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摘 要：对耦合中空纤维膜超滤分离进行游离细胞催化合成789过程进行了实验研究，考察

了细胞的催化效率和膜组件的操作稳定性。结果显示，中空纤维超滤膜的耦合分离能有效地

截留反应液中的游离酶，其中乙醇脱氢酶（7*;）和已糖激酶（;<）的稳态截留效率在41=以

上。耦合膜分离的酵母细胞催化789合成反应可重复使用$>1!6>"次，酶的利用率比普通

分离的细胞提高$>"!$>1倍。中空纤维超滤膜于">%?@A工作压力下连续%%批耦合分离

操作，膜的渗透性无明显下降，过滤速率保持在初速率的41=以上。在稀释速率">$1B2%下，

反应体系保持了连续1B的789高转化率合成与分离耦合的拟稳态操作。
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三磷酸腺苷（789）是一种重要的生化能量试剂和临床核苷酸类药物，对进行性肌肉

萎缩、肝炎、癌症、心脏病等病症具有良好的治疗或辅助治疗效果，一直受到人们的重视。

利用酵母酶促合成789，一般有%!个酶参加反应［%］；其酶系完整，催化效率高，是极具工

业前景的方法。提高酵母酶催化的可操作性，减少产物分离时酶的流失和保持酶系的催

化活力是789生物体外合成研究的一个重要课题。近年来，采用固定化酵母细胞催化合

成789的研究报道较多［$，6］。但实际的应用研究和生产试验结果显示，固定化细胞的生

产成本和酶的有效利用率等问题仍没有得到解决。

中空纤维超滤膜近年来在生物反应与分离研究中得到广泛关注。这类膜具有良好的

工程性能，如单位体积内有效过滤面积大，具有相对稳定和较高的过滤速率；膜的截留分

子量可选择的范围宽，相对强度高和耐压；具有可操作性和规模放大的可能性等。其产品

易得，价格不贵。在总溶剂的细胞循环发酵，食品与医药化工产品的生物酶催化合成研究

中，中空纤维膜的应用有许多成功的研究报道［!，1］。

利用中空纤维超滤膜的工程特性，构建一个789生物合成反应与超滤分离耦合的工

艺，以保持游离细胞酶系与底物进行均相反应，减少酶催化反应的传质阻力和加快反应的

平衡速度，截留产物分离时流出液中的游离细胞和活性酶蛋白，让小分子量的789产物

溶液渗透分离，从而减少酶的分离流失，提高细胞的利用率和获得高质量的789产物溶

液。并可采用底物流加和耦合分离策略，实现789合成与分离的分批或连续操作。本文



研究了耦合超滤分离游离酵母催化合成!"#的细胞酶利用率和中空纤维超滤膜的操作

稳定性。

! 材料和方法

!$! 菌种

酒精酵母!"##$"%&’(#)*#)%)+,*,")%#%&!，细胞的培养和处理参考文献［’］。

!$" 试剂

腺苷，葡萄糖（!(），磷酸盐（&#），硫酸镁（&#），琼脂糖（)(）和辅酶"（由上海生物化

学试剂公司提供）。

!$# 分析方法

!$#$! 底物消耗、中间产物和产物!"#生成：采用琼脂糖平板电泳法测定［*］。

!$#$" 反应液和超滤分离液中乙醇脱氢酶（!+,）和己糖激酶（,-）的活性：采用在葡萄

糖、!"#、和’.磷酸葡萄糖脱氢酶存在下还原/!+0来分析，一个!+,或,-酶活性单

位相当于123下每分钟还原4#567/+!0，操作按文献［8，9］方法。

!$$ 实验仪器与设备

+,:.)4中空纤维超滤膜（分子量;4<=+），玻璃反应罐（2<<5>），4?,@.4恒温磁力

搅拌仪，(#./*蠕动泵，>+).AB电子蠕动泵，824.C@紫外分光光度计，+D.!电泳仪。

!$% 实验装置

本实验采用耦合中空纤维膜超滤分离酵母细胞酶催化反应合成!"#，过程如图4。

图4 !"#合成反应与中空纤维膜超滤

分离耦合示意图

:EF$4 %GHI5JKEG6L!"#MNOKHIMEMG6PQ7IREKH

H6776RLESITP7KTJLEKTJKE6OMIQJTJKE6O

4$MPSMKTJKIKJO=；1$U7IGKT6OEGJ7QITEMKJ7KEGQP5Q；*$:IT.

