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♦生物科学♦

钝顶螺旋藻藻蓝蛋白的提取工艺优化及其纯化研究*

陈盛仕1,刘梓宜1,李梦琪1,米顺利2,陈显强2,张 
 

玲1,3**

(1.广西中医药大学科学试验中心,广西南宁 530200;2.广西中医药大学海洋药物研究院,广西南宁 530200;3.广西中医药大

学,广西中医基础研究重点试验室,广西南宁 530200)

摘要:以钝顶螺旋藻(Spirulina
 

platensis)藻蓝蛋白(Phycocyanin)的纯度和回收率为指标,考察溶胀法和冻融

法中不同破壁影响因素及活性炭吸附法中活性炭目数、活性炭加入量和吸附时间对藻蓝蛋白粗提的影响,并结

合响应面分析法优化提取工艺参数,得到最优破壁条件和活性炭吸附条件。结果表明,溶胀法最优提取条件为

料液比1∶50
 

(g/mL),溶胀时间24
 

h,溶胀次数2次,测得藻蓝蛋白纯度为0.47,得率为2.17%;冻融法最优

提取条件为料液比1∶50
 

(g/mL),冷冻时间8
 

h,冻融次数2次,测得藻蓝蛋白纯度为0.34,得率为2.19%。
活性炭吸附法最优工艺条件为300目活性炭,活性炭加入量0.7

 

g/20
 

mL,吸附时间10
 

min,藻蓝蛋白纯度为

0.80,回收率为73.23%。疏水层析法纯化得到食品级藻蓝蛋白(纯度P≥0.7)和医药级藻蓝蛋白(纯度P≥
3.0),总回收率为61.15%。因此,溶胀􀆼活性炭吸附􀆼疏水层析三步提纯藻蓝蛋白工艺合理可行,实现了医药级

藻蓝蛋白的分离提纯,降低了工业生产成本,具有实用价值。
关键词:钝顶螺旋藻 藻蓝蛋白 溶胀法 活性炭 响应面法优化 疏水层析
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  藻蓝蛋白(Phycocyanin)是一种存在于蓝藻中,
含开链四吡咯构造的天然蓝色色素,具有吸收和传递

功能的性质,属胞内蛋白,在螺旋藻中含量较高[1]。
由于藻蓝蛋白具有极高的营养价值以及抗炎、抗疲

劳、抗肿瘤、提高人体免疫力等药理作用,因而被普遍

应用于食品、化妆品、保健品和医药等领域,具有广阔

的应用前景[2􀆼6]。

  目前,藻蓝蛋白的提取纯化工艺较成熟,但仍仅

适用于实验室操作,工业上大规模生产仍是其重难

点,且价格昂贵。藻蓝蛋白提取纯化主要分为破壁、
粗提和纯化3步,其中细胞破碎的方法有溶胀法[7]、
超声波细胞破壁法、冻融法[8]、机械破壁法、化学试剂
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法[9]、溶酶法[10]等,实验中常用其中一种或两种方法

联用对藻蓝蛋白进行破壁[11,12]。藻蓝蛋白提取一般

采用 盐 析 法、等 电 点 沉 淀 法、超 滤 法[13􀆼17]和 吸 附

法[18􀆼21],其中吸附法是利用吸附剂吸附杂质或蛋白从

而提取蛋白,常用的吸附剂有活性炭和壳聚糖。此方

法相比盐析法,所用的试剂价格便宜、不造成环境污

染,少量的吸附剂即可吸附杂质,无须大量的硫酸铵;
缺点是需要精确控制吸附剂的用量和吸附时间,否则

容易将目标蛋白吸附走,降低提取率。总体来说此方

法有很大的开发潜力,有望取代盐析法提取藻蓝蛋

白,但目前国内外对此方法的研究仍较少。

  高纯度藻蓝蛋白的提取成本高,价格昂贵,由于

溶胀法、冻融法都具有成本低、操作简单、条件温和以

及不引入其他化学试剂等优点,因此本研究主要对溶

胀法中的料液比、溶胀时间、溶胀次数,冻融法中的不

同溶剂、料液比、冻融次数进行考察,应用响应面模型

设计试验,对螺旋藻的两种破壁方法进行优化得到最

优破壁条件。同时为了克服活性炭容易吸附目的蛋

白降低回收率的缺点,采用响应面分析法优化,考察

活性炭目数、活性炭加入量和吸附时间3个因素对藻

蓝蛋白纯度及回收率的影响,以期获得最优活性炭吸

附条件,最后采用一步疏水层析法纯化得到食品级和

医药级藻蓝蛋白。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样品与试剂

  钝顶螺旋藻(Spirulina
 

platensis),由北海生巴

达生物科技有限公司提供。粉末活性炭(100目、200
目、300目、400目、500目),购自北京美嘉源环保工

程有限公司;Butyl
 

Fourose
 

4FF疏水层析填料,购自

北京慧德易科技有限责任公司;磷酸二氢钾、磷酸氢

二钾、氯化钠、硫酸铵等试剂均为分析纯,购自国药集

团化学试剂有限公司。

1.1.2 仪器

  LQ􀆼C3001电子天平,购自深圳市飞亚衡器有限

公司;GL224􀆼1SCN电子天平,购自赛多利斯科学仪

器(北京)有限公司;HYCD􀆼205医用冷藏冰冻箱,购
自青岛海尔特种电器有限公司;PHS􀆼25

 

pH计,购自

上海仪电科学仪器股份有限公司;
 

UV􀆼2600紫外􀆼可
见光分光光度计,购自岛津仪器(苏州)有限公司;

