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"并转化大肠杆菌
,̂ )"

"获得
!
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苯丙氨酸变位酶基因重

组菌#考察培养基初始
P

b

!摇床转速!种龄!发酵时间以及

装液量
%

个因素对
!
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苯丙氨酸变位酶基因工程菌产酶活性

的影响"确定较佳发酵条件为$培养基初始
P

b$?#

!摇床转速

)##M

+

57:

!发酵时间
).;

!装液量
%#5̂

+

%##5̂

!种龄
"#;

#

采用
,DW/,@;:R@:

试验设计"选择了种龄!初始
P

b

!发酵时

间
!

个对
!

/

苯丙氨酸变位酶活力影响较大的因素进行响应

面优化#优化结果为$在种龄
")?';

!初始
P

b(?$

!发酵时间

)%?);

条件下"

H*F

活力达到
""?"%c
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"比优化前酶活

.?'$c

+

5̂

提高了
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关键词!重组大肠杆菌%产酶条件%
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苯丙氨酸变位酶%发酵
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苯丙氨酸氨基变位酶!
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$属于
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依赖氨基变位酶!
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$#由于其特殊的催化特性可以在没有辅酶因子的情

况下催化
"
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苯丙氨酸转化为
!
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苯丙氨酸)
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苯丙氨酸

可以作为食品添加剂改善食品香味#脱氢降解以后还可作为

蜜饯的食品添加剂#改善蜜饯的口感风味#也可作为食品的

无公害环保防腐剂'另外#

!
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苯丙氨酸还是目前最有效的抗

癌药物紫杉醇!

J6WD8

$合成中的重要前体物质之一#自然界

中仅在植物红豆杉!

J6W<N^?

$中发现含有
H*F
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'目前

生产
!
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氨基酸的主要方法是化学拆分法和手性辅助剂合成

法等)

%3(

*

'这些方法合成过程复杂#生产成本高昂#产品需

要多次结晶才能使用#且在生产过程中还会产生有毒有害的

副产物#不能满足实际需求#利用分子生物学方法构建工程

菌是未来高效+快速+安全生产的趋势)

$3'
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'目前中国对
H*F

的报道鲜有提及#国外研究主要集中在
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苯丙氨酸变位酶

!

H*F

$生产
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苯丙氨酸的方法方面#
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*利用

H*F

催化得到了
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苯丙氨酸与
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苯丙氨酸的
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#

"

的混合产

物'
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等)
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*使用
H*F

的几种突变型酶进行比较#选择出了

其中较高催化率的酶并研究探讨了其催化机制'虽然有利用

H*F

催化生产
!
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苯丙氨酸的验证以及机制原理研究#但未见

利用重组大肠杆菌生产
H*F

并优化其发酵条件'因此构建

H*F

基因重组菌#并利用重组大肠杆菌生产
H*F

#优化其产

酶条件具有一定的理论和实践意义'本研究拟构建
H*F

重

组大肠杆菌#研究不同发酵条件对
!
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苯丙氨酸重组菌产酶的

影响#并采用响应面法对发酵条件进行优化#以提高
H*F

重

组菌的产量#利用分子生物学手段和优化发酵条件得到一种
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新型+环保+高效的
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苯丙氨酸的生产方式'
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材料与方法
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"苏州金唯智生物科技有限公司%

限制性内切酶
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柱式质粒
Z1*

小量抽提试剂盒+磁珠法
Z1*

胶回收试剂盒+

A1JHF7WL<M@

!每种
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$"生工生物工程

!上海$技术有限公司%

J.Z1*

连接酶"
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(

5̂

#生工生物工程!上

海$技术有限公司%

胰蛋白胨+酵母提取物"生物试剂#国药集团化学试剂有

限公司%

葡氯化钴+氯化铜+氯化锰+乙二胺四乙酸+硼酸+乙酸

锌+双氨基甲烷+十六烷基三甲基溴华胺"分析纯#国药集团

化学试剂有限公司%

卡那霉素+

"
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苯丙氨酸+
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苯丙氨酸"生物试剂#生工生物

工程!上海$技术有限公司'
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主要仪器设备

组合式全温度震荡培养箱"

lbh/")!,

型#太仓市华美

生化仪器厂%

数显恒温水浴锅"

bb/(

型#金坛市杰瑞尔电器有限

公司%

无菌操作台"

-E/".%#

型#苏州工业园区三兴净化技术有

限公司%

紫外可见分光光度计"

Eb/$)!

