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细胞破壁对螺旋藻藻蓝蛋白提取效果的影响
6&:

2

+/()&'&-.,**$()/#

2

"(&':,"3&$)-&/"3,,A"/+."(&'&-

B3

%

.&.

%

+'('-/&:9

&

*,.1*(-:1-+0(/*/

俞建峰%

"

#

+3./0,6

@

9,

-

%

!

#

!

傅
!

剑%

"

#

B3./0,

%

!

#

!

马
!

潇%

"

#

)#R/0(

%

!

#

!

崔政伟%

"

#

A32!59,

-

6T9/

%

!

#

*

%:

江南大学机械工程学院!江苏 无锡
!

#%A%##

,

#:

江苏省食品先进制造装备技术重点实验室!江苏 无锡
!

#%A%##

+

*

%:)9E50,/E08<,

-

/,99=/,

-

4E5((8

!

./0,

-

,0,3,/F9=G/;

?

!

H'I/

!

./0,

-

G'#%A%##

!

A5/,0

,

#:./0,

-

G'S9

?

10>(=0;(=

?

(

@

#JF0,E9JB((J)0,'

@

0E;'=/,

-

<

V

'/

7

C9,;WD9E5,(8(

-?

!

H'I/

!

./0,

-

G'#%A%##

!

A5/,0

+

摘要!螺旋藻细胞破壁是藻蓝蛋白提取的关键工序$采用溶

胀法%超细剪切法%超声波法%反复冻融法%溶胀(超细剪切

法和溶胀(超细剪切(超声波法对螺旋藻细胞进行破壁处

理&通过对比分析破壁后提取液中的藻蓝蛋白得率来评价破

壁方法的优劣$结果表明#溶胀法%超细剪切法%超声波法%

反复冻融法%溶胀(超细剪切法%溶胀(超细剪切(超声波

法得到的最高藻蓝蛋白得率分别为
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$综合考虑#溶胀(超细剪切法相对

其它
"

种破壁方法而言#其操作简单便捷#破壁效果更加显

著#藻蓝蛋白得率高&溶胀(超细剪切法最佳的提取工艺为'

溶胀时间
%#S

#剪切时间
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关键词!螺旋藻&藻蓝蛋白&细胞破壁&提取
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螺旋藻*
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+是一种丝状原核多细胞藻

类!体长
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!圆柱形!呈螺旋弯曲状&

螺旋藻主要包含钝顶螺旋藻*

4:O80;9,G/G

+'极大螺旋藻*

4:

)0I/C

+和盐泽螺旋藻*
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!

种&螺旋藻内部富含

藻蓝蛋白'叶绿素'胡萝卜素及不饱和脂肪酸等多种生物活

性成分0

%

1

!营养丰富!总蛋白质含量高达
""N

"

D"N

0

#

1

&

藻蓝蛋白*
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+是一种重要的营养丰富的

捕光色素蛋白!具有强烈的荧光性!常被制成生物探针用于

成分含量检测0

!

1

,藻蓝蛋白内氨基酸组成成分齐全!必需氨

基酸含量高!具有抗癌0

AY"

1

'抗氧化0
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1

'提高生理机能等多

种生理功能&近年来藻蓝蛋白在生物医疗0

I

1和食品方面0

%$

1

的应用研究正在不断拓展深入!所以藻蓝蛋白的提取分离成

为时下技术工程研究的一大热门方向&

现阶段螺旋藻藻蓝蛋白的提取方法种类繁多!然而至今

仍没有相关文献提出一种成熟稳定的提取方法!所以藻蓝蛋

白的提取研究仍处于创新发展阶段0

%%

1

&螺旋藻藻蓝蛋白提

取的关键技术在于细胞破壁和分离纯化!因此细胞破壁技术

是蛋白提取的关键工艺技术之一0
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&目前常用的细胞破壁

技术有溶胀法0
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1

'反复冻融法0

%A

1

'超声波法0
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1

'珠磨法0

%D

1

等!且无相关文献公开提及到超细剪切细胞破壁方法&本试

验拟以钝顶螺旋藻为研究对象!通过比较溶胀法'超细剪切

法'超声波法'反复冻融法'溶胀(超细剪切法'溶胀(超细

剪切(超声波法等细胞破壁方法对螺旋藻藻蓝蛋白提取效

果的影响!筛选出一种提取效率高'提取时间短'能耗低的细

胞破壁方法&
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!

