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鸡蛋清卵白蛋白与溶菌酶的两步超滤法分离"
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　　【摘要】　研究了两步超滤法分离鸡蛋清中卵白蛋白与溶菌酶的可行性。基于超滤机理分析了超滤过程中初

始料液体积分数、ｐＨ值和跨膜压力等参数对膜通量、透过液蛋白质质量浓度的影响。在考察膜通量变化确定超滤

时间的基础上，通过超滤试验获得最佳工艺条件：初始料液体积分数 ６０％，ｐＨ值 ２５，跨膜压力 ０１２ＭＰａ。超滤

产物纯度、回收率较高，卵白蛋白、溶菌酶的纯度分别为 ８５７２％、８７２１％，回收率分别为 ５１３６％、６２５８％。试验

结果表明，两步超滤法可用于鸡蛋清卵白蛋白与溶菌酶的规模化、高效分离。
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　　引言

卵白蛋白（又称卵清蛋白）为鸡蛋清中含量最

高的蛋白质，占５４％ ～６３％，为单体、球状磷酸糖蛋
白，相对分子质量 ４５０ｋＤａ，等电点 ４５［１～２］，具有

较高营养价值、良好加工与生物学性能，在免疫学研

究和动物细胞培养及抗体制备中有重要作用
［３～４］

。

溶菌酶相对分子质量 １４３ｋＤａ，等电点 １１０［５］，能
水解细胞壁肽聚糖结构中的 Ｎ乙酰胞壁酸和 Ｎ乙
酰葡萄糖胺之间的 β１，４糖苷键，可溶解大多数革



兰氏阳性菌的细胞壁而具有溶菌作用
［６～７］

。

硫酸铵或硫酸钠沉淀是分离卵白蛋白、溶菌酶

的常规方法，可大量分离蛋白，但产品含盐量高，需

多次盐析盐溶才能获得高纯度产品。有研究者采用

ＣＭＣ阳 离 子 交 换 树 脂 以 及 ＤＥ９２ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ或
ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ阴离子交换树脂等进行层析，产品
纯度高、目标蛋白及副产物的活性都能较好保留，但

分离规模有限
［８～１２］

。ＧｕｅｒｉｎＣ等报道，在卵粘蛋
白、溶菌酶和卵转铁蛋白的分离过程中，可增加一个

步骤同步分离其他蛋白
［１３～１４］

。

超滤技术被认为是鸡蛋清蛋白分离最具潜力的

方法之一
［１５～１８］

。本文基于鸡蛋清中主要蛋白质的

分子量与等电点的不同，采用两步超滤法联合分离

卵白蛋白与溶菌酶。以膜通量、透过液蛋白质质量

浓度为评价指标，通过考察初始料液体积分数、ｐＨ
值和跨膜压力等参数，优化两步超滤法分离鸡蛋清

卵白蛋白与溶菌酶的工艺参数，为鸡蛋清蛋白的高

效分离提供理论基础。

１　材料与方法

１１　材料与试剂
鲜鸡蛋，武汉九峰山养鸡场；卵白蛋白（≥９５％）、

溶菌酶（≥９５％），Ｓｉｇｍａ公司；Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、
ＮａＣｌ、ＨＣｌ、ＮａＯＨ等均为分析纯。
１２　主要仪器与设备

ＳＣＭ３００型超滤杯、聚醚砜超滤膜（ＰＥＳ ５０、
ＰＥＳ ３０），中国科学院应用物理研究所；ＡＲ２１４０型
分析天平，梅特勒 托利多仪器有限公司；ｐＨＳ ３Ｃ
型 ｐＨ计，上海精科雷磁有限公司；ＤＵ７００型紫外／
可见分光光度计，美国贝克曼库尔特有限公司；

ＡＬＰＨＡＬ１ ４ＬＤ型真空冷冻干燥机，德国 ＣＨＲＩＳＴ公
司；Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪，美国Ｗａｔｅｒｓ公司。
１３　分离方法
１３１　蛋清制备与预处理

