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摘要:暰目的暱对酶形式差异的三酶系统一步法裂解头孢菌素 C(CPC)制备7飊氨基头孢烷酸(7飊ACA)进行研究。
暰方法暱对重组大肠杆菌分别进行摇瓶和发酵罐高密度表达,获得最高酶活后使用两个形式差异的三酶系统一步

法转化CPC制备7飊ACA。暰结果暱相较于摇瓶发酵,发酵罐发酵获得的酶活更高,发酵罐上对重组大肠杆菌的高

密度表达发现,补料流加总量为400mL的甘油混合液(15%甘油+7.5%鱼蛋白胨,W/V),发酵72h后菌浓度

达到32.79g/L、最高的戊二酰飊7飊氨基头孢烷酸酰化酶(GA)和过氧化氢酶(CAT)活力分别为7099.85U/L和

15776.20U/L。利用一个三酶系统包括固定化 D飊氨基酸氧化酶(DAAO)、游离 GA 和 CAT,一步法催化 CPC
获得的7飊ACA 生成率为87.28%;而另一个三酶系统包括固定化 DAAO、冻融细胞 GA 和 CAT 一步法催化

CPC获得的7飊ACA生成率为87.10%。暰结论暱两种酶形式差异的三酶系统一步法制备7飊ACA 的得率大致相

等。GA对毩飊酮己二酰飊7飊氨基头孢烷酸(AKA飊7飊ACA)的特异性和水解能力较差,限制了该工艺运用。

关键词:三酶系统暋D飊氨基酸氧化酶暋戊二酰飊7飊氨基头孢烷酸酰化酶暋过氧化氢酶暋7飊氨基头孢烷酸

中图分类号:Q81暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2018)04飊0438飊06

Abstract:暰Objective暱Thisworkaimedtostudytheone飊potconversionofcephalosporinC(CPC)

to7飊aminocephalosporanicacid(7飊ACA)by
differentenzymeformsoftri飊enzymaticsystem.
暰Methods暱The recombinantE.coli was ex灢
pressedinshakeflaskandfermentertoobtaine
thehighestenzymeactivity.Thentwodifferent
enzymeformsoftri飊enzymaticsystemwerecon灢
vertedCPCto7飊ACAinone飊pot.暰Results暱Com灢
paredwithshakeflaskfermentation,fermenter
fermentationhashigherenzymeactivity.When
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fed飊batchfermentationbyaddingwith400mLfeed(15%glycerinand7.5%fishpeptone),the
biomasswas32.79g/Landthehighestactivitiesofglutaryl飊7飊aminocephalosporanicacidacy灢
lase(GA)andcatalase(CAT)intherecombinantE.colireachedupto7099.85U/Land15
776.20U/Lin72hoffermentation,respectively.Usingathree飊enzymesystemincludingim灢
mobilizedD飊aminoacidoxidase(DAAO),freeGAandCAT,theyieldof7飊ACAobtainedby
one飊potconversionofCPCwas87.28%.Anotherthree飊enzymesystemincludedimmobilized
DAAO,freeze飊thawcellsGAandCAT.Theyieldof7飊ACAobtainedbyone飊potconversionof
CPCwas87.10%.暰Conclusion暱Theyieldof7飊ACApreparedbytwodifferentenzymeformsof
tri飊enzymaticsysteminone飊potwasapproximatelyequal.Andthespecificityandhydrolysisa灢
bilityofGAto毩飊ketoadipyl飊7飊aminocephalosporanicacid(AKA飊7飊ACA )waspoor,whichre灢
strictedtheapplicationoftheprocess.
Keywords:tri飊enzymaticsystem,D飊aminoacidoxidase,glutaryl飊7飊aminocephalosporinacidacy灢
lase,catalase,7飊ACA