材料与方法
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!

材料与仪器

螺旋藻干粉)西安禾一生物技术有限公司,

!&%



硫酸铵)分析纯!天津市致远化学试剂有限公司,

磷酸二氢钾'氢氧化钠'氯化钠'盐酸)分析纯!国药集团

化学试剂有限公司,

台式离心机)

WE/5%DB

型!上海安亭科学仪器厂,

紫外可见分光光度计)

a'%>$$

型!日本岛津公司,

精密电子天平)

PQG%#$

型!奥豪斯国际贸易*上海+有

限公司,

超声波细胞粉碎机)

eJII5RRO+

型!宁波新芝科技股份

有限公司,

食品超细剪切机)

@]_#>$G

型!南昌赣康宝工贸有限

公司,

电热恒温水槽)

OH5>$

型!上海三发科学仪器有限公司,

冰箱)

GBO5!$$[e

型!

/E

集团&
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试验方法
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藻蓝蛋白浓度及得率
!

藻蓝蛋白的浓度0
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1和得率0
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(((藻蓝蛋白的得率!
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#

D#$

(((样品在波长为
D#$9<

处的吸光度,

#

D"#

(((样品在波长为
D"#9<

处的吸光度,
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(((藻蓝蛋白粗提取液体积!

</

,

,

(((稀释倍数,
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L

(((螺旋藻粉重量!
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溶胀法
!

称取一定量的螺旋藻粉!按液料比
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1加入
?

@ k&

的磷酸缓冲液0

#%

1

!搅拌均匀后!

置于
A\

的低温环境下保存&在溶胀
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!
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!

!

!
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!

D

!

%#

!

#A

!

A>

!
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后分别提取
%

/
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的液体进行离心处理*

%"$$$7
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!
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+!取离心上清液!加入一定量的饱和度为
#$N

的硫酸

铵溶液进行盐析0

##

1

&静置一段时间对盐析液进行离心处

理!取沉淀!利用磷酸缓冲液溶解沉淀!得到的溶解液便是最

终提取的藻蓝蛋白溶液&用紫外分光光度计检测溶解液的

吸光度!并计算出藻蓝蛋白提取液的浓度及得率&

%*#*!

!

超细剪切法
!

称取一定量的螺旋藻粉!按液料比
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"

%

*

</

/

2

+加入
?

@ k&

的磷酸缓冲液!搅拌均匀后!置

于
A\

的低温环境下保存
AS

0

#!

1

&低温溶胀
AS

后将溶胀液

分成
&

等份!用食品超细剪切机分别处理
%

!

#

!

!

!

A

!

D

!

>

!

%$<89

&超细剪切的过程当中由于物料之间的碰撞会产生

一定的热量!为防止蛋白质变性!此处采用间歇式工作方法!

如剪切
!$;

!停止
!$;

&用紫外分光光度计检测溶解液的吸

光度!并计算出藻蓝蛋白提取液的浓度及得率&

%*#*A

!

超声波法
!

称取一定量的螺旋藻粉!按液料比
#$
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</
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2

+加入
?

@ k&

的磷酸缓冲液!搅拌均匀后!置于

A\

的低温环境下保存
AS

&低温溶胀
AS

后将溶胀液分成

D

等分!用超声波细胞粉碎机分别处理
#

!

A

!

D

!

>

!

%$

!

%#<89

!

