
基金项目!湖南省自然科学基金(编号'

"$#-̀ "̀$#$

)&衡阳市创新创

业人才团队计划(编号'

"$#%

)

作者简介!姜博!男!长沙理工大学在读硕士研究生"

通信作者!谢定(

#/%"2

)!男!长沙理工大学教授!博士"

EFG@C(

'

HB(

K

-#0,0/-

"

#"%)H'G

收稿日期!

"$#%

*

$/

*

"0

第
!"

卷第
##

期

"$#%

年
##

月
! " # $ %

!!"#$%&'()*+,

&'()!"

!

*')##

*'+)"$#%

!"#

'

$%&$'()*

-

+

&,--.&$%%'/)011&*%$(&$$&%>*

海藻糖合成酶基因工程菌玉米浆培养基配方优化
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摘要!以玉米浆作为重组大肠杆菌培养基的主要碳源和氮

源#在单因素优化的基础上#选择玉米浆(

U

K

7Z

0

和微量元素

!

个因素对玉米浆培养基进行响应面设计#采用
?'XF

?<IJR<J

试验设计和响应面分析法#确定基因工程菌最佳的

玉米浆培养基配方$结果表明#最佳的玉米浆培养基配方

为'玉米浆
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#微量元素
.GO
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O

$该条

件下#重组大肠杆菌产海藻糖合成酶酶活达到
#"$)-[

%

GO

$

试验证明了玉米浆作为重组大肠杆菌培养基唯一的碳源和

氮源生产海藻糖合成酶的可行性$

关键词!玉米浆&海藻糖合成酶&重组大肠杆菌&培养基
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海藻糖是由两分子葡萄糖通过
"

!

"

F#

!

#

糖苷键构成的

一种非还原性二糖.

#

/

"化学性质非常稳定!高温下不会发生

美拉德褐变.

"

/

"不仅如此!海藻糖在生物体内既可以作为结

构成分!又能提供能量!是良好的应激代谢产物!以其优良的

抗逆保护作用而备受瞩目.
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/

"

海藻糖的生产方法有天然生物提取法#微生物发酵法#

化学合成法#转基因法和酶转化法
-

大类.

-

/

"其中酶转化法

合成海藻糖以淀粉#葡萄糖或麦芽糖等碳水化合物为底物!

能有效降低生产成本!易于工业化生产而被广泛关注"

利用重组大肠杆菌生产海藻糖合成酶!培养基的配方是

影响成本的关键因素"目前!海藻糖合成酶基因工程菌多用

酵母粉#甘油作为氮源!而工业级的酵母浸粉平均价格在

0

万-
>

!成本较高"中国玉米种植面积排世界第二!玉米淀粉

是玉米深加工的主要产品.

%

/

"玉米浸泡水的量约是淀粉生

产量的
#)-

倍!玉米浆就是将玉米浸泡水浓缩到固形物含量

在
-$1

!

.$1

的产物!是玉米淀粉加工过程中的副产物.
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中国玉米淀粉年产量约
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万
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"目前玉米浆的市场价

格在
#$$$

!

!$$$

元-
>

!成本低廉!来源广泛.
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"玉米浆中

含有较多的蛋白质#氨基酸#无机盐和糖类等!营养丰富!已

有青霉素的大规模生产用玉米浆作为培养基的报道.
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!但

尚未见其用于海藻糖合成酶相关菌发酵培养的报道"

本研究以玉米浆为培养基的主要成分!通过单因素试验

和响应面试验对海藻糖合成酶基因工程菌玉米浆培养基进

行优化研究!尝试用廉价的玉米浆替代酵母粉#甘油等成本

较高的培养基成分进行海藻糖合成酶生产!旨在为工业化生

产提供依据"
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材料与方法
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本实验室构建和保藏&
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质粒'含有灰色链霉菌海藻糖合成酶基因!长沙

金斯瑞生物公司"
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原料和培养基
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玉米浆发酵培养基'玉米浆
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浓盐酸溶解并储存于棕色试剂瓶中&

胰蛋白胨#酵母粉'生化试剂!广东环凯微生物科技有限

公司&

其他化学试剂均为国药分析纯"
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主要仪器和设备

超声波细胞粉碎机'
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型!宁波新芝生物科

技有限公司&
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器)!岛津制作所&

电子天平'

a3#$$0

型!上海舜宇恒平科学仪器有限
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方法
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粗酶液的制备
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冷冻保藏的菌种经斜面活化后接入
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(含有终浓度为
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的卡拉霉素)的种子培养

基中!
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!
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震荡培养
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!然后按
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的接种量

接入
#$$GO

(含有终浓度为
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的卡拉霉素)的玉米

浆培养基中!继续震荡培养至
#O

%$$

约为
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时加入终浓度

为
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的乳糖作为诱导剂!在
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"取发酵液
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的磷

酸缓冲液洗涤两次后重悬!冰浴超声!超声工作条件'功率
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!工作
!B

!间隔
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!时间
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"超声破碎后
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离心
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!取上清液即为粗酶液"
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!

酶活测定方法
!

