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摘 要 +5FDI[X\X88F 生物微胶囊囊膜较为致密，影响胶囊内外物质的交换，从而影响胶囊内细胞的生长。利用淀粉酶对

致孔剂淀粉的降解作用制备了一种大孔型的纤维素硫酸钠I聚二甲基二烯丙基氯化铵（+5FDI[X\X88F）生物微胶囊，实验表明

胶囊的孔径和通透性能都有了很大的提高。将酵母和大肠杆菌作为模型细胞包埋于胶囊中分别通过摇瓶和鼓泡塔半连续培

养，在鼓泡塔中胶囊内细胞的密度要高于摇床，表明氧气的传递是胶囊内好氧细胞生长的限制因素，大孔胶囊由于囊膜孔径

变大，氧气的传递更为快速，在鼓泡塔中大孔型胶囊内的最大细胞密度比常规胶囊要高出 !$] ^ ""$]。由于对氧气的需求

量的不同，大肠杆菌菌浓提高的程度要高于酵母。

关键词 大孔型胶囊，+5FDI[X\X88F，扩散，固定化
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纤 维 素 硫 酸 钠!聚 二 甲 基 二 烯 丙 基 氯 化 铵

（"#$%!&’(’))$）生物微胶囊是一种新型的细胞固

定化体系，由于其制备简单、物化性能稳定、机械强

度高、生物相容性好［*］等优点而受到广泛关注，目前

已应用于器官移植、高密度细胞培养和微生物发酵

连续化生产等方面［+ , -］。

由 "#$%!&’(’))$ 阴阳聚电解质在界面快速

形成的半透性胶囊膜为细胞提供了一个条件温和的

生长环境，胶囊内部是水环境，细胞通过胶囊膜与外

界进行物质交换，采用补料或更换外部培养基的方

法，可以达到细胞高密度培养的目的。普遍认为细

胞的高密度培养的限制因素主要是细胞代谢营养物

质的供应不足，代谢产物积累引起的产物抑制和氧

气供应的限制［.，/］，"#$%!&’(’))$ 生物微胶囊的囊

膜较为致密［0］，有可能会引起这一系列传质问题，因

此有必要对该体系胶囊膜进行改造。

本文利用淀粉酶对淀粉的快速酶催化降解作

用，通 过 改 造 膜 的 结 构 来 制 备 得 到 一 种 大 孔 型

"#$%!&’(’))$ 生物微胶囊，并以微生物培养中较

为常见的酵母和大肠杆菌为模型细胞包埋于胶囊

中，考察胶囊膜性能改善后对固定化细胞生长繁殖

代谢的影响。

! 材料与方法

!"! 材料和仪器

酵母 !"#$%$" &’()*% $1*、大肠杆菌 + 2 ,-.% +!*
由浙江大学生物工程研究所保存。纤维素硫酸钠

（"#$%）由浙江大学生物工程研究所合成［3］，取代度

为 456.；聚二甲基二烯丙基氯化铵（&’(’))$ (7
8 +44444 9 6-4444，+4: ）购自 );<=>?@ 公司；木薯淀

粉购自上海美峰食品有限公司；淀粉酶（.444ABC）购

自无锡酶制剂厂。分光光度计为 D;E=FGHI? 6644H=F，
由 )JI=G@#J K>FG?>IL?I 制造。

!"# 培养基成分

酵母培养基（CBM）：葡萄糖 +-4，玉米浆 3，尿素

3，1+N&OP 65-，HN 值自然；

大肠杆菌培养基（CBM）：葡萄糖 -，胰蛋白胨 *4，

酵母膏 -，"#$; -，HN 8 /54。

!"$ 实验方法

!"$"! 常规 "#$%!&’(’))$ 微胶囊制备方法：将

P:（QE）的 "#$% 通 过 注 射 器 滴 入 0:（QE）的

&’(’))$ 溶液中，搅拌 P4J>L 后用去离子水洗涤 6
次，保存于 453:（QE）的 "#$; 溶液中。

!"$"# 大孔型 "#$%!&’(’))$ 微胶囊的制备方法：

将冷水分散的木薯淀粉倒入沸水中制成 *5+:的糊

化淀粉悬浊液，用此溶液配制成 P54:（QE）的 "#$%
溶液，通过注射器将其滴入 0:（QE）的 &’(’))$ 溶

液中，搅拌 P4J>L 后用去离子水洗涤 6 次，将胶囊置

于 *:（QE）的淀粉酶液中 P4J>L（HN 8 /54，64R），再

次洗涤后保存于 453:（QE）的 "#$; 溶液中。

!"$"$ 胶囊扩散测定：采用氨基酰化酶!、溶菌酶、

