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从青霉菌丝体中提取核糖核酸的研究

李士坤　谭天伟 3

(北京化工大学生命科学与技术学院 , 北京　100029)

摘　要 : 文中研究了从青霉菌丝体中提取纯化核糖核酸的工艺条件。采用盐碱法破碎细胞 ,调抽提液 p H值至 416

以沉淀部分蛋白质 ,然后用中性蛋白酶 AS11398处理分级沉淀后的上清液 ,详细考察了蛋白酶用量、反应温度、初

始 p H值和反应时间对核酸纯度的影响。酶解液经截留相对分子质量为 610×104 的超滤膜过滤后 ,核糖核酸的纯

度和得率分别是 7211 %和 0142 %。
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　　核糖核酸 ( RNA)及其衍生物是医药工业和食

品工业的重要原料。RNA 经核酸酶降解和脱氨酶

糖化 ,变成具有强烈增鲜效果的肌苷酸 ( IGP)和鸟

苷酸 ( GMP) ,同时获得的尿嘧啶核苷酸和胞嘧啶核

苷酸可作为生产治疗癌症、冠心病、病毒性疾病药物

的原料[1 ]。

各种微生物中 RNA 的质量分数不同 ,在谷氨

酸短杆菌中为 7 %～10 % ,在酵母中为 4 %～8 % ,在

柠檬酸菌中占 115 % ,在青霉菌中占 417 %左右 [1 ]。

目前 ,利用酵母[226 ]、谷氨酸菌[7 ]提取 RNA 的研究

多有报导 ,而对于以青霉菌丝体为原料提取 RNA

研究得较少。我国是青霉素生产大国 ,大量青霉菌

丝体被作为废弃物 ,既造成环境污染 ,又增加了企业

的负担。如能从这部分废菌丝体中分离得到高纯度

的 RNA ,便可实现其再利用。本实验使用盐碱热法

进行细胞破碎[8 ] ,重点研究 RNA的分离纯化工艺。

1　材料与设备

111　材料

青霉素菌丝体 ,华北制药集团倍达公司提供 ,含

水 81 % ;皂土 ,化学纯 ,上海市四赫维化工有限公

司 ;中性蛋白酶 AS11398 ,酶活性 25101×10 - 9 mol/

s ,江苏无锡酶制剂厂。

112　主要仪器与设备

SHA2B型水浴恒温振荡器 ,金坛市华峰仪器有

限公司 ; TDL252A型离心机 ,上海安亭科学仪器厂 ;

p HB24型酸度计 ,上海雷磁创益仪器仪表有限公司 ;

UV22000型紫外可见分光光度计 ,尤尼柯 (上海)仪

器有限公司。

2　实验方法

211　工艺流程

青霉菌丝体→细胞破碎→抽提液→等电点沉淀

蛋白质→离心后取上清液→蛋白酶分解蛋白质→沉

淀核酸→乙醇洗涤→干燥→产品

212　盐碱法抽提工艺[8 ]

