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要!利用响应面法优化重组枯草芽孢杆菌
`

J8W6WITVJ

*

W4%#D

发酵生产青霉素
V

酰化酶的条件%通过
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设计法对碳源
!

氮源
!

无机盐
!

温度等
%"

个因素对发酵产青霉素
V

酰化酶的影响进行评价%筛

选出发酵温度和酵母膏为影响产酶的显著因素%采用了中心组合设计实验对两种显著影响因素进行了优化!应用

响应面分析确定了显著因素的最佳水平%结果表明!当温度为
BFi

!酵母膏为
D>D

3

*

X

时!最终的酶活达到
!D>!

8

*

IX

!比初始发酵条件提高了
%>%"

倍%在最佳条件利用
%AX

的发酵罐对重组枯草芽孢杆菌进行扩大培养!最终

酶活可达
A%>$8

*

IX

!相对于摇瓶发酵又有大幅度的提高%

关键词!青霉素
V
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#简称
TVJ

$是一类重要的医药工业用酶#

广泛应用于
)

6

内酰胺类抗生素生产领域&

TVJ

可

以催化裂解青霉素
V

和头孢霉素
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生产
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氨基青

霉烷酸"
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还能够催化以上反应的逆反应#

即在酸性条件下催化
6̂

氨基酸类似物与
)
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内酰胺

母核"如
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$缩合产生新型
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内酰胺

抗生素(
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巨大芽孢杆菌"
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$来源的青

霉素
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酰化酶"

WITVJ

$是工业上广泛应用的一种

酶制剂&利用枯草芽孢杆菌表达系统可以高效分泌

表达
WITVJ

#提取工艺简单#是大规模生产
WIT6

VJ

的重要途径&已报道的
WITVJ

表达量可达
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E4J

$可在多因素作用的生化过程中#快速

寻找出显著因素#逼近最大响应区间#拟合出数学模

型方程#并分析回归方程寻求最优工艺参数#解决多

变量问题&

E4J

是一种实用性强#精度高的统计学

方法#被成功应用于科学研究的许多领域(

D6"

)

&

本文报道了利用响应面分析法优化分泌表达青

霉素
V

酰化酶的重组枯草芽孢杆菌发酵产酶条件#

并且在最佳工艺条件下利用
%AX

发酵罐对其重组

菌进行扩大培养#较大幅度地提高了青霉素
V

酰化

酶的产量#为进一步将该重组菌株应用于工业生产

打下基础&
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材料与方法
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菌株

分泌表达巨大芽孢杆菌来源青霉素
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酰化酶

的重组枯草芽孢杆菌
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由本

实验室构建并保存&
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试剂

蛋白胨#酵母膏#可溶性淀粉"南京化学试剂有

限公司$#

?KTJW

为本实验室自制#其他试剂均为国

产分析纯试剂&
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方法
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摇瓶培养

将菌种通过平板划线法接种至
XW

固体培养

基#培养
%!/

#挑取单克隆接种至
BIXXW

培养基

中培养
%!/

后接种至含
A$IX

发酵培养基的

!A$IX

的锥形瓶中#摇床
!A$)
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I2*

#

BCi

#培养
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#测定酶活力&
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发酵罐培养

%AX

机械搅拌不锈钢发酵罐"镇江东方生物工

程设备
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型$中装入
%$X

优化后的发酵培养基#

灭菌后#按
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接种量接入种子液#
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连续培

养#通气量为
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青霉素
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酰化酶的酶活测定方法
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酶稀释液加入
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#
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预热
%AI2*

的
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苯乙酰胺基

苯甲酸$溶液中#
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#反应
FI2*

后加入
A$$

$

X

#

"Aj

乙醇终止反应&测定
F$A*I

光吸收值&以磷

酸缓冲液代替酶液作为空白对照&酶活定义!上述

条件下
%I2*

水解产生
%

$

I',

的
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硝基
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氨基
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苯甲酸$所需青霉素
V

酰化酶的量为一个酶

活单位&
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!
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电泳

发酵上清液与
!f,'+]2*

3
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按
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的比

例混合#沸水浴
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#

D$$$)
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I2*

离心
AI2*

#取
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$

X

上清液上样至
%!j4̂ 46TJVU

胶#

D$=

电压进

行浓缩#

%!$=

电压进行分离&
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!

T,+5Z0;;6W()I+*

实验设计

根据文献报道和前期预实验结果#采用
T,+5Z6

0;;6W()I+*

(

A6C

)两水平法对碳源
!

