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摘 要：研究了复合载体固定酵母的条件，通过正交实验确定了 56卡拉胶，魔芋多糖和去离子水
用量 ) 用扫描电子显微镜观察了固定化酵母冷冻前后的形态变化，固定化酵母多次使用后，其生物
合成胞二磷酸胆碱（7897）的活性仍较高 )
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胞二磷酸胆碱（7897）是一种重要的核酸药
物，能调节脑血管运动张力，改善大脑代谢功能 )
7897作用的靶器官是肝脏和脑组织，临床用以治
疗颅脑外伤及颅脑术后昏迷、帕金森氏综合症、迟

发性运动障碍、神经性耳聋和耳鸣、脑血管疾病以

及小脑与脊髓共济失调 ) 7897 合成从 !$ 世纪 %$
年代以来有着曲折的发展过程，早在 ".%4 年 RS6
@C?C 9 5C??CW- 就报道了化学合成 7897［"］；".2"
年 5G-’NG 5G\S@,^,、+’M’?’[S EQBG?’ 和 :,\CABG

5,^,ABGN,利用 &G(ANCGCH6J,,Q\ UC,QMG’? 化学合
成 7897［!］并且分离出 7897) 化学合成 7897 有
其缺点，难与缩合剂分离，产品不适合药用 ) RS@C?C
9 5C??CW- 和 _’SGAC XC?QG( P’H\C?B,@C? 等人［#］利
用大白鼠及豚鼠肝磷酸胆碱胞苷酸转换酶（R7) ! )
2 )2 ) "%）使 7:9 和磷酸胆碱作用生成胞二磷酸胆
碱；".22 年 E,? U 9’ZM’? 和 8,VGW ‘ _C,\ 抽提
!"#$%"&’&’’() %*$(+&*,-$ 细胞液，用 7:9和磷酸胆
碱生物合成 7897［3］；酶和细胞抽提液合成 7897
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需要底物 !"#，合成 !$#! 成本高 % &’(’ 年 )*+,-
.*/,0-粉碎海胆蛋（.12 *345,0 1//6）后，抽提液调
酸，通过两次离子交换柱分离得到 !$#! 和脱氧
!$#!［(］；由于海胆蛋资源有限，故此法不能成为
!$#!的工业生产方法 % &’78年 92++- :-/2+* ;26<
6,5,杂志报道了啤酒厂废酵母作为生物催化剂生物
合成 !$#!；&’7( 年 .5-=, .5,3->2、.5,3- ?2>202@1>
和 ;62- "2+1A2研究酵母生物合成 !$#!及其生物
合成 !$#!的影响因素以及分离过程［B］%游离酵母
生物合成 !$#! 反应液粘稠，吸附 !$#! 不宜分
离，只能一次使用，有很多的缺点 % &’7’ 年 )*>2+2
CA-、)*+,1 .*D*+,、"-65,- "2A-+-3- 等［7］用乙基纤
维素制微囊固定化酵母连续生物合成 !$#!；&’7E
F &’E& 年 C+,32 +,G*32>、)-65,0-3, "2>6*>-G,等研
究固定化酵母生物合成 !$#!，他们把酵母固定在
一个光联树脂上［E，’］% &’’H 年邱蔚然等其它研究人
员用 :<卡拉胶固定啤酒厂酵母，实现连续生物合成
!$#!［&8］%单一载体固定化酵母生物合成 !$#! 有
其局限性，胡永红、欧阳平凯等人用 :<卡拉胶混合
凝胶固定延胡索酸酶生产 I<苹果酸［&&］，;62- "2+2>2
等人用复合 :<卡拉胶固定 J*G23261酶［&H］%作者研
究复合载体固定啤酒厂酵母生物合成 !$#!，通过
正交试验研究了 :<卡拉胶和魔芋多糖固定化酵母
生物合成 !$#!的条件，并通过扫描电子显微镜观
察了固定化酵母的形态 %

! 材料与方法

! " ! 材料
磷酸胆碱，广东省肇庆市化工研究所提供；胞

苷酸，广东江门甘化厂提供；:<卡拉胶，众伟生化公
司提供；魔芋多糖，无锡生物制品厂产品 %
! " # 实验方法
! %# %! 固定酵母 称取一定量 :<卡拉胶和魔芋多
糖置于一烧杯，加入去离子水，将烧杯置于 K8 L水
浴锅中不断加热，形成胶体溶液 % 在 M( L 保温一
段时间，加入一定量酵母和胶体溶液混合，倒入另

