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摘 要：对重组大肠杆菌进行培养条件的研究，得到细胞合成 456789 最佳培养条件为：45:-;’5
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456789 是治疗帕金森综合症的有效药物 ) !"
世纪 2" 年代末，国外一些学者开始致力于微生物

酶法合成 456789 的研究 )用来自 ’&()$*+#(,) - ),.
/01&&、!)2&0&+ 3,)*&#$%+、!4#3,)&#3&+ &0(,)5,1&+ 的

酪氨酸酚解酶生产 456789 是一种高效的微生物

方法［$］，因为这些菌含有高水平的 M84 酶活 )酪氨

酸酚解酶（UT 3 ) $ ) .. ) !）是依赖于磷酸吡哆醛的多

功能酶，这种酶能够催化丙酮酸、邻苯二酚和氨形

成 456789［! _ 3］) !" 世纪 ." 年代初有人从 ’ " - ),.
/01&& +M5$"3$.［%］和 ! " &0(,)5,1&+ FAR$"*［2］中

克隆出编码 M84 酶的基因并测定其核酸顺序 )作者

与日本富 山 大 学 的 刘 吉 泉 博 士 合 作，从 ’ " - ),.
/01&& 中将编码 M84 酶的基因片段克隆到 ! " #$%&
V+$". 中，得到重组菌 ! " #$%& V+$".（IM84）并对

此株菌的培养条件进行了研究 )

G 材料与方法

G H G 菌株

重组菌 ! " #$%& V+$".（IM84）
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! " # 种子培养条件

