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摘　要：为提高菊酯降解酶的产量，利用单因素和正交实验法对重组菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２８ａ
（＋） －ｓｙｓ４１０的发酵培养基组成和发酵条件进行优化。结果显示最优培养基含有２００ｇ·Ｌ－１甘油、２００ｇ·
Ｌ－１酵母粉、８０ｇ·Ｌ－１硫酸铵、１０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐、５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１硫酸镁，以及１５ｍＬ·Ｌ－１的微量元
素；发酵条件为装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ、初始培养基ｐＨ７０、接种量２％，接种培养８ｈ后乳糖诱导６ｈ。在７５Ｌ
发酵罐上，使用低浓度碳氮源进行培养，前期恒速补料，对数中后期进行乳糖诱导，后期恒溶氧补料，最终菌

体密度和酶活力分别为１４２６和３１０５１Ｕ·ｍＬ－１，较摇瓶发酵分别提高１３７倍和３１９倍。发酵液经破碎和冷

冻干燥后酶活力达到１１９４２６９Ｕ·ｇ－１，且该酶对菊酯的降解率高于９５％。
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　　目前，拟除虫菊酯类农药在农林卫病害的防治
中发挥着巨大作用，其使用量在农药市场中位居第

二位，且仍在持续增长［１－２］。但因拟除虫菊酯大

量、频繁和不规范的使用所引发的环境和食品安全

问题越来越受到人们关注。因此，如何高效降解农

药残留已成为一个重要研究领域。生物法尤其是生

物酶在处理拟除虫菊酯残留问题上具有处理简便、

安全高效、应用范围广且无二次污染等优点，日益

受到重视。到目前为止，已克隆出的拟除虫菊酯降

解酶基因还较少，包括 ｐｙｔＹ、ｅｓｔＰ、ｐｙｔＨ、ｐｙｅ３、
ｐｙｔＺ、ｓｙｓ４１０、ＥｓｔＳｔ７、ＣＭＯ和Ｅｓｔ８２５等基因［３－１１］，

这些基因主要处于实验室摇瓶发酵阶段，酶产量

低，这在很大程度上限制了其在环境修复中的推广

和应用。

微生物高密度发酵 （ｈｉｇｈｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｃｕｌｔｉｖａ
ｔｉｏｎ，ＨＣＤＣ）是指利用一定的培养技术和装置提
高菌体的发酵密度，使菌体密度较普通培养有显著

提高，最终提高产物的比生产率［１２］。高密度发酵

是基因工程菌提高外源蛋白表达量的重要策略之

一［１３－１４］，可进一步缩短发酵周期，提高生产效率，

降低生产成本，简化产品纯化工艺［１５］。大肠杆菌

因其遗传背景清晰、易于培养、生长速率快、转化

率高、成本低廉等优点［１６］，已成为目前研究最成

熟、使用最多的基因工程表达体系之一［１７－１８］，采

用高密度发酵技术，能有效提高菌体密度，增加重

组蛋白在单位体积内的表达量。

本实验室前期通过构建吐鲁番盆地土壤的宏基

因组文库，利用功能筛选方法，从中克隆到一个新

型拟除虫菊酯类农药水解酶基因ｓｙｓ４１０（基因登录
号ＪＱ２７２１７８）。已将该基因克隆到表达载体 ｐＥＴ－
２８ａ（＋）上，并在ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）中实现表
达，该重组酶具有良好的稳定性与高效的催化活

性［８］。在此基础上，本文以菌体密度和酶活力为

指标，针对影响重组菌表达效果的因素如培养基组

成、培养工艺、补料方式等进行优化，以实现该菌

种小试规模的高密度高表达发酵。

１　实验材料和方法
１１　材料
１１１　 菌株 重组大肠杆菌 Ｅｃｏｌｉ　 ＢＬ２１
（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２８ａ（＋） －ｓｙｓ４１０，由实验室前期

构建保存。

１１２　培养基
１）ＬＢ液体培养基 （ｇ·Ｌ－１）：蛋白胨１０、酵

母粉５、氯化钠１０、初始 ｐＨ７０、添加终质量浓
度５０μｇ·Ｌ－１硫酸卡那霉素。
２）ＬＢ固体培养基：在液体 ＬＢ培养基中添加

质量浓度１５ｇ·Ｌ－１琼脂粉灭菌冷却即为固体 ＬＢ
培养基。

３）２×ＹＴ培养基 （ｇ·Ｌ－１）：蛋白胨１６、酵
母粉１０、氯化钠５、初始ｐＨ＝７０、添加终质量浓
度５０μｇ·Ｌ－１硫酸卡那霉素。
４）微量元素混合液 （ｇ·Ｌ－１）：ＣａＣｌ２００４、

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１８、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０１、Ｎａ２－ＥＤ
ＴＡ２０１、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ１６７、ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０１６、
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０１８，溶解于蒸馏水中，用０２２μｍ
超滤膜过滤除菌后直接使用。

