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研究报告 

利用指数流加补料高密度发酵产 β-呋喃果糖苷酶重组 

大肠杆菌 
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摘  要：【目的】对重组大肠杆菌 BL21(DE3)/pET22b-β-ffase 进行高密度发酵产 β-呋喃果糖苷

酶工艺研究。【方法】比较溶氧反馈补料和指数流加补料对重组菌发酵产酶的影响，对不同比

生长速率和诱导时机进行优化。【结果】确定了双阶段指数流加过程中重组菌生长的比生长速

率，分别控制诱导前期比生长速率为 0.20 h−1，诱导后期比生长速率为 0.13 h−1，诱导时机为指

数中期。获得细胞干重约为 51 g/L，最高酶活达到 1.79×105 U/L，单位菌体产酶量为 3 510 U/g，

单位产酶速率达到 3.58×104 U/(L·h)，生物量、单位菌体产酶量和产酶速率分别是指数流加未优

化前的 1.8、1.7 和 3.0 倍。【结论】双阶段指数流加补料工艺能有效提高 β-呋喃果糖苷酶的产

酶量，为 β-呋喃果糖苷酶的进一步工业化奠定基础。 
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High density fermentation for beta-fructofuranosidase production  
by recombinant Escherichia coli BL21(DE3) using exponential 

fed-batch culture strategy 
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(1. College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering, Nanjing Tech University, Nanjing, Jiangsu 211816, China) 
(2. School of Pharmaceutical Sciences, Nanjing Tech University, Nanjing, Jiangsu 211816, China) 

Abstract: [Objective] To study the high density fermentation process for beta-fructofuranosidase 
production by recombinant Escherichia coli BL21(DE3)/pET22b-β-ffase. [Methods] We compared 
the influence of the dissolved oxygen feedback control and the exponential fed-batch culture on the 
β-FFase production of the Escherichia coli BL21(DE3)/pET22b-β-ffase fermentation, and the 
specific growth rate and induction time were optimized. [Results] This study confirmed the specific 
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growth rate during the dual-stage specific growth rate controlled exponential fed-batch culture. 
Specific growth rate were controlled at 0.20 h−1 and 0.13 h−1 in pre-induction phase and late phase 
after induction respectively, the express system can be induced at mid-logarithmic phase. Finally, cell 
dry weight reached up to 51 g/L, the peak of activity attained at 1.79×105 U/L, the unit cell enzyme 
activity leaped to 3 510 U/g, and the enzyme production rate reached up to 3.58×104 U/(L·h). The 
biomass, the unit cell enzyme activity and the enzyme production rate have been strikingly improved, 
which were 1.8-fold, 1.7-fold and 3.0-fold compared with values of pre-exponential feeding culture 
without optimization. [Conclusion] Dual-stage specific growth rate controlled exponential fed-batch 
culture significantly contributes to improve the enzyme β-fructofuranosidase production, and also 
lays the foundation for the further industrialization of the enzyme. 

Keywords: Beta-fructofuranosidase, Exponential fed-batch culture, Specific growth rate control, 
Recombinant Escherichia coli, High density fermentation 

β-呋喃果糖苷酶(Beta-fructofuranosidase，β-FFase，

EC.3.2.1.26)是一类具有高效果糖基水解和转移能

力的糖苷酶。该酶不但可用于合成低聚果糖[1]和低

聚乳果糖[2-3]，还可用于天然药物的糖基化修饰[4-5]，

因此在食品以及医药行业有着广泛的应用前景。 

β-呋喃果糖苷酶广泛存在于自然界，主要来源

于真菌，如黑曲霉 (Aspergillus niger)和酵母

(Saccharomyces cerevisiae)等，然而利用黑曲霉生产

β-呋喃果糖苷酶发酵周期普遍较长。2010 年，

Driouch 等[6]分别采用批式发酵和补料反馈策略发

酵产 β-呋喃果糖苷酶的黑曲霉 SKAn1015，酶活最

高分别达到 780 U/mL和 2 800 U/mL，但发酵周期

分别长达 100 h和 180 h。此外，2016年，Ali等[7]

