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摘 要 采用中空纤维膜反应器，利用假单胞菌 ! & "#$%&’#( ’()*!转化 )*天冬氨酸生成)*
丙氨酸，最适 *+"&# ，最适温度 $#,，-’./和 .0112)3#对细胞产酶有促进作用，游离细胞半
衰期为 4$ 5。采用对流扩散式中空纤维膜反应器转化 )* 天冬氨酸生成 )* 丙氨酸，转化率超
过 4#6。
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)*丙氨酸又名 ) )!)氨基丙酸，常温常压下
为白色粉末结晶，有特殊甜味，甜度约为蔗糖的

8#6，其甜味生成机制符合 951::12;1<=1< 学
说［! > $］。易溶于水，微溶于乙醇。其天然品存

在于羊毛绢丝中。)* 丙氨酸是组成蛋白质的氨
基酸之一，为非必需氨基酸，但却是血液中含量

最高的氨基酸，有着重要的生理作用。它可为转

氨基酶提供氨基供体，在临床上常用于输液等。

在食品工业中，)* 丙氨酸具有较好的甜味
和鲜味，可以强化调料的调味效果，改善人工调

味剂的味觉，提高腌制效果，还可以与糖加热生

成特殊香味物质［%］。在一些发达国家，凡是中高

档的饮料、发酵食品、调味品中都加入一定量的

)*丙氨酸来提高其质量和风味。而且人们发
现，以 )*丙氨酸甲酯取代)*苯丙氨酸合成的甜
味剂，其成本和稳定性都优于 /?*@<A@B［C］。
丙氨酸的生产有化学合成法、丝蛋白水解

提取法［"］、发酵生产法和利用 )*天冬氨酸!*脱
羧酶的酶法。本文选用中空纤维膜反应器利用

假单胞菌 ! & "#$%&’#( ’()*!所产的 )*天冬氨
酸!* 脱羧酶转化 )* 天冬氨酸生产 )* 丙氨酸。
中空纤维膜以其良好的工程性能而被广泛

采用［8 > 4］。本文采用中空纤维膜反应器转化

)*天冬氨酸生成)* 丙氨酸，由于膜可以截留细
胞，既省去了固定化操作，又保留了固定化细胞

的各项优点［!#］。

! 材料和方法

! "! 菌 种
!+(%",-,&#+ "#$%&’#( ’()*!：自行筛选。

! "# 培养基
斜面培养基：蛋白胨 # &7C6；牛肉膏

# &7C6；酵母膏 # &7C6；D@E: # &C6；琼 脂
7 &76。氨水调 *+值 8 &#。
种子液培养基：蛋白胨 # &7C6；牛肉膏

# &7C6；酵母膏 # &7C6；D@E: # &C6。氨水调
*+值 8 &#。
发酵培养基：谷氨酸 !6；反丁烯二酸

# &C6；玉米浆 !6；F+7GH% # &#C6；I=9H%·

8+7H # &#!6。氨水调 *+值 8 &7。

! "$ 主要试剂和仪器
主要试剂：7，%)二硝基氟苯，金山化工厂；

吐温)3#，大连旅顺化工厂；丙酮酸钠，华美生物
工程公司；乙二胺四乙酸二钠，北京化工厂。

主要仪器：聚砜类中空纤维膜反应器［膜外

径 ! BB；内径 # &" BB；孔隙率 "#6 > 8#6；截
留分子质量（C > 8）J !#% K；反应器体积 " &%"
BL］，大连化物所制；+GLE"$3)C#，+M./E+M 公
司；色谱柱，E)!3 柱；记录仪，+M./E+M)#C"；超
级恒温水浴，上海实验仪器厂；恒温水浴振荡

器，上海医疗器械厂；LNO)"离心机，上海医用
分析仪器厂；L’P%)#3自动平衡微型离心机，北

 