SK*+、葡萄糖为模型底物，取一定量的空白胶囊加入

这些溶液中，定时测量溶液中溶质浓度的变化。

!"$"% 细胞游离培养：将 !"#$%$" &’()*% $1* 接种到

酵母 培 养 基 中，+-4JM 三 角 瓶 装 液 量 *4:，64R，

+44=BJ>L 培养 +P@。将 + 2 ,-.% T$* 接种到大肠杆菌

培养基中，+-4JM 摇瓶装液量 *4:，6/R，+44=BJ>L
培养 *0@。

!"$"& 细胞的固定化：取游离培养后的细胞种子液

*JM，+C "#$% 与 P3JM 糊化淀粉溶液或去离子水混

合均匀后，采用 *5+5* 和 *5+5+ 方法进行细胞微囊

化，制备得到固定化细胞的常规和大孔微胶囊。所

用试剂都经过灭菌处理，所有操作在无菌工作台进

行。

!"$"’ 固定化细胞的摇瓶培养：取固定化细胞胶囊

*4JM 加入 P4JM 培养基中，-44JM 摇瓶中 *-4=BJ>L
培养，包 埋 !"#$%$" &’()*% $1* 培 养 温 度 64R，

+ 2 ,-.% T$* 为 6/R。定时测定细胞浓度和葡萄糖

浓度，当葡萄糖基本被消耗后，更换新鲜培养基。

图 * 鼓泡塔装置示意图

U>C2* %?@IJ#E>? <>#C=#J FV E@I WAWW;I VI=JILE#E>FL

!"$"( 固定化细胞的鼓泡塔培养：实验中使用的鼓

泡塔装置如图 * 所示；反应器体积 *-4JM，装液量

*44JM，气速 -4JMBJ>L。把 +4JM 胶囊和 04JM 培养

基 加 入 鼓 泡 塔 中，同 时 在 鼓 泡 塔 中 滴 加 泡 敌

454-JM。包埋 !"#$%$" &’()*% $1* 培养温度 64R，

+ 2 ,-.% T$* 为 6/R。定时测定细胞浓度和葡萄糖

P6. !/%#*)* 0-(’#". -1 2%-3*,/#-.-45 生物工程学报 +44-，SF;5+*，"F5P



浓度，当葡萄糖基本被消耗后，更换新鲜培养基。

!"# 分析方法

酵母细胞计数：取 !" # $" 颗胶囊，挤破后吸取

!""!%，稀释一定倍数后利用血球计数板法计算胶囊

内液体的细胞浓度。

大肠杆菌计数：将大肠杆菌菌悬液稀释成不同

倍数，在 &""’( 处测定吸光值，同时采用稀释平板法

确定不同倍数菌悬液细胞浓度，得到 !"&""与菌浓的

线性关系。取 !" # $" 颗胶囊，挤破后吸取 !""!%，稀

释一定倍数后测定 !"&""得到细胞浓度。

葡萄糖浓度测定：采用 )*+ 法，在 ,"" ’( 下测

量吸光值来确定。

氨基酰化酶"、溶菌酶、-.!$ 的浓度测定：配制

一系列浓度的溶液，氨基酰化酶"、溶菌酶在 $/"’(
处测定吸光值，-.!$在 0&"’( 处测定吸光值，得到吸

光值 与 溶 液 浓 度 的 线 性 关 系。 测 量 时 每 次 取

!""!%，稀释到吸光值与浓度的线性范围，用分光光

度计测量吸光值来确定其浓度。

$ 结果与讨论

$"! 大孔胶囊的扩散性能

常规的 *12+34)5)662 微胶囊由于胶囊膜较

为致密而影响细胞代谢底物和产物的传递，比较适

合于小分子目标产物的固定化细胞培养。本工作采

用淀粉作为致孔剂，添加在成囊的聚合物溶液中，阴

阳聚电解质络合成囊时镶嵌于膜中，利用淀粉酶的

高活性降解淀粉形成相应孔径，制备了一种大孔型

的生物微胶囊，在前期工作中我们已对这种胶囊的

制备方法进行了优化［!"］。

分别采用氨基酰化酶"、溶菌酶、-.!$和葡萄糖

作为目标底物测定这些物质在大孔和普通胶囊中的

扩散，结果见图 $ # 图 ,。小分子的葡萄糖和 -.!$能

透过常规胶囊，而氨基酰化酶"、溶菌酶不能透过；

对于在大孔型胶囊中的扩散情况，氨基酰化酶"
（578 /&9)）不能透过，而溶菌酶、-.!$ 和葡萄糖都

能透过，本实验采用的淀粉酶（57 8 &"9)）能透过

胶囊降解胶囊内部淀粉，因此可以得到大孔胶囊的

截留分子量在 &"9) 到 /&9) 之间，常规胶囊的截留

分子量小于 !:9)（溶菌酶）。由此可见加入致孔剂

