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摘 要 以聚乙烯醇为固定化载体，固定化冷冻处理过的啤酒酵母细胞从 >*U 制备 >CU；分别从胶的型号、浓度和固定化方

法的优化等方面摸索了最适的固定化条件，固定化细胞在试验条件下连续发酵 E 次，转化率维持在 EHV W =HV。同时，还对固

定化细胞的稳定性进行试验研究，并用 OUS> 对产品进行了分离鉴定。
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胞嘧啶核苷三磷酸（>K6131@0 H[F6,15.&?5.+60 简称

>CU）是一种核苷酸药物，因其透膜作用强，能促进

受损伤的神经细胞内磷脂、核酸及核蛋白的合成代

谢［<］，可调节已损伤的神经生物膜的合成和改建［!］，

并更有效地为神经细胞提供能量［"］，所以在临床上

应用于各种脑外伤、脑震荡及其后遗症，严重的神经

衰弱、老年性痴呆、原发性耳聋等疾病的治疗［G、H］。

目前，国 内 生 产 >CU 的 厂 家 很 少，日 本 有 以

>*U 为 底 物，利 用 游 离 酵 母 发 酵 生 产 >CU 的 报

导［9］，邱蔚然等人报道了用卡拉胶F魔芋多糖复配胶

固定化酵母细胞制备 >CU 的研究［$］。根据微生物

细胞内核酸的代谢规律，>CU 的合成和蓄积是通过

底物 >*U 的酶促反应与糖酵解产生的 :CU 反应相

偶联生成的，它的反应如下：

（一）糖酵解：葡萄糖 D !:\U D !U1#!>!OH;O D
!>;! D !:CU

（二）酶促合成 >CU 反应：
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!’#激酶

!&# $ %’#
在上述反应中，参与 !&# 合成的主要的酶都为胞内

酶，而底物又因细胞通透性差难以进入反应，所以不

对微生物细胞进行透性处理，底物与酶不能充分接

触，合 成 反 应 不 能 顺 利 进 行，难 以 得 到 高 产 率 的

!&#。细胞被处理后，细胞只具有酶的活性，成为不

能繁殖的“静态细胞”［(］，无法进行连续发酵。因此，

考虑用固定化细胞的方法，固定“静态细胞”使之能

多几次发酵直到连续发酵。

聚乙烯醇（#)*+,-.+* %*/)0)*，简称 #1%）是一种人

工合成的有机物多聚体凝胶，高强度，化学稳定，机

械性能好，具有抗微生物分解性能，但对微生物等无

毒性、价廉［2］，是近年来新发展的一种载体。同时用

#1% 固定化酵母细胞进行 !&# 的制备还未见到报

导。本文 首 次 报 导 用 #1% 固 定 化 酵 母 细 胞 进 行

!&# 制备。

! 材料和方法

!"! 实验材料

啤酒酵母（ !"##$"%&’(#)* #)%)+,*,")），北京燕京啤

酒厂提供；#1% 345、#1% 445 日本可乐利公司出品，

#1% 3622、#1% 36(( 北京有机化工厂产品；胞嘧啶

核苷一磷酸（!"#）燕京中科生物技术有限公司产

品；磷酸二氢钾、磷酸二氢钠、氯化镁和葡萄糖均为

市售分析纯试剂；高效液相色谱仪为日本 78&%!78
产品。

!"# 实验方法

!"#"! 酵母菌体细胞的制备：步骤如下：!酵母用

399 目的筛网过滤，除去麦芽根等杂质，得到过滤

液；"用 : 倍的生理盐水稀释过滤液，5;沉降；#倒

掉清液后得到沉降物，$重复"#各 3 次；%5;、

<999=>?-. 离心 49?-. 得到漂洗后的酵母细胞；&置

于 5;保存备用。

!"#"# #1% 的筛选：分别用 #1% 345、#1% 445、#1%
3622 和 #1% 36(( 四种产品进行如下相同的操作：

3<@（- >.）#1% 49?A 加热煮沸溶解后，冷却至室

温，B 49;冷冻 450，次日放置室温，分别观察溶解

效果和凝胶化效果。

!"#"$ 固定化酵母细胞制备：

方法一：包埋切块法。3<@（- >.）#1%345 49?A
加热煮沸溶解后，冷却至室温，与 49C 处理好的酵母

细胞混合均匀，铺于培养皿中，B 49;冷冻 450，取

出后切割成 :?? D :?? 的立体小方块，生理盐水清

洗后备用。

方法二：植物油成珠法。3<@ #1%345 49?A 与

49C 酵母混合均匀后，加入 499?A 植物油充分搅拌，

固定化细胞形成了均匀的球状珠体，直径在 3 E :??
内，然后在 B 49;定型 450，定型后植物油回收，固

定化细胞珠体用生理盐水清洗备用［39］。

方法三：复合载体成珠法。将含 9FG@ 海藻酸

钠的 G@ 的 #1% 酵 母 菌 混 合 液（ 酵 母 细 胞 占

6F:@），用注射器滴入含 3@ 的 !H!*4 的 <@ 硼酸溶

液中，边滴入边搅拌，形成珠体，在 5;冰箱中固化

(0，取出在 B 49;冷冻 450［39］。

!"#"% 固定化酵母的反应条件：称取 59C 固定化酵

母于 399?A 三角瓶中，加入 39?A 底物溶液（含 !"#
9F94?)*>A， I74#J5KLH74#J5 9F44?)*>A， "C!*4
9F94?)*>A，葡萄糖 9F44?)*>A，M7GF<）于 :9;水浴恒

