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核苷类似物的合成主要有化学合成法、碱基修饰法和生物转

化法 3 种方法 [ 1 ]，前两者工艺步骤多、反应条件苛刻、周期长、总
收率偏低、成本居高不下，而酶法具有反应条件温和、反应专一性

强、副反应少、产物容易分离纯化等优点。核甘磷酸化酶已被广泛

用于酶法合成抗肿瘤、抗病毒的核苷类似物 [ 2 ]。核苷磷酸化酶可

分为嘌呤核苷磷酸化酶 ( PNPase ，EC2，4，2，1 )和嘧啶核苷磷酸

化酶 ( PyNPase，EC2，4，2，2 ) [3 ]。此酶能可逆地催化核苷( 或脱氧核

苷) 磷酸化反应 [ 4 ]。利用核苷磷酸化酶已成功合成了阿糖腺苷

(Ara2A)、2' － 脱氧腺苷 ( 2' － Deoxyade nosine，dAＲ)、三氮唑核苷

(Ｒibavirin )、5 － 氟尿苷 ( 5 － FUＲ) 等。但利用含有核苷磷酸化酶

的天然菌株合成核苷类药物存在酶量小的缺点，构建基因工程菌

的方法可从根本上解决酶量问题。本实验室获得了 2 株含嘌呤核

苷磷酸化酶与嘧啶核苷磷酸化酶基因的工程菌，对产酶条件进行

了详尽地研究。通过优化工程菌的产酶条件，现 1 L 发酵液可得

2 g 以上的酶蛋白，解决了酶的来源问题，为酶法合成核苷类似物

提供了坚实的基础。
1 材料与方法

1． 1 材料

BMＲ － A50U 型 50 L 发酵罐( 上海傲中生物工程设备有限公

司) ; JY92 － 11N 型超声波细胞粉碎机( 宁波新艺超声设备有限公

司) ; VE － 180 型电泳槽( 上海天能公司) ，WD － 9413B 型凝胶成

像分析仪( 北京六一仪器厂)。菌种 Gne01( PNPase 工程菌)、菌种

Gne02 (PyNPase 工程菌) 为本实验室自有; 异丙基硫代半乳糖苷

( IPTG，Merck 公司) ; 培养基为 LB 培养基; 其他检测用试剂为国

产分析纯。
1． 2 方法 [ 5 ]

培养方法( 摇瓶) : 在 500 mL 三角瓶中装入 60 mL 含单磷酸

卡那霉素的 LB 培养基，按 2% 的量接入种子液，在适宜温度培养

一定时间后加入 IPTG 诱导蛋白表达，培养完成后收获菌体。
菌体测定方法: 取一定量的发酵液置离心管中，以 4 000 r /min

的速率离心 10 min，倒出上清液，称量离心沉淀的菌体质量，计算

出单位发酵液中菌体的质量。
总 蛋 白 测 定 方 法 : 收 获 的 菌 体 用 超 声 波 粉 碎 机 破 碎 ，以

4 000 r /min 的速率离心 15 min，取上清液为待测样品，以牛血清

白蛋白( BSA) 配制标准蛋白溶液，按考马斯亮蓝( Bradford) 法制作

标准曲线及检测样品的蛋白含量。
表达量测定方法: 取蛋白测定样品进行 SDS － PAGE 电泳，再

进行凝胶成像扫描分析，结合总蛋白测定结果可计算出目标蛋白

表达量。
50 L 发酵罐发酵方法: 根据摇瓶培养试验结果，设计了 L9 ( 34 )

的正交试验方案，其中选择了培养温度、诱导开始时间、诱导浓度

和诱导时间为主要考察因素进行条件优化，研究 50 L 发酵罐的

基因工程菌发酵表达核苷磷酸化酶条件的优化
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摘要: 目的 优化核苷磷酸化酶( 包括嘌呤和嘧啶核苷磷酸化酶) 基因工程菌的发酵表达条件。方法 通过工程菌摇瓶培养，测定吸光度