!" 液体培养基 # $%&!’() * ! 的 +’,，-. /，

$%& 0 * ’12，$3 4 5
! " $ 细胞 %&’()* 合成能力的测定［.］

酪氨酸酚解酶活性可通过测定 !6789+ 的生

成量来确定酶活性的大小 5 标准测定体系（$& ’!）

含有 $3& ’: 的邻苯二酚、$&& ’: 的丙酮酸、3&& ’:
的乙酸铵、3& ’: 的亚硫酸钠、3& ’: 的 ;7<+，用

氨水调 ,= 值至 > 5 &，加入从 $& ’! 发酵液中得到

的菌体，$% /条件下反应 $ ? - 4 5
从图6$ 可知，!6789+ 的合成在 $ ? - 4 范围内

呈线性关系，因此，可用细胞合成 !6789+ 的能力

来表示酪氨酸酚解酶活性的大小 5作者将反应时间

定为 - 4，因为较长的反应时间会生成较多的 !6
789+，可以减小测定误差 5

图 ! 反应时间与 %&’()* 生成量的关系

+,-" ! ./0 10234,567/,8 59 103:4,56 4,;0 36< 4/0 3;5=64
59 %&’()*

! " > 菌体生物量的测定

将发酵液离心得到的菌体洗涤一次，用水稀释

$& 倍 5以蒸馏水作为空白，在 @&& 2’ 下测定其吸光

值 5
! " ? %&’()* 的测定

纸上层析法［3］或 =9!A 法 5

# 结果与讨论

# " ! 无机盐对细胞合成 %&’()* 能力的影响

微生物在生长和代谢过程中需要无机盐，因为

有些无机离子是不同酶的辅助因子 5以前曾报道在

<9! 酶合成过程中需要 B=398C、D:E8C·.=38 及

一些 微 量 元 素［>，F］，因 此 作 者 研 究 了 B=398C、

D:E8C·.=38和一些微量元素对 <9! 酶合成的影

响 5
3 5$ 5 $ B=398C 对细胞合成 !6789+ 能力的影响

在培养基中分别加入不同质量浓度的 B=398C 和

D:E8C·.=38，结果见图 3、图 -，从图 3 中可看出

B=398C 的质量浓度为 & 5 3 : * G! 时细胞合成 !6

789+ 的能力最高 5从图 - 中可看出 D:E8C·.=38
的质量浓度为 & 5 $ : * G! 时细胞合成 !6789+ 的能

力最高 5

图 # @A#)(> 质量浓度对细胞合成 %&’()* 能力的

影响

+,-" # ./0 0990:4 59 @A#)(> :56:064134,56 56 4/0 3:4,B&

,4C 59 %&’()* 7C64/07,7

图 $ D-E(>·FA#( 质量浓度对细胞合成 %&’()* 能

力的影响

+,-"# ./0 0990:4 59 D-E(>·FA#( :56:064134,56 56 4/0

3:4,B,4B 59 %&’()* 7B64/07,7

3 5 $ 5 3 微量元素对细胞合成 !6789+ 能力的影响

在培养基中加入微量元素，结果见表 $ 5同时加

入铁离子和锌离子有利于提高细胞合成 !6789+
的能力 5

表 ! 微量金属离子对细胞合成 %&’()* 的能力的影响

.3G"! ./0 0990:4 59 ;,651 ;0432 ,567 56 4/0 3:4,B,4C 59 %&
’()* 7C64/07,7

金属离子（添加质量

分数均为 $& H %）

生物量

（857）
!6789+ 合成

能力 *（: *（!·4））

不添加 & 5 -@ $ 5 &.-
AI3 # & 5 -C $ 5 &$F
JK3 # & 5 -> $ 5 &>%
D23 # & 5 -C $ 5 &@C
!1# & 5 -@ & 5 F>>
L23 # & 5 -3 $ 5 &F@
AM3 # & 5 -@ $ 5 &.&

JK3 # # L23 # & 5 -C $ 5 3-.
JK3 # # D23 # & 5 -- $ 5 $3@

JK3 # # L23 # # D23 # & 5 -. $ 5 $@>
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! " ! 碳源对细胞合成 #$%&’( 能力的影响

碳既可作为微生物生长的主要能源，又可供给

微生物合成自身的物质 !因此作者在培养基中加入

下列几种碳源物质，以考察其对细胞合成 "#$%&’
能力的影响，结果见表 ( !

表 ! 碳源对细胞合成 #$%&’( 的能力的影响

)*+" ! ),- -..-/0 1. /*2+13 4152/- 13 0,- */067608 1. #$%&’(
4830,-464

碳源（质量分数

均为 )*）

发酵终了

+, 值

生物量

（%!$）
"#$%&’ 合成

能力 -（. -（"·/））

无 0 ! 1 2 ! 32 ) ! (11
葡萄糖 1 ! 4 2 ! 53 2
麦芽糖 3 ! 2 2 ! 34 2

甘油 4 ! 2 2 ! 43 2 ! 351
柠檬酸 0 ! 4 2 ! (6 2 ! 302
琥珀酸 6 ! 2 2 ! 13 2 ! 7)3

反丁烯二酸 6 ! 2 2 ! 11 2 ! 742

从表 ( 可知，在培养基中加入葡萄糖、麦芽糖

时，发酵终了 +, 值较低，"#$%&’ 的转化结果表明

此时菌体没有合成 "#$%&’ 的能力 !原因可能是较

高质量分数的葡萄糖、麦芽糖在重组菌代谢过程中

产生大量的乙酸，而乙酸对重组蛋白的表达有抑制

作用；而加入甘油有利于菌体的生长但是对于重组

蛋白的表达起不到正面效应，这可能与发酵过程中

较低的 +, 造成重组蛋白不能很好地表达有关 ! 另

外，对其它一些有机酸的研究表明，它们对菌体的

生长和产酶都没有促进作用 !
! " 9 氮源对细胞合成 #$%&’( 能力的影响

在培养基中加入不同的氮源，以考察其对细胞

合成 "#$%&’ 能力的影响，其结果见表 5 !
表 9 氮源对细胞合成 #$%&’( 的能力的影响

)*+" 9 ),- -..-/0 1. 36021:-3 4152/- 13 0,- */067608 1. #$
%&’( 4830,-464

氮源
添加量（质量

分数 - *）

生物量

（%!$）

"#$%&’ 合成

能力 -（. -（"·/））

对照 — 2 ! 2)3 2 ! (54
酵母膏 2 ! 3 2 ! 23 2 ! (36

) ! 2 2 ! ) 2 ! 154
( ! 2 2 ! ( 2 ! 7)3
2 ! 3 2 ! )3 2 ! 7(4

蛋白胨 ) ! 2 2 ! 5( 2 ! 063
( ! 2 2 ! 37 ) ! 261
2 ! 3 2 ! ) 5 ! 70

牛肉膏 ) ! 2 2 ! )3 2 ! 137
( ! 2 2 ! (3 2 ! 350

氯化铵 ) ! 2 2 ! 2)3 2 ! (()
硫酸铵 ) ! 2 2 ! 2)3 2 ! (23

从表 5 可知，无机氮源的加入降低了细胞合成

"#$%&’ 的能力，而在有机氮源中蛋白胨不仅有利

于菌体的生长而且对细胞合成 "#$%&’ 的能力都

有较大的促进作用 !
! " ; 氮源的正交优化

从表 5 中可 看 出 有 机 氮 源 对 重 组 菌 合 成 "#
$%&’ 的能力有较大促进作用，因此对 5 种有机氮

源进行正交优化实验，以得到其最优配比 ! 正交实

验设计见表 1，实验结果和数据分析见表 3 所示 !
表 ; !<（99）正交设计表

)*+"; !<（99）0*+=- 1. 120,1:13*= *22*8

水平
!

