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泛酸合成酶菌株筛选及其催化生产
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(基因进行克隆"并将其在
5D?&<A/?&/'?(;/

\W!#

'
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(中表达"构建成功的菌株进行酶学性质研究

并在发酵罐上进行边发酵边转化试验#结果表明"来源

于短短芽孢杆菌'

>A<C/J'?/;;+DJA<C/D

(的
V[

酶活性最

高"为
#+)!=,*
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0W

"最适温度为
,"m

"最适
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O

为
-="

"

Q

?'E

为
##+=A4

I#

#以
H/

泛解酸和
"
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丙氨酸为底物"将重

组菌株在
+W

发酵罐中边发酵边转化"反应进行
A)5

后
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泛酸产量可达
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"转化率为
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"时空产率为
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泛酸$泛酸合成酶$短短芽孢杆菌$酶法$边发

酵边转化
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泛酸#
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'

VM

%又称维生素
\

+

'是一种水

溶性维生素'仅
H/

型#

H/VM

%具有生物活性'是活细胞中

合成辅酶
M

#

NGM

%的关键前体物质'也是生命必需的维生

素,

#I!

-

)泛酸具有制造抗体的功能'在维护头发+皮肤以

及血液健康方面有着重要的作用'目前被广泛应用于制

药行业+食品工业+化妆品以及饲料添加剂,

,IA

-

)纯游离

泛酸是一种黄色黏稠的油状物'酸性'易溶于水和乙醇'

不溶于苯及氯仿'在酸+碱以及光热条件下都不能稳定

存在,

+
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)

目前'生产
H/

泛酸的方法有$

"

物理诱导结晶法'利

用混旋泛酸钙的溶解度大于
H/

型或
L/

型这一特点进行

诱导结晶'此方法工艺成熟'但只能生产泛酸钙'无法用

于其他泛酸衍生物的生产)

#

化学拆分法'利用氯酶胺

等手性拆分剂拆分'但拆分剂价格昂贵'分离困难'还存

在毒性和环境污染问题,
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%

微生物法'包含代谢工程

法+发酵法和生物酶法)
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等,

-

-利用代谢工程法生产

H/VM

'方法复杂'产量低'最高产量仅
!$=A+
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W

&发酵法

的产量较高'但存在发酵产物成分复杂'不利于下游提取

等问题,

$I(

-

'发酵过程中产生的物质对食品品质也会产

生一定的影响,
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-

&生物酶法是利用泛酸合成酶#

V[

%催

化
H/

泛解酸和
"

/

丙氨酸进行缩合反应生成
H/VM

'反应

条件温和'没有副产物的生成'更有利于产品分离)
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等,
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-研究了大肠杆菌来源的
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酶的酶学性
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生物酶法合成
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质'发现
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酶的最适
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为
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'最适温度为
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)
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-研究发现谷氨酸棒状杆菌来源的
V[

酶最适
F

O

为

(="

'最适温度为
,-m

)目前'有关利用泛酸合成酶合成

H/

泛酸的研究较少'

L2̂2

等,

#)

-筛选了来自
5P?(;/

的
V[

酶经过
)"5

的发酵得到
##-=+

9

*

W

的
H/VM

'其发酵周期

长'时空产率较低)由于反应需腺嘌呤核苷三磷酸

#

MBV

%提供能量#见图
#

%'所以酶法生产
H/VM

过程中大

多需额外添加
MBV

'而
MBV

价格昂贵'极大地增加了

H/

泛酸的生产成本)

试验拟从
##

种菌株中筛选出泛酸合成酶活性最高

的短短芽孢杆菌#

>A<C/J'?/;;+DJA<C/D

%'并将其在大肠杆

菌中表达后进行体外催化
H/

泛解酸和
"

/

丙氨酸生产

H/

泛酸试验)对培养基种类+诱导剂种类与浓度+诱导温

度+培养基中的残糖量浓度以及补料分批发酵在
+W

发酵

罐上进行边发酵边转化优化'利用活菌在生长过程中的

糖酵解反应产生的
MBV

'无需外部添加'能大大降低生产

成本)旨在为酶法生产
H/VM

的工业化生产提供理论

依据)
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菌株与质粒
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试剂与仪器
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泛解酸钠#
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泛酰内酯#
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丙氨酸
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%$分析纯'美国
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9

