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引　言

Ｄ氨基酸及其衍生物是化工、医药及食品领

域的 重 要 原 材 料［１２］。Ｄ海 因 酶 （ＥＣ３．５．２．２，

Ｄｈｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅ）是海因酶法制备Ｄ氨基酸的关键

酶，可催化５′单取代海因或二氢尿嘧啶的开环，

形成氨甲酰类氨基酸产物，进而经化学或酶促降解

生成 Ｄ氨基酸
［３］ （见图１）。在该联级反应中，

　　犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：２００６－０６－２８．

犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵 犪狌狋犺狅狉： ＹＡＯ Ｚｈｏｎｇ．犈 － 犿犪犻犾：ｙａｏｚｈ０９

＠２６３．ｎｅｔ

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

ＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｉｎａ（２００３ＣＢ７１６０００４）．

　

Ｄ海因是真正有效的底物，而Ｄ，Ｌ海因的消旋则

是一个重要的限速步骤［３４］。研究表明，Ｌ海因的自

发消旋需在较高的ｐＨ值和较高的温度下方能快速进

行［４５］，而在实际转化体系中，随着犖氨甲酰氨



图１　海因酶法制备Ｄ氨基酸的工艺路线

Ｆｉｇ．１　ＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒＤａｍｉｎｏａｃｉｄｂｙｈｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅｍｅｔｈｏｄ
　

基酸的不断生成，体系ｐＨ值呈下降的趋势，这样

不仅不利于海因酶的催化 （海因酶的最适作用ｐＨ

是８～９
［４，６８］），而且也不利于Ｌ海因的消旋

［４］。

因此，本研究采用ＥＡＨｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ为固定

化载体，制备得到了性能稳定的固定化Ｄ海因酶，

并在此基础上构建了填充床固定化酶反应器，同时

串联了阴离子交换分离单元，形成了一个基于原位

分离的固定化酶反应体系，以实现产物与底物的在

线分离 （又称 “原位分离”，犻狀狊犻狋狌ｐｒｏｄｕｃｔｒｅ

ｍｏｖａｌ，缩写为ＩＳＰＲ
［９１０］），达到稳定转化系统的

ｐＨ值，促进Ｌ海因的消旋，保持酶最适反应条件

的目的，同时，也将推动反应平衡向产物生成的方

向移动。

１　材料、仪器及方法

１１　材料

Ｄ海因酶，南京工业大学制药与生命科学学

院自行发酵，经提取、纯化后得电泳纯。Ｄ，Ｌ５

苄基海因 （Ｄ，Ｌ５ｂｅｎｚｙｌｈｙｄａｎｔｏｉｎ，Ｄ，ＬＢＨ，纯

度≥９９％），犖氨甲酰Ｄ苯丙氨酸 （犖ｃａｒｂａｍｏｙｌ

ＤＰｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ，犖ＤＰｈｅ，纯度≥９９％），南京

工业大学制药与生命科学学院自制。ＥＡＨｓｅｐｈａ

ｒｏｓｅ４Ｂ，ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ
－ ），Ｐｈｅｎｙｌ

ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ４Ｂ ，Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｐｈａｒｍａｃｉａ 公司。

犖（３ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）犖′ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍ

ｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ （ＥＤＣ），Ｆｌｕｋａ公司。三羟甲基

氨基甲烷 （Ｔｒｉｓ），中国惠兴生化试剂有限公司。

其余试剂均为国产分析纯。

１２　仪器

７５２Ｎ分光光度计，上海精密科学仪器有限公

司。?ＫＴＡＴＭｐｒｉｍｅ层析系统、?ＫＴＡ
ＴＭＦＰＬＣ层

析系统，ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司。１２５型高效

液相色谱恒流泵、１６６型双管列阵检测器，美国

Ｂｅｃｋｍａｎ公司。ＳｈｉｍｐａｃｋＣＬＣＯＤＳ色谱柱，日

本岛津公司。ＳＨＺ８８１往复式恒温水浴振荡器，

太仓光明实验分析仪器厂。ＢＴ００３００Ｍ 恒流泵，

保定兰格恒流泵有限公司。ＨＨＳ恒温水浴锅，江

苏省金坛市正基仪器有限公司。

１３　方法

（１）Ｄ海因酶的制备：见文献 ［６］。

（２）酶活性的分析方法：见文献 ［７］。

（３）酶活定义及酶活回收率计算
［１１］

酶活 （Ｕ）定义：４０℃、ｐＨ８．５条件下，３０

ｍｉｎ内催化生成１μｍｏｌ产物时所需要的酶量称为

一个酶活单位。

酶活回收率 ＝
实际测定的固定化酶的总活力

固定化时所用的全部游离酶的总活力×
１００％

（４）蛋白浓度检测：Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
［１２］。

（５）底物及产物 ＨＰＬＣ 分析方法：见文献

［１３］。保留时间分别为：犖ＤＰｈｅ４．０５ｍｉｎ；Ｄ，

ＬＢＨ１１．０ｍｉｎ。

（６）氨基载体ＥＡＨｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ上Ｄ海因酶

的固定化：经纯化的酶液用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ８．５

的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液稀释至一定浓度，取５０ｍｌ酶

稀释液，按固液比１∶８ （ｇ∶ｍｌ）加入ＥＡＨｓｅｐｈ

ａｒｏｓｅ４Ｂ中，缓慢滴加２ｍｌ１．７ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ５．０

的ＥＤＣ溶液。４℃下１２０ｒ·ｍｉｎ－１振荡７２ｈ后，

用２．５倍于反应液体积的含０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ的

０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ８．５ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液洗涤３遍，

然后以５倍于反应液体积的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ８．５

的ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲滤洗，４℃下保存
［８］。

（７）固定床酶反应器：取３０Ｕ 的固定化酶填

充至反应柱 （１．６ｃｍ×２５ｃｍＸＫｃｏｌｕｍｎ）中，将

１００ｍｌ一定浓度的Ｄ，ＬＢＨ 溶液置于恒温水浴锅

保温，以恒流泵控制系统流速，循环反应２４ｈ，酶

柱用水浴夹套保温。如图２ （ａ）所示。

（８）固定床酶反应器耦合离子交换原位分离：

在固定床酶反应器后串联 ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ

（ＯＨ－）阴离子交换柱，如前法控制反应条件，循

环反应２４ｈ。如图２ （ｂ）所示。

（９）转化率计算方法

转化率 ＝
反应结束后的犖ＤＰｈｅ生成量
反应初始时的ＢＨ的量

×１００％
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图２　两种反应体系示意图

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｗｏ

ｋｉｎｄｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

１—ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｍｏｓｔａｔｉｃｗａｔｅｒｂａｔｈ；

２—ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｅｎｚｙｍｅｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈｊａｃｋｅｔ；

３—ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ－）ａｎｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｏｌｕｍｎ

　

注：反应结束后的犖Ｄｐｈｅ生成量是指储液罐内、系

统死体积中和ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ
－）离子交换树脂

洗脱所得的犖Ｄｐｈｅ的量之和。

（１０）离子交换树脂对Ｄ，ＬＢＨ和犖ＤＰｈｅ的

选择性吸附与洗脱：配制１Ｌ含２５０ｍｇ·Ｌ
－１的

Ｄ，ＬＢＨ、犖ＤＰｈｅ混合溶液，取１００ｍｌ置于２５０

ｍｌ的具塞三角瓶，分别以２．０ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ

调节 ｐＨ 至６、６．５、７、７．５、８、８．５、９、９．５、

１０；称取经０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ 转型的 ＤＥＡＥ

ｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ
－）湿树脂０．５ｇ，分别加入

三角瓶中，置于摇床１２０ｒ·ｍｉｎ－１、温度２５℃

吸附，２ｈ后取样用 ＨＰＬＣ测定溶液中 犖ＤＰｈｅ

和Ｄ，ＬＢＨ的含量，吸附量以差减法计算。

（１１）ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ
－）阴离子交

换柱 上 犖ＤＰｈｅ 的 洗 脱 条 件：使 用 ?ＫＴＡＴＭ

ＦＰＬＣ层析系统，Ａ相为水，Ｂ相为１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ，流速２ｍｌ·ｍｉｎ－１，洗脱梯度为０～３０％Ｂ，