0暋引言

暋暋暰研究意义暱7飊氨基头孢烷酸(7飊ACA)是头孢菌

素C(CPC)的母核,是半合成头孢菌素类抗生素的重

要原料,可利用它制备得到头孢匹罗、头孢唑南等几

十种抗生素[1]。随着半合成头孢菌素类抗生素在临

床用药的广泛运用,7飊ACA的需求量也在日益扩大,
国际竞争也益发激烈。暰前人研究进展暱7飊ACA 的酶

法制备工艺已经基本取代了对环境危害较大的化学

法制备工艺。在酶法制备7飊ACA中,双酶法(D飊氨基

酸氧化酶DAAO和戊二酰飊7飊氨基头孢烷酸酰化酶

GA)工艺最为成熟[2飊4],被大多数药企广泛运用,并产

生了巨大的经济效益。一种新的三酶系统一步法工

艺在2005年被提出[5],其工艺就是通过载体共固定

化DAAO和过氧化氢酶(CAT)、与载体固定化 GA
同时加入 CPC 底物体系中一步法生产7飊ACA(图

1)。CAT能够原位水解掉 DAAO 氧化反应所产生

的 H2O2,毩飊酮己二酰飊7飊氨基头孢烷酸(AKA飊7飊
ACA)在无戊二酸的条件下可被 GA 水解产生7飊
ACA。同时避免了当前流行的双酶法工艺路线中

H2O2对反应体系酶催化剂的失活及其对底物、中间

产物的降解影响,这可以显著地提高酶催化剂的使用

寿命[5飊7],可有效地降低7飊ACA的生产成本。但该工

艺由于催化剂都处于相同的固定化形式,经多次重复

利用催化剂后,因酶形式不可分离导致有活力的催化

剂与失活的催化剂被一起丢弃而造成浪费。暰本研究

切入点暱本研究利用酶形式可分离的三酶系统,通过

一个设计的反应器体系外流加 H2O2,一步法转化

CPC制备7飊ACA。暰拟解决的关键问题暱对重组大肠

杆菌分别进行摇瓶和发酵罐高密度表达,获得最高酶

活后使用两种酶形式差异的三酶系统一步法转化

CPC制备7飊ACA。

图1暋三酶系统一步法制备7飊ACA示意

暋暋Fig.1暋Schematicdiagramofpreparationof7飊ACAby
tri飊enzymaticsysteminone飊pot

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋重组pET飊28b+GLA/BL21(DE3)是由金斯瑞

生物科技公司合成。固定化DAAO购买于湖南宝利

士生物技术有限公司。CPC购买于石家庄制药有限

公司,戊二酰飊7飊氨基头孢烷酸(GL飊7飊ACA)由本实验

室制备。十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)、十二烷基

硫酸钠(SDS)、乙二胺四乙酸(EDTA)等其他化学试

剂均为分析纯,由南宁市优科实验试剂经营部提供。

1.2暋方法

1.2.1暋种子培养

暋暋取重组菌在LB固体培养基(含50mg/L卡那霉

素)划线后37曟过夜培养,挑取单菌落在50mLLB
液体培养基 (含 50 mg/L 卡那霉素)于 37曟,200
r/min恒温摇床培养过夜备用。

1.2.2暋摇瓶发酵

暋暋将上述种子培养液,按8%的接种量接种到50
mLLB培养基(含50mg/L卡那霉素)中,37曟下培

养1~2h到 OD600 达到0.8~1.0后,加入2.0%
(W/V)乳糖,在25曟,200r/min诱导表达48h,每
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隔6h取样测定酶活力。

