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提高三角酵母细胞!"#表观活力的透性化研究

朱彤波 陈 军 张益! 杨蕴刘" 焦瑞身
（中国科学院上海植物生理研究所 上海 #$$$1#）

摘 要 三角酵母（3*#1($(4&#&5+*#+6#,#&）的B0氨基酸氧化酶（B0+<=,&+A=C&:=C+?8，BDE，;F!(5(1(1）是一种胞内
酶，完整细胞并不呈现酶促活性。为了获得三角酵母细胞的较高表观活力，需对细胞进行处理以改变壁和膜对反

应底物和产物的通透性。研究中比较了冻融、丙酮、丁醇和十六烷基三甲基溴化铵（F8G/’G.=<8GH/’+<<&,=-<I.&0
<=C8，F7DJ）等理化因子的透性化效率，并对丙酮的透性化条件进行了优化。证明丙酮的透性化作用与溶剂浓度、
保温时间和温度有关。1$K"16K丙酮浓度，5"#4L保温，可得到最大酶活力。透性化所需时间极短，在6<=,内
即可完成。同时，透性化细胞中的BDE比无细胞抽提液中的酶对热更为稳定。用丙酮透性化细胞作为生物催化
剂可有效地转化头孢菌素F（F8@H+’&?@&.=,F，FMF）为戊二酰0"DFD（N’-G+./’0"0DFD，NO0"DFD）。

关键词 三角酵母（3*#1($(4&#&5+*#+6#,#&），B0氨基酸氧化酶，透性化，生物转化
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由三角酵母产生的B0氨基酸氧化酶（BDE，

;F!Q5Q1Q1）是一种胞内黄素蛋白酶。作为重要的
工业用酶之一，BDE具有使B0氨基酸氧化生成酮
酸并释出R#E#和)R1的催化特性，因此，在外消旋
混合氨基酸的拆分［!］、#0酮酸生产［#］以及两步酶法
转化头孢菌素F（FMF）以制备"0氨基头孢烷酸（"0
DFD）［1"6］等方面都有着重要用途。
虽然，以固定化酶作为催化剂在实际应用中较

为方便，但是酶的固定化涉及细胞裂解、离心、纯化、

载体活化和固定化等多个步骤，每步均伴随不同程

度的酶活丢失。据估计，制备!个单位固定化酶所
需成本约比游离细胞高!$倍。从经济上考虑，已有
不少固定化细胞用于工业生产，或在错流过滤反应

罐（F.&??0S’&TS=’G8..8+AG&.）中，用完整细胞进行生
物转化反应的例子［3"4］。本实验室在进行"0DFD
酶法生产的国家生物技术攻关研究中，发现不论以

三角酵母的游离细胞还是固定化细胞作为生物催化

剂，均面临细胞膜／壁对底物和反应产物的通透屏障

问题。因此，对细胞进行预处理以增加膜／壁通透性

是一个必不可少的步骤。本文报道了增加三角酵母

细胞BDE表观活力的几种细胞透性化方法，透性
化对BDE酶热稳定性的影响以及透性化细胞对

FMF的酶促转化作用。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌种：多倍体三角酵母（3*#1($(4&#&5+*#7
+6#,#&）9D!$为本实验室李维泉构建［2］。

$%$%& 化学试剂：FMF和NO0"DFD由浙江海正药
业股份有限公司提供，其余均为U=><+公司产品或
国产分析纯试剂。

$%$%’ 培养基及培养条件：每!$$$<O培养基含

V>UE5·"R#E$(6>，)+)E11>，98UE5·"R#E
$Q$!>，WF’$(6>，W#RME5!>，蔗糖1$>，蛋白胨

!$>，BO0甲硫氨酸#Q3">。培养温度为#4L。

$%& 方法

$%&%$ 透性化：采用下述处理方法增加三角酵母细
胞的BDE表观酶活
（!）冻融：离心所得!>湿细胞（T8GA8’’，T(A(）
于 X#$L 冷 冻 过 夜。室 温 解 冻，用 !$<O
$Q$6<&’／O焦磷酸缓冲液（@R4(6）重悬。
（#）十六烷基三甲基溴化铵（F7DJ）：!>湿菌体
悬浮于!$<O含$Q3KF7DJ的$Q$6<&’／O磷酸缓
冲液（@R"Q#）中，#6L保温1$<=,。处理后用生理



