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摘 要 F.氨基酸氧化酶（FGGH）在转化头孢菌素 I 生产 $.GIG 和转化 FJ.氨基酸制备!.酮酸和 J.氨基酸上起着

重要的作用。采用 F)G 操作技术，将来源于三角酵母的 FGGH 基因连接至表达载体 KLMI-N4O 上，再将表达质粒

KLMI-N4O.FGGH 分别整合 3 ( 4+&/(*#& 的宿主细胞 OP$/ 和 QR//4，经筛选获得阳性重组菌 LFO/-（5)/6 ）和 LF!$
（5)/ S ）。重点对两种突变菌的表达条件进行了比较。结果显示：LFO/-（5)/6 ）株比 LF!$（5)/ S ）株消耗甲醇慢、诱

导时间长，但对通气量要求低、表达水平高，摇瓶活力分别达到 !$"" 和 !4"" MTUJ，/#J 发酵罐内活力分别达到 /"/#"
和 2#3- MTUJ。初步探索了 FGGH 对 FJ.苯丙氨酸的拆分，结果显示基因工程菌表达的 FGGH 具有良好的转化 FJ.苯
丙氨酸制备苯丙酮酸和 J.苯丙氨酸的能力。
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F.氨 基 酸 氧 化 酶（ F.G68@& GA8W HX8W7:1，
5I/N/N-N-，简称 FGGH）是一种以黄素腺嘌呤二核

苷酸（YGF）为辅基的典型黄素酶。此酶特异性催化

F.氨基酸生成相应!.酮酸、氨和 Z!H!。已广泛应用

于 F.氨基酸的定量分析、生物传感器、J.氨基酸和

!.酮酸［/］的生产。FGGH 更重要的应用是参与两步

酶法转化头孢菌素 I（ILI）生产 $.氨基头孢烷酸

（$GIG）［!］。

此酶最早是从动物肾脏提取［-］，后来通过微生

物途径获得［#］，近几年随着基因工程技术的发展，利

用基因重组技术获得 FGGH 将成为大量获得酶的途

径。目前在我国此酶主要依赖进口，国外主要是利

用野生三角酵母菌培养添加 F.丙氨酸诱导生产。

虽然 FGGH 已在大肠杆菌［4］、酿酒酵母［3］中进

行了表达，但表达水平不高。近年来，3 ( 4+&/(*#& 用

作基因工程菌的高表达系统，已显示出了诸多优势，

如含醇氧化酶（GH[/）基因的强启动子，用甲醇可严

格地调控表达外源基因，有完备的操作方法，可达到

高密度培养等［$］。

鉴于甲醇酵母表达系统的诸多优势，- 年前我

们首先尝试在 3 ( 4+&/(*#& 系统内表达 FGGH［2］，即

将编码 FGGH 的基因装入 3 ( 4+&/(*#& 的表达载体

KLMI-N4< 获得表达质粒 KLMI-N4<.FGGH，线性化后

再转化 3 ( 4+&/(*#& 的 QR//4，经筛选获得 5)/ S 表型

的表达菌株 LF!$。3 ( 4+&/(*#& 甲醇酵母表达系统常

用的宿主菌还有 OP$/，OP$/ 为 GH[/ 缺陷型，转

化子表型均为 5)/6 ，有人认为 5)/6 表型比 5)/ S 表

型表达水平高［$］。为了寻找更高表达 FGGH 的工程

菌，我 们 进 一 步 构 建 了 FGGHUO6$/ 重 组 菌

（LFO/-），与以前构建的重组菌 LF!$ 进行了摇瓶发

酵条件比较，还在摇瓶培养基础上在 /#J 自动发酵

罐内培养工程菌表达 FGGH。此外，我们还初步探

索了 FGGH 催化 FJ.苯丙氨酸拆分生产苯丙酮酸和

J.苯丙氨酸的工艺。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 菌株：FGGH 表达质粒 KLMI-N4<.FGGH 由本

实验室克隆和构建，大肠杆菌 0Q/ 由本实验室保

存，3 ( 4+&/(*#& QR//4，O6$/ 表达宿主细胞购自 M@.
\8;]&^1@ 公司。6+,"及其他限制酶购自 QM_IH _‘J



公司。

!"!"# 培养基：!"、#"$、%!&#、#’% 等培养基配

方见 ()*+,-./0) !"#$"% &%’()*"’ 123-044+.) 5+,。
%6467 467,4（%8）［9］：每升含 :;<=>? 9@A BC$DE，