取 30 g 湿菌体置于 250 mL 锥形瓶中 ,加入

013 %的氢氧化钠溶液 90 mL 和 214 g氯化钠 ,60 ℃

下于水浴恒温振荡器中破壁 3 h ,摇床转速 180 r/

min。抽提结束后调 p H 值至 710 ,离心 ( 3 600 r/

min) 15 min ,其上清液即为核酸抽提液。

213　皂土对核糖核酸酶的抑制作用

细胞破碎前向菌悬液中加入皂土 ,皂土与干菌

体的质量比分别是 2 % ,4 % ,6 % ,8 % ,10 % ,其他条

件同 212。取核酸抽提液调 p H 值至 215 ,离心 10

min后收集 RNA 沉淀 ,用 10 mL 质量分数为 95 %

乙醇洗涤一次 ,60 ℃下真空干燥。

RNA得率 =
干燥产品中 RNA的质量
干菌体质量 ×100 %

214　分级沉淀

用 6 mol/ L 盐酸调节核酸抽提液的 p H 值至

413 ,415 ,416 ,417 ,419 ,静置 15 min ,离心 (3 600 r/



min) 10 min ,杂蛋白沉淀于离心管底部。上清液中

核酸沉淀方法同 213。

215　加入中性蛋白酶 AS11398水解蛋白质

主要考察了蛋白酶加入量、p H值、温度和水解

时间等因素对核酸纯度的影响。取分级沉淀离心后

的上清液 ,用 6 mol/ L 的盐酸调节至所需 p H值 ,加

入一定量的蛋白酶在一定温度下反应一段时间。反

应结束后迅速置于冰水中冷却 ,调酶解液 p H值至

310以中止反应 ,酶解液中核酸沉淀工艺同 213。

216　分析方法

21611　核酸纯度测定　定磷法[9 ]。

21612　蛋白质含量测定　考马斯亮蓝法[10 ]。

21613　蛋白质相对分子质量的测定 　SDS聚丙烯

酰胺凝胶电泳法[11 ]。

21614　RNA相对分子质量的测定　琼脂糖凝胶电

泳法[12 ]。

3　结果与讨论

311　皂土对 RNA提取的影响

本工艺细胞破碎的温度为 60 ℃,而在 30～70

℃之间磷酸单酯酶和磷酸二酯酶活性较高[4 ] ,会使

RNA降解成 3’2核苷酸和 5’2核苷酸 ,核苷酸为小分

子 ,不能随 RNA 沉淀下来 ,从而降低 RNA 得率。

故有必要加入核糖核酸酶抑制剂 ,以减少 RNA 的

损失 ,不同皂土加入量对 RNA 提取的影响如图 1

所示。当皂土与干菌体的质量比为 4 %时 ,核酸得

图 1　皂土对 RNA提取的影响

Fig. 1　Effect of benzolite on RNA extraction

率由不加时的 0168 %增加至 0180 % ,核酸纯度由

2313 %增加至 3015 % ;再加大皂土用量时核酸纯度

可继续提高至 3610 % ,核酸得率反而下降。皂土用

量过多时将吸附蛋白质和核酸 ,核酸得率降低 ,但皂

土对蛋白质的吸附能力更强 ,使得调 p H值至 215

时与核酸共沉淀的蛋白质减少 ,核酸纯度仍然增加。

综合考虑纯度和得率 ,皂土与干菌体的质量比取

4 %。

312　分级沉淀除去蛋白质

青霉菌丝体中的 RNA 质量分数较低 (约

410 %) ,破壁后抽提液中存在大量的蛋白质 ,采用一

步沉淀法所获得的 RNA 纯度很低 ,杂蛋白质含量

高 ,难以达到产品要求。在实验过程中发现 ,当将核

酸抽提液 p H值调至 510以下时才开始出现絮状沉

淀 ,同时参考 G. Andreu等人[3 ]的研究 ,在 p H410～

510间调不同的蛋白质等电点 ,沉淀部分蛋白质后

再提取核酸 ,结果见表 1。由表 1可知 ,分级沉淀能

显著提高核酸纯度 ,调 p H416 离心后再调上清液

p H值至 215 ,所得 RNA的纯度最高 ,达到 5215 % ,

比直接调 p H值至 215提高 30 %。通过测定核酸含

量 ,发现分级沉淀得到的蛋白质中含 611 %的核酸 ,

导致分级沉淀时的核酸得率比直接沉淀下降了

011 %。

表 1　分级沉淀的结果

Table 1　Results of fractional precipitation

p H值 215 413 415 416 417 419

核酸纯度/ % 2215 5019 5112 5215 4416 4510

核酸得率/ % 0153 0141 0147 0143 0146 0144

31 3　中性蛋白酶 AS11398水解蛋白质的工艺参数

研究

抽提液中的核酸以核蛋白的形式存在 ,只有解

聚核蛋白才能获得高纯度的核酸。实验室常用苯

酚、氯仿、异戊醇等有机溶剂使蛋白质变性 ,从而破

坏蛋白质与核酸的结合 ,然而有机溶剂毒性大 ,且大

量使用导致成本过高 ,不利于工业化生产。本实验

采用中性蛋白酶 AS11398 处理分级沉淀后的上清

液 ,上清液中蛋白质的量即底物的量固定 ,分析结果

时直接考察核酸纯度而没有计算蛋白质的水解率。

31311　反应时间的影响　调上清液 p H值至 715 ,

中性蛋白酶 AS11398 与干菌体的质量比为 012 % ,

在 40 ℃的水浴中酶解 ,分别反应不同时间 ,结果如

图 2所示。从图 2 中可以看到 ,加入中性蛋白酶后

核酸纯度显著提高 ,由 5710 %增加至 6618 % ,反应

10 min以后核酸纯度增加不明显 ,表明中性蛋白酶

AS11398在 10 min 内可充分降解蛋白质。通过测

定核酸产品中的蛋白质质量分数 ,发现酶解后核酸

中蛋白质相应地降低了 918 %。

31312　反应温度的影响　调上清液 p H值至 715 ,

中性蛋白酶 AS11398 与干菌体的质量比为 012 % ,
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图 2　反应时间对核酸纯度的影响