01/M3?C2@5

公司&

氢氧化钠+盐酸+氨水+乙腈+甲醇等$分析纯'国药集

团化学试剂有限公司&

限制性内切酶
\10OP

和
.@GRP

+一步同源重组试剂

盒+细菌基因组
'QM

提取试剂盒$生工生物工程#上海%

股份有限公司&

MBV

检测试剂盒+

O24

标签蛋白纯化试剂盒$上海碧

云天生物技术有限公司&

高效液相色谱仪$

T1E>C4!)(+

型'美国
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公司&

发酵罐$

\PJB.NO/+dU

型'

+W

'上海保兴生物设备

有限公司)
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培养基的配制
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液体培养基$酵母粉
+
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'蛋白胨
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'

氯化钠
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W\

固体培养基$酵母粉
+
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*

W

'蛋白胨
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W

'

氯化钠
#"
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'

!b

体积分数的琼脂粉)

#

,

%

B\

液体培养基$胰蛋白胨
#!

9

*

W

'酵母粉

!A

9

*

W

'甘油
A

9

*

W

'磷酸二氢钾
!=,#

9

*

W

'磷酸氢二

钾
#)=A!

9

*

W

)

#

A

%葡萄糖发酵培养基$葡萄糖
!"

9

*

W

'硫酸铵

(

9

*

W

'碳酸钠
!

9

*

W

'磷酸二氢钾
)=$

9

*

W

'磷酸氢二铵

A

9

*

W

'七水合硫酸镁
"=$

9

*

W

'一水合柠檬酸
"=$

9

*

W

'酵

母粉
!

9

*

W

'碳酸氢钠
!

9

*

W

'微量金属溶液
+0W

*

W

)

#

+

%微量金属溶液$七水合硫酸亚铁
#"

9

*

W

'二水合

氯化钙
!

9

*

W

'七水合硫酸锌
!=!

9

*

W

'一水合硫酸锰

"=+

9

*

W

'五 水 合 硫 酸 铜
#

9

*

W

'二 水 合 氧 化 钼 二 钠

"=#

9

*

W

'一水合氧化硼二钠
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9

*

W

'盐酸
+0G3

*

W

)

#

)

%补料培养基$葡萄糖
)+"

9

*

W

'磷酸氢二铵

$=+
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*

W

'七水合硫酸镁
$
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W
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方法
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培养条件

#

#

%平板培养$将保藏的菌种接种至
W\

固体培养基

上'

,-m

培养箱中培养
#!5

)

#

!

%种子培养$用接种针从平板上挑取菌体'接入
W\

液体培养基#

+"0W

*

!+"0W

%中'

,-m

下
!""C

*

028

摇床

中培养
#!5

)

#

,

%发酵培养基培养$将种子培养基接种至发酵培养

基 #

#"" 0W

*

+"" 0W

%中'接 种 量 为
#"b

'

,- m

下

!""C

*

028

摇床中培养
#!5

)

#

A

%

+W

发酵罐培养$

+W

发酵罐中初始装液量为

#=,W

'温度
," m

'接种量
#"b

'自动流加纯氨水与

A0G3

*

W

盐酸控制
F

O

值为
-="

'搅拌转速
++"C

*

028

'通气

量
!DD0

'底物投入量
+""0W

'包含
)"
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*

WH/

泛酰内酯

和
A"

9

*
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H/

泛解酸钠的制备$为降低生产成本'使用

#0G3

*

WH/

泛酰内酯与
#0G3

*

WQ1JO

在室温条件下完

全反应
,5

生成
#0G3

*

WH/

泛解酸钠,

#A

-

)

#=!=!

!

细菌基因组及质粒提取
!