F<GC/ H68DE·=B:D，I9<:/ 5:8DE，IE<G/ !/8DE·=B:D，

E<IC/ 5DB，IFF>? :F J #’%。E>?K? 微 量 元 素

$L!I。每升加甘油 EF/ 为生长培养基；用 @>? 甲醇

代替甘油则为诱导培养基。

$L!I （I?）：;<F/ HM8DE·@B:D，F<F9/ ’6(，C<F/

!)8DE·=B:D，F<:/ ’6:!.DE·:B:D，F<F:/ BC%DC，

F<@/ H68DE·:B:D，F<@/ H.H7:，:F/ N)H7:，;@<F/

O08DE·=B:D，F<:/ 生物素，@>? 浓硫酸。

!"# 方法

!"#"! 有关 ! P &%’()*"’ 的实验方法：参照 ()*+,-./0)
!"#$"% &%’()*"’ 123-044+.) 5+, 进行，发酵参照 !"#$"%
O0->0),6,+.) &M+Q07+)0 进行。其它根据分子克隆试验

指南进行。

!"#"# "RRDK5!=I 工程菌的构建：用限制酶 +%,!
将表达质粒 3$(HC<@SK"RRD 酶切线性化，电转化法

转化 ! P &%’()*"’ 5>=I，将转化处理后的菌液涂于

!" 平板，CFT培养箱培养 : U CQ，筛选转化子。同

时转化空质粒 3$(HC<@S 作对照菌。

!"#"$ 阳性转化子的鉴定和高表达菌株的筛选：按

酵母质粒抽提试剂盒操作抽提重组菌和对照菌的质

粒，以 抽 提 的 质 粒 为 模 板，根 据 &0)%6)S 登 记 号

（N@FFIG）来自三角酵母的基因序列设计如下引物：

@V引 物：@VW&&RLHHRL&&HLRRRRLH&LL&LWCV，CV 引

物：@VW&RRLLH&LL&RL&&&R& &LRRWCV，进行 $HX 以

鉴定酵母转化子。筛选得到的阳性菌株用甲醇诱

导，筛选高表达菌株。

!"#"% 8"8W$R&1 鉴定：采用 @A浓缩胶、IFA分离

胶。样品制备：阳性转化株用甲醇诱导，发酵结束后

取少量菌体悬于适量水中，从中取 IFF"? 与 IFF"?
样品缓冲液混合，沸水浴处理 @>+)。取 :F"? 加入上

样，进行蛋白凝胶电泳。

!"#"& "RRD 活力测定［G］：诱导后的菌体用化学或

超声波方法破壁后，取 IFF"? 与 @ >? "W甲硫氨酸混

合，C=T水浴振荡 CF>+)，用三氯乙酸终止反应，稀释

IF 倍，取 I>?，加 F<E>? :，EW二 硝 基 苯 肼，静 置

IF>+)，加 I<@>? C>.7K? ’6DB，静置 I@>+)，离心。上

清测 -@@F。酶活定义：每分钟生成 I">.7 酮酸所需

的酶量定义为 I 单位的 "RRD。

!"#"’ 工程菌摇瓶发酵：将筛选得到的高表达菌和

$":= 分别涂于 #"$ 平板，CFT培养 :Q。挑单菌落

分别接入含 CF>? %!&# 的 :@F>? 摇瓶，CFT，::F-K
>+) 培养 :EY，以 @A的接种量接入含 EF>? %8 生长

培养基，同样条件下培养 C;Y，离心，菌体用 EF>? 诱

导培养基悬浮，同样条件下诱导。每 :EY 补甲醇至

其终浓度为 F<@A。

!"#"( IE? 发酵罐发酵培养：

I）参数设置：温度为 CFT，3B;<F，溶氧（ ./）

C@A，搅拌速度：:FF U 9FF -K>+)。

一级种子液：单菌落接入含 EF>? %!&# 摇瓶培

养 :EY。二级种子液：一级种子液以 @A的接种量接

入 I: 个含 EF>? %!&# 摇瓶，培养 I: U ICY，为发酵

罐种子液。

:）发酵罐培养：发酵罐（’%8 %(D OIIF IE? 全自

