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高纯度 丁及 《 、』 
1，6一二磷酸果糖 及 ； 

分离精制新工艺 

生物医学工程研究室 干明安 余惠媛 

A 撮 要 本文报遭丁1，6--二磷酸果糖(FDP)发酵藏通过沉淀一吸附一重结晶法，代替国外反 

渗析法或联合柱色谱分离一分子膜过滤 一玲冻干燥法分离精制 FDP的新工艺 本工艺简便地解决 

丁厦参析法纯化过程中高达 50 FDP严重损失问题 ，避免丁过程冗长的柱色谱分离过程易弓『起的 

细菌性污染所导致的 FDP破坏和复杂价昂的分于膜过滤器厦冷冻干燥 ，突破丁 FDP难以结晶的 

关键技术．所用设备简单，便于工业生产。餐 4升规模试验研究表明，FI， 总收率达 8O ，纯度达 99 

．高于国外文献报遭及意大利进口冻干粉指标 

关薯词 1．6一二磷酸果糖 {分离精制；重结晶 

中田讣娄号 Q503：Q533 

1． 6一二磷酸果糖 (Fructose一1，6一 

diphosphate，FDP)是细胞内糖代谢的中间 

产物 。其药用价值是八十年代以来 ，为 

Markov。 等 人 首 先 发 现 ，继 由意 大 利 

Biomedical Foscama制药公司利用酶工程技 

术生产 ，迅速上市的以心血管系统为主的新 

药。FDP广泛用于急性心肌梗塞，严重心肌 

缺血、外周血管疾患、各种类型的体克等缺血 

缺氧性疾病的急救 。此外，经我国 50多家大 

型医院及 医科院校的临床试用证明 ，在各 

类外科手术中可作为重要辅助用药，对各类 

型肝炎引起的深度黄疸、转氨酶升高及低白 

蛋白血症有肯定疗效 。近年来，药用 FDP需 

求剧增。因而，研究与开发 FDP已引起国内 

外广泛关注。 

酶促反应合成 FDP的基本原理为 (图 

1)，利用啤酒或面包酵母细胞 ，以单糖或蔗糖 

后茂 两 缸( 

等和磷酸盐为底物．经酵母酶促磷酸化反应 

转I化成FDP，积聚于反应介质中。显然，FDP 

发酵液是一复杂的多相体系。除 FDP外，尚 

含有酵母细胞、蛋白质、单糖及其磷酸酯、无 

机磷酸盐等未作用的培养基杂质。FDP为性 

一 ≥ 硼 -̈  
l 目 *十  IF-I-n 

l●·二■t阜 

田 1 葡蕾糖连臻●酸化生成 FDP 

质活泼的高能化合物，受热或分离过程过长 

都会破坏或分解。此外，单糖磷酸酯、无机磷 

酸盐等杂质与 FDP性质相近 ，致使 FDP的 

分离精制相当困难。Leisola等人 采用反渗 
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析技术纯化 FDP，结果发现竟有高达 50 的 

FDP丢失。意大利 Diana等人“ 报道用联合 

柱色谱 (阳离子，阴离子树脂两次上柱)分离 
一

洗脱一分子膜过滤一冷冻干燥直接制取注 

射用 FDP冻干粉。其设备昂贵，生产周期长 ， 

FEtP收率低 (按柱色谱分离溶液浓度计算 ， 

约为 43 )。我室从 1987年起对 FDP立项 

研究，89年完成酵母酶促磷酸化反应的最适 

条件及固定化载体的试验。此后 ，突破了关 

键技术，建立了新工艺。19fl2年进行药厂放 

大中试，蓑得满意结果。93年通过重庆市科 

委鉴定。本文报道的CTAB透性啤酒酵母生 

物合成高浓度FDP发酵液，经沉淀一吸附一 

重结晶，得到高纯度 FDP结晶粉，简化分离 

精制药用 FDP的新工艺，国内外尚未见报 

道 。 

材料和方法 

1．材料 

(1)空联囊苯乙烯型树脂-上海树脂厂 

(2)氯化钙，分析蟪．国营重庆无机化学试剂厂 

2．方法 

(1)生糟合成 FDP“ 十六烷基三甲基澳化铵 

(CTAB)嚣性啤情酵母 400U加^发酵培菲基 中，于 

30℃，PHB．0．250苷：／分钟振荡发酵 4小时 

(2)发聿穗中，FDP浓度测定∞吸取 2m】擞酵 

藏-加约 3 m】5 三氯睛酸-在冰懈申保持 1o分钟。另 

加入 2。0M NaHCOI中并在冰搭中保持 l0分钟．离 

心-上清穗稀释童 100ml。取 2ml稀释镀用于FDP浓 

度测定． 

(3)分离精制过囊中FDP浓度谢定 取 2ml溶 

穗．加^ 2．0MNaHCO。中和后加水稀释童100ml。 

或取 1，ok左右盎的FDP粗制品，加入饱和 H O． 

溶穗,2m1．离心，上清穗加入 2．0M NaHCO，中和后 

加水稀释至 100m1．取 2ml稀释液用于 FDP浓度测 

定 。 

(4)无机舜 定哪擅囊 ĴIen的方法． 定发酵． 

过程和骨离精舒过程中无机舜的音量变化． 
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(5)FDP的初步分离 发酵 完毕，于 4升发酵液 

