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三角酵母整细胞酶促转化头孢菌素!为戊二酰"#"氨基头孢烷酸

陈 军 朱彤波 张益! 杨蕴刘" 焦瑞身
（中国科学院上海植物生理研究所 上海 #$$$%#）

摘 要 研究了利用含B0氨基酸氧化酶（B0,;<>’,.<C’9<C,@7，BDE:F!)4)%)%）的透性化三角酵母多倍体8D!$
（6-<?’>’A@<@G,-<,H<(<@8D!$）细胞酶促转化头孢菌素F（.7A/,(’@A’-<>F，FIF）为戊二酰0"0氨基头孢烷酸（J(KL,-=(0"0
DFD，JM0"DFD）的反应过程和细胞中同时存在的过氧化氢酶（F,L,(,@7，FD6）通过水解N#E#而对转化反应产生的

干扰作用及其对策。实验证明适量添加外源N#E#（2O）或在反应体系中加入过氧化氢酶抑制剂*,*%（$)!%;?／

;M）可使JM0"DFD生成率分别为"%P$O和"$P!O。如果将透性化的8D!$细胞在AN!$)5"!!P$，#$Q条件下保

温%$;<>，FD6被不可逆性完全钝化，以无过氧化氢酶的8D!$细胞进行FIF的酶促转化反应，JM0"DFD的生成率

可达34O。
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图! 两步酶法转化FIF生成"0DFD流程图

8<?)! S./7;7T’-LU’0@L7A7>V=;,L<.
.’>G7-@<’>’TFIFL’"0DFD

半合成头孢菌素类抗生素是广泛应用于临床，

控制细菌感染的一类高效、广谱型抗生素。长期以

来，作为合成该类抗生素的重要原料之一———"0氨

基头孢烷酸（"0,;<>’.7A/,(’@A’-,><.,.<C，"0DFD）

的工业生产是采用化学裂解法［!，#］。然而，基于环

境保护和劳动防护的考虑，两步酶法转化头孢菌素

F为"0DFD的生物技术倍受关注［%"5］。本实验室

在“九五”国家生物技术攻关项目研究中，利用三角

酵母多倍体菌株的B0氨基酸氧化酶酶促降解FIF
为 戊 二 酰0"DFD，后 者 在 JM0"DFD酰 化 酶（JM0
"DFD,.=(,@7，JD）作 用 下 水 解 得 到"0DFD。由

BDE催化的第一步转化过程包括两个反应，即：该

酶使FIF氧化脱氨产生等分子的#0酮基0己二酰0"0
DFD（#0W7L’0,C<A=(0"0DFD，DXD0"DFD）和 N#E#，

DXD0"DFD再由N#E# 非酶促氧化脱羧生成JM0
"DFD（图!）。

过去，已有一些关于猪肾、红酵母和三角酵母细

胞等来源的BDE对FIF进行生物转化反应的研究

报告［2"3］并发现：胞内存在的过氧化氢酶通过分解

N#E#而干扰反应的顺利进行和导致DXD0"DFD的

积累和转化效率的下降。

本文报道了三角酵母多倍体菌株8D!$的过氧

化氢酶对酶促转化FIF生成JM0"DFD的影响，以

及消除这种不利影响的方法。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌种：三角酵母8D!$多倍体菌株由李维泉

构建［1］。

$%$%& 试剂：均为国产分析纯试剂。

$%$%’ 培养基及培养条件：每!$$$;M培养基含

+?SE4·"N#E $P5?，*,*E% %?，87SE4·"N#E
$P$!?，XF($P5?，X#NIE4!?，蔗糖%$?，蛋白胨!$?，



!"#甲硫氨酸$%&’(。培养温度为$)*。

!"# 方法

!"#"! !+,活力的测定：参考文献［-.］，-个单位

（/）!+,活力定义为每分钟氧化脱氨生成-!012酮

酸所需酶量。

!"#"# 过氧化氢酶活力的测定：参考文献［--］，-
个单位（/）的 过 氧 化 氢 酶 活 定 义 为-034内 分 解

-!0125$,$生成,$和5$,所需酶量。

!"#"$ 56"7检 测：使 用 89:;0<4=12>?@AB90
56"7，填料直径C!，柱容D%&00E$C:0的F2BG<A#
HI9G9,!?反相色谱柱，流速-0"／034，压力-%’"
$J$KHA3，流动相为’%CL乙腈#-CL甲醇#-L乙酸，