型#上海菁华科技仪器有

限公司%

台式低速离心机"

%̂%#

型#湖南湘仪实验室仪器开发有

限公司%

电子天平"

-H/"##)

型#上海佑科仪器仪表有限公司%

数显
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计"
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型#上海精密科学仪器有限公司%

立式压力蒸汽灭菌锅"

Ẑhj/%#e,0

型#上海申安医疗

器械厂%

医用数控超声波清洗器"

Ee/))##

型#合肥金尼克机械制

造有限公司'
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的构建
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成果设计上下游引物#上游引物
P

"
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%下游
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#利

用
06:HM@
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柱式质粒
Z1*

小量抽提试剂盒提取其中质粒'

使用
%#
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体系在
&. \

预变性
.57:
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&. \

变性
"57:
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%'\

退火
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延伸
)57:

条件下对其进行
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的
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#利用无菌水补充到
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产物回

收后使用
+DA;V

(

#C&V

在
!$\

恒温水浴锅中进行双酶切

.;

#双酶切体系为"回收产物
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#利用无菌水补充到
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'电

泳后使用磁珠法
Z1*

胶回收试剂盒回收纯化含有目的基因

的片段#将纯化产物与
P

4J)'

载体在
3"(\

条件下进行连

接#体系为"纯化产物
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H*F

重组菌的构建
!

使用氯化钙法制作
,̂ )"

感受

态细胞#利用构建出的表达载体
P

4J/)'6/
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和
,̂ )"

感受

态细胞进行
e+F

法转化#得到重组大肠杆菌'
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培养基配制

种子培养基"酵母提取物
%

=

(

^

+胰蛋白胨
"#
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(

^

+氯化

钠
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+葡萄糖
"
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+卡那霉素
#?%
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^

#
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%发酵培

养基"磷酸二氢钾
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=
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^

+葡萄糖
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=
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+硫酸镁
"?!
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+柠

檬酸
"?$
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+氯化锰
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+硼酸
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高猛酸钠
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+乙酸锌
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+乙二胺四乙酸
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氯化钴
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#
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培养方法

将菌种过夜活化后取
"5̂

放入
%#5̂

种子培养基中#

使用
%##5̂

三角烧瓶进行摇床振荡培养
");

#培养条件为

)##M

(

57:

+

!# \

'以
"#I

的接种量将种子培养基接入到

"##5̂

的发酵培养基中#使用
%## 5̂

的三角烧瓶在

)##M

(

57:

+

!#\

的条件下进行培养'

"(;

后于
.)\

诱导表

达
.;

#

!#\

继续培养#直到可以检测出酶活'

"?(

!

酶活测定
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!
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苯丙氨酸标准曲线的绘制
!

详细绘制方法见文献
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和
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=

(
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的
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苯

丙氨酸标准液
%5̂

加入到
"#5̂

比色皿中#再分别加入

"5̂

的茚三酮试剂使其充分混合均匀'使用数显恒温水浴

锅在
&#\

下水浴
)%57:

#冷却至室温'利用
$)!

型紫外可

见分光光度计测量其在
%$#:5

下的光吸光度#以标准液的

吸光度和浓度作标准曲线'

"?(?)

!

测定方法
!

取
%5̂

菌种培养液
.###M

(

57:

离心

"#57:

#生理盐水清洗#再次离心#用
"#5̂

的
)%55D8

(

^

JM7N

&

b+8

溶液彻底悬浮细胞'取
" 5̂

的悬浮液#用

#?%

=

(
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的十六烷基三甲基溴化胺!

+J*,

$于
!# \

水浴

"#57:

#

!###M

(

57:

离 心
"# 57:

'冲 洗 沉 淀#并 加 入

%#55D8

(

^

"
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苯丙氨酸溶液
)?%5̂

和
)%55D8

(

^JM7N

&

b+8)5̂

#

.#\

条件下反应
"#57:

#以
#?)5̂ (5D8

(

^b+8

溶液终止反应'离心后使用
$)!

紫外可见分光光度计测定

其在
%$#:5

下的吸光度'利用式!
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式中"
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&&&酶活单位#
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&&&反应体积#
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基础研究
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苯丙氨酸的分子质量%

)
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苯丙氨酸的浓度#

5
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(

^

%

E

&&&反应时间#

57:

'

"?$

!

单因素试验设计

"?$?"

!

初始
P

b

的确定
!

以
"?.

中发酵培养基配方#在

!#\

+接种量
"#I

+种龄
");

+摇床转速
)##M

(

57:

条件下#

分别以初始
P

b

值
(?#

#

(?%

#

$?#

#

$?%

#

'?#

振荡培养
"(;

'按

"?(

的方法检测
H*F

酶活#考察初始
P

b

对
H*F

酶活的

影响'

"?$?)