BA2100igital数码显微镜,购自麦克奥迪实业集团有

限公司;BT600􀆼2J精密蠕动泵,购自保定兰格恒流泵

有限公司;SBS􀆼100样品自动收集器,购自上海泸西

分析仪器厂有限公司。
 

1.2 方法

1.2.1 分析方法

  藻蓝蛋白在620
 

nm 处有最大吸收峰,蛋白在

280
 

nm处有最大吸收峰,别藻蓝蛋白在650
 

nm下有

最大吸收峰。根据该性质可使用紫外可见光分光光

度计测定蛋白液280
 

nm、620
 

nm和650
 

nm处的吸

光度(A),从而计算出藻蓝蛋白的纯度、浓度、得率及

回收率。

  ①藻蓝蛋白纯度。

  藻蓝蛋白的纯度(Purity)用P 表示,不同纯度的

藻蓝蛋白有不同的用途,P≥0.7时为食品级,P≥
3.0时为 医 药 级,P≥4.0 时 为 分 析 级,根 据 Yan
等[22]提出的公式进行计算,具体如下:

  P=A620/A280。 (1)

  ②藻蓝蛋白浓度。

  藻蓝蛋白的浓度用C 表示,根据Bennett等[23]

提出的公式进行计算,具体如下:

  C(mg/mL)=(A620-0.474×A650)/5.34。 (2)

  ③藻蓝蛋白得率。

  藻蓝蛋白的得率用Y 表示,计算公式如下:

  Y(%)=(C×V0)/(m0×1000)×100%, (3)
式中,C 是藻蓝蛋白浓度(mg/mL),V0 是粗提液体

积(mL),m0 是螺旋藻干粉质量(g)。

1.2.2 溶胀法

  溶胀法是以纯水或低盐溶液为溶剂,螺旋藻吸水

涨破细胞,从而流出有效成分的方法。具体操作如

下:精密称取螺旋藻干粉,分别考察料液比(1∶10
 

g/

mL、1∶20
 

g/mL、1∶50
 

g/mL、1∶100
 

g/mL、1∶
200

 

g/mL)、溶胀时间(6
 

h、12
 

h、18
 

h、24
 

h、36
 

h)、溶
胀次数(1次、2次、3次)对藻蓝蛋白纯度及得率的影

响。将以上各个试验的藻液超声5
 

min,4℃静置12
 

h,4
 

000
 

r/min离心15
 

min,得上清液,分别测定280
 

nm、620
 

nm、650
 

nm处的吸光度。

  采用Design􀆼Expert软件的Box
 

Behnken设计

优化溶胀法破壁参数,以料液比、溶胀时间、溶胀次数

为自变量,藻蓝蛋白得率为响应值,设计响应面分析

法(RSM)试验。分别给各试验因素设置3个水平

(表1),以藻蓝蛋白的纯度和回收率作为响应变量,
共17个析因点,其中有5个重复的中心点。
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表1 响应面分析试验因素和水平

Table
 

1 Test
 

factors
 

and
 

levels
 

used
 

for
 

response
 

surface
 

analy-

sis

水平
Levels

因素Factors

A:料液比(g/mL)
A:Solid􀆼
liquid

 

ratio
(g/mL)

B:溶胀时间(h)
B:Swelling

 

time
 

(h)

C:溶胀次数(次)
C:Swelling

 

times
(times)

-1 1∶20 4 1

0 1∶50 8 2

1 1∶80 12 3

1.2.3 冻融法

  冻融法是将螺旋藻液置于低温(-20℃)下,使海

藻细胞中的水分被迅速冷冻形成冰晶,在室温下迅速

解冻,从而破碎细胞的方法。单因素试验操作如下:

①精密称取4份1
 

g螺旋藻干粉,分别加入20
 

mL纯

水、0.01
 

mol/L
 

磷酸盐缓冲液(PBS)、0.05
 

mol/L
 

PBS缓冲液和0.1
 

mol/L
 

PBS缓冲液,超声5
 

min,

-20℃静置12
 

h;②精密称取3份1
 

g螺旋藻干粉,
溶剂为①试验所得的最优溶液,超声5

 

min,-20℃
分别静置4

 

h、8
 

h、12
 

h;③精密称取5份1
 

g螺旋藻

干粉,分别加入最适溶剂,溶剂为①试验所得的最优

溶液,使料液比分别为1∶10
 

(g/mL)、1∶20
 

(g/

mL)、1∶50
 

(g/mL)、1∶100
 

(g/mL)、1∶200
 

(g/

mL),超声5
 

min,冷冻时间为②所得的最优条件;

④精密称取3份1
 

g螺旋藻干粉,加入最佳料液比溶

剂,冻融次数分别为1次、2次和3次,超声5
 

min,

-20℃静置。上述各个试验于室温下解冻,4
 

000
 

r/

min离心15
 

min,分别吸取上清液1
 

mL,稀释10倍,
分别测定280

 

nm、620
 

nm、650
 

nm处的吸光度,分析

不同溶剂、冷冻时间、料液比、冻融次数对藻蓝蛋白纯

度及得率的影响。

  采用Design
 

Expert软件的Box
 

Behnken设计

优化冻融法破壁参数,以料液比、冷冻时间、冻融次数

为自变量,藻蓝蛋白得率为响应值,设计RSM 试验。
分别给各试验因素设置3个水平(表2),以藻蓝蛋白

的纯度和回收率作为响应变量设计试验,共17个析

因点,其中有5个重复的中心点。

1.2.4 活性炭吸附法提取藻蓝蛋白

  活性炭吸附法是利用活性炭吸附杂质或蛋白从

而提取蛋白的方法。单因素试验操作如下:①取5份

20
 

mL溶胀法所得的海藻液体,分别加入100目、200
目、300目、400目、500目活性炭,静置吸附5

 

min;

②取5份20
 

mL溶胀法所得海藻液体,分别加入活

性炭0.1
 

g、0.3
 

g、0.5
 

g、0.7
 

g、0.9
 

g,活性炭目数为

上一步试验所得的最优目数,静置吸附5
 

min;③取5
份20

 

mL溶胀法所得的海藻液体,加入的活性炭量

为上一步试验所得的最优条件,分别静置吸附 5
 

min、10
 

min、15
 

min、20
 

min、25
 

min。将以上各个试

验海藻液体以8
 

000
 

r/min转速离心5
 

min,弃去沉

淀,分别吸取上清液1
 

mL,稀释适当倍数,分别测定

280
 

nm、620
 

nm、650
 

nm处的吸光度,分析不同活性

炭目数、活性炭加入量、吸附时间对藻蓝蛋白纯度及

得率的影响。
表2 响应面分析试验因素和水平

Table
 

2 Test
 

factors
 

and
 

levels
 

used
 

for
 

response
 

surface
 

analy-

sis

水平
Levels

因素Factors

A:料液比
(g/mL)
A:Solid􀆼
liquid

 

ratio
(g/mL)