一烧杯，加 8 % M G-N O I 的 :!N溶液，在 8 L 放置数
小时后再切块 %
! %# %# 扫描电子显微镜样品制备 将冷冻前和冷
冻后固定化酵母切成长、宽、高分别为 H GG 的小
块，放入表面皿，置于干燥器干燥 H A，在真空条件
下喷金，用电子显微镜扫描观察 %
! %# % $ 固定化酵母酶活测定 & 固定化酵母在

P H8 L冷冻 K 5 后，称取 &8 / 固定化酵母放入
(8 GI的三角瓶中，再加入 Q9 E % 8的磷酸钠缓冲液

&8 GI，加入 M88!G-N O GI 的葡萄糖、(8!G-N O GI
的磷酸胆碱、&8!G-N O GI 的胞苷酸、&8!G-N O GI
的 R/.SK·79HS，振荡三角瓶使溶液混合溶解，再
放入 M( L恒温振荡培养箱中，振动频率为 &88 3 O
G,0，反应 E 5后，采用琼脂糖电泳紫外分光光度法
测定反应液中 !$#!的含量［&M］%

# 结果与讨论

# " ! 固定酵母正交试验方案和结果
固定化酵母生物合成 !$#! 除受底物和反应

条件的影响外，更要受固定化酵母本身质量的影

响 %酵母、:<卡拉胶、魔芋多糖和去离子水的用量都
影响固定化酵母的质量 %生物合成 !$#!的酵母的
用量，直接影响反应底物和 !$#!在固定化酵母中
的传递 % :<卡拉胶和魔芋多糖形成三维网络结构，
酵母固定在三维网络中，:<卡拉胶和魔芋多糖的用
量影响网络结构的强度 %去离子水用量决定了固定
化酵母的半固体胶体性质，影响物质的传递速度 %
固定酵母的正交试验因素和水平见表 &，正交结果
见表 H %

表 ! 正交试验因素和水平
%&’"! %() *&+,)-. &/0 1)2)1. *3- ,() 45$6 3-,(373/&1 )89)-:;

<)/,

水平

因 素

（ !）:<卡拉
胶质量 O /

（"）魔芋多
糖质量 O /

（#）酵母
质量 O /
（$）去离子水
体积 O GI

& B 8 % ( ’8 ’8

H 7 & % 8 &88 &88

M E & % ( &&8 &&8

表 # =>?=生物合成能力的正交试验结果
%&’"# %() 2&1@). 3* ,() =>?= ’:3.A/,().:B:/7 &’:1:,A *-3<

,() 45$6 3-,(373/&1 )89)-:<)/,

试验号 ! " # $ !$#!浓度 O
（!G-N O GI）

& B 8 % ( ’8 ’8 M % (8E

H B & % 8 &88 &88 M % &&K

M B & % ( &&8 &&8 ( % 8M&

K 7 8 % ( &88 &&8 ( % E88

( 7 & % 8 &&8 ’8 M % KK8

B 7 & % ( ’8 &88 ( % ’H8
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续表 !

试验号 ! " # $ "#$"浓度 %
（!&’( % &)）

* + , - . //, /,, 0 - /.,

+ + / - , 1, //, . - 12+

1 + / - . /,, 1, 3 - 311

% / // &2.0 /! &3.+ /. &012 // &33*

% ! /. &/2, /! &.!! /0 &3/0 /! &/+3

% 0 /0 &2/* /. &3., // &2!1 /2 &*11

% / 0 &++3 3 &/.0 . &/0! 0 &+/2

% ! . &,.0 3 &/*3 3 &3*/ 3 &,2/

% 0 3 &.01 . &/., 0 &+*3 . &2,,

’ / - /21 , - 11* / - !.+ / - *+3

从表 !可知正交试验固定化酵母生物合成 "#4
$"量的大小，通过 ’ 值的大小可确定固定酵母因
素的重要性，依次为：去离子水、酵母、54卡拉胶、魔
芋多糖 -固定酵母的最佳条件：去离子水用量 //,
&)，54卡拉胶用量 * 6，魔芋多糖用量 / - . 6，酵母
用量 1, 6 -在此最佳条件下，固定化酵母在 7 !, 8
冷冻 3 9，测得其 "#$"生物合成量为 . - 1+*!&’( %
&) -
! " ! 扫描电子显微镜观察固定化酵母
冷冻固定化酵母的 "#$" 生物合成量高于未