5IOK6T；V$AJFOIKEGMKETTEOFBIWEGI；2$&ETGP7JKE6OQP5Q；

’$#TIMM65IKIT；8$,6776RLESIT5I5STJOI56BP7I；9$

#TIMMPTIG6OKT67WJ7WI$

!$& 实验方法

反应 罐 工 作 体 积 为1<<5>，反 应 温 度

*83。实验分批反应与分离耦合操作和连续反

应与分离耦合操作。膜超滤时，首先将循环蠕

动泵的转速调至所需值，然后调节调压阀，使中

空纤维超滤膜的操作压力为<X4A#J，循环回流

比为<X812左右。保持反应液在中空纤维超滤

膜中形成错流过滤，以避免胶体层的形成和维

持稳定渗透通量与截留率。批反应在!"#转

化率大于?2Y后开始耦合分离操作，直至完成。

连续反应与分离耦合操作时，在!"#转化率大

于?<Y后开始流加底物，且保持反应液的稀释

率等于膜分离速率。

" 结果和分析

"’! ()*和*+的截留

在游离细胞催化的!"#合成反应中，细胞酶系随反应的进行逐渐释放到反应液中。

因此，一般分批合成反应中随着产物的分离酶系大部分流失。连续游离细胞催化!"#合

成反应和超滤分离耦合实验过程中，中空纤维超滤膜对!+,和,-的截留效果，通过间
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隙取样分析反应液和超滤分离液中!"#和#$酶活性来跟踪，离线分析结果如图%所

示。

图% 反应液（&’(&)*）和超滤分离液（+,）

中!"#和#$的活性

,&-.% !"#/’)#$/01&2&1&*(345*/01&3’(3671&3’（&’(&)*）

/’)+,(3671&3’（+,）)75&’-/8.9:5*/01&3’

!!"#&’5*/01&3’(3671&3’；"!"#&’7615/4&615/1*；

##$&’5*/01&3’(3671&3’；$#$&’7615/4&615/1*.

截留率（;3<(）是评价膜分离性能最常

用指标，其表达式为：;3<(=（>?@A／@<）

B>CCD；式中：;3<(为表观截留率；@A、@<
分 别 为 透 过 液，反 应 液 中 酶 蛋 白 浓 度

（-／>CCEF）

由于溶液中酶活性与酶蛋白的浓度成

正比关系。从图%中可以看出，反应和分

离耦合过程的前期，反应液和分离液中的

!"#活性接近，GCE&’后，分离液中!"#
活性迅速下降，膜对!"#的截留效率快

速逼近>CCD。而#$的截留效率始终很

高，分离液中几乎检测不到#$的活性。

这些结果与酵母细胞中酶系的分子量相

关。#$分子量大，一般在>CCH"左右，几

乎不能透过膜，而!"#有多种同功酶，分

子量大小范围在%IH"!JCH"之间，部分小分子量的!"#先释放，能够透过膜而进入分

离液中。因此，反应初始阶段检测到反应液和分离液中的!"#活性接近，而分离液中检

测不到#$活性。

!.! 中空纤维超滤膜耦合分离操作的稳定性

图8 中空纤维超滤膜过滤操作的稳定性

,&-.8 K:*(1/<&6&1L34+,&’#3663M4&<*5E*E<5/’*

435!KNA53)7013’

%O/10:3A*5/1&3’2367E*；#,&615/1&3’5/1*.

中空纤维超滤膜过滤实验操作采用错流过滤。反应液走壳程，透过液走管程，反应液

膜超滤时处于循环动态且与膜面形成错流，流体的流动冲力使膜面不易形成滤饼或胶体

层，过滤速率相对稳定。在批反应体积为%CCEF，反应温度8PQ，A#JRC!JR9，中空纤维

超滤膜操作压力CR>SN/，循环回流比CRP%9
左右的实验条件下，连续>>批!KN生产反应

与分离耦合操作，膜过滤的稳定性实验结果如

图8所示。连续多批过滤操作的速率曲线比较

稳定，无明显的下降趋势。说明中空纤维超滤

膜的错流过滤工艺具有较好的操作稳定性。

!." 耦合超滤分离反应的细胞利用率

耦合中空纤维膜超滤分离合成!KN反应

的细胞利用率，通过分批反应和耦合超滤分离，

考察 细 胞 的 可 重 复 利 用 次 数 和 催 化 反 应 的

!KN生产得率，并与游离细胞反应和固定化细

胞反应的细胞利用率进行比较。实验结果如表

>所示。
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表! 膜分离耦合反应与游离细胞和固定化细胞

反应合成!"#酶利用率对比

"$%&’( )*+,$-’*./’&&/$0$&1232’..3/3’4/3’2.*-5*&&*6.3%’-+’+%-$4’

