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超滤法提纯头孢菌素C 的应用研究

李春艳1, 方富林2, 何旭敏3, 夏海平3, 蓝伟光3

摘要:　目的　研究既能提高滤液质量和过滤收率,又能简化操作工艺流程的提纯头孢菌素 C 发酵液的方法,

并对超滤过程中顶洗加水量进行探讨。　方法　采用U ltra2flo 超滤系统提纯未经任何预处理的头孢菌素 C 发酵

液。　结果　滤液中蛋白质含量仅为原工艺的 1ö10,过滤收率由原工艺的 78%提高到 8318%。系统平均膜通量可

达 6613 LM H ,且可长时间连续平稳运行,被污染的膜经清洗后与新膜没有明显的差异。理论加水量倍数为投料液

的 118倍,实际的平均加水量倍数为 1170倍。　结论　U ltra2flo 超滤系统完全能代替原工艺提纯不经预处理的头

孢菌素C 发酵液,理论加水量计算方法可以用于实际洗涤操作。
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　　头孢菌素C 是半合成头孢菌素类抗生素的起

始原料,目前采用发酵法生产[1 ] ,其发酵液中存在菌

丝体、蛋白质和悬浮微粒等杂质。原工艺是将发酵液

预处理后用板框加压过滤或真空鼓式过滤的两步分

离法除去这些杂质,此法存在操作工艺繁琐、滤液质

量不高、收率较低等问题。笔者于 1999 年 10 月～

2000 年 5 月研究头孢菌素C 发酵液提纯中使用超

滤法代替原工艺,以期简化操作工艺流程,提高滤液

质量和过滤收率,并对超滤过程的顶洗加水量进行

探讨。

1　材料与方法

1. 1　材料　超滤设备: U lt ra2f lo 超滤系统 (美国下

游技术有限公司)的U F254中试设备。超滤膜:平板

薄层复合膜,膜面积 1108 m 2,截留分子量为 30 000

的 Sun tarË # 膜。头孢菌素C 发酵液: 取自甲、乙两

药厂头孢菌素C 生产线。发酵液只经酸化 (控制pH

在 3左右)处理,不添加任何助滤剂。含酶洗涤剂:

Sun tarÎ洗涤剂。
1. 2　实验过程　头孢菌素C 发酵液经泵加压后进

入U ltra2f lo 超滤分离系统,头孢菌素C 透过膜流进

清液贮罐,而菌丝体、蛋白质和固体悬浮颗粒等杂质

被截留,经热交换器冷却后 (因泵运行后会放热使料

液温度升高)送回发酵液贮罐进一步浓缩,直至超滤

浓缩液呈浆糊状,再用少量的水顶洗,使滤渣中残余

的头孢菌素C 充分洗涤出来。工艺流程见图 1。实验

中每隔 15 m in 测定一次过滤速率, 并换算成膜通

量。

图 1　超滤工艺流程
1. 发酵液贮罐; 2. 泵; 3. 阀门; 4. 压力表; 5. 超滤系统; 6. 流量
计; 7. 清液罐; 8. 热交换器

1. 3　实验条件　在甲药厂开展了 5个批次的中试,

实验条件见表 1。

表 1　甲药厂头孢菌素C 发酵液U ltra2flo 超滤条件

中试批次 1 2 3 4 5 平均值

平均温度 (℃) 22. 2 21. 2 19. 7 20. 2 21. 4 20. 9

平均进口压力 (M Pa) 0. 53 0. 59 0. 59 0. 60 0. 60 0. 58

平均出口压力 (M Pa) 0. 3 0. 3 0. 3 0. 3 0. 27 0. 29

投料体积 (L ) 100 100 100 100 100 100

操作时间 (m in) 174 191 205 196 207 195

pH 3 3 3 3 3 3

1. 4　膜的清洗　每批实验结束后要进行膜的清洗。

清洗步骤如下: (1)排出滤渣,用清水洗去系统残余

的少量滤渣。 (2)用 pH 10的N aOH 溶液在 50℃下

循环清洗 40 m in 后排出清洗液。 (3)用质量分数为
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1%含酶清洗液在 50℃下循环清洗 45 m in 后排出

