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摘  要：对电−膜分离技术用于透明质酸分离过程的可行性进行了初步研究. 着重研究了透明质酸在电场作用下的行

为，并考察了料液中透明质酸浓度、溶液 pH 值、离子强度、电流强度等因素对迁移过程的影响. 结果表明，透明质

酸透过膜的速度在一定范围内与料液的浓度和电流强度成正比，在 pH 7~9 范围内透明质酸的电迁移率基本保持恒定. 
膜孔径对迁移速度没有明显影响，单位膜面积的产量也与电流密度成正比. 该方法能有效地将透明质酸与蛋白质分离. 
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1  前 言 

透明质酸(Hyaluronic Acid, HA)的生产主要有动物

组织提取法[1−3]和发酵法[4−6]两种工艺. 由于受原料来源

少及原料中透明质酸含量低的限制，提取法生产透明质

酸成本较高. 发酵法不受原料来源限制，发酵液中透明

质酸以游离状态存在，易于分离纯化和形成规模化工业

生产，且发酵法无动物来源的致病病毒污染的危险，目

前提取法正逐渐被发酵法所取代. 
目前，发酵法生产透明质酸的产量为 4~6 g/L. 提取

时先将发酵液稀释至透明质酸含量为 0.2~0.3 g/L，然后

用絮凝、离心等手段去除菌体，再反复进行乙醇沉淀和

选择性沉淀去除蛋白质等杂质. 每次沉淀用 2~3 倍体积

的乙醇，致使透明质酸的生产成本仍然很高，极大地限

制了透明质酸的应用范围. 
电−膜分离技术是将膜分离技术与电泳原理相结合

的一种新型分离技术. 大量实验表明，在错流膜滤过程

中施加电场可大幅度提高滤速[7,8]. 由于透明质酸和蛋

白质的带电特性差异极大，所以利用电场力很容易将它

们分离. 本工作就透明质酸在电−膜分离过程中的迁移

规律进行了研究. 

2  材料和方法 

透明质酸购自北京耐确生物技术研究所. 滤膜采

用上海兴亚净化材料厂的混合纤维素微孔滤膜，直径 50 
mm，孔径 0.22 µm. 其他化学试剂均为分析纯试剂. 

pH 7.0 磷酸盐缓冲液的配制：称 Na2HPO4⋅12H2O 
17.9 g，溶于 500 mL 去离子水中，配成 0.1 mol/L 磷酸

氢二钠储备液. 称 NaH2PO4⋅2H2O 7.8 g，溶于 500 mL 去

离子水中，配成 0.1 mol/L 磷酸二氢钠储备液. 取磷酸氢

二钠储备液 19.5 mL，磷酸二氢钠储备液 30.5 mL，加去

离子水至 500 mL，得到 0.01 mol/L pH 7.0 的磷酸盐缓冲

液. 
碳酸氢钠缓冲液的配制：称 4.2 g NaHCO3溶于 500 

mL 水中，配成 0.1 mol/L 溶液. 使用时稀释到所需浓度. 
硼砂硫酸液的配制：称取四硼酸钠 4.77 g，溶于 500 

mL 浓硫酸中. 
咔唑试液的配制：称咔唑 0.125 g，溶于 100 mL 乙

醇中，置于棕色瓶中冰箱内保存. 
考马斯亮蓝染色液的配制：称 100 mg 考马斯亮蓝

G 250溶于 50 mL 95%的乙醇中，再加 85%磷酸 100 mL，
最后加水至 1000 mL，配成考马斯亮蓝染色液. 

摇瓶发酵培养基(%)：酵母膏 1，蛋白胨 1.5~2，葡

萄糖 2，MgSO4⋅7H2O 0.1，KH2PO4 0.12，Na2HPO4 0.1，
NaCl 0.2，调 pH 到 7.2. 121℃灭菌. 葡萄糖分开单独灭

菌，灭菌后再与其他成分混合. 
电导率采用雷磁 DDS-307 电导率仪(上海)测定，pH

采用 HANNA pH201 pH 计(意大利)测定，恒流电源采用

北京市六一仪器厂 DYY-6C 型电泳仪，吸光度采用上海

精密科学仪器有限公司 722S 型分光光度计测定. 
电−膜分离装置如图 1 所示，主体由有机玻璃制成，

石墨作电极. 实验装置中间可被膜分隔成 3 个室，分别

称为阴极室、料液室和阳极室. 阳极室和阴极室的体积

均为 29.3 mL，料液室的体积为 25.1 mL. 膜的有效过滤

面积为 12.6 cm2. 
透明质酸含量测定：取 5 mL 硼砂硫酸液置于具塞

试管中，在冰浴中冷却至 4℃. 加入 1 mL 样品，轻轻摇

动，再充分混匀，并不断用冰浴冷却. 然后将试管置于
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沸水中加热 10 min. 将试管放在水中冷却至室温后，加

入 0.2 mL 咔唑试液，混匀，沸水浴中再加热 15 min. 冷
却至室温后，在 530 nm 处测定吸光度. 以葡萄糖醛酸作

标准曲线，根据葡萄糖醛酸的含量推算出透明质酸的量. 

