
第 ４ ７ 卷 第 ５ 期

２ ０ ２ ０ 年 １ ０ 月

江　 苏　 林　 业　 科　 技

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｖｏｌ ． ４ ７ Ｎｏ ． ５
Ｏｃｔ． ２ ０ ２ ０

文章编号：１００１—７３８０（２０２０）０５—０００５—０６

响应面法优化［Ｃｎ ｍｉｍ］Ｃｌ（ｎ＝ ２，４，６） ⁃Ｋ２ ＨＰＯ４

双水相法萃取无花果蛋白酶

曾　 杰１，房海灵１∗，梁呈元１∗，亓希武１，郭　 强２，于　 盱１

（１􀆰 江苏省中国科学院植物研究所，江苏　 南京　 ２１００１４；２􀆰 句容市虎耳山无花果专业合作社，江苏　 镇江　 ２１２０１３）

　 　 收稿日期：２０２０⁃０７⁃２９；修回日期：２０２０⁃０８⁃２５
　 　 基金项目：江苏省农业科技自主创新资金项目“无花果高效栽培及副产物综合利用关键技术研究”［ＣＸ（１８）３０３０］；江苏省林业科技创新

与推广项目“无花果良种筛选及深加工技术研究”（ＬＹＫＪ［２０１８］３５）
　 　 作者简介：曾　 杰（１９９５－ ），男，湖北黄冈人，在读研究生。 主要从事植物资源评价及功能性成分研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｚｅｎｇ２０２０ｊ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。

　 　 ∗通信作者：房海灵（１９８３－ ），女，山西晋中人，副研究员，博士。 主要从事植物资源和开发利用研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｆａｎｇｈａｉｌｉｎｇ２０１３＠ １６３􀆰 ｃｏｍ。
梁呈元（１９７２－ ），男，江西吉安人，研究员，博士。 主要从事植物功能性成分研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉａｎｇｃｙ６１８＠ ｃｎｂｇ􀆰 ｎｅｔ。

摘要：以［Ｃｎｍｉｍ］Ｃｌ（ｎ＝ ２，４，６）⁃Ｋ２ＨＰＯ４离子液体双水相法萃取无花果蛋白酶，以酶活回收率和纯化因子为评价指

标，分别考察 Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度、离子液体种类及其质量浓度、酶添加量和 ｐＨ 等因素不同水平对萃取效果的影响，
筛选中心实验值，通过 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 模块建立因素与响应值之间函数关系来优化萃取参数。 结果显示，优化后最佳

萃取条件如下：［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 为 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ，Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度为 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ，酶添加量为 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ，ｐＨ 为 ８􀆰 ５，此条

件下无花果蛋白酶酶活回收率为 ９２􀆰 ６４％，纯化倍数为 １􀆰 ８１。 此研究结果为利用新型绿色溶剂萃取无花果蛋白酶

提供理论指导。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ＩＬ⁃ＡＴＰＳ；Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；Ｆｉｃｉｎ；Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ

　 　 无花果（Ｆｉｃｕｓ ｃａｒｉｃａ）为桑科（Ｍｏｒａｃｅａｅ）榕属植

物，因其树体及果实分布乳汁管而具有分泌白色乳

汁的功能［１］。 前期研究者对无花果分泌乳汁进行

研究，发现其富含的巯基蛋白水解酶，稳定性好，耐

高温，催化活性强，作用范围广，被广泛应用于蛋白

水解、活性肽生成、乳制品凝固等医药和食品等

行业［２⁃４］。
传统提取无花果蛋白酶的方法有盐析法、有机
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溶剂法、柱层析法以及超滤法等，然而以上方法所