京医用离心机厂，!"#$% 精密蠕动泵，&’#$()$
*型电子微量泵，浙江新昌国康仪器厂。
! "# ! " "#$%&’#( $%菌体的培养

! + "#$%&’#( %, 斜面活化采用 -./静止
培养 01 2，然后接种到种子培养基中，恒温摇瓶
机上 -./培养 ) 2，再接种到发酵培养基中，采
用 -./摇瓶培养 00 3 01 2。
! "& 菌体收集
发酵液经 4 ... 5 6 789 离心 :. 789 收集菌

体，生理盐水洗涤 0次。
! "’ 菌体浓度的测定［!!］

采用比色法。将发酵液稀释适当倍数于

;4. 97波长下测 )* 值。
! "( 分析方法
采用柱前衍生化法测定氨基酸含量。衍生

化依据：在弱碱溶液中，氨基酸的氨基与 0，1$
二硝基氟苯作用生成 0，1$二硝基苯氨酸（%<=$
>?），该衍生物在 -;. 97处有最大光吸收。
! ") 衍生方法
反应液 : 7’（: 7@A 6 ’ 氨基酸）!稀释 0..

倍!取 : 7’!加 : 7’ . +4 7@A 6 ’ BC D +. <?C$
*E-缓冲液，: 7’ :F0，1$二硝基氟苯（甲醇溶
液）! ;./避光反应 : 2!加 ( 7’ BC ( +.
G0C=E1$<?EC缓冲液即可。

! "* 测定方法
高效液相色谱条件：流动相，+（无水甲醇）

H +（. +.;7@A 6 ’醋酸缓冲液（BC ; +14））I : H :；
流速，:7’ 6 789；纸速，477 6 789；柱温，室温；压
力，4.. JK 6 L70；检测波长，-;. 97。
! "!+ 酶催化反应速度测定
配制一定浓度底物，加入一定量菌体反应

一定时间，取出灭活（)./以上 4 789）。冷却、
离心、取上清液，稀释 0.. 倍。: 7’ 样品溶液
加入 . +4 7@A 6 ’ BC D +. <?C*E- 缓冲液 : 7’，
:F 0，1$二硝基氟苯（甲醇溶液）:7’，衍生。分
析结果由标准曲线查出 ,-丙氨酸的量，作出 ,-
丙氨酸$时间关系图，曲线的切线斜率即为酶催
化反应速度。

0 结果与讨论

, "! 中空纤维膜反应器反应系统的设计
反应器结构设计如图 :。将中空纤维膜封

入玻璃器内，膜将反应器分割成内外两腔。

图 : 中空纤维膜反应器的结构
> M菌悬液；# M底物天冬氨酸

中空纤维膜反应器反应系统如图 0。以对
流循环模式操作，采用浓集态对流扩散控制。

将转化好的菌悬液泵入膜反应器的外腔（. +4-
’ 6 2），4. 7’ . +4 7@A 6 ’$天冬氨酸（. +4 77@A 6 ’
辅酶）泵入内腔（. +1) ’ 6 2）。细胞借助膜的截
留固定化在膜表面。底物与膜表面的细胞接触

反应后透过膜回到底物容器，反复循环，直到

,-天冬氨酸完全转化成 ,-丙氨酸。

图 0 对流扩散式中空纤维膜反应系统
: M中空纤维膜反应器；0 M底物容器；

- M菌悬液；1 M电子蠕动泵；4 M精密蠕动泵；

; M恒温水浴槽；( M加热器

, ", -. 对 ! " "#$%&’#( $%/-! 细胞酶活力
的影响

测定 BC对细胞酶活力结果见图 -。图中
看出，BC值越低，酶活力越高。但在实际操作
中，如果不依靠无机酸（盐酸）调 BC 值，在可溶
前提下，配出的天冬氨酸溶液的 BC 很难达到
4 +4。从实验控制可行性确定 BC; +. 为最适
BC。
, "0 温度对 ! " "#$%&’#( $%/-! 细胞酶活力
的影响