１２　培养和分析方法
１２１　种子培养　挑取单菌落至１０ｍＬ液体培养
基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养过夜。
１２２　摇瓶诱导发酵　将种子液以１％的接种量
接入装有５０ｍＬ培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培养
３ｈ后添加终质量浓度５ｇ·Ｌ－１的乳糖，３７℃诱导
培养 ８ｈ。
１２３　酯酶的酶活力测定　采用对硝基苯酚
法［１１］。

１２４　菌体密度测定方法　使用浊度法间接测量
菌体密度，发酵液适度稀释后，在分光光度计下测

量６００ｎｍ下的光密度 （Ａ６００），对应的吸光度乘以
相应的稀释倍数即为对应发酵液菌体吸光密度。

１３　单因子实验
１３１　培养基碳源的筛选、有机氮源的筛选、无
机氮源的筛选、甘油质量浓度优化、酵母粉质量浓

度优化　具体方法参照文献 ［１９］。
１３２　硫酸铵质量浓度优化　以２×ＹＴ作为基础
培养基，分别添加０、２、５、８、１０和１２ｇ·Ｌ－１的
硫酸铵，接种培养３ｈ后添加终质量浓度５ｇ·Ｌ－１

乳糖溶液，摇瓶诱导发酵８ｈ，取样测定菌体密度
（Ａ６００）和酶活力。
１３３　硫酸镁浓度优化　以２×ＹＴ作为基础培养
基，添加不同体积硫酸镁母液使其终浓度分别为

０、５、１０、２０、３０和４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，接种培养３ｈ

９０１
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后添加终质量浓度５ｇ·Ｌ－１乳糖溶液，摇瓶诱导发
酵８ｈ，取样测定菌体密度和酶活力。
１３４　磷酸盐浓度优化　先配制１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的
磷酸盐母液，使用２×ＹＴ作为基础培养基，用蒸
馏水稀释母液，使其终浓度分别为 ０、５０、１００、
１５０、２００和２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，接种培养３ｈ后添加
终质量浓度５ｇ·Ｌ－１乳糖溶液，摇瓶诱导发酵８ｈ，
取样测定菌体密度和酶活性。

１３５　微量元素母液添加量的优化　使用２×ＹＴ
作为基础培养基，分别添加体积分数 ０５、１、
１５、２、２５和３ｍＬ·Ｌ－１的微量元素母液，接种
培养３ｈ，添加终质量浓度５ｇ·Ｌ－１乳糖溶液，摇
瓶诱导发酵８ｈ，取样测定菌体密度和酶活力。
１４　正交实验

使用正交试验设计分析方法对发酵培养基进行

优化 （表１），以甘油、酵母粉、硫酸铵和磷酸盐
作为试验因素，选用Ｌ９ （３

４）（３水平４因素）正
交试验对培养基进行优化。

表１　正交试验因素水平表
Ｔａｂｌｅ１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

Ｆａｃｔｏｒｓ
Ｇｌｙｃｅｒｏｌ／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｙｅａｓｔ
ｅｘｔｒａｃｔ／

（ｇ·Ｌ－１）

Ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｓｕｌｆａｔｅ／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

１ １００ １００ ２０ ５００
２ ２００ ２００ ５０ １０００
３ ３００ ３００ ８０ １５００

１５　摇瓶发酵条件优化
１５１　乳糖诱导浓度的优化　使用优化培养基进
行摇瓶培养，接种培养３ｈ，分别添加终质量浓度
为２、４、６、８和１０ｇ·Ｌ－１的乳糖，摇瓶诱导发酵
８ｈ，取样测定菌体密度和酶活力。
１５２　诱导温度的优化　以优化培养基进行摇瓶
培养，３７℃培养３ｈ，添加终质量浓度６ｇ·Ｌ－１乳
糖，分别置于３０、３４、３７、４０和４２℃条件下诱导
培养８ｈ，取样测定菌体密度和酶活性。
１５３　接种量的优化　使用１％ ～５％接种量，接
种培养３ｈ，加入终质量浓度６ｇ·Ｌ－１乳糖继续诱
导培养８ｈ后取样测定菌体密度和酶活力。
１５４　培养基初始 ｐＨ的优化　使用初始 ｐＨ为
６８～７６之间的初始培养基，接种培养３ｈ后，加
入终质量浓度６ｇ·Ｌ－１乳糖继续诱导培养６ｈ，取
样测定菌体密度和酶活力。

１５５　装液量的优化　以优化培养基进行发酵，

２５０ｍＬ三角瓶，装液量分别为５０、７５、１００、１２５
和１５０ｍＬ，３７℃条件下培养３ｈ，加入终质量浓度
６ｇ·Ｌ－１乳糖继续诱导培养６ｈ，取样测定菌体密
度和酶活力。

