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摘要：戊二酰基’(’氨基头孢烷酸（)*’(’+,+）酰化酶是 (’氨基头孢烷酸（(’+,+）两步酶法生产中的关键酶。成功构

建组成型表达的产 )*’(’+,+ 酰化酶重组大肠杆菌 -.!#/01.2,’+,3，并对其高表达条件进行了研究，得到了组成

简单、廉价的国产培养基配方及操作简便、易于实现工业化的发酵工艺。在优化条件下，上罐补料高密度发酵的酶

活高达 444$56 70*，是优化前的 !"5& 倍，产率最高可达 "(/5/70（*·8），达到了工业生产的要求。
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(’氨基头孢烷酸（(’?LB@FMN18?HFO1FJ?@BM ?MBP，(’
+,+）是生产头孢菌素类抗生素的重要原料，目前都

是由头孢菌素 , 通过生物酶法或化学法生产。化

学法的生产条件苛刻，且在生产过程中用到大量有

毒化学物质，对环境造成严重污染。与化学法相

比，酶法生产可以使得 (’+,+ 生产过程简化，提高

产品的收率和质量的同时减少污染，因此有着不可

比拟的优势［!］。目前，国外已逐渐采用先进的双酶

法催化工艺［"，%］，国内基本都还采用化学法生产 (’
+,+。在酶法工艺中，如何提高 \’氨基酸氧化酶和

)*’(’+,+ 酰化酶这两种关键酶的生产能力及其催

化活性，是酶法生产 (’+,+ 实现工业化的关键［!，"］。

在酶法生产 (’+,+ 工艺中，主要通过基因工程来改

变酶的结构，以提高酶的活性和稳定性［& ] 4］。

本文以工业应用为目标，在成功构建组成型表

达的重组 ! W 4&+$ -.!#/01.2,’+,3 同时对其高表达

条件进行研究，期望得到成本低且易于实现工业化

的 )*’(’+,+ 酰化酶高效表达的工艺条件。

? 材料与方法

?@? 菌种构建方法

用质粒 \C+ 提取试剂盒提取 1.2,’+,3 质粒

（本课题组构建）［4］，转入事先准备好的相应宿主菌

的感受态细胞中，%(^温育复苏 &/LB@ ] 4#LB@，取

!##>* 涂平板培养（*_ 培养基，卡那霉素浓度 /#

!G0L*），%(^ 培养 !" ] !48，把构建的菌株发酵培
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养、测酶活，做进一步的筛选。

