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1引 言 甲HB 
近年来，利用真养产碱杆菌(Alcafigenes eutrophus)生产生物可降解高分子聚睁-羟基丁酸酯 

(poly—B．hydroxybutyrate，Pl'iB)的研究已引起人们的极大兴趣，其中出现了很多破碎真养产碱杆菌 

的技术⋯。前人研究了机械法破碎真养产碱杆菌过程中的蛋白质及 DNA释放规律口I，但对于化学 

破胞过程的研究，尚来见报遭。 

本文将首先研究用表面活性剂一络合剂水溶液破胞真养产碱杆菌【 I过程中破胞剂各组分单独 

或同时存在时对破胞的影响，然后对破胞过程中的蛋白质和 DNA的释放规律进行研究，以期得 

到蛋白质和DNA释放的初步规律。 

2 细胞破胞及其测定 

2．1 材料 

培养基及培养方法：见本研究室发表的论文l4I。菌种为A．eutrophus WSH3。 

含有 PHB的菌体在培养结束后，经离 t[．,(2500rpm，15rain)、去离子水洗涤、冷冻干燥后保存 

于一4℃的冰箱中。菌体中PHB的含量为菌体干重的70％。 

化学试剂：各种试剂都为分析纯，水为二次去离子水。 

2．2 细胞破胞 

最佳条件下的破胞：1．2克表面活性剂和O 8克络合剂溶于500毫升的去离子水中，用 NaOH 

调 pH至 13 向其中加人 lO克菌体，在恒温 50~C及恒速 1000rpm下搅拌。定时取样并在 

10000rpm下离心 】5分钟后，取上清液测定可溶性蛋白及 DNA的含量。 

单个试剂或混合试剂作用下的破胞：只加入被考察的试剂，其它条件同上。 

2．3 分析方法 

蛋白质含量测定：Folin-酚法 ：。 

DNA含量测定：二苯胺显色法㈧ 
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为消除较高温度及pH对蛋白质及 DNA测定的影响．标准曲线的测定是在相应提取条件下进 

行的，其中选用酩蛋白为标准蛋白。最大蛋白质和 DNA释放量的测定是在最佳提取条件下进 

行，只是选用pH为 l4(在此条件下破胞较完全 )。 

3 结果与讨论 

对于真养产碱杆菌的破胞，研究者们习惯采用测定可溶性蛋白或 DNA的释放作为细胞破碎 

的量度 “．因为这样的测定比较方便。有文献报道 ．用机械破胞法从真养产碱杆菌提取 PHB 

的过程中，较小程度的破胞就能促使胞内蛋白的释放，而 DNA的释放需要较深程度的细胞破 

裂，PHB的释放一般介于两者之间。因此，本研究采用测定可溶性蛋白和 DNA在细胞破碎过程 

中的释放量来了解破胞过程的进展。 

3．1 破胞剂的作用 

由于破胞剂含有多个组分，有必要先研究每个组分的单独作用对蛋白质及 DNA释放的影 

响，结果如图 1和图2所示。由图 1和图2可以初步得出结论，碱或碱性条件是使真养产碱杆菌 

破胞的必要条件。 

图1各组分的单硅作用对蛋白质释放的影响 

Fig 1 Effecl of each reagenl o[1 the released protein 

0一一 pHJ3 O一 丧l啡啦 剂 

[卜一 络音剂 △——空白实验 

口  

P 

■ 

圈2备组讣的单独作用对DNA释放的影响 

Fig 2 Effect of each reagent咖 【he released DNA 

0——pH】3 O一 表面社性剖 

[卜一 墙音刑 △——空白熏驻 

图 3、图 4是破胞剂各组分的共同作用对胞内蛋白质和 DNA释放的影响。显然，即使表面 

活性剂和络合剂同时存在，它们也不能成为细胞破碎的主要因素。然而，络合剂或表面活性剂的 

加人，都能促进胞内物质的释放。 

真养产碱杆菌属于革兰氏阴性细菌．细胞的结构一般包括细胞壁、细胞膜及内含物(包括积 

累产生的 PHB)等 要使胞内物质释放，首先必须破坏细胞壁，而这要比细胞膜的破碎难得多， 

即细胞壁破碎是速率控制步骤。作者认为，在碱性条件下细胞壁中的蛋白质、脂多糖等可发生水 

解、皂化等反应(通常这些反应的速度都较快)，而表面活l}生剂和络合剂由于不能促使上述反应发 

生、所以它们在破胞过程中所起的作用远不如碱强。另一方面，革兰氏阴性茵的外层膜结构通常 

靠二价阳离子 Ca 或 Mg 结合脂多糖和蛋白质来维持 络合剂的加人能与 Ca2 、Mg“发生整合 

反应．大量脂多糖分子将脱落．外层膜出现洞穴，细胞膜通透性增加，这必然有助于细胞的破 

裂 同时，同于选用的表面活性剂对疏水·}生物质具有较强的亲和力及一些特殊的功能 ，能结合 
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图3 各组分的共同作用对蛋白质释放的影响 图4 各组分的共同作用对DNA释放的影响 

