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���对固定化增殖细胞性质的影响�

江 波， 史 锋， 王 璋
（无锡轻工大学食品学院，江苏无锡����
�）

摘 要：以海藻酸钙为载体包埋黑曲霉�����
孢子，培养后得到的固定化增殖细胞用于生产低

聚果糖�利用材料试验仪研究了聚乙烯亚胺（���）对固定化增殖细胞强度的影响，并研究了���对

固定化增殖细胞酶活及最适��值的影响�结果表明，经���处理后，尽管固定化增殖细胞酶活略

有降低，最适��值由���降至���，但凝胶强度有明显改善�起始机械强度由�����／粒增加到��

����／粒，而机械强度衰减率仅为未处理组的������
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固定化细胞技术作为一种新的有效的生物工

程技术，已用于低聚果糖的研究［���］�海藻酸钙是

一种较好的固定化材料，它具有无毒、形成凝胶的

方法简单、固定化条件温和、固定化细胞酶活与产

量高等优点，但同时它又有凝胶强度不强这个缺

点［���］�目前国际上对固定化颗粒强度的研究已取

得一定进展［���］，而国内还鲜见报道�虽然海藻酸

钙凝胶的机械强度一般能够达到固定化要求，但由
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于反应体系中磷酸盐或柠檬酸盐等对����有螯合

作用，二价离子如 ��
��、����等对����有置换作

用，因此海藻酸钙的机械强度很快降低�在工业化

生产中所用的柱子床体积较大，这时固定化材料的

强度就必须足够高�因此有必要提高海藻酸钙的凝

胶强度�聚乙烯亚胺（�	
��
��
��������，���）是一种

多功能性的脂肪族胺，具有强化海藻酸钙凝胶珠壁

强度的作用，已被用于强化凝胶强度［����］，而且聚

乙烯亚胺无毒，可用于食品工业�因此探讨用聚乙

烯亚胺来处理海藻酸钙包埋的固定化增殖细胞，以

改善其化学强度，并建立起一套合适的测量凝胶珠

强度的方法，即�
	��材料试验仪法�

� 材料与方法

��� 实验材料

����� 黑曲霉������ 由作者所在实验室从土

壤中选育得到�

����� 培养基 蔗糖����／�，蛋白胨���／�，酵

母膏��／�，七水硫酸镁��／�，磷酸氢二钾��／�，

氯化钙����／��

��� 实验方法

����� 固定化增殖细胞制备方法 见参考文献

［�］�

����� 聚乙烯亚胺对凝胶珠的处理方法 将培养

好的固定化增殖细胞珠（或海藻酸钙凝胶珠）加入

���倍凝胶珠体积的�����溶液中（含����	
／�

钙离子），室温下搅拌过夜，之后用蒸馏水洗�次�

然后将此固定化增殖细胞加入�倍凝胶珠体积的

��戊二醛溶液中，室温下搅拌�� ，立刻用蒸馏水

洗�次�

����� 固定化增殖细胞化学处理条件 将固定化

增殖细胞珠（或海藻酸钙凝胶珠）��粒浸泡于����

�������	
／�的柠檬酸!磷酸盐缓冲液（�"#��）

中，室温下放置一定时间后于材料试验仪上测其机

械强度，以反映其凝胶强度�

��� 分析方法

����� 固定化增殖细胞酶活力测定方法 见参考

文献［�］�

����� 糖含量分析方法 见参考文献［�］�

����� 固定化增殖细胞机械强度测定方法 采用

�
	��材料试验仪�所用探头直径为����，在其下

方一个直径约���$�的盖子内摆��粒固定化增殖

细胞珠，当探头以����／���的行进速度向下压迫

凝胶颗粒时，随着凝胶珠由表面被压下�����，探

头所感受到的凝胶表面压力不断增加，并通过显示

屏显示出来�机械强度即探头压迫单珠凝胶颗粒�

��处的压力，每个样均测两次�

� 结果与讨论

固定化增殖细胞（�%�）经聚乙烯亚胺处理后，

不仅凝胶强度发生了变化，其酶活也可能有所变

化，且由于聚乙烯亚胺是一种聚阳离子，因此经它

处理后，固定化增殖细胞的最适�"值也会发生移

动，对此分别进行了研究�

��� 聚乙烯亚胺对固定化增殖细胞凝胶强度的影

响

将固定化增殖细胞珠用或不用聚乙烯亚胺处

理，然后分别将其浸泡于�"���、�����	
／�的柠

檬酸!磷酸盐缓冲液中，放置一定时间后测其机械强

度，从其起始机械强度及机械强度随浸泡时间的衰

减率的不同，分析聚乙烯亚胺的作用�它们的起始

机械强度是不同的，见表��
表� 起始机械强度表

����� ���	��
���
�
	
�
������
��
�	����	�

材 料 起始机械强度／（&／粒）

�%�（经���处理） ����’