将菌种先在含有
W\

固

体培养基的平板中活化'

,-m

培养
#!5

'挑取培养好的单

菌落至
+" 0WW\

液体培养基中'

,- m

培养
#!5

'取

#=+0W

菌液离心进行基因组提取'具体操作方式参考生

工生物工程#上海%股份有限公司细菌基因组
'QM

提取

试剂盒的操作手册)取
#""

(

W

含
F

.B/!$1

的大肠杆菌菌

液至
,"0W

含有卡那抗性的
W\

液体培养基中培养
#!5

'

按生工生物工程#上海%股份有限公司质粒小提试剂盒的

操作手册进行操作)

#=,

!

V[

酶重组载体的构建

以上述
##

种菌的基因组作为模板'分别将
##

种菌

株来源的酶命名为
V[

N@

+

V[

L3

+

V[

Y:

+

V[

\H

+

V[

\:

+

V[

V1

+

V[

[1

+

V[

\0

+

V[

N

9

+

V[

\4

+

V[

.@

'设计引物序列见表
#

)

VNR

扩增获得泛酸合成酶基因'将
VNR

产物回收)

F

.B/!$1

#

g

%载体的质粒使用
\10OP

和
.@GRP

进行双酶切)使

用一步同源重组的方法将
VNR

回收产物连接到表达载

体
F

.B/!$1

#

g

%中'

,-m

放置
,"028

'将重组质粒转化到

5P?(;/dL#"(

感受态细胞中'用含有卡那抗性的
W\

平板

进行阳性转化子筛选'将筛选出的阳性转化子使用
B-

通

用引物进行菌落
VNR

验证'将验证成功的菌落挑出送往

苏州金唯智生物科技有限公司对目的基因进行测序)

#=A

!

V[

酶表达菌株的构建

重组质粒
F

.B/!$1

#

g

%

/V[

测序结果正确后'将其

导入
5P?(;/\W!#

#

'.,

%感受态细胞中'用含有卡那抗性

的
W\

平板进行筛选'选择转化成功的转化子进行菌落

VNR

验证'将验证成功的转化子挑入含有卡那抗性的

W\

液体培养基中培养
#!5

'将其放入甘油管中
IA"m

保藏)

#=+

!

酶活测定

混合 物 包 括$

#""

(

W

纯 化 后 的 泛 酸 合 成 酶'

+"00G3

*

W

磷酸钠缓冲液#

F

O-="

%'

!+00G3

*

WH/

泛解

酸钠 盐'

!+ 00G3

*

W

"

/

丙 氨 酸'

A=+ 00G3

*

W MBV

'

#"00G3

*

WL

9

N3

!

'

#+00G3

*

WYN3

'总体积
#=#0W

)加

入泛酸合成酶开始反应'

," m

培养
,"028

'随后添加

#0G3

*

WON3

和
#0G3

*

WQ1JO

停止反应,

#+

-

)

表
#

!

引物设计

B1H3>#

!

VC20>C?>42

9

8

引物名称 引物序列 酶切位点

V[

N@

/& NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUNUNBBMMBMMNNMNNMMMM \10OP

*

.@GRP

V[

N@

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNNBMNBUNBUUBBUUBUMBNBNUM \10OP

*

.@GRP

V[

L3

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMNNNNBNBNUMNNUNU \10OP

*

.@GRP

V[

L3

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBNMNUUNMUNUUNNNNUNU \10OP

*

.@GRP

V[

Y:

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMUNNNNUNNNNNNUNU \10OP

*

.@GRP

V[

Y:

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBNMUMUNUNUNUUBBUBNU \10OP

*

.@GRP

V[

\H

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMBUNMMMNMMBUMBUNMU \10OP

*

.@GRP

V[

\H

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNNBMNBBUMBBUMBUBMMBNUB \10OP

*

.@GRP

V[

\:

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMMMUBMMBMNMBMNUMBN \10OP

*

.@GRP

V[

\:

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBBMMUMBBNBBBUBMBBBMMB \10OP

*

.@GRP

V[

V1

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMMNMNNUBNMMUMNNUBN \10OP

*

.@GRP

V[

V1

/R BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBNMMBNUMUUBUUMNBUMUMU \10OP