盐水洗涤!次。
（"）丁醇和丙酮的溶剂处理：#$湿细胞悬浮于

#%&’含适当浓度有机溶剂的%(%)&*+／’焦磷酸缓
冲液（,-./)）中，于不同温度下处理一定时间。处
理后菌体用生理盐水洗涤!次。

!"#"# 高压匀浆破碎细胞：0%$湿菌体用)%&&*+／’
磷酸缓冲液（,-1()）稀释至#%%&’，冰浴混匀，通过

23456-高压匀浆器循环处理0次，工作压力为

#17,89。所得酶液于:!%;保存备用。

!"#"$ <=>活力的测定：三角酵母细胞的<=>活
力测定按=8?@9A<等报道的方法［#%］进行，测定前
细胞经冻融处理，处理方法见#(!(#节。

!"#"% 三角酵母细胞酶促转化 6B6生成 C’D
1=6=的反应：将含!%E<=>的三角酵母细胞与

"%$／’6B6D5F溶液混合，于!.;水浴，!%%G／&9A振
荡条件下进行转化反应，以)H氨水维持反应液

,-1(%并添加适量-!>!。转化反应所需时间约为

I%&9A。

!"#"& -B’6检测：使用 JKLM&FAC*+NOP8QK&
-B’6，填料直径)!，柱容R(0&&S!)L&的T+QGF8D
,?KGK><O反相色谱柱，流速#&’／&9A，压力#(1"
!(!7,89，流动相为1()H乙腈:#)H甲醇:#H乙
酸，在!R)A&的波长下检测6B6及其衍生物。

!"#"’ 电镜观察：使用!()H的戊二醛U#H甲醛
溶液初固定细胞过夜，次日以 ,-1(!"1(R，

%(#)&*+／’的磷酸缓冲液洗脱，然后用#H锇酸对
细胞进行第二次固定。!?后用清水洗涤细胞，每次

#)&9A，共洗"次。然后使用系列浓度的乙醇溶液
脱水，#%%H环氧丙烷置换，并用环氧树脂阶梯渗透
细胞，于0%;固定R.?。再用’7J#型超薄切片机
对细胞切片，以醋酸双氧铀，柠檬酸铅双重染色后，

用V4>’#%%6W$透射电镜观察细胞结构并拍照。

# 结果和讨论

#"! 三角酵母生长与产酶

:1%;甘油管保藏菌种在斜面上活化后，用接
种环挑取菌苔接入装有!%&’培养液的!)%&’三
角瓶，于!)%G／&9A旋转摇床上培养!R?。再以)H
的接种量移种到含.%&’同样新鲜培养液的)%%&’
三角瓶中，!.;，!)%G／&9A振摇培养。每R?取样一
次，测定光密度（!"0%%A&）和<=>活力，相对于时
间作图（见图#）。
图#显示发酵开始的#!?，细胞生长量呈对数生

长，随后趋于平缓。在第!%"!R?，进入静止期。<=>

图# 三角酵母细胞的生长及产<=>酶曲线

29$/# X9&K6*EG8K*YX?K$G*@Q?FAN<=>P9K+N*Y
#$%&’(&)(*(+2=#%

:!:<=>=LQ9Z9QP :":><0%%A&

的合成相对滞后，从#!?以后活力明显上升，至RR?
达到峰值。延长生长期，产酶有下降趋势。因此，均

在这一时间离心收集细胞以供实验之用。

#"# 几种细胞透性化方法比较
由于<=>是一个胞内酶，不论对细胞的酶活

测定还是采用完整细胞进行生物转化反应，均需克

服三角酵母细胞壁和细胞膜对底物的通透屏障。使

之受到一定程度损伤而不破坏细胞完整性（[AQK$G9D
QP）的理化处理通常被称作细胞的透性化。表#列
出了对细胞进行透性化处理的物理化学方法，以及

不同方法进行透性化处理的效果，其中，使用丙酮、

丁醇和6X=J的处理均在!%;进行，处理时间固定
为"%&9A。

表! 不同透性化处理对三角酵母表观酶活的影响

()*+,! -./)012321425!"#$%&$’&(&)6.!7)81,9
3)92:;<=,9>,)*2+2?)12:519,)1>,51

XGKFQ&KAQ
<=>FLQ9Z9QP
（E／$##）

3K+FQ9ZKFLQ9Z9QP
／H

OE8,KA89*A*YN98GE,QKNLK++8# )1/. #%%
:!%;YGKK\9A$]Q?F@9A$ ))/% I)/#

)H ÊQFA*+ R./) ."/I
"%HFLKQ*AK )#/0 .I/!
%/RH6X=J )"/0 I!/1
6*AQG*+LK++8 )/0 I/.