 

 

 

 

 
 

 

 

图 1 电−膜分离提取透明质酸的装置 
    Fig.1 Scheme of electro−membrane separation apparatus 

摇瓶发酵：500 mL 三角瓶中放 100 mL 培养基，接

种兽疫链球菌，37℃摇床培养. 
发酵样品的预处理：发酵结束后将三角瓶置于 80

℃水浴中加热 20 min，杀死细菌并终止发酵. 发酵液在

3000 r/m 离心 10 min. 上清液作为分离透明质酸的原料

液. 
蛋白质的测定方法：取 0.3 mL 水加 3 mL 考马斯亮

蓝染色液作参比液，取 0.3 mL 样品加 3 mL 考马斯亮蓝

染色液，充分混匀后在 595 nm 处测定吸光度. 以牛血清

白蛋白制作标准曲线，计算样品中蛋白质的含量. 
电−膜分离实验：先将微滤膜放在去离子水中浸泡

24 h，然后放在与实验所用相同的缓冲液中浸泡过夜. 
将膜固定到实验装置后，实验装置中间被膜分隔成阴极

室、料液室和阳极室 3 个室. 实验时先用缓冲液充满阳

极室和阴极室，然后迅速将料液充满料液室，接通电源. 
在恒定电流下通电一定时间后，关闭电源，立即取出阳

极室溶液，冰箱中保存. 

3  结果和讨论 

3.1 透明质酸的跨膜扩散 

将经过预处理的孔径 0.22 µm的混合纤维素膜安装

到电−膜分离装置中. 在料液室装入用 pH 7.0、浓度 0.01 
mol/L 的磷酸盐缓冲液配制的 0.1%透明质酸溶液，在两

侧的隔室装入 pH 7.0、浓度 0.01 mol/L 的磷酸盐缓冲液. 
静置一定时间后，将两侧隔室中的样品取出，并测定透

明质酸的浓度. 以浓度对时间作图，得图 2. 由图可见，

在一定时间范围内，透明质酸透过膜的速度基本不变. 
由曲线斜率计算出透明质酸透过微滤膜的传质系数. 按
透明质酸粗品中含 60%纯透明质酸计算，传质系数为

6.8×10−9 m/s. 如果料液中透明质酸的浓度为 0.1%，分离

膜采用 0.22 µm 微滤膜，按此传质系数进行计算，在实

验进行 30 min 后，由于扩散作用进入阳极室的透明质

酸浓度为 0.32 µg/mL. 由于本研究的提取过程大部分在

30 min 内完成，所以可以完全忽略扩散作用的影响. 用
同样方法测定碱性条件下透明质酸通过微滤膜的传质

系数为 2.89×10−8 m/s. 
 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 透明质酸的跨膜扩散过程 
Fig.2 Transmembrane diffusion of hyaluronic acid (HA) 

3.2 透明质酸的电-膜分离过程 

将 pH 7.0、浓度 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液配制的

0.1%透明质酸溶液放入提取器，阳极室和阴极室充满

0.01 mol/L 的磷酸盐缓冲液(pH 7.0)，提取过程如图 3. 
在 50 mA 电流下 10 min 内阳极室溶液中透明质酸的浓

度随时间线性增加，10 min 后不再随提取时间变化. 这
是由于在提取过程中阳极的电解反应使阳极室溶液的

pH 值不断降低. 当膜面附近的 pH 值低到透明质酸不带

电荷时，透明质酸就不再透过膜.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 透明质酸在电−膜分离中的迁移过程 
Fig.3 Transport of HA in electro−membrane separation 
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在 20 和 30 mA 电流下与在 50 mA 下的结果有一明

显的区别，在 50 mA 条件下，当超过 10 min 后，阳极

室的透明质酸浓度就不再增加，最高浓度为 80 mg/L 左

右. 而在小电流强度条件下提取到 40 min 时还没出现

这种现象，而且在 30 mA 条件下阳极液中透明质酸的浓

度达到了180 mg/L. 根据图中的斜率计算出不同电流条

件下透明质酸透过微滤膜的速度 v(50 mA 条件下指前

10 min)与电流 I 的关系为 v=0.36I+0.7. 阳极室中溶液的

pH 值随时间的变化如图 4 所示. 