在$DC40的波长下检测767及其衍生物。

!"#"% 三角酵母细胞透性化方法：见文献［-$］。

!"#"& 三角酵母细胞的碱处理：将M(经透性化处

理的三角酵母细胞重悬于&0".%$012／"H5-.JN
的焦磷酸钠缓冲液中（混合后菌悬液的H5约为

&%M）。然 后 用-012／"O<,5分 别 调 节H5值 至

N%C，-.，-.%C或--%.。于$.*保温M.034，再用浓

磷酸回调H5至&%."&%C，离心回收菌体待用。

!"#"’ 酶促转化767生成="#’+7+的反应：C0"
反应液含$.!!+,活力的三角酵母细胞或酶提取

液与ML767#O<（用C.0012／"，H5)%C焦磷酸钠缓

冲液配制）混合，于$)*水浴振荡反应。56"7检

测反应液中底物与产物的浓度。

!"#"( 三角酵母无细胞抽提液的制备：方法见［-$］。

# 结 果

#"! 三角酵母多倍体菌株)*!+的生长及,*-和

.*/产量

保藏菌种在液体培养基中活化后以CL的接种

量接入装有).0"发酵培养液的C..0"三角瓶，于

$)*、$C.G／034旋转床上振荡培养。每DI取样-
次，分别测定菌浓度（!"&..）、!+,和7+P活力。

并相对于培养时间作图。

由图$可以看出，三角酵母细胞生长至$.I后

即达到稳定期，DDI时，其产!+,活力达到高峰，产

酶量在$C../／"左右。此时，7+P活力也达到最

高，约为C..../／"。两种酶的产酶进程相似。因

此，难以通过发酵时间的控制使两酶分开。

#"# 三角酵母细胞对.0.的酶促转化

三角酵母细胞的!+,为胞内酶。以整体细胞

作为生物催化剂时，需对细胞进行透性化处理以克

服细胞壁／膜对底物的通透屏障作用。有关细节见

文献［-$］。实验中采用丙酮处理的透性化细胞进行

酶促转化767为="#’+7+的研究，并通过56"7
对反应过程进行监测。结果发现，反应液内残留

767的百分含量随反应时间而下降，但="#’+7+
生成率与767的减少不成比例。然而，在56"7图

谱上的D%NC034处出现一个面积随时间而增加的

洗脱峰，相对位置与文献［)］报道的+K+#’+7+一

致（图M<）。

图$ 三角酵母的生长及产!+,、7+P曲线

Q3(J$ P30971/GA91R=G1SBI<4>@392>1R!+,1G7+P
34R9G094B<B314S3BI#$%&’(&)(*(+Q+-.

#!#!+, #"#7+P ###,!&..

图M Q+-.细胞转化767的56"7检测图

（<）反应结束时（T）在样品<中添加&L过氧化氢

Q3(JM 56"7:IG10<B1(G<0A1R:9HI<21AH1G347T31:14U9G#
A314T@Q+-.:922A（<）G9<:B314A12/B314<BBI994>1RBI9:14#
U9GA314（N.034）（T）<RB9G<>>34(&L5$,$34A<0H29<
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根据图!的反应程式可知，与三角酵母细胞中