粗酶液按体积比
#
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加入到
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用
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磷酸缓冲液配制的麦芽糖溶液中!

!- \

反应

!$GCJ

后沸水浴灭酶
-GCJ

!离心取上清液用
T9OD

法检测

海藻糖含量"

酶活力单位定义'上述反应条件下每分钟生成
#

#

G'(

海藻糖所需的酶量定义为
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"

色谱条件'氨基柱(
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玉米浆发酵培养基的优化

(

#

)玉米浆浓度对海藻糖合成酶酶活的影响'在培养基

其他条件不变的情况下设置不同的玉米浆浓度(
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后加

入乳糖诱导剂
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制得粗酶液!然后

测定酶活力"
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浓度对海藻糖合成酶酶活的影响'在培养基

其他条件不变的情况下设置不同的
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制得粗

酶液!然后测定酶活力"
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)微量元素浓度对海藻糖合成酶酶活的影响'在培养

基其他条件不变的情况下设置不同的微量元素浓度梯度
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制得粗酶液!然后测定酶活力"
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)响应面优化培养基'在单因素的基础上确定玉米

浆#

U

K

7Z

0

和微量元素的最佳浓度!然后通过响应面设计对

最佳培养基成分进行优化以获得最佳配比"
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结果与讨论
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!

单因素试验

由图
#

!

!

可知!海藻糖合成酶酶活最高的培养基单因

素组成和浓度为玉米浆
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响应面优化玉米浆培养基

在单因素的基础上根据
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设计原理!以海藻

糖合成酶酶活为响应值!利用
8<BC

K

JFEX
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软件设计

三因素三水平试验!共有
#-

个试验点!其中析因点有
#"

个!

零点有
!

个以估计误差"因素水平见表
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!试验设计方案与

响应值结果见表
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图
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微量元素浓度对海藻糖合成酶酶活的影响
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响应面方差分析
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利用
8<BC

K

JFEX

Q

<=>,)$)%

对试验

结果进行二次多元回归拟合!对表
"

中的数据进行方差分析

后得到模型的二次多项回归方程为'
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对此模型进行方差分析见表
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可知!模型的
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!而失拟项
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!说明所得方程与实际拟合中非正常误差所占

的比例小!表明响应值
<

与回归方程的关系是极显著的"从
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中还可以看出在此模型中
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回归模型的优化
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交互项
3D

和
?D

对响应值的影响

不显著!因此对回归模型进行手动优化!优化结果见表
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的
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数
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!这表明该

模型拟合程度良好!试验误差小!该模型可以对发酵产海藻

糖合成酶进行分析和预测&从上面的结果可以看到!玉米浆#

U
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7Z

0

和微量元素均是生产海藻糖合成酶的关键因素!其中

玉米浆和
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有较大程度的相互作用!在所选因素水平

表
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和
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范围内!各因素对酶活影响的主次顺序为'

U

K

7Z

0

(

玉米

浆
(

微量元素"

图
0

为
3?

因素的三维响应曲面图和等高线图"由图
0

可知!在微量元素一定时!酶活随着玉米浆和
U

K

7Z

0

浓度的

增加都是先增后减!可以看出玉米浆和
U

K

7Z

0

的交互作用

比较显著!这与表
0

的结果一致"从
3?

两因素的响应面等

高线图可知!最大椭圆表示在该圆上取值!酶活最低!产量最

小&而最小椭圆取值!酶活最高!产量最大"大小椭圆之间酶

活逐渐递进"

图
0

!

玉米浆和
U

K

7Z

0

对海藻糖合成酶活的影响
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软件对经手动优化的二次回归方程求解"响应值
<

物理意

义是海藻糖合成酶酶活!因而优化标准设置为最大值!同时

设置上限(响应值的上限设置为不可能达到的数值用来确定

最佳响应值点!此次试验响应值最大上限设)为
"$$

(

"$$

近

似为麦芽糖完全转化为海藻糖的理论极限酶活)!得到最优

培养基配方只有一种'玉米浆
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!
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微量元素
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"预测酶活达到
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"考虑到

实际操作的可行性!对配方进行取整验证!玉米浆
"%

K

-

O

!
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!微量元素
.GO

-

O

在此条件下进行
!

次验证

性实验!测得海藻糖合成酶酶活平均值为
#"$)-[
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GO

!与理

论值基本吻合!因此该模型可以较好地预测实际培养情况"

!

!

结论
试验证明!

?'XF?<IJR<J

设计法能有效地筛选出重要影

响因素并实现条件优化"经上述方法优化!产海藻糖合成酶

的玉米浆培养基配方为'玉米浆
"%

K

-

O

!

U

K
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")#

K

-

O

!微

量元素
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"用最佳培养基配方培养重组大肠杆菌产海

藻糖合成酶酶活力为
#"$)-[

-

GO

!与响应面分析值接近"

由此可见!使用玉米浆作为重组大肠杆菌产海藻糖合成酶的

培养基唯一碳源和氮源是可行的!而且玉米浆成本低廉!这

就为使用玉米浆培养基进行大规模发酵提供了依据"
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