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摘   要：来源于大肠杆菌的 4-羟基苯乙酸酯 3-羟化酶  (4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase, 

4HPA3H) 可以催化对香豆酸生物合成咖啡酸。为了实现 4HPA3H 的扩大生产和咖啡酸的高效生物

合成，首先构建过表达 4HPA3H 的大肠杆菌工程菌，其次使用 5 L 发酵罐进行高密度发酵生产

4HPA3H，再而优化采用工程菌株进行全细胞催化产咖啡酸的条件。最终实现了在 5 L 发酵罐中发酵，

工程菌株生物量达到干重 34.80 g/L。通过使用 5 L 发酵罐作为生物反应器进行全细胞催化，经过 6 h
的催化可产生 18.74 g/L (0.85 g/(L·OD600)) 咖啡酸，摩尔转化率为 78.81%，是目前文献报道 4HPA3H
以对香豆酸为底物合成咖啡酸的最高水平。初步实现了高密度培养大肠杆菌表达 4HPA3H 并高效生

物合成咖啡酸，为工业化生产奠定了基础。 

关键词：4-羟基苯乙酸酯 3-羟化酶；咖啡酸；高密度发酵；全细胞催化 
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High-density fermentation of Escherichia coli to express 
4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase and efficient 
biosynthesis of caffeic acid 
ZHANG Hong1, LIN Jinlian1, HU Dinghang1, LIU Guiyou2, SUN Lei1,2 
 
1 School of Chinese Materia Medica, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510006, Guangdong, 

China 
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Abstract: The 4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase (4HPA3H), originated from Escherichia coli, 
converts p-coumaric acid to caffeic acid. In order to improve the efficiency of caffeic acid biosynthesis, 
we engineered E. coli for overexpression of 4HPA3H. The high-density fermentation of the engineered 
E. coli was conducted in a 5 L bioreactor. Subsequently, the conditions for whole-cell biocatalysis were 
optimized. The dry cell weight of the 4HPA3H-expressed strain reached 34.80 g/L. After incubated in 
the bioreactor for 6 h, 18.74 g/L (0.85 g/(L·OD600)) of caffeic acid was obtained, with a conversion rate 
of 78.81% achieved. To the best of our knowledge, the titer of caffeic acid is the highest reported to 
date. The high-density fermentation of E. coli for overexpression of 4HPA3H and the efficient 
biosynthesis of caffeic acid may facilitate future large-scale production of caffeic acid. 

Keywords: 4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase; caffeic acid; high-density fermentation; whole-cell 
biocatalysis 

 
 

咖啡酸 (caffeic acid, CA) 是一种归属于

4-羟基肉桂酸类的衍生物，化学名为 3-(3,4-二
羟基苯基)-丙烯酸 (C8H7O2COOH，分子量为

180.15)，广泛存在于一些食品和天然药物中，

如蓝莓、猕猴桃、李子、咖啡和蜂胶等[1]。研究

发现咖啡酸具有多种药理作用[2]，如抗癌[3]、预

防和治疗阿尔兹海默症 [4]、抗氧化 [5]等。咖啡

酸在食品、制药和化妆品行业均发挥着重要作

用[6]。但是，植物中的咖啡酸合成积累需要消

耗大量的时间成本，并且产量会受到环境因素

的影响[7]。另一方面，咖啡酸的化学合成需要有

毒试剂在苛刻的反应条件下进行，从而导致经

济和环境问题[8]。随着近年来合成生物学的兴起

和发展，咖啡酸的生物合成已成为了有吸引力 

的替代方案 [9]。其中以对香豆酸  (p-coumaric 

acid) 为底物， 4- 羟基苯乙酸酯 3- 羟化酶 
(4-hydroxyphenylacetate 3-hydroxylase, 4HPA3H) 
为生物催化剂，可一步合成目标产物咖啡酸，

该方法具有较高的催化效率并且对环境更友好 

(图 1)[10-12]。  

1994 年已有研究学者对 4HPA3H 的分子机

理进行研究[13]。而严亚军课题组在 2012 年鉴

定和表达了大肠杆菌来源的 4HPA3H，并使用该

酶催化对香豆酸生物合成咖啡酸，最终咖啡酸

的产量达到 3.82 g/L (461.12 mg/(L·OD600))[14]。

4HPA3H 是由 4-羟基苯乙酸酯 3-单加氧酶 
(4-hydroxyphenylacetate 3-monooxygenase, HpaB) 
和 NAD(P)H-黄素氧化还原酶 (NAD(P)H-flavin 
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图 1  咖啡酸的生物合成途径[12] 
Figure 1  Biosynthesis pathway of caffeic acid[12]. 
 