利用批次发酵策略，发酵酿酒酵母 IIB-IX产 β-呋喃

果糖苷酶，酶活达到 74 U/mL，但酶产量相对较低。 

鉴于此，本实验室前期自行筛选得到 β-呋喃果

糖苷酶产生菌阿氏节杆菌 NJEM01 (CCTCC 

M2012155)[4]，通过构建带有信号肽 pelB与 β-呋喃

果糖苷酶融合的表达质粒 pET22b-pelB-β-ffase，以

BL21(DE3)为宿主得到胞外表达的重组大肠杆菌

(Escherichia coli) BL21(DE3)/pET22b-β-ffase[8]，该酶

具有独特的底物多样性和高效的寡糖合成能力[9-11]。 

高密度发酵工艺[12]可进一步缩短发酵周期，提

高生产效率，降低生产成本，简化产品纯化工艺。

本研究通过比较指数流加策略中不同阶段比生长

速率大小，优化诱导时机实现工程菌的高密度生长

与目标酶的高产量表达，为后期果糖苷酶制剂的放

大生产提供理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种：β-呋喃果糖苷酶来源于本实验室前期

筛选得到的菌株阿氏节杆菌 NJEM01 (CCTCC 

M2012155)[4]，β-呋喃果糖苷酶基因序列的相关专

利号为 CN102732456A[13]。本实验室前期通过构建

带有信号肽 pelB 与 β-呋喃果糖苷酶融合的表达质

粒 pET22b-pelB-β-ffase，导入宿主菌大肠杆菌

BL21(DE3)，获得胞外表达 β-呋喃果糖苷酶的重组

大肠杆菌 BL21(DE3)/pET22b-β-ffase[8]。 

1.1.2  培养基：LB 培养基[14]、发酵培养基和补料

培养基[15]。 

1.1.3  主要试剂和仪器：葡萄糖、蛋白胨和酵母

粉，美国 Invitrogen公司；异丙基-β-D-硫代吡喃半

乳糖苷(IPTG)、氯化钙、氯化钠和维生素，美国

Sigma 公司；25%氨水，昆山东梅化工有限公司。

色谱系统为 Dionex P680高效液相色谱仪，赛墨飞

(Thermo Scientific)公司；生物传感分析仪SBA-40C

型，山东科学院；752S紫外分光光度计，上海棱光

技术有限公司；5 L发酵罐 BIOTECH-5JG，上海保

兴生物设备有限公司。 

1.2  培养方法 

使用 LB 培养基进行种子液培养，之后将种子

液按 5%的接种量接入装有 2 L发酵培养基的 5 L发

酵罐中，在 37 °C 搅拌速率 200 r/min，通空气量    

3 L/min，通过 25%氨水调节控制 pH在 6.8±0.2条件
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下进行批式发酵，生长 9 h后降温至 28 °C，加入终浓

度为 0.1 mmol/L的 IPTG进行诱导表达。 

1.3  分析方法 

1.3.1  细胞干重和葡萄糖含量：发酵过程中通过

紫外分光光度计检测细胞密度 OD600，细胞干重通

过将待测菌液置于离心瓶中 12 000 r/min 离心    

10 min，去离子水洗涤，重复洗涤 3次后置于 75 °C

烘箱烘干至恒重，然后称重，并根据细胞干重

DCW (y)与 OD600 (x)线性回归方程 y=0.412 7x+ 

0.724 7 (R2=0.999 1)得到细胞干重；用生物传感仪

SBA-40C测葡萄糖含量。 

1.3.2  酶活和蛋白分析：取 50 μL β-FFase酶液加

入 950 μL蔗糖底物溶液(1 mol/L)，置于 45 °C水浴

锅中反应 30 min后立即煮沸 15 min，利用生物传感

仪 SBA-40C检测葡萄糖浓度，计算酶活力。每分钟

产生 1 μmol葡萄糖所需的酶量定义为一个酶活力单

位(U)；发酵液上清蛋白采用SDS-PAGE进行分析。 

1.3.3  乙酸测定：采用高效液相色谱法(RP-HPLC)[16]

