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摘要" 为了实现羟脯氨酸的高产! 首先以缺陷型菌株
FD @(A& !"#$%!'<BE&'()#%*+,

作为实验

菌!通过单因素优化及正交试验!优化得到新的培养基配方及培养条件"其次通过基因工程手段

引入透明颤菌血红蛋白
-,+

基因! 构建菌株
FD @(A& !"#$%!'<BE&'()#%*+,-

! 进行高密度发

酵" 结果显示!发酵培养基为#麦芽糖
#$ .&/

!甘油
0 .&/

!胰蛋白胨
11 .&/

!

2

1

,34
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@AB= C .&/

!

)AB=

1

$?$$0 .&/

'培养条件为#初始
',

D?0

!温度
C$ "

!接种体积分数
5E

!转速
11$ F&;GH

( 此条件下!菌株
FD @(A& !"#$%!'<BE&'()#%*

+,

羟脯氨酸产量约为
# I$1 ;.&/

! 约为优化前的
#?5

倍
?

在
> /

罐发酵培养! 菌株
FD @(A&

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

的羟脯氨酸产量约为
#D?C .&/

!与
!"#$%!'<BE&'()#%*+,

相比!提高

了
#C?1E

!说明
-,+

基因的引入有利于羟脯氨酸产量提高
?
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反式
!"!

羟脯氨酸 #

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

!

."/

$简称羟脯氨酸!分子式为
0

1

/

2

34

5

!可以与茚三

酮反应生成黄色溶液678

% 它易溶于水!微溶于乙醇溶

液!呈现出独特的甜味% 同时!

."/

是构成胶原蛋白

的一种特征性氨基酸!很少存在于普通的蛋白质中%

."/

可用于食品&美容&医疗&化工等多个领域 69!"8

!

."/

的生产得到众多研究者的关注%

羟脯氨酸是
:!

脯氨酸通过脯氨酸羟化酶羟化

得到的% 研究者通过脯氨酸羟化酶!使得微生物法

生产羟脯氨酸成为了一种可能618

% 但在该生产过程

中!

:!

脯氨酸作为合成羟脯氨酸的底物! 需要外源

添加!这使得羟脯氨酸的工业化生产成本增大% 同

时!由于发酵液终会残留
:!

脯氨酸!增加了羟脯氨

酸的分离纯化难度% 为了解决这些问题!研究者通

过代谢途径改造&菌株重组等方式实现了无外源添

加
:!

脯氨酸生产羟脯氨酸6;!<8

%研究前期成功构建了

一株重组大肠杆菌
!"#$%& =>7?2!'()0@)A0B2!C/

!

该菌株含有表达谷氨酸激酶的突变基因
1($023

!突

变后的基因解除了
:!

脯氨酸的反馈抑制作用'同

时!该菌株敲出了精氨酸代谢途径中的关键酶#

3!

乙酰谷氨酸激酶(基因
'()0

!使得精氨酸合成途径

受阻!是一株精氨酸缺陷型菌株!见图
B

% 摇瓶水平

下!该菌株在无外源添加
:!

脯氨酸的情况下!羟脯

氨酸的积累量约为
29D EF@:

%

图
)

大肠杆菌中羟脯氨酸生物合成途径

*+,- ) .+%(#/01"0+2 3401$4#( %5 678 +/ !" #$%&

利用微生物进行生产发酵的过程中!影响微生

物生长及代谢产物合成的因素非常多!培养基的组

成以及培养条件如培养温度等均需要考虑6GHBD8

%研究

表明!碳源是微生物必需的能源物质!常见的碳源

种类很多!如葡萄糖&麦芽糖&甘油等!不同菌株对

于碳源的需求不同% 同时!碳源质量浓度过高或过

低!均不利于菌体的生长% 因此!选择合适的碳源以

及恰当的碳源质量浓度是利用微生物进行生产的

前提% 微生物发酵过程中另一种必不可少的物质是

氮源% 氮源质量浓度过高!菌体生长旺盛'氮源质量

浓度过低!菌体生长较慢!这均不利于代谢产物的

积累与产出% 培养基中的金属离子对于菌株的生长

也是极其重要的%脯氨酸羟化酶属于
"!