*

.@GRP

V[

[1

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMNBMMUNBUMBBMNBMNU \10OP

*

.@GRP

V[

[1

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBBMBBNMUNBNNMMBBMBBMB \10OP

*

.@GRP

V[

\0

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMMMUBNMBBMNMMNMMBB \10OP

*

.@GRP

V[

\0

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBBMUBBMBNNNNNBUBMNUBN \10OP

*

.@GRP

V[

N

9

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUNMUUBMUNMMNNMNMMMU \10OP

*

.@GRP

V[

N

9

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNNBMUMUNBNUMBMBBUBNUMB \10OP

*

.@GRP

V[

\4

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUMUMNMUMBBMNBUMBMBBBN \10OP

*

.@GRP

V[

\4

/R

BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBBMBMBBNBNBNNMBBBNBNUMMB \10OP

*

.@GRP

V[

.@

/&

NMUNMMMBUUUBNUNUUMBNNMBUBBMMBBMBNUMMMNNNBUN \10OP

*

.@GRP

V[

.@

/R BBUBNUMNUUMUNBNUMMBBNBBMNUNNMUNBNUMNNMBBBBU \10OP

*

.@GRP

*#
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#=)

!

蛋白纯化

结合液包含
#"00G3

*

W

的
QO

A

OVJ

A

+

#"00G3

*

W

Q1O

!

VJ

A

+

"=+0G3

*

WQ1N3

+

!"00G3

*

W

咪唑+

#b

甘油'

F

O-=A

)洗 脱 液 包 含
#" 00G3

*

W

的
QO

A

OVJ

A

+

#"00G3

*

WQ1O

!

VJ

A

+

"=+0G3

*

WQ1N3

+

"=+0G3

*

W

咪唑'

F

O-=A

)将表达有待纯化蛋白的菌株与结合液按
#l#"

#

9

*

0W

%充分悬浮'破碎)

A m

下
$"""C

*

028

离 心

,"028

'收集上清)

"=!!

(

0

过膜备用'以
!" 0

9

粗蛋

白*
0W

填料的比例上柱)具体操作步骤参照上海碧云天

生物技术有限公司
O24

标签蛋白纯化试剂盒的操作手册)

#=-

!

蛋白质浓度标准曲线

以牛血清白蛋白作为标准蛋白溶液'取
$

支干净的

试管'并编号
"

$

-

'参照毛伍祥,

#-

-的方法'于
+(+80

处

测定其吸光度值)以吸光度值为纵坐标'标准蛋白液浓度

为横坐标作图'得蛋白质浓度标准曲线为
*

r"=""#+3g

"=,$#+

#

U

!

r"=((A$

%)

#=$

!

OVWN

测定条件

流动相为
(+b+"00G3

*

WQO

A

O

!

VJ

A

缓冲液#用磷

酸调
F

O

至
,="

%和
+b

乙腈'流速
"=+0W

*

028

'进样体积

!"

(

W

'柱温
!+ m

'色谱柱为
.@32

F

4>e'\/N

#$

NG3<08

#

+

(

0

'

A=)00p!+"00

%'检测器为紫外检测器'检测波

长
!#"80

)

#=(

!

细胞内
MBV

含量测定

将沉淀细胞离心'弃上清'轻轻弹散细胞'按
)

孔板

每孔加入
!""

(

W

裂解液裂解细胞'

Am

下
#!"""C

*

028

离心
+028

'取上清用于后续的测定'具体操作参照上海

碧云天生物技术有限公司
MBV

检测试剂盒的操作说

明书)

#=#"

!

数据处理

采用
.S@>3

对原始数据进行整理及误差分析'采用

JC2

9

28(="

软件绘图)

!

!

结果与讨论
!=#

!

V[

酶的筛选

由表
!

可知'

V[

\H

的酶活最高'为
#+)!=,*

*

0W

'

V[

L3

的活性稍低'为
(A)=+*

*

0W

'

V[

V1

与
V[

[1

则无活性'

将结果与文献,

#$

-的
V[

酶活进行比较发现'

V[

\H

的酶活

更高'高出
!A-=+*

*

0W

)

!=!

!

酶学性质分析

!=!=#

!

V[

酶的分离纯化
!

由图
!

可知'

V[

\H

的蛋白大小

为
,! '̂

'说明试验所得蛋白是正确的'纯化后的蛋白浓

度为
##!,,=,0

9

*

0W

)

!=!=!

