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要"为提高表达黄素单加氧酶!

UAC

#

J@c@%@%I@%!@G

"的重组菌
BD"'X+V\#%

!

L

J8#G,7.K(

"转化吲哚的效

率#采用包埋法对重组菌进行了固定化研究(采用常规的固定化方法#分别使用卡拉胶'明胶'聚乙烯醇'海藻酸钠

对重组大肠杆菌进行包埋并分析各自对吲哚的转化效果#确定了海藻酸钠是较好的固定化载体(随后对海藻酸钠

固定化条件进行研究#得到合适的条件是$海藻酸钠浓度为
#@$P

#

c,c-

#

浓度为
#@$P

#固定化时间
G0

#细胞包埋量

"$

4

%

\

(采用该方法制备的固定化细胞靛蓝的转化率为
"G@&P

#固定化后重组
BD"'X+

细胞的耐热性明显提高#且具

有较好的操作稳定性#重复催化第
G

次的转化率为第
%

次的
#E@"P

#说明固定化细胞转化法确实提高了重组细胞的

转化吲哚合成靛蓝的效率(

关键词"重组大肠杆菌&固定化&生物合成&靛蓝
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靛蓝是最早发现也是使用量最大的染料之一$

在纺织&食品&医药等领域具有广泛的运用%微生物

合成靛蓝工艺以其高效&环境友好等优点备受关

注'

%

(

%早在
%E#E

年就有微生物合成靛蓝的报道$但

是野生型的菌株合成靛蓝的效率低&副产物多%

%EG!

年$

J+;-1

=

等'

#

(首次使用表达萘双加氧酶的基

因工程菌进行靛蓝生物合成$利用重组氧化酶转化

合成靛蓝成为研究热点'

!

(

%该研究表明$通过双加

氧&单加氧或环氧化途径均可催化吲哚合成靛蓝%

基因工程技术和分子进化技术可以获得一些转化率

高&纯度高的酶$但是由于底物吲哚在水中的溶解度

低&对微生物的毒性以及对催化法反应的抑制作用

等原因$终产物靛蓝的浓度始终维持在较低水平$与

工业化生产有一定的距离%

固定化细胞技术使得生物催化剂可以重复利

用$提高了转化效率%通过包埋&交联&吸附等手段$

固定化技术将游离的微生物细胞固定于载体孔径之

间$有利于产物的分离$提高了生物转化的稳定

性'

I

(

%固定化细胞转化靛蓝的报道$目前有两例!陆

悦飞'

"

(利用中空海藻酸钠微胶囊固定重组
XI"$

VA!

工程菌制备靛蓝$取得了
!$K

4

)

\

培养基的靛

蓝产出$得率
I"@"&P

%曲媛媛等'

&

(将固定化技术

与两相反应体系相结合$既可以使水相中的吲哚保

持在一个适宜的浓度$也可以将产生的靛蓝萃取出

来%这不仅降低了吲哚的毒害作用和终产物的反馈

抑制$还有利于靛蓝的分离和纯化%目前靛蓝生物

合成产业化最大的瓶颈之一$是底物的溶解性低$转

化得到的靛蓝终浓度也不高$产量上受到很大的限

制%固定化细胞进行转化反应的优点$在于完成一

次催化过程后$可以及时和产物分开$再进入下一轮

催化过程$这样生物催化剂得到反复利用$提高了重

组细胞的催化效率$靛蓝的累积产量也得以增加%

影响重组菌转化吲哚合成靛蓝效率的因素有很多$

如!工程菌
UAC

诱导表达的条件&固定化条件&固



定化颗粒的理化性质&转化过程中底物的浓度&时

间&

L

`

&温度&辅助因子的再生等%黄素单加氧酶

"

.-,:3+76(+<,3+3+

4

K(+((S

=4

1+,;1

$

UAC

#是转化靛蓝

的一个重要的酶种$其工艺研究仅限于游离细胞的转

化%本文仅对表达黄素单加氧酶的重组工程菌
BD

"'X+V\#%

"

L

J8#G,7.K(

#的固定化条件进行了研究%

"

!

实
!

验

%@%
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材料

%@%@%
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菌种

工程菌
BD"'X+V\#%

"

L

J8#G,7.K(

#菌株$携带黄素

单加氧酶表达质粒$由东南大学生物工程实验室保存%

%@%@#

培养基

\V

培养基"

4

)

\

#!胰蛋白胨
%$

$酵母抽提物
"

$

>,c-%$

%

%@%@!