动发酵罐）装入 ;? 培养基，灭菌后 3B 为 I<F U I<@，

待温度降至 CFT，用 CFA氨水调 3B 至 ;<F，种子液

以 9A U IFA的接种量接入发酵罐培养。发酵过程

中罐内 3B 用 IFA氨水自动调节，溶氧与搅拌关联，

待搅拌速度达到 9FF-K>+)，解除关联。约 :F U ::Y 甘

油耗尽，以 :@ U CF>?KY 速度流加 @FA甘油 E U @Y，

待菌体密度上升达到平稳后流加甲醇转入诱导期，

甲醇流加速度以维持溶氧（./）C@A左右和 3B 为 ;
为宜。定时取样监测酶活力，适时放罐。离心，弃

上清，菌体用作提取 "RRD。

!"#") "RRD 催化 "?W苯丙氨酸拆分制备苯丙酮酸

和 ?W苯丙氨酸：取一定量菌体，加 C 倍体积 F<:>.7K?
磷酸缓冲液，冰浴中超声破壁，ET离心，取上清 :>?
与 @F>? @F>>.7K? 的 "?W苯丙氨酸（溶于 @F>>.7K?
3B 9<@ 的焦磷酸缓冲液）混和，于 C=T，:9F-K>+) 反

应，每隔 IY 取样，过滤，滤液中生成的苯丙酮酸用

:，EW二硝基苯肼和 B$?H 检测，标准 ?W苯丙氨酸和

反应液用旋光计测旋光度。

!"#"* B$?H 测定［I］：

Z6,0- B$?H 系 统：反 相 柱（B6>+7,.)，I@[> J
E<@>>）；流动相：醋酸钠（:F>>.7K? 3B E）\甲醇 ] C \
I；流速：I<F>?K>+)；检测波长：:IE)>。

旋光度测定：标准品 ?W苯丙氨酸和苯丙酮酸溶

于 @F>>.7K? 3B 9<@ 的焦磷酸缓冲液（I>/K>?）与反

应液于 :FT 用 ^R8HD $WIF:F $.76-+>0,0- 测旋光度。

# 实验结果

#"! +,,-./0(! 工程菌的构建

线性 化 的 表 达 质 粒 3$(HC<@SK"RRD 电 转 化

5!=I 感受态细胞，转化子均为 01(8，经 $HX 检测，
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获得 !" 个阳性 #$%&’())* 转化菌。通过甲醇诱导

表达进行筛选，得高产菌株 +(#&,。

!"! #$% 验证

将抽提的重组阳性菌质粒和对照菌质粒进行

+-.，+-. 产物经 &/ (0) 凝胶电泳检测。从图 &
可见 &1,23 左右有明显的 (0) 条带，与编码 ())*
的 (0) 基因片段 &14!23 大小相符。

图 & 重组菌及质粒的 +-. 检测

5678& +-. 9:9;<=6= >? @AB>C36:9:D =D@96:
&：+-. E@>FGBD >? E>=6D6HA @AB>C36:9:D=；

4：(0) ;9FFA@（(IJ4"""）；,：+-. E@>FGBD >? B>:D@>; =D@96:

图 4 K(KJ+)LM 分析重组菌

56784 K(KJ+)LM 9:9;<=6= >? @AB>C36:9:D ())*
&：+(4%；4：+(#&,；,：E@>DA6: ?@>C E+N-,1O2’#$%&；

P：C>;ABG;9@JC9== C9@2A@

!"& ’(() 蛋白的 *’*+#(,- 鉴定

将甲醇诱导所得的菌体进行 K(KJ+)LM 检测。

由图 4 可见，两个阳性重组菌均在 P,2( 处有明显的

蛋白条带，与文献报道的 ())* 蛋白分子量相符［Q］。

+(#&,表 达 的 目 的 蛋 白 占 可 溶 性 蛋 白 比 例 约 ,,
NR’C7，+(4% 表达的目的蛋白占可溶性蛋白约 ,4
NR’C7。
!". 重组菌株的摇瓶发酵