超声波功率为
I$[

&由于超声波处理的过程当中会产生一

定的热量!为防止蛋白质变性!此处采用间歇式工作方法!如

工作
#;

!停止
";

&用紫外分光光度计检测溶解液的吸光

度!并计算出藻蓝蛋白提取液的浓度及得率&

%*#*"

!

反复冻融法
!

称取一定量的螺旋藻粉!按液料比

#$

"

%

*

</

/

2

+加入
?

@ k&

的磷酸缓冲液!搅拌均匀后!置

于
Y#$\

的低温环境中进行冷冻处理&溶液冻结实后取

出!进行
!&\

水浴加热处理0

#A

1

!取溶液的
%

/

"

进行离心处理

*

%"$$$7

/

<89

!

%" <89

+!剩余溶液继续做冻融处理!总共

"

次&用紫外分光光度计检测溶解液的吸光度!并计算出藻

蓝蛋白提取液的浓度及得率&
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溶胀(超细剪切法
!

称取一定量的螺旋藻粉!按液料

比
#$

"

%

*

</

/

2

+加入
?

@ k&

的磷酸缓冲液!搅拌均匀后!

置于
A\

的低温环境下保存&在溶胀
A

!

>

!

%#

!

#AS

后分别提

取
%

/

A

的溶液!将每份溶液又分成
!

等分!等分后的溶液用食

品超细剪切机分别处理
"

!

%$

!

%"<89

&用紫外分光光度计检

测溶解液的吸光度!并计算出藻蓝蛋白提取液的浓度及得率&

%*#*&

!

溶胀(超细剪切(超声波法
!

称取一定量的螺旋藻

粉!按液料比
#$

"

%

*

</

/

2

+加入
?

@ k&

的磷酸缓冲液!搅

拌均匀后!置于
A \

的低温环境下保存&在溶胀
A

!

>

!

%#

!

#AS

后分别提取
%

/

A

的溶液!等分后的溶液用食品超细剪切

机分别处理
"<89

&提取剪切后的溶液!用超声波细胞粉碎

机分别处理
"<89

!对超声波处理后的溶液进行离心处理

*

%"$$$7

/

<89

!

%"<89

+!取离心上清液&用紫外分光光度计

检测溶解液的吸光度!并计算出藻蓝蛋白提取液的浓度及

得率&

#

!

结果与分析
#*%

!

溶胀法对藻蓝蛋白得率的影响

溶胀法对藻蓝蛋白得率的影响见图
%

&

!!

由图
%

可知!随着溶胀时间的延长!藻蓝蛋白得率呈先

增加后逐渐稳定的趋势!溶胀时间为
#AS

时!藻蓝蛋白得率

达到
>*IN

!且溶胀
DS

时藻蓝蛋白得率就已达到
>*$>N

!接

近藻蓝蛋白得率的稳定值&综合分析可知!溶胀时间对螺旋

藻细胞破壁具有一定的影响!且溶胀
#AS

后的破壁效果相

对更加明显!但是考虑到工厂实际生产情况!溶胀时间一般

选用
A

"

>S

&

图
%

!

溶胀时间与藻蓝蛋白得率的关系
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超细剪切法对藻蓝蛋白得率的影响

超细剪切法对藻蓝蛋白得率的影响见图
#

&

图
#

!

剪切时间与藻蓝蛋白得率的关系
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由图
#

可知!随着剪切时间的延长!藻蓝蛋白得率先不

断增加后趋于稳定!且剪切时间为
><89

时!藻蓝蛋白得率

达到最大值
&*!>N

&前
!

个取样点出现的
'

型曲线!可能是

剪切生热导致蛋白质变性的影响大于超细剪切破壁的影响!