１６　７５Ｌ发酵罐发酵工艺优化
１６１　溶氧浓度对菌体生长影响　发酵试验分３
组进行，标记为ａ组、ｂ组和 ｃ组，发酵过程使用
３种不同的供氧方式：ａ组 （固定转速５００ｒ／ｍｉｎ，
固定通风量１５ｖｖｍ，单管道通气不控制溶氧）；ｂ
组 （通过溶氧联动转速在２００～１０００ｒ／ｍｉｎ范围
内，调节通风量１～４ｖｖｍ，单管道通气控制溶氧
２０％）；ｃ组 （通过溶氧联动转速在２００～１０００ｒ／
ｍｉｎ范围内，调节通风量１～４ｖｖｍ，双管道通气控
制溶氧２０％）。３组试验除供氧方式外，其他发酵
工艺相同为：７５Ｌ发酵罐装液量为３５Ｌ，接种
量２％，通过流加３ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸及φ＝２５％氨水，
维持发酵液 ｐＨ＝７０，控制发酵温度为３７℃，维
持罐压００５ＭＰａ，接种培养 ４ｈ后，以 １８ｍＬ／
ｍｉｎ恒速流加Ａ补料液，培养过程中实时监测培养
基的溶氧值并绘制溶氧曲线，每隔１ｈ取样测定菌
体密度，并根据每个测量点绘制生长曲线。

１６２　培养基初始碳氮源含量和不同的补料液对
菌体生长的影响　本次发酵试验分４组进行，标记
为ａ组、ｂ组、ｃ组和 ｄ组，通过比较不同初始碳
氮源浓度和不同的补料液对菌体生长的影响 （各

组使用的发酵初始碳氮源浓度及补料液种类见表

２）。其他发酵工艺相同：在７５Ｌ发酵罐装液量为
３５Ｌ，接种量２％，转速调节在２００～１０００ｒ／ｍｉｎ
范围内，通风量１～４ｖｖｍ，双管道通气控制溶氧
２０％，维持罐压００５ＭＰａ，流加３ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸
及φ＝２５％氨水，维持发酵液 ｐＨ＝７０，控制发酵
温度为３７℃，发酵前期以１８ｍＬ／ｍｉｎ恒速流加Ａ
补料液，待通气和转速达到最大值时，恒溶氧

２０％联动补料进行培养，发酵过程中，每隔１ｈ取
样测定菌体密度Ａ６００，并根据每个测量点绘制生长
曲线。

表２　发酵初始碳氮源浓度及不同的补料液
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｒｅｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｔｈｅｔｙｐｅｏｆｆｅｅｄｌｉｑｕｉｄ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
Ｇｌｙｃｅｒｏｌ

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

／（ｇ·Ｌ－１）
Ｆｉｌｌｉｎｇｍａｔｅｒｉａｌｓ

ａ １００ １００ Ａ
ｂ ２００ ２００ Ａ
ｃ ３００ ３００ Ａ
ｄ ３００ ３００ Ｂ
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１６３　不同的诱导时期对菌体的生长和酶活性的
影响　发酵试验分为 ａ组、ｂ组和 ｃ组３组进行，
除诱导方式外，其他发酵工艺相同：７５Ｌ发酵罐
装液量为３５Ｌ，接种量２％，调节转速在 ２００～
１０００ｒ／ｍｉｎ范围内，通风量 １～４ｖｖｍ，双管道通
气控制溶氧２０％，维持罐压００５ＭＰａ，流加３ｍｏｌ
·Ｌ－１磷酸及φ＝２５％氨水，维持发酵液 ｐＨ＝７０，
控制发酵温度为３７℃，发酵前期以１８ｍＬ／ｍｉｎ恒
速流加 Ａ补料液，待通气和转速达到最大值时，
恒溶氧２０％联动补料，培养到合适的时间，添加
终质量浓度６ｇ·Ｌ－１乳糖进行诱导，其中，ａ组在
菌体生长对数前期开始诱导 （距离发酵开始 １２
ｈ）；ｂ组在对数生长中后期进行诱导 （距离发酵开

始１６ｈ）；ｃ组在平稳期开始诱导 （距离发酵开始

１７ｈ），发酵过程每隔２ｈ取样测定菌体密度和酶
活力。

１７　粗酶粉的制备
１）用管式连续离心机连通发酵罐取样口，在

８０００ｒ／ｍｉｎ、恒温４℃条件下，连续离心收集湿菌
体。取出离心收集的菌体并称重，将菌体重悬于

ｐＨ＝６８的磷酸盐缓冲液，用磁力搅拌器搅拌均
匀，配成１５％的菌悬浮液，菌悬液用液体高压破
碎仪在１７０ＭＰａ、４℃条件下进行破碎，破碎液在
４℃条件下、１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，收集上清
液，所得的上清液即为粗酶液。