温振荡器上反应，按一定时间取样分析。

!"$ 分析测定方法

!"$"! 细胞包埋率：被包埋的细胞个数占包埋前的

总细胞个数的比率。具体操作为：用生理盐水洗涤

包埋好的固定化酵母细胞 : 次，显微镜下分别记数

未被包埋的细胞数量和包埋前的总细胞数量，然后

进行计算。

!"$"# 活细胞数的测定：血球板计数法，称取 3C 酵

母悬浮到 <9?A 生理盐水中，然后取 3?A 悬液按 39
D 39 逐级稀释 399 倍，之后在血球计数板上先滴入

一滴酵母稀释液，再滴入一滴 9F3@的甲基蓝，<?-.
后显微镜下观察，蓝色为死细胞，无色为活细胞。计

数活细胞所占比例。

!"$"$ 转化率的测定：7#A! 定量法：参照三磷酸腺

苷 二 钠 测 量 法［33］。 纸 电 泳 定 量 法：在 M7:F<，

9F9G?)*>A 柠檬酸缓冲液中，491>/? 电压梯度下电

泳 349?-.，剪下电泳斑点溶于 M74F9 水溶液测定

/4(9值。

!"$"% 转化率的计算：

!&#转化率（@）N
014(9（!&#）值

#014(9（!&# $ !’# $ !"#）值
D 399@

# 结果

#"! 透性处理（冷冻）和未处理的细胞与转化率的

关系

很多研究表明，酵母细胞利用底物进行产物合

成时细胞的透性对底物的转化率有很大的影响。细

胞在用冷冻法处理过程中，发现细胞经过冷冻后，存

活率迅速下降，到 3(0 后细胞存活率只有 3@左右，

用这样经过不同冷冻时间处理过的酵母细胞，以

54: 2$,3)*) 4&5%3"6 &7 8,&9)#$3&6&:( 生物工程学报 4996，1)*F4:，L)F4



!"# 为底物，进行液态发酵试验，经预冻 $%& 后细胞

转化率达到 ’()，而不经过冷冻处理的酵母细胞，

存活率高，其转化率比经过透性处理的低得多。由

此可以看出我们要得到高转化率、短反应时间的固

定化细胞，酵母细胞在固定前一定要经过冷冻（透

性）处理。

!"! 固定化方法的选择

!"!"# #*+ 型号和浓度的选定：我们试验了四种

#*+ 载体，经过溶解和凝胶过程发现，日本可乐利

#*+$(, 和 #*+((, 加热时溶解效果好；醇解度 ’’)
的 #*+$(, 和 $-’’ 凝胶效果好，经过比较综合考虑

后，选用溶解效果和凝胶效果均较好的 #*+$(, 作

为固定化载体。之后，我们又对 #*+$(, 载体的浓

度进行了试验，分别考察了 ’)、$()、$.)和 $%)
四个浓度，综合比较固定化细胞的包埋率、机械强度

和操作难易三个方面，确定以含量 $.)的 #*+ 为合

适浓度。

!"!"! 固定化细胞制备方法的比较：按“材料与方

法”所述，取 $/(/0 三种方法制备的固定化细胞切块

(12，分别加入 $134 !5# 反应液，考察酶促反应和载

体的外观变化。（$）复合载体法制备的固定化细胞

首次酶促反应时间慢，可能是海藻酸钙阻碍了反应

液与细胞的充分接触，随着反应的进行，反应液中的

磷酸根与钙离子结合，虽然细胞与反应液得到充分

接触，开始生成 !5#，但同时原有的珠体形状也不复

存在了。（(）植物油成珠法得到的固定化细胞发酵

正常，但清洗植物油比较繁琐，且很难清洗彻底。

（0）比较而言，采用“方法一”包埋切块法最好，操作

相对简便，反应正常，当然，如果有模具的话，操作将

更方便。

!"!"$ 固定化细胞透性处理方法的比较：活细胞经

过冷冻处理后变成通透性较好的静态细胞，表 $ 列出

了获得静态细胞的三种固定化细胞透性的处理方法。

三种方法均是 (134 $.)#*+ 与 $12 湿酵母包埋。

表 # 固定化细胞透性处理方法对 %&’ 转化 %(’ 的影响

()*+, # (-, ,..,/0 1. 23..,4,50 04,)06,50 6,0-127 1. 8,46,)*3+309
.14 3661*3+3:,2 /,++7 15 /15;,47315 %(’ .416 %&’

5678937:9 379&;<= ;>
?76378@ABA9C >;6
A33;@ABAD7< E7BB=

F78E9A;: 9A37=

$ G ( G 0 G

#*+ @H6A7< 8E9AI7 E7BB=
9&7: >6;D7 A33;@ABAD7<

E7BB= (J&

K6;D7 8E9AI7 E7BB= (,& 8:<
37B97< (13A:，9&7: >6;D7:
(& 8>976 #*+ @H6A7<

+= 8@;I7 A973 ( G 7LE7?9 9;
>6;D7: .& >;6
0 9A37= >6;3 A9

KA6=9 E;:I76=A;: 6897M) %1 ’. ’.
F78E9A;: 9A37M& ( $/. $/.