后得到的大孔型胶囊的孔径有明显的增大，更多的

底物和产物能透过胶囊。对比葡萄糖和 -.!$ 在大

孔和普通胶囊中的扩散，可以看到分子量为 !/" 的

葡萄糖在两种胶囊中的扩散差别并不是很大，而随

着底物分子量的提高，分子量为 !0,, 的 -.!$在这两

种胶囊中的扩散差别就非常的明显，大孔型胶囊的

传质性能也有了很大的提高。

图 $ 氨基酰化酶"扩散进入大孔型胶囊和普通胶囊

;<=>$ )<??@A<B’ B? 6CDE1AF " ABE@G<B’ <’GB (1CHBIBHB@A
C1IA@EFA 1’J ’BH(1E C1IA@EFA

图 0 溶菌酶扩散进入大孔型胶囊和普通胶囊

;<=>0 )<??@A<B’ B? EDABKD(F ABE@G<B’ <’GB (1CHBIBHB@A
C1IA@EFA 1’J ’BH(1E C1IA@EFA

图 : -.!$扩散进入大孔胶囊和普通胶囊

;<=>: )<??@A<B’ B? -.!$ ABE@G<B’ <’GB (1CHBIBHB@A

C1IA@EFA 1’J ’BH(1E C1IA@EFA

$"$ 酵母细胞固定化半连续培养

把酵母 #$%&’&$ ()*+,’ 2L! 固定于大孔型胶囊

和常规胶囊中分别在摇床和鼓泡塔中进行半连续培

,0&张 俊等：大孔型 *12+34)5)662 微胶囊固定化细胞在摇床和鼓泡塔中的培养研究



图 ! 葡萄糖扩散进入大孔胶囊和普通胶囊

"#$%! &#’’()#*+ *’ $,(-*). )*,(/#*+ #+/* 01-2*3*2*()
-13)(,.) 1+4 +*201, -13)(,.)

养，结果示于图 5 和图 6 中。从图 5 的半连续培养

中胶囊内细胞密度随时间变化可以看出，在摇床培

养过程中，两种胶囊的最高细胞密度的差别不是很

明显。由于酵母培养基中大部分都是小分子的物

质，胶囊膜对分子量在 788 左右的小分子扩散的影

响并不是很大，葡萄糖在 7!0#+ 内即能达到内外溶

质浓度的平衡（图 !），而糖消耗完全需要 9: 以上

（图 6），葡萄糖的扩散速率远大于溶液中糖的消耗

速率，由此可见小分子物质的扩散不是影响胶囊内

细胞密度的主要因素。

图 5 鼓泡塔和摇床培养胶囊内 !"#$%$" &’()*%
;<7 细胞浓度的变化

"#$%5 =:. /#0. -*(2). *’ !"#$%$" &’()*% ;<7 -.,, 4.+)#/> #+
/:. -13)(,.) -(,/(2.4 #+ /:. ?(??,. -*,(0+ 1+4 ):1@#+$ ’,1)@)

从图 5 中可以看到，当采用鼓泡塔进行微囊化

细胞培养时，胶囊内细胞密度的变化较为明显，常规

胶囊和大孔型胶囊中的细胞密度比摇床都有很大的

提高，大孔型胶囊中细胞密度达到 7A7 B 7878 C0D，比

普通胶囊鼓泡塔培养提高了 E8F。由于两种反应

器中除氧气传递外其他条件基本相同，而鼓泡塔中

液体培养基的溶氧量明显高于摇床中，细胞密度的

提高与增加氧传递关系密切，说明氧的传递是影响

图 6 固定化细胞达到最大细胞浓度后的糖耗曲线

"#$%6 G,(-*). -*+)(03/#*+ -(2H.) *’ /:. .+-13)(,1/.4
-.,,) I:.+ /:. -.,, 4.+)#/> :14 2.1-:.4 /:. 01J#0(0

细胞在胶囊中生长的主要因素。从实验过程中还能

观测到，在鼓泡塔培养过程的初期，大孔胶囊内有微

小气泡，在培养一段时间后逐渐消失，可见氧在大孔

型胶囊膜上的传递不仅是通过溶解在液体中的氧，

而且还可以使极其微小的气泡进入胶囊，更有利于

固定化后细胞的生长。

图 K 在鼓泡塔和摇床中培养胶囊内 + % ,-.% L;7
菌浓的变化

"#$%K =:. /#0. -*(2). *’ + % ,-.% +!7 -.,, 4.+)#/> #+ /:.
-13)(,.) -(,/(2.4 #+ /:. ?(??,. -*,(0+ 1+4 ):1@#+$ ’,1)@)