1.2.3暋发酵罐发酵

暋暋在装有LB液体培养基的5L发酵罐,按8%的

接种量接入上述种子液(含50 mg/L 卡那霉素),

37曟下培养2~3h至 OD600 达到1.0左右,加入

2灡0%(W/V)的乳糖,25曟下诱导表达84h。分别在

诱导6h、12h、24h和36h后分别补料添加100mL
甘油混合液(15%甘油+7.5%鱼蛋白胨,W/V)。无

菌空气以2.5~3.0L/min速度流入,并通过调节搅

拌速度控制溶氧在30%以上,定时测定酶活力。

1.2.4暋预处理

暋暋取一定量重组菌体用0.1mol/LpH 值为8.0
的磷酸钠盐缓冲液洗涤一次,离心收集菌体,再用

0灡1mol/LpH 值为8.0的磷酸钠盐缓冲液重悬,得
到重悬液。(1)超声破碎:超声波破碎条件为工作5
s,间歇5s,功率60 W,细胞悬液在冰浴中超声处理

15min,4000r/min下离心10min,取上清液检测酶

活力;(2)CTAB 和 SDS 处理[8]:细胞悬液分别在

4曟、200r/min、0.3mol/LNaCl条件下,在含0.5%
(W/V)CTAB和0灡5%(W/V)SDS溶液中分别处理

24h,离心后取上清液测定酶活力;(3)EDTA 处

理[9]:取适量细胞悬液,加入一定量的EDTA至终浓

度0.1mol/L,在200r/min,4曟处理24h,离心后取

上清液测定酶活力;(4)乙酸乙酯处理:取适量细胞悬

液,加入一定量的乙酸乙酯至终浓度5.0%(W/V),
在200r/min,4曟处理24h,离心后取上清液测定酶

活力;(5)丙酮处理:取适量细胞悬液,加入一定量的

丙酮至终浓度30%(W/V),在200r/min,4曟处理

24h,离心后取上清液测定酶活力;(6)冻融处理:取
适量菌体于-20曟保存过夜后,室温条件下解冻,再
用15mL0.1mol/L磷酸钠盐缓冲液(pH 值为8.0)
悬浮,测定细胞酶活力。

1.2.5暋酶活力测定

暋暋GA酶活力的测定方法参考文献[10],其酶活力

定义:在pH 值8.0,37曟条件下每分钟催化 GL飊7飊
ACA产生1毺mol的7飊ACA所需的酶量为一个单位

(U)。CAT酶活测定方法参考文献[11],其酶活定

义:在pH 值7.0,25曟条件下每分钟分解1毺mol的

H2O2所需的酶量为一个单位(U)。

1.2.6暋三酶系统一步法制备7飊ACA
暋暋在一个设计的反应器中加入50mL1%的 CPC
溶液,同时加入固定化DAAO(约40U)、游离酶形式

(超声破碎细胞液)或冻融细胞形式的 GA(约40U)
和CAT(约80U),调节pH 值至7.5,温度28曟,氧
气流 速 0.2L/min,反 应 体 系 外 流 加 0.1 mol/L

H2O2,催化CPC制备7飊ACA,反应液经 HPLC检测

分析。

1.2.7暋HPLC分析

暋暋CPC,AKA飊7飊ACA,GL飊7飊ACA,7飊ACA 的定量

与定性分析是在装有ZorbaxEclipseXDS飊C18(250
mm暳4.6mm,5毺m)柱的Agilent1100seriesHPLC
系统中进行,检测波长毸=254nm,流动相为含乙腈

与磷酸二氢钾溶液(25mmol/L,pH 值为3.5),二者

比例为8暶92,流速为1.0mL/min,进样量为1毺L,
柱温为28曟。利用峰面积计算底物的转化率及产物

的生成率。各成分出峰时间为CPC:3.3min;AKA飊
7飊ACA:4.6min;GL飊7飊ACA:14.4min;7飊ACA:3.0
min。

2暋结果与分析

2.1暋GA和CAT在摇瓶中的表达

暋暋研究发现最高的菌浓度(8.10g/L)出现在36h,
而最高的 GA 活力(1327.73 U/L)和 CAT 活力

(1852.09U/L)分别出现在24h和30h(图2)。最

高 GA活力的出现早于最大菌浓度,说明 GA酶活力

受诱导剂乳糖影响。当摇瓶发酵前期因含有充足的

生长营养元素而利于产生大量 GA,但到了发酵后

期,由于碳源消耗而导致不足,乳糖被作为碳源消耗,
菌体代谢保证了菌体的自身生长而不是产酶,因而影

响 GA的表达,所以导致酶活积累的下降。

曬:生物量;書:GA酶活力;曵:CAT酶活力

曬:Biomass;書:GAactivity;曵:CATactivity
图2暋摇瓶发酵表达对 GA和CAT酶活力的影响

暋暋Fig.2暋Theeffectofshakingflaskfermentationonthe

activityofGAandCAT

2.2暋GA和CAT在发酵罐中的表达

暋暋最大的菌浓度(35.21g/L)出现在60h,而最大

的 GA(7099.85U/L)和 CAT(15776.20U/L)活
力同时出现在72h,当发酵时间超过72h,菌体自

溶,泡沫增多,导致菌体含量和酶活力同时下降(图

3)。通过发酵罐补料高密度发酵,由于营养物浓度和
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溶氧等有利因素的提高,导致菌体含量和酶活力都大