水洗去蛋壳表面污物，手工打蛋后利用分蛋器

分离蛋清、蛋黄。收集鸡蛋清时用纱布过滤去除脐

带块和碎蛋壳。用０２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ缓冲液对鸡蛋清
进行稀释、缓慢磁力搅拌 ３０ｍｉｎ；然后用 １０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ或１０ｍｏｌ／ＬＨＣｌ调节至特定 ｐＨ值，于 ４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离心 １０ｍｉｎ去除沉淀，取上清液
备用超滤。

１３２　超滤操作
第１阶段，料液经５０ｋＤａＰＥＳ膜超滤。主要截

留除去抗生物素蛋白、卵粘蛋白、卵转铁蛋白、丝氨

酸蛋白酶抑制剂、Ｇ３卵球蛋白等（平均分子量为
５０～９００ｋＤａ）；而绝大多数的卵白蛋白、溶菌酶进入

透过液中，成为第２步超滤的原料。
第２阶段，用 ３０ｋＤａＰＥＳ膜超滤，主要是将透

过液中低分子量（１２７～２８ｋＤａ）的蛋白质（如溶菌
酶）与高分子量蛋白质分开，卵白蛋白被截留，而溶

菌酶透过超滤膜存在于透过液中，冷冻干燥后得卵

白蛋白、溶菌酶产物。

超滤装置如图１所示。

图 １　超滤装置图

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｔｕｐｄｉａｇｒａｍｆｏｒｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｐｐａｒａｔｕｓ
１．氮气罐　２．进料口　３．搅拌杆　４．超滤杯　５．出料口　６．磁

力搅拌器

　

１４　测定方法
１４１　膜通量

膜通量常用单位时间内通过单位膜面积的透过

液体积来表示。试验时改变操作参数，待运行稳定

后取样，记录一定时间内的透过液体积，膜通量计算

公式
［１５］
为

Ｊｗ＝
Ｖ
Ｓｍｔ

式中　Ｊｗ———膜通量，Ｌ／（ｍ
２
·ｈ）

Ｖ———透过液总体积，Ｌ
Ｓｍ———膜有效面积，ｍ

２　ｔ———过滤时间，ｈ
１４２　蛋白质质量浓度

采用考马斯亮蓝法测定透过液蛋白质质量浓

度
［１７］
。

１４３　ｐＨ值
利用精密 ｐＨ计测定初始料液 ｐＨ值。

１４４　产物纯度
卵白蛋白纯度：色谱柱为赛分 ＳＲＴＳＥＣ ３００

型排阻色谱柱（４６ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ），柱温为
２５℃，２８０ｎｍ紫外检测器检测，进样量 １０μＬ，流动
相为０１５ｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４ ＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ值７０）缓
冲液，流速０４ｍＬ／ｍｉｎ。

溶菌酶纯度：色谱柱为 ＧｒａｃｅＶｙｄａｃＣ４反相色
谱柱（２１４ＴＰ，５μｍ，２５０ｍｍ×４６ｍｍ），柱温２５℃，
２８０ｎｍ紫外检测器检测，进样量 １０μＬ，５％ ～８０％
乙腈（含０１％三氟乙酸）进行梯度洗脱。

１５　试验设计

考察初始料液体积分数、ｐＨ值及跨膜压力等参
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数对膜通量、透过液蛋白质质量浓度的影响。设定

搅拌速度为２００ｒ／ｍｉｎ，试验在变化的参数条件下进
行：初始料液体积分数分别为 ７２％、６０％ 和
４８％，ｐＨ值分别为 ２５、４５和 ５５，跨膜压力分别
为００８、０１０和０１２ＭＰａ。

２　结果与讨论

２１　膜通量
在初始料液体积分数 ６０％、ｐＨ值 ４５、跨膜

压力 ０１０ＭＰａ条件下，料液先进行 ５０ｋＤａＰＥＳ膜
超滤，收集透过液后再进行 ３０ｋＤａＰＥＳ膜超滤，每
隔 １０ｍｉｎ测定膜通量，以确定超滤时间。由膜通
量（图 ２、３）的变化趋势分析可知，超滤开始时膜
通量下降较为平缓，６０ｍｉｎ后快速下降。这主要
由于随着超滤的进行，导致膜孔堵塞及形成蛋白