清洗液。 (4)用清水洗至 pH 呈中性。

2　结　果

2. 1　滤液质量和过滤收率　取甲药厂的 1～ 5批次

头孢菌素C 超滤液,分别测定滤液的蛋白质含量和

过滤收率 (此工作由厂方技术人员完成)。超滤后滤

液中蛋白质平均含量由原工艺的 2%～ 3%降低到

012%～ 013% (仅为原工艺的 1ö10) ,平均过滤收率

由原工艺的 78%提高到 8318%。随着滤液质量的提

高,后工艺的提取收率也有较大提高,其中树脂提取

收率由原工艺的 85%提高到 90%左右,结晶工序收

率由原工艺的 82%提高到 85%左右。

2. 2　超滤膜通量的影响因素　取乙药厂的头孢菌

素C 发酵液,酸化至pH 3后,用U ltra2f lo 超滤设备

(进口压力为 016M Pa,出口压力为 013M Pa)超滤。

超滤过程的膜通量随料液浓度、温度的变化情况见

表 2。

2. 3　超滤膜通量及其变化规律　甲药厂 1～ 5批次

的头孢菌素C 发酵液超滤过程中膜通量随时间的

变化曲线见图 2。

2. 4　清洗恢复性　当膜通量突然衰减较多使过滤

速度太慢时,说明膜由于吸附产生污染堵塞,此时要

进行膜的清洗。为了考察清洗后膜的恢复性能,在甲

药厂的 1～ 5批次的超滤中试中,前 3批采用已在多

个不同产品中用过的旧膜,后 2批换用新膜。新膜和

旧膜的膜通量及其变化规律见图 2。

2. 5　顶洗加水量

2. 5. 1　理论顶洗加水量　为了估算出顶洗加水量,

笔者根据工业生产经验的数据总结出一个理论计算

顶洗加水量的方法: 假定初始料液体积 100 L ,初始

料液效价 20 000,料液中干渣质量分数 20% , 首次

加水前浓缩液与初始料液体积比 50% ,首次加水前

浓缩液中滤渣质量分数 40% ,膜对产物的透过效率

85%。依此方法,计算结果见表 3。

图 2　头孢菌素C 发酵液超滤膜通量曲线

◇: 1批　□: 2批　○: 3批　3 : 4批　△: 5批

终止状态的浓缩液为要丢弃的滤渣,由干渣和

滤液组成。因为此状态下,滤渣中滤液部分的产物理

论损失率 (% ) = (813×30)÷ (20 000×80) = 1152,

考虑到滤渣本身会吸附部分产物,滤渣实际损失率

大约为 2% ,说明洗涤已完全,洗涤过程的理论顶洗

加水量为 180 L ,为初始料液体积的 118倍。

2. 5. 2　实际顶洗加水量　对甲药厂的 1～ 5批次头

孢菌素 C 发酵液超滤过程中实际顶洗加水量进行

研究,结果见表 4。

3　讨　论

近十余年来,超滤法作为一种新型的分离方法,

在抗生素的提纯上得到了广泛的研究和应用[2～ 5 ]。

但其发酵液都要经严格预处理后才能进行超滤,否

则超滤膜系统堵塞严重。笔者采用U ltra2f lo 超滤系

统一步截留不经任何预处理的头孢菌素C 发酵液

中残留的菌丝体、蛋白质 (包括可溶性蛋白)和悬浮

微粒等杂质,简化了操作工艺流程,提高了滤液质量

表 2　膜通量随料液浓度、温度变化情况

时间
(m in)

膜通量
(LM H )

温度
(℃)

滤出液体积
(L )

温度变化
系　数

料液浓度倍数
变　化

膜通量变化
(% )

0 45. 4 17. 5 0. 0 1. 00 1. 00 100

10 39. 4 18. 0 9. 0 1. 03 1. 10 87

20 37. 2 17. 5 17. 0 1. 00 1. 20 82

30 37. 0 17. 5 25. 0 1. 00 1. 33 81

40 38. 4 18. 0 32. 0 1. 03 1. 47 85

50 39. 9 18. 5 38. 0 1. 06 1. 61 88

60 40. 6 19. 0 44. 0 1. 09 1. 79 89

70 39. 9 20. 0 52. 0 1. 14 2. 08 88
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表 3　顶洗加水量的理论计算

过滤操作

浓缩液部分 滤液部分

理论效价
(Λgöm l)

总体积
(L )

液体体积
(L )

滤渣体积
(L )