３０ｍｉｎ，检测波长２１４ｎｍ。

２　结果与讨论

２１　固定化犇海因酶储存稳定性

本研究所用载体为ＥＡＨｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ，固定

化方法见１．３ （６），固定化酶活回收率为７９．４４％，

接近国外文献报道［８］。固定化酶的储存稳定性测试

结果见图３，储存约１００ｄ，经２５个批次转化后，

固定化酶的活力仍可保持在初始酶活的６０％以上，

可以满足后续研究的需要。

图３　固定化Ｄ海因酶的储存稳定性

Ｆｉｇ．３　Ｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ

Ｄｈｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅ
　

２２　离子交换树脂对犇，犔犅犎和犖犘犺犲的选择

性吸附与洗脱

　　吸附的选择性是实现产物原位分离的关键。由

图４可知，ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ
－）阴离子交

换树脂在一个较宽的ｐＨ 范围内对 犖ＤＰｈｅ和

Ｄ，ＬＢＨ具有很好的选择性吸附特性，犖ＤＰｈｅ的

吸附量远大于 Ｄ，ＬＢＨ 的吸附量。体系平衡后，

对树脂进行梯度洗脱，在洗脱过程中仅得到一个洗

脱峰 （图５），经ＨＰＬＣ检测，该洗脱峰仅含犖Ｄ

Ｐｈｅ，不含Ｄ，ＬＢＨ （图６），表明该树脂在反应过

程中仍具有很好的选择性。

图４　树脂对犖ＤＰｈｅ和Ｄ，ＬＢＨ的吸附

Ｆｉｇ．４　Ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆ犖ＤＰｈｅａｎｄＤ，ＬＢＨ
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图５　犖ＤＰｈｅ的洗脱

Ｆｉｇ．５　Ｅｌｕｔｉｏｎｏｆ犖ＤＰｈｅ
　

图６　犖ＤＰｈｅ液相色谱图

Ｆｉｇ．６　ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｌｕｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ
　

２３　固定床与固定床耦合原位分离反应体系的

性能比较

２．３．１　温度对不同反应体系性能的影响　在初始

底物浓度１ｇ·Ｌ
－１、底物溶液体积１００ｍｌ、流速１

ｍｌ·ｍｉｎ－１、离子交换柱柱床体积为５ｍｌ时，考察

水浴温度３０、３５、４０℃条件下，不同反应体系中

溶液ｐＨ、底物质量分数的变化以及最终转化率，

结果如图７、图８和表１所示。

由以上结果可知，无论何种温度下，串联离子

交换原位分离单元均可有效地提高底物转化率 （表

１）。在反应初始阶段，底物浓度的降低速率较快，

在接近初始浓度的６０％左右时，降低速率减缓

（图８），这表明在转化初期ＤＢＨ被迅速转化生成

犖ＤＰｈｅ，体系ｐＨ值也相应降低，当Ｄ型底物被

大量消耗后，Ｌ型底物的消旋速率缓慢成为限制反

应速率的主要因素。当耦合ＩＳＰＲ单元后，由于酸

性的产物被不断吸附于离交树脂，交换下来的

ＯＨ－可以保持体系ｐＨ 在碱性范围内波动，有利

于反应的进行［１４］；随着体系ｐＨ 值的降低趋缓

（图７），碱性条件下Ｄ，ＬＢＨ 的５位碳原子上的

活泼氢容易解离形成碳负离子［４］，Ｌ型底物的消旋

　 　 　图７　温度对ｐＨ的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｐＨｖａｌｕｅ

　