浓度极差等
［１９～２０］

，因此后继试验的超滤时间选择

６０ｍｉｎ。
２２　初始料液体积分数

在初始料液 ｐＨ值 ４５，跨膜压力 ０１０ＭＰａ条
件下，对初始体积分数为７２％、６０％和 ４８％的料
　　

液分别进行两步超滤，每隔 １０ｍｉｎ测定透过液体
积、计算膜通量，并测定透过液蛋白质质量浓度，试

验结果如图４、５所示。

图 ２　５０ｋＤａ膜膜通量变化曲线

Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅｐｅｒｍｅａｔｅｆｌｕｘｏｆ５０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　

图 ３　３０ｋＤａ膜膜通量变化曲线

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｉｎｔｈｅｐｅｒｍｅａｔｅｆｌｕｘｏｆ３０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　

图 ４　初始料液体积分数对 ５０ｋＤａ膜超滤效果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｆｅｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ５０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　

图 ５　初始料液体积分数对 ３０ｋＤａ膜超滤效果的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｆｅｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ３０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　
　　由图４、５可知，５０ｋＤａ膜超滤时初始料液体积
分数越大所对应的膜通量越小，膜通量下降较为剧

烈，不同体积分数料液的膜通量存在明显差异，

３０ｋＤａ膜超滤时仍是体积分数最大的料液的膜通
量最小。这可能是由于初始料液体积分数越大，黏

度也就越大，扩散系数越小，更易在超滤膜表面形成

浓差极化层和凝胶层，使膜表面的渗透压升高，从而

导致膜通量下降。另外，随着超滤进行，料液中会有

部分蛋白质析出，这些不溶物沉积在膜表面造成膜

孔堵塞，从而引起膜通量下降
［１５］
。同时初始料液体

积分数增高使蛋白质分子之间的相互作用力加强，

从而削弱蛋白质分子与膜之间的相互作用力，因此
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透过阻力增加，膜通量下降
［２１］
。初始料液体积分数

越小其膜通量越大，但透过液蛋白质质量浓度越小。

过高的料液稀释倍数也会使透过液中含水率上升，

从而使蛋白质浓度下降，给后续干燥带来困难
［２２］
。

综合考虑膜通量和透过液蛋白质质量浓度，初始料

液体积分数选择６０％为宜。
２３　ｐＨ值

在设定初始料液体积分数 ６０％，跨膜压力
０１０ＭＰａ条件下，调整料液ｐＨ值为２５、４５、５５后
分别进行两步超滤，每隔 １０ｍｉｎ测定透过液体积、
计算膜通量，并测定透过液蛋白质质量浓度，试验结

果如图 ６、７所示。由图 ６、７可知，在 ｐＨ值 ４５和
ｐＨ值５５时膜通量均偏低，且透过液蛋白质质量浓
度也远低于 ｐＨ值 ２５时的相应值。在 ｐＨ值 ２５
条件下，偏离卵白蛋白的等电点，卵白蛋白带正电

荷，且鸡蛋清中大部分蛋白质都带正电，蛋白质之间

的静电斥力可以弱化膜上的浓差极化现象，使渗透

阻力下降，从而增加膜通量和透过液蛋白质质量浓

度
［１７］
。在 ｐＨ值 ４５条件下，鸡蛋清中主要蛋白质

卵白蛋白处于等电点，为离散分子状态，溶液中蛋白

质分子间的静电斥力接近于零，处于离散状态的蛋

白质分子容易析出、易于在膜表面形成吸附层和凝

胶层，导致透过阻力增加，从而使在此 ｐＨ值条件下
的膜通量较小，透过液蛋白质质量浓度偏低

［２３］
。大

多数蛋清蛋白的等电点在 ４～６之间，故在 ｐＨ值
５５的环境中，蛋白质的总电荷可忽略不计，在膜表
面沉积的蛋白质分子之间缺少静电斥力，沉积层变

得越来越厚，而浓差极化现象导致阻力加大，进而造

成膜通量减少
［２４］
。综合考虑膜通量和透过液蛋白

质质量浓度，ｐＨ值以２５为宜。

图 ６　ｐＨ值对 ５０ｋＤａ膜超滤效果的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ５０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　

