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摘要　在 3 000 L发酵罐中 , 利用分批补料培养技术高密度培养含分泌型重组质粒 pETGAU-10的大肠杆菌

TG1, 生产α-乙酰乳酸脱羧酶。通过控制发酵条件 , 发酵液的细胞密度 ( OD600 ) 可达 30. 5, 且胞外 α-乙酰乳酸

脱羧酶活力最高达 890 U ml- 1 , 达到较为理想的工业化生产的要求。

关健词　α-乙酰乳酸脱羧酶　分批补料　高密度培养　基因工程菌　胞外酶
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Abstract　 Escherichia col i TG1, w hich contained secreted recombinant plasmid pETGAU-10, w as

cultured to a high density to produceα-ALDC by the fed-batch culture in 3 000 L fermentor. In

control of the fermentativ e conditions, the cell densi ty can reach as high as 30. 5 of OD600 and the

highest ex tracellular activity ofα-ALDC reached 890 U ml
- 1

, w hich meet the demand fo r the ideal

industrial production.
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　　双乙酰浓度达到其口味阈值以下 ( 0. 02 mg /L～

0. 10 mg /L) 是啤酒成熟的重要标准。双乙酰是在正

常发酵过程中由啤酒酵母细胞体内所进行的缬氨酸

生物合成的中间产物 α-乙酰乳酸在分泌到细胞体外

时 , 由非酶促的氧化脱羧反应自发产生的。虽然酵母

细胞能产生双乙酰还原酶将双乙酰还原成口味阈值

较大 ( 30 mg /L～ 100 mg /L )的乙偶姻 , 但α-乙酰乳

酸的非酶促氧化脱羧反应速度仅为双乙酰还原反应

的 1 /10[1 ] ;而α-乙酰乳酸脱羧酶可快速地将双乙酰的

前驱体α-乙酰乳酸分解为乙偶姻 , 有效缩短啤酒发

酵的成熟期 , 并能控制啤酒贮存过程中双乙酰的反

弹 , 延长啤酒保质期。因而 , 在啤酒发酵过程中添加

α-乙酰乳酸脱羧酶的工艺为众多啤酒生产厂家所采

用。国外于 1990年已成功利用基因工程菌生产 α-乙

酰乳酸脱羧酶
[2 ]

,近年来国内已构建了多种能产生α-

乙酰乳酸脱羧酶的基因工程菌并在小型发酵罐中进

行培养成功 [ 3～ 6] ,但在大中型发酵罐中进行高密度培

养尚未见报道。本文利用分批补料培养技术 , 通过控

制发酵参数 , 在 3 000 L发酵罐中进行高密度培养并

高效表达α-乙酰乳酸脱羧酶的试验。

1　材料和方法

1. 1　材料

1. 1. 1　菌株和质粒

　　宿主大肠杆菌 TG1由广西大学发酵与酵工程研

究所保存。重组质粒 pETGAU-10由广西大学发酵与

酶工程研究所构建 ,它带有编码氨苄青霉素抗性基因

和克雷伯氏土壤菌 (Klebsiel la terrigena)编码α-乙酰
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乳酸脱羧酶的基因
[7 ]
和分泌信号肽 N P470基因。

1. 1. 2　培养基

　　以 LB培养基用作菌种筛选和一级、 二级种子

(摇瓶 ) 培养 , TY培养基用作三级种子 ( 30 L种子

罐 )培养 ,经 30 L发酵罐试验进行优化过的 HD培养

基用作分批补料高密度培养。各培养基成分见表 1。
表 1　高密度培养生产α-乙酰乳酸脱羧酶的基因工程菌培养

基

Tabl e 1　 Cul ture for the produce of α-Acetolactate Decar-

boxyl ase in engineeringEscherichia coli by high density cul ture

培养基 Culture m edium 成分 Composi tion g /L

LB
Polypepton
(日本制药株式会社 Japan)

　 10

Yeast Ex t ract ( M erck) 5

NaCl 5

TY Polypepton (同 LB) 16

Yeast Ex t ract (同 LB) 10

NaCl 5

Maltos e (国产 Homemade) 5

HD 起始培养基 Polypepton (同 LB) 5
Ini tial culture

medium
Yeast Ex t ract (同 LB) 5

NH4Cl 2

K2HPO4 8

KH2 PO4 4

MgSO4 7H2O 0. 5

CaCl2 2H2O 0. 07

Maltos e (同 TY) 10

补料
Feed

Polypepton (同 LB) 25

Yeast Ex t ract (同 LB) 25

Maltos e (同 TY) 50

微量元素
Trace element

Al2 ( SO4) 3 7H2O 0. 04

H3BO3 0. 004

NiCl2 6H2O 0. 004

ZnSO4 7H2O 0. 02

CoCl2 6H2O 0. 032

MnCl2 H2O 0. 08

Na2MoO4 0. 02

抗生素
An tibiotic

Amp
0. 1

1. 1. 3　发酵设备

　　摇床 ( Orbi tal Shaker, Forma) , 用于一、二级种

子培养 ; FJ× T /1型自控通用式发酵罐 ( 30 L, 上海

医药工业研究院 ) ,用于三级种子培养 ; FJ× T /3型通

用式发酵罐 ( 3 000 L,广西大学发酵与酶工程研究所

设计制造 ) , 用于分批补料高密度培养。

1. 2　培养方法

1. 2. 1　菌种制备 (一级种子 )