!"# 大肠杆菌固定化半连续培养

把大肠杆菌 + % ,-.% L;7 固定于大孔型胶囊和

常规胶囊中，分别在摇床和鼓泡塔中进行半连续培

养，结果示于图 K 中。从图中大肠杆菌培养菌浓随

时间的变化可以看出，无论在摇床还是鼓泡塔中，大

孔胶囊的细胞密度都明显高于普通胶囊，由于大肠

杆菌是一种兼性好氧细菌，对氧气的敏感程度较高，

摇床培养培养基中的氧含率较低，而胶囊内菌体对

氧的消耗很快，因此溶氧在膜中的扩散是氧传递的

限制步骤，大孔型胶囊膜对氧的扩散能力有显著的

提高，因此即使在摇床中培养其细胞密度也有较大

5M5 !/%#*)* 0-(’#". -1 2%-3*,/#-.-45 生物工程学报 E88!，N*,AE7，O*AP



的提高。在鼓泡塔中，大肠杆菌在大孔胶囊和常规

胶囊中的差别更为明显，由于氧气传递的速率加快，

胶囊内细胞的浓度更进一步提高，大孔型胶囊内的

最高细胞浓度可达到 !"# $ #%#% &’(，比常规胶囊提

高了 ##%)。这表明了氧气的传递对细胞生长的重

要性，由于膜孔径的增大，使大孔型胶囊内部细胞生

长环境 有 了 较 大 的 改 善。这 些 结 果 也 表 明 采 用

淀粉*淀粉酶在胶囊膜上致孔是一种条件温和对细

胞没有损伤的制备大孔型胶囊的方法。

!"# 细胞微囊固定化比较

表 # 是酵母和大肠杆菌在固定化胶囊中的最大

细胞浓度的比较，从表中可以看出，微囊化细胞半连

续培养的胶囊内细胞密度能达到普通游离培养的几

倍到几十倍，实现了高密度培养的目的。不同种类

的细胞微囊化培养效果也有差别，酵母细胞微囊化

后细胞密度可达到游离培养的数十倍，而大肠杆菌

固定化后细胞密度提高的倍数不如酵母。文献报道

酵母的临界氧浓度为 +", $ #%- ! ’./&(，而大肠杆菌

为 0"1 $ #%- ! ’./&(［##］，因此大肠杆菌对氧的供应更

为敏感。酵母是一种兼性厌氧的微生物，在氧气不

充足的环境下也能通过酵解提供能量；而大肠杆菌

是兼性好氧的微生物，氧气的供应量决定了细胞的

生长密度。由此可见氧的传递对于高密度培养中的

氧敏感细胞更为重要，胶囊膜通透性能的提高主要

为细胞提供了更好的氧环境。

表 $ 微生物固定化培养比较

%&’() $ %*) +,-.&/01,2 ,3 +)(( 4)21056 ’)57))2 5*)
!"#$%$" &’()*% 89$ &24 + : ,-.% ;8$

!"#$%$" &’()*% 23# + 4 ,-.% 52#
6788 9:/;:78（98//<&’(） #%0 #%= > #%#%

5?9@A<:/@;8B 9:/;:78（98//<&’(） #%= > #%#% #%#%

5?9@A<:/@;8B&6788（;C’8<） #% > D% 1 > D
E@97.A.7.:< 9@A<:/8 &?.7’@/ 9@A<:/8

C? <F@GC?H I/@<G<（;C’8<）
#"% #"D

E@97.A.7.:< 9@A<:/8 &?.7’@/ 9@A<:/8

C? J:JJ/8 9./:’?<（;C’8<）
#"1 1"#

< 结语

以淀 粉 为 致 孔 剂，淀 粉 酶 为 降 解 物 质，针 对

K@2L*MNENOO2 生物微胶囊体系膜较为致密，制备

了一种大孔型微胶囊。大孔胶囊中的传质速率要明

显高于普通胶囊。以酵母和大肠杆菌为模型细胞分

别固定于大孔和普通胶囊中在摇床和鼓泡塔中培

养，鼓泡塔胶囊中的细胞密度高于同样培养条件下

摇床胶囊内细胞密度，大孔胶囊高于普通胶囊。研

究表明氧气的传递是细胞在胶囊中生长的限制因

素，大孔型胶囊由于膜孔径扩大，氧气的传递更快，

胶囊内细胞密度也有很大的提高。
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