幅提高。对比摇瓶发酵,菌体含量提高了4.3倍,GA
酶活提高了5.3倍,CAT酶活提高了8.5倍。

曬:生物量;書:GA酶活力;曵:CAT酶活力

曬:Biomass;書:GAactivity;曵:CATactivity
图3暋发酵罐发酵表达对 GA和CAT活力的影响

暋暋Fig.3暋Theeffectoftankfermentationontheactivityof
GAandCAT

2.3暋不同预处理对酶活力的影响

暋暋发酵罐高密度表达重组菌中 CAT 的酶活力较

高,大约是 GA酶活力的2倍,在酶促反应中不是一

个限制因素。因此,本研究以 GA酶活力作为指标考

察不同预处理对酶活力的影响。不同的预处理对细

胞壁/膜的损伤程度不同,导致胞内酶的失活程度及

细胞壁/膜对底物和产物扩散阻力不同,因此造成表

观酶活力的不同。本研究以冻融处理细胞的表观酶

活为100%。冻融细胞 GA酶活力最高,超声破碎细

胞液的 GA酶活力次之(图4)。冻融处理,其操作简

便,因避免了化学试剂对环境的影响,成本较低且有

利于放大,可作为理想的酶催化剂使用。

暋暋A:冻融;B:超声破碎;C:CTAB;D:丙酮;E:SDS;F:乙酸

乙酯;G:EDTA
暋暋A:freezethaw;B:sonicate;C:CTAB;D:acetone;E:SDS;

F:ethylacetate;G:EDTA
图4暋不同预处理对 GA酶活力的影响

暋暋Fig.4暋Theeffectofvariouspretreatmentsontheactivi灢
tyofGA

2.4暋三酶系统一步法制备7飊ACA
2.4.1暋固定化 DAAO、游离酶 GA 和 CAT 一步法

制备7飊ACA
暋暋通过固定化 DAAO 和游离酶 GA、CAT一步法

催化CPC制备7飊ACA,反应体系中充足的 CAT 分

解反应过程中产生的 H2O2,CPC 完全转化变成

AKA飊7飊ACA,反应过程中几乎检测不到 GL飊7飊
ACA。尽管反应结束时CPC已经被完全转化,但7飊
ACA的产率只达到46.98%。反应体系中36.65%
AKA飊7飊ACA 并没有转化成7飊ACA,导致了7飊ACA
的产率很低(图5)。这表明 GA对中间产物 AKA飊7飊
ACA的偏好性差、水解能力较弱,远不及对 GL飊7飊
ACA水解能力强。

暋暋曵:CPC转化率;曯:AKA飊7飊ACA生成率;曬:GL飊7飊ACA生

成率;書:7飊ACA生成率

暋暋曵:CPCconversionrate;曯:AKA飊7飊ACAproductionrate;