!

酶学参数
!

由图
,

可知'

V[

酶的活性随温度的升

高先增加后降低'当温度高于
)"m

时'酶活性丧失'

V[

酶

的最适反应温度为
,"m

)

V[

酶在
,"m

下放置
#!5

后'

残余酶活为
$-=+b

'

A"m

放置
#!5

后残余酶活为
+-=Ab

'

+"m

放置
#!5

后残余酶活为
##=+b

)当
F

O

为
-="

时'

V[

\H

活性最高'在酸性条件或碱性条件下活性极低)

V[

酶在
F

O-="

$

-=+

时稳定'放置
#!5

后其残余酶活仍达

-"b

左右)

V[

\H

的
Q

?'E

为
##+=A4

I#

'酶与
H/

泛解酸和

"

/

丙氨 酸 两 个 底 物 的 亲 和 力 差 异 不 大'

Q

F

分 别 为

#=!

'

#=#00G3

*

W

)

由表
,

可知'

V[

\H

的转换数低于文献,

##

-的'但
Q

?'E

*

Q

F

值较大'说明
V[

\H

与底物的亲和力更大)

!=,

!

发酵罐转化条件优化

!=,=#

!

培养基
!

由图
A

可知'使用
B\

培养基转化
A)5

后
H/VM

产量为
+$=$

9

*

W

'转化率为
+(=-b

'时空产率为

,"=(

9

*#

W

/

?

%&转化
A$5

后
H/VM

产量为
+)=A

9

*

W

'转化

率为
+-=,b

'时空产率为
!$=!

9

*#

W

/

?

%)使用葡萄糖发

酵培养基转化
A)5

后
H/VM

产量为
)+=#

9

*

W

'转化率为

))=#b

'时空产率为
,A=,

9

*#

W

/

?

%&转化
A$5

后
H/VM

产量 为
),=#

9

*

W

'转 化 率 为
)A=#b

'时 空 产 率 为

,#=)

9

*#

W

/

?

%)转化
A)5

后
H/VM

产量最高'故将转化

时长确定为
A)5

)葡萄糖在菌体生长过程中参与细胞糖

酵解产生
MBV

'为反应提供能量'使用葡萄糖培养基得到

的
H/VM

产量比使用
B\

培养基的产量高
)=Ab

'故选用

L=WG7 L1Ĉ>C

!

V[

\H

=

纯化后的蛋白质

图
!

!

纯化后
V[

\H

的
['[/VMU.

分析

&2

9

<C>!

!

['[/VMU.1813

6

424G:V[

\H

:CG0

F

<C2:2@1E2G8

表
!

!

V[

酶活测定结果

B1H3>!

!

V[>8;

6

0>1@E2D2E

6

?>E>C0281E2G8C>4<3E4

*

$

0W

V[

\H

V[

L3

V[

N

9

V[

\0

V[

.@

V[

\4

V[

N@

V[

Y:

V[

\:

V[

V1

V[

[1

#+)!=, (A)=+ $"#=, A-"=" A)!=, ,$#=( !(!=# #!)=) #"=+ "=" "="

!#

"

XG3=,)

"

QG=)

马玉玉等!泛酸合成酶菌株筛选及其催化生产
H/
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图
,

!

V[

酶学性质研究

&2

9

<C>,

!

[E<?

6

G8E5>>8;

6

01E2@

F

CG

F

>CE2>4G:V[

表
,

!

不同来源
V[

酶动力学参数比较

B1H3>,

!

NG0

F

1C24G8G:̂ 28>E2@

F

1C10>E>C4G:V[>8;

6

0>:CG0?2::>C>8E4G<C@>4

酶的来源
Q

?'E

*

4

I#

H/

泛解酸

Q

F

*

#

00G3

/

W

I#

%

Q

?'E

*

Q

F

*

#

W

/

4

I#

/

00G3

I#

%

"

/

丙氨酸

Q

F

*

#

00G3

/

W

I#

%

Q

?'E

*

Q

F

*

#

W

/

4

I#

/

00G3

I#

%

数据

来源

5P?(;/ I "=") I "=#+ I

,

#A

-

0P

:

;+E'F/?+F #!-=)q+=, #=Aq"=# (A=+ #=,q"=! ($=#

,

#+

-

LP

7

'

9

(,/?+D "=) "="A #A=" #=" "=)

,

#$

-

KPE+J<A?+;(D/D ,=A "=#, !)=! "=$ A=,

,

#(

-

>PJA<C/D ##+=A #=!" ()=! #=# #"A=(

箭头表示底物投入点

图
A

!