感受态细胞的制备及转化方法参见文献［!］，

质粒 "#$ 提取试剂盒为北京赛百盛生产。%&’()*+
购于 ,-./01234-，%5) 购于 #65，78)*9 和 78)*: 为本

实验室保存，;<) 为上海生物工程研究中心惠赠。

!"# 菌种培养方法

将 = >*?冰箱中保藏的菌种接种到 @5（卡那霉

素浓度 9*!3AB@）活化斜面上，C!?培养 )DE F >* E。

将活化后的斜面菌种接入种子培养基，于 C!?、>**
1AB/- 转速振荡培养 )* F )GE；摇瓶培养实验装液量

如无特指，均为 C** B@ 三角瓶中装 9* B@ 培养基，

转速 >** 1AB/-。

种子培养基为 @5 液体培养基（卡那霉素浓度

9*!3AB@）：蛋白胨 )H，酵母粉 *I9H，氯化钠 )H，

JK !I*。

!"$ 摇瓶发酵培养

转接适量种子菌液至摇瓶发酵培养基（卡那霉

素浓度 9*!3AB@），在不同温度下（>9? F C!?）继续

培育 >GE；温度如无特指，均为 >L?。

!"% 摇瓶培养基的优化

（)）碳、氮源的筛选：碳源：甘油 *IGH，葡萄糖

*IGH；氮源：国产酵母浸粉（双旋）)H，国产酵母浸

粉（奥博星）)H，国产酵母浸膏（双旋）)I9H，进口酵

母粉 )H（&M&,"），玉米浆（华北制药）GH。

（>）采用正交试验法优化培养基：采用 @)L（C! ）

正交试验设计及 @:（CG ）正交 试 验 设 计 优 化 培 养

基［L］。

!"& 培养条件的优化

温度分别考察 >9?、>L?、C)?、CG?、C!?；发

酵初始 JK 值分别采用 DI*、DI9、!I*、!I9、LI*、LI9、

:I*；接种量分别为 *I9H、)H、>I9H、9H；装液量：

C**B@ 摇瓶分别装 >9B@、9*B@、!9B@、)**B@。

!"’ 上罐高密度补料分批发酵

5N 51OP- 公司的 5/2Q0O0 N 5 9@ 发酵罐（装液量

C@）。发酵培养基：玉米浆 9H、甘油 GH、R>K’&G

)I>9H、微量元素 *I*>H、JK !I9；流加料：玉米浆

)9*3、甘油 )>3、>**B@ 水；发酵过程中控制通气量为

)..B、转速为 D** 1AB/-、温度 >:?，JK 值用 GB2SA@
的 #O&K 控制不低于 DI9，第 9E 开始流加补料，流加

速度为 D* 3AE。

!"( 酶活测定方法

见参考文献［9］。

# 结果与讨论

#"! 菌种的构建

由于目前人们构建的 <@(!($T$ 酰化酶基因工

程菌往往存在需要诱导剂且表达过程中生成较多

包涵 体 等 问 题，导 致 了 酶 活 较 低 且 生 产 成 本 较

高［G，9］。本课题组成功构建了 <@(!($T$ 酰化酶基

因（!"#）与麦芽糖结合蛋白基因（$%&’）的融合表达

体系，构建了质粒 J8RT($TU（质粒部分基因见图

)），可以实现 <@(!($T$ 酰化酶的组成型表达，不需

使用昂贵的诱导剂 ,’%<，且生成包涵体的现象大大

减少。

在此基础上，本研究对宿主菌进行了进一步筛

选，以组成型表达替代诱导型表达方式，以增加目

标蛋白的可溶性和表达水平，进一步提高酰化酶的

表达活性，为降低生产成本打下基础。不同宿主重

组菌在 @5 培养基中发酵酶活结果见表 )。结果表

明，以 ’ N "(&) 78)*9 为宿主时酶活明显优于其它宿

主，因此确定 78)*9 为宿主菌，成功构建了组成型

表达的重组大肠杆菌 78)*9AJ8RT($TU，以此进一

步进行培养条件的研究。

图 ) <@(!($T$ 酰化酶的重组质粒部分基因示意图

%OV 0OV 启动子，BOS6 麦芽糖结合蛋白，$VW <@(!($T$ 酰化酶

#"# 培养基单因素实验

（)）氮、碳源的筛选：由于采用 @5 培养基对重

组菌的培养，培养基成本和所得酶活都不利于工业

化。本文对几种常用的有机氮源（)IGI)）进行了摇

瓶初步筛选。结果发现，GH玉米浆和 )H酵母浸粉

（国产，奥博星）较适于 78)*9AJ8RT($TU 菌的生长

及酶活积累，<@(!($T$ 酰化酶酶活分别达 )G9L XA@
和 )GG9 XA@，均高于采用进口酵母浸粉和蛋白胨的

@5 培养基。

表 ! 宿主菌的筛选

宿主菌 %&’)* %5) 78)*9 78)*: ;<)

酶活（XA@） >:!IL >)I! 9CLI9 >9:I: 9!I!)

分别采用葡萄糖与甘油作为碳源，结果发现，
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以 !"#$甘油为碳源时重组菌的生物量 !"%!! 和酶