oxidorevductase, HpaC) 两个部分组成 [15]。此

后，严亚军课题组又在 2019 年报道了 4HPA3H
中 HpaB 的蛋白晶体结构[16]。目前，已有研究

表明 4HPA3H 可以通过不同的催化方式起作 
用 [12,14-16]，如全细胞催化和体外酶催化。与酶

催化相比，全细胞催化具有制备简单、纯化步

骤少、稳定性高和抗环境压力能力强的优点[17]。

采用 4HPA3H 催化对香豆酸合成咖啡酸的反应

需要 NAD(P)+/NAD(P)H 和 FADH2/FAD 的参

与，而存活的大肠杆菌中能生成这两组辅酶因

子，因此采用全细胞催化的方式不需要额外添

加辅酶，可以节省大量的成本[18]。目前已有一

些采用大肠杆菌全细胞催化获得目标化合物的

研究，如采用 L-谷氨酸氧化酶全细胞催化 L-谷
氨酸生产酮戊二酸，酮戊二酸的产量最终可达

到 5 160 g/L[19]；采用重组大肠杆菌 BL21(DE3) 
(pRSF-aad-ldh10-fdh) 作为工程菌株全细胞催化

L-苯丙氨酸生产苯乳酸，苯乳酸的时空产率可

以达到 48.48 g/(L·d)[20]。然而，现有菌株的摇

瓶培养不足以满足咖啡酸的生物合成工业化要

求[14]。相比于摇瓶培养，高密度发酵技术可以

缩短生产周期，从而降低生产成本，大大提高

了市场竞争力，目前高密度发酵技术已经得到

很广泛的应用[21-22]。 
因此，本研究先构建过表达 4HPA3H 的大

肠杆菌工程菌株，其次通过高密度发酵技术获

得具有催化活性的工程菌。同时通过优化全细

胞催化的条件以获得高摩尔转化率和高产量的

咖啡酸。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  菌种与质粒 

实验所用的大肠杆菌  (Escherichia coli, 
E. coli) BL21(DE3)、E. coli XL1 和质粒 pET28a
为实验室前期所有。 
1.1.2  培养基与主要试剂 

连接酶 In-Fusion 和限制性内切酶 BamH Ⅰ、

EcoR Ⅰ均购自 TaKaRa 公司；质粒小量提取试

剂盒和小量琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒均购

自广州美基生物科技有限公司；卡那霉素购自

上海麦克林生化科技有限公司；无机盐等试剂

均购自中国国药集团科技有限公司。  
LB 培养基 (g/L)：酵母粉 5，胰蛋白胨 10，

氯化钠 10。 
M9 培养基  (g/L)：十二水合磷酸氢二钠

17，磷酸二氢钾 3，葡萄糖 5，酵母粉 5，氯化

铵 1，氯化钠 0.5，七水硫酸镁 0.5，氯化钙 0.011。 
初始发酵培养基 (g/L)：十二水合磷酸氢二

钠 17，磷酸二氢钾 3，葡萄糖 10，酵母粉 5，
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氯化铵 1，氯化钠 0.5，七水硫酸镁 0.5，氯化

钙 0.011。 
补料培养基  (g/L)：葡萄糖 500，酵母粉

100，蛋白胨 10，七水硫酸镁 7。 

以上培养基的灭菌条件为 115 ℃、30 min，

其中葡萄糖、硫酸镁和氯化钙单独灭菌。 

微量元素溶液 (g/L)：乙二胺四乙酸 0.84，

六水合氯化钴 0.25，四水合氯化锰 1.50，氯化

铜 0.15，硼酸 0.30，钼酸钠二水合物 0.25，二

水乙酸锌 1.30，柠檬酸铁 1.00，溶于 0.10 mol/L 

HCL，采用 0.22 μm 滤膜过滤除菌。 

诱导剂 (g/L)：乳糖母液 60，异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalactoside, IPTG) 