!

种龄的确定
!

以
"?.

中发酵培养基配方#在
!#\

+接

种量
"#I

+初始
P

b$?#

+摇床转速
)##M

(

57:

条件下#分别接

种种龄为
'

#

"#

#

")

#

".

#

"(;

的种子培养液于
"##5̂

发酵培

养基中振荡培养
"(;

'按
"?(

的方法检测
H*F

酶活#考察

不同种龄培养液对
H*F

酶活的影响'

"?$?!

!

发酵时间的确定
!

以
"?.

中发酵培养基配方#在

!#\

+接种量
"#I

+种龄
");

+摇床转速
)##M

(

57:

+初始
P

b

$?#

条件下#分别于
"##5̂

发酵培养基中培养
)#

#

))

#

).

#

)(

#

)';

'按
"?(

的方法检测
H*F

酶活#考察发酵时间对

H*F

酶活的影响'

"?$?.

!

装液量的确定
!

以
"?.

中发酵培养基配方#在
!#\

+

接种量
"#I

+初始
P

b$?#

+摇床转速
)##M

(

57:

+初始
P

b$?#

条件下#分别于
)%

#

%#

#

$%

#

"##

#

")%5̂

培养基中培养
"(;

'

按
"?(

的方法检测
H*F

酶活#考察装液量对
H*F

酶活的

影响'

"?$?%

!

摇床转速的确定
!

以
"?.

中发酵培养基配方#在

!#\

+接种量
"#I

+初始
P

b$?#

条件下#分别于
"##5̂

发

酵培养基中在
"(#

#

"'#

#

)##

#

))#

#

).#M

(

57:

摇床速度下培养

"(;

'按
"?(

的方法检测
H*F

酶活#考察摇床转速对
H*F

酶活的影响'

根据单因素试验结果#分析各个因素对产
H*F

的较佳

条件'选择对
H*F

产酶影响较大的
!

个因素#利用
Z@N7

=

:

4W

P

@ML

软件设计三因素三水平的
,DW/,@;:R@:

试验#对种

龄+初始
P

b

+发酵时间
!

个发酵条件进行进一步优化'

)

!

结果与分析

)?"

!

H*F

重组菌的构建

将构建菌株在
!$\

条件下培养
";

#然后涂布于抗性平

板筛选阳性重组子'利用
H+T

进一步验证重组子#提取重

组菌的质粒!结构示意图见图
"

$#

H+T

扩增后使用
+DA;V

(

#C&V

进行双酶切'得到目的条带大小约为
)"##Q

P

!见

图
)

$#与预期相符合#测序与
1+,V

所公布的
P

6H*F

基因序

列相符'证明成功构建了含有目的基因的重组大肠杆菌'

)?)

!

单因素对重组菌产酶活的影响

)?)?"

!

初始
P

b

对
H*F

酶活性的影响
!

由图
!

可知#初始

P

b

低于
(?%

时#

H*F

的活性明显较低#可能与低
P

b

值会影

响菌株寿命和
H*F

酶活有关'在
P

b

为
(?%

"

$?#

时#

H*F

酶活较高#

P

b

为
$?#

时酶活最高达到
%?$$c

(

5̂

%当
P

b

超

过
$?#

后#酶活呈下降趋势#说明过高
P

b

也会抑制
H*F

酶活'

图
"

!P

4J/)'6/

P

65

结构示意图

G7

=

<M@"

!P

4J/)'6/

P

650LM<BL<M@A76

=

M65

F?Ẑ "####56MR@M

!

"?

P

4J/)'6/

P

65

!

)?

P

4J/)'6/

P

65A7

=

@NL@A

97L;+DA;V

(

JC&V

图
)

!

重组质粒
P

4J/)'6/

P

65

双酶切电泳图

G7

=

<M@)

!

ZD<Q8@/@:a

O

5@B8@6S6

=

@DKL;@M@BD5Q7:6:L

P

86N57A

P

4J/)'6/

P

65

图
!

!

初始
P

b

值对
H*F

酶活性的影响

G7

=

<M@!

!

4KK@BLNDK7:7L768

P

bS68<@DKK@M5@:L6L7D:

5@A7<5D:H*F6BL7S7L

O

)?)?)

!

种龄对
H*F

酶活性的影响
!

由图
.

可知#接种种龄

小于
"#;

时的种子液#

H*F

酶活性呈递增趋势'种龄
"#;

的发酵液
H*F

酶活达到最大值!

%?!(c

(

5̂

$#种龄超过

"#;

后#酶活呈现下降趋势'小于
"#;

的种子活力不够#生

长速度较慢'

"#;

之后的种子开始老化#活力受到代谢副产

物的影响进而导致酶活下降'

)?)?!