２）将粗酶液置于冷冻干燥盘，厚度小于１ｃｍ
（厚度过大影响冻干），将冷冻干燥盘放置于超低

温冰箱中，－８０℃条件下冷冻５ｈ，待粗酶液冻结
成冰冻状，置于真空冷冻干燥设备中，分３个阶段
进行冷冻干燥：第１阶段在－２０℃维持５～６ｈ；第
２阶段在－１０℃维持８～１０ｈ；第３阶段在５℃维
持１０～１２ｈ。经冷冻干燥后获得的块状酶饼用研
钵研磨成粗酶粉，并测定酶活力。

１８　拟除虫菊酯类农药的降解能力测定
取１ｇ该粗酶粉溶解于１Ｌ蒸馏水中混匀，取３

ｍＬ该混匀液与１ｍＬ质量浓度为４ｍｇ·Ｌ－１的农药
标准液 （氯氟氰菊酯、氯氰菊酯、氰戊菊酯和溴

氰菊酯）混合，３７℃反应２０ｍｉｎ，用正己烷提取
剩余农药，取１μＬ测定气相色谱分析，具体方法
参照文献 ［１１］。

２　实验结果与讨论
２１　单因子实验
２１１　培养基碳源的筛选　碳源是微生物生长的
一类重要营养物质。常用的碳源有糖类、油脂、有

机酸、机酸酯和小分子醇。其中，葡萄糖具有容易

被微生物代谢、价格低廉和使用方便等优点，常被

用作工业发酵的首选碳源和培养基的主要成分，但

以葡萄糖作为碳源时，高浓度的葡萄糖容易导致大

量乙酸产生。以甘油作为碳源可明显减少乙酸的积

累，如表３所示，该重组菌利用甘油作为碳源时，
菌体生长密度达到最大 （Ａ６００＝６１），酶活力最高
为４８５Ｕ·ｍＬ－１，所以选定甘油作为发酵培养基
碳源。

表３　不同碳源对菌体生长及酶活力的影响
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎ
ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅ
Ａｄｄｉｔｉｖｅａｍｏｕｎｔ

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ
／Ａ６００

Ａｃｔｉｖｉｔｙ

／（Ｕ·ｍＬ－１）
２×ＹＴ １００ ５９ ４６５
Ｇｌｕｃｏｓｅ １００ ５０ ３３６
Ｇｌｙｃｅｒｏｌ １００ ６１ ４８５
Ｓｕｃｒｏｓｅ １００ ４８ ２９８
Ｃｏｒｎｆｌｏｕｒ １００ ４４ ２６１
Ｓｏｌｕｂｌｅｓｔａｒｃｈ １００ ４２ ２１８

２１２　培养基氮源的筛选　氮源指构成微生物细
胞成分和代谢产物的含氮营养物。氮源一般可分为

有机氮源和无机氮源。常见的有机氮源有酵母粉、

蛋白胨、牛肉膏、酵母膏、黄豆饼粉、花生饼粉、

棉子饼粉、玉米浆和鱼粉等。有机氮源成分复杂，

富含各种蛋白质、肽类和游离氨基酸，还含有一定

的糖类、脂类、微量元素、无机盐、维生素以及生

长因子等，因此，微生物在富含有机氮源的培养基

中生长旺盛。相对于有机氮源，无机氮源具有成分

单一，质量较稳定，能被微生物快速利用的特点。

常见的无机氮源有硫酸铵、硝酸铵、硝酸钠、柠檬

酸三铵、氯化铵、氨水和尿素等。通过比较不同的

氮源对菌体生长和酶表达的影响，结果见表４与表
５，表明以酵母粉作为有机氮源进行培养，获得的
菌体密度最大 （Ａ６００＝７５３），酶活力最高为６５１
Ｕ·ｍＬ－１。在添加同等质量的无机氮源情况下，以
硫酸铵作为无机氮源，获得细胞密度最大 （Ａ６００＝
６５４），酶活力５７３Ｕ·ｍＬ－１。
２１３　培养基甘油质量浓度优化　结果如图１所
示，当甘油处于较低质量浓度水平时，随着质量浓

度的提高，菌体的生长密度和酶活力都有所提高。

当甘油质量浓度达到２０ｇ·Ｌ－１后，随着甘油质量
浓度的提高，细胞密度和酶活力逐渐下降，适合的

甘油质量浓度范围是２０ｇ·Ｌ－１。
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表４　不同的有机氮源对菌体生长和酶活力的影响
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎ Ａｄｄｉｔｉｖｅａｍｏｕｎｔ／（ｇ·Ｌ－１） Ｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ／Ａ６００ Ａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ·ｍＬ－１）

１％ Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ １００ ７５ ６５１
１％ Ｐｅｐｔｏｎｅ １００ １８ １９２
１％ Ｂｅｅｆｅｘｔｒａｃｔ １００ ４４ ２９８

０５％ Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ＋０５％ Ｐｅｐｔｏｎｅ ５０＋５０ ６３ ３９７
０５％ Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ＋０５％ Ｂｅｅｆｅｘｔｒａｃｔ ５０＋５０ ７５ ４８６
０５％ Ｐｅｐｔｏｎｅ＋０５％ Ｂｅｅｆｅｘｔｒａｃｔ ５０＋５０ ３２ ２２７