培养基优化

&2

9

<C>A

!

L>?2<0G

F

E202;1E2G8

葡萄糖发酵培养基转化
A)5

)

!=,=!

!

诱导剂
!

由图
+

可知'使用乳糖作为诱导剂的发酵

罐中菌体生长情况更好'

NH

)""80

可达
A"

'而使用
PVBU

作

为诱导剂的发酵罐菌体
NH

)""80

仅维持在
!"

左右)使用

PVBU

作为诱导剂转化
A)5

后
H/VM

产量为
))=,

9

*

W

'转

化率为
)-=Ab

'时空产率为
,A=(

9

*#

W

/

?

%&使用乳糖作为

诱导剂转化
A)5

后
H/VM

产量为
!A=#

9

*

W

'转化率为

!A=+b

'

PVBU

作为诱导剂时'相同条件下产量比乳糖的高

A!=(b

)这是由于乳糖作为诱导剂使用时并非其本身发挥

作用'而是由其同素异形体异乳糖发挥作用'一部分乳糖

作为碳源供菌体生长'没有完全诱导蛋白的表达'所以

PVBU

作为诱导剂的效果更好)

!=,=,

!

诱导剂浓度
!

由图
)

可知'

H/VM

产量随
PVBU

浓度

的增大而减少'当
PVBU

浓度为
"=#

9

*

W

时'

H/VM

产量最

高'为
)$=(

9

*

W

'转 化 率 为
-"="b

'时 空 产 率 为

,)=,

9

*#

W

/

?

%)

PVBU

对菌体有一定的毒性'高浓度会杀死

细胞'故选择
"=#

9

*

W

为最适
PVBU

浓度'其产量比未优化

时提高了
!=)b

)

!=,=A

!

诱导温度
!

由图
-

可知'

,"m

时的
H/VM

产量均高

于其他温度'该条件下的最高
H/VM

产量为
-A=)

9

*

W

'转化

率为
-+=$b

'时空产率为
,(=,

9

*#

W

/

?

%)

V[

酶的最适温

度为
,"m

'此温度下的酶活性最高'

H/VM

产量也最大'比

"#
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图
+

!

诱导剂优化

&2

9

<C>+

!

P8?<@>CG

F

E202;1E2G8

图
)

!

PVBU

浓度优化

&2

9

<C>)

!

J

F

E202;1E2G8G:PVBU@G8@>8EC1E2G8

图
-

!

诱导温度优化

&2

9

<C>-

!

P8?<@>?E>0

F

>C1E<C>G

F

E202;1E2G8

未优化时的产量提高了
+=$b

'因此选择
,"m

作为最适诱

导温度)

!=A

!

补料分批发酵

!=A=#

!

培养基中残糖量优化
!

试验表明'

V[

\H

细胞中
MBV

含量为
#=+$p#"

I+

(

0G3

*

0

9

'

F

.B/!$1

#

g

%细胞内
MBV

含

量为
#=#+p#"

I)

(

0G3

*

0

9

'

+W

发酵罐转化试验表明'细胞

图
$

!

残糖量优化

&2

9

<C>$

!

J

F

E202;1E2G8G:C>42?<134<

9

1C@G8E>8E

生长过程中产生的
MBV

能满足反应所需的能量)

由图
$

可知'残糖量为
"=#

$

"=+

9

*

W

时
H/VM

产量为

$)=A

9

*

W

'转化率为
$-=$b

'时空产率为
A+=+

9

*#

W

/

?

%&残

糖量为
"=)

$

#="

9

*

W

时
H/VM

产量为
$"=+

9

*

W

'转化率为

$#=$b

'时空产率为
A!=A

9

*#

W

/

?