B:冷冻时间
(h)

B:Freezing
 

time
 

(h)

C:冻融次数(次)
C:Freeze􀆼
thaw

 

times
(times)

-1 1∶20 12 1

0 1∶50 18 2

1 1∶80 24 3

  在单因素试验的基础上,应用 Design􀆼Expert
 

10.0软件的Box􀆼Behnken试验设计原理进行响应面

试验,选取活性炭目数、活性炭加入量和吸附时间3
个因素作为试验因素,分别给各试验因素设置适宜的

3个水平(表3),以藻蓝蛋白的纯度和回收率作为响

应变量设计试验,共17个析因点,其中有5个重复的

中心点。
表3 响应面分析试验因素和水平

Table
 

3 Test
 

factors
 

and
 

levels
 

used
 

for
 

response
 

surface
 

analy-

sis

水平
Levels

因素Factors

A:活性炭目数
(目)

A:Number
 

of
 

active
 

carbon
 

mesh
(mesh)

B:活性炭加
入量(g/20

 

mL)
B:Amount

 

of
 

active
 

carbon
 

added
(g/20

 

mL)

C:吸附时间
(min)

C:Adsorption
 

time
(min)

-1 200 0.3 5

0 300 0.5 10

1 400 0.7 15

1.2.5 疏水层析纯化藻蓝蛋白

  将活性炭吸附法提取得到的藻蓝蛋白液,经超滤
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浓缩至一定浓度后,采用0.05
 

mol/L
 

PBS磷酸缓冲

液(含0.6
 

mol/L
 

硫酸铵)预平衡的疏水层析填料进

行梯度洗脱,洗脱液梯度依次为 0.05
 

mol/L
 

PBS
 

(含0.6
 

mol/L硫酸铵)、0.05
 

mol/L
 

PBS
 

(含0.3
 

mol/L硫酸铵)、0.05
 

mol/L
 

PBS、纯水,流速控制为

2
 

mL/min,3
 

min每管,测定各管280
 

nm、620
 

nm、

650
 

nm处吸光度,计算纯度,分别合并纯度1-2、纯
度2-3和纯度大于3的蛋白液,计算纯度及回收率。

2 结果与分析

2.1 溶胀法结果分析

2.1.1 料液比、溶胀时间、溶胀次数对藻蓝蛋白纯度

及得率的影响

  随着料液比的增加,藻蓝蛋白的得率显著上升,

而纯度显著下降,且在料液比为1∶200
 

(g/mL)时,
藻蓝蛋白得率最高,纯度最低[图1(a)]。说明随着

料液比的增加,螺旋藻细胞内外渗透压差越来越大,
细胞壁破碎释放出的藻蓝蛋白增多,同时很多其他蛋

白质成分可能一起溶胀出来,因此藻蓝蛋白得率逐渐

增加而纯度逐渐减少。料液比太高会造成实际生产

成本的增加,故选用1∶50
 

(g/mL)作为藻蓝蛋白料

液比的最优值。随着溶胀时间的延长,藻蓝蛋白的得

率和纯度均显著升高[图1(b)]。说明随着溶胀时间

的延长,更多藻蓝蛋白释出,但是较长的溶胀时间会

造成实际生产成本增加和生产效率降低,故选用24
 

h作为溶胀时间的最优值。随着螺旋藻溶胀次数的

增加,藻蓝蛋白的得率上升,而纯度下降[图1(c)]。
根据实际生产的需要,选择溶胀2次作为最优值。

  *
 

indicates
 

significant
 

difference
 

in
 

purity,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.000
 

1;#
 

indicates
 

significant
 

difference
 

in
 

yield,#
 

P<0.05,##
 

P<0.01,###
 

P<0.001,####
 

P<0.0001
图1 料液比、溶胀时间、溶胀次数对藻蓝蛋白纯度及得率的影响

Fig.1 Effects
 

of
 

solid􀆼liquid
 

ratio,swelling
 

time
 

and
 

swelling
 

times
 

on
 

the
 

purity
 

and
 

yield
 

of
 

phycocyanin

2.1.2 溶胀试验响应面分析法优化

  采用Design􀆼Expert软件对表4的试验结果进

行回归拟合,得到藻蓝蛋白得率对3个因素的多元二

次回 归 模 型:得 率 Y =2.28+0.12A+0.22B+
0.50C,从二次响应面回归模型的方差分析结果可

知,模型相关系数R2=0.835
 

7,P=0.000
 

1<0.05,
失拟项P=0.097

 

0>0.05,说明回归方程拟合度和

可信度均较高,能较为真实地对最优工艺进行预测。
表4 溶胀法Box􀆼Behnken

 

试验分析及结果

Table
 

4 Analysis
 

and
 

results
 

of
 

Box􀆼Behnken
 

test
 

by
 

swelling
 

method

试验号
Test

 

number

A:料液比
(g/mL)
A:Solid􀆼
liquid

 

ratio
(g/mL)

B:溶胀时间
(h)

B:Swelling
 

time
 

(h)

C:溶胀次数
(次)

C:Swelling
 

times
(times)

纯度
Purity

得率
(%)
Yield
(%)

1 -1 -1 0 0.45 1.85
2 1 -1 0 0.38 2.39
3 -1 1 0 0.55 2.64

续表

Continued
 

table

试验号
Test

 

number

A:料液比
(g/mL)
A:Solid􀆼
liquid

 

ratio
(g/mL)

B:溶胀时间
(h)