母液 2.38，采用 0.22 μm 滤膜过滤除菌。 

50 mmol/L 的 PB 缓冲液 (g/L)：十二水合

磷酸氢二钠 17，磷酸二氢钾 3，pH 为 7.0。 

1.2  方法 
1.2.1  工程菌株构建及诱导剂浓度优化 

大肠杆菌来源 4HPA3H 的 HpaBC 基因序列

可从 E. coli BL21(DE3) 获得[14]。首先根据 NCBI
网站上 E. coli BL21(DE3) 的基因序列使用

Snap Gene (4.2.6) 设计引物，引物设计选取基因

的前 23 bp 和后 26 bp 作为引物的一部分，并加

上载体 pET28a 以 BamHⅠ和 EcoRⅠ为位点的

15 bp 同源臂序列。最终引物设计为 HpaBC-F：
5′-GACGGAGCTCGAATTATGAAACCAGAAG
ATTTCCGCGC-3′和 HpaBC-R：5′-AATGGGTC 
GCGGATCTTAAATCGCAGCTTCCATTTCCAG
CA-3′，引物由广州擎科生物科技有限公司合

成。设计的引物以 BL21(DE3) 基因组 DNA 为

模板经菌落 PCR 扩增后切胶回收 HpaBC 基因

片段；pET28a 质粒经 BamH Ⅰ和 EcoR Ⅰ双酶

切后切胶回收。用 In-Fusion 连接酶将 HpaBC
基因片段连接至 pET28a 载体上，转入至克隆菌

株 E. coli XL1 感受态细胞中。挑选具有卡那霉

素抗性的阳性单克隆，提质粒测序，测序结果

正确表明获得了 pET28a-HpaBC 质粒。将

pET28a-HpaBC 质粒通过化学转化法转入至大

肠杆菌 E. coli BL21(DE3) 感受态细胞中。获

得阳性单克隆后，采用摇瓶培养，菌株生长至

OD600 为 0.6 加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG
诱导 3 h，诱导结束后加入底物对香豆酸反应

20 h。其中扩大培养、诱导和反应条件一致均

为 37 ℃、250 r/min。菌株诱导结束后采用

SDS-PAGE 检测蛋白表达，反应 20 h 后采用高

效液相色谱仪 (HPLC) 检测咖啡酸。 
IPTG 是一种具有潜在毒性的诱导剂，对于

菌株具有一定的毒副作用[23]。因此我们采用 M9
培养基培养菌株生长至 OD600 为 0.6 左右，并对

诱导剂 IPTG 的浓度进行优化，加入 IPTG 至终

浓度为 0.025、0.05、0.1、0.2、0.4、0.6 mmol/L。

诱导 3 h 后，加入终浓度为 4 g/L 的底物对香豆

酸，37 ℃、250 r/min 反应 20 h。用紫外分光光

度计检测反应结束后菌液的 OD600 值，HPLC 检

测咖啡酸的产量。 
1.2.2  种子培养 

取甘油保存的菌种 E. coli BL21(DE3)/ 
pET28a-HpaBC，接种于装有 100 mL LB 培养基 
(含有 0.1%卡那霉素) 的锥形瓶中，置于 37 ℃、

250 r/min 的摇床中培养，菌株生长至 OD600 约

2.0 作为种子液。 
1.2.3  高密度发酵 

种子液以 4%的接种量接种于装有 2.5 L 初

始发酵培养基的 5 L 发酵罐中，设定培养温度为

37 ℃，初始转速为 300 r/min，通气量为 3 L/min。
溶氧通过关联转速  (300−800 r/min) 维持在

30%左右，用含氨 25%−28% (W/V) 的水溶液控

制培养环境的 pH 值为 7.0。随着菌株的生物量

不断增加，发酵罐中的溶氧不断下降，搅拌转

速达到上限设置值后固定为 800 r/min，此时，
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溶氧还是偏低，调节通气量至 8 L/min。当发酵

罐中的初始葡萄糖耗尽时，菌株则无法继续生

长，溶氧开始迅速上升，此时开始补料，补料

采用控制溶氧在 10%−30%的补料方式，通过 5 L
发酵罐所配置的蠕动泵流加补料培养基来进行

补料。记录菌株的光密度 OD600 和葡萄糖的残

留量，并根据菌株生长的光密度计算其比生长

速率。在发酵中后期直接加入终浓度为 2 g/L
的乳糖诱导蛋白的表达。为了探索诱导时长的

影响，取同批次发酵中不同诱导时长 (2、4、6、
8、10、12 h) 的相同菌株量 (OD600=5)，采用

SDS-PAGE 检测蛋白表达；将诱导后的工程菌

株重悬于 50 mmol/L 的 PB 缓冲液 (pH 7.0) 反
应体系中，加入终浓度为 4 g/L 的底物，反应装

液量为 3.3% (V/V)，在摇瓶中催化反应 20 h，
HPLC 检测咖啡酸产量。 
1.2.4  摇瓶催化条件优化 

采用摇瓶进行全细胞催化的基础反应条

件：取诱导后的工程菌株，重悬于 50 mmol/L
的 PB 缓冲液 (pH 7.0) 反应体系中 (OD600=5)，
置于 37 ℃、250 r/min 摇床中反应 20 h。分别考