活分别为 &’"(()*+ 和 &!,&)*+，远高于 !"#$葡萄

糖为碳源的 ("(-)*+ 和 .&%)*+。

因此，初步选择玉米浆或酵母浸粉（国产，奥博

星）为氮源，以甘油为碳源。

（’）其它主要影响因素的确定：根据本课题组

对重组大肠杆菌表达条件的前期研究结果发现，除

主要因素碳、氮源外，/’012#、30#45、6782# 也是培

养基配方中经常用到的成分。因此本研究决定把

/’012#、30#45、6782# 作为考察的因素。

!"# 采用正交实验法优化培养基

在单因素筛选及经验的基础上，采用正交设计

法对发酵培养基做进一步优化。通过对玉米浆、酵

母粉、甘油和 3945、/’012#、30#45、6782## 种无机

盐进行 +&:（,-）正交设计，分别以酶活;（)*<+）和菌

浓 =（!"%!! ）为考察指标，进行极差分析。结果表

明，玉米浆同时是影响 ; 和 = 的最主要因素，浓度

为 #$ > :$较为适宜；甘油是影响 ; 和 = 的另一个

重要因素，对 ; 和 = 而言，甘油的最佳用量均为

!"#$；/’012# 对 ; 和 = 也均有较大影响，其最优浓

度为 &$左右；酵母浸粉、6782#和 30#45 在 !$时酶

活最高；3945 浓度在 !$ > &$之间对 ; 和 = 的影

响均不大，也可以不作考虑。+&:（,-）正交实验给出

的培养基组成为：玉米浆（#$ > :$）、甘油 !"#$，

/’012#（&$）。

在以上 +&:（,-）正交实验方案及结果的基础上，

进一步缩小玉米浆、甘油和 /’012# 的水平范围并

同时考察微量元素（4945’、6?45’、@A82# ）对发酵的

影响。设 计 进 行 +(（,# ）正 交 实 验，仍 然 以 酶 活

;（)*<+）和菌浓 =（!"%!!）和为考察指标，实验极差

分析表明，/’012# 对 ; 影响最大，在 &"’.$时 ;
最高，对 = 影响不大；玉米浆和甘油的最优浓度分

别为 .$和 !"#$；微量元素在 !"!’$时 ; 和 = 均为

最高。

通过单因素及 +&:（,-）和 +(（,#）正交优化设计

结果，得到廉价的优化培养基为：玉米浆 .$、甘油

!"#$、/’012#&"’.$、微量元素 !"!’$。优化过程

中摇瓶发酵最高酶活 ’#-,"& )*+，是优化前的 #"%
倍。

!"$ 培养条件的研究

!"$"% 温度对发酵的影响：温度对菌体生长及酶的

表达有很大的影响。由图 ’ 可见，当温度处于较低

温度 ’.B时菌体生长及酶活积累缓慢，’:B > ,-B
菌体生长基本相同，但是，在 ’:B时 C+D-DE4E 酰化

酶的表达量最高，’:B > ,&B较稳定，高于 ,&B时

则随温度升高而降低。因此，在发酵过程中应控制

发酵温度为 ’:B > ,&B。

图 ’ 温度对发酵的影响

———!———酶活（)*+） ———"——— !"%!!

!"$"! 初始 F0 值对发酵的影响：在不同初始 F0
值下对 G6&!.*F6/4DE4H 进行摇瓶发酵培养，结果

见图 ,。由图 , 可见，初始 F0#% 时，菌体生长及酶

活积累均受到严重抑制，随着 F0 升高，抑制被逐渐

解除；F0-"! > :". 时，菌体生长达最大值，酶活积累

随 F0 升高而升高，说明在初始 F0 值偏碱性的条件

下有利于菌体生长及酶活积累。种子发酵液接种

时 F0 约为 -".，为了减短迟滞期，采用初始 F0-".
比较合适。

图 , 初始 F0 值对发酵的影响

———!———酶活（)*+） ———"——— !"%!!

!"$"# 接种量对发酵的影响：为了确定最佳的接种

量，选取 !".$、&$、’".$、.$等 # 个不同的接种量

水平考察对重组菌的影响。由图 # 可见，接种量为

’".$时，菌体生长和酶活积累均为最高。

!"$"$ 装液量对发酵的影响：在摇瓶发酵过程中，
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图 ! 不同接种量对发酵的影响

———!———酶活（"#$） ———"——— !"%&&

通过改变装液量来考察溶氧对菌体生长及 ’$()(
*+* 酰化酶表达的影响。由图 , 可见，随着装液量

的增加，菌体生长及酶活积累都呈现下降趋势，即

较高的溶氧水平有利于菌体生长和酶活积累，因此

选择较低的摇瓶装液量 -,.$ / ,&.$#0&&.$ 比较适

宜；上罐发酵时也应适当提高通氧量。

图 , 装液量对发酵的影响

———!———酶活（"#$） ———"——— !"%&&

!"# 上罐补料分批发酵

在正交实验优化得到的培养基及上面考察的

各种影响条件的基础上，在 ,$ 发酵罐中进行了重

组大肠杆菌 123&,#425+(*+6 的补料发酵研究（发

酵条件见 37%）。由图 % 可见，在此优化发酵条件下

菌体生长能够很快进入对数生长期，!"%&& 在 -07,8
达最高值 ,&7-。酶活随生物量的增加而快速积累，

-07,8 达 %!)073 "#$，此 时 产 率 达 最 高 -),7, "#
（$·8），之后的 %8 积累较为缓慢，-97,8 酶活达到最

高 %%%:79 "#$。

从工业应用和经济角度考虑出发，-07,8 时菌

浓和酶活均已达较高值，能够满足工业应用的需

要，因此可在 -07,8 左右终止发酵。

图 % 上罐流加补料分批发酵结果

———!———酶活（"#$） ———"——— !"%&&

$ 结论

本研究成功构建的组成型高表达 ’$()(*+* 酰

化酶的重组大肠杆菌 123&,#425+(*+6，同目前同

类产 ’$()(*+* 酰化酶菌株比较，具有无需加诱导

剂诱导，增加了目标蛋白的可溶性和表达水平等优

势。从工业应用和降低成本角度出发，优化得到廉

价的国产化培养基并得到一系列的优化条件。在

此基础上，将重组菌在 ,$ 发酵罐中进行流加补料

发酵，’$()(*+* 酰化酶酶活在 -07, 小时即可达到

%!)073"#$，产率高达 -),7,"#（$·8），酶活最高可达

%%%:79"#$（是优化前的 3-7! 倍），优于目前国内报

道的最高酶活 09397&0"#$［9］，达到了工业化应用的

要求，为我国实现酶法生产 )(*+* 打下基础。
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