B:Swelling
 

time
 

(h)

C:溶胀次数
(次)

C:Swelling
 

times
(times)

纯度
Purity

得率
(%)
Yield
(%)

4 1 1 0 0.42 2.73
5 -1 0 -1 0.52 1.43
6 1 0 -1 0.33 1.96
7 -1 0 1 0.38 2.68

8 1 0 1 0.39 2.48
9 0 -1 -1 0.46 1.52
10 0 1 -1 0.47 1.80
11 0 -1 1 0.41 2.59
12 0 1 1 0.44 2.93

13 0 0 0 0.46 2.35
14 0 0 0 0.42 2.40
15 0 0 0 0.43 2.42
16 0 0 0 0.41 2.16
17 0 0 0 0.41 2.42
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  由回归方程系数显著性检测结果(表5)可知,因
素A、C的P 值分别为0.000

 

6,0.000
 

1(P<0.01),

BC的P 值为0.001
 

3
 

(P<0.01)。各影响因素所对

应的P 值越小,F 值越大,意味着该因素对响应变量

的影响越显著,因此根据表5中F 值大小可以看出,
影响溶胀法破壁效果的因素为溶胀次数>料液比>
溶胀时间。

表5 溶胀法提取率回归模型方差分析

Table
 

5 Variance
 

analysis
 

of
 

regression
 

model
 

for
 

extraction
 

rate
 

by
 

swelling
 

method

来源
Source

平方和
Quadratic

 

sum
自由度

Degree
 

of
 

freedom
均方

Mean
 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
显著性

Significance

Model 3.720 6 0.620 15.51 0.000
 

2 **

A 0.970 1 0.970 24.23 0.000
 

6 **

B 0.097 1 0.097 2.42 0.150
 

8

C 1.510 1 1.510 37.64 0.000
 

1 **

AB 0.058 1 0.058 1.44 0.257
 

7

AC 0.130 1 0.130 3.15 0.106
 

2

BC 0.770 1 0.770 19.36 0.001
 

3 **

Residual
 

error 0.400 10 0.040

Misfit
 

term 0.290 6 0.048 1.78 0.300
 

0

Net
 

error 0.110 4 0.027

Total
 

dispersion 4.120 16

Note:**
 

indicates
 

extremely
 

significant
 

difference
 

(P<0.01)

2.1.3 溶胀法各因素之间的相互作用

  根据Box􀆼Behnken设计试验结果作响应曲面

图,考察拟合的曲面形状,分析料液比、溶胀时间,溶
胀次数三者之间交互作用对藻蓝蛋白得率的影响(图

2)。由图2可知,这3个因素之间无相互影响,故根

图2 料液比、溶胀时间及溶胀次数的相互影响

  Fig.2 Interaction
 

of
 

solid􀆼liquid
 

ratio,swelling
 

time
 

and
 

swelling
 

times

据每个因素的最佳结果组合可以得到溶胀法破壁的

最佳方案为料液比1∶50
 

(g/mL),溶胀时间24
 

h,溶
胀次数2次。模型预测纯度为0.47,预测提取率为

2.16%。

2.1.4 验证性试验

  采用响应面分析法优化所得的最优破壁条件:料
液比1∶50

 

(g/mL),溶胀时间24
 

h,溶胀次数2次,
进行验证性试验,重复3次,取平均值,测得藻蓝蛋白

纯度为0.47,得率为2.17%,与模型预测纯度0.47
相同,与模型预测得率2.16%接近,表明该方案稳定

可靠,具有实用价值。

2.1.5 细胞破碎前后对比

  螺旋藻细胞破碎前后的显微结构如图3所示。
破壁后螺旋藻圆柱形螺旋结构发生了断裂,同时产生

了大量细胞碎片,可见溶胀法破壁效果良好。
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图3 螺旋藻细胞破碎前后的显微结构

Fig.3 Microstructure
 

of
 

Spirulina
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

fragmentation

2.2 冻融法结果分析

2.2.1 不同溶剂、冷冻时间、料液比、冻融次数对藻

蓝蛋白纯度及得率的影响

  与纯水比较,当用0.10
 

mol/L
 

PBS缓冲液提取

藻蓝蛋白时,藻蓝蛋白的得率和纯度极显著升高,故
选择0.10

 

mol/L
 

PBS缓冲液作为冻融法提取藻蓝

蛋白的溶剂[图4(a)]。冷冻时间从4
 

h增加到12
 

h
时,藻蓝蛋白的得率先上升后下降,而藻蓝蛋白的纯

度缓慢下降[图4(b)]。随着时间的增加,螺旋藻细

胞会破碎从而释放出藻蓝蛋白,但与此同时其他杂质

增加导致纯度缓慢下降,故选择8
 

h作为冷冻时间的

最优值。料液比从1∶10
 

(g/mL)变化到1∶200
 

(g/

mL)时,藻蓝蛋白的得率逐渐上升,而藻蓝蛋白的纯

度下降但差异不显著[图4(c)],故选用1∶50
 

(g/

mL)作为藻蓝蛋白料液比的最优值。冻融次数从2
次增加到3次时,藻蓝蛋白的得率和纯度无显著性差

异[图4(d)],说明在冻融2次后大部分藻蓝蛋白已

释出,因此选择2次作为冻融次数的最优值。

  *
 

indicates
 

significant
 

difference
 

in
 

purity,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.000
 

1;#
 

indicates
 

significant
 

difference
 

in
 

yield,#
 

P<0.05,##
 

P<0.01,###
 

P<0.001
图4 不同溶剂、冷冻时间、料液比、冻融次数对藻蓝蛋白纯度及得率的影响

  Fig.4 Effects
 

of
 

different
 

solvent,freezing
 

time,solid􀆼liquid
 

ratio
 

and
 

freezing􀆼thawing
 

times
 

on
 

the
 

purity
 

and
 

yield
 

of
 

phy-
cocyanin
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2.2.2 冻融试验响应面分析法优化