察底物添加方式、葡萄糖添加浓度、反应体系

装液量和底物一次性加入量对全细胞催化合成

咖啡酸的影响。 
1.2.5  使用发酵罐全细胞催化 

以 5 L 发酵罐为反应器，取干重 8 g/L (OD600=22) 
(按最终体积 3 L 计算) 经高密度发酵诱导后的

工程菌株，重悬于 50 mmol/L PB (pH 7.0) 缓冲

液中作为生物催化剂。葡萄糖以 1.67 g/(L·h) 的
速度流加至反应器中。反应 pH 控制为 7.0、搅

拌转速设置为 800 r/min、通气量为 8 L/min。底

物对香豆酸以 5.4 g/(L·h) 的流加速度加入反应

中，在 37 ℃反应 6 h。 
1.2.6  检测和计算方法 

咖啡酸产量的检测：取反应液用色谱甲醇

稀释 10 倍，离心后上清经 0.22 μm 滤膜过滤。

高效液相色谱仪 (HPLC) 检测条件如下：流动

相为乙酸 (0.1%, W/V) 水-甲醇；洗脱方式为梯

度洗脱；流速为 1 mL/min；波长为 323 nm；紫

外检测器；色谱柱为 EF-C18M (4.6 mm×250 mm, 
5 μm)；柱温 35 ℃；进样量 5 μL。 

葡萄糖检测方法：采用 SBA-40E 生物传感

器进行检测。 
菌株生物量：菌株的光密度 OD600 是采用

紫外分光光度计在吸收波长为 600 nm 下测定。

根据 OD600 值和细胞干重关系进行换算：干重 
(g/L)=0.361 5 OD600。 

采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis, SDS-PAGE) 根据蛋白分子量的

不同在凝胶电泳中分离检测蛋白表达。取诱导后

OD600为 5 的菌量，离心收集菌体，加入 50 mmol/L
的 PB 缓冲液 (pH 7.0)，超声破碎后检测蛋白表达。 

比生长速率的计算方法[24]：
1μ dN
N dt

= × ； 

实验重复 3 次，最终结果用平均数±标准偏

差 ( x s± ) 表示，并使用 Origin Pro 制作柱形图

和折线图。 

2  结果与分析 
2.1  获得工程菌株及诱导剂浓度优化结果 

以大肠杆菌 E. coli BL21(DE3) 基因组为

模板，通过 PCR 扩增获得 HpaBC 的基因片段，

如图 2 所示，凝胶电泳检测 PCR 获得的基因片

段，其条带大小为 2 093 bp。经 In-Fusion 连接

酶构建而成的质粒 pET28a-HpaBC，其条带大

小为 7 462 bp。将质粒 pET28a-HpaBC 转入大

肠杆菌 E. coli BL21(DE3) 中，蛋白表达结果如

图 3，E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC 和对照菌

株 E. coli BL21(DE3)/pET28a 相比，在约 58.9 kDa 
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图 2  4HPA3H 基因 (HpaBC) 的 PCR 扩增产物 
(电泳条带 1) 和 pET28a-HpaBC 质粒 (电泳条带 2) 
Figure 2  PCR amplified products of 4HPA3H 
gene (HpaBC, lane 1) and pET28a-HpaBC plasmid 
(lane 2). M: DNA marker. 
 
和 18.5 kDa 处有明显条带，分别是 HpaB 和

HpaC。液相结果显示如图 4 所示，工程菌株   
E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC(Ⅰ) 催 化  
20 h 后，检测到产咖啡酸。但对照菌株 E. coli 
BL21(DE3)/ pET28a(Ⅱ) 反应液中未检测到咖

啡酸的积累，证明工程菌株 E. coli BL21(DE3)/ 
pET28a-HpaBC 具有催化对香豆酸羟基化合成

咖啡酸的活性。 
诱导剂 IPTG 的浓度会对菌株生长的光密

度和咖啡酸产量有影响。结果如图 5A 所示，

菌株经终浓度为 0.05 mmol/L 的 IPTG 诱导， 

 
 
图 3  蛋白表达分析 
Figure 3  Protein expression analysis. M: protein 
marker; 1–2: E. coli BL21(DE3)/pET28a; 3–4:   
E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC. 
 