"#$同时存在的%#&使’($(分解，干扰了#)#*
+#%#的进一步氧化脱羧而积累。相对积累量随反

应进程而增加。从反应液的’,-%检测结果可知

反应过程中底物%,%残留（反应液起始时加入量为

!../），产 物 0-*+#%# 生 成（ 已 被 转 化 为 0-*
+#%#的%,%占反应起始时%,%加入量的百分比）

和中间产物#)#*+#%#积累（反应!1.分钟终止

时，#)#*+#%#的总量为!../）三者的相对变化见

图2。如果向反应液添加’($(至终浓度为3/，则

可看到’,-%图上2451678处#)#*+#%#峰的消

失（图9:）和0-*+#%#的增加（详见后述）。

图2 透性化三角酵母细胞转化%,%反应中残留%,%、

0-*+#%#生成率、相对#)#*+#%#积累的变化

;7<=2 >?@AB7C8DE7F:?BG??8DH:DBIAB?A8JFICJHKB78BE?
:7CKC8L?ID7C8CM%,%BC0-*+#%#
HD78<F?I6?A:7@7N?J;#!.K?@@D

!"# 添加外源$!%!对&’()*+*生成率的影响

’($(对#)#*+#%#的氧化脱羧作用为非酶促

化学反应。在三角酵母细胞转化%,%的反应进行

至!1.678时，’,-%测定表明，虽然作为底 物 的

%,%浓度已降至92/，而0-*+#%#的生成率仅为

!24+/。相应伴随着大量#)#*+#%#的积累（图

2）。但在此时，向反应液添加不同浓度的’($(溶

液，既可使积累的#)#*+#%#进一步氧化脱羧，也

可使残留 的%,%继 续 被"#$所 转 化，促 进0-*
+#%#的 生 成。实 验 证 明 0-*+#%#的 生 成 率 与

’($(加量成正相关性（图1），在外源加入的’($(
达到3/时，可获得+(453/的0-*+#%#生成率。

若继续提高’($(的加量，0-*+#%#的生成率反而

下降。

!", -.-#对过氧化氢酶的抑制作用

为克服"#$酶促转化%,%反应中%#&的干

扰，本研究对呼吸抑制剂OAO9的作用进行了研究，

结 果 发 现，当 在 转 化 %,% 的 反 应 系 统 中 加 入

.4!96<／6-的OAO9，可使%#&的活性完全抑制。

该条件下，0-*+#%#的生成率可达+.4!./，既无

需外源添加’($(，亦不发生#)#*+#%#积累的现

象。然而，含这一浓度OAO9的转化反应系统亦会

导致三角酵母细胞中"#$的活力下降2./。另一

方面，OAO9是一种剧毒化学品，它与%,%及其衍生

物形成的叠氮化副产物会进一步分解释放出有毒的

叠氮离子而难于被制药工业接受。

图1 向%,%转化液添加不同浓度的

’($(溶液0-*+#%#生成率比较

;7<=1 >AB?CM0-*+#%#MCI6AB7C8MIC6%,%78BE?
I?AKB7C8DPDB?6AMB?IAJJ78<LAI7CHD
KC8K?8BIAB7C8DCMEPJIC<?8F?CQ7J?

图3 不同F’值处理对三角酵母细胞中

"#$及%#&活力的影响

;7<=3 RMM?KBCMF’BI?AB6?8BC8BE?AKB7L7B7?DCM
"#$A8J%#&CM;#!.K?@@D，I?DF?KB7L?@P

!"/ 0$对过氧化氢酶的选择性抑制作用

如上所述，%#&对%,%转化反应的干扰，一定

程度上虽然可通过额外添加过氧化氢和反应体系中

使用一定浓度的OAO9等方法来克服，但因毒性或

工艺上难于精确操作而并不理想。另一个可供选择

的方法，是利用"#$与%#&对碱敏感性的差异，按

!4(41节方法，对三角酵母细胞进行碱处理，分别测

定细胞的"#$与%#&活力，并以F’S4.处理细胞

的%#&及"#$活力为对照，计算相对酶活。结果

如图3所示，F’!.41处理9.678已足以使三角酵母
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细胞的!"#活力完全钝化，但未能如$%&’%()等［*+］