 
 

 
 
 

 

 

 

图 4 阳极室溶液 pH 值的变化 
Fig.4 Variation of pH in anodic chamber 

3.3 料液中透明质酸的浓度对提取过程的影响 

当电场强度恒定时，透明质酸分子的移动速度也保

持恒定. 所以理论上单位时间通过膜的透明质酸的量应

与料液中透明质酸的浓度成正比. 但在实际操作中，当

料液中透明质酸超过一定浓度时，透明质酸透过膜的速

率就不再增加，如图 5 所示. 在高料液浓度时过膜速度

不再变化的原因可能是由于在高浓度时透明质酸分子

之间相互作用形成网架结构，减慢了透明质酸进入膜孔

的速度. 当料液中透明质酸的浓度低于 0.1%时，迁移速

度与料液中透明质酸的浓度呈很好的线性关系. 
 

 

 

 

 

 

 

图 5 不同料液浓度下透明质酸的过膜速率 
 Fig.5 Permeating rate of HA passing through membrane  

at different feed concentrations 

3.4 不同孔径膜的提取实验 

据文献[9]报道，透明质酸分子在溶液中所占空间直

径可达 0.4 µm，而一般微滤膜的孔径为 0.22 µm. 透明

质酸分子的直径大于膜孔径，按理透明质酸透过膜时应

该受到巨大的阻力，并且透明质酸分子通过膜的阻力应

该与膜孔的直径相关. 图 6 是不同孔径的膜在不同条件

下的电−膜分离实验结果. 在相同条件下透明质酸透过

两种孔径膜的速度近乎相同. 这表明透明质酸分子与一

般的球形分子具有完全不同的运动行为. 在水溶液中透

明质酸分子处于一种极度伸展的疏松的无规则线团状

态. 虽然透明质酸分子所占空间的平均直径可达 0.4 
µm，但由于透明质酸分子是形状易变的柔性大分子，

而不是刚性的球体，所以它能够通过孔径很小的微滤

膜，只有超滤膜才能截留透明质酸. 上面的实验结果可

能正是由于透明质酸分子的柔性所致. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 6 不同孔径的膜对透明质酸电−膜分离过程的影响 
Fig.6 Effect of pore size on electro−membrane separation of HA 

3.5 离子类型和强度对提取的影响 

本研究采用增加缓冲液浓度和向缓冲液中加入乙

酸钠等方法改变缓冲液的离子强度. 料液中透明质酸的

浓度为 0.1%. 在不同溶液条件下以 50 mA 电流提取，

透明质酸的浓度变化如图 7 所示. 由于在改变离子强度

的同时也改变了缓冲溶液的电导率，所以图中的数据不

能直接进行比较，必须根据数据计算出透明质酸通过微

滤膜的速度，再用下式计算出透明质酸的电迁移率： 

µ=kVκ/I,                (1) 
其中，µ为透明质酸的电迁移率[m2/(V⋅s)]，k 为图 7 中

的斜率，V 为体积(m3), κ为溶液的电导率(S/m)，I 为电

流(A). 
不同离子强度条件下透明质酸的电迁移率如表 1

所示. 由表可见，通过增加磷酸盐缓冲液浓度增加离子

强度与通过添加乙酸钠增加离子强度具有完全不同的

结果. 在增加磷酸盐缓冲液的浓度后，透明质酸的电迁
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移率有所上升. 但添加乙酸钠后透明质酸的电迁移率却

下降. 另外，添加不同浓度的乙酸钠时，透明质酸的电

迁移率变化不大，离子对透明质酸电迁移率的影响规律

不明显. 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

图 7 离子强度对透明质酸电−膜分离过程的影响 
Fig.7 Effect of ionic strength on electro−membrane separation 

表 1 不同离子强度条件下透明质酸的电迁移率 

Table 1  Electrophoreses mobility of HA at various ion strength 

Buffer 
Electrophoreses mobility 

[×10−8 m2/(V⋅s)] 
0.01 mol/L phosphate 1.96 
0.02 mol/L phosphate buffer 2.24 
0.01 mol/L sodium acetate+ 