菌株的光密度 OD600 为 5.52。诱导剂的终浓度

增加至 0.4 mmol/L 时，菌株 OD600 出现下降趋

势，表明诱导剂 IPTG 浓度过高会影响菌株的

生长。如图 5B，检测反应后咖啡酸的产量，发

现菌株经终浓度为 0.05 mmol/L 的 IPTG 诱导，

催化产咖啡酸产量最高为 1.80 g/L，摩尔转化率

为 40.93%。通过计算菌株的单位 OD600 的酶活

性发现，如图 5C，菌株经终浓度为 0.05 mmol/L

的 IPTG 诱导，其单位 OD600的酶活性相对较高，

单位酶活性达到 0.33 g/(L·OD600)。 

2.2  工程菌株的高密度发酵 
为了扩大对 E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC 

 

 
 
图 4  液相检测催化反应后结果 
Figure 4  Liquid phase detection results after catalysis of p-coumaric acid by E. coli BL21(DE3)/pET28a 
(Ⅰ) and E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC (Ⅱ). 
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图 5  IPTG 浓度对菌株生长、咖啡酸产量和单位

OD600 酶活性的影响 
Figure 5  Effect of IPTG concentration on strain 
growth (A), caffeic acid production (B), and 
enzyme activity per unit OD600 (C).  
 
工程菌株的批量生产，采用 5 L 发酵罐进行高

密度发酵培养。在初始发酵培养基的培养中，

菌株发酵时间为 5 h，OD600 可以达到 16。在初

始培养基消耗完 (残留葡萄糖约为 0 g/L) 时，

进行补料以维持菌株的生长。当菌株发酵时间

为 15 h，菌株的比生长速率为 0.06 h–1，发酵罐中

葡萄糖残留量较低 (0.5 g/L) 时可以进行诱导。

工业化生产中，乳糖和 IPTG 均可以对含有 lac
操纵子的菌株进行诱导，乳糖以其无毒害特点会

比 IPTG 更适合作为高密度发酵的诱导剂[23]。但

乳糖本身作为一种碳源可以被菌体代谢利用[23]，

因此在摇瓶中以含有葡萄糖的 M9 培养基培养菌

株时，由于在诱导点葡萄糖含量较高会影响乳糖

诱导的效果。而在发酵罐中培养菌株，葡萄糖可

以控制在较低水平，减少对诱导的不利影响。 
通过对高密度发酵菌株诱导时长的研究发

现，如图 6，SDS-PAGE 检测结果显示菌株诱导

2 h 和 4 h 蛋白较少，而菌株诱导 6、8、10、12 h
蛋白较多且相差并不大。HPLC 检测咖啡酸产

量发现，如图 7，菌株诱导 8 h 催化效果较好，

咖啡酸产量为 4.46 g/L，摩尔转化率为 96.52%。

高密度发酵中代谢副产物的积累会影响菌株的

状态[25]，诱导时间过长而可能影响菌株的活性。

高密度发酵生长曲线如图 8，经过 24 h 的高密度

发酵，最终可获得干重 34.80 g/L (OD600=96.27)  
 

 
 
图 6  不同诱导时长对 4HPA3H 蛋白表达的影响 
Figure 6  Effect of different induction lengths on 
4HPA3H protein expression. M: protein marker; 1: 
without induction; induction for 2 h (2), 4 h (3), 6 h 
(4), 8 h (5), 10 h (6), 12 h (7). 
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图 7  不同诱导时长对咖啡酸产量的影响 
Figure 7  Effect of different induction duration on 
caffeic acid production.  
 

 
 
图 8  E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC 高密度

发酵生长曲线 
Figure 8  Growth curve of high-density fermentation 
of E. coli BL21(DE3)/pET28a-HpaBC. 
 