所述那样,"-活力不受损伤。在本实验条件下，

将丢失./0左右的,"-的活力。

!"# 碱处理三角酵母细胞对$%$的转化作用

经透性化和碱处理的三角酵母细胞可被用于进

行!1!的生物转化反应。图2是反应液中底物

!1!与产物3452"!"的含量随时间变化的曲线。

转化进程中，614!图谱上未见"7"52"!"峰。实

验证明，当8"*/中的!"#经碱处理钝化后，即可

消除反 应 进 程 中 由 于!"#干 扰 而 出 现 的"7"5
2"!"积累的现象，不仅在不需要添加外源69-9的

条件下，使!1!转化生成3452"!"的反应顺利进

行，反应的生成率相对于加:;:+（2/<*0）或外源

添加=069-9（2+</0）高*/0以上，可达>?0。

图2 经透性化和碱处理的三角酵母转化!1!过程中

!1!的残留与3452"!"生成率的变化

8)@A2 B)C’C&D%EF)C&CG!1!HC3452"!"IF)&@J6*/A.
HE%;H%KJ%EL%;M)N)(%K8"*/’%NNF

& 讨 论

利用整细胞作为生物催化剂有二方面的优点，

即可避免酶提取纯化的高费用以及酶在细胞内比在

游离态更具稳定性，然而也存在着胞内其它酶引起

的一些副作用［*?］。本文报道的结果证明，在,"-
转化!1!为3452"!"的过程中，细胞内的!"#通

过水解 69-9 而阻碍了"7"52"!"的氧化脱羧。

为此，试验了几种不同方法以使转化反应顺利进行。

其中，外源添加69-9，可从一定程度上克服69-9
被破坏而导致的"7"52"!"积累和产率下降。但

由于69-9是一种强氧化剂，加量不足，反应不能完

全；添加过量，又会氧化破坏!1!及其衍生物，降低

3452"!"的产率。残留69-9还会损伤,"-的活

力，甚至引起,"-不可逆失活［*?，*.］，影响重复利

用。因此69-9的添加在操作上较难精确掌握。另

一方面，呼吸抑制剂:;:+对!"#有抑制效应，有

助于转化反应的进行，但即使微量的叠氮化离子对

人体也具较高毒性，故难于被生产实践所接受。相

对而言，细胞的碱处理，因其安全无毒，易于操作而

被认为是选择性消除!"#活力的较好方法。
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安捷伦科技公司瞄准生命科学领域

随着“芯片实验室”技术的开发和A-I分析工具的研制，以测试和测量设备闻名于业内的安捷伦科技公司，已经逐渐把

致力的主要目标转向生命科学领域。

几十年来，生物科学的最新变化正在以人们难以想象的方式改变着未来的世界。自从人类发现了A-I分子的双螺旋结

构以后，人类对生命科学的研究便进入了一个新时代9基因时代，基因这个构成生命最基本的物质的发现，把人类对自身的研

究带入了一个前所未有的领域。!CCF年!F月!日，耗资EF亿美元、由全球数百名顶尖科学家组成的研究小组启动了人类基

因组研究计划。这一计划拟用!G年时间，完成所有基因测序工作。一旦破译了基因密码，人类不仅能够战胜所有困扰自己

的疾病，更重要的是还能够改造人类本身，也正因如此，人类基因组工作草图被誉为“生命天书”。而这项工作的完成，必须依

赖最先进的科技手段才能得以实现。

安捷伦科技作为一家高科技跨国公司，一直致力于生命科学领域研究的开发。据了解，安捷伦日前已经开发出“芯片实

验室技术”，这种技术基于邮票大小的微型芯片，通过分析细胞间的相互作用，实现了药物治疗和给药技术的缩微化和改进分

析时间及数据，大大地改善了分析能力。安捷伦在生命科学领域内的另一项创新是它采用惠普喷墨打印技术，创造出A-I
分析工具。不同的是，这种类似打印机的系统，喷出的是组成人类遗传密码的"种碱基，即，腺嘌呤、胞嘧啶、胸腺嘧啶和鸟嘌

呤，从而为未知的A-I片段创造出独一无二的测试工具。研究人员可以决定喷出的碱基序列，也称为微阵列。微阵列允许

同时测试成千上万的A-I序列，明显改善了当前既费时又昂贵的方法。随着生命科学的研究重点从构成人类A-I序列的

测定转向基因的功能，这些技术将帮助确立和保持安捷伦在生命科学领域中的领导地位。

（北京世纪恒通有限公司 安东娜 供稿）
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