N7E;:< E;:I76=A;: 6897M) %. ’. ’.
F78E9A;: 9A37M& ( $/(. $/(.

5&A6< E;:I76=A;: 6897M) %. ’1 ’1
F78E9A;: 9A37M& 0 $/(. $/(.

K;H69& E;:I76=A;: 6897M) %1 %. ’1
F78E9A;: 9A37M& 0/0 $/. $/.

KA>9& E;:I76=A;: 6897M) .1 %. ’.
F78E9A;: 9A37M& , 0 0

表 $ 可见，包埋经过冻融的酵母（( G 、0 G ）可以

增加固定化细胞使用次数；包埋反复冻融的酵母

（0 G ）比包埋只经过冻融一次的酵母（( G ）发酵转化

率高峰提前，但使用到第 . 次时 ( G 和 0 G 的反应时

间都已经延长到原来 ( 倍，继续增加使用次数，二者

转化率都将大幅度下降，实际上二者使用次数一样。

为了今后生产操作方便，以后试验我们都采用 ( G
酵母固定化方法，即 #*+ 包埋只经过冻融一次的酵

母细胞。

!"$ 固定化细胞稳定性

!"$"# 固定化细胞在不同条件下的储存稳定性：固

定化细胞每次使用后，分别在不同条件下保存，.<
中每天做一次固定化细胞的发酵实验，结果表明，固

定化细胞最适宜在 O (1P冷冻保存。

!"$"! 固定化细胞催化活力稳定性：按 #*+ 包埋

法用只经过一次冻融的酵母作成固定化细胞进行多

次发酵，固定化细胞可反复使用 % 次，其发酵转化率

在 %.) Q ’.)之间（图 $）。

!"< 固定化细胞反应液中产物分析

根据最适的固定化条件，将 $.) #*+(12 与 (12
经过冻融 $ 次的酵母进行包埋，获得固定化细胞。

再将固定化细胞冷冻 (& 后，切成小块，加入 $134
!5# 反应液，在 01P水浴恒温振荡器上反应，反应一

段时间后取出反应后的溶液，再添入新的反应液，如

此反复操作固定化细胞可使用 % 次。将固定化细胞

反应液加入三氯乙酸调 ?R(/. 终止反应，离心后，上

清液通过 !$% 柱进行 R#4! 检测，所得的液相色谱

可见 !"#、!S# 和 !5# 依次被洗脱下来，其保留时

.(0杨红艺等：聚乙烯醇固定化酵母细胞制备 !5# 研究



间分别是 !"#!、$"%$ 和 &"%%，其它为杂质洗脱峰。

这为规模分离置备提供了依据。

图 ’ 固定化细胞催化活力稳定性

()*+’ ,-. /010231)/ 0/1)4)13 5106)2)13 78 )9976)2):.; /.225

! 讨论

本实验所采用的固定化细胞必须经过透性处理

后，胞内的酶系统才能有效地发挥作用，因此固定化

细胞的实质就是固定化细胞内的酶系统。本实验采

用了冷冻法增加细胞的透性 +采用其它透性处理方

法，如表面活性剂或超声波方法等是否会取得更好

的结果将有待于进一步的试验。

为了 减 少 固 定 化 细 胞 内 的 酶 泄 漏，曾 采 用

<"$=的戊二醛交联，这样得到的固定化细胞进行发

酵，转化率大幅降低，其原因可能是戊二醛的浓度和

交联时间不合适，包埋得过紧，阻碍了反应液与酶的

充分接触。

实验中发现，若在只能使用 & 次的固定化细胞

反应液中添加适量 >,? 或游离细胞，则固定化细胞

还可以增加使用次数，说明固定化细胞的酶活力已

经不足，如果在固定化时再增加湿酵母重量，则会使

固定化操作难以进行，所以要使酶活力能经久维持，

是否可以采用干酵母增加重量磨碎后进行包埋使

用。
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本书内容翔实全面，主要包括：细胞培养、细胞的制备与分离、亚细胞组分分离和细胞器分离、抗

体、显微镜技术、细胞蛋白质的特性、电泳与免疫印迹、蛋白标记和免疫沉淀、蛋白质的磷酸化作用、蛋

白质转运，以及细胞增殖、衰老和死亡、体外重建、细胞黏附和细胞外基质、细胞的能动性、细胞器运动。

全书还附有各种实用信息和数据，包括试剂与溶液的配制、细胞生物学研究中常用的药物概要和各种

常用技术的介绍等。
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