试剂

无水氯化钙&氯化钾&硼酸&吲哚&正辛烷&己二

胺&戊二醛&反丁烯二酸&

>

$

>7

二甲基甲酰胺等均为

国产分析纯试剂%

8*3;7̀ c-

"

$@$"A

$

L

`F@$

#缓

冲液&磷酸盐缓冲液"

$@%A

$

L

`F@I

#&异丙基硫代

半乳糖苷"

DX8T

#&卡拉胶&明胶&海藻酸钠&聚乙烯

醇等购自南京生兴生物技术有限公司%

吲哚显色剂!准确称取
!@F#"

4

对二甲氨基苯甲

醛$溶于
IF@IK\

无水乙醇中$再加入
#@&K\EGP

浓硫酸$现配现用%

%@#

!

方法

%@#@%

重组大肠杆菌细胞的培养和制备

培养方法见文献'

F

(%挑取工程菌
BD"'X+V\#%

"

L

J8#G,7.K(

#单菌落于
!K\\V

液体培养基"含卡

那霉素
"$

#

4

)

K\

$下同#中$于
!FR

&

#$$*

)

K3+

震

荡培养过夜$将过夜培养物
%K\

转移至
%$$K\

液

体
\V

培养基中$于
!FR

&

#$$*

)

K3+

下振荡培养至

CB&$$

值为
$@&

"

$@G

$加入
DX8T

至终浓度
$@#

KK(-

)

\

$温度调节到
!$R

$继续培养
I0

$离心收

集菌体$并用
$@%K(-

)

\

磷酸盐缓冲液清洗$于

!$$$*

)

K3+

&

IR

离心
!K3+

$洗涤$称重$每
%

4

湿

菌体加
"K\

缓冲液重悬制备菌悬液$备用%

%@#@#

!

重组大肠杆菌的固定化

分别采用以下四种不同包埋方法固定重组大肠

杆菌细胞$并以此为生物催化剂$按照
%@#@I

对吲哚

溶液进行转化%固定后测定靛蓝转化效率时$在底

物浓度&反应浓度&

L

`

等反应条件相同下$检测不

同固定化材料制备的重组大肠杆菌对吲哚的转化

效率%

固定化方法参考文献'

G

($略有改动$具体操作

如下%

卡拉胶包埋法!用生理盐水配制
"P

卡拉胶溶

液$取
%"K\

卡拉胶溶液与制备好的菌悬液
"K\

"含

%

4

湿菌体$下同#混合$用注射针头将混合液滴入

%"R

&

$@!K(-

)

\

的
Yc-

溶液$形成的颗粒在
Yc-

溶

液中浸泡
$@"0

后$转移到
G"KK(-

)

\

己二胺溶液$

"

R

下摇动
%$K3+

$加入
$@!K(-

)

\

戊二醛溶液$

"R

下

摇动
!$K3+

$再用
$@!K(-

)

\

的
Yc-

溶液洗涤$放入

%@$K(-

)

\

的反丁烯二酸溶液$

!FR

下活化%

明胶包埋法!配制
%$P

的明胶溶液$取
%"K\

冷却至室温$加入前面制备好的菌悬液
"K\

$充分

混合后倒入平板$凝固后切块$称重$加入
$@"P

戊

二醛溶液交联
#0

$洗涤$去除多余的戊二醛%

聚乙烯醇包埋法!聚乙烯醇溶于热水制备
%$P

X?Q

溶液$取
%"K\

与
"K\

制备好的菌悬液混合

均勺$将混合液倒入已灭菌的培养皿中$缓慢加入饱

和硼酸溶液$浸泡
&0

$滤出固定化颗粒$用生理盐水

洗净$备用%

海藻酸钠包埋法!海藻酸钠加热溶于水制备成

#P

溶液$取
%"K\

与制备好的
"K\

菌悬液混合$

用注射器针管将混合液滴入
!Pc,c-

#

溶液中$

IR

放置
%$0

$滤出颗粒$用生理盐水洗净$备用%

%@#@!

!

海藻酸钠包埋条件的的选择

按照
%@#@#

中0海藻酸钠包埋法1以及
%@#@I

中

0固定化细胞对吲哚的转化1的方法$通过其它条件

不变时$分别比较不同海藻酸钠浓度&

c,c-

#

浓度&

钙化时间以及包埋菌体浓度对靛蓝转化的影响%

%@#@I

!

固定化细胞对吲哚的转化

将按上述固定化方法制备的固定化大肠杆菌细

胞"均含
%

4

湿菌体#放入
"$ K\ 8*3;7̀ c-

"

$@$"A

$

L

F̀@I

#缓冲液中$加入吲哚至最终浓度

为
"$K

4

)

\

$

!"R

&

#$$*

)

K3+

下摇瓶培养
%&0

$按

照
%@#@&

用比色法对靛蓝进行定量分析%

%@#@"

!