%&残糖量为
#=#

$

#=+

9

*

W

时
H/VM

产量为
-+=,

9

*

W

'转化率为
-)=+b

'时空

产率为
,(=)

9

*#

W

/

?

%&残糖量为
#=)

$

!="

9

*

W

时
H/VM

产

量 为
)$=-

9

*

W

'转 化 率 为
)(=$b

'时 空 产 率 为

,)=!

9

*#

W

/

?

%)残糖量控制后转化生产的
H/VM

产量比

未控制时提高了
#!b

'故残糖量控制在
"=#

$

"=+

9

*

W

时

的效果最好)

!=A=!

!

底物分批投入
!

由图
(

可知'当分
,

批次投入底

物时'反应结束菌体
NH

)""80

达
!$

左右'

H/VM

产量为

$(=#

9

*

W

'转化率为
("=+b

'时空产率为
A)=(

9

*#

W

/

?

%&

当分
+

批次投入底物时'反应结束菌体
NH

)""80

达
,+

左

右'

H/VM

产量为
(!=!

9

*

W

'转化率为
(,=-b

'时空产率为

A$=+

9

*#

W

/

?

%&当分
$

批次投入底物时'反应结束菌体

NH

)""80

达
)-

左右'

H/VM

产量为
-$=A

9

*

W

'转化率为

##

"

XG3=,)

"

QG=)
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-(=)b

'时空产率为
A#=,

9

*#

W

/

?

%)说明高浓度的
"

/

丙

氨酸会对细胞生长产生毒害作用'当分批次投入后细胞

生长好的表达出的蛋白更多'而分
$

批次投入底物时菌

体浓度很高'产生的
H/VM

产量却降低'是因为细胞生长

过快就会很难表达蛋白)在转化过程中底物分
+

批次投

入时的产量比一批次投入时的提高了
+=(b

'所以底物分

+

批次投入时效果最好)

!=+

!

H/VM

的
OVWN

与
WN/L[

验证

由图
#"

可 知'发 酵 液 的 色 谱 峰 出 峰 时 间 约 为

#(=#+028

'与标准品出峰时间相同'初步认定试验所得产

品为
H/VM

)

由图
##

可知'发酵液色谱峰出峰时间约为
,=,-028

'

图
(

!

底物分批投入

&2

9

<C>(

!

[<H4EC1E>41C>28D>4E>?28H1E@5>4

图
#"

!

H/VM

的
OVWN

图谱

&2

9

<C>#"

!

OVWN?>E>C0281E2G8G:H/VM

图
##

!

H)VM

的
WN/L[

图谱

&2

9

<C>##

!

WN/L[4

F

>@EC<0G:H)VM

$#

基础研究
&*Q'ML.QBMWR.[.MRNO

总第
!!A

期
"

!"!"

年
)

月
"



H/VM

分子量为
!#(

'在检测过程中为负离子检测'失去

一个质子'所以显示的分子量为
!#$

'样品与标准品一致'

由此可证明试验所得产品为
H/VM

)

,

!

结论
将

##

种来源的泛酸合成酶基因进行克隆'在
5P?(;/

\W!#

#

'.,

%中进行异源表达'经酶活测定筛选出活性最

高的短短芽孢杆菌#

>A<C/J'?/;;+DJA<C/D

%来源的泛酸合

成酶#

V[

%'并对其酶学性质进行研究&在
+W

发酵罐上

进行边发酵边转化条件优化'利用生长中的重组菌株催

化
H/

泛解酸和
"

/

丙氨酸生产
H/

泛酸)结果表明'

V[

酶

的最 适 温 度 为
," m

'最 适
F

O

为
-="

'转 换 数 为

##+=A4

I#

)葡萄糖发酵培养基中使用
"=#

9

*

W

的
PVBU

'

,"m

下进行诱导'发酵液中残糖量为
"=#

$

"=+

9

*

W

时'

转化效果较好)将底物分成
+

批次投入反应时'

H/VM

产量最高为
(!=!

9

*

W

'转化率达到
(,=-b

)后续需进一

步缩短反应时间'提高产量以达到工业化生产标准'边

发酵边转化过程中发酵罐的转速+溶氧+通气量等需进

一步优化)
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