表５　不同无机氮源对菌体生长和酶活力的影响
Ｔａｂｌｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｉｎｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎ Ａｄｄｉｔｉｖｅａｍｏｕｎｔ／（ｇ·Ｌ－１） Ｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ／Ａ６００ Ａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ·ｍＬ－１）

２×ＹＴ ００ ５９ ４６４
ＮＨ４ＮＯ３ ２０ ５４ ４３２
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２０ ６５ ５７３

Ｃ６Ｈ５Ｏ７ （ＮＨ４）３ ２０ ５６ ５２６
ＮＨ４Ｃｌ ２０ ４９ ３８８
ＮａＮＯ３ ２０ ５１ ４１６

图１　不同质量浓度的甘油对菌体和酶活力的影响
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｅｒｏｌ

ｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

２１４　酵母粉浓度优化　酵母粉是发酵中经常使
用的有机氮源，它不仅含有丰富的蛋白质、游离氨

基酸、单核苷酸、维生素和微量元素等营养物质，

而且易于被微生物吸收利用，结果见图２。酵母粉
对菌体的生长和酶活性的影响非常明显。当酵母粉

处于较低浓度时，随着酵母粉质量浓度的提高，细

胞密度和酶活性都有明显的提高；当酵母粉质量浓

度为２０ｇ·Ｌ－１时，菌体密度达到最高为８３，酶
活力达到８３Ｕ·ｍＬ－１；随后，细胞密度和酶活性
反而会下降，可能因氮源含量过于丰富，导致大量

的代谢副产物的产生，影响菌体的生长和外源蛋白

图２　不同质量浓度的酵母粉对菌体和酶活力的影响
Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

ｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

的表达。

２１５　硫酸铵浓度优化　结果如图３所示，当硫
酸铵处于较低浓度时，随着硫酸铵浓度的提高，菌

体密度和酶活性提高，但硫酸铵超过一定浓度后，

随着硫酸铵浓度的提高，细胞密度和酶活性反而会

下降，适合的硫酸铵质量浓度为８ｇ·Ｌ－１。
２１６　硫酸镁浓度优化　镁元素是许多酶的活化
剂，具有促进碳水化合物的新陈代谢、核酸的合成

和磷酸盐转化等作用，合适的硫酸镁浓度有利于菌

体生长和产物的表达。本实验结果表明 （图 ４），
当硫酸镁处于较低浓度时，随着硫酸镁浓度的提
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高，细胞密度和酶活性有所提高，但硫酸镁浓度超

过１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，随着硫酸镁浓度增加，菌体
密度Ａ６００未出现明显变化，但酶活性会逐渐降低，
合适的硫酸镁浓度１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。

图３　不同浓度的硫酸铵对菌体和酶活力的影响
Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ（ＮＨ４）２ＳＯ４

ｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

图４　不同浓度的硫酸镁对菌体和酶活力的影响
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＭｇＳＯ４

ｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

２１７　培养基磷酸盐缓冲液浓度优化　磷酸盐是
发酵过程常用的缓冲物质，不但具有维持溶液渗透

压和质粒的稳定性的作用，而且对微生物的生长和

外源蛋白的表达也有影响。徐浩等［１９］利用高密度

发酵生产突变型重组人肿瘤坏死因子 ｒｈＴＮＦａ－
ＤＫ２，研究发现质粒的复制速度与培养基中磷酸盐
的含量有直接的关系，当在低含量磷酸盐含量时，

质粒复制速度慢，菌体密度低，产物产量不能达到

生产要求；当磷酸盐含量过高时，又会导致菌体前

期生长旺盛，衰退期提前到达，菌体密度也难以达

到理想值。本实验现象 （图５）与徐浩等［１９］实验

现象一致，当硫酸铵浓度为１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，菌

体密度和酶活力最高。

图５　不同浓度的磷酸盐对菌体和酶活力的影响
Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

２１８　培养基微量元素母液添加量的优化　微量
元素是指一些需求量少但对细胞的生长繁殖和基因

表达产生很大影响的元素，像钙、铁、锰、锌等。

如朱才庆等在大肠杆菌的培养研究中发现，在基础

培养基中添加混合微量元素后，菌体生长得到很大

的改善［２０］，在较低体积分数时，微量元素对该重

组菌生长和酶活性均有促进作用，体积分数过高不

利于菌体的生长和酶的表达，适合的微量元素添加

量为１５ｍＬ·Ｌ－１ （图６）。

图６　不同体积分数的微量元素对菌体和酶活力的影响
Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｒａｃｅ
ｅｌｅｍｅｎｔｓｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