检测乙酸。分析柱为 Kromasil100-5 C18 (4.6 mm× 

250 mm，5 μm，100 A)，紫外检测波长为 210 nm，

流速为1 mL/min，柱温为30 °C，检测过程中通过稀

释发酵液上清，控制乙酸浓度在0.1−1.0 g/L范围内。 

1.3.4  指数补料方程：指数流加补料实际上是通过

控制比生长速率来控制限制性底物的流加速率，以

此来控制细胞的生长速度，使得乙酸积累控制在临

界点以下。计算补料流加率的公式[17]如下： 

set
set X/S 0 0 0

F

/( ) ( )Y m X V e t t
F

S

  
      (1) 

其中，μ为比生长速率值，μset为设定比生长速

率值；X0和 V0为补料起始时细胞干重(g/L)和发酵

液体积(L)；SF为补料培养基葡萄糖的浓度(g/L)；m

为保持系数[g/(g·h)−0.025][18]；YX/S为产出系数(g/g)，

即每 g葡萄糖可产生多少 g细胞干重，通过公式(2)

计算 YX/S。 

YX/S=(ODb−OD0)×0.54×(Vm+Vi−Vs)/S     (2) 
其中，ODb为补料前发酵液的 OD600值；OD0

为发酵开始时的 OD600值；0.54 为 1 个单位 OD600

在 1 L发酵液中含有的细胞干重为 0.54；Vm为发酵

合成培养基的初始体积(L)；Vi为发酵种子液的体积

(L)；Vs为取样体积(L)；S为合成培养基中含有的葡

萄糖的总量(g)。 

2  结果与分析 

2.1  补料策略优化 

2.1.1  指数流加补料与溶氧反馈补料两种策略对

发酵产酶的影响：溶氧反馈补料和指数流加补料

策略能有效提高菌体密度，增加重组蛋白的表达量，

因此是高密度发酵中常用的补料策略。2005 年，岑

仡等[19]报道控制溶氧大于 30%有利于重组大肠杆

菌菌体生长以及重组蛋白的表达；2014 年，

Schaepe 等[15]报道了重组大肠杆菌比生长速率在

0.10−0.30 h−1范围内生长时，更有利于菌体的生长

以及产物的生成。 

研究分别比较溶氧反馈控制(图 1A)和指数流

加补料调控策略 (图 1B)对重组大肠杆菌

BL21(DE3)/pET22b-β-ffase 细胞生长以及重组蛋白

表达的影响。由图 1A 可见，溶氧反馈控制

(DO>30%)，最终发酵 16 h得到细胞密度 OD600约

为 98，细胞干重约为 41 g/L，酶活约为 4.9×104 U/L，

单位菌体产酶量为 1 195 U/g，产酶速率为   

9.84×103 U/(L·h)，结果表明溶氧反馈控制尽管对菌

体生长有利，但该发酵过程在发酵 7 h时就开始积

累乙酸，虽然菌体量高但酶活反而没有指数流加补

料的酶活高。Nakano 等[20]报道了乙酸积累是大肠

杆菌细胞生长表达过程中的重要影响因素，因此推

测溶氧反馈补料中的酶活不高可能是由于乙酸积

累造成的。由图 1B可见，设置比生长速率为 0.30 h−1

的指数流加补料策略，发酵最终得到菌体 OD600约为

68，细胞干重为 29 g/L，酶活为 6.0×104 U/L，单位菌

体产酶量为 2 069 U/g，产酶速率为 1.2×104 U/(L·h)，

该过程虽然菌体生物量比溶氧控制少，但在 13 h时

才开始乙酸积累，表明乙酸积累得到了较好的控

制，单位菌体产酶量显著上升，是溶氧反馈控制的

1.7倍。 

2.1.2  不同比生长速率下的指数流加补料策略对

发酵产酶的影响：Riesenberg[21]提出在以葡萄糖为

碳源的大肠杆菌发酵过程中，降低比生长率可使 
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图 1  补料方式对细胞生长和 β-呋喃果糖苷酶表达的影响 