酮戊二酸家

族!该家族的酶在作用过程中需要亚铁离子的参与618

!

亚铁离子的浓度会影响该酶的羟化作用% 接种体积

分数& 培养基的
)/

以及培养温度等对于菌株的生

长以及目的蛋白质的表达均是至关重要的%

重组大肠杆菌的生长状况直接关系到代谢产

物生产情况!且工业化生产多采用高密度发酵的方

法!溶氧是高密度发酵过程中的一个关键因素% 研

究 6BB8表明!通过引入透明颤菌血红蛋白
I/C

基因!

可以显著改善重组菌体的生长状况和增强外源蛋

白质的表达% 透明颤菌血红蛋白以氧合态参与到有

关氧的代谢!在细胞质中!透明颤菌血红蛋白可以

把氧传递给呼吸链! 提高代谢中氧化磷酸化的效

率!进而改善低溶氧下的代谢途径!促进蛋白质的

表达6B98

%

J#'K&LM+

等6BN8将透明颤菌血红蛋白
I/C

基

因引入到表达
"H

淀粉酶的重组大肠杆菌中!与未引

入
I/C

基因的菌株相比!

"H

淀粉酶提高了
9ON

倍%

因此!可以把
I/C

基因引入重组大肠杆菌中!以改

善重组菌株的生长状况%

)-)

材料

)-)-)

菌株与质粒 本实验用到的菌株及质粒见

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

('
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表
!

! 其中
!" #$%& "#!$%

作为宿主"质粒
&'(!%

作

为基因表达载体!

表
!

实验所用菌株和质粒

"#$%& ! '()#*+, #+- .%#,/*-, 0,&- *+ (1*, 23)4

!5678

试剂及仪器 主要仪器包括
)(*

循环仪#立

式高压蒸汽灭菌锅#电泳仪#凝胶成像仪#数显鼓风

干燥箱#恒温摇床#分光光度计#电转仪#冷冻离心

机#发酵罐等"主要试剂见表
+

!

表
9

主要试剂

"#$%& 9 :#*+ ;&#<&+(,

=5!5>

培养基及培养条件
,-

培养基$

!$ ./,

胰蛋

白胨"

0 ./,

酵母提取物"

!$ ./,

氯化钠"

&1 23$423+

!

固体培养基另加
+3$ ./5,

的琼脂粉!

发酵培养基$

!$ ./,

葡萄糖"

!0 ./,

胰蛋白胨"

6

./,

磷酸氢二钾"

+ ./,

氯化钠"

! ./,

硫酸镁"

$3$!0

./,

氯化钙"

6 7789/,

硫酸亚铁! 初始
&1 :3$

"培养

温度
6$ !

"转速
++$ ;/7<=

! 氨苄青霉素
0$ !./7,

!

=7=7?

引物设计 本实验所用引物序列见表
6

"由

上海生工合成!

=79

重组大肠杆菌的单因素及正交优化

=797=

发酵培养基组分的单因素优化 优化过程

中除了优化的因素"培养基中其他成分与初始培养

基保持一致不变! 每组做三个平行"结果取平均值!

表
>

本实验所用引物

"#$%& > @)*/&), 0,&- *+ (1*, 23)4

注$划线部分为酶切位点序列

!

%碳源种类及质量浓度的优化$分别选择葡萄

糖#麦芽糖#蔗糖#淀粉作为碳源"质量浓度为
0

#

!$

#

!0

#

+$

#

+0 ./,

!

+

%氮源种类及质量浓度的优化$分别选择胰蛋

白胨#酵母提取物#蛋白胨#大豆蛋白胨#玉米浆作

为氮源"质量浓度为
0

#

!$

#

!0

#

+$

#

+0 ./,

!

6

% 离子浓度的优化$

>?

+@的优化浓度分别为
$

#

+

#

A

#

B

#

: 7789/,

"

C

@的优化质量浓度分别为
$

#

!30

#

6

#

A30

#

B ./,

"

DE

@的优化质量浓度分别为
$

#

!

#

+

#

6

#

A

./,

"

#.

+@的优化质量浓度分别为
$

#

$30

#

!