4O"CI 摇瓶内，培养温度为 ,"S，转速 44"@’C6:
条件下，比较了 +(#&, 和 +(4% 菌株在不同甘油浓

度、起始 ET、装液量、接种量、培养时间、诱导时间、

菌体密度及相应甲醇浓度对 ())* 表达的影响。结

果两株菌株最佳接种量均为 P/、培养基起始 ET 为

!、甘油浓度为 P/和生长时间为 ,!U。但在诱导时

间、通气量、菌体密度及相应甲醇浓度上不同。

!"."/ 诱 导 时 间 对 重 组 菌 +(#&, 和 +(4% 表 达

())* 的影响：+(#&, 和 +(4% 种子液接入培养基，

,"S，44"@’C6: 培养 ,!U。进入甲醇诱导阶段后，于

不同时间取样测活力。由图 , 可见，+(#&,（!"#K）

表达 ())* 较 慢，4PU 时 为 &O"" NR’I 左 右，之 后

())* 表达迅速加快，至 ,"U 增长减缓，,!U 活力达

最高。+(L4%（!"# V ）诱导 ())* 较快，!U 达 &!""
NR’I，之后 ())* 活力缓慢上升，至 4PU 活力达峰

值。

图 , 诱导时间对 ())* 表达的影响

5678, M??ABD >? 6:FGBD6>: D6CA >: ())* AWE@A==6>:
!+(#&4；"+(4%

图 P 装液量对 ())* 表达的影响

5678P M??ABD >? H>;GCA >: ())* AWE@A==6>:
!+(#&,；"+(4%

!"."! 装液量对重组菌 +(#&, 和 +(4% 表达 ())*
的影响：4O"CI 摇瓶中装入不同体积的诱导培养基，

进行培养和诱导。由图 P 可见 +(#&, 重组菌的装

液量从 4"CI 到 O"CI，())* 活力逐渐增加，但增势

不明显，O"CI 时，())* 表达水平最高，超过 O"CI
活力明显下降。+(4% 重组菌的装液量为 ,"CI 时，

最有利于 ())* 的表达，装液量再增加，())* 活力

明显 下 降。说 明 重 组 菌 +(4% 对 通 气 的 要 求 比

+(#&, 要高。

!"."& 菌体密度及相应甲醇浓度对 ())* 活力的

影响：生长阶段结束时菌体密度 $!""为 4"，以不同的

菌体密度（菌体密度以 $!""表示）和不同的甲醇浓度

转入诱导阶段，+(#&, 诱导 ,!U，+(4% 诱导 4PU，结

果见表 &。
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表 ! 不同菌体密度及相应甲醇浓度对 "##$ 活力的影响的比较（%&’()）

*+,-. ! /00.12 30 24. 1.-- 5.67828.7 +65 (.24+63- 1361.629+2836 36 "##$ +128:82;（%&’()）

!"#$ !"%&’

()*+,-./ 0.-0)-*1,*2.-3（4535） ()*+,-./ 0.-0)-*1,*2.-3（4535）

!677 78#9 789 &87 &89 78#9 789 &87 &89

&7 &9&:8; &:&:8’ &’$78& &7&78# -< -< -< -<

#7 &6:&86 #’6#8& #7:789 &=::8$ &$9;8: #:&’87 #7&&8& &=6’86

:7 &6#=87 &6668= &=9&87 &97=87 &;=&87 #7&$8’ #$9987 #9#;8$

67 -< -< -< -< &:’78& &=#;8= &==;8: &9:68=

从表 & 可见，!"#$ 菌株，!677 > #7，甲醇浓度

789?，"@@A 活力最高，!677 为 &7 和 :7，活力均较

低。对于 !"%&’ 菌株，则 !677 > :7，甲醇浓度为 &?，

"@@A 活力最高。

理论上菌体密度愈高，愈有利于目标产物的表

达。但表 & 结果显示，!"#$ 菌体密度从 &7 增加到

#7，"@@A 活力增加，而单位菌体密度表达量降低

（&973!677降至 &&;3!677）；!677 从 :7 增到 67，"@@A 活

力反而下降。对于 !"%&’，!677从 #7 增到 :7，"@@A
最高活力增加 &:?，但单位菌体密度表达量降低 97
BC 左右。!677从 :7 增到 67，活力反而下降。以上实

