ａ）。处理温度为 ２０℃、处理时间为较低水平
时，可溶性全细胞蛋白提取量随着液料比增加呈升

高趋势（图 ６ｂ）。当处理时间延长、液料比增大时，

可溶性全细胞蛋白提取量达最大，在试验水平下液

料比对响应值的影响比处理时间显著。处理时间为

３０ｍｉｎ、液料比为较低水平时，可溶性全细胞蛋白质
提取量随着处理温度升高呈先升高后降低趋势

（图６ｃ）。当液料比升高、处理温度增大时，可溶性全
细胞蛋白提取量达最大，在试验水平下液料比对响

应值的影响要比处理温度显著。

通过对多项式模型进行求导和解逆矩阵，得到

３个因素的最佳组合为：处理时间 ３７４ｍｉｎ、处理温
度１８９℃和液料比２７０ｍＬ／ｇ。此时模型预测的最
大响应值为１６３６９ｍｇ／ｇ。

采用上述优化条件作细胞裂解液处理提取可

溶性全细胞蛋白的放大验证试验，重复 ５次，结果
测得蛋白提取量为（１６１１８±２９３）ｍｇ／ｇ，与理论
值的相对误差为 １５３％，表明应用响应面分析法
优化得到的提取工艺参数准确可靠，具有实际应

用价值。
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３　结论

（１）以可溶性全细胞蛋白提取量为考察指标，
比较超声波法、ＳＤＳ沸水浴、溶菌酶及细胞裂解液处
理对酸土脂环酸芽孢杆菌 ＤＳＭ３９２２Ｔ细胞破碎和可
溶性全细胞蛋白提取量的影响。结果表明细胞裂解

液处理提取可溶性全细胞蛋白的效果最好。

（２）不同破碎方法的蛋白电泳图谱差异较大，
这可能是由于其细胞破碎作用方式和作用位点的不

同而导致的。细胞裂解液处理的蛋白条带背景比较

清晰、谱带数最多，采用细胞裂解液处理提取酸土脂

环酸芽孢杆菌中的可溶性全细胞蛋白最为可行。该

方法操作简单、重复性好，所提蛋白含量最高且蛋白

种类最多。

（３）细胞裂解液处理参数对可溶性全细胞蛋白
提取量有显著影响，因素影响主次顺序为：液料比、

处理时间、处理温度。

（４）采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计，得到细胞裂解
液处理提取可溶性全细胞蛋白的数学模型。通过模

型求解和响应面分析，确定细胞裂解液处理提取酸

土脂环酸芽孢杆菌 ＤＳＭ３９２２Ｔ可溶性蛋白的最佳工
艺条件为：处理时间３７４ｍｉｎ、处理温度１８９℃和液
料比 ２７０ｍＬ／ｇ。此时模型预测的最大响应值为
１６３６９ｍｇ／ｇ，与实测值偏差１５３％，没有显著差异。
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