冷冻固定化酵母的 "#$"生物合成量 - 固定化酵母
在低温下冷冻，酵母细胞中水分和酵母细胞周围水

分均形成微晶体，微晶体破坏细胞壁 -反应物和生
成物易于进入细胞和运出细胞，因此冷冻固定化酵

母的 "#$"生物合成量增加 -冷冻前和冷冻后固定
化酵母细胞壁结构发生了变化，采用扫描电子显微

镜观察、拍照，结果如图 /和图 !所示 -
从图 / 可知，0 ,,, 倍扫描电子显微镜照片和

. ,,,倍扫描电子显微镜照片均显示固定化酵母形
态完整 -从图 ! 可知，0 ,,,倍扫描电子显微镜照片
和. ,,,倍扫描电子显微镜照片均显示固定化酵母
冷冻后冰晶破坏细胞壁使胞液外流，酵母形态凹

陷 -从. ,,,倍扫描电子显微镜照片可见粗大的 54
卡拉胶和魔芋多糖的网络状结构 -
! " # 固定化酵母多次使用后 $%&$的生物合成量
游离酵母生物合成 "#$"，存在酵母胞液 "#4

$"合成酶和易与酶相分离的辅酶从酵母细胞流入
清液的情况，离心游离酵母不能二次使用 -而固定
化酵母胶体网络限制扩散，能够多次使用 -多次使
用后固定化酵母生物合成 "#$"的能力见表 0 -

0 ,,,倍扫描电子显微镜照片

. ,,,倍扫描电子显微镜照片

图 ’ 冷冻前固定化酵母扫描电子显微镜照片
()*" ’ +,- .)/01234 56 )7758)9):3; <3=404

0 ,,,倍扫描电子显微镜照片

. ,,,倍扫描电子显微镜照片

图 ! 冷冻后固定化酵母扫描电子显微镜照片
()*" ! +,- .)/01234 56 625:3> )7758)9):3; <3=404
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表 ! 多次使用后固定化酵母生物合成 "#$"的能力
%&’( ! %)* &’+,+-. /0 +11/’+,+2*3 .*&4-4 +5 ’+/4.5-)*4+2+56

"#$" &0-*7 84+56 4*9*7&, -+1*4

次数 !"#!浓度 $（!%&’ $ %(）

) * + ,--

. * + )/)

0 1 + //-

1 0 + /0)

* . + -,/

由表 0可知，经多次使用后，固定化酵母产 !"2
#!的合成量有一定降低 +原因是：小分子辅酶或者
激酶扩散到清液；酵母中酶的氧化活性中心失活；

酵母泄露到清液等 +固定化酵母使用 0次仍能保持
较高的 !"#!生物合成能力 +每次重新使用应该用
3!’溶液洗涤，避免微生物污染 +

! 结 语

酵母、32卡拉胶、魔芋多糖和去离子水的用量
都影响固定化酵母质量，影响固定化酵母生物合成

!"#!的能力 + 固定酵母的 0 因素 1 水平正交试验
结果表明，固定酵母的最佳条件是：去离子水用量

))4 %(，32卡拉胶用量 5 6，魔芋多糖用量 ) + * 6，酵
母用量 -4 6 + 最佳条件固定的酵母在 7 .4 8冷冻 1
9，测定其 !"#!生物合成量为 * + -,5!%&’ $ %( +以
扫描电子显微镜观察了冷冻前和冷冻后固定化酵

母的形态，结果表明冷冻前固定化酵母形态完整，

而冷冻后固定化酵母形态凹陷 +游离酵母生物合成
!"#!存在合成酶和辅酶从酵母细胞流入清液的情
况，离心游离酵母不能生物合成 !"#!+ 固定化酵
母重新使用时用 3!’溶液洗涤，避免微生物污染，0
次使用仍能保持较高的 !"#!生物合成能力 +

参考文献：

［ )］:;<:=: # 3 + >9? @ABC9&@D@ &E FACDGDB? GDH9&@9IC? F9&’DB?，FACDGDB? GDH9&@H9IC? ?C9IB&’I%DB? IBG J?’IC?G F&%H&KBG@［L］+ :
;+/, ")*5，)-*/，...：),* 7 )-) +

