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摘　要　制备了海藻酸钠／纤维素硫酸钠ＣａＣｌ２／聚亚基二胍氯化氢微胶囊 （ＳＡ／ＮａＣＳＣａＣｌ２／ＰＭＣＧ微胶囊），并

以该微胶囊固定化培养枯草杆菌ＨＬ１用于发酵制备纳豆激酶，考察了ＰＭＣＧ对枯草杆菌生长的影响，比较了

微囊化培养与游离培养过程中的菌体生长、耗糖速率以及纳豆激酶产物分泌能力．最后经过连续６批培养，酶

活可达到２４６５ＩＵ·ｍｌ－１，是游离培养过程的３倍．
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引　言

将酶、蛋白质、微生物及动植物细胞包埋，使

生物大分子或细胞截留在微囊中的微胶囊固定化技

术在许多领域内具有极好的应用前景．ＳＡ／ＮａＣＳ

ＣａＣｌ２／ＰＭＣＧ微胶囊是 ＨｕｎｋｅｌｅｒＤａｖｉｄ
［１］等在２０

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００３－０５－２６．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺犲狉：Ｐｒｏｆ．ＭＥＩＬｅｈｅ．犈－ 犿犪犻犾：ｍｅｉｌｈ

＠ｃｈｅ．ｚｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．２０１７６０５０）．
　

世纪９０年代开发成功的一种新型中空微胶囊，是

一种多组分生物微胶囊体系，其中聚阴离子是２种



高聚物，由此而增加的可调参数增大了微胶囊制备

的自由度，为制备出性能更好的微胶囊提供了空

间．已有的实验结果
［２，３］表明，该体系具有良好的

机械强度和球形度、较大的截留相对分子质量和较

好的生物相容性，并用于动物细胞的培养．

纳豆激酶 （Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ，ＮＫ）自１９８７年由须

见洋行［４］发现以来，因其溶解血栓特异性好、半衰

期长、可口服、易获得等优点，已引起很多研究者

的关注［５，６］．很多学者对其液体发酵进行了研究，

迄今为止，尚未见固定化培养的文献报道．本文采

用ＳＡ／ＮａＣＳＣａＣｌ２／ＰＭＣＧ胶囊体系固定化培养纳

豆枯草杆菌，探索培养效果，同时考虑到纳豆激酶

的相对分子质量远大于该微胶囊的截留相对分子质

量，期望在固定化培养过程中使纳豆激酶截留在微

胶囊内，并得到一定的富集，以减轻后续分离过程

的压力．

１　材料与方法

１１　实验材料

菌种：由本实验室从日本传统食品纳豆中筛选

得到，命名为犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＨＬ１．纤维素硫酸

钠 （ＮａＣＳ）由本实验室制备，聚亚基二胍氯化氢

（ＰＭＣＧ）为美国的 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｏｌｙｍｅｒＰｒｏｄｕｃｔｓ

Ｃｏ．产品，纤维蛋白原 （ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ）购自Ｓｉｇｍａ

公司，凝血酶 （ｔｈｒｏｍｂｉｎ）、尿激酶分别由杭康生

物药业公司、苏州新宝制药厂生产．海藻酸钠

（ＳＡ）等其他试剂均为市售分析纯．

１２　培养基

种子培养基：ＬＢ培养基，其组成为１％蛋白

胨、０．５％酵母抽提物、１％ＮａＣｌ，ｐＨ值７．０．

发酵培养基：优化的发酵培养基，其组成为

２％ 胰蛋白胨、１％ 酵母膏、２％ 木糖、０．６％

Ｎａ２ＨＰＯ４、０．１５％ ＮａＨ２ＰＯ４、０．０２％ ＣａＣｌ２、

０．０５％ ＭｇＳＯ４、０．９％ＮａＣｌ，ｐＨ值７．０．

１３　实验方法

１．３．１　微胶囊的制备过程　图１为微胶囊形成过

程示意图．

制备过程中，先将ＳＡ和ＮａＣＳ的混合液滴入

ＣａＣｌ２溶液，反应３０ｍｉｎ，形成实心微胶囊，然

后，将实心微胶囊转入ＰＭＣＧ溶液中，经ＰＭＣＧ

与ＳＡ和ＮａＣＳ的快速界面反应，在实心微胶囊周

围形成一层很薄的膜，约１０ｍｉｎ后，ＰＭＣＧ与ＳＡ

和ＮａＣＳ在膜的附近全部反应，形成外面覆盖有一

Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ＳＡ／ＮａＣＳＣａＣｌ２／ＰＭＣＧｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ
　