氮源
!

无机盐
!

温度等
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个因素进行考察#确定最佳配方#其实验

因素'水平如表
%

&本阶段试验设计'数据分析和模

型建立皆由
M2*2;+\%A

软件辅助完成&
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最陡爬坡实验

根据
T,+5Z0;;6W()I+*

实验得出的一次拟合方

程安排最陡爬坡实验(

D

)

&一次拟合方程中#各变量

的系数决定爬坡方向和变化步长#如果系数为负#则

该因素水平应为递减#反之为递增#系数越大变化步

越长&
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中心组合设计实验(
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)

以最陡爬坡实验得到的中心点#进行中心组合

设计实验#每个因素取
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$编码实验&对
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试验确定的显

著因素安排响应面分析试验(
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)
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辅助

完成&
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实验验证

按照中心组合实验所确定的各因素的最优组合

配制发酵培养基#进行摇瓶实验#重复做
B

次#最终

的实验结果取这三次实验的平均值#验证模型的可

靠性&
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实验方案和结果如表
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对响应值
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"酶活力
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$的影响效果#如表
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第
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实验设计结果分析

项 效应 系数 系数标准误差
-

值
A

值
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.

B

$CD!! $CF%% $C%FD !CCC $C!!%

.

F

@%CC%B @$CDAC $C%FD @ACCD $C%$"

.

A

$C"AC $CFCD $C%FD BC!! $C%"%

.

#

@$C!BC @$C%%D $C%FD @$CD$ $CAC%

.

C

@$C#BA @$CB%C $C%FD @!C%F $C!CD

.

D

$CC$B $CBA! $C%FD !CBC $C!AF

.

"

%C%%D $CAA" $C%FD BCCC $C%#A

.

%$

@$C!A! @$C%!# $C%FD @$CDA $CAA!

.

%%

@$C!AA @$C%!D $C%FD @$CD# $CAFD

.

%!

@$CC!D @$CB#F $C%FD @!CF# $C!F#

.

%B

@$C##$ @$CBB$ $C%FD @!C!! $C!#"

.

%F

$C!%$ $C%$A $C%FD $CC% $C#$D

.

%A

@%C%D! @$CA"% $C%FD @BC"D $C%AC

.

%#

@$CBC! @$C%D# $C%FD @%C!A $CF!"

.

%C

%CB"C $C#"D $C%FD FCC% $C%BB

.

%D

@ACC!D @!CD#F $C%FD @%"CB%$C$BB

.

%"

%CDBC $C"%D $C%FD #C%" $C%$!

.

!$

$C#DA $CBF! $C%FD !CB% $C!#$

.

!%

@%C"C$ @$C"DA $C%FD @#C#F $C$"A

.

!!

@BCBAD @%C#C" $C%FD @%%CB!$C$A#

$

!

d$>"CDB

!!

从表
B

中可以看到
A

"

.

!

$#

A

"

.

%D

$均小于

$k$A

#说明#这两个因素是显著影响因素#并且
$

!

d

$>"CDB

#其表明该模型拟合较好&

!>!

!

最陡爬坡实验

最陡爬坡实验"

:;00

`

0:;+:50*;]0:2

3

*

#

4Ĵ

$是

一种沿着响应面有最大或最小增量的方向逐步的移

动#以便寻找到各因素变化的最优的区域的方法&

选取
T,+5Z0;;6W()I+*

实验设计所确定的主要影响

因素酵母膏和发酵温度#按照实验值变化的梯度方

向为爬坡方向#各个因素变化步长依据因素效应值

大小和正负确定&在本实验中#其它的非显著因素

都按照效应的正负取值#正效应取高水平#负效应取

低水平&实验过程和结果如表
F

&

表
*

!

最陡爬坡实验过程和结果

实验序号 酵母膏*"
3

*

X

$ 温度*
i

酶活*"
8

*

IX

$

初始
$ %! F$ @

步长
3

@% @! @

$ %! F$ %$>#F

$e

3

%% BD %$>#B

$e!

3

%$ B# !!>F!

$eB

3

" BF !B>#A

$eF

3

D B! !!>%F

$eA

3

C B$ !%>#B

$CD
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!!

通过表
F

可以看出#青霉素
V

酰化酶的酶活在

$e!

3

时有明显的上升#在
$eB

3

能达到最高值#

随后在
$eF

3

酶活下降#这说明培养基的最佳组合

在
$e!