２２　正交实验
根据单因素试验结果，使用正交试验设计分析

方法对发酵培养基进行优化，以甘油、酵母粉、硫

酸铵和磷酸盐作为试验因素，选用 Ｌ９ （３
４）（３水

平４因素）正交试验对培养基进行优化，实验结
果见表６。

３１１



中山大学学报 （自然科学版） 第５７卷　

表６　正交试验设计以及结果
Ｔａｂｌｅ６　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｏ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ／（ｇ·Ｌ－１）
Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

／（ｇ·Ｌ－１）

Ａｍｍｏｎｉｕｍｓｕｌｆａｔｅ

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
Ａ６００

１ １００ １００ ２０ ５００ ６３
２ １００ ２００ ５０ １０００ ８６
３ １００ ３００ ８０ １５００ ８４
４ ２００ １００ ５０ １５００ ６６
５ ２００ ２００ ８０ ５００ ８８
６ ２００ ３００ ２０ １０００ ８４
７ ３００ １００ ８０ １０００ ６３
８ ３００ ２００ ２０ １５００ ７９
９ ３００ ３００ ５０ ５００ ８２

Ｍｅａｎｖａｌｕｅ１ ７８ ６４ ７５ ７８
Ｍｅａｎｖａｌｕｅ２ ７９ ８４ ７８ ７８
Ｍｅａｎｖａｌｕｅ３ ７５ ８３ ７８ ７６
ｒａｎｇｅ ０５ ２０ ０３ ０１

表７　实验结果方差分析
Ｔａｂｌｅ７　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

Ｆａｃｔｏｒ Ｓｑｕａｒｅｏｆｄｅｖｉａｎｃｅ Ｄｅｇｒｅｅｏｆｆｒｅｅｄｏｍ Ｆｒａｔｉｏ Ｆ００５ Ｆ００１
Ｇｌｙｃｃｒｏｌ
Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ
（ＮＨ４）２ＳＯ４
Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
Ｅｒｒｏｒ

０３３６
７８８２
０１６２
００３６
００４

２
２
２
２
２

９３３３
２１８９４４
４５００
１０００

１９０００ ９９０００

　　结果分析：利用正交助手软件，以菌体密度
Ａ６００作为标准，进行直观分析，结果 （图７）表明，
酵母粉对菌体的生长影响极其显著，而甘油、硫酸

铵和磷酸盐的影响不显著，４种成分对菌体生长影
响的关系为酵母粉＞甘油＞硫酸铵＞磷酸盐。较优
的培养基组合为：２０ｇ·Ｌ－１的甘油、２０ｇ·Ｌ－１酵
母粉、８ｇ·Ｌ－１硫酸铵和１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓
冲液。

综上所述，摇瓶培养的最适培养基为：２０ｇ·
Ｌ－１的甘油、２０ｇ·Ｌ－１酵母粉、８ｇ·Ｌ－１硫酸铵、
１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液以及１５ｍＬ·Ｌ－１微
量元素混合液。

２３　摇瓶发酵工艺优化
２３１　乳糖诱导质量浓度的优化　当乳糖质量浓
度在２～６ｇ·Ｌ－１范围内时，随着加入的乳糖质量
浓度的提高，酶量会提高，但是，当乳糖质量浓度

大于６ｇ·Ｌ－１，酶的产量与乳糖质量浓度呈负相关
（图７），这说明过高的乳糖质量浓度可能抑制了酶
的表达。另外，乳糖质量浓度对菌体终浓度影响不

大，这可能是初始培养基营养较为丰富，此时，营

养物质不是培养的限制因素，另一种可能是菌体对

乳糖的利用情况较差。所以，选定以终质量浓度为

６ｇ·Ｌ－１的乳糖溶液进行诱导。

图７　不同质量浓度乳糖对菌体生长和酶活力的影响
Ｆｉｇ７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｌａｃｔｏｓｅ

ｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ
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２３２　诱导温度的优化　随着温度提高，最终的
菌体的密度也逐渐提高 （图８），说明较高的温度
利于大肠杆菌的生长。在３０～３７℃范围内，随着
温度的提高，酶表达量有所提高，但提高不明显

（从８６提升到９７Ｕ·ｍＬ－１），当诱导温度大于３７
℃时，酶的表达量会下降，这说明过高的温度不利
于酶的表达。

图８　诱导温度对菌体生长和酶活力的影响
Ｆｉｇ８　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ
ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

２３３　接种量的优化　接种量的大小主要影响发
酵周期和发酵产量。由于菌种液中含有大量的体外

水解酶，利于菌体对培养基的分解利用，因此，合

适的接种量利于菌体快速度过延滞期。但是接种量

过大，容易造成菌体生长过快，培养液粘度增大，

影响溶氧，结果见图９。接种培养８ｈ后，加入终
质量浓度６ｇ·Ｌ－１乳糖继续诱导培养６ｈ后取样测
定菌体密度和酶活性。摇瓶培养１４ｈ，接种量对酶
活性的影响不明显，使用２％ ～３％接种量较有利
于菌体生长。