加水体积
(L )

理论膜透过率
(% )

滤出液体积
(L )

加水前浓缩液3 22927 50 30 20

初始料液 20000 100 80 20 85 50

加水后

　第 1次 11463 80 60 20 30 85 30

　第 2次 6570 80 60 20 30 85 30

　第 3次 3766 80 60 20 30 85 30

　第 4次 2159 80 60 20 30 85 30

　第 5次 1237 80 60 20 30 85 30

　第 6次 709 80 60 20 30 85 30

终止状态 813 50 30 20 180 230

　　3 :加水前浓缩液理论效价= 初始料液效价× (初始料液中液体体积—加水前滤出液体积×透过效率ö2)÷ (浓缩液中液体体积+ 加水前

滤出液体积×透过效率ö2)。

表 4　甲药厂头孢菌素C 发酵液超滤中试的实际顶洗加水量

中试批次 投料体积
(L )

滤渣体积
(L )

加水前滤液
体积 (L )

加水后滤液
体积 (L )

滤液总体积
(L )

加水量
(L ) 加水倍数 滤渣损失率(% )

1 100 39 40 187 227 166 1. 66 2. 47

2 100 38 40 202 242 180 1. 80 2. 96

3 100 39 50 183 233 172 1. 72 1. 78

4 100 37 45 182 227 164 1. 64 4. 45

5 100 37 49 182 231 168 1. 68 2. 62

平均值 100 38 45 187 232 170 1. 70 2. 85

和产品收率。

超滤过程中,料液的浓度和超滤的温度是影响

膜通量的主要因素。料液浓度升高,膜通量下降;温

度升高,膜通量升高。因此在不使头孢菌素C 发生

热降解而降低过滤收率的前提下,尽可能提高超滤

温度,使系统的膜通量较大。超滤过程的平均膜通量

高达 6613 LM H , 系统膜通量基本维持在 55～ 70

LM H 范围内 (各批次的膜通量之间存在着一定的

差异,这主要是由于各批次的料液含固量、粘度、操

作温度以及系统在操作结束后的清洗工作存在差异

所致)。在超滤 195 m in 后,系统的膜通量仍未见衰

减,说明U ltra2f lo 超滤系统对不经任何预处理的头

孢菌素C 发酵液仍具有很强的处理能力。实际生产

中料液总量大,超滤过程料液浓度升高较慢,膜通量

衰减得就更为缓慢, 膜系统一般可以连续运行> 6

h。被污染的膜经清洗后与新膜在膜通量、膜通量变

化及膜通量恢复三个方面, 没有明显差异, 说明

U ltra2f lo 超滤系统的清洗恢复性能强。

实际的平均顶洗加水量倍数为 1170,与理论顶

洗加水量倍数 (118 倍)相近,说明笔者总结的理论

加水量计算方法对实际洗涤操作有一定的指导意

义。在工业生产中,影响顶洗加水量的因素很多,其

中料液的滤渣含量对加水量影响较大 (各头孢菌素

C 厂家料液中滤渣含量不同)。滤渣含量较少,加水

量也较少,其理论加水量也可依文中的方法计算,但

实际加水量一般比理论加水量略低些,因为在膜系

统安全运行 (不堵塞)的前提下,适当延迟加水时间

可以使产品过滤较完全,而加水时间的延迟可使加

水量减少。
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A pp lica tion of U ltra filtra tion fo r P urifica tion of C e pha los po rin C

L I C hun2Ya n1, FANG Fu2L in2, HE Xu2M in3, e t a l
(1. D e vis ion of M e d ic ine , Fujia n M e d ica l Unive rs ity , Fuzhou　350004, C hina

2. Xiam e n Unive rs ity S unda r M em b ra nce S c i2te chno logy C o. L td , Xiam e n　361005, C hina

3. D iv is ion of M a te ria ls S c ie nce a nd Eng ine e ring , Xiam e n Unive rs ity , Xiam e n　361005, C hina )

ABS TRAC T: 　O b je c tive　To invest iga te a m ethod to pu rify the ferm en ta t ion liquo r of cephalo spo rin

C in o rder to increase the quality of f ilter liquo r and filtering yield, and to simp lify the p rocesses. 　