随着剪切时间不断延长!超细剪切破壁成为影响藻蓝蛋白得

率的主要因素&

I<89

之后曲线出现略微下降!可能是剪切

时物料之间的相互运动产生了一定的热量!导致小部分蛋白

失活&由此可知!超细剪切对藻蓝细胞的破壁效果影响较

大!试验中最低得率值为
!*&IN

!但是仅仅经过了
D

"

><89

的剪切处理!得率上升到了
&*!>N

!增幅较大&综上分析!超

细剪切破壁的方法效率比较高!对工业生产具有一定的潜在

价值&

#*!

!

超声波法对藻蓝蛋白得率的影响

超声波法对藻蓝蛋白得率的影响见图
!

&

!!

由图
!

可知!超声时间为
#<89

时!藻蓝蛋白的得率达

到最大值*

>*$N

+&当曲线达到另一个极值点*超声时间为

><89

!得率为
&*I&N

+时!得率开始急剧降低!可能是超声产

生的高温导致溶出的蛋白质失活0

#"

1

&超声时间在
$

"

><89

时!超声波产生的空穴效应使得螺旋藻细胞破裂!藻蓝蛋白

溶解到缓冲液中&超声时间在
><89

之后!超声产生的热量

导致一部分蛋白质变性!曲线整体急剧下降&综上所述!超

图
!

!

超声时间与藻蓝蛋白得率的关系
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2

37F!

!

QF)-48(9;S8

?

6F4TFF93)47-;(98048<F-9M

.

8F)M(V

?

S

.

0(0

.

-989

声波破壁效果较好!但是超声过程中产生的热量对藻蓝蛋白

得率的影响较大!且难以精确控制!因此需要进一步研究才

能真正应用于工业生产&

#*A

!

反复冻融法对藻蓝蛋白得率的影响

反复冻融法对藻蓝蛋白得率的影响见图
A

&

图
A

!

冻融次数与藻蓝蛋白得率的关系
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0(0

.

-989

!!

由图
A

可知!随着冻融次数的增加!藻蓝蛋白得率不断

升高!而且在反复冻融
A

次之后!破壁效果最佳!此时藻蓝蛋

白得率达到了
>*#DN

&反复冻融处理
%

"

!

次时!对藻蓝蛋

白提取效果的影响不大,处理
A

次时!藻蓝蛋白得率显著增

加,处理
"

次时!藻蓝蛋白的得率出现略微下降!可能是温度

反复快速的变化导致蛋白质变性0

#D

1

&采用冻融法螺旋藻细

胞破壁!需要在超低温的环境进行下!所以难以应用到工业

大规模生产中!现阶段主要是实验室小规模试验!因此真正

的投入使用还需要技术的进一步提升改进&

#*"

!

溶胀&超细剪切法对藻蓝蛋白得率的影响

溶胀(超细剪切法对藻蓝蛋白得率的影响见图
"

&

!!

由图
"

可知!在溶胀时间为
AS

或
>S

的条件下进行螺

旋藻细胞破壁处理!藻蓝蛋白得率均呈上升趋势!且当溶胀

时间为
>S

时!剪切时间为
%"<89

!藻蓝蛋白得率达到
>*IN

!

与溶胀时间为
%#S

时藻蓝蛋白得率的水平接近&在溶胀时

间为
%#S

的条件下!藻蓝蛋白得率随剪切时间的变化基本

一致!而且出现略微的下降&可能是溶胀时间太长!溶胀

%#S

后螺旋藻内的藻蓝蛋白基本已经溶出!而且此时进行超

图
"

!

溶胀时间和剪切时间协同作用与藻蓝蛋白得率的关系
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"

期 俞建峰等)细胞破壁对螺旋藻藻蓝蛋白提取效果的影响
!



细剪切并没有起到破壁的作用!更多的是产生的热量导致蛋

白质变性&基于以上分析!溶胀和超细剪切协同作用对螺旋

藻细胞破壁的影响较大!可以大大缩短溶胀时间!从而减少

整个提取过程所消耗的时间!对工业化生产具有一定的指导

意义&

#*D

!