3

和
$eF

3

之间&所以选取
$eB

3

作为后

面实验的中心点&

!>B

!

中心组合设计实验

依据
T,+5Z0;;@W()I+*

实验设计和最陡爬坡

实验所确定的显著影响因素以及最佳的取值范围#

进行中心组合设计实验#实验中两个因素所取的范

围见表
A

#中心组合设计实验设计和结果见表
#

&

表
&

!

中心组合设计实验因素与水平

因素
水平

@%>F%F!% @% $ % %>F%F!%

酵母膏*"
3

*

X

$

C>AD# D " %$ %$>F%F

温度*
i B%>! B! BF B# B#>D

表
"

!

中心组合设计实验设计和结果

实验序号
.

%

*"

3

*

X

$

.

!

*

i

酶活*"
8

*

IX

$

% %>F%F!%F $ !!>$$

! $ $ !C>A!

B $ %>F%F!%F !!>%%

F @% % !A>AB

A $ $ !C>"F

# % % !!>%$

C $ $ !D>!A

D % @% !B>!$

" @% @% !B>$$

%$ $ $ !C>FB

%% $ @%>F%F!% !!>BA

%! @%>F%F!% $ !F>!F

%B $ $ !D>FA

!!

注!酶活的单位为
8

*

IX

#

.

%

为酵母膏#

.

!

为温度

通过软件
I2*2;+\%A

对表
#

的结果进行分析#

分析的结果见表
C

'表
D

&

表
#

!

中心组合设计实验分析结果

项 系数 系数标准误差
- A

因素
!CC"%D$ $C!#!! %$#CF#A $C$$$

.

%

@$CC""C $C!$CB @BCDAD $C$$#

.

!

$C%B#B $C!$CB $C#AD $CAB!

.

%

.

%

@!C!$BF $C!!!B @"C"%% $C$$$

.

!

.

!

@!C#FDF $C!!!B @%%C"%B $C$$$

.

%

.

!

@$>"$CA $>!"B! @B>$"A $>$%C

$

!

d$>"A%$

!!

注!其中
.

%

代表酵母膏%

.

!

代表温度

表
%

!

回归方程的方差分析结果

来源 自由度
40

h

44 J]

1

44 J]

1

M4 R A

回归
A D%>CD$CD%>CD$C%#>BA#% FC>AC $>$$$

线性
! A>!#A! A>!#A! !>#B!# C>## $>$%C

平方
! CB>!!%BCB>!!%BB#>#%$#%$#>FD$>$$$

交互

作用
% B>!"F! B>!"F! B>!"F! ">AD $>$%C

残差

误差
C !>F$#C !>F$#C $>BFBD

失拟
B %>#%#F %>#%#F $>ABDD !>CB $>%CD

纯误差
F $>C"$B $>C"$B $>%"C#

合计
%! DF>%DCF

!!

表
C

所示#模拟方程中常量项
A

值为
0

$C$%

#

说明该模型是显著的%

.

%

.

!

的
A

值
0

$C$A

#说明这

两个因素之间有明显的相互作用&

$

!

d$C"A%$

#表

明该模型可以用来解释
"AC%$j

的实验结果&表
D

显示#该模拟方程失拟项的
A

值大于
$C$A

#这说明

该拟合的回归方程失拟不显著#能够很好地拟合该

实验#因此该模型拟合度较高&经过回归拟合得到

以下的回归方程!

/d!CC"%D$@$CC""C.

%

e$C%B#B.

!

@

!C!$BF.

%

.

%

@!C#FDF.

!

.

!

@$C"$CA.

%

.

!

两个因素间交互作用对酶活响应的影响曲面如

图
%

所示#该响应曲面图等高线如图
!

所示&

图
%

!

酵母膏和温度的响应面图

如图
!

所示#酵母膏和温度的交互作用对于酶

活的影响比较显著#为了进一步验证最佳组合值#对

中心组合设计实验所拟合的回归方程顶点进行预测

求得的
.

%

d@$C%"B

%

.

!

d$>$AA

#即对应酵母膏为

D>D

3

*

X

#温度为
BFi

时#预测酶活最高值为

!D8

*

IX

&

%CD

第
#

期 仇晶晶等!响应面法优化重组枯草芽孢杆菌发酵生产青霉素
V

酰化酶



图
!

!

酵母膏和温度的等高线

!>F

!