　　选用新近转化并经筛选的高活力菌株。质粒的提

取、纯化、转化等操作按 Sambrook等的方法进行
[ 8]
。

挑取合适的单菌落接种于 LB培养基中 , 35℃、 220 r /

min培养过夜。

1. 2. 2　摇瓶培养 (二级种子 )

　　取一级种子接种入含 100 m l LB培养基的 500 ml

三角瓶中 , 接种量为 1% , 35℃ 220 r /min培养 6 h。

1. 2. 3　 30 L发酵罐培养 (三级种子 )

　　取二级种子按 1%接种量接入含 20 L TY培养基

的发酵罐中 , 搅拌速度 180 r /min, 通气量 2. 0 m
3
/h,

35℃培养 6 h。

1. 2. 4　 3 000 L发酵罐分批补料高密度培养

　　取三级种子 , 接入含 2 000 L HD起始培养基的

发酵罐中 , 搅拌速度 110 r /min, 通气量 160 m
3 /h,

35℃培养 6 h;升温至 37℃ ,培养 2 h后开始 ,每隔 0. 5

h补加 5%的补料 , 并以 NH3 H2 O调节发酵液 pH值

保持在 7. 0左右。37℃培养 6 h后开始 , 加入 3. 0 mol

半乳糖进行诱导 ,并每隔 0. 5 h补加 7. 5%的补料 ,以

0. 2 mol L
- 1

H2 SO4调节发酵液 pH值保持在 6. 0左

右。

1. 3　分析方法

1. 3. 1　细胞密度测定

　　发酵液经合适倍数的稀释后 ,用 752-C型分光光

度计在 600 nm处测其光吸收值和稀释倍数的乘积即

发酵液的细胞密度 ( OD600 )。

1. 3. 2　α-乙酰乳酸脱羧酶的提取

　　发酵液 8 000 r /min离心 10 min, 取上清液测α-

乙酰乳酸脱羧酶活力。

1. 3. 3　α-乙酰乳酸脱羧酶活力测定

　　取 20μl经适当稀释的酶液 , 与 80μlα-乙酰乳酸

溶液 (含 0. 02 mmolα-乙酰乳酸 )、 300μl M ES缓冲

液 (含 0. 05 mol L- 1 MES、 1. 0 mmol L- 1 MgCl2、

0. 2% Triton X-100、 0. 5 mol L- 1 NaCl, pH值 6. 0)混

合 ,在 30℃精确反应 20 min,加入 4. 6 ml显色剂 ( 3%

α-奈酚、 0. 3%肌酸、 3 mol L
- 1

NaOH按 1 1 1混合 ) ,

30℃显色 40 min,在 522 nm处测其光吸收值 ,在乙偶

姻标准曲线上读出其乙偶姻浓度。酶活力定义为: 在

pH值 6. 0, 30℃条件下 ,每分钟水解出 1μmol乙偶姻

的酶量为一个酶活力单位 ( U)。

1. 3. 4　质粒稳定性测定

　　在发酵过程中定时取样 ,用灭菌的生理盐水作适

当稀释 ,分别取相同体积涂布于含 Amp和不含 Amp

的 LB平板 , 37℃培养 16 h, 分别计数平板上的菌落

数。

2　结果与讨论

2. 1　分批补料培养

　　在 3 000 L发酵罐中 , 通过控制发酵参数和补料

培养 , 结果 (图 1) 显示 , 细菌生长在 37℃培养的第

8 h达到高峰 ,细胞密度 ( OD600 )达 30. 5。在 37℃培养
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的对数后期加入半乳糖进行诱导培养 , 可表达出α-

乙酰乳酸脱羧酶 , 诱导第 4 h时 , 细胞密度已开始下

降 ,α-乙酰乳酸脱羧酶活力在诱导第 6 h达最高值 890

U ml
- 1

, 完全满足工业化生产的需要。

　　图 1　 3 000 L发酵罐中大肠杆菌生长曲线和 α-ALDC　

诱导表达曲线

　　 Fig. 1 Escherichia coli g row th andα-ALDC expression in 3

000 L fermentor

■ 时间 - OD600 Time-OD600; —◆—时间 -酶活力 Time

Enzyme activity.