!

发酵时间对
H*F

活性的影响
!

由图
%

可知#发酵时

间在
)#

"

).;

时#

H*F

酶活逐步增大#在发酵时间为
).;

时#

H*F

酶活达到最大值!

%?.$c

(

5̂

$'发酵时间超过
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图
.

!

种龄对
H*F

酶活性的影响

G7

=

<M@.

!

4KK@BLNDK7:DB<86L7D:L75@D:H*F6BL7S7L

O

图
%

!

发酵时间对
H*F

酶活性的影响

G7

=

<M@%

!

4KK@BLNDKK@M5@:L6L7D:L75@D:H*F6BL7S7L

O

).;

后#

H*F

酶活快速下降#可能与菌株培养时间过长#菌

体老化#发酵后期大量生成其它发酵产物有关'

)?)?.

!

装液量对
H*F

活性的影响
!

由图
(

可知#在
%##5̂

三角瓶中装入
%#5̂

培养基进行培养时#发酵液中
H*F

酶

活最高#为
%?()c

(

5̂

#装液量在
%#

"

"##5̂

时#

H*F

酶活

缓慢递减#然后趋于稳定'这是由于装液量逐步增大时摇瓶

内的溶解氧含量下降#较低的氧浓度影响了菌体生长和代谢

产物积累#致使
H*F

酶活下降'

图
(

!

装液量对
H*F

酶活性的影响

G7

=

<M@(

!

4KK@BLNDKQMDL;SD8<5@D:H*F6BL7S7L

O

)?)?%

!

摇床转速对
H*F

活性的影响
!

由图
$

可知#摇床转

速为
)##M

(

57:

时#

H*F

酶活最大#为
%?%(c

(

5̂

#大于或小

于
)##M

(

57:

时都会导致酶活下降'这是由于转速过低会导

致溶解氧不足#菌株生长+代谢受到抑制%而转速过高会使菌

株过快消耗培养基中的营养成分#初级代谢产物积累过快#

影响
H*F

酶活性'

)?!

!

,DW/Q@;:R@:

试验分析

根据单因素的试验结果#选取对
H*F

酶活影响较大的

图
$

!

摇床转速对
H*F

酶活性的影响

G7

=

<M@$

!

4KK@BLNDKMDL6L@N

P

@@AD:H*F6BL7S7L

O

种龄+初始
P

b

以及发酵时间作为优化对象'利用
Z@N7

=

:

4W

P

@ML

软件设计出三因素三水平的方案#设计的试验因素和

水平见表
"

'

!!

以
-

!

H*F

活性$为响应值#利用
Z@N7

=

:4W

P

@ML

软件分

析表
)

中的试验结果#可以得到
j

"

+

j

)

+

j

!

的三元二次回归

方程"

!!

-]"#?)$Y#?.)!"")Q

"

Y#?"$)!$Q

)

3#?#."Q

!

3

#?(!($'Q

)

"

3#?!$&Q

"

Q

)

Y#?"(.Q

"

Q

!

3"?!)"$Q

)

)

Y

#?((%'Q

)

Q

!

3"?"%"Q

)

!

' !

)

$

表
"

!

中心组合试验三因素三水平表

J6Q8@"

!

J;M@@567:K@M5@:L6L7D:BD:A7L7D:N6:AL;@7ML;M@@

8@S@8NDKD

P

L757a6L7D:L@NLQ6N@AD:B@:LM68BD5

P

D/

N7L7D:A@N7
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:

P

M7:B7

P

8@

水平
j

"

种龄(
; j

)

初始
P

b j

!

发酵时间(
;

3" ' (?% ))

# "# $?# ).

" ") $?% )(

表
)

!

,DW/,@;:R@:

试验设计及结果表

J6Q8@)

!

Z@N7

=

:6:AM@N<8LNDK,DW/,@;:R@:

序号
j

"

j

)

j

!

酶活(!

c

/

5̂

3"

$

" 3" 3" # '?(!

) 3" " # &?!.

! " 3" # &?%(

. " " # '?."

% # 3" 3" &?."

( # 3" " $?)!

$ # " 3" '?&.

' # " " '?"$

& 3" # 3" $?&'

"# " # 3" '?(&

"" 3" # " '?$$
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"! # # # "#?)!
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"% # # # "#?("
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"$ # # # "#?!!

&"

基础研究
!

)#"$

年第
"

期



!!

由表
!

可知#回归方程具有高度显著性#相关系数
;]

&"?)!I

!