测定温度对细胞酶活力影响结果见图 1。
从图 1中看出，-./为最适温度。 



图 ! "#值对细胞酶活力的影响
$ %& ’() * +,-."，$ %/’’() * + 0+0，!$1

图 2 温度对细胞酶活力的影响
$ %& ’() * +,-."，$ %/ ’’() * + 0+0，"#3 %$

! "# 磷酸吡哆醛（$%$）浓度对 ! " "#$%&’#(
&’()*细胞酶活力的影响
磷酸吡哆醛作为 !"天冬氨酸"!"脱羧酶的

辅酶直接参与催化反应。其作用机理是磷酸吡

哆醛与 !"天冬氨酸结合形成一种西佛碱，使 !"
天冬氨酸易于脱羧。但由于其价格昂贵，因此

本实验研究了磷酸吡哆醛添加浓度对酶活力的

影响，旨在少用或不用辅酶进行生产。测定磷

酸吡哆醛对细胞酶活力影响结果见图 &。图 &
中看出，辅酶量从 $ %/ ’’() * + 增至 $ %& ’’() *
+，酶活力明显增大，增至 / ’’() * +，酶活变化
不大。确定 $ %&’’() * +为最适辅酶量。
! "+ 乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠（ ,&-.）对
! " "#$%&’#( &’()*细胞酶活力的影响

456-能够使革兰氏阴性菌细胞外膜上的
脂多糖释放出来，从而增加了细胞通透性，胞内

酶容易释放出来，加快了反应速度。测定 45,
6-对细胞酶活力影响结果见图 3。
! "/ 吐温(01（-2334(01）对 ! " "#$%&’#( &’(
)* 细胞酶活力的影响
由于 67889,:$是非离子型界面活性剂，反

应中加入少量 67889,:$，改变菌体壁和膜的通
透性，提高了底物和产物在细胞内外的传递速

度，可使低水溶性底物易于被细胞或酶所作用。

测定 67889,:$对细胞酶活力影响结果见图 ;。

图 & 辅酶对细胞酶活力的影响
$ %& ’() * +,-."，"#3 %$，!$1

图 3 456-对细胞酶活的影响
$ %& ’() * +,-."，$ %/ ’’() * + 0+0，"#3 %$，!$1

图 ; 吐温,:$对自由酶活的影响
$ %& ’() * +,-."，$ %<& ’’() * + 0+0，"# 3 %$，!$1

! "5 ! " "#$%&’#( &’()*细胞的半衰期
测定 # % $%&’()%* 5=,"/ 细胞的半衰期，

结果见图 :。图 : 中显示 # % $%&’()%* 5=,"/
细胞的半衰期为 >! ?。
! "0 中空纤维膜反应器酶催化 )*天冬氨酸生
成 )*丙氨酸
采用反冲式操作，由于细胞自溶易堵膜孔， 



图 ! ! " "#$%&’#( #$%&’细胞半衰期
( ") *+, - .%/0&，( ") **+, - . 1.1，&23 "(，4(5

图 6 对流式中空纤维膜反应器浓度变化曲线
!7 89,,0 - )( *.底物，( ") *+, - . /0&，

( ")**+, - . 1.1，&23 "(，4(5

使膜透量迅速下降，不适于游离细胞。所

以采用对流循环式，为浓集态、对流扩散控

制。转化反应曲线见图 6。( ") *+, - . /0&（( ")
**+, - . 1.1）)(*.经 ):基本转化为 ) %/,;，转
化率 < 6(=。

4 结 语
! " "#$%&’#( #$%&’细胞酶转化 )*天冬氨

酸生成 )*丙氨酸最适 &23 "(，最适温度 4(5，
辅酶浓度 ( ") **+, - .，>#?/ 和 ?@99A%!( 对细
胞产酶有促进作用，游离细胞半衰期为 64 :。
采用对流扩散式中空纤维膜反应器转化 )*天
冬氨酸生成 )*丙氨酸，转化率超过 6(=。
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