得的酶存在活性低、易变性、纯度低及专一性差等

缺点［５］，寻找一种高效、绿色的无花果蛋白酶提取

纯化技术迫在眉睫。
双水相萃取技术（ＡＴＰＳ）利用组分在两水相间

选择性分配而达到组分的分离提纯，具有条件温

和、易于放大、不存在有机试剂残留等优点，被广泛

应用于蛋白酶的提取纯化中［６⁃７］。 目前，仅见利用

ＰＥＧ ／盐双水相系统提纯无花果蛋白酶，分配系数可

达 ３􀆰 ６［８］。 离子液体 ／盐双水相系统是近年来发展

的新型双水相体系，其中离子液体是一种由特定的

阴阳离子组成的室温下呈液态的低温熔融盐，为近

年来新兴的绿色溶剂，形成的双水相体系具有分相

快、黏度低、萃取率高及两相界面清晰等优点［９］，可
有效萃取植物蛋白酶。 王伟涛等［１０］ 运用离子液体

双水相萃取木瓜蛋白酶，结果表明木瓜蛋白酶酶活

回收率为 ９１􀆰 ２％，纯化倍数为 １􀆰 ７３。
本研究采用［Ｃｎｍｉｍ］Ｃｌ（ｎ ＝ ２，４，６）⁃Ｋ２ＨＰＯ４双

水相法萃取无花果蛋白酶，通过优化双水相体系中

关键因子，分析其对无花果蛋白酶的分配行为及活

力影响，确定最优萃取体系，为后期无花果蛋白酶

的提纯及应用提供参考。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料与试剂

无花果青果采自句容市虎耳山无花果专业合

作社；（［Ｃ２ｍｉｍ］ Ｃｌ、［Ｃ４ｍｉｍ］ Ｃｌ、［Ｃ６ｍｉｍ］ Ｃｌ）购自

上海成捷有限公司；Ｋ２ＨＰＯ４（ＡＲ）购自国药集团化

学试剂有限公司，酪氨酸标准品，Ｌ⁃半胱氨酸，干酪

素购自生工生物工程（上海）股份有限公司。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 无花果粗蛋白酶的制备　 利用物理挤压法

收集无花果未成熟果实中白色乳汁，参考 Ｍｏｓｔａｆａｉｅ
等［１１］的方法，采用盐析法提取无花果蛋白粗酶，备
用于下一步试验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ［Ｃｎｍｉｎ］ Ｃｌ（ｎ ＝ ２，４，６）⁃Ｋ２ＨＰＯ４ 离子液体

双水相萃取无花果蛋白酶 　 （１）在离子液体（［Ｃ２

ｍｉｍ］Ｃｌ、［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 和［Ｃ６ｍｉｍ］Ｃｌ）质量浓度分别

设定为 ０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ、体系 ｐＨ ７􀆰 ０、３０ ℃、酶添加量为

３􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 的条件下，体系 Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度分别

为 ０􀆰 ２５，０􀆰 ３０，０􀆰 ３５，０􀆰 ４０，０􀆰 ４５ ｇ ／ ｍＬ 时，考察离子

液体侧链烷基长度及 Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度对无花果蛋

白酶的萃取效果；（２）在双水相体系 Ｋ２ＨＰＯ４质量浓

度为 ０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ、体系 ｐＨ ７􀆰 ０、３０ ℃、酶添加量 ３􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ 条件下，设定离子液体［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 质量浓度

分别为 ０􀆰 ２０，０􀆰 ２５，０􀆰 ３０，０􀆰 ３５，０􀆰 ４０ ｇ ／ ｍＬ，考察离

子液体质量浓度对无花果蛋白酶的萃取效果；
（３）在０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ ［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ，０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ Ｋ２ＨＰＯ４，
ｐＨ ７􀆰 ０，３０ ℃双水相体系中，设定无花果粗酶粉添

加量分别为 ２􀆰 ０，２􀆰 ５，３􀆰 ０，３􀆰 ５，４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ，考察酶

添加量对无花果蛋白酶的萃取效果；（４）在 ０􀆰 ３０ ｇ ／
ｍＬ ［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ、０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ Ｋ２ＨＰＯ４、酶添加量 ３􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ、３０ ℃ 条件下，设定体系 ｐＨ 分别为 ５􀆰 ０，
６􀆰 ０，７􀆰 ０，８􀆰 ０，９􀆰 ０，１０􀆰 ０，１１􀆰 ０，考察体系 ｐＨ 值对无