$

&#I

$#因此可以利用回归方程解释各个因素对

于
-

!响应值$的影响'由表
!

还可知#

Q

)

)

与
Q

)

!

具有显著

性#但是
!

个因素之间的交互项不显著'因此对于重组

H*F

的活力具有较大影响的条件是初始
P

b

和发酵时间'

失拟项
H

值为
#?#'")

$

#?#%

#说明无失拟因素存在'

)?.

!

响应面分析

使用
Z@N7

=

:4W

P

@ML

软件进行响应面分析#可以得到种

龄+初始
P

b

+发酵时间
!

个因素两两之间影响的关系'由

图
'

"

"#

可知#每一个响应面都存在极值#即每一个影响因

子对于
H*F

重组菌均存在一个最优条件%且等高线接近圆

形#证明
!

个因素之间的交互作用不显著'

!!

经软件计算#所选
!

个影响
H*F

产酶活性因素的最优

组合为种龄
")?';

+初始
P

b(?$

+发酵时间
)%?);

'上述
!

个

数值均可以在实际操作中进行验证'

)?%

!

实验验证结果

在所得的最优组合条件种龄
")?';

+初始
P

b(?$

+发酵

时间
)%?);

条件下#重复进行
!

次实验#

H*F

酶活平均值为

""?"%c

(

5̂

#与预测值误差为
(?.I

#误差值在
"#I

以内#证

明了利用响应面法优化重组菌产酶条件的准确性'在优化

后发 酵 条 件 下#进 行 工 程 菌 培 养
H*F

酶 活 可 达

""?"%c

(

5̂

#比优化前提高了
")'?&I

'

表
!

!

参数估计及方差分析表[

J6Q8@!

!

H6M65@L@M@NL756L@N6:A6:68

O

N7NDKM@
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M@NN7D:

@

U

<6L7D:DQL67:@A

来源 自由度
00 F0 % HM

$

%

显著性

j

"
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j
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j

!

" "?.)!" "?.)!" #?&)"" #?)'&.

j

)

!

" &?#"!( &?#"!( (?'.!" #?#.&'

"

失拟项
! !?)(.) "?$(!$ )?#"%( #?#'")

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

回归
& "$?&%## "?''%. "?..)& #?.#!%

残差误差
% (?')%! "?.#"'

总离差
". ))?&'($

!

[

!

H

&

#?#"

#回归模型极显著%

H

&

#?#%

#回归模型显著'

图
'

!

种龄&

*

'和初始
P

b

&

,

'交互影响
H*F

酶活性的响应面图
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<M@'

!
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=

<M@DK7:DB<86L7D:L75@

&

*

'

6:A7:7L768
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&

,

'
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D:H*F6BL7S7L

O

图
&

!

种龄&

*

'和发酵时间&

+

'交互影响
H*F

酶活性的响应面图

G7

=

<M@&

!
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=
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&

*

'
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图
"#

!

初始
P

b

&

,

'和发酵时间&

+

'交互影响
H*F

酶活性的响应面图

G7

=

<M@"#

!

T0ZK7

=

<M@DK7:7L768

P

bS68<@

&

,

'

6:AK@M5@:L6L7D:L75@

&

+

'

7:L@M6BL7:

=

D:H*F6BL7S7L

O

!

!

结论
目前

!

/

苯丙氨酸的主要生产方法为化学合成法#其技术

也相对成熟#但是生物酶法具有安全+清洁+高效的特点有着

巨大的优势#利用生物酶法制备
!

/

氨基酸也被越来越多地关

注'一些学者)

""

#

".

*在研究变位酶催化的机制#得到了关于

H*F

的催化机理以及催化特点#但仍然缺乏在生产+生活中

利用
H*F

进行实际应用的研究#对
!

/

苯丙氨酸日益增长的

需求也未得到较好解决'

本试验利用分子生物学手段构建出产
H*F

重组大肠杆

菌#并对
H*F

重组菌的产酶条件优化#确定了重组菌较佳单

因素试验条件#即初始
P

b$?#

+种龄
"#;

+发酵时间
).;

+装

液量
%#5̂

+摇床转速
)##M

(

57:

'在此基础上#利用响应面

法得到了
!

个较主要影响因素的最佳组合为种龄
")?';

+初

始
P

b(?$

+发酵时间
)%?);

#进一步促进菌株发酵液中
H*F

酶活提高#为
H*F

在实际生产中的应用提供了试验数据'

然而#利用重组菌获得
H*F

还存在着产量低#菌株稳定性不

高等问题#各种条件的优化也还在进一步探索之中#利用工

程菌产酶优化的方法+

H*F

的催化条件都尚需深入研究'
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