Fig. 2　Effect of reaction time on purity of RNA

分别在不同温度下反应 20 min ,结果如图 3 所示。

图 3　反应温度对核酸纯度的影响

Fig. 3　Effect of temperature on purity of RNA

从图 3中可以看到 ,在 40～50 ℃之间蛋白酶活性较

高 ,与厂家所给最佳温度范围 (35～45 ℃)略有差

别。在 35～45 ℃范围内核酸的纯度和得率随着温

度的升高而增加 ,表明蛋白酶的酶活在此温度范围

内逐渐增加 ,超过 45 ℃后酶活下降。

31313　反应 p H值的影响　上清液的 p H值分别为

615 ,710 ,715 ,810 ,中性蛋白酶 AS11398 与干菌体

的质量比为 012 % ,在 40 ℃水浴中反应 20 min ,结果

如图 4所示。从图 4可知 ,p H值为 810时核酸纯度

低 ,p H值在 710～715时蛋白酶活性较高 ,处于厂家

所给的最佳 p H(615～715)范围内。

31314　中性蛋白酶 AS11398与干菌体质量比的影

响　上清液 p H值为 715 ,中性蛋白酶 AS11398 与

干菌体的质量比分别为 0105 %、011 %、012 %、

014 % ,在 40 ℃水浴中反应 20 min ,结果见图 5。从

图 5可知 ,当中性蛋白酶 AS11398与干菌体的质量

比为 0105 %时 ,水解速率低 ,反应 20 min后纯度仅

为 57 % ;当中性蛋白酶 AS11398与干菌体的质量比

图 4　p H对核酸纯度的影响

Fig. 4　Effect of p H value on purity of RNA

图 5　中性蛋白酶 AS11398与干菌体的

质量比对核酸纯度的影响

Fig. 5　Effect of amount of AS11398 on the

purity of RNA

超过 011 %时 ,水解速率高 , 20 min 后核酸纯度达

64 %以上 ,所以中性蛋白酶 AS11398与干菌体的质

量比取 011 %～012 %即可。

314　中性蛋白酶 AS11398酶解后超滤

抽提液经蛋白酶酶解后 ,其中的大分子蛋白质

被降解成小分子的蛋白质、多肽或氨基酸。经 SDS

聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 ,酶解液中一部分蛋白质

的相对分子质量在 1×104～6 ×104 之间 ,大部分蛋

白质的相对分子质量超过 10 ×104 ;经琼脂糖凝胶

电泳分析 ,酶解液中 RNA 的相对分子质量在 6 ×

104～15×104之间。

为进一步提高核酸的纯度 ,对酶解液进行超滤。

本文选用了不同截留相对分子质量 ( MWCO)的超

滤膜加以比较 ,将酶解液浓缩一倍后再沉淀核酸 ,结

果见表 2。由表 2 可知 ,使用 MWCO 为 110 ×104

和 310×104的超滤膜处理后核酸纯度变化不大 ,通

过测定原液和透过液中的蛋白质浓度 ,发现蛋白质

的透过率很低 ,分别为 315 %和 512 % ;经过 MWCO
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表 2　超滤与未超滤结果的比较

Table 2　Comparison between results with and

without ultrafiltration

截留相对分子

质量×10 - 4
未超滤 110 310 610 1010

核酸纯度/ % 6614 6618 6815 7211 6118

核酸得率/ % 0155 0152 0149 0142 0129

为 610 ×104 的超滤膜处理后核酸纯度增加至

7211 % ,此时蛋白质透过率为 2516 % ;经过 MWCO

为 1010×104的超滤膜处理后核酸纯度下降 ,实验

发现在透过液中也有核酸沉淀 ,纯度为 6511 % ,得

率 0117 % ,此时超滤膜孔径过大 ,在除去蛋白质的

同时 ,部分 RNA也透过了超滤膜 ,因此纯度和得率

均降低。上述结果与酶解液中 RNA相对分子质量

的分布是一致的。故选择 MWCO为 610×104的超

滤膜。

4　结论

在核酸抽提过程中加入皂土可有效抑制核糖核

酸酶的活性 ,提高核酸得率 ;分级沉淀能除去抽提液

中大部分蛋白质 ,显著提高核酸纯度 ,且操作简单成

本低 ;为进一步除去与核酸紧密结合的蛋白质 ,尝试

将蛋白酶酶解和超滤相结合 ,取得了较好的效果 ,核

酸纯度和得率分别是 7211 %和 0142 %。此工艺通

用性强 ,为核酸纯化提供了新的思路。
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Extraction of RNA from waste Penicillium biomass

L I Shi2kun　TAN Tian2wei
(College of Life Science and Technology ,Beijing University of Chemical Technology , Beijing 100029 , China)

Abstract : The conditions of extraction and purification of RNA from waste Penicilli um biomass were studied.

A salt and alkali method was used for cell disruption , the p H value of extraction solution was adjusted to 416 to

precipitate part of protein , and the supernatant after f ractional precipitation was treated with neutral protease

AS11398. The amount of AS11398 neutral protease , reaction temperature , initial p H value and the hydrolytic

time were explored. Then the hydrolysate was treated with ult rafilt ration membrane(MWCO is 610×104) , and

the purity and the yield of RNA was 7211 % and 0142 % , respectively.

Key words : RNA ; Penicilli um ; extraction ; purification
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