花果蛋白酶的萃取效果。
根据单因素试验结果，对离子液体质量浓度

（Ａ）、Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度（Ｂ）、酶添加量（Ｃ）和 ｐＨ 值

（Ｄ）这 ４ 个因素进行优化，根据 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｎｈｎｋｅｎ 中心

区组试验法进行试验设计，以酶回收率和纯化倍数

作为考察指标，获得无花果蛋白酶的最佳萃取参

数。 试验因素及水平见表 １。

表 １　 因素水平

因素
水平

－１ ０ １

Ａ （ｇ ／ ｍＬ） ０􀆰 ２５ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ３５

Ｂ （ｇ ／ ｍＬ） ０􀆰 ３０ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ４０

Ｃ （ｍｇ ／ ｍＬ） ２􀆰 ５ ３􀆰 ０ ３􀆰 ５

Ｄ ８􀆰 ０ ９􀆰 ０ １０􀆰 ０
　 　
１􀆰 ２􀆰 ３　 蛋白酶活性测定及酶活回收率计算　 参考王

伟涛等［１０］的方法，无花果蛋白酶活性测定以酪蛋白

为底物。 酶活回收率（Ｙｅ）＝ （Ｅ ｔｏｐＶｔｏｐ ／Ｍｅ） ×１００。 其

中，Ｅ ｔｏｐ为上相酶活性浓度（Ｕ ／ ｍＬ），Ｖｔｏｐ为上相体积

（ｍＬ），Ｍｅ 为初始总酶活性（Ｕ）。
１􀆰 ２． ４　 蛋白含量测定及纯化倍数计算　 采用 Ｂｒａｄ⁃
ｆｏｒｄ 法来测定蛋白质含量［１０］，牛血清蛋白为标准

品。 ＰＦ（纯化倍数）＝ ＳＡｔｏｐ ／ ＳＡＩ，其中，ＳＡｔｏｐ为上相酶

比活力，ＳＡＩ为初始酶比活力。
１􀆰 ２􀆰 ５　 数据分析　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ５ 和 Ｍｉ⁃
ｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件对数据进行分析与作图，Ｐ＜
０􀆰 ０５，表示具有处理间显著性差异。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度与［Ｃｎｍｉｍ］Ｃｌ（ｎ ＝ ２，４，６）对
无花果蛋白酶的萃取效果

如图 １ 所示，［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 体系中酶活回收率在

６
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Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度为 ０􀆰 ２５—０􀆰 ４５ ｇ ／ ｍＬ 范围内均高

于［Ｃ２ｍｉｍ］Ｃｌ 和［Ｃ６ｍｉｍ］Ｃｌ 体系。 从理论方面来

讲，延长离子液体侧烷基链，可提高其疏水性，有利

于蛋白质选择性分配至其中［１３］。 然而研究发现，侧
烷基链过长在一定程度上破坏了无花果蛋白酶的

活性［１２］，故舍去［Ｃ６ｍｉｍ］Ｃｌ 体系。

图 １　 离子液体类型和 Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度对无花果蛋白酶萃取效果的影响

　 　 比较［Ｃ２ｍｉｍ］Ｃｌ 和［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 体系发现，同等

盐质量浓度下，［Ｃ４ｍｉｍ］ Ｃｌ 体系中无花果蛋白酶酶

活回收率和纯化倍数均较高，表明该体系对无花果

蛋白酶的选择性较好。 分析［Ｃ４ｍｉｍ］ Ｃｌ 体系中盐

质量浓度对蛋白酶萃取效果，可看出 Ｋ２ＨＰＯ４质量

浓度低于 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｍＬ 时，未形成双水相，之后随着

Ｋ２ＨＰＯ４的增加，酶活回收率和纯化倍数也随之升

高，当质量浓度达 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ 时，酶活回收率和纯化

倍数达到最高，分别为 ９３􀆰 １１％和 １􀆰 ５６。 因此，选择

［Ｃ４ ｍｉｍ］ Ｃｌ 体系、 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ Ｋ２ ＨＰＯ４ 为中心实