层膜的空心微胶囊．

１．３．２　纳豆枯草杆菌的游离培养　将保藏菌种接

到种子斜面培养基活化，在３０℃下培养２２ｈ制得

一级种子，然后接种于三角瓶，放入摇床，３０℃

和１５０ｒ·ｍｉｎ－１下培养１４ｈ，作为游离和固定化培

养的种子．游离培养时将上述种子接入液体培养

基，在３０℃和１５０ｒ·ｍｉｎ－１下进行振荡培养，定

时取样测定酶活．

１．３．３　纳豆枯草杆菌的微囊化培养　配制５．０％

ＮａＣＳ、２．５％ＳＡ、２％ＣａＣｌ２和柠檬酸三钠溶液，

灭菌，ＰＭＣＧ溶液只要用灭菌后的生理盐水配成

１％即可．在无菌操作条件下，将等体积的ＮａＣＳ

和ＳＡ溶液混合均匀，将一定量的种子液与混合均

匀的 ＮａＣＳ和ＳＡ 溶液相混，并将含菌液滴入

ＣａＣｌ２溶液中，制成实心的微胶囊，然后将实心的

微胶囊放入ＰＭＣＧ溶液，使之与ＰＭＣＧ反应后形

成一层膜，最后用柠檬酸三钠溶液抽走微胶囊中间

的ＣａＣｌ２，这样就制得了具有较大强度的微中空胶

囊，即微囊化纳豆枯草杆菌．

１．３．４　微囊化纳豆枯草杆菌的多次连续培养　将

３０ｍｌ微囊化纳豆枯草杆菌接种到５０ｍｌ的发酵培

养基中，在３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１下振荡培养，并

定时取样测定酶活．前２批培养在菌体达到最高浓

度时开始更换新鲜培养基，后面批次则当发酵液中

糖浓度接近零时再更换新鲜培养基，取一定数量的

微胶囊测定胶囊中的菌量和酶活．重复此过程，连

续培养了７批．

１４　分析方法

木糖浓度：采用ＤＮＳ法分析．菌量：采用吸

光度法，测定６６０ｎｍ下的ＯＤ值．酶活：采用琼

脂糖纤维蛋白平板法
［７］．

２　结果和讨论

２１　犘犕犆犌对纳豆枯草杆菌生长的影响

ＳＡ、ＮａＣＳ具有良好的生物相容性
［８～１０］，而

ＣａＣｌ２是一种无机盐，对微生物也几乎没有毒害作

·０２３１· 化　　　工　　　学　　　报　 　２００４年８月　



用．所以本文仅对ＰＭＣＧ的生物相容性进行了考

察．按０、０．５％、１％的浓度将ＰＭＣＧ直接溶解

于培养基中，灭菌后，接入菌种，放在摇床上 （３０

℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１）进行培养，定时取１ｍｌ培养

液，在６６０ｎｍ处测定ＯＤ值，得到不同浓度ＰＭ

ＣＧ下纳豆枯草杆菌的生长曲线 （图２）和糖浓度

的变化曲线 （图３）．从图中可以看出在培养液中

加入ＰＭＣＧ后，纳豆枯草杆菌基本上没有生长，

这说明ＰＭＣＧ对纳豆枯草杆菌的生长具有很强的

毒害作用，在实验范围内微生物的生长受到严重抑

制，该抑制作用几乎与浓度无关．

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＭＣＧ

ｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＨＬ１

■ｎｏＰＭＣＧ；▲０．５％ＰＭＣＧ；!１％ＰＭＣＧ

　

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｘｙｌｏｓｅｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＭＣＧ

■ｎｏＰＭＣＧ；▲０．５％ＰＭＣＧ；!１％ＰＭＣＧ

　

由于ＳＡ／ＮａＣＳＣａＣｌ２／ＰＭＣＧ微胶囊制备过程

中，ＰＭＣＧ与ＳＡ和ＮａＣＳ在膜的附近全部反应，

又由于小分子物质Ｃａ２＋的竞争作用，聚阳离子

ＰＭＣＧ很难进入微胶囊的内部．同时，虽然形成

的膜很薄，但比较紧密，相对分子质量较大的

ＰＭＣＧ不能透过，因此，在微胶囊内空间就不可

能有ＰＭＣＧ的存在，而可能会有微量的未反应的

ＳＡ和ＮａＣＳ．这些ＳＡ和ＮａＣＳ不会对微生物菌体

的生长产生影响．黏附在微胶囊外壁的ＰＭＣＧ则

可通过反复认真的清洗而除掉，也不会对微胶囊内

的纳豆枯草杆菌产生不良影响．

２２　犛犃／犖犪犆犛犆犪犆犾２／犘犕犆犌微胶囊对纳豆枯草杆

菌生长的影响

　　图４～图６分别为纳豆枯草杆菌游离和微囊化

培养过程中细胞生长曲线、木糖的耗糖曲线和纳豆

激酶分泌情况的比较．由这些结果可以看出，微囊

化培养过程与游离培养过程的细胞生长曲线、木糖

耗糖曲线和纳豆激酶分泌曲线十分相似，表明

ＳＡ／ＮａＣＳＣａＣｌ２／ＰＭＣＧ生物微胶囊固定化过程对

枯草杆菌的生长和纳豆激酶的分泌基本没有影响，

具有良好的生物相容性．但相比之下，游离培养比

微囊化培养的产酶能力要稍高一些，这说明就单批

次微胶囊培养而言，由于传质等因素的限制，微囊

化在某种程度上影响其产酶能力，并没有显示出比

游离培养更利于产酶或使酶在囊内累积的优势．但

与游离培养相比较，微囊化培养的最大优势在于可

以进行多批的连续培养，因此，有必要对微囊化枯

草杆菌的连续化培养进行系统研究．

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｒｏｗｔｈｏｆ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊

ＨＬ１ｂｅｔｗｅｅｎｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｕｌｔｕｒｅ

!ｆｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅ；■ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｕｌｔｕｒｅ
　

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｆｘｙｌｏｓｅ

ｂｙ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ＨＬ１ｂｅｔｗｅｅｎ

ｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｕｌｔｕｒｅ

!ｆｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅ；■ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｕｌｔｕｒｅ
　

２３　微囊化枯草杆菌的连续培养

图７～图９为微囊化枯草杆菌连续３批多次培

养的结果，其中图７为１～３批连续培养时菌体的
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Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒ

ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ

!ｆｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅ；■ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｃｕｌｔｕｒｅ
　

生长曲线，图８为１～３批连续培养时培养基中木

糖的耗糖曲线，图９为１～３批连续培养时菌体的

产酶曲线．由图７可知每次更换培养基之后，菌体

都有明显的增长，经过３批培养之后，细胞浓度比

第１批要高１～２倍，同时也大大高于游离培养过

程中的细胞浓度．同样从图８中可以看出，在第１

批培养过程中，完全糖耗时间需要１００多个小时，

而到第３批时，完全糖耗时间只需５０ｈ左右，大

大加快了发酵速度．而从产物纳豆激酶来看，多次

连续培养的优势就更加明显，图９的结果显示，第

３批培养过程中最高酶活比第１批的最高酶活提高

了将近１倍．

Ｆｉｇ．７　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｆｉｒｓｔ，ｓｅｃｏｎｄａｎｄ

ｔｈｉｒｄｂａｔｃｈｅｓｏｆｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓ

!ｆｉｒｓｔｂａｔｃｈ；■ｓｅｃｏｎｄｂａｔｃｈ；▲ｔｈｉｒｄｂａｔｃｈ
　

Ｆｉｇ．８　Ｘｙｌｏｓｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅｓｏｆｆｉｒｓｔ，ｓｅｃｏｎｄａｎｄｔｈｉｒｄｂａｔｃｈｅｓ

ｏｆｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓ

!ｆｉｒｓｔｂａｔｃｈ；■ｓｅｃｏｎｄｂａｔｃｈ；▲ｔｈｉｒｄｂａｔｃｈ

Ｆｉｇ．９　Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｃｕｒｖｅｓｏｆｆｉｒｓｔ，

ｓｅｃｏｎｄａｎｄｔｈｉｒｄｂａｔｃｈｅｓｏｆ

ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓ

!ｆｉｒｓｔｂａｔｃｈ；■ｓｅｃｏｎｄｂａｔｃｈ；▲ｔｈｉｒｄｂａｔｃｈ
　

在上述研究的基础上，本文进行了连续６批的

微囊化枯草杆菌培养研究，结果如图１０、图１１

所示．

Ｆｉｇ．１０　Ｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ

ｃｅｌｌｓｉｎｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅ
　

Ｆｉｇ．１１　Ｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ

ｃｅｌｌｓｉｎｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅ
　

从图１０可以看出，在前几批的培养过程中菌

体浓度逐渐上升，到第３批后增长就比较缓慢．同

样从图１１可以看出，在前几批培养过程中，酶活

增加非常迅速，但第４批之后，酶活的增长逐渐缓

慢，研究过程中发现在第４批培养过程中出现最高

酶活，此时酶活可高达２４６５ＩＵ·ｍｌ－１，约为普通

游离培养的３倍，充分显示出比游离培养更利于产

酶或使酶在囊内累积的优势．
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３　结　论

研究结果表明，ＳＡ／ＮａＣＳＣａＣｌ２／ＰＭＣＧ微胶

囊体系对纳豆枯草杆菌具有良好的生物相容性，可

用于对枯草杆菌进行微胶囊固定化培养．作为一种

微型反应器，该微胶囊体系具有较高的生产能力，

经过多次发酵培养后，可以达到比普通游离培养高

几倍的产物和细胞浓度，在研究的６批连续固定化

培养过程中，最高酶活可达到２４６５ＩＵ·ｍｌ－１，约

为普通游离培养的３倍，充分显示出比游离培养更

利于产酶或使酶在囊内累积的优势．利用该体系可

以使发酵过程中菌体分泌出来的纳豆激酶在微胶囊

内获得累积，极有利于后续的分离过程的进行．
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４１４

信息与交流 　２００５年我国将成为世界犘犡主要缺口国

２０世纪９０年代以来，随着中国聚酯行业迅速发展，ＰＸ生产能力和产量不断增加，但因缺口较大，

每年都需大量进口．２００３年表观消费量突破２００万吨达到２５０．０４万吨，创历史最高水平，比２０００年增

长７２．１％，“十五”前３年年均增长率高达１９．８％．目前，中国ＰＸ大部分用于制造ＰＴＡ，其消耗量约占

ＰＸ总消费量的８５％．２００２～２００３年中国新增ＰＴＡ产能近１８０万吨，而ＰＸ新增产能仅４５万吨．至２００３

年底，中国ＰＴＡ产能达到４１２万吨，对ＰＸ的需求量为２７４万吨，而国内ＰＸ全部产能仅２３６万吨．据海

关统计，２００２年中国进口ＰＸ２７．４８万吨，约占国内消费量的１６％；２００３年进口量达到１０１．８６万吨，进

口／表观消费量比例增大到４０．７４％．

预测近期ＰＴＡ生产对ＰＸ的需求量可能以每年１８％以上的速度增长，２００４年约需要ＰＸ２４０万吨，

其他方面约需ＰＸ６０万吨，总需求量约３００万吨，尽管产量可能超过１８０万吨，但仍不能满足需求．

到２００６年，中国ＰＸ产能将增加１２０．５万吨，达到３５０万吨以上．但按ＰＴＡ产能增长的保守估计，

届时国内ＰＸ供应缺口将达１６０万吨，到２０１０年净进口量将超过２５０万吨．２００５年后，中国将成为世界

ＰＸ主要缺口国．

（摘自：中国化工信息网）
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