Figure 1  Effects of feeding strategy on cell growth and β-FFase production 
注：A：溶氧反馈补料(DO>30%)；B：指数流加补料(μ=0.30 h−1). 
Note: A: Dissolved oxygen feedback control (DO>30%); B: Exponential fed-batch culture (μ=0.30 h−1). 

 

糖酵解途径产生的乙酰 CoA全部参与到 TCA循环

中，因此有效避免乙酸的生成，促进菌体生长和

提高产酶效能。随后，Lee 等[17]和 Puertas 等[22]研

究表明重组大肠杆菌发酵过程中比生长速率 μ的临

界值为 0.30 h−1，当 μ 小于 0.30 h−1时，乙酸积累

少，有利于重组蛋白的产生。实验进一步考察不

同比生长率 μ (0.10、0.20、0.30 h−1)下的指数流加

补料策略对重组大肠杆菌产 β-呋喃果糖苷酶发酵

产酶的影响。 

实验表明当发酵 6 h时，溶氧急剧上升，意味

着初始培养基中的葡萄糖消耗完，根据方法   

1.3.4中的公式(2)计算得产出系数 YX/S约为 0.47。根

据方法 1.3.4 中的公式(1)，计算各比生长速率下的

流加速率，进而控制流加补料速率。 

图 2 与表 1 结果表明，当以比生长速率为   

0.30 h−1生长时，发酵后期乙酸积累，菌体开始自溶，  
 

 
图 2  比生长速率对细胞生长和 β-呋喃果糖苷酶酶活的影响 

Figure 2  Effects of specific growth rate on cell growth and β-FFase production 
Note: A: μ=0.30 h−1; B: μ=0.20 h−1; C: μ=0.10 h−1. 
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表 1  比生长速率对菌体密度以及 β-FFase 产酶的影响

Table 1  Effects of specific growth rate on cell growth 
and β-fructofuranosidase production 

项目 

Item 

μset (h
−1) 

0.10 0.20 0.30 

发酵周期 

Time (h) 

20 18 16 

菌体密度 

Cell density (OD600) 

76 82 68 

细胞干重 

Dry cell weight (g/L) 

32 35 29 

β-FFase酶活 

Enzyme activity (U/L) 

6.3×104 7.3×104 6.0×104

单位菌体产酶量 

Unit cell enzyme activity (U/g) 

1 969 2 085 2 062 

产酶速率 

Enzyme production rate 

(U/(L·h)) 

1.05×104 1.46×104 1.20×104

 

单位菌体产酶量较低，但当比生长速率为 0.10 h−1

时，菌体生长缓慢，单位菌体产酶量和产率都较低，

生产强度不够，而在比生长速率为 0.20 h−1时，菌

体干重达到 35 g/L，同时单位菌体产酶达到       

2 085 U/g，因此后期选择比生长速率为 0.20 h−1作

为前期指数流加补料的生长指标。Lindqvist 等[23]