#

!30

#

+ ./,

"

(E

+@

的优化质量浓度分别为
$

#

$3$0

#

$3$!

#

$3$!0

#

$3$+ ./,

!

=7979

发酵培养基组分的正交优化 根据单因素

的优化结果"选择
2

个因素作为正交试验的考察因

素"每个因素设
6

个水平"使用
,

!:

&

6

2

%正交表进行

实验设计!

每组做三个平行"发酵结果取平均值! 未选中

的因素"以其单因素优化后的结果作为固定值保持

不变!

=797>

发酵培养条件的优化 发酵培养基初始
&1

的优化$ 发酵培养基的初始
&1

分别调至
030

#

B30

#

230

#

:30

#

%30

"进行发酵优化筛选'培养温度的优化$

培养温度分别选择
+B

#

+:

#

6$

#

60

#

62 !

" 进行发酵

优化筛选'接种体积分数的优化$接种体积分数分

别为
+F

#

AF

#

BF

#

:F

和
!$F

"进行发酵优化筛选!

=7>

含透明颤菌血红蛋白基因的重组大肠杆菌的

构建

=7>7=

大肠杆菌化转感受态制备方法 大肠杆菌

化转感受态的制备方法参照文献
G!AH

!

=7>79

大肠杆菌感受态细胞的转化方法 重组大

肠杆菌感受态细胞的转化方法采用热击法G!0H

!

=7>7>

含
I1-

基因的重组质粒的构建 为了便于

基因操作"以透明颤菌血红蛋白基因为模板"利用

引物
)!

#

)+

在基因
I1-

前后插入酶切位点
'()1

菌株 特性 来源

!" #$%& "#!$%"(*+'/

&'(!%J-1

"#!$%K

精氨酸缺陷型
L"(*+'MK

质粒
&'(!%K

氨苄抗性
K

含有

色氨酸串联启动子
,*-

# 羟化

酶基因
./-

#谷氨酸激酶突变

基因
-*$012

作者所在

研究室

!" #$%& "#!$%"(*+0/

&'(!%J-1I

"#!$%K

精氨酸缺陷型
N"(*+0MK

质粒
&'(!%K

氨苄抗性
K

含有

色氨酸串联启动子
,*-

# 羟化

酶基因
./-

#谷氨酸激酶突变

基因
-*$012

# 透明颤菌血红

蛋白基因
I1-

本研究

主要试剂 购买公司

葡萄糖#麦芽糖#氯化钠#七水硫酸镁#磷酸氢

二钾#氯化钙#硫酸亚铁#抗坏血酸#正丙醇#

氯胺
O

#高氯酸#对二甲氨基苯甲醛#异丙醇

等

上海国药

胰蛋白胨#氨苄青霉素钠#

OA PDQ 9<.ER?

#

OES

PDQ

聚 合 酶 #

)TU PDQ

聚 合 酶 #

5DO)

#<VWU;?

#

XE=);?&

柱式
PDQ

胶回收试剂盒 #

XE=);?&

柱式
)(*

产物纯化试剂盒#

XE=);?&

柱式质粒
PDQ

小量抽提试剂盒等

生 工 生 物 工 程

N

上海
M

股份有限

公司

PDQ

限制性内切酶
K PDQ #E;Y?;

等
宝生物公司

N

中

国
K

大连
M

引物 序列
N0

(

!6

(

M

)!

(Z(ZZQO(((QZZQ(Z(OZZZZOO

QQQQZO

)+

QQQ(OZ(QZOOQOO(QQ((Z(OOZ

QZ(ZOQ
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#

和
!"# #

!进行
$%&

扩增" 将扩增得到的
'()

基因

连接到重组质粒
*+%,- !)(

#

*+%,- !*./)01 !

*2.*0!34*

$上!构建重组质粒
*+%,-!*./)01!*2.*0!

34*!'()

#

*+%,-!)('

$!构建过程见图
0

%

图
!