的生物量，该生物量高于已有文献报道的重组

大肠杆菌高密度发酵表达 4HPA3H 的水平[26]。 
2.3  优化小体系全细胞催化的条件 
2.3.1  底物加入形式对咖啡酸产量的影响 

在 4HPA3H 催化底物对香豆酸合成咖啡酸

的反应中，添加的底物对香豆酸为酸性物质[27]，

并且在水中的溶解度较低，而在碱性溶液中溶

解量较大。考察底物添加方式对全细胞催化合

成咖啡酸的影响，底物分别以混悬液 (pH 3.0) 
和溶液 (pH 7.0、pH 9.0) 的形式加入至反应体

系中，控制反应底物终浓度为 4 g/L、反应装液

量为 9.9%、葡萄糖添加量为 5 g/L。 
结果发现加入底物的形式不同对菌株催化

产咖啡酸有较大的影响。如图 9A，终浓度 4 g/L
的对香豆酸以水为溶剂则为混悬液且 pH 为

3.0，以粉末混悬液加入反应中咖啡酸的产量为

0.70 g/L，摩尔转化率为 15.15%。而将底物用

氢氧化钠调节成 pH 7.0 时，底物的溶解度得到

了提高，此时为溶液状态，再以溶液的方式加

入至反应体系中，咖啡酸的产量提高了 4.7 倍，

咖啡酸产量达到 3.32 g/L，摩尔转化率为

71.78%。将底物 pH 调节至 9.0 时底物的溶解度

更大，但是加入后使溶液终 pH 升高，反应 20 h
后生成了黑色聚合物，而较低 pH 却不会产生

黑色聚合物 (黑色素)[28-29]，最终咖啡酸的产量

降低至 2.27 g/L，摩尔转化率为 49.20%。生成了

黑色聚合物可能是咖啡酸产量降低的原因[14]。

综上可以发现，底物对香豆酸以 pH 为 7.0 的溶

液形式加入反应体系，全细胞催化产咖啡酸产

量最高。 
2.3.2  葡萄糖浓度对咖啡酸产量的影响 

对香豆酸合成咖啡酸的反应需要大肠杆菌

提供 NADH[18]，因此可以添加葡萄糖为大肠杆

菌提供能量。对反应中添加的葡萄糖浓度 (0、
2.5、5.0、7.5 和 10.0 g/L) 进行分析，控制反应

装液量为 9.9%、底物 (溶液状态 pH 为 7.0) 终
浓度为 4.0 g/L。 

结果如图 9B 所示，不添加葡萄糖，咖啡酸

的产量只有 0.07 g/L，摩尔转化率 1.59%。葡萄糖

浓度为5 g/L比较合适，咖啡酸的产量为2.93 g/L，
摩尔转化率为 63.34%。当葡萄糖浓度增加至 
7.5 g/L 时，咖啡酸的产量减少至 2.18 g/L，摩

尔转化率为 47.11%。浓度再增加至 10 g/L，咖

啡酸的产量降至更低，降低的原因可能是葡萄糖

在代谢中产生了酸性副产物，进而抑制了菌体的
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活性[18]。因此，葡萄糖浓度为 5 g/L 较合适。 
2.3.3  装液量对咖啡酸产量的影响 

以对香豆酸为底物全细胞催化合成咖啡酸

的过程需要消耗氧气[30]。为探究溶氧对全细胞

催化合成咖啡酸的影响，采用摇瓶装不同体积

的反应液量来定量调节不同溶氧的供应，反应

装液量越少，传氧系数越大。设置反应装液量

为 3.3、6.6、9.9、13.2、16.5、23.1、26.4 和 29.7% 
(体积分数)，并控制反应中葡萄糖的添加浓度为

5 g/L、底物 (溶液状态pH为7.0) 终浓度为4 g/L。 
结果如图 9C，可以发现反应装液量越少，

咖啡酸产量越高。在装液量为 3.30%时，咖啡

酸产量可以达到 4.43 g/L，摩尔转化率为

95.80%。反应装液量增大至 29.70%时，咖啡酸

产量仅为 0.35 g/L，摩尔转化率为 7.65%，说明

较多溶氧的供应可以提高咖啡酸的产量。 
2.3.4  底物一次性加入量对咖啡酸产量的影响 

已有研究发现底物对香豆酸一次性添加浓

度过高会对反应有抑制作用[14]。控制反应装液

量为 3.3%、葡萄糖添加浓度为 5 g/L，在底物

对香豆酸的终浓度分别为 2、4、6、8 和 10 g/L
下进行生物转化。 

结果如图 9D 所示，可以发现底物的一次

性添加浓度会影响咖啡酸产量。一次性加入终 
 

 
 