２３４　培养基初始 ｐＨ的优化　细胞代谢网络需
要各种酶的参与，合适而稳定的 ｐＨ值是高效酶促
反应的前提。结果如图１０，该菌体在 ｐＨ＝７２的
初始培养下生长较好，在 ｐＨ＝７０的初始培养基
中酶表达较好。为了获得更多的表达产物，摇瓶发

酵选用 ｐＨ＝７０的初始培养基。值得注意的是，
微生物在新陈代谢过程中产生的弱酸碱会反过来影

响培养基的ｐＨ值，一般摇瓶条件下，不能通过补
加酸碱维持培养基的 ｐＨ，因此，适合菌体生长和
产物表达的初始ｐＨ可能与菌体生长和酶活力的最
适ｐＨ不一致。另外，使用补料式摇床或发酵罐可
研究菌体生长和酶表达的最适ｐＨ值。

图９　接种量对菌体生长和酶活力的影响
Ｆｉｇ９　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌｕｍｖｏｌｕｍｅｓｏｎｃｅｌｌｓ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

图１０　培养基初始
ｐＨ值对菌体生长和酶活力的影响

Ｆｉｇ１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｏｎ
ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

２３５　装液量的优化　结果见图１１，装液量对菌
体密度和酶活力有很大，随着装液量的增加，菌体

密度和酶的表达量会快速降低。装液量主要影响培

养基溶解氧，而溶解氧是菌体生长和酶活力的重要

影响因素，合适的装液量有利于菌体生长和产物表

达。２５０ｍＬ三角瓶适合的装液量为５０ｍＬ。另外，
可通过调节摇床转速提高溶氧值，转速一般维持在

１５０～２５０ｒ／ｍｉｎ。
２３６　在优化培养基和培养条件下的摇瓶结果　
使用优化的培养基和培养工艺进行摇瓶培养 （表

８），培养１４ｈ后，获得菌体密度 Ａ６００为１０４，是
优化前的 １８倍，酶活力也达到 ９７４Ｕ·ｍＬ－１，
是优化前的２倍。
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图１１　装液量对菌体生长和酶活力的影响
Ｆｉｇ１１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｑｕｉｄｖｏｌｕｍｅｏｎｃｅｌｌｓ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

表８　优化条件下的摇瓶结果
Ｔａｂｌｅ８　Ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

ｉｎｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

Ｎｏ Ｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ／Ａ６００ Ａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ·ｍＬ－１）

１ １０５ ９５９
２ １０３ ８７３
３ １０５ １０９１

Ｍｅａｎｖａｌｕｅ １０４ ９７４

２４　７５Ｌ发酵罐发酵工艺优化
２４１　供氧方式对菌体生长影响　通过对发酵罐
通气管道的改装，比较了重组菌在单管道通气不控

制溶氧、单管道通气控制溶氧２０％和双管道通气
控制溶氧２０％ ３种供氧条件下的生长情况，结果
见图１２，发现在不控制溶氧的条件下，溶氧值会
在发酵培养５ｈ左右降至０，溶氧降为０的几个小
时内，菌体生长缓慢，快速进入稳定期，最终菌体

密度Ａ６００仅为２０左右 （图１２ａ）。当使用单管道通
气，控制溶氧２０％时，菌体的对数生长期明显延
长，在相同的发酵时间内，获得的菌体密度 Ａ６００达
到５０（图 １２ｂ）。当使用双管道通气，控制溶氧
２０％的供氧方式进行培养时，获得的菌体密度 Ａ６００
进一步提高，达到８０（图１２ｃ），推测其原因可能
是，采用双管道通气，培养基接触的出气孔增多

（由原来的１０个增加到２０个），培养基受氧面积
大为增加，缓解了局部缺氧，所以菌体表现出较长

时间的生长活力、对数生长期延长的特点，最终菌

体密度Ａ６００能达到８０。
２４２　培养基初始碳氮源浓度和补料液类型对菌
体生长的影响　比较不同浓度碳氮的初始培养基和
不同类型补料液对发酵结果的影响，结果见图１３。

图１２　供氧方式对菌体生长的影响
Ｆｉｇ１２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈ

通过比较图１３曲线的 ａ、ｂ、ｃ发现，以较低碳氮
源浓度的初始培养基，流加碳氮源的培养工艺更容

易实现高密度发酵。其中，曲线ａ是在含质量浓度
为１０ｇ·Ｌ－１甘油和酵母粉的初始培养结果，获得
的菌体密度Ａ６００达到１４５。曲线 ｃ是在含质量浓度
３０ｇ·Ｌ－１甘油和酵母粉的初始培养基上的培养结
果，获得菌体终密度 Ａ６００仅为１２４，两者菌体终密
度相差 ２０左右。推测其原因是，以较高浓度的初
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始培养基进行培养，菌体在发酵前期代谢异常旺