重组质粒
"#$%&'()*

的构建过程

+,-. / $01234563,01 07 48609:,1;13 "<;29,= ">$%&'()*

%.?.@

重组菌株的扩大培养 本研究重组菌株的

扩大培养条件为&采用优化后的培养基!选择
" 5

的

装液量! 控制发酵过程的
*(

为
678

! 设定转速为

"99 .:;<=

!设定通气量为
0 >>;

!接种体积分数及发

酵温度均以优化结果为准%发酵
,0 3

后开始补充碳

源!补碳方式为匀速补料!速度为
0" ?:3

!碳源依据

优化结果而定@,"!,8A

%

%.@

分析方法

%.@.%

生物量的测定 取适量的发酵液! 用去离子

水稀释相应倍数!并以去离子水为空白对照!使用分

光光度计测定
699 =;

波长处的吸光度值#

BC

699

$%

%.@./ 5!

脯氨酸的含量测定
5!

脯氨酸的检测采

用酸性茚三酮显色法@,"A

&取适量发酵液进行离心!取

, ;5

上清液或上清稀释液于
,9 ;5

试管中' 向每

管样品中加入
, ;5

冰醋酸!混匀'再加入
, ;5

酸

性茚三酮试剂!摇匀!沸水浴
, 3

'取出试管!加入
0

;5

冰醋酸'使用分光光度计测定
8,8 =;

波长处的

吸光度值#

BC

8,8

$%

%.@.?

反式
!"!

羟脯氨酸积累量的测定 反式
!"!

羟脯氨酸的检测采用氯胺
D

法@,6A

&将发酵液离心后!

取
078 ;5

上清液或上清稀释液于
,9 ;5

试管中'

向每管样品中加入
, ;5

氯胺
D

!摇匀!室温静置
09

;<=

'再加入
, ;5

显色剂!摇匀'置于
69 !

水浴锅

中!

09 ;<=

后取出冰水冷却' 使用分光光度计测定

869 =;

波长处的吸光度值#

BC

869

$%

%.@.@

脯氨酸羟化酶酶活的测定 反式
!"!

羟化酶

全细胞酶活测定方法参照文献
@,"A

%

,

个单位酶活被

定义为
, ;<=

将
, =;/E 5!

脯氨酸完全转化为羟脯

氨酸的酶量!单位为
+

!全细胞酶活指的是每毫克干

菌体的酶活!单位为
+:;?

%

/.%

发酵培养基组分的单因素优化结果

/.%.%

碳源种类及浓度的优化结果 发酵培养基

中的碳源是菌种生命活动所需能量的来源!且可以

作为菌体构成及其代谢产物的物质基础% 根据材料

与方法
,707,

! 对碳源的种类及质量浓度进行优化!

结果见图
F

%

从图
F

可以看出! 当择麦芽糖作为碳源时!麦

芽糖质量浓度为
,8 ?:5

时!羟脯氨酸的产量达到最

大值
, 9,-7"0G ;?:5

!高于其他质量浓度的碳源% 当

麦芽糖质量浓度低于
,8 ?:5

时!与同质量浓度的葡

萄糖相比!羟脯氨酸的产量偏低'但当麦芽糖质量

浓度高于
,8 ?:5

时! 羟脯氨酸的产量明显提高!且

逐步趋于稳定%

图
?

碳源的优化结果

+,-. ? A"3,9,B;3,01 07 =,7784813 6;4:01 205468

研究表明! 培养基中使用甘油作为碳源时!发

酵过程中产生的乙酸的量明显低于以葡萄糖为碳

源的培养基@,GA

%根据
,707,

对麦芽糖及甘油的比例进

行优化!结果见图
"

%

图
@

麦芽糖及甘油的比例的优化结果

+,-. @ A"3,9,B;3,01 07 =,7784813 4;3,0 07 6;4:01 2054682

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
!!!!

!

(%
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从图
!

可以看出!当麦芽糖质量浓度与甘油质

量浓度比例为
"!#

! 即碳源为
#$ %&'

麦芽糖"

( %&'

甘油时!羟脯氨酸的产量达到
# #()*#++ ,%&'

!高于

仅以麦芽糖为碳源的培养基# 这说明适量添加甘油

作为碳源有利于提高羟脯氨酸的积累量$

!"#"!