#O9_,F88F$K8FQR;Q?G*E$?23456-,GK88EGKFANLK++,GK88FQ#17,89/
##‘KQLK++

由表#结果可知，机械力（冻融）、溶剂（丙酮、丁
醇）及表面活性剂（6X=J）均可使完整细胞的<=>
表观活力达到全部酶活力（以压榨匀浆法释放出的

细胞抽提液中的<=>酶活作#%%H对照）的."(IH
"I)(#H。

#"$ 丙酮透性化条件的优化
考虑到工业规模的易操作性、下游处理的生产
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成本，丙酮是比较理想的透性化试剂，为此，对所采

用的丙酮浓度、处理温度以及溶剂与细胞的接触时

间等参数进行了试验，以确定丙酮处理三角酵母细

胞的最佳透性化条件。

图! 丙酮浓度对三角酵母"#$表观酶活的影响

%&’(! )**+,-.*/,+-.0+,.0,+0-1/-&.0&02+13+/4&5&6/-&.0
.0"#$/,-&7&-8.*!"#$%&$’&(&),+559

图!结果表明，细胞的"#$表观活力随着丙酮
浓度的上升而增加，在本实验条件下，丙酮的关键浓

度为:;<!:=<，此时，表观酶活达到最大值。进
一步提高丙酮浓度，"#$活力呈下降趋势。
在对透性化所需时间的研究中，使处理温度为

>?，丙酮浓度为:;<，观察不同保温时间对透性化
的影响。从透性化的时间进程曲线（图:）可以看
出，只需较短的细胞与溶剂接触时间即可获得较好

的透性化效果。=3&0的处理时间已能使"#$的表
观活力提高至最高酶活的@;<，在=!=;3&0之间，
透性化水平基本维持恒定或略有升高。

图: 丙酮透性化处理时间对"#$表观酶活的影响

%&’(: )**+,-.*-1+/-3+0--&3+A&-B/,+-.0+
&02+13+/4&5&6/-&.0.0"#$/,-&7&-8.*!"#$%&$’&(&),+559

在特定的处理时间（:;3&0）和丙酮浓度（:;<）
条件下，温度对透性化程度有一定影响。在>?!
!C?范围内，提高处理温度有助于透性化的完成。
然而，该条件下，:D?保温已属温度偏高，可能细胞
受损过度而使酶蛋白泄漏导致细胞"#$活力下降
（图>）。

图> 不同温度对丙酮透性化处理的影响

%&’(> )**+,-.*-+32+1/-E1+&02+13+/4&5&6/-&.0
.0"#$/,-&7&-8.*!"#$%&$’&(&),+559

!"# 丙酮对透性化三角酵母细胞中$%&热稳定
性的影响

本实验对"#$粗酶提取液、三角酵母细胞和
透性化细胞分别于!:?、:D?和=;?保温F;3&0后
的"#$残留酶活作了比较。使三角酵母细胞先在
给定温度下保温，然后再用:;<丙酮透性化处理，
并测"#$活力，结果表明，!:?和:D?处理时，

"#$活力无明显改变，=;?时略有下降，但仍保持

C=<的活力（图=/）。相比之下，粗酶溶液的"#$
活力，随处理温度升高而下跌，=;?处理后，残留活
力仅:;GC<（图=,）。丙酮透性化细胞的"#$热稳
定性处于粗酶提取液和透性化前进行温度处理的样

品之间（图=4）。因此，这一实验证明，粗酶液中的

"#$在离开了其原来存在的细胞内环境后，对热变
得较为敏感。丙酮透性化处理导致细胞壁、细胞膜

结构一定程度的受损，"#$的热稳定性略低于完整
细胞，但明显高于无细胞提取液。

图= 不同条件下的丙酮处理对三角酵母细胞中

"#$热稳定性的影响

%&’(= HB+13.9-/4&5&-8.*"#$&02+13+/4&5&6+I,+559E9J
2+09&.09/0I,1EI++K-1/,-.*!"#$%&$’&(&) %#L;/-

I&**+1+0--+32+1/-E1+9(
"#$/,-&7&-&+9A+1+I+-+13&0+I&0,+559（/），&02+13+/4&5&6+I,+559（4）

/0I&0,1EI++K-1/,-（,）(HB+&0&-&/5"#$/,-&7&-&+9.*-B+I&**+1+0-
9/325+9A+1+9+-/9L;;<(
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图! 三角酵母细胞的超薄切片电镜观察（放大倍数："#$%%%）