验值。
２􀆰 ２　 离子液体［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 质量浓度对无花果蛋白

酶萃取效果的影响

由图 ２ 所示，双水相体系中在相同 Ｋ２ＨＰＯ４质

量浓度条件下，无花果蛋白酶活回收率和纯化倍数

随着［Ｃ４ ｍｉｍ］ Ｃｌ 质量浓度增加表现为上升趋势。
当［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 质量浓度为 ０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ 时，酶活回收

率和纯化因子均达到最大，分别为 ９１􀆰 ４％和 １􀆰 ７０，
此后继续添加［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ，酶活回收率和纯化倍数

逐渐下 降。 因 此， 选 取 质 量 浓 度 为 ０􀆰 ３０ ｇ ／ ｍＬ
［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 为中心实验值。
２􀆰 ３　 酶添加量对无花果蛋白酶分配行为的影响

如图 ３ 所示，在无花果蛋白酶添加量为 ２􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ 时，由于体系需分配的蛋白质未达到体系最

大分配值，故酶活回收率和纯化倍数均较低；随着

无花果蛋白酶添加量的继续增加，酶活回收率和纯

化倍数也随之不断升高，在酶添加量为 ３􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ，
酶活回收率达到最大为 ９１􀆰 ２８％；因此，酶添加量

３􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 为中心实验值。

图 ２　 ［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 质量浓度对无花果

蛋白酶萃取效果的影响

图 ３　 酶添加量对无花果蛋白酶萃取效果的影响

２􀆰 ４　 ｐＨ 值对无花果蛋白酶分配行为的影响

由图 ４ 所示，在选取的 ｐＨ 范围内，酶活回收率

和纯化倍数变化趋势一致，均为先增加后减少。 当

ｐＨ ９􀆰 ０ 时，两者达到最大分别为 ９２􀆰 １９％和 １􀆰 ７２。
综合考虑，选择 ｐＨ 值 ９􀆰 ０ 为中心实验值。

７
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图 ４　 ｐＨ 值对无花果蛋白酶萃取效果的影响

２􀆰 ５　 响应面试验优化结果

通过 Ｄｅｓｉｇｎ ｅｘｐｅｒｔ 软件中 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 模块对

单因素试验结果中影响无花果蛋白酶纯化效果较

为显著的离子液体质量浓度、Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度、酶
添加量及 ｐＨ 值进行试验，以酶回收率和纯化倍数