氮源种类及浓度的优化结果 发酵培养基

中的氮源主要被用于构成菌体的细胞物质以及代

谢产物$ 根据
#*"*#

对氮源的种类及质量浓度进行

优化!结果见图
(

$

图
$

氮源的优化结果

%&'" $ ()*&+&,-*&./ .0 1&00232/* /&*3.'2/ 4.53624

从图
(

可以看出! 当使用胰蛋白胨作为氮源

时!羟脯氨酸的积累量明显高于其他几种氮源$ 这

是由于胰蛋白胨与其他氮源相比! 成分较为复杂$

本研究中的生产菌株为精氨酸缺陷型菌株!胰蛋白

胨中含有精氨酸等多种氨基酸!更有益于缺陷型菌

株的生长$ 当胰蛋白胨的质量浓度达到
"$ %&'

时!

羟脯氨酸的产量达到最大值
# $$-*).. %&'

$ 但是!

当继续增大胰蛋白胨的质量浓度时!羟脯氨酸的产

量却有所下降$ 可能是因为高质量浓度的胰蛋白胨

中存在较多的色氨酸!这会阻碍色氨酸串联启动子

的启动!从而抑制羟化酶基因的表达!进而进一步

影响羟脯氨酸的产量$

!78"9 /0

"1浓度的优化结果 在脯氨酸羟基化的过

程中!只有与亚铁离子结合!该酶的活性中心才能

发挥其羟基化作用$

/0

"1在配制过程中容易被氧化!

添加一定比例的
23

可能有助于
/0

"1发挥作用$ 根

据
#*"*#

对
/0

"1的浓度进行优化!结果见图
)

$

从图
)

可以看出!随着浓度的增加!无论是只

添加
/0

"1还是添加
/0

"1

%

23

的培养基! 羟脯氨酸产

量均呈现增长的趋势! 这说明
/0

"1对羟化酶发挥其

羟化活性起到了一定作用$ 添加
/0

"1

%

23

的培养基

与未添加
23

的培养基相比! 羟脯氨酸产量总是偏

高$

23

有较强的抗氧化作用!

23

的添加可以有效

抑制
/0

"1的氧化!增强
/0

"1的作用$ 当
/0

"1

%

23

浓度

为
) ,,45 &'

时 ! 羟脯氨酸的产量达到最大值

# #(!*)$. ,%&'

$

!"8":

其他离子的优化结果 微量离子的调价对

于菌株的生长及产物的代谢至关重要$如
6

1可以促

进
'7

脯氨酸的摄入量&

89

1可用于促进
'7

脯氨酸代

谢过程中
:;4<

蛋白的表达! 利于羟脯氨酸的生产&

=%

"1及
39

"1可以有效地促进菌株的生长! 从而影响

产物的合成$ 根据
#*"*#

分别对
6

1

"

89

1

"

=%

"1及
39

"1

的质量浓度进行优化!结果见图
+

$

从图
+

可以看出!

6

1

"

89

1

"

=%

"1及
39

"1的最优质

量浓度分别为
.*$

"

.*$

"

#*(

"

$*$$( %&'

时! 羟脯氨酸

的产量达到最大值!且优化过程中发现生物量与羟

脯氨酸产量呈现一定的正相关关系$

图
; %2

!<的优化结果

%&'7 ; ()*&+&,-*&./ .0 %2

!<

MM
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图
! "

#

!

$%

#

!

&'

(#及
)%

*+的优化结果

,-'. ! /01-2-3%1-45 46 "

#

"

$%

#

"

&'

*#

%57 )%

*#

*.*

发酵培养基组分的正交优化结果

根据单因素的优化结果!选择麦芽糖"甘油"胰

蛋白胨 "

#

$

%&'

"

"亚铁离子 #

()

*+

!,-./ !0

$%镁离子

&

12

*+

$%钠离子&

34

+

$这七个因素进行正交试验' 采

用
5

06

&

7

8

$正交表试验!正交因素的水平见表
"

!正交

试验结果见表
9

(

表
8

发酵培养基成分正交优化试验因素水平表

9%:;< 8 /=1>4'45%; 6%?14=@ 46 2<7-A2 401-2-3%1-45

根据正交试验结果!发酵培养基中各组分对羟

脯氨酸产量的影响主次顺序为
34

:

"

胰蛋白胨
"

麦芽

糖
"#

+

"12

*+

"

亚铁离子
"

甘油)各因素的最优组合为*

!