�%�（无���处理） ���#�

可见，经聚乙烯亚胺处理后，固定化增殖细胞

起始机械强度得到显著改善，提高了��#�倍�

接着对比了有无经过聚乙烯亚胺处理的固定

化增殖细胞珠的机械强度衰减率，如图�所示�由

于未经聚乙烯亚胺处理的固定化增殖细胞珠的凝

胶强度太低，无法记录探头压迫凝胶珠���处的

压力，故而改为记录探头压迫凝胶珠���处的压

力�

图� 固定化增殖细胞珠凝胶强度图

�
��� ��
�	����	���
����


�������	���

�

曲线�（经���处理）的线性回归方程为�(

����#�)��#��*��)+�，相关系数��(��’�+�；
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线性回归标准偏差�����为�������；式中：�———

凝胶机械强度（	／粒）；�———浸泡时间（
）�

曲线�的多项式回归方程为����
������

��
������������，相关系数���������

曲线�（未经���处理）的线性回归方程为��

�������������
�����，相关系数��������

�；线性回归标准偏差�����为������；

曲线�的多项式回归方程为���
�������

����
������������，相关系数����������

经���处理的���其机械强度衰减率为�����


����	／（粒·
），而未经���处理的���其机械

强度衰减率为������
����	／（粒·
）�即经聚乙

烯亚胺处理后，其机械强度衰减率仅为未处理组的

�����，���强度得到明显改善�

固定化增殖细胞经聚乙烯亚胺处理后，聚乙烯

亚胺依靠其氨基的正电荷与海藻酸钙的负电荷发

生静电相互作用，从而于海藻酸钙凝胶网络结构外

面包裹上一层碱性膜，既能防止细胞的逸出，又增

强了抗螯合能力，提高了其凝胶强度；除此之外，由

于体系中还存在有很多细胞，这些细胞中含有蛋白

质，使得聚乙烯亚胺能更有效地附着在固定化增殖

细胞珠表面，聚乙烯亚胺的氨基与酶的羧基之间形

成肽键，从而稳定了聚乙烯亚胺的碱性膜作用�另

一种观点是聚乙烯亚胺的氨基经戊二醛作用形成

了醛基侧链，从而与酶发生偶合作用�于是，聚乙烯

亚胺能够有效地在海藻酸钙表面形成碱性膜，从而

使其凝胶强度得到显著改善�

��� 聚乙烯亚胺对固定化增殖细胞酶活的影响

对于固定化增殖细胞，除了其凝胶强度外，酶

活也是它最重要的性质�聚乙烯亚胺虽说能够有效

地改善固定化增殖细胞珠的凝胶强度，但只有在酶

活没有多大损失的情况下才具有实际意义�因此研

究了经���处理后其酶活的变化，见表��
表�固定化增殖细胞酶活测定表

����� ��������	
���
���������

	����	���������	��������

指标
未经���

处理的���

经���

处理的���

葡萄糖质量分数／� ���� ����

蔗糖质量分数／� ����� �����

蔗果三糖质量分数／� ���� ����

蔗果四糖质量分数／� ���� ����

低聚果糖质量分数／� ���� ����

酶活／（�／粒） ���� ����

由表�可见，经聚乙烯亚胺处理后，固定化增

殖细胞的酶活虽有损失，但损失不大，降低了不到

���；而蔗果四糖的质量分数甚至更高，总低聚果

糖质量分数基本没有变化�因此总的来说，酶活基

本没有损失，而且在此低聚果糖质量分数下，经聚

乙烯亚胺处理的固定化增殖细胞珠中的葡萄糖质

量分数较低，这对最终低聚果糖的生产是很有利

的�

��� 聚乙烯亚胺对固定化增殖细胞最适��值的

影响

由于聚乙烯亚胺是一种多功能脂肪族胺，它带

有许多亚氨基，因此是一种聚阳离子，固定化增殖

细胞经它处理后，由于表面电荷发生了变化，其最

适��值也可能发生变化�经聚乙烯亚胺处理的固

定化增殖细胞与对照组的酶活与��的关系见图�

和图��

图� 经���处理的���酶活与��关系

����� ���������	���������������
���������
�����

�	� �
	��������������������	
���

图� 未经���处理的���酶活与��关系

����� ���������	���������������
���������
�����

�	� �
	��������	 �������������	
���

从图�和图�可以看出，未经聚乙烯亚胺处理

的固定化增殖细胞的最适��值为���，而经聚乙烯

亚胺处理的固定化增殖细胞珠的最适��值有两

个，分别为�����（最高峰）及�����（次高峰），��
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���时酶活约为最高峰的����可见经聚乙烯亚胺

处理后固定化增殖细胞的最适��值发生了酸移�

这是由于聚乙烯亚胺是一种多功能性脂肪族胺，带

有很多正电荷，当固定化增殖细胞珠外面包裹了这

样一层正电荷后，由于氢离子和氢氧根离子在固定

化酶的表面和体相溶液中不相等的分布，即氢氧根

离子聚集于固定化酶的表面，因此固定化增殖细胞

珠表面的��值就高于体相的��值，为了使酶表面

的��值达到其最适��值���，则体相的��值就

要低于���，因此其最适��值降低�

� 结 语

固定化增殖细胞经��	处理后，其酶活略有损

失，对低聚果糖的生产影响很小；其最适��值由

���降至
��，并出现次高峰（�����）；但它的凝胶

强度却得到明显改善，起始机械强度提高了近


倍，于柠檬酸�磷酸盐缓冲液中机械强度衰减率仅为

对照组的��
��，有益于用固定化方法进行较大规

模的连续化生产�
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