Fi￡ 3 Simultan㈣ eff~ct of reagent 0ntlie released protein Fig 4 Simultaneous effect of reagentoRth~relea。。dDN  ̂

o—表面活性+Phi 3 j一~ +pH13 0一表面活性+Phi3 口一络合剂+P H13 

0一表面话性+络合剂 △一空白实验 0一表面活性+络台剂 △一空白实验 

一

表面活性+络台荆+pltl3 口一表面活性+络合利+Phi3 

并使细胞破碎后产生的非 PHB的细胞物质增溶或溶解在水溶液中。因而·表面活性剂及络合剂 

对细胞的破碎都起一定的辅助作用。 

根据上述的研究结果，将破胞过程中的各种试剂的作用归纳到表 1中。 

裹 1 砬胞音|的各个组分在砬胞过程中所起的作用 
Table 1 Roles of each reagent involved in the cell disruption 

试剂 

碱 

络台剂 

表面活性剂 

水 

堡 
蛋白质、脂多糖等水解 皂化 

整合钙、镁离于 

增溶非PHB的细胞物质等功能 

PHB沉淀．非 PHB的细咆物质溶解 

3．2破胞过程中蛋白质及DNA释放规律的初步研究 

在最佳破胞条件下 测得蛋白质及 DNA释放数据如表 2。 

表 2 蛋白质和DNA释放量的数据 
Table 2 Data of released protein and DNA 

设破胞方程为 ： 
细胞 各种试剂 

PHB+可溶性蛋白质+DNA+其它 (L) 

假设可溶性蛋白质释放的方程为： 

= k ( 一 ) (2) 

将式(2)线性处理，由直线斜率和截距求得反应级数 和常数 R，得到的 ～r关系如下 ： 

在时间0．2～7分钟： ln(dR／dt)=O 892+1．4301n(R -R) (相关系数 rZ=0．978)： 

在时间7～10分钟： In(dR／dO=--5．272+0．2 J61n(R -R) (广=0．993)。 

按上述同样的方法进行处理，可得到DNA释放量随时间的变化规律 ： 
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在时间0．2~2分钟内： ln(dDldt)=5．379+2．2271n(D --D) (r2=0．998)； 

在时间2～10分钟内： In(dDldO=--1．496+0．9641n(D --D) (r2_-O．994)。 

相关系数在 0．97以上，表明上述的数学拟台是有意义的。这就为进一步开展真养产碱杆菌 

化学破胞动力学的研究工作提供了参考。 

4 结 论 

1．化学破胞真养产碱杆菌提取 PHB的过程中，破胞剂各组分所起作用的强弱不同。碱对细 

胞的破碎起主要作用，表面活性剂和络台剂起重要的辅助作用。 

2．破胞剂各组分所起的作用是由细菌细胞的结构特点决定的。碱的作用是使细胞壁中的蛋 

白质、脂多糖等发生水解、皂化等反应；络台剂能螯台细胞膜上的钙、镁离子：表面活性剂具有 

增溶非PHB的细胞物质等功能。 

3．真养产碱杆菌化学破胞过程中的蛋白质及 DNA释放量随时间的变化关系能够较好地用一 

个比较简单的数学关系式进行拟台。 

符 号 说 明 

， 一 破胞时间，min D DNA最大释放量，即0．0249g／g干菌体 

R 一 可溶性蛋白质释放量 g幢干菌体 一 常数 

D — DNA释放量，g／g干菌体 OI 一 反应级数 

R 最大可溶性蛋白质释放量，即O．0957g／g干菌体 
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Chemical Disruption Process ofAlcaligenes eutrophus 

Chen Yinguang Chen Jian Yu Cairong Du Guocheng Lun Shiyi 

(Laboratory of Environmental Biotechnology，School of Biotechnology 

Wuxi University of Light Industry，Wuxi 2 14036) 

ABSTRACT Based oi1 the assay of the released protein and DNA from the cell，the function of each 

reagent involved in the disruption of Alcaligenes eutrophus using the surfactant-chelant aqueous 

solution method was investigated．It was found that the alkaline condition was most important for the 

breakage of cell wall and surfactant and chelant could aid to the disruption of the bacteria．The 

released pattern of protein and DNA was primarily studied． 

Key words A．eutrophus，Chemical disruption，Reagent，Function，Process 
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