0.01 mol/L phosphate 
1.71 

0.01 mol/L sodium acetate+ 
0.01 mol/L phosphate 

1.71 

3.6 溶液 pH 值对电-膜分离过程的影响 

用不同pH值的缓冲液配制透明质酸浓度为0.1%的

溶液，阳极室与阴极室充满与料液中相同浓度和成分的

缓冲液，然后在 50 mA 条件下进行恒流电−膜分离实验，

结果如图 8 所示. 改变 pH 值同样会影响溶液的电导率.  
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 

图 8 溶液 pH 值对透明质酸电−膜分离过程的影响 
Fig.8 Effect of pH on electro−membrane separation of HA 

用式(1)计算得到的透明质酸电迁移率如表 2 所示. 
从表可见，在 pH 7~9 范围内透明质酸的电迁移率很相

近. 但在 pH 4.6 时透明质酸的电迁移率却低很多. 这
可能是由于低 pH 值影响透明质酸的电离，也可能是缓

冲液中的乙酸根离子影响了透明质酸的电迁移率，原因

有待进一步研究. 

表 2 不同 pH 溶液条件下透明质酸的电迁移率 

Table 2  Electrophoreses mobility of HA at different pH 
pH 

Electrophoreses mobility 
[×10−8 m2/(V⋅s)] 

4.6 1.38 
7.0 1.96 
8.0 1.84 
8.9 2.10 

3.7 发酵液中透明质酸的提取 

将经过预处理的发酵液放于提取装置的料液室，发

酵液中透明质酸的含量为 0.17 g/L，电极室装入电导率

与发酵液相近的磷酸盐缓冲液(浓度 0.06 mol/L，pH 7.0). 
在 200 mA 电流下提取一定时间后，测定阳极溶液中透

明质酸和蛋白质的浓度. 透明质酸的测定结果如图 9 所

示. 用考马斯亮蓝法不能测定出蛋白质的含量，这说明

在提取过程中透明质酸透过微滤膜的速度远远大于蛋

白质透过微滤膜的速度. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 9 发酵液为原料时透明质酸的电−膜分离过程 
Fig.9 Electro−membrane separation of hyaluronic acid from 

fermentation broth 

3.8 提取透明质酸过程中的电能消耗和膜利用率 

单位膜面积消耗的电功率 P(W)可用下式计算： 

P=Ui=i2l/κ,                  (2) 

其中 U 为电压(V)，i 为电流密度(A/m2), l 为两电极之间

的距离(m). 
单位膜面积透明质酸通量 q[kg/(m2⋅s)]可用下式计

算： 
q=µiC/κ,                 (3) 

其中C为透明质酸的浓度(g/L). 则透过单位质量透明质

酸的电能消耗为 
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P/q=il/(µC).                     (4) 

用本实验的典型条件：i=40 A/m2, l=0.06 m, µ= 
1.3×10−8 m2/(V⋅s), C=0.6 g/L, κ=0.15 S/m 分别代入式(3)
和 (4)，可得到单位膜面积的透明质酸产量为 7.5 
g/(m2⋅h)，单位质量透明质酸的电能消耗为 85 W⋅h/g. 

4  结 论 

(1) 透明质酸浓度较低时，透明质酸通过微滤膜的

通量与料液中透明质酸的浓度及电流强度成正比. 当料

液中透明质酸浓度高于 0.1%时，透明质酸通过微滤膜

的通量不再随浓度变化. 
(2) 膜的孔径对透明质酸的提取速度没有明显影

响. 
(3) 在 pH 7~9 范围内，透明质酸的电迁移率基本保

持恒定. 
(4) 发酵液中的透明质酸经过电−膜分离装置提取

后可有效地与蛋白质分离. 
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Behavior of Hyaluronic Acid in Electro−Membrane Separation 

ZHANG Jian-dong,   ZHOU Hai-dong,   NI Jin-ren 

(Department of Environmental Engineering, College of Environment, Peaking University, Beijing 100871, China) 

Abstract: An electro−membrane separation technique was introduced to extract hyaluronic acid from fermentation broth. The present 
studies were focused on the behavior of hyaluronic acid under electrical field and the effects of hyaluronic acid concentration, pH, ion 
strength and electric current intensity on the extraction. The results show that the extraction rate of hyaluronic acid is proportional to the 
concentration and the electric current. The electrophoresis mobility of hyaluronic acid is kept constant within pH 7~9, and the extraction 
of hyaluronic acid is independent of pore size. The separation experiment with fermentation broth shows that hyaluronic acid can be fully 
separated from proteins in broth. 
Key words: hyaluronic acid; electro−membrane separation; membrane separation 