*

"

7

#

*

$

7

%

7

&

0

'

*

'正交试验过程中!

-4

*+的质量浓度保

持
;<;;9 2=5

' 因此!优化后的发酵培养基的组成为*

0; 2=5

麦芽糖 +

9 2=5

甘油 %

** 2=5

胰蛋白胨 %

" 2=5

#

*

%&'

"

%

9 >>?@A5

亚铁离子 &

()

*+

!,-.0!0

$%

0<8 2=5

镁离子&

12

*+

$%

7 2=5

钠离子&

34

+

$%

;<;;9 2=5

钙离子

&

-4

*+

$! 进行发酵验证! 羟脯氨酸产量为
0 "79<;;*

>2=5

!与优化前相比提高了
79<B86C

(

*.B

发酵培养条件的优化结果

根据
0D*<7

依次对培养基初始
E%

%培养温度以

及接种体积分数进行优化!每优化一个因素!均以

优化后的结果为基础进行下一个因素的优化!结果

见图
6

(

初始
E%

在
9<9F6G9

时! 菌体的浓度
'H

I;;

值以

及羟脯氨酸积累量均随着
E%

的增大逐渐升高( 当

E%

高于
6<9

时!

'H

I;;

及羟脯氨酸的积累量开始下

降)培养温度在
7; #

以下时!随温度升高羟脯氨酸

产量逐步提高! 并且
7; $

时羟脯氨酸产量达到最

大值( 但是!当温度高于
7; $

时!羟脯氨酸产量急

剧下降( 可能由于较高较低温度均不利于脯氨酸羟

化酶的表达)当接种体积分数为
"C

时!羟脯氨酸产

量高于其它接种体积分数的发酵结果( 然而!当接

种体积分数大于
"C

时! 虽然
'H

I;;

的值得到提高!

但是羟脯氨酸产量却有所下降( 这可能是由于大量

的菌体使得培养基中的营养物质更多地用于菌体

的生长!而产物的代谢受到抑制(

最终当培养基的初始
E%

为
6<9

! 培养温度为

7; $

!接种体积分数为
"C

时!羟脯氨酸的积累量达

到
0 I;*<868 >2=5

! 与优化前的
B06<80" >2=5

相比

提高了
"*<I6C

(

*.8

含
CDE

基因的重组质粒的构建

*.8.F

透明颤菌血红蛋白
,%J

基因的引入 根据

0K7<*

构建重组质粒
EL-0BMJ%,

(将重组质粒转入

大肠杆菌感受态细胞中!挑取生长良好的单菌落进

行培养!提取重组质粒!进行单双酶切验证!凝胶电

泳的验证结果见图
B

(

泳道
0

和泳道
*

分别为质粒
EL-0B!J%

及

EL-0B!J%,

使用
()*% N

进行单酶切的结果!获得

单一条带)泳道
7

&

4

$和
7

&

O

$分别为质粒
EL-0BP

J%,

和
EL-0B!J%

使用
&+,Q N

与
-./ N

进行双酶

切的结果! 显示有差别的条带分别是片段
ERSE*M

TUEM,%J

&

0 I"" OE

$和
ERSE*MTUE

&

0 ;IB OE

$!在

0 8;; OE

和
0 ;;; OE

处看到这两条条带!这些条带

的大小均与预期目标片段的大小相符( 单酶切和双

酶切验证正确的重组质粒!经
H3V

测序正确!表明

重组质粒
EL-0BWJ%,

构建成功(

系列号 因素 水平
0

水平
*

水平
7

#

麦芽糖
=X2=5Y 8G9 Z[ Z*G9

(

甘油
\X2=5Y *<9 9 8<9

"

胰蛋白胨
=X2=5Y 06 *; **

$ #

*

%&'

"

=X2=5Y * 7 "

&

亚铁离子
X()

*]

^,_.0^0Y=

X>>?@=5Y

9 I 8

%

镁离子
X12

*]

Y=X2=5Y 0<7 0<9 0<8

!

钠离子
X34

]

Y=X2=5Y *<9 7 7<9

()
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800

1 200

1 600

2 000

 羟脯氨酸产量    OD
600

4

6

表
!