M e thods　T he U ltra2f lo m em b rane system w as u sed to pu rify cephalo spo rin C ferm en ta t ion liquo r w ithou t

any p retrea tm en t. 　Re s ults　T he p ro tein con ten t in the filt ra te w as on ly 1ö10 that of the o rig inal p rocess;

the average filtering yield w as 83. 8% , w ith a 4%～ 5% increasing; the average flux w as as h igh as 66. 3

LM H. 　T he m em b rane system cou ld run steadily fo r a long t im e. 　T here w as no sign if ican t d ifference

betw een new and con tam inated m em b rane after clearing. 　 T he calcu la ted quan t ity of w ater u sed in

filtering is 118 t im es as m uch as that of the o rig inal feed. 　C onc lus ion　T he U ltra2f lo m em b rane system

can be u sed to rep lace the o rig inal p rocess in the pu rif ica t ion of cephalo spo rin C ferm en ta t ion liquo r, the

calcu la ted quan t ity of w ater can be app lied to w ash the filter residue.

KEY W O RDS :　cephalo spo rin C; u lt raf ilt ra t ion; separa t ion and pu rif ica t ion

2000年研究生毕业论文摘要

动态观察直肠癌旁移行粘膜 p53, p21ra s蛋白表达
及细胞增殖动力学变化与吻合口复发的关系

硕士研究生　胡天明

专　　　业　外科学 (普通外科)

导　　　师　池　畔 副教授, 陈大良、殷风峙 教授

　　目的　探讨直肠癌旁移行粘膜的性质及其与术后吻合

口癌肿复发的关系。　方法　应用粘液组织化学、免疫组织

化学技术和图像细胞光度计 ( ICM )对 67例直肠癌手术切除

标本及其近、远端肠管粘膜及 33例术后 1年、31例术后 2年

以上直肠粘膜病理活检标本 (吻合口至其下 3 cm )同步检测

其 p 21ras、p 53蛋白表达率,增殖细胞核抗原 (PCNA )指数及

DNA 含量和倍体变化。　结果　 (1)高铁二胺2阿辛蓝 (H ID 2
AB , pH 215)染色:近切端中无Ê级以上唾液酸粘蛋白反应,

癌组织中Ê级以上唾液酸粘蛋白反应占 5317% ,远切端 TM

阳性率为 1419% ,高于近切端 (P < 0101) ,术后复查 TM 阳

性率与远切端相比增高 (1年为 3914% , 2年以上为 3213% ,

P < 01001)。 (2)p 21ras蛋白表达: 近切端粘膜无 p 21ras蛋白表

达, 癌组织为 6112% , 远切端 (1314% )高于近切端 (P <

0101 ) , 但在远切端正常粘膜和 TM 中表达无差异 (P >

0105) , 术后复查与远切端相比有下降趋势 (术后 1 年

911% , 2年以上 312% , P < 0105)。(3)p 53蛋白表达:近切端

粘膜无 p 53 蛋白表达, 癌组织为 5917% , 远切端 (715% )高

于近切端,但统计学意义不显著 (P > 0105) , 术后复查与远

切端相比阳性率降低, 1 年为 611% , 2 年以上为 0 (0ö31) ,

p 53蛋白表达在远切端正常粘膜和 TM 中差异无显著性 (P

> 0105)。 (4) PCNA 指数: 癌组织 PCNA 指数显著升高 (与

近切端相比, P < 01001) ,远切端 PCNA 指数高于近切端 (P

< 0101) , 但在其正常粘膜和 TM 中差异无显著性 (P >

0105) ,术后 1年及 2年以上复查病例 PCNA 指数与远切端

相比降低 (P < 0101)。(5)DNA 质量和倍体:癌组织DNA 平

均质量显著增高,异倍体增多 (与近切端比, P < 0101) ,远切

端DNA 平均质量也增高 (与近切端比, P < 0105) ,但在其正

常粘膜和 TM 中差异无显著性 (P > 0105) ,术后 1年及 2年

以上复查病例DNA 质量与远切端相比降低 (P < 0105)。　

结论　直肠癌旁移行粘膜是一种继发的非特异性改变,而不

是原发性癌前病变,其存在与否和直肠癌根治术后吻合口癌

肿复发无关。

关键词　直肠肿瘤; 移行粘膜; p 53蛋白; p 21ras; 增殖

动力学; 肿瘤复发

(现在哈尔滨医科大学附属第二医院)
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