和 Johnston等[24]报道了过高的比生长速率易导致补

料流速过快，同时可能导致乙酸积累引起酶失活和

质粒不稳定，不利于菌体生长以及产酶。  

2.2  诱导后比生长速率调节对菌体生长及产酶

的影响 

发酵过程可分为诱导前和诱导后，双阶段比生

长速率指数流加策略在诱导前补料流加主要为了

菌体量的增加，诱导后补料流加主要为了重组蛋白

的表达。在诱导前期使用较高比生长速率 0.20 h−1

可有效缩短菌体生长周期，但由上述实验结果可

知，比生长速率 0.20 h−1进行补料发酵，诱导开始

后仍有一定量的乙酸积累，对菌体生长产酶有一定

影响，因此诱导后通过降低比生长速率来避免乙酸

积累对重组蛋白表达的抑制，选择比生长速率 0.08、

0.10、0.13、0.16 h−1进一步进行优化。 

诱导后不同比生长速率对重组菌生长及产

酶的影响见图 3 与表 2，结果表明当诱导后 μ 为    

0.10 h−1时，菌体生物量最高，得到细胞干重 50 g/L， 

 
图 3  诱导后不同比生长速率对菌体密度以及产 β-呋喃果糖苷酶的影响曲线 

Figure 3  Effects of specific growth rate after induction on cell growth and β-FFase production 
注：A：μ=0.08 h−1；B：μ=0.10 h−1；C：μ=0.13 h−1；D：μ=0.16 h−1. 诱导前比生长速度均为 0.20 h−1. 
Note: A: μ=0.08 h−1; B: μ=0.10 h−1; C: μ=0.13 h−1; D: μ=0.16 h−1. Before induction, the growth rate was 0.20 h−1. 
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表 2  诱导后不同比生长速率对菌体密度以及 β-FFase

产酶的影响 
Table 2  Effects of specific growth rate after induction on 

cell growth and β-fructofuranosidase production 

项目 

Item 

μset (h
−1) 

0.08 0.10 0.13 0.16 

发酵周期 

Time (h) 

22 22 20 20 

菌体密度 

Cell density (OD600) 

104 120 109 106 

细胞干重 

Dry cell weight (g/L) 

44 50 46 45 

β-FFase酶活 

Enzyme activity (U/L) 

1.28×105 1.53×105 1.46×105 1.32×105

单位菌体产酶量 

Unit cell enzyme 

activity (U/g) 

2 910 3 060 3 174 2 933 

产酶速率 

Enzyme production 

rate ((U/(L·h)) 

1.83×104 2.55×104 2.92×104 2.64×104

 