为响应值，试验设计及结果分析见表 ２。

表 ２　 响应面试验方案与结果

序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 酶活回收率 ／ ％ 纯化倍数

１ －１ －１ ０ ０ ８９􀆰 ０４９ １􀆰 ６２３
２ １ －１ ０ ０ ９０􀆰 ２７２ １􀆰 ７６４
３ －１ １ ０ ０ ８９􀆰 １４７ １􀆰 ７３２
４ １ １ ０ ０ ８７􀆰 １４４ １􀆰 ５８４
５ ０ ０ －１ －１ ８６􀆰 ７５６ １􀆰 ６０１
６ ０ ０ １ －１ ８７􀆰 ３５９ １􀆰 ５３９
７ ０ ０ －１ １ ８８􀆰 ２６７ １􀆰 ５３８
８ ０ ０ １ １ ８４􀆰 ０４６ １􀆰 ５７９
９ －１ ０ ０ －１ ８９􀆰 １６８ １􀆰 ５０８
１０ １ ０ ０ －１ ８６􀆰 ３５１ １􀆰 ６９２
１１ －１ ０ ０ １ ８５􀆰 ０７２ １􀆰 ６４５
１２ １ ０ ０ １ ８８􀆰 ２４９ １􀆰 ４６８
１３ ０ －１ －１ ０ ９０􀆰 ６３４ １􀆰 ６１４
１４ ０ １ －１ ０ ９１􀆰 ６２７ １􀆰 ７３５
１５ ０ －１ １ ０ ９１􀆰 ３８１ １􀆰 ７０４
１６ ０ １ １ ０ ８５􀆰 ３０５ １􀆰 ５４５
１７ －１ ０ －１ ０ ８７􀆰 ６１５ １􀆰 ５７７
１８ １ ０ －１ ０ ９１􀆰 ２５４ １􀆰 ６７５
１９ －１ ０ １ ０ ８９􀆰 ６２１ １􀆰 ６２８
２０ １ ０ １ ０ ８４􀆰 １５７ １􀆰 ４８９
２１ ０ －１ ０ －１ ８８􀆰 ８８５ １􀆰 ６４９
２２ ０ １ ０ －１ ８７􀆰 ２４６ １􀆰 ６３４
２３ ０ －１ ０ １ ８８􀆰 ７５１ １􀆰 ６０７
２４ ０ １ ０ １ ８７􀆰 ４７５ １􀆰 ６１７
２５ ０ ０ ０ ０ ８５􀆰 ６２９ １􀆰 ５５８
２６ ０ ０ ０ ０ ８６􀆰 ３１２ １􀆰 ５８４
２７ ０ ０ ０ ０ ８５􀆰 ４７８ １􀆰 ５４６
２８ ０ ０ ０ ０ ８７􀆰 ５６２ １􀆰 ５６４
２９ ０ ０ ０ ０ ８６􀆰 ３９４ １􀆰 ５８９

　 　 对表 ２ 所示数据进行二次多元回归分析，分别

得到酶活回收率（Ｙｅ）和纯化倍数（ＰＦ）对离子液体

质量浓度（Ａ）、Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度（Ｂ）、酶添加量（Ｃ）
及 ｐＨ 值（Ｄ）的二次多元回归方程：
Ｙｅ＝８６􀆰 ２７－０􀆰 １９ Ａ－０􀆰 ９２ Ｂ－１􀆰 １９ Ｃ－０􀆰 ３３ Ｄ－０􀆰 ８１

ＡＢ－２􀆰 ２８ ＡＣ＋１􀆰 ５０ ＡＤ－１􀆰 ７７ ＢＣ＋０􀆰 ０９１ＢＤ－
１􀆰 ２１ ＣＤ＋０􀆰 ８８ Ａ２＋２􀆰 １１ Ｂ２＋１􀆰 ００ Ｃ２－０􀆰 ３０ Ｄ２ （１）

ＰＦ＝ １􀆰 ５７－０􀆰 ００３ ４ Ａ－０􀆰 ００９ ５ Ｂ－０􀆰 ０２ １ Ｃ－
０􀆰 ０１４ Ｄ－０􀆰 ０７２ ＡＢ－０􀆰 ０５９ ＡＣ－０􀆰 ０９０ ＡＤ－

０􀆰 ０７０ＢＣ＋０􀆰 ００６ ２５ ＢＤ＋０􀆰 ０２６ ＣＤ＋０􀆰 ０２５ Ａ２＋
０􀆰 ０７７ Ｂ２＋０􀆰 ００４ ４ Ｃ２－０􀆰 ０１４ Ｄ２ （２）

方程 （ １ ） 和 （ ２ ） 的 相 关 系 数 （ Ｒ２ ） 分 别 为

９４􀆰 ０４％和 ９６􀆰 ７９％，表明模型拟合度良好。 对所得

响应值数据进行方差分析，结果见表 ３，４。 以酶活

回收率（Ｙｅ）和纯化倍数（ＰＦ）为响应值的 ２ 个模型

Ｐ 值＜０􀆰 ０００ １，表明所得回归方程的 Ｆ 检验极显著；
失拟项均表现为不显著 （ ＰＹ ｅ ＝ ０􀆰 ７１３ ８； ＰＰＦ ＝
０􀆰 ０６６ １。 Ｐ＞０􀆰 ０５），表明方程拟合度很好。 通过比