正交优化试验结果

"#$%& ! '&()%* +, +-*.+/+0#% *&(*

系列号
!

麦芽糖

"

甘油

#

胰蛋白胨

$

!

"

#$%

&

%

亚铁离子

&

镁离子

'

钠离子

羟脯氨酸产

量
'()*'+,

- - - - - - - - ./01 2--

3 - " " " " " " //41 -&/

2 - 2 2 2 2 2 2 - 3541 522

& 3 - - 3 3 2 2 - 6461 --5

. 3 3 3 2 2 - - .//1 0&2

5 3 2 2 - - 3 3 - -5/1 -2/

4 2 - 3 - 2 3 2 2&51 43/

0 2 3 2 3 - 2 - &4/1 56&

/ 2 2 - 2 3 - 3 5.&1 4-&

-6 - - 2 2 3 3 2 &561 .-&

-- - 3 - - 2 2 - 5-51 260

-3 - 2 3 3 - - 3 56&1 &20

-2 3 - 3 2 - 2 - - 6461 &.4

-& 3 3 2 - 3 - 3 - 36.1 663

-. 3 2 - 3 2 3 2 .&31 0&2

-5 2 - 2 3 2 - 3 - -421 -20

-4 2 3 - 2 - 3 2 - 6351 620

-0 2 2 3 - 3 2 - &.51 263

(

-

4.41 2/3 4051 .&& 4.-1 200 42-1 /5. 03&1 55& 06.1 /60 .331 /62

(

3

/&31 /66 0361 5.4 54/1 -.2 0--1 3-. 0641 3// 4.41 65/ /&51 0-4

(

2

50/1 &3- 4031 .-- /./1 -43 0&51 .22 4.41 4&/ 0351 424 /-/1 //2

) 3.21 &4/ 201 -&5 3061 6-/ --&1 .50 551 /-. 5/1 550 &321 /-&

最优水平
3 3 2 2 - 2 3

最优组合
!

3

"

3

#

2

$

2

%

-

&

2

'

3

12321

重组大肠杆菌
78-6/!9:*;'<=>-/?;@A

的

初步发酵 将构建好的质粒
<=>-/?;@A

转入缺陷

型 菌 株
%*+,-. 78-6/!/01"

! 获 得 重 组 菌 株

78-6/!/01"'<=>-/ ?;@A

" 以 菌 株
78-6/!/01"'

<=>-/?;@

为对照组! 在优化后的发酵条件下进行

初步发酵!发酵结果见表
5

"

从表
5

可以看出!无论是
%B

566

#羟脯氨酸产量

还是全细胞酶活 ! 含有基因
A@;

的重组菌株

78-6/!/01"'<=>-/?;@A

均有提高" 虽然不是很明

显!这可能是由于摇瓶发酵过程的缺氧情况并不明

显!透明颤菌血红蛋白基因在缺氧的情况下才开始

作用 " 同时 ! 也可能由于培养基是针对菌株

78-6/!/01"'<=>-/ ?;@

进 行 优 化 的 ! 菌 株

78-6/!/01"'<=>-/?;@A

并不能表现出生长优势"

12324

重组大肠杆菌
78-6/!/01"'<=>-/ ?;@

及

78-6/!/01"'<=>-/?;@A

的扩大培养 为了进一

步说明基因
A@;

的作用 ! 参照
-1213

对菌株

78-6/!/01"'<=>-/ ?;@

及
78-6/!/01"'<=>-/ ?

;@A

进行扩大培养!探究
4 +

罐中两株重组菌的生

长及代谢情况!结果见图
-6

"
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图
!

初始
"#

!培养温度以及接种体积分数的优化

$%&' ( )"*%+%,-*%./ .0 1%00232/* "4

"

1%00232/* *2+"23-*532

-/1 1%00232/* %/.657-*%./

图
8

重组质粒
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的酶切验证
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表
F

重组大肠杆菌株羟脯氨酸的产量

G-D72 F H3.156*%./ .0 HI4 .0 326.+D%/-/* !" #$%&

由图
#$

可知! 与不含
%&'

基因的菌株相比!