曬:GL飊7飊ACAproductionrate;書:7飊ACAproductionrate
图5暋游离酶组成的三酶系统一步法制备7飊ACA

暋暋Fig.5暋Preparationof7飊ACAbytri飊enzymaticsystem

composedoffreeenzymeinone飊pot

暋暋上述反应过程中损失的 GA 和 CAT 可以通过

流加新冻融细胞液或者游离酶液进行补偿。由于3
种酶的形式可分离,反应的最后,失活的游离酶可被

选择的丢弃,而固定化DAAO可以回收重复利用,避
免浪费。考虑到 H2O2对酶的影响,因此根据反应的

需求设计了一个反应器,结构如图6所示。反应器的

底部装有一层过滤膜用于截留固定化酶及冻融酶液,
而反应液可以自由通过。利用蠕动泵把反应液抽到

外部串联的一个容器,通过流加适量的 H2O2把多余

的 AKA飊7飊ACA 全部转化成 GL飊7飊ACA,再把反应

液抽到系统中继续反应,这样能有效地避免了 H2O2

与酶催化剂的不良影响。
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图6暋反应器示意

Fig.6暋Schematicdiagramofreactorsystem

暋暋通过设计的反应器,体系外流加适量 H2O2把系

统中的 AKA飊7飊ACA 氧化生成 GL飊7飊ACA,最终被

GA催化生成7飊ACA。如图7所示,经过对 H2O2的

流加 量 优 化,在 系 统 中 加 入 13 mL0.1 mol/L
H2O2,反应结束时,AKA飊7飊ACA 完全被 H2O2氧化

生成 GL飊7飊ACA,7飊ACA的产率高达87.28%。相对

于 不 流 加 H2 O2 工 艺,7飊ACA 的 产 率 提 高 了

40灡30%;同时CPC也能被完全转化。

暋暋曵:CPC转化率;曯:AKA飊7飊ACA生成率;曬:GL飊7飊ACA生

成率;書:7飊ACA生成率

暋暋曵:CPCconversionrate;曯:AKA飊7飊ACAproductionrate;

曬:GL飊7飊ACAproductionrate;書:7飊ACAproductionrate
暋暋图7暋流加 H2O2条件下游离酶组成的三酶系统一步法

制备7飊ACA
暋暋Fig.7暋Preparationof7飊ACAbytri飊enzymaticsystem
composedoffreeenzymeunderaddingH2O2inone飊pot

2.4.2暋固定化 DAAO、冻融细胞 GA 和 CAT 一步

法制备7飊ACA
暋暋由上述酶反应器,在相同的反应条件下,利用冻

融细胞形式 GA 和CAT代替游离酶形式,反应过程

中酶活力损失通过流加细胞悬液补充,结果如图8所

示。在160 min 的反应时间,CPC 的转化率达到

100%,7飊ACA 的生成率达到87.10%。反应过程未

被转化的 AKA飊7飊ACA 被体系外加入的 H2O2氧化

生成 GL飊7飊ACA,再被转化成7飊ACA。该工艺所获

得7飊ACA产率与前述工艺大致相等,但由于冻融细

胞处理更简便,易于扩大生产,酶活力更高且稳定性

更好,所以选择冻融细胞制备7飊ACA 更能降低生产

成本。固定化DAAO可以被选择的重复多次利用。

暋暋曵:CPC转化率;曯:AKA飊7飊ACA生成率;曬:GL飊7飊ACA生

成率;書:7飊ACA生成率

暋暋曵:CPCconversionrate;曯:AKA飊7飊ACAproductionrate;

曬:GL飊7飊ACAproductionrate;書:7飊ACAproductionrate

暋暋图8暋流加 H2O2条件下冻融细胞组成的三酶系统一步

法制备7飊ACA

暋暋Fig.8暋Preparationof7飊ACAbytri飊enzymaticsystem

composedoffreeze飊thawcellsunderaddingH2O2inone飊pot

3暋结论

暋暋本研究对酶形式差异的三酶系统一步法制备7飊
ACA进行研究。通过设计的反应器体系外流加适量

H2O2,利用固定化DAAO、游离酶 GA 和CAT转化

CPC一步法制备7飊ACA,CPC转化率达到100%,7飊
ACA的生成率达到87.28%;利用固定化 DAAO、冻
融细胞 GA和 CAT 转化 CPC一步法制备7飊ACA,

CPC转 化 率 达 到 100%,7飊ACA 的 生 成 率 达 到

87灡10%。因 GA 对中间产物 AKA飊7飊ACA 的底物

选择性差,限制了三酶系统一步法工艺的工业运用。
如能进一步深入对 GA分子结构改造,通过突变技术

提高 GA 对 AKA飊7飊ACA 的水解能力;或者通过微

生物筛选技术寻找到一种对 AKA飊7飊ACA 催化活力

更好的酶,就能完全避免由于 H2O2带来的不良影

响,该工艺将会产生巨大的经济效益。
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