固定化细胞热稳定性与操作稳定性实验

热稳定性实验!按照
%@#@I

中0固定化细胞对吲

哚的转化1的方法$逐步升高反应温度进行吲哚转

化$计算每一反应温度下的靛蓝转化率%

操作稳定性实验!按照
%@#@I

中0固定化细胞对

吲哚的转化1的方法$进行吲哚转化%第一次反应结

束后$离心收集固定化颗粒$测定反应体系中靛蓝转

化率%使用
8*3;7̀ c-

"

$@$"A

$

L

F̀@I

#缓冲液洗

涤颗粒
!

次$再加入反应液进行下一轮转化反应%

如此反复$计算每一批次的靛蓝转化率%
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%@#@&

!

靛蓝和吲哚的定量分析

靛蓝和吲哚的定量分析均采用比色法'

E7%#

(

%

靛蓝分析!取转化液
"K\

$于
%#$$$*

)

K3+

离

心
"K3+

$上清部分用于吲哚分析$沉淀部分用于靛

蓝分析%沉淀用重蒸水洗两遍$再用
#K\>

$

>H

二甲基甲酰胺溶解$再离心$取上清液于
&%$+K

处

测定吸光值$和标准曲线对照即得到靛蓝浓度%

吲哚分析!取上清液
#@$K\

$加入吲哚显色剂

#@$K\

$加水定容至
"K\

$沸水浴
%$K3+

$冷却后

加水定容至
%$K\

$于
"&G+K

波长下测吸光值$和

标准曲线对照即得到吲哚浓度%

靛蓝转化率的计算'

%!

(

$靛蓝和吲哚的浓度单位

均为
K

4

)

\

%转化率"

P

#

a

'靛蓝浓度)"吲哚初始

浓度
H

吲哚最终浓度#(

b%$$@

#

!

结果与讨论

#@%

!

固定化载体的选择

采用的
I

种固定化方法均含有
%

4

重组大肠杆

菌湿菌的细胞$以此为生物催化剂$按方法
%@#@I

对

吲哚溶液进行生物转化%固定后测定靛蓝转化效率

时$在底物浓度和反应浓度&

L

`

等反应条件相同

下$检测等量重组细胞在
I

种固定化载体中的转化

得率$结果如表
%

所示%

表
"

!

不同载体制备的固定化细胞转化吲哚的效率

固定化材料 卡拉胶 明胶 聚乙烯醇 海藻酸钠

靛蓝转化率)
P I#@" I&@% !#@G "!@&

!!

聚乙烯醇有一定的细胞毒性$这也许是其转化

率较低的原因%同时$聚乙烯醇凝胶&卡拉胶和明胶

网格较紧密$扩散性能降低$影响了底物分子的传质

过程$导致其催化活性降低%海藻酸钠具有对微生

物毒性小&固定化细胞密度高等优点$从实际效果来

看海藻酸钠的固定化转化率也最高%

#@#

!

海藻酸钠固定化条件的选择

#@#@%

!

海藻酸钠浓度的影响

海藻酸钠的浓度对靛蓝转换的影响结果如图
%

所示%

图
%

!

海藻酸钙的浓度对靛蓝转换的影响

海藻酸钠的浓度直接影响固定化细胞的机械强

度$同时也是底物扩散的影响因子%随着海藻酸钠

浓度的升高$颗粒的机械强度增加$固定化颗粒的破

损率减少%但海藻酸钠的浓度超过
#P

后$凝胶网

格空隙变小$产物进入和底物扩散的阻力都增加$也

会影响到微生物的转化效率%

#@#@#c,c-

#

浓度的影响

c,c-

#

浓度对靛蓝转化率的影响$如图
#

所示%

当
c,c-

#

浓度为
#P

时$可以得到较高的转化率%

图
#

!

c,c-

#

浓度对固定化效果的影响

海藻酸钠不能形成热可逆性凝胶$通常是在其

溶液中加入
c,

#j等二价离子$通过
c,

#j取代
>,

j

来形成凝胶网络$

c,c-

#

浓度对固定化细胞的机械

强度有直接影响%当
c,c-

#

浓度较低时$固定化细

胞颗粒的机械强度低$稳定性差$易膨胀破裂$导致

其转化效果偏低*随着
c,c-

#

浓度的增大$则会导致

局部凝胶化$形成不连续的凝胶结构$降低扩散性

能$导致转化效率降低%也可能由于盐的渗析作用$

引起细胞脱水$致使部分微生物活性丧失%综合的

结果是
c,c-

#

浓度为
#P

时制备的固定化颗粒转化

率较高%

#@#@!