  采用Design􀆼Expert软件对表6的试验结果进

行回归拟合,得到藻蓝蛋白得率对3个因素的多元二

次回归 模 型:得 率Y =2.30+0.43A+0.055B+
0.53C-0.060AB+0.18AC+0.22BC。模拟相关系

数R2=0.903
 

0,P=0.000
 

2<0.05,失拟项 P=
0.3>0.05,说明回归方程拟合度和可信度均很高,能
较准确地对最优工艺进行预测。因素 A、B、C的P

值分别为0.001
 

6,0.155
 

8,0.000
 

6,可知试验中一

次项A极显著(P<0.01),B不显著,C极显著(P<
0.01)(表7)。交互项 AB、AC、BC的 P 值分别为

0.146
 

0,0.107
 

3,0.002
 

3,可知交互项AB、AC不显

著,BC极显著(P<0.01)。根据表7中F 值大小,可
得出影响冻融法破壁得率的因素为冷冻次数>料液

比>冷冻时间。

表6 冻融法Box􀆼Behnken
 

试验分析及结果

Table
 

6 Analysis
 

and
 

results
 

of
 

Box􀆼Behnken
 

test
 

by
 

freeze􀆼thaw
 

method

试验号
Test

 

number
A:料液比(g/mL)

A:Solid􀆼liquid
 

ratio
 

(g/mL)
B:冷冻时间(h)

B:Freezing
 

time
 

(h)
C:冷冻次数(次)

C:Freezing
 

times
 

(times)
纯度
Purity

得率(%)
Yield

 

(%)

1 -1 -1 0 0.42 1.56

2 1 -1 0 0.4 2.88

3 -1 1 0 0.47 1.71

4 1 1 0 0.38 2.55

5 -1 0 -1 0.46 1.77

6 1 0 -1 0.51 2.28

7 -1 0 1 0.46 2.01

8 1 0 1 0.41 3.23

9 0 -1 -1 0.45 2.15

10 0 1 -1 0.4 1.80

11 0 -1 1 0.38 1.92

12 0 1 1 0.37 3.33

13 0 0 0 0.37 2.13

14 0 0 0 0.37 2.13

15 0 0 0 0.39 2.42

16 0 0 0 0.38 1.98

17 0 0 0 0.38 2.26

表7 冻融法提取率回归模型方差分析

Table
 

7 Variance
 

analysis
 

of
 

regression
 

model
 

for
 

the
 

extraction
 

rate
 

by
 

freeze􀆼thaw
 

method

来源
Source

平方和
Quadratic

 

sum
自由度

Degree
 

of
 

freedom
均方

Mean
 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
显著性

Significance

Model 3.680 6 0.620 16.71 0.001
 

4 **

A 0.970 1 0.970 23.60 0.001
 

6 **

B 0.097 1 0.096 2.36 0.155
 

8

C 1.390 1 1.490 36.70 0.000
 

6 **

AB 0.156 1 0.058 1.44 0.146
 

0

AC 0.130 1 0.130 3.15 0.107
 

3

BC 0.760 1 0.770 20.06 0.002
 

3 **

Residual
 

error 0.380 10 0.039

Misfit
 

term 0.280 6 0.049 1.79 0.300
 

0

Net
 

error 0.140 4 0.024

Total
 

dispersion 3.890 16

Note:**
 

indicates
 

extremely
 

significant
 

difference
 

(P<0.01)
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2.2.3 冻融法不同因素间的相互作用

  根据Box􀆼Behnken试验结果作响应曲面图,考
察拟合的曲面形状,分析冷冻时间、料液比、冻融次数

三者之间交互作用对藻蓝蛋白得率的影响(图5)。
各因素及交互作用经响应面分析法优化所得的最优

提取条件为料液比1∶50
 

(g/mL),冷冻时间8
 

h,冻
融次数3次。模型预测纯度为0.38,预测得率为

2.24%。

2.2.4 验证性试验

  根据响应面分析法优化所得的最优提取条件:料

图5 冷冻时间、料液比、冻融次数交互作用图

  Fig.5 Interaction
 

diagram
 

of
 

freezing
 

time,solid􀆼liquid
 

ratio
 

and
 

freeze􀆼thaw
 

times

液比1∶50
 

(g/mL),冷冻时间8
 

h,冻融次数3次,进
行验证性试验,重复3次,取平均值,测得藻蓝蛋白纯

度为0.34,得率为2.19%,与模型预测纯度0.38、预
测得率2.24%接近,表明该方案稳定可靠,具有实用

价值。

2.3 活性炭吸附法提取藻蓝蛋白

2.3.1 活性炭目数、活性炭加入量和吸附时间对藻

蓝蛋白纯度和得率的影响

  活性炭吸附法各因素对藻蓝蛋白纯度和得率的

影响如图6所示。活性炭目数在300目时,藻蓝蛋白

的纯度最高,得率最低;当活性炭目数为400目和

500目时,纯度有下降趋势,而得率升高[图6(a)]。

  *
 

indicates
 

significant
 

difference
 

in
 

purity,*P<0.05,

**P
 

<0.01;#
 

indicates
 

significant
 

difference
 

in
 

yield,#
 

P<0.05,##
 

P<0.01,###
 

P<0.001,####
 

P<
0.0001
  图6 活性炭目数、活性炭加入量、吸附时间对藻蓝蛋白

纯度及得率的影响

  Fig.6 Effect
 

of
 

active
 

carbon
 

mesh
 

number,active
 

car-
bon

 

amount
 

and
 

adsorption
 

time
 

on
 

purity
 

and
 

yield
 

of
 

phyco-
cyanin
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因此,选择活性炭目数300目作为最优吸附条件。随