D 值，考马斯亮蓝( Bradford) 法测定蛋白，SDS － PAGE 电泳和凝胶成像扫描分析表达量，优化表达条件; 通过正交试验优化 50 L 发酵罐

发酵条件。结果 摇瓶培养起始 pH 为 7． 0 ～ 7． 2，于 30 ℃培养 4 h，加入终浓度为 0． 4 mmol / L 的异丙基硫代半乳糖苷( IPTG) 诱导 8 h
后收获菌体，可得到较高的生物量和重组酶蛋白表达量。50 L 发酵罐的最佳条件为起始 pH 为 7． 0 ～ 7． 2，于 32 ℃培养 4 h，加入终浓度

为 0． 4 mmol / L 的 IPTG 诱导 9 h 后收获菌体，每升发酵液可得 2 g 以上的酶蛋白。结论 基因工程菌发酵表达核苷磷酸化酶产量较高，

可工业化生产，为酶法合成核苷酸类似物的研究奠定了基础。
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Optimization of Gene Engineering Bacteria Fermentation Conditions for
Expression of Nucleoside Phosphorylase
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Abstract: Objective To optimize the fermentation conditions of gene engineering bacteria for expression of nucleoside phosphorylase
( including PNPase and PyNPase ) ． Methods By adopting the engineering bacteria shaking culture，the absorbance D value was deter-
mined，the protein was measured by the Bradford method，the expression quantity was detected by the SDS － PAGE electrophoresis and
the gel － imaging scanning，so the expression conditions were optimized; the orthogonal experiment was adopted to optimize the fermenta-
tion condition of the 50 L fermentor． Ｒesults The initial pH was 7． 0 － 7． 2 in the shaking culture and the incubation was performed
for 4 h under 30 ℃ ，then isopropyl thiogalactoside ( IPTG) with a concentration of 0． 4 mmol / L was added for 8 h induction and the
bacteria were finally harvested，which could obtain higher biomass and recombinant enzyme protein expression quantity． The experimental
results revealed that the optimal conditions of the 50 L fermentor were as follows: with the initial pH value of 7． 0 － 7． 2，the incubation
lasted for 4 h under 32 ℃ ，the bacteria were harvested after adding 0． 4 mmol / L IPTG for 9 h induction． Each liter of fermentation
broth could obtain at least 2 g apoenzyme． Conclusion The expression of gene engineering bacteria can obtain the higher output of nu-
cleoside phosphorylase，which can be used for the industrial production and establishes the basis of synthesizing the nucleotide analogues
by the enzymatic method．
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图 3 不同培养基起始 pH 对菌体量和蛋白表达量的影响