中加入 1，0M HCIO。至蛋白质沉淀完全，离心 上清 

澶 中加入 2．0M NaOH 中和至 PH8，5． 另加入 

450ml 50 CaCI 溶液 ，搅拌 15分钟，加入等体积 9s 

乙醇 ，室温静置 30分钟 ，减压过滤 。沉淀用蒸馏承 

和 95 乙醇各持两次，即得 FDP粗制品。 

(6)FDP的精制 将 FDP粗制品悬浮于适量蒸 

埔水中，加入经矬疆的交联聚苯乙烯型树脂(溶液 ： 

树脂一20：1)犀檄囊型炭 (自制)，室温搅拌吸附1 

小时，过滤，吸附荆用蒸馏水 涤两攘 滤液用2 N 

NaOH中和后以zl醉为溶jf!『结晶 替晶体全部析出 

后 ，过滤。再用乙醇重结晶。过撼后经干燥即得高纯 

靡 pP成品。 

结果和讨论 

1，从毖酵开始，每半小时取样分析，检测 

生物合成过程中FDP和无机磷酸盐浓度随 

时间的变化及发酵终点 FDP的最高浓度与 

无机磷酸盐的最低浓度，结果如图2所示。从 

图中可见，FDP浓度随发酵时间延长不断增 

0 1 2 3 4 0 

time (h) 

围 2 发酵过程中 FDP和无 

机磷酸盐随时间变化 

I=FDP l：无机舜酸盐 

■ 

姒 ∞ ∞ 柏 ∞ 

∞ ∞ 如 ∞ 
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大，直到 4小时达到最大值 75g／L．无机磷 

酸盐浓度则随反应时间延长不断下降，4小 

时达到最低点。 

2．表 1列出的结果是分离过程中 FDP 

及主要杂质含量变化。从表中可见，发酵完毕 

至用 CaC! ／乙醇沉淀，由于 FDP中高能磷 

衰 1 j}寓过程中 FDP噩主要杂质含量变化 

＼ 含量变化 FDP 无机磷酸盐 F
一

6一P FDP收率 ＼  
分离过程 ＼  fg／L) (g／L) ／L) ( ) 

HC10 72 2O 2、O 96 

CaC】 ／乙醇 7l 23 3．o 94 

酸键的不稳定性而造成的分解作用，致使其 

含量下降5 左右，而无机磷酸盐等杂质却 

显示出增高趋势 在此初步分离阶段，通过 

沉淀作用除去了发酵液中大量酵母细胞、蛋 

白质及末反应完的葡萄糖等杂质。在精制阶 

段 ，经树脂及徽囊型炭的特异性吸附作用，进 

一

步除去了粗制品中的无机磷酸盐及单糖磷 

酸酯等杂质。结果见表 2。从表2可看出，当 

吸附剂用量为 100g时，虽 FDP收率高．但无 

机磷酸盐杂质也较多，用量为Z00~250g时， 

FDP的收率随杂质含量 的降低而较大幅度 

的下降。当用量 150g时 ，杂质限量低但 FDP 

衰 2 精制过程中 FDP丑主要杂质含量变化 

＼ 含量变化 无机磷酸盐 F——6——P FDP收率 ＼  
．

FDP 

翦花过舀 ＼＼  fg／L) (g／L) (g／L) ( ) 

1O0 68 8．9 0 9O 

经 处理 树 
脂 ．敷 囊 1 50 66 1．0 O 88 

ZOO 60 0．2 0 80 型炭 (
g) 

250 ． 55 0．1 O 73 
-． 

收率却较高。此后，溶液经结晶、重结晶和干 

燥后所得 FDP结晶粉结果见表 3。从表 3可 

看出，本工艺 FDP收率和纯度都较国外高， 

而杂质含量却明显降低。 

衰 3 FDP精莉姑暴噩比较 

FDP 无机磷 F一6一P FDP收率 FDP纯度 
作 者 (g／L) 

( ) ( ) ( ) ( ) 

本 文 61 O．3 0 81 98～99 

Leisola ～ 25 1～ 2 1 ～ 5O 83～ 85 

意大刺冻干粉 2 1．5 85 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

本文 首次报道 了 FDP分离精 制新工 

艺。与文献报道工艺相比，新工艺简化生产 

条件，缩短生产周期，降低生产成本 ，提高产 

品质量 ，易于工业化生产。 
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A NEW TECHNIQUE FOR THE ISOLATION AND PURIFICATION 

0F HIGH PURITY FRUCTOSE一 1I 6一DIPHOSPHATE 

Yu M ingan，et al 

Department of Biomedical Engineering 

A new technique for isolation and purification of fructose——1， 6--diphosphate OFDPI 

from the fermentation mixture has been reported．W hich utilizes precipitation．absorption 

and recrystaUlzatlon instead of the reverse osmosis system or Chroma~graphic on 

cationic and anionic resins，molecular filtration and Iyophilization．Thus．4L of a fermen— 

tion anionic was deproteinized and precipitated usifig 50 ／W)CaCI2 Solution．FDP 

was purified by ion exchange，m icroencapsulated charcoal treatment and recrystaIIization． 

The overall yield of FDP was 80 and the purity was 99 ．The new technique short— 

ened the production period and was easy to scale up for industrial application． 

Key W ords Fructose- 1，6-- diphosphate：Isolation and purification；Recrystallization 
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、
THE STUDY ON EXOCRINE FUNCTION OF FETAL PANCREAS--II 

H e Yanzheng．et al 

Dept．of General Surgery，The First Hespital 

The secretery function of trypsin and lipase of pancreas from 26 dead fetuses were 

studied． it further showed that the exocrine function of fetal pancreas is directly pro 

portional to the pancreatic weight and fetal age．Ahhough the level of trypsin and lipase 

in the duodenal juice of 38th week fetus is very lower than that of them in aduIt．1eta1 

pancreas as a doner for transplantation the pancreatic duct should be managed with 

ligation． 

Key W ords Fetal pancreas；Exocrine function TransDIantati0n 

， 

·16 · 
， ● 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