酵母膏 - *
"

牛肉膏 - *
#

蛋白胨 - *
) 2 2 ! 3 ) ! 2

( 2 ! 3 ) ! 2 ) ! 3

5 ) ! 2 ) ! 3 ( ! 2

表 > 试验方案和试验结果

)*+"> )-40 4/,-?- *3@ 2-45=04

试验号 ! " #
"#$%&’ 合成

能力 -（. -（"·/））

) ) ) ) ) ! )60

( ) ( ( ) ! (33

5 ) 5 5 ) ! 574

1 ( ) ( ) ! ((2

3 ( ( 5 ) ! (36

4 ( 5 ) ) ! (43

7 5 ) 5 ) ! 53(

0 5 ( ) 2 ! 67(

6 5 5 ( 2 ! 042

$

% ) 5 ! 0(2 5 ! 0(6 5 ! 154

% ( 5 ! 711 5 ! 7)) 5 ! 551

% 5 5 ! )01 5 ! 165 5 ! 670

$) ) ! (75 ) ! (71 ) ! )14

$( ) ! (10 ) ! (54 ) ! ))(

$5 ) ! 24) ) ! )41 ) ! 5(4

8 2 ! 530 2 ! )03 2 ! 54(

根 据 极 差 大 小 分 析 得 出 因 素 的 主 次：主

!
# ! "

次

得出较优的组分为：! )") #5 即 2 ! 3*的牛肉

膏，(*的蛋白胨 !
! " > 维生素对细胞合成 #$%&’( 能力的影响

在培养基中加入维生素，结果见表 4 !加入盐酸

吡哆醇和磷酸吡哆醛（&"&），对细胞合成 "#$%&’
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的能力有明显的促进作用，其它维生素的加入对细

胞合成 !"#$%& 的能力有不同程度的抑制作用 ’这
是由于磷酸吡哆醛是 (%!)*+ 的辅酶［,-，,,］，而盐酸

吡哆醇对细胞合成 !"#$%& 的能力促进作用可能

是其在结构上与磷酸吡哆醛相似的缘故 ’
表 ! 维生素对细胞合成 "#$%&’ 的能力的影响!

()*+! (,- -..-/0 1. 230)4356 15 0,- )/032307 1. "#$%&’ 675#
0,-636

维生素的种类
添加量 .

（/0 . !）

生物量

（$’#）
!"#$%& .

（0 .（!·1））

不添加 - - ’ 23 - ’ 456

盐酸硫胺素 - ’ 7 - ’ 8- - ’ 987

,- - ’ -27 - ’ 886

生物素 - ’ 7 - ’ 28 - ’ 958

,- - ’ 2, - ’ 985

抗坏血酸 - ’ 7 - ’ ,2 - ’ 977

,- - ’ 22 - ’ 98

核黄素 - ’ 7 - ’ 28 - ’ 994

,- - ’ ,3 - ’ 893

盐酸吡哆醇 - ’ 7 - ’ 82 - ’ 367

,- - ’ 24 - ’ 542

2- - ’ 29 - ’ 52,

磷酸吡哆醛（%!%） - ’ 7 - ’ 87 , ’ -89

,- - ’ 25 - ’ 3,4

2- - ’ 29 - ’ 567

注：培养基为 !":;< - ’ 2 0 . =!，%>?;@+@:>A+ , 0 . =!

2 ’7 ’ , 磷酸吡哆醛对细胞合成 !"#$%& 能力的影

响 从表 4 可知，磷酸吡哆醛对细胞合成 !"#$%&
有明显的促进作用，确定适合的 %!% 质量浓度对细

胞合成 !"#$%& 能力是很重要的 ’ 由图 9 可知，添

加 7 /0 . ! 的 %!% 细胞合成 !"#$%& 能力最大 ’