着活性炭加入量的增加,藻蓝蛋白纯度先显著增加而

后下降,而得率呈显著下降趋势[图6(b)]。当活性

炭加入量为0.7
 

g/20
 

mL时,纯度最高,因此可作为

最优吸附条件。当吸附时间为10
 

min时,藻蓝蛋白

纯度处于最大值;随着吸附时间的延长,得率呈下降

趋势,整体呈“W”型;当吸附时间为10-25
 

min时,

得率差异不显著[图6(c)],因此选择10
 

min作为最

优活性炭吸附时间。

2.3.2 活性炭吸附试验响应面分析法优化

  根据单因素试验结果,选取活性炭目数(A)、活
性炭加入量(B)和吸附时间(C)3个因素进行Box􀆼
Behnken试验设计,共17个析因点,其中有5个重复

的中心点,试验设计方案与结果如表8所示。
表8 Box􀆼Behnken试验分析结果

Table
 

8 Box􀆼Behnken
 

test
 

analysis
 

results

试验号
Test

 

number
A:活性炭目数(目)
A:Number

 

of
 

active
 

carbon
 

mesh
 

(mesh)

B:活性炭加入量(g/20
 

mL)
B:Amount

 

of
 

active
 

carbon
 

added
 

(g/20
 

mL)
C:吸附时间(min)

C:Adsorption
 

time
 

(min)
纯度
Purity

回收率(%)
Recovery

 

rate
 

(%)

1 -1 -1 0 0.84 67.40

2 1 -1 0 0.63 70.17

3 -1 1 0 0.75 55.24

4 1 1 0 0.72 65.12

5 -1 0 -1 0.72 68.53

6 1 0 -1 0.73 67.84

7 -1 0 1 0.77 62.63

8 1 0 1 0.66 71.57

9 0 -1 -1 0.66 75.16

10 0 1 -1 0.64 68.57

11 0 -1 1 0.66 73.51

12 0 1 1 0.71 65.2

13 0 0 0 0.68 70.63

14 0 0 0 0.66 71.32

15 0 0 0 0.67 72.31

16 0 0 0 0.64 72.51

17 0 0 0 0.66 72.78

  采用Design􀆼Expert
 

10.0软件对试验数据进行

多元二次回归拟合,得到回归模型为藻蓝蛋白纯度

P=0.66-0.042A+3.750×10-3B+6.250×10-
3C+0.045AB+0.030AC+0.017BC+0.063A2 +
0.010B2-4.750×10-3C2(R2=0.910

 

2),藻蓝蛋

白回收率 RP=71.91+2.61A-4.01B-0.90C+
1.78AB+2.41AC-

 

0.43BC-5.20A2-2.23B2+
0.93B2(R2=0.980

 

4)。

  藻蓝蛋白纯度和回收率的回归方程及偏回归系

数方差分析分别见表9和表10。从表9可以看出,
纯度模型P<0.05,表明该模型可靠,达到了显著水

平,决定系数 R2=0.910
 

2,说明该模型可以解释

91.02%的响应值变化,拟合度较精确;该模型失拟项

P>0.05,不显著,说明整个模型在该回归区域内合

理,可用来分析藻蓝蛋白纯度结果。根据F 值大小

可得出影响藻蓝蛋白纯度的因素为活性炭目数>吸

附时间>活性炭加入量。

  从表10可以看出,回收率模型P<0.05,表明该

模型可靠,达到了显著水平,决定系数R2=0.980
 

4,
说明该模型可以解释98.04%的响应值变化,拟合度

非常精确;该模型失拟项P>0.05,不显著,说明整个

模型在该回归区域内合理,可用来分析藻蓝蛋白回收

率结果。根据F 值大小可得出影响藻蓝蛋白回收率

的因素为活性炭加入量>活性炭目数>吸附时间。
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表9 藻蓝蛋白纯度回归模型方差分析

Table
 

9 Variance
 

analysis
 

of
 

regression
 

model
 

for
 

phycocyanin
 

purity

来源
Source

平方和
Quadratic

 

sum

自由度
Degree

 

of
 

freedom

均方
Mean

 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
显著性

Significance

Model 0.045 9 5.017E􀆼003 7.88 0.006
 

3 **

A 0.014 1 0.014 22.70 0.002
 

0 **

B 1.125E􀆼004 1 1.125E􀆼004 0.18 0.686
 

8

C 3.125E􀆼004 1 3.125E􀆼004 0.49 0.506
 

1

AB 8.100E􀆼003 1 8.100E􀆼003 12.73 0.009
 

1 **

AC 3.600E􀆼003 1 3.600E􀆼003 5.66 0.049
 

0 *

BC 1.225E􀆼003 1 1.225E􀆼003 1.92 0.207
 

9

A2 0.017 1 0.017 26.05 0.001
 

4 *

B2 4.424E􀆼004 1 4.424E􀆼004 0.70 0.432
 

0

C2 9.500E􀆼005 1 9.500E􀆼005 0.15 0.710
 

7

Residual
 

error 4.455E􀆼003 7 6.364E􀆼004

Misfit
 

term 3.575E􀆼003 3 1.192E􀆼003 5.42 0.068
 

1

Net
 

error 8.800E􀆼004 4 2.200E􀆼004

Total
 

dispersion 0.05 16

Note:*
 

indicates
 

significant
 

difference
 

(P<0.05),**
 

indicates
 

extremely
 

significant
 

difference
 

(P<0.01)

表10 藻蓝蛋白回收率方差分析

Table
 

10 Variance
 

analysis
 

of
 

phycocyanin
 

recovery
 

rate

来源
Source

平方和
Quadratic

 

sum

自由度
Degree

 

of
 

freedom

均方
Mean

 

square
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
显著性

Significance

Model 367.85 9 40.87 38.84 <0.000
 

1 **

A 54.60 1 54.60 51.89 0.000
 

2 **

B 128.88 1 128.88 122.48 <0.000
 

1 **

C 6.46 1 6.46 6.14 0.042
 

3 *

AB 12.64 1 12.64 12.01 0.010
 

5 *

AC 23.18 1 23.18 22.03 0.002
 

2 **

BC 0.74 1 0.74 0.70 0.429
 

5

A2 113.74 1 113.74 108.10 <0.000
 

1 **

B2 20.94 1 20.94 19.90 0.002
 

9 **

C2 3.64 1 3.64 3.46 0.105
 

2

Residual
 

error 7.37 7 1.05

Misfit
 

term 4.10 3 1.37 1.68 0.308
 

1

Net
 

error 3.26 4 0.82

Total
 

dispersion 375.21 16

Note:*
 

indicates
 

significant
 

difference
 

(P<0.05),**
 

indicates
 

extremely
 

significant
 

difference
 

(P<0.01)