验证实验

为了验证该模型的准确性#笔者按照上述所给

出的最优培养基组合进行
B

次试验取平均值#测得

酶活值为
!D>!8

*

IX

#表明优化预测值与实际实验

值拟合度可以#达到了
""j

#说明该模型的正确性&

酶活为优化前的酶活"

%!>DD8

*

IX

$的
!>%"

倍#比

活力为
BF8

*

I

3

&

!>A

!

重组青霉素酰化酶的
4̂ 46TJVU

青霉素
V

酰化酶是一种异二聚体蛋白质#包含

了一个小的
$

亚基"

!B>DẐ

$和一个较大的
%

亚基

"

#!>!Ẑ

$

(

%%

)

&利用
4̂ 46TJVU

验证目的蛋白#结

果如图
B

所示#目的蛋白条带附合理论值&并且#电

泳图中仅含有少量的杂蛋白#表明分泌表达的青霉

素
V

酰化酶达到较高的纯度#大大地简化了后续的

纯化工作&

泳道
%

!低分子量标准蛋白%泳道
!

#

B

!

WITVJ

图
B

!

发酵上清液的
4̂ 46TJVU

!>#

!

发酵罐扩大培养

发酵罐扩大培养相对于摇瓶发酵可以提供更充

足的通气量#同时也提高了温度#

`

Q

等参数的可控

性#可以进一步提高菌体生物量和酶的表达量&在

响应面分析法优化获得的培养条件基础上进行
%AX

发酵罐扩大培养实验#结果如图
F

所示#发酵过程前

%$/

#菌体密度变化较小#处于停滞期%

%$

"

!F/

菌

体生长迅速#青霉素
V

酰化酶也得到了大量的表

达#当发酵达到
B"/

时#菌体密度和青霉素
V

酰化

酶的表达量均达到了最高值#酶活的最高值达到

A%8

*

IX

&随后随着时间的变化#酶活和菌体密度

的变化很微小#基本处于了静止期&酶活表达量较

摇瓶最佳产酶量又增加了
D$j

&

图
F

!

发酵时间与
TVJ

酶活'菌体湿度的关系

$

!

结
!

论

本实验应用响应面法来优化枯草芽孢杆菌产青

霉素
V

酰化酶的发酵条件#通过
T,+5Z0;;6W()I+*

实验从
%"

种因素中筛选出了主要的影响因素!温度

和酵母膏#随后通过最陡爬坡实验和中心组合实验

对这两种主要影响因素进行了优化&最终确定的发

酵条件为!蛋白胨
!$

3

*

X

#酵母膏
D>D

3

*

X

#可溶性

淀粉
%!

3

*

X

#

_Q

!

TR

F

%>!

3

*

X

#

_

!

QTR

F

0

BQ

!

R

%>$

3

*

X

#

?Q

F

S,F>$

3

*

X

#

?+S,#>$

3

*

X

#

M

3

4R

F

0

CQ

!

R%>!

3

*

X

#

S+S,

!

$>%

3

*

X

#

L04R

F

0

CQ

!

R$>$B

3

*

X

#

S(4R

F

0

AQ

!

R$>$%

3

*

X

#

X2

!

4R

F

$>$D

3

*

X

#

M*4R

F

0

Q

!

R$>$B

3

*

X

#发酵温度为
BFi

#摇床转

速
!A$)

*

I2*

#接种量
!j

#种子时间
F/

和初始的发

酵
`

Q

为
C>A

&在该条件下#发酵
B#/

后#摇瓶中发

酵液的最终酶活可以达到
!D>!8

*

IX

#较优化前提

高了
!>%"

倍&随后又在
%AX

的发酵罐中装入
%$X

的优化好的发酵培养基进行了扩大培养#当发酵的

时间为
B"/

左右时最终发酵液中的酶活可以达到

A%8

*

IX

#相对于摇瓶情况下又提高了将近
%

倍&

在发酵罐培养条件下#发酵上清液中青霉素
V

酰化

酶的酶活得到极大的提高#可能是因为在发酵罐中

发酵温度'培养基
`

Q

值和培养基中溶氧量能够得

到很好的控制#一直维持在细菌最优生长条件#使得

!CD

!!!!!!!!!!!!!!
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枯草芽孢杆菌菌体能够大量的表达目的蛋白&本实

验基本确定了重组枯草芽孢杆菌在小型发酵罐中高

效表达青霉素
V

酰化酶的发酵工艺#为进一步工业

化放大奠定了基础&
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