7&0-$.3&0-$03*40*.-’’/’&&$483++*%3&39$03*4/’&&34!"#,-*87/03*4

)’&&2703&39$03*4

03+’
!"#/*4:’-23*4-$0’／;

<’+%-$4’=> >-’’/’&& ?++*%3&39’8/’&&
( (@@ (@@ (@@
A (@@ B@ CD
B ED A@ A@
F FD D D

!"5’-’$/03*4/*48303*42*.+’+%-$4’=>，.-’’/’&&$483++*%3&39$03*4/’&&

.*-!"#,-*87/03*4$-’05’2$+’G)’&&3++*%3&39$03*4+’05*822’’$&2*-’.’-H

’4/’［B］

从表(的实验结果对比看

出，通常方法分离的游离细胞反

应酶催化活性的下降速度最快，

第A批催化反应时，!"#生产转

化得率明显地低于第(批反应的

得率。固定化细胞反应的酶催化

活性下降速度相对较慢，基本能

够维持!"#生产反应的A批转

化活力，第B批反应的结果无实

际意义。这说明普通游离细胞反

应中活性酶随反应液分离大部分

图F 连续反应与超滤分离耦合过程中

各组分的变化曲线

>3IGF J’27&02*./*40347*72!"#,-*87/03*4748’-

@KAD5L(83&703*4-$0’

J’$/03*4:*&7+’，A@@+M；"’+,’-$07-’，BNO；>’’803+’，

BK@5；>-’25+’837+/*4/’40-$03*4，F;；)’&&/*4/’40-$03*4，

A@@I／MG

流失，固定化细胞对胞内酶系具有一定的

缓释作用，相对减缓了因细胞酶流失而导

致的酶催化活力迅速下降。耦合中空纤维

膜超滤分离的反应，细胞反复使用的次数

和!"#转化酶活力的保持程度相对游离

细胞和固定化细胞反应均有提高。它的酶

活性下降较慢，第A次使用!"#合成反应

仍然保持较好反应速度和!"#生产得率，

并在第B次使用中仍显示出有效的!"#
转化能力。这些结果表明，耦合超滤分离

进行游离细胞循环批反应，对酶蛋白具有

一定的截留作用，能够减缓反应分离中酶

的流失，提高细胞的利用效率。

"G# 连续反应与分离耦合过程

耦合中空纤维膜超滤分离进行游离细

胞连续反应合成!"#，过程中底物腺苷（!8*）的消耗和产物!"#及中间产物一磷酸腺苷

（!<#）、二磷酸腺苷（!P#）的生成变化曲线如图F所示。

耦合超滤分离进行连续反应合成!"#过程，在一定的反应条件和细胞酶浓度下，能

够得到一个酶催化!"#生产速率等于稀释速率的拟稳态操作时区。!"#的生产和分离

能够稳定在较高的!"#百分浓度上。同时，图F显示，酵母细胞催化!"#生产是一个比

较复杂的过程，中空纤维超滤膜的分离截留作用只能相对地维持和提高细胞!"#合成酶

的活性，一些其它的酶失活原因和解决办法有待实验研究，工业化的生产应用需要进一步

优化。

$ 讨论

在酵母酶催化!"#合成反应中耦合中空纤维膜超滤分离，对通常产物分离时出现的

酶流失具有截留作用，能提高细胞的利用率和产物溶液的质量，有利于后续的分离纯化和
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减少!"#的损失与降解。中空纤维超滤膜操作简单，错流过滤能减少膜的污染和堵塞，

连续分离性能较稳定，容易试验放大。分批多次催化反应和连续催化反应后期出现!"#
合成酶活性的迅速下降，说明细胞酶系催化!"#合成反应中酶的半衰期还与酶的结构性

失活程度和部分活性因子的流失有关系，而且它们可能存在一个阈值。!"#合成反应与

膜超滤分离耦合过程的模型优化将另文报道。
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