较回归方程中一次项系数的绝对值，判定试验因素

的影响主次性，各因素对无花果蛋白酶活回收率的

影响顺序为：酶添加量、Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度、ｐＨ 值及

离子液体质量浓度；对蛋白酶纯化倍数的影响顺

序：酶添加量、ｐＨ 值、Ｋ２ＨＰＯ４质量浓度和离子液体

质量浓度。 从表 ３，４ 分析结果看出，所选因素水平

中，Ｂ，Ｃ，ＡＢ，ＡＣ，ＡＤ，ＢＣ，ＢＤ，ＣＤ，Ａ２，Ｂ２ 和 Ｃ２ 对 Ｙｅ
值影响显著，Ｃ，Ｄ，ＡＢ，ＡＣ，ＡＤ，ＣＤ，Ａ２和 Ｂ２对 ＰＦ 值

影响显著。 通过已建立的模型设定目标响应值 Ｙｅ
值和 ＰＦ 值最大，得到模型预测的最优条件是：
［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ 为 ０􀆰 ３５ ｇ ／ ｍＬ，Ｋ２ＨＰＯ４ 质量浓度为 ０􀆰 ３
ｇ ／ ｍＬ，酶添加量为 ２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ，ｐＨ 为 ８􀆰 ５。 为检验

模型预测条件的可靠性，以预测条件进行 ３ 次平行

验证试验，得到实验值 Ｙｅ 为 ９２􀆰 ６４％，ＰＦ 为 １􀆰 ８１，
与预测值（Ｙｅ 为 ９２􀆰 ２９％，ＰＦ 为 １􀆰 ８３），偏差分别为

０􀆰 ３８％和 １􀆰 ０９％，表明预测值与实验值一致性较好。

３　 讨论与结论

无花果蛋白酶是广泛存在于无花果茎、叶和果

实中的一类活性中心为半胱氨酸的肽链内切酶，具
有活性高、稳定性好等优点，被应用于食品和医疗

卫生等领域［８］。 目前已报道的分离纯化无花果蛋

白酶的方法有盐析法、乙醇法、单宁法和柱层析法

等，然而这些方法存在诸如提取效率低、纯度低等

局限性［８，１２］。 离子液体双水相法是利用新型绿色溶

８
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表 ３　 响应值为酶活回收率（Ｙｅ）的方差分析

因素 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型 １１６􀆰 ８５ １４ ８􀆰 ３５ １５􀆰 ７９ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ａ ０􀆰 ４２ １ ０􀆰 ４２ ０􀆰 ７９ ０􀆰 ３８７ ８

Ｂ １０􀆰 １３ １ １０􀆰 １３ １９􀆰 １７ ０􀆰 ０００ ６ ∗∗

Ｃ １７􀆰 ００ １ １７􀆰 ００ ３２􀆰 １６ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｄ １􀆰 ２７ １ １􀆰 ２７ ２􀆰 ４０ ０􀆰 １４３ ４

ＡＢ ２􀆰 ６０ １ ２􀆰 ６０ ４􀆰 ９２ ０􀆰 ０４３ ６ ∗

ＡＣ ２０􀆰 ７２ １ ２０􀆰 ７２ ３９􀆰 １９ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

ＡＤ ８􀆰 ９８ １ ８􀆰 ９８ １６􀆰 ９９ ０􀆰 ００１ ０ ∗∗

ＢＣ １２􀆰 ４９ １ １２􀆰 ４９ ２３􀆰 ６３ ０􀆰 ０００ ３ ∗∗

ＢＤ ０􀆰 ０３３ １ ０􀆰 ０３３ ０􀆰 ０６２ ０􀆰 ８０６ ５

ＣＤ ５􀆰 ８２ １ ５􀆰 ８２ １１􀆰 ００ ０􀆰 ００５ １

Ａ２ ５􀆰 ０５ １ ５􀆰 ０５ ９􀆰 ５４ ０􀆰 ００８ ０ ∗∗

Ｂ２ ２８􀆰 ８５ １ ２８􀆰 ８５ ５４􀆰 ５８ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｃ２ ６􀆰 ４５ １ ６􀆰 ４５ １２􀆰 ２０ ０􀆰 ００３ ６ ∗