盛，产生大量的代谢副产物，积累的代谢副产物对

菌体生长活力产生影响。此外，本文也试验了在补

料过程中只流加甘油的培养方式，结果见图１３曲
线ｄ，比较图１３曲线 ｄ与 ｃ发现，只流加甘油的
分批补料方式下，培养１６ｈ左右，菌体生长就变
得异常缓慢，菌体生长基本到达稳定期，此时即使

加大甘油的流量，菌体生长速率也末见提高，最终

获得的菌体密度Ａ６００仅为７５。相反，补料流加碳氮
源的培养方式此时正处于于快速生长阶段，最终获

得的菌体密度 Ａ６００为 １２４，是前者 １６倍。所以，
在分批补料发酵过程中，单纯靠补充碳源的补料方

式并不能满足菌体的生长，适量补加氮源也十分重

要，该试验结果与摇瓶培养基优化中正交分析结果

相吻合，表明酵母粉是影响菌株生长的最显著因

素。

图１３　不同的初始碳氮源浓度和不同的
补料液对菌体生长的影响

Ｆｉｇ１３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎ
ａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｒｅｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｅｅｄｌｉｑｕｉｄｏｎｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈ

２４３　不同的诱导起始点对菌体的生长和酶表达
的影响　不同的诱导起始点对菌体生长和酶表达的
影响结果见图１４，其中图１４ａ为在菌体对数生长
前期开始诱导，最终获得的菌体密度 Ａ６００为 １２５，
酶活力为２２００Ｕ·ｍＬ－１。图１４ｂ为在菌体对数生
长中后期开始诱导，最终获得的菌体密度 Ａ６００为
１４２，酶活力为３０００Ｕ·ｍＬ－１。图１４ｃ为在稳定期
开始诱导，最终获得的菌体密度 Ａ６００为１４５，酶活
力为２５４０Ｕ·ｍＬ－１。结果表明，选取不同的诱导
起始点对菌体的生长和酶表达影响很大，选择在对

数生长中后期开始诱导更有利于菌体的生长和酶的

表达。较摇瓶发酵结果相比，高密度发酵后的菌体

密度提高１３６倍，酶活力提高３０８倍。

图１４　不同的诱导起始点对菌体的
生长和酶活力的影响

Ｆｉｇ１４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｃｅｌｌｓ
ｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

ａ：ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｅａｒｌｙｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｈａｓｅ；
ｂ：ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｍｉｄｄｌｅａｎｄｌａｔｅｒｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｈａｓｅ；

ｃ：ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎｓｔａｔｉｏｎａｒｙｐｈａｓｅ

２５　粗酶粉对拟除虫菊酯类农药的降解能力
每升破碎上清液经冷冻干燥处理后，可获得

６８４ｇ粗酶粉。经测定，该酶粉的比酶活为 １１９
４２６９Ｕ· ｇ－１。ＧＣ检测如图１５所示，经计算该
酶对 ４种拟除虫菊酯类农药的降解率分别为
９６３％、９７１％、９６４％和 ９６２％，其降解率高
于已报到的其他拟除虫菊酯类农药降解酶［３－１０］。
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图１５　气相色谱分析高密度发酵酶粉
降解拟除虫菊酯的能力

Ｆｉｇ１５　ＧＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｙｒｅｔｈｒｏｉｄｓ
ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｓ

Ａｒｒｏｗ１ａｎｄ２ｄｅｎｏｔｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｂｙｉｎａｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｎｄａｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　结　论
１）本研究采用单因素和正交实验法对重组菌

ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）／ｐＥＴ－２８ａ（＋） －ｓｙｓ４１０进
行摇瓶发酵条件优化，在最优培养基 （含质量浓

度２００ｇ·Ｌ－１的甘油和酵母粉、８０ｇ·Ｌ－１的硫
酸铵，终浓度 １０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸盐和 ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１硫酸镁以及体积分数１５ｍＬ·Ｌ－１的微
量元素）和最优发酵条件 （装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ、
初始培养基ｐＨ７０、接种量２％，接种培养８ｈ后
乳糖诱导６ｈ）下获得菌体密度 Ａ６００为１０４，酶活
力也达到９７４Ｕ·ｍＬ－１。
２）以摇瓶发酵工艺为基础，对该重组菌进行

了７５Ｌ发酵罐发酵工艺优化，最终菌体密度 Ａ６００
达到１４２，酶活力为３０００Ｕ·ｍＬ－１，与摇瓶发酵
相比，分别提高１３６和３０８倍，这是有关拟除虫
菊酯类农药降解酶成功高密度发酵的第一例报道，

为拟除虫菊酯类农药降解酶的扩大生产以及进一步

的实际应用打下基础。

３）发酵菌体经冷冻干燥后获得粗酶粉，该酶
粉对四种拟除虫菊酯类农药的降解率达９５％以上，
降解效果优于已报到的其他拟除虫菊酯类农药降解

酶。
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