　 　

图８　温度对Ｄ，ＬＢＨ转化率的影响

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＤ，ＬＢＨ
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表１　温度对转化率的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犮狅狀狏犲狉狊犻狅狀／％

３０℃ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒ

３０℃ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈＩＳＰＲ

３５℃ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒ

３５℃ｐａｃｋｅｄｂｅｄｒｅａｃｔｏｒ

ｗｉｔｈＩＳＰＲ

４０℃ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒ

４０℃ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈＩＳＰＲ

３０．１７６ ４７．５１４ ３２．１６７ ５３．３２３ ３３．１４１ ５７．３２６

速率相应加快，使得反应平衡向产物生成方向移

动，整体的转化效率得以提高。

在实验范围内，反应温度的变化对固定床酶反

应体系的影响较小，但对于耦合ＩＳＰＲ体系而言，

提高温度对转化率的促进作用明显，这可能是由于

较高的温度对Ｌ型底物消旋的促进
［４］。

２．３．２　初始底物浓度对不同反应体系性能的影响

　在水浴温度４０℃、底物溶液体积１００ｍｌ、流速１

ｍｌ·ｍｉｎ－１、离子交换柱柱床体积为５ｍｌ时，考察

初始底物浓度０．５、１ｇ·Ｌ
－１条件下，不同反应体

系溶液中ｐＨ、底物质量分数的变化以及最终转化

率，结果如图９、图１０和表２所示。

　

图９　初始底物浓度对ｐＨ的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｐＨｖａｌｕｅ
　

由以上结果可知，在酶柱体积、离子交换柱体

积、温度一定的情况下，在两种反应体系中，较低

的初始底物浓度可获得较高的转化率。而固定床耦

合ＩＳＰＲ同样可以显著提高底物转化率 （表２）。

　

图１０　初始底物浓度对Ｄ，ＬＢＨ转化率的影响

Ｆｉｇ．１０　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆＤ，ＬＢＨ
　

表２　初始底物浓度对转化率的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狉犻犵犻狀犪犾狊狌犫狊狋狉犪狋犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀

狅狀犮狅狀狏犲狉狊犻狅狀／％

０．５ｇ·Ｌ－１

ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒ

０．５ｇ·Ｌ－１

ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈＩＳＰＲ

１ｇ·Ｌ－１

ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒ

１ｇ·Ｌ－１

ｐａｃｋｅｄｂｅｄ

ｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈＩＳＰＲ

３４．５２０ ６０．５６７ ３３．１４１ ５７．３２６

２．３．３　离子交换柱柱床体积对不同反应体系性能

的影响　离子交换单元在ＩＳＰＲ系统中起着至关重

要的作用。本研究在２．２节中对在树脂选择性吸附

性能评价的基础上，进一步考察了离子交换柱床体

积对转化过程的影响。在水浴温度４０℃、底物溶

液体积１００ｍｌ、流速１ｍｌ·ｍｉｎ－１、初始底物浓度

１ｇ·Ｌ
－１时，考察离子交换柱柱床体积分别为

２．５、５、７．５、１０、１５ｍｌ条件下，两种反应体系

经２４ｈ转化结束时溶液的ｐＨ 和最终转化率。分
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图１１　ＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ （ＯＨ
－）柱床体积

对转化率和反应结束后ｐＨ的影响

Ｆｉｇ．１１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖｏｌｕｍｅｏｆＤＥＡＥｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦＦ （ＯＨ－）ｒｅｓｉｎｏｎｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎａｎｄｐＨａｆｔｅｒｒｅａｃｔｉｏｎ
　