图 8 不同质量浓度的磷酸吡哆醛（&"&）对产酶的影

响

93:+ 8 (,- -..-/0 1. &"& /15/-50;)0315 15 0,- )/032307 1.
"#$%&’ 6750,-636

< + ! 氨基酸对细胞合成 "#$%&’ 能力的影响

2 ’ 4 ’ , 各种氨基酸对细胞合成 !"#$%& 能力的影

响 氨基酸在微生物生长过程中可作为碳架物质

或直接作为结构单元 ’在培养基中加入不同的氨基

酸，结果见表 6，甘氨酸和丙氨酸对产酶有促进作

用，其中丙氨酸效果很明显 ’ 从酪氨酸酚解酶的酶

蛋白氨基酸组成分析表明，丙氨酸和甘氨酸含量

高，因此，加入的丙氨酸和甘氨酸可能用于合成酶

蛋白 ’
表 = 不同氨基酸对细胞合成 "#$%&’ 的能力的影响

()*+ = (,- -..-/0 )4351 )/3>6 15 0,- )/032307 1. "#$%&’
6750,-636

氨基酸

（- ’ 2 0 . =!）

发酵终了

@B 值

生物量

（$’#）

!"#$%& .
（0 .（!·1））

不添加 5 ’ 2 - ’ 87 , ’ -5-

甘氨酸 5 ’ 8 - ’ 97 , ’ -36

丙氨酸 5 ’ 4 - ’ 94 , ’ 8-8

谷氨酸 5 ’ 6 - ’ 96 , ’ -99

丝氨酸 5 ’ - - ’ 97 , ’ -28

蛋氨酸 5 ’ 8 - ’ 89 - ’ 35,

异亮氨酸 5 ’ 2 - ’ 83 , ’ -9,

亮氨酸 5 ’ , - ’ 9- , ’ -64

苯丙氨酸 5 ’ 8 - ’ 83 , ’ -99

脯氨酸 5 ’ 8 - ’ 94 - ’ 564

胱氨酸 5 ’ 9 - ’ 85 - ’ 383

2 ’ 4 ’ 2 丙氨酸的质量浓度对细胞合成 !"#$%& 能

力的影响 由于丙氨酸对细胞合成 !"#$%& 能力

的促进作用最明显，因此，在培养基中加入不同质

量浓度的丙氨酸以确定其最适添加量，图 7 显示在

培养基中加入 - ’ , 0 . =! 的丙氨酸对酶合成的促进

最大 ’

图 ? 丙氨酸的添加量对 (&" 合成的影响

93:+ ? @..-/0 1. )A)535- /15/-50;)0315 15 (&" 6250,-636
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! " # 酪氨酸作为诱导物对细胞合成 $%&’() 能力

的影响

在细胞培养过程中添加 !"#$%&’()* 诱导产生

+,! 酶［-，..］，不同质量浓度的酪氨酸对产酶的影响

不同 /图 0 显示 1 / 2 3 4 5! 的酪氨酸对细胞合成 !"
67,8 的能力最有利 / 在不添加 !"#$%&’()* 的培养

基中细胞合成 !"67,8 的能力也较高，这可能是培

养基中含有 !"#$%&’()*/ 酪氨酸在水中的溶解度很

低，当酪氨酸的质量浓度大于 1 / 2 3 4 5! 时，溶解性

不好，沉淀较多 /又酪氨酸分解时形成苯酚，苯酚的

过多积累会对细胞产生毒害作用［9］/

图 * 酪氨酸的添加量对 +($ 合成的影响

,-." * /00123 40 35647-81 2482183693-48 48 +($ 7583:17-7

! " ; 初始 <= 值和培养温度对细胞合成 $%&’()
能力的影响

通过对摇瓶培养基初始 :; 值和培养温度的研

究可知，:; 值为 - / 1、培养温度为 <1 =时细胞合成

!"67,8 的能力最高 /
! " > 装液量对细胞合成 $%&’() 能力的影响

研究表明，21 >! 的装液量及 ?@的接种量时，

细胞合成 !"67,8 的能力最高 /

! ? @A 小 结

综上，研究得到的最适培养条件为：!"#$%&’()*
1 / 2 3 4 5!、A;2,7B 1 / 2 3 4 5!、C3D7B · -;27
1 / . 3 4 5!，E*D7B·-;27 .1 >3 4 !、F)D7B·-;27
.1 >3 4 !、磷酸吡哆醛 ? >3 4 !、牛肉膏 1 / ? 3 4 5!、蛋

白胨 2 3 4 5!、6!"8GH)()* 1 / . 3 4 5!、温度为 <- =、

初始 :; 为 - / 1、摇瓶转速 .?1 % 4 >() /
在上述优化的条件下在摇瓶中考察菌体生长

量、!"67,8 合成能力和培养过程中发酵液 :; 变

化三者之间的动态关系，其结果如图 - 所示 /

图 # 最适条件下摇瓶发酵过程曲线

,-." # BC6D1 40 016E18393-48 <642177 -8 3:1 4<3-E-F93-48
40 2CG3C61 248H-3-487

从图 - 中可以看出，当细胞生长进入稳定期初

期时（.0 I），细胞合成 !"67,8 能力达到最大 /整个

生长过程中 :; 值不断升高，最高可至 J / 1 /这可能

是由于有机氮源和诱导物（!"酪氨酸）在细胞生长

过程被分解产生氨所致 / :; 值的升高对细胞合成

!"67,8 能力影响不大，但会抑制菌体的生长，造成

菌体的密度较低 / 另外，在培养基中没有碳源也会

造成菌体生长不好 /在摇瓶发酵中的这些不足之处

可以在发酵罐中得到控制 /
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