图 4 不同培养温度对菌体量和蛋白表达量的影响

图 5 不同诱导浓度对菌体量与蛋白表达量的影响

最佳发酵条件。
2 结果

2． 1 酶表达影响因素考察

诱导时间: 接种后，在摇瓶培养 4 h 时加入 0． 4 mmol / L 的

IPTG 诱导，然后继续培养 10 h，每 1 h 取样检测菌体量和蛋白表

达量，结果见图 1。可见，菌体在诱导后继续快速生长，到诱导后

8 h 菌体量和蛋白表达量达最高，时间再长菌体量和蛋白表达量

都会有小幅度下降，因此诱导后培养 8 h 菌体量和蛋白表达量均

达到了高水平。

诱导时机: 接种后，在摇瓶培养 2，3，4，5，6 h 时分别加入

0． 4 mmol / L 的 IPTG 诱导，继续培养 8 h，培养完成后检查菌体量

和蛋白表达量，结果见图 2。可见，诱导时机对菌量和表达量有较

明显的影响，诱导太早会明显影响菌体生长，从而影响蛋白的表

达，诱导太晚虽然对菌体量影响不明显，但明显降低了蛋白表达

量。因此，最佳的诱导时机是在培养 4 h 时进行诱导。

起始 pH: 配制不同起始 pH 的 LB 培养基，按 2% 的量接入种

子液，在 32 ℃培养 4 h 后加入 IPTG 诱导蛋白表达，再培养 8 h 后

收获菌体检测菌体量和蛋白表达量，结果见图 3。可见，试验范围

内培养基起始 pH 的变化对菌体量和蛋白表达量的影响比较轻

微，其中以起始 pH 在 7． 0 ～ 7． 2 为最佳条件。

培养温度: 接种后分别在 28，30，32，35，37 ℃ 培养 4 h，诱导

后再培养 8 h 后收获菌种，检测菌体量和目标蛋白表达量，结果

见图 4。可见，培养温度对菌体量和蛋白表达量均有影响，在一定

范围内，温度越高菌体量越大，蛋白表达量越多，但温度越高表达

蛋白时越容易形成包涵体，因此培养温度在 30 ℃时为最佳条件。
诱导剂浓度: 摇瓶接种后在 32 ℃ 培养 4 h，分别加入 0． 25，

0． 3，0． 35，0． 4，0． 45，0． 5 mmol / L IPTG 诱导，再培养 8 h 收获菌

体，检测菌体量和蛋白表达量，结果见图 5。可见，诱导剂浓度对

菌体量和蛋白表达量影响比较明显，诱导剂浓度的提高可令表达

量明显升高，当诱导剂达到 0． 4 mmol / L 及以上时，蛋白表达量不

再明显升高，但随诱导剂浓度升高菌体量有一定程度的下降，因

此诱导浓度为 0． 4 mmol / L 时菌体量和蛋白表达量可达到较理想

的水平。

2． 2 50 L 发酵罐发酵条件优化(正交试验)

本试验采用 L9( 34) 正交试验方案，其中培养温度选择了 30，

32，35 ℃ 3 个水平，诱导开始时间选择了 3，4，5 h 3 个水平，诱导

浓度为 0． 3，0． 4，0． 5 mmol / L 3 个水平，诱导时间为 8，9，10 h
3 个水平，通过正交试验以较少的试验次数来研究 50 L 发酵罐

的最佳发酵条件。试验结果见表 1 和表 2。可见，4 个考察因素中

诱导浓度对表达量影响最大，其次是培养温度，影响最小的是诱

导时间，为避免因温度高导致表达蛋白形成包涵体，最终确定

50 L 发酵罐的最佳反应条件是培养温度 32 ℃ ，接种 4 h 后加入

0． 4 mmol / L IPTG 诱导，诱导时间为 9 h。

表 1 Gne01 菌种 50 L 罐发酵正交试验结果 ( n = 9 )

试验号 表达量
( g / L )

因素

1
2
3
4
5
6
7
8
9
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
K1

K2

K3

Ｒ

培养温度 (℃ )

1 (30 )

1 (30 )
1 (30 )
2 (32 )

2 (32 )
2 (32 )
3 (35 )

3 (35 )
3 (35 )
6． 44
6． 73
6． 97
2． 15
2． 24
2． 32
0． 17

开始诱导时间 (h)

1( 3)

2( 4)

3( 5)

1( 3)

2( 4)

3( 5)

1( 3)

2( 4)

3( 5)

6． 47
6． 85
6． 69
2． 16
2． 28
2． 23
0． 12

诱导浓度 (mmol /L)

1( 0． 3)

2( 0． 4 )
3( 0． 5)

2( 0． 4)

3( 0． 5)

1( 0． 3)

3( 0． 5)

1( 0． 3)

2( 0． 4 )
6． 47
7． 11
6． 56
2． 16
2． 37
2． 19
0． 21

诱导时间 (h)

1( 8)

2( 9)

3( 10)

3( 10)

1( 8)

2( 9)

2( 9)

3( 10)

1( 8)