图 9  底物加入形式、葡萄糖浓度、装液量和底物一次性加入量对咖啡酸产量的影响 
Figure 9  Influence of substrate addition forms (A), glucose concentration (B), liquid loading volume (C), 
and one-time addition of substrate (D) on caffeic acid production.  
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浓度为 4 g/L 的底物，咖啡酸产量达到 4.01 g/L，

摩尔转化率为 86.71%。当一次性加入终浓度大

于 4 g/L 的底物时，咖啡酸产量开始下降。而一

次性加入终浓度为 10 g/L 的底物，咖啡酸产量

降低至 2.55 g/L，摩尔转化率为 55.26%。因此，

较合适的底物一次性加入终浓度为 4 g/L。 
2.4  使用 5 L 发酵罐的催化结果 

通过高密度发酵后，可以获得大量菌体，

而其催化反应也需要更大的适用体系。取经过

高密度发酵诱导后的工程菌株作为生物催化

剂，在 5 L 发酵罐中全细胞催化对香豆酸生物

合成咖啡酸。综合 2.3 摇瓶催化的结果，底物

的一次性加入量过大会降低咖啡酸产量。因此

利用发酵罐中的蠕动泵，底物以流动加入的方

式加入至反应中，可以控制单位时间加入较少

的底物量，流加速度约为 5.4 g/(L·h)，底物加

入时间为 4 h。反应搅拌转速为 800 r/min，通

气量为 8 L/min，以保证充足的溶氧供应。葡

萄糖流加速度为 1.67 g/(L·h)，为菌株提供能

量。结果如图 10，底物的流动加入，经过 6 h
的催化，单批次催化反应可以产生 18.74 g/L 
(0.85 g/(L·OD600)) 咖啡酸，摩尔转化率为 78.81%，

达到了工业化的要求。 

 
 
图 10  使用 5 L 发酵罐催化产咖啡酸的过程 
Figure 10  Production of caffeic acid by whole-cell 
biocatalysis in 5 L fermentor. 
 

3  结论 
目前对于大肠杆菌来源的 4HPA3H 合成咖

啡酸的研究多处于摇瓶水平 (表 1)。本研究采用

高密度发酵生产过表达 4HPA3H 的大肠杆菌工

程菌，其生物量干重达到 34.80 g/L，该生物量

是目前报道表达 4HPA3H 工程菌的最高值[10,26]。

并且在高密度发酵中实现了用相对廉价和安全

的乳糖进行诱导产 4HPA3H。通过高密度发酵

可以为全细胞催化提供丰富的生物酶，这不仅 

 
表 1  生物合成咖啡酸水平比较 
Table 1  Comparison of biosynthesis of caffeic acid 
Hosts Inducer Cultivating way Gene (organism) Scale 

(L) 
Substrate Titer 

(g/L) 
References 

Saccharomyces 
cerevisiae 

– Shake-flask 
cultures 

Tal (R. glutinis), 
HpaB (P. aeruginosa),  
HpaC (Z. mobilis) 

0.05 L-tyrosine 0.57  [11] 

E. coli IPTG Shake-flask 
cultures 

CYP199A2 (R. palustris) 0.05 p-coumaric acid 2.80  [31] 

E. coli IPTG Shake-flask 
cultures 

HpaB (P. aeruginosa), 
HpaC (P. aeruginosa) 

0.05 p-coumaric acid 10.20  [18] 

E. coli IPTG Shake-flask 
cultures 

HpaB (E. coli), 
HpaC (E. coli) 

0.02 p-coumaric acid 3.82  [14] 

E. coli Lactose High-density 
fermentation 

HpaB (E. coli), 
HpaC (E. coli) 

3.00 p-coumaric acid 18.74  This work 
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为咖啡酸的大量生产提供较好的工业化应用基

础，还为 4HPA3H 催化其他底物[12,15] (白藜芦

醇、柚皮素和酪氨酸等) 提供了生物酶的生产

基础。通过优化菌株的全细胞催化条件，使用

5 L 发酵罐进行体系放大催化，最终咖啡酸产量

达到 18.74 g/L (0.85 g/(L·OD600))，摩尔转化率

为 78.81%。如表 1，本文以对香豆酸为底物生

产咖啡酸的产量是现有文献报道的最高水平，

为咖啡酸的工业化生产奠定了基础。 
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