  由图7中纯度和回收率预测值和实际值的对比

结果可以看出,本次试验回收率的预测值和实际值比

较接近,而纯度的预测值和实际值有一定差距,可能

是由于在各个条件下纯度的变化范围较小,导致结果

较难预测,从而造成一定误差,但总体上模型可靠。
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图7 纯度和回收率预测值与实际值对比

  Fig.7 Comparison
 

of
 

predicted
 

values
 

with
 

actual
 

values
 

of
 

purity
 

and
 

recovery
 

rate

2.3.4 活性炭吸附法不同因素间的相互作用

  活性炭加入量与吸附时间交互作用的响应面图

如图8、图9所示。通过响应面的最优组合分析可得

到活性炭吸附法粗提藻蓝蛋白的最优条件为300目

活性炭,活性炭加入量0.5
 

g/20
 

mL,吸附时间10
 

min。预测值纯度为0.80,回收率为70.56%。

2.3.5 验证性试验

  采用响应面优化法所得的最优提取条件:300目

活性炭,活性炭加入量0.5
 

g/20
 

mL,吸附时间10
 

min,进行验证性试验,重复3次,取平均值,测得藻

蓝蛋白纯度为0.80,回收率为73.23%。表明该方案

稳定可靠,具有实用价值。

2.4 疏水层析洗脱结果及其光谱图分析

  对藻蓝蛋白依次进行洗脱,首 先,采 用 0.05
 

mol/L
 

PBS缓冲液(含0.6
 

mol/L
 

PBS硫酸铵)洗
脱,得到近200 mL黄绿色藻液;其次,采用0.05

图8 纯度模型中活性炭加入量与吸附时间交互作用图

  Fig.8 Interaction
 

diagram
 

of
 

active
 

carbon
 

added
 

a-
mount

 

and
 

adsorption
 

time
 

in
 

purity
 

model

mol/L
 

PBS缓冲液(含0.3
 

mol/L
 

PBS硫酸铵)洗
脱,得到亮蓝色藻液;再次,采用0.05

 

mol/L
 

PBS缓

冲液洗脱,得到亮蓝色藻液;最后,采用纯水洗脱,得
到蓝绿色藻液。将依次洗脱得到的各藻液进行紫外

测定,分别合并纯度1-2、纯度2-3和纯度大于3
的藻液,各藻液全波长扫描光谱见图10。采用0.05

 

mol/L
 

PBS缓冲液(含0.6
 

mol/L
 

PBS硫酸铵)以及

最后采用纯水洗脱出的物质主要是叶绿素、杂蛋白等

杂质;采用0.05
 

mol/L
 

PBS缓冲液(含0.3
 

mol/L
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PBS硫酸铵)和0.05
 

mol/L
 

PBS缓冲液梯度洗脱出

来的物质主要是藻蓝蛋白。

  藻蓝蛋白提纯结果如表11所示,经过溶胀􀆼活性

炭吸附􀆼疏水层析三步提纯藻蓝蛋白后,纯度1-2的

藻蓝蛋白回收率为14.63%,纯度2-3的藻蓝蛋白

回收率为37.49%,纯度>3的藻蓝蛋白回收率为

9.03%,总回收率为61.15%。纯度2-3的藻液可

用于后续纯化,以得到更高纯度的藻蓝蛋白。

图9 回收率模型中活性炭加入量与吸附时间交互作用图

  Fig.9 Interaction
 

diagram
 

of
 

active
 

carbon
 

added
 

a-
mount

 

and
 

adsorption
 

time
 

in
 

the
 

recovery
 

rate
 

model

图10 各藻液的紫外光谱图

Fig.10 Ultraviolet
 

spectrum
 

of
 

each
 

algal
 

liquid
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表11 藻蓝蛋白提纯工艺结果

Table
 

11 Results
 

of
 

phycocyanin
 

purification
 

process

方法
Method

纯度
Purity

回收率(%)
Recovery

 

rate
 

(%)