6． 72
6． 85
6． 57
2． 24
2． 28
2． 19
0． 09

2． 03
2． 37
2． 04
2． 29
2． 24
2． 20
2． 28
2． 24
2． 45

图 1 不同诱导时间对菌体量和蛋白表达量的影响

图 2 诱导前不同培养时间对菌体量与蛋白表达量的影响

蛋白表达量 / g·L － 1
菌体量 / g·L － 1

Gne01 菌体量
Gne02 菌体量
Gne01 表达量
Gne02 表达量

2． 0

1． 8

1． 6

1． 4

1． 2

1． 0

35

33
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27

25
6． 5 6． 8 7． 0 7． 2 7． 5 7． 8 8． 0

培养基起始 pH

40

30

20

10

0
28 30 32 35 37

培养温度 /℃

Gne01 菌体量
Gne02 菌体量
Gne01 表达量
Gne02 表达量

2． 0

1． 8

1． 6

1． 4

1． 2

1． 0

蛋白表达量 / g·L － 1
菌体量 / g·L － 1

2． 0

1． 8

1． 6

1． 4

1． 2

1． 0

蛋白表达量 / g·L － 1
菌体量 / g·L － 1

Gne01 菌体量
Gne02 菌体量
Gne01 表达量
Gne02 表达量

培养浓度 / mmol·L － 1

40
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20

10

0
0． 25 0． 30 0． 35 0． 40 0． 45 0． 50

培养时间 / h
2 4 6 8 10 11 12 13 14

蛋白表达量 / g·L － 1

2． 0

1． 8

1． 6

1． 4

1． 2

1． 0

30
25
20
15
10
5
0

Gne01 菌体量
Gne02 菌体量
Gne01 表达量
Gne02 表达量

菌体量 / g·L － 1

30
25
20
15
10
5
0
2 3 4 5 6

诱导前培养时间 / h

蛋白表达量 / g·L － 1
菌体量 / g·L － 1

2． 0

1． 8

1． 6

1． 4

1． 2

1． 0

Gne01 菌体量
Gne02 菌体量
Gne01 表达量
Gne02 表达量
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表达量
( g / L )

试验号
因素

表 2 Gne02 菌种 50 L 罐发酵正交试验结果 ( n = 9 )

1
2
3
4
5
6
7
8
9
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
K1

K2

K3

Ｒ

培养温度 (℃ )

1 (30 )

1 (30 )
1 (30 )
2 (32 )

2 (32 )
2 (32 )
3 (35 )

3 (35 )
3 (35 )
6． 04
6． 26
6． 46
2． 01
2． 09
2． 15
0． 14

开始诱导时间 (h)

1( 3)

2( 4)

3( 5)

1( 3)

2( 4)

3( 5)

1( 3)

2( 4)

3( 5)

6． 02
6． 39
6． 21
2． 01
2． 13
2． 07
0． 12

诱导浓度 (mmol /L)

1( 0． 3)

2( 0． 4)

3( 0． 5)

2( 0． 4)

3( 0． 5)

1( 0． 3)

3( 0． 5)

1( 0． 3)

2( 0． 4)

6． 02
6． 63
6． 11
2． 01
2． 21
2． 04
0． 20

诱导时间 (h)

1( 8)

2( 9)

3( 10)

3( 10)

1( 8)

2( 9)

2( 9)

3( 10)

1( 8)