析结果见图１１。

由以上结果可知，在酶柱体积、底物浓度、温

度一定的情况下，离子交换柱柱床体积对固定床耦

合原位分离体系的转化率有很大的影响。随柱床体

积的增大，转化率呈先上升后降低的趋势，而溶液

的ｐＨ则表现为持续的升高。这是因为在柱床体积

较小时，总交换容量低，其交换位点上几乎全部被

犖ＤＰｈｅ所饱和 （犖ＤＰｈｅ的交换吸附能力大于

Ｄ，ＬＢＨ），但柱床体积过小会造成体系中游离的

犖ＤＰｈｅ浓度较大，对ｐＨ值的控制不理想，这无

论对消旋还是酶催化性能都是不利的，同时产物浓

度过大也不利于反应平衡的移动［１５］。随着柱床体

积的增大，体系中游离的产物浓度降低，其结果表

现为反应终点时ｐＨ值的稳定增加和转化率的持续

增加，当离交柱床体积为１０ｍｌ时，２４ｈ转化率可

达６２．７２５％，较不串联ＩＳＰＲ体系的转化率提高了

８９．３％。但柱床体积过大时，由于交换位点过量，

一部分Ｄ，ＬＢＨ 亦可吸附于树脂表面，造成体系

中底物浓度的降低，反而不利于转化效率的提高。

因此，针对特定酶转化体系的离子交换柱柱床体积

优化将是十分重要的。

３　结　论

目前，海因酶法已经广泛应用于Ｄ对羟基苯

甘氨酸、Ｄ苯丙氨酸等重要医药、化工中间体的

生产，但就其反应分离耦合方面的研究在国内外还

是空白。本研究在实现高效Ｄ海因酶固定化的基

础上，提出了利用耦合原位分离技术制备犖氨甲

酰Ｄ苯丙氨酸的方法，通过对反应条件的摸索，

证实了该方法能有效提高混旋底物的生物转化，在

底物溶液浓度为１ｇ·Ｌ
－１时，２４ｈ转化率可达

６２．７２５％，较采用单一固定床酶转化体系的转化率

提高了８９．３％。可以预见随着这一耦合系统催化

模型的建立和优化，将为促进手性氨基酸制备技术

的进步提供有益的借鉴。
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璜），ＯｕｙａｎｇＰｉｎｇｋａｉ（欧阳平凯）．Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｃａｔａｌｙｓｉｓ

ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＤｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ． 犑狅狌狉狀犪犾狅犳

犆犺犲犿犻犮犪犾犐狀犱狌狊狋狉狔犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵 （犆犺犻狀犪）（化工学报），

２００４，５５ （５）：７６４

［６］　ＹａｏＺｈｏｎｇ （姚忠），ＺｈｕＫａｉ（竺凯），ＺｈｏｕＨｕａ （周华），

ＷｅｉＰｉｎｇ （韦 萍 ）． Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｈｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅ ａｎｄ 犖

ｃａｒｂａｍｏｙｌａｓｅ：ｋｅｙｔｏｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＤａｍｉｎｏａｃｉｄｆｒｏｍ５

ｍｏｎｏｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄｈｙｄａｎｔｏｉｎ．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犆犺犲犿犻犮犪犾犐狀犱狌狊狋狉狔

犪狀犱犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵 （犆犺犻狀犪）（化工学报），２００５，５６：１４８

［７］　ＭａＺｈｅ （马哲），ＹａｏＺｈｏｎｇ （姚忠），ＺｈｕＫａｉ（竺凯），

ＸｕＸｉａｏｙｉｎｇ （徐晓滢），ＷｅｉＰｉｎｇ （韦萍）．Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｈｙｄａｎｔｏｉｎａｓｅｆｒｏｍ犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犮犮犲狆犲犮犻犪１００３．犑狅狌狉狀犪犾狅犳

犖犪狀犼犻狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔 （南京工业大学学报），

２００５，２７ （６）：２１

［８］　Ｋｅｒｓｔｉｎ Ｒａｇｎｉｔｚ， Ｍａｒｋｕｓ Ｐｉｅｔｚｓｃｈ，Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈ Ｓｙｌｄａｔｋ．

Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ ｈｙｄａｎｔｏｉｎｃｌｅａｖｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｆｒｏｍ

犃狉狋犺狉狅犫犪犮狋犲狉 犪狌狉犲狊犮犲狀狊 ＤＳＭ ３７４７． 犑狅狌狉狀犪犾 狅犳

犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔，２００１，９７：１７９

［９］　ＦｒｅｅｍａｎＡ，ＷｏｏｄｌｅｙＪＭ，Ｌｉｌｌｙ Ｍ Ｄ．犐狀狊犻狋狌ｐｒｏｄｕｃｔ

ｒｅｍｏｖａｌａｓａｔｏｏｌｆｏｒｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ．犅犻狅犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，１９９３，

１１ （９）：１００７

［１０］　ＬｙｅＧＪ，ＷｏｏｄｌｅｙＪ Ｍ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ犻狀狊犻狋狌 ｐｒｏｄｕｃｔ
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ｒｅｍｏｖａｌ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｔｏ ｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ． 犜狉犲狀犱狊

犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾．，１９９９，１７ （１０）：３９５

［１１］　ＱｉＹｉｚｈｅｎｇ （戚 以 政 ）， Ｗａｎｇ Ｓｈｕｘｉｏｎｇ （汪 叔 雄 ）．

ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＲｅａｃｔｉｏｎＫｉｎｅｔｉｃｓａｎｄＲｅａｃｔｏｒ（生化反应动力

学 与 反 应 器 ）．Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｐｒｅｓｓ，

１９９９：１１

［１２］　Ｂｒａｄｆｏｒｄ Ｍ． Ａ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｒａｍｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅ

ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｄｙｅｂｉｎｄｉｎｇ． 犃狀犪犾． 犅犻狅犮犺犲犿．，１９７６，

７２：２４８

［１３］　ＳｏｎｇＨｕｉｍｉｎ （宋慧敏），ＴｕＣｈｕｎｙａｎ （屠春燕），Ｏｕｙａｎｇ

Ｐｉｎｇｋａｉ（欧阳平凯）．ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｉｎ

ｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔａｎｔｓｗｉｔｈＨＰＬＣ．犑狅狌狉狀犪犾狅犳犐狀狊狋狉狌犿犲狀狋犪犾

犃狀犪犾狔狊犻狊 （分析测试学报），２００５，２４ （２）：９５

［１４］　Ｈｏｎｇ Ｌｉ，Ｒｏｂｅｒｔａ Ｍｕｓｔａｃｃｈｉ，Ｃｈｒｉｔｏｐｈｅｒ Ｊ Ｋｎｏｅｌｅｓ，

Ｗｏｌｆｇａｎｇ Ｓｋｉｂａｒ， Ｇａｒｒｙ Ｓｕｎｄｅｒｌａｎｄ，Ｉａｎ Ｄａｌｒｙｍｐｌｅ，

Ｓｉｍｏｎ Ａ Ｊａｃｋｍａｎ． Ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｋｉｎｅｔｉｃｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ：ｕｓｉｎｇ

ｄｉｒｅｃｔｅｌｅｃｔｒｉｃｃｕｒｒｅｎｔｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｌａｃｔｉｃａｃｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｒｅｃｏｖｅｒｙ．犜犲狋狉犪犺犲犱狉狅狀，２００４，６０：６５５

［１５］　Ｐｉｋ Ｌｅｎｇ Ｗｏｎｇ，ＡｍｂｅｒＪ Ｒｏｙｃｅ，Ｃａｒｏｌｙｎ Ｗ Ｔ Ｌｅｅ

Ｐａｒｓｏｎｓ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄａｊｍａｌｉｃｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｆｒｏｍ

犆犪狋犺犪狉犪狀狋犺狌狊狉狅狊犲狌狊 ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ ｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔ

ｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅｓ． 犅犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犑狅狌狉狀犪犾，２００４，

２１：２５３
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