Ｄ２ ０􀆰 ５９ １ ０􀆰 ５９ １􀆰 １２ ０􀆰 ３０７ ５

残差 ７􀆰 ４０ １４ ０􀆰 ５３

失拟项 ４􀆰 ６８ １０ ０􀆰 ４７ ０􀆰 ６９ ０􀆰 ７１３ ８

纯误差 ２􀆰 ７２ ４ ０􀆰 ６８

总和 １２４􀆰 ２５ ２８

　 　 注：∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 差异显著；∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１ 差异极显著。

表 ４　 响应值为纯化倍数（ＰＦ）的方差分析

因素 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型 ０􀆰 １５ １４ ０􀆰 ０１ ３０􀆰 １９ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ａ ０􀆰 ００１ ４ １ ０􀆰 ００１ ４ ０􀆰 ４１ ０􀆰 ５３３ ５

Ｂ ０􀆰 ００１ １ １ ０􀆰 ００１ １ ３􀆰 １５ ０􀆰 ０９７ ６

Ｃ ０􀆰 ００５ ５ １ ０􀆰 ００５ ５ １５􀆰 ８９ ０􀆰 ００１ ４ ∗∗

Ｄ ０􀆰 ００２ ４ １ ０􀆰 ００２ ４ ６􀆰 ９３ ０􀆰 ０１９ ７ ∗

ＡＢ ０􀆰 ０２１ １ ０􀆰 ０２１ ６０􀆰 ７６ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

ＡＣ ０􀆰 ０１４ １ ０􀆰 ０１４ ４０􀆰 ８６ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

ＡＤ ０􀆰 ０３３ １ ０􀆰 ０３３ ９４􀆰 ８１ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

ＢＣ ０􀆰 ０２０ １ ０􀆰 ０２０ ５７􀆰 ０４ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

ＢＤ ０􀆰 ００１ ６ １ ０􀆰 ００１ ６ ０􀆰 ４５ ０􀆰 ５１１ １

ＣＤ ０􀆰 ００２ ７ １ ０􀆰 ００２ ７ ７􀆰 ７２ ０􀆰 ０１４ ８ ∗

Ａ２ ０􀆰 ００３ ９１ １ ０􀆰 ００３ ９１ １１􀆰 ３９ ０􀆰 ００４ ５ ∗∗

Ｂ２ ０􀆰 ０３９ １ ０􀆰 ０３９ １１３􀆰 ２０ ＜０􀆰 ０００ １ ∗∗

Ｃ２ ０􀆰 ００１ ３ １ ０􀆰 ００１ ３ ０􀆰 ３７ ０􀆰 ５５１ ５

Ｄ２ ０􀆰 ００１ ３ １ ０􀆰 ００１ ３ ３􀆰 ６６ ０􀆰 ０７６ ２

残差 ０􀆰 ００４ ８ １４ ０􀆰 ００３ ４

失拟项 ０􀆰 ００３ ５ １０ ０􀆰 ００３ ５ １􀆰 ０８ ０􀆰 ０６６ １

纯误差 ０􀆰 ００１ ３ ４ ０􀆰 ００３ ２

总和 ０􀆰 １５ ２８

　 　 注：∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０５ 差异显著；∗∗表示 Ｐ＜０􀆰 ０１ 差异极显著。

剂、无机盐和水形成分离效果好且温和的分离体

系，近年来被用于蛋白质、酶等活性物质的分离纯

化［１３］。 本研究分析 ［ Ｃｎｍｉｍ］ Ｃｌ （ ｎ ＝ ２， ４， ６ ） －
Ｋ２ＨＰＯ４离子液体双水相法萃取无花果蛋白酶效果，
结果显示在［Ｃｎｍｉｍ］Ｃｌ（ｎ ＝ ２，４，６）体系中，无花果