　　在前期小型发酵罐发酵研究中已确证用半乳糖

诱导产生α-乙酰乳酸脱羧酶的活力与细胞密度呈正

相关 , 因此采用高密度培养的方法进行发酵。为了实

现高密度培养 , 必须给菌体提供生长的最适环境条

件 , 包括 pH值、 适宜的营养成分、 溶氧、 适宜的温

度等。许多研究表明
[9, 10 ]

, 细菌在生长代谢过程中产

生的主要抑制因子是乙酸。在碳源过量时 , 大肠杆菌

的氧化磷酸化和三羧酸循环能力有限 ,造成碳代谢流

在糖酵解途径中过量 ,大肠杆菌即通过分泌部分氧化

的副产物 (主要是乙酸 )使碳代谢流得到平衡 , 于是

造成大肠杆菌体内乙酸的积累 ,抑制细菌的生长 ,并

导致表达效率的降低 [11, 12 ]。因此在培养基中设计适

宜的碳氮比和补料方式是高密度培养成功的关键。我

们在前期优化培养基的工作中曾证实 ,在初始培养基

中加入大量碳源时 ,细胞生长密度不够理想 ,维持 pH

值 7. 0左右时耗碱量大增 , 诱导产生α-乙酰乳酸脱羧

酶的活力也较低 (图 2)。

　　采用流加碳源的补料方式后 ,培养基中碳源浓度

较低 ,降低了乙酸的比生成率 ,大大缓解了抑制效应 ,

实现了高密度培养。在多批重复实验中均获得稳定的

结果 , 一般可得 OD600在 25左右 , 酶活力 600 U ml
- 1

～ 700 U ml
- 1 , 达到了较理想的工业化生产的要求。

　　图 2　初始培养基中大量碳源对大肠杆菌生长和 α-

ALDC表达的影响

　　 Fig . 2　 Effec t o f larg e quantity carbon source in the initial

medium on the gr ow th o f Escherichia coli and the expression o f

α-ALDC

时间 -细胞密度 Time-Cell density; —— 时间 -酶活力　

Time-Enzyme ac tiv ity.●初始培养基中含 20 g / L麦芽糖 20

g /L Ma ltose in the initia l medium; ▲初始培养基中含 30 g /L

麦芽糖 30 g /L Maltose in the initia l medium;■初始培养基中
含 40 g /L麦芽糖 40 g /L Maltose in the initia l medium

2. 2　质粒的稳定性

　　在 3 000 L发酵罐中 ,由于 Amp的存在以及在培

养初期采用低温培养 ,在发酵过程中均保持了较高的

质粒稳定性 ,到菌体开始自溶前 , 仍有 94. 3%的菌体

含有质粒。质粒的稳定性是基因工程菌工业化生产研

究中一个重要而又独特的问题 [ 13]。带有质粒的细菌

的比生长速率较不带有质粒的细菌低 ,而高密度培养

中细菌传代的次数多 ,如无有效的措施保持质粒在细

菌传代中的稳定性 , 在发酵后期 , 发酵液中已丢失质

粒的菌体的优势会越来越明显 ,对外源蛋白的表达有

显著的影响。低温是保持质粒稳定传代的有利条件 ,

因此在各级菌种的培养及高密度培养的初期均采用

35℃进行培养。对含 Amp抗性的质粒 ,在发酵液中保

持 Amp的选择压力是最简单的保持质粒稳定的方

法。由于在 3 000 L发酵罐中 30. 5 OD600并不算极高

的细胞密度 , 在初始培养基中一次性添加 100μg /ml

的 Amp已足以保持质粒的稳定性。

　　基因工程菌的表达调控方式对高密度培养的外

源蛋白表达量也有重要影响 ,组成型的表达系统对外

源蛋白的表达十分方便 ,但表达产物在细菌体内的过

早积累往往使细菌的比生长速率下降 ,不易实现高密

度培养。我们采用诱导分泌型表达系统 , 采用两阶段

培养法 ,第一阶段积累大量菌体 , 并保持质粒的稳定

传代 , 第二阶段利用半乳糖诱导 lacUV5启动子表达

大量外源蛋白并分沁到细胞外 ,直接离心、超滤浓缩

后即得到活力很高的粗酶液 ,无需进行包涵体处理等

繁琐步骤 , 在工业生产中十分便利。

(下转第 290页 Continue on page290) 　　
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　　图 4　引物 OPM-8对解氏珠母贝群体不同个体的 RAPD

电泳图谱

　　 Fig. 4　 Electrophor etog ram o f RAPD from ten individuals

of Pinctada chemmitri using primer OPM-8.

M: λ/EcoRI+ HindⅢ

这两种贝类的遗传变异、遗传多样性及它们各自的群
体遗传结构提供了有力的依据。另外 , 由于本实验的

样品数量以及有效扩增的引物数都较少 , 关于 2种贝

类的群体特征带 (由某特定引物扩增的 RAPD带谱

都具有该种贝类的共同特征 ,即一个种的不同个体共

有的标记带或主带 )还不能获得明确的说明 ,基于各

个个体的 RAPD扩增带谱不同 , 可以肯定两种贝类

具有各自的群体特征带 ,而群体特征带的确定有待于

更进一步的工作。
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3　小结

　　本文通过分批补料培养、保持质粒的稳定性来进

行 3 000 L发酵罐中的高密度培养 , 获得了稳定的结

果 , 一般可得 OD600在 25左右 , 酶活力 600 U ml
- 1
～

700 U ml- 1。但与其它大肠杆菌在小型发酵罐中高

密度培养常获得 OD600在 100左右相比 ,还有相当大的

潜力 , 有待于进一步研究。
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