酶活达到 1.53×104 U/L，单位菌体产酶量达到     

3 060 U/g，产酶速率为 2.55×104 U/(L·h)，虽然比诱

导后 μ为 0.13 h−1时总酶活高，但单位菌体产酶量

和产酶速率均更低，而当比生长速率提高至 0.16 h−1

时，也有一定量的乙酸积累，酶活和产酶效率并不

是最高的，表明诱导后低生长速度有利保持细胞完

整性，自溶菌体少，且有利于表达蛋白的分泌，但

是若比生长速率过低，生产周期长，强度低，产酶

效率低。Puertas等[22]在比生长速率对重组大肠杆菌

产蛋白影响的研究中表明较低的比生长速率有利

于保持质粒的稳定性，促进菌体的生长和产酶的效

能。双阶段指数流加诱导后比生长速率为 0.13 h−1

时，发酵产 β-呋喃果糖苷酶重组大肠杆菌的细胞干

重、酶活和单位菌体产酶量分别是前面单一比生长

速率为 0.20 h−1时的 1.3、2.0和 1.5倍。 

2.3  诱导时机对重组菌生长及产酶的影响 

大肠杆菌的发酵中，合适的诱导时机对工程菌

重组蛋白的高效表达非常重要，且通常诱导时机选

择在指数生长期间。刘维明等[25]报道了重组大肠杆

菌诱导时机在指数期间对重组大肠杆菌的生长和

产酶有利。本研究分别在指数期间选择指数前期、

指数中期、指数中后期对产 β-呋喃果糖苷酶重组大

肠杆菌进行诱导，不同诱导时机的菌体生物 OD600

分别为 39、46、59和 69时加入终浓度为 0.1 mmol/L 

IPTG进行诱导。 

由表 3和图 4可知：诱导 OD600为 39和 46时，

细胞生物量和酶活并不高，且生长表达周期达到了

22 h，推测此时诱导剂加入过早，IPTG对菌体生长

和表达有一定抑制；然而当 OD600为 69时再进行诱

导，菌体活力已经错过了最旺盛时期，单位菌体产

酶量反而显著下降；菌体在对数生长中期 OD600为

59时诱导，最终细胞密度达到 OD600为 121，酶活

达到 1.79×105 U/L，单位菌体产酶量达到 3 510 U/g，

产酶速率达到 3.58×104 U/(L·h)，进一步提高了产酶

能力。以上结果表明，诱导时机不仅会影响菌体生

长，还会影响重组菌的产酶，因此在菌体最有活力

时期进行诱导才可获得最高效的表达。叶逢春等[26]

已报道了 IPTG 对菌体生长有一定抑制作用，过早

进行诱导对菌体生长表达不利，与实验结果相符。 

在上述优化后的最优条件下，对酶活力最高点

时的发酵液上清进行蛋白胶分析(图 5)，看到发酵液

上清中存在一大小约 55 kD的蛋白条带，与前期研究

得到的 β-FFase条带大小一致[8]，高纯度的蛋白有助

于后期酶制剂的制备，为其工业化应用奠定了基础。 
 

表 3  诱导时机对菌体密度以及 β-呋喃果糖苷酶的 

影响 
Table 3  Effects of induction time on cell growth and 

β-FFase production 

项目 

Item 

OD600 

39 46 59 69 

发酵周期 

Time (h) 

20 20 20 18 

菌体密度 

Cell density (OD600)

99 109 121 112 

细胞干重 

Dry cell weight (g/L)

42 46 51 47 

β-FFase酶活 

Enzyme activity (U/L)

1.19×105 1.45×105 1.79×105 1.23×105

单位菌体产酶量 

Unit cell enzyme 

activity (U/g) 

2 833 3 152 3 510 2 617 

产酶速率 

Enzyme production 

rate (U/(L·h)) 

1.98×104 2.42×104 3.58×104 2.46×104
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图 4  诱导时机对菌体密度以及 β-呋喃果糖苷酶的影响曲线 

Figure 4  Effects of induction time on cell growth and β-FFase production 
Note: A: OD600=39; B: OD600=46; C: OD600=59; D: OD600=69. 

 

 
图 5  β-呋喃果糖苷酶 β-FFase在重组菌株中胞外表达产

物的 SDS-PAGE 图 
Figure 5  SDS-PAGE analysis of extracellular proteins of 
recombinants  
注：M：标准蛋白Marker；1：发酵液上清. 
Note: M: Protein marker; 1: Fermentation supernatant. 
 

3  结论 

本研究首次采用双阶段指数流加补料策略，进

行重组大肠杆菌高密度发酵产 β-呋喃果糖苷酶，确

定了诱导前期比生长速率为 0.20 h−1，诱导后期比

生长速率为 0.13 h−1的双阶段指数流加补料策略。优

化条件下发酵 18 h，细胞干重达到 51 g/L，酶活最

高达 1.79×105 U/L，单位菌体产酶量达到 3 510 U/g，

产酶速率达到 3.58×104 U/(L·h)，细胞干重、单位菌

体产酶量和产酶速率分别是是指数流加未优化前

生物量与酶活的 1.8、1.7和 3.0倍。与国内外报道

相比[6-7,27-28]，本研究显著提高了 β-呋喃果糖苷酶生

产强度，降低了生产成本。此外，本研究利用重组

菌产 β-呋喃果糖苷酶，得到高纯度的胞外表达蛋

白，大大简化了下游分离纯化难度。研究成果为生

物法制备低聚果糖和低聚乳果糖等功能性寡糖、天

然药物的酶法改性等奠定了基础。 
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