&’()! *+,-.,/’0123,’4014562.1,!"#$%&%’(#()*"#*+#,#(32++1（"#$%%%）
（.）740,-4+32++1；（8）72++192-:2.8’+’;2<=’,/>%?.32,402

!"# 透性化细胞的形态变化
为了检查透性化处理对细胞形态结构的影响，

实验以丙酮处理的透性化三角酵母细胞与未处理对

照细胞按#@$@!节方法分别进行了超薄切片和透射
电镜观察。从图!结果可看出，>%?丙酮，$%A处理

>%:’0的透性化细胞，细胞壁和细胞膜发生了轻微
的变化，特别是膜的边缘变得略为模糊透明，不似对

照细胞那样清晰坚实，壁和膜之间的间隙变大。然

而，尽管细胞经丙酮透性化处理后，超微结构发生了

某些变化，但并没有引起细胞的明显破坏或解体而

仍保持完整。

!"$ 透性化三角酵母细胞对7B7的生物转化：按

#@$@C节方法，用经透性化处理的三角酵母细胞进
行7B7生物转化实验。图D是转化结束后反应液
的EBF7检测图。定量检测结果证明，反应液中残
留的7B7量已低于%@C?，而产物GFHDI7I的生
成量达J>?。可见经透性化处理的三角酵母细胞
可以顺利催化7B7为GFHDI7I反应的完成。

图D 透性化细胞转化7B7生成GFHDI7I
反应的EBF7检测图

&’()D EBF73/-4:.,4(-.:45GFHDI7I9-4<K32<20;6:.,’3.++6
5-4:7B7K1’0(92-:2.8’+’;2<!-)*"#*+#,#(&I#%32++1

% 讨 论

LH氨基酸氧化酶是两步酶法制备DH氨基头孢

烷酸的重要工业用酶之一，用三角酵母整细胞对

7B7进行转化，具有操作简单，成本低廉的优点，有
很好的实用价值。

由于LIM是一种胞内酶，难于从发酵得到的
三角酵母细胞直接检测到LIM活力，因此，克服细
胞膜／壁的通透屏障的透性化处理是将细胞用作生

物催化剂的必要步骤。用丙酮对三角酵母细胞的透

性化处理结果说明溶剂浓度、保温时间和温度三者

之间存在紧密相关性，通过对上述三因子的适当调

配即可获得最佳透性化效果。另一方面，透性化三

角酵母细胞，不仅可以顺利转化7B7生成 GFH
DI7I，而且，固定化的丙酮处理细胞可在转化反应
中循环使用$%批以上，并保持J%?转化效率。结
果将另行报道。

致 谢：本所郭一松先生帮助进行了细胞的超

薄切片和电镜观察工作，特此致谢！
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诚 征 广 告

《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国微生物学会主办的综合性的学术刊物。主要报道我国生物技术领

域科学和技术的新进展和新成果，刊登的内容包括：基因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、生物反应器等各个方面，涉及工

业、农业和医学等诸多领域。刊载的文章有HF]以上是获“THG”高技术、国家自然科学基金资助或属“八五”、“九五”攻关及省
部级重大项目的研究论文，为国内从事生物技术的科研人员必读的刊物。

过去的几年，本刊以严谨的态度、诚实的信誉，赢得了厂商和读者的信赖，与许多公司建立了良好的长期合作关系。

《生物工程学报》设有广告专版，真诚欢迎国内外厂商来此发布产品、技术和服务信息，刊登仪器、设备、试剂等方面的广

告。我刊除彩色四封外，还有精美彩色、黑白插页供选择。

需要刊登广告的客户，可电话告知您的M)U，我们会立即将报价单传真给您，洽商确定版位后，即由科学出版社广告部（我
刊广告代理）与您签定正式的刊登合同。

《生物工程学报》广告联系人：武 文 电话：FBF=HE!!DGFG
传真：FBF=HE!HFCBE 1=4)#&：6aA#.@*0#40)606*
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