验说明 "@@A 活力与菌体密度、甲醇浓度等有关，单

纯增加菌体密度，"@@A 活力不能相应提高。因此，

菌体密度增加，其他条件应相应提高，如通气量，菌

体密度愈高，耗氧量愈高，若供氧不足，整体表达能

力 下 降。相 对 来 讲，!"%&’（ "#$D 表 型）比 !"#$
（"#$ E 表型）消耗甲醇慢，耗氧能力低，更适于高密

度培养。

从表 & 还可看出，诱导阶段甲醇作为诱导剂和

唯一碳源，其浓度直接影响 "@@A 的表达水平。甲

醇浓度低，不能满足菌体需要，甲醇浓度高，残余的

甲醇被氧化为甲醛，对菌体有毒害作用。实验结果

说明，甲醇浓度应根据菌体密度来确定。

以优化的条件培养 !"%&’ 和 !"#$ 工程菌，结

果活力分别达到 #$77 BC35 和 #977 BC35。

<=> 发 酵 罐 中 甲 醇 分 别 诱 导 重 组 菌 ?"@!A 和

?"<B 表达 "##$
种子液接入发酵罐，开始溶氧（%&）约 =7?，随

着菌体的生长，%& 缓慢下降，最终维持在 ’9? 左

右，约生长 ##+ 甘油耗尽，开始补加 97?甘油，: F 9+
后，停止流加甘油，&+ 后开始流加甲醇，进入甲醇诱

导期，通过调节搅拌速度、进气量、控制甲醇流加速

度，使 %& 维持 ’9?左右。定时取样测 "@@A 活力。

活力曲线见图 9，由图 9 可知 !"#$ 比 !"%&’ 到达峰

值的时间短 &7+ 左右，但表达水平低。!"#$ 在 &&+
活力最高达 ;:6’ BC35，菌体重量达 &$;G35（湿重）。

!"%&’ 则在 #&+ 最高活力达 &7&:7 BC35，菌体重量达

&;#G35（ 湿 重 ）。 表 达 水 平 高 于 大 肠 杆 菌

（’777BC35）［&7］和酿酒酵母（&&7 BC3G）［9］表 达 系 统。

同样的培养基及发酵条件，发酵罐内表达量高于摇

瓶约 : 倍。可能是发酵罐培养过程中 HI 可自动控

制，通气量、补料速度可根据情况随时调整，因此发

酵罐表达水平比摇瓶高。有些重组菌发酵罐表达比

摇瓶表达高 &7 倍左右，因此进一步优化发酵罐培养

条件，表达水平还有进一步提高的潜力，促使早日工

业化是可行的。

图 9 诱导时间对 "@@A 表达影响的比较

J2GK9 LMM)0* .M 2-<N0*2.- *24) .- "@@A
)OH1)PP2.- 2- &:5 M)14)-*.1

!!"#$；"!"%&’

图 6 "@@A 与 "5Q苯丙氨酸反应液的 I!5R 分析

J2GK6 I!5R ,-,/SP2P .M 1),0*2.- H1.<N0*P
0,*,/SP)< TS "@@A

!),U&：H+)-S,/,-2-)；!),U#：H+)-S/HS1NV,*)
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!"# 利用 $%%& 拆分 $’(苯丙氨酸

按照 !"#"$ 的方法，%&&’ 与 %()苯丙氨酸反

应，用化学方法测定苯丙酮酸浓度反应 *+，苯丙酮

酸浓度不再增加，停止反应，将反应液进行 ,-(. 检

测和旋光度测定，同时，根据苯丙酮酸浓度和测得的

旋光度计算比旋光度，结果见表 # 和图 /。

表 ! 氨基酸与 $%%& 反应后的旋光度

)*+,- ! &./01*, 23/*/034 35 *6043 *107 83,9/034
0419+*/-7 :0/; 1297- $%%&

012345 0356714 89:1:79;<（=）

0:1;>18> 127;9 167> ?94@:79;

()-+5;A4141;7;5 B *!"C

%() -+5;A4141;7;5 D

&E:58 7;6@F1:79; G7:+ 68@>5 %&&’