酶活回收率和纯化倍数均随盐浓度的增加呈先上

升后下降的趋势，这与王伟涛等［１０］ 在利用离子液体

双水相纯化木瓜蛋白酶所得结果一致，分析原因可

能是盐析作用是形成双水相的主要原因，随着盐浓

度的增加促进了盐析作用的增强，有利于无花果蛋

白酶分配于上相，然而盐浓度的增加同时会与上相

竞争水分，导致上相黏度增加，不利于无花果蛋白

酶的转移。 离子液体是双水相体系组成的一部分，
其浓度的大小影响提取效率，本研究显示当离子液

体质量浓度＜０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ 时，随着离子液体质量浓度

的增大，蛋白酶提取率也逐渐增大；然而离子液体

质量浓度超过 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ 时，会使蛋白质在相间的传

递和扩散受阻，不利于无花果蛋白酶进入离子液体

相，进而引起酶活回收率和纯化倍数明显下降［１４］。
无花果蛋白酶在离子液体双水相体系的分配

还受酶添加量的影响，施娅楠等［１５］ 利用［Ｃ４ ｍｉｍ］
Ｂｒ ／ Ｋ２ＨＰＯ４提取辣木叶凝乳酶时发现，酶添加量超

过 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 时，凝乳蛋白酶活回收率降低。 本研

究中亦出现相似结果，当酶添加量超过 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ
时，上相液出现微乳化现象，相界不明显，且酶活回

收率和纯化倍数均下降，分析原因，可能是酶加入

量超过上相体系承载量后，多余的酶被分配于两相

之间，不利于相界面的分离，引起酶活回收率下降。
体系 ｐＨ 值是影响萃取效率的另一重要因子。

本研究中当体系 ｐＨ 值在 ８—１０ 时，分离效果较好。
无花果蛋白酶为两性分子，其带电状态受体系 ｐＨ
值和蛋白质本身等电点的影响，无花果蛋白酶的等

电点约为 ９􀆰 ０，当 ｐＨ 值与等电点接近时对蛋白质的

分配行为影响最小，而两者相差过大时，引起离子

液体咪唑分子与蛋白质之间的静电作用发生变化，
进而影响了蛋白质在两相中分配。

响应面法通过对过程的回归拟合和响应曲面

值的绘制寻找最佳组合条件的方法，广泛应用于工

艺优化研究，本研究基于单因素试验结果结合响应

面法，通过已建立的模型设定目标响应值 Ｙｅ 值和

ＰＦ 值最大，得到无花果蛋白酶纯化最优条件：０􀆰 ３５
ｇ ／ ｍＬ ［Ｃ４ｍｉｍ］Ｃｌ，０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ Ｋ２ＨＰＯ４，２􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 酶

添加量，ｐＨ 值 ８􀆰 ５。 在此条件下酶活回收率和纯化

倍数分别为 ９２􀆰 ６４％和 １􀆰 ８１，与预测值具有较好的

一致性。

９
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３􀆰 ４　 生长调节剂种类、质量浓度对白花龙插穗中可

溶性蛋白质含量的影响

可溶性蛋白质是植物体可以吸收利用的主要

蛋白质，为植物生长提供物质基础［１１］。 本研究显

示，５００ ｍｇ ／ Ｌ ＩＢＡ 处理更有利于插穗内可溶性蛋白

质的代谢。 因此，在实际生产应用时，扦插前可用

５００ ｍｇ ／ Ｌ ＩＢＡ 处理插穗，可在扦插后 ２８ ｄ 适当增加

喷水量，使可溶性蛋白被充分吸收利用。 ４９ ｄ 根系

形成之后，对新植株适当施稀薄肥，促进扦插苗生

长并提高其抗性。
综上所述，白花龙插穗生根最佳处理组合为

５００ ｍｇ ／ Ｌ ＩＢＡ＋插条下部浸泡 ３０ ｍｉｎ，可使白花龙扦

插繁殖具有良好的经济效益。
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