含有
%&'

基因的重组菌株菌体生长更为旺盛!且

羟脯氨酸产量也相对较高" 发酵
$()* +

的过程中!

两株重组菌的菌体生长速度几乎相同!且羟脯氨酸

的积累量非常相近"发酵
)*(*" +

的过程中!菌体生

长速度略有下降!可能是此时发酵培养基中原有的

碳源已被耗尽!而用于补料的碳源还不能满足菌体

生长及代谢的需求! 此时含有
%&'

基因的重组菌

株的羟脯氨酸积累量略高" 发酵
*" +

后!两株重组

菌开始表现出差异! 含有
%&'

基因的重组菌株的

羟脯氨酸合成速率明显高于另一株重组菌" 发酵

"" +

后! 含有
%&'

基因的重组菌株进一步展现出

它在生长方面的优势" 高密度发酵的过程中!随发

酵时间的延长!溶氧开始降低!基因
%&'

在低溶氧

下显示出优势" 发酵
,$ +

! 重组菌株
-.)$/!!"#$0

123)/!'&

的羟脯氨酸积累量达到
)456/" 708

!而

菌株
-.)$/!!"%$0123)/9'&%

在发酵
4, +

时羟脯

氨酸产量达到
)65:)* 708

!相比提高了
):5*;

"

图
EJ KLEM8!'()*N"9OE8PQ4

与
KLEM8!'()*N"9OE8=

Q4?

的发酵曲线

$%&' EM $23+2/*-*%./ "3.62BB 653C2 .0 326.+D%/-/* !+

#$%& KLEM8!'(),N"9OE8 =Q4 -/1 !" #$%&

KLEM8!'(),N"9OE8=Q4?

在无外源添加
89

脯氨酸的条件下!作者通过单

因素优化及正交优化!获得了最优的发酵培养基组

成及发酵培养条件" 当发酵培养基组分为
)$ 7<8

麦

芽糖#

4 708

甘油#

** 708

胰蛋白胨#

4 ==>?<8

亚铁离
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!%CD)!)

%#
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&FG
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#

: 7<8

钠离子$

HI

J

%#

)KL 708

镁离子$

.7

*J

%#

$K$$4 708

钙离子$

3I

*J

%!初始

1&

为
6K4

!培养温度为
:$ "

!接种体积分数为
";

!

转速为
**$ M0=NO

时! 发酵
*" +

! 重组大肠杆菌

-.)$/!!"%$<123)/9'&

反式
9"9

羟脯氨酸的积累量

达到
) ,$*KL6L =7<8

! 与优化前相比提高了约

菌株
GP

,$$

羟脯氨酸产

量
<Q=708R

全细胞酶活
<

S20=7R
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' 结果表明!合适的培养基组成以及培养条

件更有利于菌株的生长及代谢产物的生成!对于工

业化生产来说非常有必要'

在进行发酵培养基成分以及发酵条件优化的

过程中! 我们发现重组菌的羟脯氨酸产量与菌浓

'(

$))

的值呈现正相关的关系!因此!可以通过增加

菌浓
'(

$))

的值进一步实现羟脯氨酸产量的提高'

透明颤菌血红蛋白可以以氧合态参与到与氧有关

的代谢!在细胞质中!该蛋白质可以把氧传递给呼

吸链!提高氧化磷酸化的效率!改善低溶氧下的代

谢活动!促进蛋白质的表达' 本研究将透明颤菌血

红蛋白
*+,

基因连接到重组质粒上进行表达!在
- .

罐扩大培养时 ! 含有
*+,

基因的重组菌株

/01)2"0&12345612 7,+*

羟 脯 氨 酸 产 量 约 为

1%#81" 93.

! 与不含基因
*+,

的菌株相比提高了

18#"&

' 结果表明!基因
*+,

的引入可以改善菌体

的生长状况和增强外源蛋白质的表达'

本研究构建的重组菌株可以实现无外源
.7

脯氨

酸添加生产反式
7!7

羟脯氨酸! 且会在菌株高密度发

酵过程中表现出优势' 利用该菌株进行羟脯氨酸的生

产!羟脯氨酸的得率较高!且后期分离纯化更为简单!

这使得微生物法生产羟脯氨酸展现出更多的优势'
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