8516:79; ?94@:79; B *!"H

由表 # 可见，%()苯丙氨酸溶液无旋光性，经

%&&’ 催化后，反应液呈现左旋旋光性，与 ()苯丙氨

酸旋光性一致。,-(. 检测有两个吸收峰：! 为 (
（%(）)苯丙氨酸，# 为苯丙酮酸，出峰时间与标准品

一致。化学方法检测有苯丙酮酸生成，进一步证明

了 %&&’ 催化氧化 %)苯丙氨酸生成苯丙酮酸。故

产物溶液由苯丙酮酸和 ()苯丙氨酸组成。

< 讨论

IJK! 和 L0!!H 为甲醇酵母表达系统常用的宿

主菌。不同的宿主菌，构建的重组菌表型不一样，

IJK! 本身为 &’M! 缺陷型，重组菌表型均为 !"#0。
L0!!H 作为宿主菌，在 ,7?N %O& 片段的单酶切位点

将表达质粒酶切线性化，通过单交换整合进染色体，

&’M! 未被破坏，转化子表型绝大多数呈 !"# P 。据

文献报道，因为 !"#0 表型翻译后修饰能力强，比

!"# P 表型表达水平高，本文的实验结果显示与文献

报道一致：!"#0 株摇瓶和发酵罐均比同样条件下的

!"# P 株表达水平高。

同样的阳性重组菌表达能力并不一致，高低差

异很大。/D 个阳性重组菌种，约 CDQ有表达能力，

但高表达菌比低表达菌高约 * R N 倍，因此需要对阳

性重组菌进行筛选，以挑选最高表达菌。

工程菌在表达 %&&’ 过程中，同时产生的还有

过氧化氢酶。%&&’ 催化 %)氨基酸氧化生成相应的

!)酮酸、氨和过氧化氢，在过氧化氢酶存在时，过氧

化氢被进一步降解，酮酸为终产物。无过氧化氢酶

存在下，酮酸与过氧化氢继续反应生成相应羧酸，羧

酸为终产物。因此 %&&’ 在用于转化 %()氨基酸制

备!)酮酸（重要的医药化工中间体）和 ()氨基酸时，

过氧化氢酶是必需的，在我们的实验中显示了较粗

的 %&&’ 酶制剂便可用于此目的。但在转化 .-.
时，过氧化氢酶必须被除去，否则产物为酮酸而不是

L()K&.&。我们曾尝试利用离子交换层析和凝胶过

滤纯化 %&&’，发现过氧化氢酶很难被除去。设法

除去过氧化氢酶获得更纯的 %&&’ 是我们目前正在

进行的工作。
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科学出版社最新图书推介

《疫苗学》

主 编：张延龄 张 晖
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,\ 开，纸面精装，,?>> 页 定价：,_@ R>> 元

国内第一本全面系统地介绍疫苗学及相关知识的专著，全书分

理论管理篇、技术篇和各论三部分，共六十四章。理论管理篇主要

介绍了疫苗的基本概念、发展简史、疫苗研制、开发与生产应用等基

本知识。技术篇全面系统地介绍了疫苗研制、开发和生产所涉及的

各种实验技术、方法和操作过程。各论篇就各种类型疫苗的基本概

念、病原学与流行病学原理、病原致病机制以及疫苗的免疫机制与

临床应用等内容进行了详细地介绍。

《肿瘤遗传学》

吴 !
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国内首部大型肿瘤遗传学专著。院士牵头，编著者多为这一研究领

域的资深或活跃在研究一线的中青年专家。第一篇为肿瘤遗传学

基础；第二篇为肿瘤遗传学各论；第三篇为肿瘤预防、早期诊断和治

疗的遗传学对策；第四篇为研究技术。

《基因免疫的原理与方法》

主编：姜勋平
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系统介绍基因免疫的基本原理、研究方法和应用现状，有基因疫苗

工作原理、基因疫苗抗原基因的筛选与克隆、基因疫苗的构建、基因

疫苗制备、基因疫苗免疫方法等内容，反映了当前国际上基因免疫

研究的前沿进展和我国学者的研究成就。

《蛋白质化学与蛋白质组学》

夏其昌 曾嵘 等

32‘# T(>-(>,;[>,([Z)R,--,
定价：T?R>>
系统论述了蛋白质化学基础理论和实验技巧，也反映了蛋白质组学

研究的最新成果。在蛋白质组学领域介绍了基本概念、样品制备、

双向凝胶电泳的图像分析和定量分析、质谱等常规方法，并介绍了

国际上最新的多维技术在研究中的应用；同时充分体现了生物信息

学在蛋白质组研究中的重要性。
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