Swell
 

method 0.47 2.17

Charcoal
 

adsorption
 

process 0.8 73.23

Hydrophobic
 

chromatography 1.34(1-2) 14.63

2.47(2-3) 37.49

3.16(>3) 9.03

3 讨论

  藻蓝蛋白是螺旋藻中的一种天然蓝色色素,具有

很高的营养价值和药用价值[24],总蛋白质含量高达

55%-65%[12],但是其来源单一,纯化难度较大,生
产成本较高[25]。为进一步提高螺旋藻的破壁效率,
降低提取成本,提高产品回收率和纯度,分离出医药

级藻蓝蛋白,本研究以响应面分析法优化藻蓝蛋白的

破壁条件和提取方法。

  溶胀法和冻融法提取藻蓝蛋白所需设备简单,操
作性强[26,27]。本研究通过对溶胀法和冻融法中不同

破壁影响因素进行响应面模型设计试验,结果表明溶

胀法优于冻融法,冻融法规模化生产时间长,难以实

现。高浓度的硫酸铵溶液(饱和度大于40%)可以沉

淀藻蓝蛋白,缺点是引入大量的硫酸铵,易使土壤酸

化板结,为后续的处理带来麻烦[12,26],而活性炭相比

硫酸铵具有价廉易得、安全无污染、比表面积较大、吸
附能力强和吸附时间短等特点[7,28]。本研究通过采

用活性炭代替传统盐析法所用的硫酸铵,可有效去除

藻蓝蛋白粗提液中的杂蛋白与小分子杂质,不必经过

透析等特殊处理即可上柱纯化,提升藻蓝蛋白纯度,
使提取过程更加简单可行,同时在使用过程中不会影

响提取物的性质,为后期规模化试验的开展以及生产

线的建设提供了参考。但活性炭吸附法仍存在吸附

条件难以控制、吸附杂质选择性机理尚不明确等缺

点,还有待进一步改进。

  柱层析法存在进口填料昂贵、清洗不方便、上样

量低等缺陷,本研究采用北京生产的疏水层析填料进

行藻蓝蛋白纯化,不仅降低了成本,而且获得了医药

级藻蓝蛋白,但未能得到试剂级藻蓝蛋白,后续试验

考虑将藻蓝蛋白液进行二次过柱以提高纯度。目前,
本研究提出的藻蓝蛋白提取纯化工艺仍存在提升空

间,后续将进一步综合考察各类方法,筛选出更适合

藻蓝蛋白工业化生产的提纯工艺,为藻蓝蛋白的提取

工艺优化提供理论参考。

4 结论

  本研究结果表明,经过溶胀法破壁􀆼活性炭吸附

法提取􀆼疏水层析纯化三步提纯藻蓝蛋白的工艺优化

后,从钝顶螺旋藻中可分离出医药级(P≥3.0)藻蓝

蛋白,所用试剂及耗材价廉易得、安全无污染、提取成

本较低,为日后的深加工与应用提供了前期基础。
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Abstract:The
 

purity
 

and
 

recovery
 

rate
 

of
 

phycocyanin
 

from
 

Spirulina
 

platensis
 

were
 

used
 

as
 

indexes
 

to
 

in-
vestigate

 

the
 

effects
 

of
 

different
 

wall􀆼breaking
 

factors
 

in
 

swelling
 

method
 

and
 

freeze􀆼thaw
 

method,as
 

well
 

as
 

the
 

number
 

of
 

activated
 

carbon
 

mesh,activated
 

carbon
 

addition
 

and
 

adsorption
 

time
 

in
 

the
 

activated
 

carbon
 

adsorption
 

method
 

on
 

the
 

crude
 

extraction
 

of
 

phycocyanin.The
 

extraction
 

process
 

parameters
 

were
 

optimized
 

by
 

response
 

surface
 

methodology,and
 

the
 

optimal
 

wall􀆼breaking
 

conditions
 

and
 

activated
 

carbon
 

adsorption
 

conditions
 

were
 

obtained.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimum
 

extraction
 

conditions
 

of
 

swelling
 

method
 

were
 

as
 

follows:Solid􀆼liquid
 

ratio
 

was
 

1∶50
 

(g/mL),swelling
 

time
 

was
 

24
 

h,and
 

swelling
 

times
 

was
 

2.The
 

purity
 

of
 

phycocyanin
 

was
 

0.47
 

and
 

the
 

yield
 

was
 

2.17%.The
 

optimum
 

extraction
 

conditions
 

of
 

freeze􀆼thaw
 

method
 

were:Solid􀆼liquid
 

ratio
 

1∶50
 

(g/mL),freezing
 

time
 

8
 

h,freeze􀆼thaw
 

times
 

2
 

times.The
 

purity
 

of
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phycocyanin
 

was
 

0.34
 

and
 

the
 

yield
 

was
 

2.19%.The
 

optimum
 

conditions
 

of
 

activated
 

carbon
 

adsorption
 

method
 

were
 

as
 

follows:300
 

mesh
 

activated
 

carbon,0.7
 

g/20
 

mL
 

activated
 

carbon,adsorption
 

time
 

of
 

10
 

min.The
 

purity
 

of
 

phycocyanin
 

was
 

0.80
 

and
 

the
 

recovery
 

rate
 

was
 

73.23%.Food
 

grade
 

phycocyanin(purity
 

P≥0.7)and
 

pharmaceutical
 

grade
 

phycocyanin
 

(purity
 

P≥3.0)
 

were
 

purified
 

by
 

hydrophobic
 

chromatogra-
phy,and

 

the
 

total
 

recovery
 

rate
 

was
 

61.15%.Therefore,swelling􀆼activated
 

carbon
 

adsorption􀆼hydrophobic
 

chromatography
 

three􀆼step
 

purification
 

of
 

phycocyanin
 

process
 

is
 

reasonable
 

and
 

feasible,which
 

can
 

realize
 

the
 

separation
 

and
 

purification
 

of
 

pharmaceutical􀆼grade
 

phycocyanin,reduce
 

industrial
 

production
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喜讯 《广西科学院学报》影响因子实现历史性突破

  《广西科学院学报》(以下简称“学报”)2022版复合影响因子1.216! 这是从《中国学术期刊影响因子年报

(自然科学与工程技术
 

2022版)》获取的最新消息。学报复合影响因子实现历史新突破,从去年的0.637直接

提升至1.216! 这不仅仅是简单的数字1的突破,而且是影响因子的翻番,比已进入中文核心期刊的《广西科

学》当年的影响因子(1.214)还高,说明学报的办刊质量实现大跃升,办刊水平实现质的提高!

  学报近年走与《广西科学》不同的发展之路,虽然两个期刊都执行专家办刊和特色栏目办刊之路,但是《广

西科学》刊登的论文偏重基础研究,学报偏重技术研究,且学报刊登的论文主要面向产业,更接近技术应用。

  产业的高质量发展需要学术期刊界的支持。近两年,学报重点组织了中草药、海水养殖等特色栏目,并根

据广西产业发展的需要,组织系列面向产业发展的论文,在助力产业发展的同时,实现期刊影响力的提升! 可

见,服务产业高质量发展,学术期刊大有作为。学术期刊界要充分利用自身在了解最新研究成果、积累丰富的

技术资源和作者资源方面的便利条件,开创性地开展相关产业的服务工作,在实现学术期刊地位提升和快速发

展的同时,推动产业的高质量发展。

  下一步,学报将继续秉承办刊的初衷,面向全国服务广西、面向应用服务产业、面向专家服务读者,根据产

业发展需要,组织系列技术类论文,全力支撑相关产业的高质量发展。
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