图 ７　ｐＨ值对 ３０ｋＤａ膜超滤效果的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ３０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　
２４　跨膜压力

在初始料液体积分数 ６０％、ｐＨ值 ２５条件
下，料液分别在跨膜压力为 ００８、０１０和 ０１２ＭＰａ
下进行两步超滤，每隔 １０ｍｉｎ测定透过液体积、计
算膜通量，并测定透过液蛋白质质量浓度，试验结果

如图８、９所示。
由图 ８、９分析可知，膜通量随压力的增加而上

升，这是由于压力增大，膜表面的剪切力增大，使料

液流速增加，呈湍流状，从而膜表面的浓差极化程度

降低，膜通量上升
［２５］
。压力是影响膜通量的重要因

素，通常在一定压力范围内，膜通量随操作压力的提

高而增加。但超过一定压力范围，会因压力太大而

加剧浓差极化现象，从而使蛋白质积聚在膜表面并

逐渐形成凝胶层；压力过大同时会加速某些组分

在膜孔中的沉积，造成膜孔减小甚至堵塞，最终导

致膜有效面积减小，膜通量、蛋白质得率降低
［２６］
。

由压力与透过液蛋白质质量浓度的关系可知，增

大压力可同时提高蛋白含量，进而提高蛋白质的

分离效果。增大压力可提高膜通量及透过液蛋白

质质量浓度，但压力过大会导致超滤后期膜的污

染，且带来不必要的能耗损失，故跨膜压力以

０１２ＭＰａ为宜。
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图 ８　跨膜压力对 ５０ｋＤａ膜超滤效果的影响

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＭＰｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ５０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　

图 ９　跨膜压力对 ３０ｋＤａ膜超滤效果的影响

Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＭＰｏｎｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆ３０ｋＤａｍｅｍｂｒａｎｅ
　
２５　产物纯度测定

根据以上试验结果，确定两步超滤分离卵白蛋

白与溶菌酶的最佳工艺条件为：初始料液体积分数

６０％，ｐＨ值２５，跨膜压力０１２ＭＰａ。在此条件下
超滤分离蛋白，采用高效液相色谱法测定产物纯度。

试验结果显示，第 １步 ５０ｋＤａＰＥＳ膜超滤后目标蛋
白的透过率约为 ６４４１％。由图 １０可知，第 ２步超
滤中截留液的主要组分为卵白蛋白，透过液的主要

组分为溶菌酶，卵白蛋白产物纯度为 ８５７２％，溶菌
酶产物纯度为 ８７２１％；经计算卵白蛋白回收率达
５１３６％，溶菌酶回收率达６２５８％，分离效果理想。

３　结束语

采用５０ｋＤａ和３０ｋＤａＰＥＳ膜两步超滤联合分
离鸡蛋清卵白蛋白与溶菌酶，考察初始料液体积分

数、ｐＨ值和跨膜压力等操作条件对分离效果的影
响。获得最佳超滤工艺条件为：初始料液体积分数

６０％，ｐＨ值２５，跨膜压力０１２ＭＰａ。在此条件下
超滤产物经高效液相色谱法测定，卵白蛋白纯度为

８５７２％、回 收 率 达 ５１３６％，溶 菌 酶 纯 度 为
８７２１％、回收率达 ６２５８％。试验表明两步超滤法
　　

图 １０　超滤产物高效液相色谱图

Ｆｉｇ．１０　ＨＰＬＣｐｒｏｆｉｌｅｏｆｏｖａｌｂｕｍｉｎａｎｄｌｙｓｏｚｙｍｅ
（ａ）卵白蛋白　（ｂ）溶菌酶

　
分离鸡蛋清卵白蛋白与溶菌酶的效果理想，可用于

规模化、联合分离卵白蛋白与溶菌酶，可为鸡蛋清生

物活性成分的多级联产提取、高效开发利用提供理

论基础与技术依据。
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