［ .］3MNOPM 3M3;<QRQ，PO>O=OS; M!TM=O，>Q3:UTM 3QRQUTMPQ+ UCKGD?@ &B C9? VD’@%?D?J29IIFW X?IFCD&B（"），
UABC9@D@ &E !ACDGDB? "DH9&@H9IC? !9&’DB?［L］+")*1 $)&71 ;8,,，)-5)，)-（).）：.1// 7 .15) +

［ 0］(O;MU: Y:=!M( SOX3:=TQ<:=，:;<:=: # 3:==:"N+ >9? ?BZA%ICDF @ABC9?@D@ FACDGDB? GDH9&@H9IC?F9&’DB?［L］+<67
;+/, ")*5，)-*5，..5：-*) 7 -/) +

［ 1］MQ= X #O[>O=，"Q\M" L (:Q3 + >9? SD&@ABC9?@D@ &E I F9&’DB? =KF’?&CDG? ]A I F?’’2EJ?? ?^CJIFC EJ&% UCJ?HC&F&FFK@ #B?K2
%&BDI?［L］+:/875&, /0 =*5*7&, >+?7/’+/6.，)-55，)44：.0 7 .- +

［ *］N;3MO U;<M=O+ UCKGD?@ &B G?&^ABKF’?&@DGDF F&%H&KBG@（#），"?&^AFACDGDB? F9&’DB? DB @?I KJF9DB ?66@［L］+;+/?)+1 ;+/@).4
<?-&，)-/4，14：1.* 7 101 +

［ /］UTOLM UTMXO>Q，UTMXO RQ>Q=QS:>，MUQO >Q3:"Q+ :E?FC@ &E HAJ&H9&@H9IC? &B E&J%ICD&B &E BKF’?&CDG? G?JDVICDV?@
［L］+<67 ;+/, ")*5，)-5*，0*（0）：)1/- 7 )151 +

［ 5］N;>Q3Q Q"O，N;3M: U;X;3M，>OUTMO >Q"O3OXO，!" #$ %X?6?B?JICD&B &E Q># ]A D%%&’D]DZ?G %DFJ&]DI’ F?’’@ IBG DC@
KCD’DZICD&B E&J C9? UABC9?@D@ &E Q># IBG !"#2F9&’DB?［L］+:/875&, /0 A/,+3B$)&4* ;+/?)*1+4-7.，)-5-，1（)）：10 7 ** +

［ ,］Q3MXQ 3MP;XQ，NOUTM=OXM >Q>U;>OPM，=QO3M PM_;UTMPQ，!" #$ % M%%&]D’DICD&B &E <’AF&’A@D@ UA@C?% &E N?I@C@
IBG HJ&GKFCD&B &E !ACDGDB? "DH9&@H9IC? !9&’DB?［L］+C87/@*&5 : <@@, 1+?7/’+/, ’+/-*?)5/,，)-5,，*：)0 7 )/ +

［ -］Q3MXQ 3MP;XQ，NOUTM=OXM >Q>U;>OPM + U&%? HJ&H?JCD?@ &E IB D%%&]D’DZ?G 6’AF&’A@D@ @A@C?% &E A?I@C@ DB E?J%?BCICDV?
H9&@H9&JA’ICD&B &E BKF’?&CDG?@［L］+C87/@*&5 : <@@, 1+?7/’+/, ’+/-*?)5/,，)-,)，))：5, 7 ,4 +

［)4］邱蔚然，徐茜，王永发，等 +应用固定化细胞连续生产胞二磷胆碱的研究［L］+中国生化药物杂志，)--.，/.（1）：05 7 0- +
［))］胡永红，欧阳平凯，杨文革 +卡拉胶混合凝胶固定延胡索酸酶生产 (2苹果酸［L］+生物工程学报，)--*，))（1）：0-/ 7 0-, +
［).］MUQO >Q3Q>Q，3:M3O 3QNQUTMPQ，>:>UU;NQ，!" #$ % M%HJ&V?%?BC &E UCI]D’DCA &E EK%IJI@? IFCDVDCA &E ]J?VD]IFC?JDI%

E’IVK% ]A D%%&]D’DZICD&B ‘DC9 W2FIJJI6??BIB IBG H&’A?C9A’?B?D%DB?［L］+: D*71*1 %*?)5/,，)-,.，/4（*）：10) 7 105 +
［)0］邱蔚然，王维育 +胞二磷胆碱的简易快速测定方法［L］+医药工业，)-,*，)/（.）：)/ 7 )5 +

（责任编辑：杨 萌，朱 明）

4,. 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 .)卷

万方数据