溶胀&超细剪切&超声法对藻蓝蛋白得率的影响

溶胀(超细剪切(超声法对藻蓝蛋白得率的影响见

图
D

&

图
D

!

溶胀(超细剪切(超声法中溶胀时间与

藻蓝蛋白得率的关系
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!!

由图
D

可知!溶胀
AS

!超细剪切处理
"<89

!超声波处理

"<89

!藻蓝蛋白得率为
&*&#N

&从图
%

可知!在溶胀
AS

时!

藻蓝蛋白得率大约为
DN

,从图
#

可知!溶胀
AS

!超细剪切处

理
"<89

!藻蓝蛋白得率大约为
D*>N

&根据以上分析知!溶

胀(超细剪切(超声法应用于螺旋藻细胞破壁中!在相同溶

胀时间条件下!其破壁效果比溶胀法和超细剪切法要好&

#*&

!

不同细胞破壁方法的对比

细胞破壁方法对藻蓝蛋白得率的影响见表
%

&

表
%

!

不同细胞破壁方法作用下藻蓝蛋白得率的比较

W-6)F%

!

B(<

?

-78;(9(9

.

8F)M(V

?

S

.

0(0

.

-989(V0F))

M8;73

?

48(9<F4S(M;

破壁方法 试验条件 得率/
N

溶胀法
!

溶胀
#AS >*I$

剪切法
!

溶胀
AS

!剪切
><89 &*!>

超声波法 溶胀
AS

!超声
#<89 >*$$

冻融法
!

冻融
A

次
>*#D

溶剪法
!

溶胀
%#S

!剪切
"<89 I*##

溶剪超法 溶胀
%#S

!剪切
"<89

!超声
"<89 >*>>

!!

通过对
D

种破壁方法进行对比分析!可以得出溶胀(超

细剪切法在本试验中的提取效果最好!藻蓝蛋白得率最大为

I*##N

,同时溶胀法得到的藻蓝蛋白得率最大为
>*IN

!超声

波法得到的藻蓝蛋白得率为
>*$N

!溶胀(超细剪切(超声

波法得到的藻蓝蛋白得率为
>*>>N

,以上
!

种破壁方法的效

果基本一致!但是溶胀法得到藻蓝蛋白得率是在溶胀
#AS

的条件下得到的!时间消耗比较长,超声波法得到藻蓝蛋白

得率是在溶胀
AS

和超声处理
#<89

的条件下得到的!消耗

时间和能耗均比较少,溶胀(超细剪切(超声波法得到藻蓝

蛋白得率是在溶胀
%#S

!超细剪切处理
"<89

和超声波处理

"<89

的条件下得到的!消耗时间和能耗相对较多,反复冻融

A

次得到的藻蓝蛋白得率为
>*#DN

!相对也比较高!但是其

时间消耗和能耗也较大&采用溶胀
%#S

及超细剪切
"<89

可获得良好的螺旋藻细胞破壁效果&

!

!

结论
通过对比分析!溶胀(超细剪切法在本试验中的细胞破

壁效果最好!藻蓝蛋白得率达到
I*##N

,溶胀法存在生产周

期长!超声波法和溶胀(超细剪切(超声波法在运行中超声

波能量转化为热量造成蛋白变性!反复冻融法能耗高且耗

时!这些细胞破壁方法的缺点使得工业化应用存在技术瓶

颈&因此!溶胀(超细剪切法可以作为一种新型的螺旋藻细

胞破壁方法&
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温度升高时!膜组件的膜通量和热效率均可大幅提高!而热

泵制热系数则有所减小!装置造水比在
DD\

左右达到最大

值&实际应用中宜根据料液和膜组件耐温特性选取适宜的

工作温度&膜组件性能与理论值还有一定差距!可通过改

善膜组件壳侧冷凝水流动状态!有望使装置综合性能

更佳&
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