6． 21
6． 42
6． 13
2． 07
2． 14
2． 04
0． 10

1． 89
2． 24
1． 91
2． 14
2． 07
2． 05
2． 13
2． 08
2． 25

3 讨论

通过摇瓶培养试验考察了 Gne01 和 Gne02 2 个基因工程菌

发酵条件，除了考察温度、pH 等条件外，也重点考虑了外源蛋白

表达的诱导时机、诱导剂的浓度和诱导时间等条件。由于外源蛋

白的表达通常会抑制菌体生长，因此发酵条件优化非常重要。本
次考察的 2 个基因工程菌蛋白表达条件试验中，诱导剂浓度和诱

导的开始时间最重要，培养温度和诱导时间也对结果有较明显的

影响，而培养基起始 pH 的影响较弱。
为进一步优化工程菌发酵条件，为核苷磷酸化酶的工业化生

产应用进行更深入研究，根据摇瓶试验结果设计了正交试验方案

进行 50 L 发酵罐的发酵工艺优化研究。结果显示，各研究因素中

对结果影响由大到小依次为诱导剂浓度、培养温度、诱导时机和

诱导时间。50 L 发酵罐的最佳条件为起始 pH 为 7． 0 ～ 7． 2，于 32 ℃
培养 4 h，加入终浓度为 0． 4 mmol / L IPTG 诱导 9 h 后收获菌体，

每升发酵液可得 2 g 以上的较高水平的酶蛋白表达量，达到了工

业化生产要求。
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石杏痰咳片由麻黄、石膏、苦杏仁、百部、款冬花、浙贝母、桑
白皮、鱼腥草、功劳木、陈皮、甘草等药组方，具有疏风宣肺、止咳

化痰的功效，适用于改善咳嗽、咳痰症状。麻黄为方中君药，故以

麻黄碱为指标进行含量测定，控制成品的质量。2010 年版《中国

药典( 一部)》采用高效液相色谱 (HPLC)法测定麻黄碱的含量 [ 1 ]，

该方法操作简单、方法可靠、重复性好，故本试验参照该方法测定

盐酸麻黄碱的含量。
1 仪器与试药

Agilent 1200 型高效液相色谱仪( 色谱系统由 G1311A 型四元

泵、G1329A 型标准型自动进样器、G1314B XL VWB 型检测器、色
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高效液相色谱法测定石杏痰咳片中盐酸麻黄碱含量
黄海婷，蒙庆东

( 广西壮族自治区北海食品药品检验所，广西 北海 536000)
摘要: 目的 建立测定石杏痰咳片中盐酸麻黄碱含量的高效液相色谱法。方法 采用 Agilent TC － C18 柱( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) ，以乙

腈 － 0． 1% 磷 酸 溶 液 ( 4 ∶ 96) 为 流 动 相 ，流 速 为 1． 0 mL / min，检 测 波 长 为 207 nm，柱 温 为 40 ℃。结 果 盐 酸 麻 黄 碱 质 量 浓 度 在

5． 04 ～ 100． 80 μg /mL 范 围 内 与 峰 面 积 呈 良 好 线 性 关 系 ( r = 0． 999 9) ，精 密 度 试 验 结 果 的 ＲSD 为 0． 27% ，平 均 加 样 回 收 率 为

100． 10% ，ＲSD 为 1． 81% ( n = 9 )。结论 该方法快速、简便、准确、重复性好，结果可靠，可作为石杏痰咳片的质量控制方法。
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Determination of Ephedrine Hydrochloride in Shixing Tanke Tablets by HPLC
Huang Haiting， Meng Qingdong

( Beihai Municipal Institute for Food and Drug Control， Beihai， Guangxi， China 536000 )

Abstract: Objective To establish a high performance liquid chromatography (HPLC) method for the content determination of ephedrine
hydrochloride in Shixing Tanke Tablets． Methods The Agilent TC － C18 column(250 mm × 4． 6 mm，5 μm) was adopted with the mobile
phase of acetonitrile － 0． 1% phosphoric acid solution (4 ∶ 96 ) ． The flow rate was 1． 0 mL /min，the detection wavelength was at 207 nm
and the column temperature was 40 ℃． Ｒesults The linear range of ephedrine hydrochloride was 5． 04 － 100． 80 μg ( r = 0． 999 9 ) ． The
ＲSD of the precision test was 0． 27% ． The average recovery rate was 100． 10% ， ＲSD = 1． 81% ( n = 9 ) ． Conclusion This method is
rapid，simple and accurate with good reproducibility and reliable detection results，which can be used for the quality control of Shixing
Tanke Tablets．
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