!

钙化时间对转化效率的影响

钙化时间对固定化细胞的转化效率的影响如图

!

所示%

图
!

!

钙化时间对靛蓝转化效率的影响

%II
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钙化时间较短时$外层凝胶网格过于稀疏$固定

化颗粒外层钙化膜稀薄$强度低$重组细胞吸水膨胀

易破裂$导致催化活力不高%随着钙化时间的延长$

固定化颗粒的机械强度逐渐增强$靛蓝的转化效率

也不断提高$并在
G0

达到最大值%但进一步延长钙

化时间$固定化颗粒外层钙化膜致密$不利于重组细

胞对底物的吸收$也不利于产物的扩散$导致转化率

降低%因此$钙化时间
G0

较为合适%

#@#@I

包埋菌体浓度对转化效率的影响

包埋菌体浓度对转化效率的影响如表
#

所示%

表
#

!

包埋菌体浓度对靛蓝转化效率的影响

菌体质量

浓度)"
4

)

\

#

!$ I$ "$ &$ F$ G$

靛蓝

转化率)
P

!#@& I"@$ "I@I "#@F "%@% IE@#

!!

一般而言$固定化颗粒的催化能力和包埋的微

生物细胞数量成正比$但固定化颗粒的机械强度却

与包埋的微生物细胞数量成反比%包埋的细胞数量

增加$也会导致颗粒低破损率即菌体的损失增加$进

而降低催化活力%从转化的效果看$

"$

4

)

K\

为最

适菌体包埋量%

#@!

!

固定化细胞催化吲哚转化靛蓝

按以上最优条件$即海藻酸钠浓度
#@$P

$

c,c-

#

浓度
#@$P

$固定化时间
G0

$细胞包埋量
"$

4

)

\

$制备的固定化细胞%将固定化的大肠杆菌细

胞放入
8*3;7̀ c-

"

L

F̀@I

#缓冲液中$加入吲哚至最终

浓度为
"$K

4

)

\

$

!"R

&

#$$*

)

K3+

下摇瓶培养
%&0

$

比色法分析靛蓝浓度$计算出最后的的转化率为

"G@&P

%

#@I

!

固定化细胞的热稳定性

细胞经固定化后对温度稳定性的变化如图
I

所示%

图
I

!

固定化细胞的热稳定性

由图
I

可知$在
I$R

以下$游离细胞和固定化

细胞的转化效果无显著差
!

%温度升至
I"R

时$游

离细胞转化效率迅速降低$温度升至
""R

时$游离

细胞几乎完全失活$而固定化还
%$P

左右的转化效

率$海藻酸钠固定化细胞有效提高了菌体的温度稳

定性%

#@"

!

固定化细胞的操作稳定性

固定化细胞和游离细胞重复利用过程中细胞催

化活力均会逐渐下降$用该重复批次的转化率和第

%

次转化率的比值来衡量各自的操作稳定性$结果

如表
!

所示%

表
(

!

固定化细胞的操作稳定性

实验批次
% # ! I " & F G

固定化细胞转化率)
P "G@& "!@E "#@F IG@" !F@I !!@E #"@& %F@!

相对转化率)
P %$$@$ E#@$ GE@E G#@G &!@G "F@G I!@F #E@"

游离化细胞转化率)
P "$@E !$@$ #!@E %&@G %I@! $ $ H

相对转化率)
P %$$@$ "G@E IF@$ !!@$ #G@% H H H

!!

当重复利用到第
&

批时$游离细胞已经基本没

有检测到转化活性$而固定化细胞的转化率为初始

转化率的
"F@GP

%固定化细胞重复利用到第
G

批

时$仍有相对初始的
#E@"P

活力%固定化细胞颗粒

容易回收$菌体损失少$钙化膜也可以降低底物的毒

害$这都提高了固定化颗粒的操作稳定性%

(

!

结
!

论

本文以海藻酸钠为载体$研究其固定化细胞的

最优条件为!海藻酸钠浓度
#@$P

$

c,c-

#

浓度

#@$P

$固定化时间
G0

$细胞包埋量
"$

4

)

\

*且固定

化后颗粒具有较好的热稳定性和操作稳定性$转化

吲哚为靛蓝的转化率为
"G@&P

$在靛蓝生物合成工

业化过程中具有重要作用%
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